Uber die Einwirkung von proteolytischen Fermenten auf

Protamine.
Von
Dr. M. Takemura aus Tokyo.

(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.)
(Der Redaktion zugegangen am 2. Oktober 19t)9.)

Seitdem durch die Arbeiten von A. Kossel die Grund-
zuge des chemischen Baus der Protamine bekannt geworden
sind hat auch die Frage nach dem Verhalten dieser Korper
m den proteolytischen Fermenten ein erneutes Intéresse ge-
wonnen. Manche Protamine enthalten bekanntlich nur 5—6
EiweiRbausteine, sie bieten also einfachere und glnstigere Be-
dingungen flr das Studium der Angriffsweise proteolytischer
hermente als die komplizierteren Proteinstoffe, die man bisher
gewdhnlich benutzt hat.

Von den Dipeptiden und Polypeptiden, deren Verwend-

arkeit fur die Untersuchung der FermentWirkungen von E.
Fischer und Bergeil,l) E. Fischer und E. Abderhalden,?),
E. Abderhalden und seinen Mitarbeitern’) dargetan ist, un-
terscheiden sie sich u. a. dadurch, daR sie dem Ferment solche
Atomgruppierungen als Angriffspunkte darbieten, wie sie in den
bisher benutzten synthetischen Amidoséureverbindungen nicht
enthalten sind. Sie geben die Mdglichkeit, das Verhalten der
Argmidverkettung zu den proteolytischen Fermenten zu unter-
suchen.

") Ber. d. Deutsch, chem. Ges., Bd. XXXVI, S. 2592 (1903)

*) Ebenda, Bd. XXXVII, S. 3103 (1904).
3) Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 52 u. viele folgende Abhandlungen.
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Ich habe daher auf den Vorschlag und unter Leitung des
Herrn Professor A. Kossel einige vorldufige Versuche in dieser
Richtung unternommen.

Die friheren Arbeiten von A. Kossel und A. Mathews
hatten ergeben, daB das Salmin von Pepsinsalzsaure nicht
angegriffen wird, wahrend das Trypsin bei den Protaminen,
speziell beim Sturin schnell eine Zerlegung herbeifiihrt, die
ahnlich verlauft wie bei den komplizierteren Proteinstoffen.
«Nach diesen Ergebnissen» — so duferten sich die beiden
Autoren im Jahre 1898 » — «erscheint die Wirkung des Tryp-
sins auf die Protamine als ein Analogon der Wirkung diasta-
tischer Fermente. Ebenso wie die letzteren die Polysaccharide
in Hexosen und zum Teil auch in Hexobiosen zerlegen, erfolgt
unter der Wirkung des Trypsins eine Aufspaltung der ein-
fachsten Eiweilstoffe, indem Hexone gebildet werden. Bei den
komplizierteren Eiweillsubstanzen — den EiweiBkdrpern im ge-
wohnlichen Sinne des Worts — ist die Wirkung die gleiche,
doch werden hier zugleich mit der Sprengung des Protamin-
kerns noch Leucin, Tyrosin, Asparaginsadure und andere Atom-
gruppen frei».

Untersuchungsmethode.

Nach dem Vorgange von Hirschier, welcher zuerst die
Phosphorwolframsdurefallung in der spater so viel benutzten
Kombination mit der Kjeldahlschen Methode anwandte, um
die Einwirkung von Pepsin und Trypsin quantitativ zu unter-
suchen,p) ist diese Saure héaufig zur Prifung des Verlaufs der
Proteolyse angewandt worden. Fir den vorliegenden Zweck
war sie jedoch nicht geeignet, da die aus Protamin entstehen-
den Spaltungsprodukte zum grof3ten Teil Basen sind, welche
durch dies Reagens ebenso wie ihre Muttersubstanz nieder-
geschlagen werden. Ich verwandte daher die von S. G. Hedinj)
ausgearbeitete Fallungsmethode mit Gerbsaure, welche wohl

I) Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 194 (1898).
+) Diese Zeitschrift, Bd. XI, S. 25 (1886).
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 341; Bd. LII, S. 412.
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das Protamin, aber unter den von mir angewandten Versuchs-
bedmgungen nicht das Arginin niederschlégt. Die Einwirkung
des Fermentes gibt sich also dadurch zu erkennen, daf die
Menge der durch Gerbséure nicht fallbaren Proteinderivate
zunimmt. Leider ist aber auch diese Methode, die beim Ca-
sein ausgezeichnete Resultate ergeben hat, fur das Clupein
nicht einwandsfrei. Denn eine gewisse Menge des Clupeins
scheint der Gerbsaurefallung zu entgehen. Auch sind die Be-
dingungen, welche die Féllbarkeit der Protamine durch Gerb-
séure beeinflussen, noch nicht hinreichend bekannt. Immerhin
ist es moglich, das Fortschreiten der Hydrolyse zu verfolgen,
indem man die Zahlen der durch Gerbsdure nicht fallbaren
Substanz, welche sich zu verschiedenen Zeiten nach Beginn
der Fermentwirkung ergeben, untereinander vergleicht.

Die Versuche wurden im allgemeinen in der Weise an-
gestellt, dal eine bestimmte Menge der Enzymlésung mit einer
genau gemessenen Menge einer Clupeinldsung, deren Stickstoff-
gehalt bekannt war, unter Zusatz von Chloroform und Toluol
vermischt wurde. L&ngere oder kiirzere Zeitmach der Mischung
wurde in dem Gemisch der Stickstoff der durch Gerbsaure
nicht fallbaren Substanz bestimmt, indem die Enzym-Clupein-
mischungl) mit dem gleichen Volumen der Gerbsauremischung
versetzt und filtriert wurde. Eine abgemessene Menge des
Filtrats diente zur Kjeldahl-Bestimmung. Diese Bestimmung
wurde in gewissen Zeitrdumen nach dem Verweilen im Brut-
ofen wiederholt. Die Resultate sind in Stab c) der folgenden
Tabellen angegeben. Auferdem wurde durch besondere Ver-
suche festgestellt, wieviel von dem Stickstoff der Ferment-
I6sung der durch Gerbsaure nicht féllbaren Substanz, angehort
und wie sich diese Zahl bei der Digestion im Brutofen unter
gleichen Bedingungen wie im Hauptversuch &ndert -- Stab b)
der Tabelle. Durch Subtraktion dieser Zahl von der in Stab c)
enthaltenen ergibt sich die Anderung in der Zusammensetzung
der Clupeinlosung — Stab d) und €) der Tabelle. Die Zahlen in
den Stdben b), c), d), e) geben die Anzahl Kubikzentimeter

‘) 70 g Gerbsaure, 100 g Kochsalz, 50 ccm Eisessig im Liter (Hedin).
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n 10-Sdure an, welche bei den Kjeldahl-Bestimmungen ver-
braucht wurden, die Zahlen des Stabes f) geben den Stickstoff
der durch Gerbsdure nicht fallbaren Spaltungsprodukte des
Glupeins in Prozenten des Gesamtstickstoffs des dem Ver-
such unterworfenen Clupeins.

Versuche mit pepsinhaltigen Flussigkeiten.

Zu den Versuchen diente 1. ein salzsaures Extrakt der
gereinigten Schweinemagenschleimhaut, 2. Magenfistelsaft des
Hundes und 3. ein kaufliches Pepsinpraparat, welche in der
ersten Versuchsreihe bei Gegenwart von Salzséure auf Giupein
einwirkten.

Ich gebe zunéchst die bei Einwirkung des Schleimhaut-
extraktes gewonnenen Zahlen.

Versuch 1.

Einwirkung fines salzsauren Extraktes der gereinigten Schleim-
haut des Schweinemagens auf Clupeinchlorhydrat

1 Eie Stickstoffmengr in 2~> ccm der Clupeinlésung entspricht
(>,0S ccm n io-Saure (Kjeldahl-Bestimmung). 1 Vol. der Pepsin-
I6sung mit 2 Vol. Clupeinlésung gemischt.

