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Yorwort.

Diese Untersuchung ist zum gréfiten Teil in dem Nobel-
institut fir physikalische Chemie zu Stockholm ausgefithrt
worden. Es sei mir gestattet, Hermn Professor Dr. Svante
Arrhenius fir die immerwéhrende Férderung und das meinen
obigen Arbeiten stets entgegengebrachte Interesse meinen auf-
richtigsten Dank auszusprechen.

Auch meinen hochverehrten Lehrern, Herrn Professor Dr.
H. v. Euler und Herrn Professor Dr. S. P. L. S6rensen, bin
ich groBen Dank schuldig. Dem ersteren, weil er mir zuerst An-
regung zu dieser Arbeit gegeben hat, dem andern wegen der
freundlichen Ratschlige wund der vielseitigen Unterstiitzung
aller Art, durch die er mich sowohl wihrend meines Aufent-
halts in seinem Laboratorium im Sommer 1915, als auch
spater vielfach gefordert hat.

Auch den Herren Dr. Bruno Rewald, cand. phil. Os-
kar Klein und Fréulein E.Griese bin ich fir freundliche
Durchsicht des Manuskripts und der Korrekturen zu vielem
Danke verpflichtet.
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Einige allgemeine Gesichtspunkte iiber den
EiweiBstoffwechsel der Hefe.

Pasteur war der erste, der auf die grofe Bedeutung der
Eiweilstoffe fir das Leben der Hefe hingewiesen hat. Er
zeigte, daBl die Hefe imstande sei, Eiweil aus Ammonium
salzen, Zucker und anorganischen Nahrsalzen zu synthetisieren.
Durch die Arbeiten Ehrlichs?) ist es dann wahrscheinlich ge-
macht worden, da3 die Hefe die Aminosduren nicht als Bau-
steine der EiweiBmolekiile gebraucht, sondern sie zuerst in Alko-
bhole und freies Ammoniak spalten diirfte; letzteres wird dann
zur EiweiBsynthese verwendet. Doch hat man auf der anderen
Seite gefunden, daB Hefe sich nicht von anorganischen Stick-
stoffquellen allein ernihren kann; so z. B. haben Wildiers? und
Kossowicz®) bestimmt gezeigt, daB die Hefe fiir ihre Entwicke
lung auch organischer Nahrsubstrate, wie Peptone und andere
EiweiBabbauprodukte, bedarf. Aus dieser Tatsache hat Wil-
diers die sogenannte , Bios“theorie aufgestellt, die eine ge-
wisse Rolle in der Gérungschemie gespielt hat. Er meinte
nimlich, daB zum Leben der Hefe eine organische Substanz
unbekannter Art notwendig sei, und diese nannte er ,Bios“.
Mir scheint es, als koénne die Sache viel einfacher erklirt

1) F. Ehrlich, Biochem. Zeitschr. 2, 52, 1907.
%) Wildiers, La cellule 18, 313, 1901.
%) Kossowioz, Zeitschr. Landw. Vers. Osterreichs 6, 1903.
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werden: Wihrend der Girung sind wobhl in der Hefe die ver-
schiedenen proteolytischen Enzyme und Desamidasen unab-
hingig von den Substraten in dem Medium vorhanden. Sind
die Stickstoffquellen darin allein anorganische Salze, so werden
die Enzyme aufBler Funktion gesetzt, daher treten Stérungen in
den Assimilationsvorgéingen ein, welche die Zellvermehrung ver-
hindern. Es wire also nur eine Art ,Hunger“erscheinung.

Die alkoholische Girung der Aminosiuren wird von einer
besonderen Art Enzyme, Desamidasen, bewirkt. Es scheint,
als wiren diese Enzyme sehr eng mit dem lebenden Proto-
plasma verbunden. Es ist nicht gelungen, sie in Hefen-
extrakten oder Prefisaft nachzuweisen.

Ein wichtiges Ergebnis der Arbeiten Ehrlichs ist, daB die
Stickstoffaufnahme der Hefe gleichzeitig mit der Gartatigkeit
verliuft. Dies zwingt zu dem SchluB, da8 eine enge Beziehung
zwischen Girung und EiweiBstoffwechsel besteht. Ein Versuch,
den ich vor einigen Jahren auf Vorschlag von Prof. v. Euler?)
ausfiihrte, bestitigte dies auch; die Stickstoffaufnahme ging
nur in den ersten Stunden vor sich und horte ganz auf, wenn
die Hauptgirung zu Ende war.

Fiir biochemische Reaktionen im allgemeinen ist der Kin-
flub der Wasserstofi- und Hydroxylionen von grofiter Bedeu-
tung. Liiers?) hat gezeigt, daB bei der Gérung das Medium,
das anfinglich neutral reagiert, immer saurer wird, und die
Wasserstoffionenkonzentration strebt dem Endwert [H']=10"°
zu. Neuerdings hat Hagglund?) die Einwirkung von Wasser-
stoffionen auf die Gérung untersucht. In diesem Zusammen-
hang muf ich auch eine neue Arbeit von Neuberg und Fir-
ber!) erwihnen, wo gezeigt wird, daB die zellfrei alkoholische
Garung auch in alkalischer Losung vor sich gehen kann. Zu-
sammenfassend kann gesagt werden, daB die Girwirkung (Pro-
duktion von Kohlensiure) der lebenden Hefe in schwach sau-
rer Losung am groBten ist. Die Alkoholgirung und Zellver-
mehrung scheint aber von der Wasserstoffionenkonzentration

1) Euler und Dernby, Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 408, 1914.

?) Liiers, Zeitschr. f. d. ges. Brauw. 37, 1914.

%) Hagglund, Hefe und Girung in ihrer Abhéngigkeit von Wasser-
stoff- und Hydroxylionen. Stuttgart 1914.

%) Neuberg und Firber, Biochem. Zeitschr, 78, 238, 1916.
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weniger abhingig zu sein, als die Wirkungen der speziellen
Enzyme. Es ist leicht verstindlich, daB in dem durch eine
Zellmembran abgeschlossenen Raum der Hefezelle eine ganz
andere Wasserstoffionenkonzentration als in dem Medium sein
kann.

Im Gegensatz zu dem normalen Eiweilstoffwechsel der
lebenden Hefe, der Autoproteolyse, ist die Autolyse oder
Selbstverdauung eine Erscheinung, die erst nach dem AbtGten
der Zelle eintritt. Bei der Autolyse sind nur die spaltenden
Enzyme wirksam, die synthetisierenden scheinen ganz zerstort
zu sein. Oder wenn die Enzyme reversibel wirken koénnen,
scheint die synthetisierende Fahigkeit ganz verschwunden zu
sein. Man mufl sich wohl notwendig vorstellen, daBl die
proteolytischen Enzyme nicht erst nach dem Tode auftreten,
sondern daB es dieselben sind, die schon im lebenden Or-
ganismus wirken und am normalen Stoffwechsel teilnehmen.

Buchner und Hahn?) haben die Meinung ausgesprochen,
daB in der Hefe ,, Antiproteasen“ vorhanden seien, die das
Eiwei gegen Zerstorung durch die proteolytischen Enzyme
schiitzen. Dies ist wohl doch eher eine Hypothese als eine
endgiiltig bewiesene Tatsache.

Mit unseren heutigen biochemischen Kenntnissen und
Hilfsmitteln ist es nicht moglich, die eiweiBlsynthetisierenden
enzymatischen Vorgénge klarzulegen; ich erinnere nur daran,
daB es trotz eifriger Bemiihungen noch nicht gelungen ist, eine
einwandfreie enzymatische Peptid- oder Eiweiflsynthese durch-
zufithren. Die vorliegende Untersuchung ist ganz auf die
eiweiBspaltenden Vorgidnge beschrankt, und da wir noch nichts
von dem Bau der Enzyme wissen und infolgedessen nicht zu
einer rationellen Reindarstellung gelangen koénnen, habe ich
mich im folgenden nur mit den Wirkungen, nicht mit dem
Wesen der proteolytischen Enzyme beschaftigt. Ich habe unter-
sucht, welche proteolytischen Enzyme im HefepreBsaft vor-
handen sind, und diese mit den Verdaunungsenzymen, Pepsin,
Trypsin und Erepsin, des tierischen Organismus verglichen.
Ferner habe ich untersucht, in welcher Beziehung die einzelnen
Enzyme zu der Autolyse stehen.

1) Buchner und Hahn, Biochem. Zeitschr. 19, 191, 1909 und 26,
171, 1910.
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Wenn ich im folgenden z. B. von der ,Hefenereptase“
spreche, meine ich damit kein einfaches Enzym, sondern eine
Gruppe von Enzymen, die &hnlich wirken. DaB es so ist, miissen
wir wohl nach den Arbeiten Abderhaldens!) annehmen.

Nach den Arbeiten S6rensens?) und Michaelis’3) ist es
festgestellt, dal die Dissoziationstheorie Arrhenius’ auch fiir
die Enzyme giiltig ist, denn sie verhalten sich als amphotere
Elektrolyte. Bei der Behandlung vorliegender Aufgabe bin
ich von diesem Standpunkt ausgegangen.

11.
Die Autolyse der Hefe.
A. Kritik der fritheren Arbeiten auf diesem Gebiet.

Es ist eine schon lange bekannte Tatsache, daB mit
Chloroform oder einem anderen Antisepticum iibergossene Hefe
sich selbst iiberlassen in einiger Zeit verfliissigt wird. Schiitzen-
berger %) untersuchte das Auswaschwasser aufgeweichter Hefe
und fand darin typische Produkte der Hydrolyse von EiweiB-
korpern, n#émlich teils Aminos&uren, teils Purinbasen, welche
letztere, wie Kossel®) nachwies, aus den Nucleinen der Hefe
entstanden waren. Salkowski®), der Hefe mit Chloro-
formwasser digerierte, war der erste, der die Bildung von
Aminosduren auf einen enzymatischen Prozel zuriickfiihrte’
Einen groflen Fortschritt in der Kenntnis der EiweiB-
verdauung der Hefe bezeichnet die Arbeit von Hahn und
Geret?), die in dem Buchner-Hahnschen HefeprefBsaft
ein proteolytisches Enzym, dem sie den Namen ,Hefen-
endotryptase“ gaben, nachwiesen. Denn sie meinten, dafl
dieses Enzym dem Trypsin des Pankreas am meisten #hnelte.
Es besaB nimlich die Fihigkeit, Carbolgelatine, Fibrinflocken,
Eieralbumin und andere EiweiBkérper zu verdauen, die

) Abderhalden, Abwehrfermente, 4. Aufl. Berlin 1914.

?) Sérensen, Enzymstudien II. Biochem. Zeitschr. 21, 1909.
%) Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin 1914.
%) Schiitzenberger, Die Gidrungserscheinungen. 1876, S. 108.
5) Kossel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 3, 284, 1380.

% Salkowski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 13, 506, 1889.

") Buchner-Hahn, Die Zymasegiarung. Miinchen 1903.
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simtlich gerade zu Aminosduren gespalten wurden. Hahn
nahm ebenfalls an, da die Autolyse der Hefe ein Werk dieses
Enzyms sei.

Dieses Enzym wirkte aber im Gegensatz zu dem in alka-
lischer Losung wirksamen Trypsin, nur bei schwach saurer
Reaktion der Fliissigkeit, bei alkalischer und sogar neutraler
Reaktion war es ganz inaktiv. Als optimalen Sduregehalt gab
er 0,2 n Salzsiure an. Er meinte, in diesem Enzym einen ganz
neuen Typus von Verdauungsenzymen gefunden zu haben.
,»,Das proteolytische Enzym der Hefe“, sagt Hahn, ,stellt einen
neuen Typus der Verdauungsenzyme insofern dar, als es be-
ziiglich der notigen Reaktion (Optimalkonzentration der Wasser-
stoffionen) den peptischen, in bezug auf die Verdauungsprodukte
den tryptischen Enzymen entspricht, in seinem Verhalten gegen
die Peptone aber mit keinem der bekannten Enzyme iiberein-
stimmt.“ Und weiter: ,Fiir diese Enzyme, die intracellulir
zu wirken bestimmt sind, mdéchten wir den Namen Endoenzyme
vorschlagen und im besonderen das proteolytische Enzym der
Hefe als Hefenendotryptase bezeichnen.“

Seit der Arbeit von Hahn sind viele Untersuchungen iiber
die Autolyse der Hefe ausgefiihrt worden, und ich fithre hier
einige Namen der Autoren an, welche die wichtigsten Arbeiten
gemacht haben: Effront?), Palladin?, L. Iwanoff?), N.Iwa-
noff?), Vandevelde?®), Navassart®, Gromow und Grigo-
rieff?), Zaleski und Schataloff?®), Kostytschew und Bril-
liant? und Cook 9).

Als ein allgemeines Urteil iiber diese Arbeiten laft sich
sagen, dafB sie kaum iiber die Hahnsche Arbeit hinausgehen.

1) Effront, Bull. soc. chim., Paris, 33, 1905.

%) Palladin, Biochem. Zeitschr. 44, 318, 1912.

3) L. Iwanoff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 464, 1904.

4) N. Iwanoff, Biochem. Zeitschr. 63, 359, 1914.

5) Vandevelde, Biochem. Zeitschr. 40, 1, 1913.

%) Navassart, Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 189 und 72, 151, 1911.

") Gromow und Grigorieff, Zeitschr.f.physiol. Chem. 42, 299, 1904.

®) Zaleski und Schataloff, Biochem. Zeitschr. 55, 63, 1913 und
69, 294, 1915.

®) Kostytschew und Brilliant, Zeitschr. f. physiol. Chem. 91,
372, 1914.

10) Cook, Journ. Amer. Chem. Soc. 36, 1551, 1914.
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Beziiglich der ,Endotryptase“ teilen sie den Standpunkt von
Hahn. In dem folgenden werde ich auf einige dieser Arbeiten
néher eingehen.

Die Frage nach den Abbauprodukten, die sich bei den
proteolytischen Vorgingen der Hefe bilden, ist Gegenstand
einer grollen Zahl von Arbeiten gewesen. Durch die ein-
gehenden Untersuchungen von Salkowski (l.c), Hahn'), Kut-
scher®), Wré6blewski®), Ehrlich und Wendel*), Prings-
heim?® wund anderen kennen wir die Bausteine des Hefen-
eiweiles sehr gut. Diese Frage liegt aber abseits des Ziels
dieser Arbeit, und ich habe mich damit nicht niher beschiftigt.

Ein weiterer Fortschritt in unserer Kenntnis von den
proteolytischen Enzymen der Hefe verdankt man dem englischen
Botaniker Vines®). Seine Arbeiten sind jedoch leider nur wenig
beobachtet worden. Er ist der erste, der klar ausgesprochen
hat, dafl die ,Hefenendotryptase“ nicht, wie Hahn meinte,
ein einheitliches Enzym sein kann, sondern auszwei Enzymen,
die verschieden wirken, bestehen muB. In Ubersetzung lautet
seine SchluBfolgerung: ,Die zwei Verdauungsprozesse, namlich
die Auflésung von Fibrinflocken und die Spaltung von Witte-
Pepton, werden nicht von derselben Protease bewirkt. Viel-
mehr zeigen die Resultate dieser Arbeit das Vorhandensein
von zwei verschiedenen Proteasen an; die eine, im Wasser
leicht 16sliche, wirkt nur peptolytisch (Ereptase), die andere,
in Wasser weniger, aber in 2°/; NaCl-Losung leichtlosliche,
wirkt nur peptonisierend [Peptase ?)].“

Als Versuchsmethoden brauchte er fiir das peptonisierende
Enzym die Auflésung von Fibrinflocken, fiir das peptidspal-
tende die Bildung von Tryptophan aus Witte-Pepton. Mit

) Hahn und Geret, 1. c.

?) Kutscher, Zeitschr. f. physiol. Chem. 32, 59, 1901.

3 Wréblewski, Journ. f. prakt. Chem. 64, 33, 1901.

4) Ehrlich und Wendel, Biochem. Zeitschr. §, 399, 1908.

®) Pringsheim, Wochenschr. f. Brauer. 30, 399.

%) Vines, Annal. of Bot. 18, 289, 1904 und 23, 1, 1909.

) Dieser Name ist ungliicklich gew#hlt, denn mit ,Peptase meint
man jetzt, nach der allgemein angenommenen Nomenklatur, ein Enzym,
das Polypeptide spaltet (siche Oppenheimer, Die Fermente, 1910).
Um jede Verwechselung zu vermeiden, sehe ich es als das ZweckmiiBigste
an, dieses Enzym Hefe-Pepsin zu nennen.
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unseren heutigen Anspriichen auf Genauigkeit kénnen die sehr
interessanten Ergebnisse dieses Botanikers doch nur als quali-
tativ angesehen werden. Dessen ungeachtet bedeutet seine Ar-
beit einen entschiedenen Fortschritt.

Die Literatur betreffend die Hefenautolyse ist wie ge-
sagt sehr gro8. Gewdhnlich hat man hemmende oder for-
dernde Einfliisse von verschiedenen anorganischen und orga-
nischen Stoffen untersucht. Das gr63te Interesse hat die Beein-
flussung der Autolyse durch Séuren und Basen, d. h. durch Wasser-
stoff- und Hydroxylionen, gehabt. Auf diesem Gebiet herrscht
aber gerade die groBte Verwirrung. Die Angaben verschiedener
Verfasser widersprechen sich sehr oft; so z. B. haben einige?)
in den primdren Phosphaten ,Aktivatoren“ gefunden, andere
sind zu einem entgegengesetzten Resultat gekommen 2).

Diese grofe Verwirrung kann mit einigen Worten er-
klart werden: In keinem Falle hat man meines Wissens die
Wasserstoffionenkonzentration in den Versuchsfliissigkeiten er-
mittelt, sondern nur die Aciditit bzw. Alkalinitit in Prozenten
oder die Normalitdt der zugesetzten Siuren bzw. Basen an-
gegeben. Die wahre Aciditdt wird durch die Konzentration der
Wasserstoffionen bestimmt. In einer Losung, wo amphotere
Elektrolyte, wie Eiweistoffe, Aminosiuren u. dgl. vorhanden
sind, kann man nicht, wenn man nur die zugesetzte Menge
Saure kennt, die Wasserstoffionenkonzentration vorhersagen.
Dies ist ja bei der Autolyse und im HefepreBsaft der
Fall. Wenn man z. B. etwas Natriumhydroxyd zu bereits
saurem Hefepresaft zusetzt, so ist es durchaus nicht sicher,
daf die Fliissigkeit alkalisch wird. Daraus erklirt es sich,
warum bei zwei verschiedenen Forschern der eine Natrium-
hydroxyd ohne Wirkung fand und ein anderer es als ein ,Gift“
in bezug auf die Autolyse bezeichnet. In einigen Fillen hat
man wohl in diesem Sinne sich die Angelegenheit schon vor-
gestellt, aber durch die Schwierigkeiten, die sich hierbei boten,
abgeschreckt, hat man ganz einfach erklart, daB die Wasser-
stoffionenkonzentration eine nur nebensichliche Bedeutung fiir
die Autolysevorgiinge habe. Hier filhre ich ein paar Beispiele

) L. Iwanoff, 1. c.
%) Zaleski und Schataloff, 1. c.
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an. Kostytschew und Brilliant sagen z. B.!): ,In Gegen-
wart von EiweiB und betrichtlichen Mengen von Aminosiduren
ist es iiberhaupt nicht immer leicht zu beurteilen, ob und
inwieweit die tatsichliche Wasserstoffionenkonzentration ver-
andert wird. Wie gesagt,scheint jedoch dieser Umstand
keine wichtige Rolle zu spielen.“ Zaleski und Scha-
taloff ?) sind derselben Ansicht: ,Unsere Versuche zeigen, dafl
zwischen der Aciditiit und der Proteolysenenergie kein Zusammen-
hang besteht. Obwohl die Konzentration der Wasserstoffionen
in unseren Versuchen unbekannt ist, und das Medium ein sehr
kompliziertes Gemisch darstellt.®) Dennoch finden wir keinen
Zusammenhang zwischen der Konzentration der Wasserstoffionen
und der Arbeit der proteolytischen Fermente.“

Diese sehr bestimmten Urteile sind ausgesprochen, ohne
daB man irgendeine Bestimmung der Wasserstoffionenkonzen-
tration in den Versuchsfliissigkeiten ausgefiihrt hat. Diese hier
zitierten Arbeiten sind dabei die wichtigsten auf diesem Gebiet
und beleuchten die bisherige Auffassung von dem Zusammen-
hang zwischen Wasserstoffionenkonzentration und den proteo-
lytischen Vorgingen der Hefe.

Andererseits wissen wir, daB die Wirkungen der einzelnen
Enzyme im hochsten Grad von der Wasserstoflionenkonzen-
tration abhingen, und ich habe schon in der Einleitung die
hervorragenden Arbeiten von S&rensen und von Michaelis
erwihnt. Durch den Zusammenhang zwischen Wasserstoffionen-
konzentration und der Enzymtitigkeit, ebenso durch elektrische
Uberfiihrungsmessungen, hat ja der letztere fir eine grofie
Zahl von Enzymen zeigen konnen, daB diese sich in der Tat
wie amphotere Elektrolyte verhalten.

A priori scheint es mir, im Gegensatz zu den oben be-
sprockenen Autoren, als ob bei der Hefenautolyse, bei der
wahrscheinlich mehrere verschiedene proteolytische Enzyme
teilnehmen, die Wasserstoffionenkonzentration die grofte Be-
deutung fiir den Autolysevorgang haben miite. In der Tat
sind auch die oben erwihnten widersprechenden Angaben der
verschiedenen Forscher einen indirekten Beweis hierfiir.

) Kostytschew und Brilliant, 1. c. S. 384.

?) Zaleski und Schataloff, Biochem. Zeitschr. 69, 298, 1915.
%) Der Satz ist fehlerhaft, aber die Meinung ist doch verstiandlich.
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Die Kritik, die ich gegen die frilheren Arbeiten iiber die
Hefenautolyse richte, kann in folgende zwei Punkte zusammen-
gefalt werden:

Man hat nicht nachgeforscht, welche proteolyti-
schen Enzyme in der Hefe vorhanden sind und in
welcher Beziehung diese zu der Autolyse stehen.

Man hat nicht den Zusammenhang zwischen Was-
serstoffionenkonzentration und Autolysevorgang fest-
gestellt.

Bei diesen Arbeiten hat man nicht mit einfachen, sondern
mit Komplexen von Enzymwirkungen, und zwar bei verinder-
lichen und unbekannten Wasserstoffionenkonzentrationen, ge-
arbeitet. Es ist daher klar, dal die Ergebnisse, insbesondere
iiber die ,aktivierenden“ oder ,paralysierenden® Einfliisse, na-
mentlich von Siuren oder Alkalien, nahezu wertlos sind.

Auch Vines hat den Einflu von Basen und Siuren auf
die Wirkungen der von ihm gefundenen beiden Enzyme der
Hefe untersucht. Er gibt das Resultat in folgenden Worten an:
,» Peptonisierung und Peptonspaltung werden in derselben Weise,
aber nicht in demselben Grade von Siuren und Alkalien be-
einfluft“, d. h. groBere Mengen sowohl von Siuren als von
Alkalien hemmen die Wirkungen der proteolytischen Enzyme.
Doch hat er diese wichtige Frage nicht naher untersucht.
Ebenso ist er nicht imstande gewesen, die Beziehung zwischen
geinen beiden Enzymen und der Autolyse der Hefe ins rechte
Licht zu setzen.

Es scheint, als ob man sich die Autolyse von Organen
oder Organismen im allgemeinen als einen auBerordentlich ver-
wickelten ProzeB, der fast unméglich zu entwirren sei, vor-
gestellt hat. Diese Auffassung kommt z. B. zum Ausdruck in
Oppenheimer, ,Die Fermente“ (S. 243, Leipzig 1909).

»30 haben wir bei diesen Autolysen in nuce eine Re-
kapitulation fast aller bekannten Fermentprozesse“, und weiter:
»Und doch erscheint es noch nicht an der Zeit, diesen Komplex
ganz zu entwirren und alle seine Einzelheiten in eine Be-
sprechung der einzelnen Enzyme aufzulsen.“

In der vorliegenden Arbeit habe ich untersucht, welche
proteolytischen Enzyme im HefepreBsaft nachzuweisen sind.
Ich habe den EinfluB von Wasserstoff- und ebenso von ver-
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schiedenen Salzionen auf die Wirkungen der einzelnen Enzyme
und endlich den Zusammenhang zwischen diesen Enzymen und
der Autolyse der Hefe studiert.

B. Die Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration
fiir die Autolyse der Hefe.

Im vorigen Abschnitt habe ich gezeigt, daB man schon lange
gefunden hat, da8 die Wasserstoff- und Hydroxylionen einen ganz
besonderen EinfluB auf die Autolyse der Hefe haben. Man
hat dies im allgemeinen so erklart, daB verschiedene Basen
und Sduren spezifisch wirken. Meines Wissens hat man in
keinem Falle die wirkliche Wasserstoffionenkonzentration er-
mittelt. Daher habe ich hier den Autolysenvorgang bei ver-
schiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen untersucht.

Als Material wurde gut gewaschene, abgeprete Hefe von
der hiesigen St. Erik-Brauerei angewendet. Die Versuchs-
bedingungen waren die folgenden: In Erlenmeyerkolben von
0,561 wurden je 50 g Hefe eingewogen, mit 10 ccm Chloroform
iibergossen und bei Zimmertemperatur bis zum ndchsten Tag
sich selbst iiberlassen. Die Hefe war dann vollstidndig plas-
molysiert und verflissigtt Dann wurde simtlichen Kolben
40 ccm 1/,-Salzsiure, darauf so viel »/,-Natronlauge, wie in
Tabelle I zu sehen ist, zugesetzt, bis die gewiinschte Wasser-
stoffionenkonzentration erreicht wurde, und mit destilliertem
Wasser auf das Gesamtvolumen 0,51 aufgefillt. Die Chlor-
ionenkonzentration war also iiberall konstant. Die Kolben wur-
den kraftig geschiittelt und in einen Wasserthermostat mit kon-
stant gehaltener Temperatur von 37° eingesenkt. Die Kolben
waren mit Bleigewichten versehen, um immer vollstindig ein-
gesenkt zu verbleiben.

In dieser dickflissigen wund triiben, Eiweil, Ammoniak
und Kohlensdure enthaltenden Fliissigkeit ist es nicht leicht, die
Wasserstoffionenkonzentration genau zu ermitteln. Die elektro-
metrische Methode ist in diesem Falle wenig geeignet und
wiirde keine sicheren Werte geben, und bei der colorimetrischen
muB man den ,EiweiBfehler“ der in Frage kommenden Indi-
catoren beriicksichtigen. Dennoch habe ich in diesem Falle
die letztere Methode gebraucht. Wie unten gezeigt wird, kommt
es hier weniger auf absolute Genauigkeit an, als auf eine
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Orientierung, in welchem Gebiet der Wasserstoffionenkonzen-
tration die Autolyse verlduft. Die Versuchsmethodik war die
in Soérensens ,Enzymstudien II“ angegebene; in Kapitel III
dieser Arbeit, Abschnitt A, habe ich- auch diese niher be-
sprochen.

Es ist zu erwarten, daB bei der Spaltung von Hefeneiwei3
zu Aminosduren die Wasserstoffionenkonzentration sich ver-
andert., Daher wére es vorteilhaft, sogenannte ,Puffer“ zu-
zusetzen, um die Wasserstoffionenkonzentration konstant zu
halten. Weder Phosphat- noch Acetatgemische allein waren
indessen fiir alle hier in Frage kommenden Wasserstoffionen-
konzentrationen hinreichend. Es ist darum sicherer, ohne Puffer
als mit verschiedenen Gemischen zu arbeiten. Es ist jedoch
notwendig, festzustellen, in welcher Weise die Wasserstoffionen-
konzentration sich ver#dndert.

