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Obwohl man die Enzyme vielfach studirte, blieb dessenungeachtet
noch sehr viel beziiglich der Eigenthtimlichkeiten derselben zu thun, und
sodann geradezu alles, um {iber ihre chemische Natur in’s Klare zu
kommen. _

Da wir jedoch glaubten, diesem letzteren Probleme besser, als auf
directem chemischen Wege, durch das Studium der Eigenthiimlichkeiten
der Enzyme begegnen zu kdnnen, so wird sich die vorliegende Arbeit
eigens mit diesem Studium befassen.

Wir werden tUber diese Untersuchungen schematisch und in még-
lichster Kiirze in folgender Ordnung berichten:

I. Wirkung der Wirme auf die Enzyme im trockenen
Zustand und in Chloroform, Aether, Amyl-Alkohol,
Benzol u s. w.

II. Wirkung des Sonnenlichtes auf die Enzyme, wie oben.

III. Wirkung einiger Gase.

IV. Wirkung verschiedener chemischer Substanzen.

V. Verhalten gegen das Porzellanfilter.

VI. Verhalten gegen die Thiermembranen.

VII. Wechselwirkung der proteolytischen Enzyme auf ein-
ander.
VIII. Schicksal der Enzyme im Organismus.

IX. Giftigkeit der Enzyme.
: o
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I. Wirkung der Wirme auf die Enzyme.

Man hat die Wirkung der Temperatur auf Pepsin, Trypsin, Ptyalin,
auf die Diastase, auf Emulsin, wie auch auf das fibrinogene Ferment und
auf das proteolyfische Enzym verschiedener Mikroorganismen studirt.

Was wir dariiber wissen, ist das Folgende.!

a) In Gegenwart von Wasser verlieren ihre Wirksamkeit:

1. Das Pepsin erwirmt eine Stunde hindurch bei 65 bis 70° C.

2. Das Trypsin erwirmt eine Stunde hindurch bei 50° C. oder wah-
rend 24 Stunden bei 37° C., 16st nicht mehr das Fibrin, obschon noch
die Gelatine. Das Trypsin erwirmt eine Stunde hindurch bei 60° C,
wird auch fiir diese Zeit unwirksam.

3. Das Ptyalin erwirmt wihrend 30 Minuten bei 739 C.

4. Das fibrinogene Ferment erwirmt wahrend 30 Minuten bei 80° C.
. 5. Die proteolytischen Fermente der Bakterien erwirmt eine Stunde
hindurch bei 55 und 70° C.2

b) Im trockenen Zustande verlieren ihre Giftigkeit:

1. Das Pepsin erwirmt bei 100° C. wahrend 4 Stunden (Salkowski
und Hoppe-Seyler)? oder bei 170° C. wihrend 15 Minuten (Hippe).*

2. Das Trypsin erwérmt eine Stunde hindurch bei 159 bis 162° C.
(Huppe).* A

3. Die Diastase erwiirmt 30 Minuten bei 158° C. (Hippe).

4. Das proteolytische” Ferment des Vibrio Finkler-Prior erwirmt
bei 140° C. 30 Minuten lang (Fermi).®

Unsere Untersuchungen iber diesen Gegenstand hatten folgende
Zwecke:

1. Zu studiren die Verinderungen in der Wirksamkeit, welche von
der Wirkung der Wirme auf das Trypsin im trockenen Zustande hervor-
gerufen wurden.

2. Zu studiren die Wirkung der Temperatur anf das Pepsin, auf das
Trypsin, auf das Ptyalin und Emulsin in Chloroform, Aether, Amyl-
alkohol und in Benzol ausserhalb der dissociirenden Wirkung des Wassers.

1 C. Fermi, I fermenti peptici e diastatici dei microbi. Giornale della R.
Accademia di medicina di¢ Torine. 1890. Nr, 1—2.

2 C. Fermi, a. a. O.

% Salkowski u. Hoppe-Seyler. Virchow’s Archiv. Bd. CLXXXVII. 8.552.

* F. Hippe, Ueber das Verhalten der ungeformten Fermente gegen hohe
Temperatur. Mittheilungen a. d. Raiserl. Gesundheitsamle. S.166—1865.

5 C. Fermi, a. a. O.
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A. Wirkung der hohen Temperatur auf das Trypsin in trockenem
Zustande, :

Man vertheilte in Proben Q-1#™ von vorher bei 80° C. und fiber
Schwefelsiure getrocknetem Trypsin; einige Proben setzte man 30 Minuten
hindurch der Temperatur von 130° C. aus, andere der von 140° C. und
wieder andere endlich der von 155 und 160° C. Alsdann prifte man
vermittelst der Gelatine die Wirksamkeit des den obengenannten Tem-
peraturen unterworfenen Trypsins und verglich sie mit jener des nicht
erwarmten Trypsins. Hierzu -16ste man die verschiedenen Proben von
Trypsin, jede gesondert, in 100%™ Carbolwasser (1 Procent) und machte
dann von jeder der vier Lisungen in der gewShnlichen Weise drei Proben
in Gelatine. Nach 10 Tagen mass man die Schichten von geloster Gela-
tine und erhielt das folgende Resultat:

Proben Controle 1300 C. 140°C. | 155°C. 160° C.
1 6 == 4 3 1 0

9 6 . 4 31, 1 .

6 . 41, 3 1 0

Hieraus ergiebt sich also, dass das Trypsin erwidrmt eine halbe
Stunde hindurch bei 130° C. circa !/, seiner Wirksamkeit, bei
140° C. die Héalfte, bei 155° C. 5/, verliert und bei 160° C. villig
zerstort wird. v

Sicherlich werden sich die verschiedenen Trypsin-Praparate, welche
nicht denselben Grad von Wirksamkeit besitzen, anders verhalten bei der
Wirkung der Wéirme, sowie bei jener der physischen und chemischen
Agentien.

B, Wirkung der hohen Temperatur auf das Pepsin und auf das
Trypsin im Zustande der Trockemheit in Amyl-Alkohol, in Aether,
in Chloroform und in Benzol.

Mit diesem Experiment wollten wir nicht nur die Wirkung der Wirme
auf die oben genanunten Enzyme ausserhalb der dissociirenden Wirkung
des Wassers und in indifferenten Flissigkeiten studiren, sondern auch
jene dieser Substanzen auf die genannten Enzyme bei hoher Temperatur.

Um einerseits die Verdampfung dieser Flissigkeiten und anderer-
seits den Hinzutritt von wasserigem Dampfe zu vermeiden, bedienten wir
uns an der Lampe geschlossener Glasrdhrchen.
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" Man nabm Rohrchen von 25°= Linge und 4™= Weite, schloss sie
an einem Ende mit der Lampe und vertheilte in jedes einzelne 0-18™=
der obengenannten Enzyme im Zustande volliger Trockenheit.

Die an den Innenwinden der Réhrchen zuriickgebliebenen Theilchen
wurden durch Erglihung zerstort.

Alsdann vertheilte man in die Réhrchen 1.5¢m der verschiedenen
obengenannten Flissigkeiten, verschloss jene mit der Lampe und setzte
sie fiir eine Stunde der Temperatur von 80° C. im Mariabade aus und bei
100° C. dem Wasserdampfe im Koch’schen Apparat.

Hierauf nahm man die Rohrchen heraus, schnitt den unteren, den
Brei enthaltenden Theil ab und loste die Masse in 100¢m Carbolwasser;
nunmehr prifte man die Wirksamkeit des Pepsins mit Fibrin und jene
des Trypsins mit Gelatine. -

Das erlangte Resultat giebt die folgende Tabelle:

. Pepsin Trypsin
Flissigkeiten
. 80°C. 100° C. 80°C. 100°C.

Chloroform . . . . . wirksam unwirksam wirksam unwirksam
Aether . . . . . . unwirksam | _ » .|| unwirksam 5
Amylalkohol . . . . wirksam wirksam wirksam wirksam
Benzol . . . . . . - unwirksam ' unwirksam
Wasser . . . . . . unwirksam . unwirksam s

Aus dieser Tabelle geht hervor, dass das Pepsin und das Trypsin
unter den oben dargelegten Bedingungen widerstanden bei
80° C. wiahrend einer Stunde in Chloroform, Amylalkohol und
in Benzol, und dass alle beide zerstort wurden in Aether. Nur
in Amylalkohol . widerstanden die beiden Enzyme wahrend
derselben Zeit auch bei 100° C.

II. Wirkung des Sonnenlichtes auf die Enzyme.

Die Wirkung des Sonnenlichtes auf die Enzyme ist, soviel uns be-
kannt, noch nicht studirt worden.

Die Untersuchungen, welche wir hieriiber anstellten, hatten den
Zweck, -die Wirkung des Sonnenlichtes mit und ohne Hinzutreten der
Wirmewirkung des Pepsins und des Trypsins zu studiren, und zwar:

1. In wisseriger Losung und in Gegenwart verschiedener Siuren und
einiger Salze.
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2. Unter Ausschluss der dissociirenden Wirkung des Wassers, indem
man die beiden Enzyme im Zustande volliger Trockenheit der Sonne
aussetzte.

3 Indem man das Wasser durch indifferente Flissigkeiten, wie Chloro-
form, Aether, Amylalkohol und Benzol ersetzte.

Schliesslich studirte man auch die Wirkung des directen Sonnenlichtes
auf das proteolytische Ferment verschiedener Mikroben.

1. Wirkung des Sonnenlichtes auf das Trypsin und das Pepsin
in Gegenwart verschiedener Siuren und einiger Salze.

Eine Losung von Trypsin und von Pepsin zu drei pro Mille wurde
in Proben von je 5¢™ vertheilt, und alsdann fligte man zu jeder derselben
5eem yon Liosungen der unten bezeichneten Siuren und Salze. Von diesen
Proben priparirte man vier gleiche sowohl fiir das Trypsin, wie fiir das
Pepsin und verfuhr dann mit denselben auf die folgende Axt.

a) Eine Probe sefzte man dem Lichte oder der directen Wirme-
wirkung der Sonne aus (hichste Temperatur am schwarzen Actino-Thermo-
meter circa 54 bis 56° C.).

b) Eine zweite Probe setzte man dem Sonnenlichte in der Weise aus,
dass die Temperatur am gewdhnlichen Thermometer 37° C. nicht iber-
schritt (hochste Temperatur am schwarzen Thermometer circa 47° C.).

¢) Eine dritte Probe hielt man im Dunkeln im Briitofen bei einer
Temperatur von 42° C.

d) Die vierte Probe hielt man auch im Dunkeln, aber bei der ge-
wohnlichen Temperatur (25 bis 28° C.).

Nach 10 Tagen, wihrend deren die ausgesetzten Proben fiir circa
50 Stunden an der Sonne blieben, priifte man in der fiblichen Weise
sowohl die Wirksamkeit des Trypsins, als jene des Pepsins und erlangte
die folgenden Resultate (siche umstehende Tabelle 8. 88).

Aus dieser Tabelle ergiebt sich: o

1. Dass sowohl das Trypsin wie das Pepsin, sei esin Gegen-
wart von Siuren oder Salzen, wie einfachem Wasser, viel mehr
abgeschwicht werden, wenn sie dem Sonnenlichte ausgesetzt,
als wenn sie im Dunkeln gehalten werden.

Die Abschwichung ist grosser bei der Sonnenlichttempe-
ratur von 44 bis 56° C., als bei der ven 37 bis 47° C. Awuch bei
den im Dunkeln gehaltenen Proben ist die Abschwichung bei
der Temperatur von 40 bis 42° C. grosser, als bel der von 25
bis 289 C,



Dunkel 25—28° C.

Dunkel 42° C.

Sonnenlicht 37—47° C.

Sonnenlicht 44 - 56° C.

88

Losungen Pepsin Pepsin : Pepsin ) Pepsin
Trypsin . Trypsin | Trypsin . |Trypsin . o
Gelatine| Fibrin Q&pﬁuo_ Fibrin Gelatine| Fibrin Gelatine| Fibrin
. ) mm mm h mm mm . mm mm mm mm
% 1. Chlorwasserstoffsiure . 0 0 | gelost 0 0 ! gelost 0 0 gelost 0 0. | gelost
w2 i 1
o i !
z 2. Phosphorsiure. . . . 0 8 L, 0 6 | . 0 6 s 0 5 »
e
P 3. Milchsiure . . . . .|| 5 8 , 2 8 , 0 5 ” 0 3 ”
2]
M 4, Weinséure . . . . . 0 10 ' 0 6 ’ 0 81, ” 0 7 »
1
a 5. Oxalsdure ., . . . . 0 19 nicht 0 12 znicht 0 ‘15 nicht 0 12 nicht
W gelost | gelost gelost gelost
i -
= 6. Essigsiure . . . . . 3 1 gelost || 2 6 gelost 2 7 gelost | O 6 gelost
!
g ”
FE. 7. Propionsdure . . . . 1 5 » o 1, 4 v 4 2Y, " 0 0 v
|
. i
m 8. Buttersiure. . . . . 9 4 . Al 4 4 " 1 2 » 0 0 »
=} |
= 9. Valeriansdure . . . . | 11 0 . 1 0 : 2 1Y, " 0 0 -
(&) ; ;
10. Kohlensaures Natron . 9 - - .1 — - 3 — - 1%, - -
11. Chlornatrium . . . . 13 — — 1 10 - — 10 - — 21, — -
12. Wasser . . . . . . 8 — — 1 s — — 2 — — 1, — —
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2. Die Abschwichung des Trypsins ist griosser in Gegen-
wart von Séuren, als in der von kohlensaurem Natron und
Chlornatrium.

