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??? Voorwoord. Het is mij aangenaam aan het einde van mijn studietijd oenwoord van dank to kunnen richten tot allen, die tot mijn weten-schappelijke vorming hebben bijgedragen. Hooggeleerde Van Romburgh, Ornstein en Kruyt, ZeergeleerdeMoll en Strengers, veel heb ik uit Uw colleges, voordrachten en prac-tica mogen leeren, dat mij van groote waarde was voor mijn natuur-wetenschappelijke ontwikkeling in het algemeen, veel ook, dat onmis-baar is voor den bioloog, die zich op physiologisch terrein gaat be-geven. Voor dit alles mijn hartelijken dank. U, Hooggeleerde Kruytdank ik bovendien voor do mij verleende gastvrijheid in Uw labora-torium. Hooggeleerde Went. Hoewel ik mij later meer tot de dierphy-siologic voelde aangetrokken, denk ik met dankbaarheid aan den tijd,waarin ik gelegenheid had mij onder Uwe leiding in de botanischemorphologie en physiologie to bekwamen. In het bijzonder heb ik dcwijze, waarop gij Uwo studenten inwijdt in do oorspronkelijke litte-ratuur en do volo moeite, die gij U getroost om hen to brengen totdo studio daarvan, ten zeerste gewaardeerd.

Hooggeleerde Pullo. Ofschoon mijn tegenwoordige studierichtingmij wel ver van het door U gedoceerde onderdeel der biologie heeftverwijderd, was het mij een voorrecht, ook in mijn latere studiejarennog op het gebied der plantensystematiek mijn konnis to mogen ver-ruimen. Ook aan Uwe colleges over phytografio denk ik met voelgenoegen terug. Hooggeleerde Nierstraaz. Mot niet minder gonoegen denk ik aando uren, waarop ik Uwo colleges ovor vergelijkende anatomie volgdeen waarin gij de grooto lijnen van dio wetenschap zoo duidelijk naarvoren bracht en critisch wist te belichten. Ook Uw tegemoetkomendeh(mding tegenover nieuwere richtingen in do zo??logie heb ik zeergewaardeerd. Erkentelijk ben ik U, Zeorgoleerdo Hirsch voor Uwsteun bij de practischo beoefening der anatomie en de belangstelling,die gij daarvoor wist op te wekken. Hooggeleerde Ringer. Nadat het aanhooren Uwer interessante enoverzichtelijke colleges mijn roeda aanwezige neiging voor den oho-mischen kant der physiologie had versterkt, mocht ik in Uw labo-ratorium vele der methoden leeren kennen, die

mij bij het bewerkenvan dit proefschrift onmisbaar waren. Voor alles wat ik in dien tijdop het gebied der enzymechemie, zoowel door practisch werken alsin gesprekken met U, mocht leeren, ben ik U ten zeerste erkentelijk,



??? evenzeer als voor den steun, dien gij mij bij het verrichten van ditonderzoek hebt willen verleenen. Ondanks Uw drukke werkzaamheden,steldet gij steeds Uwen tijd voor mij beschikbaar. Hierdoor en doorde vriendelijke hulpvaardigheid van Uwe medewerkers en Uwen ama-nuensis zal ik aan den tijd, in Uw laboratorium doorgebracht, eenaangename herinnering bewaren. Hooggeleerde Jordan, Hooggeachte Promotor. Van het begin vanmijn studietijd af, werd ik geboeid door de wijze, waarop gij een in-zicht weet te geven in den gecompliceerden samenhang der levens-verschijnselen en hun evenwicht. Het enthousiasme, waarmee gij,eerst door onderzoek, later door onderwijs een nieuwe, of liever telang verwaarloosde richting in de zo??logie hebt trachten naar vorente brengen, is uwen studenten een aansporing om te besproeven ookzelf iets tot den vooruitgang van deze aan problemen nog zoo rijkewetenschap bij te dragen. De vrijheid en zelfstandigheid, die gij hundaarbij laat, heb ik op hoogen prijs gesteld. Gij weet bovendien eenindruk te geven van de grenzen, die aan het

natuurwetenschappelijkonderzoek en de conclusies, waartoe het leidt, zijn gesteld, zoowel alsvan het wezen ervan en van de plaats, die het in den kring der weten-schappen behoort in te nemen. Wanneer ik daarnaast Uw vrien-delijken omgang met Uwe studenten gedenk, ook op de tijden, datgij en Mevrouw Jordan Uw huis voor mij opensteldet, behoef ik Uwel niet te zeggen, hoe erkentelijk ik U ben voor het vele, datgij mij in mijn studietijd hebt gegeven. Ook voor den steun bij hetbewerken van dit proefschrift mijn hartelijken dank. Tenslotte ver-heugt het mij, dat door mijn functie als Uw hoofdassistent mijnpromotie nog geen afscheid beteekent uit een universitair milieu. Eindelijk een woord van dank aan U, geachte Heer Prijs, voorde uitvoering der teekeningen en aan de Heeren Van Norden enKreugel voor velerlei technische hulp, mij bij de uitvoering van mijnwerk verleend.
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??? Kapitel 1. Einleitung. Anatomie des Fischdarmkanals â€” Stand unserer Kenntnisse von der Ver-dauung bei den niederen Vertebratenâ€” Die Nahrung der Fische â€” VergleichendePhysiologie und neuere Resultate der Enzymforschung â€” Prohlenio, Bei der Untersuchung der Verdauungscrscheinungen bei den niederenVertebraten haben die Vorg?¤nge im Magen fast alles Interesse derUntersucher auf sich gezogen, so da?Ÿ eine ziemlich gro?Ÿe Anzahl Ar-beiten (von denen die meisten freilich mit stark veralteten ?„lethodenausgef??lirt wurden) mis dar??ber unterrichten, wiUirend ??ber die D??nn-darmverdauung nur sehr wenige Tatsachen bekannt sind. Es schienmir darum eine Untersuchung der D??nndarmverdauung bei den Fischennicht nur um ihrer selbst Willen der M??he wert zu sein, sondern auchdringend erw??nscht, um die neueren Resultate bez??glich der Magenver-dammg damit zu vergleichen und so einen Gesamt??berblick ??ber denVerdauungsvorgang bei den Fischen zu bekommen. Bevor wir uns zurEinleitimg orientieren, wie es mit

unseren bisherigen Kenntnissendieses Verdauungsvorganges steht, m??ge zum besseren Verst?¤ndnis einekurze Bemerkung ??ber die Anatomie des Fi.seh(larmkanal8 hier ihrenPlatz finden. Ajiatomie dca Fischdarrnkmials^). Am Darmtraktus der Fische l?¤?Ÿtsich ein Vorderdarm, Mittcldarm und bisweilen noch ein Enddarmimterscheiden. Wir ??bergehen eine Bespreelumg der Fangvorrichtungen,womit diese Arbeit sich nicht besch?¤ftigen wird. Der Vorderdarmgliedert sich dann in ?œ.sophagus und Magen (beide oft mit starkenL?¤ngsfalten versehen) und endet beim Pyloru.ssphinktcr. Der ?„rapenist oft V-f??rn\\ig gebogen, so da?Ÿ man ihn in eine weitere Pars cardiaca 1) Siehe besonders die eingehenden Arbeiten von Jacobshaoen (39, 40, 41). Z. f. vergl. Pliyaloloale Ud. 6.nbsp;29



??? und eine engere Pars pylorica einteilen kann. Bei manchen Gruppenkommt es zur Bildung eines Magenblindsackes, der sich bis zum letztenK??rperdrittel erstrecken kann. ?„Gt wenigen Ausnahmen fehlen Dr??senim ?–sophagus. Im Magen sind sie in gro?Ÿer Zahl vorhanden; man kannaber keinen Unterschied machen zwischen Haupt- und Belegzellen,wie man es bei den ??brigen Vertebratengruppen tut. Bei einigen Grup-pen, unter anderen bei den Cypriniden, fehlt ein Magen vollkommenund m??ndet der (sehr enge) ?–sophagus gleich in den vorn etwas er-weiterten Mitteldarm aus. Die Teile des :\\Iitteldarms smd oft wenig voneinander differenziert.In vielen F?¤llen kann man Mittel- und Enddarm unterscheiden, diedann durch eine deutliche Klappe, die Valvula Bauhini, getrennt sind.Merkw??rdig ist, da?Ÿ echte mehrzellige Dr??sen nach den Angaben derHistologen dem Mittel- und Enddarm vollkommen fehlen. Es wirdnur die Anwesenheit von Scl??eimzellen erw?¤hnt. Eine Ausnahmebildet die Gruppe der Gadiden, wo eine Reihe von Untersuchern

dasVorkommen von echten LiEBEEK?œHNschen Dr??sen, wie sie f??r die??brigen Wirbeltiere charakteristisch sind, nachwiesen. Bei den Selachiernist bekanntlich der Mitteldarm mit der gro?Ÿen Spiralklappe versehen. Weit mehr Besonderheiten als Mittel- und Enddarm selbst, zeigendie ihnen anh?¤ngenden Gebilde. Gleich hinter dem Pylorus befindetsich bei sehr vielen Fischarten eine Anzahl eigent??mlicher Ausst??lpungen,die sogenannten Appendices pyloricae. Sie mangeln den Selachiern,sowie den magenlosen Fischen und auch einer gro?Ÿen Anzahl von Magen-fisehen unter den Teleostiem. Ihre Zahl kann wechseln von 1 bis ??ber900; sie k??nnen jede f??r sich, oder mehrere zugleich in den Darm aus-m??nden; ihre Wandungen (das Epithel einbegriffen) sind aufgebautwie beim ft??tteldarm. Bei den Gadiden kommen also auch m denAppendices die LiEBERK?œnNscheti Dr??sen vor. Bei Acipenser ist dieganze Masse fest zusammengewachsen, jedoch wird das Organ niemalsdr??senartig. Dio Leber der Fische ist stark gelappt, eine Gallenblase ist

vorhanden,und der Ductus choledochus m??ndet in geringer Entfernung vom Py-lorus. Zusammen mit ihm oder in seiner N?¤he m??ndet der Ductuspancreaticus. Diese Ausfuhr??ffnungen findet man vor, zwischen, oderhinter den Appendices. Der geringe morphologische Wert, den mandiesen Punkten, ihrer inkonstanten Lage wegen, beimessen kann, i.stUrsache, da?Ÿ man in neuerer Zeit die Untenschcidung eines Zwischen-darmes (Bursa Entiana) vom Pylorus bis zum Duct. chol. aufgegeben hat. Das Pankreas hat man l?¤ngere Zeit hindurch bei vielen Fischenvermi?Ÿt. Bei den Selachiern kannte man ein deutliches und kompaktesPankreas, und Cuvier stellte die Theorie auf, da?Ÿ dio Appendices pylo-ricae ??berall da vorkommen, wo ein Pankreas fehlt. Es hat bis 187.3 go-



??? Die Verdauung bei den Fischen.nbsp;447 dauert!), ehe durch die Arbeiten von Legouis (55) und sp?¤ter vonLaguessb (53, 54) gezeigt quot;vvurde, da?Ÿ allen Fischen ein Pankreaszukommt, auch denen, welche Appendices besitzen. Das Organ ist aberkein kompaktes Gebilde, sondern in viele feine Str?¤nge zerteilt, die denganzen Darm entlang sich verzweigen. Es folgt den Blutgef?¤?Ÿen unddringt bei einigen Formen mit ihnen in die Leber ein, was Krukenbergveranla?Ÿte, von einem Hepatopankreas zu sprechen; mit Unrecht aber,denn die Organe vermischen sich gar nicht, obwohl sie einander durch-dringen. Stand unserer Kenninisse von der Verdauiuig bei den niederen Verte-braten^). Am Ende des vorigen Jahrhunderts besch?¤ftigte man sichlebhaft mit der Frage, ob von den Haupt- und Deckzellen der Magen-schleimhaut die einen Pepsin und die anderen Salzs?¤ure produzierenluid zog auch Amphibien \\md Reptilien in den Kreis der Untersuchungen.Die L??sung dieser Frage vornehmlich im Hinblick auf die mensehlichePhysiologie, nicht auf die

Biologie der untersuchten Tiere, stand dabeiim Vordergrund. So entstand eine ausf??hrliche Polemik, die bis in imsereTage noch fortdauert. Daneben hatte man sich dem Studium der Magen-verdauung der Fische zugewendet. Die Resultate der hierdurch ent-standenen Literatur sind von Biedermann in Wintkrsteins Hand-buch der vergleichenden Physiologie (Bd. 2, erste H?¤lfte) und von Yung(147), Weinlani) (129â€”1.30) und Van Herwer??en (30) etwas fr??herin ihren Arbeiten zu.sainmengefa?Ÿt, so da?Ÿ ieli f??r eine eingehende Be-sprechung der ?¤lteren Abhandlungen auf die.so ?œbersichten verweise.Nur die bestbegr??ndeten Resultate will ich kurz hervorheben und danneinige Arbeiten besprochen, die seit dem Enscheineu von BiedermannsHandbuch ver??ffentlicht worden sind. Die Frage der Haupt- und Beleg- (oder ??eck-)zellen scheint mirentschieden zu sein zugunsten der Auffjussung, da?Ÿ die HauptzellenPepsin, die Beleg- oder Deckzellen Salzs?¤ure abscheiden und da?Ÿ diesebeiden Zellarten bei S?¤ugetieren, V??geln, Reptilien inid

Am])hibienvorkommen. Dies ist in ehier der letzten ausf??hrlichen Publikationen,die sich auch besonders mit den-niederen Vertebraten besch?¤ftigt, vonKuanknuuro (49) gezeigt worden. Eine breite historische ?œbersicht??ber diese Frage wird man da ebenfalls finden. Bei den Fischen kann man, wie wir schon sahen, keine Haupt- undDeckzellen initcrseheiden. Wkinland inul van Herwerdkn versuchten 1)nbsp;Wenn man von der unbeachtet gebliebenen Krwiihnung dea Organcs dnrciÂ?STKLI.KK in einem nachgela.ssencn Werk (etwa 1830) absieht. 2)nbsp;Hierunter verstehe ich dio poikilothormen. Ich teile zur Vorgloiehungeiniges ??ber Amphibien und Reptilien mit, da ich auch im Laufe der Unter-suchung einige Vcrsucho an liana anstellte.



??? die Art der Magens?¤ure bei den Selachiern zu ermitteln und kamen zuverschiedenen Ergebnissen. W?¤hrend Weinland findet, da?Ÿ die Haupt-menge der S?¤ure organischer Natur ist (wahrscheinlich Ameisens?¤ure),nimmt van Herwebden auf Grund ihrer Untersuchungen eine reich-liche Salzs?¤ureabscheidung an. Das Identifizieren einer S?¤ure in einemso zusammengesetzten Gemisch, wie es ein Mageninhalt darbietet, isteine sehr schmerige analytisch-chemische Aufgabe und verlangt emegr??ndliche Pr??fung der Methodik f??r alle St??rungen, die man durchMeerwasser, Eiwei?Ÿ und seinen Abbauprodukten, um von v??llig un-bekannten Faktoren nicht zu sprechen, erwarten kann. Weinlandhat die Methode van Herwerdens kritisiert; darauf hat Ringer (37)mit einer eigens ausgearbeiteten Methode die Anwesenheit von HCl vonneuem best?¤tigt. Van Herwerden findet bei Teleostiem weit wenigerS?¤ure im Magen als bei Selachiern; auch Sullivan (125) hat vieleMessungen der S?¤uremenge ausgef??hrt, aber nur bei Selachiern. Seitdemman durch die

Arbeiten von S??rensen und seinen Nachfolgern die Be-deutung der Wasserstoffionenkonzentration f??r physiologische Prozessekennen lernte, haben diese Zahlen f??r die titrierbare S?¤uremenge nichtso gro?Ÿen Wert mehr, wie fr??her, und scheint mir auch die Frage nachder Natur der S?¤ure etwas von ihrer Bedeutung verloren zu haben.Weinland (130) erhielt ein merkw??rdiges Resultat bei Rochen, indemer fand da?Ÿ bei ihnen der Mageninhalt bald sauer, bald alkalisch rea-gieren kann. Die Abscheidung von S?¤ure und Alkali steht hier unterdem Einflu?Ÿ von Sphinkteren, die besonders an den Magenvenen vor-kommen. Bei geschlossenen Sphinkteren entsteht alkalisches, bei ge-??ffneten saures Sekret. Es kommt hier auch eine Diastase vor, die nur bei alkalischer Reaktion gefunden wird. ?œber die Eiwei?Ÿverdauung im Magen sind dio Autoren (unter denen,au?Ÿer den genannten, RicnET und Yung zu erw?¤hnen sind) ziemlicheinig da?Ÿ sie peptischer Natur sci. Dio Einwirkung der remperaturauf dio Wirkung des Fischpepsins ist nach allen Autoren

emo andereals die, welche auf S?¤ugetierpepsin ausge??bt wird. Alle Autoren sinddar??ber einig, da?Ÿ bei niederen Temperaturen das Inschpopsm relativbesser verdaut als das S?¤ugerpepsin. ?œber den genauen Zusammenhangder Wirksamkeit mit der Temperatur herrschen zwei oder drei vor-schiedeno Meinungen. Nach der ersten (von Fick und Murisier undvon Hoppe-Seyler), erreicht das Fisehpepsm schon bei etwa 15Â° seinemaximale Verdauung.skraft und es bleibt dann diese Wirksamkeit un-ver?¤ndert bis 40Â°; nach der zweiten von Luchatj und Krukenberohat es sein Optimum bei 40Â°, wie das S?¤ugcrfermcnt und w??rde diorelativ gr???Ÿere Wirksamkeit bei 0Â°, verglichen mit dem S?¤ugerpepsinden einzigen Unterschied ausmachen; dio Untersuchungen sind abernie von einem Autor bei sehr verschiedenen Temperaturen ausgef??hrt



??? worden, so da?Ÿ die M??glichkeit offen bleibt, da?Ÿ das Optimum derWirkung (f??r eme bestimmte Versuchsdauer) zwischen 15Â° und 40Â°liegt. Wir hoffen uns sp?¤ter mit dieser Frage ausf??lurlicher zu be-sch?¤ftigen. Erw?¤hnen wir noch, da?Ÿ einige Autoren (Redeke mid van Her-werden) Andeutungen f??r das Bestehen einer Fettresorption im Magenfanden und da?Ÿ die Anwesenheit einer Magenlipase diurch van Her-werden erwiesen ist, sowohl f??r Teleostier als f??r Selachier. Auf demH??hepunkt der Verdauung kann ihre Wirkung aber nicht gro?Ÿ sein,da die Fettspaltung durch kleine Mengen HCl schon erheblich gehemmtwird. ?œber die Fermente des Pankreas herrscht wenig ?œbereinstimmungin der Literatur. Soviel ist wohl sicher, da?Ÿ Pankreasextraktc eineAmylasc enthalten. F??r diese Amylase hat Knauthe (45) ein Tempera-turoptimum von 23Â° angegeben; aber diese Angabe ist mit Recht starkangegriffen worden von Kr??ger (50), da Knauthe f??r seine Versuchedas Hepatopankrcas, also Pankreas zusammen mit Lebergewebe ver-

wendet hat und es ist klar, da?Ÿ das Glykogen der Leber und seine Spal-tung durch die Leberenzyme ohne genauere Analyse zu fehlerhaftenSchl??ssen ??ber die Wirkung der Pankreasdiastase f??hren mu?Ÿ. ?œberdiessind die Resultate der bei verschiedenen Temperaturen angestelltenVersuche nicht vergleichbar, da diese mit verschiedenen Extraktenangestellt wurden. Trypsin ist von einigen Autoren nachgewiesen worden, sein Vor-kommen im Haifi.schpankrcas wird merkw??rdigerweise von Riciiet(98) bestritten. Yunq (147) findet die Extrakte bald tryptisch wirksam,bald nicht. J)as alles ist leicht erkl?¤rlich durch die inigcn??gendcn Kennt-nisse die man zur Zeit von Riciiets und von Yungs Arbeiten hatte vonder iVktivierung deÂ? Trypsinogens durch Enterokinase der Darm-schleimhaut. SiTLLiVAN (125) und auch Sellier (112) haben diese Tat-sachen best?¤tigt; sie finden, da?Ÿ Pankreasextrakt am besten durchExtrakt der Spiralklappc, weniger gut durch Ausz??ge aus tler Darn\\wandselbst aktiviert wird; da?Ÿ also im allgemeinen die Sache sich vorh?¤ltwie

bei den S?¤ugetieren. Etwas mehr Arbeit ist auf die Enzyme der Appendicc.s pylorieaeund des Mitteldarmes verwendet worden. I.K.Mder haben die Autoren,die .sieh hiermit besch?¤ftigten, fast nie zu gleicher Zeit das Pankreasihrer Fische untersucht mul immer aus dem Vorhandensein eines En-zymc.s in einem Extrakte der Darmschleimhaut den Schlu?Ÿ gezogen, da?Ÿdieses Enzym nun auch von der Darnischleimha\\it abgeschieden wird,ohne einmal zu ??berlegen, ob es vom Pankreas herstammen k??nnte.Auch nachdem die Existenz eines Pankreas f??r alle Fische sicher ge-stellt war (Legouis 1873, Lag??essk 1889â€”1895) und die Saccharase,



??? Laktase und Maltase des S?¤ugetierdarmes bekannt geworden waren(zwischen etwa 1875 und 1895), hat keiner der sp?¤teren Untersucherdaran gedacht, quantitative Vergleichungen zu machen zwischen demGehalt des Pankreas und dem des Darmes an bestimmten Fermenten.Und keiner (Sullivak ausgenommen) suchte nach den Darmenzymen,wie sie bei den S?¤ugetieren vorkommen. So ist die ganze Literatur ??berdie Enzyme von Appendices und IS?œtteldarm voller Widerspr??che undfast unm??glich in kurzen Z??gen zusammenzufassen. Dennoch wollenwir dies versuchen, da eine detaillierte Besprechung aller erschienenenArbeiten uns viel zu weit f??hren w??rde. Am meisten herrscht noch ?œbereinstimmung in den Arbeiten ??berdie Appendices pyloricae. Diese A^nirden besonders untersucht vonBlanchakd(II), Stirling (124), und Bo??douy(13). Die Resultate smd,da?Ÿ Extrakt der Appendices bei neutraler und schwach alkalischerReaktion Fibrin verdaut und ebenso gekochte St?¤rke. Es enth?¤lt keineLipase Stirling besehreibt bei Gadus

morrhm, womit er arbeitet,ein Pankreas; aber dieses ist zu klein zum Extrahieren. Boudouy er-w?¤hnt da?Ÿ wenn ein Pankreas im interstitiellen Gewebe (zwischenden Appendices) vorhanden ist, dieses schneller verdaut als die Appen-dices selbst. Dies weist schon darauf hin, da?Ÿ die Enzyme der Pylorus-anh?¤nge vom Pankreas herstammen k??nnen und in den Anhangen ad-sorbiert werden, und adsorbiert bleiben, auch wenn man die Appendicesihres Inhaltes beraubt. Da?Ÿ Lipase nicht gefunden wurde, kann an derSchwierigkeit ihres Nachweises oder an einer ungeeignekMi Reaktiondes Milieus liegen. Liebkrt (56) hat 1913 die Fischerci-tcchnisehe Be-deutung der Appendices erwiesen. Sie bleiben beim â€žKakenquot; i) derHeringe in diesen Fischen erhalten; ihre Enzyme (adsorbiert oder auto-chthon) spielen eine gro?Ÿe Rolle })eim â€žReifenquot; der Heringe, wodurchsie zur men.schlichen Nahrung geeignet werden; wenn man die Organeentfernt, so werden die Fische hart und ungenie?Ÿbar; es treten dannauch keine Leucin- und Tyrosinkristalle auf, wie

das bei richtig konser-vierten Tieren nach einiger Zeit der Fall ist. Die Reaktion des Appen-dicesinhaltcs wird von einzelnen Autoren schwach sauer, von anderenschwach alkalisch befunden. Ebenso sind die Autoren dar??ber un-einig, ob Nahrung in die Appendices eindringt oder nicht, und obihnen resorptive Funktion zukommt. Jacobsiiagen, dessen eingehendeStudien ??ber den Fi.schdarm schon erw?¤hnt wurden, h?¤lt das Eindringen von Chymus f??r erwiesen. Die Autoren, deren Arbeiten ??ber die Wirkung dcsMitteldarmtraktcssich am besten unter einem Gesichtspunkt vereinigen lassen [Hom-burger 1877, Luciiau 1878, Knautiik 1897, Sellier 1902 (Litcratur- ijljnter â€žKakenquot; versteht man das Entfernen der Eingeweide auÂ? denHeringen vor dem Hinsalzen, aber so, da?Ÿ die App. pyl. erhalten bleiben.



??? liste bzw. Nr. 37a, 60, 45, 112)] fanden Verdauung von Fibrin in alka-lischem, neutralem, bisweilen sehr schwach saurem]\\Iilieu, und von St?¤rkebei neutraler Reaktion. Nur Knautiie findet Lipasewirkung. Dagegenl?¤?Ÿt nach Richet (98) und Boudouy (13) Darmextrakt jede Wirkungauf Fibrin, St?¤rke und Fett bei verschiedener Reaktion vermissen.Nach Boudouy hat Darminhalt dahingegen Diastasewirkung, was dannwieder auf die Anwesenheit des entsprechenden Pankreasenzymes zu-r??ckzuf??hren sein wird. Kr??ger (50) erw?¤hnt die erepsinartigen Eigenschaften eines Darm-extraktes, sagt aber nicht worin diese bestehen, so da?Ÿ bei der Schwierig-keit der Unterscheidung von Tr3q)sin, besonders bei kleinen Mengen,die M??glichkeit einer Trypsinwirkung offen bleibt. Sonderbare Ausk??nfte haben die Arbeiten von Decker (18) und die vonKuukenbebg (51, 52) geliefert. Der erstcrc findet Popsinwirkung in0.1 vll RClnicht nur im Magen, sondern auch durch den ganzen Darm, und sogar nueh imDarme der Cypriniden {Cyprinus carpio ausgenommen). Alle

untcrsucliten ?–.so-phngi zeigten Pepsinwirkung, eine Wahrnehmung, die seitdem nie be.st?¤tigtwurde. Von Krukenbkrgs sicli widersprechenden Resultaten kann ich keine be.ssero?œbersicht geben als diejenige, die icli in Blanchauds Arbeit fand: â€žSos obser-vationsquot;, sagt B., â€žfaites sur un grand nombre d\'esp?¨ces, ramen?¨rent auxr?Šsultats les plus invraisemblables, dont le r?Šsum?Š suivant donnera imo id?Šeexacte : Suivant lui, les aj)pendiccs pyloriques produiraient tout la fois de ladiastivse, de la pepsine ot de la trypsino chez Acipenser slurio. MoteUn tricirrhataet Lophius piscatorius; ils ])roduiraient dc la pepsine et do la trypsino cho?;Trachinns draco, Scorjyacna acrofa et Zeus faher-, ils produiraient ?Žle la pepsine,mais non dc la trypsino clioz Umhrinacirrhosa, Uranoscopus scnbcr et Chrysophysaurata; ils j)ro(luiraient lt;io la trypsino et do la diastase, mais non do la poi)siMochez Dcrtlcx vulgaris; ils produiraient do la tryi)sinc, sans Pepsine ni Diastasechez Alosa flinta et Trigla hirundo-, ils produiraient enfin dc la trypsino, maisnon dc la pepsine

chez J?Žo?´pa vulgaris.quot;\' Kein einziger Autor au?Ÿer Sullivan (125) hat nach den Enzymengesucht, welche die Kohlehydrate um tiefsten spalten (Maltase undInvortasc), obgleich hier gerade, mit der Frage nach dem Erepsin, derPunkt ist, wo bei den Fischen wichtige Abweichungen zu erwarten sind,wegen lies Fehlens echter Danndr??.sen. Sullivan findet weder Amylasenoch Lipase und Protease, weder im Darmextrakt noch im Auszug derSpiralklappe und keine invertierende Wirkung. Welcher Zucker zu denletzten Versuchen benutzt wird, sagt er nicht. Wahrscheinlich aberwar es Rohrzucker und wurde die wichtigere Maltose zur Untorsuehungnicht verwendet. ?œberhaujit werden in die,ser verdienstvollen Arbeitleider nur die Resultate der Versuche kon.statiert, diese aber nicht ein-gehend beschrieben. Etwas ausf??hrlicher m??chte ich nun einige neuere Arbeiten be-sprechen, deren Zusammenfassung noch nicht in Handb??chern oderAbhandlungen zu finden ist.



??? Die erste ist von Oswald Polimanti: Untersuchungen ??ber dieTopographie der Enzyme im Magen-Darmrohr der Fische (94). Er be-nutzt eine Methode von Hambuegek, wobei Agars?¤ulchen mit dem EpithelinBer??hrunggebrachtwerden;dieEnzymediffundieren dahmem und werden sp?¤ter durch L??sen der S?¤ulchen in Wasser befreit. Eruntersucht Scyllium mnicula, Box salpa und Co7iger vulgaris DiePepsinmenge wird mittels der Methode von IVIett an verschiedenenSteUen des Magens bestimmt, die gr???Ÿte Menge findet sich in denRegionen, wo die Nahrung am l?¤ngsten verbleibt, unabh?¤ngigvon der Form des Magens. Die Topographie vom Chymosin gleichtvollkommen derjenigen des Pepsins, was auf Identit?¤t dieser beidenEnzyme hinweist. Diese vielumstrittene Frage wkd uns weiter nichtbesch?¤ftigen. Die Anwesenheit einer Magenlipase wkd mittels Uono-butyrinspaltung angezeigt^). Ihre Verteilung gleicht der des PepmsAuf Amylase wird mit gef?¤rbter koagulierter St?¤rke reagiert. Sie istnicht anwesend; van Hebwerden hatte keine, Weinland

eine Diastasebei alkalischer Sekretion gefunden. Im Magen ist keine InvertasewurkungIm D??nndarm wkd Enterokinase gefunden, ihre Menge nimmt abvom Duodenum (1) nach dem Anus. Erepsm wurde nach Vernonkolorimetrisch bestimmt. Die Menge nimmt nach hinten zu wie auchHa?¤iburger f??r den Hund, Falloise f??r das Schwein fand. Die andernDarmenzyme (Maltase w?¤re von Interesse gewesen!) wurden nichtuntersucht und ebensowenig die Enzyme des Pankreas. Die M??glich-keit bleibt also wieder offen, da?Ÿ die sogenannte Erepsinwirkung vonadsorbiertem Trypsin herr??hrt, zumal da auch nicht gezeigt wird,da?Ÿ die Darmextrakte keine Wirkung auf natives Eiwei?Ÿ haben. Rakoczy (Hecht- und Hundepepsin (95)) hat sich wieder der Fragezugewandt, ob ein Unterschied besteht zwischen den Fermenten derKalt- und Warmbl??ter hinsichtlich der Beeinflussung ihrer Wirksamkeitdurch die Temperatur. Er benutzt ein Pepsinpr?¤parat aus getrockneterpulverisierter Magenschleimhaut mit Thymolzusatz. Aus Hcchtmagcnwerden Infuse erhalten,

welche einige Male st?¤rker sind als die ausHundemagen (bei niederer Temperatur verglichen). Das Optinuun desS?¤uregrades liegt f??r Hecht- und Hundepepsin bei 1/20 N HCl (bei15_1(; pji-Mcssungen wurden bei diesen Versuchen leider nicht aus-gef??hrt, ebensowenig wird erw?¤hnt, f??r welche Zeitdauer der Vensuchediese Wahrnehmung gilt. Bei diesem S?¤uregrade wird bei 39Â° nachzweist??ndigem Stehen die Wirkung des Hechtpepsms mit der Zeit ge-ringer, die des Hundepepsins nicht (wie lange fortgesetzt?). Um gleicheBedin^ngen der Konzentration an Beimischungen der Extrakte her-zustellen, wird jedem Hechtinfus ein gleiches Volum gekochtes Hunde- 1) In ?œbereinstimmung mit van Herweudens Resultaten.



??? infus zugesetzt und umgekehrt; die L??sungen werden verd??nnt miteiner gekochten j\\Iischung der Infuse zu gleichen Teilen. Die Pepsin-wirkung wird kolorimetrisch gemessen durch Einwirkung auf getrock-netes Karminfibrin. H?¤lt man die Infuse gleiche Zeiten bei 39Â° undbei verschiedener Acidit?¤t, dann macht sich von einer Acidit?¤t h??herals 1 jio N HCl an eme vernichtende Wirkung der Temperatur beimHechtinfus geltend, nicht aber beim Hundeinfus. Wie lange die Ver-suche fortgesetzt wurden, wird nicht erw?¤hnt; nach l?¤ngerer Zeit w??rdebei dieser Temperatur doch auch wohl das Hundepepsin an Ivraft ver-lieren m??ssen, und sich so der Unterschied blo?Ÿ als ein Unterschiedin der Schnelligkeit der Vernichtung manifestieren. Auch Hammakstenhat in einer Publikation von 1908 (43) ??ber die Identit?¤t von Pepsinund Chymosin einige Versuche mit der Schleimhaut des Hcchtmagensausgef??hrt und Resulate erhalten, die mit denjenigen von Rakoczy??bereinstimmen. Ob man nach diesen Publikationen die Frage alsgel??st betrachten darf, wage

ich nicht zu entscheiden. Wir werdenetwas sp?¤ter sehen, wie wenige exakte Tatsachen man ??ber den Tem-peratureinflu?Ÿ auf Enzyme, auch an den besser untersuchten h??herenTiere bisher gesammelt hat und wie vielen Umst?¤nden man hier Rech-nung tragen mu?Ÿ. Wichtige Aufschl??sse ??ber die Zeit und den Grad der Verdauungbei dem Haifisch haben Donald D. van Slyke und G. F. White ge-geben (110). Sie f??tterten die Fi.sche mit einer bestimmton Fleisch-menge und t??teten sie nach 0, 12, 24, 48 und 72 Stunden. Dio Teiledes Darmtraktus wurden voneinander abgebmulen und ihr Iniialt zentri-fugiert. Sodann bestimmte maii den Stickstoffgehalt des ungel??stenEiwei?Ÿes nacii Kjeldaul und von der erhaltenen Fl??ssigkeit denAniinostickstoff nach van Slykes gasonietrischeni Verfahren. Zugleichwurde der Totalstickstoffgehalt und der Aniinostickstoff nach totalerHydrolyse der Fl??ssigkeit (ausgef??hrt durch zweit?¤giges Kochen mit20 vH HCl) bestimmt. Der Quotient vom NH-j nach totaler Hydrolyseund des NHÂ? der Digestionsfl??ssigkeit gibt dann

ein Ma?Ÿ f??r die mittlereL?¤nge der Peptidketten in dieser Fl??ssigkeit. Es stellte sich nebenbeiheraus, da?Ÿ dio Fl??ssigkeit des Darmes einen erheblichen Ureumgehalthatte. Es wurde erwiesen, da?Ÿ dieser nicht als Produkt der Verdauung,noch als zur??ckgeflossener Kloakeninhalt (Urin) aiifzufiussen Avar, sondern da?Ÿ der Harnstoff aus der Galle stammte. In dieser war 1,7 vH N vor-handen, wovon 72,3 vH als Ureinn. Es vorliefen 2 bis 3 Tage, ehe die Verdauung einer Floischmengo,mit 1,3â€”2g N, beendet war. Nach den ersten 0 Stunden war im Magenneben Eiwei?Ÿ viel gel??ster Stoff; im Darme war nur sehr wenig Inhalt.Da in diesem Stadium der totale N-Gehalt des Darmes nur ungef?¤hr75 vH der verf??tterten Menge betr?¤gt, schlie?Ÿen dio Autoren, da?Ÿ 25 vH



??? im Magen resorbiert wurde. (Ich wei?Ÿ nicht, ob dieser Schlu?Ÿ ganz zu-l?¤ssig ist: es k??nnte in den ersten Verdauungsstunden auch allm?¤hlichMageninhalt in den Darm ??bergehen, um dort fast momentan resorbiertzu werden.) Die Gr???Ÿe der Peptone in der durch Zentrifugieren er-haltene Fl??ssigkeit war die von Pentapeptiden. Der Gehalt an freienAminogruppen dieser Peptone war etwas h??her als der von Witte-Pepton. In der Zeit von 6â€”12 Stunden findet ein reichlicher ?œbergangdes verdauten und unverdauten Eiwei?Ÿes in den Darm statt: es findetsich nach 12 Stunden 30â€”45 vH des Totalstickstoffs im Darmtraktus;Pepton im Magen von der Gr???Ÿe eines Tripeptids, im Darm etwas weitergespalten. Nach 24 Stunden ist 40â€”70vH des N verschwunden; 65bis 85 vH des N im Magen ist in gel??stem Zustande. Das Magenpeptonist im Di- und Tripeptidstadium. Weiter gespalten wkd es im Magennicht. Nach 3 Tagen ist entweder aller N verschwunden oder wenigstensbis auf 10 vH des verf??tterten N; dieser Rest ist fast ganz l??slich.

DiePeptidgr???Ÿe im Darm ist fast nicht weiter verringert als die nach 24 Stun-den im Magen. Nach meiner Meinung wird das damit zusammenh?¤ngen,da?Ÿ das Erepsin (dem nach den Untersuchungen von Waldschmidt-Leitz und Mitarbeitern [siehe sp?¤ter] die Aufgabe der Di- und Tripeptid-spaltung zukommt) vorwiegend intrazellul?¤r arbeiten soll, wie einigeAutoren mutma?Ÿten. Van Slyke und White vergleichen dann ihre Resultate mit denenvon Schmidt-M??lheim, Abderhalden und London c. s. am Hunde.Die H?¤lfte vom N ist beim Hunde schon nach 1/2 Stunde im Darm undin 5 Stunden ist der Magen leer. Der Temperaturunterschied bei Hundund Haifisch betr?¤gt 20Â°; das kann theoretisch einen 4â€”OfachenUnterschied in der Reaktionsgeschwindigkeit ausmachen. Tats?¤chlichgeht die Verdauung beim Haifisch etwa achtmal langsamer. Auch beiS?¤ugetieren kommt nach den genannten Autoren ein Teil des Eiwei?Ÿesin ungel??stem Zustande an. â€žIt appears probable, that cleavage pro-ceeds as far in the canal of the fish as in that of the dog,quot;

meinenvan Slyke und White. Die gr???Ÿeren Unterschiede im Zustand desSpeisebreis, die sich in den verschiedenen Teilen des Hundedarm-kanals ergeben, w??rden durch die gr???Ÿere Komplikation dieses Darm-traktus erkl?¤rt werden m??ssen. Aus neuester Zeit i.st die Publikation von Bodansky und Rose:Digestion in Elasmol)ranchs and Teleosts (12) zu erw?¤hnen. Extrakteder Magenschleimh?¤ute von Squalus acanihias, Pristis pedimtus, Tor-pedo galvani und von vier Teleostiem wurden filtriert und auf ihre Eigen-schaften untersucht. Das Optimum der Gelatineverfl??ssigung (nacheiner Methode von Dernby gemessen) wurde bei pn 3 gefunden. Pulvri-siertes koaguliertes Eiwei?Ÿ wird schlecht angegriffen, viel schlechter alses von k?¤uflichem Pepsin verdaut wird. Neutralisierter Extrakt von



??? einigen Arten enth?¤lt Lab, von anderen nicht; innerhalb einer Art sinddie Resultate konstant. Ein Glyzerin-Wasser-Extrakt der Appendices von Lutjanus ayawird angefertigt. Es findet sich ein schwaches Optimum der Gelatin-spaltung an der sauren Seite; ein st?¤rkeres an der alkalischen Seite,aber auch dort ist die ijroteolytische Wirksamkeit nur gering. Quan-titative Vergleicliungen mit dem Pankreas Averden nicht angestellt;ich bin wieder der Meinung, da?Ÿ die beobachteten proteolytischen Wir-kungen von adsorbiertem Pepsin und Tr3rpsin herstammen. St?¤rkewird vom Darmextrakte ziemlich gut gespalten. Es kommt keineInulinase, i\\Ialtase oder Laktase und nur eine Spur von Invertase vor.Leider werden nicht alle Versuche v??llig mit Zahlen erw?¤hnt. DieSchlu?Ÿfolgerung der Autoren aber: â€žIt therefore appears, that thesecretions of the pyloric appendages of Luljanus aya contain mostof the enzymes, which are usually found in the pancreatic juice ofhigher vertebratesquot; scheint mir g?¤nzlich unzul?¤ssig. Es ist mir mibe-greiflich, da?Ÿ man einen

derartigen Schlu?Ÿ ziehen kann, wenn mau dieExistenz des Teleostier pan kreas ganz au?Ÿer Betracht l?¤?Ÿt. Direktist die Sekretion der Appendices wohl schwierig zu beweisen; indirektw??rde man sie annehmlich machen k??iuien durch V^ergleichung derEnzymquanta von Pankreas und Appendices, wenn n?¤mlich die Quantader verschiedenen Enzyme in den letzteren Organen h??her sein w??rden.Diese Vergleichung wurde aber gar nicht angestellt. Die letzte zu erw?¤hnende Arbeit betrifft nicht die Verdauung beiden Fischen, .sondern die bei Rana; ich f??hre sie an, weil nich vielleichtauf die Dauer vieles von der Verdauung bei den kaltbl??tigen Wirbel-tieren luitt^r einen Gosicht.s])unkt bringen l?¤?Ÿt. Smirnow (117, HS)hat bei Fr??schen Magenfisteln angelegt; zwar entwickelte sich, wennviel Verlust von alkalischem Schleim bei breiter Fistehnig stattfand,zwischen dem f??nften luid zehnten Tage nach der Ojjeration eine t??d-liche Hautnekrose, aber er hat auch Tiere mit Fisteln erhalten, dieGâ€”12 Monate am lxgt;l)on blieben. Der Magensaft wird erst

abgesehicden40 bis 50 Minuten nachdem die Nahrung verschluckt worden ist; eine])sychische Sekretion fehlt also. Das Zentralnervensystem wird hier blo?Ÿf??r das Aufsuchen der Nahrung, nicht f??r die Vorbereitung dcÂ? Magens aufihren Empfang benutzt. Nach Versehlucken von Kork luid Gununi wirdimmer Magensaft sezerniert. Durchsehneiden Â?les Vagus am Halse hatkeinen Einflu?Ÿ auf die Sekretion. Die Reaktion im Magen ist satier. DieAhlgenwandung ist reich an i^epsin, das sein Wirkung.soptinnnn bei 40Â°hat. (Die.se Angabe ist bei Nichterw?¤hnung der Wirkiuigszeit \\uul derWasserstoffionenkonzentration nicht zu verwerten. Siehe sp?¤ter S. 457.)Die Mogens?¤ure wirkt beim Frosch wie bei den h??heren Tieren als Regu-lator f??r den?œbergang des Speisebreies aus dcm]\\Iagen inden D??nndarm.



??? Die Nahrung der Fische. ?œber die spezieUe Nahrung der verschiede-nen Arten kann man den FischereizeitschriEten und Brehms Tierlebenmancherlei Tatsachen entnehmen. Eine Zusammenstellung findet sichau?Ÿerdem bei Biedermann (7) und eine ausf??hrliche Aufz?¤hlung derTatsachen in der Arbeit von Eggeling (20). Da vnv uns haupts?¤ch-Hch mit der enzymatischen Verdauung bei den Fischen besch?¤ftigenwerden, kommt es f??r uns nur darauf an zu wissen, zu welchen dergro?Ÿen Gruppen, n?¤mlich der Karnivoren, der Omnivoren oder Herbi-voren, die untersuchten Arten gerechnet werden m??ssen. Die Ein-teilung, welche die Fischereiliteratur gibt, in Raubfische und Friedfische,ist eine rein praktische: die Raubfische n?¤hren sich von so gro?Ÿen Beute-objekten, da?Ÿ sie der Fischerei schaden; die Friedfische schaden derFischerei nicht, k??nnen aber ebenso ausgesprochene Kamivoren undR?¤uber sein und sind es auch meistens. Denn die ??berwiegende Mehr-zahl der Fische sind echte und ausschlie?Ÿliche Karnivoren. Danebengibt es

wenige Omnivoren, wie den Karpfen und einige andere Cyiirino-iden; reine Pflanzenfresser sind sehr selten. Vielleicht ist Box boopadie einzige Form, von der mit Sicherheit gesagt werden kann, da?Ÿ sierein herbivor ist. Auch andere Arten der Gattung Box sind wahrschein-lich in derselben Lage. Leider konnte ich keinen Vertreter dieser Gat-tung untersuchen. Das w?¤re von Literesse gewesen, weil Box auchAppendices besitzt. Diese fehlen den Omnivoren, die fast alle zu derGruppe der Cyprinoiden geh??ren. Box h?¤tte also Aufschlu?Ÿ ??ber dioVerteilung der Diastase zwischen Appendices, Pankreas und Darmgeben k??nnen. Die karnivorenFischo haben, wie wir sehen worden, nurgeringe Mengen Diastase, sind also zu diesem Vergleich weniger geeignet. Von den echten Raubfischen kamen Hecht und Acanthias zur Unter-suchung. Von den Omnivoren der Karpfen. Vergleichende Physiologie und neuere Resultate der Enzymjorachung.Da wir uns in dieser Arbeit vorwiegend mit den Enzymen der Fischobesch?¤ftigen werden, mu?Ÿ ich einige Bemerkungen

vorausschicken ??berdie Weise, worin die neueren Resultate der Enzymforschung dio bi.shorgebr?¤uchlichen Methoden der vergleichenden Physiologie auf die Dauer werden beeinflussen m??ssen. Erstens mu?Ÿ ich bemerken, da?Ÿ die Methoden der Reinigung vonEnzymen, wie sie besonders in allerletzter Zeit von Willst?¤tter inidseinen Sch??lern so sehr verbessert worden sind, bei den niederen Tierenmeistens wegen der geringen Menge und der Kostspieligkeit des Materialsnicht angewandt werden k??nnen, obgleich ich dank einigen gl??cklichenUmst?¤nden gerade imstande war, Methoden von Pekeliiaring bzw.von Michaelis auf die Reinigung des Pepsins und Trypsins von Acan-thias zu verwenden.



