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Vorwort. 

Das Studium der Fermente nimmt neuerdings einen breiten 
Raum in der biologischen Forschung ein, und es unterliegt keinem 
Zweifel, daB der lnteressentenkreis dieser Forschungsrichtung in 
Zukunft eine noch weit groBere Ausdehnung erfahren wird, als 
das bisher der Fall war. Denn es hat sich gezeigt, daB nicht 
allein Fragen rein theoretischen Charakters auf diesem Gebiete 
der Erledigung harren, sondern daB auch die praktische Medizin, 
insonderheit die Diagnostik hier reiehe Friichte ernten kann. Es 
sei nur daran erinnert, von welcher Bedeutung die Fermentstudien 
fiir die Diagnostik. der Pankreaserkrankungen und der Nieren­
krankheiten geworden sind, und welche Forderung das Problem 
der friihzeitigen Erkennung der Sehwangerschaft durch sie er­
fahren hat. 

In dieser Erkenntnis bin ich gerne der mir vielfach gewor­
denen Anregung gefolgt und habe aIle Methoden, soweit sie sich 
fiir das Studium der Fermente als brauchbar und wertvoll er­
wiesen haben, in dem vorliegenden Buche zusammengestellt. 
leh tat dies urn so lieber, als ich mir durch eigene jahrelange 
Betatigung gerade auf diesem Gebiete einige Erfahrungen an­
geeignet habe, dann aber auch deshalb, wei! trotz der groBen 
Zahl von Lehr- und Handbiichern kein Buch existiert, in dem 
samtliche Fermentmethoden wiedergegeben sind, und in dem sie 
eine Darstellung gefunden haben, wie sie die praktische Labora­
toriumsarbeit verlangt. 

leh habe mich bemiiht, alles Dberfliissige fortzulassen und 
nur das wirklich Notwendige zu bringen, dies aber in einer Form, 
daB auch der Unkundige sofort orientiert ist und ohne die helfende 
Hand des Lehrers sich zurechtfindet. Und wenn dabei manches 
ausfiihrlicher und breiter wurde, als es auf den ersten Blick 
notwendig erscheinen mag, so geschah dies aus Griinden di­
daktischer Natur. Denn ieh habe immer wieder die Erfahrung 
gemacht, daB man in der Mehrzahl der FaIle am besten tut, 
moglichst wenig beim Lernenden vorauszusetzen. 



VI Vorwort. 

Von den bisher existierenden Fermentmethoden habe ich aIle 
diejenigen beriicksichtigt, die in Theorie und Praxis Anwendung 
finden. Nur diejenigen wurden fortgelassen, welche veraltet sind 
und die unbrauchbare Resultate Hefem, und ebenso haben auch die 
mikrochemischen Fermentmethoden, da sie eine Disziplin fiir sich 
sind, hier weiter keine Beriicksichtigung gefunden. Dagegen hielt 
ich es fiir zweckmaBig, den speziellen Methoden einen allgemeinen 
Teil vorauszuschicken, in welchem der heutige Stand unseres 
Wissens von dem Wesen und der Wirkung der Fermente kurz 
skizziert ist, und in dem aIle allgemeinen Grundsatze bei der 
Fermentuntersuchung besprochen werden. . 

So hoffe ich, daB dieses Buch die Liicke, die es auszufiillen 
bestimmt ist, auch tatsachlich ausfiillen und allen, die sich auf 
dem Gebiete der Fermentforschung selbstandig betatigen wollen, 
eine brauchbare Unterstiitzung gewahren wird. 

Berlin, Juni 1913. J. Wohlgemuth. 
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Allgemeiner Teil. 

1. Wesen nnd Eigenschaften der Fermente. 
Will man fUr den Begriff "Fermen t" eine dem heutigen Stande 

unseres Wissens entsprechende Definition geben, so kann das 
nur so geschehen, daD man die Fermentwirkung definiert. 
Denn die Fermente seIber sind uns in ihrer chemischen Zusammen­
setzung bis auf den heutigen Tag noch ganzlich unzuganglich ge­
blieben. Was wir aber von ihnen bisher recht genau kennen, 
und was uns ermoglicht, ihre Eigenart einigermaDen zu beurteilen, 
das sind die Wirkungen, die sie auf fremde Substanzen auszuiiben 
imstande sind. Diesen ihren Wirkungen hat man an die Seite ge­
steIIt die Wirkung der Katalysatoren. Unter Katalysatoren 
sind nun nach Ostwald Stoffe zu verstehen, welche durch ihre 
Gegenwart Anderungen in der Reaktionsgeschwindigkeit chemi­
scher Vorgange bewirken, ohne selbst in den Endprodukten der 
Reaktion zu erscheinen. Hiernach wiirde also ein Ferment 
als ein Katalysator zu charakterisieren sein, der von 
der Ie benden Zelle produziert wird und die Fahigkei t 
besitzt, chemische Vorgange, die an sich nur langsam, 
mitunter gar nicht merkbar und darum mit kaum meD­
barer Reaktionsgeschwindigkeit verlaufen, unter groDer 
Beschleunigung zu Ende zu fiihren. 

In der Tat existieren eine Reihe wichtiger Momente, die auf 
eine Zugehorigkeit der Fermente zu den Katalysatoren hinweisen. 
So hat sich feststellen lassen, daD ebenso wie bei der Kata­
lyse auch bei den Enzymwirkungen die Reaktionsgeschwindig­
keit abhangig ist von der Menge der zugesetzten wirksamen Sub­
stanz, daD die Menge der wirksamen Substanz bei beiden Prozessen, 
bei dem katalytischen wie bei dem fermentativen, verschwindend 
klein ist im Verhaltnis zur Menge des von ihr umgewandelten 
Stoffes, und daD beide, das Ferment sowohl wie die Metallsole, 
wahrend der Reaktion keinen wesentlichen Veranderungen unter­
worfen sind. Weiterhin zeigen beide Phanomene eine groDe 

w ohlge m u th, Fermentmethoden. 



2 Wesen und Eigenschaften der Fermente. 

Abhangigkeit in ihrer Wirksamkeit von auBeren Einfliissen, ja 
sogar von Giftwirkungen, und endlich hat sich neuerdings 
auch herausgestellt, daB ebenso wie die Fermente eine spe­
zifische Wirkung, sei es spaltender, sei es synthetischer Natur, 
entfalten, auch die Kontaktwirkung anorganischer gewohnlicher 
Katalysatoren in einzelnen Fallen weitgehend spezifisch sein 
kann. Kurzum die Dbereinstimmung zwischen Enzymen und 
Katalysatoren ist eine so vielseitige, daB man in der Tat 
gezwungen ist, von Fermenten als Katalysatoren zu sprechen. 
Immerhin diirfte ein Punkt in dieser fast allgemein aner­
kannten Definition fUr manchen noch schwer verstandlich sein, 
das ist die Auffassung, daB das Ferment nicht eine be­
stimmte Reaktion auslost, sondern nur eine schon bestehende 
Reaktion beschleunigt. Es kann nicht geleugnet werden, daB bin­
dende Schliisse fUr eine solche Annahme einstweilen noch nicht 
existieren. 

Auch sonst gibt es noch manches, was dringend der Aufklarung 
bedarf. So ist es noch vollig unklar, wie ein fUr ein Ferment spezi­
fischer ProzeB in die Wege geleitet wird, welche chemischen Vor­
gange dabei eine Rolle spielen. Dariiber wissen wir ebensowenig, 
wie wir von dem Mechanismus der katalytischen Wirkung naher 
unterrichtet sind. Bei beiden Prozessen ist man geneigt eine 
sogenannte Zwischenreaktion anzunehmen, die in einer 
intermediaren Bindung des Enzyms an das Substrat 
best eh t. Zwar ist bisher ein direkter chemischer Beweis fUr eine 
solche Bindung zwischen Ferment und Substrat, die natiirlich 
an dem Orte ihrer spezifischen Atomgruppierungen vor sich gehen 
miiBte, noch nicht erbracht worden, doch sprechen Hanriots 
Studien iiber die Lipasen und Henris Arbeiten iiber Invertase, 
Diastase und Emulsin sehr zugunsten einer solchen Annahme. 
Ebenso haben neuerdings Abderhalden und Gigon einen sehr 
interessanten Beitrag zu dieser Frage geHefert. Sie stellten namlich 
fest, daB HefepreBsaft seine Tatigkeit, Glycyl-I-tyrosin zu spalten, 
zum groBten Teil einbiiBt, sofern sie ihm Aminosauren zusetzten, 
aber nur dann, wenn sie die natiirlichen optisch aktiven Amino­
sauren anwandten, wahrend Zusatz ihrer optischen Antipoden 
fast ohne EinfluB auf den SpaltprozeB blieb. Dieser Unterschied 
in der Wirkung diirfte wohl so zu erklaren sein, daB die natiirlich 
vorkommende Aminosaure einen Teil des Fermentes, das auf 
sie eingestellt war, mit Beschlag belegte und so die Wirkung des 
HefepreBsaftes von dem Substrat ablenkte, wahrend das Ferment 
zu den in der Natur nicht vorkommenden optisch aktiven Amino­
sauren keine oder doch nur geringe Affinitat besitzt. Die Bin­
d ung an das Su bstr at und damit di e Wirkung eines 
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Fermentes auf dasselbe ist demnach in erster Reihe 
abhangig von dessen Konfiguration. Und gerade 
hierin ist die Spezifitat der Fermente begriindet, daB 
ihre Wirkung voraussetzt einen ganz bestimmten 
sterischen Bau des Substrates, eine derartige Anord­
nung in der Atomgruppierung, daB, wie Emil Fischer 
das so anschaulich charakterisierte, das Enzym zu dem 
Substrat paBt wie der Schliissel zum SchloB. 

Hierfiir hat als erster Emil Fischer seIber mit seinen Fer­
mentstudien in der Kohlehydratreihe einen schlagenden Beweis 
geliefert. Er hat namlich unter anderem zeigen k6nnen, daB die 
Enzyme des Hefeinfuses, die Hefemaltase, nur auf Glykosidfl 
der a-Reihe wirken, wahrend das fS'-Methyl-d-Glukosid allein von 
dem Emulsin gespalten wird, daB andererseits die Methyl-I-Glu­
koside durch keines von diesen Enzymen gespalten werden, und 
daB in der gleichen Weise sich verhalten die entsprechenden, 
aus Galaktose erhaltenen Glukoside. Der Unterschied in der 
Maltasewirkung und in der Wirkung des Emulsins ist also begrundet 
in der SteHung des asymmetrischen Kohlenstoffatoms in dem 
Substrat. Das legt den Gedanken nahe, daB auch in dem sonst 
ganzlich unbekannten Fermentmolekiil mindestens ein asymmetri­
sches' Kohlenstoffatom vorhanden sein diirfte. 

Auch die Beobachtungen an den proteolytischen Fermenten, 
die in der gleichen Weise ganz spezifische Eigenschaften erkennen 
lassen, weisen darauf hin, daB hier ebenso wie bei den Kohlehydraten 
die Fermentwirkung abhangig ist von dem Vorhandensein eines 
geeigneten Angriffpunktes im Substrat. Es sei nur erinnert an 
die Resistenz von genuinem SerumeiweiB, von Globulin und von 
Leim gegen Trypsin (Michaelis, Oppenheimer) femer von 
genuinem EiweiB gegen Erepsin (Cohnheim) und an die Er­
scheinungen der Heterolyse (J aco by). Noch klarer und ganz 
unzweideutig geht das hervor aus dem Verhalten verschiedener 
Fermente synthetischen Polypeptiden gegeniiber, wie dies Fischer 
und Abderhalden gezeigt haben. So hat sich beispielsweise 
fiir das Trypsin ergeben, daB es nur ganz bestimmte Polypeptide 
zu spalten vermag, und daB hierbei von ausschlaggebender Be­
deutung sind die Struktur der Polypeptide, die Zahl ihrer Kompo­
nenten und vor aHem die sterische Konfiguration ihrer einzelnen 
Glieder. Was spezieH den letzten Punkt anbetrifft, so wurde 
ermittelt, daB von den aus Racemk6rpem sich zusammensetzenden 
Polypeptiden diejenige Komponente durch das Enzym zerlegt 
wird, welche der in der Natur vorkommenden optisch aktiven 
Aminosaure entspricht, ein Verhalten, das auch der tierische 
Organismus in seiner Gesamtheit den Racemk6rpem gegeniiber 

1* 
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zeigt, mogen sie aus der Reihe der Kohlehydrate (N e u be rg, W ohl­
gemuth, Mayer) oder aus der derEiweiBspaltprodukte (Wohl­
ge m u th, Em b de n) stammen. - Auch in bezug auf verschiedene 
Ester hat man ein spezifisches Verhalten der Fermente beobachten 
konnen. So fand Dakin, daB von dem racemischen Mandelsaure­
ester durch LeberpreBsaft eine stark rechtsdrehende Saure ab­
gespalten wird, und daB der zuriickbleibende Ester linksdrehend ist. 

So sehr auch der tiefere Einblick in den feineren Wirkungs­
mechanismus der Fermente unsere Vorstellung von dem Wesen 
der Spezifitiit gefordert hat, so war doch damit fiir die Erkenntnis 
von dem chemischen Bau des Fermentmolekiils nur das eine ge­
wonnen, daB man sagen konnte, aller Wahrscheinlichkeit nach 
besitzen die Fermente in ihrem Molekiil einen asymmetrischen 
Komplex. Wie sie sonst strukturell beschaffen sind, speziell 
welche Elemente an ihrem Aufbau beteiligt sind, dariiber sind wir 
heute noch ebenso im unklaren wie vor 50 Jahren. Bereits von 
jenem Zeitpunkte an datieren die Bemiihungen, das eine oder 
das andere Ferment in reinem Zustande zu isolieren, ohne daB 
es unter der groBen Zahl der Forscher einem gegliickt ist, ein 
von jedweder Beimengung freies analysenreines Ferment dar­
zustellen. DemgemaB schwanken auch recht erheblich die Angaben 
iiber die elementare Zusammensetzung der Fermente. Die Mehrzahl 
der Autoren nimmt an, daB die Fermente stickstoffhaltig sind, 
und daB sie anorganische Bestandteile enthalten, wie Schwefel, 
Calcium und vor allem Phosphor; ferner hat man Eisen in ihnen 
gefunden und in manchen, speziell in pflanzlichen Fermenten, 
ist auch Mangan festgestellt worden. Auf Grund dieser analyti­
schen Ergebnisse hat man die Fermente zu den EiweiBkorpern 
gerechnet, und zwar eine Zeit lang zu Peptonen, dann wiederum 
in Hinsicht auf ihren konstanten Phosphorgehalt zu den Nukleo­
proteiden. So haben die Anschauungen hieriiber vielfach gewech­
selt, ohne daB bis heutigen Tages die Frage von der chemischen 
Natur der Fermente definitiv entschieden werden konnte. 

Auf Grund ihres physikalischen Verhaltens rechnet 
man die Fermente zu den Kolloiden. Nun ist ihr kolloider 
Charakter aber kein so ausgesprochener, daB sie aIle Eigen­
schaften der Kolloide im Sinne Grahams besitzen. Sie sind zwar 
unloslich in konzentrierten Salzlosungen, d. h. sie werden ebenso 
wie die kolloidalen EiweiBlosungen durch konzentrierte Salz­
lOsungen ausgesalzen und haben gleich Kolloiden in hohem MaBe 
die Fahigkeit sich auf andere kolloidale Substanzen (EiweiB, 
kolloidales Eisenhydroxyd) oder auf Stoffe mit sehr groBer Ober­
flachenwirkung (Kohle, Ton, Kaolin, Kieselgur, Baryumsulfat, 
Calciumphosphat) niederzuschlagen. Aber eines der Haupt-



Wesen und Eigenschaften der Fermente. 

charakteristika fUr Kolloide, die ganzliche Unfahigkeit tierische 
und pflanzliche Membranen zu passieren, trifft fUr die Fermente 
nicht vollkommen zu. Solange zwar die Fermente sich in 
Lasungen mit anderen kolloidalen Substanzen befinden, sind 
sie auch nicht imstande zu dialysieren. Wenn man sie aber 
reinigt und von allen kolloidalen Beimengungen maglichst griind­
lich befreit, so erlangen einige von ihnen doch schlieBlich die Eigen­
schaft, tierische und pflanzliche Membranen zu passieren. Sie 
haben also zum Teil auch .Ahnlichkeit mit der anderen Karper­
klasse, den Kristalloiden, und geharen deshalb jedenfalls nicht zu 
den "Hochkolloiden". - Mit den Kolloiden haben sie wiederum 
gemeinsam die Eigenschaft, zwischen zwei Elektroden von groDer 
elektrischer Potentialdifferenz nach einer Elektrode zu wandem. 
Demnach miissen sie eine elektrische Ladung besitzen. Fiir einige 
Fermente ist das auch durch Priifung ihrer Bindungsfahigkeit 
an elektronegative Adsorbentien wie Kaolin und Mastix oder 
elektropositive Karper wie Eisen- und Aluminiumhydroxyd fest­
gestellt worden. So haben Invertin und Pepsin den Charakter 
einer Saure, da sie bei allen Reaktionen von Tonerde, bei keiner 
Reaktion von Kaolin fixiert werden. Den Charakter amphoterer 
Karper zeigen Malz- und Speicheldiastase und ebenso Trypsin, 
denn sie werden sowohl von Kaolin wie von Tonerde irre­
versibel adsorbiert (Michaelis). 

Je nachdem die Fermente den Sekreten beigemengt sind 
oder in dem Protoplasm a der Zellen eingeschlossen sich finden, 
unterschied man bis vor kurzem zwischen ungeformten Fer­
menten oder Enzymen und geformten Fermenten oder 
schlech thin Fermen ten. Unter letzterenstellte man sichorgani­
sierte, gleichsam lebende Wesen vor, deren Wirksamkeit mit dem 
Leben der Zelle selbst aufs engste verkniipft ist, wahrend man mit 
dem von K iihne eingefiihrten Begriff Enzym aIle die Fermente 
bezeichnete, die die Zelle iiberleben und von ihr getrennt noch eine 
Wirkung entfalten kannen. So galt die Spaltung des Invert­
zuckers bei der Garung in Alkohol und Kohlensaure als ein fer­
mentativer ProzeB, der mit dem Fortbestehen der Hefezelle eng 
verkniipft ist, wahrend die der Garung vorangehende Spaltung 
des Rohrzuckers als ein enzymatischer ProzeB angesehen wurde, 
der durch irgend einen von dem Hefepilz produzierten Stoff be­
dingt war. - Diese Differenzierung hat man aber aufgeben miissen, 
nachdem Buchner und Hahn gezeigt hatten, daB es gelingt 
aus der Hefe einen vollkommen zellfreien Saft zu gewinnen, der 
neben anderen fermentativen Fahigkeiten vomehmlich die Eigen­
schaft besitzt, Glukose in Alkohol und Kohlensaure zu zerlegen. 
Damit war ein fiir allemal bewiesen, daD auch diejenigen fermenta-
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tiven Vorgange, von denen man glaubte, daB sie sich nul' in 
del' lebenden Zelle abspielen konnten, losgelost von dem lebenden 
Zellprotoplasma in Erscheinung treten konnen. Dies scheint auch 
nur ganz natllrlich; denn im Grunde genommen sind doch aIle 
Fermente nichts anderes als Produkte del' Tatigkeit einer ganz 
bestimmten Zellenart. So wird das Pepsin von den Belegzellen 
des Magens, das Trypsin von Drusenzellen des Pankreas, das 
Erepsin von den Zellen del' Darmschleimhaut produziert usw. 
DaB nun in dem einen FaIle die Fermente nach auBen hin sezer­
niert werden, in dem anderen nicht, wie beispielsweise bei del' 
Zymase, ware noch kein Grund, einen so scharfen Unterschied 
zu machen zwischen geformten und ungeformten Fermenten, 
wie man das von friiher her gewohnt war. Inzwischen ist es nun 
auch bei anderen Fermenten, die man fruher ebenfalls den geformten 
zurechnete, gelungen, aus den sie ein!,chlieBenden Zelleibern 
zu isolieren, so die Enzyme aus dem Milchsaurebazillus und den 
Bieressigbakterien, und es steht zu erwarten, daB dies noch bei 
manch anderen intrazellularen Fermenten gelingen wird. 

Ein groBer Teil del' Fermente wird von del' betreffenden Mutter­
zelle nicht in aktiver, sondern in inaktiver Form produziert resp. 
sezerniert, und es bedarf dann erst des Zusammentreffens mit 
cineI' zweiten Substanz, um das inaktive Ferment, P rofe rme n t 
odeI' auch Zymogen genannt, in seinen aktiven Zustand uber­
zumhren. Die hierzu erforderliche zweite Substanz ist del' so­
genannte Aktivator. Je nachdem es sich hierbei um Korper 
organischer odeI' anorganischer Natur handelt, unterscheidet 
man zwischen Kinasen und Aktivatoren im engeren Sinne. Haupt­
reprasentant del' ersteren Gruppe ist die von Paw low im 
Darmsaft entdeckte Enterokinase; diese hat die Fiihigkeit resp. 
Aufgabe, das in dem Pankreassaft enthaltene Trypsinogen in den 
aktiven Zustand, das Trypsin, uberzumhren. Zur zweiten Gruppe 
gehoren Sauren, Alkalien und Salze, unter denen die Eisen-, Man­
gan- und Kalksalze besonders hervorgehoben zu werden ver­
dienen. - Eine Mittelstellung zwischen Kinasen und Aktivatoren 
nehmen die sogenannten Kofermente ein, die meist spezifischer 
Natur sind wie die Kinasen, dabei abel' thermostabil. Das am 
besten gekannte ist das von Harden und Young entdeckte 
Koenzym del' Hefe, das sich im gekochten HefepreBsaft findet und 
die Fahigkeit hat, die spontan unwirksam gewordene Zymase 
wieder gaTIahig zu machen. 

Wie man sich die Wirkung diesel' ganzen Gruppe von Korpern 
zu erklaren hat, ist noch vollig ratselhaft. Was speziell die Wir­
kung del' Enterokinase anbetrifft, so halten Delezenne, Dastre 
und Stassano die Enterokinase mr einen Ambozeptor im Sinne 
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Ehrlichs, der mit dem Proferment sich zu einer wirksamen 
Substanz vereinigt; Bayliss und Starling, Cannes und Gley 
dagegen glauben, daB die Kinase als Katalysator wirkt und das 
Proferment dadurch aktiviert. 

lm Sinne von Aktivatoren diirften auch die Salzsaure auf 
Pepsin und das Alkali auf Trypsin wirken. Die Rolle dieser beiden 
bei den entsprechenden proteolytischen Prozessen sucht J ac­
ques Loeb neuerdings in folgender interessanter Weise zu 
erklaren: Geht man von der Annahme aus, daB Pepsin eine 
schwache Base, Trypsin eine schwache Saure ist, so muB die 
schwache Base Pepsin mit einer Saure natiirlich ein Salz bilden 
und die gleiche Umsetzung muB stattfinden, wenn Alkali zu 
der schwachen Saure Trypsin zugefUgt wird. Macht man ferner 
die Voraussetzung, daB die katalytische Wirkung von Pepsin 
und Trypsin nicht von dem undissoziierten Molekiil, sondern 
vom Pepsin- und Trypsinion ausgeht, so wird auf einmal die for­
dernde Wirkung von Saure auf die Pepsinhydrolyse und von Al­
kali auf die Trypsinhydrolyse klar. Denn dadurch, daB die Saure 
mit der schwachen Base Pepsin und das Alkali mit der schwachen 
Saure Trypsin Salze bilden, wird die Dissoziation dieser Fermente 
und damit die Zahl der nach oben entwickelter Ansicht allein fUr 
die Fermentwirkung in Betracht kommenden Fermentionen ver­
mehrt. lnfolgedessen erhoht also der Zusatz von etwas Saure 
die Wirksamkeit von Pepsin, der Zusatz von etwas Alkali die Wirk­
samkeit von Trypsin, und zwar durch Erhohung der MaBe des 
katalytischen Agens, namlich des Enzymions. Es laBt sich so wohl 
auch verstehen, warum beispielsweise nicht alle Sauren gleich 
giinstig auf die Pepsinhydrolyse einwirken. Denn, wie wir durch 
Arrhenius und Madsen wissen, wird eine schwache Base durch 
eine schwache Saure nur unvollkommen, durch eine starke Saure 
aber vollkommen neutralisiert. Vielleicht hangt es damit zu­
sammen, daB beispielsweise Salzsaure giinstig, Borsaure und 
Phosphorsaure aber weniger giinstig auf die Pepsinhydrolyse 
wirken. - AuBer dieser Erklarung gibt Loe b noch eine zweite Mog­
lichkeit an, wie man sich die f6rdernde Wirkung von Saure und 
Alkali auf das Pepsin resp. Trypsin erklaren k6nnte, indem er 
dabei von der Voraussetzung ausgeht, daB beide Enzyme, was 
ja wahrscheinlich ist, amphotere Elektrolyte sind und durch die 
Gegenwart von Saure resp. von Alkali in elektropositive resp. 
elektronegative lonen iibergefUhrt werden. Da aber diese Be­
trachtungsweise zu dem namlichen Resultate fiihrt, solI auf sie 
nicht naher eingegangen werden. 

AlIe genannten Aktivatoren k6nnen nun aber auch, wohl 
unabhangig von dieser ihrer Eigenschaft und ahnlich wie viele 
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andere Substanzen, eine entgegengesetzte Wirkung ausiiben, 
namlich die Fermentwirkung hemmen, wenn man sie im Dber­
schuB zusetzt. Es ist darum erforderlich, fUr jeden einzelnen Fall 
die optimale Menge des Aktivators genau zu bestimmen, will 
man eine DberschuBhemmung vermeiden. 

Ebenso wie es spezifische Aktivatoren gibt, kennt man auch spe­
zifische Hemmungskorper der Fermente, sogenannte An tikorper. 
Solche Antikorper kommen in groBer Menge vor im Blutserum, 
in Organsaften und in Sekreten. Auch kiinstlich haben sich eine 
Reihe spezifischer Antifermente herstellen lassen durch Injektion 
steigender Dosen der entsprechenden Fermente in ahnlicher Weise 
wie man durch Einverleibung von Toxinen die entsprechenden 
Antitoxine erzeugt hat. Die ersten, die auf dies em Gebiete er­
folgreich sich betatigten, waren Hildebrand und Morgenroth; 
ersterer erzeugte ein Antienzym gegen Emulsin und letzterer 
ein spezifisches Antilab gegen das zur Immunisierung verwandte 
Labpraparat. Seitdem sind noch fUr eine groBe Reihe anderer 
Enzyme in der gleichen Weise spezifische Antikorper gewonnen 
worden, so gegen Lipase, Diastase (Sch ii tze), Trypsin u. a. m. 
Ob die kiinstlich dargestellten Antikorper mit den natiirlichen 
identisch sind oder nicht, ist eine bis heute noch strittige Frage, 
die wohl nicht eher ihre Erledigung find en diirfte, als bis die Wir­
kung del' Antifermente auf die Fermente selbeI' ihre Erklarung 
gefunden hat. Erwahnt sei noch, daB man den interessanten Ver­
such gemacht hat, die Spezifitat der Antifermentwirkung in del' 
gleichen Weise wie die Antitoxinwirkung durch die Ehrlichsche 
Seitenkettentheorie zu erklaren, abel' es war damit fUr die Klarung 
del' Sachlage nicht viel gewonnen. 

Viel haufigel' noch als mit den spezifischen Hemmungskor­
pel'll hat man zu rechnen mit den Paralysatoren, die eigentlich 
bei jeder Fermentl'eaktion entstehen und die reprasentiert werden 
durch die Umsatzprodukte, welche unter dem Einflusse des Fer­
mentes aus dem Substrat gebildet werden. Sie wirken mitunter 
sehr stark hemmend und fiihren meist zu einem friiheren Still­
stand del' Fermentreaktion, als dies unter gewohnlichen Bedingungen 
del' Fall sein wiirde, d. h. es stellt sich, wie Tammann sagt, ein 
"falsches Gleichgewicht" ein. Dies kann entweder so erklart 
werden, daB die Reaktion des Milieus durch die Abbauprodukte 
in einem fiir die Fermentwirkung ungiinstigen Sinne beeinfluBt 
wird, oder so, daB die Menge des aktiven Fermentes durch Bin­
dung an die intermediaren, noch spaltfahigen Substratanteile 
vermindert wird, d. h. daB die mathematische Beziehung, die 
zwischen Fermentmenge, Umsatzzeit und Umsatzmenge besteht, 
zu ungunsten eines der beiden letzteren verandert wird. In solchen 
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Fallen von "falschem Gleichgewicht" (Fermentlahmung) kann 
man aber durch Entfernung der Reaktionsprodukte, durch Ver­
diinnung mit Wasser, Erhohung der Temperatur, Zusatz von mehr 
Substrat oder mehr Enzym haufig die Reaktion zu weiterem Fort­
schreiten bringen. Demnach ist die Fermentlahmung aufzufassen 
als ein reversibler ProzeB. - Nun ist aber dieser ProzeB durchaus 
nicht in allen Fallen ein reversibler. So erfahrt beispielsweise 
das Invertin durch die Bindung des Fermentes an das Produkt 
eine bleibende Schadigung, bei der es eine Erholung nicht mehr 
gibt. Dieser Zustand ware zweckmaBig mit Fermenterscho­
pfung zu bezeichnen (Lichtwitz). 

Ein weiterer auBerordentlich wichtiger Faktor bei jeder Fer­
mentwirkung ist die Temperatur. Denn einmal sind die Fer­
mente samtlich thermolabile Substanzen, d. h. sie sind durch Hitze 
zerstorbar, andererseits ist die Wirkung des Fermentes auf das 
Substrat mit in erster Reihe abhangig von der jeweiligen Tem­
peratur des Reaktionsgemisches. Dnd zwar steigt die Geschwindig­
keit einer Enzymreaktion von gewohnlicher Temperatur aufwarts 
stark an, geht schlieBlich mit steigender Temperatur durch ein 
Maximum und nimmt dann wieder bei weiterer Temperatursteige­
rung abo Es gibt also fiir jede Fermentwirkung ein Temperatur­
optimum, d. h. eine einzige Temperatur, bei der das Enzym seine 
starkste Wirkung entfaltet. Diese ist aber durchaus keine kon­
stante GroBe, sondern hangt im wesentlichen ab von der Menge, 
der Herkunft und der Vorgeschichte des Enzyms und der Gegen­
wart anderer Stoffe (Tammann). Dieses Maximum der Ferment­
wirkung kommt, wie Bredig so anschaulich auseinandersetzt, 
zustande durch die Superposition zweier entgegengesetzter Ein­
fliisse der Temperaturerhohung. "Einmal steigt die Geschwindig­
keit der reinen ungestorten Enzymreaktion wie bei jeder anderen 
gewohnlichen Reaktion mit steigender Temperatur sehr schnell 
an. Dngefahr ebenso schnell aber steigt auch die Geschwindig­
keit der unabhangig davon verlaufenden Nebenreaktion, durch 
welche das Enzym sich zersetzt, dauernd inaktiv wird und "ab­
stirbt". Man sieht also, daB durch letztere Reaktion mit steigender 
Temperatur immer schneller ein EinfluB geltend wird, der die 
Enzymwirkung zerstort. tTberwiegt letzterer EinfluB mit steigender 
Temperatur den Gewinn an Geschwindigkeit, welchen die reine 
Enzymreaktion durch Temperatursteigerung ohne die inakti­
vierende Nebenreaktion erhalten wiirde, so kompensieren sich 
beide Einfliisse, der zerstorende und der beschleunigende, und 
die Geschwindigkeit erreicht ihr Maximum. tTberwiegt die zer­
storende Nebenreaktion die Steigerung der reinen Enzymwirkung 
durch Temperaturerhohung, so wird letztere sogar iiberkompen-
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siert werden, und die Geschwindigkeit der Enzymwirkung wird 
schlieBlich mit steigender Temperatur abnehmen, ja sogar Null 
werden, wenn, alles Enzym bei der hohen Temperatur besonders 
schnell vernichtet wird. - Man sieht jetzt auch, warum sich die 
Temperatur des Maximums mit der Vorgeschichte so stark ver­
schieben laBt. Die Temperaturen, bei welchen das System bei 
der Vorwarmung gehalten wird, haben nach den Gesetzen der 
chemischen Kinetik, wie Tammann gezeigt hat, den allergroBten 
EinfluB auf die Geschwindigkeit der inaktivierenden Nebenreak­
tion wahrend dieser Vorwarmung, und je nach der verschiedenen 
Dauer der Vorwarmung bei denselben oder verschiedenen Tempera­
turen werden auch verschiedene Mengen wirksamen Enzyms 
zu Beginn der Beobachtungszeit bereits verschwunden sein. - Da 
die Geschwindigkeit der inaktivierenden Nebenreaktion gerade 
wie die Geschwindigkeit gewohnlicher Reaktionen so ungeheuer 
mit der Temperatur sinkt, ist es auch erklarlich, daB viele Enzyme 
bei del' Temperatur + 700 bis 1000 sehr schnell zugrunde gehen, 
dagegen auf die niedrigsten Temper,aturen, sogar mit fliissiger 
Luft auf - 1910 abgekiihlt, nichts an ihrer Wirksamkeit verlieren 
(Poserski, Bickel). 

Diese auBerordentliche Empfindlichkeit der Fermente gegen­
libel' Temperaturen, die 700 oder 800 0 iibersteigen, besteht abel' 
nur dann, sofern sie sich in Wasser gelost finden. In trockenem 
Zustande dagegen konnen verschiedene Fermente ein Erhitzen auf 
1000 0 oder sogar auf 150-1600 0 ertragen, ohne von ihrer Wirk­
samkeit einzubiiBen. Aller Wahrscheinlichkeit nach spielt bei 
del' Empfindlichkeit gelOster Enzyme schon verhaltnismaBig 
geringen Temperaturen gegeniiber die Dissoziation des Losungs­
mittels, also die Ionen des Wassers, eine Rolle. Finden sich in dem 
Losungsmittel neb en dem Ferment noch Salze odeI' Substanzen, 
auf welche das Ferment eingesteUt ist, so vermogen diese gleich­
sam das Ferment vor dem schadigenden EinfluB hoher Tempera­
turen bis zu einem gewissen Grade zu schiitzen, und man erklart 
sich diese Schutzwirkung so, daB das Ferment mit den Salzen 
resp. dem Substrat eine chemische Bindung eingeht, die hitze­
bestandiger ist als das Ferment in seinem freien Zustande. Dies 
konnte bisher gezeigt werden fiir das Invertin (O'Sullivan und 
Thomson), fiir die Diastase (Moritz und Glendinning, Wohl) 
und fiir das Lab (Bearn und Oramer). Fiir das Pankreassteapsin 
scheint aber diese GesetzmaBigkeit nicht zuzutreffen (Donath). 

AuBer der Temperatur verdient noch ein anderes physikalisches 
Moment beim Arbeiten mit Fermenten einige Beriicksichtigung, 
das ist der EinfluB der Lichtstrahlen. So weiB man bei­
spielsweise, daB Maltase, besonders aber Ohymosin schon durch 
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diffuses Tageslieht nieht unerheblieh in ihrer Wirkung gesehiidigt 
werden. Darum empfiehlt es sieh, diese Fermente, will man sie 
lange gut wirksam erhalten, in dunklen GefiiBen aufzubewahren. -
Andererseits sind neuerdings Liehtstrahlen bekannt geworden, 
welche fordernd auf bestimmte fermentative Prozesse wirken 
konnen, aber nur in Gegenwart bestimmter fluoreszierender Stoffe, 
sogenannter Sensibilisatoren (Tapeiner und Jodlbauer). 

Wahrend wir uns bisher ausschlie13lich beschaftigt haben 
mit den zersetzenden Eigenschaften der Fermente und den Be­
dingungen, die auf sie von forderndem resp. hemmenden EinfluB 
sein konnen, miissen wir uns nun noch klar dariiber werden, daB 
die Fermente teilweise auch der entgegengesetzten 
Wirkung fiihig sind, d. h. daB sie auch synthetische 
Prozesse vollfiihren konnen. Diese Auffassung von den 
synthetischen Fahigkeiten der Fermente hat anfiinglich nicht ge­
ringe Schwierigkeiten bereitet, weil man allgemein der Ansicht 
war, daB Enzymwirkungen zu den exothermalen Prozessen ge­
horen, d. h. daB die Summe der bei ihnen neu entstandenen 
Produkte eine geringere Verbrennungswarme besitzt als der ur­
spriingliche Stoff. Da nun die Synthesen gewohnlich endo­
thermale Prozesse sind, also zu ihrem Verlauf einer Aufnahme 
von Warme bediirfen, und da man annahm, daB es endothermale 
Enzymwirkungen n i c h t gibt, so war man dementsprechend der 
Ansicht, daB Enzyme keine Synthesen bewerkstelligen konnten. 
Die Erfahrung der letzten Jahre aber hat uns gelehrt, daB auch 
enzymatische Hydrolysen reversible Prozesse sein konnen, die zu 
einer Synthese fiihren, d. h. daB der gleiche Katalysator die 
Reaktion in verschiedener Richtung beeinflussen kann, je nach 
der Konzentration der vorhandenen Substanzen. 

Das erste Beispiel fiir eine solche Reaktion erbracht zu haben, 
ist das Verdienst von Crofft-Hill. Er beobachtete namlich bei 
del' Behandlung einer stark konzentrierten Trau benzuckerlOsung 
mit Maltase eine Drehungsanderung und eine Abnahme des Re­
duktionsvermogen, die auf eine Bildung von Maltose schlieBen 
lie13en. Allerdings wies spater Emmerling nach, daB es sich 
bei dieser Versuchsanordnung nicht um die Entstehung von Mal­
tose sondern eines Isomeren, der Isomaltose handelt. Fische r 
und Armstrong gelang dann mittels Kefirlaktase aus Galaktose 
und Dextrose die Svnthese von Isolaktose. Ferner ist mit Sicher­
heit nachgewiesen,' daB die Lipase des Pankreas imstande ist, 
aus Athylalkohol und Buttersaure Athylbutyrat (Kastle und 
Loevenhart), aus 01saure und Glyzerin Mono- und Triolein zu 
bilden (Pottevin), und daB Blutserum aus Buttersaure und 
Glyzerin Monobutyrin zu synthetisieren vermag (Hanriot). Auch 
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fUr die Gruppe der proteolytischen Fermente ist bereits in einem 
Falle die Synthese sehr wahrscheinlich gemacht. So hat Dani­
lewsky beobachtet, daB, wenn man Pepsin oder Trypsin zu einer 
konzentrierten Peptonlosung zusetzt, unter dem EinfluB der 
Brutschrankwarme ein Niederschlag auf tritt, der aller Wahrschein­
lichkeit nach eine hochmolekulare eiweiBahnliche Verbindung ist; 
er nannte sie Plastein. - Auf Grund aller dieser durch das Ex­
periment gesicherter Tatsachen neigt man heute mehr denn je der 
Ansicht zu, daB ebenso wie die genannten Fermente auch die 
Mehrzahl der anderen im Korper sich findenden dazu befahigt ist, 
Synthesen in den Korperzellen zu vollfiihren. 

Je nach dem Charakter der Wirkung, welche die Fermente 
zu vollfiihren imstande sind, unterscheidet man im wesentlichen 
zwei Hauptgruppen, hydrolysierende und oxydierende Fer­
men teo - Unter hydrolysierenden Fermenten versteht man solche, 
welche die Spaltung eines Substrates bewirken, verbunden mit 
einer Zersetzung von Wasser und der Aufnahme von dessen Be­
standteilen in die Molekiile der Zersetzungsprodukte. Zu dieser 
Gruppe gehoren alle proteolytischen oder eiweiBspaltenden Fer­
mente, die lipolytischen oder fettspaltenden Fermente, die Poly­
und Disaccharide spaltenden Fermente und die zu ihnen in naher 
Beziehung stehenden Glykoside spaltenden Fermente. Ferner 
sind zu den hydrolysierenden Fermenten zu rechnen die Adenase, 
die Guanase, die Arginase, das Histozym, die Urease u. a. m. -­
Unter oxydierenden Fermenten versteht man solche, welche be­
fahigt sind, bestimmte Oxydationen zu volIfiihren. Zu diesen 
gehoren die groBen Gruppen der Oxydasen und Peroxydasen. -
Da Reduktionen im groBen Umfang bei Tieren und Pflanzen vor­
kommen und sehr haufig Hand in Hand mit oxydativen Vorgangen 
geht, hat man auch angenommen, daB es reduzierende Fermente, 
Reduktasen oder Hydrogenasen gibt. Ob aber wirklich an diesen 
Vorgangen Enzyme beteiligt sind, steht noch dahin. 

Die Wi r k u n gall e r die s e r Fer men t e findet stets in 
einem mehrphasischen System, sozusagen in heterogenen Medien 
statt. Denn einerseits sind die Fermente kolloidaler Natur, anderer­
seits gehoren die Substrate, auf die sie einwirken, vielfach seIber zu 
den Kolloiden. Die enzymatischen Zersetzungen sind nun meist 
dadurch kompliziert, daB, wie oben auseinandergesetzt, die Enzyme 
sich teilweise mit dem Substrat verbinden. Man hat deshalb bei 
der Beurteilung der Geschwindigkeit, mit welcher die enzymatische 
Spaltung vor sich geht, zu beriicksichtigen, wie schnell und in 
welchem Umfang das Ferment mit dem Substrat in Bindung geht. 
Nun haben sich fiir katalytische Reaktionen folgende GesetzmaBig­
keiten ergeben; der Einfachheit und der iiberwiegenden Haufigkeit 



Allgemeine Grundsatze bei Fermentuntersuchungen. 13 

halber wollen wir nur die monomolekulare Reaktion beriick­
sichtigen: 1. bei konstant gehaltener Katalysatormenge ist in 
jedem Augenblick die Reaktionsgeschwindigkeit proportional der 
vorhandenen Konzentration der sich umsetzenden Stoffe und 2. bei 
konstant gehaltener Substratkonzentration ist die Reaktionsge­
schwindigkeit oder der Geschwindigkeitskoeffizient proportional 
der Katalysatormenge. 

Die erste GesetzmiiBigkeit diirfte auch fUr eine Reihe von 
Fermenten zutreffen, wenigstens ist sie fUr einige von ihnen direkt 
bewiesen worden, so fiir die Blutkatalase, die Pankreaslipase, die 
Rizinuslipase und das Erepsin. In allen diesen Fallen hat sich mit 
Hilfe der Formel fiir eine monomolekulare Reaktion ein konstanter 
Wert fUr den Geschwindigkeitskoeffizienten ermitteln lassen. Wahr­
scheinlich verlaufen die meisten enzymatischen Spaltungsprozesse 
monomolekular, doch diirfte es sehr schwierig sein, fiir aIle den 
Beweis hierfUr zu erbringen. Denn der Reaktionsablauf ist in 
den meisten Fallen durchaus kein glatter. Einerseits konnen 
wahrend der Fermentwirkung Reaktionen im entgegengesetzten 
Sinne (Synthese) stattfinden, andererseits konnen wahrend der 
Reaktion Substanzen (Abbauprodukte) auftreten, welche die 
Fermentwirkung hemmen oder gar einen Teil des Fermentes zer­
storen, und schlieBlich fehlen uns noch in vielen Fallen die ana­
lytischen Hilfsmittel, um einen stufenweisen Abbau oder einen 
gleichzeitig einsetzenden reversiblen Vorgang zu erkennen oder 
gar quantitativ zu messen. 

Auch die zweite GesetzmaBigkeit hat sich fiir einige Fermente 
(Hamase, Erepsin, Pankreaslipase) als zutreffend erwiesen, doch 
nicht fiir aIle. Fiir andere wiederum hat sich ergeben, daB bei 
konstant gehaltener Substratmenge nur dann der gleiche Umsatz 
erzielt wird, wenn die Zeiten der Einwirkung umgekehrt propor­
tional den zugegebenen Enzymmengen sind. Dieses Gesetz hat, 
soweit die bisherigen Untersuchungen reichen, Giiltigkeit fiir Lab, 
Pepsin, peptolytisches Ferment, Trypsin und Invertin. 

2. Allgemeine Grundsatze bei Ferment­
untersuchungen. 

Fiir die AusfUhrung der Fermentbestimmungen sind absolut 
sauhere GefaBe erforderlich, am besten solche, die vorher sterili­
siert worden sind. Befiirchtet man eine Beeinflussung der Ferment­
wirkung durch die mehr odeI' weniger betrachtlichen Alkalimengen, 
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die gewohnliches Glas abzugeben pflegt, so muB man GefaBe aus 
Jenenser Glas benutzen. 

AIle Untersuchungen sind auszufiihren mit mog­
lichst frischen oder zum mindesten gut konservierten 
Fermentlosungen. Zeigt eine solche Losung faulnisartigen 
Geruch, so ist sie fUr eine quantitative Fermentbestimmung in 
jedem FaIle unbrauchbar; denn durch die Faulnis ist sicherlich 
ein Teil des Fermentes zerstort worden. - Auch fiir qualitative 
Zwecke ist eine solche FermentlOsung nur bedingungsweise zu ver­
wenden, namlich nur dann, wenn man mit Bestimmtheit aus­
schlieBen kann, daB die Fermentwirkung nicht eventuell durch 
Faulniswirkung vorgetauscht werden kann. 

Beziiglich der Versuchsanordnung sind folgende allge­
meine Regeln zu befolgen: 

1. Bei jedem Versuch sind Kontrollen notwendig. 
Diese Kontrollen miissen die gleiche Zusammensetzung haben wie 
der Hauptversuch, nur statt der wirksamfm Fermentlosung muB 
die ihnen zugesetzte Fermentlosung vorher durch Kochen unwirk­
sam gemacht (inaktiv) sein. 

2. Will man meh rere ]' ermen tlos ungen beziiglic h 
ihrer Wirksamkeit untereinander vergleichen, so 
muB in allen Fallen die Zeit sowohl wie die Tem­
peratur wie die Reaktion und die Konzentration 
resp. Gesamtvolumen vollkommen gleich sein. 

3. Um den hemmenden resp. beschleunigenden Ein­
fluB einer Substanz auf ein Ferment zu messen, verfahrt 
man ganz allgemein so, daB man auf ein bestimmtes Ferment­
Substratgemisch eine bestimmte Menge der zu untersuchenden 
Substanz einwirken laBt und zur Kontrolle gesondert auf das 
namliche Ferment-Substratgemisch die gleiche Menge des ent­
sprechenden Losungsmittels der zu untersuchenden Substanz 
(Wasser, Kochsalzlosung). 

Von groBer Wichtigkeit ist bei dieser Art von Untersuchungen 
der Moment, den man fiir die Zufiigung dieses hemmenden resp. 
aktivierenden Korpers wahlt. Auf aIle FaIle ist es ratsam ihn zu 
dem Ferment zuzusetzen, bevor man das Substrat zufiigt, auf 
welches das Ferment wirken soIl. Denn verfahrt man umgekehrt 
und gibt erst das Substrat zum Ferment, so kann bereits ein Teil 
des Fermentes yom Substrat mit Beschlag belegt sein und ist 
dann in seiner ganzen GroBe nicht mehr fUr die Beeinflussung 
durch die fremde Substanz zuganglich. 

Will man den hemmenden resp. beschleunigenden EinfluB 
quantitativ ermitteln, so ist das Verfahren, je nach dem man die 
Starke der Beeinflussung oder die kleinste Menge der Substanz 
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feststelIen will, die noch der Beeinflussung Hi-hig ist, entsprechend 
zu gestalten. 

a) Hat man sich die Aufgabe gestellt, zu ermitteln, in welchem 
Umfang eine Substanz eine bestimmte Fermentreaktion zu be­
einflussen imstande ist, so stellt man von der Ferment16sung 
zwei vollkommen gleiche Reihen absteigender Mengen her und 
setzt zu jeder Fermentportion der einen Reihe (Hauptreihe) das 
gleiche Quantum der zu untersuchenden Substanz, wahrend man 
in der andern Reihe (KontrolIreihe) zu jeder Fermentportion die 
entsprechende Menge des Losungsmittels der Substanz (Wasser, 
Kochsalz etc.) zusetzt. Alsdann fUhrt man den Doppelversuch in 
der iiblichen Weise zu Ende. Der Kiirze halber nenne ich dieses 
Verfahren Kontrollreihenverfahren. Ein Beispiel hierfiir 
findet sich im Kapitel "Amylase" auf S. 49. 

b) SolI die kleinste Menge der Substanz, festgestellt werden, 
die noch imstande ist, eine Hemmung resp. Beschleunigung eines 
Fermentes zu bewirken, so ermittelt man zunachst in einem 
Vorversuch die kleinste noch wirksame Fermentmenge. Danach 
beschickt man eine Reihe von Glaschen mit absteigenden Mengen 
der zu untersuchenden Substanz, fiigt zu jedem Glaschen die in 
dem Vorversuch ermittelte Fermentmenge zu und fiihrt den 
Versuch in der iiblichen Weise zu Ende. Ich nenne dieses Verfahren 
der Kiirze halber Einreihenverfahren. Auch hierfiir findet 
sich ein Beispiel in dem Kapitel "Amylase" auf S. 50. 

4. Ist der zerstorende EinfluB einer Substanz auf ein 
Ferment zu untersuchen, so hat man dabei zu beriicksichtigen 
erstens die Zeit, wahrend welcher del' Korper auf das Ferment 
wirkt, zweitens die Temperatur, bei der man ihn einwirken laBt 
und drittens das Mengenverhaltnis zwischen Ferment und zu unter­
suchender Substanz. Je nachdem man einen dieser Faktoren 
variiert, wird natiirlich auch das Resultat ein verschiedenes sein. 
Ein solches Variieren muB aber vermieden werden, sobald es sich 
darum handelt, den zerstorenden EinfluB verschiedener Substanzen 
auf ein und dasselbe Ferment untereinander zu vergleichen. In 
einem solchen FaIle ist wieder dafiir zu sorgen, daB in allen Ver­
suchen vollkommene Gleichheit beziiglich alIer oben unter Nr. 2 
angefiihrten Punkten herrscht. 

5. AIle Fermentuntersuchungen, die bei Brutschranktemperatur 
ausgefiihrt werden und die Frist von zwei Stunden iiberschreiten, 
erfordern wegen del' groBen Gefahr eintretender Faulnis meist 
den Zusatz eines Desinfiziens. Bei Versuchen, die im Eisschrank 
oder bei Zimmertemperatur ausgefiihrt werden, ist diesel' Zusatz 
nicht so notwendig. 
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6. Beziiglich der Temperatur, die bei jeder Fermentunter­
suchung ein sehr wichtiger Faktor ist, sei noch folgendes gesagt: 

AIle Versuche, die eine kiirzere Zeit als 60 Minuten wahren 
und bei Bluttemperatur ausgefiihrt werden sollen, miissen in einem 
regulierten Wasserbad von der verlangten Temperatur vorgenommen 
werden. Die Benutzung des Brutschranks in diesen Fallen wiirde 
einen Fehler bedingen, da das Erwarmen des Reaktionsgemisches 
im Brutschrank weit langsamer vor sich geht als im Wasserbad 
und dort auch nicht in allen Portionen ganz gleichmaBig verlauft, 
wenn man nicht gerade ~tets GefaBe von absolut gleichem Durch­
messer und ganz gleicher Wandstarke verwendet. Da diese Forde­
rung aber nicht leicht zu erfiillen ist, so tut man gut, aIle Versuche 
von kiirzerer Zeitdauer als 1 Stunde in einem konstanten Wasserbad 
auszufiihren. Bei Versuchen von langerer Dauer ist die Benutzung 
des Brutschranks gestattet, da in diesen Fallen die anfanglichen 
Temperaturschwankungen geniigend Zeit haben sich auszugleichen. 
- Will man einen Versuch bei Eisschranktemperatur ausfiihren, 
so hat man sich vorher davon zu iiberzeugen, daB die Temperatur 
im Innern des Eisschrankes nicht 7-80 C iibersteigt. 

7. Die Methode des Reihenversuches, die erst durch 
die Arbeiten von Ehrlich und seinen Schiilern Gemeingut ge­
worden ist, nimmt auch in der neueren Fermentforschung einen 
breiten Raum ein und verdient darum etwas eingehender besprochen 
zu werden. Der Reihenversuch wird in der Regel so ausgefiihrt, 
daB man in eine Reihe von Reagenzglasern absteigende oder, 
wenn man will, aufsteigende Mengen der zu untersuchenden Fer­
mentlosung gibt. Die Differenzen zwischen den einzelnen Ferment­
portionen kann man ganz nach Belieben wahlen, man kann die 
Reihe eng machen, d. h. die Differenzen zwischen den einzelnen 
Glaschen ganz klein ansetzen, oder auch eine weite Reihe anwenden. 
Das hangt ganz davon ab, ob es bei dem Versuch auf feine oder 
grobe Unterschiede ankommt. Handelt es sich darum feine Unter­
schiede festzustellen, so wird man eine enge Reihe, d. h. kleine 
Differenzen zwischen den einzelnen Gliedern wahlen, im andern 
FaIle groBe Differenzen. Bisher war es iiblich, sogenannte arith­
metische Reihen zu verwenden, also beispielsweise die Reihe 

I II III IV v 
1,0 0,75 0,5 0,25 0,1. Es laBt sich im Prinzip natiirlich nichts 
gegen eine solche Fermentverteilung anfiihren. Sie hat nur den 
Nachteil, daB die Fermentmengen nicht in gleichmaBiger Proportion 
von einander differieren; denn Portion III differiert gegen Portion II 
um 33 % und gegen Portion IV um lOO %. - Darum hat Fuld 
neuerdings vorgeschlagen, bei der Fermentverteilung im Reihen­
versuch geometrische Reihen zu bilden, d. h. Zahlenreihen zu be-
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nutzen, bei denen jedes folgende Glied ein n-faches des vorher­
gehenden ist, je zwei benachbarte Glieder mithin in ein und dem­
selben Verhiiltnis 1: n stehen. Wenngleich es keine Schwierig­
keiten machen diirfte, mit Hilfe einer Logarithmentafel die zu­
geordneten Logarithmen beispielsweise fiir eine 10 gliedrige Reihe, 
beginnend mit der Zahl 1 und aufhi:irend mit 0,1 zu finden, so sei 
doch der Bequemlichkeit halber in folgender Tabelle 1 eine 10-, 
9-, 8-, 7-, 6-, 5-, 4- und 3gliedrige geometrische Reihe mitgeteilt, 
wie man sie fiir den Reihenversuch verwenden kann. 

Ta belle 1. 

Anzahl der Glieder 

10 9 8 7 6 5 4 I 3 

1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
0,77 0,75 0,72 0,68 0,64 0,56 0,46 0,32 
0.6 0,56 0,52 0,46 0,4 0,32 0,215 0,1 
0,46 0,42 0,37 0,32 0,25 0,18 0,1 
0,36 0,32 0,27 0,22 0,16 0,1 
0,28 0,24 0,19 0,15 0,1 
0,22 0,18 0,139 0,1 
0,17 0,133 0,1 
0,129 0,1 
0,1 

In dieser Tabelle erhiilt man durch Verschiebung des Kommas 
um eine Stelle nach rechts aus den iiber 0,1 stehenden Zahlen den 
maBgebenden Faktor, welcher anzeigt, das Wievielfache die folgende 
Zahl von der vorhergehenden darstellt. Von den hier mitgeteilten 
Reihen hat bisher die 6 gliedrige am meisten Verwendung in der 
Fermentforschung gefunden. 

1m AnschluB hieran sei noch eine ZahHmreihe wiedergegeben, 
die vielfach angewandt wird, und zwar besonders in den Fallen, 
wo es sich darum handelt, aproximativ die Starke einer Ferment­
li:isung festzustellen. Es ist das diejenige Reihe, bei welcher die 
Werle untereinander genau um 100 % differieren, die sich also, 
mit 1,0 angefangen, aus folgenden Zahlen zusammensetzt: 1,0, 
0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,03125, 0,015625, 0,0078125, 0,00390625 
usw., bei der somit jedes folgende GIaschen die Halfte der im vorher­
gehenden GIaschen befindlichen Menge enthalt. 

Die diesen Zahlen entsprechenden Fermentquantitaten abzu­
messen, ist bei den drei ersten Portionen mit Hilfe einer in 1/100 ccm 
geteilten Pipette bequem durchzufiihren. Dagegen wiirde die 

Wohlgemuth, Fcnnentmethoden. 2 
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Dosierung schon der nachsten zwei Portionen auf groBe Schwierig­
keiten bei der Abmessung mit der Pipette stoBen, und die letzten 
vier Portionen waren mit jener Pipette - und eine feinere existiert 
nicht - einfach unmoglich abzumessen. Man verfahrt deshalb 
so, daB man entsprechend den obigen 9 Zahlen 9 Reagenzglaschen 
mit fortlaufenden Zahlen versieht und in Glaschen 2-9 je 1,0 ccm 
destilliertes Wasser fiillt resp. das der Fermentlosung entsprechende 
Verdiinnungsmittel. Nun nimmt man eine trockene Ausblas­
pipette von 1 ccm Inhalt, entnimmt 1 ccm der FermentlOsung 
und fiiIlt ihn in Glaschen 1, desgleichen 1 ccm Fermentlosung in 
Glaschen 2, indem man jedesmal den Inhalt ausblast. Nun 
mischt man den Inhalt von Glaschen 2 gut durch, indem man mit 
derselben Pipette den Inhalt 3 mal aufzieht und ausblast, ent­
nimmt 1 ccm dieser Mischung und iibertragt ihn in Glaschen 3. 
Hier mischt man in der gleichen Weise durch Aufziehen und Aus­
bIas en den Inhalt gut durch, entnimmt ihm gleichfalls 1 cern und 
iibertragt ihn in Glaschen 4 und so fort bis man zum 9. Glaschen 
angelangt ist. Aueh hier mischt man, nachdem man aus Glasehen 8 
1 cern eingetragen hat, gut dureh und entnimmt 1 ecm und schiittet 
ihn fort. Auf diese Weise hat man erreieht, daB jedes Glaschen an 
Ferment die Halfte von der im vorhergehenden Glaschen befind­
lichen Menge enthalt, und daB in allen Gliisehen, was sehr wiehtig 
ist, das Gesamtvolumen das gleiehe, namlieh 1 ccm ist. - Nach 
der.Fermentverteilung fiigt man dann zu jedem Glasehen das gleiche 
Quantum an gelostem Substrat, beispielsweise 5 cern einer 1 %igen 
Starkelosung zu und bringt sie aIle gleichzeitig in die Warme, 
urn so dem Ferment Gelegenheit zu geben, auf das Substrat einzu­
wirken. Danach wird der Versuch in der iibliehen Weise zu Ende 
gefiihrt. 

8. Die Gesehwindigkeit einer Fermentreaktion liiBt 
sich auf zweierlei Weise ermitteln. Entweder man bestimmt 
mit den zu vergleichenden Fermentlosungen die Zeiten, die not­
wendig sind, urn eine bestimmte Menge Substrat umzusetzen, 
und vergleieht die gefundenen Werte miteinander, oder man er­
mittelt in der zu untersuchenden Fermentlosung diejenige Ferment­
menge, welche in einer beliebig gewahlten Zeit den gleiehen Effekt 
bewirkt wie ein ganz bestimmtes Quantum der Testlosung des 
Fermentes in dem gleiehen Zeitraum. 

Hat man beispielsweise bei der Bestimmung der Zeiten ge­
funden, daB 1,0 ecm der TestlOsung 10 ccm StarkelOsung in 5 Minuten 
gespalten hat, 1 cern der zu priifenden FermentlOsung aber erst 
in lO Minuten lO ecm Starkelosung zu spalten vermochte, so wiirde 
man daraus schlieBen, daB die Testlosung doppelt so wirksam ist 
als die andere FermentlOsung. - Wiirde man aber finden, daB eine 
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Testlosung in 10 Minuten 1 g Substanz zersetzt, die andere Ferment­
losung in 10 Minuten 0,5 g, so ware daraus keineswegs zu folgern, 
daB die TestlOsung doppelt so wirksam ist wie die andere Ferment­
losung. Zu diesel' Folgerung ware man erst dann berechtigt, wenn 
man fUr das betreffende Ferment vorher festgestellt hat, daB die 
Fermentmengen sich verhalten, wie die in gleichen Zeiten umge­
setzten Substratmengen. Das trifft indes keinesfalls fiir aIle 
Fermente zu. 

Urn nun ohne jede Voraussetzung die Menge del' Ferment­
losung zu· ermitteln, welche in einer beliebig gewahlten Zeit den 
gleichen Effekt erzielt wi-e die Testlosung, stelIt man sich von del' 
zu untersuchenden FermentlOsung eine Reihe von Verdiinnungen 
her und bestimmt, welche Verdiinnung diesel be Wirksamkeit 
besitzt wie die TestlOsung. Hieraus kann man dann die Starke del' 
FermentlOsung berechnen. Hat man beispielsweise gefunden, 
daB die 5fache Verdiinnung del' Fermentlosung die gleiche Wirkung 
hat wie die TestlOsung, so folgt daraus, daB die zu untersuchende 
FermentlOsung 5 mal so stark ist wie die Testlosung. 

3. TIber Darstellnng von 
nnd Isoliernng von 

Fermentlosnngen 
Ferlnenten. 

Bei del' Darstellung von Fermentlosungen resp. von Fermenten 
verfolgt man vornehmlich zwei Ziele. Einmal ist man bestrebt, 
zu einer moglichst wirksamen Losung zu kommen, und zweitens, 
eine Fermentlosung zu erhaIten, die moglichst rein d. h. frei von 
allen storenden Nebenbestandteilen ist. Wenn auch spateI' bei 
jedem einzelnen Ferment die Vorschriften fiir dessen Reindarstel­
lung, die bisher dem Ziele am nachsten gefiihrt haben, wieder­
gegeben werden sollen, diirfte es doch zweckmaBig sein, hier zu­
nachst ganz allgemein die Grundsatze zu entwickeln, die man bei 
del' Darstellung und Reinigung von Fermenten in jedem FaIle zu 
beach ten hat. 

Handelt es sich beispielsweise darum, ein Ferment aus einem 
Organ zu isolieren, so kann man sich entweder mit Wasser resp. 
GIyzerin einen Extrakt aus dem zerkleinerten Organ herstellen, 
odeI' man sucht einen PreBsaft aus dem Organ zu gewinnen. In 
jedem Fane ist es zunachst notwendig, dafiir zu sorgen, daB das 
Organ frei von BIut ist. Das erreicht man am zweckmaBigsten 
dadurch, daB man das betreffende Tier, dem man das Organ ent­
nimmt, aus del' Art. carotis odeI' femoralis teilweise entblutet 
und den Blutverlust gleichzeitig durch Infusion eines entsprechend 
groBen Quantums an physiologischer Kochsalzlosung (0,8-0,9 %) 
odeI' Ringerscher Losung in die Jugularvene ersetzt. Dies setzt 

2* 
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man unter Erhaltung der natiirlichen Zirkulation so lange fort, 
bis die der Karotis oder Femoralis entstromende Fliissigkeit nur 
noch wenig gefarbt ist. Die letzten Reste von Blut entfernt man 
am ausgiebigsten, wenn man die Organe in situ von der zugehorigen 
Arterie aus durchspiilt. Die Leber bekommt man am schnellsten 
blutfrei, wenn man sie von der Vena cava descendens aU8, die 
unterhalb der Einmiindungsstelle der Ven. hepatica abgeklemmt 
sein muB, durchspiilt, nachdem man zuvor die Vena portarum 
und die Bauchaorta geoffnet hat. 

Das entblutete Organ wird nun, je nachdem man aus ihm 
einen PreBsaft oder ein Extrakt gewinnen will, in folgender 
Weise weiter verarbeitet. 

1. Handelt es sich um die Darstellung eines moglichst zell­
freien PreBsaftes, so wird das Organ grob zerkleinert und unter 
Befreiung aller bindegewebigen Bestandteile, GefaBe etc. in del" 
Reibeschale unter Zuhilfenahme von Quarzsand oder Glassplittern 
zerquetscht. Die Verwendung von Kieselgur hierbei ist nicht rat­
sam, da es die unangenehme Eigenschaft hat, Fermente in groBer 
Menge zu adsorbieren. Wenn es sich um weiche Organe, wie bei­
spielsweise Kaninchenleber, handelt, macht das Zerquetschen in der 
Reibeschale keine Schwierigkeiten. Hat man dagegen mit zahen 
Organen, wie Lungen, Muskeln etc. zu tun, so ist ein Zerquetschen 
schlechterdings unmoglich. Dann benutzt man zweckmaBiger zur 
Zerkleinerung eine gewohnliche Fleischhackmaschine oder noch 
besser die von Kossel angegebene Zerkleinerungsmaschine, in 
welcher die durch feste Kohlensaure vollig gefrorenen Organe zu 
einem feinen Schnee verarbeitet werden. Sehr geeignet fUr Zer­
kleinerung von Muskelsubstanz, Tumoren etc. ist auch der Apparat 
von Latapie (Paris) und von Ficker (Berlin), mit deren Hilfe 
die Organe, ohne gefroren zu sein, auBerordentlich fein zerkleinert 
werden konnen. - 1st die Zerkleinerung der Organe so weit ge­
schehen, daB die Zellen geniigend zertriimmert sind, so wird der 
mit Quarzsand zu einer kompakten Masse verriebene Brei in 
Buchnersches PreBtuch getan und in einer hydraulischen Presse 
ausgepreBt. Der so gewonnene PreBsaft kann nun sofort zum 
Versuch verwandt werden. 

2. Will man ein Extrakt aus einem Organ gewinnen, so muB 
man es zunachst in der oben geschilderten Weise zerkleinern und 
versetzt dann den Brei entweder mit destilliertem WaSser oder 
physiologischer Kochsalzlosung unter Zugabe eines Antiseptikums 
wie Chloroform oder Toluol oder Thymol oder Glyzerin. Die 
Mischung bleibt dann bei Zimmertemperatur oder im Eisschrank 
eine bestimmte Zeit stehen. Vielfach wird auch, um eine mog­
lichst gute Durchmischung von Fliiesigkeit und Organbrei zu 
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erzielen, auf der Schiittelmaschine mehrere Stunden geschiittelt, 
doch ist dabei zu beachten, daB das andauernde Schiitteln 
gewisse Fermente, so z. B. das Labferment, schadigt. 

Statt das frische Organ zu zerkleinern und sofort mit irgend 
einem Losungsmittel zu extrahieren, kann man auch ohne erheb­
lich Schadigung der Fermente nach Wiechowski so vorgehen, 
daB man sich aus dem Organ ein haltbares Pulver herstellt und 
erst aus diesem sich ein Extrakt bereitet. Die Herstellung des 
Organpulvers geschieht in der Weise, daB man das von den 
letzten Blutspnren befreite Organ griindlichst zerquetscht, durch 
ein feines Sieb passiert, die mehr oder weniger breiige Masse auf 
groBe Glasplatten in moglichst diinner Schicht streicht und mittelst 
Ventilators im starken Luftstrom bei Zimmertemperatur trocknet, 
was gewohnlich nach Y2 bis 1 Stunde geschehen ist. Das Organ 
wird hierauf in der Kalte in dem von Wiechowski konstruierten 
Extraktions- apparat mit Toluol vollig extrahiert. Auf diese Weise 
bekommt man ein Organpulver, das eine feine wagbare Masse 
darstellt, frei von Fetten und den andern in Toluol lOslichen 
Lipoiden, und das die Fermente sowohl wie die EiweiBkorper in 
unverandert lOslichem und gut haltbarem Zustande enthalt; 
auBerdem ist es fast vollkommen frei von Farbstoffen. Das 
so gewonnene Pulver wird dann in der Weise weiter zum Ver­
such verwandt, daB man eine abgewogene Menge mit einer be­
stimmten Menge physiologischer KochsalzlOsung zwecks Her­
stellung einer moglichst gleichmaBigen Emulsion in einer Farb­
stoffmiihle mahlt. Diese Emulsion ist so fein, daB sie mit feinen 
MeBgefaBen (Pipetten) genau verteilt werden kann, und ist darum 
sofort zur Fermentbestimmung gebrauchsfertig. - Noch besser 
scheint das vor kurzem von Kossel angegebene Verfahren zu 
sein, weil bei diesem die Extraktion mit Toluol ganzlich fortfallt. 
Das Verfahren besteht darin, daB mit Hilfe von fliissiger Luft 
das Organ in einen vollkommenen gefrorenen Zustand iibergefiihrt, 
dann auf das feinste zerkleinert und schlieBlich in einer geeigneten 
Trockenvorrichtung im Vakuum iiber Schwefelsaure schnellstens 
getrocknet wird. Es resultiert dann ein weiBes resp. graues 
Organpulver, das sehr lange haltbar ist und aus dem durch Ex­
traktion mit Wasser die Fermente in Losung gebracht werden 
konnen. 

Die Herstellung des wasserigen resp. Glyzerinextraktes aus 
dem feinsten Organbrei erfordert nach geniigend langer Digestion 
zunachst die Trennung des Losungsmittels von dem Organbrei. 
Diese kann nun geschehen entweder durch Zentrifugieren . odeI' 
Kolieren oder Filtrieren. Die langste Zeit diirfte das Filtrieren 
beanspruchen, wahrend das Kolieren durch Gaze oder Leinewand 
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den Nachteil hat, daB viele Organbestandteile durch das Kolier­
tuch mit hindurchgehen. Am schnellsten und besten diirfte 
man in den meisten Fallen zum Ziele kommen, wenn man die 
Mischung durch scharfes Zentrifugieren von den ungelost ge­
bliebenen Bestandteilen befreit. - Beabsichtigt man Ferment­
untersuchungen mit Hilfe des Polarisationsapparates auszu­
fiihren, so geniigt natiirlich Zentrifugieren nicht, auch einfaches 
Filtrieren durch Papier diirfte kaum in jedem FaIle zu klaren 
Losungen fiihren. . In diesen Fallen ist man gezwungen, sich eines 
Pukall- oder Berkefeldfilters oder einer Chamberlandkerze zu 
bedienen. Man muB sich aber von vorneherein klar dariiber sein, 
daB diese Art der Filtration mit einem groBen Verlust an Fer­
ment verkniipft ist. - Aus diesem Grunde ist es empfehlenswert, 
in allen irgend zulassigen Fallen zur Herstellung von Extrakten 
Glyzerin zu verwenden; denn einmal lost das Glyzerin sehr wenig 
EiweiBkorper, und auBerdem laBt es sich in klarem Zustand meist 
schon durch scharfes Zentrifugieren von dem Organbrei trennen. 
Uberdies ist das Glyzerinextrakt ohne jeden Zusatz eines Anti­
septikums lange Zeit gut haltbar. 

Das wasserige Extrakt kann nun in vielen Fallen so, wie es 
durch Zentrifugieren oder Filtrieren gewonnen wird, zum Ver­
such verwandt werden. Erfordert aber der Versuch ein Extrakt, 
das moglichst frei von storenden EiweiBbestandteilen und frei von 
Salzen ist, so muB man das in dem Extrakt enthaltene Ferment 
weiter zu isolieren suchen. Das kann nun geschehen unter Be­
nutzung von Alkohol oder von Salzen oder anderen Substanzen, 
durch welche das Ferment niedergeschlagen wird. 

Beziiglich der Verwendung des Alkohols ist zu sagen, daB 
in den meisten Fallen hier ein schnelles Arbeiten am Platze ist, 
da Alkohol eine groBe Reihe von Fermenten schadigt. Man ver­
setzt also das Extrakt mit Alkohol - es geniigt in den meisten 
Fallen 96 % iger Alkohol-, bis keine Triibung mehr entsteht, filtriert 
den das Ferment enthaltenden Niederschlag sofort ab, lost ihn in 
Wasser, fallt abermals mit Alkohol, filtriert und wascht zunachst 
mit Alkohol, dann mit Ather und erhalt auf diese Weise ein meist 
weiBes, gut haltbares Fermentpulver. Das Losen in Wasser und 
Ausfallen mit Alkohol kann man natiirlich beliebig oft vornehmen, 
doch empfiehlt es sich, die Manipulation nicht gar zu oft zu wieder­
holen, da jedes neue Losen und Umfallen naturgemaB mit einem 
weiteren Fermentverlust verkniipft ist. 

Von Salzen kommen fUr die Reinigung von Fermentlosungen 
resp. fUr die Isolierung von Fermenten fast ausschlieBlich in Betracht 
Ammonsulfat und Uranylazetat. 
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Fiir den Gebrauch des Ammonsulfates hat sich am zweck­
maBigsten erwiesen, das wasserige Extrakt zunachst mit so viel 
gesattigter Ammonsulfatlosung zu versetzen, bis 25-30%ige Satti­
gung erzielt ist. Bei Fermenten, die saureempfindlich sind, ist 
darauf zu achten, daB das Gemisch stets schwach alkalische Reak­
tion besitzt; dies erreicht man am besten durch Zusatz von ein paar 
Tropfen 10 %iger Sodalosung; bei schwach alkalischer Reaktion 
riecht dann das Gemisch deutlich nach Ammoniak. Das so mit 
Ammonsulfat behandelte Extrakt bleibt 24 Stunden stehen, als­
dann wird del' entstandene Niederschlag abfiltriert und das Filtrat 
durch weiteren Zusatz von konzentrierter Ammonsulfatlosung 
auf 60-66 %ige Sattigung gebracht, wobei wiederum eine maBige 
Fiillung entsteht. Meist ist in diesel' das Ferment enthalten. Del' 
Niederschlag wird abfiltriert, in del' 4;-6fachen Menge Chloro­
fol'mwasser suspendiert, %-1 Stunde eventuell auf del' Schiittel­
maschine geschiittelt und nun gegen flieBendes Wasser so lange 
dialysiert, bis kein Ammoniak mehr in del' Losung nachweisbar 
ist; fiir gewohnlich nimmt diese Dialyse mehrel'e Tage in Anspruch. 
Die Fermentlosung ist dann fertig zum Gebrauch. 

Auch bei del' Verwendung von Uranylazetat, das zuerst 
von Martin J aco by bei del' Reinigung von Fermentlosungen 
angewandt wurde, ist eine gesattigte Losung dieses Salzes erforder­
lich, und ebenso hat man auch hier darauf zu achten, falls das 
betreffende Ferment gegen Saure sehr empfindlich ist, daB das 
Gemisch stets schwach alkalisch reagiert. Man verfahrt in solchen 
Fallen so, daB man das wasserige Extrakt so lange mit gesattigter 
Uranylazetatlosung unter gleichzeitigem Zufiigen von Natrium­
karbonat versetzt, bis sich Flocken abscheiden. Durch Dekantieren 
wird dann del' groBte Teil del' iiberstehenden Fliissigkeit entfernt, 
del' flockige Niederschlag abfiltriert und in 0,2 % iger Sodalosung 
suspendiert. So bleibt er mehrere Stunden unter haufigem Schiit­
teln stehen, wobei del' bei weitem groBte Teil in Losung geht, 
dann wird von den letzten Resten abfiltriert und die Ferment­
losung kann nun zum Versuch verwandt werden. 

Statt durch Salzlosungen kann man auch durch unlosliche Sub­
stanzen wie Cholesterin und Lezithin aus wasserigen Losungen 
Fermente niederschlagen. Die Niederschlage werden dann abfil­
triert, in wenig Wasser suspendiert und das Cholesterin resp. 
Lezithin durch Ausathern wieder entfernt, sodaB das Ferment 
allein in del' wasserigen Losung zuriickbleibt. - Ferner sind zur 
Isolierung von Fermenten benutzt worden: Fibrinflocken, Tier­
kohle, Kaolin, frisch erzeugte Niederschlage von Baryumsulfat, 
Calciumphosphat, Magnesiumkarbonat, Uranylhydroxyd u. a. m. 
Auf weitere Einzelheiten naher einzugehen, diirfte sich eriibrigen, 
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da bei jedem Ferment der Gang der Isolierung, soweit es notwendig 
erscheint, besonders angegeben wird. 

Will man eine Fermentli:isung so aufheben, daB sie an Wirk­
samkeit nichts einbiiBt, so tut man am besten, sie gefrieren zu 
lassen und in diesem Zustand aufzubewahren. Hierfiir ist besonders 
geeignet der von Morgenroth angegebene Kalteapparat "Frigo" 
und der von Michaelis konstruierte Eiskasten. - Steht ein solcher 
Apparat nicht zur Verfiigung, so kann man sich auch einer Koch­
kiste bedienen, wie man sie heute iiberall kauflich erhalt, und sie 
in eine Kaltekiste umwandeln, indem man die in ihr befindlichell 
BlechgefaBe mit einer Kaltemischung versieht. - Ist nur ein 
Eisschrank vorhanden, so ist man gezwungen, zu den Ferment­
losungen ein Ant i s e p t i k u m zuzusetzen, da sonst sehr bald 
Faulnis eintritt. Als solches haben sich am besten bewahrt Toluol, 
Chloroform, Thymol, Senfol. Von dies en diirfte das Toluol am 
meisten zu empfehlen sein, weil von ihm eine Schadigung der 
Fermente nicht zu erwarten ist. Doch vermag es nur dann die 
Entwicklung von Bakterien vollkommen zu verhindern, wenn 
fiir eine griindliche Durchmischung der Fermentlosung mit Toluol 
durch kraftiges Schiitteln gesorgt wird. Von Toluol nimmt man 
meist 1,0 bis 2,0 ccm auf 100 ccm Fliissigkeit, desgleichen auch von 
Chloroform und schiittelt jedesmal nach Entnahme des gewiinschten 
Fermentquantums wieder ordentlich durch. Von Thymol ver­
wendet man zweckmaBig nicht weniger als 2 g auf 100 ccm Fliissig­
keit, von Senfol ein paar Tropfen. - Statt eines der vier Anti­
septika zur Losung zuzusetzen, kann man auch Glyzerin ver­
wenden. Man verfahrt dann so, daB man die aufzubewahrende 
Fermentlosung mit dem gleichen Volumen Glyzerin versetzt, oder 
daB man die Fermentlosung gleich nur unter Verwendung von 
Glyzerin herstellt. Auch diesy Losungen halten sich lange Zeit 
gut wirksam, ohne daB jemals Faulnis eintritt. 

4. Filtration, Dialyse. 
Rei der Reilligung von :Fermentlosung haben Hich alH Ullcnt­

behrlich herausgestellt die F i 1 t rat ion und die D i a 1 y s e. 
Beziiglich der Filtration sei auf das bereits oben (S. 21 u. 

22) Gesagte verwiesen. Dem ist noch hinzuzufiigen, daB man 
neuerdings auch Gallerten als Filter verwandt hat, allerdings vor­
wiegend, urn kolloidal geloste Stoffe von ihren Losungsmitteln 
durch Filtration zu trennen. Da sich aber gezeigt hat, daB sie 
auch bei Fermentstudien gute Dienste leisten konnen, so solI 
hier mit wenigen Worten die Herstellung solcher Gallertfilter, 
wie sie Bechhold angegeben hat, geschildert werden. 
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Da Gallerte nur in ganz dunner Schicht verwandt werden 
kann, die Gefahr des ZerreiBens aber bei so dunnen Lamellen sehr 
groB ist, suchte Bechhold ihr dadurch eine feste Stutze zu geben, 
daB er die Gallerte auf Filtrierpapier niederschlug. Er verfuhr 
dabei so, daB er das Filter in eine Gallertflussigkeit tauchte. Als 
sehr brauchbar hierfUr erwies sich eine Losung von Kollodium 
in Eisessig. Wenn man das Filter mit dieser Losung durchtrankt 
hat, so laBt man es abtropfen und gelatiniert durch einfaches 
Eintauchen in Wasser. Da bei dieser Herstellung indes haufig 
Luftblasen in der Gelatineschicht sich einstellen, hat Bechhold 
einen besonderen Apparat konstruiert, der es ermoglicht, unter 
einem bestimmten Druck die Durchtrankung vorzunehmen. Auf 
diese Weise gelingt es Filter von verschiedener Durchlassigkeit 
herzustellen. Als MaBstab fUr die DurchIassigkeit bedient sich 
Bechhold einer 1 %igen Hamoglobinlosung und pruft bei jedem 
Filter, ob es fur die Hamoglobinlosung durchlassig ist oder nicht. 
Je nach dem Ausfall des Versuchs bekommt das Filter eine be­
stimmte Bezeichnung. Beispielsweise bezeichnet er ein Filter, 
welches mit 3 % iger Gelatine durchtrankt ist und fUr eine 1 % ige 
Hamoglobinlosung durchlassig ist, die erst durch ein 4 % iges 
Gelatinefilter vollkommen zUrUckgehalten wird, mit G 3 % 
(ID4%). 

Solche Gelatinefilter sind bei Fermentuntersuchung schon 
verschiedentlich verwandt worden. So haben z. B. Harden und 
Young bei ihren erfolgreichen Zymasestudien sich solcher Filter 
zur Trennung der Zymase vom Koferment mit Vorteil bedient 
und feststellen konnen, daB, wenn man HefepreBsaft durch Gelatine­
filter filtriert, zwei Losungen resultieren, die beide fUr sich un­
wirksam sind und erst bei ihrer Vereinigung miteinander ihre volle 
Wirksamkeit wieder erlangen. - Diese Filter werden so hergestellt, 
daB man Filtrierpapier mit 5 %iger Gelatinelosung trankt und an 
der Luft trocknen laBt. 

Eine besonders wichtige Rolle bei der Fermentforschung 
spielt die Dialyse; sie verdient darum etwas ausfiihrlicher be­
sprochen zu werden. 

Zu ihrer Charakterisierung sei vorausgeschickt, daB die Dialyse 
aufzufassen ist als eine Art DiffusionsprozeB, bei welchem der Grad 
der Diffusion bestimmt wird durch die Anzahl und die Weite der 
Poren der zur Verwendung kommenden Membran. . Sie wird 
vorwiegend dazu benutzt, um Kolloide von Kristalloiden zu 
trennen. Besser ware es in vielen Fallen von der Scheidung der 
Stoffe von groBerem oder kleinerem Volumen zu sprechen. Denn 
vielen Membranen ist es unmoglich, manche Nichtkolloiden, wie 
z. B. einzelne Anilinfarbstoffe, di~fundieren zu lassen, wahrend es 
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durch eine kleine Abanderung der Membran leicht moglich i;.;t, 
Kolloide mit groBem Molekularvolumen zur Diffusion zu bringen. 
Es hangt also der Effekt der Dialyse zum Teil ab von der Eigenschaft 
der Membran, und diese wiederum wird beeinfluBt von der Art 
und dem Alter der Tiere, von denen sie stammt, und zwar so, daB 
dieses Vermogen der Durchlassigkeit mit steigendem Alter der 
Tiere abnimmt und bei Herbivoren in der Regel groBer ist als bei 
Karnivoren. - Andererseits ist aber auch der Effekt der Dialyse 
in hohem Grade abhiingig von der Losung selbst, die man dialy­
sieren will. So z. B. ist es ein gewaltiger Unterschied, ob man 
eine FermentlOsung dialysiert, die von allen EiweiBbestandteilen 
vorher befreit ist, oder ob man eine stark eiweiBhaltige Ferment­
losung verwendet. 1m ersten FaIle wird man finden, daB ein 
merkbarer Teil des Fermentes durch den Dialysator hindurchtritt, 
im andern FaIle, daB kein oder nur ein sehr geringer Ferment­
verlust zu beobachten ist. Diese Erscheinung findet darin ihre 
Erklarung, daB in Gegenwart von EiweiB, also von Kolloiden, 
die Fermente im Dialysator zurtickgehalten werden oder sich an 
den porosen Wanden mit ihnen niederschlagen. Deshalb gelingt 
es beispielsweise sehr wohl, die im Blutserum befindliche Diastase 
oder die im Pankreassaft enthaltenen Fermente durch Dialyse 
von ihren Salzen zu befreien, ohne daB im Serum oder Pankreas­
saft selbst ein groBer Verlust an Ferment sich geltend macht. 

Die Versuchsanordnung bei der Dialyse ist im Prinzip stets 
folgende: Die zu dialysierende Losung ftillt man in einen Dialysator, 
den man zuvor auf seine Dichtigkeit grtindlichst geprtift hat, 
und armierl ihn so, daB man in die obere Offnung ein weites Glas­
rohr einbindet, urn so die Moglichkeit zu haben, von Zeit zu Zeit 
Proben aus dem Dialysator ohne Unterbrechung der Dialyse 
entnehmen zu konnen. Alsdann versenkt man den Dialysator 
in ein mit destilliertem Wasser gefiiJltes GefiiB und befestigt ihn 
an einem Stativ derart, daB das Fltissigkeitsniveau im AuBenge­
faB wie im Dialysator in gleicher Hohe steht. Die AuBenfltissigkeit 
kann nun ab und zu durch frisches destilliertes Wasser ersetzt 
werden. Handelt es sich darum, groBe Salzmengen durch Dialyse 
aus einer Fltissigkeit zu entfernen, so bedient man sich am zweck­
mliBigsten des standig flieBenden Wassers in der Weise, daB man 
an den Hahn der Wasserleitung einen Schlauch anbringt, der an 
seinem andern Ende ein bis auf den Boden des AuBengefaBes 
reichendes Glasrohr tragt. In dieses GefiiB hangt man den Dialy­
sierschlauch hinein und reguliert nun den ZufluB des Wassers aus 
der Leitung so, daB standig eine geringe Menge Wasser tiber den 
Rand des AuBengefaBes ablauft. - Urn dem Eintritt von Faulnis 
vorzubeugen, empfiehlt es sich stets mit Antiseptika zu arbeiten. 
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Alt; t;olche t;illd am meisten in Gebrauch Toluol und Chloroform. 
Letzteres hat allerdings den Nachteil, daB es Fermenten gegeniiber 
nicht indifferent ist und wegen seiner Loslichkeit in Wasser haufig 
emeut werden muB, wahrend Toluol sich unbegrenzte Zeit halt 
und deshalb, weil es oben schwimmt, den t'rbergang von Bakterien 
aus der Luft in die Losung verhindert. 

Als Dialysatoren werden in der Mehrzahl der Falle 
verwandt Pergamentschlauche, Schweinsblasen, Fisch­
blasen, Schilfsackchen, Kollodiumsackschen, Amnion­
haut und mit Cholesterin oder Lezithin impragniertcr 
Seidenstoff. 

Am haufigsten Verwendung in der Dialyse findet der Perga­
men t s c h 1 a u c h. Bevor man ihn auf seine Dichtigkeit priifell 
will, muB man ihn griindlichst angefeuchtet haben, da er in 
trockenem Zustande sehr briichig ist. In der gleichen vorsichtigen 
Weise hat man mit Schweinsblasen zu verfahren. 

Bei der Dialyse kleiner Fliissigkeitsmengen verwendet man in 
erster Reihe Fisch blasen (Membranen aus dem Blinddarm von 
Schafen); nur halt es mitunter schwer, gut abschHeBende Exem­
plare zu finden. Die Priifung auf Dichtigkeit nimmt man bei ihnen 
nicht so vor wie beim Pergamentschlauch, daB man Wasser hinein­
fiilIt und nun beobachtet, ob etwas Wasser abtropft. Das kann 
man auch bei ganz intakten Fischblasen mitunter beobachten; 
denn das Material, aus dem sie sich zusammensetzen, ist meist 
so diinn, daB schon infolge des starken Druckes, den das angefiillte 
Wasser auf die Haut ausiibt, nach einiger Zeit auch aus ganz 
dichten Blasen an einzelnen diinneren Stellen Wasser heraussickert. 
Da die Fischblasen aber wahrend der Dialyse keinen solchen Druck 
auszuhalten brauchen, nimmt man die Priifung am besten so vor, 
daB man die in Wasser eintauchenden Blasen mit LackmuslOsung 
flillt und langere Zeit sich selbst'iiberlaBt. An wirklich undichten 
Stellen tritt dann der kolloide Farbstoff heraus und die Farbung 
der AuBenfliissigkeit zeigt die Unbrauchbarkeit des Stiickes an. 
Auf diese Weise geprii£t, findet man selbst unter den geringeren 
Sorten viel brauchbare Exemplare. AuBer der Fischblase eignen 
sich zur Dialyse kleiner Fliissigkeitsmengen S chi If s chI a u c he, 
Zellulosesackchen und Kollodiumsackchen. Wahrend 
die beiden ersteren im Handel zu haben sind (Le une in Paris), 
ist man gezwungen, die Kollodiumsackchen sich seIber herzu­
stellen. Delezenne, der sie zuerst zur Dialyse verwandte, gibt 
hierfiir folgende Vorschrift: 

Ein weites Reagenzglas wird dicht liber seiner Offnung kugelig 
ausgeblasen, und nachdem es abgekiihlt und auBerlich griindlichst 
gereinigt ist, wird es auf ein paar Sekunden in eine Kollodium-
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losung von bestimmter Zusammensetzung (25 g SchieBbaumwolle, 
30 gAther, 70 g Alkohol) getaucht, und zwar so weit, daB die ganze 
Rohre bis zur Mitte der kugeligen Erweiterung vom Kollodium 
benetzt wird. Danach wird das Glas herausgenommen und so 
lange schnell rotierende Bewegungen mit ihm ausgefUhrt, bis die 
haftende Kollodiumschicht nicht mehr nach Ather riecht. Nun 
taucht man wieder das Glas in die KollodiumlOsung und verfahrt 
genau so wie vorhin und wiederholt diese Manipulation noch ein 
zweites und drittes Mal, bis die auf dem Glase haftende Kollodium­
schicht eine geniigende Dicke hat. Nachdem der Ather unter 
standigem Rotieren verdunstet ist, taucht man die mit der Kol­
lodiumschicht bedeckte Rohre fUr 20-30 Minuten in kaltes Wasser 
und lost nun vorsichtig von der kugeligen Ausbuchtung her das 
Sackchen ab, indem man mit einem Messer zunachst die ganze 
Kollodiumschicht .von der Ausbuchtung herunterschiebt und 
nun an dem verdickten Kollodiumrand das Sackchen von der 
Glasrohre herunterstreift, wie wenn man einen Randschuh durch 
Umstiilpen des Leders von der Hand herunterzieht. - Auf diese 
Weise kann man sich Kollodiumsackchen von beliebiger GroBe 
herstellen; man bewahrt sie am besten in einem mit destillierten 
Wasser gefiillten GefaB auf, das man zukorkt. - Die Verwendung 
von Kollodiumsackchen zur Dialyse von Fermentlosungen ist keine 
uneingeschrankte, da die Kollodiumhaut die unangenehme Eigen­
schaft hat verschiedene Fermente zu adsorbieren; mit Sicher­
heit nachgewiesen ist das bisher fiir die Diastase und fUr das 
Pepsin. 

Von v. C a I car wird fiir die Dialyse als ganz besonders geeignet 
empfohlen Amnionhaut, und zwar nicht so sehr frisch gewonnene 
als die in folgender Weise praparierte: 

Frische Amnionhaute werden moglichst schnell post partum 
eine Minute mit Sublimatlosung (1: 5000) abgespiilt und auf 12 
Stunden bei 38° in physiologischer Kochsalzlosung gehalten, wobei 
die Epithelschicht quillt und sich abzulosen beginnt. Dann werden 
sie mit verdiinnter Pankreatinlosung iibergossen, ein paar Stunden 
in den Brutschrank gestellt und dann wieder einige Stunden in 
eine erwarmte SalzlOsung gebracht. VbergieBt man jetzt die 
Haute noch einige Augenblicke mit stark abgekiihlter Salzlosung, 
so liiBt sich die oberflachliche stark gequollene Epithelschicht 
leicht entfernen und man erhalt eine vollkommen glashelle Raut. 
Diese eignet sich ausgezeichnet zur Dialyse. Will man sie aufbe­
wahren, so tut man sie in Glyzerin; vor dem Gebrauch miissen 
sie dann mit sterilem Wasser griindlich abgewaschen werden. 

v. Calcar hat verschiedene Wege angegeben, wie die so 
prapariertenAmnionhaute fiirDialysierzwecke zu benutzen sind. Be-
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sonders gute Dienste scheint der von ihm konstruierte Apparat 
zu leisten, der es ermoglicht, unter einem ganz bestimmten, belie big 
regulierbaren Druck zu arbeiten; es sei deshalb besonders auf 
ihn hingewiesen. (Berlin. klin. Wchschr. 1904, S. 1028.) 

Endlich hat Pascucci zur Dialyse geringer Flussigkeits­
mengen 4 cm hohe 5-6 mm breite Glasrohren verwandt, deren 
Offnung mit feinem weiBen Seidenstoff uberbunden waren. Dieser 
Seidenstoff wurde dann mit Cholesterin oder mit Lezithin oder mit 
einem Gemenge von beiden in der Weise impragniert, daB bei­
spielsweise Lezithin in warmem Alkohol gelost, bis zum Sirup 
eingeengt und dann das mit Seide uberbundene Ende des Rohrchens 
in den Sirup eingetaucht wurde. Nach der Impragnation wurden 
die Rohrchen da, wo die Seide befestigt war, mit geschmolzenem 
Wachs umgeben, dann bei 37° getrocknet und im Vakuum uber 
Schwefelsaure aufbewahrt. Es ist darauf zu achten, daB die Dicke 
der Membranen moglichst gleichmaBig ist und daB der VerschluB 
gut gelungen. Letzteres pruft man in der Weise, daB man die 
Rohrchen zu zwei Drittel mit Hamoglobin oder Co chenille von 
neutraler Reaktion in physiologischer Kochsalz!Osung anfUllt und 
in Gliischen hiingt, in denen sich ebenfalls physiologische Kochsalz­
!Osung findet, wobei man darauf zu achten hat, daB innen und auBen 
das Flussigkeitsniveau zusammenfallt. Eine Durchliissigkeit der 
Membran verriit sich dann sehr bald durch das Dbertreten des 
Farbstoffes in die AuBenflussigkeit. 



Spezieller Teil. 

A. Kohlehydratspaltende Fermente. 
I. Polysaccharide spaltende Fermente. 

1. Amylase (Diastase). 
Eigenschaften: Die Amylase hat die Fahigkeit, Starke be­

ziehungsweise Glykogen zu verfliissigen und sie durch einen hydro­
lytischen ProzeB in ihre nachst niederen Spaltprodukte Dextrin, 
Maltose und Traubenzucker zu zerlegen. Ihr Wirkungsoptimum 
liegt bei 36 bis 380 C; in wasseriger Lasung wird sie bei 800 zer­
start, in trockenem Zustand kann sie dagegen bis auf 1500 unbe­
schadet erhitzt werden. Gegen Alkalien, noch mehr abel' gegen 
Sauren ist die Amylase auBerordentlich empfindlich. 

Vorkommen. Sie ist im Tier- und Pflanzenreiche weit 
verbreitet. In graBeren Mengen findet sie sich bei fast allen 
Tieren im Speichel - mit Ausnahme vom Hund -, im Pankreas­
saft, im Blut, in del' Galle, im Drin, in den Fazes und in den 
meisten Organen. Bei den Pflanzen begegnet man ihr am hau­
figsten in keimenden Samen, in BIattern, in del' Rinde, in den 
Wurzeln und Knollen; auch niedere Lebewesen, wie Algen, Pilze, 
verschiedene Hefearten, Bakterien usw. besitzen eine Amylase. 

Nachweis. 
a) qualitativ. 

Man bereitet eine diinne Starkelasung, setzt zu 10,0 ccm 
diesel' Lasung ca. 1-2-5 ccm del' zu untersuchenden Ferment-
16sung und steIIt die Mischung entweder in den Brutschrank 
odeI' in ein Wasserbad von 37-400 C. Von Zeit zu Zeit ent­
nimmt man kleine Proben und priift entweder durch Zusatz von 
Jod, wie weit die Starke abgebaut ist. Bei. Gegenwart von 
unveriinderter Starke tritt auf Jodzusatz Bbufiirbung, yon 
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Erythrodextrin Rotfarbung, von Achroodextrin und Maltose Gelb­
farbung auf. Oder man stellt mit Hilfe der Trommerschen 
resp. Ny I and e r schen Probe fest, ob sich schon reduzierende 
Substanzen (wie Dextrin, Maltose und Traubenzucker) in dem 
Gemisch finden. 

b) quantitativ. 
FUr die quantitative Bestimmung der Diastase sind eine 

Reihe von Methoden ausgearbeitet worden. Von ihnen sind 
jedoch vorwiegend nur vier Methoden in Gebrauch, die Re­
duktionsmethode, die Glykogenmethode, die Methode 
von Lin tne r und die Methode von Wohlge m u tho Auf 
die Wiedergabe der Methoden von Walther (Starkerohrchen) 
und von M iiller (Starkeplatten) kann verzichtet werden, da sie 
sich fiir quantitative Zwecke wenig eignen. 

1. Reduktionsmethode. 

Prinzip. Zu der FermentlOsung wird eine bestimmte Menge 
geloster Starke zugesetzt, und nach ein- oder mehrstiindiger Ein­
wirkung des Fermentes werden die durch das Ferment in Freiheit 
gesetzten reduzierenden Spaltprodukte der Starke quantitativ be­
stimmt. Da die Mehrzahl der in Betracht kommenden Ferment­
losungen stark eiweiBhaltig ist, muB vor der quantitativen Be­
stimmung der reduzierenden Kraft das EiweiB aus dem Reaktions­
gemisch entfemt werden. 

Erforderliche Losungen: 
1. FermentlOsung (Sekret, Organbrei, Extrakt etc.), 
2. 2%ige Starkelosung, hergestellt aus gewohnlicher Kartoffel­

starke, 
3. ca. 1O%ige Essigsaure. 
Ausfiihrung. 1st die Aufgabegegeben, diediastatischeKraft 

beispielsweise iin Speichel mit Hilfe der Reduktionsmethode zu 
messen, so mischt man 0,5-1,0 ccm Speichel mit 10 ccm Starke­
losung und laBt eine Stunde im Brutschrank bei 38° 0 stehen. 
Hiemach sauert man, urn die Hauptmenge an Eiweis zu entfemen, 
mit ein paar Tropfen Essigsaure an, setzt ein paar Kornchen 
Kochsalz zu und kocht die Losung auf. Das koagulierte EiweiB 
wird abfiltriert, der Filterriickstand mehrmals mit kleinen Portionen 
heiBen Wassers nachgewsachen, um den Zucker quantitativ ins 
Fiitrat zu bekommen, das gesamte Filtrat auf ein bestimmtes 
Volumen gebracht, und ill einem aliquoten Teil die Menge der 
reduzierenden Substanz genau bestimmt. 
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Hierbei kann man sich verschiedener Methoden bedienen. Von 
den bisher gebrauchlichsten beschreibe ich als eine der bequemsten 
und genauesten das 

Titrationsverfahren von J. Bang 1). 

Prinzip. Traubenzucker reduziert beim Erhitzen mit einer 
Kupferlosung, die neben Kaliumkarbonat noch Kaliumrhodanid 
enthalt, Kupfer zu Kupferoxydul, das von dem Rhodankalium 
als farbloses Kupferrhodaniir in Losung gehalten wird. Das noch 
vorhandene iiberschiissige Cupri-Kupfer wird dann mit Hydroxyl­
amin zuriicktitriert. Die Titration ist beendet, wenn samtliches 
Kupferoxyd durch Hydroxylamin zu farblosem Kupferoxydul 
reduziert ist, wenn also die blaue Farbe der Losung verschwindet. 
Die Berechnung geschieht an der Handeiner von Bangangegebenen 
TabeIle. 

Erforderliche Losungen: 
1. Kupferlosung. 500 g Kaliumkarbonat, 400 g Kalium­

rhodanid und 100 g Kaliumbikarbonat werden in einem MeB­
kolben von 2 1 Inhalt mit etwa 1200 ccm destilliertem Wasser 
unter Erwarmen auf 50-60° gelost und bis ca. 30° abgekiihlt. 
In einem Becherglas werden 25,0 g nach Soxhlet gereinigtes Kupfer­
sulfat mit ca. 150 ccm Wasser in der Hitze gelost und die Losung 
stark abgekiihlt (auf ca. 15°). Die gut abgekiihlte Kupferlosung 
laBt man langsam in die abgekiihlte Salzlosung einflieBen, spiilt 
mehrmals mit Wasser nach und fliIlt bis zur Marke auf. Nach 
24 Stunden wird filtriert. - Die die Temperatur betreffende Vor­
schrift ist sorgfaltig innezuhalten, Bonst tritt Kohlensaureentwick. 
lung ein, und man bekommt eine Losung, welche den Zucker etwa 
10 % starker reduziert als sonst. - Die Losung ist dauernd 
haltbar. 

2. Hydroxylamin16sung 2). 200 g Rhodankalium werden in 
einem 2 l-MeBkolben in etwa 1500 ccm destilliertem Wasser gelost. 
In einem besonderen GefaB werden 6,55 g reines Hydroxylamin­
sulfat in destilliertem Wasser gelost und in den MeBkolben iiber­
geflihrt. Man spiilt mit Wasser nach und fliIlt bis zur Marke 
auf. Auch diese Losung ist dauernd haltbar. 1 ccm der Hydro­
xylaminlosung entspricht genau 1 ccm Kupferlosung. 

1) J. Bang, Zur Methodik der Zuokerbestimmung. Bioohem. Zeitsohr. 
2, 271. 1907; 11, 538. 1908; 32, 443. 1911. 

2) Neuerdings sohlagt Bang, Biochem. Zeitsohr. 49, 1. 1913, vor, 
das teure Hydroxylamin duroh das wesentlioh billigere Kaliumhydroxyd zu 
ersetzen. Da die Methode dann aber eine ganz besonders sorgtaltige Ent­
eiweiBung verlangt, Fermentlosungen aber stets mehr oder weniger reich an 
EiweiB sind, gebe ioh der hier beschriebenen alteren Methode den Vorzug. 
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Ausfiihrung. Das Quantum der fiir die Titration zu ver­
wendenden Zuckerlosung hat, sofern die Zuckerlosung nicht mehr 
als 0,6% Zucker entha,lt, stets genau 10 cern zu betragen. Hat 
die Zuckerlosung eine starkere Konzentration, so verwendet man 
nur 5 oder 2 cern derselben und erganzt die fehlende Fliissigkeits­
menge mit 5 resp. 8 cern Wasser. UnterlaBt man es mit Wasser 
zu erganzen, so bekommt man zu hohe Reduktionswel'te. 

10 cern Zuckerlosung werden in einen Glaskolben, der ca. 
200 cern faBt, eingetragen und mit 50 cern Kupferlosung versetzt. 
Dann stellt man den Kolben auf das Drahtnetz, erhitzt bis zum 
Kochen und laBt 3 Minuten ruhig sieden. Hiernach kiihlt man 
rasch ab, bis der Kolben bei Beriihrung keinen warmen Eindruck 
macht, und titriert mit der Hydroxylaminlosung bis zum Ver­
schwinden der blauen Farbe. Aus den verbrauchten Kubikzenti­
metern Hydroxylaminlosung wird der Zucker in Milligramm be­
rechnet. 

Berechnung. Sie ergibt sich aus folgender Tabelle: 

Tabelle 2. 

Verbrauchte Verbrauchte Verbrauchte 
cern Hydro-

mg Zucker 
cern Hydro-

mg Zucker 
cern Hydro-

Mg Zucker xylaminHisg. xylaminHisg. xylaminHisg. 
entsprechen entsprechen entsprechen 

1,0 59,4 15,0 36,4 30,0 18,6 
2,0 57,3 16,0 35,1 31,0 17,5 
3,0 55,0 17,0 33,9 32,0 16,5 
4,0 53,4 18,0 32,6 33,0 15,4 
5,0 51,6 19,0 31,4 34,0 14,4 
6,0 49,8 20,0 30,2 35,0 13,4 
7,0 48,0 21,0 29,0 36,0 12,4 
8,0 46,3 22,0 27,7 37,0 11,4 
9,0 44,7 23,0 26,5 38,0 10,4 

10,0 43,3 24,0 25,2 39,0 9,4 
11,0 41,8 25,0 24,1 40,0 8,5 
12,0 40,4 26,0 22,9 41,0 7,6 
13,0 39,0 27,0 21,8 42,0 6,7 
14,0 37,7 28,0 20,7 43,0 5,8 

29;0 19,6 44,0 4,9 

2. Methode von Lintner l ). 

Diese Methode ist eigens fUr die quantitative Bestimmung der 
Diastase in Malzausziigen ausgearbeitet und wird neuerdings in 

1) C. J. Lintner, Dber die Bestimmung der diastatischen Kraft des 
MaIzes und von Malzextrakten. Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 31, II., 421. 
1908. 

W 0 hi gem 11 t h, Fermentmetfloden. 3 
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der Brauereitechnik vielfach angewandt. Beziiglich des alteren Ver­
fahrens von Reischauer sei auf die Lehrbiicher fiir Brauerei­
technik verwiesen. 

Prinzip. Sie ist ebenfails ein Reduktionsverfahren, das 
darin besteht, daB man verschiedene Quantitaten Malzausziige 
auf die gleiche StarkelOsung eine bestimmte Zeit einwirken laBt 
und dann feststeilt, welches Fermentquantum aus der Starke soviel 
Zucker abgespalten hat, daB 5 ccm Fehlingscher Losung gerade 
reduziert werden. 

Erforderliche Losungen: 
1. Malzauszug; 25 g Malzschrot werden bei gewohnlicher 

Temperatur mit 500 ccm Wasser 6 Stunden lang extrahiert. 
Hiernach wird filtriert und der klar filtrierte Auszug direkt 
zum Versuch verwandt. 

2. 2 % ige Starkelosung, hergesteilt aus loslicher Starke. 
3. Fehling sche Losung. 
Ausfiihrung. 10 hohe und breite Reagenzglaschen werden 

mit fortlaufenden Zahlen von 1-10 numeriert und mit auf­
steigenden Mengen des Malzauszuges beschickt und zwar so, daB 
in Nr.1 0,1 ccm, in Nr. 2 0,2, in Nr. 30,3 usw. bis 1,Occm kommen. 
Dann fiigt man ~u jedem Glaschen 10 ccm Starkelosung und genau 
5,0 ccm Fe h lin g sche Losung zu, schiittelt vorsichtig durch, stellt 
die Glaschen in einen Drahtkorb 1) und setzt diesen auf 10 Minuten 
ins kochende Wasser. Beim Herausnehmen gewahren die Rohrchen 
alsdann folgendes Bild: der Inhalt einiger Rohrchen ist gelb, der 
anderer farblos oder blau. Man sucht nun entweder das Glaschen 
mit farblosem, also weder gelbem noch blauem Inhalte aus oder 
zwei nebeneinander stehende, von denen das eine einen gelben, 
das andere einen blauen Inhalt aufweist. 1m ersteren Faile geniigt 
es zu wissen, wieviel Kubikzentimeter Malzauszug das Rohrchen 
mit farblosem Inhalt enthielt. 1m zweiten Falle ermittelt man 
die Kubikzentimeter Malzauszug, die in jedes der beiden Rohrchen 
gegeben wurden, und nimmt davon das Mittel. Enthalt das letzte 
blaue Rohrchen 0,3, das erste gelbe Rohrchen 0,4 ccm Malzauszug, 
so geniigten 0,35 ccm zur Erzeugung der Zuckermenge, welche 
zur Reduktion von 5 ccm Fehlingscher Losung notig sind. 

Nun setzt man das diastatische Vermogen eines MaIzes F = 100, 
wenn 0,1 ccm Malzauszug unter den gegebenen Bedingungen soviel 
Zucker erzeugen, um genau 5 ccm Fehling sche Losung zu redu­
zieren. Die diastatische Kraft wird auf Malztrockensubstanz um­
gerechnet. 

I} Man kann sich hierbei auch des Reischauerschen Sternes bedienen, 
bei dem die 10 Glaschen in einem Blechstativ angeordnet stehen. 
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Beispiel: Der Versuch habe ergeben, daB das Rohrchen Nr. 2 
des Malzauszuges gerade farblos war; demnach diirfen wir an­
nehmen, daB 0,2 ccm des Auszuges zur Verzuckerung gerade 
gereicht haben. Nun ist die diastatische Kraft F = 100, wenn 
0,1 ccm eines Auszuges so viel Starke verzuckert, daB genau 5 ccm 
Fehling reduziert werden. Wir' brauchten jedoch 0,2 ccm Aus­
zug, also doppelt so viel, folglich war die diastatische Kraft nur 

100 
halb so graB, also F = 2 = 50. 

Obiges Malz moge 45,8% Wasser und 54,2% Trackensubstanz 
enthalten, dann ware die diastatische Kraft des trockenen MaIzes 
50.100 = no 7 

54,2 ' : 
Am wirksamsten sind die Ausziige von Griinmalz und miissen 

deshalb fUr den Versuch auf das Doppelte verdiinnt werden; weniger 
wirksam sind die Ausziige aus hellem Malz, und am wenigsten 
Diastase enthalten die Ausziige von dunklem Malz. 

Sherman, Kendall und Clark 1) haben diese Methode 
insofern abgeandert, als sie bei 400 C arbeiteten, 100 ccm Starke­
losung verwandten und das reduzierte Kupfer nach Filtration be­
stimmten. Fiir die Berechnung der Zuckermenge geben sie eine 
besondere Tabelle an. 

Statt die Zuckerbildung aus Starke zu messen, haben 
Pollak 2) und Chrzaszcz 3) die Verfliissigung der Starke als 
MaB fUr die quantitative Bestimmung der Fermentstarke ver­
wandt und mit der Methode brauchbare Werte fUr Malzdiastase 
gefunden. 

Endlich sei auch noch der Vollstandigkeit halber hingewiesen 
auf die Viskositatmethode von Fern bach und W olf£4), welche als 
MaB der fortschreitenden Starkespaltung die Zunahme der AusfluB­
geschwindigkeit der Starkelosung durch eine Kapillare verwandten. 

3. Glykogen - Methode. 
Prinzip. Zu der das Ferment enthaltenden Losung (Ex­

trakt, Organbrei) wird eine bestimmte Menge Glykogen in Sub-

1) H. C. Shermann, Kendall und Clark, Studien liber Amylasen I 
Priifung der Methoden zur Bestimmung der diastatischen Kraft. Journ. 
Amer. Chem. Soc. 32. 1073. 1910. 

2) A. Pollak, Die Bestimmung des Verfllissigungs-Vermogens des 
MaIzes. Wochenschr. f. Brauerei 1903, 595 und Zeitschr. f. Untersuch. d. 
Nahrungs- u. GenuBmitt. 6, 729. 1903. 

3) T. Chrzaszcz und S. Pierozek, Untersuchungen liber Amylase. 
Zeitschr. f. Spiritus-Industr. 33, 66. 1919. 

4) A. Fernbach und J. Wolff, Uber die diastatische Koagulation 
der Starke. Compt. rend. 140, 1547. 1905. 

3* 
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stanz oder in Losung zugesetzt und nach einem mehrstiindigen 
Verweilen der Mischung im Brutschrank die Menge des restieren­
den Glykogens quantitativ festgestellt. 

Erforderliche Losungen. 
1. Fermentlosung (Speichel, Pankreassaft, Serum, Organ-

brei, Organextrakt etc.). 
2. 2-5 %ige Glykogenlosung. 
3. Kaliumhydrat Ia Merck. 
4. Salzsaure vom spez. Gew. 1,19. 

Ausfiihrung. 10 ccm einer stark wirksamen Ferment­
losung, resp. 50--100 g Organ brei, resp. -extrakt werden mit 
ca. 20--30 ccm 5 %iger Glykogenlosung unter Zugabe von Toluol 
auf 24 Stunden in den Brutschrank gestellt; nach Ablauf der 
Frist wird der Versuch unterbrochen und das unzersetzt ge­
bliebene Glykogen quantitativ nach Pfl iiger bestimmt. Ais 
Kontrolle dienen 50 resp. 100 g gekochte Fermentlosung + 20 
resp. 30 ccm 5 % iger Glykogenlosung; sie wird ebenfalls 
24 Stunden im Brutschrank unter Toluol aufbewahrt und da­
nach das Glykogen bestimmt. Die GroBe der Glykogenabnahme 
kann ungefahr als MaBstab dienen fiir die GroBe der Diastase­
menge in der Fermentlosung. 

Die Glykogenbestimmung wird nach Pfliiger in folgender 
Weise a usgefiihrt : 

Die ganze Mischung, Organbrei + Glykogenlosung, wird in 
einem 300 ccm-Kolbchen mit so viel konzentrierter wasseriger 
Kalilauge (Kaliumhydrat Ia Merck) versetzt, daB das gesamte 
V olumen 200 ccm betragt und die Mischung einen Gehalt von 
30 % Kalilauge hat. Also in dem vorliegenden FaIle wiirde man 
zu den 130 ccm der Mischung 70 ccm heiBe KaIilauge zutun, die 
60 g KaIiumhydrat gelost enthalt. Dann wird tiichtig durch­
geschiittelt, das Kolbchen in ein siedendes Wasserbad gesteIlt, 
nach 10 Minuten herausgenommen und geschiittelt, wieder in 
das siedende Wasserbad gebracht und das nach abermals IOMinuten 
wiederholt. Dann bleibt das Kolbchen, mit einem Gummistopfen 
leicht verschlossen, 2 Stunden im siedenden Wasserbad, wird 
nach Ablauf der Frist unter dem flieBenden Wasserstrahl der 
Wasserleitung abgekiihlt, sein Inhalt in ein groBes Becherglas 
iibertragen und das Kolbchen mit 200 ccm Wasser in einzelnen Por­
tionen nachgespiiIt. Das gesamte, 400 ccm betragende Gemisch 
wird nun mit 800 ccm 96 %igem Alkohol versetzt, gut durch­
geriihrt und zum Absitzen des Glykogens bis zum nachsten Tage 
stehen gelassen. Am nachsten Tage wird die iiberstehende Fliissig­
keit in ein geraumiges Becherglas iibertragen und sofort durch 
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ein gutes Faltenfilter filtriert, wahrend die Hauptglykogenmenge 
auf ein schwedisches Filter von 15 em Durchmesser gebracht 
wird; es ist indes nicht notwendig, daB alles GIykogen auf das 
Filter kommt. Das Faltenfilter wird nun mit 66 %igem Alkohol 
gewaschen, das schwedische Filter zunachst so lange mit 66 %igem 
Alkohol, bis das Filtrat farblos abIauft, dann mit absolutem 
Alkohol, mit Ather und schlieBlich noch einmal mit absolutem 
Alkohol gewasehen. Urn nun die Hauptglykogenmenge von den ihr 
noch anhaftenden Flocken und Farbstoffen zu trennen, wird die 
noch feuchte Masse mit einem Spatel in das noeh kleine GIykogen­
mengen enthaltende Becherglas iibertragen, dann das feuchte 
Filter auf einen Trichter gebracht und dariiber das Faltenfilter 
befestigt, sodaB beide Filter iibereinander liegen. Sodann wird 
heiBes Wasser auf das Faltenfilter gegossen; dieses lost beim 
Passieren des unteren Filters die auf ihm noch vorhandenen 
GIykogenspuren, wobei man mit einem klein en Pinselchen nach­
helfen kann. Nachdem nun durch langeres Umriihren die im 
Becherglase befindliche Hauptmenge des GIykogens in Losung 
gebraeht ist, filtriert man ·durch Glaswolle in ein MeBkolbchen 
von 200 cern und gibt vorsichtig so viel Salzsaure von dem spez. 
Gewicht 1,19 tropfenweise zu, bis sich kleine Flocken abscheiden; 
meist geniigen 1-2 cern dazu; Zusatz von ein paar Kubikzenti­
metern konzentrierter Kochsalzlosung beschleunigt meist die 
Flockenausscheidung. Das Kolbchen wird dann bis zur Marke 
aufgefiillt, sein Inhalt in ein Becherglas iibertragen und nach dem 
Absitzen der Flocken durch ein schwedisches Filter filtriert. Die 
so erhaltene klare Losung kann sofort polarimetriseh auf ihren 
Glykogengehalt untersucht werden. 

Die Berechnung der Glykogenmenge aus dem erhal­
tenen Drehungswinkel mag folgendes Beispiel illustrieren: Hat 
man bei Benutzung eines Rohres von 189,4 mm Lange im Halb­
schattenapparat als Mittel von drei Ablesungen gefunden a = 1,27°, 

so ist die GIykogenmenge = 3,;:1), mithin = !~~I = 0,366, d. h. 

in 100 cern der Glykogenlosung sind 0,366 g GIykogen ent­
halten. 

Meist geniigt nach Pfl iiger die polarimetrische Bestimmung 
des GIykogens. Will man aber die Polarisation durch Titration 
kontrollieren, so muB man zuvor die GIykogenlosung invertieren. 
Die Invertierung gesehieht nun in der Weise, daB man 100 cern 

1) Die Zahl 3,74 ist das Produkt aus dem spezifischen Drehungs­
vermogen des Glykogens (+ 196,57°) dividiert durch das spezifische Dre­
hungsvermogen des Traubenzuckers (+ 52,60°). 
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der Glykogenlosung in ein 150 ccm-MeBkOlbchen bringt, mit 
5 cern Salzsaure vom spez. Gew. 1,19 drei Stunden im siedenden 
Wasserbad erhitzt, nach dem Abkiihlen mit 60 %iger Kalilauge 
neutralisiert, bis zur Marke auffiillt, durch ein schwedisches Filter 
filtriert und nun in der Losung den Traubenzucker titrimetrisch 
bestimmt. Hieriiber s. Methode von Bang S. 31 und Methode 
von Bertrand S. 91. 

Man kann auch den Traubenzucker durch Polarisation be­
stimmen. 

Die Berechnung der Glykogenmenge wird in der Weise 
ausgefiihrt, daB man zunachst aus der Titration resp. Polarisa­
tion die Menge des Traubenzuckers bestimmt. Die erhaltene 
Zahl mit 0,927 1) multipliziert ergibt die dem Traubenzucker 
entsprechende Menge Glykogen. 

Modifikation nach Bang. 
Will man die langdauernde Filtration der alkoholischen 

.Losungen vermeiden, so kann man ·nach Bang 2) so vorgehen, 
daB man nach der AufschlieBung mit Alkali von der stark alkali­
schen Losung einen aliquoten Teil, beispielsweise 50,0 cern ent­
nimmt, in ein mit 50 ccm 96 %igem Alkohol beschicktes Zentri­
fugierrohrchen iiberfiihrt, zentrifugiert und die iiberstehende 
klare Losung abdekantiert. Der Bodensatz wird dann wieder 
in 25 ccm 15 %iger KOH-Losung gelost, darauf 50 cern 96%iger 
Alkohol zugesetzt, nochmals zentrifugiert, wieder dekantiert und 
der Riickstand in 50 ccm Wasser gelost. Man setzt nun ein paar 
Tropfen Phenolphthalein hinzu, neutralisiert mit starker Salz­
saure, setzt weiter davon bis 2,2 % Salzsaure zu, kocht 3 Stunden 
im Wasserbad, neutralisiert, flillt auf 150 ccm auf und bestimmt 
in der Losung titrimetrisch den Traubenzucker s. o. 

Zur Bewertung del' Glykogenmethode sei darauf hin­
gewiesen, daB bei dem schwankenden Eigengehalt der Organe 
resp. deren Extrakte an Glykogen man stets mit verschiedenen 
Glykogenmengen arbeitet, auch wenn man immer die gleiche 
Glykogenmenge zusetzt. Ein Vergleich mehrerer Organe unter­
einander beziiglich ihres diastatischen Vermogens, gemessen mit 
dieser Methode, ist darum nur soweit zulassig, als man sagen 
kann, daB in dem einen Fane mehr Diastase vorhanden ist, als 

1) J. Nerking, Quantitative Bestimmungen iiber das Verhaltnis des 
mit siedendem Wasser extrahierbaren Glykogens zum Gesamtglykogen der 
Organe. Pfliigers. Arch. 81), 313. 1901. 

2) J. Bang, Uber die Verwendung der Zentrifuge in der quantitativen 
Analyse. Festschr. f. Hammarsten, Wiesbaden 1906. 
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in dem anderen. Genauere zahlenmaBige Sehatzungen sind aber 
hierbei kaum statthaft. 

Um den EinfluB der sehr groBen Sehwankungen im Gly­
kogengehalt der Organe auszusehalten, ging Kisch 1) in der Weise 
vor, daB er zu dem Organbrei von vorneherein einen groBen 
DbersehuB von Glykogen (0,5 g) hinzufiigte und nun feststellte, 
wieviel davon in einer bestimmten Zeit und bei einer bestimmten 
Temperatur zerlegt wurde. Dieses Vorgehen vermag indes an 
jenem Fehler nieht viel zu andern und kann darum nur als ein 
Notbehelf gelten. 

4. Methode von Wohlgem u th 2). 
Prinzip der Methode. Eine Reihe Reagenzglaser wird 

mit absteigenden Mengen der zu untersuehenden Fermentlosung 
besehiekt, zu jeder Fermentportion die gleiehe Menge einer 1 %igen 
Starkelosung zugefUgt, dann die Glasehen auf einmal in die 
Warme (38-400 C) gebraeht, naeh einer bestimmten Zeit wieder 
abgekiihlt und nun dureh Zusatz von mehreren Tropfen 1/10 n­
Jodlosung festgestellt, welehe kleinste Fermentmenge noeh im­
stande ist, die angewandte Starkemenge bis zum Dextrin ab­
zubauen. Aus ihr wird dann die Fermentmenge fiir 1 eem der 
Fermentlosung in bestimmter Weise bereehnet. 

Zur Verwendung kann kommen die 24stiindige Methode und 
die halbstiindige Methode. leh besehreibe zunaehst 

a) die 24stiindige Methode. 

Erforderliehe Losungen. 
1. Fermentlosung. Dber deren Herstellung s. weiter unten. 
2. 1 %ige Starkelosung. Dieselbe wird in der Weise be­

reitet, daB man 1 g losliehe Starke von Kahl ba u m auf einer 
noeh die Differenz von 0,01 g deutlieh anzeigenden Handwage 
abwagt, in 100 eem kalten destillierten Wassers eintragt, so lange 
verriihrt, bis die Starke vollkommen gleiehmaBig suspendiert ist, 
und nun die das Gemiseh enthaltende Porzellansehale auf ein 
siedendes Wasser bad setzt. Wahrend der Erwarmung und beim 
weiteren Erhitzen wird standig langsam geriihrt, um ein Absitzen 
der Starkepartikelehen und ein Zusammenballen derselben zu 
vermeiden. Das Erhitzen wird so lange fortgesetzt, bis sieh eine 

1) F. Kisch, Uber den postmortalen Glykogenschwund in den Muskeln 
und seine Abhangigkeit von physiologischen Bedingungen. Hofmeisters 
Beitrage 8, 213. 1906. .. 

2) J. Wohlgemuth, Uber eine neue Methode zur quantitativen Be­
stimmung des diastatischen Fermentes. Biochem. Zeitschr. 9, 1. 1908. 
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annahernd klare Losung gebildet hat, was in etwa 10-15 Minuten 
erreicht ist, dann die abgekiihlte Losung in einen MeBzylinder 
gefiillt und die durch das Erhitzen verloren gegangene Fliissig­
keitsmenge mit destilliertem Wasser erganzt. Will man die Lo­
sung sofort zum Versuch verwenden, so ist sie zunachst stark 
abzukiihlen und falls ungeloste Starkepartikelchen sich in ihr 
finden, durch ein Faltenfilter zu filtrieren. SolI die Losung erst 
am nachsten Tage gebraucht werden, so laBt man sie in einem 
Becherglase an einem kiihlen Orte stehen. Fiir gewohnlich hat 
sich dann ein kleiner Bodensatz gebildet, wahrend die dariiber­
stehende Losung vollkommen klar geworden ist; von diesem 
Bodensatz gieBt man ab und verwendet zum Versuch ausschlieB­
lich die klare Losung. Die Vernachlassigung dieses Bodensatzes 
ist aber nur dann zuliissig, wenn er nicht gar zu groB ist, und das 
ist stets der Fall, wenn man obige Kautelen bei der Herstellung 
der Starkelosung strengstens befolgt hat. - Eine solche Starke­
losung halt sich mehrere Tage vollkommen gebrauchsfahig, wenn 
man sie an einem kiihlen Ort (Eisschrank) aufbewahrt; Zusatz 
von einem Antiseptikum (Toluol, Chloroform) ist nicht ratsam, 
da sonst sehr leicht eine Ausflockung der Starke eintritt. Jede 
Starkelosung kann ohne Bedenken so lange zum Versuch ver­
wandt werden, als sie noch klar geblieben ist; beginnt sie da­
gegen sich zu triiben, so ist sie zu verwerfen. 

3. Destilliertes Wasser. 
4. 1/10 normal-J odlosung. 

Die Ausfiihrung der Methode gestaltet sich folgender­
maBen: 

10 Reagenzglaser werden mit fortlaufenden Zahlen nume­
riert und dann mit absteigenden Mengen der zu untersuchenden 
Fermentlosung beschickt, und zwar wahlt man, wenn die Wirk­
samkeit der Losung noch unbekannt ist, eine solche Reihe, bei 
der die einzelnen Fermentportionen um 100 % differieren (s. 
S. 17). Hierauf gibt man zu jedem Glaschen 5 ccm einer stark 
abgekiihlten 1 %igen Starkelosung zu, beginnend mit dem letzten, 
am wenigsten Ferment enthaltenden Glaschen, iiberschichtet 
den Inhalt der Glaschen zur Verhiitung der Faulnis mit etwas 
(0,5-1,0 ccm) Toluol und verkorkt sie. Alsdann stellt man 
samtliche Glaschen, am besten unter Benutzung eines Draht­
korbes, in einen Thermostaten von 380 C. Nach Ablauf der 
Frist wird der Drahtkorb mit den Glaschen in ein GefaB mit 
kaltem Wasser iibertragen, um in samtlichen Portionen gleich­
zeitig die Fermentwirkung zu unterbrechen, und etwa 3 Minuten 
spateJ; aIle Glaschen mit Leitungswasser bis fingerbreit yom 
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Rande aufgefiillt. Dann werden die Glaschen in der urspriing­
lichen Reihenfolge in das Reagenzglasgestell wieder hineinge­
bracht, darauf aus einer Pipette zu jedem Glaschen 1-2-3 
Tropfen 1/10 normal-Jodlosung zugefiigt, umgeschiittelt, und nun 
stellt man fest, in welchen Glaschen die Starke vollkommen bis 
zum Dextrin abgebaut ist und in welcher noch unverdaute Starke 
sich findet. Diejenigen Glaschen, welche vollkommen abgebaute 
Starke (Maltose, Achroo- und Erythrodextrin) enthalten, nehmen 
bei Zusatz von Jod eine gelbe resp. rotbraune Farbe an, wahrend 
die unverdaute Starke enthaltenden blaurot oder blau werden. 
Das erste in der Reihe blaurot gefarbte Glaschen gilt als unterste 
Grenze der Wirksamkeit und wird mit Ii mes bezeichnet. 

