Untersuchungen Ober die Plasteinbildung.
Il. Mitteilung.

\Von 1
V. Henriques und J. BL Gjaldbak.

(Der Redaktion zugegangen am 13. September 1012.) *,

In einem friheren Aufsatzl) berichteten wir Uber die
Ergebnisse einiger Versuche Uber die Plasteinbildung durch
Einwirkung von Pepsinsalzsaure auf konzentrierte Losungen
peptiscber Spaltungsprodukte, wobei wir als Untersuchungs-
methoden die Sérensensche Formoltitrierung und die Gerb-
saurefallung benutzten; wir geben hier kurz die von uns
gefundenen Verhaltnisse an.

Wird eine konzentrierte LOsung eines peptischen Spaltungs-
produkts mit Pepsinsalzsdaure im Thermostaten angebracht,
finden gleichzeitig mit der Plasteinbildung 1. eine Abnahme des
formoltitrierbaren Stickstoffs und 2. eine Vermehrung des mit
Gerbsaure fallbaren Stickstoffs statt. Die Grole der vorkom-
menden Verdnderungen hangt von der Beschaffenheit des Aus-
gangsmaterials ab, indem der am starksten abgebaute Stoff
die grolten Ausschlage in den erwahnten Richtungen ergibt.

Wir werden nun im folgenden utber einige neue Versuche
Uber die Plasteinbildung berichten. Wie man ersehen wird,
hielten wir uns bei der Entscheidung der Frage «Synthese»
ausschlie3lich an die Formoltitrierung und unternahmen keine
Gerbsaurefallungen; dagegen wurde das Verhalten des Ammo*
niaks wahrend der Plasteinbildung bericksichtigt.

Die Untersuchungsmethode war dieselbe wie bei unseren
friheren Untersuchungen tber die Plasteinbildung, indem die kon-
zentrierte L6sung des Spaltungsprodukts -{- Ferment im Verhalt-
nis 1:20 mit ausgekochtem, destilliertem\Wasser gemischt wurde;

I) V. Henriques und J. K. Gjaldbak, Diese Zeitschrift, Bd. 71.
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in der so zubereiteten Mischung wurde die Formoltitrierung
ohne vorhergehende Neutralisation gegeniiber Lackmuspapier
(zur Vermeidung von Neutralisationsfehlern) unternommen und
das Ammoniak durch Destillation im Vakuum mit Baryum*
hydroxyd, das in Methylalkohol geldst war, bestimmt. Die ge-
fundenen Werte wurden nach dem Stickstoffgehalt der Mischung
reduziert, so daR sie 100 mg N entsprachen; der Stickstoff-
gehalt der Menge der Mischung (50 ccm), in welcher die Formol-
titrierung und die Ammoniakbestimmungen stattfanden, schwankte
um ca. 135 mg N. Die Formoltitrierung ist angegeben in Kubik-
zentimetern 1/6-n-NaOH, und in ihr ist — was die salzsauren
Mischungen betrifft — die enthaltene freie Saure mit ein-
begriffen; das Ammoniak ist in Milligramm N angegeben. SchlieR3-
lich wurde der Stickstoffgehalt des beim Prozesse gebildeten
Plasteins bestimmt, indem Stickstoffbestimmungen 1. in 10 ccm
der aufgeschlammten Versuchsmischung und 2. in 10 ccm von
deren Filtrat unternommen wurden.

Das Verhalten peptischer Spaltungsprodukte

gegenuber Pepsin.

Die Plasteinbildung durch Einwirkung der Pepsinsalzsaure
auf peptische Spaltungsprodukte haben wir bereits friiher unter-
sucht;*) aus unseren friheren Untersuchungen ging hervor,
dalR Witte-Pepton, das 14°/o formoltitrierbaren Stickstoffs ent-
hélt, Ausschlag in der Richtung einer Synthese ergab, die
0,65% formoltitrierbarem N entsprach, wahrend peptische
Spaltungsprodukte von Witte-Pepton, Casein und Huhner-
eiweil3 (bis zu einem Gehalt von ca. 20% formoltitrierbaren
Stickstoffs verdaut) Ausschléage von 1,12—1,96% formoltitrier-

barem N ergaben. Ein pepsinverdautes Plasteinpraparat (bis
zu einem Gehalt von 27 % formoititrierbaren Stickstoffs ver-

daut) ergab einen Ausschlag von 2,36% formoltitrierbarem N.

Da man indessen bei andauernder Pepsinverdauung?)
einen bedeutend groReren Spaltungsgrad erreichen kann als
27%, und da eben die am starksten abgebauten Stoffe die

* a. a. 0,
*) V. Henriques und J. K. Gjaldbeak, Diese Zeitschrift, Bd. 75.
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grolten Ausschldge ergaben, unternahmen wir einige Versuche
mit starker gespaltenen Stoffen. Ferner haben wir von anderen
verdauten Proteinen Edestin, Gelatine und Rindfleisch heran-
gezogen.

Wir verzeichnen unten den Spaliungsgrad, Ammoniak-
gehalt und das Verhéltnis zwischen dem 1. und 4. Stadium
bei der Formoltitrierung: 1—(4 — k) fur die angewandten Stoffe.