??? Au?Ÿer neuen Reinigungsmethoden hat die Enzymchemie ungef?¤hrseit dem Anfang dieses Jahrhunderts zwei gro?Ÿe Fortschritte gemacht,n?¤mlich die exakte Kenntnis des Einflusses der Temperatur und dieder Wasserstoffionenkonzentration auf die Enzyniwirkung. Schonlange hatte man den E??iflu?Ÿ der Temperatur auf die Enzymwkungerkannt; man wu?Ÿte, da?Ÿ bei 0Â° die Wirkung sehr gering Avar und biszu einem gewissen ,,Optimumquot; durch die erh??hte Temperatur sehr be-g??nstigt wurde, dann bei noch gr???Ÿerer Temperatursteigerung sich einerapide Senkung der Wirksamkeit zeigte. 1899 zeigte Ducla??x (19) f??r Diastasen, da?Ÿ die experimentell ge-fundene Temperatur-Optiinumkurve sich aus zwei Kurven zusammen-setzen l?¤?Ÿt: n?¤mlich aus der theoretischen Temperaturkurve, die mannach dem van \'t HoiTschen Gesetz f??r jode chemisclio Reaktion kon-struieren kann imd aus einer Kurve von entgegengesetzter Richtung,die das Wachsen eines sch?¤dlichen Einflusses mit der Temperatur dar-stellt. Es Avar dann 1905 Blackman

(10), der an dem Beispiel derKohlens?¤urcassimilation darlegte, da?Ÿ diese Betrachtungsweise n\\itgro?Ÿem Erfolg f??r die Erkl?¤rung des Temperatureinflusses auf dieIntensit?¤t der Lebcnsprozesso sich verwenden lie?Ÿ. Im Besonderen wieser nach, da?Ÿ, je l?¤nger man die Dauer dos Prozesses beim Versuch w?¤hlt(oberhalb einer bestinuntcn noch gerade nicht sch?¤dlichcn Temperatur),bei desto niedrigerer Temperatur das Optimum gefunden wird. Letzteresist also f??r irgendeinen solchen Proze?Ÿ wie Assimilation, Atnumg,Enzymwirkung, kein fixer Pimkt, sondern hat f??r jede Zeitdauer einenandern Wert. [Siehe auch die Zusammcnstollung bei Bayliss: Natureof Enzymreaction (3) S. lO.\'iâ€”lOG.] s??uensen bewies 1909 (123), da?Ÿ die Konzentration an freien Wasscr-Rtoffioncn auf die Wirksamkeit chics Enzyms einen weit gr???Ÿeren Ein-flu?Ÿ aus??bte, als dio Gcsamtacidit?¤t der L??sung, die bisher in dieserHin.sicht f??r ma?Ÿgebend gehalten wurde. Er schlug als Ausdruck f??r diese ll-.Ioncnkonzcntration (Ca) dasSymbol pu vor, definiert als

negativer Logarithnum dcrCii, ein Symbol,das 8oitlt;lem, seiner Bequemlichkeit wogen, ??berall Eingang gefundenhat. s??rensen, Michaelis und zahlroicho Mitarbeiter und Nachfolgerbestimmten dann f??r violo Enzyniroaktionon das sogenannte pn-Opti-mum und stellten dio Abh?¤ngigkeit dor Wirksamkeit eines Enzymesvom pii in einer Kurve dar (pn-Aktivitiitskurvon). Auch hier hat sichaber mit der Zeit herausgestellt, da?Ÿ dieses Optinuun kein fester Punktist, sondern bei einer bcsthnmton Temperatur wieder abh?¤ngig ist vondor Zeitdauer der Einwirkung. Boi l?¤ngorcr Vcrsuchsdauor verschiebtsich das Wirkungsoptimum immer mehr nach dem pn-Optimum derResistenz, um schlie?Ÿlich bei sohr langer Daxicr damit zusanmicn-zufallen. F??r Trypain liogt bei cinor Vorsuchsdauor von 11 Miiuiten



??? das Wirkungsoptimum bei pH=ll, w?¤hrend das Resistenzoptimumbei PH 1 1,5 liegt. F??r die Diastase von Phaseolm liegt das Wirkungs-optimum bei ph 5,2, das Resistenzoptimum bei pn 6â€”7 [Sj??berg (115)].Ebenso wird man erwarten k??nnen, da?Ÿ bei konstant gehaltener Ein-wirkungsdauer die Lage des pn-Optimums sich mit zunehmender Tem-peratur nach dem Resistenzoptimum verschieben wird. In dieser Rich-tung wurde noch nicht viel gearbeitet, aber eine Untersuchung vonSj??bebg (1. c) ??ber Phaseolusamylase weist schon in diese Richtimg. Au?Ÿer dem pn behalten die verschiedenen Ionen, deren Einflu?Ÿ manschon l?¤nger kannte, ihre Bedeutung, ja ihrerseits veranla?Ÿten sie c. p.wieder eine Verschiebung des pn-Optimums, je nachdem man dies beider Anwesenheit dieses oder jenes Ions bestimmt. Diese verwickelten Bedingungen sind in erster Linie von Interessef??r die physikalische Chemie und allgemeine Physiologie der Enzyme;doch wird auch die vergleichende Physiologie mit ihnen rechnen m??ssen.Wir haben schon den

verschiedenen Einflu?Ÿ derselben Temperaturauf die Enzyme der Kalt- und Warmbl??ter besprochen, der nach vielenAutoren bestehen soll. Es ist nun ohne weiteres klar, da?Ÿ alle fr??herenUntersuchungen, wobei man weder pii, noch gleiche Zeitdauer, nochquantitative Messung der Endprodukte ber??cksichtigte, wertlos sind,wenigstens keine exakte Entscheidung l)ringen. Weiter hat von jetzt an die vergleichende Physiologie, bei Anwendunggen??gender Kautelen, in den pu-Optimumkurven ein sehr gutes Mittel zurDefinierung eines Enzyms. Dabei gaben uns die Untersuchungen der letzten:}?? Jahre ??ber die Chemie der St?¤rke und des Zuckers bequeme Methodenin die Hand, die Zuckerarten zu definieren, z.B.mittels der O.sazone. Auchdie Kenntnis der Eiwei?Ÿspaltungsprodukte lieferte uns Methoden, um dieverschiedenen eiwei?Ÿspaltenden Enzyme (z. B. Trypsin von Erepsin mittelsGlycyl-glyzin) voneinander zu unterscheiden. Auch diese Methoden wur-den in der vergleichenden Physiologie noch fast nicht verwertet. Probleme. Die behandelte Literatur

lehrte uns, da?Ÿ zwar einigeTatsachen feststehen, besonders ??ber die Magenverdauung (peptischerCharakter, titrierbare S?¤uremenge), da?Ÿ man aber von der Rollo vonPankreas und D??nndarm, besonders von der Lokalisierung der Enzymein diesen Organen und von ihrer wahren Natur, wenig mehr als einesehr vorl?¤ufige Ahnung hat. Um die hier vorhandenen Probleme zul??sen, gen??gt es denn auch nicht, f??r Proteasen die l??sende Wirkungauf Fibrin zu zeigen, oder f??r Diastase das Verschwinden lt;ler Jod-reaktion in einer St?¤rkel??sung. Erst mit Hilfe der oben besprochenenneuen Methoden kaim man die Menge der Fermente der Organe unter-einander imd bei verschiedenen Tieren quantitativ vergleichen undihren wahren Charakter so weit als m??glich be.Â?timmen.



??? Aus den vorhergehenden Betrachtungen ergeben sich die folgendenungel??sten Probleme f??r die Verdauung bei den Fischen: 1.nbsp;Vergleichung der Pankreasenzyme, besonders der Teleostier mitdenen der S?¤ugetiere. Erwartet werden k??nnen: Amylase, Trypsin,Lipase und vielleicht Maltase. 2.nbsp;Festzustellen, ob sich im Darme dieselben Enzyme vorfinden,und ob ihre Menge derart ist, da?Ÿ sie als selbst?¤ndige Sekretionsproduktedes Darmes oder blo?Ÿ als adsorbierte Pankreasenzyme betrachtet wer-den m??ssen. 3.nbsp;Untersuchung des Darmes auf die Enzyme (?„laltase und Erepsin),die beim h??heren Tiere die Kohlehydrat- und Eiwei?Ÿverdauung vollenden. 4.nbsp;In gleicher Weise wie unter 2 und 3 angegeben, die Appendicespylorieae zu untersuchen. Die Punkte 2 bis 4 sind von Wichtigkeit, weil nach den Histologeneigentliche sezernierende Dr??sen (ausgenommen bei den Gadiden) inAppendices und Darm nicht vorkommen, luid die bisher dort aufge-fundenen Enzyme alle dem Pankreas entstammen k??nnen. 5.nbsp;Den Einflu?Ÿ

der Temperatur auf die Enzyme der Fische undWarmbl??ter zu vergleichen. G. Den S?¤uregrad im Darmkanal zu bestimmen und zu sehen, inwie-weit die gefundenen Werte ??bereinstimmen mit den gefundenen pu-Optima der untersuchten Enzyme. 7. Schlie?Ÿlieh kann man, wenn die enzymatischcn inid S?¤ureverh?¤lt-nisse im Darme bekannt sind, z\\un Studium der Resorption ??bergehen. In ?œbereinstinunung mit dem schon auf S. 458 Al.?– bemerkten, habeich es f??r vorteilhafter geiialten, an einigen wenigen Arten alle Teiledes Darmkanals zu ber??ckHichtigen, als ein Organ bei sehr vielen Artenzu untersuchen. F??r die Verh?¤ltnisse im Magen gibt oft die Literaturgute Auskunft. Zur Untcrsuclumg kamen einige leicht zu beschaffenden S???Ÿwasser-fische (haupts?¤chlich Hecht und Kar])fen) mul einige Meeresfische,wovon Acauthias vulgaris am eingehendsten. Esox ist ein Magenfischohne ApiKindices, der Karpfen ein magenloser (ohne A])pen(licc.s wiealle Magenloscn); Acanthias hat als Selachier ein kompakte.s Pankreasluul eine Spiralklappe. Von

allen physiologisch wichtigen Typen desDarmbaues habe ich also einen Vertreter gew?¤hlt, ausgenonunen einenMagenfisch mit Appendices, wof??r der Barsch in Betracht gekommen w?¤re. Doch sind die im letzten Algt;schnitt dieses Kapitels umschriebe-nen Aufgaben sehr lunfangreich, besonders wenn mau alle Enzymeauch nach ihren pii-Optima charakterisieren will. Daher sind alle diesePunkte in ciwer Arbeit schwerlich in gleicher Weise zu ber??cksichtigen.Aus dem Folgenden wird sich ergeben, welchen mehr und welchenweniger Aufmerksamkeit zuteil wurde.



??? Kapitel II.Die Amylasen. Allgemeine Methodik â€” Methodik spezieU f??r die Amylasen â€” Cyprinuscarpio: Pankreasamylase; ihr pn-Optimum bei verschiedener Versuehsdauer undTemperatur â€” Darm von Cyprinus â€” Aktivierung durch Natrmmchlond â€”Galle von Cyprinusâ€” Petromyzon: Darm â€” Esox lucius: Pankreas und Darm â€”Rana: Pankreas und Darm â€” Acanthias vulgaris: Pankreas, Allgemeine Methodik. Das zu untersuchende Gewebe wurde mit gut ge-reinigten Instrumenten isoliert, auf Filtrierpapier gesammelt, daz^^1schen ober-fl?¤chlich trockengepre?Ÿt und dann gewogen. Darauf wurde es so weit wie m??g-lich mittels Schere oder Messer in einem kleinen M??rser zerkleinert und dannmit gut ausgewaschenem Quarzsand zerrieben, unter Hinzuf??gung einer bestimm-ten Menge unverd??nnten Glyzerins (Kahlbaum: spez. Dichte 1,26, also fastwasserfrei). Der Gebrauch von unverd??nntem Glyzerin macht es m??glich, dieExtrakte unbestimmte Zeit ohne Zusatz eines Antiseptikums aufzubowahreni),und erlaubt auch, falls, wie bei

diesen Versuchen, dio Menge des Glyzerins die-jenige des Gewebes um das zehn- bis zwanzigfache ??bertrifft, die Hinzufugungeiniger Kubikzentimeter destillierten Wassers, um das Gemisch flussiger zumachcn2) Nachdem der Extrakt wenigstens 4 Tage sieh selbst ??berlassenworden war, wurde er durch ein lockeres Tuch kolliert, und das Volum desso von Quarzk??rnern und Gewebsresten befreiten Extraktes gemessen. Manwei?Ÿ dann, da?Ÿ a ccm Glyzerin eine Menge Enzym enth?¤lt, die herr??hrt von derExtraktion von m Gramm Gewebe, da?Ÿ also jedes Kubikzentimeter eine Menge enth?¤lt, herstammend von â„? Gramm oberfl?¤chlich getrockneten Gewebes. Das Enzym kann nun f??r dio Versuche auf verschiedene Kolben oder Reagenzgl?¤serverteilt werden, sci es als solches, sei es, da?Ÿ man eine bestimmte Menge vorhermit destilliertem Wasser oder einem Puffcrgemiseh verd??nnt, wodurch die Ver-teilung selbstverst?¤ndlich genauer wird. Nat??rlich ist diese Methode keineswegs quantitativ exakt, aber dennocligen??gt sie vollkommen f??r

meinen Zweck, dio Unterschiede an Enzymgehaltderselben Organe bei mehreren Tieren, oder die von verschiedenen Organen einesTieres miteinander zu vergleichen. Kann man doch in dieser Hinsicht keineSchlu?Ÿfolgerungen ziehen, wenn es sich nicht um einen zwei- bis fuiiffiichenUnterschied handelt. Zwar kann man durch Herstellung eines trockenen Organ-pulvers nach Wiechowski (133) ein Pr?¤parat von weit gr???Ÿerer Konstanz er-halten, aber bei den kleinen Mengen, welche uns die Fische liefern k??nnen, w??rdo dieses Verfahren zu kostspielig werden. Um nun dio enzymatischo Wirksamkeit eines Extraktes zu bestimmen oderbei verschiedenen Beimischungen zu vergleichen, wird dio Wirkung einer be-stimmten Menge z, B. mittels einer Titriermethode verglichen mit dem Wert,wclchcn ein ?¤hnlich zusammengesetztes Gemisch aufweist, dem eino gleicheMenge Extrakt zugesetzt wurde, das zuvor 10 oder 12 Alinuten auf einem Wasser-bad bei 100Â° gehalten worden war. Da dicso Titrationen nat??rlich nicht gleich-zeitig erfolgen k??nnen, mn?Ÿ die

Enzymwirkung durch Kochen abgebrochen 1)nbsp;?œber (??e Resistenz von Enzymen in Glyzerin, siehe u. a. Vernok (128). 2)nbsp;F??r dio Extraktion gr???Ÿerer Mengen der Fermente bei h??heren Tierenverwendet man z. B. 2 Gewichtstcilo nicht ganz konzentriertes Glyzerin auf1 Teil Dr??se,



??? werden, damit sie in allen Gemischen sich w?¤hrend einer gleichen Zeit entfaltenkann. Wenn man nun nicht das Verdauungsgemisch als Ganzes unter-suchen will, sondern nur eine bestimmte Menge, z. B. um Doppelbestimmungenausf??hren zu k??nnen, oder um die Spaltungsprodukte weiter zu untersuchen,so hat man zu bedenken, da?Ÿ beim Aufkochen die Fl??ssigkeit in nicht unbe-deutendem Ma?Ÿe konzentriert Avird, und da?Ÿ alle Nummern der Serie in gleichemMa?Ÿe dieser Volumver?¤nderung unterliegen m??ssen. Sie m??ssen also genaugleiche Zeiten gekocht werden und die Gef?¤?Ÿe m??ssen von gleicher Form undInhalt sein, damit dieselbe Menge verdunstet. W??nscht man z. B. die Wirkungeines Extraktes bei sechs verschiedenen pn-Werten zu bestimmen, so machtman die Gemische zuvor fertig bis auf die Zuf??gung des Enzymes und des ge-kochten Extraktes und kann nun so verfahren, da?Ÿ man zu Nr. 1 die erw??nschteEnzymmenge zusetzt, zu Nr. 2 eine Viertelstunde sp?¤ter, usw. Will man nunnach 4 Stunden den Versuch

abbrechen, so setzt man Nr. 1 (ohne St??psoll) inskochende Wasserbad und kocht genau 10 ISIinutcn; eine Viertelstunde sp?¤terverf?¤hrt man ebenso mit Nr. 2 usw. ]\\Ian erreicht so eine genau gleiche Wir-kungszeit, mu?Ÿ aber sehr gut auf dio Zeiten achten. Wenn man vor derVerteilung den Extrakt verd??nnt mit destilliertem Wasser oder ruffermischung,so hat man zu bedenken, da?Ÿ das Enzym nun nicht l?¤nger von Glyzerin ge-sch??tzt wird und falls IV2â€”2 Stunden zwischen dem Einsetzen von Nr. 1 undNr. G oder 8 verstreichen, der Extrakt schon an Wirksajnkoit verlieren kann. Wenn man nur dasselbe Enzym unter verschiedenen Umst?¤nden wirkenlassen will, so kann man, bei nicht zu kurzer Wirkungszeit, auch so vorgehen,da?Ÿ man schnell hintereinander dio Kolben mit der Enzymmcnge versieht undin den Thermostat stellt. Hat man schon einige Erfahrung ??ber den niutina?Ÿ-lichen Ausschlag des Versuches, so f?¤ngt man dabei mit dem Kolben an, worinman dio geringste Wirkung vermutet. Nach Ablauf der Versuchsfrist h?¤ngtman nun dio

Kolben in ihrem Gestell in ein gen??gend gro?Ÿes Wasserball mitkochendem Wasser, und erzielt in der Weise den Vorteil, da?Ÿ dio Einwirkungder Kochtemperatur f??r alle genau gleich ist. Dio Ungcnauigkeit liegt hier beimAnsetzen der Versuche (Anfangszeit). Diese Methode braucht weniger Zeit undSorge als die vorige und ist daher vorzuziehen. Wenn dio Einwirkiuigszeit kurzwar, so (la?Ÿ Unterschiede in der Anfangszeit nicht vernachl?¤ssigt werden durften,so benutzte ich immer dio erstere Methode. ?œbrigens wird bei den Versuchenangegeben, welche .Methode befolgt worden ist. Ich bin auf diese Einzelheitenso ausf??hrlich eingegangen, weil es nur mit ihrer Kenntnis m??glich ist, zu einerSch?¤tzung der Versuchsfehler zu kommen uiul danach festzustellen, inwieweitman aus den erhaltenen Zahlen zul?¤ssige Schl??sse ziehen kann. Allo benutzten Glassachen waren aus .lenaglas, das vor dem Gebrauch derEinwirkung eines warmen Gemisches aus Kaliumbichromatschwefelsfturo aus-gesetzt wurde und nach den Versuchen mit 40 proz, Kalilauge

gereinigt \\in(lwiederholt mit Leitungswasser, schlie?Ÿlich mit destilliertem Wasser ausgesp??lt,oder mittels halbst??ndiger Durchf??hrung von Wnsserdampf von Elektrolytbefreit wurde. W?¤hrend immer Kontrollen mit gekochtem Enzym angestellt wurden, hieltich durch Hinzusetzung vonToluol in geeigneten .Alengen von etwa IvlP) Bak-terieneinwirkung fern. Fast nie wurden dio Versuche ??ber eine Frist von 24 Stun-den hinaus fortgesetzt. Dio Kolben oder Reagenzgl?¤ser wurden meistens mittels 1) F??r ausl?¤ndische Leser sei bemerkt, da?Ÿ dio Zeichen vH (vom Htnidert)und vT (vom Tausend) jetzt vielfach statt prozent bzw. promiile benutztwerden. Z. f. verul. riiysioloeio. Bd. 6.nbsp;30



??? 462nbsp;.nbsp;H. J. VonkJr.: Gummipfropfen geschlossen, so da?Ÿ eine Verdunstung desToluols ausgeschlossen war. Wenn f??r eine angestellte Versuchsreihe elektrometrische pn-Bestimmungenausgef??hrt werden sollten, so wurden die Verdauungsgemische fertig gestellt bisauf die Zuf??gung des Toluols. Von jedem gut gesch??ttelten Kolben wurden nun10 com in entsprechend numerierte Reagenzgl?¤ser ??bergebracht und danachzum Hauptversuch das Toluol zugesetzt. Die ps-Bestimmung wurde dann mden toluolfreien Gemischen vorgenommen, da bekanntlich Desinfektantia m derWasserstoffelektrode St??rungen verursachen. F??r einige Einzelheiten ??ber die benutzten Puffergemisehe, den Grad derZuverl?¤ssigkeit der pH-Messungen usw. siehe Kapitel VII. Die benutzten Thermostaten, mit guter E??hreinrichtung versehei^ pstat-teten die Konstanthaltung der Temperatur bis auf wenigstens 0,1 . Gelegent-liches Einhalten anderer Grenzen f??r die Temperaturkonstanz wird immerim Text erw?¤hnt. Die bisher besprochene Methodik g??t f??r alle

Versuche in dieser Arbeit, soweit nichts anderes dabei angegeben wird. Methodik speziell f??r die Amylasen. Ich mu?Ÿ nun noch einige Bemerkungeneinschalten ??ber die Methoden, die f??r die Untersuchung der Amylasen undanderer Karbohydrasen verwendet wurden.nbsp;, . , Als Substrat zum Anzeigen einer Amylasewirkung habe ich meistens eineIproz. St?¤rkcl??sung benutzt, hergestellt aus der sogenannten l??jchcn Starkevon Kahlbaum. Hieraus kann man ganz klare L??sungen erhalten, die mannicht zu filtrieren braucht. ?„lan kann sie im Eisschrank ohne Zusatz von Anti-septikum wenigstens eine Woche gut halten. Die St?¤rke wurde in einem Lxsikka-tor aufbewahrt, da sie sehr viel Wasser anzieht. F??r die Bestimmung der Zuekermengcn. dio bei der Emwirkung von Di-astasen auf diese St?¤rkel??sungcn entstehen, habe ich dio beiden Methoden be-nutzt, dio von SciiooRL ausgearbeitet worden 8ind(lll, lila). Bcido beruhen aufder teilweisen Reduktion einer bestimmten Menge FEHLlNGSchor L??sung von ganzKenau bekanntem Kupfergehalt. Diese

L??sung wird zusammen mit der abgo-Lssenen Menge der zu untersuchenden Fl??ssigkeit (das Gesamtvolum soll immer50 ccm botragen) w?¤hrend genau 10 Minuten gckocht und dann abgek??hlt. Nachder einen :\\Iethode (einer Modifikation derjenigen von BEUTHANn [Â?]) trennt mannun den Niederschlag von Cu^O von der L??sung des niehtreduzierten Kupfersw?¤scht ihn unter den n??tigen Kautelen aus und l??st in l-ornalaun. Hiernachsetzt man Schwefels?¤ure zu: das Kupferoxydul reduziert oino cntspreeliendc Mengedes Ferrisalzes zu Ferrosalz und dieses wird mit 0,1 N Igt;crmanganatl?–8ung titriert.Bei der anderen Methode wird die Monge des Â?tc/.frcduzierten Kupfersalzos be-stimmt durch Ermittelung der Menge Jod, die nach Zusatz von Jodkahuml??sungdurch das Kupfersalz aus dem KJ freigemacht wird. Hierf??r wird bchwcfels?¤urohinzugef??gt und die L??sung mit 0,1 N Thiosulfat titriert, wobei St?¤rke als Indi-kator dient. Bei dieser Methode ist es n??tig eine Kontrollbostimmung auszu-f??hren, um dio Menge Thiol??sung zu ermitteln, die von

dem gleichen Volumnicht reduzierter Fehlingl??sung verbraucht wird. Zielit man davon den \\\\ortder Hauptbestimmung ab, so findet man dio Menge Thiosulfat, die mit dervom Zucker reduzierten Kupformengo ??bereinstimmt. Dio erstero Methode istumst?¤ndlicher, dio zweite aber etwas ungenauer, wenn es sich um kleine Unter-schiede handelt, da hier der Titor durch Abzug zweier einander naheliegenderWerte gefunden wird. F??r den gefundenen Titerwert kann man nun m dervon Schoorl ausgearbeiteten Tabelle dio entsprechende Menge Zuckor nach-



??? schlagen. Hier ist zu bemerken, da?Ÿ f??r eine bestimmte Menge Kupfersalz dieReduktion nicht direkt proportional der zugesetzten Zuckermenge ist, sondernweniger stark w?¤chst als diese; dies mu?Ÿ man bei der Berechnung der Versuchs-resultate im Auge behalten. Eine andere, zwar f??r Vergleichungen weniger genaue, aber sehr demon-strative Methode der Diastasebestimmung ist die von Wohlgemuth!). Er ver-teilt das Enzym durch eine geeignete Verd??nnungsmethode ??ber etwa zehnReagenzgl?¤ser, derart, da?Ÿ jedes folgende auf 1 cem Fl??ssigkeit die H?¤lfte derEnzymmenge des vorhergehenden enth?¤lt (anzufangen mit 1 cem) und setztnun allen Gl?¤sern 5 com 1 proz. St?¤rkel??sung zu. Nachdem die Wirkung imThermostat eine bestimmte Zeit sich entfaltet hat, wird sie unterbrochen durchAnf??llung der Gl?¤ser mit kaltem Wasser und nun jedem Glas 1 Tropfen Jod-l??sung zugef??gt. Ist die Versuchszeit richtig gew?¤hlt, so wird in den letztenGl?¤sern Blauf?¤rbung eintreten, in einigen der ersteren wird die St?¤rke verschwun-den sein,

und zmschen beiden wird sieh ein Reagenzglas finden, das eine Erythro-dextrinreaktion zeigt. Wohlgemuth nennt dieses Gl?¤schen ,,Limesquot;; sei diesz. ?Ÿ. das f??nfte, so ??berlegt Wohlgemuth folgenderma?Ÿen: in diesem R??hrchenNr. ?? ist noch nicht alle St?¤rke verdaut, in Nr. 4 aber ist sie g?¤nzlich verschwun-den. Nr. 4 enth?¤lt ^/s cem Enzym; ^/s cem kann 5 com I proz. St?¤rke verdauen,1 cem kann also 8x5 ccm = 40 ccm verdauen. Diese Zahl 40 nennt er nun dieDiastasczahl der untersuchten Fermentl??sung und schreibt daf??r das SymbolD = 40, falls der Vcrsuch bei 38Â° ausgef??hrt wurde und 24 Stunden ge-dauert hat. Verwendet man eine 1 vT St?¤rkcl??sung bei 3 Stunden Dauer und 27Â°, sowird z. R. geschrieben: d\'g^h- ^i*^ÂŽÂŽ Weise kann man nur finden eine L??sungsei halb so stark, mal so stark wie eine Vergieichsl??sung (usw.), keine feinerenUnterschiede. Will man diese bestimmen, so wird man in der N?¤he der gefundenenGrenze eine Versuchsreihe aufstellen m??ssen, wo Iccm, 0,9ccm, 0,8 cem von demEnzym in geeigneter

Verd??nnung zugef??gt wird, abor so wird das Verfahren etwasumst?¤ndlicii und ich w??rde, wenn solche Genauigkeit erwihiacht wird, Zucker-titration weit vorziehen. Die Methode von Wohlokmuth ist recht demonstrativ. Resonders f??r dievergleichende Physiologie scheint sie mir von gro?Ÿem Wert zu sein; ngt;an knnn,um in der Sprache der Physik zu reden, direkt vergleichen, von welcher â€žOrd-nungquot; die Diaatasemcngen verschiedener Tiere und Organe sind. Vor der fr??her gebr?¤uchlichen Methode, den Diastasegehalt versehiedenerL??sungen zu vergleichen durch RcHtimmung der Zeit, welchc n??tig ist lun dieJodreaktion zum Verschwinden zu bringen, bietet sie einen gewissen Vorzug.Wenn eine L??sung 1 Stiuide, eine andere 10 Stunden braucht um den achroma-tischen I\'unkt zu erreichen, so ist die zweite viel l?¤ngere Zeit dem sch?¤dlichenEinflu?Ÿ der Temperatur ausgesetzt gewesen \\ind ein Verh?¤ltnis an Wirksamkeitvon 10 bis 1 ist sicher zu inig??nstig f??r die wenig wirksame L??sung. JUgt;i Wohl-okmuthb Methode wird dieser Fehler

g?¤nzlich vermieden. Cyprinvs carpio: Pankrcasamylnse; ihr pji-Oplimumbei verschiedenerVersuchsdauer und Temperatur. Nach einigen Vorversuchen ergab sich,(lali (las Pankreas vom Karpfen von den untersuchten Ki.sehen an Amy-lase weitaus am reichhaltigsten war, und ich habe daher diese Amylase f??reine ausf??hrlichere Untersuchung gew??hlt. 1) Wohloemuth: Grundri?Ÿ der Fermentmethoden. Berlin 11)13. 30Â?



??? Der Darmkanal des Karpfens ist sehr stark gewunden und das Pan-kreas verl?¤uft zwischen diesen Windungen in feinen stark verzweigtenStr?¤ngen und dringt auch reichlich in das Lebergewebe em. Daber bekommt man von einem Tiere nur eine geringe Menge der Druse, da manden mit der Leber verwachsenen Teil selbstverst?¤ndlichnbsp;isolieren kann. So lieferten mir vier gro?Ÿe Tiere von zusammenGewicht 1,99 g Pankreas. An ^likrotomschnitten habe ich mich uber-zeugt, da?Ÿ die Gewebe, die ich nach ihrer makroskopischen Beschaffen-heit f^ Pankreas hielt, auch wirklich zur Bauchspeicheldr??se geh??rten. Die diastatische Wirksamkeit wurde auf folgende Weise gezeigt: Manrieb 630 mg Pankreas fein mit Quarzsand und ??bergo?Ÿ es mit 12,5 ccmGlyzerin und 2,5 ccm dest. Wasser. Nach 4 Tagen wurde das Gemischkomert und lieferte etwas mehr als 9 ccm Piltrat; 6 ccm davon wurdenmit destilliertem Wasser zu etwas mehr als 10 ccm verd??nnt -nd h.oT^^folgender Versuch angestellt bei 38Â° (wie bemerkt oder - 0,0o h??ch-stens) und einer

Dauer von 24 Stunden. Titration oxydimetnseh nachSCHOORL. 19./20.VI. 1925. vll der Stftrke-l??sung, der in Zuckcr ver-wandelt wurde ccm Permanga-nat auf Rech-nung d. Enzym-wirkung ccm 0,107 NPemanRanatpro 6 ccm unt.Fl??sslRkelt Inhalt des K??lbchens Versuch 8 ccm ^ Prim- K-phosphatgt;); 5,28 12 ccm sec. Na-phosphat;\'15 25 ccm 1 proz. St?¤rkel??sung;5 ccm Extrakt, herstammend \'von etwa 200 mg Pankreas wie A; Extrakt vor dem Vor- 0,50such 10 Min. auf 100quot; 4,78 nachSch?¤tzungetwa 80Â?) AA Aus diesem Versuch ersieht man, da?Ÿ unter diesen Umstanden (dieeinem p,i von ungef?¤hr 7 und einem Salzgehalt von ungef.dir 4 vi ent-sprechen) der Pankreasextrakt des Karpfens kriUtig amyloly tisch da?Ÿ in 24Sundcn etwa80vH der St?¤rkel??sung inZucker verwandelt istÂ?). 1) In allen Tabellen und Vorsuchon bedeutet M Mol. ist also eine L??sung, dio i des Molekulargewichtes eines Stoffes zu einem Liter gel??st enth?¤lt. N hat die cew??hnlicho Bedeutung der Normalit?¤t.nbsp;, , \' Genau ist das nicht anzugeben, wegen der zu

gleicher Zeit statt nidende.iMaltLwirkunc die wir sp?¤ter besprechen werden. Man wei?Ÿ nicht wievielMalSorund G^ nebenLander anwesend sind da die Amylase und Maltasein sehr verschiedener Konzentration nebeneinander vorkommen.



??? Da der Extrakt so kr?¤ftig wirksam war, gen??gte weit weniger f??reinen Versuch. Mit den ??brigen 3 com wurde vorl?¤ufig versucht, etwasvom Einflu?Ÿ des pn auf die Wirkung zu erfahren bei 38Â°imd einer Zeit-dauer von 41/4 Stunden. Das Totalvolum in den K??lbchen war wieder50 ccm. Auf jedes kam eine Menge entsprechend 50 mg Pankreas. Da?Ÿhier eine 2 proz. St?¤rkel??sung verwendet wurde, ist Zufall, pn wurdeelektrometrisch bestimmt. Versuch Inhalt Ph 1 ccm 0,107 NPermanganatpro 5 ccm unt.FlUssiRkclt ccm Permanga-nat auf Rech-nung d. Enzym-wirkung A 18 ccm ^ prim?¤res Phosphat; 2 ccm ^sec.Phosph.;25ccm15 2 proz. St?¤rke; Enzym von50 mg Pankreas; bis fjOccmmit dest. Wasser 5,84 8,05 7,64 B 14 ccm prim.; Oecm sec. Phos-phat, St?¤rke u. Enzym wie 0. 6,57 7,99 7,58 C 8 ccm prim., 12 ccm sec. Phos-phat, St?¤rke usw. wie 0. 6,99 7,57 7,16 BB wio B; Enzym vor dem Ver-such 10 Min. bei 100ÂŽ 0,41 Bei einem pn von ungef?¤hr (5 mid (5,6 ist die Wirkung gleichstark, umbei 1)11 = 7 etwas zu sinken. Hier ist auch etwa 80

vH der St?¤rke inZucker verwandelt und es f?¤llt auf, da?Ÿ bei einer Enzymmenge, dio Â?/ivon dor im vorigen Versuche angewandten betr?¤gt, imd bei einer sechs-mal k??rzeren Wirkungsdauer ein so hoher Umsatz erreicht wird. Dieserkl?¤rt sich nat??rlich hieraus, da?Ÿ l)eHonders in\\ erstcrcn Versuch dioMenge Enzym zu gro?Ÿ war f??r eine vergleichondo Bostimnnujg: dasEnzynÂ? war im ?œberschu?Ÿ vorhanden. Sp?¤tor werden wir mit noch go-ringoron Mengen Enzym vorgloichonde Be.stinimungen au.sf??hron. Ich habe mm weiter an einem anderen E.xtrakt die Diastasezahl nachVVonuiEMUT bestimmt. Die Gosamtfl??s.sigkoitsmcngo in jedem R??hr-chon hatte hierbei oui NaCl-Gohalt von ungef?¤hr 1,5 vT, d. h. otwa.sweniger als der Salzgehalt betrug in einer ganzen Reihe von Versuchen,dio mit einem dritten E.xtrakt au.sgof??hrt wurden, und wo er durchPuffergomiseho hergestellt etwa 2 vT betrug. F??r dio Bestimmung nach Wohloemuth wurde 2,3 ccm kolliortesExtrakt (von etwa 50 mg Pankreas stammend) filtriert um dio Tr??bimgzu entfernen inid

in ?œbereiiiHtimmung zu bleiben mit einigen sp?¤ter zu



??? besprechenderx Versuchen an Rann. Von dem Filtrat brachte ich 1 ccmins R??hrchen Nr. 1 und gab dazu 1 ccm einer P^yÂ?^Â?l??sung f??r Cyprinus von doppelter Konzentration (16 vT NaCl) Vondiesem Gemifh wurde nach Sch??tteln 1 ccm in Nr. 2 gebraquot;dazu 1 ecm einer normalstarken physiologischen Losung iur Cypr^n^zugesetzt usw. In dieser Weise erhielten alle R??hrchen die gleiche Sal^konzentration. Nr. 6 stellte sieh als Limes heraus; da Nr. 1 nur x/, ecmExtrakt (25 mg) enthielt, war D f??r den Extrakt = 160 und auf 1 g Dr??sensubstanz berechnet = 3200. Mit dem erw?¤hnten dritten Extrakt wurden nun die folgenden Ver-suche zur Ermittelung des pn-Optimums dieser Diastase bei verschiede- 2. Oktober 1925. Versuch Inhalt c Ph 1 I icmj^Thlo- sulf. pro[0 ccm 11 nt.Fl??ssigkeit ccm Thlo \'auf Ilechn.Knzym- jWirkung I ;cm ^Thlo- Bulf. pro0 ccm unt.Fl??ssigkeit I ccm Thloaut Ilechn.Knzym-wlrkung A 20 ccm ^ prim?¤res Phosphat; 5,40 14,68 i 12,14 i 19,40 7,16 25 cem 1 vH St?¤rkel??sung; i 5 cem verd. glyc. Pankreasextr. ! (etwa 50 mg) j 1 B 18

ccm prim.-Phosphat; 2 ccm 0,11 13,57 13,39 1 18,47 1 8,09 see. Phosph.; 25 ccm St?¤rke- 15 ! l??sung; 5 ccm Pankreasextr. 1 : 1 i C 14 bzw. 6 ccm Phosphat; usw. 6,63 13,36 13,60 1 18,79 1 7,77 D Ig bzw. 12 ccm Phosphat; usw. 7,11 13,55 13,54 18,97 j 7,59 E 4 bzw. 16 com Phosphat; usw. 7,49 14,23 12,86 20,02 i, 1 6,54 F 1 bzw. 19 ccm Phosphat; usw. . 8,01 15,18 11,91 20,75 5,81 AA Wie A; Extrakt vorher 10 Min . â€” 26,82 â€” â€” - auf 100Â° DD Wie D; Extrakt vorher 10 Min . â€” 27,09 â€” 26.56 â€” auf 100Â° 1



??? ner Versuchsdauer und Temperatur benutzt. Der Extrakt war im Som-mer gewonnen worden von vier Karpfen, die 1,99 g Pankreas lieferten. Bei diesen Versuchsresultaten ist folgendes zu bemerken: Da die Ti-tration eine Resttitration ist, m??ssen die Zahlen f??r die Kolben A bis Fvon denen der Kontrollkolben abgezogen werden um die Anzahl Kubik-zentimeter Thiosulfat zu erhalten, welchen die Enzymkraft entspricht.So wurde beim ersten Versuch A von AA subtrahiert, B und C vomMittelwert zwischen AA und DD, die ??brigen von DD. Wie man sieht,ist bei diesen pn-Werten die Spaltung durch das saure Gemisch nicht vielgr???Ÿer als bei Neutralit?¤t; der Unterschied liegt fast innerhalb der Gren-zen der Versuchsfehler. Auch andere Versuche lehrten mich, da?Ÿ zwi-schen PH 5,5 und 8 die Hydrolyse durch die Puffergemisehe an sichkeine bedeutenden Unterschiede aufweist und man also nicht f??r jedenKolben ehie Kontrolle anzustellen braucht. Daher habe ich auch beimzweiten Versuch nur eine Kontrolle bei pji 7,1 angestellt. Da die Gemische genau in

gleicher Weise zusannnengesetzt waren,habe ich nur f??r eine Serie die pn-Werte ermittelt. Auch zwischen denMiselunigen mit frischem und gekochtem Saft ist der pu-Unterschiedsehr gering, wie diesbez??gliche Messungen ergaben. Aus der Tabelle AI ersieht man, da?Ÿ hi einer Zone zwischen pji 0,1und 7,1 die beste Wirkung stattfindet (Kurve I Abb. 1). Doch s??ul dieUnterschiede bei der 24st??ndigen Dauer nicht sehr erheblich, das Sub-strat war daf??r in Kolonne I etwas zu weit lungesetzt. Die Kolben mitden ?¤u?Ÿersten pu-Werten gaben noch schwache Jodreaktion. Auch dieAnwesenheit einer kr?¤ftigen Maltase w??rde zur Folge haben, da?Ÿ dieUnterschiede verwischt werden. In der zweiten Tabelle sind die Unterschiede besser akzentuiert(Kurve II, Abb. 1). Der Verlauf der Kiirvcn d??rfte darauf hindeuten,da?Ÿ bei l?¤ngerer Zeitdauer das pn-Optinuun sich etwas nach dem neu-tralen Punkt verschiebt. Das w??rde ??bereuistimmen mit den Beobach-tungen von Sj??dkug (115) ??ber Phaseohisamylase. Er findet ein Oi)ti-mum bei pn 5,2. Bei l?¤ngerer

Dauer verschiebt sich das Wirkungs-oi)tinnun nach dem Resistenzoptimum, das bei pn (5,7 liegt. NachRiNcncn und van TiaoT(105) ist das pn-??ptimum f??r Speicheldiastaseetwa I). F??r Pankreasdiastase von S?¤ugetieren ist es 0,8 [Willst?¤ttehc. 8. (143), Sherman, Thomas und Baldwin (ll3a)]. Nach Abschlu?Ÿ der Titrationen in Kolonne I winde der Inhalt derKolben B, C und D, worin am meisten verdaut war, zusammengef??gt;10ccm der Mischung mit 0,4 g Natriumazetat und 0,2 g fl??ssigem Phenyl-hydrazin eine Stunde auf einem kochenden Was-serbade erhitzt. Einegen??gende Menge Osazon bildete sich; bei mikroskoiiischer Untersuchungergab sich, da?Ÿ weitaus der gr???Ÿte Teil (nach Sch?¤tzung etwa Â?/lo) ausKristinen von Glukosazon bestand, obwohl auch eine gewisse Menge



??? Maltosazonkristalle anwesend war. Die Verdauung war also in diesemVersuch weiter gegangen als Maltose und fast alle entstandene Maltosein Glukose verwandelt. Dieses Resultat beweist, da?Ÿ auch eine kr?¤ftigeMaltase anwesend ist, die wir sp?¤ter n?¤her studieren wollen. Es wirdsich dann ergeben, da?Ÿ das pn-Optimum dieser Maltase denselben Werthat, wie das der Diastase, aber da?Ÿ die ganze Optimalzone wahrschein-lich etwas breiter ist. Das kann die etwas abgeflachte Form der Kurvenvon Abb. 1 erkl?¤ren. Die Maltase ist in viel geringerer Menge anwesend ccm. TA/o 1514.13121 110967654 \\l Pfl 5.0 7.5 SS 6.5 70 Abb. 1. Abh?¤nRiRkelt der Wirkung von C;/priHuÂ?-rankrcas.amyla8e von der Wasserstollzahl (pii).I bei 38Â° und 24 Stunden Versuclisdauer; II bei 27quot; und \'Ji Stunden Dauer. Wegen der \'gleich-zeitigen Wirkung der Maltase stellen diese Kurven die Summen der Amylasc- und Maltascwlr-kuDgen vor. Durch die Wirkung des letzteren Enzyms erscheinen die Kurven verllaeht. Siehe spftter. wie die Amylasc, so da?Ÿ sie nur

beim Gebrauch von ziemlich gro?ŸenMengen Extrakt, wie sie hier benutzt wurden, sich in me?Ÿbarem Ma?Ÿegeltend machen kann. Weil es nicht zu bestimmen ist^), wieviel Maltoseund Glukose nebeneinander anwesend sind, habe ich den Spaltungsgradin Zentimeter Thio angegeben. Der Reduktionswert geht der Zucker- Wcnigsten.s nicht ohne umst?¤ndliche Manipulationen, die auch gr???ŸereMengen Material erfordern w??rden. Bei einer Rohrzuekcrinvcrsion ist der Gradder Hydrolyse dadurch einfach titrimetrisch und polarimetriseh bestimmbar,weil f??r jedes verschwundene Mol Rohrzuekcr 1 Mol Glukose und 1 Mol Fruk-tose entstanden ist. Das ist hier nicht der Fall.



??? menge nicht ganz parallel, doch sind auf dieser kleinen Strecke die Unter-schiede nicht so erheblich, da?Ÿ es die Form der Kurven stark beein-flussen kann. Ich bestimmte nun weiter die pH-Optima dieses Enzyms f??r eine Ver-suchsdauer von 41/4 Stunden bei 27Â° und IG,5Â° imi zu sehen, ob eineVerschiebung des Optimums eintrete. Dies w?¤re auch von Interesse f??rsp?¤tere Vergleiehung des Temperatureinflusses auf die Amylasen derFische und S?¤ugetiere. Ich w?¤hlte eine noch geringere Enzymmengeum deutlichere Unterschiede zu erhalten, auch schien es mir besser,um (anschlie?Ÿend an die Versuche von Ringer f??r Speicheldiastase) dieSalzmenge bis auf die H?¤lfte zu verringern. Unter diesen neuen Um-st?¤nden mu?Ÿte ich also die Bestimmung des Optimums bei 38Â° und41/4 Stunden wiederholen, um das Ergebnis mit den neuen Resultatenvergleichen zu k??nnen. Au?Ÿerdem f??hrte ich bei einem pn von 6,4 eineBestimmung bei 0Â° aus. F??r 38Â° und 27Â° benutzte ich die erw?¤hntenThermostaten; f??r IG,5Â° ein Aquarium mit

Wasser auf Zimmertempera-tur, worin die Temperatur zwischen IG und 17Â° wechselte, f??r 0Â° stellteich den Erlenmeyer-Kolben gut umschlossen in Eis. Die Resultatesind in der folgenden Tabelle B zusammengefa?Ÿt. Bei diesen Versuchen mu?Ÿ ich darauf hinweisen, da?Ÿ dio Vorsuchs-feliler hier etwas h??her taxiert werden m??ssen, wio bei den vorigen Ta-bellen, da dio Erhitzung auf freier Flamme oder in einem Wasserbadonacheinander zu etwas gr???Ÿeren Fehlern f??hrt, als dio gleichzeitige Er-hitzung im Wasserbado von 90 oder 100Â°. Der Titrationsfehler zusam-men mit den Fohlern, dio sich inivormeidlich beim Ansetzen desVensuchesdurch Verteilung von Enzym, Puffer und St?¤rkol??aung ergeben, sch?¤tzeich auf h??chstens 0,3 ccm; diese Abweiclunig kann unter Umst?¤nden vielgeringer sein, wie aus der Tabelle auf S. 482 ersichtlich ist. Wenn ichsie hier auf h??chstens 0,5 ccm sch?¤tze beeintr?¤chtigt die.s die Resultatenur sehr unwesontlichi). Dio so f??r 38Â° gefundene Kurve (I, Abb. 2) stimmt sehr gut ??bereinmit denjenigen des vorigen

V^ersuehes, nur sind dio Unterschiede, wiozu erwarten, sch?¤rfer akzentuiert. Es findet sich eine Optimalzonozwischen j)Â? (5 und (5,5, bei pn 7 ist dio Wirkimg schon becleutend ge-ringer. Dio Lage der Kurven, dio boi den niederen Temperaturen er-halten sind (Abb. 2, II und III), zeigen innerhalb der Felilorgrenzen keinegro?Ÿen Unterschiedo hinsichtlich der Optimalzono. Allein an der saurenSeite der Optimalzono f?¤llt dio Kurve von 38Â° steiler ah als dio bei 27Â°und 16,5Â°. Noch gr???Ÿeren Unterschied in dieser Richtung zeigen dieKurven auf der alkalischen Seite. Dies stimmt zu unserem gegenw?¤rtigen J) Dali dieser Fehler im Parallelversuche nicht ??berschritten wird, zeigtdie Betrachtung der Zahlen f??r AA in Kolonne I, IT und III und von DDKolonne I und II der Tabelle B.



