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1. Einleitung.

Nachdem Wilh. Ostwald die Lehre von
den Katalysatoren begriindet hatte, waren fiir
das Studium der Enzymwirkungen nene und
viel versprechende Bahnen gebdfinet. Diese
sind denn auch von zahllosen Forschern betreten
worden und die erhaltenen Resultate haben der
gespannten Erwartung in vielen Hinsichten ent-
sprochen. So wurde wenigstens in einigen Fillen
die theoretisch zu erwartende Tatsache, dafi
die vom Enzym katalytisch beschleunigte Reak-
tion demselben Gleichgewichte als die unbe-
schleunigte zustrebt, und daB also auch bei der
enzymatischen Reaktion dasselbe Gleichgewicht
von beiden Seiten erreicht werden muf}, experi-
mentell bestatigt. Hiermit war auch auf einmal
die synthetische Wirkung der Enzyme festge-
stellt, und man konnte im voraus sagen inwie-
weit ein Enzym eine bestimmte Synthese férdern
konnte, und welche Umstinde dabei giinstig,
welche ungiinstig wirken  miifiten.  Seitdem
war es also nicht mehr mit unseren Einsichten
fibereinzubringen, das Bestehen von zwei Gruppen
von Enzymen, spaltenden und synthetisierenden,
anzunehmen, und wenn das von einigen Forschern
doch getan wird, so ist das als ein Riickschritt
zu betrachten, wie es so richtig von W. M.
Bayliss?) hervorgehoben wird. Wie aufler-

1) Erste Mlttellung Zeitschrift fiir physiologische
Chemie (Hoppe-Seyler), 75, 282 (1911); zweite Mit-
teilung: ibidem, 95, 195 (1915)

%) Journ. of physiology: 43, 455 (1912); ibidem,
46, 236 (1913).

ordentlich wichtig diese Betrachtungen tiber die
Enzymwirkungen fiir unsere Kenntnisse der
biolegischen Reaktionen sind, daran brauche
ich hier wohl kaum zu erinnern. Man lernte
jetzt einsehen, wie je nach Umstinden und
Konzentrationen der betreffenden Stoffe ein
Enzym spaltend oder synthetisierend wirken
koénnte, und man bekommt einigermaflen einen
Eindruck, wie die mannigfachen Spaltungen
und Synthesen in den Zellen je nach Bedarf
zustande kommen konnen.

Allerdings ist man bei den betreffenden
Untersuchungen auch vielen Schwierigkeiten
begegnet. Besonders der Umstand, dafi die
Enzyme sowohl als die meisten zugehorigen
Substrate zu den kolloiden Kérpern gehéren,
hat daran Schuld. Denn bekanntlich #ndern
sich die Eigenschaften von kolloidgeldsten
Stoffen nicht nur &fters sehr bedeutend, wenn
zugleich andere Stoffe, besonders Elektrolyte
anwesend ' sind, sondern auch schon spontan
mit der Zeit. Diese grofie Veranderlichkeit
sowohl der Enzyme als der von diesen anzu-
greifenden Substrate im gelosten Zustande macht
die Untersuchung des Reaktionsverlaufes wohl
sehr schwierig. Dazu kommt noch, dafl gerade
die physiologisch wichtigsten enzymatischen
Reaktionen, z. B. die EiweiBspaltungen, #ufierst
kompliziert sind, indem eine grofe Zahl von
Spaltungen neben- oder nacheinander vom Enzym
hervorgerufen wird. So darf es denn auch nicht
wundernehmen, daB man nur in seltenen
Fillen, und zwar in den einfachsten, die en-
zymatischen Reaktionen vom Standpunkte der
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Lehre der Reaktionskinetik deuten konnte. In
den meisten Fillen wurden kleinere oder groBere
Abweichungen vom erwarteten Reaktionsverlauf
gefunden. Dabei hat es selbstverstindlich an
Erklirungen dieser eigentiimlichen Verhilinisse
nicht gefehlt. Denn geradeindiesen Abweichungen
glaubte man ofters einen Hinweis auf das Wesen
der Enzymwirkung zu finden. So glaubte H.
P.Barendrecht3), daB die Enzyme eine Art
Strahlungaussenden ; in dieser Weiseseien, durch
in Betracht ziehen von wirkender Strahlung
und hindernder Absorption, viele Eigentiimlich-
keiten der Enzymwirkungen zu erkldren. Fiir
einige Enzyme hat man es wahrscheinlich machen
konnen, daB sie selbst an den Reaktionen teil-
nehmen; in diesem Falle konnen auch die
Gleichgewichte mehr oder weniger verschoben
sein. Weiter hat man der Verdichtung (Ad-
sorption) der reagierenden Stoffe auf die Ober-
fliche der kolloiden Enzyme eine Rolle zuge-
schrieben, besonders nach Analogie der kolloiden,
metallischen, kiinstlichen ,Enzyme* (anorgani-
sche Fermente) Bredig's4). Kann man sich
so einigermaBlen eine Vorstellung machen, auf
welche Weise die Enzyme ihre eigentiimlichen
Wirkungen ausiiben konnen, ja, hat man sogar
einige Einsicht in die vorher vollig ritselhaften
enzymatischen, spezifischen, ,asymmetrischen®
Spaltungen und Synthesen bekommen, indem
derartige Wirkungen, wie uns Bredig mit
seinen Mitarbeitern gelehrt hat, auch in bestimm-
ten, vollig bekannten chemischen Systemen zu-
stande kommen konnen, so miissen wir doch
noch immer gestehen, dafl viel von dem eigent-
lichen Wesen der Enzyme und ihrer Wirkungen
uns unbekannt ist.

Nun hat man in letzter Zeit die Untersuchung
auch von anderer Seite angefafit. Da es schien,
daB das genaue Studium des Reaktionsverlaufes,
wegen der kolloiden Beschaffenheit der Enzyme
und der Reaktionskomponenten sowie wegen
der Kompliziertheit der meisten betreffenden
Reaktionen nicht zum erwiinschten Resultate
fiihren wiirde, hat man die Umstinde, die Einflufl
auf die Enzymwirkungen ausiiben konnen,
niher in die Augen gefaBit. Es war besonders
S.P.L. S6rensen, welcher in dieser Richtung
den groBten Stofl gegeben hat. Dieser Forscher
hat bekanntlich zum ersten Male in vllig klarer
und zielbewuBter Weise auf die grofie Bedeutung

8) The Biochemical Journal, 7, 549 (1913).

4) Man sehe z. B. iiber die verschiedenen Hypo-
thesen zur Aufkldrung der Enzymwirkungen die vor-
ziigliche Uebersicht in R. Hober, Physikalische Che-
mie der Zelle (Leipzig 1914), 662.

der Reaktion der Lésung, d. h. nicht der zu-
gegebenen Menge von Siduren oder Alkalien,
sondern der Konzentration der Wasserstoff- oder
Hydroxylionen fiir die Enzymwirkungen hinge-
wiesen. Er konnte dabei zeigen, dafl die von
friiheren Forschern bei einigen Enzymen er-
haltenen verschiedenen Ansichten iiber die
Reaktionskinetik dem Umstand zugeschrieben
werden miifiten, daf bei den betreffenden Unter-
suchungen den Konzentrationen der H- und O H-
lonen nicht geniigend Rechnung getragen war. Als
Sdrensen dabei die schon von R. Hober
in die Physiologie eingefiihrte Gaskettenmethode
zur Bestimmung der Konzentration der genannten
Ionen in treffender Weise ausgearbeitet hatte,
diese sodann auf seine Veranlassung von K.
A. Hasselbalch% noch weiter verbessert
wurde, war wieder ein neues Arbeitsfeld ge-
offnet. Seitdem sind auBler im Carlsberglabo-
ratorium ®) unter S6 rensen’s Leitung besonders
von Leonor Michaelis, Peter Rona und
ihren Mitarbeitern eine Reihe von interessanten
Arbeiten iiber dieses Thema erschienen’). Indem
Sorensen nur die grofie Bedeutung der H-
und OH-lonen fiir die Enzymwirkungen fest-
stellt, ohne zu versuchen, zur Zeit dafiir eine Er-
klarung zu geben, gehen letztgenannte Forscher
weiter. Nachdem durch ausgedehnte Unter-
suchungen die Abhingigkeit dieser Wirkungen
von der H-lonenkonzentration in weitem Um-
fange festgestellt worden war und im AnschluB
damit das Verhalten der Enzyme im elektrischen
Felde ebenfalls studiert, meinen die Untersucher,
daf die Ladung der Enzyme mit ihren Wir-
kungen im Zusammenhang steht, ja maBgebend
fiir dieselbe ist. Die von ihnen untersuchten
Enzyme weisen einen isoelektrischen Punkt auf,
also sie verhalten sich in dieser Hinsicht wie
amphotere Stoffe, z. B. Eiweifistoffe. Bei einer
bestimmten H-Ilonenkonzentration ist ihre elek-
trische Ladung minimal, dieser Punkt ist der
Umschlagspunkt der Ladung. Zu beiden Seiten
dieses Punktes, also bei ab- resp. zunehmender
H-lonenkonzentration nehmen die (entgegen-

5) S. P, L. S6rensen, Biochem. Zeitschr. 21,
131 (1909); K. A.Hasselbalch, ibidem, 30, 317
(19101; ibidem, 49, 451 (1913); Leonor Michaelis
und Davidoff, ibidem, 46, 131 (1912); auch Mi-
chaelis und Rona, ibidem, 18, 317 (1909); siche
weiter: S6rensen, Ergebnisse der Physiologie (1912);
L. Michaelis, Handbuch der biochemischen Arbeits-
methoden (1911); Leonor Michaelis, Die Wasser-
stoff - lonenkonzentration (Berlin 1914).

6) Von Sven Palitzsch und L. E. Walbum,
Biochem. Zeitschr. 47, 1 (1912).

7 Ueber die Literatur siehe besonders: L. Michae-
lis, Die Wasserstoff - Ionenkonzentration (bis 1914).
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gesetzten) Ladungen der Enzyme zuerst langsam,
dann schneller zu. Aus der Lage der iso-
elektrischen Punkte einerseits, andererseits der
Reaktionsoptima der Wirkung, sowie aus-dem
Verlauf der Kurven, welche die Abhingigkeit
dieser Wirkung von der H-lonenkonzentration
darstellen, wird dann in interessanten und sinn-
reichen Betrachtungen die Theorie aufgestellt,
daf} man die Enzyme als amphotere Elektrolyte
betrachten muf, indem das Enzym entweder
bei negativer Ladung (als Anion) oder bei
positiver Ladung (als Kation) seine Wirkung
entfaltet, so daf die Stirke der Wirkung vom
Dissoziationszustande des Enzyms bestimmt
wird. Beim Pepsin z. B. wiirde die Sache so
liegen, daB die freien Kationen die proteolytisch
wirksamen Enzymteilchen seien. Das Auftreten
eines Optimums der H-lonenkonzentration fiir
die Enzymwirkung wiirde sich dabei in folgender
Weise erkldren. Beisehr schwach saurer Reaktion
haben sich noch sehr wenig Pepsinkationen
gebildet. Bei zunehmendem S#uregehalt nimmt
deren Anzahl zu und die Enzymtitigkeit eben-
falls. Nimmt der Sduregehalt aber immer mehr
zu, so werden allmihlich mehr und mehr
zweiwertige Pepsinkationen, die wieder unwirksam
seien, gebildet; dadurch und auch durch die
schidigende Wirkung der stirkeren Siure nimmt
die proteolytische Titigkeit jetzt wieder ab.
Bekanntlich {ibt Pepsin bei HuBerst kleinem
Sauregrade Labwirkung aus. Michaelis spricht
die Vermutung aus, daf das Pepsin jenseits
des isoelektrischen Punktes, also wenn es negativ
geladen ist, diese eigentiimliche Wirkung ausiibt;
die Labwirkung wiirde also von Pepsinanionen
abhingig sein. Damit wire dann gleichzeitig
die alte Streitfrage nach der Identitit oder Nicht-
identitit von Pepsin und Labenzym geldst 8).
Diese elektrochemischen Betrachtungen iiber
die Enzymwirkungen wiirden also einen weiteren
Schritt auf das noch immer dunkle Gebiet des
Wesens dieser Wirkungen bedeuten. Ich habe

eben hingewiesen auf den Umstand, daB die

kolloide Beschaffenheit der Enzyme (denn so weit
wir jetzt wissen, gehdren diese Stoffe doch zu
den typischen Kolloiden) und der meisten
Substrate Schwierigkeiten bei der Untersuchung
darbietet. Aber noch in anderer Weise als
oben gesagt; bekanntlich gehért es zu den
schwierigsten Aufgaben, Kolloide ganz rein
darzustellen, indem die bei diesen Stoffen eine
so grofie Rolle spielenden Adsorptionserschei-

8 Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Therap. 8, 2
{1910); Biochem. Zeitschr. 16, 486 (1909); ibidem, 28,
1 (1910); ibidem, 58, 315 (1913); ibidem, 65, 1 (1914).

nungen eine vollige Reinigung fast unmoglich
machen. Man kann also im voraus sagen, da
man bei der Untersuchung der Enzymwirkungen
wohl immer mit mehr oder weniger verun-
reinigten Stoffen arbeiten wird. Welchen Einfluf
aber die Verunreinigungen auf die Eigenschaften
und Wirkungen der Enzyme haben, a8t sich
schwer beurteilen. Durch die Adsorptionen an
der Oberfliche der Enzymteilchen, also da, wo
auch wohl die Wirkung stattfindet, kann diese
zusammen mit der Ladung und weiteren anderen
Eigenschaften der Enzymteilchen auf verschiedene
Weise beeinflufit werden. Auf Grund solcher
Ueberlegungen war es, daB ich vor einigen
Jahren mich entschloB, das Verhalten des
Pekelharing'schen Pepsins von den neuen
Gesichtspunkten aus zu studieren. Esist niamlich
vor etwa 20 Jahren Pekelharing?®) gelungen,
aus Magenschleimhaut, oder besser noch aus
reinem Magensaft von einem nach Pavlov
operierten Hunde, Pepsinpriparate herzustellen,
deren Wirksamkeit bei weitem die der sonstigen
Handelspriparate tbertrifft. Wir haben hier
also entweder ein reines Enzym, oder jedenfalls
eines der reinsten, die es bisher gibt, vor uns.
Es war also sehr der Miihe wert, dem Verhalten
dieses Enzyms nachzugehen. Bei der betref-
fenden Untersuchung hat dieses Pepsin ein von
demvon Michaelis und seinen Mitarbeitern ge-
brauchten abweichendes Verhalten gezeigt. Dabei
konnte ich dann auch nicht mehr an den Anschau-
ungen von Michaelis iiber den Zusammenhang
zwischen elektrischer Ladung und Pepsinwirkung
festhalten; aber eineandere wichtige Frage dréingte
sich in den Vordergrund, die Frage nach einer
moglichen Bedeutung des Zustandes des Substrats
fiir die Pepsinwirkung. Eine derartige Bedeutung
war wohl als wahrscheinlich zu erachten und
da wir {iber den Zustand von EiweiBstoffen und
deren Derivaten unter verschiedenen Umstinden
jetzt, durch die Arbeiten von vielen Forschern,
in letzter Zeit besonders von WolfgangPauli
und seiner Schule, ziemlich gut unterrichtet
sind, so schien die Untersuchung nach einem
moglichen Zusammenhang zwischen Pepsin-
wirkung und dem Zustand des Substrats lohnend.
Dabei haben die erhaltenen Resultate gelehrt,
daf wirklich unter Umstinden die Enzymwirkung -
stark vom Zustande des Eiweifies ‘abhingig
sein kann, und so sehen wir, daB die neueren
kolloidchemischen Betrachtungen, die sich schon
in so vielen Hinsichten sehr niitzlich gezeigt
haben, auch fiir das Studium der Enzym-

9 C.A. Pekelharing, Zeitschr. {. physiol. Chem.
22, 233 (1896); ibidem, 35, 8 (1902).
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wirkungen von grofler Bedeutung sind. Sehr
gern habe ich denn auch dem Ersuchen der
Redaktion -dieser Zeitschrift, eine Uebersicht
itber die beziiglichen Untersuchungen fiir die
Koll.- Zeitschr. zu geben, Folge geleistet. Seit
meiner letzten Mitteilung habe ich die Unter-
suchung weiter fortgesetzt, die dabei erhaltenen
Resultate sollen hier auch mitgeteilt werden;
der zweite Teil dieser Abhandlung ist also
ganz Originalabhandlung.

