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Einleitung.

Im Rahmen der von ALBERS und Mitarbeitern
durchgefuhrten Untersuchungen an Fermenten , insbe-
sondere im Rahmen der Co-Ferment-Frage s behandelt
die vorliegende Arbeit das Pepsin als eines der
wichtigsten eiweil3-abbauenden Fermente.

Vorerst stehen uns fur die Einteilung der eiweil3-
abbauenden Fermente - Proteasen - keine rein
chemischen Aufbauprinzipien zur Verfugung. Wir
sind daher gezwungens die Einteilung auf Grund
der Wirkungsspezifitat und der Pg-Abhangigkeit
vorzunehmen. Wir unterscheiden zwischen Protein-
asen und Peptidasen. Erstere spalten nur hochmo-
lekulare Eiweiflkdrpers wahrend die Peptidasen nur
auf Peptide einwirken. Bei ihnen unterscheiden
wir wieder zwischen Polypeptidasen und Dipeptida-
sen je nach Art des Substrats.

Die Proteasen.

Proteinasen Wirkungs- Peptidasen Wirkungs-
Optimum Optimum
bei Pg bei pg

Pepsin etwa 2 Dipeptidase etwa 7-8,5

Papain *  4-7 Aminopoly-

peptidase > 7-85

Kathepsin " 4-7 Carboxylpoly-

peptidase e« 7-85
Trypsin e 8

Dazu kommen die Protaminase und die Prolinase und
die Iminopeptidase 2

1) wvgl. die zusammenfassende Arbeit von H. ALBERS
Angew.Chem. 49. 448 (1956)s sowie H. ALBERS,
EBEYER ABOHNENKAMP und G.MULLER, B.?! 1913

2) vgl Iz_'rgebnlsse Enzymforschung 1, 79 ff (1936).
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Ohne auf die in der Literatur diskutierten Mdg-
lichkeiten des Eiweifiabhaues durch die Proteasen
eingehen zu wollen, sollen drei durch GRASSMANN (1)
formulierte Satze angefuhrt werden:

1) "Man kennt bisher kein proteolytisches Ferment
von rein desaggregierender Wirkung«"

2) "Man kennt bisher keine auf die Aufspaltung von
Dioxypiperazinen (Peptidanhydriden) eingestell-
ten Fermente."

5) "Bei der enzymatischen Proteinspaltung werden
Amino- und Carboxylgruppen immer in aquivalenter
Menge gebildet, es werden also ausschlielRlich -
CO-NH-Bindungen zerlegt.”

Zu 2) ist zu bemerken, dall auf Grund verschiedener
Arbeiten+) die Moglichkeit einer fermentativen Spal-
tung der Diketopiperazine madglich erscheint, die ba-
sische oder saure Gruppen tragen.

In Bezug auf die Spezifitat und Wirkungsweise
der Proteinasen hat sich ergeben, dall Pepsin auf
Eiweifikationen und Trypsin auf Eiweif3anionen einge-
stellt ist, wéhrend das Pepain als pflanzliches Fer-
ment ungeladene isoelektrische EiweiBmolekile spal-
ten soll. Beobachtungen verschiedener japanischer
Forscher (2) lassen die Moglichkeit offen, dall Pep-
sin auch Diketopiperazine angreifen kann, wenn eine
freie NH2-Gruppe vorhanden ist.

Zur Nomenklaturfrage der Fermentsysteme sei be-
merkt, dal die von H. v.EULER und seiner Schule fur
das Zymase-System vorgeschlagene Formulierung:

Apo-Zymase + Co-Zymase Holo-Zymase
spater auf alle Fermentsysteme Ubertragen wurde und
zu folgender Gleichung fuhrt:

Apo-Ferment + Co-Ferment T  Holo-Ferment

Danach wére also das "Apo-Ferment” identisch mit dem
"Trager" oder "Pheron" und das "Co-Ferment" gleich
der "prosthetischen" oder "aktiven Gruppe" oder dem

+) Vgl. Erg0Enzymforschung 5, 79 (1936).
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"Agon". Daa Apo-Ferment ist nach den bisherigen Er-
gebnissen stets ein hochmolekulares Eiweil3 und be-
dingt die Substratspezifitat; das Go-Ferment ist ein
niedermolekularer Stoff und maflgebend fur die Wir-
kungsspezifitat; erst Apo-Ferment und Co-Ferment
vereinigt zum Holo-Ferment sind wirksam. Prinzipiell
ergibt sich so die Moglichkeit, dal dasselbe Apo-
Ferment zusammen mit verschiedenen Co-Fermenten auch
verschiedene Wirkungsspezifitaten entfalten kann.
Bei den Proteasen ist die Einheitlichkeit der
isolierten Fermente weitgehend diskutiert worden.
J.H. NORTHROP gelang es , 1930 das Pepsin (3) und
1932 das Trypsin (4) zu kristallisieren +7. Seit der
Auffindung der kristallisierten Fermente wird von
den verschiedensten Forschern die Frage diskutiert,
ob die Kkristallisierten Produkte, die sa&mtlich den
Charakter und die Zusammensetzung von Eiweil3en zei-
gen, die Fermente "selbst* sind, oder ob auch hier
ein Apo-Ferment zusammen mit einem Co-Ferment die
fermentative Wirkung des Holoferments bedingen.
Somit stehen zwei Theorien bezuglich der pro-
teolytischen Ferment® zur Diskussion:
1) die unitarische oder Proteintheorie,
2) die dualistische oder Co-Ferment-Theorie.

Als Vertreter der Proteintheorie stutzen sich
J.B. SUMNER und J.H. NORTHROP in erster Linie auf
die Tatsache, dall alle Verdnderungen, die am Ferment
EiweiBkérper vorgenommen wurden, auch eine enzymati-
sche Wirkungsschwéchung zur Folge haben.

Der Auffassung NORTHROPs, dal-das von ihm Kri-
stallisierte Pepsin das Ferment selbst ist, stehen
die Befunde von E. v.BRUCKE (11), C. SUNDBERG, (12)
und P. SCHRUMP' (13) gegeniiber, denen es auf ver-

+) Hierbei sei erwahnt, dal bereits im Jahre 1926
J.B. SUMNER die Urease (5) als kristallisiertes
Ferment isolierte.- Nach dem Pepsin und dem Tryp-
sin wurden in neuerer Zeit noch die Amylase (6)
die Carboxypolypeptidase (7) die Lipase (8), die
Katalase (9) und das Papain (lo) kristallisiert
erhalten.
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schiedenen 'Wegen gelungen ist,"eiweifl3freie” Préapara-
te von hoher Aktivitat darzustellen. R. WILLSTATTER
und W.ROHDEWALD (14) bestdtigen die Abwesenheit von
Eiweil3 in einem nach SUNDBERG dargestellten Prapa-
rat, wobei jedoch zu bemerken ist, dal die Wirksam-
keit ihrer eiweil3freien Losungen recht gering war.
Sie kommen zu dem Schluf3, dal das von NORTHROP iso-
lierte Pepsin mit einem grof3en Teil von Ballast-Pro-
teinen behaftet ist, wéhrend Bricke-Pepsin mit ahnli-
chem Wirkungsvermdgen durch *andersartige Fremdkor-
per* belastet ist.

H. KRAUT und E. TRIA (15) haben zur Entschei -
dung der Frage, ob das kristallisierte Pepsin das
Enzym selbst darstellt, Untersuchungen ausgefuhrt, in
denen sie aus dem gleichen Ausgangsmaterial (Park-
Davis-Pepsin 1: 10.000) einerseits Kkristallisiertes
Pepsin nach NORTHROP, andererseits "eiweil3freies Pep-
sin*, Brucke-Pepsin. darstellten. Beide Praparate
wurden verglichen in ihrer Wirksamkeit bezogen auf
den N-Gehalt , den Tyrosin- (Reaktion nach Millon)
bezw. Tryptophangehalt und den Spaltungsverlauf mit
Casein als Substrat.