Als MaB fiir das Fortschreiten der Verdauung habe ich
die Hydrolyse von Peptidbindungen (—CO.NH—) gewihlt, d. h.
die Menge neugebildeten Aminostickstoffs durch die Formol-
titrationsmethode von S6rensen ermittelt. Aber es ist fraglich,
ob dieses als ein exaktes MaB des Fortschritts der Autolyse
anzusehen ist. Wire die Hahnsche Auffassung von der ,,Endo-
tryptase“ als ein einziges Enzym von dem oben besprochenen
sehr speziellen Charakter richtig, so wire sie ja einwandfrei;
aber ist die Vinessche Meinung, dal es zwei verschiedene
Enzyme sind, richtig, so ist ohne weiferes ersichtlich, daB die
Formoltitrationsmethode direkt die Wirkung der Ereptase und
nur indirekt die Wirkung des Pepsins angibt. In jedem Falle
ist jedoch die Zunahme des formoltitrierbaren Stickstoffs ein
willkiirliches Ma der Verdauung aber das exakteste, woriiber
wir im Augenblick verfiigen. In einer fritheren Arbeit!) haben
Euler und ich schon gezeigt, dall unter den dort gewéhlten
Versuchsbedingungen die ganze Menge des in Lésung gegangenen
Stickstoffs nahezu formoltitrierbar, d. h. in Form von Amino-
stickstoff vorhanden, war.

Nach den in den Tabellen angegebenen Zeiten wurden die
Kolben kriftig geschiittelt, so daB eine gleichférmige Suspen-
sion entstand, darauf 50 ccm entnommen und in ein sieden-

1) Euler und Dernby, 1l c.
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des Wasserbad gesenkt, um die Enzyme zu zerstéren, und zu-
letzt filtriert. Vom Filtrat wurden 25 cem zur Formoltitration
gebraucht. Die Versuchsmethodik bei dieser Formoltitration
ist in Kapitel V Abschnitt A ausfiihrlich besprochen.

In den Angaben iiber die Wasserstoffionenkonzentration
habe ich immer das Sérensensche Symbol py angewendet.
py bedeutet, wie bekannt, den dekadischen Logarithmus der
Wasserstoffionenkonzentration mit negativem Vorzeichen, so z. B.
bedeutet pg. = 5,4, daB die Konzentration der Wasserstoffionen
1094 ist.

Tabelle 1.

50 g Hefe -- 5 com Chloroform -} 40 cem °/,-HCl + @ cem */;-NaOH

-+ Wasser = 500 com.

Trockengewicht der Hefe — 32,29/,,
Stickstoffgehalt davon . .= 8,38 — 8507,

Pro 100 com enthielt also die Fliissigkeit 278 mg Totalstickstoff.
t=37°.

g gl 1 2 3 ¢ | 5 | 6
5og| a=70 | a=50 | a=—40 | a=30 | a=15 | a=0
£E B ;

2 5% (o, N| pr |% N pu % N| e % N| pw [l N pr | N\ PE
0 [11,5] 75 [11,5] 6,9.11,5 6,0 | 11,5] 50 115‘39 11,5 31
20 |148| = 140 at2| — 173 50 |181 \

8 | — | = |158| 70279 61| — | — 148 13,1

96 15675 | — | — \39,4 ~ 136,952 148 \

168 | — | = 119,71 7,0 574 65 | 36,9 — S|

216 |15,6| 75 |266| 72 648 68 |39.4) 52 148 9| 2 =

Die Ergebnisse dieser Versuche bestitigen die alte Tat-
sache, daB die Hefeautolyse nur in schwach saurer Losung vor
sich geht. Das Optimum der Wasserstoffionenkonzentration
liegt etwa bei pg = 6. Schon beim Neutralpunkt ‘ist die
Autolyse zum groBten Teil und bei schwach alkalischer Reak-
tion vollstindig gehemmt. Auch eine Vermehrung der Wasser-
stoffionen wirkt hemmend, bei py.==4 wird schon kein Amino-
stickstoff mehr gebildet. Als #uBerste Grenzen der Autolyse
kénnen pg =7 und py. =4 angegeben werden.

Die Wasserstoffionenkonzentration in der Flissigkeit ver-
andert sich wihrend der Verdauung, und zwar wird sie nach
der alkalischen Seite hin verschoben. Dies ist ja auch natiir~
lich, denn die duBersten Abbauprodukte des Eiweifes sind wohl
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gewihnlich von stirker basischem Charakter als die Eiweil-
stoffe selbst.

Den Optimalpunkt der Wasserstoffionenkonzentration fiir
die Autolyse habe ich in folgendem Versuch genau ermittelt.
Zwischen pg.=5 und py.=—8 ist es ja moglich, Phosphat-
gemische als ,Puffer“ zu der Fliissigkeit zuzusetzen, um eine
Veranderung der Wasserstoffionenkonzentration wihrend der
Spaltung zu verhindern. Ich habe m/-Losungen von priméirem
Kaliumphosphat und sekundédrem Natriumphosphat (KH,PO,,
und Na,HPO,, 2H,0 nach Sérensen) dazu angewendet. In
der Tabelle II sind die jeweiligen Mengen unter p | s an-
gegeben. Ich habe das Gebiet py. =5 bis pgy. = 7 untersucht,
und elektrometrische Kontrollmessungen ergaben, dafl die zu-
gesetzte Phosphatmenge geniigte, um die Wasserstoffionenkon-
zentration auf ein bis zwei Zehntel von pg. konstant zu halten.
Die Analysen wurden wie beim vorigen Versuch, also durch
Formoltitration, ausgefiihrt.

Tabelle IIa.
10 g plasmolysierte Hefe - 20 cem ™/,-Phosphate (s com sek. -
p cem prim.) -} 2/--HCl - chloroformhaltiges Wasser = 100 ccm.
Trockengewicht der Hefe = 31,59/,,
Stickstoffgehalt davon. .= 7,919/,.
Pro 100 ccm enthielt also die Fliissigkeit 252 mg Totalstickstoff.
t =237°.

Nr. 1 2 | 3 4 | 5
s4p: | 10410 | 6414 J 3417 | 1419 j 20
cem */,-HCl: — — 0,2 05 | 10
P 6,8 64 | 61 56 | 50
9/, geloster Peptidbindungen
2 (0 13,9 139 | 139 13,9 139
83|10 24,0 28,2 28,6 23,0 20,4
g5 o2 31,5 36,1 38,0 315 26,9
22136 37.2 412 45,0 37.9 31,0
£ |46 39.8 436 492 428 | 333
<% {70 482 | 500 593 | 528 | 421

In der Figur sind die Versuchsergebnisse graphisch dargestellt.
Als Abszisse ist die Zeit in Stunden, als Ordinate die Mengen neu-

1) Elektrometrisch kontrolliert.
o%
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gebildeten Aminostickstoffs gew#hlt. Der Optimalpunkt ist in
folgender Weise ermittelt: In einem Diagramme (Fig. 2) ist der
Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration, also pg., und
als Ordinate die Zeit gewihlt, die bei den verschiedenen Ver-
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suchen erforderlich ist, um je 25, 30, 35, 40 und 45°/, der
vorhandenen Peptidbindungen zu spalten. Wir erhalten in
dieser Weise parabelihnliche Kurven, von denen das Minimum
bei pg. =6 liegt. Dieses Minimum bedeutet folglich die opti-
male Wasserstoffionenkonzentration, und diese liegt also bei

pH- = 6.

Es ist selbstverstdndlich, daB eine so komplizierte Reak-
tion wie der Autolysevargang nicht durch eine einfache Reak-
tionsformel ausgedriickt werden kann, und es scheint daher
unzweckmiBig zu sein, die Reaktionskinetik zu studieren.

In einer frithercn Arbeit!) habe ich aber gezeigt, daB der
Autolysevorgang dem bekannten Arrheniusschen?) Reaktions-
gesetze in gewissen Féllen gut folgt.

a a x

x bedeutet hier die nach der Zeit t gebildete Menge Amino-
sticktoff (°/,) und K, eine Konstante.
Noch besser pafBit eine empirische Formel.
1. atx
B —:In - .
Vt a—=x
Die folgende kleine Tabelle ist ein Auszug aus einer Ta-
belle der oben erwdhnten Arbeit.

Kp

Autolyse der Hefe bei 370,

t (Stunden) | = (9, N) Ks : K»p
0 10 ! , —

16 45 9,12 0,105

25 55 | 994 0,109

40 63 | 954 | o0

64 5| 99 | 0106

(88 4 | 13 0l

Hier war jedoch keine Riicksicht auf die Verinderungen
der Wasserstoffionenkonzentration wahrend der Autolyse ge-
nommen worden. Wahrscheinlich war aber py. im Anfang gleich
etwa 6, und am Ende der Reaktion wird pg. etwa auf 7 ge-

1) Dernby, Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 425, 1914.
2) Arrhenius, Medd. frdn K. Vet. Ak. Nolelinst. 1, 9, 1908.



stiegen sein. (Vgl. diese Abhandlung Tabelle I, Versuch 3)
In der Tabelle IIb habe ich die Versuche 2, 3 und 4 der Ta-
belle ITa in derselben Weise berechnet.

Tabelle ITb (Vgl. Tab. I1a).
Autolyse der Hefe bei 37°.

2; (p = 6.3) 3 (pw=61) | 4 (pw=58)
Verdauungs- I - ‘
zeit in * 'K, | K K, K,| * K, | K
Stunden |/, N)] "% | TP W) T4 | TP CpN) A TP
0 139 — | — | 139 | — i — 139 — | —
10 28,2 | 493 | 0,18 (28,6 | 5,09 | 0,19)| 230 | 3,14 | 0,15
22 36,1 13,95 | 0,16 | 33,0 | 4,46 | 0,17 | 31,5 | 2,88 | 0,14
36 41,2?3,31 0,15 | 45,0 | 4,11 | 0,16 | 37,9 | 2,71 | 0,13
46 436 | 2,97 | 0,14 | 49,2 | 4,03 | 0,16 | 428 | 2,84 | 0,14
70 50,0 | 2,76 | 0,13 | 59,3 4,37}0,16 52,8 | 3,25 | 0,14
!

Bei diesen Versuchen war, wie gesagt, die Wasserstoffionen-
konzentration wihrend der Reaktion konstant gehalten. Doch
passen die beiden Reaktionsgesetze in den Féllen 3 und 4 sehr
gut, d. h. wenn die Autolyse in schwach saurer bis neutraler
Losung stattfindet. Im Versuch 2 sinken beide Konstanten
sehr schnell.

Es ist wohl nur als eine Zufilligkeit anzusehen, dafl der
Autolysevorgang in diesem Gebiete der Wasserstoffionenkon-
zentration (py. = — 5 bis 7) durch diese Reaktionsgesetze aus-
gedriickt werden kann.

In gewissen Fillen kénnen jedoch diese Formeln gute
Dienste leisten, so z. B. wenn man die Autolysegeschwindig-
keiten bei derselben Wasserstoffionenkonzentration, aber unter
verschiedenen anderen Versuchsbedingungen vergleichen will.

C. EinfluB verschiedener Neutralsalzionen auf die
Autolyse.

Man koénnte ja den Einwand gegen die Resultate im
vorigen Abschnitt richten, daB nicht nur die Wasserstoffionen,
sondern auch die Chloridionen und Salzionen iiberhaupt Ein-
flisse auf den Autolysevorgang haben. Es sind viele Arbeiten
iiber dieses Thema publiziert, aber, wie schon frither gesagt,
st in keinem Falle Riicksicht auf die Verinderungen der
Wasserstoffionenkonzentration genommen, und daher kann ich
alle diese Angaben ganz iibergehen.
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Ich habe hier einige Versuche iiber diese Frage ausgefiihrt
In Erlenmeyerkélbchen wurden wie vorher 10 g abgeprefter
Hefe eingewogen, mit 5 cem Chloroform versetzt und bis zum
nachsten Tag sich selbst iiberlassen, wonach vollstindige Plas-
molyse und Verfliissigung eingetreten war. Eine passende
Menge Salzlésung und so viel Wasser, daB das Volumen
100 cem betrug, wurden zugesetzt. Die Salzlosungen waren
Natriumchlorid, Kaliumbromid, Natriumfluorid, Kaliumsulfat,
Natriumnitrat und eine gemischte Phosphatlosung. Eine Kon-
trollprobe mit Wasser allein wurde auch gemacht. In der
Tabelle 3 sind diese Versuche aufgefiihrt. Unter dem Namen
des Salzes ist die Konzentration desselben in der Fliissigkeit
angegeben. Auch hier wurde wie bei den vorigen Versuchen
die Formoltitration als Analysenmethode benutzt, und die Re-
sultate sind als Prozent freigemachten Aminostickstoffs angegeben.

Tabelle III

10 g Hefe -+ 0,2 ccm 2/,-HCl + 10 ccm Salzlosung + Wasser =
100 ccm (vgl. Tabelle II).

pg- im Anfang = 6,5, nach 46 Stunden ca. 7. ¢=37"

Nr. 1| 2 | 3 4 5 6 7
Salz: |Kontrolle| Phosphate 1)[ NaCl | KBr | Na,SO, | KNO,| NaF
Konz.: | — 0lm [02n|02n| 02n |02n]0ln

°/, geloster Peptidbindungen
8 o o | 139 |1mo| 1ol 139 |19 | 189
SE8422| 333 36,1 333! 352 | 81,5 | 352 | 333
2las| 482 | 426 | 482 482 463 | 491 | 482

Was zuerst auffallend scheint, ist die ,hemmende“ Ein-
wirkung des Phosphates. Die Erklirung hiervon ist jedoch sehr
einfach. Ich habe eine Phosphatmischung benutzt, deren
Wasserstoffionenkonzentration pg. = 6,4 betrug, also dieselbe
Wasserstoffionenkonzentration, welche die Hefefliissigkeit im
Anfang der Autolyse selbst hatte. Aber wihrend der Autolyse
ist im ersten Falle, dank des Phosphats, die Wasserstoffionen-
konzentration konstant geblieben, im zweiten Falle (siehe Ta-
belle I) ist dieselbe wihrend der Reaktion gegen die alkalische

1) 6 cem sek. |- 14 cem prim. Phosphat. py- konstant auf 6,6 ge-
halten.



Seite hin betrichtlich verschoben, und daher kénnen die tryp-
tischen und ereptischen Enzyme in héherem Grade wirken.

Wir sind also nicht berechtigt, zu sagen, dafl Phosphat-
ionen an und fiir sich die Autolyse hemmen.

Ubrigens kann gesagt werden, daB die hier gebrauchten
Neutralsalze bei dieser Konzentration keinen merkbaren Ein-
flul auf die Autolyse haben.

Scheinbar hat das Nitrat die Autolyse begiinstigt, aller-
dings nur ein wenig. Zu demselben Resultat waren Euler und
ich bei einer fritheren Arbeit gekommen?), wo wir auch fanden,
dafl Chlorate eine dhnliche Wirkung ausiiben. Dies scheint er-
staunlich, denn bei Untersuchungen iiber den EinfluB von Ni-
trat- und Chlorationen auf die einzelnen Enzyme (siehe Kapi-
tel III, J und IV, H) habe ich gefunden, daB diese Ionen eher
einen hemmenden als einen férdernden Einflul auf die Enzym-
tatigkeit haben.

Doch vermute ich, daB die Erklidrung zu diesen Anomaline
sehr einfach ist; durch irgendeine Oxydationswirkung des Ni-
trats bilden sich anfangs Siuren, wodurch die Wasserstoffionen-
konzentration groBer wird. Dies begiinstigt (siehe Tabelle II)
die Autolyse in ihrem ersten Verlauf.

Sulfationen weisen eine kleine hemmende, allerdings sehr
geringe Wirkung auf. Moglicherweise konnte diese Tatsache
folgendermafBen erklirt werden:

Neuerdings hat W. E. Ringer?) eine sehr interessante Ar-
beit iber das Pekelharingsche Pepsin verdffentlicht. Er hat
zeigen kénnen, daB nicht nur die Wasserstoffionenkonzentration,
sondern auch die Quellungserscheinungen des Substrates fiir
die Pepsinwirkung mafigebend sind. Die Reihe der Salze nach
ihrer hemmenden Wirkung auf die Verdauung ist dieselbe wie
diejenige der quellunghemmenden Wirkung in saurer Ldsung.

Sulfat >> Nitrat > Chlorat > Chlorid.

Moglicherweise verhilt sich die Sache bei der Autolyse
dhnlich, denn die ersten Stufen bei diesem Vorgang sind die
Auflésung des HefeneiweiBles und dessen Spaltung zu Albumosen

und Peptonen. Die hemmende Wirkung der Sulfationen kdnnte

1) Euler und Dernby, 1 c.
%) Ringer, Koll. Zeitschr. 19, 253, 1916.
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also auf diese Weise erklirt werden. (Vgl. auch die Tabellen
X1 und XVIL)

Hier ist ja nur die Einwirkung einiger Neutralsalzionen
untersucht worden, aber in der folgenden Arbeit habe ich die
Neutralsalzwirkungen bei den einzelnen Enzymen eingehend
studiert.

Das Ergebnis dieses Versuches ist jedoch von grofer Wichtig-
keit, denn hierdurch wird unzweideutig gezeigt, dafl es in erster
Linie die Wasserstoff- bzw. Hydroxylionen sind, die diese hier
untersuchten Enzymwirkungen beeinflussen, und daB wir bei
den Versuchen in Tabelle I und II im groBen und ganzen
zu denselben Resultaten gelangen wiirden, wenn wir anstatt
Salzsiure Schwefel-, Phosphor- oder eine andere Siure in
miBigen Konzentrationen gewihlt hitten, wenn nur die Wasser-
stoffionenkonzentrationen stets dieselben gewesen wéren.

Die Fig. 3 (aus einer %#

100
fritheren Arbeit!) entnommen) «
zeigt die Einwirkung von g
Glycerin auf den Autolyse- |10% +—1
vorgang. Die Versuchsanord- % = =]
nungen waren ungefihr die- w / 0%
selben wie die hier beschrie- ¢
]
benen. Uber den Autolysekur- 2z 50%
B By

ven steht der Prozentgehalt I

. issiokeit, 0
des. Glycerins d:er Fliissigkeit 20 4ufugseze 0.~ 30 00 720
Spiter habe ich gefunden, Fig. 3

daB eine wahrnehmbare Hem-

mung in der Autolyse erst bei 10 bis 15°/, Glycerin eintritt.
Nur sehr grofe Glycerinkonzentrationen vermégen die Autolyse
vollstindig zu hemmen.

Die Ergebnisse dieser Versuche stehen in qualitativer
Ubereinstimmung mit Angaben von Gromow und Grigorieff?).
Quantitativ unterscheiden sie sich allerdings von denjenigen
der genannten Autoren insofern, als dieselben eine gréBere
Hemmung durch Glycerin fanden, was vermutlich darauf be-
ruht, daB sie mit nicht plasmolysierter Hefe arbeiten.

1) Euler und Dernby, I c.
?) Gromow und Grigorieff, 1. c.
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Auch fand ich bei Versuchen, die ich wegen ihrer Unvoll-
stindigkeit nicht mitteile, daB Athylalkohol in waBrigen Kon-
zentrationen gar keinen EinfluB weder auf die Autolyse noch
auf die Wirkungen der speziellen Enzyme hat.

D. Die Autolyseprodukte des HefeneiweiBes bei ver-
schiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen.

In den vorhergehenden Versuchen habe ich nur die Bildung
von Aminostickstoff verfolgt. Als erste Spaltprodukte treten
aber Albumosen und Peptone auf und erst danach Amino-
siuren, Purinbasen und Ammoniak. Es wire von groBem
Interesse, zu wissen, wann und wie diese verschiedenen Abbau-
produkte vorkommen. Viele Autoren, ich gebe hier als Bei-
spiele Zaleski und Schataloff, Vandevelde und Cook an,
haben ausfiihrliche Arbeiten iiber diese Frage publiziert. Leider
sind ihre Versuche weder miteinander noch mit den meinigen
vergleichbar, denn man wei ja nicht, bei welcher Wasserstofi-
ionenkonzentration die Autolyse ausgefiihrt worden ist.

Der Versuch in der Tabelle IV ist derselbe wie Nr.3 in
Tabelle I. Aber ich habe hier die Spaltung nicht nur durch
den Zuwachs des formoltitrierbaren Stickstoffes verfolgt, sondern
nach den in der Tabelle angegebenen Zeiten, sowohl den Ge-
samtstickstoff, EiweiBstickstoff, als den totalen Aminostickstoff
und Ammoniak bestimmt.

Der Totalstickstoff, angenommen, er betrage a mg per
100 ccm, wurde in 10 cem des Filtrates nach der Kjeldahl-
schen (und zwar in der von ihm angegebenen) Ausfithrungs-
weise bestimmdt.

Der EiweiBstickstoff wurde ebenso in 10 ecm des Fil-
trates nach Schjerning durch Ausfillung mit Stannochlorid
bestimmt. Die Versuchsmethodik ist unten in Kapitel III, Ab-
schnitt A niher besprochen. Wir nehmen an, da als Resultat
bmg pro 100 ccm erhalten wurden.

Die Summe von Amino- und Ammoniakstickstoff
wurde durch Formoltitration und das Ammoniak allein durch
Destillation mit Magnesia bestimmt. Sei dieses d mg und die
Summe ¢, so betrigt der Gehalt von Amino(siure)stickstoff
¢—d==e¢ mg pro 100 ccm.
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Der , Peptid “stickstoff, umfassend den Stickstoff der
Albumosen, Peptone und Polypeptide, ist berechnet als Differenz

a—{d-+d-+e.
Tabelle IV.

Die Verteilung des Stickstoffes auf die Abbauprodukte bei einer
Autolyse. Dieser Versuch ist eine Vervollstindigung des Beispiels 3 in
Tabelle I.

50 g Hefe + 40 cem 2/;-NaCl-Lésung -+ 5 cem Chloroform - Wasser
= 500 cem. ¢=37°.

Stickstoff
Zeit \
in Total-N \ - . s . Ammoniak-| pp
Stunden lim Filtrat Eiwei-N Peptld-N!Ammo-N N
%% °l % | b o/ -
0 35,3 13,9 99 | 115 0 6,0
20 48,6 10,9 16,5 17,8 3.4 —
48 583 | 10,2 20,2 22,4 45 6,1
96 695 | 124 17,7 34,2 52 -
168 846 | 163 10,9 44,0 13,4 6,5
216 89,5 ; 18,7 6,0 51,1 18,7 6,8
5l
90
L —
80 [’N "
Tofd
70 /T [
&0 /‘
50 ,/ —
’10// Lo-N //
Amt
30 =t ol
—
P aily’
a0 > 1\\/;/‘ —
70 5‘"51.!'” ——"><-—_—'
e
g 20 40 60 80 100 720 140 760 180 200 220
y - Autolysezert ih Stunden Pi=b8
Fig. 4.

Die Tabelle IV zeigt, daB die Auflésung des ZelleneiweiBes
ziemlich kontinuierlich mit der Zeit vor sich geht. Das Eiweif3
wird dann allmihlich gespalten; auffallend ist es jedoch, daB
die Menge fillbaren EiweiBes zuerst abnimmt, dann gegen
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Ende der Reaktion zuzunehmen scheint. Ebenso auffallend ist,
daB der Gehalt von Peptonen bis zu einem Maximum steigt,
und dann rasch abnimmt. Im ersten Augenblick erscheinen
diese Verhiltnisse fast unmoglich gedeutet zu werden, aber wir
werden weiter unten sehen, dafl sie in sehr einfacher Weise
erklirt werden konnen.

Der Gehalt an Aminostickstoff steigt mit der Zeit, und
zwar schneller gegen Ende der Reaktion an. Nach den alten
Vorstellungen wiirde man wohl hier von einer ,Autokatalyse
sprechen. Endlich wird eine betrachtliche Menge des Total-
stickstoffs in Ammoniak umgewandelt. Auch diese Reaktion
verliuft am schnellsten gegen Ende der Reaktion. Dies ist
wohl der Wirkung der in der Einleitung besprochenen Desami-
dasen zuzuschreiben.

Die hier gewihlte Autolyse kann als typisch angesehen
werden. Nur etwas Neutralsalz ist zugesetzt, das keinen Ein-
fluB ausiibt, {iibrigens ist es nur die natiirliche Aciditét des
Hefegemisches, die zum Ausdruck kommt.

Die Wasserstoffionenkonzentration ist nicht konstant gehal-
ten, diese hat sich wihrend der Reaktion stark vermindert, von
pg-=6 bis pg-=6,8. Wir werden unten sehen, dafl diese
Verinderung der Wasserstoffionenkonzentration uns den Schliis-
sel dazu gibt, um die eigentiimlichen Verinderungen in den
EiweiB-, Pepton- und Aminostickstoffmengen wihrend der Auto-

lyse zu erkldren.
Tabelle V.

Die Abbauprodukte der Autolyse bei verschiedenen Wasserstoff-
ionenkonzentrationen.

500 g Hefe -~ HCl - NaOH - Wasser = 500 cem (vgl. Tabelle I).

Autolysedauer 216 Stunden. ¢ = 37°.

Wasserstoff- Stickstoff
Nr. | ionenkon- —— 'A T
(vgl. | zentration | Total- b s en . .y [Ammoniak-
Tab T)| bei der [im Filtrat Liweis-N | Peptid-N| Amino-N =y
Autolyse %, o o, o, o/
o | 69—72 | 507 | 196 45 | 24 | 42
3 6,0—6,3 89,5 | 187 6,0 51,1 \ 13,7
5 3.9—3,9 487 | 1,9 32,0 141 0.7

In Tabelle V habe ich einige Resultate iiber die Verteilung
des Stickstoffes auf die verschiedenen Abbauprodykte des Hefen-



— 29 —

eiweifles, wenn die 216stiindige Autolyse bei verschiedenen
Wasserstoffionenkonzentrationen vor sich gegangen ist, zusam-
mengestellt. Wenn wir die Versuche 2 und 5, wo die Wasser-
stoffionenkonzentration wihrend der Autolyse resp. py = 6,9
bis 7,2 und pg = 3,9 betrug, betrachten, so ist die Menge Eiweil,
die in Losung gegangen ist, etwa dieselbe. Im ersten Falle,
in der alkalischen Losung, ist nur ein Teil dieses Eiweiles
gespalten, dieses ist nahezu vollstindig zu Aminosiuren abge-
baut; die Menge der Peptone ist sehr gering. Im zweiten Falle
aber, wo die Autolyse in saurer Losung vor sich ging, ist
die ganze Menge Eiweil in Peptone gespalten, und nur ein
kleiner Teil ist weiter zu Aminosduren abgebaut. Aulerdem
hat nahezu keine Ammoniakbildung stattgefunden.

Diese Tabelle zeigt uns klar, da die Formoltitration allein
keine erschopfende Erklarung iiber den Fortschritt der Autolyse
geben kann. Und weiter wird ersichtlich, daB in Ubereinstim-
mung mit der Anschauung von Vines bei der Autolyse der
Hefe mindestens zwei Enzyme (oder zwei Gruppen von Enzy-
men) teilnehmen miissen.

Einerseits wirkt in saurer Lésung ein pepsindhnliches
Enzym, das die EiweiBstoffe in Peptone zerlegt, anderseits
wirken in alkalischer Losung, trypsin- oder erepsindhnliche,
die nicht EiweiBstoffe, sondern Peptone zu Aminosiuren abzu-
bauen vermdgen. Beim Versuch Nr. 3 (Tabelle IV), wo die Auto-
Jyse am schuellsten verlaufen ist, sind wahrscheinlich die beiden
Gruppen von Enzymen gleich stark wirksam gewesen.

Um diese Vermutung zu bestitigen, untersuchte ich, ob
die bei der Autolyse in saurer Lésung gebildeten Peptone in
alkalischer Lésung weiter verdaut werden kénnen. In der Tat
zeigte sich, daB, wenn ich das Filtrat im Versuch 5 (Tabelle IV)
alkalisch machte und bei 37° aufbewahrte, eine Vermehrung
des formoltitrierbaren Stickstoffs eintrat. Aber diese war sehr
gering, das erepsinéhnliche Enzym schien in der sauren Losung
zum groften Teil zerstért worden zu sein.

Dann fiihrte ich den Versuch in folgender Weise aus: Das
Filtrat wurde dialysiert (siehe Kap.IIIA), um von Aminosiuren
und Salzen befreit zu werden. Zu 50 ccm dieser Losung
(0,85 mg N pr. cem enthaltend) wurden 3,4 ccm ©/,-Natronlauge
und 5 ccm dialysierter HefepreBsaft, welcher Hefenereptase
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enthielt (iiber die Herstellung desselben siehe Kap. IIIB) zu-
gesetzt, und das Ganze auf 100 ccm verdiinnt. Die Wasser-
stoffionenkonzentration der Fliissigkeit entsprach py. = 7,6. Die
Verdauung wurde bei 37°, mit Chloroform als Antisepticum,

vorgenommen.
Tabelle VI.

