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Die ilteste Frage, welche die vergleichende Physiologie der Ver-
dauung beherrscht hat, ist diejenige, nach der Analogie zwischen den
Proteasen der Siugetiere und denjenigen der Wirbellosen. In der
ilteren Literatur stellte man sich die Frage, ob die eiweilverdauenden
Enzyme, die man in den verschiedenen Siften der wirbellosen Tiere
findet, mit dem Pepsin oder dem Trypsin der Wirbeltiere vergleichbar
sei. Damals waren das die einzigen Proteasen, die man bei den Wirbel-
tieren kannte: das Erepsin war noch nicht entdeckt worden und der
Unterschied zwischen aktiviertem und nichtaktiviertem T rypsin un-
bekannt. Die beiden Begriffe Pepsin und Trypsin waren fiir die ver-
gleichende Physiologie beinahe ausschlieBlich durch die Reaktion defi-
niert, bei welcher sie arbeiten: Pepsin bei saurer, Trypsin bei ,,alkali-
scher” Reaktion. Beide Enzyme waren .lul.i('r'dmn dadurch charakteri-
siert, dall sie einander zerstéren. Bei einer bestimmten Reaktion in
der Mischung beider Enzyme behauptet sich nur dasjenige, fiir welches
die betreffende Reaktion glinstig ist. Spiter warde die Definition etwas
genauer.  Ohne besondere technische Hilfsmittel gelang es, bei der
tryptischen Verdauung  bestimmte kristallinische I’mclu]\tv ZU er-
halten, die man als Leucin und Tyrosin erkannte; withrend durch eine
einfache Reaktion mit Bromwasser ein Korper in den Verdauungs-
produkten charakterisicrt wurde, der spiter als die Aminosiure Tryp-
tophan identifiziert werden konnte. Mit anderen Worten, es fanden
sich- bei der tryptischen Verdanung freie Aminosiiuren, die bei der
peptischen Verdauung nicht auftraten, wenn man wenigstens das Pepsin
in reinem Zustande gebrauchte.,

Die ersten Lnt-er.auclw auf dem Gebiete der Enzyme wirbelloser
Tiere beschrinkten sich véllig auf den Nachweis der Reaktion. Von
einzelnen Forschern wurde ausdriicklich die Behauptung aufgestellt,
daB, wenn der Magensaft eines Tieres auf Lakmus sauer reagiere, man

Z. 1. vergl. Physiologie Bd. 7, 22
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von einem pepsinartigen Enzym reden miisse, wihrend, sobald das
Lakmuspapier blau wird, ein tryptisches Enzym gegeben sei. Gegen
diese allzu oberflichliche Charakterisierung der Enzymarten hat Jor-
DAN (8) Front gemacht.

Wenn man auch damals nicht iiber Mittel verfiigte, um die Reaktion
auf genauere Weise festzustellen, so wulite man doch schon, daB Lak-
mus keineswegs seinen Umschlag nach rot auf freie Siuren beschrinkt,
sondern schon etwa durch die Anwesenheit saurer Salze in geringen
Mengen gerdtet wird. So weit man damals wulite, kam Pepsin nur in
Gegenwart groBerer Menge freier Mineralsiure vor: Seine Wirkung, so
sagte man, beschriankt sich vollkommen auf die Zusammenarbeit mit
freier Séure, wihrend von Trypsin bekannt war, daB es zwar schneller
bei alkalischer Reaktion arbeite, daBl es aber auch bei neutraler Reaktion
(auf Lakmus) seine Wirkung nicht einstelle. Ja, eine schwachsaure
Reaktion auf Lakmus schloff Trypsinwirkung nicht vollig aus. Daher
erwies sich Lakmus als Indikator fiir die Wirkung der Proteasen in
einer der beiden Formen als unbrauchbar. Andere Indikatoren, wie
Kongorot, Lakmoid usw. wurden schon damals in die vergleichende
Untersuchung eingefiihrt.

Von diesem Standpunkte aus hatte JorpaN (7) im Jahre 1904 die
Protease aus dem ,Magensaft” des Flullkrebses untersucht. Er kam
damals zu den folgenden Ergebnissen: Im Kaumagen von dstacus be-
findet sich ein Saft, auch wihrend des Hungers, den man sich leicht
dadurch verschaffen kann, dafl man unter den Mandibeln eine diinn
ausgezogene Glasrohre in den Magen einfithrt. Der Saft steigt dann
sofort in das Rohr. Wir nennen ihn Magensaft, obwohl er nicht durch
die chitinisierten Wiinde des Magens abgesondert wird, sondern aus den
zahlreichen Blinddirmen stammt, zu denen der Mitteldarm dieser Tiere
umgestaltet ist. Diese Blinddirme sind es, die man friither , Leber*
oder ,,Hepatopankreas* nannte.

Der Magensaft hat die folgenden Eigenschaften: Er ist eiweillreich,
gelb bis braun, Zusatz ganz geringer Menge Siure verursachen einen
feinflockigen Niederschlag des Eiweilles, welches in dem Saft aufgelist
ist. Das Eiweill diirfte ein Globulin sein.

Die Reaktion des Magensaftes ist schwach sauer auf Lakmus, so
schwach, dal} es sich nicht um freie Siure, wie sie im Magen der Siuge-
tiere vorkommt, handeln kann. Kongorot wird nicht gebliut, Guesz-
BURGS Reagenz erwies sich dem Safte gegentiber als indifferent. Tinktura
Cochinellae wird vom Saft blaurot, rotes Lakomoidpapier blau gefirbt.

Damals schlofi Jorpax, daBl der Magensaft vom FluBkrebs ein freies
Alkali enthiilt, neben welchem sich ein saures Salz befinde, Auffassungen,
denen heute keine Bedeutung mehr zukommt. Jedenfalls widerlegte
die Feststellung die Meinung, als miisse die Protease des Saftes ein
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pepsinartiges Enzym sein. Weiterhin wurde die Meinung, dall Pepsin
nicht in Frage kommt, gestiitzt durch die Erscheinungen, welche man bei
der Eiweiliverdauung beobachten konnte. Horrr-SEVLER (6) sagte
auf Seite 397 seiner Arbeit: , Fibrinflocken werden in kurzer Zeit in der
Fliussigkeit bei gewohnlicher Temperatur, ohne Quellung bis auf geringen
Riickstand gelost, bei 400 geschieht dieses in wenigen Minuten. Salzsiure
in geringen Spuren verlangsamt die Verdauung sofort. Ein Tropfen
Salzsiure von 29, sistiert sie. Das Filtrat ist stets wirkungslos. List
man den Niederschlag in Salzsiure von 0,19, wieder auf, so zeigt sich
diese Losung auch unwirksam. Dagegen gibt der Niederschlag eine
vollkommen wirksame Lisung, wenn man ihn in verdiinntem Alkali
auflost.”  Als Produkte der EiweiBiverdauung durch den Saft vom
FluBkrebs hatte man die folgenden gefunden: Mehr als 1 cem Krebssaft
wurde mit 50 cem Chloroformwasser verdiinnt und dieser Flissigkeit
eine gewisse Menge Fibrin bei 30—40° zugesetzt. Nach 12 Stunden war
alles gelost. Die klare, schwarzgelbe Fliissigkeit gab bei Zusatz ver-
diinnter Essigsiiure einen ziemlich feinflockigen Niederschlag. Das
Filtrat triibte sich beim Kochen neuerdings, worauf abermals filtriert
wurde. Das klare Filtrat ergab deutlich Biuretreaktion mit roter Fiir-
bung (Albumosen). Nach vollkommenem Aussalzen der Flissigkeit,
fillt die Biuretreaktion wieder positiv aus, so daB Peptone vorhanden
sein miissen. Liaflit man den Saft lingere Zeit einwirken, z. B. drei Tage,
dann tritt bei Zusatz von Essigsiiure keine merkliche Triibung mehr ein
und auch beim Kochen war die Eiweilifillung sehr viel geringer, als
nach kurzer Verdauungszeit. Nunmehr gab eine Probe des klaren il-
trats sehr deutliche Tryptophanreaktionen. Beim Eindampfen der
neutralisierten EiweiBfliissigkeit scheiden sich aus dem braunen Sirup
massenhafte Leucinkugeln und Tyrosindrusen aus. Aus allen diesen
Ergebnissen hatte JorpaN geschlossen, dall der Magensaft des Fluf3-
krebses eine tryptische Protease enthielte, Die iltere Behauptung
Kruxexneras (10), dab der Saft von Astacus und Homarus gleichzeitig
Pepsin und Trypsin enthiilt, meinte Jorbpan widerlegen zu kinnen.
KRUKENBERG hatte mit Extrakten aus der Mitteldarmdriise gearbeitet
und hatte auch saure Extrakte der Driise wirksam gefunden. Jorpax
hatte dagegen gefunden, daf saure Extrakte aus der Driise nicht wirk-
samer sind, als die gleiche Siure, ohne dall man damit zuerst eine Driise
extrahiert hat. Das galt fiir beide genannte Krustazeenarten.

Auch bei vielen anderen wirbellosen Tieren fordert die genannte
Methodik analoge Erscheinungen zutage. Sehr iiberzeugend waren die
Resultate verschiedener Untersucher, wir nennen hauptsiichlich NIrgx-
STEIN (13), bei Paramaecium. Wenn diese Tiere Nahrung in ihre Vakuolen
aufgenommen haben, dann lifit sich durch Hinzufiigung von Farbstoff-
indikatoren zur Nahrung ausgesprochen saure Reaktion in der Vakuole

Dk
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nachweisen. Allein, solange diese saure Reaktion herrscht, findet keine
Verdauung 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, daf} die Siure bei der Abtétung 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 den
Wirbellosen nirgends mit den damals zur Verfiigung stehenden Mitteln
ein pepsinartiges Ferment fand, so schien es, als sei Pepsin ein be-
sonderer Besitz der Wirbeltiere, als sei vielleicht das Pepsin ein ,,An-
passungsprodukt™ an die saure Reaktion im Magen der Wirheltiere.
Diese kann man vergleichen mit der sauren Reaktion in der Vakuole
von Paramaecium, allein mit dem Unterschiede, dall die saure ,,anti-
septische® Periode, durch den Besitz dieses eigentiimlichen Vorenzyms,
dem Verdauungsprozell nicht verloren gehe. Denn Pepsin sei nur eine
Art Vorenzym, welches das Eiweill zwar angreift, aber seine Spaltung
nicht vollendet.

Die Tatsache, daff Pepsin das Eiweilimolekiil nicht bis zur vollstin-
digen Befreiung der Aminosiuren spaltet, wurde erst einwandfrei an-
erkannt, als man mit hinlinglich gesiuberten Pepsinpriparaten ar-
beitete. Unsaubere Magenextrakte konnen Erepsin enthalten. Am zu-
verlissigsten erwies sich bekanntlich Magenfistelsaft. Es stand also
bei den Siugetieren eine Vielheit von Enzymen gegeniiber jener ver-
muteten Einheit bei den Wirbellosen.

Mittlerweile war das Erepsin entdeckt worden, und gleichzeitig
ergab sich die merkwiirdige Tatsache, dall bei den Siugetieren die
letzte Hand an die Spaltung der Eiweillkorper sowohl als der Kohlen-
hydrate durch Sekrete des eigentlichen Mitteldarmes gelegt wird. Weder
der Magen, noch das Pankreas bereiten praktisch diejenigen Enzyme,
welche die genannten Nahrungsmittel in resorbierbaren Zustand
spalten. Der Darm der Wirbeltiere lillt nur Monosaccharide hin-
durch. Und wenn auch die Resorption sich keineswegs auf Amino-
siuren zu beschrinken braucht, praktisch werden durch den Darm aur
Aminosiiuren in das Blut hindurchgelassen. Diese Umstiinde schienen
ein Licht auf die Bedeutung der Enzymketten, wie sie bei den Wirbel-
tieren vorkommen, zu werfen, man mufite zwischen Vorverdauung und
definitiver Verdauung unterscheiden. Erstere geschieht in groen Mengen
zugleich, im Magen und im Darm (Pepsin, Trypsin, Amylase), withrend
letztere durch den Umstand, daf} die kleinen Darmdriisen iiber die ganze
Linge des Darmes verteilt sind, nur langsam und gleichmiBig itber die
Darml;’inge verteilt, vor sich geht. Es ist leicht einzusehen, dal} auf
diese Weise der Organismus vor l'_'lberschwcmmung mit den Verdau-
ungsprodukten beider genannter Nahrungskérpergruppen beschiitzt ist.
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Die Auffassung, die wir einleitend kurz skizziert haben, wurde durch
die Untersuchungen der WirrsTitTERschen Schule schwer erschiittert.

Wiihrend man bis dahin in dem Besitz einer Vielheit von Proteasen
bei den Wirbeltieren lediglich den Ausdruck einer Art Arbeitsteilung
gesehen hat, d. h. eine Arbeitsteilung unter den verschiedenen Teil-
strecken des Magendarmkanals, so ergab sich neuerdings auch eine
spezifisch chemische Bedeutung der Proteasen des Wirbeltieres.

Bekanntlich fufit die neue Enzymatologie zum grofien Teil auf den
Arbeiten von R. WILLSTATTER und seinen Schiilern. Die Methode, die
unsere Auffassung tiber die Enzyme umzugestalten berufen ist, strebt
eine Trennung der einzelnen Enzyme voneinander an, durch fraktionierte
und selektive Adsorption. Durch diese Methoden gelang es, wenn auch
zuniichst keine vollkommene Individualisierung der einzelnen Enzyme
zu erlangen, so doch mit dermalien gereinigten Enzymen zu arbeiten,
dafl man den Wirkungsbereich des einzelnen Enzyms viel strenger
umschreiben kann, als das bis dahin méglich war. Tn Wirklichkeit
liefert der Organismus z. B. im Pankreas keineswegs einheitliches
Trypsin, sondern auch das Pankreas enthiilt Erepsin, daher die Not-
wendigkeit, das Trypsin durch die genannte Methode zu isolieren.
Mit diesen gereinigten Enzymen gelang es E. WALDSCHMIDT-LEITZ, eine
genaue Klassifikation der Wirbeltierproteasen aufzustellen. Er unter-
scheidet vier Proteasen, namlich Erepsin, Trypsin-Enterokinase (akti-
viertes Trypsin), nichtaktiviertes Trypsin, endlich Pepsin.

Erepsin wirkt in alkalischem Milieu vornehmlich auf niedere Poly-
peptide und spaltet sie zur Aminosiiure. Allerdings vermag Erepsin auch
wirkliches Pepton (d. h. durch langdauernde Einwirkung von P psin aus
dem Eiweill enstandes Pepton) zu spalten. Aber die eigentliche Wirkung
des Erepsins diirfte doch die Losung von Dipeptidbindungen sein.

Trypsin im Zusammenwirken mit bestimmten Mengen von Entero-
kinase greift natives Eiweill an, und spaltet es so, daB} einzelne Amino-
sauren, wie Leucin, Tyrosin und Tryptophan frei werden. Viele Dipep-
tide vermag es aber nicht zu spalten.

Unaktiviertes Trypsin spaltet Pepton, aber kein natives Eiweil,
wihrend Pepsin natives Eiweifl spaltet, aber in seiner Wirkung nicht
weiter geht, als bis zur Bildung von Pepton.