Northrop-Pepsin hat einen N-Gehalt von 155 $,
einen Tyrosingehalt von 1d,5 % und einen Tryptophan-
gehalt von 2,2 Das von HKRAUT und E.TRIA darge-
stellte Bricke-Pepsin hat einen N-Gehalt von 8,2 $,
"wenig oder gar kein Tyrosin und Tryptophan™ und un-
terscheidet sich "durch die Einzelheiten des Ver-
laufs der Caseinspaltung” vom Northrop-Pepsin<, Die
Zusammensetzung des Bricke-Pepsins mit 8,2 % Stick-
stoff ist also anders als die eines typischen Ei-
weilRkdrpers. In bezug auf die uUbrigen Eiweil3reaktio-
nen lief3 sich kein Schlul3 ziehen, da die zur Verfu-
gung stehenden Mengen zu gering waren. Es liel3 sich
nur nachweisen, dal} die angewandten Reaktionen (Biu-
ret, Sulfosalizylsaure und Ferrozyanwasserstoffsidu-
re) bei gleichen Mengen Northrop- und Bricke-Pepsin
im ersten Fall positiv, bei Brucke-Pepsin dagegen
negativ waren. Aus der Untersuchung geht hervor, dafl
es zwei sehr ahnliche, aber in ihrer Spezifitat doch
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unterscheidbare Proteinasen sind» Bei beiden liegt
das Optimum der Wirkung bei p”2; "es besteht die
Moglichkeit, dal im Northrop- und Brucke-Pepsin das-
selbe Agon (aktive Gruppe) mit VerschiedenentlPheron
(Trager) verbunden ist, und daR dadurch die Spezifi-
tat des Symplex modifiziert wird,

Allgemeiner Teil

Somit ist die eingangs gestellte Frage nach der
Einheitlichkeit des Pepsins zwar anscheinend zugun-
sten der Co-Ferment-Theorie erganzt, aber sie ist
noch nicht entschieden» - Fur die Entscheidung ist
neben der von KRAUT erwahnten Schwierigkeit der ein-
wandfreien Bestimmungsmethodik fur Pepsin aus ver-
schiedenen Ausgangsmaterialien auch die auf3erst hohe
Empfindlichkeit des kristallisierten Produkts gegen
duBBere Einflusse maligebend»

Zur Methodik der Pepsinbestimmung»

Zur Bestimmung der Wirksamkeit der im folgenden
beschriebenen Substanzen sei bemerkt, dall neben Ca-
sein als Substrat auch Gelatine und Eialbumin ge-
pruft wurden» Auf Grund vieler Versuche unter man-
nigfaltigster Variation der Zusammensetzung der Ver-
suchsansatze hat sich herausgestellt, dal mit glei-
chen Enzymmengen in Versuchsansatzen mit bzw. ohne
Zugabe von Puffer keine vergleichbaren und reprodu-
zierbaren Werte ermittelt werden. Weiter zeigt sich,
dall die verschiedensten Versuchsansitze auch ohne
Zugabe von Ferment einen nicht unerheblichen Zuwachs
titrierbarer Carboxylgruppen ergeben» Auch der von
E. WALDSCHMIDT-LEITZ und G. KUNSTNER (16) in ihrer
Untersuchung zur Kenntnis der Pepsinwirkung angege-
bene Versuchsansatz zeigt einen erheblichen Ver-
brauch an alkoholischer KOH ohne Zugabe von Ferment.
- Es sei darauf hingewiesen, dall auch hier sowohl
die Menge des Caseins als auch die Menge und Art des
verwendeten Puffers in der verschiedensten Weise va-
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riiert und die entsprechenden Leerversuche gepruft
wurden.

In dem von uns gewahlten Versuchsansatz wurde
auf die Zugabe von Puffer verzichtet und das Optimum
der Pepsinwirkung bei p”2 durch Zugabe von Salzsaure
eingestellt. Die Konstanz des eingestellten pi-Wer-
tes wurde potentiometrisch durch jeweilige Messung
vor, wahrend und nach dem Versuch ermittelt. Auch bei
Zugabe der zu prifenden Substanzen trat @ wie sich
zeigte - keine Verschiebung ein. Als Substrat wurde
Casein nach HAMMARSTEN (Schering-Kahlbaum)verwendet,
und es ist dabei unbedingt erforderlich, eine mdg-
lichst gleiche Bereitungsweise der Caseinlosung vor-
zunehmen. Auch darf, wenn man reproduzierbare Werte
erhalten will, nur Caseinlosung von bestimmtem Alter
verwendet werden.

Versuche zur Auftrennung von Pepsinen.

Zur Prifung der zusammengesetzten Natur des
Pepsins wurde die bei anderen Fermenten mit gutem
Erfolg angewandte Methode der Dialyse fur die Auf-
trennung eines Holo-Fermentes in Apo- und Co-Ferment
verwendet.

Auf Grund der bereits erwahnten sehr grof3en
Empfindlichkeit des kristallisierten Pepsins mufl far
derartige Reihenversuche, die zunéachst als Vorversu-
che zu werten sind, ein Handelspepsin - in unserem
Falle Witte-Pepsin +' - verwandt werden.

NORTHROP und Mitarbeiter ++' geben an, dall sie ein
kristallisiertes Pepsin durch Dialyse und dann durch
Hitzekoagulation in zwei Fraktionen zerlegt haben.
Beide Fraktionen unterscheiden sich durch ihren Ge-
halt an Aminosauren - insbesondere an Cystin und Ty-
rosin - voneinander.

+) Fur die Uberlassung der Enzympraparate danke ich
der Fa.Gebr.Witte,Rostock auch an dieser Stelle.

++) Vgl. Oppenheimer: Die Fermente und ihre Wirkungen,
Supplement 6, 845 (1956).
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Das Ergebnis der Dialysenversuche spricht nicht
fur die Auftrennung; trotz der mannigfaltigsten Va-
riationen der Versuchsbedingungen (Anderung des piI-
Wertes der Aul3enflUssigkeit, der Art des Puffers und
der Konzentration der zu dialysierenden Ldsung) ist
es nicht moglich gewesen, eindeutig durch Co-Ferment
- etwa durch Kochsafte - aktivierbare Apo-Fermentlo-
sungen zu erhalten. Zwar gelingt es durch Dialyse

(1) bei pu 4 -5» zu einer inaktiven Fermentlésung zu
kommen, die durch Zugabe von Trypsin, welches selber
bei dem Optimum der Pepsinwirkuhg keine Spaltung
bewirkt, zu aktivieren ist. Dabei ist bemerkenswert,
dal auch Vitamin C einen aktivierenden Einflul3 hat ,
und dalR somit die Mdoglichkeit besteht, dal dieses
Vitamin beim fermentativen Abbau der Eiweil3kdrper
eine Rolle spielt.

Wenn dieser Befund auch den Anschein erweckt,
als ob ein in der Dialyse entstandenes Apo-Pepsin
durch eine Coprotease des wirkungsgleichen Trypsins
wieder ergédnzt wurde zum aktiven Holo-Pepsin, so
wird sein Wert doch eingeschrankt durch die Tatsa-
che, daR eine Oxydation zumindest mit verantwortlich
ist fur die gefundene Inaktivierung bei der Dialyse.

(2) Dialysiert man ndmlich unter Luftabschluf3, d.h. un-
ter Einleiten von Stickstoff, so tritt keine Inakti-
vierung ein, und die dialysierte Ldésung zeigt noch
nach ungefdhr 4o Stunden langer Dialyse nur eine
ganz geringe Abnahme der Aktivitat ++

Es wurde dann versucht, auf einem anderen Wege
die Entscheidung Uuber eine Auftrennbarkeit des Pep-
sins herbeizufuhren. Nehmen wir an, dal tatsachlich
zwischen pu 4 und 5 eine Dissoziation des Holo-Fer-
mentes eintritt, so milte es maoglich sein, durch Ul-
trafiltration die beiden Anteile auf Grund ihrer
verschiedenen Molekulgréf3de zu trennen.

+) Siehe Versuch (1), (2) usw.

++) Daraus geht hervor, dall die von HELBLINGER und
C. FUNK beobachtete Inaktivierung. des Pepsins
durch Schutteln zusatzlich durch eine Oxydation
bedingt sein kann.



Die Versuche ergeben, da sowohl beim Handels-
iw) pepsin, als auch bei weitestgehend gereinigtem Witte-
(4) Pepsin (analog der Northrop’sehen Vorschrift zur Be-

reitung von kristallisiertem Pepsin) im Niederschlag
wie im Ultrafiltrat peptische Aktivitat gefunden
wird« Das heil3t aber, dal ein Stoff vorhanden ist,
dessen Molekulargewicht auf Grund von Erfahrungen,
die mit anderen Fermenten (Phosphatasen) und glei-
chen Filtermembranen gemacht wurden, kleiner sein
mufl als 6000-10000, und wenn wir das Molekularge-
wicht des Northrop-Pepsins zu 35000 annehmen, so ist
mit dieser Ultrafiltration eine Auftrennbarkeit der
verwendeten Pepsinlésungen in (mindestens) zwei Kom-
ponenten erwiesen«

Wir unterscheiden im folgenden diesen offenbar
niedermolekularen peptisch aktiven Stoff als Pepsi-
din von dem bisher bekannten hochmolekularen Pepsin+

Einen Hinweis auf eine Aufteilbarkeit des Pep-
sins koénnten weiterhin Versuche von H.ELBLINGER und
C« FUNK (18) bieten; Die Bearbeiter fallten Handels-
pepsin (MERCK) mit verschiedenen Reagenzien, insbe-
sondere durch Bleiacetat, und fanden, dal} die wasse-
rigen Ldsungen leicht "durch allzu grofRe Verdinnung,
Bewegung! vielleicht auch teilweise durch Luftzufuhr
schnell inaktiviert werden”. Es konnten zwei Frakti-
onen erhalten werden, die die Verfasser zu dem
Schluf3 kommen lassen, dal das Pepsin "aus inaktivem
Ferment und Kinase besteht”.