3. Unter den Sauren iben Chlorwasserstoff-, Phosphor-,
Mileh-, Oxal- und Weinsiure eine viel abschwéichendere Wir-
kung auf das Trypsin aus, als es Propion-, Essig-, Butter- und
besonders Baldriansiure thun.

4. Von den Salzen bewahrt Chlornatrium besser die Wirk-
samkeit des Trypsins als kohlensaures Natron.

5. In Wasser schwiicht sich das Trypsin viel mehr ab, als
in Gegenwart der beiden obengenannten Salze und vielleicht
auch der Butter- und Baldriansiure.

6. Das Pepsin verliert viel schneller seine proteolytische
Kraft iiber die Gelatine und iiber das Fibrin, wenn es der
Chlorwasserstoffsiure .und vielleicht auch der Baldriansiure
ausgesetzt, als wenn es der Phosphor-, Wein-, Mileh- und
Essigsdure ausgesetzt ist.

7. Das Pepsin, der Oxalsdure ausgesetzt und in Gegenwart
derselben, entwickelte eine grossere verflissigende HEnergie
auf die Gelatine, als wenn es anderen Siuren ausgesetzt wurde
oder sich in Gegenwart derselben befand. Das Gegentheil ge-
schah bei seiner Wirkung auf das Fibrin, wo es dasselbe in
Gegenwart jener Siure fast gar nicht loste.

8. Wahrend das Pepsin, wenn es der Chlorwasserstoff-, der
Propion-, der Butter- und Baldrians#ure ausgesetzt wird, sich
unwirksam auf die Gelatine erweist, bewahrt es statt dessen
noch seine Wirksamkeit auf das Fibrin, auch wenn es directem
Sonnenlichte ausgesetzt wird.

2. Wirkung des Sonnenlichtes auf die Enzyme im Zustande
volliger Trockenheit.

Wenn die Wirkung des Sonnenlichtes fihig ist, die KEnzyme und
mehrere andere Substanzen (Spartein, Conin, Nicotin, Tetanusgift u. s. w.)
ziemlich schnell in Gegenwart der dissociirenden Wirkung des Wassers zu
verdndern, so wirkt jenes hingegen sehr schwach oder gar nicht auf die
Substanzen, welche sich im Zustande volliger Trockenheit befinden. Um
zu sehen, wie sich in dieser Beziehung die Enzyme verhalten, stellten
wir die folgenden Untersuchungen an;
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Wir vertheilten in 20 Proben je 0-1&™ der beiden obengenannten
Fermente und brachten sie dann fiir eine Stunde zum Trocknen in den
Briitofen bei 90° C. und fiir 5 Tage in einen Trockenapparat mit Schwefel-
saure. Man verschloss sie hermetisch und in horizontaler Lage; um dem
Lichte eine breitere Fliche auszusetzen, setzte man die Proben wie oben
theils directem Sonnenlichte aus (Temperatur 44 bis 56° C.), theils dem
Sonnenlichte bei einer Temperatur nicht @ber 37° C. (hochste Temperatur
am dunkeln Thermometer 47° C.); andere Proben wurden zur Controle
aufbewahrt im Dunkeln bei gewGhnlicher Temperatur.

Nach 5 bis 10 bis 20 bis 30 Tagen und drei Monaten prifte
man die Wirksamkeit des Pepsins und des Trypsins mit den
gewdhnlichen Reactiven und fand, dass die beiden Enzyme
zweifellos noch wirksam waren. Bei dem directem Sonnen-
lichte ansgesetzten Trypsin konnte man nur-eine leichte Ab-
schwichung nachweisen. Es ist also auch in Bezug auf das
Licht das Trypsin viel empfindlicher als das Pepsin.

3. Wirkung des directen Sonnenlichtes auf das Ptyalin, auf die
Diastase und auf Emulsion in trockenem Zustande.

Die drei obengenannten Fermente in der vorher befolgten Art aus-
gesetzt, ergaben bei dem Studium der Lichtwirkung auf das Pepsin und
das Trypsin gleiche Resultate, wie die fiir diese selben Enzyme erlangten.
Auch nach einem Monat waren die drei Fermente noch nach-
weisbar wirksam.

4. Wirkung des Sonnenlichtes auf Pepsin, Trypsin, Ptyalin,

auf die Diastase und auf Emulsin im Zustande volliger Trocken-

heit und in Gegenwart von Chloroform, Aether, Amylalkohol
und Benzol

Wenn das Licht seine zerstorende Wirksamkeit auf die Enzyme
ausiibt in Gegenwart von Wasser, was geschieht dann, wenn man dieses
letztere durch eine indifferente Flissigkeit, wie Chloroform, Aether, Benzol
und Amylalkohol ersetzt?

Um auf diese Frage zu antworten, stellten wir die folgenden Unter-
suchungen an:

Sei es, um die obengenannten Flissigkeiten, mit Ausnahme des Amyl-
alkohol zu verfliichtigen, sei es, um den Zutritt von Wasserdampf zu hin-
dern, schlossen wir die fiinf obengenannten Enzyme in Rohrchen, und
zwar nahmen wir weder mehr, noch weniger als bei dem Studium der
Wirkung der Wiarme.
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Die Rébrechen wurden der Wirkung des directen Sonnenlichtes aus-
gesetzt (hochste Temperatur am schwarzen Thermometer 56° C.) 200 Stun-
den hindurch.

Nach dieser Zeit wurden die einzelnen Enzyme mit den geeigneten
Reactiven gepriift und alle wirksam befunden. Wir schlossen also,
dass die genannten Enzyme, directem Sonnenlichte ausgesetzt,
in den obengenannten Flissigkeiten ihre Wirksamkeit tber
200 Stunden bewahren konnen,

5. Wirkung des Sonnenlichtes auf die proteolytischen Enzyme
verschiedener Mikroben.

Nicht uninteressant stellte sich uns das Studium der Wirkung des
Sonnenlichtes auf die proteolytischen Enzyme der Mikroorganismen dar.
Diese Untersuchungen dienten dazu, das Studium der Wirkung des Sonnen-
lichtes auf die Enzyme im Allgemeinen zu vervollstindigen und das Stu-
dium der Eigenthtmlichkeiten derselben fortzusetzen.

Man vertheilte in Proben flissiz gemachte Gelatine von Culturen
verschiedener fluidificanter Mikroben, jede zu 5°m, wund setzte sie dann
200 Stunden hindurch dem Sonnenlichte aus. HKine Probe fir jedes mikro-
bische Enzym wurde zur Controle im Dunkeln gehalten. Nach Ablauf
der genannten Zeit priifte man mittels der gewdhnlichen Rohrchen mit
Carbolsiure-Gelatine die Wirksamkeit jedes einzelnen Enzyms und erlangte
das folgende Resultat:

E% = E% 3
Bakterische Enzyme :::":(% 'E Bakterische Enzyme E,(% "5

nN& &
1. V. cholerae Massauae. 12 | 25| 8. Bacillus prodigiosus . 4 |28
2., , Hamburg . 9 23] 9. .  Kiel 4 16
3. ,, Deneki. 5 10| 10. »  pyocyaneus . 8 |22
4. ,, Milleri . 10 |29 11. ,, indicus 24 |25
5. Bacillus antracis 3 | 9| 12. Proteus vulgaris . . . . |2Y, | 7
6. »  radiciformis . 2 (10} 13. Staphyloc. pyogenes albus | 8 |10
1. ,»  subtilis 0| 4] 14 " ", tenuis | 16 |18

Aus dieser Tabelle erhellt, dass die proteolytischen Enzyme
der Bakterien, 200 Stunden directem Sonmnenlicht ausgesetzt,
alsdann, wenn sie auch nicht vollig zerstort werden, doch viel
von ihrer Wirksamkeit verlieren,
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Von diesen bakterischen Enzymen sind gegen das Sonnenlicht am
empfindlichsten die folgenden:

1. Das Enzym des Bac. prodigiosus, dessen Wirksamkeit reducirt wird auf !/,

2' ” o 22 ” Kiel? b 3 7’7 . bhi bH 1/4
3' b3} 22 pyocya'neu87 . 22 » » »n » 1/3
4' bH bR Su'bti]'is7 4 » . ” 1 bR} 2 1/3
5 ,  des Proteus vulgaris, ,, ’ ” o s

Das Enzym des Bacillus indicus und der Staphylokokken
bewiesen sich gegen die Wirkung des Lichtes am resistentesten.

III. Wirkung einiger Gase auf die Enzyme.

Man weiss wenig tiber die Wirkung der Gase CO,, CO, O, H,S auf
die Enzyme. Nasse! zufolge wiirden Sauerstoff und Kohlenoxyd eine schad-
liche Wirkung auf das Invertin austiben, wahrend sich Wasserstoff und
Kohlenanhydrid indifferent zu demselben verhalten wiirden. Letateres
wiirde Podolinski? zufolge die Umbildung des Zymogen in Trypsin
behindern, eine Umbildung, die vom Sauerstoff beginstigt werden wiirde.
Unter den verschiedenen Gasen bt nur das Schwefelwasserstoffgas eine
wahrhaft schadliche Wirkung auf das proteolytische Ferment einiger Bak-
terien aus, wie z. B. auf jenes des Bac. prodigiosus, des Bac. pyocyaneus
und des Koeh’schen Vibrio, wihrend das Kohlenanhydrid nur eine leichte
abschwichende Wirkung auf das Enzym des Bacillus Miller, des Cholera-
Vibrio und des Deneke’schen Vibrio ausithen wiirde.

Das schwefelsaure Gas, als dasjenige, welches eine sichere und leicht
nmachweisbare Wirkung auf die Enzyme ausiibt, wurde bei den von uns
angestellten Untersuchungen geldst.” Es wurde die Wirkung dieser Gase
studirt auf Trypsin, auf Pepsin, auf Ptyalin, auf die Diastase und
auf Emulsin, wie auch auf die proteolytischen Enzyme verschiedener
Mikroben.

Anstatt die Wirkung der Enzyme auf Fibrin, auf Gelatine u. s. w. in
Gegenwart des genannten Gases zu studiren, wie es bereits von einem
der TUnserigen (Fermi)* geschah, unterwarfen wir vorher fiir eine

1 Otto Nasse, Pfliger’s Archiv. Bd. XVI, S.471—481.

2 Serge Podolinski, Jakresbericht der Thierheilkunde. Bd. VI. 8. 175,

3 C. Fermi, Weitere Untersuchungen iber die tryptischen Enzyme der Mikro-
orqanismen. ’

+ C, Fermi, a.a. 0,
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gegebene Zeit das Enzym der Wirkung des Schwefelwasserstoffes und priiften
dann die Wirksamkeit des Fermentes selbst mit den geeigneten Reactiven
(Fibrin, Gelatine, Starke u. s. w.).

a)'Wirkung des Schwefelwasserstoffes auf das Trypsin.

Man liess durch Réhrchen, welche 5™ einer Trypsinlésung 1:200
enthielten, einen Strom von schwefelsaurem Gas zwei Stunden lang pas-
siren und prifte dann die Wirksamkeit des Trypsins auf Gelatine. Nach
7 Tagen wurde die Schicht von fluidificirter Gelatine in Millimetern ge-
messen und erhielt man das folgende Resultat:

Trypsin unter
Proben | der Wirkung | Controle
des Gases
} Q mm 10 mm
2 9, 10 ,,
3 | 9., 10 ,,

Bei zweimaliger Wiederholung desselben Experimentes erlangte man
das gleiche Resultat; wir schliessen daher, dass ein Strom von schwefel-
saurem Gas, dessen Dauer bis auf zwei Stunden verlingert
wird, nur eine leicht abschwéchende Wirkung auf das Trypsin
ausibt.

b) Wirkung des Schwefelwasserstoffes auf das Pepsin.

Man liess durch Proben, deren jede 5°® einer Losung von Pepsin
zu 1 Procent enthielt, zwei Stunden hindurch einen Strom Schwefel-
wasserstoffgas passiren und prifte dann die Wirksamkeit des so behan-
delten Pepsins mit dem Fibrin. Nach 7 Stunden war das Fibrin vollig
gelost, daher zog man den Schluss, dass das Schwefelwasserstoffgas
keine nachweisbare Wirkung auf das Pepsin ausibt.

¢) Wirkung des H,S auf Ptyalin, auf die Diastase und Emulsin.

Man liess durch Rohrchen, deren jedes 5°™ von Losungen zu 1 Proc.
der drei obengenannten Enzyme enthielt, einen Strom von Schwefelwasser-
stoff zwei Stunden hindurch passiren und prifie dann die Wirksamkeit
des Ptyalins und der Diastase mit Stirke, jene des Emulsins mit Amygdalin.

