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??? Die ?¤lteste Frage, welche die vergleichende Physiologie der Ver-dauung beherrscht hat, ist diejenige, nach der Analogie zwischen denProteasen der S?¤ugetiere und denjenigen der Wirbellosen. In der?¤lteren Literatur stellte man sich die Frage, ob die eiwei?ŸverdauendenEnzyme, die man in den verschiedenen S?¤ften der wirbellosen Tierefindet, mit dem Pepsin oder dem Trypsin der Wirbeltiere vergleichbarsei. Damals waren das die einzigen Proteasen, die man bei den Wirbel-tieren kannte: das Erepsin war noch nicht entdeckt worden \\md derUnterschied zwischen aktiviertem und nichtaktiviertem Trypsin un-bekannt. Die beiden Begriffe Pepsin und Trypsin waren f??r die ver-gleichende Physiologie beinahe ausschlie?Ÿlich durch die Reaktion defi-niert, bei welcher sie arbeiten: Pepsin bei saurer, Trji^sin bei â€žalkali-scherquot; Reaktion. Beide Enzyme waren au?Ÿerdem dadurch charakteri-siert, da?Ÿ sie einander zerst??ren. Bei einer bestimmten Reaktion inlt;ler Mischung beider Enzyme behauptet sich nur dasjenige, f??r welchesdie

betreffende Reaktion g??nstig ist. Sp?¤ter wurde die Definition etwasgenaiier. Ohne besondere technische Hilfsmittel gelang es, bei dertryptischeu Verdauung bestimmte kristallinische Produkte zu er-halten, die man als Leucin und Tyrosin erkannte; w?¤hrend durch eineeinfache Reaktion mit Bromwasser ein K??rper in den Verdauungs-produkten charakterisiert wurde, der sp?¤ter als die Aminos?¤ure Tryp-tophan identifiziert werden konnte. Mit anderen Worten, es fandensich bei der tryptischen Verdauung freie Aminos?¤uren, die bei derpeptischen Verdauung nicht auftraten, wenn man wenigstens das Pepsinin reinem Zustande gebrauchte. Die ersten Untersueher auf dem Gebiete der Enzyme wirbelloserTiere beschr?¤nkten sich v??llig auf den Nachweis der Reaktion. Voneinzelnen Forschern wurde ausdr??cklich die Behauptung aufgestellt,da?Ÿ, wenn der Magensaft eines Tieres auf Lakmus sauer reagiere, man 2. f. vergl. Physiologie Bd. 7.nbsp;22



??? von einem pepsinartigen Enzym reden m??sse, w?¤hrend, sobald dasLakmuspapier blau wird, ein tryptisches Enzym gegeben sei. Gegendiese allzu oberfl?¤chliche Charakterisierung der Enzymarten hat Jor-dan (8) Front gemacht. Wenn man auch damals nicht ??ber Mittel verf??gte, um die Reaktionauf genauere Weise festzustellen, so wu?Ÿte man doch schon, da?Ÿ Lak-mus keineswegs seinen Umschlag nach rot auf freie S?¤uren beschr?¤nkt,sondern schon etwa durch die Anwesenheit saurer Salze in geringenMengen ger??tet wdrd. So weit man damals wu?Ÿte, kam Pepsin nur inGegenwart gr???Ÿerer Menge freier Minerals?¤ure vor: Seine Wirkung, sosagte man, beschr?¤nkt sich vollkommen auf die Zusammenarbeit mitfreier S?¤ure, w?¤hrend von Trypsin bekannt war, da?Ÿ es zwar schnellerbei alkalischer Reaktion arbeite, da?Ÿ es aber auch bei neutraler Reaktion(auf Lakmus) seine Wirkung nicht einstelle. Ja, eine schwachsaureReaktion auf Lakmus schlo?Ÿ Trjrpsinwirkung nicht v??llig aus. Dahererwies sich Lakmus als Indikator f??r die Wirkung der

Proteasen ineiner der beiden Formen als unbrauchbar. Andere Indikatoren, wieKongorot, Lakmoid usw. wurden schon damals in die vergleichendeUntersuchung eingef??hrt. Von diesem Standpunkte aus hatte Jordan (7) im Jahre 1904 dieProtease aus dem â€žMagensaftquot; des Flu?Ÿkrebses untersucht. Er kamdamals zu den folgenden Ergebnissen: Im Kaumagen von Astacus be-findet sich ein Saft, auch w?¤hrend des Hungers, den man sich leichtdadurch verschaffen kann, da?Ÿ man unter den Mandibeln eine d??nnausgezogene Glasr??hre in den Magen einf??hrt. Der Saft steigt dannsofort in das Rohr. Wir nennen ihn Magensaft, obwohl er nicht durchdie chitinisierten W?¤nde des Magens abgesondert wird, sondern aus denzahlreichen Blindd?¤rmen stammt, zu denen der Mitteldarm dieser Tieroumgestaltet ist. Diese Blindd?¤rme sind es, die man fr??her â€žLeberquot;oder ,,Hepatopankreasquot; nannte. Der Magensaft hat die folgenden Eigenschaften: Er ist eiwei?Ÿreich,gelb bis braun, Zusatz ganz geringer Menge S?¤ure verursachen einenfeinflockigen

Niederschlag des Eiwei?Ÿes, welches in dem Saft aufgel??stist. Das Eiwei?Ÿ d??rfte ein Globulin sein. Die Reaktion des Magensaftes ist schwach sauer auf Lakmus, soschwach, da?Ÿ es sich nicht um freie S?¤ure, wie sie im Magen der S?¤uge-tiere vorkommt, handeln kann. Kongorot Avird nicht gebl?¤ut, Guenz-BURGs Reagenz erwies sich dem Safte gegen??ber als indifferent. TinkturaCochinellae wird vom Saft blaurot, rotes Lakomoidpapier blau gef?¤rbt. Damals schlo?Ÿ Jordan, da?Ÿ der Magensaft vom Flu?Ÿkrebs ein freiesAlkali enth?¤lt, neben welchem sich ein saures Salz befinde, Auffassungen,denen heute keine Bedeutung mehr zukommt. Jedenfalls widerlegtedie Feststellung die Meinung, als m??sse die Protease des Saftes ein



??? pepsinartiges Enzym sein. Weiterhin wurde die Meinung, da?Ÿ Pepsinnicht in Frage kommt, gest??tzt durch die Erscheinungen, welche man beider Eiwei?Ÿverdauung beobachten konnte. Hoppe-Seyleb (6) sagteauf Seite 397 seiner Arbeit: â€žFibrinflocken werden in kurzer Zeit in derFl??ssigkeit bei gew??hnheher Temperatur, ohne Quellung bis auf geringenR??ckstand gel??st, bei 400 geschieht dieses in wenigen Minuten. Salzs?¤urein geringen Spuren verlangsamt die Verdauung sofort. Ein TropfenSalzs?¤ure von 2% sistiert sie. Das Filtrat ist stets wirkungslos. L??stman den Niederschlag in Salzs?¤ure von 0,1% wieder auf, so zeigt sichdiese L??sung auch unwirksam. Dagegen gibt der Niederschlag einevollkommen wirksame L??sung, wenn man ihn in verd??nntem Alkaliaufl??st.quot; Als Produkte der Eiwei?Ÿ Verdauung durch den Saft vomFlu?Ÿkrebs hatte man die folgenden gefunden: Mehr als 1 ccm Krebssaftwurde mit 50 ccm Chloroformwasser verd??nnt und dieser Fl??ssigkeiteine gewisse Menge Fibrin bei 30â€”400 zugesetzt. Nach 12

Stunden waralles gel??st. Die klare, schwarzgelbe Fl??ssigkeit gab bei Zusatz ver-d??nnter Essigs?¤ure einen ziemlich feinflockigen Niederschlag. DasFiltrat tr??bte sich beim Kochen neuerdings, worauf abermals filtriertwurde. Das klare Filtrat ergab deutlich Biuretreaktion mit roter F?¤r-bung (Albumosen). Nach vollkommenem Aussalzen der Fl??ssigkeitf?¤llt die Biuretreaktion wieder positiv aus, so da?Ÿ Peptone vorhandensein m??ssen. L?¤?Ÿt man den Saft l?¤ngere Zeit einwirken, z. B. drei Tage,dann tritt bei Zusatz von Essigs?¤ure keine merkliche Tr??bung mehr einund auch beim Kochen war die Eiwei?Ÿf?¤llung sehr viel geringer, alsnach kurzer Verdauungszeit. Nunmehr gab eine Probe des klaren Fil-trats sehr deutliche Tryptophanreaktionen. Beim Eindampfen derneutralisierten Eiwei?Ÿfl??ssigkeit scheiden sich aus dem braunen Sirupmassenhafte Leucinkugeln und Tyrosindrusen aus. Aus allen diesenErgebnissen hatte Jordan geschlossen, da?Ÿ der Magensaft des Flu?Ÿ-krebses eine tryptische Protease enthielte. Die ?¤ltere

BehauptungKnuicENBERGs (10), (la?Ÿ der Saft von ?„stacna und Homarua gleichzeitigPepsin und Trypsin enth?¤lt, meinte Jordan widerlegen zu k??nnen.Krukenberq hatte mit Extrakten aus der Mitteldarmdr??se gearbeitetund hatte auch saure Extrakte der Dr??se wirksam gefunden. Jordanhatte dagegen gefunden, da?Ÿ saure Extrakte aus der Dr??se nicht wirk-samer sind, als die gleiche S?¤ure, ohne da?Ÿ man damit zuer.st eine Dr??seextrahiert hat. Das galt f??r beide genannte Ivrustazeenarten. Auch bei vielen anderen wirbellosen Tieren f??rdert dio genannteMethodik analoge Erscheinungen zutage. Sehr ??berzeugend waren dieResultate verschiedener Untersucher, wir nennen haupts?¤chlich Niren-stein (13), bei Paramaecium. Wenn diese Tiere Nahrung hi ihre Vakuolenaufgenommen haben, dann l?¤?Ÿt sich durch Hinzuf??gung von Farbstoff-indikatoren zur Nahrung ausgesprochen saure Reaktion in der Vakuole 22*



??? nachweisen. Allein, solange diese saure Reaktion herrscht, findet keineVerdauung in der Vakuole statt. Erst, wenn sie verschwindet und alka-lischer Reaktion Platz macht, setzt die Verdauung ein. Die saure Re-aktion wird in Zusammenhang gebracht mit der Nahrung dieser Bak-terienfresser und man meint, da?Ÿ die S?¤ure bei der Abt??tung der Bak-terien eine Rolle spielt; das Enzym aber, welches in der Vakuole wirkt,ist nicht imstande bei saurer Reaktion zu arbeiten. Da man bei denWirbellosen nirgends mit den damals zur Verf??gung stehenden Mittelnein pepsinartiges Ferment fand, so schien es, als sei Pepsin ein be-sonderer Besitz der Wirbeltiere, als sei vielleicht das Pepsin ein ,,An-passungsproduktquot; an die saure Reaktion im Magen der Wirbeltiere.Diese kann man vergleichen mit der sauren Reaktion in der Vakuolevon Paramaecium, allein mit dem Unterschiede, da?Ÿ die saure ,,anti-septischequot; Periode, durch den Besitz dieses eigent??mlichen Vorenzyms,dem Verdauungsproze?Ÿ nicht verloren gehe. Denn Pepsin sei nur

eineArt Vorenzym, welches das Eiwei?Ÿ zwar angreift, aber seine Spaltungnicht vollendet. Die Tatsache, da?Ÿ Pepsin das Eiwei?Ÿmolek??l nicht bis zur vollst?¤n-digen Befreiung der Aminos?¤uren spaltet, wurde erst einwandfrei an-erkannt, als man mit hinl?¤nglich ges?¤uberten Pepsinpr?¤paraten ar-beitete. Unsaubere Magenextrakte k??nnen Erepsin enthalten. Am zu-verl?¤ssigsten erwies sich bekannthch Magenfistelsaft. Es stand alsobei den S?¤ugetieren eine Vielheit von Enzymen gegen??ber jener ver-muteten Einheit bei den Wirbellosen. Mittlerweile war das Erepsin entdeckt worden, und gleichzeitigergab sich die merkw??rdige Tatsache, da?Ÿ bei den S?¤ugetieren dieletzte Hand an die Spaltung der Eiwei?Ÿk??rper sowohl als der Kohlen-hydrate durch Sekrete des eigentlichen Mitteldarmes gelegt wird. Wederder Magen, noch das Pankreas bereiten praktisch diejenigen Enzyme,welche die genannten Nahrungsmittel in resorbierbaren Zustandspalten. Der Darm der Wirbeltiere l?¤?Ÿt nur Monosaccharide hin-durch. Und wenn auch die

Resorption sich keineswegs auf Amino-s?¤uren zu beschr?¤nken braucht, praktisch werden durch den Darm tiurAminos?¤uren in das Blut hindurchgelassen. Diese Umst?¤nde schienenein Licht auf die Bedeutung der Enzymketten, wie sie bei den Wirbel-tieren vorkommen, zu werfen, man mu?Ÿte zwischen Vorverdauung unddefinitiver Verdauung unterscheiden. Erstere geschieht in gro?Ÿen Mengenzugleich, im Magen und im Darm (Pepsin, Trypsin, Amylase), w?¤hrendletztere durch den Umstand, da?Ÿ die kleinen Darmdr??sen ??ber die ganzeL?¤nge des Darmes verteilt sind, nur langsam und gleichm?¤?Ÿig ??ber dieDarml?¤nge verteilt, vor sich geht. Es ist leicht einzusehen, da?Ÿ aufdiese Weise der Organismus vor ?œberschwemmung mit den Verdau-ungsprodukten beider genannter Nahrungsk??rpergruppen besch??tzt ist.



