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Yorwort.

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

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

Ich habe mich bemiiht, alles Uberfliissige 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
ausfihrlicher und breiter wurde, als es auf den ersten Blick
notwendig erscheinen mag, so geschah dies aus Griinden di-
daktischer Natur. Denn ich habe immer wieder die Erfahrung
gemacht, daB man in der Mehrzahl der Fille am besten tut,
moglichst wenig beim Lernenden vorauszusetzen.



VI Vorwort.

Von den bisher existierenden Fermentmethoden habe ich alle
diejenigen beriicksichtigt, die in Theorie und Praxis Anwendung
finden. Nur diejenigen wurden fortgelassen, welche veraltet sind
und die unbrauchbare Resultate liefern, und ebenso haben auch die
mikrochemischen Fermentmethoden, da sie eine Disziplin fiir sich
sind, hier weiter keine Beriicksichtigung gefunden. Dagegen hielt
ich es fiir zweckméBig, 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 alle allgemeinen Grundsitze bei der
Fermentuntersuchung besprochen werden.

So hoffe ich, daf3 dieses Buch die Liicke, die es auszufiillen
bestimmt ist, auch tatsiéchlich ausfilllen und allen, die sich auf
dem Gebiete der Fermentforschung selbstindig betitigen wollen,
eine brauchbare Unterstiitzung gewéhren wird.

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

1. Wesen und Eigenschaften der Fermente.

Will man fiir den Begriff ,,Ferment‘ eine dem heutigen Stande
unseres Wissens entsprechende Definition geben, so kann das
nur so geschehen, dafl man die Fermentwirkung definiert.
Denn die Fermente selber sind uns in ihrer chemischen Zusammen-
setzung bis auf den heutigen Tag noch gidnzlich unzugéinglich ge-
blieben. Was wir aber von ihnen bisher recht genau kennen,
und was uns ermoglicht, ihre Eigenart einigermallen zu beurteilen,
das sind die Wirkungen, die sie auf fremde Substanzen auszuiiben
imstande sind. Diesen ihren Wirkungen hat man an die Seite ge-
stellt die Wirkung der Katalysatoren. Unter Katalysatoren
sind nun nach Ostwald Stoffe zu verstehen, welche durch ihre
Gegenwart Anderungen in der Reaktionsgeschwindigkeit chemi-
scher Vorginge bewirken, ohne selbst in den Endprodukten der
Reaktion zu erscheinen. Hiernach wiirde also ein Ferment
als ein Katalysator zu charakterisieren sein, der von
der lebenden Zelle produziert wird und die Fahigkeit
besitzt, chemische Vorgénge, die an sich nur langsam,
mitunter gar nicht merkbar und darum mit kaum me§3-
barer Reaktionsgeschwindigkeit verlaufen, unter grofer
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, dafl ebenso wie bei der Kata-
lyse auch bei den Enzymwirkungen die Reaktionsgeschwindig-
keit abhingig ist von der Menge der zugesetzten wirksamen Sub-
stanz, da die Menge der wirksamen Substanz bei beiden Prozessen,
bei dem katalytischen wie bei dem fermentativen, verschwindend
klein ist im Verhdltnis zur Menge des von ihr umgewandelten
Stoffes, und daB beide, das Ferment sowohl wie die Metallsole,
wahrend der Reaktion keinen wesentlichen Veréinderungen unter-
worfen sind. Weiterhin zeigen beide Phénomene eine grofle

Wohlgemuth, Fermentmethoden. 1



2 Wesen und Eigenschaften der Fermente.

Abhéngigkeit in ihrer Wirksamkeit von #uBeren Einfliissen, ja
sogar von Giftwirkungen, und endlich hat sich neuerdings
auch herausgestellt, dall ebenso wie die Fermente eine spe-
zifische Wirkung, sei es spaltender, sei es synthetischer Natur,
entfalten, auch die Kontaktwirkung anorganischer gewdéhnlicher
Katalysatoren in einzelnen Féllen weitgehend spezifisch sein
kann. Kurzum die Ubereinstimmung zwischen Enzymen und
Katalysatoren ist eine so vielseitige, daBl man in der Tat
gezwungen ist, von Fermenten als Katalysatoren zu sprechen.
Immerhin diirfte ein Punkt in dieser fast allgemein aner-
kannten Definition fiir manchen noch schwer verstindlich 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, da bin-
dende Schliisse fiir 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 fiir ein Ferment spezi-
fischer ProzeBl in die Wege geleitet wird, welche chemischen Vor-
géinge dabei eine Rolle spielen. Dariiber wissen wir ebensowenig,
wie wir von dem Mechanismus der katalytischen Wirkung néher
unterrichtet sind. Bei beiden Prozessen ist man geneigt eine
sogenannte Zwischenreaktion anzunehmen, die in einer
intermedidren Bindung des Enzyms an das Substrat
besteht. Zwar ist bisher ein direkter chemischer Beweis fiir eine
solche Bindung zwischen Ferment und Substrat, die natiirlich
an dem Orte ihrer spezifischen Atomgruppierungen vor sich gehen
miifite, noch nicht erbracht worden, doch sprechen Hanriots
Studien iber 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 geliefert. Sie stellten nidmlich
fest, dal Hefepreflsaft seine Tétigkeit, Glycyl-l-tyrosin zu spalten,
zum grofiten Teil einbiiit, sofern sie ihm Aminosduren zusetzten,
aber nur dann, wenn sie die natiirlichen optisch aktiven Amino-
siduren anwandten, wihrend Zusatz ihrer optischen Antipoden
fast ohne Einflul auf den Spaltprozel blieb. Dieser Unterschied
in der Wirkung diirfte wohl so zu erklidren sein, dafl die natiirlich
vorkommende Aminosidure einen Teil des Fermentes, das auf
sie eingestellt war, mit Beschlag belegte und so die Wirkung des
Hefepref3saftes von dem Substrat ablenkte, wihrend das Ferment
zu den in der Natur nicht vorkommenden optisch aktiven Amino-
sduren keine oder doch nur geringe Affinitit besitzt. Die Bin-
dung an das Substrat und damit die Wirkung eines
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Fermentes auf dasselbe ist demnach in erster Reihe
abhéngig von dessen Konfiguration. Und gerade
hierin ist die Spezifitit der Fermente begriindet, daf
ihre Wirkung voraussetzt einen ganz bestimmten
sterischen Bau des Substrates, eine derartige Anord-
nung in der Atomgruppierung, daf, wie Emil Fischer
das so anschaulich charakterisierte, das Enzym zu dem
Substrat paflit wie der Schliissel zum SchloB.

Hierfiir hat als erster Emil Fischer selber mit seinen Fer-
mentstudien in der Kohlehydratreihe einen schlagenden Beweis
geliefert. Er hat ndmlich unter anderem zeigen kénnen, daf die
Enzyme des Hefeinfuses, die Hefemaltase, nur auf Glykoside
der a-Reihe wirken, wihrend das §-Methyl-d-Glukosid allein von
dem Emulsin gespalten wird, dall andererseits die Methyl-l-Glu-
koside durch keines von diesen Enzymen gespalten werden, und
daBl 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 begriindet
in der Stellung des asymmetrischen Kohlenstoffatoms in dem
Substrat. Das legt den Gedanken nahe, dal auch in dem sonst
génzlich 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, daf3 hier ebenso wie bei den Kohlehydraten
die Fermentwirkung abhingig ist von dem Vorhandensein eines
geeigneten Angriffpunktes im Substrat. Es sei nur erinnert an
die Resistenz von genuinem Serumeiweill, von Globulin und von
Leim gegen Trypsin (Michaelis, Oppenheimer) ferner von
genuinem Eiweil gegen Erepsin (Cohnheim) und an die Er-
scheinungen der Heterolyse (Jacoby). 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
fir das Trypsin ergeben, dall es nur ganz bestimmte Polypeptide
zu spalten vermag, und daf hierbei von ausschlaggebender Be-
deutung sind die Struktur der Polypeptide, die Zahl ihrer Kompo-
nenten und vor allem die sterische Konfiguration ihrer einzelnen
Glieder. Was speziell den letzten Punkt anbetrifft, so wurde
ermittelt, dall von den aus Racemkorpern sich zusammensetzenden
Polypeptiden diejenige Komponente durch das Enzym zerlegt
wird, welche der in der Natur vorkommenden optisch aktiven
Aminosdure entspricht, ein Verhalten, das auch der tierische
Organismus in seiner Gesamtheit den Racemkorpern gegeniiber
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4 Wesen und Eigenschaften der Fermente.

zeigt, mogen sie aus der Reihe der Kohlehydrate (Neuberg, Wohl-
gemuth, Mayer) oder aus der der Eiweillspaltprodukte (Wohl-
gemuth, Embden) stammen. — Auch in bezug auf verschiedene
Ester hat man ein spezifisches Verhalten der Fermente beobachten
kénnen. So fand Dakin, daB von dem racemischen Mandelsdure-
ester durch Leberprefsaft eine stark rechtsdrehende Siure 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 Spezifitit gefordert hat, so war doch damit fiir die Erkenntnis
von dem chemischen Bau des Fermentmolekiils nur das eine ge-
wonnen, dal man sagen konnte, aller Wahrscheinlichkeit nach
besitzen die Fermente in ihrem Molekill 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 daf}
es unter der groBlen Zahl der Forscher einem gegliickt ist, ein
von jedweder Beimengung freies analysenreines Ferment dar-
zustellen. Demgeméif schwanken auch recht erheblich die Angaben
iiber die elementare Zusammensetzung der Fermente. Die Mehrzahl
der Autoren nimmt an, dafl 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 Eiweilkérpern
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 daf 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, dafll sie alle Eigen-
schaften der Kolloide im Sinne Grahams besitzen. Sie sind zwar
unléslich in konzentrierten Salzlosungen, d. h. sie werden ebenso
wie die kolloidalen EiweiBlssungen durch konzentrierte Salz-
l16sungen ausgesalzen und haben gleich Kolloiden in hohem Mafe
die Fihigkeit sich auf andere kolloidale Substanzen (Eiweil3,
kolloidales Eisenhydroxyd) oder auf Stoffe mit sehr grofler Ober-
flichenwirkung (Kohle, Ton, Kaolin, Kieselgur, Baryumsulfat,
Calciumphosphat) niederzuschlagen. Aber eines der Haupt-
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charakteristika fiir Kolloide, die ginzliche Unféhigkeit tierische
und pflanzliche Membranen zu passieren, trifft fiir die Fermente
nicht vollkommen zu. Solange zwar die Fermente sich in
Loésungen mit anderen kolloidalen Substanzen befinden, sind
sie auch nicht imstande zu dialysieren. Wenn man sie aber
reinigt und von allen kolloidalen Beimengungen moglichst griind-
lich befreit, so erlangen einige von ihnen doch schliefilich die Eigen-
schaft, tierische und pflanzliche Membranen zu passieren. Sie
haben also zum Teil auch Ahnlichkeit mit der anderen Kérper-
klasse, den Kristalloiden, und gehéren deshalb jedenfalls nicht zu
den ,,Hochkolloiden“. — Mit den Kolloiden haben sie wiederum
gemeinsam die Eigenschaft, zwischen zwei Elektroden von grofler
elektrischer Potentialdifferenz nach einer Elektrode zu wandern.
Demnach miissen sie eine elektrische Ladung besitzen. Fiir einige
Fermente ist das auch durch Priifung ihrer Bindungsfihigkeit
an elektronegative Adsorbentien wie Kaolin und Mastix oder
elektropositive Korper 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
Korper 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 Protoplasma der Zellen eingeschlossen sich finden,
unterschied man bis vor kurzem zwischen ungeformten Fer-
menten oder Enzymen und geformten Fermenten oder
schlechthin Fermenten. Unter letzteren stellte man sich organi-
sierte, gleichsam lebende Wesen vor, deren Wirksamkeit mit dem
Leben der Zelle selbst aufs engste verkniipft ist, wihrend man mit
dem von Kiihne eingefithrten Begriff Enzym alle die Fermente
bezeichnete, die die Zelle iiberleben und von ihr getrennt noch eine
Wirkung entfalten kénnen. So galt die Spaltung des Invert-
zuckers bei der Gérung in Alkohol und Kohlenséure als ein fer-
mentativer Prozel}, der mit dem Fortbestehen der Hefezelle eng
verkniipft ist, wihrend die der Gé#rung vorangehende Spaltung
des Rohrzuckers als ein enzymatischer Prozel3 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, dall es gelingt
aus der Hefe einen vollkommen zellfreien Saft zu gewinnen, der
neben anderen fermentativen Fiahigkeiten vornehmlich die Eigen-
schaft besitzt, Glukose in Alkohol und Kohlensidure zu zerlegen.
Damit war ein fiir allemal bewiesen, dafl auch diejenigen fermenta-
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tiven Vorginge, von denen man glaubte, daB sie sich nur in
der lebenden Zelle abspielen konnten, losgelost von dem lebenden
Zellprotoplasma in Erscheinung treten konnen. Dies scheint auch
nur ganz natiirlich; denn im Grunde genommen sind doch alle
Fermente nichts anderes als Produkte der Tatigkeit einer ganz
bestimmten Zellenart. So wird das Pepsin von den Belegzellen
des Magens, das Trypsin von Driisenzellen des Pankreas, das
Erepsin von den Zellen der Darmschleimhaut produziert usw.
DaB nun in dem einen Falle die Fermente nach aullen hin sezer-
niert werden, in dem anderen nicht, wie beispielsweise bei der
Zymase, wire noch kein Grund, einen so scharfen Unterschied
zu machen zwischen geformten und ungeformten Fermenten,
wie man das von frither her gewohnt war. Inzwischen ist es nun
auch bei anderen Fermenten, die man friither ebenfalls den geformten
zurechnete, gelungen, aus den sie einschlieBenden Zelleibern
zu isolieren, so die Enzyme aus dem Milchsdurebazillus und den
Bieressigbakterien, und es steht zu erwarten, daBl dies noch bei
manch anderen intrazelluliren Fermenten gelingen wird.

Ein groBer Teil der Fermente wird von der betreffenden Mutter-
zelle nicht in aktiver, sondern in inaktiver Form produziert resp.
sezerniert, und es bedarf dann erst des Zusammentreffens mit
einer zweiten Substanz, um das inaktive Ferment, Proferment
oder auch Zymogen genannt, in seinen aktiven Zustand iiber-
zufithren. Die hierzu erforderliche zweite Substanz ist der so-
genannte Aktivator. Je nachdem es sich hierbei um Korper
organischer oder anorganischer Natur handelt, unterscheidet
man zwischen Kinasen und Aktivatoren im engeren Sinne. Haupt-
reprisentant der ersteren Gruppe ist die von Pawlow im
Darmsaft entdeckte Enterokinase; diese hat die Fiahigkeit resp.
Aufgabe, das in dem Pankreassaft enthaltene Trypsinogen in den
aktiven Zustand, das Trypsin, tiberzufithren. Zur zweiten Gruppe
gehoren Siuren, 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 aber thermostabil. Das am
besten gekannte ist das von Harden und Young entdeckte
Koenzym der Hefe, das sich im gekochten Hefeprefsaft findet und
die Fihigkeit hat, die spontan unwirksam gewordene Zymase
wieder garfihig zu machen.

Wie man sich die Wirkung dieser ganzen Gruppe von Korpern
zu erkldren hat, ist noch vollig riatselhaft. Was speziell die Wir-
kung der Enterokinase anbetrifft, so halten Delezenne, Dastre
und Stassano die Enterokinase fiir 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, dafl die Kinase als Katalysator wirkt und das
Proferment dadurch aktiviert.

Im Sinne von Aktivatoren diirften auch die Salzsdure auf
Pepsin und das Alkali auf Trypsin wirken. Die Rolle dieser beiden
bei den entsprechenden proteolytischen Prozessen sucht Jac-
ques Loeb neuerdings in folgender interessanter Weise zu
erklaren: Geht man von der Annahme aus, dall Pepsin eine
schwache Base, Trypsin eine schwache Sdure ist, so muB die
schwache Base Pepsin mit einer Sdure natiirlich ein Salz bilden
und die gleiche Umsetzung mul} stattfinden, wenn Alkali zu
der schwachen Saure Trypsin zugefiigt wird. Macht man ferner
die Voraussetzung, dafl 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 Siure auf die Pepsinhydrolyse und von Al-
kali auf die Trypsinhydrolyse klar. Denn dadurch, daf} die Sdure
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 fiir
die Fermentwirkung in Betracht kommenden Fermentionen ver-
mehrt. Infolgedessen erhtht also der Zusatz von etwas Sidure
die Wirksamkeit von Pepsin, der Zusatz von etwas Alkali die Wirk-
samkeit von Trypsin, und zwar durch Erhohung der MaBe des
katalytischen Agens, nimlich des Enzymions. Es 146t sich so wohl
auch verstehen, warum beispielsweise nicht alle Sduren 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 Sdure
aber vollkommen neutralisiert. Vielleicht hingt es damit zu-
sammen, daf} beispielsweise Salzsiure giinstig, Borsdure und
Phosphorsdure aber weniger giinstig auf die Pepsinhydrolyse
wirken. — Aufler dieser Erklarung gibt Loeb noch eine zweite Mog-
lichkeit an, wie man sich die fordernde Wirkung von Siure und
Alkali auf das Pepsin resp. Trypsin erkldren konnte, indem er
dabei von der Voraussetzung ausgeht, dafl beide Enzyme, was
ja wahrscheinlich ist, amphotere Elektrolyte sind und durch die
Gegenwart von Sdure resp. von Alkali in elektropositive resp.
elektronegative Ionen iibergefithrt werden. Da aber diese Be-
trachtungsweise zu dem nédmlichen Resultate fiihrt, soll auf sie
nicht niher eingegangen werden.

Alle genannten Aktivatoren koénnen nun aber auch, wohl
unabhingig von dieser ihrer Eigenschaft und &hnlich wie viele
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andere Substanzen, eine entgegengesetzte Wirkung ausiiben,
namlich die Fermentwirkung hemmen, wenn man sie im Uber-
schuB zusetzt. Es ist darum erforderlich, fiir jeden einzelnen Fall
die optimale Menge des Aktivators genau zu bestimmen, will
man eine UberschuBhemmung vermeiden.

Ebenso wie es spezifische Aktivatoren gibt, kennt man auch spe-
zifische Hemmungskorper der Fermente, sogenannte Antikérper.
Solche Antikérper kommen in groBer Menge vor im Blutserum,
in Organsiften und in Sekreten. Auch kiinstlich haben sich eine
Reihe spezifischer Antifermente herstellen lassen durch Injektion
steigender Dosen der entsprechenden Fermente in #hnlicher Weise
wie man durch Einverleibung von Toxinen die entsprechenden
Antitoxine erzeugt hat. Die ersten, die auf diesem Gebiete er-
folgreich sich betédtigten, waren Hildebrand und Morgenroth;
ersterer erzeugte ein Antienzym gegen Emulsin und letzterer
ein spezifisches Antilab gegen das zur Immunisierung verwandte
Labpriparat. Seitdem sind noch fiir eine grofle Reihe anderer
Enzyme in der gleichen Weise spezifische Antikérper gewonnen
worden, so gegen Lipase, Diastase (Schiitze), Trypsin u. a. m.
Ob die kiinstlich dargestellten Antikérper mit den natiirlichen
identisch sind oder nicht, ist eine bis heute noch strittige Frage,
die wohl nicht eher ihre Erledigung finden diirfte, als bis die Wir-
kung der Antifermente auf die Fermente selber ihre Erklirung
gefunden hat. Erwéhnt sei noch, dafl man den interessanten Ver-
such gemacht hat, die Spezifitit der Antifermentwirkung in der
gleichen Weise wie die Antitoxinwirkung durch die Ehrlichsche
Seitenkettentheorie zu erkliren, aber es war damit fiir die Klédrung
der Sachlage nicht viel gewonnen.