Die Spaltung von Hefe-Peptonen durch Hefenereptase; 50 ccm Pep-
tonlésung (0,85 mg N pro cem enthaltend) -} 3,4 cem */-NaOH - 5 com
Enzyml6sung 4 Wasser = 100 ccm.

Pg im Anfang = 76. =379

Verdauungszeit in| ¢/, freigemachter Amino-
Stunden stickstoft
0 0
4 17,6
18 66,0
38 88,0
60 97,0

Wie die Tabelle zeigt, werden die Peptone ziemlich rasch
und zwar vollstdndig von der Ereptase zerlegt. Dieser Versuch
bestitigt also gut die obige Vermutung iiber das verschiedene
Verhalten der proteolytischen Enzyme der Hefe.

Bei diesem Versuche machte ich die Beobachtung, daf3
durch Zufiigen von Alkali die anfangs klare Fliissigkeit sich
tribte und kleine Flocken auszufallen schienen. Dieser Ver-
such ist auch demjenigen analog, den N.Iwanoff und spiter
Kostytschew wund Brilliant ausfiihrten, und von denen
diese Autoren behaupten, eine enzymatische Eiweisynthese
ausgefithrt zu haben. Sie haben namlich nach der Autolyse
den Hefeprefsaft durch Alkali neutralisiert und dann nach
einiger Zeit gefunden, daf die fédllbare EiweiBmenge sich ver-
grofert hat. Dies ist jedoch keineswegs ein direkter Beweis,
daB eine Synthese stattgefunden hat, vielmehr glaube ich, daB
es sich hier, wie BayliB?) fiir die Paranucleinsynthese von
T. B. Robertson gezeigt, nur um eine Ausfillung der Kollo-
ide in der Losung handelt. Denn durch die Verinderung der
Wasserstoffionenkonzentration in der Fliissigkeit durch Zufiigen
von Alkali kénnen die kolloidalen amphoteren Elektrolyte ihren

1) BayliB: Journ. of Physiol. 46, 236, 1913.
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isoelektrischen Punkt erreichen, wo nach Michaelis') manchmal
eine Ausfillung stattfindet.

So viel ist jedoch sicher, daB man in der Beurteilung solcher
Resultate sehr vorsichtig sein muf und nicht ohne weiteres
Schliisse iiber EiweiB3synthesen ziehen darf.

E. Die proteolytischen Enzyme der Hefe und ihre
Beziehung zu der Autolyse.

Hier erhebt sich die wichtige Frage: Welche proteolytischen
Enzyme sind in der Hefe vorhanden, und welche Rollen spielen
sie bei der Autolyse?

Was zuerst die Desamidasen betrifit, so haben sowohl
frithere wie meine Versuche ergeben (vgl. Tabelle IV und V und
Kapitel VI), daB sie nur eine sehr untergeordnete Rolle spielen.

In den folgenden Kapiteln dieser Arbeit, auf die ich hier
hinweise, habe ich die Wirkungen der verschiedenen Enzyme
im HefepreBsaft zu isolieren versucht. Dabei bin ich zu dem
Resultat gekommen, daB8 es gelingt, sowohl nach der Vines-
schen Annahme ein Pepsin und eine Ereptase wie auch eine
Hahnsche Tryptase in dem Hefepresaft nachzuweisen.

Die Enzyme, die ich gefunden habe, kénnen mit folgenden
Worten charakterisiert werden:

Das Hefepepsin spaltet genuine Eiweilstoffe zu Peptonen,
aber nicht weiter, und die optimale Wasserstoffionenkonzen-
tration fiir diese Reaktion liegt bei py. = 4,5.

Die Hefetryptase vermag weder Eieralbumin noch das
HefeneiweiB zu spalten, verdaut aber glatt Gelatine, Casein
und Wittepepton. Das Enzym vermag jedoch nicht, diese Stoffe
vollstindig zu Aminosduren abzubauen. Das Optimum der
Wasserstoffionenkonzentration liegt bei pg. = 7,0.

Die Hefenereptase endlich ist dem Erepsin des Darm-
saftes sehr #hnlich und spaltet rasch einfache Peptide zu
Aminosiuren. Die optimale Wasserstoffionenkonzentration liegt
bei pg. = 7,8.

In den kleinen Hefezellen sind also Enzyme von ganz
demselben Charakter wie in dem so auBerordentlich mehr

1) Michaelis und Mitarbeiter: Biochem. Zeitschr. 39, 496; 41, 373;
47, 260, 1912 u. a. a. O.
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differenzierten tierischen Organismus vorhanden. Der sukzes-
sive Eiweiabbau durch verschiedene Enzyme geschicht also
in ganz analoger Weise wie im tierischen Organismus.

Um die Beziehung zwischen diesen Enzymen und der
Autolyse zu veranschaulichen, bediene ich mich einer graphi-
schen Darstellungsweise. In einem Diagramme (Fig. 5) wird die
Wasserstoffionenkonzentration (gréBerer Ubersichtlichkeit wegen
des Logarithmus derselben, also pg.), als Abszisse und die Zeit,
in welcher das Enzym 10, 25 oder 50°/, des Substrates, bei
verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen zerlegt, aufge-
tragen. Wir erhalten dann Kettenkurven, deren Minimum der
optimalen Wasserstoffionenkonzentration des betreffenden En-
zyms entspricht (vgl. Fig. 7, 15 und 18).

i S==—-=t:

s === /

¢ ====1 f

o3 =s==py /
2] A= A \‘

T e/ /

RS |

(LR == /

N eI

4 Hg‘eﬁ#ﬂ.ﬁ/ﬁ ALJrv_/y.se //g%ﬂP/p/a.se /@bfw;niusa

3 P 4 5 6 7 8 9

Fig. 5.

Um die Wirkungsweise dieser drei Enzyme miteinander
vergleichen zu konnen, habe ich in Fig. 5 als Ordinaten
die relativen Zeiten benutzt, wenn dieselbe Menge des Sub-
strates gespalten wird. Spaltet z. B. ein Enzym 25°/, des
Substrates bei optimaler Wasserstoffionenkonzentration nach
t, Stunden, bei einer anderen nach {, ({; > ), so ist das Ver-

f o g
hﬁltnis;& als Ordinate gewihlt. Man kann ja diese Kurven als
1
Effektivitatskurven bezeichnen, und in dieser Darstellungsweise
sind sie ohne weiteres vergleichbar.

In Fig. 5 habe ich ebenso die entsprechende Kurve fiir
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die Autolyse (Fig. 2) angegeben. Die gestrichelte Partie ist
also das Bereich der Autolyse (wenn die Menge geloster Pep-
tidbindungen als ein MalB derselben genommen wird) in bezug
auf die Wasserstoffionenkonzentration. Der Optimalpunkt des
Hefepepsins liegt bei py. = 4,5, der der Tryptase bei pg. = 7,0
und der der Ereptase bei py. = 7,8. Das Optimum der Autolyse
liegt dagegen bei pgy. == 6,0, also zwischen denen des Hefe-
pepsins und der Hefetryptase.

Die Ergebnisse in Fig. 5 habe ich in folgender Weise
gedeutet:

Die Autolyse der Hefe ist ein Verdauungsproze8,
der von den Enzymen Hefepepsin, Tryptase und
Ereptase bewirkt wird, und kann nur bei solchen
Wasserstoffionenkonzentrationen vor sich gehen, wenn
diese Enzyme gleichzeitig wirken kénnen.

Die Hefepepsinkurve ist aus Fig. 7 (15°/,), die Tryptase-
kurve aus Fig. 15 (10°/,) und die Ereptasekurve aus Fig. 18
(50°/,) entnommen. Diese Kurven sind vollstindig beliebig
gewiahlt; es handelt sich hier nicht um eine exakte Berech-
nung, sondern nur um eine Veranschaulichung des Autolyse-
vorgangs. '

Die Fig. 5 ergibt ferner, daB auch eine kleine Verinderung
in der Wasserstoffionenkonzentration eine groBe Verinderung
in der Autolysegeschwindigkeit verursachen mu8, denn dadurch
wird der wirksame Teil irgendeines der Enzyme vermehrt,
der andere dagegen vermindert.

Auch die schon lange bekannte Tatsache, daB die Auto-
lyse im Vergleich mit den Reaktionen der isolierten Enzyme
so verhdltnisméBig langsam verlduft, wird hieraus erklirlich.
Es ist nicht gelungen, eine vollstindige Autolyse auch im
-optimalsten Falle zu beobachten, die in weniger als 7 bis 10
Tagen verlduft. Bei der Autolyse ist auch beim Optimalpunkte
nur ein Teil von jedem Enzym dissoziiert, d. h. wirksam.
Arbeiten mit dem isolierten Enzyme werden in der Regel bei
optimaler Wasserstoffionenkonzentration vorgenommen. Daher
scheint es mir als a priori ausgeschlossen, daB man durch
irgendwelche ,Aktivatoren“ die Autolyse steigern kénne.

Die Resultate der Tabelle I sind auch aus dieser Figur
ohne weiteres zu verstehen. Bei einer Wasserstoffionenkonzen-

3
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tration, wo pg. = 3,9, ist ja die Ereptase nahezu ganz unwirk-
sam, und die Autolyse besteht hier in einer Spaltung der Pro-
teine zu Peptonen. Beim Neutralpunkt ist andererseits das
Pepsin inaktiv, hier bleiben daher auch die gelésten Eiweif3-
stoffe intakt, die Autolyse besteht hier hauptsichlichst in einer
Spaltung der bereits vorhandenen Peptone (bei dem 12 stiindigen
Stehen der Hefe mit Chloroform tritt vor der eigentlichen
Autolyse eine teilweise Verdauung ein).

Auch die eigentiimlichen Veridnderungen des Gehalts an
fillbarem Eiweil und Peptonen im Filtrat des Autolyseversuchs
(Tabelle VI) bieten jetzt keine Schwierigkeit fiir eine Erkléiruhg
wenn wir nur immer bedenken, daB die Wasserstoffionenkon-
zentration wihrend der Reaktion sich von py. = 6 bis py.= 6,8
verindert hat. Wie aus der Figur zu ersehen ist, nimmt die
EiweiBmenge zuerst mit der Zeit ab, erreicht ein Minimum
und steigt dann wieder. In ganz entgegengesetzter Weise ver-
hilt sich die Peptonmenge, sie sinkt zuerst, durchliuft ein
Minimum und sinkt gegen Ende der Reaktion.

Bei py = 6 ist das Hefepepsin aktiv, das allméhlich ge-
l6ste Eiwei wird also gespalten, aber wihrend der Reaktion
wird die Fliissigkeit alkalischer, dieses Enzym wird inaktiv
und die jetzt gelosten EiweiBstoffe werden dann nicht mehr
zerlegt.  Gleichzeitig aber wird mehr und mehr von der
Tryptase und Ereptase wirksam, die anfangs gebildeten Peptone
werden dadurch schneller und am Ende der Reaktion groBten-
geils gespalten. Die Menge Aminostickstoff muf daher sehr mit
der Zeit zunehmen, und es bedarf keiner Theorie iiber ,Auto-
katalyse“ oder ,Aktivierung von Proenzymen“, um diese Tat-
sachen zu erkldren.

Durch die Einfithrung der Arrheniusschen Dissoziations-
theorie auf das Gebiet der Enzyme, wie es Sorensen und Mi-
chaelis getan haben, sind viele dunkle Gebiete in der Biochemie
erhellt worden. Freilich miissen wir dabei einige frithere Be-
griffe, wie ,Proenzyme“, ,Zymogene¥, ,Aktivatoren u. dgl. mit
groBerer Vorsicht als vorher brauchen. Die Autolyse der Hefe
148t sich ohne Einfilhrung von diesen Begriffen, aber mit Hilfe
der Sérensen-Michaelisschen Anschauungsweise sehr leicht

erkldaren.



II1.
Das Hefepepsin.

Aus dem vorigem Kapitel geht unwiderleglich hervor, da8
bei der Autolyse der Hefe ein pepsinihnliches Enzym vorhanden
ist, welches die genuinen Eiweilstoffe der Hefe in Peptone
zerlegt, und dieser Vorgang scheint nur bei saurer Reaktion
vor sich zu gehen. Unten habe ich die Wirkungen dieses
Enzyms auf einige andere Substrate, Eieralbumin und Thymol-
gelatine, gepriift und die optimale Wasserstoffionenkonzentration
fiir diese Spaltungen bestimmt. Ebenso sind der Temperatur-
einfluf und die Einwirkung verschiedener Neutralsalzionen auf
die Tatigkeit dieses Enzyms studiert worden.

A. Herstellung des Enzympréparats.

Als Enzympraparat habe ich immer, sowohl beim Arbeiten
mit dem Hefepepsin als mit den anderen proteolytischen Enzymen
der Hefe, neutralen, dialysierten Hefepre3- oder richtiger Mace-
rationssaft benutzt.

Im wesentlichen habe ich die Koelkersche!) Methode be-
folgt: 500 g wohlausgewaschene und abgeprelte Brauereihefe
wurden in einer Porzellanschale mit 30 g Calciumcarbonat und
30 ccm Chloroform zerrieben, und der sogleich verfliissigte Brei
wurde dann wahrend drei Tagen bei Zimmertemperatur sich
selbst iiberlassen und autolysiert. Der Brei wurde in einem’
Siebtuch gepreSt und der triibe Preflsaft wiederholt durch
Faltenfilter filtriert. Der Vorschrift nach sollte der PreBsaft
danach zwei Tage bei 38° stehen, aber es erwies sich, daB so
behandelte Priparate viel schwicher waren als diejenigen,
welche nicht so behandelt wurden. In einer neuerdings er-
schienenen Arbeit hat Abderhalden? eine sehr interessante
Beobachtung gemacht, nidmlich daf aus Trockenhefe herge-
stellter Mazerationssaft in bezug auf peptolytische Fahigkeit
viel aktiver nach Stehen einiger Tage als sogleich nach dem
Herstellen ist. Erst nach lingerem Stehen nimmt die proteo-
lytische Fihigkeit wieder ab.

) Koelker, Zeitschr. fiir physiol. Chem. 67, 297, 1910.
%) Abderhalden und Fodor, Fermentforschung 1, 533, 1916.
3*
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Die hellgelbe, klare, aber sehr eiweilreiche Fliissigkeit
wurde dann in einen Sorensenschen Dialysator gebracht und
wiahrend vier bis sechs Tagen unter vermindertem Druck dialysiert.

Um die Art und Weise des Verfahrens zu verdeutlichen, habe
ich eine kleine Skizze iiber die Versuchsanordnungen beigefiigt.

zur Wasser- [
strahjpumpe

'Vor/age Dialysator

Der Dialyseapparat wurde in einen Eisschrank eingestellt
und zur Vermeidung von Bakterienwirkung der Fliissigkeit
Toluol zugesetzt. Allmdhlich schieden sich Eiweilstoffe aus
der an Kolloiden immer konzentrierteren Fliissigkeit aus. Diese
wurden abfiltriert, wonach eine klare, hellgelbe Fliissigkeit zu-
riickblieb, die alles Enzym zu enthalten schien, denn das Dialysat
wies keine oder sehr geringe proteolytische Tatigkeit auf?).

Selbstverstindlich ist dies von der Durchlissigkeit ‘der
Membranen abhiingig, aber bei der Benutzung von Kollodium-
membranen, wie in diesem Falle, ist es moglich, der Membran
die gewiinschte Permeabilitit zu geben. Ich weise noch ein-
mal auf die in kurzem erscheinende Arbeit Sérensens hin.

Das Enzympriiparat wurde im Eisschrank aufbewahrt.

Die verschiedenen Enzympriparate schienen von ungeféhr
derselben Zusammensetzung zu sein. Als Beispiele gebe ich
folgende zwei Beobachtungen an und nenne die Praparate
kurz a und b.

Das Priparat a (aus Hefe von der Carlsberger Brauerei zu
Kopenhagen) war bei 38° behandelt (siche oben) und zeigte
eine ziemlich schwache Wirkung. Pro ccm enthielt es 0,9 mg

1) Diese Dialysemethoden sind noch nicht verdffentlioht, werden
aber demnichst in dieser Zeitschrift erscheinen.



Totalstickstoff. 20 Tage nach der Dialyse war die Spaltungs-
fahigkeit (von Glycylglycin) nur die Hilfte der urspriinglichen.
Das Priparat b (aus Hefe von der hiesigen St. Eriks-
Brauerei) war nicht bei 38° behandelt und war viel stirker
als das erstere. Pro ccm enthielt es 0,8 mg Totalstickstoff und
wie das vorige nur Spuren von Aminostickstoff. Nach 40 Tagen
betrug die Spaltungsfiahigkeit nur ein Fiinftel der urspriinglichen,
und es hatten sich 0,4 mg Aminostickstoff pro ccm gebildet.
Dies bedeutet ja nur, daB das vorhandene Eiweil von den
Hefenenzymen allméhlich, wenn auch sehr langsam, abgebaut
wird. Ich habe Versuche gemacht, um dieses iiberschiissige
Eiwei von dem DPreBsaft abzuscheiden. Durch Zusatz von
schwachen Sauren, Essigsiure oder Kaliummonophosphat, fielen
freilich groBe Eiweimengen aus, aber der Sdurezusatz hatte
stets eine sehr mnachteilige Wirkung auf s&mtliche proteoly-
tischen Enzyme der Hefe, sei es durch Ausfillung oder durch
irgendeine Art von Zerstérung. Sowohl der abfiltrierte Nieder-
schlag wie das klare Filtrat zeigten nur betréchtlich schwéchere
proteolytische Wirkungen als die urspriingliche Fliissigkeit.

Ich habe auch viele andere Fallungsmethoden gepriift,
Ather-Alkohol, Aceton usw., aber das proteolytische Vermdgen
der so gewonnenen Préparate war stets geringer als das ent-
sprechende der urspriinglichen Losung.

Daher sehe ich es als das zweckmiBigste an, immer mit
diesem dialysierten Enzympriaparate zu arbeiten, besonders weil
man ja nicht die chemische Zusammensetzung der Enzyme
kennt und daher doch nicht zu einer rationellen Reindarstellung
gelangen kann.

Das Eigentﬁmliche mit dem auf diese Weise hergestellten
PreBsaft war, daB die drei Enzyme oder Enzymgruppen: Pep-
sin, Tryptase und Ereptase alle zugleich reichlich vorhanden
waren. Die Autolyse geht ja durch den Zusatz von Calcium-
carbonat bei schwach alkalischer Reaktion vor sich, und es ist
verstandlich, daB dies fiir die beiden letzteren Enzyme giin-
stig sein kann, deren optimale Wasserstoffionenkonzentrationen
bei neutraler und schwacher alkalischer Reaktion liegen. Es
wire zu erwarten, daB das Hefepepsin, dessen optimale Kon-
zentration der Wasserstoffionen bei py. = 4,5 liegt, in alka-
lischer Losung geschidigt werden konnte. Dies scheint aber



nicht der Fall zu sein. Bei Versuchen, wo anstatt Calcium-
carbonat Phosphatgemische dem Hefebrei zugesetzt werden, so
daB die Wasserstoffionenkonzentration bei der Autolyse pg- =5
bis 6 (also schwach saure Reaktion) war, war der Gehalt nicht
nur an Tryptase und Ereptase, sondern auch an Pepsin viel
geringer als beim ZAusatz von Calciumcarbonat.

Es scheint also, als ob sdmtliche proteolytischen Enzyme
der Hefe in saurer Losung zerstort werden. In allen Fillen
schien jedoch das Pepsin im Hefeprefsaft viel sparlicher als
die anderen Enzyme vorzukommen.

Die Zerstorungstemperatur aller dieser Enzyme scheint in
neutraler Losung so etwa bei 60° zu liegen. In alkalischer
oder saurer tritt die Zerstérung viel schneller ein. Durch Er-
hitzen ist es also nicht moglich,' diese Enzyme voneinander
zu trennen.

Wie vorher ausgefithrt, meinte Vines, daf das Pepsin in
Kochsalzlésungen, die Ereptase dagegen in reinem Wasser 16s-
licher sei. Ich habe seine Versuche wiederholt und bin zu dem
SchluB gekommen, daB seine Beobachtung dadurch erklirlich
ist, daB die Hefezellen viel leichter durch Kochsalzlosung plas-
molysiert werden, denn er arbeitete immer mit nicht plas-
molysierter Hefe. Aber mit der Loslichkeit oder Wirkungs-
fihigkeit des einen oder anderen Enzyms scheinen maBige Salz-
konzentrationen nichts zu tun zu haben. Dies werde ich weiter
unten besprechen.

Es wire ein sehr wiinschenswertes Ziel, diese Enzyme
in irgendeiner Weise voneinander trennen und sogar die En-
zyme selbst rein darstellen zu koénnen. Ob es moglich ist,
1aBt sich jetzt nicht beantworten. Ich weise nur darauf hin,
da bei den verschiedenen Fallungsmethoden immer sehr grole
Mengen der Enzyme verloren gehen. Ich habe nur die Wir-
kungen, nicht das Wesen dieser Enzyme studiert. Die Iso-
lierung und Reindarstellung der Enzyme ist ein Problem,
das noch seiner Losung harrt.

B. Versuchsmethodik.

Um das Hefepepsin nachzuweisen, habe ich zwei ver-
schiedene Methoden benutzt, teils die Spaltung von Acidalbu-
min in Peptone und nachheriger Bestimmung des zuriickge-
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bliebenen EiweiBstickstoffes, teils die Verfliissigung von Thymol-
gelatine.

Die erste Methode ist von Sérensen') ausgearbeitet und
von ihm bei Bestimmungen des Einflusses der Wasserstoffionen
auf die Tatigkeit des Pepsins aus dem Magen benutzt. Ich bin
seinem Verfahren im groBen und ganzen gefolgt. In wenigen
Worten war die Versuchsmethodik die folgende:

300 g rohes Hiihnereiweil wurden mit 573 ccm Wasser und 27 ccm
8/ 0-Salzsiure versetzt. Diese ca. 49/ ige Losung wurde filtriert und dann
in folgender Weise zu Acidalbumin umgewandelt. 1600 ccm dieser Lo-
sung wurden mit 2640 ccm Wasser und 800 cem »/,-Salzséure zusammen-
gegossen und die Mischung 22 Stunden hindurch auf 37° gehalten; dann
wurden 30 cem 5 n-Salzsiure zugegeben und 4 Stunden spéter noch
50 cem 5 n-Salzsdure, wonach die Mischung nach 23 Stunden der Tem-
peratur von 37° ausgesetzt wurde. Die so erhaltene Acidalbuminlésung
war opalescierend und von etwas gelatiniser Konsistenz, enthielt keinen
eigentlichen Niederschlag und lie8 sich leicht genau abpipettieren.

Fiir jeden Versuch, wie aus der Tabelle hervorgeht, wurden 25 ccm
dieser Acidalbuminlésung mit einer passenden Menge Natriumhydroxyd-
16sung, so daB die Wasserstoffionenkonzentration der Fliissigkeit die ge-
wiinschte wurde, 10 com von den im vorigen Abschnitt beschriebenen dia-
lysierten HefepreBsaft und so viel Wasser, daB das Gesamtvolumen
100 com betrug, angewendet. Als Antisepticum wurde Chloroform benutzt.
Die Versuchsfliissigkeiten hatten mithin alle dieselbe Chloridionenkon-
zentration (eine einfache Rechnung ergibt, da sie etwa 0,07n betrigt),
wogegen, wie in der Tabelle 7 zu sehen ist, die Menge des Natrium-
hydroxyds und damit die Wasserstoffionenkonzentration in den verschie-
denen Versuchsflissigkeiten verschieden war.

Die Versuchsfliissigkeiten wurden in mit Bleigewichten versehenen
¥rlenmeyerkslbchen von 100 com gegossen, welche in einem mit Toluol-
regulator versehenen Wasserthermostaten von 37° Temperatur gesenkt
wurden. Ich habe die Fliissigkeiten nicht vor dem EingieBen des
Enzyms erwirmt, die Enzymmenge war so gewihlt, dafl die Reaktion
so langsam vor sich ging, daB ein Fehler von einigen Minuten in der
Versuchszeit keine Rolle spielte. Zu bestimmten Zeiten und nach un-
mittelbar vorhergehendem Umschiitteln wurden Proben von je 15 ccm
entnommen, welche in 100 cem-MeBkolben, die in Eiswasser standen,
eingegossen wurden. So viel Natronlauge, daB samtliche Proben auf
Lackmuspapier neutral reagierten, wurden zugesetzt, und danach wur-
den sie mit 5 cem 109/ iger Caleiumchloridlosung und 10 cem nach
H. Schjerning?®) dargestellter Stannochloridlésung unter gutem Um-
schiitteln gefillt. Die MeBkolben wurden mit Wasser bis auf die Marke

1) Sorensen, Enzymstudien II, 1. c¢. 290fF.
?) H. Schjerning, Zeitschr. . analyt. Chemie 37, 416, 1898.



— 40 —

nachgefiillt und bis zum nichsten Tag hingestellt. Jetzt wurde filtriert
und in 25 cem des Filtrates der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt.
Jetzt enthielt das Enzympriparat eine gewisse Menge durch Stanno-
chlorid fillbaren Stickstoffs. Diese ist jedoch im Verhéltnis zu dem des
Acidalbumins klein und ist im Resultat einberechnet. In der Tabelle ist
das Resultat als %/, gespaltenes Acidalbumin“ angegeben. Angenommen, es
sei also im Anfang des Versuchs die totale fillbare Stickstoffmenge a mg,
und die Zunahme des lgslichen Stickstoffs b mg, so ist das in der Tabelle ge-

gebene Resultat als 1_05)& berechnet.

Die zweite Methode zur Verfolgung der peptischen Ver-
dauung, deren ich mich bedient habe, ist die Verfliissigung
von Thymolgelatine, und zwar in der Ausfithrungsweise von
Palitzsch und Walbum?). Betreffs der Versuchsmethode ver-
weise ich auf deren Arbeit, und ich will nur mit einigen

Worten das Hauptsichliste referieren:

Die Gelatinelssung wurde folgendermaBen dargestellt: 700 g eng.
lischer Gelatine wurden in 1250 g lauwarmem Wasser gelost. Die zdhe
Fliissigkeit wurde durch ein Sieb gegossen vnd ca. 2g in Wasser emul-
sioniertes Thymol zugesetzt. SchlieBlich wurde die Lésung mit warmem
Wasser bis zu 2000 cem aufgefiillt und im Eisschrank aufbewahrt.

Diese Stammlésung enthielt in 1 g 49 mg Stickstoff.

Kurz vor Anwendung der Gelatine wurden 200 g der Stammlésung
abgewogen und bis zu 1 Liter mit Wasser verdiinnt. In einigen Fillen
(Tabelle XIV, Tabelle XVII) war das Wasser mit ,Puffern“, d. h. Phos-
phatmischungen versetzt, um konstante Wasserstoffionenkonzentration
zi haben. Dies wird niher bei den Tabellen besprochen.

Zu jedem Versuch wurden, wo nicht anders angegeben ist, 40 com
Gelatineldsung genommen und mit Enzymlésung, Salzsiure bzw. Natron-
lauge und so viel Wasser versetzt, da das Volumen der Versuchsfliissig-
keit 50 com betrug. Die Versuchsfliissigkeiten wurden in mit Baumwolle
verschlossenen Erlenmeyerkolbchen gegossen, die wie bei den anderen
Versuchen in einem Wasserthermostat von 37° standen. Bei diesen Ver-
suchen wurde das Ubrige durch Stehen in dem Thermostat auf 37° er-
wirmt, ehe die Enzymlosung zugefiigt wurde.