Die Reactionen waren fiir alle drei obengenannten Enzyme positiv;
man schloss daher, dass auch das Ptyalin, die Diastase und das
Emulsin nicht nachweisbar geschéidigt werden von einemStrome
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von Schwefelwasserstoffgas, dessen Dauer auf zwei Stunden
verlingert .wird.

Nachdem die vorgingigen Experimente wiederholt worden waren, unter-
warf man die finf Enzyme der Wirkung desselben Gases fiir 15 Stunden;
das Resultat war dem vorhergehenden nicht ungleich.

Die fiinf obengenannten Enzyme konnen also die Wirkung
eines Stromes von Schwefelwasserstoffgas, dessen Dauer auch
auf 15 Stunden verldngert wird, ertragen. -

d) Wirkung des Schwefelwasserstoffgases auf das proteolytische
Ferment einiger Mikroben.

Man vertheilte in eine Reihe von Proben 5ceem fluidificirter Gelatine
von Culturen verschiedener verfliissigender Mikroben, fiigte in jedem
Rohrchen andere 5™ 2 procent. Carbollésung hinzu und unterwarf
dann die Proben eine Stunde lang einem Strome von H,S. Nach einer
Stunde prifte man die Wirksamkeit der so mit Carbolsiure-Gelatine be-
handelten proteolytischen Enzyme, und nach finf Tagen mass man die
fluidificirten Schichten in Millimetern. Dasselbe Experiment wurde mit
anderen Culturen derselben Mikroben wiederholt, indem man die Wirkung
des obengenannten Gasstromes auf zwei Stunden verlingerte und nur
nach 10 Tagen die Schicht von verflissigter Gelatine mass. Die Re-
sultate beider Experimente giebt die nachstehende Tabelle:

Naeh 5 Tagen Nach 10 Tagen
Bakterische Enzyme Wi :
Gl;];:sn%fgs Controle dYa'; lrél:slegs Controle

mm mm mm mm

1. V. Cholerae Massauae . 3 6 3 11 -
2. Andere Cultur desselben 5 6 — —
8. Bac. Finkler-Prior 6 10 - 1 12
4. Andere Cultur desselben 1 15 — —
5. Andere Cultur desselben 9 18 — —
6. Bac. Milleri 6 1 12 14
7. Vibrio Deneke 3 5 [ 10
8. Vibrio Metschnikovi 5 7 6 1
9. Bacillus prodigiosus 0 5 0 10
10. Bacillus Kiel 8 10 2 1
11. Proteusvulg., alte Cultur 1 3 0 5
12, Andere Cultur. 0 2 — —
13. Bacillus antracis . 2 3 5 6
14. Bacillus indicus . 4 17 S 25
15, Bacillus Tetani ki 8 | 14 15
16. Bacillus pyocyaneus. 4 5 [ 4 6




UBER D1E ENZYME. 95

Conclusionen.

1. Die proteolytischen Enzyme der Bakterien bezeigen unter einander
- eine verschiedenartige Empfindlichkeit gegen das Schwefelwasserstoffgas.

2. Sehr empfindlich sind: Das Ferment des Bac. prodigiosus, jenes
des Proteus vulgaris und jenes des Bac. indicus, welche vollig ihre Wirk-
samkeit verloren.

3. Die resistentesten sind: Das Ferment des Bac. pyocyaneus, jenes
des Tetanusbacillus, jenes des Milzbrandbacillus, jenes des Vibrio Metsch-
nikoff, jenes des Vibrio Miller.

4. Das Ferment des Vibrio Metschnikoff und jenes des Vibrio Miller
gind resistenter als jenes des Vibrio Finkler-Prior und als jenes des
Cholerabacillus. ' :

5. Das proteolytische Enzym des Bac. prodigiosus ist sowohl gegen
die Warme, wie gegen das Licht und den Schwefelwasserstoff am empfind-
lichsten von allen.

e) Wirkung des Kohlendioxyds auf das proteolitische Enzym
des Vibrio der Cholera Massaua, des Bacillus Miller und des
Bac. Deneke.

Man liess durch Proben, die auf dieselbe Art, wie bei den vorher-
gehenden zwei Experimenten, préparirt wurden, einen Strom von Kohlen-
dioxyd wihrend 15 Stunden passiren. Als man die Wirksamkeit der
8o behandelten Enzyme mit der gewthnlichen Gelatinemethode nach 10
Tagen priifte, gelangte man zu dem folgenden Resultat:

Ausgesetzt
Bakterische Enzyme dem Kohlen-| Controle
. dioxyd
1. Vibrio d. Cholera Massaua 10 mm 12 mm
2. ,, Miller . . . . 15 5 19 ,,
3. ,, Deneke . . . . 8, 10 ,,

Das proteolytische Enzym der drei Vibrionen wird also nur
leicht abgeschwiicht von der auf 15 Stunden verlingerten
Wirkung des Kohlendioxyds.
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IV. erkung verschiedener chemischer Substanzen auf Pepsin
und Trypsin.

Unsere Kenntnisse von der Wirkung der verschiedenen echemischen
Substanzen auf die Enzyme sind spérlich und ungew1ss Was man weiss,
ist ungefahr das Folgende:

1. Das Pepsin wiirde nach Sundberg nicht niedergeschlagen werden
von den folgenden Substanzen: Sublimat, Bleiacetat, eisencyansaures Kali
und Essigsiure, Platinchloriir, Silbernitrat, Tannin, Jod; und aus der
Thatsache, dass es keineswegs die Reaction des Xantoprotein giebt,
schliesst’ der Autor, dass das Pepsin keine Eiweisssubstanz sei.

2. Ueber das Trypsin und die anderen Enzyme weiss man wenig
Genaues. Man weiss nur, dass sie im Allgemeinen niedergeschlagen
werden von den metallischen Salzen. Wie bekannt, werden das Trypsin
und das proteolytische Enzym der Bakterien, entgegen dem, was bei dem
Pepsin geschieht, von den organischen, auch verdiinnten (1procentigen)
Sauren geschidigt. Das invérsive Enzym der Sacharomyceten und des
Aspergillus niger hingegen wiirde unwirksam bleiben in Gegenwart von
Spuren von Alkalien, die kaum mit dem Lackmuspapier! nachweisbar
sind; diese Enzyme wirken viel besser in einem leicht saunren Mittel.

Wir studirten die Wirkung der verschiedenen chemischen Agentien
auf Trypsin und Pepsin. Wir lassen die betreffenden Untersuchungen
sogleich folgen:

A, Wirkuhg verschiedener chemischer Substanzen auf das Trypsin.

Die Verinderungen in der Wirksamkeit des Trypsins, welche vonr der
Wirkung der verschiedenen chemischen Agentien hervorgebracht wurden,
konnte man mit grosser Genauigkeit nachweisen, indem man sich der
Gelatine als Reactiv bediente.

Wir vertheilten eine Trypsinlosung 1:200 in Proben zu je 5c°om,
figten zu jeder 5¢™ einer Losung der nachfolgend angefiihrten chemi-
schen Substanzen und setzten dann die Proben der Temperatur von 37° C.
aus. Nach 48 Stunden und nach 10 Tagen priifte man die Wirksamkeit
des Trypsins der einzelnen Proben mit der gewdhnlichen Gelatinemethode.
Sei es nun, um nicht eine zu concentrirte Trypsinlosung zu priifen, sei
es, um nicht eine zu grosse Quantitit der verschiedenen chemischen Sub-
stanzen mit derselben zusammenzubringen, die uns durch Vermehrung

! A. Fernbach, Sur Pinvertine ou sucrase de la levure. dnnal. de I Institut
Pasteur. 1890. p. 641. '
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oder Verminderung der Liosbarkeit der Gelatine zu falschen -Resultaten
hatte fiithren konnen, verdiinnten wir die einzelnen Proben wie folgt:

In einer ersten Losung befand sich das Trypsin im Verhiltniss von
1:10000 und in einer zweiten im Verhdltniss von 1:40000. Da das
Trypsin bei 1:40000 auch mit Gelatine kaum nachweisbar ist bei
der Prifung nach 10 Tagen, so machte man die einzige Verdiinnung
1':10 000.

‘Um gewiss zu sein, dass die chemischen Substanzen bei dem Ix-
periment in der oben angegebenen Verdiinnung nicht fiir sich allein fihig
wiren, die Gelatine fliissig zu machen oder sie unléslich zu machen, be-
reitete man die beiden anderen folgenden Proben: Man brachte die ge-
nannten Substanzen in Verbindung mit der Gelatine in einer Concentration,
die 100mal stirker als die erste obengenannte Verdiinnung, und als
man nack 5 Tagen beobachtet hatte, dass die Gelatine flissig geworden
war, goss man die Substanzen aus und ersetzte sie mit derselben Menge
einer Trypsinlosung von 1:500, d. h. 20mal stirker als die ebengenannte
erste Verdiinnung.

Nach 10 Tagen ‘wurden die einzelnen Proben beobachtet und die
Schicht verfliussigter Gelatine gemessen; daraus ergab sich die vorstehende
Tabelle, auf welcher in einer besonderen Colonne auch das Niederschlagen
des Trypsins bei Kalte und bei Wirme in Verbindung mit den verschie-
denen chemischen Substanzen erscheint.

Zusammenstellung der Ergebnisse.

Iis zerstirten also vollig das Trypsin unter den oben angefithrien
Bedingungen die folgenden Substanzen:

Phosphorsgure . . . . . . 5 DProcent
Chromséure . . . . . . . b ”
Sauren . . . {Pikrinsdure . . . .
Phosphorwolframsiiure
Salicylsiure . e e
Sublimat . . . . . . . . 25
Zinehlordr . . . ... . . D ”
Cadmiumehlorar . . . . . B ’
Kupfersulfat . . . . . . 5 "
Salze . . .{Zinksulfat . . . . . . . 10 ”
| Aluminiumsulfat . . . . . 10 ”
Silbernitrat .
Wismuthnitrat .
Hypermangansaures Kuli . . 5
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Jod (alkohol. Tds.) . . . . 5 Procent
Barythydrat .o

Aseptol ... . . . . . . 10 ”
Cresylol . . . . . . . . b ’
Lysol. . . . ... . . . b ”
Cresol . . . . . . . . . b ”
Carbolsaure (alkohol. Lés) . . 5 "

Kobaltehloriir, Kalichromat, Phosphormolybdinsiure, wie auch Tymol
und- Creolin zerstorten das Trypsin nicht. . '

In Gegenwart einiger dieser Substanzen erhielt sich das Trypsin auch
nach 10 Tagen viel besser, als in Wasser und in Gegenwart von anderen
chemischen Agentien, wie z. B.: '

Fliissige Gelatineschicht
nach 48 Std. [nach 10Tagen

mm mm

Trypsin in Wasser . . . 6 1
» ,» Glycerin . . . 9

v ,, Kalichromat. . 7 3

' ,» Caleiumehloriir. 4

» ,; Tartarus-Stybiat 4

» ,» Alkohol . . . 10 10

Hieraus resultirt, dass Alkohol und sodann Calciumehloriir
als die in gegebenen Concentrationen zur Erhaltung des Tryp-
sing wirksamsten Substanzen figuriren.

Von den gebrauchten chemischen Substanzen gaben einen
Niederschlag mit der Trypsinlosung die folgenden: Alkohol,
Chromsiure, Pikrinsdure, Phosphormolybdinsiure, Phosphor-
wolframsfure (stark), Tanninsiure, Sublimat (stark), Kobalt-
chlorir, Cadmiumchlorir (schwach), Eisenchlorir (schwach),
Bleiacetat (stark), Kupfersulfat, Kupferacetat (stark), Silber-
nitrat, Wismuthnitrat (sehwach), eisencyansaures Kali, Jod
und Jodkali (sehwach).

Keine der chemischen Substanzen in der gebrauchten
Concentration hatte fiir sich allein die Kraft, die Gelatine zu
verflissigen.

Es machten hingegen die Gelatine durch das Trypsin in-
fluidificabel die folgenden: Phosphorwolframsiaure, Tannin-
siiure, Sublimat, Zinkchlorir, Cadmiumchloriir, Eisenchlorir
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und Bleiacetat, Kupferacetat, Kupfersulfat, Zinksulfat, Alu-
miniumsulfat, Wismwthnitrat, hypermangansaures Kali.

Barythydrat, Kalkwasser und besonders Kalichromat und Aetzkali ver-
diinnt wiirden die Gelatine leichter fluidificabel machen.

B. Wirkung verschiedener chemischer Agentien auf das Pepsin.

Die Gelatine ist das empfindlichste und sicherste Reactiv, welches
man kennt, um das Trypsin nachzuweisen; sie ist es aber nicht wegen
der Saure, die sie begleitet, fiir den Nachweis des Pepsins, fiir welches
das Fibrin von frischem Rindvieh immer das bessere Reactiv bleibt. Aus
diesem Grunde werden wir uns im vorliegenden Falle, um die in dem
Pepsin  stattgefundenen Verinderungen aufzudecken, des obengenannten
Reactivs bedienen.