Viel hdufiger noch als mit den spezifischen Hemmungskér-
pern hat man zu rechnen mit den Paralysatoren, die eigentlich
bei jeder Fermentreaktion entstehen und die repréasentiert werden
durch die Umsatzprodukte, welche unter dem Einflusse des Fer-
mentes aus dem Substrat gebildet werden. Sie wirken mitunter
sehr stark hemmend und fithren meist zu einem fritheren Still-
stand der Fermentreaktion, als dies unter gewthnlichen Bedingungen
der Fall sein wiirde, d. h. es stellt sich, wie Tammann sagt, ein
,falsches Gleichgewicht“ ein. Dies kann entweder so erklirt
werden, daB die Reaktion des Milieus durch die Abbauprodukte
in einem fiir die Fermentwirkung ungiinstigen Sinne beeinflul3t
wird, oder so, dafl die Menge des aktiven Fermentes durch Bin-
dung an die intermedidren, noch spaltfihigen Substratanteile
vermindert wird, d. h. daB die mathematische Beziehung, die
zwischen Fermentmenge, Umsatzzeit und Umsatzmenge besteht,
zu ungunsten eines der beiden letzteren verdndert wird. Insolchen



Wesen und Eigenschaften der Fermente. 9

Fillen von ,falschem Gleichgewicht” (Fermentlahmung) kann
man aber durch Entfernung der Reaktionsprodukte, durch Ver-
diinnung mit Wasser, Erhchung der Temperatur, Zusatz von mehr
Substrat oder mehr Enzym hiufig die Reaktion zu weiterem Fort-
schreiten bringen. Demnach ist die Fermentlihmung aufzufassen
als ein reversibler ProzeB. — Nun ist aber dieser Proze8 durchaus
nicht in allen Fillen ein reversibler. So erfihrt beispielsweise
das Invertin durch die Bindung des Fermentes an das Produkt
eine bleibende Schiddigung, bei der es eine Erholung nicht mehr
gibt. Dieser Zustand wire zweckmélig mit Fermenterscho-
pfung zu bezeichnen (Lichtwitz).

Ein weiterer auBlerordentlich wichtiger Faktor bei jeder Fer-
mentwirkung ist die Temperatur. Denn einmal sind die Fer-
mente simtlich thermolabile Substanzen, d. h. sie sind durch Hitze
zerstorbar, andererseits ist die Wirkung des Fermentes auf das
Substrat mit in erster Reihe abhéingig von der jeweiligen Tem-
peratur des Reaktionsgemisches. Und zwar steigt die Geschwindig-
keit einer Enzymreaktion von gewdhnlicher Temperatur aufwirts
stark an, geht schlieBlich mit steigender Temperatur durch ein
Maximum und nimmt dann wieder bei weiterer Temperatursteige-
rung ab. Es gibt also fir jede Fermentwirkung ein Temperatur-
optimum, d. h. eine einzige Temperatur, bei der das Enzym seine
stirkste Wirkung entfaltet. Diese ist aber durchaus keine kon-
stante Grofle, sondern hidngt 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-
fliissse der Temperaturerh6hung. ,,Einmal steigt die Geschwindig-
keit der reinen ungestorten Enzymreaktion wie bei jeder anderen
gewohnlichen Reaktion mit steigender Temperatur sehr schnell
an. Ungefihr ebenso schnell aber steigt auch die Geschwindig-
keit der unabhingig davon verlaufenden Nebenreaktion, durch
welche das Enzym sich zersetzt, dauernd inaktiv wird und ,,ab-
stirbt“.  Man sieht also, dafl durch letztere Reaktion mit steigender
Temperatur immer schneller ein Einflull geltend wird, der die
Enzymwirkung zerstért. Uberwiegt letzterer EinfluBl 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. Uberwiegt die zer-
storende Nebenreaktion die Steigerung der reinen Enzymwirkung
durch Temperaturerhéhung, 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 1aBt. Die Temperaturen, bei welchen das System bei
der Vorwiarmung gehalten wird, haben nach den Gesetzen der
chemischen Kinetik, wie Tam mann gezeigt hat, den allergro3ten
EinfluB auf die Geschwindigkeit der inaktivierenden Nebenreak-
tion wihrend 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 gew6hnlicher Reaktionen so ungeheuer
mit der Temperatur sinkt, ist es auch erkldrlich, daf viele Enzyme
bei der Temperatur -+ 70° bis 100° sehr schnell zugrunde gehen,
dagegen auf die niedrigsten Temperaturen, sogar mit fliissiger
Luft auf — 191° abgekiihlt, nichts an ihrer Wirksamkeit verlieren
(Poserski, Bickel).

Diese auBlerordentliche Empfindlichkeit der Fermente gegen-
iiber Temperaturen, die 70° oder 80° C iibersteigen, besteht aber
nur dann, sofern sie sich in Wasser gelost finden. In trockenem
Zustande dagegen kénnen verschiedene Fermente ein Erhitzen auf
100° C oder sogar auf 150-—160° C ertragen, ohne von ihrer Wirk-
samkeit einzubiiBen. Aller Wahrscheinlichkeit nach spielt bei
der Empfindlichkeit geloster Enzyme schon verhiltnismiflig
geringen Temperaturen gegeniiber die Dissoziation des Lésungs-
mittels, also die Ionen des Wassers, eine Rolle. Finden sich in dem
Losungsmittel neben dem Ferment noch Salze oder Substanzen,
auf welche das Ferment eingestellt ist, so vermogen diese gleich-
sam das Ferment vor dem schidigenden EinfluB hoher Tempera-
turen bis zu einem gewissen Grade zu schiitzen, und man erklirt
sich diese Schutzwirkung so, daBl 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 Cramer). Fir das Pankreassteapsin
scheint aber diese GesetzmiBigkeit nicht zuzutreffen (Donath).

AuBer der Temperatur verdient noch ein anderes physikalisches
Moment beim Arbeiten mit Fermenten einige Beriicksichtigung,
das ist der EinfluBl der Lichtstrahlen. So weill man Dbei-
spielsweise, daB Maltase, besonders aber Chymosin schon durch
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diffuses Tageslicht nicht unerheblich in ihrer Wirkung geschiidigt
werden. Darum empfiehlt es sich, diese Fermente, will man sie
lange gut wirksam erhalten, in dunklen Gefilen aufzubewahren. —
Andererseits sind neuerdings Lichtstrahlen bekannt geworden,
welche fordernd auf bestimmte fermentative Prozesse wirken
konnen, aber nur in Gegenwart bestimmter fluoreszierender Stoffe,
sogenannter Sensibilisatoren (Tapeiner und Jodlbauer).

Wihrend wir uns bisher ausschlieBlich beschiftigt haben
mit den zersetzenden Eigenschaften der Fermente und den Be-
dingungen, die auf sie von férderndem resp. hemmenden Einfluf}
sein konnen, miissen wir uns nun noch klar dariiber werden, d a3
die Fermente teilweise auch der entgegengesetzten
Wirkung fahig sind, d. h. dall sie auch synthetische
Prozesse vollfiithren kénnen. Diese Auffassung von den
synthetischen Féhigkeiten der Fermente hat anfinglich nicht ge-
ringe Schwierigkeiten bereitet, weil man allgemein der Ansicht
war, daf Enzymwirkungen zu den exothermalen Prozessen ge-
horen, d. h. daB die Summe der bei ihnen neu entstandenen
Produkte eine geringere Verbrennungswirme besitzt als der ur-
spriingliche Stoff. Da nun die Synthesen gewchnlich endo-
thermale Prozesse sind, also zu ihrem Verlauf einer Aufnahme
von Wérme bediirfen, und da man annahm, daB es endothermale
Enzymwirkungen nicht gibt, so war man dementsprechend der
Ansicht, dal Enzyme keine Synthesen bewerkstelligen kénnten.
Die Erfahrung der letzten Jahre aber hat uns gelehrt, daBl auch
enzymatische Hydrolysen reversible Prozesse sein konnen, die zu
einer Synthese fithren, 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 nimlich bei
der Behandlung einer stark konzentrierten Traubenzuckerlésung
mit Maltase eine Drehungséinderung und eine Abnahme des Re-
duktionsvermégen, die auf eine Bildung von Maltose schlieen
lieGen. Allerdings wies spiter Emmerling nach, dal es sich
bei dieser Versuchsanordnung nicht um die Entstehung von Mal-
tose sondern eines Isomeren, der Isomaltose handelt. Fischer
und Armstrong gelang dann mittels Kefirlaktase aus Galaktose
und Dextrose die Synthese von Isolaktose. Ferner ist mit Sicher-
heit nachgewiesen, dafl die Lipase des Pankreas imstande ist,
aus Athylalkohol und Buttersiure Athylbutyrat (Kastle und
Loevenhart), aus Olsiure und Glyzerin Mono- und Triolein zu
bilden (Pottevin), und dafl Blutserum aus Buttersiure und
Glyzerin Monobutyrin zu synthetisieren vermag (Hanriot). Auch
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fiir die Gruppe der proteolytischen Fermente ist bereits in einem
Falle die Synthese sehr wahrscheinlich gemacht. So hat Dani-
lewsky beobachtet, daf3, wenn man Pepsin oder Trypsin zu einer
konzentrierten Peptonlosung zusetzt, unter dem FKinfluB der
Brutschrankwérme ein Niederschlag auftritt, der aller Wahrschein-
lichkeit nach eine hochmolekulare eiweiflahnliche 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 befihigt ist,
Synthesen in den Korperzellen zu vollfithren.

Je nach dem Charakter der Wirkung, welche die Fermente
zu vollfilhren imstande sind, unterscheidet man im wesentlichen
zwei Hauptgruppen, hydrolysierende und oxydierende Fer-
mente. — 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 vollfihren. Zu diesen
gehoren die groflen Gruppen der Oxydasen und Peroxydasen. —
Da Rieduktionen im groBen Umfang bei Tieren und Pflanzen vor-
kommen und sehr hdufig Hand in Hand mit oxydativen Vorgéngen
geht, hat man auch angenommen, daBl es reduzierende Fermente,
Reduktasen oder Hydrogenasen gibt. Ob aber wirklich an diesen
Vorgéngen Enzyme beteiligt sind, steht noch dahin.

Die Wirkung aller dieser Fermente 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 selber zu
den Kolloiden. Die enzymatischen Zersetzungen sind nun meist
dadurch kompliziert, daf}, 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 Héaufigkeit
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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 GesetzmiBigkeit diirfte auch fiir eine Reihe von
Fermenten zutreffen, wenigstens ist sie fiir einige von ihnen direkt
bewiesen worden, so fiir die Blutkatalase, die Pankreaslipase, die
Rizinuslipase und das Erepsin. In allen diesen Féllen hat sich mit
Hilfe der Formel fiir eine monomolekulare Reaktion ein konstanter
Wert fiir den Geschwindigkeitskoeffizienten ermitteln lassen. Wahr-
scheinlich verlaufen die meisten enzymatischen Spaltungsprozesse
monomolekular, doch diirfte es sehr schwierig sein, fiir alle den
Beweis hierfiir zu erbringen. Denn der Reaktionsablauf ist in
den meisten Fillen durchaus kein glatter. Einerseits konnen
wahrend der Fermentwirkung Reaktionen im entgegengesetzten
Sinne (Synthese) stattfinden, andererseits kénnen wihrend der
Reaktion Substanzen (Abbauprodukte) auftreten, welche die
Fermentwirkung hemmen oder gar einen Teil des Fermentes zer-
storen, und schlieBlich fehlen uns noch in vielen Fillen die ana-
lytischen Hilfsmittel, um einen stufenweisen Abbau oder einen
gleichzeitig einsetzenden reversiblen Vorgang zu erkennen oder
gar quantitativ zu messen.

Auch die zweite GesetzmiBigkeit hat sich fiir einige Fermente
(Hamase, Erepsin, Pankreaslipase) als zutreffend erwiesen, doch
nicht fiir alle. Fir andere wiederum hat sich ergeben, dafB 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 Grundsiitze bei Ferment-
untersuchungen.

Fir die Ausfithrung der Fermentbestimmungen sind absolut
saubere Gefille erforderlich, am besten solche, die vorher sterili-
siert worden sind. Befiirchtet man eine Beeinflussung der Ferment-
wirkung durch die mehr oder weniger betréichtlichen Alkalimengen,
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die gewdhnliches Glas abzugeben pflegt, so mufl man Gefille aus
Jenenser Glas benutzen.

Alle Untersuchungen sind auszufithren mit mog-
lichst frischen oder zum mindesten gut konservierten
Fermentlosungen. Zeigt eine solche Losung fiulnisartigen
Geruch, so ist sie fiir eine quantitative Fermentbestimmung in
jedem Falle unbrauchbar; denn durch die Fiulnis ist sicherlich
ein Teil des Fermentes zerstort worden. — Auch fiir gualitative
Zwecke ist eine solche Fermentlosung nur bedingungsweise zu ver-
wenden, namlich nur dann, wenn man mit Bestimmtheit aus-
schlieBen kann, dall die Fermentwirkung nicht eventuell durch
Faulniswirkung vorgetduscht 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 wirksamén Fermentlosung muf3
die ihnen zugesetzte Fermentlosung vorher durch Kochen unwirk-
sam gemacht (inaktiv) sein.

2. Will man mehrere Fermentiosungen beziiglich
ihrer Wirksamkeit untereinander vergleichen, so
muBl in allen Féllen 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, verfihrt
man ganz allgemein so, dall man auf ein bestimmtes Ferment-
Substratgemisch eine bestimmte Menge der zu untersuchenden
Substanz einwirken lafit und zur Kontrolle gesondert auf das
némliche Ferment-Substratgemisch die gleiche Menge des ent-
sprechenden Losungsmittels der zu untersuchenden Substanz
(Wasser, Kochsalzlésung).

Von grofler Wichtigkeit ist bei dieser Art von Untersuchungen
der Moment, den man fiir die Zufiigung dieses hemmenden resp.
aktivierenden Korpers wihlt. Auf alle Fille ist es ratsam ihn zu
dem Fermert zuzusetzen, bevor man das Substrat zufiigt, auf
welches das Ferment wirken soll. Denn verfahrt man umgekehrt
und gibt erst das Substrat zum Ferment, so kann bereits ein Teil
des Fermentes vom Substrat mit Beschlag belegt sein und ist
dann in seiner ganzen Qréle nicht mehr fiir die Beeinflussung
durch die fremde Substanz zuginglich.

Will man den hemmenden resp. beschleunigenden Einfluf}
quantitativ ermitteln, so ist das Verfahren, je nach dem man die
Stiarke der Beeinflussung oder die kleinste Menge der Substanz



Allgemeine Grundsétze bei Fermentuntersuchungen. 15

feststellen will, die noch der Beeinflussung fihig 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 Fermentlosung
zwei vollkommen gleiche Reihen absteigender Mengen her und
setzt zu jeder Fermentportion der einen Reihe (Hauptreihe) das
gleiche Quantum der zu untersuchenden Substanz, wihrend man
in der andern Reihe (Kontrollreihe) zu jeder Fermentportion die
entsprechende Menge des Losungsmittels der Substanz (Wasser,
Kochsalz etc.) zusetzt. Alsdann fithrt man den Doppelversuch in
der tiblichen Weise zu Ende. Der Kiirze halber nenne ich dieses
Verfahren Kontrollreihenverfahren. KEin Beispiel hierfiir
findet sich im Kapitel ,,Amylase auf S. 49.

b) Soll die kleinste Menge der Substanz, festgestellt werden,
die noch imstande ist, eine Hemmung resp. Beschleunigung eines
Fermentes zu bewirken, so ermittelt man zunichst in einem
Vorversuch die kleinste noch wirksame Fermentmenge. Danach
beschickt man eine Reihe von Gléschen mit absteigenden Mengen
der zu untersuchenden Substanz, fiigt zu jedem Glidschen die in
dem Vorversuch ermittelte Fermentmenge zu und fiithrt 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 zerstérende EinfluBl einer Substanz auf ein
Ferment zu untersuchen, so hat man dabei zu beriicksichtigen
erstens die Zeit, wihrend welcher der Korper auf das Ferment
wirkt, zweitens die Temperatur, bei der man ihn einwirken 148t
und drittens das Mengenverhéltnis zwischen Ferment und zu unter-
suchender Substanz. Je nachdem man einen dieser Faktoren
variiert, wird natirlich auch das Resultat ein verschiedenes sein.
Ein solches Variieren mul3 aber vermieden werden, sobald es sich
darum handelt, den zerstérenden Einflull verschiedener Substanzen
auf ein und dasselbe Ferment untereinander zu vergleichen. In
einem solchen Falle ist wieder dafiir zu sorgen, dal} in allen Ver-
suchen vollkommene Gleichheit beziiglich aller oben unter Nr. 2
angefiihrten Punkten herrscht.

5. Alle Fermentuntersuchungen, die bei Brutschranktemperatur
ausgefiihrt werden und die Frist von zwei Stunden iiberschreiten,
erfordern wegen der grollen Gefahr eintretender Féulnis meist
den Zusatz eines Desinfiziens. Bei Versuchen, die im Kisschrank
oder bei Zimmertemperatur ausgefiihrt werden, ist dieser 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:

Alle Versuche, die eine kiirzere Zeit als 60 Minuten wihren
und bei Bluttemperatur ausgefiihrt werden sollen, miissen in einem
regulierten Wasserbad von der verlangten Temperatur vorgenommen
werden. Die Benutzung des Brutschranks in diesen Fillen wiirde
einen Fehler bedingen, da das Erwirmen des Reaktionsgemisches
im Brutschrank weit langsamer vor sich geht als im Wasserbad
und dort auch nicht in allen Portionen ganz gleichméBig verlduft,
wenn man nicht gerade gtets Gefifle von absolut gleichem Durch-
messer und ganz gleicher Wandstérke verwendet. Da diese Forde-
rung aber nicht leicht zu erfiillen ist, so tut man gut, alle Versuche
von kiirzerer Zeitdauer als 1 Stunde in einem konstanten Wasserbad
auszufiihren. Bei Versuchen von lingerer Dauer ist die Benutzung
des Brutschranks gestattet, da in diesen Féllen die anfinglichen
Temperaturschwankungen geniigend Zeit haben sich auszugleichen.
— Will man einen Versuch bei Eisschranktemperatur ausfiihren,
50 hat man sich vorher davon zu iiberzeugen, dafi die Temperatur
im Innern des Eisschrankes nicht 7-—8° C iibersteigt.