Spal-
tungs-  Ain- Ange-
; gradl inoniak- wandt
ormol- S .
(titrier— Nin<o 1-(4 ~KIT . \V/
barer N des In ver-
in %0 des Total-N such
Total-N)
Pepsin-HaS04 verdautes Huhnereiweil3 38.0 7,5 1—3,0 1
* » *  Gasein 38,5 8,8 1-3,3 1
* » * mageres Rindfleisch 34,4 4,9 1-2,5 HI
» » »  Witte-Pepton 37,0 5,7 1-3,0 v
»  HCI | > Witte-Pepton 346 51 1—2.8 Vv
» > » Edestin 32,2 8,8 1-2,8 VI
» » * mageresRindfleisch 346 6,2 1-2,5 VI
\ > *  Gelatine 24,5 1,3 1-3,1

Bei der Zubereitung der bei den Versuchen benutzten
Mischungen verfuhren wir in folgender Weise: Wenn bei der
Pepsinverdauung Schwefelsdure angewandt wurde, wirde die
Saure mit Baryumhydroxyd aus den schwefelsauren FIlussig-
keiten entfernt; wurde Salzsdure angewandt, wurde mit 1-n-
NaOH neutralisiert, wonach die Flussigkeit filtriert wurde. Das
neutral reagierende Filtrat wurde bis auf 100 ccm (mit N-Gehalt
von 7Q) eingedampft; es wurden 20 ccm 1-n-HCI, 20 ccm
5°/oiger Pepsinlosung und Toluol hinzugesetzt. Sofort nach
der Zusammenmischung wurden UntersuchungsprQben ent-
nommen, und der Rest Wurde bei 37* in den Thermostaten
gestellt.

Bei den Versuchen |, Il und Il wurden peptische Spal-
tungsprodukte von Huihnereiweil3, Gasein und Rindfleisch mit
einem Gehalt von 38, 38,5 und 34,4 °/o forraoltitrierbarem N
angewandt.
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Tabelle L

Ca. 30°/oige LOsung von Pepsin-HsS04-verdautem
Huhnereiweil3 -f Pepsin-HCI.

trt(r)irerpl?rl{ Am-  Plastein-N o
pro 100 mgN moniak-N in @ Physikalische
ccm 7*-n- in @b des  des Anderungen

NaOH Total-N  Total-N

Sogleich......cccceeee. 15,1 7,6 0 Klare Losung.
1 Stunde bei 37° . . 14,9 26  Deutliche Aus-
’ fallung.
20 Stunden bei 37° . 14,2 17,9
2tagiges Stehen bei 37° 14.4 — . 18,1 GroRe
4 > * * 37° 14.2 I 18,7 Ausfallung,
11 » » » 37* 13,7 —r.y 23,6 aber keine
Zusatz von | g Pepsin Gela-
Sogleich nach Zusatz . 13,7 — — tinierung.
14 tagiges Stehen bei 37° 13,7 75 24,9
Tabelle Il.
Ca. 30°/oige Losung von Pepsin-H8S04-verdautem Casein
-f- Pepsin-HCI.
trt(r)lienrqt?rgg Am-  Plastein-N Shvsikalisch
: P sikalische
pro 100mg N r_noznak-N in °lo "y
com_‘p-n* In“lcdes  des Anderungen

AN Total-N  Total-N

Sogleich . . . . . .. 15,3 0 Klare Ldsung.

1 Stunde bei 37° . . 151 _+ . g Sichtbare Aus-
~ ’ fallung.

20 Stunden bei 37°. . 14,8 — 9,8

2tagiges Stehen bei 370 14,6 — 13,3 Grole

4 » > » 37° 14,5 — I — Ausféllung,

11 » * oy 3I® 14,3 — 154 aber keine

Zusatz yon 1 g Pepsin Gela-

Sogleich nach Zusatz . 14,3 "= tinierung.

14 tagiges Stehen bei 370 14,4 8,! Vo
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Tabelle III.
Pepsin-H#SG4-verdautes Rindfleisch in 30Viger Ldsung
-f Pepsin-HCI.

Formol- — Am-  plastein-N
prtcl)t?(%l#l?ggN r_nOE'/ialé'N ir:j o, Physikalische
Ccm V*-n- 1N /0 0€S €s Anderun
NaOH Total-N  Total-N !
Sogleich . . ... .. 14,1 47 — Klare Losung.
1 Stunde bei 37° . . 138 — 20  Deutliche Aus-
féallung.
20 Stunden bei 37. . 13,6 10.5
2 t&giges Stehen bei 370 13,8 10,5 GroRe
4 > » o *37° 135 — 12,6 Ausfallung,
11 * o 37° 134 — 15,1 aber keine
Zusatz von 1 g Pepsin Gela-
Sogleich nach Zusatz . 13,4 — tinierung.
14 tagiges Stehen bei 370 13,5 49 15,3

fr

Wie man sieht, ist die Plasteinbildung in allen Fallen
sichtbar nach 1; Stunde, und im Laufe dieser Zeit wurden
bezw. 2,6, 0,8 und 2,0®/0 des Stickstoffgehalts der Mischungen
als Plastein ausgefallt; gleichzeitig beobachtet man auch eine
Abnahme des formoltitrierbaren N. Bei langerem Stehen im
Thermostaten schreitet der ProzeR weiter fort, und wenn er
erst angehalten hat, scheint ein neuer Zusatz von Pepsin ohne
Wirkung zu sein. '

Bei den Versuchen | und Il horte die Abnahme des
formoltitrierbaren N erst nach 11 Tagen auf; bei dem .Ver-
such Il dagegen erreichte die Abnahme des formoltitrierbaren
N ithr Maximum bereits nach 1 Tage; die Austeilung von
Plastein hort in diesem Falle nicht gleichzeitig mit der Er-
reichung des genannten Maximums auf, was darauf deutet, dal
die Synthese und die Fallung zwei verschiedene und ungleich
schnell verlaufende Stadien des Prozesses 00er vidieicht zwei
parallele, aber voneinander unabhéngige Prozesse sind. Bei
Beendigung der Versuche waren bezw. 24,9, 15,4 und 15,3°/0
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des Total-N der Mischung als Plastein ausgeféallt. Bei keinem
Versuch trat Gelatinierung ein, aber die Fallung war, wie aus
den angefuhrten Zahlen ersichtlich, recht bedeutend.