2. Ueber die Darstellung und die
Eigenschaften der gebrauchten
Pepsinprédparate.

Nachdem Pekelharing und ich bei den
ersten Versuchen %) Pepsin aus Schweinemagen-
schleimhiuten dargestellt hatten und sich dabei
gezeigt hatte, daB fiir das genaue Studium
der Eigenschaften (z. B. elektrische Ladung)
dieses Enzyms, zwar bisweilen geniigend reine
Priparate zu erhalten sind, aber doch auch
ofters das Enzym als noch nicht rein genug
sich erweist, entschlof ich mich, bei der weiteren
Fortsetzung das Pepsin immer so rein wie
moglich anzufertigen, und das ist nach Pekel-
haring nur aus reinem Magensaft, z. B. eines
nach Pavlov operierten Hundes, moglich.
Ich fand dabei, daB zwar die Aktivitidt dieses
reinsten Pepsins die der Schleimhautpriparate
nicht merklich iibertrifft; doch war das Verhalten
im elektrischen Felde ofters anders. Die im
iibrigen sicher sehr geringen Verunreinigungen
des Schleimhautpepsins geniigen also doch, um
die Ladung zu beeinflussen. Ich mochte aber
hier noch einmal darauf hinweisen, daf falls
es nicht auf grofte Reinheit ankommt und man
nur #uBerst wirksame Pepsinpriparate sich her-
stellen will, man das auch ohne nach Pavlov
operierte Tiere machen kann. Man braucht
dazu nur die Fundus - Schleimhiute von Schweine-
magen aus dem Schlachthaus abzupréparieren
und diese nach Pekelharing zu verarbeiten.
DaB so ein jeder sich auch ohne besondere
Hilfsmittel dufierst wirksames Pepsin herstellen
kann, scheint nicht immer geniigend beachtet,
denn noch® immer wird von verschiedenen
-Forschern mit den weit weniger wirksamen
Handelsprodukten gearbeitet. Ich gebrauchte
also jetzt aus Hundemagensaft dargestelltes
Pepsin. Auf die Besonderheiten der Darstellung
kann ich hier nicht eingehen!?), nur sei bemerkt,
daB die Abscheidung des Pepsins auf dem

10) Frste Mitteilung, loc. cit.
11) Siehe dariiber meine zweite Mitteilung loc. cit.

Umstand beruht, dafl es bei einer bestimmten
sehr niedrigen H-lonenkonzentration zum Teil
ausfallt.  Mit diesen reinsten schneeweifen
Priparaten (beildufig sei bemerkt, daB nachdem
Pekelharing schon frither gezeigt hatte, dafi
Phosphor kein Bestandteil des reinen Enzyms ist,
dasselbe jetzt von mir auch fir das Chlor ge-
zeigt werden konnte) wurde jetzt in erster Linie
untersucht, ob der friihere Befund von Pekel-
haring und mir, da Pepsin keinen isoelek-
trischen Punkt besitzt, sich bestitigen wiirde.
Ich habe mir sehr viele Miithe gegeben, die
technisch immerhin etwas schwierigen Versuche
so zu gestalten, daB die Existenz oder Nicht-
Existenz dieses Punktes ein fir allemal fest-
gestellt wurde. So wurde der gebrauchte Apparat
(nach L. Michaelis) etwas abgedndert und
bei konstanter Temperatur gearbeitet; weiter
wurde dafiir Sorge getragen, dafl nicht durch
Konvektion der Flilssigkeiten oder auch durch
Erschiitterungen die Resultate getriibt werden
konnten'?). Aus den vielen Ueberfiithrungs-
versuchen nun ging unzweideutig hervor, da
Pepsin keinen isoelektrischen Punkt aufweist.
L.Michaelis und Davidsohngeben fiir Pep-
sin einen isoelektrischen Punkt bei pg = 4,2613).
Ich fand das Enzym aber bei Reaktionen der
Losungen, deren pyg zwischen 4,1 und etwa
0,7 wechselte, immer negativ geladen. Dieses
Auseinandergehen- der Resultate der genannten
Forscher und von mir glaube ich der gréferen
Reinheit des von mir gebrauchten Enzyms zu-
schreiben zu miissen. Ich glaube also aus meinen
Versuchen mit Sicherheit schlieBen zu miissen,
daB im Pepsin ein Enzym ohne isoelektrischen
Punkt vorliegt, das im Gegenteil bei allen in
Betracht kommenden Reaktionen negativ geladen
ist. Dieses Resultat ist nicht nur deswegen,
daB die meisten anderen Enzyme wohl einen
solchen Punkt zu besitzen scheinen, etwas auf-
fallend, sondern auch dadurch, dal unser Pepsin
sehr wohl ein Flockungsoptimum aufzuweisen
scheint. Nun gehen bekanntlich isoelektrischer
Punkt und Flockungsoptimum vielfach parallel,
wie L. Michaelis und seine Mitarbeiter fiir
verschiedene eiweifiartige Stoffe bewiesen haben
und wie auch im voraus fiir amphotere Korper
zu erwarten ist. Um diesem also elwas eigen-
tiimlichen Verhalten des Pepsins noch etwas
niaher zu treten, habe ich das Verhalten im
elektrischen Felde noch etwas ndher studiert.

12) Siehe iiber die Besonderheiten dieser Ucber-
fiihrungsversuche meine zweite Mitteilung loc. cit.

18) pg ist bekanntlich der negative Logarithmus
der H- Ionenkonzentration.
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Dabei fand ich, daB bei nicht zu geringem
Sauregrade im elektrischenFelde die proteolytisch
wirksame Substanz zwar immer zur Anode geht,
dafl daneben aber eine eiweiflartige Substanz
sich hauptsiachlich in der entgegengesetzten
Richtung bewegt. Nach dem Stromdurchgang
bekommt man also an der Anodenseite eine
Fliissigkeit mit starker Wirksamkeit, aber
kaum Eiweifireaktionen, an der Kathodenseite
eine solche mit starken Eiweifireaktionen,
aber unwirksam. Es ist mir vorldufig noch
nicht gelungen, die Trennung in geniigend groBlen
Mengen durchzufithren, aber ich glaube doch,
daB dieses Resultat darauf hinweist, dafi das
reine Pekelharing’sche Pepsin doch noch
eine Verbindung (oder Adsorption) vom eigent-
lichen negativen Enzym und einem besonderen
eiweiBartigen Stoff, der bei geniigend stark
saurer Lésung positiv sich ladet, ist. Die Ver-
bindung kann in ihren Lésungen zu einem
gewissen Teil auseinandergefallen sein. Daf}
im Pekelharing'schen Pepsin jedenfalls ein
Eiweifistoff mit sehr besonderen Eigenschaften

vorliegt, das geht, auch abgesehen von seiner.

proteolytischen Wirksamkeit, aus dem eigen-
tiimlichen Verhalten beim schnellen Erhitzen
in salzsaurer Losung, wobei eine Koagulation
auftritt, hervor. Eine derartige Koagulation
in ziemlich stark salzsaurer Losung gibt kein
anderer EiweiBstoff. Ich habe weiter noch die
Bindung von H- und Cl-lonen des Pepsins
in salzsaurer Losung studiert. Hierdurch konnte
ich hoffen, noch etwas Niheres in bezug auf
die Frage nach der Einheitlichkeit in Erfahrung
zu bringen. Wenn- ndmlich im Pepsin eine
Verbindung von einer (wahrscheinlich geringen)
Menge des eigentlichen Enzyms mit einer relativ
groBen Menge eines Eiweiistoffes vorlage, so
wire zu erwarten, dal im grofien und ganzen
das Priparat, was die lonenbindung anbetrifft,
sich wie Eiweifi verhalten wiirde. Wire es aber
ein einheitlicher Stoff, dann miiBite, seiner
negativen Ladung wegen, doch wohl immer
die Menge der gebundenen Anionen etwas grofier
als die der Kationen sein, weil die negative
Ladung wohl von Anionenbindung herriihren
wird. Jedenfalls kénnte dann in saurer Lésung
die Menge der gebundenen H-lonen nicht
merklich grofier als die der gebundenen Cl-Ionen
sein, so wie es bei gewthnlichem Eiweif§ der
Fall ist. Das Resultat dieser Bestimmungen
der lonenbindungen4) war, daf dal Pekel-
harin g’sche Pepsin sich, was die Jonenbindung
anbetrifft, im grofen und ganzen wie gewshnliche

‘14) Siehe die zweite Mitteilung loc. cit. 213.

Eiweifistoffe verhdlt; im ganzen wurden also
mehr H- als Cl-lonen gebunden, was bei der
Negativitit des Enzyms doch wohl schwer mit
der Annahme, dal unser Pepsin einheitlich
sei, vereinbar ist. Vorldufig méchte ich also
schlieBen, daf das Pekelharing’sche Pepsin
eine Verbindung (oder Adsorption) vom eigent-
lichen Enzym mit einem (relativ in groBerem
Gewicht anwesenden) Eiweiistoff ist.

In weiteren Versuchen hat es sich gezeigt,
daf}, wenn zu Pepsinlosungen Eiweif oder dessen
Spaltstiicke, Albumosen, zugegeben werden, das
Enzym je nach der Menge des Eiweifies oder
der Albumosen im elektrischen Felde mehr oder
weniger mit zur Kathode mitgerissen wird.
Wenn die zugefiigte Menge ziemlich groB ist,
dann kann das Enzym sogar iiberwiegend sich
zur Kathode bewegen. Unter solchen Umstinden
weist es scheinbar einen isoelektrischen Punkt
auf. Von Aminosduren wird das Pepsin nicht
gebunden, es scheint sich nur an diejenigen
Stoffe, auf die es seine Wirkung ausiibt, zu
binden. Man wird geneigt sein zu fragen,
warum auf Zusatz von fremdem Eiweif das
Pepsin umgeladen wird, wihrend es doch selbst
zum Teil aus einer EiweiBkomponente besteht.
Die Antwort lautet, daB dies einstweilen in den
besonderen Eigenschaften dieses Eiweifies (die
noch unbekannt sind), aber auch in der relativen
Menge dieser Komponente seinen Grund haben
kann. Es zeigte sich, daB zu einer einiger-
mafilen deutlichen Umladung des Pepsins eine
nicht zu geringe Menge EiweiB zugegeben
werden muB.

Nachdem nun diese Eigenschaften unseres
Pepsins festgestellt waren, fragte eb sich, wie
es nun mit den Auffassungen von Michaelis
stinde. Dieser, zusammen mit A. Mendels-
so hn'3) hatte in einer seiner letzten Mitteilungen

. angegeben, dafi in Losungen von Salzsiure,

Weinsdure, Oxalsdure und Salpetersiure das
Wirkungsoptimum immer bei pg = etwa 1,4
liege. Es seien also nur die H-Ionen, welche
die Pepsinwirkung bedingen, wihrend die Anionen
wesentlich nur sehr untergeordnete Bedeutung
haben sollen. Durch Neutralsalze (NaCl, KCI,
LiCl) wird denn auch nur eine minimale Ver-
schiebung des Optimums (nach der weniger
sauren Seite) bewirkt. Die Abhingigkeit der
Wirkung von pg wird dann auch, wie ich oben
schon sagte, in der Weise gedeutet, dafi die
einwertig positiv geladenen Pepsinpartikel (Ka-
tionen) enzymatisch wirken. Diese Deutungs-

15) L. Michaelis u-A. Mendelssohn, Bio-
chem. Zeitschr. 63, 1 (1914).
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weise von Michaelis kann, weil jetzt fest-
steht, dafl Pepsin immer negativ geladen ist,
doch wohl mnicht aufrecht erhalten werden.
Aber auch sonst fillt uns doch wohl in den
Betrachtungen Michaelis auf, wie auch schon
oben bemerkt, daf nur vom Zustande des Enzyms,
aber gar nicht von demjenigen des Substrats
die Rede ist. Und doch konnte man erwarten,
dafl auch letzterer fiir die Enzymwirkung nicht
gleichgiiltig sein kann. Ich habe mich denn
auch bemiiht, die Bedeutung des Zustandes
des Substrats fiir die Proteolyse zu untersuchen;
man kénnte hoffen, dabei weitere Gesichtspunkte
fir das eigentliche Wesen der Pepsinwirkung
zu erhalten.

3. Abhangigkeit der Pepsinwirkung
vom Zustande des Substrats.

Dafi der Zustand des Substrats fiir die
Enzymwirkung von Wichtigkeit ist, haben schon
mehrere Antoren vermutet. So sagtT.Brails-
ford Robertson'): ,Der EinfluB der Kon-
zentration des zugesetzten NaCl auf die von
ihm hervorgebrachte Beschleunigung der tryp-
tischen Hydrolyse ist von groflem Interesse,
da er, soweit sich meine Beobachtungen aus-
gedehnt haben, von derselben Natur ist, wie
ihr Einfluf auf den Quellungsgrad, dem sich
Gelatineplatten unterziehen, wenn sie in Wasser
eingetaucht werden. Die Hydrolysenbeschieu-
nigung, welche durch das zugesetzte NaCl
verursacht wird, nimmt nicht mit wachsender
Konzentration des Na Cl zu, sondern zeigt (ebenso
wie die Quellung) bemerkenswerte Maxima und
Minima.* Hier ist also schon ausgesprochen,
daB zwischen der (tryptischen) Spaltung und
der Quellung des Eiweiles unter Umstinden
eine gewisse Parallelitit bestehen kann. Sehr
deutlich geht der Einfluf des Zustandes des
Substrats aus den Resultaten, die Johaune
Christiansen (unter Wo. Pauli) bei ihren
Untersuchungen erhielt, hervor!?). Bekanntlich

%) T. Brailsford Robertson, Die physi-
kalischre Chemie der Proteine, Uebersetzung von F.
A. Wynken (Dresden 1912), 379.