Nach Verlauf der in den Tabellen angefiihrten Zeiten wurde jeder
Mischung eine Probe von 5 cem entnommen und in dinnwandige Re-
agensgliser abpipettiert, die vorher durch Stehen im Eiswasser abgekiihlt
waren. Beim Arbeiten mit dem Hefepepsin war es nicht notwendig, die
Fliissigkeiten zuerst neutral zu machen, denn Vorversuche zeigten, daB
die Erstarrungsfibigkeit der Gelatine durch Stehen mit Salzsdure bei
37° in keiner Weise beeinflubt wurde. Aber beim Studium . des im
folgenden Kapitel behandelten Enzyms, der Hefetryptase, wo sich die

1) Palitzsch und Walbum, diese Zeitschr. 47, 1, 1912.
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Verdauungsreaktionen in alkalischer Losung abspielten, mufliten die
Proben zuerst neutralisiert werden. Dies geschah in der Weise, daB
die Reagensgliser vorher mit einer berechneten Menge Salzsdure und
Wasser, zusammen 1 ccm, versetzt wurden.

Nach gutem Schiitteln wurde die neutralisierte Gelatinemischung
15 Minuten lang ohne Schiitteln abgekiihlt, wonach die Konsistenz be-
urteilt wurde. Um Kurven iiber die Versuchergebnisse angeben zu
konnen und die Ubersicht zu erleichtern, ist diese Beurteilung in Zahlen
ausgedriickt. Die Verfasser bedienen sich 12 verschiedener , Verfliissi-
gungsgrade“, ich habe nur 7 davon genommen, und die Zahlen be-
deuten:

0 = vollstandig starr.

1 = starr, kann aber durch starkes Schiitteln ein wenig los-

gerissen werden.

2 = starr, aber die Oberfliche bewegt sich beim $chiitteln.
= weich.

4 = halbfliissig.

5 = beinahe fliissig.

6 = diinnfliissig.

Mit einiger Ubung war es sehr leicht, diese verschiedenen Stadien
zu unterscheiden. Man kann ja die Methode nicht als absolut quanti-
tativ ansehen, aber sie hat mir auBerordentlich gute Dienste geleistet.
Bei sehr alkalischen Lésungen versagt sie jedoch, denn die Behandlung
mit Alkali allein, wie Palitzsch und Walbum ') ausfiihrlich gezeigt
haben, scheint ja die Erstarrungsfihigkeit der Gelatinelgsungen im hohen
Grade zu beeinflussen. Im Kapitel IV werde ich diese Sache ndher er-
ortern.

Die Wasserstoffionenkonzentration wurde elektro-
metrisch und mit genau denselben Versuchsanordnungen, von
welcher Sérensen ?) sich bedient hat, gemessen. Wihrend der
Reaktion verinderte sich diese nur unbedeutend. Die colori-
metrische Methode war weniger geeignet, doch habe ich diese
im Abschnitt D und E benutzt, um zu kontrollieren, ob die
Wasserstoffionenkonzentration in den verschiedenen Proben
dieselbe war. Die Versuchsanordnungen waren dieselben wie
die in Enzymstudien II beschriebenen.

Um die Anfangskonzentration der Wasserstoffionen sowohl
bei den Acidalbumin- als bei den Gelatineversuchen zu er-
mitteln, habe ich Kontrollésungen gemacht, die anstatt frische,
gekochte EnzymlSsungen enthielten. In diese Fliissigkeiten

1) Palitzsch und Walbum, 1 c.
?) Sorensen, Enzymstudien 1I, 1. c.
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wurden die Wasserstoffionenkonzentrationen dann elektro-
metrisch gemessen.

In vielen Fillen habe ich mich der ,Puffer’ bedient, um
die Wasserstoffionenkonzentration in den Fliissigkeiten konstant
zu halten und zwar mit gr6B8tem Vorteil Mischungen von se-
kundirem Natriumphosphat und primérem Kaliumphosphat
(Na,HPO,, 2 H,0 und KH,PO, nach Sirensen, Kahlbaums
Priparate) benutzt.

C. Die optimale Wasserstoffionenkonzentration des
Hefepepsins.

In Tabelle VII ist ein Versuch mit Acidalbumin ange-
geben. Es muB jedoch zuerst gesagt werden, daf sich bei diesen
Versuchen viele Schwierigkeiten darboten. Der HefepreBsaft
greift nur, wie schon Hahn?') beobachtet hat, Eieralbumin mit
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Schwierigkeit an. Bei meinen Versuchen zeigte sich auch, da
in einigen Fillen der HefepreBsaft, der iibrigens an Tryp-
tase und Ereptase sehr reich war, Acidalbumin gar nicht
spaltete. Das in der oben beschriebenen Weise dargestellte
Acidalbumin ist auch nur bei Wasserstoffionenkonzentrationen

) Buchner-Hahn, Die Zymasegirung, 1. c.
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groBer als py =6 entprechend loslich, denn bei kleineren fillt
es in Flocken aus. Um die Wasserstoffionenkonzentration kon-
stant zu halten, habe ich Mischungen von primérem und se-
kundérem Phosphat zusetzen miissen, besonders in den Ver-
suchen 1—4. Bei 5 und 6 war dies wohl nicht nétig, aber
groferer Gleichformigkeit wegen habe ich auch da priméres
Phosphat zugesetzt.

Tabelle VII.

25 cem Acidalbumin —2/-NaOH +- 20 com ™/,-Phosphat (s cem sek.
—+ p cem prim) 4+ 10 cem Enzymlésung -+ chlo;oformhaltlges Wasser
= 100 ccm.

Die Acidalbuminlésung enthielt pro cem 1,9 mg Totalstickstoff.

Das Enzympréparat » » »n 0,75 » )
t =370
N 1y | ey | 3 | a4 | 5 | 6
stp: 10410 2,4+17,6'0,5+19,5 020 I 04-20 | 0420
ecem?/-NaOH:| 24,0 23,5 | 234 23,3 ' 20,0 I 10,0
PE': 6,8 6,1 II 55 48 | 4,0 | 3,2
9/, neugebildeten durch Stannochlorid nicht fallbaren
Stickstoffes
(0 0 o | o o | o 0
=8 ]10 0 0 19,0 23,0 | 49 0
2 81920 0 5,6 30,4 342 | 89 0
2|44 0 11,0 41,8 49,4 15,2 [ 0
68 0 15,0 45,6 57,0 190 | -0

In Fig. 6 sind die Ergebnisse der Versuche in der Ta-
belle VII graphisch dargestellt. Als Abszisse ist die Zeit, als
Ordinate die Prozente neugebildeten, durch Stannochlorid nicht
fallbaren Stickstoffs, mit anderen Worten die Prozente gespal-
tenen Eiweilles, gewéihlt.

Aus der Fig. 4 kann die Zeit entnommen werden, in der
in den verschiedenen Fillen dieselbe Menge des Eiweilles, hier
10, 15 und 30°/,, gespalten ist. Werden jetzt diese Werte
als Ordinaten und pg. als Abszisse in einem Diagramme (Fig. 7)
dargestellt, so erhalten wir Kettenkurven, deren Minimum die
optimale Wasserstoffionenkonzentration fiir die Tatigkeit des
Hefepepsins darstellt. Das Optimum liegt bei pg. = ca. 4,8.

1) Das Acidalbumin war hier in Flocken ausgefallen.
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Ich veroffentliche nur dieses einzige Beispiel, wiederholte
Versuche gaben dasselbe Resultat.
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Thymolgelatine 'scheint viel leichter als Eieralbumin ab-
gebaut zu werden, wie es auch Hahn gefunden hat. In der
Tabelle VIII und Fig. 8 sind einige Versuche hieriiber wieder-
gegeben. In Fig. 8 ist der nach Palitzsch und Walbum
gewihlte Verfliissigungsgrad der Gelatine nach einer gewissen
Versuchszeit als Ordinate und py. als Abszisse gewéhlt.

Tabelle VIIL

40 com Gelatine - 10 cem Enzym -} a cem */,-HCl -+ b com ®/,-NaCl
(a-+b = 4 ccm) - Wasser = 60 cem.

1 ccm Gelatine enthielt 36,3 mg Totalstickstoff.

1 » HefepreBsaft » 08 » »
t=—37°
Nr. | 1 2| 8 | 4 |5 |6 | 7|8
comn/,-HCl: |40 | 16 | 12 | 10 | 08 |05 | 02 | —
cem»/,-NaCl: | — | 24 | 28 | 30 32 |35 | 88 | 4,0
Py ‘
(elektrometrisch | 2,10 | 3,20 | 3,81 l 412 | 442 | 490 | 5,61 | 6,63
gemessen) ! ;
Verfliissigungsgrad der Gelatine
sz28(s0 | o |12 |8 [8 |2 | 1]2
S82) 60 0 1 | 3 41, 4 4 3 3
535 | 90 0 2 | 4 5 5 | 5 4 (6)
=578 (120 o | 38! 5 |8 6 | 5y (6) 1 (6)
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Aus der Fig. 8 geht hervor, dall die Verflissigung bei
Pg-=ca. 4,5 am schnellsten eintritt. Sdmtliche Kurven haben
hier ein Maximum. Doch scheint es, als ob eine Verfliissigung
auch beim Neutralpunkt eintritt. Was dieses bedeutet, wird
im nichsten Kapitel ndher erortert.
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Wir kénnen also sagen, daB die optimale Wasserstoffionen-
konzentration fiir die Spaltung von Acidalbumin zu Pep-
tonen, ebenso fiir die Verflissigung von Thymolgelatine bei
pp=4bis 4,5 liegt. Der Wert der optimalen Wasserstoffionen-
konzentration der Acidalbuminspaltung deckt sich jedoch nicht
vollstéindig mit dem der Gelatineverfliissigung. Doch ist der
Unterschied verhéltnismaBig klein, und wenn es auch verschie-
dene Enzyme wiren, die diese Wirkungen hervorrufen, so ge-
héren sie doch zu derselben Gruppe: der Pepsingruppe. Dieser
Wert, pg- =4 bis 4,5, stellt also die optimale Wasserstoffionen-
konzentration fiir die Titigkeit des Hefepepsins dar. Hierin
unterscheidet dieses sich von dem Pepsin des Magensaftes,
dessen Optimum nach Sérensen?) bei py =1,5 liegt.

Ich habe keinen Versuch gemacht, die Reaktionskinetik
zu deuten, denn diese Spaltungsvorgéinge sind ja so kompli-
ziert, daB wir sie nicht ganz iiberblicken konnen.

Ebensowenig habe ich aus denselben. Griinden im Sinne
Michaelis’ die Dissoziationsverhdltnisse nicht zu bestimmen
versucht.

) Sorensen, Enzymstudien II, 1. . — Vgl auch S. Okada:
Biochem. Journ. 10, 126, 1916.
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Um jede Verwechslung zu vermeiden, schlage ich hier vor,
dieses Enzym, das wohl mit der ,Peptase* Vines’ identisch
ist, Hefepepsin zu nennen.

D. Die Beziehung zwischen optimaler Wasserstoffionen-
konzentration und optimaler Temperatur fiir das
Hefepepsin.

Palitzsch und Walbum ) haben die Beziehung zwischen
optimaler Temperatur und optimaler Wasserstoffionenkonzen-
tration des Pankreastrypsins eingehend studiert und dabei ge-
funden, daB mit steigender Temperatur die optimale Wasser-
stoffionenkonzentration gegen die saure Seite hin verschoben
wird. Dasselbe hat A. Compton?) neuerdings fiir Maltase
gefunden.

Die folgenden Versuche sind ganz ahnlich wie die im
vorigen Abschnitt beschriebenen. Der Einfachheit wegen habe
ich nur die Gelatinemethode gebraucht. Man findet vier ver-
schiedene Versuchsserien, die sich voneinander nur darin unter-
scheiden, daB die Digestionsprozesse bei verschiedenen Tem-
peraturen sich abspielten, ndmlich bei 169, 26% 370 und 45°.

Tabelle IX.

Die optimale Wasserstoffionenkonzentration des Hefe-
pepsins bei verschiedenen Temperaturen.
25 cem Gelatine (200 g Stammldsung pro 500 cem) + o« cem Enzym
+ a cem »/,-HCl + Wasser = 60 ccm.
Das Enzympriparat enthielt 1,4 mg Totalstickstoff pro cem.

10 ccm Enzym = 16°
Nr. 1 2 3 4 | 5 6

cem */,-HCI: 3,2 2,4 2,0 1,6 1,0 0,4

PE: 3.2 3.8 41 44 4,9 5,6

Verfliissigungsgrad

225 ( 60 1 2 21 2 | 1 0
- 5‘,5{ 120 2 21/, 3 3 | 2 1
SEFT 800 2 3 3%s 3s 2%q 2

1) Palitzsch und Walbum, 1 c.

%) A. Compton, Proc. Roy. Soc. 88, 408, 1915.
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Tabelle X.
5 ccm Enzym t=26°
Nr. 1 | 2 | 8 | 4 | 5 | 8
com®),-HOL: 32 | 24 | 20 1,6 1,0 04
PR 32 | 38 41 44 49 5,6
Verflissigungsgrad
28 90 1, 1 1Y, ] 2 1 0
282192 1 2 2/, 21/, 2 1
5 2= 300 2 3 3Y, 31, 3 2
> 38 600 2 4 4 5 4 4
4
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2 / 29 \
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Fig. 10.
Tabelle XI.
2,5 ccm Enzym t=2370
Nr. 1§ 2 | 3 | 4 | 5 6
cem ®/,-HCl: 3,2 2,4 2,0 1,6 1,0 0,4
PR 3,2 3,8 41 44 49 5.6
Verflissigungsgrad
& 30 0 1y 2 2 1t 1
28| o0 1 2’ | 3 3 J 2
ar g 120 1Y, 3 l 4 4 3 3
B 8.5
g gl 800 2 4 5 5 4 5
2 600 3 6 6 6 6 6
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Tabelle XII.
2,5 ccm Enzym t=—45°
Nr. 1 2 | 3 4 | 5 | 6
cem »/,-HCl: 3,2 2,4 2,0 1,6 1,0 0,4
P 3,2 3,8 4,1 4,4 4,9 5,6
Verfliissigungsgrad
g 30 0 1 2 1y 1 1
£28] 60 1 2 3 | o1f; 2 2
ag 2y 120 2 3 4 l 31, 3 3
TNg]| 800 2 41, 5 41, 4 4
N 600 3 6 6 6 l 6 6
5
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Wie ich schon im vorigen Abschnitt gesagt habe, gibt es wahr-
scheinlich noch ein Enzym, das auch Gelatine zu verfliissigen
vermag und dessen Optimalpunkt bei pg="7 liegt. Aus den
iibrigen Tabellen und Figuren geht auch hervor, daB diese
zwei Enzymwirkungen, Pepsin- und Tryptasewirkung, inein-
andergreifen, und daher wird das Resultat verschoben. Wir
kénnen jedoch deutlich merken, daB der Optimalpunkt des Pep-
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sins bei allen untersuchten Temperaturen bei py.=4,2 bis 4,5
liegt. Aus den Fig. 10, 11 und 12 kann man schen, da die
optimale Wasserstoffionenkonzentration sich ein wenig mit stei-
gender Temperatur gegen die saure Seite hin verschiebt. Doch
allerdings sehr unbedeutend und nicht mit so groBen Werten,
wie Palitzsch und Walbum fiir das Trypsin gefunden haben.

Was die Ursache zu dieser Verschiebung des Optimalpunktes
ist, ist schwer zu sagen. Es konnte die Dissoziation des Enzyms
bei verschiedenen Temperaturen verschieden sein, oder auch
kénnte die Enzymzerstorung bei hoherer Temperatur in Fliissig-
keiten, wo die Konzentration der Hydroxylionen gréfer ist,
viel schneller als bei niedriger vor sich gehen. Wahrscheinlich
spielen diese beiden Faktoren, Dissoziation und Selbstzerstérung
des Enzyms, zugleich eine Rolle.

E. Die Einwirkung von Neutralsalzionen auf das
Hefepepsin.

Bei dieser Untersuchung habe ich mich nur der Gelatine-
methode bedient. Wie ich im vorigen Abschnitt gezeigt habe,
liegt die optimale Wasserstoffionenkonzentration des Hefepepsins
bei pg.==45. Bei dieser Wasserstoffionenkonzentration sind
auch simtliche Versuche angestellt. Sie sind ganz &hnlich
wie im vorigen Abschnitt ausgefithrt. Ich habe auch hier eine
konzentriertere Gelatineldosung (200 g Stammlésung auf 500 ccm
verdiinnt) angewendet und die fehlende Menge Wasser durch
Salzlosungen ersetzt.

Es zeigte sich, dall beim Zusetzen von mehr Salz, als ca.
1n auf die Fliissigkeit berechnet, die Resultate unsicher aus-
fielen. Die Gelatine wurde nimlich teilweise ausgesalzen, und
die Fliissigkeiten erstarrten sehr schwierig. Aber bei Salzkon-
zentrationen niedriger als 1n hatte das zugesetzte Salz keine
Einwirkung auf die Erstarrungsfihigkeit der Gelatine.

In der Tabelle ist unter dem Namen des Salzes die Kon-
zentration desselben in der ganzen Fliissigkeit angegeben. In
den meisten Fillen ist die Salzkonzentration 0,4 n gewesen,
fiir einige Salze, wie Chlorkalium, ist die Konzentration von 0,1 n
bis 0,8 n variiert worden. Nur in einem Falle, als Magnesium-
chlorid zugesetzt war, wurde die Enzymwirkung zu einem groBe-
ren Betrag gehemmt. 'Mﬁglicherweise bedeutet dies nur, daB

4
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eine Aussalzung von dem Enzym stattgefunden hat. Bei der
Hefenereptase (siche unten) habe ich dasselbe gefunden.

Natriumsulfat, Kaliumnitrat und Kaliumbromid hemmen
die Reaktionsgeschwindigkeit ein wenig und merkbar mehr
als die anderen Neutralsalze. Diese Tatsache steht mdoglicherweise
in Zusammenhang mit den quellungshemmenden Eigenschaften
dieser Salze. [Vgl. die Diskussion in Kapitel II, Abschnitt C]*).

Ubrigens kann als ein allgemeines Urteil gesagt werden,
daB, abgesehen von kleineren Schwankungen in den Versuchs-
ergebnissen, Neutralsalze bei diesen Konzentrationen keinen
bedeutenden EinfluB auf die Gelatine verdauende Tétigkeit des
Hefepepsins haben.

Dieses negative Resultat ist aber von besonderer Wichtig-
keit. Denn man konnte ja den Einwand gegen die Resultate des
vorigen Abschnittes iliber die optimale Wasserstoffionenkonzen-
tration fiir das Hefepepsin erheben, daB nicht nur die Wasser-
stoffionen, sondern auch andere positive oder negative Ionen
hemmende oder befordernde Wirkungen auf die proteolytischen
Enzyme der Hefe haben. Dieser Versuch zeigt aber deutlich,
dal} dies nicht der Fall ist. Neutralsalzionen, die die Wasser-
stoffionenkonzentration nicht verandern, haben in maBigen Kon-
zentrationen, keinen EinfluB auf die Wirksamkeit des Hefe-
pepsins. Dagegen ist die Konzentration der Wasserstoffionen
von einer fundamentalen Bedeutung fiir die Wirkungen der
proteolytischen Enzyme der Hefe.

1Iv.
Die Hefetryptase.

ich das Hefepepsin und die Hefenereptase niaher studiert
var ich anfangs der Ansicht, daB die Wirkungen der
then ,Endotryptase“ nichts anderes als gleichzeitige
gen dieser beiden Enzyme wiren. Wihrend der folgen-
beit muBlte ich aber diese Ansicht modifizieren und
die Ergebnisse Hahns bis zu einem gewissen Grad be-

?),

Ringer, Koll. Zeitschr. 19, 253, 1916.
Neuerdings hat S. Okada, Biochem. Journ. 10, 130, 1916, die op-

asserstoffionenkonzentration fiir die trypsinéhnlichen Wirkungen
4%
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Oben habe ich gezeigt, dafl die Verdauung des Hefen-
eiweiBes und ebenso die des Acidalbumins nur in einem Gebiet
der Wasserstoffionenkonzentration, pg. =4 bis pg. = 6 vor sich
geht. In neutraler oder alkalischer Lésung werden das Acid-
albumin und das Hefeneiweill gar nicht angegriffen.

Beim Benutzen der Verfliissigung von Gelatine als Reagens
auf die peptonisierenden Enzyme der Hefe fand ich aber, daB
Verfliissigung sowohl in saurer wie in schwach alkalischer Losung
eintrat. Im ersten Falle war die optimale Wasserstoffionen-
konzentration gleich py.= 4,5, also etwa dieselbe wie fiir die
Acidalbuminverdauung, im anderen Falle war sie gleich py. =17,
und dazwischen lag ein Minimum in der Verfliissigungs-
geschwindigkeit.
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In der Tabelle XIV und der Fig. 13 sind einige genaue
Versuche hieriiber angegeben. Die Versuchsmethodik ist schon
im vorigen Kapitel beschrieben. Ich habe hier Phosphat-
gemische als ,Puffer“ zusetzen miissen, weil Vorversuche, bei
denen einige Tropfen von Neutralrot, Naphtholphthalein oder
einem anderen Indicator zugesetzt waren, zeigten, dafl in den
ersten Minuten die Fliissigkeit etwas saurer, danach aber sehr
schnell viel alkalischer wurde. Dies deutet darauf hin, dall die

des pflanzlichen Enzymes, Takadiastase, studiert. Er bediente sich
derselben Versuchsmethoden wie Michaelis und Davidsohn, diese
Zeitschr. 36, 280, 1911, benutzte, ndmlich die Spaltung von Witte-
pepton. Er fand dabei bei 37° den Wert, [H]=8,5.10-%. In der
Takadiastase scheint also ein Enzym vorhanden zu sein, das der
Hefetryptase sehr #hnelt. Auch Neutralsalze in méBigen Konzentra-
tionen sollen die Wirkungen dieses Enzyms nicht beeinflussen.
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Gelatine in alkalischer Losung viel tiefer als in saurer ab-
gebaut wurde. Im letzteren Falle verindert sich die Wasser-
stoffionenkonzentration nur wenig wihrend der Reaktion.

In der Tabelle XIV sind die in den Versuchsfliissigkeiten
vorhandenen Mengen ®/ -Natronlauge bzw. Salzsdure, und ®/;
primires oder sekundires Phosphat (s ccm sek. - p prim.) an-
gegeben. Wie Palitzsch und Walbum gezeigt haben, muf}
man die alkalischen Gelatineproben vor der Analyse neutra-
lisieren, um einen richtigen Erstarrungspunkt zu erhalten. Ich
habe dies in derselben Weise wie sie ausgefiihrt.

Betrachten wir jetzt die Fig. 13, welche Fig. 8 &hnlich ist.
Als Ordinate ist der Verfliissigungsgrad der Gelatine nach einer
bestimmten Versuchszeit und als Abszisse sind die zugehdrigen
Werte von pg. gewdhlt. Kurven fiir 30, 60, 90 und 120 Minuten
sind eingezeichnet worden. Bei pg. =etwa 4,5 haben wir ein
Maximum, das deutlich die optimale Wasserstoffionenkonzentration
des Hefepepsins anzeigt. Bei py.=6 ist ein Minimum, und bei
pg="1,0 einneues Maximum. Es muB sich hier um eine Enzymwir-
kung handeln, denn diese Erscheinung kann nicht von der Einwir-
kung des Alkalis auf die Gelatine herrithren. Denn jede Probe
wurde vor der Analyse genau neutralisiert, und Kontrollproben,
die mit gekochter Enzymlosung versetzt waren, erstarrten nach
der Neutralisation und Abkiihlung gleich schnell und gleich
gut, wenn die Wasserstoffionenkonzentration nicht kleiner als
pg-=238 war. Bei etwa py =8 haben die Kurven ein neues
Minimum und steigen dann wieder. Doch sind die Bestim-
mungen in diesem Gebiet nicht zuverlissig, denn das Alkali
allein scheint die Gelatine in solcher Weise zu verdndern, daf
sie schwieriger erstarrt. Daher ist es das sicherste, nichts Be-
stimmtes dariiber zu sagen, warum die Kurven hier steigen.

Das Maximum bei py == 7,0 kann aber nur bedeuten, daf3
in dem HefepreBsaft auBer dem Hefepepsin noch ein proteoly-
tisches Enzym vorhanden ist, das Thymolgelatine nicht nur ver-
fliissigen, sondern auch viel tiefer abzubauen vermag. Denn in
der Versuchsfliissigkeit waren groBle Mengen formoltitrierbaren
Stickstoffs neugebildet worden, was nicht in saurer Losung durch
die Einwirkung des Hefepepsins eintrat. Dies zeigt die kleine
Tabelle XV.
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Tabelle XV.

a) 40 ccm Gelatine (vgl. Tab. VIII) - 10 ccm Enzym -+ Wasser = 60 cem.
Pgr-=16,7 im Anfang; wurde aber gréfer wihrend der Reaktion.
b) dasselbe - 5 com ®/,-HCl = 60 ccm.

Pp-=4,2 (ziemlich konstant gehalten). t=37°

Verdauungszeit | °/, freigemachter Aminostickstoft
in Stunden
a b
1 2,0 0,0
2 5,1 0,0
6 9,0 2,0
20 14,3 3,0

Hier miissen wir jedoch bedenken, daB bei a) auch die Peptid-
spaltung teilweise durch die Hefenereptase bewirkt werden kann.

Das hier gefundene Enzym verhilt sich also dem Pankreas-
trypsin &hnlich, nur mit dem Unterschied, da8 die optimale
Wasserstoffionenkonzentration des ersteren Enzyms bei pg.=17,
wihrend die des letzteren bei py.=8?) liegt.

Eine weitere Stiitze fiir die Annahme einer derartigen
Hefetryptase gibt das Verhalten des HefepreBsafts gegeniiber
Witte-Pepton. In der Tabelle XVI und Fig. 14 sind einige Ver-
suche hieriiber angegeben.

Die Peptonlésung wurde in folgender Weise hergestellt: ca. 40 g
Pepton (Witte) wurden in 1 1 destilliertem Wasser in einer Schiittel-
maschine 2 Stunden geschiittelt. Die Losung wurde dann auf einem
Wasserbade mit Tierkohle erhitzt und dann abfiltriert. Zu dem hell-
gelben, klaren Filtrat wurde so viel »/,-Salzsiure zugesetzt, daB eine Probe
die Wasserstoffionenkonzentration pg-=7,0 entsprechend angab. Die
Losung wurde nach Zusatz von Chloroform im Eisschrank aufbewahrt
und war wochenlang haltbar, ohne Niederschlige und mit konstanter
Wasserstoffionenkonzentration.

Im Erlenmeyerkélbchen von 150 cem setzte ich zu 30 cem
Peptonlésung so viel /,-Salzsdure oder Natronlauge, wie nach
Vorversuchen zum Erreichen der gewiinschten Wasserstoffionen-
konzentration notwendig war, 20ccm ®/,-Phosphatlosung als
ywPuffer® (s ccm sek.+p ccm prim.), 10 ccm HefepreBsaft und
so viel destilliertes Wasser, daB das Volumen der Fliissigkeit
genau 100 ccm betrug. Als Antisepticum wurde Chloroform
benutzt. Die Versuchstemperatur war wie frither 37°.

1) Michaelis und Davidsohn, Biochem. Zeitschr. 36, 280, 1911.
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Nach den in der Tabelle angegebenen Zeiten wurden Proben
von je 15 ccm entnommen, die Phosphorsiure wurde beseitigt
und dann der neugebildete Aminostickstoff durch Formoltitra-

tion bestimmt. (Vgl. Kap.V, E.)