??? Tabelle B. Bestimmung des p^-Optimums der Pankreasdiastase von Cyprinus carpro bex 38Â°, 27Â° undnbsp;^^^ Stunden Versuehsdauer 1 75 ccm Extr^ct, verd??nnt mit dest. Wasser bis 35 ccm und davon 5 ccm pro Kolben. Jeder Kolben enthaltdne iLn^E^mi h^^^^^^^nbsp;Zuckertitration: jodometriseh. p^-Bestimmung: elektrometnsch. Versuche nacheinander eingesetzt und jeder einzeln abgebrochen durch Erhitzen auf freier Flamme w?¤hrend genau 2 Mmuten oder auf einem Wasserbade w?¤hrend genau 10 Mmuten. o III. U.X. 1925:16,5Â° IV. 15.x. 1925:0\' II. 12.x. 1925:27Â° I. 7.x. 1925-.38Â° H S Â§s B B Â? HS\' Â?3- C3lt;n WS SS p: o N) o S lt;= B ffi s a Vre ?2.0Â? S 2 \'lt; sÂ§ ^ ^ H- 5- 33 I Ig ol;^ Ii Ii c P B B s-Ii 2* wc B w Â?j 3 C O I\'Bh: Inhalt Ph Versuch Pn Ph Ph 2. B 10ccm prim. Phosphat; 35 ccm 1 proz.St?¤rkel., 5 ccm verd. Extrakt (= un- gef. 25 mg Pankreas)9 ccm prim., 1 cem see. Phosph.; 35 ccm 6,00 1 proz. St?¤rkeL; 5 ccm Extrakt7 ccm prim., 3 ccm see. Phosph.; 35 ccm 1 proz. St?¤rkel.; 5 ccm Extrakt4comprim.,6ccmsec.Phosph.;35ccm ! 7,09 , 12,64 St?¤rkel.; 5 ccm Extraktnbsp;| ! 2cem prim.; 8ccm see.Phosph.;35ccm I 7,48 j 15,59 St?¤rkel.; 5 ccm Extrakt0,5ccm prim.; 9,5cem sec. Phosph.; 35ccm St?¤rkel.; 5cem Extraktwie A, Extr. vor Vers. lOMin. bei 100Â°wie D, Extr. vorher 10 Min. bei 100Â°wie F, Extr. vorher 10 Min. bei 100Â° 4,16 11,7311,9711,04 22,10 14,5314,29 5,14 66,6 5,16 14,2513,6412,22 20,90 11,7812,3913,77 4,96 6,006,67,1 0,67 15,2916,0413,8110,576,62 25,65 4,685 AÂ?) B C D E F AADDFF Wlt; oamp; c-l 11,1010,35 3,94 22,32 6,6 6,57 7,1 ! 15,22 I 8,00 \' 19,25 26,26 26,0625,99 26,3226,4525,87 i) In Tabelle II und III war in A 9,9

prim. und 0,10 sec. Phosphat, daher der h??here p^-Wert.



??? Wissen von dem sch?¤digenden Einflu?Ÿ der Temperatur auf die Enzyme:Je h??her die Temperatur, je st?¤rker wird bei gleicher Zeitdauer, bei einemPH, welcher entfernt vom Optimum der Resistenz liegt (das f??r tierischeAmylasen nicht weit vom Wirkungsoptimum liegt), die Vernichtung desEnzymes sein und je steiler werden die Kurven beiderseits des Opti-mums abfallen. Von einer Verschiebung vom Optimum bei niedrigerTemperatur ist aber nichts zu sehen. F??r Amylasen liegen wohl die Optima von Wirkung und Resistenz zu dicht nebeneinander um einesolche Verschiebung erwarten zu lassen. Vgl. Einleitung S. 457, 458. Mit diesen und sp?¤ter zu erw?¤hnenden Versuchen war nun dio Mengedes bisher gebrauchten Extraktes fast ersch??pft und ich konnte bei 0Â°nur eine Bestimmung ausf??hren, bei einem pn, bei dem auch bei dieserTemperatur das Optimum erwartet werden konnte. Findet doch auchvon 38Â° bis 10,5Â° keine Verschiebung des Optimums statt. Die Wirkungdos Enzymes bei 0Â° bei ehiem pii von G,0 und den oben erw?¤hnten

Um-st?¤nden ist durch den Punkt IV in Abb. 2 vorgestellt. Wie man sieht,



??? ist bei 0Â° die Wirkung des Enzymes verh?¤ltnism?¤?Ÿig noch recht erheb-lich. Die Betrachtung dieser Versuchsergebnisse vom Standpunkte derVAN \'THoFFschen Temperaturregel aus wird vielleicht in emer sp?¤terenVer??ffentlichung folgen k??nnen. Darm von Cyprinus. Nachdem ich nun das pn-Optimum dieses En-zymes in dieser Weise unter verschiedenen Umst?¤nden studiert hatte,versuchte ich einige Tatsachen von mehr biologischem Interesse zu er-mitteln. Hier galt es festzustellen, welches Verh?¤ltnis zwischen deramylolytischen Wirkung des Pankreas und eines Darmextraktes be-steht. Ist die Wirkung des Darmextraktes erheblich geringer als die desPankreasextraktes, so wird man daraus schlie?Ÿen k??nnen, da?Ÿ wahr-scheinlich eine Amylase vom Darme selbst nicht abgeschieden wird.Von Interesse ist es, dieses Resultat vergleichen zu k??nnen mit den Er-gebnissen von Tieren, die Appendices haben (vgl. Einl. S. 450 u. 455). Ich verf??gte ??ber einen Darmextrakt von zwei Tieren, wovon diebeiden vorderen Darmh?¤lften und die beiden

hinteren gesondert extra-hiert waren. Versuch I. Vordere Darmh?¤lfte. Dauer 22 Stunden. T=27Â°.Titration jodometrisch.nbsp;^^ 1.nbsp;In einem Kolben 35 ccm 1 pro/,. Amylum; 8 ccm KH2PO4; 2ccm ^ NaaHPOi; 200 mg Schleimhaut (in 5ccm Extrakt). Verbrauch an Thiosulfat pro 20 ccm unt. Fl. in ccm......... 9,G0 la. Wie 1; Extrakt erhitzt. Verbrauch an Thio in ccm . 1,13 Enzymwirkung 8,47 Versuch 2. Hintere Darmh?¤lfte usw. 2.nbsp;Wie 1 mit Extrakt der hinteren Darmh?¤lfte ccm Thio 8,90 2a. Wie 2, Extrakt erhitzt............. â€? 7,76 Die beiden Darmh?¤lften haben also eine viel geringere Konzentrationan Amylase, wie das Pankreas, wo beinahe das Doppelte dieser Werteschon in 4 Stunden erreicht wurde mit 25 mg festem Pankreas proKolben. Roh gerechnet kann man von einer 80â€”90fach st?¤rkeren Wir-kung des Pankreasextraktes sprechen, wobei ich diese Zahl imter allemVorbehalt nenne. Jedenfalls ist die Wirkung im Darme aber deutlichvorhanden und noch etwa IGmal st?¤rker als die eines entsprechend an-gefertigten Pankreasextraktes eines

Hechtes. Die Wirkung der zweitenH?¤lfte ist etwas geringer als die der ersteren. Der Unterschied istaber zu gering, um daraus Schlu?Ÿfolgerungen zu ziehen. W?¤hrenddie viel geringere Wirkung der Darmextrakte daf??r spricht, da?Ÿ es sich



??? wohl um adsorbierte Pankreasamylase handele, w??rde der Umstand,da?Ÿ die zweite Hc?¤lfte der ersteren nur wenig an Wirksamkeit nachsteht,dagegen sprechen. Allerdings hat der Darm von Cyprinus, obwohl erziemlich stark gewunden ist, nicht mehr als zweimal die L?¤nge desK??rpers, so da?Ÿ von einer Verbreitung des Pankreasenzymes ??ber emesehr lange Strecke keine Rede ist. Die D?¤rme waren aber vor ihrerExtraktion mit Wasser ausgep??lt worden (wahrscheinlich wohl in totound von vorn nach hinten, ich notierte dies nicht ausdr??cklich) und esist sehr gut m??glich, da?Ÿ dabei etwas mehr Amylase in die hinteren Teilegeraten ist, als urspr??nglich anwesend war. Darum habe ich den ganzen Versuch wiederholt mit Pankreas- undDarmextrakten, alle von denselben zwei neuen Tieren herstammend,wobei die beiden H?¤lften nun gleich voneinander abgebunden undstreng gesondert verarbeitet wurden. Diese Tiere waren Sommerkarpfen. Die Versuchsanordnung war auch, was dio Klengen des Extraktesund des Substrates betrifft, genau gleich

den vorigen Versuchen. T=27 Versuch 1. Pankreas: 4 Stunden (2?? mg) Hauptversuch: ccm Thio pro 20 ccm Fl. ... 9,71 Kontrollversuch............. â€? â€? 26,20 Enzymwirkung 16,49 Die Fl??ssigkeit wurde filtriert und von 10 ccm derselben ein Osazonangefertigt und mikroskopisch untersucht. Das Pr?¤parat gab Malt-osazon zu sehen mit einer kleinen Menge Glukosazonkristallen. In dieserZeit wurde also fast nur ?„laltoso gebildet. Als ?„laltoso berechnet betrugdio Monge des entstandenen Zuckers 92 mg, was eino Umsetzung vonetwa 65 vH des Substrates bedeutet. Wir sahen fr??her, da?Ÿ nach24 Stunden unter diesen Umst?¤nden weit mehr Glukose als INIaltose an-wesend ist (S. 407). Dies weist darauf hin, da?Ÿ im Karpfenpankreas einoMaltase vorkommt, aber in viel geringerer Konzentration als die Amylase.Im folgenden Kapitel werden wir durch direkte Einwirkung des Pankreas-extraktos auf Maltose diese Ansicht befestigt finden. Versuch 2. Erste Darmh?¤lften. Mengen usw. wie oben. Titration])ro 10 ccni Fl??ssigkeit. Zeit 24 Stmiden.

Hauptvorsuch............... Kontrollvcrsuch............. â€? Enzymwirkxmg 10,39 Vorsuch 3. Zweite Darmh?¤lfttÂ?. Hauptversuch............... Kontrollvcrsuch............. â€? 20,43 Enzymwirkung 11,23 Hier hat also dio hintere H?¤lfte eine etwas gr???Ÿere Wirkung; die Vcr-teihmg der Amylaso durch dio Darmwand vorn und hinten weist keinen



??? erheblichen Unterschied auf. Die Zweifel an dem vorigen Versuch warenalso unberechtigt. Von 2 und 3 (Hauptversuche) wurde ein Osazon an-gefertigt. Es war alles Maltosazon. Im Versuch 3 betr?¤gt die entstandeneZuckermenge rund 60 mg und es wurde somit etwa 43 vH des Substratesumgesetzt. In 2 etwas weniger. Eine achtmal gr???Ÿere Menge Darmextrakt setzt in sechsmal soviel Zeiteine ungef?¤hr gleichgro?Ÿe Substratmenge um, die vom Pankreasextraktein 4 Stunden bis Maltose abgebaut wirdi). Die Menge (Konzentration) derAmylase berechnet sich hieraus f??r das Pankreas auf rund 40â€”??Omal der-jenigen des Darmextraktes. Diese Zahl ist noch f??r den Darmextrakt zug??nstig, da ein Umsatz von 65 vH Substrat beim Pankreas schon etwaszu weit geht, um noch den vollen Umfang der Wirksamkeit zu messen.Bei der geringen Menge Extrakt, die zur Verf??gung steht und der Kost-barkeit desselben, habe ich die Bestimmung nicht wiederholt. Es mu?Ÿ zu diesen Versuchen noch bemerkt werden, da?Ÿ der Darm-kanal von jedem der

Karpfen 80 cm lang war, und da?Ÿ 35 cm f??r dievordere H?¤lfte und 35 cm f??r die hintere H?¤lfte benutzt wurde. 10 cmdazwischen wurden abgebunden, um den Unterschied der H?¤lften, wennvorhanden, desto deutlicher zu machen. Aktivierung durch Natriumchlorid. ?œber die Aktivierung der Cy-prmtt5-Diasta.se durch Salze stellte ich nur einen einzigen Versuch an.In zwei Kolben wurden 25 ccm 1 proz. St?¤rkel??sung und je G TropfenPankreasextrakt von Cyprinus gebracht, zu dem einen noch 25 ccm einer8 vT NaCl-L??sung, zu dem anderen 25 ccm destilliertes Wasser zu-gesetzt. Beide wurden 221/2 Stunden bei 27Â° gehalten, der erste zeigtepro 20 ccm eine Enzymwirkung von 2,87 ccm 10 Thiosulfat, der zweitevon 2,47 ccm, so da?Ÿ ein Unterschied zugunsten des salzhaltigen Kolbensnicht zu verkennen, wenn auch nicht sehr deutlich war. Vielleicht wardie Enzymmenge zu gering, oder aber verf??gte der Pankreasextraktselbst au?Ÿerdem ??ber eine gen??gende Salzmenge, wodurch der Unter-schied gering wurde. Da ich nicht ??ber oino Vorrichtimg

verf??gte, dasEnzym schnell genug absolut salzfrei zu machen, habe ich diese Unter-.suchung nicht weiter fortgesetzt. Wirkung der Galle von Cyprinus. Von den zwei Kari)fen des vor-letzten Paragraphen wurde den Gallenblasen nach Ligatur des Ausfuhr-ganges die Galle entnommen. Der pn dieser Fl??s.sigkeit wurde auf 5,541bestimmtÂŽ). Mit der Fl??ssigkeit, die nach der Bestimmung ??brig war,wurde folgender Versuch angestellt: Â?) Man beachte, da?Ÿ f??r das Pankreas 20 ccm, f??r den Darm pro 10 ccmtitriert wurde! 2) Herr Prof. Ringer war so freundlich diese Messung mit seiner Elektrodeauszuf??hren.



??? 35 ccm 1 proz. Amylum, 9 ccm Puffer (2 T. prim., 1 T. sec. Phosphat,um den pn etwas zu erh??hen), 5 ccm Wasser und 1,2 ccm Galle. NachZusatz von Toluol wurde 20 ccm des Gemisches titriert, sie verbrauchten25,69 ccm Thio. Kontrolle der Reagentia 27,62; f??r reduzierende Sub-stanz wurde also fast 2 ccm verbraucht. Nach 24 Stunden war nur3,43 ccm Thio n??tig und also die 22,26 ccm Zunahme auf Rechnung derEnzymwirkung zu stellen. Fast die ganze Menge des Substrates warumgesetzt. Dieser Versuch wvu-de nun zur genaueren Feststellung der Enzym-menge wiederholt mit einer Menge von 0,2 ccm Galle eines anderenTieres unter ??brigens gleichen Umst?¤nden. Pro 10 ccm untersuchterFl??ssigkeit wurde hier in 24 Stunden eine Enzymwirkung ??bereinstim-mend mit 6,43 ccm 0,1 N Thiosulfat gefunden. Es ist also unzweifelhafteine Diastase in der Galle vorhanden, aber ihre Wirkung ist gering imVerh?¤ltnis zu derjenigen der Pankreasdiastase und etwa von der Gr???Ÿen-ordnung der Darmdiastasc. Peiramyzon: Darm. Zuf?¤lligerweise

verf??gte ich ??ber einen Darm-extrakt zweier Petromyzonten. Die verwendete Schleimhautmenge warnicht genau bestimmt, der Extrakt war aber gewi?Ÿ nicht schw?¤cherals der oben verwendete vom Cyprinus-Darm. Das Substrat war wieder 35 ccm Am. 10 Puffer (pn etwa 6,6); dazu1 ccm Extrakt; 22 Stunden, 27Â°. Pro 20 ccm untersuchter Fl??ssigkeit ergab sich ein Unterschied von 1,25 ccm ^ Thio mit der Kontroil??sung,die gekochten Extrakt enthielt. Dio Amylasewirkung war daher sehrgering mul es ist wohl zweifelhaft, ob man dieso nicht als eine Wirkungvon Gcwcbsamylase betrachten mu?Ÿ. Das Pankreas von Pelromyzonwurde erst vor kurzem mikroskopisch nachgewiesen. Es war daher un-m??glich daraus einen Extrakt herzustellen. Ob man mm die gefundeneAmylaso f??r ein Geweb.sonzym oder f??r ein Verdauungsenzym haltenwill, steht dahin; vom â€žteleologischenquot; Standpunkte kann es jeden-falls nicht wundernehmen, da?Ÿ bei einem blutsaugonden Parasiten, wioPelromyzon, eine Vordauungsamylase fehlt, bzw. nur in sehr

geringerMonge vorhanden ist. Esox luchis-. Pankreas und Darm. Dor Darmkanal des Hochtos istsehr oinfach gebaut: der Magen ist gerade, nicht V-f??rmig imd ohneBlindsack; der D??nndarm weist nur eine einzige Biegung auf und istzu beiden Seiten derselben gerade; das Pankreas verl?¤uft den Darm-kanal entlang in ziemlich dickon nicht sehr verzweigten Str?¤ngen, diosich leicht isolieren las.sen, da sio auch mit der I^ber nicht stark ver-wachsen sind. Bei gez??chteten Hechten fand ich das Pankreas oft von



??? einem gro?Ÿen Fettstrange umgeben, wodurch es f??r meinen Zweckunbrauchbar war. F??r die Verdauungsuntersuchungen sind daherfreilebende Tiere zu ben??tzen. Zur Verf??gung stand ein Extrakt von 7,5 g Pankreas auf 75 ccmGlyzerin. Nachdem ich mich vergeblich bem??ht hatte mit diesemExtrakte, zehnmal mit Salzl??sung verd??nnt und filtriert, eine Wohl-gemuthzahl (D^t) zu erhalten (es war dies bei Rana wohl m??glich)und auch der Versuch, die Jodreaktion durch gr???Ÿere Mengen Extraktzum Verschwinden zu bringen, keine deutliche Resultate gehabt hatte,schritt ich zur Zuckertitration bei bestimmten pn-Werten. (S. Tabelle C.) In diesem Versuch ist f??r die Kolben A und AA pn bestimmt wordenund die Werte weisen nur einen Unterschied von 0,04 auf. Statt im Tabelle C. Bestimmung des p^-Optimums der Pankreasamylase Esox bei 38Â°und 24 Stunden Versuchsdauer. 1 Volumen Glyzerinextrakt mit 3 Vol. dest.Wasser verd??nnt; von diesem Gemisch wurden 5 ccm zu jedem Kolben zuge-setzt, so da?Ÿ diese eine Menge Extrakt enthalten

aus etwa 400 mg Pankreas.Zuckertitration oxydimetrisch (nach Schoorl). pu-Bestimmung elcktrometrisch(in D- und E-kolorim. mittels Paranitrophenol). Verdauung abgebrochen durchgleichzeitiges Erhitzen auf 100Â° w?¤hrend 10 Minuten. 25. und 26. Mai 1925. ccm 1,07 N Durch Enzym- Inhalt Pll K Permanganat wirkung verurs. Marke pro 20 ccm unt.Fl??ssigkeit lleciuktion inmgCui) 0 i 20 com prim. Phosph.; 25 ccm 1 proz.â–  St?¤rkel??sung; 5 ccm Extrakt (entspr.Â? 400 mg) 4,80 1,87 6 00 wie 0; Enzym vor Versuch auf 100quot; â€” 0,98 5 A 18 ccm prim., 2 ccm sec. Phosph.;25 ccm St?¤rke, 5 ccm Extrakt 6,02 1,09 â€” AA wie A; Extrakt erhitzt 5,?–8 0,93 â€” B 14 ccm prim., 6 sec. Phosph.; Am. sol.und Enzym wie oben. 6,50 2,03 7 BB wie B usw. â€” 0,96 â€” C 8 ccm prim., 12 sec.Phosph.; Am. sol.und Enzym wie oben. 7,01 2,07 8 CG wie C usw. â€” 0,92 â€” D 4 ccm prim., 16 sec. Phosph. usw. 7,2 1,89 6 DD Mittel aus ??brigen Kontrollen â€” 0,95 ^ \' â€” E 1 ccm prim., 19 sec. Phosph. usw. 7,6 1,24 2 EE Mittel aus ??brigen Kontrollen â€” 0,95 â€” Ich

gebe hier die Reduktion in mg Cu an, weil ich beim Anstellendieses Versuches noch nicht wu?Ÿte, wclcher Zucker entsteht. ?œber diese kleineStrecke ist die Reduktionszunahme proportional der Zuekermenge.



??? Hauptversuch kann man also im Kontrollversuch den pn bestimmenund umgekehrt. Die Titrationen der Kontrollversuche stimmen sehrgut ??berein. F??r DD und EE habe ich daher das Mittel aus den anderenBestimmungen verwendet. Die beobachtete Amylasewirkung ist sehrgering. Da die Titrationen oxydimetrisch vorgenommen sind, ist dieGenauigkeit gro?Ÿ genug die Werte in einer Kurve darzustellen (Abb. 3).Diese Kurvet) verl?¤uft regelm?¤?Ÿig und gibt eine Optimalzone zwischenpn 6,5 und 7,0. Nur der Punkt f??r 0 pa?Ÿt nicht in dieser Kitfve. Ich glaubtezuerst, da?Ÿ dies seine Erkl?¤rung finden k??nnte in der Wirkung einerMaltase, die dann ihr Optimum Cu in bei niedrigerem pn haben w??rde;aber im folgenden Kapitel wirdsich ergeben, da?Ÿ eine ]\\Ialtasein demselben Hechtpankreas-extrakt nicht anwesend ist.Dann bleibt wohl nichts anderes??brig als an einen Versuchsfehlerzu denken, zumal da die Mengengering sind. Da im ??brigen dieResultate in gutem Einklangstehen mit den am Karpfen ge-Avonnenen, so beh?¤lt der ??brigeTeil der Kurve

seinen Wert.Da der Amylase bei der Ver-dauung keine wichtige Rolleziikommen kann, habe ich da-von abgesehen, den Versuch zuwiederholen. Unter gleichenUmst?¤nden liefert eine Kimal geringere Menge Karpfenextrakt in vierStunden (sechsmal weniger Zeit) 16,04 ccm Thio als Resultat, hat alsoeine ungef?¤hr 1500mal st?¤rkere Wirkung. (Tabelle B 1, S. 470.) Es wurde gelegentlich ))ehauptet, da?Ÿ bei Hungertieren ein Verlustau Enzym stattfindet xmd da die verwendeten Hechte tats?¤chlich ehiigeZeit gehungert hatten, so stellte ich noch einen Versuch an mit einemExtrakt von Tieren, dio in voller Verdauung get??tet wurden. 35 ccm IvH St?¤rke, 10ccm Phosphatpuffer (8 p. 2 s.), 5ccm ExtraktHecht, ??bereinstimmend mit 200 mg festem Pankreas, 10 TropfenToluol, 22 Stunden bei 27Â°. Thio: 3,33ccmGekochte Kontr.: 1,21 â€žEnzymwirkung pro 20 ccm unt. Fl. 2,12 ccm. \') Diese Kurve sollte um einen vertikalen Teilstrich (1 mg Cu) dichter bei derAbszisse liegend gedacht worden. Durch ein Versehen (ohne Einflu?Ÿ auf ihreForm) entspricht sie den

Zahlen nicht ganz genau. Z. t. verRl. Physiologie Bd. 5.nbsp;31 a Ph Abb. 3. pii-AkUvltJltskurvo der PuiikreaÂ?nmylascvon JCaox bei 38\' und 21 Stunden Vorsuchsdauer.nie RedukUon Ist hier in Zehntel mg Cu angegeben.



??? Da fr??her 400 mg verwendet Awrden, ist die Wirkung hier viermal stc?¤rker,bleibt aber doch von derselben Gr???Ÿenordnung (375 mal st?¤rker alsKarpf ene xtr akt). Es wurden nunmehr einige Versuche mit dem Darmextrakt des-selben Hechtes angestellt. Die Versuchsanordnung ist wie die vorige,nur da?Ÿ hier eine Menge Extrakt mit 250 mg verwendet wurde. DerUnterschied zwischen der Kontrolle und dem Hauptversuch betrug0,96 ccm Thio. Umgerechnet auf 200 mg w??rde das etwa 0,80 ccmsein, w?¤hrend der Pankreasextrakt 2,12 ccm Thio verbrauchte. DerPankreasextrakt des Hechtes hat also etwas weniger als die dreifacheWirksamkeit des Darmextraktes, w?¤hrend beim Karpfen das Ver-h?¤ltnis etwa 90 oder 50: 1 ist. Das ist ein auffallender Uiiterschied,der um eine Erkl?¤rung fragt. Der Darmkanal des Hechtes ist, von derPankreasm??ndung ab gerechnet, mehr als zweimal k??rzer als der desKarpfens imd das Enzym Avird sich also beim Hecht ??ber eine kleinereStrecke verteilen. Einen so gro?Ÿen Unterschied kann dies aber nichterkl?¤ren.

An der F??tterung kann es auch nicht liegen, denn bei denVersuchen, sowohl mit Hechten wie mit Karpfen, wurde ein Teil derVersuche mit Extrakten von gef??tterten Tieren ausgef??hrt. Schlie?Ÿlichkann man nat??rlich an ein GcAvebsenzym denken, denn mit gen??gendexakter Methodik ist es m??glich in sehr vielen Geweben kleine Mengender verschiedensten Enzyme zu zeigen, die dann im Haushalt der Zelleeine Rolle spielen. Unter einer gewissen Grenze (die ??brigens derSch?¤tzung des Experimentators ??berlassen bleibt) kann man also auseiner kleinen Wirkung noch nicht schlie?Ÿen, da?Ÿ das Enzym nach au?Ÿen abgeschieden wird. Die Avahnscheinlichste Erkl?¤rung der Tatsache ist die folgende:Wo reichlich Amylase in den Darm abgeschieden wird, wie beim Karpfen,wird eine gewisse Menge an die Darnnvand adsorbiert werden, bis diesemit dem Enzym ges?¤ttigt ist. Da so reichlich Amylase im Karpfen-l)ankreas vorhanden ist, ist es auch sehr wahrscheinlich, da?Ÿ dieseS?¤ttigung (flacher Teil der Adsorptionskurve) tats?¤chlich erreicht wird.Wo

mm Avenig Amylase abgeschieden wird, wie beim Hecht, wird auchin Prozenten ein viel gr???Ÿerer Teil des Enzymes adsorbiert Averden k??nnen,ehe die Darmwand damit ges?¤ttigt ist und wird hier wahrscheinlichdie S?¤ttigung nicht einmal erreicht werden, so da?Ÿ beim Karpfen dorUnterschied zwischen der Monge an Pankreas- und Darmamylasc vielgr???Ÿer ist wie beim Hecht. Ram, Pankrma und Darm. Zur Orientierung stellte ich im Anfangmeiner Untersuchung einige Versuche mit dem Pankreas von Bana an, dieich hier einschalten m??chte. Ich benutzte dazu aus.schlie?Ÿlich dio?„lethodeWoHL(!EMUTH. Ich gebe hier die Protokolle neb.st einigen Bemerkungen.



??? 3. Nov. 1924. Pankreas Rana isoliert. Gewicht (oberfl?¤chlich zwischenFiltrierpapier getrocknet) 53 mg. Feingeschnitten und mit Seesand und 5 ccmphysiol. Kochsalzl??sung Rana (0,7 vH) angerieben und 24 Stunden extrahiert.Nach Filtrierung ein leicht tr??bes Filtrat. Hiervon wurde nach Wohlgemutudie Diastasezahl bestimmt bei 39Â° und 24\'\'. Durch ein A^ersehen wurden 10 ccmAmylum 1 vH statt 5 verwendet, daher die gefundene Zahl mit 2 multipliziertwerden mu?Ÿ. Es wurde daf??r gesorgt, da?Ÿ in jedem R??hrchen die gleiche Kon-zentration an NaCl anwesend war. Limes war das R??hrchen Nr. 4. Daraus er-gibt sich D^ÂŽ\' = 2x4x5 = 40. Da der Extrakt 1 Teil Gewicht auf 100 TeilenFl??ssigkeit enthielt, war pro 1 g Dr??sensubstanz berechnet die Zahl = 4(i00. 12. Nov. 1924. Pankreas Rana, Gewicht = 33 mg, zerschnitten und feinge-rieben mit 6 ccm dest. Wasser und 5 Tropfen Toluol. Nach 20 Stunden wurdeder Extrakt filtriert. Er reagierte neutral auf Lackmus. Die Untcrstichungnach WoHLGEMUTii ergab als zweifelhaften Limes in 24 Stunden das

R??hrchenNr. 1. Wenn man iiier also die Berechnung noch ausf??hren will, so w??rde einextrapoliertes R??hrchen mit doppelter Enzymkonzentration wie Nr. 1 die 5 ccmAmylum wahrscheinlich verdaut haben. D w??rdo also hier 21/2 sein undda der Extrakt eine Konzentration von 1 auf 200 hatte, w??rde sich pro lO??O mg1) = 500 ergeben, was in Betracht der etwas zweifcliinftcn Limesreaktion sicheretwas zu hoch gerechnet ist. Ohne Hinzusetzung von Salz ist also die Rana-Pankreasdiastase wenigstens achtmal weniger wirksam. In gleicher Weise untersuchter Darincxtrakt gab kein Resultat nach 24 Std. 17. Nov. 1924, 127 mg /^Â?Â?irt-Pankreas mit 13 ccm Fl??ssigkeit extrahiert(die Fl??ssigkeit enthielt zur H?¤lfte Glyzerin, zur anderen H?¤lfte 0,7 vH Rana-Kochsalzl??sung), Nach 24 Stunden Extraktion wurde l)^^,, bestimmt und gleicli40 gefunden (Limes im R??hrchen Nr. 5). Alle R??hrchen enthielten hier die halbeKonzentration an Kochsalz wie beim ersten Versuch am 3. Nov. Auf 1000 mgumgcrcciinet war dio Diastasezahl also 4000, was zu dem ersten

Vcrsuch stimmt. Darincxtrakt lieferte auf diese Weise (also mit Salzzusatz gewonnen) keinKesullrtt nach 3(5 Stunden. Aus diesen Versuchen ergibt sich jedenfalls, dali imnbsp;l\'ankreas eine kr?¤ftige Diastase sich vorfindet, die durch Salz aktiviert werdenkann. Kleine Mengen Diastase werdeti sich auch im Darme wohl vor-finden, sie koiuiten aber mit dieser Methode nicht nachgewiesen werden. Allen H??hrchen wurden ?? oder 7 Tropfen Toluol /.ugc.setzt und f??rjede Serie war ilinen ein Kontrollr??hrchen (gleich Nr. !) mit I eeingekochtem K.xtrakt gegen??bergestellt worden, das immer Blauf?¤rbungmit .Jod zeigte. Sp?¤ter inaclite ich einen Versuch zur Orientienuig ??ber die Aniylase-inengen in l\'ankreas und Dann mittels Zuekertitration. Die Anordnungwar die gleiche wie bei der Vcrgleichung vom C\'//;gt;miH/j-Pankreas undDann, (bleiche Voluinteile E.xtrakt aus Pankreas und Darm (bzw. 45und 9()nig entsprechend) wirkten bei be.stiniintein })ir auf Iproz. St?¤rke.Nach 5 Stunden gab das Pankreas eine Zunahme von 4,30 ccm 0,1 NTliio pro 10 ccm mit.

Fl??ssigkeit; nach 22 Stunden eine solche von7,l()ccm. Der Darm nach 23 Stunden eine solche von 0,31 ccni. DerUnterschied in der amylolytischen Wirkung zwischen Pankreas und 31*



??? Darm war hier also auch ungef?¤hr oOfach, w?¤hrend er beim Karpfenrund 50â€”lOOfach gefunden wurde. Nach diesen Versuchen ist die Amylasemenge imnbsp;Pankreas etwa drei- bis viermal geringer, wie die bei Cyprinus. Die Wohlgem??th-Zahlen geben f??r das iJami-Pankreas ein noch g??nstigeres Verh?¤ltnis,aber es liegt dies wahrscheinlich an der f??r Sana verwendeten gr???ŸerenNaCl-Menge, die hier viel Einflu?Ÿ hat. Es kann vom biologischen Standpunkte wundernehmen, da?Ÿ einInsektenfresser wie Sana ??ber eine so wirksame Amylase verf??gt,w?¤hrend ein Raubfisch wie der Hecht fast keine Diastase im Pankreasaufweist. Eine Erkl?¤rung hierf??r ist vielleicht, da?Ÿ die Rnna-Larvenechte Pflanzenfresser sind. Acanihias vulgaris: Pankreas. Von Richet (98, 100) wurde diediastatische Wirkimg des Pankreas von Acanihias und auch von Cypri-nus und der Schleie erw?¤hnt. Sullivan (125) erw?¤hnte eine Diastaseim Darme von Haifischen. Es war darum von Interesse die Gr???Ÿe dieserWirkung kennen zu lernen. Zehn Pankreas von einem

Gewichte von 55 g wurden mir von Helgo-land gesandt; sie waren unzerkleinert konserviert in der doppeltenGewichtsmenge unverd??nnten Glyzerins. Nach Ankunft wurden diePankreas fein gehackt, mit Quarzsand in einem M??rser zerrieben mitdem Glyzerin, worin sie gesandt, und noch 4 Tage der Extraktion ??ber-las.sen, wonach das Gemisch durch M??llergaze kolliert wurde. INIanerhielt etwa 90 ccm Fl??ssigkeit, so da?Ÿ 1 ccm von der Extraktion vonetwa 600 mg herr??hrte. 1 ccm dieses Extraktes Avurde auf 12 ccm ver-d??nnt mit destilliertem Wasser und von diesem Gemisch 5 ccm einervorher bereiteten Mischung von 35 ccm 1 vH St?¤rke und 10 ccm Phos-phatpuffer (7 p. 3 s.) zugesetzt bei 27Â°. Nach Zusatz von 10 TropfenToluol wurden 20 ccm jodometrisch titriert und verbrauchten 2(),24 cem Thiosulfat. Nach 24 Stunden titrierte man abermals 20 ccm, die nun 24,38 ccm Thio verbrauchten. Die Zunahme war 1,86 ccm unddie enzymatische Wirkung also von der Gr???Ÿenordnung derjenigen desHechtextraktes. In einer gleichartig

zusammengesetzten Mischungohne Toluolzusatz wurde pn elektrometrisch bestimmt auf 6,62. Ichhabe es f??r unn??tig gehalten bei anderen pn-Wcrten Versuche anzu-stellen. Da wir das Optimum f??r die Pankreasamylase von Cyprinusund Esox fanden bei pn 6,5, ungef?¤hr demselben Werte, der f??r S?¤uge-tiere gefunden wurde, ist die Annahme, da?Ÿ diese Amylase mm erheb-lich davon abweichen w??rde, gar zu unwahrscheinlich. Eine andere wichtigere Frage ergibt sich aber. Erhebliche Mengenan St?¤rke werden die Raubfische nicht zu sich nehmen, daher eine



??? geringe Amylasemenge in ihrem Darmtraktus sehr gut verst?¤ndlich ist.Aber in den Muskeln von Fischen, in den Mtteldarmdr??sen von Arthro-poden werden ihnen nicht unerhebliche Mengen von Glykogen zugef??hrt.Daher fragt es sich, ob vielleicht dieses Substrat vom Pankreasextraktbesser abgebaut wird als St?¤rke. Es w??rde sich dann ein besonderesEnzym, Glykogenase vorfinden. In der Enzymliteratur wird f??r dieGlykogenspaltung durch Speichel und Pankreassaft ein solches Enzymnicht angenommen, die Wirkung auf Glykogen wird der Amylase zu-geschrieben. Bei niederen Tieren aber meinte man einige Male Gly-kogenspaltung als besondere Enzymwirkung nachweisen zu k??nnen,auch da, avo St?¤rkespaltung fehlte. Ausgemacht ist die Sache keines-wegs. Unter den vorerw?¤hnten Umst?¤nden wurde die gleiche Mengedes Extraktes mit einer etwa 1 proz. Glykogenl??sung zusammengebracht.Das Glykogen (ein Pr?¤parat von Kaiilbauji) war nicht ganz in L??sunggegangen. Durch Filtrieren erhielt man eine stark opaleszierende Fl??ssig-keit,

deren Opaleszenz sich nach Zusatz des Puffers verst?¤rkte. Anfangs-titration: 27,01}; Endtitration: 24,93 nach 24 Stunden. Reduktions-zunahme 2,10 ccm. Diese Zunahme ist innerhalb der Fehlergrenzender von 1,80 bei der St?¤rke gleich. Zur Annahme einer besonderenGlykogenase bei den Raubfischen, die wenig Amylase in ihrem Pankreasf??hren, besteht also kein Grund. Die Kohlehydratverdauung spielthier eine sehr unbedeutende Rolle. Eine Zusannnenfassung ??ber dieses mul das folgende Ka})itel wirdam Schlu?Ÿ des letzteren gegeben. Kapitel III. Die 3raltascn. Ksox-. Pankreas Â?nul Darm â€” Cyprinusx Darm â€” Cyprinus: Pankrens â€”Cyprinusx Galle â€” Cypriima: Saccharase â€” Huna: J\'ankreas luul D??rrn â€”ZusammenfasHiing ??ber Amylasen und .Mnitasen. Bei der nun folgenden Besj)reehung meiner Resultate mit Maltaseerw?¤hne ich die Tiere und Organe nicht in derselben Ordmuig Avie beiden Amylasen, sondern in der Reihenfolge Avie sie zur Untersuchungkamen. Das hat seinen Grund erstens darin, da?Ÿ ich im Darme

gr???ŸereMaltasemengen erwartete als im I\'ankreas (und zwar nach Analogiemit deiv mis bekannten Verh?¤ltnissen bei den S?¤ugetieren) und zweitensin zuf?¤lligen Umst?¤nden, Avelche die Beschaffung der n??tigen Tierebetreffen. Wenigstens beim omni\\-oren Karpfen erwartete ich Maltase im Darm-extrakte zu finden. Ich mu?Ÿ im ??brigen bemerken, da?Ÿ auch unsereKenntnisse von den Verh?¤ltnissen bei den S?¤ugetieren und V??geln,.selb.st bei den Haustieren, auf der Untersuchung von nur Avenigcn Arten



??? beruhen und da?Ÿ man auch hier noch wohl zu viel die an wenigen Artengewonnenen Resultate generalisiert hat. Am Schl??sse dieses Kapitels werde ich eine Zusammenfassung geben??ber die Resultate f??r Amylasen und Maltasen, samt einer kurzen Dis-kussion ??ber die einschl?¤gige Literatur ??ber diese Enzyme bei denS?¤ugetieren. Die etwas ver?¤nderte Reihenfolge kann also dem Leserkeine- Schwierigkeiten bei der Vergleiehung bieten. Esox\\ Pankreas und Darm. Zuerst untersuchte ich das Pankreasvon Esox auf Anwesenheit einer Maltase. Das Resultat war negativ.Ich arbeitete bei pn-Werten zwischen 4,7 und 6,6 und fand dabei keinerleiWirkung, wie die folgende Tabelle (D) zeigen wird. Tabelle D. Abwesenheit der Maltasewirkung im Pankreas von Esox lucius beiverschiedenen pj^-Werten. Glyzerinextrakt von Â?quot;50.1;-Pankreas. Liefert nachKollieren .3ccm; verd??nnt bis 60 ccm mit dest. Wasser und von diesem Gemischccm pro Kolben, also eine Menge, herr??hrend von etwa 200 mg Pankreas-frischgewicht. Temperatur 38Â°, Zeit 25

Stunden. Pjj in V und W elektro-metrisch. in den ??brigen Kolben kolorimetrisch. Bei allen Kolben 10 TropfenToluol. Zuckertitration oxydimetrisch. 30. .Tuni bis 1. Juli 1!gt;25. ccm 1,07 N Pll ! K l\'ermanganat Marke Inhalt pro 10ccm unt.nUsslgkcit V 20 ccm prim. Phosphat; 25 ccm 2 prom.15 Maltoscl??sung; 1 4,7 1,?–7 5 ccm verd. glyc. Pankreasextrakt (= 200 mg Krischgewicht) w 19,7 ccm prim., 0,3 ccm sec. Phosph.; Mal-tose und Extrakt wio oben 5,3 1,02 X 19 ccm bzw. I ccm Phosph.; ??brige wie 0. 5,75 1,90 Y 18 ccm bzw. 2 ccm Phosph.; ??brige wie 0. 0,1 1,92 Z 14 ccm bzw. 6 ccm Phosph.; ??brige wie 0.Kontrollen: 0,0 1,90 i VV wie V mit Extrakt vorher 10\' auf 100quot; â€” ! 1,94 ZZ wie Z mit Extrakt vorher 10\' auf 100quot; â€” 1.97 Keinerlei Wirkung hat bei diesen pn-Werten stattgefunden. MitR??cksicht auf die geringe Menge Diastase, die gefunden wurde, kanndies nicht wimdernehmen. Offenbar spielt die Verdainmg der Kohle-hydrate im Darmkanal des Hechtes keine erhebliche Rolle. Hiernach untersuchte ich den Darmextrakt von Esox auf Anwe.sen-

heit einer Maltase. Um nicht alle diese Tabellen mit negativen Resultaten



??? abzudrucken, erw?¤hne ich nur, da?Ÿ hier bei Verwendung von Puffer-gemischen aus Essigs?¤ure und Natriumazetat bei pn 3,5 bis 6,0 Versucheangestellt wurden mit negativem Resultat. Die Unterschiede zwischenHauptversuch und Kontrolle waren in 24 Stunden nicht gr???Ÿer alsN 0,3 ccm yq Thio pro 3 ccm unt. Fl??ssigkeit. Diese zu titrierende Menge ist aber etwas zu gering, um bei einer stark reduzierenden L??sung von^Maltose eine geringe Zunahme der Reduktion nachweisen zu k??nnen.Darum habe ich sp?¤ter die Maltosel??sung so schwach gew?¤hlt (1 vH),da?Ÿ 10 ccm Fl??ssigkeit zur Untersuchimg kommen konnten. Nach diesen negativen Ergebnissen bei Esox wandte ich mich derUntersuchung des Darmes von Cyprinus zu, wo ich Maltase zu findenerwartete. Cyprinus-. Darm. Ein Extrakt von den vorderen H?¤lften zweierKarpfend?¤rme stand zur Verf??gung. Hiervon wurde ein Kubikcentimetereinem Gemisch von 35ccm vHjMaltosel??sung, lOccm Phosphatpuffer(von pu ung. = (5,8) und 5 ccm dest. Wasser zugesetzt. Titration beiAnfang

des Versuches pro 3 ccm ergab: 19,38 ccm Thio. Nach 29 Stun-den 18,57 ccm. Zunahme 0,81 ccm. Dieser Umsatz war so gering, da?Ÿman hier wieder zweifeln mu?Ÿ, ob man es nicht mit einem Gewebsenzymoder einem adsorbierten Enzym zu tun hat. Weiter suchte ich zu erfahren, ob vielleicht bei einem andern pneine bessere Wirkung stattfinde. (S. Tabelle E.) Tabelle E. 20 ccm 2^/2 pro?.. iMaltosel??.sung, 10 ccm l\'hoaphatpuffer, 10 cem(lest. Wasser und 10 ccm verd. E.xtrakt pro Kolben (10 ccm urspr??nglicherExtrakt, mit Wasser verd??nnt bis 100, so da?Ÿ jeder Kolben eine Menge her-stammend von 200 mg Krischgcwicht erhielt). Zeit der Verdaiumg 24 Stunden.Titration: jodometrisch. Pjj-Be.stimmung: elcktromctrisch. Verdauung abgc-brochen durch 10\' gleichzeitiges Erhitzen auf dem kochenden Wasserbade. ccm 0,1 N Tlilo. ccm nnf Kccli- Vcrsiicli i Inlinit i Ph 11 pro 10 ccm unt.Fl??ssigkeit nung Knzyn)Wirkung\') 1 10 com prim. Phosphat usw. r),i 8,31 ; 1,08 II 9,5 ccm prim., 0,5 see. Phosphat â€” 8,37 1,02 III ! 9 ccm prim., 1 sec. Phosphat â€” 8,30

1,03 IV 7 ccm prim., 3 sec. Phosphat â€” 8,41 0,98 i 4 ccm prim., 0 see. Phosphat i 8,43 0,90 VI 1 ccm prim., 9 seo. Phosphat 7,9 1 8,20 1 1,19 j Kontrolle wio IV mit gckocht. Extr. â€” 9,39 â€” 1 Kontrolle wie I (sp?¤ter angestellt) â€” 9,49 \' â€” 1) Da dio Kontrolle zu I sp?¤ter angestellt wurde, sind alle Zahlen in dieserKolonne durch Abzug der ilauptvcrsuche von 9,35) erhalten.



