Beitrag zur Technik des Nachweises intracellularer Fermente.

Von

Emil Abderhalden und Hans Pringsheim.

(Ans dem physiologischen Institute der tierérztlichen Hochschule und dem chemischen
Institute der Universitat zu Berlin.)
(Der Redaktion zugegangen am 15. Februar 1910.)

Fir den Nachweis intracelluldrer Fermente besitzen wir
zurzeit im wesentlichen nur zwei Methoden, einmal die Ver-
folgung des Abbaus bestimmter Verbindungen durch autoly-
tische Prozesse und zweitens die Darstellung von PreRséften
aus Geweben. Die erstere Methode hat manche Nachteile.
Sie ist im allgemeinen vor allem nicht zu quantitativen Ver-
suchen geeignet, weil bei der Autolyse ein ausgedehnter Abbau
der verschiedenartigsten Substanzen stattfindet und die mannig-
fachsten Prozesse nebeneinander herlaufen. Eine bedeutend
elegantere und Ubersichtlichere Methodik ergibt die Verwendung
von nach der Methode von E. Buchner dargestellten PreR-
saften. Die meist wenig gefarbten, klaren Lésungen gestatten
auch eine Verfolgung ihrer Einwirkung auf optisch-aktive, resp.
racemische Verbindungen. Im Laufe einer groRen Reihe von
Untersuchungen hat sich nun herausgestellt, dal die in Ublicher
Weise durch Verreiben von Geweben mit Quarzsand, Vermengen
mit Kieselgur und Auspressen unter einem, bis zu 300 Atmo-
sphéaren gehenden Druck, hergestellten Pre3séfte in vielen Fallen
keine Einwirkung auf bestimmte Verbindungen ergeben, trotz-
dem unzweifelhaft die gesuchten Fermente in den untersuchten
Geweben vorhanden waren. So beobachteten wir wiederholt,
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dal) PrefRséfte von Pilzen Polypeptide nicht spalteten, wéhrend
bei der Verwendung des Mycels eine Spaltung nachweisbar
war. Sehr instruktiv lassen sich diese Befunde durch Ver-
wendung von Seidenpepton gestalten. In Féllen, in denen der
dargestellte Prel3saft weder Polypeptide noch Pepton spaltete,
erwies sich die ausgeprefite Kieselgurmasse als fermenthaltig.
Waurde der nach dem Auspressen verbleibende Rickstand mit
einer 10—20°/oigen Seidenpeptonldsung durchgeknetet und
dann das Gemisch bei 37° aufbewahrt, dann beobachtete man
schon innerhalb 24 Stunden das Auftreten zahlreicher (einer
Knétchen. Es sind dies Drusen von Tyrosinkrystallen. Diese
Beobachtung, die mit den von Pringsheim und Zemplénl)
bei Versuchen uUber Polysaccharide spaltende Fermente ge-
machten Befunden (bereinstimmt, zeigt, dal es ganz unmdoglich
ist, Pre3s&fte von Geweben als Kriterium fiir die An- resp.
Abwesenheit von Fermenten speziell der Gruppe der proteo-
lytischen zu verwenden. Nur der positive Befund laRt Schliisse
zu. Negative Resultate schlielen die Mdglichkeit ein, daf die
Fermente nicht in den Prel3saft Ubergegangen sind. Man wird
in Zukunft bei derartigen Untersuchungen neben dem Pref3saft
stets auch den PreRrickstand—Kieselgurzerriebenes Ge-
webe — untersuchen missen, um vor Tauschungen bewahrt
zu bleiben. Ganz analoge Beobachtungen, wie mit PilzpreR-
séften, haben wir auch bei Verwendung von tierischen Organen
gemacht. Wiederholt beobachteten wir, dal} die einzelnen Frak-
tionen der gewonnenen Pref3séfte — 1. bis 50 Atmosphéren.
2. 50—150 Atmosphéren, 3. 150-300 Atmospharen — Poly-
peptide nicht spalteten. Wurde der PreRrickstand nochmals
mit physiologischer Kochsalzlésung gut vermischt und das Aus-
pressen wiederholt, so war der PreRsaft wiederum voéllig in-
aktiv. Der PreRriickstand dagegen gab, mit Seidenpeptonlésung
durchtrankt, Abscheidung von Tyrosin.