7 Ich hatte die interessante Abhandlung, Biochem.
Zeitschr. 47, 226 (1912), von J. Christiansen zur
Zeit meiner zweiten Mitteilung leider fibersehen. Es
darf im iibrigen nicht wundernehmen, dafi vom be-
kannten Laboratorium von Wo. Pauli, aus welchem
so viele Mitteilungen iiber Zustandsénderungen von
Kolloiden stammen, die, Frage nach der Bedeutung
des Zustandes des Eiweifles fiir die Enzymwirkung
gestellt wurde. Die Resultate von J. Christiansen
werden, so weit sie reichen, von den meinigen be-
statigt.

haben Losungen von Emulsoiden und darunter
Eiweifl im allgemeinen eine hohe innere Reibung.
Bei Zusatz von Séuren oder Alkalien geht diese
innere Reibung bei FiweiBlosungen durch ein
Maximum'8), nach der Annahme von Pauli
dadurch, dafl bei bestimmten H- oder OH-lonen-
konzentrationen, wobei die Ladung des Eiweifles
maximal ist (maximale Bildung von Eiweiionen),
auch dieHydratation und damit die innere Reibung
durch ein Maximum geht. E.J. Spriggs!®)
(unter Kossel) fand nun schon, daf durch
Pepsinwirkung diese hohe innere Reibung herab-
gesetzt wird. Christiansen konnte jetzt
zeigen, daB diese Herabsetzung mit einer Ge-
schwindigkeit, nur abhingig von der Grofle
der inneren Reibung, verliuft. EiweiBlésungen,
mit ganz verschiedenem Salzsauregehalte, aber
gleicher innerer Reibung werden vom Pepsin
gleich schnell angegriffen. Sie schliefit, ,daff
falls iiberhaupt ein Aziditdtsoptimum dieser
Pepsinwirkung existiert, ein solches in der Nihe
des Viskosititsmaximums, also eben beim loni-
sationsoptimum des Eiweiles gelegen sein mufi“.
Zu demselben SchluB kommt sie auch, als sie
die Verdauung mittelst der Bestimmung der
Zunahme der gebundenen Salzsiure verfolgt
und ebenfalls als sie die Geschwindigkeit der
Bildung von Azidalbumin -in L&sungen von
Serumalbumin durch Pepsin bestimmt. Sie
meint denn auch, daf# ,der lonisierung des
EiweiBes durch S4urezusatz fiir die Bildung der
ersten Abbauprodukte eine grofie und noch
nicht geniigend beriicksichtigte Bedeutung zu-
kommt*. Als sie die Pepsinwirkung mittelst der
Mett'schen Methode bestimmte, kam sie zu
anderen Resultaten“; das kann uns aber nicht
verwundern, denn bei dieser Methode liegen
so eigentiimliche Verhaltnisse vor, da sie wohl
als besonders ungeeignet zu diesem Zwecke
angesehen werden darf.

Wir sehen also, daB aus den bisherigen
Untersuchungen schon vermutet worden war,
daB entweder die Quellung oder die lonisation
des Eiweifles fiir die Spaltung oder wenigstens
fiir die ersten Spaltungen von Bedeutung sei.
Das ist nun auch wohl im voraus zu erwarten,
denn damit hiingt erstens die Oberfliche des
Substrats, besonders des noch nicht gelSsten,
zusammen und weiter ist man geneigt, anzu-
nehmen, dafi die Quellung selbst so zu sagen
der erste Schritt anf dem Wege der Losung

18) Wo.Pauli und H. Handovsky, Biochem.
Zeitschr. 18, 340 (1909); ibidem, 24, 239 (1910).

18y E. J. Spriggs, Zeitschr.f. physiol. Chem. 35,
465 (1902).
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und Qielleicht auch der weiteren Spaltung durch
Wasseraufnahme sei.

Es fragt sich nun aber, geeignete experimen-
telle Verfahren ausfindig zu machen, um die
Wirkung des Pepsins in ihrer Abhédngigkeit vom
Zustande des Substrats geniigend genau zu
erforschen. Das ist keineswegs eine leichte
Aufgabe. Sehen wir uns die verschiedenen

gebriuchlichen Methoden zur Bestimmung der

Pepsinwirkung an, so fillt es auf, daB die meisten
nur den Anfang der Verdauung angeben kénnen.
Es wird entweder die Menge des in Losung
gegangenen Eiweifles bestimmt (Mett, Griitz-
ner) oder es wird die Menge des schon anfangs
vollstindig geldsten EiweiBles, die nach einer
gewissen Zeit noch niedergeschlagen werden
kann, festgestellt. Ueber die weitere Wirkung
des Pepsins, machdem es ungelostes Eiweif
gelost, oder gelostes einigermafien gespalten
hat, sagen diese Methoden nichts aus. Nun
glaube ich zwar, dafi kein Grund vorliegt, in
dieser ersten Wirkung, z. B. der losenden, einen
anderen Prozef als in den nachfolgenden weiteren
Spaltungen zu erblicken, obgleich das von einigen
Autoren wohl getan ist, und man sogar die
Losung und die spiteren Spaltungen der Wirkung
verschiedener Enzyme zugeschrieben hat. Ob-
gleich man also z. B. die Pepsingehalte von
verschiedenen Losungen richtig nach Mett
oder Griitzner miteinander vergleichen kann,
4ndert sich die Sache, wenn es gilt, niheres
iiber das Wesen der Wirkung dieses Enzyms
zu erforschen. Denn besonders wenn sich
zeigen wird, daBl der Zustand des Substrats von
Wichtigkeit fiic die Wirkung ist, sieht man
leicht ein, dafl man zu ganz anderen Resultaten
kommen kounte, falls man einerseits die Wirkung
an dem in Lésung gehen von Eiweif, andererseits
an den Spaltungen von z.B. Albumosen studieren
wollte. Diese verschiedenen Substrate haben
ganz andere Eigenschaften; man muff annehmen,
daf die Oberfliche des Eiweifies relativ klein
ist, durch die Quellung (Hydratation des ge-
ladenen Eiweifles) wird verhdltnismiBig diese
Oberfliche nicht unbedeutend vergrofiert. Dabei
entstehen so grofie Komplexe, daf die innere
Reibung sehr merklich in die Hohe geht. Die
Albumosen dagegen, deren Teilchen in Lésung
viel kleiner sind, haben schon ohne gequollen
zu sein eine sehr grofie Oberfliche, so daB fiir
diese die Quellung in dieser Hinsicht nicht
viele Bedeutung mehr hat. Hier wird auch
die innere Reibung ebenso wenig als bei der
Hydratation von Salzionen, bei der Ladung der
Albumosenteilchen merklich vergroBert, obgleich

man doch annehmen muf}, daf} die geladenen Al-
bumosenionen ebenso gut als die Eiweilionen
sich hydratisieren. Ich konnte zeigen, dafl eines
der ersten Spaltstiicke des Eiweifles, die soge-
nannte Heteroalbumose bei Siurezugabe noch
ein Maximum der inneren Reibung, obgleich
schon von viel geringerer Hohe als Eiwei},
aufweist. Bei den kleineren Spaltstiicken, Proto-
und Deuteroalbumosen konnte ich keine Zunahme
der inneren Reibung mehr auffinden ebenso
wenig als bei Aminosduren. Wenn wir nun
einmal die Annahme machen, da einer von
den vielen Umstinden, wodurch die Pepsin-
wirkung bestimmt wird, die Oberfliche des
Substrats sei, dann sehen wir, da bei ungeléstem
oder auch bei geldstem Eiweif die Quellung
fir die ersten Spaltungen sehr wichtig sein
muf, dafl aber, sobald niedrigere Albumosen
entstanden sind, die Bedeutung der Quellung
wahrscheinlich in den Hintergrund riicken
wird, dal dann aber andere Umstinde in den
Vordergrund riicken konnten. Es wird also
sicher geboten sein, die Pepsinwirkung auf
verschiedene Weisen zu studieren, damit
man allmihlich die verschiedenen Umstinde,
die von Wichtigkeit sind, kemnen lernt. Ich
habe nun in erster Linie die Pepsinwirkung
auf ungelostes Eiweifs, dann aber auf geldstes
und weiter auch noch auf verschiedene Albumosen
studiert. Ueber die Ergebnisse wird in den
folgenden Kapiteln berichtet.

aj Versuche mit ungeldstem EiweiB.

Um die Wirkung des Pepsins auf ungeldstes
Fiweifl zu studieren, habe ich mich der Griitz-
ner’schen Methode bedient. Das Prinzip dieser
Methode beruht auf folgendem: Mit Karmin
gefirbtes Fibrin wird mit einer verdiinnten Siure
wihrend einer halben Stunde quellen gelassen,
nach dieser Zeit dndert sich die Quellung praktisch
nicht mehr. Sodann wird eine (sehr kleine) Menge
einer Pepsinlosung zugegeben, welche man
unter regelmifigem Schiitteln (z. B. jede halbe
Minute) eine kurze Zeit (fiinf bis zehn Minuten)
wirken 1a8t. Man filtriert dann iiber Glaswolle
und vergleicht die Farbe des Filtrats mit einer
in derselben Weise hergestellten Vergleichslosung
von ziemlich willkiirlicher Farbintensitit. Diese
Methode ist fiir die Bestimmung des Pepsins
(selbstverstindlich vergleichender Weise), ihrer
Einfachheit und Leichtigkeit der Ausfithrung
wegen wohl am meisten zu empfehlen??). Fiir

20) Siehe: L.J. Geselschap, Zeitschr. f. physiol.
Chem. 94, 205 (1915).
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meinen Zweck hatte diese Methode noch den
Vorteil, daf man sich unmittelbar ein Bild
des Zustandes des Eiweifies in der Weise machen
kann, daBl man die (scheinbaren) Volumina des
EiweiBles (anndhernd) miteinander vergleichen
kann. Je groBer die Quellung, um so grofer
das (scheinbare) Volum des Eiweifles. Um den
Einflufl von Siurekonzentration auf die Quellung,
das Auftreten eines Quellungsmaximums sowie
den verschiedenen EinfluB von verschiedenen
Salzen fiir Vorlesungszwecke zu demonstrieren,
machte ich auch von Karminfibrin Gebrauch.
Ich fand, daf wenn man richtig dargestelltes,
gut ausgewaschenes homogenes Karminfibrin
verwendet, und immer in genau derselben Weise
arbeitet, daf dann das scheinbare Volum dem
Quellungsgrade geniigend genau parallel ist.
Nur wenn das spezifische Gewicht der Losung
(groBe Sdure- oder Salzkonzentration) merklich
erhoht ist, und daher das Fibrin sich weniger

gut abzusetzen anfingt, muB man mit der Be-
urteilung etwas vorsichtig sein.

Aus den Versuchen mit dem Karminfibrin?!)
hat sich ergeben, daB der Angriff des Pepsins
auf ungelostes Eiweifl in erster Linie vom
Quellungsgrade abhingig ist. Die Menge des
gelosten Eiweifies war immer proportional dem
(scheinbaren) Volum des Eiweifles. Ich habe
Versuchsreihen mit sieben Sduren: Salzsidure,
Oxalsdure, Milchsdure, Phosphorsiure, Schwefel-
sdure, Essigsdure und Zitronensiure angestellt;
in jeder Versuchsreihe stieg die Enzymwirkung
mit der Quellung bis zum Quellungsmaximum,
bei noch groBerer Siurekonzentration nahm die
Quellung und auch die Enzymwirkung wieder
ab und zwar einander proportional. Maxima
von Quellung und Optima der Enzymwirkung
fielen immer zusammen. Als Beispiel sei hier
eine Versuchsreihe mit Phosphorsiure mitgeteilt.

Tabelle L

Versuchsreihe mit Phosphorsédure.

50 mg Karminfibrin.

Verdauungszeit 6 Minuten.

Zimmertemperatur. Die Quellung ist in Zentimetern angegeben. (Hohe des Fibrins.)
Phosphor- Normali- | Verdau- Messung des py nach der B
Nr, . Wasser sdure | Quellung | tat der jung(Skala Pepsinwirkung
e 0,5945 n. Phosphor-/desKolori-| 7 (Volt) ! I
| ccm cem cm siure | meters) (=) | P =
1 7.5 0,5 2.4 0,042 2,8 0,1186 I 2,746 0,0018 . d
2 7.0 1,0 2,9 0,071 305 | 01471 | 2,253 | 0,0056 [ ettt
3 6,75 1,25 30 . 0,086 3,25 0,1539 | 2,185 | 0,0073 epsinwirkung
4 6,5 1,5 2,9 0,101 3,00 . 01590 @ 2,045 I 0,0090 | pg = 1,947
5 6,0 2,0 2,6 0,131 290 ; - ‘ — — cg = 00113
6 5,0 3,0 2,3 0,190 2,70 01771 | 1,732 0,0185 |
7 4,0 4,0 2,3 0,250 2,20 - = —_
8 3,0 5,0 2,1 0,309 2,25 0,1872 | 1,556 0,0278 |

Man sieht, da8 das Maximum der Quellung
und der Verdauung bei ps = 1,947 vor und
2,135 nach der Verdauung liegt, also im
Mittel bei pm == 2,04. Selbstverstindlich sind
beide Maxima nur anndhernd festgestellt, be-
sonders weil weder die Quellung noch die
Verdauung ein sehr ausgepriigtes Maximum
zeigen, vielmehr besteht gewissermaflen eine
optimale Breite des Sauregehalts. Das aber
geht aus dieser Versuchsreihe, sowie aus den
anderen hier nicht mitgeteilten mit geniigender
Sicherheit hervor, daB Quellung und lgsende
Kraft parallel gehen. Besonders wichtig in
dieser Hinsicht war die Versuchsreihe mit
Schwefelsiaure; die Quellung war hier #uBerst
gering und in Uebereinstimmung damit die
Pepsinwirkung. Wihrend bei den anderen
Siuren fiinf oder héchstens zehn Minuten

geniigten, um die fiir die Bestimmung erwiinschte

Enzymwirkung zu erhalten, mufite ich bei
Schwefelsdure nicht weniger als 120 Minuten
wirken lassen. Bei den Versuchen mit Essig-
sdure zeigte sich eine Besonderheit. Hier ver-
liefen Quellung und Enzymwirkung nur bei
kleinen S#urekonzentrationen parallel, bei gro-
Berer Konzentration aber ging zwar die Enzym-
wirkung aber nicht die Quellung zuriick. Sogar
in gewdhnlichem Eisessig quillt Karminfibrin
noch sehr deutlich. Bei dieser Siure findet
Quellung nicht nur in Wasser mit wenig Siure,
sondern auch in Siure mit wenig Wasser statt.
Beide Arten von Quellung gehen allmihlich
ineinander iiber, wenn man zu Wasser immer
mehr Essigsdure gibt. Es sieht also so aus,
als ob das Eiweiff in den wasserreichen Ge-
mischen vom aufgenommenen Wasser, in den

21y Naheres iiber die Besonderheiten der Aus-
filhrang siehe in meiner zweiten Mitteilung loc. cit.,
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sdurereichen Gemischen aber von der aufge-
nommenen Saure quillt. In physikalisch-che-
mischer Hinsicht haben auch im {ibrigen Wasser
und Essigsidure Aehnlichkeit. Nun scheint aber
das Pepsin nur auf das durch Wasseraufnahme
gequollene Fibrin I6send zu wirken. Bei den
sehr essigsiurereichen Losungen findet zwar
eine gewisse Fibrinlosung statt, aber diese rithrt
von Siurewirkung her; bei #uflerst kleinen
Wassergehalten hért auch diese auf. Ich fand
bei Essigsiure zwei' Maxima der Fibrinlosung,
eine durch Pepsin- die zweite durch Saurewirkung.
Das Reaktionsoptimum fiir die Enzymwirkung
liegt bei Essigsdure bei etwas groferem pg als
bei den fibrigen Sauren; das 148t sich so erkldren:
Die H-lonenkonzentration in Essigsiurelésungen
ist sehr gering, zur Erreichung einer etwas
groBeren H-lonenkonzentration mu8 schon viel
Essigsdure zugegeben werden. Dann aber fingt
das Eiweil an von der Sdure aufzunehmen
und die Enzymwirkung wird gehemmt. Bevor
die H-Ionenkonzentration den Wert erreicht
hat, die sie bei z. B. Salzsiure im Reaktions-
optimum hat, geht bei Essigsdure die Enzym-
wirkung wieder zuriick, obgleich die Quellung
noch keineswegs abnimmt. Folgende Tabelle II
gibt die Lage der Mazima von Quellung und
Verdauung der verschiedenen S#uren.