Die Abnahme des formdltitrierbaren N betragt bei Be-
endigung der Versuche bezw. 1,4, 1,0 und 0,6 ccm ~s-n-NaOH
pro 100 mg N. Die Zahlen entsprechen also 3,92, 2,8 und
1,68 °/o formoltitrierbarem N.

Die Ammoniakmenge blieb bei allen drei Versuchen
unverandert.

Das gebildete Plastein war bei allen drei Versuchen fast,
wenn auch nicht vollstandig l6slich in schwachem NaOH und
schwachém HCI.

Tabelle V.

Ca. 30°/«ige Losung von Pepsin-H,S04-verdautem
Witte-Pepton -f- Pepsin-HCI.

Formol- Am-  Plastein- -

titrierung  moniak-N N Physikalische
pro 100 mg N in °/o des in°/odes Anderungen
ccm ‘/6-n-NaOH  Total-N - Total-N J

Sogleich ... . .. 15,2 5,1 — Klare Losung.

2 Stunden bei 37° . . 15,2 — V 0,3 Unklarheit.

1 tagiges Stehen bei 370 15,0 - 7,2 Grofe Aus-

2 » o * 374 14,7 — 111 fallung, aber

3 > x o *37° 14,3 12,5 keine

S y » 37° 14,3 5.0 136 Gelatinierung.
Tabelle V.

Ca. 30i/oige Losung von Pepsin-HCI-verdautem
Witte-Pepton -f- Pepsin-HCI.

| Formol- Am-  Plastein- -

| titrierung  moniak-N N Physikalische
| pro 10mg N in @ des in°fodes A

jecm ‘lvn-NaOH  Total-N  Total-N Anderungen

Sogleich . . . .. . 13,5 4.4 — Klare Losung.
2 Stunden bei 37* . . 135 — 17 Ausfallung.

1 tagiges Stehen bei 37° 13,2 m- 79

2 > y  >37* 12,9 162  GroBe Aus-

3 ¢ > >3@ 128 18 fallung. aber
5 » o 37° 12,9 | — 180 Gelatinierung.
H > > >37® 12,7 45 18,7
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Tabelle VI.
' Ca. 30°/oige Losung von Pepsin-HCI-verdautem Edestin
-f- Pcpsin-HCI.
Formol- Am-  Plastein-

titrierung  moniak-N N Physikalische
pro 100 mg N in ¢/« des inwodes A
ccm V»*n-NaOH  Total-N  Total-N Anderungen

Sogleich................. 13,3 79 — Klare Ldsung.
2 Stunden bei 370. . 13,1 o=y 2,7 Ausfallung.
1 tagiges Stehen bei 370 12,6 — " 115
2 * * » 37» 124 121 Qrorse Aus-
3 y  >37° 123 . 18.1 faIIqu_, aber
S > > 3. 12,4 — 181 GelatiGr:ineerung.
8 * » 37° 12,3 7.9 18,3
Tabelle VII.
Ca. 30°/oige Losung von Pepsin-HCI-verdautem Rindfleisch
+ Pepsin-HCI. '
C IS I Formol- Am-  Plastein-

titrierung  moniak-N N Physikalische

pro 100 mg N in ¢/* des in°/o des Anderunoen
ccm Vs-n-NaOH - Total-N  Total-N J

Sogleich. . . . . .. 14,6 51 — Klare Ldsung.
2 Stunden bei 37° . . . 4% Deutliche Aus-

139 a4* L7 fallung
1tdgiges Stehen bei 370 13,6 _ 14,0
2 ¥ * » 37° 13,6 wh 18,1 GroRe Aus-
3 > * 37" 13.5 174 fallung, aber
5 x x 370 13’4 keine

) m 185 Gelatinierung.

8 » » » 37° 13,5 | — 19,7

Bei den Versuchen IV—VJI wurden Pepsm«H,S04-ver-
dautes Wille-Pepton, Pepsin-HCl-verdautes Wi tte-Pepton,
Edestin und Rindfleisch mit einem Spaltungsgrad von bezw.
37,0, 34,6, 32,2 und 34,6°/0 formoltitrierbarem N angewandt.

Die Versuchsresultate entsprechen in der Hauptsache
denen der Versuche I—III; die Plasteinausfallung und die Ab-
nahme des formoltitrierbaren N begannen bereits nach 2
Stunden, und die Prozesse setzten sich in jedem Falle einige
Tage hindurch fort. Bei den Versuchen V, VI Und’VII horte
die Abnahme des formoltitrierbaren N vor der Plasteinaus-
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Fallung auf (vgl. Versuch 111), was, wie erwahnt, darauf deutet,
da die Synthese und die Ausfallung zwei verschiedene und
ungleich schnell verlaufende Stadien des Prozesses oder viel-
leicht zwei parallele, aber voneinander unabhéngige Prozesse
sind, indem die Synthese vor der Ausfallung stattfindet. DaR
die Ausfallung und die Synthese nicht gleichzeitig stattfinden,
sient man deutlich aus dem Versuche VII. Hier fand im Laufe
von 2 Stunden eine 1,96°/0 formoltitrierbarem N entsprechende
Synthese statt, wahrend die Plasteinausfillung nur |,7°/0 des
Total-N betrug; nach 1 Tage entsprach aber die Synthese
2,8°/o, wahrend die Plasteinausfallung 140/0 betrug. Diese
Zahlen zeigen, dal3 eine nicht unbedeutende Synthese ohne
wesentliche Plasteinausfallung stattfinden kann. Bei keinem
Versuch trat Gelatinierung ein, die Plasteinausfallung war
aber recht bedeutend: 13,6—19.,7°/0 des Stickstoffgehalts der
Mischungen. Das gebildete Plastein war bei allen Versuchen
fast, aber nicht vollstandig 16slich in schwachem NaOH und
schwachem HCI.