Wir haben die eben erwahnten Beobachtungen bei der
Fortfuhrung unserer Untersuchungen ber das Vorkommen von

*) Hans Pringsheim und Géza Zemplén. Studien Uber die
Polysaccharide spaltenden Enzyme in PilzpreRsaften.- Diese Zeitschrift,
Bd. LXI1, S. 367, 1909.
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peptolytisehen Fermenten gemacht, welche Polypeptide spalten,!)
an deren Autbau optisch-aktive Aminosduren enthalten sind, die
bis jetzt nicht in der Natur aufgefunden worden sind. Die Prel3-
séfte der angewandten 14 Pilze zeigten zum grofRen Teil keine
Einwirkung auf Glycyl-I-tyrosin und auf dl-Leucyl-glycin. Posi-
tive Resultate gaben nur die PreRsafte von Aspergillus Wentii,
Fusarium vasinfectum und Sclerotina sclerotiorum.

Aspergillus Wentii.

Nahrlosung: Rohrzucker, 0.1°0 Pepton -f- (NHASO4,
Wachstum: 3. Juli bis 20. Juli 1909.
1 ccm PreRsaft.
1 » Wasser,
G » dl-Leucyl-glycinlésung (Vtooo-Mol.),
9Bo 0,53° 21. VII. 09.
1000 0,100
I'* -j- 0.-120
3°  + 0.39

«00 -f- 0.30°
900 4- 0.27¢

Fusarium vasinfectum.

Nahrlésung: Rohrzucker, Pepton.
Wachstum: 3. Juli bis 3. August 1909.
1 ccm PrefRsaft,
1 » Wasser,
5 » dI-Leucyl-glycinlésung (‘/tooo-Mol.).
1000 -1 9,252 29. viI. 09.

11°0
120
(00
300
.(.00
5,0
1000
JZOO
3°«
500

910

+ 0,229
-f 0,20°

0,20°
i 0,20°
0,20°
0,200
0,10»
0,10°
0,14°
0.1-1«
0,10°

30. VII. 09.

31. VII. 09.

’) Emil Abderhalden und Hans Pringsheim, Studien Uber
die Spezifizitdt der peptolytisshen Fermente bei verschiedenen Pilzen.
Diese Zeitschrift. Bd. LIX. S. 219, 1909t
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Sclerotinia sclerotiorum.

Na&hrldsung: Rohrzucker, Pepton, schwefelsaures Ammoniak.
Wachstum: 10. Juli bis 1 August 1900.
1 ccm PreRsaft,
1 » Wasser,
5 » dl-Leucyl-glycinlésung (7.000-Mol.j."
£ 020 5. VI 09. ™+ 025@ 5. VIII. 09.

HO« __ 0,10° 12 4+ 0,000

um — 0,20° 1@ 4- 0,06®

120 _ 045° joo _ oo08*

120 — 065@ 30 0,55@

Loo — 0,70° 5% — 0,72®

3° — 0,90@ 56 — 0,78®

% __ 0,910 o6« — 0,82"

o5 — 0,90@ 8% — 09® 0. VIII. 09.
<0 — 0,88®

8»» — 0,92° 6. VIII. 09.

Sclerotinia sclerotiorum.
N&hrlésung: Rohrzucker. Pepton, schwefelsaures Ammoniak.
Wachstum: 10. Juli bis 4. August 1909.
1 ccm PreRsaft,
1 » Wasser,
5 » Seidenpeptonldsung. 5»/uig.
10°0 — 1,00» 5. VIII. 09.

