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Voorwoord.

Het is mij aangenaam aan het einde van mijn studietijd ecen
woord van dank te kunnen richten tot allen, die tot mijn weten-
schappelijke vorming hebben bijgedragen.

Hooggeleerde Van Romburgh, Ornstein en Kruyt, Zeergeleerde
Moll 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 Kruyt
dank ik bovendien voor de mij verleende gastvrijheid in Uw labora-
torium.

Hooggeleerde Went. Hoewel ik mij later meer tot de dierphy-
siologie voelde aangetrokken, denk ik met dankbaarheid aan den tijd,
waarin ik gelegenheid had mij onder Uwe leiding in de botanische
morphologie en physiologie te bekwamen. In het bijzonder heb ik de
wijze, waarop gij Uwe studenten inwijdt in de oorspronkelijke litte-
ratuur en de vele moeite, die gij U getroost om hen te brengen tot
de studie daarvan, ten zeerste gewaardeerd.

Hooggeleerde Pulle.  Ofschoon mijn tegenwoordige studierichting
mij wel ver van het door U gedoceerde onderdeel der biologie heeft
verwijderd, was het mij een voorrecht, ook in mijn latere studiejaren
nog op het gebied der plantensystematiek mijn kennis te mogen ver-
ruimen.  Ook aan Uwe colleges over phytografie denk ik met veel
genoegen terug.

Hooggeleerde Nierstrasz. Met niet minder genoegen denk ik aan
de uren, waarop ik Uwe colleges over vergelijkende anatomie volgde
en waarin gij de groote lijnen van die wetenschap zoo duidelijk naar
voren bracht en eritisch wist te belichten. Ook Uw tegemoetkomende
houding tegenover nieuwere richtingen in de zoblogie heb ik zeer
gewaardeerd.  Erkentelijk ben ik U, Zeergeleerde Hirsch voor Uw
steun bij de practische beoefening der anatomie en de belangstelling,
die gij daarvoor wist op te wekken.

Hooggeleerde Ringer. Nadat het aanhooren Uwer interessante en
overzichtelijke colleges mijn reeds aanwezige neiging voor den  che-
mischen kant der physiologie had versterkt, mocht ik in Uw labo-
ratorium vele der methoden leeren kennen, die mij bij het bewerken
van dit proefschrift onmisbaar waren. Voor alles wat ik in dien tijd
op het gebied der enzymechemie, zoowel door practisch werken als
in gesprekken met U, mocht leeren, ben ik U ten zeerste erkentelijk,



evenzeer als voor den steun, dien gij mij bij het verrichten van dit
onderzoek hebt willen verleenen. Ondanks Uw drukke werkzaamheden,
steldet gij steeds Uwen tijd voor mij beschikbaar. Hierdoor en door
de vriendelijke hulpvaardigheid van Uwe medewerkers en Uwen ama-
nuensis zal ik aan den tijd, in Uw laboratorium doorgebracht, een
aangename herinnering bewaren.

Hooggeleerde Jordan, Hooggeachte Promotor. Van het begin van
mijn 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 aij,
cerst door onderzock, later door onderwijs een nieuwe, of liever te
lang verwaarloosde richting in de zodlogie hebt trachten naar voren
te brengen, is uwen studenten een aansporing om te besproeven ook
zelf iets tot den vooruitgang van deze aan problemen nog zoo rijke
wetenschap bij te dragen. De vrijheid en zelfstandigheid, die gij hun
daarbij laat, heb ik op hoogen prijs gesteld. Gij weet bovendien cen
indruk te geven van de grenzen, die aan het natuurwetenschappelijk
onderzock en de conclusies, waartoe het leidt, zijn gesteld, zoowel als
van 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, dat
gij en Mevrouw Jordan Uw huis voor mij opensteldet, behoef ik U
wel niet te zeggen, hoe erkentelijk ik U ben voor het wvele, dat
gij mij in mijn studietijd hebt gegeven. Ook voor den steun bij het
bewerken van dit proefschrift mijn hartelijken dank. Tenslotte ver-
heugt het mij, dat door mijn functic als Uw hoofdassistent mijn
promotie nog geen afscheid beteckent uit een universitair miliew.

Nindelijk een woord van dank aan U, geachte Heer Prijs, voor
de uitvoering der teckeningen en aan de Heeren Van Norden on
Kreugel voor velerlei technische hulp, mij bij de uitvoering van mijn
werk verleend.
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Kapitel L
Einleitung.
Anatomie des Fischdarmkanals — Stand unserer Kenntnisse von der Ver-

dauung bei den niederen Vertebraten— Die Nahrung der Fische — Vergleichende
Physiologie und neunere Resultate der Enzymforschung — Probleme,

Bei der Untersuchung der Verdauungserscheinungen bei den niederen
Vertebraten haben die Vorginge im Magen fast alles Interesse der
Untersucher auf sich gezogen, so dal} eine ziemlich groBle Anzahl Ar.
beiten (von denen die meisten freilich mit stark veralteten Methoden
ausgefithrt wurden) uns dariiber unterrichten, wihrend tiber die Diinn-
darmverdauung nur sehr wenige Tatsachen bekannt sind. Es schien
mir darum eine Untersuchung der Diinndarmverdauung bei den Fischen
nicht nur um ihrer selbst Willen der Miihe wert zu sein, sondern auch
dringend erwiinscht, um die neueren Resultate beziiglich der Magenver-
dauung damit zu vergleichen und so einen Gesamtiiberblick iiber den
Verdanungsvorgang bei den Fischen zu bekommen. Bevor wir uns zur
Einleitung orientieren, wie es mit unseren bisherigen Kenntnissen
dieses Verdauungsvorganges steht, mige zum besseren Verstiindnis eine
kurze Bemerkung iiber die Anatomie des Fischdarmkanals hier ihren
Platz finden.

Anatomie des Fischdarmkanals?). Am Darmtraktus der Fische liBt
sich ein Vorderdarm, Mitteldarm und bisweilen noch ein Enddarm
unterscheiden. Wir iibergehen eine Besprechung der Fangvorrichtungen,
womit diese Arbeit sich nicht beschiftigen wird. Der Vorderdarm
gliedert sich dann in Osophagus und Magen (beide oft mit starken
Lingsfalten versehen) und endet beim Pylorussphinkter. Der Magen
ist oft V-férmig gebogen, so dafl man ihn in eine weitere Pars cardiaca

1) Siche besonders die eingehenden Arbeiten von Jaconsmaces (30, 40, 41),

Z. 1. vergl, Physiologie Dd. 5. 29

i)
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und eine engere Pars pylorica einteilen kann. Bel manchen Gruppen
kommt es zur Bildung eines Magenblindsackes, der sich bis zum letzten
Kérperdrittel erstrecken kann. Mit wenigen Ausnahmen fehlen Driisen
im Osophagus. Tm Magen sind sie in grofier Zahl vorhanden ; man kann
aber keinen Unterschied machen zwischen Haupt- und Belegzellen,
wie man es bei den iibrigen Vertebratengruppen tut. Bei einigen Grup-
pen, unter anderen bei den Cypriniden, fehlt ein Magen vollkommen
und miindet der (sehr enge) Osophagus gleich in den vorn etwas er-
weiterten Mitteldarm aus. '

Die Teile des Mitteldarms sind oft wenig voneinander differenziert.
Tn vielen Fillen kann man Mittel- und Enddarm unterscheiden, die
dann durch eine deutliche Klappe, die Valvula Bauhini, getrennt sind.
Merkwiirdig ist, daf echte mehrzellige Driisen nach den Angaben der
Histologen dem Mittel- und Enddarm vollkommen fehlen. Es wird
nur die Anwesenheit von Schleimzellen erwiihnt. Eine Ausnahme
bildet. die Gruppe der Gadiden, wo eine Reihe von Untersuchern das
Vorkommen von echten LigperkirEnschen Driisen, wie sie fir die
{ibrigen Wirbeltiere charakteristisch sind, nachwiesen. Bei den Selachiern
ist bekanntlich der Mitteldarm mit der groBen Spiralklappe versehen.

Weit mehr Besonderheiten als Mittel- und Enddarm selbst, zeigen
die ihnen anhiingenden Gebilde. Gleich hinter dem Pylorus befindet
sich bei sehr vielen Fischarten eine Anzahl eigentiimlicher Ausstiilpungen,
die sogenannten Appendices pyloricae. Sie mangeln den  Selachiern,
sowie den magenlosen Fischen und auch einer grofien Anzahl von Magen-
fischen unter den Teleostiern. Ihre Zahl kann wechseln von 1 bis tiber
000 sie konnen jede fiir sich, oder mehrere zugleich in den Darm aus.
miinden; ihre Wandungen (das Epithel einbegriffen) sind aufgebaut
wie beim Mitteldarm. Bei den Gadiden kommen also auch in den
Appendices die LigperkiaNschen Driisen vor. Bei Acipenser ist die
ganze Masse fest zusammengewachsen, jedoch wird das Organ niemals
driisenartig.

Die Leber der Fische ist stark gelappt, eine Giallenblase ist vorhanden,
und der Ductus choledochus miindet in geringer Entfernung vom Py-
lorus. Zusammen mit ihm oder in seiner Niihe miindet der Ductus
pancreaticus. Diese Ausfuhriffnungen findet man vor, zwischen, oder
hinter den Appendices. Der geringe morphologische Wert, den man
diesen Punkten, ihrer inkonstanten Lage wegen, beimessen kann, st
Ursache, dafl man in neuerer Zeit die Unterscheidung eines Zwischen-
darmes (Bursa Entiana) vom Pylorus big zum Duct. chol. aufgegeben hat.

Das Pankreas hat man lingere Zeit hindurch bei vielen Fischen
vermiBt. Bei den Selachiern kannte man ein deutliches und kompaktes
Pankreas, und Cuvier stellte die Theorie auf, dafl die Appendices pylo-
ricae iiberall da vorkommen, wo ein Yankreas fehlt, Es hat bis 1873 ge-
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dauert1), ehe durch die Arbeiten von LrGouis (35) und spiter von
Lacuesse (53, 54) gezeigt wurde, dafl allen Fischen ein Pankreas
zukommt, auch denen, welche Appendices besitzen. Das Organ ist aber
kein kompaktes Gebilde, sondern in viele feine Stringe zerteilt, die den
ganzen Darm entlang sich verzweigen. Es folgt den Blutgefiflen und
dringt bei einigen Formen mit ihnen in die Leber ein, was KRUKENBERG
veranlafite, 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 Verdawung bei den niederen Verte-
braten®). Am Ende des vorigen Jahrhunderts beschiiftigte man sich
lebhaft mit der Frage, ob von den Haupt- und Deckzellen der Magen-
schleimhaut die einen Pepsin und die anderen Salzsiiure produzieren
und zog auch Amphibien und Reptilien in den Kreis der Untersuchungen.
Die Losung dieser Frage vornehmlich im Hinblick auf die menschliche
Physiologie, nicht auf die Biologie der untersuchten Tiere, stand dabei
im Vordergrund. No entstand eine ausfithrliche Polemik, die bis in unsere
Tage noch fortdanert. Daneben hatte man sich dem Studium der Magen-
verdamung der Fische zugewendet. Die Resultate der hierdurch ent-
standenen Literatur sind von BreperMaxy in WinterstriNs Hand-
buch der vergleichenden Physiologie (Bd. 2, erste Hiilfte) und von Yuxa
(147), WeiNtaxp (129-—-130) und Vax HeERWERDEN (36) etwas frither
in ihren Arbeiten zusammengefalit, so dal ich fiir eine eingehende Be-
sprechung der dilteren Abhandlungen anf diese Ubersichten verweise.
Nur die bestbegriindeten Resultate will ich kurz hervorheben und dann
einige Arbeiten besprechen, die seit dem Erscheinen von Bispermaxys
Handbuch verdffentlicht worden sind.

Die Frage der Haupt- und Beleg- (oder Deck-)zellen scheint mir
entschieden zu sein zugunsten der Auffassung, dall die Hauptzellen
Pepsin, die Beleg- oder Deckzellen Salzsiiure abscheiden und daf} diese
beiden Zellarten bei Siugetieren, Vogeln, Reptilien und Amphibien
vorkommen. Dies ist in einer der letzten ausfithrlichen Publikationen,
die sich auch besonders mit den niederen Vertebraten beschiftigt, von
KraNeENpURG (49) gezeigt worden. Eine breite historische Ubersicht
iiber diese Frage wird man da ebenfalls finden.

Bei den Fischen kann man, wie wir schon sahen, keine Haupt- und
Deckzellen unterscheiden. WrINLAND und vax HERWERDEN versuchten

1) Wenn man von der unbeachtet geblichenen Erwihnung des Organes durch
STELLER in einem nachgelassenen Werk (etwa 1830) absieht,

) Hierunter verstehe ich die poikilothermen, Ich teile zur Vergleichung
ciniges iiber Amphibien und Reptilien mit, da ich auch im Laufe der Unter-
suchung einige Versuche an Rana anstellte,

29*
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die Art der Magensiure bei den Selachiern zu ermitteln und kamen zu
verschiedenen Ergebnissen. Wihrend WEINLAND findet, daf} die Haupt-
menge der Siure organischer Natur ist (wahrscheinlich Ameisensiure),
nimmt vax Herwerpes auf Grund ihrer Untersuchungen eine reich-
liche Salzsinreabscheidung an. Das Identifizieren einer Siure in einem
so zusammengesetzten Gemisch, wie es ein Mageninhalt darbietet, ist
eine sehr schwierige analytisch-chemische Aufgabe und verlangt eine
griindliche Priifung der Methodik fiir alle Stérungen, die man durch
Meerwasser, Eiweil und seinen Abbauprodukten, um von vollig un-
bekannten Faktoren nicht zu sprechen, erwarten kann. WEINLAND
hat die Methode vax HerwrrDENs kritisiert; darauf hat RxcEr (37)
mit einer eigens ausgearbeiteten Methode die Anwesenheit von HCI von
neuem bestitigh. Vax HerwrrpEN findet bei Teleostiern weit weniger
Siure im Magen als bei Selachiern: auch Svrpivax (125) hat viele
Messungen der Siuremenge ausgefiihrt, aber nur bei Selachiern. Seitdem
man durch die Arbeiten von SORENSEN und seinen Nachfolgern die Be-
deutung der Wasserstoffionenkonzentration fiir physiologische Prozesse
kennen lernte, haben diese Zahlen fiir die titrierbare Siuremenge nicht
so groBen Wert mehr, wie frither, und scheint mir auch die Frage nach
der Natur der Siure etwas von ihrer Bedeutung verloren zu haben.
WENLAND (130) erhielt ein merkwiirdiges Resultat bei Rochen, indem
er fand, dafl bei ihnen der Mageninhalt bald sauer, bald alkalisch rea-
gieren kann. Die Abscheidung von Siure und Alkali steht hier unter
dem Einflul von Sphinkteren, die besonders an den Magenvenen vor-
kommen. Bei geschlossenen Sphinkteren entsteht alkalisches, bei ge-
offnoten saures Sekret. Es kommt hier auch eine Diastase vor, die nur
bei alkalischer Reaktion gefunden wird.

{Tber die BiweiBverdauung im Magen sind die Autoren (unter denen,
auBer den genannten, RicHeT und Yune zu erwithnen sind) ziemlich
einig, dal} sie peptischer Natur soi. Die Einwirkung der Temperatur
aunf die Wirkung des Fischpepsins ist nach allen Autoren eine andere
als die, welche anf Siugetierpepsin ausgeiibt wird. Alle Autoren sind
dariiber einig, dafl bei niederen Temperaturen das Fischpepsin relativ
besser verdaut als das Siugerpepsin. Uber den genauen Zusammenhang
der Wirksamkeit mit der Temperatur herrschen zwei oder drei ver-
schiedene Meinungen. Nach der ersten (von Froxk und Murisier und
von HoPPE-SEYLER), erreicht das Fischpepsin gchon bei etwa 15° seine
maximale Verdauungskraft und es bleibt dann diese Wirksamkeit un-
verindert bis 40°; nach der zweiten von LucHau und KrRukesper
hat es sein Optimum bei 40°, wie das Siugerferment und wiirde die
relativ grofere Wirksamkeit bei 0°, verglichen mit dem Siugerpepsin
den einzigen Unterschied ansmachen; die Untersuchungen sind aber
nie von einem Autor bei sehr verschiedenen Temperaturen ausgefiihrt
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worden, so dall die Moglichkeit offen bleibt, dafl das Optimum der
Wirkung (fiir eine bestimmte Versuchsdauer) zwischen 15° und 40°
liegt. Wir hoffen uns spiter mit dieser Frage ausfiihrlicher zu be-
schiiftigen.

Erwiithnen wir noch, daf} einige Autoren (REDEKE und vax Hur-
wERDEN) Andeutungen fiir das Bestehen einer Fettresorption im Magen
fanden und dafl die Anwesenheit einer Magenlipase durch vax Heg-
WERDEN erwiesen ist, sowohl fiir Teleostier als fiir Selachier. Auf dem
Hohepunkt der Verdauung kann ihre Wirkung aber nicht grol} sein,
da die Fettspaltung durch kleine Mengen HCI schon erheblich gehemmt
wird.

Uber die Fermente des Pankreas herrscht wenig Ubereinstimmung
in der Literatur. Soviel ist wohl sicher, dal} Pankreasextrakte eine
Amylase enthalten. Fiir diese Amylase hat Knavrag (45) ein Tempera-
turoptimum von 23° angegeben; aber diese Angabe ist mit Recht stark
angegriffen worden von KriGer (50), da Kxavrne fir seine Versuche
das Hepatopankreas, also Pankreas zusammen mit Lebergewebe ver-
wendet hat und es ist klar, dall das Glykogen der Leber und seine Spal-
tung durch die Leberenzyme ohne genauere Analyse zu fehlerhaften
Schliissen iiber die Wirkung der Pankreasdiastase fiihren mufl. Uberdies
sind die Resultate der bei verschiedenen Temperaturen angestellten
Versuche nicht vergleichbar, da diese mit verschiedenen Ixtrakten
angestellt wurden.

Trypsin ist von einigen Autoren nachgewiesen worden, sein Vor-
kommen im Haifischpankreas wird merkwiirdigerweise von Ricner
(08) bestritten. Yuxna (147) findet die Extrakte bald tryptisch wirksam,
bald nicht. Das alles ist leicht erkliirlich durch die ungentigenden Kennt-
nisse die man zur Zeit von Rioners und von Yunas Arbeiten hatte von
der Aktivierung des Trypsinogens durch Enterokinase der Darm-
schleimhant. Svnuivay (125) und auch Servier (112) haben diese Tat-
sachen bestitigt; sie finden, dall Pankreasextrakt am besten durch
Extrakt der Spiralklappe, weniger gut durch Ausziige aus der Darmwand
selbst aktiviert wird: dall also im allgemeinen die Sache sich verhilt
wie bei den Siugetieren,

[twas mehr Arbeit ist auf die Enzyme der Appendices pyloricae
und des Mitteldarmes verwendet worden. Leider haben die Autoren,
die sich hiermit beschiiftigten, fast nie zu gleicher Zeit das Pankreas
ihrer FPische untersucht und immer aus dem Vorhandensein eines En-
zymes in einem Extrakte der Darmschleimhaut den Schlull gezogen, dal}
dieses Enzym nun auch von der Darmschleimhaut abgeschieden wird,
ohne einmal zu iiberlegen, ob es vom Pankreas herstammen konnte.
Auch nachdem die Existenz eines Pankreas fiir alle Fische sicher ge-
stellt war (Lecours 1873, Lacuesse 1889-—1805) und die Saccharase,
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Laktase und Maltase des Siugetierdarmes bekannt geworden waren
(zwischen etwa 1875 und 1895), hat keiner der spateren Untersucher
daran gedacht, quantitative Vergleichungen zu machen zwischen dem
Gehalt des Pankreas und dem des Darmes an bestimmten Fermenten.
Und keiner (SULLIVAN ausgenommen) suchte nach den Darmenzymen,
wie sie bei den Siugetieren vorkommen. So ist die ganze Literatur iiber
die Enzyme von Appendices und Mitteldarm voller Widerspriiche und
fast unmoglich in kurzen Ziigen zusammenzufassen. Dennoch wollen
wir dies versuchen, da eine detaillierte Besprechung aller erschienenen
Arbeiten uns viel zu weit fithren wiirde.

Am meisten herrscht noch Ubereinstimmung in den Arbeiten iiber
die Appendices pyloricae. Diese wurden besonders untersucht von
BraxcmarDp (11), StrruiNe (124), und Bovnouy (13). Die Resultatesind,
daB Bxtrakt der Appendices bei neutraler und schwach alkalischer
Reaktion Fibrin verdaut und ebenso gekochte Stirke. Es enthiilt keine
Lipase. STIRLING beschreibt bei Gadus morrhua, womit er arbeitet,
ein Pankreas: aber dieses ist zu klein zum KExtrahieren. Boubpouy er-
withnt, daB wenn ein Pankreas im interstitiellen Gewebe (zwischen
den Appendices) vorhanden ist, dieses schneller verdant als die Appen-
dices selbst. Dies weist schon darauf hin, dafi die Enzyme der Pylorus-
anhiinge vom Pankreas herstammen kinnen und in den Anhingen ad-
sorbiert werden, und adsorbiert bleiben, auch wenn man die Appendices
‘hres Tnhaltes beraubt. Daf3 Lipase nicht gefunden wurde, kann an der
Schwierigkeit ihres Nachweises oder an ciner ungeeigneten Reaktion
des Milieus liegen. Liperr (56) hat 1913 die Fischerei-technische Be-
deutung der Appendices erwiesen. Sie bleiben beim ,Kaken'1) der
Heringe in diesen Fischen erhalten: ihre Enzyme (adsorbiert oder auto-
chthon) spielen eine groBe Rolle beim . Reifen'* der Heringe, wodurch
«ie zur menschlichen Nahrung geeignet werden; wenn man die Organe
entfernt, so werden die Fische hart und ungenieBbar; es treten dann
auch keine Leucin- und Tyrosinkristalle auf, wic das bei richtig konser-
vierten Tieren nach einiger Zeit der Fall ist. Die Reaktion des Appen-
dicesinhaltes wird von einzelnen Autoren schwach sauer, von anderen
schwach alkalisch befunden. Bbenso sind die Autoren dartiber un-
einig, ob Nahrung in die Appendices eindringt oder nicht, und ob
ihnen resorptive Funktion zukommt, JACOBSHAGEN, dessen eingehende
Studien iiber den Fischdarm schon erwihnt warden, hiilt das Eindringen
von Chymus fiir erwiesen.

Die Autoren, deren Arbeiten iiber die Wirkung des Mitteldarmtraktes
cich am besten unter einem Gesichtspunkt vereinigen lagsen [Hom-
pURGER 1877, Lucmavu 1878, KNavuTHE 1807, SELLIER 1902 (Literatur-

1) Unter ,,Kaken® versteht man das Entfernen der Eingeweide aus den
Heringen vor dem Einsalzen, aber so, dall die App. pyl. erhalten bleiben,
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liste bzw. Nr. 37a, 60, 45, 112)] fanden Verdauung von Fibrin in alka-
lischem, neutralem, bisweilen sehr schwach saurem Milieu, und von Stirke
bei neutraler Reaktion. Nur Kxavtne findet Lipasewirkung. Dagegen
1iBt nach Ricaer (98) und Boupouy (13) Darmextrakt jede Wirkung
auf Fibrin, Stirke und Fett bei verschiedener Reaktion vermissen.
Nach Boupouy hat Darminhalt dahingegen Diastasewirkung, was dann
wieder auf die Anwesenheit des entsprechenden Pankreasenzymes zu-
riickzufithren sein wird.

Krifaer (50) erwithnt die erepsinartigen Eigenschaften eines Darm-
extraktes, sagt aber nicht worin diese bestehen, so dafl bei der Schwierig-
keit der Unterscheidung von Trypsin, besonders bei kleinen Mengen,
die Moglichkeit einer Trypsinwirkung offen bleibt.

Sonderbare Auskiinfte haben die Arbeiten vox Decker (18) und die von
KrukexsERG (51, 52) geliefert. Der erstere findet Pepsinwirkung in 0,1 vH HCI
nicht nur im Magen, sondern auch durch den ganzen Darm, und sogar auch im
Darme der Cypriniden (Cyprinus carpio ausgenommen). Alle untersuchten Oso-
phagi zeigten Pepsinwirkung, cine Wahrnehmung, die seitdem nie bestiitiot
wurde,

Von Krukenseras sich widersprechenden Resultaten kann ich keine bessere
Ubersicht geben als diejenige, die ich in Branxcuarns Arbeit fand: ..Ses obser-
vations, sagt B., ,faites sur un grand nombre d'espéees. 'amenérent aux
résultats les plus invraisemblables, dont le resumé suivant donnera une idée
exacte: Suivant lui, les appendices pyloriques produiraient tout & la fois de la
diastase, de la pepsine et de la trypsine chez Acipenser sturio, Motella tricirrhala
ot Lophtus piscatorius; ils produiraient de la pepsine et de la trypsine chez
Trachinus draco, Scorpaena scrofa et Zeus faber; ils produiraient de la pepsine,
mais non de la trypsine chez Umbrina cirrhosa, Uranoscopus scaber et Chrysophys
aurata; ils produiraient de la trypsine et de la diastase, mais non de la pepsine
chez Dentex vulgaris; ils produiraient de la trypsine, sans Pepsine ni Diastase
chez Alosa flinta et Trigla hirundo; ils produiraient enfin de la trypsine, mais
non de la pepsine chez Bodps vulgaris.”

Kein einziger Autor aufler Sunnivax (125) hat nach den Enzymen
gesucht, welche die Kohlehydrate am tiefsten spalten  (Maltase und
Invertase), obgleich hier gerade, mit der Frage nach dem Erepsin, der
Punkt ist, wo bei den Fischen wichtige Abweichungen zu erwarten sind,
wegen des Fehlens echter Darmdriisen.  Surtivax findet weder Amylase
noch Lipase und Protease, weder im Darmextrakt noch im Auszug der
Spiralklappe und keine invertierende Wirkung, Welcher Zucker zu den
lotzten Versuchen benutzt wird, sagt er nicht. Wahrscheinlich aber
war es Rohrzucker und wurde die wichtigere Maltose zur Untersuchung
nicht verwendet. Uberhaupt werden in dieser verdienstvollen Arbeit
leider nur die Resultate der Versuche konstatiert, diese aber nicht ein-
gehend beschrieben.

Etwas ausfithrlicher mochte ich nun einige neuere Arbeiten be-
sprechen, deren Zusammenfassung noch nicht in Handbiichern oder
Abhandlungen zu finden ist.
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Die erste ist von Oswarp Pormuanti: Untersuchungen tiber die
Topographie der Enzyme im Magen-Darmrohr der Fische (94). Er be-
nutzt eine Methode von HAMBURGER, wobei Agarsiiulchen mit dem
Epithel in Berithrung gebracht werden ; die Enzyme diffundieren dahinein
und werden spiiter durch Losen der Siulchen in Wasser befreit. KEr
untersucht  Seyllium canicula, Box salpa und Conger vulgaris. Die
Pepsinmenge wird mittels der Methode von METT an verschiedenen
Stellen des Magens bestimmt, die grofite Menge findet sich in den
Regionen, wo die Nahrung am lingsten verbleibt, unabhiingig
von der Form des Magens. Die Topographie vom Chymosin gleicht
vollkommen derjenigen des Pepsins, was auf Identitit dieser beiden
Enzyme hinweist. Diese vielumstrittene Frage wird uns weiter nicht
beschiiftigen. Die Anwesenheit: einer Magenlipase wird mittels Mono-
butyrinspaltung angezeigt?). Ihre Verteilung gleicht der des Pepsins.
Auf Amylase wird mit gefirbter koagulierter Stirke reagiert. Sie ist
nicht anwesend ; vax HERWERDEN hatte keine, WEINLAND eine Diastase
bei alkalischer Sekretion gefunden. Tm Magen ist keine Invertasewirkung.
Tm Diinndarm wird Enterokinase gefunden, ihre Menge nimmt ab
vom Duodenum (?) nach dem Anus. Brepsin wurde nach VERNON
kolorimetrisch bestimmt. Die Menge nimmt nach hinten zu, wie auch
Hampurcer fiir den Hund, FALLOISE fiir das Schwein fand. Die andern
Darmenzyme (Maltase wiire von Interesse gewesen!) wurden nicht
untersucht und ebensowenig die Enzyme des Pankreas. Die Moglich-
keit bleibt also wieder offen, dafl die sogenannte Erepsinwirkung von
adsorbiertem Trypsin  herriihrt, zumal da auch nicht gezeigh wird,
daB die Darmextrakte keine Wirkung auf natives Eiweill haben.

Rakoczy (Hecht- und Hundepepsin (95)) hat sich wieder der Frage
zugewandt, ob ein Unterschied besteht zwischen den Fermenten der
Kalt- und Warmbliiter hinsichtlich der Beeinflussung ihrer Wirksamkeit
durch die Temperatur. Er benutzt ein Pepsinpripparat aus getrockneter
pulverisierter Magenschleimhaut mit Thymolzusatz. Aus Hechtmagen
werden Infuse erhalten, welche einige Male stiirker sind als die aus
Hundemagen (bei niederer Temperatur verglichen). Das Optimum des
Siuregrades liegt fiir Hecht- und Hundepepsin bei 1/, N HCL (bei
15-16°). py-Messungen wurden bei diegen Versuchen leider nicht aus-
cefithrt, ebensowenig wird erwithnt, fiir welche Zeitdaner der Versuche
diese Wahrnehmung gilt, Bei diesem Siiuregrade wird bei 397 nach
zweistiindigem Stehen die Wirkung des Hechtpepsing mit der Zeit ge-
ringer, die des Hundepepsins nicht (wie lange fortgesetzt?). Um gleiche
Bedingungen der Konzentration an Beimischungen der Extrakte her-
zustellen, wird jedem Hechtinfus ein gleiches Volum gekochtes Hunde-

1) In {ibereinstimmung mit vax HERWERDENs Resultaten,
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infus zugesetzt und umgekehrt; die Losungen werden verdiinnt mit
einer gekochten Mischung der Infuse zu gleichen Teilen. Die Pepsin-
wirkung wird kolorimetrisch gemessen durch Einwirkung auf getrock-
netes Karminfibrin. Hilt man die Infuse gleiche Zeiten bei 39° und
bei verschiedener Aciditit, dann macht sich von einer Aciditit hoher
als 1/40 N HCIL an eine vernichtende Wirkung der Temperatur beim
Hechtinfus geltend, nicht aber beim Hundeinfus. Wie lange die Ver-
suche fortgesetzt wurden, wird nicht erwihnt; nach lingerer Zeit wiirde
bei dieser Temperatur doch auch wohl das Hundepepsin an Kraft ver-
lieren miissen, und sich so der Unterschied blofl als ein Unterschied
in der Schnellighkeit der Vernichtung manifestieren. Auch HayyArsTEN
hat in einer Publikation von 1908 (43) iiber die Identitit von Pepsin
und Chymosin einige Versuche mit der Schleimhaut des Hechtmagens
ausgefiihrt und Resulate erhalten, die mit denjenigen von Raroczy
iibereinstimmen.  Ob man nach diesen Publikationen die Frage als
oelost betrachten darf, wage ich nicht zu entscheiden. Wir werden
etwas spiter sehen, wie wenige exakte Tatsachen man tiber den Tem-
peratureinflufl auf Enzyme, auch an den besser untersuchten hiheren
Tiere bisher gesammelt hat und wie vielen Umstiinden man hier Rech-
nung tragen mull.

Wichtige Aufschliisse iiber die Zeit und den Grad der Verdauung
bei dem Haifisch haben Doxanp D. vax Suyke und G. F. Wirre ge-
geben (116). Sie fiitterten die Fische mit einer bestimmten Fleisch-
menge und toteten sie nach 6, 12, 24, 48 und 72 Stunden. Die Teile
des Darmtraktus wurden voneinander abgebunden und ihr Inhalt zentri-
fugiert. Sodann bestimmte man den Stickstoffgehalt des ungelosten
Biweiles nach Kieprpann und von der erhaltenen Flissigkeit den
Aminostickstoff nach vax Stykes gasometrischem Verfahren. Zugleich
wurde der Totalstickstoffgehalt und der Aminostickstoff nach totaler
Hydrolyse der Fliissigkeit (ausgefiihrt durch zweitigiges Kochen mit
20 vH HCI) bestimmt, Der Quotient vom NH, nach totaler Hydrolyse
und des NH, der Digestionsfliissigkeit gibt dann ein Mali fiir die mittlere
Linge der Peptidketten in dieser Fliissigkeit. Es stellte sich nebenbei
heraus, daB die Flissigkeit des Darmes einen erheblichen Ureumgehalt
hatte. Bs wurde erwiesen, dall dieser nicht als Produkt der Verdauung,
noch als zuriickgeflossener Kloakeninhalt (Urin) aufzufassen war, sondern
daB der Harnstoff aus der Galle stammte, In dieser war 1,7 viL N vor-
handen, wovon 72,3 vH als Ureum.

s verliefen 2 bis 3 Tage, ehe die Verdanung einer Fleischmenge,
mit 1,3—2¢ N, beendet war. Nach den ersten 6 Stunden war im Magen
neben Eiweill viel geloster Stoff; im Darme war nur sehr wenig Inhalt.
Da in diesem Stadium der totale N-Gehalt des Darmes nur ungefihr
75 vH der verfiitterten Menge betriigt, schliefien die Autoren, dafl 25 vH
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im Magen resorbiert wurde. (Ich weill nicht, ob dieser Schluli ganz zu-
lissig ist: es konnte in den ersten Verdauungsstunden auch allmihlich
Mageninhalt in den Darm iibergehen, um dort fast momentan resorbiert
zu werden.) Die Grofle der Peptone in der durch Zentrifugieren er-
haltene Fliissigkeit war die von Pentapeptiden. Der Gehalt an freien
Aminogruppen dieser Peptone war etwas hoher als der von WITTE-
Pepton. In der Zeit von 6 —12 Stunden findet ein reichlicher Ubergang
des verdauten und unverdauten EiweiBles in den Darm statt: es findet
sich nach 12 Stunden 30—45 vH des Totalstickstoffs im Darmtraktus;
Pepton im Magen von der Grifie eines Tripeptids, im Darm etwas weiter
gespalten. Nach 24 Stunden ist 40— 70 vH des N verschwunden; 65
bis 85 vH des N im Magen ist in geléstem Zustande. Das Magenpepton
ist im Di- und Tripeptidstadium. Weiter gespalten wird es im Magen
nicht. Nach 3 Tagen ist entweder aller N verschwunden oder wenigstens
bis auf 10 vH des verfiitterten N; dieser Rest ist fast ganz léslich. Die
Peptidgrofe im Darm ist fast nicht weiter verringert als die nach 24 Stun-
den im Magen. Nach meiner Meinung wird das damit zusammenhiingen,
daf das Erepsin (dem nach den Untersuchungen von WALDSCHMIDT-
Lurrz und Mitarbeitern [siehe spiter] die Aufgabe der Di- und Tripeptid-
gpaltung zukommt) vorwiegend intrazelluliir arbeiten soll, wie einige
Autoren mutmaliten.

Vax Spyke und Warre vergleichen dann ihre Resultate mit denen
von ScuMmT-MiLHeM, ABpERHALDEN und LoNDON c. s. am Hunde.
Die Hilfte vom N ist beim Hunde schon nach 1/, Stunde im Darm und
in 5 Stunden ist der Magen leer. Der Temperaturunterschied bei Hund
und Haifisch betrigt 20°; das kann theoretisch einen 4 —9fachen
Unterschied in der Reaktionsgeschwindigkeit ausmachen. Tatsiichlich
geht die Verdauung beim Haifisch etwa achtmal langsamer. Auch bei
Siiugetieren kommt nach den genannten Autoren ein Teil des Eiweilles
in ungelostem Zustande an. It appears probable, that cleavage pro-
coeds as far in the canal of the fish as in that of the dog,”” meinen
vax Styke und Waorre.  Die groBeren Unterschiede im Zustand des
Speisebreis, die sich in den verschiedenen Teilen des Hundedarm-
kanals ergeben, wiirden durch die grofere Komplikation dieses Darm.-
traktus erklirt werden miissen.

Aus nenester Zeit ist die Publikation von Bopaxsgy und Rosg:
Digestion in Elasmobranchs and Teleosts (12) zu erwithnen. Extrakte
der Magenschleimhiiute von Squalus acanthias, Pristis pectinatus, Tor-
pedo galvani und von vier Teleostiern wurden filtriert und auf ihre Eigen-
schaften untersucht. Das Optimum der Gelatineverfliissigung (nach
einer Methode von DERNBY gemessen) wurde bei pn 3 gefunden. Pulvri-
siertes koaguliertes Biweifl wird schlecht angegriffen, viel schlechter als
es von kiiuflichem Pepsin verdaut wird. Nentralisierter Extrakt von
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einigen Arten enthiilt Lab, von anderen nicht; innerhalb einer Art sind
die Resultate konstant.

Ein Glyzerin-Wasser-Extrakt der Appendices von Lutjanus aya
wird angefertigt. HEs findet sich ein schwaches Optimum der Gelatin-
spaltung an der sauren Seite; ein stirkeres an der alkalischen Seite,
aber auch dort ist die proteolytische Wirksamkeit nur gering. Quan-
titative Vergleichungen mit dem Pankreas werden nicht angestellt;
ich bin wieder der Meinung, dafl die beobachteten proteolytischen Wir-
kungen von adsorbiertem Pepsin und Trypsin herstammen. Stirke
wird vom Darmextrakte ziemlich gut gespalten. Es kommt keine
Inulinase, Maltase oder Laktase und nur eine Spur von Invertase vor.
Leider werden nicht alle Versuche véllig mit Zahlen erwihnt. Die
SchluBfolgerung der Autoren aber: ,It therefore appears, that the
secretions of the pyloric appendages of Lutjanus aya contain most
of the enzymes, which are usually found in the pancreatic juice of
higher vertebrates scheint mir ginzlich unzulissig. Es ist mir unbe-
greiflich, dafl man einen derartigen Schlufl ziehen kann, wenn man die
Existenz des Teleostierpankreas ganz auller Betracht lifit.  Dirvekt
ist die Sekretion der Appendices wohl schwierig zu beweisen; indirekt
wiirde man sie annchmlich machen kénnen durch Vergleichung der
Enzymquanta von Pankreas und Appendices, wenn nimlich die Quanta
der verschiedenen Enzyme in den letzteren Organen héher sein wiirden.
Diese Vergleichung wurde aber gar nicht angestellt.

Die letzte zu erwiithnende Arbeit betrifft nicht die Verdauung bei
den Fischen, sondern die bei Rana; ich fiihre sie an, weil sich vielleicht
auf die Dauer vieles von der Verdanung bei den kaltbliitigen Wirbel-
tieren unter einen Gesichtspunkt bringen lilit. Sammyow (117, 118)
hat bei Froschen Magenfisteln angelegt: zwar entwickelte sich, wenn
viel Verlust von alkalischem Schleim bei breiter Fistelung stattfand,
zwischen dem fiinften und zehnten Tage nach der Operation eine tad-
liche Hautnekrose, aber er hat auch Tiere mit Fisteln erhalten, die
612 Monate am Leben blichen. Der Magensaft wird erst abgeschieden
40 bis 50 Minuten nachdem die Nahrung verschluckt worden ist: cine
psyehische Sekretion fehlt also. Das Zentralnervensystem wird hier blol
fiir das Aufsuchen der Nahrung, nicht fiir die Vorbereitung des Magens aut
ihren Empfang benutzt., Nach Verschlucken von Kork und Gummi wird
immer Magensaft sezerniert.  Durchschneiden des Vagus am Halse hat
keinen Einflufy anf die Sekretion. Die Reaktion im Magen ist sauner. Die
Magenwandung ist reich an Pepsin, das sein Wirkungsoptimum bei 40
hat. (Diese Angabe ist bei Nichterwihnung der Wirkungszeit und der
Wasserstoffionenkonzentration nicht zu verwerten, Siehe spiter 8. 457.)
Die Magensiure wirkt beim Frosch wie bei den hoheren Tieren als Regu-
lator fiir den Ubergang des Speisebreies aus dem Magen inden Dimndarm.
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Die Nahrung der Fische. Uber die spezielle Nahrung der verschiede-
nen Arten kann man den Fischereizeitschriften und Bremus Tierleben
mancherlei Tatsachen entnehmen. Eine Zusammenstellung findet sich
auBerdem bei BreperyMaxy (7) und eine ausfithrliche Aufziihlung der
MTatsachen in der Arbeit von EGGELING (20). Da wir uns hauptsich-
lich mit der enzymatischen Verdauung bei den Fischen beschiftigen
werden, kommt es fiir uns nur darauf an zu wissen, zu welchen der
grofien Gruppen, nimlich der Karnivoren, der Omnivoren oder Herbi-
voren, die untersuchten Arten gerechnet werden miissen. Die Ein-
teilung, welche die Fischereiliteratur gibt, in Raubfische und Friedfische,
ist eine rein praktische: die Raubfische nihren sich von go groflen Beute-
objekten, daB sie der Fischerei schaden: die Friedfische schaden der
Tischerei nicht, kénnen aber ebenso ausgesprochene Karnivoren und
Riuber sein und sind es auch meistens. Denn die iiberwiegende Mehr-
zahl der Fische sind echte und ausschlieBliche Karnivoren. Daneben
gibt es wenige Omnivoren, wie den Karpfen und einige andere Cyprino-
iden; reine Pflanzenfresser gind sehr selten. Vielleicht ist Box boops
die einzige Form, von der mit Sicherheit gesagt werden kann, dal} sie
rein herbivor ist. Auch andere Arten der Gattung Box sind wahrschein-
Jich in derselben Lage. Leider konnte ich keinen Vertreter dieser Gat-
tung untersuchen. Das wire von Interesse gewesen, weil Box auch
Appendices besitzt. Diese fehlen den Omnivoren, die fast alle zu der
Gruppe der Cyprinoiden gehéren. Box hitte also Aufschluf} iiber die
Verteilung der Diastase zwischen Appendices, Pankreas und  Darm
geben konnen.  Die karnivoren Fische haben, wie wir sehen werden, nur
geringe Mengen Diastase, sind also zu diesem Vergleich weniger geeignet.

