Ober die Einwirkung von Pepsin auf Ovalbumin.

Von
R. 0. Herzog und M. Margolis.

(Au* dem chemischen Institut der technischen Hochschule in Karlsruhe.
(Der Redaktion zugegangen am 3. Mai 1909.)

Lakt man Pepsin auf Ovalbuminlésung wirken und mift
von Zeit zu Zeit die noch koagulable Menge des Proteins, dann
findet man auch bei kleinen Fermentmengen sogleich nach der
Vermischung der LOsungen eine sehr aufféllige Abnahme der
koagulierbaren Substanz. Im folgenden sei Uber das Ergebnis
der Versuche kurz berichtet, die im Zusammenhang mit den
guantitativen Fermentstudien des einen von uns im Sommer 1906
durchgefuhrt wurden.

Ovalbumin wurde in bekannterWeisel) hergestellt. Als
Pepsin wurde das kaufliche Praparat (Grubler) angewandt.

Zur quantitativen Bestimmung diente die Koagulation des
gelosten Eiweil3es und seine Wagung. Nach zahlreichen Vor-
versuchen wurde folgende Methodik eingehalten. Zur Koagulation
wurde die EiweilRlésung in Reagenzglasern von ca. 3 cm lichter
W eite und etwa 23 cm Lange mit einem ihr gleichen Volumen ge-
sattigter Natriumsulfatlésung und einigen Tropfen Salpetersdure
versetzt und in ein siedendes Wasserbad gebracht. Der Nieder-
schlag wurde dann zuerst dekantiert, mit Wasser gewaschen,
bis im Hitrat keine Schwefelsdaure mehr nachweisbar war. mit
Alkohol nachgewaschen und 4 Stunden bei 120—130° getrocknet:
aus einer gréReren Anzahl von Versuchen ging hervor, daR
unter solchen Bedingungen Gewichtskonstanz eingetreten ist.
Als Hltermaterial dienten die Filter Nr. 590 von Schleicher
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und Schull (durchsehnittlicher Wassergehalt: 20 mg), die vor
riem Versuch 3—4 Stunden bei 120—130° getrocknet wurden,
eine Zeit, nach welcher Gewiehtskonstanz eingetreten ist. Unter
diesen Bedingungen betragt der durchschnittliche Fehler einer
Bestimmung bei Anwendung von etwa 0,5—0,05 g Eiwei3 - 4 mg.

Versuche.
Zu 90 ccm Flussigkeit, die 0,462 g Ovalbumin und 0,36 g
HCI enthalt, werden 10 ccm einer 3°/oigen Pepsinlésung ge-
bracht. (Beide Lo6sungen sind, wie auch im folgenden stets,
im Thermostaten vorgewarmt; die Reihenfolge der Vermischung
i;t stets die, dall zur Alburoinlésung nacheinander Wasser und
Salzsdure und schlieflich das Ferment gebracht wird: Tem-
peratur: 30°.) '
Inmittelbar nach dem Vermischen sind nur mehr 74.5" .
des Ovalbumins koagulierbar,

nach 12 Stunde 70,8"V
¥ 2Va Stunden 08,7 ™
y Al 52,9 >
21 -42

In einem parallelen Versuch werden gleich nach der Ver-
mischung 76,9°/0 nach 12 Stunde 68.8°/0

¥ 2M2 Stunden57,2
o 4l *55
gefallt.

Weiterhin wird das Verhalten unter denselben Bedingungen
geprift nur mit dem Unterschied, daR in der Ldsung diesmal
"e485 g Ovalbumin enthalten sind.

Sogleich nach dem Vermischen sind in einem Fall 63,20 o,
im andern 71,9°/0 fallbar, nach 6 Stunden im ersteh 89,7° o,
im zweiten 85,9 °/o.

Zur Prufung, ob etwa die Salzsdure bei der stattfindenden
Veranderung EinfluBR nimmt, werden 2 ccm einer Ovalbumin-

| ~ung, die 0,185 g desselben enthalten, mit verschiedenen
Mengen Salzséaure, Pepsin und Wasser in folgender Weise auf
fla> Volumen von 10 ccm gebracht und nach Vermischung der

vorgewédrmten Flissigkeiten sogleich untersucht
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Ovalbumin-  Normal-  Pepsin- Gesamt- Fallbares
losung HC1 l6sung Wasser volumen Albumin
cem cem cem cecm cecm o

2 i 2 5 10 a5
2 1 b 7 10 o8
2 , — 2 6 10 48.8

Ein anderer Versuch:

Ovalbumin- . Normal- . Pepsin- - Gesamt-  Fallbares
l6sung HCl lsung  WaSSer \olimen  Albumin
ccm ccm | ccm ccm ccm %

:) i 5 10 a47.1
. s 3 10 100

hs zeigt sich also, dal? nicht die Sdure die Abnahme an
fallbarer Substanz bewirkt, sondern das Ferment.