Wir unternahmen Versuche in gleicher Richtung,
gingen aber aus von einer Rohldosung (siehe S. 22) in
der Absicht, jede eventuelle Verdnderung des Pepsins
bei einer technischen Darstellung zu umgehen. Dabei
zeigt sich, dal nur im stark alkalischen Gebiet auf
Zusatz von Bleiacetat eine vollstdndige Fallung ein-
tritt-, d.h.dal3 die resultierende Ldsung nach dem Ent-
bleien und Entfernen des Schwefelwasserstoffs keine
proteolytische Wirksamkeit mehr zeigt. Diese Inakti-

+) Spater als "Northrop-Pepsin" bezeichnet.
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vierung ist aber auf die starke Alkalitat zuruckzu-
fuhren, denn fallt man beim naturlichen pu der Lésung
(2,5) mit Bleiessig oder bei pu 5»0 mit Bleiacetat,
so tritt eine weitgehende Reinigung ein, aber keine
vollstandige Fallung des proteolytisch wirksamen An-
teils, weil sowohl Niederschlag, als auch Filtrat
nach dem Entbleien peptisch wirksam sind.

Nach H.ELBLINGER und C. FUNK soll die Fallung
mit neutralem Bleiacetat vollstandig sein. Man kommt
so zu dem Schluf3, dafl in der hier angewandten Rohlo-
sung ein Stoff vorhanden ist, der dem Merck-Pepsin
- vielleicht auf Grund seiner Aufarbeitung - fehlt.
Weiter ist anzunehmen, dal} dieser Stoff kein Eiweil3-
korper im Sinne des kristallisierten Pepsins sein
kann, weil sonst nach allen Erfahrungen mit hochmo-
lekularem Eiweil3 eine Fallung durch Bleisalze ein-
treten muf3te. Im Filtrat des Bleiniederschlages ist
also offenbar ein nicht eiweil3artiger niederer-mole-
kularer Stoff mit peptischer Aktivitat vorhanden.
Auf Zusatz von Silbernitrat zu einer Losung , die
diesen Stoff enthalt, tritt nur eine inakt'-ive Fal-
lung auf; wieder zeigt das Filtrat peptische Aktivi-
tat.

Man darf in Analogie zu dem obigen Befund bei
der Ultrafiltiration annehmen, dal der so nachgewiesene
niedermolekulare peptisch wirksame Stoff dem bei der
Ultrafiltration nachgewiesenen entspricht und somit
wahrscheinlich ebenfalls als Pepsidin anzusprechen
ist. Zur Charakterisierung des niedermolekularen
peptisch wirksamen Stoffes wurde das wohlbekannte,
hochmolekulare Pepsin durch Erhitzen der LOsungen
zerstort:

Eine Rohl6sung wird mit Eieessig versetzt, erhitzt
und dazu nach dem Abkuhlen zur Eiweil3fallung ein
Chloroform-Alkohol.Gemisch gegeben.Das Filtrat zeigt
nach dem Vertreiben der Fallungsmittelnoch eine zwar
geringe, aber deutlich peptische Aktivitat. Auf Zusatz
eines OxydationsmittelssdigOg Wasserstoffsuperoxyd)
wird diese gesteigert im Gegensatz zum Pepsin, bei
dem stets eine Schédigung der Aktivitat erhalten
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wird

Ein niedermolekularer peptisch aktiver Anteil
kann Handelspraparaten ferner durch Extraktion ent-
zogen werden: Extrahiert man festes Witte-Pepsin im
Soxhlet-Apparat mit n-Butylalkohol, so zeigt sich
nach dem Abdestillieren des Butylalkohols und Ldsen
des braunen Ruckstandes in. Wasser, dal dieser einen
Stoff enthalt, der Casein unter Freilegung von Car-
boxylgruppen abzubauen vermag. Das gleiche Ergebnis
erhalt man durch Extraktion bzw. durch einfaches Er-
hitzen von Rohlésung zusammen mit Butylalkohol ++

Auf Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd tritt auch
bei dem Extraktsto™f keine Schadigung, sondern eine
Erhéhung der Aktivitat ein.

Auf Grund der bisherigen Darstellungen des bzw.
der niedermolekularen Pepsidine ergibt sich, dai
dieses sicher kein Eiweil3 im Ublichen Sinne mehr
ist«

+) Selbstverstandlich werden auch die entsprechen-
den Leerversuche gepruft.

++) Der mit Wasser aufgenommsne Ruckstand des Bu-
tylalkohol-Extraktes wurde aufRer mit Casein mit
demselben Erfolg auch mit Eialbumin und Pepton
als Substrat im Versuch gepruft.
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Uber ein weiteres eiweilRfreies Pepsin.

Aus den bisherigen Versuchen geht zweifelsfrei
hervor, daR es neben dem hochmolekularen Pepsin in
Pepsin-Praparaten einen niederer-molekularen ultra-
filtrierbaren Anteil mit peptischer Aktivitat gibt,
Pepsidin genannt, und daR ein niedermolekularer An-
teil in Pepsinldsungen kochbestandig ist MMMMB

MMMM»  Uber die ldentitat des "Pepsidins" mit jenem
im Phenylhydrazinderivat vorhandenen aktiven Stoff
ist damit aber noch nichts ausgesagt<. Zur Entschei-
dung dieser Frage wurden Versuche angestellt, die
sich gleichzeitig mit der Klarung des noch ratsel-
vollen sogen.”Brucke-Pepsins” beschéaftigen sollten.

Das von H. KRAUT und E. TRIA untersuchte Bricke-
Pepsin wurde, wie bereits berichtet, aus Park-Davis-
Pepsin hergestellt, wahrend E. v. BRUCKE die Dar-
stellung dieses Pepsins mit der Selbstverdauung von
frischer Magenschleimhaut in Gegenwart von phosphor-
sadurehaltigem Wasser beginnt. Erst die zweite oder
dritte Extraktion wird aufgearbeitet. Nach Absorp-
tion des Pepsins an phosphorsaurem Kalk wird in ver-
dinnter Salzsaure geldst, das Pepsin an Cholesterin
adsorbiert und durch Ausathern des Cholesterins wie-
der in Losung gebracht. Einen Verlust von 80 $ der
Wirksamkeit steht mehr als 90 % Verlust an Trocken-
substanz entgegen, sodall insgesamt nur eine zweifa-
che Reinigung erfolgt. Von der ursprunglichen Wirk-
samkeit sind noch 1 % erhalten. Daraus geht hervor,
da diese Art der Darstellung sehr verlustreich ist,
und dalR zur eingehenden Untersuchung erhebliche Men-
gen an Ausgangsmaterial bendétigt werden.

An anderen Fermenten (Phosphatasen+)) wurde die
Erfahrung gemacht, da es durch langere Autolyse ge-
lingt, zu hoch aktiven Praparaten zu kommen. In un-
seren aus Magenschleimhaut bereiteten Rohlésungen,
die im Eisschrank bei 00 aufbewahrt wurden, hatte

) H.u.E.Albers: Ztschr.f.physiol.Chem.232.189(1935)



1 sich gezeigt, dalR ein Sigenabhau oder eine Autolyse
statt hatte. Der dabei entstehende volumindse Nie-
derschlag wurde von Zeit zu Zeit abzentrifugiert.
Nach zweimonatigem Stehen wird :eine sobehandelte

(18) Rohlésung bei einem pi von etwa 5.2 bis zur Viertel-
sattigung mit Magnesiumsulfatlosung (ges.) versetzt.
Der so entstandene Niederschlag kann nach dem Abzen-
trifugieren durch Behandeln mit 70 $igem Alkohol in
eine I6sliche (Su.7o0 ar) und in eine unlosliche
Fraktion (Su.7o0 c¢) zerlegt werden. Beide Fraktionen
stellen ein weil3-gelbliches Pulver dar , sie sind
beide hochaktiv +".

Auch durch direkte Behandlung des Magnesiumsul-
fat-Niederschlags mit Aceton und anschlieRendem Aus-
waschen mit Alkohol und Ather gelingt es, zu einem
haltbaren, pulvrigen Produkt zu gelangen. Die Schwie-
rigkeit einer solchen Darstellung peptisch hochakti-
ver Praparate liegt lediglich darin, dall die iso-
lierten Substanzen einen nicht, unerheblichen Asche-
gehalt (in der Hauptsache wohl Magnesiumsulfat) ha-
ben. Es besteht aber die Moglichkeit, durch entspre-
chend lange Dialyse das Magnesiumsulfat zu entfer-
nen.

Im Gegensatz zu dieser gealterten Rohldsung,in
der die Eiwei3e weitgehend abgebaut sind, wird eine
frisch dargestellte Rohlésung der gleichen Behand-
lung unterworfen in der Absicht, zu einem Pepsin zu

(19) kommen, das nicht "eiweil3frei* ist. Der aus einer
frischen Loésung mit Magnesiumsulfat gefallte Nieder-
schlag wird einmal mit Aceton und in einem zweiten
Anteil mit 70 ¥sigem Alkohol digeriert.

Das mit Aceton behandelte Produkt stellt eben-
falls ein weiRes Pulver dar Su.80,al

Bei der Behandlung mit 70 %igem Alkohol geht
ein Teil des Niederschlags in Losung: dieser 16sli-
che Anteil fallt beim Stehen bei -18° oder auf Zuga-
be von Aceton wieder aus. Der ausgefallene Nieder-
schlag ist kolloider Natur, er laf3t sich weder fil-

+) Siehe S. 43 u.f
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trieren noch zentrifugieren. Der geringe auf dem

Filter verbleibende Hiickstand verschmiert sofort.