Von den echten Raubfischen kamen Hecht und Aeanthias zur Unter-
suchung. Von den Ommivoren der Karpfen.

Vergleichende Physiologie und neuere Resullate der Enzymforschung.
Da wir uns in dieser Arbeit vorwiegend mit den Enzymen der Fische
beschiftigen werden, mulf} ich einige Bemerkungen vorausschicken iiber
die Weise, worin die neueren Resultate der Enzymforschung die bisher
gebriiuchlichen Methoden der vergleichenden Physiologie auf die Daner
werden beeinflussen miissen.

Erstens mufl ich bemerken, daf die Methoden der Reinigung von
Enzymen, wie sie besonders in allerletzter Zeit von WILLSTATTER und
seinen Schiilern o sehr verbessert worden sind, bei den niederen Tieren
meistens wegen der geringen Menge und der Kostspieligkeit des Materials
nicht angewandt werden konnen, obgleich ich dank einigen gliicklichen
Umstiinden gerade imstande war, Methoden von PERKELHARING bzw.
von Miciarris auf die Reinigung des Pepsinsg und Trypsins von Acan-
thias zu verwenden,
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AuBer neuen Reinigungsmethoden hat die Enzymchemie ungefihr
seit dem Anfang dieses Jahrhunderts zwei groie Fortschritte gemacht,
niimlich die exalkte Kenntnis des Einflusses der Temperatur und die
der Wasserstoffionenkonzentration auf die Enzymwirkung. Schon
Jange hatte man den Einflufli der Temperatur auf die Enzymwirkung
erkannt; man wubte, daBl bei 0° die Wirkung sehr gering war und his
Z1l einem gewissen ,,Optimum** durch die erhohte Temperatur sehr be-
giinstigt wurde, dann bei noch grifierer Temperatursteigerung sich eine
rapide Senkung der Wirksamkeit zeigte.

1899 zeigte Ducnavx (19) fir Diastasen, dall die experimentell ge-
fundene Temperatur-Optimumkurve sich aus zwel Kurven zusammen-
setzen liBt: nimlich aus der theoretischen Temperaturkurve, die man
nach dem vax ‘v Horrschen Gesetz fiir jede chemische Reaktion kon-
struieren kann und aus einer Kurve von entgegengesetzter Richtung,
die das Wachsen eines schiidlichen Einflusses mit der Temperatur dar-
stellt.  Ts war dann 1905 Brackwmax (10), der an dem Beispiel der
Kohlensiiurcassimilation darlegte, dall diese Betrachtungsweise mit
oroflem Erfolg fiir die Erklirung des Temperatureinflusses auf die
Intensitiit der Lebensprozesse sich verwenden liefll. Im Besonderen wies
er nach, dafB, je linger man die Dauer des Prozesses beim Versuch wihlt
(oberhalb einer bestimmten noch gerade nicht schidlichen Temperatur),
bei desto niedrigerer Temperatur das Optimum gefunden wird. Letzteres
ist also fiir irgendeinen solchen Prozel wie Assimilation, Atmung,
Enzymwirkung, kein fixer Punkt, sondern hat fiir jede Zeitdauer einen
andern Wert. [Siche auch die Zusammenstellung bei Bayriss: Nature
of Enzymreaction (3) 8. 103 -106. ]

SORENSEN bewies 1909 (123), dal} die Konzentration an freien Wasser-
stoffionen auf die Wirksamkeit eines Enzyms einen weit groleren Kin-
flull ausiibte. als die Gesamtaciditit der Losung, die bisher in dieser
Hinsicht fiir maBgebend gehalten wurde.

Er schlug als Ausdruck fiir diese H'-Tonenkonzentration (Cy) das
Symbol pu vor, definiert als negativer Logarithmus der Cy, ein Symbol,
das scitdem, seiner Bequemlichkeit wegen, iiberall Eingang gefunden
hat. Sorexspy, Mromaenss und zahlreiche Mitarbeiter und Nachfolger
bestimmten dann fiir viele Enzymreaktionen das sogenannte pg-Opti-
mum und stellten die Abhiingigkeit der Wirksamkeit eines Enzymes
vom pp in einer Kurve dar (pu-Aktivititskurven). Auch hier hat sich
aber mit der Zeit herausgestellt, daBl dieses Optimum kein fester Punkt
ist. sondern bei einer bestimmten Temperatur wieder abhiingig ist von
der Zeitdauer der Einwirkung. Bei lingerer Versuchsdauer verschiebt
sich das Wirkungsoptimum immer mehr nach dem pyu-Optimum der
Resistenz, um schlieBlich bei sehr langer Dauer damit zusammen-
zufallen, Fiir Trypsin liegt bei einer Versuchsdauer von 11 Minuten
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das Wirkungsoptimum bei pa = 11, wihrend das Resistenzoptimum
bei pg 44,5 liegt. Fur die Diastase von Phaseolus liegt das Wirkungs-
optimum bei px 5,2, das Resistenzoptimum bei pu 6—7 [Si0BERG (115)].
Ebenso wird man erwarten kénnen, daBl bei konstant gehaltener Ein-
wirkungsdauer die Lage des pa-Optimums sich mit zunechmender Tem-
peratur nach dem Resistenzoptimum verschieben wird. In dieser Rich-
tung wurde noch nicht viel gearbeitet, aber eine Untersuchung von
SsoserG (1. ¢) fiber Phaseolusamylase weist schon in diese Richtung.

Aufler dem pu behalten die verschiedenen Ionen, deren Einflull man
schon linger kannte, ihre Bedentung, ja ihrerseits veranlaliten sie ¢. p.
wieder eine Verschiebung des pi-Optimums, je nachdem man dies bei
der Anwesenheit dieses oder jenes Tons bestimmt.

Diese verwickelten Bedingungen sind in erster Linie von Interesse
fiir die physikalische Chemie und allgemeine Physiologie der Enzyme;
doch wird auch die vergleichende Physiologie mit ihnen rechnen miissen.
Wir haben schon den verschiedenen Einfluf derselben Temperatur
auf die Enzyme der Kalt- und Warmbliiter besprochen, der nach vielen
Autoren bestehen soll. Es ist nun ohne weiteres klar, dafl alle fritheren
Untersuchungen, wobei man weder pm, noch gleiche Zeitdauer, noch
quantitative Messung der Endprodukte beriicksichtigte, wertlos sind,
wenigstens keine exakte Entscheidung bringen.

Weiter hat von jetzt andie vergleichende Physiologie, bei Anwendung
geniigender Kautelen, in den py-Optimumkurven ein sehr gutes Mittel zur
Definierung eineg Enzyms. Dabei gaben uns die Untersuchungen derletzten
30 Jahre iiber die Chemie der Stiirke und des Zuckers bequeme Methoden
in die Hand. die Zuckerarten zu definieren, z. B.mittels der Osazone. Auch
die Kenntnis der BiweiBspaltungsprodukte lieferte uns Methoden, um die
verschiedenen eiweillspaltenden Enzyme (z. B. Trypsin von Erepsin mittels
Glyeyl-glyzin) voneinander zu unterscheiden. Auch diese Methoden wur-
den in der vergleichenden Physiologie noch fast nicht verwertet.

Probleme. Die behandelte Literatur lehrte uns, dall zwar einige
Tatsachen feststehen, besonders iiber die Magenverdauung (peptischer
Charakter, titrierbare Siuremenge), dafl man aber von der Rolle von
Pankreas und Diinndarm, besonders von der Lokalisierung der Enzyme
in diesen Organen und von ihrer wahren Natur, wenig mehr als eine
sehr vorliufige Ahnung hat. Um die hier vorhandenen Probleme zu
losen, geniigh es denn auch nicht, fiir Proteasen die losende Wirkung
auf Fibrin zu zeigen, oder fiir Diastase das Verschwinden der Jod-
reaktion in’einer Stiirkeldsung, Erst mit Hilfe der oben besprochenen
nenen Methoden kann man die Menge der Fermente der Organe unter-
einander und bei verschiedenen Tieren quantitativ vergleichen und
ihren wahren Charakter so weit als miglich bestimmen,
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Aus den vorhergehenden Betrachtungen ergeben sich die folgenden
ungelésten Probleme fiir die Verdauung bei den Fischen:

1. Vergleichung der Pankreasenzyme, besonders der Teleostier mit
denen der Siiugetiere. Erwartet werden kionnen: Amylase, Trypsin,
Lipase und vielleicht Maltase.

2. Festzustellen, ob sich im Darme dieselben Enzyme vorfinden,
und ob ihre Menge derart ist, dald sie als selbstindige Sekretionsprodukte
des Darmes oder blof als adsorbierte Pankreasenzyme betrachtet wer-
den miissen.

3. Untersuchung des Darmes auf die Enzyme (Maltase und Erepsin),
die beim hiheren Tiere die Kohlehydrat- und Eiweillverdauung vollenden.

4. In gleicher Weise wie unter 2 und 3 angegeben, die V;\'ppvnrlivvs
pyloricae zu untersuchen.

Die Punkte 2 bis 4 sind von Wichtigkeit, weil nach den Histologen
eigentliche sezernierende Driisen (ausgenommen bei den Gadiden) in
Appendices und Darm nicht vorkommen, und die bisher dort aufge-
fundenen Enzyme alle dem Pankreas entstammen kinnen. ‘

5. Den Einflulli der Temperatur auf die Enzyme der Fische und
Warmbliiter zu vergleichen.

6. Den Siauregrad im Darmkanal zu bestimmen und zu sehen, inwie-
weit die gefundenen Werte iibereinstimmen mit den gefundenen py-
Optima der untersuchten Knzyme.

7. SchlieBlich kann man, wenn die enzymatischen und Siaureverhiilt-
nisse im Darme bekannt sind, zum Studium der Resorption iibergehen.

In Ubereinstimmung mit dem schon auf 8. 458 ALS bemerkten, habe
ich es fiir vorteilhafter gehalten, an einigen wenigen Arten alle Teile
des Darmkanals zu beriicksichtigen, als ein Organ bei sehr vielen Arten
zu untersuchen. Fiir die Verhitltnisse im Magen gibt oft die Literatur
gute Auskunft.

Zur Untersuchung kamen einige leicht zu beschaffenden Siillwasser-
fische (hauptsiichlich Hecht und Karpfen) und einige Meeresfische,
wovon Acanthias vulgaris am eingehendsten.  Fsox ist ein Magenfisch
ohne Appendices, der Karpfen ein magenloser (ohne Appendices wie
alle Magenlosen); Acanthias hat als Selachier ein kompaktes Pankreas
und eine Spiralklappe. Von allen physiologisch wichtigen Typen des
Darmbaues habe ich also einen Vertreter gewihlt, ausgenommen einen
Magenfisch mit Appendices, wofiir der Barschin Betracht gekommen wiire,

Doch sind die im letzten Abschnitt dieses Kapitels umschriebe-
nen Aufgaben sehr umfangreich, besonders wenn man alle Enzyme
auch nach ihren py-Optima charakterisieren will, Daher sind alle diese
Punkte in einer Arbeit schwerlich in gleicher Weise zu beriicksichtigen.
Aus dem Folgenden wird sich ergeben, welchen mehr und welchen
weniger Aufmerksamkeit zuteil wurde.



460 H. J. Vonk Jr.:

Kapitel 1L
Die Amylasen.

Allgemeine Methodik — Methodik speziell fir die Amylasen — Cyprinus
carpio: Pankreasamylase; ihr pg-Optimum bei verschiedener Versuchsdauer und
Temperatur — Darm von Cyprinus — Aktivierung durch Natriumchlorid —
Galle von Cyprinus — Petromyzon: Darm — Esox lucius: Pankreas und Darm —
Rana: Pankreas und Darm — Acanthias vulgaris: Pankreas,

Allgemeine Methodik. Das zu untersuchende tewebe wurde mit gut ge-
reinigten Instrumenten isoliert, auf Filtrierpapier gesammelt, dazwischen ober-
flachlich trockengepreBt und dann gewogen. Darauf wurde es =0 weit wie mog-
lich mittels Schere oder Messer in einem kleinen Mirser zerkleinert und dann
mit gut ausgewaschenem Quarzsand zerrieben, unter Hinzufiigung einer bestimm-
ten Menge unverdiinnten Glyzerins (KAHLBAUM: spez. Dichte 1,26, also fast
wasserfrei). Der Gebrauch von unverdiinntem Glyzerin macht es moglich, die
Extrakte unbestimmte Zeit ohne Zusatz eines Antiseptikums aunfzubewahren?t),
und erlaubt auch, falls, wie bei diesen Versuchen, die Menge des Glyzerins die-
jenize des Gewebes um das zehn- bis zwanzigfache iibertrifft, die Hinzuftigung
einiger Kubikzentimeter destillierten Wassers, um das Gemisch flissiger zu
machen?). Nachdem der Extrakt wenigstens 4 Tage sich selbst iiberlassen
worden war, wurde er durch ein lockeres Tuch kolliert, und das Volum des
so von Quarzkirnern und Gewebsresten hefreiten Extraktes gemessen. Man
weill dann, daB a cem Glyzerin eine Menge Enzym enthilt, die herriihrt von der
Extralktion von m Gramm Gewebe, dafl also jedes Kubikzentimeter eine Menge

s AR :
enthilt, herstammend von = Gramm oberflichlich getrockneten Gewebes, Das

Enzym kann nun fiir die Versuche auf verschiedene Kolben oder Reagenzgliser
verteilt werden, sei es als solches, sei es, daB man eine bestimmte Menge vorher
mit destilliertem Wasser oder einem Puffergemisch verdiinnt, wodurch die Ver-
teilung selbstverstiandlich genauer wird.

Natiirlich ist diese Methode keineswegs quantitativ exakt, aber dennoch
geniigt sie vollkommen fiir meinen Zweek, die Unterschiede an Enzymgehalt
derselben Organe bei mehreren Tieren, oder die von verschiedenen Organen eines
Tieres miteinander zu vergleichen, Kann man doch in dieser Hinsgicht keine
SehluBfolgerungen ziehen, wenn es sich nicht um einen zwei- bis fiinffachen
Unterschied handelt, Zwar kann man durch Herstellung eines trockenen Organ-
pulvers nach Wigcnowskr (133) ein Priparat von weit groBerer Konstanz er-
halten, aber bei den kleinen Mengen, welehe uns die Fische liefern konnen, wiirde
dieses Verfahren zu kostspielig werden,

Um nun die enzymatische Wirksamlkeit eines Extraktes zu bestimmen oder
bei verschiedenen Beimischungen zu vergleichen, wird die Wirkung einer be-
stimmten Menge z. B, mittels eciner Titriermethode verglichen mit dem Wert,
welchen ein dhnlich zusammengesetztes Gemisch aufweist, dem eine gleiche
Menge Extrakt zugesetzt wurde, das zuvor 10 oder 12 Minuten auf einem Wasser-
bad bei 100° gehalten worden war, Da diese Titrationen natiirlich nicht gleich-
zeitig erfolgen konnen, mufl die Enzymwirkung durch Kochen abgebrochen

1) Uber die Resistenz von Enzymen in Glyzerin, siche u. a, VErRNON (128).

2) Fiir die Extraktion grofierer Mengen der Fermente bei hoheren Tieren
verwendet man z B. 2 Gewichtsteile nicht ganz konzentriertes Glyzerin auf
1 Teil Driise.
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werden, damit sie in allen Gemischen sich wihrend einer gleichen Zeit entfalten
kann. Wenn man nun nicht das Verdauungsgemisch als Ganzes unter-
suchen will, sondern nur eine bestimmte Menge, z. B. um Doppelbestimmungen
ausfiihren zu kénnen, oder um die Spaltungsprodukte weiter zu untersuchen,
go hat man zu bedenken, dall beim Aufkochen die Fliissigkeit in nicht unbe-
deutendem Male konzentriert wird, und daB alle Nummern der Serie in gleichem
MaBe dieser Volumverinderung unterliegen miissen. Sie miissen also genau
gleiche Zeiten gekocht werden und die Gefille miissen von gleicher Form und
Inhalt gein, damit dieselbe Menge verdunstet. Wiinscht man z. B, die Wirkung
eines Extraktes bei sechs verschiedenen pp-Werten zu bestimmen, so macht
man die Gemische zuvor fertig bis auf die Zufiigung des Enzymes und des ge-
kochten Extraktes und kann nun so verfahren, dall man zu Nr. 1 die erwiinschte
Enzymmenge zusetzt, zu Nr. 2 eine Viertelstunde spiiter, usw. Will man nun
nach 4 Stunden den Versuch abbrechen, so setzt man Nr, 1 (ohne Stapsel!) ing
kochende Wasserbad und kocht genau 10 Minuten; eine Viertelstunde spiter
verfihrt man ebenso mit Nr. 2 usw, Man errcicht so eine genau gleiche Wir-
kungszeit, mull aber sehr gut auf die Zeiten achten. Wenn man vor der
Verteilung den Extrakt verdiinnt mit destilliertem Wasser oder Puffermischung,
s0 hat man zu bedenken, dal das Enzym nun nicht linger von Glyzerin ge-
schiitzt wird und falls 1'/3—2 Stunden zwischen dem Einsetzen von Nr. 1 und
Nr. 6 oder 8 verstreichen, der Extrakt schon an Wirksamkeit verlieren kann.

Wenn man nur dasselbe Enzym unter verschiedenen Umstinden wirken
lassen will, so kann man, bei nicht zu kurzer Wirkungszeit, auch so vorgehen,
daBl man schnell hintereinander die Kolben mit der Enzymmenge versicht und
in den Thermostat stellt, Hat man schon einige Erfahrung iiber den mutmal-
lichen Ausschlag des Versuches, so fingt man dabei mit dem Kolben an, worin
man die geringste Wirkung vermutet, Nach Ablauf der Versuchsfrist hingt
man nun die Kolben in ihrem Gestell in ein geniigend groBes Wasserbad mit
kochendem Wasser, und erzielt in der Weise den Vorteil, daB die Einwirkung
der Kochtemperatur fiir alle genau gleich ist, Die Ungenanigkeit liegt hier beim
Ansetzen der Versuche (Anfangszeit). Diese Methode braucht weniger Zeit und
Sorge als die vorige und ist daher vorzuzichen. Wenn die Einwirkungszeit kurz
war, 80 dall Unterschiede in der Anfangszeit nicht vernachlissigt werden durften,
g0 benutzte ich immer die erstere Methode, Ubrigens wird bei den Versuchen
angegeben, weleche Methode befolgt worden ist, Ich bin auf diese Einzelheiten
g0 ausfithrlich eingegangen, weil es nur mit ihrer Kenntnis moglich ist. zu ciner
Schiitzung der Versuchsfehler zu kommen und danach festzustellen, inwieweit
man aus den erhaltenen Zahlen zulissige Schliisse ziehen kann,

Alle benutzten Glassachen waren aus Jenaglas, das vor dem Gebrauch der
Einwirkung eines warmen Gemisches aus Kaliumbichromatsehwefelsinre aus-
gesetzt wurde und nach den Versuchen mit 40 proz, Kalilauge gereinigt und
wiederholt mit Leitungswasser, schlieBlich mit destilliertem Wasser ausgespiilt,
oder mittels halbstiindiger Durchfithrung von Wasserdampf von Elektrolyt
befreit wurde,

Wihrend immer Kontrollen mit gekochtem Enzym angestellt wurden, hielt
ich durch Hinzusetzung von Toluol in geeigneten Mengen von etwa 1vHY) Bak-
teriencinwirkung fern, IMast nie wurden die Versuche iiber eine Frist von 24 Stun-
den hinaus fortgesetzt, Die Kolben oder Reagenzgliser wurden meistens mittels

1) Fiir auslindische Leser sei bemerkt, dafl die Zeichen vH (vom Hundert)
und v'T' (vom Tausend) jetzt vielfach statt prozent bzw. promille benutzt
werden.

Z, 1. vergl, Physiologie. Bd. 5. 30
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Gummipfropfen geschlossen, so dal cine Verdunstung des Toluols ausgeschlossen
war.

Wenn fiir eine angestellte Versuchsreihe elektrometrische pg-Bestimmungen
ausgefithrt werden sollten, so wurden die Verdauungsgemische fertig gestellt bis
auf die Zufiigung des Toluols. Von jedem gut geschiittelten Kolben wurden nun
10 ccm in entsprechend numerierte Reagenzgliser iibergebracht und danach
zum Hauptversuch das Toluol zugesetzt. Die pu-Bestimmung wurde dann in
den toluolfreien Gemischen vorgenommen, da bekanntlich Desinfektantia in der
Wasserstoffelektrode Stérungen verursachen,

Fiir einige Einzelheiten iiber die benutzten Puffergemische, den Grad der
Zuverlissigkeit der pm-Messungen usw. siche Kapitel V1L

Die benutzten Thermostaten, mit guter Riihreinrichtung verschen, gestat-
teten die Konstanthaltung der Temperatur bis anf wenigstens 0,1°, Gelegent-
liches Einhalten anderer Grenzen fiir die Temperaturkonstanz wird immer
im Text erwihnt.

Die bisher besprochene Methodik gilt fiir alle Versuche in dieser Arbeit, so
weit nichts anderes dabei angegeben wird.

Methodik speziell fiir die Amylasen. Ich muf} nun noch einige Bemerkungen
einschalten iiber die Methoden, die fiir die Untersuchung der Amylasen und
anderer Karbohydrasen verwendet wurden.

Als Substrat zum Anzeigen einer Amylasewirkung habe ich meistens eine
1 proz. Stirkeltsung benutzt, hergestellt aus der sogenannten loslichen Stirke
von Kamrpava. Hieraus kann man ganz klare Losungen erhalten, die man
nicht zu filtrieren braucht. Man kann sie im Eisschrank ohne Zusatz von Anti-
septikum wenigstens eine Woche gut halten, Die Stirke wurde in einem Exsikka-
tor aufbewahrt, da sie sehr viel Wasser anzieht,

Fiir die Bestimmung der Zuckermengen, die bei der Einwirkung von Di-
astasen auf diese Stirkelsungen entstehen, habe ich die beiden Methoden be-
nutzt, die von SonoorL ausgearbeitet worden gind (111,111a). Beide beruhen auf
der teilweisen Reduktion einer bestimmten Menge Frurinascher Losung von ganz
genau bekanntem Kupfergehalt, Diese Losung wird zusammen mit der abge-
messenen Menge der zu untersuchenden Fliissigkeit (das Gesamtvolum soll immer
50 cem betragen) wihrend genau 10 Minuten gekocht und dann abgekiihlt, Nach
der einen Methode (einer Modifikation derjenigen von BerTrAND [6]) trennt man
nun den Niederschlag von Cu,O von der Losung des nichtreduzierten Kupfers,
wiischt ihn unter den notigen Kautelen aus und lost in Ferrialaun, Hiernach
setzt man Schwefelsiure zu: das Kupferoxydul reduziert eine entsprechende Menge
des Ferrisalzes zu Ferrosalz und dieses wird mit 0,1 N Permanganatlisung titriert,
Bei der anderen Methode wird die Menge des nichtreduzierten Kupfersalzes be-
stimmt durch Ermittelung der Menge Jod, die nach Zusatz von Jodkalinmlosung
durch das Kupfersalz aus dem KJ freigemacht wird., Hierfiir wird Schwefelsiure
hinzugefiigt und die Losung mit 0,1 N Thiosulfat titriert, wohei Starke als Indi-
kator dient. Bei dieser Methode ist es notig eine Kontrollbestimmung auszu-
fithren, um die Menge Thioldsung zu ermitteln, die von dem gleichen Volum
nicht reduzierter Fehlinglosung verbraucht wird., Zieht man davon den Wert
der Hauptbestimmung ab, so findet man die Menge Thiosulfat, die mit der
vom Zucker reduzierten Kupfermenge iibercinstimmt. Die erstere Methode ist
umstindlicher, die zweite aber etwas ungenauer, wenn es sich um kleine Unter-
schiede handelt, da hier der Titer durch Abzug zweier einander naheliegender
Werte gefunden wird, Fiir den gefundenen Titerwert kann man nun in der
von Scroorn ausgearbeiteten Tabelle die entsprechende Menge Zucker nach-
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schlagen. Hier ist zu bemerken, daB fiir eine bestimmte Menge Kupfersalz die
Reduktion nicht direkt proportional der zugesetzten Zuckermenge ist, sondern
weniger stark wiichst als diese; dies mufl man bei der Berechnung der Versuchs-
resultate im Auge behalten,

Eine andere, zwar fiir Vergleichungen weniger genaue, aber sehr demon-
strative Methode der Diastasebestimmung ist die von WonLGEMUTHY), Er ver-
teilt das Enzym durch eine geeignete Verdiinnungsmethode iiber etwa zehn
Reagenzpliser, derart, dafl jedes folgende auf 1 cem Fliissighkeit die Hilfte der
Enzymmenge des vorhergehenden enthilt (anzufangen mit 1 cem) und setzt
nun allen Glisern 5 cem 1proz. Stirkeltsung zu. Nachdem die Wirkung im
Thermostat eine bestimmte Zeit sich entfaltet hat, wird sie unterbrochen durch
Anfiillung der Gliser mit kaltem Wasser und nun jedem Glas 1 Tropfen Jod-
losung zugefiigt, Ist die Versuchszeit richtig gewiihlt, so wird in den letzten
Glisern Blaufirbung eintreten, in einigen der ersteren wird die Stirke verschwun-
den sein, und zwischen beiden wird sich ein Reagenzglas finden, das eine Erythro-
dextrinreaktion zeigt. WonrLcemurH nennt dieses Glischen ,,Limes*; sei dies
7. B. das fiinfte, so tiberlegt Wonveemurn folgendermaBen: in diesem Raohrchen
Nr. 5 ist noch nicht alle Stiirke verdaut, in Nr, 4 aber ist sie ginzlich verschwun-
den. Nrt. 4 enthilt 1/g cem Enzym; 1/g cem kann 5 cem 1 proz, Stirke verdauen,
1 cem kann also 8 x5 cem = 40 cem verdauen, Diese Zahl 40 nennt er nun die
Diastasezahl der untersuchten Fermentldsung und schreibt dafiir das Symbol

age - ¢ Qoo . c :
D g_l,, = 40, falls der Versuch bei 38° ausgefithrt wurde und 24 Stunden ge-
dauert hat. Verwendet man cine 1 v'1' Stiirkelésung bei 3 Stunden Dauer und 27°, so

wird z. B. geschrieben: d ":,‘ Auf diese Weise kann man nur finden eine Lisung
sei halb go stark, 1/4 mal so stark wie eine Vergleichslosung (usw. ), keine feineren
Unterschiede, Will man diese bestimmen, so wird man in der Nihe der gefundenen
Grenze eine Versuchsreihe aufstellen miissen, wo 1eem, 0,9cem, 0,8 cem von dem
Enzym in geeigneter Verdiinnung zugefiigt wird, aber so wird das Verfahren etwas
umstindlich und ich wiirde, wenn soleche Genaunigkeit erwiinseht wird, Zucker-
titration weit vorzichen,

Die Methode von Wonraemuri ist recht demonstrativ. Besonders fiir die
vergleichende Physiologie scheint sie mir von groBem Wert zu sein; man kann,
um in der Sprache der Physik zu reden, direkt vergleichen, von welcher ,,Ord-
nung' die Dinstasemengen verschiedener Tiere und Organe sind,

Vor der frither gebriuchlichen Methode, den Diastasegehalt verschiedener
Lasungen zu vergleichen durch Bestimmung der Zeit, welche nitig ist um die
Jodreaktion zum Verschwinden zu bringen, bietet sie einen gewissen Vorzug,
Wenn eine Losung 1 Stunde, eine andere 10 Stunden braueht um den achroma-
tischen Punkt zu erreichen, o ist die zweite viel lingere Zeit dem schidlichen
EinfluBl der Temperatur ansgesetzt gewesen und ein Verhiltnis an Wirksamkeit
von 10 big 1 ist sicher zu ungiinstig fir die wenig wirksame Losung,  Bei Wonr-
aemuTie Methode wird dieser Fehler ginzlich vermieden,

Cyprinus carpio: Pankreasamylase; ihr py-Optimum bei verschiedener
Versuchsdauwer und Temperatur. Nach einigen Vorversuchen ergab sich,
dall das Pankreas vom Karpfen von den untersuchten Fischen an Amy-
lase weitaus am reichhaltigsten war, und ich habe daher diese Amylase fiir
eine ausfithrlichere Untersuchung gewihlt,

1) Wonroemuri: Grundrill der Fermentmethoden,  Berlin 1913,
30*
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Der Darmkanal des Karpfens ist sehr stark gewunden und das Pan-
kreas verlinft zwischen diesen Windungen in feinen stark verzweigten
Stringen und dringt auch reichlich in das Lebergewebe ein. Daher be-
kommt man von einem Tiere nur eine geringe Menge der Driise, da man
den mit der Leber verwachsenen Teil selbstverstindlich nicht isolieren
kann. So lieferten mir vier grolie Tiere von zusammen 8—10 Pfund
Gewicht 1,09 g Pankreas. An Mikrotomschnitten habe ich mich iiber-
zeugt, dafl die Gewebe, die ich nach ihrer makroskopischen Beschaffen-
heit fiir Pankreas hielt, auch wirklich zur Bauchspeicheldriise gehorten.

Die diastatische Wirksamkeit wurde auf folgende Weise gezeigh: Man
rieb 630 mg Pankreas fein mit Quarzsand und iibergoB es mit 12,5 cem
Glyzerin und 2,5 cem dest. Wasser. Nach 4 Tagen wurde das Gemisch
kolliert und lieferte etwas mehr als 9 cem Filtrat; 6 cem davon wurden
mit destilliertem Wasser zu etwas mehr als 10 cem verdiinnt und hiermit
folgender Versuch angestellt bei 38° (wie bemerkt - oder — 0,05° héch-
stens) und einer Dauer von 924 Stunden. Titration oxydimetrisch nach
Scpoorn. 19./20. VI 1925.

[
| cem 0,107 N | com Permanga- | vH der Stirke-
i‘ Permanganat | nat auf Rech- | losung, der in

Verzuch Inhalt des Kolbchens pro 6 cem unt. | nung d.Enzym Zucker ver-
Fliissigkeit i wirkung | wandelt wurde
M - X e
A |8 com - prim. K-phosphat?); 5,28 4,78
| ') |
M
12 com sec. Na-phosphat;
; 15 I I nach
|
|95 com 1 proz. Stiirkelsung; Schittzung
5 cem Extrakt, herstammend etwn 80%)
von etwa 200 mg Pankreas
AA | wie A; Extrakt vor dem Ver- 0,50

such 10 Min. auf 100"

Aus diesem Versuch ersicht man, daB unter diesen Umstiinden (die
einem pu von ungefihr 7 und einem Salzgehalt von ungefihr 4 vI' ent-
sprechen) der Pankreasextrakt des Karpfens kriiftig amylolytisch wirkt, so
daf in 24 Sunden etwa 80 vH der Stiirkelgsung in Zucker verwandeltist®).

y M :
1) In allen Tabellen und V ersuchen bedeutet M Mol 5 ist also eine Lisung,

die — des Molekulargewichtes eines Stoffes zu einem Liter gelost enthiilt, N hat

1
15
die gewohnliche Bedeutung der Normalitit.

2) Genau ist das nicht anzugeben, wegen der zu gleicher Zeit stattfindenden
Maltasewirkung, die wir spiter besprechen werden, Man weill nicht, wieviel
Maltose und Glykose nebeneinander anwesend sind, da die Amylase und Maltase
in sehr verschiedener Konzentration nebeneinander vorkommen.
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Da der Extrakt so kriiftig wirksam war, geniigte weit weniger fiir
einen Versuch. Mit den iibrigen 3 cem wurde vorliufig versucht, etwas
vom Einflull des pg auf die Wirkung zu erfahren bei 38°und einer Zeit-
dauer von 41/, Stunden. Das Totalvolum in den Kélbchen war wieder
50 cem. Auf jedes kam eine Menge entsprechend 50 mg Pankreas. Daf}
hier eine 2 proz. Stirkelosung verwendet wurde, ist Zufall. py wurde
elektrometrisch bestimmt.

| |
| | cem 0,107 N | cem Permanga-
Permanganat nat auf Rech-

T | .
Versuch | Inhalt | P 1 pro 5 cem unt. | nung d. Enzym-
i Fliissigkeit wirkung
| AT | | |
A l 18 cem T primires Phosphat; | 5,84 ‘ 8,05 i 7.64
W) |
\
| {
. M .
' 2 cem T sec. Phosph. ; 256 cem ! i
! o |
1 ai oy |
| 2 proz. Stirke; Enzym von | ,
50 mg Pankreas; bis 50 cem
mit dest. Wasser [
| |
B | 14cem prim.; 6cem sec. Phos- | 6,57 7.99 ’ 7.58
phat, Stirke u. Enzym wie o. i j
C | 8cem prim., 12 cem sec. Phos- | 6,00 7.67 7.16
phat, Stirke usw. wie 0. | ‘
BB | wie B; Enzym vor dem Ver- | 0,41 |
guch 10 Min. bei 100% | |

Bei einem pa von ungefihr 6 und 6,6 ist die Wirkung gleich stark, um
bei py=="7 etwas zu sinken. Hier ist auch etwa 80 vH der Stirke in
Zucker verwandelt und es fallt auf, dall bei einer Enzymmenge, die 1/,
von der im vorigen Versuche angewandten betriigt, und bei einer sechs- |
mal kiirzeren Wirkungsdauer ein so hoher Umsatz erreicht wird. Dies
erkliirt sich natiirlich hieraus, dall besonders im ersteren Versuch die
Menge Enzym zu grofi war fiir eine vergleichende Bestimmung: das
Enzym war im Uberschuld vorhanden. Spiter werden wir mit noch ge-
ringeren Mengen Enzym vergleichende Bestimmungen ausfithren.,

Ich habe nun weiter an einem anderen Extrakt die Diastasezahl nach
Wonrcemur bestimmt, Die Gesamtflissigkeitsmenge in jedem Rohr-
chen hatte hierbei ein NaCl-Gehalt von ungefihr 1,5 v'T', d. h. etwas
weniger als der Salzgehalt betrug in einer ganzen Reihe von Versuchen,
die mit einem dritten Extrakt ausgefithrt wurden, und wo er durch
Puffergemische hergestellt etwa 2 v betrug.

Fiir die Bestimmung nach WonraemurTi wurde 2,3 cem kolliertes
Extrakt (von etwa 50 mg Pankreas stammend) filtriert um die Triitbung
zu entfernen und in Ubereinstimmung zu bleiben mit einigen spiiter zu



466 H. J. Vonk Jr.:

hesprechenden Versuchen an Rana. Von dem Filtrat brachte ich 1 ccm
ins Réhrchen Nr. 1 und gab dazu 1 cem einer physiologischen Kochsalz-
losung fir Cyprinus von doppelter Konzentration (16 vT NaCl). Von
diesem Gemisch wurde nach Schiitteln 1 cem in Nr. 2 gebracht und
dazu 1 cem einer normalstarken physiologischen Losung fiir Cyprinus
zugesetzt usw. 1In dieser Waeise erhielten alle Rohrchen die gleiche Salz-
konzentration. Nr. 6 stellte sich als Limes heraus; da Nr. 1 nur 1/, cem
Extrakt (25 mg) enthielt, war D gi fiir den Extrakt = 160 und auf 1 g
Driisensubstanz berechnet = 3200.

Mit dem erwithnten dritten Extrakt wurden nun die folgenden Ver-
suche zur Ermittelung des pr-Optimums dieser Diastase bei verschiede-

Tabelle A. Bestimmung des pp-Optimums der Cyprinus-Pankreasdiastase bei
98° und 24 Stunden (I) bzw. 27° und 24 Stunden (II) und etwa 4 vT Salz-
gehalt, 4,5 com des Extraktes verdiinnt mit destilliertem Wasser bis auf 45 cem
und von diesem Gemisch 5 cem pro Kolben, Jeder Kolben enthilt also eine
Menge Extrakt, herstammend von etwa 50 mg Pankreas. Zuckertitration:
jodometrisch. pu-Bestimmung: elektrometrisch, Verdauung abgebrochen durch
10 Minuten gleichzeitiges Erhitzen auf 90°. 29, und 30. September bzw. 1. und
2, Oktober 1925,

| 1 1 1]

N Norrgtal =
. cem l”Ihm- com Thio [eem 1l)lllln- cem Thio

Versuch Inhalt | P | sulf. pro | 3 Rechn. | guif. pro | :ml.f‘ ]{(-chn.
' ‘ 110 cecm unt.| F0EYM- (10 cem unt. -'I_li;:ftll.-‘
| Frissigkeit | WirkUng | Flissigkeit | b
M s o I sab Il - =
A l‘ZO com pnmuruHPhosphat; 5,40 14,68 12,14 19,40 7,16
o
95 cem 1 vH Stirkelosung; .
b cem verd. glye. Pankreasextr. |
(etwa 50 mg)
‘ |
B 18 com prim.-Phosphat; 2 (:u:'.m'i 6,11 | 13,57 1 13,39 18,47 8,00
M _ ol ‘
sec. Phosph.; 26 cem Stirke- \
15 E | |
lisung; 5 cem l’unkrcuscxtr.} “
| |
¢ 14 bzw. 6 ccm Phosphat; u:‘sw.]i 6,63 13,36 | 13,60 18,79 .77
| 4 |
D 8 bzw. 12 cem Phosphat; usw.L 7,11 | 13,55 | 13,54 18,97 7,00
E 4 bzw. 16 cem Phosphat; usw. | 7,49 | 14,23 . 12,86 20,02 3,64
F 1 bzw. 19 cem Phosphat; lmw.i 8,01 15,18 ‘ 11,91 20,75 5,81
AA |WieA; Extrakt vorher 10 Min.| — | 20,82 L =3
0 i
‘ auf 100 i

DD Wie D; Extrakt vorher 10Min,| — | 27,09 — | 2656 !
auf 100° ' ‘
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ner Versuchsdauer und Temperatur benutzt. Der Extrakt war im Som-
mer gewonnen worden von vier Karpfen, die 1,99 g Pankreas lieferten.

Bei diezen Versuchsresultaten ist folgendes zu bemerken: Da die Ti-
tration eine Resttitration ist, miissen die Zahlen fiir die Kolben A bis F
von 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 € vom
Mittelwert zwischen AA und DD, die {ibrigen von DD. Wie man sieht,
ist bei diesen pi-Werten die Spaltung durch das saure Gemisch nicht viel
grofer als bei Neutralitit: der Unterschied liegt fast innerhalb der Gren-
zon der Versuchsfehler. Auch andere Versuche lehrten mich, dall zwi-
schen py 5,5 und 8 die Hydrolyse durch die Puffergemische an sich
keine bedeutenden Unterschiede aufweist und man also nicht fiir jeden
Kolben eine Kontrolle anzustellen braucht. Daher habe ich auch beim
zweiten Versuch nur eine Kontrolle bei pn 7,1 angestellt.

Da die Gemische genau in gleicher Weise zusammengesetzt waren,
habe ich nur fiir eine Serie die pu-Werte ermittelt. Auch zwischen den
Mischungen mit frischem und gekochtem Saft ist der py-Unterschied
sehr gering, wie diesbeziigliche Messungen ergaben.

Aus der Tabelle AT ersicht man, dall in einer Zone zwischen py 6,1
und 7.1 die beste Wirkung stattfindet (Kurve I Abb. 1). Doch sind die
Unterschiede bei der 24stiindigen Dauer nicht sehr erheblich, das Sub.-
strat war dafiir in Kolonne I etwas zu weit umgesetzt. Die Kolben mit
den fullersten pi-Werten gaben noch schwache Jodreaktion. Auch die
Anwesenheit einer kriftigen Maltase wiirde zur Folge haben, dal} die
Unterschiede verwischt werden.

In der zweiten Tabelle sind die Unterschiede besser akzentuiert
(Kurve 11, Abb. 1). Der Verlauf der Kurven diirfte darauf hindeuten,
daf bei lingerer Zeitdauer das pp-Optimum sich etwas nach dem neu-
tralen Punkt verschiebt. Das wiirde iibereinstimmen mit den Beobach-
tungen von SaonErG (115) iiber Phaseolusamylase. Er findet ein Opti-
mum bei py 5,2. Bei lingerer Dauer verschiebt sich das Wirkungs-
optimum nach dem Resistenzoptimum, das bei py 6,7 liegt. Nach
Rivaer und vax Trier (105) ist das pu-Optimum fiir Speicheldiastase
etwa 6. Fiir Pankreasdiastase von Siugetieren ist es 6,8 [ WILLSTATTER
c. 8. (143), SHErMAN, THoyMas und BALDWIN (113a)].