Nun kommt es aber nicht selten vor, daB in manchen Glas­
chen der rote Farbenton den blauen so stark iiberwiegt, daB man 
schwanken kann, ob das verdachtige Glaschen wirklich noch 
unveranderte Starke enthalt oder nicht. ill solchen zweifelhaften 
Fallen fiigt man zu dem GIaschen noch einen Tropfen 1/10 n-Jod­
lOsung zu und beobachtet nun, ob der rotblaue Farbenton be­
stehen bleibt oder nicht. 1st er in ein Rotbraun iibergegangen, 
so hat das nachstniedere Glasrohrchen als limes zu gelten. - ill 
manchen Versuchsreihen, besonders in denen, in welchen man stark 
eiweiB- und lezithinhaltige Fermentlosungen (Serum, OrganpreBsafte) 
zum Versuch verwandt hat, geschieht es haufig, daB nach Zusatz 
von 1 Tropfen 1/10 n-Jodlosung die Farbe so schnell verschwindet, 
daB ein Vergleich der GIaschen untereinander nicht moglich ist. 
In all diesen Fallen gibt man zu jedem Glaschen tropfenweise 
so viel 1/1O n-Jodlosung zu, bis die Farbe nicht mehr verschwindet, 
und bestimmt nun die Grenze. In allen anderen Fallen aber 
geniigt die Zugabe von nur eine m Tropfen 1/10 n-Jodlosung zu 
jedem Glaschen zwecks Feststellung der Wirkungsgrenze. 

Zur besseren Dbersicht stelle ich die einzelnen Phasen der 
Diastasebestimmung in umstehender Tabelle 3 zusammen. 

Berechnung. Die Aufgabe lautet: Wieviel Kubikzenti­
meter der 1 %igen Starkelosung werden von 1 ccm der unter­
suchten Fermentlosung innerhalb der gewahlten Versuchsdauer 
bis zum Dextrin abgebaut 1 Als MaB der Fermentwirkung gilt 
nicht das Limes-Rohrchen - denn in ihm ist ja noch unverdaute 
Starkelosung enthalten - sondern das nachst hOhere. Hat bei­
spielsweise der Versuch bei einer Wirkungsdauer von 24 Stunden 
obiges, in der Tabelle mitgeteiltes Resultat ergeben, so ware nicht 
aus Glaschen Nr. 8 (limes), sondern aus Glaschen Nr. 7 (0,016) 
in folgender Weise die Fermentstarke zu berechnen: 

Es verhalt sich die angewandte Fermentmenge (0,016) zur 
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angewandten Starkemenge (5,0 ccm) wie 1 ccm der Ferment­
lasung zu der gesuchten Menge Starkelasung (x), also 

0,016 : 5 = 1 : x 
5·1 

x = 0])t6 = 312,5. 

Mithin ist 1 ccm der Fermentlasung imstande, 312,5 ccm der 
1 %igen Starkelasung innerhalb 30 Minuten bis zum Dextrin 
abzubauen. Die diastatische Kraft fUr 1 ccm der FermentlOsung 
wird ein fUr allemal mit D bezeichnet und zur naheren Charak­
terisierung der Versuchsanordnung gleichzeitig angegeben, bei 
welcher Temperatur und Versuchsdauer der Versuch ausgefUhrt 
wurde. Wir hatten also fur den vorliegenden Fall festgestellt 

38° 
D24h = 312,5. 

b) die halbstundige Methode. 
Erforderliche Lasungen: 
1. Fermentlasung. 
2. 1 %oige Starkelasung, hergestellt aus Kahl bau ms laslicher 

Starke in der gleichen Weise wie die 1 %ige Starke­
lasung (s. S. 39). 

3. Destilliertes Wasser. 
4. 1/50 normal-Jodlasung, hergestellt aus 1/10 normal-Jod­

lasung durch Verdunnen von 1 cern mit 4 cern H 20. 
Die Ausfuhrung der Methode gestaltet sich folgender­

maBen: 
10 Reagenzglaser werden mit fortlaufenden Zahlen nume­

riert und mit absteigenden Mengen Ferment in der gleichen Weise 
wie beim 24 stundigen Versuch beschickt. Hiernach werden zu 
jedem Glaschen 2 cern der 10/ooige Starkelasung zugefUgt und 
samtliche Glaschen gleichzeitig auf eine halbe Stunde in ein 
konstantes Wasserbad von 38 0 C ubertragen. Die Anwen­
dung eines Brutschrankes bei einer so kurzen Versuchsdauer ist 
wegen der zu langsamen Erwarmung der Glaschen im Brut­
schrank nicht zulassig. Nach Ablauf der Frist werden die Glas­
chen herausgenommen, zur Unterbrechung der Fermentwirkung in 
eine Schussel mit kaltem Wasser gebracht und nach kurzem Ver­
wei len in der urspriinglichen Reihenfolge in das Reagenzglasgestell 
zuruckgestellt. Hiernach werden sie, ohne daB sie, wie beim 
24 Stunden-Versuch, mit Wasser aufgefUllt werden, sofort mit 
1/50 normal-JodlOsung tropfenweise versetzt und das Resultat 
festgestellt. - Zum besseren Verstandnis und urn Verwechslungen 
mit dem 24stundigen Versuch zu vermeiden, seien auch die ein­
zelnen Phasen dieses Versuches in einer Tabelle zusammengestellt. 
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Berechnung. Aus dem hier mitgeteilten Versuch wiirde 
analog dem beim 24 Stunden -V ersuch Gesagten die Diastasen­
menge sich berechnen aus der in Glaschen 8 enthaltenen Ferment­
menge, und zwar in folgender Weise: 

0,008 : 2 = 1 : x 
2 X 1 

x = 0,008 = 250. 

Die diastatische Kraft fiir 1 ccm wird mit d bezeichnet, wenn 
wie hier fur den Versuch lO/ooige Starkelosung in Anwendung 
gekommen ist. Gleichzeitig wird die Versuchsdauer und die 
angewandte Temperatur mitangegeben. Der Versuch hatte also 
im vorliegenden FaIle erg eben 

d38' 2 30'= 50. 

Quantitative Bestimmung der Diastase im Speichel. 
Der zum Versuch bestimmte Speichel muB frei von Rachen­

resp. Nasenschleim und von Speiseresten sein und darf keine 
Blutbeimengungen enthalten. 

Reinen Speichel kann man nach Hoppe-Seyler am besten 
in der Weise gewinnen, daB man bei vorniibergeneigtem Kopfe 
den Mund weit offnet, ohne dabei irgendwelche Bewegungen 
auszufiihren; nach einiger Zeit flieBt dann reiner Speichel in 
klaren, fadenziehenden Tropfen ab und kann sofort zum Ver­
such verwandt werden. - Bekommt man auf diese Weise keinen 
Speichel, so kann man auch in der Weise ein reines Produkt ge­
winnen, daB man kauende Bewegungen mit dem Munde aus­
fiihrt und den dabei produzierten Speichel in einem Schalchen 
sammelt. 

Da der Speichel sehr reich an diastatischem Ferment ist, 
so benutzt man am zweckmaBigsten den halbstiindigen Versuch 
unter Verwendung der 1 prozentigen Starkelosung. 

Erforderliche Losungen. 
1. Reiner Speichel. 
2. Destilliertes Wasser. 
3. 1 prozentige Starkelosung (HersteIlung s. S. 39). 
4. 1/10 normal-Jodlosung. 

Ausfiihrung des Versuches. Eine Reihe von Reagenz­
glasern wird mit fortlaufenden Zahlen, von 1 beginnend, nume­
riert, mit absteigenden Fermenten in der iiblichen Weise (s. 
24 Stunden-Versuch I) beschickt und zu jedem Glaschen 5 ccm 
der 1 %igen Starkelosung zugesetzt. Danach kommen samt­
liche Glaschen auf eine halbe Stunde in ein Wasserbad von 
380 C, werden nach Ablauf der Frist wieder herausgenommen, 
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sofort mit kaltem Leitungswasser bis 2 Querfinger breit· yom 
Rande entfernt aufgefiillt, und nun wird durch tropfenweisen 
Zusatz von 1/10 normal- Jodlosung festgestellt, bis zu welchem 
Glaschen die Diastasewirkung vorgeschritten ist. Nehmen wir 
einmal folgenden Ausfall der Reaktion an, 

Ta belle 5. 

Glasohen I \ 10/0 
I Resultat 

Speiohelmenge Starkelosung bei 30' u. 
38" C 

I 
1 1,0 oom 5,0 oom + 
2 0,5 " 

5,0 
" + 

3 0,25 
" 

5,0 
" + 

4 0,125 " 5,0 
" + 

5 0,062 " 5,0 
" + 

6 0,031 " 5,0 
" + 

7 0,016 " 5,0 
" "+ 

8 0,008 " 5,0 
" + 

9 0,004 " 5,0 
" 

limes 

10 0,002 " 5,0 
" 

so wiirde die Berechnung der Diastasemenge folgendermaBen 
zu fiihren sein 

0,008: 5,0 = 1,0 : x 
5,0 X 1,0 625 

x= 0,008 = . 

Es ware somit die diastatische Kraft des Speichels D:~" = 625. 

Vergleich verschiedener Speichelmengen untereinander. 
Fiir den Vergleich der Diastasemengen verschiedener Speichel­

sorten untereinander reicht die eben beschriebene halbstiindige 
Methode vollig aus. 

Will man feinere Differenzen erkennen, so muB man die 
Unterschiede in den Fermentmengen einer Reihe entsprechend 
kleiner wahlen. Dann bedient man sich zweckmaBig der sechs­
oder achtgliedrigen geometrischen Reihe, deren einzelne Zahlen­
glieder auf S. 17 in einer Tabelle aufgefiihrt sind. Diese enge, 
sechs- resp. achtgliedrige Reihe darf man aber nicht mit dem 
nativen Speichel herstellen; denn dann wiirde man die untere 
Grenze der Wirksamkeit bei einer 30 Minuten langen Versuchs­
dauer nicht erreichen. Sondern man bereitet sich erst eine 20fache 



1. Polysaccharide spaltende Fermente. 47 

Verdiinnung jeder Speichelportion, indem man 1,0 ccm Speichel 
mit 19,0 ccm Wasser griindlichst durchmischt. Erst von dieser 
Mischung geht man bei der Herstellung der engen Reihe aus, 
indem man folgendermaBen verfahrt: 

Man numeriert 6 Reagenzglaschen mit fortlaufenden Zahlen, 
beginnend mit 1 etc., bringt mittelst der Einerpipette in das 
erste Glaschen 1,0 ccm der Speichelverdiinnung, in das 2. 
0,64, in das 3. 0,4, in das 4. 0,25, in das 5. 0,16 und in das 6. 
0,1. Alsdann erganzt man, ebenfalls mit der Einerpipette, in 
allen Glaschen das Fliissigkeitsquantu~ mit destilliertem Wasser 
so, daB alle Glaschen nachher einen Gesamtinhalt von 1,0 ccm 
haben, und gibt dann zu jeder Fermentportion 5 ccm 1 %ige 
Starkelosung zu. Hiernach kommen samtliche Glaschen auf 
einmal in ein Wasserbad von 38-400 C, bleiben darin 30 Minuten, 
werden nach Ablauf der Frist, um die Fermentwirkung sofort 
zu kupieren, in eine Schale mit kaltem Wasser gestellt und dann 
in der urspriinglichen Reihenfolge in das Reagenzglasgestell zuriick­
gebracht. Hiernach wird durch tropfenweisen Zusatz von 1/10 
normal-Jodlosung der Umfang der Starkeverdauung festgestellt 
und aus der dem Limes-Glaschen benachbarten Portion die 
Fermentmenge fUr 1 ccm Speichel in der iiblichen Weise berechnet. 

Der besseren nbersicht wegen stelle ich die einzelnen Phasen 
eines solchen eng en Reihenversuches in umstehender Tabelle 7 
zusammen: 

Auf diese Weise untersucht man samtliche der zu vergleichen­
den Speichelportionen, indem man sich von jeder zunachst eine 
20fache Verdiinnung herstellt und mit jeder Verdiinnung obige 
sechsgliedrige Reihe ausfiihrt. 

Nehmen wir einmal an, es seien 4 verschiedene Speichel­
sorten beziiglich ihres Diastasegehaltes zu vergleichen gewesen 
und die Untersuchung hatte folgendes Resultat erg eben : 

Nummer 
der 

Glaschen 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

Speichel­
menge 

0,05 
0,032 
0,02 
0,0125 
0,008 
0,005 

D3sa 
30' -

Tabelle 6. 

Speichel Speichel Speichel Speichel 
1 234 

+ + + + 
+ + + limes 

+ limes + -
limes - + -

- -

I 
limes -

- - - -
250 156,25 400 100 
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so wiirde das besagen, daB Speichel 4 am wenigsten Diastase 
enthalt, etwas mehr Speichel 2, mehr als die doppeIte Menge 
Speichel 1 und am meisten Speichel 3. 

Zur Bestimmung der absoluten Fermentmengen 
reicht natiirlich ein Versuch von halbstiindiger Dauer nicht aus. 
Hierfiir ist es notwendig, daB man einen Versuch von 24 Stunden 
anstellt. Eigentlich kann man auch mit einem solchen noch 
nicht die absoluten Fermentmengen in ihrem ganzen Umfange 
feststelIen, da nach 24 Stunden die Fermentwirkung noch 
keineswegs abgeschlossen ist; aber fiir die meisten Zwecke 
diirfte wohl ein 24stiindiger Versuch geniigen. Die Ausfiihrung 
desselben geschieht genau, wie auf S. 39 angegeben ist. Die 
aus einem solchen Versuch sich ergebenden Diastasewerte 
werden entsprechend den obigen Auseinandersetzungen mit D:!~ 
bezeichnet. Normaliter schwanken die Werte des Speichels 

. 3. 3. zWIschen D 30, = 62,5 und 250 resp. D24h = 1125 und 5000. 

Verfahren zur Ermittelung, ob eine Substanz die 
Wirkung der Speichelamylase fordert. 

Wenngleich sich die Versuchsanordnung schon aus der Frage­
stellung von selbst ergibt, sei sie trotzdem hier an dem Beispiel 
der Diastase ausfiihrlich besprochen, da sie auch bei zahlreichen 
anderen Fermentuntersuchungen eine hervorragende Rolle spielt. 
Es sei darum von vorneherein bemerkt, daB aIle Ausfiihrungen 
iiber die hier zu befolgende Technik sich auch auf aIle anderen 
Fermente beziehen, soweit ihre Starke durch einen Reihenversuch 
gemessen werden kann. 

Die Entscheidung der Frage, ob die Speicheldiastase durch 
eine bestimmte Substanz in ihrer Wirksamkeit gefOrdert wird, 
kann auf zweierlei Weise getroffen werden. 

Zum besseren Verstandnis sei eine ganz bestimmte Aufgabe 
gestellt: Es soIl festgestellt werden, ob Kochsalz die Speichel­
diastase fordert oder nicht. 

Fiir die Losung dieser Aufgabe stehen 2 Methoden zur Ver­
fiigung. Die eine bezeichne ich der Kiirze halber das Kon troll­
reihenverfahren, die andere das Einreihenverfahren. 

a) Das Kontrollreihenverfahren. Frisch gewonnener 
Speichel wird auf zwei Reihen mit fortlaufenden Zahlen versehener 
Reagenzglaschen in der auf S. 17 angegebenen Weise verteilt. 
Dann gibt man zu der einen Reilie (Hauptreihe) in jedes Glaschen 
1,0 ccm einer 1 %igen Kochsalzlosung, zu der anderen Reihe 
(Kontrollreihe) zu jedem Glaschen 1,0 ccm destilliertes Wasser, 

Wohlgemuth, Fermentmethoden. 4 
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fiigt zu slimtliehen Glasehen beider Reihen je 5 eem 1 %ige Starke­
losung zu und setzt beide Reihen auf einmal in ein Wasserbad 
von 38° C. Naeh einer halben Stunde werden sie herausge­
nommen und in eine Sehale mit kaltem Wasser iibertragen, um in 
allen Glasehen gleiehzeitig die Fermentwirkung zu unterbreehen. 
Hiernaeh werden sie mit Leitungswasser aufgefiillt, in der ur­
spriingliehen Reihenfolge in das Reagenzglasgestell zuriiekgestellt, 
und nun wird dureh tropfenweisen Zusatz von 1/10 normal-Jod­
losung in beiden Reihen das Limes-Rohrehen bestimmt. Dann 
werden fiir beide Reihen die Diastasewerte in der iibliehen Weise 
bereehnet und miteinander vergliehen. Hatte beispielsweise die 
Koehsalzreihe den Wert D~~~ = 312, die Kontrollreihe den Wert 

D~~: = 162,5 ergeben, so wiirde das heiBen, daB dureh die Gegen­
wart von Koehsalz die diastatisehe Kraft um das Doppelte ge­
fordert wird. 

Handelt es sieh darum, feinere Untersehiede zu erkennen, 
so muB man eine dementspreehend eng ere Reihe wahlen, eine 
seehs- oder aehtgliedrige, wie ieh sie auf S. 17 besehrieben habe. 

(3) Das Einreihenverfahren. Dieses Verfahren setzt sieh 
aus zwei Phasen zusammen, aus einem V orversueh und aus 
dem Hauptversueh. 

In dem Vorversueh ermittelt man bei einer Digestionszeit 
von 30 Minuten mit dem zur Untersuehung bestimmten Speichel 
diejenige Speichelmenge, die imstande ist, 5 ccm einer 1 %igen 
Starkelosung nur teilweise bis zum Dextrin abzubauen, mit anderen 
Worten, man ermittelt das Limes-Glaschen, und stellt sich dann 
aus dem Speichel eine solche Verdiinnung her, daB dieselbe in 
1,0 ccm oder 0,5 ccm die dem Limes-Glaschen entsprechende 
Speichelmenge enthalt. 

Beispiel. Hat man mit frisch gewonnenem Speichel einen 
30 Minuten-Versuch unter Verwendung von 1 % iger StarkelOsung 
(s. S. 45) in der iiblichen Weise ausgefiihrt und gefunden, daB das 
Limes-Glaschen eine Speiehelmenge von 0,008 ccm enthalt, so stellt 
man sich von dem namlichen Speichel eine 125 fache Verdiinnung 
her, d. h. man miBt 1 ccm Speiehel ab und mischt ihn mit 124 eem 
destilliertem Wasser. Von dieser Verdiinnung enthalt dann 1,0 eem 
= 0,008 cem Speiehel. 

Der Hauptversueh wird dann in der Weise ausgefiihrt, 
daB man sieh - um bei der obigen Aufgabe zu bleiben - zu­
naehst eine beispielsweise 10 %ige Koehsalzlosung herstellt und 
nun eine Reihe von Reagenzglasern, die man mit fortlaufenden 
Zahlen versehen hat, mit absteigenden Mengen der Koehsalz­
losung besehiekt in der Weise, daB in das 1. Glasehen 1,0 cern, 
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in das 2. 0,5, in das 3. 0,25 usf. kommt. Hiernach wird zu 
jedem Glaschen von obiger Speichelverdiinnung 1,0 ccm zugesetzt, 
ferner je 5,0 ccm 1 %ige Starkelosung hinzugefiigt und die ganze 
Reihe auf 30 Minuten in. ein Wasserbad von 38° C iibertragen. 
Nach Ablauf del' Frist werden die Gliischen herausgenommen, 
mit Wasser aufgefiillt und del' Versuch in der iiblichen Weise 
zu Ende gefiihrt. In denjenigen Glaschen, wo geniigend Koch­
salzlosung vorhanden war, wird bei Zusatz von Jod eine gelbe 
resp. gelbbraune Farbe auftreten; wo dagegen die Kochsalzmenge 
nicht ausreichte, um eine Forderung zu bewirken, wird genau wie 
in del' Kontrolle, die man stets anzustellen hat und die sich in 
dem vorliegenden FaIle zusammensetzt aus 1,0 ccm del' Speichel­
verdiinnung + 1,0 ccm destilliertes Wasser + 5,0 ccm 1 %ige 
Starkelosung, eine rotblaue (violette) Farbe auftreten. 

Man kann demnach mit Hilfe diesel' Versuchsanordnung 
einmal feststellen, ob eine Substanz iiberhaupt eine Ferment­
wirkung zu aktivieren imstande ist, und, wenn das del' Fall ist, 
bei welcher Konzentration sie noch einer Aktivierung fahig ist. 

Das obige Kontrollreihenverfahren gibt ebenfalls Auf­
schluB dariiber, ob eine Substanz von aktivierendem EinfluB auf 
das untersuchte Ferment ist, sodann dariiber, um wieviel das 
Ferment in seiner Wirkung durch jene Substanz verstarkt wird. 

Welchem von beiden Verfahren man den Vorzug geben will, 
hangt ganz davon ab, was man durch den Versuch gerade zu er­
mitteln wiinscht. Will man feststellen, um wieviel ein 
Ferment in seiner Kraft durch eine Substanz gesteigert 
werden kann, so wahlt man am zweckmaBigsten das 
Kontrollreihenverfahren. Will man dagegen erfahren, 
welche die kleinste noch wirksame Menge del' aktivie­
renden Su bstanz ist, so verwendet man am besten das 
Einreihen verfahren. 

Feststellung del' hemmenden Wirkung einer Substanz 
auf die Diastase. 

Auch hierfiir kann man das Kon trollreihenverfahren 
und das Einreihen verfahren wie vorhin vel'wenden. 

Das Kontrollreihenverfahren wird bei del' Priifung 
einer hemmenden Substanz genau so ausgefiihrt, wie bei del' 
Untersuchung einer aktivierenden. Es sei deshalb auf das Vorher­
gesagte (S. 49) verwiesen. 

Das Einreihen verfahren unterscheidet sich von dem 
Vorhergesagten hingegen in einem wesentlichen Punkt. Zwar 
setzt es sich gleichfalls aus einem V orversuch und einem Haupt­
versuch zusammen, und man ermittelt in dem Vorversuch 

4* 
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wie vorhin das Limes-Glaschen. Aber man verwendet nun 
nicht die im Limes - Glaschen enthaltene Fermentmenge zum 
Hauptversuch, sondern die in dem nachsthoheren Glas­
chen befindliche Fermentmenge,. also diejenige Ferment­
menge, die gerade noch imstande ist, 5,0 ccm 1 %ige Starke­
losung komplett bis zum Achroodextrin zu verdauen. Der Grund 
liegt auf der Hand. Man kann nur dann eine Hemmung an einer 
Fermentwirkung erkennen, wenn der Effekt, in der Kontrolle aus­
reichend stark ist, wenn also die Starke ganz bis zum Dextrin ab­
gebaut ist. Jede Hemmung macht sich dann in einer Violett­
resp. Blaufarbung bemerkbar. Enthalt aber das Glaschen schon 
von vorneherein nur eine dem Limes-Glaschen entsprechende Fer­
mentmenge, so ist eine Hemmung nicht mehr mit Sicherheit wahr­
zunehmen, weil dann die Kontrolle schon eine Violettfarbung zeigt. 

Fur die Wahl zwischen beiden Verfahren sind genau die 
gleichen Gesichtspunkte maBgebend wie bei den Aktivierungs­
versuchen. 

Feststellung der zerstorenden Wirkung einer Substanz 
auf die Diastase. 

Man hat scharf zu unterscheiden zwischen der hem men -
den Wirkung einer Substanz und ihrer z erstor en den Wirkung. 
Eine Substanz, welche die Fermentwirkung hemmt, braucht 
keineswegs in jedem FaIle auch eine zerstorende Wirkung auf 
das Ferment auszuuben. Dagegen beobachtet man umgekehrt 
bei allen Substanzen, welche ein Ferment zerstoren, stets gleich­
zeitig eine hemmende Wirkung auf die Tatigkeit des Fermentes. 

Der Nachweis einer zerstorend wirkenden Substanz, beispiels­
weise der Salzsaure auf die Diastase, geschieht im Prinzip so, 
daB man verdiinnte Salzsaure mit einer Speichellosung von be­
stimmtem Diastasegehalt zusammenbringt, die Salzsaure nach 
bestimmter Zeit neutralisiert und nun feststellt, wieviel Diastase 
noch in der Speichellosung vorhanden ist. Hieraus kann man 
einen SchluB auf die zerstorende Wirkung der untersuchten Sub­
stanz ziehen. 

1m einzelnen wurde der Versuch, wenn wir bei dem gewahlten 
Beispiel der Salzsaure bleiben, sich folgendermaBen gestalten: 

Frisch gewonnener Speichel wird mit destilliertem Wasser 
auf das Doppelte verdunnt und mit 1/10 normal-Salzsaure gegen 
empfindliches Lackmuspapier genau neutralisiert; von dem ent­
stehenden Niederschlag wird abfiltriert. 

Je 3 ccm dieser neutralen Speichellosung werden auf drei 
absolut trockene Becherglaschen oder Reagenzglaschen verteilt, 
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in Portion I und II je 1,0 ccm einer 1/100 normal-Salzsaure ein­
getragen und der Zeitpunkt genau notiert. Wahrend des Stehens 
wird haufig durchgeschiittelt, um fUr eine griindliche Durch­
mischung zu sorgen. Nach VerIauf von 5 Minuten wird zu Por­
tion I 1,0 ccm 1/100 normal-Natronlauge zugesetzt, um die Salz­
saure zu neutralisieren, nach weiteren 5 Minuten, also im ganzen 
nach 10 Minuten, erfolgt auch zu Portion II Zusatz von 1,0 ccm 
1/]00 normal-Natronlauge. Nunmehr erhalt die als Kontrolle 
dienende Portion III einen Zusatz von 1,0 ccm 1/100 normal-Salz­
saure + 1,0 ccm 1/100 normal-Natronlauge; aber nicht in der Weise, 
daB man die Salzsaure und die Natronlauge nacheinander in die 
Portion III eintragt, sondern daB man sich in einem besonderen 
Reagenzglas eine Mischung von 1/100 normal-Salzsaure und 1/100 

normal-Natronlauge zu genau gleichen TeiIen hersteIlt, hiervon 
2 ccm entnimmt una in Portion III eintragt. 

Alsdann wird mit diesen 3 Portionen, die aIle das gleiche 
Fliissigkeitsvolumen und den gleichen KochsalzgehaIt haben, je 
1 Reihenversuch von 30 Minuten Dauer in der oben beschriebenen 
(s. S. 45) Weise ausgefUhrt. Aus dem Vergleich der erhaltenen 
Resultate untereinander bekommt man eine Vorstellung von der 
zerstorenden Kraft der Salzsaure auf die Diastase. 

Beziiglich der Reaktion des Speichels ist noch hervor­
zuheben, daB sie bei vergleichenden Bestimmungen nicht beriick­
sichtigt zu werden braucht. 1st man aber aus irgendwelchen 
Griinden gezwungen, mit einem voIlkommen neutralen Produkt zu 
arbeiten, so neutralisiert man vorsichtig am zweckmaBigsten mit 1/10 

normal-Salzsaure gegen Lackmuspapier unter Vermeidung auch 
nur einer Spur von tJbersauerung. Man darf dann aber nicht 
vergessen, daB man den Speichel verdiinnt hat, und daB bei der 
Neutralisation mit Salzsaure sich Kochsalz gebiIdet hat, das fiir 
die Diastase ein starker Aktivator ist. 

Quantitative Bestimmung der Diastase im Pankreas­
saft resp. -extrakt. 

Meist findet sich die Diastase im Pankreassaft in voIlkommen 
aktivem Zustande, bedarf also keiner weiteren Aktivierung. 

Gilt es verschiedene Pankreassaftportionen beziiglich ihres 
DiastasegehaItes miteinander zu vergleichen, so bedient man 
sich, da der Pankreassaft stets sehr reich an Diastase ist, am 
zweckmaBigsten des halbstiindigen Versuches unter Benutzung 
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von 1 %iger Starkelosung. Die AusfUhrung des Versuches ge­
staltet sich wie fiir den Speichel auf S. 46 angegeben. 

Kommt es darauf an, moglichst feine Unterschiede zu er­
kennen, so stellt man sich mit destilliertem Wasser eine ent­
sprechende Verdiinnung her - fiir reinen Pankreassaft ist eine 
50fache Verdiinnung meist ausreichend - und setzt mit dem 
so verdiinnten Saft eine sechs- resp. achtgliedrige geometrische 
Reihe an, unter Benutzung eines Wasserbades von 380 C und bei 
einer Versuchsdauer von 30 Minuten, genau wie beim Speichel 
(s. S. 46) angegeben. 

Will man die absoluten Diastasemengen im Pankreassaft be­
stimmen, so muB man sich, wie beim Speichel der 24stiindigen 
Methode (s. S. 39), bedienen. Maximale Ausschlage erhalt 
man, wenn man sich bei der Anstellung des Versuches gleich­
zeitig eines Aktivators, wie beispielsweise des Kochsalzes, be­
dient; man hat dann jedem Glaschen der Versuchsreihe 1,0 ccm 
einer 1 %igen Kochsalzlosung zuzusetzen. 

Besonders zu beriicksichtigen bei der Untersuchung von 
Pankreassaft und Pankreaszysteninhalt resp. Pankreas­
fistelsekret sind noch folgende Punkte. 

1. Reinen Pankreassaft benutzt man zum Versuch am zweck­
maBigsten so, wie er aus der Fistel flieBt. Geringe Beimengungen 
von Blut oder Wundsekret hemmen nicht, sondern fordern nur 
die diastatische Wirkung. Sie storen also nur dann, wenn es sich 
darum handelt, mehrere Saftportionen miteinander zu v~rgleichen 
und die einen frei von Blut resp. Wundsekret sind, die andern 
nicht, weil die bluthaltigen dann meist einen hoheren Diastase­
wert ergeben als die blutfreien. 

Das Gleiche gilt fUr den Inhalt von Pankreaszysten. 1st der­
selbe triib und mit Gewebspartikelchen durchsetzt, so kann man 
ihn vor der Anstellung des Versuches scharf zentrifugieren oder 
filtrieren. 

2. 1st man nicht in der Lage, frisch gewonnenen Pankreas­
saft resp. Zysteninhalt sofort zu untersuchen, so bewahrt man 
ihn zur spateren Untersuchung entweder im Frigo auf oder stellt 
ihn nach Zusatz von Toluol fest verschlossen in den Eisschrank. 
Hier halt sich die Diastase tage-, ja wochenlang, ohne an ihrer 
Wirksamkeit erheblich einzubiiBen. - Sobald sich aber Faulnis­
geruch - und ist er auch noch so gering - bemerkbar macht, 
ist die Losung fiir quantitative Zwecke nicht mehr brauchbar, 
sondern kann nur noch fiir qualitative Proben dienen. 

3. Die genuine alkalische Reaktion des nativen reinen Pan­
kreassaftes bleibt bei den Versuchen zwecks Feststellung seiner 
diastatischen Kraft am besten unverandert. - Hat man Pankreas-
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saft nach Boldyreff mittelst Olprobefriihstiick durch Aushebe­
rung aus dem Magen oder mittelst der Einhornschen Duodenal­
sonde gewonnen und zeigt dieser saure Reaktion, so muB man ihn 
sofort nach der Gewinnung mit schwacher SodalOsung unter 
Benutzung von auBerst empfindlichem Lackmuspapier ganz genau 
neutralisieren. Denn schon ein minimaler DberschuB an Saure 
kann einen ganz betrachtlichen Teil der Diastase bei langerer Ein­
wirkung zerst6ren. Auch ein DberschuB an Sodalosung ist sorg­
faltig zu vermeiden. 

4. Fur Diastaseuntersuchungen in groBem Umfange stellt 
man sich, wenn man nicht reinen Pankreassaft zur Verfiigung 
hat, entweder aus frischem Hundepankreas oder aus dem Trocken­
praparat Pankreatin (Rhenania i. Aachen) ein wasseriges Extrakt 
in der iiblichen Weise her. 

Die Diastasemengen im menschlichen Pankreas­
saft schwanken bei einer einstiindigen Versuchsdauerzwischen 
D31~: = 625-2500, fUr den 24stundigen Versuch zwischen D::h' 

= 12000-40000. Bekommt man einen Zvsteninhalt zur 
Untersuchung und solI man entscheiden, ob ~r aus reinem Pan­
kreassaft besteht, resp. ob ihm nur Pankreassaft beigemengt ist, 
oder ob es sich nur um Transsudat resp. Exsudat handelt, so 
stellt man in der fur den Speichel auf S. 45 beschriebenen Weise 
einen 30 Minuten-Versuch an. Erhalt man einen D;~:-Wert, der 
dem obigen annahernd entspricht, so kann man sicher sein, daB 
der Zysteninhalt zum allergroBten Teil aus rein em Pankreassaft 
besteht. Auch wenn man einen Wert von D;~,' = 20 oder nur 
10 bekommt, kann man mit Bestimmtheit sagen, daB Pankreas­
saft zugegen ist. Eine Verwechslung mit einem reinen Transsudat 
oder einem reinen Exsudat ist hierbei ganzlich ausgeschlossen, 
da diese beiden Fliissigkeiten wegen ihres geringen Gehaltes an 
Diastase mit obiger Methode iiberhaupt keinen Ausschlag geben 
konnen. - Beziiglich der Untersuchung von Zysteninhalt auf 
Trypsin s. S. 192, auf Steapsin s. S. 115. 

Fiir Hundepankreassaft schwanken die Werte wie beim 
Menschen einerseits zwischen D~~' = 625-2500, andererseits zwi-

h 38' sc en Dw = 4000-40000. 

Quantitative Bestimmung der Diastase im Blut. 
Da die Diastase des Blutes sich ausschlieBlich im Serum 

findet, so sind aIle Untersuchungen iiber die im Blut enthaltenen 
Diastasemengen am Serum der entsprechenden Blutarten auszu­
fuhren. Die notige Menge Serum gewinnt man am schnellsten 
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in der Weise, daB man einem Tier 4-5 ccm Blut entnimmt, dieses 
durch Schlagen defibriniert und dann scharf zentrifugiert. 

Am besten untersucht man das Serum sofort auf seinen 
Diastasegehalt. Ist man aber dazu nicht in der Lage, so bewahrt 
man es entweder im Frigo oder unter Toluol verschlossen im 
Eisschrank auf; so halt es sich tagelang gut wirksam, ohne von 
seiner urspriinglichen Wirkung wesentlich einzubiiBen. 

Fiir die quantitative Bestimmung der diastatischen Kraft 
des Serums hat man sich bisher ausschlieBlich der 24 stiindigen 
Methode bedient. 

Dieselbe wird in der gleichen Weise ausgefiihrt, wie beim 
Speichel (s. S. 49) angegeben, nur mit dem Unterschied, daB 
man die Fermentverdiinnungen nicht mit destilliertem Wasser, 
sondern mit physiologischer Kochsalzlosung (0,85 %) vornimmt. 

Die Berechnung der diastatischen Kraft fiir 1 ccm Serum 
geschieht genau wie fiir den Speichel (s. S. 46). 

Handelt es sich darum, moglichst schnell festzustellen, ob 
die Diastase im Blut gegeniiber der Norm vermehrt ist, wie man 
das stets bei Fallen von subkutaner PankreaszerreiBung be­
obachtet 1), so macht man statt eines 24stiindigen Versuches einen 
ganz kurzen von 30 Minuten Dauer. Doch muB man sich 
hier einer lpromilligen Starkelosung bedienen, nicht einer 
1 % igen, weil in dem Blut weit kleinere Diastasemengen sich 
finden als im Speichel und im Pankreassaft. 

Erforderliche Losungen: 1. Serum, 2. 0,85 %ige Koch­
salzlosung, 3. 1promillige Starkelosung, 4. 1/50 normal-Jodlosung. 

Ausfiihrung des Versuches. 10 mit fortlaufenden Zahlen 
versehene Reagenzglaschen werden mit absteigenden Mengen 
Serum in der Weise beschickt, daB in das erste Glaschen 1,0 ccm 
Serum, in das zweite 0,5 ccm, in das dritte 0,25, in das vierte 
0,125, in das fiinfte 0,0625 ccm usf. kommt - unter Benutzung 
der physiologischen KochsalzlOsung zur Herstellung der Ver­
diinnungen. Alsdann fiigt man zu jedem Glaschen 2 ccm der 
1 %oigen Starkelosung zu und stellt die ganze Reihe auf ein­
mal in ein Wasserbad von 380 C. Nach 30 Minuten werden die 
Glaschen herausgenommen, zur Unterbrechung der Ferment­
wirkung auf kurze Zeit in kaItes Wasser gebracht und dann in 
der friiheren Reihenfolge in das Reagenzglasgestell zuriickgesetzt. 
Hiernach werden zu jedem Glaschen ein paar Tropfen 1/50 normal­
Jodlosung zugesetzt bis zum Bestehenbleiben der Farbe und das 
Limes-Glaschen bestimmt. Aus dem nachst hoheren Glaschen 

') J. Wohlgemuth u. Y. Noguchi, Experimentelle Beitrage zur 
Diagnostik der subkutanen Pankreasverletzungen. Ber!. klin. Wochenschr. 
1912, ·Nr. 23 u. Langen becks Arch. Bd. 98, Heft 2, 1912. 
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berechnet man die diastatische Kraft fUr 1 ccm Serum in der 
iiblichen Weise (s. S. 45) und bezeichnet sie dann mit d~~.'. 

Diese kurze Methode ist auch sehr geeignet fUr den Fall, daI3 
man mehrere Serumproben untereinander schnell vergleichen will. 

Fiir normales menschliches Serum schwanken die mit dieser 
kurzen Methode ermittelten Werte zwischen d~~.' = 8-16-32. 

Findet man also in einem FaIle den Diastasewert hoher als d~~.' = 32, 
also beispielsweise 64 und dariiber hinaus, so kann man mit 
absoluter Sicherheit annehmen, daB hier die Blutdiastase abnorm 
gesteigert ist. 

Die mit der 24stiindigen Methode im menschlichen Serum 
ermittelten Werte schwanken zwischen D;~,: = 10-80. 

Fiir das Hundeserum ergaben sich die Werte d~~.'=20-80 
38' und Dw = 160 -320 (625). 

Fiir das Kaninchenserum d~~.' = 4 - 32 und D;~: = 10-40. 

Quantitative Bestimmung der Diastase in Organen. 
Die hierbei zur Verwendung kommenden Organe miissen 

zuvor vollkommen yom Blut befreit sein. Das geschieht am 
besten in der Weise, daB man das Tier aus einer Karotis entblutet 
und gleichzeitig in eine Jugularis kOrperwarme physiologische 
KochsalzlOsung einflieBen laBt; man setzt dies so lange fort, als 
noch das Herz tatig. LaBt die Herztatigkeit erheblich nach, 
so unterbricht man die Kochsalzinfusion und IaBt aus der erOff­
neten Karotis, eventuell auch noch aus der anderen Karotis, die 
letzten Blutmengen ausstromen. Alsdann durchspiilt man in situ 
das zu untersuchende Organ von der zugehorigen Arterie aus 
mit korperwarmer Kochsalzlosung, die Leber von der Vena hepatica 
aus und nimmt das Organ schnell heraus. 

Danach wird das Organ schnell zerkleinert und aus ihm ein 
PreBsaft unter Benutzung von Buchnerschem PreBtuch entweder 
mittelst einer Handpresse oder einer hydraulischen Presse hergestellt. 

Mit dem OrganpreBsaft wird sofort ein 24stiindiger Reihen­
versuch ausgefUhrt in der auf S. 39 angegebenen Weise, nur 
Init dem Unterschied, daB man die Fermentverdiinnungen samt­
lich mit physiologischer (0,85 %) KochsalzlOsung vornimmt. 
Keinesfalls darf der Zusatz von etwas Toluol zu jedem Glaschen 
versaumt werden, da die OrganpreBsafte bei Brutschranktem­
deratur leicht in Faulnis iibergehen. 

Bei der Beendigung des Versuches ist noch folgender Punkt 
zu beachten. 
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Meist findet sich nach Beendigung der Digestion im Brut­
schrank in den ersten 5-6 GHischen der Versuchsreihe ein mehr 
oder weniger groBer Bodensatz, herriihrend von auskoaguliertem 
OrganeiweiB und einigen ausgeflockten Starkepartikelchen. Von 
diesem Bodensatz muB die dariiberstehende klare Fliissigkeit vor 
dem Jodzusatz abgegossen werden, da sonst bei Zusatz von Jod 
die Farbennuance schwer zu erkennen ist. - Wenn man also die 
Glaschen aus dem Brutschranke herausnimmt, um den Versuch 
zu Ende zu flihren, so gieBt man aus den ersten 5-6 Glaschen 
die iiber dem Bodensatz stehende klare Fliissigkeit in andere, 
mit den entsprechenden Zahlen versehene Reagenzglaschen ab, 
flillt diese Glaschen mit Leitungswasser auf, ebenso wie Glaschen 
7-lO und stellt nun durch Zusatz von 1/10 normal-JodlOsung 
die Grenze in der iiblichen Weise fest. 

Statt OrganpreBsaft zum Versuch zu verwenden, kann man 
sich auch aus dem zu untersuchenden Organ nach dem Verfahren 
von Wi e c how ski 1) ein Organpulver herstellen. Das so dar­
gestellte Organpulver wird zwecks quantitativer Bestimmung der 
Diastase nach Starkenstein 2 ) in der Weise weiter verarbeitet, 
daB man 3,0 resp. 5,0 g davon abwagt und dieses Quantum mit 
lOO ccm physiologischer Kochsalzlosung in einer Farbstoffmiihle 
mahlt. Die dabei entstehende Emulsion oder Suspension ist von 
gleichmaBiger Fermentkonzentration und kann dann in der obigen 
Weise zur Diastasebestimmung verwendet werden. - Starken­
stein erachtet es aber fUr notwendig, daB samtliche Glaschen 
wahrend ihres Aufenthaltes im Brutschrank, also 24 Stunden, 
standig geschiittelt werden, was das Verfahren natiirlich kompliziert. 

Nach Schirokauer und Wilenko S) geniigt es, die Glaschen 
nach 8, 16 und 20 Stunden griindlich durchzuschiitteln. 1m 
iibrigen empfehlen sie, sich aus dem zu untersuchenden Organ 
ein Extrakt in folgender Weise zu bereiten: 

Von dem vollig blutfrei gespiilten und mit FlieBpapier ge­
trockneten Organ wird eine abgewogene Menge (in der Regel 
lO g, bei kleineren Organen eventuell weniger) mit dem doppelten 
Quantum (20 g) feinsten Seesands unter allmahlichem Zusetzen 
in der Reibeschale gut verrieben, so daB eine homogene, feuchte 
Masse entsteht. Diese wird mit einem Spatel in ein fur das spatere 
Schiitteln geeignetes, nicht zu enghalsiges GefaB quantitativ ge-

1) W. Wiechowski, Eine Methode zur chemischen und biologischen 
Untersuchung iiber lebende Organe. Hofmeisters Beitr. 9, 232. 1907. 

2) E. Starkenstein, Eigenschaften und Wirkungsweise des diasta­
tischen Fermentes des Warmblutes. Biochem. Zeitschr. 24, 191. 1910. 

3) H. Schirokaueru.G. G. Wilenko, ZurBestimmungderDiastase 
in Organen. Bioch. Zeitschr. 33, 275, 191. 
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bracht und mit dem dreifachen (in bezug auf das Organgewicht) 
Volumen 0,85 %iger KochsalzlOsung (30 ccm) versetzt. Mit 
dieser Fliissigkeit werden die Organreste aus der Reibeschale und 
yom Spatel sorgfaltig in den Schiittelkolben gespiilt. Darauf 
wird eine Stunde in der Schiittelmaschine geschiittelt, die Fliissig­
keit abgegossen und zentrifugiert. Die erhaltene Emulsion wird 
alsdann zu dem 24stiindigen Reihenversuch verwandt. 

Besonders zu beriicksichtigen ist bei der Vorbereitung der 
Organe noch folgendes: 

Das Entbluten der Tiere ist moglichst schnell und moglichst 
griindlich auszufiihren. Durchschneiden des RaIses ist nicht zu 
empfehlen, da hierbei meist die Vagi und Sympathici verletzt 
werden, was an sich schon eine Steigerung der Leberdiastase 
zur Folge haben soll. Ebenso ist das Toten durch Nacken­
schlag nicht zweckmaBig, da einerseits die Entblutung dann 
meist eine unvollstandige ist, andererseits auch hiernach eine 
Vermehrung der Leberdiastase auftritt. - Die Organe diirfen 
nur mit korperwarmer physiologischer Kochsalzlosung von ihren 
letzten Blutresten befreit werden; denn beim Durchspiilen mit 
kalter Kochsalzlosung nimmt die Diastase in den Organen abo -
Das Entbluten des Tieres und die Durchspiilung der Organe muB 
moglichst rasch zu Ende gefiihrt werden. 

Quantitative Bestimmung der Diastase im Urin. 
Der Urin kann so, wie er aus der Blase kommt, fiir die Dia­

stasebestimmung verwandt werden. Die Reaktion des Urins 
beansprucht keine weitere Beriicksichtigung. 

Man kann entweder Einzelproben untersuchen; dann empfiehlt 
es sich, die erste nach dem Nachturin gelassene Portion zu ver­
wenden, weil diese am meisten Diastase enthalt. Oder wenn 
man die in 24 Stunden ausgeschiedene Diastasemenge be­
stimmen will, sammelt man den gesamten Urin und entnimmt 
davon eine Probe zur Untersuchung. 

Die quantitative Bestimmung der Diastase geschieht mit 
dem 24stiindigen Reihenversuch. Er wird in der auf S. 39 an­
gegebenen Weise ausgefiihrt, nur mit dem Unterschied, daB man 
bei der Rerstellung der einzelnen Urinverdiinnungen nicht destil­
liertes Wasser, sondern 1 %ige KochsalzlOsung verwendet. 

Kommt es darauf an, sich schnell zu orientieren, ob die Dia­
stase im Urin vermehrt ist, wie das fiir die Diagnostik der 
Pankreaserkrankung und der subkutanen Pankreasruptur (W ohl-
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gemuth und Noguchi 1)) notwendig ist, dann wendet man die 
30 Minuten-Methode an. Rier muB man die Verdunnungen eben­
falls mit 1 %iger Kochsa1z1osung vornehmen, doch statt der 
1 % igen eine 1 pro mill i g e Starke10sung verwenden. 

Die mit dieser Methode ermitte1ten Werte fUr den norma1en 
mensch1ichen Urin schwanken zwischen d;~: = 16-64. Findet 
man also in einem Fane, bei dem Verdacht auf eine Pankreas­
erkrankung resp. Pankreasverletzung besteht, einen Wert von 
d;~: = 100-120 und daruber, und ist eine parenchymatose 
Nephritis, bei der mitunter die Diastasewerte im Urin gesteigert 
sind, auszusch1ieBen, so kann man sicher sein, daB das Pankreas 
affiziert ist. 

Nur in einem einzigen 2) FaIle kann noch eine starke Vermeh­
rung der Diastase im Urin auftreten, wenn nam1ich der Pankreas­
gang oder ein Tei1 des Pankreasganges versch10ssen ist und das 
Pankreassekret nicht aus der Druse abflieBen kann. Die hier­
naeh auftretende Vermehrung der Diastase im Urin ist ebenfalls 
von groBer diagnostischer Bedeutung. In solchen Fallen be-
gegnet man im mensch1iehen Urin Werten von D~!: = 625-1250 

resp. d:~: = 250-500 gegenuber den norma1en Schwankungen 

von D;~,: = 20-162,5. 

Methode zur Prufung der Nierenfunktion nach ''''oh1-
gemuth S). 

Die Methode beruht darauf, daB eine kranke Niere weniger 
. Diastase ausscheidet a1s eine gesunde. Sie erfordert das ge­
sonderte Auffangen des Urins aus beiden Nieren. Es konnen aber 
nur solehe Portionen untereinander verg1ichen werden, die aus 
beiden Nieren zu genau der gleiehen Zeit geflossen sind. AuBer­
dem sind am besten nur solehe Urine zu verwenden, denen kein 
Blut beigemengt ist. 

Fur die Funktionsprufung sind zwei V ersuehsanordn ungell 
gegeben, der 30 Minuten-Versueh und der 24 Stunden-Versueh. 

1) J. Wohlgemuth und Y. Noguchi, 1. c. 
2) J. Wohlgemuth, Beitrag zur funktionellen Diagnostik des Pan­

kreas. Berl. klin. Wochenschr. 1910, Nr. 3. 
3) Wohlgemuth, Uber eine neue Methode zur Priifung del' Nieren­

funktion. Ber1. klin. Wochenschr. 1910, Nr.31 und Zeitschr. f. Urolog. 5, 
801. 1911. 



I. Polysaccharide spaltende Fermente. 61 

I. Der 30 Minuten-Versuch. 
Erforderliche Losungen. 1. Nativer Urin der rechten 

und linken Niere, 2. 1 %ige Kochsalzlosung, 3. 1 %0 ige Starke­
losung, 1/50 normal-Jodlosung. 

Ausfiihrung des Versuches. Zwei Reihen von mit fort­
laufenden Zahlen numerierter Reagenzglaser werden mit ab­
steigenden Mengen Urin in der Weise beschickt, daB ins erste 
Glaschen 0,5 ccm nativer Urin, ins zweite 0,4 ccm, ins dritte 
0,3 ccm, ins vierte 0,2 ccm, ins fiinfte 0,1 ccm, ins sechste 0,9 ccm 
des zehnfach verdiinnten, ins siebente 0,8 ccm usf. kommt. Da­
nach werden die Volumdifferenzen mit 1 %iger Kochsalzlosung 
so ausgeglichen, daB in jedem Glaschen 1,0 ccm Fliissigkeit ent­
halten ist, und nun zu jedem Glaschen 2,0 ccm der 1 0/ oo igen 
Starkelosung zufUgt. Alsdann werden samtliche Glaschen beider 
Reihen in ein Wasserbad von 380 C iibertragen und bleiben darin 
30 Minuten. Nach Ablauf der Frist werden sie herausgenommen, 
zur Unterbrechung der Fermentwirkung auf ein paar Minuten in 
kaltes Wasser gestellt und nun in das Reagenzglasgestell zuriick­
gebracht. Danach wird durch tropfenweisen Zusatz von 1/50 

normal-Jodlosung in beiden Reihen das Limes-Glaschen be­
stimmt und in der iiblichen Weise die Diastasemenge berechnet. 

Zur besseren Dbersicht stelle ich die einzelnen Phasen der 
Methode fUr eine Urinportion in folgende Tabelle zusammen: 

Vergleicht man nun den auf diese Weise gefundenen Wert 
des aus der rechten Niere stammenden Urins mit dem der linken 
Niere und findet beispielsweise rechts d:~.' = 25, links d:~: = 10, 
so kann man mit Sicherheit schlieBen, daB die linke Niere bei 
weitem schlechter arbeitet als die rechte. 

Bekommt man solche oder ahnliche Ausschlage schon mit 
der 30 Minuten-Methode, so braucht man einen 24stiindigen 
Versuch gar nicht erst anzustellen. Nur wenn der 30 Minuten­
Versuch kein eindeutig klares Resultat ergibt, muB man zur Ent­
scheidung noch den 24stiindigen Versuch heranziehen. 

II. Der 24 Stunden-Versuch. 
Man verfahrt hierbei beziiglich der Urinverteilung genau wie 

vorhin, erganzt die Volumina mit 1 %iger Kochsalzlosung und 
setzt nun zu jedem Glaschen 5 ccm 1 %ige Starkelosung. Hier­
nach werden aIle Glaschen mit ca. 0,5 ccm Toluol versetzt, fest 
verkorkt und auf 24 Stunden in den Brutschrank (380 C) ge­
stellt. Nach Ablauf der Frist werden die Glaschen herausge­
nommen, mit Leitungswasser aufgefiillt und nun durch tropfen­
weisen Zusatz von 1/10 normal-Jodlosung das Resultat festgestellt 
und in der iiblichen Weise berechnet (s. S. 43). 
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Dnterschiede, die sich beim 30 Minuten-Versuch nur schlecht 
erkennen lassen, treten bei diesel' lang en Versuchsdauer meist 
deutlicher zutage. 

Quantitative Bestimmung del' Diastase in den Fazes. 

Sie ist nach W ohlge m u th 1) diagnostisch von fast ebenso 
grof3er Wichtigkeit zur Erkennung von Storungen in del' Pankreas­
funktion wie die quantitative Bestimmung del' Diastase im 
Drin. Man verwendet zur Untersuchung am besten frisch 
gewonnene Fazes. Sind dieselben fliissig, so zentrifugiert man 
die festen BestandteiIe scharf ab und beniitzt die iiberstehende 
Fliissigkeit zum Versuch. Sind sie breiig odeI' fest, so wagt man 
5 g auf del' Handwage ab, verreibt sie unter allmahlichem Zu­
satz von 20 ccm 1 %iger Kochsalzlosung in del' Reibeschale und 
priift die Reaktion mit Lackmuspapier. 1st sie alkalisch odeI' 
neutral, so andert man am besten nichts daran. 1st sie dagegen 
sauer, so neutralisiert man genau unter tropfenweisem Zusatz 
von verdiinnter Sodalosung. 

Statt del' nachtraglichen Neutralisation mit Alkali resp. 
Saure empfiehlt neuerdings P. B. Hawk 2) die Extraktion mit 
einer 1 %igen Kochsalzlosung vorzunehmen, die in 1 Liter 0,1 Mol. 
Mononatriumphosphat und 0,2 Mol. Dinatriumphosphat enthalt. 
Die so stets disponiblen H- und OH-1onen sorgen dann sofort 
fiir eine Neutralisierung des Extraktes, mogen die Fazes sauer 
odeI' alkalisch sein. 

Dieses Gemisch bleibt nun Yz Stunde unter haufigem Dm­
riihren bei Zimmertemperatur stehen, wird dann auf 2 Zentri­
fugierrohrchen, die genau gegen einander tariert sind und eine 
Graduierung von 10 ccm tragen, bis zum obersten TeiIstrich 
verteilt und scharf zentrifugiert. Meist hat sich nach 10-15 
Minuten langem Zentrifugieren del' Niederschlag gut abgesetzt. 
Man liest seine Menge an del' Graduierung ab und ebenso die 
Quantitat del' iiberstehenden Fliissigkeit und notiert genau die 
Zahlen. 

Alsdann fiihrt man mit dem fliissigen Extrakt, dessen triibes 
Aussehen durchaus nicht stort, die quantitative Bestimmung del' 
Diastase in folgender Weise aus: 

1) J. Wohlgemuth, Beitrag zur funkt,ionellen Diagnostik des Pan­
kreas. Berlin. klin. Wochenschr. 1910, Nr. 3. 

2) P. B. Hawk, A Modification of Wohlgemuth's Methode for the 
Quantitative Study of the Activity of the Pancreatic Function. Arch. of 
intern. Med. 8, 552. 1911. 
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10 mit fortlaufenden Zahlen verseheneReagenzglaschen werden 
mit absteigenden Extraktmengen beschickt (1,0, 0,5, 0,25, 0,125 
usf.) - unter Verwendung einer 1 %igen Kochsalzlosung zur 
Herstellung der Verdiinnungen -, erhalten dann je 5 cern 1 %ige 
Starkelosung, werden mit 1,0 ccm Toluol versetzt und fest 
verkorkt in einen Thermostaten (380 C) gebracht. Hier bleiben 
sie 24 Stunden stehen. Beim Herausnehmen beobachtet man 
meistens in den ersten 5-6 Glaschen der Reihe einen Bodensatz. 
Da dieser bei der Beurteilung der Jodfiirbung nachher sehr storen 
kann, gieBt man die iiberstehende klare Fliissigkeit aus diesen 
5-6 ersten Glaschen in andere, mit den entsprechenden Ziffern 
versehene leere Glaschen ab unter Vernachlassigung des Boden­
satzes. Das AbgieBen der klaren Fliissigkeit von dem Boden­
satze braucht nicht quantitativ zu geschehen; nur muB man 
darauf achten, daB von dem Bodensatze beim AbgieBen moglichst 
gar nichts in die neuen Glaschen hineinkommt. Wenn das 
geschehen ist, fiillt man die neu beschickten wie die letzten 
nicht gewechselten Gliischen der Reihe mit Leitungswasser auf, 
setzt iiberall je nach Bedarf 1 bis 2 resp. 3 Tropfen 1/10 normal­
Jodlosung zu und bestimmt das Limes-Glaschen. 

Die Berechnung geschieht dann in folgender Weise: 

Nehmen wir beispielsweise an, daB aus demjenigen Glaschen 
die Diastase zu berechnen ware, in dem 0,032 cern Extrakt ent­
halten sind, so wird sich ergeben 0,032 : 5 = 1 : x 

5.1 
x = 0032 = 156,25 , 

Nun muB man weiter in Rec~nung setzen die Menge des 
Riickstandes, die sich beim Zentrifugieren des Extraktes abge­
setzt hatte. Nehmen wir an, wir hatten dabei durch Ablesen 
an der Kalibrierung der Zentrifugierrohrchen gefunden fiir den 
Riickstand 2,5 cern und fUr die Menge des Extraktes 7,5 cern, 

d R k h 7,5 
so wiir e 1 cern iic stand entsprec en = 25 cern Extrakt. 

Da nun 1 cern Extrakt = 156,25 Fermenteinheiten enthalt, so 

entspricht 1 ccm Riickstand = ~~~ . 156,25 = 468,75 Ferment­

einheiten. Demnach wiirde sich aus diesem Beispiel fiir die Dia­
stasemenge im Kot der Wert ergeben Df;!: = 468,75, wobei Df~!: 
bedeutet die Diastasekonzentration in 1 ccm Kotriickstand, be­
stimmt bei einer Temperatur von 38° C und bei einer Digestions­
dauer von 24 Stunden. 
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Der eben angefiihrte Wert ist ein Durchschnittswert fiir den 
menschlichen Kot. Die Diastasemengen schwanken in ziemlich 
groBen Grenzen. Indes habe ich in normalen Fallen den Wert 
niemals unter 100 heruntergehen, haufig dagegen den Wert 500 
iibersteigen sehen. Hat der Versuch also einen Diastasewert von 
beispielsweise 50 ergeben, so ist eine Affektion des Pankreas auBer­
ordentlich wahrscheinlich. Sie ist absolut sichergestellt, wenn, 
wie das schon haufig beobachtet wurde, der Diastasewert = 0 ist. 

Neuerdings fiihre ich mit dem Extrakt statt des lange dauern­
den 24stiindigen Versuchs zunachst nur einen kurzen halb­
stiindigen aus unter Verwendung einer 1 promilligen Starkelosung. 
Dieser Versuch geniigt vollkommen, um sich zu orientieren, ob nor· 
male Diastasemengen in dem Extrakt vorhanden sind oder nicht. 
Findet man mit seiner Hilfe einen normalen oder gar die Norm 
iibersteigenden Diastasewert, so kann man sich den 24stiindigen 
Versuch sparen. 1st dagegen der Wert herabgesetzt, so muB man 
natiirlich einen 24stiindigen Versuch anstellen. 

Der 30 Minuten-Versuch wird mit dem Fazesextrakt in der 
namlichen Weise ausgefiihrt, wie ich es fiir das Blut (s. S. 56) 
und fiir den Urin (s. S. 61) angegeben habe, unter Verwendung 
einer 1 promilligen Starkelosung. 

Die Berechnung des Diastasewertes aus diesem Versuch er­
folgt analog der fiir den 24 Stunden-Versuch angegebenen, d. h. 
man berechnet zunachst den Diastasewert fiir 1 ccm Extrakt und 
setzt dann die Menge des Fazesriickstandes und -zentrifugates 
in Rechnung. Hierfiir ein Beispiel: Das Extrakt hat den Diastase-
wert erg eben d:~: = 16. Das Zentrifugieren hat erg eben (s. 0.) 
2,5 ccm Riickstand und 7,5 cern Extrakt. Folglich ist an Diastase 

in 1 cern Riickstand enthalten = ~:~ . 16 = 48. Mithin ist in 

d· F df3S o 
lesem aIle. 30' = 48. 

Die normalen Werte fiir den 30 Minuten-Versuch schwanken 
zwischen 10 und 100 und dariiber. Hat man einen Wert ermittelt, 
der sich innerhalb dieser Zahlengr6Ben bewegt, so kann man sich 
den 24 Stunden-Versuch sparen. Findet man aber einen Wert, 
der unterhalb 10 liegt, so ist es sehr wahrscheinlich, daB hier die 
Diastase vermindert ist, und man muB einen 24 Stunden-Versuch 
anstellen. Findet man mit dem 30 Minuten-Versuch iiberhaupt 
keine Diastase im Extrakt, so kann man sicher sein, daB nichts 
oder h6chstens Spuren von Diastase in ihm enthalten sind. Um 

Wohlgemuth, Fermentmethoden. 5 
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ganz sichel' zu gehen, stellt man doch noch einen 24 Stunden­
Versuch an. 

Darstellung von Diastasepraparaten resp. -losungen. 

Verfahren von Cohnheim1). 

Menschlicher Speichel wird mit verdiinnter Phosphorsaure 
und mit Calciumhydroxyd versetzt; dabei bildet sich Tricalcium­
phosphat, das beim Absetzen die Diastase mit zu Boden reiBt. 
Der Niederschlag wird abfiltriert, mit destilliertem Wasser aus­
gewaschen, wobei die Diastase in Losung geht und das Ferment 
mit Alkohol aus del' Losung ausgefallt. Dann wird wiederum 
filtriert, der Niederschlag mit Wasser extrahiert, das Extrakt 
abermals mit Alkohol behandelt und del' neue Niederschlag wieder 
mit Wasser extrahiert. Durch mehrmaliges Wiederholen der 
Fallung mit Alkohol und Auflosen des Niederschlages in 
destilliertem Wasser gelangt man zu einer FermentlOsung, die 
einen ziemlichen Grad von Reinheit besitzt, abel' an Wirksam­
keit immer mehr e4tbiiBt, je Of tel' man die Behandlung mit 
Alkohol und Wasser wiederholt. 

Verfahren von S. W. Cole 2). 

Menschlicher Speichel wird so lange mit absolutem Alkohol 
versetzt, bis keine Fallung mehr eintritt. 24 Stunden spateI' 
wird del' Niederschlag auf einem Filter gesammelt, mit absolutem 
Alkohol gewaschen und nach spontanem Troclmen mit destil­
liertem Wasser bei 400 C extrahiert. Das Extrakt wird ab­
filtriert und kann durch Dialysieren weiter gereinigt werden. 
Es enthiilt die Diastase in gut wirksamer Konzentration. 

Herstellung von Reindiastase nach E. Pribram 3). 
5 kg lichtes Darrmalz werden mit 20 1 Wasser in iiblicher 

Weise gemaischt, die Maische moglichst schnell iiber Trebern 
gelautert, in Kolben gefiillt, 500 g reine Ansatzhefe und 500 g 
Calciumkarbonat del' ganzen Fliissigkeitsmenge zugesetzt und ver­
goren. Hierauf wird das ganze Filtrat, das keinen reduzierenden 

1) J. Cuhnheim, Zur Kenntnis der zuckerbildenden Fermenre. 
Vir chows Arch. f. pathol. Anat. 28, 241. 1863. 

2) s. W. Cole, Beitrage zur Kenntnis der Wirkung der Enzyme. 
Journ. of physiologie 3.Q, 202. 1903. . 

3) E. PH bram, Uber Diastase II. Weitere Versuche zur Herstellung 
von Reindiastase und deren Eigenschaften. Biochem. Zeitschr. 44,293. 1912. 
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Zucker enthalten darf, im Vakuum eingedampft, bis milchsaures 
Calcium zu kristallisieren beginnt. Man laBt dann moglichst in 
der Kalte die stark eingeengte Losung vollig auskristallisieren, 
bis ein starrer Kristallbrei sich bildet. Diesen saugt man auf 
der Nutsche moglichst scharf ab und preBt ihn aus, bis man eine 
ziemlich trockene Masse erhalt. Die Diastase ist nun sowohl in 
dem Sirup als auch· besonders in den Kristallen reichlich vor­
handen. - Der Sirup kann nun entweder durch Filtration durch 
ein Bechholdsches Kolloidfilter oder durch Dialyse weiter ge­
reinigt werden. Die dialysierte resp. filtrierte FermentlOsung 
wird im Vakuum eingeengt und iiber Schwefelsaure getrocknet. 
Dabei resultiert ein braunes Pulver, das zwar vollkommen eiweiB­
frei ist, aber einen stickstoffhaltigen Korper yom Polypeptid­
charakter enthli.1t, der mit einer polymeren Kohlenhydratsaure 
verbunden ist. 

Bereitung von Diastaselosungen. 
Gut wirksame Diastaselosungen kann man sich herstellen 

aus frischem Speichel und Pankreassaft oder aus frischer Pankreas­
driise. Von im Handel vorkommenden Trockenpraparaten sind 
hierfiir besonders zu empfehlen Pankreatin (Rhenania) und Taka­
diastase (Parke, Davis & Co.). 

2. Inulinase. 
Eigenschaften. Sie spaltet das Inulin, ein in den Wurzeln 

vieler Kompositen und Georginen vorkommendes, als Reserve­
nahrungsstoff dienendes Polysaccharid, in Fruktose, greift aber 
Starke nicht an. Sie ist gegen Sauren, noch mehr aber gegen 
Alkalien, sehr empfindlich. Ihr Wirkungsoptimum liegt bei 55°. 

Vorkommen. Sie ist bisher in der Milz und in der Plazenta 
nachgewiesen und im Hepatopankreas der Mollusken. Ferner 
findet sie sich in den Keimen der Georginen und Artischocken und 
ebenso hat man sie aus Kulturen von Penicillium glaucum 
und Aspergillus niger gewonnen, die auf inulinhaltigen Nahr­
b6den geziichtet worden waren. 

Nachweis. 
Qualitativ geschieht der Nachweis so, daB man ein inu­

linasehaltiges Extrakt auf in Wasser gel6stes Inulin bei Brut­
schranktemperatur einwirken liWt und danach priift, ob das 
Gemisch Fehlingsche L6sung reduziert. Die in Freiheit gesetzte 
Fruktose kann man noch direkt nachweisen mit Hilfe der 

5* 
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Seliwanoffschen Reaktion (Rotfarbung beim Erhitzen mit 
etwas Resorzin und konz. Schwefelsaure). 

Quantitativ kann man die zersetzende Tatigkeit der Inu­
linase in der Weise messen, daB man bei Beginn des Versuches 
in einem aliquoten Tell des Gemisches das Reduktionsvermogen 
nach einer der bekannten Methoden miBt und das nach beliebig 
gewahlten Zeitintervallen immer wiederholt. Aus dem Ansteigen 
der Menge des reduzierten Kupfers kann man einen ungefahren 
RiickschluB auf die Quantitat der vorhandenen Inulinase machen. 

Zu beriicksichtigen ist, daB die in tierischen Organen ent­
haltene Inulinase, soweit bisher Beobachtungen hieriiber vor­
Iiegen, das Inulin nur sehr langsam spaltet. Es ist darum zweck­
maBig, die Versuche iiber 3, 4 und 5 Tage auszudehnen, natiirlich 
unter Verwendung eines Desinfiziens (Toluol). 

3. Pektinase. 
Eigenschaften. Sie spaltet die in den Pflanzen vorkom­

menden zuckerahnlichen Pektinstoffe in reduzierende Korper. 
Schon gegen ganz geringe Sauremengen ist sie auBerst empfind­
lich und geht bei 62° zugrunde. 

Vorkommen. Man hat sie bisher im gekeimten Malz und 
in Kulturen von Bact. carotovorus beobachtet. 

Nachweis. 
Wegen der groBen Empfindlichkeit des Fermentes gegen 

Siiuren soll man durch Zusatz von Kreide fUr eine schwache 
alkalische Reaktion sorgen. Die Gegenwart von Pektinase ist 
erwiesen, wenn die Losung nach der Behandlung der Pektinstoffe 
mit der Pektinase reduziert. Der Grad der Reduktion kann als 
MaBstab fur den Umfang der fermentativen Wirkung dienen. 

4. Seminase. 
Eigenschaften. Sie spaltet Mannogalaktan ("HorneiweiB"), 

ein in verschiedenen Pflanzensamen vorkommendes Kohlehydrat, 
in Mannose und Galaktose. Sie wirkt am besten bei 35-40° in 
schwach saurer Losung. 

V 0 r k 0 m me n. Seminase ist ein im Pflanzenreich (Medi­
cago, Trigonellas, Malz etc.) weit verbreitetes Ferment, im tieri­
schen Organismus ist sie bisher noch nicht beobachtet. 

Nachweis. 
Mannogalaktan reduziert nicht. Wird aber das Mannogalaktan 

durch Seminase zerlegt, so bekommt die anfanglich nicht redu­
zierende Losung stark reduzierende Eigenschaften. 
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Auch hier kann man wie bei der Inulinase und Pektinase durch 
genaue Ermittlung der Menge reduzierender Substanzen den Um­
fang der fermentativen Spaltung quantitativ bestimmen. 

II. Trisaccharide spaltende Fermente 1). 

1. Raffinase. 
Sie zerlegt die Raffinose sehr schnell in La vulose und in eine 

Biose, die Melibiose (Galaktose + Glukose), und diese wiederum 
wird durch die Melibiase sehr langsam in Traubenzucker und 
Galaktose gespalten. Die andere Art der Spaltung der Raffinose 
in Galaktose und Rohrzucker (Glukose + Lavulose) bewirkt nach 
Neuberg 2) das Emulsin, s. S. 84. 

V 0 r k 0 m men. Die Raffinase findet sich sowohl in 0 ber- wie 
in untergariger Hefe, wahrend die Melibiase nur in unterg:iriger 
Hefe angetroffen wird. AuBerdem findet sich das Ferment im 
Magen- und Darmsaft von Mollusken, Verdauungssaft der Cru­
staceen und in Insekten- und Larvenextrakten. 

Nachweis. 
Er kann geschehen mit Hilfe der Polarisation und der Reduk­

tiOll. Fur das Polarisationsverfahren ist es von Wichtigkeit zu 
wissen, daB die Rechtsdrehung der Raffinoselosung unter dem 
EinfluB der Raffinase immer schwacher wird und schlieBlich gleich 
Null ist. Umgekehrt nimmt die Reduktionskraft der Losung mit 
fortschreitender Spaltung standig zu. - Als Kontrolle konnen die 
Osazone der reduzierenden Zucker gelten. - Lavulosazon (iden­
tisch mit Glukosazon) ClsH22N404' Schmelzpunkt 205°, loslich 'in 
heiBem Alkohol (60%), Azeton, Pyridin, wenig loslich in ab­
solutem Alkohol, Wasser, kaltem Azeton. - Melibiosazon 
C24H32N40g Schmelzpunkt 178-179°, leicht lOslich..in Alkohol, 
Azeton, Pyridin, Essigsaure, wenig loslich in Wasser, Ather, Essig­
ester, Chloroform, Benzol. 

2. Gentianase. 
Dieses Ferment spaltet von der Gentianose zunachst Lavu­

lose ab, so daB auBer dem Monosaccharid eine Biose, die Gentio-

1) H. Bierry, Dber Raffinose und Gentianose .spaltende Fermente. 
Biochemische Zeitschr. 44, 426. 1912. - Derselbe, Dber Stachyose und 
Maninotriose spaltende Fermente. Biochem. Zeitschr. 44, 446. 1912. 

2) c. N eu berg und F. Marx, Zur Kenntnis der Raffinose. Abbau der 
Raffinose zu Rohrzucker und d-Galaktose. Biochem. Zeitschr. 3,518. 1907. 
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biose iibrig bleibt, und diese wiederum wird weiter zerlegt in 
2 Molekiile Traubenzucker. Die Spaltung der Gentianose kann 
aber auch durch Zusammenwirken von Invertin und Emulsin 
erfolgen, indem das Invertin die erste und das Emulsin die zweite 
Phase der Spaltung bewerkstelligt. 

Vorkommen. Das Ferment ist bisher nur im Magen­
Darmsaft verschiedener Mollusken und Crustaceen angetroffen 
worden. 

Nachweis. 
Er geschieht wie bei der Raffinose mit Hllfe der Polari­

sation so",ie der Reduktion. Bei Verwendung der Polarisation 
ist zu beachten, daB die Gentianoselosung rechts dreht. Sobald 
Lavulose abgespalten wird, nimmt die Losung Linksdrehung an, 
und bei weiterem Fortgang der Spaltung, wenn aus der Gentio­
biose Traubenzucker in Freiheit gesetzt wird, beobachtet man 
wieder Rechtsdrehung. - Das Reduktionsvermogen der Losung 
ist zu Beginn gleich Null; sobald die Spaltung vor sich geht, be­
ginnt auch die Losung zu reduzieren und reduziert mit fortschrei­
tender Spaltung immer kraftiger. Das Reduktionsvermogenerreicht 
am Ende der Hydrolyse sein Maximum. - Zur Kontrolle konnen 
die Osazone der reduzierenden Zucker dargestellt und untersucht 
werden. - Lavulosazon s. b. Raffinase. - Gentiobiosazon 
N24H32N409' Schmelzpunkt 142°. 

3. Stachyase. 
Dieses Ferment zerlegt die Stachyose, die als ein Tetrasaccharid 

angesehen werden muB, in I Mol. Fruktose, 1 Mol. Traubenzucker 
und 2 Mol. Galaktose. 

Vorkommen. Man hat es bisher nur im Verdauungssaft 
einzelner Wirbellosen (Crustaceen und Mollusken) in reichlicher 
Menge gefunden. 

Nachweis. 
Er stiitzt sich auf die optische Eigenschaft der Stachyose, 

sowie auf das polarimetrische und reduzierende Verhalten der 
aus ihr in Freiheit gesetzten Zuckerarten. Die Stachyose dreht 
die Ebene des polarisierten Lichtes nach rechts; die Rechts­
drehung nimmt mit fortschreitender Spaltung langsam, aber 
standig ab, geht indes nicht in Linksdrehung iiber. - Die an­
fangs Null betragende Reduktionskraft tritt ebenfalls zunachst 
schwach zutage, wachst dann aber allmahlich zu einem Maximum 
an, das nach Ablauf der Hydrolyse erreicht ist. - Zur weiteren 
Kontrolle kann die Osazonprobe herangezogen werden. - Gluk-
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osazon, CI8H22N404' Schmelzpunkt 205° (rasch erhitzt 213°), los­
lich in heiBem Alkohol (60%), Azeton, Pyridin, wenig loslich in 
absolutem Alkohol, Wasser, kaltem Azeton. - Galaktoosazon, 
C18~N404' Schmelzpunkt 188°-193°, loslich in Weingeist (60%), 
etwas loslich in heiBem Wasser, Alkohol, nicht in Ather, Benzol, 
Chloroform. - Fruktosazon, s. b. Raffinase. 

III. Disaccharide spaltende Fermente. 
1. Invertin (Saccharase). 

Eigenschaften. Sie zerlegt Rohrzucker (Saccharose) in 
aquimolekulare Mengen Traubenzucker und Fruchtzucker (Invert­
zucker). In wasseriger Losung wird sie schon bei ganz niedriger 
Temperatur unwirksam. Ihr Wirkungsoptimum liegt bei ca. 50°, 
wahrend sie bei 70° schnell zerstort wird. Gegen Alkalien und 
Sauren ist sie sehr empfindlich und ebenso gegen Licht. 

Vorkommen. Bisher hat man sie gefunden im Diinndarm­
saft und in der Diinndarmschleimhaut von Mensch und Pferd, 
dagegen nicht beim Rind und beim Kalb, femer im Bienenspeichel 
und im Verdauungstraktus anderer Insekten. Vor allem aber 
findet sie sich in der Hefe, aus der man sie auch in verhaltnis­
maBig reinem Zustande dargestellt hat (s. weiter unten), ebenso 
in zahlreichen Kryptogamen und Phanerogamen. 

Nachweis. 

a) qualitativ. 

1. Da reiner Rohrzucker im Gegensatz zu seinen Spalt­
produkten Fehlingsche Losung nicht reduziert, so gelingt der 
qualitative Nachweis der Invertase am einfachsten in der Form, 
daB man eine Rohrzuckerlosung, auf die man Invertase bei einer 
Temperatur von 30-35° Chat einwirken lassen, priift auf die 
Gegenwart reduzierender Substanzen. Fallt die Reduktionsprobe 
positiv aus, ist also der Rohrzucker teilweise oder ganz zerlegt 
worden, so enthalt die Losung Invertase. 

2. Rohrzuckerlosung dreht die Ebene des polarisierten Lichtes 
rechts, eine teilweise in Traubenzucker + Fruchtzucker zerlegte 
dagegen links. Wenn also Invertase auf eine RohrzuckerlOsung 
einwirkt, so muB die anfangliche Rechtsdrehung standig abnehmen 
und schlieBlich bei geniigend vorgeschrittener Spaltung in eine 
Linksdrehung iibergehen. Man kann also auch mit Hilfe des Po­
larisationsapparates eine Invertasewirkung konstatieren. 



72 A. Kohlehydratspaltende Fermente. 

b) quantitativ. 
1. Reduktionsverfahren. Dasselbe besteht darin, daB 

man in dem Ferment-Rohrzuckergemisch nach bestimmten Zeit­
intervallen die Menge del' entstandenen reduzierenden Substanzen 
mittelst eines del' iiblichen Reduktionsverfahren quantitativ be­
stimmt. 

Ist die Mischung eiweiBhaltig, so muB das EiweiB vorher 
vollstandig entfernt werden. Rieriiber sowie iiber die Reduk­
tionsmethoden s. Diastase Methode von Bang S. 32 und Glyko­
lyse Methode von Bertrand (S. 91). 

2. Polarisationsverfahren. In dem Ferment-Rohrzucker­
gemisch bestimmt man beim Ansetzen des Versuches das Drehungs­
vermogen und stellt nun in bestimmten Zeitintervallen immer 
wieder die Drehungsgeschwindigkeit fest. Das Fortschreiten del' 
Drehungsanderung gibt ein genaues Bild von dem Grad del' Zer­
setzung des Rohrzuckers und damit von del' Starke del' in­
vertierenden Fahigkeit del' Fermentlosung. 

Enthalt die FermentlOsung EiweiB und triibt sich im Laufe 
des Versuches die Mischung, so muB man jedesmal VOl' del' Polari­
sation die hierfiir erforderliche Portion enteiweiBen. Dann abel' 
ist es auch notwendig, daB man gleich beim Ansetzen des Ver­
suches einen aliquoten Teil del' Mischung entnimmt, ihn enteiweiBt 
und polarisiert. Nur so bekommt man eine fiir den spateren 
Vergleich verwendbare Zahl del' Anfangsdrehung. Uber Ent­
eiweiBung s. Glykolyse (S. 88). 

Darstellung von Invertinpraparaten. 

1. Verfahren von Donath 1). 

Die frische Refe wird mit absolutem Alkohol verrieben, del' 
Alkohol abgepreBt und del' Riickstand bei gelinder Temperatur 
moglichst vollstandig getrocknet. Die sprode Masse wird hierauf 
fein zerrieben und bei gewohnlicher Temperatur mit Wasser aus­
gelaugt. Urn sie vollig von Refezellen zu befreien, muB man die 
Fliissigkeit durch doppelte Filter filtrieren. Das Filtrat wird nun­
mehr mit Ather geschiittelt, dabei scheidet sich eine froschlaich­
artige Masse ab, die sich in del' Atherschicht ablagert. Die ather­
haltige Gallerte wird nun mehrmals durch Schiitteln mit Wasser 
gewaschen und endlich in absoluten Alkohol getropft, wobei sich 
sogleich weiBe Flocken ausscheiden. Dieselben werden abfiltriert, 
mit absolutem Alkohol gewaschen und im Vakuum getrocknet. 
Ist die durch Schiitteln mit Ather erhaltene Gallerte weiB, so resul-

1) E. Donath, tJber die invertierende Bestimmung der Hefe. Ber. 
d. Deutsch. chem. Gesellsch. 8, 795. 1875. 
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tiert auch beim Trocknen im Vakuum eine weiBe Substanz, die 
leicht gepulvert werden kann, im anderen Fane bekommt man ein 
hornartiges und dunkelgefarbtes Praparat. Ein aus dieser Substanz 
gewonnenes wasseriges Extrakt besitzt stark invertierende Eigen­
schaften. 

2. Verfahren von Salkowski - Barth 1). 

Beste, fast vollkommen amylumfreie PreBhefe wird durch 
Ausbreiten in groBen Porzellanschalen oder auf Blechen oder 
Papierunterlagen bei Zimmertemperatur getrocknet, bis sie sich 
gut verreiben laBt. Das lufttrockene Pulver wird zuerst bei 400 

weiter getrocknet, dann 6 Stunden lang auf 105-1100 erhitzt, 
fein gemahlen und mit Wasser zu einem diinnen Brei angeriihrt, 
der 20-24 Stunden stehen bleibt. Derselbe wird dann mit der 
Nutsche abgesaugt, das gelblich gefarbte Filtrat in das 4-5fache 
Volumen Alkohol von 90-93 % eingegossen, am nachsten Tage 
abfiltriert und mit Alkohol absolutus gewaschen, der Filterriickstand 
einen Tag unter Ather gebracht, wiederum abgesaugt und in der 
Reibeschale trocken gerieben. Das ganz trockene Pulver wird 
nun in der Reibeschale mit Wasser verrieben, nach kurzem Stehen 
filtriert - der Filterriickstand besteht groBtenteils aus EiweiB­
korpern - das Filtrat in das mehrfache Volumen Alcohol absolut. 
gegossen und ebenso wie vorhin weiter verarbeitet. Durch Trocken­
reiben der atherfeuchten Substanz in einer Reibeschale wird das 
Invertin in Form eines weiBen oder ganz leicht gelblich-weiBen 
auBerst feinen staubigen Pulvers erhalten. 

Dieses Praparat diirfte als das bisher reinste Invertin gelten, 
es enthalt aber noch Hefegummi und ist nicht sonderlich wirksam. 
Salkowski empfiehlt deshalb die Beriihrung mit Alkohol, gegen 
welches das invertierende Ferment sehr empfindlich ist, moglichst 
abzukiirzen. 

3. Verfahren von W. A. Osborne 2). 

Dieses Verfahren ist umstandlicher als das von Salkowski­
Barth angegebene, liefert aber anscheinend ein ebenso reines 
Praparat von besonders groBer Wirksamkeit. 

1) E. Salkowski, Dber das "Invertin" der Hefe. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 31, 305. 1901 und M. Barth, Zur Kenntnis des Invertins. Ber. d. 
Deutsch. Chem. Gesellsch. 11, 474. 1878. 

2) W. A. Osborne, Beitrage zur Kenntnis des Invertins. Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 28, 399. 1899. 



74 A. Kohlehydratspaltende Fermente. 

500 g PreBhefe werden mit 500 ccm 96 % igem Alkohol zu einem 
Brei verrieben und 16-24 Stunden im Zimmer stehen gelassen. 
Alsdann wird auf einer Nutsche der Alkohol abgesaugt, der Riick­
stand mit 500 ccm Chloroformwasser (5 ccm Chloroform auf 1 I 
Wasser) angeriihrt und der Brei sechs Tage lang unter haufigem 
Umschiitteln bei einer Temperatur von 30-35° C gehalten. Hier­
nach wird der Hefebrei auf mehrere Faltenfilter gebracht und das 
Filtrat in groBe Glaszylinder aufgefangen, die zuvor mit 600 bis 
700 ccm Alkohol (96%) beschickt werden. Jeder einfallende 
Tropfen erzeugt sofort einen weiBen, flockigen Niederschlag, der, 
sobald aus den Filtern nichts mehr abtropft, auf ein neues Filter 
gebracht und wiederholt mit absolutem Alkohol gewaschen wird. 
Das so gewonnene Material wird im Vakuum unter Schwefelsaure 
getrocknet und stellt eine grauweiBe brocklige Masse dar, die reich 
an Invertin ist. - Zur weiteren Reinigung werden 20 g dieser Sub­
stanz in einer Reibeschale mit etwas lauwarmem, ausgekochtem 
Wasser zu einem homogenen Brei verrieben, der Brei in einen 
Stopfenzylinder iibertragen, mit lauwarmem Wasser bis 500 ccm 
aufgefiillt und 6-8 Stunden unter haufigem Schiitteln bei Zimmer­
temperatur gehalten. Dann wird von dem schleimigen Riickstand 
abfiltriert, der noch stark wirksame Riickstand abermals mit lau­
warmem Wasser angeriihrt, aufs Filter gebracht und noch einige 
Male mit Wasser gewaschen. Zur Entfernung der Phosphorsaure 
und des Magnesiums werden die vereinigten Filtrate mit Ammoniak 
versetzt, der Niederschlag von Magnesiumphosphat nach mehr­
stiindigem Stehen abfiltriert und nun das mit etwas Chloroform 
versetzte Filtrat gegen destilliertes Wasser mehrere W ochen 
dialysiert. Es geniigt 8 Tage zu dialysieren, wenn man durch eine 
geeignete Vorrichtung dafiir sorgt, daB die der Dialyse unterworfene 
Fliissigkeit sowohl wie das umspiilende Medium in standiger Be­
wegung sich befinden. Nach beendeter Dialyse wird der Inhalt 
des Pergamentschlauches rasch im Vakuumapparat bei niedriger 
Temperatur (25-30°) auf ein kleines Volumen eingeengt und mit 
einem DberschuB von absolutem Alkohol und wasserfreiem Ather 
versetzt. Dabei scheidet sich ein flockiger, schwach braunlich ge­
farbter, anfangs harzartig zusammenklebender, bald aber hart und 
brocklig werdender Niederschlag aus, der ohne Schwierigkeit aufs 
Filter gebracht werden kann und mit absolutem Alkohol gewaschen 
wird. Nach dem Trocknen im Vakuum und unter Schwefelsaure 
stellt er eine lockere, sehr leichte und zu einem staubfeinen Pulver 
zerreibbare grauliche Masse dar, die ein sehr kraftiges Inversions­
vermogen besitzt. 
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2. Laktase. 
Eigenschaften. Sie hat die Fahigkeit Milchzucker in 

1 Mol. Galaktose und 1 Mol. Traubenzucker zu spalten. Gegen 
Sauren, anorganische sowohl wie organische, ist sie sehr emp­
findlich. 

Vorkommen. Sie wurde bisher mit Sicherheit gefunden 
im Diinndarmsaft und in der Diinndarmschleimhaut von neu­
geborenen Menschen und Tieren, ist dagegen in anderen Organen 
mit Sicherheit nicht nachgewiesen worden. 1m Pflanzenreich 
ist sie weit verbreitet, vornehmlich aber findet sie sich in be­
stimmten Hefearlen (Sacharomyces Kefir), in denen sie auch zuerst 
entdeckt wurde. 

Nachweis. 
a) qualitativ. 

1. Garungspro be. Reine Milchzuckerlosung gart mit frischer 
PreBhefe nicht. LaBt man Laktase auf Milchzuckerlosung einwirken 
und ist ein Teil des Milchzuckers in seine beiden Komponenten 
zerlegt worden, so muB danach das Gemisch vergarbar sein. Man 
priift dann also die Losung auf ihre Garfahigkeit, indem man etwa 
10 ccm derselben mit einem Stiickchen frischer PreBhefe verreibt 
und in ein Einhornsches Garungsrohrchen iibertragt. Tritt nach 
einiger.Zeit Kohlensaureentwicklung ein, und hat man sich durch 
Zusatz von Kali- resp. Natronlauge von der 1dentitat der Kohlen­
saure iiberzeugt, so kann man gewiB sein, daB eine Spaltung deH 
Milchzuckers stattgefunden hat. 

2. Reduktionsprobe nach Barfoed. Barfoedsches 
Reagens (1 %ige Losung von essigsaurem Kupfer + etwas Essig­
saure) wird nicht von Milchzucker, dagegen von Traubenzucker 
reduziert. 1st also Milchzucker gespalten worden, so muB die 
Losung, die vorher nicht dazu imstande war, nunmehr Bar­
foed sches Reagens reduzieren. 

3. Polarisationspro be. Das spezifische Drehungsvermogen 
des Milchzuckers ([aJD = + 52°) ist zwar praktisch gleich dem des 
Traubenzuckers ([aJD = + 52,8°), ist aber wesentlich schwacher als 
das der Galaktose ([a J D = + 83,88) ; eine Spaltung des Milchzuckers 
dokumentierl sich also durch Zunahme der Rechtsdrehung der 
Losung. Will man also eine Laktasewirkung mit Hilfe der Polari­
sation feststellen, so muB man das Ferment-Milchzuckergemisch 
unmittelbar nach Herstellung der Mischung polarisieren und nach 
langerem Aufenthalt des Gemisches im Brutschrank kontrollieren, 



76 A. Kohlehydratspaltende Fermente. 

o b das Drehungsvermogen der Losung inzwischen zugenommen 
hat oder nicht. Eine gegen friiher vermehrte Rechtsdrehung be­
weist Zerlegung des Milchzuckers. 

4. Phenylhydrazinprobe. Sie beruht darauf, daB 0,2 g 
Phenyllaktosazon in einem Pyridin-Alkoholgemisch ge16st, optisch 
vollkommen inaktiv sind, wiihrend 0,2 g Galaktosazon in Pyridin­
Alkohol eine Drehung von + 0° 48' und 0,2 g Glukosazon in Py­
ridin-Alkohol eine Drehung von -1° 30' besitzen (Neuberg l ». 

Die Ausfiihrung der Phenylhydrazinprobe gestaltet sich so, 
daB man das zu untersuchende Gemisch durch Zusatz von ein 
paar Tropfen Essigsaure und Aufkochen von EiweiB, falls solches 
in ihm enthalten ist, befreit und dann auf dem Wasserbad miteinem 
Gemisch von 2 Teilen (farblosem) salzsauren Phenylhydrazin und 
3 Teilen wasserhaltigem Natriumazetat ca. 1 Stunde lang erhitzt. 
War in der Losung Glukose zugegen, so scheiden sich. schon wiih­
rend des Erhitzens, je nach der Menge der abgespaltenen Glukose, 
mehr oder weniger groBe Mengen Glukosazon ab, die, falls ihre 
Quantitiit fiir eine gesonderte Untersuchung ausreicht, heiB ab­
filtriert und gesondert fiir die polariinetrische Untersuchung ver­
wandt werden. Die Mutterlauge liiBt man langsam erkalten; 
dabei scheiden sich die anderen Phenylhydrazinverbindungen 
kristallinisch abo Beide Kristallfraktionen werden aus Pyridin 
und Ligroin resp. Benzol oder Ather mehrmals umkristallisiert 
und im Exsikkator getrocknet. Hiernach werden 0,2 g in 4,0 ccm 
reinem Pyridin und 6 ccm absolutem Alkohol gelost und die Polari­
sation mit dem 10 cm-Rohr bei Natriumlicht ausgefiihrt. rst 
reines Laktosazon vorhanden, so bleibt die Ebene des polarisierten 
Lichtes unbeeinfluBt. Enthiilt das Osazongemisch aber Glykosazon, 
so dokumentiert sich das deutlich durch eine Linksdrehung. 

b) quantitativ. 

Von quantitativen Methoden existiert nur eine einzige, die von 
Porcher 2) angegebene. Sie ist auBerordentlich bequem und giebt 
sehr genaue Werte. 

Prinzip. Man liiBt eine Laktaselosung auf Milchzucker 
24 Stunden lang bei Brutschranktemperatur einwirken und be­
stimmt danach, wieviel Kubikzentimeter der Zuckerklosung er­
forderlich sind, um 10 ccm Fehling sche Losung zu reduzieren. 

1) C. Neuberg, Uber die Reinigung der Osazone und zur Bestimmung 
ihrer optischen Drehungsrichtung. Ber. d. Deutsch. chem. Gesellsch. 32, 
3384. 1899; weiteres in N eu berg der "Harn", Berlin 1911, 359-360. . 

2) M. Porcher, Messung der Aktivitiit einer Laktase. Bull. de la soc. 
chimique, 3 serie, 33, 1285. 1905. 
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Gleiehzeitig bestimmt man in einer Kontrollprobe mit abgetoteter 
Fermentlosung das fiir die Reduktion von 10 eem Fehling scher 
Losung notwendige Quantum Zuekerlosung. Aus dem Verhaltnis 
der beiden ermittelten Zahlen berechnet man an der Hand einer 
eigens hierfiir konstruierten Kurve die Menge der zersetzten 
Laktose. 

Erforderliehe Losungen: 
1. Laktaselosung (Darstellung s. unten), 
2. Laktose, 
3. ca. 40 % ige QueeksilbernitratlOsung, 
4. ca. lO%ige SodalOsung, 
5. pulverisiertes Zink, 
6. Fehlingsehe Losung. 

Ausfiihrung. Frisch bereitete Laktaselosung wird in einem 
MeBkolben von 100 ccm Inhalt mit einer Losung von 5,0 g Laktose 
in ca. 80 cem Wasser zusammengebracht, griindliehst geschiittelt, 
auf 100 ccm aufgefliIlt, mit 1 ccm Toluol versetzt und auf 24 
Stunden in den Brutsehrank gestellt. Zur Kontrolle beschiekt 
man ein MeBkolbchen von derselben GroBe mit vorher abgetoteter 
Laktase, der gleichen Menge an Laktose, Wasser und Toluol und 
stellt dieses Kolbehen gleiehfalls in den Brutsehrank. Naeh 24 
Stunden kiihlt man ab, iibertragt das ganze Gemisch quantitativ 
in einen MeBkolben von 1 I Inhalt, klart es durch Zusatz von ein 
paar Tropfen Queeksilbernitratlosung, neutralisiert mit verdiinnter 
Sodalosung und flillt mit Wasser bis zur Marke auf. Nun filtriert 
man, schlagt das iiberschiissige Quecksilber durch pulverisiertes 
Zink I) nieder und filtriert abermals. Man erhalt so eine Losung, 
die 5%0 Zucker enthalt. 

Genau so verfahrt man mit der Kontrolle. 

Auf diese Weise bekommt man zwei gleichmaBig verdiinnte 
Zuckerlosungen und bestimmt in der iiblichen Weise bei beiden 
diejenige Menge, welehe notwendig ist, um 10 cem Fehling scher 
Losung zu reduzieren. 

Berechnung. Fiirdieselbehat Porcherauf Grund empirisch 
gewonnener Zahlen eine Kurve konstruiert, die mit Leiehtigkeit 
die Ermittlung der gespaltenen Laktosemenge gestattet. Wie die 
Kurve gewonnen ist, und welche Berechnungen derselben zu­
grunde liegen, ist aus der Originalarbeit ersiehtlich. 

1) :Man kann auch Schwefelwasserstoff hierfiir verwenden, muB dann 
aber dafiir sorgen, daB samtlicher H.S nachher durch ausgiebige Ventilation 
aus der L6sung entfernt wird. 
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Kurve zur Messung der Aktivitiit einer Laktase. 
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An einem Beispiel solI die Verwendung dieser Kurve demon­
striert werden. 

Nehmen wir an, daB von der Kontrollosung 16,6 ccm not­
wendig waren, um 10 ccm Fehling sche Losung zu reduzieren, von 
der Hauptlosung nur 14,3 ccm, so wird sich hieraus folgende Pro­
portion ergeben: 

14,3 : 16,6 = 100 : x, 

x = 16,6.100 = ll6 1 
14,3 ' . 

Auf der Abszisse sucht man nun den Punkt, welcher der Zahl 
16,1 entspricht und errichtet in ihm die Senkrechte. Diese schneidet 
die Kurve an einem bestimmten Punkt. Von diesem Punkt aus 
zieht man zu der Abszisse eine Parallele und gelangt so zu einem 
Punkt auf der letzten Koordinate, der zwischen 50 und 55 gelegen 
ist. Diesen Punkt kann man auf der y-Linie durch Ausmessen 
genauer bestimmen. 1m vorliegenden FaIle wird man finden, 
daB er etwa bei 51liegt. Das wiirde besagen, daB ca. 51 % Laktose 
gespalten worden sind. 

Nun kann das Ausmessen bei einer so kleinen Kurve naturlich 
nicht mit groBer Genauigkeit geschehen. Viel genauer liiBt sich 
der Wert der gespaltenen Laktosemenge durch direkte Berechnung 
ermitteln. Diese Berechnung ist sehr einfach; sie erstreckt sich 
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auf die Ermittlung der Lange des in dem Punkte 16,1 errichteten 
Lotes, die durch den Schnittpunkt des Lotes mit der Kurve fixiert 
ist. In dem vorliegenden FaIle wiirde sich demnach folgende 
Proportion ergeben: die Lange des errichteten Lotes (x) verhalt 
sich zur Lange des Kurvenabschnittes (16,1) wie die Lange des im 
Endpunkte der Abszisse errichteten Lotes (100) zu der Lange der 
ganzen Kurve (31,7), also 

x : 16,1 = 100 : 31,7, 
16,1.100 7 

x = 50,8. 
31,7 

Es sind somit gespalten worden genau 50,78% Laktose. 

Darstellung von Laktaselosungen. 
Tierische Laktaselosung kann man sich in der Weise 

hersteIlen, daB man junge Tiere (Hund, Ziege, Schwein etc.) mit 
Milch flittert, dann die Diinndarmschleimhaut nach vorheriger 
griindlicher Reinigung abschabt, mit Glassplittem in einer Reibe­
schale verreibt und mit der fiinffachen Menge physiologischer 
KochsalzlOsung extrahiert. Das Extrakt kann man nun entweder 
sofort, nachdem man die groberen Zellbestandteile durch Zentri­
fugieren entfemt hat, zum Versuch benutzen, oder man versetzt 
das geklarte Extrakt mit der fiinffachen Menge 96%igem Alkohol, 
filtriert den Niederschlag ab, wascht mit Ather nach und trocknet 
ihn im Vakuum iiber Calciumchlorid. Man bekommt so ein gut 
haltbares Pulver, das man entweder direkt zum Versuch verwendet, 
oder aus dem man sich einen wasserigen Auszug herstellt. 

Gut wirksame pflanzliche Laktase erhalt man, wenn man 
kaufliche Kefirkomer in einer Reibeschale mit Wasser verreibt 
und Y2 bis 1 Stunde bei Zimmertemperatur stehen laBt. Dabei 
gehen betrachtliche Mengen Laktase in Losung, gleichzeitig aber 
auch Invertin. Man zentrifugiert oder filtriert ab und kann mit 
dem Filtrat sofort einen Versuch anstellen. 

3. Maltase. 
Eigenschaften. Sie vermag Maltose in 2 Mol. Trauben­

zucker zu zerlegen. Das Optimum ihrer Wirkung liegt bei 40°, 
bei 45° wird sie bereits zerstort. In wasseriger Losung halt sie 
sich nur wenige Tage, gegen Chloroform und Alkohol ist sie auBer­
ordentlich empfindlich. 

Vorkommen. Sie findet sich meist zusammen mit der 
Diastase und ist sowohl im Tier- wie im Pflanzenreich weit ver­
breitet. Beim Tier ist sie mit Sicherheit nachgewiesen im Speichel, 
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Darmsaft, Pankreassaft, Leber und Blut; im Pflanzenreich ist 
man ihr bisher begegnet in samtlichen Hefearten und bei verschie­
denen Pilzen, ferner im Malzextrakt und in Maiskornern. 

Nachweis. 
a) qualitativ. 

1. Reduktionsprobe nach Barfoed. Maltose vermag 
nicht Barfoedsches Reagens (Zusammensetzung s. bei Laktase 
S. 75) zu reduzieren, Glukose dagegen sehr leicht. Hat also 
eine Zersetzung der Maltose stattgefunden, so muB die Losung 
nunmehr mit Barfoeds Reagens eine Reduktion ergeben. 

2. Polarisationspro be. Maltose hat ein spezifisches Dre­
hungsvermogen von [a]D = 1380 3', die Glukose ein solches von 
[a]D=53u I7'. Demnach muB eine Maltoselosung unter dem 
EinfluB der Maltase in ihrem Drehungsvermogen standig ab­
nehmen. Man untersucht also eine Maltoselosung vor Beginn des 
Versuches mit Hilfe eines Polarisationsapparates und priift nach 
Beendigung des Versuches, ob sich das Drehungsvermogen unter 
dem EinfluB des Fermentes geandert hat. Eine Abnahme der 
Drehung gegen den Anfangswert spricht fiir eine Spaltung der 
Maltose in Traubenzucker. 

3. Phenylhydrazinprobe. Sie beruht darauf, daB Mal­
tosazon die Ebene des polarisierten Lichtes nach rechts, Glu­
kosazon dagegen nach links dreht (Neu bergl», und zwar ist der 
Wert fiir 0,2 g Maltosazon im Pyridin-Alkoholgemisch bei Natrium­
licht = + 1°30', fiir 0,2 g Glukosazon unter den gleichen Be­
dingungen = -1 0 30'. 

Will man also direkt nachweisen, daB Maltose unter dem 
EinfluB einer FermentlOsung (Organextrakt, Serum etc.) teilweise 
oder ganz in Traubenzucker zerlegt worden ist, so entfernt man 
zunachst das in der Losung etwa enthaltene EiweiB durch Er­
hitzen mit ein paar Tropfen Essigsaure und einigen Kornchen 
Kochsalz und versetzt das eiweiBfreie Filtrat mit einem Gemisch 
von 2 Teilen farblosem salzsaurem Phenylhydrazin und 3 TeHen 
wasserhaltigem Natriumazetat. Die absolute Menge des Phenyl­
hydrazins hat man so groB zu wahlen, daB fiir 1 Mol. Maltose 
3 Mol. Phenylhydrazin zur Verfiigung stehen. Danach wird die 
Losung im siedenden Wasserbad 1-1 1/2 Stunden erhitzt. Die 
sich gleich zu Anfang abscheidenden Schmieren werden sofort 
durch Filtrieren entfernt. 

Enthielt die Losung nun Traubenzucker, so scheiden sich 
schon wahrend des Erhitzens Glukosazonkristalle ab, da diese 

1) C. Neuberg, Berichte d. Deutsch. chem. Gesellsch. 32, 1. c. 
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in Wasser sehr schwer loslich sind, wahrend das leicht lOsliche 
Maltosazon erst beim spateren Abkiihlen der Fliissigkeit auf­
tritt. Scheiden sich also schon im siedenden Wasserbad Osazon­
kristalle ab und ist ihre Menge groB genug, um sie gesondert zu 
untersuchen, so filtriert man die heiBe LOsung sehr schnell und 
behandelt die auf dem Filter zuriickgebliebenen Kristalle ge­
sondert von dem beim Erkalten der Losung ausfallenden Kristall­
brei in der Weise, daB man beide Fraktionen aus Pyridin mit 
Ligroin resp. Ather resp. Benzol mehrmals umkristallisiert und 
im Exsikkator trocknet. 

Von dem trockenen Produkt werden 0,2 g in 4 ccm reinem 
Pyridin und 6 ccm absolutem Alkohol gelOst und in einem 10 cm­
Rohr bei Natriumlicht polarisiert. 

Ergibt die Polarisation eine Rechtsdrehung, die kleiner ist 
als + 10 30', oder erweist sich die Losung als optisch inaktiv 
oder gar schwach links drehend, so hat man in der Losung ein 
Gemisch von Maltose und Traubenzucker. Je mehr sich die Links­
drehung des Osazons dem Werte - 10 30' nahert, um so mehr 
Traubenzucker ist in der Losung vorhanden, um so mehr ist von 
der Maltose gespalten worden. 

b) quantitativ. 

1. Polarisationsprobe. Wie oben sub Nr.2 auseinander­
gesetzt, muB das Drehungsvermogen einer Maltoselosung, sobald 
Maltase auf sie einwirkt, abnehmen. Die Schnelligkeit, mit der 
dies geschieht, kann als MaB fUr die GroBe der Maltasewirkung 
dienen. 

Gilt es beispielsweise im Serum oder in irgendeinem Organ­
oder Pflanzenextrakt die Maltasewirkung quantitativ zu bestimmen, 
so verfahrt man nach Kusumoto 1) am zweckmaBigsten fol­
gendermaBen: 

Mehrere genau abgemessene Portionen von je 5,0 ccm Serum 
resp. 5,0 ccm Organextakt werden mit genau je 5,0 ccm einer unter 
Erhitzen hergestellten 10 % igen Maltoselosung und 0,5 ccm Toluol 
in kleinen Kolbchen gemischt und in einen auf 300 C regulierten 
Warmeschrank gestellt. Unmittelbar nach der Herstellung des 
Gemisches und dann nach bestimmten Zeiten wird eine Probe 
nach der anderen oder, wenn man - was noch ratsamer ist -
mit Kontrollen arbeiten will, je 2 Proben zugleich enteiweiBt 
und ihr Drehungsvermogen bestimmt. Zur Entfernung des Ei­
weiBes wnrde im vorliegenden Falle das Maltoseserum resp. 

1) Ch.Kusumoto, Beobachtungen iiber die Maltase des Blutserums 
und der Leber bei verschiedenen Tieren. Biochem. Zeitschr. 14,217. 1908. 

Wohlgemuth, Fermentmethoden. 6 
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Organgemisch nach Abeles!) mit 25 ccm einer 5%igen, unter 
Erwarmen hergestellten Losung von Zinkazetat in 96 % igem 
Alkohol versetzt und mit Alkohol auf ein Volumen von 50 ccm 
im MeBkolbchen aufgefullt. Dann wurde umgeschuttelt, durch 
ein trockenes Filter filtriert und das Drehungsvermogen im 
2. Dezimeterrohr bestimmt. 

Bei Organextrakten mussen ne ben den mit Maltose versetzten 
Proben solche ohne Maltose zur Kontrolle aufgestellt werden, 
in denen das Drehungsvermogen in gleicher Weise bestimmt 
wird wie bei den mit Maltose versetzten Pro ben; die bei ihnen 
gefundene Drehung muB dann von den bei den Maltoseproben 
gefundenen abgezogen werden. Fur Blutserum sind solche Kon­
trollen nicht notwendig, da es nach der EnteiweiBung keine in 
Betracht kommende Drehung besitzt. 

Die gefundenen Zahlen kann man nun in Tabellen graphisch 
darstellen, indem man auf die Abszissen die Zeiten in Stunden, 
auf die Ordinaten den beobachteten Drehungswinkel eintragt. 
Eine Tabelle aus der genannten Arbeit mag das illustrieren: 
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Auf diese Weise lassen sich Sera, Organextrakte etc. bezug­
lich ihres Maltasegehaltes be quem miteinander vergleichen. 

2. Reduktionsverfahren. Dieses Verfahren beruht dar­
auf, daB die Maltase gegenuber Fehlingscher Losung ein ge-

') M. Abeles, Uber ein Verfahren ZUllI EnteiweiBen des Blutes fiir 
die Zuckerbestimmung. Zeitschr. f. phys. Chemie. 15, 495. 1891. 
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ringeres Reduktionsvermogen besitzt als Glukose, und zwar wird 
1 ccm Fehlingsche Losung reduziert von 0,00778 g Maltose, 
wahrend vom Traubenzucker schon 0,005 g imstande sind, 1 ccm 
Fehlingsche Losung zu reduzieren. Wenn man also Maltase 
auf Maltose einwirken laBt, so muB mit fortschreitender Spaltung 
der Maltose das Reduktionsvermogen der Mischung zunehmen. 
Der Grad der Zunahme an reduzierender Kraft kann somit als 
MaB fiir die Starke der Maltasewirkung dienen. 

Die Versuchsanordnung ist demnach so zu treffen, daB man 
ca. 20 ccm Blut oder Serum resp. OrganpreBsaft mit etwa 50 ccm 
einer ca. 5 %igen Maltoselosung mischt, sofort einen aliquoten 
Teil (10 ccm) entnimmt, enteiweiBt (s. S. 88), einengt, auf ein 
bestimmtes Volumen auffiillt und nun die Reduktionskraft mit 
einer der iiblichen Methoden (s. S. 32 u. 93) quantitativ bestimmt. 
Der Rest des Gemisches wird unter Zusatz von Toluol (1-2 ccm) 
im Thermostaten bei 37° C gehalten. In bestimmten Zeitinter­
vallen werden dann je 10 ccm entnommen und jede einzelne Probe 
genau wie die erste behandelt. Auf diese Weise bekommt man 
Werte, welche zahlenmaBig das Forlschreiten der Maltosespaltung 
ausdriicken. 

4. Trehalase. 
Eigenschaften. Sie zerlegt das im Mutterkorn und in 

Pilzen vorkommende Disaccharid Trehalose in 2 Mol. Glukose. 
Gegen Sauren ist sie auBerordentlich empfindlich, auch gegen 
Alkalien. Ihre Wirksamkeitsgrenze liegt bei 64°. 

Vorkommen. Man hat sie angetroffen im Darmsa£t einiger 
Tiere, in verschiedenen Pilzen (Aspergillus, Penicillium), im Griin­
malz und in einigen Hefesorlen. 

Nachweis. 
Er kann mittelst Polarisation oder Reduktion geschehen. 

Wird Trehalose durch das Ferment zerlegt, so nimmt sowohl das 
Drehungs- wie das Reduktionsvermogen an Starke zu. Die Ver­
suchsanordnung fUr den Nachweis der Trehalase ergibt sich hieraus 
von selbst. 

5. Melibiase. 
Eigenschaften. Sie spaltet die Melibiose, ein aus der Raf­

finose stammendes Disaccharid, in d-Galaktose und d-Glukose. 
Vorkommen. Man trifft sie nur in einigen Unterhe£en an, 

in allen daraufhin untersuchten Oberhefen fehlt sie. 
6* 
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Nachweis. 
Da die Melibiose ein auBerordentlich starkes Drehungsver­

mogen hat ([a]D = + 129,38°), so geschieht der Nachweis der 
Melibiase am bequemsten mittelst Polarisation. Bei Zerlegung der 
Melibiose muB das Drehungsvermogen der Losung erheblich ab­
nehmen. 

Auch die DarsteHung der Osazone aus einer mit Melibiase 
behandelten Melibioselosung dtirfte AufschluB dartiber geben, ob 
cine Zerlegung des Disaccharids stattgefunden hat oder nicht. 
Dber die HersteHung der Osazone s. bei Laktase S. 76. 

6. Emulsin. 
Eigenschaften. Die Fermentgruppe vom Typus des 

Emulsins spaltet auBer mehreren hoheren Zuckern wie Raffi­
nose und Stacchyosc eine Reihe von in der Natur vorkommenden 
Glukosiden, und zwar, was besonders interessant ist, nur die 
(1-Glukoside des garfahigen Zuckers, wahrend die Maltase aus­
schlieBlich a-Methylglykosid spaltet. Das Optimum der Wirkung 
liegt bei 45-50°. Durch Alkalien wird das Ferment zersti:irt, 
durch Sauren nur inaktiviert. 

Vorkommen. Es findet sich bei hoheren Tieren nicht, 
dagegen ist es bei WirbeHosen viel verbreitet, vor aHem aber 
im Pflanzenreich, hier besonders in den Mandeln, aus denen man 
sehr wirksame Fermentlosungen gewinnen kann. 

Nachweis. 

Da aHe Glukoside, auf welche das Emulsin wirkt, stets als 
einen Paarling d-Glukose enthalten, so dokumentiert sich ihre 
Spaltung sofort durch das Auftreten von reduzierenden Substanzen. 
- AHe durch Emulsin spaltbaren Glukoside sind linksdrehend. 
Demnach muB sich auch ihre Spaltung sofort durch das Schwacher­
werden resp. Verschwinden der Linksdrehung und durch das 
Auftreten einer Rechtsdrehung bemerkbar machen. Der Grad 
der Rechtsdrehung wird ganz davon abhangen, wieviel Trauben­
zucker durch das Emulsin in Freiheit gesetzt ist. 

Darstellung einer Emulsinli:isung nach Kerisseyl): 
Feingepulverte Mandeln werden mit Chloroformwasser extrahiert, 
die eiweiBahnlichen Beimengungen durch ein paar Tropfen Eis­
essig gefaHt und das Filtrat mit Alkohol versetzt. Dabei faHt 
das Emulsin als ein weiBes Pulver aus, das in Wasser loslich ist. 

1) Kerissey, These de Paris. 1899, 6. 
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Man kann auch Kefirkorner zur Herstellung einer Emulsin­
bildung verwenden, indem man dieselben in einer Reibeschale 
mit Wasser verreibt und bei Zimmertemperatur eine halbe Stunde 
extrahiert. Ein solches Extrakt enthiilt indes auBer Emulsin stets 
auch Laktase. 

7. Myrosin. 
Eigenschaften. Es greift weder a- noch p-Methylglukosid 

an, sondern spaltet nur die in Senfsamen, inCruciferen und anderen 
Pflanzen vorkommenden Glukoside (Sinigrin, Sinalbin etc.), die 
bei ihrer Zersetzung Senfol und Traubenzucker liefern. Das 
Optimum seiner Wirksamkeit liegt zwischen 45 und 50°. 

Vorkommen. Es findet sich in Senfsamen und in zahl­
reichen Cruciferensamen, im Tierkorper ist es noch nie aufge­
funden worden. 

Nachweis. 
1. Da das bei der Spaltung des Sinigrins (myronsaures Kalium 1)) 

auftretende AllylsenfOl einen auBerordentlich charakteristischen 
Geruch besitzt, der sich schon in den geringsten Spuren deutlich 
bemerkbar macht, so kann man nach Spatzier2) sich seiner als 
untriigliches Zeichen einer durch den zu untersuchenden Pflanzen­
saft bewirkten Spaltung bedienen. 1st der Geruch schon vorher 
in dem Pflanzensaft entha1ten, so entfernt man das schon gebildete 
01 durch ge1indes Erwiirmen und priift dann erst seine Wirk­
samkeit. 

2. Auch der bei der Spaltung des myronsauren Kaliums in 
Freiheit gesetzte Traubenzucker kann als Kriterium fUr die Myrosin­
wirkung dienen. In diesem Falle muB die vorher nicht redu­
zierende Losung nach der Spaltung eine mehr oder weniger stark 
reduzierende Kraft besitzen. 

3. Nach Tamann 3) kann man die Menge des Myrosins 
quantitativ so messen, daB man in einzelnen Portionen des 
Gemisches von Pflanzensaft und myronsaurem Kalium das durch 
Zerlegung des Sinigrins in Freiheit gesetzte saure schwefelsaure 
Kalium durch Titration mit 1/50 normal alkoholischer Natronlauge 
unter Benutzung von Karminsiiure als Indikator bestimmt. 

1) Uber die Darstellung des myronsauren Kaliums s. Will und 
Laubenheimer, Liebigs Aunalen. 199, 162. 1879. 

2) W. Spatzier, Die physiologische Bedeutung des Myrosins. Jahrb. 
f. wissenschaftl. Botanik. 25, 39. 1893. 

8) G. Tamann, Die Reaktionen der ungeformten Fermente. Zeitschr. 
f. phys. Chemie. 16, 300. 1892. 
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IV. Nachweis von Monosaccharide spaltenden 
Fermenten. 
1. Glykolyse. 

Eigenschaften. Die Glykolyse ist ein Ferment, das die 
Fahigkeit besitzt, Traubenzucker zu zerIegen. Welche Abbau­
produkte dabei entstehen, besonders ob Alkohol dabei gebildet 
wird wie bei der Zymasegarung, ist eine bis heute noch nicht 
sicher entschiedene Frage. Das Ferment ist am wirksamsten 
bei Brutschranktemperatur, auBerordentlich empfindlich gegen 
Sauren und Alkalien und wird schon im Elute seIber nach kurzem 
Stehen vernichtet. 

Vorkommen. 1m tierischen Organismus hat man die Gly­
kolyse in fast allen Organen, besonders aber im Blut angetroffen; 
hier sollen in erster Reihe die Leukozyten und das Fibrin die 
Trager der Fermentwirkung sein. Ebenso ist sie im Pflanzen­
reich weit verbreitet. 

Nachweis. 
Da die Wirkung der Glykolyse sich dokumentiert durch die 

Zersetzung von Traubenzucker, so fiihrt man den Nachweis einer 
stattgefundenen Glykolyse durch die quantitative Bestimmung des 
unzersetzt gebliebenen Zuckers. 

Will man also die glykolytische Kraft, beispielsweise von 
Blut, messen, so hat man nach Ronal) folgendermaBen zu ver­
fahren: 

Man entnimmt aus der Vene von Mensch oder Tier absolut 
steril ca. 50 ccm Elut, fangt dasselbe in sterilen, mit Glasperlen 
versehenen Flaschen auf und defibrinierl es durch kraftiges Schiit­
teln. Alsdann wird das Blut durch sterilisierte Gaze filtriert 
und je 20 ccm mit sterilen Pipetten auf zwei sterile Kolbchen 
iibertragen. Zu jeder Blutportion werden genau 0,5 ccm einer 
vorher sorgfaltig sterilisierlen 6 %igen Traubenzuckerlosung mit 
steriler Pipette zugefiigt, beide Kolbchen durchgeschiittelt und 
nun in dem einen soforl die Zuckermenge quantitativ bestimmt, 
in dem anderen nach VerIauf mehrerer (5-6) Stunden. Uber 
EnteiweiBung und Zuckerbestimmung s. weiter unten. 

Vor dem Abbrechen des Versuches muB man sich durch 
Uberimpfung vergewissern, daB die Asepsis vollkommen ge-

1) P. Rona u. A. D 6 b lin, Beitrage zur Frage der Glykolyse II. 
Biochem. Zeitschr. 32, 489. 1911. 
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lungen war. Ergibt der Impfversuch Bakterien, so ist das Resultat 
zu verwerfen. 

Auf diese Weise kann man verschiedene Blutportionen oder 
Organextrakte resp. PreBsafte beziiglich ihrer glykolytischen 
Fahigkeit bequem miteinander vergleichen. 

Dabei sind folgende Punkte besonders zu beachten: 
1. Die Ferment16sungen miissen steril sein und ihre Steri­

litat bis zur Beendigung des Versuches bewahren. 
2. In der Anwendung von Antiseptizis, wie Toluol oder Chloro­

form, muB man sehr vorsichtig sein, da diese im DberschuB die 
Glykolyse hemmen konnen. Besonders empfindlich hiergegen ist 
das Blut; deshalb ist die Blutglykolyse am zweckmaBigsten unter 
aseptischen Kautelen ohne Benutzung eines Antiseptikums aus­
zufiihren. Die Organglykolyse scheint erheblich resistenter zu sein. 

3. Nach Beendigung des Versuches hat man sich in j~dem 
FaIle davon zu iiberzeugen, daB Bakterien in dem Gemisch nicht 
gewachsen sind. Ergibt die Dberimpfung, die man in jedem 
FaIle auszufiihren hat, die Anwesenheit von Bakterien, so mull 
der Versuch als miBgliickt gelten. 

4. Speziell fiir die Untersuchung des Elutes ist noch zu be­
achten, dall der zugesetzte Traubenzucker sich in isotonischer 
Losung befinden muB, da Hamolyse die Glykolyse voIlkommen 
vernichtet. . 

5. Von den zu untersuchenden Organen stellt man sich ent­
weder einen Organbrei oder mit Hilfe der Buchnerschen Presse 
einen PreBsaft oder auch ein Extrakt her. Sehr zu empfehlen 
ist auch das Arbeiten mit Organpulvern, die man nach Arnheim 
und R 0 sen b a u m 1) unter Verwendung von Azeton sich in der 
Weise am zweckmaBigsten hersteIlt, daB man die betreffenden 
Organe fein wiegt, zweimal mit Azeton behandelt, im Vakuum­
exsikkator trocknet Imd pulvert. Man bekommt so ein feines 
trockenes Pulver, das lange wirksam bleibt. 

6. Hat man fiir den Versuch als Antiseptikum Chloroform 
verwandt, so muB man nachher bei der quantitativen Zucker­
bestimmung dafiir sorgen, daB alles Chloroform bis auf die letzten 
Spuren zuvor verjagt ist, da wegen der reduzierenden Eigen­
schaft des Chloroforms zu hohe Zuckerwerte sonst resultieren. 

Statt den unzersetzt gebliebenen Zucker zu messen, kann 
man auch die aus dem zersetzten Zucker entstandene 
Kohlensaure quantitativ bestimmen. 

1) Arnheim u. Rosenbaum, Ein Beitrag zur Frage der Zucker­
zerst6rung im Tierk6rper durch Fermentwirkung (Glykolyse). Zeitschr. f. 
phys. Chemie 40, 222, 1903/4. 
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Dies geschieht am besten mit der von Stoklasa 1) eigens 
hierfiir angegebenen Apparatur oder auch mit dem Buchner­
schen Garkolbchen, das beim Abschnitt "Zymase" ausfiihrlich 
beschrieben ist. Die Menge der gebildeten Kohlensaure ist dann der 
MaBstab fiir die Starke der Glykolyse des untersuchten Organes. 

Stoklasa hat seine Untersuchungen hauptsachlich an Pflan­
zen angestellt. Aus ihnen stellte er in folgender Weise ein glyko-
lytisch wirksames Praparat dar: . 

5-6 kg junge, frische Pflanzenteile wurden zerkleinert, in 
einer Buchnerpresse bei einem Druck von 300-400 Atmo­
spharen ausgepreBt und der Saft in einen hohen sterilisierten 
Zylinder aufgefangen. 500 ccm dieses zellfreien Saftes wurden 
versetzt mit einem Gemenge von 400 ccm Alkohol und 200 ccm 
lither, gleich darauf lither im DberschuB zugegeben und die 
oberhalb des entstandenen Niederschlages aus Alkohol und lither 
bestehende Fliissigkeit sofort abgehebert. Alsdann wird wiederum 
lither aufgegossen und sofort die iiberstehende Fliissigkeit ab­
gehebert. Der das Enzym enthaltende Niederschlag wird hier­
auf auf sterile Leinwand gebracht, gut abgepreBt und das so 
gewonnene Rohenzym entweder im Vakuum oder in sterilen, zu 
diesem Zweck besonders arrangierten Kolben getrocknet. Hier­
iiber s. Stoklasas Originalarbeit. 

5-lO g dieses Rohenzyms werden hierauf mit 50 ccm einer 
15 %igen Traubenzuckerlosung und mit 0,5 g K 3P04 unter asep­
tischen Kautelen gemischt und unter Zusatz von Thymol in einen 
Thermostaten von 37° C gebracht. Nach Verlauf von 24 Stunden 
werden der Verlust an Zucker und die gebildete Kohlensaure 
quantitativ bestimmt. 

Anhang. 
Da die EnteiweiBung und quantitative Zuckerbestimmung bei 

einer ganzen Reihe der in diesem Kapitel behandelten Methoden 
angewandt werden muB, sei das Notwendigste hieriiber mitgeteilt. 

1. EnteiweiBung. 
Von den zahlreichen Methoden der EnteiweiBung von Korper­

fliissigkeiten seien die Schenksche Sublimatmethode 2), das 
Eisen- und das Kaolinverfahren von Rona und MichaeIisS) 
hier wiedergegeben. 

1) Stoklasa, Ernest und Chocensky, Uber die glykolytischen 
Enzyme im Pflanzenorg!lnismus. Zeitschr. f. phys. Chemie. 60, 303. 1907. 

2) Fr. Schenk, Uber Bestimmung und Umsetzung des Blutzuckers. 
Pfliigers Archiv 00,203. 1893. 

3) P. Rona und L. Michaelis, Untersuchungen iiber den Blut­
zucker_ Biochemische Zeitschr. 7,329. 1908 und B. Oppler und P. Rona, 
Biochem. Zeitschr. 13, 122_ 1908_ 
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a) Sublimatmethode von Schenk. 20 ccm Blut 
werden mit 20 ccm destiIliertem Wasser verdiinnt, mit 40 ccm 
2%iger Salzsaure und 40 ccm 5%iger Sublimatlosung unter 
Umriihren versetzt, dabei wird samtliches EiweiB ausgefallt. 
Man laBt bis zum nachsten. Tage stehen, filtriert ab, leitet 
Schwefelwasserstoff in das Filtrat ein, filtriert abermals und 
stellt das Volumen des Filtrates fest. Zur Entfemung des iiber­
schiissigen Schwefelwasserstoffs leitet man Luft durch, setzt soviel 
Natronlauge zu, daB die Losung nur noch schwach sauer reagiert 
und engt die Fliissigkeit bei niedriger Temperatur im Vakuum 
ein. Hiemach fiihrt man die Losung quantitativ in einen kleinen 
MeBzylinder iiber und fiillt mit Wasser auf 20 ccm auf. 

b) Eisenmethode von Rona und Michaelis. Eine 
genau abgemessene Menge (20 ccm) entweder defibrinierten oder 
mit NaFI ungerinnbar gemachten Blutes wird in einem ge­
raumigen Kolben mit 200 ccm destiIliertem Wasser verdiinnt 
und mit 60 ccm Liquor ferri oxydat. dialysat (nicht Liq. ferri 
oxychlorati Pharm. Germ.), die vorher noch mit 100 ccm 
destilliertem Wasser verdiinnt waren, unter lebhaftem Um­
schiitteln tropfenweise oder im diinnen Strahl versetzt. Je 
1 g (unverdiinntes) Hundeblut erfordert 3 ccm, je 1 g Kaninchen­
blut 2,5 ccm der (unverdiinnten) ca. 5 %igen Eisenlosung (Riedel­
Berlin). Ein VberschuB innerhalb gewisser Grenzen ist an sich 
unschadlich. Die Blut-Eisenmischung bleibt nun unter haufigem 
Schiitteln einige (ca. 10) Minuten stehen; wahrend dieser Zeit 
erfolgt bereits eine reichliche flockige Ausscheidung der EiweiB­
Eisen-Verbindung. Jetzt setzt man 1 g fein gepulvertes MgS04 
auf einmal hinzu und schiittelt nun kraftig 1-2 Minuten lang. 
Will man aber spiiter in der Losung die Zuckerbestimmung bei­
spielsweise nach Bertrand vomehmen, so muB man, da das 
Magnesiumsulfat stort, statt dessen Natrium- oder Kaliumsulfat 
anwenden. Hiervon bereitet man sich eine etwa 10 %ige 
Losung und setzt zu dem Eisengemisch 2-3 ccm der Salz­
losung zU. - Nach dem Elektrolytzusatz ist die EnteiweiBung 
vollendet. 1st sie gut gelungen, so erfolgt die totale Ausflockung 
schnell und die dariiber stehende klare farblose Fliissigkeit ist 
zur Filtration fertig. - Ist das Filtrat noch durch gelostes Hiimo­
globin rotlich gefarbt, so behandeIt man noch nachtraglich mit 
sehr kleinen Mengen - einige Tropfen bis mehrere Kubikzenti­
meter - der Eisenlosung, die man zweckmaBig auch vorher 
mit etwas Wasser verdiinnt. Am besten nehme man die etwa 
notige Korrektur gleich in der urspriinglichen Eisenlosung vor: 
Ein weiterer Elektrolytzusatz ist unnotig und auch nicht vor­
teilhaft, da er beim nachfolgenden starken Einengen storen konnte. 
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Hat man so eine vollig farblose klare Losung erhalten, so wird 
durch ein Faltenfilter filtriert und das Volumen des Filtrates 
genau bestimmt. Hiemach wird es mit wenigen Tropfen ver­
diinnter Essigsaure angesauert, auf einem nicht stark siedenden 
Wasserbad auf wenige (3-5) ccm eingeengt und quantitativ in 
einen graduierten Standzylinder von lO ccm Inhalt iibergefiihrt. 
Nachdem das Volumen der Fliissigkeit bestimmt ist, wird sie 
filtriert, in die Polarisationsrohre eingefiillt und polarimetrisch 
untersucht. 

llezeichnet man mit c den aliquoten eingeengten Teil, mit z 
den am Polarimeter abgelesenen in c vorhandenen Prozentgehalt 
an Zucker, femer mit 1 das Volumen der Gesamtfliissigkeit (ver­
diinntes Blut + verdiinnte Eisenlosung) und mit Z den nicht 
eingeengten aliquoten Teil, so ist der Zuckergehalt x in Milli­
gramm in der zur Untersuchung entnommenen Blutmenge leicht 

c . z .1 P zu berechnen nach der Formel x = ... _-- Die olarisation 
Z .100' 

erfordert indes bei so kleinen Zuckermengen, wie sie sich im 
Blute finden, groBe Exaktheit, die nur erreicht werden kann 
mit einem Apparat, der ein dreiteiliges Gesichtsfeld hat. Steht 
ein solcher Apparat nicht zur Verfiigung, so muB man den Zucker 
mittelst einer der bekannten Methoden quantitativ bestimmen. 
Hierzu ist es aber nicht notwendig, daB man das eingeengte 
Filtrat in einen graduierten Standzylinder iiberfiihrt, sondem 
man bringt es quantitativ in das Erlenmeyer-Kolbchen, in dem 
das Erhitzen mit Fehlingscher Losung vorgenommen werden soIl. 

c) Koalinmethode von Rona und Michaelis!). 
50 cern Blutplasma oder Blutserum werden mit der 15fachen 
Menge Wasser versetzt und mit Essigsaure schwach angesauert 
(etwa so weit, bis die anfanglich entstehende Trii bung sich 
wieder aufzuhellen beginnt). Zu der Fliissigkeit, deren Volumen 
genau festgestellt wird, fiigt man dann auf je 100 ccm Fliissig­
keit 20-25 g Kaolin in kleinen Portionen unter stetem Um­
schiitteln hinzu. Nach Hinzufiigen der gesamten Kaolinmenge 
kann alsbald abgenutscht werden; die Fliissigkeit filtriert leicht 
und vollig klar. Spuren von Kaolin, die eventuell anfanglich 
mit durchgehen, werden am besten erst nach dem Einengen 
des Filtrats durch Filtrieren entfemt. Man nutscht soweit wie 
moglich ab, notiert das Volumen des Filtrats, das gewohnlich vier 
Fiinftel der Gesamtfliissigkeit betragt. Da die Konzentration 
des Filtrates genau die gleiche wie die der im Kaolin zuriick­
bleibenden Fliissigkeit ist, kann die gefundene Zuckermenge auf 

1) P. Rona und M. Michaelis, I. c. 
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die Gesamtfliissigkeit umgerechnet werden. Das Filtrat wird 
auf dem Wasserbad bis zur geeigneten Konzentration eingeengt 
und dann der Traubenzucker entweder mittelst Polarisation oder 
Reduktion quantitativ bestimmt. 