??? Die Auffassung, die wir einleitend kurz skizziert haben, wurde durchdie Untersuchungen der WiLLST?„TTERschen Schule schwer ersch??ttert. W?¤hrend man bis dahin in dem Besitz einer Vielheit von Proteasenbei den Wirbeltieren lediglich den Ausdruck einer Art Arbeitsteilunggesehen hat, d. h. eine Arbeitsteilung unter den verschiedenen Teil-strecken des Magendarmkanals, so ergab sich neuerdings auch einespezifisch chemische Bedeutung der Proteasen des Wirbeltieres. Bekanntlich fu?Ÿt die neue Enzymatologie zum gro?Ÿen Teil auf denArbeiten von R. Willst?¤tter und seinen Sch??lern. Die Methode, dieunsere Auffassung ??ber die Enzyme umzugestalten berufen ist, strebteine Trennung der einzelnen Enzyme voneinander an, durch fraktionierteund selektive Adsorption. Durch diese Methoden gelang es, wenn auchzun?¤chst keine vollkommene IndividuaUsierung der einzelnen Enzymezu erlangen, so doch mit derma?Ÿen gereinigten Enzymen zu arbeiten,da?Ÿ man den Wirkungsbereich des einzelnen Enzyms viel strengerumschreiben

kann, als das bis dahin m??glich war. In Wirklichkeitliefert der Organismus z. B. im Pankreas keineswegs einheitlichesTrypsin, sondern auch das Pankreas enth?¤lt Erepsin, daher die Not-wendigkeit, das Tr3rpsin durch die genannte Methode zu isolieren.Mit diesen gereinigten Enzymen gelang es E. Waldschmidt-Leitz, einegenaue Klassifikation der Wirbeltierproteasen aufzustellen. Er unter-scheidet vier Proteasen, n?¤mlich Erepsin, Trypsin-Enterokinase (akti-viertes Trypsin), nichtaktiviertes Trypsin, endlich Pepsin. Erepsin wirkt in alkalischem Milieu vornehmlich auf niedere Poly-peptide und spaltet sie zur Aminos?¤ure. Allerdings vermag Erepsin auchwirkliches Pepton (d. h. durch langdauernde Einwirkung von Pepsin ausdem Eiwei?Ÿ enstandes Pepton) zu spalten. Aber die eigentliche Wirkungdes Erepsins d??rfte doch die L??sung von Dipeptidbindungen sein. Trypsin im Zusammenwirken mit bestimmten Mengen von Entero-kinase greift natives Eiwei?Ÿ an, und spaltet es so, da?Ÿ einzelne Amino-s?¤uren, wie Leucin, Tyrosin und Tryptophan frei

werden. Viele Dipep-tide vermag es aber nicht zu spalten. Unaktiviertes Trypsin spaltet Pepton, aber kein natives Eiwei?Ÿ,w?¤hrend Pepsin natives Eiwei?Ÿ spaltet, aber in seiner Wirkung nichtweiter geht, als bis zur Bildung von Pepton. Waldschmidt-Leitz ist der Meinung, da?Ÿ diese vier Enzyme ver-schiedene Funktion haben. Wenn man mit modernen Titriermethoden,z. B. mit Alkoholtitration, die Menge der Aminos?¤uregruppen, die alsProdukte der verschiedenen Enzyme auftreten, feststellt, so zeigt es sich,da?Ÿ bei der Wirkung aller vier Enzyme Aminogruppen frei werden undda?Ÿ der den einzelnen Enzymen entsprechende Zuwachs im Verh?¤ltnisganzer Zahlen zueinander steht, gleichg??ltig in welcher Reihenfolgeman die Enzyme einwirken l?¤?Ÿt. Daher schlie?Ÿt Waldscimidt-Leitz,



??? da?Ÿ keines der Enzyme durch eines der drei anderen ersetzt werdenkann, jedes habe eine spezifische Aufgabe. Endlich ?¤u?Ÿert Waldschmidt-Leitz die Meinung, da?Ÿ die vierEnzyme je einer Art der chemischen Bindung, durch welche die ver-schiedenen Aminos?¤uren miteinander zum Eiwei?Ÿmolek??l verbundensind, entsprechen. Gegen??ber der Auffassung verschiedener Forscher,z.B. Abderhalden, behauptet er, da?Ÿ wir es in keinem Falle mit einerdesaggregierenden Wirkung eines Enzyms zu tun haben; denn (ab-gesehen von den oben wiedergegebenen Argumenten) schon bei derPepsinwirkung treten saure und basische Gruppen im Verh?¤ltnis von1:1 auf. Dies hat zur Voraussetzung, da?Ÿ einzelne Aminos?¤uren ab-gespalten werden, was bei einer Desaggregierung nicht der Fall seinw??rde. Der weitere Schlu?Ÿ aus diesem Verhalten ist der, da?Ÿ das Ei-wei?Ÿmolek??l vier verschiedenartige Bindungen enth?¤lt, von denen jedeso spezifisch ist, da?Ÿ es eines besonderen Enzyms bedarf, um sie zul??sen. Dabei ist es nat??rlich

gleichg??ltig, ob derartige Enzyme topo-graphisch voneinander getrennt sind (Pepsin und die ??brigen) odermiteinander gemischt wirken (Trypsin und Erepsin). Aus diesen Tatsachen ergibt sich f??r die vergleichende Physiologieeine vollkommen neue Problemstellung. Solange man sich noch voll-kommen auf die Feststellung des Substrates, der Reaktion auf einigewenige Indikatoren und das Auftreten einiger weniger Produkte be-schr?¤nkte, konnte man noch von einer einheitlichen Protease im Safteetwa des Krebses reden. Wie ist das nun mit der heutigen Methodik?Wenn Waldschmidt-Leitz recht hat, so ist die spezifische Form derEnzymwirkung durch spezifische Eigenschaften des Eiwei?Ÿ gegebenund nicht durch die Eigenart des Tieres. Daher mu?Ÿ auch der Magensafteines In vertebraten nicht ein einheitliches â€žUrtrypsinquot;, sondern ein3â€”4faches Enzymgemisch enthalten. Ich habe mir nun zur Aufgabe gestellt, diese Dinge beim Flu?Ÿkrebszu untersuchen, mu?Ÿte mir aber unmittelbar sagen, da?Ÿ ich nur einenTeil der neueren

Methoden auf diese Analyse anzuwenden imstandesei. Es h?¤tte auf der Hand gelegen, mit fraktionierter oder selektiverAdsorption eine Trennung der verschiedenen Proteasen im Magensaftedes Krebses zu versuchen. Allein es schien mir, da?Ÿ ich auf diesen Wegverzichten m???Ÿte. Die Erfahrungen ??ber die Adsorptionsmethode sindwohl noch nicht Allgemeingut; wenn man sie auf ein Objekt wie denMagensaft des Flu?Ÿkrebses ??bertragen wollte, so w??rde man ??ber un-gez?¤hlte Exemplare dieser Tierart verf??gen m??ssen. Ich hoffe sp?¤ter,wenn mir die Adsorptionsmethode genau bekannt ist, auf diese Technikauch beim Flu?Ÿkrebs zur??ck zu kommen. Zun?¤chst standen mir zurVerf??gung zwei Mittel, um eine etwaige Vielheit von Enzymen zu cha-rakterisieren. Gegen??ber den alten primitiven Methoden der Reaktion



??? auf einige Farbenindikatoren steht heute die wohlausgebildete Technikder pjj-Bestimmungen. Da man au?Ÿerdem durch S??eensen und Will-st?¤tter und van Slyke ?œber vorz??gliche Methoden verf??gt, den Gangeiner Enzymwirkung quantitativ zu verfolgen (z. B. Formol- und Alko-holtitrierung), so gelingt es heute leicht, das p^-Optimum einer be-stimmten Enzymwirkung festzustellen. Ob ein solches Optimum aller-dings dazu dienen kann, ein bestimmtes Enzym, vergUchen mit einemanderen zu charakterisieren, das steht noch nicht fest. In der Literatur??ber die vergleichende Physiologie der Enzyme, scheint man diese,,Etikettierungquot; der Enzyme als zuverl?¤ssig zu betrachten. Es sei hierschon bemerkt, da?Ÿ ich mich diesem Optimismus nicht anschlie?Ÿenkann und da?Ÿ Untersuchimgen gezeigt haben, da?Ÿ die Charakterisierungeinzelner Enzyme durch pj,-0ptima zun?¤chst noch nicht m??glich ist.Immerhin wollen wir doch unsere diesbez??glichen Erfahrungen mit-teilen, da sie f??r k??nftige Untersuchungen wertvolles Material enthalten.

Eine zweite Methode ist diejenige, uns nach bestimmten Substratenumzusehen, die spezifisch nur durch ein bestimmtes Enzym gel??stwerden k??nnen, wenigstens bei den Wirbeltieren. Solange wir dasEiwei?Ÿmolek??l noch nicht so kennen, da?Ÿ die Bindungen, deren L??sung,nach Waldschmidt-Leitz, Aufgabe bestimmter Enzyme ist, f??r alleEnzyme direkt untersuchen k??nnen, m??ssen wir auf andere Weise ver-suchen, den Enzymen spezifische Aufgaben zu stellen. Was das Erepsinbetrifft, so liegen die Dinge klar genug: Beim Wirbeltier vermag nur dasErepsin gewisse Dipeptide zu l??sen. Es war also die Frage, ob derartigeDipeptide wie z. B. Glyzyl-glyzin, oder Leucyl-glyzin durch denMagensaftdes Flu?Ÿkrebses gel??st werden k??nnen. Wesentlich schwieriger gestaltetesich die Frage bez??glich einer etwaigen Pepsinfraktion im Safte desFlu?Ÿkrebses. Die enzymatologische Literatur gab hier keinen Auf-schlu?Ÿ. Dagegen schien es mir, als k??nne man vielleicht reines Binde-gewebe von Wirbeltieren als ein Sulbstrat verwenden, durch

welchesPepsin- und Trypsinwirkung voneinander unterschieden werden k??nnen.Durch die klinischen Arbeiten von Saiili wu?Ÿten wir, da?Ÿ das Trypsinund das Erepsin des Menschen Bindegewebe praktisch nicht angreifen,w?¤hrend das Pepsin des Magens dieses sehr leicht tut. Darauf be-gr??ndet sich die Pr??fung der Magenfunktion des Menschen durch Sauli.Er verwendet Glasr??hrchen mit Methylenblau, die durch eine Gummi-membran verschlossen werden. Diese Gummimembrano wird durcheine pr?¤parierte Darmsaite festgebunden. Im gesunden Magen l??st siesich auf und der Farbstoff erscheint im Harn. Fehlt die Magenverdau-ung, so bleibt die Saite auch im gesunden Darm ungel??st. ^ So verf??gte 1 Siehe neuerdings Sahli, Hermann: The fallacy et Sahli â€žDesmoid Reac-tionquot;. Journ. Americ. Med. Assoc. 82, 51. 1924. Daselbst auch die Literatur ??berdas Unverm??gen des Trypsin-Erepsingemisches, rohes Bindegowebe zu verdauen.



??? ich wenigstens ??ber zwei spezifische Substrate, von denen allerdingsdas Letztgenannte nicht so weitgehend untersucht war, da?Ÿ man voneiner allgemein g??ltigen Spezifit?¤t reden durfte. F??r eine allgemeinePhysiologie ist das Argument, da?Ÿ der Saft eines Tieres Bindegewebel??st, nat??rlich nur ein Analogieschlu?Ÿ daf??r, da?Ÿ er eine Pepsinfraktionenth?¤lt. Dagegen sind die Untersuchungen mit den genannten ver-schiedenen Substraten biologisch hochinteressant; denn wenn es gelingt,zu zeigen, da?Ÿ der Saft eines Invertebraten imstande ist, nicht nur,wie man das fr??her wu?Ÿte, natives Eiwei?Ÿ so zu verdauen, da?Ÿ dabeieinzelne Aminos?¤uren auftreten, sondern, da?Ÿ dieser Saft Dipeptideund Bindegewebe zu l??sen vermag, dann darf man hieraus das Folgendeschlie?Ÿen: Mag er eine oder mehrere Enzyme enthalten, jedenfalls be-schr?¤nkt sich seine Wirkung nicht auf Trypsinwirkung, sondern sie um-fa?Ÿt alles, was die verschiedenen S?¤fte der Wirbeltiere zu l??sen ver-m??gen. Ich versprach mir zu Anfang meiner

Untersuchung sehr viel auseiner Kombination beider genannter Methoden, d. h. ich nahm mirvor, nicht lediglich die Tatsache zu pr??fen, ob der ^s/ctcMs-Saft die ge-nannten Substrate zu l??sen vermag, sondern auch die ii,j-Optima dabeifestzustellen. Es war m??glich, da?Ÿ z. B. die Verdauung von Darmsaitenein ?¤hnlich niederes p^-Optimum zeigte, wie ein solches dem Pepsinzukommt. Eine derartige Koinzidenz w??rde die Meinung vom Vor-handensein einer Pepsinfraktion bei Astacus weitgehend gest??tzt haben.Es sei hier schon erw?¤hnt, da?Ÿ diese Hoffnung get?¤uscht wurde, wie wiraus den Versuchsergebnissen ersehen werden. Bei Anwendung der Methoden der pjj-Optima sind wir gezwungen,den Enzymen ein Milieu zu verschaffen, welches nicht ??bereinstimmtmit ihrem nat??rlichen Milieu. W?¤hrend das nat??rliche Milieu einen ganzbestimmten pg- hat, m??ssen wir zur Feststellung der Optima bestimmtePuffergemische zusetzen, wodurc?Ÿ wir also zweierlei am nat??rlichenMagensaft ver?¤ndern: 1. seine

Wasserstoffionenkonzentration, 2. seinGehalt an gel??sten Stoffen. Da?Ÿ ein Enzym m??glicherweise ein Optimum besitzt, welches andersist, als dasjenige des Saftes oder des Milieus, indem es normalerweisewirkt, ist bekannt. Im Gegensatz zu den meisten anderen Enzymendes Wirbeltieres, gilt dieses f??r das Trypsin. Nach Long und Fenger(12) ist der Inhalt des Darmes mancher S?¤ugetiere neutral (pâ€ž = 7,2),ja, sogar schwach sauer. Dagegen liegt das p^-Optimum des Trypsinswesentlich h??her. Es kann nicht genau festgestellt werden, da ein gro?ŸerUnterschied besteht zwischen dem Resistenzoptimum und Wirkungs-optimum dieses Enzyms. Das Resistenzoptimum liegt bei pg =3,15.Nun nimmt zwar die Wirkungsgeschwindigkeit des Trypsins mit zu-nehmendem Pjj zu, allein, gleichzeitig wird das Enzym schneller und



??? schneller vernichtet. So bleibt die Bestimmung optimaler Wirkungimmer ein Kompromi?Ÿ, bei dem die willk??rliche Feststellung der Wir-kungszeit von gro?Ÿer Bedeutung ist (Ringer [15]). Bei einer Wirkungs-zeit von 11 Minuten liegt das p^-Optimum des Enzyms bei 11,3, da-gegen bei einer Wirkungszeit von 4â€”5 Stunden, die mehr den physio-logischen Verh?¤ltnissen entspricht, bei Pj, 8â€”9. Diese Optima liegenalso jedenfalls weit entfernt von den Bedingungen, wie sie im Darmder S?¤ugetiere herrschen. F??r Erepsin wird das Pu-Optimum durch Euler als 8,7 angegeben,nach Waldschmidt-Leitz als 7,8. F??r Pepsin f?¤llt Optimum undMilieubedingungen wieder zusammen, wenigstens bei den S?¤ugetieren(Reaktion und Optimum ungef?¤hr gleich 2. N?¤heres siehe Euler (3).VoNK (17) stellte im Mageninhalte von Esox luceus Pjj-Werte von 4,7bis 5,8 fest, w?¤hrend die Optima des Pepsins bei Fischen sich nichtwesentlich unterscheiden d??rften von denjenigen der S?¤ugetiere z. B.f??r Acanthias gleich 2,2 bis 2,51. Untersuchungen ??ber

verschiedene Pn-Optima bei derproteolytisclien Wirkung der S?¤fte wirbelloser Tiere. W?¤hrend man fr??her, wie oben gezeigt wurde, durch die zuf?¤lligeWahl der Objekte zu der Meinung gekommen war, da?Ÿ die verdauen-den S?¤fte der niederen Tiere eine einheitliche Protease enthalten, dio nurbei einer einzigen Reaktion (pjj) arbeitet, zeigte sich neuerdings, da?Ÿbei anderen Tieron die pâ€ž-Empfindlichkeit mindestens viel wenigergro?Ÿ ist, als dieses nach jenen ?¤lteren Versuchen z. B. beim Flu?Ÿkrebsder Fall zu sein schien. Van der Heyde (17) fand bei Asterias forbesiiund Thyone briarius einen Darmsaft, der sowohl bei saurer, als bei alkali-scher Reaktion Eiwei?Ÿ zu l??sen vermag. Allerdings ist die Menge desProduktes bei alkalischer Reaktion gr???Ÿer, so da?Ÿ der Verfasser schlie?Ÿt,es handele sich um eine tryptische Verdauung mit verh?¤ltnism?¤?Ÿiggro?Ÿer Unabh?¤ngigkeit vom py. Auch Oomen (14) fand im Verdauungs-safte von Holothuria stellati eine nach seiner Meinung einheitliche Pro-tease, dio bei Pjj-Werton von 2,8 bis 9,2

wirken soll, mit zunehmenderSt?¤rke bei zunehmender Alkalinit?¤t. Maxima und Minima ergaben sichbei Alkoholtitrierung nicht. Leider hat Oomen es vers?¤umt, den p,jin der Mischung von Puffergemisch, Substrat und Saft potenziometrischfestzustellen. Er beschr?¤nkte sich auf Feststellungen des p,j in demPuffergemisch mit dem Substrat, so da?Ÿ vermutlich durch Zutat desSaftes eine Ver?¤nderung des p^ auftrat. Bodansky (1) untersuchte Extrakte von Coelonteraten, und zwarPhysalia arethusa und Siomolophus meleagris. Er bestimmte die Menge 1 Die Karbohydrasen besitzen ein Optimum (zwischen 6â€”7), welches derReaktion innerhalb des Darmes der verschiedenen Tiere sehr nahe liegt.



