Zur elektrischen Uberfiihrung des Pepsins,
Yon

C. A. Pekelharing und W. E. Ringer.

(Der Redaktion zugegangen am 18. September 1911.)

Von mehreren Forschern ist in letzter Zeit das Verhalten
von EiweiBstoffen und Enzymen in verschieden zusammen-
gesetzten LOsungen im elektrischen Felde studiert worden. Be-
sonders L. Michaelis hat in einer Reihe von Arbeiten ver-
schiedene Eiweifstoffe und einige Enzyme genau untersucht. So
hat er in Gemeinschaft mit H. Davidsohn?) das <elektrische
Verhalten» des Pepsins studiert. Fiir die isoelektrische Kon-
stante wurde 5,5 X 10— gefunden.

Die genannten Autoren haben dabei mit dem Pepsin
Griiblers gearbeitet. Dieses Pepsin ist aber sicher nicht rein,
sondern mit Albumosen und Peptonen verunreinigt. Derartige
Verunreinigungen haben aber, wie sich weiter unten zeigen
wird, auf das elektrische Verhalten einen groBen EinfluB. Es
war also erwiinscht, mit auf verschiedenen Wegen dargestellten
Pepsinprédparaten die Versuche zu wiederholen.

Nach den Arbeiten des einen von uns hatten wir Grund,
das nach seiner Methode dargestellte Enzym als besser ge-
reinigt zu betrachten. Diese Darstellung beruht wesentlich auf
der geringen Ldoslichkeit des Enzyms bei sehr kleinem Saure-
grade; die pepsinhaltige Losung wird dialysiert gegen reines
Wasser, bis dieser Sduregrad erreicht ist, es scheidet sich dabei
das Enzym zum Teil aus.?) Zur Darstellung von reinstem Pepsin
eignet sich am besten der Magensaft aus dem Magen eines
nach Pawlow operierten Hundes. Da wir aber zurzeit nicht
iiber einen derartigen Hund verfiigten, haben wir unsere Pepsin-
pridparate aus Schweinemagenschleimhaut dargestellt. Dabei
verhalten sich, wie der eine von uns schon friiher betont hat,
die so hergestellten Priparate nicht immer gleichartig. Die Dar-
stellungsmethode gestattet nicht, alle das Pepsin verunreinigenden
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Bestandteile des Magenschleimhautextraktes zu entfernen. Einige
Préparate, die wir fiir die gleich zu beschreibenden Versuche
verwendeten, betrachteten wir ihres elektrischen Verhaltens
wegen als die reinsten. Das waren die Préparate, die bei
niedriger Temperatur und unter sonstigen giinstigen Umstéinden
dargestellt worden waren.

Unsere Versuche miissen fortgesetzt werden, aber da wir
in nidchster Zeit vielleicht dazu nicht in der Lage sein werden,
sehen wir uns veranlaBt, einige unserer Versuche schon jetzt
kurz mitzuteilen.

Michaelis und Davidsohn haben bei ihrer Arbeit die
erforderlichen Wasserstoffionenkonzentrationen mittels Acetat-
mischungen (bis zu Cy = 2 X 10—*), Essigsiure oder Milch-

sdure (Cy = 52X 10—*bis 2 X 10—?) oder mittels Salzsiure dar-

gestellt. Die Elektrolyse wurde im von Michaelis?) angegebenen
Apparat mit 100 Volt 4—12 Stunden fortgesetzt. Dabei ergab
sich, daB bei starken Salzséurekonzentrationen (0,1—0,05 n)
das Pepsin nach beiden Seiten wanderte. Bei einer Salzsédure-
konzentration von 0,02 n war es kathodisch, bei 0,01 n wanderte
es wieder nach beiden Seiten, bei 0,005 n war es anodisch.
Das eigentiimliche Verhalten bei hohem Salzsiiuregehalt erkléiren
Michaelis und Davidsohn durch die Annahme, daB dabei
die Dissoziation des Pepsiniumchlorids zuriickgedringt und die
Pepsinionenkonzentration” dabei kleiner wird. So wiirde es
sich auch erkliren, daB bei hohem S#uregehalt die Enzym-
wirkung geschédigt wird, wenn man annimmt, daf die Pepsin-
ionen proteolytisch wirksam sind; dazu kommt dann noch die
zerstorende Wirkung der Saure.