Man vertheilte eine Pepsinlosung 1:100 in Proben von je 5°m,
fiigte zu jeder 5em einer der weiter unten angegebenen chemischen Sub-
stanzen” hinzu und brachte dann die Proben in den Briitofen bei der
Temperatur von 37° C. Nach 48 Stunden nahm man die Rohrchen aus
dem Briitofen und prifte die Wirksamkeit des Pepsins der einzelnen
Proben in der folgenden Weise.

Da einige der Substanzen auch verdiinnt durch Unléslichmachung
des Fibrins zu irrigen Resultaten fithren konnten, so machten wir die
Fibrinproben, indem wir in Proben, welche je 10°m™ HCl zu 5 Procent
und ein Stickchen Fibrin von ca. 0-18™ enthielten, soviel von den ver-
schiedenen Mischungen gossen, dass wir die folgenden Verdiinnungen
erhielten: :

Chemische Substanzen
: Substanzen | Substanzen
Pepsin zu B Procent |zu 10 Procent
Mischung Nr. 1 1:2000 1:200 1:100
s s 2 1:4000 1:400 1:200
,, » 3 . 1: 8000 1:800 1:400
s » 4. 1 : 40000 1.:4000 1:2000

Hierauf brachten wir die Proben mit Fibrin in den Briitofen bei
40°C. und nach 24 Stunden und nach 5 Tagen beobachtete man den
Zustand des Fibrins und machte dic Peptonprobe mittels der Biuret-
reaction. Als Gegenprobe, um klarer zu sehen, ob die chemischen Sub-
stanzen auf das Pepsin wirkten oder nicht vielmehr auf das Fibrin, priifte
man auch die Wirkung des Pepsins auf das Fibrin unmittelbar nach den
Compositionen der obigen Mischungen.
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Wirkung verschiedeuer chemischer

. Procentualer | 1. Verdiinnung | 2. Verdinnung
Z gﬁﬁ}zcﬁgi Pepsi Pepsin -
5";: Substanzen Substanzen in 1 autp 11600 1 a,u%) 2000
= der Pepsin- Substanzen Substanzen

losung 1 auf 100 1 auf 200

1 | Wasser (Controle) . . . . . . —_ gelost gelost

2 | Chromsiure . . . . . . . . 5 Procent intact intact

3 | PikrinsBure . . . . . . . . gesittigh » »

4 | Phosphormolybdinsiure . . . .- - zum Theil zum Theil

5 | Molybdansiure . . . . . . . . gelost geldst

6 | Phosphorwolframsiure . . . . . intact s

7 | Borsdure . . . . . . . . . 10 Procent gelost »

8 | Tanninsdure . . . . . . . . gelbst " »

9 | Gallussgure . . . . . . . . 5 Procent, 2 »

10 | Quecksilberbichloritr . . . . . 0+5 p. mille » »
11 | Zinkehloréir . . . . . . . . 5 Procent 2 »
12 | Kobaltchlordr . . . . . . .| gesittigt intact intact
13 | Cadmiumchloriir . . . . . . 5 Procent » »
14 | Calciumehloriir . . . . . . . 5 geldst »
15 | Bleiacetat . . . . . . . . . 0 intact s
16 | Kupferacetat. . . . . . . . gesittigh " -
17 | Zinksulfat. . . . . . . . . 10 Procent gelost s
18 | Aluminiumsulfat . . . . . . 10 ' »
19 | Wismuthnitrat . . . . . . . - " intaet zum Theil
20 | Kalichromat . . . . . . . . 10 Procent 2 intact
21 | Eisencyansaures Kali . . ., . 5 2 2
22 | Hypermangansaures Kali . . . 5 v »
23 | Jodkali. . . . . . . . . . 5 gelost gelost
24 | Jod (alkohol. Lésung) . . . . 5 intact zum Theil
25 | Barythydrat . . . . . . . . gesittigt " intact
26 | Magnesinmoxyd . . . . . . - gelbst geldst
27 | Aseptol (alkohol. Losung) . . . 10 Procent intact intact
28 | Cresylol . . . . . . . . . 0 . "
29 | Creolin. . . . . . . . . . 10, v »
30 | Carbolsdure . . . . . . . . 5 zam Theil geldst
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Substanzen auf das Pepsin.
8. Verdiinnung | 4. Verdiinnung | 5. Verdiinnung Niederschlag
s o000 | 1 o s000 | 1 aﬁ&pit)nooo Gegenprobe .
Substanzen Substanzen Substanzen Pepsin Pepton
1 auf 400 1 auf 800 1 auf 4000
gelost gelost gelost gelost nein —
intact intact intact gelost 1. Verdiinn. » ja
" zum Theil zum Theil gelost mit der 3., . .
- 4. Verdiinnung
zum Theil » ' » » gelost . ”
geldst gelost gelost " . —
zum Theil zum Theil ' s s ja
gelost gelost » » » nein
» s » » » Spuren
» » 2 » s nein
intact zam Theil zum Theil - 0 »
2 gelost geldst gelost » s
» s zum Theil »» » s
" zum Theil — - s 2
» gelost gelost gelost ' ”
. » s, ,, " Spuren
. ” . . » nein
gelost » o s ~ Spuren 9
intact intact intact intact nein v
» » " zum Theil ,, "
» ,, . gelost mit der 1., — —
2., 8. Verdiinnung
gelost gelost gelost gelost nein nein
. » . » Spuren ja
intact intact intact » nein nein
gelost gelost gelbst » » »
intact intact intact » » »
» » zum Theil gelost mit der 3. ’s .
und 4. Verdiinnung
gelost zum Theil gelost s »
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Die Resultate dieser Experimente, vereinigt mit jenen, die sich auf
den Niederschlag des Pepsins und des Peptons beziehen, wenn sie der
Wirkung der in Rede stehenden chemischen Substanzen ausgesetzt sind,
figuriren auf der vorstehenden Tabelle.

Zusammenstellung der Resultate.

1. Es wirkten auf das Pepsin unter den oben dargelegten Bedingungen

die folgenden Substanzen:
_Chromséure
Pikrinsiure
Kalichromat | zerstirten das Pepsin.
Eisencyansaures Kali
Barythydrat
Kobaltchlorir
Cadmiumehloriir
Phosphorwolframsaure
Bleiacetat
Kupferacetat
Wismuthnitrat
Jod (alkohol. Lés.)
Aseptol
Cresylol
Creolin

2. Es verminderten die Lisbarkeit des Fibrins die folgenden Sub-
stanzen:

schwichten das Pepsin.

Chromsdure . . . . . (1:4000) Wismuthnitrat .
Pikrinsdure . . . . . (1:100) Eisencyansaures Kali . . (1:4000)
Phosphorwolframsiure . . (2:100) Hypermangansaures Kali. (1:400)
Kobaltehlorar . . . . (2:100) Aseptol . . . . . . (1:200)
Cadmiumchlorir . . . (2:100) Cresylodl . . . . . . (1:200)
Bleiacetat . . . . . . (2:100) Creolin. . . . . . . (1:100)
Kupferacetat . . . . . (1:100)

3. Keine der verschiedenen gepriiften Substanzen, mit Ausnahme
vielleicht der alkoholischen Jodlésung, schlug das Pepsin nieder.

Diese Thatsache, welche vielleicht von einer gewissen Wichtigkeit ist,
wiirde verdienen, dass sie weiterhin studirt wiirde.

4. Die Zerstorung des Pepsins von Seiten der verschiedenen chemi-
schen Agentien geschah ohne Niederschlagung desselben.

5. Das Pepton konnte man nur nachweisen in jenen Féllen, in
welchen man das Fibrin gelost hatte,
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Wirkung der Alkalien auf Pepsin® und auf Trypsin.

Die Thatsache, dass die Wirksamkeit des Trypsins beginstigt wird
von der Gegenwart von Alkalien und dass jene des Pepsins hingegen
davon geschidigt wird, wiirde dazu fithren, der Wirkung der Alkalien von
Seiten des Trypsins eine viel grossere Resistenz zuzuschreiben als von
Seiten des Pepsins, man hitte alsdann den ersten Fall einer geringeren
Resistenz des Pepsins gegeniiber dem Trypsin.

Herzen? bewies die zerstorende Wirkung der Alkalien auf das
Pepsin; eine vergleichende Studie tibrigens mit dem Trypsin, um auf die
¥rage zu antworten: ob in Wahrheit das Pepsin gegen die Alkalien em-
pfindlicher sei als das Trypsin, fehlte vollstindig. Man hielt es deshalb
fir keineswegs unnitzlich, zwei Untersuchungen hieriber anzustellen.

Die gebrauchten Alkalien waren: kohlensaures Natron, Kali und Aetz-
kali in verschiedenen Concentrationen.

Zum Vergleich nahm man ein indifferentes Salz wie das Magnesium-
sulfat. '

Da es sich um eine einfache vergleichende Studie handelte, so wurden
die vorgenannten Alkalien in procentualen Lisungen gebraucht.

Die Wirksamkeit des Pepsins wurde gepriift mit Fibrin und jene des
Trypsins wie gewdhnlich mit Gelatine.

Die Mischungen der beiden Enzyme mit den Alkalien wurden be-
wahrt bei der Temperatur von 18 bis 20° C.; die Proben des Pepsins
mit Fibrin brachte man in den Briitofen bei einer Temperatur von 40° C,,
jene des Trypsins und der Gelatine bei einer Temperatur von 22° C.

Die gepriiften alkalischen Losungen begannen bei 0-25 Procent und
_stiegen fiir das kohlensaure Natron wenigstens bis zu der gesittigten
Losung. Die Wirkung der Alkalien auf die beiden Enzyme -verlingerte
sich von 1 Stunde bis zu 10 Tagen.

Ohne hier alle Exgebnisstabellen der zahlreichen Proben wiederzugeben,
berichten wir nur die erlangten Resultate. Diese sind:

1. Sowohl das Pepsin wie auch das Trypsin ertragen die Wirkung
des kohlensauren Natrons zu 30 Procent auch tiber 5 Taoe hinaus, obne
ihre Wirksamkeit zu verlieren.

2. Das Trypsin, fir 24 Stunden in einer gesittigten Losung von
imhlensaurem Natron gehalten, wiirde circa 4/, seiner Wirksamkeit ver-
ieren.

! Untersuchungen von einem der Unserigen (Fermi) im hygienischen Labo-
ratorium der Konigl. Universitdt zu Minchen 1891.

* Herzen, Ueber die Wirkung der Alkalien auf das Pepsin, Annali di chim,
e farm. Vol. VIII. p. 302,
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3. Die beiden obengenannten Enzyme werden zerstért von Kali und
Aetzkali schon in der Concentration von 1 Procent in 24 Stunden und
" widerstehen hingegen fiir verschiedene Tage jener von 0-25 Procent.

4. Das Pepsin ist ‘daher gegen die Alkalien nicht viel empfindlicher
als das Trypsin.

V. Verhalten der Enzyme gegen das Porzellanfilter.

Nicht ohne Wichtigkeit ist das Studium des Verhaltens der Enzyme
gegen das Porzellanfilter.

Aus dem mehr oder weniger leichten Passiren durch das in Rede
stehende Filter wiirden wir schliessen konnen, ob das Enzym mehr oder
weniger 1dslich in Wasser ist, ob es ein mehr oder weniger colloider Kérper
und ob es in dieser Bezichung Unterschiede giebt zwischen Enzym wund
Enzym.

Wir wissen thatsichlich schon jetzt, dass, wihrend das Trypsin, das
proteolytische Ferment der Mikroben und jenes inversive der Saccaromy-
ceten mit mehr oder weniger Leichtigkeit filtriren, das inversive Enzym
des Aspergillus niger (Fernbach)! und jenes des Bac. megaterium
(Fermi)? keineswegs passiren.

Die von uns hieritber angestellten Untersuchungen bezogen sich be-
sonders auf das Trypsin und auf das Pepsin.

Verhalten des Trypsins gegen das Porzellanfilter.

I. Untersuchung. Wir bereiteten eine Lésung von 1:500 von
Trypsin, enthaltend 5 Procent Chlornatrium, um zur selben Zeit die
Wirkung: dieses Salzes auf die in Rede stehende Filtrirung zu studiren.

Man filtrirte die Losung im Chamberlandfilter bei zwei Atmosphéren
Druck und bestimmte dann die Wirksamkeit mit der Gelatinemethode.

Von jeder Losung, vor und nach der Filtrirung, machte man drei
Proben in carbolisirter Gelatine. _

Nach 10 Tagen mass man die Schichten fliissiger Gelatine und er-
hielt das folgende Resultat:

1 A. Fernbach, Sur Pinvertine ou sucrase de la levure. Annal. de I Institut
Pasteur. 1890. p. 641.

* C. Fermi, Contributo allo studio degli enzimi diastatici ed inversivi dei miero-
organismi. Annali dell’ Istituto d'igiene sperimentale della R. Universith di Roma,
Vol. Il Fasc. II,
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Proben

Vor der Filtrirung

Nach der Filtrirung

29 mm
22 »
22 »

10 mm
101, m=
0,

Das Trypsin also in der Losung 1:500 passirt das Porzellan-

filter bei zwei Atmosphiren Druck und verliert circa die Halfte
seiner Wirksamkeit.