.Die Abnahme des formoltitrierbaren N betragt bezw.
0,9, 0,8, 1,0 und 1,2 ccm Vs-n-NaOH, was (durch Multipli-
kation mit 2,8) in formoltitrierbaren N umgesetzt, 2,52, 2,24,
2,8 und 3,36°/0 entspricht.

Die Ammoniakmenge blieb unverandert.

Bei Beendigung der Versuche IV—VII fand wie ge-
wohnlich eine Formoltitrierung in 50 ccm einer wasserigen
Ausreibung der Versuchmischimgen statt; um aber zu ver-
suchen, ob der ProzeR bei Verdinnung wieder zuriickgeht,
wurden zu anderen 50 ccm 5 ccm 1-n-HCI gesetzt; diese ca.
Wio-n-Salzsaure (und pepsinhaltige) Flissigkeiten wurden 1 Tag
in den Thermostaten gestellt, und es wurden ihnen sodann
5 ccm n-NaOH hinzugesetzt, worauf eine Formoltitrierung
stattfand. Das Ergebnis dieser Versuche war: Das Plastein
I6ste sich nach und nach und war nach 1 Tage vollstandig
gelost; gleichzeitig stieg der Formoltiter und erreichte eine
GroRe, die sehr anndherungsweise dem von der Versuchs-
mischung vor der Plasteinbildung aufgewiesenen Formoltiter
entsprach. Wir fuhren hier die Zahlen an.
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Ver- Ver- Ver- Ver-
such such such such
v Vi VI

Formoltiter vor der Plasteinbildung pro 100 mgN 152 135 13,3 14,6

* nach » » » 100 > > 14,3 12,7 18,3 134

Formoltiter nach der Plasteinbildung pro 100 mg N
und darauffolgender Verdinnung mit */**n*HCl 149 136 13,2 14,2
und 1tagigem Stehen bei 37°

Aus obenstehendem geht hervor, dal3 man SO-
wohl bewirken kann, daR der ProzeR in der einen
Richtung verlauft wie in der anderen, je nach der
Konzentration, und die Versuche stellen also die
Wirkung der Pepsinsalzsaure auf Proteine und
peptische Spaltungsprodukte als einen reversiblen
Prozel3 dar.

Von sonstigen pepsinverdauten Proteinen haben wir mit
pepsinverdauter Gelatine Versuche angestellt; hier kam aber
keine Plasteinbildung vor; die Flussigkeit halt sich voll-
kommen klar, und der Formoltiter hielt sich konstant.

Vergleicht man die Ergebnisse der obenerwdhnten Ver-
suche mit den Ergebnissen unserer friheren Versuche mit
weniger stark gespaltenen Proteinen, so sieht man, dall die
Plasteinbildung am kraftigsten vonstatten geht bei Anwendung
von nicht zu stark gespaltenen Proteinen; so findet bei Anwen-
dung von Witte-Pepton eine vollstandige Gelatinierung oder
Koagulation statt, so dal die zu Anfang klare und flussige
Mischung erstarrt, indem gleichzeitig ein Stoff ausgefallt wird.
Werden dagegen starker gespaltene Proteine angewandt, so
bleibt die Mischung flussig, aber es wird ein Stoff aus-
gefallt. Die Menge des ausgeféllten Stoffs schwankte nicht
stark bei den Versuchen mit stark gespaltenen und weniger
stark gespaltenen Proteinen; doch scheint die Ausfiillung
durchgehends am grofiten bei Anwendung von stark ge-
spaltenen Proteinen.

Und nun das Plastein selbst. Das aus sehr stark ge-
spaltenen Proteinen gebildete Plastein weicht dadurch von dem
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aus weniger stark gebildeten ab, dal3 es in schwachem NaOH
(und schwachem HCI unvollstandig l6slich ist, was darauf
(deutet, dall das Flastein kein einfacher Stoff ist, sondern
wahrscheinlich eine Mischung von Albumosen.

In betreff der Synthese bestéatigen die Versuche deutlich
die Ergebnisse unserer friheren Untersuchungen; die am
starksten abgebauten Stoffe geben die gréRte Synthese ab.
Die grofite Synthese fand sich bei Versuch I, wo die Ver-
anderung an formoltitrierbarem Stickstoff ca. 4°/o der Total-
stickstoffmenge betrug, was einer Veranderung von gut 10°/©
des formoltitrierbaren Stickstoffs entspricht, indem der Stoff
.38% davon enthielt,

Erinnert man sich nun, da ca. 25°/0 des Total-N hier
als Plastein ausgefallt sind, und betrachtet man ferner das
Plastein als das synthetisierte Produkt, so betrdgt die Ver-
anderung an formoltitrierbarem N ca. 40°/o der gesamten for-
moltrierbaren Stickstoffmenge der zur Plasteinbildung ver-
brauchten Stoffe. Wie spater besprochen werden wird, ist das
Plastein indessen aus den am kompliziertesten gebauten Ver-
bindungen des Ausgangsmaterials gebildet, und somit muf} die
Veranderung an formoltitrierbarem N fir die Verbindungen, aus
denen das Plastein gebildet ist, einen gréRReren Wert als 40°/o
betragen.