11&» — 0,87®
loo __ 0190»
Ao _ 087»
% — 0,60» schwer ableshar.
630 — 0,56»

8» — 0,60» 6. VIII 09.
Wir haben an Stelle der Polypeptide aueh Seidenpepton
gewahlt und hier meist Spaltung erhalten. Nur in funf Féallen

blieb die Spaltung ganz aus. Durch Ziichtung auf Witte-Pepton
konnte bei zwei Pilzen — Pénicillium glaucum, Mucor javanicis__

Abbau von Seidenpepton nachgewiesen werden. In mehreren
Fallen spaltete das Mycel des Pilzes auch dann, wenn mit dem
FreRsaft ein Abbau von Seidenpepton nicht nachweisbar war.

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tber die Ein-
wirkung verschiedener Pilze auf Seidenpepton. -f- bedeutet,
daB das Seidenpepton gespalten wurde.
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Art des Pilzes Né&hrlésung * Wachstum Spaltung
1. Aspergillus VVentii . . . Rohrzucker  28. Juli bis 24 Okt. 09 4-
(Nn4),sot 28. » » 10. Nov.09
2. Monilia sitophila . - - - desgl. 16. » » 24. Okt. 09 L
3. Mucor javanicus - - - - ) 10. Mérz bis 24. Okt.09
) * ) ' ' —
4 | Pepton 8.—13. Jan. 10 miroslko Japl
! von Ha U-ri -
Pflaumendekokt 0. Dez. bis 5. Jan. 10  — 8, Jan.
6. Aspergillus niger ... . Rohrzucker 9.—11. Nov. 09 -f 12. Niv
(X114),S04
7, » orycae . . . desgl. 9.-11. » 09 H- i
8. Pénicillium dubium . . . 9.—17. » 09 4- jo.
9 » glaucum . . . » 9.-29. » 09 — 8 U
10. ot - - - - Pllaumendekokt  9.—17. Dez. 09 — 20.
1L v » S Pepton 14. Dez. bis 4. Jan. 10‘ -f- 5. Jan
12, h (glaucum??) .
ahnliche Form . . . . Rohnucker (NH4).S04 spaltet st:.-uk
13. Trichothecium roseum . . Rohrzucker, 24. Nov. bis 5. Jan. 10 ~ — s. Jan
| Pepton, (NH4)2S04
» » Pepton L — —
1». Mucor rhizopodiformis . . Glukose, Glutaminsaure .~ 10.-22. Juli 09
15. Merulius lacrimans . . . Papier. (NH4)2504 8. Juli bis 11. Nov. 09
10. Coniophora . . . ... » 16. » » 22. » 09 —
17. Mucor corymbifer . . . . Rohrzucker ~ 23. Nov. bis 2. Dez. 09  — s. -
(NH)2504
IS. Sclerotinia sclerotiorum . Rohrzucker. 11.-25. Nov. 09 + =7 N
Pepton (NH4)aS04
19. desgl. 16. Nov. bis 1. Dez. Qil  rv. v
20. Irifoliorum . . » 5. » » 14 » 09
Rickstand
21. Pénicillium purpurogenum  Glukose, Glutaminsaure  15. Nov. bis 3. Dez. 09 4= 6. 1ter.
22. i Rohrzucker 11.-22. Nov. 09 -
i (NH4),S04
20. Glukose, 6. Dez. bis 4. Jan. 10 Myeel + V.
Glutaminsaure [ > i sohwach 1% ia
|Ruckstand + = J!
24, Hyphomyces rosellus . . Rohrzucker  21. Juli bis 24. Okt. 09' A
(NH4)sso4
25. » » .- Rohrzucker, 15.-22. Nov. |  Mycel -
Pepton (NH4),,S04 j PreRsaft —
26. Fusarium vasinfectum . . desgl. 15. Nov. bis 8. Dez. 09: Mycel + 1~ O
iRucktand + 17 [>-
[Prersaft + 11.1»
27. ) * .. traubeasaorei Ammon 16. » » 9. » 09 -F 10. De:

") Zuerst steht die Kohlenstoff-, dann folgt die SlickstofTquelle. Als Salze wurden
KH,P04. MgS04. NaCl und Spuren von FeS04 gegeben.