Durch Gerbsaure nicht fallbarer Stickstoff in Kubik-
zentimetern nfio-Saure

a) b) c) d) e) 0
in 1,67 ccm in 5 ¢€M jn 333 cem in 2,5 ccm | in Pro-

Ve:;:zhs- Pepsin decr:luP;eealn der Clupein- der Clupein- z%lﬁgelges
losung  mischung  losung losung  stickstoffs
|
1 1,25 3.08 1,83 1,38 23,0
2 1,43 3,18 1,75 1,31 21,6
3 1,50 3,18 1,68 1,27 21,0
5 1,48 3,33 1,85 1,39 23,0

In diesem Versuch ist eine Zunahme des durch Gerb-
saure nicht fallbaren Stickstoffs unter der Einwirkung des
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Pepsins nicht bemerkbar, obgleich das enzymhaltige Extrakt
eine starke fibrinlésende Wirkung besaR.

Das gleiche Resultat ergab sich bei der Untersuchung
des Fistelsaftes, der ebenfalls kréftig fibrinlosend wirkte.

Versuch 2.

Einwirkung eines Fistelmagensaftes vom Hunde auf ('lupeinacetat.

Die Stickstoffmenge in 2,5 rem der Clupeinacetatlosung ent-
spricht 5,si ccm nlh\o-Saure (Kjeldahl-Bestimmung). Magen-
saft und (lupeinlésung zu gleichen Teilen vermischt..

Durch Gerbsaure nicht fallbarer Stickstoff in'Kubik-
zentimetern n/tQ-Saure

a) b) c) ! TR
Versuchs-  in 25 ccm  in 5 cem '”C|2,5 CCM in Prozenten des
tage Fistelsaft Mischung &%ﬂg' C.lupeinstickstoffs
I !
1 0,75 2,08 1,33 22,9
2 0,90 2,48 1,58 27,2
8 1,08 ‘ 2,50 1,42 244
5 1,10 | 2,63 153 26,7

Die Zunahme der nicht féallbaren Stoffe ist in diesem Ver-
such sehr gering und wenn Uberhaupt eine Zersetzung statt-
gefunden hat, kann diese nur eine minimale gewesen sein,

Diese Resultate stimmen also mit den frilheren Ergeb-
nissen von A. Kossel und A. Mathews (berein, ebenso be-
finden sie sich im Einklang mit Versuchen, welche Herr
Dr. Makita im hiesigen Institut angestellt hat. Um so auf-
falliger war der Ausfall des Versuches mit kduflichem Pepsin.

Versuch 3.
Einwirkung kauflichen Pepsins auf ClupeincMorhydrat hei Gegen-
wart von Salzsaure.

Die Stickstoffmenge in 2,5 ccm der (lupeinchloridlasting ent-
spricht 5,05 ccm nfio-Saure (Kjeldahl-Bestimmung).- Pepsin-
lI6sung und (‘lupeinlésung zu gleichen Tnlen vermischt.

Hoppe Seylers Zeitschrift . physiol. Chemie. LXIII. 14
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Durch Gerbsdure nicht fallbarer Stickstoff in Kubik-
zentimetern n/to-Saure

a) b) ) 9 0
Versuchs-  in 25 ccm  in 5 cem  in I215 CCM in Prozenten des
tage Pepsinldsung  Mischung Clous%%lg O.lupeinstickstoffs
1 0,30 1,68 1,38 27,2
2 0,34 1,95 1,61 31,9
3 0,36 2,08 1,72 34,1
4 0,34 2,30 1 1,96 38.0

Hier ist offenbar eine Zunahme des nicht fallbaren
Stickstoffs vorhanden. Dieses unsern ersten Beobachtungen
widersprechende Ergebnis erinnert an frihere Versuche von
Malfatti,l) nach welchen einzelne Pepsinpraparate die Tryp-
tophanbildung aus EiweiR hervorrufen, andere nicht. Sehr nahe-
liegend ist die Vermutung, dal in Pepsinlosungen gelegentlich
neben dem Pepsin ein zweites Ferment vorhanden ist, dessen
Wirkung eine tiefergreifende ist. Ich erinnere auch an die
Befunde von Abderhalden und Rona,2?) nach deren Ver-
suchen gewisse kaufliche Pepsinpraparate nach Kkurzer Zeit
Tryptophan und Amidosduren aus Gasein in Freiheit setzen,
wahrend dies bei reinem Hundemagensaft nicht der Fall ist.
Seit den Untersuchungen von Hahn und Geret3) sowie von
S. G. Hedind) und seinen Schiilern kennen wir eine Gruppe
derartiger Enzyme, deren Wirkungsoptimum — im Gegensatz
zum Trypsin — in saurer Losung liegt. Als Prototyp derselben
kann die Lieno-R-Protease gelten, welche nach J. B. Leathes))
die Eiweilstoffe ebenso tiefgreifend spaltet, wie das Trypsin.
Nun haben diese Enzyme gegeniiber dem Pepsin die Eigentim-
lichkeit, daf3 ihre Wirkung bei Gegenwart von organischen
Séuren ebenso kréftig ist wie bei Gegenwart der aquivalenten