2. Zuckerbestimmung. 
Von den verschiedenen quantitativen Reduktionsmethoden 

sei die von Bertrand beschriebene, sehr exakt arbeitende, hier 
ausfiihrlich wiedergegeben. Beziiglich des Ban g schen Titrations­
verfahrens sei verwiesen auf S. 32. 

Titrationsmethode nach Bertrand 1). Das Prinzip der 
Methode beruht auf der titrimetrischen Bestimmung des redu­
zierten Kupfers. Zu dem Zweck wird das gebildete Kupferoxydul 
abfiltriert und in Ferrisulfat + Schwefelsaure gelost. Dabei 
setzen sich die beiden Verbindungen um nach der Formel 
Cu20 + Fe2(S04)3 + H 2S04 = 2CuS04 + 2 FeS04 + H 20 und das 
entstandene Ferrosulfat laBt sich mit Kaliumpermanganat titri­
metrisch genau bestimmen. 

Erforderliche Losungen. 
I. 40 g reines kristallisiertes Kupfersulfat werden in 300 ccm 

destilliertem Wasser gelost und die Losung genau auf 
1 Liter aufgefiillt. 

II. 200 g Seignettesalz werden in 1 Literkolben mit ca. 500 ccm 
Wasser gelost, dazu 150 g Atznatron zugesetzt und nach 
deren Losung die ganze Mischung genau auf 1 Liter auf­
gefiillt. 

III. 50 g reines Ferrisulfat, das vollkommen frei von Ferro­
sulfat sein muB, werden in 1 Literkolben mit 300 ccm 
destilliertem Wasser gelost, dann 200 g konz. Schwefel­
saure vorsichtigeingetragen und auf 1 Liter aufgefiillt. Die 
Losung darf nicht Kaliumpermanganatlosung entfarben. 

IV. 5 g Kaliumpermanganat werden in 1 Liter destilliertes 
Wasser gelost und der Titer der Losung folgender­
maBen bestimmt: 

250 mg Ammonoxalat (genau abgewogen!) werden in einem 
Becherglase in 50 ccm destilliertem Wasser und 2 ccm konz. 
Schwefelsaure gelost, auf 60-80° C erwarmt und nun aus einer 
Biirette unter standigem Umriihren so lange tropfenweise mit 
der Permanganatlosung versetzt, bis eine bleibende Rosafarbung 
eben erkennbar ist. Die Menge der hierzu erforderlichen Per­
manganatlosung entspricht dann derjenigen Menge Kupfer in 
Milligramm, die sich ergibt aus der Multiplikation der angewandten 

1) G. Bertrand, Die quantitative Bestimmung der reduzierenden 
Zuckerarten. Bull. de la Soc. chimique de Paris. (3). 31'1, 1285. 1906. 
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Ammonoxalatmenge mit der Zahl 0,8951. Wenn also, was meist 
ungefahr zutrifft, 22 ccm Permanganatlosung zur Erreichung der 
Rosafarbung verbraucht wurden, so entsprechen diese 22 ccm 
Permanganatlosung = 250 X 0,8951 mg Cu, mithin 

250 X 0,8951 
1 ccm KMN04 = 22 = 10,17 mg Cu. 

Nach diesen Vorbereitungen wird die Zuckerbestimmung 
seIber folgendermaBen ausgefiihrt: 

20 ccm der Zuckerlosung, die am besten nicht mehr als 100 mg 
Zucker enthiilt, werden in einen 200 ccm fassenden Erlenmeyer­
Kolben gebracht und mit 20 ccm der Kupferlosung (I) und 20 ccm 
der Seignettesalzlbsung (II) versetzt. Alsdann erwarmt man 
zum Sieden und kocht nicht zu heftig genau 3 Minuten, yom 
Beginn des Siedens an gerechnet. Nach dem Absetzen des ge­
bildeten Kupferoxyduls wird die iiberstehende Fliissigkeit auf 
ein Asbestfilter gebracht, wobei moglichst wenig Kupferoxyd auf 
das Filter kommen solI, abgesaugt, der im Kolben verbleibende 
Niederschlag mit etwas lauwarmem Wasser ausgewaschen und 
dieses erst wieder nach dem Absetzen des Oxyduls durch das 
Asbestfilter filtriert. Dieses Auswaschen mit lauwarmem Wasser 
wiederholt man 3-4mal und filtriert immer wieder ab, muB 
aber darauf achten, daB moglichst wenig Kupferoxydul auf das 
Filter kommt. Dann setzt man zu dem noch im Kolbchen be­
findlichen Kupferoxydul unter Umriihren 10 bis 20 ccm Ferrisul­
fatlosung (III), wobei der Niederschlag erst blauschwarz wird 
und dann in Losung geht, bringt die gesamte Losung auf das As­
bestfilter, um noch das dort zuriickgehaltene Kupferoxydul zu 
losen und saugt abo Kolbchen und Asbestfilter werden noch mehr­
mals (2-3mal) mit warmem destilliertem Wasser schnell nach­
gewaschen und nun die GesamtlOsung sofort mit Permanganat­
losung tropfenweise versetzt, bis der erste rote Farbenton auftritt. 

Aus der verbrauchten Menge der KMN04-Losung berechnet 
man die Menge des reduzierten Kupfers und aus dieser an der 
Hand der beigefiigten Tabelle 10 die Menge des vorhandenen 
Zuckers. Hierfiir ein Beispiel: 

Bei der Titration wurden verbraucht 7,3 ccm Permanganat­
losung. Da, wie oben festgestellt, 1 ccm KMN04 = 10,17 mg Cu 
entspricht, so ergeben 7,3 ccm KMN04 = 7,3 X 10,17 mg Cu 
= 74,24 mg Cu. 

Diesen 74,24 mg Cu entsprechen laut nachfolgender Tabelle 
38,2 mg Traubenzucker. Der Zuckergehalt der Losung betrug 

demnach 0,382 X 100 = 0191 0/ 
20 ' o· 
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Ta belle 10. 
10 mg Glukose entsprechen 20,4 mg Cu 
11 "" ,,22,4 " " 
12 "" ,,24,3 " " 
13 "" ,,26,3 " " 
1~ "" ,,28,3 " " 
15 " 
16 " 
17" 
18 " 
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21 " 
22 " 
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24 " 
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302 
32'2 " " , " " 342 

" 36'2 
38:1 :: ;: 
40,1 " " 
42,0 " " 
43,9 ,. " 
45,8 

" 47,7 
" 49,6 " " 

51,5 " " 
53,4 

" 55,3 " " 
57,2 ,. " 
59,1 " " 
60,9 " " 
62,8 " " 
64,6 " " 
66,5 " " 
68,3 " " 
70,1 

" 72,0 " " 
73,8 " " 
75,7 " " 
77,5 " " 
79,3 " " 
81,1 " " 
82,9 " " 
84,7 " " 
86,4 " " 
88,2 " " 
90,9 " " 
91,8 " " 
93,6 " " 
95,4 " " 
97,1 " " 
98,9 ., " 

100,6 " " 
102,3 " " 
104,1 " " 

56 mg Glukose entsprechen105,8 mg C 
57 "" ,,107,6 'I " 

58 "" ,,109,3 " " 
59 "" "111,1,, 
60 "" ,,112,8 " " 
61 "" ,,114,5 " " 
62 "" ,,116,2 " " 
63 "" ., 117,9"" 
64 "" ,,119,6 " " 
65 "" " 121,3",. 
66 "" ,,123,0 " " 
67 "" ,,124,7 " " 
68 "" ,,126,4 " " 
69 "" ,,128,1 " " 
70 "" " 129,8"" 
71 "" ,,131,4 " " 
72 "" ., 133,1"" 
,73 "" ,,134,7 " " 
74 "" ,,136,3 " " 
75 "" ,,137,9 " " 
76 "" ,,139,6 " " 
77 "" ,,141,2 " " 
78 "" ,,142,8 " " 
79 "" ,,144,5 ., " 
80 "" " 146,1"" 
81 "" ,,147,7 " " 
82 "" ,,149,3 " " 
83 "" ,,150,9 ,. " 
84 "" "152,5,, 
85 "" ,,154,0 " " 
86 "" ,,155,6 " " 
87 ",. ,,157,2 " " 
88 "" ,,158,8 " " 
89 "" ,,160,4 " " 
90 "" ,,162,0 " " 
91 "" ,,163,6 " " 
92 "" ,,165,2 " " 
93 "" " 166,7"., 
94 "" , " 168,3"" 
95 "" ,,169,9 " " 
96 "" ,,171,5 " 
97 "" ,,173,1 " " 
98 "" ,,174,6 " " 
99 "" ,,176,2 " " 

100 "" ,,177,8 " " 

2. Zymase. 
Eigenschaften. Sie ist dasjenige Ferment, welches der 

Hefe und vielen Pilzarten die Eigenschaft verleiht, Zucker in 
Alkohol und Kohlensaure zu zerlegen. Sie wirkt am besten bei 
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28--30°, bei 40-50° wird sie zerstort. Organische und anorgani­
sche Sauren schadigen sie, auch gegen Alkali ist sie empfindlich, 
von Salzen wirken vor allem Phosphate fordernd auf sie. 

V 0 r k 0 m me n. Sie findet sich vornehmlich in den ver­
schiedensten Hefearten; auch Schimmelpilze liefern PreBsafte, die 
zymaseartige Wirkung haben. 

Nachweis. Da die Zymase Zucker in Alkohol und Kohlen­
saure zerlegt, konnte sowohl der Alkohol wie die Kohlensaure als 
Kriterium dafiir dienen, daB Zymase wirksam gewesen ist. Meist 
bedient man sich aber des Nachweises des Kohlendioxyds, und 
zwar mit der von Buchner stets angewandten Methodik. 

Man mjBt die Garkraft einer Zymaselosung gewichtsanalytisch 
in der Weise, daB man ein Erlenmeyersches Kolbchen von 
100 ccm Inhalt mit 20 ccm PreBsaft und 0,2 ccm Toluol beschickt, 
hierauf 8 g feingepulverten Rohrzucker portionenweise eintragt 
mid unter Umschwenken innerhalb etwa 1 Minute lOst. Hiernach 
verschlieBt man das Kolbchen und bestimmt das Gewicht des 
ganzen Apparates. Als VerschluB dient ein sogenanntes Gar­
ventil nach MeiBl. Dieses ist ein einfaches Waschflaschchen, 
enthaltend 1-2 ccm konzentrierte Schwefelsaure zum Trocknen 
der austromenden Kohlensaure und auf der anderen Seite mit 
einem Bunsenschen Gummischlauchventil l ) versehen, welches 
wohl den Austritt, nicht aber das Einstromen von Gasen von auBen 
gestattet. Nach der Wagung halt man das K61bchen standig bei 
einer Temperatur von 22° C. Nach Ver]auf von 1 resp. 2 resp. 
3 Tagen wird die Menge der gebildeten Kohlensaure gemessen, in­
dem das nunmehr ermittelte Gewicht von dem Anfangsgewicht ab­
gezogen wird (Verlustmethode von Buchner 2)). Auf diese 
Weise laBt sich die Garkraft verschiedener HefepreBsafte oder 
von Dauerhefepraparaten bequem untereinander vergleichen. 

Besonders dabei zu beachten ist, daB das Garventil stets 
mittelst eines Glasschliffes auf das Erlenmeyersche Kolbchen 
aufgesetzt wird. Gummistopfen sind nicht verwendbar, da durch 
sie hindurch allmahlich ein kleiner Toluolverlust stattfindet. -
AIle Garversuche werden am besten im Thermostaten bei 22° C 
ausgefiihrt und man tut gut, stets mit Kontrollen zu arbeiten. 

1) Das Bunsensehe Gummisehlauehventil stellt man sieh in 
der Weise her, daB man einen 5 em langen sehwarzen Gummisehlauch von 
0,5 mm Wandstarke, der an dem freien Ende durch ein Glasstabchen ver­
schlossen ist, in der Mitte dureh einen 1 em langen Langsschnitt mit einem 
seharfen Messer aufschlitzt. 

2) E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegarung. 
Miinehen-Berlin 1903. S. 80. 
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1m AnschluB an Zymase sei wegen des engen Zusammen­
hanges mit ihr besprochen 

3. Carboxylase. 
Eigenschaften. Die Carboxylase ist ein von Neuberg 1) 

entdecktes Ferment, welches die Fahigkeit besitzt, zahlreiche 
aliphatische und aromatische Ketosauren in lebhafte Garung zu 
versetzen, indem sie aus diesen Verbindungen CO2 abspaltet. 
Da die genannten Verbindungen mit Kohlehydraten nichts zu 
tun haben, so handelt es sich bei dem von der Carboxylase be­
wirkten ProzeB um den Vorgang einer zuckerfreien Garung. 

Vorkommen. Die Carboxylase findet sich in frischer Hefe, 
in Trockenhefe und ist auch in HefepreBsaften und im .!utolysen­
saft wirksam, ist also wie die Zymase vom Leben der Hefe 
trennbar. 

Nachweis. 
Die Wirkung der Carboxylase ist bisher am genauesten an 

der Brenztraubensiiure (I) und der Oxalessigsaure (II) untersucht 
worden. Beide Substanzen werden zu Kohlendioxyd und Azet­
aldehyd vergoren nach den Gleiehungen: 

I. CHa.CO.COOH = CO2 + CIls.COH 
II. COOH.CH2 .()O.COOH = 2 CO2 + CHa.COR. 

Die Versuchsanordnung gestaltet sich so, daB man eine Auf­
schwemmung von frisc.p.er Hefe in Wasser mit so viel wiisseriger 
Brenztraubensaurelosung versetzt, daB die Konzentration der 
Brenztraubensaure 1 % nieht iibersteigt; danach stellt man das 
Gemisch in den Brutschrank. Alsbald beginnt die Entwieklung 
von Kohlensaure und gleichzeitig die Bildung von Azetaldehyd. 
Es wiirde nun nicht geniigen, wie bei der Vergarung von Trauben­
zucker, die Kohlensaure zu bestimmen, sondern man muB, will 
man ganz sieher die Zersetzung der Brenztraubensaure nachweisen, 
den aus ihr gebildeten Azetaldehyd ermitteln. 

Da Azetaldehyd bereits bei 210 C siedet, muB der Garkolben, 
in dem sieh das Hefe-Brenztraubensauregemiseh findet, mit einem 
aus dem Brutschrank herausfiihrenden Kiihler verbunden sein. 
Rei dieser Versuchsanordnung kann der gebildete Azetaldehyd 
alsbald iiberdestillieren und in ein vorgelegtes Kolbchen auf­
gefangen werden. 

1) C. Neuberg u. s. Mitarbeiter, Uber zuckerfreie Hefegarung. 
Biochemische Zeitschr. 31, 174, 1910; 32, 323, 1911; 36, 60, 68, 76, 1911; 
37, 107, 1911; 43, 491,494, 1912; 47, 405, 413, 1912. 
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Fiir den qualitativen Nachweis des Azetaldehyds im De­
stillat geniigt die Reaktion von R i mini mit Nitroprussidnatrium 
+ Piperidin oder Diathylamin. Sie wird in der Weise ausge­
fiihrt, daB man ca. 1 ccm des Destillates mit 1-2 ccm verdiinnter 
frischer Nitroprussidnatriumlosung versetzt und 1-2 Tropfen 
5%igen Diathylamins resp. Piperidins zufiigt. Bei Gegenwart 
von Azetaldehyd entsteht sofort eine tiefblaue Farbung. 

Will man die Wirkung der Carboxylase quantitativ messen, 
so muB man den gebildeten Azetaldehyd quantitativ bestimmen. 
Zu dem Zweck fangt man den iiberdestillierenden Azetaldehyd 
in ein Vorlegekolbchen auf und setzt das so lange fort, bis die Destil­
lation beendet ist. Danach versetzt man das Destillat mit einer 
klar filtrierten Losung von essigsaurem p-Nitrophenylhydrazin, 
und es scheidet sich fast augenblicklichAzetaldehyd-p-Nitrophenyl­
hydrazon aus. Man wartet eine Stunde, saugt dann den ge­
samten Niederschlag auf einem gewogenen Goochtiegel ab, trocknet 
bei 900 und stellt die Menge des gebildeten Produktes durch 
Wagung fest. 

Das Azetaldehyd-p-nitrophenylhydrazon schmilzt bei 1270 bis 
1280 C und bildet gelbe Nadeln. 179 g Azetaldehyd-p-nitrophenyl­
hydrazon entsprechen 44 g gebildetem Azetaldehyd und 88 g ver­
gorener Brenztraubensaure. Man hat demnach die fiir das Hydr­
azon gefundene Zahl mit dem Faktor 0,49 zu multiplizieren und 
erfiihrt so die Menge der zersetzten Brenztraubensaure. 

Besonders zu beachten ist, daB Versuche iiber zuckerfreie 
Garungen am besten mit den freien Sauren angesetzt werden 
miissen. Denn die Salze geben AnlaB zur Entstehung von Karbo­
naten. Das entstehende Karbonat aber verandert sehr bald den 
Azetaldehyd, indem er teils zu ~-Oxybuttersaure kondensiert, teils 
in harzige Produkte iibergeht. - Man kann auch die Alkalisalze 
verwenden, dann muB man aber die Alkalinitat durch Zufiigen 
eines "Puffers" regulieren. Nach Neuberg und Rosenthal 1) 
eignen sich hierfiir am besten Arsenigsaure und Borsaure. Die 
Zusatze wahlt man so, daB die Reaktion auf Lackmus schwach 
sauer ist. 

Bei anderen Ketosauren, die der zuckerfreien Garung fahig 
sind, Z. B. der a-Ketobuttersaure, CHa.CH2 .CO.COOH, verfahrt 
man genau so wie oben angegeben und scheidet den entstehenden 
Propionaldehyd gleichfalls als p-Nitrophenylhydrazon abo 

Die Versuchsanordnung ist eine wesentlich einfachere als die 
oben beschriebene, wenn man vorwiegend die Schnelligkeit der 

1) C. Neuberg und Rosenthal, Uber zuckerfreie Hefegarung, XI. 
Biochem. Zeitschr. 51, 128, 1913. 
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Kohlensaureentwicklung beobachten will. Man schiittelt dann 
etwa 12 ccm einer 1 % igen Brenztraubensaure- oder Oxalessig­
saurelosung mit 2 g Hefe griindlich durch, fiiIlt das Gemisch in 
eine der iiblichen Garungsrohren nach Schroetter, schlieBt das 
Rohrchen mit einigen Tropfen Quecksilber ab und stellt es in ein 
Becherglas, das mit Wasser von 38-40° C gefiillt ist. Schon nach 
5 Minuten beobachtet man die Entwicklung kleiner Gasblasen, 
und nach Veri auf von 20 bis 25 Minuten ist das Rohrchen mit 
Brenztraubensaure zu ca. %, das mit Oxalessigsaure etwa zur 
Halfte ausgegoren. Zum Beweise, daB das gebildete Gas reines 
Kohlendioxyd ist, bringt man in den langen Schenkel des Garungs­
rohrchens etwas Kalilauge und beobachtet dann eine heftige und 
vollstandige Absorption des Gases. - Auch den Nachweis der 
Bildung von Azetaldehyd kann man hierbei qualitativ fiihren, 
indem man aus dem offenen Schenkel des Garrohrchens etwas 
von dem Gargut entnimmt, mit Wasser verdiinnt, durch Zusatz 
von kolloidalem Eisenhydroxyd klart und in dem klaren Filtrat 
die Azetaldehydreaktion nach Ri mini (s. 0.) ausfiihrt. 

Zu Garversuchen, sowohl zuckerhaltigen wie zuckerfreien, 
verwendet man entweder Aufschwemmungen von frischer 
PreBhefe oder HefepreBsaft oder Losungen aus Dauer­
hefepraparaten. 

Darstellung von HefepreBsaft nach Buchner 1). 

Das Verfahren zerfallt in folgende Abschnitte: 
l. Waschen der Brauereihefe, 2. Entwassern der gewaschenen 

Hefe, 3. Mischen mit Quarzsand und Kieselgur, 4. Zerreiben unter 
ZerreiBung der Zellmembranen, 5. Auspressen der erhaltenen teig­
formigen Masse. 4. und 5. werden nochmals wiederholt. 

1m einzelnen gestaltet sich die Ausfiihrung folgendermaBen: 
Die aus der Brauerei bezogene Hefe wird in der Weise ge­

waschen, daB man sie auf ein Haarsieb ausbreitet und sie mittels 
aufgegossenen Wassers durch das Sieb in hohe GefaBe (25 I Inhalt) 
mit Wasser hindurchschwemmt. Nachdem sich die Hefe zu Boden 
gesetzt hat, hebert man das dariiberstehende Wasser abo Dieser 
ganze WaschprozeB wird zwei- bis dreimal wiederholt, bis das 
Waschwasser klar und farblos bleibt. SchlieBlich koliert man die 
Hefe durch ein Koliertuch auf einem Filtrierrahmen, schlagt das 
Koliertuch in ein PreBtuch ein und preBt die Masse in der hydrau­
lischen Presse 5 Minuten lang bei einem Druck von 50 Atmospharen, 
um die Hefe moglichst zu entwassem. Die entwasserte Hefe wird 

1) E. und H. Buchner und M. Hahn,!. c. S. 458. 
Wohlgemuth, Fermentmethoden. 7 
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hierauf in einer groBen Schale mit feinem Quarzsand und mit 
Kieselgur oder Infusorienerde im Verhaltnis von 1000 g ent­
wasserte Hefe, 1000 g Quarzsand und 2-3000 g Kieselgur zu­
nachst mit den Handen tiichtig gemengt und durch ein grobes 
Sieb geschlagen und dann in einer Reibeschale griindlichst zer­
rieben. Hierbei zerreiBen die scharfen Quarzsplitter die Hefe­
zellen und die von den Zellen entleerte Fliissigkeit wird sofort 
von dem auBerst voluminosen Kieselgur aufgesaugt. Es muB 
so lange zerrieben werden bis sich die teigformige Masse von selbst 
zusammenballt und von der Wandung der Reibeschale ablOst, 
was fiir eine Portion von 300-400 g des Gemenges 2Y2-3 Minuten 
dauert. Da der Erfolg des ganzen Verfahrens von der moglichst voll­
standigen Zertriimmerung der Hefezellen abhangt, ist eine mikro­
skopische Kontrolle sehr wiinschenswert. - Das PreBtuch, in 
welches die teigformige Masse eingeschlagen werden solI, wird 
vor dem Gebrauch mit kaltem Wasser griindlich getrankt und 
hernach in der hydraulischen Presse bei 50 Atmospharen Druck 
von dem DberschuB an Wasser befreit. Hiernach kommt das 
Hefegemisch in das PreBtuch und wird in einer hydraulischen 
Presse bei einem allmahlich bis auf 300 Atmospharen steigenden 
Druck ausgepreBt. Der abflieBende Saft tropft direkt aus der 
Presse auf ein gewohnliches Faltenfilter und flieBt durch dieses 
in ein in Eiswasser stehendes GefaB. Die Ausbeute von PreBsaft 
aus 1 kg Hefe schwankt fUr gewohnlich zwischen 450 und 500 ccm. 
- Da der riickstandige PreBkuchen noch sehr erhebliche Mengen 
von Zymase enthalt, kann man durch wiederholtes Zerreiben und 
Auspressen, besonders bei abermaligem Zusatz von Wasser, noch 
sehr wirksame PreBsafte erzielen. 

Die so gewonnene Zymaselosung ist nur kurze Zeit wirksam, 
schon nach mehrtagigem Stehen ist sie vollig inaktiv. Etwas 
langer wirksam halt sie sich im gefrorenen Zustand, doch laBt 
ihre Wirksamkeit auch so bald nacho 

Das Verschwinden der Zymase aus HefepreBsaften beruht 
darauf, daB durch das Stehen das Koenzym abgetotet wird. 
Denn es gelingt unwirksam gewordene Zymaselosung durch Zu­
satz von Koenzym wieder zu aktivieren. Das Koenzym ist aller 
Wahrscheinlichkeit nach eine organische Phosphorverbindung, 
welche durch die im PreBsaft enthaltene Lipase zerlegt und auf 
diese Weise unwirksam gemacht wird (Buchner und Klatte 1)). 
In gekochtem HefepreBsaft bleibt aber das Koenzym lange 
wirksam. 

1) E. Buchner und F. Klathe, Uber das Ko-Enzym des HefepreB­
saftes. Biochem. Zeitschr. 8, 520, 1908. 
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Darstellung von haltbarem Koenzym (Kochsaft) nach 
Buchner. 

Frischer HefepreBsaft wird auf dem Wasserbad bis zum 
Gerinnen erhitzt und filtriert. Das Filtrat wird nun noch einmal 
kurz aufgekocht und von dem auskoagulierenden EiweiB durch 
Filtration getrennt. Hiernach wird das Filtrat auf dem Wasser­
bad zu einem diinnen Sirup eingeengt und ist als Koenzym­
losung so gebrauchsfertig .. 

Man kann sich Kochsaft auch in der Weise herstellen, daB 
man frische (bis auf 70% Wassergehalt) abgepreBte Hefe auf dem 
Wasserbad erhitzt und die abzentrifugierte Losung als Koenzym 
verwendet. Ein Unterschied in der Wirksamkeit der beiden Koch­
safte besteht nicht. Die Kochsiifte behalten lange Zeit ihre Wirk­
samkeit. - Eine andere Methode zur Darstellung von wirksamem 
Kochsaft haben Harden und Young 1) angegeben; sie beruht auf 
der Filtration von Hefesaft durch ein Gelatinefilter. 

Viel langer halt bar als in HefepreBsaften ist die Zymase in 
Dauerhefepraparaten. Fiir deren Darstellung sind mehrere 
Methoden angegeben, ich teile abernur das Verfahren von Buchner 
und das von v. Lebedew mit. 

Darstellung von Azetondauerhefe nach Buchner 2). 

Frische ausgewaschene Brauereiunterhefe wird bei einem 
Druck von 50-100 Atmospharen ausgepreBt, 500 g davon zwischen 
den Handen zu einem groben Pulver verrieben und auf ein Sieb 
(100 Maschen auf 1 qcm) verteilt. Nunmehr wird das Sieb in eine 
flache Schale, in der sich 31 Azeton befinden, eingetaucht und durch 
Heben und Senken des Siebes in der Fliissigkeit unter Nachhilfe 
mit einem Biirstchen in 3-4 Minuten durch die engen Maschen 
geschwemmt. Die Hefe bleibt nach dem Eintragen unter haufigem 
Umriihren noch 10 Minuten im Azeton liegen. Hierauf wird nach 
kurzem Absetzen die Fliissigkeit groBtenteils abgegossen und die 
Hefe in einer Nutsche auf gehartetem Filtrierpapier unter krafti­
gem Anpressen mit einem geeigneten Stempel moglichst trocken 
abgesaugt. Den nunmehr grob zerkleinerten Hefekuchen iiber­
gieBt man aufs neue in der Schale mit einem Liter Azeton, riihrt 
2 Minuten durch und saugt die Fliissigkeit wieder auf der Nutsche 
moglichst vollstandig abo Die Masse wird sodann grob gepulvert, 
in einer kleinen Schale mit 250 ccm Ather iibergossen, 3 Minuten 

1) A. Harden und W. J. Young, Das alkoholische Ferment des Hefe­
saftes. Proc. roy. soc. London 77, 405. 1906. 

2) E. und H. Buchner und M. Hahn, 1. c. S. 265. 
7* 
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durchgeknetet und auf der Nutsche vom Ather befreit. Hiernach 
wird die Hefe auf Papier ausgebreitet, %-1 Stunde im Zimmer 
an der Luft gelagert und schlieBlich durch 24stiindiges Erwarmen 
im Trockenschrank bei 45° C vollig getrocknet. - Die so ge­
wonnene Azeton-Dauerhefe stellt ein fast weiBes, stallbtrockenes 
Pulver dar, das unter dem Namen "Zymin" bei Schroder, Miinchen, 
LandwehrstraBe 45, erhaltlich ist. - Das Praparat bleibt monate­
lang gut wirksam. 

Ein noch wirksameres Produkt 'liefert das Verfahren von 
v. Lebedew. 

Darstellung von Trockenhefe und Hefesaft nach 
v. Le bedew 1). 

Ein Eimer frische Brauereihefe wird in einen Behalter von 
50 1 Inhalt gegossen und in das GefaB direkt aus der Wasserleitung 
Wasser langsam hineingelassen, indem man von Zeit zu Zeit die 
Hefe mit einem Stock umriihrt. Man wascht so lange bis das Wasser 
klar und ungefarbt abflieBt und laBt darauf die Hefe gut absetzen. 
1st man gezwungen mit der Verarbeitung bis zum nachsten Tage 
zu warten, so laBt man die Hefe im Wasser liegen, tut aber im 
Sommer, um die Temperatur moglichst niedrig zu halten, ein 
groBes Stiick Eis in den Behalter. Das iiber der Hefe stehende 
Wasser wird dekantiert, die Hefe auf ein diinnes Filtriertuch ge­
bracht, sobald das Wasser· abgelaufen ist, in ein PreBtuch ge­
schlagen und mit einer gewohnlichen Handpresse ausgepreBt, bis 
die Masse so trocken wird, daB man sie durch ein 5 mm-Sieb 
leicht durchsieben kann. Die durchgesiebte Hefe breitet man auf 
Filtrierpapier in diinner Schicht aus und laBt sie im Trockenschrank 
oder Thermostaten bei 25-30° C trocknen, was meist zwei Tage 
in Anspruch nimmt. Die nach dieser Vorschrift hergestellte 
Trockenhefe, die mehrere Monate ihre Wirksamkeit unverandert 
behalt, ist bei Schroder, Miinchen, LandwehrstraBe 45, kauflich 
zu haben. -

Zur Herstellung von wirksamem Hefesaft riihrt man 50 g 
Hefe mit 150 ccm Wasser in einer Schale zu einem homogenen 
Brei an, laBt den Brei zwei Stunden im Thermostaten bei 35° C 
oder sechs Stunden bei 25° C stehen und filtriert dann durch einen 
Faltenfilter. Man erhalt auf diese Weise einen klaren Saft, der 
weit groBere Garkraft besitzt als der Buchnersche PreBsaft. 
1m Sommer ist es rats am , das Filtrat unter Eiskiihlung aufzu­
fangen. 

1) A. v. Lebedew, Darstellung des aktiven Hefesaftes durch Mazera­
tion. Zeitschr. f. physiol. Chern. 73, 447. 1911. 



B. Fettspaltende Fermente (Lipasen, 
Esterasen). 

Sie haben die Fahigkeit, Fett und fettahnliche Korper durch 
Hydrolyse in ihre einzelnen Komponenten zu zerlegen. Je nach­
dem sie imstande sind, neutrale Fette oder Lezithin oder Mono­
butyrin oder einfache resp. aromatische Ester zu spalten, unter­
scheidet man die eigen tliche Lipase (Steapsin), Lezi thinase, 
Monobutyrase, Esterase. 

1. Die eigentliche Lipase (Steapsin). 
Sie spaltet neutrales Fett unter Aufnahme von Wasser in 

Glyzerin und Fettsauren. 
Vorkommen. Sie ist im Tier- und Pflanzenreich weit ver­

breitet. 1m tierischen Organismus findet sie sich im Pankreas 
und Pankreassaft, im Magensaft, im Darmsaft, in der Leber, 
der Lunge, dem Knochenmark, ferner im Hiihnerei. 1m Pflanzen­
reich hat man sie beobachtet in verschiedenen Samen, speziell 
im Rizinussamen, im Kiirbis, in Kokosfriichten, in hoheren und 
niederen Pilzen, in Bakterien und in der Hefe. 

Nachweis. 
Er geschieht im Prinzip in der Weise, daB man die zu 

untersuchende lipasehaltige Losung auf irgend ein Neutralfett 
einwirken laBt und danach feststellt, ob das Gemisch seine Reak­
tion gegen friiher geandert hat. Hat eine Fettspaltung stattge­
funden, so muB die Mischung einen mehr oder weniger hohen 
Sauregrad angenommen haben. Dieser ist um so groBer, je mehr 
Fett gespalten worden ist. 

a) qnalitativ. 
Qualitativ ist der Nachweis der Fettspaltung so zu 

fiihren, daB man 2 Kolbchen mit gleichen Mengen der zu unter­
suchenden Fermentlosung beschickt, in dem einen, zur Kontrolle 
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dienenden das Ferment durch Kochen zerstort und nun zu beiden 
KOlbchen gleiche Quantitaten (10 ccm) einer neutralen Fett­
emulsion oder Milch zugibt. Hiernach fiigt man zu beiden Por­
tionen so viel Alkali zu, daB sie auf Zusatz von ein paar Tropfen 
Lackmustinktur sich schwach blau farben und stellt sie auf mehrere 
Stunden in den Brutschrank. Alsdann kontrolliert man, ob sich 
in der vorher nicht erhitzten Portion die Farbe geandert hat. 
Hat eine Fettspaltung stattgefunden, so muB in diesem Kolbchen 
wegen der entstandenen freien Fettsauren die Losung eine rote 
Farbe angenommen haben, wahrend die Kontrolle noch nach wie 
vor die blaue Farbe zeigt. 

b) quantitativ. 
Der quantitative Nachweis geschieht im Prinzip genau 

wie der qualitative, nur daB man hier die durch die Lipase in 
Freiheit gesetzte Fettsauremenge durch Titration mit 1/10 normal­
Natro~auge quantitativ bestimmt. 

Er~orderliche Losungen. 
1. Fermentlosung. 
nber Darstellung von Organextrakten etc. s. unten. 
2. Olemulsion. 
Nach Kani tz 1) stellt man sie in der Weise her, daB man 

zu kauflichem OlivenOl oder Rizinusol so lange 1/10 n NaOH unter 
standigem Schiitteln zugibt, bis bei Zusatz von ein paar Tropfen 
Phenolphthalein das Gemisch eine schwach rosarote Farbe an­
nimmt. Schiittelt man dabei stark durch, so erhalt man eine 
vollkommen gleichmaBige Emulsion, die wochenlang haltbar ist. 

3. 1/10 normal-Natronlauge. 
4. 1 % ige alkoholische PhenolphthaleinlOsung. 
5. 96 % igen saurefreien Alkohol. 
6. Saurefreier Ather. 
Ausfiihrung. Je 2-5 ccm FermentlOsung werden in zwei 

KOlbchen mit je lO,O ccm Olemulsion und etwas Toluol versetzt 
und lO-24 Stunden im Brutschrank gehalten. Zur Kontrolle 
werden zwei andere KOlbchen mit vorher erhitzter Fermentlosung 
und der gleichen Menge Olemulsion beschickt und ebenfalls in 
den Brutschrank gestellt. Nach Ablauf der Frist werden die Ge­
mische mit je 50 ccm 96 %igem Alkohol und 5 ccm Ather, sowie 
mit 3 Tropfen Phenolphthalein versetzt und mit 1/10-normal-Na­
tronlauge bis zum Eintritt der ersten Rosafarbung titriert. Aus 

1) A. Kanitz, Uber das Pankreassteapsin. Zeitschr. f. physiol. 
Chemie. 46, 482. 1905. - Derselbe, Beitrage zur Titration hochmoleku­
larer Fettsauren. Ber. d. deutsch. chem. Ges. 36. Jahrg. 400. 1903. 
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den fUr beide Kolbchenpaare ermittelten Zahlen wird das Mittel 
berechnet und der flir die Kontrollkolbchen ermittelte Wert von 
dem andern abgezogen. Die so erhaltene Zahl ist ein genaues 
MaB flir den Umfang der Fettspaltung. - Will man aus ihr 
die Mengen der freien Fettsauren direkt berechnen, so hat man 
die Zahl der verbrauchten Kubikzentimeter 1/10 n NaOH zu mul­
tiplizieren mit dem Faktor 28,16 und erhalt so die Menge der 
abgespaltenen Fettsauren in Milligramm, auf 0lsaure berechnet. 

Methode von Volhard-Stade 1). 
Sie beruht im Prinzip darauf, daB das Verdauungsgemisch mit 

Ather und etwas Alkohol ausgeschiittelt wird, und daB in einem ali­
quoten Teil des Atherextraktes zuerst die freien Fettsauren und 
nach Verseifung des N eutralfettes die in dies em ge bundenen 
Fettsauren titrimetrisch bestimmt werden. Aus den Titrations­
werten laBt sich dann die GroBe der Fettspaltung in Prozenten 
berechnen. 

Erforderliche Losungen. 
1. Fermentlosung. 
Herstellung s. unten. 
2. Eigelbemulsion. 
Drei Eigelb werden in einem Kolbchen mit 100 ccm Wasser 

vcrsetzt und so lange geschiittelt, bis eine gleichmaBige Emulsion 
entstanden ist. 

3. Saurefreier Ather. 
4. 96 %iger Alkohol. 
5. 1 %ige alkoholische Phenolphthaleinlosung. 
6. 1/10 normal-Natronlauge. 
7. 1/1 normal-Natronlauge. 
8. 1/1 normal-Schwefelsaure. 
Ausfiihrung. 2-5 ccm Fermentlosung werden in einem 

150-200 ccm fassenden Kolbchen von Jenenser Glas mit 10 ccm 
Eigelbemulsion und etwas Toluol versetzt und 4-24 Stunden im 
Brutschrank bei 38-40° C stehen gelassen. Hiernach wird das 
Gemisch mit 75 ccm Ather und zur Beschleunigung der Schich­
tung mit 2 ccm Alkohol iibergossen, gut verschlossen und so 
lange kraftig geschiittelt, bis der oben aufsitzende Ather einen 
intensiv gelben Farbenton zeigt, ein Beweis, daB Neutralfette 
und Fettsauren in geniigender Menge extrahiert sind. Es ist nicht 
notig, samtliche Fette und Fettsauren zu extrahieren, da die Spal­
tung in Prozenten ausgedriickt wird und Fett und Fettsauren 

1) W. Stade, Untersuchungen iiber das fettspaltende Ferment des 
Magens. Hofmeisters Beitr. 3, 291. 1903. 
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stets in gleichem Verhiiltnis in den Ather iibergehen. - Sobald 
nach Beendigung des Schiittelns sich der Ather von dem Ver­
dauungsgemisch getrennt und geklart hat, werden 50 ccm des­
selben in ein Erlenmeyerk6lbchen gegossen, mit 50 ccm saure­
freiem Alkohol und ein paar Tropfen Phenolphthalein versetzt 
und mit 1/10 n NaOH bis zum Eintritt des ersten roten Farben­
tones titriert (I. Titration). - Hiemach werden genau 10,0 ccm 
1/1 n NaOH zugegeben und das Gemisch zwecks Verseifung 24 Stun­
den fest verschlossen bei Zimmertemperatur stehen gelassen. 
Nach Beendigung der Verseifung werden zur Neutralisation der 
Natronlauge genau 10,0 ccm 1/1 n H 2S04 zugefiigt und nun die 
aus dem Neutralfett freigewordenen Fettsauren abermals mit 
1/10 n NaOH titriert (II. Titration). - Da durch die Verseifung 
das Glas angegriffen wird, so empfiehlt es sich, die K6lbchen 
vor dem wiederholten Gebrauch auszudampfen. 

Berechnung. Aus den bei beiden Titrationen erhaltenen 
Werten berechnet man· den Prozentgehalt der durch die Lipase 

abgespaltenen Fettsauren nach der Formel ~ :~~. An einem 

Beispiel sei die Berechnung durchgefiihrt 
I. Titration: durch Lipase abgespaltene Fettsauren 

= 16,3 ccm 1/10 n NaOH 
II. Titration: durch Verseifung abgespaltene Fettsauren 

= 19,2 ccm 1/10 n NaOH 
I + II Summe der Fettsauren = 35,5 ccm 1/10 n NaOH 

Mithin betragt die Menge der durch die Lipase abgespaltenen 

Fettsauren = 16,3. 100 = 45 9 ~ 
35,5 ' o· 

2. Lezithinase. 
Sie hat die Fahigkeit, Lezithin in seine einzelnen Kompo­

nenten zu zerlegen. 
V 0 r k 0 m me n. Sie findet sich fast ii berall dort, wo das 

Steapsin anzutreffen ist, also in der Leber, Niere, Pankreas und 
Pankreassaft, Darmsaft, Blut, Aszites, Hydrozelenfliissigkeit und 
auch in verschiedenen Samen, besonders in Rizinussamen und 
Bakterien und Pilzen, speziell in der Hefe. 

Nachweis. 
a) qnalitativ. 

Er geschieht in ganz analoger Weise wie beim Steapsin. 
Man stellt sich aus dem im Handel befindlichen Lezithin erne 
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2-3 % ige wasserige Lezithinemulsion her und laBt auf diese 
das zu untersuchende Extrakt bei Brutschranktemperatur mehrere 
Stunden einwirken. Reagiert danach das anfanglich neutrale 
Gemisch sauer, so hat eine Zerlegung des Lezithins stattgefunden. 
Die Menge der Saure kann man titrimetrisch bestimmen und so 
den Umfang der Spaltung quantitativ messen. 

b) quantitativ. 

Fur die quantitative Bestimmullg der Lezithinase 
sind somit folgende Losungen erforderlich: 

1. FermentlOslJ.ng. 
(Serum, Sekret, Extrakt etc. Darstellung s. unten.) 
2. 2%ige Lezithillemulsion. 
2 g Lezithin werden in einem Kolbchen unter Erwarmen auf 

dem Wasserbad in 5 ccm Methylalkohol gelost, zu der Losung 
unter standigem Ruhren 100 ccm destilliertes Wasser zugegeben 
und tuchtig geschuttelt. Dabei entsteht eine vollkommen homo­
gene, milchig aussehende Emulsion. Danach wird die Losung 
ein paar Minuten auf einem stark siedenden Wasserbad erhitzt, 
wobei sich der Methylalkohol vollkommen verfluchtet, und hinter­
her abgekuhlt. Die Emulsion ist in diesem Zustande, im Eis­
schrank aufbewahrt, langere Zeit haltbar. 

3. 1/20 normal-N atronlauge. 
4. 1 %ige alkoholische PhenolphthaleinlOsung. 
5. 96 %igen saurefreien Alkohol. 
Ausfuhrung. Fur jeden Versuch sind vier Kolbchen von 

100 ccm Inhalt erforderlich; zwei von ihnen dienen fUr den Haupt­
versuch, zwei fur die Kontrolle. Je 1-2 ccm Fermentlosung 
- bei schwach wirksamen Losungen verwendet man entsprechend 
mehr - werden in die beiden ersten Kolbchen gebracht und je 
10 ccm Lezithinemulsion zugefugt. In die beiden anderen als 
Kontrolle dienenden Kolbchen wird die gleiche Menge vorher 
durch Erhitzen illaktivierter Fermentlosung und das gleiche Quan­
tum Lezithinemulsion (10 ccm) gebracht. Die vier KOlbchen 
werden dann mit etwas Toluol beschickt, fest verschlossen in den 
Brutschrank gebracht und dort 24 Stunden belassen. Nach 
Ablauf der Frist werden alle vier Kolbchen mit 30 ccm Alkohol 
und 1 Tropfen Phenolphthalein versetzt und mit 1/20 n NaOH bis 
zum Auftreten der ersten bleibenden Rotfarbung titriert. Aus 
den Zahlen fUr die Kontrolle wie fUr den Hauptversuch wird das 
Mittel berechnet und die fur die Kontrolle verbrauchte Alkali­
menge von der im Hauptversuch ermittelten abgezogen. Die 
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Differenz entspricht der durch die Lezithinase in Freiheit ge­
setzten Sauremenge; sie fallt um so groBer aus, je starker die 
Lezithinase ist. 

Will man wissen, in welchem Umfange das fiir den Versuch 
verwandte Lezithin von der Lezithinase gespalten wurde, so 
kann man sich hierfiir der Methode von Volhard-Stade be­
dienen, die im vorigen Abschnitt ausfiihrlich wiedergegeben wurde. 
Statt der Eigelbemulsion verwendet man natiirlich die Lezithin­
emulsion, verfahrt aber im iibrigen genau wie auf S. 103 an­
gegeben ist. Die Methode ist l~icht ausfiihrbar und liefert, wie 
Schumoff-Simanowski und N. Sieber l ) gezeigt haben, auch 
fiir die Lezithinase gute Resultate. 

3. Monobutyrinase. 
Sie vermag Monobutyrin in Glyzerin und Buttersaure zu 

zerlegen. 
Vorkommen. Man ist ihr in fast allen .Organen begegnet, 

so in der Leber, Niere, den Muskeln, im Blut, Pankreas und 
Pankreassaft, Magensaft, ferner im Harn, im Aszites, in Hydro­
zelenfliissigkeit, im Fruchtwasser, in der Plazenta, im Fotus, in 
Pflanzensamen, Bakterien und verschiedenen Pilzen. 

Nachweis. 
a) qualitativ. 

Er wird in der Weise gefiihrt, daB man die das Ferment 
enthaltende Losung mit ein paar Tropfen Monobutyrin resp. mit 
einer wasserigen Monobutyrinlosung versetzt, das Gemisch mehrere 
Stunden im Brutschrank aufbewahrt und nachher feststellt, ob 
die Losung gegen friiher einen hOheren Sauregrad aufweist. Ist 
sie saurer geworden, so beruht dies auf einem Freiwerden von 
Buttersaure, also einer Spaltung von Monobutyrin. Die frei­
gewordene Saure kann man titrimetrisch bestimmen und hat so 
einen MaBstab fiir den Umfang der Spaltung. 

b) quantitativ. 
Fiir die quantitative Bestimmung sindfolgendeLosungen 

erforderlich: 

1) C. Schumoff-Simanowski und N. Sieber, Das Verhalten des 
Lezithins zu fettspaltenden Fermenten. Zeitschr. f. physiol. Chem. 49, 
50. 1906. 
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1. FermentlOsung. 
(Serum, Sekret, Extrakt etc. DarsteHung s. unten.) 
2. 1 %ige Mono butyrinlosung. 
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1 ccm Monobutyrin (Kahlbaum) wird in einem Kolbchen 
mit 100 ccm destilliertem Wasser so lange geschiittelt, bis sich 
das Monobutyrin in dem Wasser vollkommen gleichmiWig ver­
teilt hat. Alsdann wird die Losung durch vorsichtigen Zusatz 
von stark verdiinnter Sodalosung genau neutralisiert und filtriert. 
So bleibt sie, im Eisschrank aufbewahrt, tagelang gebrauchs­
fertig. - Arbeitet man mit Serum, so verwendet man zur Her­
steHung del' Losung eine isotonische Kochsalzlosung. 

3. 1/ 20 normal-Natronlauge. 
4. 1 %ige alkoholische Phenolphthaleinlosung. 
Ausfiihrung. Je 1-2 ccm FermentlOsung werden in zwei 

kleine Kolbchen mit je 10 ccm MonobutyrinlOsung zusammen­
gebracht, gut durchgemischt und auf 10-24 Stunden in den 
Brutschrank gesteHt. Gleichzeitig werden zur Kontrolle in einem 
anderen Kolbchenpaar genau die gleiche Menge vorher erhitzter 
(inaktivierter) Fermentlosung und je 10 ccm MonobutyrinlOsung 
gemischt und gleich lange im Brutschrank gehalten. Nach Ab­
lauf del' Frist wird zu samtlichen vier Kolbchen je ein Tropfen 
Phenolphthalein hinzugefiigt und nun aHe mit 1/20 normal-Natron­
lauge bis zum Eintritt einer Rotmrbung titriert. Aus den ver­
brauchten Mengen wird fUr jedes Paar das Mittel berechnet und 
die fiir die Kontrolle erforderliche NaOH-Menge von del' im Haupt­
versuch verbrauchten subtrahiert. Die so gefundene Zahl dient 
als MaB fiir die durch die Monobutyrinase in Freiheit gesetzte 
Sauremenge. 

Methode von Rona und Michaelis 1). 

Prinzip. Sie beruht darauf, daB eine Mono- resp. Tributyrill­
IOSUllg ihre Oberflachenspallllung andert, sobald sie eine fermen­
tative Zersetzung erfahrt. Zur Messung del' Oberflachenspannung 
dient die von Tra u be angegebene Tropfmethode. Jede Ande­
rung del' Oberflachenspannung einer Losung dokumentiert sich 
durch die veranderte Zahl del' Tropfen, die beim Entleeren einer,; 
bestimmten Fliissigkeitsvolumens aus einer Kapillarrohre ge­
bildet wird, und zwar nimmt die Tropfenzahl ab, wenn die Ober­
flachenspannung zunimmt, und umgekehrt. 

, 1) P. Rona und L. Michaelis, Uber Ester- und Fettspaltung im 
Biute und im Serum. Biochem. Zeitschr. 31, 345. 1911. 

\ 
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Erforderliche Losungen. 
1. FermentlOsung. 
Blut, Organextrakt etc. Darstellung s. unten. 
2. Mono bu tyrinlosung. 
Man schiittelt 4-5 Tropfen Monobutyrin mit 1 Liter desti­

liertem Wasser langere Zeit, laBt das ungeloste Monobutyrin sich 
absetzen und filtriert durch ein feuchtes Filter. Um ganz sicher 
zu sein, daB kein ungelostes Monobutyrin durch das Filter ge­
gangen ist, fiiIlt man das Filtrat in einen groBen Scheidetrichter 
und wartet kurze Zeit abo Etwaige Tropfchen von ungelOstem 
Monobutyrin sammeln sich an der Oberflache an, und man kann 
durch 6ffnen des Hahnes aus dem Scheidetrichter die gewiinschte 
Menge Monobutyrinlosung entnehmen. - In der gleichen Weise 
verfahrt man bei der Herstellung von Tributyrin. 

3. PhosphatlOsungen. 

Erforderlich sind ~ primares und ~ sekundares Natrium-

phosphat. Eine ~ primare NatriumphosphatlOsung wird her­

gestellt, indem man 10 ccm molare Phosphorsaure mit 10 ccm 
normaler Natronlauge und 10 ccm destilliertem Wasser vermischt. 

Eine ~ sekundare NatriumphosphatlOsllilg erhalt man durch 

Mischen von 10 ccm Phosphorsaure mit 20 ccm normaler Natron­
lauge. - Von diesen beiden Losungen stellt man sich ein Ge­
misch her, indem man 1 Teil primares Phosphat mit 7 resp. 9 
Teilen sekundares Phosphat mischt, und setzt von diesem Gemisch 
2,0 ccm zum Re-aktionsgemisch zu; dieser Zusatz ist unbedingt not­
wendig, weil nur so die fiir die Lipasespaltung optimale neutrale 
Reaktion jederzeit auch bei fortschreitender Spaltung garantiert ist. 

Zur Bestimmung der Tropfenzahl dient eine in der Mitte 
zu einer Kugel ausgeblasene Pipette, die oberhalb der Kugel eine 
Eichmarke tragt. Diese Marke ist so gewahlt, daB destilliertes 
Wasser von 18°, welches die Pipette von der Marke bis zur Aus­
miindungsstelle fiillt, beim AusflieBen ungefahr 100 Tropfen 
liefert. Die Pipette ist bei den Vereinigten Werken fiir La­
boratoriumsbedarf, Berlin, LuisenstraBe zum Preise von 
0,75 Mk. erhaltlich. 

Ausfiihrung. 1-2 ccmFermentlosung (Blut oder Serum oder 
Organextrakt etc.) werden mit 50 ccm Monobutyrinlosung unter 
Zusatz des Phosphatgemisches (2 ccm) gemischt und griindlichst 
durchgeschiittelt. Es wird sofort die Oberflachenspannung dieses 
Gemisches mit Hilfe der oben beschriebenen Tropfpipette bei 
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einer Temperatur von 18° C in der Weise gemessen, daD man die 
Losung mit der Pipette genau bis zur Marke aufsaugt, dann 
durch (Hfnen des verschlieDenden Fingers die Losung auslaufen 
l1iBt und die Tropfenzahl bestimmt. Danach wird das Gemisch 
auf eine halbe Stunde in den Thermostaten gebracht, nach Ab­
lauf der Frist wieder auf 18° abgekiihlt und abermals die Ober­
flachenspannung durch Tropfenzahlen bestimmt; und so verfahrt 
man nach ein, zwei und mehreren Stunden.· Hat eine Spaltung 
des Monobutyrins stattgefunden, so hat sich die Oberflachen­
spannung des Gemisches im Sinne einer Zunahme geandert, dem­
nach muD die Tropfenzahl gegeniiber dem Anfangswert abge­
nommen haben. Der Grad und die Schnelligkeit der Abnahme 
der Tropfenzahl unter dem EinfluD der Brutschrankwarme ist 
ein genaues MaD fUr die Wirksamkeit der untersuchten Ferment­
losung. 

Der Fehler bei der Tropfenzahlung betragt ± 1 %. 
Es ist sehr zweckmaBig, die so erhaltenen Werte in ein 

Abszissen- und Ordinatensystem einzutragen, wie dies Rona und 
Michaelis tun. Ais Beispiel fUhre ich aus ihrer zitierten Arbeit 
je einen Versuch mit Kaninchenblut und Monobutyrin resp. 
Meerschweinchenblut und Tributyrin an (1. c. S. 349, Versuch X 
und S. 353, Versuch XVIII). 

Kaninchen 
I. Kaninchenserum 0,5 : 50 1) 

II. Serum auf 70° erwarmt 0,5 : 50 
III. Serum aufgekocht 1,5 : 50 

Meersch weinchen 
I. Blut 1 : 50 2) 

II. Serum 1 : 50 
III. Fluornatriumserum 

1 : 50 

i~.I-]H~nlll ~~I 
15' 30' *5' 60' 7';' 90' 105' lZ0'135' 100 15' 30' Wi' 60' 7';' 90' 105'120' 135' 

Mit dieser Methode wurde ermittelt, daD das Serum von 
Kaninchen und Meerschweinchen stark wirksam ist, wahrend 
Schwein-, Hammel- und Rinderserum nur eine schwache spaltende 
Wirkung besitzen. 

1) Kaninchenserum 0,5: 50 bedeutet 0,5 ccm Serum + Monobutyrin 
gesatttigte Losung auf 50 ccm. 

2) Blut 1: 50 bedeutet 1 ccm Blut + Tributyrin gesattigte Losung 
auf 50 ccm. 
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AuBer Serum resp. Blut kann man natiirlich auch samtliehe 
Sekrete, OrganpreBsafte, Extrakte etc. mit dieser Methode auf ihre 
fettspaltende Fahigkeit untersuchen. Siehe dariiber weiter unten. 

4. Esterasen. 
Sie schlieBen sieh eng an die Monobutyrinase an, indem sie 

einfache Ester vom Typus des Athylbutyrats und aromatisehe 
Ester wie Salizylsaureamylester zu spalten vermagen. 

Vorkommen. Sie finden sich meist vergesellsehaftet mit 
dem die Glyzerinester Monobutyrin resp. Tributyrin spaltenden 
Fermenten, sind also vorwiegend anzutreffen in Pankreas, Leber, 
Darm, Muskeln etc. 

Nachweis. 
a) mit Hilfe von Athylbutyrat. Man verfahrt so, daB man 

sieh, wie beim Monobutyrin, eine 1 %ige wasserige Lasung des 
Esters herstellt, die Lasung mit Soda von schwacher Konzentration 
neutralisiert, einen aliquoten Teil der neutralen Lasung mit einer 
bestimmten Fermentmenge mischt, das Gemisch naeh Zusatz von 
etwas Toluol griindlichst sehiittelt und auf 24 Stunden in den 
Brutsehrank stellt. Hiernaeh setzt man ein paar Tropfen Phenol­
phthalein zu und stellt nun durch Titration mit 1/20 normal­
Natronlauge die Menge der abgespaltenen Buttersaure fest. 

Weitere Einzelheiten ergeben sieh aus der Vorschrift fiir den 
quantitativen Nachweis der Monobutyrinase s. S. 106. 

Wahrscheinlich ist fiir die quantitative Bestimmung dieser 
Esterase aueh die Methode von Rona und Michaelis (s. S. 107) 
geeignet. 

b) mit Hilfe von Salizylsaureamylester. Magnus l ) gibt 
hierfiir folgendes Verfahren an: 

20 ccm Lebersaft (Darstellung s. unten) werden mit 1 ccm des 
Esters und einem DberschuB von Toluol bei neutraler Reaktion 
(Lackmus) 4 Tage im Thermostaten bei 370 digeriert, danach wird 
aufgekocht und filtriert. Auf dem Filter bleibt del' ungespaltene 
Esterzuriick, wahrend in das Filtrat die abgespaltene Salizyl­
saure iibergeht. Aus dem Filtrat wird die Salizylsaure in der 
Weise isoliert, daB man das EiweiB durch Kochen mit verdiinnter 
Schwefelsaure entfernt, das Filtrat mit Natriumkarbonat schwach 
alkalisch macht, auf dem Wasserbad bis zum dicken Sirup ein­
engt, mit 96 %igem Alkohol extrahiert und filtriert. Aus dem 

1) R. Magnus, Zur Wirkung des esterspaltenden Fermentes (Lipase) 
der Leber. Zeitschr. f. physiol. Chern. 42, 149. 1904. 
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alkoholischen Filtrat wird der Alkohol moglichst vollstandig auf 
dem Wasserbad verjagt, der Riickstand in Wasser gelOst, mit 
Schwefelsaure angesauert und das saure Gemisch mehrfach mit 
Ather im Scheidetrichter ausgeschiittelt. Beirn Abtrennen des 
Athers von der wasserigen Losung ist sorgfaltig darauf zu achten, 
daB von der noch etwa vorhandenen Emulsion nichts in den 
Ather mit iibergeht, da die Schwefelsaure schon in geringen Mengen 
die spater auszufiihrende Eisenchloridreaktion hemmt. Aus diesem 
Grunde ist es auch nicht statthaft, zur besseren Trennung des 
Athers von der wasserigen Schicht Alkohol zu verwenden, da 
dieser in die Atherausziige Schwefelsaure iiberfiihren kann. Die 
vereinigten Atherausziige werden filtriert und abdestilliert. Der 
nunmehr bleibende Riickstand enthalt die Salizylsaure, die 
man entweder durch ihren Schmelzpunkt (F = 1550) oder mit 
Hilfe der Eisenchloridreaktion (Violettfarbung) identifizieren kann. 

Isolierung der Esterase aus Leber nach Magnus. 
Als Ausgangsmaterial dient Lebersaft, der aus fein gewiegter 

und mit Quarzsand zerriebener frischer Rindsleber durch zwei­
malige Extraktion mit toluolgesattigter 0,9 %iger Kochsalz­
lOsung und darauffolgendes Kolieren bzw. Abzentrifugieren ge­
wonnen wird. lOO ccm dieses Lebersaftes werden nach der Vor­
schrift von RosellI) mit der gleichen Menge gesattigter Uranyl­
azetatlosung ausgefallt und mit gesattigter Losung von Soda und 
Natriumphosphat neutralisiert; hiernach wirdnochso vielNatrium­
phosphatlosung zugefiigt, bis im Filtrat mit Natriumphosphat kein 
Niederschlag mehr zu erzielen ist. Darauf wird sofort abfiltriert, 
der Niederschlag 20 Stunden unter lOO ccm 0,9 %iger NaCl­
Losung stehen gelassen und schlieBlich wieder abfiltriert. Das 
Filtrat, welches schwach alkalisch reagiert, wird mit 1/20 normal­
Schwefelsaure versetzt, bis eine leichte Triibung auf tritt, und ihm 
wieder so viel 1/20 normal-Natronlauge zugefiigt, bis die Triibung 
gerade anfangt, zu verschwinden. Dann reagiert die Fliissigkeit 
gegen Lackmus neutral und wird unter Toluol au£bewahrt. 

So gewonnene Losungen sind in den meisten Fallen auBer­
ordentlich wirksam, unter Umstanden quantitativ ebenso wirk­
sam, wie eine entsprechende Menge des Lebersa£tes. 

Die FermentlOsung biiBt ihre Wirksamkeit vollkommen ein, 
wenn man sie dialysiert. Das beruht darauf, daB in ihr ein 
Koferment enthalten ist, welches in das Dialysat iibergeht. Die 
alte Wirksamkeit kehrt jedoch sofort wieder zuriick, wenn zu 
der unwirksamen Fermentlosung entweder gekochter Lebersaft 

') Rosell, Nachweis und Verbreitung intrazellularer Fermente, 
Dissertation, StraBburg, 1901. 
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oder gekochte Fermentlosung, die mit UranylfiWung gewonnen 
ist, zugesetzt wird. 

Fiir die Trennung des Kofermentes von dem Fer­
ment gibt Magnus folgende Vorschrift: 

100 ccm Lebersaft werden mit Uranylazetat ausgefaHt und 
aus dem Niederschlag wird eine wirksame Fermentlosung dar­
gesteHt. Diese Losung wird zuerst gegen zweimal gewechseltes 
stehendes Wasser 4 Tage lang, dann ebenso lange gegen flieBendes 
Wasser dialysiert, bis die Fermentlosung unwirksam geworden 
ist (A). - Das AuBenwasser der ersten 4 Tage wird vereinigt, 
zur Trockne eingedampft, mit absolutem Alkohol erschopft. Der 
Alkohol wird vollig verjagt und der Riickstand von Alkohol nun 
mit Ather behandelt. Das in Ather Unlosliche wird in Wasser 
gelOst und genau neutralisiert (B). - A und B erweisen sich 
jedes aHein als vollig unwirksam zur Esterspaltung. Vereint 
setzen sie so viel Salizylsaure in Freiheit, daB bei einer Ver­
diinnung 1 : 16 000 mit Eisenchlorid gerade noch Violettfarbung 
sichtbar ist. 

Besondere Vorschriften fur den Nachweis der Fett­
spaltung. 

1. im Magen. 
Hierfiir haben sich von den oben beschriebenen Methoden be­

sonders bewahrt 1. die Methode von Volhard-Stade und 2. die 
Methode von Rona-Michaelis. 

1. Methode von Volhard-Stade. 
Zinsser 1) beniitzte diese Methode in der Weise, daB er dem 

betreffenden Individuum eine Eigelbzuckerlosung verabfolgte, be­
stehend aus 5 Eigelb, die mit einer 14%igen Traubenzucker­
losung auf 500 ccm aufgefiiHt und griindlichst durchgeschiittelt 
waren. Der hohe Fett- und Zuckergehalt setzt die Magen­
motilitat stark herab, und man erlangt so bei der Ausheberung 
reichliche Mengen zur weiteren Verarbeitung. Die Ausheberung 
nimmt man nach einer Stunde vor und verarbeitet das Aus­
geheberte nach der auf S. 103 ausfiihrlich wiedergegebenen Me­
thode von Volhard-Stade so, daB man mit Ather + Alkohol 
extrahiert, in einem aliquoten Teil des Atherextraktes die freien 
Fettsauren und das verseifbare Fett bestimmt und daraus die 
Fettspaltung in Prozenten berechnet. 

1) A. Zinsser, Ober den Umfang der Fettverdauung im Magen. 
Hofmeisters Beitr. 7, 31. 1906. 



Besondere Vorschriften fiir den Nachweis der Fettspaltung. 113 

1m normalen Magen finden sich nach Zinsser von der ein­
gefiihrten Fettemulsion nach einstiindiger Verdauung durch­
schnittlich 25 % des Fettes gespalten; bei Hyperaziden sind die 
Werte geringer, bei Achylikern betriichtlich hOher (45 %). In­
wieweit indes riickflieBender Darminhalt (Pankreassaft, Galle, 
Darmsaft) an der Fettspaltung beteiligt sind, laBt sich schwer 
beurteilen. 

1m reinen Magensaft resp. im ausgehc berten ge­
wahnlichen Pro befriihstiick kanll man das fettspaltende 
Vermagen ebenfalls mit der Volhard-Stadeschen Methode be­
stimmen. In keinem FaIle darf aber der Magensaft oder das Aus­
geheberte vorher filtriert werden, da die Lipase des Magens yom 
Filter zuriickgehalten wird. Hingegen miissen die Lasungen vor 
dem Versuch genau neutralisiert werden. 

2. Methode von Rona-Michaelis. 

Davidsohn 1) hat diese Methode fUr die Untersuchung von 
Mageninhalt in folgender Weise ausgearbeitet: 

Der nach Probefriihstiick gewonnene und filtrierte Magen­
inhalt wird, was in der Regel zu ausreichenden Werten fiihrt, 
zwei-, drei-, vier- und achtfach verdiinnt. Von diesen Verdiin­
nungen und eventuell dem unverdiinnten Saft werden 0,5, 0,75 
und 1,0 ccm mit 60 ccm einer gesattigten wasserigen Tributyrin­
lasung versetzt. Es empfiehlt sich zunachst, vier Verdiinnungen 
mit je 4-5 Minuten Zwischenraum anzusetzen. Das Intervall 
geniigt zu einer Messung und nach 60 Minuten sieht man, ob 
man weiter starkere oder schwachere Verdiinnungen wahlen muB. 

Ein Zusatz von 0,5 ccm ~ primarem Natriumphosphat und 

0,5 ccm ~ sekundarem Natriumphosphat ist zur Erreichung der 

optimalen Reaktion unbedingt erforderlich. - So fort nach dem 
Vermischen der Tributyrinlasung mit dem Magensaft, und dann 
stets nach 20 Minuten, werden Proben mit der Pipette abgenommen 
und die Tropfenzahl bestimmt. Die von Davidsohn benutzte 
Kapillare war so beschaffen, daB der Wert fiir die Tributyrin­
lasung 144, fUr reines Wasser 94 Tropfen betrug. Die Spaltung 
der Tributyrinlasung durch unverdiinnten Mageninhalt geht so 
schnell vor sich, daB, noch ehe man dic Tropfenzahlung unmittelbar 
nach der Mischung ausfiihren kann, die Spaltung bereits voll-

1) H. Davidsohn, Untersuchungen iiber das fettspaltende Ferment 
des Magensaftes nebst Angaben zur quantitativen Bestimmung desselben. 
Berl. klin. Wochenschr. 1912. Nr. 24, 1132. 

Wohlgemuth, Fermentmethoden. 8 
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zogen ist. Deshalb muB man, um die Spaltung langsam vor sich 
gehen zu lassen, obige Verdunnungen anwenden. Der gewUnschte 
langsame Verlauf der Spaltung ist erreicht, wenn in 60 Minuten 
des Versuches etwa 30 Tropfen Anderung eintritt, und zwar so, 
daB auf je 20 Minuten ungefahr 10 Tropfen kommen. 

Dieses Verfahren ermoglicht auch, wie Davidsohn 1) weiter 
gezeigt hat, die Entscheidung zu treffen, ob in einer Losung 
Magen- oder Pankreaslipase oder ein Gemisch von beiden 
enthalten ist. Zwischen beiden Lipasen besteht namlich ein 
Unterschied in der fUr ihre Wirkung optimalen Aziditat. Wahrend 
das Optimum der Magenlipase ungefahr bei einer Aziditat von 
PH = 5,0 liegt, ist fUr die Pankreaslipase als Optimum PH = 8,0, 
und fUr ein Gemisch von beiden PH = 6,5 ermittelt worden. Fur 
die Aufgabe, zu entscheiden, ob in einer Losung Magenlipase oder 
Pankreaslipase oder ein Gemisch von beiden vorhanden ist, sind 
somit drei verschiedene Tributyrinlosungen mit den entsprechen­
den Aziditatsgraden erforderlich. 

Die Herstellung derselben geschieht in der Weise, daB man 
sich eine gesattigte Tributyrinlosung bereitet und durch Regulator­
zusatz auf eine Aziditat von PH = 8,0; 6,5; 5,0 bringt. 

Die Tributyrinlosung stellt man so her, daB man 5-10 Tropfen 
Tributyrin mit 1 1 destilliertem Wasser schuttelt und filtriert. 

Zur Herstellung der Losung I (PH etwa = 8,5-8,0) werden 

70 ccm Tributyrinlosung mit 5,0 ccm ;- sekundarem Natrium­

phosphat 5 Minuten geschuttelt und filtriert. 
Zur Bereitung der Losung II (PH etwa = 6,5) werden 70 ccm 

Tributyrinlosung mit 4,0 ccm ;- primarem Natriumphosphat und 

n 
2,0 ccm 3 sekundarem Natriumphosphat versetzt, 5 Minuten ge-

schuttelt und filtriert. 
Losung III (PH etwa = 5,5) bereitet man, indem man 70 ccm 

Tributyrinlosung mit 5 ccm ;-primarem N atriumphosphat 5 Minuten 

lang schuttelt und filtriert. 
Nach der Herstellung wird in samtlichen drei Losungen mit 

der Kapillarpipette die Tropfenzahl bestimmt. Falls die Tropfen­
zahl der einzelnen FlUssigkeiten starker divergiert, muB das Schut­
teln noch einmal wiederholt werden. 

1) H. D a v i d·s 0 h n, 1Jber die Abhangigkeit der Lipase von der Wasser­
stoffionenkonzentration. Biochem. Zeitschr. 49, 249. 1913. 
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Nach diesen Vorbereitungen wird der Versuch in der Weise 
ausgefiihrt, daB man sich zunachst in einem Vorversuch iiber die 
Starke der zu untersuchenden FermentlOsung orientiert. Stellt 
sich heraus, daB die Oberflachenspannung der Tributyrinlosung 
schon nach wenigen Minuten maximal verandert ist, so wahlt man 
fUr den Hauptversuch die Fermentverdiinnung so, daB der iiber­
haupt mogliche Umsatz an Tropfen etwa in zwei Stunden ablauft. 
Alle drei Losungen werden nun mit der gleichen Menge der ver­
diinnten Fermcntlosung versetzt und nach 20-30 Minuten Zwi­
schenraum 2-3 mal in der gewohnten Weise gemessen. Zeigt 
sich hierbei, daB der Umsatz an Tropfen von der alkalischen (I) 
nach der sauren Losung (III) zu abnimmt, so liegt die Pankreas­
lipase vor, bei umgekehrtem Verhalten Magenlipase, und zeigt sich 
ein unregelmaBiger Ablauf der Spaltung, so sind beide Lipasen 
zugleich vorhanden. 

Gewinnung der Lipase aus Magenschlelmhaut. 
Man geht nach Fromme 1) am zweckmaBigsten so vor, daB 

man die Schleimhaut der Funduspartie - die Pyloruspartie ent­
halt kein fettspaltendes Ferment - abprapariert, fein zerkleinert 
und mit Glyzerin mehrere Tage extrahiert. Meist liefert dieselbe 
Schleimhaut nach AbgieBen des ersten wirksamen Extraktes 
noch ein zweites und drittes Extrakt von kriiftigem Fettspaltungs­
vermogen. Besonders geeignet hierfUl" ist Schweinemagen. Auch 
die Schleimhaut des Hundemagens liefert ein sehr wirksames 
Glyzerinextrakt. Dieses ist aber gegen Alkali sehr empfindlich, 
wahrend das Schweinemagenextrakt von Saure leicht zerstort 
wird. - Samtliche Magen miissen in moglichst frischem Zustande 
verarbeitet werden, da bei langerem Liegen die Lipase stets ver­
schwindet. - Auch fiir den Nachweis und die quantitative Be­
stimmung der Fettspaltung in Magenschleimhautextrakten sind 
die Methoden von Volhard-Stade und Rona-Michaelis sehr 
geeignet. 

2. im Pankreas. 
Die Pankreasdriise selbst enthalt, ebenso wie der von ihr 

produzierte Saft, groBe Mengen von Steapsin. Dieses Steapsin 
ist aber erst nach Zusatz eines Aktivators wie Darmsaft oder Galle 
imstande, seine volle Wirkung zu entfalten. Ohne Aktivator ist 
das fettspaltende Vermogen des Pankreas, speziell des Pankreas­
saftes nur gering. Man muB deshalb, wenn man die fettspaltende 

1) A. Fromme, 'Ober das fettspaltende Ferment der Magenschleim­
,haut. Hofmeisters Beitr. 7, 51. 1906. 

8* 
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Fahigkeit des Pankreassaftes in seinem ganzen Umfange bestimmen 
will, sich stets eines Aktivators bedienen. Am geeignetsten hierfiir 
ist die Galle, die auch gleichzeitig den Vorteil bietet, daB sie jederzeit 
beschafft werden kann, zumal es fiir den Ausfall des Resultates ganz 
gleichgiiltig ist, ob man menschliche oder tierische Galle verwendet. 

Fiir die quantitative Bestimmung des fettspaltenden Ver­
mogens des Pankreassaftes kann man sich ganz nach Belieben 
der neutralen Olemulsion oder des Monobutyrins oder des Lezithins 
bedienen. Auch die Eigelbmethode von Volhard-Stade und das 
stalagmometrische Verfahren von Rona-Michaelis sind hierfiir 
durchaus geeignet. Natiirlich ist in jedem FaIle mit einer ent­
sprechenden Kontrolle zu arbeiten. 

Beziiglich des zu verwendenden Indikators sei hervorgehoben, 
daB das fiir die drei erstgenannten Methoden angegebene Phenol­
phthalein beim sodahaltigen Pankreassaft nur dann Verwendung 
finden kann, wenn man vor der Titration dafiir sorgt - beim 
neutralen Pankreasextrakt ist das natiirlich nicht notig -, daB 
samtliche Kohlensaure aus den Verdauungsgemischen ausgetrieben 
ist. Das erreicht man am besten in der Weise, daB man nach be­
endeter Verdauung vor der Titration zu dem Hauptversuch sowohl 
wie zur Kontrolle die gleiche Menge, z. B. 5 cm 1/10 n-Salzsaure 
zusetzt, ein paar Minuten schiittelt, dann ein paar Tropfen Phenol­
phthalein zufiigt und nun mit 1/10 n-Natronlauge bis zum roten 
Farbenumschlag titriert. Die fiir die Kontrolle verbrauchte 
Menge an 1/10 n NaOH ist· dann von der im Hauptversuch ver­
brauchten abzuziehen und die Differenz ist der Ausdruck fUr den 
Umfang der Fettspaltung. - Bei der Verwendung der Volhard­
Stadeschen Methode, bei der man die Fettsauren mit Ather 
extrahiert, ist ein vorheriger Zusatz von Salzsaure vor der Titration 
natiirlich nicht notwendig. 

Darstell ung von Ii pasehal tigenPankreaspra para ten resp. 
-e xtrak ten. 

a) nach Rosenheim 1). 

Trotzdem die Pankreasdriise sehr reich an Steapsin ist, macht 
es doch groBe Schwierigkeiten, aus der Driisensubstanz eine gut 
wirksame Fermentlosung zu bekommen. Am besten scheint noch 
das Verfahren von Rosenheim zu sein, das auch Pekelharing 2) 

1) Rosenheim und J. A. 8haw-Makenzie, Uber die Pankreas­
lipase. Journ. of Physiol. 40, 1910. Proced. und Uber Pankreaslipase III, 
Die Trennung der Lipase von ihrem Koenzym. Ibid. 40. Physiol. 80c_ 
VIII-XII. 14. 19. Febr. 1910. 

2) C. A. Pekelharing, Uber den EinfluB einiger anorganischer 8alze 
auf die Wirkung der Pankreaslipase. Zeitschr. f. physiol. Chem_ 81, 355. 1912. 
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neuerdings empfiehlt. Es besteht darin, daB man frisches, gut 
feingehacktes Schweinepankreas mit 2 Gewichtsteilen Glyzerin 
anriihrt und nach 24stiindigem Stehen koliert. Zum Kolieren 
benutzt man ein feines Tuch und bekommt dann eine stark 
opaleszent aussehende Fliissigkeit, die bei liingerem Stehen keinen 
oder nur einen sehr unbedeutenden Bodensatz liefert. Ein Teil 
des Glyzerinextraktes, beispielsweise 30 ccm, werden danach 
mit der IOfachen Menge destilliertem Wasser vermischt. Die 
Fliissigkeit ist dann stark triibe, der Niederschlag setzt sich 
aber nicht immer gut abo Dafiir ist eine sehr schwachsaure 
Reaktion notig, welche durch Zusatz von ein paar Tropfen 
verdiinnter Essigsaure hergestellt werden kann. Es geniigt, daB 
die Fliissigkeit empfindliches blaues Lackmuspapier schwach rot 
farbt. Bei starkerer saurer Reaktion werden auch Trypsin und 
Trypsinogen in nicht unbetrachtlicher Menge mitgefallt. Am 
folgenden Tage wird die jetzt vollkommen klare Fliissigkeit 
yom weiBen Niederschlag abgehebert oder abgegossen und mit 
300 ccm Wasser, wenn notig, nochmals unter Zusatz von 
sehr wenig Essigsaure, versetzt. Nach einiger Zeit wird wieder 
dekantiert und die iibrig bleibende Fliissigkeit mit dem Nieder­
schlag auf gehartetem Filter abgenutscht und auf dem Filter 
noch einige Male mit destilliertem Wasser nachgewaschen. Der 
Niederschlag wird nun in einer kleinen Reibeschale mit 20 ccm 
Glyzerin verrieben, wobei er fast ganz in Losung geht, und die 
triibe Mischung direkt zum Versuch verwandt. 

Diese Glyzerinlosung greift Fibrin und gekochte Starke 
kaum merkbar an, dagegen ist sie an Lipase reich. Doch bedarf 
sie zur Entfaltung ihrer Wirkung des Zusatzes von ein paar 
Tropfen Calciumchlorid, da die Lipase bei der vorhergegangenen 
Darstellung ihr Koenzym (s. u.) verloren hat. Es geniigt, wenn 
man beispielsweise auf 5 ccm Fliissigkeit 1 Tropfen einer 1 % igen 
Calciumchloridlosung zusetzt. 

Im AnschluB an diese Methode der Lipasebereitung sei be­
ziiglich der Gewinnung des Koenzyms der Lipase so viel 
gesagt, daB es in das Wasser iibergeht, mit dem man den Glyzerin­
extrakt ZUl" Herstellung des Fermentpulvers verdiinnt, und mit 
dem man nachher das Pulver wascht. Engt man dieses Wasser 
ein, so bekommt man eine Losung, welche die in dem Pulver 
enthaltene Lipase kraftig aktiviert. Das Koenzym diffundiert 
leicht, ist hitzebestandig und in verdiinntem Alkohol loslich.­
Man erhalt auch das Koenzym, wenn man gut wirksamen Pan­
kreassaft dialysiert. Dann geht das Koenzym in das Dialysat 
iiber und in dem MaBe, wie seine Menge im Dialysat zunimmt, 
verliert der Pankreassaft sein lipolytisches Vermogen. Auch hier 
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kann man das Koenzym durch Einengen des Dialysates ge­
winnen. 

b) nach Pottevin1). 

Pankreasdriisen vom Schwein werden in einer Fleischhack­
maschine fein zerhackt, mit Alkohol so lange behandelt, bis dem 
Organbrei alles Wasser entzogen ist und dann zwecks besserer 
Zerkleinerung noch einmal durch die Fleischmaschine geschickt. 
Danach wird der Alkohol abfiltriert, der Filterriickstand zwischen 
Handtiichern gepreBt, um den Alkohol moglichst voIlkommen 
zu entfernen, und dann im Soxleth mit Ather griindlichst ex­
trahiert. Nach der Entfettung bringt man den Inhalt der Ex­
traktionshiilsen auf ein groBes Nutschenfilter, saugt den Ather 
ab und trocknet im Luftstrome. Danach breitet man die Sub­
stanz auf dem Filter in diinner Schicht aus, iibergieBt es mit 
kaltem Wasser und saugt stark abo Das Auswaschen geschieht 
so lange, bis das Filtrat mit verdiinnter Essigsaure keinen weiB­
lichen Niederschlag mehr gibt. Man gibt nur immer kleine Por­
tionen Wasser zu, da sonst die Substanz quillt und das Filter 
bald verstopft ist, und laBt diese erst absaugen, ehe man neues 
Wasser aufgieBt. Alsdann trocknet man das Ferment wieder 
mit Alkohol und Ather, zerreibt es in der Reibeschale und sie bt 
es, um ein einigermaBen gleichformiges Produkt zu erhalten, 
durch ein feines Sieb. In diesem Zustande halt sich das Pulver 
sehr lange gut wirksam. Man kann nun das Pulver entweder 
direkt zum Versuch verwenden, oder man stellt sich aus ihm 
ein Glyzerinextrakt her, dessen Klarung am besten durch scharfes 
Zentrifugieren geschieht. 

c) Pankreatin (Rhenania), Steapsin (Griibler). 

Beide im Handel befindliche Praparate liefern gleichfalls sehr 
wirksame Extrakte. Das Pankreatin extrahiert man mit der 
10 fachen Menge Glyzerin und zentrifugiert nach langerem Stehen 
abo Das Steapsin verarbeitet man in der Weise, daB man ca. 1 g 
in 10 ccm Wasser aufschwemmt und mit Natriumkarbonatlosung 
tropfenweise bis zur neutralen oder ganz schwach alkalischen 
Reaktion versetzt. Dabei lost sich das Pulver auf, und es resul­
tiert eine klare Losung von stark fettspaltendem Vermogen. -
Die Fettspaltung dieser Extrakte kann gemessen werden sowohl 
unter Verwendung von Olemulsion, wie Eigelb, wie Lezithin und 
Mono butyrin. Auch die stalagmometrische Methode von Ron a 

.. 1) H. Pottevin, Biochemische Synthese von Olein und einigen 
Athern. Compt. rend. soc. bioI. 138, 378. 1904. 
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und Michaelis diirfte hierfiir sehrgeeignetsein. BeiVerwendung 
der Eigelbemulsion empfiehlt Enge11) beim Ausschiitteln des Reak­
tionsgemisehes mit Ather stets mindestens 10 ecm Alkohol zu ver­
wenden, da nur so die Bildring Hi-stiger Emulsionen vermieden wird. 

Funktionelle Lipasemethode von Ehrmann 2). 

Neuerdings ist aueh die fettspaltende Fahigkeit des Pankreas 
zur Funktionspriifung des Organes herangezogen worden. 
Ehrmann 1) hat eine Methode ausgearbeitet, die darauf beruht, 
daB ein von Fettsauren freies Neutralfett aussehlieBlieh durch 
das fettspaltende Ferment des Pankreassaftes gespalten wird, 
und daB die entstehenden Fettsauren als griine Kupfersalze er­
kannt werden. Dieses neutrale Fett ist das kaufliehe Palmin. 
Die Priifung geschieht folgendermaBen: 

Der zu untersuehende Patient erhii.lt niichtern ein Probe­
friihstiiek, bestehend aus 30 g gewohnlieher Reisstarke, die in 
14 1 Wasser durch gelindes Erwarmen gelost ist, etwas Salz und 
ca. 75 g dureh Erwarmen etwas fliissig gemaehtes Palmin, das 
mit dem Reisschleim tiichtig verriihrt wird. Nach 2-2% Stunden 
wird der Patient ausgehebert und das Ausgeheberte auf freie 
Fettsauren untersueht. Fiir diese Untersuehung sind zwei Lo­
sungen erforderlich: 

Losung I 
Aether Petrolei 90,0 
Benzol ad 100,0 

Losung II 
Cupri acetici 3,0 
Aq. destillat. ad 100,0. 

Eine Prob~ des ausgeheberten fetthaltigen Mageninhaltes 
wird nun in einem Reagenzglas mit der Losung I zu gleichen Teilen 
kraftig geschiittelt, dann die iiberstehende atherische Losung in 
ein zweites Reagenzglas gegossen und alsdann mit der Losung II, 
ebenfalls zu gleiehen Teilen, gesehiittelt. Die obenauf befind­
Hehe atherische Schicht farbt sieh dann, je nach dem Gehalt an 
fettsaurem Kupfer, mehr oder minder intensiv smaragdgriin, 
wahrend bei fehlender Spaltung, d. h. ganzlichem Fehlen des 
Pankreasfermentes, die iiberstehende Losung wasserhell bleibt. -
Bei hohem Gehalt des ausgeheberten Probefriihstiieks an freier 
Salzsaure (Kongopapier sehr stark blau) kann die Reaktion bis­
weilen aueh bei normaler Pankreassekretion schwach sein oder 
gar einmal negativ ausfallen. In. diesem FaIle wiederholt man 
die Untersuchung mit einem Probefriihstiiek, das mit Zusatz von 

I} H. Engel, Uber das Zeit- und Fermentgesetz des Pankreassteapsins. 
Hofmeisters Beitr. 7, 77. 1906. 

2) R. Ehrmann, tiber eine Methode zur Funktionspriifung des 
Pankreas. Berl. klin. Wochenschr. 1912. Nr. 29. 1363. . 
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einem Teeloffel doppeltkohlensauren Natrons hergestellt worden 
ist. - Eine positive Reaktion zeigt auf jeden Fall funktionelle 
Tiichtigkeit des Pankreas an. 

3. im Darm. 
Fiir den Darmsaft gilt das gleiche wie fiir den Pankreas­

saft, auch beziiglich der Aktivierung mit Galle; doch wirkt die 
Galle nicht so intensiv verstarkend auf ihn wie auf den Pan­
kreassaft. 

Der Nachweis der Lipase in der Darmwand kann so 
geschehen, daB man entweder die frische Schleimhaut zum Ver­
such verwendet oder ein aus ihr dargestelltes Trockenpraparat. 
Die Gewinnung von wirksamen Extrakten aus der frischen Schleim­
haut stoBt auf die gleichen Schwierigkeiten wie beim Pankreas. 

Bevorzugt man das Arbeiten mit einem frischen Praparat, 
so wird die Schleimhaut nach griindlichem Reinigen des Darmes 
abgeschabt und durch Verreiben in der Reibeschale gut zerkleinert. 
Mit diesem Brei wird dann der Versuch in der fiir "Organe" (Nr.4) 
angegebenen Weise durchgefiihrt. 

Zur Gewinnung eines gut wirksamen Trockenpraparates geht 
man nach Hamsik 1) am besten so vor, daB man den zu unter­
suchenden Darm der Lange nach aufschlitzt und wiederholt mit 
Wasser spiilt und wascht. Hiernach wird die Schleimhaut mit 
dem Messerriicken abgeschabt und zweimal mit Alkohol, einmal 
mit Alkoholather und schlieBlich zweimal mit Ather behandelt. 
Die Zeit dieser sukzessiven Extraktionen wahlt man so, daB die 
Schleimhaut mit jedem Reagens bloB je eine Stunde, zusammen 
also fiinf Stunden, behandelt wird. Langer dauernde Behandlung, 
besonders mit Alkohol, ist wegen der groBen Empfindlichkeit 
der Darmlipase gegeniiber Alkohol besser zu vermeiden. Die 
Fliissigkeiten werden immer abfiltriert und die auf dem Filter 
bleibende Schleimhaut zwischen Filtrierpapier abgepreBt. Zuletzt 
wird die Schleimhaut bei Zimmertemperatur getrocknet, in einer 
Reibeschale zerrieben und durchgesiebt. Ein solches Priiparat 
behiilt monatelang seine fermentativen Eigenschaften und eignet 
sich nicht bloB zu Versuchen iiber Fettspaltung, sondern auch zu 
solchen iiber Fettsynthese. 

4. in Organ ell. 
Bei dem Nachweis der Fettspaltung in Organen hat man 

darauf zu achten, daB, wenn man die Versuche iiber einen oder 

1) A. Hamsik, Reversible Wirkung der Darmlipase. Zeitschr. f. 
physiol. Chern. 59, 1. 1909. 
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mehrere Tage ausdehnt, die alsbald einsetzende Autolyse zur 
Bildung saurer Produkte fiihrt, die dann ganz falsche Titrations­
werte bewirken konnen. Es ist darum von groBer Wichtigkeit, 
stets mit Parallelversuchen zu arbeiten und auch die Kontrollen 
immer doppelt anzusetzen. - Vor Ausfiihrung der Titration muB 
man das stets stark eiweiBhaltige Gemisch enteiweiBen, da auch 
die Gegenwart von EiweiB zu Fehlem bei der Titration fiihren 
kann. 

Von neutralen Fetten eignet sich nach Saxl l ) fiir die Organe 
am besten frische Butter, die gegen Lackmus neutral reagiert. 
Ein Versuch zur Bestimmung des fettspaltenden Vermogens eines 
Organes wiirde sich demnach folgendermaBen gestalten: 

Das zu untersuchende Organ wird zunachst moglichst fein 
zerhackt. Alsdann werden 4 Kolbchen von 100 ccm Inhalt mit 
je 10 g Organbrei beschickt, dazu je 5 ccm physiologische Koch­
salzlOsung + 3 ccm Toluol getan und nun zu 2 KOlbchen je 1 g 
Butter zugesetzt, wahrend die beiden Kontrollkolbchen den 
Butterzusatz erst nach der Beendigung der Digestion erhalten. 
Hiernach werden die Kolbchen tiichtig durchgeschiittelt, fest­
verschlossen und auf 24-48-72 Stunden in den Thermostaten 
gestellt. Nach Ablauf der Frist werden die Kolbchen heraus­
genommen, zu den beiden Kontrollen nunmehr ebenfalls je 1 g 
Butter zugesetzt und die Kontrollen sowohl wie die beiden anderen 
Kolbchen sofort aufgekocht. Hierauf wird filtriert, das Filter 
mit destilliertem Wasser mehrmals gewaschen und das Filtrat 
mit 1/10 n NaOH gegen Phenolphthalein als Indikator titriert. 

AuBer Neutralfetten hat man auch vielfach einfache Ester 
zum Nachweis der Lipase in Organen verwandt, wie Monobutyrin, 
Monoazetin und Buttersaureathylester. Von ihnen diirfte sich 
nach Saxl fiir den genannten Zweck am besten Athylbutyrat 
eignen. Die von ihm gewahlte Versuehsanordnung war folgende: 

Frische Organe werden fein zerhaekt und Portionen von je 
5 g davon abgewogen; diese werden in Pulverglaser mit einge­
schliffenem Stopsel gebracht und naeh Zusatz von 50 ccm phy­
siologischer Kochsalzlosung und 3 eem Toluol gut durchge­
sehiittelt. Die Glaser werden sodann in den Brutofen gesteIlt, 
nach 24 Stunden einzelne Portionen mit 0,25 cem Buttersaure­
athylester versetzt, wahrend andere als Vergleiehsportionen ohne 
Esterzusatz verbleiben. Nun werden die Proben noch 1 Stunde 
im Brutofen gelassen, sodann aIle aufgekocht und filtriert, nach­
dem man den Proben ohne Esterzusatz unmittelbar vor dem 

2) P. Saxl, Uber Fett- und EsterspaItung in den Geweben. Biochem. 
Zeitschr. 12, 343. 1908. Daselbst ausfiihrliche Literaturangaben. 
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Aufkochen noch 0,25 ccm Ester zugesctzt hat. Die Filtrate werden 
sodann mit 1/10 n NaOH gegen Phenolphthalein als Indikator 
titriert. Die Unterschiede der mit Esterzusatz im Brutofen be­
schickten Portionen und der Kontrollproben ergeben den Aziditats­
zuwachs durch die Esterspaltung. 

Auch das stalagmometrische Verfahren ist zum Nach­
weis der Esterspaltung in Organen nach Rona 1) sehr geeignet. 
Dieses Verfahren verlangt aber die Herstellung eines wasserigen 
Extraktes aus den Organen. Das geschieht nach Rona am 
besten so, daB moglichst frisch yom Schlachthof bezogene Organe 
zuerst griindlich yom Blut befreit, dann grob in einer Hack­
mas chine zerkleinert und schlieBlich durch ein engmaschiges Sieb 
getrieben werden. Der Organbrei wird dann mit der fiinffachen 
Menge physiologischer Kochsalzlosung versetzt und in einer mit 
GlasJ?erlen versehenen Flasche 12-% Stunden in einem Schiittel­
apparat geschiittelt. Hiernach wirddas Gemisch in einer elek­
trisch betriebenen Zentrifuge etwa 20 Minuten zentrifugiert und 
die abgehobene Fliissigkeit zur Untersuchung benutzt. 

Man kann auch den Organbrei in diinnster Schicht auf Glas­
platten streichen und bei Zimmertemperatur durch Dberleiten 
von einem mittelst eines elektrischen Ventilators getriebenen 
Luftstrom trocknen. Das Organpulver wird dann mit Glas­
pulver griindlichst verrieben und schlieBlich wie vorher das frische 
Material im Schiittelapparat mit physiologischer Kochsalzlosung 
geschiittelt' 

Zu den Versuchen wird je 1 ccm Organextrakt verwendet, 
das zu je 30 ccm der gesattigten wasserigen Mono- bzw. Tributyrin­
LOsung hinzugefiigt wird. Von letzteren werden stets frisch be­
reitete LOsungen angewandt. Das mit iiberschiissigem Ester 
versetzte Wasser wird langere Zeit (ca. 12 Stunde) geschiittelt, 
die Emulsion durch ein mit Wasser befeuchtetes Filter filtriert 
und das klare Filtrat in einen ca. 70 ccm fassenden Tropftrichter 
gefiillt. Eventuell durch das Filter gegangene kleine Estertropfen 
sammeln sich an der OberfIache der Fliissigkeit an; bei der Ent­
nahme der Fliissigkeit durch das lange Trichterrohr kann eine 
von ungelosten Esterteilchen freie Losung erhalten werden. -
Zu jeder Probe wird auBerdem 1 ccm eines Phosphatgemisches 

n 
ungefahr von der Reaktion des Blutes (1 ~3 primares Phosphat, 

7 ~ sekundares Phosphat, mit [H] = 0,35 . 10-7) hinzugefiigt, 

1) P. Rona, Uber Esterspaltung in den Geweben. Biochem. Zeit­
schr. 32, 482. 19l1. 
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wodurch die Reaktion festgelegt und das Auftreten freier Saure 
verhindert wird. Stets werden Kontrollproben angesetzt, bei 
denen man ebenfalls 30 cern gesattigte wasserige Ester16sung 
mit 1 cern Phosphatgemisch und 1 cern der zu untersuchenden 
Organextrakte versetzt, nur wird vorher aufgekochtes Organ­
extrakt verwendet. 

Um jede Bakterienwirkung auszuschlieBen, sind die Beob­
achtungen nur auf die ersten Stunden (2-2Y2 Stunden) auszu­
dehnen. - Die Versuche werden am besten im Wasserbad bei 
19-20° angestellt. 

50 im BIut und in serosen Fliissigkeiteno 
Das zu untersuchende Blut muB ganz frisch sein. Zur Ver­

wendung kommt stets das Serum der betreffenden Blutart. 
Da Blut neutrales Fett nicht spaltet, so verwendet man fur 

die quantitative Bestimmung der Blutlipase entweder eine 1 %ige 
Monobutyrinlosung oder eine 2 %ige Lezithinemulsion. Man stellt 
diese Losungen nicht wie oben auf S. 105 und 107 angegeben mit 
destilliertem Wasser, sondern mit physiologischer Kochsalzlosung 
her, urn eine Ausfallung der im Serum enthaltenen EiweiBkorper 
zu vermeiden. Zu 5 ccm der betreffenden Losung setzt man 
1-2 ccm Serum und halt das Gemisch, da das Blut nur wenig 
Lipase enthalt, 1-2 Tage unter Toluol im Brutschrank. Nach 
Ablauf der Frist wird der Versuch in der auf S. 105 und 107 
beschriebenen Weise zu Ende gefiihrt. 

Auch hier muB man stets mit Kontrollen arbeiten. 
Die bei weitem beste Methode fUr die quantitative Be­

stimmung der Blutlipase ist das stalagmometrische Verfahren 
von Rona und Michaelis s. S. 107. Hierbei ist es notwendig, 
wenn man mit stark wirksamem Serum wie beispielsweise Kan­
ninchenserum arbeitet, eine Verdiinnung von 1: 5 anzuwenden, 
wahrend man schwach wirksames Serum wie Hundeserum nicht 
vorher zu verdiinnen braucht. 

In serosen Fliissigkeiten bestimmt man die Lipase genau 
so wie im Blut. 

60 in Exkreteno 
Von Exkreten hat man besonders den Urin auf Lipase ullter­

sucht. Hier begegnet man ihr fast ausschlieBlich unter patho­
logischen Verhaltnissen (Pankreaserkrankungen). 

Der Nachweis der Lipase im Urin geschieht mit Hille eines 
einfachen Esters. Am besten eignet sich hierfur Monobutyrin 
und Buttersaureathylester. Uber die Methode s. S. 106. 
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Bei jedem Versuche ist wegen der mitunter recht hohen 
Aziditatsgrade des Drins stets eine Kontrolle mit inaktiviertem 
(gekochten) Drin anzusetzen. 

Auch fur den Drin durfte die stalagmometrische Methode 
von Rona und Michaelis (s. S. lO7) sehr geeignet sein. 

7. in hijheren und niederen Pflanzen. 
Der Nachweis geschieht hier fast ausschlieBlich mit Hilfe 

von neutralen Fetten. Denn die in h6heren Pflanzen sich findenden 
Lipasen, mit denen man sich vorwiegend beschaftigt hat, spalten 
keine niederen Ester, sondern nur h6here Ester und Neutralfette. 
Von letzteren sind meist verwandt worden Rizinus6l, Kotton6l, 
Lein6l, Palmkern6l und Triolein. 

Am eingehendsten untersucht worden ist die Rizinuslipase. 
Connstein, Hoyer und Wartenberg 1) verwandten fUr deren 
quantitative Bestimmung teils Rizinus6l, teils Kotton6l und als 
Desinfiziens Chloralhydrat in wasseriger L6sung und fanden, daB 
bei Gegenwart von verdunnter Essigsaure die Fettspaltung eine 
ganz besonders intensive ist. Demnach sind fUr einen quantita­
tiven Versuch mit Rizinuslipase erforderlich: 

1. Rizinuslipase. 
(Ent6lter Samen, Fermentmilch.) 
2. Rizinus6l oder Cotton6l oder Olein. 
3. 2 %ige Essigsaure. 
4. 1 %ige Chloralhydratl6sung. 
5. 1/10 normal-Natronlauge. 
Die Versuchsanordnung gestaltet sich nun so, daB beispiels­

weise 0,5 g ent6lter Rizinussamen mit 5 g Rizinusol, 5 ccm Essig­
saure und 5 ccm Chloralhydratlosung grundlichst verrieben und 
24 Stunden bei 32-400 gehalten wird. Hiernach gibt man 
50 ccm 96 % igen Alkohol und ein paar Tropfen Phenolphthalein 
zu und titriert mit 1/10 n NaOH bis zum Eintritt der Rotfarbung. 
Aus der verbrauchten Menge Alkali berechnet man auf Grund 
der Verseifungszahl des angewandten ]'ettes die Quantitat (Prozent­
zahl) der abgespaltenen Fettsauren. 

Von besonderer Wichtigkeit fur die Versuchstechnik sind 
noch folgende Punkte: 

l. Temperatur. Es ist keineswegs notwendig, stets bei 
Brutschrankwarme zu arbeiten. Auch bei Zimmertemperatur 
(17-200 C) ist die Rizinuslipase gut wirksam. 

1) W. Connstein, E. Hoyer und H. Wartenberg, tiber fermen­
tative Fettspaltung. Ber. d. deutsch. chern. Gesellsch. a5. Jahrg. 3988. 
1902. 
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2. Sauregrad. Die Gegenwart von Essigsaure fardert wohl 
die Wirkung der Rizinuslipase, sie kann aber auch hem mend 
wirken, wenn sie im DberschuB vorhanden ist. Man arbeitet 
stets mit optimaler Konzentration, wenn man auf 5 cern Gemisch 
(Ferment + 01) 1-2 cern 1/10 normal-Essigsaure (0,64 %) zu­
gibt. Genauere Daten hieriiber s. bei Jalander 1). - Ebenso 
wirken Ameisensaure, Buttersaure und Milchsaure in schwacher 
Konzentration fardernd, in starker hemmend. 

3. Antiseptikum. Connstein, Hoyer und Warten­
be rg empfehlen als Antiseptikum eine 1 % ige Chloralhydrat­
lasung. - Bei Verwendung von Triolein als Substrat ist die 
Gegenwart eines Antiseptikums nicht erforderlich (Jalander). 

4. Herstellung von haltbaren Emulsionen. Die graBte 
methodische Schwierigkeit besteht bei allen quantitativen Ver­
suchen - insbesondere solchen iiber die Verseifungsgeschwindig­
keit - darin, in zahlreicheren verschiedenen Einzelproben den 
Emulsionszustand und die Mischung wahrend Hingerer Versuchs­
zeiten annahernd identisch zu halten. Man erreicht dies, wenn 
man nach Jalander 1) folgendermaBen vorgeht: 

In kleinen zylindrischen StandgefiiBen mit gut eingeschlif­
fenen Glasstopfen von Jenenser Glas wagt man z. B. 1 g Triolein 
und 0,005 g Rizinuslipase (s. u.) ab, verteilt das Enzym durch 
langeres Schiitteln und fiigt dann aus einer Biirette 0,6 cern 
1/100 normal-Essigsaure hinzu; es entsteht so eine untere wasserige 
und eine obere alige Schicht. Wenn man nun langsam das Glaschen 
wiederholt umschwenkt, so daB die Beriihrungsflachen zwischen 
beiden Schichten verandert und erneuert werden, ohne daB dabei 
die Fettschicht in Tropfen zerrissen wird, so entsteht alsbald eine 
Triibung der Fettschicht, die rasch zunimmt, bis das Ganze nach 
ca. 1 Yz Minuten das Aussehen einer Emulsion annimmt, die dann 
durch kraftiges Schiitteln wahrend einiger Sekunden dick wie 
Rahm wird. Hierbei ist deutlich zu beobachten, daB das Triolein­
enzymgemisch nicht in Tropfen zerfallt, sondern daB das Wasser 
von ihm sozusagen aufgesaugt wird. - Versucht man hingegen 
von Anfang an durch starkes, mehrere Minuten lang fortgesetztes 
Schiitteln die beiden Phasen in Mischung zu bringen, so ist zwar 
eine feine Verteilung von Oltropfen in Wasser zu erreichen, die 
Oltropfen sondern sich aber wieder in der Ruhe von der wasserigen 
Schicht ab, wahrend bei dem vorher beschriebenen Verfahren die 
Emulsion viele Stunden lang bestehen bleibt, bis endlich nach 
Ablauf der Verseifung wahrscheinlich die entstandenen Spaltungs-

1) Y. W. J alander, Zur Kenntnis der Rizinuslipase. Biochem. 
Zeitschr. 36, 435. 1912. 
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produkte eine Scheidung herbeifiihren. Um auch im obigen FaIle 
die immer wieder abgesonderten Fettmassen gut zu emulsionieren, 
muB man die Mischung 10-15 Minuten, manchmal auch Hinger, 
ruhig stehen lassen, bis die Fettschichten wieder zusammenge­
flossen sind, und dann durch langsames Umschwenken das Wasser 
zur Aufnahme bringen. - Will man mit groBeren Wassermengen 
arbeiten und gibt man auf einmal die Gesamtmenge der wasserigen 
Fliissigkeit dem Enzymfettgemisch zu, so kann die Emulsionierung 
erheblich (um 5 -10 Minuten) verzogert werden. Es ist deshalb 
vorzuziehen, zunachst mit der optimalen Wassermenge in oben 
beschriebener Weise die Emulsionierung zu bewirken 'Und hierauf 
erst den Rest der zu verwendenden wasserigen Fliissigkeit unter 
allmahlich vorsichtig gesteigertem Schiitteln zuzumischen; man 
gelangt dann auch hier nach ca. 2Y2 Minuten zu der geeigneten 
Mischungsform. Wenn es sich darum handelt, bei Geschwindig­
keitsversuchen den Zeitpunkt des Beginnes der Reaktion genauer 
festzusteIlen, diirfen diese Verhaltnisse nicht vernachlassigt werden. 

Darstellung der Rizinuslipase nach Nicloux1) und 
Jalander 2). 

200 g geschalte Rizinussamen werden moglichst fein zer­
stoBen und mit 250 g Kottonol innig verrieben. Das Gemisch 
wird in einem Leinenbeutel von groberen Teilen dadurch getrennt, 
daB man den Beutel unter gleichzeitigem Driicken gegen einen 
scharfen Rand, z. B. einen Trichterrand, reibt. Die so erhaltene 
triibe Mischung wird in einer Zentrifuge mit einer Geschwindig­
keit von 1000 Umdrehungen pro Minute 2 Stunden lang zentri­
fugiert. Hierbei setzen sich die unwirksamen groberen Bestand­
teile ab, wahrend der lipolytische Stoff in Aufschlammung bleibt. 
Man bekommt so nach dem AbgieBen von dem Bodensatz durch­
schnittlich 230-250 g Aufschlammung. - Diese wird entolt, 
indem man zuerst der Aufschlammung das gleiche Volumen 
Petrolather zufiigt und absetzen laBt. Nach dem Abdekantieren 
wird der Bodensatz (das Enzym) durch ,wiederholtes Mischen 
mit Petrolather und Dekantieren vollstandig entolt. Wenn man 
von Anfang an eine wesentlich groBere als die angegebene Menge 
Petrolather zugibt, erhalt man eine groBflockige, schwere Fallung, 
die sich zu einer schleimigen zahen Masse zusammenballt und 
nachher durch Petrolather nicht mehr vollstandig von 01 zu 

1) M. Nicloux, Ober ein Verfahren zur Isolierung zytoplasmatischer 
Substanzen ,Compt. rend. 138, 1112, 1904; Studium der lipolytischen 
Wirkung des Zytoplasmas des Rizinussamens. Schnelligkeit der Verseifung . 
. Compt. rend. soc. bioI. 56, 840, 1904. 

2) Y. W. Jalander, 1. c. 438. 
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befreien ist. Das Enzym scheint eine besondere Fahigkeit zu 
besitzen, das 01 festzuhalten, denn die letzten, dem Enzym an­
haftenden Fettspuren sind verhaltnismaBig schwer zu entfernen. 
Die erhaltene Trockenmenge Enzym schwankt zwischen 2% bis 
3 % der verarbeiteten Rizinussamenmenge. Es ist ein weiBes 
Pulver und hat in erhohtem MaBe die Eigenschaft des Rizinus­
pulvers, die Nasenschleimhaute stark zu reizen. Fur quantitative 
Versuche bietet es den Vorzug unbegrenzter Haltbarkeit und der 
Abwesenheit von Fett, hoheren Fettsauren und Wasser. 

Herstellung einer "Fermentmilch" nach Hoyer!). 
Geschalter oder auch ungeschalter Rizinussamen wird in 

einer Exzelsiormuhle (Grusonwerk, Magdeburg-Buckau) mit Wasser 
fein zermahlen. Die gebildete Samenmilch passiert eine Dber­
laufzentrifuge von hoher Umdrehungszahl, in der alle lipolytisch 
unwirksamen Bestandteile des Rizinussamens zuruckgehalten 
werden, wahrend das Enzym als zarte Emulsion ("Fermentmilch") 
die Zentrifuge verlaBt. Diese "Fermentmilch" enthalt den groBten 
Teil des Rizinusoles aus dem Samen emulsioniert mit den unlOs­
lichen EiweiBstoffen des Protoplasmas; darunter auch das fett­
spaltende Enzym. Das Emulsionswasser hat alle wasserloslichen 
Bestandteile, darunter auch das saurebildende Enzym, aufge­
nommen. Diese zentrifugierte Fermentmilch wird nunmehr bei 
ca. 240 der Garung uberlassen. Hierbei setzt sich die ferment­
haltige Emulsion als dicke "Sahne" an der Oberflache des sauren 
Unterwassers ab und kann so leicht gewonnen werden. Das 
Rizinusol ist hierbei selbst in Rizinusolsaure iibergegangen, so 
daB die Sahne nunmehr auBer der Rizinuslipase der Hauptsache 
nach enthalt etwa 38 % Rizinusolsaure, 4 % EiweiBkorper resp. 
feste Masse, 58 % Wasser. 

Diese Fermentlosung bedarf keines weiteren Zusatzes von 
Saure, um optimale Wirksamkeit zu entfalten. Sie besitzt bereits 
die erforderliche Sauremenge in Gestalt von Rizinusolsaure. 1m 
Gegenteil, ein weiteres Zufiigen von Saure ware mit von Schaden, 
da, wie bereits oben erwahnt, Saure im DberschuB hemmend 
auf die Rizinuslipase wirkt. 

Kuhl aufbewahrt, ist die Fermentlosung zwar nicht dauernd, 
aber doch mehrere Wochen gut haltbar. 

1m Gegensatz zu den Lipasen hoherer Pflanzen spalten die 
der niederen Pflanzen, wie Bakterien, Pilzen, Algen etc. neben 

1) E. Hoyer, Uber fermentative Fettspaltung. Zeitschr. f. physiol. 
Chern. 50, 430. 1906/07. 
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Neutralfett auch einfache Glyzerinester. Man hat deshalb zum 
Nachweis der in ihnen enthaltenen Lipasen vorwiegend Vertreter 
dieser Gruppe benutzt. 

5. Fettsynthese. 
Die Fettspaltung wie die Esterspaltung sind reversible 

Prozesse, d. h. die Fermente, die eine Fett- resp. Esterspaltung 
bewirken, sind auch imstande, unter bestimmten Bedingungen aus 
den Spaltprodukten die entsprechenden Ester wieder aufzubauen. 

Das erste Beispiel einer solchen Synthese im Reagenzglas 
wurde von Kastle und Loewenhart 1) erbracht, denen es 
mit Hille von tierischer Lipase gelang, aus Buttersaure und Al­
kohol Athylbutyrat synthetisch zu gewinnen. Seither sind der­
artige Versuche mehrfach mit Erfolg ausgefUhrt worden, unter 
Verwendung von sowohl tierischer (Pottevin 2), Donath 3), 
Hamsik 4)), wie pflanzlicher (Taylor 5), J alander 6)) Lipase. 

Die Anordnung fUr einen solchen Syntheseversuch gestaltet 
sich im Prinzip so, daB das fermenthaltige Substrat mit Glyzerin 
und einer Fettsaure gemischt, der Anfangstiter dieser Mischung 
unmittelbar darauf mit lJlo normal-Natronlauge festgestellt und 
nach Verlauf von mehreren Tagen abermals titriert wird. Der 
~auregrad dieses Gemisches nimmt um so mehr ab, je groBer die 
Menge der mit Glyzerin in Bindung gegangenen Fettsaure ist. 
Wird also bei der spateren Titration weniger Alkali verbraucht 
als zu Beginn, so spricht das fUr eine Synthese, und je groBer 
die Differenz zwischen der Anfangs- und Endtitration ist, um so 
groBer ist auch. der Umfang des synthetischen Prozesses. 

DaB eine Abnahme der Aziditat tatsachlich als Fettsynthese 
aufzufassen ist, hat Pottevin in seinen Versuchen mit Pankreas-

1) J. H. Kastle und A. S. Loewenhart, tJber Lipase, das fett­
spaltende Enzym und die Urnkehrbarkeit seiner Wirkung. Arner. Chern. 
Journ. 24, 491. 1901. 

2) H. Pottevin, tJber die l{eversibilitat der Fettspaltungen. Cornpt. 
~!lnd. 136, 1152. 1903 u. Biochernische Synthesen von Olein und einigen 
Athern. Cornpt. rend. 138, 378. 1904. 

3) H. Donath, tJber Aktivierung und Reaktivierung des Pankreas­
steapsins. Ein Beitrag zur Frage der kornplexen Natur der Ferrnente. 
Hofrneisters Beitr. 10, 390. 1907. 

4) A. Harnsik, Reversible Wirkung der Darrnlipase. Zeitschr. f. 
physiol. Chern. 59, 1. 1~09. 

5) A. E. Taylor, tJber die Synthese eines Fettes durch die reversible 
Wirkung eines fettspaltenden Enzymes. University of Californ. Publi­
cations. Pathology. 1, 33. 1904. 

6) Y. W. Jalander, Zur Kenntnis der Rizinuslipase. Biochern. 
Zeitschr. 36, 473. 1911. 
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lipase bewiesen, indem er das synthetische Produkt isolierte und 
mit Mono- resp. Triolein identifizierte. 

Die fiir den Versuch erforderliche Lipase wendet man, da 
Gegenwart von Wasser die Synthese hindert, am zweckmaBigsten 
in del' Form eines Pulvel's an, das man sich aus dem zu untel'­
suchenden Organ auf die oben (unter Nr. 3, 4, 7) beschriebene 
Weise herstellt. 

Somit verlangt ein Syntheseversuch auBer dem "Organ-
pulver" folgende Losungen: 

1. ReineFettsaure (Olsaure, Buttersaure, Palmitinsaure etc.). 
Man erhalt sie in reinster Form bei C.A.F.Kahlbaum, Berlin. 
2. Reinstes Glyzerin. 
3. 96 %igen Alkoho1. 
4. 1/10 normal-Natronlauge. 
5. 1 %iges Phenolphthalein. 
Ausfiihrung. Zwei Stehkolbchen von 150-200 ccm Inhalt 

werden nacheinander beschickt mit beispielsweise je 2 g Pankreatin, 
je 20 g reiner Olsaure, je 60 ccm reinstem Glyzerin und etwas 
Thymol, danach fest verschlossen und gut durchgeschiittelt. 
Unmittelbar darauf entnimmt man aus jedem KOlbchen 5 ccm, 
iibertl'agt sie in ein anderes Kolbchen, setzt 20 ccm Alkohol zu, 
schiittelt gut durch und titriert nun mit 1/10 normal-Natronlauge 
gegen Phenolphthalein als Indikator bis zum Eintritt der Rot­
farbung. Hiernach stellt man beide Kolbchen in den Brut­
schrank, entninImt ihnen nach 1 resp. 2 Tagen abermals 5 ccm und 
stellt in der gleichen Weise die Titration an. Nach Verlauf von 
4, 6 und 8 Tagen wiederholt man die Titration. Findet man, daB 
mit jeder spateren Titration der Sauregrad des Gemisches ab­
nimmt, so hat eine Bindung der Saure an Glyzerin, also eine 
Synthese stattgefunden. 

Arbeitet man mit groBeren Mengen Organpulver und ist 
dasselbe etwas dunkel gefarbt, so ist der Farbenumschlag bei 
der Titration meist sehr unscharf. Fiir diesen Fall empfiehlt 
Hamsik (1. c.) ein Verfahren, bei dem auch gleichzeitig die Menge 
des neugebildeten Fettes nach der bekannten Methode von Kotts­
dorfer bestimmt wird. 

Hierfiir sind auBer den oben genannten Losungen noeh er­
forderlich : 

1. 1/2 normal alkoholisehe Kalilauge. 
Diese Lauge kann zugleich auf ihren Titer derart gepriift 

werden, daB man mit ihr eine abgewogene und in 50 cem Alkohol 
gelOste Menge Olsaure in Gegenwart von Phenolphthalein als 
Indikator titriert; die zur Neutralisation verbrauehte Lauge 
muB dem theoretisehen Wert entspreehen. Hierauf werden noeh 
10 cem derselben Lauge zugesetzt, die Losung eine halbe Stunde 

Wohlgemuth, Fermentmethoden. 9 
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mit RiickfluBkiihler auf dem Wasserbad im Sieden erhalten und 
mit 1/2 normal-Salzsaure zuriicktitriert. Auf diese Weise wird 
der Sauregehalt bestimmt. 

2. I/.2 normal-Salzsaure. 
3. Ather. 
Ausfiihrung. Vier Erlenmeyer-Kolbchen werden mit je 

2,5 ccm reiner Olsaure 1), ferner mit je 5 ccm Glyzerin, 1,5 ccm 
Wasser, 0,2 g Thymol und 0,5-1,0 g Fermentpulver beschickt. 
Zwei von diesen Kolbchen werden sofort auf ihren Gehalt an 
Olsaure und Fett untersucht, die beiden anderen erst nach sechs­
tagigem Verweilen im Thermostaten. Die Untersuchung geschieht 
so, daB die Mischung sukzessive 5mal mit je ca. 50 ccm Ather 
ausgezogen wird. Die vereinigten Atherausziige (also ca. 250 ccm) 
werden dann durch Destillation von Ather - jedoch nicht voll­
standig - befreit, der Riickstand in 50 ccm Alkohol gelost und 
mit 1/2 normal alkoholischer Kalilauge unter Benutzung von 
Phenolphthalein als Indikator bis zur Rosafarbung titriert. Dann 
werden noch 10 ccm derselben Lauge zugesetzt, die LOsung auf 
dem Wasserbad unter Anwendung des RiickfluBkiihlers eine halbe 
Stunde im Sieden erhalten und mit 1/2 normal-Salzsaure zuriick­
titriert. Aus der Differenz ergibt sich die Menge der bei der Ver­
seifung gebundenen Lauge und aus dieser diejenige des Trioleins. 

Zur Kontrolle kann man eine gleich beschaffene Pro be ohne 
Glyzerin und eine Probe ohne Olsaure ansetzen. 

Zum besseren Verstandnis fiihre ich eine Versuchsreihe aus 
der Arbeit von Hamsik an (1. c. S. 8, Tabelle II). 

Darm-
schleimhaut-

pulver 01-
------c--I saure 

Tier g 

g 

11 2,138 

1 
Schwein 

2,147 

Tabelle n. 
Aziditat IlIJ.S... IlIJ S 

in ccm 'I, n KOH ~ .... ~ 8 ... 
I----c-----I ::;~o .g .... 

Glyze- Wasser b gefunden \j~~ 'iil~O 
"-~--- 'O'tl~ ~,,~ rin e- do'"" CD::; 

rech- nach 's!l~ po" ~ 
so- 6 ~ S ~~~ 

net gleich T ~ ~ '" ~ ~ 
ccm ccm agen '0 '" I> 

5 I 1,5 15,16115,21 ~ 0,1 

5 1,5 15,22 10,7 4,5 4,3 0,631 28 

1 2,086 ° 1,5 14,8 - 14,8 ° 
1 ° 5 1,5 - - 0,15 -

° 
° 

1) Die Kolbchen sind vorher genau zu tarieren und nach Zugabe der 
mit einer Pipette abzume~~enden Qisaure wieder zu wagen; die Gewichts­
zunahme entspricht der Olsauremenge in g und kommt nachher fiir die 
Berechnung allein in Betracht. 
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In dieser Tabelle ist zwar jeder Versueh nur einmal aus­
gefUhrt; es ist aber, wie oben angegeben, ratsamer, die beiden 
ersten Versuehe stets doppelt anzusetzen und aus den gefundenen 
Zahlen die Mittelwerte zu bereehnen. 

Was hier fUr die tierisehen Lipasen angefiihrt wurde, gilt in 
gleiehem MaBe fiir die pflanzliehen Lipasen, insbesondere fUr 
die Rizinuslipase, mit der bereits zahlreiehe Syntheseversuehe 
mit Erfolg durehgefiihrt wurden. 

6. Cholesterinase. 
Sie vermag aus Cholesterinester Cholesterin abzuspalten. 
Vorkommen. Bisher hat man das Ferment mit Sieher­

heit in der Leber des Pferdes und anseheinend auch beim Rinde 
gefunden. 

Nachweis. 
Er geschieht naeh J. H. Schultz 1) in der Weise, daB man 

das zu untersuehende Organ fein zerkleinert, in einem aliquoten 
Teil des Organbreies sofort die Menge des Cholesterinesters und 
des freien Cholesterins bestimmt und in einer zweiten gleichgroBen 
Portion naeh 48 stiindiger Digestion die gleiehen Bestimmungen 
ausfUhrt. 1st Cholesterinase in dem Organ vorhanden, so muB 
die Menge des Cholesterins nach stattgefundener Digestion im 
Brutsehrank zunehmen. 

Erforderliche Losungen. 
1. 96 %iger Alkohol. 
2. Essigather. 
3. 1 %ige Digitoninlosung. 
1 g Digitonin wird in 100 cem 90 %igem Alkohol unter Er-

warmen gelost. 
4. 1/5 normal alkoholische Kalilauge. 
5. Petrolather. 
Ausfiihrung. Frische Leber (Pferd, Rind) wird in der 

Fleischmaschine zerkleinert. 200 g werden sofort verarbeitet, 
die Hauptportion von gleichfalls 200 g wird mit 400 ccm 1 % iger 
Fluornatriumlosung und 2 ccm 10 % iger Thymollosung versetzt, 
kraftig durchgeschiittelt und 48 resp. 72 Stunden im Brutschrank 
gehalten. 

Die Verarbeitung der Kontrollprobe wird so ausgefiihrt, 
daB der Leberbrei mit 600 ccm 96 %igem Alkohol versetzt, gut 

1) J. H. Schultz, Untersuchungen betreffend das Vorkommen 
eines cholesterinspaltenden Fermentes in Blut und Leber. Biochem. Zeit­
schr. 42, 255. 1912. 

9* 



132 B. Fettspaltende Fermente (Lipasen, Esterasen). 

durehgesehiittelt und der Alkohol nach einigem Stehen abfiltriert 
wird. Dann wird der Riickstand so lange mit ~<\lk(Jhol ausgekocht, 
bis eine Probe auf Zusatz von Wasser keine Triibung mehr zeigt. 
Die alkoholisehen Extrakte werden vereinigt, der Al1mhol ver­
jagt und der Riickstand auf dem Wasserbad vorsiehtig bis zum 
Sirup eingeengt. Dann wird er mit heiBem Alkohol aufgenommen 
und dieser durch einen mit einem Filter versehenen Triehter filtriert, 
der in einer von Wasserdampf durehstromten Zinnlage ruht. Der 
Alkohol wird abdestilliert, der Riickstand, wenn notig naeh noeh­
maligem Aufnehmen in Alkohol, in heiBem Essigather gelost. Die 
Losung wird heiB filtriert und bleibt 24 Stunden stehen; hierbei 
scheidet sieh die Lezithinfraktion als waehsartige Masse abo Der 
Essigather wird abfiltriert, der Riickstand wiederholt mit Essig­
ather behandelt und auf diese eine Fraktion gewonnen, welehe 
auBer Fett das gesamte Cholesterin und den Ester enthalt. Nach 
Verjagen des Essigathers wird der Riickstand im Leuehtgasstrom 
getroeknet und in 30 eem Ather aufgenommen. 

]n 10 cem der atherischen Losung wird zunaehst das €hole­
sterin naeh Windaus 1) bestimmt. Da Ather das Digotinin 
fallt, muB er durch Verdunsten entfernt werden. Zu dem Zweek 
setzt man zu der atherisehen Losung 15 eem Alkohol und er­
warmt das Gemiseh auf einem Dampfbad bis die aufsteigenden 
Dampfe nieht mehr nach Ather rieehen. Dann setzt man zu 
der noch warmen alkoholisehen Losung so lange Digitoninlosung 
zu, als noch ein Niedersehlag entsteht. Nach mehreren Stunden 
hat sich der Niedersehlag abgesetzt. An der klaren iiberstehenden 
Losung priift man, ob die Fallung vollstandig ist, und setzt, wenn 
notig, nochmalsDigitoninlosung zu. Hiernaeh wird der Niederschlag 
auf einen vorher gewogenen Gooehtiegel gebracht, mit Alkohol und 
mit Ather gewasehen und bei 100° getrocknet und gewogen. Aus 
der Menge des Niederschlages laBt sieh die Menge des Cholesterins 
bereehnen naeh der Gleichung A : C = 1589,06: 386,35, wobei A die 
Menge des Additionsproduktes aus Cholesterin + Digitonin, C die 
Menge des Cholesterins, 1589,06 das Molekulargewicht des Digitonin­
cholesterids, 386,35 dasjenige des Cholesterins bezeichnet. Mit-

h · . t C A 386,35 A 0 2431 F" d' . F"U .. 
ill IS = . 1589 06 = ., . ur Ie mmsten a e genugt , 

es, wenn man fUr die Multiplikation an Stelle der Zahl 0,2431 die 
Zahl 0,25 verwendet und einfaeh 1/4 des Digitonineholesterids als 
Cholesterin in Reehnung setzt. 

1) A. Windaus, Uber die quantitative Bestimmung des Cholesterins 
und des Cholesterinester in einigen normalen und pathologischen Nieren. 
Zeitschr. f. physiol. Chemie. 65, no. 1910. 
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In del' zweiten Portion des Atherextraktes (20 ccm) wird 
durch Titration mit alkoholischer Kalilauge und Phenolphthalein 
als Indikator die Aziditat bestimmt. Dann wird verseift, das 
Gemisch mit Petrolather erschapfend extrahiert, das Petrolather­
extrakt zur Trockne eingedampft und gewogen. Del' Riickstand 
entspricht dem Gesamtcholesterin. 

Genau so wie die Kontrollprobe wird nach beendeter Dige­
stion im Brutschrank die Hauptprobe verarbeitet. 

:Findet man in del' Hauptprobe die Menge des Cholesterins 
vermehrt gegeniiber del' del' Kontrollprobe, so ist in dem unter­
suchten Organ ein Cholesterinester spaltendes Ferment ent­
halten. 

1m AnschluB hieran sei ein erst VOl' kurzem in verschiedenen 
Organen aufgefundenes Ferment besprochen, das aller Wahr­
scheinlichkeit nach in naher Beziehung zur Lezithinase steht, die 

7. Glyzerophosphotase. 
Sie hat die Fahigkeit, sowohl die synthetisch dargestellte 

inaktive Glyzerinphosphorsaure, wie die im Lezithin enthaltene, 
optisch aktive in ihre beiden Komponenten Glyzerin und Phos­
phorsaure zu spalten. 