7. Die Methode des Reihenversuches, die erst durch
die Arbeiten von Ehrlich und seinen Schiillern 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 Reagenzglisern 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 wihlen, man kann die
Reihe eng machen, d. h. die Differenzen zwischen den einzelnen
Gliaschen ganz klein ansetzen, oder auch eine weite Reihe anwenden.
Das hiingt 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
Falle groBe Differenzen. Bisher war es iiblich, sogenannte arith-

metische Reihen zu verwenden, also beispielsweise die Reihe
I I m IV Vv
1,0 0,75 0,5 0,25 0,1. Es lifit sich im Prinzip natiirlich nichts

gegen eine solche Fermentverteilung anfithren. Sie hat nur den
Nachteil, daf3 die Fermentmengen nicht in gleichméfiger Proportion
von einander differieren ; denn Portion ITI differiert gegen Portion I1
um 33 9%, und gegen Portion 1V um 100 %,. — 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 Verhdltnis 1:n stehen. Wenngleich es keine Schwierig-
keiten machen diirfte, mit Hilfe einer Logarithmentafel die zu-
geordneten Logarithmen beispielsweise fiir eine 10gliedrige Reihe,
beginnend mit der Zahl 1 und aufhérend 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.

Tabelle 1.

Anzahl der Glieder

10 | 9 | 8 | T | 6| 5| 4|3

10 11,0 (10 |10 1,0 11,0 |10 |10
0,77 | 0,75 | 0,72 | 0,68 | 0,64 ' 0,56 = 0,46 | 0,32
06 | 056 | 052 | 046 | 04 ' 032 0215 01
046 | 042 | 037 | 032 | 025 | 0,18 | 01
0,36 | 0,32 | 0,27 | 0,22 | 016 | 01
028 | 024 | 019 | 0,15 | 0,1
022 | 0,18 | 0,139 0,1
0,17 | 0,133 0,1

0,129 0,1 ’

0,1 |

|
|
,
| \
\
1
1

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

Im AnschluB hieran sei noch eine Zahlénreihe wiedergegeben,
die vielfach angewandt wird, und zwar besonders in den Fillen,
wo es sich darum handelt, aproximativ die Stirke einer Ferment-
I6sung festzustellen. Es ist das diejenige Reihe, bei welcher die
Werte untereinander genau um 100 9, 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 Glaschen die Halfte der im vorher-
gehenden Gléschen befindlichen Menge enthilt.

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

Wohlgemuth, Fermentmethoden, 2
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Dosierung schon der néchsten zwei Portionen auf grofle Schwierig-
keiten bei der Abmessung mit der Pipette stoflen, und die letzten
vier Portionen wiren mit jener Pipette — und eine feinere existiert
nicht — einfach unméglich abzumessen. Man verfihrt deshalb
0, dafl man entsprechend den obigen 9 Zahlen 9 Reagenzgléschen
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 cem der Fermentlosung
und fillt ihn in Glaschen 1, desgleichen 1 ccm Fermentldsung in
Gldaschen 2, indem man jedesmal den Inhalt ausblast. Nun
mischt man den Inhalt von Gléschen 2 gut durch, indem man mit
derselben Pipette den Inhalt 3 mal aufzieht und ausblist, ent-
nimmt 1 cem dieser Mischung und iibertragt ihn in Glischen 3.
Hier mischt man in der gleichen Weise durch Aufziehen und Aus-
blasen den Inhalt gut durch, entnimmt ihm gleichfalls 1 cem und
ibertragt ihn in Glidschen 4 und so fort bis man zum 9. Gléschen
angelangt ist. Auch hier mischt man, nachdem man aus Gléaschen 8
1 ccm eingetragen hat, gut durch und entnimmt 1 cem und schiittet
ihn fort. Auf diese Weise hat man erreicht, dafl jedes Glidschen an
Ferment die Hélfte von der im vorhergehenden Glidschen befind-
lichen Menge enthélt, und daB in allen Glédschen, was sehr wichtig
ist, das Gesamtvolumen das gleiche, ndmlich 1 cem ist. — Nach
der Fermentverteilung fiigt man dann zu jedem Glaschen das gleiche
Quantum an gelostem Substrat, beispielsweise 5 cem einer 1 9, igen
Stiarkelosung zu und bringt sie alle gleichzeitig in die Warme,
um so dem Ferment Gelegenheit zu geben, auf das Substrat einzu-
wirken. Danach wird der Versuch in der iiblichen Weise zu Ende
gefiihrt.

8. Die Geschwindigkeit einer Fermentreaktion 1486t
sich auf zweierlei Weise ermitteln. Entweder man bestimmt
mit den zu vergleichenden Fermentlosungen die Zeiten, die not-
wendig sind, um eine bestimmte Menge Substrat umzusetzen,
und vergleicht die gefundenen Werte miteinander, oder man er-
mittelt in der zu untersuchenden Fermentlésung diejenige Ferment-
menge, welche in einer beliebig gewdhlten Zeit den gleichen Effekt
bewirkt wie ein ganz bestimmtes Quantum der Testlosung des
Fermentes in dem gleichen Zeitraum. _

Hat man beispielsweise bei der Bestimmung der Zeiten ge-
funden, dal} 1,0 ccm der Testlgsung 10 cem Stérkeldsung in 5 Minuten
gespalten hat, 1 ccm der zu priifenden Fermentlosung aber erst
in 10 Minuten 10 cem Stérkelosung zu spalten vermochte, so wiirde
man daraus schlieen, daB die Testlosung doppelt so wirksam ist
als die andere Fermentlosung. — Wiirde man aber finden, daf} eine
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Testlosung in 10 Minuten 1 g Substanz zersetzt, die andere Ferment-
lésung in 10 Minuten 0,5 g, so wire daraus keineswegs zu folgern,
daB die Testlosung doppelt so wirksam ist wie die andere Ferment-
losung. Zu dieser Folgerung wiire man erst dann berechtigt, wenn
man fiir das betreffende Ferment vorher festgestellt hat, dafl die
Fermentmengen sich verhalten, wie die in gleichen Zeiten umge-
setzten Substratmengen. Das trifft indes keinesfalls fir alle
Fermente zu.

Um nun ohne jede Voraussetzung die Menge der Ferment-
l6sung zu ermitteln, welche in einer beliebig gewdhlten Zeit den
gleichen Effekt erzielt wie die Testlosung, stellt man sich von der
zu untersuchenden Fermentlosung eine Reihe von Verdiinnungen
her und bestimmt, welche Verdiinnung dieselbe Wirksamkeit
besitzt wie die Testlosung. Hieraus kann man dann die Starke der
Fermentlosung berechnen. Hat man beispielsweise gefunden,
daB die 5fache Verdiinnung der Fermentlsung die gleiche Wirkung
hat wie die Testlosung, so folgt daraus, dafl die zu untersuchende
Fermentlosung 5 mal so stark ist wie die Testlosung.

3. Uber Darstellung von Fermentlosungen

und Isolierung von Fermenten.

Bei der Darstellung von Fermentlosungen resp. von Fermenten
verfolgt man vornehmlich zwei Ziele. Einmal ist man bestrebt,
zu einer moglichst wirksamen Lésung zu kommen, und zweitens,
eine Fermentlosung zu erhalten, die mdoglichst rein d. h. frei von
allen storenden Nebenbestandteilen ist. Wenn auch spéater bei
jedem einzelnen Ferment die Vorschriften fiir dessen Reindarstel-
lung, die bisher dem Ziele am n#chsten gefiihrt haben, wieder-
gegeben werden sollen, diirfte es doch zweckmifig sein, hier zu-
nichst ganz allgemein die Grundsidtze zu entwickeln, die man bei
der Darstellung und Reinigung von Fermenten in jedem Falle zu
beachten hat.

Handelt es sich beispielsweise darum, ein Ferment aus einem
Organ zu isolieren, so kann man sich entweder mit Wasser resp.
Glyzerin einen Extrakt aus dem zerkleinerten Organ herstellen,
oder man sucht einen PreBsaft aus dem Organ zu gewinnen. In
jedem Falle ist es zunichst notwendig, dafiir zu sorgen, dafi das
Organ frei von Blut ist. Das erreicht man am zweckmaéfBigsten
dadurch, daB man das betreffende Tier, dem man das Organ ent-
nimmt, aus der Art. carotis oder femoralis teilweise entblutet
und den Blutverlust gleichzeitig durch Infusion eines entsprechend
groBen Quantums an physiologischer Kochsalzlésung (0,8—0,9 9%,)
oder 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 gefirbt 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 aus, die
unterhalb der Einmiindungsstelle der Ven. hepatica abgeklemmt
sein mulB, durchspiilt, nachdem man zuvor die Vena portarum
und die Bauchaorta gedffnet 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 Prefsaftes, so wird das Organ grob zerkleinert und unter
Befreiung aller bindegewebigen Bestandteile, Gefdlle etc. in der
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 grofier
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 zihen
Organen, wie Lungen, Muskeln ete. zu tun, so ist ein Zerquetschen
schlechterdings unmdéglich. Dann benutzt man zweckméBiger zur
Zerkleinerung eine gewohnliche Fleischhackmaschine oder noch
besser die von Kossel angegebene Zerkleinerungsmaschine, in
welcher die durch feste Kohlenséure vollig gefrorenen Organe zu
einem feinen Schnee verarbeitet werden. Sehr geeignet fiir 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, aulerordentlich fein zerkleinert
werden koénnen. — Ist 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
ausgeprefit. Der so gewonnene PreBsaft kann nun sofort zum
Versuch verwandt werden.

2. Will man ein Extrakt aus einem Organ gewinnen, so muf}
man es zundchst in der oben geschilderten Weise zerkleinern und
versetzt dann den Brei entweder mit destilliertem Wasser oder
physiologischer Kochsalzlésung 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 Fliissigkeit und Organbrei zu
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erzielen, auf der Schiittelmaschine mehrere Stunden geschiittelt,
doch ist dabei zu beachten, daBl 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 Schidigung der Fermente nach Wiechowski so vorgehen,
daB3 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, dafl man das von den
letzten Blutspuren befreite Organ griindlichst zerquetscht, durch
ein feines Sieb passiert, die mehr oder weniger breiige Masse auf
grofle Glasplatten in moglichst diinner Schicht streicht und mittelst
Ventilators im starken Luftstrom bei Zimmertemperatur trocknet,
was gewohnlich nach 5 bis 1 Stunde geschehen ist. Das Organ
wird hierauf in der Kélte in dem von Wiechowski konstruierten
Extraktions- apparat mit Toluol vollig extrahiert. Auf diese Weise
bekommt man ein Organpulver, das eine feine wigbare Masse
darstellt, frei von Fetten und den andern in Toluol I6slichen
Lipoiden, und das die Fermente sowohl wie die Eiweilkorper in
unverindert 16slichem wund gut haltbarem Zustande enthilt;
auBerdem ist es fast vollkommen frei von Farbstoffen. Das
so gewonnene Pulver wird dann in der Weise weiter zum Ver-
such verwandt, da man eine abgewogene Menge mit einer be-
stimmten Menge physiologischer Kochsalzlosung zwecks Her-
stellung einer moglichst gleichméfigen Emulsion in einer Farb-
stoffmiihle mahlt. Diese Emulsion ist so fein, dal sie mit feinen
MeBgefiien (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 génzlich fortfallt.
Das Verfahren besteht darin, daf mit Hilfe von flissiger Luft
das Organ in einen vollkommenen gefrorenen Zustand iibergefiihrt,
dann auf das feinste zerkleinert und schliefilich in einer geeigneten
Trockenvorrichtung im Vakuum iiber Schwefelsiure schnellstens
getrocknet wird. Ks resultiert dann ein weilles 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 wisserigen 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 oder
Kolieren oder Filtrieren. Die ldngste Zeit diirfte das Filtrieren
beanspruchen, wihrend das Kolieren durch Gaze oder Leinewand
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den Nachteil hat, daBl viele Organbestandteile durch das Kolier-
tuch mit hindurchgehen. Am schnellsten und besten diirfte
man in den meisten Fillen 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 Falle zu klaren
Lésungen fithren. In diesen Fillen ist man gezwungen, sich eines
Pukall- oder Berkefeldfilters oder einer Chamberlandkerze zu
bedienen. Man muB sich aber von vorneherein klar dariiber sein,
dafl diese Art der Filtration mit einem groBen Verlust an Fer-
ment verkniipft ist. — Aus diesem Grunde ist es empfehlenswert,
in allen irgend zuldssigen Fillen zur Herstellung von Extrakten
Glyzerin zu verwenden; denn einmal 16st das Glyzerin sehr wenig
EiweiBkorper, und auBerdem 1aBt 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 wisserige Extrakt kann nun in vielen Fillen so, wie es
durch Zentrifugieren oder Filtrieren gewonnen wird, zum Ver-
such verwandt werden. Erfordert aber der Versuch ein Extrakt,
das moglichst frei von stérenden Eiweillbestandteilen und frei von
Salzen ist, so muBl 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, dal}
in den meisten Fiallen hier ein schnelles Arbeiten am Platze ist,
da Alkohol eine grole Reihe von Fermenten schiadigt. Man ver-
setzt also das Extrakt mit Alkohol — es geniigt in den meisten
Fillen 96 9 iger Alkohol —, bis keine Tritbung mehr entsteht, filtriert
den das Ferment enthaltenden Niederschlag sofort ab, 16st ihn in
Wasser, fallt abermals mit Alkohol, filtriert und wischt zunichst
mit Alkohol, dann mit Ather und erhilt auf diese Weise ein meist
weiBes, gut haltbares Fermentpulver. Das Losen in Wasser und
Ausfillen 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 Umfillen naturgemifB mit einem
weiteren Fermentverlust verkniipft ist.

Von Salzen kommen fiir die Reinigung von Fermentl6sungen
resp. fiir die Isolierung von Fermenten fast ausschlieflich in Betracht
Ammonsulfat und Uranylazetat.
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Fiir den Gebrauch des Ammonsulfates hat sich am zweck-
miBigsten erwiesen, das wisserige Extrakt zunichst mit so viel
gesiittigter Ammonsulfatlésung zu versetzen, bis 25—309,ige Satti-
gung erzielt ist. Bei Fermenten, die séureempfindlich sind, ist
darauf zu achten, dafl das Gemisch stets schwach alkalische Reak-
tion besitzt; dies erreicht man am besten durch Zusatz von ein paar
Tropfen 10 9%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 der entstandene Niederschlag abfiltriert und das Filtrat
durch weiteren Zusatz von konzentrierter Ammonsulfatlésung
auf 60—66 %,ige Sittigung gebracht, wobei wiederum eine méiBige
Fillung entsteht. Meist ist in dieser das Ferment enthalten. Der
Niederschlag wird abfiltriert, in der 4-—6fachen Menge Chloro-
formwasser suspendiert, 15—1 Stunde eventuell auf der Schiittel-
maschine geschiittelt und nun gegen flieBendes Wasser so lange
dialysiert, bis kein Ammoniak mehr in der Losung nachweisbar
ist; fiir gewShnlich nimmt diese Dialyse mehrere Tage in Anspruch.
Die Fermentlésung ist dann fertig zum Gebrauch.

Auch bei der Verwendung von Uranylazetat, das zuerst
von Martin Jacoby bei der Reinigung von Fermentlosungen
angewandt wurde, ist eine gesittigte Losung dieses Salzes erforder-
lich, und ebenso hat man auch hier darauf zu achten, falls das
betreffende Ferment gegen Sdure sehr empfindlich ist, dall das
Gemisch stets schwach alkalisch reagiert. Man verfihrt in solchen
Fillen so, daBl man das wisserige Extrakt so lange mit gesittigter
Uranylazetatlosung unter gleichzeitigem Zufiigen von Natrium-
karbonat versetzt, bis sich Flocken abscheiden. Durch Dekantieren
wird dann der grofte Teil der tiberstehenden Flissigkeit entfernt,
der flockige Niederschlag abfiltriert und in 0,2 9, iger Sodalésung
suspendiert. So bleibt er mehrere Stunden unter hiufigem Schiit-
teln stehen, wobei der bei weitem grofite Teil in Losung geht,
dann wird von den letzten Resten abfiltriert und die Ferment-
I6sung kann nun zum Versuch verwandt werden.

Statt durch Salzlésungen kann man auch durch unlésliche Sub-
stanzen wie Cholesterin und Lezithin aus wisserigen Losungen
Fermente niederschlagen. Die Niederschlige werden dann abfil-
triert, in wenig Wasser suspendiert und das Cholesterin resp.
Lezithin durch Ausdthern wieder entfernt, sodall das Ferment
allein in der wisserigen Losung zuriickbleibt. — Ferner sind zur
Isolierung von Fermenten benutzt worden: Fibrinflocken, Tier-
kohle, Kaolin, frisch erzeugte Niederschlige von Baryumsulfat,
Calciumphosphat, Magnesiumkarbonat, Uranylhydroxyd u. a. m.
Auf weitere Einzelheiten niher 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 Fermentlosung so aufheben, da} sie an Wirk-
samkeit nichts einbiift, so tut man am besten, sie gefrieren zu
lassen und in diesem Zustand aufzubewahren. Hierfiir ist besonders
geeignet der von Morgenroth angegebene Kilteapparat ,,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 erhilt, und sie
in eine Kiltekiste umwandeln, indem man die in ihr befindlichen
Blechgefale mit einer Kiltemischung versieht. — Ist nur ein
Kisschrank vorhanden, so ist man gezwungen, zu den Ferment-
losungen ein Antiseptikum zuzusetzen, da sonst sehr bald
Faulnis eintritt. Als solches haben sich am besten bewihrt Toluol,
Chloroform, Thymol, Senfsl. Von diesen diirfte das Toluol am
meisten zu empfehlen sein, weil von ihm eine Schidigung der
Fermente nicht zu erwarten ist. Doch vermag es nur dann die
Entwicklung von Bakterien vollkommen zu verhindern, wenn
fiir eine griindliche Durchmischung der Fermentlésung mit Toluol
durch kriftiges Schiitteln gesorgt wird. Von Toluol nimmt man
meist 1,0 bis 2,0 cem auf 100 cem Fliissigkeit, desgleichen auch von
Chloroform und schiittelt jedesmal nach Entnahme des gewiinschten
Fermentquantums wieder ordentlich durch. Von Thymol ver-
wendet man zweckmiBig nicht weniger als 2 g auf 100 cem Fliissig-
keit, von Senfol ein paar Tropfen. — Statt eines der vier Anti-
septika zur Losung zuzusetzen, kann man auch Glyzerin ver-
wenden. Man verfihrt dann so, da3 man die aufzubewahrende
Fermentlosung mit dem gleichen Volumen Glyzerin versetzt, oder
daBl man die Fermentlosung gleich nur unter Verwendung von
Glyzerin herstellt. Auch diese Losungen halten sich lange Zeit
gut wirksam, ohne daf jemals Faulnis eintritt.

4. Filtration, Dialyse.

Bei der Reinigung von Fermentlosung haben sich als unent-
behrlich herausgestellt die Filtration und die Dialyse.