Es sei noch erwadhnt, daR auch durch einfaches
Schutteln des Mg-Pepsins mit 96 $igem Alkohol
ein wirksames Praparatdargestelltwerden kann.

Die Analysen der so dargestellten Substanzen ergaben:

Substanz $C $H $N $ Asche
wMg-Pepsin”

80 ar 2652 554 822 (1144)%) 58926
[IMg-Pepsin A"

70 ¢ 51.81 6.02 855 (11.26) 24.24
"Mg-Pepsidinu

70 a1 5054 6.68 1425 (14.44) 00.61

(Das von H. KRAUT und E. TRIA dargestellte wBrucke-
Pepsinv hat einen N-"ehalt von 8,2% und einen Asche-
gehalt von 55.96 $ . Die Substanzen sind hygrosko-
pisch, aber absolut haltbar, eine Tatsache, die fur
die weiteren Untersuchungen von grof3tem Vorteil ist,
Zumaldas reine kristallisierte Pepsin auf Grund sei-
ner sehr groBen Empfindlichkeit ein langeres Aufbe-
wahren nicht vertragt.

Eiweil3-Reaktionen.

Die mit den Substanzen ausgefuhrten Eiweil3-Reaktio-
nen sowie die Bereitung der erforderlichen L&sungen
erfolgten genau nach dem von SW. COLE (19) gegebe-
he'n Vorschriften, was fur das Gelingen der Reaktio-
nen unbedingt erforderlich ist.

+) N-Werte berechnet nach Abzug des Asche-Gehalts.
Siehe S. 52.

++) Berechnet aus der Angabe von HKRAUT und E.TRIA
dal 1 ccm Cholesterineluats.0,57 m% organischer
Substanz enthielt neben 0,52 mg Asche.
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Tabelle 1:

Art der S ubstanz=z Nr.

Reaktion 80 ar 70 ¢ 70 al
"Mg-Pepsin™ "Mg-Pepsin A" "Mg-Pepsidin"

Sulfosali-

zylsaure 5 mg 5 mg 5 mg X

Xantho-

protein + (+) (+)

Millon'sche

Reaktion ) (+) +

Voisinet + + +

Biuret + +) +

Molisch - - -

Kclorimetriache Bestimmung des Tryptpphangehalts.

Die Bestimmung erfolgt auf Grund der Voisinet'-
schen Farbreaktion mit Formaldehyd, Salzsaure und
Nitrit unter den von O. V.FURTH und Z. DISCHE (20)
angegebenen Bedingungen.

Als Eichkurve werden die von R. KUHN und P.Des-

NUELL (21) ermittelten Verte der Tryptophanbestim-
mung im Casein zu Grunde gelegt.
Der von uns gefundene Tryptophangehalt wird angege-
ben unter Einbegriff aller Mangel der angewandten
Reaktion4-) und mit der fur kolorirr.etrische Verfahren
bedingten Genauigkeit. Den Prozent-Gehalt an Trypto-
phan bezogen auf vorhandene Menge organischer Sub-
stanz bzw. auf die gefundene Menge Stickstoff in mg
zeigt die Tabelle

+) Siehe dazu: O.v. Furth, und Z, Dische.
Biochem. Ztschr. 146, 275 (1924)



Substanz $ Tryptophan % Tryptophan

Nr ber. auf ber. auf gef.
' organ. Subst. Stickstoff

"Mg-Pepsin”

80 ar 1.77 1540
"Mg-Pepsin A" 2.54 2517

70 ¢
"Mg-Pepsidin®

70 ar 5.44 24.00

Es ergibt sich also, daR die so dargestellten Sub-
stanzen &hnlich sind dem "Brucke-Pepsin” insofern,
dal sie mit den typischen Eiweildreagenzien Kkeine
Fallungen geben wund auch bei diesen Praparaten der
Tryptophangehalt wie in dem von H. KRAUT und E. TRIA
dargestellten Bricke-Pepsin unter 4% liegt. Der Ver-
gleich der einzelnen Fraktionen mit den bisher be
kannten Pepsinen wird spater diskutiert.

Es ist nur darauf hinzuweisen, dall durch die
oben angegebene Art der Darstellung die Moglichkeit
gegeben ist, zu hochaktiven und haltbaren Praparaten
zu kommen, die fur weitere Untersuchungen auf diesem
Gebiete weit besser geeignet sind als das kristalli-
sierte Pepsin oder das Brucke-Pepsin.



Experimenteller Teil.

Zur Bestimmung der Wirksamkeit.

Die peptische Wirksamkeit der untersuchten Sub-
stanzen wird durch Caseinspaltung bestimmt. Die Zahl
der freigelegten Carboxylgruppen wird ermittelt durch
Titration mit alkoholischer Kalilauge nach WILLSTAT-
TER und Waldschmidt-LEITZ (£2). Verwandt wurde n/lo
bezw. n/50 KOH +\ Als Substrat wahlten wir 6 %ige
Casein-Losung (6 g Casein in 94 ccm Wasser + 6,0 n/1
NH”)p Die Caseinlosung mu vor den Versuchen minde-
stens zwei Tage gestanden haben.

Wenn nicht anders vermerkt, wurde der folgende
Versuchsansatz zur Prufung der Aktivitat angewandt:
lo ccm Caseinlosung werden lo Minuten im Thermosta-
ten (t=400) stehen gelassen. Dann gibt man die Ca-
seinlésung unter Schutteln in eine Ldsung, die 6,0
com n/5 HClI und die zu prufende Substanz geldst in
n/loo HCI enthalt. Die Menge n/loo HClI ist so zu
wéhlen, dal das Gesamtvolumen des Ansatzes stets
25,0 ccm betragt. Es wird der Verlauf der Spaltung
gemessen bei t—40° und zu jeder Bestimmung werden
5s0 ccm des Versuchsansatzes herauspipettiert.

Die fur diesen Versuchsansatz ohne Ferment ermittel-
ten Werte ergeben:

com n/lo KOH nach Minuten

0 10 50 60 120
0,00 0,02 0,05 0,07 0.08

Zu jeder Versuchsreihe wurde ein Leerversuch ge-
macht; dabei zeigte sich der fur die einzelnen Zei-
ten ermittelte Verbrauch an alkoholischer KOH inner-
halb der Grenze + 0.01 als absolut konstant. Bei den

+) Fraulein J. Pohl danke ich fur die Ausfiihrung der
Titrationen.



49

angegebenen Spaltungswerteii der gepruiften Substanzen
sind die Werte des leerversuchs abgezogen.

Darstellung der Rohlésung.

Die Bereitung der verwendeten Rohlésung erfolg-
te mit einigen Abdnderungen nach der von C.A.PEKEL-
HARING (23) gegebenen Vorschrift. Der Fundusteil von
20 Schweinemdgen wird zerkleinert und in 8 1 0,5-
%iger HCI 30 Stunden lang bei 370 verdaut. Nach dem
Zentrifugieren und Filtrieren wird die klare Ldsung
bis auf 1/3 ihres urspringlichen Volumens im Vakuum
bei einer Temperatur von 25 - 30° eingeengt und dann
im Eisschrank aufbewahrt. Die Aktivitaten von stei-
genden Mengen einer so bereiteten Ldsung +i bezogen
auf mg Trockengehalt zeigt die Abbildung 1.

+) Im folgenden als "Rohlosungn bezeichnet.
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Darstellung des kristallisierten Pepsins
nach Worthrop

Die Darstellung erfolgte nach der von NORTHROP+*

angegebenen Vorschrift, Das kristallisierte Produkt
wird unter gesattigter Magnesiiimsulfatlosung im Eis-
schrank aufbewahrt. Fur die einzelnen Versuche wird
das kristallisierte Pepsin in n/loo Salzsaure ge-
Iost, Neben der Bestimmung des Trockengewichts wird
der in 1 ccm enthaltene Stickstoffgehalt durch Ana-
lyse ermittelt. Die gemessene Aktivitat wird bezogen
auf den gefundenen Stickstoffgehalt. Siir erhielten
aus loo g Park-Davis-Pepsin etwa 8 g kristallisier-
tes Produkt. Die Ausbeute betragt analog den von
HOKRAUT und TRIA gemachten Angaben 30-40%. Auf Srund
der Unmdéglichkeit der Festlegung einer Pepsineinheit
bei Anwendung verschiedener Substrate oder Versuchs-
ansatze benutzen wir die gefundene Aktivitat des
kristallisierten Pepsins nur als Vergleichsmoglich-
keit. Die Mengenwirkungskurve bezogen auf mg Pepsin-
N zeigt Abbildung 5 (S« 59 ).