Tabelle IL
! . Maximum der
Siure ? Mg;g‘fﬁ der Verdauung py als
g Mittel vor und nach

PH der Wirkung.
Salzsdure 2,05 2,23
QOzxalsdure 2,13 2,24
Milchsiure 2,21 2,42
Phosphorsiure 1,95 2,04
Schwefelsdure | 2,40 3,16
Essigsdure ! 2,55 2,81
Zitronensiure 2,18 2,36

In dieser Tabelle ist als optimaler pg der
Verdauung das Mittel aus pg vor und nach der
Verdauung gegeben; bei Schwefelsdure war pg
nach der Verdauung stark verschoben, das riihrt
vielleicht von einem eigentiimlichen Verhalten
dieser Siure gegeniiber dem Karminfibrin her;
3,16 als Mittel wird wohl.zu gro sein. Im
ibrigen sehen wir, dafi die Lagen der Optima
nicht alle identisch sind, pm ist am kleinsten
bei Phosphorsiure und Salzsiure, am gréften
bei Essigsdure und Schwefelsiure. Essigsiure
ist schon besprochen, bei Schwefelsidure macht
sich wohl die starke Lyophilie des SO,-lons
geltend.

V' (Leipzig 1914), 322,

Deutlich zeigt sich der Parallelimus zwischen
Quellung und Enzymwirkung, wenn mandiesieben
Sauren in ihren optimalen Konzentrationen ihrer
Wirkung nach vergleicht. Die Reihenfoige der
Séuren, nach der Gréfie der in denselben
stattfindenden Quellung ist folgende:

Milchsidure>Salzsdure=Phosphor-
sdure> Zitronensiure>0Oxalsdure>
Schwefelsdure, wobei Essigsiure ihres ab-
weichenden Verhaltens wegen fortgelassen ist.

Die Reihenfolge der Sduren, nach der GriBe
der in derselben erhaltenen Pepsinwirkung
ist folgende:

Milchsdure=Salzsdure>Phosphor-
sdure > Zitronensiure> Oxalsdure>
Schwefelsiure. Hier zeigen Milchsiure
und Salzsiure sich einander gleichwertig, obgleich
die Quellung in Milchsdure ein wenig stirker
als in Salzsiure war. Aber die Milchsdureldsung
war stirker als die Salzsdurelésung, und deshalb
kann bei weniger gut abgesetztem Fibrin sich
die Quellung bei Milchsiure etwas groéfier vor-
getduscht haben. Ziehen wir das in Betracht,
dann sind die beiden Reihen dieselben.

Vielleicht noch deutlicher geht der Zusammen-
hang zwischen Quellung und Pepsinwirkung
aus den Versuchen mit Salzen hervor.

Versuche mit Salzen.

Nach dem vorhergehenden kénnen wir
voraussagen, dafl diejenigen Salze, welche die
Quellung des Eiweiles am meisten beeintrich-
tigen, auch den groften Einfluf auf die Pepsin-
wirkung haben werden. Nun ist der Einfluff
von Salzen auf Eiweif von der Ladung dieses
letzteren abhingig; die Reihenfolge der Anionen-
wirkung auf positives Eiweifl in saurer Losung
ist gerade die entgegengesetzte von derjenigen
der Wirkung auf negatives Eiwei in alkalischer
Losung. Die Fillung von Eiweil in saurer
Losung wird z. B. von Anionen gemif der
folgenden Rejhe geférdert:

CH3 COO < Cl<xNOjz << Br<< J <<SCN.

In alkalischer Losung ist die Reihe genau
umgekehrt??). Fiir die Pepsinwirkung brauchen
wir saure Losungen und wir kénnen also far
die Salzanionenwirkung die erste Reihe erwarten.
Ich habe nun sieben Salze und zwar alle Natrium-
salze verwendet, namlich:

Chlorid, Zitrat, Azetat, Chlorat, Nitrat,
Rhodanat und Sulfat.

?2) R. Hober, Physikalische Chemie der Zelle
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Beim Salzzusatz hatte ich moglichst darauf
zu achten, daBl die H-lonenkonzentration sich
nicht dndere. Denn nur wenn diese praktisch
unverindert bleibt, kann man den Einfluf der
Salzanionen richtig beurteilen. Darum habe
ich die fiir die Pepsinwirkung gewiinschte saure
Reaktion durch Milchsidure so gut wie moglich
fixiert. Die Milchsiure hat als sehr schwache
Saure den Vorteil, da sie nicht leicht andere
Sauren ,in Freiheit setzen“ wird, was z. B. wohl
der Fall sein wiirde, falls ich Salzséure gebraucht
und dann u. a. Azetat zugegeben hitte.

Die gebrauchte Milchsdurekonzentration war
die optimale. Bei dieser optimalen H-lonen-
konzentration bedingt eine, kleine Aenderung
von dieser nur eine sehr kleine der Pepsinwirkung;
also auch falls durch die Salzzugabe die Reaktion
sich doch noch etwas #ndern wiirde, war eine
merkliche Aenderung der Pepsinwirkung dadurch
nicht zu befiirchten. Bei den Versuchen zeigte
sich, dal die Reihenfolge der Salze nach ihrem
Einfluff auf Pepsinwirkung und Quellung bei
hoheren Konzentrationen der Salze sich etwas
andern kann. Die niedrigste Salzkonzentration
gibt die Salzanionenwirkung wohl am reinsten;
daun sind die Aenderungen in der H-lonen-
konzentration sowie in dem spezifischen Gewicht
der Losungen (Einflufl des spezifischen Gewichts

Tabelle IIL

auf das Absetzen und das scheinbare Volum
des Karminfibrins) am geringsten.  Ich gebe
hier noch einmal die Resultate der Versuchs-
reihe mit den niedrigsten Salzkonzentrationen 23).
Die Messung des pu vor der Pepsinwirkung
geschah in einer Parallelversuchsreihe, wobei
dasPepsin durch allmihliches Erhitzen inaktiviert
worden war. Bei diesem langsamen Erhitzen
koaguliert das Pepsin nicht. Die Pepsinwirkung
in den Lgsungen mit Rhodanat und Sulfat
mufite linger als in den iibrigen L&sungen
fortgesetzt wérden, weil sonst keine mefbare
Wirkung sich ergeben hitte. Die Pepsinwirkung
wird wieder durch die Zahl des (Griitzner-
schen) Kolorimeters angegeben, in der sechsten
Vertikalreihe sind diese Zahlen auf dieselbe
Zeit (5 Minuten) der Wirkung umgerechnet
unter der Voraussetzung, daffi die (l6sende)
Wirkung des Enzyms proportional der Zeit ist.
Die Milchsidurekonzentration war 0,18 n., die
Salzkonzentrationen 0,0067 #quivalent (also

vom Zitrat z. B. % > 01,0067 Gramm -Mole-

keln pro Liter). Die Messung des pg war in
der chlorathaltigen Losung nicht gut moglich
{Oxydation an der Elektrode), die nitrathaltige
Losung lief sich bei der sauren Reaktion noch
messen.

Versuche mit Salzen.

‘ I ﬁDauer der U
1 . mgerechnet Pr
Nr. | Salz Quellung P'eﬁsm- " ISk{ala-t R vor nach
T l witkung olotimeter | § Mmut i i

i Natrium- t mm Minuten e ' der Pepsinwirkung

] !
1 Kein 34 5 5,85 !‘ 5,85 ’ 2,25 2,65
2 | Zitrat 26,8 5 i 5,3 i 5,3 2,42 2,69
3 | Azetat 26,5 5 ? 51 ’ 5,1 2,44 } 2,76
4 © Chlorid 25,4 5 4,8 4,8 ‘ 2,26 2,59
5 | Chiorat 250 | 5 46 ) 46 - —
6 Nitrat 23,8 “ 5 4,8 | 4,8 2,25 2,55
7 Rhodanat 18,1 1 9 . 2,0 1,1 2,25 2,51
8 Sulfat 11,7 : 20 | 2,8 0,7 | 2,29 : 2,71

Man sieht aus dieser Tabelle, daf die H-
lonenkonzentration durch die Salzzugabe nur
unbedeutend gedndert wird, nur beim Zitrat
und Azetat ist pp etwas vergrofiert, aber auch
diese Verschiebung kann auf die Pepsinwirkung
kaum Einfluff haben. Weiter ergibt sich, daff
die Reihenfolge der Losungen nach der Quellung
und nach der Pepsinwirkung wieder die gleiche
ist. Nur ist die Pepsinwirkung - beim Nitrat

28) Fiir nahere Besonderheiten siehe meine zweite
Mitteilung, loc. cit. 242,

eine Spur grofier als beim Chlorat, aber diese
Differenz fillt innerhalb der Bestimmungsfehler
des Kolorimeters; die Differenz der Quellungen
ist hier auch sehr gering. Wenn wir in Betracht
ziehen, daf die Quellung nur annihernd und
vergleichsweise bestimmt ist, so konnen wir
sagen, daBl aus den Salzversuchen auch wieder
deutlich hervorgeht, da8 fiir die ldsende Wirkung
des Pepsins die Quellung des Fiweifles in erster
Linie maBigebend ist. Die Reihenfolge der
Salze nach ijhrer hemmenden Wirkung auf die
Pepsinwirkung:
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Zitrat < Azetat < Chlorid < Chlorat
<Nitrat < Rhodanat <« Sulfat
geht parallel ihrem fillungsbefordernden Einfluf§

auf Eiweifl in saurer Losung.
CH, COO < Cl<<NO3<<Br< J< SCN (Hober).
Wir haben also gesehen, daB die losende
Wirkung des Pepsins auf ungelostes Eiweifi
vom Quellungsgrade abhingig ist. Wir wollen
nun sehen, was die bisherigen Versuche iiber
die Bedeutung des Zustandes des Substrats,
wenn dieses von vornherein gelost ist, gelehrt
haben.

b} Versuche mit geléstem EiweiB.

Wir sahen schon, daB die Resultate der
Versuche von J. Christiansen gezeigt haben,
daB der erste Teil der Pepsinwirkung auf gelostes
EiweiB, insoweit dieses sich durch die Viskositits-
abnahme messen 148t, von der Grofle dieser
inneren Reibung, das heifit also von der Quellung
abhingig ist. Das geldste noch ungespaltene
Eiweiff verhdlt sich also im ersten Anfang
der Verdauung so wie nocl ungelostes Ei-
weifi. Das Losen und die ersten Spaltungen
des gelosten Eiweifles bis zu Protalbumosen,
werden also in ihrer Geschwindigkeit beide
vom Quellungsgrade bedingt. Die Spaltung
des natiirlichen gelosten Eiweifiles bis zu Prot-
albumosen ist also ein Vorgang, der ganz mit
dem Losungsvorgang von z. B. Fibrin zu ver-
gleichen ist, bei beiden findet eine enorme
Oberflachenvergrofierung  statt.  Ich  glaubte
anfangs, daff auch fiir die weiteren Spaltungen
der Hydratationszustand des Substrats mafigebend
sein wiirde, aber es hat sich gezeigt, daB@ bei
diesen weiteren Spaltungen sicher andere Um-
stinde von gréferer Bedeutung sind. Wenn
das Substrat schon eine so grofie Oberfliche
als bei den Protalbumosen erhaiten hat, wobei
also die Beziehurigen zwischen Substratteilchen
und Wasser auch sehr innig sind und keine
nennenswerten Unterschiede in diesen Beziehun-
gen in der Mitte und an der Peripherie dieser
Teilchen mehr bestehen, dann scheint die
Bedeutung der Hydratation der Teilchen in den
Hintergrund zu geraten. Wenigstens konnen
wir bald sehen, daf bei linger fortgesetzter
Pepsinwirkung die Beziehung zwischen Quellung
und Verdauung undeutlicher wird. Als ich
das gefunden hatte, habe ich mir die Frage
vorgelegt, ob fiir den’ Anfang der Verdauung
doch noch nicht eine derartige Beziehung auf-
zufinden wire, und das hat sich unzweideutig
gezeigt. . Bei der Untersuchung nach der Pepsin-
wirkung auf gelostes Eiwei hat man die

schwierige Aufgabe diese Wirkung zu messen.
Die Lésung dieser Aufgabe wird immer eine
sehr unvollkommene sein, die Pepsinwirkung
in ithrem Verlauf richtig zu verfolgen ist wohl
nicht méglich. Ich habe zur Zeit die auch
von S. P.L. S6rensen gebrauchte Tannin-
Methode verwendet, welche fiir den vorliegenden
Zweck noch eine der geeignetsten Methoden
zu sein scheint. Nach Neutralisation der Ver-
dauungsfliissigkeit wird" eine nicht zu geringe
Menge Natriumazetat und sodann ein Ueber-
schufl an Tannin zugegeben. Ich fiillte immer
mit Wasser bis auf ein bestimmtes Volum an
und bestimmte in einem Teil des Filtrats (nach
zwei oder drei Tagen wurde filtriert) den
Stickstoff nach Kjeldahl.