Beziiglich der Filtration sei auf das bereits oben (S. 21 u.
22) Gesagte verwiesen. Dem ist noch hinzuzufiigen, dall man
neuerdings auch Gallerten als Filter verwandt hat, allerdings vor-
wiegend, um kolloidal geloste Stoffe von ihren Lésungsmitteln
durch Filtration zu trennen. Da sich aber gezeigt hat, dal sie
auch bei Fermentstudien gute Dienste leisten konnen, so soll
hier mit wenigen Worten die Herstellung solcher Gallertfilter,
wie sie Bechhold angegeben hat, geschildert werden.
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Da Gallerte nur in ganz diinner Schicht verwandt werden
kann, die Gefahr des Zerreiflens aber bei so diinnen Lamellen sehr
grof} ist, suchte Bechhold ihr dadurch eine feste Stiitze zu geben,
daB er die Gallerte auf Filtrierpapier niederschlug. Er verfuhr
dabei so, daB er das Filter in eine Gallertfliissigkeit tauchte. Als
sehr brauchbar hierfiir erwies sich eine Losung von Kollodium
in Eisessig. Wenn man das Filter mit dieser Losung durchtrinkt
hat, so lit man es abtropfen und gelatiniert durch einfaches
Eintauchen in Wasser. Da bei dieser Herstellung indes hiufig
Luftblasen in der Gelatineschicht sich einstellen, hat Bechhold
einen besonderen Apparat konstruiert, der es ermdglicht, unter
einem bestimmten Druck die Durchtrinkung vorzunehmen. Auf
diese Weise gelingt es Filter von verschiedener Durchldssigkeit
herzustellen. Als MaBstab fir die Durchlédssigkeit bedient sich
Bechhold einer 1 9% igen Hamoglobinlosung und priift bei jedem
Filter, ob es fiir die Himoglobinlosung durchléssig ist oder nicht.
Je nach dem Ausfall des Versuchs bekommt das Filter eine be-
stimmte Bezeichnung. Beispielsweise bezeichnet er ein Filter,
welches mit 3 9%, iger Gelatine durchtrinkt ist und fiir eine 19, ige
Hamoglobinlésung durchldssig ist, die erst durch ein 4 9, iges
Gelatinefilter vollkommen zuriickgehalten wird, mit G 39,
(HL 4 %).

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 kénnen, dafl, wenn man Hefeprefsaft durch Gelatine-
filter filtriert, zwei Losungen resultieren, die beide fiir 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 trinkt und an
der Luft trocknen lafBt.

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

Zu ihrer Charakterisierung sei vorausgeschickt, daf} die Dialyse
aufzufassen ist als eine Art Diffusionsprozel3, bei welchem der Grad
der Diffusion bestimmt wird durch die Anzah! und die Weite der
Poren der zur Verwendung kommenden Membran. Sie wird
vorwiegend dazu benutzt, um Kolloide von Kristalloiden zu
trennen. Besser wire es in vielen Fillen von der Scheidung der
Stoffe von groBerem oder kleinerem Volumen zu sprechen. Denn
vielen Membranen ist es unmdoglich, manche Nichtkolloiden, wie
z. B. einzelne Anilinfarbstoffe, diffundieren zu lassen, wihrend es
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durch eine kleine Abinderung der Membran leicht moglich ist,
Kolloide mit groBem Molekularvolumen zur Diffusion zu bringen.
Es hiangt also der Effekt der Dialyse zum Teil ab von der Eigenschaft
der Membran, und diese wiederum wird beeinflufit von der Art
und dem Alter der Tiere, von denen sie stammt, und zwar so, dal
dieses Vermogen der Durchldssigkeit mit steigendem Alter der
Tiere abnimmt und bei Herbivoren in der Regel grofier ist als bei
Karnivoren. — Andererseits ist aber auch der Effekt der Dialyse
in hohem Grade abhingig von der Ldsung selbst, die man dialy-
sieren will. So z. B. ist es ein gewaltiger Unterschied, ob man
eine Fermentlosung dialysiert, die von allen HiweiBbestandteilen
vorher befreit ist, oder ob man eine stark eiweilhaltige Ferment-
I6sung verwendet. Im ersten Falle wird man finden, daB ein
merkbarer Teil des Fermentes durch den Dialysator hindurchtritt,
im andern Falle, dal} kein oder nur ein sehr geringer Ferment-
verlust zu beobachten ist. Diese Erscheinung findet darin ihre
Erklirung, daB8 in Gegenwart von Eiwei}, also von Kolloiden,
die Fermente im Dialysator zuriickgehalten werden oder sich an
den pordsen Winden 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 dafl im Serum oder Pankreas-
saft selbst ein grofer Verlust an Ferment sich geltend macht.
Die Versuchsanordnung bei der Dialyse ist im Prinzip stets
folgende: Die zu dialysierende Losung fiillt man in einen Dialysator,
den man zuvor auf seine Dichtigkeit griindlichst gepriift hat,
und armiert ihn so, daB man in die obere Offnung ein weites Glas-
rohr einbindet, um so die Moglichkeit zu haben, von Zeit zu Zeit
Proben aus dem Dialysator ohne Unterbrechung der Dialyse
entnehmen zu kénnen. Alsdann versenkt man den Dialysator
in ein mit destilliertem Wasser gefiilltes Gefdll und befestigt ihn
an einem Stativ derart, daB das Fliissigkeitsniveau im Aufenge-
faB wie im Dialysator in gleicher Hohe steht. Die AuBenfliissigkeit
kann nun ab und zu durch frisches destilliertes Wasser ersetzt
werden. Handelt es sich darum, grofle Salzmengen durch Dialyse
aus einer Fliissigkeit zu entfernen, so bedient man sich am zweck-
méBigsten des stindig flieBenden Wassers in der Weise, dall man
an den Hahn der Wasserleitung einen Schlauch anbringt, der an
seinem andern Ende ein bis auf den Boden des Auflengefilles
reichendes Glasrohr triagt. In dieses Gefill hingt man den Dialy-
sierschlauch hinein und reguliert nun den Zufluf des Wassers aus
der Leitung so, daf} stindig eine geringe Menge Wasser iiber den
Rand des AuBengefiBes abliuft. — Um dem Eintritt von Faulnis
vorzubeugen, empfiehlt es sich stets mit Antiseptika zu arbeiten.
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Als solche sind am meisten in Gebrauch Toluol und Chloroform.
Letzteres hat allerdings den Nachteil, dafl es Fermenten gegeniiber
nicht indifferent ist und wegen seiner Loslichkeit in Wasser haufig
erneut werden mul}, wihrend Toluol sich unbegrenzte Zeit halt
und deshalb, weil es oben schwimmt, den Ubergang von Bakterien
aus der Luft in die Losung verhindert.

Als Dialysatoren werden in der Mehrzahl der Fille
verwandt Pergamentschlduche, Schweinsblasen, Fisch-
blasen, Schilfsdckchen, Kollodiumsickschen, Amnion-
haut und mit Cholesterin oder Lezithin impragnierter
Seidenstoff.

Am hiufigsten Verwendung in der Dialyse findet der Perga-
mentschlauch. Bevor man ihn auf seine Dichtigkeit priifen
will, mufl 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 Fischblasen (Membranen aus dem Blinddarm von
Schafen); nur hilt es mitunter schwer, gut abschlieBende Exem-
plare zu finden. Die Priifung auf Dichtigkeit nimmt man bei ihnen
nicht so vor wie beim Pergamentschlauch, dafl man Wasser hinein-
fullt 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, daf} 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 wihrend der Dialyse keinen solchen Druck
auszuhalten brauchen, nimmt man die Prifung am besten so vor,
daBl man die in Wasser eintauchenden Blasen mit Lackmuslosung
fillt und ldngere Zeit sich selbst tiberlifit. An wirklich undichten
Stellen tritt dann der kolloide Farbstoff heraus und die Farbung
der Auflenfliissigkeit zeigt die Unbrauchbarkeit des Stiickes an.
Auf diese Weise gepriift, findet man selbst unter den geringeren
Sorten viel brauchbare Exemplare. AuBler der Fischblase eignen
sich zur Dialyse kleiner Flissigkeitsmengen Schilfschldauche,
Zellulosesdckehen und Kollodiumsédckchen. Wihrend
die beiden ersteren im Handel zu haben sind (Leune in Paris),
ist man gezwungen, die Kollodiumséickchen sich selber herzu-
stellen. Delezenne, der sie zuerst zur Dialyse verwandte, gibt
hierfiir folgende Vorschrift:

Ein weites Reagenzglas wird dicht iiber seiner Offnung kugelig
ausgeblasen, und nachdem es abgekihlt und duflerlich grindlichst
gereinigt ist, wird es auf ein paar Sekunden in eine Kollodium-
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lésung von bestimmter Zusammensetzung (25 g SchieBbaumwolle,
30 g Ather, 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 ausgefiihrt, bis die
haftende Kollodiumschicht nicht mehr nach Ather riecht. Nun
taucht man wieder das Glas in die Kollodiumlésung 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
stindigem Rotieren verdunstet ist, taucht man die mit der Kol-
lodiumschicht bedeckte Rohre fiir 20—30 Minuten in kaltes Wasser
und 16st nun vorsichtig von der kugeligen Ausbuchtung her das
Sidckchen ab, indem man mit einem Messer zunichst die ganze
Kollodiumschicht von der Ausbuchtung herunterschiebt und
nun an dem verdickten Kollodiumrand das Sidckchen von der
Glasrohre herunterstreift, wie wenn man einen Handschuh durch
Umstiilpen des Leders von der Hand herunterzieht. — Auf diese
Weise kann man sich Kollodiumséckchen von beliebiger GréBe
herstellen; man bewahrt sie am besten in einem mit destillierten
Wasser gefiillten Gefd3 auf, das man zukorkt. — Die Verwendung
von Kollodiumséckchen zur Dialyse von Fermentlgsungen ist keine
uneingeschrénkte, da die Kollodiumhaut die unangenehme Eigen-
schaft hat verschiedene Fermente zu adsorbieren; mit Sicher-
heit nachgewiesen ist das bisher fiir die Diastase und fiir das
Pepsin.

Vonv. Calcar wird fiir die Dialyse als ganz besonders geeignet
empfohlen Amnionhaut, und zwar nicht so sehr frisch gewonnene
als die in folgender Weise préaparierte:

Frische Amnionhéute 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 abzuldsen beginnt. Dann werden
sie mit verdliinnter Pankreatinlosung iibergossen, ein paar Stunden
in den Brutschrank gestellt und dann wieder einige Stunden in
eine erwiarmte Salzlosung gebracht. UbergieBt man jetzt die
Hiute noch einige Augenblicke mit stark abgekiihlter Salzlosung,
so laBt sich die oberflichliche stark gequollene Epithelschicht
leicht entfernen und man erhilt eine vollkommen glashelle Haut.
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
préaparierten Amnionhéute fiir Dialysierzwecke zu benutzen sind. Be-
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sonders gute Dienste scheint der von ihm konstruierte Apparat
zu leisten, der es ermdglicht, unter einem ganz bestimmten, beliebig
regulierbaren Druck zu arbeiten; es sei deshalb besonders auf
ihn hingewiesen. (Berlin. klin. Wchschr. 1904, S. 1028.)

Endlich hat Pascucci zur Dialyse geringer Fliissigkeits-
mengen 4 cm hohe 5—6 mm breite Glasrohren verwandt, deren
Offnung mit feinem weiBen Seidenstoff iiberbunden waren. Dieser
Seidenstoff wurde dann mit Cholesterin oder mit Lezithin oder mit
einem Gemenge von beiden in der Weise imprigniert, daB3 bei-
spielsweise Lezithin in warmem Alkohol gelGst, bis zum Sirup
eingeengt und dann das mit Seide iiberbundene Ende des Réhrchens
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 iiber
Schwefelsdure aufbewahrt. Es ist darauf zu achten, daB die Dicke
der Membranen méglichst gleichméBig ist und daB der VerschluB
gut gelungen. Letzteres prift man in der Weise, da man die
Rohrchen zu zwei Drittel mit Hamoglobin oder Cochenille von
neutraler Reaktion in physiologischer Kochsalzlosung anfiillt und
in Gléschen hingt, in denen sich ebenfalls physiologische Kochsalz-
16sung findet, wobei man darauf zu achten hat, daf innen und auflen
das Fliissigkeitsniveau zusammenfillt. Eine Durchlassigkeit der
Membran verrit sich dann sehr bald durch das Ubertreten des
Farbstoffes in die AuBenfliissigkeit.



Spezieller Teil.

A. Kohlehydratspaltende Fermente.

I. Polysaccharide spaltende Fermente.

1. Amylase (Diastase).

Eigenschaften: Die Amylase hat die Fahigkeit, Stirke be-
ziehungsweise Glykogen zu verfliissigen und sie durch einen hydro-
lytischen Prozel in ihre n#chst niederen Spaltprodukte Dextrin,
Maltose und Traubenzucker zu zerlegen. Ihr Wirkungsoptimum
liegt bei 36 bis 38° C; in wisseriger Losung wird sie bei 80° zer-
stort, in trockenem Zustand kann sie dagegen bis auf 150° unbe-
schadet erhitzt werden. Gegen Alkalien, noch mehr aber gegen
Sauren ist die Amylase aullerordentlich empfindlich.

Vorkommen. Sie ist im Tier- und Pflanzenreiche weit
verbreitet. In grofferen Mengen findet sie sich bei fast allen
Tieren im Speichel — mit Ausnahme vom Hund —, im Pankreas-
saft, im Blut, in der Galle, im Urin, in den Fézes und in den
meisten Organen. Bei den Pflanzen begegnet man ihr am hiu-
figsten in keimenden Samen, in Blittern, in der 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 Stérkelésung, setzt zu 10,0 cem
dieser Losung ca. 1—2—5 cem der zu untersuchenden Ferment-
losung und stellt die Mischung entweder in den Brutschrank
oder in ein Wasserbad von 37—40° C. Von Zeit zu Zeit ent-
nimmt man kleine Proben und priift entweder durch Zusatz von
Jod, wie weit die Stirke abgebaut ist. Bei Gegenwart von
unveriinderter Stirke tritt auf Jodzusatz Blaufirbung, von
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Erythrodextrin Rotfirbung, von Achroodextrin und Maltose Gelb-
farbung auf. Oder man stellt mit Hilfe der Trom merschen
resp. Nylanderschen Probe fest, ob sich schon reduzierende
Substanzen (wie Dextrin, Maltose und Traubenzucker) in dem
Gemisch finden.

b) quantitativ.

Fiir 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 Lintner und die Methode von Wohlge muth. Auf
die Wiedergabe der Methoden von Walther (Stérkerohrchen)
und von Miller (Stérkeplatten) kann verzichtet werden, da sie
sich fir quantitative Zwecke wenig eignen.

1. Reduktionsmethode.

Prinzip. Zu der Fermentlosung wird eine bestimmte Menge
geloster Stiarke zugesetzt, und nach ein- oder mehrstiindiger Ein-
wirkung des Fermentes werden die durch das Ferment in Freiheit
gesetzten reduzierenden Spaltprodukte der Stirke quantitativ be-
stimmt. Da die Mehrzahl der in Betracht kommenden Ferment-
losungen stark eiweiBhaltig ist, mull vor der quantitativen Be-
stimmung der reduzierenden Kraft das Eiweil3 aus dem Reaktions-
gemisch entfernt werden.

Erforderliche Lésungen:

1. Fermentlosung (Sekret, Organbrei, Extrakt etc.),

2. 2%, ige Starkelosung, hergestellt aus gew6hnlicher Kartoffel-
starke,

3. ca. 109 ige Essigsdure.

Ausfihrung. Ist die Aufgabe gegeben, die diastatische Kraft
beispielsweise im Speichel mit Hilfe der Reduktionsmethode zu
messen, 80 mischt man 0,5—1,0 cem Speichel mit 10 cem Stiarke-
losung und laBt eine Stunde im Brutschrank bei 38° C stehen.
Hiernach siuert man, um die Hauptmenge an Eiweis zu entfernen,
mit ein paar Tropfen Essigsdure an, setzt ein paar Kornchen
Kochsalz zu und kocht die Losung auf. Das koagulierte Eiweif3
wird abfiltriert, der Filterriickstand mehrmals mit kleinen Portionen
heifen Wassers nachgewsachen, um den Zucker quantitativ ins
Filtrat zu bekommen, das gesamte Filtrat auf ein bestimmtes
Volumen gebracht, und in einem aliquoten Teil die Menge der
reduzierenden Substanz genau bestimmt.
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Hierbei kann man sich verschiedener Methoden bedienen. Von
den bisher gebrduchlichsten beschreibe ich als eine der bequemsten
und genauesten das

Titrationsverfahren von J. Bangl).

Prinzip. Traubenzucker reduziert beim Erhitzen mit einer
Kupferlosung, die neben Kaliumkarbonat noch Kaliumrhodanid
enthilt, 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 sdmtliches
Kupferoxyd durch Hydroxylamin zu farblosem Kupferoxydul
reduziert ist, wenn also die blaue Farbe der Losung verschwindet.
Die Berechnung geschieht an der Hand einer von Bangangegebenen
Tabelle.

Erforderliche Lésungen:

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 cem destilliertem Wasser
unter Erwdrmen 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 Kupferlsung
148t man langsam in die abgekiihlte Salzlosung einflieBen, spiilt
mehrmals mit Wasser nach und fillt bis zur Marke auf. Nach
24 Stunden wird filtriert. — Die die Temperatur betreffende Vor-
schrift ist sorgféiltig innezuhalten, sonst tritt Kohlenséureentwick-
lung ein, und man bekommt eine Losung, welche den Zucker etwa
109, stirker reduziert als sonst. — Die Losung ist dauernd
haltbar.

2. Hydroxylaminlésung ?). 200 g Rhodankalium werden in
einem 2 1-MeBkolben in etwa 1500 ccm destilliertem Wasser gelost.
In einem besonderen Gefdll werden 6,55 g reines Hydroxylamin-
sulfat in destilliertem Wasser gelst und in den MefBkolben iiber-
gefiihrt, Man spiilt mit Wasser nach und fillt bis zur Marke
auf. Auch diese Losung ist dauernd haltbar. 1 cem der Hydro-
xylaminlésung entspricht genau 1 cem Kupferldsung.

1) J. Bang, Zur Methodik der Zuckerbestimmung. Biochem. Zeitschr.
2, 271. 1907; 11, 538. 1908; 32, 443. 1911.

?) Neuerdings schligt Bang, Biochem. Zeitschr. 49, 1. 1913, vor,
das teure Hydroxylamin durch das wesentlich billigere Kaliumhydroxyd zu
ersetzen. Da die Methode dann aber eine ganz besonders sorgfaltige Ent-
eiweiBung verlangt, Fermentlosungen aber stets mehr oder weniger reich an
EiweiB sind, gebe ich der hier beschriebenen #lteren Methode den Vorzug.
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Ausfithrung. Das Quantum der fiir die Titration zu ver-
wendenden Zuckerlosung hat, sofern die Zuckerlésung nicht mehr
als 0,6%, Zucker enthilt, stets genau 10 ccm zu betragen. Hat
die Zuckerlosung eine stirkere Konzentration, so verwendet man
nur 5 oder 2 ccm derselben und erginzt die fehlende Flissigkeits-
menge mit 5 resp. 8 ccm Wasser. Unterlat man es mit Wasser
zu erginzen, so bekommt man zu hohe Reduktionswerte.

10 cem Zuckerlosung werden in einen Glaskolben, der ca.
200 ccm falBit, eingetragen und mit 50 cecm Kupferlosung versetzt.
Dann stellt man den Kolben auf das Drahtnetz, erhitzt bis zum
Kochen und 146t 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 Hydroxylaminlésung wird der Zucker in Milligramm be-
rechnet.