Die weiteren Versuche sind zur Verringerung der Reaktions-
geschwindigkeit mit verdinnteren Pepsinlésungen (0,6 und
1 °/oig), ferner nur mit einem Salzsduregehalt von 1/«o-normal
(bisher 0,1 normal) und bei 0° durchgefihrt.

Die Abhéangigkeit von der Fermentmenge geht aus folgenden
Zahlen hervor. (Die Zeit zwischen Vermischung der sauren

Lésung mit dem Ferment und der Fallung betrdgt 2 Minuten,
hier |wie kinftig mit einer Rennuhr bestimmt.)

Ovalbuminldsung Normal- Pepsinldsung Gesamt- Féllbares

0,1859enthaltendi , HCL 1 0,6°/0ig Wasser volumen Albumin
ccm | cem ccm ccm ccm \V/
2 05 | . 05 7 10 87.6
2 - 05 1 6,5 10 82,7
2 i 05 2 ‘ 55 10 77.3

o
Dasselbe Ergebnis zeigt der nachstehende Versuch.
Die Zeit zwischen Vermischung und Féallung betragt
10 Minuten.
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Ovalbuminlésung  Normal- Pepsinlésung Gesamt-  Fallbares
0.185 g HCI 1 ig ™" volumen Ovalbumin
ccm ccm ccm ccm ccm
2 0.5 0.1 74 1 101 g
2 0.5 0.4 71 ) 10 1 ga4
2 0,5 0.9 6.4 . io | 774
2 0.5 15 6, 10 | 74
2 0,5 25 5 10 i

t'- | ‘

Endlich sei noch eine Versuchsreihe angefiihrt, bei welcher
keine Salzsaure zugesetzt ist. Die urspringlich vorhandene Menge
Ovalbumin betragt 0,185 g, das Gesamtvolumen 10 ccm, die Zeit
zwischen Vermischung und Fallung 15 Minuten; Temperatur: Ou.

1° »ige Pepsinlosung Fallbares Ovalbumin
ccm vV-\wv
01 95.2
0,4 .88.7
0.9 'y 'y 844
16 | 76,2
2,0 V. 74.1

Berechnet man die Geschwindigkeit v der 3 angegebenen
Versuchsreihen wie fir eine Reaktion erster Ordnung (ohne
Berucksichtigung der Zeiten, die jedesmal konstant sind; und
vergleicht sie mit dem Wert, der nach der bekannten Schitz-

L Versuch, k = 0,007 2. Versuch, k == 0,036 3. Versuch. k = 0,026
Vv \Y \ 1"V

\Y
gefunden  perechnet  gefunden  berechnet gefunden | berechnet

0.058 0,057 0,037 0,030 0,022 0,026
0082 . 0,082 0.074 | 0072 0,052 0.052
0.112 0,114 0,112 0,108 0,080 0,078
— _ 0147 . 0,1« ; 0118 0.104
_ 0,181 0,180 0130 : 0,130
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Borissowschen Regel fir Pepsin v = k j,f(f die relative
Fermentmenge, die schwachste Konzentration = 1 gesetzt;
k eine Konstante) erhalten wird, so zeigt sich gute Ubereinstim-
mung, wie die vorstehende Tabelle lehrt.

Die néachste Versuchsreihe ist mit konstanter Ferment-
menge (1 ccm einer lo/oigen Ldésung) und variabeln Ovalbumin-
mengen bei dem Volumen 10 ccm und ohne Salzsaurezusatz durch-
gefuihrt.  Zeit zwischen Fermentzusatz und Fallung: 1 Stunde.

Féallbares

Ovalbumin Ovalbumin Nicht fallbar Reaktions-
in g in g in g geschwindigkeit
0.092 0.051 0,041 0,25t
0.185 0.147 0.038 0.100
0.277 0.236 0.041 0.07<)
0.370 0.332 | 0,038 0.047
0.162 0,432 0.030 0.029

Es zeigt sich, daB die Regel, je konzentrierter das Sub-
strat, desto kleiner die Reaktionsgeschwindigkeit,l) hier wie
sonst bei den Fermentreaktionen zutrifft, auch die Regel von
Brown und Armstrong,2) dal} in gleichen Zeiten gleichviel
umgésetzt wird, erscheint anndhernd bestéatigt.

Zum Vergleich wurden auch einige Versuche mit kauf-
lichem Lab gemacht. Um eine merkbare proteolytische Wirkung
zu erzielen, muBBte das Préaparat langere Zeit bei 30° digeriert
werden. Von dieser klar filtrierten Lésung wurden in einem
Versuch 2ccm zu 10ccm Ovalbuminldsung (enthaltend: 0,925 g\
n ccm Normal-HCI und 33 ccm Wasser gebracht (Gesamt-
volumen = 50 ccm), in einem zweiten Versuch 5 ccm des
Ferments zu 10 ccm Ovalbumin, 5 ccm Normal-HCI und 30 ccm
\\asser j(Gesamtvolumen = 50 ccm). Temperatur: 30°.