Dialysen
Versuch (1)

5 g WITTE-Pepsin geldst in 200 ccm n/lo HCI werden
22 Stunden lang gegen flieRenden n/loo Acetat-Puffer
vom pj 4.4 in einem rotierenden Schnelldialysator
dialysiert. Die Aktivitat von 049 ccm n/lo KOH
(60 Min. Wert) fur 5«0 ccm Ausgangslosung geht nach
der Dialyse auf 0.02 ccm zurick. Zu 5«0 ccm der di-
alysierten L6sung gibt man nun das gleiche Volumen
einer Trypsinlosung (15 mg ++b in 1/3 mol. Citrat-
Puffer pu 1.9) und laft 20 Minuten bei Zimmertempe-
ratur stehen, Nach Zugabe dieses Gemisches zum Sub-
strat findet man nach 6o Minuten eine Spaltung
von o0.20 ccm n/lo KOH  +++),

+) Siehe dazu: Abderhalden, Handb.d.biol.Arbeitsme-
thoden AbbllV, 2. 2213-
++) Trypsin der Firma Witte, Rostock.

+++)Das Trypsin allein ist bei pu 1.9 vollig inaktiv.



Dialyse unter Luftabschlulf3.
Versuch (2)

5 g Witte-Pepsin werden geltst in loo ccm n/loooo

HCI und 39 Stunden lang gegen flielRenden n/3° Citrat-
Puffer vom pu 3,8 unter Einleiten von sauerstoff-
freiem Stickstoff in dem Schnelldialysator dialy-
siert. Die Prufung von 3 ccm Ldsung vor und nach der
Dialyse ergibt praktisch keine Aktivitdtsabnahme:

ccm n/lo KOH nach Minuten

lo 30 60
vorher 0,22 0.54 0.76
nachher 0.09 0.35 0.70

Die gleiche Ldsung wird weitere 44 Stunden dialy-
siert gegen flieBenden n/50 Acetat-Puffer vom p~4.4.
Es fallt ein volumindser Niederschlag aus, der 'd%rch
Zentrifugieren getrennt und mit Wasser aufgeschlemmt
wird zum gleichen Volumen der dialysierten LOsung.

Nd. in Wasser: Lg. D1: Dialysat: Lg. D;
Lg ccm ccm n/lo KOH nach Minuten
lo 30 60
dl 0,5 0,22 0.34 0.70
0.5 0.18 0.46 0.68

Gegen die vorige Aktivitat ist danach eine (schein-
bare ') Aktivitats-Steigerung eingetreten.

Ultrafiltrationen.
Versuch (3)

3 g eines durch Extraktion ++ gereinigten Witte-

+) Vergl. dazu das auf S. 38 diskutierte Verhaltnis
Enzym-rSubstrat. ) ) )

++) Es gelingt durch Extraktion mit organischen LO&-
sungsmitteln die Aktivitat der Witte-Pepsine auf
egvtvgigdeepndreifachen Wert des Ausgangsmaterials zu
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Pepsins werden in 60.0 com n/10ooo0 , . HCl gelost
und 5000 ccm dieser Loésung ur Lei einem N2-Druck
von 50 atl durch ein Collodiumfilter (2 $ig) ul-
trafiltriert. Der Filterruckstand und das Ultrafil-
trat werden untersucht:

Filter-Ruckstand

gel. in 50 ccm n/10000 HCI

Lg. U2; Trockengewicht 10,9 mg/ccm.

Ultra-Filtrat

mit n/10o0o00 HCI auf So ccm gebracht

Lg. Ujj Trockengewicht 54»6 mg/ccm.

Das Ergebnis der Prufung der einzelnen Losungen im
Versuchsansatz zeigte folgende Tabelle:

verwendete ccm ccm n/lp KOH nach Min.
Lg. (entspr.mg Tro) lo 30 60
Ul 400 0.17 0.27 0.76
(200)
U2 4.0 0.51 0.50 0075
(43.6)
u. 4.0 0.ol 015 076
S (138.4)
°21 2.0
+ ] ZT.O
Ux 2 (21.6)
3 { +
J (69.2) 0.04 019 0.69

Versuch (4)

40 g Witte-Pepsin werden nach der von NORTHROP an-
gegebenen Vorschrift zur Darstellung des kristallin
sierten Pepsins Uber eine Magnesium-Fallung, Auflo-
sen des Niederschlags in Na(OH) (pu nicht Uber 5,0)
und Wiederausfallen mit Schwefelsaure gereinigt.
Der so erhaltene Niederschlag wird in 25p0 ccm
n/10o0oo0 HCI geldst (pk=4,0). 20.0 ccm dieser Losung

werden unter den oben angegebenen Bedingungen ul-
trafiltriert.



Filter-BiickstanA:

geldst in 20.0 ccm n/lo HCI, mit Na(OH) auf pu 4,0
(als Ausgangs-Pjj) gebracht und auf 30,0 ccm aufge-
fallt.

Lésung:

Ultrafiltrat:

mit n/10ooo0 HCI zum Ausgangsvolumen (20,0 ccm) auf-
gefullt:

Losung U5

Gepruft werden im Versuch die gleichen Mengen des
Ultra-Filtrats und der Ausgangslosung. Von LOsung
Ug entsprechen die zur Prufung angewandten 2,0 ccm
einem Trockengewicht von 17, 6 mg.

Lg. Verwendete ccm n/lo KOH nach Min.
ccm lo 50 60
U4 5.0 0.32 0.46 P.55
g 5.0 0.02 0.14 0.19
ué 2.0 0.18 0.22 0.37

Versuch (5) Schwermetallsalzfallungen.

Fallung mit Bleiessig bei pu 2.5:

400.0 ecm Hohlosung mit einem Trockengewicht von
119.0 mg/ccm werden mit 300 ccm Bleiessig versetzt
Der entstehende Niederschlag wird nach dem Absitzen
durch Zentrifugieren abgetrennt und mit n/lo Essig-
sdure ausgewaschen. Niederschlag:

Niederschlag:

In 200 ccm n/lo Essigsaure aufgeschlemmt, mit H2S

entbleit und der Schwefelwasserstoff durch CO-
Durchleiten entfernt. ¢

Lg.B; Trockengewicht; 8,4 mg/ccm

Ldsung:

V/ird nach Zusatz von 3so ccm Eisessig durch H S ent
bleit und der Schwefelwasserstoff durch CO -Durch-
leiten entfernt. Lg.B™ Trockengewicht: 22.2 mg/ccm



Lg- Verwendete entspr. ccm n/lo KOH nach Min.

ccm mg Tr. lo 50 60

B l.o 8.4 o.ll 0.23 0.28
B1 l.o 22.2 o.ll 0.13 0.13
150,0 ccm der Loésung werden im Vakuum Lei 25-300

eingedampft; es resultiert ein gelblich-weil3es Pul-
ver als Ruckstand.

SHberfallung.
Versuch (6)

500 mg des obigen Ruckstandes werden im Mdorser zer-
kleinert und in 5,0 ccm Wasser gelost (gelbe L6-
sung) p 5.0 (kolor.)). Zu dieser Loésung gibt man
40 Tropfen einer lo $igen Silbernitratlosung und
pruft auf Vollstandigkeit der Fallung.

Der entstehende Niederschlag (kein AgCIl!) wird
durch Zentrifugieren abgetrennt. Loésung (a) und Nie-
derschlag werden nach dem Entsilbern und Entfernen
des Schwefelwasserstoffs gepruft. Die aus dem Nie-
derschlag erhaltene Lésung war inaktiv, die L&sung
(a) ergab:

Verwendete ccm n/lo KOH nach Min.
ccm lo 30 60

20 04 0.16 0.16

Fallung mit Bleiacetat bei pu 5.0

Versuch (7)

250 ccm  Rohlésung werden mit n/1 Ammoniak auf p
5.0 (kolor.) gebracht und mit 50.0 ccm Bleiacetat-
I6sung (lo $ig) vetsetzt. Auf Vollstdandigkeit der
Fallung wird gepruft. Der entstehende Niederschlag
wird durch Zentrifugieren abgetrennt. Niedersehlag
und Lo6ésung werden behandelt wie oben beschrieben*,
wir erhalten zwei Lo6sungen mit einem Trockengewicht

von 15.2 mg/ccm bezw. 36,5 mg/ccm.
(Lg B2); Lg B3).
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Lg Verwendete entspr. ccm n/lo KOH nach Min.

ccm mg -Tr. lo 50 60
B2 2.0 304 0.20 0.26 0.28
85 3.0 lo89 o.lo 0.22 0.23
Nachweis eines kochbestdndigen Pepsidins.
Versuch (8)

loo ccm Rohlésung werden mit 20.0 ccm Eisessig ver-
setzt und lo Minuten lang am RuckfluBkiihler zum
Sieden erhitzt« Nach dem Abkuhlen versetzt man zur
Eiweil3fallung mit 70,0 ccm einer Chloroform-Alkohol
Mischung (60.0 ccm CHCI + lo.o ccm C H OH). Nach
dem Zentrifugieren und Trennen im Scheidetrichter
wird die wassrige Schicht im Vakuum eingedampft,
und der Ruckstand mit loo ccm Wasser zum Volumen
der Ausgangslosung aufgenommen.

(Lg E)
40.0 ccm der so erhaltenen wasserigen Lésung E wer-
den mit loio ccm Wasserstoffsuperoxyd-Losung (5 $ig)
versetzt und Uber Nacht steheni gelassen.Die Aktivitat
wird ohne und mit Zugabe von Wasserstoffsuperoxyd
bestimmt.