Berechnung. Sie ergibt sich aus folgender Tabelle:

Tabelle 2.
Verbrauchte Verbrauchte Verbrauchte
cem Hydro- ccm  Hydro- ccm Hydro-
xylaminlosg. | ™8 Zucker | v oiaminlosg. | ™8 ZUckeT | ¢ ojaminlosg. | M8 Zucker
entsprechen entsprechen entsprechen
1,0 59,4 15,0 36,4 30,0 18,6
20 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 39,6 33,0 15,4
5,0 51,6 19,0 314 34,0 14,4
6,0 49,8 20,0 30,2 35,0 13,4
7,0 480 21,0 29.0 36,0 124
80 46,3 22.0 277 37,0 11,4
9,0 447 230 26,5 38,0 10,4
10,0 433 240 25,2 39,0 94
11,0 41,8 25,0 241 40,0 85
12,0 404 26,0 - 229 41,0 7.6
13,0 39,0 27,0 21,8 42,0 6,7
14,0 37,7 28,0 20,7 430 58
29,0 19,6 440 49

2. Methode von Lintner?).

Diese Methode ist eigens fiir die quantitative Bestimmung der
Diastase in Malzausziigen ausgearbeitet und wird neuerdings in
1y C. J.”Iﬁntner, Uber die Bestimmung der diastatischen Kraft des

Malzes und von Malzextrakten. Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 31, II., 421.
1908.

Wohlge muth, Fermentmethoden. 3
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der Brauereitechnik vielfach angewandt. Beziiglich des &lteren Ver-
fahrens von Reischauer sei auf die Lehrbiicher fiir Brauerei-
technik verwiesen.

Prinzip. Sie ist ebenfalls ein Reduktionsverfahren, das
darin besteht, daBl man verschiedene Quantitdten Malzausziige
auf die gleiche Stirkelosung eine bestimmte Zeit einwirken laft
und dann feststellt, welches Fermentquantum aus der Stérke soviel
Zucker abgespalten hat, dafl 5 ccm Fehlingscher Losung gerade
reduziert werden.

Erforderliche Lésungen:

1. Malzauszug; 25 g Malzschrot werden bei gewdhnlicher
Temperatur mit 500 ccm Wasser 6 Stunden lang extrahiert.
Hiernach wird filtriert und der klar filtrierte Auszug direkt
zum Versuch verwandt.

2. 29,ige StirkelGsung, hergestellt aus loslicher Stirke.

3. Fehling sche Losung.

Ausfiithrung. 10 hohe und breite Reagenzglédschen 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 cem, in Nr.2 0,2, in Nr. 3 0,3 usw. bis 1,0 ccm kommen.
Dann fiigt man zu jedem Glédschen 10 ccm Stirkelésung und genau
5,0 ccm Fehling sche Losung zu, schiittelt vorsichtig durch, stellt
die Gliaschen in einen Drahtkorb 1) und setzt diesen auf 10 Minuten
ins kochende Wasser. Beim Herausnehmen gew#hren die R6hrchen
alsdann folgendes Bild: der Inhalt einiger Rohrchen ist gelb, der
anderer farblos oder blau. Man sucht nun entweder das Gléschen
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. Im ersteren Falle geniigt
es zu wissen, wieviel Kubikzentimeter Malzauszug das Réhrchen
mit farblosem Inhalt enthielt. Im zweiten Falle ermittelt man
die Kubikzentimeter Malzauszug, die in jedes der beiden Rohrchen
gegeben wurden, und nimmt davon das Mittel. Enthilt das letzte
blaue Réhrchen 0,3, das erste gelbe Réhrchen 0,4 cem Malzauszug,
so geniigten 0,35 ccm zur Erzeugung der Zuckermenge, welche
zur Reduktion von 5 cem Fehlingscher Ldsung notig sind.

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

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

halb so groB, also F = -1% = 50.

Obiges Malz moge 45,8%, Wasser und 54,2%, Trockensubstanz
enthalten, dann ware die diastatische Kraft des trockenen Malzes
50.100

5 110,7.

Am wirksamsten sind die Ausziige von Griinmalz und miissen
deshalb fiir 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?) haben diese Methode
insofern abgeindert, als sie bei 40° C arbeiteten, 100 ccm Stérke-
16sung verwandten und das reduzierte Kupfer nach Filtration be-
stimmten. Fiir die Berechnung der Zuckermenge geben sie eine
besondere Tabelle an.

Statt die Zuckerbildung aus Stirke zu messen, haben
Pollak ?) und Chrzaszcz?3) die Verflissigung der Stirke als
MagB fiir die quantitative Bestimmung der Fermentstéirke ver-
wandt und mit der Methode brauchbare Werte fiir Malzdiastase
gefunden.

Endlich sei auch noch der Vollstindigkeit halber hingewiesen
auf die Viskositdtmethode von Fernbach und Wolff4), welche als
MaB der fortschreitenden Stirkespaltung die Zunahme der Ausflu3-
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 iiber Amylasen I
Priifung der Methoden zur Bestimmung der diastatischen Kraft. Journ.
Amer. Chem. Soc. 32, 1073. 1910.

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

3) T. Chrzaszcz und S. Pierozek, Untersuchungen iiber Amylase.
Zeitschr. f. Spiritus-Industr. 83, 66. 1910.

4) A. Fernbach und J. Wolff, Uber die diastatische Koagulation
der Stirke. 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 Loésungen.

1. Fermentlosung (Speichel, Pankreassaft, Serum, Organ~
brei, Organextrakt ete.).

2. 2—5 Y, ige Glykogenlosung.

3. Kaliumhydrat Ia Merck.

4. Salzsiure vom spez. Gew. 1,19.

Ausfithrung. 10 cem einer stark wirksamen Ferment-
losung, resp. 50—100 g Organbrei, resp. -extrakt werden mit
ca. 20—30 ccm 59 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 Pfliiger bestimmt. Als
Kontrolle dienen 50 resp. 100 g gekochte Fermentlosung + 20
resp. 30 cem 5 Y, iger Glykogenlosung; sie wird ebenfalls
24 Stunden im Brutschrank unter Toluol aufbewahrt und da-
nach das Glykogen bestimmt. Die Gréfle der Glykogenabnahme
kann ungefihr als Mafstab dienen fiir die Grofe der Diastase-
menge in der Fermentlosung.

Die Glykogenbestimmung wird nach Pfliiger in folgender
Weise ausgefiihrt:

Die ganze Mischung, Organbrei 4 Glykogenlésung, wird in
einem 300 cem-Koélbchen mit so viel konzentrierter wasseriger
Kalilauge (Kaliumhydrat Ia Merck) versetzt, dall das gesamte
Volumen 200 ccm betragt und die Mischung einen Gehalt von
30 9%, Kalilauge hat. Also in dem vorliegenden Falle wiirde man
zu den 130 cem der Mischung 70 cem heiBle Kalilauge zutun, die
60 g Kaliumhydrat gelost enthdlt. Dann wird tuchtig durch-
geschiittelt, das Kolbchen in ein siedendes Wasserbad gestellt,
nach 10 Minuten herausgenommen und geschiittelt, wieder in
das siedende Wasserbad gebracht und das nach abermals 10 Minuten
wiederholt. Dann bleibt das Koélbchen, 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 grofles Becherglas
iibertragen und das Koélbchen mit 200 ccm Wasser in einzelnen Por-
tionen nachgespiilt. Das gesamte, 400 ccm betragende Gemisch
wird nun mit 800 cem 96 %igem Alkohol versetzt, gut durch-
gerithrt und zum Absitzen des Glykogens bis zum néchsten Tage
stehen gelassen. Am néchsten Tage wird die tiberstehende Fliissig-
keit in ein gerdumiges Becherglas iibertragen und sofort durch
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ein gutes Faltenfilter filtriert, wihrend die Hauptglykogenmenge
auf ein schwedisches Filter von 15 cm Durchmesser gebracht
wird; es ist indes nicht notwendig, daf3 alles Glykogen auf das
Filter kommt. Das Faltenfilter wird nun mit 66 % igem Alkohol
gewaschen, das schwedische Filter zunéachst so lange mit 66 %,igem
Alkohol, bis das Filtrat farblos abliuft, dann mit absolutem
Alkohol, mit Ather und schlieBlich noch einmal mit absolutem
Alkohol gewaschen. Um nun die Hauptglykogenmenge von den ihr
noch anhaftenden Flocken und Farbstoffen zu trennen, wird die
noch feuchte Masse mit einem Spatel in das noch kleine Glykogen-
mengen enthaltende Becherglas iibertragen, dann das feuchte
Filter auf einen Trichter gebracht und dariiber das Faltenfilter
befestigt, sodall beide Filter iibereinander liegen. Sodann wird
heilles Wasser auf das Faltenfilter gegossen; dieses 1ost beim
Passieren des unteren Filters die auf ihm mnoch vorhandenen
Glykogenspuren, wobei man mit einem kleinen Pinselchen nach-
helfen kann. Nachdem nun durch lingeres Umriihren die im
Becherglase befindliche Hauptmenge des Glykogens in Losung
gebracht ist, filtriert man ‘durch Glaswolle in ein MeBkélbchen
von 200 ccm und gibt vorsichtig so viel Salzsdure von dem spez.
Gewicht 1,19 tropfenweise zu, bis sich kleine Flocken abscheiden;
meist geniigen 1—2 ccm 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 polarimetrisch 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 Linge im Halb-
schattenapparat als Mittel von drei Ablesungen gefunden o = 1,279,

a e 1,27
3.741) mithin = R 0,366, d. h.
in 100 cem der Glykogenlésung sind 0,366 g Glykogen ent-
halten.

Meist geniigt nach Pfliiger die polarimetrische Bestimmung
des Glykogens. Will man aber die Polarisation durch Titration
kontrollieren, so mufl man zuvor die Glykogenlosung invertieren.
Die Invertierung geschieht nun in der Weise, dafl man 100 ccm

so ist die Glykogenmenge =

1) Die Zahl 3,74 ist das Produkt aus dem spezifischen Drehungs-
vermogen des Glykogens (4 196,57°) dividiert durch das spezifische Dre-
hungsvermégen des Traubenzuckers (-+ 52,60°).
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der Glykogenlésung in ein 150 ccm-MeBkolbchen bringt, mit
5 ccm Salzsiure 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. Hiertiber 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
ausgefithrt, dall man zunichst aus der Titration resp. Polarisa-
tion die Menge des Traubenzuckers bestimmt. Die erhaltene
Zahl mit 0,9271) 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,
daBl man nach der AufschlieBung mit Alkali von der stark alkali-
schen Losung einen aliquoten Teil, beispielsweise 50,0 ccm ent-
nimmt, in ein mit 50 cem 96 %igem Alkohol beschicktes Zentri-
fugierrohrchen iiberfiihrt, zentrifugiert und die iiberstehende
klare Losung abdekantiert. Der Bodensatz wird dann wieder
in 25 cem 15 9% iger KOH-Losung gelost, darauf 50 ccm 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-
sdure, setzt weiter davon bis 2,29, Salzséure zu, kocht 3 Stunden
im Wasserbad, neutralisiert, fiillt auf 150 ccm auf und bestimmt
in der Losung titrimetrisch den Traubenzucker s. o.

Zur Bewertung der Glykogenmethode sei darauf hin-
gewiesen, dafl 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 zuldssig, als man sagen
kann, daB in dem einen Falle mehr Diastase vorhanden ist, als

1) J. Nerking, Quantitative Bestimmungen iiber das Verhaltnis des
mit siedendem Wasser extrahierbaren Glykogens zum Gesamtglykogen der
Organe. Pfligers Arch. 85, 313. 1901.

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

Um den Einflu@ der sehr groBlen Schwankungen im Gly-
kogengehalt der Organe auszuschalten, ging Kisch !) in der Weise
vor, daB er zu dem Organbrei von vorneherein einen groBen
UberschuB 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 nicht viel zu dndern und kann darum nur als ein
Notbehelf gelten.

4. Methode von Wohlgemuth?).

Prinzip der Methode. Eine Reihe Reagenzgliser wird
mit absteigenden Mengen der zu untersuchenden Fermentlosung
beschickt, zu jeder Fermentportion die gleiche Menge einer 1 9, igen
Stiarkelosung zugefiigt, dann die Gléschen auf einmal in die
Wirme (38—40°C) gebracht, nach einer bestimmten Zeit wieder
abgekiihlt und nun durch Zusatz von mehreren Tropfen 1/;, n-
Jodlosung festgestellt, welche kleinste Fermentmenge noch im-
stande ist, die angewandte Stirkemenge bis zum Dextrin ab-
zubauen. Aus ihr wird dann die Fermentmenge fiir 1 cem der
Fermentlosung in bestimmter Weise berechnet.

Zur Verwendung kann kommen die 24stiindige Methode und
die halbstiindige Methode. Ich beschreibe zunichst

a) die 24stiindige Methode.

Erforderliche Losungen.

1. Fermentlésung. Uber deren Herstellung s. weiter unten.

2. 1%ige Stirkelosung. Dieselbe wird in der Weise be-
reitet, da} man 1 g losliche Stéirke von Kahlbaum auf einer
noch die Differenz von 0,01 g deutlich anzeigenden Handwage
abwigt, in 100 ccm kalten destillierten Wassers eintriagt, so lange
verriihrt, bis die Stirke vollkommen gleichméflig suspendiert ist,
und nun die das Gemisch enthaltende Porzellanschale auf ein
siedendes Wasserbad setzt. Wahrend der Erwidrmung und beim
weiteren Erhitzen wird stindig langsam geriihrt, um ein Absitzen
der Stirkepartikelchen und ein Zusammenballen derseiben zu
vermeiden. Das Erhitzen wird so lange fortgesetzt, bis sich eine

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

2) J. Wohlgemuth, Uber eine neue Methode zur quantitativen Be-
stimmung des diastatischen Fermentes. Biochem. Zeitschr. 9, 1. 1908.
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annihernd 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 ergdnzt. Will man die Lo-
sung sofort zum Versuch verwenden, so ist sie zunichst stark
abzukiihlen und falls ungeloste Stérkepartikelchen sich in ihr
finden, durch ein Faltenfilter zu filtrieren. Soll die Losung erst
am nichsten Tage gebraucht werden, so 1aBt man sie in einem
Becherglase an einem kiihlen Orte stehen. Fir gewohnlich hat
sich dann ein kleiner Bodensatz gebildet, wihrend die dariiber-
stehende Losung vollkommen klar geworden ist; von diesem
Bodensatz gieit man ab und verwendet zum Versuch ausschlie3-
lich die klare Losung. Die Vernachléssigung dieses Bodensatzes
ist aber nur dann zuldssig, wenn er nicht gar zu grof ist, und das
ist stets der Fall, wenn man obige Kautelen bei der Herstellung
der Starkelosung strengstens befolgt hat. — Eine solche Stérke-
losung hélt sich mehrere Tage vollkommen gebrauchsfihig, 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 Stirke eintritt. Jede
Stirkelésung kann ohne Bedenken so lange zum Versuch ver-
wandt werden, als sie noch Kklar geblieben ist; beginnt sie da-
gegen sich zu triiben, so ist sie zu verwerfen.

3. Destilliertes Wasser.
4. 1/, normal-Jodlésung.

Die Ausfiithrung der Methode gestaltet sich folgender-
mafen:

10 Reagenzgliser werden mit fortlaufenden Zahlen nume-
riert und dann mit absteigenden Mengen der zu untersuchenden
Fermentlosung beschickt, und zwar wihlt 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 Gléschen 5 cem einer stark
abgekiihlten 19 igen Starkelésung zu, beginnend mit dem letzten,
am wenigsten Ferment enthaltenden Glédschen, iiberschichtet
den Inhalt der Gldaschen zur Verhiitung der Faulnis mit etwas
(0,5~—1,0 cem) Toluol und verkorkt sie. Alsdann stellt man
simtliche Glischen, am besten unter Benutzung eines Draht-
korbes, in einen Thermostaten von 38° C. Nach Ablauf der
Frist wird der Drahtkorb mit den Glidschen in ein Gefi mit
kaltem Wasser ibertragen, um in sdmtlichen Portionen gleich-
zeitig die Fermentwirkung zu unterbrechen, und etwa 3 Minuten
spater alle Gldschen mit Leitungswasser bis fingerbreit vom
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Rande aufgefiillt. Dann werden die Glidschen in der urspriing-
lichen Reihenfolge in das Reagenzglasgestell wieder hineinge-
bracht, darauf aus einer Pipette zu jedem Glischen 1—2-—3
Tropfen /;, normal-Jodlésung zugefiigt, umgeschiittelt, und nun
stellt man fest, in welchen Glaschen die Stiarke vollkommen bis
zum Dextrin abgebaut ist und in welcher noch unverdaute Stirke
sich findet. Diejenigen Glaschen, welche vollkommen abgebaute
Stéarke (Maltose, Achroo- und Erythrodextrin) enthalten, nehmen
bei Zusatz von Jod eine gelbe resp. rotbraune Farbe an, wihrend
die unverdaute Stirke enthaltenden blaurot oder blau werden.
Das erste in der Reihe blaurot gefirbte Glidschen gilt als unterste
Grenze der Wirksamkeit und wird mit limes bezeichnet.

Nun kommt es aber nicht selten vor, daf3 in manchen Glis-
chen der rote Farbenton den blauen so stark tiberwiegt, da man
schwanken kann, ob das verdidchtige Glischen wirklich noch
unverdanderte Stérke enthélt oder nicht. In solchen zweifelhaften
Fillen fiigt man zu dem Glischen noch einen Tropfen !/,, n-Jod-
losung zu und beobachtet nun, ob der rotblaue Farbenton be-
stehen bleibt oder nicht. Ist er in ein Rotbraun iibergegangen,
so hat das nédchstniedere Glasrohrchen als limes zu gelten. — In
manchen Versuchsreihen, besonders in denen, in welchen man stark
eiweil3- und lezithinhaltige Fermentlosungen (Serum, OrganpreBsifte)
zum Versuch verwandt hat, geschieht es héufig, daf nach Zusatz
von 1 Tropfen 1/, n-Jodlosung die Farbe so schnell verschwindet,
daB ein Vergleich der Glischen untereinander nicht méglich ist.
In all diesen Fillen gibt man zu jedem Gliaschen tropfenweise
s0 viel Y/;, n-Jodlésung zu, bis die Farbe nicht mehr verschwindet,
und bestimmt nun die Grenze. In allen anderen Fillen aber
geniigt die Zugabe von nur einem Tropfen !/,, n-Jodlosung zu
jedem Gldschen zwecks Feststellung der Wirkungsgrenze.