Warnscamipr-LuiTz ist der Meinung, dal} diese vier Enzyme ver-
schiedene Funktion haben. Wenn man mit modernen Titriermethoden,
z. B. mit Alkoholtitration, die Menge der Aminosiuregruppen, die als
Produkte der verschiedenen Enzyme auftreten, feststellt, so zeigt es sich,
dal bei der Wirkung aller vier Enzyme Aminogruppen frei werden und
daf} der den einzelnen Enzymen entsprechende Zuwachs im Verhiiltnis
ganzer Zahlen zueinander steht, gleichgiiltig in welcher Reihenfolge
man die Enzyme einwirken lifit. Daher schlieft Warpscuminr-Lerrz,
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dall keines der Enzyme durch eines der drei anderen ersetzt werden
kann, jedes habe eine spezifische Aufgabe.

Endlich dullert Warpscavipr-LErTz die Memung, dafl die vier
Enzyme je einer Art der chemischen Bindung, durch welche die ver-
schiedenen Aminoséiuren miteinander zum Eiweilmolekiil verbunden
sind, entsprechen. Gegeniiber der Auffassung verschiedener Forscher,
z. B. ABDERHALDEN, behauptet er, daBl wir es in keinem Falle mit einer
desaggregierenden Wirkung eines Enzyms zu tun haben; denn (ab-
gesehen von den oben wiedergegebenen Argumenten) schon bei der
Pepsinwirkung treten saure und basische Gruppen im Verhiltnis von
1:1 auf. Dies hat zur Voraussetzung, dall einzelne Aminosiuren ab-
gespalten werden, was bei einer Desaggregierung nicht der Fall sein
wiirde. Der weitere Schlull aus diesem Verhalten ist der, daf3 das Ei-
weilimolekiil vier verschiedenartige Bindungen enthiilt, von denen jede
so spezifisch ist, dafl es eines besonderen Enzyms bedarf, um sie zu
Iosen. Dabei ist es natiirlich gleichgiiltig, ob derartige Enzyme topo-
graphisch voneinander getrennt sind (Pepsin und die iibrigen) oder
miteinander gemischt wirken (Trypsin und Erepsin).

Aus diesen Tatsachen ergibt sich fiir die vergleichende Physiologie
eine vollkommen neue Problemstellung. Solange man sich noch voll-
kommen auf die Feststellung des Substrates, der Reaktion auf einige
wenige Indikatoren und das Auftreten einiger weniger Produkte be-
schrinkte, konnte man noch von einer einheitlichen Protease im Safte
ctwa des Krebses reden. Wie ist das nun mit der heutigen Methodik?
Wenn Warpscamipr-LEuirz recht hat, so ist die spezifische Form der
Enzymwirkung durch spezifische Eigenschaften des Eiweill gegeben
und nicht durch die Eigenart des Tieres. Daher mull auch der Magensaft
eines Invertebraten nicht ein einheitliches | Urtrypsin®, sondern ein
3—A4faches Enzymgemisch enthalten.

Ich habe mir nun zur Aufgabe gestellt, diese Dinge beim Flullkrebs
zu untersuchen, mublite mir aber unmittelbar sagen, dal} ich nur einen
Teil der neueren Methoden auf diese Analyse anzuwenden imstande
sei. s hatte auf der Hand gelegen, mit fraktionierter oder selektiver
Adsorption eine Trennung der verschiedenen Proteasen im Magensafte
des Krebses zu versuchen. Allein es schien mir, dal} ich auf diesen Weg
verzichten miifite. Die Erfahrungen iiber die Adsorptionsmethode sind
wohl noch nicht Allgemeingut; wenn man sie auf ein Objekt wie den
Magensaft des FluBbkrebses iibertragen wollte, so wiirde man iiber un-
geziihlte Exemplare dieser Tierart verfiigen miissen. ITch hoffe spiiter,
wenn mir die Adsorptionsmethode genau bekannt ist, auf diese Technik
auch beim FluBlkrebs zuriick zu kommen. Zunichst standen mir zur
Verfiigung zwei Mittel, um eine etwaige Vielheit von Enzymen zu cha-
rakterisieren. Gegeniiber den alten primitiven Methoden der Reaktion
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auf einige Farbenindikatoren steht heute die wohlausgebildete Technik
der p,-Bestimmungen. Da man aullerdem durch SérexseEN und WiLL-
STATTER und VAN SLYKE iiber vorziigliche Methoden verfiigt, den Gang
einer 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, verglichen mit einem
anderen zu charakterisieren, das steht noch nicht fest. In der Literatur
iiber die vergleichende Physiologie der Enzyme, scheint man diese
.. Etikettierung® der Enzyme als zuverliissig zu betrachten. Es sei hier
schon bemerkt, dall ich mich diesem Optimismus nicht anschliefen
kann und daB Untersuchungen gezeigt haben, dali die Charakterisierung
einzelner Enzyme durch p,-Optima zuniichst noch nicht moglich ist.
Immerhin wollen wir doch unsere diesbeziiglichen Erfahrungen mit-
teilen, da sie fiir kiinftige Untersuchungen wertvolles Material enthalten.

Eine zweite Methode ist diejenige, uns nach bestimmten Substraten
umzusehen, die spezifisch nur durch ein bestimmtes Enzym gelost
werden koénnen, wenigstens bei den Wirbeltieren. Solange wir das
Eiweillmolekiil noch nicht so kennen, dall die Bindungen, deren Losung,
nach Warpscamior-Lerrz, Aufgabe bestimmter Enzyme ist, fiir alle
Enzyme direkt untersuchen kénnen, miissen wir auf andere Weise ver-
suchen, den Enzymen spezifische Aufgaben zu stellen. Was das Erepsin
betrifft, so liegen die Dinge klar genug: Beim Wirbeltier vermag nur das
Erepsin gewisse Dipeptide zu Iosen. Es war also die Frage, ob derartige
Dipeptide wie z. B. Glyzyl-glyzin, oder Leucyl-glyzin durch den Magensaft
des FluBlkrebses gelost werden kénnen. Wesentlich schwieriger gestaltete
sich die Frage beziiglich einer etwaigen Pepsinfraktion im Safte des
FluBkrebses. Die enzymatologische Literatur gab hier keinen Auf-
schluB. Dagegen schien es mir, als kénne man vielleicht reines Binde-
gewebe von Wirbeltieren als ein Substrat verwenden, durch welches
_]:’cpsin- und Trypsinwirkung voneinander unterschieden werden kiénnen.
Dureh die klinischen Arbeiten von SAHLI wufBten wir, dall das Trypsin
und das Erepsin des Menschen Bindegewebe praktisch nicht angreifen,
wiithrend das Pepsin des Magens dieses sehr leicht tut. Darauf be-
griindet sich die Priifung der Magenfunktion des Menschen durch Samwr.
Er verwendet Glasréhrehen mit Methylenblau, die durch eine Gummi-
membran verschlossen werden. Diese Gummimembrane wird durch
eine priiparierte Darmsaite festgebunden. Im gesunden Magen lost sie
sich auf und der Farbstoff erscheint im Harn. Fehlt die Magenverdau-
ung, so bleibt die Saite auch im gesunden Darm ungelost.! So verfiigte

1 Siche neuerdings SAHLI, HErMANN: The fallacy of Saunt ,,Desmoid Reac-
tion*s. Journ. Americ. Med, Assoc, 82, 51, 1924. Daselbst auch die Literatur iiber
das Unvermogen des Trypsin-Erepsingemisches, rohes Bindegewebe zu verdauen.
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ich wenigstens iiber zwei spezifische Substrate, von denen allerdings
das Letztgenannte nicht so weitgehend untersucht war, dal man von
einer allgemein giiltigen Spezifitit reden durfte. Fiir eine allgemeine
Physiologie ist das Argument, dali der Saft eines Tieres Bindegewebe
16st, natiirlich nur ein Analogieschluf3 dafiir, daf} er eine Pepsinfraktion
enthiilt. Dagegen sind die Untersuchungen mit den genannten ver-
schiedenen Substraten biologisch hochinteressant; denn wenn es gelingt,
zu zeigen, dal} der Saft eines Invertebraten imstande ist, nicht nur,
wie man das frither wuBlte, natives Eiweil} so zu verdauen, daB dabei
einzelne Aminosiuren auftreten, sondern, dafB dieser Saft Dipeptide
und Bindegewebe zu lésen vermag, dann darf man hieraus das Folgende
schlielen: Mag er eine oder mehrere Enzyme enthalten, jedenfalls be-
schriinkt sich seine Wirkung nicht auf Trypsinwirkung, sondern sie um-
falit alles, was die verschiedenen Sifte der Wirbeltiere zu lésen ver-
mogen.

Ich versprach mir zu Anfang meiner Untersuchung sehr viel aus
einer Kombination beider genannter Methoden, d.h. ich nahm mir
vor, nicht lediglich die Tatsache zu priifen, ob der Astacus-Saft die ge-
nannten Substrate zu losen vermag, sondern auch die p,-Optima dabei
festzustellen. Es war moglich, dal} z. B. die Verdauung von Darmsaiten
cin dhnlich niederes py-Optimum zeigte, wie ein solches dem Pepsin
zukommt. Eine derartige Koinzidenz wiirde die Meinung vom Vor-
handensein einer Pepsinfraktion bei Astacus weitgehend gestiitzt haben.
s sei hier schon erwithnt, daf} diese Hoffnung getiuscht wurde, wie wir
aus den Versuchsergebnissen ersechen werden.

Bei Anwendung der Methoden der p,-Optima sind wir gezwungen,
den Enzymen ein Milieu zu verschaffen, welches nicht iibereinstimmt
mit ihrem natiirlichen Milieu. Wiihrend das natiirliche Milieu einen ganz
bestimmten p;- hat, miissen wir zur Feststellung der Optima bestimmte
Puffergemische zusetzen, wodurch wir also zweierlei am natiirlichen
Magensaft verindern: 1. seine Wasserstoffionenkonzentration, 2. sein
Gehalt an gelosten Stoffen.

Dal} ein Enzym moglicherweise ein Optimum besitzt, welches anders
ist, als dasjenige des Saftes oder des Milieus, indem es normalerweise
wirkt, ist bekannt. Tm (Gegensatz zu den meisten anderen Enzymen
des Wirbeltieres, gilt dieses fiir das Trypsin, Nach Lonc und Fexcer
(12) ist der Inhalt des Darmes mancher Siugetiere neutral (Pri==7i2);
ja, sogar schwach sauer. Dagegen liegt das p,-Optimum des Trypsins
wesentlich hoher. Es kann nicht genau festgestellt werden, da ein groler
Unterschied besteht zwischen dem Resistenzoptimum und Wirkungs-
optimum dieses Enzyms. Das Resistenzoptimum liegt bei p, = 3,15.
Nun nimmt zwar die Wirkungsgeschwindigkeit des Trypsing mit zu-
nehmendem p, zu, allein, gleichzeitig wird das Enzym schneller und
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schneller vernichtet. So bleibt die Bestimmung optimaler Wirkung
immer ein Kompromif}, bei dem die willkiirliche Feststellung der Wir-
kungszeit von grolier 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 4—5 Stunden, die mehr den physio-
logischen Verhiltnissen entspricht, bei py 8—9. Diese Optima liegen
also jedenfalls weit entfernt von den Bedingungen, wie sie im Darm
der Siugetiere herrschen.

Fiir Erepsin wird das py-Optimum durch EvLer als 8,7 angegeben,
nach Warpscamipr-LEeiTz als 7.8, Fir Pepsin fillt Optimum und
Milieubedingungen wieder zusammen, wenigstens bei den Siugetieren
(Reaktion und Optimum ungefihr gleich 2. Niheres siche EvLer (3).
Voxnk (17) stellte im Mageninhalte von Esox luceus p,-Werte von 4,7
bis 5,8 fest, wihrend die Optima des Pepsing bei Fischen sich nicht
wesentlich unterscheiden diirften von denjenigen der Siugetiere z. B.
fiir Acanthias gleich 2,2 bis 2,51,

Untersuchungen iiber verschiedene py-Optima bei der
proteolytischen Wirkung der Siifte wirbelloser Tiere.
Wihrend man frither, wie oben gezeigt wurde, durch die zufillige
Wahl der Objekte zu der Meinung gekommen war, dall die verdauen-
den Sifte der niederen Tiere eine einheitliche Protease enthalten, die nur
bei einer einzigen Reaktion (p,) arbeitet, zeigte sich neuerdings, daf}
bei anderen Tieren die pg-Empfindlichkeit mindestens viel weniger
grol} ist, als dieses nach jenen iilteren Versuchen z. B. beim FluBlkrebs
der Fall zu sein schien. VAN peEr HuvDpE (17) fand bei Asterias forbesii
und Thyone briarius einen Darmsaft, der sowohl bei saurer, als bei alkali-
scher Reaktion Eiweill zu Iosen vermag. Allerdings ist die Menge des
Produktes bei alkalischer Reaktion gréolier, so dall der Verfasser schlief3t,
es handele sich um eine tryptische Verdauung mit verhiltnismiBig
grolier Unabhiingigkeit vom py. Auch Oomex (14) fand im Verdauungs-
safte von Holothuria stellati eine nach seiner Meinung einheitliche Pro-
tease, die bei p, -Werten von 2,8 bis 9.2 wirken soll, mit zunehmender
Stirke bei zunehmender Alkalinitit. Maxima und Minima ergaben sich
bei Alkoholtitrierung nicht. Leider hat Oomen es versiumt, den p,
in der Mischung von Puffergemisch, Substrat und Saft potenziometrisch
festzustellen. Kr beschriinkte sich auf Feststellungen des p, in dem
Puffergemisch mit dem Substrat, so daBl vermutlich durch Zutat des
Saftes eine Verinderung des p, auftrat.
BopANSKY (1) untersuchte Extrakte von Coelenteraten, und zwar
Physalia arethusa und Stomolophus meleagris. Er bestimmte die Menge
1 Die Karbohydrasen besitzen ein Optimum (zwischen 6—7), welches der
Reaktion innerhalb des Darmes der verschiedenen Tiere sehr nahe liegt,
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Gelatine, die durch diese Extrakte verfliissigt wurde, und zwar bei ver-
schiedenen py-Werten. Es gelang ihm, distinkte Optima festzustellen.
Das eine lag bei py 3,0—3,5, das zweite bei ungefiihr 7,8.

YoxcE (19) untersuchte auf die gleiche Weise Extrakte aus der Mittel-
darmdriise von Ostrea edulis und fand als Optima 3,5 und ungefihr 9.

P. KrUGER (10) stellte ebenso zwel Optima fest fiir die Proteolyse
durch den Magensaft von Astacus. Das eine soll bei 3.5, das andere bei
7—S8 liegen. Es mufi dabei aber unmittelbar erwihnt werden, dafB
Kriicer versiumt hat, sich vor der Wirkung der Autolyse auf das
eigene Eiweill durch Kontrollversuche zu schiitzen. Wir werden auf
diesen Umstand weiter unten zuriickkommen.