Nach Abschlufy der Titrationen in Kolonne I wurde der Inhalt der
Kolben B, ¢ und D, worin am meisten verdaut war, zusammengefiigt
10 cem der Mischung mit 0.4 g Natriumazetat und 0,2 g flilssigem Phenyl-
hydrazin eine Stunde auf einem kochenden Wasserbade erhitzt. Kine
geniigende Menge Ozazon bildete sich: bei mikroskopischer Untersuchung
ergab sich, daf weitaus der grofite Teil (nach Schiitzung etwa ?/y,) aus
Kristallen von Glukosazon bestand, obwohl auch eine gewisse Menge
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Maltosazonkristalle anwesend war. Die Verdauung war also in diesem
Versuch weiter gegangen als Maltose und fast alle entstandene Maltose
in Glukose verwandelt. Dieses Resultat beweist, dall auch eine kriftige
Maltase anwesend ist, die wir spiter niher studieren wollen. Es wird
sich dann ergeben, daf} das pg-Optimum dieser Maltase denselben Wert
hat, wie das der Diastase, aber daf} die ganze Optimalzone wahrschein-
lich etwas breiter ist. Das kann die etwas abgeflachte Form der Kurven
von Abb. 1 erkliren. Die Maltase ist in viel geringerer Menge anwesend

cem. lhio
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Abb. 1. Abhiingigkeit der Wirkung von Cyprinus-Pankreasamylase von der Wasserstoffzahl (pu).
I bei 382 und 24 Stunden Versuchsdauner; II bei 27" und 24 Stunden Dauer. Wegen der 'gleich-
zeitigen Wirkung der Maltase stellen diese Kurven die Summen der Amylase- und Maltasewir-
kungen vor. Durch die Wirkung des letzteren Enzyms erscheinen die Kurven verflacht, Siehe spiiter,

wie die Amylase, so dall sie nur beim Gebrauch von ziemlich grolien
Mengen Extrakt, wie sie hier benutzt wurden, sich in mefibarem Mafe
geltend machen kann. Weil es nicht zu bestimmen ist 1), wieviel Maltose
und Glukose nebeneinander anwesend sind, habe ich den Spaltungsgrad
in Zentimeter Thio angegeben. Der Reduktionswert geht der Zucker-

1) Wenigstens nicht ohne umstandliche Manipulationen, die auch groflere
Mengen Material erfordern wiirden, Bei einer Rohrzuckerinversion ist der Grad
der Hydrolyse dadurch einfach titrimetrisch und polarimetrisch bestimmbar,
weil fiir jedes verschwundene Mol Rohrzucker 1 Mol Glukose und 1 Mol Fruk-
tose entstanden ist. Das ist hier nicht der Fall,
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menge nicht ganz parallel, doch sind auf dieser kleinen Strecke die Unter-
schiede nicht so erheblich, dall es die Form der Kurven stark beein-
flussen kann.

Ich bestimmte nun weiter die pg-Optima dieses Enzyms fiir eine Ver-
suchsdauer von 41/, Stunden bei 27° und 16,5° um zu sehen, ob eine
Verschiebung des Optimums eintrete. Dies wiire auch von Interesse fiir
spiitere Vergleichung des Temperatureinflusses auf die Amylasen der
Fische und Siugetiere. Ich wiihlte eine noch geringere Enzymmenge
um deatlichere Unterschiede zu erhalten, auch schien es mir besser,
um (anschlieBend an die Versuche von RiNcur fiir Speicheldiastase) die
Salzmenge bis auf die Hilfte zu verringern. Unter diesen neuen Um-
stinden mubBite ich also die Bestimmung des Optimums bei 38° und
41/, Stunden wiederholen, um das Ergebnis mit den neuen Resultaten
vergleichen zu kénnen. Auflerdem fiihrte ich bei einem py von 6,4 eine
Bestimmung bei 0° aus. Fiir 38° und 27° benutzte ich die erwihnten
Thermostaten; fiir 16,5° ein Aquarium mit Wasser auf Zimmertempera-
tur, worin die Temperatur zwischen 16 und 17° wechselte, fiir 0° stellte
ich den Erlenmeyer-Kolben gut umschlossen in Eis. Die Resultate
sind in der folgenden Tabelle B zusammengefalit.

Bei diegen Versuchen muld ich darauf hinweisen, dal} die Versuchs-
fehler hier etwas hoher taxiert werden miissen, wie bei den vorigen Ta-
bellen, da die Erhitzung auf freier Flamme oder in einem Wasserbade
nacheinander zu etwas groleren Fehlern fithrt, als die gleichzeitige Er-
hitzung im Wasserbade von 90 oder 1007, Der Titrationsfehler zusam-
men mit den Fehlern, die sich unvermeidlich beim Ansetzen des Versuches
durch Verteilung von Enzym, Puffer und Stirkelosung ergeben, schiitze
ich auf hochstens 0.3 cem; diese Abweichung kann unter Umstinden viel
geringer sein, wie aus der Tabelle auf 8. 482 ersichtlich ist. Wenn ich
sie hier auf hichstens 0,5 cem schiitze beeintrichtigt dies die Resultate
nur sehr unwesentlich?),

Die so fiir 38° gefundene Kurve (I, Abb. 2) stimmt sehr gut {iberein
mit denjenigen des vorigen Versuches, nur sind die Unterschiede, wie
zu erwarten, schiirfer akzentuiert. Es findet sich eine Optimalzone
zwischen pn 6 und 6,5, bei py 7 ist die Wirkung schon bedeutend ge-
ringer. Die Lage der Kurven, die bei den niederen Temperaturen er-
halten sind (Abb. 2, TTund ITI), zeigen innerhalb der Fehlergrenzen keine
groflen Unterschiede hinsichtlich der Optimalzone, Allein an der sauren
Seite der Optimalzone fillt die Kurve von 38° steiler ab als die bei 27°
und 16,5°. Noch groBieren Unterschied in dieser Richtung zeigen die
Kurven auf der alkalischen Seite, Dies stimmt zn unserem gegenwiirtigen

1) Dali dieser Fehler im Parallelversuche nicht siberschritten wird, zeigt
die Betrachtung der Zahlen fiir AA in Kolonne I, 1T und 111 und von DD
Kolonne T und II der Tabelle B,



Tabelle B, Bestimmung des p-Optimums der Pankreasdiastase von Cyprinus carpio bei 38°, 27° und 16,5° und 41/, Stunden
Versuchsdauer. 1,75 cem Extrakt, verdiinnt mit dest. Wasser bis 35 cem und davon 5 cem pro Kolben. Jeder Kolben enthiilt "
eine Menge Enzym, herstammend von etwa 25 mg Pankreas, Zuckertitration: jodometrisch, py-Bestimmung: elektrometrisch, <
Versuche nacheinander eingesetzt und jeder einzeln abgebrochen durch Erhitzen auf freier Flamme withrend genau 2 Minuten oder

auf einem Wasserbade wihrend genau 10 Minuten.

| I. 7.X.1025:38° 11, 12, X, 1625: 27 TI1. 14, X, 1925:16,5 IV, 15. X, 1925:0
=% 3 |38 |::§ Ba i:=§| e TN
Py (2854 32E| Pm 22| iz [ Pn gZZ| 23| Pm BlE| 2
22 2 E:zs 55| &F |BEC| 23 557 23
ORI S \ 3| & I °| & 3| &
A1) | 10 cem prim. Phosphat; 35 com 1proz. | 4,685 | 25,65 | 0,67 | 4,96 120,00 | 5,16 514 [ 2210 4,16
| Stirkel., 5ccm verd. Extrakt (= un- '; | ‘ i
i gef. 25 mg Pankreas) | | ' ‘ ‘ L
B ‘-‘Jccmprim.,1ccmsoc.Phosph.;Sﬁccm 6,00 | 11,10 | 15,29 | 6,00 | 11,78 | 14,256 | 6 14,63 1 11,75 =
k 1 proz. Stirkel.; 5 cem Extrakt \ i . \ E‘
C %'i'ccmprim..3ccmsec.l’husph.;SSccm 6,57 | 10,35 | 16,04 | 6,6 | 12,39 ‘ 13,64 | 6,6 | 14,29 | 11,97 6,6 | 22,32 | 3,94 3
| 1 proz. Stiirkel.; 5cem Extrakt | ‘ : "
D | 4cemprim., 6cem sec. Phosph.; 35 cem 7,09 | 12,64 ] 13,81 | 7,1 | 13,77 } 12,221 7,1 15,22 11,04
‘ Stirkel.; 5 cem Extrakt | i
E i 2 cem prim.; 8 com sec. Phosph. ;35 cem | 7,48 15,59 | 10,57 | ! \ 1
. Stiirkel.; 5 cem Extrakt ‘I , ‘ .
F | 0,5 cem prim.; 9,5cem sec. Phosph.; 8,00 19,25 6,62 . ! !
{ 35 cem Stirkel.; 5 cem Extrakt ‘ ' ; 1 1
AA  wie A, Extr. vor Vers. 10 Min. bei 100” 26,32 26,06 26,26 | | |
DD | wie D, Extr. vorher 10 Min. bei 100° 26,45 25,99 | \ \
FF wie F, Extr. vorher 10 Min. bei 100° | 2587 | ; ; ‘

1) In Tabelle IT und III war in A 9.9 prim. und 0,10 sec. Phosphat, daher der hohere pH~\‘\'er[‘,
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Wissen von dem schidigenden Einflufl der Temperatur auf die Enzyme:
Je hoher die Temperatur, je stirker wird bei gleicher Zeitdauer, bei einem
pn, welcher entfernt vom Optimum der Resistenz liegt (das fiir tierische
Amylasen nicht weit vom Wirkungsoptimum liegt), die Vernichtung des
Enzymes sein und je steiler werden die Kurven beiderseits des Opti-
mums abfallen. Von einer Verschiecbung vom Optimum bei niedriger
Temperatur ist aber nichts zu sehen. Fiir Amylasen liegen wohl die
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Abb. 2. Abhingigkeit der Wirkung von {‘wrn‘n.vr.-.-~l'nnkrv:m:un_\']:mo von der Wasserstoffzahl bei

41/, Stunden Wirkungsdauer und bei 38° (1), 7 (I und 16,6° (111}, Der Punkt IV stellt die

Wirkung des Enzyms unter diesen Umstinden bei 0° vor. Der Unterschied zwischen der Form

der Kurven und derjenigen von Abb, 1 wird dadurch bedingt, dafl in dieser Zeit die Maltasewir-
kung noch nicht zur Geltung kommt,

Optima von Wirkung und Resistenz zu dicht nebeneinander um eine
solche Verschiebung erwarten zu lassen. Vgl Einleitung 5. 457, 458.

Mit diesen und spiiter zu erwiihnenden Versuchen war nun die Menge
des bisher gebrauchten Extraktes fast erschopft und ich konnte bei 0°
nur eine Bestimmung ausfithren, bei einem pi, bei dem auch bei dieser
Temperatur das Optimum erwartet werden konnte. Findet doch auch
von 38° bis 16.5° keine Verschiebung des Optimums statt. Die Wirkung
des Enzymes bei 0° bei einem pi von 6,6 und den oben erwihnten Um-
stiinden ist durch den Punkt IV in Abb. 2 vorgestellt. Wie man sieht,
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ist bei 0° die Wirkung des Enzymes verhiltnisméifig noch recht erheb-
lich. Die Betrachtung dieser Versuchsergebnisse vom Standpunkte der
vax 'THorrschen Temperaturregel aus wird vielleicht in einer spiteren
Veroffentlichung folgen konnen.

Darm von Cyprinus. Nachdem ich nun das pi-Optimum dieses En-
zymes in dieser Weise unter verschiedenen Umstiinden studiert hatte,
versuchte ich einige Tatsachen von mehr biologischem Interesse zu er-
mitteln. Hier galt es festzustellen, welches Verhiltnis zwischen der
amylolytischen Wirkung des Pankreas und eines Darmextraktes be-
steht. Ist die Wirkung des Darmextraktes erheblich geringer als die des
Pankreasextraktes, so wird man daraus schliefen konnen, dal} wahr-
scheinlich eine Amylase vom Darme selbst nicht abgeschieden wird.
Von Interesse ist es, dieses Resultat vergleichen zu kénnen mit den Er-
gebnissen von Tieren, die Appendices haben (vgl. Einl. 8. 450 u. 455).

Ich verfiigte iiber einen Darmextrakt von zwei Tieren, wovon die
beiden vorderen Darmhilften und die beiden hinteren gesondert extra-
hiert waren.

Versuch 1. Vordere Darmhiilfte. Dauver 22 Stunden. T =277

Titration jodometrisch.
- r 3 : [ :
1. In einem Kolben 35 cem 1 proz. Amylum: 8 cem - KH,PO,;
M . o - -
2 cem 15 Na,HPO;; 200 mg Schleimhaut (in 5cem Fxtrakt). Verbrauch
w 3 N
alnl 10
la. Wie 1: Extrakt erhitzt. Verbrauch an Thio in cem . 1,13

Thiosulfat pro 20 cem unt. Fl.in cem . . . . . . . . . 9,60

Enzymwirkung 8,47
Versuch 2. Hintere Darmhilfte usw.
2 Wie 1 mit Extrakt der hinteren Darmbhilfte cem Thio 8,90
2a. Wie 2. Extrakt erhitzt . . . . . « . . . . . . . . 1,14

Die beiden Darmhiilften haben also eine viel geringere Konzentration
an Amylase, wie das Pankreas, wo beinahe das Doppelte dieser Werte
schon in 4 Stunden erreicht wurde mit 25 mg festem Pankreas pro
Kolben. Roh gerechnet kann man von einer 80—90fach stiirkeren Wir-
kung des Pankreasextraktes sprechen, wobei ich diese Zahl unter allem
Vorbehalt nenne. Jedenfalls ist die Wirkung im Darme aber deutlich
vorhanden und noch etwa 16mal stirker als die eines entsprechend an-
gefertigten Pankreasextraktes eines Hechtes. Die Wirkung der zweiten
Hilfte ist etwas geringer als die der ersteren. Der Unterschied ist
aber zu gering, um daraus SchluBfolgerungen zu ziehen. Wiithrend
die viel geringere Wirkung der Darmextrakte dafiir spricht, dafl es sich



Die Verdauung bei den Fischen. 473

wohl um adsorbierte Pankreasamylase handele, wiirde der Umstand,
daB die zweite Hilfte der ersteren nur wenig an Wirksamkeit nachsteht,
dagegen sprechen. Allerdings hat der Darm von Cyprinus, obwohl er
ziemlich stark gewunden ist, nicht mehr als zweimal die Linge des
Kérpers, so dafi von einer V erbreitung des Pankreasenzymes iiber eine
sechr lange Strecke keine Rede ist. Die Dirme waren aber vor ihrer
Extraktion mit Wasser ausgepiilt worden (wahrscheinlich wohl in toto
und von vorn nach hinten, ich notierte dies nicht ausdriicklich) und es
ist sehr gut moglich, daB dabei etwas mehr Amylase in die hinteren Teile
geraten ist, als urspriinglich anwesend war. '
Darum habe ich den ganzen Versuch wiederholt mit Pankreas- und
Darmextrakten, alle von denselben zwei neuen Tieren herstammend,
wobei die beiden Hilften nun gleich voneinander abgebunden und
streng g(‘sondel‘t verarbeitet wurden. Diese Tiere waren Sommerkarpfen.
Die Versuchsanordnung war auch, was die Mengen des Extraktes
und des Substrates betrifft, genau gleich den vorigen Versuchen. T=27°,
Versuch 1. Pankreas: 4 Stunden (25 mg)
Hauptversuch: cem Thio pro 20cem Fl. . . . 9,71
Kontrollversaohiihyraga s Sug it b S ais 26,20
Enzymwirkung 16,49
Die Fliissigkeit wurde filtriert und von 10 cem derselben ein Osazon
angefertigt und mikroskopisch untersucht. Das Priiparat gab Malt-
osazon zu gehen mit einer kleinen Menge Glukosazonkristallen. In dieser
Zeit wurde also fast nur Maltose gebildet. Als Maltose berechnet betrug
diec Menge des entstandenen Zuckers 092 mg, was eine Umsetzung von
otwa 65 vH des Substrates bedeutet. Wir gahen frither, dall nach
94 Stunden unter diesen Umstinden weit mehr Glukose als Maltose an-
wesend ist (S. 467). Dies weist darauf hin, daf} im Karpfenpankreas eine
Maltase vorkommt, aber in viel geringerer Konzentration alsdie Amylase.
Im folgenden Kapitel werden wir durch direkte Binwirkung des Pankreas-
extraktes auf Maltose diese Ansicht befestigt finden.
Versuch 2. Erste Darmhiilften. Mengen usw. wie oben, Titration
pro 10 cem Fliissigkeit. Zeit 24 Stunden,
Hauptversuch . . . . . . . . .« o o o . 16,06
Kontrollversuoh . v v v v o0 5 'k o whieie 26,40
Enzymwirkung 10,34
Versuch 3. Zweite Darmbhilfte.
Hauptversuch . . . . . 7. . . o o o o h 15,20
Kontrollversuch . . « « « « « « + s + « « » 20,43
Enzymwirkung 11,23
Hier hat also die hintere Hiilfte eine etwas grofiere Wirkung; die Ver-
teilung der Amylase durch die Darmwand vorn und hinten weist keinen



474 H. J. Vonk Jr.:

erheblichen Unterschied auf. Die Zweifel an dem vorigen Versuch waren
also unberechtigt. Von 2 und 3 (Hauptversuche) wurde ein Osazon an-
gefertigt. s war alles Maltosazon. Im Versuch 3 betrigt die entstandene
Zmekermenge rund 60 mg und es wurde somit etwa 43 vH des Substrates
umgesetzt. In 2 etwas weniger.

Eine achtmal griBere Menge Darmextrakt setzt in sechsmal soviel Zeit
eine ungefithr gleichgrofle Substratmenge um, die vom Pankreasextrakte
in 4 Stunden bis Maltose abgebaut wird ). Die Menge (Konzentration) der
Amylase berechnet sich hieraus fiir das Pankreas aufrund 40 —50mal der-
jenigen des Darmextraktes. Diese Zahl ist noch fiir den Darmextrakt zu
giinstig, da ein Umsatz von 65 vH Substrat beim Pankreas schon etwas
zu weit geht, um noch den vollen Umfang der Wirksamkeit zu messen.
Bei der geringen Menge Extrakt, die zur Verfiigung steht und der Kost-
barkeit desselben, habe ich die Bestimmung nicht wiederholt.

Es muB zu diesen Versuchen noch bemerkt werden, dafl der Darm-
kanal von jedem der Karpfen 80 cm lang war, und daf 35 cm fiir die
vordere Hilfte und 35 em fiir die hintere Hilfte benutzt wurde. 10 ecm
dazwischen wurden abgebunden, um den Unterschied der Hiilften, wenn
vorhanden, desto deutlicher zu machen.

Altivierung durch Natriumchlorid. Uber die Aktivierung der Cy-
prinus-Diastase durch Salze stellte ich nur einen cinzigen Versuch an.
In zwei Kolben wurden 25 cem 1 proz. Stirkelosung und je 6 Tropfen
Pankreasextrakt von Cyprinus gebracht, zu dem einen noch 25 cem einer
8 vI' NaCl-Lisung, zu dem anderen 25cem destilliertes Wasser zu-
gesetzt. Beide wurden 221/, Stunden bei 277 gehalten, der erste zeigte
pro 20 cem eine Enzymwirkung von 2,87 cem 10 Thiosulfat, der zweite
von 2,47 cem, so dall ein Unterschied zugunsten des salzhaltigen Kolbens
nicht zu verkennen, wenn auch nicht sehr deutlich war, Vielleicht war
die Enzymmenge zu gering, oder aber verfiigte der Pankreasextrakt
selbst auBerdem iiber eine geniigende Salzmenge, wodurch der Unter-
schied gering wurde. Da ich nicht iiber eine Vorrichtung verfiigte, das
Enzym schnell genug absolut salzfrei zu machen, habe ich diese Unter-
suchung nicht weiter fortgesetzt.

Wirkung der Galle von Cyprinus. Von den zwei Karpfen des vor-
letzten Paragraphen wurde den Gallenblasen nach Ligatur des Ausfuhr-
ganges die Galle entnommen. Der py dieser Flilssigkeit wurde anf 5,541
bestimmt2). Mit der Fliissigkeit, die nach der Bestimmung iibrig war,
wurde folgender Versuch angestellt:

1) Man beachte, daff fiir das Pankreas 20 ccm, fiir den Darm pro 10 com
titriert wurde!

2) Herr Prof. RixgeRr war so freundlich diese Messung mit seiner Elektrode
auszufiihren.
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35 cem 1 proz. Amylum, 9 cem Puffer (2 T. prim., 1 T. sec. Phosphat,
um den pu etwas zu erhdhen), 5 cem Wasser und 1,2 cem Galle. Nach
Zusatz von Toluol wurde 20 cem des Gemisches titriert, sie verbrauchten
25,69 ccm Thio. Kontrolle der Reagentia 27,62 fiir reduzierende Sub-
stanz wurde also fast 2 cem verbraucht. Nach 24 Stunden war nur
3,43 cem Thio notig und also die 22,26 cem Zunahme auf Rechnung der
Enzymwirkung zu stellen. Fast die ganze Menge des Substrates war
umgesetzt.

Dieser Versuch wurde nun zur genaueren Feststellung der Enzym-
menge wiederholt mit einer Menge von 0,2 cem Galle eines anderen
Tieres unter iibrigens gleichen Umstiinden. Pro 10 cem untersuchter
Fliissigkeit wurde hier in 24 Stunden eine Enzymwirkung iibereinstim-
mend mit 6,43 cem 0,1 N Thiosulfat gefunden. 135 ist also unzweifelhaft
cine Diastase in der Galle vorhanden, aber ithre Wirkung ist gering im
Verhiltnis zu derjenigen der Pankreasdiastase und etwa von der Gréfien-
ordnung der Darmdiastase.

Petromyzon: Darm. Zufilligerweise verfiigte ich iiber einen Darm-
extrakt zweier Petromyzonten. Die verwendete Schleimhautmenge war
nicht genau bestimmt, der Extrakt war aber gewill nicht schwicher
als der oben verwendete vom Cyprinus-Darm.

Das Substrat war wieder 35 cem Am. 10 Puffer (pu etwa 6,6): dazu
1 com Extrakt; 22 Stunden, 27°. Pro 20 cem untersuchter Fliissigkeit

ergab sich ein Unterschied von 1,25 cem i\i"l‘hin mit der Kontrollosung,
die gekochten Extrakt enthielt. Die Amylasewirkung war daher sehr
gering und es ist wohl zweifelhaft, ob man diese nicht als eine Wirkung
von Gewebsamylase betrachten mufl.  Das Pankreas von Pelromyzon
wurde erst vor kurzem mikroskopisch nachgewiesen. Es war daher un-
moglich daraus einen Extrakt herzustellen.  Ob man nun die gefundene
Amylase fiir ein Gewebsenzym oder fiir ein Verdauungsenzym halten
will, steht dahin: vom ,teleologischen™ Standpunkte kann es jeden-
falls nicht wundernchmen, dal} bei einem blutsangenden Parasiten, wie
Petromyzon, eine Verdauungsamylase fehlt, bzw. nur in schr geringer
Menge vorhanden ist,

Bsor lucius: Pankreas und Darm. Der Darmkanal des Hechtes ist
sehr einfach gebaut: der Magen ist gerade, nicht V-formig und ohne
Blindsack: der Diinndarm weist nur eine einzige Biegung auf und ist
2u beiden Seiten derselben gerade; das Pankreas verliuft den Darm-
kanal entlang in ziemlich dicken nicht sehr verzweigten Stringen, die
dich leicht isolieren lassen, da sie auch mit der Leber nicht stark ver-
wachsen sind, Bei geziichteten Hechten fand ich das Pankreas oft von
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einem grofen Fettstrange umgeben, wodurch es fiir meinen Zweck
unbrauchbar war. Fiir die Verdauungsuntersuchungen sind daher
freilebende Tiere zu beniitzen.

Zur Verfiigung stand ein Extrakt von 7.5 g Pankreas auf 75 cem
Glyzerin. Nachdem ich mich vergeblich bemiiht hatte mit diesem
Extrakte, zehnmal mit Salzlosung verdiinnt und filtriert, eine Wohl-
gemuthzahl (Dgi{,
und auch der Versuch, die Jodreaktion durch grofiere Mengen Extrakt
zum Verschwinden zu bringen, keine deutliche Resultate gehabt hatte,
schritt ich zur Zuckertitration bei bestimmten pu-Werten. (S. Tabelle C.)

In diesem Versuch ist fiir die Kolben A und AA py bestimmt worden
und die Werte weisen nur einen Unterschied von 0,04 auf. Statt im

) zu erhalten (es war dies bei Rana wohl moglich)

Tabelle €. Bestimmung des pg-Optimums der Pankreasamylase Esox bei 38°
und 24 Stunden Versuchsdauer. 1 Volumen Glyvzerinextrakt mit 3 Vol. dest,
Wasser verdiinnt; von diesem Gemisch wurden 5 com zu jedem Kolben zuge-
setzt, so daB diese eine Menge Extrakt enthalten aus etwa 400 mg Pankreas,
Zuckertitration oxydimetrisch (nach ScHOORL). pg-Bestimmung elektrometrisch
(in D- und E-kolorim, mittels Paranitrophenol). Verdauung abgebrochen durch
gleichzeitiges Erhitzen auf 100° wihrend 10 Minuten. 25. und 26. Mai 1925,

l 1 cem 1,07 N ! l)l_lrrth Enzym-
0L R || Prr' | oo 2 oot unt. || Redakion 1o
; Fliissigkeit ‘ mg Cul)
0O |20 ecem prim. Phosph.; 25 cem 1proz. | 4,80 1,87 \ G
Stiirkelsung; 5 cem Extrakt (entspr. | |
== 400 mg) }
00 wie O; Enzym vor Versuch auf 1007 — | 0,08 (i1
A {IB cem prim., 2cem sec. Phosph.; | 6,02 1,69 —_—
| 25 cem Stiirke, 5 cem Extrakt ; ‘
AA | wie A; Extrakt erhitzt . 5,08 0,03 -
B ! 14 com prim., 6 sec. Phosph.; Am.sol. 6,50 2,03 f]
l und Enzym wie oben.
BB | wie B usw. |- 0,96 >
C | 8 cem prim., 12 see. Phosph.; Am, sol. [ 7,01 207 8
und Enzym wie oben.
e wie C usw. | — 0,92 —
D | 4cem prim., 16 sec. Phosph. usw. 7,2 1,89 1 6
DD ‘ Mittel aus iibrigen Kontrollen — 0,95 —_—
E | 1cem prim., 19sec. Phosph. usw. 7,6 1,24 2
EE Mittel aus iibrigen Kontrollen — 0,95 =

1) Ieh gebe hier die Reduktion in mg Cu an, weil ich beim Anstellen
dieses Versuches noch nicht wuflte, welcher Zucker entsteht. Uber diese kleine
Strecke ist die Reduktionszunahme proportional der Zuckermenge.
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Hauptversuch kann man also im Kontrollversuch den pp bestimmen
und umgekehrt. Die Titrationen der Kontrollversuche stimmen sehr
out itberein. Fiir DD und EE habe ich daher das Mittel aus den anderen
Bestimmungen verwendet. Die beobachtete Amylasewirkung ist sehr
gering. Da die Titrationen oxydimetrisch vorgenommen sind, ist die
Genauigkeit groll genug die Werte in einer Kurve darzustellen (Abb. 3).
Diese Kurve!) verliuft regelmiflig und gibt eine Optimalzone zwischen
pi 6.5 und 7,0. Nur der Punkt fiir O palit nicht in dieser Kurve. Ich glaubte
zuerst, dali dies seine Erklirung finden kénnte in der \3."ir]-;un;,r einer
Maltase, die dann ihr Optimum -

beiniedrigerem pi haben wiirde ; },“ n:n

aber im folgenden Kapitel wird ™ -

sich ergeben, dal} eine Maltase ol

in demselben Hechtpankreas- A x
extrakt nicht anwesend ist. 30? *,\
Dann bleibt wohl nichts anderes ol e x
iibrig als an einen Versuchsfehler | I

zu denken, zumal da die Mengen '

gering sind. Da im iibrigen die ool

Resultate in gutem Einklang X

stehen mit den am Karpfen ge- s0

wonnenen, o behalt der ibrige S -
Teil der Kurve seinen Wert. 5

Da der Amylase bei der Ver- 1

danung  keine wichtige Rolle a 5 6 i a

P
Abb, 3. pp-Aktivititskurve der Pankreasamylase

Vvon nhg('m'hc']l\ den Versuch zu von Fsox bel 38° und 24 Stunden Versuchsdauer.
Die Reduktion ist hier in Zehntel mg Ca angegeben,

zukommen kann. habe ich da-

wiederholen.  Unter  gleichen
Umstiinden liefert eine l6mal geringere Menge Karpfenextrakt in vier
Stunden (sechsmal weniger Zeit) 16,04 eem Thio als Resultat, hat also
cine ungefithr 1500mal stiickere Wirkung. (Tabelle B 1, 8. 470.)

s wurde gelegentlich hehauptet, dafi bei Hungertieren ein Verlust
an Enzym stattfindet und da die verwendeten Hechte tatsichlich einige
Zeit gehungert hatten, so stellte ich noch einen Versuch an mit einem
Extrakt von Tieren, die in voller Verdauung getitet wurden,

35 cem 1 vH Stirke, 10 cem Phosphatpuffer (8 p. 2 5.), Secem Extrakt
Hecht, dibereinstimmend mit 200 mg festem  Pankreas, 10 Tropfen

Toluol, 22 Stunden bei 27°  Thio: 3,33 cem
Gekochte Kontr.: 1,21
Enzymwirkung pro 20 cem unt. FIL 2,12 cem,

1) Diese Kurve sollte um einen vertikalen Teilstrich (1 mg Cu) dichter bei der
Abszisse liegend gedacht werden. Durch ein Versechen (ohne Einflufl auf ihre
Form) entspricht siec den Zahlen nicht ganz genau.

7. 1. vergl. Physiologie B, 5. 31
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Da frither 400 mg verwendet wurden, ist die Wirkung hier viermal stirker,
bleibt aber doch von derselben Gréfenordnung (375 mal stirker als
Karpfenextrakt).

Bs wurden nunmehr einige Versuche mit dem Darmextrakt des-
selben Hechtes angestellt. Die Versuchsanordnung ist wie die vorige,
nur daB hier eine Menge Extrakt mit 250 mg verwendet wurde. Der
Unterschied zwischen der Kontrolle und dem Hauptversuch betrug
0.96 ccem Thio. Umgerechnet auf 200 mg wiirde das etwa 0,80 cem
sein, withrend der Pankreasextrakt 2,12 cem Thio verbrauchte. Der
Pankreasextrakt des Hechtes hat also etwas weniger als die dreifache
Wirksamkeit des Darmextraktes, withrend beim Karpfen das Ver-
hiiltnis etwa 90 oder 50:1 ist. Das ist ein auffallender Unterschied,
der um eine Erklirung fragt. Der Darmkanal des Hechtes ist, von der
»ankreasmiindung ab gerechnet, mehr als zweimal kiirzer als der des
Karpfens und das Enzym wird sich also beim Hecht iiber eine kleinere
Strecke verteilen. Einen so grofien Unterschied kann dies aber nicht
erkliren. An der Fiitterung kann es auch nicht liegen, denn bei den
Versuchen, sowohl mit Hechten wie mit Karpfen. wurde ein Teil der
Versuche mit Extrakten von gefiitterten Tieren ausgefiihrt. Schliefilich
kann man natiirlich an ein Gewebsenzym denken, denn mit gentigend
exakter Methodik ist es méglich in sehr vielen Geweben kleine Mengen
der verschiedensten Enzyme zu zeigen, die dann im Haushalt der Zelle
eine Rolle spielen. Unter einer gewissen Grenze (die iibrigens der
Schitzung des Experimentators iiberlassen bleibt) kann man also aus
einer kleinen Wirkung noch nicht schlieflen, dafi das Enzym nach aullen
abgeschieden wird.

Die wahrscheinlichste Erklirung der Tatsache ist die folgende:
Wo reichlich Amylase in den Darm abgeschieden wird. wie beim Karpfen,
wird eine gewisse Menge an die Darmwand adsorbiert werden, bis diese
mit dem Enzym gesittigt ist. Da so reichlich Amylase im Karpfen-
pankreas vorhanden ist, ist es auch sehr wahrscheinlich, dal} diese
Sittigung (flacher Teil der Adsorptionskurve) tatsiichlich erreicht wird.,
Wo nun wenig Amylase abgeschieden wird, wie beim Hecht, wird auch
in Prozenten ein viel grofBerer Teil des [nzymes adsorbiert werden kinnen,
che die Darmwand damit gesiittigt ist und wird hier wahrscheinlich
die Sittigung nicht einmal erreicht werden, so dali beim Karpfen der
Unterschied zwischen der Menge an Pankreas- und Darmamylase viel

grofer ist wie beim Hecht.

Rana. Pankreas und Darm. Zur Orientierung stellte ich im Anfang
meiner Untersuchung einige Versuche mit dem Pankreas von Rana an, die
ich hier einschalten mochte. Ieh benutzte dazu ausschlieBlich die Methode
WonraemuTi. Ich gebe hier die Protokolle nebst einigen Bemerkungen.
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3. Nov, 1924, Pankreas Rana isoliert., Gewicht (oberflichlich zwischen
Filtrierpapier getrocknet) 53 mg. Feingeschnitten und mit Seesand und 5 cem
physiol. Kochsalzlésung Rana (0,7 vH) angerieben und 24 Stunden extrahiert,
Nach Filtrierung ein leicht triibes Filtrat. Hiervon wurde nach Wonncemurn
die Diastasezahl bestimmt bei 39° und 24", Durch ein Versehen wurden 10 cem
Amylum 1 vH statt 5 verwendet, daher die gefundene Zahl mit 2 multipliziert
werden mull, Es wurde dafiir gesorgt, dafl in jedem Roéhlirchen die gleiche Kon-
zentration an NaCl anwesend war., Limes war dag Réhrchen Nr. 4. Daraus er-
uibt sich D-‘E‘fﬁ = 2x4xdH = 40, Da der Extrakt 1 Teil Gewicht auf 100 Teilen
Fliissigkeit enthielt, war pro 1 g Driisensubstanz berechnet die Zahl = 4000,

12. Nov. 1924, Pankreas Rana. Gewicht = 33 mg, zerschnitten und feinge-
richen mit 6 cem dest, Wasser und 5 Tropfen Toluol, Nach 20 Stunden wurde
der Extrakt filtriert. Er reagierte neutral auf Lackmus, Die Untersuchung
nach Wonreemuri ergab als zweifelhaften Limes in 24 Stunden das Rohrehen
Nr. 1. Wenn man hier also die Berechnung noch ausfithren will, g0 wiirde ein
extrapoliertes Rohrehen mit doppelter Enzymkonzentration wie Nr. 1 die 5 cem

P 30
Amylum wahrscheinlich verdaut haben., D

o4h wiirde also hier 21/, sein und

da der Extrakt eine Konzentration von 1 anf 200 hatte, wirde sich pro 1000 mg
) = 500 ergeben, was in Betracht der etwas zweifelhaften Limesreaktion sicher
etwas zu hoch gerechnet ist. Ohne Hinzusetzung ven Salz ist also diec Rana-
Pankreasdiastase wenigstens achtmal weniger wirksam,

In vleicher Weise untersuchter Darmextrakt gab kein Resultat nach 24 Std,

17. Nov, 1924, 127 mg Rana-Pankreas mit 13 cem Flissigkeit extrahiert
(die Flissickeit enthielt zur Halfte Glyzerin, zur anderen Hilfte 0.7 vH Rana-
Kochsalzlosung), Nach 24 Stunden Extraktion wurde I)‘,:, bestimmt und gleich
40 gefunden (Limes im Réhrchen Nr. 5). Alle Rihrehen enthielten hier die halbe
Konzentration an Kochsalz wie beim ersten Versuch am 3. Nov. Auf 1000 mg
umgerechnet war die Diastasezahl also 4000, was zu dem ersten Versuch stimmt,

Darmextrakt licferte auf diese Weise (also mit Salzzusatz gewonnen) kein
Resultat nach 36 Stunden.

Aus diesen Versuchen ergibt sich jedenfalls, dall im Rana-Pankreas
eine kriftige Diastase sich vorfindet, die durch Salz aktiviert werden
kann. Kleine Mengen Diastase werden sich auch im Darme wohl vor-
finden, sie konnten aber mit dieser Methode nicht nachgewiesen werden.

Allen Rihrehen wurden 5 oder 7 Tropfen Toluol zugesetzt und fiir
jede Serie war ihnen cin Kontrollrdhrehen (gleich Nr. 1) mit 1 cem
sekochtem Extrakt gegeniibergestellt worden, das immer Blaufirbung
mit Jod zeigte.

Spitter machte ich einen Versuch zur Orientierung iiber die Amylase-
mengen in Pankreas und Darm mittels Zuckertitration. Die Anordnung
war die gleiche wie bei der Vergleichung vom Cyprinus-Pankreas und
Darm. Gleiche Volumteile Extrakt aus Pankreas und Darm (bzw. 45
und 90 mg entsprechend) wirkten bei bestimmtem py auf Iproz. Stirke,
Nach 5 Stunden gab das Pankreas eine Zunahme von 4,30 cem 0.1 N
Thio pro 10 cem unt. Fliissigkeit; nach 22 Stunden eine solche von
7.16 cem. Der Darm nach 23 Stunden eine solche von 0,31 cem.  Der
Unterschied in der amylolytischen Wirkung zwischen Pankreas und

31*
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Darm war hier also auch ungefihr 50fach, wihrend er beim Karpfen
rund 50—100fach gefunden wurde.

Nach diesen Versuchen ist die Amylasemenge im Rana-Pankreas
etwa drei- bis viermal geringer, wie die bei Cyprinus. Die WOHLGEMUTH-
Zahlen geben fiir das Rana-Pankreas ein noch giinstigeres Verhiltnis,
aber es liegt dies wahrscheinlich an der fiir Rana verwendeten grolleren
NaCl-Menge, die hier viel Einflufi hat.

Es kann vom biologischen Standpunkte wundernchmen, dal} ein
Insektenfresser wie Rana iiber eine so wirksame Amylase verfugt,
withrend ein Raubfisch wie der Hecht fast keine Diastase im Pankreas
aufweist. Rine Erklirung hierfiir ist vielleicht, dafi die Rana-Larven
echte Pflanzenfresser sind.

Acanthias vulgaris: Pankreas. Von RicHEr (98, 100) wurde die
diastatische Wirkung des Pankreas von Acanthias und auch von Clypri-
aus und der Schleie erwiihnt. Surnivan (125) erwithnte eine Diastase
m Darme von Haifischen. Es war darum von Interesse die Grofie dieser
Wirkung kennen zu lernen.

Zohn Pankreas von einem Gewichte von 55 g wurden mir von Helgo-
land gesandt; sie waren unzerkleinert konserviert in der doppelten
Gewichtsmenge unverdiinnten Glyzerins. Nach Ankunft wurden die
Pankreas fein gehackt, mit Quarzsand in einem Mirser zerrichen mit
dem Glyzerin, worin sie gesandt, und noch 4 Tage der Extraktion iiber-
lassen, wonach das Gemisch durch Miillergaze kolliert wurde. Man
erhielt etwa 90 cem Fliissickeit, so dafli 1 cem von der Extraktion von
etwa 600 mg herrithrte. 1 cem dieses Extraktes wurde auf 12 cem ver-
diinnt mit destilliertem Wasser und von diesem Gemisch 5 cem einer
vorher bereiteten Mischung von 35 cem 1 vH Stiirke und 10 cem Phos-
phatpuffer (7 p. 3s.) zugesetzt bei 27° Nach Zusatz von 10 Tropfen
Toluol wurden 20 cem jodometrisch titriert und verbrauchten 26,24 cem

i\() Thiosulfat. Nach 24 Stunden titrierte man abermals 20 cem, die
nun 24,38 cem Thio verbrauchten. Die Zunahme war 1,86 com und
die enzymatische Wirkung also von der GroBenordnung derjenigen des
Hechtextraktes. In einer gleichartig zusammengesetzten Mischung
ohne Toluolzusatz wurde pu oloktrometrisch bestimmt auf 6,62, Ich
habe es fiir unnotig gehalten bei anderen pi-Werten Versuche anzu-
stellen. Da wir das Optimum fiir die Pankreasamylase von Cyprinus
und Ksox fanden bei pp 6,5, ungefithr demselben Werte, der fiir Siinge-
tiere gefunden wurde, ist die Annahme, dal} diese Amylase nun erheb-
lich davon abweichen wiirde, gar zu unwahrscheiniich.

Kine andere wichtigere Frage ergibt sich aber. Erhebliche Mengen
an Stirke werden die Raubfische nicht zu sich nehmen, daher eine
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geringe Amylasemenge in ihrem Darmtraktus sehr gut verstindlich ist.
Aber in den Muskeln von Fischen, in den Mitteldarmdriisen von Arthro-
poden werden ihnen nicht unerhebliche Mengen von Glykogen zugefiihrt.
Daher fragt es sich, ob vielleicht dieses Substrat vom Pankreasextrakt
besser abgebaut wird als Stirke. Es wiirde sich dann ein besonderes
Enzym, Glykogenase vorfinden. In der Enzymliteratur wird fiir die
Glykogenspaltung durch Speichel und Pankreassaft ein solches Enzym
nicht 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 kinnen,
auch da, wo Stirkespaltung fehlte. Ausgemacht ist die Sache keines-
wegs. Unter den vorerwithnten Umstinden wurde die gleiche Menge
des Extraktes mit einer etwa 1 proz. Glykogenlésung zusammengebracht.
Das Glykogen (ein Priparat von Kanrsaum) war nicht ganz in Lisung
cegangen. Durch Filtrieren erhielt man eine stark opaleszierende Fliissig-
keit, deren Opaleszenz sich nach Zusatz des Puffers verstirkte. Anfangs-
titration: 27.03: Endtitration: 24,93 nach 24 Stunden. Reduktions-
zunahme 2,10 cem.  Diese Zunahme ist innerhalb der Fehlergrenzen
der von 1.86 bei der Stirke gleich. Zur Annahme einer besonderen
Glykogenase bei den Raubfischen, die wenig Amylase in ihrem Pankreas
fithren, besteht also kein Grund. Die Kohlehydratverdauung spielt
hier eine sehr unbedeutende Rolle.