Lg Verwendete H202 cclm n/lo KOH nach I[\)/(I)in.

ccm (0] 5° 1
E 2.0 0.06 0.08 0.08
E 2.0 + 0.32 0.35 041

Wasserstoffsuperoxyd vermag allein in entsprechender
Losung keine Spaltung hervorzurufen.

Extraktion mit n-Butylalkohol.
Versuch (9)

3.0 Witte-Pepsinwerden 8 Stunden lang mit n-Bu-
tylalkohol im Soxhlet extrahiert. Der Butylalkohol
ist danach braun gefarbt. Nach Abdestillieren im Va-
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kuum wird der braune Ruckstand mit Wasser aufgenom-
men, von etwa Unléslichem abfiltriert und'auf 25,0
ccm aufgefullt.

Lg. E~ (Farbe: gelb) Tr.: 6.1 mg/ccm.

Wir erhalten also aus 3 g Witte-Pepsin 152,5 mg

durch n-Butylalkohol extrahierbare Substanz.

Die Prufung erfolgt mit:

1) lo,0 ccm 6 $ige Casein-Losung (Normal-Ansatz),

2) als Versuchsansatz:
lo,o ccm Casein-Loésung S (5,0 ccm 6 $ige Casein-
Lésung + 5,0 com Citrat-Puffer p 1.15) lo,0 ccm
n/loo HCI,
6,0 ccm Wasser
Dazu: 4.0 ccm Lg. EM

3) loo ccm 6 $ige Pepton-Losung (analog Normal-An-
satz, Witte-Pepton)

Lg ccm mg -Tr. ccm n/lo KOH nach Min. gepr.n.
lo 30 60 Ansatz

E 4.0 0.14 0.22 0.32 1)’
3 (24.4)

E 4.0 0.03 0. 07 0.lo 2
3 (24.4)

53 4.0 0. 02 0. 06 0.20 3)

Das gleiche Ergebnis zeigt eine Extraktion unter
Einleiten von Stickstoff.

Versuch (lo)

300 ccm Rohlésung werden mit 150 ccm n-Butylalkohol
etwa 5 Stunden lang am RuckfluBkuhler zum Sieden er-
hitzt. Nach dem Erkalten wird im Scheidetrichter ge-
trennt und von einem ausgefallenen Niederschlag
(Eiweil3) abfiltriert. Die klare Butylalkohol-Schicht
wird im Vakuum eingedampft; es resultiert eine brau-
ne, sehr hygroskopische Schmiere , die mit 40,0 ccm
Wasser zu einer braunen L6sung aufgenommen wird.



Lg Tr.: 8,7 mg/ccm

Verglichen wird die Aktivitat vor und nach dem 12-
stindigen Behandeln mit Wasserstoffsuperoxyd.
(20 ccm Lg. + 5 ccm H302 3 9%siQ)-

Lg ccm H202 ccm n/lo KOH nach Min.
mg-Tr. lo 30 60
2.0 - 0. 09 0.13 0.14
17.4

E4 20 + 0.22 0.27 0.32
17.4

Herstellung des Mg-Pepsins und des Mg-Bepsidins.

Versuch (17) Fallung durch Halbsattigung mit MgSO4

looo ccm Rohlésung mit einem Trockengewicht von
61,4 mg/ccm  werden unter Ruhren mit 500 eam gesat-
tigter Magnesiumsulfatlosung versetzt. Dann wird mit
n/2 NaOH auf etwa pu 3.5(kolor.)eingestellt und noch-
mals das gleiche Volumen Magnesiumsulfatlosung zuge-
geben. Nach 12-stiundigem Stehen im Eisschrarik wird
der ausgefallene Niederschlag abzentrifugiert,in 200
com 7o0%$igem Alkohol suspendiert und gut geschuttelt.
Nach dem Absaugen des ungeldsten Teils wird dieser
mit 96%igem Alkohol kurz gewaschen und im Exsikkator
getrocknet. Es resultiert ein weil3es Pulver (38 b).

Die 70 $ige alkoholische Lodsung, die griunlich
gefarbt ist, versetzt man mit dem gleichen Volumen
96 $>igen Alkohol und lart den entstandenen Nieder-
schlag im Eisschrank absitzen; dann wird abfiltriert,
der Niederschlag mit Alkohol und Ather gewaschen und
anschlieBend im Exsikkator getrocknet (38 fT).

Die Darstellung des in 70 $igem Alkohol 16sli-
chen und unldslichen Anteils wurde in der Folge in
verschiedenster Weise variiert; die nachfolgende
Vorschrift gilt fur die im Vergleich mit Northrop-
Pepsin von uns in ihrem chemischen Verhalten und im
Spaltungsverlauf untersuchten Praparate.

+) Siehe S. 4o.
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Versuch (18). Fallung durch Viertelsattigung
mit MgSO)l .

1200 com Rohlésung werden mit conc. Ammoniak auf ein
PO von etwa 5.2 (kolor<,) eingestellt<, Zu dieser LO-
sung gibt man unter dauerndem Rihren 600 ccm ges.
Magneslumsulfatlosung<, Es ist darauf zu achten, dal3
durch moglichst intensives Riuhren und sehr langsames
Zugeben der Magnesiumsulfatlosung eine langsame Fal-
lung statt, hat. Man lafldt etwa 24 Stunden bei 00 ste-
hen und trennt den ausgefallenen Niederschlag durch
Zentrifugieren ab. Nach Suspendieren des Nieder-
schlags in 200 ccm 70 $igem Alkohol 1&3t man unter
haufigem Umschutteln (mit Glasperlen) 5 Stunden bei
Zimmertemperatur stehen und saugt ab.

Die Ldsung Der Niederschlag
bleibt 24 Std. im Tiefkuhl- wird so lange mit
schrank bei ~18cstehen. Der Ather geschuttelt,bis
ausgefallene Niederschlag er flockig erscheint;
wird abfiltriert und mit dann wird abfiltriert
Ather gewaschen. und getrocknet.

I'Su.70 a ) (SUo70 c)

Dann erst wird fraktioniert,
mit Aceton gefallt;die ein-
zelnen Fraktionen werden ab-
filtriert, gewaschen und ge-
trocknet.

Die Herstellung des Pepsidins geschieht zweckmalig
aus gealterten Rohlosungen) die etwa zwei Monate im
Eisschrank gestanden haben (siehe S.16,vgl.den fol-
genden Absatz).



Herstelluafi des Mg-Pepsins aus einer frischen
Rohl6sunfi.

Versuch (19)

looo ccm  frisch dargestellter Rohlésung werden mit
Ammoniak auf pu 3.2 eingestellt und his zur Viertel-
sattigung mit Magnesiumsulfatlosung versetzt (analog
der bei 70 ar bezw. 70 c gegebenen Vorschrift); nach
Absitzen und Abzentrifugieren werden lo g mit 150
ccm Aoeton  so lange geschuttelt, bis feine Flocken
entstehen, dann wird abfiltriert, mit Ather gewa-
schen und getrocknet.

(80 ar)

Kolorimetrische Tryptophan-Bestimmung.

Versuch (20)

Je 75,0 mg der Substanzen 80 ar, 70 ¢ und 70 ar wer-
den in 5 ccm Jo $iger KOH geldst. Nach zweitagigem
Stehen bei Zimmertemperatur wird in je 2,0 ccm der
Losungen der Tryptophan-Oehalt durch die Vodsinet! -
sche Reaktion bestimmt. Die Messung erfolgt im Pulf-
rich-Photometer mit Filter S. 53 . Das Gesamtvolumen
jedes Reaktionssatzes betragt 20,0 ccm
Das Ergebnis der Bestimmung zeigt die Tabelle J.

Tabelle J
entspr.
Substanz mg d k Y--Tryptophan
80 a1 30.0 l.o 0.240 380.0
70 ¢C 30.0 0.5 0.470 590.0
70 a1 30.0 05 0.840 lo25.0
= Schichtdicke In ctm
jo 1

k = Extinktionskoeffizient k = Ig



Zur Kennzeichnung der einzelnen peptisch akti-
ven Stoffe werden folgende Bezeichnungen eingefuhrt:
Es ist dazu erforderlich zunachst zu unterscheiden
zwischen Pepsin: hochmolekular, M.G. etwa 55000 und
Pepsidin: niedermolekular. M.G.o/ 10000.

Es werden im folgenden bezeichnet mit:
N-P = Northrop-Pepsin
B-P = Brucke-Pepsin
Mg-Pepsin - Substanz 80 ar (Magnesiumfallung mit
Aceton behandelt)

Mg-Pepsin A = Substanz 70 ¢ (unloslich in 70 ti-
gern Alkohol)

Mg-Pepsidin = Substanz 70 ar (I8slich in 70 %igem
Alkohol)

Pepsidin = a) Ultrafiltrat
b) Butylalkoholextrakt
¢) Phenylhydrazinderivat.

Diskussion der Ergebnisse.

Vergleich der einzelnen Pepsine in bezug auf
1) Chemische Eigenschaften:

Das Northrop-Pepsin hat die typische Zusammensetzung
eines Eiweil3es.