Bei unseren Versuchen brachten wir in die Seitengefdfie
destilliertes Wasser, wodurch die Stromstérke eine sehr geringe
wird. Wir haben uns davon tiberzeugt, dal wihrend der Elektro-
lyse die Aciditdt der Pepsinlosung sich nicht merklich &nderte;
die Losung wurde dazu nach Ablauf des Versuchs titriert.

Das von uns verwendete Pepsin war aus Schweinemagen-
schleimhaut nach der friiher beschriebenen Methode?) dar-
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gestellt. Die getrockneten und fein zerriebenen Priparate zeigten
einen Stich ins graugelbliche.

Solches Pepsin ist sicher nicht rein. Es enth&lt nicht
nur Farbstoff, sondern auch mehr oder weniger Phosphor, im
Gegensatz zum Pepsin, welches aus bei Scheinfiitterung er-
haltenem Magensaft des Hundes dargestellt werden konnte und
rein weiB und phosphorfrei war, wie das friiher hervorgehoben
ist. Unser aus der Magenschleimhaut dargestelltes Pepsin ist
aber sehr viel weniger verunreinigt als das Griiblersche und
als, soweit uns bekannt ist, alle anderen Handelspraparate,
wie in erster Linie aus der sehr viel groferen Wirksamkeit
hervorgeht.

Um nach Ablauf der Versuche die stattgefundene Be-
wegung des Pepsins zu untersuchen, wurden die Seitenflissig-
keiten mit Salzsdure bis zu 0,2°%/0 versetzt und in denselben
die Mettschen Rohrchen 24 Stunden digeriert. Die urspriing-
liche Losung wurde gleichfalls nach Mett auf ihre digerierende
Wirkung untersucht und dazu mit 9 Volumen 0,2 °/oiger Salz-
séure vermischt.

Bei unseren Versuchen tauchte die Silberelektrode (Anode)
in Salzsdure, die mit Wasser iiberschichtet war; die Kupfer-
elektrode in etwas Kupferchloridlosung, auf die wir gleichfalls
Wasser gegeben hatten. Es wurde dafiir Sorge getragen, daB
die SeitengefdBe nicht mit Salzsdure oder Kupferchlorid ver-
unreinigt wurden. Selbstverstédndlich wurde wéhrend der Elektro-
lyse allméhlich etwas Salzsdure in die SeitengeféBe iberfiihrt.

Wir verwendeten fiir unsere unten beschriebenen Ver-
suche sehr verdiinnte Pepsinlosungen. 10 mg des trocknen
Enzyms wurden wéhrend einiger Zeit mit etwas Salzsdure
(0,2°/0) bei Zimmertemperatur eingeweicht, sodann wurde das
Volumen durch Zugabe der benétigten Menge Wasser oder
Salzsdure auf 50 ccm gebracht und wihrend kurzer Zeit er-
wirmt (379), bis das Pepsin gelost war.

Bei dieser kleinen Pepsinkonzentration konnte von einer
Séurebindung abgesehen und die Wasserstoffionenkonzentration
sofort aus der Séurekonzentration abgeleitet werden. Bei dieser
kleinen Konzentration des Enzyms ist auch die Gefahr der
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Diffusion gering. Beim Anstellen der Versuche wurde pein-
lichst darauf geachtet, daf nicht leichte Erschiitterungen das
Resultat entstellen konnten.

Wir lassen hier in einigen Tabellen die Ergebnisse einiger
unserer Versuche folgen.

Tabelle L

Versuche mit Pepsinpréidparat a.

Fiir jeden Versuch 10 mg Pepsin in 50 ccm verdiinnter Siure
gelost. Die Salzsiurekonzentration ist in der zweiten Vertikalreihe an-
gegeben; die Sdurekonzentration nach Ablauf der Versuche findet man
in der nichsten Reihe. Dann folgen die digerierende Wirkung der ur-
spriinglichen Losung und die der Seitenlosungen nach dem Ansiuern
mit Salzsdure.