??? Diese Tabelle zeigt ??berall in den Hauptversuchen eine kleine Zu-nahme der Reduktion und merkw??rdigerweise ??ber das ganze pa Bereich.Da ich bei fr??heren Versuchen niemals eine Hydrolyse bei pn 4,5 bis 5oder 8 gefunden hatte, machte ich urspr??nglich nur einen Kontrollver-such (zu IV). Einen Tag sp?¤ter machte ich mit denselben L??sungen unddemselben Extrakte noch einen Kontrollvcrsuch zu I, da, wenn hieroder bei pa 8 durch Hydrolyse seitens der Puffergemische eine geringeZunahme der Reduktion von z. B. 0,50 oder 0,60 ccm Thio stattgefundenh?¤tte, das Resultat noch eine Kurve mit einer Optimumzone im neutra-len Gebiet sein k??nnte. Wie man sieht, hatte die Kontrolle zu I aberdenselben Wert wie diese bei IV. ?œbrigens war diese Vorsichtsma?Ÿregelwohl ??berfl??ssig: Bourquelot fand (13 a) schon, da?Ÿ sogar 0,2 vH HClkeine Spaltung von Maltose bewirkt in 24 Stunden bei 38Â°. Wir d??rften es hier also zu tun haben mit einem Enzym, das in seinerWirkung ziemlich unabh?¤ngig von der Wasserstoffionenkonzentrationist. Wir

werden sp?¤ter sehen, da?Ÿ dio Pankreasmaltase von Cyprinuswahrscheinlich etwas unabh?¤ngiger vom pn ist, als die Amylase. Jeden-falls ist die Wirkung der Darmmaltase hier sehr gering, wie wir es auchim eben erw?¤hnten Vorversuch fanden, so da?Ÿ man fast von Abwesen-heit sprechen kann. Man w??rde noch einwenden k??nnen, da?Ÿ die Enzymeim Darme sich auf eine so viel gr???Ÿere Strecke verteilen, da?Ÿ die L?¤ngen-einheit relativ enzymschwach sein mu?Ÿ: man m??sse daher gr???ŸereMengen Darmextrakt verwenden. Darauf kann man antworten erstens,da?Ÿ dieselbe Menge eines Karpfendarmextraktes in derselben Zeit einedeutliche Wirkung auf St?¤rkel??sinig hat, zweitens, da?Ÿ die pro Versuchverwendete Menge von 200 mg Schleimhautfrischgowicht herstammtvon einer Darmstrecke von ungef?¤hr 2,5 ccm (die zwei vordere Darm-h?¤lften von 2 X 40 ccm lieferten 6,76 g). Da der ganze Darm 80 ccmlang ist vom ?–sophagus bis zum Anus, ist 1/30 der ganzen L?¤nge ein Ab-schnitt, worauf doch wohl einoEnzymwirkung sich geltend

machen mu?Ÿ,soll sie eine Bedeutung f??r die Biologie dos Tieres haben. Um zu kontrollieren, ob diese Versuchsanordtuuig zum Nachweiseeiner Maltasewirkung wirklich geeignet war, verglich ich die Wirkungeines Karpfendarmextraktes unter den Bedingungen der obigeiv Tabelleund bei einem pn von etwa (5,6 mit der Wirkung eines Schweinedarni-extraktes. Der Versuch mit Karpfenextrakt lieferte eine Zmiahnie von 0,90 ccm j^^Thio pro 10 ccm untersuciiter Fl??ssigkeit in 22 Stiniden (Umsatz des Substrats 7,5 vH); der mit dem Schwcinedarmextrakteine Zunahme von 5.65 ccm (Umsatz 48 vH). Die Maltosel??sungenwaren hier 2i/2proz. Der Schweinedarinextrakt war schon ziemlichalt; die Maltasewirkxmg war also nicht verloren gegangen. Seine St?¤rkewar nicht bekannt, darum wiederholte ich sp?¤ter den Versuch mit



??? frischem Extrakt vom D??nndarm eines Schweines und lie?Ÿ dabei eine^lenge von 200 mg Frischgewiclit einwirken auf 1 vH jNIaltosel??sung beipji = etwa 6,6. In 24 Stunden lieferte diese Menge eine Zunahme von 2,65 ccm Thio gegen die Kontrolle mit gekochtem Extrakt in gleicher ]\\renge. Schweinedarm wirkte also dreimalst?¤rker alsKarpfendarmextrakt. Cyprinus-. Pankreas. Das Pankreas von Cyprinus wurde nun aufseine Maltasewirkung untersucht. Bei den Versuchen ??ber die Pankreasamylase hatte ich schon durchAnfertigung von Osazonen gewisse Anhaltspunkte gewonnen. Beim Ver-such auf S. 466/7 (Tabelle AI) wirkte eine Menge von 25 mg Pankreasw?¤hrend 24 Stunden auf St?¤rke und lieferte zu ÂŽ/io Glukosazon; bei demVersuch 1 auf S. 473 wirkte die gleiche ]\\Ienge w?¤hrend 4 Stundenund lieferte sehr viel mehr Maltosazon als Glukosazon. Es lag also aufder Hand anzunehmen, da?Ÿ eine ^faltase im Pankreasextraktc an-wesend war, aber in sehr viel kleinerer Konzentration als die Amylase.Diese Vermutung hat sich best?¤tigt. Das

Verh?¤ltnis der Jvonzentra-tionen der Amylase und Maltase, soweit man davon reden kann, mu?Ÿtealso ann?¤hernd ermittelt werden mul die Menge des letzteren Enzymesverglichen werden mit der des Darmes. Zuerst aber suchte ich etwas zu erfahren ??ber das pu-Optinnun derPankreasnuvltase bei diesem Tiere (Tabelle F). Wie man sieht, weichen die Werte der Kontrollversuche, welche ausVorsicht nicht nur beim Neutralit?¤tspiuikt, sondern auch bei den ex-tremen pii-Werten angestellt wurden, weniger voneinander ab alsdie angenonnnenen Fehlergrenzen von 0,2 bis 0,3 ccm. Ich habe daherdie urspr??nglich anwesende Monge Maltose gefunden aus dem arith-metischen Mittel (lieser drei Kontrollen. Ferner shid A von AA, Bund C vom Mittel zwischen AA und DD, 1) von DI) abgezogen usw. Weiter sieht man, da?Ÿ ich hier die Resultate des Versuches auchausgedr??ckt habe in Prozenten des Substrates, das umgesetzt wurde.Aus dem Kontrollvorsuch ist direkt nach Abzug von der Blankobestim-nuuig der Reagenzien in der Tabelle ersichtlich, wie viel

Malto.se an-wesend war. Da f??r jede 34 mg Maltose die verschwindet, 3(5 mg Glukoseentsteht (genau 34,2 und 3(5,0) und der Titer also um eine entsprechendeAnzahl Kubikzentimeter Thiosulfat abnimmt und zugleich inn einegr???Ÿere ^Menge zuninunt, da Gluko.se st?¤rker reduziert als Maltose,kann man mit Hilfe der Tabelle in einfacher Weise berechnen, wievielMilligramm Maltosenmsatz mit einer bestinnnten Titerzunahme ??berein-stinunt. Nur nui?Ÿ man f??r die Bereeluumg der Differenz der Reduk-tionswerte (hier in der Tabelle von ScnooRLi) oder auch von Bku- 1) I. c. (III a).



??? Tabelle F. Bestimmung des pn-Optimums der Pankreasmaltase von Cyprinusbei 27Â°, 24 Stunden und etwa 2 vT Salzgehalt. 5 ccm des Extraktes (gewonnenaus 375 mg) mit dest. Wasser verd??nnt auf 55 ccm und von diesem Gemisch5 ccm pro Kolben. Jeder Kolben enth?¤lt also eine Menge Extrakt, herstammendvon ungef. 33,5 mg Pankreas. Zuckertitration: jodometrisch. pg-Bestimmung:elektTometrisch. Verdauung abgebrochen durch 10 Minuten gleichzeitiges Er-hitzen im kochenden Wasserbade. ccm ^ Thio pro 10 ccm! titr. Fl. ccm Thioauf Rechn.Enzym-wirkung vH desSubstratsumgesetzt mg Maltoseumgesetzt Ph Inhalt Versuch Wie in den ??bereinstim-g menden Versuchen derTabelle Bl auf Seite 470C zur Bestimmung d. pjj.Optimums d. Pankreas-amylase von CyprinusE (Versuch vom 7. Okto-ber 1925) mit MaltoseF 1 vH statt St?¤rke D A A DD FF Kontrollen 5,24 j 12,42 1 3,34 1 26,4 i 40,3 6,07 ! 10,46 5,22 41,2 62,9 6,61 10,25 5,43 42,8 65,3 7.14 10,27 5,33 42,1 64,3 7,45 10,55 40,6 62,0 7,98 11,25 ^ 4,54 35,9 54,8 i 1 ! 15,76 ! Blanko kontr.

Rea- i gentia 27,62 ccm ^^^ Thio abl5,72 â€ž 11,90 ccm Thio 15,60 ! Mittel:15,72 15,79 ! Anwesend urspr.65,5 mg Maltofio TRANU (6), die WertÂ? verwenden in der N?¤he des am Kontrollversuch(mit gekochtem Enzym) gefundenen Titers, da die Reduktion, wie schonbei Besprechung der Methodik bemerkt wurde, nicht direkt proportionalist mit der Zunahme der ZuckermcngcÂ?). Der Versuch liefert als Resultat eine ziemlich breite ??ptimalzonezwischen pn 6 und 7,5. Die ?œbereinstimmung der bei pn 6,61 und 7,14gefimdenen Werte l?¤?Ÿt schlie?Ÿen, da?Ÿ bei etwas geringerem Substrat-umsatz der Gipfel der Kurve vielleicht zwischen 6,() und 7,1 liegen wird.Die Resultate sind graphisch dargestellt in Abb. 4. Es hat den Anschein 1) Hier m??chte ich noch hinzuf??gen, da?Ÿ man bei den Versuchen im vorigenKapitel (meistens Umsatz von 1 vH Amyluml??sung durch Knrpfenpankreas)zwar durch Aufkochen der Kontrollversuchsl??sung mit 4 N .Schwefels?¤ure amSteigck??hler jmd Titration, den Gehalt an St?¤rke ermitteln kann, da?Ÿ manaber wegen dem

gleichzeitigen Entstehen von Maltose imd Glukose durchnicht genau bekannten Mengen von Amylase und Maltase, den prozentischenUmsatz des Substrates nicht ohne sehr umst?¤ndliche Manipulationen ermittelnkann.



??? als ob die Optimalzone hier etwas breiter ist, als bei der Amylase.?œbrigens zeigen die Optima der Pankreasamylase und Maltase keinenerheblichen Unterschied. Nachdem nun die Lage des Optimum ungef?¤hr bekannt war, ver-glich ich die Mengen der Amylase und Maltase im Pankreasextraktfolgenderma?Ÿen: a) 35 ccm Amylunil??sung 1 vH; 10 ccm Phosphatpuffer (3 ccmsec. 7 prim.) ; 5 ccm verd??nntes Pankreasextrakt (etwa 50 mg) ver- N brauchen pro 20 ccm nach 4 Stunden Wirkung bei 27Â°: !),25ccm ^^ Tliio. Dieselben Mengen mit vorher gekochtem Extrakt: 20,48 ccm Thio. Enzymwirkung: 17,23 ccm (=5)0 mg Maltose).% Subshr.umjoehl100 90 so 7060 5040 302010 7.5 a.o p ^ 7.0 65 55 6.0 5.0 Abb. 4. AbhangiRkelt der Wirkung von C\'yj)ri;iHÂ?-l\'iuikreasnialti\\8e bei 27\' und 21 Stunden Vcr-Â?uchsd?¤uer. Die gestrichelte Linie ifiuft genau den gefundenen Punkten entlang. Die nusgigt;-zogene Linie gibt den wnhrscheinllclien Verlauf an, den man finden ntlrdo bei etwas geringerer Wirkungsdauer. h) 35 ccm 1 vH Maltosel??.sung, lOccni Puffer,

wie oben; 5ccni Extr.wie oben verbrauchen c.p. prolOccm: 15,81 ccm Tliio. Kontrolle: 10,45.Knzymwirkuiig: 0,04 ccm Thio. Zeit 4 Stunden. W?¤hrend also der Extrakt kr?¤ftig diastati.sch wirkte, war die Wir-kung auf Maltose ziemlich gering, wenn auch deutlich. Von a) Haupt-vorsuch wurde ein Osazon angefertigt: es war Maltosazon. Von I))Kontrollversuch ebenso, mit gleichem Resultat (zur Kontrolle, da?Ÿder richtige Zucker benutzt war). Von a) d??rfen wir also den Zucker alsMaltose berechnen und es ergibt sich dann, da?Ÿ etwa 00 vH des Sub-strats umge.setzt worden ist, von der iMaltose nur 0,5 vH, also zehnmalweniger. Diese Verh?¤ltniszahl ist nur ann?¤hernd richtig und sicher etwaszu ung??nstig f??r die Ainylasewirkung, da diese schon etwas weit vor-



??? geschritten ist, und die Zahl der Maltasewirkung in der N?¤he der Fehler-grenze von 0,2 bis 0,3 ccm liegt. Die Wirkung der Pankreasmaltase wurde noch an einem andernPr?¤parate bestimmt, das auch schon gedient hatte f??r die Vergleichungvon der amylol3^ischen Wirkung von Pankreas und Darm bei ein unddemselben Karpfen (Kapitel II, S. 473, Versuch 1). 100 mg Pankreasin 5 cem verd. Extrakt bewirkte unter den gleichen Umst?¤nden Avie dort,auf Maltose in 27 Stunden eine Titerzunahme von 16,51â€”11,00 =5,51 ccm Thio. Hieraus berechnet sich ein Umsatz des Substrates vonetwa 65 vH. Im entsprechenden Amylaseversuch ist von 25 mg 65 vHdes Substrates in 4 Stunden umgesetzt worden. Viermal so viel Panki\'eas-extrakt setzt in fast siebenmal so viel Zeit die gleiche Menge Maltoseum, die er an St?¤rke verdaut. Wir k??nnen daher von einer rund 25 malgeringeren Maltase^virkung sprechen. Das Verh?¤ltnis der Amylase-zur Maltasewirkung des Karpfenpankreas nm?Ÿ also zwischen 10 und25 angenommen werden, wobei die letztere Zahl

etwas mehr Wert hat,wie die erstere. Von diesem letzteren Versuch mit Pankreasmaltase,wo 65 vH umgesetzt war, wurde ein Osazon angefertigt: es gab vielmehr Glukosazon als Maltososazon zu sehen. Hei?Ÿ filtriert, zeigte dasFiltrat nach Abk??hlung viele Maltosazonkristalle. Mit den Resultaten dieses letzten Versuches wurde nun die Wirkimgeines Darmextraktes von demselben Tiere, gesondert in eine vordereund hintere H?¤lfte, nochmals verglichen. Die Versuchsanordnung wargenau wie die vorige (d. h. der Amylase- und Maltase versuche auf S. 487)Dauer: 27 Stunden, Menge 200 mg Darmschleimhaut. Substrat: Maltose. N Resultat: Hauptversuch erste Darmh?¤lfte pro 20 ccm: 5,64 ccm ^^ Thio. Kontrollversuch ,,nbsp;,,nbsp;,, ,, _ 6,55 â€ž ,, quot; \' 0,1)1 â€ž â€ž Hauptversuch zweite â€ž pro 10 ccm 16,78 â€ž â€žKontrollversuch â€žnbsp;â€ž ,, ,, 17,44 ,, ,, 0,66 â€ž Im Vergleich mit dem Pankreasextraktc kann man hier von einer etwa20fach geringeren Maltasewirkung sprechen, da hier durch die doppelteMenge in beiden F?¤llen etwa 6 bis 10 vH des

Substrates umgesetztworden ist. Da?Ÿ die Wirkung des Darmes auf Maltose in der Tat geringist, wird in diesem 27 st??ndigen Versuch nochmals befestigt.. Im Versuch auf S. 483, Tab.E, wo der Karpfenextrakt auf 2 i/o proz.Maltose gewirkt hat, findet man f??r 200 mg in 24 Stunden eine Zunahnu!derselben Gr???Ÿenordnung wie im obenstehenden Versuch b) auf S. 487mit .50 mg Pankreasextrakt in 4 Stunden. Diese Extrakte waren vomselben Tier und es l?¤?Ÿt sich hieraus auch wieder auf ein Verh?¤ltnis von



??? 20 bis 25 : 1 des Pankreas- zum Darmextrakte schlie?Ÿen. Bei diesenVersuchen waren die Umsatzprozente ungef?¤hr gleich und niedrig, wo-durch sie sich besonders gut f??r die Vergleichung eignen. Aus den Zunahmen beim Optimumversuch der Pankreasmaltase,verglichen mit dem letztbeschriebenen Versuche auf S. 488 l?¤?Ÿt sicheine noch h??here Verh?¤ltniszahl von etwa 60 oder 70 berechnen. Sechs-mal weniger Pankreas bewirkt da in 6/7 der Zeit zehnmal gr???Ÿere Zu-nahme. Es hat keinen Sinn diesen Zahlen einen hohen Wert beizumessen.Individuelle Unterschiede werden sicherlich vorkommen. Die genanntenZahlen demonstrieren nur zur Qen??ge, da?Ÿ die Menge der Maltase imPankreasextrakte sehr viel gr???Ÿer ist (weit ??ber das Zehnfache), alsim Darmextrakte und da?Ÿ h??chstwahrscheinlich eine Maltase vomDarme nicht abge.schieden wird, aber diese Funktion ausschlie?Ÿlichdem Pankreas zukommt, wie wir auch hei der Amylase fanden. Galle, von Ci/prinus. Obwohl, nach ihrer Wirkung gemessen, tlieMaltase, auch im Pankreas,

in viel geringerer ?„lenge vorhanden ist,als die Amylase, und die Darmwand hier keine Rolle spielt, kann mandoch die Frage stellen, ob die Galle, die, wie wir fanden in der Tat auchdiastatische Wirkimg besitzt, vielleicht auch eine Maltase liefert. DieGallo w??rde hier die Rolle, die beim h??heren Tier die Darmwand hat,??bernehmen k??nnen. Einen Teil der Galle, die f??r die Pr??fung aufAmylase diente (Versuch 2), untersuchte ich auf Maltase. Die Anordnungdes Versuches war genau wie dort erw?¤hnt (S. 475: 0,2 ccm Galle undPuffer 2/., p. 1/3 s.). Hier wurde ??berdies eine Kontrolle mit gekochterGalle angesetzt. DerVersuch wurde durch Kochen abgebrochen. Verbrauchan Tino pro 10 ccm unt. Fl??ssigkeit: 15,44 f??r die Kontrolle, 15,61}f??r den Hauptversuch. Tjctzterer reduzierte sogar weniger stark wie dieKontrolle, aber der Unterschied von 0,19 ccm f?¤llt innerhalb der Fehler-grenze von (),:i ccm. Der Galle kommt also ehie Maltasewirkung nicht zu. Ci/pri7ius\\ tSaccharase. Einer Saccharase w??rde bei den Fischenwohl keine hoho biologisc\'he Bedeutimg

zukommen (daher es sehr un-begreiflich ist, da?Ÿ viele Autoren immer zuerst nach dieser sogenanntenInvertase suchen, statt nach der biologisch viol wichtigeren Maltase!).Doch k??nnte eine Untersuchung nach Unterschieden in den eventuellenSaccharasemengen in l^ankreas und Darm gro?Ÿen Wert haben, zur Ver-gleichung mit den Resultaten ??ber die Verteilung der Maltase. Darumwurde dio Wirkung (A) von einer Menge Pankreasextrakt (aus 100 mgGewebe), (B) Darmextrakt (aus 150 mg) unter den f??r Maltase angegebe-nen Umst?¤nden auf Ijiroz. Saccharosel??sung verglichen. Zugleichwurde an einem Versuch mit Wasser statt Enzym (C) der Einflu?Ÿ des



??? Puffers auf das Substrat untersucht (dies statt einer gekochten Kon-trolle, zur Ersparung von Extrakt). Titriert wurden 20 ccm am Anfangund 20 ccm am Ende des Versuches (Dauer: 241/.^ Stunden). Es ver-brauchten: AI: 27,56; All: 27,44; Bl: 27,49; BII: 27,41; CI: 27,67;CII: 27,64 ccm 0,1 N Thio. Die Blankokontrolle der Reagentia war27,79 ccm. In der Saccharosel??sung war also nur eine ganz kleine Mengereduzierende Sub.stanz ( = 0,12 ccm); etwas mehr in den Extrakten;die Reduktion nahm in 241 /a Stunden nur ganz unerheblich (und inner-halb der Fehlergrenze) zu. Von einer Sacchara.semenge, die nur einiger-ma?Ÿen mit den gefundenen ]\\Ialtasemengen zu vergleichen w?¤re, ist alsonichts zu finden. H??chstens ist im Pankreas eine Spur Saccharase. liami-, Pankreas und Darin. Einen einzigen Versuch stellte ich an??ber den Maltasegehalt von Pankreas und Darm bei Rana. Die An-ordnung war wie bei der an Cyprinus beschriebenen Versuchen, wasPuffer, Substrat usw. betrifft. Verwendet wurde 1 ccm Substrat (f??r das Pankreas aus 90, f??r den

Darm aus 180 mg Gewebe. Das Pankreas N\\ gab in 24 Stunden eine Titerzunahme (^Thio -j^j von 0,25 ccm. Der Darm ergab keinerlei Zunahme (1. Titr.: 17,28, 2. 17,30) Â?)â€? Selb.stverst?¤ndlich ist dieser Versuch nur eine sehr vorl?¤ufige Stich-])robe und werden die Verh?¤ltnisse an Ratia genauer untersucht werdenm??ssen. Es hat aber den Anschein, da?Ÿ nicht nur was die Amylase,.sondern auch was die Maltase betrifft, Pankreas und Darm bei Ranasich verhalten, wie l)ei den Fi.schen. Zusamme7ifassu7ig ??ber Amylasen und Maltasen. In erster Liniecharakterisierten wir die Karbohydrasen einiger Fische nach ihreiiSpaltungsprodukten und dem Optimum ihrer Wirkung bei verschiedenerH-lonenkonzentration. Hierbei ergab .sich, da?Ÿ die Karbohydrasenvon den untersuchten Fi.schen im wesentlichen dieselben sind, wie die-jenigen der S?¤ugetiere mid mit diesen auch in ihrer Abh?¤ngigkeit vom1)11 ??bereinstinuncn. Au.sf??hrlieher wurde die Amylase aus dem Pankreasvon Cyprinus auf die.ses Optimum imtersucht bei l?¤ngerer (24 Stunden)und

k??rzerer (4\'/4 Stunden) Zeitdauer und bei 0Â°, 16,5Â°, 27Â° und 38Â°.Es zeigte sich, da?Ÿ Verschiebungen im Optimum sich unter diesenUmst?¤nden fast nicht bemerkbar machten und deshalb diese Amyla.seein sehr geeignetes Objekt ist, um die alte Streitfrage ??ber den ver-.schiedenen Einflu?Ÿ erh??hter Temperaturen auf die Enzyme der S?¤uge-tiere und Fische daran zu pr??fen. Die.ses Enzym w??rde siclier viel 1) Da hier der Versuch nicht durch Kochen nbgehrochen wird ist hier dieFehlergrenze nicht h??her, als die einer gew??hnlichen Zuckertitration (O.O?Ÿ ccmungef?¤hr).



??? geeigneter dazu sein, als z. B. das Pepsin, das Rakoczy (9??) untersuchteund wobei, wie wir sp?¤ter sehen werden, die Vl\'^asserstoffionenkonzen-tration sehr schwierig festzulegen ist, da sie sich im Laufe des Versucheserheblich ?¤ndern kann, wodurch auch die Reaktionsgeschwindigkeitsich ?¤ndert. Leider konnte diese Untersuchung jetzt noch nicht zurAusf??hrung kommen; es schien uns wichtiger zuerst einen ?œberblick??ber die gesamten Verh?¤ltnisse der enzymatischen Verdauung bei dieserKlasse zu gewinnen, als ein spezielles Enzym sehr eingehend zu studieren. Zweitens konnten wir biologische Beziehungen feststellen zwischenden Mengen der vorhandenen Enzyme und der Art der Nahrung, die vonden verschiedenen Spezies aufgenommen wird. Bei dem omnivorenKarpfen kommt im Pankreas melir als die tausendfache jNIenge an Amylasevor, wie beim karnivoren Hecht ujid Haifisch; auch im Darme des Karjifensfindet sich bedeutend viel mehr Amylase als beim Hecht; im Darmedos parasitisch lei)enden Petromyzon ist dio Aniylasemenge

sehr gering.Maltase konnte im Pankreas und Darm des Hechtes bei verschiedensterReaktion gar nicht nachgewiesen werden, w?¤hrend sicli beim Karpfeneino ziemlich gro?Ÿe Menge im Pankreas luid eine kleinere im Darmfindet. Saccharaso fehlt im Pankreas und Darme von Cyprinm. Einspezielles glykogenspaltendos P\'ernient konnte im Pankreas von Acan-thias nicht nachgewiesen werden. Die gro?Ÿen Aniylaseniengcn imPankreas des Frosches sind wahrscheinlich auf dio Verarbeitung pflanz-licher Nahrung w?¤hrend der Larvonzeit zur??ckzuf??hren. Maltase findetsich in kleinen Mengen im /Mha-l\'ankreas und nicht im Darniei)- Auch bei den S?¤ugetieren sind derartige biologische Beziehungenbekannt, so weit ich ersehen koiuite, vorwiegend f??r Amylasen. Sofanden Robkut.s (107), Flokksco (2()a), Nki^son and Lono (57) dasPankreas des Schweines viel wirksamer als das von Riiul, Schaf undMund, Hamimtkokh (;J4y das vom Hunde wirksamer als das desRindes. Audi neuerdings fand SnUNC.o Osato (75), bei Kaninchen undScliwein mehr als bei Hund

und Rind. Nur Vkrnon (1281)) kommt zueinem abweiclienden Resultate und findet die Amylase bei Rind undScliaf am kr?¤ftigsten. Im allgeineincn kann man .schlie?Ÿen, da?Ÿ vonden S?¤ugetieren die Omnivoren und Herbivoren mehr Amylase in ihrenVerdauungsorganen f??hren als die reinen Karnivoren; die abweichendenVerh?¤ltnisse bei dein Rinde und dem Schaf stehen wohl im Zusaininen-hang mit den vielen (Jiiningsi)roze.s.sen und dem abweichenden Darin-bau, wodurch die Verdauung sich g?¤nzlich vom normalen Typus unter-scheidet. Die Mengen an Maltason im Darme gehen denen an Amylasenim Pankreas iiarallel, wie besonders bei Siiunco Osato (75) zu ersehen ist. Drittens stellten wir einige merkw??rdige Beziehungen fest zwi.sehcn 1) Dies ist alles zu verstehen untcrden fr??horerwiihntcn Vcrs\\ichsbodingungcn.besonders was dio Konzentration an zugesetzten Extrakten betrifft.



??? den Karbohydrasemengen von Pankreas und Darm, Beziehungen dieabweichen von denen bei den h??heren Vertebraten. Beim Karpfenfanden Avir ungef?¤hr 50 bis lOOmal mehr Amylase im Pankreas Avieim Darm; beim Hecht ist der Unterschied viel geringer. Bei JRaymfindet man im Pankreas ein gro?Ÿes Quantum (ungef?¤hr 1/3 von demWert des Karpfens); fast nichts im Darm. Dies alles entspricht noch denVerh?¤ltnissen bei den S?¤ugetieren. W?¤hrend aber dort die Enzyme,Avelche die Disaccharide spalten und also die Kohlehydratverdauungbeenden, haupts?¤chlich in der Darmwand sich finden oder abgeschiedenAA\'erden, ist das bei den Fischen, soAAcit AA\'ir untersuchten, und bei liananicht der Fall. Beim Karpfen findet man im Pankreas rund 25 malmehr Maltase als im Darme. Bei Rana findet sich die geringe MengeMaltase im Pankreas, nicht im Darme. Bei Esox konnte Maltase aa cderim Pankreas noch im Darme nachgeAviesen Averden. Es seheint also eingeAvisses Verh?¤ltnis zAvischen den Mengen Amylase und IMaltase zubestehen;

avo reichlich Amylase im Pankreas Avie beim Karpfen, ist dieMaltase dort mit Leichtigkeit nachzuAA-eisen, und nur scliAver im Darme,AAo eine dreimal geringere Amylasemenge vorkommt, ist die Maltasenoch gerade gut nachAveisbar im Pankreas und nicht im Darm {Rana);AVO 1000 mal Aveniger Amylase vorhanden ist, ist die ]\\Ialtase unter diesenVersuchsbedingungen nicht nachzuAveisen, Aveder im Pankreas noch imDarm (Hecht). Ausgeschlossen ist nat??rlich nicht, da?Ÿ man auch dort noch^faltase finden Av??rde, unter AnAvendung von A\'iel st?¤rkeren Extrakten.Wo reichliche Mengen Maltose entstehen, findet bei den untersuchtenniederen Vertebraten die Aveitere Verdauung durch den Pankreassaftstatt, nicht durch den Darmsaft oder die DarmAvand. Die Quanta derKarbohydrasen in der Darmwand sind unter allen Umst?¤nden so vielgeringer als im Pankreas, da?Ÿ es mir vorkommt, als haben Avir es imDarme nur mit ad.sorbierten Pankrea.senzymen zu tun; zur Annahmeeiner selbst?¤ndigen Absonderung dieser Enzyme durch dio

DarmAvandZAvingt kein einziger Grund. Bei der vielen Arbeit, die auf die Untersnchung von den S?¤ugetier-enzymen verAvendet Avurde, hat maii der quantitativen Verteilung dieserStoffe im Verlauf des Darmrohres verh?¤ltnism?¤?Ÿig Avenig A\\if merksam-keit gCAvidmet. ZAvar kann man den einzelnen Untersuchungen ent-nehmen, da?Ÿ das Pankreas die Hauptquelle der Amylase ist, der D??nn-darm die der Maltase imd Saccharase; Untersuchungen, die absichtlichan ein und demselben Tier die Verteilung dieser Enzyme zu erforschensuchen, gibt es nur Avenige. Alle Abhandlungen, denen man Tatsachenf??r die Begr??ndung dieser Ansichten ??ber die Verteilung im Darmkanalentnehmen kann, lassen sich hier nicht anf??hren, nur einzelne m??chteich nennen, mn zu zeigen, da?Ÿ trotz der A-^erh?¤ltnism?¤?Ÿig geringerenArbeit auf die.sem Felde, die Kenntnis A^on der Verteilung dieser Enzyme



??? beim S?¤ugetier gut begr??ndet ist. Die Verteihmg der Maltase wurdeh?¤ufiger untersucht als die der Amylase. Schon 1880 erw?¤hnen Brown und Heron (14), da?Ÿ Darmextraktviel kr?¤ftiger auf Maltose als auf St?¤rke einwirkt; sie schlagen vor, f??rdie Spaltung dieser beiden Substrate zwei verschiedene Enzyme an-zunehmen. Ihre Konklusion lautet w??rtlich: â€žThus we see, that in thetransition from colloidal starch to highly diffusable dextrose, the hydro-lytic actions of the pancreas and small intestine are mutually dependentand complementary to each other, neither one set of actions alone beingsufficient.quot; Sie finden mehr Maltase als Invertase im Darm und weisendarauf hin, da?Ÿ die Maltosespaltung f??r den Organismus ungleich vielwichtiger sein mu?Ÿ als die der Saccharose. Shore und Tebb (1892) undbesonders die letztgenannte Autorin (1894) (126) machten die Experi-mente von Brown und Heron zum Ausgangspunkte erneuter Unter-suchungen. Auf diese Arbeiten, besonders die umfangreichere von L.C. Tebb allein, mit vorz??glicher

chemischer Methodik au.sgef??hrt, m??chteich besonders hinweisen. Die Versuche wurden ausgef??hrt an getrock-neten und frischen Geweben, die quantitativ auf ihren Gehalt an ]\\Ial-tase imtersucht wurden. Das Verh?¤ltnis der entstandenen Glukose-menge zum unangegriffenen Maltoserest, nach bestimmten Zeiten ver-glichen, ist Ma?Ÿ f??r die Enzymwirkung. Mittels Reduktion von Fehlino,polarimetrisch und durch Anfertigung von Osazonen, wurde die Spaltungverfolgt. Das Resultat ist eine Tabelle, die ims ??ber die maltatischeWirksamkeit der verschiedenen Gewebe unterrichtet und die ich hier??bernehmen m??chte. Die Verh?¤ltniszahlen geben die Mengen Malto.se(immer = l gestellt) und Glukose, die nach gleichen Zeiten gefundenworden, in Vorsuchen, bei denen die Gewebe auf eine Ausgangsl??sungvon Maltose wirkton. Dio Zahlen sind Mittel aus vielen Versuchen. mucous membrane 1 malt. 1nbsp;, .,nbsp;1 kidnoy of small intestine 1 dc.xtr. \' 3,21nbsp;\'........??,(]0 Â?P^^Â?Â?^.........l.L\'-,nbsp;........0,45 lymphatic gland.....-Ltnbsp;pancreasnbsp;^

0,!Â?3 \'nbsp;â€? â€? ......0,31 liver.........(jg^, salivary gland...... Peyer\'s patch......^ muscle......... Atich den Arbeiten von R??hm.\\nni) von Bourquelot (13a) kannjnan Tatsachen in dieser Beziehung ontnohmon^). In letzter Zeit erschien 1)nbsp;Pf^??oers Arch. 11, 424. 1887. 2)nbsp;Siehe f??r vollst?¤ndigo Literaturzitato ??ber diese Enzyme: C. OrrEN-hkimer: Die Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl. Leipzig 1925/20. Z. f. vergl. PliysloloRie Bil. 5.nbsp;32



??? eine Abhandlung von Sh. Osata (75), in welcher sowohl die biologischenBeziehungen der Karbohydrasemengen zur Nahrung als der Unterschiedin Amylasemengen (Panc gt; Darm) und iMaltasegehalt (Darm gt; Pan-kreas) best?¤tigt werden. Da?Ÿ hier ein auffallender Unterschied mitder Lokalisation der Maltase bei den Fischen vorliegt, ist also au?ŸerZweifel. Zwei Schlu?Ÿfolgerungen aus diesem Verhalten m??ssen wir in diesemZusammenhang nun noch erw?¤hnen. Erstens liegt es auf der Hand, einenZusammenhang anzunehmen zwischen dem Fehlen von Maltasewhkungim Darme (die geringe Wirkung bei Karpfen und Frosch beruht meinerMeinung nach auf adsorbierten Pankreasenzymen) und dessen Mangel anechten mehrzelligen Dr??sen (besonders LiEBERK?œHNschen Dr??sen). Umdiesen Punkt gr??ndlieh abzuhandeln, m??ssen wir zuerst sehen, wie sichder Darm in bezug auf Verdauung der Eiwei?Ÿspaltprodukte verh?¤lt.Im folgenden Kapitel werden wir erfahren, da?Ÿ Darmextrakt die Pep-tone weniger gut spaltet als der aktivierte und

nichtaktivierte Pankreas-extrakt, die Peptide aber besser, und werden nach Begr??ndung dieserTatsachen er??rtern, welche Schl??sse das gesamte Material in dieserBeziehung zul?¤?Ÿt, auch in Verband mit einigen Anhaltspunkten, die unsdie Literatur ??ber die Rolle der LiEBERK?œHNschen Dr??sen gibt. Zweitens m??ssen wir bemerken, da?Ÿ zwar die Maltasekonzentratiouim Pankreas viel gr???Ÿer ist als im Darme, da?Ÿ aber die Maltasemengeim Pankreas hinter dem Amylasegehalt in demselben Organ weit zur??ck-steht i). Wird dann das abgeschiedene Quantum Maltase gen??gen, umdie aus der Spaltung reichlicher St?¤rkemengen entstandene Bio.se zuGlukose zu verdauen? Diese Frage ist schwer zu beantworten. Sie istauch meines Wissens f??r S?¤ugetiere noch mibeantwortet. Es wurde nieuntersucht, ob die Gesamtmenge der Darmmaltase die Biosemenge, dieaus dem normaliter von einem Tiere aufgenommenen Quantum St?¤rkeentsteht, zu spalten imstande ist, oder ob die nach bestimmter F??tterungabgeschiedenePankreasamylase in einer

quantitativen Beziehung stehtzur gleichzeitig oder gleich nachher abgeschiedenen Maltase. Wei?Ÿ mandoch nicht einmal, ob die Wirkung der eigentlichen Darmfermente vor-wiegend im Darmsafte oder in der Darmwand sich geltend macht. Manw??rde gen??tigt sein, einen Begriff der Verdauungskapazit?¤t eines Or-ganes aufzustellen, der die Enzymkonzentration pro Kilogramm Organoder Oberfl?¤cheneinheit (z. B. des Darmes), multipliziert mit dem Ge-samtgewicht des Organes (oder der gesamten Oberfl?¤che des Darmes)in Beziehung bringen w??rde zur gew??hnlich aufgenommenen St?¤rke-menge (oder anderem Substrat). Die verschiedenen hier in ]?etracht 1) Gemessen durch die relativen Verdauungsgesclnvindigkeiten einer glei-chen Konzentration an Substraten. Siehe K. Willst?¤tteh und Kuhn:Zur Theorie der Zeitwertquotiente (144).



??? kommenden Gr???Ÿen w??rden sich nur ?¤u?Ÿerst schwierig und ungenaubestimmen lassen. Nur der Zusammenhang zwischen momentan ver-?¤nderter Nahrungsmenge und Magen- und Pankreasenzymmenge wurdeermittelt (PAWLOVsche Schule [78]). Weiter w??rden noch unbekannte Aktivierungserscheinungen imDarme, die die Aktion des einen Enzymes mehr als die des anderen be-g??nstigten, eine Rolle spielen k??nnen. Joedan (44) hat an verschiedenen Stellen auf den gro?Ÿen Unter-schied hmgewiesen, der bez??glich der topographischen Enzymverteilungbei Wirbellosen und Wirbeltieren besteht. Bei den Wirbellosen fmdenwir ??berall einheitliche S?¤fte, die alle Enzyme enthalten. Bei den S?¤uge-tieren sind die Enzyme f??r Kohlehydrate, sowie f??r Eiwei?Ÿe in Form vonEnzymketten auf die verschiedenen Teile des verdauenden Traktes ver-teilt. Die Teilenzyme, die die Verdauung vollenden, befinden sich aufalle F?¤lle stets getrennt von den Enzymen, die die Verdauung anfangen,und zwar findet man erstere wohl stets im eigentlichen

Alitteldarm, avo-selbst sie ??berall in kleinen Mengen, aber eben auf die volle L?¤nge (oderbeinahe die volle L?¤nge) des langen Darmes verteilt, an den Darminhaltabgegeben werden. Durch diese Tatsache wird erreicht, da?Ÿ die Nah-rungsstoffe w?¤hrend ihres ganzen Transportes durch den Darm in kleinenMengen in resorbierbaren Zustand ??bergef??hrt werden. Eine ?œber-schwenmiung mit Verdauungsprodukten an den Orten der Sekretionjener S?¤fte, die in gro?Ÿen Mengen sich in den Darm ergie?Ÿen, fnidet nichtstatt. Bei den Wirbellosen ist von solch einer ?œberschwennnung keineRede, da bei ihnen der Gesamtproze?Ÿ der Verdauung ?¤u?Ÿerst langsamvor sich geht, die Nahrung durch den Verschlu?Ÿ des Kropfes nur in?¤u?Ÿerst kleinen Mengen in den resorbierenden Mitteldarm tritt (der Kropfresorbiert bei den Tieren, wo dies bislang untersucht wurde, nicht).Bez??glich der Karbohydrasen sind die Fischo offenbar eine Art von?œbergang zwischen Wirbeltieren und Wirbellosen. Topographisch fin-den wir beide l\'eilenzyme, Amylase und Maltase,

nicht getrennt. Eine?œberschwemmung mit Glykosc d??rfte allerdings auch hier ausgeschlossensein, da die Maltase nur hv geringer :Menge neben der Amylase im Pan-kreas des Kar])fen8 vorkonnnt (1 : 25). Vermutlich wird hierdurch a\\ichbedhigt, da?Ÿ die Zuckerresorption auf die gesamte Darml?¤nge verteiltwird. Die l?¤ngere Zeitdauer i) dieser Art der Verteilung entspricht derallgemeinen Erscheinung, da?Ÿ die Verdauung und Resorption bei Kalt-bl??tern langsam vor sich geht imd auch langsam vor sich gehen darf,bei dem relativ geringen Stoffwechsel. Schlie?Ÿlich w??rde der Fischdarm f??r Maltose eine Resorptionsf?¤hig,keit besitzen k??nnen, w?¤hrend eine solche beim S?¤ugetierdarm fehlt 1) Der langsamen Wirkung der Amylase steht bei Wirbeltieren die L?¤nge desDarmes, also einer zcitliclien eine r?¤iunliche Regulierung gegen??ber. 32*



??? (u. a. nach Reid [97], Weikland [132], Cohnheim [16]i). Auch dieseFrage scheint mir bei den Teleostiern einer L??sung nicht zug?¤nglich.Bei ihnen erstreckt sich, wie mehrfach erw?¤hnt, das Pankreas in sehrfeinen Ver?¤stelungen den Darm entlang und ist besonders beim Karpfenunm??glich ganz und gar davon zu entfernen. Immer werden also kleineMengen Maltose, wenn sie wirklich resorbiert werden sollten, an derAu?Ÿenseite des Darmes in Glukose verwandelt werden. Deswegen k??nnensolche Experimente niemals zu einer definitiven Entscheidung diesesProblems beitragen und ich habe daher auf ihre Ausf??hrung verzichtet.Bei Haifischen hat man diese Nachteile nicht; vielleicht lie?Ÿe sich auchbei Esox das ganze Pankreas ziemlich gut enfernen, aber man hat dannwieder den Nachteil, da?Ÿ man mit Tieren arbeitet, die normaliter nureine sehr geringe Kohlehydratverdauung zeigen. Mehr Erfolg ist vonVersuchen mit Rana, besonders auch mit den pflanzenfressenden Rana-Larven und mit herbivoren Schildkr??ten zu erwarten, wenn ihre Ver-dauung

einmal eingehend studiert w??rde luid dieselben Verh?¤ltnisse wiebeim Karpfen zeigen w??rde. Hierf??r sprechen schon unsere wenigenVersuche mit Rana, und mit Hinsicht auf das Fehlen der Darmdr??senist diese Erwartung ?¤hnlicher Verh?¤ltnisse gar nicht unbegr??ndet. DieseVersuche w??rden mich aber vorl?¤ufig zu weit von meinem Thema abf??hren. Recht interessant w?¤re auch die Untersuchung des Amylase- undMaltasegehaltes in Pankreas, Darm und Appendices von einem herbi-voren oder omnivoren Fisch, der Appendices f??hrt. Omnivoren undHerbivoren sind aber luiter den Fischen selten; die meisten geh??ren zuden Cyprinoiden, die keine Appendices besitzen. Zu dieser Vcrgleichungkommt fast nur Box boops, ehie Art, bei der man sich im allgemeinendar??ber einig i.st, da?Ÿ sie rein pflanzenfressend ist, in Betracht. DiesesTier konnte ich hier nicht leicht bekommen und es w??rde an einer zon-logischen Station initersucht werden m??ssen. Kapitel IV. Tryp.sin und Erepsin. Einleitung â€” Trypsin und Erepsin bei den S?¤ugetieren â€”

Metliodik â€”Vorl?¤ufige Versuche am Karpfen â€” pn-Optimum tier Wirkung des Karpfen-darmcxtraktofl auf Glycylglyzin und definitive Versuche an Cyprivm. Esox,Acanthias und Rana. â€” Zusammenfassung ??ber Trypsin und Erepsin. Vcr-gleichung mit den Resultaten, bei Amylasen und Maltasen erhalten. Einleih??ig. In der Zusammenfassung ??ber die beiden vorigen Ka])itelerfuhren wir in bezug auf die Kohlehydratverdauung bei den Fischen 1) .JouDAif und Bkoemakn (44a) fanden den ifrtna-D.arm impermeabel f??rSaccharose (wenigstens weniger permeabel f??r Saccharose als f??r Maltose).Wahrscheinlich ist also eine Permeabilit?¤t des Eischdarmes f??r Maltose nachmeiner Meinung nicht.