Offenbar nehmen die genannten TForscher ohne weiteres an, dafB die
beiden Optima einer Pepsin- und einer Trypsinfraktion entsprechen.
Wir werden weiter unten auf diese Frage zuriickkommen, wenn wir
unsere eigenen Resultate mitgeteilt haben.

Die Wasserstoffionenkonzentration des Magensaftes
von Astacus fluviatilis und A. macrodactylus.

Mir standen zur Verfiigung zwei Arten von FluBkrebsen, niimlich
Astacus fluviatilis und Astacus macrodactylus. Die erste Art erhielten
wir durch eine hollindische Ziichterei. Sie sind von normaler GriBe,
dunkelbraun. Allein, sie sind schwach und man kann sie nur kurze
Zeit im Aquarium lebend erhalten. Der Magensaft ist rotbraun und

06 in der Regel etwas weniger viskos, als der
Saft der anderen Art. 4stacus macrodactylus
i danken wir der freundlichen Hilfe von
= Herrn Dr. W. WUNDER, der sie uns aus Bres-

lau schickte. Sie sind grof3, mehr oder weni-

T ger griinlich braun, aber etwas heller von

Farbe als fluviatilis, Sie sind wesentlich

stirker als diese und lassen sich lingere

—a-—é?im’a ¢ Zeit im Aquarium am Leben erhalten. Da-

Abb. 1. Die Vertinderung von py des her habe ich die meisten meiner Versuche

Magenssites ‘,'l{ﬁ‘eﬁzflfﬂ‘*m“"g("ﬂ" mit dieser Art ausgefithrt. Der Magensaft

: ' ist gelblich bis griinlich-braun und oft sehr

viskos. Ieh werde meine Daten ohne Riicksichtnahme auf die Art an-
geben, da sich keine wesentlichen Unterschiede ergeben haben.

Der Magensaft wurde auf hekannte Weise mit einer Glasréhre dem
lebenden Tiere entnommen. Der p,; wurde mit Hilfe der Wasserstoff-
elektroden gemessen. War die Menge die zur Verfiigung stand zu klein,
s0 benutzte ich die Quinhydronelektroden, die ich nach der Anleitung
Voxks (18) benutzt habe. Die Resultate zahlreicher Messungen waren
die folgenden:
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Tiere, die 10 Tage lang gehungert hatten, hatten in ihrem Magensaft
einen py von 5,01, Tiere, die mit 0,2 g Fleisch gefiittert worden waren,
hatten einen p; von ungefihr 5,6.

Die Autolyse des Magensaftes.

Alle quantitativen Versuche iiber eine Verdauung in dem Magensafte
eines Krebses haben zur Voraussetzung, dall man unter den gewihlten
Bedingungen die Autolyse des eigenen Eiweilles genau kennt. Es geht
nicht an z. B. dem Magensaft ein Substrat hinzuzusetzen, etwa Dipeptide,
und dann spiter festzustellen, dafi bei einem bestimmten p, die titrier-
baren Aminosiuren zugenommen haben, da auch ohne Zusatz von
Dipeptiden eine solche Zunahme stattfinden mulfl, wenn man in der
Nihe des Optimums der Autolyse arbeitet. AuBler dieser technischen,
hat aber die Untersuchung der Autolyse eine biologische Bedeutung.
Offenbar ist der Eiweiligehalt des Magensaftes ein integrierender Be-
standteil dieses Sekrets, wenn wir auch zunichst nicht sagen kinnen,
welche Rolle er spielt. Man konnte in erster Linie an Pufferung denken,
die ja sicherlich auch in dem Safte niederer Tiere vorhanden sein mul,
wenn die Wirkung der Enzyme nicht durch alle méglichen Nahrungs-
mittel durch abweichenden p,, geschiidigt werden soll.

Schon JorpAN (7) hatte gefunden, daB3 das Eiweill des Saftes gegen-
iiber der eigenen Protease aullerordentlich widerstandstihig ist. Aller-
dings hat er sich, wenn auch nur durch den Augenschein, von einer
geringen Autolyse iiberzeugt. Meine Versuche wurden mit WinLsriT-
TERS Alkoholtitrierung ausgefithrt, und zwar wurde die Methode Roxas
s, Fermentmethoden® (16) entnommen.

Allgemeines iiber die Methodik meiner Untersuchungen.
Puffergemische. Ich benutzte Glykokoll, Borat und Biphtalatge-
mische. Letztere eignen sich am besten fir die Alkoholtitrierung.

10
s N
S
= 061
S
R
S a4
LX1
F 7
7] ! 4 L 1 | 1 1 1 1 —
aJ 7 Z J ¥ “) & ) & g v

Abb, 2. Die pg-Optima der Autolyse (vgl, Tabelle 2).

Boratgemische sind ungeeignet fiir diesen Zweck, da der Endpunkt
der Titrierung sehr undeutlich wird. Das Glykokollgemisch wurde hiufig
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durch andere Forscher benutzt, aber seine Puffungskapazitit ist nicht
sehr groBl bei Werten, die hoher als p, — 5 liegen.

Ich stellte verschiedene Versuchsreihen unter Benutzung der Alko-
holtitrierung an und fand ein Optimum der Autolyse bei ungefihr p, 3,5,
ein anderes bei ungefihr 9. Ein ausgesprochenes Minimum fand sich
bei p; 6. Hieraus ergab sich, daB3 der normale Py des Saftes ganz in
der Nihe dieses Minimums liegt, so daf also hierdurch die Autolyse
des Saftes unter normalen Bedingungen eine sehr geringe Rolle spielt,
wie, wenn auch ohne quantitative Methode, Jorpax festgestellt hat.

Die Ergebnisse iiber die Autolyse nétigen uns zu einer Kritik einer
jungst erschienenen Arbeit von P. Kritcer (10). Kritaer gebraucht
jeweils 0,5 cem Saft mit 10cem Puffergemisch. Obwohl er drei Arten
von Kontrollversuchen macht, iiber Faktoren von untergeordneter Be-
deutung (wenn wir nach den Resultaten urteilen diirfen), liefl er die
wichtigste, die Kontrolle fiir Autolyse weg, was zumal bei der verhiltnis-
mifig hohen Konzentration des Saftes, die er benutzte, von grofler
Bedeutung ist. Daher sind seine Kurven, wenigstens bei den genannten
pg-Werten, Resultanten der Autolyse und der Proteolyse.

Die Wirkung des;Magensaftes auf natives Eiweif.

Ich habe gearbeitet mit Kasein, Gelatine, Fibrin und verschiedenen
Arten von Bindegeweben aus den oben angegebenen Griinden. Als
Methode diente inYerster Linie die Alkoholtitration. Mit ihr wurden
i die p,-Optima be-

a1y stimmt. Die Werte,
die ich fand, sind

a3l recht verschieden.
Um die Zunah-
3 me der Spaltungs-
;‘Ea‘, [ produkte zu mes-
E:T sen, bediente ich
S a7k mich auch der ko-
T lorimetrischen Me-
thode, d. h. der Li-
% y ; ¢ 7 7 ; sung gefirbter Sub-

=D/

= | = strate, die quantita-
Abb. 3. Die Wirkung des Magensaftes auf Kasein (vgl. Tab, 3, A).

tiv kolorimetrisch

festgestellt werden kann. Endlich machte ich Gebrauch von der Murr-

schen Methode, die darauf beruht, daBl man in geecichten Glasrohren

gelatinierte Gelatine bringt, diese Réhre in das Enzym legt und nach
bestimmten Zeiten die Linge des gelosten Gelatinefadens mifit.

Mit Kasein ergab sich ein deutliches Optimum etwas unter einem



Uber die eiweillosenden Enzyme im Magensafte von Astacus. 335

pu-Wert von 6. Die Kurve fillt steil auf der sauren Seite ab, withrend
sie nach der alkalischen Seite langsam absinkt. _

a4r Bel Gelatine fand ich ein Opti-
mum bei ungefihr 6,5 mit symmetri-
schem Abfall der Kurve nach bei-
den Seiten. Bei Fibrin ergaben sich
zwei Optima, eins bei ungefihr 8
und ein zweites, wenn die Enzyme
stark waren, bei ungefihr 5,5 (siche
Tabelle 4).
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Abb. 4, Die Wirkung des Magensaftes (oben) sowie
des Mitteldarmdriisenextraktes auf Gelatine (vgl. b
Tabelle 3, B). S#
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Abb. 5. Abb. 6.
Abb. 5. Die Wirkung des Magensaftes auf Fibrin (vgl Tabelle 3, C), — Abb, 6. Die Wirkung des
Pepsins auf Catgut von SAHLI {(—) sowie auf Ligamentum nuchae (----) (vgl. Tabelle 4).

Bindegewehe oder Kollagenverdaunungen.

Mit Kollagen stellte ich die folgenden Versuche an. Erstens stellte
ich das p,-Optimum fest, welches gich bei einer Verdauung durch Siuge-
tierpepsin ergibt. Zweitens untersuchte ich die Wirkung von Trypsin
auf Bindegewehe (bei py 8), endlich arbeitete ich mit dem Safte von
Astacus. Als Substrat verwandte ich Catgut, wie es in der Chirurgie
verwendet wird, Ligamentum nuchae vom Rind und andere Binde-
gewebspriparate. Am hesten eignete sich fiir meine Versuche ,Catgut™
fiir die Desmoidreaktion von Sanrnrl.

Ungereinigte _Bin(l('gcwvlmpr{ipm‘ato werden zum Teil gut von Trypsin
verdaut und ihre Verdauung mit Pepsin gibt kein deutliches Optimum.
Wenn man Sanuis Catgut in ein, wie tiblich hergestelltes Pepsin- und
Trypsin-(Pankreatin-Rhenania-)Gemisch bringt, so lost es sich nur in

1 Wir erhielten dieses Priparat von der Firma Hausmann, St, Gallen, durch
freundliche Vermittlung von Herrn Protessor Dr, H, SAnLI,
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Pepsin auf. In Trypsin bleibt es duBerlich unverindert!. Der Magen-
saft des FluBkrebses betrigt sich diesbeziiglich wic Siugetierpepsin!
Allein das Losungsvermdgen ist nicht grofl. Nun mufBten wir das Phc
Optimum dieser Wirkung zunichst titrimetrisch bestimmen. Fiir Pepsin
ergab sich ein Optimum von 2—2.,0. Fiir Magensaft von Asfacus ergab
sich das Folgende: es war mir nicht moglich, vollkommene Wirkungs-
kurven gegeniiber diesem Substrat zu erhalten, da ich nicht iiber so
grofle Saftmengen verfiigte. Allein, mit einer gewissen Sicherheit kann
ich schliefen, daf das Optimum der Bindegewebeverdauung nicht
niedriger als 4 und nicht héher als 7,5 liegt. Fiir SanLis Priparat

o
a9
08 Gewohnliches Catgut
071
06+
3
= g5
8
lﬁ‘d o4t
(41
b 031 .
Aigamsntum nuckae
g2}
g7} = Sahli-Catgut
0 ; e : = cSahl-Cafgur
J [ 5 6 7 8 5 0

Abb. 7. Die Wirkung des Magensaftes anf Kollagenen (vel. Tabelle 6).

liegt es ungefihr bei 6,7; da im Laufe des Versuches der p, etwas ab.
nimmt, so liegt es ein wenig mehr nach der alkalischen Seite, also etwa
bei 6,8 (vgl. Tabelle 5—7).

Die Wirkung auf Dipeptide.

Die einfachste Methode, um die Spaltung von Dipeptiden zu zeigen,
war die Benutzung von sogenanntem Fermentdiagnostikume, das ist
Glyzyl-tryptophan, bei dessen Spaltung Tryptophan frei wird und daher
die Tryptophanreaktion auftritt, allein diese Methode war leider nicht
brauchbar, da durch die Autolyse des Saftes auch schon Tryptophan-

! Es sei ausdriicklich bemerkt, daB, wenn man Trypsin auf Bindegewche
wirken 1ifit, und die Zunahme der freiwerdenden Aminosiuren titriert, eine
solche sich in der Tat feststellen lifit, zumal bei ungereinigtem Bindegewebe
(andere EiweiBkorper?). Auch in dieser Bezichung ist Sanris Catgut am besten,
da es am wenigsten Titerzunahme bei Trypsineinwirkung ergibt.

2 Firma Kalle u. Co., A.-G. Biebrich a.Rh,
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reaktion auftritt, wobei also nicht festgestellt werden kann, aus welcher
Bindung Tryptophan freigemacht wird. Ich arbeitete daher mit Glyzyl-
glyzin und Leucyl-glyzin. Die Losung ist aullerordentlich schwach,
findet aber statt, und zwar bei einem pgy-Optimum von 9. Die Resultate
findet der Leser in Tabelle 8. Eine genaue Kurve der Wirkung konnte
ich nicht zeichnen, weil das Optimum mit dem Autolyseoptimum
zusammenfillt und die Wirkung der ,,Erepsinfraktion‘* iiberhaupt nur
aus einer Substraktion des Autolysetiters im Kontrollversuche, vom
Titer des mit den Dipeptiden gemischten Saftes erhalten werden kann.
Es sei ausdriicklich bemerkt, daf nur auf diesem Wege die Verdauung
15
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Abb. 8. Die Wirkung des Magensaftes auf Leucyl-glyzin (vgl. Tabelle 7, B, b) mit Autolysekontrolle
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der Dipeptide tiberhaupt bewiesen werden kann. Kriicers diesbeziig-
liche Versuche miissen als nichtbeweisend angesehen werden und auch
der von ihm gefundene niedere p,-Optimumwert konnte durch meine
Versuche nicht, bestiitigt werden. Er diirfte sich auf reine Autolyse
beziehen,

Zuniichst stellen wir also fest, daf der Saft des Flufikrebses alles
leisten kann, was die Saftgemische der Wirbeltiere zu leisten imstande sind.
Soweit wir dieses beurteilen kinnen, sind also alle Wirkungsfraktionen
im Safte des Krebses vertreten. s fragt sich nun, ob diesen Wirkungs-
fraktionen auch bestimmte Enzymindividuen entsprechen. Um dieses
festzustellen, wurden nun neceh eine Reihe p“-()ptinmmhostimmungon
ausgefithrt, in der Hoffnung, daf sich einzelne Fraktionen als Enzym-
individuen charakterisieren lassen wiirden. Wir haben schon oben
erwithnt, dafl diese Untersuchungen nicht zu einem bestimmten Resultate
gefiithrt haben. Wir lassen unsere Versuche folgen.
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Die Wirkung des Magensaftes von Astacus auf Peptone.

Als Substrat diente Wittepepton und Pepton F der Firma Witte
in Rostock. Dieses letztere verschaffte mir Herr Dr. . Cu. Hirsch.
Ich sage ihm auch an dieser Stelle fiir seine freundliche Hilfe meinen
besten Dank.

Fiir beide Stoffe fand ich nur ein einziges p,-Optimum, nimlich
6,7 fiir Wittepepton und

1 6,2 fiir Pepton F. Beide
‘x 03 Kurven fallen symme-
E trisch sowohl nach der
§ az sauren, als nach der alka-

3 lischen Seite ab.
T 4 Diese Tatsache ist von
0 ; der grofiten Wichtigkeit.