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

Berechnung. Die Aufgabe lautet: Wieviel Kubikzenti-
meter der 19 igen Stirkelosung werden von 1 cem der unter-
suchten Fermentlosung innerhalb der gewdhlten Versuchsdauer
bis zum Dextrin abgebaut? Als Mal} der Fermentwirkung gilt
nicht das Limes-Rohrchen — denn in ihm ist ja noch unverdaute
Stérkelosung enthalten — sondern das néchst hohere. Hat bei-
spielsweise der Versuch bei einer Wirkungsdauer von 24 Stunden
obiges, in der Tabelle mitgeteiltes Resultat ergeben, so wire nicht
aus Glaschen Nr. 8 (limes), sondern aus Glaschen Nr. 7 (0,016)
in folgender Weise die Fermentstirke zu berechnen:

Es verhdlt sich die angewandte Fermentmenge (0,016) zur



A. Kohlehydratspaltende Fermente.

|
— (n®1q) woo (‘g 3000 ﬁﬂ C w00 (f 1
& E | 0L 0
28
13 4 =
— (nerq) :oamommm@_w wod (‘e $0'00 R B u woo (‘[ 6
. -ZUs9. ﬁ@.ﬁ ﬁ@muﬁnﬂ—w P o - = M
Amwamz Auo.ud.ﬁ?,—v sep w 7 e uoyIsE[Y) wod O'¢ 8000 W ml “ woo (T 8
g .
+ (301q98) wofesure [y o8¢ wosl PPl woo g'¢ | 910% & E A woo O L
3 UuoHI0Y =]
urg pun| yueryos . . o -
_ ™ S_Wwv ﬁasomwﬁv Iossem snag |PA pun wod 0°g 1€0°0 B nau m m wad O] 9
+ (q08) Hope; -sfuny | wowro wy USRI | moo g 390°0 E o A wad O°f g
estomusjdony wepal SR
+ (qre8) Bunsoipo IO 9} | ueosELy ; wod (‘g ) " ﬁ ¢
ofpor -rex qrw | zeworp [P% 1OMIOL, G310 B w  WO0 O ¥
3 -[ewiou o1f; woo /; . . —_—
+ (qre8) wmyny| -jures woo (‘g gg'0 | woo [ w9 QT 4
——————|uwA mesnz | o N of woa —
-+ (qre8) T 138 woo (‘g () wao f _ woo ()°
R -qy ‘usyo| -ureurpyy zyesnz, I 01 ¢ .
+ (qre8) -SB[) 10p woo (‘g 0'1 woo (‘T 00 1
usuryeou
] 3 Sunsoy
-SNeIH wmwm%m .awe%wwrm .asw%s,m :%M‘wwww» wOYOSEH
et RBIT | OV | s | WO | ik,
. 1 -eumy
Zyesnz Sunyejresjuenris g
sseyd ‘TITA 88T d TIA [oseud TAjoseUd "Aleseud "AI[eseyd "IIT eseld 'II es®d ‘I
g 9119,



I. Polysaccharide spaltende Fermente. 43

angewandten Stirkemenge (5,0 cem) wie 1 cem der Ferment-
losung zu der gesuchten Menge Starkelosung (x), also

0,016 :5=1:x
5.1
= 0016 — 312,5.
Mithin ist 1 cem der Fermentlosung imstande, 312,56 cem der
19%igen Stirkelosung innerhalb 30 Minuten bis zum Dextrin
abzubauen. Die diastatische Kraft fiir 1 ccm der Fermentlosung
wird ein fiir allemal mit D bezeichnet und zur néheren Charak-
terisierung der Versuchsanordnung gleichzeitig angegeben, bei
welcher Temperatur und Versuchsdauer der Versuch ausgefiihrt
wurde. Wir hétten also fiir den vorliegenden Fall festgestellt

D38, = 312,5.

X

b) die halbstiindige Methode.

Erforderliche Losungen:

1. Fermentlosung.

2. 1%oo0ige Stirkelosung, hergestellt aus Kahlbau ms loslicher
Stirke in der gleichen Weise wie die 1 %ige Stérke-
losung (s. S. 39).

3. Destilliertes Wasser.

4. 1/, normal-Jodlosung, hergestellt aus !/;, normal-Jod-
losung durch Verdiinnen von 1 cem mit 4 cem H,0.

Die Ausfiithrung der Methode gestaltet sich folgender-
maflen:

10 Reagenzgliser werden mit fortlaufenden Zahlen nume-
riert und mit absteigenden Mengen Ferment in der gleichen Weise
wie beim 24stiindigen Versuch beschickt. Hiernach werden zu
jedem Glischen 2 cem der 1°%onige Stirkelosung zugefiigt und
simtliche Glischen gleichzeitig auf eine halbe Stunde in ein
konstantes Wasserbad von 38° C iibertragen. Die Anwen-
dung eines Brutschrankes bei einer so kurzen Versuchsdauer ist
wegen der zu langsamen Erwirmung der Gldschen im Brut-
schrank nicht zuldssig. Nach Ablauf der Frist werden die Glis-
chen herausgenommen, zur Unterbrechung der Fermentwirkung in
eine Schiissel mit kaltem Wasser gebracht und nach kurzem Ver-
weilen in der urspriinglichen Reihenfolge in das Reagenzglasgestell
zuriickgestellt. Hiernach werden sie, ohne dafl sie, wie beim
24 Stunden-Versuch, mit Wasser aufgefiillt werden, sofort mit
1/, normal-Jodlosung tropfenweise versetzt und das Resultat
festgestellt. — Zum besseren Verstiandnis und um Verwechslungen
mit dem 24 stiindigen 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-Versuch Gesagten die Diastasen-
menge sich berechnen aus der in Gldschen 8 enthaltenen Ferment-
menge, und zwar in folgender Weise:

0,008:2=1:x
2x1

Die diastatische Kraft fiir 1 cem wird mit d bezeichnet, wenn
wie hier fiir den Versuch 1%onige Stirkelosung in Anwendung
gekommen ist. Gleichzeitig wird die Versuchsdauer und die
angewandte Temperatur mitangegeben. Der Versuch hitte also
im vorliegenden Falle ergeben

38°
dss) = 250.

Quantitative Bestimmung der Diastase im Speichel.

Der zum Versuch bestimmte Speichel muBl 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, dal man bei vorniibergeneigtem Kopfe
den Mund weit offnet, ohne dabei irgendwelche Bewegungen
auszufithren; nach einiger Zeit fliet 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, dafl man kauende Bewegungen mit dem Munde aus-
fihrt und den dabei produzierten Speichel in einem Schélchen
sammelt.

Da der Speichel sehr reich an diastatischem Ferment ist,
80 benutzt man am zweckméaBigsten den halbstiindigen Versuch
unter Verwendung der 1 prozentigen Stérkelosung.

Erforderliche Losungen.

1. Reiner Speichel.

2. Destilliertes Wasser.

3. 1 prozentige Stirkelosung (Herstellung s. S. 39).
4. 1/, normal-Jodlésung.

Ausfihrung des Versuches. Eine Reihe von Reagenz-
glisern 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 Glidschen 5 ccm
der 19%igen Stérkelosung zugesetzt. Danach kommen sidmt-
liche Gléschen auf eine halbe Stunde in ein Wasserbad von
38° C, werden nach Ablauf der Frist wieder herausgenommen,
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sofort mit kaltem Leitungswasser bis 2 Querfinger breit- vom
Rande entfernt aufgefiillt, und nun wird durch tropfenweisen
Zusatz von '/}, normal-Jodlésung festgestellt, bis zu welchem
Glaschen die Diastasewirkung vorgeschritten ist. Nehmen wir
einmal folgenden Ausfall der Reaktion an,

Tabelle 5.
Resultat
Glaschen | Speichelmenge |10 Stirkelosung be3i8%0’0u.
1 1,0 cem 5,0 ccm +
2 0,5 50 +
3 0,25 ,, 50 ,, +
4 0,125 ,, 5,0 ,, +
5 0,062 ,, 50 ,, +
6 0,031 ,, 50 ,, +
7 0,016 ,, 50 ,, +
8 0,008 ,, 50 ,, +
9 0,004 ,, 50 ,, limes
10 0,002 ,, 5,0 ,, —

so wirde die Berechnung der Diastasemenge folgendermafien

zu fiithren sein
0,008 :5,0=1,0:x

X =2 625

Es wire somit die diastatische Kraft des Speichels Dgg,ﬂ = 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 mufl man die
Unterschiede in den Fermentmengen einer Reihe entsprechend
kleiner wihlen. Dann bedient man sich zweckmiBig der sechs-
oder achtgliedrigen geometrischen Reihe, deren einzelne Zahlen-
glieder auf S. 17 in einer Tabelle aufgefithrt 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
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Verdiinnung jeder Speichelportion, indem man 1,0 cem Speichel
mit 19,0 com Wasser griindlichst durchmischt. FErst von dieser
Mischung geht man bei der Herstellung der engen Reihe aus,
indem man folgendermaBen verfihrt:

Man numeriert 6 Reagenzglischen mit fortlaufenden Zahlen,
beginnend mit 1 etc., bringt mittelst der Einerpipette in das
erste QGldschen 1,0 cem der Speichelverdinnung, 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 ergénzt man, ebenfalls mit der Einerpipette, in
allen Glidschen das Fliissigkeitsquantum mit destilliertem Wasser
so, daB alle Gliaschen nachher einen Gesamtinhalt von 1,0 cem
haben, und gibt dann zu jeder Fermentportion 5 cem 1 %ige
Stirkelosung zu. Hiernach kommen sdmtliche Glidschen auf
einmal in ein Wasserbad von 38—409 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/,
normal-Jodlosung der Umfang der Stidrkeverdauung festgestellt
und aus der dem Limes-Glaschen benachbarten Portion die
Fermentmenge fiir 1 ccm Speichel in der iiblichen Weise berechnet.

Der besseren Ubersicht wegen stelle ich die einzelnen Phasen
eines solchen engen Reihenversuches in umstehender Tabelle 7
zusammen :

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

Nehmen wir einmal an, es seien 4 verschiedene Speichel-
sorten beziliglich ihres Diastasegehaltes zu vergleichen gewesen
und die Untersuchung hitte folgendes Resultat ergeben:

Tabelle 6.

Nu(ziléxrner Speichel- Speichel | Speichel | Speichel | Speichel
Glaschen menge ! 2 5 ‘

1 0,05 + + + +

2 0,032 + 4 + limes

3 0,02 -+ limes —+ —

4 0,0125 limes -+ -

5 0,008 — — limes -

6 0,005 — — — _

DI — 9250 ’ 156,25 400 100
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so wiirde das besagen, dafl Speichel 4 am wenigsten Diastase
enthélt, etwas mehr Speichel 2, mehr als die doppelte 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, dafl man einen Versuch von 24 Stunden
anstellt. Eigentlich kann man auch mit einem solchen noch
nicht die absoluten Fermentmengen in ihrem ganzen Umfange
feststellen, 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

. - . 0
werden entsprechend den obigen Auseinandersetzungen mit D;i,‘

bezeichnet. Normaliter schwanken die Werte des Speichels

zwischen D§§?=62,5 und 250 resp. D‘;’i: =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 ausfithrlich besprochen, da sie auch bei zahlreichen
anderen Fermentuntersuchungen eine hervorragende Rolle spielt.
Es sei darum von vorneherein bemerkt, dafi alle Ausfilhrungen
iiber die hier zu befolgende Technik sich auch auf alle anderen
Fermente beziehen, soweit ihre Stirke durch einen Reihenversuch
gemessen werden kann.

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

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

Fir die Losung dieser Aufgabe stehen 2 Methoden zur Ver-
figung. Die eine bezeichne ich der Kiirze halber das Kontroll-
reihenverfahren, die andere das Einreihenverfahren.

a) Das Kontrollreihenverfahren. Frisch gewonnener
Speichel wird auf zwei Reihen mit fortlaufenden Zahlen versehener
Reagenzglischen in der auf S. 17 angegebenen Weise verteilt.
Dann gibt man zu der einen Reihe (Hauptreihe) in jedes Glidschen
1,0 cem einer 19%igen Kochsalzlosung, zu der anderen Reihe
(Kontrollreihe) zu jedem Glischen 1,0 ccm destilliertes Wasser,

Wohlgemuth, Fermentmethoden. 4
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fiigt zu sdmtlichen Gliaschen beider Reihen je 5 cem 1 9,ige Stéirke-
losung zu und setzt beide Reihen auf einmal in ein Wasserbad
von 38° C. Nach einer halben Stunde werden sie herausge-
nommen und in eine Schale mit kaltem Wasser iibertragen, um in
allen Glidschen gleichzeitig die Fermentwirkung zu unterbrechen.
Hiernach werden sie mit Leitungswasser aufgefilllt, in der ur-
spriinglichen Reihenfolge in das Reagenzglasgestell zuriickgestellt,
und nun wird durch tropfenweisen Zusatz von !/, normal-Jod-
losung in beiden Reihen das Limes-Rohrchen bestimmt. Dann
werden fiir beide Reihen die Diastasewerte in der iiblichen Weise
berechnet und miteinander verglichen. Héatte beispielsweise die

Kochsalzreihe den Wert Dig,ﬂ = 312, die Kontrollreihe den Wert

Dgg,ﬂ = 162,5 ergeben, so wiirde das heiflen, dafl durch die Gegen-

wart von Kochsalz die diastatische Kraft um das Doppelte ge-
fordert wird.

Handelt es sich darum, feinere Unterschiede zu erkennen,
so mufl man eine dementsprechend engere Reihe wihlen, eine
sechs- oder achtgliedrige, wie ich sie auf S. 17 beschrieben habe.

g8) Das Einreihenverfahren. Dieses Verfahren setzt sich
aus zwei Phasen zusammen, aus einem Vorversuch und aus
dem Hauptversuch.

In dem Vorversuch ermittelt man bei einer Digestionszeit
von 30 Minuten mit dem zur Untersuchung bestimmten Speichel
diejenige Speichelmenge, die imstande ist, 5 ccm einer 19igen
Stérkelosung nur teilweise bis zum Dextrin abzubauen, mit anderen
Worten, man ermittelt das Limes-Glaschen, und stellt sich dann
aus dem Speichel eine solche Verdinnung her, dall dieselbe in
1,0 ccem oder 0,5 cem die dem Limes-Glaschen entsprechende
Speichelmenge enthalt.

Beispiel. Hat man mit frisch gewonnenem Speichel einen
30 Minuten-Versuch unter Verwendung von 19 iger Stirkelosung
(s. S. 45) in der tblichen Weise ausgefithrt und gefunden, dal} das
Limes-Glischen eine Speichelmenge von 0,008 cem enthélt, so stellt
man sich von dem némlichen Speichel eine 125 fache Verdiinnung
her, d. h. man mift 1 cem Speichel ab und mischt ihn mit 124 cem
destilliertem Wasser. Von dieser Verdiinnung enthélt dann 1,0 cem
= 0,008 ccm Speichel.

Der Hauptversuch wird dann in der Weise ausgefiihrt,
daBl man sich — um bei der obigen Aufgabe zu bleiben — zu-
nichst eine beispielsweise 109, ige Kochsalzlosung herstellt und
nun eine Reihe von Reagenzglidsern, die man mit fortlaufenden
Zahlen versehen hat, mit absteigenden Mengen der Kochsalz-
losung beschickt in der Weise, daB in das 1. Glaschen 1,0 cem,
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m 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 cem 19 ige Stérkelosung hinzugefiigt und die ganze
Reihe auf 30 Minuten in ein Wasserbad von 38° C iibertragen.
Nach Ablauf der Frist werden die Gldschen herausgenommen,
mit Wasser aufgefilllt und der Versuch in der iiblichen Weise
zu Ende gefithrt. In denjenigen Gldschen, 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 der Kontrolle, die man stets anzustellen hat und die sich in
dem vorliegenden Falle zusammensetzt aus 1,0 ccm der Speichel-
verdinnung + 1,0 ccm destilliertes Wasser 4 5,0 cem 19%ige
Stérkelosung, eine rotblaue (violette) Farbe auftreten.

Man kann demnach mit Hilfe dieser Versuchsanordnung
einmal feststellen, ob eine Substanz iiberhaupt eine Ferment-
wirkung zu aktivieren imstande ist, und, wenn das der Fall ist,
bei welcher Konzentration sie noch einer Aktivierung fihig ist.

Das obige Kontrollreihenverfahren gibt ebenfalls Auf-
schlufB} dariiber, ob eine Substanz von aktivierendem Einflul auf
das untersuchte Ferment ist, sodann dariiber, um wieviel das
Ferment in seiner Wirkung durch jene Substanz verstirkt wird.

Welchem von beiden Verfahren man den Vorzug geben will,
hingt 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 zweckméfBigsten das
Kontrollreihenverfahren. Will man dagegen erfahren,
welche die kleinste noch wirksame Menge der aktivie-
renden Substanz ist, so verwendet man am besten das
Einreihenverfahren.

Feststellung der hemmenden Wirkung einer Substanz
auf die Diastase.

Auch hierfir kann man das Kontrollreihenverfahren
und das Einreithenverfahren wie vorhin verwenden.

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

Das Einreihenverfahren unterscheidet sich von dem
Vorhergesagten hingegen in einem wesentlichen Punkt. Zwar
setzt es sich gleichfalls aus einem Vorversuch 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- Gldschen enthaltene Fermentmenge zum
Hauptversuch, sondern die in dem nédchsthdéheren Glis-
chen befindliche Fermentmenge, .also diejenige Ferment-
menge, die gerade noch imstande ist, 5,0 ccm 19, ige Stéirke-
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. Blaufirbung bemerkbar. Enthilt aber das Glidschen schon
von vorneherein nur eine dem Limes-Glischen entsprechende Fer-
mentmenge, so ist eine Hemmung nicht mehr mit Sicherheit wahr-
zunehmen, weil dann die Kontrolle schon eine Violettfirbung zeigt.

Fir die Wahl zwischen beiden Verfahren sind genau die
gleichen Gesichtspunkte maligebend wie bei den Aktivierungs-
versuchen.

Feststellung der zerstérenden Wirkung einer Substanz
auf die Diastase.

Man hat scharf zu unterscheiden zwischen der hemmen-
den Wirkung einer Substanz und ihrer zerstéren den Wirkung.
Eine Substanz, welche die Fermentwirkung hemmt, braucht
keineswegs in jedem Falle auch eine zerstorende Wirkung auf
das Ferment auszuiiben. 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 zerstérend wirkenden Substanz, beispiels-
weise der Salzsiure auf die Diastase, geschieht im Prinzip so,
dafl man verdinnte Salzsdure mit einer Speichellésung von be-
stimmtem Diastasegehalt zusammenbringt, die Salzsiure nach
bestimmter Zeit neutralisiert und nun feststellt, wieviel Diastase
noch in der Speichellésung vorhanden ist. Hieraus kann man
einen Schluf} auf die zerstérende Wirkung der untersuchten Sub-
stanz ziehen.

Im einzelnen wiirde der Versuch, wenn wir bei dem gewéahlten
Beispiel der Salzsdure bleiben, sich folgendermaBen gestalten:

Frisch gewonnener Speichel wird mit destilliertem Wasser
auf das Doppelte verdiinnt und mit !/;, normal-Salzsiure gegen
empfindliches Lackmuspapier genau neutralisiert; von dem ent-
stehenden Niederschlag wird abfiltriert.

Je 3 cem dieser neutralen Speichellosung werden auf drei
absolut trockene Becherglischen oder Reagenzglischen verteilt,
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in Portion I und II je 1,0 ccm einer 1/;,, normal-Salzsiure ein-
getragen und der Zeitpunkt genau notiert. Wahrend des Stehens
wird héufig durchgeschiittelt, um fiir eine griindliche Durch-
mischung zu sorgen. Nach Verlauf von 5 Minuten wird zu Por-
tion I 1,0 cem 1,5, normal-Natronlauge zugesetzt, um die Salz-
sidure zu neutralisieren, nach weiteren 5 Minuten, also im ganzen
nach 10 Minuten, erfolgt auch zu Portion II Zusatz von 1,0 cem
/100 normal-Natronlauge. Nunmehr erhdlt die als Kontrolle
dienende Portion III einen Zusatz von 1,0 cem 1/, normal-Salz-
sédure 4 1,0 cem /o, normal-Natronlauge; aber nicht in der Weise,
daB man die Salzsdure und die Natronlauge nacheinander in die
Portion III eintriigt, sondern dal man sich in einem besonderen
Reagenzglas eine Mischung von !/,,, normal-Salzsiure und 1/,
normal-Natronlauge zu genau gleichen Teilen herstellt, hiervon
2 cem entnimmt und in Portion III eintrégt.