HKRAUT und E.TRIA schlief3en auf Grund des von ihnen
fur das "Bricke-Pepsin” gefundenen Stickstoffgehalts
von 82 $ , der nicht mehr dem Stickstoff-Gehalt der
typischen Eiweil3stoffe entspricht, auf eine Verschie-
denheit des Briucke-Pepsins vom Northrop-Pepsin. Der
von uns gefundene Stickstoffgehalt der Substanzen
Mg-Pepsin und Mg-Pepsin A ist nun wiederum von dem
des B-P verschieden. Die Aktivitdten andererseits
sind von der gleichen GroéfRenordnung, so dall man,
wenn man mit den nachher zu besprechenden Einschran-
kungen die Aktivitdten als Mal der Fermentmengen an-
nimmt, auf Grund unseres Befundes sogar drei Pepsine
zu unterscheiden hatte: N-P, B-P und Mg-Pepsin bezw.



Mg-Pepsin Al Das Praparat Mg-Pepsidin andererseits
zeigt als Eiwei3 auf Grund seiner Ld&slichkeit in
70 $igem Alkohol den Charakter eines Protamins, es
ist also trotz der annahernd gleichen Zusammenset-
zung vom N-P verschieden und bildet somit ein vier-
tes unterscheidbares Pepsin. Als funftes unter-
scheidbares Pepsin k&me das spater
zu besprechende flPepsidin™ hinzu.

HKRAUT und E.TRIA finden, dal bei gleicher
Menge Pepsin-Stickstoff (0.02 mg) die Reaktionen mit
Sulfosalizylsaure und Ferrocyanwasserstoffsaure bei
N-P positiv, beim B-P dagegen negativ sind. In allen
von uns dargestellten Praparaten liel3 sieh auch mix
der 5-lofachen Menge Pepsin-Stickstoff keine Fallung
mit den typischen Eiweiflreagentien (Sulfosalizylsau-
re und Ferrocyanwasserstoffsaure) nachweisen. Sie
sind danach sicher nicht unter die hochmolekularen
Eiweil3e zu rechnen und in diesem Sinne "eiweil3frei”,
d.h. hochstens vom Charakter eines niedermolekularen
Peptons bezw. Peptides. Wegen der unbestimmten Zu-
sammensetzung der Asche lassen sich die C-Werte fur
eine Beweisfiihrung nicht heranziehen. Uber die, tbri-
gen Reaktionen auf Eiweil3 bezw. Aminosiduren gibt Ta-
belle 1, S.18 Aufschluf3.

Es hat sich gezeigt, dall eine als Mg-Pepsin A
zu bezeichnende Pepsin-Fraktion (Subst. 58 b) mit
0,016 mg Stickstoff Uberhaupt keine der in der Ta-
belle angefihrten Reaktionen mehr gibt. Vergleichen
wir den von uns gefundenen Tryptophangehalt (s.S.19)
mit dem des N-P -von 2,2 % , so zeigt sich, dal der
Tryptophangehalt’ in allen Praparaten verschieden
ist. Beziehen wir den gefundenen Tryptophangehalt
auf die gefundenen mg Stickstoff, so zeigt sich, dal
der ~-Gehalt Tryptophan der Substanz Mg-Pepsin A an-
nahernd gleich ist dem der Substanz Mg-Pepsidin. Die
Tatsache aber, dall Mg-Pepsin A unldslich in 70 tigern
Alkohol, Mg-Pepsidin dagegen I&slich in 70 $>igem Al-
kohol ist, lal3t schlieRen, dal diese Substanzen in
wesentlichen Punkten auch hinsichtlich ihrer Zusam-
mensetzung verschieden sein mussen.
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2) Spaltungsverlauf der verschiedenen Pepsine
mit Casein als Suhstrat

Wir vergleichen nunmehr zur weiteren Kennzeich-
nung den Spaltungsverlauf mit den verschiedenen Pep-
sinen in Bezugnahme auf das kristallisierte Pepsin
(N-P) + Es werden jedoch nur die fur diese Arbeit
wesentlichen Tatsachen diskutiert, nachdem es sich
herausgestellt hat, daR auf Crund der verschieden-
sten Untersuchungsmethoden ein sehr uneinheitliches
Bild Uber den Eiweil3abbau entsteht ++-.

Es zeigt sich némlich, dall fur die maximale
Wirkung einer bestimmten Fermentmenge auch ein be-
stimmtes Verhéltnis zwischen Enzym und Substrat ge-
wahrleistet sein mu3. Die tatséchliche Aktivitat ist
also nicht einfach mengenproportional. Daraus geht
hervor, daR man vorerst nur Aussagen machen kann
Uber die "relative"” Aktivitat und die wirkliche Ak-
tivitat erst dann festlegen kann, wenn alle Pepsine
unter den gleichen und vergleichbaren Gesichtspunk-
ten gepruft sind.

Die Mengen-Wirkungskurve (Spaltung nach 2 Stun-
den in Abhangigkeit von der Fermentmenge,die in mg N
gemessen wird) zeigt die Abb.3. GréRenordnungsmallig
ist die Aktivitat aller Préparate dieselbe und
gleich dem N-P. Sie sind in diesem Sinne also als
hochaktiv anzusprechen.

Im einzelnen zeigen die Kurven, dal das N-P bis :zu
0.006 mg N in der Zeiteinheit mehr Carboxylgruppen
freilegt als die uUbrigen Substanzen. Weiter zeigt
sich, dall etwa zwischen 0.006 und 0.02 mg N beim N-P,
beim Mg-Pepsin A und beim Mg-Pepsidin eine weitere
Mehrzugabe von Ferment zu derselben Menge Casein
keine hoheren Spaltungen erzeugt. Wir kdnnen daher

+) Es ist nochmals darauf hinzuweisen, dal3 der von
uns verwandte Versuchsansatz (pu 2.0) keinen Puf-
fer enthalt und dal er mit denen anderer Autoren
daher nicht direkt vergleichbar ist.

++) Vgl. eine demnéachst erscheinende Arbeit von H.
Ibers und AOSchneider.



ABBILDUNG 3.

mg. -



Ys

annehmen, dall verhaltnismalig bald und gréRRenord-
nungsmalig bei den gleichen Konzentrationen ein Sat-
tigungszustand des Substrats gegenuber dem Ferment
erreicht wird»

Das Mg-Pepsin zeigt ein abweichendes Spaltungsverhal-
ten: der Verlauf der Mengen-Wirkungskurve zeigt, dal}
auch mit grofReren Mengen Ferment (gemessen in mg N)
bei einer gleichen Menge Substrat eine weitere Spal-
tung statthat.

In Tabelle 3 sind die ermittelten Spaltungswer-
te fur gleiche Mengen der einzelnen Substanzen in
Abhéangigkeit vom zeitlichen Verlauf der Spaltung zu-
sammengestelit.

Tabelle 3
Substanz mg N ccm n/lo KOH nach Minuten
30 60 120
N-P 0. ool 0.065 0.120 0.20
Mg-Pepsin 0. ool 0.005 0. 030 0. o7
Mg-Pepsin A o.ool 0. 030 0. 050 0.09
Mg-Pepsidin 0. ool 0.035 0.055 o.lo
N-P 0. 005 0.19 0.26 0.38
Mg-Pepsin 0. 005 0.05 0.13 0.26
Mg-Pepsin A 0.005 0.19 0.27 o.40
Mg-Pepsidin 0. 005 0.lo 0.16 0.25
N-P 0.olo 0.17 0.25 0.44
Mg-Pepsin 0. olo o.ll 0.20 0.40
Mg-Pepsin A 0.olo 0.27 0.36 0.50
Mg-Pepsidin 0.olo 0.15 0.23 0.37

Aus der Tabelle geht hervor, da bei kleineren
Mengen (o0.0ol mg N) das N-P eine hohere Spaltung er-
gibt ;bei Anwendung von 0.005 mg N ist der Spaltungs-
verlauf des N-P gleich dem des Mg-Pepsin A. Mg-Pep-
sidin spaltet im Verlauf der ersten 30 Minuten
schneller als das Mg-Pepsin und bereits nach 120 Mi-
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nuten findet man den gleichen Zuwachs an Carboxyl-
gruppen beim Mg_Pepsidin und beim Mg-Pepsinl Wendet
man Fermentmengen entsprechend o.ol mg N zur Prifung
an, so ergibt sich, dal Mg-Pepsin A einen hdéheren
Spaltungsverlauf zeigt als N-P. Bemerkenswert ist,
daR das Mg-Pepsin anfanglich einen linearen Spal-
tungsverlauf zeigt.

Zur Entscheidung der Frage, ob unsere Substanz
Mg-Pepsidin identisch ist mit den von H. DYCKERHOFF
und G. Tewes (25) bei der Absorption von Pepsin an
Eiweil3 vermuteten zwei peptischen Enzyme mit ver-
schiedenen pu-6ptimum bei ungefdhr p”2 und p”~4, sind
die gefundenen ccm n/lo KOH bei den verschiedenen
p[1-Werten in Abb.4 zusammengestellt;
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Es zeigt sich also, dall auch bei Anwendung grof3erer
Enzymmengen wunsere Substanz nur ein sehr steiles
Wirkungsoptimum bei pr 1.6 - 2.1 hat. Auf Zugabe der
Substanz zu einer Casein-Versuchslosung vom pi etwa
5.2 trat sofortige Flockung ein.