Um nun mogliche Beziehungen zwischen
Quellung und innerer Reibung so deutlich als
moglich an den Tag treten zu lassen, habe ich
einerseits durch geeignete Salzzugabe grofle
Unterschiede in der inneren Reibung hervor-
gerufen, andererseits die Verdauungszeit so
kurz wie moglich gewihlt. Um aber mit der
Tanninmethode Resultate zu bekommen, muf
die Verdauung weiter fortgeschritten sein als
bis zu dem Punkte, wo die innere Reibung
wieder zu derjenigen der sdurefreien Losung
des EiweiBes herabgesuakenist. Dieses Absinken
der inneren Reibung bedeutet nur den aller-
ersten Teil der Spaltungen, es wird schon von
Spuren Pepsin in kurzer Zeit hervorgerufen.
Ich mufite eine kriftigere Wirkung haben und
machte die Versuche in folgender Weise:
Dialysiertes und filtriertes Rinderserum (Stick-
stoffgehalt 5,34 mg pro ccm) diente als Substrat;
10 ccm wurden in MeBkslbchen von 25 ccm ge-
bracht. Mit Wasser und Milchsiure nebst Salzlss-
ung wurde das Volum bis auf 21 ccm gebracht.
Die Losung wurde dann zu gleicher Zeit mit
einer Pepsinlosung (100 mg in 50 ccm Milchséure
0,169 n.) auf 37° gebracht. Als die Losungen
die Temperatur 37° angenommen hatten, wurden
4 ccm Pepsinlgsung zu der Eiweilosung gegeben
und genau fiinf Minuten verdaut, wihrend welcher
Zeit jede Minute geschiittelt wurde. Dann wurden
10 cem in ein MeBkélbchen von 50 ccm gegeben,
in welches zuvor die berechnete zur Neutralisation
benotigte Menge Natronlauge und 5 ccm einer
zweimolekularen Natriumazetatlgsung gebracht
waren. Dadurch wird die Verdanung sofort
abgebrochen. Sodann wurden 5 cem 15 proz:
Tanninlésung und Wasser bis auf 50 ccm zu-
gegeben. Nach zwei Tagen wurde in 25 ccm
des Filtrats der Stickstoff bestimmt. Eine zweite
Versuchsreihe aber mit unwirksamem Pepsin



264

Tabelle IV. Versuche mit kurzer Versuchsdauer.

o

Innere Reibung

! Verdauung

: ! Messung des ! i Mess des
Nt.: Salz | R £ PH Prozente Stickstoff ung Pr
- | Ablaufzeit = ' nicht vom Tannin !
‘ i Py €n . - niedergeschlagen i P | ftm
L | Sekunden | (Volt) . ] (Volt) i
| ‘ = ‘
1| Kein 145,4 ‘ 0,4273 2,502 1 0,0032 8,63 0,4376 - 2,681 0,0021
2| NaCl 1190 | 04321 2,584 0,0026 7,47 0,4385 2,606  0,0020
3 | Na; SO, 111,7 4 0,4295 2,540 0,0029 7,04 0,4385 = 2,696 | 0,0020

Die gesamte Milchsiurekonzentration war 0,2068 n; die Salzkonzentration 0,028 &dquivalent.

diente zur Bestimmung der inneren Reibung.
Die Tabelle 1V gibt die Resultate.

Aus der Tabelle sieht man, daB Quellung
und Verdauung in. gleicher Richtung gehen.
Die Verdauung ist hier aber schon weit iiber
den Punkt hinaus, wo die innere Reibung ganz
abgesunken sein wiirde, hier ist schon 7 bis
8,6 Prozent Stickstoff nicht mehr durch Tannin
zu fillen. Der SalzeinfluB ist dann auch relativ
klein, viel kleiner als z. B. der Einflu von
0,0067 dquivalent Sulfat beim ungelosten Eiweifs
(Tabelle III, S.262). Diese Versuchsreihe lehrt
uns den Uebergang zu den noch weiter fort-
geschrittenen Verdauungen kennen, wo der
SalzeinfluB nahezu verschwindet, wie wir unten
sehenwerden. Auch schon wihrend der Versuchs-
dauer war der Salzeinflu8 hier noch sehr deutlich
zu sehen. Bei der Pepsinwirkung auf Serum
entsteht als eines der ersten Spalistiicke ein
in Wasser und selbst in verdiinnten Séuren
ziemlich schwerloslicher Stoff (vielleicht Stoffe),
dem man den Namen Heteroalbumose geben
kann. Die Bildung dieses Stoffes veranlaBt
eine Trilbung der Verdauungsfliissigkeit. Wih-
rend der fiinf Minuten nun wurde 1 immer
mehr triibe, bis es am Ende stark triibe war;
2 dagegen wurde bedeutend weniger triibe
und 3 blieb nahezu klar. Die geringe Salz-
konzentration kénnte die gebildete Heteroalbu-
mose nicht in Losung gehalten haben.

Dergleichen Einfluff von Salzen habe ich
auch noch bei Versuchen mit Edestin beobachtet.

Dazu wurde Edestin in Milchsiure geldst
ond Pepsin zugegeben. Nach einer gewissen
Zeit wurde dann mit Natrinmchlorid oder
Ammonsulfat bis zur halben Sittigung kein
Niederschlag mehr erhalten. Diese Zeit war
nach Zugabe von Natriumchlorid oder besser
Sulfat ein wenig verlingert. Wir wollen nun
sehen, wie die Verdauung bei langerer Versuchs-
dauer und mit verschiedenen Siauren und unter
Zugabe von Salzen sich gestaltet. Ich habe
mit denselben Sduren und Salzen, welche frither

beim ungeldsten Eiweil gebraucht waren, Ver-
suchsreihen angestellt. Als Substrat diente
lange dialysiertes und filtriertes Pferde- oder
Rinderserum. Zur Bestimmung der Pepsin-
witkung wurde die Tanninmethode gewihit.
Die Verdauungszeit war meistens eine Stunde,
die Temperatur 379 Die Bestimmung der
inneren Reibung geschah mit einem nach dem
Ostwald’schen Prinzip selbst hergestellten
Inneren-Reibungsmesser von geeigneter Form,
die Temperatur -bei diesen Bestimmungen war
meistens 189%; an heilen Sommertagen habe
ich auch einige Versuchsreitien bei 25° angestellt.
Selbstverstindlich wurde das Pepsin in den
Losungen, die zur Bestimmung der inneren
Reibung dienen sollten, unwirksam gemacht
und zwar durch Erhitzen der sauren Loésung
und zwar sehr langsam bis etwa 80° Dabei
bleibt die Pepsinlésung klar. Im iibrigen war
die Einrichtung der Versuche nach dem Schema,
das schon oben beschrieben wurde.

3 s

Erste Versuchsreihe mit Salzsiure-Serum
enthalt 5,74 mg Stickstoff pro ccm. Pepsin-
losung 100 mg in 50 ccm Salzsiure 0,0116
n. 10 cem Serum, Wasser, Salzsdure, 4 ccm
Pepsinlosung, Gesamtvolum 25 ccm. In der
Tabelle ist die Differenz der relativen inneren
Reibung der Ldsung und der der Salzsiure
angegeben (siehe Tabelle V). '

Ablaufzeit des inneren Reibungsmessers mit
Wasser 111,4 Sek. Die Berechnung der inneren
Reibung als Differenz derjenigen der Lésung
und der reinen gleich konzentrierten Salzsiure-
I6sung geht von der Annahme aus, daf die
gesamte innere Reibung sich additiv aus zwei
Teilen zusammensetzt, einem vom Eiweifl, und
einem von der Salzsiure herriihrend. Das ist
keineswegs den Tatsachen entsprechend, schon
darum nicht, weil ein Teil der Salzsdure gebunden
ist, aber ich habe in dieser Weise doch noch
den Anteil des EiweiBes an der inneren Reibung
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Tabelle VII. Versuche mit Milchsfure.

Innere Reibung, 189 Verdauung Pu

Nr. Normalitét Ablaufzeit 'St 'St W Messung PR Prozente Stickstoff | Messung py nach d. Verdauung | Mittel vor

der Saure ! Soted LS. 7 . nicht vom Tannin 7T . :ﬁa an: der
Sekunden Losung  Saure| Volt PH — cH niedergeschlagen Volt PH CH erdaaung

1 0,0137 127,4 | 0,146 0,4983 3,732 11,85><10-4 — — — — —

2 0,0652 183,5 . 0,375 0,4606 3,079 18,33<10-4 — — — — —

3 0,0789 — , — — — — 18,87 0,4695 3,233 |5,84><10-4 3,11

4 0,1166 159,8 _ 0,423 — — — — — — — —

5 o 1304 — ! — — — — 23,26 0,4605 3,077 [8,39<10-4 2,96

6 0,1681 168,6 ! 0,497 0,4411 2,741 0,00182 —_ — — —. —

7 0,1818 — ,, — — -— — 23,78 0,4524 2,937 | 0,00116 2,83

8 0,2196 1784 0,582 — — — — — — — —

9 o,wﬁ 0 179,0 7 0,582 0,4324 2,590 0,00257 — — — — —
10 0,3568 184,0 | 0,592 0,4343 2,622 0,00239 — — - — —
11 0,3705 — ! — — — — 25,60 0,4373 2,676 | 0,00211 2,58
12 0,5283 191,0 0,620 — — — — - - — —
13 0,7136 —_ —_ — — - 23,12 0,4228 2,423 0,00377 2,31
14 0,9571 200,2 w 0,602 0,4057 2,127 0,00746 — — — — —
15 0,9708 — , — — — — 20,92 0,4146 2,281 0,00524 2,16
16 1,5997 242,4 0,744 0,3816 1,709 0,0196 — — — — —
17 rmHm» — — — — — 11,69 0,3861 1,788 0,0163 1,74
18 3,9787 495,0 1,859 0,3586 1,311 0,0488 — — — — —
19 3,9924 — — — —_ — 2,47 0,3601 1,336 | 0,0462 1,32

Die zur Bestimmung der inneren Reibung benutzten Losungen wurden nicht alle elektrometrisch untersucht;
der pg wurde fiir die Kurve interpoliert.
Tabelle VIII. Versuchsreihe mit Phosphorsiure.
|

1 0,0071 | 124,2 0,123 0,5177 4,068 8,54~ S,m” 4,16 0,5457 4,554 12,79><10-5 4,311

2 0,0309 | 165,0 0,489 0,4490 2,877 0,00133 ! 13,90 0,4823 3,456 ° |3,50><10-4 3,167

3 0,0428 | —_ —_— — — — 20,40 0,4688 3,221 [6,02><10-4 2,945

4 0,0547 177,3 0,595 | 0,4230 2,427 | 0,00374 23,00 0,4533 2,952 | 0,00112 2,689

5 0,0785 172,8 0,552 0,4092 2,188 0,00649 — - — — —

6 0,1023 172,8 0,549 0,4002 2,032 | 0,0929 25,73 0,4160 2,306 | 0,00494 2,169

7 0,1260 167,2 0,494 0,3945 1,934 0,0117 i — — — — —

8 0,1498 | 166,2 0,482 0,3905 1,864 0,0137 ! 25,60 0,4011 2,048 0,00896 1,955
9 0,1851 ! 160,8 ! 0,427 - 0,3854 1,775 0,0168 — — — — —
10 0,3043 | 156,7 i 0,373 0,3744 1,585 0,0260 25,73 0,3800 1,681 0,02083 1,633

11 0,4827 7 155,0 0,330 0,3647 1,416 0,0384 —_ — — — oy
12 0,6611 | — — — = — 25,08 0,3611 1,355 | 0,0442 1,335
13 1,1961 _ — — — f — — 24,04 0,3477 1,121 0,0757 1,111
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am besten hervorbringen konnen. Dies war
besonders bei den Sauren, welchein groBien Kon-
zentrationen gebraucht werden miiiten, wichtig
{Milchsidure, Essigsiure, Zitronensaure). Die
in den Tabellen angefiihrten elektromotorischen
Krifte (w) beziehen sich auf Messungen gegen
Normal - Quecksilber - Kalomelelektroden. Da
wihrend der Verdauung pwy sich etwas dndert,
habe ich zu den Kurven die Mittel der pg vor
und nach der Verdauung als die richtige be-
trachtet.

Die Tabelle VI gibt eine Uebersicht der
Versuche mit Oxalsiure. Pepsinlosung 100 mg
in 50 ccm Oxalsdure 0,02 n.

Die Tabelle VIl gibt die Resultate der Ver-
suchsreihe mit Milchsdure. Pepsinlosung 100
mg in 50 ccm Milchsiure 0,0858n, zum Teil
auch 0,1715n. Die Deutung der inneren Reibung
ist hier schwierig, weil von dieser Siure ziemlich
grofie Konzentrationen gebraucht werden miifiten
und die Losungen der Siaure selbst eine hohe
innere Reibung haben. Letztere wurde in reinen
Milchsdurelosungen bestimmt, so wie ich es
bei allen Siuren getan habe. Wir werden
spiter sehen, daB unsere Berechnung inso-
weit zum Ziele fithrt, als die berechnete Kurve
noch ein Maximum aufweist. Ich habe auch
versucht, die Quellung in Milchsdurelésungen
auf andere Weise festzustellen. Gelatinescheib-
chen, etwa 20 mg schwer, aus lange dialysierter
‘(elatine, wurden wihrend vier Stunden in den
betreffenden Milchsiurelosungen bei 189 ge-
lassen. Nach sorgfiltigem Abwischen wurde
sodann die Gewichtszunahme bestimmt, selbst-
verstindlich unter den nétigen Kautelen, um
Verdampfung vorzubeugen. Ich konnte in dieser
Weise ein Maximum der Quellung bei pg = 2,3
feststellen, wihrend aus der inneren Reibung
dieses bei pm = 2,4 gefunden wurde. Diese
Wigemethode zeigte sich aber doch nicht sehr
genau und ich habe sie dann auch nicht weiter
verwendet.

Die Tabelle VIII enthdlt die Resultate der
‘Versuchsreihe mit Phosphorsaure. Pepsinldsung
100 mg in 50 cem Phosphorsiure 0,0446 n.
{als zweibasische Saure betrachtet).

Ich komme jetzt an die Schwefelsiure.
Wegen der geringen Quellung in deren Losungen
hatte ich zuerst eine Versuchsreihe mit drei
Stunden Verdauungszeit angestellt. Als es sich
aber zeigte, dafl die Verdauung dabei weit
fortgeschritten war, habe ich sodann eine zweite
mit nur einer Stunde Verdauungszeit ausgefiihrt.
Die Verdauungskurven fiir drei und fiir eine
Stunde gehen parallel, auch die Maxima der

Verdauung befinden sich bei demselben py, nur
liegt die Kurve fiir drei Stunden bedeutend
hoher. Hier werden nur die Resultate der
Reihe mit einer Stunde Verdauungszeit ange-
fithrt.