Damit eine Synthese stattfinden kann, missen sich
mindestens zwei Polypeptide bei Anhydridbildung zwischen
einer Carboxyl- und einer Aminogruppe zusammenschlieRen,
was eine Verdanderung von 50°/o des formoltitrierbaren N (in
°/o des formoltitrierbaren N) bewirken wird, insofern die
Polypeptide aus lauter Mofiaminosduren bestehen; enthalten
sie zugleich Diaminosduren (was ja der Fall ist), wird die
Veranderung weniger als 50°/o betragen.

Die Berechnung unserer Versuchsresultate ergibt also,
dal? die Veradnderung an formoltitrierbarem N fur die an der
Plasteinbildung beteiligten Stoffe mehr als 40% betragen muR,
wahrend eine Synthese eine Verénderung erfordert, die natur-
gemall mehr als 50°/o betragen kann, die aber, wenn sich nur
2 Molekile an der Synthese beteiligen, jedenfalls weniger als
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50°/0 betragen muf. Diese Berechnung stimmt sehr gut Uber-
ein mit den gefundenen Verhéltnissen und befurwortet in hohem
Grade das Stattfinden einer Synthese bei der Plasteinbildung.

Wie in unserer friheren Mitteilung Uber die Plastein-
bildung berthrt, gibt es bei der Plasteinbildung ein Verhalt-
nis, von dem man annehmen konnte, dall es eine scheinbare
Abnahme des formoltitrierbaren N bewirkte, ndmlich die Aus-
fillung des Plasteins, indem man vor der Plasteinbildung in
einer vollkommen klaren Losung, wahrend und nach der-
selben aber in einer Flussigkeit titriert, die das' Plastein in
aufgeschlammtem Zustande enthadlt, woraus man vermuten
konnte, daR es wahrend der Formoltitrierung nicht, oder jeden-
falls nur unvollstdndig reagierte. Indessen tritt der grofite
Teil des Plasteins wéhrend der Formoltitrierung in L&sung,
ein geringer Teil aber 16st sich nicht. Um diesen eventuellen
Fehler zu bericksichtigen, wurde nach Abschlul der Plastein-
bildung in den verschiedenen Versuchen eine Aufschlammung
(1:20) in ausgekochtem, destilliertem Wasser zubereitet;
die Aufschlammung wurde gegenlber Lackmuspapier neutra-
lisiert und der Formoltiter pro 100 mg N bestimmt. Ein
anderer Teil der Aufschldammung wurde filtriert, und der
100 mg Filtrat-N und 100 mg Plastein-N (das Plastein wurde,
so weit moglich, vor der Formoltitrierung in der notwendigen
Menge V06-n-NaOH -f- destill. Wasser geltst) entsprechende
Formoltiter wurde gleichfalls bestimmt, worauf der tatsach-
liche Formoltiter der Aufschlammung aus dem Gehalt des
Filtrats und Plasteins an formoltiirierbarem N berechnet
wurde, indem der Plastein-N in ®a des Total-N bekannt war.

Der Vollstandigkeit halber fihrten wir auch in gegen-
wartigen Versuchen diese Bestimmungen aus und geben unten
die Ergebnisse wieder Aus ihnen ist ersichtlich, dal? der auf
direktem Wege gefundene Formoltiter mit dem durch Berech-
nung aus dem Formoltiter im Plastein und Filtrat gefundenen
gut Ubereinstimmt, weshalb wir hier — wie bei unseren fri-
heren Versuchen — folgern mdissen, dall es mit keinem
etwas bedeutenden Fehler verbunden ist, dal der auf direktem
Wege bestimmte Formoltiter in einer Flussigkeit bestimmt

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXI. 30
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worden ist, die das Plastein in aufgeschlammten Zustand
enthalt.

Spal- Pla- Formoltitrierung

| . pro 100 mg N
C v Ver-  tungs- S_tem;N = ccm ‘/«-n-NaOH
such 9rad des in °/u

ange-  des In neu-

In
Nr. wandten Total- traler i Pi
Proteins N Verrei- Fil- Pia-

bung trat stein

Pepsin-H4S04-gespaltenes Hihnereiweild | 38,0 249 11,7 141 48
» Casein I 38,5 154 123 13,7 4,7

» » Rindfleisch i 34,4 15,3 11,2 12,2 5,3

> » > Witte-Pepton IV 37,0 136 12,2 135 4,7

» HCI Witte-Pepton \Y% 34,6 18,7 109 12,3 5,0

» > Edestin VI 32,2 18,3 10,3 11,8 3,7

» > > Rindfleisch VH 34,6 19,7 11,1 12,6 4,8

Aus obenstehender Tabelle 143t sich der Gehalt des
Plasteins an formoltitrierbarem N (die Zahlen der zweitletzten
Kolumne mit 2,8 multipliziert) leicht berechnen; er schwankt
in den verschiedenen Versuchen zwischen 10,4 und 14,8 °/o,
was etwas groflere Z&hlen sind als diejenigen, die man bei
Anwendung von Witte-Pepton erhalt; dagegen ergibt aus
pepsinverdauten Proteinen hergestelltes Plastein mit einem
Spaltungsgrad von ca. 20°/o sozusagen dieselben Zahlen, wie
Plastein aus den starker gespaltenen Proteinen, die bei den
oben angefuhrten Versuchen angewendet wurden. In betreff
der in obenstehender Tabelle fir den Spaltungsgrad des Plasteins
angefuhrten Zahlen mufl man sich jedoch erinnern, dal3 das
Plastein in schwachem NaOH nicht ganz geldst werden konnte,
weshalb die gefundenen Werte moglicherweise etwas zu klein sind.

Aus der Tabelle geht ferner hervor, dal} das Filtrat aus
dem Plastein mehr formoltitrierbaren N enthalt als das Aus-
gangsmaterial, woraus man schlieBen kann, dal das Plastein
aus den am kompliziertesten gebauten Stoffen der Versuchs-
mischung gebildet ist.