??? Gelatine, die durch diese Extrakte verfl??ssigt wurde, und zwar bei ver-schiedenen pg-Werten. Es gelang ihm, distinkte Optima festzustellen.Das eine lag bei p^ 3,0â€”3,5, das zweite bei ungef?¤hr 7,8. Yonge (19) untersuchte auf die gleiche Weise Extrakte aus der Mittel-darmdr??se von Ostrea edulis und fand als Optima 3,5 und ungef?¤hr 9. P. KbItger (10) steUte ebenso zwei Optima fest f??r die Proteolysedurch den Magensaft von Astacus. Das eine soll bei 3,5, das andere bei7â€”8 liegen. Es mu?Ÿ dabei aber unmittelbar erw?¤hnt werden, da?ŸKr??ger vers?¤umt hat, sich vor der Wirkung der Autolyse auf daseigene Eiwei?Ÿ durch Kontrollversuche zu sch??tzen. Wir werden aufdiesen Umstand weiter unten zur??ckkommen. Offenbar nehmen die genannten Forscher ohne weiteres an, da?Ÿ diebeiden Optima einer Pepsin- und einer Trjrpsinfraktion entsprechen.Wir werden weiter unten auf diese Frage zur??ckkommen, wenn wirunsere eigenen Resultate mitgeteilt haben. Die Wasserstoffionenkonzentration des Magensaftesvon Astacus

fluviatilis und A. inacrodactylus. Mir standen zur Verf??gung zwei Arten von Flu?Ÿkrebsen, n?¤mlichAstacus fluviatilis und Astacus macrodactylus. Die erste Art erhieltenwir durch eine holl?¤ndische Z??chterei. Sie sind von normaler Gr???Ÿe,dunkelbraun. Allein, sie sind schwach und man kann sie nur kurzeZeit im Aquarium lebend erhalten. Der Magensaft ist rotbraun und in der Regel etwas weniger visk??s, als derSaft der anderen Art. Astacus macrodactylusdanken wir der freundlichen Hilfe vonHerrn Dr. W. Wunder, der sie uns aus Bres-lau schickte. Sie sind gro?Ÿ, mehr oder weni-ger gr??nlich braun, aber etwas heller vonFarbe als fluviatilis. Sie sind wesentlichst?¤rker als diese und lassen sich l?¤ngereZeit im Aquarium am Leben erhalten. Da-Abb. 1. Die Ver?¤nderung von ph des her habe ich die meisten meiner VersucheMagensaftes n^ach^der F??tterung (vgl. mi^ dieser Art ausgef??hrt. Der Magensaft ist gelbhch bis gr??nhch-braun und oft sehrvisk??s. Ich werde meine Daten ohne R??cksichtnahme auf die Art an-geben, da sich keine

wesentlichen Unterschiede ergeben haben. Der Magensaft wurde auf bekannte Weise mit einer Glasr??hre demlebenden Tiere entnommen. Der Pu wurde mit Hilfe der Wasserstoff-elektroden gemessen. War die Menge die zur Verf??gung stand zu klein,so benutzte ich die Quinhydronelektroden, die ich nach der AnleitungVoNKs (18) benutzt habe. Die Resultate zahlreicher Messungen warendie folgenden:



??? Tiere, die 10 Tage lang gehungert hatten, hatten in ihrem Magensafteinen pg von 5,01. Tiere, die mit 0,2 g Fleisch gef??ttert worden waren,hatten einen p^ von ungef?¤hr 5,6. Die Autolyse des Magensaftes. Alle quantitativen Versuche ??ber eine Verdauung in dem Magensafteeines Krebses haben zur Voraussetzung, da?Ÿ man unter den gew?¤hltenBedingungen die Autolyse des eigenen Eiwei?Ÿes genau kennt. Es gehtnicht an z. B. dem Magensaft ein Substrat hinzuzusetzen, etwa Dipeptide,und dann sp?¤ter festzustellen, da?Ÿ bei einem bestimmten pjj die titrier-baren Aminos?¤uren zugenommen haben, da auch ohne Zusatz vonDipeptiden eine solche Zunahme stattfinden mu?Ÿ, wenn man in derN?¤he des Optimums der Autolyse arbeitet. Au?Ÿer dieser technischen,hat aber die Untersuchung der Autolyse eine biologische Bedeutung.Offenbar ist der Eiwei?Ÿgehalt des Magensaftes ein integrierender Be-standteil dieses Sekrets, wenn wir auch zun?¤chst nicht sagen k??nnen,welche Rolle er spielt. Man k??nnte in erster Linie an Pufferung

denken,die ja sicherlich auch in dem Safte niederer Tiere vorhanden sein mu?Ÿ,wenn die Wirkung der Enzyme nicht durch alle m??glichen Nahrungs-mittel durch abweichenden p^ gesch?¤digt werden soll. Schon Jordan (7) hatte gefunden, da?Ÿ das Eiwei?Ÿ des Saftes gegen-??ber der eigenen Protease au?Ÿerordentlich widerstandsf?¤hig ist. Aller-dings hat er sich, wenn auch nur durch den Augenschein, von einergeringen Autolyse ??berzeugt. Meine Versuche wurden mit Willst?¤t-ters Alkoholtitrierung ausgef??hrt, und zwar wurde die Methode Ronas,,Fermentmethodenquot; (16) entnommen. Allgemeines ??ber die Jlethodik meiner Untersuchungen. Puffergemische. Ich benutzte Glykokoll, Borat und Biphtalatge-mische. Letztere eignen sich am besten f??r die Alkoholtitrierung.JrOrnbsp;i



??? durch andere Forscher benutzt, aber seine Puffungskapazit?¤t ist nichtsehr gro?Ÿ bei Werten, die h??her als Pn = 5 liegen. Ich stellte verschiedene Versuchsreihen unter Benutzung der Alko-holtitrierung an und fand ein Optimum der Autolyse hei ungef?¤hr p 3 5ein anderes bei ungef?¤hr 9. Ein ausgesprochenes Minimum fand sichbei Ph 6. Hieraus ergab sich, da?Ÿ der normale pjj des Saftes ganz inder N?¤he dieses Minimums liegt, so da?Ÿ also hierdurch die Autolysedes Saftes unter normalen Bedingungen eine sehr geringe Rolle spielt,wie, wenn auch ohne quantitative Methode, Joedan festgestellt hat. Die Ergebnisse ??ber die Autolyse n??tigen uns zu einer Kritik einerj??ngst erschienenen Arbeit von P. Kr??ger (10). Kr??ger gebrauchtjeweils 0,5 ccm Saft mit lOccm Puffergemisch. Obwohl er drei Artenvon Kontrollversuchen macht, ??ber Faktoren von untergeordneter Be-deutung (wenn wir nach den Resultaten urteilen d??rfen), lie?Ÿ er diewichtigste, die Kontrolle f??r Autolyse weg, was zumal bei der verh?¤ltnis-m?¤?Ÿig hohen

Konzentration des Saftes, die er benutzte, von gro?ŸerBedeutung ist. Daher sind seine Kurven, wenigstens bei den genanntenpg-Werten, Resultanten der Autolyse und der Proteolyse. Die Wirkung des^Magensaftes auf natives Eiwei?Ÿ. Ich habe gearbeitet mit Kasein, Gelatine, Fibrin und verschiedenenArten von Bindegeweben aus den oben angegebenen Gr??nden. AlsMethode diente innerster Linie die Alkoholtitration. Mit ihr wurden die Pjj-Optima be-stimmt. Die Werte,die ich fand, sindrecht verschieden. Um die Zunah-me der Spaltungs-produkte zu mes-sen, bediente ichmich auch der ko-lorimetrischen Me-thode, d. h. der L??-sung gef?¤rbter Sub-strate, die quantita-tiv kolorimetrischfestgestellt werden kann. Endlich machte ich Gebrauch von der Mett-schen Methode, die darauf beruht, da?Ÿ m?¤n in geeichten Glasr??hrengelatinierte Gelatine bringt, diese R??hre in das Enzym legt und nachbestimmten Zeiten die L?¤nge des gel??sten Gelatinefadens mi?Ÿt. Mit Kasein ergab sich ein deutliches Optimum etwas unter einem



??? Pjj-Wert von 6. Die Kurve f?¤llt steil auf der sauren Seite ab, w?¤hrendsie nach der alkalischen Seite langsam absinkt.Oitvnbsp;Bei Gelatine fand ich ein Opti- mum bei ungef?¤hr 6,5 mit symmetri-schem Abfall der Kurve nach bei-den Seiten. Bei Fibrin ergaben sichzwei Optima, eins bei ungef?¤hr 8und ein zweites, wenn die Enzymestark waren, bei ungef?¤hr 5,5 (sieheTabelle 4). I 0,1 6 \'pH Abb. 4. Die Wirkung des Magensaftes (oben) sowiedes Mitteldanndr??senextraktes auf Gelatine (vgl.Tabelle 3, B). 0,3 L u 5 6 7 6 9-^pH Abb. 5. Abb. 5. Die Wirkung des Magensaftes auf Fibrin (vgl. Tabelle 3, C). â€” Abb. 6. Die Wirkung desPepsins auf Catgut von S?¤hli ;â€”) sowie auf Ligamentum nuchae (----) (vgl. Tabelle 4). Bindegewebe oder Kollageuverdauungen. Mit Kollagen stellte ich die folgenden Versuche an. Erstens stellteich das Pn-Optimum fest, welches sich bei einer Verdauung durch S?¤uge-tierpepsin ergibt. Zweitens untersuchte ich die Wirkung von Trypsinauf Bindegewebe (bei p^ 8), endlich arbeitete ich mit dem Safte vonAstacus. Als

Substrat verwandte ich Catgut, wie es in der Chirurgieverwendet wird, Ligamentum nuchae vom Rind und andere Binde-gewebspr?¤parate. Am besten eignete sich f??r meine Versuche â€žCatgutquot;f??r die Desmoidreaktion von Sadli^ 8 Ungereinigte Bindegewebspr?¤parate werden zum Teil gut von Trypsinverdaut und ihre Verdauung mit Pepsin gibt kein deutliches Optimum.Wenn man Sahlis Catgut in ein, wie ??blich hergestelltes Pepsin- undTrypsin-(Pankreatin-Rhenania-)Gemi^ch bringt, so l??st es sich nur in 1 Wir erhielten dieses Pr?¤parat von der Firma Hausmann, St. Gallen, durchfreundliche Vermittlung von Herrn Professor Dr. H. Sauli.



??? Pepsin auf. In Trypsin bleibt es ?¤u?Ÿerlich unver?¤ndert i. Der Magen-saft des Flu?Ÿkrebses betr?¤gt sich diesbez??glich wie S?¤ugetierpepsin!Allein das L??sungsverm??gen ist nicht gro?Ÿ. Nun mu?Ÿten wir das p^-Optimum dieser Wirkung zun?¤chst titrimetriseh bestimmen. F??r Pepsinergab sich ein Optimum von 2â€”2,0. F??r Magensaft von Astacus ergabsich das Folgende: es war mir nicht m??gUch, vollkommene Wirkungs-kurven gegen??ber diesem Substrat zu erhalten, da ich nicht ??ber sogro?Ÿe Saftmengen verf??gte. Allein, mit einer gewissen Sicherheit kannich schhe?Ÿen, da?Ÿ das Optimum der Bindegewebeverdauung nichtniedriger als 4 und nicht h??her als 7,5 liegt. F??r Sahlis Pr?¤parat M-CatgutM-Cat^ur liegt es ungef?¤hr bei 6,7; da im Laufe des Versuches der pjj etwas ab-nimmt, so liegt es ein wenig mehr nach der alkalischen Seite, also etwabei 6,8 (vgl. Tabelle 5â€”7). Die Wirkung auf Dipeptide. Die einfachste Methode, um die Spaltung von Dipeptiden zu zeigen,war die Benutzung von sogenanntem

Fermentdiagnostikum^, das istGlyzyl-tryptophan, bei dessen Spaltung Tryptophan frei wird und daherdie Trjrptophanreaktion auftritt, allein diese Methode war leider nichtbrauchbar, da durch die Autolyse des Saftes auch schon Tryptophan- 1nbsp;Es sei ausdr??cklich bemerkt, da?Ÿ, wenn man Trypsin auf Bindegewebewirken l?¤?Ÿt, und .die Zunahme der freiwerdenden Aminos?¤uren titriert, einesolche sich in der Tat feststellen l?¤?Ÿt, zumal bei ungereinigtem Bindegewebe(andere Eiwei?Ÿk??rper?). Auch in dieser Beziehung ist Sahlis Catgut am besten,da es am wenigsten Titerzunahme bei Trypsineinwirkung ergibt. 2nbsp;Firma Kalle u. Co., A.-G. Biebrich a.Rh.



??? reaktion auftritt, wobei also nicht festgestellt werden kann, aus welcherBindung Tryptophan freigemacht wird. Ich arbeitete daher mit Glyzyl-glyzin und Leucyl-glyzin. Die L??sung ist au?Ÿerordentlich schwach,findet aber statt, und zwar bei einem p^-Optimum von 9. Die Resultatefindet der Leser in Tabelle 8. Eine genaue Kurve der Wirkung k??nntÂ?ich nicht zeichnen, Aveil das Optimum mit dem Autolyseoptimumzusammenf?¤llt und die Wirkung der â€žErepsinfraktionquot; ??berhaupt nuraus einer Substraktion des Autolysetiters im Kontrollversuche, vomTiter des mit den Dipeptiden gemischten Saftes erhalten werden kann.Es sei ausdr??cklich bemerkt, da?Ÿ nur auf diesem Wege die Verdauung IS1,11,3 1,11,00,3 ^ 0,7I QV I 4J 0,10,10 10 -pH Abb. 8. Die Wirkung des Mageusaftes auf Leucyl-glyzin (vgl. Tabelle 7, B, b) mit Autolysekontrollo (-â€”). der Dipeptide ??berhaupt bewiesen werden kann. Kr??gers diesbez??g-liehe Versuche m??ssen als nichtbeweisend angesehen werden und auchder von ihm gefundene niedere pg-Optimumwert konnte

durch meineVersuche nicht best?¤tigt werden. Er d??rfte sich auf reine Autolysebeziehen. Zun?¤chst stellen wir also fest, da?Ÿ der Saft des Flu?Ÿkrebses allesleisten kann, was die Saftgemische der Wirbeltiere zu leisten imstande sind.Soweit wir dieses beurteilen k??nnen, sind also alle Wirkungsfraktionenim Safte des Krebses vertreten. Es fragt sich nun, ob diesen Wirkungs-fraktionen auch bestimmte Enzymindividuen entsprechen. Um diesesfestzustellen, wurden nun noch eine Reihe p,j-Optimumbestimmungenausgef??hrt, in der Hoffnung, da?Ÿ sich einzelne Fraktionen als Enzym-individuen charakterisieren lassen w??rden. Wir haben schon obenerw?¤hnt, da?Ÿ diese Untersuchungen nicht zu einem bestimmten Resultategef??hrt haben. Wir lassen unsere Versuche folgen.