. II. Untersuchung. Man wiederholte dasselbe Experiment mit

einer mehr concentrirten (1:200) Trypsinlésung ohne die Gegenwart von
Chlornatrium. ’

Nach 10 Tagen hatte man bei den Gelatineproben das folgende

Resultat:

Proben Vor der Filtrirung | Nach der Filtrirung
1 15 mm 12 oo
16 ,, 13
3 : 16 ,, S,

Auch in diesem Falle passirte das Trypsin das Porzellan-
filter, indem es etwas von seiner Wirksamkeit verlor.

III. Untersuchung. Bei Wiederholung des Experimentes mit einer
Trypsinldsung 1:200, enthaltend 2 Procent kohlensaures Natron, erlangte
man dasselbe Resultat:

Proben Vor der Filtrirung | Nach der Filtrirung
11 mm 4 mm
1, 4,
111/2 4 2

Die Losung in diesem dritten Falle verlor iiber die Héilfte
ithrer Wirksamkeit.

Wie erklart sich dieser Verlust an Wirksamkeit der filtrirten Trypsin-
lésung?

Bleibt das Trypsin im Filter, weil die unvollstdndige Losung noch
Theilchen von ungeldstem Trypsin enthalt?

Wird das Trypsin, obwohl vollstindig geldst, aufgehalten in den
Poren des Filters?.
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Lassen wir eine dritte sehr unwahrscheinliche Hypothese bei Seite,
wie jene, dass das filtrirende Trypsin zum Theil zerstort wurde, so finden
wir die beiden anderen Hypothesen sehr wahrscheinlich und besonders
die erste. .

Um die vorliegende Frage zu entscheiden, entnahmen wir eine
Trypsinlésung !/,,, einer dreifachen Filtrirung, indem wir Sorge trugen,
dass der Druck eine Atmosphire nicht tiberschritt, und dann bestimmten
wir die Wirksamkeit der drei Filtrate mit der gewdhnlichen Methode.
Nach 10 Tagen erhielt man das folgende Resultat: .

Probe Nicht filtrirt - s 1y
in Gelat]ilne thSsungr © 1. Filtrirung 2. Filtrirung 3. Filfrirung

1 Q mm ¢ wmm 4 mm 8 mn

10 L 6 » 4 3 3 2

9, 6 2 4, 3 .,

Nach diesem Experiment erscheint klar, dass der Verlust
an Wirksamkeit der filtrirten Trypsinlosung, auch falls er sich
ereignet, wenn die Lésung keine ungeldsten Theilchen von
Trypsin mehr enth#lt, nur verursacht werden kann von einer
Anziehung der Trypsinmolekile von Seiten des Filters. Ob
dann das Trypsin mit colloiden Substinzen gemischt ist,
welche die vollige Filtrirung desselben hindern, bleibt noch
zu entscheiden.

Wir ziehen also den Schluss: dass das Trypsin das Porzel-
lanfilter passirt, dass sodann, wenn man die Filtrirung der-
selben Losung mehrmals (4 bis 5) wiederholt, das Trypsin ganz
und gar im Filter verbleiben kann.

Das Porcellanfilter hietet also bei der Sterilisation von Trypsmlobungen
diese nicht geringfiigige Inconvenienz.

Verhalten des Pepsins gegen das Porzellanfilter.

Die grossere Losbarkeit des Pepsins einerseits und andererseits der
Umstand, dass dasselbe von keiner der vielen Substanzen niedergeschlagen
wird, welche doch leicht die anderen Enzyme, das Albumin und das Pepton
niederschlagen, fihrte uns dazu, das Verhalten dieses Enzyms gegen das
Porzellanfilter zu prifen.

Da das Pepsin 16slicher ist in den chlorsauren Lésungen, und sodann
Glycerin und Chlornatrium nach Rumpf und Regeczy das Passiren
der Eiweisskorper durch die Thiermembranen erleichtern, so experimen-
tirten auch wir mit Pepsinlosungen, welche diese Substanzen enthielten.
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Wir priparirten die folgenden Pepsinlisungen zu 0.5 Procent:

1. 200°m einer Losung in destillirtem Wasser;

2. 200°™ einer gesiuerten Losung (HCl, 5 Procent);

3. 200°m einer glycerinischen Losung zu 3 Procent;

4. 200°m einer Losung, enthaltend 8 Procent Chlornatrium.

Wir unterwarfen diese Losungen einer doppelten Filtrirung und be-
stimmten dann die Wirksamkeit, indem wir uns an die moglichst kleinste,
mit einer gegebenen Quantitit Fibrin noch nachweisbare Quantitit von
Pepsinlosung hielten. Sodann vertheilte man in Proben, deren jede 10 cem
HCl zu 5 Procent und ein Stick Fibrin von ca. 0-1&m enthielt, die
. Pepsinlosungen im Verhaltniss von 1—5—10—15—20—25—30—35—40
Tropfen fiir jede und setzte dann die Proben der Temperatur von 39 bis
40° C. aus. Nach 48 Stunden war das Fibrin in allen 48 Proben vollig
gelost. Nur in der Losung von zum zweiten Male filtrirtem Pepsin fand
man eine Verminderung in der Wirksamkeit. Durch ein Porzellanfilter,
welches schon zur Filtrirung colloider Substanzen diente, passirte das
Pepsin sehr viel schwieriger. ’

Das Pepsin passirt also leichter als das Trypsin und als
die anderen Enzyme das Filter, ohne wie das Pepsin an seiner
Wirksamkeit zu verlieren.

VI. Verhalien der Enzyme gegen die Thiermembranen.

Dieses Studium ist von keiner geringen Wichtigkeit, weil man aus dem
so oder so gearteten Verhalten der Enzyme gegen die Dialyse schliessen
kann, ob dieselben colloide Substanzen sind oder nicht.

Wir geben sogleich, was wir hieriiher wissen:

Nach alten Untersuchungen (Wittich) wirde das Pepsin die Thier-
membranen passiren. Spitere Experimente fibrigens, die von Hammar-
sten! und von Wolffhiigel? mit grosserer Genauigkeit und mit Pergament
von besserer Qualitit angestellt wurden, fihrten zu vollig entgegengesetzten
Resultaten. Die beiden obengenannten Forscher schlossen ausdricklich,
dass das Pepsin nicht dialysirt.

Das Invertin, das Trypsin und die proteolytischen Enzyme der Mi-
kroben?® passiren gutes Pergament nicht, auch wenn man die Probe fiir
mehrere Tage verlingert.

1 Otto Hammarsten, Ueber die Undiffusibilitit des Pepsins. Jakresbericht
der Thierchemie. Vol, III. p. 160.

2 Wolffhiigel. Ebenda. Bd. III. 8. 168.

3 C. Fermi, Weitere Untersuchungen iiber die tryptischen Enzyme der Mikro-
organiswmen. drchiv fir Hygiene. 1892, Bd. XIV.
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Indess forschte keiner dieser Autoren nach, ob unter besonderen Um-
stainden die obengenannten Enzyme dialysiren konnten. Ueber die
chemische Natur der Fermente wussten wir fast nichts. Dass dieselben
gemischt sind mit colloiden (Albuminoid-)Substanzen ist tibrigens gewiss;
ehe man jedoch behauptete, dass die genannten Korper absolut nicht
dialysirbar seien, musste man beweisen, dass die mit ihnen gemischten
colloiden Substanzen nicht so innig mit denselben vereinigt seien, um
eine einzige colloide und nicht dialysirbare! Substanz herzustellen. Diese -
von den obengenannten Autoren unterlassenen Experimente stellten wir
an. Wir versuchten einerseits diese mit den Enzymen vereinigte hypo-
thetisechen colloiden Substanzen frei zu machen, indem’ wir die Losung
mit Agentien behandelten, welche die Albuminoide niederschlagen, wie
Tannin, Bleiacetat etc. Andererseits suchten wir die Dialyse zu erleich-
tern durch Hinzufligung von Sfuren und verdiinnten Alkalien, wie auch
dureh Dialysirung in Gegenwart von Salzen und Glycerin.? Obwohl es
unniitz scheinen konnte, auch das zur Dialyse mit Tannin, Bleiacetat —
Substanzen, welche keinen Niederschlag mit Losungen des in Rede stehen-
den Enzyms geben — bestimmte Pepsin zu behandeln, so unterliessen wir
dennoch diese Probe, wie zur Vervollstindigung unserer Untersuchungen,
nicht. \ :

Die gebrauchten Sduren waren: Essigsiure, Weinsiure, Propionsiure,
Milehsdure zu 1 und zu 5 Procent und Chlorsiure fiir das Pepsin zu
5 Procent.

Die gebrauchten Salze waren Chlornatrium, Karbonat und doppelt-
kohlensaures Natron zu 5 Procent. Man priifte auch Aetzkali zu 0-25
Proe. und auch die combinirte Wirkung der mit Sduren niedergeschlagenen
Agentien, die Salze und das Glycerin wurde keineswegs vergessen.

Die Dialysatoren wurden priparirt mit cylindrischen Recipienten aus
Glas von ca. 100°¢m Rauminhalt und mit dickem Pergament oder mit
dem gebriduchlichen Papier de la Rue.

Die Proben machte man auf folgende Art:

1 Die verschiedene Leichtigkeit, mit der die Enzyme das Porzellanfilter passiren
konnen, die verschiedene Art, wie sie sich gegen die verschiedenen Agentien ver-
halten, welche die Albuminoide niederschlagen (das Pepsin wird, entgegen dem, was
bei den anderen Enzymen geschieht, fast von keiner Substanz niedergeschlagen), wie
auch der verschiedene Lobslichkeitsgrad wiirden in dieser Vermuthung bestirken
koénnen.

2 Nach Rumpf (Deutsche medicin. WWuchenschrift, 1889, Nr. 43) und Regeczy
wiirden die Salze (NaCl) und das Glycerin die Dialyse der Albwminoidsubstanzen er-

leichtern.
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Man goss 20°™ der Losung des Ferments in das Gefiss, schloss
dasselbe mit der dialysirbaren Membran, indem man diese fest umband,
stillpte dann den betreffenden Recipienten um wund brachte ihn in eine
Kapsel, welche andere 20 *= der sogenannten Mediumflissigkeit, bestehend
aus einer sauren, alkalischen oder salzigen Losung mit und ohne Glycerin,
enthielt. Nach 2 bis 5 Tagen suchte man mittels der Gelatine und des

Fibrins die beiden obengendnnten Enzyme in dem Dialysat.

Die Untersuchungen mit dem entsprechenden Resultat sind auf der
nachfolgenden Tabelle verzeichnet.

I. Pepsin.

A. Siuren 1 Procent.

o Bssigsiure im Dialysator Pergament, negatives Resultat
1. Essig- ’ ausserhalb !
siure ” innerhalb und Papier de la Rue, positives
ausserhalb Resultat.
Propionsiure, innerhalb. .
. Pergament, negatives Resultat,
2. Propion- ” ausserhalb v
siure ’ innerhalb und ( Papier de Ia Rue, positives
ausserhalb Resultat.
. Weinsiure, innerhalb Pergament, negatives Resultat, -
3. Wein- ” ausserhalb ?
siure ’ innerhalb und  Papier de la Rue, positives
ausserbalb Resultat.
. Milhsiure, innerhalb Pergament, negatives Resultat,
4. Milch- " ausserhalb .
siure ” innerhalb und ; Papier de la Rue, positives
ausserhalb . Resultat.
5. Chlor- Chlorsiure, innerhall Pergament, negatives Resultat,
siure. 0-5 ” ausserhalb '
Proi ut ” innerhalb und ( Papier de Ia Rue, positives
ce ausserhalb Resultat.

Aus dieser ersten Reihe von Experimenten geht also her-
vor, dass das Pepsin sowohl in Gegenwart von Wasser, wie in
Gegenwart der verschiedenen Séuren immer durch das Papier

de la Rue passirt, aber nicht durch gutes Pergament.

In

(tegenwart von Siuren bemerkten wir iibrigens eine grissere
Diffusion des obengenanunten Ferments.
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B. Chlornatrium 5 Procent. Das Experiment, in derselben Weise wie
das vorhergehende ausgefithrt, gab das gleiche Resultat. Auch in diesem
Falle passirte das Pepsin nur durch Papier de la Rue.

C. Glycerin 5 Procent. Gleiches Resultat. Das Pepsin passirte
nur Papier de la Rue.

D. Chlornatrium und Glycerin 5 Procent. Resultat dem vorher-
gehenden gleich.

E. Combinirte Wirkung der Siuren mit Chlornatrium und Glycerin.
5 Procent.

Zu den in der oben angegebenen Weise mit Sauren praparirten Proben
fiigte man auch hinzu das Glycerin und das Chlornatrium und zwar inner-
halb des Dialysators soviel wie ausserhalb desselben.

Das Resultat war auch in all’ diesen Fallen stets gleich dem vorher-
. gehenden. Das Pepsin passirte dureh Papier de la Rue und
wurde aufgehalten von gutem Pergament.