An und fiir sich diente
Abb. 9. Die Wirkung des Magensaftes (7)) und Mitteldarm- mir die Wirkung des Saf-
driisenextraktes (O) auf Wittepepton, sowie des Extraktes auf 45 B o T F
Pepton I (A) (vgl. Tabelle 8). tes auf I eptone zur Cha-
rakterisierung tryptischer
Wirkung. Beim Siugetier wiirde man ein Enzym, welches auch weit-
gehend gespaltenes Pepton F zu verdauen vermag, als Trypsin bezeichnen.
Dabei wiirde man aber unter allen Umstiinden kein so niederes Optimum
fiir seine Wirkung finden, sondern, wie wir oben hérten, ein Optimum
von ungefihr p, 8—9.

pr-Optimumbestimmungen des Spaltungsheginnes.

DerNBY (2) untersuchte das Optimum der Autolyse von Hefezellen.
Er stellte es fest bei py 5.5, withrend nach seinen eigenen Untersuchungen
das ,,Pepsin® der Hefe ein solches bei py 3—3,5 und das ,,Trypsin®™ bei
7,6—8 hat. Er schlof daraus, dafl das Optimum der Autolyse einer
kombinierten Wirkung beider Enzyme zuzuschreiben sei. Wir wollen
hier nicht die Frage diskutieren, inwiefern zwei derartige Enzyme zu-
sammen arbeiten konnen, und zwar dergestalt, dall die optimale Menge
des Produktes bei einem p, entsteht, der zwischen den beiden indivi-

duellen Optima beider Enzyme liegt. s will uns scheinen, als ob man
in der allgemeinen Physiologie mit den aus der Wirbeltierphysiologie
stammenden Begriffen wenig sorgfiltig umgeht. Pepsin und Trypsin
des Sidugetieres arbeiten niemals zusammen, auch {iberlagern sich ihre
Wirkungsbereiche nicht.

Wenn bei Pflanzen und niederen Tieren zwei Enzyme vorkommen
und wenn diese bei ihrer Zusammenarbeit ein mittleres p,-Optimum
haben, so handelt es sich hierbei schon um Eigenschaften, wie sie bei
Enzymen, denen man die Definition entnahm, nicht vorkommen.

Nun wiire es ja immerhin méglich, daf} der Prozel3 viel komplizierter
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ist, dal} z. B. in der ersten Phase ausschlieBlich Pepsin wirkt, sodann
Trypsin. Wir messen die Produkte, deren Masse abhiingig ist von der
individuellen Wirkung beider Enzyme. Am besten wiire dieses bei
Bindegewebe zu verstehen, wenn dieses auch beim FluBkrebs aus-
schlieBlich durch die ,, Pepsinfraktion* angegriffen werden wiirde. Die
Masse des titrierbaren Produktes wiirde dann in erster Linie abhiingen
von der Pepsinwirkung. Sie wiirde der 'l‘rypsimrirknng das Material
zur Verfiigung stellen; aber naturgemiiBl wiirde auch von der Ge-
schwindigkeit der Trypsinwirkung die Menge der Endprodukte ab-
hiingen. Drittens wiirde auch die Geschwindigkeit der Trypsinwirkung
diejenige der Pepsinwirkung beeinflussen miissen, da ja durch die Auf-
spaltung der peptischen Produkte die Pepsinwirkung be- A
schleunigt werden miilite (Glcic11gcwichtsvvmchivhung). '
Diese Wechselwirkung ist so kompliziert, dafl wir es uns
versagen miissen, uns in weitere Spekulationen iiber
ein mogliches Kompromifloptimum zu ergehen. Da-
gegen wollen wir eine Reihe von Versuchen besprechen,
deren Ziel es war, das Anfangsstadium der Verdauung
allein zu fassen. Auch dieses ist keine vollkommen ein- s F“"‘J”.""g'
deutige Methode, wenigstens nicht bei Anwendung von o |
Gelatine oder Fibrin, da diese beiden Stoffe sowohl il
von Pepsin, als von Trypsin angegriffen werden. So-
lange wir uns aber einigermaBen an die Definition die-
ser beiden Proteasen halten, mul} das Bindegewebe ein \/
gutes Objekt fiir unsere Versuche sein: denn bei ihm

muld der Spaltungsbeginn eine Funktion lediglich des ~Abb. 10. Der Mes.
Pepsins sein. Wenn auch diese Versuche keine Sicher- {t]?ﬁqulilrli:: d.li‘r-r
heit geben kénnen, da sie sich ja auf eine AnplogielemaGasTnsELle
begriinden, so schien uns doch ihre Methode die beste Aussicht zu geben,
um zu zeigen, dall vermutlich auch das Einzelenzym, welches die Pro-
teolyse einleitet, bei jenem mittleren p-Optimum arbeitet.

In erster Linie bediente ich mich der Merrschen Roéhren, die mit
Gelatine im Gelzustande gefullt, in das Verdauungsgemisch gelegt
werden. Die Abnahme der (felatinesiule innerhalb einer bestimmten
Zeit wird gemessen (siehe Abb. 10).

Das Verdauungsgemisch wird in einer Zent rifugenréhre von ungefihr
6 em Linge und 1 em Durehmesser gebracht. Der innere Durchmesser
der mit Gelatine gefiillten Kapillare betrug ungefihr 1,1 mm. Die Linge
der Gelatinesiule wird vor und nach der Verdauung (bei Zimmertempera-
tur) gemessen. Die Methode ist nicht sehr fein, so dal} eine genaue
Eichung der Kapillare nicht vorgenommen wurde, ]

Ul)rigens steht das Prinzip der Methode demjenigen nahe, welches
der durch BopanNsky (1, bei Zilenteraten) und Yoxce (19, bei Mollus-

Z. 1. vergl. Physiologie Bd. 7. o3
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ken) angewandten Methode zugrunde liegt.

Meine Resultate findet

der Leser in Tabelle 10. Im Mittel erhielt ich ein Optimum von 5,5 und
ein zweites von 8. Auch mit WiLLsTATTERs Polypeptidtitrierung, die
gich ja im wesentlichen auf frithe Spaltungsprodukte beschriinkt, er-

. F hielt ich fast gleiche Optima.

70 . o . Sy,
_::;, Mit Fibrin, mit unserem wichtig-
= 4} sten Substrate, Bindegewebe, niimlich
S
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Abb, 11. Die Verflilssigung der ADb. 12, Der Spaltbeginn bei Gelatine bestimmt mit
Gelatinesiule (vegl. Tab, 10). Polypeptidtitration (vgl. Tab. 9).

Ligamentum nuchae des Rindes, benutzte ich die kolorimetrische
Methode. Die Stoffe wurden mit Ammoniakkarmin gefiirbt und so gut
ausgewaschen, daf} sie in schwacher Siure keine Farbe mehr abgeben.
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Abb. 13, Die Wirkung des Magensaftes anf gefirbtes Fibrin (=),
sowie auf gefarbtes Ligament (- --) (vel. Tab. 11).

Eine weitere Erklirung
der Methode eriibrigt
sich, da sie durch die
Publikation der GriUTZ-
NERschen Schule allge-
mein bekannt ist. Fir
Versuche bei alkalischer
Reaktion kam an Stelle
des alkaliloslichen Kar-
mins, Sprithlau.

Bei Fibrin erhielt ich
nur die hohere Zahl, die
ich bei  Titration ge-
funden hatte (p, 8). Mit
Bindegewebe fand ich,

dafl die Kurve etwas asymmetrisch wurde: nach der sauren Seite fiillt
die Kurve allmihlicher ab, als nach der alkalischen. Aber die Optima
bleiben fast unverdndert (py 6). Der Leser findet die Daten in Tabelle 12.

Diskussion meiner Resultate.

Wir wollen unsere Resultate zusammenfassend in zwei Gruppen
zerlegen, 1. Ich ging aus von dem Gegensatze, der zwischen der alten
und neuen Auffassung tiber die Enzyme wirbelloser Tiere bestand.
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JorDAN hatte in seinem Buche und in seinen ilteren Publikationen von
., Urtrypsin®™ gesprochen. Eine Auffassung, die naturgemiB im Wider-
spruch steht zu den Resultaten neuester Untersuchungen. Wir wissen
heute, daB das Trypsin der Siugetiere nicht alles zu leisten vermag,
was fiir die Verdauung der EiweiBkérper notig ist, so daf} es ausgeschlos-
sen erscheinen muf, daB ein einziges Enzym, welches die gesamte Ei-
weillverdauung eines Tieres zu leisten hat, mit dem Trypsin der Siuge-
tiere verglichen werden darf.

2. Wenn den Anschauungen von WALDSoEMIDT-LEITZ diejenige all-
gemeine Giiltigkeit zukommt, die der genannte Verfasser zur Begriin-
dung seiner Schliisse voraussetzen mul, so ist die iltere Meinung Jor-
pANs, dafi wir bei den wirbellosen Tieren eine einzige | ,Urprotease™
finden, nicht mehr haltbar, auch wenn man dieser Protease einen orofie-
ren Wirkungsbereich zuerkennt, als dem Trypsin. Denn nach WAaLD-
scamipT-LEITZ kinnten den verschiedenen Arten von Peptidbindungen
im EiweiBmolekiil 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 WarLp-
SCHMIDT- LE1T2’ angeschlossen: sie meinen, dafl den beiden Optima, die
sie finden, ein Pepsin und ein Trypsin entspricht.

1. Ich habe in dieser Arbeit zeigen kionnen, daf3 der eiweillverdauende
Saft des Flullkrebses sicherlich imstande ist, das EeiweiBmolekiil
seiner Gesamtheit abzubrechen. Die letzte Phase der Spaltung, die
beim Wirbeltier durch das Erepsin geleistet wird, erwies sich in meinen
Versuchen als duflerst schwach: Glyzyl-glyzin, sowie Leucyl-gly-
zin, wurde bei einem pu-Optimum von 9 sehr schwach gespalten. Als
Charakteristikum fiir die peptische Phase wiihlten wir die Spaltbarkeit
des Bindegewebes, in erster Linie die nach Sanrr priparierte Darmsaite,
die rro]ii<t wurde.

Wenden wir uns jetzt der zweiten Frage zu, niimlich nach dem
mGnmmcn verschiedener Einzelenzyme im Safte des FluBkrebses.,
Es will uns scheinen, als diirfe man diese I rage noch nicht beantworten.
Dagegen haben meine Untersuchungen viel neues Material, wenn auch
nicht zur Beantwortung, dann doch zur Beurteilung dieser Frage ge-
liefert. Ausgehend von der Definition der Einzelenzyme, wie wir sie
in der “'V‘"h““"L’l'l‘]lh’ﬁl(i]t'lgltz finden, miissen wir zunichst feststellen,
dal} die p,-Optima durchaus ungeniigend sind, um in solchen Enzym-
gemischen die Anwesenheit von derartigen Einzelenzymen festzustellen.
Es fehlt den Enzymen, zumal bei niederen Tieren, eine Konstanz der
py-Optima. Verschiedene Substrate haben verschiedene Optima, die
sich bislang noch nicht durch Eigenschaften der Substrate (z. B. durch
den isoelektrischen Punkt) haben erkliiren lassen. Man vergesse auch
nicht, dafl man alle diese Bestimmungen nur mit Hilfe grober Bingriffe

23*
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ausfithren kann, d. h. unter Hinzufiigung von Puffergemischen, um die
Pyp-Werte zu erzielen. s scheint aber (nach RiNarr), dal bei manchen
Enzymen die Zutat, zumal von Elcktrolyten einen direkten Einflul}
auf das py-Optimum hat. Die Hauptsache aber ist, daf die Wirkung
des Krebssaftes auf einzelne spezifische Substrate, unter ganz anderen
Bedingungen vor sich geht, als die entsprechende Wirkung durch die je-
weiligen Enzyme des Sdugetieres.

Ich habe gezeigt, daBl wenig verdautes Wittepepton (hauptsichlich
Albumosen) durch 4stacus-Saft bei py 6,7 optimal verdaut wird. Weit-
gehend verdautes Pepton (Pepton F) bei p, 6,2: wiire der Saft eine
Mischung von Trypsin und Pepsin im Sinne der Vertebratenphysio-
logie, so miilite der py-Wert beim Pepton F steigen, da eigentliches
Pepton lediglich durch Trypsin angegriffen werden miilite, mit einem
alkalischen Optimum.

Auch Bindegewebe, das mutmaliliche Substrat der Pepsinfraktion,
wird mit einem p,-Optimum von 6,7 verdaut. Dall dieses Optimum
sich auf die erste Phase der Spaltung bezieht, ergab sich aus der An-
wendung der kolorimetrischen Methode auf Bindegewebe. In allen
diesen Fillen erhielten wir gleiche, nimlich fiir Pepsin viel zu hohe
py-Optima. Damit konnten wir die Annahme ausschlieBlen, daf} jene
py-Mittelwerte, die wir als unterstes Optimum fanden, Mittelwerte
zwischen den Optima von Pepsin und Trypsin des Wirbeltieres, d. h. als
KompromiBoptimum zwischen beiden Enzymen aufzufassen seien. Ein
wesentlicher Punkt, der nicht iibersehen werden darf und der gegen
das Vorhandensein eines Pepsines im Sinne der Wirbeltierphysiologie
spricht, ist das Fehlen jeglicher Labwirkung des Magensaftes von Asta-
cus fluviatilis, eine Labwirkung, die fiir Pepsin charakteristisch sein soll.

Wir haben noch einem Einwande zu begegnen. Es kommt nimlich
im Krebsmagensafte ein Pu-Optimum vor, welches dem des Pepsing
nither 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 py 4 fingt das eigene Eiweill des Saftes an sich zu
triitben, bei p, 3 ist alles Eiweil niedergeschlagen und alle Enzyme
werden durch den Niederschlag adsorbiert. (Das Filtrat ist wirkungs-
los, withrend der in Alkali geloste Niederschlag die volle Enzymwirkung
hat.) Bei jenem p,-Optimum von 3,5 messen wir die Wirkung des
Enzyms auf das eigene Eiweill, welches durch Adsorption mit dem
Enzym verbunden ist. Man kiénnte nun daran denken, dal} das eiweil3-
freigemachte Enzym eines Krebses ein niederes ,,Pepsin-Optimum®
haben wiirde, als der natiirliche Saft. Man erinnere sich auch, dal} ich
mit der MerTschen Methode sowie mit der Polypeptidtitration bei Gelatine
die Spaltungsbeginnoptima bei py 6, d. h. bei demselben p; wie das
Autolyseminimum fand. Bei der Fibrinolyse liflt sich titrimetrisch
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eines der Optima bei p, etwa 6 feststellen; dieses Optimum ver-
schwindet bei der Spritblaufibrinmethode, und es bleibt nur das
andere, das bei p,; 8 liegt.

Wahrscheinlich jedoch ist das Verhalten bei der Autolyse spezifisch
tiir diese Erscheinung; denn wire Autolyse und z. B. Fibrinolyse das
gleiche, und Autolyse bei niederem py durch die Adsorption nur bevor-
zugt, so miilite die Autolyse auch bei p, 6—7 vor sich gehen, wo die
totale Proteolyse und Peptolyse maximal sind. Das ist nicht der Fall.
Das Optimum 6.7 der ersten Bindegewebsvertliissigung spricht gegen
die Moglichkeit eines Kompromisses zwischen niederem p,-Optimum
und Beschidigung des Enzyms durch solchen niederen p,. denn ein
solches Wirkungsoptimum miilite niederer liegen. Praktisch geht die
Verdauung beim Flulikrebs optimal bei p,-Werten von 5.5 bis 6,5 vor
sich, ganz in der Nithe des p, des Saftes. Ob innerhalb der Coecca dic
Bedingungen fiir die schwache , Erepsinwirkung** (p,, 9) und zugleich
fiir das zweite Optimum anderer Substrate gegeben sind, wissen wir nicht.