Tabelle XVI.
30 cem Peptonlésung -+2/,-HCl(NaOH) 20 com =/;-Phosphat (scem sek.+p ccm prim.)
~+ 10 cem HefepreBsaft - Wasser = 100 ccm.
1 com Peptonlosung enthielt 5,9 mg Peptidstickstoff 4 0,7 mg formoltitrierbares.
1 ccm HefepreBsaft enthielt 1,2 mg Totalstickstoff. =370

~ Nr. 1| 2 | s | ¢« | 5 | & | 7| 8
com=/-HCl: | 40 | 20 \ 1,0 - — — — —
cem®[-NaOH:| — —_ — — 1,0 2,0 40 6,0
s4+p:  |0420/0,5419,5|4416{10--10|16 +-4|184-2|194+1|19,5-0,5
PE: 48 5,7 6,4 70 7,4 77 8,0 8,3
9/, freigemachter Aminostickstoff
g (0 0 0 0 0 0 0o | o | 0
Tl 8 — — 88 | 104 | — 20 | — | —
2} 6 2,0 4,9 138 | 158 59 5,6 3,0 —
2] 18 3,2 8,8 22,7 | 246 | 11,8 | 109 59 3,0
S )28 — 11,8 | — 256 | 12,9 — 84 | —
= | 48 49 148 | 250 | 276 | 148 | 148 | 128 \ 7,9
30
4 T~ ’
25 /,,
v //
oJt/
/ﬁ
” / 6 1
A
/ /
5 / / V
50

70 20 30
Verdauungszeit in Stunden

Fig. 14.
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Das Resultat ist als ,°/, freigemachter Aminostickstoff
angegeben, d. h. wenn die urspriingliche Menge von nicht formol-
titrierbarem Stickstoff @, und der nach einer gewissen Zeit
daraus freigemachte Aminostickstoff b ist, bedeuten die Zahlen

100-b

in der Tabelle Das Enzympriparat enthdlt auch ein

wenig Peptidstickstoff, und dies ist in a mitgerechnet.

Es ist zuerst auffallend, daB die Spaltung nicht vollstdndig
verliuft. Im giinstigsten Falle sind nur etwa 25/, des Peptid-
stickstoffs in Aminostickstoff umgewandelt. Wiederholte Ver-
suche gaben dasselbe Resultat; anfangs ging die Verdauung
relativ schnell vor sich, wurde dann aber gehemmt, wenn
héchstens 40 bis 509/, der Peptidbindungen gelost waren. Zu-
gabe von mehr Enzym hatte nur eine sehr kleine Wirkung.

25 -

29

T
i
[
[
!
[}
|
!
\
7 \ !
|
I
/
/

70

Zert i1 Stundlen, wenn x % Stckstof’ frejgemacht worden sivd.

5
\ m%/
5%,
PH 5 6 7 4 g
Fig. 15.

Aus der Fig. 14 sind die Zeiten entnommen, die zu der
Spaltung von 5,10 und 20°/, des Substrates ndtig sind und
in der Fig. 156 als Ordinaten eingetragen. Die zugehorigen
Werte von pg. sind Abszissen.

Die Minimumpunkte dieser Kurven liegen also bei der
optimalen Wasserstoffionenkonzentration dieses Enzyms, und
zwar, wie wir sogleich sehen konnen, bei py.=16,9. Vergleichen
wir diesen Wert mit dem mittels der Verfliissigung von Gela-
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tine erhaltenen, so kénnen wir sagen, wenn man die Versuchs-
fehler mit beriicksichtigt, dal beide fast identisch sind.

Aller Wahrscheinlichkeit nach werden also die zweite Ver-
fliissigung von Gelatine und die Spaltung von Witte-Pepton von
einem trypsindhnlichen Enzym bewirkt. Dieses Enzym sollte also
die Hahnsche , Endotryptase“ im engsten Sinn sein. Doch
was Hahn und seine Nachfolger mit diesem Namen bezeichnet
haben, ist nichts als die vermeintliche Ursache der gleichzeitigen
Wirkungen von Hefepepsin, Hefetryptase und vielleicht auch
Hefenereptase. Der im alkalischen Gebiet liegende Ast der
Kurven zeigt einen deutlichen Knick bei pg.=7,8. Im nichsten
Kapitel habe ich gezeigt, daB die optimale Wasserstoffionen-
konzentration der Hefenereptase, welches Enzym Polypeptide
in Aminosiuren zerlegt, eben bei py.— 7,8 liegt. Wahrschein-
lich riihrt dieser Knick davon her, dal die Ereptase hier am
meisten wirkt. KEs ist jedoch nicht ausgeschlossen, dafl dieser
Knick eine blofe Zufilligkeit darstellt.

Es wire in diesem Falle unniitz, die Reaktionskinetik durch
irgendeine Formel auszudriicken, da wir es nicht mit einer
reinen, sondern mit gemischten Enzymwirkungen zu tun haben
und nicht wissen, in welchem Mafe jede Komponente mitwirkt.

Auch das Casein wird von der Hefetryptase verdaut. Aber
leider ist das Casein nicht bei allen hier in Frage kommenden

iserstoffionenkonzentrationen 16slich. Dergleichen Versuche
also nicht einwandfrei. Bei meinen Versuchen, die ich
ar nicht mitanfiihre, zeigte sich jedoch, da8 die optimale
werstoffionenkonzentration nicht bei py.= 7,8, sondern etwa
a Neutralpunkt liegt.
DaB auch die Hefetryptase von Neutralsalzionen in méBigen
izentrationen nur sehr wenig beeinflut wird, zeigt die
elle XVII. Die Versuchsbedingungen sind dieselben wie in

Tabelle XITI.

Dies folgt auch aus den negativen Resultaten der Versuche

r den Einflu von Neutralsalzionen auf die Autolyse in der
relle III, denn die Tryptase ist eines der wirksamsten Enzyme
der Autolyse.

Wir kénnen dieses Enzym mit folgenden Worten charak-

sieren: Die Hefetryptase greift weder das eigene Ei-
i der Hefe noch Eieralbumin an, verdaut aber



Thymolgelatine, Casein und Witte-Pepton, die jedoch
nicht vollstindig zu Aminoséuren abgebaut werden.
Die optimale Wasserstoffionenkonzentration fiir die
Tatigkeit des Enzyms liegt bei pg.=6,9 bis 7,1 bei 37°,
Hierin unterscheidet es sich also von dem Trypsin
des Pankreas, fiir das die optimale Wasserstoffionen-
konzentration bei pg =8 liegt.

Tabelle XVIL

EinfluB verschiedener Neutralsalzionen auf die Tatigkeit
der Hefetryptase.
25cem Gelatine (200 g Stammldsung pro 500 cem) - Salzlésung 10 cem
HefepreBsaft - 8 cem ®/; prim. 4 7 ccm ®/; sek. Phosphat - Wasser
= 60 ccm.
Der HefepreBsaft enthielt pro cem 0,8 mg Stickstoff.
pgr="71. t=387°

Nr. 1 | 2 |3 [ 4] 3 | 6 7
Salz: Obne )| NaCl| KCl | KNO; |Na,SO,|NaClO,
Konzentration:|| Salzzusatz f| 0,4 | 0,8 |04 0,4 0,4 0,3

Verfliissigungsgrad der Gelatine

Ver- 60 3 3 3 3 3 3 3

dauungs- 120 5 41/, 5 5 4 4 5

zeitin Min. {240 6 | Bty | 8y | 6 | B 5 6
V.

Die Hefenereptase.
A. Allgemeine Gesichtspunkte.

Beim Studium des Hefepepsins und der Hefetryptase boten
sich gewisse Schwierigkeiten dar. Teils waren die Versuchs-
methoden nicht vollstindig genau, teils war es nicht mdglich,
die verschiedenen Enzymreaktionen ganz voneinander zu isolie-
ren. Bei dem dritten Enzym, der Hefenereptase, liegt die Sache
ganz anders. Denn wenn man als Substrat ein einfaches Di-
peptid verwendet, z. B. Glycylglycin, so wird dieses weder von
dem Pepsin noch von der Tryptase angegriffen. Bei dieser
Reaktion konnen wir ganz sicher sein, daB wir nur die Wir-
kung der Ereptase verfolgen, und wir kénnen die anderen
Enzyme des HefepreBsaftes ganz beiseite lassen. Bei Spal-
tungen von einem einfachen Dipeptid konnen wir auch die
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Wasserstoffionenkonzentration leicht ermitteln, was nicht mog-
lich wire, wenn groBere Mengen EiweiBstoffe in der Losung
waren.

Die Hefenereptase schien das im Hefeprefsaft haltbarste
Enzym zu sein, und neu bereitet schien dieser auch viel groiere
Mengen Ereptase als Pepsin oder Tryptase zu enthalten. Dies
zeigt die verschiedene Geschwindigkeit, mit der verschiedene
Substrate gespalten werden.

In dieser Arbeit habe ich die Wirkungen der Hefen-
ereptase mit denen des Erepsins von Cohnheim verglichen.
Abderhalden hat dasselbe frither getan und hat die Meinung
ausgesprochen, daf diese Enzyme identisch seien.
~ Diejenigen Forscher, die sich mit Spaltungen von Di-
peptiden durch Ereptasen beschiftigt haben, legten alle das
Hauptgewicht auf die Reaktionskinetik. Die wichtigsten Arbeiten
sind die von Abderhalden?') und seinen Mitarbeitern und die
von Euler?). Der erstere hat optisch aktive Dipeptide mit
verschiedenen proteolytischen Enzymen gespalten und die Re-
aktionsgeschwindigkeit durch Messungen der Drehungsénde-
rungen ermittelt. Er hat gefunden, daB die Reaktion im all-
gemeinen schneller verlduft, als sie es nach dem monomoleku-
laren Reaktionsgesetze tun wiirde. Michaelis hat auch eine

empirische Formel, k=1In ;z_:‘f:v +e Ect— (mit der gewéhnlichen

Bezeichnungsweise), - aufgestellt.

Euler hat Glycylglycin durch Erepsin in alkalischer Lo-
sung gespalten und die Reaktionsgeschwindigkeit in der Weise
ermittelt, daB er die Verinderungen der elektrischen Leitfahig-
keit bestimmte. Er hat durchgehend gefunden, dall die mono-
molekulare Reaktionskonstante gegen Ende der Reaktion ab-
nimmt. Er hebt jedoch hervor, daf es eine monomolekulare
Reaktion sein muf.

Also haben einerseits Abderhalden und Mitarbeiter,
andererseits Euler ganz entgegengesetzte Resultate betreffs

) Abderhalden und Koelker, Zeitschr. f. physiol. Chem. 51,
294, 1907. — Abderhalden und Michaelis, ebenda 52, 326, 1907. —
Abderhalden und Brahm, ebenda 57, 342, 1908 u. a.

%) Euler, Ark. f. Kemi, Min. 0. Geol.,, Stockholm 1907, No. 31 och 39.
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der Reaktionskinetik erhalten. Unten werde ich zeigen, wie
dies zu erkldren ist.

Es ist schon von vornherein klar, daB dic Wasserstofi-
ionenkonzentration in der Versuchsfliissigkeit eine hervorragende
Rolle spielen muB. Dazn kommt, daB bei Spaltungen von
Dipeptiden diese sich wahrend der Reaktion sehr bedeutend
verindern kann. Euler hat schon gezeigt, daB die Dis-
soziationskonstante, K, fiir Glycylglycin, als Siure betrachtet,
etwa 30mal grofer als K, fiir Glykokoll ist. Es ist ohne
weiteres ersichtlich, daB bei ein und derselben Natriumhydr-
oxydmenge die Wasserstoffionenkonzentration viel kleiner am
Ende als am Anfang der Reaktion sein wird, oder mit anderen
Worten: die Fliissigkeit wird um so alkalischer, je weiter die
Spaltung fortschreitet.

Darum habe ich in dem ersten der folgenden Abschnitte
die Dissoziationskonstanten von Glycylglycin und Glykokoll
bestimmt und theoretisch abgeleitet, wie sich die Wasserstoff-
ionenkonzentration wihrend einer Spaltung von Glycylglycin
verindert, ehe ich die Versuche mit Enzymen vorgenommen
habe.

B. Die Dissoziationskonstanten des Glycylglycins und
des Glykokolls.

Durch die Arbeiten von Winkelblech?), Walker?) und
Lundén?®) sind die Dissoziationsverhdltnisse der amphoteren
Elektrolyte klargelegt. Wird z. B. zu Glykokoll eine Siure
gesetzt, so reagiert es wie eine Base, aber in Mischungen mit
Alkalihydrat wirkt es als S@ure. Aus der Leitfihigkeit und
dem Hydrolysegrad bei Glykokollsalzen oder Glykokollaten.
haben die genannten Autoren die Dissoziationskonstanten K,
bzw. K, berechnet.

Um die Werte fiir die Dissoziationskonstante des Glycyl-
glycins und des Glykokolls zu kontrollieren, welche Werte fiir
die vorliegende Arbeit von groBtem Interesse sind, habe ich
hieriiber einige neue Bestimmungen gemacht. Ich habe dabei

1) Winkelblech, Zeitschr. f. physikal. Chem. 36, 546, 1901.
?) Walker, ebenda 49, 82, 1904; 51, 706, 1905.
%) Lundén, Medd. f. K. Vet. Ak. Nobel Inst. 1, II, Stockholm 1908.
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eine andere Versuchsmethode als die eben Genannten gebraucht.
Anstatt die Leitfihigkeit zu messen, habe ich die Wasserstofi-
ionenkonzentration in Mischungen von Glycylglycin oder Glyko-
koll und Natriumhydroxyd bzw. Salzsdure bestimmt.

Die Messungen wurden, wo nicht anders angegeben ist,
in der folgenden Weise ausgefiihrt: In MeBkolbchen von 20 cem,
vorher mit kohlensdurefreier Luft gefiillt, wurden 10 ccm
0,8 n-Glykokollosung (fiir Glycylglycin 0,4 n) mit wechselnden
Mengen Natriumhydroxyd bzw. Salzsiéure vermischt, wonach
kohlensdurefreies destilliertes Wasser bis zur Marke eingefiillt
wurde. Die Glykokollkonzentration war folglich iiberall 0,4 n
und die Glycylglycinkonzentration 0,2 n.

In etwa 5 ccm der Mischung wurde die Wasserstoffionen-
konzentration mit Hilfe eines Hassselbalch-Apparates mit
stromendem Wasserstoff bestimmt (in den Tabellen sind diese
Werte unter , pg-“ angegeben). Die Versuchsanordnungen waren
genau dieselben, die in Soérensens?) ,Enzymstudien II“ an-
gegeben sind. S&dmtliche Bestimmungen sind in einem Tempe-
raturintervall 17,5 bis 18,5° gemacht und nachher auf 18°
reduziert.

Wenn die Wasserstoffionenkonzentration bekannt ist, konnen
die Dissoziationskonstanten, K, und K,, leicht berechnet wer-
den. Sei die Anfangskonzentration des Glykokolls a und die
des Natriumhydroxyds b, so bekommt man, vorausgesetzt, daf3
daB vorhandene Natriumglykokollat vollstindig dissoziiert ist,
die Gleichung:

[H]-[diss. Glyk)' (H]-b
[undiss. Glyk] =X, oder a—b =&,
wenn die Konzentration des dissoziierten Glykokolls gleich der
des Natriumhydroxyds b gesetzt wird, was jedoch nicht ganz
zutreffend ist?).
In derselben Weise gelangen wir fiir das Glykokollhydro-

1) Sérensen, 1. c.

% K. Melander hat eine andere Formel fiir die Berechnung von
Dissoziationskonstanten gegeben, Biochem. Zeitschr. 74, 134, 1916. Nach
meinen Berechnungen gibt diese Formel etwa dieselben Werte der Disso-
ziationskonstanten von Glycylglycin und Glykokoll, der Unterschied be-
tragt hochstens 10°9/,.
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chlorid, wenn hier die Konzentration der Salzsiure gleich b
gesetzt wird, zu der folgenden Gleichung:

[diss. Glyk] [OH]) x

[undiss. Glyk] ~— ?

oder da [OH’]=%]—,, wo K, die Dissoziationskonstante des

Wassers ist:
Ku
H]
a—b -

Wie gesagt, ist die Annahme doch nicht ganz korrekt,
daB8 alles Glykokollsalz dissoziiert ist. Bezeichnen wir mit «
den Dissoziationsgrad des Glykokollsalzes, so wird die Glykokoll-
konzentration nicht b, sondern «-b. Die obigen Gleichungen

lauten somit:

Ky b
K, 2@11_1) und K,= (H]
a— a—b

Uber den Dissoziationsgrad der Glycylglycin- oder Glyko-
kollsalze sind keine Bestimmungen ausgefilhrt. Im folgenden
habe ich bei den Berechnungen von K, die Werte des Dis-
soziationsgrades « fiir Natriumacetat und von K, dieselben
Werte fiir Ammoniumchlorid, als die #hnlichsten Falle, benutzt.
a ist aus den Werten Kohlrauschs?!) mit Hilfe der Formel
a=ﬁ~ berechnet.

Aco

In den folgenden Tabellen sind die Dissoziationskonstanten
in zweierlei Weise bercchnet, teils unter Anwendung der in
der Tabelle gegebenen Werte von ¢, teils unter Annahme,
da =1 ist.

Aus der Tabelle XVIII, die Reihe unter ,a=—1% geht
hervor, daB die Werte von K, mit wachsender Natriumhydr-
oxydmenge kontinuierlich steigen, was auch unter der Voraus-
setzung, dall a¢=1, zu erwarten ist. Werden aber die Werte
der Dissoziationskonstanten mit Anwendung der Werte von «
berechnet, so sinken sie mit wachsender Natriumhydroxyd-

1) Kohlrausch und Holborn, Das Leitvermégen der Elektro-
lyte, 1898.



konzentration. In der Tabelle XVI, wo die Natriumionen-
konzentration tiberall dieselbe und folglich « konstant ist,
sinken oder steigen die Werte von K, nicht. Die willkiirlich
gewédhlten Dissoziationsgrade « scheinen also nicht zu passen.

Tabelle XVIIIY).

1. Glykokoll
K, bei 18°.
Glykokollkonzentration (¢) = 40 >< 10~2,

[NaOH] . K, >< 10
Nr. b . . i |
>< 102 Pr fiir NaAc o= if_ ‘ =1 | o= J’L,ﬁe
| == |
1 1 8345 | o091 1,06 116 | 1,06
2 9 8635 | 088 1,05 1,19 106
3 3 8822 | 086 1,05 1.22 1,06
4 4 8956 [\ (s 1,03 1,23 105
5 6 9156 |} O 1,01 1,23 103
6 8 9,316 — 0,98 1,21 101
7 10 9.426 | 0,79 0,99 1,25 1,03
8 15 9,676 Z 0,98 ! 1,27 1,04
9 20 9.877 | 074 099 | 184 1,06
10 2 10,095 - 097 | 134 105
11 30 10337 | 070 0.97 1,38 107
12 35 10,709 - 090 | 137 102
Tabelle XIX.
K, bei 18°.

Glykokollkonzentration 4 NaOH-Konzentration = 10>< 10-2
[Na]-Konzentration iiberall = 10 >< 10~2.

K, > 1010
[Glyk] | [NaOH] | T
NT. a b .

N < 10¢ ! <108 | <10 PR 079 a=1
1 9,75 0,25 9,5 8,237 1,21 1,53
2 95 0,5 9.0 8575 117 148
3 90 | 10 8.0 8929 1,16 147
4 8,0 2.0 6.0 8364 114 144
5 7.0 3.0 40 9,714 115 1.45
8 6,0 40 2.0 10,140 115 145
7 55 45 1.0 10,482 117 1,48

1) Die Berechnungen sind nach fiir einen anderen Zweck bestimmten
Messungen des Herrn Cand. polyt. S. Palitzsch ausgefiibrt (s. ,Enzym-
studien II¢ 8. 174, 1. c.).



64 —

Tabelle XX.
K, bei 18°.
Glykokollkonzentration (a) = 40 ><10-3.

(HOY « K, >< 102
Nr. b P fiir J]
> 10? NHC | a=:" =1
@
1 1 3,993 0,94 1,71 1,82
2 2 3,676 0,92 1,68 1,82
3 3 3,493 0,91 1,65 1,81
4 4 3,358 0,90 1,66 1,84
5 5 3,257 0,89 1,64 1,84
6 6 3,164 0,88 1,62 1,84
7 8 3,007 0,86 1,59 1,85
8 10 2,884 0,85 1,56 1,83
9 20 2,403 0,82 1,60 1,95
10 30 1,967 0,82 1,59 1,99
2. Glycylglycin.
Tabelle XXI.
K, bei 18°.
Glycylglycinkonzentration (a) = 20 >< 10-%.
[NaOH] o K, ><107°
Nr. ><b10“ PE' |fiir NaAc oc:%i |. a=1 \ o — J.}i 7
® | ®
s
1 2 7478 | 088 3,3 370 | 33
2 4 7,813 0,85 3,3 3,84 3,3
3 6 8,054 0,82 3,1 3,79 3,2
4 8 8,240 0,80 3,1 3,84 3,2
5 10 8,398 0,79 3,1 3,90 3,2
Tabelle XXIL
K, bei 18°.
Glycylglycinkonzentration (a) = 20><10—%,
[HCl] o K, >< 107
Nr. b PE fiir i,
>< 102 NH,CI =1 =1
®
1 2 4,119 0,92 0,95 1,04
2 4 3,763 0,90 0,95 1,056
3 6 3,034 0,88 0,93 1,06
4 8 3.333 0,86 0,90 1,04
5 10 3,152 0,85 0,88 1,03
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Die Werte fiir K, bei Glycylglycin verhalten sich #hnlich.
In derselben Weise verhalten sich auch die Werte von K, so-
wohl fiir Glykokoll als auch fiir Glycylglycin, wenn auch die
Differenzen hier nicht so groB sind (Tabelle XX und XXII).
Man ist wohl kaum berechtigt anzunehmen, dal Glykokoll-
oder Glyeylglycinsalze in héherem Grade als Natriumacetat
und Ammoniumchlorid dissoziiert sind.

Nach dem Rat von Prof. Arrhenius habe ich eine Kor-
rektion fiir die Viscositdt der Losungen eingefiihrt. Die Vis-
cositit der Glykokoll- und Glycylglycinlosungen habe ich gleich
derjenigen von Natriumacetat gesetzt. Die Zahlen sind der
Arbeit R. Reihers?') entnommen und « nach der Formel

=Y. pe
A0 K

berechnet. # ist der Viscosititskoeffizient fiir die 1 n-Losung
des betreffenden Stoffes, wenn derselbe fiir Wasser gleich 1
gesetzt wird. ¢ ist die Konzentration des Salzes.

In den Tabellen XVIII und XXI sind die Werte von K,
mit dieser Viscositatskorrektion zugleich angegeben, und wie zu
sehen ist, werden die Werte von K, unabhingig von der zu-
gesetzten Natriumhydroxydmenge, also konstant.

In der Tabelle XXIII habe ich die wahrscheinlichsten Werte
von K, und K, fiir Glykokoll und Glycylglycin und zum Ver-
gleich auch die friiheren Werte angegeben.

Tabelle XXIII.

Hiex:-gefundene Werte Frﬁllex;TVerte
K, und K, ; '
‘ ’ bei 189 | UHETECh: | hei 17,50 | bei 250 Autor

K, fir Glykokoll. . {1,05><10—1°

a n

K, ,

) s -
K, fir Glycylglycin [3,3 ><10-9

K, ,

1,2><10—10

. I — Michaelis?
T 7 s<10-227<10-2| " [2,7<10-| Winkelblech
— 1,9><10—12 Michaelis

— — 1,8><10-8 Euler?)
1,6 <1011 — 2 10—

8 0,95><10-1t

%) Reiher, Zeitsohr. f. physikal. Chem. 2, 750, 1888.
?) Winkelblech, 1. c.

%) Michaelis, Biochem. Zeitschr. 49, 248, 1913.

4) Euler, 1. c.

1,810~ | Winkelblech?)
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Die von Palitzsch ausgefiihrten Messungen geben etwas
héhere Werte von K, fiir Glykokoll, 1,2><1071°. Méglicher-
weise kann dies durch Neutralsalzwirkung erklirt werden, denn
die totale Natriumionenkonzentration bei seinen Versuchen war
ja durchgehend grofler als bei den meinigen.

K, soll ein wenig mit der Temperatur steigen (vergleiche
Lundéns oben zitierte Arbeit), und wenn man dies beriick-
sichtigt, wird die Ubereinstimmung zwischen den Werten
Winkelblechs und den meinigen fiir Glykokoll noch besser
werden. Meine Werte fiir K, und K,-und diejenigen von
Michaelis stimmen ja sehr gut iiberein. K, fiir Glycylglycin
habe ich dagegen betrichtlich kleiner als Euler gefunden.

Weil die Dissoziationskonstante des Wassers K, in der
Berechnung von K, eingeht, und diese sich mit der Temperatur
betrachtlich #ndert, von 0,72 >< 107 bei 18° bis 1,11 >< 10~
bei 25°1), muB man diese Tatsache bei dem Vergleich der Werte
von K, ins Auge fassen. Auf 25° umgerechnet, stimmen ja
meine Werte fiir K, sehr gut mit den frilher gefundenen
tiberein.

Das gebrauchte Glykokollpréparat stammte von Kahl-
baum her und war ganz rein.

Das Glycylglycin wurde aus Glycinanhydrid (Diketopiper-
azin), teils nach der Methode E. Fischers?) von Dr. E. Ham-
marsten synthetisiert, teils aus Priparaten von Kahlbaum in
einer auf dem Carlsberg-Laboratorium ausgearbeiteten Weise
hergestellt.

4 g Glycinanhydrid wurden in 200 ccm gesdttigter Baryt-
lésung geldst und dann bei Zimmertemperatur so lange hin-
gestellt (6 bis 8 Stunden), bis die Formoltitrierung einer Stich-
probe anzeigte, daB gerade die Hilfte des Totalstick-
stoffs in Aminostickstoff verwandelt war. Das Bariumhydrat
wurde mit Schwefelsiure genau ausgefillt, wonach die klare
Lésung im Vakuum bis zu einigen ccm eingedampftf wurde. Nach
dem Titrieren wurde das Glycylglycin im Vakuumexsiccator

1) S6rensen, Enzymstudien II, 1 c.
?) E. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 34, 2868, 1901.
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auskrystallisieren gelassen. Zur Reinigung wurde es wieder in
einem kleinen Volumen Wasser gelost und mit Alkohol gefillt.

Meine Priparate enthielten 21,10 bis 21,18°/, Stickstoff.
Der theoretische Wert ist 21,219

C. Die Berechnung der Wasserstoffionenkonzentration
in wisserigen Mischungen von Glycylglycin, Glyko-
koll und Natriumhydroxyd.

Die Spaltung von Glycylglycin in Glykokoll geschieht in
folgender Weise:

CH, -NH,

CO  OH
] e +-..—2NH, .CH, -COOH
NH H

l
CH, -COOH

Wenn K, sowohl fiir Glycylglycin als auch fiir Glykokoll
bekannt ist, kann man die Wasserstoffionenkonzentration in
beliebigen Gemischen von diesen beiden Stoffen und Natrium-
hydroxyd berechnen. .

Wir nehmen an, dafl eine Glycylglycinlésung, deren An-
fangskonzentration C ist, gespalten wird. Nach einer gewissen
Zeit sei die Konzentration des unverinderten Glycylglycins a
und die des gebildeten Glykokolls b. Zwischen a und b mufl
immer folgende Reaktion bestehen

l
c=a+.2’--. ce e e (D

Sei die Konzentration des Natriumhydroxyds n, die des
Wasserstoffions h, k,, K, fir Glycylglycin und k, K, fir Gly-
kokoll.

Die Konzentrationen der dissoziierten bzw. undissoziierten
Teile des Glycylglycins seien a,, bezw. a,, dieselben Groflen fiir
Glykokoll b,, bzw. b,. Wir nehmen weiter an, daf die Disso-
ziation der Natriumsalze vollstindig ist. Folgende Gleichge-
wichte werden gleichzeitig bestehen:

Undiss.Glyk. . . .— . . diss. Glyk. + H
Undiss. Glycylglye. < diss. Glycylglye. + H.
5*
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Wir erhalten jetzt folgende Gleichungen:
heby=k-b, . . ... .. .0L)
.o (IIL

_hoa, =k a, II1)
a-ta,=a . . . . ... ... (IV)
bb,=b . . . ... ... (V)
2, +b=mn . . . (VL)

Aus diesen fiinf Gleichungen ist es moglich, wenn a, b, n, k,
und %, bekannt sind, die fiinf unbekannten «,, a,, b,, b,, und L
zu berechnen. Dieser letztere Wert kann in folgender Weise
bestimmt werden:
Aus IIT und IV wird erhalten
h-a, =k, (a—a,)
und aus II und V:
h-b, =k, (b—1,)

oder
2 — a-k,
ey
und ; : !
=
Werden diese Werte in VI eingesetzt, bekommen wir:
a-k, b-k, ,
= . (VIL
"ThEE T Rk (VIL)

Diese Formel ist nur streng giiltig, wenn « = 1, eine
Approximation, die wir hier vorgenommen haben.
Aus der Formel VII konnen wir h bestimmen:

_ kla—n) -k (b—n)
b= 3a -

i‘/ [kl (a —m) ;}:Zkg(b — n)r_f_ ky kz'(ajl‘b‘" n) (VIIL)

—n

Fiir a =0 wird h = ky . ... . . .(IX) und

fir . . . b=—o wirdh— 2"

By . (X))

Um zu kontrollieren, wie diese Formel mit der Wirklich-
keit iibereinstimmt, machte ich einige Wasserstoffionenkonzen-
trationsmessungen in solchen Mischungen von Glycylglycin,

Glykokoll und Natriumhydroxyd, daB immer C=a +§b war.
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Dies ist ja natiirlich der Fall bei einer kontinuierlichen Spaltung
von Glycylglycin. Die Konzentrationen der Komponenten sind
in Tabelle XXIV unter a, b und n angegeben. =z bedeutet die
abgelesene elektromotorische Kraft der Gaskette, und unter
pg ist der Logarithmus mit negativem Vorzeichen der Wasser-
stoffionenkonzentration angegeben.