') R. 0. Herzog, Diese Zeitschrift. Bd. XLV1Il. S 366 (1:06 .

* Vgl. Brown, J. chem. Soc., Bd. LXI, S. 380 11892». Proc. Chem.
Soe. Bd XVIII, ?. 41 <1902 . u. a. a O.
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Nach 2 ccm Ferment 5 ccm Ferment

Fallbares Reaktions- Fallbares Reaktions--
Tagen Albumin geschwindig- Albumin . geschwindig-

in °o keit n =9 keit

| 71.3 0.112 . 69.2 0.160

2 73.6 0.067 62.7 0.101

3 70.3 0.051 . 60.1 0.074

4 66 0,045 52.5 0.070

Aus der auf S. 302 gegebenen Form der Schutzsehen
Regel folgt, dalR fur gleiche Zeiten— = k séin muR.
Die folgende Tabelle enthalt die aus den angefiihrten Ver-

suchen berechneten Werte von k, die also fur gleiche Zeiten
Lei verschiedenen Fermentmengen konstant sein- sollen

Tage 2 ccm Ferment 5, ccm Ferment
1 0.079 ) «73
2 0.047 . 0.045
3 0,036 >' 0.03H
4 0.032 (».031

Der Wert von k ist fur die groélRere Fermentkohzentra-
*n .-tets etwas geringer als fir die Kkleinere: die? Verhalten
tritt im allgemeinen dann bei Fermentreaktionen ein. wenn die
absolute Fermentkonzentration sehr groR ist. Dal} dieser Fall
-*.cr wirklich vorliegt, obwohl die Reaktion sich so langsam
abspielt. wird auch noch durch folgenden Versuch wahrschein-
ich gemacht.

Die Fermentlosung ist 10 mal- so konzentriert wie bei

vorangegangenen Versuchsreihen; die Temperatur betrégt
3" : Bei der ersten Féllung liegen zwischen Vermischung und
Fallung 3 Stunden, bei der zweiten 14 Stunden.

H ; pr-Seyler's Zeitschrift f physiol. Chemie. 'LX [ 21
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i ! 1
. Nach Nach
Ovalbumin ~ Normal- | Lab-
Wasser 3 Stunden. 14 Stunden.
0185 g | HCI - lesung  Féllbares  Fallbares
Albumin Albumin
corn ccm ccm ccm °/0 %
| 1 i
2 | 6 1 82.3 66
2 1 5 2 81,2 64
2 i 3 4 83,3 66
2 1 7 i 0 — 100
i
60 t 7"

(Die Stunden beziehen sich auf die Pepsin-, die Tage auf die Lab- und
Trypsinwirkung.)

Man sieht, da bei dieser Starke der Fermentlosung ihre
Konzentration ohne EinfluR auf die Geschwindigkeit ist;
wie das eben nur bei hdchst konzentrierten Fermentlo-
sungen gilt. Die Versuche machen es aulierordentlich wahr-
scheinlich, dall in dem Labpréparat die proteolytische Wirkung
in der Weise gehemmt ist, daB zwar die absolute Geschwin-
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digkeit auflerordentlich herabgesetzt ist, daB aber die Relation
zwischen Fermentkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit
nicht gestort wird. Die vorstehenden Umsatzkurven zeigen auch,
daB der Reaktionsverlauf bei dem Pepsin- und Labpréaparat
«ehr ahnlich ist: die zum Vergleich eingezeichnete frypsin-
wirkung gibt ein ganz anderes Bild:1)

Aus den mitgeteilten Versuchen geht hervor,

1. daR bereits maRig starke Pepsinldsungen sogleich nach
dem Vermischen mit Ovalbumin einen erheblichen Anteil des-
selben der Hitzekoagulation entziehen und diese Ferment-
\irkung der Schutz-Borissowsehen Regel entspricht, somit
. hne Zweifel als Pepsinwirkung anzusprecheri ist:

2 dal Lablosungen sich dem Ovalbumin gegeniber in
jeder Beziehung ebenso verhalten wie Pepsinldsungen und der
Unterschied ihrer Wirkung nur in einer erheblichen
Dampfung der Reaktionsgeschwindigkeit liegt.

i Die Fallungen sind nach .Pepsinwirkung groRflockig, bei An-
wendung von Lab nahezu gallertartig, von Trypsin feinflockig. Fur die

i rypsmpréparate findet man nicht die auf S. m angefiihrte Beziehung
"chitzsche Regel). sondern v-=k f.