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 43 (1900).
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, S. 360 (1906).
3) Zeitschrift f. Biologie, Bd. XL, S. 117 (1900).

<) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S. 341 (1901), und S. 530 (1901).
5 Journal of physiology, Bd. XXVIII, S. 360 (1902).
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Menge Salzsaure. Es schien mir daher interessant, die Wir-
kung dieser Fermentlosungen auf Glupein bei Gegenwart von
Essigsdure festzustellen. Hierbei zeigten sich nun aber Ergeb-
nisse, welche ich vorlaufig nicht alle zu erklédren vermag. Das
kéufliche Pepsin, welches bei Gegenwart von Salzsaure eine
Hydrolyse hervorrief, wirkte bei Gegenwart der &quivalenten
Menge Essigsaure nicht oder nur in geringem Grade (Ver-
suche 3 und 4). Das Extrakt der Magenschleimhaut war weder
in salzsaurer noch in essigsaurer Losung erheblich wirksam
(Versuche 1 und 5). Der Fistelmagensaft des Hundes hingegen,
der in salzsaurer Lésung nur eine sehr geringe Zersetzung des
Clupeins herbeigefuhrt hatte (Versuch 2), wirkte in essigsaurer
Losung recht kréftig (Versuch 6).

Versuch 4.

Einwirkung ké&uflichen Pepsins auf Cligmnwrtat hei Gegenwart
von Essigsaure.
Die Stickstoffmenge in 2,5 ccm der Clupeinacetatlasung ent-
spricht 5,HO ccm nio-Saure (Kjeldahl-Bestimmung). Pepsin-
lésung und Cligjeinlésung zu gleichen Teilen vermischt.

Durch Gerbsaure nicht fallbarer Stickstoff in Kubik-
zentimetern n/io-Saure

|

a) b) 0 LR )
Versuchs-  in 25cem  m o ccm | mGIZ’S CCM in Prozenten des
tage Pepsinlésung  Mischung mﬁﬂﬁ'g' Glupeinstickstoffs
1 0,30 1,50 1,20 20,7
2 0,34 1,50 1,16 20,0
3 0,30 1,70 1,34 23,1
4 0,34 1,78 1,44 24.8
Versuch 5.

Das Extrakt der Schweinemagenschleimhaut wurde zuerst neu-
tralisiert, dann Essigsaure zugefigt, bis ihr Gehalt in der Flussig-
krit 0,25°lo entsprach.

Die Stickstoffmenge in 2,5 ccm  Glupeinchloridlésung ent-
14*
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spricht (>,08 ccm n 10-Saure (Kjeldahl-Bestimmung). 1 Vd. des
S<hneinerringensciftcs mit 2 Vot. Clupeinlésnng gemischt.

Durch Gerbsaure nicht fallbarer Stickstoff in Kubik-
zentimetern n/to-Séure

a) h) ) d) >) i 0
in 1,07 ccmin 5¢cem der jn 333 com in 25 cem in Pro-

Versuchs- 3 i

lage Magen- M&%%%Si%tt der Clupein- derCupein.:-;-~
saft  mischung | 18sung losung  Stickstoffs

1 1.25 2,63 1,38 1,05 17,3

2 1,43 300 157 1.10 19,

3 1.50 3.05 1.55 1.17 10.2

5 148 328 180 . L3 | 224

j I R

Versuch 6.

FAmcirkung des Magenfistehuftes vom Hund auf Clupeinacetat
in essigsaurem Medium,

Die Stickstoffmenge in 2~> van der Clupeinacetatlosung ent-

spricht (1,0/) ccm n w-Saure (Kjeldahl-Bestimmung). Magen-
fistelsaft und Clupcinlésung zu gleichen Teilen vermischt.