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

Beziiglich der Reaktion des Speichels ist noch hervor-
zuheben, daf} sie bei vergleichenden Bestimmungen nicht beriick-
sichtigt zu werden braucht. Ist man aber aus irgendwelchen
Griinden gezwungen, mit einem vollkommen neutralen Produkt zu
arbeiten, so neutralisiert man vorsichtig am zweckmiBigsten mit 1/,
normal-Salzsdure gegen Lackmuspapier unter Vermeidung auch
nur einer Spur von Ubersiuerung. Man darf dann aber nicht
vergessen, daBl man den Speichel verdinnt hat, und daB bei der
Neutralisation mit Salzsdure sich Kochsalz gebildet 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 vollkommen
aktivem Zustande, bedarf also keiner weiteren Aktivierung.

Gilt es verschiedene Pankreassaftportionen beziiglich ihres
Diastasegehaltes 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 19 iger Stidrkelosung. Die Ausfilhrung 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 Verdinnung meist ausreichend — und setzt mit dem
so verdiinnten Saft eine sechs- resp. achtgliedrige geometrische
Rethe an, unter Benutzung eines Wasserbades von 38% 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 mufl man sich, wie beim Speichel der 24stiindigen
Methode (s. S. 39), bedienen. Maximale Ausschlige erhalt
man, wenn man sich bei der Anstellung des Versuches gleich-
zeitig eines Aktivators, wie beispielsweise des Kochsalzes, be-
dient; man hat dann jedem Glidschen der Versuchsreihe 1,0 ccm
einer 19 igen Kochsalzlésung 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 férdern nur
die diastatische Wirkung. Sie storen also nur dann, wenn es sich
darum handelt, mehrere Saftportionen miteinander zu vergleichen
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 fiir den Inhalt von Pankreaszysten. Ist der-
selbe triib und mit Gewebspartikelchen durchsetzt, so kann man
ihn vor der Anstellung des Versuches scharf zentrifugieren oder
filtrieren.

2. Ist man nicht in der Lage, frisch gewonnenen Pankreas-
saft resp. Zysteninhalt sofort zu untersuchen, so bewahrt man
ihn zur spiteren Untersuchung entweder im Frigo auf oder stellt
ihn nach Zusatz von Toluol fest verschlossen in den Eisschrank.
Hier hélt sich die Diastase tage-, ja wochenlang, ohne an ihrer
Wirksamkeit erheblich einzubiilen. — Sobald sich aber Fiulnis-
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 unveréndert. — 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 mufl man ihn
sofort nach der Gewinnung mit schwacher Sodalosung unter
Benutzung von duferst empfindlichem Lackmuspapier ganz genau
neutralisieren. Denn schon ein minimaler UberschuB an Siure
kann einen ganz betrdchtlichen Teil der Diastase bei lingerer Ein-
wirkung zerstéren. Auch ein UberschuB an Sodaldsung ist sorg-
faltig zu vermeiden.

4. Fir Diastaseuntersuchungen in groem 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 wésseriges Extrakt
in der iiblichen Weise her.

Die Diastasemengen im menschlichen Pankreas-
saft schwanken bei einer einstiindigen Versuchsdauer zwischen

D318,,n = 625—2500, fiir den 24stiindigen Versuch zwischen Dzsf,‘n

= 12000—40000. Bekommt man einen Zysteninhalt zur
Untersuchung und soll man entscheiden, ob er 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 fiir den Speichel auf S. 45 beschriebenen Weise

einen 30 Minuten-Versuch an. Erhilt man einen ng?-Wert, der

dem obigen annihernd entspricht, so kann man sicher sein, daB
der Zysteninhalt zum allergroBten Teil aus reinem Pankreassaft
besteht. Auch wenn man einen Wert von Dgg,u =20 oder nur
10 bekommt, kann man mit Bestimmtheit sagen, dafl Pankreas-
saft zugegen ist. Kine Verwechslung mit einem reinen Transsudat
oder einem reinen Exsudat ist hierbei gdnzlich 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 foo = 625—2500, andererseits zwi-

schen D33, = 4000—40000.

Quantitative Bestimmung der Diastase im Blut.

Da die Diastase des Blutes sich ausschlieflich im Serum
findet, so sind alle Untersuchungen iiber die im Blut enthaltenen
Diastasemengen am Serum der entsprechenden Blutarten auszu-
fiihren. Die notige Menge Serum gewinnt man am schnellsten
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in der Weise, dafl 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 hilt es sich tagelang gut wirksam, ohne von
seiner urspriinglichen Wirkung wesentlich einzubiilen.

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

Dieselbe wird in der gleichen Weise ausgefiihrt, wie beim
Speichel (s. S. 49) angegeben, nur mit dem Unterschied, dal}
man die Fermentverdinnungen nicht mit destilliertem Wasser,
sondern mit physiologischer Kochsalzlésung (0,85 9%,) vornimmt.

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

Handelt es sich darum, moéglichst schnell festzustellen, ob
die Diastase im Blut gegeniiber der Norm vermehrt ist, wie man
das stets bei Féllen von subkutaner Pankreaszerreilung be-
obachtet?!), so macht man statt eines 24stiindigen Versuches einen
ganz kurzen von 30 Minuten Dauer. Doch muB man sich
hier einer 1promilligen Stdrkelosung 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. 0,859 ige Koch-
salzlosung, 3. lpromillige Stirkelosung, 4. Y/;, normal-Jodlosung.

Ausfithrung des Versuches. 10 mit fortlaufenden Zahlen
versehene Reagenzglaschen werden mit absteigenden Mengen
Serum in der Weise beschickt, daB in das erste Glaschen 1,0 cem
Serum, in das zweite 0,5 ccm, in das dritte 0,25, in das vierte
0,125, in das fiinfte 0,0625 cem usf. kommt — unter Benutzung
der physiologischen Kochsalzlosung zur Herstellung der Ver-
dimnungen. Alsdann fiigt man zu jedem Gldschen 2 ccm der
19/,,igen Stéirkelosung zu und stellt die ganze Reihe auf ein-
mal in ein Wasserbad von 38° C. Nach 30 Minuten werden die
Glaschen herausgenommen, zur Unterbrechung der Ferment-
wirkung auf kurze Zeit in kaltes Wasser gebracht und dann in
der frilheren Reihenfolge in das Reagenzglasgestell zuriickgesetzt.
Hiernach werden zu jedem Glischen ein paar Tropfen !/, normal-
Jodlosung zugesetzt bis zum Bestehenbleiben der Farbe und das
Limes-Glaschen bestimmt. Aus dem né#chst hoheren Gléschen

1) J. Wohlgemuth u. Y. Noguchi, Experimentelle Beitrige zur
Diagnostik der subkutanen Pankreasverletzungen. Berl. klin. Wochenschr,
1912, ‘Nr. 23 u. Langenbecks Arch, Bd. 98, Heft 2, 1912,
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berechnet man die diastatische Kraft fir 1 cem Serum in der
iiblichen Weise (s. S. 45) und bezeichnet sie dann mit dgg,o .

Diese kurze Methode ist auch sehr geeignet fiir den Fall, daf
man mehrere Serumproben untereinander schnell vergleichen will.
Fiir normales menschliches Serum schwanken die mit dieser

Lkurzen Methode ermittelten Werte zwischen dgg,":8——l6—32.

Findet man also in einem Falle den Diastasewert hoher als dg’g,o =32,

also beispielsweise 64 und dariiber hinaus, so kann man mit
absoluter Sicherheit annehmen, daf3 hier die Blutdiastase abnorm
gesteigert ist.

Die mit der 24stiindigen Methode im menschlichen Serum

ermittelten Werte schwanken zwischen D;Z: = 10— 80.

Fiir das Hundeserum ergaben sich die Werte dgg,o =20—80

380
und Dy, = 160 —320 (625).

Fir das Kaninchenserum dgg,o =4—32 und Dgi: =10—40.

Quantitative Bestimmung der Diastase in Organen.

Die hierbei zur Verwendung kommenden Organe miissen
zuvor vollkommen vom Blut befreit sein. Das geschieht am
besten in der Weise, daBl man das Tier aus einer Karotis entblutet
und gleichzeitig in eine Jugularis koérperwarme physiologische
Kochsalzlosung einfliefen 186t; man setzt dies so lange fort, als
noch das Herz tatig. LaBt die Herztéitigkeit erheblich nach,
so unterbricht man die Kochsalzinfusion und 148t 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 kérperwarmer Kochsalzlosung, die Leber von der Vena hepatica
aus und nimmt das Organ schnell heraus.

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

Mit dem OrganpreBsaft wird sofort ein 24 stiindiger Reihen-
versuch ausgefiihrt in der auf S. 39 angegebenen Weise, nur
mit dem Unterschied, dall man die Fermentverdinnungen simt-
lich mit physiologischer (0,859, Kochsalzlosung vornimmt.
Keinesfalls darf der Zusatz von etwas Toluol zu jedem Gliaschen
versiumt werden, da die Organprefsifte bei Brutschranktem-
deratur leicht in Fiulnis 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 Gldschen der Versuchsreihe ein mehr
oder weniger grofler Bodensatz, herrilhrend von auskoaguliertem
Organeiweifl und einigen ausgeflockten Starkepartikelchen. Von
diesem Bodensatz mufl 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 fiihren, so gieit man aus den ersten 5—6 Gléschen
die iiber dem Bodensatz stehende klare Kliissigkeit in andere,
mit den entsprechenden Zahlen versehene Reagenzglischen ab,
fiillt diese Glischen mit Leitungswasser auf, ebenso wie Gléschen
7—10 und stellt nun durch Zusatz von '/, normal-Jodlosung
die Grenze in der iiblichen Weise fest.

Statt Organprefisaft zum Versuch zu verwenden, kann man
sich auch aus dem zu untersuchenden Organ nach dem Verfahren
von Wiechowskil) ein Organpulver herstellen. Das so dar-
gestellte Organpulver wird zwecks quantitativer Bestimmung der
Diastase nach Starkenstein?) in der Weise weiter verarbeitet,
daB man 3,0 resp. 5,0 g davon abwigt und dieses Quantum mit
100 ccm physiologischer Kochsalzlosung in einer Farbstoffmiihle
mahlt. Die dabei entstehende Emulsion oder Suspension ist von
gleichmiBiger Fermentkonzentration und kann dann in der obigen
Weise zur Diastasebestimmung verwendet werden. — Starken-
stein erachtet es aber fiir notwendig, dall sdmtliche Glischen
wahrend ihres Aufenthaltes im Brutschrank, also 24 Stunden,
standig geschiittelt werden, was das Verfahren natiirlich kompliziert.

Nach Schirokauer und Wilenko?) geniigt es, die Gliaschen
nach 8, 16 und 20 Stunden griindlich durchzuschiitteln. Im
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
10 g, bei kleineren Organen eventuell weniger) mit dem doppelten
Quantum (20 g) feinsten Seesands unter allmihlichem Zusetzen
in der Reibeschale gut verrieben, so dafl eine homogene, feuchte
Masse entsteht. Diese wird mit einem Spatel in ein fiir das spétere
Schiitteln geeignetes, nicht zu enghalsiges Gefil 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. Schirokauer u. G. G. Wilenko, Zur Bestimmung der Diastase
in Organen. Bioch. Zeitschr. 33, 275, 191.
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bracht und mit dem dreifachen (in bezug auf das Organgewicht)
Volumen 0,859%,iger Kochsalzlosung (30 cem) versetzt. Mit
dieser Fliissigkeit werden die Organreste aus der Reibeschale und
vom Spatel sorgfiltig 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 auszufiithren. Durchschneiden des Halses 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 zweckmiBig, da einerseits die Entblutung dann
meist eine unvollstindige ist, andererseits auch hiernach eine
Vermehrung der Leberdiastase auftritt. — Die Organe diirfen
nur mit kérperwarmer physiologischer Kochsalzlésung von ihren
letzten Blutresten befreit werden; denn beim Durchspiilen mit
kalter Kochsalzlosung nimmt die Diastase in den Organen ab. —
Das Entbluten des Tieres und die Durchspilung der Organe mul}
moglichst rasch zu Ende gefithrt 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 Berticksichtigung.

Man kann entweder Einzelproben untersuchen ; dann empfiehlt
es sich, die erste nach dem Nachturin gelassene Portion zu ver-
wenden, weil diese am meisten Diastase enthdlt. 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. FEr wird in der auf S. 39 an-
gegebenen Weise ausgefiihrt, nur mit dem Unterschied, dall man
bei der Herstellung der einzelnen Urinverdiinnungen nicht destil-
liertes Wasser, sondern 19%ige Kochsalzlosung verwendet.

Kommt es darauf an, sich schnell zu orientieren, ob die Dia-
stase im Urin vermehrt ist, wie das fir die Diagnostik der
Pankreaserkrankung und der subkutanen Pankreasruptur (Wohl-
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gemuth und Noguchi?)) notwendig ist, dann wendet man die
30 Minuten-Methode an. Hier mufl man die Verdiinnungen eben-
falls mit 19 iger Kochsalzlosung vornehmen, doch statt der
19 igen eine 1promillige Stirkelosung verwenden.

Die mit dieser Methode ermittelten Werte fiir den normalen

menschlichen Urin schwanken zwischen dgg,ﬂ = 16—64. Findet
man also in einem Falle, bei dem Verdacht auf eine Pankreas-

erkrankung resp. Pankreasverletzung besteht, einen Wert von

dgg,ﬂ = 100—120 und dariiber, und ist eine parenchymatose
Nephritis, bei der mitunter die Diastasewerte im Urin gesteigert
sind, auszuschlieBfen, so kann man sicher sein, dafl das Pankreas
affiziert ist.

Nur in einem einzigen ) Falle kann noch eine starke Vermeh-
rung der Diastase im Urin auftreten, wenn namlich der Pankreas-
gang oder ein Teil des Pankreasganges verschlossen ist und das
Pankreassekret nicht aus der Druse abflieBen kann. Die hier-
nach auftretende Vermehrung der Diastase im Urin ist ebenfalls
von grofer diagnostischer Bedeutung. In solchen Fillen be-

gegnet man im menschlichen Urin Werten von Dgi: = 625-—1250

resp. dgg: = 250—500 gegeniiber den normalen Schwankungen

von D3} = 20—162,5.

Methode zur Priifung der Nierenfunktion nach Wohl-
gemuth3).

Die Methode beruht darauf, dal} eine kranke Niere weniger
‘Diastase ausscheidet als eine gesunde. Sie erfordert das ge-
sonderte Auffangen des Urins aus beiden Nieren. Es kdnnen aber
nur solche Portionen untereinander verglichen werden, die aus
beiden Nieren zu genau der gleichen Zeit geflossen sind. Aufer-
dem sind am besten nur solche Urine zu verwenden, denen kein
Blut beigemengt ist.

Fir die Funktionspriifung sind zwei Versuchsanordnungen
gegeben, der 30 Minuten-Versuch und der 24 Stunden-Versuch.
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 der Nieren-
funktion. Berl. klin. Wochenschr. 1910, Nr.31 und Zeitschr. f. Urolog. 5,
801. 1911.
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I. Der 30 Minuten-Versuch.

Erforderliche Losungen. 1. Nativer Urin der rechten
und linken Niere, 2. 1%ige Kochsalzlosung, 3. 1°/,,ige Stérke-
losung, /., normal-Jodlosung.

Ausfithrung des Versuches. Zwei Reihen von mit fort-
laufenden Zahlen numerierter Reagenzgléser werden mit ab-
steigenden Mengen Urin in der Weise beschickt, dal ins erste
Glaschen 0,5 cem nativer Urin, ins zweite 0,4 cem, ins dritte
0,3 ccm, ins vierte 0,2 cem, ins fiinfte 0,1 cem, ins sechste 0,9 cem
des zehnfach verdiinnten, ins siebente 0,8 ccm usf. kommt. Da-
nach werden die Volumdifferenzen mit 19%iger Kochsalzlosung
so ausgeglichen, dafl in jedem Gléschen 1,0 com Fliissigkeit ent-
halten ist, und nun zu jedem Gldschen 2,0 ccm der 19/,,igen
Starkelosung zufiigt. Alsdann werden sdmtliche Glidschen beider
Reihen in ein Wasserbad von 38° 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/,
normal-Jodlésung in beiden Reihen das Limes-Glaschen be-
stimmt und in der iiblichen Weise die Diastasemenge berechnet.

Zur besseren Ubersicht stelle ich die einzelnen Phasen der
Methode fiir 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 dgg,ﬂ = 25, links d;’g,ﬂ =10,
so kann man mit Sicherheit schlieBen, daB die linke Niere bei
weitem schlechter arbeitet als die rechte.

Bekommt man solche oder #hnliche Ausschlige 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, mul man zur Ent-
scheidung noch den 24stiindigen Versuch heranziehen.

II. Der 24 Stunden-Versuch.

Man verfihrt hierbei beziiglich der Urinverteilung genau wie
vorhin, erginzt die Volumina mit 19 iger Kochsalzlosung und
setzt nun zu jedem Gléschen 5 cem 1 Y ige Stirkelosung. Hier-
nach werden alle Glischen mit ca. 0,5 cem Toluol versetzt, fest
verkorkt und auf 24 Stunden in den Brutschrank (38° C) ge-
stellt. Nach Ablauf der Frist werden die Glidschen herausge-
nommen, mit Leitungswasser aufgefiillt und nun durch tropfen-
weisen Zusatz von !/, normal-Jodlosung das Resultat festgestellt
und in der tblichen Weise berechnet (s. S. 43).
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Unterschiede, die sich beim 30 Minuten-Versuch nur schlecht
erkennen lassen, treten bei dieser langen Versuchsdauer meist
deutlicher zutage.

Quantitative Bestimmung der Diastase in den Féazes.

Sie ist nach Wohlgemuth?!) diagnostisch von fast ebenso
groBer Wichtigkeit zur Erkennung von Stérungen in der Pankreas-
funktion wie die quantitative Bestimmung der Diastase im
Urin. Man verwendet zur Untersuchung am besten frisch
gewonnene Fizes. Sind dieselben fliissig, so zentrifugiert man
die festen Bestandteile scharf ab und beniitzt die iiberstehende
Flissigkeit zum Versuch. Sind sie breiig oder fest, so wigt man
5 g auf der Handwage ab, verreibt sie unter allméhlichem Zu-
satz von 20 cem 19 iger Kochsalzlosung in der Reibeschale und
priift die Reaktion mit Lackmuspapier. Ist sie alkalisch oder
neutral, so dndert man am besten nichts daran. Ist sie dagegen
sauer, so neutralisiert man genau unter tropfenweisem Zusatz
von verdinnter Sodalosung.

Statt der nachtriglichen Neutralisation mit Alkali resp.
Sdure empfiehlt neuerdings P. B. Hawk?) die Extraktion mit
ciner 1 % igen Kochsalzlosung vorzunehmen, die in 1 Liter 0,1 Mol.
Mononatriumphosphat und 0,2 Mol. Dinatriumphosphat enthilt.
Die so stets disponiblen H- und OH-Ionen sorgen dann sofort
fiir eine Neutralisierung des Extraktes, mogen die Fézes sauer
oder alkalisch sein.