In der 2. Kolumne der Tabelle ist der Spaltungsgrad
des Ausgangsmaterials vor der Plasteinbildung angegeben.

Be-
rech-
neter

For-
mol-
titer

11,8
12,3
111
12,35
10,01t
10,03
111
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Ein Vergleich dieser Zahlen mit denen der Kolumne 4 (nach
Multiplikation mit 2,8) gibt zugleich AufschlulR Gber die bei
der Plasteinbildung stattgefundene Synthese; man muf} sich
aber erinnern, dafl sowohl den Zahlen der 2. als denen der
4. Kolumne ein grolRerer oder kleinerer Neutralisationsfehler
anhaftet, und der Umfang der bei der Plasteinbildung statt-
gefundenen Synthese darf somit nicht aus obenstehender
Tabelle, sondern muf3 ausschlieBlich aus den Tabellen 1—VI
berechnet werden, wo den Zahlen keine Neutralisationsfehler
anhaften.

Das Verhalten peptischer Spaltungsprodukte gegen-
Uber Trypsin.

Wir haben friher mitgeteilt, daB Witte-Pepton in
30°/oiger neutraler Losung typische Plasteinbildung mit Trypsin
ergibt, wéhrend gleichzeitig eine starke Proteolyse stattfindet.
Da Witte-Pepton aber nur 14°/0 formoltitrierbaren N enthalt,
wahrend die peptischen, in den oben angefiihrten Versuchen
mit Pepsin angewandten Spaltungsprodukte fast 40°/o formolti-
trierbaren N enthielten, meinten wir, dall Versuche mit diesen
stark gespaltenen Stoffen vielleicht Gber den Prozel3 der Plastein-
bildung durch Trypsineinwirkiing Aufschluf geben koénnten.

Von den oben erwéhnten peptischen Spaltungsprodukten,
deren Analyse S. 441 angefihrt ist, verwandten wir folgende:
1 HdhnereiweiB, 1l Casein, Il Rindfleisch, VIII Gelatine und
ferner eine Mischung von IV und V Witte-Pepton

Die Versuchsmischungen wurden durch Eindampfung der
neutralen Losungen (von einem Gehalt von 7 g N) zu 120 g
hergestellt, zu denen 20 ccm 5°/oiger Pankreatinlosung gesetzt
wurden.

Beim Versuch mit Gelatine entstand keine Plasteinbildung,
bei den Ubrigen Versuchen typische Plasteinbildung ohne Gela-
tinierung. Die GroRe der Plasteinbildung betrug bei Beendigung
der Versuche nach lotagigem Stehen bei 37° 15,9, 6,2, 5,6
und I1,4°/0 des Total-N bezw. fur Hihnereiweil}, Casein, Rind-
fleisch und Witte-Pepton. Aus diesen Zahlen sieht man,

30
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dal? die Plasteinausfallung bei den Versuchen mit Trypsin
nicht so grolR war, wie bei den Pepsinversuchen. Pepsinver-
dautes Huhnereiweil} ergibt hier, wie bei den Pepsinversuchen,
die grofite Plasteinausfallung.

Bei allen Versuchen fand eine Proteolyse statt; sie betrug
bei Beendigung der Versuche (nach 15 Tagen bei 37°) 1,9,
1,7, 2,7, 2,0 und 1,1 bezw. fir Gelatine, Hihnereiweil}, Casein
und Witte-Pepton; die Zahlen geben V6-n-NaOH pro 100mg
N an. Indessen wiesen die Zahlen des Versuchs mit pepsin-
verdautem HuahnereiweilR Verhéltnisse auf, die darauf deuten,
daR die Plastembiidung, &uf3er von einer Proteolyse, von einem
synthetischen Proze3 begleitet wird. Tabelle VIII berichtet
uber diesen Versuch.

Tabelle VIII.

Ca. 30°/oige Losung von Pepsin-H,S04-verdautem
Hluhnereiweil3-{-Trypsin.

Formol- Am-  Plastein-
titrierung .
ro100mgN Mmoniak-N- N
pccm 7#‘rg]_ iN /0 des in - des Bemerkungen
NaOH Total-N  Total-N
Sogleich . SR 135 55 —  Klare Lasung.
1 tagiges Stehen bei 370 135 _ 6,3
3o 3 137 — 16 Tmieme
6 > > 3 U2 57 150 e e
15 > * * 37° 15’2 5,8 15’9 ausscheidung.

Aus dieser Tabelle sieht man, dal} sich im Laufe des
ersten Tages 6,3°/0o Plastein bilden, wahrend der Formoltiter
sich konstant hélt; im Laufe der folgenden 2 Tage bilden sich
ferner 8,3°/0 Plastein, wahrend der Formoltiter um 0,2 ccm
'/s-n-NaOH steigt; im Laufe der folgenden 3 Tage bilden sich
0,4°/o Plastein, und der Formoltiter steigt um 0,5 ccm Vs-n-NaOH,
und im Laufe der letzten 9 Tage bilden sich 0,9 °/o Plastein,
wahrend der Formoltiter um 1,0 ccm »/s-n-NaOH steigt Wir
geben unten eine Ubersicht Uber die Veranderung pro die in
den verschiedenen Perioden der Analysen.
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Vermehrung des formol- AUSSChEidUng des Plasteins
pro die

titrierbaren N pro die ot
(durchschnittliche Zahlen)