Durch Gerb»sdure nicht fallbarer Stickstoff in Kubik-
zentimetern n/io-Séure

a) b o) e f)
Versuchs- ml\/zlés ef]cm in 5ccm i”C|215 CCM in Prozenten des
tage tistegllsaft Mischung ﬁﬁ:g' Uupeinslickstoffs
1 0,68 1,53 0,85 141
2 0,68 3.05 2.37 39,2
3 0,75 3,58 12,83 . 46,8
5 0.70 f 3,95 1.3.25 ‘ 53.7

Es ergibt sich also aus diesen Versuchen, dal3 die Pepsin-
salzsaure in den meisten Féallen keine Zersetzung des Protamins
herbeigefiihrt hatte, dal jedoch bei zwei Versuchen (Vers. 3
und 6) eine Umwandlung des Protamins zu beobachten war.
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Trypsin.

Dieser Versuch wurde ausgefihrt, um festziisteHen, in
welcher Weise sich die von A. Kossel und A. Mathews bereits
fruher beobachtete Zerlegung der Protamine durch Trypsin
bei dem Gerbsaureverfahren zu erkennen gibt. Aus der fol-
genden Tabelle ist zu ersehen, daB das von mir benutzte Ver-
fahren in diesem balle eine fast vollige Zersetzung anzeigt.

Versuch 7.
Einwirkung kauflichen Trypsins auf (luptinacetat in 0,25 "loiger
Na2CO$-Losung.
Die Stickstoffmenge in 2,5 ccm der (lupeinacetatldsung ent-
spricht 5,82 ccm [ho-Séure (Kjeldahl-Bestimmung). Trypsin-
lésung und Clupeinlésung zu gleichen Teilen cermischt.

Durch Gerbsaure nicht fallbarer Stickstoff in Kubik-
Zentimetern n/io-Saure

3 . ) g 0
versuchs- |r]|_r255|cr$m in 5ccm I 2.5 CCM iy prozenten des
lage yp Mischun Clupein- L. -~
I6sung g losung  ClipeinstickstnfTs
: 0.7 2,03 1.33 22.9
2 0.7 63, 543 | 933
3 0 1 013, M3 933
6

0,7 6,08 5,38 92,4

Lieno-R-protease (Hedin).

Die Wirkung dieses Ferments auf Protamin ist bisher
noch nicht untersucht worden. Zur Darstellung der Lieno-
3-Protease aus der Milz vom Rind benutzte ich das von Hedin
angegebene Verfahren. Die Versuche in salzsauren und essig-
saurer Loésung fuhrten zu folgenden Resultaten:

Versuch 8.
Einwirkung der Lieno-$-protease auf Clupehvacetat in essigsaurem

Medium (0,2°l0).
Die Stickstoffmenge in 2,0 ccm der Clnpeinacetatlésuntj ent-
spricht 5,82 ccm nfio-Saure (Kjeldahl-Bestimmung). Lieno-B3-

proteaselésung und (lupeinldsung zu gleichen Teilen eermischt.
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Durch Gerbsaure nicht fallbarer Stickstoff in Kubik-
zentimetern n/io-Saure

a) b c) c) 0
Versuchs- I_I?enzdsﬁcspo | in 5 ccm i”C|2:5 CCM in Prozenten des
-R-pro- . upein- .
tage teaselosung Mischung l6sung Clupeinstickstoffs
|
1 0,58 ! 1,38 0,80 13,8
2 2.88 3.70 1.32 22,8
3 2,45 4,28 1,83 31,4
-V B 2,80 4780 2.20 38.0
L |
Versuch 9.

Einwirkung dir Lieno-R-jtrotease auf Clujmnchlorid im salzsauren
Medium (0,1°lo).
Die Stickstoffmenge in 2,5 ccm  Clupeinchloridlésung ent-
spricht 5,05 ccm n/io-Saure (Kjeldahl-Bestimmung). Lieno-$-
proteaselésung und C/upeinlésung zu gleichen Teilen vermischt.