Bei der theoretischen Berechnung von % ist angenommen
worden, daB ¢= 1, und folglich sind die entsprechenden Werte
von k, und k, angewendet worden.

In der Tabelle XXIV, Nr. 1—6 ist » konstant gehalten,
wihrend- ¢ und b variiert worden sind, in Nr. 7—9 entgegen-
gesetzt. In sdmtlichen Féllen stimmen ja die beobachteten
und die berechneten Werte sehr gut iiberein.

Tabelle XXIV

bei 189.
""" " Komz.><10° von  |Die abge-|  pm
I lesene T
Glyeyl- | Glyko- | clektro- |
Nr. glyein Koll | NaOH |[motorische| Be- ' Berechnet
‘ Kraft obachtet !
a b | n x |
1. 10 | 0 \1 4 0,8147 8213 | 8204
2 8 4 | 4 0,8244 8,395 | 8395
3 6 8 I 4 0,8351 8,579 | 8,610
4 4 12 4 0,8531 8,903 | 8,886
5 2 | 186 4 0,8665 9,134 | 9,097
6 0 ’ 20 4 0,8845 9,445 | 9398
7 4 | 12 1 0,7952 7,878 | 7875
8 4 | 12 2 0,8181 8,272 | 8298
9 4 i 12 | 4 0,8531 8,903 | 8886

Aus dieser Tabelle kann folgende wichtige Schluifolgerung
gezogen werden:

Bei einer Spaltung von Glycylglycin in alkalischer
Lésung, wo die Konzentrationen der Komponenten in
diesem Verhaltnis zu einander stehen, steigt py. (sinkt
die Wasserstoffionenkonzentration) kontinuierlich mit
etwa 0,12, fir je 109, des Glycylglycins, welches ge-
spalten wird. Am Ende der Reaktion ist also py 1,2
héher als im Anfang.

Eine einfache Rechnung ergibt, da3 auch fiir eine beliebige
Anfangskonzentration des Glycylglycins, wenn nur py. im An-
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fang der Reaktion zwischen 7 und 8 liegt, ungefihr dasselbe
Resultat erhalten wird.

Die enzymatischen Spaltungen werden in der Regel bei
hoheren Temperaturen, 35 bis 45° vorgenommen, und %, und
k, verdindern sich mit der Temperatur. Die Analysen in vor-
liegender Arbeit, sowohl von dem freigemachten Aminostick-
stoff als auch von der Wasserstoffionenkonzentration, sind in-
dessen immer bei Zimmertemperaturen ausgefithrt worden.

Im folgenden werde ich zeigen, welchen EinfluB Verin-
derungen in der Wasserstoffionenkonzentration auf die enzy-
matische Spaltung von Glycylglycin haben. Das Ideal wiire,
ein solches Substrat zu haben, daB die Wasserstoffionenkonzen-
tration sich wihrend der Spaltung nicht verinderte. Fiir ein
solches Dipeptid miissen zwei Bedingungen gelten. Zuerst
sollen die Werte von h in den Gleichungen IX und X gleich
sein, was wohl immer moglich ist, wenn man nur a, b und »
passend wihlt. Die andere Bedingung ist, daB dieser Wert
von h eine solche Grofe hat, dafl die Enzymwirkung nicht ge-
hemmt wird. Diese Bedingung ist jedoch schwerer zu erfiillen,
und es ist fraglich, ob es iiberhaupt mdoglich ist, ein solches
Dipeptid zu synthetisieren.

Wenn wir b= 2a setzen, geben die Gleichungen IX und X

k 2a —mn k,—F
T a—n % T o,

und wenn k; > 2k, konnen a und » immer so gewdhlt werden, daB die
Gleichung erfillt wird. Substituieren wir diesen Wert von ¢ in X z. B.
bekommen wir:

n

kK
Tk, —2k,

Bei dissen Konzentrationen von a und # verindert sich also die
Wasserstoffionenkonzentration wihrend der Spaltung nicht. Berechnen
wir aber h mit den oben gefundenen Werten von k, und k,, so wird

h=1,09.101.
Bei dieser Wasserstoffionenkonzentration konnen jedoch weder die

Hefenereptase noch das Darmerepsin wirken, sie werden in einer solchen
Fliissigkeit sofort zerstort.

h

D. Herstellung der Enzympriparate.

Hefenereptase. Ich habe dasselbe Verfahren, das im
Kap. IITA beschrieben ist, benutzt.
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Ich habe bei den folgenden Versuchen hauptséchlich vier
Priparate gebraucht, die in den Tabellen mit Enzym a, b, ¢
oder d bezeichnet sind.

a (aus Hefe von der Carlsberger Brauerei) enthielt 0,9 mg
Totalstickstoff per cem, b, ¢ und d, (aus Hefe der St. Erik-
Brauerei zu Stockholm) 0,8 mg, bzw. 0,9 und 1,2 mg.

Darmerepsin. Die Erepsinpriparate waren aus den Diinn-
dérmen von Schweinen unmittelbar nach dem Schlachten herge-
stelll. Ca. 20 m Darm wurden mit Wasser durchgespiilt, in
kleinere Stiicke zerschnitten und gedffnet. Die innere Darm-
schleimhaut wurde mit einem scharfen Glasstiick abgeschabt und
die so erhaltene Masse in einer Schale mit Sand zerrieben.

Hiernach habe ich zum Ausziehen des Enzyms zwei ver-
schiedene Methoden versucht.

Nach dem Verfahren von Rice') wurde die oben erwdhnte
Masse mit 250 ccm 0,1°/, Natriumcarbonatlosung bei ca. 30°
unter hidufigem Schiitteln drei Tage stehen gelassen. Als
Antisepticum wurde Toluol oder Chloroform gebraucht. Dann
wurde die Mischung durch ein Siebtuch gepreBt und die triibe
Suspension mehrmals durch Faltenfilter filtriert. Zum Filtrat
wurde so viel Essigsdure zugetropfelt, dall die Aciditit etwa
pg-= 5,5, aber nicht weniger, entsprach, worauf Eiwei8- und
Fettkorper zu Boden fielen und abfiltriert wurden. Das klare
Filtrat wurde dann wie vorher dialysiert.

Nach Euler?) wurde ein Teil mit Glycerin extrahiert, und
zwar in folgender Weise. Zu der mit Sand zerriebenen Masse
wurden 250 ccm Glycerin zugesetzt und die Mischung drei Tage
bei Zimmertemperatur sich selbst iiberlassen. Dann wurde sie
wie oben abgepreBt, mit Essigsiure ein wenig sauer gemacht
und filtriert. '

Dann wurden die beiden klaren Filtrate in ganz analoger
Weise wie bei der Hefenereptase unter vermindertem Druck
fiinf Tage lang dialysiert. Die zuriickgebliebenen klaren Lo-
sungen, die keine Krystalloide (und kein Glycerin) und keinen
Aminostickstoff mehr enthielten, wurden dann mit Wasser ver-
diinnt, so daB gleiche Teile der Losungen etwa der gleichen Darm-

) Rice, Journ. Amer. Chem. Soc. 37, 1319, 1915.
%) Euler, Zeitschr. f. physiol. Chem., 51, 213, 1907.
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schleimhautmasse entsprachen. In der folgenden Zusammen-
stellung sind unter N der Totalstickstoff in mg pro ccm, unter K die
monomolekularen Reaktionskonstanten (siehe unten) bei der
Spaltung von gleichen Glycylglycinlosungen mit gleichen Teilen
Enzympréparat angegeben (10 cem 0,4 n-Glyeylglycin + 4 cem
/. KOH - 10 ccm Enzymlésung |- Wasser =100 cem, pg- = 7,8;
t=38% und K/N stellt das Verhiltnis dieser beiden GroBen
dar, d. h. das Spaltungsvermégen promg Stickstoff des Enzym-
priaparats.

N 1000. K  1000. K/N
Erepsin I 0,92 mg 56 61
, 11028 44 157

Aus dieser Ubersicht wird ersichtlich, da das Enzym zu
einem grofleren Betrag von einer Sodalésung als von Glycerin
extrahiert wird, aber die Reinheit des Priparats in bezug auf
EiweiBlstoffe ist im letzteren Falle viel grofer. Die Methode
von Euler scheint also vorteilhafter zu sein.

Ich habe vielerlei Fillungsmethoden gepriift, mit Ather-
alkohol, Aceton usw. aber das proteolytische Vermégen der
so gewonnenen Priparate war stets geringer als das entsprechende
der urspriinglichen Lésung.

Daher sehe ich es als das ZweckmaBigste an, immer mit
diesem dialysierten Enzympréparate zu arbeiten, besonders
weil man ja nicht die chemische Zusammensetzung des Enzyms
kennt und daher doch nicht zu einer rationellen Reindarstellung
gelangen kann.

‘Was die Haltbarkeit dieser Préparate (die der Hefenerep-
tase sowie die des Darmerepsins) betrifft, so war sie fiir beide
Stoffe ungefihr die gleiche. Zu bemerken ist, daB3 gleichzeitig
mit der Abnahme des proteolytischen Vermégens das Priparat
eine Spaltung erleidet, wobei fortwéhrend formoltitrierbarer
Stickstoff gebildet wird.

E. Versuchsméthodik.

Samtliche Versuche sind bei 38° mit einer Differenz in
maximo von 0,2° ausgefiihrt worden.

Die Versuchsfliissigkeit wurde in kleine mit Baumwolle-
pfropfen verstopfte und mit Bleigewichten versehene Erlen-
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meyerkolben gebracht und in einen Wasserthermostat gesenkt.
Oben in jeder Tabelle ist die Zusammensetzung der Fliissig-
keitsmischung angegeben, so z. B. ,10 ccm 0,4 n-Glycylglycin
-+ 4 cem »/;-NaOH - 5 com Enzymlésung (d) |+ Wasser —
100 ccm®. Als Antisepticum wurden einige Tropfen Chloro-
form benutzt; es zeigte sich aber, daBl dieser Stoff gar keinen
EinfluB auf die Spaltungsgeschwindigkeit ausiibte.

Die Zusammensetzung der Fliissigkeit war so gewihlt, daB
die Spaltung mé&Big langsam vor sich ging und deshalb ein
Fehler von einigen Minuten in der Bestimmung der Verdauungs-
zeit keine Rolle spielte.

Die Enzymlosung wurde immer erst dann zugesetzt, wenn
die iibrige Losung die Temperatur des Thermostaten ange-
nommen hatte. Von dieser Zeit an ist die Versuchszeit ge-
rechnet.

Als das sicherste MaB der Geschwindigkeit der Verdauung
ist die Spaltung von Peptidbindungen, und dadurch die Bildung
freier Aminogruppen, anzusehen. In den folgenden Versuchen
habe ich immer die Sorensensche Formoltitrierungsmethode?)
angewendet und werde in wenigen Worten den hauptsichlich-
sten Gang dieser Analysen referieren.

Wenn keine Phosphorsiure in der Probe vorhanden war,
wurden nach den in den Tabellen angegebenen Zeiten 10, 15
oder 20 ccm (je nach der Menge Stickstoff) mit einer Pipette
herausgenommen, auf 20 ccm verdiinnt und gegen Lackmus-
papier mit ?/.-Salzsdure so genau wie moglich neutralisiert.
10 ccm einer vorher mit Natronlauge neutralisierten Formol-
mischung (50 ccm kéaufliches Formaldehyd - 1 cem Phenol-
phthaleinlésung [0,2 g -+ 50 cem Wasser - 50 cem Alkohol] —-
Natronlauge) wurden zugesetzt und dann die Probe unter Ver-
gleich mit einer nur kohlensiurefreies Wasser und Formol-
mischung enthaltenden Kontrollosung mit 2/,-Natronlauge bis
auf starke Rotfarbung titriert.

Wenn Phosphorsidure anwesend ist, muB man diese erst
wegschaffen. Die Analysen sind hier in folgender Weise aus-
gefilhrt worden. Aus jeder Probe wurden 15 cem der Fliissig-

) Jessen-Hansen, Die Formoltitration; Abderhaldens Hand-
buch d. biochem. Arbeitsmethoden 6, 270.
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keit herausgenommen und in einen MeBkolben von 50 cem
gebracht, 2 g krystallisiertes Bariumchlorid, 1 cem Phenol-
phthaleinldsung und soviel gesittigte Bariumhydratlésung, daB
eine scharfe rote Farbe erreicht wurde, wurden zugesetzt und
Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Nach einer halben Stunde
war die Phosphorsiure als Bariumsalz ausgefillt. Von der
iiberstehenden klaren, roten Fliissigkeit wurden 40 cem, 12 cem
der urspriinglichen Losung entsprechend, genommen, mit »/,-
Salzsiure gegen Lackmuspapier wie oben neutralisiert, die For-
molmischung zugesetzt und dann mit »/-Natronlauge titriert.

Man kann gut auf 0,05 ccm ablesen, aber da 0,05 ccm
n/.-Natronlauge in vielen Tabellen 2°  des totalen Stickstoffs
entspricht, sind in diesen Féllen die Resultate unter der Rubrik
»°/o N“ nur in ganzen Prozenten angegeben.

Die Bestimmungen des Totalstickstoffes sind immer nach
Kjeldahl ausgefiihrt, und zwar mit den urspriinglichen Kjel-
dahlschen Versuchsanordnungen.

Was die Bestimmungen der Wasserstoffionenkonzentrationen
betrifft, so sind sie in dieser Arbeit immer nach der S6rensen-
schen colorimetrischen Methode, und zwar mit Versuchsan-
ordnungen, die genaue Kopien der Sorensenschen waren,
ausgefiihrt worden. Da -die Spaltungen in einem Intervalle
von pg =6,5 bis pg. = 8,5 vor sich gingen, habe ich als Ver-
gleichsfliissigkeiten in den meisten Fillen Mischungen von @/,
primdrem Kaliumphosphat und sekundéirem Natriumphosphat,
und als Indicatoren p-Nitrophenol, Neutralrot, Naphtholphthalein
und Phenolphthalein hauptsichlich gebraucht. A

Da die Proben etwas gefirbt und in einigen Féllen triibe
waren, habe ich zu den Vergleichslésungen einige Tropfen
Tropéolin 00, Bismarckbraun oder eine Suspension neutralen
gefillten Bariumsulfats zusetzen miissen.

F. Verlauf der Spaltungskurven bei verschiedener und
verianderlicher Wasserstoffionenkonzentration.

In der Tabelle XXV und Fig. 16 sind die Resultate einiger
Spaltungen vom Glycylglycin mit Hefenereptase angegeben.
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Tabelle XXV

10 cem 0,4 n-Glyceylglycin + »/-NaOH -+ 10 cem Enzymlosung
(Hefenereptase b) - Wasser = 100 ccm. ¢ = 389

Nr. 1 | 2 3 4 | 5
cem NaOH: 1 2 4 8 10
Pr im Anfang: 7,14 7,47 7,82 8,24 8,42

Stunden [/, N| K |9, N| K o, N K [, N K [, N K

0 ol —] ol =1 ol =1]0]<]0] —

1 25 10,289| 31 |0,372| 35 |0,432| 28 (0,330, 25 | 0,239

2 53 10,379 59 10,448| 59 |0,448| 47 [0.319] 39 |0.250

3 72 10425 78 0499 72 |0,425| 59 0,298 50 |0,231

5 94 |0,564| 91 (0.483| 81 [0.,333| 72 |0.256] 59 ‘0,178

24 (100)] — |(100)| — |100)] — |91 | — |72 | —

Die Versuche sind iibrigens einander gleich, nur die zu-
gesetzte Natriumhydroxydmenge ist verschieden. Infolge dieses
Zusatzes werden auch die in der Tabelle unter p;. angegebenen
Anfangskonzentrationen der Wassersteffionen verschieden. Unter
a
a—zx
berechnet. Die Reaktionsgeschwindigkeit wird hier nach Ost-
wald gleich der mittleren Ge-

K ist die monomolekulare Reaktionskonstante K :%ln

%N

schwindigkeit gesetzt, fiir die 700 P
Zeit wihrend welcher vom An- < / ;E__’;_A
fang der Reaktion bis zur Zeit t 80— i =
x-0/,-Stickstoff freigemacht wor- / T -
den sind. In der Fig. 16 sind & T ==
die Prozente freigemachten /4-!:/" -
Aminostickstoffs als Ordinate %[~ 7/
und die dazu gehérende Zeit /¥
in Stunden als Abszisse gewihlt. %7

Aus der Tabelle geht her- Stancten
vor, dal die optimale Wasser- ¢ 2 4 6 &
stoffionenkonzentration fiir die Fig. 16.

Enzymreaktion etwabeipy. =8

liegt. Wir miissen jedoch in Betracht ziehen, daB fiir eine
Anfangskonzentration der Wasserstoffionen, wo py. zwischen 7
und 8 liegt, sich die Wasserstoffionenkonzentration um ungefihr



— 76 —

0,12 in pg- verindert, fiir je 10°/; von Glycylglycin, das ge-
spalten wird.

Ein Blick auf die Tabelle zeigt, dal eine Ermittelung der
optimalen Wasserstoffionenkonzentration auf diese Weise un-
méglich ist. Denn nach dieser wiirde sie nach 2 Stunden eine
ganz andere als nach 4 Stunden sein. Hierzu muf3 man die
Wasserstoffionenkonzentration wéahrend der Reaktion konstant
halten. Wie die Kurven sich da gestalten, wird im Abschnitt H
niher besprochen werden. '

Es ist auffallend, wie verschieden der Lauf der Kurven
je nach der Anfangskonzentration der Wasserstoffionen sich
gestaltet. Man sieht sofort, daf es unmoglich ist, alle diese
Kurven mit einer gemeinsamen Formel auszudriicken, denn sie
schneiden ja sogar einander. Bei I und II steigen die Werte
von K, und bei III bis VI sinken sie. Und nun versteht man
die verschiedenen Angaben von Abderhalden und Euler.
Der erstere hat kein Alkali zugesetzt, seine Versuche gleichen
deshalb I bis III. py, im Anfang diirfte etwa bei 7,0 liegen.
Je weiter die Spaltung geht, um so alkalischer wird die Fliissig-
keit, und um so mehr wird dadurch von dem Enzyme disso-
zilert. Und dann kann man erwarten, daB K steigt, was ja
auch der Fall ist.

Euler hat so viel Alkali zugesetzt, dafl die Anfangskon-
zentration etwa bei py.=8,5 liegt. Und wie man aus V und
VI, welche seinen Versuchen entsprechen, sieht, sinkt K sehr
schnell gegen Ende der Reaktion.

Wie die Spaltungskurven sich bei konstant gehaltener
Wasserstoffionenkonzentration gestalten, werde ich unten im
Abschnitt H zeigen.

G. Das Verhalten der beiden Enzyme gegeniiber
ysPuffermischungen®.

Wie frither gesagt, ist es, um reaktionskinetische Unter-
suchungen anzustellen, eine conditio sine qua non, die Wasser-
stoffionenkonzentration wihrend der Reaktion konstant zu
halten. Dies kann dadurch erreicht werden, da man einen
sogenannten ,, Puffer® zusetzt, der die entstehende freie Sar eubzw.
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das Alkali abstumpft. Als Puffer sind Mischungen von sekundé-
rem Natriumphosphat, Na,HPO,, 2 H,O und primérem Kalium-
phosphat, KH,PO,, gebraucht worden'). Eine einfache Rechnung
ergibt, daBl, wenn man die Wasserstoffionen in einer Losung,
die 0,04 normal in bezug auf Glycylglycin ist, bei pg. = 17,8,
was dem Wirkungsoptimum der Enzyme entspricht, konstant
auf 0,1 in pg. halten will, die Flissigkeit wenigstens 0,04 molar
in bezug auf Phosphat sein mubB.

In der Tabelle XXVI sind zwei Versuche mit Hefenereptase
angegeben, in a ist kein Phosphat zugesetzt, die Wasserstoff-
ionenkonzentration veréindert sich da wéhrend der Spaltung,
in b ist Phosphat zugesetzt und py. konstant auf 7,8 gehalten.

Tabelle XXVI.
Hefenereptase.

a) 10 cem 0,4 n-Glycylglycin + 4 cem 2/;-NaOH - 10 cem Enzym
(a) 4 Wasser = 100 ccm.

b) Dasselbe -~ 18,2 com ™/;-sek. 4 1,8 ccm ™®/;-prim. Phosphat =
100 com. ¢ = 38°.

Verdauungs- a b
zeit in
Swnden | o, N | pg | % N | pg
0 0 | 18 0 78
21/, 30 = 36 78
5 42 — 62 78
9 58 — 79 78
13 66 8,6 95 78
26 - ~ (100) 78

Scheinbar hat das Phosphat eine giinstige Einwirkung aus-
geiibt oder nach der alten Nomenklatur das Enzym ,aktiviert“.
Aber wenn man die Verinderungen in der Wasserstoffionen-
konzentration in Betracht zieht, ist es leicht verstéindlich, dafl
es sich im Falle a um eine Dissoziationserscheinung (und viel-
leicht auch um eine Enzymstérung) handelt. Und das Ver-
halten desselben Enzyms war in allen untersuchten Fillen das-
selbe. Man ist daher berechtigt, festzustellen, daB die Phos-

phatmischung in dieser Konzentration keinen hemmenden Ein-
fluf auf das Enzym hat.

') Sérensen, Enzymstudien II, 1. c.



Beim Darmerepsin war die Sache indessen eine ganz an-
dere. In den Tabellen XXVII und' XXVIII sind zwei ganz
analoge Versuche wie in der Tabelle XXVI angegeben.

Tabellen XXVII und XXVIIL
Darmerepsin.
a) 10 ccm 0,4 n-Glycylglycin 4 4 cem *|;-NaOH + 20 cem Erepsin
(d) + Wasser = 100 ccm.

b) Dasselbe - 18,2 ccm ®/; sek. |- 1,8 cem ™/, prim. Phosphat —
100 ccm. ¢ = 38°.

Tabelle XXVII. Tabelle XXVIII.
Verdau- a b Verdau- a b

ungszeit in ungszeit in

Stunden |o/, N[ r |% N ! Py Stunden 9/ N| pg- |°/, N\ P

0 ol7s| o] 78 0 o788 ol 78

3 12 ' — 9| — 2 12 | — 7| —

8 32 l — 14 | — 7 32 | — —_ —

21 65 | 84| 24| 78 24 76 | 8,6 26 7,8

Aus den Tabellen geht klar hervor, daB die ,Puffermischung*
eine stark hemmende Wirkung auf das Enzym ausiibt.

In einer Arbeit gibt Kobzarenko?) an, daB bei Spaltungen
von Pepton mit Darmerepsin verschiedene anorganische Ionen
eine mehr oder weniger ausgeprigte hemmende Wirkung auf
das Enzym haben. So sollten z. B. Natriumionen eine hemmende
Wirkung. Kalium- und Phosphationen dagegen keine Wirkung
haben.

Tabelle XXIX.

a) 10 cem 0,4 n-Glycylglycin - 4 cem ®/-KOH - 10 ccm Erepsia

(I) + Wasser = 100 ccm.

b) Dasselbe 20 ccm =/;-Kaliumphosphat = 100 cem. = 389,
Verdauungs- a b

zeit in

Stunden o N P o N l PE

0 0 7,8 0 7,8

31, 19 —_ 20 —

11 56 — 41 —_

21 75 85 5 1 18

Um dieses zu untersuchen, machte ich einige Versuche, in
denen ich anstatt Natronlauge und sekundiren Natriumphosphats

1) Kobzarenko, diese Zeitschr. 66, 344, 1914.
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Kalilauge und Kaliumphosphat, und zwar in denselben Kon-
zentrationen, gebrauchte. Tabelle XXIX zeigt einen solchen
Versuch.

Wenn die Versuche in Tabelle XXVII und XXVIII und
Tabelle XXIX auch nicht direkt vergleichbar sind, weil die
Enzympriparate nicht dieselben waren, so sind die Resultate
doch unzweideutig. Die Hemmung kann nicht durch die Na-
triumionen erklart werden.

Man konnte méglicherweise einwenden, daB, wenn das
Wirkungsoptimum des Erepsins nicht wie bei der Hefenereptase
bei py = 1,8, sondern bei einem hoheren Wert von py liege,
auch die Hemmung erklirlich wire. Aber im néchsten Ab-
schnitt soll gezeigt werden, daB dies nicht der Fall ist.

Man kann also nur feststellen, dal in dem Verhalten ge-
geniiber dem ,,Puffer“ ein groBer Unterschied zwischen diesen
beiden Enzymen vorliegt. Im Abschnitt K soll diese Frage
naher besprochen werden.

H. Die optimale Wasserstoffionenkonzentration der
Hefenereptase und des Darmerepsins.

1. Hefenereptase.

Um die optimale Wasserstoffionenkonzentration der Enzym-
titigkeit genau zu ermitteln, habe ich einige Spaltungsversuche
ausgefiihrt, wo die Wasserstoffionenkonzentration durch Zusatz
von ,Puffer wihrend der Reaktion konstant gehalten wurde.
Die Versuchsflissigkeiten hatten die folgende Zusammensetzung:
10 ccm 0,4 n-Glycylglycin + z cem »/,- Natronlauge - 5 ccm
Enzymlésung (b) — 20 ccm m/,-Phosphat (s cem Na,HPO,, 2H,0O
= p ccm KH,PO,) -} destilliertes Wasser = 100 ccm. Die Werte
von z, s und p, welche die Wasserstoffionenkonzentration be-
stimmen, sind in der Tabelle zu sehen.

In Fig. 17 sind die Ergebnisse der Tabelle XXX graphisch
dargestellt. Als Ordinate ist die Menge freigemachter Stick-
stoff, als Abszisse die zugehorige Zeit gewahlt.

In der Tabelle ist unter , K“ die monomolekulare Reaktions-
konstante berechnet. Die Kurven verlaufen ziemlich nach der
Formel, wenigstens in Nr. 1 bis 4. In Nr. 4 und 5 sinkt die
Konstante, aber dies riihrt wahrscheinlich davon her, da der



— 80 —

,Puffer hier die Wasserstoffionenkonzentration nicht konstant
zu halten vermag. Selbstzerstérung des Enzyms spielt hier
auch eine groBere Rolle.

Tabelle XXX,

10 cem 0,4 n-Glyeylglyein 4 5 cem Enzym (b) + 2 cem 2/;-NaOH
~+ 20 ccm Phosphat + Wasser = 100 cem.

t = 889,
Nr. 1 2 3 4 5
z: 0 2 4 6 8
s+ p: 10410 |16,443,6 1 184+1,6|19041,0 195405
Py: 6,80 7,47 7,82 8,00 8,24
’,N| K N K |,N] K |,N K °/0N\ K
5 o ol = lo| — Jo|l =1]o] — o] —
Pogl )= — [28|045 [ 41070 |38 0,64 |34]055
=g} 11,| 180,18 |50 | 0,46 | 68 | 0,76 | 59 | 0,52 | 52 | 0,54
S8 EY8 |86014 |8 055 [91]080 |82]055 | 75| 046
ENFZ|4y,] 53017 |92 0,56 J100) — |91]053 | 79| 035
= 6 |68]018 Jaoo) — | —1 — |95]050 | 821|031

Wenn man, wie Sérensen fir andere Enzymreaktionen
angegeben hat, diejenige Zeit, bei der ein gewisser Teil des Sub-
strates bei einer bestimmten Wasserstoffionenkonzentration ge-

%N

7
00 z _—
7
/ L
80 L
7, -
//

w 1 e
7,
/.
20
Stunden
a 2 g &

Fig. 17.

spalten ist, als Ordinate und die zugehérige py. als Abszisse
in ein Diagramm eintrigt, erhalten wir Kettenkurven, deren
Minimum die optimale Wasserstoffionenkonzentration darstellt.
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Fiir die Fig. 18 habe ich die Zeit aus der Fig. 17 entnommen,
wo 50 bzw. 75°/, des Glycylglycins gespalten waren.