F. Combinirte und isolirte Wirkung mit allen obengenann-
ten Substanzen und mit Tannin und Bleiacetat. Diese beiden
Substanzen fiigte man nur innerhalb des Dialysators hinzu im Verhiltniss
von 5¢= der Losungen zu 10 Procent. Entgegen dem, was in den
vorhergehenden Fi#llen geschah, passirte das Pepsin keines-
wegs das Papier de la Rue.

Die beiden obengenannten Agentien, das Tannin und das
Bleiacetat, sei es, dass sie sich mit den Membranen verbinden,
sei es, dass sie niederschlagen oder sich mit dem Ferment ver-
binden, hindern die Dialyse.

Ein Experiment, welches in der oben befolgten Weise mit den ge-
wohnlichen Solventien der Alkaloide, wie Chloroform, Aether, Benzol, Amyl-
alkohol und gewohnlichem Alkohol gemacht wurde, gab, wie man a priori
wissen konnte, ein vollig negatives Resultat. Aumch durch Papier de la .
Rue passirte das Pepsin nicht in Gegenwart einer der obengenannten
Flissigheiten. Das Pepsin wie die anderen Enzyme sind in denselben
unlislich.

II. Trypsin.

Die mit ‘dem Trypsin angestellten Untersuchungen wurden in der-
selben Weise gefithrt, wie bei demn Untersuchungen mit dem Pepsin.
Auch bei den Experimenten behufs der Dialyse des Trypsins priiften wir
die Essigsiure, Propionsiure, Milch- und Weinséure, aber in der Concen-
tration von !/, Procent. Die Chlorsiure wurde sodann absolut bei Seite
gelassen. Ausser den Siuren priiften wir bei dieser zweiten Reihe von
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Untersuchungen auch die Alkalien, wie das Karbonat, zu 3 Procent und
das Aetzkali zu 0-25 Procent.

Mit Glycerin und Chlornatrium, jedes isolirt, wie combinirt unter-
einander mit den Siuren und mit den Salzen, Wurde auoh experimentirt.
Tannin und Bleiacet liess man bei Seite.

Ohne andere Tabellen zu geben, welche den vorhergehenden nicht
undhnlich sein wiirden, sagen wir nur: dass die Resultate ungefihr den-
jenigen gleich sind, die wir bei dem Studium der Dialyse {iber das-Pepsin
erlangten.

Das Trypsin passirt nur durch Papier de la Rue. Fiir das
Trypsin konnten wir iibrigens eine gréssere Diffusion con-
statiren in Gegenwart von Glycerin und Chlornatrium, als in
Gegenwart von Wasser, von Siuren und nur von Salz. Aus
diesen Untersuchungen ziehen wir also folgende Schliisse:

1. Pepsin und Trypsin verhalten sich zur Dialyse wie die
Albuminoidsubstanzen und das Pepton;

2. Diese beiden Enzyme passiren langsam das Papier de
la Rue und werden véllig aufgehalten von einem guten Per-
gament.

3. Chlornatrium und Glyéerin mit einander vereinigt er-
leichtern sicher die Dialyse des Trypsins.

VII. Wechselwirkung der proteolytischen Enzyme aufeinander.

Das Studium der Wechselwirkung der proteolytischen Enzyme auf-
einander interessirt micht nur an und fiir sich, sondern auch, weil es
uns zur Kenntniss von Thatsachen fiihren kann, welche im Stande sind,
uns iber die chemische Natur dieser unbekannten Korper aufzukliren;
denn falls man finde, dass in Folge der Wirkung des Pepsins auf das
ihm ausgesetste Trypsin oder umgekehrt, der Wirkung des Trypsins auf
das Pepsin, eines der beiden Enzyme von dem anderen zerstirt worden
sel — heute ist es gewiss, dass die proteolytischen Enzyme nur auf Al-
buminoidsubstanzen wirken —, so wiirde man daraus nicht ohne Grund
folgern kénnen, dass die obengenannten Fermente selber den Albuminoid-
substanzen angehéren.

Das entgegengesetzte Resultat wiirde uns tbrigens nicht direct zu
dem entgegengesetaten® Schluss fithren konnen. Und dies, weil, wenn es

* Marcus und Pinet (Jakresbericht der Thierchemie, 1880, S. 416) schlossen
voreilig aus der Thatsache, dass das Pepsin weder das Ptyalin, noch die Diastase
zerstorte, dass diese beiden Enzyme keine Albuminoid-Substanzen sein kéunten.

Zeitschr, f, Hygiene, XVIIL 8
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einerseits sicher ist, dass die obengenannten proteolytischen Enzyme nur
auf die Eiweisssubstanzen wirken, es doch auch andererseits wahr ist,
dass auf sie mehrere derselben keine nachweisbare Wirkung ausiiben.
Beziiglich dieser letzteren erinnern wir an: Condrin, Chitin, Fibroin,
Elasticin, Spongin, Conchiolin, Nuclein, Mucin, dle verschledenen P1gmente
Vlrchow s Amyloidsubstanz ete.

Und auch auf andere Albuminocidsubstanzen wirken die in Rede
stehenden Enzyme nicht mit gleicher Leichtigkeit. Wenn 2. B. das Fibrin
von Seiten des Pepsins und die Gelatine von Seiten des Trypsins mit
grosser Leichtigkeit gelost werden, so geschieht nicht dasselbe mit dem
Eiereiweiss, mit dem Casein und den vegetabilischen Albuminen. Sechwie-
riger noch wirken die beiden obengenannten Enzyme auf dieselben Sub-
stanzen, wenn diese der Wirkung der Erhitzung ausgesetzt wurden, und
fast gar nicht, wenn die Substanzen mit absolutem Alkohol, mit Tannin
und besonders mit einigen metallischen Salzen (Bleisalz, Quecksilbersalz,
Kupfersalz etc.) behandelt werden. Die in Rede stehenden Enzyme wiirden
iibrigens auch ein- schon vollig hydratisirtes Albuminoid darstellen konnen,
wie das Pepton, ein Albuminoid, das also nicht mehr empfinglich ware
fir eine spitere Aenderung von Seiteri der Enzyme; oder auch die be-
treffenden Enzyme kinnten schliesslich besondere noch unbekannte Al-
buminoide sein.

Wirkung des Pepsins auf das Trypsin.

Nach Marcus und Pinet! wiirde den Magensaft zerstoren das Ptialin
und Emulsin, Nach Kihne,? Corvisat und Baginski® wirde das
Pepsin das Trypsin zerstéren. Nach Krickenberg? wiirde das tryp-
tische Ferment einige Artropoden und jenes des Lombricus terrestris vom
Pepticum zerstort werden, und schliesslich nach Mees wiirde das Trypsin
in alkalischer® Losung das Pepsin zerstoren.

Wenn diese Thatsachen bestitigt wirden, so wéiren wir zu dem
Schluss gezwungen, dass die Enzyme Albuminoid-Substanzen sind, und
zwar zu jenen von den Enzymen leicht verinderlichen gehéren.

1 Marcus und Pinet. Jakresberiché der Thierchemie. 1880. 8. 416.

? Kihne. Verhandlungen des naturhist.-medicin. Vereins zu Heidelberg. Nr. 7.
Fase. 3.

3 Baginsky, Ueber das Vorkommen und Verhalten einiger Fermente. Jalkres-
bericht der Thierchemie. 1884. Bd. XIIL. 8. 416.

4 Kritickenberg, Zur Verdauung bei den Krebsen. Ebenda. 1879. Bd.IX.
S. 274,

3 Mees, Ueber Ausscheidung und Umsetzung von Digestionsfermenten. Ebenda.
1887. Bd. XV. 8. 26.
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Indess, wie schon einer von uns in einer anderen Arbeit bemerkte,!
wenn es einerseits wahr ist, dass der Magensaft das Trypsin zerstort, und dass
auch die Mischung von Alkalien und Trypsin das Pepsin zerstoren kann,
so bleibt doch immer zu beweisen, dass in den beiden oben angefiihrten
Fillen die zerstérende Wirkung in Wahrheit dem Enzym zuzuschreiben
el und nicht der Chlorsiure und dem Alkali. ,

Das Trypsin ist, wie bekannt, in der That sehr sensibel gegen die
Wirkung der Chlorsdure (2-5 bis 5 Procent), und das Pepsin seinerseits
'wird, wie wir schon sahen, rapid zerstort von den Alkalien (Aetznatron
und Aetzkali, 0-5 Procent). ‘ o

Man begreift wohl, dass es keine leichte Sache war zu entscheiden,
ob die zerstérende Wirkung des Magensaftes auf das Trypsin wirklich
dem Pepsin und nicht der Chlorsdure zuzuschreiben sei, wenn man he-
denkt, dass das Pepsin nur in Gegenwart von Siuren wirkt, und dass die
Sauren ihrerseits das Trypsin schidigen. Wir mussten eine Siure finden,
welche in einer gegebenen Losung, auch indem sie die Wirkung des
Pepsins unterstiitzte, jene des Trypsins nicht zerstorte; zu diesem Zwecke
stellten wir die folgenden Untersuchungen an:

A. Wirkung des Pepsing auf das Fibrin in Gegenwart von Milch-
siure, Ameisensiiure, Aepfelsiure, Citronensiure, Essigsiure, Propion-
und Valeriansiure in der Concentration von 1 und von 0.5 Procent.

Petit® studirte die Wirkung des Pepsins auf das Fibrin in Gegen-
wart verschiedener organischer Siuren und fand fir jede von ihnen als
besten Grad der Concentration was folgt:

Milchséure . . . . 2 Procent
Weinsfure . . . . . . 4
Citronensiure 4
Aepfelsiure 4
Ameisensure . . . . . 1

Diesem Autor zufolge wiirden sodann Essigsiure, Buttersiure, Magen-
sdure nicht fihig sein, die Wirkung des Pepsins zu unterstiitzen. Indem
wir diese Experimente wiederholten, bestatigten wir die Resultate . des
obengenannten Autors beziiglich der Magen- und der Buttersiure, nicht

' C. Fermi, I fermenti peptici e diastatici ete. Giornale delle R. Adccademia
di med. 1890. No.1-—2. — Weitere Untersuchungen u.s. w. drchiv fiir Hygiene.
1892. Bd. XIV.

* A. Petit, Studien tber die Verdauungsfermente. Jalkresbericht der Thier-

chemie. 1881, Bd.X. S. 308.
8*-
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Zustand des Fibrins und Reaction des Peptons

Sduren nach 24 Stunden nach 5 Tagen
Fibrin Pepton Fibrin Pepton
Chlorsiure. . . . . 5 pro mille gelost positiv — —
Ameisensiure . . . ﬁ m mw rocent vollig geldst » = -
Aepfelsiure . . . . “ w uwgooun vollig gelost » - -
T 1 Procent vollig gelost » — -
Milchsfure . . . . A 05 unvollstandig geltst » — —

. 1 Procent vollig gelost s vollig gelost vollig gelost
Oxalséure . . . . . A 05 -, unvollstandig geldst » » » s »
A 1 Procent gelost s - -

Essigsgure. . . . . ﬁ 05 unvollstindig gelost o — —
Weinsiure . . . . . . “ w.mwuognn vollig gelost » - -
s 1 Procent unvollstindig gelost Spuren unvollstindig gelost Spuren
Propionsdure-. . . . “ 05 fast intack . fast intact »
Buttersiure . . . . A w ) um.noeoi.. intact negativ intact negativ
Baldriansiiure . ., . “ W ) mu&.caou.“ intact » »” »
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aber fir die Essigsiure, fir welche, wie fir Milch-, Ameisen-, Aepfel-,
Citronen-, Oxal-, Valerian- und Propionsiure, wir fanden, dass sie auch
in der Verdiinnung von 1!/, Procent, wenn auch in geringerem Grade,
.die Wirkung des Pepsins unterstiitzen kann.

Das Fibrin (vom Blute des Rindviehes) wurde vollig geldst, schlug nicht
nieder, als man es mit Salpetersiure behandelte und gab auch die Re-
action des Peptons. Wir geben sogleich die Untersuchung:

" Man vertheilte Verdiinnungen zu 1 und !/, Procent der obengenannten
Siuren in Proben von je 10¢m und fiigte dann hinzu 1= einer Pepsin-
losung zu 0-5 Procent und ein Stiickchen frisches Fibrin vom Blute des
Rindviehes (nicht vom Schweine, weil dies in den Séuren 18slieh) im
Gewichte von circa 0.2&rm,

Nach 24 Stunden und nach fiinf Tagen beobachtete man den Zustand
des Fibrins und machte die Biuret-Probe. Das Resultat sishe Tabelle
8. 1186. :

Aus dieser Tabelle geht hervor, dass sich das Pepsin 16st und
das Fibrin peptonisirt in Gegenwart von Ameisensiure, Aepfel-
sdure, Milchsdure, Oxalsdure, Weinsure, Essigsiure und auch,
obwohl mit weniger Leichtigkeit, in Gegenwart von Propion-
sdure. Mit Buttersiure, Valeriansiure, Magensiure und Bor-
siure hingegen bleibt es fast vollig unwirksam. Wir notiren
beildufig auch, dass, wenn das Fibrin innerhalb der 24 Stunden
nicht gelést und peptonisirt worden ist, das Resultat auch nach
verschiedenen Tagen sich keineswegs andert.