Fine Zusammenfassung tiber dieses und das folgende Kapitel wird
am Schlufl des letzteren gegeben,

Kapitel 1L
Die Maltasen,
Fsox: Pankreas und Darm Cyprinus: Darm — Cyprinus: Pankreas —
Cyprinus: Galle Cyprinus: Saccharase Rana: Pankreas und Darm
Zusammenfassung iiber Amylasen und Maltasen,

Bei der nun folgenden Besprechung meiner Resultate mit Maltase
erwiithne ich die Tiere und Organe nicht in derselben Ordnung wie bei
den Amylasen, sondern in der Reihenfolge wie sie zur Untersuchung
kamen. Das hat seinen Grund erstens darin, dall ich im Darme groBere
Maltasemengen erwartete als im Pankreas (und zwar nach Analogie
mit den uns bekannten Verhiltnissen bei den Siugetieren) und zweitens
in zufilligen Umstinden, welche die Beschaffung der nétigen Tiere
hetreffen.

Wenigstens beim omnivoren Karpfen erwartete ich Maltase im Darm-
extrakte zu finden. Ich mufl im tibrigen bemerken, dall auch unsere
Kenntnisse von den Verhiiltnissen bei den Siuogetieren und Vigeln,
selbst bei den Haustieren, auf der Untersuchung von nur wenigen Arten
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beruhen und daf man auch hier noch wohl zu viel die an wenigen Arten
gewonnenen Resultate generalisiert hat.

Am Schlusse dieses Kapitels werde ich eine Zusammenfassung geben
{iber die Resultate fiir Amylasen und Maltasen, samt einer kurzen Dis-
kussion iiber die einschligige Literatur iiber diese Enzyme bei den
Siiugetieren. Die etwas verinderte Reihenfolge kann also dem Leser

keine- Schwierigkeiten bei der Vergleichung bieten.

Fsox: Pankreas und Darm. Zuerst untersuchte ich das Pankrcas
von Esor auf Anwesenheit einer Maltase. Das Resultat war negativ.
Ich arbeitete bei pg-Werten zwischen 4.7 und 6.6 und fand dabei keinerlei
Wirkung, wie die folgende Tabelle (D) zeigen wird.

Tabelle D. Abwesenheit der Maltasewirkung im Pankreas von Esox lucius bei
verschiedenen p-Werten, Glyzerinextrakt von Esox-Pankreas. Liefert nach
Kollieren 2cem: verdiinnt bis 60 cem mit dest, Wasser und von diegem Gemisch
Seem pro Kolben, also eine Mence. herrithrend von etwa 200 mg Pankreas-
frischgewicht, Temperatur 38°, Zeit 25 Stunden, Px in V und W elektro-
metrisch. in den iibricen Kolben kolorimetrisch. Bei allen Kolben 10 Tropfen
Toluol, Zuckertitration oxvdimetrisch. 30, Juni bis 1, Juli 1925,

cem 1,07 N

K Permanganat

Marke Inhalt Ph pro 10 cem unt,
Flissigkeit

V. 20ccm ‘\.1_) prim. Phosphat; 25 cem 2 prom. 4,7 1,07
' Maltozeltsung ; ,
5 cem verd. glye, Pankreasextrakt (= 200 mg '
Irischgewicht)
W 19,7 cem prim., 0,3 cem sec. Phosph.; Mal- 5, 1,02
tose und Extrakt wie oben
ne 10 cem bzw. 1 cem Phosph.; iibrige wie o. 5,75 1,06
Y 18 cem bzw. 2 cem Phosph.; iibrige wie o, 0,1 1,02
Z 14 cem bzw. 6 com Phosph.; iibrige wie o. 6,0 1,90
| Kontrollen:
Vv wie V mit Extrakt vorher 10" auf 100" —_ 1,04
27 | wie Z mit Extrakt vorher 10" auf 100" - 1,07

Keinerlei Wirkung hat bei diesen pn-Werten stattgefunden.  Mit
diicksicht auf die geringe Menge Diastase, die gefunden wurde, kann
dies nicht wundernehmen. Offenbar spielt die Verdauung der Kohle-
hydrate im Darmkanal des Hechtes keine erhebliche Rolle,

Hiernach untersuchte ich den Darmextrakt von Fsor auf Anwesen-
heit einer Maltase. Um nicht alle diese Tabellen mit negativen Resultaten
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abzudrucken, erwithne ich nur, dal} hier bei Verwendung von Puffer-
gemischen ans Essigsiiure und Natriumazetat bei pu 3.5 bis 6,0 Versuche
angestellt wurden mit negativem Resultat. Die Unterschiede zwischen
Hauptversuch und Kontrolle waren in 24 Stunden nicht grofler als

0.3 cem _O Thio pro 3 cem unt. Fliissigkeit. Diese zu titrierende Menge

1
ist aber etwas zu gering, um bei einer stark reduzierenden Losung von
Maltose eine geringe Zunahme der Reduktion nachweisen zu kinnen.
Darum habe ich spiiter die Maltoselosung so schwach gewihlt (1 vH),
dall 10 cem Fliissigkeit zur Untersuchung kommen konnten.

Nach diesen negativen Ergebnissen bei Ksor wandte ich mich der
Untersuchung des Darmes von Cyprinus zu, wo ich Maltase zu finden

erwartete,

Cyprinus: Darm. Ein Extrakt von den vorderen Hilften zweier
Karpfendiirme stand zur Verfiigung.  Hiervon wurde ein Kubikeentimeter
einem Gemisch von 35cem 21/, vH Maltoselosung, 10cem Phosphatpuffer
(von pu ung. = 6,8) und 5 cem dest. Wasser zugesetzt. Titration bei
Anfang des Versuches pro 3 cem ergab: 19,38 cem Thio. Nach 29 Stun-
den 18.57 cem. Zunahme 0,81 cem. Dieser Umsatz war so gering, dall
man hier wieder zweifeln mufl, ob man es nicht mit einem Gewebsenzym
oder einem adsorbierten Enzym zu tun hat.

Weiter suchte ich zu erfahren, ob vielleicht bei einem andern pp
eine bessere Wirkung stattfinde. (S. Tabelle E.)

Y b
dest., Wasser und 10 cem verd, Extrakt pro Kolben (10 cem urspriinglicher
Extralkt. mit Wasser verdiinnt bis 100, go daf} jeder Kolben cine Menge her-
stammend von 200 mg Frischgewicht erhielt). Zeit der Verdanung 24 Stunden,
Titration: jodometrisch, p”-l’u-ﬂtimmun};: elektrometrisch,  Verdauung abge-

Tabelle B. 20 cem 21/, proz. Maltoseldsung, 10 cem  Phosphatpuffer, 10 cem
2] ! I I

hrochen durch 107 gleichzeitiges Erhitzen auf dem kochenden Wasserbade,

| com 0,1 N Thio. | cem auf Rech

Versuch Inhalt i pro 10 cem |‘1n1. nung Enzym
Flilssigkeit wirkung )

I 10 com prim. Phosphat usw. a1 8,31 1,08

11 9,0 cem prim., 0,5 sec. I’hosphat — 8.37 1,02

111 O cem prim., 1 sec. Phosphat - 8,30 1,08

(A% 7 cem prim., 3 sec. Phosphat —_— 8,41 0,08

V 4 cem prim., 6 sec, Phosphat — 8,41 0,96

Vi 1 com prim., 9 see. Phosphat 7,9 8,20 1,19
Kontrolle wie IV mit gekocht. Extr. | — 9,30
Kontrolle wie 1 (spiiter angestellt) = 0,49

1) Da die Kontrolle zu I spiter angestellt wurde, sind alle Zahlen in dieser
Kolonne durch Abzug der Hauptversuche von 9,30 erhalten,



484 H. J. Vonk Jr.:

Diese Tabelle zeigt iiberall in den Hauptversuchen eine kleine Zu-
nahme der Reduktion und merkwiirdigerweise iiber das ganze py Bereich.
Da ich bei fritheren Versuchen niemals eine Hydrolyse bei pr 4,5 bis 5
oder 8 gefunden hatte, machte ich urspriinglich nur einen Kontrollver-
such (zu IV). Einen Tag spiter machte ich mit denselben Lisungen und
demselben Extrakte noch einen Kontrollversuch zu I, da, wenn hier
oder bei pn 8 durch Hydrolyse seitens der Puffergemische eine geringe
Zunahme der Reduktion von z. B. 0,50 oder 0,60 ccm Thio stattgefunden
hiitte, das Resultat noch eine Kurve mit einer Optimumzone im neutra-
len Gebiet sein kinnte. Wie man sieht, hatte die Kontrolle zu I aber
denselben Wert wie diese bei TV. Ubrigens war diese Vorsichtsmafiregel
wohl iiberfliissig: BovrqueLotr fand (13 a) schon, dali sogar 0.2 vH HCI
keine Spaltung von Maltose bewirkt in 24 Stunden bei 38°.

Wir diirften es hier also zu tun haben mit einem Enzym, das in seiner
Wirkung ziemlich unabhiingig von der Wasserstoffionenkonzentration
ist. Wir werden spiiter sehen, daf die Pankreasmaltase von Cyprinus
wahrscheinlich etwas unabhiingiger vom py ist, als die Amylase. Jeden-
falls ist die Wirkung der Darmmaltase hier sehr gering, wie wir es auch
im eben erwihnten Vorversuch fanden, so dall man fast von Abwesen-
heit sprechen kann. Man wiirde noch einwenden kénnen, dal} die Enzyme
im Darme sich auf eine so viel groflere Strecke verteilen, dafl die Lingen-
einheit relativ enzymschwach sein muf}: man miisse daher gréfiere
Mengen Darmextrakt verwenden. Darauf kann man antworten erstens,
daf} dieselbe Menge eines Karpfendarmextraktes in derselben Zeit eine
dentliche Wirkung auf Stirkelosung hat, zweitens, dal} die pro Versuch
verwendete Menge von 200 mg Schleimhautfrischgewicht herstammt
von einer Darmstrecke von ungefihr 2.5 cem (die zwei vordere Darm-
hiilften von 2 2 40 cem lieferten 6,76 ¢).  Da der ganze Darm 80 cem
lang ist vom Osophagus bis zum Anus, ist /5, der ganzen Linge ein Ab-
schnitt, worauf doch wohl eine Enzymwirkung sich geltend machen muli,
soll sie eine Bedeutung fiir die Biologie des Tieres haben.

Um zu kontrollieren, ob diese Versuchsanordnung zum Nachweise
einer Maltasewirkung wirklich geeignet war, verglich ich die Wirkung
cines Karpfendarmextraktes unter den Bedingungen der obigen Tabelle
und bei einem pr von etwa 6,6 mit der Wirkung eines Schweinedarm-
extraktes. Der Versuch mit Karpfenextrakt lieferte eine Zunahme

von 0,90 cem {\‘)'I‘hin pro 10 cem untersuchter Fliissigkeit in 22 Stunden
(Umsatz des Substrats 7,5 vH); der mit dem Schweinedarmextrakt
cine Zunahme von 5.65 cem (Umsatz 48 vH). Die Maltoselosungen
waren hier 21/,proz. Der Schweinedarmextrakt war schon ziemlich
alt; die Maltasewirkung war also nicht verloren gegangen. Seine Stiirke
war nicht bekannt, darum wiederholte ich spiter den Versuch mit
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frischem Extrakt vom Diinndarm eines Schweines und liel dabei eine
Menge von 200 mg Frischgewicht einwirken auf 1 vH Maltoselésung bei
pr = etwa 6,6, In 24 Stunden lieferte diese Menge eine Zunahme von

2 65 e == hi A e K ey 1 slroe 3 tralct 1 H
2,65 cem 5 Thio gegen die Kontrolle mit gekochtem Extrakt in gleicher

Menge. Schweinedarm wirkte also dreimalstirkerals Karpfendarmextralkt.

Cyprinus: Pankreas. Das Pankreas von Cyprinus wurde nun auf
seine Maltasewirkung untersucht.

Bei den Versuchen tiber die Pankreasamylase hatte ich schon durch
Anfertigung von Osazonen gewisse Anhaltspunkte gewonnen. Beim Ver-
such auf S. 466/7 (Tabelle AT) wirkte eine Menge von 25 mg Pankreas
withrend 24 Stunden auf Stirke und lieferte zu ?/;, Glukosazon; bei dem
Versuch 1 auf 8. 473 wirkte die gleiche Menge withrend 4 Stunden
und lieferte sehr viel mehr Maltosazon als Glukosazon. s lag also auf
der Hand anzunchmen, dall eine Maltase im Pankreasextrakte an-
wesend war, aber in sehr viel kleinerer Konzentration als die Amylase.
Diese Vermutung hat sich bestitigt. Das Verhiltnis der Konzentra-
tionen der Amylase und Maltase, soweit man davon reden kann, mulite
also annithernd ermittelt werden und die Menge des letzteren Enzymes
verglichen werden mit der des Darmes.

Zuerst aber suchte ich etwas zu erfahren iiber das pp-Optimum der
Pankreasmaltase bei diesem Tiere (Tabelle IF).

Wie man sicht, weichen die Werte der Kontrollversuche, welche aus
Vorsicht nicht nur beim Neutralitiitspunkt, sondern auch bei den ex-
tremen  pu-Werten angestellt wurden, weniger  voneinander ab als
die angenommenen Fehlergrenzen von 0.2 bis 0.3 cem.  Ieh habe daher
die urspriinglich anwesende Menge Maltose gefunden aus dem arith-
metischen Mittel dieser drei Kontrollen. Ferner sind A von AA, B
und € vom Mittel zwischen AA und DD, D von DD abgezogen usw,

Weiter sieht man, dal} ich hier die Resultate des Versuches auch
ausgedriickt habe in Prozenten des Substrates, das umgesetzt wurde.
Aus dem Kontrollversueh ist direkt nach Abzug von der Blankobestim-
mung der Reagenzien in der Tabelle ersichtlich, wie viel Maltose an-
wesend war. Da fir jede 34 mg Maltose die verschwindet, 36 mg Glukose
entsteht (genau 34,2 und 36,0) und der Titer also um eine entsprechende
Anzahl Kubikzentimeter Thiosulfat abnimmt und zugleich um eine
oriBBere Menge zunimmt, da Glukose stiarker reduziert als Maltose,
kann man mit Hilfe der Tabelle in einfacher Weise berechnen, wieviel
Milligramm Maltoseumsatz mit einer bestimmten Titerzunahme tiberein-
stimmt. Nur mull man fiir die Berechnung der Differenz der Reduk-
tionswerte (hier in der Tabelle von Scnoorr?!) oder auch von Bun-

1) 1, e, (111 a).
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Tabelle F. Bestimmung des pgp-Optimums der Pankreasmaltase von Cyprinus

bei 27°. 24 Stunden und etwa 2 v Salzgehalt. 5 cem des Extraktes (gewonnen

aus 375 mg) mit dest. Wasser verdiinnt auf 55 cem und von diesem Gemisch

5 cem pro Kolben, Jeder Kolben enthiilt also eine Menge Extrakt, herstammend

von ungef. 33.5 mg Pankreas. Zuckertitration: jodometrisch, pg-Bestimmung:

elektrometrisch, Verdauung abgebrochen durch 10 Minuten gleichzeitiges Er-
hitzen im kochenden Wasserbade,

| N,.. | cem Thio | ‘
[ cem — Thio = T | VI des
Versuch | Inhalt Pi 10 mlt" Recho. | mg Maltose | gy oiiote
pro 10 ccm Enzym- umgesetzt umgesetzt
| titr. Fl. i wirkung | I =
| .. we . . E 9, | < | )
A |Wieindeniibereinstim- | 924 12,42 3,34 264 | 40,3
Te o \p = 5
Eenden yerencuen Cotila 7S040 5,22 41,2 62,0
Tabelle Bl auf Seite470
C  zur Bestimmungd. py . | 6,61 10,25 5,43 42,8 65,3
Optimums d. Pankreas-
D . T 7.14 10,27 5,33 421 64,3
amylase von Clyprinus
g (Versuch vom 7. Okto- 745 10,55 5,14 40,6 62.0
ber 1925) mit Maltose
I 1 vH statt Stirke 7,98 11,25 4,54 35,9 04,8
AA | | 15,76 Blanko kontr. Rea-
gentia
. 27,62 cem I'hio
_ ; Mittel: e 10
DD |} Kontrollen 15,60 15.72 ablb,72 ,,
: 11,90 cem Thio
\
K 15,79 Anwesend urspr,
65,56 mg Maltose

TrAND (6). die Werte verwenden in der Nithe des am Kontrollversuch
(mit gekochtem Enzym) gefundenen Titers, da die Reduktion, wie schon
bei Besprechung der Methodik bemerkt wurde, nicht direkt proportional
ist mit der Zunahme der Zuckermenge!),

Der Versuch liefert als Resultat eine ziemlich breite Optimalzone
zwischen py 6 und 7.5, Die Ubereinstimmung der bei pp 6,61 und 7,14
cefundenen Werte liBt schliefen, dall bei etwas geringerem Substrat-
umsatz der Gipfel der Kurve vielleicht zwischen 6,6 und 7,1 liegen wird.
Die Resultate sind graphisch dargestellt in Abb. 4. 15 hat den Anschein

1) Hier mochte ich noch hinzufiigen, dali man bei den Versuchen im vorigen
Kapitel (meistens Umsatz von 1 vH Amylumlosung durch Karpfenpankreas)
swar durch Aufkochen der Kontrollversuchslosung mit 4 N Schwefelsiure am
Steicekiihler und Titration. den Gehalt an Stirke ermitteln kann, dall man
aber wegen dem gleichzeitigen Entstehen von Maltose und Glukose durch
nicht genau bekannten Mengen von Amylase und Maltase, den prozentischen
Umsatz des Substrates nicht ohne sehr nmstindliche Manipulationen ermitteln
kann,
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als ob die Optimalzone hier etwas breiter ist, als bei der Amylase.
Ubrigens zeigen die Optima der Pankreasamylase und Maltase keinen
erheblichen Unterschied.

Nachdem nun die Lage des Optimum ungefihr bekannt war, ver-
glich ich die Mengen der Amylase und Maltase im Pankreasextrakt
folgendermalien:

a) 35 cem  Amylumlosung 1 vH: 10 cem  Phosphatpuffer (3 cem
sec. 7 prim.): 5cem verdiinntes Pankreasextrakt (etwa 50 mg) ver-
ﬁ) Thio.
Dieselben Mengen mit vorher gekochtem Extrakt: 26,48 cem Thio.
Enzymwirkung: 17.23 cem (= 96 mg Maltose).

Yo
Substr,

umgtuhl
100 ¢+

brauchen pro 20 cem nach 4 Stunden Wirkung bei 27 °: 9,25 cem

a0
a0
70

60

50

o/

30

20

L

—— WE=S— |

50 5.5 60 65 70 15 8.0 PH

Abb. 4. Abh#ingigkeit der Wirkung von Cpprinus-I'ankreasmaltase bei 27° und 24 Stunden Ver-

guchsdaner. Die gestrichelte Linie liuft genau den gefundenen Punkten entlang, Die ausge-

zogene Linfe gibt den walrscheinlichen Verlauf an, den man finden wiirde bel etwas geringerer
Wirkungsdauer,

b) 35 cem 1 vH Maltoselosung, 10cem Puffer, wie oben; Seem Extr.
wie oben verbrauchen e, p. pro 10cem: 15,81 coem Thio. Kontrolle: 16.45.
Enzymwirknng: 0,64 cem Thio. Zeit 4 Stunden.

Wiithrend also der Extrakt kriftig diastatisch wirkte, war die Wir-
kung auf Maltose ziemlich gering, wenn auch deutlich. Von a) Haupt-
versuch wurde ein Osazon angefertigt: es war Maltosazon. Von b)
Kontrollversuch ebenso, mit gleichem Resultat (zur Kontrolle, dall
der richtige Zucker benutzt war). Von a) diirfen wir also den Zucker als
Maltose berechnen und es ergibt sich dann, dali etwa 66 vH des Sub-
strats umgesetzt worden ist, von der Maltose nur 6,5 vH, also zehnmal
weniger. Diese Verhiiltniszahl ist nur annithernd richtig und sicher etwas
zu ungiinstig fiir die Amylasewirkung, da diese schon etwas weit vor-
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geschritten ist, und die Zahl der Maltasewirkung in der Nihe der Fehler-
grenze von 0,2 bis 0,3 cem liegt.

Die Wirkung der Pankreasmaltase wurde noch an einem andern
Priiparate bestimmt, das auch schon gedient hatte fiir die Vergleichung
von der amylolytischen Wirkung von Pankreas und Darm bei ein und
demselben Karpfen (Kapitel 11, S. 473, Versuch 1). 100 mg Pankreas
in 5 cem verd. Extrakt bewirkte unter den gleichen Umstinden wie dort,
auf Maltose in 27 Stunden eine Titerzunahme von 16,51-—11,00 =
5.51 cem Thio. Hieraus berechnet sich ein Umsatz des Substrates von
etwa 65 vH. Im entsprechenden Amylaseversuch ist von 25 mg 65 vH
des Substrates in 4 Stunden umgesetzt worden. Viermal so viel Pankreas-
extrakt setzt in fast siebenmal so viel Zeit die gleiche Menge Maltose
um, die er an Stiirke verdaut. Wir kénnen daher von einer rund 25 mal
geringeren Maltasewirkung sprechen. Das Verhiiltnis der Amylase-
zur Maltasewirkung des Karpfenpankreas mul} also zwischen 10 und
25 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 viel
mehr Glukosazon als Maltososazon zu sehen. Heili filtriert, zeigte das
Filtrat nach Abkiihlung viele Maltosazonkristalle.

Mit den Resultaten dieses letzten Versuches wurde nun die Wirkung
eines Darmextraktes von demselben Tiere, gesondert in eine vordere
und hintere Hiilfte, nochmals verglichen. Die Versuchsanordnung war
senau wie die vorige (d. h. der Amylase- und Maltaseversuche auf 5. 487)
Dauer: 27 Stunden, Menge 200 mg Darmschleimhaut. Substrat: Maltose.

Resultat: Hauptversuch erste Darmhilfte pro 20 cem: 5,64 com i() Thio.

Kontrollversuch ., t " 1 5,00 R

0,01

Hauptversuch zweite ¥ pro 10 cem 16,78 .0

Kontrollversuch ., T ¥ Yyt Vo P
0,66

1y

[m Vergleich mit dem Pankreasextrakte kann man hier von einer etwa
20fach geringeren Maltasewirkung sprechen, da hier durch die doppelte
Menge in beiden Fillen etwa 6 bis 10 vH des Substrates umgesetzt
worden ist. DaB die Wirkung des Darmes auf Maltose in der Tat gering
ist, wird in diesem 27 stiindigen Versuch nochmals befestigt.

Im Versuch auf S. 483, Tab. E, wo der Karpfenextrakt auf 21/, proz.
Maltose gewirkt hat, findet man fiir 200 mg in 24 Stunden eine Zunahme
derselben GroBenordnung wie im obenstehenden Versuch b) auf S. 487
mit 50 mg Pankreasextrakt in 4 Stunden. Diese Extrakte waren vom
selben Tier und es liBt sich hieraus auch wieder auf ein Verhiltnis von
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20 bis 25 : 1 des Pankreas- zum Darmextrakte schlieBen. Bei diesen
Versuchen waren die Umsatzprozente ungefihr gleich und niedrig, wo-
durch sie sich besonders gut fiir die Vergleichung eignen.

Aug den Zunahmen beim Optimumversuch der Pankreasmaltase,
verglichen mit dem letztbeschriebenen Versuche auf S. 488 lifit sich
eine noch hohere Verhiltniszahl von etwa 60 oder 70 berechnen. Sechs-
mal weniger Pankreas bewirkt da in ¢/; der Zeit zehnmal groBlere Zu-
nahme.

[s hat keinen Sinn diesen Zahlen einen hohen Wert beizumessen.
Individuelle Unterschiede werden sicherlich vorkommen. Die genannten
Zahlen demonstrieren nur zur Geniige, dall die Menge der Maltase im
Pankreasextrakte sehr viel grofler ist (weit {iber das Zehnfache), als
im Darmextrakte und dall hichstwahrscheinlich eine Maltase vom
Darme nicht abgeschieden wird, aber diese Funktion ausschlieBlich
dem Pankreas zukommt, wie wir auch bei der Amylase fanden.

(falle von Cyprinus. Obwohl, nach ihrer Wirkung gemessen, die
Maltase, auch im Pankreas, in viel geringerer Menge vorhanden ist.
als die Amylase, und die Darmwand hier keine Rolle spielt, kann man
doch die Frage stellen, ob die Galle, die, wie wir fanden in der Tat auch
diastatische Wirkung besitzt, vielleicht aunch eine Maltase liefert. Die
Galle wiirde hier die Rolle, die beim hoheren Tier die Darmwand hat,
iibernehmen konnen.  Einen 'Teil der Galle, die fiir die Prifung auf
Amylase diente (Versuch 2), untersuchte ich auf Maltase. Die Anordnung
des Versuches war genau wie dort erwithnt (5. 475: 0,2 cem Galle und
Puffer 2/, p. /3 8.). Hier wurde iiberdies eine Kontrolle mit gekochter
Galle angesetzt. DerVersuch wurde durch Kochenabgebrochen, Verbrauch
an Thio pro 10 cem unt. Flissigkeit: 15,44 fir die Kontrolle, 15,63
fiir den Hauptversuch. Letzterer reduzierte sogar weniger stark wie die
Kontrolle. aber der Unterschied von 0,19 cem fillt innerhalb der Fehler-
grenze von 0,3 cem.  Der Galle kommt also eine Maltasewirkung nicht zu.

Cyprinus: Saccharase. Einer Saccharase wiirde bei den Fischen
wohl keine hohe biologische Bedeutung zukommen (daher es sehr un-
hegreiflich ist, dafl viele Autoren immer zuerst nach dieser sogenannten
Invertase suchen, statt nach der biologisch viel wichtigeren Maltase!),
Doch kénnte eine Untersuchung nach Unterschieden in den eventuellen
Saccharasemengen in Pankreas und Darm grofien Wert haben, zur Ver-
gleichung mit den Resultaten iiber die Verteilung der Maltase. Darum
wurde die Wirkung (A) von einer Menge Pankreasextrakt (aus 100 mg
Giewebe), (B) Darmextrakt (aus 150 mg) unter den fiir Maltase angegebe-
nen Umstinden auf Iproz. Saccharoselosung verglichen.  Zugleich
wurde an einem Versuch mit Wasser statt Enzym (C) der Einflull des
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Puffers auf das Substrat untersucht (dies statt einer gekochten Kon-
trolle, zur Ersparung von Extrakt). Titriert wurden 20 cem am Anfang
und 20 cem am Ende des Versuches (Dauer: 24!/, Stunden). Es ver-
brauchten: AI: 27.56: AIL: 27.44; Bl: 2749; BII: 27,41; CI: 27,67;
CII: 27.64 cem 0.1 N Thio. Die Blankokontrolle der Reagentia war
27.79 cem. In der Saccharoselisung war also nur eine ganz kleine Menge
reduzierende Substanz (= 0,12 cem): etwas mehr in den Extrakten:
die Redultion nahm in 241/, Stunden nur ganz unerheblich (und inner-
halb der Fehlergrenze) zu. Von einer Saccharasemenge, die nur einiger-
maben mit den gefundenen Maltasemengen zu vergleichen wiire, ist also
nichts zu finden. Hdochstens ist im Pankreas eine Spur Saccharase.

Rana: Pankreas und Darm. Einen einzigen Versuch stellte ich an
iiber den Maltasegehalt von Pankreas und Darm bei Rana. Die An-
ordnung war wie bei der an Cyprinus beschriebenen Versuchen, was
Puffer, Substrat usw. betrifft. Verwendet wurde I cem Substrat (fiir
das Pankreas aus 90, fir den Darm aus 180 mg (imw-ht-. Das Pankreas
gab in 24 Stunden eine 'l‘itorzmmhmv Ihm ) von 0,25 cem.  Der
Darm ergab keinerlei Zunahme (1. Titr.: 17 .3% 2. 17,30)1).

Selbstverstiindlich ist dieser Versuch nur eine sehr vorliufige Stich-
probe und werden die Verhiiltnisse an Rana genauer untersucht werden
miissen, Bs hat aber den Anschein, daB3 nicht nur was die Amylase,
sondern auch was die Maltase betrifft, Pankreas und Darm bei Rana
sich verhalten, wie bei den Fischen.

Zusammenfassung iiber Amylasen und Maltasen. In erster Linie
charakterisierten wir die Karbohydrasen einiger Fische nach ihren
Spaltungsprodukten und dem Optimum ihrer Wirkung bei verschiedener
H-Tonenkonzentration. Hierbei ergab sich, dall die Karbohydrasen
von den untersuchten Fischen im wesentlichen dieselben sind, wie die-
jenigen der Siugetiere und mit diesen auch in ihrer Abhingigkeit vom
pi iibereinstimmen. Ausfiihrlicher wurde die Amylase aus dem Pankreas
von Cyprinus auf dieses Optimum untersucht bei lingerer (24 Stunden)
und kiirzerer (41/, Stunden) Zeitdauer und bei 0°, 16.5°%, 27° und 38°
s zeigte sich, daf3 Verschiebungen im Optimum sich unter diesen
Umstiinden fast nicht bemerkbar machten und deshallb diese Amylase
¢in sehr geeignetes Objekt ist, um die alte Streitfrage tiber den ver-
schiedenen Einflufl erhéhter Temperaturen auf die Enzyme der Siuge-
tiere und Fische daran zu priifen. Dieses Enzym wiirde sicher viel

1) Da hier der Versuch nicht durch Kochen abgebrochen wird ist hier die
Fehlergrenze nicht hiher, als die einer gewdhnlichen Zuckertitration (0,05 cem
nngefihr).
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geeigneter dazu sein, als z. B. das Pepsin. das Ragoczy (95) untersuchte
und wobei, wie wir spiter sehen werden, die Wasserstoffionenkonzen-
tration sehr schwierig festzulegen ist, da sie sich im Laufe des Versuches
erheblich @andern kann, wodurch auch die Reaktionsgeschwindigkeit
sich dndert. Leider konnte diese Untersuchung jetzt noch nicht zur
Ausfithrung kommen; es schien uns wichtiger zuerst einen Uberblick
iiber die gesamten Verhiltnisse der enzymatischen Verdauung bei dieser
Klasse zu gewinnen, als ein spezielles Enzym sehr eingehend zu studieren.
Zweitens konnten wir biologische Beziehungen feststellen zwischen
den Mengen der vorhandenen Enzyme und der Art der Nahrung, die von
den verschiedenen Spezies aufgenommen wird. Bei dem omnivoren
Karpfen kommtim Pankreas mehrals die tausendfache Menge an Amylase
vor. wie beim karnivoren Hecht und Haifisch; auchim Darme des Karpfens
findet sich bedeutend viel mehr Amylase als beim Hecht; im Darme
des parasitisch lebenden Petromyzon ist die Amylasemenge sehr gering.
Maltase konnte im Pankreas und Darm des Hechtes bei verschiedenster
Yeaktion gar nicht nachgewiesen werden, withrend sich beim Karpfen
eine ziemlich groBle Menge im Pankreas und eine kleinere im Darm
findet. Saccharase fehlt im Pankreas und Darme von Cyprinus. Ein
spezielles glykogenspaltendes Ferment konnte im Pankreas von dean-
thias nicht nachgewiesen werden.  Die groflen Amylasemengen im
Pankreas des Frosches sind wahrscheinlich auf die Verarbeitung pflanz-
licher Nahrung withrend der Larvenzeit zuriickzufiihren.  Maltase findet
sich in kleinen Mengen im Reana-Pankreas und nicht im Darme?).
Auch bei den Siugetieren sind derartige biologische Beziehungen
bekannt, so weit ich ersechen konnte, vorwiegend fiir Amylasen. So
fanden Roserrs (107), Froresco (26a), NeLsoN and Loxa (57) das
Pankreas des Schweines viel wirksamer als das von Rind, Schaf und
Hund, (. Hamprrcer (34) das vom Hunde wirksamer als das des
Rindes. Auch neuerdings fand Snuxco Osaro (75), bei Kaninchen und
Sehwein mehr als bei Hund und Rind, Nur Verxox (128b) kommt zu
cinem abweichenden Resultate und findet die Amylase bei Rind und
Schaf am kriftigsten. Im allgemeinen kann man schlielien, dall von
den Singetieren die Omnivoren und Herbivoren mehr Amylase in ihren
Verdanungsorganen fithren als die reinen Karnivoren; die abweichenden
Verhiiltnisse bei dem Rinde und dem Schaf stehen wohl im Zusammen-
hang mit den vielen Giirungsprozessen und dem abweichenden Darm-
bau, wodurch die Verdauung sich ginzlich vom normalen Typus unter-
scheidet. Die Mengen an Maltasen im Darme gehen denen an Amylasen
im Pankreas parallel, wie besonders bei SHUNGO O8ATO (75) zu ersehen ist.
Drittens stellten wir einige merkwiirdige Beziehungen fest zwischen
1) Dies ist alles zu verstehen unter den friithererwihnten Versuchsbedingungen,
besonders was die Konzentration an zugesetzten Extrakten betrifft,
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den Karbohydrasemengen von Pankreas und Darm, Beziehungen die
abweichen von denen bei den hoheren Vertebraten. Beim Karpfen
fanden wir ungefihr 50 bis 100mal mehr Amylase im Pankreas wie
im Darm: beim Hecht ist der Unterschied viel geringer. Bei Rana
findet man im Pankreas ein grofies Quantum (ungefihr !/; von dem
Wert des Karpfens); fast nichts im Darm. Dies alles entspricht noch den
Verhiiltnissen bei den Siugetieren. Wihrend aber dort die Enzyme.
welche die Disaccharide spalten und also die Kohlehydratverdauung
beenden, hauptsiichlich in der Darmwand sich finden oder abgeschieden
werden, ist das bei den Fischen, soweit wir untersuchten, und bei Rana
nicht der Fall. Beim Karpfen findet man im Pankreas rund 25 mal
mehr Maltase als im Darme. Bei Rana findet sich die geringe Menge
Maltase im Pankreas, nicht im Darme. Bei Esor konnte Maltase weder
im Pankreas noch im Darme nachgewiesen werden. Es scheint also ein
cewisses Verhilltnis zwischen den Mengen Amylase und Maltase zu
bestehen; wo reichlich Amylase im Pankreas wie beim Karpfen, ist die
Maltase dort mit Leichtigkeit nachzuweisen, und nur schwer im Darme,
wo eine dreimal geringere Amylasemenge vorkommt, ist die Maltase
noch gerade gut nachweisbar im Pankreas und nicht im Darm (Rana):
wo 1000 mal weniger Amylase vorhanden ist, ist die Maltase unter diesen
Versuchsbedingungen nicht nachzuweisen, weder im Pankreas noch im
Darm (Hecht). Ausgeschlossenist natiivlich nicht, dall man auch dort noch
Maltase finden wiirde, unter Anwendung von viel stiirkeren Extrakten.
Wo reichliche Mengen Maltose entstehen, findet bei den untersuchten
niederen Vertebraten die weitere Verdauung durch den Pankreassaft
statt, nicht durch den Darmsaft oder die Darmwand. Die Quanta der
Karbohydrasen in der Darmwand sind unter allen Umstiinden so viel
geringer als im Pankreas, dall es mir vorkommt, als haben wir es im
Darme nur mit adsorbierten Pankreasenzymen zu tun; zur Annahme
einer selbstindigen Absonderung dieser Enzyme durch die Darmwand
zwingt kein einziger Grund.

Bei der vielen Arbeit, die auf die Untersuchung von den Siugetier-
enzymen verwendet wurde, hat man der quantitativen Verteilung dieser
Stoffe im Verlauf des Darmrohres verhiltnismiliig wenig Aufmerksam-
keit gewidmet. Zwar kann man den einzelnen Untersnchungen ent-
nehmen, dall das Pankreas die Hauptquelle der Amylase ist, der Diinn-
darm die der Maltase und Saccharase: Untersuchungen, die absichtlich
an ein und demselben Tier die Verteilung dieser Enzyme zu erforschen
suchen, gibt es nur wenige. Alle Abhandlungen, denen man Tatsachen
fiir die Begriindung dieser Ansichten iiber die Verteilung im Darmkanal
entnehmen kann, lassen sich hier nicht anfithren, nur einzelne machte
ich nennen, um zu zeigen, daf} trotz der verhiltnismillig geringeren
Arbeit auf diesem Felde, die Kenntnis von der Verteilung dieser Enzyme
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beim Saugetier gut begriindet ist. Die Verteilung der Maltase wurde
hiinfiger untersucht als die der Amylase.

Schon 1880 erwithnen BrowN und Herox (14), dal Darmextrakt
viel kraftiger auf Maltose als auf Stiirke einwirkt; sie schlagen vor, fiir
die Spaltung dieser beiden Substrate zwei verschiedene Enzyme an-
zunehmen. Thre Konklusion lautet wortlich: | Thus we see, that in the
transition from colloidal starch to highly diffusable dextrose, the hydro-
lytic actions of the pancreas and small intestine are mutually dependent
and complementary to each other, neither one set of actions alone being
sufficient.”” Sie finden mehr Maltase als Invertase im Darm und weisen
darauf hin, dafl die Maltosespaltung fiir den Organismus ungleich viel
wichtiger sein muf} als die der Saccharose. Snore und Tess (1892) und
besonders die letztgenannte Autorin (1894) (126) machten die Experi-
mente von Browx und Herox zum Ausgangspunkte erneuter Unter-
suchungen. Auf diese Arbeiten, besonders die umfangreichere von L.
(. Tees allein, mit vorziiglicher chemischer Methodik ausgefiihrt, michte
ich besonders hinweisen. Die Versuche wurden aunsgefiihrt an getrock-
neten und frischen Geweben, die quantitativ auf ihren Gehalt an Mal-
tase untersucht wurden. Das Verhiiltnis der entstandenen Glukose-
menge zum unangegriffenen Maltoserest, nach bestimmten Zeiten ver-
glichen, ist Mal fiir die Enzymwirkung. Mittels Reduktion von FeaniNa,
polarimetrisch und durch Anfertigung von Osazonen, wurde die Spaltung
verfolgt., Das Resultat ist eine Tabelle, die uns iiber die maltatische
Wirksamkeit der verschiedenen Gewebe unterrvichtet und die ich hier
itbernchmen mochte. Die Verhiltniszahlen geben die Mengen Maltose
(immer = 1 gestellt) und Glukose, die nach gleichen Zeiten gefunden
werden, in Versuchen, bei denen die Gewebe auf eine Ausgangslosung
von Maltose wirkten. Die Zahlen sind Mittel aus vielen Versuchen.

mucous membrane | malt. 1 Yidney 1
: 3 - KICINOYaraionerst Faaitsrs i cos Gues.
of small intestine | dextr. 3,21 -~ 0,606
1 1
78) C1) VTS T T Ty ey 1,35 stomach . . . . . . . . 0,45
. 1 1
lymphatic gland 0.03 PANOTEAE. . s e 0.31
’ 1 ; 1
Liper = irr o e e 0,80 salivary gland . . . . . . 091
Peyorss patolis LR siRsiaug i : DIUAOLE A I N O e SR, :
; 0,04 0,20

Auch den Arbeiten von Rouyanst®) und von Bourqueror (13a) kann
man Tatsachen in dieser Beziehung entnehmen®). In letzter Zeit erschien

1) PrrtceErs Arch, 41, 424, 1887,
2) Siche fiir vollstindige Literaturzitate tiber diese Enzyme: €, Oppex-
nerver: Die Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl. Leipzig 1925 26,

Z. 1. vergl, Physiologie Bd, 5. 32
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eine Abhandlung von S. Osara (75), in welcher sowohl die biologischen
Beziehungen der Karbohydrasemengen zur Nahrung als der Unterschied
in Amylasemengen (Panc > Darm) und Maltasegehalt (Darm > Pan-
kreas) bestitigt werden. Dal hier ein auffallender Unterschied mit
der Lokalisation der Maltase bei den Fischen vorliegt, ist also auller
Zweifel.

Zwei Schlufifolgerungen aus diesem Verhalten miissen wir in diesem
Zusammenhang nun noch erwihnen. Erstens liegt es auf der Hand, einen
Zusammenhang anzunehmen zwischen dem Fehlen von Maltasewirkung
im Darme (die geringe Wirkung bei Karpfen und Frosch beruht meiner
Meinung nach auf adsorbierten Pankreasenzymen) und dessen Mangel an
echten mehrzelligen Driisen (besonders LIEBERKU axschen Driisen). Um
diesen Punkt griindlich abzuhandeln, miissen wir zuerst sehen, wie sich
der Darm in bezug auf Verdanung der Eiweilispaltprodukte verhilt.
Tm folgenden Kapitel werden wir erfahren, dal Darmextrakt die Pep-
tone weniger gut spaltet als der aktivierte und nichtaktivierte Pankreas-
extrakt, die Peptide aber besser, und werden nach Begrindung dieser
Tatsachen erdrtern, welche Schliisse das gesamte Material in dieser
Beziehung zulifit, auch in Verband mit einigen Anhaltspunkten, die uns
die Literatur iiber die Rolle der LigBErkiHNschen Driisen aibt.