1. Tag - - .- -- 0 6,3 °/o des Total-N
2. und 3. Tag . . 0,1 4,16°/o

4., 5. und 6. Tag 0,17 0,13°/0 *

7.—15. Tag inkl. 0,11 0,10®/0 =

Die Vermehrung des formoltitrierbaren N geschieht in
sehr eigentimlicher Weise; wahrend die Plasteinbildung auf
der Maximalstufe steht, die sie iro Laufe des ersteh Tages
erreicht, findet keine Vermehrung des formoltitrierbaren N
statt; je nachdem die Plasteinbildung abnimmt, setzt die Ver-
mehrung des formoltitrierbaren N ein, und erst wenn die
Plasteinbildung sozusagen aufgehort hat, erreicht die Ver-
mehrung des formoltitrierbaren N ihr Maximum, um sodann
schlieBlich abzunehmen. Man muRR aus diesem Verhéltnis
schlielen, dal} die Plasteinbildung wahrend eines synthetischen
Prozesses stattgefunden hat, der am ersten Tage eben der
vom Trypsin gleichzeitig bewirkten ProteolyseEntsprach; an
den folgenden 2 Tagen war die Synthese noch merkbar; ’nun
hatte aber die Proteolyse das Ubergewicht.

Was das Ammoniak betrifft, zéigten alle Versuche eine
geringe Steigerung, die jedoch nur0,2—0,3% desTotal-N betrug.

Ferner soll bemerkt werden, dald bei allen-VVersuchen
eine sichtbare Tyrosinausscheidung stattfand.

Versuche mit trypsinverdauten Proteinen.

Bei unseren Versuchen Uber die Plasteinbildung mit
tryptischen Spaltungsprodukten bei Anwendung von Pepsin-HCI
und Trypsin benutzten wir folgende Stoffe.

Formoltitrier-

Stoffe barer N Ammoniak-N M 4*k)
Trypsinverdautes Huhnereiweil3 68,4 4,0 1—16.1
» Casein 60,0 7,0 1-6,1
* * Witte-Pepton 52,6 4,3 1-6,5
| * » Gelatine 33,6 2,4 1- 6,1

* » Casein 36,8: 2,6 1- 6,7
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Die Zubereitung der Versucbsmischungen geschah im
wesentlichen wie bei der Anwendung der peptischen Spaltungs-

produkte, da sich aber bei der starken Konzentration der
Losungen eine bedeutende Mehge von Krystallen ausschied,

wurden diese erst durch Kolierung und schwaches Pressen
durch Jagonett entfernt, worauf sie in einem Morser fein
gerieben und sodann mit der abkolierten L6sung zu einem
feinen Schlamm verrieben wurden, zu dem bezw. Pepsin-HCI
oder Trypsin gesetzt wurde.

Beim Versuch mit Casein* vom Spaltungsgrad 36,8 ent-
stand sowohl bei Trypsin wie bei Pepsin eine unbedeutende
Plasteinbildung; bei den dbrigen Versuchen entstand keine
merkbare Plasteinbildung.

Bei den Versuchen mit Pepsin hielt der Formoltiter sich
konstant; bei den Versuchen mit Trypsin fand eine Steigerung
statt, die bezw. 0,5, 0,5, 0,4, O und 1,2 ccm Vs-n-NaOH pro
100 mg N betrug.

An Ammoniak fand in allen Versuchen eine Steigerung statt.

Diese mit trypsingespaltenen Proteinen angestellten Ver-
suche gaben somit alle ein negatives Resultat. Fernere Versuche
Uber eine etwaige Plasteinbildung tryptischer Spaltungsprodukte
konnen doch moglicherweise ein positives Resultat ergeben.
Die Schwierigkeit der Versuche mit tryptischen Spaltungs-
produkten liegt darin, dal die schwach trypsingespaltenen
Proteine einen Teil koagulablen Proteins und die stark ge-
spaltenen bedeutende Mengen krystallinischer Produkte ent-
halten, die sich bei der Konzentrierung ausscheiden.

Versuche mit Saurespaltungsprodukten.

Es wurden mit Schwefelsdurespaltungsprodukten folgender
Proteine Versuche angestellt: Huhnereiweil3, Casein, Rindfleisch
und Witte-Pepton.

Die Spaltungsprodukte wurden durch kurzes Kochen der
Proteine mit 25°/oigem H8S04 (1 Teil Protein und 10 Teile
25°/oigen HgSOJ und darauf folgende Entfernung der schwefel-
saure mit Baryumhydroxyd hergestellt. Bei Anwendung dieser
Spaltungsprodukte entstand eine typische Plasteinbildung ohne
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Tabelle IX.
Versuche mit Saurespaltungsprodukten
An- Versgche
ewandte Versuchsdauer ot
g Stcffe Pepsin-HCI
al) b
Saure- Sogleich 184 0
spaltungs- 3 Stunden bei 37° 3.9
produkt [tagiges Stehen bei 37° 185
H'Yf:m 2 » » 3I® 185 85
thner- " 0
eiweild ’ > 37" 186 107
» » » 371° 183 H4
Saure- Sogleich 14,4
spaltungs- 3 Stunden bei 37° 143 75
produkt Itagiges Stehen bei 37® 140 129
von * *  >37° Der Kolben
Witte- S + 379 Im Thermo-
Pepton stalten
. > » 31® gespningen
Saure- Sogleich 15,5
spaltungs- 3 Stunden bei 37® 155 50
produkt Itagiges Stehen bei 37° 155 103
R‘)’_Og 2 » » » 3I® Der Kolben
ind- im Thermo-
fleisch ’ 576 staten
» % 31® gespningen
e g g Szg'e'ﬁh- vo 15
spaltungs- - unstenh elb . 153 51
orodukt agiges Stehen bei e 151
von » » » e 151 10,6
Casein ’ ' 151119
9 » » » 31® 150 139
Séure- i
spaltungs— N Sogleich . 18,7
produkt Itédgiges Stehen bei 37® 187 10,9
von
Hihner- 3> » » 31@® 10,6
eiweil 9 » > 2 3@ 186 14,

455

in ca. 30®/*iger Losung

Versuche
rrlit
Try psin
a b
17.2
17.0
174
17.3
17,6
18.0

13,0
13,0
13.6
13.7
14,3
14,6

142
14,4
15,0
15.3
15,9
16.4

14.0
14.3
15.1
15.3
15,9
16,6

16.7
16.8
17,6
18,0 10,5

Bemerkungen

Typische
3,4 Plasteinbildung
ohne

Gelatinierung.
Bei den Trypsin-
versuchen wurde
etwas Tyrosin
‘ausgeschieden.