Die Quellung oder innere Reibung steigt
nur sehr wenig an, die grofite Steigung ist
nur 0,079. Dennoch ist dié Verdauung in
einer Stunde nicht geringer als in den Losungen
der anderen Sduren. Auch die Lage des
Optimums ist (im Gegensatz zu den Versuchen
mit ungeldostem Eiweif, siehe S. 259 {f.) hier die-
selbe als bei den -anderen Séuren, jedenfalls ist
das optimale py nicht grofer.

Die Tabelle X gibt die Resultate der Versuche
mit Essigsiure. Pepsinlosung 100 mg in 50
cem Essigsdure 0,6833n. Dialysiertes, filtriertes
Serum, 7,16 mg Stickstoff pro ccm. Jedesmal
10 cem der Verdauungslosung in Kélbchen
von 100 ccm, in welchen NaOH und Natrium-
azetat, Tannin und Wasser bis 100 cem. Zur
Stickstoffbestimmung 50 ccm des Filtrats.

Die innere Reibung steigt bei den hier
gebrauchten Sdurekonzentrationen fortwihrend
stark an. Wenn die Konzentration 7-normal
ist, zeigte sich die innere Reibung von nahezu
derselben Grofeals in Nr. 9 der Tabelle. Nur bei
auBerst hohen Konzentrationen fillt die Quellung
wieder etwas ab. Dieses ist alles in Ueber-
einstimmung mit den fritheren Befunden beim
ungeldsten Eiweifl: starke Quellung sowohl
in wasserreichen als in essigsdurereichen L&-
sungen, in letzteren wohl durch Essigsiure.
Von einem Maximum der Quellung bei pg =
etwa 2,5 ist eigentlich nichts zu spiiren?).
Indessen ebenso wie beim ungeldsten Eiweil
zeigt sich auch hier ein Optimum der Verdauung
und zwar bei groffem pa (niedrigem Sauregrad).
Bei sehr niedrigen Azidititen, z. B. pg = 3,8
ist die Wirkung in Essigsdurelosungen gréfer
als in denjenigen der anderen Siduren; bei
grofleren Azidititen dagegen, z. B. bei pg =
2,3, bei welchem die Wirkung bei einigen
anderen Siuren nahezu maximal, ist diese bei
Essigsiure wieder nahezu unterdriickt.

Wir kommen jeizt zu unserer letzten Sdure,
der Zitronensdure. Pepsinlésung, 100 mg in
50 ccm Zitronensdure 0,1018 n.

Die Kurve der inneren Reibung Fig. 1 hilt
bei dieser Sdure die Mitte zwischen denjenigen
von Milchsdure und Essigsdure. Sie weist noch
einen gewissen Knick auf, so dafl man sich’

%) Die innere Reibung von Essigsiure- Wasser-
Gemischen weist ein Maximum auf.
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noch einigermafien iiber die Lage der maxi-

malen Quellung ein Bild machen kann.
Die Fig. 1 gibt eine Uebersicht fiber
die Bestimmungen der inneren Reibung,
pu als Abszisse und die berechnete re-
Figur I. lative innere Reibung als Ordinate. Fig. 2
gibt die Resultate der Verdauungsversuche,
pu als Abszisse, und die Prozente Stick-
Kurvel Salzsiure stoff als Ordinate. Bei der Betrachtung
T Oxalss dieser Figuren ist zu bedenken, daf nicht
” xalsaure alle Versuchsreihen mit demselben Serum
» M Milchsdure gemacht sind. Zu den Versuchen mit Salz-
o [V Phosphors dure sdure, Oxalsdure, Milchsiure, Phosphor-
P ©  sdure und Schwefelsdure wurde ein Serum
=V Schwefelsiure  mit 5,735 mg Stickstoff pro ccm, zu den
W Es ng Sdure V:ersuch‘en mit Essigsiiure und Zitronen-
séure ein solches mit 7,16 mg pro ccm
» VIl Zitronenséure oder 1,25 mal mehr genommen, Da-
. durch werden vielleicht die Kurven fiir
Heterodlbumose Viskositdt und fiir Verdauung eine Spur
% hsher geworden sein. Das Pepsin war
bei allen Versuchsreihen dasselbe Préaparat,

a7

Innere Reibung Serum-Eiweiss

il

”’1 welches sich trocken und im Dunkeln vor-
, ziiglich aufbewahren 146t26). Unterschiede
| 1 l | | in der Wirksamkeit koénnen also nur der
el b Art der verwendeten Saure zugeschrieben
E{ / 2 J 9 9 werden. Ich glaube im Ganzen die Kur-
ven der Figuren fiir den vorliegenden
Zweck miteinander vergleichen zu kénnen.
17 Vi Wenn wir uns nun zuerst nach
rgur der Reihenfolge der Kurven der
Verdauung Serum-Liweiss  inneren Reibung umsehen, so
L Kurve I Salzsiure,4 St sehen wir, daB diese von den
1 o T .- 1 &t. gebrauchten Siduren in fol-
v Il Oxalssure gepder_ Weise gefordert wird
. (Fig. 1):
» [V Milchséure )
x Milchsdure> Phosphor-
» I/Pﬁosp/wnsaure w . .
siure > Zitronensiure

» VI Schwefelsiure > Salzsdure> Oxal-

> VilEssigséure sdure> Schwefelsiure,
> 1l Zitronensiure

u

wobei Essigsaure wegen ihres
eigentiimlichen Verhaltens fort-
gelassen ist. Inwieweit die
Kurven fiir Milchsiure und
Zitronens#ure ein Bild der vom
Eiweifl herrithrenden inneren
Reibung (und Quellung) geben, -
ist auch etwas fraglich. Jeden-
falls scheinen die Differenzen
zwischen den inneren Rei-
bungen in den Losungen der
Sduren, Milchsdure, Phosphor-

l)l]lll!(f!lllllllll]li bt

P I 2 3 4 5 26) Siehe die Abhandlung von
H L.J.Geselschap, Toc. cit.

18
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siure und Zitronensdure in der Gegend des
Maximums nur klein.
Die Verdauung geht in abnehmendem MaBe
weit in den Losungen der Siuren (Fig. 2):
Phosphorsdure = Milchsédure>Zi-
tronensiure =Schwefelsdure> Salz-
siure> Oxalsdure> Essigsidure.
Wenn man im allgemeinen in beiden Reihen
auch einen gewissen Zusammenhang nicht ver-
kennen mochte, sicher ist, daB die Schwefel-

sdure ganz aus der Reihe fillt. Obgleich die
innere Reibung der Eiweifildsung von dieser
Sdure kaum etwas erhoht wird, wirkt sie auf
die Verdauung sogar giinstiger als die Salz-
siure. Wir sehen hier bei ziemlich weit fort-
gesetzter Verdauung also ein ganz anderes Ver-
halten als beim Losen des ungelssten Eiweifles.
Wir wollen nun sehen, wie es mit den Reak-
tionen fiir die maximalen Quellungen und die
optimalen Verdauungen steht.

Tabelle XIL
Maxima der inneren Reibung und Verdauung bei gel6stem Eiweifi??).

]_ Maximum der Maximum der
5 P : Quellung Losung
Saure mnerst;i %elbung Ve];giaLll)ung bei pg pg im Mittel
- H il aus frilheren Versuchen, siehe S. 261
]
Phosphorsdure . . . . . 2,4 1,9 1,95 ‘ 2,04
Milchsdure . . . . . . . etwa 2,4 2,65 2,21 2,42
Zitronensdure . . . . . . 2,3 (?) 2,5 2,18 2,36
Schwefelsdure . . . . . efwa 2,8 1,6 2,4 3,16 (®
Salzsdure . . . . . . . 2,65 1,95 2,05 2,23
Oxalsdure . . . . . . . 2,36 1,9 g 2,13 | 2,24
Essigsdure . . . . . . . ! ? 3,12 2,55 | 2,81
‘ .
Aus dieser Tabelle sehen wir, daB die | ich wieder dieselbenNatriumsalze, die auch frither

Maxima der inneren Reibung und der Verdauung
bei den starken Sauren: Phosphorsiure, Schwefel-
siure, Salzsdure, auch noch bei Oxalsiure,
ziemlich stark auseinandergehen, indem die

Maxima der inneren Reibung bei geringerem

Siuregrade gelegen sind. Bei den schwachen
Siuren: Milchsdure, Zitronensiure und wahr-
scheinlich auch bei Essigsiure, obgleich hier
die Lage der maximalen inneren Reibung nicht
bekannt ist, scheinen sich die beiden Maxima ein-
ander ziemlich zu n#hern. Die Lage der
maximalen inneren Reibung geht bei den ver-
schiedenen Sauren nicht sehr weit auseinander,
die Lage der maximalen Verdauung wechselt
dagegen viel stirker, zwischen 1,6 und 3,12.
Aus der Fig. 2 sehen wir noch, daB die Kurven
fiir die schwachen Sauren: Milchsiure, Zitronen-
sdure und Essigsdure viel schérfer zum Maximum
gehen, die ,optimale Reaktionsbreite® ist hier
viel kleiner als bei den starken S#uren.
Sodann habe ich einige Versuchsreihen ange-
stellt, um den EinfluB von Salzen auf die
Verdauung von gelostem Eiweil bei lingerer
Verdauungszeit kennen zu lernen. Dazu habe

27y Seizaburo Okada (Tokio) gibt, The
Biochemical Journal 10, 126 (1916), neuerdings fiir
die optimale Reaktion in Salzsiure cy =4 ~ 102
Zwischen 1,7><10-2 und 5,8 <10-2 dnderte sich die
Wirkung nicht wesentlich.

von mir beim ungeldsten Eiweiff verwendet
waren, gebraucht, also Zitrat, Azetat, Chlorid,
Chlorat, Nitrat, Rhodanat und Sulfat. Eine
dieser Versuchsreihen sei hier beschrieben.
Um die H-lonenkonzentration festzulegen,
habe ich wieder Milchsidure gebraucht, Gesamt-
konzeniration 0,2212n. Die Salzkonzentrationen
waren in der hier vorgefithrten Versuchsreihe
0,007 &quivalent. Pepsinlésung 200 mg in
100 ccm Milchsdure 0,1482 n. Verdauungszeit
30 Minuten. Tabelle XIII gibt die Resultate.
Die Aenderungen der H-Ilonenkonzentration
durch die Salzzugabe sind klein, héchstens bei
Zitrat und Azetat kdnnen diese einigermafien
einen Einfluf auf die Verdauung haben. Diese
ist aber zu vernachlissigen (siche Fig. 2, Kurve
fiilr Milchsaure). Etwas groBer kann der Einfluf
auf die innere Reibung sein. Der EinfluB der
Salze auf die Verdauung in 30 Minuten ist
klein. Doch ist er noch zu sehen. Das Sulfat
hat am meisten hemmend gewirkt; das Rhodanat
hat sicher mehr hemmend gewirkt als aus der
Tabelleersichtlichist, dennich fand, da Rhodanate
den Kjeldahl-Stickstoffwert erhohen, gleich so
wie Nitrate. Deshalb ist auch der Wert 17,23
fiir NaNQOjz entschieden zu hoch. Wenn wir
das in Betracht ziehen, dann sehen wir, da
die die Quellung in saurer Losung am meisten
beeintrichtigenden Salze, Sulfat und Rhodanat,
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Tabelle XIII. Versuchsreihe mit Salzen.

Innere Reibung, 18° Verdauung, 379. 30 Minuten -
Nr.| Salz Ablauf- Messung pg Prozente Stickstoff |Messung pgrnach d.Verd. | Mittel vor
: zeit T ! nicht vom Tannin P o . u\r/ld gach (:ger
pa ! cgm jedergeschlagen H H erdauun
Sekunden| Volt nicdergeschiag Volt ‘
; v
1| Kein 1951 |0,4274 | 2,503 | 0,00314 17,34 0,4395| 2,713 | 0,00194 2,608
2; NaCl 172,4 |0,4279 | 2,512 0,00308 | 17,13 0,4402| 2,726 | 0,00188 2,619
3 { NaCNS | 164,1 |0,4287 | 2,525 0,00298 | 16,27 0,4395| 2,713 | 0,00194 2,619
4 1 Na,SO, | 160,1 10,4279 | 2,512 0,00308 16,05 0.4405| 2,730 | 0,00186 2,621
§ | NaNQg | 1703 |0,4283 | 2,519 0,00303 17,23 0,4402| 2,726 | 0,00188 2,622
6 | NaCiQg | 1739 10,4283 | 2,519 | 0,00303 16,27 0,4402| 2,726 | 0,00188 2,622
7 | Na-Zitrat| 174,6 10,4342 | 2,622 | 0,00.39 16,49 0,4452| 2,812 | 0,00154 2,717
8 |Na-Azetat] 174,8 |0,4354 | 2,642 0,00228 | 16,27 10,4452] 2,812 | 0,00154 2,727

L)

hier die Verdauung auch am meisten gehémmt
haben. Ich habe weitere Versuchsreihen mit
grofieren Salzkonzentrationen und auch lingeren
Verdauungszeiten angestellt; bei den ersteren
wirken die auftretenden Aenderungen im pgm
storend und bei lingerer Versuchsdauer ist der
EinfluB der Salze kaum mehr zu verkennen.
Nachdem alsc aus dem bisher Mitgeteilten
deutlich hervorgegangen war, da die Ver-
dauungskurven fiir den Anfang und den weiteren
Verlauf nicht dieselben sein konnen, habe ich
mir die Aufgabe gestellt, die Pepsinwirkung
auf die verschiedenen Gruppen von Spaltstiicken
etwas genauer zu studieren. Die Resultate von
den ersten Versuchsreihen in dieser Richtung
kann ich hier schon mitteilen.

¢) Pepsinwirkung auf Albumosen.

Ich habe mir drei Gruppen von Albumosen
hergestellt. Eine groe Menge wiederholt
ausgewaschenes und nahezu farbloses Fibrin
wurde mit Pepsin-Salzsiure verdaut, bis das
Eiweil nahezu gelost war. Die Halfte der
Losung wurde sodann zum Kochen erhitzt und
Natronlauge zugegeben, bis der iso-elektrische
Punkt des gebildeten sogenannten Azidalbumins
erreicht war. Sofort wurde heifi filtriert; im
Filtrat setzte sich beim Abkiihlen eine erste
Fraktion der sogenannten Heteroalbumose ab.
Diese wurde abfiltriert, ausgewaschen und sodann
in siedendem Wasser geldst und zum zweiten
Male durch Abkiihlen niedergeschlagen, sodann
ausgewaschen und in Vakuo iiber Schwefelsidure
getrocknet (Erste Gruppe von Albumosen: Hetero-
albumosen).