8 Stunden
2
4 \\
\
, NN s

N

60 o, 05 0 7 80 35
Fig. 18.

Diese Figur zeigt, daB die optimale Wasserstoffionenkon-
zentration fiir die Tétigkeit der Hefenereptase bei py.="1,8 liegt.

2. Darmerepsin.

Im vorigen Abschnitt ist gezeigt worden, da8 dieses Enzym
durch den Zusatz der ,Puffer“mischung gehemmt wird. Trotz-
dem sind hier von mir einige Versuche mit ,Puffer“zusatz an-
gestellt worden, was, um die optimale Wasserstoffionenkonzen-
tration bei dieser Enzymwirkung zu ermitteln, notwendig ist.
In der Tabelle V sind diese angegeben. Die Versuchsanord-
nungen sind schon besprochen worden.

Die Tabelle XXXI und die Fig. 19 und 20 entsprechen
ganz derjenigen der Hefenereptase.

Bei der Hefenereptase lag die optimale Wasserstoffionen-
konzentration bei pg-=—17,8, beim Darmerepsin scheint sie etwas
héher, aber nur um einige Zehntel in bezug auf py., zu liegen.

Wenn man, wie Rona und Arnheim?) fiir die Erepsin-
spaltung von Witte-Pepton angegeben haben, als Ordinate @/ D,
wo @ die willkiirlich gewihlte Enzymmenge bei optimaler
Wasserstoffionenkonzentration und ¢ diejenige bei einer an-
deren wirksamen Enzymmenge bedeutet, bekommen wir die

1) Rona und Arnheim, Biochem. Zeitschr. 57, 84, 1913.
6
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Dissoziationskurve des Enzyms im Sinne Michaelis. Das Ver-
haltnis @/ P kann ja nicht direkt ermittelt werden, aber ¢ und ¢
sind ja den Zeiten ¢t und 7T umgekehrt proportional, die er-
forderlich sind, um dieselbe Substratmenge bei optimaler (T)
und einer anderen (f) Wasserstoffionenkonzentration zu spalten,
und diese konnen wir aus den Fig. 18 und 20 ablesen.

Tabelle XXXI.

10 cem 0,4 n-Glyeylglyein - z cem ®/,-KOH + Kaliumphosphat (s cem
sek. - p cem prim.) + 10 ccm Erepsin (I) + Wasser = 100 ccrm.

t = 38°.
Nr. | 1 2 3 4 5
z: 0 2 4 6 8
s+ p: 10410 | 821,81 93407951051} 9,703
Py 6,82 7,47 7,82 8,00 8,24
%N K [N K [N K [N K [N K
. o of —Jo| —"tol —fof —Ffol—
21 8y, 6/0,016(10 0,030 | 16 0,051 |16 | 0,051 | 13 \ 0,041
5,:"5 11 19 10,018 ] 81 | 0,032 | 47 )0,057 44 |1 0,051 | 39 | 0,042
E8Z |21 37 10,016 | 52 | 0,032 | 70 | 0,057 | 57 | 0,041 | 47 | 0,030
4 B | —| — 1= — [(%4]0062) —| — | —| —
Stunden
%K 75

——

60 V__ \ 0 {
—

w0 //
\

2 /// 5 \za%

\'

N\
~

1\
/

()
>
(N

i
Sturnden _i
g 5 0 7% 20 65 p; 70 75 80 85

Fig. 19. Fig. 20.

Die Dissoziationskonstanten fiir die beiden Enzyme, vor-
ausgesetzt, daB es die Anionen sind, die katalytisch wirken,
liegen beide etwa bei 1077
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Man muBl jedoch immer in Erwdgung ziehen, daB, wie
frither gesagt ist, das Erepsin nicht vollig dissoziiert ist, son-
dern auf irgendeine Weise von dem ,Puffer gehemmt ist.
Ubrigens sind die Versuchsfehler von solchen relativen GroBen,
daB man die Dissoziationskonstanten der Enzyme kaum genau
bestimmen kann. Ich habe daher die Dissoziationskurven der
Enzyme in dieser Arbeit nicht mitaufgenommen. Meine Versuche
geben ja einen Wert der Konstante fiir Erepsin von ca. 1077
an, und dies stimmt ja nur ungefihr mit den von Rona und
Arnheim angegebenen, 107

Im Kap. IIT Abschn. D habe ich die Beziehung zwischen
optimaler Wasserstoffionenkonzentration und optimaler Tem-
peratur fir die Téatigkeit des Darmerepsins behandelt. Ebenso
wie Compton fiir die Maltase und Palitzsch und Walbum
fir das Trypsin (siehe dort) gefunden haben, konnte ich zeigen,
daBl die optimale Wasserstoffionenkonzentration mit steigender
Temperatur sich gegen die saure Seite hin verschiebt.

Bei Versuchen, die ich hier nicht verdffentliche, konnte
ich dies bestidtigen, auch was die Hefenereptase betrifit, jedoch
allerdings nicht in so hohem Grade, wie die genannten Autoren
gefunden haben. So z. B. lag das Optimum der Wagserstoti-
ionen

fiir 16° bei pg-==8,1,
n 26° » pg=28,0,
»n 38% » ppr=18,
n 44% » pp=17,6.

Wie dies zu erkliren ist, ist schwer zu sagen. Wir miissen
zwischen zwei verschiedenen Vorgingen unterscheiden: die Dis-
soziation des Enzyms und seine Selbstzerstérung. Mog-
licherweise ist die Verschiebung der optimalen Wasserstoffionen-
konzentration nur scheinbar, sie bedeutet nur, dafl das Enzym
schneller zerstdrt wird, je alkalischer die Losung und je hoher
die Temperatur ist.

6*
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I Die Reaktionskinetik bei Spaltungen von Glyeyl-
glycin durch Hefenereptase und Darmerepsin.

1. Hefenereptase.

Im vorigen Abschnitt habe ich gezeigt, dal die Spaltungen
von Glycylglycin bei konstant gehaltener Wasserstoffionenkon-
zentration, wenn nur der Optimalpunkt nicht iiberschritten
wird, im groBen und ganzen dem monomolekularen Reaktions-
gesetze gehorchen. Um dies nédher zu bestitigen, machte ich
einige Versuche (Tabelle XXXII und XXXIII), wo durch Her-
ausnehmen von je 25 anstatt 15 ccm der Flissigkeit zur Formol-
titration die Versuchsfehler zu 1°/; in maximo reduziert wurden.
Als ,Puffer“ wurden 18,4 ccm sekundérer und 1,6 ccm primérer
m/_-Phosphatlosung zugesetzt; die Wasserstoffionenkonzentration
entsprach py. =178, war also optimal.

Tabelle XXXII. Tabelle XXXIII.
10cem 0,4 n-Glyeylglycin}-4cem®/;-  10cem0,4n-Glyeylglycin 44 cem®/,-
NaOH —-1cem Enzym (b) 420 cem NaOH 10 cem Enzym (a) {20 cem

Phosphat 4 Wasser = 100 ccm. Phosphat |+ Wasser = 100 cem.
P =18 t=38° Pg =78 ¢=38°
Verdau- o Amino- l Verdau- | %/, Amino-
ungszeit in StlckStOﬁ | K ungszeit in| stickstoff K
Stunden x L Stunden x
0 0 — 0 0 —
1 13,8 0,157 3 28,6 0,113
2 25,9 0,150 6 50,1 0,115
3 - 36,2 0,150 9 62,0 0,108
4 44,9 0,150 21 90,6 0,113
5 55,2 0,157 30 93,0 (0,990)
8 69,0 0,145
10 75,9 0,143
12 82,8 0,147
24 96,6 (0,138)

Die Enzymkonzentration ist so gewihlt, dafl ein Fehler
von einigen Minuten in der Versuchszeit keine Rolle ™ spielt.
Die Werte von K sind ja, wie aus den Tabellen hervorgeht,
gentigend konstant. Sie zeigen aber eine, allerdings nur schwach
ginkende Tendenz. Dies werde ich unten néher erdrtern.

In Tabelle XXXIV und Fig. 21 sind fiinf dhnliche Versuche
angegeben, die Enzymkonzentration ist aber variiert worden,
von 0,5 bis 3 cem. In II bis V gehorchen die Kurven dem
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monomolekularen Gesetze auch, in I sinkt die Konstante aber
betrachtlich.

Weil die Kurven logarithmisch sind, sollen sie dem g-t-
Gesetze gehorchen?'), wenn mit ¢ die Enzymkonzentration und
mit ¢ diejenige Zeit, in der dieselbe Menge des Substrats ge-
spalten wird, gemeint ist.

Tabelle XXXIV.
10 cem 0,4 n-Glycylglycin-4 cem ?/;-NaOH - @ cem Enzym +20 cem

Phosphat | Wasser = 100 ccm.
Py ="18 t=38°.

Nr. 1 2 3 4 5
Verdau- w-—_—'o,s X = =2 x=3 r=2>5
ungszeit in
Stunden |,N| K |),N] K |,N| K |o(N| K |N| K
o |- — == 1]=1=1=1=1]=]=
Yo | — ‘ — = — — - — | — 32 | 0,79
1 — 1 — |14]015] 23|035 | 32| 040 | 55| 0,80
2 14 ’ 0,074 | — | — 410,27 | 59 | 045 | 77| 0,74
3 — ! — 1841014 ) 59030 | 77| 0,49 | 910,80
4 - - = - — | — — | — [(100)| —
5 30 | 0,071 | 50 /' 014 | 82035 | 92 051 | —| —
9 — | — |78 ,;015 [(100)] — [(100)] — e
12 50 [ 0,058 | — : — — — - - - —
%N
700 —=
td ”f
/ 4",
td
80 y'4 -

7
60

Stunden
a 2 4 2 8 70 2

Fig. 21.

In der Tat ist, wie aus Tabelle XXXIV hervorgeht, das
Produkt von K mit der relativen Enzymkonzentration # kon-
stant, was dieselbe Sache bedeutet.

1) Arrhenius, Quantitative Laws of Biol. Chemistry, London
1915, S. 44.
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In Tabelle XXXIV, Versuch 1, sank der Wert von K mit
der Reaktionszeit. In Tabelle XXXV ist ein dhnlicher, aber
genauerer Versuch, wo die Enzymkonzentration im Verhiltnis
zu der des Substrates sehr klein ist, angegeben.

K sinkt fortwéhrend, schneller, je weiter die Reaktion
fortschreitet. Wenn 68°/, des Glycylglycins gespalten sind,
hort die Reaktion auf, d. h. alles Enzym ist verbraucht.

Tabelle XXXV.
0,5 ccm Enzym (b) pro 100 cem.

pH.= 7,8 :380
Verdau- %/, Amino-
ungszeit in °tlck%toﬁ K
Stunden ‘
0 | _
2 14,0 | 0,074
5 29,5 0,071
12 50,0 0,058
24 59,1 0,037
48 68,2 0,023
(72 68,2 0,016)

2. Darmerepsin.

In der Tabelle XXXVI sind einige Versuche iiber Spal-
tungen von Glycylglycin durch Erepsin angegeben. Sie sind
alle Lei 38° und mit konstanter Wasserstoffionenkonzentration
von pg- = 7,8 ausgefithrt. Ubrigens sind sie alle gleich, nur
die Enzymmenge ist variiert worden.

Tabelle XXXVI
10 cem 0,4 n-Glycylglycin — 4 cem ®/;-KOH +- 20 com Kaliumphos-
phat -~ Erepsin (I) 4+ Wasser = 100 ccm.
Py = 7,8 t=380

Verdau- L IL. II1. IV.

ungszeit | 5 com Enzym |10 com Enzym |20 cem Enzym | 40 cem Enzym
in : :

Stunden| 9, N| K |9 N| K |°%N| K |[°N| K
0 0 i 0| — 0| — 0o | —
2 — — - — — 13 | 0,069
6 5 | 00079 | 10 | 0018 | 16 | 0030 | 81 | 0,062
u | — — | = =1 =1 47 | 008
23 16 r 0,0076 32 | 0,017 50 0,030 78 ’ 0,065
48 26 | 0,0065 | 52 i 0,016 78 0,030 —_ —
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Die Bezeichnungen in der Tabelle sind dieselben wie im
vorigen Abschnitt. Die Spaltungen verlaufen ganz &hnlich
denen der Hefenereptase. In I und II. sinkt die Reaktions-
konstante, was dadurch seine Erklirung findet, dal die Spal-
tung so langsam geht, daB die Enzymzerstorung sich bemerk-
bar macht. In IIL und IV.ist K ziemlich konstant, besonders
wenn man in Erwigung zieht, daBl die Versuchsfehler relativ
groB sind.

Aber auch hier muB man bedenken, daf der ,Puffer das
Enzym hemmt, und daB daher nicht die ganze Enzymmenge
spaltend wirkt. Darum mul man in diesem Falle in der Be-
urteilung der Resultate vorsichtig sein.

So viel kann gesagt werden, dafl bei konstanter
Temperatur und Wasserstoffionenkonzentration, wenn
der Optimalpunkt nicht iberschritten wird, die Spal-
tungen von Glycylglycin mit Hefenereptase oder
Darmerepsin monomoleckulare Reaktionen sind. Die
Konzentration des Enzyms in bezug auf die des Sub-
strats muB doch so gro8 sein, daB3 die Selbstzerstérung
des Enzyms vernachlissigt werden kann. Das Enzym
wirkt unter diesen Bedingungen also wie ein rein
chemischer Katalysator. Die Abweichungen von der mono-
molekularen Formel, die Abderhalden und Euler gefunden
haben, sind dadurch erklirlich, dal diese Autoren die Wasser-
stoffionenkonzentration in der Versuchsfliissigkeit wihrend der
Reaktion nicht konstant gehalten haben.

J. Die Selbstzerstérung des Enzyms in alkalischer
Loésung.

Die Selbstzerstorung des Enzyms iibt auf die Spaltungs-
geschwindigkeit einen betrichtlichen Einflul aus, wie ich oben
gezeigt habe.

Die Kurven in Fig. 22 stellen Spaltungen von Glyecyl-
glycin, den vorhergehenden ganz éhnlich, dar. In I ist ,Puffer
zugesetzt, wodurch pg. auf 7,8 konstant gehalten ist. In IT
ist kein Puffer zugesetzt, py. war im Anfang 7,8, Wenn in II
ca. 25°, gespalten worden waren und also py = 83 war,
wurde die Fliissigkeit in zwei Teile getrennt; zu einem wurde
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vorsichtig so viel v/,-Salzsidure zugesetzt, daB py. = 7,7 wurde.
ITa gibt jetzt den Reaktionsverlauf in diesem Teil, IIb in dem
urspriinglichen an. Die Kurven zeigen deutlich an, da die

%N

700
80
(17
60 e'= i
Lo
-7
40 ’f’l =
20
Stunden
0 0 20 30
Fig. 22.

yhemmende“ oder ,befordernde“ Einwirkung von S#duren und
Alkalien durch einen Dissoziationsvorgang des Enzyms erklirt
werden kann.

Um zu erforschen, inwieweit die Spaltungsfahigkeit des
Enzyms durch Vorbehandlung in alkalischer Lésung veréndert
wurde, fiihrte ich folgenden Versuch aus: Zu 25 ccm Enzym-
lésung (a) wurden 92 com sek. und 8 ccm prim. ™/,-Phosphat
(pg- = 7,8) zugesetzt, wonach die Fliissigkeit auf 200 ccm ver-
diinnt wurde, und in einen Thermostaten bei 389 gestellt.
Nach den in der Tabelle XXXVII und Fig. 23 angegebenen
Zeiten wurden je 40 ccm herausgenommen, und zu diesen
wurden 5 cem 0,4 n-Glycylglycin +- 2 cem 1/, - Natronlauge
+ 3 ccm Wasser zugesetzt, und diese Fliissigkeiten wurden
wieder bei 38° hingestellt. In diesen wurde dann die Enzym-
wirkung durch Formoltitration nach gewissen Zeiten bestimmt.
Ein Parallelversuch mit unvorbehandeltem Enzym wurde ebenso
ausgefiihrt (I. in Tabelle XXXVII).
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Tabelle XXXVIIL.
=78 t=38°.

Formol- /o N nach Vorbehandlung in Stunden
titrierung
nach 0 Std. 3 Std. 6 Std. 9 Std.
Stunden L II. IIL V.
%N | K
0 0 - 0 0 0
3 29 0,11 16 10 7
6 50 0,12 29 — —
9 62 0,11 — — —
12 — — — — 33
15 80 0,11 — 43 —
18 —_ — 62 — —
21 91 0,11 — | — —
4
700
L~
80
« -

Z pa
Wi -
% \Stunden

4 5 70 7% 20 a5
Fig. 23.

Aus der Fig. 23 geht hervor, dal die Vorbehandlung im
hochsten Grade das Enzym schidigt. Die Mengen von Glycyl-
glycin, die in den verschiedenen Fillen nach derselben Zeit
gespalten sind, sind dem unzerstérten Teil des Enzyms pro-
portional. So z. B. sind nach 3, 6 und 9 Stunden Vorbehand-
165;00, 10;}00 und 7'21;) 0 /o des Enzyms unzersetzt

geblieben. Diese Werte sind in Tabelle XXXVIII aufgetragen;

lung

. 1
unter K ist K =Tln 2 berechnet, ¢ ist hier die Vor-
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behandlungszeit in Stunden und x die Prozente zerstortes En-
zym. K ist, wie die Tabelle zeigt, ziemlich konstant.

Tabelle XXXVIII.

Vorbehand- | ¢/, zerstortes
lungszeit Enzym K
in Stunden x
0 0 —_
3 45 0,20
6 ) 65 0,18
9 76 0,16

Die Enzymzersetzung verlduft also relativ schnell in
alkalischer Losung, wenn kein Substrat zugesetzt ist. Be-
trachten wir indessen Tabelle XXXVIL L; hier sind die Werte
von K geniigend konstant, dies bedeutet folglich, daB die Ge-
schwindigkeit, mit der das Enzym sich zersetzt, im Verhéltnis
zu der Peptidspaltung sehr klein ist.

Dies zwingt zu dem SchluB, daB die Anwesenheit von
Peptiden eine schiitzende Einwirkung auf die Stabilitét des
Enzyms hat. Dies steht in guter Ubereinstimmung mit der
von Vernon!) gefundenen Tatsache, dafi EiweiBstoffe und
Aminosiuren eine schiitzende Einwirkung auf Pankreastrypsin
haben.

Tabelle XXXIX.

0,4 n-Glycylglycin - »/,-NaOH -} 20 ccm Phosphat -~ 10 com En-
zym (a) + Wasser = 100 ccm.

a) 5cem Glyeylglycin -+ 2 cem NaOH.

b) 10 » ” 44 » NaOH.
C) 20 » ” + 8 » NaOH.
Py= 7,8. t=38"
Ve_rdauungs- Freigemachter Aminostickstoff in mg
zeit
in Stunden a) [ b) | c)
0 0 0 \ 0
2 0,8 0,8 0,8
7 21 | 28 | 31
12 2,8 42 5,6
24 2,8 53 7,3

Jetzt ist es leicht zu verstehen, warum die Reaktions-
geschwindigkeit bei derselben Enzym-, aber verschiedener Sub-

1) Vernon, Journ. of Physiol. 30, 31, 1904.
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stratkonzentration wichst, je grofer die letztere ist. In Ta-
belle XXXIX ist ein Versuch hieriiber angegeben. Anstatt in
Prozent ist die Menge freigemachten Aminostickstoffs in Milli-
gramm pro 12 ccm Fliissigkeit angegeben.

Diese Versuche sind ja die Umkehrung zu den in Ta-
belle XXXIV angegebenen. Die Resultate in beiden Féllen deuten
daranf hin, daB bei reaktionskinetischen Studien von enzyma-
tischen Spaltungen bei Peptiden solche relativen Konzentrationen
von Enzym und Substrat gewihlt werden sollen, dafl die Selbst-
zerstérung des Enzyms vernachlissigt werden kann.

Tammann?') hat eine Formel abgeleitet, worin die Enzym-
zerstorung beruicksichtigt wird. Dies ist unter der Voraus-
setzung gemacht, daB die Zerstorungsgeschwindigkeit unabhéingig
von der Substratkonzentration ist. Dies ist jedoch durchaus
nicht der Fall, wie ich gezeigt habe, und daher versagt auch
Tammanns Formel beim Berechnen z. B. der Versuche in
Tabelle XXXV.

K. EinfluB verschiedener Ionen auf die Reaktions-
geschwindigkeit.

In vielen Fallen hat man gefunden, dall der Zusatz einiger
Salze die Wirksamkeit hemmt, wahrend der Zusatz anderer
Salze die Wirkung gar nicht beeinflult oder sie sogar be-
fordert. Besonders fiir Erepsin hat K obzarenko?) eine Reihe
von Versuchen iiber die Wirkung verschiedener Ionen auf
Spaltungen von Pepton ausgefiithrt. Es muBl jedoch gleich
gesagt werden, daf man mit der von ihm gebrauchten ana-
lytischen Methode, der Biuretprobe von Cohnheim, nur zu

1) Vgl. Euler-Pope, General Chemistry of the Enzymes, 1912, S. 233.
da

Die Spaltungsgeschwindigkeit sei H:kl(a — ) und die der Enzym-

zerstorung %‘% =k, (b —y). Durch Kombination dieser Formeln und

nachherige Integration wird die folgende Reaktionsformel erhalten:
Jat
e—1
der Substratkonzentration abhingig, und daher kann diese Formel nicht
gebraucht werden.

%) Kobzarenko, Biochem. Zeitschr. 66, 1914.

a

K= In Aber k, ist ja hier nicht konstant, sondern von
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qualitativen Resultaten gelangen kann. Die Angaben Kob-
zarenkos stimmen auch, wie unten gezeigt wird, in vielen
Fallen gar nicht mit den hier — mit einer viel genaueren
analytischen Methode, der Formoltitration — gewonnenen Re-

sultaten iiberein.
1. Hefenereptase.

Euler?') hat schon gezeigt, daB Zusatz von Glykokoll
keinen EinfluB auf die Spaltung von Glycylglycin mit Erepsin:
ausiibt. In der Tabelle XL ist ein Versuch hieriiber angegeben,
der ebenso deutlich zeigt, daB das Reaktionsprodukt, Glyko-
koll, keine Einwirkung auf die Enzymtatigkeit, auch was die
Hefenereptase betrifft, hat.

Tabelle XL.
a) 10 cem 0,4 n-Glyeylglycin - 4 cem ®/-NaOH + 20 ccm Phosphat
~+ 10 ccm Enzym (a) -+ Wasser = 100 cem.
b) Dasselbe + 10 cem 0,4 n-Glykokoll = 100 cem.
pp =728 t=38¢

Verdauungs- |; o N
zeit in

Stunden a) I b)

0 0 0

2 14 16

7 48 48

12 68 \ 71

24 90 88

Einige Versuche iiber die Neutralsalzwirkung auf dieses
Enzym sind in der Tabelle XLI zusammengestellt. Die Kon-
zentration des Salzes in bezug auf die Versuchsfliissigkeit ist
in jedem Falle in der Tabelle angegeben.

Was zuerst den EinfluB von Cyankalium betrifft, so wirkt
dieses Salz in einer 0,1 n-Konzentration véllig hemmend (in
Betracht muB jedoch gezogen werden, da Cyankalium hydro-
lytisch gespalten ist und die Alkalinitét in dem Versuche
etwas hoher als pp.=1738 war), in 0,01 n-Konzentration wirkt
es aber nur zum Teil hemmend.

Das auffallendste Ergebnis der Tabelle XLIa ist die herab-
setzende Wirkung der Jodidionen, wéhrend Chlorid- und Bromid-
ionen von derselben Konzentration keine solche Wirkung zeigen.

) Euler, 1. ¢
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Aber wenn einige Tropfen Natriumthiosulfatlosung, welches
Salz an und fiir sich die proteolytische Téatigkeit des Enzyms
nicht herabsetzt, der Probe zugesetzt werden, wird die hem-
mende Wirkung aufgehoben, wie aus der Tabelle XLIb hervor-
geht. Es zeigte sich auch bei anderen Versuchen, daB ein
Zusatz von Jod, in Jodkalium gel6st, auch in geringfiigiger
XKonzentration die. proteolytische Wirkung vollkommen aufhob.
Im Versuch XLIa scheint also keine primire Ionenwirkung
vorzuliegen, sondern die Ergebnisse diirfen wohl auf irgendeine
enzymatische Oxydation des Jodsalzes (im HefepreSsaft sind
ja immer Oxydationsenzyme vorhanden) zuriickzufiihren sein.

Tabelle XLI.

10 cem 0,4 n-Glycylglycin + 4 cem ®/,-NaOH 4 20 ccm Phosphat
~+ 5 cem Enzymlésung (b) 4 Salzlésung | Wasser = 100 cem.
pyp="78 t=38°

2)

2. %/, freigemachter Aminostickstoff

23

gg é) N ® P

CE] —_ = o =}

38 £ B4 |84 84134 34 3858 282585182
5| § |[Mo &S [MS|4S |Me (Me|as| 83|85 g
27 ! ‘ “

1] 55 | 55 55 55 i 27 | 27 361 55| 55| 55| 36 0
21 7 7 77 77 li 32 | 32 55 | 77| 77| 73| 64 0
b)

Verdau- 9/, freigemachter Aminostickstoff
ungszeit
in | Kon- | KJ o oy LiCl | KON | Phenol
Stunden| trolle | 02n |(T]%%0d oon | 001n | 0059,
2 56 47 58 56 19 58
4 84 59 84 82 40 84

Chlorat- und Nitrationen wirken auch herabsetzend auf
die Enzymtitigkeit, aber dies 1iBt sich wahrscheinlich aus der
Oxydationsfahigkeit dieser Stoffe erkliren.

Eine verdiinnte Phenollosung hat keinen EinfluB, und
Natriumfluorid, welches Salz in vielen anderen Fillen als ein
starkes Enzymgift wirkt, zeigt auch keine hemmende Wirkung.

Bemerkenswert ist, daB Sulfationen hier keine Hemmung
verursachen. Wie ich in den vorhergehenden Kapiteln gezeigt
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habe, werden sowohl die Pepsin- wie die Tryptasewirkungen
durch Sulfationen, wenn auch geringfiigig, gehemmt, und nach
Ringer (siehe daselbst) ist dies wohl durch die Quellungsvor-
ginge des Substrates zu erklidren. Es ist ohne weiteres er-
sichtlich, daB8 dieser Umstand bei Spaltungen von Glycylglycin,
was das Substrat betrifft, belanglos ist.

Das Hauptergebnis dieser Versuche ist jedoch das, daB
Neutralsalze mit den gewohnlichsten anorganischen Ionen, in
miBiger Konzentration gar keinen Einfluf auf die Wirkungs-
fahigkeit der Hefenereptase ausiiben.

In den meisten dieser Versuche war die Versuchsfliissig-
keit 0,2 n in bezug auf zugesetztes Salz. Aber iiberall war
eine ,, Puffermischung® von Phosphaten vorhanden, wodurch die
totale Salzkonzentration ungefédhr die doppelte war.

In Tabelle XCII sind einige Versuche mit Chlorkalium,
Chlorcalcium und Chlormagnesium von wechselnden Konzen-
trationen angegeben. Hier ist kein Puffer zugesetzt, die Wasser-
stoffionenkonzentration im Anfang entsprach pg.= 7,6 und
verinderte sich folglich wihrend der Reaktion. Die Versuche
sind indessen miteinander vergleichbar.