Vorkommen. Das Ferment ist von GroBer und Hus­
leI' 1) in groBen Mengen angetroffen worden in del' Niere und del' 
Darmschleimhaut, dementsprechend auch in den Fazes, in ge­
ringer Quantitat in del' Lunge. In del' Leber und Milz findet es 
sich nul' spurenweise, in Pankreas, Muskel und Blut iiberhaupt 
llicht. Nach Neuberg 2) findet sie sich auch in del' Hefe. 

Nachweis. 
Als Versuchslasung empfehlen GroBer und Husler kauf­

liche I %ige wasserige Lasung von Natriumglyzerophosphat 
(Me rck), die optisch inaktiv und meist frei von organischen Phos­
phaten ist. Letztere Eigenschaft muB VOl' jeder Versuchsreihe 
besonders gepriift werden, da man mitunter auf Lasungen staBt, 
die mit Magnesiamischung leichte Triibung geben. 

Aus den zu untersuchendell Organen stellt man entweder 
ein Organpulver odeI' ein Extrakt in del' iiblichen Weise her (s. 
S. 115 "Pankreas" und S. 120 "Organe"). 

1) P. GroBer und J. Husler, tiber das Vorkommen einer Glyzero. 
phosphotase in tierischen Organen. Biochel)'!.. Zeitschr. 39, 1. 1912. 

2) C, N e u b erg und L. K arc zag, Uber zuckerfreie Hefegarung, 
V. Mitteilung. Biochem. Zeitschr. 36, 60. 1911. 
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Der Versuch wird dann so ausgefiihrt, daB man zu 20 bis 
40 ccm Natriumglyzerophosphat 5 g Organpulver oder 5-10 cern 
Organextrakt hinzufiigt und das Gemisch unter Toluol 24 Stunden 
im Brutschrank halt. Nach Ablauf der Frist wird mit Kaolin 
unter Zusatz von 2-3 Tropfen konzentrierter Essigsaure und 
etwas Kochsalz enteiweiBt und das Filtrat auf freie Phosphor­
saure durch salpetersaures Molybdan oder ammoniakalische 
Magnesiamischung gepriift. Fallt diese Priifung positiv aus, so 
wird yom gebildeten Phosphorsaure-Ammoniak-Magnesia-Nieder­
schlag abfiltriert, das Filtrat nach Neumann verascht und wieder 
auf Phosphorsaure gepriift. Bildet sich jetzt kein Niederschlag, 
so ist die Glyzerinphosphorsaure quantitativ gespalten, da eben 
keine gebundene Phosphorsaure mehr in dem zur Veraschung 
gelangten Filtrat vorhanden ist. 1st jedoch Phosphorsaure nach­
gewiesen, so wird diese quantitativ bestimmt, und zwar so, daB 
in einem aliquoten Teile des Kaolinfiltrates die anorganische 
Phosphorsaure als pyrophosphorsaure Magnesia bestimmt und 
aus der Differenz zwischen der in der Stammlosung an Glyzerin 
gebundenen und der nach der Spaltung gefundenen Menge die 
abgespaltene Menge P 20S berechnet wird. 

Bei allen Versuchen setzt man zweckmaBig zwei Kontrollen 
an, und zwar einmal mit gekochtem Organpulver bzw. Extrakt + 
Glyzerophosphatlosung und zweitens mit Organpulver resp. Ex­
trakt+Kochsalzlosung statt der Glyzerophosphatlosung. Bei dieser 
letzteren Kontrolle zeigt sich manchmal eine geringe Triibung 
nach Zusatz von Magnesiamischung, ein Zeichen, daB aus dem 
Organpulver selbst durch autolytische Fermente eine ganz geringe 
Menge Phosphorsaure frei wird. Bei der Kochkontrolle ist es 
notwendig, Pulver oder Extrakt vor der Mischung mit der Gly­
zerophosphatlosung zu kochen, da sonst bei den wirksamen 
Organen schon vor dem Kochen P20 S abgespalten werden kann. 



C. Eiweif3spaltende Fermente. 
1. Pepsin. 

Eigenschaften. Pepsin ist befahigt, EiweiB bei saurer 
Reaktion bis zu Albumosen und Peptonen abzubauen. Sein 
Wirkungsoptimum liegt bei 380_400, iiber 50° nimmt die Wirksam­
keit schnell ab und bei 65° wird es vollkommen zerstort. Es ist 
am wirksamsten bei Gegenwart von Salzsaure, erheblich weniger 
wirksam bei Gegenwart anderer Sauren; gegeniiber Alkalien und 
im Darminhalt ist es auBerordentlich empfindlich. 

Vorkommen. Es findet sich im Magensaft und in der 
Magenwand samtlicher Wirbeltiere, ferner auch im Drin und im 
DarminhaIt. Pepsinahnliche Fermente kommen auch bei Pflanzen 
vor (Drosera, Pinguicula, Nepenthes etc.). 

Nachweis. 
a) qualitativ. 

Er geschieht am besten mit Hilfe einer Fibrinflocke oder 
eines EiweiBwiirfels von geronnenem HiihnereiweiB. 

SoIl man beispielsweise feststellen, ob in einer Losung Pepsin 
vorhanden ist, so kann man das auf zweierlei Weise versuchen: 

1. Falls die zu untersuchende Losung neutral oder gar alka­
lisch reagiert, sauert man sie so weit mit 1/1 normal-Salzsaure 
an, daB sie ca. 0,1 % HOI enthalt, d. h. zu 9 ccm neutraler 
Losung fiigt man 0,3 ccm 1/1 nHOI hinzu. Alsdann bringt man 
in die angesauerte Losung eine kleine Fibrinflocke oder einen 
kleinen EiweiBwiirfel und beobachtet, ob bei Brutschrankwarme 
das EiweiB verdaut wird (Kontrolle mit Fibrin und reiner Salz­
saure von 0,1 % allein !). 1st Pepsin vorhanden, so quellt das 
EiweiB schon nach kurzer Zeit und ist nach Verlauf von wenigen 
Stunden vollkommen verdaut. Hat sich dagegen noch nach 
12 Stunden an dem EiweiB nichts verandert, so kann man mit 
Bestimmtheit annehmen, daB in der Losung kein Pepsin ent­
haIten ist. 

2. In die zu untersuchende Losung bringt man, ohne vor­
her anzusauern - falls die Losung schon an sich sauer reagiert, 
ist sie vorher genau zu neutralisieren - ein paar Fibrinflocken 
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oder einen EiweiBwiirfel und laBt sie darin etwa eine halbe 
Stunde liegen. Wahrend dieser Zeit schlagt sich das etwa vor­
handene Pepsin auf das EiweiB nieder. Hiernach wird das Fibrin 
resp. der EiweiBwiirfel aus der Losung herausgenommen, mit etwas 
destilliertem Wasser abgespiilt, nun in ein Reagenzglas gebracht, 
in dem sich ca. 5 ccm einer 0,1 %igen Salzsaure befinden, und 
in den Brutschrank oder in ein Wasserbad von 380 C gestellt. 
War Pepsin zugegen, so muB schon nach kurzer Zeit das EiweiB 
teilweise oder ganz verdaut sein. 

Genau so verfahrt man mit Organteilen oder anderen Sub­
stanzen, bei denen man die An- resp. Abwesenheit von Pepsin fest­
stellen solI. Man stellt zunachst ein wasseriges Extrakt aus ihnen 
her, indem man sie in der Reibeschale mit Quarzsand oder Glas­
splittern griindlichst verreibt und mit Wasser resp. 0,2 %iger 
Salzsaure extrahiert und behandelt dann das saure Extrakt 
nach 1, das neutrale nach 2. 

Besonders schon arbeitet es sich in all diesen Fallen mit dem 
von Griitzner angegebenen Karminfibrin. Denn schon die ge­
ringste Verdauung der gefarbten Fibrinflocke dokumentiert sich 
durch das Rotwerden der Verdauungsfliissigkeit, und man hat 
so einen MaBstab fUr den Beginn und das standige Fortschreiten 
des Verdauungsprozesses. tJ'ber die Herstellung und Verwendung 
des Karminfibrin s. nachste Seite. 

Statt des Fibrins oder des geronnenen HiihnereiweiBes emp­
fiehlt neuerdings Abderhalden 1) Elastin anzuwenden, das er 
sich aus dem Ligamentum nuchae des Pferdes in bestimmter 
Weise herstellt. Dasselbe wird auf einige Zeit in die auf Pepsin 
zu untersuchende Losung gebracht, dann herausgenommen, ge­
waschen und in 1/10 Normal-Salzsaure iibertragen. Hat sich 
Pepsin auf das Elastin niedergeschlagen, so lOst es in der salz­
sauren Losung teilweise das Elastin auf, und es treten biuret­
gebende Substanzen in der Fliissigkeit auf. Der Nachweis der­
selben kann sowohl mit der Biuretprobe wie mit Hilfe des 
Polarisationsapparates (Linksdrehung) geschehen. 

tJ'ber Reaktivierung von Pepsin s. S. 154. 

b) qnantitativ. 

Fiir den quantitativen Nachweis des Pepsins existieren 
eine groBe Reihe von Methoden, von denen hier nur die wichtigsten 
mitgeteilt seien. 

1) E. Abderhalden und F. W. Strauch, Weitere Studien iiber die 
Wirkung der Fermente des Magensaftes II. Zeitschr. f. phys. Chemie. 'i'l, 
320. 1911. 
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1. Kolorimetrische Methode von Griitzner 1). 

Die Methode erfordert zunachst die Herstellung von 
Karminfibrin, die am besten folgendermaBen gelingt: 

Eine groBere Menge geschlagenen Fibrins wird in der Fleisch­
hackmaschine fein zerkleinert, dann sorgfiiltig ausgewaschen und 
in Glyzerin aufbewahrt. Fiir eine groBere Versuchsreihe wird 
sodann eine entsprechende Menge von diesem Fibrin in einer 
%-Y2 %igen ammoniakalischen Karminlosung, die moglichst 
wenig iiberschiissiges Ammoniak enthalten soll, ad maximum 
gefarbt, bis es ganz dunkelrot aussieht. Nach abermaligem gutem 
Waschen in gewohnlichem, dann mit etwas Essigsaure angesauertem 
Wasser wird das gefarbte Fibrin in Glyzerin aufbewahrt. 

Bei den Versuchen wird nun dieses Karminfibrin durch sorg­
faltiges Auswaschen vom Glyzerin befreit, sodann mit der etwa 
5-6fachen Menge Salzsaure von 0,1 % iibergossen und noch­
mals wahrend des Quellens mit der Schere gut zerkleinert. Da­
durch erhalt man nach einiger Zeit eine schon karmoisinrot ge­
farbte, durchscheinende (geleeartige), durchaus gleichformige 
Masse, die aus kleinen, ziemlich gleichmaBigen Flockchen bunten 
Fibrins besteht. Von dieser Masse nimmt man nun gleich groBe 
Haufchen, die man am einfachsten nach dem AugenmaB auf 
einer Glasplatte zurechtrichtet. Wenn man ganz sorgfaltig zu 
Werke gehen will, so kann man sie auch abwagen; sie sollen 
hochstens 1 g Gewicht haben. 

Diese Haufchen bringt man in Reagenzglaser von gleicher 
Weite, in denen sich je 15 ccm 0,1 %iger SalzsaurelOsung be­
finden, und iiberzeugt sich dann nochmals, daB in den Glaschen 
die zu Boden gesunkenen Fibrinmengen gleich hoch stehen. Sollte 
dies nicht der Fall sein, so bringt man durch Hinzufiigen von 
ein paar Flockchen aIle Fibrinmengen auf gleiche Hohe. Dann 
erst werden die PepsinlOsungen hinzugefiigt. Unter der Ein­
wirkung des Pepsins lost sich dann das Karminfibrin auf. Das 
freiwerdende Karmin farbt die Fliissigkeit rot, und aus dem Grad 
der Farbung laBt sich dann leicht ein SchluB ziehen auf den Gang 
und Stand der Verdauung in den verschiedenen Glasern. 

Urn sich die Schatzung des Farbungsgrades der untersuchten 
Fliissigkeiten zu erleichtern und ein fiir allemal zu sichern, emp­
£iehlt es sich, eine Stammfarbenskala anzu£ertigen aus l oJooigem 
Karminglyzerin. 

1) P. Griitzner, Uber eine neue Methode, Pepsinmengen kolorime­
t,risch zu bestimmen. Pfliigers Arch. 8, 452. 1874. - Derselbe, Neue 
Untersuchungen liber die Bildung des Pepsins. Habilitationsschr. Brcslau 
1875. 
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In Reagenzglasern von der namlichen Weite wie diejenigen, 
in denen die Versuche vorgenommen werden, wird eine Skala 
hergestellt in der Art, daB im ersten Glas 0,1 ccm 1 %oiges 
Karminglyzerin und 19,9 cem Wasser sich befinden, im zweiten 
0,2 ccm Karminglyzerin und 19,8 ccm Wasser und so jedes fol­
gende Glas 0,1 ccm Karminglyzerin mehr und 0,1 ccm Wasser 
weniger. 10 derartige Glaser geniigen. Somit enthalt das letzte 
Glas 1,0 ccm Karminglyzerin und 19,0 ccm Wasser. Diese Farben­
skala wird auf einem Reagenzglasgestell aufgestellt und dessen 
Riickseite mit weiBem Seidenpapier iiberspannt. Hat nun bei 
einem Versuch eine Pepsinlosung den Farbenton Nr. 1 der Skala 
hervorgebracht, eine zweite den Farbenton Nr. 4, so hat die letztere 
4 mal soviel Karminfibrin aufgelost, wie die erstere, da ja das 
vierte Farbenglied 0,4 ccm Karminglyzerin enthalt und das erste 
Farbenglied nur 0,1 ccm. 

Neuerdings beschreibt Griitzner einen einfaehen Keil­
Kolorimeter1), mit dessen Hilfe man die verschiedenen Farben der 
Verdauungsglaschen sicher und bestimmt angeben kann. 

Besonders hervorgehoben sei noch, daB mit der Griitzner­
schen Methode nur bei Stubentemperatur gearbeitet 
werden darf. Denn in der Warme zieht die Saure den Farb­
stoff aus dem Fibrin ziemlich schnell aus und verandert ihn. 
Die LOsung wird dann rotlichgelb, was bei Stubentemperatur erst 
nach mehreren Stunden eintritt. 

2. Methode von Hammerschlag 2). 

Prinzip. Eine Losung von nativem EiweiB ist mittelst 
EBbachschem Reagens fallbar, wahrend die peptischen Ver­
dauungsprodukte durch das Reagens nicht niedergeschlagen 
werden. 

Erforderliche Losungen: 
1. Ausgeheberter Mageninhalt, 
2. EiereiweiBlosung, die 3--4 0/00 Salzsaure enthalt, 

Man stellt sie in der Weise her, daB man 3--4 g kaufliches 
Ovalbuminum siccum in einer Reibeschale mit etwas lauwarmem 
Wasser verreibt, das Gemisch mit destilliertem Wasser auf 
150-180 ccm auffiillt und durch ein Faltenfilter filtriert. Zu 

1) Der Kolorimeter ist erhiiltlich bei dem Universitatsmechaniker 
E. Albrecht in Tiibingen. 

2) A. Hammerschlag, Neue Methode zur quantitativen Pepsin­
bestimmung. Internat. klin. Rundschau 1894. Nr. 39. 1393. 



1. Pepsin. 139 

dem Filtrat setzt man unter Umriihren so viel offizinelle Salz­
saure zu, daB 10 ccm des Filtrates bei Anwendung von Dime­
thylamidoazobenzol als Indikator zur Neutralisation 10 ccm 1/10 

normal-Natronlauge gebrauchen. Die EiweiBlosung hat dann den 
geforderten Gehalt von 3-40/00 freie Salzsaure. 

3. EBbachsches Reagens (Acid. citric. 5,0, Acid. picronitr. 
2,5, Aq. dest. 245,0). 

Ausfiihrung: 
Zwei Kolbchen werden mit je lO ccm EiweiBlosung, das 

eine mit 5 ccm Mageninhaltfiltrat das andere mit 5 ccm Wasser 
versetzt und beide auf eine Stunde in den Brutschrank gestellt. 
Nach Ablauf der Frist wird in beiden Portionen der EiweiBgehalt 
mit Hilfe des EBbachschen Albuminimeters gesondert bestimmt. 
Aus der Differenz der EiweiBniederschlage kann man ungefahr 
auf die Menge des vorhandenen Pepsins schlieBen. 

Da die EiweiBbestimmung nach EB bach sehr ungenau ist, 
empfehlen Bettmann und Schroederl ) die Fallung mit lO %iger 
Trichloressigsaure vorzunehmen, den Niederschlag in graduierten 
Rohrchen abzuzentrifugieren und aus der Hohe des EiweiB­
zylinders die wirksame Pepsinmenge zu berechnen. Aber auch so 
diirfte die Methode keinen Anspruch auf groBe Genauigkeit machen. 

2. Methode von Mett 2). 

Prinzi p. Kleine Glasrohrchen, die mit geronnenem EiweiB 
geflillt sind, werden mit der zu untersuchenden Fliissigkeit auf 
bestimmte Zeit im Brutschrank gehalten. Dabei wird die EiweiB­
saule von beiden Enden her verdaut und erfahrt so eine Verkiir­
zung, die urn so groBer ausfallt, je mehr Pepsin sich in der Losung 
befand. Aus der verdauten Strecke des EiweiBzylinders kann 
man die Fermentquantitat in bestimmter Weise berechnen. 

Herstellung der Mettschen Rohrchen. Das EiweiB 
von frischen Eiern wird griindlichst geschlagen und durch ein 
grobes Filter filtriert; auf diese Weise bekommt man, was sehr 
wichtig ist, eine vollkommen homogene EiereiweiBlosung, die 
vollig frei von Luftblasen ist. Mit dieser flillt man ein weites 
Reagenzglas bis fast an den Rand und versenkt darin eine Reihe 
von diinnwandigen Glasrohrchen, deren Durchmesser 1-1,5 mm 

1) Bettmann und Schroeder, Dber die Bestimmung der proteo­
lytischen Kraft des Magensaftes. Arch. f. Verdauungskrankh. 10, 599. 
1904. 

2) Mett, Beitrage zur Physiologie der Absonderungen. Arch. f. Anat. 
u. Physiol. 1894, 68. 
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betragt, und deren Lange nicht die des Reagenzglases wesentlich 
iiberschreitet. Nun hat man sich davon bei jedem einzelnen 
Rohrchen zu tiberzeugen, daB das in sie eingedrungene EiweiB 
keine Luftblasen enthiilt. Etwa vorhandene Luftblaschen kann 
man mit Hilfe eines feinen Metalldrahtes oder eines Pferdehaares 
leicht entfernen. - Hierauf wird das Reagenzglas in ein hohes 
Becherglas gestellt, in dem auf 900 C erhitztes Wasser sich be­
findet, und darin genau 10 Minuten belassen. Wahrend dieser 
Zeit gerinnt das in den Glasrohrchen befindliche EiweiB. Nach 
beendetem Erhitzen zertriimmert man vorsichtig das Reagenzglas 
und schalt die einzelnen Glasrohrchen heraus, die dann zum Ver­
such sofort verwandt werden konnen. Will man sie fiir langere 
Zeit gebrauchsfahig aufbewahren, so empfiehlt es sich, die Enden 
der Glasrohrchen mit Siegellack oder Wachs oder Paraffin zu ver­
schlieBen. Fiir den Gebrauch sind indes nur die Partien der Ei­
weiBrohrchen geeignet, die vollkommen frei von Luftblasen sind. 

Weiteres tiber die Herstellung von sogenannten Standard­
EiweiBrohrchen s. S. 142. 

Ausfiihrung. Man schneidet mittelst eines Glasmessers 
ein EiweiBrohrchen in Stiickchen von ca. 2 cm Lange und bringt 
sie in den zu untersuchenden Magensaft. Am besten verwendet 
man dazu kleine Flaschen mit flachem Boden und weitem Hals. 
In diese fiillt man den Magensaft resp. den filtrierten Magen­
inhalt (ca. 5 ccm) und hangt nun, an einem Faden befestigt, die 
EiweiBrohrchen so hinein, daB sie in der Mitte der Fliissigkeit 
horizontal hangen. Es geniigt auch, die Rohrchen auf den Boden 
zu legen. Die Flasche wird dann gut verschlossen, um Ver­
dunstung zu vermeiden. Bevor man sie in den Thermostaten 
hineinstellt, miissen eventuelle Luftblasen an den Enden der 
Rohrchen durch kraftiges Schiitteln entfernt werden; dagegen 
darf man wahrend der Verdauung die Flaschen nicht schiitteln. 
Die Temperatur des Brutschrankes muB eine ganz konstante 
sein, da die Methode fiir Temperaturschwankungen sehr empfind­
lich ist. Es empfiehlt sich, stets bei 370 C zu arbeiten. Die Flasch­
chen bleiben 24 Stunden in dem Brutschrank. Nach Ablauf der 
Frist stellt man mittelst Ablesens durch eine Lupe und mit Hilfe 
eines MillimetermaBstabes, der in halbe Millimeter geteilt ist, 
genau fest, wieviel Millimeter der EiweiBsaule yom Rande her 
verdaut worden sind. Man tut gut, mindestens 2 Portionen mit 
je 2 Glasrohrchen anzusetzen und aus dem Mittel der 4 Rohrchen 
die Fermentmenge zu berechnen. Der Ablesungsfehler ist fUr 
Langen kleiner als 10,0 mm durchschnittlich 0,2-0,3 mm, selten 
iiber 0,5 mm. Fiir groBere Rohrlangen kann der Fehler etwas 
groBer sein. Die Genauigkeit ist fUr kaufliches Pepsin (gewohn-
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lich Schweinepepsin) groBer als fUr menschliches Pepsin, da die 
Grenze im ersteren FaIle sehr scharf, im letzteren dagegen immer 
etwas verschwommen erscheint. 

Berechnung. Die Bestimmung der verdauten EiweiBsaule 
bei jedem Rohrchen geschieht in der Weise, daB man die an beiden 
Enden verdauten Strecken addiert. Hat nun die Ablesung bei­
spiels weise ergeben 

f" P t' I{Rohrchen a = 
ur or Ion Rohrchen b = 

f" P t' II {Rohrchen a = 
ur or IOn Rohrchen b = 

3,8 mm 
3,5 mm 
3,6 mm 
4,0 mm 

also im ganzen = 14,9 mm, 

so ergibt sich als Mittel 1!,9 = 3,96 mm. Da nun nach der Schii tz­

Borissowschen Regel sich die Fermente verhalten wie die 
Quadrate der verdauten EiweiBsiiulen, so ergibt sich fiir den 
vorliegenden Fall 

P = 3,962 = 15,68, 
worin P die Pepsinkonzentration fUr 1 ccm Magensaft resp. -inhalt 
bedeutet. 

Modifikation nach Nirenstein und Schif£1). 

Nirenstein und Schi££hatten festgestellt, daB dieMette­
sche Methode fiir menschliche Magensafte wegen ihres Gehaltes 
an hemmenden Substanzen in der bisher iiblichen Art unbrauch­
bar ist, und fanden, daB, wenn man den Magensaft entsprechend 
verdiinnt, das Verfahren wieder gute Werte liefert. Ais zweck­
maBigste Verdiinnung stellte sich die 16 fache heraus, weil bei 
dies em Grad der Verdiinnung die hemmenden Substanzen in so 
schwacher Konzentration sich finden, daB eine hemmende Wirkung 
von ihnen nicht mehr befUrchtet zu werden braucht. Diese Ver­
diinnung hat sich auch in der Folge bewahrt und wird bei der 
Untersuchung von ausgehebertem Mageninhalt meist verwandt. 

Ausfiihrung. Man stellt sich die 16fache Verdiinnung des 
zu untersuchenden Mageninhaltes in der Weise her, daB man 
1 ccm des Filtrates verdiinnt mit 15 ccm einer 1/28 normal-Salz­
saure (= 0,18% HOI). In diese Verdiinnung bringt man, wie 

1) E. Nirenstein und W. Schiff, tiber die Pepsinbestimmung nach 
M ettc und die Notwendigkeit ihrer Modifikation fur klinische Zwecke. 
Arch. f. Verdauungskrankheiten. 8, 559. 1902 u. Berlin. klin. Wochenschr. 
1903; S. 268. 
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oben angegeben, EiweiBrohrchen und stellt nach 24 Stunden die 
Lange der verdauten EiweiBsaulen in der oben beschriebenen 
Weise fest. 

Berechnung. Sie gestaltet sich genau wie oben mitge­
teilt, doch ist die gefundene Zahl entsprechend der Verdiinnung 
zu multiplizieren mit 16. 

Zum Beispiel: Hat die Ablesung mit der Lupe von 4 EiweiB­
rohrchen den Durchschnittswert 2,1 mm ergeben, so betragt die 
Fermentmenge fUr die 16fache Verdiinnung = 2,12 = 4,41, fUr 
den nativen Saft = 4,41 X 16 = 70,56 Pepsineinheiten. 

Bemerkt sei noch, daB Nirenstein und Schiff als MaB 
fUr die Pepsinmenge nur die an einer Seite des EiweiBrohrchens 
verdaute EiweiBmenge in Rechnung setzen, wahrend P a v low, 
Sam 0 j 10 f fund die andern russischen Autoren die Summe der 
auf beiden Seiten des Rohrchens verdauten EiweiBsaule als Ver­
dauungswert bezeichnen. 

Herstellung von Standard-EiweiBrohrchen. 
Die Mettsche Methode ist in letzter Zeit stark in MiBkredit 

geraten, und zwar hauptsachlich wegen der schwankenden Re­
sultate, die sie liefert. Denn es kommt fast regelmaBig vor, 
daB ein und dieselbe Pepsinlosung verschiedene Langen der Ei­
weiBsaule verdaut, von Rohrchen, die unter genau den gleichen 
Herstellungsbedingungen, aber zu verschiedenen Zeiten bereitet 
wurden. Die Ursache hierfiir liegt in der Verschiedenartigkeit 
des EiweiBes der einzelnen Eier. Man hat sich friiher deshalb so 
zu helfen gesucht, daB man das EiweiB mehrerer Eier zusammen­
riihrte, durch Gaze filtrierte und dieses vollstandig gleichartige 
Filtrat zum FUllen der Rohren verwandte. War aber diese Serie 
von Rohren verbraucht, so gelang es in der Regel nicht, neue 
Rohrchen von derselben Verdaulichkeit herzustellen. Das Ver­
fahren von J ohanne Chr istiansen 1) hilft nun diesem vielfach 
unangenehm empfundenen Mangel abo Die Vorschrift fUr das­
selbe lautet folgendermaBen: 

EiweiB von mehreren Eiern wird zusammengeriihrt, geschlagen 
und durch Gaze oder Leinwand filtriert und in diinnwandige 
Glasrohrchen von 0,9-1,5 mm Weite aufgesogen. Nun wird 
ein groBer Fischkessel mit doppeltem Boden mit ca. 10 I Wasser 
gefiillt, mit einem Deckel verschlossen und bis zum Kochen er-

1) Christiansen, Einige Bemerkungen iiber die Mettsche Methode 
nebst Versuchen iiber das Aziditiitsoptimum der Pepsinwirkung. Biochem. 
Zeitschr. 46, 257. 1912. 
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hitzt. Hat das Kochen begonnen, so wird der Kessel vom Feuer 
genommen, der Deckel entfernt und das Wasser gut umgeriihrt. 
Der spontane TemperaturabfaIl wird jetzt mittelst eines in 
Zehntelgrade geteilten Thermometers verfolgt; ist die Tempe­
ratur bis auf 85° gesunken, so werden die mit EiweiB gefiiIlten 
Kapillarrohren auf einmal hineingelegt und bleiben in dem Bade 
liegen bis das Wasser abgekiihlt ist. VerschlieBung der einzelnen 
Rohren vor dem Hineinlegen ist ganz iiberfliissig, weil die Koagu­
lation augenblicklich eintritt. - Die so hergesteIlten EiweiBrohren 
sind weichgekocht und daher bedeutend verdauungsfahiger als 
die gewohnlich hergesteIlten hartgekochten Rohren; auBerdem 
sind sie im Gegensatz zu diesen gewohnlich schon koaguliert 
und ganz frei von Lochern im EiweiB. 

Hat man nun die Aufgabe, eine neue Serie von Rohrchen 
von der gleichen Verdaulichkeit wie die erste zu bereiten, so riihrt 
man wieder EiweiB von mehreren Eiern zusammen, schlagt und 
filtriert es und saugt etwas von diesem in 11 Rohren ein, deren 
jede ca. 40 cm miBt. Der Rest des EiweiBes wird bis zum nachsten 
Tage im Eisschrank aufbewahrt. Nun wird der Fischkessel wieder 
mit ca. lO I Wasser gefiillt, bis zum Kochen erwarmt, umgeriihrt 
und zur spontanen Abkiihlung stehen gelassen. Wenn das Wasser 
die Temperatur von 90° erreicht hat, wird das erste Rohr einge­
taucht, bei 89° das zweite, bei 88° das dritte und so weiter fort, 
bis aIle 11 Rohren auf dem Boden des Wasserbades in bestimmter 
Ordnung hingelegt worden sind, so daB eine Verwechselung aus­
geschlossen ist. Nach der Abkiihlung werden aIle Rohrchen in der­
selben Reihenfolge herausgenommen; von jedem werden 3 Stiick­
chen (ca. 2 cm lang) abgeschnitten und in je 11 Flaschchen, auf 
denen die betreffenden Temperaturen von 90, 89 uSW. bis 80° ver­
merkt sind, gebracht. Alle 12 Flaschen sind vorher mit ca. lO ccm 
einer pepsin- und saIzsaurehaltigen Losung (Magensaft oder 
kiinstliches Pepsin) versehen und werden nun zur Verdauung in 
den Thermostaten gesteIlt. - Nach Verlauf von 24 Stunden wird 
abgelesen, wie viele Millimeter von einem jeden Rohrchen ver­
daut sind, die Durchschnittszahl der drei Ablesungen von je einer 
Flasche bestimmt und das Resultat, das dem Werte des Standard­
rohrchens am nachsten ist, notiert. Entspricht dieses Z. B. dem 
Rohrchen, das bei 88° eingetaucht wurde, dann werden weitere 
25-30 Rohrchen mit dem EiweiB von dem vorhergehenden Tage 
gefiillt und ins Wasserbad von 88° gelegt. Eine erneute KontroIle 
zeigt dann, ob die Standardierung gelungen ist oder nicht. Man 
kann Z. B. leicht einen Temperaturfehler von Y20 begehen, und 
zwar besonders deswegen, weil durch das Eintauchen einer groBeren 
Zahl von Rohrchen die Temperatur des Wasserbades etwas herab-
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gesetzt wird; es empfiehlt sich daher, die Rohren bei einer 
um ca. %° hOheren Temperatur als der beabsichtigten in das 
Wasser zu legen. 

An einem Beispiel solI der Vorgang illustriert werden: 
Rohren, dargestellt bei 86 85 84 83 82 81 80 79 78 0 C 
verdaute Strecke 9,5 9,9 10,2 10,4 10,5 10,9 10,8 10,9 12,5 mm 

Von der Rohre der ersten Serie (Standardrohre) wurden 
10,3 mm verdaut. Die diesem Werte am nachsten liegenden 
Zahlen finden sich bei den Rohren, welche bei 83 und 84° her­
gestellt sind. Die neuen Rohren miissen daher bei 84° in das 
Wasserbad gelegt werden. Die Standardierung neuer Rohren ist 
als gelungen zu betrachten, wenn der Unterschied zwischen der 
Verdauung dieser und der Standardrohre 0,3 mm nicht iiber­
schreitet. 

Es hat sich als praktisch erwiesen, 85° als Ausgangspunkt 
der Rerstellung zu verwenden. Als Verdauungslosung empfiehlt 
Christiansen 0,3 % Armours Pepsin in 1/10 nRCI, das ca. 10 bis 
15 mm in 24 Stunden verdaut. Es steht natiirlich nichts im 
Wege, sich aus irgendeinem anderen kauflichen Pepsinpraparat 
eine VerdauungslOsung von entsprechender Starke herzustellen. 

3. Methode von Volhard 1). 

Prinzip. Kasein in saurer Losung bindet eine ganz be­
stimmte Menge Salzsaure. Wird nun Kasein verdaut, so wird 
die an das verdaute Kasein gebunden gewesene Salzsaure frei. 
Der Anteil der ungebundenen Salzsaure ist demnach um so groBer, 
je mehr Kasein verdaut ist. Dieser Zuwachs an frei gewordener 
Salzsaure gegeniiber der Ausgangslosung kann titrimetrisch fest­
gestellt werden und bietet so einen MaBstab fiir die GroBe der 
Fermentmenge. 

Erforderliche Losungen: 
1. Kaseinlosung. 100 g feinkorniges oder gemahlenes 

Kasein werden in einem 2%-3 Liter-Kolben mit 1 Liter destil­
liertem Wasser unter Schiitteln aufgeweicht. Sodann gibt man 
80 ccm 1/1 normal-Natronlauge zu und erganzt das gesamte Vo­
lumen mit destilliertem Wasser .(920 ccm) auf 2 Liter. Danach 
erwarmt man langsam bis zu vollkommener Losung und erhitzt 

1) Volhard, Uber das .Alkalibindungsvermogen und die Titration 
qes Magensaftes. Miinch. med. Wochenschr. 1903, Nr. 49. - Lohlein, 
Uber die Volhardsche Methode der quantitativen Pepsin- und Trypsin­
bestimmung. durch Titration. Hofmeisters Beitr. 7, 120. 1906. 
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dann rasch auf 85-900 C. Nach dem Abkiihlen setzt man etwas 
Toluol (1-2 ccm) zu und verkorkt den Kolben gut. Die Losung 
halt sich in dieser Weise unbegrenzt lange. 

2. 1/1 normal-Salzsaure. 
3. 20 %ige Natriumsulfatlosung. 
4. 1/10 normal-Natronlauge. 
5. 1 % ige Phenolphthaleinlosung. 
AuBerdem eine langhalsige Flasche, welche mit zwei Marken 

von 300 und 400 ccm versehen ist; erhaltlich bei Wallach Nachf. 
in Cassel. 

Ausfiihrung. Man miBt aus einer Biirette genau 11 ccm 
1/1 nHCI in die V 0 I h a r d sche Flasche, fiillt mit Aq. dest. 
auf etwa 1~0 ccm auf und gibt dann unter Schiitteln 100 ccm 
der Kaseinlosung zu, wobei keine Kaseinausscheidung bleiben 
darf. Dann wird eine beliebige, aber genau zu bestimmende 
Menge des zu untersuchenden Magensaftes resp. Mageninhaltes 
mit einer Pipette zugefiigt, am besten nachdem die Mischung 
vorher schon im Wasserbad auf 400 C erwarmt wurde, und mit 
auf ca. 400 C erwarmtem destilliertem Wasser bis zur Marke 300 
aufgefiillt. Nun wird das Gemisch beliebige, aber genau zu 
bestimmende Zeit hindurch - z. B. eine Stunde lang - der 
Digestion im Wasserbad von 400 C ausgesetzt. 

Nach Ablauf der Frist wird die Verdauung unterbrochen, 
indem man 100 ccm Natriumsulfatlosung (Nr. 3) bis zur Marke 
400 zusetzt. Dabei £alIt das unverdaut gebliebene Kasein in 
Flocken aus, wahrend die unter dem Einflusse des Pepsins ent­
standenen Peptone in Losung bleiben. Danach wird filtriert 
und in 100 oder 200 ccm Filtrat durch Titration mit 1/10 nNaOH 
gegen Phenolphthalein als Indikator die Aziditat bestimmt. 

Berechnung. Von der Gesamtaziditat des Filtrates ist zu 
subtrahieren 1. die ein fiir allemal bestimmte, auf ihre Konstanz 
von Zeit zu Zeit zu priifende Aziditij,t der StammlOsung, 2. der 
Saurewert des zugesetzten Magensaftes. Die Differenz ist der 
Saurezuwachs des Filtrates, der auf die Bildung salzsaurer Pep­
tone zuriickzufiihren ist. 

Durch den Versuch erhalt man in dem Quotienten aus dem 
Aziditatszuwachs (v), dividiert durch das Produkt t. f (Ver­
dauungszeit und Anzahl der angewandten ccm Saft) , den 
Verdauungswert, den 1 ccm Saft in 1 Stunde liefem wiirde. 
Dieser Wert ist mit 2 oder 4 zu multiplizieren, je nachdem 
200 oder 100 ccm Filtrat zur Titration verwandt wurden. Da 
der so erhaltene Wert der Aziditatszunahme fiir das Filtrat 

Wohlgemuth, Fermentmethoden. 10 
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des gesamten Verdauungsgemisches (400 ccm) dem Schiitz­
Borrissowschen Fermentgesetz unterliegt, so muG man ihn, 
wenn man die Konzentration des Saftes an Pepsineinheiten aus­
driicken will, ins Quadrat erheben. Fiir die Pepsineinheit x gilt 

. d· F I (f. t ) 2 somIt Ie orme x = ----y2 . 

Beispiel. Die Aziditat von 200 ccm der Stammlosung 
nach Fallung und Filtration sei = 18,0, folglich in 400 ccm = 36,0 
l/lOn NaOH. Die Aziditat des Saftes sei= 20 ccm l/lOnNaOH 
fiir 100 ccm Saft. In dem Versuch wurde bei Digestion von 
100 ccm Kaseinlosung auf 300 mit 3 ccm Saft in 3 Stunden nach 
AuffUllung mit Na2S04 auf 400 und Filtration in 200 ccm Filtrat 
eine Aziditat von 32,7, somit in 400 = 65,4 l/lO nNaOH 
ermittelt. Davon sind abzuziehen fUr die . 

Stammlosung = 36,0 1/10 nNaOH 
fiir 3,0 ccm Magensaft = 0,6 l/lOnNaOH 

somit v = 28,8 1/10 nNaOH 

Foiglich ergibt sich fUr x = (~8.':) 2 = 10,24 Pepsineinheiten. 

Als Pepsineinheit bezeichnet Volhard diejenige Ferment­
menge, welche das Filtrat der ganzen angewandten Kaseinmenge 
um 1 ccm 1/10 normal-HCI saurer machen wiirde. 

4. Me thode von J aco by 1). 

Prinzip. Eine Reihe von ReagenzgHisern wird mit ab­
steigenden Mengen Ferment beschickt, zu jeder Portion ein be­
stimmtes Quantum einer triiben EiweiBlosung zugefUgt und nun 
die Glaschen in den Thermostaten gestellt. Dabei hellen sich 
die Glaschen, sofern die in ihnen vorhandene Fermentmenge 
imstande ist, die EiweiBflocken zu verdauen, auf, und man kann 
aus dem kleinsten Fermentquantum, das noch befahigt ist, eine 
Aufhellung zu bewirken, die Pepsinstarke berechnen. 

Erforderliche Losungen. 
1. Rizinlosung. 0,5 g Rizin - zu beziehen durch die Ver­

einigten chemischen Werke Charlottenburg-Berlin, Salzufer 16-
werden in einem Becherglas unter Erwarmen in 50 ccm einer 
5 % igen Kochsalzlosung aufge16st und filtriert. Das Filtrat sieht 
maBig triibe aus, wird jedoch durch Zusatz von 1/10 normal­
Salzsaure milchig triib. 

1) Jacoby-Solms, Dber eine neue Methode der quantitativen Pep­
sinbestimmung. Zeitschr. f. kIin. Med. 64, Heft 1 u. 2_ 1907. 
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2. 1/10 normal-Salzsaure. 
3. Gekochter Magensaft. 
4. Verdiinnter Magensaft. 1 ccm Saft wird mit 100 ccm 

Aq. dest. verdiinnt. 
Ausfiihrung. In 5 mit fortlaufenden Zahlen versehene 

Reagenzglaser fiiIlt man mit einer graduierten Pipette je 2 ccm 
der Rizinlosung. Dann setzt man mit einer anderen Pipette zu 
jedem Glas 0,5 ccm 1/10 nRCI hinzu, worauf sich samtliche 
Portionen stark triiben. Nun fiiIlt man in das erste Glaschen 
1 ccm gekochten Magensaft, in das zweite 0,9, in das dritte 0,8, 
in das vierte 0,5 und in das fiinfte 0 ccm. Dann bringt man von 
dem verdiinnten Magensaft in Glaschen 1 : 0,0 ccm, in 2: 0,1 ccm, 
in 3: 0,2 ccm, in 4: 0,5 ccm und in 5: 1,0 ccm, so daB mithin in 
jedem Reagenzglas 3,5 ccm Fliissigkeit enthalten sind. Rierauf 
werden die Glaser mit Korkstopfen versehen und in den Brut­
schrank gestellt. Nach 3 Stunden werden sie herausgenommen 
und festgesteIlt, bei welcher Verdiinnung das Gemisch eine voll­
kommen klare Losung darstellt. 

Berechnung. 100 Pepsineinheiten enthalt ein Magensaft, 
bei dem nach 3 Stunden Aufenthalt im Brutschrank 1 ccm einer 
100fachen Magensaftverdiinnung die Rizinlosung gerade auf­
hellt. Sind beispielsweise 0,5 ccm der 100fachen Verdiinnung 
dazu imstande, so wiirde sieh fiir diesen Magensaft der Pepsin-

1 
gehalt berechnen auf P = 0 5 . 100 = 200. , 

Die Werte fiir den normalen Magensaft schwanken fiir diese 
Methode zwischen 100 und 200 Pepsineinheiten. 

5. Methode von Fuld 1). 

Prinzip. Sie beruht auf dem Prinzip, daB aus einer sauren 
Losung von Edestin durch Zusatz von Koehsalz das nichtverdaute 
Edestin gefallt wird, wahrend die Abbauprodukte des Edestins 
dureh Kochsalz nieht niedergesehlagen werden. 

Erforderliehe Losungen. 
1. Salzsaure von der Aziditat 30 (ca. 0,1 %), die man 

sich in der Weise hersteIlt, daB man 30 ccm 1/10 normal-Salzsaure 
versetzt mit 70 eem dest. Wasser. 

2. 1 %oige Edestinlosung. 0,1 g Edestin werden in einem 
Beeherglas auf freiem Feuer mit 100 cem Salzsaure von der Azi-

1) Fuld und Levison, Die Pepsinbestimmung mittelst de .. Edestin­
probe. Biochem. Zeitschr. 6, 473. 1907. 

10* 
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ditat 30 bis zum Sieden erhitzt, wobei das Edestin sich, falls 
es ein reines Praparat ist, glatt lost. Bei unreinen Praparaten 
schwimmen haufig kleine Partikelchen in der Losung, von denen 
abfiltriert werden muB. Die auf Zimmertemperatur (15-17° C) 
abgekiihlte Losung ist dann fertig zum Gebrauch. Das Edestin 
ist erhaltlich bei Mer c k in Darmstadt. 

3. Gesattigte (ca. 33 %ige) KochsalzlOsung. 

A usfiihrung. Eine Reihe mit fortlaufenden Zahlen ver­
sehener Reagenzglasern wird mit absteigenden Mengen des zu 
untersuchenden, vorher filtrierten Probefriihstiicks oder Magen­
saftes beschickt in der Weise, daB in das erste Glaschen 1,0 cern, 
in das zweite 0,5, in das dritte 0,25, in das vierte 0,125 cern usw. 
kommen, und daB fUr die hierbei notwendigen Verdiinnungen aus­
schliel.llich Salzsaure von der Aziditat 30 (Losung 1) verwandt wird. 
Dann fiillt man in jedes Glaschen, beginnend mit dem am wenigsten 
Ferment enthaltenden, also am Ende der Reihe stehenden, je 2 cern 
Edestinlosung (2) und laBt nun die Glaschen im Reagenzglasgestell 
eine halbe Stunde bei Zimmertemperatur (15-17° C) stehen. 
Wahrend dieser Zeit kann das Pepsin auf das in Losung befindliche 
EiweiB einwirken. Nach Ablauf der 30 Minuten gibt man zu 
jedem Glaschen 0,5 cern (10 Tropfen) konz. Kochsalzlosung (3) zu 
und stellt dann fest, wo das EiweiB verdaut und wo es unverdaut 
geblieben ist. Diejenigen Glaschen, die sich auf Zusatz von Koch­
salzlosung nicht getriibt haben, enthalten kein EiweiB mehr, 
wahrend sich in denen, wo eine Triibung eingetreten ist, noch 
unverdautes EiweiB befindet. Dasjenige Glaschen mit der 
kleinsten Pepsinmenge, das noch klar geblieben ist, gilt als Grenze 
und aus ihm wird der Pepsingehalt des Pro befriihstiicks be­
rechnet. 

Da die Edestinprobe in neuester Zeit mit Vorliebe angewandt 
wird, stelle ich zur besseren Ubersicht die einzelnen Phasen der­
selben in nachfolgender Tabelle 11 zusammen. 

Bei der in dieser Tabelle angefiihrten Reihe differieren die 
in den einzelnen Glaschen enthaltenen Fermentmengen urn 100 %. 
Will man aber mehrere Magensaftportionen miteinander ver­
gleichen und kommt es auf sehr feine Unterschiede an, so fiihrt 
man die Reihe dementsprechend enger aus. In diesem FaIle 
empfiehlt es sich, von den Saften zunachst eine 20fache Ver­
diinnung zu bereiten - natiirlich stets unter Verwendung der 
Salzsaure mit der Aziditat 30 - und mit dieser Verdiinnung 
ein sechs- oder achtgliedrige geometrische Reihe (s. naheres dar­
iiber S. 17) anzustellen. 
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Tabelle 12 . 
.. 

Phase II Phase III I Phase I 
~ 

Phase IV Phase V Phase VI Phase VII blJ 
~ as 

Fermentverteilung "El S - ..., 
Nume· ~ as Verteilung Fest· 

Verteilung I . ~ S d.l°/ooigen stellung rierung d. der Vertellung Edestin- des 
Glaschen Salzsaure des Magen- ~ Wsung Resultates 

(Ac. 30) saftes ~ . 
1 0 cern 1,0 cern 1,0 cern 2,0 cern + klar 

----

2 1,0 cern 1,0 cern 0,5 cern 2,0 cern + klar ------3 1,0 cern \' ... 1 cern 0,25 cern 2,0 cern +klar 
Stehen- Zusatz 

4 1,0 cern ~ 0,125ccm 2,0 cern lassen +klar "d von 
Q~ 1/2 Stunde lOTropfen 

5 1,0 cern o Q 0,062ccm 2,0 cern + klar l> ~ bei gesattigt. blJ 

6 1,0 cern 
S'O 

0,031 cern 2,0 cern Zimmer- Kochsalz-",- + klar '" "'.:: tempera- losung zu .... 01'" ---

7 1,0 cern _"d1l 0,016ccm 2,0 cern tur jedem +klar <6 Q '" 
S·~~ (15-170 C) Glaschen 

8 1,0 cern ~ ~~ 0,008ccm 2,0 ccm - triib "d~ 
.~...t:f 

9 1,0 ccm '" O,OO4ccm 2,0 cem - triib 0.;5 
"'~ ----

10 1,0 ccm 
-g 

0,002ccm 2,0 ccm - triib ~ 

Berechnung. Sie sei an dem obigen Beispiel demonstriert. 
Der Versuch hat ergeben, daB die in Glaschen Nr. 7 enthaltene 
Fermentmenge (0,016) die kleinste ist, welche imstande war, 
2 ccm Edestinlosung innerhalb einer halben Stunde glatt zu 
verdauen. Wir wollen wissen, wie stark 1,0 ccm der Ferment-
16sung ist, d. h. wieviel Kubikzentimeter der Edestinlosung von 
1,0 ccm Ferment16sung innerhalb einer halben Stunde glatt ver­
daut werden. Es verhalt sich demnach 0,016 (ccm Fermentl.) : 
2 (ccm Edestinl.) = 1 (ccm Fermentl.) : x (ccm Edestinl.) mithin 

2 X 1 
x = 0016 = 125. , 

Hiernach ist der untersuchte Mageninhalt beziiglich seines Pepsin­
gehaltes 125fach, oder mit anderen Worten, er enthalt 125 Pepsin­
Einheiten. Unter einer Pepsineinheit hat man diejenige Menge 
Pepsin zu verstehen, die imstande ist, 1 ccm Edestinlosung inner­
halb einer hal ben Stunde bei Zimmertemperatur glatt zu verdauen. 
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Mit der Edestinmethode gemessen, schwanken die Werte fUr 
einen normalen Mageninhalt zwischen 100 und 200, bei Subaziditat 
erreichen sie mitunter kaum den Wert 10. 

Unverdiinnte Magensafte, von Runden mit Pawlowschem 
Magenblindsack stammend, enthalten Pepsinmengen, die zwischen 
400 und 1600 schwanken. 

Nachweis von Pepsin im Urin. 

a) qualitativ. Eine Fibrinflocke wird auf 1-2 Stunden 
in den zu untersuchenden Urin gebracht, danach herausgenommen, 
mit destilliertem Wasser griindlichst abgewaschen und in ein 
Glaschen iibertragen, in dem sich 5 ccm ca. 0,1 %iger Salzsaure 
(Aziditat 30) befinden. Bei Brutschranktemperatur wird, wenn 
Pepsin im Urin vorhanden war, die Flocke in wenigen Stunden 
aufgelOst. 

b) quantitativnachFuld undRirayama1). Dasichdas 
Pepsin im Urin stets als Proferment findet, muB man es vor An­
stellung des Versuches aktivieren. Dies geschieht am zweck­
maBigsten in der Weise, daB man 9 ccm Urin mit 1,0 ccm 1/1 normal­
Salzsaure versetzt und ein paar Minuten zuwartet; dann ist samt­
liches Propepsin in Pepsin iibergegangen und der Urin fiir den 
Versuch gebrauchsfertig. 

Nun fiihrt man mit dem Urin die Edestinprobe aus in der 
oben angegebenen Weise. Da sie aber von der urspriinglichen 
etwas differiert, sei sie hier mit ihren Einzelheiten kurz skizziert: 

Erforderliche Losungen s. o. 
A usfiihrung. Eine Reihe mit fortlaufenden Zahlen nume­

rierter Reagenzglaschen wird beschickt mit absteigenden Mengen 
des vorher mit Salzsaure behandelten Urins, beginnend mit 2,0 ccm 
und fortfahrend mit 1,0, 0,8, 0,6, 0,4, 0,2 ccm. Weiter die Reihe 
auszudehnen, ist nicht erforderlich, da der Pepsingehalt im Urin 
kein sehr groBer ist. Riernach werden die Volumina mit Salz­
saure von der Aziditat 30 auf 1 ccm ausgeglichen, zu jedem Glaschen 
2 ccm der 1 %oigen Edestinlosung zugefUgt und aIle Glaschen in 
ein Wasserbad von 38-400 C auf 1 Stunde iibertragen. Nach 
Verlauf 1 Stunde werden sie in kaltes Wasser gestellt, um die 
Fermentwirkung in allen gleichzeitig abzubrechen, und nun in 
jedes 10 Tropfen - in die beiden ersten Glaschen 15 Tropfen -
konzentrierte Kochsalzlosung hineingegeben. Wo auf Zusatz von 
Kochsalz die Losung klar geblieben ist, ist das Edestin voIl-

1) E. Fuld und K. Hirayama, Die Ausscheidung der Magen­
fermente (Lab und Pepsin) durch den Urin. Zeitschr. f. experim. Patho­
logie u. Therapie 10, 2, 1912 u. Berlin. klin. Wochenschr. 1910. Nr. 25. 
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kommen verdaut, wo eine Triibung eintritt, ist noch unverdautes 
Edestin vorhanden. 

Die Berechnung geschieht in der gleichen Weise wie oben 
angegeben (s. S. 149). 

6. Methode von GroB 1). 

Prinzip. Aus einer sauren Kaseinlosung wird durch Zusatz 
von essigsaurem Natron das Kasein ausgefalIt, wahrend die Ab­
bauprodukte des Kaseins in Losung bleiben. 

Erforderliche Losungen. 
1. 1 %oige saure Kaseinlosung. 1,0g Caseinum purissimum 

Griibler (nach Hammarsten) wird mit 16 cern einer 25%igen 
Salzsaure (spez. Gew. 1,124) in 1 Liter-MeBkolben auf dem Wasser­
bad gelost und mit destilliertem Wasser auf 1 Liter aufgefiilIt. 

2. Konzentrierte (20%) Losung von essigsaurem Natron. 
Ausfiihrung. Eine Reihe von Reagenzglasern wird mit 

absteigenden Mengen des zu untersuchenden, vorher filtrierten 
Mageninhaltes beschickt (s. naheres dariiber bei der Edestin­
probe S. 148). Die einzelnen Verdiinnungen brauchen hier aber 
nicht mit einer bestimmt konzentrierten Salzsaure ausgefiihrt zu 
werden wie bei der Edestinprobe von Fuld, sondern man kann 
hierfiir destilliertes Wasser verwenden. Alsdann werden zu jedem 
Glaschen 10 ccm der Kaseinlosung, die man vorher zweckmaBig 
auf 39-40° C angewarmt hat, zugegeben und die ganze Reihe 
auf 15 Minutefi in ein Wasserbad von 38-40° C iibertragen. 
Nach 'l4stiindigem Verweilen darin werden zu jedem Glaschen 
ein paar Tropfen der konzentrierten Losung von essigsaurem 
Natron zugefiigt. Dabei fallt das unverdaut gebliebene Kasein 
aus, wahrend die Abbauprodukte in Losung bleiben, und man 
erkennt so die geringste Menge an Magensaft, die in 15 Minuten 
alles Kasein verdaut hat. 

Berechnung. Als Pepsineinheit gilt diejenige Menge Magen­
saft, die noch imstande ist, 10 ccm Kaseinlosung in 15 Minuten 
so zu verdauen, daB auf Zusatz von Natriumazetatlosung keine 
Triibung mehr auf tritt, und man berechnet hieraus die Zahl der 
Einheiten fiir 1 ccm Magensaft. 

Hat also beispielsweise der Versuch ergeben, daB 0,025 ccm 
Magensaft 10 ccm Kaseinlosung noch glatt verdauten, so enthalt 

der Magensaft 0 ~25 = 40 Einheiten. , 
Als normale Werte gibt Groll 30-50 Einheiten an. 

1) O. GroB, Die Wirksamkeit des Pepsins und eine einfacheMethode 
zu ihrer Bestimmung. Berl. klin. Wochenschr. 1908. Nr. 13. S. 643. 
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Darstellung von Pepsinpriiparaten. 

1. Bereitung einer Pepsinstandardlosung. 

Will man eine groBe Reihe von Versuchen mit Pepsin an­
stellen, so ist es zweckmaBig, sich eine Pepsinlosung herzu­
stellen, die gut wirksam ist und sich in ihrer Wirksamkeit nicht 
wesentlich andert. 

Fiir eine solche Standardlosung ist das Filtrat eines Probe­
friihstiicks oder reiner Magensaft nicht geeignet, da diese Losungen 
beim langeren Stehen, auch wenn man sie im Eisschrank halt, 
sehr bald an Wirksamkeit verlieren. Nur wenn man sie in ge­
frorenem Zustand aufbewahrt, bleibt ihr Pepsingehalt lange un­
verandert. Wo aber ein Gefrierschrank nicht zur Verfiigung 
steht, ist man gezwungen, sich eine Pepsinstandardlosung seIber 
herzustellen. Das geschieht am zweckmaBigsten unter Ver­
wendung eines der vielen in dem Handel vorkommenden Pepsin­
praparate. Das wirksamste ist das von Apotheker Langenbek 
in Kopenhagen dargestellte; auch das Pepsin von Dr. Griibler­
Dresden und Wit te-Rostock liefert sehr wirksame Los-qngen. 

Die Herstellung der Pepsinstandardlosung gestaltet sich 
folgendermaBen: 

1 g kaufliches Pepsin wird in 50 ccm destilliertem Wasser 
aufgeschwemmt, griindlich durchgeschiittelt und 24 Stunden im 
Eisschrank unter haufigem Schiitteln aufbewahrt. Danach wird 
die wasserige Losung von dem noch ungelost gebliebenen Riick­
stand abfiltriert, oder, wenn die Trennung schnell vor sich gehen 
solI, abzentrifugiert und die so vollkommen geklarte Losung 
mit dem gleichen Volumen (50 ccm) Glycerinum purissimum 
versetzt. Das Extrakt ist dann sofort gebrauchsfertig. Da es 
sehr stark wirksam ist, arbeitet man meist mit 10 resp. l00fachen 
Verdiinnungen. Diese Verdiinnungen stellt man sich am besten 
her unter Verwendung einer Salzsaure von der Aziditat 30 (ca. 
0,1 % HOI). Darstellung s. S. 147. 

Das glyzerinhaltige Extrakt halt sich wochenlang unver­
andert wirksam; man bewahrt es am besten im Eili!schrank auf. 
Zusatz eines Antiseptikum ist nicht erforderlich, da die Gegen­
wart von Glyzerin die Losung vor Faulnis schiitzt. 

Kommt es darauf an, mit moglichst reinem Pepsin zu arbeiten, 
so bedient man sich zur Herstellung desselben folgender von 
Pekelharing angegebenen Verfahren: 



1. Pepsin. 

2. Darstellung reinen Pepsins nach Pekelharing 1). 

a) aus Magenschleimhaut vom Schwein. 
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Die Schleimhaute des Fundusteiles von 10 Schweinemagen 
werden zerhackt und mit 6 Liter 0,5 % iger Salzsaure 5 Tage lang 
bei 37° C digeriert. Die Filtration der Fliissigkeit wird dann in 
der Weise ausgefiihrt, daB man in einen auf eine Saugflasche ge­
stellten Trichter eine mit zahlreichen Offnungen versehene Porzel­
lanplatte legt, diese mit angefeuchtetem Filtrierpapier bedeckt, 
darauf einen diinnen Brei von in Wasser fein zerriebenem Filtrier­
papier bringt und diese durch eine Wasserstrahlpumpe fest an­
saugt. Durch die so erhaltene 2-3 cm dicke feste Schicht wird 
die zu filtrierende Fliissigkeit hindurchgesogen. Die auf diese 
Weise vollig geklarte Verdauungsfliissigkeit wird in Pergament­
papierschlauche gefiillt, diese in ein groBes Reservoir mit stromen­
dem Leitungswasser gestellt und 24 Stunden dialysiert. Dabei 
tritt in den Schlauchen ein Niederschlag auf. Derselbe wird durch 
Zentrifugieren von der Fliissigkeit getrennt und beide, Nieder­
schlag und Fliissigkeit, gesondert weiter verarbeitet. 

a) Niederschlag. Der Niederschlag wird etwa 1 Stunde 
mit 30-40 ccm 0,2 % iger Salzsaure bei 37° C digeriert und die 
Losung warm filtriert. Das vollkommen klare, gelblich gefarbte 
Filtrat wird 15-20 Stunden gegen destilliertes Wasser dialysiert, 
wobei sich ein feinkorniger Niederschlag absetzt, und der Dialy­
satorinhalt filtriert. Der Niederschlag wird wieder in 0,2 % iger 
Salzsaure gelost und die filtrierte klare Losung abermals 15 bis 
20 Stunden gegen destilliertes Wasser dialysiert. Dann wird der 
Niederschlag abfiltriert, mit wenig destilliertem Wasser gewaschen, 
zwischen Filtrierpapier abgepreBt, vom Filter genommen und 
iiber Schwefelsaure getrocknet. 

fJ) Fliissigkeit. Die beim Zentrifugieren zuriickbleibende 
Verdauungsfliissigkeit ist noch sehr reich an Pepsin. Zur Ab­
scheidung desselben wird sie mit basischem Bleiazetat und Ammo­
niak behandelt, wobei sich ein voluminoser Niederschlag bildet. 
Er wird abfiltriert, vom Filter genommen und mit einer gesattigten 
Oxalsaurelosung verrieben. Hiernach wird der dicke Brei filtriert 
und das daraus resultierende gelbbraune, stark saure Filtrat gegen 
stromendes Leitungswasser 24-38 Stunden dialysiert. Der hier­
bei sich abscheidende Niederschlag wird mittelst Zentrifugieren 
von der Fliissigkeit getrennt, bei 37° C in 0,2 % HOI gelost, 
filtriert, durch Dialyse gegen destilliertes Wasser wieder gefallt, 

1) C. A. Pekelharing, Ober eine neue Bereitungsweise des Pepsins. 
Zeitschr. f. physiol. Chemie. 22, 233. 1896/97. 
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abermals in Salzsaure gelast etc. (s. 0.) und schlieBlich iiber 
Schwefelsaure im Exsikkator getrocknet. 

Die beiden so bereiteten Pepsinpraparate sind vollkommen 
gleichartig und kannen vereint werden. Sie stellen ein auBer­
ordentlich wirksames Praparat dar. 

b) aus reinem Hundemagensaft. 
Reiner filtrierter Hundemagensaft wird 20 Stunden lang bei 

einer nicht weit iiber 0° 0 gelegenen Temperatur gegen destil­
liertes Wasser dialysiert. Dann wird die triibe Fliissigkeit zentri­
fugiert und der Bodensatz mit einem geringen Quantum der 
Fliissigkeit auf ein kleines Filter gebracht, mit wenig destilliertem 
Wasser gewaschen, abgepreBt vom Filter abgehoben und im 
Exsikkator getrocknet. Ebenso wie das Pepsin aus der Magen­
schleimhaut des Schweines setzt auch hier der Stoff sich in durch­
sichtigen Kiigelchen im Dialysator abo Sie sind vollkommen 
farblos, wenn dem Magensaft keine Galle beigemischt war. Ent­
hielt er auch nur Spuren von Galle, so schlagt sich der Farbstoff 
auf die Kiigelchen nieder und kann nicht mehr von ihnen ge­
trennt werden. 

Die von dem ausgefallenen Pepsin durch Zentrifugieren und 
Filtrieren getrennte Fliissigkeit enthalt noch betrachtliche Mengen 
von Pepsin. Urn dies zu isolieren wird die Fliissigkeit mit Ammon­
sulfat halb gesattigt. Der entstandene, nicht un betrachtliche 
Niederschlag wird abfiltriert, in der sub a beschriebenen Weise 
mittelst Dialyse vom Salz befreit, in 0,2%iger Salzsaure gelast, 
durch Dialyse wieder gefallt, abfiltriert und im Exsikkator ge­
trocknet. 

AuBer Pekelharing hat noch SchrumpfI) eine Methode 
der Pepsindarstellung angegeben, welche vor der von Pekel­
ha ring angegebenen keinen besonderen Vorzug besitzt, und auf 
die hier deshalb nur hingewiesen werden solI. 

Reaktivierung von Pepsin nach Tichomirow 2). 

Pepsin ist gegen freies Alkali auBerordentlich empfindlich. 
Wenn man einen pepsinhaltigen sauren Mageninhalt durch Zu­
satz von einem kleinen DberschuB von Natronlauge oder Soda­
lasung alkalisch macht, so gelingt es nicht mehr, Pepsin in der 
LOsung nachzuweisen, auch wenn man sofort wieder mit HOI 

1) Schrumpf, Darstellung des Pepsinfermentes aus MagenpreJ3saft. 
Hofmeisters Beitr. 6, 396. 1905. 

2) N. P. Tichomirow, Zur Frage nach der Wirkung der Alkalien 
auf das EiweiBferment des Magensaftes. Zeitschr. f. physiol. Chemie. 
iiii, 107. 1908. 
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ansauert. Das Pepsin ist unwirksam geworden; es ist aber nicht 
zerstort, sondern nur in einen inaktiven Zustand iibergegangen. 
Aus diesem kann das Pepsin wieder in die aktive Form zum 
kleinen Teil iibergefiihrt werden, wenn man nach Tichomirow 
folgendermaBen vorgeht: 

Die alkalische Losung, die man auf Pepsin untersuchen soll, 
wird nicht vollkommen, sondern nur zu 4/5 mit 1/10 normal-Salz­
saure neutralisiert und bleibt so 4-6 Stunden bei Zimmer­
temperatur stehen. Darauf wird das Gemisch mit Salzsaure bis 
zu einer Aziditat von 0,2 % Salzsaure angesauert und nun die 
Pepsinbestimmung nach einer der oben beschriebenen Methoden 
ausgefiihrt. Nur wenn man die Vorschrift beziiglich der Neutrali­
sation (4/5) und der Zeit genau innehalt, kann man sicher sein, 
das Optimum der Pepsinwirkung zu erreichen. 1m giinstigsten 
Falle gelingt es aber mit dieser Methode nicht mehr als Y4 bis Ya 
der urspriinglichen Pepsinmenge zu reaktivieren. 

2. Pro pepsin. 
Eigenschaften. Propepsin ist EiweiB gegeniiber wirkungs­

los; erst wenn es durch Salzsaure aus seinem Zymogenzustand 
in Pepsin iibergefiihrt ist, vermag es EiweiB bis zur Albumosen­
resp. Peptonstufe abzubauen. Es hat viele Eigenschaften mit 
Pepsin gemein. So wird es von Fibrin gebunden, ist indiffusibel 
und wird durch freies Alkali schnell unwirksam, dagegen nicht 
durch schwache SodalOsung. 

Vorkommen. Es findet sich in der Magenschleimhaut, und 
zwar in den Kornchen der Hauptzellen, und im Drin. 

Nachweis. Der Nachweis des Propepsins in einer Losung 
oder in einem Extrakt verlangt zunachst, daB man etwa gleichzeitig 
vorhandenes Pepsin vor der Dntersuchung ganzlich ausschaltet. 
Das erreicht man am besten dadurch, daB man die zu untersuchende 
Losung mit 1 %iger Sodalosung alkalisch macht und kurze Zeit 
bei Zimmertemperatur stehen laBt. Dabei wird das gegen Alkali 
auBerordentlich empfindliche Pepsin abgetotet resp. unwirksam 
gemacht, wahrend das gegen Alkali verhaltnismaBig viel resistentere 
Propepsin nur wenig geschadigt wird. Hiernach wird das Ge­
misch mit Salzsaure wieder neutralisiert und enthalt nunmehr 
nur noch wirksames Propepsin. 

Die Akti vierung des Propepsins geschieht nun in der Weise, 
daB man die Losung unmittelbar nach dem Neutralisieren mit Salz­
saure schwach ansauert, indem man beispielsweise 2 ccm der 
Propepsinlosung mit 2 ccm 1/10 normal-Salzsaure versetzt. 1st 
viel EiweiB in der Propepsinlosung, so iiberzeugt man sich mit 
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Hilfe von Kongopapier, daB freie Salzsaure in dem Gemisch vor­
handen ist, fiigt eventuell, falls die Blaufarbung eine sehr 
schwache ist, noch ein paar Tropfen 1/10 normal-Salzsaure hinzu 
und laBt 15 Minuten bei Zimmertemperatur stehen. Danach 
priift man mittelst einer Fibrinflocke oder eines EiweiBwiirfels, 
ob die Losung bei Brutschrankwarme verdauende Kraft besitzt. 
Sie muB das gleiche Verhalten zeigen wie eine Pepsinlosung. 

Es steht natiirlich nichts im Wege, in einer solchen Losung 
auch quantitativ das aktivierte Propepsin nach einer der oben 
beschriebenen Pepsinmethoden zu bestimmen. 

trber den Nachweis von Pro pepsin im Urin s. Be­
stimmung des Harnpepsins S. 150. 

Darstellung einer Propepsinlosung nach GlaeBner 1). 

Schweinemagen werden abgespiilt und sorgfaltig von Schleim 
und Nahrungsresten befreit. Dann wird die Schleimhaut des 
Fundusteiles von der Muskulatur abprapariert, nochmals mit 
flieBendem Wassermehrere Stundenlang gewaschen, danach mittelst 
der Fleischhackmaschine zu einem feinen Brei zerhackt. Der 
Schleimhautbrei wird abgewogen, mit der doppelten Gewichts­
menge destillierten Wassers und mit Natriumkarbonatlosung 
bis zu deutlich alkalischer Reaktion versetzt. Nach Zusatz von 
Toluol wird das GefaB geschlossen, langere Zeit geschiittelt und 
in den Thermostaten (400 C) gestellt. Hier bleibt die Mischung 
3-4 Wochen und wahrend dieser Zeit wird haufig geschiittelt. 
Dabei ist das Lab sowohl wie das Pepsin ganzlich in ihr vernichtet. 
- Nun wird der alkalische Auszug filtriert, mit Kochsalz bis zu 
einem Gehalt von 1 % UM mit so viel Essigsaure versetzt, daB 
ein flockiger Niederschlag, bestehend hauptsachlich aus Muzin, 
ausfallt. Der Niederschlag wird abfiltriert, das Filtrat mit Natron­
lauge oder Natriumkarbonat genau neutralisiert, mit einem trber­
schuB von Natriumkarbonat eben schwach alkalisch gemacht 
und dann tropfenweise mit verdiinnter Uranylazetatlosung ver­
setzt. Dabei entsteht ein voluminoser dickflockiger Niederschlag, 
der durch Zentrifugieren von der Fliissigkeit getrennt und mit 
kleinen Mengen schwach mit Soda alkalisch gemachten Wassers 
ausgezogen wird. Durch nochmaliges Fallen mit Uranylazetat 
und Ausziehen des entstandenen Niederschlages mit sehr ver­
diinnter Sodalosung konnen noch die letzten EiweiBreste ent­
fernt werden. Die so erhaltene farblose, wasserhelle Fliissigkeit 

1) K. GlaeBner, Uber die Vorstufe der Magenfermente. Hof­
meisters Beitr. 1, 1. 1902. 
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kann in groBen Kristallisierschalen bei 400 C weiter eingeengt 
werden. Sie enthalt Propepsin und Prochymosin. 

Um die beiden Profermente voneinander zu trennen, wird 
die Fliissigkeit nacheinander mit aufeinander eingestellten Lo­
sungen von Uranylazetat und Natriumphosphat versetzt, so daB 
ein feinflockiger Niederschlag entsteht. Im Filtrat findet sich 
das Prochymosin, nur mit Spuren von Propepsin verunreinigt, 
und aus dem Niederschlag kann das Propepsin durch Extrahieren 
mit schwach alkalischem Wasser frei von Prochymosin erhalten 
werden. 

3. Antipepsin. 
Vorkommen. Es findet sich im Magensaft, in der Magen­

schleimhaut, in der Darmschleimhaut, im Serum vom Menschen, 
vom Pferd, Hund, Kaninchen etc. und ist auch in Odemfliissig­
keiten nachgewiesen worden. In Extrakten von Hefen, Pilzen 
und Bakterien wurde ebenfalls ein Antipepsin gefunden. 

Nachweis. 
a) qualitativ. 

Der qualitative Nachweis geschieht mittelst einer Fibrinflocke, 
am besten einer Karminfibrinflocke, weil so selbst ganz minimale 
Verdauung durch Rotung und Triibung der Fliissigkeit ganz leicht 
und genau ben bachtet werden kann. 

Ein Beispiel mag das illustrieren: 
0,5 ccm einer 0,1 % igen Pepsinlosung (Grii ble r) werden in 

einem Reagenzglas mit 1,0 ccm Pferdeserum versetzt und 30 Minuten 
lang bei Zimmertemperatur gehalten, zur Kontrolle in einem 
zweiten Reagenzglas ebenfalls 0,5 ccm PepsinlOsung mit 1,0 ccm 
0,85 % iger Kochsalzlosung. Danach wird zu beiden Glaschen 
je eine Karminfibrinflocke zugesetzt und darin eine halbe Stunde 
belassen. Hiernach nimmt man die Flocken heraus, wascht sie 
mit destilliertem Wasser, bringt sie gesondert in Reagenzglaschen 
und fiigt zu jedem etwa 3 ccm 1/30normal- Salzsaure zu. AIs­
dann stellt man die Glaschen auf 1 Stunde in den Brutschrank. 
Man beobachtet dann, daB, wahrend in der Kontrolle schon nach 
wenigen Minuten eine deutliche Rotung und Triibung auftritt und 
nach einer Stunde die Flocke vollkommen verdaut ist, die mit 
Serum behandelte Flocke noch nach 10 Stunden keine Spur einer 
Verdauung zeigt. 

b) quantitativ. 
Der quantitative Nachweis des Antipepsins kann, wie bei der 

Diastase gelegentlich der Hemmungsversuche ausfiihrlich darge-
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legt wurde (s. S. 49), auf zweierlei Weise geschehen, entweder 
mittelst des Kontrollverfahrens oder mittelst des Einreihen­
verfahrens. 

1. Kon troIIreihen verfahren. 
Erforderliche Losungen. 
1. Pepsinstandardlosung, hergestellt aus einem der kauf­

lichen Pepsinpraparate (s. S. 152). Aus ihr bereitet man sich eine 
lOfache Verdiinnung, indem man dazu physiologische (0,85 %ige) 
KochsalzlOsung verwendet. 

2. 1%oigeEdestinlOsung, Herstellung S. 147. 
3. 1/10 normal-Salzsaure. 
4. Gesattigte KochsalzlOsung. 
5. Physiologische (0,85 %ige) Kochsalzlosung. 
6. Serum (Antipepsin), auf das lOfache verdiinnt mit 0,85 %­

iger Kochsalzlosung. 
Ausfiihrung. Zwei Reihen von Reagenzglasern, die mit 

fortlaufenden Zahlen numeriert sind, werden mit absteigenden 
Mengen der auf das lOfache verdfumten Pepsinlosung beschickt, 
indem man fUr die Herstellung samtlicher Fermentverdiinnungen 
physiologische Kochsalzlosung benutzt. Hiernach fUgt man zu 
der einen Reihe (Hauptreihe) in jedes Glaschen 1,0 ccm ver­
diinntes Serum, zu der anderen Reihe (Kontrollreihe) in jedes 
GIaschen 1,0" ccm physiologische KochsalzlOsung und stellt beide 
Reihen auf eine halbe Stunde entweder in ein Wasserbad von 380 

oder in einen Thermostaten. Dabei bindet das Antipepsin die 
entsprechende Menge Pepsin. 

Nach Verlauf von 30 Minuten werden samtliche GIaschen 
herausgenommen und zur Abkiihlung in Wasser von Zimmer­
temperatur gesteIlt. Alsdann setzt man zu samtlichen Glaschen 
beider Reihen je 1,0 ccm 1/10 normal-Salzsaure zu und beschickt 
darauf aIle GIaschen mit 2,0 ccm Edestinlosung. Nun bleiben 
beide Reihen eine halbe Stunde bei Zimmertemperatur stehen, 
um das Pepsin seine Wirkung entfalten zu lassen, und werden 
nach Ablauf der Frist mit je 10 Tropfen der konzentrierten Koch­
salzlosung versetzt. 

Man stellt nunmehr fest, wo in beiden Reihen die erste Triibung 
aufgetreten ist und hat so einen MaBstab fUr die antipeptische 
Kraft des untersuchten Serums. Auf diese Weise kann man eine 
Reihe von verschiedenen Sera bequem miteinander vergleichen. 

Je nachdem es darauf ankommt, grobe oder feine Unter­
schiede zu machen, wendet man eine weite oder enge Reihe (s. 
geometrische Reihentabelle S. 17) beim Versuch an. 

lch habe hier als Beispiel fUr die quantitative Antipepsin­
bestimmung die Edestinmethode gewahlt. Es sei aber darauf 
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hingewiesen, daB sich die meisten anderen filr das Pepsin an­
gegebenen Reihenverfahren, wie beispielsweise die Karminfibrin­
methode und die Rizinprobe, ebenfalls hierfUr eignen. 

2. Einreihenverfahren. 

Zur Illustration dieses Verfahrens verwende ich die Rizin­
methode von J aco by (s. S. 146). 

Erforderliche Losungen. 
1. Pepsinstandardlosung (s. S. 152). Aus ihr bereitet 

man sich eine lOfache Verdunnung, indem man dazu physiologi­
sche (0,85 %ige) Kochsalzlosung verwendet. 

2. Rizinlosung (1 : 500). Herstellung s. S. 146. 
3. 1/10 normal-Salzsaure. 
4. Physiologische (0,85 %ige) Kochsalzlosung. 
5. Serum (Antipepsin) auf das lOfache mit physiologischer 

KochsalzlOsung verdunnt. 
Ausfuhrung. Man ermittelt in einem besonderen Reihen­

versuch (Vorversuch) zunachst diejenige kleinste Pepsinmenge, 
die imstande ist, 2 ccm Rizinlosung innerhalb einer halben Stunde 
bei 38° C vollkommen zu verdauen (aufzuhellen). 

Alsdann stellt man den Hauptversuch an, indem man eine 
Reihe von Reagenzglasern mit der in dem Vorversuch ermittelten 
Pepsinmenge beschickt, steigende Mengen des lOfach verdunnten 
Serums zugibt und die Volumdifferenzen mit physiologischer 
Kochsalzlosung ausgleicht. Hiernach kommen samtliche Glaschen 
auf 30 Minuten in ein Wasserbad von 38° C. 

Nach Ablauf der Frist werden sie herausgenommen, mit 
je 0,5 ccm 1/10 normal-Salzsaure versetzt, zu jedem Glaschen 
2,0 ccm Rizinlosung zugefUgt und dann wieder in die Warme ge­
bracht. Nach 1 Stunde oder nach 2 Stunden, je nachdem man 
den Versuch abbrechen will, stellt man fest, bis zu welchem 
Glaschen die Verdauung vorgeschritten ist, und hat in der Auf­
hellung der Glaschen einen MaBstab fUr die antipeptische Kraft 
des untersuchten Serums. 

Will man den Fortgang der Verdauung weiter beobachten, 
so stellt man die Glaschen wieder in den Brutschrank zuruck 
und kontrolliert nach einer bestimmten Zeit wieder, wie weit die 
Aufhellung VOl' sich gegangen ist. 

Ein solcher Versuch stellt sich dann mit seinem Resultat 
folgendermaBen dar 1) : 

1) Dieses Beispiel ist entnommen der Arbeit von Y. 0 guro, Uber 
eine Methode zum quantitativen Nachweis des Antipepsins im Serum. 
Biochem. Zeitschr. 22, 275, 1909. 
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Alle diese Versllchsanordnungen sind nur dann brauchbar, 
wenn das Antipepsin mit dem Pepsin eine so feste Bindung ein­
geht, daB sie wahrend des Versuches nicht wieder gesprengt wird. 
Dies vermag nun nicht jedes Antipepsin. So enthalt beispiels­
weise das Pferdeserum ein Antipepsin, das nach Morgenroth 1) 
mit dem Pepsin nur eine lockere Verbindung eingeht, die so wenig 
resistent ist, da/3 sie schon bei Gegenwart geringer Mengen von 
Salzsaure alsbald wieder zerfiillt. Wollte man also im Pferde­
serum das Antipepsin mit der Fuldschen oder J ako byschen Me­
thode bestimmen, so wiirde man zu dem Resultat kommen, daB im 
Pferdeserum wenig oder kein Antipepsin enthalten ist, obwohl es 
sehr reich an Antipepsin ist, weil eben in salzsaurer Losung die 
Antipepsin-Pepsinbindung sofort gesprengt wird. In einem solchen 
Falle hatte man demnach die Versuchsanordnung so zu gestalten, 
daB ein Zusammentreffen der Pepsin-Antipepsinverbindung mit 
Salzsaure vermieden und so eine nachtragliche Trennung der Ver­
bindung verhiitet wird. Das kann man nach Morgenroth am 
leichtesten in der Weise erreichen, daB man das antipepsinhaltige 
Serum bestimmte Zeit auf Pepsin einwirken, das nicht gebundene 
Pepsin sich auf Fibrin niederschlagen laBt und nun die mit Pepsin 
beladene Fibrinflocke gesondert weiter untersucht. 

Die quantitative Bestimmung des Antipepsins im 
Pferdeserum wiirde sich demnach folgendermaBen gestalten: 

Eine Reilie mit fortlaufenden Zahlen versehener Reagenzglaser 
wird mit absteigenden Mengen einer gut wirksamen, neutralen 
Pepsinlosung in der Weise beschickt, daB in Glaschen 1 1,0 ccm, 
in 2 0,5 ccm, in 3 0,25 ccm usw. kommen, wobei die Verdiin­
nungen stets mit physiologischer Kochsalz10sung vorzunehmen sind. 
Hiernach fiigt man zu jedem Glaschen 1,0 ccm Serum - bei 
starkem Antipepsingehalt stellt man sich eine lOfache Verdiinnung 
derselben her - und laBt die Pepsin-Serummischung eine halbe 
Stunde bei Zimmertemperatur stehen. Danach bringt man in 
jedes Glaschen eine Karminfibrinflocke (Herstellung s. S. 137) 
und halt sie unter haufigem Schiitteln wieder 72 Stunde bei Zimmer­
temperatur. Wahrend dieser Zeit hat das durch das Serumantipepsin 
nicht gebundene Pepsin sich auf das Fibrin niedergeschlagen. 
Nun gieBt man aus samtlichen Glaschen das Pepsin-Serumgemisch 
aus, so daB die Fibrinflocken allein zuriickbleiben, wascht die 
Glaschen drei- bis fiinfmal griindlichst nach, indem man sie bis fast 
zum Rande mit destilliertem Wasser fiillt und stark schiittelt, 
und erreicht auf diese Weise, da/3 nur die gewaschenen Fibrin­
flocken in den Glaschen zuriickbleiben, wahrend von dem Pepsin-

') J. Morgenroth, Zur Kenntnis der Antifermente, Vort. Charite­
Ges. Sitzg. YOm 25. Febr. 1909, Berl. kIin. Woohensohr. 1909. Nr. 16, S. 758. 

Wohlgemuth, Fermentmethoden. II 
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Antipepsin alles bis auf die letzten Spuren entfernt ist. Um nun 
festzustellen, welche Fibrinflocken Pepsin adsorbiert haben und 
welche frei von Pepsin geblieben sind, setzt man zu jeder Flocke 
3 ccm einer lfsonormal-Salzsaure (ca. 0,12%) zu und bringt samt­
liche Glaschen auf zwei Stunden in den Brutschrank. Nach 
Ablauf der Frist nimmt man die Glaschen heraus und kontrolliert, 
wo Fibrin verdaut ist, d. h. in welchen Glaschen die Losung sich 
rot gefarbt hat und in welchen die Farbung ausgeblieben ist. In 
denjenigen Glaschen, die keine Rotfarbung zeigen, war kein Pepsin 
von den Flocken adsorbiert worden, war also samtliches Pepsin 
durch Antipepsin gebunden. Man stellt nun fest, welche groBte 
Pepsinmenge noch durch 1 ccm Serum vollkommen neutralisiert 
wurde, und hat so einen MaBstab fUr den Antipepsingehalt des 
untersuchten Serums. 

Natiirlich kann man auch die Versuchsanordnung so wahlen, 
daB man eine Reihe von Reagenzglasern mit absteigenden Mengen 
Serum (Antipepsin) beschickt, zu jedem Glaschen die gleiche, 
noch ausreichend wirkende Menge Pepsin zufiigt und nun den 
Versuch in der oben beschriebenen Weise zu Ende fUhrt. Man 
kann so die kleinste Menge Serum ermitteln, die noch imstande 
ist eine ausreichend wirkende Pepsinmenge zu neutralisieren. 

Um Antipepsin im Magensaftnachzuweisen, muB man das 
Pepsin aus ihm entfernen. Das kann man auf zweierlei Weise er­
reichen. Entweder man kocht den Magensaft, wobei das Pepsin 
zerstort, das kochbestandige Antipepsin nicht geschadigt wird, 
oder man neutralisiert den Magensaft, tragt Fibrin oder koagu­
liertes EiweiB aus Hiihnereiern bzw. aus Serum ein und digeriert 
ihn 1-2 Tage im Eisschrank, wobei man ofters das EiweiB 
wechselt. Auf diese Weise erreicht man, daB sich das Pepsin 
auf das geronnene EiweiB niederschlagt und der Saft nur noch 
Antipepsin enthiilt. Der Nachweis des Antipepsins geschieht 
dann entweder mit Hilfe von Karminfibrin oder Mettschen 
Rohrchen (Blum und Fuld 1)) oder einer der andern oben be­
schriebenen Methoden. 

4. Lab. 
Eigenschaften. Das Labferment hat die Fahigkeit, unter 

bestimmten Bedingungen Milch zur Gerinnung zu bringen, wobei 
das Kasein - unter Abspaltung einer Albumose - eine Umwand­
lung in Parakasein erfahrt. Diese Umwandlung des Kaseins in 
Parakasein kann als die erste, die Bildung des· Gerinnsels als 

') L. Blum und E. Fuld, tJber das Vorkommen eines Anti­
pepsins im Magensaft. Zeitschr. f. klin. Medizin 58, Heft 5 u. 6. 
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die zweite Phase des Gerinnungsprozesses gelten. Das Optimum 
der Labwirkung liegt bei 37°. Gegen Alkalien und Alkalikarbonat 
ist es sehr empfindlich; es wird schon durch 0,025 % Natron­
lauge und 1 % Sodalasung zerstart resp. unwirksam gemacht. 

Vorkommen. Es findet sich im Magensaft des Menschen 
und samtlicher Tiere, auch der Avertebraten (Cephalopoden, 
Wiirmern, Crustaceen etc.), und im Pankreassaft, ferner in der 
Pankreasdriise und in verschiedenen anderen tierischen Organen. 
Auch hahere und niedere Pflanzen enthalten Labferment vielfach 
in groBen Mengen. 

Nachweis. 
a) qnalitativ. 

Die zu untersuchende Lasung wird zunachst auf ihre Reaktion 
gepriift, und falls sie nicht neutral ist, mit Salzsaure resp. Natrium­
karbonat genau neutralisiert. Ein VberschuB von Saure ist eben­
so sorgfaltig zu vermeiden, wie ein VberschuB von Alkali. Zu 
2-4 ccm dieser Losung werden dann 10 ccm frische Milch hinzu­
gefiigt und die Mischung in den Brutschrank gestellt. Bei An­
wesenheit groBer Mengen Lab ist die Milch nach 5 resp. 10, 
spatestens nach 30 Minuten vollkommen geronnen. 

b) quantitativ. 
Bevor die Methoden im einzelnen beschrieben werden, sei 

auf folgende sehr wichtige Punkte noch besonders hingewiesen. 
1. Die zu untersuchende Lablasung muB voIlkommen 

neutral sein. Denn Alkali schadigt das Lab sehr betrachtlich, 
und Saure, speziell Salzsaure, kann zwar in kleinen Mengen die Lab­
wirkung stark aktivieren, in groBen Quantitaten aber leicht zu einer 
Sauregerinnung fiihren und so eine Labwirkung vortauschen. 

2. Die Milch wird am zweckmaBigsten in ganz frischem 
Zustand zum Versuch verwandt, solI aber moglichst frei von Fett 
sein. Ihre Reaktion muB ebenfalls neutral sein. Langeres Kiihlen 
der Milch bewirkt eine Abnahme der Labfahigkeit 1), wahrend 
andererseits lange res Stehen bei Zimmertemperatur die Lab­
fahigkeit steigert. 

Vor der Verwendung von Magermilch muB gewarnt werden, 
da ihre Herstellung in den landwirtschaftlichen Betrieben so lange 
Zeit in Anspruch nimmt, daB sie, wenn sie auf den Markt kommt, 
meist schon mehr oder weniger stark sauer reagiert. Sauer 
reagierende Milch darf aber in keinem FaIle zu einem 
quantitativen Versuch verwandt werden. 

1) W. Miiller, Uber den EinfluB der Behandlung der Milch auf ihre 
Labfahigkeit. Biochem. Zeitschr. 46, 94. 1912. 

11* 
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Die Gerinnungsfahigkeit der Milch ist, selbst wenn die Milch 
von ein und demselben Tier stammt, in jeder Portion verschieden, 
und andert auch standig beim Aufbewahren ihre Gerinnungsfahig­
keit. Braucht man also fiir eine Reihe von Versuchen mehrere 
Tage hintereinander eine Milch, die stets die gleiche Gerinnungs­
fahigkeit zeigt, so empfiehlt es sich, je nachdem der Bedarf ist, 
mehrere Liter Mischmilch auf einmal zu beschaffen und der Milch 
Chloroform (5 ccm pro Liter) zuzusetzen. Diese Chloroform­
milch wird in einer groBen Flasche aufbewahrt, griindlich ge-
8chiittelt und in den Eisschrank gestellt. Dort halt sie sich viele 
Tage, ohne die Gerinnungsfahigkeit erheblich zu andern. 

Das hier iiber die Milch Gesagte bezieht sich ausschlieBlich 
auf Kuhmilch. Ebensogut gerinnbar wie diese sind Ziegenmilch 
und Schafsmilch, wahrend Stuten- und Eselsmilch weit schlechter 
gerinnen. Am schlechtesten gerinnt Frauenmilch. Man kann aber 
ihre Gerinnungsfahigkeit fordern, wenn man nach Fuld und 
Wohlgemuth I) die Milch gefrieren laBt und dann wieder auf taut. 

3. Kiinstliche Milch nach Fuld. Zur Herstellung der­
selben wird neuerdings Magermilch-Pulver von Gabler-Saliter 
(Obergiinsberg im Allgau) empfohlen. 10 g dieses Pulvers werden 
mit 100 ccm destilliertem Wasser von 50° C zunachst ohne Kalk­
zusatz verriihrt, wobei sich das Milchpulver fast vollkommen auf­
lost; der spater auftretende Bodensatz kann vernachlassigt werden. 
Zu 100 ccm der fertigen Milch setzt man 0,5 ccm einer 20%-igen 
Kalziumchloridlosung zu. Die so hergestellte kiinstliche Milch ist 
dann gleich gebrauchsfertig. Sie ist fiir Serienversuche die 
ideale Milch. Denn die Labfahigkeit dieser Milch bleibt, wenn 
die Herstellungs bedingungen stets gleichmaBig innegehalten werden, 
immer die gleiche, und man hat jederzeit die Moglichkeit, sie sich 
innerhalb einiger Minuten ohne jede Miihe herzustellen. 

4. Handelt es sich darum, die Labversuche moglichst exakt 
auszufiihren und jede Schadigung des Labfermentes durch auBere 
Einfliisse zu vermeiden, so muB man fiir diese Versuche Reagenz­
glaser von Jenenser Glas verwenden. Denn jede andere Glassorte 
gibt mitunter nicht unbetrachtliche Mengen Alkali an die Losung 
ab, so daB das Lab mehr oder weniger geschadigt werden kann. 

Stets ist darauf zu achten, daB samtliche Reagenzglaschen 
tadellos gereinigt sind und vor dem Versuch sterilisiert werden. 
Das Gleiche gilt fiir die zum Versuch notwendigen Pipetten. 

Die zur quantitativen Labbestimmung dienenden Methoden 

1) E. Fuld und J. Wohlgemuth, "Ober eine neue Methode zur 
AusfiUlung des reinen Kaseins aus der Frauenmilch durch Siiure und Lab 
sowie iiber die Natur der Iabhemmenden Wirkung der Frauenmilch. Bio­
chern. Zeitschr. 5, U8, 1907. 



4. Lab. 165 

kann man in Warme- und Kaltemethoden sondern. Bei der 
Warmemethode spielt sich der ganze LabungsprozeB bei Brut­
schranktemperatur ab, wahrend bei den Kaltemethoden die erste 
Phase der Labung, also die Umwandlung des Kaseins in Parakasein, 
sich in der Kalte (Eisschrank- resp. Zimmertemperatur) und erst 
die Ausfallung des Gerinnsels in der Warme vollzieht. 

Die beiden Kaltemethoden sind der Warmemethode unbedingt 
vorzuziehen. Denn das Labferment ist gegen Warme sehr emp­
findlich; dieser schadigende Warmefaktor ist aber bei den erstge­
nannten vollig ausgeschaltet. 

1. Warmemethode. 
P ri n zip. Sie ist eine Reihenmethode und gestattet die kleinste 

Menge Lab zu ermitteln, die noch imstande ist, eine bestimmte 
Menge Milch innerhalb einer bestimmten Zeit zur Gerinnung zu 
bringen. 

Erforderliche Losungen: 
1. Lab16sung. Als solche kann das neutralisierte Filtrat 

eines normalen Pro befriihstiicks dienen oder eine besonders her­
gestellte LablOsung (s. weiter unten S. 179). 

2. Frische Milch oder kiinstliche Milch nach Fuld 
(i:l. S. 164). 

3. Destilliertes Wasser. 
Ausfiihrung. Man beschickt eine Reihe VOll Reagellz­

glasern, die man mit fortlaufenden Zahlen versehen hat, mit ab­
steigenden Mengen der Lablosung (s. Reihenversuch S. 17) in del' 
Weise, daB man in das erste Glaschen 1,0 ccm, in das zweite 
0,5 ccm, in das dritte 0,25, in das vierte 0,125 ccm usf. bringt 
unter Verwendung von destilliertem Wasser zum Ausgleich der 
Volumdifferenzen, zu jedem Gliischen 10 ccrn Milch hinzufUgt, 
umschiittelt und samtliche Glaschen zu gleicher Zeit in den Brut­
schrank stellt. Dort laBt man sie, je nachdem man den Versuch 
liber langere oder klirzere Zeit ausdehnen will, 1 bis 2 bis 3 
Stunden stehen und kontrolliert nach Ablauf del' Frist durch 
vorsichtiges Neigen der Glaschen, in welchem Glaschen mit der 
kleinsten Fermentmenge noch ein Gerinnsel aufgetreten ii:lt. 
DiesQ:ilt als unterste Grenze, und man berechnet aus ihm die 
Stark~ der Lablosung. Man kann aber auch dasjenige Glaschen 
als unterste Grenze gelten lassen, in dem der ganze Inhalt voll­
kommen erstarrt ist und hieraus die Labmenge berechnen. Meist 
gilt dieses Glaschen fiir das ausschlaggebende. 

Be re chn ung. Es solI festgestellt werden, wieviel Labein­
heiten in der angewandten FermentlOsung enthalten sind. Unter 
einer Labeinheit versteht man diejenige Labmenge, die imstande 
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ist 1,0 ccm Milch innerhalb der angewandten Zeit zur Gerinnung 
zu bringen. Nehmen wir einmal an, daB der Versuch ergeben 
hat, daB noch 0,008 ccm der Ferment16sung lO ccm Milch dick­
zulegen vermochten, so ergibt sich daraus fUr die Berechnung der 
Labeinheiten folgende Gleichung: 

0,008 : lO,O = 1: x. 

H · b h . h f" lO,O.1 12 0 !eraus erec net SIC ur x = 0 008 = 5. , 
Das wiirde heiBen: 1 ccm der Ferment16sung besitzt 1250 

Labeinheiten, oder mit anderen Worten: Die Fermentlosung ist 
beziiglich ihres Labgehaltes 1250fach. 

2. Kiiltemethoden. 
1. Methode von Morgenroth 1). 

Prinzip. Die Methode setzt sich, entsprechend dem Labungs­
prozeB, aus 2 Phasen zusammen, aus der Kalte-Phase, bei welcher 
die Umwandlung des Kaseins in Parakasein vor sich geht, und 
aus der Warme-Phase, bei welcher die Abscheidung des Parakasein­
Gerinnsels stattfindet. 

Erforderliche Losungen. 
1. Lablosung (s. Warmemethode). 
2. Frische Milch oder kiinstliche Milch nach Fuld 

(s. S. 164). 
3. Destilliertes Wasser. 
Ausfiihrung. Eine Reihe von Reagenzglasern, die mit fort­

laufenden Zahlen versehen werden, beschickt man mit absteigenden 
Mengen der Lablosung in der Weise, daB in das erste Glaschen 
1,0 ccm, in das zweite 0,5, in das dritte 0,25, in das vierte 0,125 ccm 
usf. kommen, und daB fiir die hierbei notwendigen Verdiinnungen 
destilliertes Wasser verwandt wird. Dann fUilt man in jedes Glas­
chen 10 ccm Milch, sorgt durch Umschiitteln fUr eine griindliche 
Mischung und stellt samtliche Glaschen auf 24 Stunden in den 
Eisschrank. 

Nach Ablauf der Frist nimmt man die Glaschen aus dem Eis­
schrank heraus und kontrolliert, ob der 1nhalt samtlicher Glaschen 
noch fliissig ist. 1st trotz des Aufenthaltes in der Kalte in dem 
einen oder dem anderen Rohrchen die Milch bereits geronnen, so 
ist der Versuch miBgliickt, und man muB einen neuen Versuch so­
fort anstelIen. - Waren alIe Glaschen fliissig geblieben, so setzt 
man sie samtlich gleichzeitig in ein bereit gehaltenes Wasser­
bad von 37° C und belaBt sie darin 15 Minuten. Danach nimmt 

') J. Morgenroth, Uber den Antikiirper des Labenzyms. Zentralbl. 
f. Bakt. 28, 349. 1899 u. E. Fuld, Zur Theorie und Technik des sog. 
Morgenroth-Versuches. Biochem. Zeitschr. 4, 54. 1907. 
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man sie heraus und priift nun durch Bedecken der GHischen mit 
dem Daumen und durch seitliches Neigen der GHischen, wo die 
Milch geronnen ist, und wo die Gerinnung ausgeblieben ist. 

Berechnung. Genau wie bei der Warmemethode. 

2. Methode von Blum und Fuld 1). 

Prinzip. Sie beruht auf dem gleichen Prinzip wie die 
Morgenrothsche Methode, ist also auch zweiphasig, nur daI3 
hier die erste Phase sich im Wasserbad von Zimmertemperatur (16 
bis 17° C) abspielt und nur 2 Stunden dauert. 

Erforderliche Losungen wie vorhin. 
Ausfiihrung. Eine Reihe von Reagenzglasern wird mit 

absteigenden Mengen der zu untersuchenden Lablosung in der 
vorhin beschriebenen Weise beschickt, zu jedem Glaschen 10 cern 
Milch zugefiigt und samtliche Glaschen in ein Wasserbad von 
Zimmertemperatur (16-17° C) gesteIlt. Nach 2 Stunden werden 
die Glaschen herausgenommen und sofort in ein bereit gehaltenes 
Wasserbad von 38° C iibertragen. Darin bleiben sie nur lO Minuten 
stehen, werden dann abgekiihlt und auf eine eingetretene Ge­
rinnung gepriift. 

Berechnung genau wie beim Kalteversuch. 
Fiir aIle drei Methoden sind noch folgende Punkte zu be­

riicksichtigen: 
1. Die Fermentreihen konnen natiirlich viel enger ausgefiihrt 

werden, als bei dem Warmeversuch angegeben ist. Sie miissen 
stets viel enger sein, wenn es darauf ankommt, kleine Differenzen 
beispielsweise zwischen zwei oder mehreren LablOsungen fest­
zustellen. Man bedient sich dann, wie bei der Diastasemethode 
ausgefiihrt wurde, am zweckmaBigsten einer geometrischen Reihe 
von 6 oder 8 Gliedern (s. S. 17). 

2. Statt jedem Glaschen, wie die Vorschrift verlangt, lO cern 
Milch zuzusetzen, geniigt es, nur je 5 ccm zu verwenden. Nur 
muI3 man dies natiirlich bei der Berechnung beriicksichtigen. 

Labbestimmung im Mageninhalt. 
Beziiglich der qualitativen und quantitativen Bestimmung 

sei auf das Voranstehende verwiesen. 
Zu beachten ist nur, daI3, wenn der Mageninhalt sauer reagiert, 

er vor der Untersuchung mit 1/10 normal-Natronlauge unter Ver­
wendung von sehr empfindlichem Lackmuspapier genau neutrali­
siert werden muI3. 

1) L. Blum und E. Fuld, Ubereine neue Methode der Labbestimmung 
und iiber das Verhalten des menschlichen Magenlabs unter normalen und 
pathologischen Zustanden. Ber!. klin. Wochenschr. 1905. Nr. 44a. 
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Ist der Mageninhalt nur ganz schwach sauer und enthalt 
keine freie Salzsaure (Subaziditat, Achylie), so liegt die Mog­
lichkeit vor, daB das in ihm vorhandene Lab als Proferment, 
nicht als Ferment zugegen ist. In diesem Faile muB man das 
Lab, bevor man den Versuch ausfiihrt, zunachst aktivieren. Das 
geschieht am besten mit Hilfe von 1/10 normal-Salzsaure (0,36 %), 
und zwar so, daB man beispielsweise 2 ccm Mageninhaltfiltrat 
versetzt mit 1,0 ccm 1/10 normal-Salzsaure, die Mischung 15 Minuten 
lang bei Zimmertemperatur stehen laBt und dann mit 1/10 normal­
Natronlauge genau neutralisiert. War Prolab in dem Mageninhalt 
zugegen, so ist es jetzt in Lab iibergefUhrt und kann nun mit 
Hilfe der einen oder der anderen Methode nachgewiesen werden. 

Labbestimmung im Urin nach Fuld und Hirayama1). 

Das Labferment findet sich im Urin als Zymogen, muB also 
zunachst vor der Ausfiihrung der Bestimmung aktiviert werden. 
Zu diesem Zwecke sauert man den Urin an und neutralisiert 
dann nach einiger Zeit. Sodann muB das Kalkbindungsvermogen 
des Urins abgesattigt werden, damit der Urin nicht der Milch 
das fiir die Labungs- und Gerinnungsvorgange forderliche resp. 
notige Kalksalz entzieht. Das geschieht in der Weise, daB man 
zum Urin Calciumchlorid zusetzt. Nach diesen vorbereitenden 
Prozeduren ist dann der Urin fUr den Versuch gebrauchsfertig. 

Erforderliche Losungen. 
1. 1/1 normal-Salzsaure. 
2. 1/1 normal-Natronlauge. 
3. 20 % ige CalciumchloridlOsung. 
4. Milch. 
Ausfiihrung. 9 ccm Urin werden mit 1,0 ccm 1/1 normal­

Salzsaure versetzt und bleiben 15 Minuten bei Zimmertemperatur 
stehen. Nach Ablauf der Frist fUgt man zur Neutralisation der 
Salzsaure 1,0 ccm 1/1 normal-Natronlauge zu. Den so aktivierten 
Urin versetzt man mit 1,0 ccm Calciumchloridlosung, wobei ein 
ziemlich volumin6ser Niederschlag entsteht. Man laBt ihn absitzen 
und beniitzt die dariiber stehende klare Fliissigkeit zum Versuch. 

Die Urinverteilung geschieht so, daB man 6 Reagenzglaschen 
nacheinander beschickt mit 2,0, 1,0, 0,8, 0,6, 0,4, 0,2 ccm Urin, 
dann die Volumina mit destilliertem Wasser ausgleicht und nun 
zujedem Glaschen 5 ccm Milch hinzufiigt. Die Reihe bleibt 
1 Stunde bei Zimmertemperatur stehen, wird dann auf 5 Minuten 
in ein Wasserbad von 36-380 C iibertragen und nun wieder ab-

1) E. Fuld und K. Hirayama, Die Ausscheidung der Magenfer­
mente (Lab und Pepsin) durch den Urin. Zeitschr. f. exper. Pathol. u. 
Ther. 10, 2. 1912. 
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gekiihlt. Damit ist der Versuch beendet und man kontrolliert, in 
welchen Glaschen die Milch geronnen und wo sie fliissig geblieben ist. 

Normaliter bewirken die Portionen 0,6, 0,8 und 1,0 komplette 
Gerinnung; bei Carcinoma ventriculi scheint Lab im Urin zu fehlen. 

Labbestimmung im Pankreassaft resp. -extrakt nach 
Wohlgemu thl). 

Im tryptisch aktiven Pankreassaft ist auch das Labferment 
wenn auch nur in geringer Menge in wirksamer Form enthalten, 
im inaktiven Pankreassaft dagegen findet sich auch das Lab in 
Zymogenform. Ein solcher Saft muB darum, bevor man ihn auf 
seinen Labgehalt priift, in den aktiven Zustand iibergefiihrt werden 
(s. hieriiber Kapitel Trypsin, S. 191). 

Auch dann ist der Saft noch nicht direkt fiir den Versuch zu 
verwenden, sondern er ist, da das Alkali die Labwirkung stark be­
eintrachtigt, zuvor zu neutralisieren. Das geschieht am besten 
mit 1/10 normal-Salzsaure unter Verwendung von sehr empfindlichem 
Lackmuspapier. Ein DberschuB von Saure ist zu vermeiden. 

Die zur Verwendung kommende Milch muB einen nicht zu 
kleinen DberschuB an Kalk besitzen, da ein nicht unbetracht­
licher Anteil des Kalkes durch die im Saft enthaltene Kohlen­
saure und Phosphorsaure der Wirkung entzogen wird. Es emp­
fiehlt sich deshalb, der Milch vorher Calciumchlorid zuzusetzen, 
und zwar 1 ccm 20 % ige Calciumchloridlosung auf 100 ccm Milch. 

Fur den Nachweis des Pankreaslabs eignet sich am aller­
besten die Kaltemethode von Morgenroth. Denn auf diese 
Weise wird die Trypsinwirkung moglichst zuriickgedrangt. Arbeitet 
man mit einer der anderen Methode, so tritt sofort das Trypsin 
in Tatigkeit und verdaut das Kasein der Milch in kiirzester Zeit 
so weit, daB eine Parakaseinbildung gar nicht mehr zustande 
kommen kann. 

Aus dies em Grunde, um die Trypsinwirkung im geeigneten 
Momente zu kupieren, empfiehlt es sich, bevor man die GIaschen 
aus dem Eisschrank in das warme Wasserbad iibertragt, einem 
jeden von ihnen 0,5 ccm eines Gemisches von Serum und Calcium­
chlorid (10 ccm Serum + 1 ccm 20 % CaCl2) zuzusetzen. Man 
kann hierfiir jedes beliebige Serum verwenden, denn aIle Sera 
enthalten groBe Mengen an Antitrypsin. 

Die Ausfiihrung des Versuches gestaltet sich hiernach 
folgendermaBen: 

Eine Reihe von Reagenzglasern wird mit absteigenden Mengen 
des nach 0 biger Vorschrift behandelten Saftes beschickt, indem 

1) J. Wohlgemuth, Untersuchungen tiber den Pankreassaft des 
Menschen. VI. Mitteilung Biochem. Zeitschr. 39, 302. 1912. 
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man fiir die Verdiinnungen stets destilliertes Wasser benutzt, 
und zu jedem Glaschen 5 ccm der gekalkten (s. 0.) Milch zu­
gefiigt. Hiernach kommt die Reihe auf 24 Stunden in den Eis­
schrank. Nach Ablauf der Frist setzt man zu jedem Glaschen 
0,5 ccm des oben beschriebenen Serum-Calciumgemisches hinzu, 
schiittelt griindlichst durch und bringt nun alle Glaschen auf 
15 Minuten in ein Wasserbad von 38° C. Hiernach kiihlt man 
sie wieder ab und stellt nun fest, in welchen Glaschen komplette 
Gerinnung eingetreten ist. 

Berechnung s. Warmeversuch S. 165. 

Labbestimmung in tierischen Organen. 

Sie geschieht nach den gleichen Prinzipien wie in den Saften. 
Nur muB man sich aus den einzelnen Organen entsprechende 
Extrakte herstellen. 

a) Magen. Man prapariert vom frischen Magen die 
Schleimhaut ab, zerreibt sie in einer Reibeschale griindlichst 
mit Glassplittern oder Quarzsand, setzt zu dem Brei die doppelte 
Gewichtsmenge 0,2 %iger Salzsaure, verreibt wieder kraftig und 
!aBt das Gemisch in einem Kolben verschlossen 24 Stunden bei 
Zimmertemperatur stehen. Danach wird abfiltriert, das Filtrat 
neutralisiert und die Labbestimmung mit Hilfe einer der beiden 
oben genannten Methoden ausgefiihrt. 

Mit getrockneten Magen verfahrt man so, daB man sie 
fein pulverisiert und dann mit 0,2 % iger Salzsaure in dem Ver­
haltnis 1 : 10 griindlichst extrahiert. Nach 24 Stunden filtriert 
man ab, neutralisiert das Filtrat und bestimmt nun die Lab­
menge. 

b) Andere Organe (Milz, Leber, Niere etc.). Von fast 
allen tierischen Organen hat Niirnberg1) Extrakte mit physio­
logischer Kochsalzlosung hergestellt, unter Verwendung von 1 Teil 
Organ und 2 Teilen KochsalzlOsung, dieselben 4-24 Stunden der 
Autolyse iiberlassen und die Filtrate auf ihren Labgehalt unter­
sucht. In fast allen lieB sich Lab nachweisen. 

Vielleicht empfiehlt es sich auch hier, statt der Kochsalz­
losung eine diinne Salzsaurelosung (0,2 %) zur Extraktion zu 
verwenden. Es ist moglich, daB man so zu weit wirksameren 
Losungen kommt, als Niirnberg sie erhalten hat. 

Fiir die Untersuchung von Pflanzenextrakten gelten die 
gleichen Vorschriften wie beispielsweise fiir den Magen. 

1) A. N urn berg, Ober die koagulierende Wirkung autolytischer Organ. 
extrakte auf Albumosenlosungen und Milch. HofmeistersBeitr.4,543.1904. 
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5. Prolab (Labzymogen, Prochymosin). 
Es findet sich ebenso wie das Propepsin in dem Sekret der 

Fundusdrusen und geht beim Zusammentreffen mit Salzsaure 
sofort in den aktiven Zustand uber. Gegen Alkalien sowie 
gegen hohe Temperaturen ist es bestandiger als das Lab. 

Aus der Magenschleimhaut kann man Extrakte von Prolab 
gewinnen, indem man sie mit Glyzerin behandelt. Will man 
den Prolabgehalt der Magenschleimhaut moglichst anreichern, so 
geht man nach Przibram und Stein 1) am besten so vor, daB 
man dem betreffenden Tier, beispielsweise einem Kaninchen 
mittelst Schlundsonde eine Lablosung in den Magen gieBt und 4-6 
Stunden wartet. Danach tOtet man das Tier, nimmt den Magen 
heraus, reinigt ihn, schabt die Schleimhaut herunter und extrahiert 
sie mit Glyzerin. Man erhalt so ein Extrakt, das reich an Prolab 
ist. - Dieser Vorgang der Bildung von Prolab unter dem EinfluB 
von Lab ist nicht aufzufassen als eine Reaktion der Schleimhaut 
auf das eingefiihrte Ferment, sondern als eine Adsorption des 
Labs und Inaktivierung desselben durch die lebende Magenschleim­
haut. 

tJber den Nachweis von Prolab s. Mageninhalt S. 167. 
Ober Darstellung und Trennung von Pro pepsin und Pro­

chymosin s. S. 156. 

6. Antilab. 
Eigenschaften. Es hat die Fahigkeit, die Milchgerinnung 

durch Lab zu verhindern, und zwar hemmt das naturlich vor­
kommende Antilab weit starker' tierisches Lab als pflanzliches. 
Durch kunstliche Immunisierung von Tieren mit pflanzlichem 
Lab gelingt es aber, ein Antilab zu erzeugen, welches das betref­
fende pflanzliche Lab weit starker hemmt als das tierische 
(Morgenroth). 

Vorkommen. Es findet sich vornehmlich im Serum der 
verschiedensten Tierarten, ferner im Harn und in der Frauen­
milch. 

Nachweis. 
a) qualitativ. 

Man beschickt 2 Reagenzglaschen mit so viel Lablosung, 
daB man innerhalb 10-15 Minuten eine Gerinnung erwarten 
kann. Dann setzt man zu dem einen Glaschen 1,0 ccm Serum, 

1) H. Przibram und Stein, Die Vorstufe des Labfermentes. Zentralbl. 
f. Physiol. 24, 823. 1910. 
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zu dem anderen 1,0 ccm physiologische KochsalzlOsung und liWt 
beide Glaschen ca. 10 Minuten bei Zimmertemperatur stehen. 
Hiernach fiillt man in jedes Glaschen 10 ccm Milch und setzt 
beide in ein Wasserbad odeI' einen Brutschrank von 38°0. Wahrend 
das eine mit Kochsalzlosung beschickte Glaschen schon nach 10 
resp. 15 Minuten eine Gerinnung erkennen laBt, bleibt in dem 
anderen noch nach mehreren Stunden die Milch fliissig. 

b) quantitativ. 
Del' quantitative Nachweis des Antilab kann, wie bei dem 

Antipepsin, auf zweierlei Weise geschehen, entweder mittelst des 
Kontrollreihenverfahrens odeI' mittelst des Einr eihen­
v erfahr ens. 

1. Kontrollreihenverfahren. 

Erforderliche Losungen. 
1. Labs tandard16sung, hergestellt aus einem kauflichen 

Labpraparate (s. S. 179). Aus ihr bereitet man sich eine 10fache 
Verdiinnung, indem man physiologische Kochsalzlosung dazu 
verwendet. 

2. Serum (Antilab), auf das 10fache verdiinnt mit physio-
logischer KochsalzlOsung. 

3. Physiologische Kochsalzlosung (0,85 %). 
4. Milch (s. dariiber S. 163). 
Ausfiihrung. Zwei Reihen von Reagenzglasern, die mit 

fortlaufenden Zahlen numeriert sind, werden in ganz gleicher 
Weise mit absteigenden Mengen del' auf das 10fache verdiinnten 
Lablosung beschickt, indem man fiir die Herstellung samtlicher 
Fermentverdiinnungen physiologische Kochsalzlosung benutzt. 
Hiernach fiigt man zu del' einen Reihe (Hauptreihe) in jedes 
Glaschen 1,0 ccm verdiinntes Serum, zu del' anderen Reihe (Kon­
trollreihe) in jedes Glaschen 1,0 cern physiologische KochsalzlOsung 
und laBt, darnit die Bindung Lab-Antilab sich vollziehen kann, 
beide Reihen in den Reagenzglasgestellen 15 Minuten bei Zirnrner­
ternperatur stehen. 

Nach Verlauf einer Viertelstunde werden zu jedern Glaschen 
beider Reihen 5,0 ccm Milch zugefiigt, durch Schiitteln del' Glas­
chen fiir eine griindliche Durchmischung gesorgt und samtliche 
Glaschen zu gleicher Zeit in ein Wasserbad von Zimmerlernpe­
ratur (16-17° 0) auf die Dauer von 2 Stunden gestellt. 

Nach Ablauf del' Frist werden sie herausgenommen, in ein 
Wasserbad von 38° 0 iibertragen und darin 10 Minuten belassen. 



6. Antilab. 173 

Hiernach werden sie wieder abgekiihIt, in dem Reagenzglasgestell 
in der friiheren Reihenfolge geordnet, und nun wird festgestellt, 
in welchem GlEischen mit der kleinsten Fermentmenge noch eine 
komplette Gerinnung eingetreten ist. 

Auf diese Weise vergleicht man beide Reihen untereinander 
und hat so einen MaBstab fiir die in dem verwandten Serum ent­
haItene Antilabmenge. So kann man zu gleicher Zeit mehrere 
Sera auf ihren Antilabgehalt priifen. 

Je nachdem es darauf ankommt, die Unterschiede zwischen 
verschiedenen Sera grob oder feiner zu differenzieren, wendet 
man weite oder enge Labreihen an (s. geometrische Reihen­
tabelle S. 17). 

2. Einreihenverfahren. 

Prinzip. Man ermittelt zunachst in einem besonderen 
Reihenversuch (Vorversuch) diejenige kleinste Labmenge, welche 
noch imstande ist, 5 ccm Milch bei einer Digestionsdauer von 
2 Stunden im Wasserbad von Zimmertemperatur (16-17° C) 
und nach 10 Minuten langem Verweilen im Wasserbad von 38° C 
komplett zur Gerinnung zu bringen. 

Sodann ermitteIt man in einem zweiten Reihenversuch (Haupt­
versuch) diejenige kleinste Serum- (Antilab-)menge, welche noch 
imstande ist, die Wirkung der vorhin festgestellten kleinsten 
Labmenge zu hemmen. 

Erforderliche Losungen. 
1. Labstandardlosung, hergestellt aus einem der kauf-

lichen Labpraparate (s. S. 179). 
2. Serum (Antilab). 
3. Physiologische (0,85 %ige) KochsalzlOsung. 
4. Milch (s. damber S. 163). 
Ausfiihrung. a) Vorversuch. Eine Reihe mit fortlaufen­

den Zahlen numerierter Reagenzglaser wird mit absteigenden 
Mengen der LabstandardlOsung beschickt, wobei man die hierfiir 
notigen Verdiinnungen stets mit physiologischer KochsalzlOsung 
ausfiihrt, jedes Glaschen mit 5ccm Milch versetzt und nun die Reihe 
auf 2 Stunden in ein Wasserbad von Zimmertemperatur (16-17° C) 
gestellt. Nach Ablauf der 2 Stunden werden die Glasthen in 
ein warmes Wasserbad von 38° C auf 10 Minuten iibertragen, 
danach .wieder abgekiihlt, und nun wird festgestellt, in welchem 
GIaschen noch komplette Gerinnung eingetreten ist. Hiernach 
stellt man sich aus der Labstandardlosung eine solche Verdiin­
nung mit physiologischer Kochsalzlosung her, daB 1,0 resp. 0,5 ccm 
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dieser Verdiinnung der vorher ermittelten kleinsten Labmenge 
entspricht. 

b) Hauptversuch. Eine Reihe mit fortlaufenden Zahlen 
versehener Reagenzglaser wird mit absteigenden Mengen des zu 
untersuchenden Serums beschickt, wobei man sich bei den Ver­
diinnungen stets der physiologischen Kochsalzlosung bedient, 
und zu jedem Glaschen 1,0 resp. 0,5 ccm der vorher ermittelten 
Verdiinnung der Lablosung zugefiigt. Hiernach bleiben die 
Glaschen im Reagenzglasgestelle 15 Minuten bei Zimmertempe­
ratur stehen, damit die Bindung Lab-Antilab sich vollziehen 
kann. 

Alsdann fiiIlt man in jedes Glaschen 5 ccm Milch, stellt samt­
liche Glaschen auf 2 Stunden in ein Wasserbad von Zimmer­
temperatur, iibertragt sie danach auf 10 Minuten in ein Wasser­
bad von 38° C, kiihlt wieder ab und stellt nunmehr fest, in welchen 
Glaschen die Milch ungeronnen geblieben ist. Das unterste Glas­
chen, das noch keine Gerinnung zeigt, gilt als MaB fiir die hem­
mende Kraft des Serums. 

Auf diese Weise kann man eine ganze Reihe von Sera zu 
gleicher Zeit auf ihr Antilabvermogen priifen. 

Kommt es darauf an, moglichst feine Unterschiede zu er­
kennen, so muB man sich bei der Verteilung des Serums einer 
entsprechend engen Reihe bedienen (s. geometrische Reihen­
tabelle S. 17). 

7. Chymosin - Parachymosin. 
Nach Bang 1) existieren zwei Arten von Lab in der Natul'. 

Chymosin und Parachymosin. Das Chymosin findet sich im 
Magen vom Kalb, Rind und Fisch, das Parachymosin beim 
Menschen, beim Schwein und bei allen labhaltigen Pflanzen. 

Der Unterschied zwischen Chymosin und Parachymosin be­
ruht im wesentlichen auf drei Punkten: 

1. Das Chymosin folgt dem Labgesetz, wonach das Produkt 
aus Fermentmenge und Gerinnungszeit ein konstantes ist (k=L. t). 
Das Parachymosin dagegen nimmt bei zunehmender Verdiinnung 
an Wirksamkeit sehr viel schneller ab und wird bei starker Ver­
diinnung gleich Null. Fiir das Pal'achymosin hat demnach das 
Labgesetz keine Giiltigkeit. 

2. Das Parachymosin wird in seiner Wirkung durch Chlor­
calcium sehr energisch gefordert, wahrend das Chymosin so gut 
wie unbeeinfluBt bleibt. 

1) J. Bang, mer Parachymosin, ein neues Labferment. Pfliigers 
Arch. 79, 425. 1900. 
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3. Das Parachymosin ist gegen Hitze sehr widerstandsfahig, 
das Chymosin dagegen auBerordentlich empfindlich. 

Man hat demnach drei Moglichkeiten festzustellen, ob eine 
Losung resp. ein Extrakt Chymosin oder Parachymosin enthalt. 
Die eine besteht darin, daB man mit verschiedenen Ferment­
mengen bei stets gleichen Milchquantitaten die Gerinnungszeiten 
bestimmt, d. h. daB man das Labgesetz ermittelt, die zweite 
darin, daB man feststellt, ob Chlorcalcium die Wirkung der 
Losung beschleunigt oder unbeeinfluBt laBt, und die dritte darin, 
daB man ermittelt, wie sich die Fermentlosung hohen Tempera­
turen gegeniiber verhalt. Auf aIle FaIle tut man gut, wenn man 
vor die Aufgabe gestellt ist, zu entscheiden, ob ein Lab chymosin­
oder parachymosinartiger Natur ist, sich nicht mit einer der drei 
Methoden zu begniigen, sondern stets aIle drei Methoden anzu­
wenden. - Bang fand noch ein viertes Kriterium um Chymosin 
von Parachymosin zu unterscheiden, das auf der groBen Empfind­
lichkeit von Parachymosin gegeniiber schwachen Alkalimengen 
beruht, doch ist dies nicht immer ganz zuverlassig. Es sei 
deshalb nur darauf hingewiesen. 

1. Ermittelung der Gerinnungszeit nach Fuld 1). 

Erforderliche Losungen. 
1. La blosung. 
2. Frische Kuhmilch. 
Ausfiihrung. In einem Vorversuch ermittelt man an­

nahernd diejenige Menge der Lablosung, welche 5 ccm Milch 
bei 400 C innerhalb von 2-3 Minuten zur Gerinnung bringt. 

Hiernach beschickt man eine Reihe von Reagenzglasern mit 
je 5 ccm frischer Kuhmilch und warmt sie im Ostwaldschen 
Thermostaten auf 400 C vor. Gleichzeitig flillt man in mehrere 
Reagenzglaschen die im Vorversuch ermittelte Fermentmenge und 
warmt auch diese im Thermostaten vor. 

Nach diesen Vorbereitungen beginnt der eigentliche Ver­
·such in der Weise, daB man in die eine Hand ein mit Milch be­
schicktes Glaschen, in die andere Hand ein Ferment enthaltendes 
Glaschen nimmt, ohne das Fermentglaschen aus dem warmen 
Wasser herauszunehmen, und nun mit einem Schlage die Milch 
quantitativ in die Fermentlosung hineingieBt. Das geleerte 
Glaschen wird schnell beiseite getan und mit dem das Gemisch 
enthaltenden hin und her schwankende Bewegungen im Wasser­
bad ausgeflihrt, damit das Ferment in standig gleichmaBiger 

1) E. Fuld, tJber die Milchgerinnung durch Lab. Hofmeisters 
Beitrage 2, 169. 1902. 
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Verteilung sich in der Milch findet. Dabei beobachtet man scharf, 
wann die Gerinnselbildung eintritt. In einem bestimmten Moment 
sieht man die Milch mit einem Schlage grieBig werden. Am 
besten erkennt man den Moment, wenn man auf die an der Innen­
wand des Glaschens herunterlaufende Milch, die sich dort durch 
das rhythmische Schwenken des Glases in standiger Bewegung 
findet, achtet. Solange noch keine Gerinnung eingetreten ist, sieht 
die an der Glaswand herabflieBende Milch vollkommen homo­
gen aus, sobald aber die Gerinnung einsetzt, beobachtet man 
an der Wand feine Flockchen, die teilweise am Glase haften 
bleiben. Das Bild ist so charakteristisch, daB es gar nicht zu 
verkennen ist. 

Die Zeit, welche die Milch zur Gerinnung braucht, also die 
Zeit, welche verflieBt zwischen dem Moment, in dem die Milch 
in die Fermentlosung hineingegossen wird und dem Moment, 
wo die Gerinnung eintritt, ist die Gerinnungszeit. Man miBt sie 
am besten mit Hilfe einer Rennuhr, die in dem Augenblick der 
Vereinigung von Milch und Fermentlosung in Gang gesetzt und 
in dem Augenblick des Eintrittes der Gerinnung arretiert wird. 

Es ist klar, daB zur Feststellung der Gerinnungszeit ein 
einziger Versuch in keinem FaIle genugt. Man hat stets min­
destens drei und noch mehr Versuche mit ein und derselben 
Fermentmenge anzustellen und berechnet dann aus den ermittelten 
Zeiten den Durchschnittswert. 

Hiernach kommt die Feststellung der Gerinnungszeit 
fur eine Fermentmenge, die nur halb so groB als die 
in der ersten Versuchsreihe benutzte ist. 

Sie geschieht in der namlichen Weise wie vorhin, daB zu­
nachst mehrere Reagenzglaser mit je 5 ccm Milch, andere wieder­
um mit der halben Fermentmenge beschickt und samtliche im 
Ostwaldschen Thermostaten auf 400 C vorgewarmt werden. 
Danach werden mehrmals hintereinander die Gerinnungszeiten 
wie oben bestimmt und aus den gefundenen Werten das Mittel 
berechnet. 

Alsdann folgt die Feststellung der Gerinnungszeit 
fur eine nur den vierten Teil enthaltendeFermentmenge 
und hiernach die Ermittelung der Gerinnungszeit fur 
eine nur den achten Teil enthaltende Fermentmenge, 
bei beiden ebenfalls stets in der Weise, daB man in mehreren 
besonderen Portionen die Gerinnungszeiten bestimmt und aus 
ihnen das Mittel berechnet. 

Und nun vergleicht man zur Feststellung, ob es sich um ein 
Chymosin oder Parachymosin handelt, die gefundenen Gerin-
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nungszeiten miteinander. Hat beispielsweise der Versuch folgendes 
Ergebnis gehabt 

L X t k 
Labmenge X Gerinnungszeit= Produkt 

I. Versuchsreihe 0,4 cern 90" 36,0 
II. Versuchsreihe 0,2 cern 190" 38,0 

III. Versuchsreihe 0,1 cern 372" 37,2 
IV. Versuchsreihe 0,05 cern 738" 36,9 

so wiire das Produkt aus Labmenge und Gerinnungszeit stets 
ein annahernd konstantes. \Vir hatten es in diesem Falle demnach 
mit Chymosin zu tun. 

Wurde dagegen der Versuch mit einer andern Lablosung 
folgendes Resultat ergeben haben 

L X t k 
Labmenge X Gerinnungszeit= Produkt 

I. Versuchsreihe 0,4 cern 102" 40,8 
II. Versuchsreihe 0,2 cern 311" 62,2 

III. Versuchsreihe 0,1 cern 1243" 124,3 
IV. Versuchsreihe 0,05 cern 8741" 437,5 

so hatten wir, da das Produkt aus L X t ganz unregelma13ig ist, 
die Gegenwart eines Parachymosin~ ermittelt. 

2. Ermittelung des Einflusses von Chlorcalcium auf 
die Gerinnungszeit. 

Erforderliche Losungen. 
1. Lablosung. 
2. Frische Kuhmilch. 
3. 10 %ige ChlorcalciumlOsung. 
Ausfuhrung. Der Versuch wird in der gleichen Weise 

durchgefUhrt wie vorhin, nur da13 zu jeder Milchportion (5 cern), 
bevor sie im Ostwaldschen Thermostaten vorgewarmt wird, 
1 Tropfen der Chlorcalcium16sung hinzugefugt wird. 

Man stellt also zunachst die Gerinnungszeit fest fUr die in 
der ersten Versuchsreihe angewandte Fermentmenge, dann die 
Gerinnungszeit fUr die in der zweiten Versuchsreihe, ferner fur 
die in der dritten und endlich fur die in der vierten Versuchsreihe 
angewandte Fermentmenge, aber stets unter Benutzung der mit 
Chlorcalcium versetzten Milch. 