Das Filtrat der Heteroalbumose wurde mit
Ammonsulfat halb gesittigt, wodurch der Rest
der Heteroalbumose und die sogenannten Prot-
albumosen niedergeschlagen werden. Der

Niederschlag wurde  dialysiert und mit etwas
Alkohol versetzt, wodurch Heteroalbumose sich
absetzt, Protalbumosen gel6st bleiben. Im
Filtrat dieser Heteroalbumose werden die Prot-
albumosen ‘durch mehr Alkohol gefillt. Die
zweite Hilfie der Verdauungsfliissigkeit wurde
nach 48 Stunden in derselben Weise verarbeitet,
wobei keine nennenswerte Menge Heteroal-
bumose, auch nur wenig Protalbumosen, aber
viel Deuteroalbumosen erhalten wurden, welche
letzteren durch vollige Sattigung mit Ammon-
sulfat der betreffenden Losungen gefallt wurden.
Alle Fraktionen wurden durch Dialyse und
durch zweimaliges Fallen mit Alkohol gereinigt.
Mit diesen drei Gruppen von Albumosen habe
ich nun Verdauungsversuche angestellt.

Fiir die Versuchsreihe mit Heteroalbumosen
wurde eine 4,3prozentige Losung in Salz-
sdure 0,0275 n. gemacht. Bei 379 war diese
Losung ganz klar. Der Stickstoffgehalt war
6,79 mg pro ccm. Pepsinlosung” 125 mg
Pepsin in 50 ccm Salzsdure 0,012 n. Weil
die Heteroalbumosen ziemlich schwer angegriffen
werden, wurde 60 Minuten verdaut. Die Be-
stimmung der inneren Reibung geschah bei
250; Ablaufzeit mit Wasser 96,0 Sekunden.

Bei den Heteroalbumosen war noch ein
deutliches Maximum der inneren Reibung zu
erkennen; bei den Protalbumosen ist die innere
Reibung bei allen Sauregehalten gleich (die
kieine Erhdhung bei Nr. 6 rihrt vom grofien
Sauregehalt her).  Die Tabelle XVI gibt
die Resultate der Versuche mit Deuteroalbu-
mosen. DieLdésung derselben enthielt 4,38 Proz.
und 0,0039 n. Salzsdure; Stickstoffgehalt 5,28
mg pr ccm.  Pepsinlosung 125 mg Pepsin in
50 cem Salzsdure 0,0121 n. Verdauungszeit
30 Minuten.

18%
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Tabelle XIV. Versuchsreihe mit Hetercalbumosen.

Innere Reibung, 25° Verdauung, 379 60 Minuten

Normali- ) . Pu
Nr.| tit der |Ablaufzeit Messung py Prozente Stickstoff | Messung PH”a,Ch d.Verdg.| Mittel vor

Salzsaure | Sekunden | nicht vom Tannin | und nach der

| Volt | PH CH niedergeschlagen | “yg1y | PH ¢y Verdauung

11 00129 125,60,307| 0,5004 | 3,769 |1,70><10:4 5,77 0,5126 | 3,980 1,047><10-4 3,874
2| 00189 132,8/0,365|0,4629| 3,119 7,65><10-4 11,68 0,4854 | 3,508 | 3,10><10-4 3,314
3| 00280 133,90,379/0,4183 | 2,345| 0,00452 12,68 0,4534| 2,954 ¢ 0,00111 | 2,650
4 ' 00390 |130,4/0,343/0,3936| 1,917 | 0,01211 12,36 0,4112 2,222 = 0,00599 2,070
5, 00731 |124,3/0,283/0,3661 | 1,440 0,0363 12,47 0,3714| 1,532 | 0,0294 | 1,486
6 . 01333 1118,9,0,229/0,3470 1,110 0,0776 11,90 0,3489| 1,143 | 0,0720 | 1,127
7. 0,233 :117,3/0,215{0,3315 0,841 | 0,144 11,10 0,33341 0,874 | 0,134 0,858

St

St e
Unter % sind die Differenzen [’_‘] — [“']
' SotodLosung LSotedSalzsiure

Tabelle XV enthidlt die Resultate der Ver-
suche mit Protalbumosen. Die Losung dieser
Albumosen enthielt 4,3 Proz. und 0,00386n.

verzeichnet.

Salzsaure; 5,84 mg Stickstoff pro cem. Pepsin-
losung 1256 mg Pepsin in 50 ccm Salzsiure
0,0120n.

Tabelle XV. Versuchsreihe mit Protalbumosen.

! Iﬁnere Reibung, 25¢ Verdauung, 379 30 Minuten ’ Pu
Normali- ‘
- . Messung pyg Pr te Stickstoff Messung PHE nachd\/erd1 Mlttel vor
Nr.! @t d . ozente Sticksto
! Saalzsairre Ablaufzeit T "nicht vom Tannin und nach der
'Sekunden| Volt | PH CH niedergeschlagen Volt Pr Cu i Verdauung
1| 0,0034 103,5 |0,5607 4,814 1,54><10-5i 22,44 0,5651] 4,891 129><10-5[ 4,852
21 00094 103,5 10,5107 | 3,948 11,13><10-4 28,01 0,5184 4082 8,28><10-5; 4,015
3 0,018 103,3 10,4568 | 3,013 19,70><10-¢, 29,02 0,4772 3368 14 29><10-4; 3,190
4 | 0,0636 102,9 ]0,3707 | 1,520 0,0302 | 27,34 0,3744 1584 | 0,0261 1,552
51 0,1238 104,0 10,3491 | 1,145 0,0716 } 25,29 0,3504 1169 ] 0,0678 | 1,157
6 | 08962 107,5 10,2969 | 0,241} 0,574 | 10,94 0,2955 0,217 0,607 | 0,229
Tabelle XVI Versuchsreihe mit Deuteroalbumosen.
| Innere Reibung, 259 \ Verdauung, 3790 30 Minuten 1 !
Normali- | & & Pu
ali- .
.. . Messung pg | Prozente Stickstoff | Messung py nach d.Verd.| Mittel vor
| tat nte Sticksto
Nr Seﬁzs‘;ﬁie Ablauizeit } > nicht vom Tannin | x° b u&teirg:‘ih c}iger
i c i { ¢ ‘ un
ISekunden Volt ; H H niedergeschlagen | volt H H |
11 0,0035 102,5 10,6957 | 7,154 7,01><10-8 29,94 0,7011} 7,249 |5,64><10-8 7,202
21 0,0095 104,1 10,5791 | 5,134 |7,34><10-6 32,59 0,58241 5,191 16,44><10-6 5,163
3! 0,0186 1044 10,5130 | 3,988 |1,03><10-4 42,47 0,5189] 4,089 |8,14><10-5 4,039
4] 0,0637 103,3 10,3787 | 1,659 | 0,0219 ' 42,05 10.3827] 1,728 | 0,0187 1,693
50,1239 1040 10,3511 | 1,180| 0,066 40,77 0,3526| 1,207 | 0,0621 1,194
Auch bei den Deuteroalbumosen ist, wie | albumosen und Deuteroalbumosen ist das nicht

zu erwarten war, von einer Steigung der inneren
Reibung nicht die Rede. Also nur noch bei den
demurspriinglichen Eiweiff am ndchstenstehenden
Heteroalbumosen haben die Teilchen noch eine
derartige Grofie, dafl sie bei der Hydratation
die innere Reibung noch merklich beeinflussen,
bei den niedrigeren Spaltstiicken, den Prot-

mehr der Fall. Natiirlich ist das noch weniger bei
den noch niedrigeren Abbauprodukten, wie
Peptonen und Aminosiuren (die bei der Pepsin-
wirkung in sehr kleinen Mengen abgespalten
werden) der Fall. Beim Alanin habe ich es
noch einmal untersucht und keine Spur einer
Zunahme der inneren Reibung bei Siurezugabe
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ung der Albumosen wiirde man schliefien,

i}gE daf} falls man FEiwei lingere Zeit ver-
i daute, die Lage der optimalen Reaktion

i sich nach der weniger sauren Seite ver-

0 - u schieben wiirde; aus den Untersuchungen
! Figur [ll Sorensens jedoch geht unzweideutig

L ’,’gfj:}"’;[e{ Mbumeseo  hervor, daB bei langerer Verdauungszeit die
20 » Il Profo- optimale Reaktion sich nach der sauren
i } v M Deters: Seite verschiebt. Zwar sind meine Be-

0 - stimmungen alle bei verhéltnismaBig kurzer
- Versuchsdauner (30 oder 60 Minuten) aus-
el Ll el n Ly gefithrt, so daB  weitere Versuche mit
Bt 2 8 ¢ 5 6 7 lingerer Versuchsdauer vielleicht noch

Fig. 3 neue Gesichtspunkte liefern konnen. Jeden-

gefunden. In Pig. 1 ist die innere Reibung falls kann die Verschiebung der optimalen Re-
der Heteroalbumosen verzeichnet. Fig. 8 gibt aktion bei einer Verdauungszeit von z. B. einer

uns die graphische Darstellung der Resultate,
mit den verschiedenen Albumosen erhalten;
hier ist wieder pg Abszisse und die Prozente
Stickstoff sind die Ordinate. Besonders bei
der Gruppe der Deuteroalbumosen sind Stoffe,
die auch ohne Enzymspaltungen vom Tannin
nicht mehr niedergeschlagen werden, die Kurve
liegt deshalb im ganzen hoch. Im iibrigen
sind die Kurven tiberaus interessant. Erstens
sind sie sehr flach, die optimale Reaktion hat
eine groBe Breite, aber zweitens ist die Lage
der optimalen Reaktionsbreite nicht bei allen Albu-
mosen dieselbe und auch eine andere als beim
Serumeiwei. Die optimale Reaktion fiir letzteres
in salzsaurer Losung befindet sich etwa bei
pe = 1,9; fiir die Heteroalbumose bei etwa
pe = 2,2, fiir Protalbumosen bei py = 2,8
und fiir Deuteroalbumosen bei pm = 2,9.
Weitere Versuche miissen lehren, inwieweit
die gewiihlte Methodik hier Einflu§ haben kénnte.
Wenn diese Resultate sich aber bestitigen, dann
geht hieraus hervor, da8 die Lage der optimalen
Enzymwirkung von der Art des Substrats ab-
hangig ist. DaB der Zustand des Pepsins also
ein Rolle spielen wiirde, wird unwahrscheinlich.
Denn beim Anfang der Verdauung hat die
Quellung des Eiweiles die grofite Bedeutung;
wenn diese gleich grofi, dann ist auch die
Pepsinwirkung gleich. Und jetzt sehen wir, daf
auch fiir die weiteren Spaltungen der Zustand
und die Art des Substrats die Lage der optimalen
Wirkung bestimmt. Das Pepsin ist, wie wir
sahen, in sauren Losungen immer negativ ge-
laden; wenn diese Ladung von Bindung nega-
tiver lonen herrithrt, dann hat doch die Art
dieser Anionen keine grofie Bedeutung, inso-
weit deren EinfluB auf das Pepsin selbst in
Betracht kommt (man vergleiche Tabelle II,
Seite. 261). Aus den Kurven fiir die Verdau-

Stunde durch die weitere Verdauung der Albu-
mosen, wenn man die sehr grofie optimale
Reaktionsbreite (Fig. 3) der Verdauungskurven
bei dieser Verdauungszeit ansieht, nicht sehr
bedeutend sein 28),

Um die Resultate noch etwas besser beurteilen
zu konnen, habe ich untersucht, inwieweit
bei den hier in Betracht kommenden Siuregraden
eine Zerstérung des Pepsins eine Bedeutung
haben konnte. Von den betreffenden Versuchen
seien hier zwei mitgeteilt. Es wurden zwei
Pepsinlosungen hergestellt, beide von 10 mg
Pepsin, aber das eine Mal in 50 ccm Salzsdure
0,0005 n., das zweite Mal in 50 ccm Salzsiure
0,3 n. Beide Ldsungen wurden mit einer Spur
Thymol versehen und in geschlossenen GefiBen
auf 37° gehalten. Die Azidititen sind hier
aufler den Grenzen derjenigen in den obigen
Versuchsreihen gebraucht; denn die erste Lasung
reagierte Lackmus gegeniiber gar nicht sauer
und die zweite, in welcher nur eine unbedeutende
Sauremenge von den 10 mg Pepsin gebunden
sein konnte, war entschieden saurer als je eine
der in den Versuchsreihen gebrauchten. Jeden
Tag wurde nun die Wirksamkeit der Pepsin-
lssungen bestimmt und zwar mitttelst der
Griitzner'schen Methode. Es wurde also die
fibrinlosende Kraft des Pepsins bestimmt, und
wie ich oben schon gesagt habe, glaube ich,

2) Das Reaktionsoptimum der Eiweifverdauung
hatte sich bei vier Stunden Verdauungszeit (in Salz-
sdure) nicht verschoben. (Siehe Kurvel, Fig. 2, S. 269.)
Diese Versuchsreihe war schon frither ausgefiihrt
(2. Mitteilung). Auch bei einer Versuchsreihe mit
Schwefelsdure und drei Stunden Verdauungszeit,
welche ich zuerst angestellt hatte, in der Meinung,
daf} die Verdauung in Schwefelsiure niedrig sein wiirde,
war das Optimum nicht verschoben. ~Nun sind
allerdings drei oder vier Stunden noch immerhin
relativ kurze Verdauungszeiten.
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da man in dieser Weise sehr gut die Wirk-
samkeit verschiedener Pepsinlésungen unterein-
ander vergleichen kann. Wenn mit der Griitz-
n e r'schen Methode gefunden wurde, daB nach
einigen Tagen die Wirksamkeit der Pepsin-
I5sungen nicht abgeschwicht war, dann glaube
ich, daf auch die verdauende Kraft, geléstem
Eiweif gegeniiber und z. B. mit der Tannin-
methode bestimmt, sich als unveréindert gezeigt
hitte. Jeden Tag wurde nun zum Vergleich
eine Pepsinlosung (10 mg) von Standardpepsin
(trocken und im Dunkeln aufbewahrt) in 50 ccm
Salzsiure von 0,2 Proz. gemacht und zwar
immer in genau derselben Weise. Ich fand, dafl
die nahezu neutrale Pepsinlésung ihre Wirksam-
keit am besten behielt. Diese war in drei Tagen
(379 nur auf 93 Proz. gesunken. Weit weniger
haltbar zeigte sich die stark saure Losung,
indem ihre Wirksamkeit in drei Tagen bis auf
36 Proz. gesunken war. In erster Anndherung
wiirde das einen Verlust an Wirksamkeit von 0,1
resp. 0,9 Proz. pro Stunde bedeuten. Wenn
also wirklich auf diese Weise ein zuverldssiges
Bild der verdauenden Kraft des Pepsins gefunden
wurde, dann koénnen wir schliefen, daff bei
Verdauungszeiten von etwa einer Stunde nur
in den Lésungen mit den groBten Sauregehalten
das Absinken der Pepsinwirksambkeit eine iibrigens
noch immer geringe Rolle spielen kann. Unsere
Verdauungskurven kénnen also von der Enzym-
zerstorung nur insoweit beeinflufit sein, daB
dadurch die absteigenden Aeste an der sauren
Seite etwas zu niedrig und die optimale Re-
aktion ein wenig nach der weniger sauren Seite
verschoben ist. Bei einer Stunde Versuchs-
dauer ist die Verschiebung aber sicher klein.