??? Die Wirkung des Magensaftes von Astacus auf Peptone. Als Substrat diente Wittepepton und Pepton F der Firma Wittein Rostock. Dieses letztere verschaffte mir Herr Dr. G. Ch. Hiesch.Ich sage ihm auch an dieser Stelle f??r seine freundliche Hilfe meinenbesten Dank. F??r beide Stoffe fand ich nur ein einziges pn-0ptimum, n?¤mlich 6,7 f??r Wittepepton und6,2 f??r Pepton F. BeideKurven fallen symme-trisch sowohl nach dersauren, als nach der alka-lischen Seite ab. Diese Tatsache ist vonder gr???Ÿten Wichtigkeit.^ p!^nbsp;An und f??r sich diente Abb. 9. Die Wirkung des Magensaftes (â–?) und Mitteldarm- mir die Wirkung des Saf-dr??senextraktes (O) auf Wittepepton, sowie des Extraktes auf ^nbsp;fnbsp;pUj, Pepton F (A) (vgl. Tabelle 8).nbsp;iquot;eptone zur una- rakterisierung tryptischerWirkung. Beim S?¤ugetier w??rde man ein Enzym, welches auch weit-gehend gespaltenes Pepton F zu verdauen vermag, als Trypsin bezeichnen.Dabei w??rde man aber unter allen Umst?¤nden kein so niederes Optimumf??r seine Wirkung finden,

sondern, wie wir oben h??rten, ein Optimumvon ungef?¤hr pji 8â€”9. Pn-Optiraumbestimmungen des Spaltungsbeginnes. Deenby (2) untersuchte das Optimum der Autolyse von Hefezellen.Er stellte es fest bei p^ 5,5, w?¤hrend nach seinen eigenen Untersuchungendas â€žPepsinquot; der Hefe ein solches bei p^ 3â€”3,5 und das â€žTrypsinquot; bei7,5â€”8 hat. Er schlo?Ÿ daraus, da?Ÿ das Optimum der Autolyse einerkombinierten Wirkung beider Enzyme zuzuschreiben sei. Wir wollenhier nicht die Frage diskutieren, inwiefern zwei derartige Enzyme zu-sammen arbeiten k??nnen, und zwar dergestalt, da?Ÿ die optimale Mengedes Produktes bei einem pjj entsteht, der zwischen den beiden indivi-duellen Optima beider Enzyme liegt. Es will uns scheinen, als ob manin der allgemeinen Physiologie mit den aus der Wirbeltierphysiologiestammenden Begriffen wenig sorgf?¤ltig umgeht. Pepsin und Trypsindes S?¤ugetieres arbeiten niemals zusammen, auch ??berlagern sich ihreWirkungsbereiche nicht. Wenn bei Pflanzen und niederen Tieren zwei Enzyme

vorkommenund wenn diesÂŠ bei ihrer Zusammenarbeit ein mittleres pjj-Optimumhaben, so handelt es sich hierbei schon um Eigenschaften, wie sie beiEnzymen, denen man die Definition entnahm, nicht vorkommen. Nun w?¤re es ja immerhin m??glich, da?Ÿ der Proze?Ÿ viel komplizierter tlt;j Â?j Oii t



??? ist, da?Ÿ z. B. in der ersten Pliase ausschlie?Ÿlich Pepsin wirkt, sodannTrypsin. Wir messen die Produkte, deren Masse abh?¤ngig ist von derindividuellen Wirkung beider Enzyme. Am besten w?¤re dieses beiBmdegewebe zu verstehen, wenn dieses auch beim Flu?Ÿkrebs aus-schlie?ŸUch durch die â€žPepsinfraktionquot; angegriffen werden Av??rde. DieMasse des titrierbaren Produktes w??rde dann in erster Linie abh?¤ngenvon der Pepsmwirkung. Sie w??rde der Trypsim\\irkung das Materialzur Verf??gung stellen; aber naturgem?¤?Ÿ w??rde auch von der Ge-schwindigkeit der Trypsinwirkung die Menge der Endprodukte ab-h?¤ngen. Drittens w??rde auch die Geschmndigkeit der Trypsinwirkungdiejenige der Pepsinwirkung beeinflussen m??ssen, da ja durch die Auf-spaltung der peptischen Produkte die Pepsinwirkung be -schleunigt werden m???Ÿte (GleichgewichtsVerschiebung).Diese Wechselwirkung ist so kompliziert, da?Ÿ wir es unsversagen m??ssen, uns in weitere Spekulationen ??berein m??gliches Kompromi?Ÿoptimum zu ergehen. Da-

gegen wollen wir eine Reihe von Versuchen besprechen,deren Ziel es war, das Anfangsstadium der Verdauungallein zu fassen. Auch dieses ist keine vollkommen ein-deutige Methode, wenigstens nicht bei Anwendung voiiGelatine oder Fibrin, da diese beiden Stoffe sowohlvon Pepsin, als von Trypsin angegriffen werden. So-lange wir uns aber einigerma?Ÿen an die Definition die-ser beiden Proteasen halten, mu?Ÿ das Bindegewebe eingutes Objekt f??r unsere Versuche sein; denn bei ihmmu?Ÿ der Spaltungsbeginn eine Funktion lediglich desPepsins sein. Wenn auch diese Versuche keine Sicher-heit geben k??nnen, da sie sich ja auf eine Analogiebegr??nden, so schien uns doch ihre Methode die beste Aussicht zu geben,um zu zeigen, da?Ÿ vermutlich auch das Einzelenzym, welches die Pro-teolyse einleitet, bei jenem initiieren p,i-Optimum arbeitet. In erster Linie bediente ich mich der METTschen R??hren, die mitGelatme im Gelzustande gef??llt, in das Verdauungsgemisch gelegtwerden. Die Abnahme der Gelatines?¤ule innerhalb einer

bestimmtenZeit wird gemessen (siehe Abb. 10). Das Verdauungsgemisch wird in einer Zentrifugenr??hre von ungef?¤hrG cm L?¤nge und 1 cm Durchmesser gebracht. Der innere Durchmesserder mit Gelatine gef??llten Kapillare betrug ungef?¤hr 1,1 mm. Die L?¤ngeder Gelatmes?¤ule wird vor und nach der Verdauung (bei Zimmertempera-tur) gemessen. Die Methode ist nicht sehr fein, so da?Ÿ eine genaueEichung der Kapillare nicht vorgenommen wurde. ?œbrigens steht das Prinzip der Methode demjenigen nahe,, welchesder durch Bodansky (1, bei Z??lenteraten) und Yonoe (19, bei Mollus- Z. f. vcrgl. Pliysiologie Bd. 7.nbsp;23 -Gelatin -Toluol Reaktions-\'gemisch V Abb. 10. Der Mes-sungsapparat derVerfl??ssigung der??elatines?¤ule.



??? ken) angewandten Methode zugrunde liegt. Meine Resultate findetder Leser in Tabelle 10. Im Mittel erhielt ich ein Optimum von 5,5 undein zweites von 8. Auch mit Willst?¤ttees Polypeptidtitrierung, diesich ja im wesentlichen auf fr??he Spaltungsprodukte beschr?¤nkt, er-hielt ich fast gleiche Optima. w Mit Fibrin, mit unserem wichtig-sten Substrate, Bindegewebe, n?¤mlich I\' I gt; V i. I y B Abb. 11. Die Verfl??ssigung derGelatines?¤ule (vgl. Tab. 10). Abb. 12. Der Spaltbeginn bei Gelatine bestimmt mitPolypeptidtitratlon (vgl. Tab. 9). Ligamentum nuchae des Rindes, benutzte ich die kolorimetrischeMethode. Die Stoffe wurden mit Ammoniakkarmin gef?¤rbt und so gutausgewaschen, da?Ÿ sie in schwacher S?¤ure keine Farbe mehr abgeben. Eine weitere Erkl?¤rungder Methode er??brigtsich, da sie durch diePublikation der Gr??tz-NERschen Schule allge-mein bekannt ist. F??rVersuche bei alkalischerReaktion kam an Stelledes alkalil??slichen Kar-mins, Spritblau. Bei Fibrin erhielt ichnur die h??here Zahl, dieich bei Titraiion ge-funden hatte (pir 8).

MitBindegewebe fand ich,da?Ÿ die Kurve etwas asymmetrisch wurde: nach der sauren Seite f?¤lltdie Kurve allm?¤hlicher ab, als nach der alkalischen. Aber die Optimableiben fast unver?¤ndert (p^ 6j. Der Leser findet die Daten in Tabelle 12. Diskussion meiner Resultate. Wir wollen unsere Resultate zusammenfassend in zwei Gruppenzerlegen. 1. Ich ging aus von dem Gegensatze, der zwischen der altenund neuen Auffassung ??ber die Enzyme wirbelloser Tiere bestand. I / -pH Abb. 13. Die Wirkung des Magensaftes auf gef?¤rbtes Fibrin (-),sowie auf gef?¤rbtes Ligament (---) (vgl. Tab. 11).



??? Jordan hatte in seinem Buche und in seinen ?¤lteren Publikationen vonâ€žUrtrypsinquot; gesprochen. Eine Auffassung, die naturgem?¤?Ÿ im Wider-spruch steht zu den Resultaten neuester Untersuchungen. Wir wissenheute, da?Ÿ das Trypsin der S?¤ugetiere nicht alles zu leisten vermag,was f??r die Verdauung der Eiwei?Ÿk??rper n??tig ist, so da?Ÿ es ausgeschlos-sen erscheinen mu?Ÿ, da?Ÿ ein einziges Enzym, welches die gesamte Ei-wei?Ÿverdauung eines Tieres zu leisten hat, mit dem Trypsin der S?¤uge-tiere verglichen werden darf. 2. Wenn den Anschauungen von Waldschmidt-Lkitz diejenige all-gemeine G??ltigkeit zukommt, die der genaimte Verfasser zur Begr??n-dung seiner Schl??sse voraussetzen mu?Ÿ, so ist die ?¤ltere Meinung Jor-dans, da?Ÿ Avir bei den wirbellosen Tieren eine einzige â€žUrproteasequot;finden, nicht mehr haltbar, auch wenn man dieser Protease einen gr???Ÿe-ren Wirkungsbereich zuerkennt, als dem Trj-psin. Denn nach Wald-schmidt-Leitz k??nnten den verschiedenen Arten von Peptidbindungenim

Eiwei?Ÿmolek??l jeweils besondere Enzyme auch bei Wirbellosen ent-sprechen. Viele neuere Untersucher haben, wie wir das in der Ein-leitung auseinandergesetzt haben, sich ohne weiteres der Meinung Wald-schmidt-Leitz\' angeschlossen: sie meinen, da?Ÿ den beiden Optima, diesie finden, ein Pepsin und ein Trypsin entspricht. 1.nbsp;Ich habe in dieser Arbeit zeigen k??nnen, da?Ÿ der eiwei?ŸverdauendeSaft des Flu?Ÿkrebses sicherlich imstande ist, das Eeiwei?Ÿmolek??l inseiner Gesamtheit abzubrechen. Die letzte Phase der Spaltung, diebeim Wirbeltier durch das Erepsin geleistet wird, erwies sich in meinenVersuchen als ?¤u?Ÿerst schwach: Glyzyl-glyzin, sowie Leucyl-gly-zin, wurde bei einem pH-Optimum von 9 sehr schwach gespalten. AlsCharakteristikum f??r die peptische Phase w?¤hlten wir die Spaltbarkeitdes Bindegewebes, in erster Linie die nach Sahli pr?¤parierte Darmsaite,die gel??st Avurde. 2.nbsp;Wenden Avir uns jetzt der zAveiten Frage zu, n?¤mlich nach demVorkommen verschiedener Einzelenzyme im Safte des

Flu?Ÿkrebses.Es Avill ims scheinen, als d??rfe man diese Frage noch nicht beantAvorten.Dagegen haben meine Untersuchungen viel neues Material, Avcnn auchnicht zur BeantAvortung, dann doch zur Beurteilung dieser Frage ge-liefert. Ausgehend von der Definition der Einzelenzyme, Avie wir siein der Wirbeltierphysiologie finden, m??ssen Avir zun?¤chst feststellen,da?Ÿ die pg-Optima durchaus ungen??gend sind, um in solchen Enzym-gemischen die Anwesenheit von derartigen Einzelenzymen festzustellen.Es fehlt den Enzymen, zumal bei niederen Tieren, eine Konstanz derpn-0ptima. Verschiedene Substrate haben verschiedene Optima, diesich bislang noch nicht durch Eigenschaften der Substrate (z. B. durchden isoelektrischen Punkt) haben erkl?¤ren lassen. Man vergesse auchnicht, da?Ÿ man alle diese Bestimmungen nur mit Hilfe grober Eingriffe 23*



??? ausf??hren kann, d. h. unter Hinzuf??gung von Puffergemischen, um diepg-Werte zu erzielen. Es scheint aber (nach Ringer), da?Ÿ bei manchenEnzymen die Zutat, zumal von Elektrolyten einen direkten Einflu?Ÿauf das p^-Optimum hat. Die Hauptsache aber ist, da?Ÿ die Wirkungdes Krebssaftes auf einzelne spezifische Substrate, unter ganz anderenBedingungen vor sich geht, als die entsprechende Wirkung durch die je-weiligen Enzyme des S?¤ugetieres. Ich habe gezeigt, da?Ÿ wenig verdautes Wittepepton (haupts?¤chUchAlbumosen) durch ^stocti^-Saft bei p^ 6,7 optimal verdaut wird. Weit-gehend verdautes Pepton (Pepton F) bei Ph6,2: w?¤re der Saft eineMischung von Trypsin und Pepsin im Sinne der Vertebratenphysio-logie, so m???Ÿte der pjj-Wert beim Pepton F steigen, da eigenthchesPepton ledig??ch durch Trypsin angegriffen werden m???Ÿte, mit einemalkalischen Optimum. Auch Bindegewebe, das mutma?Ÿliche Substrat der Pepsinfraktion,wird mit einem p^-Optimum von 6,7 verdaut. Da?Ÿ dieses Optimumsich auf die erste Phase

der Spaltung bezieht, ergab sich aus der An-wendung der kolorimetrischen Methode auf Bindegewebe. In allendiesen F?¤llen erhielten wir gleiche, n?¤mlich f??r Pepsin viel zu hohePjj.Optima. Damit konnten wir die Annahme ausschlie?Ÿen, da?Ÿ jenepjj-Mittelwerte, die wir als unterstes Optimum fanden, Mittelwertezwischen den Optima von Pepsin und Trypsin des Wirbeltieres, d. h. alsKompromi?Ÿoptimum zwischen beiden Enzymen aufzufassen seien. Einwesentlicher Punkt, der nicht ??bersehen werden darf und der gegendas Vorhandensein eines Pepsines im Sinne der Wirbeltierphysiologiospricht, ist das Fehlen jeglicher Labwirkung des Magensaftes von Asta-cm fluviatilis, eine Labwirkung, die f??r Pepsin charakteristisch sein soll. Wir haben noch einem Einw?¤nde zu begegnen. Es kommt n?¤mlichim Krebsmagensafte ein pj,-Optimum vor, welches dem des Pepsinsn?¤her liegt, als alle anderen. Es ist das niedere Optimum der Autolyse,welches bei 3,5 liegt. Autolyse spielt aus folgendem Grunde eine be-sondere Rolle. Bei p^ 4 f?¤ngt das

eigene Eiwei?Ÿ des Saftes an sich zutr??ben, bei p,j 3 ist alles Eiwei?Ÿ niedergeschlagen und alle Enzymewerden durch den Niederschlag adsorbiert. (Das Filtrat ist wirkungs-los, w?¤hrend der in Alkali gel??ste Niederschlag die volle Enzymwirkunghat.) Bei jenem pj,-Optimum von 3,5 messen wir die Wirkung desEnzyms auf das eigene Eiwei?Ÿ, welches durch Adsorption mit demEnzym verbunden ist. Man k??nnte nun daran denken, da?Ÿ das eiwei?Ÿ-freigemachte Enzym eines Krebses ein niederes ,,Pepsin-Optimumquot;haben w??rde, als der nat??rliche Saft. Man erinnere sich auch, da?Ÿ ichmit der METTschen Methode sowie mit der Polypeptidtitration bei Gelatinedie Spaltungsbeginnoptima bei pg 6, d. h. bei demselben p^ wie dasAutolyseminimum fand. Bei der Fibrinolyse l?¤?Ÿt sich titrimetrisch