Und nun vergleicht man, ob die Werte fUr die Chlorcalcium­
Milch wesentlich andere sind als flir die ohne Kalkzusatz ver­
wandte Milch. Sind keine erheblichen Differenzen zu beobachten, 
so spricht dieser Befund flir die Gegenwart von Chymosin. 

Wohigellluth, Fermentmethoden. 12 
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Hat sich dagegen herausgestellt, daB unter dem Einflusse 
des Chlorcalciums die Gerinnungszeiten sich betrachtlich geandert 
haben in dem Sinne, daB das Chlorcalcium eine Beschleunigung 
der Gerinnung verursacht hat, so folgt daraus, daB das verwandte 
Lab ein P~rachymosin ist. 

Fiir die unter 1 und 2 angegebenen Verfahren 
sind noch folgende gemeinsame Punkte zu beriick­
sichtigen: 

1. Es ist zweckmaJ3ig, mit nicht zu engen Reagenzglaschen 
zu arbeiten. 

2. Die Vorwarmung der Fermentlosung, besonders aber der 
Milch, beansprucht mindestens 3 Minuten. Est wenn diese nach 
dem Hineinstellen der Glaschen in den Thermostaten verstrichen 
sind, darf man mit dem Versuch beginnen. 

3. Man hat die Fermentverdiinnungen fiir die einzelnen Ver­
suchsreihen so zu wahlen, daB man stets mit den gleichen Fliissig­
keitsmengen arbeitet. Diese Forderung ist sehr leicht zu erfiillen, 
wenn man von der FermentlOsung der ersten Versuchsreihe sich 
eine doppelte, eine vierfache und eine achtfache Verdiinnung 
macht. Dann hat man in stets den gleichen Fliissigkeitsmengen 
1/2,1/4 und 1/8 der fiir die erste Versuchsreihe verwandten Ferment­
menge. 

3. EinfluB der Hitze auf die Labkraft. 

Die zu untersuchende Losung wird nach der Vorschrift von 
Ban g genau auf 70° C erhitzt und 1 Minute lang bei dieser 
Temperatur gehalten. Dann ist das Chymosin zerstort, wahrend 
das Parachymosin nichts von seiner Wirksamkeit eingebiiBt hat. 
Erhitzt man dagegen die Losung auf 75° C, so ist auch das Para­
chymosin zerstort. 

Hierbei ist von groBer Wichtigkeit, daB die Losung vorher 
neutralisiert wird, und zwar muB man gegen Lackmoid nicht gegen 
Lackmus genau neutralisieren. 

Nach dem Erhitzen auf genau 70° C kiihlt man die Ferment­
losung wieder ab und priift, ob sie von ihrem anfanglichen Lab­
gehalt etwas eingebiiBt hat oder nicht. 1st das Lab zum groBten 
Teil oder total zerstort, so war in der Losung Chymosin vor­
handen. - Diese Methode eignet sich somit auch, urn aus einem 
Gemisch von Chymosin und Parachymosin das Chymosin zu 
eliminieren. 
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Darstellung von LablOsungell. 

l. Herstell ung einer halt baren Standardla blasung. 

Man kann hierzu samtliche kaufliche Labpraparate ver­
wenden. Das beste, weil wirksamste, ist das von Witte in 
Rostock in Mecklenburg. 

Die haltbare Lasung stellt man sich in der Weise her, daB 
man 0,1 g Wittesches Labpulver mit 50 ccm destilliertem Wasser 
24 Stunden unter haufigem Schiitteln im Eisschrank digeriert. 
Starkes Schiitteln, beispielsweise in der Schiittelmaschine, ist un­
zweckma13ig, da hierdurch das Praparat an Wirksamkeit ver­
liert. Hiernach wird das Ungelaste scharf abzentrifugiert, so 
daB die iiberstehende Fliissigkeit vollkommen klar ist, und die 
klare Lasung mit gleichem V olumen reins ten Glyzerins versetzt. 
Eine sole he Lasung ist, in einer dunklen Flasche und im Eisschrank 
aufbewahrt, lange Zeit gut halt bar. 

Statt der kauflichen Labpraparate kann man auch getrocknete 
Magenschleimhaut zur HersteHung einer wirksamen Lablasung 
benutzen, indem man sie mit Glyzerin oder verdiinnter Salzsaure 
extrahiert und dann neutralisiert. 

Darstellung pepsinfreier ChymosinlOsung nach Ham­
mars ten 1). 

Labmagen von Saugkalbern werden geaffnet, der Pylorus­
teil weggeschnitten, die Schleimhaut durch Spiilen mit Wasser 
griindlichst von Speiseresten und Schleim befreit und von 
der Muskulatur heruntergeschabt. Ein Gewichtsteil der Driisen­
masse wird mit 10-20 ccm 0,2 %iger Salzsaure 12 bis 24 
Stunden bei stark abgekiihlter Temperatur (etwas iiber 0°) 
unter haufigem Durchschiitteln digeriert. Danach wird filtriert, 
100 ccm der Infusion mit etwa 1 g Magnesia versetzt und einige 
Minuten wiederholt geschiittelt. Dann wird rasch filtriert und 
auf Pepsin und Chymosin gepriift. Man wiederholt so lange die 
Behandlung des Filtrates mit Magnesia, bis dasselbe nur noch 
sehr schwach auf Pepsin wirkt, dagegen kraftig Milch koaguliert. 
Gewahnlich erreicht man dieses Resultat nach dreimaliger Behand­
lung mit Magnesia und im Laufe von weniger als 1 n Stunden. 
Wenn man so weit gekommen ist, daB das letzte Filtrat die Milch 
in 1 Minute koaguliert, wahrend das Fibrin nach 1 Stunde zwar 
stark gequollen, aber sonst kaum sicher angegriffen ist, so ist 
das Filtrat fiir die weitere Verarbeitung brauchbar. 

1) o. Hammarsten, Zur Frage nach der Identitiit der Pepsin- und 
Chymosinwirkung. Zeitschr. f. physiol. Chemie. 56, 18. 1908. 

12* 
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Nunmehr wird das Filtrat schwach angesauert, mit einer 
Losung von Cholesterin in Alkohol und etwas Ather rasch ver­
mischt und kraftig umgeschiittelt. Dann sammelt man das Chole­
sterin auf ein Filter, wascht es mit Wasser, schlammt es sehr fein 
in nicht zu viel Wasser auf, setzt Ather hinzu und schiittelt leise. 
Die untere wasserige Losung wird rasch von der oberen atheri­
schen Cholesterinlosung getrennt und in eine groBe flac.he Schale 
hineinfiltriert, damit ein Verdunsten des Athers erleichtert wird. 
Eine solche Losung koaguliert Milch in dem Verhaltnis von 1: 5 
in 5 Minuten oder weniger, wahrend sie bei Gegenwart von 0,2 % 
Salzsaure gekochtes Fibrin im Laufe von 12 Stunden bei 370 C 
nicht merkbar verdaut. 

Von Pawlow 1) wird allerdings bestritten, daB solche Lo­
sungen kein Pepsin mehr enthalten; es findet sich nach seiner 
Ansicht in ihnen stets noch Pepsin, das sich bei geeigneter Ver­
.suchsanordnung immer nachweisen lasse. 

8. Metakaseinreaktion. 
Sie ist eine Erscheinung, die in der Milch auf tritt, wenn auf 

sie ein ganz schwaches Lab bei Gegenwart von wenig Kalksalzen 
eingewirkt hat. In einer solchen Milch beobachtet man bei der 
flir die Labung sonst iiblichen Erwarmung auf 400 C keine Ge­
rinnselbildung. Erst wenn man die Milch stark erhitzt oder kocht, 
scheiden sich feine Gerinnsel (Metakasein) abo 

Man kann die Metakaseinreaktion jederzeit in der Weise 
demonstrieren, daB man auf frische Kuhmilch eine ganz kleine 
Labmenge kurze Zeit einwirken laBt und dann die Milch kocht. 
Wahrend die nichtbehandelte Milch ihre Homogenitat beim Er­
hitzen resp. Kochen nicht andert, tritt in der mit Lab vor­
behandelten Portion, falls sie Metakasein enthalt, beim Erhitzen 
feine Gerinnselbildung ein. 

9. Plasteinferment (Danilewsky 2)). 
Eigenschaften. Es hat die Fahigkeit, in Peptonlosungen 

bei Brutschranktemperatur Niederschlage zu erzeugen ("P 1 a­
stein e" nach D anil ewsky, "Koagulosen" nach Kurajef£2». 

1) P. Pawlow und S. W. Parastschuk, nber die ein und dem­
selben EiweiBfermente zukommende proteolytische und milchkoagulierende 
Wirkung verschiedener Verdauungssiifte. Zeitschr. f. physiolog. Chemie, 
42, 415, 1904. . 

2) Zit. nach K u raj e ff, nber die koagulierende Wirkung des Papayotins 
auf PeptonlOsungen. Hofmeisters Beitr. 1, 121. 1902. 
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Ob es sich hierbei um ein Ferment sui generis handelt, oder ob 
die Plasteinbildung eine Eigenschaft ist, die samtlichen proteo­
lytischen Fermenten zukommt, ist bis heute noch nicht sicher­
gestellt. Ebensowenig ist man sich iiber die chemische Natur der 
Koagulosen im klaren. Die einen betrachten sie als neugebildetes 
EiweiB, die andern als dem EiweiB sich nahernde Stoffe, die 
dritten als besonders geartete Albumosen. 

Vorkommen. Es findet sich in der Magenschleimhaut, 
im Magensaft, Pankreassaft, in der Pankreasdriise selbst und in 
den verschiedensten anderen Organen. Auch bei verschiedenen 
Pflanzen (Papayotin) hat man es beobachtet und genauer unter­
sucht und ebenso bei einigen Bakterien. 

Nachweis. 
Er geschieht in der Weise, daB man die zu untersuchende 

Losung (2-4 ccm) zusammenbringt mit einer sehr konzentrierten 
Albumose16sung (10 ccm) und das Gemisch langere Zeit im Brut­
schrank bei 40 0 C stehen laBt. Meist zeigt sich da, wenn die 
Reaktion eine positive ist, in den ersten Stunden eine leichte 
Triibung, die sich immer mehr verdichtet, bis nach 3-4 Stunden 
ein betrachtlicher Niederschlag sich am Boden des GefaBes ange­
sammelt hat. 1st die Wirkung eine starke, so kann der ganze 
1nhalt des Gliischens sich in eine gallertige Masse, das Plastein, 
verwandeln. Am besten liiBt man die Reaktion mindestens 
24 Stunden im Brutschrank vor sich gehen, muB dann aber durch 
Zusatz eines Antiseptikums (Toluol) den Eintritt der Fiiulnis zu 
verhiiten suchen. 

Von Wichtigkeit fUr das Gelingen der Reaktion ist die zum 
Versuch erforderliche Albumoselosung. Man kann sie sich aus 
jedem beliebigen EiweiBkorper seIber darstellen, indem man ihn 
mehrere Tage mit Pepsin verdaut, den koagulablen Anteil ab­
scheidet und die albumosehaltige Losung stark einengt. Be­
sonders verwandt worden sind hierzu Kasein, Ovalbumin, Fibrin, 
Muskelfleisch. Ebenso eignet sich fUr die Plasteinreaktion das 
im Handel vorkommende Wittepepton. Man hat nur hier, 
ebenso wie bei den anderen Praparaten, dafUr zu sorgen, daB 
die Losung eine betrachtliche Konzentration besitzt. Die ge­
eignete Konzentration fUr eine solche Albumoselosung ist 10 bis 
20 % und dariiber. 

Das sicherste Mittel, um nachzuweisen, ob in einer Pepton­
losung unter dem EinfluB von Pepsin oder Lab oder Trypsin etc. 
der regenerative ProzeB der Plasteinbildung stattgefunden hat, 
ist die Bestimmung der Aminogruppen nach Soerensen, wie sie 
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neuerdings Henriques und Gjaldback 1) und Glagolew 2) beim 
Studium der Plasteinreaktion angewandt haben. Man geht dabei 
so vor, daB man unmittelbar nach der Vereinigung von Ferment 
und PeptonlOsung die Aminogruppen nach der Methode von 
Soerensen bestimmt und nach beendigter Reaktion die gleiche Be­
stimmung ausfiihrt. Eine Plasteinbildung hat sicherlieh statt­
gefunden, wenn die Menge der vorhandenen Aminogruppen ab­
genommen hat. 1st aber eine Zunahme zu konstatieren, so muB 
man annehmen, daB sieh ein proteolytiseher Vorgang in der Losung 
abgespielt hat. Uber die Methode von Soerensen s. S. 229. 

10. Trypsin. 
Eigensehaften. Es ist imstande, fast aIle EiweiBkorper bis 

zu ihren niedrigsten Spaltprodukten, den Aminosauren, zu zer­
legen. Sein Wirkungsoptimum liegt bei 37-39° C, dureh Erhitzen 
auf 75-80° C wird es zerstort. Es wirkt am besten in sehwach 
alkaliseher Losung, deren Optimalkonzentration aber fiir einzelne 
Praparate sehr versehieden ist. Durch starkere Alkalien wird 
es schnell zerstort, besonders empfindlieh ist es gegen Sauren. 

V 0 r k 0 m me n. Es findet sleh in der Pankreasdriise und in 
dem von ihr produzierten Sekret, in Pankreaszysten und in den 
Fazes. Trypsinahnliche Fermente sind auBer bei samtliehen Warm­
bliitern und vielen Kaltbliitern auch in verschiedenen Pflanzen, in 
der Hefe und zahlreichen Pilzen gefunden worden (Papayotin, 
Takadiastase) . 

Nachweis. 
&.) qualitativ. 

Er gesehieht am rasehesten mit Hilfe einer Fibrinfloeke, 
am besten mit der mit Kongorot gefarbten Fibrinflocke. Jede 
noch so kleine Verdauung macht sieh sofort in einer mehr oder 
weniger starken Rotfarbung der Verdauungsfliissigkeit bemerk­
bar. 1st in der zu untersuehenden Losung viel Trypsin zugegen, 
so ist die Floeke innerhalb einer hal ben Stunde glatt verdaut. 
1st kein Trypsin oder nur Trypsinogen in ihr enthalten, so ist 
die Flocke noch nach 12 Stunden unverandert. Stets ist eine 
Kontrolle mit einer gleiehgroBen Fibrinfloeke in einer 
Losung anzustellen, welche die gleiche Reaktion be­
sitzt wie die Verdauungsfliissigkeit. 

1) V. Henriques und J. K. Gjaldback, Untersuchungen iiber die 
Plasteinbildung. Zeitsc~r. f. physiol. Chern. 71, 485. 1911; 81, 439. 1912. 

2) P. GIagolew, Uber Plasteinbildung, I. Mitteil. Biochem. Zeitschr. 
1i0, 162. 1913. 
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Zeigt die auf Trypsin zu untersuchende Losung saure odeI' 
neutrale Reaktion, so muB ll).an sie vor Anstellung des Versuches 
durch Zusatz von etwas Sodalosung ganz schwach alkalisch machen. 
Versaumt man dies, so kann durch Pepsinwirkung die Gegen­
wart von Trypsin vorgetauscht werden; eine Verwechselung mit 
Pepsin ist aber bei alkalischer Reaktion vollkommen ausgeschlossen. 
- Reagiert die zu untersuchende Losung schon von vol'lleherein 
alkalisch, so andert man nichts an ihrer Reaktion, auch wenn sie 
reich an Alkali ist, sofel'll dieser Alkaligehalt ein natiirlicher 
ist wie beispielsweise beim Pankreassaft. 

Liegt die Moglichkeit vor, daB die Losung Trypsin in inaktiver 
Form, also als Zymogen enthalt, so muB man versuchen, das 
Trypsin zu aktivieren, s. dariiber S. 191. 

b) quantitativ. 

1. Methode von Griitzner. 
Sie findet sich ausfUhrlich beschrieben auf S. 137. 
Das dort Gesagte bezieht sich auch auf die Bestimmung des 

Trypsins, nur daB hier statt mit salzsauren Losungen mit neutralen 
oder ganz sehwach alkalischen gearbeitet werden muB, und daB 
das Fibrin statt mit Karmin mit Kongorot gefarbt und durch 
Erwarmen auf 80° fixiert werden muB (Roaf 1». 

2. Methode von Mett. 
Aueh hier muB man stets fUr eine neutrale oder ganz sehwaeh 

alkalisehe Reaktion sorgen. 1m iibrigen wird die Methode sonst in 
der gleichen Weise ausgefiihrt wie mit Pepsinli.isungen s. S. 139. 

3. Methode von Volhard-Lohlein 2). 
Sie ist mit allen ihren Losungen (Genaueres s. S. 144) ebenso 

wie fiir die Pepsinbestimmung aueh fUr die Trypsinbestimmung 
verwendbar. Nur andert sieh die dort besehriebene Versuehs­
anordnung insofern, als der Zusatz von 11 cern 1/1 normal-Salz­
saure nieht vor dem Versuch, sondern erst llach Beendi­
gung del' Verdauung zu erfolgen hat. 

Es gestaltet sieh demnach die Trypsinbestimmung kurz 
skizziert folgendermaBen: 

1) H. E. Roaf, A new colorimetric method to show the activity of 
either "peptic" or "tryptic" enzymes. Biochem. Journ. 3, 188. 1908. 

2) W. L5hlein, -aber die Volhardsche Methode der quantitativen 
Pepsin- und Trypsinbestimmung durch Titration. Hofmeisters Beitr. 
7, 120. 1906. 
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100 ccm KaseinlOsung werden in die mit Marken fUr 300 und 
400 ccm versehenen Flaschen gefiillt, die trypsinhaltige Losung 
hinzugegeben und mit destilliertem Wasser auf 300 aufgefiillt. 
Diese Mischung bleibt dann eine genau zu bestimmende Zeit im 
Wasserbad von 40°. 

Analog dem Pepsinverfahren wird dann durch nachtdig­
lichen Zusatz von 11,0 ccm 1/1 normal-Salzsaure und 20 %igem 
Natriumsulfat bis zur Marke 400 die Verdauung unterbrochen 
und das unverdaute Kasein ausgefallt. Die salzsauren Peptone 
gehen durch das Filter und der durch sie bedingte Saurezuwachs 
dient als MaB fUr den Grad der Fermentstarke. 

Zur Titration verwendet man hier genau so wie bei der Pepsin­
bestimmung 100 oder 200 ccm Filtrat. 

Berechnung. Sie erstreckt sich ausschlieBlich auf die 
Anzahl Kubikzentimeter von 1/10 n NaOH, welche zur Neutrali­
sation des gebildeten sauren Peptons notwendig waren. 

Beispiel. Die vorher ermittelte Aziditat von 200 ccm der 
Stammlosung nach Fallung und Filtration sei 8,5, in 400 = 17,0. 
Zur Neutralisation von 200 ccm Filtrat wurden gebraucht 

n 
= 25,8 ccm 10 NaOH 

somit fUr 400 ccm (Gesamtfiltrat) = 51,6 " 
Davon sind abzuziehen fUr die Stammlosung = 17,0 
Somit waren zur Neutralisation des ge- --

bildeten sauren Peptons erforderlich 
n 

= 34,6 ccm 10 NaOH. 

1st der Versuch mit einem stark alkalischen Pankreassaft 
ausgefiihrt worden, so ware der so berechnete Wert zu klein, 
weil ein Teil der durch das Filter gegangenen Saure durch das 
Alkali des Pankreassaftes neutralisiert worden ist. In einem 
solchen FaIle hat man die dem Pankreassaft entsprechende Alkali­
menge - ausgedriickt durch ccm 1/10 n NaOH - zu dem ge­
fundenen Werte hinzuzurechnen. 

4. Methode von Fermi 1). 

Prinzi p. Gelatine wird durch Trypsin so verandert, daB 
sie ihre Gerinnungsfahigkeit vollkommen verliert. 

Erforderliche Losungen. 
l. Trypsinlosung. 
2. 5 %ige Chloroform gelatine. 

1) C1. Fermi, Die Leimgelatine als Reagens zum Nachweise tryp­
tischer Enzyme. Arch. f. Hyg. 12, 238. 1891 und 40, 155. 1906. 
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Man stellt sich dieselbe in der Weise her, daB man sich zu­
nachst Chloroformwasser bereitet, und zwar so, daB man 1 Liter 
destilliertes Wasser mit 5 ccm Chloroform versetzt, langere Zeit 
schiittelt und nun das mit Chloroform gesattigte Wasser filtriert. 
Hierin lost man 50 g Goldblatt-Gelatine unter nicht zu starkem 
Erwarmen und bekommt eine gut halt bare 5 % ige Gelatine­
losung. Sie erstarrt in der Kalte und ist deshalb jedesmal vor 
dem Gebrauch auf Korpertemperatur zu erwarmen. 

Ausfiihrung. Eine Reihe fortlaufend numerierter Reagenz­
glaser wird mit absteigenden Mengen FermentlOsung beschickt, 
unter Benutzung von destilliertem Wasser zur Herstellung der 
Verdiinnungen, und jedem Glaschen 2 ccm der vorher auf Korper­
temperatur erwarmten Gelatinelosung zugefiigt. Hiernach kommen 
samtliche Glaschen auf 4 Stunden in den Thermostaten (380 C) 
und nach Ablauf der Frist auf 20 Stunden in den Eisschrank. 
1m Thermostaten wirkt das Trypsin auf die Gelatine und ver­
fliissigt sie, in der Kalte gerinnt die Gelatine wieder, soweit sie 
nicht verandert wurde. Danach wird festgestellt, in welchen 
Glaschen die Gelatine durch das Ferment verfliissigt und in welchen 
sie unter dem EinfluB der Kalte wieder erstarrt ist. Auf diese 
Weise kann man mehrere trypsinhaltige Losungen resp. Extrakte 
zu gleicher Zeit auf ihren Fermentgehalt priifen und miteinander 
quantitativ vergleichen. 

Diese Methode hat, indes den groBen Nachteil, daB die Ge­
rinnungsfahigkeit der Gelatine schwankt mit dem Gehalt der 
Losung an (H'). Bei vergleichenden Bestimmungen muB man 
deshalb stets fUr gleiche H-lonenkonzentration Sorge tragen. Dies 
erreicht man am besten durch Zusatz eines "Puffers" zur Gelatine­
lOsung. Als "Puffer" verwandten Palitzsch und Walbum 1) 
Borsaure und stellten sich ihre Gelatinelosung folgendermaBen 
her: 700 g franzosischer Gelatine wurden in 1,5 Liter lauwarmem 
Wasser gelOst, die sehr zahe Fliissigkeit durch ein Sieb gegossen 
und ca. 1 g in Wasser emulsioniertes Thymol und 12,5 cem ca. 5 n­
Natriumhydroxydlosung zugesetzt. Die Lasung, die trotzdem auf 
Lackmuspapier noch schwach sauer reagierte, wurde dann mit 
warmem Wasser auf 2000 ccm aufgefiillt und auf 200 ccm fassende Me­
dizinflaschen verteilt, die nach Zukorken im Eisschrank aufbewahrt 
wurden. - Kurz vor dem Versuch wurden 200 g dieser 35%igen 
Lasung abgewogen und mit Wasser, in dem 15,5 g reine Borsaure 
vorher gelast waren, verdiinnt. Zum Versuch wurden 40 ccm 
dieser Lasung auf 50 ccm verdiinnt, so daB also die Versuchs-

1) S. Palitzsch und L. E. Walburn, Uber die optirnale Wasserstoff­
ionenkonzentration bei der tryptischen Gelatineverfliissiglmg. Biochem. 
Zeitschr. 47, 1. 1912. 
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fliissigkeit in 1 Liter 60 g Gelatine und 12,4 g Borsaure enthielt. 
Die versehiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen der Misehungen 
wurden dureh Zusatz verschiedener Mengen Natriumhydroxyd­
losung hervorgebracht. Hierfiir und fiir die entsprechenden Neu­
tralisationsmisehungen (Salzsaurelosungen) werden zwei Tabellen 
angegeben (s. Original S. 10 und 11). - Der Versuch wird 
nun so ausgefiihrt, daB 40 cern der verdiinnten borsaurehaltigen 
Stammlosung mit 8 cern der gewiinschten Natriumhydroxydlosung 
versetzt und 20 Minuten in einem regulierten Wasserbad von 370 C 
vorgewarmt werden. Danaeh werden 2 cern Trypsinlosung zu­
gefiigt und das Gemiseh im Wasserbad gehalten. Naeh bestimmten, 
beliebig gewahlten Zeitintervallen werden der Misehung mittelst 
einer Pipette Proben von je 5 cern entnommen, in diinnwandige 
Reagenzglaser iibertragen, ihnen 1 cern der entsprechenden salz­
sauren Neutralisationsmisehung zugefiigt und mindestens 10 
Minuten in Eiswasser gehalten. Nach gutem Schiitteln wird die 
neutralisierte Gelatinemischung 15 Minuten lang ohne Schiitteln 
abgekiihlt und danaeh die Konsistenz beurteilt. - Will man ganz 
exakte Vergleichswerte mit der Gelatinemethode erhalten, so 
empfiehlt es sich, nur naeh den hier gegebenen Vorschriften zu 
arbeiten. 

5. Methode von Miiller-Jochmann 1). 

Prinzip. Trypsin und trypsinahnliehe Fermente sind im­
stande, bei einer Temperatur von 50-600 C LOfflerplatten zu 
verdauen. 

Unter den sogenannten LOfflerplatten versteht man be­
kanntlich Petrischalen, deren Boden mit erstarrtem Hammel­
oder Rinderblutserum, das etwas Traubenzuckerbouillon enthalt, 
bedeckt ist. 

Ausfiihrung. Von der zu untersuchenden Losung stellt 
man sich mehrere Verdiinnungen her, indem man dazu destil­
liertes Wasser verwendet, beispielsweise 5 Verdiinnungen, und 
zwar 1 : 2, 1 : 4, 1 : 8, 1 : 16, 1 : 32. Alsdann beschickt man die 
erste LOfflerplatte an. 6-8 Stellen mit je einer Platinose 
der unverdiinnten Ferment16sung, die zweite Platte in der gleiehen 
Weise mit der Verdiinnung 1 : 2, die dritte mit der Verdiinnung 
1 : 4, die vierte mit der Verdiinnung 1 : 8, die fiinfte mit der 
Verdiinnung 1 : 16 und die seehste mit der Verdiinnung 1 : 32 
und bringt samtliehe Platten in einen auf 530 C eingestellten Brut-

1) E. Miiller und G. Jochmann, tJber eine einfache Methode zurn 
Nachweis proteolytischer Fermentwirkungen. Miinch. med. Wochenschr. 
Nr. 29. 1906. 
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schrank. Hier belaBt man sie 24 Stunden und kontrolliert nach 
Ablauf der Frist, ob die Platten Spuren von Verdauung zeigen 
oder nicht. 

Enthielt das untersuchte Material kein Trypsin, so sind die 
aufgetragenen Tropfchen verdunstet, ohne irgend eine Spur zu 
hinterlassen. War aber Trypsin vorhanden, so zeigt sich auf 
der LOfflerplatte an der Stelle der aufgebrachten Tropfchen 
ein Substanzverlust in Gestalt von mehr oder minder tiefen Ein­
senkungen (Dellen). War die Menge des vorhandenen Trypsins 
groB, so wh'd man noch auf Platte Nr. 5 (1 : 16) oder gar auf 
Platte Nr. 6 (1 : 32) Dellen beobachten, war sie sehr gering, so 
wird nur Platte Nr. 1 schwache DeUenbildung zeigen. 

So kann man mit ziemlicher Genauigkeit den Gehalt einer 
Losuilg an Trypsin feststellen und vergleichende Untersuchungen 
an mehreren Losungen zu gleicher Zeit vornehmen. 

6. Methode von Fuld-GroBl). 

Prinzip. Die Methode beruht darauf, daB gelostes Kasein, 
solange es nicht verdaut ist, auf Zusatz von essigsaurem Alkohol 
niedergeschlagen wird, wahrend die Abbauprodukte des Kaseins 
nach wie vor gelost bleiben. 

Erforderliche Losungen. 
1. 1 %oige Kaseinlosung. Man steUt sie sich in der Weise 

her, daB man 0,1 g reines Kasein - am besten das nach Ham­
marsten hergestellte, das iiberall kauflich zu haben ist - in 
einem 200 ccm fassenden Becherglas versetzt mit 5 ccm 1/10 normal­
Natronlauge und 25 ccm destilliertem Wasser und die Mischung 
auf dem Drahtnetz zum Sieden erhitzt. Nach einmaligem Auf­
kochen wh'd das Glaschen zur Abkiihlung in ein GefaB mit kaltem 
Wasser gestellt und dann die iiberschiissige Natronlauge durch 
vorsichtigen Zusatz von 1/10 normal-Salzsaure (nicht Schwefel-

saure) neutralisiert, wozu etwa 4,5 ccm 1~ HOI erforderlich sind. 

Hiernach wh'd noch die an lOO ccm fehlende Fliissigkeitsmenge 
durch destilliertes Wasser (65,5 ccm) erganzt, und die Kasein­
losung ist dann gebrauchsfertig. Sie halt sich im Eisschrank 
etwa 48 Stunden; dann aber tritt meist schon Triibung ein. Ein 
Zusatz von Toluol zur Verhiitung der Faulnis ist nicht zu emp-

1) E. Fuld s. v. Bergmann und K. Meyer, "Ober die klinische 
Bedeutung der Antitrypsinbestimmung im Blute. Berl. klin. Wochenschr. 
1908. Nr.45. S. 1673. - G. G roB, Die Wirksamkeit des Trypsins und eine 
einfache Methode zu ihrer Bestimmung. Arch. f. experim. Pathologie und 
Pharmak. 1)8, 157. 1906. 
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fehlen, da das Toluol mitunter sehr schnell das Kasein ausflockt. 
Eine triibe Losung darf aber nie zum Versuch verwandt werden. 
Die Herstellung der KaseinlOsung kann auch so geschehen, daB 
man 0,1 g Kasein in 100 ccm 0,1 %iger Sodalosung unter Er­
warm en lost. 

2. Destilliertes Wasser. 
3. Essigsaure alkoholische Lasung. 
Diese setzt sich zusammen aus 1 Teil Essigsaure, 49 Teilen 

Wasser, 50 Teilen 96 %igen Alkohol. 
Ausfiihrung. Eine Reihe von zehn mit fortlaufenden 

Zahlen numerierten Reagenzglasern wird mit absteigenden Mengen 
der zu untersuchenden Fermentlasung beschickt in der Weise, 
daB in das erste GIaschen 1,0 ccm, in das zweite 0,5 ccm, in das 
dritte 0,25 ccm, in das vierte 0,125 ccm usf. kommen, und daB 
zur Herstellung der Verdiinnung ausschlieBlich destilliertes Wasser 
verwandt wird. Sod ann werden zu jedem Glaschen 2 ccm der 
1 %oigen Kaseinlosung zugesetzt und samtliche Glaschen auf 
1 Stunde in den Thermostaten oder in ein gut reguliertes Wasser­
bad von 38° C iibertragen. Nach Ablauf der Frist werden die 
Glaschen abgekiihlt, in das Reagenzglasgestell in der urspriinglichen 
Reihenfolge zuriickgebracht und nun zu jeder Pi)rtion 6 Tropfen 
der essigsauren alkoholischen Lasung zugefiigt. Dabei tritt in 
all den Glaschen, in denen noch unverandertes Kasein enthalten 
war, eine mehr oder weniger starke Triibung auf, wahrend die­
jenigen, in denen das Kasein glatt verdaut wurde, vollkommen 
klar bleiben. Das unterste, noch vallig klare Glaschen gilt als 
Grenze, und aus ihm berechnet man die Trypsinmenge der unter­
suchten Losung. 

Berechnung. Man solI feststellen, wieviel Kubikzenti­
meter der Kaseinlasung von 1,0 ccm der untersuchten Ferment­
losung innerhalb der angewandten Zeit verdaut werden konnen. 

Hat beispielsweise der Versuch ergeben, daB noch 0,0l6 ccm 
imstande waren, 2 ccm Kaseinlosung glatt zu verdauen, so be­
rechnet sich der Trypsinwert nach folgender Gleichung 
0,016: 2 (ccm Kaseinlsg.) = 1 (ccm Fermentlsg.) : x (ccm Kaseinlsg.) 

. h· 2.1 125 mIt III X = 0016 = . , 
Die Fermentlosung enthalt somit 125 Trypsineinheiten, wobei 
man unter einer Trypsineinheit diejenige Fermentmenge zu ver­
stehen hat, die innerhalb 1 Stunde bei einer Temperatur von 
38° C 1,0 ccm Kaseinlosung glatt zu verdauen imstande ist. 

Die hier angefiihrte Fermentverteilung gilt natiirlich nur 
dann, wenn es darauf ankommt, grobe Unterschiede festzustellen. 
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Soll man dagegen feine Differenzen ermitteln, so muB man sich 
einer entsprechend engeren Reihe bedienen. Siehe dariiber S. 17. 

Von physikalischen Methoden sind zur Verfolgung proteo­
lytischer Vorgange folgende Methoden in Gebrauch: 

1. Methode der Viskositatsbestimmung. 
Prinzi p. Eine verdaute EiweiBlosung hat eine viel geringere 

Viskositat als eine native EiweiBlosung. Da sich mit fortschreiten­
der Verdauung die Viskositat andert, laBt sich der Fortgang einel' 
proteolytischen Spaltung mit Hilfe der Viskositatsbestimmung 
standig quantitativ verfolgen. 

Erforderliche Losungen: 
1. Fermentlosung, 
2. viskose EiweiBlosung. 
500 g Rindfleisch, sorgfiiltig von Fett und Faszien befreit, 

werden zerkleinert und wiederholt mit Wasser gewaschen, bis 
dasselbe farblos ablauft. Der Riickstand wird in 2 Liter Wasser 
+ 16 ccm konzentrierter Salzsaure aufgeschwemmt und 24 Stunden 
stehen gelassen. Das Filtrat hiervon ist stark viskos und kann 
direkt zum Versuch verwandt werden. 

Ausfiihrung. Man setzt zu einem bestimmten Quantum 
obiger EiweiBlosung eine bestimmte Menge FermentlOsung zu und 
bestimmt sofort die Viskositat dieses Gemisches im Ostwaldschen 
Viskosimeter, del' sich in einem Thermostaten befindet. Dann 
wird in bestimmten Zeitintervallen wieder die Viskositat bestimmt 
und die Werte untereinander verglichen. Gewohnlich ist die 
Abnahme der Viskositat in den ersten Stunden der Verdauung 
eine weit groBere als spater, dementsprecherid verlauft die Kurve 
erst steil, dann langsamer und flacht sich schlieBlich ganz abo 

Diese Methode wurde zuerst von Spriggsl) zur Bestimmung 
der Pepsinwirkung angewandt. Nach Bayliss 2) liefert sie aber 
lange nicht so zuverlassige Werte als die Methode der 

2. Bestimmung der elektrischen Leitfahigkeit. 
Pr inzi p. Unter der Einwirkung eines proteolytischen Fer­

mentes nimmt die elektrische Leitfahigkeit einer EiweiBlosung zu. 
Dies beruht darauf, daB die Pepto~e, die Dikarbonsauren und die 
Diaminosauren eine hohere Leitfiihigkeit besitzen als natives EiweiB. 

1) E. J. Spriggs, Eine neue Methode zur Bestimmung der Pepsin. 
wirkung. Zeitschr. f. physiol. Chem. 35, 465. 1902. 

2) W. J¥I. Bayliss, Untersuchungen liber das Wesen der Enzym­
wirkung. 1. Uber die Ursache der Zunahme der Leitfahigkeit bei der Trypsin­
verdauung. Journ. of physiol. 36, 221. 1907. 



190 C. EiweiBspaltende Fermente. 

Erforderliche Losungen: 
1. Ferment1osung, 
2. EiweiBlosung. 
Ausfiihrung. Man setzt zu einem bestimmten Quantum 

EiweiBlosung eine bestimmte Fermentmenge zu, bestimmt un­
mitte1bar darauf und dann in beliebig gewahlten Zeitintervallen 
die Leitfiihigkeit, indem man zur Messung sich der Methode von 
Koh1rausch bedient. Eine fortschreitende EiweiBspaltung macht 
sich bemerkbar durch eine Zunahme der Leitfiihigkeit. Diese 
ist um so groBer, je umfangreicher die EiweiBspaltung ist. Die 
Zunahme ist eine regelmaBige und folgt einer einfachen Kurve, 
die sich im Laufe der Verdauung allmahlich abflacht. 

Die Methode gestattet ebenso wie die vorhergehende, das Ge­
misch standig auf den Fortgang der Verdauung zu priifen, ohne 
daB die Fermentwirkung dabei unterbrochen wird. 

3. Refraktometrische Methode. 
Prinzip. In Gegenwart einer bestimmten Menge Alkali 

zeigt 1 g natives Kasein den gleichen refraktometrischen Index wie 
1 g verdautes Kasein. Fallt man nun das unverdaute Kasein aus 
der Losung aus, so kann man durch Bestimmung des Index direkt 
die Menge des verdauten Kaseins se1bst messen. 

Erforderliche Losungen: 
1. FermentlOsung, 
2. Kaseinlosung, 

2 g Kasein Rhenania werden in 16 ccm 1/10 n NaOH ge­
lost und auf lOO ccm aufgefiillt, 

3. 1/40 n-Essigsaure. 
Ausfiihrung. Nach Robertson 1) geht man so vor, daB 

man zu lOO ccm EiweiBlosung ein bestimmtes Quantum der 
Fermentlosung zufiigt und bei 370 . digeriert. In bestimmten 
Zeitintervallen entnimmt man dem Gemisch je 10 ccm, faUt mit 
10 ccm Essigsaure das unverdaute EiweiB aus und untersucht das 
Filtrat im Refraktometer. Gleichzeitig wird der Index einer 
Mischung aus der gleichen Menge Essigsaure und der zur Her­
stellung der Kaseinlosung verwandten Natronlauge bestimmt und 
von dem ersten Werte abgezogen. Die Differenz ergibt den durch 
die Kaseinabbauprodukte bewirkten refraktometrischen Index. 

4. Optische Methode. 
Ausfiihrlich beschrieben bei Kapitel "Peptolytische Fermente", 

s. S. 208. 

1) B. T. Robertson, Eine schnelle Methode zur Bestimmung der 
relativen Wirksamkeit einer Trypsin16sung. Journ. of Biolog. chem. 12, 
23. 1912. 
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Nachweis von Trypsin im Pankreassaft und im Inhalt von 
Pankreaszysten. 

Man hat scharf zu unterscheiden zwischen Pankreassaft, der 
aus einer Fistel flieBt, ohne mit dem Darm in Beriihrung gekommen 
zu sein, und zwischen einem solchen, dem Darmsaft beigemischt 
ist. Wahrend letzterer das Trypsin in aktiver Form enthiilt, 
so daB es sofort zur quantitativen Bestimmung benutzt werden 
kann, enthalt ersterer das Trypsin ausschlieBlich in Zymogen­
form und muB darum erst einer besonderen Vorbehandlung, 
der Aktivierung, unterzogen werden. 

Die Aktivierung des Trypsins kann in verschiedener 
Weise ausgefiihrt werden, entweder verwendet man hierzu 1. die 
im Darm sich findende Enterokinase (Pawlow) oder 2. Calcium­
chlorid (Delezenne). 

1. Enterokinase ist enthalten im Darmsaft und in der 
Darmschleimhaut. Steht Darmsaft aus einer Thiry-Vellaschen 
Fistel nicht zur Verfiigung, so kann man sich ein enterokinase­
haltiges Extrakt aus Darmschleimhaut in folgender Weise her­
stellen: 

Die Darmschleimhaut eines Hundes, der mehrere Stunden 
vor dem Entbluten mit Fleisch gefiittert war, wird nach griind­
lichem Reinigen des Darmes abgeschabt, in einer Reibeschale 
mit Glassplittern oder Quarzsand verrieben und mit dem drei­
fachen Volumen einer 1 %oigen Natriumkarbonatli:isung etwa 
eine halbe Stunde lang bei Zimmertemperatur mazeriert. Danach 
wird die Mazeration mit verdiinnter Essigsaure vorsichtig neu­
tralisiert - ein etwaiger DberschuB an Essigsaure wird sofort 
wieder durch Zusatz von Natriumkarbonat abgestumpft -, das 
ganze Gemisch auf ein Filter gebracht und der Riickstand mit 
schwach essigsaurem Wasser gewaschen. Das Filtrat und das 
Waschwasser werden vereinigt und unter Toluol im Eisschrank 
aufbewahrt. Sie enthalten ganz betrachtliche Mengen an Entero­
kinase - ohne Beimengung von Erepsin - und konnen ihre 
Wirksamkeit lange Zeit bewahren. Vor dem Gebrauch ist die 
zur Verwendung kommende Portion mit Natriumkarbonat ganz 
schwach alkalisch zu machen. 

Die Aktivierung mit diesem Extrakt resp. Darmsa£t geschieht 
dann so, daB man zu je 1 ccm Pankreassa£t 0,2 ccm des Extraktes 
resp. Sa£tes mischt und die Mischung Y2-1 Stunde bei Zimmer­
temperatur stehen liiBt. Meist hat dann der Sa£t das Maximum 
seiner tryptischen Wirksamkeit erreicht. 
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2. Mit Calciumchlorid aktiviert man nach Delezenne 1) 
und Zunz 2) in der Weise, daB man zu 2 ccm Saft 0,2 ccm einer 
2 normal- Calciumchloridlosung (22 %) zugibt und die Mischung 
1 Stunde bei Zimmertemperatur stehen liiBt. 

Nach der Aktivierung stellt man dann mit Hilfe einer del' 
vorher angegebenen Methoden den Trypsingehalt fest. Am 
besten hat sich mir bei meinen Studien iiber Pankreassaft die 
Fuld-GroBsche Methode bewahrt. 

Die mit ihr ermittelten Werte fiir reinen menschlichen Pankreas­
saft schwanken zwischen 125-250, fUr reinen Hundepankreas­
saft ebenfalls zwischen 125-250. 

Fiir die Untersuchung von Pankreaszysteninhalt 
gil t das gleiche wie fiir den Pankreassaft. 

Von groBter Wichtigkeit ist es fiir beide, daB Beimengungen 
von Blut auf das Sorgfaltigste vetmieden werden miissen wegen 
der stark antitryptischen Wirkung des Blutes, das jeden Akti­
vierungsversuch vereitelt. In einem solchen Falle also, wo wegen 
der Gegenwart von Blut die Untersuchung auf Trypsin nicht 
ausfiihrbar ist, kann man die Frage, ob in einer Fliissigkeit Pankreas­
saft enthalten ist, so entscheiden, daB man in ihr quantitativ 
die Diastase bestimmt (s. S. 53), da die Diastasewirkung durch 
die Gegenwart von Blut eher verstarkt wird. Ergibt der Versuch 
einen hohen Diastasegehalt, so kann man sicher sein, daB Pankreas­
saft zugegen ist. Die Bestimmung der Diastase ist entschieden am 
bequemsten, da hierbei eine Aktivierung sich vollkommen eriibrigt. 

Untersuchung des mittelst Olprobefriihstiicks ge­
wonnenen Pankreassaftes. 

Das Ausgeheberte nach einem Olprobefriihstiick stellt ein 
Gemisch von 01, Magensaft und Darminhalt dar, das sich schon 
nach kurzem Stehen in zwei Schichten trennt, in die obere 01-
schicht und in die untere wasserige Schicht. Die beiden Schichten 
trennt man mit Hilfe eines Scheidetrichters oder durch Abhebern 
sorgfaltig voneinander und priift den wasserigen Anteil zunachst 
auf seine Reaktion. 

1st sie alkalisch, so filtriert man und bestimmt nach einer 
der oben angegebenen Methoden quantitativ das Trypsin. 

Reagiert sie neutral, so geniigt ein Zusatz von 1-2 Tropfen 
schwacher Sodalosung zu etwa 5 ccm Filtrat, um die Losung 
schwach alkalisch zu machen. 

1) C. Delezenne, Activation du suc pancreatique par les sels de cal­
cium. Compt. rend. des sceances de la Soc. de bioI. 59, 476. 1905. 

2) E. Zunz, Recherches sur l'activation du suc pancreatique par 
les sels, III communication. Bruxelles 1907, lOS. 
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Zeigt dagegen das Gemisch saure Reaktion, so ist moglichst 
unmittelbar nach dem Aushebern mit Soda zu neutralisieren und 
schwach alkalisch zu machen. Denn schon ein ganz kurzes Ver­
weilen des Trypsins in saurer Losung schadigt es aufs schwerste. 

Aus diesem Grunde empfiehlt es sich nach K udo l ), zusammen 
mit dem 01 gleichzeitig Magnesia usta dem Patienten zu verab­
folgen, weil man so schon im Magen eine Neutralisation erzielt. 
Besonders wichtig ist das in Fallen von Hyperaziditat. Man erreicht 
damit, daB die Salzsaure des Magens sofort neutralisiert und von 
dem Trypsin wenig oder gar nichts zerstort wird, und auBerdem 
spart man so gleichzeitig die spatere Neutralisation. Trotz der 
gleichzeitigen Verabfolgung von Magnesia usta darf nie verabsaumt 
werden, das Ausgeheberte sorgfaltig auf seine Reaktion zu prufen, 
um gegebenenfalls sofort eine Korrektur anzubringen. 

Verwendet man zur Gewinnung von Pankreassaft das E in -
h 0 r n sche Eimerchen, so ist ein Zusammentreffen von Trypsin 
mit Salzsaure meist nicht zu befurchten. Trotzdem ist auch hier 
m jedem FaIle die Reaktion genau zu prufen. 

Dber die quantitative Bestimmung des Trypsins s. o. 

Bestimmung des Trypsins in den Fazes. 
Ebenso wie das Olprobefruhstuck ist auch der Nachweis 

des Trypsins in den Fazes fUr die Diagnostik der Pankreaser­
krankungen von Wichtigkeit. 

Er geschieht in der Weise, daB man sich zunachst ein Extrakt 
aus den Fazes darstellt und mit diesem die qualitative resp. 
quantitative Trypsinbestimmung durchfUhrt. 

Das Extrakt bereitet man sich so, daB man 5 g Fazes mit 
50 ccm destilliertem Wasser in einer Reibeschale grundlichst ver­
reibt, nach kurzem Stehen scharf abzentrifugiert und das Zentri­
fugat filtriert. Das Filtrat muB vollkommen klar sein; man er­
reicht absolute Klarheit am besten bei Verwendung von dichtem 
Filtrierpapier (Schleicher u. Schull Nr. 589). Hiernach priift 
man die Reaktion. 1st sie von vorneherein alkalisch, so andert 
man am besten nichts daran. 1st sie neutral, so macht man sie 
durch Zusatz von ein paar Tropfen dunner Sodalosung schwach 
alkalisch. Reagiert sie sauer, so neutralisiert man mit ca. 
lO % iger SodalOsung und gibt einen ganz minimalen Dber­
schuB von Alkali zU. Ein groBerer DberschuB von Alkali ist zu 
vermeiden, da er ganz betrachtlich die Trypsinwirkung hemmt. 

In dem klaren Filtrat bestimmt man dann mit der Fuld­
GroBschen Methode (s. S. 187) den Trypsingehalt, indem man 

1) T. Kudo, EinfluB von Sauren, Alkalien und Salzen auf Trypsin. 
Biochem. Zeitschr. 10, 473. 1909. 

Wohlgemuth, Fermentmethoden. )3 
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aber nicht schon nach einer Stunde die Verdauung unterbricht, 
sondern dieselbe 24 Stunden bei Brutschranktemperatur 
durchfiihrt und erst dann durch Zusatz von essigsaurem 
Alkohol den Versuch beendet. 

Nun gelingt es aber nicht immer, ein klares Filtrat zu be­
kommen, oft geht das Filtrat auBerordentlich langsam durch das 
Filter und filtriert ganz triib. Das ist stets dann der Fall, wenn 
die Fazes FeU enthalten. In einem solchen FaIle ist man ge­
zwungen, auf die Anordnung der Kaseinmethode zu verzichten 
und bedient sich am zweckmaBigsten der Miiller-J ochmann­
schen Platten methode (s. S. 186). Letztere scheint nach den 
neuesten Erfahrungen iiberhaupt weit sichereren AufschluB dariiber 
zu geben, ob in den Fazes Trypsin enthalten ist oder nicht, als 
die Kaseinmethode (S c h 1 e c h t und Wit t m un d 1) ). 

11. Antitrypsin. 
Eigenschaften. Es hemmt die Wirkung des Trypsins und 

auch die des Leukozytenfermentes. Bei 56° C wird es geschwacht, 
bei 64° C vernichtet. 

Vorkommen. Es findet sich im Serum, in Exsudaten und 
Transsudaten, in Organextrakten, iiberhaupt in fast allen eiweiB­
haltigen Losungen und kann immunisatorisch durch Injektion von 
sterilen Pankreaslosungen oder durch Implantation von Pankreas­
stiicken erzeugt werden. Auch genuine EiweiBkorper, wie Eier­
albumin, konnen antitryptisch wirken. 

Nachweis. 
a) qnalitativ. 

Der qualitative Nachweis geschieht am schnellsten in der 
Weise, daB man zwei Reagenzglaschen mit je einem gut wirksamen 
Quantum einer Trypsinlosung beschickt, zu der einen Portion 
einen aliquoten Teil der Antitrypsinlosung, zu der anderen, der 
Kontrollportion, das entsprechende Losungsmittel fiir Antitrypsin 
- also beispielsweise bei Verwendung von Serum physiologische 
Kochsalzlosung - zugibt und beide Mischungen ca. 15 Minuten 
bei Zimmertemperatur stehen laBt. Danach fiigt man zu jeder 
Portion zwei gleich groBe, gefarbte Fibrinflocken und stellt die 
Glaschen in einen Brutschrank von Korpertemperatur. Von Zeit 
zu Zeit kontrolliert man in beiden Portionen, ob die Gemische 
sich farben und die Fibrinflocken sich verandern. Wahrend 
in der Kontrollprobe die Flocke in kurzer Zeit zerfallt, und die 

1) H. Schlecht und G. Wittmund, Fermentuntersuchungen an 
einer isolierten Diinndarmschlinge und deren Bedeutung fiir einige neuere 
Pankreasfunktionsproben. Deutsches Archiv f. klin. Medizin 106, 517. 1912, 
daselbst Literatur. 
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Losung stark rot gefarbt ist, halt sich in der Antitrypsinprobe 
die Flocke und die Farbe noch stundenlang unverandert. 

b) qnantitativ. 
Der quantitative Nachweis geschieht am besten entweder mit 

Hilfe der Fuld-GroBschen Methode oder mit Hilfe des Miiller­
Jochmannschen Plattenverfahrens in der von Brieger und 
Tre bing angege.benen Modifikation. 

1. Fuld-GroBsche Methode. 
Erforderliche Losungen. 
1. Serum oder Organextrakt etc. (Antitrypsinlosung) 

(1 : 100). 
2. Trypsinstandardlosung. 
Man stellt sie her, indem man 1 g Pankreatin (Rhenania) 

in 50 ccm destilliertes Wasser eintragt, ofters schiittelt und iiber 
Nacht im Eisschrank halt. Danach wird von dem Unge­
losten abfiltriert resp. scharf abzentrifugiert und die klare Losung 
mit dem gleichen V olumen Glycerin. puriss. versetzt. Diese 
Standardlosung ist wochenlang im Eisschrank halt bar, ohne an 
ihrer Wirksamkeit erheblich einzubiiBen. 

Von dieser StandardlOsung stellt man sich fiir jeden Ver­
such eine 50fache Verdiinnung mit physiologischer Kochsalz­
losung frisch her. 

3. Physiologische (0,85 %ige) Kochsalzlosung. 
4. 1 %oige Kaseinlosung. 
Herstellung s. S. 187. Doch ist fiir ihre Bereitung statt des de-

stillierten Wassers hier physiologische KochsalzlOsung zu verwenden. 
5. Essigsaure alkoholische Losung. 
Zusammensetzung s. S. 188. 
Die Fuld-GroBsche Methode kann in zweierlei Weise zur 

Antitrypsinbestimmung verwandt werden a) als Kon trollreihen­
verfahren, b) als Einreihenverfahren. 

a) Kontrollreihenverfahren. 
Zwei Reihen von je 10 mit fortlaufenden Zahlen versehenen 

Reagenzglasern werden mit absteigenden Mengen der TrypsinlOsung 
(1 : 50) beschickt, und zwar so, daB in das erste Glaschen 1,0 ccm, 
in das zweite 0,9 ccm, in das dritte 0,8 ccm, in das vierte 0,7 usw. 
und in das zehnte 0,1 ccm kommen, samtliche Glaschen mit physio­
logischer Kochsalzlosung auf 1,0 ccm aufgefiilIt und nun zu den Glas­
chen der einen Reihe je 1,0 ccm des 100 fach verdiinnten Serums 
zugefiigt, zu der anderen (KontrolIreihe) je 1,0 ccm physiologische 
Kochsalzlosung. Nunmehr laBt man beide Reihen 15 Minuten bei 
Zimmertemperatm stehen, um so dem Antitrypsin Zeit zu lassen, 

13* 



196 C. EiweiBspaltende Fermente. 

mit dem Trypsin in Bindung zu gehen. Nach Ablauf der Frist 
werden zu samtlichen Glaschen beider Reihen je 2 ccm Kasein­
losung zugesetzt und alle Glaschen auf einmal in ein Wasserbad 
von 38-40° C iibertragen. Darin bleiben sie 30 Minuten stehen, 
werden dann herausgenommen und abgekiihlt und nun mit je 
6 Tropfen der essigsauren alkoholischen Losung versetzt. Dabei 
tritt in all den Glaschen, wo das Kasein teilweise oder ganz un­
verdaut geblieben ist, eine Triibung auf, wahrend die anderen klar­
bleiben. - Beim Vergleich der beiden Reihen untereinander be­
obachtet man dann, daB in der Hauptreihe in weit mehr Glaschen 
eine Triibung eingetreten ist als in der Kontrollreihe. Je starker 
die antitryptische Kraft des Serums ist, um so mehr Glaschen zeigen 
Triibung. 

Berechnung. Bisher ist man meist so verfahren, daB man 
den Grad der antitryptischen Wirkung durch ein oder mehrere 
+-Zeichen ausdriickte. Es diirfte aber doch wohl empfehlens­
wert sein, sich schon wegen des bequemeren Vergleiches einer 
zahlenmaBigen Ausdrucksweise zu bedienen, wie dies bereits 
Fiirst 1) getan hat. 

Wie sie durchgefiihrt wird, mag an folgendem Beispiel demon­
striert werden. 

Tabelle 14. 

Hauptreihe Kontrollreihe 

Trypsin- 1 ,/ .. nach Zu- 0,85'/, 1 '/ .. nach Zu-
Serum satz von satz von iOsUllg 

(1: 100) 
Kasein- essigs. Koch· Kasein- essigs. 

(1 : 50) losung Alkohol salziOs. iOsung Alkohol 

1=1,0 1,Occm 2,Occm klar 1,0 ccm 2,0 ccm klar 

2=0,9 1,0 
" 

2.0 
" 

trub 1,0 
" 

2,0 
" " 

3=0,8 1,0 
" 

2,0 " " 
1,0 

" 
2,0 

" " 
4=0,7 1,0 

" 
2,0 

" " 
1,0 

" 
2,0 

" " 
5=0,6 1,0 

" 
2,0 

" " 1,0 
" 

2,0 
" " 

6=0,5 1,0 " 
2,0 

" " 
1,0 

" 
2,0 

" " 
7=0,4 1,0 

" 
2,0 

" " 
1,0 

" 
2,0 

" " 
8=0,3 1,0 

" 
2,0 

" " 
1,0 

" 
2,0 

" " 
9=0,2 1,0 

" 
2,0 

" " 
1,0 

" 
2,0 

" 
I 

triib 

10=0,1 1,0 
" 

2,0 
" " 

1,0 
" 

2,0 
" " 

1) V. Furst, Zur Kenntnis der antitryptischen Wirkung des Blut­
serums. Berl. klin. Wochenschr. 1909. Nr. 2. 
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Wenn der Versuch in der geschilderten Weise ausgefallen 
ware, so wiirde sich aus der Kontrollreihe zunachst ergeben, daB 
noch 0,3 ccm Trypsin imstande sind, 2 ccm der Kaseinlosung in 
einer halben Stunde bei 38° glatt zu verdauen. Aus der Haupt­
reihe wiirde sich ergeben, daB bei Gegenwart von 1,0 ccm 100fach 
verdiinntem Serum, also bei 0,01 ccm Serum erst 1,0 ccm 
der Trypsinlosung imstande sind, 2 ccm der namlichen Kasein­
losung glatt zu verdauen, d. h. durch 0,01 ccm Serum werden 
1,0 - 0,3 ccm = 0,7 ccm der Trypsinlosung gebunden. Mithin 
werden durch 1,0 ccm Serum = 70 ccm der Trypsinlosung neu­
tralisiert, oder kurz ausgedriickt, fUr das vorliegende Serum ist 
der Antitrypsingehalt Anti - T;~: = 70, wobei Anti-T der Anti­
trypsinwert fUr 1 ccm natives Serum, 38° die beim Versuch an­
gewandte Temperatur und 30' die angeordnete Digestionszeit 
bedeuten. 

b) Einreihenverfahren. 
Dieses Verfahren unterscheidet sich insofern von dem Kon­

trollreihenverfahren, als es ermoglicht, die kleinste noch hem­
mende Ant.itrypsinmenge, beispielsweise im Serum resp. in Ex­
trakten zu ermitteln. 

Dieses Verfahren verlangt zunachst, daB man in einem Vor­
versuch die kleinste Menge der TrypsinstandardlOsung ermittelt, 
welche gerade noch imstande ist, 2 ccm einer 1 %oigen Kasein­
losung innerhalb einer halben Stunde bei einer Temperatur von 
38° C im Wasserbad glatt zu verdauen. 

a) Vorversuch. Er wird in der Weise ausgefiihrt, daB man 
eine Reihe von Reagenzglasern mit absteigenden Mengen Ferment 
beschickt, wobei man die Verdiinnungen stets mit physiologischer 
KochsalzlOsung herstellt, zu jedem Glaschen 2 ccm Kaseinlosung 
zufiigt und samtliche Glaschen auf 30 Minuten in ein Wasserbad 
von 38° C stellt. Nach Ablauf der Frist werden die Glaschen 
herausgenommen, mit je 6 Tropfen der essigsauren alkoholischen 
Losung versetzt, und nun wird festgestellt, welches Glaschen 
mit der kleinsten Fermentmenge noch vollkommen klar geblieben 
ist. Hiernach richtet sich die Starke der Verdiinnung der Tryp­
sinstandardlOsung fiir den Hauptversuch. 

Beispiel. Hat der Vorversuch ergeben, daB die kleinste 
noch wirksame Fermentmenge 0,008 ccm betragt, so braucht 
man fUr den Hauptversuch eine Trypsinlosung, die in 1 ccm die 
ermittelte Menge enthiilt. Demnach hatte man in dem vor­
liegenden Falle 1 ccm Trypsinstandardlosung zu verdiinnen auf 

1,0 
0,008 

125 unter Benutzung von physiologischer Kochsalzlosung. 



198 C. EiweiJ3spaltende Fermente. 

(1) Hauptversuch. Von dem zu untersuchenden Serum 
stellt man sich zunachst eine 100faehe Verdiinnung mit physio­
logischer Kochsalzlosung her, beschickt nun eine Reihe von 10 fort­
laufend numerierten Reagenzglasern mit absteigenden Mengen des 
verdiinnten Serums in der Weise, daB man in das erste Glaschen 
1,0 ccm, in das zweite - 0,9, in das dritte - 0,8, in das vierte 
-0,7 usw. und in das zehnte- 0,1 cem bringt, und erganzt mit 
physiologischer Koehsalzlosung in allen das Volumen auf 1,0 ccm. 
Hiernaeh setzt man zu jedem GHischen 1,0 cem der Trypsinver­
diinnung hinzu, die man, wie oben besehrieben, vorher ermittelt 
hat, und laBt die Reihe 15 Minuten bei Zimmertemperatur stehen. 

Nach Ablauf der Frist gibt man in jedes Glasehen 2 cem 
Kaseinlosung, stellt die ganze Reihe in ein Wasserbad von 38° C 
und belaBt sie darin 30 Minuten. 

Hiernaeh nimmt man sie heraus, kiihlt sie durch Leitungs­
wasser ab, stellt sie in der urspriinglichen Reihenfolge in das 
Reagenzglasgestell zuriiek und ermittelt nun dureh Zusatz von 
6 Tropfen der essigsauren alkoholisehen Losung, in welchen Glas­
chen die Verdauung gehemmt worden ist. 

Berechnung. Die Antitrypsinmenge bereehnet man aus 
demjenigen Glaschen, das die kleinste, die Verdauung noch hem­
mende Serummenge enthalt. 

Hat beispielsweise der Versuch ergeben, daB noch 0,4 eem 
des 100fach verdiinnten Serums, also 0,004 eine Hemmung be­
wirkten, so setzt man diese Antitrypsinmenge als Einheit und 
bereehnet nun, wieviel solcher Einheiten 1,0 ccm Serum enth1ilt. 

Fiir den vorliegenden Fall wiirde sich ergeben 0-O~4 = 250 Anti-, 
trypsineinheiten. 

2. Plattenverfahren von Brieger und Trebing 1). 

Es ist eine Modifikation der von Miiller und Jochmann 
angegebenen Methode, die auf S. 186 ausfUhrlieh besehrieben ist. 

Brieger und Tre bing verfahren so, daB sie je 1 Platinose 
des zu untersuchenden Serums vermischen mit je Y2, 1, 2, 3, 4, 
5, 6, 7, 8, 9, 10, in manehen Fallen sogar bis zu 20 Platinosen 
einer 1 % igen Trypsinlosung. Von dieser Misehung kommen 
6-8 Osen getrennt auf eine Serumplatte. Die Platten, fUr eine 
Untersuehung mit der Testplatte in der Regel 11 an der Zahl, 

1) Brieger und Trebing, Uber die antitryptische Kraft des mensch­
lichen Blutserums, insbesondere bei Krebskranken. Berl. klin. Wochen­
Bchr. 1908. Nr. 22. 
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werden dann fUr 21 Stunden im Brutschrank bei 55° C gehalten. 
Nach Ablauf der Frist wird festgestelIt, auf welchen Platten eine 
Verdauung (Dellenbildung) stattgefunden hat. 

Normales Serum besitzt so viel Hemmungskraft, daB schon 
bei einer Mischung mit Trypsin im Verhaltnis von 1 : 3 und 1 : 4 
jegliche Dellenbildung auf der Serumplatte ausbleibt. Bei Karzi­
nom und pernizioser Anamie beobachtet man noch Hemmungen 
bei 1 : 10. 

Es ist besonderer Wert darauf zu legen, daB stets nur gut 
abgelagerte, d. h. einige Tage alte Platten hierbei zur Verwendung 
kommen, die eine glatte und spiegelnde Oberflache zeigen. 

12. Erepsin. 
Eigenschaften. Es ist befahigt, Peptone und verschiedene 

Albumosen zu abiureten Produkten abzubauen, nicht aber auf 
genuines EiweiB zu wirken. Eine Ausnahme macht das Kasein, 
das von ihm angegriffen und abgebaut wird. 

Vorkommen. Es findet sich im Darmsaft und im Pan­
kreassaft und in den PreBsaften fast aller tierischen Organe, ebenso 
in zahlreichen Pflanzen, in der Hefe, in Schimmelpilzen (Taka­
diastase) und in Bakterien. 

Nachweis. 
Hierfiir kommen ausschlieBlich zwei Methoden in Betracht, 

die B i u ret pro b e von Co h n he i m und die Ph 0 s p h 0 r w 01£­

ramsauremethode von Salaskin. Beide Methoden konnen 
sowohl fUr den qualitativen wie fUr den quantitativen Nachweis 
Verwendung finden. 

a) qualitativ. 
1. Biuretmethode von Cohnheim 1). 

Erforderliche Losungen. 
1. Fermentlosung (Saft resp. Extrakt). 
2. Peptonlosung. 
Entweder stellt man sich aus dem im Handel vorkommenden 

Amphopepton (Kuhne) eine 1 %ige wasserige Losung her, oder 
man bereitet sich nach Cohnheim 1) folgendermaBen eine Pepton­
losung: 

Fein gehacktes Rindfleisch, das von Fett und Sehnen vorher 
moglichst befreit war, wird 2 Tage mit warmem Wasser unter 
Zusatz von Chloroform und Toluol digeriert, das Wasser abge-

1) Cohnheim, Die Umwandlung des EiweiBes durch die Darmwand. 
Zeitschr. f. physiol. Chern. 33, 453. 1901. 
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preBt und der Riickstand mit Alkohol und Ather wiederholt 
behandelt. Man erhalt so ein lufttrockenes, staubendes, gelb­
liches Pulver, das fast ausschlieBlich aus den EiweiBkorpern der 
Muskeln besteht. 100 g dieses Pulvers werden mit 2 Liter Oxal­
saure von 2 % angesetzt, 6 g Pepsinum purissimum von Griibler 
zugefiigt, kraftig geschiittelt und 8 Tage bei Brut-, dann noch 
14 Tage bei Zimmertemperatur der Verdauung iiberlassen. Dabei 
geht das Pulver bald in Losung, doch bleibt meist ein reichlicher, 
schmieriger Bodensatz zuriick, von dem abfiltriert werden muB. 
Das Filtrat wird mit kohlensaurem Kalk von Oxalsaure befreit, 
wieder filtriert, auf ca. 300 ccm eingeengt und falls dabei noch 
ein Niederschlag auf tritt, von diesem wieder abfiltriert. Man 
erhalt so eine ganz klare Losung, etwa von der Farbe dunklen 
Bieres, die eine sehr schone, rein rote Biuretreaktion gibt. 

3. ca. 10 %ige Essigsaure. 
4. Konzentrierte Kochsalzlosung. 
5. ca. 20%ige Natronlauge. 
6. Stark verdiinnte Kupfersulfatlosung (ca. 0,1 %). 
In gut wirksamen Saften (Darmsaft, Pankreassaft) 

resp. Extrakten gestaltet sich der Nachweis des Erepsins 
hochst einfach. 

Zwei Reagenzglaser beschickt man mit je 5-10 ccm der 
zu untersuchenden Losung und mit je 2-4 ccm PeptonlOsung, 
kocht das eine zur Kontrolle dienende Glaschen, gibt dann zu 
beiden Toluol zu, um den Eintritt von Faulnis zu verhiiten, und 
stellt sie gut verschlossen in den Brutschrank. Nach 24 Stunden 
entnimmt man dem Hauptglaschen einen aliquoten Teil (ca. 2 ccm) , 
faUt das EiweiB durch Erhitzen mit etwas Essigsaure und kon­
zentrierter Kochsalzlosung aus und priift nun, ob das Filtrat 
noch Biuretprobe gibt. Genau so verfahrt man mit einem ali­
quoten Teil (ca. 2 ccm), den man dem Kontrollrohrchen entnommen 
hat, und vergleicht nun die Biuretproben miteinander. 1st ein 
Teil des Peptons verschwunden, so £ant die Probe mit der nicht 
erhitzten Portion schwacher aus als mit der Kontrollprobe; ist 
samtliches Pepton in abiurete Produkte verwandelt worden, so 
fant sie negativ aus. - Bisweilen bemerkt man auch erst nach 
48stiindiger Digestionsdauer ein Schwacherwerden der Biuret­
probe, mitunter auch noch spater. Jedenfalls darf man nicht, 
wenn man noch nach 24 Stunden keinen Effekt bemerkt, daraus 
schlieBen, daB kein Erepsin in der untersuchten Losung vorhanden 
ist, und den Versuch dann schon abbrechen. 

Beziiglich des Anstellens der Biuretprobe muB man recht 
vorsichtig mit dem Zusatz von Kupfersulfatlosung sein, da ein 
VberschuB von Kupfersulfat bei starker Verdiinnung der Pepton-
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losung den roten Farbenton durch das eigene Blau leicht verdecken 
kann. Man darf also nur tropfenweise von der stark verdunnten 
Kupfersulfatlosung zusetzen. 

2. Phosphorwolframsauremethode von Salaskin 1). 

Diese Methode findet am besten in den Fallen Anwendung, 
wo man voraussichtlich schwach wirksame Extrakte zu unter­
suchen hat. Man verfahrt folgendermaBen: 

Von dem Extrakt resp. Sekret werden lO ccm mit 40 ccm 
Pepton16sung gemischt, die Mischung wird in zwei Portionen ein­
geteilt und die als Kontrolle dienende vor dem Versuch aufgekocht. 
Alsdann werden beide Portionen mit Toluol beschickt und kommen 
auf 48 Stunden in den Brutschrank. Nach Ablauf der Frist 
werden sie herausgenommen und in jeder Portion bestimmt: 
1. der N-Gehalt des koagulabeln EiweiBes, 2. der N-Gehalt des 
Filtrates, III. der N-Gehalt der durch Phosphorwolframsaure 
fallbaren Substanzen, IV. der N-Gehalt des Filtrates der Phosphor­
wolframsaurefallung. 

1st Erepsin in dem untersuchten Extrakt zugegen, so muB 
der Wert fur Nr. III abgenommen und der fur Nr. IV zugenomm(m 
haben. 

Zur Illustration des Gesagten fiihre ich ein Resultat aus der 
Arbeit von Salaskin an (Versuch 4, S. 422). 

1. Portion 
(nicht 

aufgekocht) 
Quantitaten der Portionen . . . . 

I. N -Gehalt des koagulierenden EiweiBes 
II. N-Gehalt des Filtrates . . . . . . . 

III. N-Gehalt der durch Phosphorwolfram­
saure fallbar. Substanzen . . . . . 

IV. N-Gehalt des Phosphorwolframsaure­
filtrates . . . . . . . . . . . . . 

Derselbe N-Gehalt in Prozenten ausge-
druckt ............. . 

25 ccm 
0,0093 g 
0,1047 g 

0,0502 g 

0,0530 g 

50,6 

2. Portion 
(auf­

gekocht) 
20 cern 

0,0088 g 
0,0824 g 

0,0748 g 

0,0054 g 

6,5 

In diesem Versuche ist sornit der durch die Zerlegung des 
Peptons frei gewordene Stickstoff in der 1. Portion fast 8 mal so 
groB wie der in der 2. Portion (Kontrolle). 

1) S. Salas kin , Vber das Vorkommen des Albumosen resp. Pepton 
spaltenden Fermentes (Erepsin von Cohnheim) in reinem Darrosafte von 
Runden. Zeitschr. f. physiol. Chern. 31), 419. 1902. 
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b) qnantitativ. 
Die eben geschilderte, von Salaskin angewendete Methode 

kann ebenso wie fiir qualitative auch fur quantitative Zwecke 
verwandt werden, desgleichen die Biuretmethode. Wahrend an 
der ersteren sich bei einem quantitativen Versuch nichts andert, 
gestaltet sich die 

Biuretmethode 
zwecks quantitativer Bestimmung des Erepsins folgendermaBen: 

Erforderliche Losungen s. o. 
Ausfuhrung. Eine Reihe von 8 Reagenzgliisem wird mit 

absteigenden Mengen der Fermentlosung in der Weise beschickt, 
daB man in das erste Glaschen 2,0 cern, in das zweite 1,5 cern, 
in das dritte 1,0, in das vierte 0,8, in das fiinfte 0,6, in das sechste 
0,4, in das siebente 0,2 und in das achte 0,1 cern bringt. Da­
nach gleicht man die Volumina auf 1 cern mit destilliertem Wasser 
resp. mit physiologischer KochsalzlOsung aus, gibt zu jedem 
Glaschen 0,5 cern Peptonlosung etwas Toluol und verschlieBt 
sie fest durch einen Stopfen. Hiemach kommt die ganze Reihe 
auf 24 Stunden in den Brutschrank. Nach Ablauf der Frist 
werden sie herausgenommen und mit samtlichen die Biuretprobe 
ausgefiihrt 1). Das unterste Glaschen, das nur eine ganz mini­
male Rotfarbung noch aufzuweisen hat, gilt als unterste Grenze 
und aus ihm kann man die Erepsinmenge quantitativ berechnen. 

Berechnung. Sie gestaltet sich genau so wie bei der Be­
rechnung der Amylase. Als Erepsineinheit gilt diejenige Menge 
Erepsin, die noch imstande ist, 0,5 cern Peptonlosung inner­
halb 24 Stunden glatt zu zerlegen. Ratte beispielsweise der Ver­
such ergeben, daB noch Glaschen Nr. 7 (0,2) keine Biuretprobe mehr 
gab, wahrend Glaschen 8 (0,1) sich auf Zusatz von Alkali und 
Kupfersulfat noch deutlich rot farbte, so hatte die Ferment-

I·· E' . h't 1,0 5 osung an repsmem el en ° 2 = . , 
Mir 2) hat sich dies Verfahren als sehr bequem erwiesen. 

13. Polypeptide spaltende Fermente (peptolytische 
Fermente). 

Eigenschaften. Wie schon ihr Name sagt, haben sie die 
Fahigkeit, Peptide in ihre einzelnen Bausteine (Aminosauren) zu 

1) War die Fermentlosung sehr eiweiBhaltig, so muB man das EiweiB 
vor der Anstellung der Biuretprobe durch Erhitzen mit etwas Essigsaure 
und ein paar Kornchen Kochsalz und durch Filtration entfernen. 

2) J. Wohlgemuth, Untersuchungen iiber den Pankreassaft des 
Menschen. 6. Mitteilung. Biochem. Zeitschr. 39, 302. 1912. 
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zerlegen. Diese ganz charakteristische Spaltung sei an dem 
Dipeptid Glycyl-alanin illustriert. 

OH2 • NH - OOOH OH2 • NH2 - OOOH 

············1 + H 20 = 
Glykokoll 

OHa -OH. NH2 -OO OHa -OH .NH2 -OOOH 
Glycyl-Alanin Alanin 

V 0 r k 0 m men. Sie finden sich im ganzen tierischen Orga­
nismus verbreitet. Man hat sie gefunden im Blut, Pankreassaft, 
Darmsaft, Speichel, in samtlichen Organen, in Trans- und Ex­
sudaten, in Leukozyten, ferner in vielen pflanzlichen Geweben, 
in verschiedenen Hefearten und Bakterien. 

Nachweis. 
Um den qualitativen wie quantitativen Nachweis von pepto­

lytischem Ferment moglichst einfach zu gestalten, hat man 
sich in der Mehrzahl der Falle solcher Peptide bedient, deren 
Endprodukt besonders charakteristische Eigenschaften besitzen. 
Am meisten sind bevorzugt worden das Glycyl-l-tryptophan 
und das Glycyl-l-tyrosin. Das Glycyl-l-tryptophan deshalb, weil 
das freie Tryptophan durch sein Verhalten gegen Brom (violette 
Bromreaktion) schon in ganz starken Verdiinnungen leicht zu 
erkennen ist. Das Glycyl-l-tyrosin deshalb, weil das abgespaltene 
Tyrosin auBerordentlich schwer lOslich ist und, sobald die Ver­
bindung zwischen ihm und dem Glykokoll gesprengt ist, in 
typischen Kristallen aus der Losung ausfiillt. - Statt des 
Glycyl-l-tyrosins, dessen Herstellung recht umstandlich ist, emp­
fehlenAbderhalden und Schittenhelm1) tyrosinreiches Seiden­
pepton, das von der Firma La Roche in Basel aus Seidenabfallen 
nach Vorschrift von Abderhalden hergestellt wird. 

a) qnalitativ. 
1. unter Verwendung von Glycyl-l-tryptophan. 

Erforderliche Losungen. 
1. FermentlOsung. 
2. ca. 10 %ige Glycyl-l-tryptophanlosung. 
Statt ihrer kann man auch das "Fermentdiagnostikum" 

von der Firma K'.alle & 00. A.-G. in Biebrich am Rhein ver­
wenden, welche das Peptid in gebrauchsfertigem Zustand abgibt. 

3. ca. 3 %ige Essigsaure. 
4. Brom oder Bromwasser. 

1) E. Abderhalden und A. Schittenhelm, Uber das Vorkommen 
von peptolytischen Fermenten im Mageninhalt und ihr Nachweis. Zeit­
schr. f. physiol. Chem. 59, 230. 1909. 
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3-6 ccm der zu untersuchenden Losung (Serum, Driisen­
saft, Extrakt etc.) werden mit 0,5 ccm einer ca. 10 %igen Glycyl­
l-tryptophanlosung und etwas Toluol (ca. 1 ccm) versetzt, grurrd­
lichst durchgeschuttelt und in den Brutschrank (38 0 C) gesetzt. 
Nach 24 Stunden oder noch fruher entnimmt man dem Gemisch 
eine Probe von 1-2 ccm und stellt mit ihr die fur Tryptophan 
typische Bromreaktion in folgender Weise an: 

Man sauert mit verdunnter (3 % iger) Essigsaure schwach 
an, laBt aus einer Flasche, die reines Brom enthalt, Bromdampfe 
zunachst in geringer Menge in das Reagenzglas hineinfallen und 
schuttelt nun so, daB die Flussigkeit sich mit den Bromdampfen 
innig mischt. Schon bei Gegenwart ganz geringer Mengen freien 
Tryptophans tritt eine rosarote Farbung ein, die sich urn so mehr 
einer dunkelvioletten Farbe nahert, je mehr Tryptophan abge­
spalten worden ist. Ein DberschuB von Brom ist dahei sorg­
faltig zu vermeiden, denn es bringt die Farbung momentan wieder 
zum Verschwinden. 

Zeigt sich bei dem ersten Zusatz von Bromdampfen keine 
Rosafarbung, so fahrt man in der eben beschriebenen Weise mit 
dem Zusatz von Bromdampfen vorsichtig fort und beobachtet 
weiter, ob Rosafarbung eintritt. Man tut das so lange, bis schlieB­
lich auf weitere Bromzugabe der Inhalt des Reagenzglases eine 
leicht gelbliche Farbung arrnimmt. Dann ist sicher genugend 
Brom vorhanden und die Probe ist als negativ zu bezeichnen. -
Verwendet man statt Bromdampfen Bromwasser fUr die Probe, 
so muB man mit dessen Zusatz ebenso vorsichtig verfahren. 

Ist die Probe nach 24 Stunden negativ ausgefallen, so kann 
man nach weiteren 24 Stunden nochmals die Losung auf freies 
Tryptophan kontrollieren. Je schneller ein Gemisch eine positive 
Bromreaktion gibt, je schneller also freies Tryptophan in ihm 
auf tritt, urn so mehr peptolytisches Ferment ist in ihm vor­
hand en. 

2. unter Verwendung von Glycyl-I-tyrosin resp. Seiden­
pepton. 

3-6 ccm der zu untersuchenden Losung werden mit 1 cern 
einer lO%igen Glycyl-I-tyrosinlOsung resp. einer lO%igen Seiden­
peptonlosung versetzt und unter Zugabe von etwas Toluol in den 
Brutschrank gestellt. Von Zeit zu Zeit kontrolliert man nun, 
ob Tyrosinkristalle aus dem Gemisch ausgefallen sind oder nicht. 

Sehr haufig schwimmen die Tyrosinnadeln, wenn ihre Menge 
noch eine sparliche ist, in der Losung und sind mit bloBem Auge 
schwer zu erkennen. Durch kurzes Zentrifugieren und durch 
mikroskopische Untersuchung des Bodensatzes aber kann man 
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sich jederzeit von ihrer Anwesenheit resp. Abwesenheit iiberzeugen. 
Es empfiehlt sich darum, den Versuch von vorneherein in einem 
Zentrifugierrahrchen anzustellen. Man braucht dann nicht erst 
jedesmal umzufUllen, wenn man zentrifugieren will. 

Die Tyrosinkristalle haben ein ganz charakteristisches Aus­
sehen. Es sind lange diinne Nadeln, die meist rosettenfarmig 
angeordnet sind, mitunter auch zerstreut liegen. Bei stark wirk­
samen Fermentlosungen, wie beispielsweise Pankreassaft, treten 
sie bereits nach wenigen Stunden in betrachtlichen Mengen auf 
und sind dann schon mit bloBem Auge sofort zu erkennen. Meist 
beobachtet man aber die ersten Ausscheidungen von freiem Tyrosin 
nach 24 Stunden. Das gilt hauptsachlich fUr Sera und Organ­
extrakte. 1st noch nach 48 Stunden kein freies Tyrosin nach­
weisbar, so darf man mit Sicherheit annehmen, daB in der be­
treffenden Lasung kein peptolytisches Ferment enthalten ist. 

Nun kann es aber - allerdings nur ausnahmsweise - vor­
kommen, daB etwas Tyrosin abgespalten worden ist, ohne daB 
es zu einer Ausfallung des Tyrosins gekommen ist. Dieser Fall 
kann eintreten, wenn die zu untersuchende Lasung schwach wirk­
sam und gleichzeitig alkalisch ist. Man trifft dann die Entscheidung, 
ob von dem Dipeptid ein Teil zerlegt worden ist oder nicht, so, daB 
man das Gemisch stark ansauert, die dabei entstehende Fallung 
abfiltriert und sofort mikroskopisch auf Tyrosinnadeln unter­
sucht, das klare Filtrat aber gesondert auf dem Wasserbad ein­
engt und den dabei entstehenden Niederschlag ebenfalls mikro­
skopisch priift. War freies Tyrosin in Lasung, so kann es sich 
hierbei nicht mehr dem Nachweis entziehen. - In jedem FaIle 
also, wo nach 48 Stunden kein Tyrosin in der Lasung sichtbar 
geworden ist, hat man die Pflicht, durch Ansauern und Einengen 
der Lasung sich davon zu iiberzeugen, daB tatsachlich kein freies 
Tyrosin in ihr enthalten war. 

Ganz schwache Wirkungen von peptolytischem Ferment 
kann man am besten mit Hilfe der 

3. optischen Methode von Abderhalden!) 
erkennen. Sie erfordert ganz klare Lasungen und einen besonders 
fein arbeitenden Polarisationsapparat mit dreiteiligem Ge­
sichtsfeld. 

Man setzt der klar filtrierten Fermentlasung gelastes Glycyl­
tyrosin zu und bringt das Gemisch in eine Polarisations­
rahre, die durch warmes Wasser, das in ihrem Metallmantel zir­
kuliert, konstant auf Brutschranktemperatur gehalten werden 

1) E. A b d e r h a Id en, Die Anwendung der "optischen Methode" auf 
dem Gebiete der Immunitatsforschung. Medizin. Klinik 1909. Nr. 41. 
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kann. Nun kontrolliert man von Zeit zu Zeit, ob das anfangliche 
Drehungsvermogen des Gemisches sich gegen friiher andert, oder 
ob es konstant das gleiche bleibt. Ist peptolytisches Ferment 
in der Losung vorhanden, so dokumentiert sich das alsbald durch 
eine Anderung des Drehungsvermogens. Diese tritt um so 
schneller ein, je wirksamer die Losung ist. 

Die optische Methode kann auch fiir quantitative Zwecke 
verwandt werden. Dariiber s. weiter unten. 

I b) qnantitativ. 

1. unter Verwendung von Glycyl-I-tryptophan. 
Erforderliche Losungen s. o. 
Ausfiihrung. Man beschickt eine Reihe von Reagenz­

glasern mit absteigenden Mengen der zu untersuchenden Losung 
in der Weise, daB man in das erste Glaschen 2 ccm, in das zweite 
1,5, in das dritte 1,0, in das vierte 0,5, in das fiinfte 0,25 usw. 
bringt, zu jedem Glaschen 0,5 ccm einer 5%igen Glycyl-I-trypto­
phanlosung und etwas Toluol zufiigt und nun die Glaschen ver­
schlossen in einem Brutschrank aufbewahrt. Nach 24 Stunden 
nimmt man sie heraus und fiihrt mit jedem Glaschen die Brom­
reaktion in der oben beschriebenen Weise aus. Dort wo Trypto­
phan abgespalten ist, fallt die Bromreaktion positiv' aus, wo eine 
Zerlegung des Dipeptids nicht stattgefunden hat, negativ. Das 
unterste, noch eine positive Bromreaktion liefernde Glaschen 
kann als Grenze dienen und aus ihm laBt sich dann die Ferment­
starke in derselben Weise wie fUr Erepsin berechnen. Auf diese 
Weise ist man in der Lage, mehrere Losungen beziiglich ihres 
Gehaltes an peptolytischem Ferment untereinander zu vergleichen. 

Der Versuch laBt sich auch so ausfiihren, daB man in ver­
schiedenen Losungen die Zeit feststelIt, wann die erste positive 
Bromreaktion auftritt und nun die Zeiten untereinander ver­
gleicht. In diesem FaIle hat man folgendermaBen zu ver­
fahren. 

Von den zu untersuchenden Fermentlosungen werden je 
5-10 ccm mit 1 ccm der Glycyl-I-tryptophanlosung und etwas 
Toluol versetzt und in den Brutschrank gestellt. Nun werden 
stiindlich kleine Proben (1-2 ccm) aus den einzelnen Gemischen 
entnommen und die Bromreaktion mit ihnen ausgefiihrt. Tritt 
beispielsweise in einer Portion bereits nach einer Stunde positive 
Bromreaktion auf, in einer zweiten erst nach fUnf Stunden, in 
einer dritten noch spater, etwa nach 20 Stunden, so laBt sich 
mit Sicherheit sagen, daB Losung I etwa fUnfmal so wirksam 
ist als Losung II und Losung II ungefahr viermal so wirksam 
als Losung III. 
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Fur den Nachweis des peptolytischen Fermentes mit Hilfe 
von Glycyl-I-tryptophan ist zu beachten, daB viele Ferment­
losungen wohl die Fahigkeit haben, dieses Dipeptid zu spalten, 
daB sie aber anderen Peptiden, wie beispielsweise dem Glycyl-l­
tyrosin gegenuber, wirkungslos sein konnen. 1st dagegen eine 
Losung imstande, Glycyl-I-tyrosin zu zerlegen, so kann man 
sicher sein, daB sie auch Glycyl-I-tryptophan anzugreifen ver­
mag. Man darf also, wenn man mit Glycyl-I-tryptophan arbeitet, 
die mit diesem Dipeptid gewonnenen Resultate nicht verall­
gemeinern. 

2. unter Verwendung von Glycyl-I-tyrosin. 

Die Ausfiihrung gestaltet sich, wie oben beschrieben, nur 
begnugt man sich hier nicht mit der bloBen Feststellung, daB 
Tyrosin abgespalten ist, sondern filtriert das ausgeschiedene 
Tyrosin ab, wascht es mit etwas destilliertem Wasser, absolutem 
Alkohol und Ather, trocknet es im Exsikkator und steIIt genau 
das Gewicht fest. Die durch das Gewicht festgestellten Mengen 
Tyrosin sind ein ungefahrer MaBstab fur die GroBe der Ferment­
menge. 

Ganz zuverlassig ist diese Methode aber, wie Abderhalden 
und Kolker 1) ausfiihren, nicht, wei! die Menge des ausgeschie­
denen Tyrosins nicht ausschlieBlich von der Wirksamkeit des 
Fermentes abhangig ist, sondern auch die Losungsbedingungen 
eine groBe Rolle spielen. Denn es konnen mitunter ganz be­
trachtliche Tyrosinmengen in Losung gehaIten werden. Diese 
Fehlerquelle lieBe sich nur so ausschaIten, daB man das Tyrosin 
quantitativ zu isolieren versucht. 

Zu dem Zweck muB nach Abderhalden und Kolker die 
Verdauungsflussigkeit am besten so stark mit Wasser verdunnt 
werden, daB etwa eine 1 % ige Losung an Tyrosin vorhanden 
ist, und mit Phosphorwolframsaure gefallt werden. Aus dem 
Filtrat des sorgfaltig gewaschenen und abgepreBten Niederschlages 
kann dann nach Entfernung der uberschussigen Phosphorwolfram­
saure mit Baryt und nach der genauen Fallung von dessen Dber­
schuB mit Schwefelsaure durch Einengen das Tyrosin abge­
schieden und seine Menge recht genau bestimmt werden. 

So gestaItet sich aber die Methode zu einer recht umstand­
lichen. Viel einfacher dagegen ist die 

1) Abderhalden und Kolker, Die Verwendung optisch-aktiver 
Polypeptide zur Priifung der Wirksamkeit peptolytischer Fermente. Zeit­
schr. f. phys. Chemie. 51, 294. 1907. 
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3. optische Methode von Abderhalden. 

Diese Methode verlangt erstens ganz klare und zum Polari­
sieren geeignete Fermentlosungen, zweitens optisch aktive Peptide, 
deren Herstellung auch heute noch nicht ganz einfach ist, und 
drittens einen Polarisationsapparat mit dreiteiligem Gesichtsfeld. 

A usfiihrung. Das betreffende optisch-aktive Peptid wird 
in der FermentlOsung gelost, und zwar am besten gleich in 
dem Rohr, das eine sofortige Ablesung der Drehung gestattet. 
Abderhalden benutzt dazu ein Rohr, das von einem Metall­
mantel umgeben ist. Durch dieses kann man wahrend der Ab­
lesung Wasser von 37° durchleiten oder wenigstens durch Ein­
fiillen von warmem Wasser (40°) die Verdauungsfliissigkeit be­
standig auf 37° halten. Das Innenrohr, das die Verdauungs­
fliissigkeit enthalt, besitzt einen Tubus, durch den ein Thermo­
meter eingefiihrt wird. Dieser Tubus gestattet zugleich Toluol 
aufzuschichten, umdem Entritt von Faulnis vorzubeugen, ohnedaB 
die Bestimmung des Drehungsvermogens behindert wird. - Nun 
liest man mit Hilfe eines Polarisationsapparates mit dreiteiligem 
Gesichtsfeld nach Einfiillung des Fermentpolypeptidgemisches 
und Erwarmung auf 37° sofort die Drehung ab und bringt dann 
das Rohr in einen Warmeschrank zuriick, der die Temperatur 
der Verdauungsfliissigkeit ganz gleichmaBig auf 37° halt. In be­
stimmten Zeitintervallen werden die Ablesungen wiederholt. 
Man kann so in sehr iibersichtlicher Weise den allmahlichen Ab­
bau der Polypeptide verfolgen und die Wirksamkeit einer be­
stimmten FermentlOsung genau feststellen. Zu vergleichenden 
Untersuchungen mehrerer Fermentlosungen untereinander ist 
diese Methode sehr geeignet. - N euerdings beschreibt A b d e r -
h a Ide n 1) einen Apparat mit einer elektrischen Heizvorrichtung, 
der die Ablesung und Beobachtung des Drehvermogens bei kon­
stanter Temperatur gestattet. 

Von Peptiden empfiehlt Abderhalden fiir diesen Zweck 
in erster Reihe das d-Alanyl-d-Alanin, weil dieses ein sehr starkes 
Drehungsvermogen besitzt, wahrend das d-Alanin fast optisch 
inaktiv ist. 

Ais Beispiel fiihre ich einen Versuch von Abderhalden und 
Kolker mit HefepreBsaft und d-Alanyl-d-Alanin an: 

0,6 g d-Alanyl-d-Alanin in 7,6 ccm HefepreBsaft + 0,4 ccm 
physiologischer Kochsalzlosung gelost. 

1) E. A bder halden, Ober eine mit dem Polarisationsapparat kom­
binierte elektrisch heizbare Vorrichtung zur Ablesung und Beobachtung 
des Drehvermogens bei konstanter Temperatur. Zeitschr. f. physiolog. 
Chemie 84, 300. 1913. 
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Drehung nach 5 Minuten -1,080 

" 
12 

" 
-0,850 

" " 
19 -0,590 

" 
26 

" 
-0,230 

" 
30 

" 
-0,090 

" 
35 

" + 0,05 0 

" 
40 

" + 0,100 

Die Schnelligkeit der Drehungsanderung ist ein MaBstab fUr 
die vorhandene Fermentmenge. Das d-Alanyl-d-Alanin eignet 
sich vorwiegend fur die Untersuchung von HefepreBsaften; Pan­
kreassaft ist weniger befahigt, dieses Dipeptid zu spalten. Darum 
verwendet man bei Pankreassaft, Darmsaft, Serum etc. besser 
Glycyl-l-tyrosin resp. Seidenpepton. 

Fur die Untersuchung von Blut auf peptolytisches Fer­
ment mit Hilfe der optischen Methode gibt Abderhalden 1) 
genaue Vorschriften 1. bezuglich des Seidenpeptons und 2. be­
zuglich des herzustellenden Plasmas resp. Serums. 

Was zunachst das Seidenpepton anbetrifft, so solI es so be­
schaffen sein, daB es wasserklare farblose Losungen liefert. Ein 
so beschaffenes Seidenpepton erhalt man bei der Firma La Roche 
in Basel. Will man das Praparat noch besonders reinigen, so 
kocht man es mit Methylalkohol aus, filtriert und gieBt die methyl­
alkoholische Losung in Athylalkohol. Dabei fallt das Pepton in 
weiBen Schuppen aus. Das reine Seidenpepton wird, gelost in phy­
siologischer Kochsalzlosung, in 10 % iger Konzentration angewandt, 
die vollkommen klar und farblos sein solI. Etwaige Trubungen be­
seitigt man durch Filtration unter Benutzung von feinem Filtrier­
papier oder einer Chamberlandkerze. Man kann sich, wenn man 
eine Reihe von Versuchen anzustellen beabsichtigt, gleich ein 
groBeres Quantum 10 % iger Peptonlosung in physiologischer 
Kochsalzlosung herstellen und diese unter Toluol aufbewahren. 
Sie ist lange Zeit haltbar, doch ist sie fUr den Versuch nur 
so lange verwendbar, als sie ihre ursprungliche Klarheit bewahrt. 
1st Trubung eingetret.en, so ist sie zu verwerfen. 

Bei der Bereitung des Plasmas und des Serums hat man 
strengstens darauf zu achten, daB sie vollkommen frei von Form­
elementen sind, sonst bekommt man beim Mischen mit der Pepton­
losung Trubungen, die den Versuch vollkommen zerstoren. Man 
muB deshalb auBerst scharf zentrifugieren. Das Plasma stellt 
man sich am zweckmaBigsten so her, daB man das Blut aus der 

1) E. Abderhalden, Die optische Methode und ihre Verwendung 
bei biologischen Fragestellungen. Abderhaldens Handb. der biochem. 
Arbeitsmethoden. 5, 575. 1911. 

w 0 hi gem u t h, Fermeutmethoden 14 



210 C. EiweiBspaltende Fermente. 

Ader direkt in ein mit Ammonoxalat beschicktes Zentrifugier­
rohrchen einflieBen laBt, ca. 5 Minuten schiittelt und nun scharf 
zentrifugiert. 

Von dem klaren Plasma resp. Serum nimmt man 1 ccm, 
mischt mit 1 ccm Peptonlosung und setzt, um das Polarisations­
rohrchen zu fUllen, physiologische Kochsalzlosung zu. Diese 
Mischung nimmt man am zweckmaBigsten im Reagenzglas vor, 
da man so Triibungen am ehesten erkennen kann. Fur die 
Serum- resp. Plasmauntersuchung verwendet Abderhalden zur 
Polarisation ein nach seinen Angaben konstruiertes % Dezimeter­
rohr mit Mantel, das durch EinfUllen von warmem (450) Wasser 
den Mantel auf die Temperatur von 37° C bringt. Man liest nun 
im Polarisationsapparat mit dreiteiligem Gesichtsfeld die Drehung 
ab, sobald das Gemisch die Temperatur von 37° erreicht hat, 
was sicher nach 5 Minuten der Fall ist, und kontrolliert dann in 
bestimmten Zeitintervallen wieder das Drehungsvermogen. Langer 
als zwei Tage den Versuch fortzusetzen ist nicht ratsam. 

Jeder einzelne Versuch verlangt Kontrollversuche a) mit 
Peptonlosung allein, b) mit Peptonlosung und Plasma resp. Serum 
von einem normalen Tier, c) mit Peptonlosung und Plasma resp. 
Serum, das durch Erwarmen auf 60° vorher inaktiviert worden war. 

Wird das Pepton-Serumgemisch wahrend des Versuches 
triib, so ist der Versuch sofort abzubrechen. 

Will man OrganpreBsafte mit der optischen Methode 
untersuchen, so muB man zunachst dafiir sorgen, daB sie voll­
kommen klar und steril sind. Abderhalden 1) empfiehlt hierfiir 
die Anwendung eines sorgfaltig steril gemachten Uhlenh u t­
Weidanzschen Abfiillapparates. Mit dem geklarten PreB­
saft wird dann der Versuch in der gleichen Weise ausgefuhrt, 
wie er fiir Serum beschrieben ist. 

Schwangerschaftsdiagnostik nach Abderhalden 2). 

Prinzip. Das Verfahren beruht darauf, daB im Gegensatz 
zum Normalserum das Serum von Schwangeren imstande ist, 
aus PlazentareiweiB eine dialysierbare biuretgebende Substanz 
abzuspalten. Diese Eigenschaft verdankt das Serum der Gegen­
wart von proteolytischen Fermenten, welche auf den Reiz hin, 

1) E. Abderhalden, Zur Kenntnis des Vorkommens der peptolyti­
schen Fermente. Zeitschr. f. physiol. Chemie 78, 344. 1912. 

I) E. Abderhalden und Miki Ki utsi, Biologische Untersuchungen 
fiber Schwangerschaft. Die Diagnose der Schwangerschaft mittelst der 
optischen Methode und dem Dialysierverfahren. Zeitschr. f. physiol. Chemie 
77, 249. 1912 und 81, 126. 1912. 
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der von dem befruchteten Ei ausgeht, bald nach der Befruchtung 
im Blute auftreten, und deren Wirksamkeit gerade gegen das 
PlazentareiweiB gerichtet ist. 

Fiir die Methode sind erforderlich: 
1. Koaguliertes PlazentareiweiB. 
Die frische Plazenta wird entweder als Ganzes oder nach 

erfolgter Entfernung der miitterlichen Anteile in ca. markgroBe 
Stiicke zerschnitten. Diese werden in einer Schale so lange in 
stromendem Wasser gewaschen, bis alles Blut entfernt ist. Der 
ganze ProzeB nimmt 5, hochstens 10 Minuten in Anspruch. Wah­
rend des Spiilens hat man bereits in einem Topf oder in einer 
Schale ca. 21 Wasser, denen man 2 Tropfen Eisessig zugesetzt, zum 
Sieden erhitzt. In das kochende Wasser wirft man nun die Pla­
zentastiicke und kocht 1 Minute lang. Das Kochwasser wird 
dann abgegossen, abdekantiert oder durch ein Filter gegossen 
und die koagulierten Plazentastiickchen nochmals mit Eisessig 
enthaltendem Wasser 5 Minuten lang gekocht. Man priift nun 
das Kochwasser mittelst der Biuretreaktion (zu 10 ccm des Koch­
wassers gibt man 5 ccm 33 %ige Natronlauge, schiittelt durch 
und iiberschichtet mit einer 0,4 %igen KupfersulfatlOsung). Die 
Reaktion ist, wenn man sich genau an die Vorschrift gehalten 
hat, immer negativ. Sollte sie noch positiv sein, dann miiBte 
man das Kochwasser nochmals wechseln. 1st die Biuretreaktion 
negativ, dann gieBt man das Kochwasser nebst den Plazenta­
stiickchen in eine weithalsige Flasche. Nach erfolgtem AufgieBen 
einer Schicht von Toluol wird die Flasche sorgfaltig verschlossen. 
Das so vorbereitete Material ist sehr lange, fast unbegrenzt 
haltbar. 

2. Blutserum. 
Man kann zu den Dialysierversuchen Blutplasma oder -serum 

verwenden. Der einfacheren Gewinnung wegen zieht man das 
Serum vor. Das aus der Vene entnommene Blut wird direkt in 
ein sterilisiertes Zentrifugierrohrchen aufgefangen. Man laBt es 
unter WatteverschluB gerinnen. PreBt sich nicht in kurzer Zeit 
geniigend Serum aus, dann wird zentrifugiert. Das Serum darf 
unter keinen Umstanden hamoglobinhaltig sein. Hamolytisches 
Serum ist immer zu verwerfen. Es geniigen 2-3 ccm Serum. 
Das Serum muB ganz frisch sein. Alles Schiitteln ist zu ver­
meiden. 

3. Dialysierschlauche. 
Als Dialysierschlauch hat sich die Diffusionshiilse Nr. 579 

von Schleicher und Schiill, Duren (Rheinland), am besten be­
wiihrt. Man priift zunachst alle Hiilsen einmal mit EiereiweiB oder 

14* 
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Serum auf ihre Undurchlassigkeit der Kolloide. Dann stellt man 
mittelst Pepton Wi tte bei jeder einzelnen HUlse fest, ob sie Peptone 
durchlaBt. Diese Priifung ist sehr wichtig, denn manche HUlsen 
sind zu dicht. Vor dem Gebrauch werden die HUlsen in Wasser 
gelegt. Am besten bewahrt man sie in Wasser auf, das mit einer 
Schicht Toluol iiberdeckt wird. Die HUlsen konnen zu vielen 
Versuchen gebraucht werden. 

4.1% ige wasserige Losung von Triketohydrindenhydrat. 
Ausfiihrung. In eine nach obiger Vorschrift vorbereitete 

und gepriifte HUlse gibt man ca. 1 g des koagulierten Plazenta­
gewebes. Dieses wird der Aufbewahrungsflasche entnommen und 
darauf in ca. linsengroBe Stiicke zerrissen und diese in die HUlse 
geworfen. Dann gibt man 2-3 ccm Serum hinzu. Das Plazenta­
gewebe muB am Grunde des Schlauches ruhen und yom Serum 
durchtrankt sein. Eine wesentliche Fehlerquelle liegt in dem 
Umstande, daB beim Einfiillen des Plazentagewebes resp. des 
Serums etwas am Rande der HUlse oder an der AuBenseite hangen 
bleiben kann. Aus diesem Grunde mache man es sich zur Regel, 
den Schlauch nach erfolgter Beschickung tiichtig mit Wasser 
abzuspUlen. Am einfachsten halt man den Schlauch am offenen 
Ende mit zwei Fingern zu und halt ihn dann unter den ge­
offneten Wasserhahn. Jetzt wird der Schlauch in ein geeignetes 
GefaB gestellt, das 15-20 ccm Wasser enthalt. Das GefaB mliB 
so eng sein, daB die AuBenfliissigkeit mindestens so hoch steht, 
wie der Schlauchinhalt im Innern des Schlauches reicht. 

Nunmehr fiigt man dem Schlauchinhalt und der AuBen­
fliissigkeit so viel Toluol zu, daB eine diinne Schicht davon die 
Fliissigkeiten bedeckt. Man laBt nun bei 37° 16 Stunden dialy­
sieren. 

Priifung auf eingetretene Spaltung mittelst Triketo­
hydrindenhydrat: 

Vom Dialysat entnimmt man mit einer Pipette 10 ccm, wobei 
man zu vermeiden hat, daB Toluol mitgenommen wird. Jetzt 
gibt man 0,2 ccm einer 1 %igen wasserigen Losung von Triketo­
hydrindenhydrat hinzu und ferner einen Siedestab. Man erhitzt 
rasch zum Kochen und unterhalt dieses genau eine Minute. 1st 
die Reaktion negativ, dann bleibt die Losung entweder farblos, 
oder sie farbt sich hellgelb. Bei positiver Reaktion tritt ent­
weder sofort oder nach kurzem Stehen eine mehr oder weniger 
tiefblaue Farbung ein. 

Friiher hatte Abderhalden die Priifung einer einge­
tr~tenen Spaltung des PlazentareiweiBes so vorgenommen, daB 
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er mit dem Dialysat die Biuretprobe anstellte und im Polarisa­
tionsapparat feststellte, ob iIi der AuBenfliissigkeit Linksdrehung 
eingetreten war. Beide Reaktionen werden aber von der neuer­
dings empfohlenen Probe mit Triketohydrindenhydrat bei weitem 
iibertroffen. 

14. Autolyse. 
Eigenschaften. Sie ist ein von E. Salkowski entdeckter 

fermentativer Vorgang, der sich in allen Organen abspielt, sobald 
sie aus dem Blutkreislauf ausgeschaltet sind, und der darin be­
steht, daB das betreffende Organ sich selbst verdaut, d. h. sein 
EiweiB bis zu den niedrigsten EiweiBspaltprodukten aufspaltet. 
Ganz schwache Sauren befordern die Autolyse, Alkalien hemmen sie. 

Vorkommen. Das autolytische Ferment findet sich in fast 
samtlichen Organen. Bei Karzinom, in der Phosphorleber und 
in der pneumonischen Lunge ist es besonders stark vorhanden. 

Nachweis. 
Der Nachweis geschieht nach Salkowski undseinen Schiilern 1) 

in der Weise, daB man das zu untersuchende Organ zunachst 
von den ihm anhaftenden Blutmengen befreit, dann zu einem 
feinen Brei unter Benutzung einer Fleischmahlmaschine verarbeitet 
und diesen Brei unter Zusatz von Toluol und Chloroform im 
Brutschrank sich selbst iiberHiBt. Nach Verlauf von beliebig lang 
gewahlten Zeitraumen untersucht man, wieviel von dem Organ­
eiweiB in Losung gegangen ist. Zu dem Zwecke bestimmt man 
in der Losung 1. den Gesamtstickstoff, 2. den Monoaminosauren­
stickstoff, 3. den Albumosenstickstoff, 4. den Purinbasenstick­
stoff. Die Differenz zwischen Gesamtstickstoff und der Summe 
von 2, 3 und 4 ergibt den Stickstoff der Diaminosauren + Pep­
tonen + Ammoniak. 

Erforderliche Losungen. 
1. Organbrei. 
2. Gesattigtes Chloroform wasser. 
Man stellt dasselbe in der Weise her, daB man 5 ccm reines 

Chloroform mit 1 Liter destilliertem Wasser griindlichst schiittelt 
und nach einiger Zeit filtriert. Dabei bleibt das unge16ste Chloro­
form auf dem Filter zuriick und das gesattigte Chloroformwasser 
geht klar durch das Filter hindurch. 

1) E. Salkowski, Bemerkungen tiber Autolyse und Konser.vierung. 
Zeitschr. f. physiolog. Chemie 63, 136, 1909. A. v. Drjewecki, Uber den 
EinfluB der alkalischen Reaktion auf die autolytischen Vorgange in der 
Leber. Biochem. Zeitschr. 1, 229. 1906. 
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3. Monokaliumphosphat. 
4. Salzsaure von 1,124 D. 
5. 10 %ige Phosphorwolframsaurelosung. 
6. Verdiinnte Schwefelsaure (ca. 10%). 
7. Zinksulfat, 
Dasselbe muB vollkommen frei von Ammonsalzen sein. 
8. Ammoniak. 
9. 3%ige ammoniakalische Silbernitratlosung. 
Ausfiihrung. 100 g Organbrei werden mit 1 1 gesattigtes 

Chloroformwasser in ein breithalsiges GlasstopselgefaB gebracht 
und beispielsweise 72 Stunden im Thermostaten bei 38° C digeriert. 
Darauf wird der Inhalt des GefaBes in eine groBe Porzellanschale 
entleert und zur Entfernung des gelosten EiweiBes unter Zusatz 
von 10 g Monokaliumphosphat zum Sieden erhitzt. Nach volligem 
Erkalten iibertragt man die Autolysen£liissigkeit (einschlieBlich 
des Niederschlages) in einen MeBzylinder resp. MeBkolben, flillt 
auf 1 1 auf und filtriert durch ein trockenes Filter. 800 ccm 
dieses Filtrates werden auf dem Wasserbad auf weniger als 400 ccm 
eingedampft, nach dem Erkalten auf 400 ccm wieder aufgefiillt 
und durch ein trockenes Filter filtriert. Auf diese Weise erhalt 
man eine von koagulierbaren EiweiBkorpern freie verdiinnte 
Losung. In ihr bestimmt man 

1. den Gesamtstickstoff. 
Je 20 ccm der Losung werden unter Anwendung von Queck­

silberoxyd und Kupfersulfat mit konzentrierter Schwefelsaure 
nach Kjeldahl (s. S. 233) oxydiert und der Stickstoff titri­
metrisch bestimmt. Das Mittel aus beiden Bestimmungen wird 
auf 1 kg Leber umgerechnet. 

2. den Monoaminosaurenstickstoff. 
50 ccm der Losung werden in ein MeBkolbchen von 100 ccm 

iibertragen, mit 5 ccm Salzsaure von 1,124 D angesauert, so lange 
mit Phosphorwolframsaurelosung versetzt, bis kein Niederschlag 
mehr entsteht und der Inhalt des Kolbchens bis zur Marke mit 
destilliertem Wasser aufgefiillt. Danach wird durch ein trockenes 
Filter filtriert und in je 20 ccm des Filtrates der Stickstoff nach 
Kjeldahl (s. S. 233) bestimmt. Das Mittel aus beiden Bestim­
mungen wird auf 1 kg Leber umgerechnet. 

3. den Albumosenstickstoff. 
50 ccm des Filtrates werden mit 1 ccm verdiinnter Schwefel­

saure angesauert, mit gepulvertem Zinksul£at gesattigt und 24 
Stunden stehen gelassen. Danach wird filtriert, der so erhaltene 
Albumosenniederschlag mit angesauerter Zinksulfatlosung gut aus­
gewaschen und an der Luft getrocknet. Alsdanniibertragt man. 
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den Niederschlag mitsamt dem Filter in einen Oxydationskolben, 
bestimmt den Stickstoff nach Kjeldahl (s. S. 233) und be­
rechnet den gefundenen Wert auf 1 kg Leber. - Die Oxydation 
geht glatt von statten, wenn man dafiir sorgt, daB der Nieder­
schlag nicht mehr zu viel Fliissigkeit enthalt. 

4. den Purinbasenstickstoff. 
lOO cern des Filtrates werden mit einigen Tropfen Ammoniak 

leicht alkalisch gemacht. Von den ausgefallten Phosphaten wird ab­
filtriert und nachgewaschen. Nun wird das Filtrat unter weiterem 
Zufiigen von Ammoniak so lange mit 3 % ammoniakalischer Silber­
nitratlosung versetzt, bis kein Niederschlag mehr entsteht. Nach 
etwa 10-12st,iindigem Stehen im Dunkeln wird abfiltriert, der 
Niederschlag mit ammoniakalischem Wasser so lange gewaschen, 
bis im Waschwasser keine Silberreaktion mehr vorhanden ist, und 
das Filter mitsamt dem Riickstand an der Luft getrocknet. Dann 
wird das Filter in einen Oxydationskolben iibertragen und der 
Stickstoff nach Kjeldahl (s. S. 233) bestimmt. Der gefundene 
Wert wird auf 1 kg Leber umgerechnet. 

Ais Beispiel fiihre ich aus der Arbeit von Yoshimoto!) 
das Resultat eines Versuches mit normaler menschlicher Leber 
und eines anderen Versuches mit Karzinomleber an. 

Ta belle 15. 

Chloro- SpaItungsprodukte 
Normale Leber Karzinomleber 

'Leberbrei form- des EiweiBes N in g 
auf 1 kg 0'0 des N in g % des wasser in der Autolysefliissigkeit Leber Ge- auf 1 kg Ga-

bereehnet samt-N berechnet samt-N 
cern 

100 g 1000 1. Gesamt-N 4,536 7,280 

2. Monoaminosiiuren-N 2,480 54,68 3,750 51,51 

3. AIhumosen-N 0,944 20,81 0,9856 13,54 

4. Purin hasen -N 0,672 14,82 0,3584 4,92 

5. Diaminosiiuren-
Pepton- und NHs-N 0,440 9,71 2,1860 30,03 

Vergleicht man die mitgeteilten Zahlen untereinander, so 
sieht man, daB unter den gleichen Bedingungen bei der Karzinom­
leber weit mehr N in Losung gegangen ist als bei der normalen, 

1) S. Yoshimoto, Beitrag zur 9hemie der Krehsgeschwiilste. Bio­
chem. Zeitschr. 22, 302. 1909. 
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und daB der Hauptanteil Diaminosauren - Pepton und Ammo­
niak - N ist. 

Es ist natiirlich nicht notwendig, jeden Autolyseversuch in 
der oben beschriebenen Weise durchzufUhren. Obige Versuchs­
anordnung gilt eben nur fUr den Fall, wo es darauf ankommt, 
den Gesamtstickstoff in seine einzelnen Fraktionen zu zer­
legen und gesondert zu bestimmen. 

Handelt es sich darum, nur. den autolytischen ProzeB in 
einem Gemisch schrittweise zu verfolgen, so geniigt es vollkommen, 
einem solchen Autolysegemisch einen aliquoten Teil zu entnehmen 
und in ihm den in Losung gegangenen Stick stoff quantitativ zu 
bestimmen. Fiir ein solches a bgekiirztes Verfahren sind nur 
erforderlich: 

1. Organ brei. 
2. Gesattigtes Chloroform wasser (s. S. 213). 
3. Monokaliumphosphat. 
A usfiihrung. 50 g Organbrei werden in einem breithalsigen 

GlasstopselgefaB mit 500 cern Chloroformwasser griindlichst durch­
geschiittelt und im Brutschrank bei Korpertemperatur aufbe­
wahrt. Nach 24 Stunden schiittelt man wieder durch, liiBt den 
Organbrei absitzen und hebert von der dariiber stehenden klaren 
Fliissigkeit 100 cern mit der Pipette abo Die abgeheberte Fliissig­
keit wird in einem Becherglas unter Zusatz von 1,0 g Mono­
kaliumphosphat gekocht, wobei das EiweiB auskoaguliert, nach 
dem Abkiihlen in ein MeBkolbchen von 100 cern Inhalt filtriert, 
das Filter nachgewaschen und bis zur Marke mit destilliertem 
Wasser aufgefiillt. In je 20 cern dieser Losung wird der Gesamt-N 
nach Kjeldahl (s. S. 233) unter Anwendung von Quecksilber­
oxyd und Kupfersulfat bei der Oxydation mit Schwefelsaure 
quantitativ bestimmt. . 

Genau so verfahrt man nach 2 Tagen, 4 Tagen und 8 Tagen 
und hat in den gefundenen Stickstoffwerten einen MaBstab fiir 
das Fortschreiten des Autolyseprozesses. 

Hat man die Aufgabe, zu entscheiden, ob irgend eine Sub­
stanz, beispielsweise Alkali oder Saure oder irgend ein neutrales 
Salz, die Autolyse in irgend einer Weise beeinfluBt, so stellt man 
eine Kontrolle in der obigen Weise an und ersetzt im Hauptver­
such einen Teil des Chloroformwassers durch Alkali oder Saure, 
oder man lost, wenn es sich urn ein leicht losliches Salz handelt, 
dieses zuvor in einer kleinen Menge Chloroformwasser. In jedem 
FaIle muB unbedingt dafiir gesorgt werden, daB in samtlichen 
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Portionen sich die gleichen Fliissigkeitsmengen finden wie in dem 
Kontrollgemisch. Hiernach wird der Versuch nach dem zuletzt 
geschilderten Verfahren durchgefiihrt (s. dieses). 

Dabei ist darauf zu achten, daB, wenn der Hauptportion 
Alkali oder Saure zugesetzt war, die entnommene Probe vor dem 
Erhitzen mit Monokaliumphosphat genau mit verdiinnter Essig­
saure resp. Natriumkarbonatl6sung neutralisiert werden muB. 

Auch mit dem Verfahren von Soerensen (s. S. 229) und 
von van Slyke (s. S. 232) kann man sehr bequem den autolyti­
schen ProzeB schrittweise verfolgen. 

Beziiglich der Frage, welches Antiseptikum man bei den Auto­
lyseversuchen verwenden solle, verdient hervorgehoben zu werden, 
daB nach den Arbeiten von Yoshimoto1) und Kikkoji 2) 

Chloroform das autolytische Ferment schadigt, wahrend Salizyl­
saure (1/2%), die Borsaure (1 %) und l/S gesattigtes Senf6lwasser 
f6rdernd auf die Autolyse wirken. Salk ow skiS) empfiehlt des­
halb in all den Fallen, wo es sich um die Entscheidung handelt, 
ob iiberhaupt autolytisches Ferment vorhanden ist oder nicht, 
keinesfalls Chloroform, sondern die weniger st6renden Antiseptika 
anzuwenden. Das Chloroformwasser ist nur in solchen Versuchen 
am Platze, in denen st6render oder bef6rdernder EinfluB von 
Temperaturen oder chemischen K6rpern, wie Alkalien, Sauren 
und Salzen festgestellt werden solI. 

Aseptische Autolyse nach Conradi 4). 

Der Vollstandigkeit halber sei hier noch die Methode der asep­
tischen Autolyse beschrieben. Sie diirfte nur ausnahmsweise 
zur Anwendung kommen, und zwar ausschlieBlich in den Fallen, 
wo es unbedingt darauf ankommt, den durch kein Antiseptikum 
gehinderten ProzeB kennen zu lernen. In jedem anderen FaIle 
tut man besser, von ihr Abstand zu nehmen. Denn das Verfahren 
bietet bei dem iiberaus giinstigen Boden, den gerade tierische 
Organe fUr das Bakterienwachstum schaffen, auBerordentliche 
Schwierigkeiten. - Conradi beschreibt das Verfahren folgender­
maBen: 

1) S. Yoshimoto, Beitrage zur Kenntnis der Autolyse. Zeitschr. f. 
physiolog. Chemie 08, 341. 1908/9. 

2) T. Kikkoji, Beitrage zur Kenntnis der Autolyse. Zeitschr. f. 
physiolog. Chemie 63, 109. 1909, 1. c. S. 139. 

3) E. Salkows~~, Bemerkungen fiber Autolyse und Konservierung. 
4) H. Conradi, Uber die Beziehung der Autolyse der Leber. Hof­

meisters Beitr. 1, 136. 1902. 
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AuBer dem Operateur ist fiir den Versuch ein Assistent er­
forderlich. Das Versuchstier (Hund oder Kaninchen), das 24 Stun­
den gefastet hat, wird durch Chloroform oder Genickschlag ge­
totet. Von dem Assistenten wird unmittelbar nach erfolgtem 
Tode die Haut von der Symphyse bis zum Jugulum freigelegt 
und moglichst weit zuriickprapariert. Die freigelegte Flache 
wird mit Sublimat iiberspiilt und mit Sublimat durchtrankten 
Tiichern ringsum bedeckt. Der Operateur, der besser der Keim­
freiheit seiner Hande miBtraut und sich der mit Sublimat sorg­
faltigst behandelten Gummihandschuhe bedient, eroffnet sogleich 
mit sterilisiertem Messer die Bauchhohle und holt das betreffende 
Organ in toto hera us. Dieses wird sofort in ein bereit gehaltenes 
GefaB mit kochendem Wasser geworfen, der Deckel geschlossen 
und das Organ 1-2 Minuten lang im kochenden Wasser ge­
halten. Mittelst einer groBen sterilen Pinzette wird dann das 
Organ in ein ca. 10 Liter fassendes GefaB mit sterilisiertem, er­
kaltetem Wasser iibertragen und von hier in eine groBe sterile 
Doppelschale eingebracht. Vor der Sterilisation war in diesel be 
ein kleines GlasgefaB mit sublimatbefeuchteter Watte hinein­
gestellt worden. Diese "sterile, feuchte Kammer" wird im 
Brutschrank bei 37° bis zum Ende der Autolyse verwahrt. 

Beabsichtigt man statt an Laboratoriumstieren die asep­
tische Autolyse an Organen der Schlachttiere vorzunehmen, so 
verfahrt man zweckmaBig folgendermaBen. Das betreffende 
Organ wird in toto herausgeschnitten und in ein verschlieBbares, 
mit 1 %iger Sublimatlosung gefiilltes GefaB gebracht. Im Labo­
ratorium wird das im Sublimat befindliche Organ mit sterilem 
Messer, wenn notig, in kleinere Teile zerschnitten. Das Organ 
wird dann mittelst steriler Pinzette in ein neues GefaB gebracht, 
welches ca. 10 Liter kochendes Wasser enthalt. Nach 1 bis 
2 Minuten langem Aufenthalt in kochendem Wasser kommt das 
Organ in steriles Wasser, dem vor dem Kochen Schwefelammonium 
oder Schwefelnatrium zugesetzt wurde; erneute Ubertragung in 
sterilisiertes, kaltes Wasser usw., wie oben. 

Nach Beherrschung dieser Methode gelang es in den meisten 
Fallen, eine aseptische Autolyse der meisten tierischen Organe 
durchzufiihren. Nur bei aseptischer Autolyse der Leber trat 
wiederholt eine Bakterienentwickelung auf, ohne daB hier methodi­
sche Fehler unterlaufen waren. 

Beziiglich der weiteren Verarbeitung aseptisch autolysierter 
Organe sei auf die entsprechende Ar beit von Mag n u s-Le vy 1) 
verwiesen. 

1) A. Magnus-Levy, Uber die Saurebildung bei der Autolyse der 
Leber. Hofmeisters Beitr. 2, 261. 1902. 
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Sonst wird der Versuch in der gleichen Weise, wie oben 
(s. S. 216) geschildert, angesetzt und die Stickstoffbestimmung 
in einem aliquoten Teil der Autolysenflussigkeit in der bekannten 
Weise durchgefiihrt. Bezuglich der erforderlichen Losungen und 
der Versuchstechnik s. ebendaselbst. 

Heterolyse nach Jacoby!). 

Unter Heterolyse versteht man die Fahigkeit der Fermente 
eines Organes, auf Material, das einem anderen Organ entstammt, 
im Sinne einer hydrolytischen Spaltung einzuwirken. 

J aco by hat diese Erscheinung speziell bei der Einwirkung 
des Leberfermentes auf Lungenalbumosen beobachtet und ge­
nauer studiert. Der Nachweis der Heterolyse gelang ihm in 
folgender Weise: 

Leber und Lungen eines durch Verbluten getoteten Hundes 
wurden sofort fein zerhackt. 

Der Leberbrei wurde mit destilliertem Wasser oder 0,9 %iger 
Kochsalzlosung unter Toluolzusatz so versetzt, daB auf 100 g 
Leber 100 ccm Flussigkeit genommen wurden. Dann wurde durch­
geruhrt und nach kurzer Zeit filtriert. Man erhalt so einen 
dunnen Lebersaft, der neben anderen Substanzen EiweiBkorper 
und Fermente, darunter auch das lebereiweiBspaltende Ferment 
enthalt. 

Yom Lungenbrei wurden Portionen (in den einzelnen Ver­
suchen von 10-100 g schwankend) abgewogen. Zu jeder Por­
tion wurde die gleiche Menge Kochsalzlosung und Toluol zuge­
fiigt, bei einem Teil der Proben wurden einige Kubikzentimeter 
der Kochsalzlosung (in den einzelnen Versuchen schwankte das 
zwischen 10 und 25 cern) durch Lebersaft ersetzt. 

Von dem Lebersaft wurde auBerdem eine Reihe entsprechen­
der Proben besonders abgemessen. 

Alles kam dann auf 24-48 Stunden in den Brutschrank 
bei 37°. Dann wurden die Proben ohne Lebersaft mit den be­
sonders· digerierten Lebersaftproben vereinigt, einige Lebersaft­
proben auch besonders verarbeitet. 

In einem Teil der Versuche wurde nun mit Hilfe von ge­
sattigter Losung von stickstofffreiemZinksulfat und unter Zufiigung 
des Salzes in Substanz Sattigung mit Zinksulfat hergestellt, dann 
so viel stickstofffreie Schwefelsaure zugesetzt, daB die Konzen­
tration etwa 0,4 % betrug. Nach einigen Stunden wurde filtriert; 
die Niederschlage wurden mit gesattigter ZinksulfatlOsung, der 

1) M. Jacoby, Zur Frage der spezifischen Wirkung der intrazellu­
laren Fermente. Hofmeisters Beitr. 3, 446. 1903. 
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Schwefelsaure zugefiigt war, ausgewaschen und groBe Anteile 
der gemessenen Filtrate auf einmal zur Stickstoffbestimmung 
nach Kjeldahl verwandt. Vertreibt man das Wasser auf dem 
Wasserbade und Sandbade und zersetzt im Jenenser Kolben, 
so macht der groBe Salzgehalt keine Schwierigkeiten. - Bei den 
Koagulationsversuchen wurde Mononatriumphosphat verwandt. 
Die Versuche hatten folgendes Ergebnis: 

Lungenmenge 
pro Portion 

20 g 

50 " 

10 " 
10 " 

15 " 

Ta belle 16. 

Lungenbrei und Lebersaft 

Nach dar Auto'lvor dar Autolyse 
lyse vereinigt vereinigt 

0,255 g 0,289 g 

0,584 " 0,658 " 

0,069 " 0,113 " 

0,071 " 0,073 " 

0,104 " 0,103 " 

Differenz 

+34 mg 

} A",~Izu"g +74 " 

+44 " 
+ 2 " } Koagulation - 1 

" 
Zusatz von Leber vermehrt also nicht den nichtkoagulablen 

Stickstoff bei der Spaltung des Lungengeweb«;ls, wohl aber den 
nichtaussalzbaren Stickstoff. Es wird also infolge Einwirkung 
des Lebersaftes nicht mehr EiweiB gespalten, wohl aber das ab­
gespaltene EiweiB weiter abgebaut. 

Isolierong von 3utolytischen (proteolytischen) Fermenten aus 
tierischen Organen. 

Autolytische resp. proteolytische Fermente finden sich, wie 
bereits oben auseinandergesetzt, in fast samtlichen tierischen 
Organen. Man hat sich bemiiht, sie in moglichst reiner und wirk­
samer Form aus ihnen zu gewinnen. Am besten gelungen ist das 
bisher bei der Leber und den Leukozyten. Deshalb solien nur 
die hierbei verwandten Methoden Beriicksichtigung finden. 

a) Lebel'. 

1. Verfahren von RoselP). 
Die Leber wird mit der Fleischhackmaschine in einen feinen 

Brei verwandelt, del' Brei mit Quarzsand verrieben und mit Wasser 

1) M. Rosell, Uber Nachweis und Verbreitung intrazellularer Fer­
mente. Diss. StraBburg i. E. 1901. Josef Singer. 
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im VerhliJtnis von 1 : 4 angesetzt. Darauf wird die Masse zwei 
Stunden auf der Schiittelmaschine geschiittelt und danach koliert. 
Die hieraus resultierende Fliissigkeit ist triib. Ohne daB man 
sie klart, versetzt man sie mit einer gesattigten Losung von 
Uranylazetat und halt sie durch Zusatz einer Mischung von 
Natriumkarbonat und Natriumphosphat alkalisch. Mit dem Zu­
fiigen von Uranylazetat fahrt man so lange fort, bis sich grobe 
Flocken absetzen. Diese sinken sofort zu Boden, so daB man 
unmittelbar die iiberstehende Fliissigkeit abgieBen und den Nieder­
schlag abfiltrieren kann. Der Niederschlag wird yom Filter in 
eine Reibeschale iibertragen, mit 0,2 %iger SodalOsung fein ver­
rieben und bleibt so iiber Nacht im Eisschrank stehen. Danach 
wird filtriert. Das klare, eiweiBarme Filtrat enthalt das proteo­
lytische Leberferment und kann direkt zum Versuch verwandt 
werden. Mit Toluol versetzt und im Eisschrank aufbewahrt, 
behalt die Losung lange Zeit ihre Wirkung. 