Kurzum, beim FluBlkrebs von .. Pepsin®® und L ATypsin®® usw. zu
reden, ist beim gegenwiirtigen Stande unseres Wissens nicht erlaubt,
Die p,-Optima eignen sich, fiir sich genommen, nicht zur Charakteri-
sierung von proteolytischen Enzymen, da sie offenbar durch alle még-
lichen Umstiinde veriindert werden, und nicht ausschlieBlich als Funktion
der Enzymart zu betrachten sind. Kiinftige Versuche werden das Enzym-
gemisch in seine Faktoren zerlegen und deren spezifische Eigenschaften
feststellen miissen. Die einzelnen Teilenzyme, die den Bindungsarten des
Eiweillmolekiiles entsprechen, werden erst dann allgemein giiltige Defi-
nitionen erhalten (falls man, wie wohl zu vermuten ist, das Vorhanden-
sein solcher Teilenzyme {iberhaupt nachweisen kann). Die ,.allgcemeine
Physiologie™ hat auch hier eine ausgebaute vergleichende Physiologic
zur Voraussetzung. Vorliufig fullt auch die Winrstirrersche Schule
nur auf einigen Spezialfiillen. Wir miissen uns in unserer Darstellung auf
‘mzymwirkung beschriinken und diirfen bei den Wirbellosen noch nicht
von , Enzymindividuen** reden.

Der Rhythmus der Sekretion der verdauenden Enzyme,

Dall bei den wirbellosen Tieren Sekretionsrhythmen nach MaBgabe
der Nahrungsaufnahme entstehen, hat Hirson vor lingerer Zeit gezeigt (4).
Im vorigen Jahr hat er diese Rhythmen auch bei Astacus gefunden (5,
sieche auch Bermes Handbuch fiir normale und pathologische Physio-
logie, 9). Bei diesen letztgenannten Untersuchungen, von denen er
im zitierten Handbuch eine kurze Ubersicht gibt, fand er die bemerkens-
werte Tatsache, dall bei Astacus die V erdauung nativen Eiweilles und
von Pepton F verschiedene Sekretionsrthythmen habe. Als natives Ei-
weill diente Kasein. Wird nun die Enzymkraft in bestimmter Weise zu
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verschiedenen Zeiten nach der Nahrungsautnahme gepriift, so ergibt
sich fiir die Menge der ,,Kaseinase** und der ,,Peptonase* je eine Kurve
mit zwei Hohepunkten binnen sechs Stunden, aber die Kurven sind
nach Hirscu nicht gleich. Sie folgten vielmehr in ihren Maxima und
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Abb. 14, Sekretionsrhythmus nach der Fiitterung, d.h. die Zu- und Abnahme der enzymatischen
Kriifte der Magensiifte bei verschiedener Zeitdauer nach der Filitterung. Der Hungersait ist als
Standard genommen (vgl. Tab, 12). Die Kurven sind: A ..., B —  —. — Cocac, D —=—=—,
und E ——.

Minima aufeinander. Daraus ergibt sich, daf} die Kraft der Protease
fiir hoch zusammengesetzte und diejenige fiir tief abgebaute Eiweil-
korper thythmisch in reziprokem Verhiiltnis steht. Diese eigentiimlichen
Befunde werden vermutlich am besten durch die Annahme von zwei
verschiedenen Proteasen im Magensafte von Astacus erklirt. Diese An-
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gabe weckte in mir die Hoffnung, durch ,,systematische Stufenunter-
suchungen®, in verschiedenen Zeitabstinden nach der Fiitterung meiner
Krebse, doch noch imstande zu sein, verschiedene Enzymindividuen
voneinander zu unterscheiden. Leider ergab sich, dall die genannten
Unterschiede gich nicht feststellen lassen. Kasein wird durch den Magen-
saft des FluBkrebses nur schwer angegriffen. Hierdurch entstand ver-
mutlich eine UnregelmiiBigkeit der ,Kaseinasekurve®, wie sie in dem
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Abb, 15. Sekretion nach der kilnstlichen Entleerung des Magens, der Hungersaft als Standard
genommen (vgl, Tab, 13). Die Kurven sind: A —— B —— — 0----, und D —.—.— 4

mir freundlich zur Verfiigung gestellten Manuskript von Hirscu vor-
kommt. Ich habe daher die Stufenuntersuchungen mit verschiedenen
Substraten und mit Alkoholtitrierung wiederholt. Tch lieB die Tiere
mindestens eine Woche lang hungern, sodann wurden sie mit 0,2 g
Fleisch gefiittert und ihr Magensaft wurde nach bestimmten Zeitinter-
vallen entnommen und auf seine Wirkung untersucht. Als Substrat
diente hierbei Gelatine, Wittepepton, Pepton F!, Kasein und SAHLIS
Darmsaite: aullerdem benutzte ich noch gefiirbtes Fibrin fiir kolori-

1 Tch hitte lieber an Stelle von dem immerhin undefinierten Gemisch, wie es

im Pepton I vorliegt, Dipeptide verwandt, niamlich Glyzyl-glyzin, oder Leucyl-
glyzin, allein diese werden zu schwach angegriffen,
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metrische Messungen. Die Resultate sind, wie sich aus den folgenden
Tabellen ergibt, immer gleich den Kurven von Hrrsc fiir Pepton F:
Die , Sekretion von Protease und Peptonase® war synchron. Es lieflen
sich auf diese Weise nicht zweierlei Enzyme voneinander unterscheiden.
Die erste Sekretion tritt eine und die zweite Sekretion 31 /= Stunden
nach der Fiitterung auf. Der frisch abgesonderte Saft ist dunkler ge-
firbt und die Farbe des Saftes ist bis zu ei 1em gewissen Grade der In-
dikator fiir die Enzymkraft, obwohl Schwankungen nicht unbedeutend
sind (siche Tabelle 12).

Teh michte hier einige weitere Erfahrungen hinzufiigen iiber die
Hungersekretion, die man dadurch kontrollieren kann, dafl man dem
Magen eines hungernden Krebses von Zeit zu Zeit Saft entnimmt. Die
Methode wurde angewandt, um die Priifungen des Saftes nach Fiitte-
rung zu kontrollieren. Die Resultate findet der Leser in Tabelle 13.
Es zeigte sich deutlich, daB bei Entleerung des Magens der verdauende
Saft kontinuierlich aus der Mitteldarmdriise in den Magen fliefit, ein
AbfluB, dem die sekretive Titigkeit der Driige auf dem FuBe folgt.

Zusammenfassung,

1. Der Saft des Flubkrebses wirkt kriiftig auf Eiweill und Pepton,
sehr schwach auf Dipeptide (Glyzyl-glyzin und Leucyl-glyzin).

2. Der Saft verdaut auch Bindegewebe, vor allen Dingen das Binde-
gewebe der priiparierten Darmsaite, wie sie SAHLI zur Unterscheidung
zwischen peptischer und tryptischer Verdauung beim Menschen ver-
wendet. Der Saft verhilt sich hiernach wie Pepsin, verdaut das Binde-
gewebe aber im Gegensatz zu Pepsin der Wirbelticre bei einem Pu
von 6,8. Auch andere Formen von nativem EiweiB, sowie Pepton wer-
den (wie bekannt) verdaut. Der Saft ist also imstande, alle Eiweil3-
fraktionen zu spalten, welche in den Verdauungsorganen der Wirbeltiere
durch die verschiedenen daselbst anwesenden proteolytischen Teil-
enzyme gespalten werden kénnen.

3. s kommt im Safte des FluBkrebses eine Autolyse vor, Sie zeigt
zwei py-Optima. Das eine liegt bei 3,5, das andere bei 9. Die niedere
Lage des erstgenannten Optimums bedingt es, dafl innerhalb des natiir-
lichen Magensaftes Autolyse nur in sehr bescheidenem AusmalBe statt-
findet. Das bedingt Schutz des eigenen EiweiBles, da der Saft im Hunger
ein pH von 5, nach Fitterung ein solches von 5,5 hat.

4. Bei py 4 beginnt eine Trithung des Saftes. Bei Py 3 ist alles Eiweild
niedergeschlagen und es hat die Enzyme, adsorptiv gebunden, mit sich
zu Boden gerissen. Im Zustande adsorptiver Bindung findet die Autolyse
optimal statt.

5. Bei der Verdauung verschiedener eiweiBartiger Substrate haben
sich verschiedene Optima ergeben; in der Regel (und bei der Anwendung
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bestimmter Formen der Titrierung) handelt es sich um 3 Optima. Das
eine fiir Pepto- und gesamte Proteolyse liegt bei py 6.2—6,7. Fiir den
Spaltungsbeginn der Eiweikorper (mit Ausnahme der Bindegewebe) zeigt
sich bei dem gleichen p -Wert ein Minimum, wihrend Optima hierfiir
bei py 8—9 (Fibrin, Gelatine) bzw. 5,3 (Gelatine) liegen.

6. Das Optimum bei p, 5 ist bisher nicht eindeutig festgestellt,
da bei niedrigerem p, als etwa 4 der Magensaft selbst fast unwirksam
geworden ist (siehe oben). Es ist sogar wahrscheinlicher, dall dieses
Optimum tatsichlich niedriger als bei 5 liegt, da bei anderen Inverte-
braten ein Saureoptimum bei p, 3—3.5 gefunden ist, wenn man ver-
hiltnismillig eiweillarme Organextrakte verwandte (vgl. Yoncr [19],
Bopansky [1]). Ieh will mein Experiment zuniichst fiir die Feststellung
dieses Wertes fortsetzen.

7. Die gefundenen Optima liegen niemals genau beim isolektrischen
Punkt des Substrates.

8. Aus den verschiedenen p,-Optima lassen sich keine Schliisse
ziechen auf das Vorhandensein verschiedener protoelytischer Teilenzyme.
Denn erstens liegen die gefundenen Optima des FluBkrebses (im Gegen-
satz zu manchen andern Invertebraten) zu nahe beicinander, um zu
einem Schlusse zu berechtigen. Zweitens ergaben sich bei der Anwen-
dung spezifischer Substrate, die beim Wirbeltier nur durch eines der
Teilenzyme angegriffen werden, beim FluBkrehs Optima, die vollkommen
anders sind, als diejenigen der Teilenzyme bei den Vertebraten, welche
dieselben Substrate angreifen; z. B. hat Bindegewebe (auch bei Be-
stimmung des Spaltungsheginnes) ein mittleres p,-Optimum von un-
gefihr 6,7, Pepton F mit seinem griBeren Gehalt an Pepton hat einen
etwas niederen py (6,2), als das Albumosengemisch, welches unter dem
Namen ,,Wittepepton** kiuflich ist (6,7).

- Wenn man nach der Fiitterung der Tiere die verschiedenen Se-
krc‘tlunssiufcn (im Sinne Hirscus) auf ihre Wirkung auf verschiedene
Substrate hin untersucht, die beim Wirbeltier durch verschiedene Teil-
enzyme angegriffen werden, so zeigt sich, daf der abgeschiedene Saft
immer die gleichen Enzyme (*nthlllt d. h. die Maxima und Minima
aller untersuchten Wirkungen fallen zusammen. s gelingt also auch
nicht auf dem Wege der Stufenunter suchung \ol‘wlllcdcno Enzymindi-
viduen voneinander zu unterscheiden.

10. Wir diirfen von einer alles umfassenden proteolytischen Wirkung
reden, aber noch nicht von verschiedenen proteolytischen lndlvuluon
Wenn es einmal gelingen sollte, diese letzteren durch moderne Isolie-
rungsmethode einzeln darzustellen, dann ergibt sich heute schon aus
unserem Resultate, dali diese Teilenzyme andere Eigenschaften haben
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werden, als diejenigen des Wirbeltierkorpers, und dafl man in der all-
gemeinen Physiologie daher diesen Teilenzymen neue Definitionen wird
geben miissen.

Die Untersuchung wurde mit Unterstiitzung des Rockefellers In-
ternational Education Board ausgefiihrt; ich danke dem Board bestens
fiir seine Hilfe; ebenso danke ich Herrn Prof. H. JorDAN, der mir einen
Platz in seinem Institut zur Verfiigung stellte, mir das Thema fiir diese
Arbeit gab und mich stets mit seinem Rat unterstiitzt hat. Dem Herrn
Dr. H. J. Vonk danke ich fiir seine freundliche Hilfeleistung.
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Protokolle.

Tabelle 1. Die Wasserstoflionenkonzentration des Magensaftes von
A. macrodactylus,

Pu gemessen mit

Dauer nach Filitterung |

Quinhydronelektrod | Wasserstoffelektrod
|

Vor der Fiitterung 5,12 = 5,05

Nach 1 Stunde , 5,66 ity
» 13/, Stunde . 5,50 =
,, 2 Stunden 5,69 =



Uber die eiweillosenden Enzyme im Magensafte von Astacus. 349

Tabelle 2. Die Autolyse des Magensaftes.

A: 10 cem Pufferlésung und 2 ¢cem verdiinnter Magensaft (1 x 20), 37° C, 19 Stun-
den: 3 cem Reaktionsgemisch ist in 30 cem absoluten Alkohol gebracht, mit n/10
NaOH titriert, Thymolphthalein als Indikator. Der py; der Gemische wurde nicht
gemessen, da in so verdiinnten Lésungen die Unterschiede zwischen dem py der
Losungen und dem des Pufferungsgemisches unbedentend sind,

Pufferltsung pu des Puifers 1. Titration | 2. Titration Differenz
o TS i in cem ‘ in ¢em ‘ in cem
Glykokoll + NaOH . . 9,62 2,38 2,38
t = 9,02 2,60 w 2,60 |
‘ 02 233 | 2,8 ;
-t no A2 203 5 | 8 1L .00
K-Biphthalat - NaOI. 5,93 2,09 \ 2,09
o 4,98 2,67 ‘ 2,67
K- B.‘l])hlhalat + HCL. . 3,58 1,535 | 1,55 ‘

B: Die Autolyse bei konzentrierteren Losungen von Magensaft, a) 10 cem Puffer,

3 cem Wasser, und 2 cem Magensaft (7011t:1fm_'101t) 9 Stunden, 37° C, 5 cem

wurden in 50cem abgolutem Alkohol mit 10/n NaOH titriert, Tll\mo]phﬂm]un
als Indikator, py 3,6—9,9 in 3 Reihen.