??? eines der Optima bei p^ etwa 6 feststellen; dieses Optimum ver-schwindet bei der Spritblaufibrinmethode, und es bleibt nur dasandere, das bei p^ 8 liegt. Wahrscheinhch jedoch ist das Verhalten bei der Autolyse spezifischf??r diese Erscheinung; denn w?¤re Autolyse und z. B. Fibrinolyse dasgleiche, und Autolyse bei niederem p^ durch die Adsorption nur bevor-zugt, so m???Ÿte die Autolyse auch bei p^ 6â€”7 vor sich gehen, wo dietotale Proteolyse und Peptolyse maximal sind. Das ist nicht der Fall.Das Optimum 6,7 der ersten Bindegewebsverfl??ssigung spricht gegendie M??glichkeit eines Kompromisses zwischen niederem pjj-Optimumund Besch?¤digung des Enzyms durch solchen niederen pjj, denn einsolches Wirkungsoptimum m???Ÿte niederer hegen. Praktisch geht dieVerdaimng beim Flu?Ÿkrebs optimal bei pâ€ž-Werten von 5,5 bis 6,5 vorsich, ganz in der N?¤he des p^ des Saftes. Ob innerhalb der Coeca dieBedingungen f??r die schwache â€žErepsinwirkungquot; (pjj 9) und zugleichf??r das zweite Optimum anderer Substrate gegeben

sind, wissen wir nicht. Kurzum, beim Flu?Ÿkrebs von â€žPepsinquot; und â€žTrypsinquot; usw. zureden, ist beim gegenw?¤rtigen Stande unseres Wissens nicht erlaubt.Die Pg-Optima eignen sich, f??r sich genommen, nicht zur Charakteri-sierung von proteolytischen Enzymen, da sie offenbar durch alle m??g-lichen Umst?¤nde ver?¤ndert werden, und nicht ausschlie?Ÿlich als Funktionder Enzymart zu betrachten sind. K??nftige Versuche werden das Enzym-gemisch in seine Faktoren zerlegen und deren spezifische Eigenschaftenfeststellen m??ssen. Die einzelnen Teilenzyme, die den Bindungsarten desEiwei?Ÿmolek??les entsprechen, werden erst dann allgemein g??ltige Defi-nitionen erhalten (falls man, wie wohl zu vermuten ist, das Vorhanden-sein solcher Teilenzyme ??berhaupt nachweisen kann). Die â€žallgemeinePhysiologiequot; hat auch hier eine ausgebaute vergleichende Physiologiezur Voraussetzung. Vorl?¤ufig fu?Ÿt auch die Willst?¤tterscIio Schulenur auf einigen Spezialf?¤llen. Wir m??ssen uns in unserer Darstellung aufEnzynu??iri-ttjigr

beschr?¤nken und d??rfen bei den Wirbellosen noch nichtvon â€ž\'Enzyiwindividuenquot; reden. Der Rhythmus der Sekretion der verdauenden Enzyme. Da?Ÿ bei den wirbellosen Tieren Sekretionsrhythmen nach Ma?Ÿgabeder Nahrungsaufnahme entstehen, hatHiRScii vor l?¤ngerer Zeit gezeigt (4).Im vorigen Jahr hat er diese Rhythmen auch bei Astacus gefunden (5,siehe auch Betiies Handbuch f??r normale und pathologische Physio-logie, 9). Bei diesen letztgenannten Untersuchungen, von denen erim zitierten Handbuch eine kurze ?œbersicht gibt, fand er die bemerkens-werte Tatsache, da?Ÿ bei Astacus die Verdauung nativen Eiwei?Ÿes undvon Pepton F verschiedene Sekretionsrhythmen habe. Als natives Ei-wei?Ÿ diente Kasein. Wird nun die Enzymkraft in bestimmter Weise zu



??? verschiedenen Zeiten nach der Nahrungsaufnahme gepr??ft, so ergibtsich f??r die Menge der ,,Kaseinasequot; und der ,,Peptonasequot; je eine Kurvemit zwei H??hepunkten binnen sechs Stunden, aber die Kurven sindnach Hirsch nicht gleich. Sie folgten vielmehr in ihren Maxima und Minima aufeinander. Daraus ergibt sieh, da?Ÿ die Kraft der Proteasef??r hoch zusammengesetzte und diejenige f??r tief abgebaute Eiwei?Ÿ-k??rper rhythmisch in reziprokem Verh?¤ltnis steht. Diese eigent??mlichenBefunde werden vermutlich am besten durch die Annahme von zweiverschiedenen Proteasen im Magensafte von Astacus erkl?¤rt. Diese An-



??? g?¤be weckte in mir die Hoffnung, durch â€žsystematische Stufenunter-suchungenquot;, in verschiedenen Zeitabst?¤nden nach der F??tterung meinerKrebse, doch noch imstande zu sein, verschiedene Enzymindividuenvoneinander zu unterscheiden. Leider ergab sich, da?Ÿ die genanntenUnterschiede sich nicht feststellen lassen. Kasein wird durch den Magen-saft des Flu?Ÿkrebses nur schwer angegriffen. Hierdurch entstand ver-mutlich eine Unregelm?¤?Ÿigkeit der â€žKaseinasekurvequot;, wie sie in dem6 mir freundlich zur Verf??gung gestellten Manuskript von Hirsch vor-kommt. Ich habe daher die Stufenuntersuchungen mit verschiedenenSubstraten und mit Alkoholtitrierung wiederholt. Ich lie?Ÿ die Tieremindestens eine Woche lang hungern, sodann wurden sie mit 0,2 gFleisch gef??ttert imd ihr Magensaft wurde nach bestimmten Zeitinter-vallen entnommen und auf seine Wirkung untersucht. Als Substratdiente hierbei Gelatine, Wittepepton, Pepton F^ Kasein und SahlisDarmsaite; au?Ÿerdem benutzte ich noch gef?¤rbtes Fibrin f??r kolori- 1

Ich h?¤tte lieber an Stelle von dem immerhin Undefinierten Gemisch, wie esim Pepton F vorliegt, Dipeptide verwandt, n?¤mlich Glyzyl-glyzin, oder Leucyl-glyzin, allein diese werden zu schwach angegriffen.



??? metrische Messungen. Die Resultate sind, wie sich aus den folgendenTabellen ergibt, immer gleich den Kurven von Hirsch f??r Pepton F:Die â€žSekretion von Protease und Peftonasequot; war synchron. Es lie?Ÿensich auf diese Weise nicht zweierlei Enzyme voneinander unterscheiden.Die erste Sekretion tritt eine und die zweite Sekretion 31/2 Stundennach der F??tterung auf. Der frisch abgesonderte Saft ist dunkler ge-f?¤rbt und die Farbe des Saftes ist bis zu eili|p gewissen Grade der In-dikator f??r die Enzymkraft, obwohl Schwankungen nicht unbedeutendsind (siehe Tabelle 12). Ich m??chte hier einige weitere Erfahrungen hinzuf??gen ??ber dieHungersekretion, die man dadurch kontrolheren kann, da?Ÿ man demMagen eines hungernden Krebses von Zeit zu Zeit Saft entnimmt. DieMethode wurde angewandt, um die Pr??fungen des Saftes nach F??tte-rung zu kontrollieren. Die Resultate findet der Leser in Tabelle 13.Es zeigte sich deutlich, da?Ÿ bei Entleerung des Magens der verdauendeSaft kontinuierlich aus der Mitteldarmdr??se in den

Magen flie?Ÿt, einAbflu?Ÿ, dem die sekretive T?¤tigkeit der Dr??se auf dem Fu?Ÿe folgt. Zusammenfassung. 1.nbsp;Der Saft des Flu?Ÿkrebses wirkt kr?¤ftig auf Eiwei?Ÿ und Pepton,sehr schwach auf Dipeptide (Glyzyl-glyzin und Leucyl-glyzin). 2.nbsp;Der Saft verdaut auch Bindegewebe, vor allen Dingen das Binde-gewebe der pr?¤parierten Darmsaite, wie sie Sahli zur Unterscheidungzwischen peptischer und tryptischer Verdauung beim Menschen ver-wendet. Der Saft verh?¤lt sich hiernach wie Pepsin, verdaut das Binde-gewebe aber im Gegensatz zu Pepsin der Wirbeltiere bei einem pj,von 6,8. Auch andere Formen von nativem Eiwei?Ÿ, sowie Pepton werquot;den (wie bekannt) verdaut. Der Saft ist also imstande, alle Eiwei?Ÿ-fraktionen zu spalten, welche in den Verdauungsorganen der Wirbeltieredurch die verschiedenen daselbst anwesenden proteolytischen Teil-enzyme gespalten werden k??nnen. 3.nbsp;Es kommt im Safte des Flu?Ÿkrebses eine Autolyse vor. Sie zeigtzwei Pii-Optima. Das eine liegt bei 3,??, das andere bei 9. Die

niedereLage des erstgenannten Optimums bedingt es, da?Ÿ innerhalb des nat??r-lichen Magensaftes Autolyse nur in sehr bescheidenem Ausma?Ÿe statt-findet. Das bedingt Schutz des eigenen Eiwei?Ÿes, da der Saft im Hungerein pH von 5, nach F??tterung ein solches von 5,5 hat. 4.nbsp;Bei Ph 4 beginnt eine Tr??bung des Saftes. Bei pj, 3 ist alles Eiwei?Ÿniedergeschlagen und es hat die Enzyme, adsorptiv gebunden, mit sichzu Boden gerissen. Im Zustande adsorptiver Bindung findet die Autolyseoptimal statt. 5.nbsp;Bei der Verdauung verschiedener eiwei?Ÿartiger Substrate habensich verschiedene Optima ergeben; in der Regel (und bei der Anwendung



??? bestimmter Formen der Titrierung) handelt es sich um 3 Optima. Daseine f??r Pepto- und gesamte Proteolyse liegt bei pjj 6,2â€”6,7. F??r denSpaltungsbeginn der Eiwei?Ÿk??rper (mit Ausnahme der Bindegewebe) zeigtsich bei dem gleichen p^-Wert ein Minimum, w?¤hrend Optima hierf??rbei pn 8â€”9 (Fibrin, Gelatine) bzw. 5,3 (Gelatine) liegen. 6.nbsp;Das Optimum bei p^ 5 ist bisher nicht eindeutig festgestellt,da bei niedrigerem p^ als etwa 4 der Magensaft selbst fast unwirksamgeworden ist (siehe oben). Es ist sogar wahrscheinlicher, da?Ÿ diesesOptimum tats?¤chlich niedriger als bei 5 liegt, da bei anderen Inverte-braten ein S?¤ureoptimum bei pjj 3â€”3,5 gefunden ist, wenn man ver-h?¤ltnism?¤?Ÿig eiwei?Ÿarme Organextrakte verwandte (vgl. Yonge [19],Bodansky [1]). Ich will mein Experiment zun?¤chst f??r die Feststellungdieses Wertes fortsetzen. 7.nbsp;Die gefundenen Optima liegen niemals genau beim isolektrischenPunkt des Substrates. 8.nbsp;Aus den verschiedenen pjj-Optima lassen sich keine Schl??sseziehen auf das

Vorhandensein verschiedener protoelytischer Teilenzyme.Denn erstens liegen die gefundenen Optima des Flu?Ÿkrebses (im Gegen-satz zu manchen andern Invertebraten) zu nahe beieinander, um zueinem Schl??sse zu berechtigen. Zweitens ergaben sich bei der Anwen-dung spezifischer Substrate, die beim Wirbeltier nur durch eines derTeilenzyme angegriffen werden, beim Flu?Ÿkrebs Optima, die vollkommenanders sind, als diejenigen der Teilenzyme bei den Vertebraten, welchedieselben Substrate angreifen; z. B. hat Bindegewebe (auch bei Be-stimmung des Spaltungsbeginnes) ein mittleres Pn-Optimum von un-gef?¤hr 6,7, Pepton F mit seinem gr???Ÿeren Gehalt an Pepton hat einenetwas niederen pg (6,2), als das Albumosengemisch, welches unter demNamen â€žWittepeptonquot; k?¤uflich ist (6,7). 9.nbsp;Wenn man nach der F??tterung der Tiere die verschiedenen Se-kretionsstufen (im Sinne Hieschs) auf ihre Wirkung auf verschiedeneSubstrate hin untersucht, die beim Wirbeltier durch verschiedene Teil-enzyme angegriffen werden, so

zeigt sich, da?Ÿ der abgeschiedene Saftimmer die gleichen Enzyme enth?¤lt, d. h. die Maxima und Minimaaller untersuchten Wirkungen fallen zusammen. Es gelingt also auchnicht auf dem Wege der Stufenuntersuchung verschiedene Enzymindi-viduen voneinander zu unterscheiden. 10.nbsp;Wir d??rfen von einer alles umfassenden proteolytischen Wirkungreden, aber noch nicht von verschiedenen proteolytischen Individuen.Wenn es einmal gelingen sollte, diese letzteren durch moderne Isolie-rungsmethode einzeln darzustellen, dann ergibt sich heute schon ausunserem Resultate, da?Ÿ diese Teilenzyme andere Eigenschaften haben



??? werden, als diejenigen des Wirbeltierk??rpers, und da?Ÿ man in der all-gemeinen Physiologie daher diesen Teilenzymen neue Definitionen wirdgeben m??ssen. Die Untersuchung wurde mit Unterst??tzung des Rockefellers In-ternational Education Board ausgef??hrt; ich danke dem Board bestensf??r seine Hilfe; ebenso danke ich Herrn Prof. H. Jordan, der mir einenPlatz in seinem Institut zur Verf??gung stellte, mir das Thema f??r dieseArbeit gab und mich stets mit seinem Rat unterst??tzt hat. Dem HerrnDr. H. J. vonk danke ich f??r seine freundliche Hilfeleistung. Bibliograplile. 1. Bodansky, M. und Rose, AV.: Americ. Journ. Physiol. 62, 473. 1922. â€” 2.nbsp;Dernby: Journ. of Biol. Chera. 35, 179. 1918. â€” 3. Eulcr, H.: Chemie der En-zyme II. Teil, 2. Abs. 1927. â€” 4. Hirsch, G. C.: Biol. Zentralbl. 38, 41. 1918. â€”5. Ders. und Jacobs, W.: Zeitschr. f. Zellforsch, u. mikroskop. Anat. 3,198.1926.â€” 6. Hoppe-Seyler: Arch. f. d. ges. Physiol. 14, 395. 1877. â€” 7. Jordan, H. J.:Ebenda 101, 263. 1904. â€” 8. Ders : Vergleichende Physiologie wirbelloser Tiere.1. Ern?¤hrung. 1914. â€” 9. Ders. und