6,1

6.2 desgl.
6.7
6.8

4,0
6,3
6,2
9,6

desgl.

9.7
8.8 |
52 desgl.

M

9.4 desgl.

*) @ = Formoltitrierung pro 100 mg N ccm '/«-n-NaOH; b >> Plastein-N

m Prozent des Total-N.
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Gelatinierung. Die Formoltitrierung ergab bei Anwendung von
Pepsin-HCI einen geringen Ausschlag fir eine Synthese, bei
Anwendung von Trypsin entstand dagegen eine Spaltung. Die
Saurespaltungsprodukte wiesen also ahnliche Verhéltnisse auf,
wie die peptischen Spaltungsprodukte; die Ausschlage bei
Anwendung von Pepsin schwanken aber doch zunéchst um
den Versuchsfehler, und bei der Anwendung von Trypsin
kann man aus den Zahlen nichts dariber folgern, ob die
Plasteinbildung hier, auBer von einer Proteolyse, zugleich von
einer Synthese begleitet wird, wie dies beim Versuch mit
pepsingespaltenem HuihnereiweiR und Trypsin (Tabelle VIII)
der Fall war.

Tabelle 1X enthélt eine Ubersicht Uber die Versuchs-
resultate.

Bei den Versuchen mit Trypsin fand eine geringe Tyrosin-
ausscheidung statt.

Versuche mit Alkalispaltungsprodukten.

Es wurden mit 2 Alkalispaltungsprodukten von Hihner-
eiweil Versuche angestellt; die Spaltungsprodukte wurden durch
4wochiges Stehenlassen einer 2°/oigen Losung von Huhner-
eiweiB bezw. in Vto-n- und 3/io-n-NaOH im Thermostaten
hergestelit.

Die Versuchsmischungen wurden in gewohnlicher Weise
hergestellt, indem die Mischungen mit Salzsiure neutralisiert
und vor dem Eindampfen filtriert wurden. Beim Eindampfen
schieden sich NaGl-Krystalle aus, die durch Kotierung durch
Jlagonett entfernt wurden, und beim Zusatz von Salzsdure in
den Versuchen mit Pepsin schied sich ein Teil alkaligespaltenen
Albumins aus, das gleichfalls vor dem Zusatz von Ferment
entfernt wurde.

Die angewandten Spaltungsprodukte enthielten bezw.
23,2 und 34,7°/0 formoltitrierbaren N, wovon 10,0—10,3°/0
Ammoniak-N waren. 1—(4-f k) betrug bezw. 1—3,7 und 1—4,3.

Bei Anwendung von Pepsin-HCI entstand eine typische
Plasteinbildung ohne Gelatinierung. Die Plasteinausféallung betrug
im Laufe von 19 Tagen bezw. 6,7 und 8,6 °/o- des Total-N, und
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gleichzeitig fand eine Vermehrung des formoltoierbaren N
statt, die pro 100 mgN bezw. 0,8 und 0,3ccm »/s-n-NaOH betrug;

Bei Anwendung von Trypsin entstand keine merkbare
Plasteinbildung, wohl aber in beiden Fallen eine Vermehrung
des formoltitrierbaren N, die 1,0 ccm ~s-n-NaOH pro 100 mg N
entsprach, und gleichzeitig eine sichtbare Tyrosinausscheidung.

Das Ammoniak hielt sich sowohl bei den Versuchen mit
Pepsin als bei denen mit Trypsin konstant.

Resume.
Mit Pepsin-HCI Mit Trypsin

_ 1. Typische Plasteinbildung 1- TypischePlasteinbildung
Peptische mit oder ohne Gelati- ©Ohne Gelatinierung.
2. Von einer Proteolyse und

Spaltungs- nierung. ro _
2. Deutlicher Ausschlag fir ~ wahrscheinlich gleich-
produkte. Synthese. zeitig von einer Synthese
3. Der ProzeR geht bei Ver-  Pegleitet.
dunnung wieder zuriick. 3. Tyrosinausscheidung.
Tryptische ) o
Spaltungsprodukte 1. Keine Plasteinbildung. 1. Keine Plasteinbildung.

(stark gespalten). 2- Proteolytische Spaltung. 2 proteolytische Spaltung.

1. Typische Plasteinbildung
ohne Gelatinierung.

2. Proteolytische Spaltung.

3. Tyrosinausscheidung.

SAure- 1. Typische Plasteinbildung
ohne Gelatinierung.
spaltungsprodukte. o
2. Wahrscheinlich Synthese.
Alkali- 1. TypischePlasteinbildung 1 Keine Plasteinbildung.
ohne Gelatinierung. 2. Proteolytische Spaltung.

spaltungsprodukte. )
2. Proteolytische Spaltung. 3 Tyrosinausscheidung.

Das Ammoniak nimmt bei keinem der Versuche ab und
kann somit nicht an der Synthese teilnehmen.