Zweitens miissen wir bemerken, dall zwar die Maltasekonzentration
im Pankreas viel grofer ist als im Darme, dal aber die Maltasemenge
im Pankreas hinter dem Amylasegehalt in demselben Organ weit zuriick-
steht1), Wird dann das abgeschiedene Quantum Maltase geniigen, um
die aus der Spaltung reichlicher Stiirkemengen entstandene Biose zu
Glukose zu verdauen? Diese Frage ist schwer zu bheantworten, Sie ist
auch meines Wissens fiir Siugetiere noch unbeantwortet. s wirde nie
untersucht, ob die Gesamtmenge der Darmmaltase die Biosemenge, die
aus dem normaliter von einem Tiere aufgenommenen Quantum Stirke
entsteht, zu spalten imstande ist, oder ob die nach bestimmter Fiitterung
abgeschiedene Pankreasamylase in einer quantitativen Beziehung steht
zur gleichzeitig oder gleich nachher abgeschiedenen Maltase. Weill man
doch nicht einmal, ob die Wirkung der eigentlichen Darmfermente vor-
wiegend im Darmsafte oder in der Darmwand sich geltend macht, Man
wiirde gendtigt sein, einen Begriff der Verdauungskapazitit eines Or-
ganes aufzustellen, der die Enzymkonzentration pro Kilogramm Organ
oder Oberflicheneinheit (z. B. des Darmes), multipliziert mit dem Ge-
samtgewicht des Organes (oder der gesamten Oberfliche des Darmes)
in Beziehung bringen wiirde zur cewdhnlich aufgenommenen Stirke-
menge (oder anderem Substrat). Die verschiedenen hier in Betracht

1) Gemessen durch die relativen Verdanungsgeschwindigkeiten einer glei-
chen Konzentration an Substraten. Siehe R. WILLSTATTER und R, Kuvnx:
Zur Theorie der Zeitwertquotiente (144).
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kommenden Grolen wiirden sich nur dullerst schwierig und ungenau
bestimmen lassen. Nur der Zusammenhang zwischen momentan ver-
inderter Nahrungsmenge und Magen- und Pankreasenzymmenge wurde
ermittelt (Pawrovsche Schule [78]).

Weiter wiirden noch unbekannte Aktivierungserscheinungen im
Darme, die die Aktion des einen Enzymes mehr als die des anderen be-
giinstigten, eine Rolle spielen konnen.

Jorpan (44) hat an verschiedenen Stellen auf den grofien Unter-
schied hingewiesen, der beziiglich der topographischen Enzymverteilung
hei Wirbellosen und Wirbeltieren besteht. Bei den Wirbellozen finden
wir iiberall einheitliche Siifte, die alle Enzyme enthalten. Bei den Siuge-
tieren sind die Enzyme fiir Kohlehydrate, sowie fiir Eiweille in Form von
Enzymketten auf die verschiedenen Teile des verdauenden Traktes ver-
teilt, Die Teilenzyme, die die Verdauung vollenden, befinden sich auf
alle Fiille stets getrennt von den Enzymen, die die Verdauung anfangen,
und zwar findet man erstere wohl stets im eigentlichen Mitteldarm, wo-
selbst sie iiberall in kleinen Mengen, aber eben auf die volle Linge (oder
heinahe die volle Linge) des langen Darmes verteilt, an den Darminhalt
abgegeben werden. Durch diese Tatsache wird erreicht, dali die Nah-
rungsstoffe withrend ihres ganzen Transportes durch den Darm in kleinen
Mengen in resorbierbaren Zustand dibergefithrt werden. Eine Uber-
schwemmung mit Verdauungsprodukten an den Orten der Sekretion
jener Sifte, die in groflen Mengen gich in den Darm ergicllen, findet nicht
statt. Bei den Wirbellosen ist von soleh einer Uberschwemmung keine
Rede, da bei ihnen der Gesamtprozelh der Verdauung duberst langsam
vor sich geht, die Nahrung durch den Verschlull des Kropfes nur in
iuberst kleinen Mengen in den resorbierenden Mitteldarm tritt (der Kropf
resorbiert bei den Tieren, wo dies bislang untersucht wurde, nicht).
Beziiglich der Karbohydrasen sind die Fische offenbar eine Art von
Ubergang zwischen Wirbeltieren und Wirbellosen. Topographisch fin-
den wir beide Teilenzyme, Amylase und Maltase, nicht getrennt. Eine
Uberschwemmung mit Glykose diirfte allerdings anch hier ausgeschlossen
sein, da die Maltase nur in geringer Menge neben der Amylase im Pan-
kreas des Karpfens vorkommt (1 : 25). Vermutlich wird hierdurch auch
bedingt, daly die Zuckerresorption auf die gesamte Darmlinge verteilt
wird. Die lingere Zeitdauer?!) dieser Art der Verteilung entspricht der
allgemeinen Erscheinung, daff die Verdauung und Resorption bei Kalt-
bliitern langsam vor sich geht und auch langsam vor sich gehen darf,
bei dem relativ geringen Stoffwechsel.

SchlieBlich wiirde der Fischdarm fiir Maltose eine Resorptionsfihig-
keit besitzen kinnen, wiithrend eine solche beim Siaugetierdarm fehlt

1) Der langsamen Wirkung der Amylase steht bei Wirbeltieren die Linge des

Darmes. also einer zeitlichen eine rinmliche Regulierung gegeniiber,
32%
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(u. a. nach Rem [97], WriNLaND [132], Con~gev [16]1). Auch diese
Frage scheint mir bei den Teleostiern einer Losung nicht zuginglich.
Bei ihnen erstreckt sich, wie mehrfach erwithnt, das Pankreas in sehr
feinen Veriistelungen den Darm entlang und ist besonders beim Karpfen
unmdglich ganz und gar davon zu entfernen. Immer werden also kleine
Mengen Maltose, wenn sie wirklich resorbiert werden sollten, an der
AuBenseite des Darmes in Glukose verwandelt werden. Deswegen konnen
solche Experimente niemals zu einer definitiven Entscheidung dieses
Problems beitragen und ich habe daher auf ihre Ausfiihrung verzichtet.
Bei Haifischen hat man diese Nachteile nicht; vielleicht lielle gich auch
hei Esor das ganze Pankreas ziemlich gut enfernen, aber man hat dann
wieder den Nachteil, daff man mit Tieren arbeitet, die normaliter nur
eine sehr geringe Kohlehydratverdauung zeigen. Mehr Erfolg ist von
Versuchen mit Rana. besonders auch mit den pflanzeniressenden Rana-
Larven und mit herbivoren Schildkréten zu erwarten, wenn ihre Ver-
dauung einmal eingehend studiert wiirde und dieselben Verhiiltnisse wie
heim Karpfen zeigen wiirde. Hierfiir sprechen schon unsere wenigen
Versuche mit Rana, und mit Hinsicht auf das Fehlen der Darmdriisen
ist diese Erwartung ihnlicher Verhiiltnisse gar nicht unbegriindet. Diese
Versuche wiirden mich aber vorlinfig zu weit von meinem Themaabfiihren.

Recht interessant wiire anch die Untersuchung des Amylase- und
Maltasegehaltes in Pankreas, Darm und Appendices von einem herbi-
voren oder omnivoren Fisch, der Appendices fithrt. Omnivoren und
Herbivoren sind aber unter den Fischen selten; die meisten gehoren zu
den Cyprinoiden, die keine Appendices besitzen. Zu dieser Vergleichung
kommt fast nur Box boops, eine Art, bei der man sich im allgemeinen
dariiber einig ist, daB sie rein pflanzenfressend ist, in Betracht. Dieses
Tier konnte ich hier nicht leicht bekommen und es wiirde an einer zoo-
logischen Station untersucht werden miissen.

Kapitel TV.
Trypsin und Erepsin.

Binleitung — Trypsin und Erepsin bei den Siugetieren —  Methodilk -
Vorliufige Versuche am Karpfen — py-Optimum der Wirkung des Karpfen-
darmextraktes anf Glyeylglyzin und definitive Versuche an Cyprinus, Esox,
Acanthias und Rana. — Zusammenfassung iiber Trypsin und Erepsin. Ver-
gleichung mit den Resultaten, bei Amylasen und Maltasen erhalten,

Einleitung. In der Zusammenfassung tuber die beiden vorigen Kapitel
erfuhren wir in bezug auf die Kohlehydratverdauung bei den Fischen

1) Jorpax und BroeEMANN (44a) fanden den Rana-Darm impermeabel fiir
Saccharose (wenigstens weniger permeabel fiir Saccharose als fiir Maltose),
Wahrscheinlich ist also eine Permeabilitit des Fischdarmes fiir Maltose nach
meiner Meinung nicht,
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(soweit untersucht) dreierlei: Erstens sind die Enzyme, welche diese Ver-
dauung anfangen und beenden, nicht gesondert lokalisiert im Pankreas
und in der Darmwand wie bei den Siugetieren, sondern kommen beide
im Pankreas vor, withrend hichstwahrscheinlich die geringe Menge Mal-
tase im Darme nur Adsorptionsprodukt ist oder Gewebsenzym. Zweitens
erlaubte uns dieses Verhalten den Schlufl zu ziehen, daBd die Differenzie-
rung in der Lokalisation dieser Enzyme, welche bei den Invertebraten
sich nirgends vorfindet, auch bei den niederen Vertebraten noch fehlt
und von phylogenetisch sehr jungem Ursprung ist, weil sie auller bei
den Siaugetieren nur bei den Vigeln vielleicht vorkommen wird (letztere
sind nur noch mangelhaft untersucht). Drittens wiesen wir schon auf
den Zusammenhang hin, welcher zwischen dem Mangel an Karbo-
hydrasen in der Darmwand und dem Fehlen von mehrzelligen Driigen,
besonders LipprrgiUnyschen Driisen im Fischdarm mutmafilich be-
stehen wird. .

Jei der nun folgenden Untersuchung iiber die Proteasen der Fische
driingte sich in erster Linie das Problem auf, wie es mit der Verteilung
der Enzyme steht, welche die Eiweiliverdanung im Mitteldarm anfangen
und beenden. Sollte sich hier auch dag Erepsin in grifiter Menge mit
dem Trypsin im Pankreas vorfinden und auch sein Fehlen mit dem
Mangel an Darmdriisen in Verbindung bringen lassen, oder sollte die
Sachlage in dieser Bezichung die gleiche sein wie bei den Niugetieren?
Und wo wird sich im ersten Falle die Enterokinase vorfinden ?

Trypsin und Erepsin bei den Saugetieren. Wiahrend die Eigenschaften
und das Vorkommen von Amylase, Maltase und Invertase bei den
Siugetieren hinliinglich ausfithrlich bekannt sind und die Beschreibung
dieser Verhiiltnisse (deren Kenntnis sich auf die Literatur der letzten
dreiBig Jahre stiitzt) in keinem Hand- oder Lehrbuche fehlt, hat sich
in den allerletzten Jahren, dank den Arbeiten der WinrstArrerschen
Schule, unsere Kenntnis der proteolytischen Enzyme, die bei der Darm-
verdauung der Siugetiere eine Rolle spielen, so weitgehend veriindert,
dabBl es zum besseren Verstindnis nitig scheint, schon hier die Resultate
dieser bedeutsamen Untersuchungen kurz zusammenzufassen. Vor den
Arbeiten aus Wintsrirrers Schule nahm man an, dali das (aktivierte)
Trypsin genuine Eiweillstoffe und auch die Peptone der Pepsinver-
dauung zu spalten imstande sei und dall es diese zu Aminosivuren ab-
bauen konne. Allerdings wulite man seit den Untersuchungen von
Frscner und Bercernn (24, 25) und von Fiscner und ABDERHALDEN
(26), daB es einige Dipeptide gibt, die der Einwirkung des Trypsins
Widerstand leisten. Die Aufspaltung dieser Bindungen war dem von
Connnrm (17) entdeckten Erepsin der Darmwand vorbehalten. Dieses
Erepsin gollte auch Albumosen und Peptone angreifen, aber nicht natives
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Biwei, letzteres allerdings mit einigen Ausnahmen, z. B. das Casein.
Nebenbei wuBte man, oder vermutete es wenigstens, dall auch im Pan-
kreassaft Erepsin in kleinen Quanten vorhanden sein mufite (VERNON,
Bavriss und STARLING). \

Diese Ansichten haben gich mun nach den Arbeiten von WAaLb-
semmipr-Lerrz und Mitarbeitern im Miinchener Laboratorium grund-
sitzlich geiindert. Es gelang Warpscamint-Lerrz nach den WiLr-
srirrERrschen Methoden die Trennung von Lrypsin und Erepsin in Pan-
kreas. und Darmextrakten und die von Trypsin und Enterokinase nebst
einer Isolierung des letzteren Stoffes aus der Darmwand. Die nach-
folgende Untersuchung iiber die Spezifitiit dieser Enzyme ergab, dall
reines Erepsin nur imstande war Di- und Tripeptide zu zerlegen und dals
es auf Albumosen und Peptone gar keine Wirkung ausiibte. Trypsin be-
darf zur Spaltung von nativem Eiweil} der Aktivierung durch Entero-
kinase: es werden bei dieser Spaltung Aminosiuren frei, so dal es sich
nicht um eine rein desaggregierende Wirkung handeln kann, wie sie
AspERHALDEN und OpPPENHEIMER (73) annehmen. Unaktiviertes Tryp-
sin gpaltet WirTE-Pepton, seine Leistung in dieser Beziechung wird aber
durch den Aktivator erhoht. Es spaltet aber kein einziges Dipeptid; bei
den Peptiden, welche nach Frscuer und ABDERHALDEN von Trypsin
hydrolysiert werden. handelt es sich um die Wirkung des Pankreas-
erepsins. Hingegen sind alle untersuchte Dipeptide durch Erepsin zer-
legbar, auch die, welche von Fiscuer und ABDERHALDEN als vom Pan-
kreas unspalthar angegeben waren. AnpreruALDEN selbst hat das in
einer kurzen Versffentlichung zugegeben (1) und erdrtert, wie seine
fritheren Resultate zu erkliren sind. Diese Resultate von WALDSCHMIDT-
Lerrz nebst anderen iiber die Art der Kinasewirkung (die Kinase wirkt
nicht als Enzym sondern blofl als Aktivator, und zwar in einem stochio-
metrischen Verhiltnis zu einer bestimmten Trypsinmenge) wurden in
der Zeitschr, f. physiol. Chem. veroffentlicht (134, 135, 136, 137, 138,
139). Sie wurden anch von ihm zusammengefalit in |, Naturwissen-
cehaften® 1926, Diese neueren Ansichten werden wir bei unseren Ver-
suchen im Auge behalten und diese Verhiltnisse bei den Fischen, soweit
die dort zu erhaltenden kleinen Quanta dies erlauben, nachpriiffen miissen.

Um einen Vergleich zu ermoglichen, missen selbstverstindlich wieder
die p-Optima der hetreffenden Enzyme untersucht werden um dieselben
nach Méglichkeit zu charakterisieren und um die Vergleichungen beim
optimalen pi vornehmen zu kinnen. In der Erwartung, dali die Optima
dieser Enzyme (nach Analogie der (farbohydrasen) sich nicht allzuviel
von denen der Singetiere unterscheiden wiirden, orientierte ich mich zu-
erst vorliufig iiber die Verteilungsverhiiltnisse der Proteasen im Darme.
{Therdies werden die Experimente iiber das pg-Optimum des Trypsins
im folgenden Kapitel gegeben werden, da sie an einem weitgehend ge-
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reinigten dcanthias-Trypsin vorgenommen wurden, dessen Darstellung
erst da beschrieben werden kann. Nach der Feststellung dieser Optima
wurden dann die vorliufigen Versuche bei den gefundenen Optima noch-
mals durchgefiihrt.

Methodil, Die Extraktion wurde vorgenommen wie in den vorigen Kapiteln
fiirr Karbohydrasen angegeben, meistens mit Glyzerin, Fiir das Pankreas hat
dies den groBen Vorzuz, dall darin die spontane Aktivierung des sogenannten
Trypsinogens (dieser Name soll nach Warnpscamior-Lerrz fortfallen) nicht
auftritt.

Fiir die Verfolgung der Spaltung von nativem Eiweill diente die Einwirkung
auf gequollenes Fibrin, das mit Spritblau (Diphenylrosanilin) gefirbt war. Diese
Methodik ist eine Abinderung des Grirzyerschen Verfahrens der Pepsinbestim-
mung mit Karminfibrin. Sie wird im nichsten Kapitel, wo sie am meisten Ver-
wendung findet, etwas cingehender besprochen werden (s, auch WonrneemuTi
(1451, Roxa [108], S, 215, GEZELSCHAP [27] und Rixcers Arbeiten [101—106]).

Fiir die Verfolgung der niederen proteolytischen Spaltung (die von Pepton
und von dem verwendeten Dipeptid Glyeylglyzin) konnen vier Verfahren haupt-
giichlich Verwendung finden: die polarimetrische Untersuchung nach AnpEr-
HALDEN. die Formoltitration von SOreNsSEN (121). die gasometrische Bestim-
mung der Aminosiuren nach vax Styke und die Titration im alkoholischen
Milicu nach WintstiTTer und Wanpsoumint-Lerrz (142), Ich benutzte haupt-
siichlich letztere Titration, die den Vorzug gréflerer Einfachheit besitzt vor der
Formoltitration, wobei eine Vergleichslosung notwendig ist und auch dasg End-
resultat nur aus dem Unterschied einiger Titerziffern gefunden werden kann,
Die ..Alkoholtitration** wurde bis jetzt in drei Modifikationen angewandt, Alle
beruhen auf der Eigenschaft der Aminosiuren, dal} in Alkohol einer bestimmten
Konzentration eine intramolekulire Atomverschiebung stattfindet, wobei das
NH, und das =0 des Karboxyls sich aneinander binden, wodurch die Siuren
sich wie Fettsiuren titrieren lassen mittels 0,2 N alkoholischer Lauge, Die drei
Modifikationen gind folgende: man macht die zn untersuchende Flissigkeit zu
einer 96 proz, alkoholizchen Lisung und benutzt Phenolphthalein als Indikator;
zu einer 90 proz. Losung, mit Thymolphthalein als Indikator (134); endlich zu
ciner 80—85 proz. Methylalkohollosung ebenfalls unter Anwendung von Thy-
molphthalein (139).  Letzteres Verfahren bietet Vorteile wenn man _L:rui.h‘
Mengen Puffer (u, a. Phosphat) braucht, welche in konzentriertem Athylalkohol
unloslich sind, Die Methoden wurden von den Autoren durch Titration abge-
wogener Mengen von reinen Aminosiuren kontrolliert,

Die Feststellung des Umschlagpunktes dieser Titration verlangt auch fir
Losungen von reinen Aminosiuren einige Ubung, Beim Erscheinen des ersten
schwachblauen Farbentons ist der Umschlagpunkt erreicht, s schion mir zweck-
miBie dann abzulesen und durch Zusatz von weiteren zwei oder drei Tropfen
Lauge zu kontrollieren, ob die Flissigkeit deuntlich blau wird und man sich
beim Beurteilen der Farbe nicht geirrt hat, Beil Anwesenheit von viel Eiweild
oder Pepton kann die Wahrnehmung des Umschlagpunktes etwas erschwert
werden, e die Titration in klaren Flissigkeiten wird beim Gebraunch von
Thymolphthalein der Fehler sich auf 0,04 cem 0,2 N alkohol. Lauge belaufen
(nach Warpsomminr-Lerrz. Angabe).

Zur Kontrollierung benutzte ich 0,1 N Glyvkokollosung, die 0,1 N NaCl ent-
hielt. 5 cem dieser Ldsung mit 5 cem 0,1 N HCIl gemischt soll nach Strexses
cin pg von 1,932 aufweisen, Bestimmung mit meiner Wasserstoffelektrode ergab:
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1.919. so dafl die Glykokollosung richtig. hergestellt war. Bei der Titration von
10 cem dieser Losung, zu 90 proz. Alkohol gemacht, und mit Thymolphthalein
als Indikator wurde zuerst gefunden 5,93 cem 0.1727 N Lauge, statt berechnet
5,79 und nach einiger Ubung 5,80 und 5.84, womit die erwiinschte Genaunigkeit
erreicht war, '

Beim Ansetzen und Abbrechen der Versuche verfuhr ich hier in etwas
anderer Weise als bei den Karbohydrasen, Dort wurde das Enzym zwecks ge-
nauerer Verteilung mit dest. Wasser verdiinnt. Dies war hier nicht angebracht,
weil dadurch das Volum der Losung zu groll geworden wire im Verhiltnis zum
Puffergemisch, Der Puffer mull ziemlich stark sein wegen der entstehenden
Aminosduremenge. Die Verteilung des Enzyms geschah hier mittels einer fein
kalibrierten Auslaufpipette von 2 cem Inhalt, Weil das Enzym als Glyzerin-
I6sung verteilt wurde, konnte ich nun auch ruhig die Versuche einige Zeit nach-
einander ansetzen, weil doch das Enzym in Glyzerin unbeschrinkt halthar ist1).
Das Abbrechen der Versuche geschah hier geniigend durch die Ubertragung der
Fliissigkeit in Alkohol, zumal da die Titration unmittelbar hinterher enl$gcfii11rt-
wurde. Wurden elektrometrische pp-Bestimmungen ausgefiihrt, so geschah dies
wicder an cinigen Kubikzentimetern, die dem Gemisch vor dem Hinzusetzen
des Toluols entnommen waren,

Vorliufige Versuche. Bei den vorliufigen Versuchen waren die py-
Optima der Enzyme von Cyprinus noch nicht ermittelt worden und die
Alkalinitit wurde hergestellt durch Natrinmbikarbonat 2 vH und am Ende
des Versuches durch Zusatz von Kresolrot (Umschlag zwischen pn 7,2
und 8,8) zu der kleinen Menge, die nach den Titrationen noch verblieb,
einigermallen geschiatzt. Zweck war also die Vergleichung der Trypsin-
und Erepsinmengen in Pankreas und Darm. Von diesen Versuchen
folgen hier die Protokolle: '

A. 1. Réhrchen 100 mg Spritblau, 5 cem 2 vIH NaHCO,, 5 cem H, O, 1 cem Pan-
kreasextrakt (75 mg) und etwa 0.4 cem Darmextr. zur Aktivierung,
2. Rohrehen 100 mg Spritblau usw.: 1 cem nicht aktiviertes Pankreagextralkt.

Aktivierung von Nr. 1 in 11/, com H,O wiihrend 30" bei 27° Dann
mit 3,5 cem'H,0 das Gemisch {ibergespiilt ins Roéhrchen mit Spritblau,
Quellungen 1 und 2 wihrend 30 Minuten.,

Nach 18/ Stunden ist noch kein dentlicher Unterschied sichtbar (1'liissig-
keit stark opaleszierend). Nach 31/, Stunden aber war der Unterschied
sehr deutlich und nahm fortwiahrend zu: nach 20 Stunden war die aktive
Fliiszickeit (Nr, 1) intensiv blau; die nichtaktivierte (Nr. 2) nicht sichthar
verindert,

3. 100 mg Spritblan usw, 1 cem Darmsaft (200 mg): nach 20 Stunden keine

nachweisbare Anderung. Allen Rihrehen waren 5 Tropfen Toluol zugesetzt.

B. 1. 9cem Wrirre- Pepton 3 vH (filtriert, klar); 6 cem 2 vH Natriumbikarbonat ;
1 cem Pankreasextrakt (756 mg).

Titrationen nach: 0 Std.: 1,35 4 Std.: 1,49 24 Std.: 1.76
Zunahmen: 0.14 0,27  Total: 0,41,

2. 1 cem Darmextrakt der ersten Hilfte, 9 cem P.W, 3 vH; 6 cem NaHCO,,
Titrationen nach: 0 Std.: 1,32 4 Std.: 1,34 24 Std.: 1,59
Zunahmen: 0,02 0,25

1) Wenigstens withrend so korzer Zeit, VERNON (1284a) findet, dal} die Erepsin-
menge in Glyzerinextrakten abnimmt nach der dritten Woche,
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3. 1 cem Pankreasextrakt + 1/s cem Darmextrakt 1. Halfte 1/, Std. aktiviert
bei 26,5% Dann 9 cem P.W. 6 cem 2 vH NaHCO; zugesetzt.

Titrationen nach: 0 Std.: 1,35 4 Std.: 1,61 24 Std.: 3,12
Zunahmen: .26 1,61  Total: 1.77

Zunahme fiir 1°cem Pankreas 0,415 fiir 1/, cem Darm 0,14, Mehr fiir
das akt. Pankreasextrakt 1.22 cem.
Der Rest nach der Titration gibt eine Zwischenfarbe mit Kresolrot,
also pyp etwa 8.0,
(. 1. 61 mg Glyeylglyzin, 3 cem NaHCO, 2 vH, 2cem Darmextrakt (Reste
von vorderer und hinterer Hilfte gemischt), ungef. 400 mg; 11 cem H, O,
Total 16 ccm, 5 Tropfen Toluol.

Titrationen nach: 0 Std.: 1,34 b Std.: 1,62 24 Std.: 2.14
Zunahmen: (.28 0,52  Total: 0,80

2. 61 mg Glycylglyzin iibergespiilt bei 1 cem Pankreasextrakt (75 mg) mit
12 cem HoO und 3 cem NaHCOy 2 vH; 5 Tropfen Toluol.

Titrationen nach: 0 Std.: 1,38 17 Std.: 1,37 43 Std.: 1,34
Zunahmen: — (0,01 — 0,04

Keinerlei Wirkung war hier wahrzunchmen. Mit Kresolrot gab der
Rest eine Zwischenfarbe.
Aus diesen vorliufigen Versuchen ergibt sich folgendes Schema fiir
die Wirkung von Pankreas- und Darmextrakt in bezug auf die Eiweili-
spaltung:

| Eiweil ‘ Pepton | Dipeptid

| |
Nichtaktivierter Glyzerin-Pankreasextrakt . . I — | - —
Aktivierter Glyzerin-Pankreasextrakt . | -+ + 4+
Darmextrakl: 5 i oiemissiiis wis 4 o wi &bl | laES - ; -+

| (nur wenig) |

Hierin bedeutet - Spaltung, — Nichtspaltung, -4~ erhihte Spaltung.

Das alles ist in vollkommener Ubereinstimmung mit den Resultaten
von Wanpscumipr-Lurz und Mitarbeitern fiir die Darmproteasen der
Siugetiere.

P - Optimum der Wirkung des Karpfendarmextraltes auf Glycylglyzin
und definitive Versuche an Cyprinus, Esox, Acanthias und Rana.

s war nun nach diesen vorliufigen Ergebnissen notwendig, die Ver-
suche zu wiederholen bhei den prp-Optima der Trypsin- und Erepsinwir-
kung. Diese Optima mufliten also zuerst ermittelt werden. Fiir das Tryp-
sin geschah dies an einem nach MicHArLis und DAvIDsonN gereinigten
Priiparat aus Acanthias-Pankreas; die Beschreibung dieser Versuche
bringt das folgende Kapitel. Fiir das Erepsin geschah die Bestimmung
in Rohausziigen der Darmwand von Cyprinus. Letztere Versuche mogen
hier gleich folgen (siehe Tab. G).

Die Nr. 2 wurde nicht angesetzt. da durch die starke Pufferung des
Glyeylglyzins die pu-Werte niedriger ausfielen, wie erwartet wurde und
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Tabelle G, Bestimmung des pp-Optimums fiir das Darmerepsin von Cyprinus
carpiv. 10 cem Puffermischung, 6ecem 0,1 N Glyeylglyzin und 1,8 cem Darm-
extrakt (= 180 mg) in jedem Rdéhrchen, Titration von 5 cem Fliisgigkeit in
90 proz. alkoholischer Losung (hergestellt durch Zusatz von absolutem Alkohol),
beim Anfang und nach 23 Stunden, Py -Bestimmung am Anfang und elektro-
metrisch, dann der Fliissigkeit 6 Tropfen Toluol zugesetzt, T — 27°,

o ‘ 01N Borax’| 127 NHCL| o v vy | incom 0,173 NKOH
|1 i ] b \ £ Titr. Ani. |Titrn.225t.| Zupahme

1| 55 4,5 — g 282 | 284 | 002

2 | 6 4 = = s i N L

3 6,5 3,5 = 6,71 2,79 3,00 0,30

4 9 1 - 7,35 2,64 315 | 0,51

5 716 St 2,4 7,65 1,94 245 0,51

Gy HIERT T = 4,7 7.86 1,27 | 1,83 0,56

die Enzymmenge sehr beschrinkt war. Das Glycylglyzin pufferte viel
stiirker als das Eiweill (Fibrin) in den spiter zu erwithnenden Versuchen
mit Trypsin, wo dieselben Mischungen von Borax, HCl und NaOH an-
gewandt wurden. Versuche iiber die Hydrolyse des Substrates selbst
konnten wegen des hohen Wertes des Glyeylglyzins, sowie des Enzym-
préiparates nur in einem gleich zu erwihnenden Fall angestellt werden.

" Laige |
07
06+

05| F/U

04

03r

e =

02r

01 F

e i = L L —

5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 pn

Abb. 5. Versuch zur Bestimmung des pr-Optimums von Cyprines-Darmerepsin bei der Wirkung
auf Glycylglyzin, Wegen Mangel 'an Peptid konnte die Kurve nicht weiter nach rechts verfolat
werden. (277; 23 8t.)

Diese Hydrolyse mag den Verlauf der Kurve, die man von den Resul-
taten der Messungen entwerfen kann, etwas beeinflussen, an den Ergeb-
nissen wird sie nichts éndern (Abb. 5).

Der Extrakt war mit diesen Versuchen erschépft. Da das Optimum
offenbar noch nicht erreicht war, stellte ich mit einem anderen Cyprinus-
Darmextrakte noch zwei Versuche an: einen bei einem pu in der Nihe
von Nr.6 zur Bestimmung der Kraft des neuen Extraktes, einen bei
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hoherem pn. Verwendete Menge Extrakt: 2 cem entsprechend 300 mg
["rischgewicht.

Ga: 5 cem Borax: 5 cem NaOH pu: 7,733 Titr. T: 1,19, Titr. I1:1,82,
Zunahme 0.,63.

7:2,5cem Borax: 7.5 cem NaOH pg: 8.76: Titr. 1: 0,37, Titr. II: 1,30.

Zunahme 0,93.

Einen Versuch stellte ich an in der Nithe des letzten pp-Wertes, um
einen Eindruck zu bekommen iiber die Hydrolyse des Substrates. Dieser
Versuch bei pu 9 (Umsnlﬂa,gpunkt- des Phenolphthaleins) lieferte in 23
Stunden eine Zunahme von 0,18 cem KOH. Tatsichlich ist also mit dem
Versuch 7 bei pu 8,76 das Optimum noch nicht iiberschritten. Denn
nach Abzug dieser Hydrolyse von 0,18 liefert Nr. 7 unter Benutzung des

e

Wertes von 6a auf Nr.7 der vorigen Tabelle ulngerochnntgg % (0,93—0,18)
— 0.67. lch verfiigte nicht iiber eine geniigende Peptidmenge um
die Versuche weiter fortzusetzen. Das Resultat gtimmt mehr mit den
Versuchen Buners (22), der das pm-Optimum von tierischem Erepsin
auf Glyeylglyzin bei 37 ° gleich 8,7 fand, als mit demjenigen von WALD-
sonMipT-LEITZ, der es sowohl in Rohausziigen als in gereinigten Priipa-
raten auf 7.8 bestimmte. ks kann dies an der geringeren Menge Puffer
bei meinen Versuchen liegen, wodurch withrend der Reaktion sich das
pir verschoben haben kann.

Jedenfalls kann man bei einem pg von 8 arbeitend gut vergleichbare
Resnltate erhalten. Auch entfernt vom Optimum, wenn nicht zu weit,
verlinft nach WaLpscaMIDT- LEITZ die Reaktion des Erepsins auf
(il_vcylgl_\",in monomolekulir. Bei diesem pu von 8 habe ich dann die
Vergleichung zwischen Erepsingehalt von Cyprinus-Pankreas und -Darm
und von diesen Organen einiger anderen Tiere vorgenommen. Diese Ver-
suche folgen hier, ihre Anordnung ist die gleiche wie bei den erwihnten

Optimumversuchen:
Tabelle H.

\ ‘ [ Verhiiltnigzahl

Tier [ Organ }::':ﬁ' ‘ Titr. I ‘ Titr. 11 Zunahme | pro Gewichts

| S| [ einheit 1)

Cyprinus . .| Pankreas | 200 | L13 | 117 | 004 | o

+- ‘ Darm 180 | 1,27 1,83 | 0,56 1

Hoao e | " 360 1,28 Z 130N, 85 8| 0,75

Acanthias ., .| Pankreas 250 1,26 1,38 0,12 i 0,15

Cyprinus . . Darm 400 1,31 1,47 | 0,16 | 0.1
(alt. Extrakt) |

Esox . . .. Dam | 250 116 | 153 037 | 065

(alt. Extrakt) |

1) Diesen Zahlen ist (mit. Hingicht auf die kleinen Zunahmen) nur sehr
approximativer Wert beizumessen.
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Diese Versuche bestitigen vollkommen die vorliufigen Resultate der
Seiten 500 u. 501. Das Pankras ein und desselben Karpfens wirkt nicht
auf Glyeylglyzin, withrend sein Darm das Peptid spaltet. Das Pankreas
von Acanthias gibt eine sehr geringe aber unverkennbare Zunahme des
Titers. Wir werden sogleich sehen, dall das Acanthias-Pankreas eine
8—10mal stiirkere eiweillspaltende Wirkung hat wie das des Karpfens.
Dort wo eine recht kriaftige Verdauung von genuinem Eiweild stattfindet,
hat also das Pankreas eine noch gerade nachweisbare Erepsinwirkung.

Der Darm von Rana hat eine etwas kleinere Wirkung wie der von
Cyprinus. Vom Hecht verfiigte ich nicht tber frischen Extrakt. Das
Erepsin scheint (u. a. nach VErNox) auch in Glyzerin nicht unbeschriinkt
haltbar zu sein. Ich verglich gleich (iiber 1 Jahr) alte Extrakte von Esox
und Cyprinus-Darm. Der Esox-Extrakt wirkte ungefiihr sechsmal stirker
wie der von Cyprinus. Da bei frischen Extrakten von Rana und (-
prinus gleiche Wirkungen gefunden wurden, scheinen hier gar nicht so
arolle Unterschiede vorzukommen wie bei den Karbohydrasen. Da die
Unterschiede nicht mehr als hochstens das 3-5fache betragen, wird man
mit Hinsicht auf die vielen unbekannten Faktoren sogar von einer un-
gefithr gleichen Wirkung sprechen konnen.

Nachdem ich die im folgenden Kapitel zu beschreibenden Versuche
mit Acanthias-Trypsin zur Bestimmung des Optimums durchgefithrt
hatte, verglich ich die proteolytische Wirkung vom Karpfenpankreas
und Darm eines und desselben Tieres (das nimliche Tier das zu den
Versuchen iiber die Glyeylglyzinspaltungen gedient hatte) bei diesem
Optimum (pg 8.2) miteinander. Fiir diese Vergleichung benutzte ich die
Verdauung von mittels Spritblau gefirbten, trockenen, abgewogenen
Quanta Fibrin, die zuerst im Puffergemisch eine halbe Stunde der Quel-
lung iiberlassen und dann mit Enzym versechen wurden. Die Methodik
wird im folgenden Kapitel cingehender beschrieben werden. Genaue
kolorimetrische Vergleichung mit einer Standardlosung konnte ich hier
nicht vornehmen, wegen der ziemlich starken und ungleichen I'riitbung der
verschiedenen Extrakte. Doch sind die Resultate, auf die es ankommt,
Vergleichung von Pankreas und Darm, so iiberzeugend, daf} kein Zweifel
moglich ist. Die Methode der Vergleichung von Pankreasextrakten unter-
einander beruht anf der Zeitdauer, die nitig war, um den Flissigkeiten
ungefithr gleiche Farbenstirke zu verleihen. Die Aktivierung des Gly-
zerinpankreasextraktes fand bei 277 statt, bei neutraler Reaktion und
unter Zusatz eines kleinen abgemessenen Quantums Wasser. Denn nach
Warpscumior-Lerrz (134) findet die Aktivierung am besten in neutralem
Medium statt, withrend konzentriertes Glyzerin hemmt. Nach demselben
Forscher sind nur minimale Mengen Darmextrakt im Vergleich zur
Pankreasmenge notwendig zur Aktivierung (mehr als 100mal weniger in
Trockensubstanz). Die hier angewandte Menge Enterokinase war immer
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so grof, da [ sie im Uberschuld anwesend war. Nach .J. M. Havinn (35a)
¢ind die Kinasen aller untersuchten Wirbeltiere identisch. Daher habe
ich gelegentlich hei Vergleichung der Pankreastrypsinmengen verschie-
dener Tiere gleiche Mengen Darmextrakt eines und desselben Tieres zur
Aktivierung benutzt.

Zuerst folgen hier die Versuche iiber die Vergleichung von Pankreas
und Darm desselben Karpfens und mit dem Pankreas eines Hechtes:

4 Réhrchen, jedes mit 50 mg Spritblauf., 6,5 cem 0,1 N Borax, 3.5 cem
0,1 N HCI (entsprechend einem py von ungefihr 8,2) und 200 mg Enzym
in 2 cem, Nr. 1 unaktiviertes Pankreas Cyprinus, Nr. 2 aktiviertes Pan-
kreas Cyprinus, Nr. 3 Darmextrakt Cyprinus, Nr. 4 unaktiviertes Pan-
kreasextr. Ksor. Nach 3 Stunden ist in Nr. 1-—3 noch keine Farbe zu
sehen : in Nr. 4 hat sich eine starke Farbe entwickelt (gleich stark wie die in
Nr. 2 nach 19 Stunden). Nach 19 Stunden: Nr. 1 ungefiirbt, Nr. 2 ziem-
lich stark gefarbt, Nr. 3 zweifelhaft, ob eine Spur von Fiarbung zu ent-
decken ist. Nr.4 sehr stark gefirbt, viel Fibrin gelost. Nach 48 Stunden:
Nr. 1 hat dieselbe Farbe erreicht wie Nr.2: das kann nicht wunder-
nehmen: auf die Daver tritt Autoaktivierung ein. Nr. 3 aber bleibt
giinzlich ungefirbt withrend wenigstens 5 Tagen. Es ist dann noch
keinerlei Fiulnisgeruch wahrzunehmen. (Die Réhrchen wurden jedes
mit einigen Tropfen Toluol versehen.) Die Resultate der vorlaufigen
Versuche werden hiermit bestitigt: Innerhalb 24 Stunden wirkt unakti-
vierter Pankreasextrakt von Cyprinus nicht auf Fibrin: aktivierter deut-
lich, Uber das Resultat mit Ksoxr sprechen wir unten.

In cinem zweiten Versuch wurden das aktivierte (1) und nichtakti-
vierte (2) Pankreas von Acanthias, das aktivierte Pankreas von Rana (3)
und das aktivierte Pankreas von Cyprinus (4) miteinander verglichen.
Alles unter den vorerwithnten Bedingungen und mit einer gleichen Menge
('yprinus-Darmextrakt aktiviert. Nach 3 Stunden hatten beide, Nr. 1
und 2. die Farbe erreicht, die Cyprinus im vorigen Versuche in 19 Stun-
den lieferte: Nr. 3 und 4 erreichten diese Farbe nach 2024 Stunden.
Cyprinus und Rana wirken also ungefithr gleich stark. Ebenso wirken Esor
und Acanthias gleich stark und ungefihr 6—8mal stitrker als Rana und
Cyprinus. Uberdies wirkte von Esox und Aecanthias auch der nichtakti-
vierte Pankreasextrakt. Der Pankreasextrakt von Fsor war schon alt und
hergestellt worden aus Tieren von einem anatomischen Praktikum, wobei
mehrere (6-—8) Stunden nach der Totung verliefen, ehe der Extrakt ange-
fertigt wurde?). Das kann auch der Fall gewesen sein mit den Tieren aus
Helgoland. Fiir letztere war auch wohl kein doppeltdestilliertes Glyzerin,

1) s war gelegentlich wegen der Tenerkeit der Fizche notwendig, von diesem
Praktikummaterial Gebrauch zu machen, Fiir die Amylasebestimmung ist das-
selbe auch sehr gut brauchbar, Nur mit Trypsin erheben sich hier einige
Schwierigkeiten,
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Sp. D.= 1,26, sondern das gewthnliche Priaparat mit etwa 15 vH Wasser-
gehalt verwendet worden, so daf} bei beiden Extrakten vor bzw. wihrend
der Extraktion die Enterokinasebildung stattgefunden haben kann. lch
glaube also absolut berechtigt zu sein, in diesen Ergebnissen keinen
Widerspruch zu sehen. Denn gerade bei den Karpfen wurde grofie Sorg-
falt darauf verwendet, die Organe gleich nach dem Tode zu sammeln
und in Glyzerin einzutragen. Fiir Cyprinus stimmen die hier und in den
Vorversuchen erhaltenen Resultate vdallig tiberein. Die Resultate der
Vor- und definitiven Versuche wurden mit anderen Extrakten erhalten.
Als die Vorversuche angestellt wurden, war das pp-Optimum fiir Fisch-
trypsin noch nicht bestimmt. Erwartet wurde pg etwa 8, gefunden 8.2,
so dafl die Vorversuche mit Trypsin die gleiche Beweiskraft haben, wie
die definitiven; aullerdem ist es noch ein Vorteil, dal} sie damals mit
einem anderen Mittel (NaHCO;) alkalisch gemacht wurden, was das
Resultat verallgemeinert.