Hirsch, G. C.: Handb. norm, pathol. Physiol. 3,nbsp;24 (besonders S. 89). 1927. â€” 10. Kr??ger, P. und Gractz, E.: Zeitschr. f. phy-siol. Chem. 166, 128. 1927. â€” 11. Krukenberg: Heidelberger Untersuch. 1, 331;2,1 u. 261. 1878. â€” 12. Long, J. H. und Fenger, F.: Journ. of the Americ. Chem.Soc. 39, 1278. 1917. â€” 13. Nirensteln: Zeitschr. f. allg. Physiol. 6. 1905. â€”14. Oomen, H. A. P. C.: Public. Staz. Zool. Napoli 7, 3. 1926. â€” 15. Ringer undGruttcrink, B. W.: Zeitschr. f. physiol. Chem. 1?“6, 275. 1926. â€” 16. Bona, P.:Praktikum der physiologischen Chemie. 1. Fermentmethoden. 1926. â€” 17. van derHeyde, H. C.: On the physiology of digestion, respiration and excretion in Echino-dermes. Diss. Amsterdam. 1922. â€” 18. Vonk, H. J.: Zeitschr. f. vergl. Physiol.5, 445. 1927. â€” 19. Yonge, C. M.: Journ. of Mar. Biol. Assoc. 14, 295. 1920. Protokolle. Tabelle 1. Die Wassorstoffionenkonzentration des Magensaftes vonA. macrodactylus. Pn gemessen mit Dauer nach F??tterung Quinhydronelektrod Wasserstoftelektrod Vor der F??tterung 5,12 5,05 Nach 1 Stunde . . 5,56 â€” â€ž IV2 Stunde . 5,50

â€” 2 Stunden . 5,59 â€”



??? Tabelle 2. Die Autolyse des Magensaftes. A: 10 ccm Pufferl??sung und 2 ccm verd??nnter Magensaft (1 x 20), 37Â? C, 19 Stun-den; 3 ccm Reaktionsgemisch ist in 30 ccm absoluten Alkohol gebracht, mit n/10NaOH titriert, Thymolphthalein als Indikator. Der pg der Gemische wurde nichtgemessen, da in so verd??nnten L??sungen die Unterschiede zwischen dem Pu derL??sungen und dem des Pufferungsgemisches xmbedeutend sind. Pufferl??sung j p,[ des Puffers 1 1. Titrationin ccm 2. Titrationin ccm Differenzin ccm Glykokoll NaOH . . 9,52 2,38 2,38 Â? Â? 9,02 2,60 2,60 fgt; ff 8,02 2,33 2,33 n 00 K-Biphthalat NaOH. 5,93 2,09 2,09 99 99 4,98 2,67 2,67 K-Biphthalat HCl. . 3,58 1,55 1,55 B: Die Autolyse bei konzentrierteren L??sungen von Magensaft, a) 10 ccm Puffer,3 ccm Wasser, und 2 ccm Magensaft (zentrifugiert), 9 Stunden, 37quot; C. 5 ccmwurden in 50 ccm absolutem Alkohol mit 10/n NaOH titriert, Thymolphthaleinals Indikator. Pn 3,6â€”9,9 in 3 Reihen. Pufferl??sung p,[ bei Beginn 1. Titrationin ccm 2. TitrationIn ccm Differenzin ccm K-Biphthalat HCl . . 3,61

3,24 4,31 1,07 99 Â? j 4,21 2,66 3,66 1,00 99 99 4,6 2,20 2,91 0,71 K-Biphthalat NaOH . 4,9 1,82 2,24 0,42 Â? Â? 5,2 1,28 1,64 0,36 Â? quot; ??,4 1,20 1,55 0,35 Glykokoll-1-NaOH . . 5,8 ! 3,44 i 3,55 0,11 ji gt;gt; 6,0 3,66 3,80 0,14 quot; 1Â? 6,3 3,80 4,00 0,20 Â? Â? 8,8 2,44 3,04 0,60 jÂ? Â?Â? 6,9 3,66 3,97 0,31 jÂ? jÂ? 9,1 2,21 3,14 0,93 â€ž â€ž 9,3 1.14 2,07 0,93 9,9 0,64 1,45 0,81 b) 6 ccm Puffer, 2 ccm Wasser und 1 ccm Magensaft, 19 Stunden, 370 C. 3 ccmwurden in 30 ccm absoluten Alkohol mit n/10 NaOH titriert, Thymolphthalein als Indikator. K-Biphthalat-fHCl . 2,4Â?3,3 1,521,60 0,080,28 1,601,88 1 In saurem Milieu findet Pr?¤zipitation der Eiwei?Ÿk??rper des Magensaftesstatt, aber dies st??rt die Autolysevcrsuche nicht (vgl. Kapitel ??ber Autolyse).



??? Tabelle 3. Die Verdauung der nativen Eivvei?Ÿk??rper mitAstacus-Magensaft. A: Kasein: a) 13 ccm Puffer, 0,1g Kasein und 1,3 com Magensaft (1x10);1 Stunde; 370 C. 5 ccm waren wie oben in Alkohol titriert. b) 16 ccm Puffer, 0,1 g Kasein und 1,2 com Magensaft (1 x 10); 1 Stunde, 37quot; C. Titration wie oben. Pufferl??sung Ph bei Beginn 1. Titrationin ccm 2. Titrationin com Zunahmein ccm a) K-Biphthalat HCl. 4,6 1,90 2,04 0,14 99 5,1 1,24 1,54 0,30 quot; ff 5,6 ! 0,94 1,36 ! 0,42 Glykokoll NaOH . 6,5 i 4,60 4,98 0,38 99 99 6,8 i 4,56 4,90 I 0,34 99 99 9,3 1,80 2,08 ! 0,28 b) K-Biphthalat HCl , 3,2 1,72 I 1.74 0,02 99 99 4,2 1.42 i 1.48 0,06 â€ž NaOH 4,6 1,10 1,18 0,08 Â?, Â? 5,0 1,80 1,00 0,20 Glykokoll 7,0 ; 2,76 2,90 0,14 quot; Â? 7,3 2,60 ! 2,70 0,10 quot; i 7,8 i 2,72 1 2,86 ! 0,14 B: Gelatine: a) 6ccm Puffer, Iccm 6%ige Gelatine und 1 ccm Magensaft (1 x 30); 45 Minuten, 37Â? C. b) 1 ccm Wasserextrakt der Mitteldarmdr??se statt des Magensaftes; l^/j Stun-den, 37quot; C. Die beiden Tritationen mit 3 ccm Gemisch in absolutem Alkohol.

Pufferl??sung Pii bei Beginn 1. Titrationin ccm 1 2. TitrationIn ccm Zunahmein ccm a) K-Biphthalat NaOH 5,4 0,71 0,98 0,27 .. Â? 5,8 0,49 â–  0,78 0,29 6,0 0,42 0,71 0,29 Glykokoll NaOH . 6,6 2,44 2,82 0,38 Â? .. 7.1 2,53 2,86 0,33 b) K-Biphthalat NaOH 4,9 1,22 1,40 0,18 .. .. 5,3 1.47 1,69 0,20 5.7 1,22 i 1,47 0,25 .. .. 5,6 1.28 1,53 0,25 Glykokoll NaOH . 6.7 2,22 2,55 0,33 7.3 2,33 1 2,58 0,25 7,9 2,46 2,71 0,25 Â? ,, 8,3 1,33 ! 1 1,51 0,18



??? C. Fibrin: a) 10 ccm Puffer. 0,1 g Fibrin und 1 com Magensaft (1 X 10); 3 Stun-den, 37quot; C. b) 16 com Puffer, 0,05 g Fibrin und 1,3 ccm Magensaft (1 x 10); 37Â? C, 3 Stunden.Titration in Alkohol mit 3 (a) bzw. 5 (b) ccm Reaktionsgemisch. Pufferl??sung Pj[ bei Beginn 1. Titrationin ccm 2. Titrationin ccm ZunahmeIn ccm K-Biphthalat 4-HCl. . 3,1 1,48 1,46 0,02 Â? Â?gt; 3,7 1,26 1,26 0,00 NaOH . 5,1 0,70 0,72 0,02 Glykokoll NaOH . . 7,1 1 2,68 2,70 0,02 7,9 2,74 2,88 0,14 Â? gt;â€? 8,1 2,54 2,80 0,26 Â? )gt; 8,3 2,52 2,86 0,16 K-Biphthalat -f- NaOH. 5,2 1 0,58 0,69 0,11 gt;1 gt;Â? 5,5 0,36 0,56 0,20 Glykokoll NaOH . . 7,2 2,33 2,46 0,13 Â?I gt;Â? 7,9 2,78 2,97 0,16 ?•?• 8,1 2,71 2,97 0,26 Â? gt;Â? 9.7 0,49 0,62 0,13 Tabelle 4. Die Wirkung von Pepsin auf Kollagen. A. 10 ccm Puffer, 3 ccm 6%iges Pepsin und 0,05 g SahliscIics Catgut; 38quot; C,18 Stunden. 5 com wurden in ??Occm absolutem Alkohol mit n/10 NaOH titriert,Thymolphthalein als Indikator. Pufferl??sung p,i bei Ende TitrationIn ccm 2. Titration1 in cem 1 ZunahmeIn ccm Glykokoll HCl .

. . 1,4 4,22 4,40 0,18 ** tt 2,0 4,13 ! 4,33 0,20 ** Â?Â? 2,6 4,00 4,28 0,28 K-Biphthalat HCl . . 3,2 2,60 2,69 0,09 NaOH , 4,6 1,72 1,70 0,02 B: 10 ccm Puffer, 5 com 10%igc^ Pepsin und 0,05 g SAULisches Catgut; SOÂ? C,18 Stunden. Titration wie oben. Pii bei Knde 1. Titrationin ccm 2. Titrationin ccm ZunahmeIn ccm 1,5 3,77 i 3,91 0,14 1,8 3,77 3,91 0,14 2,1 3,66 3,89 0,23 2,6 3,64 ! 3,86 0,22 3,4 2,38 2,40 0,02 Pufferl??sung Glykokoll HCl . K-Biphthalat HCl



??? C: Puffer und Pepsin wie oben, 0,05 g getrocknetes Ligamentum nuchae vomRind; 37Â? C, 18 Stunden. Titration wie oben. Pufferl??sung [ Pii bei Ende | 1. Titrationin ccm 2. Titrationin ccm Zunalimein ccm Glykokoll HCl . . . 1,5 ^ 3,77 3,95 0,18 1,8 3,77 3,95 0,18 ,, 1, 2,2 3,75 3,83 0,18 99 ff 2,7 3,70 3,86 0,16 K-Biphthalat HCl . . 3,2 2,33 2,44 0,11 Â? Â? 4,2 1,91 1,93 0,02 K-Biphthalat NaCH . 5,1 : 1,35 1,35 0,00 Tabelle 5. Die AVirkung von Trypsin auf Kollagen.10 ccm Puffer (Glykokoll NaOH, pg 8,17), 2 ccm 3%iges Pankreatin (Rhenania)und 0,05 g Kollagen; 38Â?C, 17Stunden. 5 ccm wurden in Alkohol mit n/lONaOHtitriert, Thymolphthalein als Indikator. Kollagen 1. Titration 2. Titration Zunahme in ccm i in ccm in ccm SAHLisches Catgut . . 5,02 5,56 0,54 Gew??hnliches Catgut . 5,02 5,91 0,89 Ligamentum nuchae . 5,02 5,82 0,80 Wursthaut...... 5,00 5,84 0,84 Tabelle 6. Die Wirkung des Magensaftes auf Kollagen. A: a) 7 ccm Pufferl??sung wurden mit 2 ccm Magensaft gemischt, hiervon wurden3ccm zusammen mit 0,05 ccm Catgut von Sahli

bei 37quot; C 4 Stunden lang gehalten.2 ccm Gemisch wurden in 20 ccm absolutem Alkohol titriert, Thymolphthaleinals Indikator. Die Autolyse wurde kontrolliert. Pufferl??sung Pii bei 1. Titration 2. Titration Kontrolle Zunahme Beginn in ccm in ccm in ccm In ccm K-Biphthalat NaOH. 4,7 4,94 ff ff 5,1 4,96 *f ff : 5-7 4,48 Borat NaOH .... 1 i 5,7 0,79 9f ff 6,9 0,53 fÂ? ff 7,8 0,47 9f ff ! 8,4 0,33 99 9,2 0,18 (nbsp;K Inbsp;E (nbsp;K lnbsp;E (nbsp;K \\nbsp;E Inbsp;quot;quot; \\nbsp;E fnbsp;K 1nbsp;E fnbsp;K lnbsp;E Inbsp;K lnbsp;EKE 1,24 I1,38 J1,10 )1,29 J0,48 I0,83 10,75 ]1,10 J0,571,100,550,940,390,640,170,29 0,300,140,000,040,040,07 0,140,190,350,350,530,39 0,06 ! 0,25 0,12 â€” 0,01



??? b) 10 ccm Puffer, 1 ccm Saft (1 x 10) und 0,05g Catgut von Sahu; 370C, 6 Stun-den. Vor dem Experiment wurden 3 ccm f??r die pg-Bestimmung genommen.3 ccm sind wie gew??hnlich in Alkohol titriert. Pufferl??sung PiÂ? des Beginns 1. Titrationin ccm 2. Titrationin ccm Zunahmein ccm K-Biphthalat NaOH . 4,8 0,881 0,90 0,02 Â? â€ž 5,2 0,54 0,58 0,04 Borat NaOH .... 7,1 0,70 0,76 0,06 Jgt; 99 8,3 0,36 0,40 0,04 99 99 9,1 i 0,52 0,54 0,02 B: 10 ccm Puffer, 1 ccm Magensaft (1 x 10) und 0,1 g gew??hnliche Darmsaite,hiervon wurden 3 ccm vor dem Experiment f??r die pg-Bestimmung genommen.37Â° C, 4 Stunden. 3 ccm wurden in 30 ccm absolutem Alkohol mit n/10 NaOHtitriert, Thymolphthalein als Indikator. Pufferl??sung p,i des Beginns 1. Titrationin ccm 2. Titrationin ccm Zunahmein ccm Glykokoll HCl . . . 3,4 2,82 2,82 0,20 99 99 3,6 2,60 3,00 0,40 99 99 3,8 2,60 3,42 0,82 Glykokoll NaOH . . 7,8 2,62 3,66 1,04 tt tt 8,0 2,58 3,50 0,92 â€?t tt 9,0 2,84 2,84 0,00 C: 10 ccm Puffer, 1 ccm Magensatt (1 x 10) und 0,1 g getrocknetes

Ligamentumnuchae vom Rind, hiervon wurden 3 ccm vor dem Experiment f??r die pâ€ž-Bcstim.mung genommen, 370 C, G Stunden. Titration wie oben. Pufferl??sung Pii des Beginns 1. Titrationin ccm 2. Titrationin ccm Zunahmein ccm Glykokoll HCl . . . 3,9 1,40 1,52 0,12 99 4,6 1,02 1,26 0,24 Glykokoll NaOH . . 5,2 0.30 0,72 0,42 7,9 2,68 2,90 0,22 quot; quot; 8,3 2,52 2,80 0,26 ,, ,, 10,2 0,34 0,52 0,18 1 3 ccm Gemisch wurden in 35 ccm Alkohol titriert, der jedoch 0,5 ccm n/10HCl enth?¤lt.