Randelt es sich darum, eine inoglichst reine Fermentlosung 
zu bekommen, so wiederholt man die Behandlung mit Uranyl­
azetat in genau der gleichen Weise, wie oben beschrieben. 

In jedem Falle tut man gut, den Uranylazetat-Niederschlag 
moglichst rasch weiter zu verarbeiten, da durch langeres Stehen 
das Ferment stark geschadigt wird. 

2. Verfahren von Rata 1). 
100 g fein gehackte Pferdeleber werden in der Reibeschale 

griindlichst verrieben, in eine weithalsige Flasche iibertragen und 
mit 100 ccm 1/20 normal-Salzsaure versetzt, die 0,85 % Kochsalz 
enthalt. Nachdem man noch 10 ccm Chloroform beigefiigt hat, 
schiittelt man das Gemisch griindlichst durch und laBt es 7 Tage 
bei Zimmertemperatur stehen, wobei man ofters durch Schiitteln 
fUr eine griindliche Durchmischung sorgt. Nach Ablauf der 
Frist wird das Gemisch durch Gaze koliert, mit Normal-Sodalosung 
neutralisiert . und filtriert. Das Filtrat enthalt ein die Chloro­
formgelatine gut verfliissigendes Ferment. - Will man dieses 
noch weiter isolieren, so versetzt man die FermentlOsung mit 
einer gesattigten, mit einem Tropfen Ammoniak neutralisierten 
und filtrierten Ammonsulfatlosung, bis 33 %ige Sattigung er­
reicht ist. Von dem entstehenden Niederschlag wird abfiltriert, 
das Filtrat durch weiteren Zusatz von Ammonsulfat auf 70 % ige 
Sattigung gebracht und der das Ferment enthaltende Nieder­
schlag wieder abfiltriert. Der Niederschlag wird in destilliertem 

1) S. Rata, Zur Isolierung der Leberfermente, insbesondere des 
gelatinolytischen Leberfermentes. Biochem. Zeitschr. 16, 383. 1909. 
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Wasser gelost und kann so zum Versuch sofort verwandt werden. 
- Natiirlich kann man das Salz durch Dialysieren, wenn es notig 
ist, beseitigen; man muB sich aber klar dariiber sein, daB man 
dadurch viel wirksames Ferment verliert. 

Eine solche Fermentlosung vermag indes nur Gelatine zu 
verfliissigen. Braucht man aber ein Extrakt, das noch andere 
EiweiBkorper spaltet, wie beispielsweise Fibrin, so benutzt man 
am besten 

3. das Verfahren von Hedin und Rowland 1). 

Die Leber wird in einer Fleischmaschine ganz fein zerkleinert, 
in einer Reibeschale mit Quarzsand oder Kieselgur griindlichst 
verrieben und dann mittelst einer hydraulischen Presse der Saft 
ausgepreBt. Dieser PreBsaft wird mit 0,25 %iger Essigsaure an­
gesauert und hat so die Fahigkeit, Fibrin bei Brutschranktempe­
ratur vollkommen aufzulosen. Neutraler Saft ist weit weniger 
wirkungsvoll und mit Soda alkalisch gemachter Saft noch 
weniger. 

Mit dieser Methode gelang es Hedin und Rowland auBer 
aus Leber, auch aus Milz, Niere und Drusen proteolytisch gut 
wirksame Losungen zu bekommen. 

b) Lenkozyten. 

Verfahren von Jochmann und Lockemann 2). 

Man verwendet entweder Knochenmark, das durch Aus­
pressen von menschlichen Ruckenwirbeln am Schraubstock leicht 
gewonnen werden kann, oder Eiter, der von Kokkenabszessen 
stammt oder steril durch Terpentininjektion beim Menschen 
erzeugt werden kann. 

Dieses Ausgangsmaterial wird vor der weiteren Verarbeitung 
24-48 Stunden der Autolyse im Brutschrank bei 55° ausgesetzt, 
das Autolysat mit der mehrfachen (ungefahr fiinffachen) Menge 
eines Gemisches von zwei Teilen Alkohol und einem Teil Ather 
verriihrt, um die fettartigen Stoffe herauszulosen, bzw. die eiweiB­
artigen Verbindungen zu fallen, und einen Tag bei Zimmertem­
peratur stehen gelassen. Danach wird filtriert, der Riickstand 

1) Hedin und Rowland, "Ober ein proteolytisches Enzym in der 
Milz. Zeitschr. f. physiol. Chem. 32, 341. 1901 und Untersuchungen iiber 
das Vorkommen von proteolytischen Enzymen im Tierkorper. Ebenda 32, 
531. 1901. 

2) G. Jochmann und G. Lockemann, Darstellung und Eigen. 
schaften des proteolytischen Leukozytenfermentes. Hofmeisters Beitr. 
11, 449. 1,908. 
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zunachst zur Verdunstung von Alkohol und Ather auf Ton aus­
gebreitet und dann mit einer entsprechenden Menge (bei fliissigem 
Ausgangsmaterial mit etwa Y4 Volumen) Glyzerin und der gleichen 
Menge Wasser 'innig verrieben. Nach 1-2tagigem Stehen im 
Dunkeln wird auf einem Biichnerschen Trichter abgesaugt und 
das klare Filtrat in die 5-6fache Menge eines Alkohol-Ather­
gemisches (2: 1) unter Umriihren langsam eingegossen. Der 
dabei entstehende weiBliche Niederschlag, welcher sich allmahlich 
an dem Boden des Becherglases ziemlich fest ansetzt, wird nach 
dem AbgieJ3en der dariiber stehenden Alkoholatherlosung auf Ton 
gebracht und im Vakuumexsikkator iiber konzentrierter Schwefel­
saure getrocknet. Dabei farbt er sich gelbbraun und geht, beson­
ders in dickeren Schichten, nur sehr allmahlich in einen trockenen, 
zerreibbaren Zustand iiber. Das so gewonnene Produkt, welches 
dasEnzym enthalt, ist etwas hygroskopisch. Es lost sich beim 
Zerreiben mit Wasser oder physiologischer Kochsalzlosung mit 
braunlicher Farbe. 

Die Verdauungskraft des so erhaltenen Praparates kann ge­
priift werden mit der Miiller-J ochmannschen Plattenmethode 
(s. S. 186) und mit der Fuld-GroJ3 schen Kaseinmethode (s. S.187). 

Das Leukozytenferment verdaut Fibrinflocken, erstarrte 
Gelatine, EiweiJ3scheibchen, sowie die erstarrten Sera der ver­
schiedensten Tierarten (Rind, Hammel, Pferd, Hund, Kaninchen, 
Meerschweinchen) und vermag aus Pepton Tyrosin, Trypto­
phan und Ammoniak abzuspalten. Sein Wirkungsoptimum liegt 
bei 55° C. 

15. Proteolytische Pflanzenfermente. 

Eigenschaften. Sie sind imstande, ihr eigenes EiweiJ3 
und das anderer Pflanzen zu verdauen und es teilweise bis zu 
den Aminosauren abzubauen. Einige von ihnen haben auch die 
Fahigkeit, die EiweiJ3korper der Milch und auch tierisches EiweiJ3 
anzugreifen und verschiedene Peptide in ihre Spaltungsprodukte 
zu zerlegen. 

Meist ist ihre Wirkung bei saurer Reaktion eine viel inten­
sivere als bei neutraler oder alkalischer. 

Vorkommen. Sie sind im Pflanzenreich weit verbreitet. 
Vornehmlich finden sie sich in den Samen der verschiedensten 
Pflanzen und in den entsprechenden Keimpflanzen, in verschie­
denen Friichten, in fast allen Hefearten, in Pilzen und Bakterien. 
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Besonders eingehend untersucht sind bisher eine Reihe von 
Futtermitteln, wie Hafer, Gerste, Wicken, Pferdebohnen, ge­
keimter Samen, ferner HefepreBsaft, dann speziell das in den 
Friichten des Melonenbaumes vorkommende Papayotin und die 
aus dem Pilz Saccharomyces oryzae stammende Takadiastase. 

1. Die Proteasen der Samen. 

Sie sind besonders eingehend studiert worden von Gri mmer 1) 
und von Aron und Klempin 2), und zwar bedienten sie sich 
bei ihren Studien vorwiegend der autolytischen Methode. 

Als Beispiel sei ein Versuch von G ri m mer mitgeteilt. 
Je 100 g der zu untersuchenden Futtermittel (Pferdebohnen, 

Wicken, Gerste, Hafer) wurden mit 1000 ccm 0,2 %iger Salz­
saure, oder Wasser, oder 0,2 %iger Sodalosung, also bei ent­
sprechender saurer, neutraler und alkalischer Reaktion 6, 12" und 
24 Stunden im Thermostaten bei Korpertemperatur (37 0 0) be­
lassen. Nach dieser Zeit wurden durch Kolieren und Filtrieren 
die festen und fliissigen Anteile des Digestionsgemisches von­
einander getrennt und das Filtrat auf 1500 ccm gebracht. In 
25 ccm des Filtrates wurde die Gesamtmenge des gelosten Stick­
stoffes bestimmt, in weiteren 50 ccm durch Aufkochen mit Essig­
saure und nachfolgendes Neutralisieren koagulables EiweiB und 
Syntonin entfernt und im Filtrat die Menge des iibrigen gelosten 
Stickstoffes bestimmt. Zur Ermittelung des an Albumosen ge­
bundenen Stickstoffes wurden 1000 ccm nach Entfernung des 
koagulablen EiweiBes auf 200 ccm eingeengt und die Albumosen 
in schwefelsaurer Losung durch Zinksulfat nach Zunz 3) gefallt. 
Ein Teil des Filtrates wurde zur Bestimmung des nunmehr darin 
verbliebenen Stickstoffes benutzt, wahrend in einem anderen die 
mit Phosphorwolframsaure fallbaren Anteile gefallt und deren 
Stickstoffgehalt ermittelt wurde. Urn die Menge des in dem 
Futtermittel urspriinglich enthaltenen loslichen "Stickstoffes fest­
zustellen, wurden 100 g mit eiskaltem Wasser ca. 10 Minuten 
in Beriihrung gelassen, dann im Eisschrank filtriert und das Fil­
trat in der oben beschriebenen Weise untersucht. Zieht man die 
Menge des urspriinglich vorhandenen loslichen Stickstoffes von 

1) W. Grimmer, Zur Kenntnis der Wirkung der proteolytischen 
Enzyme der Nahrungsmittel. Biochem. Zeitschr. 4, 80. 1907. 

Z) H. Aron und P. Kle m pin, Studien uber die proteolytischen 
Enzyme in einigen pflanzlichen Nahrungsmitteln. Biochem. Zeitschr. 9, 
163. 1908. 

3) E. Zunz, Die fraktionierte Abscheidung der peptischen Ver­
dauungsprodukte mittelst Zinksulfat. Zeitschr. f. physiol. Chem. 27, 
219. 1899. 
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der Menge des bei den Digestionsversuehen gefundenen ab, so 
erhiilt man die Menge des dureh die Enzyme gelosten Stiek­
stoffes. 

Von den erhaltenen Resultaten teile ieh das Ergebnis eines 
Versuehes in folgender Tabelle mit: 

Ta belle 17. 
Die Verteilung des bei der Autodigestion sieh losenden Stiek­
stoffs bei Pferdebohnen. 100 g Pferdebohnen enthalten 4,367 g N. 

Dauer 
der 

Auto­
digestion 

in 
Stunden 

Die Menge d. ge16sten Stickstoffs verteilt sich ad 

6 
12 
24 

6 
12 
24 

6 
12 
24 

Menge des 
Art der K I bl gel6sten N oagu a es Albumoscn 

Reaktion EiweiLl 

sauer 

" 
" 

neutral 

" 
" 

g 1% 
1,028\23,54 
1,499

1

34,34 
1,58836,37 

0,781

1

17,88 
0,82418,86 
1,30329,84 

I alkalisiert 0,800[18,33 
" 0,809 18,52 
" 0,986 22,56 

g I % 

0,4211 9,65 
0,674

1

15,40 
0,71216,31 

0,165 3,77 
0,1121 2,57 
0,56212,86 

0,185 4,24 
0,177 4,05 
0,242 5,59 

g I % 

0,224 5,26 
0,400 9,20 
0,45910,51 

0,247 5,66 
0,237 5,40 
0,255 5,70 

0,316 7,24 
0,320 7,33 
0,180 4,04 

durch 
Phosphorwo!framsa ure 

fiillbare 
Substanzen 

g I % 

0,071 1 1,49 
0,113 2,60 
0,114

1

i 2,60 

0,088 2,01 
0,066' 1,53 
0,069 1,73 

0,063 1,45 
0,059 1,35 
0,118 2,71 

nicht fiillbare 
Substanzen 
-g-r% 
0,3d 7,14 
0,312 7,14 
0,303 6,9;) 

0,281 6,44 
0,409 9,36 
0,417 9,55 

0,2361 5,40 
0,253 5,79 

Menge und Art des in 
Pferdebohnen urspriing- ~ 
Hch enthaltenen IOsl. N 0,16217,44 0,47210,80 0,074

1 
1,661 0,046 1,08 

0'4~611~'22 
0,110 o,90 

Die Versuehsanordnung von Aron und Klempin war stets 
kurz folgende: 
Kolben a (Kontrolle): Hafer (30 g) + Losungsmittel (300 Wasser) 

gekoeht, x Stunden im Brutsehrank, dann wieder ge­
koeht: ergibt den vorhandenen losliehen Stiekstoff. 

Kolben b: Hafer (30 g) + Losungsmittel (300 Wasser), x Stunden 
im Brutsehrank, dann gekoeht: ergibt den vorhandenen 
losliehen Stiekstoff, vermehrt um den dureh das Enzym 
des Hafers gelosten Stiekstoff. 

Darstellnng einer wirksamen Proteasenlosnng aus Hafer. 

Man verfiihrt naeh Aron und Kle m pi n folgendermaBen: 
Gesehroteter Hafer - Hafermehl ist weniger geeignet - wird 

10-12 Stunden in der Kugelmiihle in einem Gemiseh gleieher 
Wohlgemuth, Fcrmentmcthodcn. 15 
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Teile Wasser und Glyzerin griindlich zermahlen, d{)r feste Riick­
stand in einer Filterpresse abgepreBt und das ablaufende Filtrat 
in hohen Zylindern durch Sedimentieren geklart. Die braungelbe 
Fliissigkeit wird dann abgehebert und mehrmals filtriert. Das 
so gewonnene Glyzerinextrakt ist sehr wirksam und behalt, im 
Eisschrank aufbewahrt, noch wochenlang seine proteolytische 
Wirksamkeit fast unverandert bei. 

2. Die Proteasen der gekeimten Sam en. 

Mit ihnen hat sich auBer Schultze 1) besonders eingehend 
Bu tkewi tsch 2) beschaftigt. Er bediente sich dabei ausschlieB­
lich des autolytischen Verfahrens in folgender Weise: 

Ganz junge Keimpflanzen wurden getrocknet, zu einem 
feinen Pulver zerrieben, mit Ather extrahiert, dann mit Wasser 
iibergossen und der Autolyse im Brutschrank langere Zeit iiber­
lassen. N ach Beendigung des Versuches wurde der in Losung 
gegangene N, der Stickstoff im Phosphorsaurewolframniederschlag 
und der leicht abspaltbare Ammoniak-N bestimmt. 

Bei der Darstellung eines Enzympraparates schlug 
Butkewitsch folgenden Weg ein: 

Als Material verwandte er bei 35-400 getrocknete und ge­
pulverte Kotyledonen sechstagiger Keimpflanzen von Lupinus 
luteus. 

300 g dieses Materials wurden mit 800 ccm wasserigen Gly­
zerins (500 ccm Glyzerin + 300 ccm Wasser) durchgemischt und 
die Mischung zwei Tage stehen gelassen. Darauf wurde das Ex­
trakt mit der Presse durch Filtriertuch abgepreBt und hierauf 
durch Papier filtriert. Das vollstandig klare, dunkelgefarbte 
Filtrat wurde unter stetigem Umriihren in ein groBes Volumen 
(3 Liter) Alkohol von 95 % gegossen. Es bildete sich dabei ein 
leicht zu Boden sinkender, flockiger Niederschlag. Nach einer 
Stunde wurde die Fliissigkeit abgegossen, der Niederschlag auf 
einer Nutsche abgesogen, zuerst mit 95 %igem, hierauf mit ab­
solutem Alkohol und Ather gewaschen und im Exsikkator iiber 
Schwefelsaure getrocknet. Die getrocknete Substanz wurde im 
Morser fein zerrieben und war so lange Zeit gut haltbar. Mit 
Wasser extrahiert, lieferte sie eine stark wirksame Enzymlosung. 

1) E. Schulze, Uber den Umsatz der EiweiBstoffe in der lebenden 
Pflanze. Zeitschr. f. physiol. 9hem. 24, 18. 1898 und 30, 24. 1900. 

2) WI. Butkewitsch, Uber das Vorkommen eines proteolytischen 
Enzyms in gekeimten Samen und tiber seine Wirkung. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 32, 1. 1901. 
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3. Die Endotryptase der Hefe. 
Eigenschaften. Sie vermag das eigene HefeeiweiB teil­

weise bis zu den Aminosauren zu zerlegen, aus der Nukleinsaure 
Purinbasen, wie Xanthin, Guanin und Adenin abzuspalten und 
ist auch imstande, fremdes EiweiB, wie Fibrin, Eieralbumin, 
Kasein und Gelatine zu verdauen. Auch verschiedene Peptide 
werden von ihr zerlegt. Am besten wirkt sie bei schwach saurer 
Reaktion (0,2 %ige Salzsaure) und bei einer Temperatur von 
40-45°. Durch einstundiges Erhitzen auf 60 0 wird sie vernichtet. 

V 0 r k 0 m me n. Sie findet sich in den verschiedensten Hefe­
sorten und geht beim Auspressen der Hefe in den PreBsaft iiber. 
Dber die Darstellung von HefepreBsaft nach Buchne r siehe 
S. 97 und von Hefenextrakt nach Le be dew siehe S. 100. 

Nachweis. 
Nach Buchner!) geschieht derselbe am zweckmaBigsten mit 

Hilfe der Fermischen Chloroformgelatinemethode bei einer Tem­
peratur von 22° C. 

Bezuglich der Herstellung der hierfur notwendigen 5 % igen 
Chloroformgelatine wie der Ausfiihrung des Versuches siehe S. 184. 

Auch Milch vermag HefepreBsaft zur Koagulation zu bringen. 
Dber die Bestimmung der Labwirkung s. S. 162. 

Fur den Nachweis der peptolytischen Fermente in der Hefe 
hat sich die optische Methode von Abderhalden sehr bewahrt 
s. S. 208. 

4. Das proteolytische Ferment der Takadiastase. 
Die Takadiastase ist ein Produkt des die Kojihefe liefernden 

Pilzes Aspergillus Oryzae und ist im Handel erhaltlich (Parke, 
Davis & Co.). 

Ihre wasserige Lasung hat stark proteolytische und labende 
Eigenschaft. Sie verdaut Kasein und Fibrin und verflussigt 
Gelatine in kurzester Zeit. Auch Albumosen, Peptone und einige 
Peptide werden von ihr abgebaut. 1m Gegensatz zur Endotryptase 
der Hefe wirkt sie weit besser bei alkalischer als bei saurer 
Reaktion. 

1) E. Buchner und R. Hoffmann, Einige Versuche mit HefepreD. 
saft. Biochem. Zeitschr. 4,217.1907. - Derselbe und F. Klatte, Adsorp' 
tion von Tryptase durch feste Karper. Biocham. ZeitHchr. 9, 436. )907. 

15* 
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Nachweis. 
Nach meinen Erfahrungen 1) geschieht der qualitative.Nach­

weis am besten mit Hilfe der Fibrinflocke, der quantitative Nach­
weis mit der Fuld-GroBschen Kaseinmethode (siehe S. 187). 

Auch die Fermische Gelatinemethode ist hierfiir sehr ge­
eignet (siehe S. 184). 

Fiir die Untersuchung der Labwirkung gilt das auf 
S. 208 Gesagte. 

5. Papayotin (Papain). 
Eigenschaften. Es ist imstande, tierische und pflanzliche 

EiweiBkorper bis zu den Aminosauren zu zerlegen und Milch zur 
Koagulation zu bringen. Seine proteolytischen Eigenschaften sind 
sehr kraftige. Indes widersprechen sich die Angaben iiber das 
Optimum der Reaktion. Wahrend die einen eine Forderung durch 
schwache Sauren, eine Hemmung durch Alkali fanden, konnten 
andere keinen Unterschied bei neutraler, schwach saurer und 
schwach alkalischer Reaktion konstatieren. - Sein Wirkungs­
optimum liegt bei 80-90° C. 

Vorkommen. Es findet sich in den Blattern, Friichten und 
dem Milchsaft des Melonenbaumes, Carica papaya. Von den im 
Handel erhaltlichen Praparaten ist das von Merck-Darmstadt 
das wirksamste. 

Nachweis. 
Man bereitet sich aus dem kauflichen Papain resp. Papajotin 

mit Hilfe von physiologischer Kochsalz16sung eine 2% ige Losung 
und bringt 5 ccm dieser Losung mit 50 ccm einer auf das Dreifache 
verdiinnten HiihnereiweiBlosung resp. Serumlosung zusammen, 
sauerl das Gemisch mit 2 Tropfen Essigsaure schwach an und er­
hitzt kurze Zeit auf lOoo. Dabei wird der groBte Teil des EiweiBes 
verdaut und nur ein kleiner, unverdaut gebliebener koaguliert aus. 
Von diesem filtriert man ab und untersucht das Filtrat auf die An­
wesenheit von Albumosen und Peptonen, indem man die Biuret­
probe anstellt oder feststellt, ob das Filtrat mit Ammonsulfat 
oder Zinksulfat einen Niederschlag gibt. - LaBt man dagegen 
das Papain auf EiweiBlosungen bei Brutschranktemperatur ein­
wirken ohne zu erhitzen, so wird man kaum eine nennenswerle 
Verdauung konstatieren konnen. 

1) J. Wohlgemuth, Zur Kenntnis der Takadiastase. Biochem. 
Zeitschr. 39, 324. 1912 u. O. Szanto, Zur Kennt,nis der proteolytischen 
Wirkung der Takadiastase. Biochem. Zeitschr. 43, 31. 1912. 
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Diese von Delezenne 1) und seinen Mitarbeitern gemachte 
Beobachtung wurde von J onescu 2) vollkommen bestatigt. 

Am Ende dieses Kapitels iiber eiweiBspaltende Fermente seien 
noch zwei Methoden beschrieben, die ganz besonders dafiir ge­
eignet sind, jede hydrolytische EiweiBspaltung quantitativ zu 
messen, das ist das Verfahren der Formoltitration von 
Soerensen und die Methode von Donald D. van Slyke, 
und auBerdem folgt eine Darstellung, die S tic k s t 0 f f be s tim -
mung nach Kj eld,ahl. 

Formoltitration von Soerensen 3). 

Prinzip. Eine proteolytische Spaltung kann aufgefaBt werden 
als eine Hydrolyse unter Bildung von Karboxyl- und Amino­
gruppen. Setzt man zu einer Lasung mit proteolytischen Spaltpro­
dukten Formaldehyd zu, so werden die Aminogruppen fixiert, 
indem sie mit dem Formol sich zu Methylenverbindungen um­
setzen nach der Gleichung 

R . OH . NH2 + OH20 R . OH . N : OH2 + H 20 
I I 

OOOH OOOH 
Hierdurch nimmt die anfiinglich fast neutrale Lasung, je nach 

der Zahl der vorhandenen Karboxylgruppen, mehr oder weniger 
saure Reaktion an, und man kann nun deren Starke quantitativ 
durch Titration mit Alkali bestimmen. 

Erforderliche Losungen. 
1. 1/5 normal-Barytlauge. 
2. 1/5 normal-Salzsaure. 
3. Phenolphthalein. 
0,5 g Phenolphthalein werden in 50 ccm Alkohol + 50 ccm 

Wasser gelOst. 
4. Formolmischung. 
50 ccm kaufliches Formol (30-40 % ig) werden mit 1 ccm 

Phenolphthalein versetzt; alsdann wird so lange 1/5 normal-Baryt­
lauge zugegeben, bis die Lasung einen ganz schwach rosa Farben­
ton angenommen hat. 

1) C. Delezenne, Mouton et Pozerski, Sur l'allure anomale de 
quelques Proteolyses produites par la Papaine. Compt. rend. soc. biolog. 
142, 177. 1906. 

2) D. Jonescu, tiber eine eigenartige Verdauung des Hiihner- und 
SerumeiweiB durch Papain. Biochem. Zeitschr. 2, 177. 1907. 

3) S. P. L. Soerensen, Enzymstudien. Biochem. Zeitschr. ?, 45. 
1908; Soer ensen u. Jessen-Hausen, "Oberdie Ausfiihiung der Formol­
titration in stark farbigen Fliissigkeiten, ~iochem. Zeitschr. ?, 407. 1£08. 
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5. Ausgekoehtes (C02-freies) destilliertes Wasser. 
Ausfiihrung. 
a) Ti tration mi t destilliertem Wasser (Kontrolltitration). 
20 eem ausgekoehtes destilliertes Wasser werden versetzt 

mit lO cem Formolmischung und 5 ccm 1/5 normal-Barytlauge. 
Danach wird mit 1/5 normal-Salzsaure in der Weise zuriicktitriert, 
daB man die Saure tropfenweise unter Sehiitteln zugiht, bis die 
Fliissigkeit nur noch einen schwach rosa Farbenton hat 
(erstes Stadium), und dann wird 1 Tropfen Barytlauge zugesetzt, 
wodureh die Kontrollosung eine deutlich rote Farbe annimmt 
(zweites Stadium). 

b) Ti trationdesAminosaurengemisches (Haupttitration). 
Von dem in der iiblichen Weise angestellten Verdauungs­

gemisch (Ferment + EiweiBlosung) werden 20 ccm versetzt mit 
lO cem der Formollosung (Nr. 4). Unmittelbar darauf fUgt man 
n 
5 Barytlauge bis zur Rotfarbung zu und dann noch einen Vber-

schuB von einigen Kubikzentimetern (etwa 2-4 ccm), um die 
etwa anwesenden Karbonate und Phosphate vollstandig zu fallen. 
Hiernach wird, wie bei der Kontrolltitration, mit 1/5 normal­
Salzsaure durch tropfenweisen Zusatz unter Schiitteln zuriick­
titriert, bis die Farhe der Losung schwacher als die der Kontroll­
losung erscheint, und schHeBlich wird Barytlauge zugetropfelt, 
his die Farhe der Kontrollosung wieder erreicht worden ist. 

Wenn die Titration soweit erfolgt ist (zweites Stadium), 
werden der Kontrollosung (a) weiter 2 Tropfen 1/5 normal-Baryt­
lauge zugesetzt, wodurch dieselbe eine starke rote Farbe an­
nimmt. Hiernach wird die Hauptlosung zu Ende titriert, indem 
ihr so lange 1/5 normal-Barytlauge tropfenweise zugegeben wird, bis 
die stark rote Farbe der Kontrollosung erreicht ist (drittes Stadium). 

Berechnung. Der Zuwachs der Karboxylgruppen bietet ein 
MaB fUr den Umfang der Proteolyse. Sie kann demnach aus­
gedriickt werden durch die entsprechende Anzahl Kubikzenti­
meter 1/5 normal-Baryumhydroxydlosung. Fiir die Berechnung 
der verbrauchten Menge an Barytlauge ein 

Bei'spiel: 
a) Kontrolltitration. 

n 
Der Kontrollosung wurden zugesetzt = 5,20 cem 5-Bar. 

Zur Riicktitration waren erforderlich = 5,10 " ~-Salzsaure 
5 
n 

mithin wurden verbraucht = 0,10 ccm 5-Bar. 
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b) Haupttitration. 
n 

20 ccm del' Hauptlosung wurden zugesetzt = 13,05 ccm 5-Bar. 

zur Rucktitration waren erforderlich = 3,05 " 
n 
5-Salzsaure 

n 
mithin wurden verbraucht = 10,00 ccm 5-Bar. 

hiervon ist fUr die Kontrolle zu subtra-
hieren = 0,10 

n 
" 5-Bar. 

n 
Es sind somit tatsachlich verbraucht = 9,90 ccm 5-Bar. 

Geht man von del' Voraussetzung aus, daB jede wiihrend 
del' Proteolyse gebildete Karboxylgruppe einer Aminogruppe ent­
spricht, so laBt sich die Ausdehnung del' Proteolyse auch in Milli­
grammen Stickstoff ausdrucken, was meist sehr zweckmaBig ist. 

Die Anzahl del' verbrauchten Kubikzentimeter ~ Baryt mit 2,8 

multipliziert, gibt einfach die Stickstoffmenge in Milligrammen an. 
Fiir obiges Beispiel wurde sich also ergeben, daB 20 ccm des 

Amillosaurengemisches enthalten 9,90 X 2,8 = 27,72 mg ab­
gespaltenen N. 

Besondere Beaehtung verdienen noeh folgende Punkte: 
1. Es empfiehlt sich, aIle '('itrierungen in konisehen Koeh­

fIasehen vorzunehmen, die gestopselt werden konnen, um den 
Zutritt del' Kohlensaure del' Luft zu verhindern. Aus demselben 
Grunde ist es aueh wichtig, die Vorrate an Titrierfliissigkeiten in 
Wulffschen Flaschen aufzubewahren, die mit del' ublichen Appa­
ratur versehen sind, um eine Fullung del' Burette ohne Zutritt 
kohlensaurehaltiger Luft zu gestatten. 

2. Schlechte Resultate liefert die Methode dann, wenn es 
sieh bei del' Spaltung um prolin- odeI' tyrosinhaltige Polypeptide 
handelt, da a-Pyrrolidinkarbonsaure (Prolin) und Tyrosin sich 
mit del' Formoltitration hochst ungenau bestimmen lassen. Unter 
den Spaltungsprodukten del' gewohnlichen Proteine kommen 
diese Verbindungen abel' gewohnlich in so geringer Menge VOl', 
daB ihre Anwesenheit die Genauigkeit del' Methode nur in ge­
ringem MaBe beeintrachtigt. 

3. Die naturlichen Proteinlosungen haben oft eine mehr odeI' 
weniger stark gelbe odeI' braunlichgelbe Farbe, was mitunter die 
Erkennung del' einzelnen roten FarbenWne erschweren kann. 
Es ist daher mitunter zweckmaBig, wenn auch gewohnlich nicht 
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notwendig, die Kontrollosung ahnlich zu farben. Dies wird 
einfach erreicht durch Zusatz einiger Tropfen von schwachen 
(0,2 %oigen) Losungen passender Farbstoffe, wie Tropaeolin 0, 
Tropaeolin 00 und Bismarckbraun. Wenn die Proteinlosung 
einen grauen oder noch dunkleren Schein hat, kann ein weiterer 
Zusatz von ein paar Tropfen einer ganz schwachen Methylviolett­
lOsung (0,02 g in 1 Liter Wasser) zur Kontrollosung von guter 
Wirkung sein. - Das Farben der Kontrollosung ist im allgemeinen 
nicht notwendig, es macht aber den Vergleich der Farb­
intensitat leichter und daher das Analysenresultat zuverlassiger. 
Die geringfUgigen Mengen zugesetzter Farbstoffe sind ganz ohne 
Bedeutung fUr die Titrationswerte. 

Die Formoltitration eignet sich ebenso fUr Proteolyse tieri­
scher Fermente wie fiir die Proteolyse pflanzlicher Fermente. 
Fiir letztere hat sie aber meines Wissens bisher noch keine Ver­
wendung gefunden. 

Methode von Donald D. van Slyke 1). 
Diese Methode ist besonders dafiir geeignet, aliphatische 

Aminogruppen quantitativ zu bestimmen. 
Prinzip. Aliphatische Aminogruppen reagieren mit salpe­

triger Saure nach der Gleichung 
R . NH2 + HN02 = R . OH + N2 + H20. 

Wenn man also beispielsweise eine Aminosaure mit salpetriger 
Saure zersetzt in einem Apparat, der auBer reinem Stickoxyd 
kein Gas enthalt, so mischt sich der in Freiheit gesetzte Stick­
stoff mit dem Stickoxyd. Dieses Gasgemisch wird mit alkalischer 
Permanganatlosung geschiittelt, dabei wird samtliches Stickoxyd 
absorbiert, und der zuriickbleibende reine Stickstoff kann mittelst 
einer besonderen Gasbiirette genau gemessen werden. 

Der fiir diese Methode erforderliche Apparat wird von del Firma 
Robert Goetze, Leipzig, HaertelstraBe 4 und von Emil 
Greiner, New York, OliffstraBe 45 zum Preise fiir lO Dollar geliefert. 

Auf die Beschreibung des Apparates, die nur an der Hand 
einer Zeichnung moglich ist, muB hier verzichtet werden. Sie 
findet sich ausfUhrlich an den zitierten Stellen. 

Das Verfahren setzt sich aus drei Phasen zusammen: 1. Ver­
treibung der Luft aus dem Apparat durch Entwickeln von Stick­
oxyd, 2. Zersetzung der zu untersuchenden Substanz, 3. Absorp­
tion des Stickoxyds und Messen des reinen Stickstoffes. 

1) Donald D. van Slyke, Eine Methode zur qualitativen Bestim­
mung der aliphatischen Aminogruppen; einige Anwendungen derselben in 
der Chemie des Proteins, des Hams und der Enzyme. Berichte der deut· 
schen chern. Gesellsch. Jahrg. 43, 3170. 1910 und Journ. Biolog. Chern. 
9, 185. 1911. 
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Hierfiir sind folgende Losungen erforderlich 
1. Die zu analysierende Substanz. 
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Sie solI nicht mehr als 20 mg N enthalten. Handelt es sich 
urn einen schwer loslichen Korper, so kann man zur Losung ein 
paar Tropfen Natronlauge verwenden. 

2. 30%ige Natriumnitrit16sung. 
3. Eisessig. 
4. Oktylalkohol (sekundar I, Kahlbaum). 
5. Alkalische Permanganatl6sung, die 50 g Kalium­

permanganat und 25 g Kaliumhydrat in 1 Liter enthalt. 
Ausfiihrung. Zunachst muB man aus der Flasche, in 

welcher die Zersetzung vorgenommen werden solI, samtliche Luft 
durch Stickoxyd vertreiben. Zu dem Zweck bringt man in das 
GefaB 28 ccm NatriumnitritlOsung, gibt Y4 des Volumen (7 ccm) 
Eisessig zu und schiittelt. Dabei entwickelt sich Stickoxyd, 
dieses mischt sich mit der Luft, und man HiBt nun das mit Luft 
gemischte Stickoxyd aus der Flasche austreten. Dies wiederholt 
man so lange, bis keine Luft mehr in dem GefaB vorhanden ist. 
- Nun laBt man in die Flasche die zu analysierende Losung ein­
treten und schiittelt 5-10 Minuten. Dabei zersetzt sich die 
Substanz nach der obigen Gleichung und der frei werdende Stick­
stoff mischt sich mit dem Stickoxyd. Urn starkes Schaumen 
zu verhindern, setzt man ein paar Tropfen Oktylalkohol zu. -
Das Gemisch von Stickstoff und Stickoxyd wird nun in ein anderes 
GefaB iibergeleitet, in dem sich alkalische PermanganatlOsung 
findet, und mit di~ser 2 Minuten lang geschiittelt. Dabei wird 
das Stickoxyd sofort absorbiert. Nun fiihrt man den reinen 
Stickstoff in eine MeBbiirette iiber und miBt genau seine Menge. 

Die Methode zeichnet sich aus durch Einfachheit, Schnellig­
keit in der Ausfiihrung und Genauigkeit. Sie ist nicht allein 
dazu geeignet, die Aminogruppen in EiweiBspaltprodukten zu 
messen, sondern man kann mit ihr, was hier besonders interessiert, 
den Grad einer fermentativen EiweiBspaltung jederzeit genau 
bestimmen. Sie verdiente deshalb bei proteolytischen und pepto­
lytischen Versuchen eine weit groBere Anwendung, als man ihr 
bisher hat zuteil werden lassen. 

Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl 1). 

In den vorhergehenden Kapiteln spielt die quantitative Stick­
stoffbestimmung nach K j e 1 d a h 1 eine auBerordentlich wichtige 
Rolle. Sie sei deshalb hier in Kiirze auseinandergesetzt. 

1) Kjeldahl, Eine neue Methode zur Bestimmung des Stickstoffes 
in organischen Korpern. Zeitschr. f. analyt. Chern. 22, 366. 1883. 
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Prinzip der Methode. Durch Erhitzen mit konzentrierter 
Schwefelsaure in Gegenwart eines Katalysators werden organische 
Verbindungen vollig zerstort und der in ihnen enthaltene 
Stickstoff quantitativ in Ammoniak iibergefiihrt. Das Ammoniak 
geht mit Schwefelsaure in Bindung, wird aus ihr durch Alkalien 
wieder ausgetrieben, in eine bestimmte Menge Normalsaure auf­
gefangen und kann nun durch Titration quantitativ gemessen 
werden. 

Erforderliche Losungen. 
1. Konzentrierte stickstofffreie Schwefelsaure. 
2. Kristallisiertes Kupfersulfat. 
3. Kristallisiertes stickstofffreies Kaliumsul£at. 
4. 1/10 normal-Schwefelsaure. 
5. 1/10 normal-Natronlauge. 
6. 33 %ige Natronlauge. 
7. Talkum. 
8. Lackmoid -Malachitgriin-Losung. 
Man stellt sie sich nach Salaskin und Zaleski 1) in del' 

Weise her, daB man lO g Lackmoid in 150 cern Alkohol lost, die 
Losung filtriert und mit lO-15 cern einer Losung von 1 g Malachit­
griin in 50 ccm Alkohol vermischt. 

Statt der Lackmoid-MalachitgriinlOsung kann man auch eine 
1 % alkoholische Losung von Rosolsaure als Indikation benutzen. 
Doch ist bei dieser der Umschlag nicht so scharf wie bei der 
erstgenannten Losung. 

Ausfiihrung. Das Verfahren setzt sich aus drei Phasen 
zusammen: 

1. Oxydation der zu analysierenden Substanz mittelst kon-
zentrierter H 2S04, 

2. Destillation des in AmmoniakiibergefiihrtenStickstoffs, 
3. Titration der durch Ammoniak gebundenen Sauremenge. 
1m einzelnen gestaltet sich das Verfahren folgendermaBen: 
1. Phase (Oxydation). 
Die zu analysierende Fliissigkeit resp. Substanz wird quan­

titativ in einen aus Jenenser Glas bestehenden Rundkolben von 
ca. 700 cern Inhalt eingetragen, dazu werden lO ccm konzentrierte 
Schwefelsaure und ca 0,2 g Kupfersul£at zugefiigt und der Kolben 
in schrager Stellung auf einem Drahtnetz unter dem Abzug er­
hitzt. Sobald weiBe Schwefelsauredampfe sich entwickeln, setzt 
man 5 g Kaliumsulfat hinzu und halt das Oxydationsgemisch 
weiter im Sieden, bis es farblos oder griinlich geworden ist. 1st 

1) S. Salas kin und J. Zaleski, Uber die Harnstoffbestimmung im 
Harne. Zeitschr. f. physiol. Chem. 28, 76. 1899. 
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noch ein gelblicher Ton vorhanden, so ist die Oxydation noch nicht 
beendet, und es muB weiter erhitzt werden. Nach dem Erkalten 
der Flussigkeit werden ca. 300 cern destilliertes Wasser vorsichtig 
zugesetzt, wobei das Gemisch sich wieder erwarmt. Sobald es 
sich wieder abgekuhlt hat, beginnt man mit der 

2. Phase (Destillation). 
Der zur Aufnahme des Ammoniaks dienende Vorlegekolben 

wird mit 50 cern 1/10 normal-Schwefelsaure und ein paar Tropfen 
derLackmoid-Malachitgrun-Losung beschickt. Danach bringt man 
in den Oxydationskolben 1 EBloffel Talkum, sodann 40-50 cern 
33 %ige Natronlauge, stellt. die Verbindung mit der Destillier­
vorrichtung her, sorgt durch vorsichtiges Umschutteln des Kolbens 
fur eine innige Durchmischung und steckt sofort die Flamme an. 
Man erhitzt etwa Y2 Stunde, pruft durch Losen der Verbindung 
zwischen Kuhler und EinfluBrohr mit rotem Lackmuspapier, ob 
das Destillat noch alkalisch reagiert, und unterbricht die Destilla­
tion, sobald die Priifung neutrale Reaktion ergeben hat. Hier­
nach spiilt man das EinfluBrohr innen und auBen mit destilliertem 
Wasser grundlichst ab und beginnt nunmehr mit der 

3. Phase (Titration). 
Die Titration geschieht in der Weise, daB man aus einer 

Burette 1/11l normal-Natronlauge tropfenweise in die die Schwefel­
saure enthaltende Vorlage so lange einflie13en laBt, bis der an­
fanglich rote Farbenton in einen blauen umschlagt. Dieser Um­
schlag ist bei der Anwendung der Lackmoid-Malachitgrun-Losung 
auBerordentlich scharf. 

Berechnung. Die fUr die Titration verbrauchte Natron­
lauge zieht man von der Menge der vorgelegten Schwefelsaure 
ab und berechnet aus der sich ergebenden Differenz den Stick­
stoff in Milligrammen, indem man die Anzahl der verbrauchten 
Kubikzentimeter 1/10 normal-Schwefelsaure mit 1,4 multipliziert. 
Hierfur ein Beispiel: 
Es wurden vorgelegt 50,0 ccm 1/10 n H 2S04 

" " zurucktitriert 45,4 cern 1/10 n H 2S04 

folglich waren an Ammoniak gebunden 4,6 cern 1/10 n H 2S04 

Mithin sind in der untersuchten Substanz an Stickstoff ent-
halten = 4,6.1,4 

= 6,44 mgN 
Hieraus berechnet sich der Prozentgehalt an N nach der 

Gleichung a : 6,44 = 100 : x, 
worin a die fur die Analyse verwandte Menge an Substanz resp. 
Losung bedeutet. 



D. Die Nuklein und ·Nukleinbasen spaltenden 
Fermente. 
1. Nuklease. 

Eigenschaften. Sie .hat die Fahigkeit, thymonuklein­
saures Natrium zu verfliissigen und das Nukleinsauremolekiil 
weiterhin in seine einzelnen Bausteine zu zerlegen. Sie wirkt 
am besten bei schwach saurer Reaktion, wahrend groBere Mengen 
von Saure oder Alkali ihre Wirksamkeit wesentlich beein­
trachtigen. 

Vorkommen. Sie findet sich in der Pankreasdriise, aber 
nicht im Pankreassaft, weder in dem des Hundes, noch in dem 
des Menschen, ferner in der Darmschleimhaut und im Darmsaft 
des Hundes, in der Kalbsthymus und Kalbsniere. Man hat sie 
auch in verschiedenen Pflanzen gefunden, auBerdem in der Hefe 
und in einer Reihe von Bakterien. 

Nachweis. Er erstreckt sich auf die Feststellung, ob eine 
Losung oder ein Extrakt imstande ist, die gelatinierende Fahig­
keit von a-thymonukleinsaurem Natrium aufzuheben und aus 
der Nukleinsaure Purinbasen abzuspalten. Der Nachweis der 
verfliissigenden Wirkung aHein berechtigt noch nicht zu der An­
nahme einer Nukleinwirkung, erst die FeststeHung der Abspaltung 
von Purinbasen beweist ihre Gegenwart. 

a) Nachweis der Nukleinsaure verfliissigenden Eigen­
schaften eines Extraktes. 

Zur Verwendung kommt nach F. Sachs 1) am zweckmaBigsten 
eine 4 %ige wasserige Losung vona-thymonukleinsaurem Natrium, 
die in der Warme fliissig ist, bei Zimmertemperatur aber eine voH­
kommen starre Masse bildet. Hefenukleinsaure hat diese Eigenschaft 
nicht und ist deshalb auch fUr diesen Versuch nicht zu verwenden. 

1) F. Saohs, Uber die Nuklease. Zeitsohr. f. physiol. Chern. 46, 337. 
1905. 
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Die Losung wird in warmem Zustande auf kleine Schalchen oder 
Glaschen verteilt, ahnlich der Fe rmi schen Chloroformgelatine, 
von dem zu untersuchenden Extrakt ein aliquoter Teil und etwas 
Toluol hinzugefiigt und nun das Gemisch in den Brutschrank 
gestellt. Nach 24 Stunden oder spater nimmt man das GefaB 
heraus, kiihlt es ab und stellt nun fest, ob das Gemisch fliissig 
geblieben oder fest geworden ist. 

Gilt es den Nachweis zu fiihren, daB noch ein Teil des ver­
wandten a-thymonukleinsauren Natriums unverandert gelatinier­
fahig geblieben ist, so geht man nach Sachs und Abder­
halden und Schittenhelm 1) in der Weise vor, daB man das 
Versuchsgemisch mit wenig Essigsaure schwach ansauert und 
heiB filtriert. Das abgekiihlte Filtrat wird dann unter Zugabe 
von etwas (5 %iger) Natriumazetatlosung mit 96 %igem Alkohol 
so lange versetzt, bis kein Niederschlag von a-thymonuklein­
saurem Natrium mehr entsteht. Der Niederschlag wird mit 
wenig heiBem Wasser aufgenommen und nun festgestellt, ob 
beim Erkalten der Losung noch Gelatinisierung eintritt oder 
nicht. 

b) Nachweis der Nukleinsaure spaltenden Eigenschaft 
eines Extraktes. 

Erforderliche Losungen. 
1. Organextrakt. 
Darstellung s. weiter unten. 
2. 4%ige Losung von a-thymonukleinsaurem Na­

trium. 
Hier kann hefenukleinsaures Natrium gleichfalls verwandt 

werden. 
3. ca. 10 %ige Schwefelsaure. 
4. Quecksilbersulfatlosung nach Kossel2). 
Man bereitet sie in der Weise, daB man 500 ccm 15 volum­

prozentiger Schwefelsaure erhitzt und 75 g Quecksilberoxyd in 
der heiBen Fliissigkeit lost. 

5. Ammoniakalische SilberH:isung. 
Man lost 26 g Silbernitrat in iiberschiissigem Ammoniak 

und fiillt die Losung mit destilliertem Wasser auf 1 Liter auf. 
6. ca. 10 %ige Salzsaure. 

1) E. Abderhalden und A. Schittenhelm, Der Ab· und Aufbau 
der Nukleinsiiuren im tierischen Organismus. Zeitschr. f. physiol. Chem. 
47, 452. 1906. 

2) A. Kossel und A. J. Pathen, Zur Analyse der Hexonbasen. 
Zeitschr. f. physiol. Chemie. 38, 39. 1903. 
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Ausfiihrung. 50 ccm Organextrakt werden mit 50 ccm einer 
4 %igen Losung des a-nukleinsauren Natriums versetzt und unter 
Zugabe von Toluol auf 2-3 Tage in den Brutschrank bei 37-380 

gebracht. Nach Ablauf der Frist wird das Gemisch filtriert und 
das Filtrat zur Beseitigung etwa noch vorhandener Nukleinsaure 
mit Schwefelsaure versetzt. Der dabei ausfallende Niederschlag 
wird abfiltriert und aus dem Filtrat werden die Purinbasen mit 
Quecksilbersulfatlosung gefallt. Der so entstandene Niederschlag 
wird abgesaugt, in Wasser aufgeschwemmt und unter Zusatz 
von etwas Salzsaure mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Dann wird 
wiederum filtriert und das Filtrat durch Durchleiten von Luft 
vom Schwefelwasserstoff befreit. Hiernach wird es mit ammonia­
kalischer Silberlosung gefallt, der entstandene Silberniederschlag 
abfiltriert, gut ausgewaschen, in Wasser aufgeschwemmt und 
unter Zusatz von Salzsaure in der Warme zersetzt. Das Chlor­
silber wird abfiltriert, durch das Filtrat noch einige Blasen Schwefel­
wasserstoff geleitet und dann wiederum filtriert. Das letzte 
Filtrat wird zwecks Abscheidung von Kristallen (salzsaure Purin­
basen) eingedampft. Die etwa ausgeschiedenen Kristalle werden 
samt dem Riickstand in salzsaurehaltigem Wasser ge16st, die 
Losung filtriert und wiederum bis zum volligen Auskristalli­
sieren eingedampft. Alsdann werden die Kristalle mit Alkohol 
und Ather getrocknet und gewogen. 

DaB die so erhaltenen Kristalle Purinbasen sind, beweist 
nach Burian 1) die fiir sie charakteristische Diazoreaktion, die 
man am zweckmaBigsten in der Paulyschen Modifikation 2) 
ausfiihrt. 

Statt dieses zwar genauen, aber umstandlichen Ver­
fahrens kann man, wie dies Tschernorutzki 3) getan hat, den 
frei gewordenen anorganischen Phosphor bestimmen. Man geht 
dann so vor, daB man eine bestimmte Menge fermenthaltigen 
Materials mit einer bestimmten Menge nukleinsauren Natrons 
und einer bestimmten Quantitat Fliissigkeit und etwas Toluol 
mischt, das Gemisch auf 24-48 Stunden in den Brutschrank 
stellt, dann dasselbe ungefahr bei 80--900 trocknet und nun 
seinen Gehalt an anorganischem Phosphor bestimmt. Jeder 
Versuch erfordert einen entsprechenden Kontrollversuch. Der-

1) R. Burian, Diazoaminoverbindungen der .Amidazole und der 
Purinsubstanzen. Ber. d. Deutsch. chemisch. Gesellsch. 38, 696. 1904. 

2) H. Pauly, Uber die Konstitution des Histidins. I. Mitteilg. Zeit· 
schr. f. physiol. Chem. 62, 516,. 1904. 

3) M. Tschernorutzki, Uber die gegenseitige Wirkung von Nuklein­
siiure und nukleinspaltendem Ferment im tierischen Organismus. Biochem. 
Zeitschr. 44, 353. 1912. 
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selbe wird mit dem gleichen Material ausgefiihrt, nur mit dem 
Unterschied, daB dasselbe durch Kochen auf freiem Feuer wahrend 
10 Minuten seiner fermentativen Fahigkeit beraubt wird. Die 
Differenz zwischen der Menge des anorganischen Phosphors im 
Experiment und im Kontrollversuch gibt einen MaBstab fiir die 
fermentative Kraft. 

Die Bestimmung des anorganischen Phosphors fiihrt man 
am besten nach einer kombinierten Methode aus, und zwar be­
dient man sich sowohl der von Stutzer 1) fiir die Trennung der 
anorganischen von den organischen Phosphorverbindungen vor­
geschlagenen wie der alkalimetrischen Methode zur Bestimmung 
der Phosphorsaure nach A. Neumann 2), ferner wendet man 
zweckmaBig die Korrektur von Gregersen 3) auf Kohlensaure 
an und benutzt die von Bang 4) modifizierte Methode zur Ent­
fernung des Ammoniaks. 

c) Optische Methode von Pighini 5). 
Die Anwendungsmoglichkeit dieser Methode ist nur eine 

begrenzte, da sie ausschlieBlich dann Verwendung finden 
kann, wenn man mit klaren Fermentlosungen, wie beispielsweise 
Serum, zu arbeiten hat. 

Prinzip. Sie beruht darauf, daB die reine Nukleinsaure 
die Ebene des polarisierten Lichtes nach rechts dreht, und daB 
unter der Wirkung der Nuklease die Nukleinsaure nach und nach 
abgebaut wird und so allmahlich ihre optische Eigenschaft 
verliert. 

Erforderliche Losungen. 
1. Absolut klare Fermentlosungen (Serum, Extrakt). 
2. N ukleinsa urelosung. 
1,60 g Nukleinsaure Merck werden in 100 ccm physiologi­

scher Kochsalzlosung (0,85 %) gelost und 12 Tropfen Ammoniak 
zugefiigt. An Stelle von Ammoniak kann man auch 25-30 
Tropfen 5 %ige Natronlauge zusetzen, ohne daB die Resultate 
sich viel andern. 

1) A. Stutzer, Untersuchungen iiber den Gehalt vegetabilischer 
Stoffe an Stickstoff, Phosphor und Schwefel in organischer Bindung. Bio­
chem. Zeitschr. ?, 471. 1908. 

2) A. Neumann, Einfache Veraschungsmethode (Sauregemisch-Ver­
aschung). Zeitschr. f. physipl. Chem. 3?, 114, 1902. 

3) J. P. Gregersen, Uber die alkalimetrische Phosphorsaurebestim­
mung nach A. Neumann. Zeitschr. f. physiol. Chemie. 1)3, 453, 1907. 

4) J. Bang, Methodologische Notizen. Biochem. Zeitschr. 32, 443. 
1911. 

5) G. Pighini, Uber die Bestimmung der enzymatischen Wirkung 
der Nuklease mittelst "optischer Methode". Zeitschr. f. physiol. Chem. 
?O, 85. 1910. 
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Ausfiihrung. Von der NukleinsaurelOsung werden 20 eem 
mit 2 eem Serum gemischt und sofort bei Zimmertemperatur polari­
siert. Das Polarisationsrohr wird dann in einen Ostwaldsehen 
Thermostaten bei 37° hineingetaueht und naeh bestimmten Zeiten 
wieder polarimetrisch untersueht, naehdem man es auf Zimmer­
temperatur abgekiihlt hat. Die Untersuehung gelingt aber besser, 
wenn man die Temperatur des Rohres im Polarimeter seIber 
auf 37° halt. Hierfiir diirfte das von Abderhalden angegebene 
Polarisationsrohr sieh am besten eignen (s. S. 210). 

Jeder Versueh muB gleiehzeitig von einem Kontrollversueh 
begleitet sein, bei dem das Serum dureh ein gleiehes Quantum 
physiologiseher Kochsalzlosung ersetzt ist. 

Die Abnahme des Drehungswinkels im Verhaltnis zur Zeit 
bei konstanter Temperatur gibt ein genaues MaB der Wirkung 
der in einer bestimmten Fliissigkeit oder in einem Extrakt ent­
haltenen Nuklease. 

Aueh fUr die Untersuehnng der Hefennuklease ist nach 
Neuberg 1) diese Methode sehr geeignet. 

Darstellung von nukleasehaltigen Extrakten. 
a) aus tierischen Organen. 

Das zu untersuehende Organ wird griindlichst zerkleinert, 
der Organbrei mit dem doppelten Volumen Wasser unter Zusatz 
von Toluol resp. Chloroform versetzt, das Gemiseh griindliehst 
geschiittelt und mehrere Stunden bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen. Langeres (1-2stiindiges) Stehen sehwaeht die Wir­
kung wesentlieh abo Danaeh wird der Brei koliert und durch 
ein Faltenfilter filtriert. Das so erhaltene Extrakt enthalt wirk­
same Nuklease. 

Statt den Organbrei zu extrahieren, kann man aueh so vor­
gehen, daB man ihn mit Hilfe einer Handpresse oder einer hydrau­
lischen Presse auspreBt, den PreBsaft mit der doppelten Menge 
Wasser verdiinnt und filtriert. Das Filtrat enthalt dann die 
Nuklease in wirksamer Form. 

Auch Trockenpraparate von Organen lassen sieh zu 
diesen Versuchen verwenden. Sachs stellte ein solches aus 
Pankreas in der Weise her, daB er 570 g Pankreas mit Sand und 
Kieselgur zerrieb und mit der Buchnerschen Presse auspreBte. 
Der gewonnene Saft (100 cern) wurde sofort mit Ammonsulfat 
bis zur Sattigung versetzt, der entstandene Niederschlag abfil­
triert und mit Alkohol und Ather getroeknet. Der getrocknete 

1) C. N e u b erg, Uber die Erkennung von enzymatischer N ukleinsiiure­
spaltung durch Polarisation, Biochem. Zeitschr. 30, 505. 1911. 
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Niederschlag verfliissigte, in destilliertem Wasser gelost, nuklein­
saures Natrium vollkommen in einigen Stunden (Probe auf Gela­
tinieren fiel nachher negativ aus). Das Pulver zeigte noch nach 
zweimonatlichem Aufbewahren unverandert seine Wirkung. 

b) aus pflanzlichem Material. 

Nach Iwanoffl) wird das sporentragende Myzel eines 
Schimmelpilzes mit Wasser gewaschen, bei 300 getrocknet und 
dann im Morser mit etwas Wasser und Kieselgur zerrieben. 
Die abfiltrierte Fliissigkeit enthalt die Nuklease und kann sogleich 
zum Versuch verwandt werden. 

In der gleichen Weise verfahrt man mit Pflanzenkeimlingen. 

Die Darstellung eines Extraktes aus Schimmelpilzen und 
Bakterien kann man sich ersparen, wenn man statt dessen die 
Schimmelpilze und Bakterien direkt zum Versuch verwendet. 
Man impft dann eine erstarrte Losung von a-thymonukleinsaurem 
Natrium mit ihnen und beobachtet, ob eine Verfliissigung ein­
tritt oder nicht. 

Noch besser verwendet man statt einer Nukleinsauregelatine 
nach Schittenhelm und Schroeter 2) eine Nahrlosung von 
folgender Zusammensetzung: Nukleinsaures Natrium 15,0 g, 
Chlornatrium 6 g, Chlorcalcium 0,1 g, Magnesiumsulfat 0,3 g, 
Wasser 1000 ccm. Man sterilisiert diese Lasung im Dampftopf, 
impft sie taglich mit den entsprechenden Kulturen und unter­
sucht sie nach 4-5tagigem Aufenthalt im Brutschrank auf Purin­
basen und eventuell auf deren Zersetzungsprodukte. 

2. Purinbasen spaltende Fermente. 
Diese Gruppe umfaBt zwei Fermenttypen, bei denen man 

zu unterscheiden hat zwischen desamidierenden und oxydierenden. 
Man spricht deshalb auch von Purindesamidasen und von 
Xanthinoxydasen. Die Purindesamidasen fiihren das Adenin 
in Hypoxanthin und das Guanin in Xanthin iiber, die Xanthin­
oxydasen oxydieren das Hypoxanthin zu Xanthin und das Xanthin 
zu Harnsaure. 

1) L. Iwanoff, Uber die fermentative Zersetzung der Thymonuklein­
saure durch Schimmelpilze. Zeitschr. f. physiol. Chem. 39, 31. 1903. 

2) A. Schittenhelm und F. Schroeter, Uber die Spaltung der 
Hefenukleinsaure durch Bakterien. Zeitschr. f. physiol. Chem. 39, 203. 
1903 u. 40. 62. 1904. 

Wohlgemuth, Fermentmethoden. 16 
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a) Purindesamidasen. 
1. Guanase. 

Eigenschaften. Sie fiihrt das Guanin unter Abspaltung 
der NH2-Gruppe in das Xanthin tiber. Dieser desamidierende 
V organg wird am besten klar an dem Bilde der Strukturformeln 

NH-CO NH-CO 

I I I I 
NH2 . C C-NH OHC C-NH 

II II )CH ~ II II )CH 
N-C-N N - C-N 

Guanin Xanthin 
Vorkommen. Sie findet sich in der Rinderleber und Rinder­

milz, Kaninchenleber, Kaninchenlunge, Katz enleber , Hundemilz 
und in allen daraufhin untersuchten menschlichen Organen, fehlt 
aber in der Milz des Schweines. 

Nachweis. Man laBt ein die Guanase enthaltendes Organ­
extrakt (Darstellung s. weiter unten) auf Guanin mehrere Tage 
bei Brutschranktemperatur einwirken und isoliert nachher aus 
dem Verdauungsgemisch das aus dem Guanin gebildete Xanthin. 

Am zweckmaBigsten geht man nach Schittenhelm 1) fol­
gendermaBen vor. 

0,5 g Guanin werden in moglichst wenig Normalnatronlauge 
gel<ist, mit 500 ccm des die Guanase enthaltenden Organextraktes 
(s. unten) versetzt und unter Zugabe von Chloroform und Toluol 
5-10 Tage im Brutschrank bei 37° C gehalten. Der Zusatz von 
Toluol zu dem Gemisch ist von groBer Wichtigkeit, weil auf diese 
Weise fur LuftabschluB gesorgt wird; denn bei Zutritt von Luft 
wird das aus dem Guanin gebildete Xanthin zum groBten Teil weiter 
zu Harnsaure oxydiert. Nach Beendigung des Versuches wird die 
Mischung mit 15 cern konzentrierter Schwefelsaure am RiickfluB­
ktihler 3 Stunden lang gekocht, dann mit Natronlauge alkalisch, mit 
Essigsaurewieder schwach sauer gemacht, kurz aufgekocht und vom 
EiweiBniederschlag abfiltriert. Der Niederschlag wird nochmals in 
Wasser suspendiert, durch Natronlauge in der Hitze gelOst und 
wieder mit Essigsaure ausgefallt. Aus den vereinigten Filtraten 
werden die Purinkorper mit der Kupfersulfat-Bisulfitmethode 
gefallt, abfiltriert und mit heiBem Wasser gut ausgewaschen. 
Danach werden die Kupferoxydulverbindungen in heiBem Wasser 
suspendiert, mit Schwefelwasserstoff zerlegt, aufgekocht, filtriert 

1) A. Schittenhelm, Uber die Fermente des Nukleinstoffwechsels. 
Zeitschr. f. physiol. Chern. 43, 228. 1904 und Uber die Harnsaurebildung 
und Harnsaurezersetzung in den Ausziigen der Rinderorgane. Zeitschr. f. 
physiol. Chern. 40, 121. 1905. 
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und das Filtrat bei salzsaurer Reaktion eingeengt. Zur weiteren 
Reinigung nimmt man die salzsaure Losung wieder in Wasser 
auf, erhitzt sie unter Zugabe von etwas Natronlauge, damit wieder 
alles in Losung geht, neutralisiert mit Essigsaure und fallt nun 
wiederum mit der Kupfersulfat-Bisulfidmethode. Die Zerlegung 
des Kupferniederschlages geschieht dann wie vorhin und die salz­
saure LOsung wird bis zur Trockne auf dem Wasserbad einge­
engt. Nach moglichster Beseitigung der iiberschiissigen Salz­
saure durch wiederholtes Abdampfen wird der Riickstand in ca. 
100 ccm verdiinntem Ammoniak digeriert und mehrere Stunden 
im Eisschrank stehen gelassen. Dabei fallen Harnsaure und 
Guanin aus, wahrend das Xanthin in Losung bleibt. Durch 
Einengen der Losung wird es in typischen Schollen erhalten und 
kann nun mit Hilfe der Elementaranalyse identifiziert werden. 

2. Adenase. 
Eigenschaften. Sie fiihrt das Adenin in Hypoxanthin 

iiber unter Abspaltung der NH2-Gruppe. 
N=C . NH2 N=C.OH 
I I I I 
CH C-NH CH C-NH 

II II )CH ~ II II > 
N-C-N N - C-N 

Adenin Hypoxanthin 

Vorkommen. Sie findet sich meist in Gesellschaft der 
Guanase. Nur in der Schweinemilz findet sie sich allein, wahrend 
wiederum in der Rindermilz beide Fermente vorhanden sind. 
(J ones und Win ternitz1). 

Nachweis. Zu 500 ccm Organextrakt resp. FermentlOsung 
(Darstellung s. weiter unten) werden 0,5 g Adeninsulfat 2) zuge­
setzt und dem Gemisch auBer Chloroform noch Toluol zugefiigt, 
um den Zutritt von Luft und damit eine weitere Umsetzung des 
zu erwartenden Hypoxanthins zu vermeiden. Diese Mischung 
laBt man 5-10 Tage im Brutschrank bei 37° C stehen. Nach 
Ablauf der Frist wird mit Essigsaure schwach angesauert, auf­
gekocht und sofort von den abgeschiedenen EiweiBsubstanzen 
abfiltriert. Um Verluste an Purinbasen zu vermeiden, kocht 

1) W. Jones u. M. C. Win terni tz, "Ober die Adenase, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 44,1. 1905; Dieselben, "OberdenNukleinstoffwechsel 
mit besonderer Beriicksichtigung der Nukleinfermente in den menschlichen 
Organen, ebendort, 60, 180. 1909. 

2) Hat man reines Adenin, so lOst man 0,5 g in wenig Normalnatron­
lauge und setzt die Losung dem Organextrakt zu. 

16* 
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man den Riickstand mehrmals mit verdiinnter Essigsaure aus, 
vereinigt die Filtrate, macht sie nach dem Abkiihlen mit Ammoniak 
alkalisch und filtriert von den etwa entstehenden Niederschlagen 
(phosphorsaure Ammoniakmagnesia) abo Das klare Filtrat wird 
mit einem DberschuB von ammoniakalischer Silberlosung ver­
setzt, der Niederschlag ein paar Stunden spater abfiltriert, griind­
lichst mit verdiinntem Ammoniak gewaschen, in Wasser auf­
geschwemmt und mit Salzsaure zersetzt. Falls notwendig, wird 
dann die saure Lasung mit Tierkohle behandelt, das Filtrat bis 
zur Trockne eingeengt und das Eindampfen des Trockenriick­
standes unter Ersatz des verdampfenden Wasser so lange wieder­
holt, bis nur noch schwach saure Reaktion vorhanden ist. Der 
Riickstand wird dann mit wenig (50 bis 80 ccm) Wasser in der 
Warme digeriert und 3-4 Stunden in der Kalte stehen gelassen. 
Der nicht in Lasung gegangene Anteil wird abfiltriert und ge­
sondert auf Xanthin resp. Harnsaure verarbeitet. Das Filtrat wird 
dann zunlichst auf die Anwesenheit von unverandert gebliebenem 
Adenin untersucht, indem einige Tropfen der Lasung auf einem 
Uhrschalchen mit ein paar Tropfen einer 1 % igen alkoholischen 
Pikrinsaurelasung versetzt werden. Bei Gegenwart von Adenin 
tritt deutliche Triibung ein. In diesem FaIle wird die gesamte 
Lasung mit einer gerade ausreichenden Menge von Pikrinsaure­
lasung versetzt, der entstandene Niederschlag sofort abgesaugt und 
mit kaltem Wasser gewaschen. Das Adeninpikrat wird, falls er­
forderlich, aus heiBem Wasser umkristallisiert, wobei es sich in 
Form von dunkelgelben makroskopischen Prismen abscheidet. -
Das Filtrat des Adeninpikrates wird mit H 2S04 angesliuert und 
durch Ausschiitteln mit Benzol oder Toluol von der iiberschiissigen 
Pikrinsaure entfernt. Danach wird mit Ammonia.k alkalisch ge­
macht und die in Lasung enthaltene Base mit ammonia.kalischer 
Silberlasung gefallt. Der Niederschlag wird mit Schwefelwasser­
stoff zersetzt, filtriert und eingeengt, der Riickstand in 20 ccm 
heWer Salpetersaure (90 ccm H 20 + 10 ccm konz. HN03) gelOst 
und stehen gelassen. Beim Erkalten scheidet sich Hypoxanthin­
nitrat in reinem Zustande in wetzsteinfarmigen Kristallen abo 

Durstelluug von Guanase resp. Adenase baltigen Losungen 
rl'Sp. Extrakten. 

In der Mehrzahl der Falle geniigt ein wasseriges Extrakt 
des zu untersuchenden Organes. Man stellt sich dasselbe nach 
Schittenhelm 1) in der Weise her, daB man das betreffende 

1) A. Schittenhelm, Door die Harnsaurebildung in Gewebsaus­
ziigen. Zeitschr. f. physiol. Chern. 42, 254. 1904. 
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Organ in moglichst frischem Zustande ganz fein zerkleinert, den 
Brei durch ein feines Sieb preBt oder noch mit Kieselgur oder 
Quarzsand in einer Reibeschale fein zerreibt. Dann werden zu 
je 1 Teil Organbrei 2-3 Teile Wasser zugesetzt, das Gemisch 
unter Zugabe von Chloroform griindlichst durchgeriihrt und ge­
schiittelt und schlieBlich mehrere Stunden stehen gelassen. Die 
durch mehrstiindiges Stehen abgesetzte Fliissigkeit wird koliert 
und durch aufgeschwemmtes Filtrierpapier filtriert. Das so er­
haltene Extrakt ist zwar noch betrachtlich triib, enthalt aber 
keine groberen Organbestandteile mehr. Auf eine .Filtration 
durch Faltenfilter, wobei absolute Klarheit des Filtrates erzielt 
werden kann, darf in den meisten Fallen wegen der Langwierig­
keit des Filtrationsprozesses verzichtet werden. - Von einem 
solchen Extrakt verwendet man meist 500 ccm zu einem Ver­
such. Derartige Extrakte behalten, im Eisschrank unter Toluol 
und Chloroform aufbewahrt, wochenlang ihre Wirksamkeit. 

Man hat dann ein solches Extrakt weiter zu reinigen ver­
sucht, indem man es mit Alkohol gefallt, den Niederschlag mit 
Wasser extrahiert und das wasserige Extrakt abfiltriert hat. 
Die Wirkung eines solchen Extraktes ist aber eine weit schwachere 
als die des direkt aus dem Organ gewonnenen Extraktes. 

Braucht man fUr seine Versuche eine moglichst reine Ferment­
losung, so verfahrt man nach der Vorschrift von Jacoby­
Schi ttenhelm 1) in der Weise, daB man das moglichst fein 
zerkleinerte Organ mit Quarzsand griindlichst verreibt, mit der 
doppelten Menge destilliertes Wasser versetzt und nach Zugabe 
von Toluol einige Stunden unter haufigem Schiitteln stehen laBt. 
Dann wird das Extrakt vom Riickstand durch Kolieren und 
Filtrieren (Faltenfilter) getrennt und mit so viel gesattigter Ammon­
sulfatlosung versetzt, daB 25 %ige Sattigung erreicht wird. 
Dabei hat man standig darauf zu achten, daB stets so viele Tropfen 
verdiinnter Sodalosung zuzufUgen sind, daB die Fliissigkeit schwach 
alkalisch reagiert und deutlich nach Ammoniak riecht. Nach 
24 Stimden wird von dem meist geringen Niederschlag abfiltriert, 
das Filtrat in der gleichen Weise mit gesattigtem Ammonsulfat 
auf 33}3 %ige Sattigung gebracht und der Niederschlag wiederum 
nach 24 Stunden durch Filtration entfernt. Das so erhaltene 
wasserklare, meist aber dunkle Filtrat wird auf 66 %ige Satti­
gung mit Ammonsulfat gebracht; dabei entsteht eine maBige 
Fallung, von der nach abermals 24 Stunden abfiltriert wird. 
Dieser das Ferment enthaltende Niederschlag wird in 500 bis 
800 ccm Wasser suspendiert, mit etwas Chloroform versetzt und 

1) A. Schittenhelm, l. c. 42, 229. 1904. 
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das Ganze %-1 Stunde auf der Schiittelmaschine geschiittelt. 
Dann wird so lange gegen flieBendes Wasser dialysiert, bis kein 
Ammoniak mehr nachweis bar ist, was meist 6-8 Tage erfordert. 
Nunmehr wird filtriert, und die so erhaltene, leicht gelblich­
braune Fermentlosung kann direkt zu den Versuchen benutzt 
werden. Von Purinkorpern ist eine solche Losung so gut wie frei. 
Sie ist stets auBerordentlich wirksam. . 

Ein lange Zeit haltbares Praparat kann man gewinnen, wenn 
sich aus dem betreffenden Organ nach der Vorschrift von 
Wiechowski (s. S. 21) ein Pulver herstellt. Dies extrahiert 
man dann mit Wasser und stellt mit dem wasserigen Extrakt 
seine Versuche an. 

b) Xanthinox)"dasen. 
Eigenschaft. Sie haben die Fahigkeit, Hypoxanthin zu 

Xanthin und Xanthin zu Harnsaure zu oxydieren. Ob hierbei 
zwei verschiedene Fermente mitwirken, von denen das eine 
Hypoxanthin in Xanthin, das andere Xanthin in Harnsaure um­
setzt, ist bisher noch nicht entschieden. Deshalb sollen beide 
Fermentwirkungen zusammen besprochen werden. 

NH-CO NH-CO NH-CO 
I I I I I I 

CH C-NH CO C-NH CO C-NH 
~ ~ 

II II )CH I II )CH I II )CO 
N - C-N NH-C-N NH-C-NH 
Hypoxanthin Xanthin Harnsaure 
Vorkommen. Sie finden sich in Milz, Lunge, Darm, Leber 

und Muskel vom Rinde, in Milz, Darm und Lunge vom Hunde, 
in der menschlichen Leber, in der Pferdemilz und in der Schweine­
Ie ber; nur in der Niere und der Thymus der daraufhin untersuchten 
Tiere fehlen sie. Doch ist nicht ausgescWossen, daB sie auch hier 
vorhanden sind, daB sie nur deshalb zu fehlen scheinen, weil 
die von ihnen gebildete Harnsaure sofort weiter zerstort wird. 

Nachweis. Er geschieht in der Weise, daB man zu dem 
zu untersuchenden Organextrakt Hypoxanthin oder Xanthin zu­
setzt, durch das Gemisch stark Luft durchleitet, um fiir die Gegen­
wart von Sauerstoff zu sorgen, und nach Ablauf einer bestimmten 
Frist die gebildete Harnsaure bestimmt. - Statt des Hypoxan­
thins und Xanthins kann man auch Adenin und Guanin fUr diese 
Versuche verwenden, da die meisten Organextrakte neben der 
Oxydase auch die Desamydase enthalten. - Besondere Auf­
merksamkeit verlangen die Versuche mit Organextrakten, die 
auBer der Oxydase gleichzeitig auch die Urikolyse enthalten, 
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weil durch sie die gebildete Harnsaure sehr schnell weiter oxy­
diert wird. Das ist besonders bei der Rinderleber und den Rinder­
muskeln der Fall. Vollkommen frei dagegen von Urikolyse ist 
das Rindermilzextrakt. - 1m einzelnen gestaltet sich der Ver­
such nach Schittenhelm 1) folgendermaBen: 

Man lost 0,5 g Hypoxanthin oder Xanthin (resp. Adenin 
oder Guanin) in moglichst wenig Normalnatronlauge und setzt 
diese Losung zu ca. 500 ccm Organextrakt (Darstellung s. unten). 
Zu dem Gemisch fftgt man Chloroform und Toluol hinzu, bringt 
es in einen Brutschrank und HiBt es, indem man Luft in kraftigem 
Strome durchleitet, dort mehrere Tage stehen. Bei Verwendung 
von Rindermilz ist die Umwandlung der Purinbase in Harnsaure 
bereits nach wenigen Stunden beendet. Andere Organe erfordern 
eine Digestion von 3-5 Tagen. In diesem FaIle muB man tag­
lich das durch die Luft herausgetriebene Chloroform durch neues 
ersetzen. - Nach Beendigung der Digestion wird das Gemisch 
natronalkalisch kurz aufgekocht, mit Essigsaure schwach ange­
sauert und von dem entstandenen Niederschlag abfiltriert. Es 
empfiehlt sich, den Niederschlag mehrmals mit verdiinnter Essig­
saure auszukochen und die verschiedenen Extrakte mit dem 
Hauptfiltrat zu vereinigen. In den vereinigten Filtraten werden 
nach Alkalisierung mit Ammoniak und, falls erforderlich, nach 
abermaliger Filtration die Purinbasen mitsamt der Harnsaure 
mit ammoniakalischer Silberlosung 2) ausgefaIlt, nach einigen 
Stunden abfiltriert und der Riickstand mit schwach ammonia­
kalischem Wasser gut ausgewaschen. Der Niederschlag wird mit 
Schwefelkalium16sung zersetzt, zu dem Gemisch nach Wieners 3 ) 

Angaben einige Kubikzentimeter einer gesattigten Aluminium­
azetatlosung zugesetzt, ganz schwach essigsauer gemacht und fil­
triert. Man erzielt auf diese Weise stets ein klares Filtrat. Der 
dicke Niederschlag wird nochmals ausgekocht und die vereinigten 
Filtrate salzsauer auf wenige Kubikzentimeter eingedampft und 
einige Stunden stehen gelaFlsen. Dabei scheidet sich die Harn­
saure abo Sie wird auf ein vorher gewogenes gehartetes Filter ge­
bracht, mit schwach salzsaurem Wasser gewaschen, mit heiBem 
Alkohol zur Entfernung der Fettsauren und mit Schwefelkohlen­
stoff zur Entfernung des anhaftenden Schwefels gereinigt, mit 
Ather getrocknet und endlich gewogen. 1st die erhaltene Menge 

1) A.. Schittenhelm, Uber die Fermente des Nukleinstoffwechsels. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 43, 232. 1904/05. 

2) Statt der Silberfallung kaun man sich ebensogut der Natrium­
bisulfit-Kupfersulfat-Fallung nach Kruger bedienen. 

3) H. Wiener, Uber Zersetzung und Bildung von Harnsaure im 
Tierkorper. Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 42, 373. 1899. 
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zur Analyse zu gering, so wird sie nach Horbaczewski 1) aus 
konzentrierter Schwefelsaure (0,20 ccm auf 0,1 g Substanz und 
Wiederausfallung durch das 4fache Volumen Wasser) umkristalli­
siert und die so erhaltene Harnsaure durch die Murexidprobe und 
ihre Kristallform identifiziert. SolI eine Analyse der Harnsaure 
vorgenommen werden, so wird die Harnsaure 2-3mal in Natron­
lauge gelost, mit Tierkohle entfarbt und durch Salzsaure aus 
dem Filtrat wieder ausgefallt. Das mit Alkohol und Ather ge­
waschene Endprodukt wird nach Trocknen· bei 100° bis zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. 

Das salzsaure Filtrat der Harnsaure wird zwecks Unter­
suchung auf unveranderte Purinbasen zur Trockne eingedampft, 
der Riickstand in Natronlauge gelOst, die Losung mit Essigsaure 
neutralisiert und nun eine nochmalige Silberfallung resp. Kupfer­
fallung vorgenommen. 

Beziiglich der Verarbeitung auf Xanthin s. S. 242. 
Hat man den Versuch mit Hypoxanthin angesetzt und will 

man feststellen, ob sich noch unverandertes Hypoxanthin in dem 
Gemisch befand, so wird der Silberniederschlag mit Schwefel­
wasserstoff zersetzt, filtriert, eingeengt, der Riickstand in heiBer 
Salpetersaure (90 Teile Wasser, 10 Teile konz. Salpetersaure) 
gelost und stehen gelassen. Beim Erkalten scheidet sich das 
Hypoxanthinnitrat in reinem Zustande in wetzsteinformigen 
Kristallen ab und kann getrocknet und gewogen werden. 

Darstellung von Xanthinoxydasen enthaltenden Losungen. 
Da Losungen resp. Extrakte von Xanthinoxydasen weit 

weniger haltbar sind als Losungen von Purindesamidasen, so ist 
es ratsam, die Extrakte stets frisch zu bereiten. Die wirksamsten 
Losungen liefern nach Schi ttenhelm wasserige Extrakte aUf; 
Rindermilz. 

Burian 2) empfiehlt fUr die Herstellung gut wirksamer 
Xanthinoxydase die Rinderleber. Das Organ wird fein zerkleinert 
und 1 Gewichtsteil des Leberbreies mit 2 Gewichtsteilen Ohloro­
formwasser versetzt. Dieses Gemisch bleibt 1-2 Tage unter 
dauernd guter Eiskiihlung stehen. Dauerndes Schiitteln 
oder Riihren des Breies ist durchaus iiberfliissig. Danach wird 
koliert und durch ein Faltenfilter filtriert. Ein solches Extrakt 
enthalt nur sehr geringe Quantitaten von Purinbasen und nur 

1) J. Horbaczewski, mer die Trennung der Harnsaure von den 
Xanthinbasen. Zeitschr. f. physiol. Chern. 18, 341. 1894. 

2) R. Burian, "Ober die oxydative und die vermeintliche syntheti­
sche Bildung von Harnsaure im Rinderleberauszug. Zeitschr. f. physiol. 
Chern. 43, 498. 1904/05. 
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Spuren von Nukleoproteiden. Sie liefert ohne Xanthinkorper­
zusatz bei Digestion unter 02-Zufuhr so gut wie keine Harn­
saure; sie hat deshalb vor den purinbasenreichen Extrakten 
den Vorzug, die Einwirkung der Oxydase auf zugesetztes Xanthin 
oder Hypoxanthin fast ganz rein hervortreten zu lassen und 
eignet sich ganz besonders zur' Entscheidung der Frage, 0 b 
neben der oxydativen auch noch eine synthetische Harnsaure­
bildung in den Rinderleberextrakten vor sich gehen kann. 

Oxydaselosungen, die sicher vollkommen frei von Nukleo­
proteiden und Purinbasen sind, erhalt man mit Hilfe der J aco by­
Schittenhelmschen Aussalzmethode mit Ammonsulfat. Ge­
naueres dariiber s. S. 245. 

Herstellung von Trockenpraparaten aus den Organen nach 
der Methode von Wiechowski sind weniger geeignet, da die 
Wirksamkeit der Oxydase sehr bald erlischt. 

c) Harnsaureoxydase (urikolytisches Ferment, Urikase). 
Eigenschaften. Sie hat die Fahigkeit, Harnsaure in Gegen­

wart von Sauerstoff unter Entwicklung von Kohlensaure zu oxy­
dieren, und zwar geht die Harnsaure dabei vermutlich quantitativ 
in Allantoin tiber. 
HN-CO 

I I 
OC C-NH~ /NH-CH-HN~ 

I II /CO + H20 + 0 = OC~ I /CO+C02 
HN-C-NH NH-CO H2N 

Harnsaure Allantoin 
Das Optimum ihrer Wirkung liegt zwischen 50 und 55 0 C. 
Vorkommen. Das Ferment ist weit verbreitet. Bisher 

konnte man es nachweisen beim B-ind in Niere, Leber und 
Muskeln, in der Leber vom Hund, vom Schwein, von der 
Katze und dem Kaninchen, in der Niere vom Pferd und Kaninchen. 
In menschlichen Organen ist der Nachweis bisher noch nicht mit 
Sicherheit gelungen. 

N ach weis. Zu der das Ferment enthaltenden Losung setzt 
man 0,3-0,5 g Harnsaure zu, die man zuvor in moglichst wenig 

~ Natronlauge gelost hat, und liiilt das Gemisch nach Zugabe 
n 
von Chloroform oder Toluol mehrere Stunden im Brutschrank 
bei 37° C unter standiger Luftdurchleitung stehen. Wiechowski 1) 

1) W. Wiechowski, Die Produkte der fermentativen Harnsaure­
zersetzung durch tierische Organe. Hofrneisters Beitr. d. chern. Physiol. 
u. Pathol. 9, 295. 1907. 
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schiittelte 8 Stunden lang auf der Schiittelmaschine bei 40°. 
Danach wird mit Essigsaure schwach angesauert, aufgekocht und 
filtriert, der Filterriickstand wiederholt mit Essigsaure extra­
hiert und die Extrakte mit dem ersten Filtrat vereinigt. Die 
gesamte Fliissigkeit wird auf ein kleineres Volumen gebracht und 
mit Ammoniak leicht alkalisch. gemacht; danaph wieder filtriert 
und mit dem Filtrat nun eine Silberfallung vorgenommen. Die 
Fallung wird gewaschen, mit Salzsaure zersetzt und bis zum 
nachsten Tage stehen gelassen. Dabei scheidet sich die unzer­
setzt gebliebene Harnsaure aus. Diese wird nach Horbascewski 
(s. S. 247) aus konzentrierter Schwefelsaure umkristallisiert und 
nach dem Trocknen ihr Gewicht festgestellt. Aus der Differenz 
zwischen der angewandten und der zuriickgewonnenen Menge 
berechnet sich die Menge der zersetzten Harnsaure. 

Will man das nachste Abbauprodukt der Harnsaure, das 
Allantoin, bestimmen, so entfernt man aus dem Filtrat der Silber­
£allung das iiberschiissige Silber durch H 2S, vertreibt den'Schwefel­
wasserstoff, engt die Losung ein und priift in einer kleinen Probe, 
ob man mit Phosphorwolframsaure einen Niederschlag bekommt. 
1st das der Fall, so gibt man zu der ganzen Losung die gerade 
ausreichende Menge Phosphorwolframsaure (10 %ige Losung) zu 
und laBt mindestens 1 Stunde stehen. Danach filtriert man ab, 
entfernt die iiberschiissige Phosphorwolframsaure durch die ent­
sprechende Menge Baryt, sauert mit Essigsaure an und setzt von 
einer 0,5%igen Quecksilberazetatlosung, die mit Natriumazetat ge­
sattigt ist, so viel zu, bis kein Niederschlag mehr entsteht. Nach 
einer Stunde wird der Niederschlag abfiltriert, so lange mit Wasser 
gewaschen, bis sich im Wasser kein Quecksilber mehr mit Schwefel­
natrium nachweisen laBt, und dann der Niederschlag mit H 2S 
zersetzt. Aus dem yom Quecksilbersulfid und H 2S befreiten Filtrat 
scheidet sich beim Einengen das Allantoin in kleinen glanzenden 
Prismen abo Sind die Krist,alle gefarbt, so lost man sie in wenig 
3 %iger H 20 2, engt auf dem Wasserbad zur Trockne ein und 
bekommt auf diese Weise ein absolut farbloses Produkt. 

Statt die unzersetzt gebliebene Harnsaure resp. das gebildete 
Allantoin quantitativ zu bestimmen, kann man auch, wie dies 
Batelli und Stern l ) getan haben, die Menge der bei der Harn­
saureoxydation entstandenen Kohlensaure quantitativ ermitteln. 

Darstelluug von urikolytischen Fermentlosungen. 
Am raschesten gewinnt man ein wirksames Extrakt, wenn 

man das zu untersuchende Organ griindlichst zerkleinert und 
1) F. Batteli und L. Stern, Untersuchungen iiber die Urikase in 

den Tiergeweben. Biochem. Zeit-schr. 19, 219. 1909. 
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mit Chloroformwasser extrahiert, etwa in der Weise, wie Burian 
das fiir die Herstellung der Xanthinoxydase angibt (s. S. 248). 
Ein besonders wirksames Extrakt liefert die Rinderniere. 

Ebenso wirksame Lasungen, die noch den Vorzug haben, 
daB sie vollkommen eiweiBfrei sind, erhalt man nach der Vor­
schrift von Wiechowski 1). Zu dem Zweck bereitet man aus 
dem zu untersuchendenOrgan zunachst ein feingemahlenes trockenes 
Pulver, fUr dessen Herstellung er genau Vorschriften gibt (s. 
Originalarbeit). Aus diesem Pulver wird die FermentlOsung in 
der Weise gewonnen, daB man das Pulver in 0,05 %ige Soda­
lasung bringt, gegen eine ebenso starke SodalOsung mehrere 
(5-6) Tage bei Gegenwart von Toluol dialysiert und hinterher 
in der Warme bei 370 C extrahiert und abzentrifugiert. Das 
Zentrifugat kann man weiter reinigen, indem man es mit 1/10 bis 
1/20 Volumen einer KaliumazetatlOsung (in Wasser aa) versetzt. 
Der Niederschlag wird abfiltriert und wieder in Karbonatlasung 
g~last. Auf diese Weise erhalt man schlieBlich eine farblose und 
eiweiBfreie Fermentlasung. 

S chi t ten h elm 2) empfiehlt zur Isolierung des urikolytischen 
Fermentes aus Organen folgendes Verfahren: 

Man zerkleinert das betreffende Organ, beispielsweise Rinder­
niere, maglichst fein, verreibt griindlich mit Quarzsand, setzt 
zu dem Brei eine der Halfte seines Volumens entsprechende Menge 
Wasser und schiittelt mehrere Stunden auf der Schiittelmaschine. 
Dann wird koliert und die erhaltene Kolatur nach der Vorschrift 
von Rose1l 3) mit einer gesattigten Lasung von Uranylazetat 
unter gleichzeitiger ZufUgung einer Mischung von Natrium­
karbonat und Natriumphosphat, so daB die Lasung stets alka­
lisch bleibt, so lange versetzt, bis sich grobe Flocken bilden. 
Nachdem diese sich abgesetzt haben, dekantiert man und filtriert. 
Der Filterriickstand wird in 500-800 ccm 0,2 % iger Sodalasung 
fein verrieben oder besser, einige Stunden geschiittelt und bleibt 
dann ca. 12 Stunden stehen. Alsdann wird durch ein Falten­
filter filtriert. Das Filtrat, welches das Ferment enthalt, kann 
dann direkt zum Versuch verwandt werden. 

Ein sehr wirksames Extrakt erhalt man auch, wenn man 
nach Battelli und Stern (1. c. S. 233) folgendermaBen vor­
geht: Das betreffende Organ wird griindlich zerkleinert und fein 

1) W. Wiechowski, Eine Methode zur chemischen und biologischen 
Untersuchung iiberlebender Qrgane. Hofmeisters Beitr. 9, 232. 1907. 

2) A. Schittenhelm, Uber das urikolytische Ferment. Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 41), .161. 1905. 

3) Rosell, tJber Nachweis und Verbreitung intrazelluliirer Fermente. 
Inaug.-Diss. StraJ3burg 1901. 
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zerrieben, mit 2,5 Volumen leicht alkalisch gemachten Wassers 
versetzt und wahrend 15 Minuten umgeriihrt, dann durch ein Tuch 
gepref3t und zentrifugiert. Die triibe Fliissigkeit wird mit dem 
21/2 fachen Volumenalkohol versetzt, der dabei entstehende Nieder­
schlag rasch abzentrifugiert, mit Ather gewaschen und an der 
Luft getrocknet. Da die Urikase gegeniiber Alkohol auBerordent­
lich empfindlich ist, so muB man die Trennung des Niederschlages 
yom Alkohol auf3erordentlich schnell bewerkstelligen; je schneller 
man arbeitet, ein urn so wirksameres Produkt bekommt man. -
2 bis 3 g eines solchen Praparates konnen in I Stunde 0,20 g 
Harnsaure zersetzen, wenn der Versuch in Gegenwart von Luft 
ausgefiihrt wird; bei Verwendung von reinem Sauerstoff ist die 
Menge der zersetzten Harnsaure zwei- bis dreimal so groB. 

3. Kreatase, Kreatinase. 
Sie zerstaren Kreatin und Kreatinin, doch ist iiber die Ab­

baustufen beider Karper bisher nichts Genaueres bekannt. Sic her 
gestellt ist nur, daf3 das Kreatin durch Anhydrierung in das Krea­
tinin iibergefiihrt werden kann. Die Reaktion verIauft nach 
folgender Gleichung: 

/NH2 /NH--CO 

C"" NH -H20 -+ C'" NH I 
N(CHg)-CH2 . COOH N(CHg)-CH2 

Kreatin Kreatinin 
Vorkommen. Sie finden sich in Leber, Nicre, Muskeln, 

Milz, Lunge und Schilddriise. 

Nachweis. 
Gottlie b und Stangassinger 1) empfehlen folgendes Ver­

fahren: 
20-50 g Organextrakt (Darstellung s. unten) werden mit 

50-100 mg Kreatin resp. Kreatinin versetzt und nach Zugabe 
von Toluol in den Brutschrank bei :no C gestellt. Nach Verlauf 
von 3-6 Tagen wird die eiweif3haltigc Lasung in 150 bzw. 300 cern 
5 %ige siedende Chlornatriumlasung eingegossen, bis zum Auf­
treten eben saurer Reaktion mit verdiinnter Essigsaure versetzt 
und rasch aufgekocht. Das auskoagulierte Eiweif3 wird abfiltriert 
und mit siedendem Wasser gut nachgewaschen; das Filtrat davon 

1) R. Gottlieb und R. Stangassinger, Uber das Verhalten des 
Kreatins bei der Autolyse. Zeitschr. f. physiol. Chern. 02, 1. 1907 und 
Zeitschr. f. physiol. Chern. 00, 295. 1908. 
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wird in einem MaBkolben auf ein bestimmtes Volumen gebracht 
und in zwei Teile geteilt. In der einen Halfte wird das Kreatinin, 
in der anderen die Gesamtmenge von Kreatin + Kreatinin be­
stimmt. 

Zur Bestimmung des Kreatinins wird die eine Portion auf 
dem Wasserbad unter Zusatz von Baryumkarbonat - zur Neu­
tralisation der zugesetzten verdiinnten Essigsaure - rasch zur 
Trockne gebracht und dann die J affesche Probe mit Pikrin­
saure und Alkali angestellt. 

Zur Bestimmung des Kreatins + Kreatinins wird die zweite 
Portion ohne Zusatz von Baryumkarbonat eingeengt und auf 
100 ccm mit dem Gehalte von 2,2 % Salzsaure gebracht. Die 
salzsaure Losung wird nun zur Umsetzung des vorhandenen Krea­
tins drei Stunden auf einem lebhaft siedenden Wasserbad erhitzt 
und dann zur Trockne in einer Porzellanschale eingedampft. 
Der so erhaltene Trockenriickstand wird in wenig Wasser gelost, 
bei Zimmertemperatur mit der erforderlichen Menge natron­
alkalischer Pikrinsaure versetzt, nach 5 Minuten dauernder Ein­
wirkung derselben in einen MaBkolben gespiilt und auf das er­
forderliche Volumen verdiinnt; von den ausgeschiedenen kohligen 
Zersetzungsprodukten wird abfiltriert und die klare Losung auf 
den Gesamtgehalt von Kreatinin nach Folin untersucht. 

Statt mit Essigsaure und Kochsalz zu koagulieren, empfiehlt 
es sich, nach Mellanby 1) das Gemisch mit Alkohol zu koagu­
lieren, das Filtrat bei einer 37° nicht iibersteigenden Temperatuf 
einzudampfen, nochmals mit 75 %igem Alkohol zu extrahieren 
und weiter abzudampfen. Dieses Verfahren ist zwar umstand­
licher, es gebiihrt ihm aber nach Rothmann 2) vor dem anderen 
entschieden der Vorzug, weil bei der Hitzekoagulation das Kreatin 
sehr leicht in Kreatinin iibergefiihrt werden kann. 

Herstellung von wirksamen Organextrakten. 
Gottlie b und Stangassinger empfehlen, die zur Unter­

suchung bestimmten Organe moglichst frisch zu verarbeiten. 
Sie werden fein zerhackt, mit Quarzsand innig verrieben und 
mit physiologischer Kochsalzlosung eine halbe Stunde durch­
geriihrt. Durch Zentrifugieren werden dann Sand und Gewebs­
teile von der Losung getrennt und diese, ohne daB man sie 
weiter zu filtrieren braucht, zu obigen Versuchen verwendet. 

1) E. Mellan by, Kreatin und Kreatinin. Journ. of physiol. 36, 
447. 1908. 

2) A. Rothmann, Uber das Verhalten des Kreatins bei der Auto­
lyse. Zeitschr. f. physioI. Chern. Ii?, 131. 1908. 
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Verzogert sich die Bereitung oder Verwendung der Extrakte 
aus auBeren Griinden, so konnen sie mit Toluolzusatz bei Eis­
temperatur aufbewahrt werden. 

Statt mit Extrakten kann man auch mit PreBsaJten arbeiten. 
Man braucht dann nur den Organbrei, wenn man ihn mit Quarz­
sand oder Kieselgur innig verrieben hat, mit der Buchnerschen 
Presse auszupressen und kann den PreBsaft dann sofort zum 
Versuch verwenden. 

4. Arginase. 
Sie hat die Fahigkeit, Arginin in Harnstoff und Ornithin zu 

zerlegen. Ihre Wirkung erfolgt nach dem Schema 

NH2 . CNH . NH . CaH6 . CHNH2 . COOH + H 20 = 
Arginin 

NH2 . CO . N~ + CaHa . CHNH2 . COOH 
Harnstoff Ornithin 

Vorkommen. KoBel und Dakin 1) entdeckten sie zu­
nachst in der Leber und fanden sie dann weiter in Darmschleim­
haut, Niere, Thymus, Lymphdriisen, Muskeln. Dagegen ent­
halten Nebennieren, Milz und Pankreasfistelsaft keine Arginase. 

Nachweis. 
Je nachdem man das zu untersuchende Organ direkt oder 

ein aus ihm besonders bereitetes Pulver (Darstellung s. unten) zu 
dem Versuch verwenden will, geht man nach KoBel und Dakin 
in folgender Weise vor: 

a) Versuch mit Organbrei resp. OrganpreBsaft. 
Eine Losung von Argininkarbonat - 1 bis 2 g Substanz ent­

haltend -, deren Stickstoffgehalt man vorher genaufestgestellt hat, 
wird mit ca. 25 g Leberbrei yom frisch get6teten Hund oder mit 
20 cern frisch bereitetem LeberpreBsaft unter Toluolzusatz 5-10 
Tage im Brutofen digeriert. Nach Ablauf der Frist wird das EiweiB 
in der Siedehitze koaguliert, das frische Koagulum abfiltriert, 
sorgfaltig mit heiBem Wasser ausgewaschen und in einer kleinen 
gemessenen Menge des auf ein bekanntes Volumen aufgefiillten 
Filtrates die Stickstoffmenge nach Kjeldahl (s. S. 233) bestimmt. 
Der gr6Bere, ebenfalls genau gemessene Teil des Filtrates wird 
mit Phosphorwolframsaure gefallt und im Filtrat des Phosphor-

1) A. KoBel und H. D. Dakin, ti'ber die Arginase. Zeitschr. f. 
physiol. Chern. 41, 321. 1904. - Dieselben, Weitere Untersuchungen 
fiber die fermentative Harnstoffbildung. Zeitschr. f. physiol. Chern. 42, 
181. 1904. 
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wolframsaureniederschlages wiederum eine Stickstoffbestimmung 
ausgefuhrt. Diese ist fur die Menge des Harnstoffes maB­
gebend. 

Der Phosphorwolframsaureniederschlag wird jetzt mit Baryt 
zedegt, die vom phosphorwolframsauren Baryt abfiltrierte Losung 
mit Schwefelsaure angesauert und sodann mit Silbersulfat und 
Atzbaryt in del' fur die Argininfallung gebrauchlichen Weise aus­
gefallt. lm Silberniederschlag und in des sen Filtrat wird dann 
der Stickstoff bestimmt. Ersterer entspricht ungefiihr del' unzer­
setzt gebliebenen Argininmenge, letzterer ist zum groBten Teil auf 
das gebildete Ornithin zu beziehen. 

Selbstverstandlich gibt nicht die ganze im Phosphorwolfram­
saurefiltrat vorhandene Stickstoffmenge ohne weiteres den bei 
del' Digestion gebildeten Harnstoff an, und ebensowenig darf 
die durch Phosphorwolframsaure fiillbare und durch Silbersalz 
mit Baryt nicht fallbare stickstoffhaltige Substanz ohne weiteres 
als neugebildetes Ornithin angesprochen werden. Denn bei del' 
Digestion der Lebersubstanz selbeI' bilden sich Produkte, welche 
sich wie Arginin, Ornithin und Harnstoff verhalten und von 
diesen Zahlen in Abzug gebracht werden mussen. Daher muB 
jedesmal ein Kontrollversuch ausgefuhrt werden, in der Weise, 
daB man die gleiche Gewebsmenge ohne Arginin ansetzt und 
ebenso wie im Hauptversuch verarbeitet. Die im Kontrollversuch 
gefundenen Werte sind dann von den entsprechenden im Haupt­
versuch ermittelten abzuziehen. 

b) Versueh mit Organpulver. 

0,5-1,Og Organpulver wird in 50 cern Wasser aufgeschwemmt, 
mit 1,0-2,0 g Arginin, das vorher ge16st wird, versetzt und 
unter Zugabe von 'foluol mehrere Tage im Brutschranke gehalten. 
Nach Ablauf del' Frist wird filtriert, das Filtrat mit Phosphor­
wolframsaure gefallt und in dem Phosphorwolframsaurefiltrat 
del' Stiekstoff quantitativ bestimmt. Del' so ermittelte Wert 
darf ohne weiteres auf den gebildeten Harnstoff bezogen werden, 
da die Ferment16sung keinen durch Phosphorwolframsaure nicht 
fallbaren Stiekstoff oder h6ehstens Spuren davon enthalt; er bietet 
also gleichzeitig einen Anhaltspunkt fiir das umgesctzte Arginin. 

Zur Bestimmung des unverandert gebliebenen Arginins und 
Ornithins wird del' Phosphorwolframsaureniederschlag mit Baryt 
zerlegt, das Filtrat davon mit Schwefelsaure angesauert und 
sodann mit Silbersulfat und Baryt in der fur die Argininfallung 
gebrauehliehen Weise ausgefallt. Del' Stickstoffgehalt des Silber-
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saIzes gibt die Menge des unzersetzt gebliebenen Arginins, der 
des Filtrates der Silberfallung die Menge des entstandenen Orni­
thins. - Da in der FermentlOsung seIber noeh stiekstoffhaltige 
Substanzen - wenn aueh nur in sehr geringer Menge - vor­
handen sind, so empfiehlt es sieh, wenn man absolut genaue Werte 
bekommen will, mit dem Organpulver seIber einen blinden Ver­
such auszufiihren, in der gleiehen Weise mit Phosphorwolfram­
saure und Silbersulfat + Baryt zu behandeln und die hierbei 
gefundenen Werte von den entspreehenden im Hauptversueh 
ermittelten in Abzug zu bringen. 

Uarstellung von arginasehaltigen Organpulvern resp . 
• Extrakten. 

KoBel und Dakin empfehlen folgendes Verfahren: 
Die Leber eines dureh Entbluten getoteten Hundes wird mit­

telst einer Fleisehmasehine zerkleinert, der Brei mit Kieselgur 
griindlieh verrieben und die Masse so lange ausgepreBt, bis etwa 
45 % der Leber an PreBsaft gewonnen sind. Die Fliissigkeit 
wird sodann mit einer Misehung von zwei Volumen Alkohol und 
einem Volumen Ather gefliJlt, der entstandene Niedersehlag ab­
filtriert, mit Ather gewaschen und im Exsikkator iiber Schwefel­
saure getrocknet. Aus 200 g Leber erhalt man auf diese Weise 
ungefahr 5 g Arginasepulver, welches nur teilweise in Wasser 
loslich ist. 

Dieses Praparat erwies sieh noch nach 2 Monaten wirksam; 
denn 0,1 g dieses Pulvers waren imstande, 2 g Arginin wahrend 
eines Tages vollig zu zerlegen. - Auch in wasseriger Losung ist 
die Arginase ziemlich bestandig. Eine filtrierte Losung dieses 
Pulvers, welche 6 Woehen bei Zimmertemperatur gestanden 
hatte und deren Menge 0,01 g des Pulvers entsprach, wurde zu 
0,1 g Arginin hinzugefiigt und zersetzte innerhalb 6 Stunden % 
dieser Menge. 

Statt Leber auszupressen, kann man auch die fein zerhackte 
Leber mit der 4fachen Menge 0,2 %iger Essigsaure extrahieren, 
indem man das Gemisch 12-20 Stunden im Brutofen digeriert, 
und dann filtrieren. Das Filtrat wird nun in der oben beschriebenen 
Weise entweder mit Atheralkohol gefallt und aus dem Nieder­
schlag ein wasseriges Extrakt bereitet, oder man fallt das Filtrat 
mit Ammonsulfat und befreit den Niederschlag durch Dialyse 
yom Salz. Die filtrierte Losung des Niederschlages wirkt eben­
falls kraftig zersetzend auf Arginin ein. 
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5. Urease. 
Sie zerlegt Harnstoff in Kohlensaure und Ammoniak. 

/NH2 
00", + H 20 = 00 + 2 NHs 

NH2 
H t ff Kohlen- A . k 

arns 0 saure mmoma 
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Vorkommen. Sie findet sich im ammoniakalischen Zystitis­
harn, ferner in verschiedenen Pilzen und Bakterien und ist neuer­
dings auch in den Samen zahlreicher Papilionaceen gefunden 
worden. 

Nachweis. 
Er beruht auf der Feststellung, daB durch die Fermentlosung 

aus dem Harnstoff Ammoniak in Freiheit gesetzt worden ist, und 
auf der quantitativen Bestimmung des gebildeten Ammoniaks. 

Der Nachweis geschieht in der Weise, daB man das die Urease 
enthaltende Material (Darstellung s. unten) mit 50-100 ccm 
1 % iger Harnstofflosung und etwas Toluol in ein Kolbchen bringt 
und das Gemisch mehrere Tage bei Zimmertemperatur oder im 
Brutschrank bei 370 0 aufbewahrt. Zur Kontrolle wird ein zweites 
Kolbchen mit der gleichen Menge Fermentmaterial, 50-100 ccm 
Wasser und Toluol beschickt und die namliche Zeit unter den 
gleichen Bedingungen gehalten. Nach Ablauf der Frist werden 
beide Gemische filtriert und in beiden Filtraten das gebildetc 
Ammoniak nach Schloesing bestimmt. Zu dem Zwecke mischt 
man das Filtrat mit der gleichen Menge alkalifreier Kalkmilch 
und bringt das Gemisch sofort in einen luftdicht armierten Schloe­
singschen Apparat. 'Dort bleibt es 3-4 Tage lang bei 10-150 0 
stehen. Wahrend dieser Zeit wird das freie Ammoniak aus dem 
Gemisch ausgetrieben und von der unter der Glasglocke befind­
lichen, genau gemessenen 1/10 normal-Schwefelsaure absorbiert. 
Man stellt nun durch Titration mit 1/10 n NaOH fest, wieviel von 
der Schwefelsaure durch Ammoniak gebunden worden ist. 

Berechnung. Die Differenz zwischen der vorher genau 
abgemessenen Menge 1/10 n H 2S04 und der nach Beendigung 
des Versuches noch ungebundenen, welche durch Titration mit 
1/10 n NaOH gegen Lackmoid-Malachitgrun (s. S. 234) als Indikator 
festgestellt ist, ist das MaB fur das gebildete Ammoniak. Aus 
ihr berechnet man das Ammoniak, indem man die ermittelte, 
durch Ammoniak gebundene Menge 1/10 normal-Schwefelsaure 
mit 1,7034 multipliziert. Auf diese Weise erhalt man die Menge 
Ammoniak in Milligrammen. 

Wohlgemuth, Fennentmethoden. 17 
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Beispiel: 
Vorgelegt = 20 ccm 1/10 n H 2S04 

mit 1/10 n NaOH zuriicktitriert = 13,7 ccm 1/10 n H 2S04 

mithin waren durch NHs gebunden ,= 6,3 ccm 1/10 n H 2SOJ 

FolgIich betrug die gebildete Menge Ammoniak 
6,3.1,7034 = lO,721 mg. 

Statt des etwas lange dauernden und auch nicht ganz zuver­
lassige Werte Iiefernden Schloesingschen Verfahrens kann man 
sich zur Bestimmung des Ammoniaks noch besser der Kriiger­
Reichschen Methode 1) bedienen. 

Darstellung von ureasehaltigen Trockenpraparaten. 

M uscul us 2) verarbeitete zwecks Darstellung der Urease 
aus Harn dickfliissigen schleimigen, ammoniakaIischen Zystitis­
harn in der Weise, daB er ihn mit Alkohol versetzte. Der dabei 
entstandene Niederschlag wurde schnell abfiltriert und mit Ather 
gewaschen. Er enthalt das Enzym und kann in wirksamem 
Zustand lange aufbewahrt werden. 

Shi bata 3) kultivierte Aspergillus niger in Pepton-Zucker­
NahrlOsung (Pepton 1-3 %, Zue-ker 0,5-3 %, Nahrsalz 0,2 %) 
und hob nach 3-5wochentlicher Kulturdauer die Myzelmassen 
von der Kulturfliissigkeit abo Dann wurden sie in ein feinmaschiges 
Sieb gebracht, kurze Zeit einem starken Wasserstrom ausgesetzt, 
um sie mogIichst von den Konidien zu befreien und die letzten 
Spuren von Kulturfliissigkeit zu entfernen, durch Pressen ent­
wassert und zu einem groben Pulver zerrieben. Hiernach wurden 
sie in das mehrfache Volumen reinen Azetons eingetragen und 
unter haufigem Umriihren und einmaIigem Wechsel der Fliissig­
keit 15 Minuten lang darin belassen. Die vom Azeton abfiltrierte 
Pilzsubstanz wurde durch Pressen zwischen Filtrierpapier vom 
Rest der Fliissigkeit befreit und dann mit Ather wiederholt ge­
waschen. Nach Verdunsten des Athers wurde die Masse zu feinstem 
Pulver zerrieben und iiber Nacht im Thermostaten gehalten. 
Von dies em Pulver, das die Urease in sehr wirksamer Form ent­
hielt, wurden 0,5-1,0 g zu jedem Versuch verwandt. 

1) M. Kriiger und O. Reich, Zur Methodik der Bestimmung des 
Ammoniaks im Ham. Zeitschr. f. physiol. Chem. 39, 165. 1903. 

2) Musculus, Ober die Garung des Hamstoffs. Pfliigers Arch. 
12, 214. 1874. 

3) K. S hi b a ta, Ober das Vorkommen von Amide spaltenden Enzymen 
bei Pilzen. Hofmeisters Beitr. zur chem. Physiol. u. Pathol. 0,384. 1904. 
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Zemplen1) stellte aus frischen Samen von Papilionaceen 
durch Zermahlen ein Pulver her und benutzte es direkt zu seinen 
Versuchen, indem er es mit 200 cem einer 1-2-3 %igen Harn­
stofflosung und etwas Toluol zusammenbrachte, nach Verlauf von 
mehreren Tagen Kalkmilch zusetzte und das ubergehende Ammo­
niak titrimetrisch bestimmte. 

6. Histozym. 
Es zerlegt Hippursaure in seine beiden Komponenten Benzoe­

saure und Glykokoll. 

OH 

/"'-
HO OH 

I II 
HO OH 
'\,/ 
0-00 

I 
NH-OHs 

I 
OOOH 

Hippursaure 

OH 

/"'­
HO OH 

I II 
HO OH ,/ 

C-OOOH 

Benzoesaure Glykokoll 

Vorkommen. Es ist von Schmiedeberg 2) zuerst in der 
Leber entdeckt worden, spater hat man es in fast allen Organen 
gefunden und ferner auch im Myzel einiger Pilze und in ver­
schiedenen Bakterien. 

Nachweis. 
Er beruht darauf, daB das Histozym die Benzoesaure aus der 

Hippursaure abspaltet und die Benzoesaure im Gegensatz zur 
Hippursaure in Ligroin leicht loslich ist. Der Nachweis wird 
folgendermaBen gefuhrt: 

PreBsaft oder Extrakt des zu untersuchenden Organs (Dar­
steHung s. unten) wird mit ein paar Tropfen dunner Sodalosung 
alkalisch gemacht und 0,5 g benzoesaurefreie Hippursaure zu­
gesetzt. Hiernach gibt man etwas Toluol zu und halt das Ge­
misch 5-10 Tage im Brutschrank bei 37° O. Alsdann wird das 
Verdauungsgemisch zur Isolierung der abgespaltenen Benzoe-

1) G. Zempllm, Uber dieVerbreitung der Urease bei hOheren Pflanzen. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 7~, 229. 1912. 

2) O. Schmiede berg, Uber Spaltungen und Synthesen im Tierkorper. 
Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 14, 288. 1881. 

17* 
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saure mit Ligroin 4-6mal ausgeschiittelt, die einzelnen Ligroin­
fraktionen werden vereinigt und in einer Porzellanschale auf 
dem Wasserbad verdampft. War in dem Gemisch freie Benzoe­
saure vorhanden, so bleiben nach dem Abdampfen des Ligroins 
in der Sahale plattchenformige Kristalle zuriick, deren Schmelz­
punkt bei 1210 liegt. 

Darstellung von hystozymhaltigen Extrakten. 
Die zu untersuchenden Organe werden moglichst fein zer­

kleinert und in. einer Reibeschale mit Kieselgur griindlichst ver­
rieben. Danach wird entweder aus dem Gemisch mit Hilfe der 
Buchnerschen Presse ein PreBsaft hergestellt, oder man riihrt 
den Brei mit der doppelten Menge Wasser an, laBt ihn einige 
Zeit bei Zimmertemperatur stehen und koliert dann. PreBsaft 
sowohl wie wasseriges Extrakt sind dann sofort fUr den Ver­
such verwendbar. 

Dber die Wirkung von Organpulvern liegen bisher noch keine 
Erfahrungen vor. . 

Shibata l ) verwandte bei der Untersuchung von Pilzen auf 
etwa vorhandenes Histozym deren getrocknetes Myzel direkt zu 
seinen Versuchen. Dber die Vorbehandlung des Myzels s. bei 
Urease S. 258. 

1) K. Shibata, Uber das Vorkommen von amidspaltenden Enzymen 
bei Pilzen. Hofmeisters Beitr. f. physiol. u. pathol. Chern. 0, 385. 1904. 
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1. Tyrosinase. 
Sie besitzt die Fahigkeit, Tyrosin und andere hydroxylierte 

Benzolderivate zu oxydieren und sie zu einem dunklen Farb­
stoff (Melanin) zu kondensieren. Man nimmt an, daB sie die 
genannten Produkte am Benzolkern angreift, und die verschie­
denen Seitenketten nur die Art der Farbung beeinflussen. trber 
die dabei stattfindenden chemischen Umsetzungen ist bisher noch 
nichts Sicheres bekannt. Jedenfalls stehen diese Vorgange in 
engem Zusammenhang mit der Bildung der Pigmente, speziell 
der Melanine. 

Vorkommen. Die Tyrosinase ist im Tier- wie im Pflanzen­
reich weit verbreitet. Beim Menschen hat man sie bisher nur 
in melanotischen Tumoren beobachtet. Sonst hat man sie nor­
maliter gefunden in der Haut von Ratten, Kaninchen, Fischen, 
Amphibien und Froschen. Besonders weit verbreitet scheint 
sie bei Insekten und Wiirmern zu sein. So findet sie sich im 
Darmsaft hungernder Mehlwiirmer, bei Regenwiirmern, in der 
Hamolymphe von Lepidopteren und in der Puppe von Deili­
philia (Wolfsmilchschwarmer). Auch im Pflanzenreich ist ihre 
Verbreitung eine groBe. Besonders reich an Tyrosinase sind Pilze, 
speziell die Russulaarten und Agaricus. Dann findet sie sich 
auch in der Kleie und in Kartoffeln. 

Nachweis. 
a) qualitativ. 

Er geschieht in der Weise, daB man aus dem Material, welches 
man auf Tyrosinase untersuchen will, einen PreBsaft unter Be­
nutzung einer Handpresse oder besser noch der Buchnerschen 
Presse bereitet oder ein wasseriges Extrakt herstellt, dasselbe, 
falls es notwendig ist, mit Soda neutralisiert und dazu ganz wenig 
Tyrosin in Losung zusetzt; wenn Tyrosin nicht zur Verfiigung 
steht, kann man auch 1,0--0,1 %ige p-Kresollosung zum Ver­
such verwenden. 1st Tyrosinase vorhanden, so' farbt sich die 
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Lasung, je nachdem ihr Fermentgcha1t ein groBer oder k1einer 
ist, in wenigen Stunden resp. im Verlauf einiger Tage orange­
gelb bis dunke1braun bis schwarz. Es ist ratsam, den Versuch 
bei Brutschrankwarme auszufUhren, weil die Me1aninbildung bei 
37° C weit schneller vor sich geht als bei Zimmertemperatur. 

Erzielt man bei dieser Versuchsanordnung kein positives 
ResuJtat, so stellt man den gleichen Versuch noch einma1 an 
und fiigt zu dem Ferment-Tyrosin (p-Kreso1)-Gemisch Wasser­
stoffsuperoxyd hinzu. Meist wirkt dieses kata1ysatorisch und 
fardert den fermentati ven ProzeB ganz bedeutend. Doch darf 
die zugesetzte Menge eine nur ganz geringe sein (Bach 1)), da 
schon ein kleiner DberschuB von H 20 2 stark hemmend wirken 
kann. Am zweckmaBigsten verwendet man eine 0,05 % ige H 20 2-

Lasung und setzt zu etwa 10 cern Fermentlasung 0,5 cern dieser 
stark verdiinnten Lasung zu. Auch der Zusatz einer Spur von 
Glykokoll kann fardernd auf die Rcaktion wirken. 

Von metallischcn Katalysatoren empfeh1en Fiirth und 
Jerusalem 2) Mangansulfat in 1 %iger Lasung und Durham 3) 
Ferrosulfat; dieses darf aber, wie Wasserstoffsuperoxyd, nur in 
einer sehr schwachen Konzentration (0,02 %) verwandt werden. 

Statt des Tyrosins und p-Kreso1s kann man zum Nachweis von 
Tyrosinase auch tyrosinhaltige Polypeptide verwenden, falls solche 
vorratig sind. Bisher sind diese Karper zwar nur bei pflanzlichen 
Tyrosinasen angewandt worden (Abderhalden und Guggen­
hei m 4)), es unterliegt aber keinem Zweifel, daB sie sich auch fiir 
den Nachweis von Tyrosinasen tierischer Herkunft eignen wiirden. 
Von folgenden Peptiden ist ihr Verhalten gegeniiber Tyrosinase fest­
gestellt: Glycyl-I-tyrosin (Griin- und Blaufarbung), d-Alanyl-glycyl­
l-tyrosin (dunkelrot), I-Leucyl-glycyl-l-tyrosin (bismarckbraun), 1-
Leucy 1-triglycyl-1-tyrosin (bismarck braun) . - Besonders schnell wird 
auch von Tyrosinase oxydiert Adrenalin (Suprarenin). Fiigt man 
ein paar Tropfen der kauflichen (1 pro mille) Adrena1inlasung zu 
Tyrosinase1asung zu, so geht sofort die Oxydation vor sich, die 

1) A. Bach, Zur Kenntnis der in der Tyrosinase tatigen Peroxydase. 
Berichte d. deutsch. chern. Gesellsch. 41. Jahrg. 216. 1908. 

2) O. v. Furth und E. Jcrusalem, Zur Kenntnis der melanotischen 
Pigmente und der fermentativen Melaninbildung. Hofmeisters Beitr. 
10, 131. 1907. 

3) Fl. M. Durham, On the presence of tyrosinases in the Skins of 
some pigmented animals. Proc. Royal. Soc. 74, 310. 1904. 

4) E. Abderhalden und M. Guggenheim, Versuche iiber die Wir­
kung der Tyrosinase aus Russula delica auf Tyrosin, tyrosinhaltige Poly­
peptide und einige andere Verbindungen. Zeitschr. f. physiolog. Chemie 
54, 331. 1907 mid 57, 329. 1908. 
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Losung wird alsbald hellrot, der rote Farbenton wird immer 
dunkler und hat bereits nach einer Stunde das Maximum an 
Inten!'litat erreicht. Bei mehrstiindigem Stehen geht die rote Farbe 
allmahlich in eine braunliche iiber, und es resultiert schlieBlich 
eine dunkelbraune Losung. Der Versuch mit Adrenalin ist be­
sonders fUr Demonstratiom!zwecke geeignet. 

b) quantitativ. 
Fiirth und Jerusalem empfehlen zwei quantitative Metho­

den: 1. die Methode der Sedimentierung und 2. die Methode 
der spektrophotometrischen Messung. 

1. Methode der Sedimentierung. 
Sie beruht darauf, daB der bei der Einwirkung von Tyrosinase 

auf Tyrosin entstehende schwarze Pigmentniederschlag in gra­
duierten Spitzglaschen abzentrlfugiert und so die Menge des ge­
bildeten Niederschlages gemessen wird. Sie hat indes den Nach­
teil, daB sie nur dann angewandt werden kann, wenn ausreichend 
groBe Melaninmengen gebildet werden. Von einer genaueren 
Beschreibung des Verfahrens sei deshalb Abstand genommen. 

2. Methode der spektrophotometrischen Messung. 
Sie ist viel genauer und bietet auBerdem die Moglichkeit, 

auch sehr geringe Melaninmengen in einer und derselbell Probe 
zu verschiedenen Zeiten messend miteinander zu vergleichen. 
Die Messung geschieht in folgender Weise: 

Die zu messende Fliissigkeit wird in einem Troge mit plan­
parallelen Wanden und von 1 cm lichter Weite vor die untere 
Halfte der Spalte eines Glanschen Spektrophotometers alterer 
Konstruktion (von Schmidt und Hansch in Berlin) gebracht. 
Als Spektralausschnitt, der selbstverstandlich innerhalb der­
selben Serle keine Anderung erfahren darf, wurde meist der Grenz­
bezirk zwischen Gelb und Griin, bisweilen auch Orange, gewahlt. 
Zur Beleuchtung dient ein Auerbrenner. Die Berechnung des 
Extinktionskoeffizienten erfolgt nach der Formel E = - 2 (log 
cotg a + log tg,8) , wobei a jene Winkelstellung des Nikols be­
deutet, bei der Maximum der Helligkeit besteht, also keine ver­
dunkelnde Fliissigkeit vorgeschaltet ist, ,8 jene Winkelstellung, 
auf die nach Vorlage des Troges mit der melaninhaltigen Fliissig­
keit vor die untere SpalthiiJfte eingeschaltet wird. Die Null­
stellung wird bei maximaler Verfinsterung des von der oberen: 
Spalthalfte entworfenen Spektrums durch Drehung des Nikols 
und bei vollstandiger Abblendung des anderen Spektrums be­
stimmt. Da bekanntlich zwischen der Konzentration einer Farb­
stofflosung und ihrem Extinktionskoeffizienten fUr einen be-
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stimmten Spektralbezirk Proportionalitat besteht, so gestattet 
die Bestimmung von E einen RiickschluB auf die relative Menge 
des gebildeten Melanins. Beziiglich zahlreicher Einzelheiten der 
Messung verweisen Fiirth und Jerusalem auf die Original­
beschreibung des Apparates (Wiedemanns Annalen d. Physik 
1, 351) sowie auf die ausfiihrlichen Vorschriften in Hupperts 
Analyse des Hames (9. Aufl. S. 441). 

3. Titrationsmethode von Bach!). 
Diese Methode ist zurzeit die bequemste und genaueste. Sie 

beruht darauf, daB das aus dem Tyrosin gebildete Melanin durch 
Permanganatlosung wieder entfarbt wird, und daB auf diese 
Weise dessen Menge titrimetrisch bestimmt werden kann. 

Erforderliche Losungen. 
1. FermentlOsung (Darstellung s. unten). 
2. Tyrosinlosung. 
Sie wird hergestellt, indem man 0,05 g Tyrosin in 100 ccm 

einer 0,04 %igen Natriumkarbonatlosung durch Erhitzen lost. 
3. 10 %ige Schwefelsaure. 
4. 0,002 normal-PermanganatlOsung. 
Ausfiihrung. Man bringt 10 ccm Fermentlosung mit 

10 ccm TyrosinlOsung zusammen, gibt 30 ccm Wasser zu und stellt 
das Gemisch auf 24 Stunden in den Brutschrank. Nach Ab­
lauf der Frist wird das Gemisch mit 1 ccm 10 %iger Schwefel­
saure angesauert und mit PermanganatlOsung bis zur Entfarbung 
titriert. Zur KontroHe setzt man 10 ccm FermentlOsung ohne 
Tyrosin mit der entsprechenden Menge Sodalosung und Wasser 
an und titriert sie nach Zusatz von 1 ccm Schwefelsaure in der 
gleichen Weise mit PermanganatlOsung bis zur Entfarbung. Die 
hierbei verbrauchte Permanganatmenge zieht man von der im 
Hauptversuch verbrauchten ab; die so gefundene Permanganat­
menge ist ein genaues MaB fiir das gebildete Melanin. 

Darstellung von Tyrosinaselosungen. 
a) Tierische Tyrosinase. 
SoH tierisches Material auf seinen etwaigen Gehalt an Tyro­

sinase untersucht werden, so stellt man sich, wie bereits oben 
auseinandergesetzt, entweder einen PreBsaft mit Hilfe der B u ch ne r­
schen Presse aus ihm her, nachdem man das Organ zuvor griind­
lichst zerkleinert hat, oder man extrahiert es mit Wasser, dem man 
Toluol oder Chloroform zugesetzt hat. Zu einem solchen PreBsaft 
resp. Extrakt setzt man etwas gelostes Tyrosin zu, stellt das 
Gemisch in den Brutschrank und beobachtet, ob sich seine Farbe 
im Laufe der Zeit andert. Die Gegenwart von Tyrosinase ist 

1) A. Bach, l. c. 217. 
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erwiesen, wenn die Losung eine hellbraune und schlieBlich dunkel­
braune Farbe annimmt. 

Fiir die Darstellung solcher OrganpreBsafte resp. -extrakte 
eignen sich in erster Reihe melanotische Geschwiilste vom Menschen 
und vom Tier (Schimmel). Sie liefern aber keineswegs samtliche 
Losung, die Tyrosin zu verandern vermogen. So fand N e u b erg I) , 
daB ein Extrakt aus Lebermetastasen eines von 0 r t h beobachteten 
und beschriebenen Melanosarkoms der Nebenniere nicht imstande 
war, Tyrosin, wohl aber Adrenalin und p-Oxyphenylathylamin 
in einen schwarzen Farbstoff umzusetzen. Desgleichen stellte 
A 1 s b erg 2) aus einem Melanom der Leber eine Ferment16sung 
her, die stark auf Brenzkatechin, aber nur sehr schwach auf 
Tyrosin wirkte. Und ebenso beobachtete Jaeger3), daB Extrakte 
aus Melanosarkomen von Schimmeln nur Adrenalin in Melanin 
iiberfiihrten. - Man hat also die Aufgabe, wenn ein Organextrakt 
sich Tyrosin gegeniiber als unwirksam erweist, zu untersuchen, ob 
dieses Extrakt nicht doch imstande ist, die dem Tyrosin nahe­
stehenden aromatischen Substanzen Adrenalin oder p-Oxypheny­
lathylamin oder Brenzkatechin oder p-Kresol in einen braunen 
resp. schwarzen Farbstoff umzuwandeln. 

Besonders reich an Tyrosinase sind die Puppen des Wolfs­
milchschwarmers. Aus ihnen bereiteten Fiirth und Schneider 4) 
in folgender Weise eine gut wirksame TyrosinaselOsung. 

Die Hamolymphe einer Anzahl von Deiliphilia-Puppen wurde 
in einer abgemessenen Menge halbgesattigter neutraler Ammon­
sulfatlosung aufgefangen und mit so viel einer gesattigten Ammon­
sulfatlosung versetzt, daB die Fliissigkeit nachher wieder halbge­
sattigt erschien. Der entstandeneNiederschlag wurde sogleich abfil­
triert, mit halbgesattigter Ammonsulfatlosung gewaschen, zwischen 
Filtrierpapier scharf abgepreBt und schlieBlich in Natriumkarbonat­
lOsung von 0,05 % gelOst. In der so gewonnenen eiweiBhaltigen 
Losung fanden sich relativ reichliche Mengen an Tyrosinase. 

Diese Losung ist nicht allein imstande, Tyrosin zu oxydieren, 
sie verwandelt auch Brenzkatechin in einen schwarz braunen 
Niederschlag, ebenso Hydrochinon, und farbt eine Suprarhenin­
losung zunachst karminrot, dann schmutzigbraun. 

1) C. N e u b erg, Zur chemischen Kenntnis der Melanome. Vir c how s 
Archiv 192, 514. 1908 und Biochem. Zeitschr. 8, 383. 1908. 

2) C. L. Als berg, On the occur. of oxydat. f. in a melanotic tumor 
of the liver. Journ. of med. res. HI, 117. 1908. 