Die Trypsinwirkung ist bei Hecht und Haifisch ungefihr 6-—8mal
stiirker als bei Rana und Cyprinus, fir Erepsin ist der Unterschied aller-
dings etwas geringer.

Zusammenfassung iiber Trypsin und Krepsin,  Vergleichung mit den
Resultaten, welche bei Amylasen und Mallasen erhalten wurden.
Wir wiesen die Erepsinwirkungen nach durch Wirkung der Extrakte

auf Glyeylglyzin und versuchten das Optimum des 'K:lrpf('m*ropsil:.~< ANl

ermitteln. s war wahrscheinlich erreicht bei py 8,75, doch konnten wir
den absteigenden Ast der Kurve nicht weiter verfolgen. Dall das Opti-
mum hoher liegt als das von Warpscasmror-LErrz fiir Siugererepsin ge-
fundene und mehr mit der Wahrnehmung von Euvrner iibereinstimmt,
liegt wahrscheinlich an der kleinen Puffermenge, die ich benutzte. Die

Charakterisierung des Trypsins durch Optimum und Spaltungsprodukte

folgt im nichsten Kapitelt).

Was die biologische Vergleichung betrifft, fanden wir die Trypsin-
wirkung bei Hecht und Haifisch ungefihr 8mal stirker als bei Rana und
Cyprinus: fiir Erepsin wurde ein etwas kleinerer Unterschied gefunden.
So grofe Unterschiede wie bei den Amylasemengen, die bei Hecht und
Karpfen das 375 —-1500fache betragen, bestehen hier also nicht. Wil
man diese Tatsachen mit den Verhiiltnissen bei den Siugetieren ver-
gleichen, so stoBt man auf die Schwierigkeit, dafll dariiber nur wenige
zahlenmiillige Angaben in der Literatur vorkommen. Auch hier scheinen
die Unterschiede nicht erheblich zu sein. Froresco (26a) fand fiir das
Pankreas die tryptische Wirkung bei Hund und Schwein zweimal so grol3

1) Herr Prof. P. vax Rompurcn war so freundlich das Glyeylglyzin fiir die
in diesem Kapitel beschriebenen Versuche in seinem Laboratorinm anfertigen
zu lassen, wofiir ich meinen verbindlichen Dank ausspreche.
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wie bei Rind und Schaf (Wirkung auf Fibrin). Fiir (Gelatineverdauung
ist die Reihenfolge: Hund, Schwein, Rind, Schaf. Auch dabei betragen
die Unterschiede nicht viel mehr als das zweifache. Vernox (1_'28)
findet Schwein, Schaf, Rind. Rosertrs (107) fand die gleiche tryptische
Wirkung fiir Schwein, Rind und Schaf. Erheblich sind die Unterschiede
also nicht.

Fiir Erepsin findet u. a. BErGyMaN (5) bei Wiederkiuern weniger als
hei anderen Pflanzenfressern.

WemsLaxD (129) fand etwas weniger Erepsin beim Schweine, als
Coaxnem bei Hund und Katze gefunden hatte. Der Autor gibt aber
selbst zu, dall seine Versuchsbedingungen nicht ganz denen von COmMN-
HEIM entsprechen.

Einige zahlenmiiliige Angaben entnehmen wir Verxox (128a). Er
benutzte die kolorimetrische Methode und verglich die Extrakte nach
etwas weniger als 3 Wochen. Sein Befund, dafl bei Warmbliitern Nieren-
cewebe fast immer einen noch hoberen Erepsingehalt aufwies als Diinn-
darmextrakt wurde von BrramMaN (5) nicht bestitigt. Einige von Ver-
~vons Zahlen, ausschlieBlich iiber Pankreas- und Darmextrakt folgen
hier. Die Kinheiten sind willkiirlich gewihlt.

Katze Kaninchen Meersechweinchen  Taube  Frosch  Aal  Krebst)

Pankreas: — 4.4 13,4 6,5 54,8 1.8 0,87
2y 20 1,3 7.4 2,7 12; 1528 1,0
3) 4.4 =
1) 2.2 -

Darm: 0.5 88 7.0 4,9 29 (0,36
) 2,0 2,7 4.4 2,0 2,2 4,5
3 114 9,5 7.0 1,9 2.9
4) 38,9 4,3 4.3 2,150 ().74d

[F2 mufl hierbei bemerkt werden, dall diese Zahlen keine Verglei-
chung der Erepsinwerte nach der modernen Definition dieses Begriffs
darstellen. Sie stellen vielmehr vor das Resultat von der Einwirkung
eines Gemisches aus Trypsin (Trypsinogen) und Erepsin auf das Pepton-
substrat, wobei im Pankreas natiirlich mehr die Trypsinwirkang, im
Darme die Erepsinwirkung das Resultat beeinflulit, Jedenfalls geben
sie einen Bindruck von der Kraft der Proteolyse. Nenere Untersuchungen
unter Benutzung von Dipeptiden zur Vergleichung fehlen noch.,

Drittens verglichen wir die Mengen Trypsin und Erepsin in Pankreas
und Darm. Hierbei stellte es sich heraus, dal} fiie diege Enzyme die Ver-
teilung genau so ist wie bei den Singetieren: im Pankreas inaktives

1y Mitteldarmdriise.

2) der Leberwert 1 zestellt,
3) mit 0,1 vH Nay,Cly,

4) in H,0.
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Trypsin, das durch Enterokinase aktiviert wird. Im Darme praktisch
kein Trypsin; wenn adsorbiertes Trypsin vorhanden sein sollte, dann
ist dies nur in geringem Mafe der Fall, so dafi es nicht nachweisbar war.
Im Darme findet sich Erepsin, im Pankreas nicht oder wenigstens in
viel geringerer Menge. Die neuere Literatur iiber die Verhiltnisse bei
den Siugetieren erwihnten wir schon im Anfang dieses Kapitels.

Hier lassen sich nun noch einige Bemerkungen anschliellen an die Ans-
fiihrungen, die schon im vorigen Kapitel angefangen wurden. Die kohle-
hydratspaltenden Fermente mangelnim Fischdarm; die Enterokinase und
das Erepsin sind dort ebensogut anwesend wie bei den Siugetieren. Wenn
man also einen Zusammenhang annehmen will zwischen dem Fehlen von
echten Darmdriisen bei den Fischen und der Absonderung der Enzyme,
g0 wiirde man zu der Schlufifolgerung kommen, dafl Erepsin und Entero-
kinase von den indifferenten Darmzellen produziert werden?), aber die
Absonderung von Maltase (gegebenenfalls vielleicht auch von Invertase)
an das Vorkommen von LiEBErK iU HNschen Driisen gebunden ist. Denn
weder den BrRunNErschen Driisen, noch den Agmina PeyEert der Siuge-
tiere kommt eine Enzymsezernierung zu; das ist von verschiedenen Au-
toren iiberzeugend gezeigt worden. Somit wiirde auch die Funktion,
oder wenigstens eine Funktion der Lieperkinsschen Driisen bei den
Siugetieren die Absonderung der Disaccharasen sein.

Es wurde nun auch am Siugetier selbst versucht, die Rolle der
Lieperkitanschen  Drisen  festzustellen, und zwar lwsch.‘i[tigt sich
eine Untersuchung von Farvoise eingehend mit diesem Gegenstand
und mit demselben Resultat wie das obige. Favvomse (23) schnitt
den Darm (vom Hunde) auf, breitete ihn flach aus und kiihlte ihn
ab bis zum Erfrieren. Dann wurde bis auf '/,——1/, mm tief geschabt,
so dall nur die Zellen der Oberfliche (Zotten) mitgenommen wurden.
Sodann wird eine zweite Portion gewonnen durch Schaben bis zur Mus-
kularis und der Gehalt an Enzymen in den beiden Schichten verglichen.
Beide enthalten gleiche Mengen Erepsin. Die obere Schicht enthiilt viel
mehr Enterokinase als die untere, aber fiitr Maltase und Invertase ist
das Verhalten gerade umgekehrt. Enterokinase, so lautet die Schluli-
folgerung, soll von den Zotten, Erepsin sowohl von den Zotten als von
den Lieperginnschen Krypten, Maltase und Invertase nur von den
LipBerkUHNschen Driisen geliefert werden. Auch eine kleine Menge
Amylase wiirden die Driisen abscheiden.

Diese Resultate, welche an einem Objekt durch moglichste Isolierung
der in Frage stehenden Organe und die meinigen, welche an einem Oh-
jekt, dem diese Organe fehlen, gewonnen wurden, stimmen also recht
gut miteinander {iberein. .

1) Es kann auch sein, dall die Becherzellen hierbei eine Rolle spielen,
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Es wird nun von verschiedenen Histologen unter den Autoren die Mei-
nung vertreten, dal} die LIEBERKUHNschen Driisen oder Krypten keine
echten Driisen seien,sondern bloBl Regenerationsherde fiir das Oberflichen-
gewebe. Das ist die Auffassung u. a. von Bizzozero (8) die auch StouRr
iibernommen hat. leh will hier diese histologische Streitfrage nur strei-
fen. Die Driisennatur der Organe wurde verteidigt von Opper in seinem
Handbuche (72) und von Mavrer in O. Herrwics Handbuch der ver-
gleichenden Entwicklungsgeschichte der Wirbeltiere (35b), schlieBilich
von BiEpERMANN in WinTERsTEINS Handbuch der vergleichenden Phy-
siologie. Man hat auch die Anwesenheit der Paxgrnschen Zellen (Korner-
zellen) zugunsten der Driisennatur der Krypten geltend gemacht. Sie
wurden vielfach als die eigentlich sezernierenden Elemente der L. K.
angesehen. Sollte das richtig sein und die Funktion der L. K. wirklich
u. a. in der Absonderung der Biasen bestehen, so wiirde man erwarten
kénnen, dal da, wo keine oder weniger Kohlehydratverdauung statt-
findet, keine oder weniger Paxgrnsche Zellen anwesend sein sollten.,
lch glaubte anfinglich in der Literatur eine Stiitze fiir das Bestehen eines
derartigen Zusammenhanges zu finden: Paxwri selbst fand die Zellen
nicht bei ausgesprochenen Karnivoren: Katze und Hund: jedoch wurden
sie spitter bei einigen insektenfressenden Tieren aufgefunden und nach
MarTIN (65) u. a. scheinen sie beim Schweine zu fehlen: auch bei den
Bidechsen kommen sie vereinzelt vor. Ein deutlicher Zusammenhang
zwischen dem Vorkommen von Paxeraschen Zellen und Lebensweise
besteht also nicht. Sicher ist aber, dal bei echten Karnivoren diese
Zellen nicht gefunden werden. In letzterer Zeit wurde von R. Corpren
(17a) eingehend die chromo-argentaffinen Zellen in den Lignpriiins.
schen Krypten beschrieben: sie werden von diesem Autor als sezernie-
rende Elemente aufgefalit.  Diese Zellen kommen in grofierer Zahl bei
den Karnivoren und Omnivoren wie bei den Herbivoren vor. Thre
Vorkommen aber bei den Kaltblittern ist zweifelhaft. Auch iiber die
Mengen von Maltase und Invertase bei den verschiedenen Niugern
fehlen exakte Angaben fast ganz, so dal} die Frage nach einem niiheren
Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von verschiedenen Darm-
enzymen und den histologischen Elementen der Ligperginsschen
Driisen, die sie lefern sollen, dahingestellt bleiben mul).

Als Stiitze fir die Annahme einer Beteiligung der Ligperkixschen
Driisen an der Sekretion findet man vielfach (so bei BiaperMasy) er-
wiithnt, dafi man auch nach Ausschluli vom Zuflufl des Pankreassaftes
einen echten Darmsaft erhalten kann, der u. a. von Pawrov und seinen
Schitlern untersucht wurde und worin die Fermente, die fiir den Darm
charakteristisch sind, keineswegs fehlen. Warpscumior-Lermz (137,
N. 224, 225) verteidigte neulich wenigstens fir Erepsin und Enterokinase
die Auffassung, dali diese Stoffe, etwa in Form einer Vorstufe. vom

Z. 1. vergl, Physiologie Bd, 5. 33
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Pankreas abgeschieden werden sollten und dann in den Zellen des Darmes
aufgenommen, weiter zu den definitiven Stoffen aufgebaut und schlief3-
lich wieder in den Darm abgeschieden werden sollten. Eine phylogene-
tische Betrachtung licgt diesen Anschauungen zugrunde: es soll das
Pankreas sich vom Darme sozusagen emanzipieren, der Darm seine
Fihigkeit der Enzymproduktion dem Pankreas iibertragen. Nur auf
Grund einer phylogenetischen Spekulation bietet es nach meiner Mei-
nung keine Vorteile, einen so verwickelten Vorgang, wie er eben be-
schriehen wurde, anzunehmen fiir die Prozesse, die bei der Enzym-
absonderung stattfinden sollen. Es wiirde auch mit dieser Vorstellung
schwer in Binklang zu bringen sein, dafi beim phylogenetisch weniger
emanzipierten Fischdarme das Pankreas die Produktion der Maltase be-
sorgt (wic wir fanden), und daf bei den Siingetieren der Darm diese
TFunktion wieder iibernommen haben sollte. Die Erscheinungen weisen
weniger in der Richtung einer Emanzipierung vom Pankreas und Uber-
tragung aller Enzymsekretion auf dieses Organ, als in der einer weiter
fortschreitenden Arbeitsteilung zwischen Pankreas und Darm. Bei den
Fischen ist eine solche zwar fiir die Proteasen (Trypsin und Krepsin),
noch nicht aber fiir die Karbohydrasen zustande gekommen. Die Er-
reichung einer gesonderten Lokalisierung der Karbohydrasen bleibt dann
den Siugetieren vorbehalten. Uberdies deutet auch das Auftreten des
Magens in der Vertebratenreihe mit der Sekretion eines eigenen Fer-
mentes (Pepsin), dessen Vorkommen bei Invertebraten hochst zweifel-
Thaft ist. anf die Existenz dieser immer weiter gehenden Spezialisierung
der Enzyme und Differenzierung in ihrer Lokalisation. Bei den Fischen
steht auch die Entwicklung des Magens auf einer niederen Stufe, da
hier noch keine Haupt- und Deckzellen in den Driisen zu unterscheiden
gind und der Magen iiberhaupt fehlen kann.

Zusammenfassend koénnen wir also feststellen, dafi die Endverdauung
der BiweiBstoffe bei den Fischen durch Erepsin aus dem Darmsaft oder
der Darmwand bewirkt wird, wie bei den Siugetieren. Die Endver-
dauung der Kohlehydrate aber geschicht, im Gegensatz zu den Siugern,
durch den Pankreassaft. Die letzte Tatsache bietet eine Stiitze fiir die
Meinung von Fauroise, dall den L pperKUHNschen Driigsen eine beson-
dere Rolle zukommt bei der Sezernierung der Disaccharasen, da diese
dem Fischdarm fehlen.

DaB inzwischen die Konzentration an Maltase im Pankreas viel
seringer ist als die an Amylase, hat, teleologisch betrachtet, vielleicht
die Bedentung einer Uberschwemmung des Korpers mit den Verdau-
ungsprodukten vorzubeugen.
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Kapitel V.
Reinigung und Wirkung des Pepsins und Trypsins von
Acanthias vulgaris.

Einleitung — Bereitung des Pepsing — Eigenschaften des Pepsing — Zu-
sammenfassung iiber Pepsin — Bereitung des Trypsing — Eigenschaften des
Trypsins — Zusammenfassung iiber Trypsin,

Finleitung. Bei der Untersuchung niederer Tiere stoflen wir immer
auf die Schwierigkeit, dafl die Methoden, welche die physiologische
Chemie fiir die Sidugetiere ausarbeitete, nicht zu verwenden sind fiir
die kleinen Organ- oder Extraktmengen, die uns zur Verfiigung stehen,
wegen der Seltenheit oder Kostspieligkeit des Materials. So war an
einen Versuch zur Reinigung einiger Enzyme vom Karpfen oder
Hecht, die in dieser Arbeit studiert wurden. gar nicht zu denken. Die
einzigen Fische, die fiir eine Anwendung einiger dieser Methoden in
Betracht kamen, waren Haifischarten, die in grisBerer Anzahl von einigen
zoologischen Stationen erbeutet werden zur Bedienung der anatomischen
Praktika. Die biologische Anstalt auf Helgoland war bereit von 50
oder 100 Tieren Magen und Pankreas nach spiiter zu erwithnenden Vor-
schriften zu konservieren und dann unserem Laboratorium in der kiirzest
moglichen Zeit zuzusenden. Da der Haifisch einen ziemlich geringen
Konsumptionswert besitzt und tiberdies die Kopfe wie gesagt fiir ana-
tomische Praktika verwendet werden konnten, war es in dieser Weise
moglich, ein geniigend grofies Organmaterial ohne allzu hohe Kosten
zu bekommen.

Da die Anwesenheit von Pepsin und Salzsiiure, sowie von Trypsin
nach den zitierten Untersuchungen von Yuxa, WEINLAND, vax HER-
WERDEN u. a. wahrscheinlich war, versuchte ich die Methoden von
PERKELHARING (79, 80) bzw. Micuarris und DAvVIDSOHN (67) fiir die
Reinigung der Extrakte von Magen und Pankreas zu verwenden.

Bereitung des Pepsins. Ich befolgte hierbei genau das von Prig.-
HARING angegebene Verfahren, nur wurde die Reinigung nicht so weit
fortgesetzt wie bei seinen Priiparaten, wegen der Gefahr grofien Ver-
lustes bei weitgehender Siuberung.  Das Prinzip dieser Methode ist,
durch eine Selbstverdauung moglichst viel des Eiweilles und des ent-
stehenden Azidalbumins zum Verschwinden zu bringen, so dall von
den restierenden Produkten bei Wegdialysieren der Salzsiiure nur das
Pepsin ausfillt.

Bei der Konservierung, welche nach gesandten Vorschriften in Helgoland
vorgenommen wurdel), wurden nur die Schleimhiute verwendet, da es gelang

1) Fiir die grofle Sorgfalt, womit diese Vorschriften und auch die fiir die
Konservierung von Pankreas und Mageninhalt befolgt wurden. bin ich der
Direktion der biologischen Anstalt auf Helgoland und dem Herrn Oberpriparator
Hixgricus zu bestem Danke verpflichtet,

J3*
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diese in leichter Weise von der Musecularis loszupriparieren. Die Schleimhiute
wurden in reines Meerwasser getaucht um anhaftende Stoffe zu entfernen und
je nach der GréBe in zwei bis vier Stiicke geschnitten. Die vorhandenen Schleim-
hiiute wurden nun roh gewogen und in di¢ fiinffache Gewichtsmenge 0,35 proz.
Salzsiaure eingetragen. Auf jede 500 cem Fliissigkeit wurde 2 cem Toluol zu-
gegeben und geschiittelt. (Diese Vorsichtsmafregel wurde mit Riicksicht auf die
lange Transportzeit getroffen: bei Prkprmarizes Versuchen war sie selbstver-
standlich {iberfliissig.) Bis zur Konservierung verliefen nicht mehr als 2 Stunden,

Der Transport dauerte wenigstens 10 Tage; nach Ankunft wurden die Magen
feingehackt und in der fiir die Konservierung benutzten Siure, nétigenfalls mit
frischer 0,35 vH HCl versetzt, 2—4 Tage bei 30° im Thermostaten belassen,
Die Zeiten sind. verglichen mit PEkenmArRINGs Versuchen ziemlich lange, so daf}
darin unvermeidlicherweise gréfiere Mengen Pepsin verloren gehen muliten,
Die Flissigkeit wurde nun weiter durch das von PeEkELnARrING angegebene Filter
(aufgeweichte und zerzupfte Stiicke Filtrierpapier auf einer in den Trichter ge-
legte perforierte Ebonitplatte) durchgesaugt. Die urspriingliche triibe Fliissig-
keit und das Filtrat 1ésten beide Fibrin; doch war diese Wirkung nach Schitzung
lange nicht so kraftig wie bei einem frither in der Weise angefertigtem Extrakt
aus Schweinemagen, Diese geringe Enzyvmkraft ist entweder durch cine andere
Konzentration an Pepsin oder (wahrscheinlicher) durch viel Verlust an Enzym
zu erkliren, Das vollig klare Filtrat gab eine starke Biuretreaktion (durch die
bei der Autolyse entstandenen Peptone), aber keine Tryptophanveaktion, Das
Filtrat wurde nun gegen Leitungswasser dialysiert bis die Salzsiure fast ver-
schwunden war; es trat sodann eine weifle Trithung auf; dieser Niederschlag
wurde abzentrifugiert und haftete nun o fest am Boden, dal} die obenstehende
Flitssigkeit abgegossen werden konnte, gerade so wie dies in PERBLIARINGS Ver-
suchen der Fall war., Ir das Sehweinepepsin lag das Minimum der Loslichkeit
nicht bei der Neutralitit, sondern bei 0,02 vH HCIl, Es schien mir, als ob in
meinen Versuchen die geringste Lislichkeit bei Neutralitit oder wenigstens
dichter bei der Neutralitiit lag, aber da die Fliissigkeitsmengen moglichst schnell
verarbeitet werden muliten, habe ich hierfiir keine genaue vergleichende Bestim-
mungen angestellt.

Der erhaltene Niederschlag wurde mit wenig destilliertem Wasser gewaschen
und dann von neuem in einer kleineren Zentrifuge abgeschleudert oder filtriert,
nachher in Vacuo iiber Schwefelsiure getrocknet,

Zin kleiner Teil des noch nicht trockenen Niederschlags loste sich leicht in
schwacher Salzsiure und wirkte dann in kurzer Zeit energisch auf Karminfibrin,
das vorher 20 Minuten in HCI dergelben Konzentration zur Quellung cebracht
worden war,

Den nach Zentrifugieren erhaltenen Niederschlag kann man wieder 16gen in
0.2 vH HCl und durch Dialyse, nun gegen destilliertes Wasser, wieder in unlosliche
Form bringen und abschlendern, Diese Behandlung kann zwecks Reinigung des
Priiparates einige Male wiederholt werden und schliefilich durch wiederholtes
Lisen in Oxalsiure und Dialysieren das Priparat vom anhaftenden Chlor befreit
werden (RINGERr [101]). aber die Mengen. die ich erhielt, waren dazu viel zu
gering, Ieh verarbeitete ungefihr 2 kg Irischgewicht an Schleimhinten, ent-
sprechend ungefihr 10—15 1 Fliissigkeit und erhielt daraus 100 mg Trocken-
substanz, die nun weiter in einem Morser feingepulvert und im Exsikkator auf-
bewahrt wurden,

Ausg der Fliissigkeit, woraus nach der Dialyse das Pepsin abgeschleudert wird,
konnte PEKrELoariNG noch Pepsin erhalten, indem er sie zuerst konzentrierte
durch Behandlung mit basischem Bleiazetat und Ammoniak, wobei das Pepsin
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von dem entstehenden flockigen Niederschlag mitgerissen wird und nach Fil-
trieren aus dem Bleihydroxyd von Oxalsiure wieder zu einem kleineren Volumen
geltst werden kann, Nach abermaligem Filtrieren wird durch Dialysieren das
Pepsin gefillt. Kin Teil der nach Zentrifugieren erhaltenen Restlésung behan-
delte ich in gleicher Weise, Nach dieser Verarbeitung entstand bei der Dialyse
ein Niederschlag; aber die in dieser Weise erhaltene Enzymmenge war sehr gering.
Die ungiinstigen Verhiltnisse, die durch den langen Transport und durch den
Umstand bedingt sind, dafl die Zerkleinerung der Migen erst hier ceschehen
konnte, nachdem sie schon 10 Tage in HCI verblieben waren. sind sehr walr-
scheinlich wohl Schuld an der kleinen Pepsinkonzentration in der Fliissickeit.

Jedenfalls zeigen Ixtrakte der Schleimhaut vom Adeanthias-Magen, wenn
man sie einer Behandlung unterwirft, wie PeRELuariza fiir den Schleimhant-
extrakt vom Schweine angab. dieselben Eigenschaften wie letzterer Extrakt.
Man erhalt eine kleine Menge eines festen Stoffes, die, in HCI gelost, kriftig
Fibrin angreift und ecine hohe Pepsinkonzentration hat, im Vergleich mit der
Fliissigkeit, woraus sie stammt,

Eigenschaften des Pepsins. Mit der erhaltenen Stoffmenge versuchte
ich nun etwas iiber die Wirkungsweise dieses Enzyms zu erfahren.
Aulier dem  Priiparat aus Aeanthias-Magen verfiigte ich noch iiber
90 mg eines frither zwecks Ubung in der Methodik angefertigten Pepsin-
priaparates aus Schweinemagen, das ebensoweit gereinigt war, wie das
aus Acanthias und tiber 100 mg eines weiter gesiiuberten Priparates
aus Schweinemagen, das mir freundlichst von Herrn Prof. RiNGer zur
Verfiigung gestellt wurde. Beide Priparate konnten zur besseren Ver-
gleichung der mit Aecanthias erhaltenen Resultate mit den aus der Litera-
tur fiir Siugetierpepsin bekannten Werte dienen.

Als Methode um die Pepsinwirkung zu bestimmen, benutzte ich
diejenige von GrUTzZNER, in der Weise wie sie auch von RiNGEr be-
nutzt wurde zur Bestimmung des pg-Optimums von Pepsin.  Hierbei
wird trockenes feingepulvertes mit Karmin gefirbtes Fibrin ange-
wendet, das in einer bestimmten Gewichtsmenge (hier von meistens
20 mg) in jedes Reagenzglas gebracht wird. In jedes Glas wird die gleiche
Menge verdiinnter Salzsiure gebracht und vor der Hinzufiigung der
Pepsinlésung das Fibrin gleiche Zeiten der Quellung iiberlassen. Die
Einwirkung des zuvor in schwacher Siure gelosten Pepsins soll nicht
zu lange dauern (5 bis 15 Minuten fiir das sehr wirksame PEKELHARING-
sche Pepsin) so dall nicht mehr als etwa 10 des Substrates umgesetzt
wird. Die Verdauung wird dadurch beendet, dall man zur bestimmten
Zeit die Flissigkeit vom ungeldsten Karminfibrin  durch Glaswolle
abfiltriert. In dem von Grirzyer beschriebenen Kolorimeter werden
dann die Farben der Loésungen mit einer belicbigen Verdauungs-
fliissigkeit verglichen. In den stiirkstgefiirbten Lésungen ist am meisten
verdaut worden. Weiteres iiber die Methode sieche bei GRUTZNER (28,
29), Rinaer (101, 102) und Gesprsonar (27).

Fiir eine kurze Einwirkungsdauer von 10 Minuten bei 15° wurde von
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Rixcer (101) das Optimum der Wirkung bei pm 2,05 (Anfang) bzw. 2,42
(Ende des Versuches) gefunden. Durch Bestimmung des mittels Tannin
nach der Verdauung nicht mehr zu fillenden Stickstoffes wurde es von
SORENSEN (123) auf 1.8, fiir lingere Zeit auf 1.4 bestimmt, von RixcER
bei Wiederholung dieser Versuche auf 1,74 (Anfang) und 2,2 (Ende).
Wihrend der Versuchszeit (im letzteren Falle 4 Stunden) werden also
betriichtliche Siuremengen gebunden. Auch verschiebt sich bei lingerer
Dauer das Optimum nach der sauren Seite, was sich nach SORENsEN
dadurch erklirt, dal das Pepsin nach der neutralen Seite unbestindiger
sein soll. So schnelle und starke Vernichtung wie beim Trypsin findet
man hier aber nicht (103).

Ich fing damit an die Methode auf das reinste Schweinepepsin anzu-
wenden, zur Vergleichung und Kontrolle.

Versuch 1. 5mg Schweinepepsin (reinstes Priiparat) mit 23 cem
0,005 N Salzsiiure digeriert bei Zimmertemperatur und nach 30 Minuten
filtriert. Hiervon 2cem pro Reagenzglas. 50 mg Karminfibrin, 20
Minuten gequollen. Verdanungszeit 12 Minuten.

Wasser Salzsiure Kolorimeter Py
Nr., cem 0,127 N cem zahl Knde des V,
1% 7.8 0,2 () Fid
2, 7,4 0.6 0,64 ungef, 7
3. 7.0 1.0 5,15 2.08
4 6,4 1.6G . 6,12 2.50
5 5.6 2.4 5.3 2.13

Das Optimum liegt hier bei einem End-py von 2.5, wihrend es bei
UNGERs Versuchen wo mehrere Siuregrade zwischengeschaltet waren,
bei 2,42 gefunden wurde.

Ein folgender Versuch diente dazu, das Aecanthias-Pepsin zu unter-

=
suchen.

Versuch 2. 8 mg Acanthias-Pepsin mit 20 cem 0,006 N HCL (zweimal
stirkere Losung des Pepsinpriiparates wie im vorigen Versuch), digeriert
bei Zimmertemperatur und nach 30 Minuten filtriert. Hiervon 2 cem

] .
pro Reagenzglas, 50 mg K.-Fibr. 30 Minuten gequollen. Verdauungs-
zeit 3 Stunden.

Wasser Salzsiure Kbloritistersahl e
Nl'. com [1']27 N i” com solorimeterzoh !1” FRLR L
1. e 0.8 schwach gefirbt
o 7,0 1.0 2.59 2,83
3 6,90 1.10 3,00 2,83
4, 6,580 1.20 4,75 2.44
5. 6,40 1.6G0) 3,70 2,01
6. G.80 1,20 Nach 33/, Stunden nur noch so schwach

gefirbt, daBl keine Ablesung moglich (oder
0.25). Ohne Enzym.
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Dieselben Farbenintensititen wie in Versuch 1 wurden hier von der
doppelten Enzymmenge erst in der L5mal lingeren Zeit erreicht. Weildie
Wirkungszeit so viel linger war, konnte hier der Anfangs-py (s. Versuch 4)
gleich nach dem Ansetzen des Versuches bestimmt werden und brauchte
man kein unwirksam gemachtes Pepsin dazu zu verwenden, was zur
Ersparnis an Enzym ein Vorteil war. Das gefundene Optimum von
244 (Ende) stimmt ungefihr iiberein mit dem fiir Siugetierpepsin be-
kannten Werte. Der Kontrollversuch Nr. 6 demonstriert, dafl auch bei
o viel lingerer Zeit die Methode noch durchaus brauchbar ist. s mutet
etwas sonderbar an, daB trotz verschiedener Siuremengen pm in Nr. 2
und 3 denselben Wert hat. Das lafit sich vielleicht daraus erkliren,
daf in Nr. 3 durch die entstandene grofiere Menge an Spaltungsprodukten
mehr Siure gebunden wurde, wodurch die Wasserstoffionenkonzentra-
tion dieselbe wurde. Wie man aus einem folgenden Optimumversuch
(Nr. 4) sehen wird, verschiebt sich pm im Laufe des Versuches erheb-
lich. In den Réhrehen mit hoheren pu-Werten entstand eine Tritbung,
wenn die Aziditit nicht grofl genug war, um das entstandene Azidalbumin
in Losung zu halten. Da das Acanthias-Pepsin so viel weniger stark
wirkt, als das Saugetierpepsin, hatte es einiges Interesse die Wirkungs-
zeit mit der des erwithnten Schweinepepsins desselben Reinigungsgrades
zu vergleichen. Dazu diente folgender Versuch.

Versuch 3. 2 mg Pepsin (Schwein) auf 5 cem 0,006 N HCL 30 Mi-
nuten digeriert und dann filtriert. 2 cem des Filtrats bei 50 mg
Karminfibrin, 6.8 cem HyO und 1,2 cem 0,127 N HCL (entsprechend
den optimalen Bedingungen). Quellung 30 Minuten. Verdauungszeit
25 Minuten.

Derselbe Versuch mit Acanthins-Pepsin, Daver 125 Minuten. In diesen
Zeiten wird eine ungefithr gleiche Intensitit erreicht (A:S=5:6). Roh
gerechnet wirkt das Acanthias-Pepsin wenigstens fiinfmal schwiicher
als das in derselben Weise dargestellte Schweinepepsin.  Dieses wiirde
dann wieder fiinf- bis sechsmal langsamer als das weiter gereinigte
Schweinepepsin wirken, da letzteres zum Acanthias-Enzym in einem
Verhiiltnis von 30 : 1 steht. Grofler Wert ist diesen Zahlen nicht beizu-
messen.  Besonders darf man daraug nicht auf eine grundsitzliche
Verschiedenheit beider Enzyme schliefen. Es kann nicht wundernehmen,
dafl bei Tieren mit so verschiedenem Bau der Magenschleimhaut wie
Acanthias und einem héheren Siugetiere die erhaltenen Priparate in
ungleichem Malle verunreinigt sein kinnen. Auch zwischen Priiparaten
von Schweine- und Hundepepsin kommen Unterschiede in Wirksamkeit
vor, wie GESELscHAP (27) ausgefiithrt hat. Wichtiger scheint es mir,
daB man wenigstens beim Haifisch in derselben Weise zu wirksamen
Priiparaten kommen kann und dall diese unter fast genau denselben
Umstiinden ihre optimale Wirkung zeigen.
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Folgender Versuch ist eine Wiederholung des Versuchs 2 zur noch-
maligen Festlegung des Optimums.

Versuch 4. 10 mg Acanthias-Pepsin in 25 cem 0,006 N HCI 30 Minu-
ten digeriert, dann filtriert: davon 2 cem pro Réhrehen. 50 mg Karmin-
fibrin.  Quellung 26 Minuten. Verdauungszeit: 4 Stunden 10 Minuten.

Wasser HCI 0,127 N

Nr. cem in cem Kol.-Zahl pp-Anfang  py-Ende
1. 7.0 1.0 triibe 2.70 6,22

2, 6,90 1,10 1,57 = 2,93

3. 6,80 1.20 2.80 2,29 2,44

4, 6,40 1,60 2,20 == 1,89

. 6.00 2.00 1.96 = 1,905

6. wie 3 fiir direkte py-Bestimmung

7. wie 3 fiir lingere Wirkung ungef, 7.25 (nach 9 St.) 2,41

Beim optimalen Versuche hat sich der pu um 0,15 verindert, nach
weiteren 41/, Stunden hat aber keine ﬁnderung mehr stattgefunden,
obgleich die Verdauung mit ungefihr derselben Geschwindigkeit fort-
geschritten ist. In Nr. 1 iinderte sich der pp so sehr, daf} schlieBlich die
Aziditit nicht mehr geniigend war um das geformte Azidalbumin in
Lésung zu halten und eine Triitbung entstand. Etwas sonderbar ist es.
dal} in Nr. 2 pg am Ende niedriger ist als in Nr. 3. Beim Versuch 2 war
dies nicht der Fall (bzw. Nr. 3 und 4). Tatsiichlich ist hier (Versuch 4)
aber in 2 weniger verdaut worden, verglichen mit 3, als in den ent-
sprechenden Rohrchen (3 und 4) von Versuch 2, wodurch in 2 hier nicht
so viel Siure gebunden werden konnte. Diese Unterschiede maogen mit,
der Quellungs- und Verdauungszeit zusammenhiingen. Sonderbar ist
es auch, dafi in 5 der pr wieder etwas zunimmt, oder wenigstens daB er
nicht ziemlich viel niedriger als in 4 gefunden wird. Ein derartiges
Resultat kommt auch in RixarErs Versuchen vor. Eine Erklirung da-
fiir weil} ich nicht zu geben.

In Anbetracht dieser Verschiebungen und Unregelmiifiigkeiten wird
man mehr Wert zu legen haben auf den py am Anfang, als anf den-
jenigen am Ende des Versuches, und vielleicht sogar noch mehr auf

die Siuremenge als auf Pii-

Zusammenfassung iiber Pepsin. Wir erfubren, daf3 Schleimhaut-
extrakte aus dcanthias-Magen, in der Weise behandelt, wie PERELHARING
mit. Magenextrakt des Schweines und Fistelsaft des Hundes verfuhr.
cin Produkt liefern, das sich wie Pepsin benimmt hinsichtlich der Ver-
dauung von Fibrin. Wir fanden das Priiparat weit weniger wirksam
als in der gleichen Weise hergestelltes Schweinepepsin. s mag dies
an den ungiinstigen Transportverhiltnissen fiir die Haifischmiigen liegen.
Das Optimum der Wirkung, bestimmt bei 3- und 4stiindiger Versuchs-
dauer und bei 18° lag bei einem Anfangs-py von 2,29 und einem
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Fndwert nach 4 Stunden von 2,44. Das entspricht ungefihr, wie wir
gpitter sehen werden, den tatsiichlichen Saureverhiiltnissen im Hai-
fischmagen.

Vergleichen wir dieses Optimum mit den in der Literatur fiir Pcp.:'iix
der Siugetiere angegebenen, so bestimmten verschiedene Autoren

diese wie folgt:

Acidalbumin bei 37° 1.6—1.8 SORENSEN (123)
Edestin - 37° 1.4 MicHAELIS 1, MENDELSSOHN
Eieralbumin 2,225 NORTHROP
Gelatin 2—2.8 |

’ GyemManT (30
Serumalbumin 2,0 | T (30)
IFibrin = 18° 2,05 Anf, 2,41 Ende. Rincer (101, 102)

Diese Optima liegen nicht so weit auseinander als die fiir Trypsin,
die von verschiedenen Autoren bestimmt wurden.

Bopansky und Rosg (12) fanden mit Haifisch- und "Teleostierpepsin
bei der Wirkung auf Gelatin pg 3,0 als Optimum. Ks ist moglich, dall
dieser abweichende Wert Beimischungen zuzuschreiben ist, da sie mit
ungereinigten Extrakten arbeiteten.

Berettung des Trypsins. MICHAELIS und Davipsonn bestimmten 1911
(67) den isoelektrischen Punkt und das Flockungsoptimum des Tryp-
gins bzw. des Nukleoproteids an welches es adsorbiert vorkommt und
mit welchem es beim Flockungsoptimum ausfillt. Die genannten Au-
toren glaubten nimlich zuerst, dafl die wahrgenommenen Reaktionen
von reinem Trypsin gegeben wurden, withrend HamaarsTeN nach-
wies, daf} hier ein Nukleoproteid ausfiillt, an welches das Trypsin wahr-
scheinlich adsorbiert ist.

Die minimale Loslichkeit dieses Produkts liegt bei pn 3,5—4; man
erreicht diese Reaktion zweckmiilllig mit Essigsiure oder Essigsiure-
Puffergemischen,  Wenn auch dieses Trypsin noch mancherlei  Bei-
mischungen festhalten wird, o ist es doch ein recht wirksames Privparat,
mit dem sich bequem experimentieren lilt und das sich ohne erheb-
liche Tritbung und ginzlich ohne Firbung im schwach alkalischen
Medinm wieder 1ost, withrend die rohen Pankreasextrakte stark braun
gefiirbt sind.

Ieh versuchte nun, ob dieselben Reaktionen und dieselbe Bereitungs-
weise fiir das Pankreastrypsin gelten wiirden, und dies war in der Tat
der Fall.

Hundert Pankreasdriisen von Adcanthias vulgaris wurden mir gesandt von
Helgoland, Der Transport dauerte gliicklicherweise nur wenige Tage, Auf einen
(lewichtsteil Pankreas waren zwei Gewichtsteile mit Chloroform geschiittelten
destillierten Wassers zugegeben, Die Organe kamen etwas mazeriert an, doch
konnten wir uns an Schnitten noch iiberzeugen, dald alles gesandte Gewebe wirk-
lich Pankreas war. Am niichsten Tage waren die Organe fast ganz zerfallen,
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wurden aber, goweit notwendig, noch besser zerkleinert, mit Guarzsand zerrieben
und 4 Tage bei niederer Temperatur sich selbst iiherlassen, Darauf kollierte man
durch ein lockeres Tuch, Die Reaktion des Extraktes war sauer auf Lackmus
und wurde nun mittels Soda schwach alkalisch gemacht zur Losung des Enzyms
bzw. des Nukleoproteids. Die darauf folgende Filtration darf nicht zu lange
dauern, weil die alkalische Reaktion dem Enzym schadet, Da das Filtrieren
durch Filtrierpapier im EiweiBtrichter zu langsam vor sich ging, benutzte ich
tiir die gréfte Menge des Extraktes ein kleines PERELHARING-Tilter, Angeblich
soll hierbei ein gewisser Verlust an Enzym stattfinden durch Adsorption am
Filtrierpapier, aber man hat den Vorteil, dal das Enzym viel kiirzere Zeit der
alkalischen Reaktion ausgesetzt ist. Das Filtrat war stark braun gefirbt und
gab eine schone Tryptophanreaktion. Autolyse hatte also in hetriichtlichem
MaBe stattgefunden. Einige Kubikzentimeter wirkten in 1 proz. Sodaldsung
kriiftig auf Spritblaufibrin, wihrend bei gekochtem Extrakt die Wirkung giinz-
lich unterblieb. Tatséchlich aktivieren denn auch derartige wiisserige Hxtrakte
sich selbst, wie man schon lange wuBte. Nur mit reinem Glyzerin angefertigte
Extrakte bleiben immer inaktiv. Diese Selbstaktivierung wurde neulich ein-
gehend untersucht von Warnpscaminr-Lurrz und Axxa HARTENECK (138). Es
zeigte sich dabei, dall der Aktivator (Enterokinase) in wiissericen Pankreas-
extrakten aus den Begleitstoffen des Enzvms entsteht, Nachtrigliches Znsetzen
von gereinigter Enterokinase aus Darmextrakt zu diesen selbstaktivierten Fx-
trakten ist nicht mehr imstande ihre tryptische Aktivitit weiter zu steigern,
Andererseits erreicht diese Aktivitit niemals den Hachstwert, den frischdarge-
stelltes Pankreastrockenpulver, mit einem getrockneten Kinasepraparat in neu-
traler Losung zusammengebracht, geben kann, Fiir meinen Zweck war die Selbst-
aktivierung ein grofler Vorteil: ich brauchte nun das Priiparat nicht in Kontakt
zu bringen mit Darmextrakten, die ohne weiteres Verfahren natiirlich reichliche
Erepsinmengen enthalten. Mein Priiparat stammte also vom Pankreas allein.