??? (soweit untersucht) dreierlei: Erstens sind die Enzyme, welche diese Ver-dauung anfangen und beenden, nicht gesondert lokalisiert im Pankreasund in der Darmwand wie bei den S?¤ugetieren, sondern kommen beideim Pankreas vor, w?¤hrend h??chstwahrscheinlich die geringe Menge Mal-tase im Darme nur Adsorptionsprodukt ist oder Gewebsenzym. Zweitenserlaubte uns dieses Verhalten den Schlu?Ÿ zu ziehen, da?Ÿ die Differenzie-rung in der Lokalisation dieser Enzyme, welche bei den Invertebratensich nirgends vorfindet, auch bei den niederen Vertebraten noch fehltund von phylogenetisch sehr jungem Ursprung ist, weil sie au?Ÿer beiden S?¤ugetieren nur bei den V??geln vielleicht vorkommen wird (letzteresind nur noch mangelhaft untersucht). Drittens wiesen wir schon aufden Zusammenhang hin, welcher zwischen dem Mangel an Karbo-hydrasen in der Darm wand und dem Fehlen von mehrzelligen Dr??sen,besonders LiEBKRK?œiiNschen Dr??sen im Fischdarm nuitma?Ÿlich be-stehen wird. Bei der nun folgenden Untersuchung ??ber die

Proteasen der Fischedr?¤ngte sich in erster Linie das Problem auf, wie es mit der Verteihuigder Enzyme steht, welche die Eiwei?Ÿverdauung im Mitteldarm anfangenund beenden. Sollte sich hier auch das Erepsin in gr???Ÿter Menge mitdem Trypsin im Pankreas vorfinden luid auch sein Fehlen mit dem^langel aii Darmdr??sen in V\'erbindung bringen lassen, oder sollte dieSachlage in dieser Beziehung die gleiche sein wie bei den S?¤ugetieren?Und wo wird sich im ersten Falle die Enterokinase vorfinden? Trt/psin und Erepsin bei den S?¤ugetieren. W?¤hrend die Eigenschaftenund das Vorlvommen von Amylase, Alaltase und Invertase bei denS?¤ugetieren hiid?¤nglich ausf??hrlich bekannt sind und die Beschreibungdieser Verh?¤ltnisse (deren Keimtnis sich auf die Literatur der letztendrei?Ÿig Jahre st??tzt) in keinem Hand- oder Lohrbuche fohlt, hat sichin den allerletzten .lahren, dank den Arbeiten der WiLLST?„TTKUschenSchule, tmsere Keimtnis der proteolytischen Eirzyme, die bei der Darm-verdaiunig der S?¤ugetiere eitie Uolle sjjiolen, so weitgehend

ver?¤ndert,da?Ÿ es zum besseren A\'^orst?¤ndnis n??tig scheint, schon hier die Resultatedieser bedeutsamen Untersuchungen k(U\'z zusanunenzufas.sen. Vor denArbeiten aus Willst?¤tteus Sehlde nahm n)an an, da?Ÿ das (aktivierte)Trypsin genuine Eiwei?Ÿstoffe und auch die Peptone der Pepshiver-(lauung zu .spalten imstande sei und da?Ÿ es diese zu Aminos?¤uren ab-bauen k??nne. Allerdings wu?Ÿte mau seit den Untersuchungen vonFischer und Bergkll (24, 25) und von Fischer und Aruerhalden(2()), da?Ÿ es einige Dipejjtide gibt, die der Einwirkung des TrypsinÂ?Widerstand leisten. Die Aufspaltung dieser Bindungen war dem vonCohnheim (17) entdeckten Erepsin der Darmwand vorbehalten. DiesesErepsin sollte auch Alimmosen und Peptone angreifen, abor nichtnatives



??? Eiwei?Ÿ, letzteres allerdings mit einigen Ausnahmen, z. B. das Casein.Nebenbei wu?Ÿte man, oder vermutete es wenigstens, da?Ÿ auch im Pan-kreassaft Erepsin in kleinen Quanten vorhanden sein mu?Ÿte (Vebnok, Bayliss und Staeling). Diese Ansichten haben sich nun nach den Arbeiten von Wald-schmidt-Leitz und IV??tarbeitern im M??nchener Laboratorium grund-s?¤tzlich ge?¤ndert. Es gelang Waldschmidt-Leitz nach den Will-ST?„TTEBSchen Methoden die Trennung von Trypsin und Erepsin in Pan-kreas- und Darmextrakten und die von Trypsin und Enterokinase nebsteiner Isolierung des letzteren Stoffes aus der Darmwand. Die nach-folgende Untersuchung ??ber die Spezifit?¤t dieser Enzyme ergab, da?Ÿreines Erepsin nur imstande war Di- und Tripeptide zu zerlegen und da?Ÿes auf Albumosen und Peptone gar keine Wirkung aus??bte. Trypsin be-darf zur Spaltung von nativem Eiwei?Ÿ der Aktivierung durch Entero-kinase; es werden bei dieser Spaltung Aminos?¤uren frei, so da?Ÿ es sichnicht um eine rein desaggregierende Wirkung handeln kann,

wie sieAbderhalden und Oppenhelmer (73) annehmen. Unaktiviertes Tryp-sin spaltet witte-Pepton, seine Leistung in dieser Beziehung wird aberdurch den Aktivator erh??ht. Es spaltet aber kein einziges Dipeptid; beiden Peptiden, welche nach Fischer und Abderhalden von Trypsinhydrolysiert werden, handelt es sich um die Wirkung des Pankreas-erepsins. Hingegen sind alle untersuchte Dipeptide durch Erepsin zer-legbar, auch die, welche von Fischer imd Abderhalden als vom Pan-kreas unspaltbar angegeben waren. Abderhalden selbst hat das ineiner kurzen Ver??ffentlichung zugegeben (1) und er??rtert, wie seinefr??heren Resultate zu erkl?¤ren sind. Diese Resultate von Waldschmidt-Leitz nebst anderen ??ber die Art der Kinasewirkung (die Kinase wirktnicht als Enzym sondern blo?Ÿ als Aktivator, und zwar in einem st??chio-metrischen Verh?¤ltnis zu einer bestimmten Trypsinmenge) wurden inder Zeitschr. f. physiol. Chem. ver??ffentlicht (134, 135, 13G, 137, 138,139). Sie wurden auch von ihm zusammengefa?Ÿt in â€žNaturwissen-schaftenquot; 1926.

Diese neueren Ansichten werden wir bei unseren Ver-suchen im Auge behalten und diese Verh?¤ltnisse bei den Fischen, soweitdie dort zÂ?i erhaltenden kleinen Quanta dies erlauben, nachpr??fen m??.ssen. Um einen Vergleich zu erm??glichen, m??ssen selbstverst?¤ndlich wiederdie pii-Optima der betreffenden Enzyme untersucht werden mn dieselbennach M??glichkeit zu charakterisieren und um die Vergleichungen beimoptimalen pn vornehmen zu k??nnen. In der Erwartimg, da?Ÿ die Optimadieser Enzyme (nach Analogie der Carbohydrasen) sich nicht allzuvielvon denen dpr S?¤ugetiere unterscheiden w??rden, orientierte ich mich zu-erst vorl?¤ufig ??ber die Verteihingsvcrh?¤ltnisse der Proteasen im Darme.?œberdies werden die Experimente ??ber das 3)H-0ptimum des Trypsinsim folgenden Kapitel gegeben werden, da sie an einem weitgehend ge-



??? reinigten Acayithias-Trypamp;ia vorgenommen wurden, dessen Darstellungerst da beschrieben werden kann. Nach der Feststellung dieser OptimaAvurden dann die a\'orl?¤ufigen Versuche bei den gefundenen Optima noch-mals durchgef??hrt. Methodik. Die Extraktion Avurde vorgenommen wie in den vorigen Kapitehaf??r Karbohydrasen angegeben, meistens mit Glyzerin. F??r das Pankreas hatdies den gro?Ÿen Vorzug, da?Ÿ darin die spontane AktiA\'ierung des sogenanntenTrypsinogens (dieser Name soll nach WAiiDSCHMiDT-IiEiTZ fortfallen) nichtauftritt. F??r die Verfolgung der Spaltung von natiA\'em Eiwei?Ÿ diente die EinAvirkungauf gequollenes Fibrin, das mit Spritblau (Diphcnylrosanilin) gef?¤rbt Avar. Diese3Iethodik ist eine Ab?¤nderung des GeutznerscIicu Verfahrens der Pcpsinbestim-niung mit Karminfibrin. Sie Avird im n?¤chsten Kapitel, avo sie am meisten Vcr-Avendimg findet, etAvas eingehender besprochen Averden (s. auch Woiiloem??th[145], Rona [108], S. 215, Gezelschap [27] und Ringers Arbeiten [101â€”100]). F??r die Verfolgung der

niederen proteolytisclien Spaltung (die A-on Peptonund A\'on dem verwendeten Dipeptid Glycylglyzin) k??nnen vier Verfahren haupt-s?¤chlich VerAvendung finden: die polarimetrisehe Untersuchung nach Abder-halden, die Formoltitration A-on S??renskn (121), die gasometrischc Bestim-mung der Aminos?¤uren nach van Slyke und dio Titration im alkoholischen.quot;\\fiiiou nach Willst?¤tter und Waldschmi??t-Leitz ( 142). Tcli benutzte hau])t-s?¤chlich letztere Titration, dio den Vorzug gr???Ÿerer Einfachheit besitzt vor derFormoltitration, wobei eine Vergleichsl??sung notwendig ist luid auch das End-resultat nur aus dem Unterschied einiger Titorziffern gefunden Averden kann.Die ,,Alkolioltitrationquot; AVurde bis jetzt in drei Modifikationen angcAvandt. Allebcrulicn auf der Eigonseliaft der Aminos?¤uren, da?Ÿ in Alkohol einer bestimmtonKonzentration eine intramolekul?¤to AtomA\'orscliiobung stattfindet, Avoboi dasNII2 lind das =0 des Karboxyls sielÂ? aneinander binden, wodurch dio S?¤urensich Avio Fetts?¤uren titrieren lassen mittels 0,2 N alkoholischer Lauge,

Dio drei.\'\\lodifikationen sind folgende: man maclit die zu untersuclioiido Fl??ssigkeit zuÂ?nnor 90 proz, alkoliolischon L??sung und benutzt Phenolphthalein als Indikator;zu einer 90proz. L??sung, mit Thymolphthaloin als Indikator (UM); endlieh zueiner 80â€”85 proz. ]\\tcthylalkoliolI??sung ebenfalls unter AnAvendung a\'oii Thy.molphthaloiii (1.\'19). Letztores Vorfahren bietet Vorteile Avenn nian gro?Ÿe.Mengen Puffer (u. a. Phosphat) brauclit, welche in konzentriertem ?„thylalkoholunl??slicii sind. Die .Methoden wurden von den Autoren durcli Titration abge-wogener .quot;Mengen von reinen Aminos?¤uren kontrolliert. Dio Feststellung des UniHchlagjiunktos dieser Titration vorlangt auch f??rL??sungen von reinen Aminos?¤uren einige ?œbung. Beim Erscheinen dos erstenschwachblauen Farbentons ist der Umschlagpunkt orreicht. Es schien mir zweck-m?¤?Ÿig dann abzulesen und durcii Zusatz von Avoitoron zavoi odor droi TrojifonLauge zu kontrollieren, ob dio Fl??ssigkeit deutlich blau Avird und man sichbeim Bourtoilon der Farbe nicht geirrt hat. Bei Anwesenheit

von viel Kiwei?Ÿodor Popton kann die Wahrnehmung Â?los Umschlagpunktos etwas orscinvertAverden. F??r Â?lie Titration in klaren Fl??ssigkeiten Avird beim Gebrauch vonThymolphthaloin der Fehler sich auf 0,04 ccm 0,2 N alkohol. Lauge belaufen(nach Waldschmidt-Leitz\' Angabo). Zur Kontrolliorung benutzte ich 0,1 N Glykokoll??sung, dio 0,1 N NaCI ent-hielt. 5 ccm (lio.ser L??sung mit 5ccni 0,1 N HCl gemischt soll nach S??he.vsenein ])ii von 1,9:12 aufwoison. Bestimmung mit meiner Wasserstoffolektrodo ergab:



??? 1,919, so da?Ÿ die Glykokoll??sung richtig, hergestellt war. Bei der Titration von10 ccm dieser L??sung, zu 90 proz. Alkohol gemacht, und mit Thymolphthaleinals Indikator wurde zuerst gefunden ??,93 ccm 0,1727 N Lauge, statt berechnet5,79 und nach einiger ?œbung 5,80 und 5,84, womit die erw??nschte Genauigkeiterreicht war. Beim Ansetzen und Abbrechen der Versuche verfuhr ich hier in etwasanderer Weise als bei den Karbohydrasen. Dort wurde das Enzym zwecks ge-nauerer Verteilung mit dest. Wasser verd??nnt. Dies war hier nicht angebracht,weil dadurch das Volum der L??sung zu gro?Ÿ geworden w?¤re im Verh?¤ltnis zumPuffergemisch. Der Puffer mu?Ÿ ziemlich stark sein Avegen der entstehendenAminos?¤uremenge. Die Verteilung des Enzyms geschah hier mittels einer feinkalibrierten Auslaufpipette von 2 ccm Inhalt. Weil das Enzym als Glyzerin-l??sung verteilt wurde, konnte ich nun auch ruhig die Versuche einige Zeit nach-einander ansetzen, weil

doch das Enzym in Glyzerin unbeschr?¤nkt haltbar ist^).Das Abbrechen der Versuche geschah hier gen??gend durch die ?œbertragung derFl??ssigkeit in Alkohol, zumal da die Titration unmittelbar hinterher ausgef??hrtwurde. Wurden elektrometrische pn-Bestimmungen ausgef??hrt, so geschah dieswieder an einigen Kubikzentimetern, die dem Gemisch vor dem Hinzusetzendes Toluols entnommen waren. Vorl?¤ufige Versuche. Bei den vorl?¤ufigen Versuchen waren die pn-Optima der Enzyme von Cyprinus noch nicht ermittelt worden und dieAlkalinit?¤t wurde hergestellt durch Natriumbikarbonat 2 vH und am Endedes Versuches durch Zusatz von Kresolrot (Umschlag zwischen pn 7,2und 8,8) zu der kleinen Menge, die nach den Titrationen noch verblieb,einigerma?Ÿen gesch?¤tzt. Zweck war also die Vcrgleichung der Trypsin-und Erepsinmengen in Pankreas und Darm. Von diesen Versuchenfolgen hier die Protokolle: A.nbsp;]. R??hrchen 100 mg Spritblau, 5 ccm 2 vH

NaHCOj, 5 ccm HgO, 1 ccm Pan- kreasextrakt (75 mg) und etwa 0,4 ccm Darmextr. zur Aktivierung. 2.nbsp;R??hrchen 100 mg Spritblau usw.; 1 ccm nicht aktiviertes Pankreasextrakt. Aktivierung von Nr. 1 in l^/g ccm HoO w?¤hrend 30\' bei 27Â°. Dannmit Sj??ccm\'HaO das Gemisch ??bergesp??lt ins R??hrchen mit Spritblau.Quellungen 1 und 2 w?¤hrend 30 Minuten. Nach 13/4 Stunden ist noch kein deutlicher Unterschied sichtbar (Fl??ssig-keit stark opaleszierend). Nach 31/2 Stunden aber war der Unterschiedsehr deutlich imd nahm fortw?¤hrend zu; nach 20 Stunden war die aktiveFl??ssigkeit (Nr. 1) intensiv blau; die nichtaktivierte (Nr. 2) nicht sichtbarver?¤ndert. 3.nbsp;100 mg Spritblau xisw. 1 ccm Darmsaft (200 mg); nach 20 Stunden keinenachweisbare ?„nderung. Allen R??hrchen waren 5 Tropfen Toluol zugesetzt. B.nbsp;1. 9ccm Witte-Pepton 3 vH (filtriert, klar); C ccm2 vH Natriumbikarbonat; 1 ccm Pankreasextrakt (75 mg). Titrationen nach: OStd.: 1,35 4 Std.: 1,49

24 Std.: 1,76Zunahmen:nbsp;0,14nbsp;0,27 Total: 0,41. 2. 1 ccm Darmextrakt der ersten H?¤lfte, 9 ccm P.W. 3 vH; 6 ccm NaHCOs.Titrationen nach: OStd.: 1,32 4 Std.: 1,34 24 Std.: 1,59Zunahmen:nbsp;0,02nbsp;0,25 1) Wenigstens w?¤hrend so kurzer Zeit. Vernon (128 a) findet, da?Ÿ die Erepsin-meng?Ÿ in Glyzerinextrakten abnimmt nach der dritten Woche.



??? 3. 1 ccm Pankreasextrakt 1/2 ccm Darmextrakt 1. H?¤lfte V2 Std. aktiviertbei 26,5Â°. Dann 9 ccm P.W. 6 ccm 2yHNaHC03 zugesetzt.Titrationen nach: OStd.: 1,35nbsp;4Std.:l,6Inbsp;24Std.:3,12 Zunahmen:nbsp;0,26nbsp;1,51 Total: 1,77 Zunahme f??r l\'ccm Pankreas 0,41; f??r 1/2 ccm Darm 0,14. Mehr f??rdas akt. Pankreasextrakt 1,22 ccm. Der Rest nach der Titration gibt eine Zwischenfarbe mit Krcsolrot,also Pjj etwa 8,0. C. 1. 61 mg Glyoylglyzin, 3 ccm NaHCOg 2 vH, 2 ccm Darmextrakt (Restevon vorderer und hinterer H?¤lfte gemischt), ungef. 400 mg; 11 com H3O.Total 16 ccm. 5 Tropfen Toluol. Titrationennach: OStd.: 1,34nbsp;5 Std.:l,62nbsp;24 Std.: 2,14 Zunahmen:nbsp;0,28nbsp;0,52 Total: 0,80 2. 61 mg Glycylglyzin ??bergesp??lt bei 1 ccm Pankreasextrakt (75 mg) mit12 ccm H2O und 3 ccm NaHCOg 2 vH; 5 Tropfen Toluol.Titrationen nach: OStd.: 1,38 17 Std.: 1,37 43 Std.: 1,34Zunahmen:nbsp;-0,01nbsp;-0,04 Keinerlei Wirkung war hier wahrzunehmen. Mit Kresolrot gab derRest eine

Zwischenfarbe.Aus diesen vorl?¤ufigen Versuchen ergibt sich folgendes Schema f??rdie Wirkung von Pankreas- und Darmextrakt in bezug auf die Eiwei?Ÿ-spaltung : Eiwei?Ÿ Pepton Dipeptid Xichtaktivierter Glyzerin-Pankreasextrakt . . â€” â€” Aktivierter Glyzerin-Pankreasextrakt..... â€” ! i 1 (nur wenig) Hierin bedeutet Spaltung, â€” Niehtspaltung, -f-f- erh??hte Spaltung. Das alles ist in vollkommener ?œbereinstimmung mit den Resultatenvon Waldschmidt-Lettz und Mitarbeitern f??r die Darmproteasen derS?¤ugetiere. fji-Optimum der WirMng des Karpfendartnextraktes auf Glycylglyzinund definitive Versuche an Cyprimt^s, Esox, Acanthias jmd Bana. Es war nun nach diesen vorl?¤ufigen Ergebnissen notwendig, die Ver-suche zu wiederholen bei den pn-Optima der Trypsin- und Erepsinwir-kung. Diese Optima mu?Ÿten also zuerst ermittelt werden. F??r das Tryp-sin geschah dies an einem nach Michaelis und Davidsohn gereinigtenPr?¤parat aus ^cawlt;/was-Pankreas; die Beschreibung dieser Versuchebringt das

folgende Kapitel. F??r das Erepsin geschah die Bestimmungin Rohausz??gen der Darmwand von Cyprinus. Letztere Versuche m??genhier gleich folgen (siehe Tab. G). Die Nr. 2 Avurde nicht angesetzt, da durch die starke Pufferung desGlycylglyzins die pn-Werte niedriger ausfielen, wie erwartet wurde und



??? Tabelle G. Bestimmung des p^-Optimums f??r das Darmerepsin von Cyprinuscarpio. 10 ccm Puffer mis chung, 6 ccm 0,1 N Glycylglyzin und 1,8 ccm Darm-extrakt (= 180 mg) in jedem R??hrchen. Titration von 5 ccm Fl??ssigkeit in90 proz. alkoholischer L??sung (hergestellt durch Zusatz von absolutem Alkohol),beim Anfang und nach 23 Stunden, p^.-Bestimmung am Anfang und elektro-metrisch, dann der Fl??ssigkeit 6 Tropfen Toluol zugesetzt. T = 27Â°. Nr. 0,1 N Borax;in ccm 0,127 N HClin ccm 1 5,5 4,5 2 \' 1 6 4 3 6,5 3,5 4 9 1 5 7.6 â€” 6 i 5,3 1 â€” 2,44,7 in ccm 0,173 NKOH 0,9NNaOH Ph Titr. Anf. Titr.n.22St. Zunahme 5,13 6,717,357,657,86 2,84 3,093,152,451,83 2,82 2,792,641,941,27 0,02 0,300,510,510,56 die Enzymmenge sehr beschr?¤nkt war. Das Glycylglyzin pufferte vielst?¤rker als das Eiwei?Ÿ (Fibrin) in den sp?¤ter zu erw?¤hnenden Versuchenmit Trypsin, wo dieselben Mischungen von Borax, HCl und NaOH an-gewandt wurden. Versuche ??ber die

Hydrolyse des Substrates selbstkonnten wegen des hohen Wertes des Glycylglyzins, sowie des Enzym-pr?¤parates nur in einem gleich zu erw?¤hnenden Fall angestellt werden. n 0.7 0.60.50-40.3020,1 Ph 5.0 60 7.0 a.0 9.0 Abb. 5. Versuch zur Bestimmung des pn-Optimums von C.!//wiHÂ?Â?-Darmerepsin bei der Wirkungauf Glycylglyzin. Wegen Mangel \'an Peptid konnte die Kurve nicht weiter nach rechts verfolgt werden. (27\'; 23 St.) Diese Hydrolyse mag den Verlauf der Kurve, die man von den Resul-taten der Messungen entwerfen kann, etwas beeinflussen, an d?Šn Ergeb-nissen wird sie nichts ?¤ndern (Abb. 5). Der Extrakt war mit diesen Versuchen ersch??pft. Da das Optimumoffenbar noch nicht erreicht war, stellte ich mit einem anderen Gyprinus-Darmextrakte noch zwei Versuche an: einen bei einem pn in der N?¤hevon Nr. 6 zur Bestimmung der Kraft des neuen Extraktes, einen bei



??? h??herem pn- Verwendete Menge Extrakt: 2 ccm entsprechend 300 mg ^quot;\'eafrccm Borax; 5 ccm NaOH pn: 7,73; Titr.I: 1,19, Titr. II: 1,82, ^TSccfsorax; 7,5 ccm NaOH pn: 8,76; Titr. 1: 0,37, Titr. II: 1,30.Zunahme 0,93. Einen Versuch stellte ich an in der N?¤he des letzten pn-Wertes, umeinen Eindruck zu bekommen ??ber die Hydrolyse des Substrates. DieserVersuch bei pn 9 (Umschlagpunkt des Phenolphthaleins) lieferte in 23Stunden eine Zunahme von 0,18 ccm KOH. Tats?¤chlich ist also mit demVersuch 7 bei pn 8,76 das Optimum noch nicht ??berschritten. Dennnach Abzug dieser Hydrolyse von 0,18 liefert Nr. 7 unter^ Benutzung des Wertes von 6a auf Nr.7 der vorigen Tabelle umgerechnet^ X (0,93â€”0,18)= 0 67 Ich verf??gte nicht ??ber eine gen??gende Peptidmenge umdie Versuche weiter fortzusetzen. Das Resultat stimmt mehr mit denVersuchen Eulees (22), der das pn-Optimum von tierischem Erepsinauf Glvcylglyzin bei 37 Â° gleich 8,7 fand, als mit demjenigen von Wald-schmidt-Leitz, der es

sowohl in Rohausz??gen als in gereinigten Pr?¤pa-raten auf 7,8 bestimmte. Es kann dies an der geringeren Menge Pufferbei meinen\'Versuchen liegen, wodurch w?¤hrend der Reaktion sich das pn verschoben haben kann. Jedenfalls kann man bei einem pn von 8 arbeitend gut vergleichbareResultate erhalten. Auch entfernt vom Optimum, wenn nicht zu weit,verl?¤uft nach Wald Schmidt-Leitz die Reaktion des Eropsins aufGlycylglyzin monomolekul?¤r. Bei diesem pn von 8 habe ich dann dieVcrgleichung zwischen Erepsingehalt von Cyprinus-Vsmk.vea?¤ und -Darmund von diesen Organen einiger anderen Tiere vorgenommen. Diese Ver-suche folgen hier, ihre Anordnung ist die gleiche wie bei den erw?¤hnten Ontimum versuchen:^nbsp;Tabelle II. Tier Organ Mengein mg Titr. I Titr. II Zunalimo Verii?¤ltniszalilpro Gewiclits-einheit\') Cyprinus . . Pankreas 200 1,13 1,17 0,04 0 Darm 180 1,27 1,83 0,50 1 gt;Â? * â€?Rana.... Â? 3G0 i 1,28 2,13 1 0,85 0,75 Acanthias . Pankreas i 250 i 1,26 1,38 0,12 0,15 Cyprinus . .

Darm 400 ! 1,31 1,47 0,16 0,1 ! (alt. Extrakt) Esox . . . . Darm 250 1,10 1,53 0,37 0,65 ; (alt. Extrakt) 1) Diesen Z.ihlen ist (mit Hinsicht auf die kleinen Zunahmen) nur sehrapproximativer Wert beizumessen.



??? Diese Versuche best?¤tigen vollkommen die vorl?¤ufigen Resultate derSeiten 500 u. 501. Das Pankras ein und desselben Karpfens wirkt nichtauf Glycylglyzin, w?¤hrend sein Darm das Peptid spaltet. Das Pankreasvon Acanthias gibt eine sehr geringe aber unverkennbare Zunahme desTiters. Wir werden sogleich sehen, da?Ÿ das Acanthias-\'Pankiea,s eine8â€”lOmal st?¤rkere eiwei?Ÿspaltende Wirkung hat wde das des Karpfens.Dort Avo eine recht kr?¤ftige Verdauung von genuinem EiAvei?Ÿ stattfindet,hat also das Pankreas eine noch gerade nacliAA\'eisbare ErepsinAvirkung. Der Darm von RaTia hat eine etAvas kleinere Wirkung Avie der vonCyprinus. Vom Hecht verf??gte ich nicht ??ber frischen Extrakt. DasErepsin scheint (u. a. nach Verkon) auch in Glyzerin nicht unbeschr?¤nkthaltbar zu sein. Ich verglich gleich (??ber 1 Jahr) alte Extrakte von Esoxnnamp;Cyprinus-Jiamp;vrQ.. Der^/soa^-ExtraktAvirkte ungef?¤hr sechsmal st?¤rkerAvie der von Cyprinus. Da bei

frischen Extrakten von Rana tmd Cy-prinus gleiche Wirkungen gefunden Avurden, scheinen hier gar nicht sogro?Ÿe Unterschiede vorzukommen Avie bei den Karbohydrasen. Da dieUnterschiede nicht mehr als h??chstens das 3â€”5fache betragen, Avird maumit Hinsicht auf die vielen unbekannten Faktoren sogar von einer un-gef?¤hr gleichen Wirkung sprechen k??nnen. Nachdem ich die im folgenden Kapitel zu beschreibenden Versuchemit Acanthias-TryYt??iw zur Bestimmung des Optimums durchgef??hrthatte, verglich ich die proteolytische Wirkinig A\'om Karpfenpankreasund Darm eines und desselben Tieres (das n?¤mliche Tier das zu denVersuchen ??ber dio Glycylglyzinspaltungen gedient hatte) bei dieseniOptimum (pn 8,2) miteinander. F??r diese Vergleichung lienutzte ich dieVerdauung A-^on mittels Spritblau gef?¤rbten, trockenen, abgcAvogenenQuanta Fibrin, die zuerst im Puffergemi.sch eine halbe Stunde der Quel-lung ??berlassen imd dann mit Enzym versehen

Avurden. Die MethodikAvird im folgenden Kapitel eingehender beschrieben Averden. Genauekolorimetrische Vergleichung mit einer Standardl??sung konnte ich hiernicht vornehmen, Avegen der ziemlich starken und ungleichen Tr??bung derverschiedenen Extrakte. Doch sind die Resultate, auf die es ankommt,Vergleichimg von Pankreas und Darm, so ??berzeugend, da?Ÿ kein ZAveifelm??glich ist. Die Methode der Vergleiclumg von Pankreasextrakten unter-einander beruht auf der Zeitdauer, die n??tig Avar, um den Fl??ssigkeitenungef?¤hr gleiche Farbenst?¤rke zu verleihen. Die Aktivierung des Gly-zerinpankreasextraktes fand bei 27Â° statt, bei neutraler Reaktion undunter Zusatz eines kleinen abgemessenen Quantums Wasser. Denn nachWald.sciimidt-Leitz (134) findet die Aktivierung am besten in neutralemMedium statt, Av?¤hrend konzentriertes Glyzerin hemmt. Nach demselbenForscher sind nur minimale Mengen Darmextrakt im Vergleich zurPankreasmenge

notAvendig zur Aktivierung (mehr als lOOmal Aveniger inTrockensubstanz). Die hier angeAvandte ^Menge Enterokinase Avar immer



??? so gro?Ÿ, da?Ÿ sie im ?œberschu?Ÿ anwesend war. Nach J. M. Hamill (35a)sind die Kinasen aller untersuchten Wirbeltiere identisch. Daher habeich gelegentlich bei Vergleichung der Pankreastrypsinmengen verschie-dener Tiere gleiche Mengen Darmextrakt eines und desselben Tieres zur Aktivierung benutzt. Zuerst folgen hier die Versuche ??ber die Vergleichung von Pankreasund Darm desselben Karpfens und mit dem Pankreas eines Hechtes: 4 R??hrchen, jedes mit ??OmgSpritblauf., 6,5 ccm 0,1 N Borax, 3,5 ecm0,1 N HCl (entsprechend einem pn von ungef?¤hr 8,2) und 200 mg Enzymin 2 ccm, Nr. 1 unaktiviertes Pankreas Cyprinus, Nr. 2 aktiviertes Pan-kreas Cyprinus, Nr. 3 Darmextrakt Cyprinus, Nr. 4 unaktiviertes Pau-kreasextr. Esox. Nach 3 Stunden ist in Nr. 1â€”3 noch keine Farbe zusehen; in Nr. 4 hat sich eine starke Farbe entwickelt (gleich stark wie die inNr. 2 nach 19 Stunden). Nach 19 Stunden: Nr. 1 ungef?¤rl)t, Nr. 2 ziem-lich stark gef?¤rbt, Nr. 3 zweifelhaft, ob eine Spur von F?¤rbung zu

ent-decken ist, Nr. 4 sehr stark gef?¤rbt, viel Fibrin gel??st. Nach 48 Stimden:Nr. 1 hat dieselbe Farbe erreicht wie Nr. 2; das kaiui nicht wunder-nehmen: auf die Dauer tritt Autoaktivierung ein. Nr. 3 aber bleibtg?¤nzlich imgef?¤rbt w?¤hrend wenigstens 5 Tagen. Es ist dann nochkeinerlei F?¤ulnisgeruch wahrzunehmen. (Die R??hrchen wurden jedesmit einigen Tropfen Toluol versehen.) Die Resultate der vorl?¤ufigenVersuche werden hiermit best?¤tigt: Innerhalb 24 Stunden wirkt vuiakti-vierter Pankreasextrakt von Cyprinus nicht auf Fibrin; aktivierter deut-lich. ?œber das Resultat mit Esox sprechen wir unten. In einem zweiten Versuch wurden das aktivierte (l) und nichtakti-vierte (2) Pankreas von Acanthias, das aktivierte Pankreas von Ratia (3)und das aktivierte Pankreas von Cyprinus (4) miteinander verglichen.Alles miter den vorerw?¤hnten Bedingungen und mit einer gleichen MengeCyprinus-Darmcxirnkt aktiviert. Nach 3 Stunden hatten beide, Nr. lund 2, die Ilt;\'arbe erreicht, die Cyprinus im vorigen Versuche in

19 Stun-den lieferte; Nr. 3 und 4 erreiciiten diese Farbe nach 20â€”24 Stunden.Cyprinus und Rana wirken also ungef?¤hr gleich stark. Ebenso wirken Esoxund Acanthias gleich stark und imgef?¤hr 6â€”8mal st?¤rker als Rana undCi/prinus. ?œberdies wirkte von Esox luid Acnnihias auch der nichtakti-vierte Pankreasextrakt. Der Pankreasextrakt von Esox war schon alt luulhergestellt worden aus Tieren von einem anatomischen Praktikiun, wobeimehrere (6â€”8) Stumlen nach der T??tvnig verliefen, ehe der Extrakt ange-fertigt wurde gt;). Das kaniv auch der Fall gewesen sein mit den Tieren a\\isHelgoland. F??r letztere war auch wohl kein doppeltdestilliertes Glyzerin, 1) Ks war gelegentlich wogen der Teuerkeit der Fi.sche notwendig, von diesemPraktikununaterinl Gebrauch zu machen. F??r die Amylasebestimmung ist das-selbe auch sehr gut brauchbar. Nur mit Trypsin erheben sich hier einigeSchwierigkeiten.



??? Sp. D.= 1,26, sondern das gew??hnliche Pr?¤parat mit etwa 15 vH Wasser-gehalt verwendet worden, so da?Ÿ bei beiden Extrakten vor bzw. w?¤hrendder Extraktion die Enterokinasebildung stattgefunden haben kann. Ichglaube also absolut berechtigt zu sein, in diesen Ergebnissen keinenWiderspruch zu sehen. Denn gerade bei den Karpfen AVurde gro?Ÿe Sorg-falt darauf verwendet, die Organe gleich nach dem Tode zu sammelnund in Glyzerin einzutragen. F??r Cyprinus stimmen die hier und in denVorversuchen erhaltenen Resultate v??llig ??bereLn. Die Resultate derVor- und definitiven Versuche wurden mit anderen Extrakten erhalten.Als die Vorversuche angestellt Avurden, Avar das pH-Optimum f??r Fisch-trjrpsin noch nicht bestimmt. ErAvartet AVurde pH etwa 8, gefunden 8,2^so da?Ÿ die Vorversuche mit Trypsin die gleiche BcAAeiskraft haben, Aviedie definitiven; au?Ÿerdem ist es noch ein Vorteil, da?Ÿ sie damals miteinem anderen Mittel (NaHCOs) alkalisch

gemacht AVurden, Avas dasResultat verallgemeinert. Die TrypsinAvirkung ist bei Hecht und Haifisch ungef?¤hr 6â€”Smalst?¤rker als bei Rana und Cyprinus, f??r Erepsin ist der Unterschied aller-dings etwas geringer. Zusammenfassung ??ber Trypsin und Erepsin. Vergleichung mit den Resultaten, welche bei Amylasen u?id Maltasen erhalten wurden. Wir Aviesen die ErepsinAvirkungen nach durch Wirkung der Extrakteauf Glycylglyzin und versuchten das Optimum des Karpfeneropsins zuermitteln. Es Avar Avahrscheinlich erreicht bei ph8,75, doch konnten Avirden absteigenden Ast der Kurve nicht Aveiter verfolgen. Da?Ÿ das Opti-mum h??her liegt als das von Walu.schmidt-Leitz f??r S?¤ugererepsin ge-fundene und mehr mit der Wahrnehmung von Euler ??bereinstimmt,liegt aa\'ahrscheinlich an der kleinen Puffermenge, die ich benutzte. DioCharakterisierung des Trypsins durch Optimum und Spaltimgsproduktefolgt im n?¤chsten KapiteU). Was die l)iologische Vergleiclumg

betrifft, fanden Avir die Trypsin-Avirkung bei Hecht und Haifisch ungef?¤hr 8mal st?¤rker als bei Rana undCyprinus\', f??r Erepsin Avurde ein etAvas kleinerer Unterschied gefunden.So gro?Ÿe Unterschiede Avie l)ei den Amylasemengen, die bei Hecht undKarpfen das 375â€”1500fache betragen, bestehen hier also nicht. Willman die.se Tatsachen mit den Verh?¤ltnissen hei den S?¤ugetieren ver-gleichen, so st???Ÿt man auf die SchAvierigkeit, da?Ÿ dar??ber nur Avenigezahlenm?¤?Ÿige Angaben in der Literatur vorkommen. Auch hier scheinendie Unterschiede nicht erheblich zu sein. Floresco (26 a) fand f??r dasPankreas die tryptische Wirkung bei Hund und ScliAvein ZAveimal so gro?Ÿ 1) Herr Prof. P. van Kombueoii Avar so freundlich das Glycylglyzin f??r dioin diesem Kapitel beschriebenen Versuche in seinem Laboratorium anfertigenzu larssen, Avof??r ich meinen verbindlichen Dank ausspreche.



??? wie bei Rind und Schaf (Wirkung auf Fibrin). F??r Gelatine Verdauungist die Reihenfolge: Hund, Schwein, Rind, Schaf. Auch dabei betragendie Unterschiede nicht viel mehr als das zweifache. Vernon (128)findet Schwein, Schaf, Rind. Roberts (107) fand die gleiche tryptischeWirkung f??r Schwein, Rind xuid Schaf. Erheblich sind die Unterschiedealso nicht. F??r Erepsin findet u. a. Bergsian (5) bei Wiederk?¤uern weniger alsbei anderen Pflanzenfressern. Weinland (129) fand etwas weniger Erepsin beim Schweine, alsCoHNHEDM bei Hund und Katze gefunden hatte. Der Autor gibt aberselbst zu, da?Ÿ seine Versuchsbedingungen nicht ganz denen von Cohn-HEI3I entsprechen. Einige zahlenm?¤?Ÿige Angaben entnehmen wir Vernon (128a). Erbenutzte die kolorimetrische Methode und verglich dio Extrakte nachetwas weniger als 3 Wochen. Sein Befund, da?Ÿ bei Warmbl??tern Nieren-gewebe fast immer einen noch h??heren Erepsingehalt aufwies als D??nn-darinextrakt wurde von Bergman (5) nicht

best?¤tigt. Einige von Ver-NONs Zahlen, ausschlie?Ÿlich ??ber Pankreas- luid Darincxtrakt folgenhier. Die Einheiten sind willk??rlieh gew?¤hlt. Katze Kaninchen ircerschwcinchcn Taube Frosch Aal Krchs^) Pankreas:nbsp;â€”nbsp;4,4nbsp;i:i,:}nbsp;(gt;,.\')nbsp;54,8nbsp;1,8 0,87 2)nbsp;2,0nbsp;1,3nbsp;7,4nbsp;2,7nbsp;12.1nbsp;2,8 1,0 3)nbsp;4,4nbsp;â€”nbsp;â€”nbsp;_nbsp;_nbsp;_ _ 4)nbsp;2,2nbsp;-nbsp;-nbsp;_nbsp;_nbsp;_ _Darm:nbsp;â€”nbsp;!gt;,5nbsp;8,8nbsp;7.0nbsp;4,0nbsp;2.!Â?nbsp;(0.3(5 2)nbsp;2,5 2,7nbsp;4,!)nbsp;2,0 2,2 4,5 â€” 3)nbsp;11,4 !),5nbsp;â€”nbsp;7,0 4,9 2,9 â€” 4)nbsp;3,9 4,3nbsp;â€”nbsp;4,3 2,1 0,74 â€” Es nni?Ÿ hierbei bemerkt werden, da?Ÿ diese Zahlen keine Vcrglei-chung der Erepsinwerte nach der modernen Definition dieses Begriffsdarstellen. Sie stellen vielmehr vor das Resultat von der Einwirkungeines Gemisches aus Tryjisin (Trypsinogen) und Erepsin auf das Pepton-substrat, wobei im Pankreas nat??rlich mehr dio Trypsuiwirkung, imDarme dio Erepsinwirkung das

Rosul??it beeinflu?Ÿt. Jedenfalls gebensie einen Eindruck von der Ki-aft der Proteolyse. Neuere Untersuchungenunter Benutzung von Dipeptiden zur Vorgloiehung fehlen noch. Drittens vorglichen wir dio Mengen Trypsin und Erepsin in l\'ankreasund Darm. Hierbei stellte es sich heraus, da?Ÿ f??r diese Enzyme die Ver-teilung genau so ist wie bei den S?¤ugetieren: im Pankreas inaktives 1)nbsp;Mitleldarmdr??so. 2)nbsp;der I^berwert = 1 ge.stellt. 3)nbsp;mit 0,1 vll NaoCOs. i) in HoO.



??? Trypsin, das durch Enterokinase aktiviert wird. Im Darme praktischkein Trypsin; wenn adsorbiertes Trypsin vorhanden sein sollte, dannist dies nur in geringem Ma?Ÿe der Fall, so da?Ÿ es nicht nachweisbar war.Im Darme findet sich Erepsin, im Pankreas nicht oder wenigstens inviel geringerer Menge. Die neuere Literatur ??ber die Verh?¤ltnisse beiden S?¤ugetieren erw?¤hnten wir schon im Anfang dieses Kapitels. Hier lassen sich nun noch einige Bemerkungen anschlie?Ÿen an die Aus-f??hrungen, die schon im vorigen Kapitel angefangen wurden. Die kohle-hydratspaltenden Fermente mangeln im Fischdarm; die Enterokinase unddas Erepsin sind dort ebensogut anwesend Avie bei den S?¤ugetieren. Wennman also einen Zusammenhang annehmen will zwischen dem Fehlen vonechten Darmdr??sen bei den Fischen und der Absonderung der Enzyme,so w??rde man zu der Schlu?Ÿfolgerung kommen, da?Ÿ Erepsin inid Entero-kinase von den indifferenten Darmzellen

produziert Averden^), aber dieAbsonderung von Maltase (gegebenenfalls vielleicht auch v^on Invertase)an das Vorkommen von LiEBERK?œHNschen Dr??sen gebunden ist. DennAveder den brunner.schen Dr??sen, noch den Agmhia Peyeri der S?¤uge-tiere kommt eine Enzymsezernierung zu; das ist von verschiedenen Au-toren ??berzeugend gezeigt Avorden. Somit Av??rde auch die Funktion,oder Avenigstens eine Funktion der Lieberk??hnscIicu Dr??sen bei denS?¤ugetieren die Absonderung der Disaccharasen sein. Es Avurde nun auch am S?¤ugetier selbst versucht, die Rolle derLiEBERK?œHNschen Dr??.sen festzustellen, und zwar besch?¤ftigt sicheine Untersuchung \\\'on Falloise eingehend mit die.sem Gegenstandund mit demselben Resultat Avie das obige. Falloise (2.\'}) schnittden Darm (vom Hunde) auf, breitete ihn flach aus und k??hlte ihnab bis zum Erfrieren. Dann wurde bis auf 1/3â€”1/2 mm tief geschabt,so da?Ÿ nur die Zellen der Oberfl?¤che (Zotten)

mitgenommen Avurden.Sodann Avird eine zweite Portion gewonnen durch Schaben Ins zur Mus-kularis mid der Gehalt an Enzymen in den beiden Scliichten verglichen.Beide enthalten gleiche Mengen l??repsin. J)ie obere Schicht enth?¤lt vielmehr Enterokinase als dio untere, aber f??r Maltase und Invertase istdas Verhalten gerade umgekehrt. Enterokinaso, so lautet die Schlu?Ÿ-folgerung, soll von den Zott(;n, Erepsin sowohl von den Zotten als vonden LiEBERK?œHNschen Krypten, Maltase und invertase nur von denLiEBERK?œHNschen Dr??sen geliefert Averden. Auch eine kleine MongeAmylase Av??rden dio Dr??.sen abscheiden. Diese Resultate, Avelche an einem Objekt durch m??glichste Isolierungder in Frage stehenden Organe und die meinigen, welche an einem Ob-jekt, dem diese Organe fehlen, gewtmnon Avurden, stimmen also rechtgut miteinander ??borein. 1) Es kann auch sein, da?Ÿ die Bccherzollen hierbei eine Holle spielen.