Durch Gerbsaure nicht fallbarer Stickstoff in Kubik-
zentimetern n/io-Séure

a) ) ) ) f)
Versuchs- L'_” 2-58 cem ' in 5 com mG|2’5 CCM in Prozenten des
ieno-R-pro- |, upein- | -
tage teaseldsung Mischung I6sung Clupeinstickstoffs
1 0.35 1,05 0,70 13,9
2 0,43 1,00 0,66 13,1
3 0,43 1,13 0,70 13,9
5 0,45 1,35 0,90 17,8

Bei Gegenwart von Essigsdure hatte eine kréaftige Zer-
setzung des Clupeins stattgefunden, in dem Salzséureversuch
war das Resultat ein undeutliches und zweifelhaftes.

Hefeprel3saft.

Auch Uber die Wirkung des in der Hefe vorhandenen
proteolytischen Enzyms auf Protamine lagen bisher keine Be-
obachtungen vor. Ich benutzte zur Gewinnung des Prel3saftes
GetreidepreRhefe und liel} den Saft bei Gegenwart von Citronen-
saure, Phosphorsdure und Salzsdure auf Clupein einwirken.
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Versuch 10.

Einwirkung des HefepreRsaftes auf Clupeinavetat in citronen-
saurem Medium (0,2nlo).
Der HefepreRsaft hatte vor dem Versuch 24 Stunden lang
im Brutofen gestanden.
Die Stickstoffmenge in 2,a ccm der Clupeinacetatldsung ent-
spricht 6,03 ccm nho-Séure (Kjeldahl-Bestimmung).

Durch Gerbsaure nicht fallbarer Stickstoff in Kubik-
zentimetern n/io-Saure

a) b) o i o g}) | 9
) . . : Pro-
Versuchs- in 167 com {n 6 com (M 333 comin 2.5 ccm Zelrr:tenr%es
m. der Clupein-, der Clupein-! .
tage PreBsaft  Mischung @ losung | | Clupein-
‘ losung  stickstoffs
| ¢ mmml .
1 6,08 665 | o057 08 1 .
2 6,68 740 A 072 0,54 9.0
I * !
3 6,63 7.80 L2710 095 . 158
5 6,05 8.75 220 165 27,4

Versuch 11.

Einwirkung des Hefeprefsaftes auf Clupeinacetat in phosphor-
saurem Medium (0,2°lo).
Der PreRsaft hatte vorher 24 Stunden lang im Brutofen
gestanden.
Die Stickstoffmenge in 2,3 ccm der Clupeinacetaldsung ent-
spricht 6,03 ccm nho-S(iure (Kjeldahl-Bestimmung).

Durch Gerbsaure nicht fallbarer Stickstoff ini Kubik-
Zentimetern n/to-Saure

a) b) C) | d) -> A\ 1)
! b i I in Pro-
Versuchs- in 1,67 ccm in 5 ccm in 3,33 'ccm n 2,5 _ccm. d
| PreRsaft  Misch Clupein- Clupein- Z?ltjgeines
age relssa Ischun .. . -
g 9 16sung I6sung stickstoffs
A
! 5,05 5,23 0,18 0,14 2,2
2 530 | 625 7 0,95 0,75 12,4
3 535 . 7,08 | 173 127 .. 210
5 530 . 748 2,18 1,64 27,1
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Versuch 12.
Einwirkung des HefepreRsaftes auf Clupeinacetat in sahsaurem
Medium (0,15°]0).

Der DreRRsaft hatte 24 Stauden lang im Brutofen gestanden.
Die Stickstoffmenge in 2,5 ccm der Clujmnacetatlésung ent-
spricht 1),90 ccm nlid-Séure (Kjeldahl-Bestimmung).

Durch Gerbsaure nicht fallbarer Stickstoff in Kubik-
zentimetern n/io-Saure

a) b) ¢) d) 1 B :
Versuchs- in 1,67 ccm in 5 ccm in 3,83 cem in 2,5 com Zelrr:teir%es

. Clupein- | Clupein- .
tage PreRsaft ~ Mischung . 16 s Clupein-
| losung | losung  stjckstoffs

\
1 5,50 5,48 0 0

2 5,58 6,45 0,87 0,65 11,0

3 5,50 0,48 0,98 0,74 125

5 5,50 7,10 1,60 1,20 20.3

Es ergab sich in allen drei Fallen eine Wirkung, die je-
doch bei Gegenwart von Salzsdure geringer, bei Gegenwart
von Citronensdure und Phosphorsédure deutlicher ausgepragt war.