??? Tabelle 7. Die Wirkung des Magensaftes auf Dipeptide. A: 6 ccm Puffer, Iccm Magensaft und 3 com l,25%iges Leucylglyzin; 37quot; C,19 Stunden. 3 ccm wurden in 30com absolutem Alkohol mit n/10 NaOH titriert.Die Autolyse wurde kontrolliert (statt Dipeptidl??sung das gleiche Volumeri destilliertes Wasser). Pufferl??sung Ph bei Beginn 1. Titrationin ccm 2. Titrationin ccm Zunahmein ccm Experiment K-Biphthalat HCl . . 2,9 2,00 2,16 0,16 GlykokoU NaOH . . 9,0 1,20 1,65 0,45 99 99 9,2 0,83 1,34 0,51 99 9,6 0,41 0,94 0,52 Kontrolle f??r Autolyse K-Biphthalat HCl . . 2,4 1,52 1,60 0,08 99 99 3,3 1,60 1,88 0,28 Glykokoll NaOH . 9,0 1,40 1.74 0,34 Â? Â? 9,5 0,72 1,07 0,35 fgt; j5 9,8 0,35 0,68 0,33 B: a) Bedingungen wie oben; statt Leucylglyzin wurde 2%ige3 Glycylglyzin an-gewandt. Auch die Kontrolle mit gekochtem Magensaft wurde gemacht, um zu -i ausgel??st wird. Pufferl??sung Pii bei Beginn 1. Titration 2. Titration Zunahme in ccm In ccm in ccm Experiment Glykokoll NaOH . . 6,4 2,39 2,62 1 0,25 .. .. 8,6 1,84 2,80 0,96 Kontrolle mit

gekochtem Enzyme Glykokoll NaOH . . | 1 9,4 1 1,97 1 1,99 1 0,02 Kontrolle f??r Autolyse Glykokoll NaOH , . 6,8 2,38 2,56 0,18 .1 gt;) 8,1 2,40 2,60 0,20 9,7 0,72 1,22 0,50



??? b) 10 ccm Puffer, 2 ccm Magensaft und 3 ccm 2%ige Glyzylglyzin S?Â? C,19 Stunden. 5ccm wurden wie gew??hnlich in Alkohol titriert. Die Kontrolle mitgekochtem Magensaft und Dipeptidl??sung Avurde am sauren Ende gemacht. Dieganze p^-Reihe wurde in 3 Serien untersucht. Pufferl??sung Ph bei Beginn 1. Titrationin cein 2. Titrationin ccm Zunalimein ccm Experiment K-Biphthalat HCl . . 3,8 4,69 5,95 1,26 gt;gt; 99 4,3 4,23 5,24 1,01 99 99 4,6 3,77 4,35 0,58 4,9 3,35 3,64 0,29 â€ž 5,2 2,84 3,06 0,22 9i 99 5,3 2,69 2,95 0,26 Glykokoll HCl . . . 5,8 4,93 5,15 0,22 Glykokoll NaOH . . 6,1 5,22 5,42 0,20 Â?gt; 9f 0,2 5,33 5,57 0,24 \'9 Â?Â? 8,1 3,55 4,13 0,58 gt;J 99 8,0 3,90 4,96 1,06 ** 9t 8,7 2,46 3,78 1,32 *9 99 8,9 2,17 2,59 1,42 Kontrolle mit gekochtem Magensaft K-Biphthalat HCl . . | 1 3,7 1 4,46 1 4,44 j 1 0,02 Kontrollo f??r Autolyse K-Biphthalat HCl . . 3,() 3,24 4,31 1,07 gt;Â? ft 4,2 2,66 2,66 1,00 gt;gt; 99 4,6 ! 2,20 2,91 \' 0,71 9t 99 4,9 1,82 2,24 [ 0,42 Â? 5,2 1,28 1,64 0,36 quot; 99 5,4 1,20 1,55 0,35 Glykokoll HCl 5,8 3,44 3,55 0,11 Glykokoll

NaOH 6,0 3,66 3,80 0,14 quot; j. 6,3 3,80 4,00 0,20 quot; Â? 8,8 2,44 3,04 0,60 19 gt;gt; 6,9 3,66 3,97 0,31 ,, ,, 9,1 2,21 3,14 0,93 Â?, 1, 9,3 1,14 2,07 0,93 ,, ,, 9,9 0,64 1,45 0,81 Z. f. vergl. Pliysiologie Bd. 7. 24



??? Tabelle 8. Die Wirkung des :Magensaftes auf Peptone. A: a) 6 ccm Puffer, 1 ccm Magensaft (1 x30 centrifugiert) und 1 ccm 6%igerWittepepton; 37quot; C, 45 Minuten. 3 ccm wurden wie gew??hnlich in Alkohol titriert.Die Kontrolle mit gekochtem Magensaft wurde gemacht. Wenn die gleiche Puffer-l??sung gebraucht wird, so unterscheiden sich die p^ des Reaktionsgemisches undder Kontrolle nur wenig (siehe 1. und 8. Kolumne), so da?Ÿ nicht alle p,j gemessen wurden. 1. Titrationin ccm 2. Titrationin ccm Zunahmein ccm Pufferl??sung p,i bei Heginn Experiment K-Biphthalat NaOH . 1 5,6 0,60 0,70 0,13 6,1 0,44 0,62 0,18 GlykokoIl NaOH . . â€” 2,35 2,55 0,20 quot; 19 â€” 2,49 2,71 0,22 99 99 8,3 1,33 1,51 0,18 99 99 9,7 1,29 0,40 0,11 99 99 10,3 2,02 2,09 0,07 99 Â? 12,4 0,96 0,44 0,08 Kontrolle mit gekochtem Magensaft K-Biphthalat NaOH . 5,6 0,60 \' 0,60 0,00 9* â€” 0,44 0,44 0,00 Glykokoll NaOH . . 7,5 2,46 2,44 0,02 99 99 7,9 2,55 2,58 0,03 99 99 â€” 1,42 1,44 0,02 99 99 â€” 2,00 2,06 0,06 99 99 12,5 1 0,33 0,40 0,07 b) 10 ccm Puffer, 2 ccm Wasserextrakt der getrockneten

Mittcldarmdr??se und2 ccm 5%iger Wittepepton; 37quot; C, 1!) Stunden. 5 ccm wurden wie gcw??hnlicli in Alkohol titriert. Pufferl??sung Du bei lU\'ffinn ]. Titrationin ccm 2. Titration \'In ccm j Zunahmein ccm K-Biphthalat HCl . . 3,5 2,89 2,89 0,00 99 99 3,9 2,78 2,80 0,02 99 99 4,8 2,22 . 2,31 0,09 K-Biphthalat-i-NaOH . 5,0 1,69 1,78 0,09 â€ž gt;\' 6,1 0,()9 1,04 0,35 Borat NaOH .... ?Ÿ,7 1,49 1,91 0,42 99 99 7,0 1,29 1,64 1 0,35 ,, 7,5 1,00 1,22 I 0,22 99 9,1 4,35\' 4,37 0,02 1 Vor der Titration wurden 5 ccm n/10 HCl hinzugef??gt und die Titrationwurde mit 100 ccm Alkohol ausgef??hrt.



??? B: 10 ccm Puffer, 2 ccm Wasserextrakt der getrockneten Mitteldarmdr??se und3 ccm 5%iger Pepton F (ex carne, Witte [Rostock]). Titration wie oben. Pufferl??sung j 1 Pn bei iiegiiin 1 1. Titration !in ccm i 2. Titrationin ccm Zunalimein ccm K-Biphthalat HCl . 4,0 2,43 2,52 ! 0,09 K-Biphthalat NaOH , 4,7 2,30 2,47 0,17 â€ž â€ž 5,1 2,26 2,45 0,19 Borat........ 5,4 1,61 1,84 0,23 ! 5,0 1,55 1,84 0,29 K-Biphthalat NaOH . 5,8 1,16 1,47 0,31 6,0 1,10 1,56 0,46 Borat........ 7,3 1,47 1,62 0,15 8,3 1,01 1,10 0,09 Tabelle !). Die pn-Optinia des 3Iagensaltes f??r KiM eilJspaltungsbcgiun(bis zu den Polypeptiden). 0 ccm Puffer, 1 ccm Magensaft (1 x 30) und 1 ccm ?Ÿ%igc Gelatine; 37quot; 0,45 Min.3 ccm Avurden wie gew??hnlich a) in absolutem bzw. b) in 55%iger Alkohol titriert. Piiffcrliisuiig I)ii lici licginn I. Tifnitlonin ccm â€?2. \'Utratlonin ccm ZunnliMieIn ccm Biphthalat NaOH . . 4,9 1,22 1,40 0,18 5,3 0,47 i 0,69 0,22 Â? gt;\' 5,7 0,22 0,47 0,25 j, Â? 6,0 0,28 0,53 0,25 Glykokoll-NaOH . . . 6,9 2,22 2,55 0,33 7,3 2,33 2,58 0,25 â€ž ,, 7,9 2,4() 2,71 0,25 gt;â€? 8,3 1,33 i 1,51 0,18

Pufferl??sung Uli i\'cilU\'glnn 1. Titration1 in ccm 2. TitrationIn ccm Zunalnncin ccm Azldltiits-zunahmc (lurchj ]*ol.v|H\'ptl(lc Biphthalat NaOH. . 4,9 1,24 1,35 0,11 0,08 )Â? gt;gt; 5,3 0,44 0,60 0,18 ! 0,16 )Â? quot; 5,7 0,22 0,40 0,18 0,14 ,Â? quot; 6,0 0,31 0,49 0,18 0,14 Glykokoll NaOH . . 6,7 1,89 2,13 0,24 i 0,20 ,Â? Â? 7,9 2,02 2,26 0,24 0,24 ,, ,, 8,3 0,91 1,07 0,16 1 1 0,15



??? 358 0. Shinoda: Tabelle 10. Die Verfl??ssigung von Gelatine. a) 8 ccm Puffer und 6 ccm Magensaft; wovon 5 ccm f??r das Experiment und derRest f??r p,j-Messung. ??%ige Gelatine, Zimmertemperatur (lt;170C), 24 Stunden. Pufferl??sung p,i bei Beginn H??he der verdautenGelatins?¤ule in mm K-Biphthalat NaOHGlykokoll NaOH . 4.45,36,8 7.57,98,18,28,3 4,6 7.26,17,08,0 9.310,410,0 b) 5 ccm Puffer und 1 ccm Magensaft (1 x 15). 5%igo Gelatine, Zimmertempe-ratur (lt;17Â? 0), 40 Stunden. Pufferl??sung Pii bei Enile H??he der verdautenGclatinsiiiilc in mm K-Biphthalat HCl .K-Biphthalat NaOH â€ž gt;\' i 1 ,, 5gt; 4,14,45,05,3 2,85,27,89,2 Tilbollo 11. Die AVii\'knng des 3Iagonsiiftcs iiulquot; iiufgcnirbto fostoEiwoi??k??rperquot;. A: Mit Karmin gef?¤rbtes Fibrin. 5 ccm l\'iiffer, 0,5 ccm Magensaft (1 x 7,5) und0,05 g Fibrin. Zimmertemperatur, 21 Stunden. Kolorimeterstandard willk??rlicli. K??lorl mot erz?¤hl Pufferl??sung Pm bei Kndc Kxperimcnt Kontrolle Differenz K-Biphthalat HCl . . 3,7 0,1 0,1 0,0 NaOH . 4,8 6,2 0,2 0,0 ??,2 0,9 0,2 0,7 Â? quot;

5,8 2,0 0,2 1,8 Glykokoll NaOH . . 6,0 2,6 0,2 2,4 ,, â€ž 7,8 8,1 0,1 7,5 1 Ich danke hier bestens Herrn Prof. Dr. W. E. Ringer, der mir das gef?¤rbteFibrin zur Verf??gung stellte.



??? B: Mit Spritblau gef?¤rbtes Fibrin, a) 5 ccm Puffer, 1 com Magensaft (1 x 10) und 0,05 g Fibrin. 37quot; C. 2 Stunden,b) 5 ccm Puffer, 2 ccm Magensaft (1 x2) und 0,05 g Fibrin. 37Â° C, 2 Stunden. Pufferl??sims pâ€ž l)ei Ende ; KolorimetiTzalil K-Biphthalat NaOH . 5,8 1,3 Glykokoll â€ž 7,5 4,5 8,1 7,3 9,1 h 4,4 K-Biphthalat â€ž 4,7 0,0 gt;gt; gt;gt; 5,2 0,3 Glykokoll â€ž 5,8 3,2 99 99 8,0 8,4 39 Â?â™? 8,2 8,0 99 99 8,3 7,7 99 99 8,4 0,2 In beiden F?¤llen wurden Substrat und Puffer gcinischt, bei 37quot; C 30 Minutenlang im Thermostaten gehalten, erst dann wurde die Fermentl??sung zugegossen.Farbenstandard willk??rlich. C: Mit. Karmin gef?¤rbtes Ligamentum nuchae (vom llind)i. a)nbsp;G ccm Puffer, 1 ccm Magensaft (1 x 10) und 0,08 g Ligament. Zimmertempe- ratur, 19 Stunden. Kolorimctcrstandard willk??rlich. b)nbsp;5 ccm Puffer, I ccm Magensaft (1 x 10) und 0,07 g Ligament. Zimnicrteinpo- ratur, 19 Stunden. Kolorinieterstandard willk??rlich. l\'iiffcrl??siniK Pn l)i\'l Kiidc Kolorlmok-rzalil Differenz l\'.xporlniont 1 Kontrollo Glykokoll HCl . . . 1,3 a

4,9 4,3 0,6 quot; â€ž 1,7 2,8 2,8 0,0 â€ž gt;, 2,1 2,8 2,0 0,2 ,, ,, 2,7 2,6 0,1 K-Biphthalat HCl . . 3,4 3,8 2,6 1,2 99 99 4,1 4,2 h 2,() 1,6 99 99 4,2 0,9 â€” 0,!) NaOH . 4,0 1,6 _ 1,6 ,, â€ž 5,1 2,5 â€” 2,5 5,3 â€? 4,6 â€” 4,6 1 Das Ligament (in Alkohol aufbewalirt) wurde m??glichst klein gcscluiittcnund mindestens 3 Tage in einer ges?¤ttigten ammouiakalischen L??sung vonKarmin gelassen.



??? I): Mit Spritblau geL?¤rbtes Ligamentum nuchae (vom Rinde) i. 5 ccm Puffer,1 ccm Magensaft (1 x 10) und 0,06 g Ligament. 37Â? C, 5 Stunden. Kolorimeter-standard willk??rlich. Das Experiment ist einmal wiederholt worden. Pufferl??sung p,j bei Ende Kolorimeterzalilin ccm Biphthalat NaOH . . 6,1 3,9 Glykokoll â€ž 7,9 2,8 99 99 8,2 2,6 99 JÂ? 9,7 0,9 Biphthalat HCl . . . 3,8 2,8 NaOH . . 4,5 3,9 â€ž ,, 5,2 5,3 Borate........ 6,3 6,8 â€ž 8,1 3,1 8,9 1,5 9,3 1,4 Tabelle 12. Sekretionsrhythnins des 3Iagcnsaftes nach der F??tterung. A: 5 ccm Biphthalat Puffer (Pi, 6,59) und 0,08 g Spritblaufibrin, 37quot; C; nach30 Minuten wurden 2 ccm Magensaft (1 x20) zugef??gt, 45 Minuten Verdauung.Farbenstandard willk??rlicli. Dauer nach der F??tterung in Stunden. . 0,0 . V. IV. 2,0 4,6 Fibrin) Kolorimeterzahl........ 5,0 1,7 5,5 11 3,9 7,1 B: Die Magens?¤fte waren mit 20fachcn Volumen Wasser verd??nnt,a) 5 ccm Biphthalat-Puffer (pj, 6,5) und 0,05 g Spritblnufibrin, 37quot; C; nacli 30i\\Iinuten wurden 2 ccm Magensaft zugef??gt, 45 Minuten Verdauung. Kolori-

meterstandard willk??rlich.1)) 10 ccm Biphthalat-Puffer (p,j 6,5), 2 ccm Magensaft und 2 ccm ??%iges Wittk-pepton. 5 ccm wurden wie gew??hnlich in Alkohol titriert. 38quot; C, 17 Stunden. Dauer nach der F??tterung in Std. . 0,0 V2 1 IV. 2,0 3,0 a (Fibrin) Kolorimeterzahl....... 5,0 3,8 8,0 6,2 5,1 6,4 b (Wittepepton) 1.nbsp;Titration......... 2.nbsp;Titration ........ Zunahme.......... 0,421,671,35 0,44. 1,53i 1,09 0,491,031,24 0,421,551,13 0,471,581,11 1 _ ^ Das Ligament war 2 Tage lang mit alkoliolischer L??sung von Spritblau(0,05%) gef?¤rbt.