3) A. Jaeger, Die Melanosarkomatoseder Schimmelpferde, Virchows 
Archlv 198, 1. 1909 u. Die Entstehung des Melaninfarbstoffes. Ebenda 
198, 62. 1909. .. 

4) o. v. Furth und H. Schneider, Dber tierische Tyrosinase und 
ihre Beziehungen zur Pigmentbildung. Hofmeisters Beitr. 1, 234. 1902. 
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Aus hungernden Mehlwiirmern (Tenebrio. molitor) stellte 
Biedermann 1) eine gut wirksame Tyrosinaselosung her, indem 
er die Mitteldarme von 3-4 hungernden Mehlwiirmern in etwas 
Chloroformwasser brachte und griindlichst verrieb. Das Filtrat 
zeigte dann die Fahigkeit, wenn man es mit einigen Tropfen 
Tyrosinlosung versetzt hatte, nach mehrstiindigem Stehen sich 
schwarz zu farben, wahrend eine Kontrollprobe ohne Tyrosin­
zusatz seine Farbe nicht anderte. 

Auch die Driise des Tintenfisches liefert gut wirksame Tyro­
sinase. Man prapariert die Driise, ohne sie zu verletzen, aus der 
Tintentasche heraus, verreibt sie in der Reibeschale mit Quarz­
sand, versetzt den Brei mit der lOfachen Menge Chloroform­
wasser und filtriert durch ein Tonfilter. Die klare Losung enthalt 
betrachtliche Mengen an Tyrosinase. 

b) Pflanzliche Tyrosinase. 
1. Das giinstigste- Material, um gut wirksame Tyrosinase­

losungen zu bekommen, liefert die Pilzgattung Russula, und 
zwar sind es drei verschiedene Arten, die besonders reich an 
Tyrosinase sind: Russul a lepida, Russula delic a und 
R u s suI a in t e g r a. Man kann die Pilze in frischem und in 
getrocknetem Zustande verwenden. 

In frischem Zustande werden sie fein zerhackt und dann 
entweder mit einer Handpresse ausgepreBt und liefern einen 
schleimigen Saft, der so reich an Tyrosinase ist, daB er zu dem 
Versuch auf das Zehnfache mit destilliertem Wasser verdiinnt 
werden kann, oder man extrahiert das fein zerkleinerte Material 
mit Toluol- resp. Chloroformwasser und preBt dann das Extrakt 
abo PreBsaft sowohl wie Extrakt sind, wenn man sie unter Toluol 
in gut verschlieBbaren, bis zum Hals gefiillten Flaschen aufbewahrt, 
monatelang gut wirksam. 

Will man die Pilze seIber aufbewahren, so kann dies nur in 
trockenem Zustand geschehen. Zu dem Zweck reinigt man die 
frisch gesammelten Pilze, indem man aIle fauligen oder madigen 
Teile sorgfaltig entfernt, die meist mit einem zahen Schleim be­
deckte oberflachliche Schicht des Hutes mit Hilfe eines Messers 
abtragt und das so gesauberte Exemplar in diinne Scheiben zer­
legt. Diese breitet man auf ein Brett aus und laBt sie an der 
Luft an einem nicht zu warmen Orte trocknen. Nach spatestens 
48 Stunden ist die Trocknung voIlzogen. Das trockene Material 
wird in GefaBen aufbewahrt, die nicht fest verschlossen sind, 

1) W. Biedermann, Beitrage zur vergleichenden Physiologie der 
Verdauung. I. Die Verdauung der Larven von Tenebrio molitor. Pfliigers 
Arch. 72, 105. 1898. 
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am besten in weithalsigen Flaschen, die man nur leicht bedeckt, 
damit ein standiger Luftaustausch moglich ist. So aufbewahrt 
halten sich die Pilze jahrelang in gut wirksamem Zustand; 
ich seIber besitze getrocknete Russula delica schon fast drei 
Jahr, ohne daB sie an Wirksamkeit wesentlich eingebiiBt hat. 
- Aus dem getrockneten Pilz stellt man sich ein gut wirksames 
Extrakt in der Weise her, daB man 1 g Substanz in einer Reibe­
schale mit 10 cern Aqua destillata griindlichst verreibt, % bis 
1 Stunde bei Zimmertemperatur stehen laBt und filtriert. Die 
klare, fast farblose Losung vermag bei Brutschranktemperatur 
innerhalb einer Stunde zugesetztes Tyrosin in einen schwarz­
braunen Niederschlag zu verwandeln .. 

AuBer Tyrosinase enthalt eine solche Losung noch eine 
Phenolase, die Lakkase (s. weiter unten). Bertrand 1) gelang 
es, diese beiden Fermente auf folgende Weise zu trennen: 

Russula delica wird mit Chloroformwasser bei Zimmer­
temperatur extrahiert und das abfiltrierte Extrakt mit Alkohol 
im Verhaltnis von 2 : 3 versetzt. Der dabei entstehende Nieder­
schlag wird abfiltriert und das Filtrat bei einer 50° nicht iiber­
schreitenden Temperatur eingeengt. Es enthalt die Lakkase 
und vermag Hydrochinon und Pyrogallol, nicht aber Tyrosin, 
kraftig zu oxydieren. - Der Alkoholniederschlag wird mit Chloro­
formwasser extrahiert, die Losung mit Alkohol gefallt und der 
Niederschlag in Wasser gelost. Diese Losung enthalt ausschlieB­
lich die Tyrosinase und ist be£ahigt, Tyrosin unter Bildung dunkel 
gefarbter Produkte kraftig zu oxydieren, wahrend sie auf Hydro­
chinon und Pyrogallol ohne jede Wirkung ist. 

2. Da man die Pilze nicht immer vorratig hat, kann als Ersatz 
dafiir die Kartoffel tyrosinase dienen. Man stellt sie sich 
nach Staub 2) in der Weise her, daB man 7-8 kg Kartoffelschalen 
mit Alkohol anfeuchtet, durch eine Fleischhackmaschine schickt 
und den Brei schnell auspreBt. Den abflieBenden Saft liiBt man 
direkt in ein mit 94 % igem Alkohol bis zur Halfte gefiilltes GefaB 
laufen, hebert, sobald der Niederschlag sich abgesetzt hat, die 
iiberstehende klare Fliissigkeit ab, bringt den Niederschlag auf 
ein Filter, urn die Mutterlauge ganz zu entfernen und schwemmt 
den Filterriickstand in destilliertem Wasser unter Zusatz von 
Toluol auf. Am nachsten Tage wird abfiltriert, das klare Filtrat 
mit Alkohol im tlberschuB versetzt und gewartet bis der dabei 

1) G. Bertrand, Sur la presence simultanee de la Laccase et de 
la Tyrosinase dans Ie sue de quelques champignons. Compt. rend. 
123, 460. 1896. 

2) W. Staub, Nouvelles recherches sur la Tyrosinase. Travaux de 
I'Institut de Botanique de l'Univers. de Geneve. 8e serie. 1. fasc. 1908. 
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entstehende Niederschlag sich abgesetzt hat. Dann wird die 
iiberstehende Fliissigkeit abdekantiert, der Niederschlag auf ein 
kleines Faltenfilter gebracht, mit Alkohol gewaschen, auf porose 
Porzellanplatten verteilt und im Vakuum iiber Schwefelsaure bei 
niedriger Temperatur getrocknet. Der trockene Riickstand ist 
lange haltbar, in Wasser vollkommen loslich und liefert eine 
Tyrosinaselosung, die frei von Lakkase ist. 

2. Phenolasen, Lakkase. 
Zu dieser Gruppe von Oxydasen gehoren solche Fermente, 

welche die Fahigkeit besitzen, aromatische Amine und Phenolc 
unter Farbstoffbildung zu oxydieren. 

Vorkommen. Man hat sie bisher im Speichel, Nasensekret, 
Eiter, Tranenfliissigkeit, in Leukozyten und deren Abkomm­
lingen gefunden, ferner bei Ascidien, Wiirmern, Muscheln, Krebsen 
und im Darmsaft von Mehlwiirmern. Besonders weit verbreitet 
sind sie im Pflanzenreich und hier speziell bei verschiedenen 
Pilzarten. Von diesen iilt am besten bekannt die Lakkase. 

Nachweis. 
Zum Nachweis der Phenolasen kann man sich aller der oben­

genannten Reihe zugehorigen Substanzen bedienen. Bisher hat 
man vornehmlich hierzu verwandt Guajakol, Hydrochinon, Orzin, 
Phenolphthalin, Pyrogallol, a-Naphthol + Paraphenylendiamin.-

Fiir den qualitativen Nachweis geniigt es, die Ferment­
lOsung mit einer der hier aufgezahlten Substanzen zusammen­
zubringen und festzustellen, ob nach Verlauf einer gewissen Zeit 
das Gemisch seine Farbe entsprechend geandert hat. 

Fiir die quantitative Messung der Phenolase existieren, 
entsprechend den verschiedenen Substraten, eine Reihe von 
Methoden, von denen nur die wichtigsten hier besprochen scien. 

1. Das kolorimetrische Verfahren nach Bach 1). 

Ein mit zweifach durchbohrtem Kautschukpfropfen und Zu­
undAbleitungsrohren versehener, lOOccm fassender Erlenmeyer­
Kolben wird mit Ferment- und SubstratlOsung beschickt und bei ge­
wohnlicher Temperatur mit einem gleichmaBigen reinen Luftstrom 
behandelt. Um Storungen bei den kolorimetrischen Bestimmungen 
zu vermeiden, sind die Ferment- und Substratkonzentrationen so zu 
wahlen, daB wahrend der Versuchsdauer in der Reaktionsfliissig-

1) A. Bach und V. Maryanovitsch, Zur Kenntnis der Spezifitats­
erscheinungen bei der Phenolasewir~ung. Biochem. Zeitschr. 42, 417. 1912. 
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keit nur losliche Oxydationsprodukte sich bilden. Der Verlauf 
des Oxydationsprozesses wird auf kolorimetrischem Wege an der 
Farbungsintensitat der Reaktionsflussigkeit messend verfolgt. 
Die Bestimmung der Farbungsintensitat geschieht in der Weise, 
daB aus der Reaktionsflussigkeit eine Probe herausgenommen 
und in eine Kolorimeterrohre gegeben wird. Dann HWt man 
aus einer Burette so viel destilliertes Wasser zuflieBen, bis die 
Farbungsintensitat so groB ist, wie in der Kontrollprobe; als 
solche dient eine Probe, die nur ganz geringe Farbungsintensitat 
zeigt. Aus der zugesetzten Wassermenge HWt sich dann die rela­
tive Farbungsintensitat berechnen und die Resultate werden 
auf die Normalfarbung (= 1) umgerechnet. - Je nach der Ge­
schwindigkeit der Oxydationsprozesse schwankte in den Ver­
suchen von Bach die Versuchsdauer meistens zwischen 1 und 
6 Stunden. - Zur Kontrolle mussen in jedem Falle ein Versuch 
mit inaktiver (gekochter) Phenolase + Su bstrat und ein Versuch mit 
Substrat + der der Fermentlosung entsprechenden Wassermenge 
gleichzeitig angestellt werden. 

2. Die Pyrogallol-Methode von Bach und Chodat 1). 
Soweit sie den gravimetrischen resp. titrimetrischen Teil be­

trifft, sei auf das nachstfolgende Kapitel S. 277 verwiesen. 
Bei der Einwirkung der Phenolase auf Pyrogallol entstehen 

auBer dem unloslichen Purpurogallin auch braunrote, wasser­
losliche Oxydationsprodukte. Bei abgeschwachten Phenolasen 
entstehen uberhaupt nur letztere. Die Bildung dieser Produkte 
verfolgten Bach und Sbarsky 1) messend auf kolorimetrischem 
Wege, indem sie als kolorimetrische Einheit die Farbung eines 
Rohrchens von ganz schwacher Farbungsintensitat annahmen. 

~.Indophenolreaktion (Rohmann- Spitz er) nach Vernon 2). 

Prinzip. Eine Mischung von a-Naphthol und Paraphenylen­
diamin wird in Gegenwart von oxydasehaltigem Gewebe sehr schnell 
zu Indophenolblau oxydiert (Rohmann - Spi tzer). Diese bisher 
nur fur qualitative Untersuchungen gebrauchliche Methode hat 
Vernon zu einer quantitativen umgestaltet, indem er die Menge 
des gebildeten Farbstoffs kolorimetrisch bestimmte. Sie dient als 
MaB fur die Starke der fermentativen Wirkung. 

1) A. Bach und B. Sbarsky, tJber das Verhalten der Phenolase 
gegen Sauren. Biochem. Zeitschr. 34, 473. 1912. 

. 2) H. M. Vernon, Die quantitative Bestimmung der Indophenol-
oxydase in tierischen Geweben. Journ. of Physiol. 42, 402. 1901. Dersel be, 
Die Abhangigkeit der Oxydasewirkung von Lipoiden. Biochem. Zeitschr. 
47, 374. 1912. 
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Erforderliche Losungen: 
1. Oxydaselosung (Organbrei, Extrakte etc.), 
2. 1 %ige a-Naphthollosung, 1 g a-Naphthol gelOst in 100 ccm 

50%igem Alkohol, 
3. 0,75%ige ParaphenylendiaminlOsung, 
4. 1,7%ige NatriumkarbonatlOsung. 
Ausfiihrung. In einer Petrischale von 8,8 cm Durchmesser 

wird von dem vorher fein zerkleinerten Gewebe 0,5 g abgewogen. 
Nun stellt man sich aus den Losungen 2, 3 und 4 ein Gemisch in 
der Weise her, daB man je 1,0 ccm der Losungen vereint und mit 
destilliertem Wasser auf 10 ccm auffiiHt. Von dieser frisch be­
reiteten Mischung nimmt man 5,0 ccm, setzt sie dem Organbrei 
zu und sorgt fUr eine griindliche Durchmischung. Dann HiBt man 
eine Stunde bei 17° C stehen. Dabei bildet sich Indophenol und 
der entstehende Farbstoff setzt sich in unloslicher Form auf dem 
Organbrei abo Nach Ablauf der Frist unterbricht man den ProzeB 
durch Zusatz von 10 ccm 97%igem Alkohol und liiBt eine halbe 
Stunde stehen. Wahrend dieser Zeit geht das Indophenol in Losung, 
man filtriert und steHt in dem Filtrat den Indophenolgehalt kolori­
metrisch durch Vergleich mit einer TestlOsung fest. 

Die Testlosung bereitet man mehrere Tage vor dem Versuch 
in der Weise, daB man von dem alkalischen a-Naphthol-Para­
phenylendiamingemisch 1,5 Teile nimmt, mit 200 Teilen 50%igen 
Alkohols verdiinnt und einige Tage aufbewahrt, bis die Losung 
das Maximum an Farbe, durch voHstandige Umwandlung zu Indo­
phenol, erreicht hat. Da das Indophenol nicht sehr haltbar ist und 
nach ungefahr 14 Tagen allmahlich verblaBt, muB man jede Woche 
eine neue Normallosung hersteHen, sie in einer verschlossenen Test­
rohre aufbewahren und darf sie nur so lange benutzen, als sie 
absolut einwandsfrei erscheint. 

Zum kolorimetrischen Vergleich gieBt man eine gemessene 
Menge des Filtrates in eine andere Testrohre von genau demselben 
Durchmesser und verdiinnt sie, bis sie die gleiche Farbenintensitat 
wie die TestlOsung zeigt. Die Farbe schwankt zwischen rotlich­
blau und violett. Durch geeignete Veranderung der Verdiinnungs­
fliissigkeit erzielt man leicht dieselbe Schattierung wie sie die Normal­
lOsung aufweist. Bei Verwendung von Alkohol aHein stellt sich ein 
reines Violett ein, bei Wasser aHein ein rotliches Rosa, bei Mischungen 
dagegen von Alkohol und Wasser gewahrt man Zwischenfarben. 
Man verfahrt nun so, daB man die Standardlosung und das ver­
diinnte Filtrat iiber einem Blatt Papier, bei ofterer Vertauschung 
der SteHung, beziiglich der Farbenintensitat vergleicht. Diese 
Methode erwies sich als iiberraschend genau. Die Farbenver-
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gleichung des verdiinnten Filtrates mit der Normallosung muB 
stets ungefahr ~ Stunde nach Zusatz des 97 % igen Alkohols zum 
Organbrei vorgenommen werden, will man gute Vergleichswerte 
haben. 

Diese Methode liefert nur dann zuverlassige quantitative 
Werte, wenn die oben angegebenen Versuchsbedingungen genau 
innegehalten werden. Hat das Reagens eine andere Konzentration 
als die oben vorgeschriebene und weicht man von der Proportion 
zwischen GroBe der Petrischalen und der Menge des verwendeten 
Reagens ab, so bedingt dies eine wesentliche Modifikation in der 
Bildungszeit des Indophenols. Nimmt man beispielsweise 20 ccm 
des Reagens anstatt der vorgeschriebenen 5 ccm, so werden die 
Teilchen des zerkleinerten Gewebes vollstandig mit Fliissigkeit 
durchtrankt und die Indophenolbildung braucht eine fiinfmal so 
lange Zeit. Der Grund hierfiir liegt darin, daB die Gewebe groBe 
Mengen reduzierender Substanzen enthalten, die andauernd die Oxy­
dation des Reagens hemmen, und daB die Indophenolbildung nur 
dann schnell von statten geht, wenn die Gewebsteile der Luft aus­
gesetzt und mit einer diinnen Schicht des Reagens umgeben sind. 

Darstellung von PhenolaselOsungen. 
a) Lakkase nach Bertrand!). 

Die in dem gelben Rindensaft des tonkinesischen Lackbaumes 
(Rhus vernicifera) enthaltene Oxydase isolierte Bertrand in 
folgender Weise: 

Der Rindensaft wird mit 6-8 Gewichtsteilen Alkohol gefallt, 
der Niederschlag abfiltriert und so lange mit Alkohol gewaschen, 
bis das Filtrat durch Wasser nicht mehr getriibt wird. Alsdann 
wird der Riickstand mit kaltem Wasser aufgenommen, die wasse­
rige Losung durch einen groBen AlkoholiiberschuB gefallt, der 
Niederschlag abfiltriert, mehrmals mit Alkohol gewaschen und 
im Vakuum getrocknet. Man erhalt so eine weiBe, nicht hygro­
skopische Substanz, die in Wasser und ebenso in Glyzerin leicht 
loslich ist und Lakkase in reicher Menge enthalt. 

Die Korper, welche vorzugsweise durch die Lakkase oxydiert 
werden, sind die aromatischen Verbindungen mit mindestens 
zwei Hydroxyl- oder Amidogruppen im Kern, und zwar die Ortho­
und Para-, schwerer die Meta-Verbindungen. 

Die Lakkase ist auBer in dem Lackbaum noch in zahlreichen 
Phanerogamen und Pilzen gefunden worden. Hier trifft man sie 
meist im Verein mit der Tyrosinase. Man kann die Wirkung 

1) G. Bertrand, Uber das Oxydationsvermogen der Lakkase. Bull. 
soc. chim. (3) 13, 361. 1896. Beziigl. der Fermentnatur der Lakkases 
1I. Euler und J. Bolin, Zeitschr. f. physiolog. Chemie 57, 80, 1908. 
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beider voneinander trennen, wenn man die Ferment16sung ein­
mal bei schwach saurer Reaktion wirken laBt und einmal bei 
schwach alkalischer. Im ersteren FaIle kommt die Lakkase, im 
andern die Tyrosinase zur Geltung. 

Will man aber beide Fermente in gesonderten Losungen unter­
suchen, so muB man das von Bertrand angegebene Trennungs­
verfahren benutzen. Darliber s. S. 267. 

b) Phenolase nach Bach 1). 

Bach verwandte zur Bereitung von gut wirksamen Pheno­
laselosungen den Pilz Lactarius vellereus, der neben Phenolase 
ebenfalls Tyrosinase enthalt. Um eine moglichst einheitliche, 
tyrosinasefreie Phenolaselosung zu bekommen, ging er folgender­
maBen vor: 

Die fein zerkleinerten Pilze wurden mit dem gleichen V olumen 
auf 700 erhitztem reinem Wasser in einer geraumigen Schale ver­
mischt und das Gemisch im Wasserbad bei der namlichen Tem­
peratur noch 3 Minuten unter stetem Umrlihren erhitzt. Dabei 
ging die Tyrosinase vollig zugrunde, wahrend das erhaltene Ex­
trakt auBerordentlich reich an Phenolase war; es war das pheno­
lasereichste, das B a c h jemals bei seinen ausgedehnten Studien 
in Randen gehabt hat. - 1 Tropfen des Extraktes rief in 5 ccm 
einer 2 % igen Guajakollosung momentan eine tiefrote Farbung 
und bald darauf die Bildung eines braunroten Niederschlages 
hervor, ebenso entstand mit a-Naphthol + Paraphenylendiamin 
augenblicklich Indophenol, und mit Pyrogallol konnte schon 
nach 3 Minuten reichliehe Purpurogallinbildung beobachtet werden. 

Dieses native Extrakt kann noch weiter gereinigt werden, indem 
man es durch ein Tuch preBt, 2 % Magnesiumsulfat in Substanz 
zusetzt und es nach Auflosen des Salzes mit dem gleichen V olumen 
starken Alkohol versetzt. Der dabei entstehende Niederschlag 
wird abfiltriert und das klare Filtrat mit dem dreifachen Volumen 
98 %igen Alkohol gefallt. Die Fallung wird an der Wasserstrahl­
pumpe abgesaugt, mit starkem Alkohol nachgewaschen und im 
Vakuum liber Chlorcalcium getrocknet. Die trockene, grau­
weiBliche Masse wird alsdann in wenig Wasser gelost, das Un­
geloste abfiltriert und die Losung wieder wie oben weiter behandelt. 
Auf diese Weise erhalt man ein leichtes, fast weiBes, vollig wasser­
losliches Pulver, das samtliche oxydierende Eigenschaften des 
ursprlinglichen Extraktes besitzt. 

1) A. Bach und V. Maryanovitsch, 1. c. 418. 
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3. Weitere Oxydasen - Peroxydasen. 
Diese Gruppen umfassen eine Reihe von Fermenten, welche 

zahlreiche WirkungsauBerungen gemeinschaftlich haben. Sie 
sind, wenn wir uns an die von Bach und Chodatl) gegebene 
Definition halten, dadurch voneinander verschieden, daB die 
Oxydasen Wirkungen hervorrufen, ohne daB ihnen Peroxyde als 
Sauerstoffquelle dienen, wahrend die Peroxydasen nur in Gegen­
wart eines Peroxydes, wie Wasserstoffsuperoxyd, Athylhydro­
peroxyd etc. zu wirken imstande sind. 

Vorkommen. Sie sind beide im Tier- wie im Pflanzenreich 
auBerordentlich weit verbreitet; es gibt kaum ein Organ und 
kaum eine Pflanze, wo sie sich nicht finden. Auf die Wieder­
gabe einer genaueren topographischen Dbersicht kann darum 
verzichtet werden. 

Nachweis. 
Er gestaltet sich fUr beide Fermentgruppen ziemlich gleich, 

well die Oxydase auf fast die namlichen Substanzen wirkt, wie 
die Peroxydase. Er differiert nur in dem einen Punkt, daB der 
Nachweis der Oxydase nur bei Abwesenheit, der der Peroxydase 
stets in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd erbracht werden 
kann. 

Ganz allgemein ist also der Nachweis von Oxydase resp. 
Peroxydase in irgend einem Extrakt so zu fiihren, daB man folgende 
vier Kombinationen ausfUhrt: 1. Fermentlosung + Substrat, 
2. FermentlOsung + H 20 2 + Substrat, 3. Losungsmittel des Fer­
mentes (Wasser, Glyzerin etc.) + Substrat, 4. Losungsmittel des 
Fermentes + H 20 2 + Substrat. Fallt Nr. 1 positiv aus, so ent­
halt die Fermentlosung eine Oxydase; ist Nr. 2 positiv, so ent­
halt sie eine Peroxydase; Nr. 3 und 4 dienen nur als Kontrollen. 

Die Wirkung der beiden Fermentgruppen ist an einer groBen 
Zahl von Verbindungen studiert worden, von denen zur Orien­
tierung die wichtigsten hier aufgezahlt seien: Guajaktinktur, 
Benzidin, Malachitgriin, Aloin, a-Naphthol, Anllinazetat, Hydro­
chinon, 0- und p-Amidophenol, Formaldehyd, Pyrogallol, Resorzin, 
Phlorogluzin, Brenzkatechin u. a. m. Auf sie aIle naher einzu­
gehen, diirfte sich eriibrigen. 1ch beschranke mich darauf, nur 
die am haufigsten verwandten Methoden hier ausfUhrlich zu 
beschreiben. 

1) A. Bach und Chodat, Ober den gegenwartigen Stand der Lehre 
von den pflanzlichen Oxydationsfermenten. Biochem. Zentralbl. 1, Nr. 11, 
12, 1903. (Zusammenfassendes Referat mit ausfiihrlichen Literaturan­
gaben.) 

Wohlgemuth, Fermentmethoden. 18 
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1. Guajakreaktion nach Vorschrift von Carlson 1). 

3 ccm einer frisch bereiteten Guajakharz- oder Guajakon­
saure (Merck) -Losung (0,3 g in 10 ccm Alkohol) werden mit 
2 ccm 3 % igem Wasserstoffsuperoxyd gemischt und zu dem 
Gemenge 1 ccm der zu priifenden Fliissigkeit mittelst Pipette 
unter vorsichtiger Schichtung zugefUgt. Bei Gegenwart von 
Peroxydase farbt sich die Bodenschicht blau. 

Statt der frisch bereiteten Guajaktinktur kann man auch, 
wenn man einen orientierenden Vorversuch machen will, Guajak­
papier benutzen. Man betupft dieses dann mit dem zu unter­
suchenden Extrakt oder schneidet die zu untersuchende Pflanze 
quer durch und betupft mit der Schnittflache das Reagenzpapier, 
bei Gegenwart von Oxydase farbt sich dieses dann blau. 

Von gro.Ber Wichtigkeit fUr die Reaktion ist die Bereitung 
ganz frischer reiner Guajaktinktur. Eine solche wird durch 
pflanzliche Peroxydasen in Abwesenheit von H 20 2 nicht geblaut. 
Schon nur einige Stunden alte Guajaktinktur farbt sich dagegen 
mit Peroxydaselosung mehr oder weniger blau. Bekommt man 
aber mit ganz frischer Guajaktinktur ohne H 20 2 Blaufarbung, so 
hat man es mit einer Oxydase zu tun. 

2. Jodkalium-Starke-Probe von Bach und Chodat 2). 
Prinzip. Die sich bereits bei Zimmertemperatur vollziehende 

Oxydation einer schwach angesauerten Jodkaliumlosung durch 
Wasserstoffsuperoxyd wird durch Peroxydasen erheblich beschleu­
nigt. Das dabei frei werdende Jod kann durch Starkekleister 
nachgewiesen und durch Thiosulfat titrimetrisch bestimmt werden. 

Erforderliche Losungen. 
1. Peroxydaselosung. 
Darstellung s. weiter unten. 
2. 2 %ige reine J odkali umlosung. 
3. 1 %ige Essigsaure. 
4. 1 %ige Starkelosung. 
5. Verdiinnte Wasserstoffsuperoxydlosung. 
Man stellt sie her, indem man 5 Tropfen von 3 %igem kauf­

lichem Wasserstoffsuperoxyd mit 20 ccm destilliertem Wasser 
verdiinnt. 

1) C. E. Carlson, Die Guajakblutprobe und die Ursachen der Blau­
farbung der Guajaktinktur. Zeitschr. f. physiol. Chern. 48, 69. 1906. 

2) A. Bach und R. Chodat, Untersuchungen iiber die Rolle der 
Peroxyde in der Chemie der lebenden Zelle. II. Uber PeroxydbiIdung in 
der lebenden Zelle. Ber. d. deutsch. chern. Gesellsch. 30. Jahrg. 2466. 
1902. III. Oxydationsferrnente als Peroxyd erzeugende Korper. Ber. d. 
deutsch. chern. Gesellsch. Ibid. 3943. 1902. 
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6. 1/ 100 Normal-Thiosulfatlosung. 
Ausfiihrung. Unmittelbar bevor man den Versuch aus­

fUhren will, steUt man sich zunachst ein Reaktionsgemisch her, 
bestehend aus 10 cem JodkaliumlOsung + 2 ccm Essigsaure 
+ 1 ccm StarkelOsung. Mit diesem Gemisch besehiekt man 
zwei KOlbchen, die sich in einem Wasserbad von Zimmertempe­
ratur (200 C) befinden, indem man davon je 5 eem in jedes ein­
fUllt. Hiernach kommen in das eine Kolbchen 2 eem Peroxydase­
losung - bei schwaeh wirksamen Losungen verwendet man bis 
lO eem und dariiber - in das andere, als Kontrolle dienendes, 
die entsprechende Menge destilliertes Wasser und sehlieBlich in 
beide Glaschen je 1,0 ccm Wasserstoffsuperoxyd (genau gemessen!). 
Nach Verlauf von lO-30 Minuten werden beide Portionen mit 
Thiosulfat bis zum Verschwinden der Blaufarbung titriert und 
der fUr die KontroUe gefundene Wert von dem anderen subtrahiert. 
Die gefundene Thiosulfatmenge ist ein genauer MaBstab fUr die 
Wirksamkeit der Peroxydaselosung. 

Auch zur Priifung auf Oxydasen, speziell in'Pflanzen, eignet 
sich diese Methode, natiirlich darf man dann nicht Wasserstoff­
superoxyd verwenden. Sie kommt aber nur fUr eine qualitative 
Priifung in Betracht, da die in Pflanzensaften enthaltenen Oxy­
dasen schon nach wenigen Minuten ihre Wirkung ganzlich ver­
lieren, auch wenn sie aus noch so aktiven Pflanzen stammen. 
PreBsafte tierischer Organe hat man mit dieser Methode iiber~ 
haupt noch nicht auf ihren Oxydasengehalt untersucht, wohl 
aber mit obiger Methode auf ihren Peroxydasengehalt (v. Czyl­
harz und v. Fiirth). - Die Priifung auf Oxydasen geschieht 
so, daB man Abdriicke yom Pflanzenschnitte auf Jodkalium­
starkepapier macht. 1st dabei der Sauregrad des Pflanzensaftes 
fUr die Zersetzung des Jodkaliums hinreichend, wie bei jungen 
Kartoffelknollen, so farbt sich das Reagenzpapier direkt. 1m 
anderen Falle ist es notig, das Papier nach dem Beriihren mit 
dem Schnitt mit verdiinnter Essigsaure zu bestreichen. Tritt 
auch dann keine Blauung ein, so enthielt das untersuchte Material 
keine Oxydase (Kontrolle mit Guajakpapier s. S. 274). 

So sehr sich die Jodstarkemethode fUr die Untersuchung 
pflanzlicher Peroxydase bewahrt hat, so wenig scheint sie fiir 
tierische Peroxydaselosungen geeignet zu sein. Das beruht offen­
bar darauf, daB die Reaktion durch groBere EiweiBmengen, die 
sich doch stets in OrganpreBsaften resp. -extrakten finden, er­
heblich gestort wird, weil eine Addition des Jods an die EiweiB­
korper erfolgt und die Bildung blauer Jodstarke infolgedessen 
ausbleibt, Nur wenn die Peroxydase sehr kraftig ist, vermogen 
selbst groBe EiweiBmengen ihre Wirkung nicht zu maskieren. 

18* 



276 E. Oxydasen. 

Deshalb hat bei Anwendung dieser Methode nur ein positiver 
Befund Beweiskraft, nicht aber ein negativer. 

Aus diesem Grunde haben v. Czylharz und v. Fiirth!) fiir 
ihre Studien iiber tierische Peroxydasen folgende andere Methode 
ausgearbeitet. 

3. Die Leukomalachitgriinmethode 1). 

Prinzip. Sie beruht darauf, daB die an sich farblose oder 
sehr schwach griinlich gefarbte LeukomalachitlOsung selbst nach 
Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd sehr lange Zeit hindurch un­
verandert bleibt. Setzt man aber ein wenig von der Losung 
einer tierischen oder pflanzlichen Peroxydase hinzu, so bemerkt 
man alsbald das Auftreten einer smaragdgriinen Farbung, welche 
sich, je nach den Versuchsbedingungen, mehr oder weniger schnell 
vertieft. Dieses neu entstandene Malachitgriin kann auf spektro­
photometrischem Wege quantitativ ermittelt werden. 

Erforderliche Losungen. 
1. Fermentlosung. 
Darstellung s. unten. 
2. Leukomalachi tlosung. 
Man lOst 1 g der Leukobase in 50 ccm Eisessig und flillt 

mit destilliertem Wasser auf 500 auf. Diese Losung wird dann 
noch auf das Zehnfache mit destilliertem Wasser verdiinnt. 

3. Wasserstoffsuperoxydlosung. 
Man verwendet am besten cine 0,1-0,5 %ige Losung. Starker 

konzentrierte sind wegen der hemmenden Wirkung des H 20 2 zu 
vermeiden. 

Ausfiihrung. 2-5 ccm Fermentlosung werden mit 20 ccm 
der Leukobasenlosung und 1 ccm Wasserstoffsuperoxyd versetzt. 
Nach 10 Minuten langem Stehen bei Zimmertemperatur wird 
mit Hille des G lanschen Spektrophotometers die Lichtabsorption 
bestimmt, die je nach der gebildeten Malachitgriinmenge eine 
groBe oder kleine ist und als direktes MaB fiir die Fermentstarke 
gelten kann. - Will man die Malachitgriinkonzentration direkt 
berechnen, so geschieht das nach der Formel C = A. E, wobei 
A den Absorptionskoeffizienten fiir Malachitgriin - von v. Czyl­
harz und v. Fiirth zu 0,0000287 bestimmt - bedeutet und E 
mit Hille der Formel E = - 2 (log cot a + log cot (J) berechnet 
wird. In dieser Formel bedeutet a den Helligkeitspunkt, also 
jene Nikolstellung, welche der maximalen Helligkeit entspricht, 

1) E. v: Czylhartz und O. v. Furth, Ober tierische Peroxydasen. 
Hofmeisters Beitr. 10, 358. 1907. 
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wenn sich keine Licht absorbierende Fliissigkeit vor dem Spalt 
findet, f3 die beobachtete Nikoleinstellung, yom Nullpunkt des 
Apparates aus gerechnet und als Winkelwert gemessen. 

Bei einiger Dbung ist eine solche Beobachtung in wenigen 
Augenblicken beendigt und kann beliebig oft und in beliebigen 
Zeitabstanden mit derselben Probe wiederholt und mit wenigen 
Kubikzentimetern ausgefiihrt werden. 

4. Pyrogallol-Methode von Bach und Ohodatl). 

Prinzip. Sie beruht darauf, daB Pyrogallol durch Peroxy­
dase in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd zu Purpurogallin 
oxydiert wird. Das Oxydationsprodukt ist im Gegensatz zur 
Muttersubstanz in kaltem Wasser unloslich, es fallt aus und kann 
abfiltriert und gewichtsanalytisch oder auch titrimetrisch 00-
stimmt werden. 

Erforderliche Losungen. 
1. Fermentlosung. 
Darstellung s. unten. 
2. lO %ige wasserige Pyrogallollosung. 
3. 1 %ige WasserstoffsuperoxydlOsung. 
4. 0,01 normale KaliumpermanganatlOsung. 
Ausfiihrung. 5-10 ccm Ferment16sung werden versetzt 

mit lO ccm Pyrogallollosung und mit 10 ccm Wasserstoffsuper­
oxydlosung und bleiben 24 Stunden bei Ziqlmertemperatur (15 bis 
170 0) stehen. Nach Ablauf der Frist wird das ausgeschiedene 
Purpurogallin auf ein vorher gewogenes Filter gesammelt, mit 
lOO ccm Wasser ausgewaschen, bei llOo bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet und gewogen. Die Menge des gebildeten Purpuro­
gallins gibt ein genaues MaB von der Starke der Peroxydase. 

Diese Methode gibt nur dal1n gute Resultate, wenn betracht­
liche Purpurogallinmengen (mindestens 0,05 g) zur Wagung 
kommen. Sind kleinere Mengen gebildet, so ist das Wagungs­
verfahren nicht mehr zuverlassig. Man verfiihrt dann folgender­
maBen: 

Das purpurogallinhaltige Reaktionsgemisch wird durch eine 
mit Asbest beschickte Rohre filtriert - man verwendet dazu 
am besten gewohnliche, mit Kugeln versehene Ohlorcalcium­
rohren - und der Purpurogallinrilckstand so lange mit Wasser 
gewaschen, bis das Waschwasser Kaliumpermanganat nicht mehr 

1) A. Bach und R. Chodat, Untersuchungen iiber die Rolle der 
Peroxyde in der Chemie der lebenden Zelle. VIII. tJber die Wirkungsweise 
der Peroxydase. Ber. d. deutsch. chern. Gesellsch. 37. Jahrg. 1342. 1904. 
Siehe a. A. Bach und B. Sbarsky, I. c. 475. 
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reduzieri. Hiernach wird das von Asbest zuriickgehaItene Pur­
purogaHin in konzentrierier Schwefelsaure quantitativ gelost, 
die erhaltene tiefrote Losung mit dem 6-8fachen Volumen Wasser 
verdiinnt und mit Kaliumpermanganatlosung bis zur Entfarbung 
titriert. Die Menge der verbrauchten Permanganatlosung ist ein 
genaues Maf3 fUr die zum Versuch verwandte Peroxydasemenge. 
- Die Methode gibt gut vergleichbare Resultate. 

Finden sich in dem Reaktionsgemisch neben dem ausge­
schiedenen Purpurogallin noch braune, wasserlOsliche Oxyda­
tionsprodukte, wie man sie sehr haufig bei schwachen Phenolasen 
beobachtet, so bestimmt man deren Menge am zweckmaBigsten 
auf kolorimetrischem Wege, s. dariiber S. 269. 

5. Phenolphthalin-Methode von Kastle und Shedd 1). 

Prinzi p. Phenolphthalin wird durch Oxydasen leicht zu 
Phenolphthalein oxydiert, das durch Zusatz von Alkali sich intensiv 
rot farbt. 

Erforderliche Losungen. 
1. Fermentlosung. 
DarsteHung s. unten. 
2. PhenolphthalinlOsung. 
1 g Phenolphthalinnatrium wird in 100 ccm destilliertem 

Wasser gelost. 

3. 1/20 normal-N atronla uge. 

Ausfiihrung. 2-5 ccm Fermentlosung werden mit 1 ccm 
Phenolphthalinlosung versetzt und 24 Stunden bei Zimmertempe­
ratur stehen gelassen. Hiernach setzt man zu dem Gemisch 
1 ccm 1/20 normal-Natronlauge zu. Hat eine Oxydation des 
Phenolphthalins zu Phenolphthalein stattgefunden, so nimmt die 
Losung sofori eine rote Farbe an, die je nach dem Grad der 
Oxydation mehr oder weniger intensiv ist. Die Intensitat der 
Rotfarbung laBt sich in der iiblichen Weise mit Hilfe eines Kontroll­
rohrchens und Verdiinnung mit Wasser leicht feststellen. 

Fiir den Nachweis der Peroxydase diirfte diese Methode 
weniger geeignet sein, da bei Gegenwart von H 20 2 der Luft­
sauerstoff schon allein imstande ist, Phenolphthalin zu Phenol­
phthalein teilweise zu oxydieren. 

1) J. H. Kastle und O. M. Shedd, Phenolphthalin als Reagens fiir 
Oxydationsfermente. Amer. chern. Journ. 26, 526. 1902. 
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Darstellung von Oxydase- und PeroxydaseHisungen. 
1. Oxydaselosungen. 
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Meist geniigt es fiir das Studium der Oxydase, die zu unter­
suchenden Pflanzenteile fein zu zerkleinern und mit Chloroform­
wasser 1-2 Tage bei Zimmertemperatur zu extrahieren. Das 
Extrakt wird dann abfiltriert und, um es fiir lange Zeit haltbar 
zu machen, mit dem gleichen Volumen Glyzerin versetzt. Auf 
diese Weise erhielt Issajew 1) aus getrocknetem Malz und aus 
Gerste gut wirksame Ausziige, die jahrelang vollkommen klar, 
keimfrei und oxydasenreich blieben. 

1st es wiinschenswert, die Oxydase von anderen Beimengungen 
zu trennen, so kann man nach Chodat und Bach 2) so vorgehen, 
daB man das Extrakt resp. den PreBsaft der Pflanzen mit Alkohol 
behandelt. Sie verwandten fiir ihre Versuche Lactarius-Pilze. 
Diese wurden in einer Hackmaschine fein zerkleinert, der erhaltene 
Brei in starke Leinwandtiicher aufgefangen und ausgepreBt. Der 
ablaufende Saft wurde mit dem dreifachen Volumen 95%igem 
Alkohol versetzt, der entstandene klebrige Niederschlag abfiltriert, 
mit Alkohol gewaschen und bei 400 im Vakuum getrocknet. Das 
in dieser Weise erhaltene Rohprodukt wurde fein gepulvert und 
hielt sich jahrelang gut wirksam. Zum Versuch wurden 3 g mit 
60 ccm Wasser verrieben, eine halbe Stunde bei 400 digeriert 
und das gut wirksame Filtrat direkt zum Versuch verwandt. 

Eine noch weitere Isolierung der Oxydase versuchte Slowt­
zoff3), der mit Kartoffeln und Kohl arbeitete. Einige Kilo frisch 
gewaschener Kartoffeln wurden gehackt und zu Brei zerquetscht, 
dieser mit verdiinnter Essigsaure (0,5-1 %) versetzt, um die 
Wirkung del' Oxydase auf Tyrosin und andere Farbstoffe liefernde 
Korper der Kartoffel zu vernichten. Nach 24 Stunden wurde 
das Extrakt durch ein Tuch koliert und abfiltriert, das klare 
rotliche oder gelbliche Filtrat mit Ammonsulfat gesattigt, der 
EiweiBkorper, Farbstoffe und Ferment enthaltende Niederschlag 
auf ein Filter gebracht, mehrmals mit kalter gesattigter Ammon­
sulfatlosung ausgewaschen und wieder in Wasser gelost. Das 
Aussalzen mit Ammonsulfat und Auflosen in Wasser wurde 3 bis 
4 mal wiederholt. Die so gewonnene Losung wurde dann gegen 

1) W. Issajew, Uber die Malzoxydase. Zeitschr. f. physiol. Chern. 
45, 333. 1905. 

2) R. Chodat und A. Bach, Untersuchungen tiber die Rolle der 
Peroxyde in der Chernie der lebenden Zelle. III. Oxydationsferrnente als 
peroxyderzeugende· Kiirper. Ber. d. deutsch. chern. Gesellsch. 35. Jahrg. 
3943. 1902. 

3) B. Slowtzoff, Zur Kenntnis der pflanzlichen Oxydasen. Zeitschr. 
f. physiol. Chern. 31, 227. 1901. 
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flieBendes Wasser in einem Pergamentschlauch dialysiert und mit 
emd 4-5fachen Volumen 95 %igen Athylalkohol gefallt, der 
Niederschlag auf einem Filter gesammelt, mit Ather gewaschen 
und iiber Schwefelsaure im Exsikkator getrocknet. Das trockene 
Pulver wird mit destilliertem Wasser extrahiert, das abfiltrierte 
Extrakt mit Alkohol im DberschuB versetzt, der Niederschlag 
abfiltriert und im Exsikkator getrocknet. Er enthalt das Ferment 
in ziemlich reiner Form. Die Ausbeute ist aber eine nur sehr 
geringe. 

2. Peroxydaselosungen. 
Die Darstellung von gut wirksamen PeroxydaselOsungen ge­

schieht im groBen und ganzen nach denselben Prinzipien wie 
die der Oxydaselosungen. 

Besonders wirksame Peroxydase liefern die Wurzeln von 
Iris germanica, die chlorophyllfreien jungen Stengel von Asparagus 
officinalis, Kiirbissamen und Meerrettichwurzeln. Aus letzteren 
stellte Bach 1) ein sehr wirksames reines Praparat in folgender 
Weise her: 

500 g moglichst gesunde Meerrettichwurzeln werden fein zer­
kleinert und iiber Nacht der Autolyse iiberlassen. Die Masse 
wird dann mit 1 Liter 80 %igem Alkohol 10 Tage digeriert, wobei 
die stark nach Senfol riechende, rote Fliissigkeit 2-3mal ab­
gegossen und durch frischen Alkohol ersetzt wird. Durch das 
langere Digerieren mit Alkohol - vielleicht unter Mitwirkung der 
atherischen Bestandteile der Pflanze - werden samtliche Enzyme 
mit Ausnahme der Peroxydase zerstOrt. Nach dem Behandeln 
mit starkem Alkohol wird die Masse abgepreBt, mit starkem 
Alkohol nachgewaschen, wieder abgepreBt und nunmehr mit 
500 ccm 40 % igem Alkohol 8-10 Tage extrahiert und dann 
abgepreBt. Die klar filtrierte Fliissigkeit wird mit dem 4fachen 
Volumen eines Gemisches von 3 Teilen Alkohol (98 % ig) und 
1 Teil Ather gefallt. Der entstandene Niederschlag (ca. 1,2 g) 
wird abfiltriert, mit starkem Alkohol, dann mit Ather gewaschen, 
in 100 ccm Wasser gelost, filtriert und wieder mit Alkohol-Ather 
ausgefallt. Nach Auswaschen mit Ather und Trocknen im Ex­
sikkator iiber Schwefelsaure wird ca. 0,8 g eines weiBen, starke­
ahnlichen Produktes erhalten, welches an feuchter Luft zer£lieBt 
und in Wasser sowie in 40 % igem Alkohol leicht lOslich ist. Das 
Praparat ist auBerordentlich wirksam. 

1) A. Bach, tJber die Wirkungsweise der Peroxydase bei der Reaktion 
zwischen Hydroperoxyd und Jodwasserstoffsaure. Ber. d. deutsch. Ge­
sellsch. 37. Jahrg. 3787. 1904. 
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4. Salizylase. 
Sie hat die Fahigkeit, Salizylsaurealdehyd m Salizylsaure 

ii berzufiihren. 
Vorkommen. Man hat sie bisher gefunden in Milz, Pan­

kreas, Leber, Lunge, Niere und in der Rindensubstanz der Neben­
niere des Rindes. Die Organe junger Tiere sollen fermentreicher 
sein als die Organe erwachsener. In Pflanzen hat man die Salizy­
lase bisher nicht beobachtet. 

Nachweis. 
Er beruht darauf, daB Salizylsaurelosung auf Zusatz von 

Eisenchlorid eine dunkelblaue Farbe annimmt, wiihrend Salizyl­
aldehyd mit Eisenchlorid nicht reagiert. 

a) qualitativ. 
Qualitativ gestaltet sich nach den Angaben von Salkowski 1) 

der Nachweis von Salizylase so, daB man zu dem zu untersuchen­
den Organextrakt 0,5-1,0 ccm Salizylaldehyd und etwas Toluol 
zusetzt und das Gemisch 24-48 Stunden bei Zimmertemperatur 
steheil liiBt. Danach wird das Gemisch zwecks EnteiweiBung in 
siedendes Wasser gegossen, die Koagulation durch ganz schwaches 
Ansauern mit verdiinnter Schwefelsaure und weiteres Kochen 
vervollstandigt und filtriert. Das Filtrat wird mit Natrium­
karbonat schwach alkalisch gemacht, auf dem Wasserbad bis 
zum dicken Sirup eingeengt, mit 96 % igem Alkohol extrahiert 
und filtriert. Aus dem alkoholischen Filtrat wird der Alkohol 
moglichst vollstandig auf dem Wasserbade verjagt, der Riick­
stand in Wasser gelost, mit Schwefelsaure angesauert und das 
saure Gemisch mehrmals mit Ather im Scheidetrichter ausge­
schiittelt. Beim Abtrennen des Athers von der wasserigen Losung 
ist sorgfaltig darauf zu achten, daB von der noch etwa vorhan­
denen Emulsion nichts mit in den Ather kommt, da auf diese Weise 
Schwefelsaure in den Ather gelangt und dieser die spater aus­
zufiihrende Eisenchloridreaktion hemmt. Aus diesem Grunde 
ist es auch nicht statthaft, zur besseren Trennung des Athers 
von der wasserigen Schicht Alkohol zuzugeben, da dieser Schwefel­
saure in die Atherausziige iiberfiihren kann. Die vereinigten 
Atherausziige werden filtriert und abdestilliert. Der nunmehr 
bleibende Riickstand enthalt die Salizylsaure. 

1) E. Salkowski, Zur Kenntnis des Oxydationsfermentcs der Ge­
webe. Virchows Arch. 147, 1. 1898. 
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b) quantitativ. 
Will man die gebildete Salizylsaure quantitativ bestimmen, 

so kann man sie entweder wagen oder sich des von Salkowski 
angegebenen kolorimetrischen Verfahrens bedienen. Es beruht 
auf der Blaufarbung, welche eine Losung von Salizylsaure - und 
zwar sehr verdiinnte - auf Zusatz von verdiinnter Eisenchlorid­
lOsung annimmt. Die Quantitat des Eisenchlorids ist leicht zu 
treffen. Als StammlOsung diente Salkowski eine solche von 
0,5 g Salizylsaure in 100 cern Wasser. Von dieser Losung werden 
2 cern (= 0,001 g Salizylsaure) auf 100 cern Wasser genommen 
und mit ein paar Tropfen diinner EisenchloridlOsung versetzt. 
Sie bildet die Standardlosung. Alsdann wird der die Salizylsaure 
enthaltende Riickstand in Wasser gelost und in der gleichen 
Weise behandelt. Durch Zusatz von Wasser zu der einen oder 
anderen Losung gelingt es dann leicht, gleiche Intensitat der 
Farbung herzustellen und aus der Menge des fUr die Verdiinnung 
erforderlichen Wassers die Salizylsauremenge zu berechnen. 

Hat man beispielsweise den Riickstand mit 10 cern Wasser 
aufgenommen, 2 cern davon mit Wasser auf 100 cern aufgefUllt 
und hat man nach Zusatz von Eisenchlorid die Losung auf das 
Fiinffache verdiinnen miissen, bis die Farbenintensitat der der 
Kontrollosung entspricht, 'so enthalten die fUr die Verdiinnung 
verwandten 2 cern RiickstandlOsung = 0,001 . 5 = 0,005 g Salizyl-

saure, mithin enthalt der gesamte Riickstand = 1~ . 0,005 = 0,025 g 

Salizylsaure. 

Darstellung von Salizylaseliisungen. 
Salkowski ging so vor, daB er 130 g Leber mit 400 cern 

physiologischer KochsalzlOsung 1 Stunde lang bei 40° digerierte, 
dann durch Leinwand kolierte und durch Glaswolle filtrierte. 
Das stark gefarbte, eiweiBreiche Extrakt verwandte er direkt 
zum Versuch. 

Will man mit einer moglichst reinen eiweiBarmen Ferment­
lOsung arbeiten, so bedient man sich am zweckmaBigsten des 
von J aco by 1) ausgearbeiteten Isolierungsverfahrens. Die Vor­
schrift hierfiir lautet fogendermaBen: 

Yom Schlachthaus bezogene frische Rindsleber wird zer­
hackt, mit Quarzsand zerrieben, der Brei mit destilliertem Wasser, 
dem Toluol im VberschuB zugefiigt ist, mindestens einige Stunden 
stehen gelassen und haufig durchgeschiittelt. Dann wird das 

1) M. Jacoby, Uber das Aldehyde oxydierende Ferment der Leber 
und Nebenniere. Zeitschr. f. physiol. Chern. SO, 135. 1900. 
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Extrakt yom Riickstand durch Kolieren und Filtrieren getrennt. 
- Das so gewonnene, dunkle, aber vollig klare Filtrat wird mit 
so viel gesattigter AmmonsulfatlOsung versetzt, daB 25 % ige 
Sattigung mit diesem Salze erreicht wird. Dabei werden hier, 
und so in jedem FaIle, wenn Ammonsulfat in Anwendung ge­
zogen wird, so viel Tropfen verdiinnter SodalOsung hinzugetan, 
daB die Fliissigkeit schwach alkalisch reagiert und deutlich nach 
Ammoniak riecht. In etwa 24 Stunden setzt sich dann allmah­
lich ein geringer Niederschlag ab, der abfiltriert wird. Das Filtrat 
wird in gleicher Weise auf 33Ya %ige Sattigung mit Salz gebracht, 
der Niederschlag wiederum nach 24 Stunden durch Filtrieren 
entfernt. Das so erhaltene wasserklare, ziemlich dunkle Filtrat 
wird auf 60 % ige Sattigung mit Ammonsulfat gebracht. Dabei 
entsteht ein maBiger Niederschlag, der sich meistens in 24 Stunden 
vollstandig absetzt. - Dieser Niederschlag, welcher die Aldehy­
dase enthalt, wird nach 24 Stunden abfiltriert, mit entsprechender 
Salzlosung ausgewaschen und dann in destilliertem Wasser auf­
genommen, wobei er sich nur unvollkommen lost. Friihestens 
nach einigen Stunden wird wiederum filtriert. Das klare Filtrat 
wird mit 95 % igem Alkohol so weit versetzt, daB gerade ein gut 
abfiltrierbarer Niederschlag entsteht. Dieser Niederschlag hat 
sich nach einigen Minuten abgesetzt und wird nun sofort von der 
Fliissigkeit durch Filtrieren getrennt. Es geniigt, Alkohol in einer 
Quantitat zuzusetzen, daB die Konzentration desselben hochstens 
30 % betragt. Der abfiltrierte Niederschlag wird sofort mindestens 
5-6mal mit kleineren Mengen destillierten Wassers, dem man 
einige Tropfen verdiinnter Sodalosung zufiigt, extrahiert, die 
Ausziige werden vereinigt. Am besten laBt mt;l,n den Nieder­
schlag, um das Ferment moglichst vollstandig in Losung zu 
bringen, fein verteilt iiber Nacht mit Wasser stehen. - Man 
hat nunmehr bereits eine helle Fliissigkeit, die aber regelmaBig 
noch EiweiB enthalt. Sie wird bei schwach alkalischer, durch 
Soda hergestellter Reaktion mit einer verdiinnten Losung von 
Uranylazetat bis zum Entstehen einer abfiltrierbaren Triibung 
ge£allt, der Niederschlag ebenso wie der durch Alkoholfallung 
gewonnene mit destilliertem Wasser behandelt. Es resultiert eine 
wasserklare Fliissigkeit, die kraftig Salizylaldehyd zu Salizyl­
saure oxydiert. 



F. Katalase. 
Sie hat die Fahigkeit, Wasserstoffsuperoxyd in molekularen 

Sauerstoff und Wasser zu zerlegen, eine Eigenschaft, die sie mit 
den anorganischen kolloidalen Katalysatoren teilt. 

Vorkommen. Sie ist uberall dort anzutreffen, wo lebendes 
Gewebe ist; dementsprechend findet sie sich in allen tierischen 
Organen und in allen Se- und Exkreten. Auch im Pflanzenreich 
ist sie weit verbreitet, sie findet sich bei den Pilzen und Bak­
terien ebenso wie bei den hochentwickelten Pflanzen. 

Nachweis. 
a) qualitativ. 

Quali ta ti v geschieht er so, daB man in die zu untersuchende 
Losung ein paar Kubikzentimeter kaufliches Wasserstoffsuperoxyd 
bringt und umschuttelt. 1st Katalase vorhanden, so sieht man 
in dem Gemisch sofort feine Gasblaschen aufsteigen, herruhrend 
von dem aus dem H 20 2 freigewordenen molekularen Sauerstoff. 
Rei Gegenwart von wenig Katalase ist die Gasentwicklung nur 
eine sparliche, bei Anwesenheit von viel Katalase, wie beispiels­
weise beim Blut, eine so intensive, daB die ganze Fliissigkeit 
aufschaumt. 

b) quantitativ. 
Quantitativ wird die Wirksamkeit der Katalase gemessen 

entweder an der Menge H 20 2 , die sie zersetzt, oder an der Menge 
des aus dem Wasserstoffsuperoxyd frei werdenden Sauerstoffes. 

Fur die quantitative Bestimmung des zersetzten Wasser­
stoffsuperoxyds existieren zwei Methoden: 1. die Permanganat­
methode, 2. die jodometrische Methode. 

1. Die Permanganatmethode. 
Prinzi p. Sie beruht darauf, daB Wasserstoffsuperoxyd sich 

mit bestimmten Mengen Permanganatlosung bei Gegenwart von 
Schwefelsaure umsetzt nach der Gleichung 
2KMn04+ 5H20 2 +4H2S04= 2KHS04 + 2MnS04 + 8H20+ 5°2, 

und daB der geringste UberschuB von Permanganat die Losung 
rot fiirht. 



1. Die Permanganatmethode. 

Erforderliche Losungen. 
1. Fermentlosung. 
Darstellung s. unten. 
2. ca. 1 %ige WasserstoffsuperoxydlOsung, 
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hergestellt aus kauflichem Wasserstoffsuperoxyd oder aus Merck­
schem Perhydrol. 

3. 1/10 normal-KaliumpermanganatlOsung. 
Man lost 15,8 g Kaliumpermanganat in 1 I destilliertem 

Wasser. 

4. ca. 10 %ige Schwefelsaure. 
Ausfiihrung. 5-10 ccm der KatalaselOsung werden in 

einem Erlenmeyerkolben von 150-200 ccm Inhalt mit 20 ccm 
Wasserstoffsuperoxydlosung - man muB stets einen trberschuB 
von H 20 2 nehmen - versetzt und 2 Stunden bei Zimmertem­
peratur stehen gelassen. Nach Ablauf der Frist wird mit 10 ccm 
Schwefelsaure angesauert, mit ca. 30-40 ccm destilliertem Wasser 
verdiinnt und nun mit Kaliumpermanganatlosung so lange titriert, 
bis eine schwache rosa Farbe bestehen bleibt. Mitunter kommt 
es vor, daB auf Zusatz des ersten Tropfens der Permanganat­
losung bleibende Rotfarbung eintritt, ein sicherer Beweis, daB 
es entweder an Schwefelsaure fehlt oder kein Wasserstoffsuper­
oxyd mehr vorhanden ist. In diesem Fall fUgt man noch mehr 
Schwefelsaure hinzu. Tritt alsdann die Entfarbung nicht ein, 
so kann man sicher sein, daB das gesamte Wasserstoffsuperoxyd 
zersetzt ist. - Gleichzeitig mit dem Versuchskolbchen setzt man 
eine Kontrolle, bestehend aus 5-10 ccm destilliertem Wasser 
+ 10 ccm H 20 2, an, sauert nach Verlauf von 2 Stunden eben­
falls mit Schwefelsaure an, verdiinnt mit Wasser und titriert 
mit KaliumpermanganatlOsung. Von der fUr die Kontrolle ver­
brauchten Kaliumpermanganatmenge wird die im Hauptversuch 
ermittelte abgezogen. Die so gefundene Menge Permanganat­
losung ist ein direktes MaB fUr die durch die Katalase zer­
setzte Quantitat Wasserstoffsuperoxyd. 

Will man in jedem FaIle die Menge des zersetzten Wasser­
stoffsuperoxyds seIber wissen, so verwendet man nach Lock­
mann, Thies und Wichern 1) fiir die Titration eine genau 
0,37195 %ige Kaliumpermanganatlosung. 1,0 ccm dieser Losung 
entspricht 0,002 g H 20 2• Dieses Mengenverhaltnis berechnet sich 
aus obiger Reaktionsgleichung. 

1) G. Lockemann, J. Thies und K. Wichern, Beitrage zur Kenntnis 
der Katalase des Blutes. Zeitschr. f. physiol. Chem. 68, 390. 1908/09. 
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Der Titer der Permanganatlosung wird mit Mohrschem 
Salz (Fe(NH4)2(S04)2' 6H20) gepriift, von dem der Berechnung 
gemaB 0,46123 g = 10 ccm verbrauchen sollen. Man bereitet 
sich am zweckmaBigsten gleich mehrere Liter der Permanganat­
lOsung, deren Titer nach 1-3 tagigem Stehen auf lange Zeit 
(mehrere Monate) konstant bleibt. 

Die Berechnung der H20 2-Menge ergibt sich zwar aus dem 
oben Gesagten, doch mag sie noch an einem Beispiel illustriert 
werden. 

Von der H 20 2-LOsung verbrauchen lO ccm = 50,4 ccm 
KMn04-Losung; sie enthalt also 1,008 % H 20 2. Die fUr den 
Katalaseversuch (s. oben) verwandten 20 ccm HS02-Losung wiirden 
sonach 100,8 ccm KMn04-Losung entsprechen. Nehmen wir an, 
daB der SchluBtiter des Reaktionsgemisches 35,6 ccm KMn04-
Losung ergeben hat, so wiirde die katalytisch zersetzte H20 2-

Menge 100,8-35,6=65,2 ccm KMn04-Losung entsprechen. Da 
hiervon 1 ccm = 0,002 g H 20 2 bedeutet, so sind in dem vor­
liegenden Falle 65,2 X 0,002 = 0,1304 g H 20 2 zersetzt worden. 

2. Die jodometrische Methode von J olles 1). 

J 0 II e s hat diese Methode speziell fiir die quantitative Be­
stimmung der Katalase im Blut ausgearbeitet. Sie ist natiirlich 
auch fiir die Messung der Katalase anderer Herkunft zu ver­
wenden. 

Prinzip. Sie beruht darauf, daB Wasserstoffsuperoxyd aus 
Jodkalium Jod in bestimmter Quantitat in Freiheit setzt und die 
Menge des frei gewordenen Jods durch Titration mit Thiosulfat­
losung quantitativ bestimmt werden kann. 

Erforderliche Losungen. 
1. Blutlosung. 
Einem Tier wird mit der Pipette aus einem GefiiB unter 

Beobachtung entsprechender VorsichtsmaBregeln 1 ccm Blut ent­
nommen, dieses wird mit physiologischer Kochsalzlosung veI­
diinnt und auf % Liter aufgefiillt. 

2. 1 %ige Wasserstoffsuperoxydlosung. 
Man stellt sie in der Weise her, daB man zunachst in reiner 

kauflicher (ca. 3 %iger) H 20 2-Losung nach Abstumpfen eines 
etwaigen Sauregehaltes mit 1/10 n NaOH den Gehalt an H 20 2 

durch Titration mit Kaliumpermanganat in schwefelsaurer Losung 
feststellt. Die Permanganatlosung ist eine ca. 1/10 normal und 

1) A. J olles und G. Oppenheim, Beitrage zur KenntniR der Blut­
fermente. Virchows Arch. 180, 185. 1904. 
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vorher auf eine 1/10 normal-Oxalsaurelosung genau einzustellen. 
1st der Gehalt der H 20 2-Losung ermittelt, so verdiinnt man sie 
mit Wasser bis auf einen Gehalt von 1 %. Fur die Einstellung ein 

Beispiel. 3,2 g Kaliumpermanganat werden in 1 Liter 
Wasser gelost; andererseits lost man 6,303 g reinste kristallisierte 
Oxalsaure und bringt die Losung gleichfalls auf 1 Liter. 1 ccm 
1/10 normal-Oxalsaure entspricht 1,701 mg H 20 2• 

10 ccm der. OxalsaurelOsung werden in Kochhitze nach 
Schwefelsaurezusatz bis zur Rotfiirbung mit Permanganatlosung 
versetzt. Werden dabei beispielsweise 10,3 ccm Permanganat­
losung verbraucht, so entspricht 1,0 ccm Permanganat16sung = 
1,701 
.. -- = 1,65668 mg H 20 2• 
10,3 

Man nimmt nun von der kauflichen H 20 2-Lo3ung 5 ccm, 
verdiinnt mit destilliertem Wasser und titriert mit Permanganat 
bis zur bleibenden Rotfarbung. Werden hierbei beispielsweise 
64,78 ccm Permanganat16sung verbraucht, so entsprechen diesen 
64,78.1,65668 = 107,31 mg H 20 2• Somit enthalten 100 ccm 
H 20 2-L6sung = 107,31 . 20 = 2,1462 g H 20 2• Die untersuchte 
kaufliche H 20 2-L6sung ist also eine 2,1462 %ige. Will man aus 
ihr eine 1 %ige L6sung bereiten, so berechnet man die zur Ver­
dunnung erforderliche Anzahl Kubikzentimeter aus der Proportion 

2,1462 : 100 = 1 : x 
x = 46,59. 

Man hat demnach 46,59 ccm der kauflichen H 20 2-L6sung auf 
100 ccm mit destilliertem Wasser aufzufiillen und erhalt so eine 
annahernd 1 %ige H 20 2-L6sung. - Den Gehalt dieser verdunnten 
H 20 2-L6sung kontrolliert man durch abermalige Titration mit 
Permanganat. Verbraucht man hierbei auf 5 ccm H 20 2-L6sung 
30,6 cem Permanganat16sung, so sind in 100 ccm H 20 2-L6sung 

100 
enthalten 30,6. 1,65668. 5 = 1,0138 g H 20 2 (statt 1 g). 

3. ca. 1-2 %ige JodkaliumlOsung. 
4. Dunner Starkekleister. 
5. Hyposulfitlosung. 
Man l6st ungefahr 25 g kristallisiertes Natriumhyposulfit 

in 1 Liter destilliertem Wasser. Andererseits bereitet man eine 
L6sung von 3,874 g reinstem Kaliumbichromat in 1 Liter destil­
liertem Wasser; 20 ccm dieser L6sung entsprechen 0,201 g Jod. 
Von der letztgenannten L6sung bringt man 2 ccm in eine St6psel­
flasche, fiigt 10 ccm Jodkalium16sung hinzu, verdunnt nach etwa 
5 Minuten mit 100 cern destilliertem Wasser und titriert das aus-
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geschiedene Jod nach Zusatz von Starkekleister als Indikator 
mit Hyposulfitlosung. Verbraucht man 15,S ccm Hyposulfit-

losung, so entspricht 1 ccm derselben = °i!OSI = 0,0127 Jod oder , 
= 0,0017 g H 20 2• 

Ausfiihrung. 2 ccm der Blutlosung werden mit 20 ccm 
H 20 2-Losung in einer Stopselflasche gemischt und bleiben zwei 
Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Danach sauert man mit 
10 ccm verdiinnter Schwefelsaure an, fiigt 10 ccm Jodkalium­
losung und etwas Starkekleister zu und laBt wieder 1 Stunde 
bei Zimmertemperatur stehen. Dabei wird von dem unzersetzt 
gebliebenen Wasserstoffsuperoxyd die entsprechende Menge Jod 
in Freiheit gesetzt, das Gemisch farbt sich infolgedessen blau. 
Nun wird mit Natriumthiosulfat zuriicktitriert, und aus der Menge 
der verbrauchten ThiosulfatlOsung kann man die Menge des un­
zersetzt gebliebenen und daraus die Menge des zersetzten Wasser­
stoffsuperoxyds berechnen. 

Berechnung. Sie wird in der Weise durchgefiihrt, daB 
man zunachst 20 ccm H 20 2-Losung mit HyposulfitlOsung in der 
oben angegebenen Weise titriert und von der verbrauchten Menge 
die beim Versuch zur Titration verwandte Menge subtrahiert. 
Aus der Differenz berechnet man die Menge des zersetzten H 20 2 • 

Beispiel. 20 ccm H 20 2 verbrauchten 119,2 ccm Hyposulfit­
lOsung; 1 ccm derselben entspricht = 0,0127 g Jod oder 0,001701 g 
H 20 2 • 

2 ccm Blutlosung, die mit 20 ccm H 20 2 versetzt waren, ver­
brauchten beim Zuriicktitrieren 49,0 ccm Hyposulfitlosung, also 
entsprechen der durch das Blut zersetzten H 20 2-Menge 119,2 - 49,0 
= 70,2 ccm HyposulfitlOsung. Demnach sind von dem zugesetzten 
Waessrstoffsuperoxyd zersetzt worden 70,2.0,001701 = 0,1194 g 
H 20 2• 

Hieraus berechnet man, wieviel Gramm Wasserstoffsuper­
oxyd durch 1,0 ccm Blut zersetzt werden und die so erhaltene 
Zahl nennt Jolles die "Katalasenzahl". 

Bei seinen zahlreichen Versuchen schwankten die meisten 
Werte zwischen IS und 30; als normalen Durchschnittswert nimmt 
J olles 23 an. In den von ihm untersuchten pathologischen 
Fallen (Tuberkulose, Nephritis, Karzinom) fand er regelmaBig 
sehr niedrige Werte. 

Diese Methode ist fiir die Untersuchung von Bakterien­
kulturen unbrauchbar, da Bakterien aus dem Jodkalium schon 
allein Jod abspalten konnen (J orns 1)). 

1) C. Jarns, Uber Bakterienkatalase. Arch. f. Hyg. 67, 134. 1908. 
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Die quantitative Messung der Katalase mit Hilfe von volu­
metrischen Methoden ist zwar vielfaeh geiibt worden, so von 
Liebermann!), von Batelli und Stern 2) und von Loeb 3), 

und es sind aueh besondere Apparate fUr diesen Zweek von ihnen 
konstruiert worden. Doeh kann auf eine Wiedergabe derselben 
verzichtet werden, da sowohl die Permanganat- wie die Jod­
methode mindestens ebenso zuverHissig und genau sind wie die 
volumetrische Bestimmung des entwiekelten Sauerstoffs oder die 
Messung des Druckes, den der aus dem Wasserstoffsuperoxyd frei 
werdende Sauerstoff auf ein Quecksilbermanometer ausiibt. 

Darstellung von Katalasepraparaten. 
1. aus Blut nach Senter 4) und naeh Euler 5). 

Defibriniertes Blut wird mit ungefahr dem zehnfachen Vo­
lumen kohlensauren Wassers gemischt, lO Stunden stehen ge­
lassen und die Fliissigkeit von den festen Bestandteilen ab­
filtriert. Von diesem Filtrat werden 2 Volumen mit 3 Volumen 
95 % igem Alkohol gemischt und die Losung vom Niedersehlag 
befreit. Der Niedersehlag wird wieder mit Wasser digeriert und 
hierauf teils mit der dreifachen Menge Alkohol direkt gefallt, 
teils, wenn es auf die Isolierung des Enzyms ankommt, zuerst 
filtriert und dann gefallt. Der hellbraune Niedersehlag wird 
nun vollstandig im Exsikkator getroeknet, hierauf zerrieben und 
mit Wasser extrahiert. Die jetzt fitrierte klare und fast farblose 
Fliissigkeit, welche heftig auf Wasserstoffsuperoxyd einwirkt, 
kann direkt zum Versueh verwandt werden oder im Vakuum 
eingeengt und der Riickstand im Exsikkator getrocknet auf­
bewahrt werden. 

Lange Zeit haltbare Losungen von Blutkatalase erhalt man 
auch, wenn man naeh Wolff und Stoecklin 6) folgendermaBen 
vorgeht: 

1) L. Liebermann, Dber die Wasserstoffsuperoxyd-Katalyse durch 
die Fermente des Malzauszuges. Pfliigers Arch. 104, 176. 1904. 

2) F. BatelIi und L. Stern, Recherches sur la catalase. Arch. di 
fisiol. 2, 471. 1905. 

3) W. Loeb, Zur Wertbestimmung der Katalasen und Oxydasen im 
Blut. Biochem. Zeitschr. 13, 339. 1908. 

4) G. Senter, Das Wasserstoffsuperoxyd zersetzende Enzym des 
Elutes. Zeitschr. f. physik. Chem. 44, 257. 1903. 

5) H. Euler, Zur Kenntnis der Katalasen. Hofmeisters Beitr. 
7, 1. 1906. 

8) J. Wolff und E. de Stoecklin, Sur un nouveau mode de 
preparation de la catalase du sang et sur ses proprietes. Compt. rend. 
152, 729. 1911. 

Wohlgemuth, Fermentmethoden. 19 
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Frisches Blut wird defibriniert und zentrifugiert und die roten 
Blutkorperchen dreimal mit physiologischer KochsalzlOsung ge­
waschen. Hiernach werden sie scharf abzentrifugiert, durch Zusatz 
von destilliertem Wasser und Ather gelOst, und nach Alkohol­
zusatz bei - 10° wird das Hiimoglobin zur Kristallisation ge­
bracht. Die nach der Filtration bleibende Mutterlauge ist reich 
an Katalase und lange gut wirksam. 

2. aus Fett nach Euler l ). 

Man verwendet am besten ganz fritlches Fett; spiitestens 
1-2 Tage nach Schlachten des Tieres muB es verarbeitet werden. 
Man schabt das Fett und verreibt es in einer Reibeschale mit dem 
gleichen Gewicht Wasser und dem vierfachen Gewicht Seesand 
in kleineren Portionen. Dann wird das Gemisch 3 Stunden bei 300 
sich selbst iiberlassen. Das Gemisch kiihlt sich wiihrend weiterer 
5 Stunden auf Zimmertemperatur (150) ab, worauf das Extrakt 
abgegossen (nicht abgepreBt) wird. Das Filtrat wird nun auf 
0° abgekiihlt und wieder filtriert. Alsdann wird das Extrakt 
mit 3, 4 und 5 Volumen Alkohol und 1 Volumen Ather versetzt. 
Der Niederschlag wird nach Y2-1 Stunde von der Fliissigkeit 
getrennt, abgepreBt und sofort mit Wasser digeriert, wodurch 
der groBte Teil wieder in Losung geht. Es wird wieder mit Alkohol 
gefiillt und der nun erzeugte Niederschlag getrocknet. Das hier­
aus mit Wasser erhaltene Extrakt enthiilt die Katalase und kann 
direkt zum Versuch verwandt werden. 

3. aus Le ber nach Batelli und Stern 2). 
Frische Leber wird fein zerhackt, mit dem gleichen Quantum 

Wasser einige Minuten geschiittelt und durch ein Tuch abgepreBt. 
Der Riickstand wird mit 2 Teilen Wasser eine Stunde geschiittelt 
und abkoliert. Die beiden vereinigten Filtrate werden mit Alkohol 
gefiillt, der Niederschlag alsbald abfiltriert und mit 3 Teilen 
Wasser wieder geschiittelt. Hiernach wird abfiltriert, das Filtrat 
abermals mit Alkohol gefiillt und der Niederschlag im Exsikkator 
getrocknet. 1 g des so erhaltenen briiunlichen Pulvers vermag 
in 10 Minuten 3 bis 4 g H 20 2 zu zersetzen. 

4. aus Hefe nach Issajew 3). 
Unter- oder obergiirige Bierhefe wird mit Wasser sorgfiiltig 

gewaschen, abgenutscht, abgepreBt und in diinner Schicht an der 

1) H. Euler, Zur Kenntnis der Katalasen. Hofmeisters Beitr. 
7, 1. 1906. 

2) F. Batelli und L. Stern, Preparation dl} la catalase animale. 
Compt. rend. de la soc. biolog. 57, 375. 1905. 

3) W. Issajew, tJber die Hefekatalase. Zeitschr. f. physiol. Chem. 
42, 102. 1904. 
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Luft getrocknet. Das trockene Pulver wird mit etwas Wasser 
und Quarzsand verrieben, mit der 8-lOfachen Menge mit Chloro­
form gesattigten Wassers 2-3 Tage ausgezogen und filtriert. 
Das klareFiltrat wird mit dem gleichen Volumen 96 %igen Alkohol 
versetzt, der Niederschlag abfiltriert, mit Alkohol und Ather 
gewaschen und im Exsikkator uber Schwefelsaure getrocknet. 
Das Pulver enthalt die Hauptmenge der in der Hefe vorhandenen 
Katalase und ist sehr lange haltbar. Zum Versuch stellt man 
sich einen wasserigen Auszug aus dem Pulver her, den man vor 
der Benutzung filtriert. 

Auch aus Pilzen, Bakterien und Pflanzenteilen (Blattern) 
hat man katalasehaltige Extrakte gewonnen und sich dabei stets 
des Wassers als Extraktionsmittel bedient. 

Speziell Tabaksblatter eignen sich nach L 0 e WI) besonders 
zur Herstellung von pflanzlichen Katalaselosungen. Man verreibt 
sie zu dem Zweck, extrahiert sie mit Chloroformwasser, filtriert, 
niJlt mit Ammonsulfat, filtriert den Niederschlag ab und dialysiert. 

1) O. L 0 e w, A new Enzym of General Occurence, Washington, Bullet,. 
of U. S. Departem. of Agricult. 1900, 68. 

19* 



G. Blutgerinnung. 

Theoretischer Teil. 
Bevor ich an die Beschreibung der fUr die Messung der Blut­

gerinnung geschaffenen Methoden herangehe, halte ich es im 
Interesse eines besseren Verstandnisses des kommenden Kapitels 
fiir zweckmaBig, den heutigen Stand unserer Kenntnisse von den 
Vorgangen bei der Blutgerinnung kurz zu prazisieren. 

Man hat die Blutgerinnung aufzufassen als einen 
zweiphasigen ProzeB. In der ersten Phase bildet sich 
aus dem Zusammenwirken von Thrombogen, Kalksalzen 
und Thrombokinase resp. thromboplastischen Sub­
stanzen das Thrombin, in der zweiten Phase entsteht 
durch die Einwirkung des Thrombins auf Fibrinogen 
der Faserstoff Fibrin. 

Das Thrombogen, oder, wie Alexander Schmidt!) es 
nannte, das Prothrombin, findet sich bereits im Blutplasma 
fertig vorgebildet, und man hat esdeshalbauchPlasmathrombin 
genannt. Wahrend Arthus 2) und Hammarsten 3) auf dem 
Standpunkte stehen, daB es von den Zellen des Blutes geliefert 
wird,.vertreten Morawitz 4) und Nolf5) die alte Schmidtsche 
Anschauung, daB es bereits im zirkulierenden Blut enthalten ist. 
DaB dem so ist, davon kann man sich in einfacher Weise iiber­
zeugen, indem man einem lebenden Tier Thrombokinase in die 

1) A. Schmidt, Zur Blutlehre. Leipzig 1892. Weitere Beitrage zur 
Blutlehre. Wiesbaden 1895. 

2) Arthus, Recherches sur la coagulation du sang. These de doct. 
Paris 1890. 

3) O. Hammarsten, Uber die Bedeutung der loslichen Kalksalze 
fiir die Faserstoffgerinnung. Zeitschr. f. physiol. Chem. 22, 333. 1896. -
Derselbe, Weitere Beitrage zur Kenntnis der Fibrinbildung. Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 28, 98. 1899. 

4) P. Morawitz, Die Chemie der Blutgerinnung. Ergebn. d. Physiol. 
4, 307. 1905. 

6) P. N olf, Contribution it, l'etude de la coagUlation du sang. 3. mllm. 
Arch. internat. de Physiol. 8. Heft 1. 1908. 
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Adem spritzt. Man erhalt so beim Vogel wie beim Saugetier 
eine momentan ausgebreitete Gerinnung, ein Beweis, daB die 
injizierte Thrombokinase mit dem praformierten Thrombogen bei 
Gegenwart des stets vorhandenen Kalksalzes zu Thrombin zu­
sammentritt. 

Die Kalksalze, deren Bedeutung fiir den Gerinnungsvor­
gang von Arthus und Pages 1) entdeckt wurde, sind ebenfalls 
im Blut gelOst vorhanden, und zwar in ionisierter Form. Ihre 
Anwesenheit ist, wie Hammarsten festgestellt hat, von Wichtig­
keit nur fUr das Zustandekommen der ersten Phase; ohne sie kann 
eine Bildung des Thrombins nicht stattfinden. Dagegen sind sie 
fiir die zweite Phase bedeutungslos; denn die Umwandlung des 
Fibrinogens in Fibrin kann auch bei Abwesenheit ionisierter 
Kalksalze vor sich gehen. 

Die Thrombokinase oder Thrombozym (Nolf) oder 
Cytothrombin (Fuld), der dritte fUr die Bildung des Thrombins 
notwendige Faktor, ist nach Fuld und Spiro 2) und Morawitz 
ein Produkt der zelligen Elemente des Blutes, und zwar in erster 
Reihe der Blutplattchen, vielleicht auch der Leukozyten. Sie 
wird erst gebildet in dem Moment, wo auf die zelligen Elementc 
extravaskular ein gewisser Reiz ausgeiibt wird. Damit erinnert 
sie Ie bhaft an die zymoplastische Su bstanz von S c h mid t; doch 
unterscheidet sie sich von ihr prinzipiell dadurch, daB sie auBer­
ordentlich empfindlich ist gegen thermische und chemische Ein­
fl iisse, wahrend die zymoplastische Su bstanz von S c h mid t 
alkoholloslich und hitzebestandig ist. - Nach N 01£ solI SChOll 
im zirkulierenden Blut eine gewisse Menge an Thrombozym ent­
halten sein, was auch sehr wahrscheinlich ist, da ja physiologischel'­
weise stets Blutzellen zugrunde gehen; doch wil'd seine Wil'kung 
in der Blutbahn sofort paralysiert durch im Blut enthaltene 
gerinnungshemmende Stoffe. AuBer den Blutzellen kommen 
nach N 01£ noch c\ie Zellen der GefaBwand als Quelle fiir das 
Thrombozym in Betracht. 

Die Wirkung der throm boplastischen Su bstanzen boi 
der Entstehung des Thrombins, auf deren Bedeutung zuen;t 
N 01£ aufmerksam gemacht hat, ist noch nicht ganz gekliirt. 
Nur so viel scheint festzustehen, daB sie fiir die Bildung deH 
Thrombins zwar entbehrlich sind, daB aber die drei oben beschrie­
benen Komponenten weit schneller miteinander in Reaktion 
treten in Gegenwart thromboplastischer Substanzen. Sie sind 

1) Arth us und Pag es, Nouvelle tMorie chimique de la coagulation 
du sang. Arch. de Physiol. 22, 739. 1890. 

2) E. Fuld und Spiro, Der EinfluB einiger gerinnungshemmendcr 
Agentien auf das Vogelplasma. Hof meis ters Beitr. 5, 171. 1904. 
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nach N 01£ unspezifischer Natur und finden sich in samtlichen 
Geweben. - Thromboplastisch, im Sinne einer Beschleunigung 
der Thrombinbildung, wirkt auch die alleinige Beriihrung des 
Elutes mit Fremdkorpern, die eine rauhe, benetzbare Oberflache 
haben. Denn es ist eine bekannte Tatsache, daB frisches, aus 
der Ader entnommenes Blut in einem GlasgefaBe mit benetz baren 
Wanden bereits in wenigen Minuten gerinnt, wahrend es in Glas­
gefiiBen mit paraffinierten Wanden stundenlang fliissig bleiben 
kann. Das beruht zum Teil darauf, daB unter dem EinfluB der 
Beriihrung mit Fremdkorpern die Elutplattchen schneller zer­
fallen und so ihre gerinnungsbefordernden Stoffe (Thrombokinase) 
schneller abgeben, zum Teil aber spielen sicherlich noch andere 
Einfliisse mit (Bordet und Gengou l )). 

Das durch das Zusammenwirken der drei Faktoren: Throm­
bogen, Kalksalze, Thrombokinase unter eventueller Mitbeteili­
gung thromboplastischer Substanzen gebildete Throm bin oder 
Fi brinfermen t oder Holothrom bin besitzt seine groBte Wirk­
samkeit in dem Moment des Entstehens. Schon nach kurzer 
Zeit nimmt es an Kraft erheblich ab, besonders, wenn man es 
bei Zimmertemperatur oder gar im Brutschrank aufbewahrt; in 
der Kalte dagegen halt es sich mehrere Tage wirksam und in ge­
frorenem Zustande findet man es sogar nach Wochen noch gut 
wirksam (Wohlgemuth). Diese Erscheinung, daB hochwirk­
same ThrombinlOsungen in kurzer Zeit wirkungslos werden, be­
ruht weniger auf einer Zerstorung des Thrombins als auf einem 
Latentwerden desselben: das wirksame Thrombin geht in eine 
inaktive Form, das Metathrombin, iiber. Wie man sich diesen 
Vorgang vorzustellen hat, ist noch nicht vollig geklart. Pekel­
h aring 2) nimmt an, daB beim Stehen des Serums sich gerinnungs­
hemmende Korper bilden, welche dem Thrombin entgegenwirken, 
wahrend MeHan b y 3) vermutet, daB das Thrombin bei langerem 
Stehen von den EiweiBkorpern des Serums adsorbiert wird. 
Welche von beiden Anschauungen auch zutreffen mag, auf jeden 
Fall gelingt es, wie Alexander Schmidt gezeigt hat, durch 
Behandlung des inaktiv gewordenen Serums mit Alkali das 
Metathrombin zu reaktivieren, sei es, daB das Alkali das Anti­
thrombin zerstort oder die Bindung von Thrombin und Serum­
eiweiB lost. Da man glaubte, daB dies reaktivierte Thrombin 

1) J. Bordet und O. Gengou, Recherches sur la coagulation du 
sang. Annal. Instit. Pasteur. 1'i', 822. 1903. 

2) c. A. Pekelharing, Ein paar Bemerkungen iiber Fibrinferrnente. 
Biochem. Zeitschr. 11, 1. 1908. 

3) J. MeIlan by, The coagulation of blood. Journal of physiol. 
38, 28. 1908. 
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von dem genuinen Thrombin verschieden ist, hat man es N eo­
throm bin genannt. Es ist indes keineswegs sicher, daB ein 
Unterschied zwischen beiden besteht. - Dieser Vorgang der 
spontanen Inaktivierung des Thrombins im Serum, der besonders 
schnell bei Blutwarme vor sich geht, ist aufzufassen als eine 
Schutzvorrichtung des Organismus, die ebenso wie die gerinnungs­
hemmenden Substanzen im Blut gerichtet ist gegen die aus den 
standig zerfallenden Blutzellen sich bildende Thrombokinase und 
gegen eine intravaskular auftretende Gerinnung. 

1m Interesse eines besseren Verstandnisses sei der immerhin 
recht komplizierte Vorgang der Thrombinentstehung und -um­
wandlung mittelst folgenden Schemas veranschaulicht: 

Zellen 

I 
Thrombokinase 

Blut 

-------------Plasma 

I 
Thrombogen 
+ Kalksalze 

(Gewebe) 

(Throm boplastische 
Substanzen) 

~------ ........................................ . 

~---------------.-----

Thrombin 

I 
Metathrombin 

I 
Neothrombin 

Dber die zweite Phase der Gerinnung, iiber die bei der Um­
wandlung des Fibrinogens in Fibrin durch das Thrombin 
stattfindenden chemischen Umsetzungen, ist nichts Sicheres be­
kannt. Heubner 1) nimmt an, daB das Fibrinogen hierbei ge­
spalten wird in das unlasliche Fibrin und in das leicht lOsliche, 
von Hammarsten entdeckte Fibringlobulin. Huiskamp 2) 
halt indes die Annahme, daB das Thrombin eine AbspaItung des 
Fibringlobulins bewirkt, fUr iiberfliissig; denn es gelang ihm, 
das Fibringlobulin mittelst schwach alkalischer Fluornatrium­
lasung, wenigstens zum allergraBten Teil, aus dem Fibrinogen 
zu entfernen, ohne daB der zuriickbleibende Karper Fibrin war. 

Die hier wiedergegebenen Anschauungen von den Vorgangen 
bei der Blutgerinnung kannen durchaus nicht als allgemein an-

I) Heu bner, Die Spaltung des Fibrinogens bei der Fibringerinnung. 
Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 49, 229. 1903. 

2) W. Huiskamp, Zur Fibringlobulinfrage. Zeitschr. f. physiol. Chern. 
44, 182. 1905 und 46, 273. 1905. 
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erkannt gelten, viele Punkte sind noch ganzlich unklar und selbst 
die wichtigsten sind noch Gegenstand heftiger Kontroversen, so 
besonders die Frage, ob die Blutgerinnung aufzufassen ist, als 
ein fermentativer ProzeB oder nicht. 

Schon W oldridge 1) bestritt, daB die Blutgerinnung ein 
fermentativer Vorgang ist; er glaubte vielmehr, daB sie nichts 
anderes ist als die gegenseitige Fallung zweier Kolloide, des Fibri­
nogens A und des Fibrinogens B, die schon im stromenden Blute 
vorhanden sind und sich dort in einem labilen Gleichgewichts­
zustand befinden. Ihre Vereinigung kommt aber im Blute nicht 
zustande, da ihr durch gewisse Krafte, deren Natur noch unbe­
kannt ist, entgegengearbeitet wird. 

Auch No1£ 8) steht auf dem Standpunkt, daB die Gerinnung 
kein fermentativer ProzeB ist, sondern ein Ausflockungsvorgang 
dreier Kolloide, und zwar des Thrombogens, Thrombozyms und des 
Fibrinogens. Doch nimmt er auch fiir diesen, nach seiner Ansicht 
rein physikalischen Vorgang - und damit nahert er sich unserer 
Auffassung - zwei Phasen an. In der ersten Phase vereinigen sich 
Thrombogen und Thrombozym unter Mitwirkung ionisierter 
Kalksalze, und in der zweiten Phase erfolgt die Ausfallung des 
Fibrins. Das Thrombin soIl nichts anderes sein als fibrinogen­
armes Fibrin; durch Zusatz von Fibrinogen wird das Thrombin 
in Fibrin umgewandelt. Obwohl aIle diese Faktoren im Blute 
anzutreffen sind, erfolgt ihre Vereinigung doch nicht innerhalb 
der Blutbahn, wei! nach N 01£ zwischen ihnen wenig Neigung, 
zu reagieren, besteht. Sie verbinden sich nur unter dem Ein£luB 
thromboplastischer Substanzen. Darunter versteht No 1£ nicht 
nur Gewebsextrakte, sondern auch aIle Momente, die den phy­
sikalischen Zustand des Blutes verandern, wie z. B. Korper, die 
groBe Ober£lachenenergien entwickeln, wie fein gepulvertes Glas, 
Kohle usw. 

Eine noch andere Theorie der Blutgerinnung hat auf Grund 
seiner Beobachtungen an wirbellosen Tieren L. Loeb 3) ent­
wickelt. Er fand, daB beim Hummerblut, genau wie beim Blut 
der Wirbeltiere, auBer dem Fibrinogen zwei Substanzen fiir den 
Gerinnungsvorgang von wesentlicher Bedeutung sind, 1. die aus 
den Blutzellenstammenden Thrombine und 2.dieaus den meisten 
Geweben extrahierbaren Gewe bskoaguline. Erstere sind in 

1) L. C. Woldridge, Die Gerinnung des Blutes. Deutsch von M. v. 
Frey, Leipzig 1891. 

2) P. No If, Eine neue Theorie der Blutgerinnung. Ergebnisse der 
inneren Medizin u. d. Kinderheilkunde 10, 250. 1913. 

3) L. Loeb, Untersuchungen iiber Blutgerinnung. Hofmeisters 
Beitr. 8, 67. 1906. 
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dem Zustande, wie man sie nach abgelaufener Gerinnung in dem 
Serum odt'r in dem Koagulum findet, von der Anwesenheit los­
licher Cakiumsalze unabhangig; letztere bewirken nur bei An­
wesenheit bestimmter Mengen von Calcium Koagulation von 
Blutplasma oder von FibrinogenlOsungen. Loeb steht also auf 
dem Standpunkt, daB die Gewebskoaguline (thromboplastische 
Substanzen) nicht als Kinasen wirken, somit nicht die Entstehung 
des Thrombins beschleunigen, sondern ebenso wie das Thrombin 
am Fibrinogen angreifen, nur mit dem Unterschied, daB sie fiir 
die "\Virkung noch der Gegenwart von Ca-1onen bediirfen, wahrend 
das Thrombin die Ca-1onell nur fUr seine Entstehung aus dem 
Prot,hromhin (Thrombogen) braucht, seine Wirkung dagegen auf 
das Fibrinogen auch in Abwesenheit . von Kalksalzen entfalten 
kann. -- Die gleiche Rolle, wie bei der Gerinnung des Blutes der 
Wirbellosen, spielen nach Loe bs Ansicht die Gewebskoaguline 
auch bei der Blutkoagulation der Wirbeltiere. 

Aus dem Gesagten geht hervor, daB man von einer 
einheitliehen Auffassung des komplizierten Gerin­
nungsprozesses noch weit entfernt ist. Mag man ihn 
nun fiir einen fermentativen oder einen rein physika­
lisch-chemischen Vorgang halten, das eine steht jeden­
falls jet~t schon fest, daB die Blutgerinnung einen 
zweiphasigen Prozef3 darstellt, dessen erste .Phase in 
der Bildung des Thrombins aus den drei Faktoren 
Thrombogen, Kalksalze und Thrombokinase besteht, 
und dessen zweite Phase der Umwandlung des Fibri­
nogens in Fibrin durch das Thrombin entspricht. 

1m folgenden werden in erster Reihe die Methoden zur Fest­
stellung der Gerinnungsgeschwindigkeit mitgeteilt, und dann die 
Methoden zur Untersuchung und Darstellung der einzelnen Ge­
rinnungskom)lonenten. Wenn dabei auch auf moglichste Voll­
standigkeit Wert gelegt wurde, so hielt ich es andererseits doch 
fiir richtig, das vorliegende Material nach seinem Wert zu sichten 
und 11ur das wirklich Brauchbare und Wertvolle mitzuteilen. 

!lethoden znr Bestimmnng der BInt­
gerinnungszeit. 

Die Mehrzahl der hier zu schildernden Methoden befaBt sich 
mit der Bestimmung der Gerinnungszeit, d. i. desjenigen Zeit­
raumCH, den das Blut braucht, um auBerhalb der Blutbahn zu 
erstalTen. 
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Trotz ihrer groBen Zahl diirfte wohl keine imstande sein, 
die Gerinnungszeit wirklich exakt zu bestimmen. Das liegt aber 
weniger an den Methoden als an der Natur des Gerinnungsvor­
ganges seIber. Denn man kennt kein Mittel, um festzustellen, 
in welchem Moment die Gerinnung einsetzt, und in welchem 
sie vollkommen beendet ist. Man geht aber wohl nicht fehl, 
wenn man annimmt, daB die Gerinnung spatestens beginnt in 
dem Augenblick, wo das Blut die GefaBbahn verlaBt. Darum 
hat man auch in den meisten Fallen den Moment des Blut­
austrittes aus der frisch gesetzten Wunde als den Be­
ginn der Gerinnung angenommen. Der SchluBmoment ware 
- genau genommen - erst dann.gegeben, wenn samtliches 
Fibrinogen in Fibrin iibergefiihrt ist. Dieser Zeitpunkt laBt 
sich aber weder makroskopisch noch mikroskopisch mit Sicher­
heit ermitteln, abgesehen davon, daB die komplette Umwandlung 
des Fibrinogens in Fibrin sehr lange Zeit fiir sich beansprucht. 
Man hat sich deshalb entschlieBen miissen, andere Phasen in dem 
Gerinnungsvorgang als Endpunkte zu wahlen, und hat in der 
Mehrzahl der Falle zwei Momente als Endpunkt bevorzugt, 
einmal das Auftreten der ersten Fibrinfaser, sodann die 
Abnahme der Beweglichkeit des Blutes, bedingt durch die 
zunehmende Erstarrung der Fliissigkeit. 

Nun ist der Gerinnungsvorgang, wie wir im vorhergehenden 
Kapitel gesehen haben, von einer Reihe zum Teil wohlbekannter 
Faktoren abhangig, zum Teil sind aber auch auBere Momente, 
wenn sie nicht strikte beriicksichtigt werden, imstande, in dem 
einen oder anderen Sinne das Resultat zu beeinflussen. Es ist 
deshalb ein unbedingtes Erfordernis, daB alle fUr jede einzelne 
Methode besonders angegebenen Vorschriften aufs peinlichste 
innegehalten werden. 

Zunachst seien einige allgemeine Punkte hier besonders 
hervorgehoben, die bei samtlichen Methoden zu beachten sind. 

1. Vor jeder Blutentnahme ist die Haut an der Stelle, wo 
man das Blut entnehmen will, sorgfaltigst mit Alkohol und Ather 
oder mit Benzin allein zu reinigen. SolI aus einer behaarten Stelle 
Blut entnommen werden, so ist diese zuvor zu rasieren. 

2. Das Blut, mit dem der Versuch ausgefUhrt werden solI, 
muB so gewonnen werden, daB moglichst keine Beriihrung mit 
den Geweben stattfindet. Am sichersten wird das erreicht, wenn 
man nach der Vorschrift von Unger l ) das GefaB, aus dem das 
Blut elltnommen werden solI, freilegt, doppelt abklemmt und das 
blutspendellde GefaBende so iiber eine Magnesiumprothese stiilpt, 

1) E. Unger, Uber Blutgerinnung. Medizinische Klinik 1912, Nr. 49. 
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daB die Intima nach auswarts gekehrt wird und samtliches Blut, 
das aus dem Gefii,B flieBt, bei seinem Austritt ausschlieBlich mit 
der Intima in Beriihrung kommt. Von dieser Art der Blutent­
nahme wird man aber nur selten Gebrauch machen, eher noch 
von der Venenpunktion, bei der eine Beriihrung des Elutes mit 
Geweben auf ein Minimum reduziert ist. Meist begniigt man sich, 
durch einen Stich in die Raut die fUr die Untersuchung erforder­
liche Blutmenge zu bekommen. Dieser muB aber so tief ausge­
fUhrt werden, daB das Blut in schneller Folge abtropft. Driicken 
oder Pressen, urn ein schnelleres Auftreten des Bluttropfens zu 
bewirken, ist durchaus unzuIassig, da durch den Druck auch Ge­
websfliissigkeit in das Blut iibergeht und diese den Gerinnungs­
vorgang ganz erheblich beeinfluBt. - Rat man darum durch 
den Einstich mit der Lanzette eine zu kleine Verletzung gesetzt, 
so ist es nicht ratsam, diese Wunde weiter zur Blutentnahme zu 
benutzen, sondern man tut gut, aus einer neuen Offnung Blut 
in hinreichender Menge zu entnehmen. Ganz unstatthaft ist es, 
Wunden zu benutzen, in denen sich schon Gerinnsel gebildet 
haben; denn Blutstropfen aus solchen Wunden gerinnen besonders 
schnell. Darum ist es auch im Tierversuch nicht zu empfehlen, 
wenn man eine Kaniile in ein GefaB eingebunden hat, aus dieser 
mehrmals hintereinander in verschiedenen Zeitintervallen Blut 
zu entnehmen. Weit zweckmaBiger ist es, bei jeder neuen Blut­
probe ein neues GefaB und eine sorgfiiltig gereinigte, noch nicht 
benutzte Kaniile zu verwenden. 

3. Die GefaBe, in die das Blut aufgefangen wird, miissen vor­
her mit Wasser, Alkohol und Ather aufs sorgfiiltigste gereinigt 
und frei von Staubpartikelchen sein. Denn jede Verunreinigung 
und Rauhigkeit der GefiiBoberflache beschleunigt den Gerinnungs­
prozeB. 

4. Die Blutentnahme muB stets in der gleichen Weise und bei 
moglichst gleicher Temperatur erfolgen, damit die Versuchs­
bedingungen stets die gleichen bleiben. Besonders auf Tem­
peraturschwankungen in der Umgebung ist ein Rauptaugenmerk 
zu richten, da sonst leicht Differenzen in den Gerinnungszeiten 
auftreten, die zu ganz falschen Schliissen fiihren konnen. 

Bei der Kompliziertheit der meisten Methoden ist es, zumal 
so viele Kautelen zu beriicksichtigen sind, in jedem FaIle rat­
sam, zunachst eine Reihe von Vorversuchen auszufUhren und 
erst dann, wenn man sich auf eine bestimmte Methode besonders 
eingearbeitet hat, wissenschaftliche Fragen in Angriff zu 
nehmen. 

Von den zahlreichen bisher bekannt gewordenen Methoden 
seien nur die gebrauchliQhsten mitgeteilt. Sie zerfallen, soweit 
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sie sieh mit der Feststellung der Gerinnungszeit befassen, vor­
wiegend in zwei Gruppen, in Kapillarmethoden und in soge­
nannte Kammermethoden, dazu kommt noeh eine Objekt­
tragermethode. 

A. KapiUarmethoden. 
1. Methode von Vierordtl). 

Sie erfordert Glaskapillaren von ca. 1 mm Durehmesser und 
ca. 5 em Lange, die aufs sorgfaltigste gereinigt und frei von Staub­
partikelehen sein mussen; ferner weiBe Pferdehaare, die langer als 
die Kapillare, mindestens 10 em lang, sein mussen und nieht 
alIzu dick im Vergleieh zum' Lumen der Kapillare sein durfen. 
Vierordt empfiehlt, um storende Unreinigkeiten zu vermeiden, 
die Haare vorher mit heiBem Alkohol und Ather zu extrahieren, 
<lann mit destilliertem Wasser zu wasehen und im Troekensehrank 
zu troeknen. 

Ausfuhrung. Man fuhrt in die Glaskapillare das eine 
Ende des Haares, ohne dieses Ende vorher mit den Fingern zu 
beruhren, sehiebt bis nahe an das zur Aufsaugung des Elutes 
bestimmte Ende der Kapillare vor und bringt nun die Kapillare 
mit dem aus einem Einstieh in die Fingerbeere quellenden Bluts­
tropfen in Beriihrung; dabei steigt das Blut dureh Kapillar­
attraktion in dem Glasrohrehen sofort in die Hohe. So bald die 
Blutsaule eine Lange von 5 mm erreieht hat, unterbrieht man 
die Blutzufuhr und sehiebt das Haar von hinten her ganz vor­
siehtig so weit vor, daB man es mit den Fingern am anderen Ende 
fassen kann. Der Zeitpunkt, wenn der Tropfen aufgesaugt wird, 
was sofort naeh seinem Hervortreten gesehieht, wird notiert. 
Nun wird von Zeit zu Zeit, etwa alle halbe Minute, das Haar ein 
Stuckchen vorgezogen. Sobald die wirkliche Koagulation be­
ginnt und das Fibrin sieh ausscheidet, schlagen sieh die rotlichen 
Koagula auf dem Haare fest haftend nieder und konnen an diesem 
herausgezogen werden. Man fahrt nun mit dem ruckweisen 
Vorziehen des Haares so lange fort, bis keine Koagula mehr auf 
ihm sieh absetzen; dieser Zeitpunkt tritt ein, wenn die Gerinnung 
durch die ganze Blutmasse hindurchgeschritten ist. Das Haar 
zeigt somit ein vorderes farbloses Stuck, ein mit Koagulis in mehr 
oder minder grol3em Abstande bedeekten Abschnitt und wieder 
ein ungefarbtes Segment. Der Zeitpunkt des Erscheinens dieses 
letzten Segmentes wird wiederum notiert. Der Zeitraum, der 

1) c. Vierordt, Die Gerinnungszeit des Blutes in gesunden und 
kranken Zustii.nden. Arch. f. Heilk. 19, 193. 1878. 
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verstrichen ist zwischen dem Eintritt des Blutes in die Kapillare 
und dem Erscheinen des zweiten ungefarbten Segmentes des 
Haares, ist die Gerinnungszeit. 

Sie betragt nach Vierordt fiir den normalen Menschen 
9,28 Minuten im Mittel. 

Diese Methode hat den Nachteil, daB bei ihr auf die umgebende 
Temperatur, bei welcher der Gerinnungsversuch vorgenommen 
wird, keine Riicksicht genommen wird. Es konnen darum die 
mit ihr gewonnenen Werte keinen Anspruch auf groBe Genauig­
keit machen. Sie sind auch nur dann zu verwerten, wenn man 
stets einige Kontrollversuche an einer normalen Person gleich­
zeitig ausfiihrt. 

Diesem Mangel suchten Kottmann und Lidsky zu be­
gegnen, indem sie unter Beibehaltung der Vierordtschen Ver­
suchsanordnung die erforderliche Apparatur in eine Thermos­
flasche unterbrachten. 

Modifikation von Kottmann und Lidskyl). 

. Eine weite Glasrohre wird durch einen KorkabschluB wasser­
dicht in eine horizontal gelagerte Thermosflasche plaziert, die 
mit Wasser von der gewiinschten Temperatur gefiiIlt ist. Kott­
mann und Lidsky arbeiteten stets bei einer Temperatur von 
15° C. In den temperierten Luftmantel der Glasrohre wird dann 
ein mit einer Kapillare armierter Metallstab eingeschoben und 
durch einen Kork abgeschlossen, nachdem man zuvor die auf 
dem Metallstab befestigte Kapillare in der von Vierordt ange­
gebenen Weise mit Blut gefiillt und ein Pferdehaar durch die 
Kapillare durchgefiihrt hat. Dadurch wird ermoglicht, die Vier­
ordtsche Methode in bequemer Weise bei jeder beliebigen 
Temperatur, die wahrend des Versuches mit dem Thermometer 
kontrolliert werden kann, zur Ausfiihrung zu bringen. Man 
braucht nur aIle Minuten mit Hille eines Handgriffes den Metallstab 
ohne Erschiitterung horizontal hervorzuziehen, bis die Kapillare 
mit dem Elute sichtbar wird. Durch sukzessives Vorziehen des 
Pferdehaares wird dann Beginn und Ende der Gerinnung in 
der iiblichen Weise bestimmt. Sofort nach der nur wenige 
Sekunden dauernden Besichtigung wird der Metallstab mit der 
Elutkapillare wieder in den Luftmantel zUrUckgeschoben, wobei 
eine Auftreibung des Metallstabes als Zapfen fiir die Korkoffnung 
dient und so einen Warmeaustausch verhindert. Eine Glaskapil-

1) K. Kottmann und A. Lidsky, Die Vierordtsche Methode fur 
Gerinnungsbestimmungen des Blutes in verbesserter Form. Zeitschr. f. 
klin. Med. 69, 431. U110. 
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lare, welche mit Klammern ebenfalls auf dem Metallstab fixiert 
ist, dient zur bequemen Fuhrung des Pferdehaares, welches auf 
diese Weise ohne Schwierigkeiten in den Glasmantel zuruck­
geschoben und auch ohne Zeitverlust nach Fullung der Blut­
kapillare durch diese vorgestoBen werden kann. Das durch den 
Kork gesteckte Thermometer zeigt die jederzeit im Luftmantel 
herrschende Temperatur an. 

Diese Methode hat vor der Vierordtschen den Vorzug, 
daB man hier keine Kontrollbestimmungen an normalen Per­
sonen notig hat, sondern die gewonnenen Resultate unter sich 
vergleichen und direkt verwerten kann. Mit dieser Methode ge­
messen 1), gerinnt normales menschliches Blut bei 15 0 C nach 
11 Minuten, bei 20 0 C nach 6 Minuten. 

2. Methode von Wright2). 

Sie ist besonders in England und Amerika viel in Gebrauch 
und beruht auf dem Prinzip, daB eine Reihe genau gleicher Glas­
kapillaren mit einer bestimmten. Menge friflchen Elutes gefiillt 
und nach Verlauf von einigen Minuten in verschiedenen Zeit­
intervallen ausgeblasen werden. Dabei beobachtet man dann, ob 
das Blut flussig oder teilweise geronnen oder vollkommen ge­
ronnen ist, und bestimmt die Zeit, die zur Bildung eines richtigen 
Gerinnsels notig ist. 

Das einzig Schwierige an der sonst so einfachen Methode 
ist die Beschaffung vollkommen gleichmaBiger Glaskapillaren. 
Wrigth gibt hierfiir folgende Vorschrift: 

Ein Stuck gewohnliches Glasrohr wird zu einer dunnen, 
ganz spitz zulaufenden Kapillare ausgezogen und das spitze Ende 
abgeschmolzen. Hiernach miBt man mit einer geeichten 5 cmm 
Pipette, wie sie zu Gowers Hamozytometer erforderlich ist, 
unter Benutzung eines Gummisaugers genau 5 cmm Queck­
silber ab und bringt das Quecksilber in die weite Offnung des 
ausgezogenen Glasrohres. Das diinne Ende des Glasrohres wird 
nun zu einer haarfeinen Kapillare ausgezogen und mitten durch­
gebrochen. Durch Kippen der Rohre bringt man das Queck­
silber in der Kapillare an diejenige Stelle, wo die Kapillare ein 
Lumen von 0,25 mm hat, das ist dort, wo die Quecksilbersaule 
eine Lange von 5 cm annimmt. Man verfahrt dabei so, daB man 
die Rohre auf ein weiBes Stuck Papier legt, auf das man die 

1) K. Kottmann und A. Lidsky, Beitrage zur Physiologie und 
Pathologie der Schilddriise. Zeitschr. f. klin. Medizin 71, 346. 1910. 

I) Wright, Lecture on tissue on cellfibrinogen. The Lancet, 1892. 
1. 457. 
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Distanz von 5 em aufgezeiehnet hat. 1st der Queeksilberfaden 
in der Kapillare an keiner Stelle 5 em lang, so ist die Kapillare 
zu verwerfen. Findet man dagegen eine Stelle, wo der Queek­
silberfaden dem EiehmaB entsprieht, so markiert man proviso­
riseh mit einem Glassehreiber die beiden Enden der Queeksilber­
saule. Nun bringt man die Queeksilbersaule 1-2 em naher 
an die weite Offnung des Glasrohres, signiert die beiden pro vi­
soriseh markierten Stellen und brieht an der auBeren Marke die 
R6hre entzwei. Bevor man dies tut, maeht man die Offnung 
der Pipette frei, indem man deren ganz fein ausgezogenes Ende 
abbrieht, und iibertragt das Queeksilber in die naehste R6hre, 
die zu kalibrieren ist. Naehdem man etwa 6-8 R6hren auf diese 
Weise kalibriert hat, versieht man sie mit fortlaufenden Zahlen 
an den breiten obersten Enden unter Benutzung eines Glas­
sehreibers. 

Ausfiihrung. Man maeht mittelst einer Lanzette oder 
der Frankesehen Nadel einen solehen Einstieh in die Fingerbeere, 
daB das Blut ohne weiteres Pressen in groBen Tropfen aus der 
Wunde quillt. Allenfalls ist es gestattet, falls das Blut zu lang­
sam flieBt, ein Tasehentueh um den verletzten Finger zu wiekeln 
und ihn ganz leieht zu komprimieren; jedes starkere Driieken 
fiihrt zu falsehen Resultaten, da dureh den starkeren Druck 
Lymphe und Gewebssaft mit ausgepreBt werden. Den ersten 
aus der Wunde quellenden Blutstropfen wiseht man ab; erst der 
zweite Tropfen wird zum Versueh verwandt, und zwar so, daB 
man eine der oben besehriebenen Kapillaren mit dem Blut in 
Beriihrung bringt und das Blut mittelst kapillarer Attraktion 
genau bis zur oberen Marke aufsteigen laBt. Dann entfernt man 
die Kapillare yom Blutstropfen und sorgt dureh leiehtes Sehiitteln 
oder Klopfen dafiir, daB die Blutsaule in dem Kapillarrohr urn 
1-2 em h6her steigt, so daB also das untere Ende der Blutsaule 
ca. 1-2 em yom Ende der Kapillare entfernt ist. Naeh Fiillung 
des R6hrehens wird der Moment der Blutentnahme genau notiert. 
Hiernaeh wiseht man den Blutstropfen yom Finger weg, fiillt 
mit dem naehsten Blutstropfen die zweite Kapillare in der gleiehen 
Weise bis zur Marke und notiert abermals die Zeit. Genau so 
verfahrt man mit den iibrigen 4 resp. 6 Kapillaren, aehtet aber 
darauf, daB die Fiillung der einzelnen Kapillaren in Abstanden 
von h6ehstens Y2 Minute gesehieht. 

Die mit Blut gefiillten Kapillaren werden nun in Lufttem­
peratur gehalten, wenn die Temperatur annahernd mit der Normal­
temperatur der halben Blutwarme (18,50 Coder 65-660 F) iiber­
einstimmt. Falls die Lufttemperatur erheblieh h6her oder nied­
riger ist als die oben angegebene Normaltemperatur, stellt man 
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die Kapillaren mit dem Ende, in dem sich das Blut befindet, 
in ein GefaB (Becherglas, Schiissel) mit Wasser von 18,50 C auf­
recht hinein, so daB das Blut von der Temperatur konstant um­
geben ist, wahrend das weite obere Ende aus dem Wasser hervor­
ragt. Ein VerschlieBen der unteren Offnung ist nicht notwendig, 
weil die zwischen Wasser und Blut befindliche Luftsaule eine 
Vermischung des Blutes mit Wasser verhindert. 

Sind 3 Minuten seit der. Fiillung der ersten Kapillare ver­
strichen, so nimmt man die Kapillare 1 aus dem Wasserbad her­
aus und blast ihren Inhalt auf ein Stiick weiBes Filtrierpapier. 
Dabei muB man scharf darauf achten, ob schon kleine Fibrin­
gerinnsel sich gebildet haben. Eine halbe Minute spater blast 
man die zweite Kapillare auf Filtrierpapier aus, wied€'r eine halbe 
Minute spater die dritte usw. Als Endpunkt gilt derjenige Moment, 
in dem das erste richtige Gerinnsel auf dem Filtrierpapier zu er­
kennen ist. Der Zeitraum, der verstrichen ist zwischen der 
Fiillung der betreffenden Kapillare und dem Moment des Aus­
blasens ist die Gerinnungszeit. 

Nach Wright betragt die Gerinnungszeit fUr normales Blut 
ungefahr 5 Minuten. 

3. Methode von Schultz l ). 

Sie besteht darin, daB das Blut in Hohlperlenkapillaren auf­
gefangen wird, dessen einzelne Glieder in bestimmten Zeitab­
schnitten abgebrochen und in abgemessenen Quanten physiologi­
scher Kochsalzlosung ausgeschiittelt werden. Man erhalt auf 
diese Weise den Gerinnungsvorgang in der G:esamtheit in Stadien 
zerlegt - das Eintreten des ersten makroskopisch sichtbaren 
Gerinnsels, den Fortgang und den AbschluB der Gerinnung. 

Erforderlich fUr diese Methode sind Gerinnungsrohrchen, die 
aus einem kurzen glatten Stiel und aus einem Teilstiick mit 12 
(oder mehr) eng aneinander liegenden kugeligen Aufblasungen 
bestehen. Diese sollen moglichst kongruent sein und die 1ntervall­
stiicke moglichst kurz und von dem urspriinglichen Durchmesser 
der Kapillare. Fallen die 1ntervallstiicke zu weit aus, so kann 
die Beobachtung des Gerinnungsvorganges dadurch gestort werden, 
daB nach Fortschreiten der Gerinnung beim Abbrechen der Hohl­
perlen Gerinnsel aus der nachfolgenden Kapillare mit heraus­
gerissen werden und diese zum Versuch unbrauchbar machen. 
1st dies etwa geschehen, so bricht man eine weitere Perle ab, da 

1) W. Schultz, Eine neue Methode zur Bestimmung der Gerinnungs. 
fiihigkeit des Blutes. Berl. klin. Wochenschr. 1910. Nr. 12. 527. 
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nicht die laufende Reihenfolge, sondern das Zeitintervall maB­
gebend ist. Die Intervallstiicke sind einseitig geritzt und werden 
dieser Markierung entsprechend gebrochen. Die Gerinnungs­
rohrchen sind bei der Firma Eberhard vorm. Nippe, Berlin, 
Neues Tor 1, erhaltlich. 

Ausfiihrung eines Gerinnungsversuches. Man laBt 
vom Ende des mit allen Kautelen (Aqua dest., A,lkohol, Ather) 
gereinigten Gerinnungsrohrchims Blut in dasselbe eintreten, 
trocknet alsdann, nachdem die Fiillung beendet ist, sorgfaltig 
etwa auBen anhaftendes Blut ab und legt das Rohrchen auf eine 
geeignete Unterlage etwas schrag mit dem Stiel nach oben, damit 
nicht ein Teil des Blutes aus den Hohlperlen in das Stielende 
zuriickflieBt. Inzwischen ist ein Reagenzglasgestell mit 12 oder 
24 Reagenzglasern aufgestellt, deren jedes mit je 1 ccm physio­
logischer KochsalzlOsung beschickt und mit fortlaufenden Zahlen 
versehen ist. 

Es wird nun nach der Uhr in gemessenen Zeitabstanden 
(Y2, 1, 2 Minuten), ja nach der voraussichtlichen zeitlichen Aus­
dehnung des Gerinnungsvorganges, immer eine Hohlperle nach 
der anderen abgebrochen und in das entsprechende Reagenzglas 
geworfen. Alsdann beobachtet man unter maBig heftigem Um­
schiitteln, wie zunachst das gesamte Blut sich aus der Hohlperle 
entleert und mit der Kochsalzlosung eine gleichmaBige Aufschwem­
mung bildet, in welcher makroskopisch auch kleinste geronnene 
Teilchen nicht sichtbar sind. Nach einiger Zeit bemerkt man, 
wie in einem der folgenden Glaser erste allerkleinste Gerinnungs­
teilchen in der Blutaufschwemmung sichtbar werden (Sp.). Das 
Fortschreiten des Gerinnungsfortganges pflegt nun rasch deut­
lich zu werden. Ein groBeres, deutlich sichtbares Gerinnsel, 
dessen Umfang kleiner als die Halfte des Rauminhaltes der Hohl­
perle geschatzt wird, bezeichnet man als +. Die nachst starkere 
Gerinnung zeigt ein Gerinnsel, das etwa den halben Rauminhalt 
der Hohlperle oder mehr einnimmt, oft nicht aus der Hohlung 
herausgeschiittelt werden kann, falls das Intervallstiick geniigend 
eng war, dabei gehen noch ziemlich reichliche Mengen von roten 
Blutkorperchen in die Aufschwemmung hinein, so daB sie deut­
lich rot gefarbt wird. Dies Stadium wird mit + + bezeichnet. 
Als Endstadium gilt derjenige Punkt, bei welchem die Hohlperle 
mit Gerinnsel ausgefiillt ist, und wo beim Schiitteln nur ganz 
geringe Mengen von roten Blutkorperchen ausgeschwemmt werden 
+ + +. Durch Venenpunktion gewonnenes menschliches Blut 
gerinnt in 13-19 Minuten, das aus dem OhrHippchen stammende 
in 2-3 Minuten. Kaninchenblut aus der Halsvene gerinnt in 
3-5 Minuten. 

w 0 h 1ge m u th, Fermentmethoden. 20 



306 G. Blutgerinnung. 

Als Fehlerquelle der Methode kommt vorwiegend in Be­
tracht die Inkongruenz in der GroBe und Form der einzelnen 
Gerinnungsrohrchen. Fiir eine stets gleichmaBige Temperatur 
ist gleichfalls Sorge zu tragen. 

B. Kammermethoden. 
4. Methode von Brodie und RusseP). 

Das Verfahren beruht auf der mikroskopischen Kontrolle 
der Beweglichkeit des Blutes beim Anblasen mittelst eines Luft­
stromes. Zu dieser Priifung dient eine Kammer, welche in ver­
tikaler Richtung durchsichtig ist. Sie ist seitlich von einem 
Wassermantel umgeben, welcher die Temperatur beliebig zu 
variieren gestattet. Der Boden wird durch eine mit Wasser be­
deckte feste Glasplatte gebildet, und als Deckel qient eine abnehm­
bare Glasplatte, auf deren unterer Seite ein abgeschnittener 
Glaskonus mit seiner Basis aufgekittet ist. Vor dem Versuch ist 
die freie Flache des Konus sorgfaltig mit Seifenwasser, Alkohol 
und Ather zu reinigen. 

Der Versuch wird so ausgefiihrt, daB man in das Ohrlappchen 
oder die Fingerbeere einen nicht zu kleinen Hautstich setzt, die 
freie Flache des Konus mit dem ausstromenden Blut moglichst 
gleichmaBig benetzt und schnell in die Kammer einsetzt. Bei 
schwacher VergroBerung wird nun der Effekt beobachtet, den 
durch Blasen erzeugte schwache und kurze LuftstoBe, die durch 
einen seitlichen Tubus in die Kammer eintreten, in dem hangenden 
Tropfen auf die Blutkorperchen ausiiben. Sie bewegen sich so 
lange, als das Blut noch nicht geronnen ist. In demMoment aber, 
wo das Blut zu gerinnen beginnt, hort die Bewegung der roten 
Blutkorperchen auf, wahrend der Blutstropfen durch den ein­
tretenden Luftstrom zwar von der Seite her nach der Mitte ein­
gedriickt wird, aber nach Unterbrechung des Luftstromes sofort 
seine friihere Gestalt wieder annimmt. Dieser Moment gilt als 
der Eintritt der Gerinnung. Die zwischen ihm und dem Blut­
austritt aus der Wunde verstrichene Zeit betragt mit dies em 
Apparat gemessen fiir den normalen Menschen bei einer Tem­
peratur von 200 C 7-8 Minuten. 

5. Methode von Sabrazes 2). 
Sie wird, um bei stets gleichmaBiger Temperatur zu arbeiten, 

unter einer Glasglocke mit doppeltem Boden ausgefiihrt. In den 

1) T. G. Brodie und A. E. Russel, Die Bestimmung der Koagula­
tionszeit des Blutes. Journ. of physiol. 21, 403. 1897. 

2) J. Sabrazes, Procede de termination du debut de la coagulation 
du sang. Folia haemat. 3, 432. 1906. 
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Boden bringt man Wasser von einer solchen Temperatur, daB 
die Kammer eine Temperatur von 18,50 C hat. An heiDen Sommer­
tagen kann man die erforderliche Temperatur erzielen durch 
Eisstiickchen, die man statt des Wassers in den Bodenraum 
bringt. 

AuBer der Glaskammer sind noch 'kleine Glasrohrchen er­
forderlich, die genau einen inneren Durchmesser von 1 mm haben 
sollen. Doch machen Schwankungen von nicht mehr als 2/10 mm 
nichts aus. Diese Rohrchen sind sorgfaltig mit Salzsaure, 
Soda, Wasser, Alkohol und Ather zu reinigen und unter asepti­
schen Kautelen, vor Staub geschiitzt, aufzubewahren. Vor dem 
Gebrauch macht man mit Rilfe einer Glasfeile in Zwischenraumen 
von 3 zu 3 mm feine Einschnitte in die Glasrohrchen, urn sie 
spater leicht durchbrechen zu konnen, ohne sie dabei mit den 
Fingern zu beriihren. Die Lange jeder Rohre betragt etwa 
5 cm. 

Ausfiihrung. Zunachst bringt man in die Kammer ein 
Thermometer und zwei Glasrohrchen, legt sie auf ein kleines 
Glasgestell und sorgt dafiir, daB in der Kammer die erforderliche 
Temperatur herrscht. Alsdann macht man in das mit Alkohol 
und Ath(lr vorbehandelte Ohrliippchen des zu untersuchenden 
Individuums einen Einstich, wischt den ersten aus der Wunde 
quellenden Blutstropfen fort und saugt erst von dem zweiten 
etwas Blut in die Kapillare auf, aber so, daB die Blutsaule etwa 
5 mm vom Rande entfernt ist. Die Rohrchen, die stets mit einer 
Wiegezange angefaBt werden sollen, werden dann in die Kammer 
zuriick auf das Glasgestell gebracht, und zwar mit ihrem gefiillten 
Teil so nahe wie moglich an das Quecksilberreservoir des Thermo­
meters. Nun schlieBt man schnell die Glasglocke und notiert 
genau den Zeitpunkt, wann man mit der Beobachtung begonnen 
hat. Jetzt hat man vorwiegend dafiir zu sorgen, daB die Tem­
peratur in dem Glasraum stets gleich bleibt, liiftet den Deckel, 
wenn der Raum zu warm ist, oder warmt die Glasglocke mit den 
Randen oder mit einem warmen Tuch an, sobald die Temperatur 
sinkt. Gleichzeitig stellt man durch vorsichtiges Neigen der 
Glaskammer fest, ob in den Kapillaren die Gerinnung noch nicht 
beginnt; in diesem FaIle verschiebt sich die Blutsaule in den 
Kapillaren entsprechend der Neigung der Kammer. Tritt eine 
solche Verschiebung der Blutsaule nicht mehr ein, so nimmt 
man die zuerst gefiillte Kapillare heraus und zerbricht sie vor­
sichtig an einer eingekerbten Stelle. Dabei spannt sich zwischen 
den beiden Randern des Bruches ein feines Fibrinfiidchen aus, 
ein Beweis, daB die Gerinnung eingetreten ist. Alsdann ist auch 
da.s Blut in der zweiten Kapillare der Gerinnung nahe, und man 

20* 
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kontrolliert durch abermaliges Neigen der Glaskammer, ob sich 
hier noch die Blutsaule verschiebt. Tritt keine Verschiebung 
mehr ein, so stellt man auch bei dieser Kapillare durch vorsich­
tiges Zerbrechen fest, ob sich Fibrin gebildet hat. Hat man das 
R6hrchen zu fruh zerbrochen, so weiB man wenigstens annahernd 
uber die Lange der Gerinnungszeit Bescheid und kann dann bei 
einem zweiten Versuch um so sicherer den Moment des Eintrittes 
der Gerinnung treffen. 

Verschiedenheiten in der Beleuchtung (vollstandige Dunkel­
heit, helles Licht), 100 mehr oder weniger in der Temperatur, 
geringe Ungleichheiten in der Beschaffenheit der R6hrchen sollen 
nach Sa bra z e s das Endresultat nicht wesentlich beeinflussen. 

Mit dieser Methode ergibt sich fur normales menschliches 
Blut eine Gerinnungszeit von 9-10', fUr das Blut eines Hamo­
philen eine Verz6gerung um mehr als 20 Minuten, bei Fieber­
kranken eine Beschleunigung von 3 Minuten. 

6. Methode von Buckmaster l ). 

Die Methode ist eine sehr einfache und bedarf keiner be­
sonderen Apparatur. Ein aus der Wunde quellender Blutstropfen 
wird auf eine kleine Drahtschlinge gebracht und diese in einen 
Kasten eingefuhrt, der durch eine untergestellte Wasserwanne 
auf gleichmaBiger Temperatur gehalten wird. In den Seiten­
wanden des Kastens befinden sich Glasfenster, durch die man 
den Blutstropfen beobachten kann. Die Beobachtung geschieht 
mit der Lupe. Wird nun die an einem langen Griff befindliche 
Drahtschlinge um 1800 gedreht, so sinken die Blutk6rperchen 
schnell nach unten. Dies schnelle Herabsinken der Blutk6rperchen 
nach jeder Umdrehung kann man so lange beobachten, als in 
dem Blutstropfen noch kein Fibrin zur Ausscheidung gelangt ist. 
Von dem Moment aber, wo Fibrinfaden den Tropfen zu durch­
setzen beginnen, erfolgt das Sinken der Blutk6rperchen nur auBerst 
langsam und z6gernd, oder bleibt ganzlich aus. Dieser Moment 
gilt als der Eintritt der Gerinnung. Die zwischen ihm und dem 
Moment der Blutentnahme verstrichene Zeit betragt fUr normales 
Blut bei einer Temperatur von 200 C 8' 45", bei 31 0 C 5' 45", bei 
380 C 3' 56", bei 390 0 2' 56". 

Diese Methode hat nach Buckmaster den Vorzug, daB sie 
nur geringe Blutmengen erfordert, daB der Kontakt mit Fremd­
k6rpern auf ein Minimum reduziert ist, daB das Blut weder um-

1) G. A. Buckmaster, Model of a new form of coagulometer. Zentral­
blatt f. Physiol. 1907. 
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geriihrt noch heftig geschiittelt wird, und daB der Endpunkt 
scharf festzustellen ist. 