Pufferlisung py bei Beginn : 1-;1;]“?:1“1"!\ | 2-;1]'1“::“(1':‘:'”! | I:::fl(?;::!
K-Biphthalat + HCI . . 361 | 32 431 | 1,07
5 1) 4,21 2,66 3,66 1,00
" 2 4,6 2,20 2,91 0,71
K-Biphthalat + NaOH . 4,9 1,82 2,24 0,42
., 5,2 1,28 1,64 0,36
5,4 1,20 1,55 0,35
Gly Lol,ull + a()H T 5,8 3,44 3,00 0,11
N 6,0 3,66 3,80 0,14
5 . 6,3 3,80 7 4,00 0,20
8,8 2,44 3,04 0,60
» 1, 6,9 3,66 3,97 0,31
0,1 2,21 3,14 0,03
= ¥, 9,3 1,14 2,07 , 0,93
3 1 0,9 0,64 ‘ 1,45 | 0,81

b) 6 cem Puffer, 2 cem Wasser und 1 cem Magensaft, 19 Stunden, 370 C. 3 cem
wurden in 30 cem absoluten Alkohol mit n/10 NaOH titriert, Thymolphthalein
als Indikator,

K-Biphthalat - HCIL . . 241 1,52 1,60 0,08
4 5 3,3 1,60 1,88 - 0,28

1 In saurem Milieu findet Prizipitation der Eiweifkorper des Magensaftes
statt, aber dies stort die Autolyseversuche nicht (vgl, Kapitel iiber Autolyse).
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Tabelle 3. Die Verdanung der nativen Eiweifikirper mit
Astacus-Magensaft.

A: Kasein: a) 13 cem Puffer, 0,1 g Kasein und 1,3 cem Magensaft (1 x10);
1 Stunde; 379 C, 5 cem waren wie oben in Alkohol titriert.

b) 16 ccm Puffer, 0,1 g Kasein und 1,2 cem Magensaft (1 < 10); 1 Stunde, 37° C,
Titration wie oben,

Puiferlosung py bei Beginn L E:f:?:::m = il[itgii]l;vrl /,I::!(llc‘::lm
a) K-Biphthalat + HCI . 4,6 1,90 2,04 0,14
e 5 5,1 1,24 1,54 0,30
. 1 5,6 0,94 - 1,36 0,42
Glykokoll + NaOH . | 6,5 4,60 4,08 0,38
o " ' 6,8 4,56 4,90 0,34
7 7 9,3 1,80 2,08 0,28
b) K-Biphthalat + HCI , | 3,2 1,72 1,74 0,02
" - 4,2 1,42 1,48 0,06
., +NaOH 4,6 1,10 1,18 0,08
) 4 5,0 1,80 1,00 0,20
Glykokoll 5 7,0 2,76 2,90 0,14
. T ' 7,3 2,60 2,70 0,10
; 5 7,8 2,72 2,86 0,14

B: Gelatine: a) 6eem Puffer, 1eem 6%ige Gelatine und 1 cem Magensaft (1 x 30);
45 Minuten, 37¢ C,

b) 1 cem Wasserextrakt der Mitteldarmdriise statt des Magensaftes; 11/, Stun-

den, 37° C, Die beiden Tritationen mit 3 cem Gemisch in absolutem Alkohol,

AP - 4 1. Titration | 2. Titration Zunahme
Puiferlisung Dy bel Beginn ‘ in cem in cem in cem
a) K-Biphthalat + NaOH | 5,4 0,71 ‘ 0,98 3 0,27
> 5,8 049 | 0,78 | 029
” T 6,0 0,42 0,71 0,29
Glykokoll + NaOH . 66 | 244 282 | 038
» 3 3l 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
> e 5,7 1,22 1,47 0,25
» 2 5,6 1,28 1,53 ! 0,25
Glykokoll + NaOH . 6,7 - 2,22 2,565 ‘ 0,33
” 7,3 : 2,33 2,58 f 0,25
o 7,9 246 | 271 | 025
5 o 8,3 1,33 1,561 0,18
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C. Fibrin: a) 10 cem Puffer, 0,1 g Fibrin und 1 cem Magensaft (1 ¢ 10); 3 Stun-
den, 37° C.

b) 16 cem Puffer, 0.05 g Fibrin und 1,3 cem Magensaft (1 x 10); 37° C, 3 Stunden.
Titration in Alkohol mit 3 (a) bzw. 5 (b) com Reaktionsgemisch,

2. Titration Zunahme

Puiferldsung py bei Beginn ]'il‘m,;.l,””n | PEETT
B in cem | in cem in cem
| |

K-Biphthalat + HCI . 3,1 148 1 1,46 0,02
L . 3,7 1,26 1,26 0,00
+NaOH. | b5l 0,70 | 072 0,02
Glykokoll + NaOH . . 7,1 2,68 2,70 0,02
= . \ 7.0 274 2,88 0,14

" ”» ' 8,1 2,54 ; 2,80 0,26

T | 83 2,52 | 28 | 01l6
K-Biphthalat - NaOH. | 52 0,58 060 | 011
= ot b o 5] 0,36 0,56 020
Glykokoll + NaOH . . | 7,2 2,33 2,16 0,13
- 4 | 79 2,78 2,07 | 016

| 81 2,71 297 | 026

,, ) 97 049 | 062 | 013

Tabelle 4. Die Wirkung von Pepsin anf Kollagen.

A. 10 cem Puffer, 3 cem 6%iges Pepsin und 0,05 ¢ Sannisches Catgut; 380 C,
18 Stunden. 5 cem wurden in 50 cem absolutem Alkohol mit n/10 NaOH titriert,
Thymolphthalein als Indikator.

| |
| 1. Titration 2, Titration ! Zunahme

Pufferldsung 3 pu bei Ende i eem T l i RVeom
Glykokoll + HCI . . . 14 422 440 | 018
3 " 2.0 1 4,13 433 | 020

0 .. 2,6 ! 4,00 428 02
K-Biphthalat + HC1, ., | 3.2 2,60 260 0,00
» +NaOH.| 46 | 172 L7000 002

B: 10 cem Puffer, 5 cem 10%iges Pepsin und 0,05 ¢ Sanuisches Catgut; 390 C,
18 Stunden, Titration wie ohen,

o Titratl 2, Titratio Zuni u
Puiferlisung Dy bei Ende e iln Lr'tl'lll”n ) ilul':':::: ; ; /i]:lnxl‘{‘l:::(
1 | -
Glykokoll + HC1 . . . 15 | 37 501 | 014
n ” 1.8 3,77 3,01 0,14
: ! 21 | 368 3,80 0,23
2,6 w 3,64 3,80 0,22

K-Biphthalat + HCL. . 3.4 2,38 2,40 0,02
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C: Puffer und Pepsin wie oben, 0,05 g getrocknetes Ligamentum nuchae vom
Rind; 37° C, 18 Stunden, Titration wie oben,

Pufferlosung } Py bei Ende . !1;;12:‘;:1““ ‘ = ;I;:ti::.::](_at't /::??l(l;::L
Glykokoll + HCL . . , 1,5 3,77 3,95 | 0,18
. 5 1,8 3,77 395 | 0,18

s 2,2 3,75 3,83 ; 0,18

- 2.7 3,70 386 | 0,16
K-Biphthalat + HCI . , | 3.2 2,33 244 | 0,11
5 4,2 1,01 1,93 0,02
K-Biphthalat = NaCH . | 5,1 1,35 1,35 | 0,00

Tabelle 5. Die Wirkung von Trypsin auf Kollagen.
10 cem Puffer (Glykokoll +-NaOH, py 8,17), 2 com 3%iges Pankreatin (Rhenania)
und 0,05 g Kollagen; 38°C, 17 Stunden, 5 cem wurden in Alkohol mit n/10 NaOH
titriert, Thymolphthalein als Indikator,

Kollagen 1. :n“'il[jllll 2. :l'in."utiun | ?,'unu]lmn
n ¢em m ¢ecm | n ¢cm
|
Sanvisches Catgut . . 5,02 5,56 0,54
Gewdhnliches Catgut . 5,02 5,01 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.
Az a) 7 cem Pufferlosung wurden mit 2 cem Magensaft gemischt, hiervon wurden
deem zusammen mit 0,05 cem Catgut von SAHLI bei 370 C 4 Stunden lang gehalten,
2 cem Gemisch wurden in 20 cem absolutem Alkohol titriert, Thymolphthalein
als Indikator, Die Autolyse wurde kontrolliert,

Pufferldsung Dy bei 1. Titration 2. Titration Kontrolle  Zunahme
Beginn in cem in cem | In eem in cem
o 3 > (K 124 [
K-Biphthalat + NaOH , 4,7 4,04 | E 1,38 || 0,30 0,14
: L T K TS O
i 7, 4,1 4,06 | E 120 | 0,14 0,19
ik ( K 048 '[f b
, ” 9,7 4,48 | E 0,83 Ji 0,00 0,356
y e P e [ K 075 || o
Borat+NaOH . . . . 5,7 0,79 1E 110 || 0,04 0,35
. || K 057 ' _
- o 3,9 0,63 | E 1,10 | 0,046 | 0,563
T e
" : 7.8 0,47 { g‘ :;r;; L0017 | 039
K 0,39
42 22 . 2= 068 { E 0,64 } 0,00 e
| 02 008 ([ O 401 0,12
A " | it ! | E 029 | b Y
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b) 10 cem Puffer, 1 cem Saft (1 x 10) und 0,05g Catgut von Sanry; 37°C, 6 Stun-
den. Vor dem Experiment wurden 3 cem fiir die pp-Bestimmung genommen,
3 cem sind wie gewohnlich in Alkohol titriert.

Pufferldsung | pp des Beginns | & i.fll':.-t:]l{m < :litiﬁlil(m ‘ "‘][::1‘::‘:]10
K-Biphthalat + NaOH . 4,8 0,881 0,90 0,02
< + ! 5,2 0,54 | 0,58 0,04
Borat+NaOH . . . . | 7,1 0,70 0,76 0,06
4 ) ? 8,3 - 0,36 ' 0,40 -‘ 0,04
,, n |9l 0,52 054 | 002

B: 10 cem Puffer, 1 cem Magensaft (1 x 10) und 0,1 g gewohnliche Darmesaite,

hiervon wurden 3ecem vor dem Experiment fiie die py-Bestimmung genommen.

370 C, 4 Stunden. 3 cem wurden in 30 cem absolutem Alkohol mit n/10 NaOH
titriert, Thymolphthalein als Indikator,

A AT 1. Titration 2. Titration Zunahme
Pufferlisung . Py des Beginne T T i T
' i

[ P
Glykokoll + HC1 . ., . 3.4 ' 282 ! 2,82 0,20
- f 3,6 2,60 3,00 0,40
3.8 2,60 3,42 0.82
Glykokoll 4+ NaOH . . 7.8 2,62 3,66 1,04
£ 1] 8;“ 2,5\' 3,50 (}‘92
”» s H,‘ ) | Q,Hi 2.81: . O’Ol]

C: 10 cem Puffer, 1 cem Magensatt (1 x10) und 0,1 g getrocknetes Ligamentum
nuchae vom Rind, hiervon wurden 3 cem vor dem Experiment fiir die p,-Bestim-

Dl

mung genommen, 37° €, 6 Stunden, Titration wie oben,

| | ATEIa =
ek = 1. Titration 9, Titration |  Zunahme
Pufferldsung | Py des Beginns I in cem in cem ; in cem
P !

Glykokoll + HCI ‘ 39 | 1,40 | 1,52 0,12
" " l ‘1 .l‘) 1 r( ]2 l "'36 | 0!21
Glykokoll + NaOH ' 5,2 ‘ 0,30 0,72 0,42
. " |- 70 | 28 | 290 ( 0.22

» . \ 8,3 1 2,62 2,80 0,26

. " | 102 | 034 052 | 018

1 3 cem Gemisch wurden in 35 cem Alkohol titriert, der jedoch 0,5 cem n /10
HCI enthiilt,
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Tabelle 7. Die Wirkung des Magensaftes auf Dipeptide.

A: 6 cem Puffer, 1 cem Magensaft und 3 cem 1,25%iges Leucylglyzin; 370 C,

19 Stunden. 3 cem wurden in 30 cem absolutem Alkohol mit n/10 NaOH titriert.

Die Autolyse wurde kontrolliert (statt Dipeptidlosung das gleiche Volumen
destilliertes Wasser),

e ] S eTITICr s 1. Titration | 2. Titration Zunahme
Pufferlisung | pu bei Beginn ot ro ! i | Ty
Experiment
K-Biphthalat + HCI ., . 2,9 200 | 216 | 0,16
Glykokoll + NaOH . . 920 | 20 | 1,65 | 0,45
', . ! 9,2 0,83 1,34 0,51
- . ( 9,6 041 | 0,94 0,52

Kontrolle fiir Autolyse

K-Biphthalat + HC1 . . | 24 [ 1,52 1,60 ‘ 0,08
i 5 3,3 ! 1,60 1,88 | 0,28
Glykokoll + NaOH . *, | 9,0 1,40 1,74 | 034
- o ‘ 9,5 0,72 1,07 0,35

- o [ 9,8 0,35 ‘ 0,68 | 0,33

B: a) Bedingungen wie oben; statt Leucylglyzin wurde 2% iges Glyeylglyzin an-

gewandt. Auch die Kontrolle mit gekochtem Magensaft wurde gemacht, um zu

sehen, ob die Hydrolyse des Substrates schon durch Pu fferlosung mit héherem py
ausgelost wird,

Pufferltsung [ P bel Beginn L. Titration 2. Titration | Zunahme
| | in cem in cem i in cem
Experiment
Glykokoll + NaOH . . 6,4 | 239 | 262 0,25
E1] s 1 8,{3 1,81 B,SU | U’SJ“

Kontrolle mit gekochtem Enzyme

Glykokoll + NaOH ., . 9,4 | 1,97 | 199 0,02

Kontrolle fiir Autolyse

Glykokoll 4+ NaOH | | 6,8 | 238 I 2 56 ! 0.18
” » 8,1 | 240 2,60 0,20

. ; 0,7 072 122 0,50
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b) 10 cem Puffer, 2 cem Magensaft und 3 cem 2%ige Glyzylglyzin 370 C,

19 Stunden, 5Scem wurden wie gewohnlich in Alkohol titriert. Die Kontrolle mit

gekochtem Magensaft und Dipeptidlosung wurde am sauren Ende gemacht, Die
ganze py-Reihe wurde in 3 Serien untersucht,

Puiferlisung ‘ Py bei Beginn | = ‘[m.mnu =" .] T sl /'.'m'lh““
I | In cem | I cem n cem
Experiment
K-Biphthalat + HC1 . . 3,8 4,69 3,05 1,26
o 4,3 f 4,23 5,24 1,01
| 1) 4,6 ‘ 3,17 1,35 (0,58
i » 4,9 ; 3,35 3,64 0,20
” " 3,2 2,84 | 3,06 0,22
4 . 53 | 269 205 | 026
Glykokoll+HC1 . . . | 5,8 i 4,03 5,15 0,29
- o |
Glykokoll + NaOH | | 6,1 ' 5,22 5,42 0,20
{ L 6,2 5,33 5.57 ‘ 0,24
g 8,1 3,55 4,13 ‘ 0,58
y , S.0 3,90 4,96 1,06
3 8,7 2,46 3,78 1,32
) 8,0 2,17 . 2,59 1,42
Kontrolle mit gekochtem Magensaft
K-Biphthalat+ HCI , | 3,7 | 4,46 } 4,44 [ 0,02
Kontrolle fiir Autolyse
K-Biphthalat + HC1 | | 3,6 3,24 1 4,31 1,07
. v 4,2 2,66 | 2,60 1,00
. T 4,6 2,20 [ 2.01 0,71
’ 3 4,4 1,82 2,24 42
. i | 5,2 1,28 ‘ 1,64 0,36
5 - 54 1,20 1,55 0,35
Glykokoll + NaOH | 6,0 3,66 3,80 0,14
b 6,3 3,80 4,00 0,20
. 8,8 | 2,44 3,04 0,60
T " 6,9 ‘ 3.66 ‘ 3,97 0,31
- % 0,1 2,91 3,14 0,03
i1 5 | 0,3 | 1,14 2,07 0,93
7 ” | 9,9 \ 0,64 1,45 | 0,81

Z. t. vergl, Physiologie Bd. 7. 24
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Tabelle 8. Die Wirkung des Magensaftes auf Peptone.