??? Es wird nun von verschiedenen Histologen unter den Autoren die Mei-nung vertreten, da?Ÿ die LiEBERK?œHNschen Dr??sen oder Krypten keineechten Dr??sen seien, sondern blo?Ÿ Regenerationsherde f??r das Oberf l?¤chen-gewebe. Das ist die Auffassung u. a. von Bizzozero (8) die auch St??hr??bernommen hat. Ich will hier diese histologische Streitfrage nur strei-fen. Die Dr??sennatur der Organe wurde verteidigt von Oppel in seinemHandbuche (72) und von Maurer in O. Hertwigs Handbuch der ver-gleichenden Entwicklungsgeschichte der Wirbeltiere (3ob), schlie?Ÿlichvon Biedermann in Wintersteins Handbuch der vergleichenden Phv-siologie. Man hat auch die Anwesenheit der PANETHschen Zellen (K??rner-zellen) zugunsten der Dr??sennatur der Krypten geltend gemacht. Siewurden vielfach als die eigentlich sezernierenden Elemente der L. K.angesehen. Sollte das richtig sein und die Funktion der L. K. wirklichu. a. in der Absonderung der Blasen bestehen, so w??rde man erwartenk??nnen, da?Ÿ

da, wo keine oder weniger Kohlehydratverdauung statt-findet, keine oder weniger PanethscIk\' Zellen anwesend sein sollten.Ich glaubte anf?¤nglich in der Literatur eine St??tze f??r das Bestehen einesderartigen Zusammeidianges zu finden: Paneth selbst fand die Zellennicht bei ausgesprochenen Karnivoren: Katze und Hund; jedoch wurdensie sp?¤ter bei einigen insektenfressenden Tieren aufgefunden und nachMautin (O??) u. a. scheinen sie beim Schweine zu fehlen; auch bei denEidecLsen kommen sie vereinzelt vor. Ein deutlicher Zusannnenhangzwi.schen dem Vorkonunen von PANETHschen Zellen und Lebensweisebesteht also nicht. Sicher ist aber, da?Ÿ bei echten Karnivoren dieseZellen nicht gefunden werden, in letzterer Zeit wurde von H. CtÂ?Ri)iER(17a) eingehend die chronio-argentaffinen Zellen in den Lierkuk??hn-schen Krypten beschrieben; sie werden von die.sem Autor als .sezernie-rende Elemente aufgefa?Ÿt. Die.se Zellen kommen in gr???Ÿerer Zahl beiden Karnivoren und Omnivoren wie bei

den Herbivoren vor. IhrVorkonunen aber bei den Kaltbl??tern ist zweifelhaft. Auch ??ber dieMengen von .Maltase und Invertase bei den verschiedenen S?¤ugernhihlen e.xakte Angaben fast ganz, so da?Ÿ die Frage nach einem n?¤herenZusajumenhang zwischen dem Vorkommen von verschiedenen Dann-enzymen und den histologischen Elementen der likneuk??hn.schenDr??sen, die sie liefern sollen, dahingestellt bleiben mu?Ÿ. Als St??tze f??r die Annahme einer Beteiligung der LiEHKUK?œHNschenDr??.sen an der Sekretion findet man vielfaeli (so bei Bikdeumann) er-w?¤hnt, da?Ÿ nuin auch mich Aus.schlu?Ÿ vom Zuflu?Ÿ des Pankreas.safteseinen echten Darmsaft erhalten kann, der u. a. von PAWLt)v und seinenSch??lern untersucht wurde und worin die .Fermente, die f??r den Darmcharakteristisch sind, keineswegs fehlen. Waldschmidt-Leitz (1.37,S. 224, 225) verteidigte neulich wenigstens f??r Erepsin und Enterokinasedie Auffassung, da?Ÿ die.se Stoffe, etwa in Form einer Vorstufe, vom Z. f. vcrRl.
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??? Pankreas abgeschieden werden sollten und dann in den Zellen des Darmesaufgenommen, weiter zu den definitiven Stoffen aufgebaut und schlie?Ÿ-lich wieder in den Darm abgeschieden werden sollten. Eine phylogene-tische Betrachtung liegt diesen Anschauungen zugrunde: es soll dasPankreas sich vom Darme sozusagen emanzipieren, der Darm seineF?¤higkeit der Enzymproduktion dem Pankreas ??bertragen. Nur aufGrund einer phylogenetischen Spekulation bietet es nach meiner Mei-nung keine Vorteile, einen so verwickelten Vorgang, Avie er eben be-schrieben wurde, anzunehmen f??r die Prozesse, die bei der Enzym-absonderung stattfinden sollen. Es w??rde auch mit dieser Vorstellungschwer in Einklang zu bringen sein, da?Ÿ beim phylogenetisch wenigeremanzipierten Fischdarme das Pankreas die Produktion der Maltase be-sorgt (wie wir fanden), und da?Ÿ bei den S?¤ugetieren der Darm dieseFunktion wieder ??bernommen haben sollte. Die Erscheumngen

w^eisenAveniger in der Richtung einer Emanzipierung vom Pankreas und ?œber-tragung aller Enzymsekretion auf dieses Organ, als in der einer Aveiterfortschreitenden Arbeitsteilung ZAvischen Pankreas und Darm. Bei denFischen ist eine solche zAvar f??r die Proteasen (Trypsin und Erepsin),noch nicht aber f??r die Karbohydrasen zustande gekonnnen. Die Er-reichung einer gesonderten Lokalisierung der Karbohydrasen bleibt dannden S?¤ugetieren vorbehalten. ?œberdies deutet auch das Auftreten desMagens in der Vertebratenreihe mit der Sekretion eines eigenen Fer-mentes (Pepsin), dessen Vorkommen bei Invertebraten h??chst ZAA\'cifel-haft ist, auf die Existenz dieser immer Aveiter gehenden Spezialisierungder Enzyme und Differenzierung in ihrer Lokalisation. Bei den Fischensteht auch die EntAvicklung des IVIagens auf einer niederen Stufe, dahier noch keine Haupt- und Deckzellen in den Dr??sen zu unterscheidensind imd der Magen ??berhaupt fehlen kann.

Zusammenfassend k??nnen Avir also feststellen, da?Ÿ die liindverdauungder EiAvei?Ÿstoffe bei den Fischen durch Erepsin aus dem Darmsaft oderder DarmAvand bcAvirkt Avird, Avie bei den S?¤ugetieren. Die Endver-dauung der Kohlehydrate aber geschieht, im Gegensatz zu den S?¤ugern,durch den Pankreassaft. Die letzte Tatsache bietet eine St??tze f??r dieMeinung von Falloise, da?Ÿ den LiEBERK?œliNschen Dr??sen eine beson-dere Rolle zukommt bei der Sczernicrung der Disaceharasen, da diesedem Fischdarm fehlen. Da?Ÿ inzAAischen die Konzentration an I\\Ialtase im Pankreas vielgeringer ist als dio an Amylase, hat, teleologisch betrachtet, vielleichtdie Bedeutung einer ?œbersclnvemmung des K??rpers mit den Verdau-ungsprodukten vorzubeugen.



??? Kapitel V. Reinigung und Wirkung des Pepsins und Trypsins vonAcanthias vulgaris. Ehdeitung â€” Bereitung des Pepsins â€” Eigenschaften des Pepsins â€” Zu-sammenfassung ??ber Pepsin â€” Bereitung des Trypsins â€” Eigenschaften desTrypsins â€” Zusammenfassung ??ber Trypsin. Einleitung. Bei der Untersuchung niederer Tiere stof3en Avir immerauf die Schwierigkeit, da?Ÿ die IMethoden, welche die physiologischeChemie f??r die Sc?¤ugetiere ausarbeitete, nicht zu verwenden sind f??rdie kleinen Organ- oder Extraktmengen, die uns zur Verf??gung stehen,wegen der Seltenheit oder Kostspieligkeit des Materials. So war aneinen Versuch zur Reinigung einiger Enzyme vom Karpfen oderHecht, die in dieser Arbeit studiert wurden, gar nicht zu denken. Dieeinzigen Fische, die f??r eine Anwendung einiger dieser Methoden inBetracht kamen, waren Haifischarten, die in gr???Ÿerer Anzahl von einigenzoologischen Stationen erbeutet werden zur Bedieinnig der anatomischenPraktika. Die biologische

Anstalt auf Helgoland war bereit von 50oder 100 Tieren Magen luul Pankreas nach sp?¤ter zu erw?¤hnenden Vor-schriften zu konservieren und dann unserem Laboratorium in der k??rzestm??glichen Zeit zuzusenden. Da der Haifisch einen ziemlich geringenKonsumptionswert besitzt und ??berdies die K??pfe wie gesagt f??r ana-tomische Praktika verwendet werden konnten, war es in dieser Weisem??glich, chi gen??gend gro?Ÿes Organmaterial ohne allzu hoho KosttMizu bekommen. Da die Anwe.senhoit von Pepsin und Salzs?¤ure, sowie von Trypsiunach den zitierten Untersuchungen von Yung, Weinlanu, van Her-wkrden u. a. wahrscheinlich war, versuchte ich die Methoden vonPekkluauino (79, 80) bzw. Michaelis und Davidsohn (67) f??r dieReinigung der Extrakte von Magen und Pankreas zu verwenden. Bereitung des Pepsins. Ich befolgU^ hierbei genau das von Pekel-haring angegebene Vorfahren, mir wurde dio Reinigung nicht so weitfortgesetzt wie bei seinen Pr?¤paraten, wegen der Gefahr gro?Ÿen Ver-

lustes bei weitgehender S?¤uberung. Das Prinzip dieser Methode ist,durch eino Selbstverdauung m??glichst viel des Eiwei?Ÿes und dos ent-stehonden Azidalbiunins zum Verschwinden zu bringen, so da?Ÿ vonden restierenden Produkten boi Wegdialysioren der Salzs?¤ure nur da.sPepsin ausf?¤llt. Bei der Konservierung, wclclic nach gesandten Vorschriften in Helgolandvorgenommen wurde^), wurden nur die Scldoimh?¤uto verwendet, da es gelang 1) F??r die gro?Ÿe Sorgfalt, womit diese Vorschriften und auch die f??r diÂ?Konservierung von Pankreas luid .Alageninhalt befolgt wurden, hin ich derDirektion der biologischen Anstalt auf Helgoland und dem Herrn Oberpr?¤paratorHiNRlciis zu bestem Danke verpflichtet.



??? diese in leichter Weise von der Musciilaris loszupr?¤parieren. Die Schleimh?¤utewurden in reines Meerwasser getaucht um anhaftende Stoffe zu entfernen undje nach der Gr???Ÿe in zwei bis vier St??cke geschnitten. Die vorhandenen Schleim-h?¤ute wurden nun roh gewogen und in die f??nffache Gewichtsmenge 0,35 proz.Salzs?¤ure eingetragen. Auf jede 500 ccm Fl??ssigkeit wurde 2 ccm Toluol zu-gegeben und gesch??ttelt. (Diese Vorsichtsma?Ÿregel wurde mit R??cksicht auf dielange Transportzeit getroffen; bei Pekelh?¤rings Versuchen war sie selbstver-st?¤ndlich ??berfl??ssig.) Bis zur Konservierung verliefen nicht mehr als 2 Stunden. Der Transport dauerte wenigstens 10 Tage; nach Ankunft wurden die Magenfeingehackt und in der f??r die Konservierung benutzten S?¤ure, n??tigenfalls mitfrischer 0,35 vH HCl versetzt, 2â€”4 Tage bei 30Â° im Thermostaten belassen.Die Zeiten sind, verglichen mit Pekelhabings Versuchen ziemlich lange, so da?Ÿdarin

unvermeidlicherweise gr???Ÿere Mengen Pepsin verloren gehen mu?Ÿten.Die Fl??ssigkeit wurde nun weiter durch das von Pekeliiahing angegebene Filter(aufgeweichte und zerzupfte St??cke Filtrierpapier auf einer in den Trichter ge-legte perforierte Ebonitplatte) durchgesaugt. Die urspr??ngliche tr??be Fl??ssig-keit und das Filtrat l??sten beide Fibrin; doch war diese Wirkung nach Sch?¤tzunglange nicht so kr?¤ftig wie bei einem fr??her in der Weise angefertigtem Extraktaus Schweinemagen. Diese geringe Enzymkraft ist entweder durch eine andereKonzentration an Pepsin oder (wahrscheinlicher) durch viel Verlust an Enzj\'-mzu erkl?¤ren. Das v??llig klare Filtrat gab eine starke Biuretreaktion (durch diebei der Autolyse entstandenen Peptone), aber keine Tryptophanreaktion. DasFiltrat wurde nun gegen Leitungswasser dialysiert bis die Salzs?¤ure fast ver-schwunden war; es trat sodann eine wei?Ÿe Tr??bung auf; dieser Niederschlagwurde abzentrifugiert und haftete nun so

fest am Boden, da?Ÿ die obenstehendeFl??ssigkeit abgegossen werden konnte, gerade so wie dies in Pekelh?¤rings Ver-suchen der Fall war. F??r das Schweinepepsin lag das Minimum der L??slichkeitnicht bei der Neutralit?¤t, sondern bei 0,02 vH HCl. Es schien mir, als ob inmeinen Versuchen dio geringste L??slichkeit bei Neutralit?¤t oder wenigstensdichter bei der Neutralit?¤t lag, aber da die Fl??ssigkeitsmengen m??glichst schnellverarbeitet werden mu?Ÿten, habe ich hierf??r keine genaue vergleichende Bestim-mungen angestellt. Der erhaltene Niederschlag wurde mit wenig destilliertem Wasser gewaschenund dann von neuem in einer kleineren Zentrifuge abgeschleudert oder filtriert,nachher in Vacuo ??ber Schwefels?¤ure getrocknet. Ein kleiner Teil des noch nicht trockenen Niederschlags l??ste sich leicht ijischwacher Salzs?¤ure imd wirkte dann in kurzer Zeit energisch auf Karminfibrin,das vorher 20 Minuten in HCl derselben Konzentration zur Quellung

gebrachtworden war. Den nach Zentrifugieren erhaltenen Niederschlag kann man wieder l??sen in0,2 vH HCl und durch Dialyse, nun gegen destilliertes Wasser, wieder in unl??slicheForm bringen und abschleudern. Dieso Behandlung kann zwecks Reinigung desPr?¤parates einige Male wiederholt werden und schlie?Ÿlich durch wiederholtesL??sen in Oxals?¤ure und Dialysiercn das Pr?¤parat vom anhaftenden Chlor befreitwerden (Ringer [101]), aber die Mengen, die ich erhielt, waren dazu viel zugering. Ich verarbeitete imgef?¤hr 2 kg Frischgewicht an Schleimh?¤uten, ent-sprechend ungef?¤hr 10â€”15 1 Fl??ssigkeit und erhielt daraus 100 mg Trocken-substanz, die nun weiter in einem M??rser feingepulvert imd im Exsikkator auf-bewahrt wurden. Aus der Fl??ssigkeit, woraus nach der Dialyse das Pepsin abgeschleudert wird,konnte Pekelharing noch Pepsin erhalten, indem er sie zuerst konzentriertedurch Behandlung mit basischem Bleiazetat und Ammoniak, wobei das

Pepsin



??? von dem entstehenden flockigen Niederschlag mitgerissen Avird und nach Fil-trieren aus dem Bleihydroxyd von Oxals?¤ure Avieder zu einem kleineren Volumengel??st Averden kann. Nach abermaligem Filtrieren Avird durch Dialysieren dasPepsin gef?¤llt. Ein Teil der nach Zentrifugieren erhaltenen Restl??sung behan-delte ich in gleicher Weise. Nach dieser Verarbeitung entstand bei der DialA\'\'seein Niederschlag; aber die in dieser Weise erhaltene Enzymmenge war sehr gering.Die ung??nstigen Verh?¤ltnisse, die durch den langen Transport und durch denUmstand bedingt sind, da?Ÿ die Zerkleinerung der M?¤gen erst hier gescliehenkonnte, nachdem sie schon 10 Tage in HCl verblieben Avaren, sind sehr wahr-scheinlich wohl Schuld an der kleinen Pepsinkonzentration in der Fl??ssigkeit. Jedenfalls zeigen Extrakte der Schleimhaut vom Acanthias-^lagen, wennman sie einer Behandlung imterAvirft, Avie Pekelharino f??r den Sclileimhaut-extrakt vom SchAveine angab, dieselben Eigenscliaften Avie letzterer

Extrakt.Man erh?¤lt eine kleine Menge eines festen Stoffes, die, in HCl gel??st, kr?¤ftigFibrin angreift und eine hohe Pepsinkonzentration hat, im Vergleich mit derFl??ssigkeit, Avoraus sie stammt. Eigenschaften des Pepsiiis. Mit der erhaltenen Stoffinenge A^ersiichteich nun etAvas ??ber die WirkungsAveise dieses Enzyms zu erfahren.Au[3er dem Pr?¤parat aus ^caMi/tias-Magen verf??gte ich noch ??ber!)0 mg eines fr??her ZAvecks ?œbimg in der Methodik angefertigten Pepsin-pr?¤parates aus ScliAveinemagen, das ebensoAAeit gereinigt Avar, Avie dasaus Acanthias und ??ber 100 mg eines Aveiter ges?¤uberten Pr?¤paratesaus SchAveinemagen, das mir freundlichst von Herrn Prof. Ringer zurVerf??gung gestellt Avurde. Beide Pr?¤parate konnten zur besseren Ver-gleichung der mit Acanthias erhaltenen Resultate mit den aus der Litera-tur f??r S?¤ugetierpepsin bekannten Werte dienen. Als Methode um die Pepaimvirkung zu bestinunen, benutzte ichdiejenige von Gr??tznkh, in der Weise Avie sie auch von

Rinoer be-nutzt Avurde zur Bestimmung des ])n-Optinuuns a^ou Pepsin. HierbeiAvird trockenes feingepulvertes mit Karmin gef?¤rbtes Fibrin ange-Avendet, das in einer bestimmten GeAvichtsmenge (hier von meistens50 mg) in jedes Reagenzglas gebracht Avird. In jedes Glas Avird die gleicheMenge verd??miter Salz.s?¤ure gebracht imd vor der Hinzuf??gung derPepsinl??snng das Fibrin gleiche Zeiten der Quellung ??berlassen. DieEiiiAvirkung des zuA\'or in schAvacher S?¤ure gel??sten Pepsins soll nichtzu lange dauern (5 bis 15 Minuten f??r das sehr Avirksame Pekelharino-sehe Pepsin) so da?Ÿ nicht mehr als etwa \' /lo des Substrates umge.setztAvird. Die Verdauung Avird dadurch beendet, da?Ÿ man zur bestimmtenZeit die Fl??ssigkeit vom ungel??sten Karminfibrin durch GlasAvolleabfiltriert. In dem von Gr??tzner beschriebenen Kolorimeter Averdendann die Farben der L??sungen mit einer beliebigen Verdauungs-fl??ssigkeit verglichen. In den st?¤rkstgef?¤rbten L??sungen ist am meistenverdaut Avorden.

Weiteres ??ber die Methode siehe bei Gr??tzner (28,20), Ringer (101, 102) und Geselschap (27). F??r eine kurze EinAvirkungsdauer A\'on 10 Minuten bei 15Â° wurde von



??? Rikger (101) das Optimum der Wirkung bei pn 2,05 (Anfang) bzw. 2,42(Ende des Versuches) gefunden. Durch Bestimmimg des mittels Tanninnach der Verdauung nicht mehr zu f?¤llenden Stickstoffes wurde es vonS??rensen (123) auf 1,8, f??r l?¤ngere Zeit auf 1,4 bestimmt, von Ringerbei Wiederholung dieser Versuche auf 1,74 (Anfang) und 2,2 (Ende).W?¤hrend der Versuchszeit (im letzteren Falle 4 Stunden) werden alsobetr?¤chtliche S?¤uremengen gebunden. Auch verschiebt sich bei l?¤ngererDauer das Optimum nach der sauren Seite, was sich nach S??rensendadurch erkl?¤rt, da?Ÿ das Pepsin nach der neutralen Seite unbest?¤ndigersein soll. So schnelle und starke Vernichtung wie beim Trjqisin findetman hier aber nicht (103). Ich fing damit an die Methode auf das reinste Schweinepepsin anzu-wenden, zur Vergleichung und Kontrolle. Versuch 1. 5 mg Schweinepepsin (reinstes Pr?¤parat) mit 25 ccm0,005 N Salzs?¤ure digeriert bei Zimmertemperatur und nach

30 Minutenfiltriert. Hiervon 2 ccm pro Reagenzglas. 50 mg Karminfibrin, 20Minuten gequollen. Verdauungszeit 12 Minuten. Ph Ende des V. ungef. 7 2,932.502.13 Das Optimum liegt hier bei einem End-pn von 2,5, w?¤hrend es beiRingers Versuchen wo mehrere S?¤uregrade zwischengeschaltet waren,bei 2,42 gefunden Avurde. Ein folgender Versuch diente dazu, das Acant}iias-Ve\\)H\\i\\ zu unter-suchen. Versuch 2. 8 mg Acanthias-Vamp;\\)sh\\ mit 20 ccm 0,006 N HCl (zweimalst?¤rkere L??sung des Pepsinpr?¤parates wie im vorigen Versuch), digeriertbei Zimmertemperatur und nach 30 Minuten filtriert. Hiervon 2 ccmpro Reagenzglas, 50 mg K.-Fibr. 30 Minuten gequollen. Verdauungs-zeit 3 Stunden. Wasser Salzs?¤ure Kolorimeter Nr. ccm 0,127 N ccm zahl 1. 7,8 0,2 0 2. 7,4 0,6 0,64 3. 7,0 1,0 5,75 4. 6,4 1,6 6,12 5. 5,6 2.4 5,3 Wasser Salzs?¤ure Nr. ccm 0,127 N in ccm Kolorimetcrzahl Pjj^-Ende 1. 7,2 0,8 schwach gef?¤rbt 2. 7,0 1,0 2,59 2,83 3. 6,90 1,10 3,56 2,83 4.

6,80 1,20 4,75 2,44 5. 6,40 1,60 3,75 2,01 6. 6,80 1,20 Nach 33/4 Stimden nur noch so schwach gef?¤rbt, da?Ÿ keine Ablesung m??glich (oder0,25). Ohne Env.ym.



??? Dieselben Farbenintensit?¤ten wie in Versuch 1 wurden hier von derdoppelten Enzymmenge erst in der 15 mal l?¤ngeren Zeit erreicht. Weil dieWirkungszeit so viel l?¤nger war, konnte hier der Anfangs-pn (s. Versuch 4)gleich nach dem Ansetzen des Versuches bestimmt werden und brauchteman kein unwirksam gemachtes Pepsin dazu zu verwenden, was zurErsparnis an Enzym ein Vorteil war. Das gefundene Optimum von2,44 (Ende) stimmt ungef?¤hr ??berein mit dem f??r S?¤ugetierpepsin be-kannten Werte. Der Kontroll versuch Nr. 6 demonstriert, da?Ÿ auch beiso viel l?¤ngerer Zeit die Methode noch durchaus brauchbar ist. Es mutetetwas sonderbar an, da?Ÿ trotz verschiedener S?¤uremengen pn in Nr. 2imd 3 denselben Wert hat. Das l?¤?Ÿt sich vielleicht daraus erkl?¤ren,da?Ÿ in Nr. 3 durch die entstandene gr???Ÿere Menge an Spaltungsproduktenmehr S?¤ure gebunden wurde, wodurch die Wasserstoffionenkonzentra-tion dieselbe A^airde. Wie man aus einem folgenden Optimumversuch(Nr. 4)

sehen wird, verschiebt sich pn im Laufe des Versuches erheb-lich. In den R??hrchen mit h??heren pn-Werten entstand eine Tr??bung,wenn die Azidit?¤t nicht gro?Ÿ genug war, um das entstandene Azidalbuminin L??sung zu halten. Da das Acanthias-Ve^^m. so viel weniger starkwirkt, als das S?¤ugetierpepsin, hatte es einiges Interesse die Wirkungs-zeit mit der des erw?¤hnten Schweinepepsins desselben Reinigungsgradeszu vergleichen. Dazu diente folgender Versuch. Versuch 3. 2 mg Pepsin (Schwein) auf 5 ccm 0,000 N HCl 30 Mi-nuten digeriert und dann filtriert. 2 ccm des Filtrats boi 50 mgKarminfibrin, 0,8 ccm HgO und 1,2 ccm 0,127 N HCl (entsprechendden optimalen Bedingungen). Quellung 30 Minuten. Verdaiuuigszeit25 Minuten. Derselbe Versuch mit Acanth ias-Pepsin, Dauer 125 Minuten. In diesenZeiten wird eino ungef?¤hr gleiche Intensit?¤t erreicht (A : S = 5 : 0). Rohgerechnet wirkt dasnbsp;Pepsin wenigstens f??nfmal schw?¤cher als das in derselben Weise dargestellte Schwoinepepsin.

Dieses w??rdedann wieder f??nf- bis sechsmal langsamer als das weiter gereinigteSchweinepopsin wirken, da letzteres zum Acanthias-\'EwT.ym in einemVerh?¤ltnis von 30 : 1 steht. Gro?Ÿer Wert ist diesen Zahlen nicht beizu-messen. Besonders darf man daraus nicht auf eine grunds?¤tzlicheVerschiedenheit beider Enzyme schlie?Ÿen. Es kann nicht wundernehmen,da?Ÿ bei Tieren mit so verschiedenem Bau der Magenschleimhaut wieAcanthias und einem h??heren S?¤ugetiere die erhaltenen Pr?¤parate inungleichem Ma?Ÿe verunreinigt sein k??nnen. Aueli zwischen Pr?¤paratenvon Schweine- und Hundepepsin kommen Unterschiede in Wirksamkeitvor, wie Geselsoiiap (27) ausgef??hrt hat. Wichtigor scheint es mir,da?Ÿ man wenigstens beim Haifisch in derselben Weise zu wirksamenPr?¤paraten kommen kann und da?Ÿ diese unter fast genau denselbenUmst?¤nden ihre optimale Wirkung zeigen.



??? Folgender Versuch ist eine Wiederholung des Versuchs 2 zur noch-maligen Festlegung des Optimums. Versuch 4. 10 mg ^cani?„ms-Pepsin in 25 ccm 0,006 N HCl 30 Minu-ten digeriert, dann filtriert; davon 2 ccm pro R??hrchen. 50 mg Karmin-fibrin. Quellung 26 Minuten. Verdauungszeit: 4 Stunden 10 Minuten. Wasser HCl 0,127 N Nr. ccm in ccm Kol.-Zahl Pjj-Anfang Ph -Ende 1. 7,0 1,0 tr??be 2,70 6,22 2. 6,90 1,10 1,.57 â€” 2,23 3. 6,80 1,20 2,80 2,29 2,44 4. 6,40 1,60 2,20 â€” 1,89 .5. 6,00 2,00 1,96 â€” 1,905 6. wie 3 f??r direkte pjj-Bestimmung 7. me 3 f??r l?¤ngere AVirkung ungef. 7,25 (nach 9 St.) 2,41 Beim optimalen Versuche hat sich der pn um 0,15 ver?¤ndert, nachweiteren 41/2 Stunden hat aber keine ?„nderung mehr stattgefunden,obgleich die Verdauung mit ungef?¤hr derselben Geschwindigkeit fort-geschritten ist. In Nr. 1 ?¤nderte sich der pn so sehr, da?Ÿ schlie?Ÿlich dieAzidit?¤t nicht mehr gen??gend war um das geformte Azidalbumin inlgt;??sung zu

halten und eine Tr??bung entstand. Etwas sonderbar ist es,da?Ÿ in Nr. 2 pn am Ende niedriger ist als in Nr. 3. Beim Versuch 2 wardies nicht der Fall (bzw. Nr. 3 und 4). Tats?¤chlich ist hier (Versuch 4)aber in 2 weniger verdaut worden, verglichen mit 3, als in den ent-sprechenden R??hrchen (3 und 4) von Versuch 2, wodurch in 2 hier nichtso viel S?¤ure gebunden werden konnte. Diese Unterschiede m??gen mitder Quellungs- und Verdauungszeit zusammenh?¤ngen. Sonderbar istes auch, da?Ÿ in 5 der pn wieder etwas zunimmt, oder wenigstens da?Ÿ ernicht ziemlich viel niedriger als in 4 gefunden wird. Ein derartigesResultat kommt auch in Rinoeks Versuchen vor. Eine Erkl?¤rung da-f??r wei?Ÿ ich nicht zu geben. In Anbetracht dieser Verschiebungen und Unregelm?¤?Ÿigkeiten wirdman mehr Wert zu legen haben auf den pn am Anfang, als auf den-jenigen am Ende des Versuches, und vielleicht sogar noch mehr aufdie S?¤uremenge als auf pn. Zusammenfassung ??ber

Pepsin. Wir erfuhren, da?Ÿ Schleimhaut-extrakte Acanthias-Mamp;gen, in der Weise behandelt, wie Pekelharingmit Magenextrakt des Schweines imd Fistelsaft des Hundes verfuhr,ein Produkt liefern, das sich wie Pepsin benimmt hinsichtlich der Ver-dauung von Fibrin. Wir fanden das Pr?¤parat weit weniger wirksamals in der gleichen Weise hergestelltes Schweinepepsin. Es mag diesan den ung??nstigen Transportverh?¤ltnissen f??r die Haifischm?¤gen liegen.Das Optimum der Wirkung, bestimmt bei 3- und 4st??ndiger Versuchs-dauer und bei 18Â°, lag bei einem Anfangs-pn von 2,29 und einem



??? Endwert nach 4 Stunden von 2,44. Das entspricht ungef?¤hr, wie wirsp?¤ter sehen werden, den tats?¤chlichen S?¤ureverh?¤ltnissen im Hai-fischmagen. Vergleichen wir dieses Optimum mit den in der Literatur f??r Pepsinder S?¤ugetiere angegebenen, so bestimmten verschiedene Autorendiese wie folgt: Acidalbumin bei 37Â° 1,6-1,8nbsp;S??eensen (123) Edestinnbsp;37Â° 1,4nbsp;Michaelis u. Mendelssohn Eieralbuminnbsp;2,2-2,5nbsp;Northrop Gelatinnbsp;2â€”2,8 Serumalbuminnbsp;2,0 Fibrinnbsp;Â?18Â° 2,05 Anf. 2,41 Ende. Ringer (101, 102) Diese Optima liegen nicht so weit auseinander als die f??r Trypsin,die von verschiedenen Autoren bestimmt wurden. Bodansky und Rose (12) fanden mit Haifisch- und Teleostierpepsinbei der Wirkung auf Gelatin pn 3,0 als Optimum. Es ist m??glich, da?Ÿ(lieser abweichende Wert Beimischungen zuzuschreiben ist, da sie mitungereinigten Extrakten arbeiteten. Bereitung des Trypsins. Michaelis und Davidsohn bestimmten l?? 11(67) den isoelektrischen Punkt

und das Flockungsoptimum des Tryp-sins bzw. des Nukleoproteids an welches es adsorbiert vorkommt xmdmit welchem es beim Flockungsoptimum ausf?¤llt. Die genannten Au-toren glaubten n?¤mlich zuerst, da?Ÿ die wahrgenommenen Reaktionenvon reinem Trypsin gegeben wurden, w?¤hrend Hammahsten nach-wies, da?Ÿ hier ein Nukleojiroteid ausf?¤llt, an welches das Trypsin wahr-scheinlich adsorbiert ist. Die minimale L??slichkeit dieses Produkts liegt bei pn 3,5â€”4; mauerreicht diese Reaktion zweckm?¤?Ÿig mit Essigs?¤ure oder Essigs?¤ure-Puffergemischen. Wenn auch dieses Trypshi noch mancherlei Bei-mischungen festhalten wird, so ist es doch ein recht wirksames Pr?¤parat,mit dem sich bequem experimentieren l?¤?Ÿt und das sich ohne erheb-liche Tr??bung mid g?¤nzlich ohne F?¤rbung im schwach alkalisehenMedium wieder l??st, w?¤hrend die rohen Pankreasextrakte stark braiuigef?¤rbt sind. Ich versuchte nun, ob dieselben Reaktionen und dieselbe Bereitungs-weise f??r das

Pankreastrypsin gelten w??rden, und dies Avar in der Tatder Fall. Hundert Pankreasdr??sen von Acanthias vulgaris wurden mir gesandt vonHelgoland. Der Transport dauerte gl??cklicherweise nur wenige Tage. Auf einenGewichtsteil Pankreas waren zwei Gcwichtsteile mit Chloroform gesch??tteltendestillierten Wassers zugegeben. Die Organe kamen etwas mazeriert an, dochkonnten wir uns an Schnitten noch ??berzeugen, da?Ÿ alles gesandte Gewebe Avirk-lich Pankreas Avar. Am n?¤chsten Tage Avaren die Organe fast ganz zerfallen. Gyemant (30)



??? wurden aber, soweit notwendig, noch besser zerkleinert, mit Quarzsand zerriebenund 4 Tage bei niederer Temperatur sich selbst ??berlassen. Darauf kollierte mandurch ein lockeres Tuch. Die Reaktion des Extraktes war sauer auf Lackmusund wurde nun mittels Soda schwach alkalisch gemacht zur L??sung des Enzymsbzw. des Nukleoproteids. Die darauf folgende Filtration darf nicht zu langedauern, weil die alkalische Reaktion dem Enzym schadet. Da das Filtrierendurch Filtrierpapier im Eiwei?Ÿtrichter zu langsam vor sich ging, benutzte ichf??r die gr???Ÿte Menge des Extraktes ein kleines pekelharing-Filter. Angeblichsoll hierbei ein gewisser Verlust an Enzym stattfinden durch Adsorption amFiltrierpapier, aber man hat den Vorteil, da?Ÿ das Enzym viel k??rzere Zeit deralkalischen Reaktion ausgesetzt ist. Das Filtrat war stark braun gef?¤rbt undgab eine sch??ne Tryptophanreaktion. Autolyse hatte also in betr?¤chtlichemMa?Ÿe stattgefunden. Einige Kubikzentimeter

wirkten in 1 proz. Sodal??sungkr?¤ftig auf Spritblaufibrin, w?¤hrend bei gekochtem Extrakt die Wirkung ganzquot;lieh unterblieb. Tats?¤chlich aktivieren denn auch derartige w?¤sserige Extraktesich selbst, wie man schon lange wu?Ÿte. Nur mit reinem Glyzerin angefertigteExtrakte bleiben immer inaktiv. Diese Selbstaktivierung Avurde neulich ein-gehend untersucht von Waldschmidt-Leitz und Anna Haeteneck (138). Eszeigte sich dabei, da?Ÿ der Aktivator (Enterokinase) in w?¤sserigen Pankreas-extrakten aus den Begleitstoffen des Enzyms entsteht. Nachtr?¤gliches Zusetzenvon gereinigter Enterokinase aus Darmextrakt zu diesen selbstaktivierten Ex-trakten ist nicht mehr imstande ihre tryptische Aktivit?¤t weiter zu steigern.Andererseits erreicht diese Aktivit?¤t niemals den H??chstwert, den frisclidarge-stelltes Pankreastrockenpulver, mit einem getrockneten Kinasepr?¤parat in neu-traler L??sung zusammengebracht, geben kann. F??r meinen Zweck war die Selbst-aktivierung

ein gro?Ÿer Vorteil: ich brauchte nun das Pr?¤parat nicht in Kontaktzu bringen mit Darmextrakten, die ohne weiteres Verfahren nat??rlich reichlicheErepsinmengen enthalten. Mein Pr?¤parat stammte also vom Pankreas allein. An einer kleinen Menge des gewonnenen Extraktes ??berzeugte ich michnun, da?Ÿ in der Tat bei einem pn von ungef?¤hr 4 eine maximale Tr??bung auftrat.Selbstverst?¤ndlich war das Material zu kostbar um damit vergleichende Aus-flockungsbestimmungen vorzunehmen. Der erw??nschte pH wurde durch Hinzu-f??gung von 2 proz. Essigs?¤ure erreicht. Zur Kontrollo brachto ich jedesmaleinige Tropfen Extrakt auf eine wei?Ÿe Porzellanplatte unter Hinzuf??gung vonTropfen eines passenden Indikators. Hierf??r verwendete ich Di-Ethylrot (4,5bis 6,5) und Bromphenolblau (3,0â€”4,6). Di-Ethylrot war ganz nach der saurenSeite umgeschlagen; Bromphenolblau zeigte eino Zwischenfarbo. Die TropfenIndikator und Extrakt wurden mittels eines R??hrstabes

vermischt und mit sehrkloinen Portionen weiter anges?¤uerten Extraktes der Farbe nach verglichen.So lie?Ÿ sich der pn bis auf 0,2 oder 0,3 genau einstellen. Die Hauptmenge des Extraktes wurde nun auf diesen pn von 4 gebracht undnach kurzem Stehen zentrifugicrt. Die obenstehende klare Fl??ssigkeit wurdevorsichtig abgehebert und man kontrollierte, ob dieselbe nach geringem Zustatzvon Alkali oder S?¤ure noch weitere betr?¤chtlicho Tr??bung zeigte, um das Ma-terial so gut wie m??glich auszubeuten. Das war aber nicht der Fall, ein Beweis,da?Ÿ die Bedingungen des Flockungsoptimums ann?¤hernd richtig erf??llt waren.Der Niederschlag wurde mit sehr wenig destilliertem Wasser anger??hrt und da-raus Von neuem abgeschleudert. Eine sehr kleine Menge des Niederschlags l??stesich leicht in schwachem Alkali und wirkte kr?¤ftig auf Spritblaufibrin. DioHauptmenge wurde in Vacuo getrocknet und es resultierte 98 mg fester Stoff,der in einem kleinen M??rser

feingopulvert ein braungelbes Pulver von einemeigent??mlichen starken Geruch (wie es auch die k?¤uflichen Panlcreatinpr?¤paratczeigen) lieferte.



??? Eigenschaften des Trypsins. Mit diesem Pulver wurden nun Ver-suche angestellt, um das pn-Optimum zu bestimmen. Die dazu angewandte Methodik war die Einwirkung auf gef?¤rbtesFibrin. Da sich Karmin in Alkali leicht l??st, benutzt man hierzu Fibrin,das mit sogenanntem Spritblau (DiphenylrosaTiilin) gef?¤rbt, t??chtigausgewaschen, getrocknet und feingepulvert ist. Diese Methode wurdeu. a. von W. E. Ringeb bei seinen Versuchen ??ber Pankreastrypsinverwendet (103, 104). ?œber die Anwendung des Diphenylrosanilinssiehe auch Smorodinzew und Adowa (119, 120). Bei dieser Methodetreten im Vergleich zum Gebrauch von Karminfibrin in saiirem Medium,nur schwache Farben auf. Dieselben k??nnen aber durch Hinzusetzungeiner gleichen Tropfenzahl starker Salzs?¤iire (25 vH) erheblich verst?¤rktwerden. Bei den Versuchen von Ringer wurde 15 mg Enzym in 6 ccmalkalischer Fl??ssigkeit gel??st, und jedem von f??nf R??hrchen 1 ccm zuge-setzt. Die Reaktion wurde an einigen Zehntel ccm

Fl??ssigkeit gemessen,am Ende der Hauptmenge HCl-Tropfen zugesetzt und kolorimetrisch ver-glichen. Zur Ersparung von kostbarem Enzympr?¤parat verwendete icherstens nur 8 mg Enzym pro 6 ccm; zweitens verf??gte ich nicht ??ber sokleine Elektroden, so da?Ÿ der pn nach Ablauf des kolorimetrischen Ver-fahrens in derselben Menge Fl??ssigkeit bestinunt wurde. Daher konnteman die Farbe nicht verst?¤rken mit S?¤ure und nui?Ÿte die Versuche auchwegen der geringen Enzymmenge l?¤nger dauern lassen. Ich w?¤hlte eineZeitdauer von 4 Stunden. Diese bot auch den Vorteil, da?Ÿ das Optimumunter mehr physiologischen Umst?¤nden bestimmt wurde. J^enn eineVersuchsdauer von 10 oder 15 Minuten mag f??r den kolloidchemischenAspekt derTrypsinwirkung in Verbindung mit der Quellung des Eiwei?Ÿes\\md andern Faktoren am geeignetsten sein, vom physiologischen Stand-punkte ist es wichtiger, das Optimum des Enzyms in Zusammenhangmit den Reaktionsverh?¤ltnissen dos Darmes bringen zu

k??nnen. Die Bestimnumg dieses Optimums war notwendig wie bei den Kar-bohydrasen, in erster Linie um das Enzym mit dem Trypsin der h??hereuVertebraten zu vergleichen, mul weiter um dar??ber Auskunft zu er-langen, bei welchem pn die schon im vorigen Kapitel erw?¤hnten Ver-gleichungen der Proteasen von Pankreas mul Darm auszuf??hren seien. Als Puffergemische wurden verwendet N/20 Boraxl??sung und0,127 N HCl oder 0,09 N Lauge in passenden Mengen. Die meistenVersuche wurden bei 37Â° ausgef??hrt, da bei dieser Temperatur dasFibrin im alkalischen Medium besser zur Quellung gebracht wird unddie meisten Optima des S?¤ugertrypsins bei dieser oder naholiegeudorTemperatur bestimmt wurden. Die Beschreibung der Versuche folgt hier; eine kurze Besprechungder Resultate, verglichen mit den bekannten Tatsachen der physiologisch-chemischen Literatur, wird danach folgen.



??? Versuch 1. 8 mg Acanthias-TTy^sin gel??st in 2,25 ccm 0,127 NHClund 3,75 ccm 0,05 N Borax; davon 1 ccm pro R??hrchen. 50 mg Spritblau-fibrin, 30Minuten gequollen. Verdauungszeit 4 Stunden. T =37 Â° O 05 Â°11. Olitober 1926.nbsp;. â€? â€? Nr. ccm Borax1.nbsp;0,5 \'2.nbsp;6,5 3.nbsp;9 4.nbsp;7,6 5.nbsp;4,5 Das Optimum liegt hier bei einem Anfangs-pn von 8,2. Da bei 7,4fast keine Wirkung sich zeigt, Avar es interessant zAvischen Nr. 1 und 2noch einen Versuch einzuschalten. Bei diesem Versuch, der genauAvie der vorige angestellt Avurde, Avar f??r Nr. 4 und 5 die Trypsinl??sungdurch 5 Minuten langes Erhitzen bei Kochtemperatur inaktiviert Avor-den, um einen Eindruck zu bekommen von der hydrolytischen Wirkungder alkalischen Mischung bei diesen pn-Werten. 14. Oktober 1926.Versuch 2. Nr. cem Borax ccm HCl ccm NaOH pâ€ž nach V. Kolorimeterz.ahl Lnbsp;^nbsp;-nbsp;7,76 (2,75? zu Nr. 2 2.nbsp;6,5nbsp;3,5nbsp;â€”nbsp;_nbsp;I7

\'!â– nbsp;quot;nbsp;^nbsp;-nbsp;8.921nbsp;(7 7,6nbsp;_nbsp;2,4nbsp;_nbsp;n \'â– 5. 4,5nbsp;â€”nbsp;5,5nbsp;_nbsp;(2 zu Nr. 33) Bei diesem Versuch ergab sich, da?Ÿ gleich nach der VerdauungNr. la fast dieselbe Farbenintensit?¤t zeigte Avie Nr. 2 (Optimum des vori-gen Versuches); es Avar aber in Nr. la eine Tr??bung entstanden, die all-m?¤hlich zu Boden sank. Diese Tr??bung r??hrte Avohl (Avie bei den Pepsin-versuchen) davon her, da?Ÿ zAvar bei diesem pâ€ž = 7,76 ein Angriff desEiAvei?Ÿes gut m??glich ist, die Menge Alkali schlie?Ÿlich aber nicht gen??gt,um das entstehende Alkalialbumin in L??sung zu halten. Nach Absetzendes Niederschlags AA-urde inNr.la ein Wert a^ou 2,75 verglichen mit Nr. 2gefunden. Mit der tr??ben Fl??ssigkeit Avar keine Ablesung m??glich; derWert von 2,75 ist f??r die tats?¤chliche Wirkung daher viel zu niedrig.Da?Ÿ AV-irklich Alkali gebunden Avird, kann man aus der Vergleichungder pn-Werte vor und nach dem Versuch 1

ersehen. Wo fast keine Wir-kung ist, ist der Unterschied 0,01; avo die h??chste Wirkung ist, 0 05in den anderen R??hrchen 0,04. Diese W^erte sind aber der Fehlergrenze 1) Dieser wurde sp?¤ter an gleichartig zusammengesetzten Proben gemessen V Aach Abzug der Alkaliwirkung. S. sp?¤ter. 3) Nr. 2 und 3 wurden also hier nicht direkt miteinander verglichen. F??rdiese Vergleichung wurden Nr. 2 und 3 von Versuch 1 benutzt. ccm HCl ccm Ph vor ph nach Kolori- NaOH Verd.i) Verd. meterzahl 4,5 â€” 7,43 7,44 0,12 3,5 â€” 8,20 8,15 7,0 1 â€” verloren 8,925 4,58 gegangen â€” 2,4 9,385 9,345 2,7 2,05) 5,5 10,06 10,02 2,0 0,7 )



??? sehr nahe; um diesen Schlu?Ÿ ziehen zu k??nnen, mu?Ÿ ich erstens daraufhinweisen, da\'?Ÿ die Reproduzierbarkeit der Versuche in bezug auf dieph-Messung gut ist, da Nr. 3 von Versuch 2: 8,921 ergibt imd von Ver-such 1: 8,925. Zweitens mu?Ÿ ich verweisen auf die Pr??fungstabelleim Kapitel VII ??ber die Messung der Wasserstoffionenkonzentration,wo man ersehen kann, da?Ÿ die mittlere Abweichung der dort gemessenenPuffergemische meistens um nicht mehr als 0,02 von den StandardwertenS?–RENSENS liegt. Die Alkalihydrolyse in Nr. 4 und 5 wurde mit Nr. 3 verglichen. Dabei der Zahl 7 des Kolorimeters die Intensit?¤t der L??sungen gleich ist,infolge der Anordnung des Kolorimeters, stellt sich die Alkaliwirkung inNr. 5 auf 2/7, in Nr. 4 auf 1/7 von Nr. 3. Eine entsprechende Korrek-tion ist in den Werten vonNr. 4 und 5 in Versuch 1 an-zubringen, wodurch diese sichauf 2,7â€”VtX 4,58 =2,05 und2,0â€” 2/7 X 4,58 == 0,7 stellen.Unter Benutzung dieser korri-gierten Werte ist diese Ab-h?¤ngigkeit der

Trypsinwirkungvon der Wasserstoffionenkon-zentration in Abb. () in einerKurve dargestellt. Da diese Versuche bei vier-st??ndiger Dauer ausgef??hrtwurden und die Anordnung??brigens migef?¤hr derjenigenin den Versuchen Ringers gleich war, schien es mir angebracht, das Trypsin, nach Michaelisund Davidsoiin aus Schweinepankreas bereitet, bei obiger Versuchs-lt;lauer wirken zu lassen. Herr Prof. Rin(?er war so freundlich, mir einwenig des von ihm benutzten Trypsins zu ??berlassen. Nach der Er-fahnmg mit dem Pepsin erwartete ich, da?Ÿ dieses weit st?¤rker wirkenw??rde, als das ^can^/ti\'rts-Pr?¤parat inid verwendete anf?¤nglich 2 mgdes S?¤ugetiertrypsins zu 0 ccjn gel??st, also eine etwa achtmal schw?¤chcr(gt;L??sung als in den Versuchen Ringers. Diese war aber nicht imstande,nach 4 Stunden ohne Hinzusetzen von HCl-Tropfen gen??gende Farbezu entwickeln. Das war erst nach 18\\/a Stunden der Fall, woraus sichergibt, da?Ÿ die St?¤rken der beiden Pr?¤parate ungef?¤hr gleich sind. Aberein

erheblicher Abzug f??r Alkaliwirkung bei dieser langen Dauer wirddiesen Wert verringern. Es zeigte sich, da?Ÿ bei Nr. 2 wahrscheinlichein Optimum lag, aber Nr. 4 und 5 hatten st?¤rkere Farben, wohl durchdie Alkaliwirkung. Jedenfalls war dieses Resultat h??chst unzuverl?¤ssig,