Es bleibt aber noch zu entscheiden, ob die bei der
Behandlung mit Vorigem Alkohol erhaltenen zwei Frak-
tionen gemeinsam eine hodhere Spaltung erzeugen als
jede Fraktion fur sich. Das Ergebnis der Prifung
zeigt Tabelle 4»

Tabelle 4
Versuch mg 70 ¢ mg 70 ar ccm n/50 KOH nach Hin.
Nr. (mg N) (mg N) 60 120
T1 0.04
(0.00541) - 0.16 l.o5
™ - 0.016
- (0.00227) 0. ol 1.22
T 0.04 0.016
5 (000541  (0.00227) 0.41 1.53

Die in der Tabelle angegebenen Fermentmengen be-
zogen auf mg Stickstoff wurden in n/loo.HCI ge-
I0st, eine Stunde bei 40° stehen gelassen und
dann zum Substrat gegeben. Der Zuwachs der Zahl
der freigelegten Carboxylgruppen ist sehr deut-
lich nach einer Stunde im Versuch T1, im Versuch
T2 ist nach einer Stunde noch kein Zuwachs zu be-
obachten. Nach zwei Stunden zeigen beide Versuche
eine hohe Spaltung. Die Spaltung, die nunmehr bei
der Kombination Mg-Pepsin A + Mg-Pepsidin zu be-
obachten ist, ist nach 60' hoher als sie einer
Summenwirkung entspricht (Versuch Tj); nach zwei
Stunden hingegen ist sie betrachtlich geringer.
Die Geschwindigkeit des fermentativen Abbaus von
Casein durch verschiedene Pepsine ist also abhan-



gig vom Verhaltnis der jeweiligen Mengen der diesbe-
zuglichen Pepsine zum Substrat, Besonders deutlich
wird dies,wenn das Verhéltnis der jeweiligen Pepsin-
mengen zum Substrat gedndert wird.

Man kann dabei naturlich den Einwand machen,

dal die grofRere Gesamtfermentmenge verantwortlich
ist fur die hohe Anfangsgeschwindigkeit, Pruft man
aber unter den gleichen Bedingungen etwa gleiche
Fermentmengen bezogen auf mg Stickstoff , so zeigt
sich, dal dieser Einwand nicht zutreffend ist.
Die Kombination Mg-Pepsin A + Mg-Pepsidin zeigt hier
einen Spaltungsverlauf, der in keinem Verhaltnis zu
der angewandten Menge Ferment bezogen auf den Ge-
samt-N-Gehalt steht.

Tabelle 5
Versuch mg 70 ¢ mg 70 aI com n/50 KOH nach Min.
Nr. (mg N) (mg N) 60 120
T 3 0. 04 0.0l6
(0.00341) (0.00227) 041 1.33
T4 0,04 0.012
(0.00341) (0.00171) 0.03 0.56

+) Es sei hier darauf hingewiesen, dal die in Tab.4 an-
gegebenen Mengen Mg-Pepsin A + Mg-Pepsidin in Anleh-
nung an die Ergebnisse der Ultrafiltration angewandt
wurden. (Hier wurde das Trockengewicht des Filter-
rickstandes und des Ultrafiltrats zugrunde gelegt.



Kommen wir nun zurick auf die eingangs gestell-
te Frage nach der Einheitlichkeit des Pepsins, so
ergeben sich folgende Schluf3folgerungen:

1) Das von NORTHROP isolierte und Kkristallisierte
Pepsin kann allein das Enzym "an sich"™ nicht sein.
Selbst die Tatsache, da es sich um ein Kkristal-
lisiertes Produkt handelt, kann nicht mehr als
Beweis herangezogen werden. Es mif3te namlich die
Aktivitat der von uns dargestellten Préaparate we-
sentlich geringer sein, zumal die Forscher ange-
ben, dal jede Verdnderung am Eiweil3korper einen
Wirkungsverlust mit sich bringt.

2) Die Ergebnisse der Versuche bei Kombination des
Mg-Pepsins A mit dem Mg-Pepsidin sind nicht ver-
einbar mit der unitarischen Theorie. Es ist nam-
lich nicht anzunehmen, dal fur den Eiweil3abbau
beim Optimum der Pepsin-Wirkung vier oder funf
verschiedene Pepsine ndétig sind.

Auch koénnen die Befunde der aktivierenden Wir-
kung von Vitamin C darauf hindeuten, wenn man
nicht annimmt, dal das ganze Ferment-System
der Proteasen (oder nur das Pepsin als sol-
ches( ein Redox-System darstellt.
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Auf Grund sehr vieler Versuche wurde - wie be-
reits auf S.21 erwahnt - gefunden, dal im Leer-
versuch, d.h. ohne Ferment, ein Zuwachs an COOH-
Gruppen in einer gewissen Menge beobachtet wird.
Dieser Befund lafdt sich nur dahin deuten, dal das
Casein-Molekul in der Lésung in kleinere. Bruch-
stucke zerfallt. Ein Teil des Casein-Molekuls
konnte die Rolle des Apo-Ferments Ubernehmen, um
dann zusammen mit dem Co-Ferment den Abbau der
EiweiRkérper durchzufihren. Das hiel3e aber, dal
fur die fermentative Wirkung bei den Proteasen
nur das Co-Ferment erforderlich ist, da ja das
Apo-Ferment gegeben ist durch das Substrat an
sich.

Will man bei den Proteasen die Co-Ferment-Frage
entscheiden, mifite man zu kunstlichen Substraten
Ubergehen, die eine ganz bestimmte Anzahl freier
Gruppen (-OHf -COOH, -NH2 wusw.) haben und damit
vergleichen andere Substrate mit anderer Art oder
Zahl der genannten Gruppen, um die durch das Zer-
fallen des Casein-Molekils bedingten Unsicherhei-
ten auszuschalten.

Der zweite Weg aber, der bestimmt einfacher
zu gehen ist und mehr Erfolg verspricht, ist der,
dal man ausgeht von den von uns dargestellten
Praparaten. Es wurde bereits ofter darauf hinge-
wiesen, dall die Substanzen absolut haltbar sind
und hohe Aktivitat zeigen. Auch ist die Darstel-
lung einfach und fuhrt zu Ausbeuten, die man in
der Ferment-Chemie als gut bezeichnen kann. Man
zerlegt diese Produkte durch vorsichtige Manipu-
lationen in wieder kleinere Bestandteile und muR-
te so zu einem Stoff kommen, der niedermolekular
und somit auch als Co-Ferment angesprochen werden
kann, sofern er peptisch aktiv ist.



Analyaenergebnisse.

Kristallisiertes Pepsin

13.49 mg Subst,: 579 mg HgO; 1299 mg C02; 4.168 mg Asche
5.782 mg Subst; 0.345 ccm N2 (200; 758 mm)
gef.: C 2626 %, H 4.80 %, N 693 %

Substanz 8o a1

7.430 mg Subst.: 3.68 mg H20; 7.17 mg C02; 2.loo mg Asche
4.187 mg Subst.: 0.296 ccm N2 (200; 758 mm)
gef.: C 2632 %, H 554 % N 822 %

Substanz 70 ¢

5.89c mg Subst.: 3.17 mg H20; 6.87 mg CO2; 1.428 mg Asche
5.0lo mg Subst.: 0.376 ccm N2 (21°; 744 mm)
gef.; C 3181 %, H 6.02 $, N 853 %.

Substanz 70 a1 )

8.580 mg Subst.: 5.12 mg H20; 1590 mg CO2
3.341 mg Subst.: 0.416 ccm N2. (210; 748 mm) 0.052 mg AeeM
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Geboren wurde ich, Alfred Schnei-
der, am 16. September 1911 als Sohn des Kauf-
manns Adolf Schneider und dessen Ehefrau Margarete
geb. Engelhardt in Honningen-Rhein.

Nach Besuch der Volksschule in Honningen und
des Gymnasiums in Linz - Rhein begann ich mit dem
S.S. 1951 mein Studium der Chemie an der Techni-
schen Hochschule zu Aachen.

Am 25« Marz 1954 Dbestand ich das Diplom-Vor-
examen. Nach meiner einjdhrigen freiwilligen Dienst-
zeit beim Reichsheer setzte ich mein Studium im
W.S. 1955 an der Technischen Hochschule Hannover
fort. Mit Beginn des W.S. 1936 kam ich zur Techni-
schen Hochschule in Danzig und bestand am 24. Marz
1937 mein Diplom-Examen. Seit dieser Zeit war ich
als Assistent mit der Ausfuhrung derivorliegenden
Arbeit beschaftigt.

Herrn Professor Dr. ALBERS danke ich bestens
fur das stete Interesse und die Forderung bei der
Ausfuhrung dieser Arbeit,

Die mundliche Prufung bestand ich am 24. Juli 1939.
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