Indem wir von den nunmehr gegebenen Resultaten ausgingen, unter-
nahmen wir alsbald zu studiren:

Die Wirkung des Pepsins auf Trypsin in Gegenwart von einigen
der obengenannten Siuren. :

Man vertheilte Losungen zu 1 und zu 0.5 Procent der genannten
Sauren in Proben zu je 5= und figte hinzu 1°= Pepsin zu 1 Procent
und 1 ¢ Trypsin zu 0-5 Procent. Eine zweite Reihe von Proben, gleich
der ersten, wurde priparirt zum Vergleich mit Trypsin, das der Erhitzung
ausgesetzt worden. Wir brachten die Proben in den Briitofen bei 28 bis
30° C. und nach drei Tagen prifte man mittels Rohrehen mit Carbol-
Gelatine die Wirksamkeit des Trypsins. Von diesen Proben machte man
zwel Reihen. In der einen liess man die Probe sauer, in der anderen
neutralisirte man sie.

Zu diesem Zwecke goss man — mnachdem man die verschiedenen
Proben ebenso oft (10mal) agitirt hatte —, von jeder Probe 1c¢m in ein
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entsprechendes Rohrchen, das Carbol-Gelatine enthielt, und nach sieben
Tagen mass man die Schicht geloster Gelatine.

Dasselbe Experiment wurde mit einer Pepsinlésung zu 2 Procent
wiederholt, d. h. mit einer Losung, die 4mal stirker als jeme des Trypsins
(0-5 Procent) war. Nach 3 Tagen priifte man die Wirksamkeit des Trypsins
und pach 5 Tagen, anstatt nach 7, mass man die Schicht geloster
Gelatine. Die Resultate dieser beiden Experimente siehe Tabelle S. 119.
nachfolgenden Tabelle.

Aus dieser Tabelle, welche -die Resultate der gemachten Experimente
enthalt, heben wir Folgendes hervor.

A. Wirkung der beiden Enzyme auf die Gelatine in Gegenwart
der Sduren.

Die Verflissigung der Gelatine in Gegenwart der Sduren konnte nicht
nur von dem Trypsin herribren, sondern auch von dem Pepsin. In allen
Fallen, wo man die Verflissigung erlangte und das Pepsin zerstort worden
war, war die Verflissigung dem Trypsin zuzuschreiben. Dies war der
Fall z. B. bei den Proben mit Essigsiure und Buftersiure zu !/, Procent
und mit unwirksamem Pepsin.

In all’ den anderen Fillen, wo man die Verﬁusswung nur in Gegen-
wart von Sduren und wirksamem Pepsin erlangte, muss man die Ver-
fltissigung fur das Werk des Pepsins halten. . Zur Bestitigung dessen be-
obachteten wir, dass die Verflissigung grisser gewesen ist, wenn das
Pepsin in concentrirterer Losung war, zu 2 Procent, obwohl die Zeit der
Wirkung auf die Gelatine nur 5 Tage betrug, anstatt 7, wie bei dem
ersten Experiment.

Dass sich das Trypsin in den beiden oben vermerkten Fillen wirksam
erwiesen, ist dem Umstande zuzusehreiben, dass die schwachen und sehr
verdunnten Sturen ihre abschwichende und inhibirende Wirkung auf das
obengenannte Enzym nicht ausiiben.

B. Wirkung der beiden Enzyme auf die Gelatine in alkalischer
Reaction.

In diesem Falle, in welchem die Verflissigung nur dem Trypsin zu-
zuschreiben ist, bemerkten wir, dass das Trypsin sich wirksamer erwies in
den Féllen, wo das Pepsin zerstért worden war und in Gegenwart der
schwicheren Siuren, und um vieles dagegen abgeschwicht, wo das Pepsin
wirksam war und von den energischeren und geeigneteren S#uren unter-
stiitzt wurde.
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Zufolge dieser Thatsache, welche von einer unbestreitbaren Beredsam-
keit ist und uns nicht wenig tberraschte, wirden wir gezwungen sein,
unter Bestitigung der Resultate von Kihne, Baginski und Corvisarst
zu schliessen, dass das Pepsin auf das Trypsin wirkt. Indess bei weiterem
Nachdenken fiel uns bei, dass wir wihrend der Zerstérung des Pepsins
auch die Siuren der Erhitzung unterwarfen.

Wiirden nun nicht dieselben, insbesondere vereinigt mit einer colloiden
Substanz, wie es das Pepsin ist, viel von ihrer Energie verloren haben
kinnen? Wenn dies geschehen wire, so hidtten wir das Pepsin der nicht
erhitzten Proben abgeschwichter finden miissen, als jenes der Proben,
welche der Erhitzung unterworfen worden waren.

- All’ dies, was mehr als wahrscheinlich war, wurde klar bew1esen von
den folgenden Untersuchungen.

Wir priiften in der oben dargelegten Weise die Wirksamkeit der ge-
nannten, der Erhitzung ausgesetzten und nicht ausgesetzten Sduren

1. auf Trypsin allein, 2. auf Trypsin vereinigt mit Pepsin.

In dieser dritten Reihe von Untersuchungen betrug die Verdiinnung
der Sauren, deren wir uns bedienten, nur 1 Procent, allein die Ameisen-
sdure, als zu energisch, brauchte man zu 0-5 Procent. Das Trypsin
brauchte man zu 1 Procent und das Pepsin zu 2 Procent.

Die Proben in Gelatine, welche nur nach vorgéngiger Neutralisation
der Sduren gemacht und nach 10 Tagen beobachtet wurden, gaben das
folgende Resultat: ‘

o |28 (24|83 B2 1853
w wn
= w g @ | ] @ F: @ g a
mm .mm mm mm mm mm
A. Wirkung der der Erhitzung nicht aus- 1 Y, 18 3, | 4 |5
gesetzten Sauren auf Trypsin allein.
B. Wirkung der der Erhitzung ausgesetzten | 5, | 4 1 ™, L 9 19,

Sauren auf Trypsin allein. .
C. Wirkung der der Erhitzung nicht aus- 1 Yo 1 8Y, |8y | 4 | B
gesetzten Siuren mit dem Pepsin auf Trypsin.

D. Wirkung der der Erhitzung ausgesetzten | 5 4, 11 8 9 |9Y,
Sauren mit dem Pepsin auf Trypsin.

Aus dieser Tabelle geht klar hervor:

1. Dass die obengenannten Sduren, im Wasserbade der Er-
‘hitzung unterworfen, viel von ihrer zerstérenden Gewalt dber
das Trypsin verlieren.

2. Dass das Pepsin kelne nachweisbare Wirkung auf das
Trypsin ausiibt.
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VIIL. Schicksal der Enzyme im Organismus.

Das Trypsin wiirde sich nach den Untersuchungen von Briicke,
Walter Leo, Hans Leo, Hoffmann, Stadelmann u s w., zum
Unterschied des Pepsins nicht in dem Urin finden. Aber das von ihnen
zur Untersuchung dieses Enzyms gebrauchte Reactiv (Fibrin) war viel zu
wenig sicher und sensibel, nm damit Spuren davon nachweisen zu kénnen.
Einer von uns (Fermi) hat das Studium dieser Frage wieder aufgenommen,
indem er sich der Gelatine bediente, welche, wie ja bewiesen worden, das
sensibelste Reactiv ist, um die Gegenwart des Trypsins anzuzeigen, da
es sie auch in der Verdimnung 1:40000 beweist. Die angestellten
Untersuchungen bestanden in dem Nachweis des Trypsins im Urin von
fleischfressenden Thieren (saurer Urin) und in dem von Pflanzenfressern
*(alkalischer Urin), tiberdies im Urin von an den Nieren kranker Menschen.
Wenn das Trypsin im Urin von fleischfressenden Thieren nicht gefunden
worden war, konnte man vermuthen, dass dasselbe zerstrt worden wire
von der Saure dieses Urins; es war daher nothwendig, es auch in dem
alkalischen Urin von Pflanzenfressern zu suchen. Da sodann das Trypsin
eine Substanz ist, welche sich sehr den Albuminoiden nihert, und man
deshalb vermuthen kann, dass dasselbe anf dieselbe Art, wie die Albumine
und Peptone {iberhaupt, unter normalen Bedingungen mnicht in den Utin
ibergehe, sondern nur unter pathologischen Bedingungen, so hielt man
gs fiir unniitz, das Trypsin auch in dem TUrin der Nierenkranken 2zu
suchen. Man unterwarf der Prifung grosse Quantititen von Urin, um.
den Verdacht zu beseitigen, dass die zu kirgliche Quantitit des Enzyms
die Ursache der negativen Resultate ware. Die Proben wurden ausgefiibrt,
indem man sich gewdhnlicher Messcylinder bediente, deren jeder 100 cem
carbolisirter Gelatine enthielt. In jeden brachte man 900°¢m der ver-
schiedenen Urine (Urin vom gesunden Menschen, vom Nierenkrauken,
Hundeurin, Rindviehurin, Pferdeurin, Schafurin).

Das Resultat war bestindig negativ, in keinem Falle erlangte man
die Verflissigung der Gelatine. -

Die Experimente wurden wiederholt mit viel grosseren Quantititen
von bei niedriger Temperatur im Vaeuum concentrirtem Urin. _

5 bis 10 Liter wurden auf 100°= reducirt und in der oben beschrie-
benen Art gepriift. Die Resultate waren negativ dasselbe.

Nun konnte man hier denken, dass diese negativen Resultate, mehr
als dem Mangel der Elimination des Trypsins in den Urinen, einer von
diesen auf das Ferment ausgelibten zerstérenden Wirkung zuzuschreiben
seien., wie von Hoffmann?! behauptet worden war.

' Pflager’s Archiv. 148-—149.
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Die Untersuchungen aber, welche einer von uns (Fermi) machte,
indem er Trypsin 1:1000 und sogar 1:10000 mit Urin vom Menschen,
vom Rindvieh, vom Schaf, vom Pferde mischte, bewiesen, dass der Urin
auch nach 48 Stunden keine schédliche Wirkung auf das Fer-
ment hatte.

Da so bewiesen worden, dass das Trypsin durch die Urine nicht aus-
geschieden war, so bliebh immer noch das Problem, zu erkennen, welches
das spitere Schicksa,l desselben im Organismus sei; ob nimlich die Wieder-
aufnahme von Seiten des Darmes fehlte und es in sito von dem Darm-
inhalt zerstort (Gralle, Mikroben) oder mit den Fices ausgeschieden wiirde,
oder auch, ob es wieder absorbirt zerstért wiirde in der Darmwand oder
in dem tbrigen Organismus.

A priorl schien es seltsam, dass der Darm, welcher alle colloiden
Substanzen und die verdauten oder auch nicht verdauten Albuminoide,
wie das Casein, das gelbste Myosin, die Albuminalkalien, das Eiereiweiss
mit Chlornatrium, die Gelatine (Briicke, Voit, Bauer, Eichorst,
Czerny und Latschenberger) wieder aufnehmen kann, das Trypsin
nicht hatte wieder aufnehmen kdnnen.

Man wusste iibrigens durch Experimente mit der Galle des Menschen,
des Rindviehes und des Pferdes, dass diese Ausscheidung keine zerstorende
Macht auf das Trypsin ausiiht und viel weniger die Mikroben. Xine Zer-
storung in sito war daher nicht annehmbar, Andererseits wusste man
sodann durch die Untersuchungen von Walter Leo,! dass das Trypsin
nicht mit den Féces ausgeschieden wird. Es blieb also als wahrschein-
lichste Hypothese, dass das Trypsin entweder durch die Darmwéinde zer-
stort wirde, wie einige Gifte (Alkaloide, Tetanin) und das Pepton, das in
Albumin umgewandelt wird, oder auch, dass es im Blute oder in den
Organen zerstort wiirde.

Um behaupten zu konnen, dass das Trypsin von der Darmwand zer-
stort wurde, musste man beweisen, dass keine Wirkung von Seiten der
Organe dabei in Frage kiime.

Zur Aufhellung dieses Punktes machten wir die folgenden Experimente:

1. Wir injicirten das Trypsin direct in das Thier und nach einiger
Zeit suchten wir dasselbe in den Organen und in dem Blute, indem wir
uns als Reactivs der Gelatine bedienten. Von der anderen Seite unter-
warfen wir das Trypsin der directen Wirkung der Organe und des Blutes
ausserhalb des Thieres (in vitro).

Da wir aus vorgingigen Experimenten wissen, dass die behauptete
Giftigkeit der Enzyme zum grossen Theil nur den mit denselben ge-

' Pfliger’s drchiv. 1483—149.
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mischten Mikroben zuzuschreiben ist, so experimentirten wir, indem wir
den Thieren Trypsinlosungen injicirten, auch mit Losungen von sterili-
sirtem Trypsin.

Erstes Experiment. — Man injicirt 9 Meerschweinchen ungefihr
von derselben Dicke mit Trypsin. Dreien injicirt man subcutan 28m,
anderen drei in’s Peritoneum 2#&m den ibrigen !/, #™ in die Jugularvene.
Die Meerschweinchen werden getddtet, bezw. nach 5 Minuten, nach einer
halben Stunde, nach einer Stunde. Man sucht das Trypsin mit der
Gelatinemethode im Blute, im Herzen, in den Lungen, in der Leber, in
der Milz, in den Nieren, im Gehirn.