7. Methode von Biirker 1). 

Der Tropfen Blut, dessen Gerinnungszeit bestimmt werden 
solI, wird in den Hohlschliff eines Objekttragers gebracht. Von 
dem Objekttrager, dessen obere Halfte bis zum Hohlschliff hin 
matt gehalten ist, wird rechts und links so viel abgenommen; 
daB ein quadratisches Glasstiick entsteht. Dieses kommt mit 
dem Hohlschliffe nach oben auf einen Konus von Kupferblech 
zu liegen, der in einem viereckigen Ausschnitt einer Hartgummi­
scheibe sitzt. Ein viereckiges Hartgummistiick mit rundem Aus­
schnitt kann auf das Glasstiick so aufgelegt werden, daB es dieses 
mit Ausnahme des Hohlschliffes zudeckt. Uber den Hohlschliff 
kommt noch ein Deckel aus Hartgummi, der mit einem Griff 
versehen ist. Auf diese Weise ist das Glasstiick und damit der 
Blutstropfen im Hohlschliff nach oben und seitlich von einem 
schlechten Warmeleiter umgeben, sitzt aber mit der Unterflache 
dem guten Warmeleiter Kupfer auf. 

Der Kupferkonus taucht in Wasser ein, was dadurch erreicht 
wird, daB die Hartgummischeibe auf den oberen Rand eines mit 
Wasser gefiillten zylindrischen GefaBes aus Messing aufgesetzt 
ist. Der obere Rand des GefaBes paBt in eine Rinne auf der 
Unterflache der Hartgummischeibe; letztere kann mit Hilfe eines 
Griffes urn eine vertikale Achse gedreht werden. Bei der Drehung 
riihren drei auf der Unterflache der Hartgummischeibe in einiger 
Entfernung vom Kupferkonus angebrachte Schaufeln das Wasser 
durch. Das auf drei FiiBen ruhende, mit einem Hahn und einer 
Steigrohre versehene MessinggefaB ist also nach oben durch die 
Hartgummischeibe und seitlich durch eine ringsum befestigte 
Filzplatte vor nicht gewiinschter Warmeabfuhr und -zufuhr ge­
schiitzt. Das GefaB kann von unten her mit Hilfe einer kleinen 
Gasflamme erF"armt und dadurch das Wasser samt Kupferkonus 
und Glasstiick auf bestimmte Temperatur gebracht und langere 
Zeit auf dieser Temperatur gehalten werden. Ein Thermometer, 
durch eine Bohrung der Hartgummischeibe hindurchgesteckt, 
miBt die Temperatur des Wassers. 

So ist dafiir Sorge getragen, daB das im Hohlschliff des Glas­
stiicks befindliche Blut moglichst genau die Temperatur des im 
GefaBe befindlichen Wassers annimmt. 

1) K. Biirker, Ein Apparat zur Ermittelung der Blutgerinnungszeit. 
Pfliigers Arch. 118, 452. 1967. 
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Ausfiihrung. Das Wasser in dem zylilldrischen GefaG 
wird zunachst auf diejenige Temperatur (gewohnlich 25 0 C) 
gebracht, bei welcher die Blutgerinnungs~eit ermittelt werden 
solI, und mit Hilfe eines kleinen regulierbaren Gasbrenners auf 
dieser Temperatur erhalten, was leicht gelingt, da die Wasser­
menge ca. 1 Liter betragt. Dann wird das Glasstiick, insbesondere 
der Hohlschliff desselben, mit Wasser abgespiilt, getrocknet und 
dann mit Ather-Alkohol aa sorgfaltig gereinigt. 

Zur Reinigung eignet sich ein feines leinenes Tuch, das schon 
ofters gewaschen wurde. Etwaige im Hohlschliff zuriickge­
bliebene Staubchen und Faserchen beseitigt man mit einem 
feinen Haarpinsel. 

Darauf kommt in die Mitt~ des Hohlschliffes ein Tropfen 
ausgekochtes destilliertes Wasser. Das Wasser befindet sich in 
einer Biirette, welche mit Mariottescher Anordnung fiir kon­
stanten AbfluG versehen ist. Der Druck, unter welchem das Wasser 
ausflieGt, betragt 10 cm Wassersaule. Um Kohlensaure von dem 
ausgekochten destillierten Wasser fernzuhalten, ist ein Natron­
kalkrohrchen vorgelegt. Das Glasstiick samt dem Tropfen Wasser 
wird in den Apparat gebracht, mit dem Deckel aus Hartgummi 
bedeckt und nunmehr gewartet, bis der Tropfen Wasser mog­
lichst die Temperatur des im MessinggefaGe befindlichen Wassers 
angenommen hat. 

Dann wird die Fingerkuppe, aus der das Blut entzogen werden 
solI, mit Atheralkohol gereinigt, mittelst Frankescher Nadel 
ein Schnitt erzeugt und der austretende Blutstropfen nach Ab­
nahme des Deckels in den im Hohlschliff des Glasstiickes be­
findlichen vorgewarmten Wassertropfen einfallen gelassen. Sofort 
wird der Deckel wieder aufgesetzt, ein zeitmessendes Instrument 
in Gang gebracht und die Temperatur am Thermometer abge­
lesen. Die Blutung kann man dadurch rasch stillen, daB man 
den Finger ganz kurz in heiBes Wasser eintaucht. 

Nunmehr reinigt man die Spitze eines fein ausgezogenen 
Glasstabes. Der ca. 0,5 em dicke Stab solI 13 em lang und vom 
13.-18. em zu einem feinen Glasfaden ausgezogen sein, der gegen 
die Spitze 0,2-0,3 mm dick ist; um ihn an der Spitze abzu­
runden, wird die Spitze einen Moment an den Rand einer kleinen 
leuehtenden Gasflamme gehalten. Man muB eine Reihe solcher 
Glasstabe bereit halten. Die Reinigung des Glasfadens geschieht 
in der Weise, daB man ihn in Atheralkohol eintaucht, unter rotie­
render Bewegung zwischen dem mit dem leinenen Tuch bedeekten 
Daumen und Zeigefinger der linken Hand hindurchzieht und 
sehlieBlich noch mit der Spitze das Tueh beriihrt. 
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Nach der ersten halben Minute dreht man mit Hilfe des 
Griffes die Hartgummischeibe im Sinne des Uhrzeigers um 900, 

hebt den Deckel ab, geht mit der Spitze des gereinigten Glas­
fadens in die Mitte des im Hohlschliff befindlichen Blutwasser­
tropfens ein und beschreibt, von der Mitte ausgehend, bis zur 
Peripherie des Tropfens, fUnf Spiraltouren, um Blut und Wasser 
zu mischen, ohne aber die Basis des Blutwassertropfens zu ver­
groBern. Darauf wird der Deckel wieder aufgesetzt, der Glas­
faden vom anhaftenden Blutwasser befreit und wiederum mit 
Atheralkohol in der beschriebenen Weise gereinigt. 

Nach der zweiten halben Minute wird die Hartgummischeibe 
wieder um 900 gedreht und darauf mit der Spitze des Glasfadens, 
etwas entfernt vom Rande des Blutwassertropfens, in diesen ein­
gegangen, parallel mit dem Rande an der linken Seite entlang 
eines Halbkreises durchgefahren und etwas entfernt vom Rande 
wieder herausgegangen. Nach der dritten halben Minute wird 
wieder um 900 gedreht und mit dem gereinigten Glasfaden in der 
Richtung eines Durchmessers, nach der vierten halben Minute 
und weiterer Drehung um 900 parallel zum rechten Rande ent­
lang eines Halbkreises hindurchgefahren und so fort, bis man das 
erste Fibrinfadchen zieht. Darauf wird das zeitmessende Instru­
ment arretiert und wiederum die Temperatur notiert. 

In welcher Richtung man jeweils durch den Blutwasser­
tropfen zu fahren hat, ist leicht zu merken. Steht der Griff der 
Hartgummischeibe rechts, so fiihrt man parallel zum rechten 
Rande hindurch; steht er sagittal, sei es gegen, sei es von dem 
Untersucher abgewendet, so fiihrt man in der Richtung eines 
Durchmessers, steht er links, parallel zum linken Rande hindurch. 
Der Griff steht ferner nach einer geraden Anzahl von Minuten 
rechts, nach einer ungeraden links, wodurch man sich stets 
leicht kontrollieren kann. 

SolI der EinfluB verschiedener chemischer, in Losung 
gebrachter Stoffe gepriift werden, so bringt man in den 
Hohlschliff des Glasstiickes statt eines Tropfens destillierten 
Wassers einen Tropfen der betreffenden Losung und vergleicht 
die Blutgerinnungszeit, welche unter dem EinfluB der Losung 
beobachtet wird, mit der, welche unter dem Einflusse des aus­
gekochten destillierten Wassers zustande kommt 1). 

Um den Tropfen der Losung moglichst gleich groB dem 
Tropfen destillierten Wassers zu machen, verfiihrt man in fol­
gender Weise: 

1) Das ausgekochte destillierte Wasser soll ebensowenig einen Ein­
fluB auf die Gerinnungszeit haben wie physiologische Kochsalzlosung und 
Ringer-Lockesche Losung. 
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Man zieht ein Glasrohr von 4--5 mm Lichtung nahe dem 
einen Ende so aus, daB die ausgezogene Stelle einen Durchmesser 
von ca. 1 mm hat und schneidet das Glasrohr an dieser Stelle 
durch. Das kurzere Stuck verbindet man mit Hilfe eines Gummi­
schlauches mit der Burette, welche das ausgekochte Wasser ent­
halt, wahrend das lange Stuck mit einer Marke versehen wird, 
bis zu welcher die Losung in die Pipette eingesaugt werden soil. 
Die Marke wird so angebracht, daB der Tropfen der LOsung unter 
demselben Flussigkeitsdrucke aus der Pipette in den Hohlschliff 
des Glasstuckes fallt, wie der Tropfen ausgekochten destillierlen 
Wassers aus der Burette, also unter einem Druck von 10 ccm. 

Normales menschliches Blut, mit dieser Methode gemessen, 
hat eine Gerinnungszeit von 31/ 2-4 Minuten. 

Die Methode soil sich in praxi recht einfach gestalten und 
gut ubereinstimmende ResuItate liefern. 

Der Apparat ist zu beziehen durch den Univers.-Mechaniker 
Albrecht in Tubingen. 

8. Methode von Morawitz und Bierich 1). 

Das Prinzip der Methode besteht darin, daB man bestimmte 
Quantitaten Blut, das man durch Venenpunktion gewonnen hat, 
auf mehrere Wiegeglaschen verteilt und durch leichtes Neigen 
derselben in bestimmten Zeitintervallen kontrollierl, wann die 
Gerinnung vor sich geht. 

Fur den Versuch sind erforderlich zwei Wiegeglaschen, die 
vorher mit Wasser, Alkohol und Ather grundlichst zu reinigen 
sind, eine 10 ccm fassende Spritze, die sterilisierl und mit 
Alkohol und Ather von jeder Feuchtigkeit befreit sein muB, und 
endlich eine mit einem Thermometer versehene feuchte Kammer, 
die eine Temperatur von 200 Chat. 

A usfuhrung. Mittelst einer 10 ccm fassenden Spritze 
entnimmt man aus einer leicht gestauten Armvene 10 ccm Blut 
und uberlragt je 5 ccm auf zwei WiegegIaschen, die man mit 
dem Deckel sofort schlieBt. Die beiden Glaschen kommen so­
gleich in die feuchte Kammer. Es ist zweckmaBig, die Glaschen 
vorher kurze Zeit in der Kammer zu halten, damit sie deren Tem­
peratur annehmen. Nachdem die mit Blut beschickten Glaschen 
einige Minuten in der Kammer gestanden haben, wird der Deckel 
der Kammer von Zeit zu Zeit abgehoben und der Zustand des 
in den Glaschen enthaItenen Blutes durch leichtes Neigen der­
selben kontrollierl. Das soil nicht Mufiger als aIle 2 Minuten 

1) P. Morawitz und R. Bierich, Uber die Pathogenese der cholami­
schen Blutungen. Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 56, 115. 1907. 
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und stets in der gleichen Weise geschehen. Bedecken sich beim 
Neigen die Glaswande mit einem geringen rotlichen Belag, so 
ist das ein Zeichen dafUr, daB die Gerinnung bereits beginnt. 
Sie ist vollendet, wenn die Oberflache des Blutes erstarrt ist und 
der Neigung des GIaschen nicht mehr folgt. 

Normales menschliches Blut braucht unter diesen Bedingungen 
fUr gewohnlich 15-20 Minuten. Eine Zeitdifferenz von 20 % 
kann noch im Bereich der Fehlergrenzen und der normalen 
Schwankungen liegen. Deshalb diirfen nur groBe Zeitdifferenzen 
beriicksichtigt werden. 

Die mit dieser Methode gewonnenen Werte sind, wie Mora­
wi tz seIber angibt, allein nicht maBgebend, sondern nur dann, 
wenn man gleichzeitig eine andere Methode, die nur kleine Blut­
mengen erfordert, angewandt und mit dieser das gleiche Resultat 
ermittelt hat. 

9. Koaguloviskosimeter-Methode von Kottmann 1). 

Diese Methode erfordert einen besonderen Apparat, den 
Koaguloviskosimeter, dessen Konstruktion auf folgendem Prinzip 
beruht. 

Wenn man ein mit Fliissigkeit gefiilltes GefaB um seine Achse 
rotieren laBt, so machen die peripheren Fliissigkeitspartien die 
Rotation mit. Diese rotierende Bewegung der peripheren FlUssig­
keitsschichten wird sich um so eher den zentralwarts gelegenen 
mitteilen, je groBer die Viskositat der Flussigkeit ist. Im Zentrum 
der Fliissigkeit findet sich nun ein Schaufelchen, das frei beweg­
lich um seine Achse ist, ohne daB es mitrotiert. Wenn nun das 
im GefaB befindliche Blut mit dem GefaB zu rotieren beginnt, 
so wird sich das Schaufelchen gar nicht mitbewegen. In dem 
Moment aber, wo das Blut zu gerinnen beginnt, wo also seine 
Viskositat plOtzlich erheblich zunimmt und die zentralen Blut­
schichten stark mitzurotieren beginnen, libertragt sich die heftige 
Bewegung auch auf das Schaufelchen und es erfahrt eine starke 
Ablenkung aus der urspriinglich normalen Lage. Diese Ablen­
kung zeigt somit den Zeitpunkt der Gerinnung ganz genau an. 

Der sehr sinnreiche Apparat ist folgendermaBen konstruiert: 
Ein NickelgefaB mit dem inneren Durchmesser von 1 ccm 

wird, nachdem es mit der zu untersuchenden Fliissigkeit gefiillt 
ist, mit einer vertikalen Metallhiilse wasserdicht verbunden, 
damit es wahrend der Untersuchung in ein Wasserbad mit kon-

1) K. Kottmann, Der Koaguloviskosimeter mit spezieller Beriick· 
sichtigung seiner klinischen Verwendbarkeit fiir Gerinnungsbestimmungen 
des Blutes. Zcitschr. f. klin. Med. 69, 415. 1910. 
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stanter Temperatur getaucht werden kann. Die vertikale Hiilse 
wird auf inneres Metallrohr geschoben, das durch einen uhr­
werkartigen Motor in rotierende Bewegung versetzt wird. Da­
durch iibertragt sich die gleiche Rotation auch auf die Metall­
hiilse und durch diese auf das GefaB mit der Untersuchungs­
fliissigkeit (Blut, Milch, Fibrinogenlosung). Das GefaB mit Fliissig­
keit macht also eine konstante Tourenzahl pro Minute, und mit 
dem GefaB zugleich werden die benetzenden Blutschichten in 
Rotation gebracht. In Abhangigkeit von dem Viskositatsgrade 
der Fliissigkeit iibertragt sich dann die Rotation je nach dem 
Zentrum abnehmenderweise auch auf die anderen Fliissigkeits-
schichten. . 

In das GefaB taucht nun vertikal und genauestens zentriert 
eine feststehende, durch spezielle Einrichtungen auBerst leicht 
in Rotation versetzbare stahlerne Achse, die an ihrem unteren 
Ende mit einem silbernen Schaufelchen, an ihrem oberen Ende 
mit einem Zeiger und dazwischen mit einer feinen Spiralfeder 
verbunden ist. Die Spiralfeder, die auBer an der Achse mit ihrem 
anderen Ende an einen festen Punkt fixiert ist, verbindet eine 
mit der Fliissigkeit freie Mitrotation des Schaufelchens und ge­
stattet diesem nur einen gewissen Ausschlag. Der jeweilige Aus­
schlag ist proportional der Viskositat und dem Gerinnungsgrade 
der untersuchten Fliissigkeit und wird durch einen Zeiger in 
vergroBertem MaBstab auf einem Zifferblatt, das in 100 gleiche 
Teile eingeteilt ist, in bequemer Weise zur Ablesung gebracht. 
Fiir Gerinnungsbestimmungen des Blutes und der Milch geniigt 
eine Ablesung von 90 vollstandig, weil bei Erreichung dieses 
Zeigerstandes, wie Versuche lehren, die Gerinnung vollendet ist. 

Fiir Bestimmungen des Koagulationsverlaufes von Blut er­
wies sich eine Tourenzahl von 12 bis 15 pro Minute am giinstigsten. 
Halt man sie regelmaBig inne, so bekommt man stets gut ver­
gleichbare Resultate. 

In Anbetracht der groBen Abhangigkeit des Gerinnungs­
verlaufes und der Viskositat von der Temperatur, wird der Ver­
such stets bei gleicher Temperatur (200 C) ausgefiihrt. Als Ther­
mostat hat sich ganz vorziiglich eine gewohnliche, mit Wasser 
gefiillte Thermosflasche, wie sie im Handel vorkommt, bewahrt. 
Das eventuell vorgewarmte MetallgefaB kann unmittelbar nach 
der Fiillung in das Thermoswasserbad versenkt werden und 
nimmt dort die Temperatur des umgebenden Wassers in kiirzesteI 
Zeit an. 

Die Blutentnahme erfolgt durch Venenpunktion, um eine 
Beimischung von gerinnungsbeschleunigenden Substanzen zu ver­
meiden. 
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Normales menschliches Blut gerinnt bei 20° C in 20 Minuten, 
bei 40° C in 6 Minuten. 

Der Kottmannsche Koaguloviskosimeter arbeitet sehr exakt 
und liefert gut iibereinstimmende Werte. Er ist erhaltlich bei 
M. Schaerer A.-G., Bern, Bubenbergplatz und kostet 475 Fcrs. 

10. Methode von Fuld 1). 

~ie erfordert das von Fuld angegebene Thrombometer. 
Der Apparat setzt sich zusammen aus einem oben abge­

stumpf ten Metronom, an dessen oberem Pendelende ein Lineal 
sitzt, und einem U-R6hrchen, welches an dem freien Ende des 
Lineals befestigt ist und die Schwingungen des Pendels durch 
Vermittelung des Lineals mitmacht. In das U-R6hrchen kommen 
ein bis zwei Tropfen des Blutes, das untersucht werden solI, und 
ein kleines Schrotkiigelchen. Bei der Bewegung des Pendels rollt 
die Kugel so lange durch das Blut, als dieses noch fliissig ist; 
sobald es aber gerinnt, wird die Kugel festgehalten. 

Die Ausfiihrung eines Versuches mit diesem Apparat ge­
staltet sich folgendermaBen: 

Das U-R6hrchen, welches vor jedem Gebrauch sorgfaltig 
gereinigt und ausgekocht sein muB, wird lufttrocken verwendet. 
Der Blutstropfen - am besten mit der Frankeschen Nadel 
aus dem mit Benzin abgeriebenen Ohrlappchen ev. auch aus der 
Fingerbeere entnommen - wird in dem trichterf6rmigen Ende 
aufgefangen und mittelst einer kurzen energischen Drehung urn 
das schmale Ende durch Zentrifugalkraft in den horizontalen 
Teil des U -R6hrchens bef6rdert. Alsdann wirft man die Schrot­
kugel in das aufrecht gehaltene Rohr von dem schmalen Ende 
aus und verschlieBt den einen Schenkel durch einen Gummi­
stopfen. 

Zuerst wird die Schale mit richtig temperiertem Wasset 
(37°) gefiillt und auf den Untersatz gestellt und das Uhrwerk 
aufgezogen. Man schiebt dann rasch das R6hrchen mittelst 
Ansatzschiebers auf das obere Ende des Pendellineals und setzt 
das Pendel durch seitliche Verschiebung der Arretierung in Be­
wegung. Das Tempo muB eventuell durch Verschieben des an 
das obere Ende des ·Pendellineals geklemmten Gewichtes auf 
Sekundentakt eingestellt werden. Die Temperatur des Wasser­
bades kann durch das Flammchen eines seitlich untergestellten 
Nachtlichtes langere Zeit konstant erhalten werden. Die Licht­
quelle befin~et sich oberhalb des Wasserbades, das Pendel ab-

1) E. Fuld und E. Schlesinger, Uber die Gerinnung des Blutes. 
Berl. klin. Wochenschr. 1912. Nr. 28. 
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gewandt yom Beschauer. Sollte dieses aussetzen, so staBt man 
es mit dem Finger an. 

Bei den Bewegungen des Pendels verschieben sich Tropfen 
und Kugel gegeneinander, die Kugel durcheilt den Tropfen, so­
lange nicht diese durch Gerinnung des Blutes festgehalten wird. 
Dieser Moment wird festgelegt und bedeutet das Auftreten der 
Gerinnung. 

Die Zeitmessung beginnt mit dem Moment des Blutaus­
trittes aus der Wunde. Beide Zeiten sind nach der Sekundenuhr 
festzulegen. 

Die Methode ist einfach und bequem auszufiihren und gibt 
gut iibereinstimmende Resultate. Normales menschliches Blut 
gerinnt, so gemessen, durchschnittlich innerhalb 4 Minuten bei 
Zimmertemperatur (16-17° C). Der Apparat ist erhaltlich bei 
E. GeiBler & Co., Berlin W, HohenstaufenstraBe 51 und kostet 
20 Mark. 

11. Methode von Schlesinger 1). 

Sie beruht auf dem Nachweis des ersten sich bildenden 
Fibrinfadens und erfordert zu ihrer Ausfiihrung ein Koagulo­
meter. 

Der Apparat ist so konstruiert, daB an einem durch ein Uhr 
werk betatigten Hebel sich eine oben zugeschmolzene Glas­
kapillare befindet, die sich rhythmisch hebt und senkt. Sie taucht 
etwa Yz mm tief in den in einen Hohlschliff befindlichen Bluts­
tropfen ein. Ihr Lumen wird sofort beim ersten Eintauchen durch 
ein feines Bluthautchen verschlossen; Kapillarwirkung findet 
nicht statt, da das obere Ende zugeschmolzen ist. Bevor eine 
Fibrinbildung eintritt, verliert die Kapillare bei jeder Hebung 
den Zusammenhang mit dem Tropfen. Der erste Fibrinfaden 
haftet fest und wird nun jedesmal in die Hohe genommen. -
Zu erwahnen ist noch, daB haufig von vorneherein ein zartes 
Hautchen eine Strecke weit von der Kapillare emporgezogen wird, 
aber sogleich wieder abreiBt. Dieses Hautchen ist kein Fibrin, 
sondern besteht aus fettartigen, atherloslichen Substanzen. Eine 
Verwechselung mit Fibrin ist nicht moglich. An dem Apparat 
ist sowohl die HubhOhe, wie die Geschwindigkeit des Uhrwerkes 
bis ins feinste zu variieren. Urn Temperaturunterschiede zu 
vermeiden, empfiehlt es sich, den Apparat unter einer Glasglocke 
arbeiten zu lassen. 

1) E. Fuld und E. Schlesinger, I. c. 
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Der Apparat ist zwar klinisch noch nicht erprobt, doch 
haben Vergleichsuntersuchungen mit Fluoridplasma und Hunde­
serum sehr gute Vbereinstimmung ergeben. Normales mensch­
liches Blut gerinnt, mit diesem Apparat bestimmt, nach 4 Minuten. 

Das Koagulometer ist zu beziehen durch Gustav Henkel, 
Friedenau-Berlin, Kaiserallee 79 und kostet 25 Mark. 

C. Objekttragermethode. 
12. Methode von Milian 1). 

Sie ist auBerordentlich einfach und wird deshalb vielfach in 
der Praxis angewandt. Zu ihrer Ausfiihrung sind nur sorgfaltig 
gereinigte Objekttrager notwendig. 

Ausfiihrung. Man laBt auf mehrere Objekttrager eine 
Reihe von Blutstropfen aus einer unmittelbar vorher gesetzten 
Wunde fallen und notiert sowohl die Zeit des Einstichs wie die 
Zeit der Vbertragung auf den Objekttrager. Alsdann richtet 
man von Zeit zu Zeit. die Objekttrager senkrecht auf und beob­
achtet, ob die Blutstropfen nach unten sinken und dabei die 
Gestalt einer Trane annehmen, oder ob sie ihre Konturen nicht 
andern. Im ersteren FaIle ist das Blut noch fliissig, im letzteren 
geronnen. Man notiert dann wieder die Zeit und hat so ein an­
naherndes Urteil iiber den Zeitraum, den das Blut zu seiner Ge­
rinnung braucht. - Zu beriicksichtigen ist, daB man stets bei 
gleicher Temperatur arbeiten muB, wenn man einigermaBen brauch­
bare Werte haben will. 

Modifikation nach Hinman und Sladen 2). 

Um die Fehlerquelle auszuschalten, die damit verkniipft ist, 
daB man stets Tropfen von verschiedener GroBe zur Unter­
suchung bekommt, empfehlen Hinman und Sladen folgendes 
Vorgehen: 

Eine Reihe von Objekttragern wird mit Alkohol und Ather 
sorgfaltig gereinigt und getrocknet. Hiernach macht man in 
das Ohrlappchen einen Stich, wischt den ersten Blutstropfen 
weg und bringt nun mehrere Objekttrager mit dem nachsten 
Blutstropfen in Beriihrung. Dabei hat man darauf zu achten, 
daB die einzelnen Tropfen, die man auf den Objekttrager bekommt, 
nicht groBer als 4-6 mm im Durchmesser sind. Um ihre GroBe 

1) G. Milian, Technique pour l'etude clinique de la coagulation du 
sang. Soc. med. des hOp. Paris 1901. 

2) Hinman und Sladen, Measurement of the Coagulatio Time of 
the blood, and its Application. John Hopkins Hosp. Bull. 18. 1907. 
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festzustellen, legt man die Objekttrager auf eine Skala und miBt 
aus, welche Tropfen das vorgeschriebene MaB haben. Nur diese 
werden weiter beobachtet. Die Beobachtung geschieht in der 
Weise, daB man die Objekttrager von Zeit zu Zeit senkrecht 
stellt und bei durchfallendem Licht die Tropfen betrachtet. So­
lange noch keine Gerinnung eingetreten ist, sammelt sich das 
Blut in den unteren Partien des Tropfens, die dann wenig licht­
durchlassig sind. 1st dagegen Gerinnung eingetreten, so erscheint 
das Zentrum in dem betreffend~n Tropfen dunkler. - Auch 
hier hat man fUr eine moglichst gleichmaBige Temperatur Sorge 
zu tragen. 

Bei Tropfen von der angegebenen GroBe betragt nach Hinman 
und Sladen die Gerinnungszeit fUr normales Blut 7-8'. 

Untersnchnng von schlecht gerinnendem Blnt. 
Hat man mit einer der oben beschriebenen Methoden fest­

gestellt, daB in einem Blut die Gerinnung verzogert ist, so liegt 
dies daran, daB entweder der Ablauf der ersten Phase oder der 
Ablauf der zweiten Phase gestort ist. 

a) Der Ablauf der ersten Phase ist gestort, wenn frisches 
Serum, dem schlecht gerinnenden Blute zugesetzt, dieses sofort 
zur Gerinnung bringt. Diese Storung kann bedingt sein 

1. durch Mangel an Throm bogen, 
2. durch Mangel an Throm bokinase resp. zymoplasti-

schen (thromboplastischen) Substanzen, 
3. durch Mangel an ionisierten Kalksalzen, 
4. durch die Gegenwart von Antithrombin. 
Mangel an Throm bogen liegt vor, wenn weder der Zusatz 

von Thrombokinase noch der Zusatz von Kalksalzen an der 
schlechten Gerinnbarkeit des Blutes etwas andert, sondern nur 
frisches Serum die Gerinnung erheblich fordert. Der direkte 
Nachweis des Fehlens von Thrombogen ware erbracht, wenn 
Zusatz von Thrombogen die Gerinnung beschleunigte. Da wir 
aber bisher kein Verfahren zur isolierten Darstellung von Throm­
bogen besitzen, so sind wir gezwungen, per exclusionem den Be­
weis des Fehlens von Thrombogen zu fiihren. - Mangel an 
Thrombogen ist ein sehr seltenes Vorkommnis. AuBer bei ex­
perimenteller Phosphorvergiftung ist man ihm bisher nirgends 
begegnet. 

Mangel an Thrombokinase resp. zymoplastischen 
Su bs tanzen liegt vor, wenn deren Zusatz (Darstellung s. S. 331) 
die Gerinnungsfahigkeit des Blutes beschleunigt. Man begegnet 
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ihm bei Hamophilie, bei hamorrhagischer Diathese und bei ge­
wissen Lebererkrankungen. 

Mangel an Kalksalzen liegt vor, wenn Zusatz von ein 
paar Tropfen einer 10 % igen Calciumchloridlosung das fragliche 
Blut schnell zur Gerinnung bringt. Bisher ist dieses Vorkommnis 
in der Pathologie mit Sicherheit noch nicht beobachtet worden. 

Die Gegenwart von Antithrombin ist erwiesen, wenn 
erst betrachtliche Mengen frischen Serums imstande sind, das 
schlecht gerinnende Blut schnell zur Gerinnung zu bringen. Dnd 
zwar werden die hierfiir erforderlichen Mengen urn so groBer 
sein, je mehr Antithrombin im Blute vorhanden ist. - Anti­
thrombin in geringer Menge findet sich schon im normalen Blut; 
in groBen Mengen trifft man es bei Tieren an, denen man Pepton 
oder Hirudin ins Blut injiziert hat. 

b) Der Ablauf der zweiten Phase ist gestort, wenn ein 
schlecht gerinnbares Blut auf Zusatz von Fibrinogenlosung (Dar­
stellung s. S. 348) schnell gerinnt. Das Blut ist dann sicher 
arm an Fibrinogen. Davon iiberzeugt man sich, indem man ent­
weder nach Reye resp. Porges und Spiro oder nach Wohl­
ge m u th (s.· S. 323) die Quantitat des noch vorhandenen Fi­
brinogens feststellt. Das Fehlen des Fibrinogens ist nur eine 
auBerst seltene Storung, man ist ihr bisher nur bei akuter Phos­
phorvergiftung begegnet (Corin und Ansiaux 1)). Mitunter be­
obachtet man auch, daB Blut, welches ganz gut geronnen war, 
nach kurzer Zeit wieder fliissig wird. Dies beruht darauf, daB 
das Fibringerinnsel durch ein im Blut vorhandenes, dem auto­
lytischen sehr ahnliches Ferment wieder aufgelost wird (Fi b ri n 0-

lyse). Ein solches Blut ist dann auch imstande, frisch zugesetztes 
Fibrin in mehr oder weniger kurzer Zeit aufzulosen. Diese Eigen­
schaft der Fibrinolyse besitzt sehr oft Leichenblut (Mora wi tz 2), 
Wohlgemuth 3)), ferner das Blut bei experimenteller Phosphor­
vergiftung (J aco by 4)), dann aber auch das Blut bei gewissen 
Leberkranken (Doyon 5), NoH 6)). 

1) G. Corin und G. Ansiaux, Untersuchungen iiber Phosphor­
vergiftung. Vierteljahrsschr. f. gerichtl. Med. u. offentl. Sanitatsw. 7,80. 1894. 

2) P. Morawitz, tiber einige postmortale Blutveranderungen. Hof­
meisters Beitr. 8, 1. 1906. 

3) J. W ohlge m u th, Pathologische Fermentwirkungen. Berl. klin. 
Wochenschr. 1910. Nr. 48 u. 49. 

4) M. J aco by, Ober die Beziehungen der Leber- und Blutverande­
rungen bei Phosphorvergiftung zur Autolyse. Zeitschr. f. physiol. Chem. 
30, 174. 

5) M. Doyon, A. Morell, N. Kareff, Wirkung von Phosphor auf 
die Gerinnbarkeit ges Blutes. Compt. rend. soc. biolog. 58, 493. 1905. 

0) P. N olf, Uber die Veranderung der Blutgerinnung beim Hunde 
nach Exstirpation der Leber. Arch. internat. de physiol. 3, 1. 1905. 
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Quantitative Bestimmung der einzelnen Gerinnungs­
faktoren. 

Von den Gerinnungsfaktoren ist es bisher gelungen, nur das 
Thrombin resp. Fibrinferment und das Fibrinogen quantitativ 
zu bestimmen. Fiir aIle anderen existieren nur qualitative 
Methoden; von ihnen soli erst im AnschluB an die Darstellungs­
methoden der einzelnen Gerinnungsfaktoren gesprochen werden. 

1. Methode zur quantitativen Bestimmung des Fibrinfermentes 
resp. Thrombins resp. Holothrombins (Holozym). 

Fiir die quantitative Bestimmung des Thrombins hat W ohl­
ge m u th 1) eine einfache Methode angegeben. Dieselbe ist eine 
Reihenmethode, in der absteigende Mengen Fibrinferment mit 
gleichen Mengen Fibrinogen zusammengebracht werden, und in 
der die kleinste Menge Fibrinferment ermittelt wird, die noch 
imstande ist, in der Fibrinogenlosung ein Gerinnsel zu erzielen. 
Die Methode ist in erster Reihe £iir frische Fibrinfermentlosungen, 
also beispielsweise ganz frisches Serum, bestimmt. 

Erforderliche Losungen. 
1. Frisches Fibrinferment (frisches Serum). 
2. Fi brinogenlOsung. 
Als solche dient Magnesiumsulfatplasma, nach Alexander 

Schmidt bereitet. Man stellt es sich in der Weise her, daB man 
3 Teile frisches Blut mit 1 Teil MagnesiumsulfatlOsung (28 %) 
mischt, tiichtig durchschiittelt und durch scharfes Zentrifugieren 
das Plasma von den Blutkorperchen trennt. Dieses Plasma 
halt sich im Eisschrank wochenlang, ohne seinen Gehalt an Fibri­
nogen wesentlich zu andern. Zu dem Versuch wird nicht das 
native Plasma, sondern eine lOfache Verdiinnung desselben ver­
wandt, die man sich £iir jeden Versuch unter Benutzung von 
1 %iger Kochsalzlosung frisch aus dem Plasma bereiten muB. 

3. 1 %ige kalkfreie Kochsalzlosung. 
Au s f ii h run g. Eine Reihe mit fortlaufenden Zahlen 

versehener Reagenzglaser wird mit absteigenden Mengen der 
zu untersuchenden Thrombinlosung beschickt, und zwar in der 
Weise, daB man in das erste Glaschen 1,0 ccm, in das zweite 

1) J. Wohlgemuth, Eine neue Methode zur quantitativen Be­
stimmung des Fibrinfermentes und des Fibrinogens in Ktirperfliissigkeiten. 
Biochem. Zeitschr. 27, 79. 1910. 
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GHischen 0,5 cern, in das dritte Glaschen 0,25, in das vierte Glas­
chen 0,125 cern usw. bringt, und daB fiir die hierbei notwendigen 
Verdiinnungen ausschlieBlich 1 % ige KochsalzlOsung verwandt 
wird. Hiernach werden je 2 cern der lOfach verdiinnten Fibri­
nogenlOsung zu jedem Gliischen zugefUgt, die Gliischen durchge­
schiittelt und auf 24 Stunden in den Eisschrank gestellt. Wiihrend 
dieser Zeit geht die Umwandlung des Fibrinogens in Fibrin in 
den einzelnen Gliischen nach MaBgabe der jeweils vorhandenen 
Fibrinfermentmenge vor sich. Nach Ablauf der Frist nimmt 
man die Glaschen aus dem Eisschrank heraus und stellt nun, 
ohne zu schiitteln, nur durch vorsichtiges horizontales Neigen 
eines jeden Rohrchens fest, wo eine Gerinnung stattgefunden 
hat, und wo sie ausgeblieben ist. Dabei beobachtet man, daB 
in den Glaschen mit viel Serum der ganze Inhalt erstarrt ist 
(komplett oder ++++), dann folgen solche, in denen der Inhalt 
fast vollkommen erstarrt ist (fast komplett oder +++), alsdann 
solche, in denen nur eine teilweise Gerinnung stattgefunden hat 
(partiell oder ++), ferner solche, in denen bloB ein kleines Ge­
rinnsel zu konstatieren ist (etwas, Spur oder +) und endlich 
solche, die entweder nur ein feines Hautchen aufzuweisen haben 
oder ganzlich unverandert geblieben sind (negativ oder -). Das 
Glaschen mit der kleinsten Fibrinfermentmenge, das noch im­
stande ist, ein deutlich sichtbares Gerinnsel (+) zu erzielen, gilt 
als unterste Grenze der Wirksamkeit und aus ihm wird die 
Fermentstiirke fUr die untersuchte Fibrinfermentlosung berechnet. 

Zur besseren tlbersicht stelle ich die einzeInen Phasen eines 
solchen Versuches in der Tabelle auf S. 322 zusammen. 

Berechnung. Es soIl ermittelt werden, wieviel Fibrin­
ferment in 1 cern der zum Versuch verwandten Losung enthaIten 
ist. Zu dem Zwecke setzt man diejenige kleinste Fermentmenge, 
die noch imstande ist, ein Gerinnsel zu bilden, als Fibrinferment­
einheit und berechnet nun, wieviel solcher Einheiten in 1 cern 
der Fibrinfermentlosung enthaIten sind. 

Am einfachsten diirfte die Art der Berechnung ein Zahlen­
beispiel illustrieren; ich wahle als solches den in der nachstehenden 
Tabelle mitgeteilten Versuch. Dieser hat ergeben, daB die in Gliis­
chen Nr. 9 enthaltene Fibrinfermentmenge noch imstande ist, ein 
Gerinnsel zu bilden. Somit entspricht 0,004 einer Fibrinferment-

einheit, demnach enthalt 1 cern der Fibrinfermentlosung 0~~4 = 250 

Fibrinfermenteinheiten. Der Abkiirzung halber bezeichnet man 
die Menge der Fibrinfermenteinheiten in 1 cern der Losung mit Ff, 
folglich wiirde obiger Versuch ergeben Ff = 250. 

W ohlge m u th. Fermentmethoden. 21 
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Ta belle 18. 

Phase I Phase II Phase III Phase IV I Phase V 

Nume-
Fermentverteilung Verteilung Herausnahme der Absolute rierung I Fibrino- aus dem Eisschrank 
verteilunglverteilUng Ferment-d. Gias- genHisung und Feststellung des 

chen der des Fibrin- mengen 
(1 : 10) Resultates 

NaOI-Losg. ferments 

1 0,0 cern 11,0 cern 1,0 cern 2,0 cern (komplett) ++++ 
--~- I 

2 1,0 cern j 1,0 cern 0,5 cern 2,0 cern (komplett) ++++ 
---- '--...--' 

3 1,0 cern 
1\0 cern 

0,25 cern 2,0 cern (komplett) ++++ 
I 

--------

4 1,0 cern 0) 0,125 cem 2,0 cern Auf 24 (komplett) ++++ 
-- ':'"0 

I 0': Stunden 
5 1,0 cern 

1 
~~ 0,062 cern 2,0 cern in den (fast kompl.) +++ 
So 

Eis-
----~--~-------

"'- 0,031 cern 2,0 cern 6 1,0 cern i '" 00 
schrank 

(partiell) ++ 
.-;ol,: 

--- '"00) 
7 1,0 cern I --;;i.:--§ 0,016 cern 2,0 cern stellen (partiell) ++ S·"" 00 

--- ---I tn blJ.:.$ ------~----~ 

8 "'.:0 1,0 cern I 15::; 
.~..Q 

0,008 cern 2,0 cern (etwas) + 
----

o ~ 
9 1,0 cern 0,004 cern 2,0 cern (etwas) + 

---

I 

~:@ 

-

.: .... 
10 1,0 cern ::; 0) 0,002 cern 2,0 cern (negativ) -

I 

'"0 
--- ------

Kon- 1,0 cern 0,0 cern 0,0 cern 2,0 cern (negativ) -trolle 
I 

Auf diese Weise kann man gleichzeitig und ohne Muhe eine 
Reihe von Thrombinlosungen, beispielsweise Sera, auf ihren 
Ff-Gehalt untersuchen und zahlenmii13ig belegen. Fur normales 
menschliches Serum schwanken die Werte zwischen Ff = 62,5-250, 
fUr Hundeserum zwischen Ff = 125-250, fUr Kaninchenserum 
zwischen Ff = 31,5-125. 

Die Methode ist au13erordentlich einfach und be quem und 
erfordert keine besonderen apparatlichen Vorkehrungen. Doch 
sind in jedem Fane noch folgende Punkte zu berucksichtigen: 

l. Siimtliche Gefii13e und Pipetten sind vor dem Gebrauch 
aufs sorgfiHtigste zu reinigen, am besten zu sterilisieren. 

2. Die unverdunnte Fibrinogenlosung (Magnesiumsulfat­
plasma) hiilt sich in der Mehrzahl der Fiine mehrere Wochenim 
Eisschrank. Meist bildet sich wiihrend dieser Zeit eine schwache 
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Triibung, mitunter sogar ein kleiner Bodensatz aus. Man tut 
dann gut, vor der Herstellung der lOfachen Verdiinnung das 
Plasma zu filtrieren, weil sonst der Niederschlag den Versuch 
erheblich stort. Die FibrinogenlOsung kann so lange zu Versuchen 
verwandt werden, als das Kontrollrohrchen (2 c.cm Fibrinogen­
lasung (1 : 10) + 1 ccm 1 %ige NaCl-Lasung) 24 Stunden voll­
kommen klar bleibt und keine Spur eines Gerinnsels zeigt. 

3. Es darf niemals ohne Kontrolle gearbeitet werden. 
Das Kontrollrohrchen muB am Ende des Versuches vollkommen 
klar sein. Findet man in ihm ein kleines Gerinnsel, so ist der 
Versuch unbrauchbar. Auch wenn sich wahrend des 24stiindigen 
Stehens im Eisschrank nur ein kleines Hautchen gebildet hat, 
ist der Versuch noch einmal zu wiederholen. Findet man in einem 
zweiten Versuch wieder ein Hautchen in der Kontrolle, so muB 
man den Versuch mit einer ganz frisch hergestellten Fibrinogen­
lOsung ansetzen. 

4. Obige Methode ist natiirlich nur imstande, etwas iiber 
das aktive Thrombin auszusagen. Durch langeres Stehen teil­
weise inaktiv gewordenes Thrombin (Metathrombin) findet natiir­
lich keine Beriicksichtigung. Man kann aber auch Metathrombin 
mit ihr quantitativ nachweisen, wenn man dieses nach der Vor­
schrift von Schmidt (s. S. 334) durch Behandeln mit Alkali 
resp. Saure zuvor in Neothrombin iibergefiihrt hat. Die Methode 
eignet sich also vorwiegend fiir aIle frische Thrombinlosungen, 
insbesondere fiir frisch gewonnenes Serum. 

2. Methoden zur quantitativen Bestimmung des Fibrinogens. 
Von den bisher bekannt gewordenen Methoden diirfte kaum 

eine Anspruch auf absolute Genauigkeit machen. Das liegt wohl 
in erster Reihe daran, daB eine vollkommene Trennung des 
Fibrins von den anderen in einer Fibrinogenlosung enthaltenen 
EiweiBkorpern, speziell den Globulinen, nicht maglich ist, weder 
auf dem Wege des Aussalzens, noch auf dem Wege der Saure­
fallung, noch mittelst fraktionierter Hitzekoagulation, noch durch 
die Umwandlung des Fibrinogens in Fibrin. Letztere Methode 
(Umwandlung des Fibrinogens in Fibrin und Wagen desselben) 
liefert viel zu hohe Werte, da das Fibrin vieles in sich einschlieBt, 
was mit Fibrinogen gar nichts zu tun hat, wahrend die friiher 
vielfach geiibte Methode der fraktionierten Hitzekoagulation sicher­
lich viel zu niedrige Werte liefert. Es kann deshalb auf die Wieder­
gabe dieser beiden Methoden verzichtet werden, und es sollen nur 
die beiden erstgenannten genauer beschrieben werden und auBer­
dem das Reihenverfahren von W 0 hI gem u t h. 

21* 
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a) Die Aussalzmethode von Reye 1). 

Die Methode beruht darauf, daB neutrale Ammonsulfat­
losung aus Plasma das Fibrinogen leichter aussalzt als die 
Globuline. 

Erforderliche Losungen. 
1. 3 %ige Fluornatriumlosung. 
2. Gesattigte neutrale Ammonsulfatlosung, deren 

Dichtigkeit bei 190 C 1,245 betragen solI. 
3. Verdiinnte neutrale Ammonsulfatlosung. 
Man stellt dieselbe in der Weise her, daB man 16 ccm der 

konzentrierten Losung mit 42 ccm destilliertem Wasser ver­
diinnt. 

Ausfiihrung. Die Vorschrift lautet, daB man das Blut 
in Fluornatriumlosung auffangen und die Konzentration so 
wahlen solI, daB das Plasma 0,5-0,6 % Fluornatrium enthalt. 
Man geht deshalb am zweckmaBigsten so vor, daB man in einen 
kleinen MeBzylinder von 20 ccm Inhalt 4 ccm Fluornatrium­
losung bringt und 16 ccm Blut zuflieBen laBt. Hiernach zentri­
fugiert man die Blutkorperchen scharf ab, versetzt 12 ccm klares 
Plasma mit 30 ccm destilliertem Wasser und fiigt nun zu der 
Mischung 16 ccm Ammonsulfatlosung zu. Dabei entsteht ein 
Niederschlag, der langere Zeit zum Absetzen braucht. Hiernach 
filtriert man durch ein gewogenes Filter, sorgt dafiir, daB der 
Niederschlag quantitativ auf das Filter kommt, und wascht den 
Filterriickstand so lange mit entsprechend verdiinnter Ammon­
sulfatlosung nach, als das Filtrat noch Biuretreaktion gibt. 
Den Niederschlag laBt man dann ztmachst an der Luft trocken 
werden und erhitzt ihn im Trockenschrank bei 800 ca. 1 Stunde 
lang; hierbei koaguliert der Niederschlag und wird unlOslich. 
Nun behandelt man ihn auf dem Filter mit heiBem destilliertem 
Wasser und wascht ihn so lange, bis er vollkommen schwefel­
saurefrei ist, wascht ihn danach mit Alkohol und Ather, trocknet 
ihn im Trockenschrank bei 1000 und bestimmt sein Gewicht. 

Nach Reye sind in 12 ccm Rinderplasma 0,042-0,0424 g 
Fibrinogen enthalten. 

b) Aussalzmethode von Porges und Spir02). 
Sie beruht darauf, daB man mit warm gesattigter Natrium­

sulfatlosung das Fibrinogen aus verdiinntem Plasma ausfallt und 

1) Reye, Uber Nachweis und Bestimmung des Fibrinogens. Inaug.-
Diss. StraBburg 1898. . 

2) O. Porges und K. Spiro, Die Globuline des Blutserums. Hof­
meisters Beitr. 3, 277. 1903. 
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den Stickstoff des Plasmas VOl' und nach del' Ausfallung nach 
Kjeldahl bestimmt. 

Erforderliche Losungen. 
1. 3 %ige FluornatriumlOsung. 
2. Warm gesattigteNatriumsulfatlosung. Dieselbestellt 

man her, indem man Natriumsulfat, das keine Spur von Ammo­
niaksalzen enthalten darf, bei ca. 330 mit Wasser stehen laBt, 
bis nichts mehr von dem Salz in Losung geht. 

Ausfiihrung. Man stellt sich zunachst Fluornatrium-
plasma her, indem man 16 cern Blut aus del' Ader in 4 cern Fluol'­
natriumlOsung flieBen laBt und die Blutkorperchen scharf ab­
zentrifugiert. 15 cern Plasma werden mit 45 cern Wasser ver­
setzt. In 5 cern diesel' Plasmaverdunnung wird del' Stickstoff 
quantitativ nach Kj eldahl bestimmt; del' Rest wird in eine 
gut verschlieBbare weithalsige Flasche iibertragen, auf etwas 
uber 300 C erwarmt und mit 14 cern gleichfalls vorgewarmter 
Natriumsulfatlosung versetzt. Dabei fallt das Fibrinogen aus. 
Man laBt nun die ganze Mischung fest verschlossen im Brutschrank 
stehen und filtriert danach auch im Brutschrank. In 5 resp. 
10 cern des Filtrates bestimmt man dann wieder den Stickstoff 
nach Kjeldahl, indem man bei del' Berechnung die Vel'dunnung 
durch Natriumsulfat beriicksichtigen muB. Die Differenz zwischen 
dem Stick stoff VOl' und nach del' Ausfallung ergibt die Menge 
des Fibrinogens. 

Diese Methode verdient deshalb VOl' del' Methode von Reye 
den Vorzug, weil bei ihr das Auswaschen mit Ammonsulfat, das 
sehr zeitraubend ist, fortfallt und auch del' Niederschlag nicht 
besonders verarbeitetzu werden braucht. 

c) Saurefallungsmethode von Doyon, Morel, peju 1). 

Sie beruht auf del' Ausfallung des Fibrinogens aus Fluor­
natriumplasma durch Essigsaure und del' Trocknung und Wagung 
des Niederschlages. 

Erforderliche Losungen. 
1. 3 %ige Fluornatriumlosung. 
2. 10 %ige Essigsaure. 
Ausfiihrung. Zunachst bereitet man sich Fluornatl'ium­

plasma in del' 'Weise, daB man zu 8 cern Fluornatriumlosung 
32 cern Blut flieBen laBt, griindlichst durchschiittelt und die 
Blutkorperchen scharf abzentl'ifugiert. Alsdann . vel'setzt man 

1) Doyon, Morel, Peju, Procedes de dosage du fibrinogt'me. Compt. 
rend. de la bioI. fi8, 657. 1905. 
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das Plasma mit Essigsaure in der Weise, daB man 1 ccm Essig­
saure auf 12 ccm Plasma zugibt. Dabei fallt das Fibrinogen aus 
und senkt sich zu Boden. Hiernach wird der NiederscWag ab­
filtriert, gewaschen, getrocknet und gewogen. 

d) Reihenmethode von Wohlgemuth 1). 

Sie beruht darauf, daB man absteigende Mengen Fibrinogen 
mit gleichen Mengen Fibrinferment zusammenbringt und so die 
kle.inste Fibrinogenmenge zu ermitteln sucht, die noch imstande 
ist, mit einem VberschuB an Fibrinferment ein gut erkennbares 
Gerinnsel zu liefern. 

Erforderliche Losungen. 
1. Fibrinogenlosung. 
Aus Blut bereitet man sie sich in der Weise, daB man zu 

1 ccm Magnesiumsulfat (28 %) 3 ccm frisches Blut zuflieBen laBt, 
kraftig durchschiittelt und scharf zentrifugiert. 

2. Fibrinferment. 
Als solches dient am besten, well am leichtesten jederzeit 

erhaltlich, frisch gewonnenes Serum. Von ihm stellt man sich 
fUr den Versuch eine 5fache Verdlinnung her. 

3. 1 %ige Kochsalzlosung. 
Ausfiihrung. Eine Reihe mit fortlaufenden Zahlen ver­

sehener Reagenzglaser wird mit absteigenden Mengen der 
zu untersuchenden Fibrinogenlosung beschickt, und zwar in der 
Weise, daB man in das erste Glaschen 1,0 ccm, in das zweite 
Glaschen 0,5 cem, in das dritte Glasehen 0,25 eem, in das vierte 
Glasehen 0,125 cem usw. bringt, und daB man fUr die hierbei 
notwendigen Verdiinnungen 1 % ige Koehsalzlosung verwendet. 
Hiernaeh wird von der 5faeh verdiinnten Fibrinfermentlosung je 
1 ccm zu jedem Glaschen hinzugefUgt, dann werden die Glaschen 
griindliehst durehgesehiittelt und auf 24 Stunden in den Eisschrank 
gestellt. Wahrend dieser Zeit geht unter dem EinfluB des Fibrin­
fermentes die Umwandlung des Fibrinogens in Fibrin vor sich. 
Nach Ablauf der Frist nimmt man die Glasehen aus dem Eis­
schrank heraus und stellt durch Neigen eines jeden, wobei ein 
Schiitteln vermieden werden muB, fest, wo Gerinnung einge­
treten, ist und wo sie ausgeblieben ist. 

In der Regel beo bachtet man in den ersten zwei Glasehen 
der Reihe, die am meisten Fibrinogen (Plasma) enthalten, keine 
Gerinnung, aus dem einfachen Grunde, well die Menge des gleieh-

1) J. Wohlgemuth, Eine neue Methode zur quantitativen Bestim­
mung des Fibrinfermentes und des Fibrinogens in Korperfliissigkeiten. 
Biochem. Zeitschr. 27, 79. 1910. 
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zeitig vorhandenen Magnesiumsulfates den Eintritt der Fibrin­
bildung verhindert. Die nachsten Glaschen zeigen, sofern es 
sich urn Blut yom normalen Tier handelt, eine komplette Ge­
rinnung (++++), dann folgen solche mit einer fast kompletten 
(+++), einer partiellen (++) und einer geringen Gerinnung (+) 
und endlich solche Glaschen, die keine Spur eines Gerinnsels auf­
zuweisen haben (-). Das Glaschen mit der kleinsten Fibrinogen­
menge, in dem noch ein deutlich sichtbares Gerinnsel (+) ange­
troffen wurde, gilt als unterste Grenze der Wirksamkeit und aus 
ihm wird die Fermentstarke fur die untersuchte Fibrinogenlosung 
berechnet. 

Zur besseren Dbersicht stelle ich die einzelnen Phasen eines 
solchen Versuches in folgender Ta belle zusammen. 

T a belle 19. 

Phase I Phase II Phase III Phase IV Phase V 
----~----- -----~,--

Nume-
Ferrnentverteilung Verteilung 

Herausnahme -----,----- Absolute desFibrin-
rierung 

V erteil ung IV erteil ung Ferment- fermentes aus dem Eisschrank 
d. GUls- Serum und Feststellung des 

chen der d. Fibrino· mengen 
(1 : 10) Resultates 

NaCl·Liisg_ gens 

1 0,0 cern 
I 

1,0 cern 1,0 cern 1,0 cern -
--- ,-- -- ------_. __ .-

2 1,0 cern 
, 

1,0 cern 0,5 1,0 cern 
I 

cern -
------- --v--- -----,---- --

3 1,0 cern li,o cern 
0,25 cern 1,0 cern kornplett(++++) 

-_._-- -_._.- ----

4 1,0 cern .:: OJ 0,125 cern 1,0 cern Hinein- kornplett(++++) 
----- -----~ O"1j stellen in po § 

5 1,0 cern S~ 0,062 cern 1,0 cern den Eis· kornplett (++++) 
------ 00 ---- schrank I 

0-

6 1,0 cern 0 00 0,031 cern 1,0 cern auf 24 fastkornpl. (+++) • ell • 
-- .... "1j § ----,.,-

Stunden 
-- --- --

7 1,0 cern -.::~ 0,016 cern 1,0 cern partiell (+ + ) ce ....... Q 

S bO:gj ----- ---~-00.::_ 
8 1,0 cern 

i 
~p0 0,008 cern 1,0 cern etwas (+) 
OJ~ 

---

1,0 cc~1 
·~o 

9 
o.~ 

0,004 cern 1,0 oo~ cern -

1,0 c~1 'B~ 
----

10 P"1j 0,002 cern 1,0 cern -

Berechnung. Sie erfolgt ganz analog der Berechnung des 
Fibrinfermentes, indem man ermittelt, wieviel Fibrinogenein-
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heiten in 1 ccm der zum Versuch verwandten Losung enthalten 
ist. Zu dem Zweck setzt man diejenige kleinste Fibrinogenmenge, 
die noch ein deutlich sichtbares Gerinnsellieferte, als Einheit und 
berechnet nun, wieviel solcher Fibrinogeneinheiten in 1 ccm der 
Fibrinogenlosung enthalten sind. Dies solI an einem Zahlen­
beispiel illustriert werden. Als solches wahle ich den in vorstehender 
Tabelle mitgeteilten Versuch. 

Es hat sich ergeben, daB noch Glaschen Nr. 8 so viel Fibri­
nogen enthielt, daB sich noch ein gutes Gerinnsel bilden konnte, 
wahrend schon im nachsten Glaschen (Nr. 9) die Gerinnselbildung 
ausgeblieben war. Somit entspricht 0,008 einer Fibrinogenein-

heit, es enthalt demnach 1 ccm der Fibrinogenlosung 0 1~~8 = 125 
, 

Fibrinogeneinheiten. Der Abktirzung halber bezeichnet man die 
Menge der Fibrinogeneinheiten in 1 cern der Losung mit Fg, 
folglich wtirde obiger Versuch ergeben Fg = 125. 

Fiir menschliches Plasma schwanken die Werte zwischen 
Fg = 62,5-250, fUr Kaninchenplasma zwischen Fg = 16-62,5, 
fUr Hundeplasma zwischen Fg = 62,5-250. 

Bestimmung des Zeitgesetzes des Fibrinfermentes. 
1. Als erster bestimmte Fuld 1) das Zeitgesetz des Fibrin­

fermentes hauptsachlich, urn damit den Nachweis zu ftihren, 
daB der Gerinnungsvorgang kein physikalisch-chemischer, son­
dem ein fermentativer ProzeB ist. Er verwandte hierzu eiIler­
seits Vogelplasma (Gans, Truthahn), andererseits als Enzym­
losung einen Muskelextrakt. Die Herstellung dieser beiden Fltissig­
keiten ist in dem nachstfolgenden Kapitel eingehend beschrieben 
(s. S. 337). 

Was die Versuchsanordnung betrifft, so war sie - ahnlich 
der bei der Bestimmung des Labgesetzes - folgende: 

1m Ostwaldschen Thermostaten werden bei einer Tempe­
ratur von wenig tiber 30° die zur Verwendung kommenden Glaser, 
Pipetten und Fltissigkeiten vorgewarmt. Sodann orientiert man 
sich in einem oder zwei Vorversuchen tiber die Starke der Ferment­
losung. Zu dem Zwecke mischt man beispielsweise 1 ccm Enzym­
lOsung mit 2 cern Plasma und beobochtet das Reagenzglas im 
Wasserbad unter standigem langsamen Schtitteln, innerhalb welcher 
Zeit die Gerinnung beginnt. Hat man gefunden, daB dies schon 
nach 15-20 Sekunden der Fall ist, so wiihlt man ftir den ersten 

1) E. Fuld, tiber das Zeitgesetz des Fibrinfermentes. Hofmeisters 
Beitr. 2, 514. 1902. 
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regularen Versuch eine Fermentmenge, die etwa halb so groB 
ist, die voraussichtlich also innerhalb 30-45 Sekunden Ge­
rinnung bewirkt, das ware in diesem FaIle ca. 0,5 ccm. 

Nun beschickt man mindestens drei der vorgewarmten Re­
agenzglaschen mit je 0,5 ccm der vorgewarmten EnzymlCisung 
und fiigt zu einem Glaschen, ohne es aus dem Wasserbad heraus­
zunehmen, 2 ccm vorgewarmtes Plasma mit eiller Ausblaspipette 
hinzu. In demselben Moment setzt man eine Rennuhr in Bewe­
gung und bewegt fortwahrend das Glaschen, dessen unterer Teil 
stets im Wasser eintauchen muB, langsam hin und her. Dabei 
beobachtet man scharf den Inhalt des Glaschens bei einer guten 
iiber dem Wasserbad angebrachten Lichtquelle. Sobald das erste 
Gerinnsel sichtbar ist, wird die Rennuhr arretiert. Die Zeit, 
welche verflossen ist zwischen dem Moment, wo das Plasma mit 
dem Ferment vereinigt wurde, und dem Moment, wo das erste 
Gerinnsel erscheint, ist die Gerinnungszeit. Man hat sie fiir eine 
bestimmte Fermentmenge in mindestens drei besonderen Ver­
suchen zu ermitteln und dann daraus das Mittel zu berechnen. 

Hiernach stellt man die Gerinnungszeit fiir eine Ferment­
Menge fest, die halb so groB ist wie in der ersten Versuchsreihe, 
und verfahrt dabei in genau der gleichen Weise. Auch hier hat 
man das Mittel aus mindestens drei Versuchen zu bestimmen. 

Alsdann folgt die Ermittelung der Gerinnungszeit fi.1r eine 
nur den vierten Teil enthaltende Fermentmenge, und zwar gleich­
falls in mindestens drei verschiedenen Versuchen nach dem nam­
lichen Prinzip. 

Auf diese Weise stellte .Fuld fest, daB die Gerinnungszeit 
nicht umgekehrt proportional der Fermentmenge ist, sondern daB 
einer Fermentzunahme um das Doppelte der Zunahme der Ge­
schwindigkeit um das Anderthalbfache entspricht. Die hieraus be­
rechnete Formel nahert sich auffallend der Sch ii tzschen Regel 
fUr das Pepsin, wonach die Geschwindigkeit zunimmt proportional 
der Wurzel aus der Fermentmenge. 

2. Zu einem anderen Resultat kam Loe b 1) bei der Unter­
suchung des Blutes von Wirbellosen. Er bediente sich dabei 
folgender Methode: 

In eine kleine Petrischale wurden 3 ccm Hummerplasma 
mit 1 ccm Muskelextrakt - iiber deren Darstellung s. S. 332 -
zusammengebracht und nun durch haufiges Neigen des Schalchens 
kontrolliert, wann ein diinner Fibrinbelag sich auf seinem Boden 
abgesetzt hatte. Dieser Zeitpunkt konnte genau bestimmt werden. 

1) L. Loeb, Untersuchungen tiber die Blutgerinnung. VIII. Mit­
teilung. Hofmeisters Beitr. 9, 185. 1907. 
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Alsdann wurde die Gerinnungszeit ermittelt fiir 0,5 ccm Muskel­
extrakt + 3 ccm Plasma, femer fiir 0,25 ccm Muskelextrakt 
+ 3 ccm Plasma usw. Wahrend des ganzen Versuches wurde 
dafiir Sorge getragen, daB die Reagenzien stets bei der gleichen 
Temperatur gehalten wurden. 

Auf diese Weise stellte Loe b fest, daB zwischen Ferment­
menge und Gerinnungszeit direkte Proportionalitat besteht, daB 
also bei Wirbellosen die Gerinnungszeit umgekehrt proportional 
der Fermentmenge ist. 

Darstellung und Nachweis von Substanzen, die an der 
ersten Phase der Blutgerinnung beteiligt sind. 
Zu diesen Substanzen gehoren das Throm bogen, die 

Thrombokinase, die zymoplastischen (Schmidt) resp. 
thromboplastischen (NoIf) Substanzen, die Kalksalze 
und endlich das Fi brinfermen t (Throm bin) seIber. 

1. Thrombogen. 
Es findet sich im Blutserum, in der Lymphe und im Blut­

plasma. In den Geweben ist es, sofern dieselben vollkommen 
frei von Blut sind, nicht enthalten. 

Eine Methode, Losungen darzustellen, die ausschlieBlich 
Thrombogen enthalten, existiert nicht. Man kann aber im Blut­
serum von frisch geronnenem Blut neben fertigem Fibrinferment 
noch recht betrachtliche Mengen an Thrombogen antre££en. 

Der N ach weis von Thrombogen kann auf zwei Arten 
gefiihrt werden a) durch die Bestimmung der Gerinnungs­
zeit, b) mit Hilfe der Fibrinfermentmethode von Wohl­
gemuth. 

a) Durch die Bestimmung der Gerinnungszeit. 
Das auf Thrombogen zu untersuchende Serum bringt man 

zusammen mit Fibrinogenlosung (Darstellung s. S. 348) und be­
stimmt mit einer der oben angegebenen Methoden die Gerinnungs­
zeit. In einem zweiten Versuch setzt man zu der gleichen Menge 
Serum und Fibrinogenlosung etwas Thrombokinase (Darstellung 
s. S. 331) und ermittelt wieder die Gerinnungszeit mit der nam­
lichen Methode. Falls Thrombogen vorhanden war, muB die 
Gerinnung in Gegenwart der Thrombokinase erheblich schneller 
erfolgen als in dem Kontrollversuch. 
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b) Mit Hilfe der Fibrinfermentmethode von Wohl­
gemuth. 

Diese Methode erfordert zwei Versuchsreihen, eine Haupt­
reihe und eine Kontrollreihe. Beide Reihen, bestehend aus je 
12 Glaschen, werden in gleicher Weise mit absteigenden Mengen 
des fraglichen Serums beschickt, und zwar so, daB die gleiche 
Nummer tragenden Glaschen beider Reihen auch die gleiche 
Serummenge enthalten. Hiernach fiigt man zu jedem Glaschen 
der Hauptreihe von einer Thrombokinaselosung (Darstellung s. 
unten) eine bestimmte Menge (0,5-1,0 ccm) zu und zu jedem 
Glaschen der Kontrollreihe die entsprechende Menge derjenigen 
Fliissigkeit, in welcher sich die Thrombokinase gelost findet, 
beispielsweise physiologische Kochsalzlosung. Danach kommen 
zu jedem Glaschen der Hauptreihe sowohl wie der Kontrollreihe 
je 2 ccm Fibrinogenlosung und nun stellt man beide Reihen auf 
24 Stunden in den Eisschrank. Nach Ablauf der Frist werden 
die Glaschen auf ihren Gerinnungszustand untersucht und die 
Hauptreihe mit der Kontrollreihe verglichen. Enthielt das unter­
suchte Serum noch Thrombogen, so findet man die unterste Grenze 
der Wirksamkeit in der Hauptreihe tiefer als in der Kontroll­
reihe. Die Differenz zwischen beiden Reihen ist um so groBer, 
je mehr Thrombogen im Serum vorhanden war. 

2. Thrombokinase, zymoplastische resp. thromboplastische 
Substanzen. 

Diese drei Substanzen sollen, obwohl sie mehr oder weniger 
voneinander verschieden sind, doch gemeinschaftlich besprochen 
werden, einmal, wei! ihnen allen eine gerinnungsbefordernde 
Eigenschaft eigentiimlich ist, ferner, weil man ihnen nie einzeln 
begegnet, sondern sie stets vereint antrifft, hauptsachlich aber 
deshalb, wei! eine Methode, sie gesondert darzustellen, bisher 
nicht existiert. 

Fiir die Darstellung der Thrombokinase, iiber deren 
Natur in dem theoretischen Teil das Wesentlichste gesagt ist, emp­
fiehlt Morawitz, die betreffenden Organe sorgfaltig zu entbluten 
und zu reinigen, dann moglichst fein zu zerkleinern und mit dem 
gleichen Volumen physiologischer Kochsalzlosung zu extrahieren. 
Um die Extraktion moglichst wirksam zu gestalten, solI das Ge­
misch etwa eine halbe Stunde geschiittelt und auf mehrere Stunden 
in den Eisschrank gestellt ~erden. Hiernach wird die triibe, 
iiber dem Bodensatz stehende Schicht durch Leinwa,nd koliert 
und so direkt zum Versuch verwandt. Weiteres Klaren durch 
Filtration ist nicht ratsam, da dies meist nur auf Kosten der Wirk-
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samkeit geschieht. Die Losung enthalt natiirlich auBer der 
Thrombokinase auch zymoplastische resp. thromboplastische Sub­
stanzen. 

Besonders hierfiir geeignet sind aIle driisigen Organe, speziell 
Leber, Lymphdriisen, Thymus; doch kann man auch aus Muskeln 
gut wirksame Losungen bekommen. Sehr haufig aber enthalten 
Muskelextrakte neben gerinnungsfordernden Substanzen auch ge­
rinnungshemmende, die man indes durch 12-20 stiindige Dialyse 
aus ihnen entfernen kann (Loeb 1)). 

Allen dies en Extrakten ist gemein, daB sie ihre Wirksamkeit 
auBerordentlich schnell einbiiBen, mogen sie unter Toluol oder 
Chloroform gehalten werden oder nicht. Das einzige Mittel, sie 
langere Zeit wirksam zu halten, diirfte meines Erachtens das 
Aufbewahren in gefrorenem Zustande sein; doch liegen dariiber 
noch keine besonderen Erfahrungen vor. 

Eine solche Thrombokinaselosung vermag wohl natives 
Plasma zur Gerinnung zu bringen, nicht dagegen solches Plasma, 
das durch Fallung der Kalksalze (Fluorid-Oxalatplasma) gewonnen 
ist. Denn sie bedarf zur Entfaltung ihrer Wirkung der Kalk­
salze. - Ferner muB solche Losung, entsprechend ihrer gerinnungs­
befordernden Eigenschaft, auch die Blutgerinnung beschleunigen. 
Wenn man beispielsweise zu einem Gemisch von frischem Serum 
und Fibrinogen etwas von der Thrombokinaselosung zufiigt, so 
muB die Gerinnung schneller vor sich gehen als in der Kontrolle, 
ohne Thrombokinase. Aus dem Grad der Verkiirzung der Ge­
rinnungszeit kann man ungefahr auf die Starke der Thrombo­
kinase schlieBen. 

Will man ein exakteres MaB fiir die Starke der Thrombokinase 
haben, so kann man sich des auf S. 320 geschilderten Verfahrens 
von Wohlgemuth bedienen, indem man wie beim Thrombogen 
(s. S. 331) entweder mit einer Hauptreihe und einer Kontroll­
reihe arbeitet, oder indem man sich des sogenannten Einreihen­
verfahrens bedient. Hierbei ist der Gang der Untersuchung der, 
daB man zunachst in einem 24stiindigen Vorversuch diejenige 
Menge Serum ermittelt, die nicht mehr imstande ist, in einer 
Fibrinogenlosung ein Gerinnsel zu erzielen. Alsdann beschickt 
man eine Reihe von Reagenzglasern mit absteigenden Mengen 
der" Thrombokinase16sung, fiigt zu jedem Glaschen die im Vor­
versuch ermittelte Serummenge hinzu und gleichzeitig die er­
forderliche Menge Fibrinogen16sung und stellt die Reihe auf 
24 Stunden in den Eisschrank. Nach Ablauf der Frist kontrolliert 

1) L. Loeb, Untersuchungen der Blutgerinnung. VIII. Mitteilung. 
Hofmeisters Beitr. 9, 185. 1907. 
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man, in welchem Glaschen noch ein deutlich erkennbares Ge­
rinnsel vorhanden ist. Die kleinste noch wirksame Thrombo­
kinasemenge kann man als Einheit setzen und so die Starke 
mehrerer ThrombokinaselOsungen zahlenmafiig belegen und unter­
einander vergleichen. 

Fiir die Darstellung zymoplastischer Substanzen aus 
Organen hat Schmidtl) folgendes Verfahren angegeben: 

Das betreffende Organ wird griindlichst zerkleinert, in einem 
nicht zu kleinen Stehkolben, der mit einem RiickfluBkiihler armiert 
ist, mit siedendem Alkohol iibergossen und auf dem siedenden 
Wasserbad 1-2 Stunden erhitzt. Hiernach wird das alkoholi­
sehe Extrakt abfiltriert und der Riickstand noch mehrmals mit 
Alkohol heW extrahiert. Darauf werden die alkoholisehen Filtrate 
vereinigt und der Alkohol in einer Porzelianschale auf dem Dampf­
bad verjagt. Der dort verbleibende gelbliehe Riickstand, der 
vorwiegend aus Lipoiden und aus Fett bestehen diirfte, enthalt 
die zymoplastisehe Substanz in wirksamer Form. Sie kann mit 
destilliertem Wasser oder physiologischer KoehsalzlOsung auf­
genommen und so direkt zum Versueh verwandt werden. 

Ein solehes Extrakt ruft in fibrinogenhaltigen Transsudaten 
und in Magnesiumsulfatplasma Gerinnung hervor. Nach N olf ist. 
das Peptonplasma (Darstellung s. S. 342) das beste Reagens 
auf thromboplastische Substanzen. Doch diirfte das kaum fUr 
alie Falle zutreffen. 

3. Thrombin (Fibrinferment). 
Das bequemste Verfahren, gut wirksame Thrombinlosungen 

herzustelien, besteht in der Gewinnung frisehen Serums. Dabei 
geht man am zweckmaBigsten so vor, daB man das aus der Ader 
flieBende Blut nicht spontan gerinnen laBt, sondern durch Sehlagen 
defibriniert und nach der Defibrinierung sofort zentrifugiert. -
Die sonst iibliche Methode der Serumgewinnung durch Stehen und 
Absitzenlassen des geronnenen Blutes ist hier nieht am Platze, 
da wahrend des Stehens das Serum an Wirksamkeit viel einbiiBt. 
Deshalb ist es aueh ratsam, das Serum moglichst frisch zum Ver­
such zu verwenden. Mochte man das Serum fUr langere Zeit 
gut wirksam erhalten, so gibt es hierfiir nur ein Mittel, das ist 
die Aufbewahrung desselben in gefrorenem Zustande. Bei jeder 
andern Art der Aufbewahrung - auch im Eisschrank - ver­
liert es sehr rasch an Wirksamkeit. Dies beruht, darauf, daB 
das Thrombin sehr bald in die inaktive Form des Metathrombins 
iibergeht. 

1) A. Schmidt 1. c. 
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4. Metathrombill. 
Die Entstehung des Metathrombins hat man sich, wie oben 

auseinandergesetzt, entweder so vorzustellen, daB sich im Serum 
beim Stehen gerinnungshemmende Substanzen bilden, die das 
Thrombin inaktivieren (Pekelharing), oder daB das Thrombin 
von den SerumeiweiBkorpern adsorbiert wird (Mellanby). Man 
kann nun das Metathrombin wieder in die aktive Form iiberliihren, 
wenn man nach Alexander Schmidt folgendermaBen vorgeht. 

Eine bestimmte Menge des Metathrombin enthaltenden 
Serums wird mit der gleichen Menge 1/10 normal-Natronlauge 
versetzt und Y4,-% Stunde bei Zimmertemperatur digeriert. 
Dabei geht ein groBer Teil des Metathrombin in Neothrombin 
iiber. Hiernach wird zur Neutralisation des Alkalis die gleiche 
Menge 1/10 normal-Schwefelsaure zugefUgt und nun das Gemisch 
auf seine Fahigkeit, Fibrinogenlosung zur Gerinnung zu bringen, 
untersucht. 

Noch besser gelingt nach Schmidt die Aktivierung von 
inaktivem Serum, wenn man es vorher dialysiert. Man kommt 
dann auch mit viel kleineren Alkalidosen aus. Bei einem solchen 
Serum geniigen schon 0,1-0,2 ccm 1/10 n NaOH pro ccm Serum, 
um eine gute Aktivierung zu erzielen. 

Zwar sind die Wirkungen, die man auf diese Weise be­
kommt, schon sehr bedeutend, jedoch nicht maximal. Der ge­
samte Vorrat an Metathrombin, soweit er durch diese Behand­
lungsmethode iiberhaupt wirksam gemacht werden kann, ~ird 
erst erschopft, wenn man auf je 10 ccm Serum 2 bis 4 ccm 
1/1 normal-Natronlauge 1/2 Stunde lang einwirken laBt und dann 
mit der entsprechenden Menge 1/1 normal-Schwefelsaure neutrali­
siert. - Indes muB man bei der Verwendung von 1/1 normal 
NaOH recht vorsichtig sein, da ein VberschuB von Lauge Throm­
bin leicht zerstoren kann. 

Ebenso wie mit Alkali gelingt nach Morawitz 1) dieAkti­
vierung von Metathrombin auch durch Saurezusatz in denselben 
Konzentrationsverhaltnissen mit nachtraglicher Neutralisation, 
doch ist hier der Effekt lange nicht so gut wie bei der Verwen­
dung von Alkali. 

Solche reaktivierte Sera verlieren sehr bald wieder ihre 
Aktivitat. 

Am besten eignet sich fUr diese Reaktivierungsversuche 
Pferdeserum; aber auch mit Serum yom Hund, der Katze und 
dem Rind bekommt man ganz gute ResuItate. 

I) P. Morawi tz, Zur Kenntnis der Vorstufen des Fibrinferments. 
Hofmeisters Beitrage, 4, 381. 1904. 
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Darstellung von reinen ThrombinlOsungen. 
a) nach Schmidtl). 
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Frisch gewonnenes Blut liiBt man spontan gerinnen, trennt 
das abgepreBte Serum vom Blutkuchen und versetzt es mit der 
20fachen Menge 95 %igem Alkohol. Dabei bildet sich ein Nieder­
schlag, der das wirksame Thrombin enthalt. Man kann nun 
dies en Niederschlag so lange unter Alkohol aufbewahren, bis man 
ihn zum Versuch verwenden will; anscheinend wird das Throm bin 
durch den Alkohol nur sehr wenig geschadigt. - Will man einen 
Versuch mit dem Thrombin ausfuhren, so filtriert man einen 
aliquoten Teil des Niederschlages ab, entfernt die letzten Reste 
des noch anhaftenden Alkohols durch Abpressen zwischen Filtrier­
papier, trocknet den Niederschlag und extrahiert ihn mit Wasser 
oder mit physiologischer Kochsalzlosung. 1st die Extraktion 
von kurzer Dauer, so geht neben dem Thrombin nur wenig Eiwei13 
in Losung, bei langer dauernder nimmt naturlich die Menge des 
gelosten EiweiBes zu, ohne daB dies von Nachteil fur die Wirkung 
des Thrombins ist. 

Metathrombin enthalt diese Lasung nicht. 

b) nach Howell 2). 

Gut ausgewaschenes frisches Fibrin wird im Eisschrank mit 
8 % iger Kochsalzlasung 2-3 Tage extrahiert und das Extrakt 
durch feine Leinwand koliert. Zur Entfernung der EiweiBkarper 
wird die trube Lasung mit dem halben Volumen Chloroform ge­
schuttelt, wobei ein groBer Teil des EiweiBes ausfallt, und danach 
durch ein Faltenfilter filtriert. Das Filtrat wird abermals mit 
der entsprechenden Menge Chloroform geschuttelt und wieder 
filtriert. Diese Prozedur wiederholt man so oft, bis das Extrakt 
wasserklar ist und nur noch ganz geringe Mengen von EiweiB 
enthalt. Eine reine Thrombinlasung wird beim Kochen in neu­
traler Lasung nicht koaguliert, sie gibt aber die Biuretreaktion. 
Aus solchen Lasungen wird das Thrombin durch Halbsattigung 
mit Ammonsulfat ausgefallt, ohne angegriffen zu werden. 

Die so hergestellten Thrombinlasungen sind sehr wirksam, 
verlieren aber bei langerem Aufbewahren ihre Wirksamkeit. 
Ein halt bares Produkt bekommt man, wenn man die Lasung in 
Schiilchen in kleinen Portionen bei niederer Temperatur (38 bis 

1) A. Schmidt, 1. c. 
2) W. H. Howell, Darstellung und Eigenschaften des Thrombin, 

nebst Beobachtungen iiber Antithrombin und Prothrombin. Amer. Journ. 
of Physio1. 26, 453. 1910. . 
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40° C) einengt und im Exsikkator tiber Schwefelsaure aufbewahrt. 
Der Ruckstand Wird dann spater in physiologische Kochsalz­
losung aufgenommen und die Losung zum Versuch verwandt. 

Darstellung fibrinogenhaltiger Fliissigkeiten. 
Von fibrinogenhaltigen Flussigkeiten finden sowohl Blut­

plasmata wie reine Fibrinogenlosungen beim Studium der Ge­
rinnungsvorgange Verwendung. Welcher von diesen Losungen 
man bei einem Versuch den Vorzug geben solI, hangt ganz von 
der jeweiligen Fragestellung abo Gilt es beispielsweise die Wir­
kung des Thrombins zu priifen, so ist hierfiir das beste Reagens 
eine reine Fibrinogenlosung, die seIber weder Thrombin noch 
dessen V orstufen enthalt. Auch Magnesiumsulfatplasma ist fur 
diesen Zweck sehr geeignet. Mochte man die Wirkung der Thrombo­
kinase untersuchen, so wahlt man zweckmaBig Fluoridplasma, 
oder hat man die Absicht, die Wirkung zymoplastischer Sub­
stanzen zu ermitteln, so ist Gansplasma hierfur sehr geeignet usf. 
Kurzum, die Art der Anwendung der einzelnen Losungen ist eine 
ganz verschiedene und fur das Gelingen der Versuche ist es von 
groBer Wichtigkeit, in jedem Falle zunachst die richtige Wahl 
unter den fibrinogenhaltigen Fliissigkeiten zu treffen. Aus diesem 
Grunde solI bei jeder Losung, deren Darstellung in folgendem 
beschrieben wird, angegeben werden, fUr welche Versuchsanord­
nung sie sich am besten eignet. 

A. Die verschiedenen Blutplasmaarten. 
I. Natives Blutplasma. 

Die Herstellung eines nativen Plasmas ohne irgend einen 
Zusatz von Salz etc. gelingt nur dann, wenn man imstande ist, 
die Entstehung der Thrombokinase zu verhindern. Da die Bil­
dung der Thrombokinase meist erst bei der Beriihrung des BIutes 
mit benetzbaren Fremdkorpern einsetzt, so hat man die Auf­
gabe, das Blut in solche GefaBe aufzufangen, bei denen eine 
Benetz barkeit nicht stattfindet oder durch besondere MaBnahmen 
mindestens auf ein Minimum reduziert ist. 

Fur die Herstellung von nativem Plasma ist in erster Reihe 
das Blut von Vogeln und von niederen Wirbeltieren geeignet. 
Von Saugetierblut kommt hierfiir ausschlieBlich das Pferdeblut 
in Betracht, doch liefert es ein nur wenige Stunden haltbares 
Plasma. 
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1. Plasma aus Vogelblut nach Delezenne1) und Fuld 2). 

Fur dessen Herstellung sind, wie bereits auseinandergesetzt, 
besondere Kautelen notwendig. Das Blut darf nur mit vollig 
staubfreien GefaBen in Beruhrung kommen. Aus dem Grunde 
schreibt Fuld vor, samtliche fur die Blutentnahme und die Tren­
nung des Plasmas von den Blutkorperchen notwendigen Gegen­
stande (Kanulen, Pipetten, Zentrifugierrohrchen, Schlauch etc.) 
nach den von Ostwald empfohlenen Versuchsanordnungen aus­
zudampfen. Zu dem Zweck wird auf einem mit 'Vasser bis 
zur Halfte gefiillten Stehkolben vermittelst eines durchbohrten 
Korks und eines Trichters ein Glasrohr von solcher Weite befestigt, 
daB es das Rohr der Pipette be quem faBt; auch die Schere 
muB sich darin ein wenig offnen lassen. In moglichst unmittel­
barer Nahe ist ein ahnliches vertikales Glasrohr an eine Wasser­
strahlluftpumpe angeschlossen, in welches die Gegenstande aus 
dem (minutenlangen) Aufenthalt im stromenden Dampf mog­
lichst heiB m.ittelst eines Tuches ubertragen werden. Die Trock­
nung geht recht schnell von statten. Auch die starkwandigen 
Zentrifugierrohrchen vertragen diese Art der Reinigung ohne 
Schaden. Die Kaniilen werden in der Flamme gereinigt. 

Zur Blutentnahme eignen sich am besten Ganse und Trut· 
hahne. Das Tier, von dem Blut entnommen werden soIl, wird 
aufgebunden und mit einigen unterschobenen Keilen gestiitzt. 
Dabei hat man darauf zu achten, daB der Hals moglichst gerade 
und unverdreht zu liegen kommt. Die Blutentnahme kann ohne 
Narkose geschehen, da das Tier kaum Schmerzen empfindet. 
Nun reinigt man das Operationsfeld von Federn, am besten durch 
Rupfen, durchtrennt die Haut in der Mittellinie (bei Huhner­
vogeln sind dabei die roten, gefaBreichen Hautanhange zu schonen), 
umsticht sorgfaltig aIle blutenden Venen und kann ohne inter­
kurrente Blutung und ohne Tupfen die Operation zu Ende fuhren, 
gleichviel ob man stumpf oder scharf vorgeht. Nach Durch­
trennung des Bindegewebes geht man haarscharf in der Mittel­
linie zwischen die Muskeln des unteren Viertels ein, ohne den 
PuIs zu suchen. 1st man bis zur recht tief gelegenen "linken" 
Arterie vorgedrungen, so tritt dieselbe, sich aufrichtend wie ein 
Schlauch, in den ein starker Wasserstrahl eintritt, in der Wunde 
hervor. Das GefaB der anderen Seite liegt unmittelbar hinter 
ihr. Die Arterie wird angehoben, auf einen Streifen Filtrier-

1) C. Delezenne, Recherches sur la coagulation du sang chez les 
oiseaux. Arch. de Physiol. 9, 333. 1897. 

2) E. Fuld, tiber das Zeitgesetz des Fibrinfermentes. Hofmeisters 
Beitr. 2, 514. 1902. 
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papier gelegt und in dieselbe nach Eroffnung mittelst einer ge­
reinigten (s. oben) Schere die Kaniile eingefiihrt. Das Blut wird 
in Zentrifugierrohrchen aufgefangen, welche mit einem nicht zu 
knappen Stiick Stanniol bedeckt sind. Unmittelbar vor Benutzung 
wird das Stanniolpapier mit einem Rohr von der Weite der Kaniile 
durchstoBen, in diese 6ffnung fiihrt man die Kaniile ein. Durch 
Zusammendriicken des Stanniols oder durch Verschieben desselben 
wird sofort nach der Fiillung das Glas vollkommen bedeckt. Das' 
Auswechseln der GefaBe muB natiirlich schnell geschehen. Durch 
mehrmaliges Zentrifugieren und Abheben - jedes Glas mit einer 
frisch gereinigten Pipette! - erhalt man in zwei Stunden ein 
korperchenfreies Plasma. Wahrend des Zentrifugierens und in 
der ganzen Folgezeit bleiben die Proben mit Stanniol bedeckt. 

Bei genauer Innehaltung dieser Angaben, namentlich bei 
Ausdampfung der Pipetten vor jedem Gebrauch, wird man stets, 
wenigstens in einigen Rohrchen, ein Plasma bekommen, das sich 
ein paar Wochen fliissig halt. 

Fiir Thrombinstudien ist dieses Plasma nicht geeignet, da es 
gerinnungshemmende Substanzen enthalt. Dagegen ist es wegen 
seines Gehaltes an Thrombogen, Kalksalzen und Fibrinogen ein 
besonders giinstiges Objekt fiir Versuche mit Thrombokinase und 
mit zymoplastischen resp. thromboplastischen Substanzen. 

2. Plasma aus Fischblut nach N olf 1). 

Zur Blutentnahme eignen sich nach N olf Scyllium catulus, 
Labrax lupus, Lophius piscatorius, Trachinus radiatus, Labrus 
festivus, Carcharias glaucus. 

Das Fischblut gerinnt leichter als das Vogelblut. Es geniigt 
deshalb nicht, dasselve in staubfreie GefaBe aufzufangen, sondern 
man muB die Zentrifugierrohrchen sowohl wie die GefaBe, in 
denen man das Plasma aufbewahren will, mit einer leichten 
Paraffinschicht iiberziehen. Zum Paraffinieren benutzt man am 
besten eine Mischung von festem Paraffin und Paraffinum liqui­
dum, deren Schmelzpunkt nur wenig iiber 400 liegt. 

Das Tier wird senkrecht, mit dem Kopfe nach unten, aufge­
hangt. Dann schneidet man etwa in der Hohe der letzten Dorsal­
flosse den Schwanz ab, fiihrt in das Lumen der freigelegten Arterie, 
aus der wegen der senkrechten Korperstellung kein Blut aus­
flieBt, eine Kaniile ein und schiebt dieselbe moglichst tief hinein. 
Dadurch wird gleichzeitig durch die Kompression ein VerschluB 
der gleichfalls eroffneten Vene erzielt. Hiernach wird die Schnitt­
flache in der Umgebung der Kaniile sorgfaltig mit Mulltupfern 

1) P. Nolf, La coagulation du sang des poissons. Arch. internat. 
de Physiol. 4, 216. 1906. 
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bedeckt, damit kein Gewebssaft sich dem Blut beimengen kann, 
der Fisch in eine horizontale Lage gebracht und entblutet. Das 
aus der Kaniile flieBende Blut wird unter' Vernachlassigung der 
ersten Tropfen direkt in paraffinierte Zentrifugierrohrchen auf­
gefangen und scharf zentrifugiert. Urn jeden Zutritt von Staub 
zu vermeiden, werden die Glaschen zweckmaBig mit Stanniol­
papier bedeckt. Nach dem Zentrifugieren iibertragt man das 
Plasma in eine paraffinierte Flasche und bewahrt es im Eisschranke 
gut verschlossen auf. So halt es sich mehrere Wochen fliissig. 
Wird aber das Plasma in GlasgefaBen aufbewahrt, so hat es die 
Tendenz, langsam zu gerinnen. Diese Gerinnung wird beschleunigt 
durch das Verdiinnen des Plasmas mittelst destillierten Wassers 
oder einer einen geringen Salzgehalt aufweisenden Fliissigkeit. 

Das Plasma des Fischblutes enthalt Fibrinogen, Hepato­
thrombin und Leukothrombin (oder Vasothrombin). Seine Stabi­
litat beruht auf dem darin vorhandenen geringen Hepatothrombin­
iiberschuB und ahnelt dem tierischen Peptonplasma. 

Das Plasma ist ein gutes Reagens auf Thrombokinase und 
auf zymoplastische resp. thromboplastische Substanzen. Sie 
miissen aber von derselben Fischart oder einer sehr nahestehen­
den stammen. Auf fremdartige Extrakte reagiert das Plasma 
nicht oder nur auBerst mangelhaft. 

3. Plasma aus dem Blute wil'bellosel' Tiel'e. 

Zur Orientierung sei vorausgeschickt, daB die Faserstoff­
bildung bei den meisten Arthropoden ein zweiphasiger Vorgang 
ist, bei dem man eine erste und eine zweite Gerinnung unter­
scheidet. Die erste Gerinnung besteht in der Agglutination der 
Blutzellen und des aus den Zellen ausgetretenen Protoplasmas 
und die zweite Phase in der Gerinnung eines in Losung befind­
lichen Fibrinogens. Diese Vorgange spielen sich aber nur ab 
im Blute des Hummers und verschiedener Krebse, nicht dagegen 
im Limulusblut. Die Gerinnung des Limulusblutes besteht ledig­
lich in der Agglutination der Blutzellen und des aus den Blut­
zellen ausgetretenen Protoplasmas. Dementsprechend eignet sich 
das Blut des Hummers oder der Languste zur Herstellung einer 
Fibrinogenlosung, das Limulus blut dagegen nur zur Bereitung 
von Losungen, an denen man den Vorgang der ersten Gerinnung 
studieren will. 

Urn eine solche Losung aus Limulusblut zu gewinnen, emp­
fiehlt Loeb 1), das betreffende Blut in einen DberschuB von 

1) L. Loeb, Uber die Koagulation des Blutes einiger Arthropoden. 
Hofmeisters Beitr. 3, 192. 1904. 
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Gelatinelosung aufzufangen. In diesem Medium quellen zwar 
die Blutzellen, agglutinieren aber nicht, sondern liegen frei da. 
Auf Zusatz von Koagulinen aus Muskel und aus Fibrin gerinnt 
diese Losung sehr bald. 

Fiir die Herstellung einer Fibrinogenlosung aus Hummer­
blut empfiehlt Loe b, dem Tier durch einen Leibschnitt Blut 
zu entnehmen und dieses mit destilliertem Wasser zu mischen 
(etwa 1 Teil Wasser zu 2-4 Teilen Blut). Hierauf filtriert man 
das Gemisch 1-2 mal, um die Zellen zu entfernen, und erhalt 
auf diese Weise ein Blutplasma, welches spontan nicht oder 
wenigstens langere Zeit nicht gerinnt, wohl aber auf Zusatz eines 
Stiickes Hummerfibrin oder Hummermuskel. Die Quantitat des 
zugesetzten Wassers darf nicht zu groB sein, sonst findet nachher 
keine Gerinnung statt; der Zusatz von Wasser darf auch nicht 
ganz unterbleiben, sonst erfolgt bald eine spontane Gerinnung. 

Weit sicherer kommt man zum Ziel, wenn man nach Loe b 1) 
folgendermaBen verfahrt: 

Mehreren Hummern wird durch oberflachlichen Schnitt in 
das Ab:lomen Blut entnommen, dasselbe stark geschiittelt, um 
die Retraktion des Zellfibrins zu beschleunigen und nach der 
Bildung des Zellfibrins filtriert. Hiernach wird das durch Eis 
stark abgekiihlte Plasma mit destilliertem Wasser im Verhaltnis 
von 20 Teilen Blut zu 14 Teilen Wasser verdiinnt und eine halbe 
Stunde lang auf dem Wasserbad auf 52° erwarmt. Diese Plasma­
losung gerinnt nicht mehr spontan und kann mehrere Tage als 
ein ganz oder annahernd unverandert bleibendes Reagens be­
n utzt werden. Erst auf Zusatz von Muskel- und Fibrinextrakten 
gerinnt sie in kurzer Zeit. 

N 01£ gelang es, unverdiinntes Hummerplasma langere Zeit 
fliissig zu erhalten, in der Weise, daB er das Blut aus einem 
Hinterbein des Tieres in paraffinierten Glasern auffing und sofort 
zentrifugierte. Das Plasma wurde von den Zellmassen abge­
gossen und bei 0° aufbewahrt. 

4. Plasma aus Siiugetiel'blut. 
Die Herstellung nativen fliissigen Plasmas aus Saugetierblut 

ist auBerordentlich miihselig und gelingt nicht oft. Uberdies 
halt es sich nur ganz kurze Zeit fliissig und ist darum fiir Ge­
rinnungsversuche nicht zu brauchen. Der Vollstandigkeit halber 
sei aber seine Herstellung hier kurz beschrieben. 

Nach Schmidt eignet sich hierfiir nur Pferdeblut, da nur 
bei ihm sich die Blutkorperchen rasch absetzen. Man fiingt es 

1) L. Loeb, Untersuchungen iiber Blutgerinnung. Hofmeisters 
Beitr. G, 260. 1905. 



Darstellung fibrinogenhaltiger Fliissigkeiten. 341 

in schmale MeBzylinder auf, die man vorher in einer Eismischung 
stark abgekiihlt hat. Das Blut wird rasch auf 0° abgekiihlt, das 
iiberstehende zellfreie Plasma abgehebert und durch eine drei­
fache Schicht von Filtrierpapier filtriert. Dabei hat man dafiir 
zu sorgen, daB die Temperatur des Plasmas nicht iiber 0,5° steigt 
und auch nicht weiter unter 0° sinkt. Beides fiihrt zu MiBer­
folgen. Denn wenn die Temperatur steigt, gehen viel Zellen 
durch das Filter, und sinkt die Temperatur unter 0°, so sistiert 
alsbald die Filtration. Man nimmt deshalb die Filtration am 
besten in einem stark abgekiihlten Raume vor und bedient sich 
eines Doppeltrichters, der mit einer Kaltemischung gefiillt ist. 
Gelingt die Filtration in der vorgeschriebenen Weise, so erhalt 
man ein Plasma, das mehrere Stunden auch bei Zimmertemperatur 
fliissig bleibt. Aber zu Gerinnungsversuchen im groBen Stil ist 
es nicht zu brauchen. 

Borde t und Gengou 1) gelang es, stabiles Saugetierplasma 
zu gewinnen, in der Weise, daB sie das fiir die Blutentnahme 
notwendige Instrumentarium mit einer leichten Paraffinschicht 
iiberzogen, das Blut in paraffinierte Zentrifugierrohrchen auf­
fingen und sofort zentrifugierten. Das so gewonnene Plasma halt 
sich zwar in paraffinierten GefaBen einige Zeit, ist aber ebenfalls 
flir Gerinnungversuche nicht gut zu verwenden. 

II. Antithrombin-Plasma. 
Hierunter hat man Plasma zu verstehen, in welchem die 

Wirkung des Thrombins durch Neutralisation mit Antithrombin 
aufgehoben ist. Die Neutralisation kann auf zweierlei Arten ge­
schehen, einmal mit Hilfe von Hirudin, dem Extrakt aus dem 
Kopfe des Blutegels, und zweitens mit Hilfe von Pepton. Wahrend 
das Hirudin als ein echtes Antithrombin aufgefaBt werden muB, 
da es ganz bestimmte Mengen von Fibrinferment in vitro sowohl 
wie in vivo neutralisiert, ist das Pep ton als solches nicht imstande, 
in vitro das Fibrinferment zu paralysieren. Seine Wirkung ist 
nur eine indirekte, indem es bei Eintritt in den Blutkreislauf 
den Organismus zur Bildung von Antithrombin anregt und das 
Blut auf diese Weise ungerinnbar macht. 

1. Hil'udinplasma. 

Das hierfiir erforderliche Hirudin ist bei der Firma Sachse 
& Compo in Leipzig erhaltlich zu dem enormen Preise von 
12.- Mk. pro 1,0 g. 

1) Bordet und Gengou, 1. c. 
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Nach Dickinson 1) kann man sich wirksame Losungen von 
Hirudin selbeI' bereiten, indem man die unter Alkohol aufgehobenen 
Kopfe von Blutegeln trocknet, in del' Reibeschale zu einem feinen 
Pulver zerreibt und einige Stunden mit Wasser extrahiert. 

Das Hirudin kann man in trockenem und gelostem Zustande 
anwenden, die Wirksamkeit bleibt in beiden Fallen die gleiche. 
1 mg diesel' Substanz genugt, urn 5 ccm Blut flussig zu er­
halten. 

Will man also Hirudinplasma darstellen, beispielsweise ca. 
10 ccm, so wagt man zunachst 2 mg Hirudin ab, bringt sie in einen 
kleinen MeBzylinder und fangt nun 10 ccm frisches Blut darin auf. 
Man schuttelt 5-10 Minuten grundlichst durch und braucht nun­
mehr bloB die Blutzellen abzuzentrifugieren. Das so gewonnene 
Plasma halt sich sehr lange fliissig. Es gerinnt nllI', wenn man 
einen groBen DberschuB von Fibrinferment odeI' Gewebsextrakt 
zufugt. 

l!. Peptonplasma. 

Fur die Herstellung des Peptonplasmas eignen sich am besten 
Hunde und Katzen und auch Vogel, dagegen sind hierfur nicht 
zu brauchen Kaninchen und Meerschweinchen. 

Von den im Handel vorkommenden Peptonpraparaten gilt 
das Wit te pepton von jeher als das beste Mittel, urn Pepton­
plasma zu gewinnen (Schmidt-Muhlheim 2), Fan0 3)). Nach 
Delezenne 4) wirken ahnlich wie das Pepton auf Blut Aal­
serum und Extrakte aus Krebsmuskeln, Schnecken und ver­
schiedenen anderen Geweben niederer Tiere. 

Fur das Wittepepton besteht die Vorschrift, daB man min­
destens 0,3 g pro Kilo Korpergewicht injizieren muD, wenn man 
vollig ungerinnbares Blut bekommen will. Will man ganz sichel' 
sein, so injiziert man 0,5 g pro Kilo Tier; das Maximum der noch 
zulassigen Dosis betragt 0,6 g pro Kilo. - Fiir den Versuch 
stellt man sich unter Verwendung von physiologischer Kochsalz­
losung eine 3-5 % ige Wit te peptonlosung her. Das Auflosen 
des Peptons geschieht durch Erhitzen, nach dem Abkuhlen muD 

1) W. L. Dickinson, Notiz iiber "Blutegelextrakt" und seine Wir­
kung auf das Blut. Journ. of physiol. 11, 566. 1890. 

2) A. Schmidt-Miihlheim, Zur Kenntnis des Peptons und seiner 
physiologischen Bedeutung. Arch. f. Anat. u. Physiol., Physiol. Abteilg. 
33. 1880. 

3) G. Fano, Das Verhalten des Peptons und Tryptons gegen Blut 
und Lymphe. Du Bois-Reymonds Arch. f. Phys. 269. 1881. 

4) C. Delezenne, Wirkung des Aalblutes und der Organextrakte 
auf die Gerinnung des Elutes. Arch. de physiol. 9, 646. 1897. 
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filtriert werden. - Vor dem Versuch muB das Tier 12-24 Stunden 
gehungert haben. 

Der Versuch wird dann so ausgefUhrt, daB man dem Tier 
in die Jugularis eine Kaniile einbindet und nun die entsprechende 
Menge der Peptonlosung, die man vorher auf Korpertemperatur 
gebracht, moglichst schnell infundiert. LiWt man die Losung 
zu langsam einlaufen, so wird das Blut nur teilweise ungerinnbar. 
Unmittelbar nach der Injektion sinkt der Blutdruck, das Tier 
wird somnolent, die Atmung schwer, mitunter setzt sie aus. Dann 
muB sofort kiinstliche Atmung eingeleitet werden. 

Ganz kurze Zeit schon nach der Injektion wird das Blut 
ungerinnbar und bleibt so mehrere Stunden. Erst allmahlich 
geht dieses Stadium voriiber. Macht man dann eine zweite In­
jektion, so gelingt es nicht wieder, das Blut ungerinnbar zu 
machen. Das Tier ist gegen eine abermalige Peptoninjektion 
immun. Meist halt diese Immunitat ca. 24 Stunden an. -
Entnimmt man dem Tier bald nach der ersten Injektion Blut 
und zentrifugiert es, so bekommt man ein Plasma, das sich un­
begrenzt lange fliissig halt. Besondere Vorbereitungen hierfiir, 
wie staubfreie oder paraffinierte Glaser, sind nicht notwendig, 
da beim Peptonplasma Beriihrung mit benetz baren FremdkorperlJ. 
nicht geniigt, um es zur Gerinnung zu bringen. 

Dieses Plasma ist nach N 01£ besonders zum Studium thrombo­
plastischer Substanzen geeignet. Denn gerade Gewebssaft bringt 
es schnell zur Gerinnung, wahrend frisches Fibrinferment von 
ihm neutralisiert wird. Es enthalt demnach ein Antithrombin, 
das aller Wahrscheinlichkeit nach unter dem EinfluB des injizierten 
Peptons in der Leber gebildet wird. Daneben finden sich in 
ihm alle anderen Gerinnungsfaktoren, Thrombogen, Thrombo­
kinase, Kalksalze und Fibrinogen in wirksamer Form. Denn es 
gelingt Peptonplasma auch ohne thromboplastische Substanzen 
zur Gerinnung zu bringen, so durch Einleiten von Kohlensaure, 
durch Ansauern mit Essigsaure, durch Verdiinnen mit Wasser. 

III. Neutralsalz-Plasma. 
Eine Reihe von Neutralsalzen ist imstande, den Eintritt 

der Blutgerinnung zu verhindern, einerseits dadurch, daB ihre 
Gegenwart die Bildung des Thrombins hintanhalt, ohne einen 
der hierfiir notwendigen Faktoren zu zerstoren, andererseits da­
durch, daB sie die fiir die Bildung des Fibrinfermentes notwen­
digen Kalksalze mit Beschlag belegen. Man hat demnach zwei 
Gruppen von Neutralsalzen zu unterscheiden. Zu der ersten 
Gru ppe, also derjenigen, welche die fUr die Entstehung des 
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Fibrinfermentes notwendigen Faktoren nicht weiter schadigt, 
sondern nur verhindert, daB sie miteinander in Reaktion treten, 
gehoren Kochsalz, Magnesiumsulfat und Gallensalze. 
Zu der zweiten Gruppe, also derjenigen, welche eine Fibrin­
fermentbildung dadurch nicht zustande kommen laBt, daB sie 
dem Blut die hierfiir notwendigen Kalksalze entzieht, sind zu 
rechnen Natriumfluorid, Natriumoxalat und Natrium­
zi trat. 

a) Gruppe I (Kocbsalz, Magnesiumsulfat, Gallensalze). 

1. Kochsalzplasma. 

Nach Bordet und Gengou 1) verfahrt man so, daB man 
3 Te* frisches, aus der Ader flieBendes Blut mit 1 Teil 20 %iger 
Kochsalzlosurig mischt, gut durchschiittelt und dann zentrifugiert. 
Man bekommt dann ein Plasma, das sich lange Zeit gut halt, 
ohne zu gerinnen. Es enthalt alle fUr die Gerinnung erforder­
lichen Faktoren, wie Thrombogen, Thrombokinase, Kalksalze 
und Fibrinogen. Das Kochsalz hindert nur, daB sie miteinander 
in Reaktion treten. Verdiinnt man aber das Plasma mit Wasser 
auf das 4-5fache, so tritt innerhalb kurzer Zeit spontane Ge­
rinnung ein. 

Das Kochsalzplasma eignet sich ganz gut fUr Gerinnungs­
versuche, doch muB man es vorher mit Wasser verdiinnen. Der 
Grad der Verdiinnung ist von groBer Wichtigkeit fiir das Ge­
lingen der Versuche, und es ist darum notwendig, in einem Vor­
versuche die optimale Wassermenge festzustellen. 

2. Magnesium sulfatplasma. 

Zur Herstellung dieses Plasmas ist nach Schmidt 2) eine 
28 % ige Losung von Magnesiumsulfat erforderlich. Das Plasma 
stellt man in der Weise her, daB man 3 Teile frisches Blut aus 
der Ader direkt in 1 Teil Magnesiumsulfat auffangt, dann gut 
durchschiittelt und scharf abzentrifugiert. Man erhalt so ein 
leicht opaleszentes, mitunter vollkommen klares Plasma. 

S c h mid t em pfiehlt, dieses Plasma schnell ii ber Sch wefel­
saure zu trocknen und danach zu pulverisieren. In diesem Zu­
stande halt es sich unbegrenzte Zeit brauchbar. Zum Versuch 
lost man das Pulver in der 7fachen Menge Wasser, indem man 
stark schiittelt und es unter haufigem Schiitteln mehrere Stunden 

1) Bordet und Gengou, Recherches sur la coagulation du sang. 
Annal. de l'Inst. Pasteur. 17, 822. 1903. 

2) A. Sch mid t, I. c. 
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bei Zimmertemperatur halt. Danach filtriert resp. zentrifugiert 
man die Losung und hat so ein Plasma, das fUr Versuche mit 
Thrombin besonders gut geeignet ist. 

Man kann das Magnesiumsulfat auch in fliissiger Form lange 
Zeit wirksam erhalten, wenn man es unverdiinnt im Eisschrank 
aufbewahrt. Allerdings bilden sich da nach einiger Zeit Trii­
bungen heraus, von denen man abfiltrieren muB, bevor man 
das Plasma zum Versuch verdiinnt. Zusatz eines Antiseptikums 
zum Plasma empfiehlt sich nicht, da sonst sehr bald ein Nieder­
schlag entsteht. - Das Plasma muB zum Versuch verdiinnt werden. 
Als sehr zweckmaBig hat sich bei meinen Versuchen eine lOfache 
Verdiinnung des Plasmas mit 1 % iger Kochsalzlosung erwiesen. 
Frisches Plasma bleibt in dieser Verdiinnung 48 Stunden im 
Eisschrank ungeronnen. 

3. Gallenplasma. 

Man stellt es sich in der Weise her, daB man frisches Blut 
direkt aus der Ader in Galle einflieBen laBt, und zwar 5 Teile 
Blut in 1 Teil Galle, stark schiittelt und zentrifugiert. Das Plasma 
enthalt stets Blutfarbstoff, da die Galle mehr oder weniger starke 
hamolytische Eigenschaften besitzt. - Hat man reine cholsaure 
Salze zur VerfUgung, so ist nur ein Zusatz von 1-2 % notwendig, 
um ein nicht oder schwer gerinnbares Gallensalzplasma zu be­
kommen. - Dieses Plasma gerinnt schon nach Zusatz von wenig 
Wasser und ist darum als Indikator fUr Thrombin und dessen 
Bestandteile wenig geeignet. 

b) Gruppe II (Natl'iumfluorid, Natt'iumoxalat, Natriumzitrat). 

1. Fl uo ridpl as m a. 

Nach Arthus 1) lautet die Vorschrift so, daB man frisches 
Blut aus der Ader direkt in eine Losung von Natriumfluorid ein­
flieBen laBt, und zwar wahlt man die Menge des Salzes so, daB 
das Blut etwa 2 %o'Natriumfluorid enthalt. Zu dem Zweck stellt 
man sich eine 2 %ige Natriumfluoridlosung her, bringt beispiels­
weise 1,0 ccm dieser Losung in einen kleinen MeBzylinder und 
laBt 9 ccm frisches Blut direkt aus der Ader dazuflieBen. Dann 
schiittelt man gut durch und zentrifugiert die Blutkorperchen 
scharf abo Das so gewonnene Plasma halt sich lange Zeit fliissig. 

1) Arthus und Pages, Nouvelle tMorie chimique de la coagulation 
du sang. Arch. de Physio!. 22, 739. 1890. 
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Wie man sich die Wirkung des Fluornatriums zu erklaren 
hat, ist eine ncich immer strittige Frage. DaB das Salz bei den im 
Blut befindlichen Ca-Ionen angreift, unterliegt keinem Zweifel. 
Fraglich ist nur, ob es die Kalksalze direkt ausfallt oder sie nur 
so verandert, daB sie fiir die Thrombinbildung nicht mehr ver­
wend bar sind. - Wahrscheinlich ist aber noch ein zweites Mo­
ment hier mit im Spiele. Denn wenn man zu Fluoridplasma 
im DberschuB Calciumchlorid zusetzt, so tritt in der Mehrzahl 
der FaIle trotz der nunmehr disponiblen Ca-Ionen keine Gerin­
nung ein. Nach Arth us hat man sich die Wirkung des Fluor­
natriums so zu erklaren, daB es einerseits die Kalksalze ausfaIlt, 
andererseits infolge seiner toxischen Wirkung die BIutzeIlen ver­
hindert, Thrombokinase zu bilden. - So ganz zutreffend scheint 
aber diese Erklarung doch nicht zu sein. Denn nach Rettger 1) 

gelingt es mitunter doch, Fluoridplasma durch Kalkzusatz zur 
Gerinnung zu bringen, wenn man vorsichtig dabei verfahrt und 
einen DberschuB von Kalk vermeidet. 

Das Fluoridplasma enthaIt einschlieBIich Thrombogen und 
Fibrinogen. Wenn man ihm nun nach dem Vorgange von N 01£ 
Kalksalze im DberschuB zufiigt, so bekommt man ein ausge­
zeichnetes Reagens auf Thrombokinase. Den Zusatz von Kalk 
wahlt man so, daB man Calciumchlorid so lange zum Plasma zu­
fiigt, als noch ein Niederschlag entsteht. Die Fallung wird durch 
Zentrifugieren entfernt und das Plasma kann dann sofort zum 
Versuch verwandt werden. 

2. Oxalatplasma. 

Nach Arthus und Paget (1. c.) stellt man dieses Plasma 
in der Weise her, daB man frisch aus der Ader flieBendes BIut 
in eine 1-2 %ige Natriumoxalatlosung auffangt. Dnd zwar 
wahlt man das Verhaltnis zwischen der Salzlosung und dem 
BIute so, daB 1 Teil NatriumoxalatlOsung auf 9 Teile BIut kommt. 
Meist geniigt schon eine Konzentration von 1 %0' um das BIut 
ungerinnbar zu machen, ganz sicher aber geht man, wenn man 
eine 2 %ige NatriumoxalatlOsung verwendet und die Salzkonzen­
tration so wahIt, daB sie 2%0 betragt. Hiernach wird gut durch­
geschiittelt und scharf zentrifugiert. 

Das so erhaltene Plasma gerinnt auf Zusatz von Thrombin. 
Doch muB man schon betrachtliche Mengen anwenden, sonst ist 
die Gerinnung eine unvollstandige, oder sie bleibt ganzlich aus. 

1) L. J. Rettger, The coagulation of blood. Amer. Journ. of Phys. 
24, 406. 1909. - Derselbe, Bemerkungen iiber die Wirkung von Fluorid­
plasma. Zentralbl. f. Physiol. 23, 340. 1909. 
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- Auch Zusatz von Kalksalzen bringt das Oxalatplasma zur 
Gerinnung. Hier ist aber ein zu groBer DberschuB zu ver­
meiden, sonst bleibt die Gerinnung aus. Am besten bemiBt man 
den Kalkzusatz so, daB er nicht mehr als 0,5 % betragt. Auch 
auf Zusatz von Kalk verlauft die Gerinnung nicht immer glatt, 
sondem sehr oft zogemd. Das beruht nach Rettger darauf, 
daB beim Zusatz des Calciumchlorids zum Blut das entstehende 
Calciumoxalat einen Tell der " Thrombinfaktoren mitniederschlagt. 
Rettger empfiehlt deshalb, Oxalatplasma gegen eine 0,9 %ige 
KochsalzlOsung, die aber vollkommen frei von Kalksalzen sein 
muB, 24 Stunden zu dialysieren. Man erhalt dann ein Plasma, 
das ebenso fliissig bleibt wie das Ausgangsmaterial, das aber 
schon bei Zusatz ganz geringer Kalkmengen in typischer Weise 
schnell gerinnt. 

Das dialysierte Plasma eignet sich zum Studium von Thrombin 
und von Kalksalzen. 

3. Zitratplasma. 

Man bereitet es in der Weise, daB man das Blut direkt aus 
der Ader in eine 4 % ige Losung von Natriumzitrat flieBen laBt. 
Da die Vorschrift lautet, daB das Blut 4 %0 Natriumzitrat ent­
halten solI, so mischt man die Salzlosung mit dem Blut im Ver­
haltnis von 1 : 10, d. h. man HiBt zu 1,0 ccm der 4 %igen Natrium­
zitratlosung 9,0 ccm Blut zuflieBen. Zwar entsteht ein Nieder­
schlag von Calciumzitrat nicht dabei, doch· finden sich die Ca­
Ionen so an das Zitrat gebunden, daB sie fur die Thrombinbildung 
nicht mehr in Frage kommen. Hiemach wird durchgeschi.i.ttelt 
und abzentrifugiert. 

Das Plasma eignet sich gut fur das Studium von Thrombin 
und von Kalksalzen. 

B. Fibrinogenlosnngen. 
I. Natiirliche Fibrinogenlosungen. 

Als solche konnen Transsudate und Exsudate gelten. In­
dessen enthalten sie in der Mehrzahl der FaIle auBer Fibrinogen 
aIle oder wenigstens einen Teil der Vorstufen des Thrombins. 
Denn man beobachtet sehr haufig, daB sie, sobald sie den Korper. 
verlassen haben, mehr oder weniger schnell spontan gerinnen, 
und daB durch Zusatz von Gewebssaft die Gerinnung beschleunigt 
wird. Am ehesten sieht man das bei entzundlichen Exsudaten. 
Von einer reinen Fibrinogenlosung verlangt man aber, daB sie 
nur auf Zusatz von Thrombin, nicht von Gewebssaft oder Kalk­
salzen gerinnt. 
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Diese Forderung erfiillt nach Schmidt noch am besten das 
perikardiale Transsudat des Pferdes und mitunter auch mensch­
liche Hydrozelenfliissigkeit. Doch begegnet man auch hier Fliissig­
keiten, die, wenn auch nur langsam, spontan resp. auf Zusatz 
von Gewebssaft und Kalksalzen gerinnen. 

Bevor man also eine solche Losung zu Thrombinversuchen 
verwenden will, hat man sich davon zu iiberzeugen, daB sie 
obige Bedingungen erfiillt. 

II. Kiinstliche FibrinogenlOsungen. 
Die Herstellung kiinstlicher Fibrinogenlosungen kann auf 

zweierlei Weise geschehen, entweder durch Niederschlagen des 
Fibrinogens aus dem Plasma mit gesattigter Kochsalzlosung 
oder mit ganz verdiinnter Essigsaure und Losen des Niederschlages 
in Wasser. Das Verfahren von Hammarsten und von Nolf 
bedient sich des Kochsalzes, das Verfahren von Schmidt der 
Essigsaure. 

1. nacb Hammal'sten 1). 

Das Verfahren beruht im Prinzip darau£, daB bei Halb­
sattigung des Plasmas mit Kochsalz das Fibrinogen ausfallt, 
wahrend die anderen EiweiBkorper des Plasmas in Losung bleiben. 
Das niedergeschlagene Fibrinogen wird dann durch wiederholtes 
Losen und Fallen gereinigt. 

Fiir die Herstellung solcher Fibrinogenlosungen eignet sich 
am besten Pferdeblut, weit weniger Rinderplasma. Auch mit 
Katzenblut soIl man gute Ausbeuten bekommen. 

Die Bereitung der Fibrinogenlosung setzt sich aus drei 
Ph as en zusammen: 1. Herstellung des Plasmas, 2. Fallung des 
Fibrinogens, 3. Reinigen des Rohproduktes. 

Ausfiihrung. Zur Herstellung des Plasmas wird eine 
5-6 % ige Kaliumoxalatlosung gebraucht. Das frisch aus der 
Ader flieBende Pferdeblut wird in Kaliumoxalatlosung aufge­
fangen, und zwar braucht man fUr 9 Liter Blut 'l2 Liter Kalium­
oxalatlosung, so daB die Mischung etwa 0,25-0,3 % Oxalat 
enthalt. Das Plasma wird dann durch anhaltendes und scharfes 
Zentrifugieren von den Formelementen und festen Partikelchen 
iiberhaupt befreit. Nach beendetem Zentrifugieren wird es nicht 
sogleich weiter verwendet, sondern bleibt mindestens 20 Stunden 

1) O. Hammarsten, Uber die Bedeutung der loslichen Kalksalze 
fiir die Fas3rstoffgewinnung. Zeitschr. f. physiol. Chern. 22, 332. 1896/97. 
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bei 0° Coder etwas unter 0° C stehen. Dabei setzt sich ein 
amorpher Niederschlag ab, del' aller Wahrscheinliehkeit nach 
Prothrombin ist, und auf dessen Entfernung Hammarsten 
groBes Gewicht legt. Das von diesem Niederschlag abfiltrierte 
Plasma ist vollkommen klar, wahrend das zentrifugierte, nicht 
abgekiihlte Plasma, in groBerer Menge gesehen, immer opaleszent 
ist. Die Filtration muB stets in einem stark abgekiihlten Raum 
und unter Eiskiihlung geschehen, damit die Temperatur des 
Plasmas immer gegen 0° Chat. 

Fiir die nunmehr zu erfolgende Fallung des Fibrinogens ist 
eine entkalkte Kochsalzlosung erforderlich. Da es zu umstand­
lien ist, das hierzu in sehr groBer Menge erforderliche Kochsalz 
ganz rein darzustellen, empfiehlt Hammarsten gesattigte Lo­
sungen von Kochsalz, welches vorher durch Fallung mit iiber­
schiissigem Kaliumoxalat so weit wie moglich von dem Kalk 
befreit worden ist. Die gesattigten Kochsalzlosungen enthalten 
ca. 0,5-1,0 % Kaliumoxalat. Mit diesen Losungen wird nun 
das klar filtrierte Oxalatplasma gefallt, und zwar so, daB man 
erst das halbe Volumen Kochsalzlosung zufiigt. Del' hierdurch 
erzeugte, verhaltnismaBig geringfiigige Niederschlagwird ab­
filtriert und nicht weiter verwendet. Das neue Filtrat wird nun 
mit so viel gesattigter Kochsalzlosung versetzt, daB auf je 1 Liter 
filtriertes Oxalatplasma insgesamt 1 J-2-2 Liter Kochsalzlosung 
kommen. Dabei fallt das Fibrinogen in groBer Menge aus. 

Zur Reinigung wird del' Fibrinogenniederschlag in einer 
kaliumoxalathaltigen Kochsalzlosung von 6-8 % NaCl gelost, 
mit dem gleiehen Volumen gesattigter oxalathaltiger Kochsalz­
losung gefallt und dieses Verfahren wiederholt, so daB das Fibri­
nogen im ganzen 3 mal mit Kochsalz ausgefallt wird. Zuletzt 
wird es nach starkem Auspressen in destilliertem Wasser gelost 
und die Losung filtriert. 

Die so gewonnene Fibrinogen16sung gerinnt nie spontan 
odeI' nach Zusatz von einem Kalksalz allein. Dagegen gerinnt 
sie nach Zusatz von einer fibrinfermenthaltigen Fliissigkeit. Sie 
ist somit fiir Thrombinstudien sehr geeignet. 

2. nach NaIf'). 
Die Herstellung des Plasmas geschieht wie bei Hammarsten 

S. 348. 
Alsdann wird das klare Plasma mit verdiinnter Essigsaure 

gegen empfindliches Lackmuspapier neutrlWisiert und dann mit 
reinem kalkfreiem Kochsalz so lange versetzt, bis die Losung 

') P. N alf, Contributions a l'etude de la coagulation du sang. 3 e memo 
Arch. internat. de Physiol. 6, 3. 1908. 
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ein spezifisches Gewicht von 1,110 hat. Dabei falit das Fibri­
nogen grobflockig aus, senkt sich rasch zu Boden und kann von 
der iiberstehenden Fliissigkeit schnell getrennt werden. Man 
iibertragt es in ca. 1 Liter destilliertes Wasser, dem man etwas 
Kochsalz, eine Spur Natriumoxalat und wenige Kubikzentimeter 
gesattigter Sodalosung zugefUgt hat und riihrt kraftig um, um 
das Losen des Niederschlages zu fordern. Der Zusatz von Alkali 
ist besonders wichtig, wenn man von Rinderplasma ausgegangen 
ist, da Rinderfibrinogen sonst auBerordentlich schwer loslich ist. 
Yom ungelost gebliebenen Anteil wird abfiltriert, das klare Filtrat 
mit Essigsaure gegen Lackmuspapier neutralisiert und, falls aber­
mals Triibung auf tritt, wieder filtriert. Das Filtrat wird in der 
gleichen Weise wie das Plasma, wieder mit reinem Kochsalz be­
handelt, der Niederschlag in ca. 500 ccm Wasser, das obige Zu­
satze enthalt, gelost und die Losung nach einigem Stehen filtriert. 
Das klare Filtrat wird wieder mit Essigsaure neutralisiert, even­
tuell wieder filtriert und abermals mit reinem Kochsalz in der 
angegebenen Quantitat versetzt. Diese dritte Fallung wird ge­
nau so behandelt wie die zweite und der nunmehr resultierende 
Niederschlag in ca. 300 ccm destilliertem Wasser geli:ist, dem 
ein paar Trop£en Sodalosung und 1 % NaCl vorher zuge£iigt 
waren. Diese Fibrinogenli:isung laBt man im Eisschrank bis zum 
nachsten Tage stehen, filtriert vom Ungelosten ab und hat dann 
eine gut haltbare Fibrinogenlosung. Filf den Versuch muB diese 
Losung mit 1 %iger Kochsalzlosung auf das 5-lOfache, je 
nachdem ihre Konzentration mehr oder weniger stark ist, ver­
diinnt werden. 

1st die Herstellung gut gelungen, so gerinnt diese Losung 
ausschlieBlich auf Zusatz von Thrombin. Rufen aber Kalksalze 
oder Gewebssafte Gerinnung in ihr hervor, so enthalt sie sicher­
lich noch Beimengungen von Thrombogen und kann nicht mehr 
als einwandfreier 1ndikator fUr Versuche mit Thrombin gelten. 

3. nach Schmidt I). 

Auch hier wird vom Oxalatplasma aus Pferdeblut ausge­
gangen (Herstellung s. oben b. Hammarsten S. 348). 

Das Plasma wird mit dem 20fachen Volumen destillierten 
Wassers verdiinnt und dann vorsichtig 0,1 %ige Essigsaure tropfen­
weise zugegeben. Dabei entsteht ein· voluminoser Niederschlag 
von Fibrinogen, der sich schnell zu Boden senkt. Die iiberstehende 
Fliissigkeit wird abgegossen und der Niederschlag abzentrifugiert. 

1) A. Schmidt,!. c. 
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Er wird in destilliertem Wasser gelost und die Losung kann sofort 
zum Versuch verwandt werden. 

Diese Fibrinogenlosung kann aber keinesfalls dieselben An­
spriiche auf Reinheit machen, wie die nach Hammarsten und 
~ 01£ hergestellten. Denn sie beginnt schon auf Zusatz von 
Kalksalzen zu gerinnen und gerinnt ganz schnell bei Zusatz von 
Gewebssiiften. Offenbar enthalt sie auBer dem Fibrinogen samt­
liche Vorstufen des Fibrinfermentes. 

AuBer dem Pferdeblutplasma kann man auch Vogelplasma 
fiir dieses Verfahren verwenden. 

Die mit Essigsaure gewonnenen FibrinogenlOsungen sind fiir 
Thrombinstudien nur mit Vorsicht zu verwenden, da sie fast 
regelmaBig mehr oder weniger thrombinhaltig sind. 
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Die Bande sind auch einzeln kauflich! 

Au.,{Uhrliche Probclir!ern7lY liteht kosten/os Zltr Verfiigung! 
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Die einfachen Zuckerarten 
und die Glucoside 

Von 

E. Frankland Armstrong 
D. Se., Ph. D. 

Autorisierte Dbersetzung der 2. englischen Auflage 
von Eugen Unna 

:Mit einem Vorwort von Emil Fischer 

Preis M. 5.-; in Leinwand gebunden M. 5.60 

Der Harn sowie die iibrigen Aussclleidungen 
und Korperfiiissigkeiten von Mensch und Tier. 
Ihre Untersuchnng und Zusammensetzung in normalem und patho­
logischem Zustande. Ein Handbuch fiir Arzte, Chemiker und Pharma­
zeuten sowie zum Gebrauche an landwirtschaftlichen Versuchsstationen. 
Unter Mitarbeit zahlreicher Fachgelehrter herausgegeben von Dr. Carl 
Nenberg, Universitlttsprofessor und Abteilungsvorsteher am Tier­
physiologischen Institut der Koniglichen Landwirtschaftlichen Hoch­
schule Berlin. 2 Teile. Mit zahlreichen Textfiguren und Tabellen. 
1911. Preis M. 58.-; in 2 Halblederbltnden gebunden M. 63.-. 

Organische Synthese und Biologie. Vortrag. Zweite, 
nnveranderte Auflage. Von Emil Fischel'. 1912. Preis M. 1.-. 

Untersuchungen iiber AminosRuren, Polypeptide 
und Proteine. 1899-1906. Von Emil Fischel'. 1906. Preis 
M. 16.-; in Leinwand gebunden M. 17.50. 

Untersuchungen in der Puringruppe. 1882-1906. Von 
Emil Fischel'. 1907. Preis M. 15.-; in Leinwand geb. M. 16.50. 

Untersuchungen iiber Kohlenhydrate und Fer­
mente. 1884-1908. Von Emil Fischer. 1909. Preis M. 22.-; 
in Leinwand geb. M. 24.-. 

N euere Erfolge und Probleme der Chemie. Experi­
mentalvortrag gehalten in Anwesenheit S. M. des Kaisers aus AnlaB 
der Konstituierung der Kaiser-Wilhelm-Gesel1schaft zur Forderung 
der Wissenschaften am 11. Januar 1911 im Kultusministerium zu Berlin 
von Emil Fischer. 1911. Preis 80 PIg. 
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