??? auch wegen der Abwesenheit von Antiseptikum bei so langer Dauer.Es wurde also mit einer gr???Ÿeren Menge Trypsin wiederholt. Versuch 3. 5 mg S?¤ugetiertrypsin in 2,25 ccm HCl und 3,75 ccmBorax gel??st; davon zu jedem R??hrchen 1 ccm; 50 mg Spritblaufibrin,30 Minuten gequollen. Verdauungszeit 4 Stunden. T=.37Â°. 18.0k- pjj-Ende Kolorimeterzahl7,43nbsp;0,40 8,20nbsp;7,00 8,94nbsp;5,33 9,38nbsp;3,92 3,16)1) 9,955 und 9,585 6,OD 4,481 PH wurde bestimmt in Nr. 3, 4 und 5. Die Werte von 3 und 4 stimmenso gut ??berein mit denen von Versuch 1, da?Ÿ sie in Nr. 1 und 2 denen vonVersuch 1 gleichgesetzt wurden. Das Optimum zeigt hier dieselbe LageAvie beim .4caTOi/Â?\'as-Trypsin. Nur f?¤llt die Kurve (Abb. 7) wenigersteil ab nach der alk. Seite zu, wie dort. Sogar scheint die Wirkung inNr. 5 wieder etwas zuzunehmen. F??r Nr. 4 ist 1/7, f??r Nr. 5 2/7 des Wertesvon Nr. 3 in Abzug gebracht, wie bei Versuch 1 und 4 ausgef??hrt wurde.Leider weicht der

pn-Wert in Nr. 5 erheblich ab von dem entsprechendenbei Acanthias. Es ist nicht ganz ausgeschlossen, da?Ÿ hier ein Versehenim Spiel ist. Nr. 5 wurde von neuem angesetzt und der Anfangs-pnbestimmt. Dieser lieferte den Wert 9,955. Eine Verschiebung von 0,375ist allzu unwahrscheinlich, so da?Ÿ denn die Zunahme in Nr. 5 auf einemVersehen beim Einsetzen beruhen mag2). Die Farbenst?¤rke des sp?¤terangesetzten Versuches konnte nicht mehr mit den anderen Experimentenverglichen werden. Die 5 mg Trypsin lieferten ohne Zusatz von HCl ni derselben Zeitgen??gende Farbenintensit?¤ten wie das Acanthias-Tvypsin. Letztereswird etwas mehr als die halbe Wirksamkeit des Schweinetrypsins haben.Dabei mu?Ÿ man bedenken, da?Ÿ letzteres erheblich weiter ges?¤ubert war. Schlie?Ÿlich war es nun noch interessant das Optimum des Acanthias-Trypsins bei 27Â° zu bestimmen. Versuch 4. 8 mg ylcani/jms-Trypsin gel??st in 3,75 ccm Borax und2,25 ccm HCl. 50 mg

Spritblau 30 Minuten gequollen bei 37Â°. Ver-dauung 4 Stunden bei 27 Nr.nbsp;ccm Borax ccm HCl und NaOH pjt Kolorimetcrznlil 1.nbsp;1,5 2.nbsp;Wie in Versuch ]nbsp;7 4,58 4. 3 2,4__â–  3,8 2,5 Nach Abzug der Alkaliwirkung.2) Daher wurde Nr. 5 aus der Abbildung fortgelassen. tober 1926. Nr. ccm Borax ccm HCl ccm NaOH 1. 5,5 4,5 â€” 2. 6,5 3,5 â€” 3. 9 1 â€” 4. 7,6 â€” 2,4 5. 4,5 â€” 5,5



??? Die Kurve (Abb. 8), die die Werte des Versuchs veranschaulicht,zeigt im wesentlichen die Form der Abb. 6. Zu beiden Seiten aber (sauerund alkalisch) fc?¤llt sie weniger steil ab als die bei 37Â°. Die Unterschiedesind nur gering, aber unverkennbar. Es kann nicht wundernehmen,da?Ÿ die vernichtende Wirkung der Alkalinitc?¤t bei niederer Temperaturgeringer wird. Es war meine Absicht auch die spaltende Wirkung dieses Trypsin-pr?¤parates auf WiTTE-Pepton mittels der Alkoholtitration zu verfolgen.Um die enzymatische Wirksamkeit des Pr?¤parates in dieser Hinsicht vor-l?¤ufig zu ermitteln, stellte ich folgenden Versuch an bei einer Alkalinit?¤t,die nahezu dem in den vorigen Versuchen gefundenen Optimum entsprach. Es wurden (bei 27Â°) zusammengebracht: ?–,5 ccm 0,1 N Borax,\'{1/ ccm 0 127N HCl, 3 ccm 3proz. Witte-Pcptonl??sung (=90 mg), 1nbsp;c Jm Wasser und 4 mg des Trypsinpr?¤parates (durch Anreiben in einenkleinen M??rser gel??st in einer Mischung von 1 ccm der Salzs?¤ure und

2nbsp;ccm der Boraxl??sung). Titriert wurden jedesmal 5 ccm. Titration I:0,58 ccm 0,173 N alk. Kalilauge. â€” Titration II: (nach 4 Stunden)()\',90 ccm Lauge. Es waren noch G ccm ??brig, wovon der gr???Ÿte Teilin die Wasserstoffelektrode aufgesaugt wurde zur pn-Messmig. Die pu-Messung ergab einen Wert von 8,02. Nach Beendung der Messung wurdeder Inhalt der Elektrode in das urspr??ngliche Reagenzrohr des Versucheszur??ckgebracht, Toluol zugesetzt und noch Aveitere 20 Stunden bei27Â° gelassen. Die letzte (sehr ungenaue) Titration des Restes von etwasmehr als 5 cem Fl??ssigkeit ergab 1,05 ccm Lauge. So ungenau diese



??? letzte Bestimmung durch Verlust und Verd??nnung bei der pn-Be-stimmung auch sein mag, zeigt sie doch, da?Ÿ die Zunahme in den ersten4 Stunden gr???Ÿer ist, als die in den letzten 20 Stunden (bzw. 0,32 und0,15 ccm Lauge). Die geringe Totalzunahme von 0,47 ccm ermutigtemich nicht dazu, das kostbare Enzympr?¤parat an einen Optimumver-such mit Witte-Pepton zu wagen. Ich habe es daher f??r einige sp?¤teranzustellende Versuche mit Spritblaufibrin aufbewahrt. Mit einem Teil eines Extraktes ausnbsp;Pankreas versuchte ich zur besseren Charakterisierung des Enzymes noch etwas ??ber dieSpaltungsprodukte zu erfahren. 10 ccm Extrakt (entsprechend 5 g Frisch-gewicht) wurden mit 100 ccm 2 proz. NaHCOs-L??sung und etwa 10 gFibrin w?¤hrend 4 Tage bei 37 Â° unter Toluol digeriert. Nach dieser Ver-dauung gab das Gemisch eine starke Biuret- und Tryptophanreaktion.Darauf wurde das Gemisch mittels Essigs?¤ure schwach anges?¤uert, ge-kocht und

filtriert. Im Filtrat f?¤llte man die Albumosen mit bas. Bleiazetatund filtrierte; aus diesem Filtrat (Peptone und Aminos?¤uren enthaltend)f?¤llte man das Blei durch HgS und erhielt nach Filtrieren eine klareL??sung, die wieder starke Biuretreaktion in der Farbe der Peptone imdeine sch??ne Tryptophanreaktion gab. Diese L??sung wurde auf dem Wasser-bade eingedampft bis zur Sirupdicke, wobei sich nach Erkalten eine reich-liche Menge Tyrosinkristalle nachweisen lie?Ÿ, kenjibar an ihrer charakte-ristischen Kristallform und einigen Tyrosinreaktionen. Auch Leucin-Kristalle zeigten sich nach einigem Stehen des R??ckstandes. Sie konntenlt;iurch Hinzusetzung von Alkohol und erneutem Eindampfen, von denTyrosinkristallen und dem unangegriffenen Peptonrest getrennt werden.Diese Experimente wurden ausgef??hrt nach Kr??gers Vorschrift (50 a). Zusammenfassung ??ber Trypsin. Wir erfuhren in der zweiten Hiilftcdieses Kapitels, da?Ÿ das Reinigungsverfahren, das Michaelis

undDavidsohn f??r das S?¤ugertrypsin angaben, auch auf das Trypsin vonAcanthias vulgaris anwendbar ist. Ein derartiges Pr?¤parat, nach derF?¤llung mit Essigs?¤ure blo?Ÿ weiter gereinigt durch Waschen mit wenigWasser, wirkt fast ebenso stark wie ein weiter gereinigtes Pr?¤parat vonS?¤ugertrypsin. Es hat ein gut definiertes pii-Optimum, wenn man es4 Stunden auf Fibrin wirken l?¤?Ÿt, unter Benutzung von Borax, HCl undNaOH als Puffergemischen. Dieses Optimum liegt bei 37 Â° und 27 Â° beiPH 8,2 ungef?¤hr. Nur f?¤llt die pn-Aktivit?¤tskurve bei 27Â° etwas weniger.steil ab, als bei .37Â°. S?¤ugertrypsin gibt bei 4 Stunden Wirkungsdauerebenfalls ein Optimum bei etwas h??her als pir 8, blo?Ÿ f?¤llt die Kurvebei 37 Â° etwas weniger steil nach der alkalischenSeite als die dcsAcanthias-Trypsinsi). Diese letztere Vergleiehung wurde ausgef??hrt, weil die An- Es ist nicht ausgeschlossen (nach einigen seit der Abfertigung desManuskriptes angestellten Versuchen), da?Ÿ

das Optimum f??r S?¤ugertrypsin



??? gaben der betreffenden Literatur sehr weit auseinandergehen. Es werdenOptima erw?¤hnt zwischen 7,4 und 11. Diese gro?Ÿe Verschiedenheitder Befunde erkl?¤rt sich erstens daraus, da?Ÿ die Versuche bei sehr ver-schiedenen Substraten angestellt wurden, und da?Ÿ bei vielen Proteaseninsbesondere beim Trypsin, der Zustand des Substrates eine sehr gro?ŸeHolle spielt. NoBTHBor nahm an, da?Ÿ das Optimum mit dem Disso-ziationsmaximum des Substrates zusammenf?¤llt, wenn es l??slich istund Rikgee f??lnte aus, da?Ÿ es bei unl??slichem Eiwei?Ÿ mit dem Maximumder Quellung ann?¤hernd ??bereinstimmt. Fr??her hatte Michaelis be-hauptet, da?Ÿ pH den Dissoziationszustand des Enzyms weitgehend be-einflussen sollte. Auch f??r Pepsin gelten dieselben Betrachtungen i).Ein zweiter Grund des gro?Ÿen Unterschiedes liegt darin, da?Ÿ die ver-schiedenen Autoren bei sehr verschiedener Zeitdauer arbeiteten. Dadas Trj^psin so sehr der Vernichtung im alkalischen Milieu unterliegt,darf man den

Zeitfaktor nicht vernachl?¤ssigen. F??r Fibrin fand Long(58) das Optimum bei pn 8,0 â€” 8,6 (3 St. 40Â°). Das stimmt mit meinemVersiiche f??r S?¤ugertrypsin ungef?¤hr ??berein. Ringee (103) fand beieiner so kurzen Wirkungsdauer wie 11 Minuten das pn-Optimum unge-f?¤hr bei 11,3. Waldschmidt-Leitz (134) hat gegen letztere Versuche eingewendet,da?Ÿ keine Koutrollbestimmungen f??r die Hydrolyse des Substrats aus-gef??hrt sind, und da?Ÿ deshalb die Versuche Ringees kein deutlichesOptinnnn zeigen. Diese Bemerkung ist tmrichtig, denn einmal hatRingee das Anstellen dieser Kontrollbestimmungen nicht vers?¤umt undhat Waldschmidt-Leitz sie blo?Ÿ ??bersehen und weiterhin zeigen dieKurven Ringees ein deutliches Optinnnn und fallen oberhalb pn 11,5steil ab. Leider hat OrPENiiEtMEE in seinem ,.Fermentequot; (5. Aufl.) S. 909diese Kritik von Waldschjiidt-Leitz ??bernommen, wahrscheinlichohne die Originalarbeiten nachzuschlagen. Obwohl Ringer selbst (106)dio Einw?¤nde von Waldschmidt-

Leitz schon zur??ckgewiesen hat,schien es mir angebracht, auf diese Tatsachen nochmals hinzuweisen. Auf Grund dieser Ergebnisse ??ber Optima, Spaltprodukte und Be-reitungsweise (Ausflockungsoptinnim) ist das Trypsin von Acanthiasmit dem der S?¤ugetiere als nahezu identisch zu betrachten. Der geringeUnterschied in der Aktivit?¤tskurve, die beim Schwein etwas weniger unter diesen Umst?¤nden doch noch etwas h??her liegt und also der Unter-schied mit Acanthias-Trypsin noch etwas gr???Ÿer ist, wio hier angegeben. 1) In neuerer Zeit wurden von Willst?¤tter (140) u. a. pflanzliche Pro-teasen beschrieben, die ihr Optimum beim isoelektrischen Punkte des Substrateshaben, also gerade bei der minimalen Quellung, Dissoziation, Viskosit?¤t usw.Nach meiner Meinung wird hierher vielleicht auch dio Protease ausu?islt;rtcws- und//owariw-Magensaft geh??ren, wolchcr Magensaft durchschnittlich ein pn vonetwa 5,5 aufweist. Siehe aber auch dio neuesten Untersuchungen von Rinoerund Grutterink (100). Z.

f. ver?Ÿl. Physiolosle Bd. 5.nbsp;34



??? steil verl?¤uft wie bei Acanthias, kann auch kleinen Unterschieden in derBeimischungen zuzuschreiben sein. Ich sehe darin wenigstens keinenGrund, eine grvmds?¤tzliche Verschiedenheit anzunehmen. Biologischbetrachtet ist es sehr gut verst?¤ndlich, da?Ÿ das Trypsin der S?¤uger bessergegen h??here Temperaturen gesch??tzt ist. Ohne Produktion eines neuenEnzyms kann das sehr gut erreicht werden durch Auftreten von Bei-mischungen, oder fortfallen von andern, wodurch das Enzymsystemerhebliche Ver?¤nderungen in seinen Eigenschaften erleiden kann. (Einederartige Anpassung an verschiedene Umst?¤nde, die durch Bei-mischungen erreicht wird, bietet uns auch z. B. das H?¤moglobin derFische, verglichen mit dem der S?¤ugetiere. Die ?„nderung der Disso-ziationskurve des H?¤moglobms findet hier seine Ursache in seiner Be-e??xflussung durch Stoffe aus den Blutk??rperchen (vermutlich Elektro-lyte.)nbsp;_______ Kapitel VI. Die Lipasen. Wirkung in

Roliextraktenâ€” Verfahren von Rosenheimâ€” Zusammenfassung. In seinem â€žGrundri?Ÿ der Fermentmethodenquot; bemerkt Wohlqemuthfolgendes ??ber die Pankreaslipase: â€žTrotzdem die Pankreasdr??se sehrreich an Steapsin ist, macht es doch gro?Ÿe Schwierigkeiten aus derDr??sensubstanz eine gut wirksame Fermentl??sung zu bekommen. Ambesten scheint noch das Verfahren von Rosenheim zu sein . . . .quot; usw.Bedenkt man nun noch, da?Ÿ die verschiedensten Ionen und andereSubstanzen einen erheblichen aktivierenden oder hemmenden Einflu?Ÿaus??ben k??nnen, der sich zuweilen wieder anders im sauren als im al-kalischen Mittel gestaltet, und weiter, da?Ÿ auch das pn-Optimum imhohen Ma?Ÿe abh?¤ngig ist von dem Reinheitsgrade des Enzyms i), soAvird es einleuchten, da?Ÿ die Lipase wegen diesen verwickelten Verh?¤lt-nissen keineswegs ein so g??nstiges Objekt ist, um daran biologischeAnpassungen zu studieren, wie wir das an Amylaso,

Maltase, Trypsinund Erepsin versuchten. Wirkung in Rohextrnklen. Nur die Lipase aus dem Pankreas vonAcanthias vulgaris habe ich untersucht. In den ersten Versuchen ver-f??gte ich ??ber einen schon ziemlich alten Extrakt (einige Monate) vonzehn Pankreas in etwa 8.5proz. Glyzerin. Auf die Dauer scheint indiesen Extrakten eine lipatische Autolyse einzutreten: der Extrakt rea-gierte ziemlich^ stark sauer. 1) willst?¤ttek und Memmen (141) fanden z. B. das i^n-Optimum derMagenlipase und der Pankreaslipase in Rohausz??gen verschieden. Dio beidenEnzyme ergeben sich nach Reinigung als identisch; der Unterschied der Optimaist blo?Ÿ durch den Unterschied der Beimischungen bedingt.



??? Die Versuche wurden so ausgef??lirt, da?Ÿ in 100 ccm-FIaschen 2 ccmOliven??l, 20 ccm dest. Wasser xmd 1 oder 2 ccm der Enzyml??sung ge-bracht wurden; ich neutralisierte das Gemisch auf Phenolphthalein,setzte 10 Tropfen Toluol zu und verschlo?Ÿ die Flaschen mittels Gummi-stopfen. Sie wurden dann einige Stunden im Thermostaten um eineAchse gedreht, mittels einer Einrichtung, wie man sie bei chemischenL??slichkeitsbestimmungen verwendet (Ostwald-LutheÂ? [76], Kap.XI S 261). Nach Ablauf der Versuehszeit wurde der Inhalt mit 100 ccm96 vH Alkohol in einen Erlenmeyerkolben ??bergesp??lt und mittels 0,1 Nalkoholischer Lauge titriert. Eine Blankobestimmung mit gekochtemEnzym ist notwendig, da man im alkoholischen Milieu Eiwei?Ÿ undseine Abbauprodukte mitbestimmt (Willst?¤ttee und Waldschmidt-Leitz [142]). Nach Pekelharing ist die Reproduzierbarkeit der Ver-suche bei dieser Anordnung gut imd er stellt den Versuchsfehler auf 0,1â€”0,2 ccm ^ Kalilauge. Versuch 1. Anordmuig

wie erw?¤hnt. Nr. 1 mit 35 mg MgCla, Nr. 2ohne Zusatz, Nr. 3 mit gekochtem Extrakt (1 ccm). Zur Neutralisationder Kontrolle waren 0,98 ccm 0,1 N I.auge n??tig; die gleiche Mengewurde auch den andern Flaschen zugesetzt. Diese ziemlich gro?ŸeT^Ienge AVurde von der schon erw?¤hnten Autolyse des Extraktes, diestattgefiuiden hatte, bedingt. Nach 8 Stunden verbrauchten: Nr.l: 5,88,Nr. 2: 3,27, Nr. 3: 3,02 ccm 0,1 N alk. Lauge. Zunahme ohne Zusatz: 0,25;mit MgCla\': 2,86. Bekanntlich ist nach Pekelharing (93) MgCl, euvesder am st?¤rksten aktivierenden Salze. Verfahren von Rosenheim. Es wurde mm versucht, nach der Me-thode von Rosenheim (109) ein reineres Lipasepr?¤parat anzufertigen.Dazu wurde zuerst der Extrakt durch Kollieren von einer darin (durchdie Autolyse) entstandenen, ??berstehenden Tr??bung gr???Ÿtenteils ge-trennt und dann mit einem zehnfachen Volum destillierten Wassersverd??nnt. Dabei entstand (wie es Bosenheim f??r Schweinepankreasbeobachtete) ein Niederschlag.

Nach Zusatz von einigen Tropfen ver-d??nnter Essigs?¤ure setzte dieser Niederschlag sich besser ab und amn?¤chsten Tage wurde die obenstehende Fl??ssigkeit abgehebert. Noch-mals wurdequot; Wasser zugesetzt und nachdem das Pr?¤zipitat sichwieder gesetzt hatte, die Fl??ssigkeit abgehebert und das Pr?¤zipitat aufgeh?¤rtetem Filter trockengesaugt, mit etwas Wasser ausgewaschen,vom Filter genommen und (nach Pekemiaring) in einigen (4) ccmGlyzerin gel??st. Die Ausbeute war nicht gro?Ÿ: durch die Autolysepro-dukte d??rfte im Extrakt ziemlich viel Enzym gebunden oder vernichtetworden sein. Mit dem so gereinigten Enzym wurde folgender Versuchangestellt.



??? Versuch 2. Die 4 ccm des Lipasepr?¤parates verd??nnt zu etwas mehrals 60 ccm mit dest. Wasser, und davon in jede Flasche 20 ccm gebracht.Zu allen Flaschen 3 Tropfen Phenolphthalein. Nr. 1 war mit 35 mgMgCl2 versehen, Nr. 2 ohne Zusatz, Nr. 3 mit gekochtem Extrakt. Allebrauchten 0,13 ccm 0,1 N Lauge zur Neutralisation. Nach 6 StundenDrehen gab Nr. 1 eine Zunahme von 4,35, Nr. 2 von 0,74, Nr. 3 von0,63 ccm 0,1 N Lauge zu sehen. Diese letzte r??hrt also haupts?¤chlichvon Eiwei?Ÿ und Peptiden her und die Zunahme f??r die Versuche mitMgCl2 und ohne Zusatz stellen sich auf 3,72 und 0,11. IVIit einem frischen Extrakt von ^cawi?„ias-Pankreas wurde derVersuch noch einmal wiederholt. Jedoch gelang hier die F?¤llung desPr?¤zipitats nicht so gut wie im vorigen Versuche, vielleicht weil etwaszu viel anges?¤uert wurde. Es waren ziemlich gro?Ÿe Mengen Eiwei?Ÿmitgef?¤llt und das Pr?¤parat war auch nicht frei von Trypsinwirkung.Die Unterschiede

zwischen den Versuchen \\md der Kontrolle warenungef?¤hr den zuvor erw?¤hnten gleich. Zusammenfassung. Aus diesen wenigen Versuchen ??ber Fettspaltunggeht hervor, da?Ÿ eine Lipase im Pankreas von Acanthias enthalten ist,da?Ÿ sie von MgCl2 aktiviert wird, wie die Pankreaslipase der S?¤ugetiere,und da?Ÿ sie nach dem Verfahren von Rosenheim einigerma?Ÿen ges?¤ubertwerden kann. Ich mu?Ÿ noch hinzuf??gen, da?Ÿ ich mich vergeblich bem??hte, miteiner Menge Karpfenextrakt (75 mg entsprechend), der eine lebhafteAmylasewirkung zeigte, Fettspaltung zu erhalten in 8i/o Stunden.Die Mengen an Organ, die man braucht, um deutliche Spaltung nach-zuweisen, sind bei dieser Anordnung viel gr???Ÿer (f??r Haifisch 500 mg). Kapitel VII. Die Wasserstolfionenkonzentration im Darnikanal der Fische. Einleitimg â€” Methodik â€” Resultat der Messungen. Einleitung. Es ist ein Problem der allgemeinen Physiologie zu er-forschen, inwiefern die Reaktion des Magen-

und Darminhaltes ??berein-stimmt oder abweicht von den pn-Optima, die in Vitro f??r die verschie-denen Enzyme gefunden wurden. Was die Magenverdauung betrifft, scheint die Reaktion des Inhaltesauf dem H??hepunkt der Verdauung nicht so weit vom Optimum derPepsinwirkung entfernt zu sein. Wir konnten der Literatur entnehmen,da?Ÿ dieses ungef?¤hr bei pn = 2 liegt, w?¤hrend nach Michaelis imdDavidsohn (68) die mittlere Azidit?¤t liegt zwischen Cji-Werten von 0,028und 0,0015 (also pn = 1,55 und 2,82) und Mc Clendon (61) fand, da?Ÿnach einer gew??hnlichen Mahlzeit (kein eiwei?Ÿfreies Probefr??hst??ck)



??? Ch in der Mtte des Magens steigt bis etwa 0,01 (Werte zwischen 0,001und 0,05) also pn etwa 2. Diese Konzentration wird zwei bis drei Stundennach der Mahlzeit erreicht und bleibt dann konstant bis die Nahrungaus dem Magen verschwindet. W?¤hrend im Magen die saure Reaktion und die Anwesenheit freierSalzs?¤ure immer leicht nachzuweisen war, haben sich ??ber die Reaktiondes Darminhaltes, die gar nicht so weit vom neutralen Punkt entferntliegt, die Ansichten im Laufe der letzten 30 bis 40 Jahre ge?¤ndert: sowohldurch die Entwicklung der elektrometrischen Methode zur BestimmungderW^asserstoffionenkonzentration,als durch den verbesserten Einblick indie Wirkungsart und Zuverl?¤ssigkeit der Indikatoren. Die fr??here Vor-stellung war die einer sauren Zone bis zum Ductus pancreaticus, danneiner alkalischen bis zum Dickdarm und dann wieder einer sauren durchdie G?¤rungen im letzten Darmabschnitt. Auch Cohnheim (16) 1. c. S. 78 und 110 vertrat die Auffassung, da?Ÿdie D??nndarm

Verdauung (Duodenalverdauung?) bei einer dem Opti-mum der proteolytischen Trypsinwirkung entsprechenden Alkalinit?¤tablaufe (pn etwa 9). Neuere Messungen aber von Long und Fenger(59) unter den n??tigen Kautelen ausgef??hrt an Darminhaltcn von dreiverschiedenen Darmstrecken bei Schweinen, K?¤lbern und L?¤mmernund f??r den ganzen Darm vom Hunde, ergaben, da?Ÿ in allen D??rm-darmabschnitten die Reaktion nicht weit von der Neutralit?¤t abweicht.Auch bei gesunden Menschen wurden Messimgen ausgef??hrt an Darm-inhalt, der nach den Mahlzeiten gewonnen Avurde mittels einerâ€žRehfu?Ÿtubequot;, deren Stellung radiographisch kontrolliert Avurde. DieReaktionen AVurden gefimden â€žfrom distinctly acid to slightly alkaline.Where the tube is far enough doAvn to secure a miiform mixture ofcontents, the acid reaction is apparently as common as the alkaline, butthe degree of acidity is not sufficient to check the normal tryptic reaction. Any reaction near neutrality may occur.quot;

Derartige ResultateAvurden auch von Mo Clbndon und Mitarbeitern (61â€”63) erhalten beijMensclien, die Av?¤hrend 5 Tage und 4 N?¤chte ein Rohr mit einem kleineneisernen Senker in ihrem Darm trugen. Beim crAvachsenen Hunde Avirdder Darminhalt ??ber die ganze L?¤nge sauer gefunden (im Anfangpjj (5 â€” g,3 ; in der Mitte 5,(5 und 5,7 und am Ende 6 â€” 6,3. Ham?¤iausten erAv?¤hnt in seinem Lehrbuch der physiologischenChemie (9. Aufl., S. 405) auf Grund der ?¤lteren Wahrnehmungen noch,da?Ÿ der Darm in seiner ganzen L?¤nge alkalisch sein kann. Im Lichteder neueren Messungen glaube ich, da?Ÿ dies in Abrede gestellt Averdennni?Ÿ: in normalen Umst?¤nden boAvegt sich die Reaktion des Darminhaltesum den nexitralen Punkt. Auf Grund der Alkalinit?¤t a^ou Pankreas- undDarmfistelsaft findet sich die Vorstellung ehies alkalischen Darminhaltesnoch hier und da in der Literatur. So kommt in einer vor einigen Jahren



??? erschienenen Abhandlung von Willst?¤tter, waldsch]\\ndt-leitz undHesse (143) ??ber Pankreasamylase, die folgende Bemerkung vor: â€žBeischwach alkalischer Reaktion, also unter den nat??rlichen Wirkungs-verh?¤ltnissen des pankreatischen Enzyms im Darm, erfolgt bei gleich-zeitiger Anwesenheit von Natriumchlorid ...quot; usw. Auerbach undPick (2), die in einer ausf??hrlichen Arbeit die Ch von Pankreas- undDarinfistelsaft ermittelten und diese bei 18Â° gleich 0,2 X 10-ÂŽ bis5 X 10~8 fanden (pn 8,70 bis 7,30) zogen aus diesen Wahrnehmungenden Schlu?Ÿ, da?Ÿ die Alkalinit?¤t des D??nndarminhaltes dem (von Michae-lis und Davidsohn gefundenen) Optimum der peptolytischen Wirkungdes Trypsins entspricht. Mit Unrecht, denn man h?¤tte im voraus er-warten k??nnen, da?Ÿ der saure Chymus, vom Magen herkommend, ebensodie entstehenden Fetts?¤uren und Aminos?¤uren und auch die COo einenwichtigen Einflu?Ÿ haben mu?Ÿten beim Zustandekommen

der Reaktiondes eigentlichen Daxminhaltes. Die neuere Literatur lehrte denn auch,wie wir ausf??hrten, da?Ÿ diese Reaktion ann?¤hernd neutral ist und diegr???Ÿten Abweichungen eher nach der sauren als nach der alkalischenSeite vorkommen. ?œbrigens m??ssen wir aus der wichtigen Arbeit vonAuerbach und Pick noch hervorheben, da?Ÿ die anorganischen Bestand-teile der S?¤fte im wesentlichen NaHCOs und NaCl sind, wobei imPankreas das Bikarbonat, im Darmsaft das Chlorid ??berwiegt. Beidehaben die gleiche wahre Alkalinit?¤t, der Pankreassaft aber ein gr???ŸeresS?¤urebindungsverm??gen (h??heren Gehalt an Bikarbonat). Die Optima der Pankreasamylase luid der Darminvertase (bei denS?¤ugetieren) liegen bei ann?¤hernd neutraler (sehr schwach saurer)Reaktion, so da?Ÿ diese Enzyme bei gen??gendem Salzgehalt, der wohlimmer anwesend ist, unter optimalen Bedingungen arbeiten. Das Opti-mum der Erepsinwirkung liegt nach Waldschmidt-Leitz bei 7,8,

nachEuler bei etwa 8,7; das von Trypsin auf Pepton boi ungef. 8, von Trypsinauf Eiwei?Ÿ bei l?¤ngerer Dauer bei 9 bis 101). F??r Pepton- und Peptid-spaltung weicht es also um wenigstens 1,0, f??r natives Eiwei?Ÿ noch mehrvon der Reaktion des Milieus ab. Eine gro?Ÿe Rolle wird der Spaltungvon nativem Eiwei?Ÿ im Dann nicht zukommen, aber immerhin gelangendoch nicht ganz unbetr?¤chtliche Mengen hiervon in den Darm (siehevan Slyke [ll?Ÿ]). F??r Lipase liegt das Optinuun bei 8â€”9, also auch vonder Reaktion des Darminhaltes entfernt. Es wiu-de bisher nicht luiter-sucht, ob Abfuhr der Spaltungsprodukte vielleicht eine ?„nderung imReaktionsverlauf oder in der optimalen Reaktion mit sich bringt. Diesesallgemein-physiologische Problem kann besser zuerst an gr???Ÿeren Tieren 1) In hohem Ma?Ÿe h?¤ngen die gefundenen Optima ab von der Zeitdauer,vom benutzten Substrat und auch davon, ob dio angewandte Menge Puffer-gemisch im Stande ist, pjj w?¤hrend der

Wirkungszeit konstant zu halten.Daher die sehr verschiedenen Angaben in der Literatur. Siehe auch S. 525.



??? studiert werden, wo unbesehrc?¤nkte Mengen an Organen zur Verf??gungstehen. Doch schien es nicht unwichtig, schon jetzt zur Vergleichungmit den angef??hrten Resultaten bei S?¤ugetieren, einige Messungen amMagen- und Darminhalt der Fische auszuf??hren. Was diese Verh?¤ltnisse bei den Fischen betrifft, so haben wir dieAngaben ??ber die Magens?¤ure schon besprochen (Kap. I, S. 448). ?œberden S?¤uregrad des Darmes sind keine einigerma?Ÿen exakten Beobach-tungen gemacht worden. Methodik. Diese bestand in der elektrometrischen Bestimmung derWasserstoffionenkonzentration. Das Prinzip imd die Anwendung dieser Methodik findet man bei Haiwburger (32) S??rensen (122), H??ber (38)und in den Monographien von Michaelis (66) und Clark (15), soeingehend besprochen i), da?Ÿ ich auf diese grundlegenden Arbeitenverweisen kann und nur anzugeben habe, mit welchen der vielen ge-brauchten Hilfsmitteln die Messung ausgef??hrt wurde. Das Potentio-metersystem bestand aus

zwei Widerstandskasten, jeder von 1110 ?Ÿ,geschaltet nach dem Schema, angegeben in Rona auf S. 68, Michaelisauf S. 128. Als Nullinstrument diente meistens ein Kapillarelektrometer,.sp?¤ter auch das Pointer-Type-Galvanometer Nr. 2320 d der Leeds undNorthrup Comp., mit einem Widerstand von 1000IJ und einer Sensiti-vit?¤t von 0,5 Milliampere. Die Wasserstoffelektrode war meistens dieBirnelektrode von Michaelis, sie wurde mittels ges?¤ttigter KCl-L??sungmit einer 1 N-Kalomelektrode verbunden. Der Wasserstoff wurdein einem ICirpschen Apparat entwickelt mul durch Silbernitrat oderSublimat, Kaliumpermanganat, alkalische Pyrogalloll??simg imd destil-liertes Wasser gef??hrt. F??r tiie Messungen an Meeresfischen verf??gteich ??ber einen Apparat, bestehend aus einem Potentiometer von Cam-bridge and Paul Cy., der direkte Ablesung von n: in Millivolts erlaubteund ??ber ein Spiegelgalvanometer. Elektrolytischer Wasserstoff auseiner Bombe wurde hierzu gebraucht. Die Messungen fanden bei

Zinuncr-temperatur statt; Avenn diese von 18Â° abwich, Avurden die ??blichenKorrekturen f??r die Werte des Normalelementes, der Kalomelelektrode und der Faktor ^^ angebracht. Die Werte der f??r die Berechnung1 notwendigen Konstanten sind angegeben iji Clark l. c. Ausgabe 1923.Sp?¤ter verf??gte ich ??ber ein kleines Zimmer, avo im Winterhalbjahrimmer vor den Messungen T auf 18Â° gebracht Averden konnte. DieÂ?bleiche hier angef??hrte Apparatur diente zur Messung der Wasserstoff-ionenkonzentration in den Versuchen ??ber die optimale Reaktion ausden vorigen Kapiteln. Als Substanzen f??r die Puffergemische (besonders f??r die zur Kon- 1) Kino praktischeDarstcUnng kommt auchinRONAs â€žFermentmethodenquot;A\'or.



??? trollierung der Aufstellung) dienten Kahlbaum-Pr?¤parate mit derBezeichnung â€žzu Enzymstudien nach S??bensen.quot; Verwendet wurdenL??sungen von prim?¤ren und sekund?¤ren Phosphaten, von Bors?¤ure,Borax, Salzs?¤ure und Natronlauge in den von S??bensen (122, 123)und von PAiiiTSCH angegebenen Konzentrationeni). Zuerst m??chte ich einige Belege geben f??r die Richtigkeit der ver-wandten Apparatur: Tabelle J. Konfcrollmessungen mit der Wasserstoffelektrode. Datum Gemessene Puffermischung Kr. der 1Elek-trode Ph-Wert bei18\' nach denTabellen vonS?–REXSEN GefundenerWert TemperaturderMessung Bern. 15. VI.1925 M . , .5 com Y^ prim. -f- o ccmio M sec. Phosphat 15 I 6,81 6,77 22,5quot; N. Mess.v.Prof.Rm-OER 6,79bei 18quot; 18. VIII. 1925 wie oben I 6,81 6,82 17quot; 1 26. IX.1925 8 ccm prim. 2ccmsec. Phosphat I 6,24 6,19 18quot; 4. XII. 1925 5 ccm prim. -j- 5 ccmsec. Phosphat I 6,81 6,80 1 16,5quot; 4. XII.1925 wie oben II j 6,81

6,81 16,5quot; VII.1926 7,5 com prim. 2,5 ccmsec. Phosphat II 6,35 6,33 1 18quot; 29.VII.1926 8 ccm Bors. -1-2 ccm5 M â€ž20 II 1 7,78 7,77 18quot; 1 29.VII.1926 i 9 ccm ^ Bors. 1 ccmt) H j 7,36 7,37 i 1 18quot; 27. V.1926 5 ccm prim. -f- 5 ccmsec, Phosphat II 6,81 6,82 i 17quot; VIII.1926 i N 5 ccm â€” HCl 5 ccmlU^ ~ Glykokoll (hierin ~NaCl) II 1,93 1,92 [1 22quot; Tabellen hiervon auch in Kolthoff (46).



??? Die Abweichungen von den Standardwerten sind nur in zwei dieserzehn F?¤lle h??her als 0,02. F??r die Messung der schon in den vorigenKapiteln angef??hrten pn-Optima liefert der Apparat also sehr guteResultate. Auch f??r die Mageninhalte der Teleostei, die ein pn von ungef?¤hr 5haben und f??r die der Selachii, die 2 bis 3 aufweisen, ist der Apparatbrauchbar, falls keine S?¤ure ausgewaschen wird; zugunsten dieses Ein-wandes aber besteht kein Argument. Eventuelle Kohlens?¤ure spieltin diesen Regionen keine Rolle mehr. Einige Schwierigkeiten k??nnen sich ergeben bei der Messung vonDarminhalten. Wenn gr???Ÿere Mengen Darmsaft zur Verf??gung stehen,empfiehlt sich die Anwendung einer Elektrode mit â€žruhender Wasser-stoff atmosph?¤requot; z. B. nach Hasselbalch, Michaelis oder Ringer.Bei diesen Elektroden wird das Gleichgewicht durch Sch??tteln (200mal)hergestellt. Es ist aber dann wohl notwendig vorher zu zentrifugieren,da der Darminhalt eine ?¤u?Ÿerst schleimige Konsistenz

hat. Nur dieElektrode von ]\\Iichaelis (V-Elektrode) w??rde f??r meinen Zweck dienenk??nnen. Die Mengen Darmsaft, die ich erhielt, waren aber sehr gering:1 oder 2 ccm und ??berdies au?Ÿerordentlich schleimig und viskos, bis-weilen breiig, mit Nahrungsresten gemischt. Diese sehr visk??se Massedurch Schaukeln in Gleichgewicht mit Wasserstoff zu bringen, ver-sprach wenig Erfolg. Zum Zentrifugieren war die Menge zu gering.Kolorimetrisch war mit diesen Fl??ssigkeiten nichts anzufangen. Darumf??hrte ich die Messimg einfach in der Birnclektrode aus: sehr kleineMengen k??nnen darin gemessen werden, n??tigenfalls mit der gleichenMenge Wasser verd??nnt. Die Gefahr des COa-Auswaschens bleibt be-stehen, aber erstens hat mau eine gewisse Kontrolle in der Schnelligkeit,womit die Messung konstant wird; zweitens kann man nur zu alkalischeWerte finden. Es galt auszimiachen, ob der Darminhalt der Fische wiebei den S?¤ugetieren ann?¤hernd neutral ist, oder alkalisch. Aus pn-Werten in der N?¤he von

8 w??rde man daher keinen Schlu?Ÿ ziehen k??nnen,da der Wert richtig oder durch Kohlens?¤ureverlust entstanden seinkann. Da ich sie aber in der Tat in der N?¤he von 7 fand, habe ich keinBedeiiken, einige dieser gut konstanten Messungen aufzunehmen. Mitempfindlichem Lacknuispapier wurde auch kontrolliert und nie einedeutliche Reaktionsabweichung gesehen. Eine Methode zur Kontrollierung der Resultate (die ich freilich nuranf die Mageninhalte angewendet habe, da die Mengen Darmsaft f??rzwei Messungen zu gering waren) ist der Gebrauch der Chinhydron-elektrode. F??r eine ausf??hrliche Beschreibung auch der theoretischenGrundlagen kami ich auf die Originalarbeiten Biilmanns verweisenund auf Clark (1. c.). Eine kurze Beschreibung findet sich auch inRonas Fermentmethoden (1. c.). Die ^Methode ist nur brauchbar im



??? sauren Mttel und im alkalischen bis zu einem pn von 8. Die St??rungenin eiwei?Ÿhaltigen L??sungen shid von Kolthoff (47) untersucht Avorden.Dabei zeigte es sich, da?Ÿ in Gegenwart von EiAvei?Ÿ bei saurer Reaktionrichtige Resultate gefunden Averden, da?Ÿ von pn 7 aber aufAv?¤rts sichAbweichungen zeigen. Allerdings sind bei pa 7,5 diese Abweichungennoch gering. Bei der Messung von Mageninhalten mit einem pa von ungef?¤hr 5(Avie wir sie bei den Teleostiern finden) besteht die Gefahr, da?Ÿ bei derDurchf??hrung a\'on Wasserstoff eine fl??chtige S?¤ure ausgewaschen Avird. (Nur f??r Haifische ist, Avie in der Ein-leitung erw?¤hnt AATirde, die Anwesenheitvon Salzs?¤ure Avahrscheinlich gemacht.)Die Chinhydronelektrode bietet hier einsein willkommenes Kontrollverfaliren.Es stellte sich heraus, da?Ÿ sowohl beiTeleostei als bei Selachii die Messungenziemlich gut, in einigen F?¤llen sogar sehrgut ??bereinstimmen mit den Resultatender Wasserstoffelektrode.

Wegen Kleinheit und Schleimigkeitder Fl??ssigkeitsmengen Avar ein Apparatmit H?¤hnen und Verbindungsr??hrchenf??r meinen ZAveck ungeeignet. Ich lie?Ÿdarum einen kleinen, ganz einfachenApparat anfertigen, der in Abb. 9 ab-gebildet ist^). Er besteht aus einemGlasrohr von 1,5 ccm Durchmesser und2 cm H??he, mit flachem Boden. DiePlatinelektrode und das mit Agar (worinKCl bis zur S?¤ttigung gel??st ist) gef??llteVerbindungsr??hrchen treten durch einendoppelt durchbohrten Gummipfropfen einluid k??nnen Avegen des flachen Bodens bis ganz unten in das Glasr??hr-chen hineinreichen, so da?Ÿ eine sehr niedrige Fl??ssigkeitsschicht zurMessung ausreicht. Die Platinelektrode bestand aus hartein iridiuin-haltigen Platin 2) und war in einer Spirale ausgezogen. Das Platin Avirdbekanntlich f??r diese Messungen nicht mit Platinschwarz bedeckt. Das Chinhydron Avar nach Biilmanns Vorschrift bereitet. Durcheinigemale Aviederholtes Umkristallisieren und ebenfalls

AviederholtesAuswaschen mit eiskaltem Wasser Avurde es von Sulfat und besondersA\'^on S?¤ure befreit. 1) Die von Ettisch (21) bescliricbcne Mikroform der Chinliydronelektrodewar mir damals noch nicht bekannt. 2) Auf Anraten von Herrn Dr. Kolthoff.



??? Zur Messung wird ins Glasroln- eine Ideine Menge (etwa 100 mg)Chinhydron gebracht, dann die zu untersuchende Fl??ssigkeit zugegebenund falls diese besonders konsistent ist, am besten mit einem R??hrstabegut mit dem Chinhydron gemischt. Dann whd der Gummipfropfen mitElektrode und Verbindungsrohr aufgestellt, lOOmal gesch??ttelt und derPotentialunterschied (?rlN) zu einer (in diesem Falle IN) Kalomel-elektrode gemessen, wobei im Gegensatz zur Wasserstoffelektrode nundie Kalomelelektrode den negativen, die Chinhydronelektrode den posi-tiven Pol bildet. Die Resultate wurden berechnet mittels der Formel0,4-(t-18Â°) 0,0050-.rINnbsp;_ PH ==- 0,0570 (t - 18Â?)nbsp;(ivolthoff [ti]). Messung eines Puffergemisches aus 50 ccm 0,1 M Kaliumbiphthalatund 39,85 ccm 0,1 N NaOH, mit einem pH-Wert nach Claiik undLubs 5,6, gab mit H2:5,59, mit Chinhydron 5,61. Ein Phosphatpuffer-gemisch, dessen pn mit der Wasserstoffelektrode auf 4,67 bestimmtwurde, ergab bei Messung mit Chinhydron pn

4,65. Resultat der Messungen. Bevor ich die Messungen an Mageninhaltenmitteile, mu?Ÿ ich noch bemerken, da?Ÿ ich einmal bei einem im Aquariumlebenden Hechte, der zwischen zwei Brettern festgebunden war, eine Glas-sondc von etwa 8 mm ?¤u?Ÿerem Durchmesser einf??hrte, was ohne Schwierig-keiten gelangi). Ich versuchte darauf durch Ansaugen, schlie?Ÿlich mit derWasserstrahlluftpumpe Inhalt zu gewinnen, aber vergebens. Da dieHechte ni unserem Aquarium niemals Nahrung annahmen, wurde diesenTieren ein in zwei L?¤ngsat??cken zerschnittener Fisch mit der Sonde inden Magen eingef??hrt und das Tier wieder ins Aquarium gebracht. DasTier ??berlebte diese Behandlung; von dem eingef??hrten Fisch wurde abernach einigen Stunden die eine H?¤lfte, nach 18 Stunden die zweite H?¤lfteausgebrochen. Nach 2 Tagen wurde das Tier get??tet und zur Kontrol-lierung der Methode nochmals die Glassonde eingef??hrt. Es kamen jetztetwa 2 ccm eines gelbbraunen dicken Schleimes ziun

Vorschein, der wederauf Kongorotpapier noch auf rotes und blaues Lackmuspapier reagierte.Das stimmt ??berein mit der Tatsache, da?Ÿ die letzten Fl??ssigkeitsmengennach der Verdaiumgspcriode ungef?¤hr neutral reagieren, wie wk sp?¤tersehen werden. Bei der ?–ffnimg des abgebundenen Magens ergab sich,da?Ÿ in der Tat aller Inhalt aus dem Magen ausgehebert worden war.Da die Tiere aber doch nicht zum Fressen zu bringen waren, habe ichdieses Verfahren nicht weiter benutzt, sonst w?¤re es meine Absicht ge-Avesen, die ?„nderung des pji von Stunde zu Stunde zu bestinunen. BeimKarpfen lie?Ÿ das Verfahren sich wegen des engen ?–sophagus nicht ver-wenden; die Barsche, die Avir bekotnmen konnten, Avaren zu klein, umviel Inhalt auszuhebern. ) Auf diese Weise hatte Weinland ]\\Iageninhnlt von Haifischen gewonnen.