Normali- | Normali- %ﬁ?&g&eﬁgﬁ Di%;gﬁizde Dauer
Ver-| tatder |tdt nach furspriinglichen| der Flissigkeit der
urspriing-] Ablauf %Oxsrlgﬁlgr;’;:;t an der Elektro-
such | yichen des  |Salzsiure von Katl;ptden- Anog{en— lyse
Losung | Versuchs |2 /o verdinnt serte sere
mm nach Mett] mm nach Mett | Stunden
1 0,0238 — 33 0 1,8 etwa 24
2 0,0238 — — 0 1,7 id.
3 | o,0238 — — 0 1,8 >
4 0,0238 | 0,0216 — 0 1,8 »
5 0,0473 - 43 0 1,6 »
6 0,0473 — — 0 1,4 etwa 20
7 0,0473 | 0,0418 — 0 2,8 > 24
8 0,0964 — 3,5 0 3,6 > 48
9 0,0964 | 0,0754 — 0 3,7 > 36

Die S#urekonzentration hatte nach Ablauf des 9. Ver-
suchs, und also auch wohl am Ende des 8. Versuchs, merklich
abgenommen, hier war auch lange elektrolysiert. Bei allen
Versuchen hat das Pepsin rein anodische Wanderung gezeigt.

Wir haben dann zu Losungen dieses Pepsins kleinere
bezw. groBere Mengen einer Caseinlosung gegeben; das Pepsin
wanderte dabei weniger oder mehr zur Kathode. Wir gehen
hier aber auf diese Versuche nicht weiter ein, weil wir die
Caseinkonzentration nicht bestimmten und weil weiter unten
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Versuche mit Albuminlésungen beschrieben werden, wobei der
EinfluB des zugesetzten Eiweifistoffes deutlich zutage tritt,

Tabelle

1L

Versuche mit Pepsinprédparat b.
Pepsinkonzentration wie oben.

N litat|Digerierende Wirkung|Digerierende Wirkung
orgla o der urspriinglichen der Flissigkeit Dauer
Ver- er Losung, mit an der der
ursprung- 19 Volumina Salzsdure| Kathoden-| Anoden- | g, ektrol
such lichen von 0,2°%0 verdiinnt seite seite olyse
Losung mm nach Mett mm nach Mett Stunden
1 0,0061 4,6 0 2,2 etwa 24
2 0,0283 — (0] 3,2 id.
3 0,0601 - 0 32 >
4 0,1271 — 0 2,8 »

Auch dieses Préiparat zeigte also rein anodische Wande-
rung. Zu Losungen dieses Pepsinpridparates b haben wir dann .
verschiedene Mengen einer dialysierten L&sung von krystalli-
Die Albuminlésung war

siertem Serumalbumin zugesetzt.

5,99/¢ig.

Tabelle

ITL

Versuche mit Pepsinprdparat b unier Zugabe von Serum-
albumin.
Fiir jeden Versuch 10 mg Pepsin in 50 cem Salzsiure 0,0544 n

geldst. Hierzu a cem Serumalbuminlgsung -~ (10—a) ccm Wasser. Ge-
samtvolumen also 60 ccm.
Zugosoe | Rifioende | Digerornde |
V| eom fuspringiotert dor Eligoghet | de
9 Volumina Elektro-
such Serurp- 0,2¢/oiger Salz- Kathoden-| Anoden- ]
albumin- | Wasser |siureverdinnt] S¢''® seite yse
1gsung mm nach Mett] mm nach Mett | Stunden
1 1 9 5,2 Spur 1,2 etwa 24
2 2 8 — 1,34 0,48 id.
3 3 7 — 1,50 0,4 »
4 4 6 4,8 1,38 0 »
5 5 5 4,8 1,70 0,36 »
6 6 4 5,2 1,76 0,36 >
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Aus diesen Versuchen geht hervor, dal das anfangs
anodische Pepsin nach Zugabe von Serumalbumin stets mehr
kathodisch wird, obgleich die H-Ionenkonzentration infolge Siure-
bindung seitens des Albumins stark abnimmt. Das Serumalbumin
nimmt bei seiner Wanderung zur Kathode das Pepsin mit sich.

Dasselbe wurde gefunden bei Zugabe einer gegen 0,0549
n-Salzsdure dialysierten Pepton-Witte-Losung. Hier hatte die
Peptonlosung nahezu dieselbe H-Ionenkonzentration wie die
Pepsinlosung. Die Versuche wurden so ausgefithrt, da 10 mg
Pepsin mit wechselnden Mengen der PeptonlGsung und einer
Salzsédurelosung von 0,0544 n auf ein Gesamtvolumen von 50 cecm
gebracht wurde. Die Peptonlosung hatte 3,99/0 organischen
Trockenriickstand.