An einer kleinen Menge des gewonnenen Extraktes iiberzeugte ich mich
nun, dall in der Tat bei einem pg von ungefiihr 4 eine maximale Trithung auftrat,
Selbstverstindlich war das Material zu kostbar um damit vergleichende Aus-
flockungsbestimmungen vorzunchmen, Der erwiinschte pu wurde durch Hinzu-
fiigung von 2 proz. Essigsiure erreicht. Zur Kontrolle brachte ich jedesmal
einige Tropfen Extrakt auf eine weiBe Porzellanplatte unter Hinzufiigung von
Tropfen eines passenden Indikators. Hierfiir verwendete ich Di-Ethylrot (4,5
bis 6,5) und Bromphenolblan (3,0—4,6). Di-Ethylrot war ganz nach der sauren
Seite umgeschlagen; Bromphenolblau zeigte eine Zwischenfarbe, Die Tropfen
Indikator und Extrakt warden mittels eines Riihrstabes vermischt und mit sehr
Kleinen Portionen weiter angesiiuerten Extralktes der Farbe nach verglichen,
So liel sich der py bis auf 0,2 oder 0,3 genau einstellen,

Die Hauptmenge des Extraktes wurde nun auf diesen py von 4 gebracht und
nach kurzem Stehen zentrifugiert. Die obenstehende klare Fliissigkeit. wurde
vorsichtig abgehebert und man kontrollierte, ob dieselbe nach geringem Zustatz
von Alkali oder Siure noch weitere betrichtliche Triitbung zeigte, um das Ma-
terial so gut wie méglich auszubeuten, Das war aber nicht der Fall, cin Beweis,
daB die Bedingungen des Flockungsoptimums anniihernd richtie erfiilllt waren,
Der Niederschlag wurde mit sehr wenig destilliertem Wasser angeriihrt und da-
raus von neuem abgeschleudert. Eine sehr kleine Menge des Niederschlags 16ste
sich leicht in schwachem Alkali und wirkte kriftic auf Spritblaufibrin, Die
Hauptmenge wurde in Vacuo getrocknet und es resultierte 98 mg fester Stoff,
der in einem kleinen Mérser feingepulvert ein braungelbes Pulver von einem
eigentiimlichen starken Geruch (wie es auch die kiuflichen Pankr atinpriparate
zeigen) lieferte,
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Bigenschaften des Trypsins. Mit diesem Pulver wurden nun Ver-
suche angestellt, um das pg-Optimum zu bestimmen.

Die dazu angewandte Methodik war die Einwirkung auf gefirbtes
Fibrin. Da sich Karmin in Alkali leicht lost, benutzt man hierzu Fibrin,
das mit sogenanntem Spritblan (Diphenylrosanilin) - gefirbt, tiichtig
ausgewaschen, getrocknet und feingepulvert ist. Diese Methode wurde
1. a. von W. B. RINGER bei seinen Versuchen iiber Pankreastrypsin
verwendet (103, 104). Uber die Anwendung des Diphenylrosanilins
siehe auch SmoropNzew und Apowa (119, 120). Bei dieser Methode
treten im Vergleich zum Gebrauch von Karminfibrin in saurem Medium,
aur schwache Farben auf. Dieselben kénnen aber durch Hinzusetzung
einer gleichen Tropfenzahl starker Salzsiure (25 vH) erheblich verstiirkt
werden. Bei den Versuchen von RINGER wurde 15 mg Enzym in 6 ccm
alkalischer Fliissigkeit gelost, und jedem von fiinf Rohrehen 1 cem zuge-
setzt. Die Reaktion wurde an einigen Zehntel cem Flissigkeit g(‘mussbn.
am Ende der Hauptmenge HCL-Tropfen zugesetzt und kolorimetrisch ver-
glichen. Zur Ersparung von kostbarem Enzympriiparat verwendete ich
erstens nur 8 mg Enzym pro 6 cem; zweitens verfiigte ich nicht {iber so
Kkleine Elektroden, so dafl der pu nach Ablauf des kolorimetrischen Ver-
fahrens in derselben Menge Fliissigkeit bestimmt wurde. Daher konnte
man die Farbe nicht verstirken mit Siure und mubte die Versuche auch
wegen der geringen Enzymmenge linger dauern lassen. Ich withlte eine
Zeitdauer von 4 Stunden. Diese bot auch den Vorteil, dali das Optimum
unter mehr physiologischen Umstiinden bestimmt wurde.  Denn eine
Versuchsdauer von 10 oder 15 Minuten mag fiir den kolloidehe mischen
Aspekt der Trypsinwirkung in Verbindung mit der Quellung des Eiweilies
und andern Faktoren am geeignetsten sein, vom physiologischen Stand-
punkte ist es wichtiger, das Optimum des Enzyms in Zusammenhang
mit den Reaktionsverhiiltnissen des Darmes bringen zu kinnen.

Die Bestimmung dieses Optimums war notwendig wie bei den Kar-
bohydrasen, in erster Linie um das Enzym mit dem Trypsin der hoheren
Vertebraten zu vergleichen, und weiter um dariiber Auskunft zu er-
langen, bei welehem py die schon im vorigen Kapitel erwithnten Ver-
aleichungen der Proteasen von Pankreas und Darm auszufithren seien.

Als  Puffergemische wurden verwendet N/20  Boraxlsung und
0,127 N HCl oder 0,09 N Lauge in passenden Mengen. Die meisten
Versuche wurden bei 379 ausgefithrt, da bei dieser Temperatur das
Fibrin im alkalischen Medium besser zur Quellung gebracht wird und
die meisten Optima des Siugertrypsing bei dieser oder naheliegender
Temperatur bestimmt wurden.

Die Beschreibung der Versuche folgt hier: eine kurze Besprechung
der Resultate, verglichen mit den bekannten Tatsachen der physiologisch-
chemischen Literatur, wird danach folgen. )
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Versuch 1. 8 mg Acanthias-Trypsin gelost in 2,25 cem 0,127 N HCI
und 3,75 cem 0,05 N Borax; davon 1 cem pro Réhrchen. 50 mg Spritblau-
fibrin, 30 Minuten gequollen. Verdanungszeit 4 Stunden. T —=87° . 0,05°.
11. Oktober 1926.

Nr.  cem Borax  cem HCI i BHYOL Py nach - Kolori-
NaOH  Verd,1) Verd.  meterzahl
ik 9,5 1.5 = 7.43 7.44 0,12
2, 6.5 3.5 — 8.20 s.15 7.0
3. 9 1 — verloren 8.925 4.58
gegangen
+ 7.6 — 2.4 9,385 0,345 2,7 2,05)2)
5 4,5 = 5.5 10,06 10,02 2,0 0,7 |

Das Optimum liegt hier bei einem Anfangs-pg von 8,2. Da bei 7.4
fast keine Wirkung sich zeigt, war es interessant zwischen Nr. 1 und 2
noch einen Versuch einzuschalten. Bei diesem Versuch, der genau
wie der vorige angestellt wurde, war fiir Nr. 4 und 3 die Trypsinlésung
durch 5 Minuten langes Erhitzen bei Kochtemperatur inaktiviert wor-
den, um einen Eindruck zu bekommen von der hydrolytischen Wirkung
der alkalischen Mischung bei diesen pu-Werten. 14, Oktoher 1926,

Versuch 2.

Nr.  cem Borax cem HCL cem NaOH pynach V. Kolorimeterzahl
Ia 6 4 - 7,76 2,757 zu Nr, 2
23 6.5 3.5 — o= 17
3, 9 1 — 3,921 ]7
4, 7.6 — 24 — ] .

5 4,5 = 5,5 o |y | 70 Nr.3%)

Bei diesem Versuch ergab sich, daf gleich nach der Verdauung
Nr. 1a fast dieselbe Farbenintensitiit zeigte wie Nr. 2 (Optimum des vori-
gen Versuches); es war aber in Nr. la eine Trithung entstanden, die all-
miihlich zu Boden sank. Diese Triibung rithrte wohl (wie bei den Pepsin-
versuchen) davon her, dal zwar bei diesem pi = 7,76 ein Angriff des
Kiweilles gut miglich ist, die Menge Alkali schlieBlich aber nicht geniigt,
wm das entstehende Alkalialbumin in Losung zu halten. Nach Absetzen
des Niederschlags wurde in Nt. la ein Wert von 2,75 verglichen mit Nr. 2
gefunden. Mit der triihen Flissigkeit war keine Ablesung maglich; der
Wert von 2,75 ist fiir die tatsiichliche Wirkung daher viel zu niedrig.
Dafy wirklich Alkali gebunden wird, kann man aus der Vergleichung
der pg-Werte vor und nach dem Versuch 1 ersehen, Wo fast keine Wir-
kung ist, ist der Unterschied 0,015 wo die hichste Wirkung ist, 0,05,
in den anderen Réhrehen 0,04, Diese Werte sind aber der Fehlergrenze

') Dieser wurde spiter an gleicha rtig zusammengesetzten Proben gemessen,

*) Nach Abzug der Alkaliwirkung., 8. spiiter.

3) Nr. 2 und 3 wurden also hier nicht direkt miteinander verglichen. Tiir
diese Vergleichung wurden Nr. 2 und 3 von Versuch 1 benutzt,
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sehr nahe; um diesen Schlufl zichen zu kénnen, muld ich erstens darauf
hinweisen, dall die Reproduzierbarkeit der Versuche in bezug auf die
pr-Messung gut ist, da Nr. 3 von Versuch 2: 8,921 ergibt und von Ver-
cuch 1: 8,925, Zweitens mull ich verweisen auf die Prifungstabelle
im Kapitel VII iiber die Messung der Wasserstoffionenkonzentration,
wo man ersehen kann, dall die mittlere Abweichung der dort gemessenen
Puffergemische meistens um nicht mehr als 0,02 von den Standardwerten
SORENSENs liegt.

Die Alkalihydrolyse in Nr. 4 und 5 wurde mit Nr. 3 verglichen. Da
bei der Zahl 7 des Kolorimeters die Intensitit der Li_isunge-h oleich ist,
infolge der Anordnung des Kolorimeters, stellt sich die Alkaliwirkung in
Nr. 5 auf 2/;, in Nr. 4 auf 1/ von Nr. 3. Eine entsprechende Korrek-
tion ist in den Werten von .

Nr. 4 und 5 in Versuch 1 an- Zahl
zubringen, wodnrch diese sich 4
anf 2.7—1/; X 4,68 =2,05 und 6
20— 2/, X 4,58 = 0,7 stellen. J

.
Unter Benutzung dieser korri- 4[
gierten Werte ist diese Ab- '
hingigkeit der ’I‘ryps.in\'.'irknng_: |
von der Wasserstoffionenkon- 2}
zentration in Abb. 6 in einer 11 \
Kurve dargestellt. [ H H

Da diese Versuche bei vier- 70 6.9 9.0 ICUEH
stiindiger Dauer ausgefithrt.  Avbb. 6. Abhangigkeit der Wirkung von einem Prii

wlves i (Eiy e parat von JAcanthios-Pankreastrypsin (gereinigt nach
wurden und die Anordnung  yjcpagnis und Davipsons) von der Wasserstofizahl

l"li)l‘i}_‘.'(‘ll.‘-'- lll]gl‘l"r"l]ll‘ li('T‘it‘lli_L’,('H bei 4 Stunden lJ.'_lUt‘l'}]ndHT". Kol.-Zahl = Ablesungs
g . = - = zahl des Kolorimeters. Substrat Fibrin.

in den Versuchen RINGERS

gleich war, schien es mir angebracht, das Trypsin, nach Miomasnis
und Davipsonx aus Schweinepankreas bereitet, bei obiger Versuchs-
dauer wirken zu lassen. Herr Prof. Rincer war so freundlich, mir ein
wenig des von ihm benutzten Trypsins zu iiberlassen. Nach der Kr-
fahrung mit dem Pepsin erwartete ich, dall dieses weit stirker wirken
wiirde. als das Acanthias-Priparat und verwendete anfinglich 2 mg
des Siiugetiertrypsing zu 6 cem gelost, also eine etwa achtmal .‘-‘-(‘h\\'i"ll'h(‘l'l(‘
Lisung als in den Versuchen Rinairs. Diese war aber niecht imstande,
nach 4 Stunden ohne Hinzusetzen von HCL-Tropfen geniigende Farbe
zu entwickeln. Das war erst nach 181/, Stunden der Fall, woraus sich
ergibt, daB die Stirken der beiden Priparate ungefithr gleich sind. Aber
ein erheblicher Abzug fiir Alkaliwirkung bei dieser langen Dauer wird
diesen Wert verringern. s zeigte sich, dafi bei Nr. 2 wahrscheinlich
ein Optimum lag, aber Nr. 4 und 5 hatten stiirkere Farben, wohl durch
die Alkaliwirkung. Jedenfalls war dieses Resultat hochst unzuverlissig,
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auch wegen der Abwesenheit von Antiseptikum bei so langer Dauer,
Es wurde also mit einer grifleren Menge Trypsin wicderholt,

Versuch 3. 5 mg Siugetiertrypsin in 2,25 cem HC! und 3,75 cem
Borax gelost; davon zu jedem Rohrchen 1 cem; 50 mg Spritblaufibrin,
30 Minuten gequollen. Verdauungszeit 4 Stunden. T =37°. 18. Ok-
tober 1926.

Nr.  cem Borax cem HCl  cem NaOH  pgp-Ende  Kolorimeterzahl

e 5.6 4.5 - 7.43 0,40

2. 6.5 3.5 = 8,20 7.00

3. 9 I oS 8,04 5,33

T 7.6 — 2.4 9,38 3,92 3.16] 1)
3. 4.5 = 5.5 9.955 und 9,585 6,00 4.48)

pu wurde bestimmt in Nr. 3, 4 und 5. Die Werte von 3 und 4 stimmen
s0 gut iiberein mit denen von Versuch 1, dal sie in Nr. 1 und 2 denen von
Versuch 1 gleichgesetzt wurden. Das Optimum zeigt hier dieselbe Lage
wic beim Acanthias-Trypsin. Nur fillt die Kurve (Abb. 7) weniger
steil ab nach der alk. Seite zu, wie dort. Sogar scheint die Wirkung in
Nr. 5 wieder etwas zuzunehmen. Fiir Nr.4 ist 1/;, fiir Nr. 5 2/, des Wertes
von Nr. 3 in Abzug gebracht, wie bei Versuch 1 und 4 ausgefiihrt wurde.
Leider weicht der pg-Wert in Nr. 5 erheblich ab von dem entsprechenden
bei Acanthias. Ls ist nicht ganz ausgeschlossen, dall hier ein Versehen
im Spiel ist. Nr.5 wurde von neuem angesetzt und der Anfangs-py
bestimmt. Dieser lieferte den Wert 9.955. Eine Verschichung von 0,375
ist allzu unwahrscheinlich, so dafl denn die Zunahme in Nr. 5 auf einem
Versehen beim Einsetzen beruhen mag?). Die Farbenstiitke des spiiter
angesetzten Versuches konnte nicht mehr mit den anderen Experimenten
verglichen werden.

Die 5 mg Trypsin lieferten ohne Zusatz von HCI in derselben Zeit
geniigende Farbenintensititen wie das Acanthias-Trypsin. Letzteres
wird etwas mehr als die halbe Wirksamkeit des Schweinetrypsins haben.
Dabei muly man bedenken, dal§ letzteres erheblich weiter gesiiubert war.

Schliefilich war es nun noch interessant das Optimum des Acanthias-
Trypsins bei 27 ° zu bestimmen.

Versuch 4. 8 mg Acanthins-Trypsin gelost in 3,75 cem Borax und
225 cem HCL. 50 mg Sprithblau 30 Minuten gequollen bei 37°. Ver-

Qo

dauung 4 Stunden bei 27

Nr. cem Borax  cem HCl und NaOH  py Kolorimeterzahl
1% 1.5

L Wie in Versuch 1 ¥

33 1.568

4. 3 24
b. 3.8 2,5

1) Nach Abzug der Alkaliwirkung,

) Daher wurde Nr. 5 aus der Abbildung fortgelassen.
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Die Kurve (Abb. 8), die dic Werte des Versuchs veranschaulicht,
zeigt im wesentlichen die Form der Abb. 6. Zu beiden Seiten aber (sauer
and alkalisch) fiillt sie weniger steil ab als die bei 37 °. Die Unterschiede
<ind nur gering, aber unverkennbar. s kann nicht wundernehmen,
dal die vernichtende Wirkung der Alkalinitiit bei niederer Temperatur
geringer wird.

Iis war meine Absicht auch die spaltende Wirkung dieses Trypsin-
priiparates auf W irrE- Pepton mittels der Alkoholtitration zu verfolgen.
Um die enzymatische Wirksamkeit des Priiparates in dieser Hinsicht vor-
Jiufig zu ermitteln, stellte ich folgenden Versuch an bei einer Alkalinitiit,
die nahezu dem in den vorigen Versuchen gefundenen Optimum entsprach.

Kol. Kol:
Zah! Zahl
7t 7t []
6- Al
5t 5t
4t Ar E
i
3t t,\ al
2r 2t H \”
At 1r ;
fiee iy | P ) s v T
70 8.0 9.0 100 py 70 80 90 100 py
Abb. 7. Alb, 8.

Abb, 7. Abhingigkeit der Wirkung von eginem Priiparat von Singertrypsin  (gercinigt nach
Mromaprnig und DAVIDSOHN) von der Wasserstoffzahl bei 4 Stunden Dauer und 37°. Die Kurve
{llt an der alkalischen Seite weniger steil ab als die vom Acanthias-Trypsin,

Abb. 8. Abhiingigkeit der Wirkung vom Priiparat von Acanthins-Pankreastrypsin von der Wasser-
stoffzahl (pu) bei 4 Stunden und 27°. Der Unterschied zwischen den pn Aktivitidtskurven von
Aeanthias-Trypsin und Siugertrypsin bei 877 ist grofer, wio derjenige, weleher zwischen beiden
Kurven des Aeanithing-Trypsins bei 37° und 27° erhalten wurde.

28 wurden (bei 27°) zusammengebracht: 6,5 cem 0,1 N Borax,
31/, cem 0,127 N HCI, 3cem 3proz. Wirte- Peptonlisung (= 90 mg),
| cem Wasser und 4 mg des Trypsinpriparates (durch Anreiben in einen
kleinen Morser geldst in einer Mischung von 1 cem der Salzsiure und
2 cem der Boraxlosung). Titriert wurden jedesmal 5 cem. Titration 1:
0,58 cem 0,173 N alk. Kalilauge. — Titration Il: (nach 4 Stunden)
0,90 cem Lauge. s waren noch 6 cem iibrig, wovon der grifite Teil
in die Wasserstoffelektrode aufgesaugt wurde zur pu-Messung. Die pi-
Messung ergab einen Wert von 8,02 Nach Beendung der Messung wurde
der Inhalt der Elektrode in das urspriingliche Reagenzrohr des Versuches
zuriickgebracht, Toluol zugesetzt und noch weitere 20 Stunden bei
27 ° gelassen. Die letzte (sehr ungenaue) Titration des Restes von etwas
mehr als 5 cem Fliissigkeit ergab 1,05 cem Lauge. So ungenau diese
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letzte Bestimmung durch Verlust und Verdiinnung bei der ppu-Be-
stimmung auch sein mag, zeigt sie doch, dafBl die Zunahme in den ersten
4 Stunden gréBer ist, als die in den letzten 20 Stunden (bzw. 0,32 und
0,15 cem Lauge). Die geringe Totalzunahme von 0,47 cem ermutigte
mich nicht dazu, das kostbare Enzympriiparat an einen Optimumver-
such mit Wirre-Pepton zu wagen. Ich habe es daher fiir einige spiter
anzustellende Versuche mit Spritblaufibrin aufbewahrt.

Mit einem Teil eines Extraktes aus Acanthias-Pankreas versuchte
ich zur besseren Charakterisierung des Enzymes noch etwas iiber die
Spaltungsprodukte zu erfahren. 10 cem Extrakt (entsprechend 5 g Frisch-
gewicht) wurden mit 100 cem 2 proz. NaHCO,-Losung und etwa 10 g
Fibrin withrend 4 Tage bei 37 unter Toluol digeriert. Nach dieser Ver-
danung gab das Gemisch eine starke Biuret- und Tryptophanreaktion.
Darauf wurde das Glemisch mittels Jasigsiure schwach angesiuert, ge-
kocht und filtriert. Im Filtrat fiilllte man die Albumosen mit bas, Bleiazetat
und filtrierte ; aus diesem Filtrat (Peptone und Aminosiuren enthaltend)
tillte man das Blei durch H,S und erhielt nach Filtrieren eine klare
Lésung, die wieder starke Biuretreaktion in der Farbe der Peptone und
eine schone Tryptophanreaktion gab. Diese Lésung wurde auf dem Wasser-
bade eingedampft bis zur Sirupdicke, wobei sich nach Erkalten eine rejch-
liche Menge Tyrosinkristalle nachweisen lieBl, kennbar an ihrer charakte-
ristischen Kristallform und einigen Tyrosinreaktionen. Auch Leucin-
Kristalle zeigten sich nach einigem Stehen des Riickstandes. Sie konnten
durch Hinzusetzung von Alkohol und erneutem Kindampfen, von den
Tyrosinkristallen und dem unangegriffenen Peptonrest getrennt werden.
Diese Experimente wurden ausgefiihrt nach Krttarrs Vorschrift (50 a).

Zusammenfassung iber Trypsin. Wir erfuliren in der zweiten Hiilfte
dieses Kapitels, dall das Reinigungsverfahren, das Micmapnis und
Davipsonx fiir das Siugertrypsin angaben, auch auf das Trypsin von
Acanthias vulgaris anwendbar ist. Kin derartiges Priiparat, nach der
Fallung mit Essigsiiure blof} weiter gereinigh durch Waschen mit wenig
Wasser, wirkt fast ebenso stark wie ein weiter gereinigtes Priiparat von
Siugertrypsin. s hat ein gut definiertes pr-Optimum, wenn man es
4 Stunden auf Fibrin wirken Lift, unter Benutzung von Borax, HCI und
NaOH als Puffergemischen. Dieses Optimum liegt bei 37° und 27° hei
pu 8,2 ungefihr. Nur fillt die pu-Aktivititskurve bei 27° etwas weniger
steil ab, als bei 37°. Siugertrypsin gibt bei 4 Stunden Wirkungsdauer
ebenfalls ein Optimum bei etwas héher als py 8, blof fillt die Kurve
bei 37° etwas weniger steil nach der alkalischen Seite als die des Acanthias-
Trypsins1). Diese letztere Vergleichung wurde ausgefiithrt, weil die An-

1) Es ist nicht ausgeschlossen (nach einigen seit der Abfertigung des
Manuskriptes angestellten Versuchen), dafi das Optimum fiir Siugertrypsin
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gaben der betreffenden Literatur sehr weit auseinandergehen. Es werden
Optima erwihnt zwischen 7.4 und 11. Diese grolle Verschiedenheit
der Befunde erklirt sich erstens daraus, daf} die Versuche bei sehr ver-
«chiedenen Substraten angestellt wurden, und dafi bei vielen Proteasen
insbesondere beim Trypsin, der Zustand des Substrates eine sehr grofie
Rolle spielt. NORTHROP nahm an, dafl das Optimum mit dem Disso-
ziationsmaximum des Substrates zusammentillt, wenn es loslich ist
und Rixcur fithrte aus, daf es bei unloslichem Kiweill mit dem Maximum
der Quellung annihernd iibereinstimmt. Frither hatte MicHAERLIS be-
hauptet, dall pu den Dissoziationszustand des Enzyms weitgehend be-
einflussen sollte. Auch fiir Pepsin gelten dieselben Betrachtungent).
Kin zweiter Grund des groBen Unterschiedes liegt darin, dafi die ver-
schiedenen Autoren bei sehr verschiedener Zeitdauer arbeiteten. Da
das Trypsin so sehr der Vernichtung im alkalischen Milieu unterliegt,
darf man den Zeitfaktor nicht vernachlissigen. Fiir Fibrin fand Loxa
(58) das Optimum bei pn 8.0—8,6 (3 St. 40%). Das stimmt mit meinem
Versuche fiir Siugertrypsin ungefihr iiberein. Rixger (103) fand bei
einer o kurzen Wirkungsdauer wie 11 Minuten das pg-Optimum unge-
fihr bei 11,3.

WarnpscamipT-Lurrz (134) hat gegen letztere Versuche eingewendet,
dafB keine Kontrollbestimmungen fiir die Hydrolyse des Substrats aus-
gefithrt sind, und daly deshalb die Versuche Rincers kein deutliches
Optimum zeigen. Diese Bemerkung ist unrichtig, denn einmal hat
Rixcer das Anstellen dieser Kontrollbestimmungen nicht versiumt und
hat WarLpscamipT-Lurrz sie blofd iibersehen und weiterhin zeigen die
Kurven Rinaers ein deutliches Optimum und fallen oberhalb pu 11.5
steil ab. Leider hat OPPENHEIMER in seinem SFermente™ (5. Aufl.) 8. 909
diese Kritik von Wanpscrmipt-Lerz iibernommen, wahrscheinlich
ohne die Originalarbeiten nachzuschlagen. Obwohl RINGER selbst (106)
die Binwinde von WarnpscaMmipt-Lerrz schon zurtickgewiesen hat,
schien es mir angebracht, auf diese Tatsachen nochmals hinzuweisen.

Auf Grund dieser Ergebnisse iiber Optima, Spaltprodukte und Be-
reitungsweise (Ausflockungsoptimum) ist das Trypsin von Acanthias
mit dem der Singetiere als nahezu identisch zu betrachten. Der geringe
Unterschied in der Aktivititskurve, die beim Schwein etwas weniger
unter diesen Umstinden doch noch etwas hoher liegt und also der Unter-
sohied mit Acanthias-Trypsin noch etwas grofer ist, wie hier angegeben.

1) In neuerer Zeit wurden von Winrsrtirrer (140) u, a, pflanzliche Pro-
teasen beschrieben, die ihr Optimum beim isoelektrischen Punkte des Substrates
haben, also gerade bei der minimalen Quellung, Dissoziation, Viskositiit usw,
Nach meiner Meinung wird hierher vielleicht auch die Protease aus dstacus- und
Homarus-Magensaft gehoren, welcher Magensaft durchschnittlich ein py von
etwa 5.5 aufweist. Siche aber auch die neuesten Untersuchungen von RiNGer
und GruTTERINK (106).

7. i. vergl, Physiologie 1id. 5. 94
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steil verliuft wie bei dcanthias, kann auch kleinen Unterschieden in der
Beimischungen zuzuschreiben sein. Ich sche darin wenigstens keinen
Grund, eine grundsitzliche Verschiedenheit anzunehmen. Biologisch
betrachtet ist es sehr gut verstiindlich, dafl das Trypsin der Siuger besser
segen hohere Temperaturen geschiitzt ist. Ohne Produktion eines neuen
Enzyms kann das sehr gut erreicht werden durch Auftreten von Bei-
mischungen, oder fortfallen von andern, wodurch das Enzymsystem
erhebliche Veriinderungen in seinen Eigenschaften erleiden kann. (Eine
derartige Anpassung an verschiedene Umstande, die durch Bei-
mischungen erreicht wird, bietet uns auch z. B. das Hiamoglobin der
Fische, verglichen mit dem der Siugetiere. Die Anderung der Disso-
ziationskurve des Himoglobins findet hier seine Ursache in seiner Be-
einflussung durch Stoffe aus den Blutkorperchen (vermutlich Elektro-
lvte.)

Kapitel VI

Die Lipasen.

Wirkung in Rohextrakten— Verfahren von Rosexuriy— Zusammenfassung,

In seinem ..Grundril} der Fermentmethoden® bemerkt WonrgemuTh
folgendes iiher die Pankreaslipase: . Trotzdem die Pankreasdriise schr
reich an Steapsin ist, macht es doch grofie Schwierigkeiten aus der
Driisensubstanz eine gut wirksame Fermentlosung zu bekommen. Am
besten scheint noch das Verfahren von ROSENHEIM zu sein ... ." usw.
Bedenkt man nun noch, dafi die verschiedensten Tonen und andere
Substanzen einen erheblichen aktivierenden oder hemmenden Einflul}
ausiiben konnen, der sich zuweilen wieder anders im sauren als im al-
kalischen Mittel gestaltet, und weiter, dali anch das py-Optimum im
hohen Mafie abhiingig ist von dem Reinheitsgrade des Enzyms?), so
wird es einleuchten, dafl die Lipase wegen diesen verwickelten Verhiilt-
nisgen keineswegs ein so ginstiges Objekt ist, um daran biologische
Anpassungen zu studieren, wie wir das an Amylase, Maltase, Trypsin

und Erepsin versuchten.

Wirkung in Rohextraklen. Nur die Lipase aus dem Pankreas von
Acanthias vulgaris habe ich untersucht. In den ersten Versuchen ver-
fiigte ich iber einen schon ziemlich alten Extrakt (einige Monate) von
zehn Pankreas in etwa 85proz. Glyzerin. Auf die Dauer scheint in
diesen Extrakten eine lipatische Autolyse einzutreten: der Extrakt rea-
gierte ziemlich. stark sauer.

1) Wintstirrer und Mevmex (141) fanden z, B, das pg-Optimum der
Magenlipase und der Pankreaslipase in Rohausziigen verschieden, Die beiden
Enzyme ergeben sich nach Reinigung als identisch; der Unterschied der Optima
ist bloB durch den Unterschied der Beimischungen bedingt.
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Die Versuche wurden so ausgefiihrt, dali in 100 cem-Flaschen 2 cem
Olivendl, 20 cem dest. Wasser und 1 oder 2 cem der Enzymlosung ge-
bracht wurden; ich neutralisierte das Gemisch auf Phenolphthalein,
setzte 10 Tropfen Toluol zu und verschlof die Flaschen mittels Gummi-
stopfen. Sie wurden dann einige Stunden im Thermostaten um eine
Achse gedreht, mittels einer Einrichtung, wie man gie bei chemischen
Losglichkeitshestimmungen verwendet (Ostwarp-LuTHER [76], Kap.
XI. S. 261). Nach Ablauf der Versuchszeit wurde der Inhalt mit 100 cem
06 vH Alkohol in einen Erlenmeyerkolben iibergespiilt und mittels 0,1 N
alkoholischer Lauge titriert. Eine Blankobestimmung mit gekochtem
Enzym ist notwendig, da man im alkoholischen Milieu Eiweill und
seine Abbauprodukte mitbestimmt (WILLSTATTER und WALDSCHMIDT-
Lemz [142]). Nach PEKELHARING ist die Reproduzierbarkeit der Ver-
<iuche bei dieser Anordnung gut und er stellt den Versuchsfehler auf

N
0.1—0,2 cem Kalilauge.

Versuch 1. Anordnung wie erwithnt. Nr. | mit 35 mg MgCl,, Nr. 2

ohne Zusatz, Nr. 3 mit gekochtem Extrakt (1 cem). Zur Neutralisation
der Kontrolle waren 0,98 cem 0,1 N Lauge nétig; die gleiche Menge
wurde auch den andern Flaschen zugesetzt. Diese ziemlich grolie
Menge wurde von der schon erwihnten Autolyse des lixtraktes, die
stattgefunden hatte, bedingt. Nach 8 Stunden verbrauchten: Nr.1: 5,88,
Nr. 20 3.27. Nr. 3: 3.02 cem 0,1 N alk. Lauge. Zunahme ohne Zusatz: 0,251
mit MgCl, : 2,806, Bekanntlich ist nach PegeraArING (93) MgCl, eines
der am stirksten aktivierenden Salze.

Verfahren von ROSENHEIM. e wurde nun versucht, nach der Me-
thode von Rosexmem (109) ein reineres Lipasepriparat anzufertigen.
Dazu wurde zuerst der Extrakt durch Kollieren von einer davin (durch
die Autolyse) entstandenen. iiberstehenden Triibung groftenteils ge-
trennt und dann mit einem zohnfachen Volum destillierten Wassers
vordiinnt. Dabei entstand (wie es Rosexnem fiir Schweinepankreas
beobachtete) ein Niederschlag. Nach Zusatz von einigen Tropfen ver-
diinnter Kssigsiure setzte dieser Niederschlag sich besser ab und am
niichsten Tage wurde die obenstehende Fliissigkeit abgehebert. Noch-
mals wurde Wasser zugesetzt und nachdem das Prizipitat sich
wieder gesetzt hatte. die Fliissigkeit abgehebert und das Privzipitat anf
gehiirtetem Filter trockengesangt, mit etwas Wasser auggewaschen,
vom Filter genommen und (nach PEKELHARING) in einigen (4) ccm
(lyzerin gelost. Die Ausbeute war nicht grofi: durch die Autolysepro-
dukte diirfte im Extrakt ziemlich viel Enzym gebunden oder vernichtet
worden sein. Mit dem so gereinigten Enzym wurde folgender Versuch
angestellt.

4k
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Versuch 2. Die 4 cem des Lipasepriiparates verdiinnt zu etwas mehr
als 60 cem mit dest. Wasser, und davon in jede Flasche 20 cem gebracht.
Zu allen Flaschen 3 Tropfen ]?}wnolphtha]vIn. Nr. 1 war mit 35 mg
MgCl, versehen, Nr. 2 ohne Zusatz, Nr. 3 mit gekochtem Extrakt. Alle
brauchten 0,13 cem 0,1 N Lauge zur Neutralisation. Nach 6 Stunden
Drehen gab Nr. 1 eine Zunahme von 4,35, Nr. 2 von 0,74, Nr. 3 von
0.63 cem 0,1 N Lauge zu sehen. Diese letzte riithrt also hauptsichlich
von Kiweill und Peptiden her und die Zunahme fiir die Versuche mit
MgCl, und ohne Zusatz stellen sich auf 3,72 und 0.11.

Mit einem frischen Extrakt von Acanthias-Pankreas wurde der
Versuch noch einmal wiederholt. Jedoch gelang hier die Fillung des
Prizipitats nicht so gut wie im vorigen Versuche, vielleicht weil etwas
zu viel angesiuert wurde. Es waren ziemlich groBe Mengen Eiweill
mitgefillt und das Préparat war auch nicht frei von Trypsinwirkung.
Die Unterschiede zwischen den Versuchen und der Kontrolle waren
ungefihr den zuvor erwithnten gleich.

Zusammenfassung. Aus diesen wenigen Versuchen iiber Fettspaltung
geht hervor, dafl eine Lipase im Pankreas von Acanthias enthalten ist,
daf} sie von MgCl, aktiviert wird, wie die Pankreaslipase der Siugetiere,
und daf} gie nach dem Verfahren von RoseNagEv einigermalien gesiiubert
werden kann.

Tech mul} noch hinzufiigen, dali ich mich vergeblich bemiihte, mit
einer Menge Karpfenextrakt (75 mg entsprechend), der eine lebhafte
Amylasewirkung zeigte, Fettspaltung zu erhalten in 81/, Stunden.
Die Mengen an Organ, die man braucht, um deutliche Spaltung nach-
zuweisen, sind bei dieser Anordnung viel grofer (fir Haifisch 500 mg).

o
=

Kapitel VII.
Die Wasserstoffionenkonzentration im Darmkanal der Fische.

Kinleitung — Methodik Resgultat der Messungen,

Einleitung. Es ist ein Problem der allgemeinen Physiologie zu er-
forschen, inwiefern die Reaktion des Magen- und Darminhaltes iiberein-
stimmt oder abweicht von den pg-Optima, die in Vitro fiir die verschie-
denen Enzyme gefunden wurden.

Was die Magenverdauung betrifft, scheint die Reaktion des Inhaltes
auf dem Hohepunkt der Verdauung nicht so weit vom Optimum der
Pepsinwirkung entfernt zu sein. Wir konnten der Literatur entnehmen,
daB dieses ungefihr bei pg =2 liegt, wihrend nach Micmarnis und
Davinsonaw (68) die mittlere Aziditit liegt zwischen Cp-Werten von 0,028
und 0,0015 (also pn = 1,55 und 2,82) und Mc Crexpox (61) fand, daf
nach einer gewohnlichen Mahlzeit (kein eiweilfreies Probefrithstiick)
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Cyr in der Mitte des Magens steigt bis etwa 0,01 (Werte zwischen 0,001
und 0,05) also pu etwa 2. Diese Konzentration wird zwei bis dreiStunden
nach der Mahlzeit erreicht und bleibt dann konstant bis die Nahrung
aus dem Magen verschwindet.

Wiihrend im Magen die saure Reaktion und die Anwesenheit freier
Salzeiiure immer leicht nachzuweisen war, haben sich iiber die Reaktion
des Darminhaltes, die gar nicht so weit vom neutralen Punkt entfernt
liegt, die Ansichten im Laufe der letzten 30 bis 40 Jahre geiindert:: sowohl
durch die Entwicklung der elektrometrischen Methode zur Bestimmung
der Wasserstoffionenkonzentration, als durch den verbesserten Hinblick in
die Wirkungsart und Zuverliissigkeit der Indikatoren. Die frithere Vor-
stellung war die einer sauren Zone bis zum Ductus pancreaticus, dann
einer alkalischen big zum Dickdarm und dann wieder einer sauren durch
die Géarungen im letzten Darmabschnitt.

Auch Corxuem (16) 1. ¢. S. 78 und 110 vertrat die Auffassung, dald
die Diinndarmverdanung (Duodenalverdauung?) bei einer dem Opti-
mum der proteolytischen Trypsinwirkung entsprechenden Alkalinitit
ablaufe (pu etwa 9). Neuere Messungen aber von Loxag und FENGER
(59) unter den nétigen Kautelen ausgefithrt an Darminhalten von drei
verschiedenen Darmstrecken bei Schweinen, Kilbern und Limmern
und fiir den ganzen Darm vom Hunde, ergaben, dafi in allen Diinn-
darmabschnitten die Reaktion nicht weit von der Neutralitit abweicht,
Auch bei gesunden Menschen wurden Messungen ausgefithrt an: Darm-
inhalt, der nach den Mahlzeiten gewonnen wurde mittels eciner
.RehfuBtube’, deren Stellung radiographisch kontrolliert wurde. Die
Reaktionen wurden gefunden ,.from distinetly acid to slightly alkaline.
Where the tube is far enough down to secure a uniform mixture of
contents, the acid reaction is apparently as common as the alkaline, but
the degree of acidity is not sufficient to check the normal tryptic reaction.

Any reaction near neutrality may oceur.”” Derartige Resultate
wurden auch von Mo Crnexpox und Mitarbeitern (61-—-03) erhalten bei
Menschen, die withrend 5 Tage und 4 Niichte ein Rohr mit einem kleinen
eisernen Senker in ihrem Darm trugen. Beim erwachsenen Hunde wird
der Darminhalt {iber die ganze Linge sauver gefunden (im Anfang
pn = 6 — 6,31 in der Mitte 5,6 und 5.7 und am Ende 6 — 6,3,

HamrarsTeN erwithnt in seinem  Lehrbuch der physiologischen
Chemie (9. Aufl., 8. 405) auf Grund der dlteren Wahrnehmungen noch,
dafl der Darm in seiner ganzen Linge alkalisch sein kann. Im Lichte
der neveren Messungen glaube ich, dali dies in Abrede gestellt werden
mul: in normalen Umstiinden bewegt sich die Reaktion des Darminhaltes
um den neutralen Punkt, Auf Grund der Alkalinitit von Pankreas- und
Darmfistelsaft findet sich die Vorstellung eines alkalischen Darminhaltes
noch hier und da in der Literatur. So kommt in einer vor einigen Jahren
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erschienenen Abhandlung von WinLstairrer, Warpscuyior-Lerrz und
Hgesse (143) iiber Pankreasamylase, die folgende Bemerkung vor: , Bei
schwach alkalischer Reaktion, also unter den natiirlichen Wirkungs-
verhaltnissen des pankreatischen Enzyms im Darm, erfolgt bei gleich-
zeitiger Anwesenheit von Natriumchlorid ..." usw. AuErBacH und
Pick (2). die in einer ausfiihrlichen Arbeit die Cy von Pankreas- und
Darmfistelsaft ermittelten und diese bei 18° gleich 0,2 X 10—% bhis
5 % 108 fanden (pm 8,70 bis 7,30) zogen aus diesen Wahrnehmungen
denSchluf, dafl die Alkalinitét des Diinndarminhaltes dem (von MioHA k-
r1s und Davipsonxs gefundenen) Optimum der peptolytischen Wirkung
des Trypsins entspricht. Mit Unrecht, denn man hitte im voraus er-
warten konnen, dal} der saure Chymus, vom Magen herkommend, ebenso
die entstehenden Fettsiuren und Aminosiuren und auch die CO, einen
wichtigen Einflufl haben muliten beim Zustandekommen der Reaktion
des eigentlichen Darminfeltes. Die neuere Literatur lehrte denn auch,
wie wir ausfiihrten, dafl diese Reaktion annihernd neutral ist und die
orBten Abweichungen eher nach der sauren als nach der alkalischen
Seite vorkommen. Ubrigens miissen wir aus der wichtigen Arbeit von
AverBacH und Pick noch hervorheben, dafl die anorganischen Bestand-
teile der Sifte im wesentlichen NaHCO,; und NaCl sind, wobei im
Pankreas das Bikarbonat, im Darmsaft das Chlorid iiberwiegt. Beide
haben die gleiche wahre Alkalinitit, der Pankreassaft aber ein grifieres
Saurebindungsvermogen (hoheren Gehalt an Bikarbonat).