Tabelle XCIL

10 cem 0,4 n-Glyeylglycin -+ 8 ccm 2/,-NaOH 4 5 cem Enzym (c) - Salz-
losung -+ Wasser == 100 cem.

pHim Anfang = 7,6 t =370
Nr.  |Kontrolle] 1 | 2 | 3 |45 | 6 | 7|38
Salz: Obne | KCI C cacy, Mg
Salz- [gesittigt ‘ | , [
Konzentration:| zusatz |ca.4n | */; | | ™, l 2 2 [ PR B

0/, freigemachter Aminostickstoff

— !__

4,0 2| 51
50 | 77,3 83,

= DO

3., a8 ! |
"§§°;§'§{g 510 ! w0 | 462 510 51, o‘ | 21,0
2582 118 86,9 | 71 80| 62 1 931 320
Was zuerst das Chlorkalium betrifft, so sind wir berechtigt
zu sagen, daB zuerst bei einer Salzkonzentration, die 1n ist,
eine merkbare, aber allerdings nur kleine Hemmung der enzy-
matischen Wirkungsfihigkeit eintritt. Sogar in geséttigter



Lésung (ca. 4n) ist die Enzymwirkung nur zu ca. 50°/, ge-
hemmt ?).

Calcium- und Magnesiumchlorid wirken im héchsten Grad
nachteilig auf die Hefenereptase. Dies ist aber sehr leicht er-
klarlich. Denn bei dieser Alkalinitdt (pg. = 7,6 bis 8,0) wird
ein grofer Teil von diesen Metallionen als unl6sliches Hydr-
oxyd ausgefdllt, und wahrscheinlich reiflen sie dabei mehr oder
weniger von dem Enzym mit. In der Tat wurden in den Ver-
suchen 5 bis 8 dergleichen Niederschlage beobachtet. Aus diesen
Versuchen kann also kein Schluf i{iber die Einwirkung von
Calcium- oder Magnesiumionen auf die Hefenereptase gezogen
werden.

2. Darmerepsin.

Wie im Abschnitt D schon gesagt ist, iibten Phosphate
eine Hemmung auf die Wirkung des Erepsins aus. Bei den
folgenden Versuchen sind im Gegensatz zu denen mit Hefen-
ereptase keine , Puffer® zugesetzt. Die Wasserstoffionenkonzen-
tration ist folglich wéhrend der Reaktion nicht konstant, und
die Spaltungskurven verlaufen daher nicht monomolekular.
Aber die Versuche sind, mit Ausnahme des anwesenden Salzes,
einander vollig gleich, und da sind ja doch die Ergebnisse
vergleichbar.  Die anféngliche Wasserstoffionenkonzentration
entsprach immer pg. = 7,8. Die Tabelle XCIII ist der Tabelle XCI
ganz analog. Die Salzkonzentration der Versuchsfliissigkeit ist
aber doppelt so groB wie diejenige in der Tabelle XCI, aber
in diesem letzteren Falle kommt die Phosphatkonzentration
hinzu. In osmotischer Hinsicht sind die Lésungen in beiden
Fillen einander ziemlich gleich.

1) Einige sehr interessante Versuche iiber die Einwirkung von Chlor-
natrium auf die Reaktionsgeschwindigkeit bei der Rohrzuckerinversion
durch die Invertase sind neuerdings von zwei amerikanischen Forschern,
H. A Fales und J. M. Nelson, verdffentlicht (Journ. Amer. Chem. Soc.
37, 2769, 1915). Sie haben gefunden, daB Zusatz von diesem Salz die
Invertasewirkung herabsetzt, jedoch am schwichsten, wenn die Wasser-
stoffionenkonzentration der dem Enzym optimalen entspricht. In diesem
Falle hat eine 2 n Konzentration nur einen schwachen Effekt, eine Tat-
sache, die mit den Ergebnissen der hier untersuchten Hefenereptase in
gutem Einklang steht.
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Tabelle XCIIL
10 cem 0,4 n-Glyoylglycin 4~ 4 cem ®/,-KOH -} Salzlosung - 20 cem
Erepsin (II) + Wasser = 100 ccm.

pH =17,8 (im Anfang) t=238°.
g2 |a2| KO | KBr | I [K,S0,KNO,| NaCl | NaBr| LiCl | KF
£35S (+NasS 0,)
E5|4 B| 04n | 04n ' ’04m{04n]04n 05n | 04n | 0ln
EE
£% %/o Aminostickstoff
20|52 21 | 19 19 21 | 2 |21 | 19 | 18 | 81
24|62 | 28 | 28 28 28 | 22 | 28 | 26 | 24 | 4

Es ist sogleich auffallend, wie stark der Salzzusatz die
Wirkung des Erepsins herabsetzt. Und zwar haben sémtliche
hier untersuchte anorganische Salze im grofen und ganzen
denselben EinfluB. Die Behauptung Kobzarenkos, daB Na-
triumsalze die Erepsinwirkung herabsetzen, wihrend Kalium-
salze keinen EinfluB zeigen, scheint also fehlerhaft zu sein
(sieche auch Tabelle XCIV). Dasselbe gilt fiir seine Behaup-
tungen betrefis einiger der Anionen.

Tabelle XCIV.

10 cem 0,4 n-Glyceylglycin -~ 4 cem */-KOH -} Salzlésung - 20 cem

Erepsin (II) + Wasser = 100 ccm.

P = 7,8 (im Anfang). a) KCl t = 38°.
é”n KCl - Konzentration
£ g £1 Kontrolle
= 08n 0,2n 0,08 n 0,02 n 0,002n
2% g 10-0,1 10-0,7 1011 10—1,7 1027
= NC’Z
e 9/, Aminostickstoff
[ o] 3] P) s | |8 | 8
19 75 1100 | 13| 17 | 44 | 59| 62! 83 i 75 1100 1 75 1100
24 84 100| 161 19 i 50| 60| 74 88 | 80\ 95 | 84 |100
b) NaCl
0 NaCl - Konzentration
£ g €| Kontrolle :
Ehok-1 et 0,8n 02n | 008n | 002n | 0,002n
288 10-01 | 10-07 k 10-11 | 10-17 10-27
~ N
N “ °/0 Aminostickstoff
P P a 8 I R
19 75 1100 | 18 | 17 59 62 100 | 75 100
24 84 |100 | 16 | 19 62 | 70 82| 98 | 84 {100

(6 bedeutet den in den verschxedenen Fallen wirksamen Teil des
Enzyms in Prozenten, wenn man annimmt, daB in der Kontrollprobe

1009/, des Enzyms wirken.)
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Nitrationen weisen auch hier die gréBte hemmende Ein-
wirkung auf.

In der Tabelle XCIV sind einige Versuche mit Chlor--
kalium und Chlornatrium von verschiedenen Konzentrationen
angegeben.

In Fig. 24 ist die Konzentration des zugesetzten Salzes,
der besseren Ubersicht wegen der Logarithmus derselben, als
Abszisse und die in Tabelle XCIV
angegebenen Werte von J als
Ordinaten aufgetragen. °

Zuerst zeigt sich, daB Chlor-

d
100 - -

5 y;
natrium und Chlorkalium gleicher "
Konzentration dieselbe Hem-
mung hervorrufen. Der Betrag 5

der Hemmung ist offenbar von

der Salzkonzentration abhingig. ° //{,gla
Und nur Salzkonzentrationen,
die kleiner als 0,01 n sind, iiben 4
keinen EinfluB auf die Wirkung
des Erepsins aus. Hier liegt

also ein tiefgehender Unter- log-c = =8
schied zwischen Darmerepsin

und Hefenereptase, welch letz-

tere erst gegen eine Salzkonzentration von Normalitit 1 emp-
findlich ist, vor. )

Was diese Kurve bedeutet, ist bei unserer heutigen
Kenntnis iiber den Bau der Enzyme unmoglich zu sagen. Sie
ist den Michaelisschen') Dissoziationskurven &hnlich, und
wahrscheinlich hiingt die Neutralsalzwirkung auf die Tétigkeit
des Erepsins mit den Dissoziationsverhaltnissen desselben eng

gin optn qporn

Fig. 24.

zusammen.

So viel darf jedoch gesagt werden, dal die Hemmung
des Erepsins nicht durch irgendeine Wirkung einzelner Ionen
hervorgerufen worden ist, sondern die Hemmung ist in erster
Linie von der Totalkonzentration des zugesetzten Salzes ab-

héngig.

) Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin 1914.
7



Die Ergebnisse dieses Abschnittes lehren weiter, daB bei
reaktionskinetischen Studien von Peptidspaltungen die Hefen-
ereptase vorzuziehen ist, und da8 man bei Arbeiten mit Darm-
erepsin immer die vorhandene Salzkonzentration und deren
EinfluB auf das Enzym beriicksichtigen muB.

Doch ist wohl anzunehmen, da der Darmschleimhautsaft
in bezug auf peptidspaltende Enzyme ein reineres Priparat als
der HefepreBsaft darstellt.

L. Nachtrag.

Abderhaldens neueste Arbeiten iiber die peptolyti-
schen Enzyme der Hefe.

Nachdem diese Arbeit im Manuskript schon abgeschlossen
war, haben Abderhalden und Fodor!) eine umfangreiche
Abhandlung iiber den fermentativen Abbau von verschiedenen
Polypeptiden durch Hefemazerationssaft verdffentlicht. Da
diese Arbeit in naher Beziehung zu meinen Untersuchungen
steht, muB ich hier Abderhaldens Resultate ndher besprechen.
Selbst hatte ich nicht Gelegenheit, die enzymatische Spaltung
von anderen einfachen Peptiden als Glycylglycin zu studieren,
und daher ist Abderhaldens Arbeit nach dieser Richtung
von Bedeutung.

Abderhalden hat jetzt seine frithere polarimetrische Me-
thode zur Verfolgung der Spaltungsgeschwindigkeit verlassen
und ist zu derselben Methode, welche ich vorwiegend verwendet
habe, der Formoltitration von Sérensen, iibergegangen. Leider
hat er sich iiber die Versuchsmethodik sehr kurz gefaf3t, und
es bieten sich daher gewisse Schwierigkeiten, seine Versuche
im einzelnen zu verfolgen. Ich bin davon iiberzeugt, daB seine
Versuche im groBen und ganzen wohl ein richtiges Bild von
den peptolytischen Vorgingen geben, jedoch scheint es mir,
als waren sie in gewissen Einzelheiten nicht ganz einwandfrei.

Das von ihm verwendete Enzympréparat (nach Lebedew
hergestellter Mazerationssaft von Trockenhefe) wurde nicht
durch Dialyse gereinigt und enthielt daher betrichtliche Mengen
von Stickstoff, von EiweiBstoffen, Peptiden, Aminosiuren und
anderen Abbauprodukten des Hefeneiweies herriihrend. Bei

1) Abderhalden und Fodor, Fermentforschung, 1, 533, 1916.
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einigen Versuchen, wenn es auch nicht unmittelbar aus den
Tabellen hervorgeht, scheint es, als wire der Stickstoffgehalt
des Enzympriparats etwa ebenso grof oder sogar groBer als
der Stickstoffgehalt des Peptids. Ist es nun ausgeschlossen,
daB dieser Umstand die Versuchsergebnisse beeinflussen kénnte?

Um die Wasserstoffionenkonzentration konstant zu halten,
hat er zu der auf Lackmus-Neutralitit gebrachten Peptidlosung
Phosphatmischungen zugesetzt. Die Woasserstoffionenkonzen-
tration hat er im Anfang der Versuche elektrometrisch bestimmt
und sich dann ganz darauf verlassen, dal diese sich nicht
wihrend der Verdauung dndere. Es ist jedoch fraglich, ob die
Phosphatmischungen in allen Fillen die Wasserstoffionenkon-
zentration konstant zu bhalten vermégen. Ein Blick auf die
groBe Tafel in Sorensens Enzymstudien II') zeigt uns, dal}
dies wohl in dem Intervalle py.==5,56 bis pg.=717,5 zutrifft,
auch mit relativ kleinen Phosphatkonzentrationen, aber auller-
halb dieses Intervalles kann es wohl manchmal mdglich sein,
daB die Phosphatkonzentration (wenn sie nicht kolossal ist)
nicht ausreicht. Denken wir uns nadmlich die Spaltung eines
beliebigen Dipeptids in alkalischer Losung:

R-NH,
|

co -
——ll\n—I——jL—H .—R-NH,-COOH R, .NH,.COOH ;

Il{l — CO0OH
und daf die Dissoziationskonstanten von dem Dipeptide und den
beiden Aminosiuren, als Siuren betrachtet, k, k, und k;, be-
kannt sind. Dann kénnen wir in &#hnlicher Weise wie in
Kap. V,C die Wasserstoffionenkonzentration, h, immer berech-
nen, wenn wir noch die Konzentration jeder der drei Kom-
ponenten und die des Alkalis kennen. Sind die Werte von
k,, k, und %; klein und ziemlich gleich, so wird sich die Wasser-
stoffionenkonzentration bei einer gewissen Alkalikonzentration
wihrend der Spaltung kaum verindern. Sind dagegen die
Werte der Konstanten ziemlich groB8 und verschieden, so kann
sich die Wasserstoffionenkonzentration wihrend der Reaktion

) S6rensen, Enzymstudien II, 1. c.
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sehr bedeutend dndern. Diese Verinderungen konnen so grof§
sein, daB besonders auBerhalb des Intervalles pg.=—5,5 bis
pg-= 17,5 miBige Phosphatkonzentrationen nicht ausreichen.

Wenn man anstatt Dipeptide Tri- oder Polypeptide ver-
wendet, wird die Sache noch komplizierter. Mit dieser Dis-
kussion habe ich nur zeigen wollen, daf man nicht absolut
sicher sein darf, daB bei Abderhalden,. trotz des Pufferzu-
satzes, die Wasserstoffionenkonzentration wihrend der Spal-
tung immer bei dem Anfangswert konstant verblieben ist.

Weiter scheint es mir, als wéren die Formoltitrierungen
nicht ganz einwandfrei. Zieht man in Betracht, daf die Ver-
dauungszeiten so kurz und die Flissigkeitsmengen so klein wa-
ren, so konnen die Versuchsfehler relativ grof sein. Die Phos-
phor- und Kohlensiure mull zuerst aus der Fliissigkeit weg-
geschafft und die Probe dann genau auf Lackmusneutralitit
gebracht werden, ehe die eigentliche Formoltitrierung vorge-
nommen werden kann. Da groBe Mengen Pufferstoffe, Amino-
siuren u. dgl. vorhanden sind, ist es nicht leicht, den Neutral-
punkt mit Prizision zu ermitteln. Wie auBerordentlich groBe
Dienste die Formolmethode auch leistet, so darf man ihre Ge-
nauigkeit nicht iiberschitzen. Um ganz sichere Werte zu er-
halten, muB man ziemiich groBe Mengen von den Versuchs-
flissigkeiten zu jeder Titrationsprobe nehmen.

Mit diesen Worten soll keineswegs die Bedeutung der
Abderhaldenschen Arbeit verkleinert werden, nur versuche
ich zu zeigen, daB man seine Werte von der optimalen Wasser-
stoffionenkonzentration fiir die Spaltung von verschiedenen Pep-
tiden durch die Hefenereptase nicht als endgiiltig festgestellt
ansehen darf. Ebenso muB man bei der Deutung der Reak-
tionskinetik sehr vorsichtig sein.

Die folgende Tabelle ist aus seiner Arbeit entnommen:

Die optimale Wasserstoffionenkonzentration bei der Spal-
tung von verschiedenen Peptiden durch Hefemazera-

tionssaft.

Peptid. Opt. pg-
Glycyl-l-leucin . . . . . . . . .841; 8,50
I-Leucyl-glycin . . . . . . . .750; (7,56)
d-Alanyl-glyein . . . . . . . .730—8,18
Glycyl-d-alanin . . . . . . . .730—7,91

d-Alanyl-lHewcin . . . . . . . .676; 6,85
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l-Leucyl-d-alanin ., . . . . . . 6,80—789
l-Leucyl-glycin . . . . . . . . 756
l-Leucyl-1-Asparaginsdure . . . . 6,76—6,80
l-Leucyl-glycyl-glycin . . . . . . 7,26
I-Leucyl-diglycyl-glycin . . . . . 7,29
l-Leucyl-triglyeyl-glyein . . . . . 7,28
l-Leucyl-pentaglycyl-glycin . . . 6,64

Aus dieser Tabelle geht hervor, daf3 die optimale Wasser-
stoffionenkonzentration fir die Spaltung von verschiedenen
Peptiden nicht konstant ist. Vielmehr schwankt sie betréicht-
lich, so z. B. liegt das Optimum in einigen Fillen bereits
in saurer Losung. Abderhalden zieht jetzt folgenden SchluB:
»Das Optimum ist keineswegs konstant, sondern hingt
auch bei gleichen Fermentmengen von der Natur des
Polypeptids ab.“

Ich will hier versuchen, eine, allerdings nur hypothetische,
Erklirung zu geben. In obiger Tabelle habe ich die Peptide
in zwei willkiirliche Abteilungen geordnet; in der ersten sind
die einfachen Dipeptide, und mit zwei Ausnahmen(?) hat das
Optimum den Mittelwert py.—etwa 7,8, also denselben Wert,
wie ich ihn fiir die Spaltung von Glycyl-glycin gefunden habe.
Meiner Meinung nach konnten diese einfachen Dipeptide -durch
die Ereptase gespalten worden sein.

Die Peptide der zweiten Gruppe sind Polypeptide, und
einige nihern sich wohl in ihrer Zusammensetzung den Pep-
tonen. Das Optimum liegt hier in der Nahe des Neutral-
punktes, und wie ich im Kap. IV gezeigt habe, liegt das Op-
timum fiir die Verdauung von Witte-Pepton ebenso etwa beim
Neutralpunkt. Konnte man nicht vorliufig annehmen, daB8 die
Spaltung von Polypeptiden nicht nur von der Ereptase, son-
dern auch von einer Tryptase bewirkt wird? DaB8 das Op-
timum fiir die Spaltung von z. B. dem Tripeptide, l-Leucyl-
glycyl-glycin bei pg.==17,3 liegt, konnte dann bedeuten, daf
hierbei sowohl die Ereptase wie die Tryptase wirkte. Wie
ich schon bemerkt habe, ist dies nur als eine Hypothese
aufzufassen, und vieles kann auch dagegen gesagt werden.

Ich méchte hierzu noch folgende Tatsache erwihnen: Wie
ich in dieser Arbeit gezeigt habe, liegt das Optimum fiir die
Spaltung von Glycylglycin bei py.=7,8, fir dic Verdauung
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von Pepton aber bei py.=6,9, wenn man HefepreBsaft an-
wendet. Verwenden wir aber ein Darmerepsinpriparat, so
liegt das Optimum fiir diese beiden Vorginge bei pg.=17,8,
wie Rona und Arnheim?') und ich selbst bei einigen nicht
veroffentlichten Versuchen gefunden haben. Es ist wohl an-
zunehmen, daB der Darmschleimhautsaft in bezug auf erepti-
sches Enzym ein mehr einheitliches Priparat als der Hefe-
preBsaft darstellt. Es wire von groBtem Interesse, zu unter-
suchen, wie sich das Darmerepsin gegen verschiedene wohl
definierte Peptide beziiglich der optimalen Wasserstoffionen-
konzentration verhalt.

Die Frage ist jetzt: Sind in dem Hefesaft nur ein pepto-
lytisches Enzym vorhanden, oder haben wir eine Gruppe von
dhnlichen, wovon jedes spezifisch wirkt? Abderhalden neigt
in dieser Arbeit zu der ersten Annahme: ,Die Annahme von
Glycylasen, Leucylasen usw., die zum Ausdruck bringen wiirde,
daB ein auf eine bestimmte Atomgruppierung 'eingestelltes Fer-
ment beim Abbau maBgebend ist, erhélt durch unsere Versuche
keine Stiitze. Wir haben im Gegenteil den Eindruck erhalten,
daB das gesamte Molekiil mit allen seinen chemischen und
physikalischen Eigenschaften mafBgebend ist.“

Mit unserem jetzigen Material ist es nicht mdglich, diese
Frage erschopfend zu beurteilen. Es bedarf noch weiterer ge-
nauer Untersuchungen, und zwar mit proteolytischen Enzymen
verschiedener Herkunft, ehe wir ein klares Bild iiber die Wir-
kungen der proteolytischen Enzyme bekommen kdénnen.

VI
Die Desamidasen der Hefe.

Bei der Autolyse der Hefe, und besonders wenn die
Wasserstoffionenkonzentration in der Fliissigkeit klein ist, tritt
unter den Spaltprodukten freies Ammoniak auf. Die Enzyme,
welche diese Ammoniakabspaltung aus den Aminoséuren oder
Purinbasen bewirken, faBt man unter dem Namen Desami-
dasen zusammen. Diese Enzyme scheinen mit den Amino-
siuren-vergirenden Enzymen, die schon in der Einleitung be-
sprochen sind, identisch zu sein.

1) Rona und Arnheim, L c.
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Es ist aber fraglich, ob man diese Enzyme zu den pro-
teolytischen rechnen kann, denn ihre Wirkungsweise ist ja von
derjenigen der FEreptasen ganz verschieden. Wahrscheinlich
stehen sie den Gérungsenzymen, dem Zymasekomplex, als den
peptidspaltenden, néher.

Ich will mich iiber diese Enzyme kurz fassen. Prings-
heim?) hat gezeigt, daB die Desamidasen sehr schnell sowohl
in Acetondauerhefe als im Prefisaft zerstért werden. Auch
geben Abderhalden und Schittenhelm?®) an, daB sie mit
Hefeprefisaft und OrganpreBsiften bei verschiedenen Versuchen
keine Desamidierung von Aminosiuren erzielen konnten. Sie
gewannen die Aminosiuren fast quantitativ zuriick.

Ich erhielt folgende Resultate. Die Analysen (NH,- Be-
stimmungen) wurden durch Destillation mit Magnesinmoxyd
in einem Kjeldahlschen Destillationsapparat vorgenommen.

Glykokoll, Alanin und Phenylalanin wurden in
keinem Falle desamidiert. Bei Leucin schien nach zwei
Tagen eine schr kleine Ammoniakabspaltung stattgefunden zu
haben, am deutlichsten bei pg = 7,5. Gleichzeitig war ein
Geruch nach Amylalkohol wahrnehmbar. Allerdings handelte
es sich nur um auBerordentlich kleine Mengen, 1 bis 3°/, des
Totalstickstoffs. Dieselbe Enzymmenge spaltete unter den-
selben Bedingungen eine entsprechende Menge Glycylglycin
vollstindig zu Glykokoll in einigen Minuten.

Die lebende Hefe desamidiert dagegen die Aminosduren
sehr schnell, wie F. Ehrlich®), sowie Effront?) u. a. ge-
zeigt haben. Der letztere gibt auch an, daB die Desamidierung
des Asparagins am besten in schwach alkalisgher Losung vor
sich geht. Eine nihere Bestimmung der Wasserstoffionen-
konzentration hat er jedoch nicht vorgenommen.

Bei Versuchen mit Asparagin fand ich freilich, da Ammo-
niak abgespalten wurde, und am besten so etwa bei pg. = 7,8,
aber es war immer nur ein Teil, weniger als 50°/, des Total-
stickstoffs. Wahrscheinlich war es nur die —CO — NH,-Bin-

1) Pringsheim, Biochem. Zeitschr. 12, 15, 1908.

?) Abderhalden und Schittenhelm, Zeitschr. f. physiol. Chem.
49, 26, 1906.

% F. Ehrlich, L c.

4) Effront, Compt. rend. 146, 779, 1908.
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dung, also eine Peptidbindung, die von der Hefenereptase geldst
wurde.

Die Versuche in Tabelle IV und V, ebenso siamtliche An-
gaben in der Literatur iiber die Hefenautolyse bestétigen, dafl
die Desamidasen im Vergleich mit den anderen Enzymen nur
eine untergeordnete Rolle dabei spielen. Die Ammoniakmenge
nach vollstindiger Autolyse betrigt hochstens ca. 15°/; des
vorhandenen totalen Stickstoffs, gewohnlich aber weniger, 5
bis 10°/,.

Zusammenfassung.

Das Hauptergebnis der vorliegenden Arbeit 1a8t sich
folgendermaBen zusammenfassen: In den einfachsten Hefezellen
sind eiweiBspaltende Enzyme von ganz analogem Typus, wie
in dem so auBerordentlich mehr spezialisierteren tierischen
Organismus vorhanden. Hier gebe ich eine vergleichende Zu-
sammenstellung von den proteolytischen Enzymen der Hefe

und denen des Tierorganismus an:
Tierorganismus. Hefe.
Pepsin: Spaltet genuine Ei- Hefe-Pepsin:
weiBBkorper bis zu Peptonen. do.
Die optimale [H']-Konzentra- . 3
tion liegt bei pg=1,5. Opt. pg=4 bis 4,5.

Pankreas-Trypsin: Spaltet Hefe-Tryptase: Greift das

gewisse Eiweillstoffe, Casein, HefeneiweiB nicht an, ver-
Gelatine u. dgl., in Klei- hilt sich im iibrigen wie
nere Stiicke, Peptide und das Trypsin.

g;zn;jzeg: Opt. pg.= ca. 7,0.
Erepsin: Spaltet einfachere Hefenereptase:
Polypeptide bis zu Amino- do.

sduren.

Opt. pg="18. Opt. pg-==ca.7,8.

Die Wirkungen der beiden ersten Enzyme sind relativ
schwierig zu verfolgen, die Spaltung von Glycylglycin durch
Hefenereptase eignet sich dagegen ausgezeichnet fiir reaktions-
kinetische Studien. Diese sdmtlichen Enzyme werden bei opti
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maler Wasserstoffionenkonzentration von Neutralsalzen von
miéBigen (weniger als »/,-) Konzentrationen gar nicht oder sehr
wenig beeinfluB3t,

Die vergleichende Studie iiber das Darmerepsin und
die Hefenereptase fasse ich hier in zwei Punkte zusammen:

1. Hefenereptase und Darmerepsin verhalten sich gegen-
iber Glycylglycin ziemlich gleich. @ Die optimale Wasser-
stoffionenkonzentration bei Spaltungen dieses Dipeptids bei
389 liegt fiir diese beiden Enzyme bei pg = 17,8, méglicher-
weise fiir Erepsin bei pg = 7,9. Bei konstant gehal-
tener Wasserstoffionen- und im Verhé&ltnis zum Substrat hin-
reichend grofler Enzymkonzentration, wobei die Selbstzersto-
rung des Enzyms zu vernachlissigen ist, folgen die Spaltungs-
kurven dem monomolekularen Reaktionsgesetz. Fiir beide
Enzyme, als S&duren betrachtet, liegt der Wert der Dissozia-
tionskonstante XK, in der Nidhe von 10~7 doch scheint sie
etwas groBer fiir Darmerepsin als fiir Hefenereptase zu sein.

2. Der vor allem wichtigste Unterschied zwischen diesen
beiden Enzymen ist ihre verschiedene Empfindlichkeit gegen
Neutralsalze. Wihrend eine 0,5 n - Salzkonzentration gar
keinen EinfluB auf die Wirkung der Hefenereptase bei optima-
ler Wasserstoffionenkonzentration zeigt, hemmt sogar eine 0,02 n
die Wirkung des Darmerepsins merkbar. Und die hemmende
Wirkung scheint ziemlich unabhéingig von der Art der Ionen
und nur durch ihre Gesamt-Konzentration bedingt. Gleich
konzentrierte Losungen setzen die Erepsinwirkung in demselben
Betrag herab. Die Angaben Kobzarenkos iiber verschiedene
Wirkung verschiedener Ionen, besonders von Kalium- und
Natriumionen, haben sich als fehlerhaft erwicsen.

Die Autolyse der Hefe ist ein durch diese Enzyme
verursachter, sukzessiver EiweiBabbau und kann nur dann vor
sich gehen, wenn die verschiedenen Enzyme zugleich wirken
konnen. Die optimale Wasserstoflionenkonzentration der Auto-
lyse ist gleich pg-==6,0, liegt also zwischen derjenigen der
Hefetryptase und des Hefepepsins.

Was die Desamidasen der Hefe betrifft, so spielen
sic bei der Autolyse nur eine untergeordnete Rolle. Ich habe
die Beobachtung Pringsheims, dafl die Desamidasen nicht
in den PreBsaft iibergehen, bestitigen konnen.
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