Tabelle IV.
geste | Dgeiente | Digtrnds [
Ver- cem urspriinglichen|  der Flussigkeit der
L I P
such| Albu- Salz- 0,200 iger Salz- Kathgden— Anoden-, )
mosen- | siure- |shureverdinnt| S€it seite yse
16sung | 16sung |mm nach Mett| mm nach Mett | Stunden
1 0,1 49,9 — 0,5 04 | etwa 24
2 0,3 49,7 — 1,4 0,6 id.
3 03 97 — 074 | 05 ,
4 1,0 49,0 48 0,90 0,96 >
5 5,0 450 — 1,1 0,6 ,
6 | 100 40,0 5,0 1,2 0,34 >
7 | 200 30,0 49 162 | 05 ,

Wir sehen aus diesen Versuchen, daB schon bei sehr ge-
ringen Mengen der Albumosenlésung die Pepsinwanderung sehr
wesentlich beeinflufit wird; bei steigenden Mengen hat das
Pepsin immer mehr Neigung, zur Kathode zu wandern, ohne
aber rein kathodisch zu werden.

Dieser EinfluB von minimalen Mengen Albumosen zeigt,
wie sehr das Verhalten des Pepsins von geringen Mengen Ver-
unreinigungen auf deutlichste verdndert werden kann,
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Nachdem wir mit diesen Priparaten die beschriebenen
Uberfiihrungsversuche zu Ende gefiihrt hatten, wollten wir
weitere Versuche mit andern Pepsinpriaparaten und mit anderen
Enzymkonzentrationen anstellen. Die dazu dargestellten Pepsin-
praparate zeigten aber nicht dasselbe Verhalten, wie die fritheren.
Weil sie aber unter weniger giinstigen Bedingungen der Tem-
peratur (es war Friihling) angefertigt waren, glauben wir ihr
Verhalten Verunreinigungen zuschreiben zu miissen. Sie ver-
hielten sich wie das Pepsin im Versuch I, Tabelle IV, und
wanderten also bei einer Salzsdurekonzentration von 0,054 n
sowohl nach der Kathode, wie nach der Anode, aber nach

- beiden Richtungen schwach.

Wir haben von einem dieser Préparate die H-lonenkon-
zentration, bei der die Loslichkeit des Enzyms am geringsten
war (Flockungsoptimum) bestimmt und dafiir Cyy = 4,78 XX 104,
pg = 3,32, gefunden.

Von den Prédparaten, die sich stets anodisch verhielten,
haben wir, wegen Materialmangels, das Flockungsoptimum noch
nicht bestimmt.

Wir glauben, aus den mitgeteilten Versuchen schliefien
zu miissen, daB man nicht ohne weiteres die von Michaelis
und Davidsohn angegebene isoelektrische Konstante auf das
reinste Enzym anwenden darf.

Bei weiteren Versuchen wird es erwiinscht sein, zwischen
der Pepsinlosung und den GefdBlen mit destilliertem Wasser
noch zwei Rdume mit derselben H-Ionenkonzentration wie die-
jenige der Pepsinlosung einzuschalten. Dabei bleibt die geringe
Stromstérke infolge des hohen Widerstandes erhalten und
kommt doch das Pepsin beim Austritt aus seiner Losung nicht
sofort in eine Losung viel geringeren S#uregehalts. Wir be-
merken aber, daB in unseren Versuchen die anodische Be-
wegung des Pepsins nicht dadurch erklirt werden kann, daf
die SeitengefdBe mit destilliertem Wasser gefiillt waren. Bei
den schwachen Salzsdurekonzentrationen von etwa 0,02 n hitte
das Pepsin sich doch von der Trennungsfliche mit dem destil-
lierten Wasser an der Anodenseite zur Kathode fortbewegen
miissen, wenn die von Michaelis und Davidsohn ange-
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gebene isoelektrische Konstante auch fiir unser Enzym Geltung
hitte.

Zum SchluB sei bemerkt, daf wir niemals eine Trennung
auf dem Wege der Uberfiihrung von labendem (Chymosin) und
proteolytischem Enzym (Pepsin) beobachtet haben. Mit Ver-
suchen mit Pepsin aus Kalbsmageninfusionen sind wir noch be-
schiiftigt.
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