??? Tabelle K. pj,-Messungen an Magen- und Darminhalten von verschiedenen Teleostirn. OlDJ05 Datum undNummer Teil desDarnikanals Intialt Ph Art Zustand (Stadium der Verdauung) Darm bis ; einige ccm gut fl??ssiger Saft, dunkelvom Ende braunrot mit k??rnigen NahrungsrestenDarm bis 1,5â€”2 ccm Saft, dunkelbraun, getr??bt,vom Ende inbsp;mit Regenw??rmern Darm bis V, 1,5â€”2 cem braungelber gallenfarbigervom Ende Saft, klar, fast ohne NahrungsresteDarm, vord. 3â€”4ecm dunkelbrauner Saft mit einigenH?¤lfte zum Teil intakten, zum Teil stark zer-fallenen W??rmernMagen einige kleine Seenadeln, dicker grauer Brei Darmnbsp;dick, breiig, grau und gr??n Magen erstesExempl.mitvielenGarnelen,zwei- ites mit wenigen Garnelen, drittes mit ikleinem FischDarm von Vj stammte vom Tier mit vielen Gar-zwei d.Tiere nelen: gelb; Vs vom zweit. T., braungelb iDarm vomnbsp;ziemlich viel tr??ber Saft dritten Tier Darm 3 ccm klarer, leicht opaleszierender Saft iMagennbsp;zu wenig Inhalt zur

Messung â€žnbsp;1,5 ccm klarer, gelbgr??ner, sehr fl??ssi- i 15. VI. 19251. \'27. VI. 1925 18. IX. 1925 3. 13. X. 1925 4. 10. IX. 1925 5. Karpfen ; Hunger (wenigstens 4â€” 5 Tage),nbsp;6,73 Tier jetzt sterbend21/2 Stunde nach der Auf- i 7,13n?¤hme von einigen W??rmern I Inbsp;.nbsp;1 I wenigstens 4 Tage Hunger ^nbsp;7,32 i 41/2â€”5 Std. nach dem Fressennbsp;7,71von einigen gro?Ÿen W??rmern \' ; zwischen Stadium 1 und 2;nbsp;5,40 ! nachts gefangen, tot eingeliefert! wie obennbsp;0,73 erstes Stadium, oder zwischennbsp;8,191 und 2 (kr?¤ftiges gutfressendes Tier) 2nbsp;Ex. Trachinus(Inhalte zusam-mengef??gt) 3nbsp;Ex. Trachimis lt; o (3 11. IX. 1925G. 7,13 7,11 8,81 wird nichtkonstant.Sauer aufLackmusG,77 wahrsch. zweites Stadium Hunger Ende der Verdauung oderHunger 10. IX. 1925 7. 25. IX. 1925 8. PlextroneciesHecht ger Saft mit einigen Flocken i Darm \\ l ccm dicker braungelber Sait



??? mehr als 5 ccm wei?Ÿlicher Saft mitkleinem halbverdauten Fisch; sauer aufLackmus, nicht auf Kongorot;sehr wenig Inhaltwenig Saft, ohne Fleisch mit stark ver-dauten Gr?¤ten; klar, stark sauer auf Lackmus, nicht auf Kongorotziemlich viel klarer Saft, ohne Fischoder sonstige feste Teile. Reaktion auf Lackmus zweifelhaftgro?Ÿer Fisch, vordere H?¤lfte nach demPylorus hin, stark angegriffen; hinterenoch intakt im ?–sophagus, Schwanzim Pharynx, weiter fast kein Saft. Einigeccm HjO zugesetzt zum verdauten Teildes Fisches; eine halbe Stunde nach Sch??tteln extrahierteinige ccm 3x mit H^O verd??nnt. Re-aktion auf Lackmus zweifelhaftMagen leer, Wand schwach sauer aufLackmus. Darm zweifelhaft auf Lack-mus. Darmsaft klar, mit einigen Band-w??rmern Magen leer, Wandung schwach sauer.Darmsaft (stark getr??bt) mit einigenccm HjO verd??nnt, gemessen Magen DarmMagen Hecht 5. XI. 19259. Hecht 10. 11. 0. XI. 192512. Darm Hecht 13. XI. 192513. 13. XI. 192;-j14. Galle vonzwei Ex. Cyprinus

zweites Stadiumnbsp;4,83 Ende einer kr?¤ft. Verdauung 4,65 drittes Stadium, Rest einer l 7,704Verdauungsperiode | (mit ruh. Hj atm.)i) Anfang einer Verdauungs- \' 5,60periode (erstes Stadium) ?? Slt;j lt;61-1 Â?Ss cw 0,850,4 6,7755,541) O. CD p trffS wie oben wahrscheinlich Hungerperiode,Fisch mittags gestorb., abendsgemessen letztes Ende einer Verdauungs-periode 1) Messung mit ruh. Hj atm. durch, Prof. Ringer. ?œ1co



??? Zuerst gebe ich. nun eine Tabelle (K) von Messungen mit der Wasser-stoffelektrode an Mageninhalten von Teleostiern. Die Meeresfische-wurden mir von der zoologischen Station in Helder ??berlassen; dieMessung Avurde daselbst ausgef??hrt im â€žRijksinstituut voor Hydrogra-fisch Visscherijonderzoekquot;, dessen Direktor, Herrn Ik. F. Liebert, ichf??r die Erlaubnis zum Grebrauch seiner Apparatur und freundliche Unter-st??tzung dabei vielen Dank schulde. Die Karpfen Avurden in unserenAquarien gehalten; es Avaren von der Nederl. Heidemaatschappij ge-z??chtete Fische; ihre geAA\'??hnliche Nahrung AA^ar Gerstenraehl. Die HechteAvaren frisch gefangene und f??r ein anatomisches Praktikum get??teteTiere, ??ber deren Magen- und Darminhalt ich Avenige Stunden nachihrem Tode verf??gen konnte. Er AA^irde immer durch Anlegen A\'on Liga-turen am ?–sophagus, Pylorus, Anus und zuAveilen an einer Stelle desDarmes ZAvischen dem vordersten und dem hintersten 1/3 verhindert,da?Ÿ

irgendeine Mischung von den Inhalten der verschiedenen Teile statt-finden konnte. Bei der T??tung Avurdc nur das Zentralnervensystem durch-schnitten und A\'emichtet. ?–sophagus und Herz blieben intakt, starkeBlutung Avurde vermieden. Karpfen konnten einigemale gef??ttert Aver-den. An den gefangenen Fischen Avar das Stadium der Vcrdaimng imMagen meistens ohne gro?Ÿe SchAvierigkeiten festzustellen. Ich unter-scheide dabei, etAvas AAillk??rlich, ein erstes Stadium, Avorin ganze TiereAvenig oder AA\'enigstens nicht bis zum VerscliAvindcn der K??rperformenangegriffen sind; ein zweites, AAwin viel breiiger Inhalt ohne definicr-bare Tierreste anAvesend ist. Am Ende (drittes Stadium) der Verdauungbleibt eine kleine, ziemlich klare Fl??ssigkeitsmenge zur??ck. W?¤hrenddes Hungers ist gar keine Fl??ssigkeit ainvesend, Avie ich mich ??fters ??ber-zeugen konnte an Hechten, die einige Wochen bis einen Monat imAquarium gehmigert hatten. Bei der Tabelle K sind folgende Bemerkungen zu

machen. Die Re-aktion des Darminhaltes ist in den meisten F?¤llen dem Neutral])unktsehr nahe, nur bei Nr. 4, dem gef??tterten Karpfen, Aveicht sie um 0,7nach der alkalischen Seite ab. Alkalisch ist der Darminhalt also sichernicht; die jMessung von Nr. 7 sche ich nicht als zuverl?¤ssig an, da es sichhier vielleicht um reines Meerwasser handelte, Avoraus CO2 au.sgeAvaschenAvurde. Auch beim Karpfen, avo kein saurer Chymus aus dem Magen inden Darm ??bertritt, ist die Reaktion nicht alkalisch. Die MageninhalteA\'on Hechten beAvegen sich, Avas ihre Azidit?¤t betrifft, zwischen ])ii 4,5und 5,5. Eine Ausnahme bildet Nr. 11 mit Hungersaft. Von den Meeres-fischen hat einpr 5,4, ein anderer, avo der Inhalt aus Garnelen bestand,8,2. Auch fr??here Untersuchungen erw?¤hnten alkalische Reaktion beiAnAvesenheit vieler Crustaceen. Die folgende Tabelle L gibt die Messung an einigen Hechtexemplaren,die gleichfalls f??r ein anatomisches Praktikum get??tet AA\'orden Avaren.



??? Tabelle L. pn-Messungen an Magen- und Darminlialten von Esox. Datum : und ; OrganNummer: Ph mittels Inhalt Verdauungsstadium : Chin-I hydron , I H; Etwa 15 ccm grauerziemlich fl??ssigerBrei mit kleinemFisch. Sauer auf Lackmusgrauer sehr konsi-stenter Brei kl. Hecht, Frosch,kl. Aal, kl. Fisch undwenig breiige Masse.Stark Sauer auf Lackmus2 ccm gr??nlich-gel-bcr Saft; ziemlichfl??ssig; Reakt. zwei-felh. auf Lackmus Magen 4. XI.19261. Darm 4. XI. Magen Darm 4.nbsp;XI. 5.nbsp;XI. Wahrscheinlichzweite H?¤lfteder Verdauungs-periode Zur Messungungeeignet Erstes Stadium 5,76 5,79 5,22 5,48 6,98 5,92 Ein dritter Teilder Fl??ssigkeitzentrilug., Zen-trifugat im Eis-schrank aufbe-wahrt; am n?¤ch-sten Tage mitruh. Hjatm. 5,8(1 Einige gr???Ÿtenteilsverdaute Fische Zu wenig Inhalt zurMessung Sehr wenig gelb-brauner Saft bei-nahe neutral aufLackmus jFast kein Inhalt i 5 ccm fl??ssig, eigen- Wahrscheinlicht??ml. grauschwar- zweites Stadiumzer Saft m. Flockenu. einer Notonecta I Magen 4.nbsp;XI.

5.nbsp;XI.1926 3. .-). XI.1926 5. XI.1926 4.5. XI.1926 T). Magen Darm Magen Darm Zwischen erstemund zweitemStadium 5,97 5,64 4,92 4,90 7,04 Ende des zweit,oder drittenStadiums Ein Teil der Proben von einem einzigen Tiere wurde nun mit der Was.ser-.stoffelektrode, ein anderer mit der Chinliydronelektrodo geme.ssen. AlleMessungen bei 18Â°. Aus dieser Tabelle samt der vorigen ergibt sich, da?Ÿ die Azidit?¤t vom?œ\'sox\'-Magen w?¤hrend der Verdauung sich in verh?¤ltnism?¤?Ÿig engen Gren-zen bewegt: zwischen ph4,7 und 5,8. Es ist nicht m??glich, einen deut-lichen Zusammenhang anzugeben zwischen den Variationen der pn-Werteund dem Ern?¤hrungszustand. W?¤hrend des Plungers ist der Magen leer;.



??? am Ende einer Verdauung bleibt eine kleine Saftmenge, die, soweit unter-sucht, ungef?¤hr neutral reagiert, sogar einmal alkalisch (7,7) gefundenAvoirde. In der letzten Verdauungsphase scheint also der pn anzusteigen. Da?Ÿ der mit beiden Methoden gemessene Darminhalt mit der Wasser-stoffelektrode untersucht, saurer ist als mittels Chinhydron, mag daranliegen, da?Ÿ die Messung mit Wasserstoff am folgenden Tage vorgenommenwurde und da?Ÿ in einem neutralen Milieu leicht G?¤rung eintreten kann. In Bezug auf die Tatsache, da?Ÿ der pn im Hechtmagen soviel h??herist als der des S?¤ugetiermagens und da?Ÿ van Herwerdek die titrierbareAzidit?¤t des Selachiermageninhaltes soviel h??her fand als diejenige derTeleostier, war es sehr interessant, den S?¤uregrad des Selachicrmagenszu messen. Leider konnte ich m Helder in den vergangenen Jahren keinfrisches Material bekommen. Von Helgoland bekam ich eine SendungMageninhalte von Acanthias, die dort frisch eingefangen waren

und mirgeschickt wurden in von mir dazu gesandten Flaschen mit Glasst??psel;diese kamen in eine Blechb??chse, umgeben mit Eis und verpackt ineine Kiste mit isolierendem Material. Der Transport dauerte kaum3 Tage und bei Ankunft war noch ein Drittel der B??chse mit Eis gef??llt.Obwohl kein Desinfektans zugesetzt wari), wurde keinerlei F?¤ulnis-geruch wahrgenommen. Um eine leidliche Menge Mageninhalt zu er-halten, wurden in Helgoland die Produkte von verschiedenen Tieren,deren Inhalte im gleichen Zustande waren, zusammengef??gt, so da?Ÿ diemeisten Messungen ein Mittel aus den Werten einiger Tiere vorstellen. Die Messungen (Tabelle M) mit Chinhydron sind alle h??her ausge-fallen als die mit der Wasserstoffelektrode, welche an einem anderen Teilderselben Fl??ssigkeiten am gleichen Tage gemacht wurden. Diese Magen-inhalte waren alle ziemlich bis sehr stark schleimig. Eine Vergleiehung mitder vorigen Tabelle l?¤?Ÿt sehen, da?Ÿ die beste ?œbereinstimnnuig

zwischenWasserstoff- imd Chinhydronelektrode da besteht, wo die Fl??ssigkeit(gt;nam wenigsten visk??s sind. Da in solchen schleimigen Fl??ssigkeiten eherund besser S?¤ttigung mit HÂ? erreicht werden wird bei J)urchleiten alsbei Sch??tteln (wie in der Chinhydronelektrode), so schreibe ich dieh??heren Werte der Chinhydronmessungen einer ungen??genden Ein-stelhmg des Gleichgewichtes zu und halte die Messungen mit der Wasser-stoffelektrode f??r die richtigeren. Man ersieht gleich aus der Tabelle wieviel h??her die Azidit?¤t dieserAcanthias-^lamp;gaw ist, als die der fr??her untersuchten Teleostier. W?¤hrendpiibeim Hechtmagen schwankt zwischen 4,7 und 5,8 (Mittel etwa 5,2),liegt der Wert\'hier zwischen 2,3 xmd 3,2 oder 3,5, wenn man die Chin-hydronmessimg ber??cksichtigen will. Mittel also 2,8, das ist einUnterschied von fast 2,5 der Wasserstoff zahl! Die Verh?¤ltnisse n?¤hern 1) Mit R??cksicht auf die vorgenommene Messung mit der Wasserstoff-elektrode.



??? Tabelle M. pjj-Messungen vom Mageninhalte von ^caw/?„j\'asnbsp;T= 18Â°. pjj mittels Stadium der Verdauung Nr. Chlnbydron Hj 3 Mageninhalte nach Ent- i erstes Stadiumfernung der groben Reste;Inhalt: Fische ,nbsp;I ! 2 Mageninhalte nach Ent-i fernung grober Reste; Inhalt: Fische, KrebseI 2 Mageninhalte, nur Fl??ssig-keit i 2 Mageninhalte, nur Fl??ssig-keit, aber wenig1 Mageninhalt nach Entfer-nung weniger grober Reste(Fische) 2,87 2,32 3,17 3,222,363,17 1. 3,44 3,503,42 zweites Stadium 4. 5. zwischen erstem u.zweitem Stadium mit anderem Ciiinhydron-pr?¤parat sich hier denen der Siingetierc. Die Beobachtungen anderer Autoren??ber den h??heren Gehalt an titrierbarer Silureinenge bei Selachii, vgl.mit Teleostei, stimmen hiermit ??berein. Auch Rinoer (37) fand denpii von einem in Neapel gef??tterten Scylliurn auf 1,(M), also recht niedrigund weist darauf hin, da?Ÿ diese Azidit?¤t nicht von organischer S?¤ureherstammen kann, da tliese dann in einer sehr hohen Konzentration an-wesend sein

m???Ÿte. Wir fanden das Optimum des^mÂ?//)ms-Pepsins bei pii2,2â€”2,5, alsonicht weit vom tats?¤chlichen S?¤uregrad des Magens. Es w?¤re nun inter-essant festzustellen, ob das pn-Optimum des Hcchtpepsins auch bei etwa2,2 liegt oder mehr den Azidit?¤tsverh?¤ltnissen des Hechtmagens ent-sjiricht, und welche Verh?¤ltnisse im ersteren Falle Ursache sind, da?Ÿ dieVerdauung beim Hecht doch nicht weniger kr?¤ftig vor sich geht. Hierzuhatte ich aber noch keine Gelegenheit. Au?Ÿer diesem bemerkenswerten Azidit?¤tsunterschied ergaben dieMessungen an Darininhalten, die in diesem Kapitel be.schrieben wurden,(la?Ÿ auch der Fisehdarin eine ungef?¤hr neutrale Reaktion aufweist; einm??glicher Kohlens?¤ure Verlust bei der Messung w??rde ja nur einen zu hohenpu als Resultat gegeben haben. Das Problem, wie es m??glich ist, da?ŸTrypsin- und Erepsinwirkung in dem Darm zur Entfaltung kommen,w?¤hrend ihr Wirkungsoptimum mehr oder weniger erheblich von derAzidit?¤t des Darmes entfernt

liegt, gilt also auch f??r die Fische. 35 Z. f. vergl. Pliyslologle Ud 5.



??? Kapitel VIII. Zusammenfassung der Resultate. 1.nbsp;Die kohlenhydratspaltenden Enzyme von Pankreas und Darmvon Karpfen, Hecht, Frosch und einer Haifischart wurden charakteri-siert nach ihren Spaltungsprodukten und ihren pn-Aktivit?¤tskurven.Die Methodik bestand in Zuckertitrationen, Osazonreaktionen und elek-trometrischer pn-Bestimmung. Es ergab sich, da?Ÿ Amylase und Maltasebei den untersuchten Arten lokalisiert sind im Pankreas, und zwar dieAmylase in einer 25mal gr???Ÿeren Konzentration als die Maltase. DieMengen im Darme sind derart, da?Ÿ hier nur an adsorbierte Enzyme ge-dacht werden kann. Invertase fehlt, soweit untersucht, sowohl im Pan-kreas als im Darm. Ebensowenig ist bei den ausschlie?Ÿlichen Karnivoreneine spezielle Glykogenase vorhanden. Diese Enzyme veranlassen die Entstehung der n?¤mlichen Spalt-produkte bei der Wirkung auf St?¤rke und Maltose, wie die der S?¤uge-tiere. Das pH-Optimum der Pankreasamylase liegt, ziemlich unabh?¤ngigvon der

Zeitdauer des Versuches, bei 38Â°, 27Â° und 16,5Â° bei pH 6,0â€”6,5,das der Maltase bei 6,0â€”7,5, mit einer etwas breiteren Optimalzone.Von letzterem Enzym wurde bei den S?¤ugetieren die pn-Aktivit?¤tskurve,soweit mir bekannt, noch nicht bestimmt. 2.nbsp;In gleicher Weise wurde mit den eiwei?Ÿsiialtenden Fermenten vonPankreas und Darm verfahren. Als Methodik diente hierzu die Titrationvon Aminos?¤uren in alkoholischer L??sung, Reaktionen auf bestimmteAminos?¤uren, die Spaltung von Glycylglyzin und die Wirkung aufSpritblaufibrin. Diese Enzyme sind in gleicher Weise lokalisiert wie beiden S?¤ugetieren: das Trypsinogen im Pankreas, die Enterokinase imd dasErepsin hi der Darmwand. Die Anwe.senheit einer geringen Erepsinmengeim Pankreas ist wahrscheinlich. Die Spaltung verl?¤uft, soweit unter-sucht, in genau der gleichen Weise wie bei den h??heren Vertebraten. Das pa-Optimum der Wirkung des Trypsins auf Fibrin liegt bei4 Stunden Versuchsdauer bei 37Â° und 27Â° bei

8,2 wie das des S?¤uger-trypsins. F??r das S?¤ugertryi)sin scheint die Aktivit?¤tskurve etwas we-niger steil abzufallen (Einflu?Ÿ von Beimischungen?). Das Optimum f??r Erepsin auf Glycylglyzin wurde vorl?¤ufig auf 8,7ermittelt. 3.nbsp;Es wurden nach den Methoden von Pekeliiakino, Michaelisund Davidsohn und von Rosenheim mehr oder weniger weit gereinigtePr?¤parate von Pepsin, Trypsin und Lipase angefertigt. Diese Pr?¤paratewurden weiter untersucht. F??r das Pepsin wurde ein pn-Optimum von2,2 (Anfang) bis 2,5 (Ende) gefunden bei 18Â° und 4 Stimden Dauer. Dasf??r Trypsin wurde oben angedeutet. Die Lipase wird kr?¤ftig durchMgCla aktiviert.



??? 4.nbsp;Die Wasserstoffionenkonzentration im Magen von Acanthias undeinigen Teleostierarten ATOrde mit Wasserstoff- und Chinhydronelektrodebestimmt. Sie ist f??r Selachier betr?¤chtlich h??her als f??r Teleostier(ph 2,8 bzw. 5,2). Die Angaben van Herwerdens ??ber den Unterschiedim Gehalt an titrierbaren S?¤ureniengen bei diesen beiden Gruppen wurdenhierdurch best?¤tigt. Es wurde gezeigt, da?Ÿ der Darminhalt als nahezuneutral betrachtet werden kann, und da?Ÿ, im ffinblick auf die Art derFehlerquelle der Methode, der wahre Wert f??r den pn eher nach der saurenals nach der alkalischen Seite von den gefundenen Werten abweichend??rfte. Das Problem, wie es m??glich ist, da?Ÿ die Verdauung der Eiwei?Ÿ-stoffe, die in Vitro innner eine mehr oder weniger alkalische Reaktionerfordert, im Darmrohr in einem ann?¤hernd neutralen Milieu stattfindenkann, gilt f??r die Fische, so gut Avie f??r die S?¤uger. 5.nbsp;Die Verdauung bei den Fischen gestaltet sich in ihren Hauptz??genebenso Avie bei den

S?¤ugetieren. Die wichtigsten Abweichungen sind inhistologischer Hinsicht die geringere Speziolisierung der Magendr??senund das Fehlen von echten Darmdr??sen. Es ergab sieh ein wichtigerUnterschied in der Lokalisierung der Karbohydrasen und in der Existenzzweier biologischer Gruppen (wahrscheinlich zusammenfallend mit den\'systematischen Gruppen derSelachii imdTeleostci), die, bei gleich inten-siver Eiwei?ŸA\'erdauimg, einen erheblichen Unterschied in Avirklicher Azi-dit?¤t und titrierbarer S?¤uremenge im INIagen zeigen. Schlie?Ÿlich ist dieZeit, die zu der Verdauung gebraucht wird, bei den Fischen, in ?œber-einstimnnmg mit der niederen Tempcratnr, bei der die Reaktionen statt-finden, erheblich gr??fier als bei den S?¤ugetieren (a\'an Slvke und Wein-land). Es ist .somit keine Rede davon, da?Ÿ die Fische im Allgemeinen eineArt von Zwischenstellung einnehmen w??rden zwischen den Livcrtebratenund den h??heren Vertebraten. Besonders ist das nicht der Fall f??r dieArt ihrer Enzyme, Avie

Scheunert noch anzunehmen scheint (??ppen-heimers Handbuch der Biochemie, .\'{. Teil, 2. H?¤lfte). Gerado f??r dieeiwei?Ÿspaltenden Fonnonto l?¤?Ÿt sich A-ernuiten, da?Ÿ erhoblicho Unter-schiede vorhanden sein Averdcn zwischen den Vertebraten einerseitsund den Invortobraten andererseits. Dio Reaktion im Magen undDarm, dio bei einigen Livcrtebraten ermittelt wurde (f??r Ilolothuriain einigen \\\'orl?¤ufigen Versuchen kolorimetrisch von Oomen (71a), f??rAsiacus elektrometrisch von mir [mu-or??ffentlicht], f??r Lamcllibran-chiaten und Gastropoden von Yonoe [14(5]), schwankt zwischen ])]i 4und Ol), ein Gebiet, wo sowohl Trypsin und Erepsin als auch Pepsinerheblich A\'on ihrem Optimum entfernt sind. Nur in Bezug auf dieAzidit?¤t dos Magens und auf dio Lokalisierung der Karbohydrasen an 1) Allerdings fand van dkrHeyue (Di.ss. Amsterdam 1022) f??r andere Echi-noderinon h??here pu-AVerte (etwa 7â€”7,5).



??? einer und derselben Stelle (Pankreas) k??nnen die Teleostei eine solcheMittelstellung einnehmen. Die Untersuchungen werden in dieser Rich-tung auch f??r die Invertebraten fortgesetzt werden m??ssen. Vergleichen Avir diese Resultate mit dem Programm der S. 458/59,so sehen wir, da?Ÿ den dort genannten Punkten 4 (Rolle der Appendices)und 5 (Einflu?Ÿ der Temperatur auf die Enzyme) am wenigsten Aufmerk-samkeit zuteil wurde. F??r die Appendices liegt das an Art und Eigen-schaften des Materials, das hier zur Untersuchung kommen konnte.F??r die Rolle der Temperatur findet sich eine Anweisung auf S. 471 u.521/23; ich habe einige Versuche angestellt, die ich noch nicht mitteile,da die Unterschiede der Enzyme von Kalt- und Warmbl??tern jeden-falls so gering sind, da?Ÿ eine Wiederholung unter weiteren Kautelennotwendig ist, bevor Schl??sse in dieser Hinsicht berechtigt sind. Uber den Wert von Resorptionsversuchen (Punkt 7) am Fischdarmein biologischer Hinsicht ist auf S. 495/9G

das N??tige bemerkt worden. Literatur. 1. Abderhalden, E.: Zeitschr. f. physiol. Chem. 1\'gt;I, l.Tl. 192(i. â€” 2. Aiior-l)aeh und Pick: Arb. a. d. Kaiscrl. Gesundheitsamte 43, 15.\'). 1912. â€” 3. Jtayliss,AV. 3L: The nature of enzyme action. 5th Ed. London 1925. â€” 4. Dcrs. undStarling, E. II.: Journ. of physiol. 28, 333.1902. â€” 5. IJcrgnian, P.: Skand. Arch,f. Physiol. 18, 119. 1900. â€” 0. IJerlrand, G. und Thomas, P.: Guide i)our lesmanipulations d. Chim. biologique. Paris 1910. â€” 7. Iticdormanii, AY.: Aufn..Verarb.-Ass. d. Nahrung. AYintcrstclns Handb. d. vergl. Physiologic. ZweiterBd., erste H?¤lfte. Jena 1911. â€” 8. Â?izzozcro, (J.: Anat. Anz. .fg. 3, 781. 1888.Siehe auch die Arbeiten, zitiert in Oppels Handbuch.) â€” 9. Dcrs.: Arch. f. mikro-skop. Anat. 33. 1889; 40. 1892; 42. 1893. â€” 10. Illacknian, V. F.: Ann. ofbotany 19, 281. 1905. â€” 11. Blanchard, U.: Bull, do la soc. zool. de Franco 8.1883. â€” 12. Bodansky, .M. und Kose, W.: Americ. journ. of piiy.siol. Â?2. 1922. â€”nbsp;13. lloudouy. Th.: Arch,

do zool. exp. et gcn. 3. s?Šrie, 7, 419. 1899. â€”13a. Kourquolot, E.: Cpt. rend, do l\'acnd. d. se. Paris ?Ž)7. 1883. â€” 14. Brown, H.J. und Heron, .1.: Proc. of the roy. soc. of London. B, 3Â?. 1880. â€” 15. Clark:The Determination of Hydrogcnions. Baltimore 1923. â€” 10. Cohnhoim, 0.: DiePhysiologic der Verdauung und Ern?¤hrung. Berlin 1908. In: Nagels Handbuchder Physiologie. â€” 17. Dcrs.: Zeitschr. f. piiysiol. Chem. 33, 451. 1901. â€”17a. Cordicr, K.: Arch, dc biol. 36, fasc. 3. 1926. â€” 18. Decker, F.: Fest.schr.f. V. K??lliker. Leipzig 1887. â€” 19. Diiciaux, F.: Traite do microbiologie. T. 2,1899. â€” 20. Fggoling, H.: .Icnaischc Zeitschr. f. Naturwiss. 43, 417. 1907. â€”21. Ettisch: Zcitschr. f. wiss. Mikroskop, u. mikroskop. Technik 42, 302. 1925. â€”nbsp;22. Eulcr, II.: Zeitschr. f. physiol. Chem. .jI, 213. 1907. â€” 23. Falloisp, A.:Arch, internat, do physiol. 2, 299. 1904/05. â€” 24. Flsehor, F. und Bcrgcll, T.:Ber. d. Dtsch. Chem. (Jos. 3Â?, 2592. 1903. â€” 25. Dies.: Ebenda 37, 3103. 1904. â€”nbsp;20.

Fischpr, F. und Abderhalden, E.: Zcitschr. f. ])liy8iol. Chem. 4B, 52.1905. â€” 20a. Florcsco, N. .M.: Cpt. rend, des s?Šances de la soc. do biol. II. s?Šrie3. 1890. 27. Gesolschap, L. .1.: Zeitschr. f. physiol. Chem. 94, 205. 1!)15.Auch: Di,s.sertatie Utrecht 1915 (Holl?¤ndisch). â€” 28. (Jr??tzncr: PHiigcrs Arch,f. d. ges. Physiol. 8,4.52. 1874. â€” 29. Dcrs.: Ebenda 143, 189. 1911. â€” 30. Gyc-niant: Biochem. Zcitschr. 105. â€” 31. Hiimhurger, II. .1.: Arch, n?Šcrland. des



??? seienees exaetes et nat. s?Šrie II, 13, 428. 1908. - 32. Ders.: Osmotischer Druckund lonenlehre m den medizmischen Wissenschaften. Wiesbaden 1904. -33. Ders^und Hekn.a E.: Proc. koninkl. Akad. v. Wetensch. Amsterdam 1902. 3oa. Ham.11 J. M.: Journ. Â?f phys.ol. 30. - 35b. Hcrtnl,, 0.: Handb. d. vergl. u.exp. Entwicklungslehre der Wirbeltiere. Bd. 2, Tl. 1. _ 30 H??rÂ? erden M V van â€? f ~ ,nbsp;\'io \' Pyf;\'\'\'^Â?Â?^^\'^ Chemie der Zelle und der Gewebe. 5. Aufl ^oT\'^ 40 iwf\'Fr\'lnbsp;Vnbsp;f- Naturwiss. 47. 1911. â€” 40. Ders.: Ebenda 49. 1913. â€” 41 Dpr= . Vh^nrin quot;i loir 42 Hamniarslen 0 : Lehrb. d. physiol. Chemie, 9. Aufl.\'io^- - 43 berf-\'zei;: sehr. f. physiol Chem ?“6 1908 - 44. Jordan, H. J.: Â?0 hes ^ndSi zT\'lah\'^h bff\'^\'n^ (quot;u Erscheinen). _ 44a. Ders. und Â?egemann,II.: Zool. Ja rb Abt f. allg. Zool. u. Physiol. 38. 5(i5. 1921. _ 45 Knauthe-Zeitschr. f. Fischerei Jg.5, 189. 1897. - 46. KoHhoff, I. M.: Der Gebr.ucI vonKarbenindikatoren 2. Aufl. Berlin 1923. - 47. Ders.: Ze tlchr f MChem. 144,

259. 1925. - 48. Ders.: Arch. v. d. Suikerindustrie ^d^lnd ?? ?\'^^^ -nbsp;49. Kranenhur;;, W. H. II.: Areh. du Musee Teyler (Haarllrs?Š\'r 11 7 \'m\'quot;1902. - 50. Kr??ger, A.: Untersuchungen ??ber das Pankreas der Knochenfische\' naugural.Di.ssert. Kiel 1904. - 50a. Kr??ger, P.: Tierphysiologiscir??lmn\'enquot;Berlin 1926. - 51. Krukenberg, C. F. W.: Untersuch, d. phy/iol. Iâ€žst. lleideTS \'327. 1878. - 52. Der.s.: Ebenda 2, 385. 1878-82. - 53. La^uesse, E.: Cn rernlde 1\'acad. d. sc. Paris 112, 440. 1891. - 54. Ders.: Journ. de 1\'anat. et physiolquot;Ann?Še 30. 1894. â€” 55. Legouis, I\'.: Ann. de sc. nat., zool. 17 et 18. 1873 â€”5(). Lieberl, F.: Jlapp. en Verii. Rijksinst. v. Visscherijonderzoek, Di. J, \'12.1I9i:{. â€” 57. Loncr, .1. II. and \\eIson, K. A.: Journ. of the Americ. chem\' soe3Â?, 17()(). 1917.-58. Ders. and Hull, 31.: Ibid. 3Â?, 1051. 1917.-59. Der.s undFenger, F.: Ibid. ;{Â?, 1278. 1917. - 60. Luehau, F.: ?œber die Alngen-und Darm-verd. b. einig. Fischen. Innug.-Diss. K??nigsberg 1878. â€” 61. JlaeCIendon, J F

â€?Americ. journ. of physiol. .\'{8. 1915. â€” 62. Dors., Shedlov und Karpmiui: Journof biol. Clicin. 34. 1918. â€” 63. .MacCIendon, .1. F.: Proc. of the nat. acnd ofsciences U.S.A. Â?, 090. 1920. â€” (i4. .Mnefndyen, A., Nenekl, M. und Sleber, N â€?Areh. f. oxp. Pathol, u. Pluirmakol. 28. â€” (\\rgt;. .Marlin, F. P.: Vcrgl. hist Unter^lt;1. Oberfl. u. Dr??senep. d. Darmschloimhaut d. llaussiiugetiere. Iniiug -Dis.s dveter.-mcd. Fak. Loii)zig 1910. - 66. .Mlehaeiis, L.: Die Wasserstoffionenkon-zentration, Berlin 1914.â€”(17. Ders. und Davidsohn, II.: Biochem. Zoitselir. 39,481. 1911. â€” 68. Dies.: Zeitschr. f. exp. Pathol, u. Therapie 1910 398 â€”69. .Miclnielis, L. und reclistein, II.: Hiochom. Zeitschr. 0Â?, 77. 1913 â€” 70 quot;.Mooreund Koekwood: .Journ. of physiol. 2|, DS u. 373. 1897. â€” 70a. Nakiiyama 31 â€?Zeitschr. f. physiol. Chem. 41, .348. 1904.- 71. Norlhrop.J. II.: Journ of\'go,*,\'pliysiol. 263. 1922. - 71a. Oonien, II. A. I\'. (\'.: pâ€žl,i. d. staz. zool. di Napoli-Ricerohe di fisiol. e di cliiin. biol. 7.1926. Auch: Di.ss. Utrecht

1926. â€” 72 On pelLohrh. d. vorgl. mikroskop. Anatomic d. Wirbelt. Tl. 11: Schlulid und Darm\'.lenii 1897. â€” 73. Oppenhelnier, (gt;.: Die Fermente und ihre Wirkungen. 5. AuflLeipzig 1925/2(i. â€” 74. Dors.: Ilnndbucli dor Biochemie 3, 2. H?¤lfte. Jena 1909 â€”nbsp;75. OsatÂ?, Shungo: Tolioku Journ. of e.\\p. med. 1. â€” 76. Oslwald-Lulher-Hand- und Ililfsbuch zur Ausf??lirung phyHiko-chom. MoHsungen 3 Aufl \'4. Neudruck. Loii)zig 1!)10. â€” 77. I\'anelh, J.: Arch. f. mikro.skop. Anat 3l\'1888. â€” 78. I\'aviov, I. F.: The Work of the digestive glands. 2. Eng Ed I on\'don 1910. â€” 79. Pekelharing, (J. A.: Zeitschr. f. physiol. Chem quot;quot; o-j-, \' jgj,,,_ 80. Dors.: Kbemhi 3.), 8. 1902. - 90. Dors, und Â?Inger, W. K.:\'EbVnda 7Â?quot;



??? 1911. â€” 91. Pekelharing, C. A.: Pfl??gers Arch. f. d. ges. Physiol. 167, 254.1917. â€” 92. Ders.: In: Abderhaldens Handb. biol. Arbeitsmeth. Abt. IV,Teil I, H. 3, Lief. 166. â€” 93. Ders.: Zeitschr. f. physiol. Chem. 81, 355. 1912. â€”nbsp;94. Polimanti, 0.: Biochem. Zeitschr. 38, 113. 1912. â€” 95. Rakoczy, A.:Zeitschr. f. physiol. Chem. 85. 1913. â€” 96. Rcdckc, C.: Anat. Anz. 17, 146.1900. â€” 97. Reid, W.: Journ. of physiol. 2G, 427. 1901. â€” 98. Richet, Ch.:Arch, de physiol. norm, et pathol. (2) 10, 536. 1882. â€” 99. Ders. und Jlourrut,A.: Cpt. rend, de 1\' acad. des sc. Paris 90, 879. 1880; 8G, 676.1878. â€” 100. Richet,Ch.: Cpt. rend, des s?Šances de la soc. de biol. 36, 74.1884. â€” 101. Ringer, W.E.:Ztschr. f. physiol. Chem. 95, 195. 1915. â€” 102. Ders.: Arch. n?Šerland. de physiol.de l\'homme et des anim. 2, 571. 1918; 3, 349. 1919. â€” 103. Ders.: Zeitschr. f.physiol. Chem. 116.1921. â€” 1 Ol. Ders. : Ebenda 124,171. 1923. â€”105. Ringer, W.E.und VanTrigt, IL:Zeitschr. f. physiol. Chem. 82,

484. 1912. â€” 106. Ringer, W. E.und Grutterink, Frl. B.W.: Ebenda 156, 275. 1926. â€” 107. Roberts, W.: Proc. ofthe roy. soc. of London 32,145.1881. â€” 108. Rona, P. : Praktikum der physiologi-schen Chemie. Teill: Fermentmethoden. Berlin 1926. â€” 109. Rosenheim, ().:Journ. of physiol. 40. 1910. â€” 110. Schmidt, J. E.: Arch. f. mikroskop. Anat. 66,12. 1905. â€” III. Schoorl, N.: Zeitschr. f. angew.Chem. 12. 1899. â€” lila. Ders.:Chem. Weekbl. 1917, S. 221. â€” 112. Sellier, 31. J.: Trav. des Labor. Stat. zool.d\'Arcachon, 1899.93. â€” 113. Ders. : Ebenda 1902. â€” 113a. Sherman, H. C.,Thomas,A. W. and Baldwin, 31. W.: Journ. of the Americ. chem. soc. 41, 231. 1918/19. â€”114. Shore, L. E. und Tebb, 3L C.: Journ. of physiol. 13, XIX. 1892. â€” 115.Sj??bcrg, K.: Biochem. Zcitschr. 133, 294. 1923. â€” 116. Slyke, Donald, 1). van andWhite,Â?. F.: Journ. of biol. chem. 9,209. 1911. â€”117. Smirnow,A. .1.: Physikal.-med. Ges. Jekaterinodor 1920 (Russ.). Zit. nach Ronas Ber. Ges. Physiol. 13. â€”

118.nbsp;Ders.: Milit. med. Journ. d. IX. Armee 1920 (Russ.). Zit. nach Rona 8. â€” 119.nbsp;Smorodinzew, J. A. und Adowa, A. N.: Zeitschr. f. physiol. Chem. 149, 173.1925. â€” 120. Dies.: Biochem. Zcitschr. 153, 14. 1924. â€” 121. S??rensen, S.r. L.: Ebenda 7, 45. 1908. â€” 122. Ders.: Ergebnisse der Physiologie Jg. 12,393. 1912. â€” 123. Ders.: Biochem. Zcitschr. 21, 131. 1909; 22, 352. 1909.Auch in: Cpt. rend. Lab. de Carlsberg 8. 1909. â€” 124. Stirling, W.: Journ.of Anat. and physiol. 18, 426. 1884. â€” 125. Sullivan, .M. X.: Bull, of theBureau of Fisheries 27. 1907. â€” 126. Tebb, C. 3L: Journ. of physiol. 15. 1894. â€”nbsp;127. Trautmann, A.: Arch. f. mikro.sk. Anat. 76 (1910/11. 128. Vernon:Journ. of physiol. 27, 269. 1901. â€” 128a. Ders.: Ebenda 32, 33. â€” 128b. Dors.:Ebenda 28,1.50. 1902. â€” 129. Weinland, E.: Zeitschr. f. Biol. 45. â€” 130. Ders.Ebenda 41, 35 u. 275. 1901.â€”131. Ders.: Ebenda 55.1911. â€”132. Ders.: Eben-da 38., 16. 1899. â€” 133. WiechowskI, W.: Ilofm. Beitr. z.

chem. Physiol, tmdPathol. 9, 232. 1907. â€” 134. Waldschmldl-LeKz, E.: Zcitschr. f. physiol. Chem.132, 237. 1924. â€” 135. Ders.: Ebenda 142, 217. 1925. â€” 136. DerÂ?, und Ilarto-neck, Anna: Ebenda 147, 286. 1925. â€” 137. Dies.: Ebenda 149, 203. 1925. â€”138. Dies.: Ebenda 149, 221. 1925. â€” 139. Waldschmldt-Leltz, E. und Sch?¤rf-ner, A.: Ebenda 151, 31. 1926. â€” 140. Wlllsl?¤ller, R., (ira??maiin, W. undAmbros, 0.: Zeitschr. f. physiol. Chem. 151. 1926. â€” 141. Willsl?¤tter, R. und3Iemmen, F.: Ebenda 133, 247. 1924. â€” 142. Willsl?¤Ker, K. und Waldschmidl-Leitz, E.: Ber. d. Dtsch. ehem. Ges. 54. 2988. 1921. â€” 143. Willsf?¤lter, R.,Waldschmidt-Leltz, E., und Hesse, A. R. F.: Zeitschr. f. physiol. Chem. 126, 143.1923. â€” 144. Willsl?¤lter, R. und Kuhn, R.: Ebenda 125, 1. 1925. â€” 145. Wohl-gemuth, J.: Grundri?Ÿ der Fermentmethoden. Berlin 1913. â€” 146. Yonge, C. 31.:Journ. mar. Bipl. Ass. Unit. Kingdom 13. 1925. â€” 147. Yiing, E.: Arch. d.zool. exp. et g?Šn. 3. s?Šrie, 7. 1899.



??? Stellingen. I. De darmmaltase- en invertase der zoogdieren worden door de Lieberk??Ln-sehe klieren geproduceerd. II. Het ontbreken van meercellige klieren in den darm der visschen gaat parallelmet het ontbreken van de disaccharasen aldaar. III. Er bestaat bij de lagere vertebraten een veel sterker uitgesproken biologischverband tusschen de hoeveelheden der enzymen in het darmkanaal en het ge-bruikte voedsel, dan bij de hoogere. IV. Do resultaten, die Carlson heeft verkregen bij zijn proeven over do regelingvan het hartrythme by Limulus mogen niet gegeneraliseerd worden ten gunstevan de neurogene harttheorie. Indien bij het onderzoek naar de functie van haemoglobine als transport-middel van zuurstof bij de lagere dieren, de haomoglobinewerking wordt uit-geschakeld door CO, heeft men bij het trekken van conclusies rekening to houdenmet een eventueele werking van het CO op het oxydatieve vermogen der cellen. VI. Broman heeft niet aannemelijk gemaakt, dat do asymmetrische ligging vanhet

zoogdierhart een gevolg is van do minder sterke aanleg tot ontwikkeling derlinker long. Broman, I.: Anat. Anzeiger Bd. 57 (1923/24), p. 95. VII. De opvatting van Boutan omtrent do oorzaak van de asymmetrie der Qastro-poden IS onjuist. VIII. De selectietheorie van Darwin is niet in staat met behulp van de door Baurgevonden factormutaties als variatiemateriaal. het evolutieproces te verklaren. -^eitschr. f.md. Abst. und Vererbungslehre Bd. XXXVII (1925), p.107. Tammes, T.: idem Bd. XXXVI (1925), p. 417. IX. G. Schm.d heeft voldoende aannemelijk gemaakt, dat do beteekenis der insec-tivorie bcs aat in een compensatie voor het ontbreken van eenige elementen(N, PcnK deÂ? bodem, waarop de de insectivore planten voorkomen. Schmid, G.: Flora Bd. 104 (igigj p 335



??? Het verdient geen aanbeveling om in gevallen, als beschreven door Kroghin zijn Â?Anatomie und Physiologie der Capillarenc op blz. 171â€”179, zondermeer van een osmotischen druk van eiwithoudende vloeistoffen te spreken. XI. Een Btatistisch-teleologische denkwijze is in de biologische wetenschappenonmisbaar. Zij alleen biedt tegenover die levensverschijnselen, welke door hunzeer groote gecompliceerdheid (deels vooralsnog) aan een physisch-chemische analyseweerstand bieden, het middel om te voldoen aan de voorwaarde, die Kirchhoffaan een natuurbeschrijving stelt, nl. dat zij zoo eenvoudig mogelijk zij. Teleologie is, aldus gebruikt, geen metaphysische denkwijze, maar een oppor-tunistisch middel ter beschrijving, dat in de wijze, waarop het gebruikt wordt,tot op zekere hoogte is te vergelijken met sommige begrippen die in de physicatot vereenvoudiging der beschrijving worden ingevoerd. Kirchhoff: Vorlesungen ??ber Mechanik. Vorrede en Â§ 1. Hertz, H.: Die Prinzipien der Mechanik.

Ges. Werke Bd. III. Einleitung. Poincar?Š, H.: Science et Hypothese. â€”: La valeur de la Science. Mach, E.: Die Mechanik.
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