Diskussionder bisherigen Resultate.

Wenn wir die Resultate der Untersuchungen
von den verschiedenen Autoren iiber dieses
Thema der Pepsinverdaunung noch einmal fiber-
sehen, so konnen wir folgendes schliefien:
Das Pepsin hat, wenn es so rein wie jetzt
moglich dargestellt ist, keinen iso-elektrischen
Punkt, sondern ist in sauren Losungen immer
negativ geladen. Wenn es mit Eiweil oder
Albumosen zusammengebracht wird, verbindet
es sich zum Teil mit diesen Stoffen und es
kann bei geniigender Menge von diesen einen
iso-elektrischen Punkt vortiuschen. Mit Amino-
siuren verbindet sich Pepsin nicht, obgleich
die Ladung in sauren Losungen eine entgegen-
gesetzte ist und man eine Verbindung oder
Adsorption erwarten wiirde. Wo die negative
Ladung herriihrt, wissen wir nicht, aber man

kann vermuten, daff Verbindung oder Adsorption
mit Anionen dafiir verantwortlich ist. Man
wiirde dann aber auch vermuten, daf} die Art
dieser Anjonen fiir die Wirksamkeit von Be-
deutung sei, aber das scheint nicht der Fall
zu sein. Die 18sende Kraft von Pepsin ist in
Losungen von den verschiedensten Siuren
dieselbe, falls nur der Zustand des zu I8senden
Eiweifies derselbe ist. Ebenso ist die spaltende
Wirkung auf geldstes Eiweifl unabhingig von
der Menge Anionen, insoweit man nur die
ersten Spaltungen (durch Messung der Abnahme
der inneren Reibung) in Betracht zieht (J. Chri-
stiansen). AuchZugabe von den verschieden-
sten Anionen zu der Verdauungsfliissigkeit indert
die verdauende Kraft nur unwesentlich. Inwie-
weit die fiir die Verdauung wichtigen H-lonen
den Zustand des nicht amphoteren Pepsins
und dessen Wirksamkeit beeinflussen konnen,
1Bt sich schwer sagen, aber bis auf weiteres
mochte man schlieBen, daB fiir die Wirksamkeit
des Pepsins nicht so sehr der Zustand des
Pepsins als wohl derjenige des Substrats ins
Auge zu fassen sei??).

Es hat sich namlich gezeigt, daf die l6sende
Kraft des Pepsins, das heifit die Geschwindigkeit,
mit der es ungelostes Eiweifl zur Losung bringt,
nur vom Quellungszustande dieses Eiweifles
und gar nicht von der Art der anwesenden
lonen abhingt. Bei jeder Saure fallen Maximum
der Quellung und der Losungsgeschwindigkeit
zusammen (ausgenommen bei Essigsdure, in
deren Losungen die Quellung Besonderheiten
darbietet) und bei verschiedenen Sduren ist
letztere auch wieder nur abhingig vom Quellungs-
zustande. Die Reihe der Sduren nach ihrem
quellungbeférdernden EinfluBl ist auch diejenige
der Geschwindigkeiten der in ihren Loésungen
stattfindenden Eiwei} - Auflosungen. DieReiheder
Salze, nach ihrer hemmenden Wirkung auf die
Verdauung, ist dieselbe als diejenige der quel-
lunghemmenden Wirkung in saurer L&sung.
Die Reihenfolge der Salze nach ihrer hemmenden
Wirkung auf die Pepsinwirkung ist z. B.

Zitrat < Azetat <« Chlorid <« Chlorat <
Nitrat<Rhodanat < Sulfat.

Aber nicht nur was die Wirkung auf ungelostes
Eiweif} anbetrifft, sondern auch die erste spaitende

29) J. Christiansen, Biochemische Zeitschrift,
46, 257 (1912) gibt an, daB8 die optimale Aziditdt fiir
menschliches Pepsin bedeutend niedriger liegt als fiir
tierisches. Sie hat aber nicht mit reinem Pepsin ge-
arbeitet, sonst wiirde dieser Befund doch wieder auf
einen Zusammenhang zwischen Art oder Zustand des
Pepsins und optimale Reaktion hinweisen.
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Wirkung auf geldstes Eiweif wird anscheinend
nur vom Zustande dieses bestimmt. Denn J.
Christiansen (unter Wo. Pauli) hat zeigen
konnen, daf diese Spaltungen in ihrer Geschwin-
digkeit nur vom Quellungszustande des Eiweifles,
gemessen durch die innere Reibung, abhiingig
sind. Weiter habe ich gezeigt, daB die Ge-
schwindigkeit der Verdauung fiir die erste Zeit
wieder besonders von denjenigen lonen gehemmt
wird, die die Quellung am meistenbeeintrichtigen.
Und fiir die tryptische Verdauung weist T.
Brailsford Robertson auf den Zusammen-
hang zwischen der Wirkung von NaCl auf die
Geschwindigkeit der Verdauung und auf die
Quellung hin.

Wenn die Verdauung weiter fortschreitet,
andern sich die Verhiltnisse. Die Verdauungs-
versuche mit verschiedenen Ssuren lassen dann
noch wohl einigen Zusammenhang mit der
Quellung des EiweiBles verkennen, aber hier
treten doch sicher andere Faktoren ins Spiel,
denn die Schwefelsdure z. B., in deren Losungen
die Quellung des Eiweifles, insoweit man diese
aus der inneren Reibung beurteilen kann, nur
gering ist, hat sich fiir die weiter fortgesetzte
Verdauung als gar nicht ungiinstig erwiesen.
In Uebereinstimmung damit wird die weiter
fortgesetzte Verdauung von quellunghemmen-
den Ionen, SO, CNS, auch nur sehr wenig
beeinflufit. Die Auflésung von unléslichem
Eiweif und die ersten Spaltungen von gelostem
Eiweif bis zu dem Punkt, wo die erhohte innere
Reibung wieder gang herabgefallen ist, sind
also analoge Vorginge; bei beiden ist die Ge-
schwindigkeit vom Quellungszustande bedingt.
Wenn aber das Eiweiff so weit gespalten ist,
daf die Spalistiicke auch im hydratisierten
Zustande keinen Einfluf mehr auf die innere
Reibung ausiiben, dann scheinen andere Um-
stinde von gréferer Wichtigkeit zu werden.
Nun bedeuten die Auflésung und auch die
genannten ersten Spaltungen sicher nur einen
sehr kleinen Teil der Pepsinwirkung. Bei
meinen Verdauungsversuchen wurde meistens
8 mg Pepsin in 25 ccm EiweiBlosung 30 oder
60 Minuten wirken gelassen, dabei wurde dann
in 60 Minuten bei der optimalen Reaktion etwa
20 Proz. des Stickstoffs vom Tannin inkoagulabel.
Die innere Reibung in ihrem Maximum einer
solchen Eiweifilosung, also bei der fiir die
Quellung giinstigsten Reaktion, wurde aber von
0,1 mg Pepsin in 60 Minuten bis zu der Hohe,
die sie in der sdurefreien Losung hatte, herab-
geholt. Hieraus kann man schliefien, daff
diese ersten Spaltungen, wobei die Quellung

die grofite Bedeutung hat, etwa '/so der sonstigen
in meinen Versuchen erreichten Verdauungs-
hohen bedeuten.

Aus den Versuchen iiber die Verdauung
von Hetero- Proto- und Deuteroalbumosen- ist
hervorgegangen, dafi die Verdauungskurven
(pr wie Abszisse) im allgemeinen noch dieselbe
Form wie diejenigen der Eiweifiverdauungskurven
haben. Nur sind sie bedeutend in die Breite
gezogen und haben sich die optimalen Reak-
tionen verschoben (bis zu pg = 2,9). Obgleich
hier bei der enormen Oberflachenausbreitung
die Bedeutung des Quellungszustandes und
dessen Aenderungen nur eine geringe sein kanmn,
begegnen wir hier doch auch wieder Verdauungs-
kurven von einem denjenigen der ersten Ei-
weiBspaltungen #hnlichen Habitus. Daf die
Kurven sich mit der Art des Substrats dndern,
spricht dafiir, dafi auch hier das Substrat und
dessen Zustand die Form der Kurve bestimmt.
Konnen wir uns jetzt schon iiber den EinfluB
des Zustandes und der Art des Substrats bei
diesen weiteren Spaltungen einigermafien eine
Erklarung machen? Dariiber, dal die H-lonen
groBe Bedeutung haben, kann kein Zweifel
bestehen, und da diese Ionen, so viel wir jetzt
wissen, keine Bedeutung fiir den Zustand des
Enzyms haben, und da weiter auch die Hydratation
der geladenen Albumosenteilchen keine Rolle
zu spielen scheint, so wird man geneigt sein,
dieser Ladung selbst eine Bedeutung zuzuschrei-
ben. [DaB die Verdauung von stark die Quellung
herabsetzenden lonen (SO,) wenig beeinflufit
wird, braucht nicht mit dieser Annahme streitig
zu sein, denn obgleich diese Ionen die Hydra-
tation oder Quellung merklich erniedrigen,
scheinen sie die Ladung nur wenig herabzusetzen.
Die Ladung, die z. B. Albumosen in salzsauren
Losungen annehmen, geht zum Teil aus meinen
fritheren H-und Cl-lonenbindungs-Bestimmungen

Fegur IV

Liektrischs Ladung von

Albumosen

Fig. 4
hervor3?). Fig. 4 gibt das Verhiltnis der

H
gebundenen Ionenmengen—CTals Funktionvonpg,

%) Siehe mejne zweite Mitteilung, loc. cit.
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Dieses Verhiltnis ist ein Mafi der Ladung ; wenn
es eins ist, ist die Albumose ungeladen. Wir
sehen nun, wie bei pg = 1 die Ladung stark
abgenommen hat. Auch alle Verdaunungskurven,
auch der Albumosen, sind bei pg = 1 absteigend.
Bei unseren Versuchen wirkte wenig Pepsin
(z. B. etwa 8 mg) auf relativ viel Eiweifl oder
Albumosen (etwa 400 oder 500 mg), und man
wird geneigt sein, anzunehmen, dafi nur ein
Teil des Fiweifles in jedem Augenblick mit dem
Pepsin verbunden ist. Das wird wohl in erster
Linie der geladene Teil des EiweiBies sein. Sobald
nun dieser geladene Teil zu klein wird, und das
kann bei pg etwas kleiner als 1 sehr wohl der
Fall sein, muf die Pepsinwirkung stark abnehmen.
In dieser Weise wire zu erkliren, warum, ob-
gleich Maximum der Ladung und Quellung
bei etwa pm = 2,4 bis 2,6 liegen, doch bei
der fortgesetzten Verdauung pg viel kleiner
werden muf), soll die Verdauung merklich ab-
sinken. So erkldrt sich auch einigermafen,
warum bei den meisten Sduren die Verdauungs-
kurven eine grofiere Breite als diejenigen der
inneren Reibung haben und auch warum die
Verdauungskurven bei den Albumosen so be-
sonders in die Breite gezogen sind. Haben
doch letztere ein sehr grofies Saurebindungsver-

mogen und es ist sehr wahrscheinlich, dag z.
B. bei pg = 4 bei Albumosen schon viel mehr
Sdure gebunden und also auch viel mehr geladene
Teilchen gebildet sind, als bei den genuinen
Eiweifistoffen. =~ Weitere Versuche iber den
EinfluB von den relativen Mengen von Pepsin
und Substrat, sowie iiber die Bedeutung von
Entladung durch stark adsorbierende negative
fonen konnen hier weiteres Licht bringen. Dafi
jedenfalls auch noch andere Einfliisse sich geltend
machen konnen, geht aus den eigentiimlichen
Verdauungskurven fiir Milchsiure, Zitronensiure
und Essigsdure hervor. Der rapide und vor-
zeitige Abstieg bei kleinerem py rithrt wohl von
der sehr groBen Menge der zugefiigten Sauren
her. In welcher Weise diese grofie Menge aber
hemmend wirkt, ob das eine Oberflachenwirkung
ist oder irgend eine andere Ursache hat, darfiber
1aBt sich jetzt noch nichts aussagen. Unerklart
ist auch noch die Tatsache, daB bei lingerem
Verdauen die Lage der optimalen Reaktion nach
der sauren Seite riickt (S6rensen). Auch
hieriiber konnen weitere Versuche mit ver-
schiedenen Spaltprodukten und langer Versuchs-
dauer Neues bringen. Die Untersuchung wird
mit Pepsin, sodann aber auch mit anderen
Enzymen fortgesetzt. '

Ueber eine kolloidchemische Erscheinung
als maBanalytischer Indikator.

Von J. F. Sacher (Diisseldorf).

Bei der maBanalytischen Bestimmung des
Bleies nach der von mir modifizierten und
beschriebenen’) Molybdat-Methode von A.
Schindler, die ich zur Ermittlung des Blei-
gehaltes von Bleisalzen, Bleiaschen und Blei-
farben ihrer raschen Ausfiihrbarkeit und hohen
Genauigkeit wegen, seit zwolf Jahren ausschlief-
lich anwende, habe ich vor einiger Zeit eine
Beobachtung gemacht, die es gestattet, die
Titration der Bleildsung mit Ammonium-Molybdat
auch ohne den sonst erforderlichen Tanninin-
dikator auszufithren. Fillt man eine mit Essig-
sdure angesiuerte heifie Bleiazetatlosung mit
einer geringeren Menge Ammonium-Molybdat-
losung, als zur vollkommenen Ausfillung des
Bleies erforderlich ist, so wird man nach Um-
rithren und kurzem Absetzenlassen des ge-
bildeten Niederschlages wahrnehmen, daf die
iiberstehende Fliissigkeit stets tritb ist und auch

1) Chem.-Zeitg. 1909, 1257 —1258.

(Eingegangen am 28. Sept. 1918.)

weiterem Stehenlassen in der Kilte oder bei
Wasserbadtemperatur triib bleibt. Fiigt man
nun allmihlich mehr Ammonium - Molybdat-
16sung hinzu und laBt nach dem jedesmaligen
Zusatze das gebildete Bleimolybdat zwecks Be-
obachtung der iiberstehenden Fliissigkeit kurze
Zeit (1-— 2 Minuten) sich absetzen, so gelangt
man schlieflich zu einem Punkte, wo die iiber-
stehende Fliissigkeit plotzlich klar und durch-
sichtig wird. Dieser Punkt entspricht, wie ich
an Hunderten von Bleibestimmungen festge-
stellt habe, genau dem Endpunkte der Um-
setzung zwischen dem gelosten Bleisalze und
der Ammonium - Molybdatlosung. Es kann wohl
keinem Zweifel unterliegen, daf ein Teil des
gebildeten Bleimolybdates zunichst in kolloider
Form gefillt wird, der erst auf weiteren Zusatz
des Fallungsmittels in die kristallinische Form
iibergeht. Erwihnenswert erscheint mir, daB
die Konzentration der zu titrierenden Losung
an Essigsiure hierbei ginzlich belanglos ist.