??? C: Die Magens?¤fte wurden mit SOfach Volumen Waf?ser verd??nnt. Alle Experi-mente bei 37quot; C. a)nbsp;5 ccm Puffer (6,5), 2 ccm Saft und 0,05 g Spritblaufibrin; 35 Minuten vorl?¤u- fige Quellung, 45 Minuten Verdauung. b)nbsp;10 ccm Puffer (6,5), 2 ccm Saft und 2 ccm 5%ige Gelatine 3,5 Stunden. 5 ccm wurden in Alkohol titriert. c)nbsp;10 ccm Puffer (6,5), 2 ccm Saft und 2 ccm 3%iges Pepton F; 4,5 Stunden. 5 ccm wurden in Alkohol titriert. d)nbsp;10 ccm Puffer (6,5), 2 ccm Saft und 2 ccm 5%iges Wittepepton; 3 Stunden 50 Minuten. 5 ccm wurden in Alkohol titriert. Dauer nach der F??tterung in Stunden ......... 0,0 Vz 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 a (Fibrin) Kolorimeterzahl.... 5,0 2,3 7,5 5,0 6,5 5,6 3,3 b (Gelatine) 1. Titration...... 0,58 0,58 0,58 0,59 0,59 0,59 2. Titration...... 1,18 1,07 1,18 1,16 1,04 1,20 â€” Zunahme....... 0,60 0,49 j 0,60 0,57 0,45 0,61 â€” c (Pepton F) 1. Titration...... 0,51 â€? 0,51 1 ! 0,51 0,51 0,53 0,53 2. Titration...... 0,80 0,80 0,84 0,80 â€” 0,80 ! 0,78 Zunahme....... 0,29 0,2Â? 0,3:5 0,29 â€” 0,27 1 0,25 d (Wittepepton) 1.

Titration...... 0,44 0,44 0,44 1 0,44 2. Titration...... 0,98 0,89 â€” 0,95 â€” â€” 0,91 Zunahme....... 0,54 0,45 â€” 0,51 â€” â€” 1 0,47 1): Die Magens?¤fte wurden mit 3()fach Volumen Wasser verd??nnt. Alle Experi-mente bei 37quot; C. a)nbsp;10 ccm Glykokoll-Puffer (pâ€ž 6,7), 2 ccni Saft und 0,05 g Spritblaufibrin; 30 Mi-nuten vorl?¤ufige Quellung, 1 Stunde Experiment. Kolorimetprstnndard willk??rlich. b)nbsp;lOecm Biphthalat-Puffcr (Pj, 5,8), 2 ccm Saft und 0,1 g Kasein; 4 Stunden. 5 ccm wurden in Alkohol titriert. c)nbsp;10 ccm Hiphthalat-Puffcr (Pn 6,1), 2 ccm Saft und 2 ccm .^quot;/iigcs Pepton F; 3Stunlt;len -10 Minuten. 5 ccm wurden in Alkohol tritriert. d)nbsp;10 ccm Puffer, 4 ccm Saft und 2 ccm l%iges Glyzylglyzin; 19 Stunden. 5 ccm wurden in Alkohol titriert. e)nbsp;lOecm Puffer, 2ccm Saft und 0.05g SAiiLisehes Catgut; 191/.^ Stunden, ??ecm wurden in Alkohol titriert. 0,0 V. 1,0 2\'A a (Fibrin) 1,9 2,9 2,9 b (Kasein) 1. Titration............... 0,58 0,50 0,58 0,56 2. Titration............... 1,15 1,11 1,09 i 1,07 1 0,57 0,55 0,51 0,51



??? 0. Shinoda:Tabelle 12. D. (Fortsetzung). 1,0 2V= Dauer nach der F??tterung in Stunden.....i 0,0 c (Pepton F) 1.nbsp;Titration . . . 2.nbsp;Titration . . .Zunahme . . . . d (Glyzylglyzin) . . .e (SAHLisches Catgut). 0,821,220,40 0,821,150,33 0,801,180,38 0,781,150,37 Keine Verdauung E): Die Magens?¤fte wurden mit 20faohcn Volumen Wasser verd??nnt. Alle Experi-mente bei 37quot; C. a)nbsp;10 ccm Biphthalat-Puffer (pa 5,6), 2 ccm Saft und 3 ccm 5%ige Gelatine; 1 Stunde. 5 ccm wurden in Alkohol titriert. b)nbsp;10 ccm GlykokoU-Puffer (py 6,7), 2 ccm Saft und 3 ccm 5%iges Wittepepton 2 Stunden. 5 ccm wurden in Alkohol titriert. c)nbsp;10 ccm Biphthalat-Puffer (6,1), 2 ccm Saft und 3 ccm 6%iges Pepton F; 2 Stunden 50 Minuten. 5 ccm wurden in Alkohol titriert. d)nbsp;10 ccm Puffer (py 5,8), 2 ccm Saft und 0,1 g Kasein; 19 Stunden, 5 ccm wur- den in Alkohol titriert. e)nbsp;10 ccm Puffer (p^ 6,7), 2 ccm Saft und 0,05 g Catgut von Sahli; 19 Stunden. 5 ccm wurden in Alkohol titriert. f)nbsp;5 ccm Puffer (p^ 6,7), 1 ccm Saft und 0,05 g

Spritblaufibrin. 30 Minuten vor- l?¤ufige Quellung, 45 Minuten Verdauung. g)nbsp;Farbe der verd??nnten S?¤fte. In beiden F?¤llen waren der Kolorimeterstan- dard willk??rlich. a (Gelatine) 1.nbsp;Titration . . . 2.nbsp;Titration . . .Zunahme .... b (Wittepepton) 1.nbsp;Titration . . . 2.nbsp;Titration . . .Zunahme .... c (Pepton F) 1.nbsp;Titration . . . 2.nbsp;Titration . . .Zunahme .... d (Kasein) 1.nbsp;Titration . . . 2.nbsp;Titration . . .Zunahme ... . e (SAHLisches Catgut) 1.nbsp;Titration . . . 2.nbsp;Titration . . .Zunahme .... f (Fibrin) Kolorimeterzahl .g (Verd??nnter Saft)Kolorimeterzahl . Dauer nach der F??tterung in Std. 0,0 1,0 2V. 3V. 5,0 0,711,220,51 0,711,090,38 0,731,240,51 0,73\' 1,150,42 0,731,240,51 0,711,18 0,47 0,641,240,60 0,641,150,51 i 0,611,240,60 0,041,221 0,58 1 0,641,240,60 0,641,150,51 1,151,750,60 1,131,670,54 1,131,750,62 1,151,670,52 1,131,780,65 1,131 1,671 0,54 0,362,291,93 0,402,331,93 0,382,442,06 1 0,38, 2,20i 1,82 0,402 422^02 0,36! 2,241,88 0,090,270,18 0,090,220,13 0,11i 0,27! 0,16 \' 0,11! 0,22\' 0,11 0,110,290,18

0,090,240,15 5,0 1,7 3,2 2,7 4,2 3,4 7,0 4,8 6,7 â–  .\'\'),7 8,9 6,5



??? Tabelle 13. Die Sekretion dos Verdauungssaftes nach der k??nstlichenEntleernng des Magens. A: Die Magens?¤fte wurden mit lOfachem Volumen Wasser verd??nnt; 37Â? C.a) Die Farbe der verd??nnten S?¤fte. b)nbsp;5 ccm-Biphthalat-Puffer (pn 6,2), 2 ccm Saft und 0,05 g Spritblaufibrin.30 Minuten vorl?¤ufige Quellung, - 45 Minuten Verdauung. In a und b war der Kolorimeterstandard beide willk??rlich. c)nbsp;10 ccm Biphthalat-Puffer (pu 5,9), 2 ccm Saft und 2 c??m 6%ige Gelatine; 1 Stunde. d)nbsp;10 ccm Glykokoll-Puffer (pji 8,0), 2 ccm Saft und 3 ccm 6%iges Wittepepton45 Minuten. In c und d je 5 ccm wurden in Alkohol titriert. Dauer nach der Entleerung in Stunden . 0,0 V. 1,0 2V2 a (Farbe der S?¤fte) j Kolorimeterzahl........... 10,0 8,0 9,3\' 5,7 9,6 b (Fibrin) 1 Kolorimeterzahl........... 10,0 7,6 9,2 i 6,8 9,7 c (Gelatine) 1. Titration............; 0,49 0,49 0,49 0,47 0,49 2. Titration............ 1,02 0,98 0,98 0,89 0,98 0,49 0,49 0,45 0,49 d (Wittepepton) 3,77 1. Titration............. 3,80 3,77 3,75 ! 3,77 4,40 4,33 4,35 4,26 4,28 0,60 0,56 0,58\' 0,51 0,51 B: Die

Magens?¤fte wurden mit lOfachem Volumen Wasser verd??nnt; 37quot; C.a) Die Farbe der verd??nnten S?¤fte. b)nbsp;5 ccm Biphthalat-Puffer (pj, 6,2), 2 ccm Saft und 0,05 g Spritblaufibrin.30 Minuten vorl?¤ufige Quellung, P/j Stunden Experiment. In a und b war der Kolorimeterstandard willk??rlich. c)nbsp;6ccm Biphthalat-Puffer (pii5,9), 1 ccm Saft und 2 ccm 6%igeGclatine; 1 Stunde.(1) 6 ccm Glykokoll-Puffer {pâ€ž 8,0), 1 ccm Saft und 2 ccm 6 %igcs Wittepepton; 1 Stunde. In e und d wurden je 3 ccm in Alkohol titriert. Dauer nach der Entleerung in Stunden . 0,0 v.. 1,0 a (Farbe der S?¤fte) 8,5 4,2 3,2 15,0 b (Fibrin) Kolorimeterzahl.......... 5,7 3,9 1,9 3,6 5,9 c (Gelatine) 1. Titration............ 0,311,000,69 0,290,820,53 0,310,820,51 0,290,800,51 0,310,010,60 . 2. Titration....... Zunahme................ â– d (Wittepepton) 1 1. Titration........... . . 2. Titration............ Zunahme.............. 2,332,781 0,45 2,332,580,25 2,312,620,21 2,352,600,25 2,332,71\' 0,38 /,. f. vergl. Physiologie IJd. 7.



??? C: Die Magens?¤fte wurden mit lOfachem Volumen Wasser verd??nnt, 37Â? C. a)nbsp;5 com Biphthalat-Puffer (pn 6,2), 1 ccm Saft und 0,05 g Spritblaufibri\'n.30 Minuten vorl?¤ufige Quellung; 1 Stunde Experiment. Kolorimeterstandard ist willk??rlich. b)nbsp;6 ccm Biphtlialat-Puffer (p^ 5,9), 1 ccm Saft und 1,3 ccm 6?^gt;iges Witte- pepton; 30 Minuten. 3 ccm wurden- in Alkohol titriert. Dauer nach der Entleerung in Std. 0,0 IIfi. 1,0 ! PA 2Va 3V. a (Fibrin) 1 i Kolorimeterzahl....... 8,2 4,2 5,6 i 6,5 8,8 7,1 b (Wittepepton) 1. Titration......... 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44 2. Titration......... 0,69 0,62 0,64 0,67 0,71 0,67 Zunahme.......... 0,25 0,18 j 0,20 0,23 0,27 0,23 D: Die Magens?¤fte waren mit lOfachem Volumen Wasser verd??nnt 36o C. a)nbsp;5 ccm Biphthalat-Puffer (Ph 5,6), Iccm Saft und 2 ccm 6%ige Gelatine; 1 Stunde. b)nbsp;5 ccm Glykokoll-Puffer (p^ 8,0), leem Saft und 2 ccm 6%giges Wittepepton; 1 Stunde. In beiden F?¤llen wurden je 3 ccm in Alkohol titriert. Dauer nach der Entleerung in Std. 0,0 v. 1,0 2V. i 374 a (Gelatine)

1. Titration......... 1 0,80 0,80 0,80 0,80 0,82 0,80 2. Titration......... 1,22 1,07 1,20 1,22 1,31 1,33 Zunahme.......... 0,42 0,27 0,40 0,42 i 0,49 0,53 b (Wittepepton) 1. Titration.......... 2,55 2,55 , 2,55 â€” 2,55 2,55 2. Titration.........| 2,89 2,78 2,86 â€” 2,91 2,91 Zunahme..........! 0,34 0,23 0,31 â€” 0,36 0,36 Nachtrag bei der Korrektur. W?¤hrend des Druckes meiner Arbeit erschieneine zweite Mitteilung ??ber den verdauenden Saft von Astacus von Kb??oer(Zool. Jahrb., Abt. f. allgem. Zool. u. Physiol. 45, 463. 1928). Auch in dieserArbeit hat Kr??ger keine Kontrollversuche ??ber Autolyse gemacht; er behauptet,da?Ÿ er nur unbedeutende Zunahme der Azidit?¤t durch Autolyse gefunden habe(S. 492). Naturgem?¤?Ÿ h?¤ngt der Fehler, den die Autolyse verursachen kann, vonder relativen Menge des Magensaftes (d. h. des eigenen Eiwei?Ÿes) und der Mengedes Substrates ab; da Kr??ger fast keine Protokolle in seiner Mitteilung gibt,kann man seine Versuche nicht kritisieren; allein bei seinen zwei Versuchen mitPepton, wo er

ausnahmsweise die ganze Beschreibung der Versuche gab, kannman den Angaben entnehmen, da?Ÿ hierbei die Autolyse eine bedeutende Rollegespielt hat (vergleiche den Abschnitt ??ber Autolyse). Ja, wenn man meine Kurveder Autolyse zu der Peptolyse f??gt, so kann man dio Kurve Kr??gers erhalten,die er auf S. 498 seiner Mitteilung gegeben hat. Die gleiche Kritik gilt wahr-scheinlich auch f??r die Versuche mit anderen Substraten zum B. Leucyl-glycin;aber da genauere Beschreibungen der Versuche fehlen, so ist ein definitives Urteilnicht m??glich. kfK



??? STELLINGEN I. Het werkzaam agens, dat prosecretine in den darm-wand tot secretine maakt, is niet, zooals tot dusver werdaangenomen het zoutzuur van de maag, maar een be-standdeel van de gal. II. De theorie van WTNTERSTEIN omtrent de uitsluitendei^geling van de ademhalingsfunctie van het zoogdierdoor CO,-spanning (resp. pH.) in het bloed is sinds deonderzoeking;eii van BUITENDIJK en medewerkers nietongewijzigd houdbaar. III. JAECKEL heeft overtuigend aangetoond, dat de lip-kraakbeentjes tot liet skelet van vroegere kieuwboo-enhebben behoord. IV. Er bestaan gegronde bezwaren tegen de methodiekvan N?œERNBECK om een beeld van de lichtverdeeling inAvenakoleoptielen te verkrijgen. V. Vooralsnog mogen wij de enzymen lt;ler ongewerveldedieren met met die der gewervelde dieren vergelijken. VI. Bij de onderscheiding van diergroepen moeten wij ookde physiologische kenmerken in acht nemen. VII. SOERENSEN\'s onderzoekingen hebben aangetoond, datde prote??nen, die door enzymen

verteerd kunnen wor-den, een polypeptide structuur bezitten. VIIL De onderzoekingen van ROBINSON en zijn medewer-kers over de osteogenese wijzen aan de histochemienieuwe banen.
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