Die Resultate waren die folgenden. In dem in die Jugularvene
njicirten und 5 Minuten nach der Injection getddteten Thiere,
konnte man das Trypsin mit Sicherheit nachweisen. Bei den
anderen beiden auf demselben Wege injicirten und nach einer
halben und nach einer ganzen Stunde getddteten fand man
keine Spur von Trypsin. In den auf anderem Wege injicirten
fand man das Trypsin nur an der Stelle der Injection auch
nach einer halben Stunde, aber nicht anderswo.

Zweites Experiment. — Man injicirte einem Meerschweinchen an
7 auf einander folgenden Tagen 2&™ Trypsin téglich. Nachdem man
das Meerschweinchen 10 Minuten nach der letzten Injection getidtet,
suchte man das Trypsin mit dem gewthnlichen Mittel, aher das Re-
sultat war viollig negativ.

Etwas linger war das Trypsin in den Froschen nachweisbar.

Drittes Experiment. — Man nahm 12 Frosche, injicirte denselben
2cem giner Trypsinldsung zu 2 Procent; nach 15 Minuten, nach 1, 5, 10,
20, 30 Stunden todtete man je 2 Frosche und suchte mit dem gewdhnlichen
Mittel das Trypsin im Herzen, in den Lungen, in der Leber, in der Milz,
in den Nieren und in den Muskeln und erlangte die folgenden Resultate:

Nierem . . . . . . s

33

Organ 15 Minuten ' 1 Stunde l 5 Stunden ' 10 Stunden
Lunge. . . . . . . positiv 1 positiv j negativ ! negativ
Herz . . . . . . . 2 | s : . 2
Leber . . . . . . . » ) " } » »
Milz ... .. .. , } .

1
\
[

3%

i
|
|
{
!
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Um die Wirkung der Organe auf das Trypsin besser aufzukliren
und zu sehen, ob sie das Werk der lebenden Zellen wire, wie es in &hn-
licher Weise der Fall ist bei einigen Giften (Alkaloiden) von Seiten der
Leberzellen, ging man zu anderen Experimenten iber, indem man das
Enzym der Wirkung des Blutes und des Organismus ausserhalb desselben
(in vitro) unterwarf. Man tddtete 4 Meerschweinchen, zerrieb gesondert
die Organe (Leber, Milz, Muskeln) und unterwarf von 2 Meerschweinchen
die zerriebenen Organe der Erhitzung. Man vertheilte sodann alle ge-
sondert in zwei Reihen Kapseln, goss tiber dieselben 10 Tropfen Trypsin
zu 2 Procent in der Art, dass diese Tropfen nicht mit den Kapselwinden
in Contact kamen und statt dessen mit den Organen selbst wohl gemischt
wurden. Eine Reihe von Kapseln, welche gekochte und nicht gekochte
Organe enthielten, wurde sogleich der Priifung mit Gelatine! unterzogen;
die andere Reihe hielt man im Britofen bei der Temperatur von 309,
und nach 24 Stunden machte man die Prifung derselben auf die gleiche
Art. Beide Reihen wurden fiir 5 Tage im Briitofen gehalten und dann
der Temperatur von 0° ausgesetzt, um zu sehen, ob in irgend einer der
Kapseln die Gelatine die Eigenschaft verloren hétte, unter der Wirkung
der niedrigen Temperatur fest zu werden.

Das Resultat war das folgende: Die Gelatine war vollig geldst
in den sogleich gemachten Proben, sowohl von gekochten, wie
von nicht gekochten Organen. Flissig war sie auch in den
Proben von nicht gekochten Organen, die nach 24 Stunden
gemacht wurden; vollig solid hingegen in jenen Proben mit
nicht gekochten Organen, die auch nach 24 Stunden gemacht
wurden.

Dieselben mit den Organen gemachten Proben machte man auch
mit dem Blute und erlangte immer dieselben Resultate.

Hieraus schliessen wir, dass das Trypsin von den Organen
nicht nur im Organismus, sondern auch in vitro zerstdrt wird.

Wie erklirt sich diese Thatsache? Der Umstand, dass das Trypsin
zerstort wird ausserhalb des Organismus von den Organen im frischen
Zustande, und nicht von jenen, die der Erhitzung unterworfen waren,
wiirde auf den Gedanken einer zerstorenden Wirkung des Protoplasmas,
auch des todten, auf das Enzym bringen, eine gewiss nicht leicht zu er-
klirende Sache, weil wir wissen, dass das Trypsin wie die anderen pro-
teolytischen Fermente die Albuminoide modificirt, aber von denselben
nicht modificirt und zerstort wird. Wir wiren vielleicht versucht, mehr

! Man goss davonm 10°™ in die Kapsel und mischte sie recht gut mit der
Mischung,
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als an eine wirklich zerstorende Wirkung, daran zu denken, dass wenn das
Trypsin Moleciil fiir Molecill an die Albuminoidsubstanzen gebunden wire,
es nicht mehr frei auf die Gelatine wirken und von derselben nach-
gewiesen werden konnte. Unter diesen Voraussetzungen versuchten wir
die Moleciile des Trypsins von den Albuminoiden der Organe zu separiren,
indem, wir uns bemiihten das Trypsin zu isoliren, weder mehr noch
weniger, als man es macht, wenn man das Trypsin aus dem Pancreas
extrahirt. Diese Proben, tibrigens verschiedene Male und auf verschiedene
Arten wiederbolt, gaben immer negative Resultate, indem es niemals
gelang, das Trypsin in den verschiedenen Organen nachzuweisen. Man
musste also hieraus schliessen, dass die frischen Organe auch ausserhalb
des Organismus und nicht der Erbitzung unterworfen, wenn sie mit dem
Trypsin in Contact gebracht werden, es nicht mehr nachweisbar machen
auch mit dem sensibelsten Reactiv wie mit der Gelatine.

Man suchte auch zu erfahren, ob das unter die Haut oder in die
Venen injicirte Trypsin in den Urin {iberginge, wie es mit dem Pepton,
dem Albumin und den verschiedenen colloiden Substanzen geschieht,
welche, in den Organismus injicirt, durch den Urin ausgetrieben werden,
wihrend sie, physiologisch absorbirt vom Darme, keineswegs in dem Urin
nachweisbar sind; ebensowenig ist es das auf diesem Wege absorbirte
Trypsin nach den angestellten Untersuchungen.

Man injicirte also subcutan einem Meerschweinchen eine Woche hin-
durch téglich 2 #™ Pepsin, sterilisirt bei 120° und gelost in 20°™ sterili-
sirtem Wasser. Téglich suchte man das Trypsin in dem Urin. Das
Resultat war vollig positiv. Man konnte alle Tage Spuren von
Trypsin in dem Urin nachweisen. Das Trypsin wurde auch
an zwel aufeinander folgenden Tagen einem Meerschweinchen
injicirt, und nach einer Pause von 4 Tagen wiederholte man
die Injection an zwei aufeinander folgenden Tagen. In den
Tagen der Pause wurde das Trypsin gesucht, aber man fand
es nicht wieder. )

Uebergang des in den Organismus injicirten Pepsins in
den Urin. — Es ist aus den Arbeiten von Kihne uw. A. bekannt, dass
in dem Urin ein peptisches Ferment aufgefunden worden ist. Von den
meisten Autoren wird angenommen, dass dieses Ferment nichts anderes
als Pepsin sei. Indess Schnaupauff! gab das Pepsin in starker Dosis
Thieren und kounte es in dem Urin nicht wieder finden. Diese Frage,
die schon von Gritzner bezweifelt wurde, ward auch von uns gepriift.
Wir nahmen als Experimentsthier das Meerschweinchen, in dessen Urin

v Dissertation. Rostock 1838.
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nach unseren Untersuchungen in der Regel kein Pepsin vorkommt. Wir
injicirten letzteres subcutan, anstatt durch das Maul. 2 Meerschweinchen
wurden taglich mit 2 &= gferilisirtem Pepsin injicirt, Jeden Tag suchte
man 10 Stunden nach der Injection das Pepsin in dem Urin und fand
bestindig Spuren davon. Das Pepsin daher, wie das Trypsin, sub-
cutan injicirt, geht in den Urin iber, aber sehr langsam; des-
halb ist es sehr wahrscheinlich, dass es, durch das Maul ein-
genommen, sich in dem Urin nicht imimer in nachweisharen
Quantitdten findet. Wir suchten das Pepsin auch in den Or-
ganen dieser getddteten Meerschweinchen und fanden es nur
in mit dem Fibrin kaum nachweisbaren Spuren.

Passiren des Ptyalins, der Diastase und des Emulsins durch
die Nieren. — Die Resultate der an diesen Fermenten mit derselben
Methode gemachten Proben waren positiv. Auch die Diastase, das
Ptyalin und das Emulsin in den Organismus injicirt, passiren
die Nieren, .aber sehr langsam.

IX. Giftickeit der Enzyme.

Dieser Gegenstand ist schon anderwirts! behandelt worden. Wir
bringen aber von den vorgingigen Arbeiten das Folgende zur Stelle.

Die von Bechamp und Baltus, von Nencki und Sahli,® von
Bergmann, Angeres, Hildebrand, Filehne u, s. w. behauptete Giftig-
keit der Enzyme, die schon an und fur sich sehr discutabel, Wurde von
unseren Untersuchungen vollig bestritten.

Bevor man einer Substanz eine besondere Wirkung zuschreibt, ist es
nothwendig, dass sich dieselbe im Zustande volliger Reinheit befinde, oder
dass man genau die Wirkung der anderen Substanzen kennt, welche sie
begleiten. Dies bedachten die vorgenannten Autoren nicht. Die Fer-
mentg, welche in starker Dosis direct in die Adern injicirt wurden, waren
mit unbekannten Substanzen gemischt, und tiberdies, da sie nicht sterilisirt
worden waren, enthielten sie Bakterien in grosser Quantitit. Die von
uns angestellte Priffung von Trypsin-, Ptyalin- u. s. w. Praparaten erlaubt

1 C. Fermi, Weitere Untersuchungen iiber die tryptischen Enzyme der Mikro-
organismen. drehiv fiir Hygiene. 1892. Bd. XIV.

1 C. Fermi u. Pernossi, Sul veleno del tetano. Studio comparativo. Adnnals
dell’ Istituto & Igiene sperimentale della R. University di Roma. Vol.IV. Nuova
serie Fasc I p.34.

* Nencki u. Sahli, Die Enzyme in der Thexaple Correspondenzbliitter fiir
Schweizer Aerzte. Nr. 20. :
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uns diese Behauptung. Das Trypsin, wie man es mit den gewdhnlichen
Methoden erlangt, ist reich an Bakterien. Das von Manchen beobachtete
Fieber, wie auch die starke Entwickelung der Bakterien im Blute, welche
auf die intravendsen Pepsininjectionen folgen wiirde, und welche von
Rosenberg? irrig als eine Wirkung einer pridisponirenden Macht des
Pepsins zu septicimischen Infectionen interpretirt wurde, wiirde unsere
Att zu sehen stiitzen. Wenn man die intravendsen Injectionen von ge-
wiss nicht kleinen Quantititen von Enzymen, wie jene von 0-1 bis 2&m
(Hildebrand) und von 0-15 bis 0.835#™ fiir jedes Gewichtskilo des
Thieres (Nencki und Sahli) von Fermenten, welche jede Keimsorte ent-
halten, ersetzt durch subcutane Injectionen selbst in stirkerer Dosis (von
2 bis zu 5#m) von sterilisirten Enzymen, so ertragen die Thiere sie, ohne
irgend eine Wirkung davon zu spiiren. Wir injicirten Meerschweinchen
(siche den vorhergehenden Paragraphen ,,Ueber das Schicksal der Enzyme
im Organismus*) taglich mit 1 bis 2 &= sterilisirtem und fir eine Woche
wirksamem Pepsin und Trypsin und zur Bestitigung der von einem von
uns bei diesem Gegenstand ? erlangten Resultate, beobachteten wir keine
Wirkung auf das Thier. Dagegen starben nach 24 bezw. 48 Stun-
den alle die Controlthiere, welche mit Losungen der oben-
genannten nicht sterilisirten Enzyme injicirt worden waren.
Der Mangel an Giftigkeit wird auch durch die Thatsache bewiesen, dass
die Enzyme des Speichels, die gastrischen Enzyme, die pankreatischen
und jene des gastro-enterischen Canals sich im Organismus bestindig
erhalten, ohne dass man dadurch irgend eine Stérung zu bemerken hatte.
Und dass dieser Uebergang von dem gastro-enterischen Canal in den
Blutumlauf stattfindet, beweist die Thatsache, dass das Ptyalin und das
Pepsin in dem Urin nachweisbar sind.

1 M. Rossbach, Jakresberichte der Thierchemie. 1882.
* C. Fermi, Weitere Untersuchungen u. s. w. drchiv fiir Hygiene. 1892.
Bd. XIV.