Es ist aber nicht angéngig, aus diesen Versuchen allge-
meinere Schlisse beziglich der Wirkungsweise dieser S&uren
abzuleiten. Dazu ist die Zusammensetzung der betreffenden
Flussigkeiten (PreRsafte, Organextrakte) zu wenig bekannt und
offenbar wird die Wirkungsweise der verschiedenen Sduren erst
durch Feststellung der lonenkonzentration aufzuklaren sein.

Wahrend mit den HefepreRséften eine unzweifelhafte Ver-
mehrung der durch Gerbséure nicht fallbaren Stoffe nachge-
wiesen wurde, gelangte ich bei Anwendung eines Extrakts von
«Zymin* nicht zu einem positiven Ergebnis. Bei diesen Ver-
suchen war die Vermehrung der durch Hedins Reagens nicht
fallbaren stickstoffhaltigen Bestandteile so gering, dal’ sie in
das Bereich der Versuchsfehler fiel, und zwar zeigte sich dies
sowohl bei der Wirkung auf Glupein wie auf Sturin.
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Papayotin.

Endlich fand ich ein ziemlich kréaftiges Enzym in dem
kauflichen Papayotin, welches, wie die folgenden Tabellen zeigen,
sowohl in essigsaurer, wie in neutraler Ldsung schnell eine
partielle Zerlegung des Clupeins herbeifiihrt.

Versuch 13.

Einwirkung von Papayotin auf Clupeiwicetat in essigsaurem
Medium (0,2 *10).
Die Stickstoffmenge in 2,5 ccm der (‘lupeinaeeMdésung ent-
spricht 6,05 ccm nlio-Saure (Kjeldahlbestimmung).

Papayotinlosung und Clupeinlésung in gleichen Teilen ver-
mischt.

Durch Gerbsaure nicht fallbarer Stickstoff in Kubik-
zentimetern n/io-Séaure

a) L) 0) ' f)
Versuchs- }'3” 2,5 CCM  jn 5 ccm mCIZ’S CCM in Prozenten des
tage a}ggﬂ’ﬁgn' Mischung gﬁ:g’ Clupeinstickstoffs
1 443 5,68 1,25 20,7
2 473 7,50 2,77 458
3 483 7,78 2.05 48,8
5 5,05 17.75 2,70 44.6
Versuch 14.

Einwirkung von Papayotin auf Clupeimicetat in neutralem
Medium.

Die Stickstoffmenge in 2,5 ccm der Clupeinacetatlésung ent-
spricht 6,03 ccm nTo-Saure (Kjeldahlbestimmung).

Pajmjotinlésung und (ifupeinliisung zu gleichen Teilen ver-
mischt.
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Durch Gerbsaure nicht fallbarer Stickstoff in Kubik-
zentimetern n/, ,,,,Saure

3) b) ©) €) 0
Versuchs-  in 25 ¢ccMm  jn 5 ¢ccm 0N 25 ¢€M iy prozenten des
tage Papayotin-— \ricchung  Clupein- o iokstoff
dsung lésung Clupeinstickstoffs
1 3,90 4,18 0,28 4,6
2 4,20 6,48 2,28 378
3 413 6,73 . 2,60 431
5

425 675 2,50 413

Die obigen Untersuchungen lassen eine Tatsache sehr
deutlich hervortreten: némlich die Existenz einer Reihe von
Enzymen («[-Proteasen»), die in schwachsaurer Ldsung eine
partielle Zerlegung der Protamine, wie der komplizierteren
Proteinstoffe) bewirken. Zu diesen gehoren die «Lieno-R-Pro-
tease» (Hedins), die «Endotryptase» (Hahn und Geret), so-
wie das Papayotin. Die Wirkung des Pepsins, die sich in ein-
zelnen Féllen und nur in geringerem Male zu erkennen gab,
ist wahrscheinlich auf beigemischte R-Proteasen zuriickzufiihren.