Die Optima der Pankreasamylase und der Darminvertase (bei den
Siugetieren) liegen bei annihernd neutraler (sehr schwach saurer)
Reaktion, so dafl diese Enzyme bei geniigendem Salzgehalt, der wohl
immer anwesend ist, unter optimalen Bedingungen arbeiten. Das Opti-
mum der Erepsinwirkung liegt nach Warpscumior-LErrz bei 7,8, nach
KuLER bei etwa 8,7; das von I'rypsin auf Pepton bei ungef. 8, von Trypsin
auf Eiweil} bei lingerer Dauer bei 9 bis 101). Fiir Pepton- und Peptid-
spaltung weicht es also um wenigstens 1,0, fiir natives Kiweili noch mehr
von der Reaktion des Milieus ab. Eine grolie Rolle wird der Spaltung
von nativem Eiweill im Darm nicht zukommen, aber immerhin gelangen
doch nicht ganz unbetriichtliche Mengen hiervon in den Darm (siche
vAN SLyke [116]). Fiir Lipase liegt das Optimum bei 8-—9, also auch von
der Reaktion des Darminhaltes entfernt. Es wurde bisher nicht unter-
sucht, ob Abfuhr der Spaltungsprodukte vielleicht eine Anderung im
Reaktionsverlauf oder in der optimalen Reaktion mit sich bringt. Dieses
allgemein-physiologische Problem kann besser zuerst an grolieren Tieren

1) In hohem Male hingen die gefundenen Optima ab von der Zeitdauer,
vom benutzten Substrat und auch daven, ob die angewandte Menge Puffer-
gemisch im Stande ist, py wilhrend der Wirkungszeit konstant zu halten.
Daher die sehr verschiedenen Angaben in der Literatur. Siche anch 5. 525,
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studiert werden, wo unbeschriinkte Mengen an Organen zur Vertiigung
stehen. Doch schien es nicht unwichtig, schon jetzt zur Vergleichung
mit den angefithrten Resultaten bei Siaugetieren, einige Messungen am
Magen- und Darminhalt der Fische auszufithren.

Was diese Verhiltnisse bei den Iischen betritft, so haben wir die
Angaben iiber die Magensiure schon besprochen (Kap. I, S. 448). Uber
den Siuregrad des Darmes sind keine einigermalien exakten Beobach-

tungen gemacht worden.

Methodik. Diese bestand in der elektrometrischen Bestimmung der
Wasserstoffionenkonzentration. Das Prinzip und die Anwendung dieser
Methodik findet man bei HAMBURGER (32) SORENSEN (122), HOBER (38)
und in den Monographien von MicHagrLis (66) und Crarx (15), so
eingehend besprochen?), dall ich auf diese grundlegenden Arbeiten
verweisen kann und nur anzugeben habe, mit welchen der vielen ge-
brauchten Hilfsmitteln die Messung ausgefithrt wurde. Das Potentio-
metersystem bestand aus zwel \Vulvlat.uulsl\aslun jeder von 1110 £2,
geschaltet nach dem Schema, angegeben in Rowa auf 5. 68, MiciarLis
auf S.128. Als Nullinstrument diente meistens ein Kapillarelektrometer,
spitter auch das Pointer-Type-Galvanometer Nr. 2320 d der Leeds und
Northrup Comp., mit einem Widerstand von 1000£2 und einer Sensiti-
vitiit von 0,5 Milliampére. Die Wasserstoffelektrode war meistens die
Birnelektrode von MicHAELIS, sie wurde mittels gesittigter KCI-Losung
mit einer 1 N-Kalomelektrode verbunden. Der Wasserstoff wurde
in einem Kiepschen Apparat entwickelt und durch Silbernitrat oder
Sublimat, Kaliumpermanganat, alkalische Pyrogallollisung und destil-
liertes Wasser gefiilhrt. Fir die Messungen an Meeresfischen verfiigte
ich iiber einen Apparat, bestehend aus einem Potentiometer von Cam-
bridge and Paul Cy., der direkte Ablesung von s in Millivolts erlaubte
und diber ein Spiegelgalvanometer.  Elektrolytischer Wasserstoff aus
einer Bombe wurde hierzu gebraucht. Die Messungen fanden bei Zimmer-
temperatur statt: wenn diese von 18~ abwich, wurden die tiblichen
Korrekturen fiir die Werte des Normalelementes, der Kalomelelektrode

m

und der Faktor R; angebracht.  Die Werte der fiir die Berechnung

1\

notwendigen Konstanten sind ange weben in Cnark 1 c. Ausgabe 1923,
Spitter verfiigte ich iiber ein kleines Zimmer, wo im Winterhalbjahr
immer vor den Messungen T auf 18° gebracht werden konnte. Die
oleiche hier angefiihrte Apparatur diente zur Messung der Wasserstoff-
ionenkonzentration in den Versuchen iiber die optimale Reaktion aus
den vorigen Kapiteln.

Als Substanzen fiir die Puffergemische (besonders fiir die zur Kon-

1) Fine praktische Darstellung kommt anchin RoxNas ., Fermentmethoden® vor.
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trollierung der Aufstellung) dienten Kasrsavy-Priparate mit der
Bezeichnung ,,zu Enzymstudien nach SORENSEN.” Verwendet wurden
Losungen von primiren und sekundiren Phosphaten, von Borsiure,
Borax, Salzsdure und Natronlauge in den von SORENSEN (122, 123)
und von ParitscH angegebenen Konzentrationen?).

Zuerst mochte ich einige Belege geben fiir die Richtigkeit der ver-
wandten Apparatur:

Tabelle J. Kontrollmessungen mit der Wasserstoffelektrode.
\

1926 9 cem 0 HCI - 5 cem
M i i
10 Glykokoll (hierin 16|
| NaCl)

1y Tabellen hiervon auch in Kovrrunorr (46).

Nr. der | Pu-Wert bei Temperatur |
Datum | Gemessene Puffermischung | Elek- 18° nach den Gefundener der [ Bem.
trode Tabellenvon Werb Messung |
| | SURENSEN | |
15MVE[SS MS. 3 TN 6,81 6,77 22.6° | N.Mess.v.
1925 | 5 cem 15 Prim. -+ Hcem ‘ Prof. Rix-
| M GER 6,79
| 15 s5ec. PhOSPhdt | bei 18°
18. VIIL. | wie oben Tt alela 81 6,82 LT3
1925 ;
26, IX.' 8 cem prim. -+ 2cem I | 624 k) 18"
1925 sec. Phosphat
|
4, XII. 5 com prim. -} 5 cem I | 68l 6,80 | 16,5°
1925 sec. Phosphat
4. X11. wie oben 11 68L | 681 [ 165°
1925 |
VIL | 7.5 cem prim. 4+ 2,5 cem 11 6,35 | 6,33 18°
s I ] ] l ]
1926 sec. Phosphat i
\
A M 11 7,78 | 1,77 18"
ViI. |8 cem _ Bors. -2 cem I | 1284
: 5 .
1926 M {
4 b ..
20 Borax
29, M ] 1T 7,36 7,37 18°
VIL |9 com 3 Bors, - 1 ecem
1926 ‘
~ Borax ‘
20 ‘
27. V.| 5 cem prim. - 5cem 11 6,81 ! 6,82 17°
1926 | sec, Phosphat i
VIIL | N 11 1,03 | 1,92 220
|
]
|
|
|
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Die Abweichungen von den Standardwerten sind nur in zwei dieser
zehn Fille hoher als 0,02. Fiir die Messung der schon in den vorigen
Kapiteln angefithrten pr-Optima liefert. der Apparat also sehr gute
Resultate.

Auch fiir die Mageninhalte der Teleostei, die ein pg von ungefihr 5
haben und fiir die der Selachii, die 2 bis 3 aufweisen, ist der Apparat
brauchbar, falls keine Siure ausgewaschen w ird; zugunsten dieses Kin-
wandes aber besteht kein Argument. Eventuelle Kohlensiure spielt
in diesen Regionen keine Rolle mehr.

Kinige = \ch“mutrkuton konnen sich ergeben bei der Messung von
Darminhalten. Wenn grobere Mengen Darmsaft zur Vertiigung ste hen,
empfiehlt sich die _\m\(nduuu ciner Elektrode mit ,,ruhender Wasser-
stoffatmosphare™ z. B. nach HasserpancH, Mionarnis oder RINGER.
Bei diesen K thIuc[L'n wird das Gleichgewicht durch Schiitteln (200mal)
herge wtellt, Bs ist aber dann wohl notw endig vorher zu zentrifugieren,
da der Darminhalt eine dullerst schleimige Konsistenz hat. Nur die
Rlektrode von MicHAELIS (V-Elektrode) w {irde fiir meinen Zweck dienen
kénnen. Die Mengen Darmsaft, die ich erhielt, waren aber sehr gering:
1 oder 2 cem und iiberdies aulerordentlich schleimig und viskos, bis-
weilen breiig, mit Nahrungsresten gemischt. Diese sehr viskose Masse
durch Schaukeln in Gleichgewicht mit Wasserstoff zu bringen, ver-
sprach wenig Erfolg. Zum Zentrifugieren war die Menge zu gering.
Kolorimetrisch war mit diesen Fliissigkeiten nichts anzufangen. Darum
fithrte ich die Messung einfach in der Birnele Jktrode aus: sehr kleine
Mengen konnen darin gemessen werden, notigenfalls mit der gleichen
Menge Wasser verdiinnt. Die ( Gefahr des CO,-Auswaschens bleibt be-
stehen, aber erstens hat man eine gewisse Kontrolle in der Schnelligkeit,
womit die Messung konstant wird ; zweitens kann man nur zu alkalische
Werte finden. Es galt auszumachen, ob der Darminhalt der Fische wie
bei den Siugetieren anniihernd neutral ist, oder alkalisch.  Aus pu-
Werten in der Nihe von 8 wiirde man d: aher keinen Schlull ziechen kinnen,
da der Wert richtig oder durch Kohlensiureverlust entstanden sein
kann. Da ich sie aber in der Tat in der Nithe von 7 fand, habe ich kein
Bedenken, einige dieser gut konstanten Messungen aufzunehmen. Mit
unpim(]luhvm Lackmuspapier wurde auch kontrolliert und nie eine
dentliche Reaktionsabweichung gesehen.

Kine Methode zur Kontrollierung der Resultate (die ich freilich nur
auf die Mageninhalte angewendet habe, da die Mengen Darmsaft fiir
zwei Messungen zu gering waren) ist der Gebrauch der Chinhydron-
clektrode. Fiir eine ausfithrliche Beschreibung auch der theoretizschen
Grundlagen kann ich auf die Originalarbeiten BIILMANNS verweisen
und auf Crark (. ¢.). Eine kurze Beschreibung findet sich auch in
Yonas Fermentmethoden (1. e.). Die Methode ist nur brauchbar im
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sauren Mittel und im alkalischen bis zu einem py von 8. Die Storungen
in eiweilhaltigen Losungen sind von KoutHOFF (47) untersucht worden.
Dabei zeigte es sich, dall in Gegenwart von Eiweil bei saurer Reaktion
richtige Resultate gefunden werden, dafl von pg 7 aber aufwiirts sich
Abweichungen zeigen. Allerdings sind bei pu 7.5 diese Abweichungen
noch gering,

Bei der Messung von Mageninhalten mit einem pu von ungefihr 5
(wie wir sie bei den Teleostiern finden) besteht die Gefahr, daB bei der
Durchfiithrung von Wasserstoff eine fliichtige Siure ausgewaschen wird.
(Nur fiir Haifische ist, wie in der Ein-
leitung erwithnt wurde, die Anwesenheit
von Salzséiure wahrscheinlich gemacht.)
Die Chinhydronelektrode bietet hier ein
0 sehr  willkommenes Kontrollverfahren.
: Lis stellte sich heraus, dall sowohl hei

Teleostei als bei Selachii die Messungen
ziemlich gut, in einigen Fiillen sogar schr
gut tibereinstimmen mit den Resultaten
der Wasserstoffelektrode.
ﬁ’:z;\‘\ Wegen Kleinheit und Schleimigkeit
der Flissigkeitsmengen war ein Apparat
mit. Hihnen und Verbindungsréhrehen
fiir meinen Zweck ungeeignet. Ich lief3

darum einen kleinen, ganz einfachen
Apparat anfertigen, der in Abb. 9 ab-
gebildet ist1). Er besteht aus einem
igg ‘ . Glasrohr von 1,5 cem Durchmesser und

18 |

il 2 em Hohe, mit flachem Boden. Die
3 MNatinelektrode a8 mit Acar (waori

Abb. 9. Einfache Chinhydronelektrode, I Idtl]l? le ]\11(?(1_( ]_”ld das mit ‘l\‘L“n (worin

die benutzt wurde fiir die Messung klei- K1 bis zur Sittigung gelost 1st) gefillte
ner Mengen Mageninhalt von Fischen, Verbindungsrsl “'} - T“' i lurohieina

Rrlitn s Telehs ot Text. erbindungsréhrehen treten durch einen

doppelt durchbohrten Gummipfropfen ein

und konnen wegen des flachen Bodens bis ganz unten in das Glasréhr-

chen hineinreichen, so dal eine sehr niedrige Flisssigkeitsschicht zur
Messung ausreicht. Die Platinelektrode bestand aus hartem iridium-
haltigen Platin?) und war in einer Spirale ausgezogen. Das Platin wird
bekanntlich fiir diese Messungen nicht mit Platinschwarz bedeckt.

Das Chinhydron war nach Brmmaaxns Vorschrift bereitet. Durch
einigemale wiederholtes Umkristallisieren und ebenfalls wiederholtes
Auswaschen mit eiskaltem Wasser wurde es von Sulfat und besonders
von Siure befreit.

1) Die von Erriscu (21) beschriebene Mikroform der Chinhydronelektrode
war mir damals noch nicht bekannt,  2) Auf Anraten von Herrn Dr, KoLTHOT.
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Zur Messung wird ins Glasrohr eine kleine Menge (etwa 100 mg)
Chinhydron gebracht, dann die zu untersuchende Fliissigkeit zugegeben
and falls diese besonders konsistent ist, am besten mit einem Riihrstabe
out mit dem Chinhydron gemischt. Dann wird der Gummipfropfen mit
Klektrode und Verbindungsrohr aufgestellt, 100mal geschiittelt und der
Potentialunterschied (##1N) zu einer (in diesem Ifalle 1 N) Kalomel-
elektrode gemessen, wobei im Gegensatz zur Wasserstotfelektrode nun
die Kalomelelektrode den negativen, die Chinhydronelektrode den posi-
tiven Pol bildet.

Die Resultate wurden berechnet mittels der Formel

0,4 — (t — 18%) 0,0050 — 7 1N
PHES 0,0570 (t — 18°)

Messung eines Puffergemisches aus 50 cem 0,1 M Kaliumbiphthalat
und 39,85 cem 0,1 N NaOH, mit einem pu-Wert nach Crarg und
Luss 5,6, gab mit H,:5,59, mit Chinhydron 5.61. Ein Phosphatpuffer-
gemisch, dessen pn mit der Wasserstoffelektrode auf 4,67 bestimmt
wurde, ergab bei Messung mit Chinhydron pu 4,65.

Resultat der Messungen. Bevor ich die Messungen an Mageninhalten
mitteile. muB ich noch bemerken, daf ich einmal bei einem im Aquarium
lebenden Hechte, der zwischen zwei Brettern festgebunden war, eine Glas-

(KorraOFF [47]).

sonde von etwa 8 mm iulerem Durchmesser einfithrte, was ohne Schwierig-
keiten gelangl). Ich versuchte darauf durch Ansaugen, schliefilich mit der
Wasserstrahlluftpumpe Inhalt zu gewinnen, aber vergebens. Da die
Hechte in unserem Aquarium niemals Nahrung annahmen, wurde diesen
Tieren ein in zwei Lingsstiicken zerschnittener Fisch mit der Sonde in
den Magen eingefithrt und das Tier wieder ins Aquarium gebracht. Das
Tier iiberlebte diese Behandlung; von dem eingefithrten Fisch wurde aber
nach einigen Stunden die eine Hiilfte, nach 18 Stunden die zweite Hilfte
ausgebrochen. Nach 2 Tagen wurde das Tier getotet und zur Kontrol-
lierung der Methode nochmals die Glassonde eingefithrt. Es kamen jotzt
etwa 2 cem eines gelbbraunen dicken Schleimes zum Vorachein, der weder
anf Kongorotpapier noch auf rotes und blaues Lackmuspapier reagierte.
Das stimmt tiberein mit der Tatsache, dafl die letzten Fliissigkeitsmengen
nach der Verdanungsperiode ungefihr neutral reagieren, wie wir spiiter
sehen werden. Bei der Offnung des abgebundenen Magens ergab sich,
daB in der Tat aller Inhalt aus dem Magen ausgehebert worden war.
Da die Tiere aber doch nicht zum Fressen zu bringen waren, habe ich
dieses Verfahren nicht weiter benutzt, sonst wiire es meine Absicht ge-
wesen, die Anderung des pg vonStunde zu Stunde zu bestimmen. Beim
Karpfen liell das Verfahren sich wegen des engen Osophagus nicht ver-
wenden; die Barsche, die wir bekommen konnten, waren zu klein, um
viel Inhalt auszuhebern.

, Auf diese Weise hatte Weinpaxn Mageninhalt von Haifischen gewonnen.
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Zuerst gebe ich nun eine Tabelle (K) von Messungen mit der Wasser-
stotfelektrode an Mageninhalten von Teleostiern. Die Meeresfische
wurden mir von der zoologischen Station in Helder {iberlassen; die
Messung wurde daselbst ausgefithrt im ,,Rijksinstitunt voor Hydrogra-
fisch Visscherijonderzoek™, dessen Direktor, Herrn Igr. F. Lagsgrr, ich
fiir die Erlaubnis zum Gebrauch seiner Apparatur und freundliche Unter-
stiittzung dabei vielen Dank schulde. Die Karpfen wurden in unseren
Aquarien gehalten; es waren von der Nederl. Heidemaatschappij ge-
ziichtete Fische: ihre gewohnliche Nahrung war Gerstenmehl. Die Hechte
waren frisch gefangene und fiir ein anatomisches Praktikum getitete
Tiere, fiber deren Magen- und Darminhalt ich wenige Stunden nach
ihrem Tode verfiigen konnte. Er wurde immer durch Anlegen von Liga-
turen am Osophagus, Pylorus, Anus und zuweilen an einer Stelle des
Darmes zwischen dem vordersten 2/; und dem hintersten /5 verhindert,
daf} irgendeine Mischung von den Inhalten der verschiedenen Teile statt-
finden konnte. Beider Tétung wurde nur das Zentralnervensystem durch-
schnitten und vernichtet. (._')snp]mgns und Herz blieben intakt, starke
Blutung wurde vermieden. Karpfen konnten einigemale gefiittert wer-
den. An den gefangenen Fischen war das Stadium der Verdauung im
Magen meistens ohne grofie Schwierigkeiten festzustellen. Ieh unter-
scheide dabei, etwas willkiirlich, ein erstes Stadinm, worin ganze Tiere
wenig oder wenigstens nicht bis zum Verschwinden der Kérperformen
angegriffen sind: ein zweites, worin viel breiiger Inhalt ohne definier-
bare Tierreste anwesend ist. Am Ende (drittes Stadium) der Verdauung
bleibt eine kleine, ziemlich klare Flissigkeitsmenge zuriick. Wihrend
des Hungers ist gar keine Flilssigkeit anwesend, wie ich mich 6fters iiber-
zeugen konnte an Hechten, die einige Wochen bis einen Monat im
Aquarium gehungert hatten.

Bei der Tabelle I sind folgende Bemerkungen zu machen. Die Re-
aktion des Darminhaltes ist in den meisten Iillen dem Neutralpunkt
schr nahe, nur bei Nr. 4, dem gefiitterten Karpfen, weicht sie um 0,7
nach der alkalischen Seite ab. Alkalisch ist der Darminhalt also sicher
nicht; die Messung von Nr. 7 sehe ich nicht als zuverlissig an, da es sich
hier vielleicht um reines Meerwasser handelte, woraus CO, ausgewaschen
wurde. Auch beim Karpfen, wo kein saurer Chymus aus dem Magen in
den Darm iibertritt, ist die Reaktion nicht alkalisch. Die Mageninhalte
von Hechten bewegen sich, was ihre Aziditit betrifft, zwischen py 4,5
und 5,5. Eine Ausnahme bildet Nr. 11 mit Hungersaft. Von den Meeres-
fischen hat einer 5.4, ein anderer, wo der Inhalt aus Garnelen bestand,
8.2, Auch frithere Untersuchungen erwihnten alkalische Reaktion bei
Anwesenheit vieler Crustaceen.

Die folgende Tabelle I, gibt die Messung an einigen Hechtexemplaren,
die gleichfalls fiir ein anatomisches Praktikum getdtet worden waren.
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pu-Messungen an Magen- und Darminhalten von Fsox.

PH mittels

Datum
und Organ Inhalt Verdauungsstadium Chi
Nummer! : .ll]l-
hydron |
4. XI. Magen |Etwa 15cem grauner | Wahrscheinlich | 5,76 = 5,79  Ein dritter Teil
1926 o : el | 1frn | der TFliissiglkeit
; ; meu_)hch' ﬂllts:‘olgt"l‘ Lzweite  Hilfte zentrifug., Zen-
: Brei mit kleinem der Verdauungs- trifugat im Eis-
e Shyrras, I schrank aufbe-
Figch. Sauer auf periode AT A AR
Lackmus sten Tage mit
L ; X . i ruh. Hy atm. 5,86
X Darm | grauer sehr konsi- Zur Messung |
stenter Brei ungeeignet |
2 Magen |kl Hecht, Frosch, Erstes Stadium | 5,22 548
| kI, Aal, kL Fisechund ‘
wenig breiige Masse,
Stark  Sauer aunf
Lackmus
f. XI.| Darm 2 cem griinlich-gel- 6,08
5. XI. ber Saft; ziemlich 5,02
fliissig; Reakt. zwei-
felh. auf Lackmus
4. XI.. Magen 5 cem flissig. eigen- Wahrscheinlich = 5,97
5. -\;I- tiiml.  grauschwar- zweites Stadinm 5,64
0926 y 2 - |
! : 0 zer Saft m. Flocken ‘
e u. einer Notonecta
5. X1, Magen  Einige grifitenteils  Zwischen erstem 4,92 4,00
026 o E
192 verdaute Fische und zweitem
" . Stadinm
b. XL Darm  Zu wenig Inhalt zur
1926 Messung
4,
5. X1 Magen Sechr wenig gelb- | inde des zweit. 7,04
a0 i : .
1926 brauner Saft bei- | oder dritten
5. nahe neutral auf | Stadiums
Lackmus
Darm Fast kein Inhalt |

I2in Teil der Proben von einem einzigen Tiere wurde nun mit der Wasser-

stoffelektrode, ein anderer mit der Chinhydronelektrode gemessen.  Alle

Messungen bei 187,

Aus dieser Tabelle samt der vorigen ergibt sich, dali die Aziditit vom

Lsor-Magen withrend der Verdauung sich in verhiiltnismillig engen Gren-

zen bewegt: zwischen pr 4,7 und 5,8. 15 ist nicht mdglich, einen deut-

lichen Zusammenhang anzugeben zwischen den Variationen der py-Werte

und dem Ernithrungszustand, Wiithrend des Hungers ist der Magen leer:
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am Ende einer Verdauung bleibt eine kleine Saftmenge, die, soweit unter-
sucht, ungefihr neutral reagiert, sogar einmal alkalisch (7.7) gefunden
wurde. In der letzten Verdauungsphase scheint also der py anzusteigen.

Dal der mit beiden Methoden gemessene Darminhalt mit der Wasser-
stoffelektrode untersucht, saurer ist als mittels Chinhydron, mag daran
liegen, dafB} die Messung mit Wasserstoff am folgenden Tage vorgenommen
wurde und daB in einem neutralen Milieu leicht Giarung eintreten kann.

In Bezug auf die Tatsache, dafl der pg im Hechtmagen soviel hoher
ist als der des Saugetiermagens und dall vax HErRWERDEN die titrierbare
Aziditit des Selachiermageninhaltes soviel hoher fand als diejenige der
Teleostier, war es sehr interessant, den Siauregrad des Selachiermagens
zu messen. Leider konnte ich in Helder in den vergangenen Jahren kein
frisches Material bekommen. Von Helgoland bekam ich eine Sendung
Mageninhalte von Acanthias, die dort frisch eingefangen waren und mir
geschickt wurden in von mir dazu gesandten Flaschen mit GlasstGpsel;
diese kamen in eine Blechbiichse, umgeben mit Eis und verpackt in
eine Kiste mit isolierendem Material. Der Transport dauerte kaum
3 Tage und bei Ankunft war noch ein Drittel der Biichse mit Eis gefiillt.
Obwohl kein Desinfektans zugesetzt wart), wurde keinerlei Fiiulnis-
geruch wahrgenommen. Um eine leidliche Menge Mageninhalt zu er-
halten, wurden in Helgoland die Produkte von verschiedenen Tieren,
deren Inhalte im gleichen Zustande waren, zusammengefiigt, so dal} die
meisten Messungen ein Mittel aus den Werten einiger Tiere vorstellen,

Die Messungen (Tabelle M) mit Chinhydron sind alle héher ausge-
fallen als die mit der Wasserstoffelektrode, welche an einem anderen Teil
derselben Fliissigkeiten am gleichen Tage gemacht wurden. Diese Magen-
inhalte waren alle ziemlich bis gehr stark schleimig. Eine Vergleichung mit
der vorigen Tabelle lifit sehen, dall die beste Ubereinstimmung zwischen
Wasserstoff- und Chinhydronelektrode da besteht, wo die Flissigkeiten
am wenigsten viskos gind. Da in solchen schleimigen Fliissigkeiten eher
und besser Sittigung mit H, erreicht werden wird bei Durchleiten als
bei Schiitteln (wie in der Chinhydronelektrode), so schreibe ich die
hoheren Werte der Chinhydronmessungen einer ungeniigenden  Ein-
stellung des Gleichgewichtes zu und halte die Messungen mit der Wasser-
stoffelektrode fiir die richtigeren.

Man ersicht gleich aus der Tabelle wieviel hoher die Aziditit dieser
Acanthias-Magen ist, als die der friiher untersuchten Teleostier. Withrend
pi beim Hechtmagen schwankt zwischen 4,7 und 5,8 (Mittel etwa 5.2),
liegt der Wert hier zwischen 2.3 und 3.2 oder 3.5, wenn man die Chin-
hydronmessung  beriicksichtigen will.  Mittel also 2.8, das ist ein
Unterschied von fast 2.5 der Wasserstoffzahl! Die Verhiiltnisse nithern

1) Mit Riicksicht auf die vorgenommene Messung mit der Wasserstoft-
elektrode,
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Tabelle M. pjy-Messungen vom Mageninhalte von Acanthias vulgaris. Ti=N1R

\ Py Mmittels

Nr. j:‘-‘-L;ulium der Verdauung |— — ——
H. | Chinhydron
| : =y > .
LSS Mageninhalte nach Ent- erstes Stadium 232 | 287
- fernung der groben Reste; |
Inhalt: Fische l
2. 2 Mageninhalte nach Ent- ¥ 3,17 1 —
fernung grober Reste; Inhalt: : :
Fische, Krebse .
3. 2 Mageninhalte, nur Fliissig- | zweites Stadium | 3,22 3,44
keit ,
1 2 Mageninhalte, nur Fliissig- ¥ 236 S
keit, aber wenig I
B. 1 Mageninhalt nach Entfer- | zwischen erstem u. 3,17 | 3,60
| nung weniger grober Reste | zweitem Stadium ‘
(Iische)

mit anderem Chinhydron- \ 3,42
| .
1 priparat

sich hier denen der Siugetiere. Die Beobachtungen anderer Autoren
iiber den hoheren Gehalt an titrierbarer Siuremenge bei Selachii, vgl.
mit Teleostei, stimmen hiermit iiberein.  Auch Rixcer (37) fand den
pi von einem in Neapel gefiitterten Seyllivm anf 1,69, also recht niedrig
und weist darauf hin, daf3 diese Aziditit nicht von organischer Siure
herstammen kann, da diese dann in einer sehir hohen Konzentration an-
wesend sein miilite.

Wir fanden das Optimum des Acanthias-Pepsing bei pp 2,225, also
nicht weit vom tatsiichlichen Siuregrad des Magens. Es wiire nun inter-
essant festzustellen, ob das py-Optimum des Hechtpepsins auch beietwa
2.2 liegt oder mehr den Azidititsverhiiltnissen des Hechtmagens ent-
spricht, und welche Verhiilltnisse im ersteren Falle Ursache gind, dall die
Verdanung beim Hecht doch nicht weniger kriftig vor sich geht. Hierzu
hatte ich aber noch keine Gelegenheit.

Aubller diesem bemerkenswerten  Azidititsunterschied ergaben die
Messungen an Darminhalten, die in diesem Kapitel beschriehen wurden,
dal auch der Fischdarm eine ungefihr neutrale Reaktion aufweist; ein
maglicher Kohlensiiureverlust beider Messung wiirde janur einen zu hohen
pu als Resultat gegeben haben, Das Problem, wie es moglich ist, dall
Trypsin- und Erepsinwirkung in dem Darm zur Entfaltung kommen,
withrend ihr Wirkungsoptimum mehr oder weniger erheblich von der
Aziditit des Darmes entfernt liegt, gilt also auch fiir die Fische.

Z. 1. vergl. Physiologie Bd. 5. 30
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Kapitel VIII.
Zusammenfassung der Resultate.

1. Die kohlenhydratspaltenden Enzyme von Pankreas und Darm
von Karpfen, Hecht, Frosch und einer Haifischart wurden charakteri-
siert nach ihren Spaltungsprodukten und ihren pg-Aktivititskurven.
Die Methodik bestand in Zuckertitrationen, Osazonreaktionen und elek-
trometrischer pg-Bestimmung. Es ergab sich, dal Amylase und Maltase
bei den untersuchten Arten lokalisiert sind im Pankreas, und zwar die
Amylase in einer 25mal grofleren Konzentration als die Maltase. Die
Mengen im Darme sind derart, daf} hier nur an adsorbierte Enzyme ge-
dacht werden kann. Invertase fehlt, soweit untersucht, sowohl im Pan-
kreas als im Darm. Ebensowenig ist bei den ausschlieBlichen Karnivoren
cine spezielle Glykogenase vorhanden.

Diese Enzyme veranlassen die Entstechung der niamlichen Spalt-
produkte bei der Wirkung auf Stirke und Maltose, wie die der Siuge-
tiere. Das pu-Optimum der Pankreasamylase liegt, ziemlich unabhiingig
von der Zeitdauer des Versuches, bei 38%, 27° und 16,5° bei py 6,0—6,5,
das der Maltase bei 6,0-7,5, mit einer etwas breiteren Optimalzone.
Von letzterem Enzym wurde bei den Siiugetieren die py-Aktivititskurve,
soweit mir bekannt, noch nicht bestimmt.

2. In gleicher Weise wurde mit den eiweillspaltenden Fermenten von
Pankreas und Darm verfahren. Als Methodik diente hierzu die Titration
von Aminosiuren in alkoholischer Losung, Reaktionen auf bestimmte
Aminosiuren, die Spaltung von Glyeylglyzin und die Wirkung auf
Spritblaufibrin. Diese Enzyme sind in gleicher Weise lokalisiert wie bei
den Siiugetieren: das Trypsinogen im Pankreas, die Enterokinase und das
Frepsin in der Darmwand. Die Anwesenheit einer geringen Erepsinmenge
im Pankreas ist wahrscheinlich. Die Spaltung verliuft, soweit unter-
sucht, in genau der gleichen Weise wie bei den hioheren Vertebraten.

Das pu-Optimum der Wirkung des Trypsins auf Fibrin liegt bei
4 Stunden Versuchsdauer bei 37° und 27° bei 8,2 wie das des Niuger-
trypsins.  Fiir das Siugertrypsin scheint die Aktivititskurve etwas we-
niger steil abzufallen (Einflull von Beimischungen?),

Das Optimum fiir Erepsin auf Glyeylglyzin wurde vorliufig auf 8,7
ermittelt.

3. Es wurden nach den Methoden von Pekprnaring, MIcHAELIS
und DavipsonN und von RoseNaeiv mehr oder weniger weit gereinigte
Priiparate von Pepsin, Trypsin und Lipase angefertigt. Diese Priiparate
wurden weiter untersucht. Fiir das Pepsin wurde ein pg-Optimum von
2.2 (Anfang) bis 2,5 (Ende) gefunden bei 18° und 4 Stunden Dauer. Das
fiir Trypsin wurde oben angedeutet. Die Lipase wird kriiftig durch
MgCl, aktiviert.
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4. Die Wasserstoffionenkonzentration im Magen von Acanthias und
einigen Teleostierarten wurde mit Wasserstoff- und Chinhydronelektrode
bestimmt.  Sie ist fiir Selachier betriichtlich hoher als fiir Teleostier
(pr 2.8 bzw. 5,2). Die Angaben VAN HERWERDENs iiber den Unterschied
im Gehalt an titrierbaren Siuremengen beidiesen beiden Gruppen wurden
hierdurch bestitigt. Es wurde gezeigt, daB der Darminhalt als nahezu
neutral betrachtet werden kann, und daB, im Hinblick auf die Art der
Fehlerquelle der Methode, der wahre Wert fiir den piu eher nach der sauren
als nach der alkalischen Seite von den gefundenen Werten abweichen
diirfte. Das Problem, wie es miglich ist, daf die Verdauung der BiweiB-
stoffe, die in Vitro immer eine mehr oder weniger alkalische Reaktion
erfordert, im Darmrohr in einem anniihernd neutralen Milieu stattfinden
kann, gilt fiir die Fische, so gut wie fiir die Siuger,

5. Die Verdauung bei den Fischen gestaltet sich in ihren Hauptziigen
ebenso wie bei den Siugetieren. Die wichtigsten Abweichungen sind in
histologischer Hinsicht die geringere Spezialisierung der M;igmulriisvn
und das Fehlen von echten Darmdriisen. Fs ergab sich ein wichticer
Unterschied in der Lokalisierung der Karbohydrasen und in der Existenz
zweier biologischer Gruppen (wahrscheinlich zusammenfallend mit den
systematischen Gruppen derSelachii und Teleostei), die, bei gleich inten-
siver Eiweiliverdauung, einen erheblichen Unterschied in wirklicher Azi-
ditiit und titrierbarer Siuremenge im Magen zeigen. SchlieBlich ist die
Zeit, die zu der Verdauung gebraucht wird, bei den Fischen, in Uber-
ecinstimmung mit der niederen Temperatur, bei der die Reaktionen statt-
finden, erheblich grofer als bei den Siugetieren (vax Styke und Weix-
LAND).

Es ist somit keine Rede davon, daB die Fische im Allgemeinen eine
Art von Zwischenstellung einnehmen wiirden zwischen den Invertebraten
und den hoheren Vertebraten.  Besonders ist das nicht der Fall fiir die
Art ihrer Enzyme, wie SCHEUNERT noch anzunchmen scheint (OrreN-
nemnvers Handbuch der Biochemie, 3. Teil, 2. Hilfte). Gerade fiir die
ciweillspaltenden Fermente Lillt sich vermuten, dafl erhebliche Unter-
schiede vorhanden sein werden zwischen den Vertebraten einerseits
und den Invertebraten andererseits. Die Reaktion im Magen und
Darm, die bei einigen Invertebraten ermittelt wurde (fir Holothuria
in einigen vorliufigen Versuchen kolorimetrisch von Oompx (71a), fiir
Astacus elektrometrisch von mir [unveriffentlicht], fiir Lamellibran-
chinten und Gastropoden von Yonar [146])), schwankt zwischen pir 4
und 61), ein Gebiet, wo sowohl Trypsin und Erepsin als auch Pepsin
erheblich von ihrem Optimum entfernt sind. Nur in Bezug auf die
Aziditit des Magens und auf die Lokalisierung der Karbohydrasen an

1) Allerdings fand vax pER HEvDE (Diss. Amsterdam 1922) fiir andere Eohi-

nodermen hihere py-Werte (etwa 7—7,5).
B
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einer und derselben Stelle (Pankreas) konnen die Teleostei eine solche
Mittelstellung einnehmen. Die Untersuchungen werden in dieser Rich-
tung auch fiir die Invertebraten fortgesetzt werden miissen.
Vergleichen wir diese Resultate mit dem Programm der S. 458/59,
so sehen wir, dafl den dort genannten Punkten 4 (Rolle der Appendices)
und 5 (Einflufl der Temperatur auf die Enzyme) am wenigsten Aufmerk-
samkeit zuteil wurde. Fiir die Appendices liegt das an Art und Eigen-
schaften des Materials, das hier zur Untersuchung kommen konnte.
Fiir die Rolle der Temperatur findet sich eine Anweisung auf 8. 471 u.
521/23; ich habe einige Versuche angestellt, die ich noch nicht mitteile,
da die Unterschiede der Enzyme von Kalt- und Warmbliitern jeden-
falls so gering sind, dafi eine Wiederholung unter weiteren Kautelen
notwendig ist, bevor Schliisse in dieser Hinsicht berechtigt sind.
Uber den Wert von Resorptionsversuchen (Punkt 7) am Fischdarme
in biologischer Hingicht ist auf 8. 495/96 das Notige bemerkt worden.
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Stellillgen.

I

De darmmaltase- en invertase der zoogdieren worden door de Lieberkiihn-

sche klieren geproduceerd.
1L

Het ontbreken van meercellige klieren in den darm der
met het ontbreken van de disaccharasen aldaar,

1L
1‘ 1 r fel [ ¥ - s
Er bestaat bij de lagere vertebraten een veel sterker uitgesproken biologisch
verband tusschen de hoeveelheden der enzymen in het darmlkanaal en helg ge
bruikte voedsel, dan bij de hoogere.

visschen gaat parallel

LV
De resultaten, die Carlson heeft verkregen bij zijn proeven over de regeling
van het hartrythme by Limulus mogen niet gegeneraliseerd worden ten gunst:
van de neurogene harttheorie. '

V.

Indien bij het onderzoek naar de functie van haemoglobine als transport-
middel van zuurstof bij de lagere dieren, de lmumoglohincwcrking wordt uit-
geschakeld door CO, heeft men bij het trekken van conclusies rekening te houden
met een eventueele werking van het CO op het oxydatieve vermogen der cellen,

VI
an{im heeft niet aannemelijk gemaakt, dat de asymmetrische ligging van
het zoogdierhart een gevolg is van de minder sterke aanleg tot ontwikkeling der
linker long.

Broman, I.: Anat, Anzeiger Bd. 57 (1923/24), p. 95.

AR
De opvatting van Boutan omtrent de oorzaak van de asymmetrie der Gastro-
poden is onjuist,
: VIII.
D(; Hu';m:e“morm_ van Darwin is niet in staat met behulp van de door Baur
gevolt;( o an:;r.r:‘m;‘-nm? als variatiemateriaal, het evolutieproces te verklaren.
; ‘smr, b :1131 Sehr. find, Abst. und Vererbungslehre Bd, XXX VII (1925), p.107.
Tammes, T.: idem Bq. XXXVI (1925), p. 417
Jzal, p. H

1X.
1. Schmid heeft v it : ;
?‘ '] e voldoende aannemelijk gemaakt, dat de beteekenis der insec-
ivorie besta: cer ; :
tivorie g ! Compensatie voor het ontbreken van eenige elementen

(N, Pen ]_'\) s ‘10": bodem, Waarop de de insectivore planten voorkomen.
Schmid, G.: Flora Bd. 104 1912), p. 336
- ] o LA .



X.
Het verdient geen aanbeveling om in gevallen, als beschreven door Krogh
in zijn »Anatomie und Physiologie der Capillarene op blz. 171—179, zonder
meer van een osmotischen druk van eiwithoudende vloeistoflen te spreken.

XT.

Een statistisch-teleologische denkwijze is in de biologische wetenschappen
onmisbaar. Zij alleen biedt tegenover die levensverschijnselen, welke door hun
zeer groote gecompliceerdheid (deels vooralsnog) aan een physisch-chemische analyse
weerstand bieden, het middel om te voldoen aan de voorwaarde, die Kirchhoff
aan 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 physica
tot vereenvoudiging der beschrijving worden ingevoerd.

Kirchhoff: Vorlesungen iiber Mechanik. Vorrede en § 1.

Hertz, H.: Die Prinzipien der Mechanik. Ges. Werke Bd. IIL  Einleitung.

Poincaré, H.: Science et Hypothese.

—: La valeur de la Science.

Mach, E.: Die Mechanik.



'.‘\id'. ; iplfa. I:- U srplin
LR .- ; g § 7 &
3 l'ﬂi,_fl"?t; ;] lf',l‘liﬁlll'"l;{;m""'--:lt'—l;" ¢
'.f- r.:eJ‘L. -l“_l-| .v» z ..I :14 = X
i J-\-ri" '."I'#J 3
d.ﬁ. IIJ. : I-u __l iI 'l'-‘
- ‘b .u‘ N 'n'.';\ 5







: r—t‘ u...ﬁ;', _:r - ‘| :E Ml
T

1
Ty

J




LG
0

v

Lit ]
i
T

G-
i

o e R

D

]
S
(HETiIeRY
O
i hate

-

SN
-

B0
-y

A
ot

o
e

<%

it

4

i

2
.

sv L
¥’
PO A%
TN Y


http://www.tcpdf.org