A: a) 6 cem Puffer. 1eem Magensaft (1x 30 centrifugiert) und 1 cem 6%iger

Wittepepton; 37°C,45 Minuten. 3 cem wurden wie gewdhnlich in Alkohol titriert,

Die Kontrolle mit gekochtem Magensaft wurde gemacht, Wenn die gleiche Puffer-

losung gebraucht wird, so unterscheiden sich die py des Reaktionseemisches und

der Kontrolle nur wenig (siche 1, und 8. Kolumne), <o daB nicht alle p, gemessen
wurden,

1. Titration 2. Titration | Zunahme

Puiferldsung g bei Beginn 1 : g
- In cem in ¢em In cem

Txperiment

K-Biphthalat - NaOH . 5,6 “ 0,60 0,70 0,13
. 6, 0,44 0,62 0,18
Glykokoll - NaOH . . = ' 2,80 2,55 ‘ (0,20
., — 2,49 2,71 i 0,22

. | 83 1,33 1,51 L 0,18

- n 9,7 1,20 040 | 0,11

., 10,3 L 20 2.00 007

Y 12,4 } 0,96 i 0,44 0,08

Kontrolle mit gekochtem Magensaft

K-Biphthalat+ NaOH . 5,6 0,60 0,60 0,00
" » = ' 0,44 0,44 0,00
Glykokoll + NaOH . . 7,5 - 2,46 2,44 . 0,02
pr ‘ 79 2,55 2,68 , 0,03

= 1,42 1,44 0,02

= —- 2,00 2,06 0,06

. 12,5 0,33 0,40 0,07

b) 10 cem Puffer. 2 com Wasserextrakt der gelrockneten Mitteldarmdriize und
2 cem Hl%iver Wittepepton; 379 (¢, 19 Stunden, 5 cem wurden wie gewohnlich in
Alkohol titriert,

BLiferioany ! Dy bel Beginn 1. :l'ifl:.‘l-ﬁull i :l'“l‘.il.”l’ﬂ 7..n||:|'n|nl.
In cem | n cem f in com

K-Biphthalat + HCI . . 3,5 2,89 2,80 0,00
. - 3,9 2,78 2,80 0,02

o 1,8 2,22 231 0,00
K-Biphthalat 4 NaOH . 5,6 1,69 1,78 0,00
» 7 6,1 0,69 1,04 0,35
Borat + NaOH 6,7 1,44 1,91 0,42
. 7,0 1,20 1,64 0,35

1 7,5 1,00 1,22 0,22

» 0 0,1 4,351 4,37 | 0,02

1 Vor der Titration wurden 5 cem n /10 HCI hinzugefiigt und die Titration
wurde mit 100 cem Alkohol ausgefiihrt,
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B: 10 cem Puffer. 2 cem Wasserextrakt der getrockneten Mitteldarmdriise und
3 cem H%iger Pepton F (ex carne, WitTs [Rostock]). Titration wie oben,

Puiferlosung Py bei Beginn ‘, ]';II.lit::?.:::m = 'illvlit::t:,il““ | y‘i}:,nt:.l;;:“
K-Biphthalat + HCI |, | 4,0 i 2,43 2,52 0,09
K-Biphthalat + NaOH . 4,7 L 2,30 247 | 0,17

s 5,1 2.26 2,45 0,19
Borat . . . . . . .. 5,4 1,61 | 1,84 \ 0,23

. 5,6 1,55 ‘ 1,84 ! 0,29
K-Biphthalat + NaOH . 5,8 ! 1,16 1,47 0,31

. 7 6,0 ' 1.10 1,56 : 0,46

Borabia = 5 o e il 7.3 ‘ 1,47 1,62 i 0,15
= 8,3 L 1,01 1,10 ; 0,09

Tabelle 9. Die py-Optima des Magensaftes fiiv EiweiBispaltungsheginn
(bis zn den Polypeptiden).
G cem Puffer, I cem Magensaft (1 % 30) und 1 cem 6%ige Gelatine; 370 ', 45 Min,
3 cem wurden wie gewohnlich a) in absolutem bzw, b) in 55%iger Alkohol titriert,

il
Pufferliisung | py bei Beginn } 1. Titration | 2 :I.i”“””“ Zinaima

| in cem in cem in cem

Biphthalat + NaOH . . 4,9 1 1,22 1,40 0.18
, 5,3 , 0,47 0,69 0,22

, 5,7 ‘ 0,22 0,47 0,25

> T 6,0 0,28 0,55 0,25
Glykokoll-NaOH . . . 69 | 292 | 9 | 033
T3 233 | 2,58 | 0,25

i - . 7.0 246 271 | 0,25

- f 8,3 1,33 1,61 ‘ 0,18

b
T ' oy 2 - Aziditiits
Pufferlisung bu bei 1. ,““‘”'““ } < ‘l'“'"”"“ l /','”""h'“" zunahme dureh
! Beginn in cem in cem | in eem Poly peptide

Biphthalat + NaOH . . | 49 1,24 % 1,35 0,11 0,08
| _ | Y

o 7, 53 | 044 | 060 0,18 0,16

- v 57 | 022 | 040 0,18 | 0,14

“ s 6,0 ‘ 031 | 049 0,18 0,14
Glykokoll + NaOH . . | 6,7 180 | 213 | o024 0.20
. 1 7.9 202 | 226 0,24 0,24

v ‘ 83 | 0,01 1,07 0,16 0,15

ot
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Tahelle 10. Die Verfliissigung von Gelatine.

a) 8 cem Puffer und 6 cem Magensaft; wovon & cem fiir das Experiment und der
Rest fiir pj-Messung, 5%ige Gelatine, Zimmertemperatur ( < 17°C), 24 Stunden.,

Hihe der verdauten

Pufferliisung I py bel Beginn | Gelatinsiinle in mm
K-Biphthalat + NaOH 4,4 4,6
23 T | ﬁy' 7’2
Glykokoll+ NaOH . | 6.8 6,1
i T::’ | 7,“
" s 8.0
| 8,1 f 9.3
5 5 - 8.2 3 10,4
i [ 8,3 10,0

b) 5 eem Puffer und 1 cem Magensaft (1% 15), 5%ige Gelatine, Zimmertempe-
ratur (<179 (!), 40 Stunden.

[ |

| Hohe der verdauten

Pufferlisung | py beil Ende | Gelatinsiule in mm
|
K-Biphthalat + HCL . 4.1 \ 2.8
K-Biphthalat + NaOH | 4.4 | 5,2
o 4 5,0 [ 7.8
- 3 5,3 9,2

Tabelle 11. Die Wirkung des Magensaftes auf anfgefiivhte feste
Fiweiiktrper'.

A: Mit Karmin gefirbtes Fibrin, 5 cem Puffer. 0.5 cem Magensaft (1 2 7.5) und
0,05 g Fibrin, Zimmertemperatur, 21 Stunden, Kolorimeterstandard willkiirlich,

Rolorimeterzahl ‘
Pufferltsung Iy bei Ende Bxperiment | Kontrolle i Differenz

SR o et | | ’
K-Biphthalat + HC1 | | 3.7 0,1 0,1 0,0
- +NaOH . 4,8 6,2 j 0,2 0,0
e s 5,2 0,9 0,2 | .07
v s 0,5 2,0 0,2 1,8
Glykokoll + NaOHL . . ‘ 6,0 ' 2,6 | 0,2 2.4
" 3 7,8 8,1 0,1 7.5

1 Tch danke hier bestens Herrn Prof, Dr. W. 8. RiNcur, der mir das gefiirbte
Fibrin zur Verfiigung stellte, ‘
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B: Mit Sprithlau gefirbtes Fibrin, a) 5 cem Putfer. 1 cem Magensaft (1 x 10) und
0,05 ¢ TFibrin, 37° €, 2 Stunden,

D) 5 cem Puffer, 2 cem Magensaft (1x2) und 0,05 ¢ Fibrin, 37° C. 2 Stunden.

Pufierliisung pi bei Ende Kolorimeterzahl

a
K-Biphthalat + NaOH . | 5.8 58
Glykokoll —+ | 75 4,5
1, . 8,1 7.3
0,1 d4

1'
K-Biphthalat + 4.7 0,0
h | 52 0,3
Glykokoll e 5,8 3.2
+ i ; 8,0 8,4
8,2 8,0
58,3 sl
8,4 6,2

;

In beiden Fiallen wurden Substrat und Puffer vemiseht, bei 370 30 Minuten
lang im Thermostaten gehalten, erst dann wurde die Fermentlisung zugegossen.
Farbenstandard willkiirlich.,

C: Mif Karmin gefarbtes Ligamentum nuchae (vom Rind)!,
a) 6 cem Puffer, 1 cem Magensaft (1 x 10) und 0,08 g Ligament., Zimmertempe-
ratur, 19 Stunden, Kolorimeterstandard willkiirlich,
b) & cem Puffer, I cem Magensaft (12 10) und 0,07 ¢ Ligament. Zimmertempe-
ratur, 19 Stunden, Kolorimeterstandard willkiirlich,

Pufferlbsung Py bel Ende } ]\“h”.im‘l.ll‘”uhl Differeny
Experiment Kontrolle I
1
Glykokoll + HC1L . . . | 1,3 | 4,9 ﬁ 4,3 , 0,6
3 i 1,7 ' 2.8 ‘ 2.8 0,0
ih " :.!.l | '—‘»H ‘ 2.“ 02
. ¥ 2,7 | 27 |20 0l
K-Biphthalat + HCL . . 3.4 4.8 ‘ 2.6 1,2
4 55 ‘ 1,1 4,2 2.6 1.6
0
”» ”» 4,2 - (AL | - 0,4
3 +NaOH . 4,6 1,6 = . 1,6
L1 ] L1) 5,] 2,:-} o i -_),:")
’) 5 0,3 * 4,6 — | 4,6

L Das Ligament (in Alkohol aufbewahrt) wurde maglichst klein geschnitten
und mindestens 3 Tage in einer gesittigten ammoniakalischen Losung von
Karmin gelassen,
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I2: Mit Spritblau getirbtes Ligamentum nuchae (vom Rinde)!. 5cem Puffer,
1 cem Magensaft {1 % 10) und 0,06 g Ligament. 37° C, 5 Stunden. Kolorimeter-
standard willkiirlich, Das Experiment ist ecinmal wiederholt worden,

py; bei Ende J Kolorimeterzahl

Pufferlisung

in cem

Biphthalat + NaOH . . 6,1 3,0
Glykokoll + ., 7,9 2,8
s U5 D | 26

) s ' 0,7 0,9
Biphthalat + HCL . . . 3,8 2,8
L +NaOH . . 4,5 3,9

2 " 5.2 PG

B Ora el - - otk 6,3 6,5
. 8,1 I s
8.0 1,5

0,3 1,4

Tabelle 12, Sekretionsrhythmus des Magensaftes nach der Fiittterung,

A: 5eem Biphthalat Puffer (py 6.59) und 0,08 g Spritblaufibrin, 37° C'; nach
30 Minuten wurden 2 cem Magensaft (1 x 20) zugefiizt, 45 Minuten Verdauung.
Farbenstandard willkiirlich,

Dauer nach der Fiitterung in Stunden. . | 0,0 | 1/, ; 1101 2.0 | 4,6
Kibri n) .
Kolorimeterzahl . . . . . . . . . . . | 5,0 1,7 5,0 3.9 7.1

B: Die Magensifte waren mit 20fachen Volumen Wasser verdiinnt,

a) 5 cem Biphthalat-Puffer (py; 6,5) und 0,05 g Spritblaufibrin, 37% C; nach 30
Minuten wurden 2 cem Magensaft zugefiigt, 45 Minuten Verdauung, Kolori-
meterstandard willkirlich,

h) 10 cem Biphthalat- Puffer (py, 6.5), 2 cem Magensaft und 2 eem 5%iges Wirrs-
pepton. 5 cem wurden wie gewihnlich in Alkohol titriert., 38° ', 17 Stunden,

Dauer nach der Fiitterung in Std. . | 0,0 | Y/, I 1 ‘ 11/g | 20 | 3,0

| ‘ )

a (Fibrin)

Kolorimeterzahl . . . . . . | 5,0 3,8 8,0 6,2 5,1 6,4
h (Wittepepton) :

1. Titration . . . . . . . .. 042 | 044 | 049 | 0,42 | 047 | —

2, Titration . . . . . . .., .| L67 | 1,53 | 1,03 | 1,55 | 1,68 | —

Zunahme™. o . e e 1,36 | 1,09 1,24 L,13 | 1,11 —

1 Dag Ligament war 2 Tage lang mit alkoholischer Losung von Sprithlau
(0,05%) gefarbt,
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C: Die Magensifte wurden mit 30fach Volumen Wasser verdiinnt. Alle Experi-
mente bei 379 O
a) 5 cem Puffer (6,5), 2 cem Saft und 0.05 g Spritblaufibrin; 35 Minuten vorliu-
fige Quellung, 45 Minuten Verdauung,
b) 10 cem Putfer (6.5), 2 cem Saft und 2 cem 5%ige Gelatine 3.5 Stunden. 5 cem
wurden in Alkohol titriert.
¢) 10 cem Puffer (6,5), 2 cem Saft und 2 cem 3%iges Pepton IF; 4.5 Stunden,
5 cem wurden in Alkohol titriert,
d) 10 cem Puffer (6.5), 2 cem Saft und 2 cem 5%iges Wittepepton; 3 Stunden
50 Minuten, 5 cem wurden in Alkohol titriert,

A . |
Dauer nach der Iliitterung in ‘
b EIvE oy o o fok O L 0.0 I 1/ 1,0 2.0 3.0 | 4,0

| | | |65
\ | |
a (Fibrin) ; | |
Kolorimeterzahl, . . . 5,0 23 | 7.5 ' 50 | 65 5.6 ‘ 3,3
h (Gelatine) 1 [
1, Titration. . . . . . | 0,68 | 0,58 | 0,58 n,sn‘ 0,59 0,59 |
9. Titration . . . . . . | LI8| 1,07 | 1,18 | 1,16 | 1,04 | 1,20 | —
Zunabme, . . . . . . 0,60 049 0,60 057 i 0,45 | 0,61 I
¢ (Pepton IY)
1. Titration. . . . . . | 0,61 - 0,61 | 0,51 | 0,61 | - 0,63 0.53
2. Titration . . . . . . | 0,80 | 0,80 | 084 | 0,80 | 0,80 0,78
Zunahme. . . . . . . | 0,20 | 0,20 | 0,33 t 0,29 — i 0,27 | 0,25
d (Wittepepton) ‘ ; ‘
1. Titration., . . . . .| 044 | 044 | — | 044 | - — | 0,44
e Lt At DT T 0,098 | 0,89 : o \ 0,95 ! I | 0,01
Zunahme. . . . . . . 054 | 045 = 0,51 | - 0,47

D: Die Magensifte wurden mit 30fach Volumen Wagser verdiinut, Alle Experi-
mente bei 37° C,

a) 10 cem Glykokoll- Patfer (py; 6,7), 2 cem Saft und 0,05 g Spritblanfibring 30 Mi-

nuten vorliufige Quellung, 1 Stunde Experiment, Kolorimeterstandard willkiiclich,

b) 10 ¢cem Biphthalat- Puffer (py 5,8), 2 cem Saft und 0,1 ¢ Kasein; 4 Stunden,

5 eem wurden in Alkohol titriert,
¢) 10 cem Biphthalat-Puffer (py 6.1). 2 cem Saft und 2 cem 5%iges Pepton I1:
3 Stunden 40 Minuten, 5 cem wurden in Alkohol tritriert,

d) 10 cem Puffer, 4 cem Saft und 2 cem %oiges Glyzylalvzing 19 Stunden, 5 cem
wurden in Alkohol titriert,

¢) 10cem Puffer, 2cem Saft und 0.05g Sannisches Catgut; 190/, Stunden, 5eem
wurden in Alkohol titriert, :

Dauver nach der Fitterung in Stunden. . . . . 0,0 | 1/, | 10 21/

a (Iibrin)

Kolorimeterzahl ., . . . . . . . . ... .| 50 1,0 20 | 29
b (Kasein) ‘ ; }
1. Titration } 0,58 | 0,56 | 0,58 ‘{ 0,56

O MHration . » « « + « + o 4 oo oo . .| 1,05 L1 | 1,00 1,07
ZUnahmer & e N O, 5 TR O B S 0.5 ) M (5 1
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Tabelle 12, D. (Fortsetzung).

Dauer nach der Fiitterung in Stunden . . . . . | 0,0 1, ‘ 1,0 | 2y

¢ (Pepton F)

|
| |
1. Titration : \ O’Sii 0,82 ' 0,80 | 0,78
2. Titration it ‘ 1,22 | 1,15 | 1,18 | 1,15
Zunahme .« .- .| 040 033 | 038 037
d (Glyzylglyzin) . . . SR ) | 1
Keine Verdauung
e (Sanrisches Catgut). TRt

E): DieMagensifte wurden mit 20fachen Volumen Wasser verdiinnt, Alle Experi-
mente bei 370 C,
a) 10 cem Biphthalat-Puffer (py 5.6), 2 cem Saft und 3 cem H%ige Gelatine:
1 Stunde. 5 cem wurden in Alkohol titriert.
h) 10 cem Glykokoll-Puffer (py; 6,7), 2 cem Saft und 3 cem 5%iges Wittepepton
2 Stunden, 5 com wurden in Alkohol titriert,
¢) 10 cem Biphthalat-Puffer (6,1), 2 cem Saft und 3 com 6%iges Pepton 1
2 Stunden 50 Minuten. 5 cem wurden in Alkohol titriert,
d) 10 cem Puffer (py 5.8), 2 com Saft und 0.1 g Kasgein; 19 Stunden, 5 cem wur-
den in Alkohol titriert,
¢) 10 cem Puffer (py; 6,7), 2 cem Saft und 0,05 ¢ Catgut von Sanrr; 19 Stunden,
5 cem wurden in Alkohol titriert,
f) & cem Puffer (py, 6,7), 1 cem Saft und (0,05 g Spritblaufibrin. 30 Minuten vor-
~ liaufige Quellung, 45 Minuten Verdauung,
g) FFarbe der verdiinnten Sifte. In beiden Fillen waren der Kolorimeterstan-
dard willkiirlich.

Dauver nach der Fitterung in Std. | 0,0 1/, ’ Lo | 21/ J 31/, | 5,0
. | |
a (Gelatine) ' ‘ |
L CINE At - o e 0,71 | 0,71 ! 0,73 | 0,73 | 0,73 | 0,71
P ARV laak o~ g g s 1,22 1 1,09 | 1,24 | 1,15 | 1,24 | 1,18
Zunahme . . gl w4y 0,61 038 | 051 | 042 0,51 - 047
b (Wittepepton) ‘
I D TTBL] OTL I R 0,64 0,64 0,6+ | 0,64 0,64 0,64
2. Mitration « o . o &0 e L2400 160 L4220 124 | 1,15
FANEANT o g 0,60 0,51 0,60 | 058 0,60 0,51
¢ (Pepton F)
1. Titration . L16 | L13 | L13 | 1,15 | 1,13 | 1,13
2 Latrati On S R R (R 15 TO M 150 T 57 6 S | 6 TS 7 R 67
Zunahme . . . . . .. .. .| 060 | 064 | 0,62 0,62 | 0,66 | 0,54
d (Kasein) |
I. Titration . . . . . . . . . | 036 | 040 0358 | 0,38 040 | 0,36
2. Titration . . , , , ., . . .| 220 | 233 | 244 | 220 | 242 | 224

Zunahme . . . . . ., .., .| 1,93 1,93 | 206 1,82 | 2,02 | 1,88
e (Saurnisches Catgut)

1. Titration . . . . . . . .. 009 009 011 011 011 009

2. Titration . . o o0 o L L | 027 | 0220 027 |10,22 | 0,29] 0,24

Zunahme . . . . . .. .. .| 018} 013 | 0,16 | 0,11 | 0,18 [ 0,15
f (Fibrin)

Kolorimeterzahl . . . . . . . | 50 1
g (Verdiinnter Saft)

Kolorimeterzahl . . . . . . ., | 7,0 | 48 6,7 bl 8,9 | 6,5

o132 27 |42 | 34
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Tabelle 18. Die Sekretion des Verdanungssaftes nach der kiinstlichen
Entleerung des Magens,
A: Die Magensifte wurden mit 10fachem Volumen Wasser verdiinnt; 37° C.
a) Die Farbe der verdiinnten Sifte,
b) 5 cem: Biphthalat-Puffer (py 6.2), 2 cem Saft und 0,05 g Spritblaufibrin,
30 Minuten vorliufize Quellung, 45 Minuten Verdauung, In a und b war der
Kolorimeterstandard beide willkiirlich,
¢) 10 cem Biphthalat-Puffer (py 5,9), 2 cem Saft und 2 cem 6%ige Gelatine;
1 Stunde.
d) 10 cem Glykokoll-Puffer (py 8,0), 2 com Saft und 3 cem 6%iges Wittepepton
45 Minuten. In ¢ und d je 5 cem wurden in Alkohol titriert,

|
Dauer nach der Entleerung in Stunden . | 0,0 : 1o Lo sl 01
| \
' i

a (Farbe der Sifte)

Kolorimeterzahl . . . . . . . . . . 10,0 80 | 93 | b7 0,6
b (Fibrin) { ‘ |
Kolorimeterzahl ... . . . . . . .. 10,0 | 7.6 L 0,2 68 | 97
¢ (Gelatine) _ ‘
1. Titration . . . . . . . . . .« - 049 | 049 | 049 | 047 | 049
ZLAMBRATE o oy o g o oo oA o 1,02 1 0,98 | 0,08 0,80 008
Zunahme . v . .+ 2 v v« o o w0 o |10563 049 | 040 | 0,45 | 0,49
‘ !
d (Wittepepton) l '
1. Titration . - - . « « « « » « « 1| 380.| 3,77 | 3,77 | 8,75 | 38,77
2. Titration | 4,40 | 4,33 | 4,35 ! 126 428
Zunahme . . s+« «| 060/ 056| 058 061 | 0,51

| | |
B: Die Magensifte wurden mit 10fachem Volumen Wasser verdiinnt; 370 ¢,
a) Die Farbe der verdiinnten Sifte,
b) 5 cem  Biphthalat-Puffer (py 6,2), 2 cem Saft und 0,05 g Sprithlaufibrin,
30 Minuten vorliufige Quellung, 11/, Stunden Experiment. In a und b war der
Kolorimeterstandard willkiirlich.
¢) 6eem Biphthalat- Puffer (pin5,9), 1eem Saft und 2 cem 6%ige Gelatine; 1 Stunde,
d) 6 cem Glykokoll- Puffer (py 8,0), 1 cem Saft und 2 cem 6 %iges Wittepepton;
1 Stunde, In e und d wurden je 3 cem in Alkohol titriert,

Dauer nach der Entleerung in Stunden . ‘ 0,0 J i e ! i ‘ 1,0
a (Karbe der Sifte) ! | ,
Kolorimeterzahl . . . . . . . « . . | 85 | 43 | 42 i 32 150
b (Fibrin) | |
Kolorimeterzahl . . . . . . . . . . 5,7 39 | 19 | 3,6 5.9
¢ (Gelatine) I
i 10 Titration . 0 . .0 oL L oo 00,310,200 (00,3180 0,288 0,81
2 Titration . . . . . . ... ... | L,00| 082 08| 080 | 091
Zunahme .. . . . . .« o . .. . | 0069 053 | 061 | 0,61 | 0,60
d (Wittepepton) | l \
(" SL Titreation . ... e oL o 0T 0 .| 2,33 2,38 | 231 | 235 | 2,33
2, Titration 2,78 | 2,58 1‘ 262 | 2,60 | 2,71
Punahimetth sl il e 0,45 | 025 | 0,21 0,25 | 0,38

Z. 1. vergl, Physiologie Bd. 7.



364 O. Shinoda: Uber die eiweiRlosenden Enzyme im Magensafte usw.

C: Die Magensifte wurden mit 10fachem Volumen Wasser verdiinnt, 379 C.,
a) 5 com Biphthalat-Puffer (py 6,2). 1 cem Saft und 0,05 ¢ Spritblaufibrin,
30 Minuten vorliaufige Quellung; 1 Stunde Experiment, Kolorimeterstandard

ist willkiirlich,
b) 6 cem Biphthalat-Puffer (py 5,9), 1 cem Saft und 1.3 cem 6%iges Witte-
pepton; 30 Minuten, 3 cem wurden:in Alkohol titriert,

Dauer nach der Entleerung in Std. \ 00 | 1, | Lo | 18, {2t i 31/,

a (Fibrin)

{ |
Kolorimeterzahl . . . . . . . | 82 4,2 ! 56 | 6,0 88 | 7,1
|
b (Wittepepton) I } | !
1, Titration . . . . . . . . .| 044 | 044 | 044 | 044 | 044 | 0,44
24 rJ,‘i“'('ltiOIl i I R S Usﬁg \I U,GQ 0,6"' I “567 ; ()371 ”s 37

Zunahme . . . . . . . . . .| 025 0,18 | 0,20 l 0,23 | 0,27 | 0,23
D: Die Magensifte waren mit 10fachem Volumen Wasser verdiinnt 360 (.
a) 5cem Biphthalat-Puffer (py 5,6), 1cem Saft und 2 cem 6%ige Gelatine:
1 Stunde,
b) 5 cem Glykokoll-Puffer (py 8.0), 1cem Saft und 2 cem 69 gizes Wittepepton;
I Stunde, In beiden Fallen wurden je 3 cem in Alkohol titriert,

Dauer nach der Entleerung in Std. | 0,0 ‘ 1/, ‘ 1,0 i 18/ | 2y, 31/,

a (Gelatine)

1, Titration . . . . . . .. .| 080 | 080 | 0,80 0,80 | 0,82 | 0,80
2. Titration . . . . - . . . .| 1,22 | 1,07 | 1,20 | 1,22 | 1,31 | 1,33
Zunshme . . . . . . .. .. | 042 027 | 040 042 049 | 053
b (Wittepepton) ! ; : ‘
GBI GITI T, 5 f o e 9,55‘ 2662 55 (P2 2,66 | 2,65
2. Titration . . . . . . .. .| 280 | 278| 286 | — | 201 291
Zunahme . 0,34 | 0,23 | 0,31 | | 0,36 | 0,36

Nachtrag bei der Korrektur, Wiihrend des Druckes meiner Arbeit erschicn
eine zweite Mitteilung itber den verdauenden Saft von Astaeus von Kriiger
(Zool, Jahrb., Abt, f. allgem, Zool, u, Physiol. 45, 463, 1928), Auch in dieser
Arbeit hat Kritarr keine Kontrollversuche iiber Autolyse gemacht: er behau ptet,
dall er nur unbedeutende Zunahme der Aziditit durch Autolyse gefunden habe
(8. 492). NaturgemiB hingt der Fehler, den die Autolyse verursachen kann, von
der relativen Menge des Magensaftes (d. h. des eigenen EiweiBes) und der Menge
des Substrates ab; da Kricer fast keine Protokolle in seiner Mitteilung gibt,
kann man seine Versuche nicht kritisieren; allein bei seinen zwei Versuchen mit
Pepton, wo er ausnahmsweise die ganze Beschreibung der Versuche eab, kann
man den Angaben entnehmen, daB hierbei die Autolyse eine bedeutende Rolle
gespielt hat (vergleiche den Abschnitt iiber Autolyse), Ja, wenn man meine Kurve
der Autolyse zu der Peptolyse fiigt, so kann man die Kurve Kri'arrs erhalten.
die er auf S, 498 seiner Mitteilung gegeben hat, Die gleiche Kritik gilt wahr-
scheinlich auch fiir die Versuche mit anderen Substraten zum B, Leucyl-glyein;
aber da genanere Beschreibungen der Versuche fehlen, so ist ein definitives Urteil
nicht mdoglich,

h. 4689,



STELLINGEN

13
Het werkzaam agens, dat prosecretine in den darm-
wand tot secretine maakt, is niet, zooals tot dusver werd
aangenomen het zoutzuur van de maag, maar een be-
standdeel van de gal.

I1.

De theorie van WINTERSTEIN omtrent de uitsluitende
regeling van de ademhalingsfunctic van het zoogdier
door CO.-spanning (resp. pll.) in het bloed is sinds de
cmderzm‘kinj_"cn van BUITENDIJK en medewerkers niet
ongewijzigd houdbaar.

1L
JAECKEL heeft overtuigend aangetoond, dat de lip-
kraakbeentjes tot het skelet van vroegere Kieuwbogen
hebben behoord.

V.

Er bestaan gegronde bezwaren tegen de methodick
van NUERNBECK om cen beeld van de lichtverdeeling in
Avenakoleoptielen te verkrijeen.

V.

Vooralsnog mogen wij de enzymen der ongewervelde
dieren niet met die der gewervelde dieren vergelijken.
VI.

Bij de onderscheiding van diergroepen moeten wij ook
de physiologische kenmerken in acht nemen.

VII.

SOERENSEN's onderzoekingen hebben aangetoond, dat
de proteinen, die door enzymen verteerd kunnen wor-
den, een polypeptide structuur bezitten.

VIII.

De onderzoekingen van ROBINSON en zijn medewer-
kers over de osteogenese wijzen aan de histochemie
nieuwe banen.
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