Dieses Gemisch bleibt nun 1, Stunde unter hiufigem Um-
rihren bei Zimmertemperatur stehen, wird dann auf 2 Zentri-
fugierrshrchen, die genau gegen einander tariert sind und eine
Graduierung von 10 ccm tragen, bis zum obersten Teilstrich
verteilt und scharf zentrifugiert. Meist hat- sich nach 10—15
Minuten langem Zentrifugieren der Niederschlag gut abgesetzt.
Man liest seine Menge an der Graduierung ab und ebenso die
Quantitit der tberstehenden Fliissigkeit und notiert genau die
Zahlen.

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

1) J. Wohlgemuth, Beitrag zur funktionellen 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 versehene Reagenzgliaschen werden
mit absteigenden Extraktmengen beschickt (1,0, 0,5, 0,25, 0,125
usf.) — unter Verwendung einer 19%igen Kochsalzlosung zur
Herstellung der Verdiinnungen —, erhalten dann je 5 cem 19 ige
Stirkelosung, werden mit 1,0 cem Toluol versetzt und fest
verkorkt in einen Thermostaten (38° C) gebracht. Hier bleiben
sie 24 Stunden stehen. Beim Herausnehmen beobachtet man
meistens in den ersten 5—6 Glédschen der Reihe einen Bodensatz.
Da dieser bei der Beurteilung der Jodfirbung nachher sehr stéren
kann, giet man die iiberstehende klare Fliissigkeit aus diesen
5—6 ersten Glaschen in andere, mit den entsprechenden Ziffern
versehene leere Glaschen ab unter Vernachlissigung des Boden-
satzes. Das AbgieBen der klaren Flussigkeit von dem Boden-
satze braucht nicht quantitativ zu geschehen; nur muB man
darauf achten, dafl von dem Bodensatze beim Abgiefen moglichst
gar nichts in die neuen Glaschen hineinkommt. Wenn das
geschehen ist, fiillt man die neu beschickten wie die letzten
nicht gewechselten Gldschen der Reihe mit Leitungswasser auf,
setzt iiberall je nach Bedarf 1 bis 2 resp. 3 Tropfen !/, normal-
Jodlosung zu und bestimmt das Limes-Glischen.

Die Berechnung geschieht dann in folgender Weise:

Nehmen wir beispielsweise an, daBl aus demjenigen Glischen
die Diastase zu berechnen wire, in dem 0,032 cecm Extrakt ent-
halten sind, so wird sich ergeben 0,032 :5 =1 :x

5.1

(TO@ = 156,25

Nun mufl man weiter in Recﬁnung setzen die Menge des
Riickstandes, die sich beim Zentrifugieren des Extraktes abge-
setzt hatte. Nehmen wir an, wir hitten dabei durch Ablesen
an der Kalibrierung der Zentrifugierrshrchen gefunden fiir den
Riickstand 2,5 cem und fiir die Menge des Extraktes 7,5 cem,

so wiirde 1 cem Riickstand entsprechen = 75 ccm  Extrakt.

25
Da nun 1 cem Extrakt = 156,25 Fermenteinheiten enthilt, so
entspricht 1 cem Riickstand = -;—’g . 156,25 = 468,75 Ferment-

einheiten. Demnach wiirde sich aus diesem Beispiel fiir die Dia-

. 380 380
stasemenge im Kot der Wert ergeben Df; , = 468,75, wobei Dbt

bedeutet die Diastasekonzentration in 1 cem Kotriickstand, be-
stimmt bei einer Temperatur von 38° C und bei einer Digestions-
daver 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 Féllen den Wert
niemals unter 100 heruntergehen, hiufig dagegen den Wert 500
ibersteigen sehen. Hat der Versuch also einen Diastasewert von
beispielsweise 50 ergeben, so ist eine Affektion des Pankreas aufler-
ordentlich wahrscheinlich. Sie ist absolut sichergestellt, wenn,
wie das schon héufig beobachtet wurde, der Diastasewert = 0 ist.

Neuerdings fiithre ich mit dem Extrakt statt des lange dauern-
den 24stiindigen Versuchs zun#chst 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. Ist dagegen der Wert herabgesetzt, so mull man
natiirlich einen 24stiindigen Versuch anstellen.

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

Die Berechnung des Diastasewertes aus diesem Versuch er-
folgt analog der fiir den 24 Stunden-Versuch angegebenen, d. h.
man berechnet zunichst den Diastasewert fiir 1 com Extrakt und
setzt dann die Menge des Fizesriickstandes und -zentrifugates
in Rechnung. Hierfiir ein Beispiel: Das Extrakt hat den Diastase-

wert ergeben dgg,ﬂ = 16. Das Zentrifugieren hat ergeben (s. 0.)
2,5 cem Riickstand und 7,5 cem Extrakt. Folglich ist an Diastase

in 1 cem Riickstand enthalten =%% 16 = 48. Mithin ist in

diesem Falle dfggln = 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 Zahlengréflen 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 mul} 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 hochstens Spuren von Diastase in ihm enthalten sind. Um

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

Darstellung von Diastasepréparaten resp. -l6sungen.
Verfahren von Cohnheim?).

Menschlicher Speichel wird mit verdiinnter Phosphorsidure
und mit Calciumhydroxyd versetzt; dabei bildet sich Tricalcium-
phosphat, das beim Absetzen die Diastase mit zu Boden reilit.
Der Niederschlag wird abfiltriert, mit destilliertem Wasser aus-
gewaschen, wobei die Diastase in Lésung geht und das Ferment
mit Alkohol aus der Losung ausgefdllt. Dann wird wiederum
filtriert, der Niederschlag mit Wasser extrahiert, das Extrakt
abermals mit Alkohol behandelt und der neue Niederschlag wieder
mit Wasser extrahiert. Durch mehrmaliges Wiederholen der
Fallung mit Alkohol wund Auflosen des Niederschlages in
destilliertem Wasser gelangt man zu einer Fermentlosung, die
einen ziemlichen Grad von Reinheit besitzt, aber an Wirksam-
keit immer mehr einbiift, je ofter man die Behandlung mit
Alkohol und Wasser wiederholt.

Verfahren von S. W. Cole?).

Menschlicher Speichel wird so lange mit absolutem Alkohol
versetzt, bis keine Féllung mehr eintritt. 24 Stunden spéter
wird der Niederschlag auf einem Filter gesammelt, mit absolutem
Alkohol gewaschen und nach spontanem Trocknen mit destil-
liertem Wasser bei 40° C extrahiert. Das Extrakt wird ab-
filtriert und kann durch Dialysieren weiter gereinigt werden.
Es enthilt die Diastase in gut wirksamer Konzentration.

Herstellung von Reindiastase nach E. Pribram3).

5 kg lichtes Darrmalz werden mit 20 1 Wasser in iiblicher
Weise gemaischt, die Maische méglichst schnell tiber Trebern
geldutert, in Kolben gefiillt, 500 g reine Ansatzhefe und 500 g
Calciumkarbonat der ganzen Flissigkeitsmenge zugesetzt und ver-
goren. Hierauf wird das ganze Filtrat, das keinen reduzierenden

1) J. Cohnheim, Zur Kenntnis der zuckerbildenden Fermente.
Virchows Arch. f. pathol. Anat. 28, 241. 1863.
2) S. W. Cole, Beitrige zur Kenntnis der Wirkung der Enzyme.
Journ of physiologie 30, 202. 1903.
E.Piibram, Uber Diastase II. Weitere Versuche zur Herstellung
von Remdlastase und deren E Bigenschaften. Biochem. Zeitschr. 44, 293. 1912.
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Zucker enthalten darf, im Vakuum eingedampft, bis milchsaures
Calcium zu kristallisieren beginnt. Man 148t dann moglichst in
der Kilte die stark eingeengte Losung vollig auskristallisieren,
bis ein starrer Kristallbrei sich bildet. Diesen saugt man auf
der Nutsche méglichst scharf ab und prefit ihn aus, bis man eine
ziemlich trockene Masse erhdlt. 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 Fermentlésung
wird im Vakuum eingeengt und iiber Schwefelsdure getrocknet.
Dabei resultiert ein braunes Pulver, das zwar vollkommen eiweif3-
frei ist, aber einen stickstoffhaltigen Koérper vom Polypeptid-
charakter enthidlt, der mit einer polymeren Kohlenhydratsiure
verbunden ist.

Bereitung von Diastaseldsungen.

Gut wirksame Diastaselosungen kann man sich herstellen
aus frischem Speichel und Pankreassaft oder aus frischer Pankreas-
driise. Von im Handel vorkommenden Trockenpriparaten 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
Stidrke nicht an. Sie ist gegen Sduren, 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 Néhr-
boden geziichtet worden waren.

Nachweis.

Qualitativ geschieht der Nachweis so, dafl man ein inu-
linasehaltiges Extrakt auf in Wasser gelostes Inulin bei Brut-
schranktemperatur einwirken lift und danach priift, ob das
Gemisch Fehlingsche Losung reduziert. Die in Freiheit gesetzte
Fruktose kann man noch direkt nachweisen mit Hilfe der

5*
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Seliwanoffschen Reaktion (Rotfirbung beim Erhitzen mit
etwas Resorzin und konz. Schwefelsiure).

Quantitativ kann man die zersetzende Téatigkeit der Inu-
linase in der Weise messen, daf man bei Beginn des Versuches
in einem aliquoten Teil des Gemisches das Reduktionsvermogen
nach einer der bekannten Methoden mifit und das nach beliebig
gewihlten Zeitintervallen immer wiederholt. Aus dem Ansteigen
der Menge des reduzierten Kupfers kann man einen ungefdhren
RiickschluB3 auf die Quantitit der vorhandenen Inulinase machen.

Zu beriicksichtigen ist, daB die in tierischen Organen ent-
haltene Inulinase, soweit bisher Beobachtungen hieriiber vor-
liegen, das Inulin nur sehr langsam spaltet. Es ist darum zweck-
méBig, 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 zuckerdhnlichen Pektinstoffe in reduzierende Korper.
Schon gegen ganz geringe Sduremengen ist sie dullerst 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 groflen Empfindlichkeit des Fermentes gegen
Séduren soll man durch Zusatz von Kreide fiir 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 fiir den Umfang der fermentativen Wirkung dienen.

4. Seminase.

Figenschaften. Sie spaltet Mannogalaktan (,,Horneiwei*),
ein in verschiedenen Pflanzensamen vorkommendes Kohlehydrat,
in Mannose und Galaktose. Sie wirkt am besten bei 35—40° in
schwach saurer Losung.

Vorkommen. 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 anfinglich 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. Raffinase.

Sie zerlegt die Raffinose sehr schnell in Livulose 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 4 Lévulose) bewirkt nach
Neuberg ?) das Emulsin, s. S. 84.

Vorkommen. Die Raffinase findet sich sowohl in ober- wie
in untergiriger Hefe, wihrend die Melibiase nur in untergiriger
Hefe angetroffen wird. -AuBlerdem 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-
tion. Fir das Polarisationsverfahren ist es von Wichtigkeit zu
wissen, dall die Rechtsdrehung der Raffinoselosung unter dem
Einfluf der Raffinase immer schwicher wird und schliefllich gleich
Null ist. Umgekehrt nimmt die Reduktionskraft der Losung mit
fortschreitender Spaltung stdndig zu. — Als Kontrolle kénnen die
Osazone der reduzierenden Zucker gelten. — Liavulosazon (iden-
tisch mit Glukosazon) C,;Hy,N,0,, Schmelzpunkt 205°, 16slich in
heilem Alkohol (609,), Azeton, Pyridin, wenig Iloslich in ab-
solutem Alkohol, Wasser, kaltem Azeton. — Melibiosazon
Cy,H;,N, Oy Schmelzpunkt 178—1799, leicht 16slich in Alkohol,
Azeton, Pyridin, Essigsiure, wenig 1oslich in Wasser, Ather, Essig-
ester, Chloroform, Benzol.

2. Gentianase.

Dieses Ferment spaltet von der Gentianose zunichst Livu-
lose ab, so daB auBer dem Monosaccharid eine Biose, die Gentio-

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

2) C. Neuberg und F. Marx, Zur Kenntnis der Raffinose. Abbau der
Raffinose zu Rohrzucker und d-Galaktose. Biochem. Zeitschr. 8, 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 Hilfe der Polari-
sation sowie der Reduktion. Bei Verwendung der Polarisation
ist zu beachten, daB die Gentianoseldsung rechts dreht. Sobald
Léavulose 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 Reduktionsvermdgen erreicht
am Ende der Hydrolyse sein Maximum. — Zur Kontrolle kénnen
die Osazone der reduzierenden Zucker dargestellt und untersucht
werden. — Lévulosazon s. b. Raffinase. — Gentiobiosazon
N, H;,N,0,, Schmelzpunkt 142°.

3. Stachyase.

Dieses Ferment zerlegt die Stachyose, die als ein Tetrasaccharid
angesehen werden muf3, in 1 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
stindig ab, geht indes nicht in Linksdrehung tiber. — Die an-
fangs Null betragende Reduktionskraft tritt ebenfalls zunichst
schwach zutage, wichst dann aber allméhlich 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, CHy,N,0,, Schmelzpunkt 205° (rasch erhitzt 2139), 16s-
lich in heiflem Alkohol (609%,), Azeton, Pyridin, wenig 1Gslich in
absolutem Alkohol, Wasser, kaltem Azeton. — Galaktoosazon,
CysHy,N,O,, Schmelzpunkt 1880—193°, 16slich in Weingeist (609,),
etwas l6slich in heiflem Wasser, Alkohol, nicht in Ather, Benzol,
Chloroform. — Fruktosazon, s. b. Raffinase.

II1. Disaccharide spaltende Fermente.

1. Invertin (Saccharase).

Eigenschaften. Sie zerlegt Rohrzucker (Saccharose) in
dquimolekulare Mengen Traubenzucker und Fruchtzucker (Invert-
zucker). In wisseriger Losung wird sie schon bei ganz niedriger
Temperatur unwirksam. Ihr Wirkungsoptimum liegt bei ca. 500,
wahrend sie bei 70° schnell zerstort wird. Gegen Alkalien und
Séuren 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, ferner im Bienenspeichel
und im Verdauungstraktus anderer Insekten. Vor allem aber
findet sie sich in der Hefe, aus der man sie auch in verhiltnis-
milig 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,
dall man eine Rohrzuckerlosung, auf die man Invertase bei einer
Temperatur von 30—35° C hat einwirken lassen, priift auf die
Gegenwart reduzierender Substanzen. Fillt die Reduktionsprobe
positiv aus, ist also der Rohrzucker teilweise oder ganz zerlegt
worden, so enthilt die Losung Invertase.

2. Rohrzuckerlésung dreht die Ebene des polarisierten Lichtes
rechts, eine teilweise in Traubenzucker 4 Fruchtzucker zerlegte
dagegen links. Wenn also Invertase auf eine Rohrzuckerlosung
einwirkt, so muf die anfingliche Rechtsdrehung stéindig 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 der entstandenen reduzierenden Substanzen
mittelst eines der iiblichen Reduktionsverfahren quantitativ be-
stimmt.

Ist die Mischung eiweiBhaltig, so muBl das Eiweil vorher
vollstéiindig entfernt werden. Hieriiber sowie iiber die Reduk-
tionsmethoden s. Diastase Methode von Bang 8. 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 der
Drehungséinderung gibt ein genaues Bild von dem Grad der Zer-
setzung des Rohrzuckers und damit von der Starke der in-
vertierenden Fahigkeit der Fermentlosung.

Enthilt die Fermentlosung Eiweil und triibt sich im Laufe
des Versuches die Mischung, so mufl man jedesmal vor der Polari-
sation die hierfiir erforderliche Portion enteiweillen. Dann aber
ist es auch notwendig, dafl man gleich beim Ansetzen des Ver-
suches einen aliquoten Teil der Mischung entnimmt, ihn enteiweifit
und polarisiert. Nur so bekommt man eine fiir den spéteren
Vergleich verwendbare Zahl der Anfangsdrehung. Uber Ent-
eiweiflung s. Glykolyse (S. 88).

Darstellung von Invertinpriparaten.
1. Verfahren von Donath?).

Die frische Hefe wird mit absolutem Alkohol verrieben, der
Alkohol abgepret und der Riickstand bei gelinder Temperatur
moglichst vollstindig getrocknet. Die sprode Masse wird hierauf
fein zerrieben und bei gewohnlicher Temperatur mit Wasser aus-
gelaugt. Um sie vollig von Hefezellen zu befreien, mufl man die
Flissigkeit durch doppelte Filter filtrieren. Das Filtrat wird nun-
mehr mit Ather geschiittelt, dabei scheidet sich eine froschlaich-
artige Masse ab, die sich in der Atherschicht ablagert. Die dther-
haltige Gallerte wird nun mehrmals durch Schiitteln mit Wasser
gewaschen und endlich in absoluten Alkohol getropft, wobei sich
sogleich weile Flocken ausscheiden. Dieselben werden abfiltriert,
mit absolutem Alkohol gewaschen und im Vakuum getrocknet.
Ist die durch Schiitteln mit Ather erhaltene Gallerte weil3, so resul-

1 E. Donath, Uber die invertierende Bestimmung der Hefe. Ber.
d. Deutsch. chem. Gesellsch. 8, 795. 1875.
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tiert auch beim Trocknen im Vakuum eine weille Substanz, die
leicht gepulvert werden kann, im anderen Falle bekommt man ein
hornartiges und dunkelgefirbtes Priparat. Ein aus dieser Substanz
gewonnenes wisseriges Extrakt besitzt stark invertierende Eigen-
schaften.

2. Verfahren von Salkowski-Barth?),

Beste, fast vollkommen amylumfreie Prefhefe wird durch
Ausbreiten in groflen Porzellanschalen oder auf Blechen oder
Papierunterlagen bei Zimmertemperatur getrocknet, bis sie sich
gut verreiben 1aBt. Das lufttrockene Pulver wird zuerst bei 40°
weiter getrocknet, dann 6 Stunden lang auf 105—110° 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—939, eingegossen, am néchsten 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 grofBtenteils aus Kiweil3-
kérpern — das Filtrat in das mehrfache Volumen Alcohol absolut.
gegossen und ebenso wie vorhin weiter verarbeitet. Durch Trocken-
reiben der dtherfeuchten Substanz in einer Reibeschale wird das
Invertin in Form eines weillen oder ganz leicht gelblich-weilen
dullerst feinen staubigen Pulvers erhalten.

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

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

Dieses Verfahren ist umsténdlicher als das von Salkowski-
Barth angegebene, liefert aber anscheinend ein ebenso reines
Priaparat von besonders grofer Wirksamkeit.

Yy E. Salkowski, Uber 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, Beitriige zur Kenntnis des Invertins. Zeitschr. f.
physiol. Chem. 28, 399. 1899.
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500 g PreBhefe werden mit 500 ccm 969, 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 1
Wasser) angeriithrt und der Brei sechs Tage lang unter hidufigem
Umschiitteln bei einer Temperatur von 30—35° C gehalten. Hier-
nach wird der Hefebrei auf mehrere Faltenfilter gebracht und das
Filtrat in grofe Glaszylinder aufgefangen, die zuvor mit 600 bis
700 ccm Alkohol (969,) beschickt werden. Jeder einfallende
Tropfen erzeugt sofort einen weilen, 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 Schwefelséure
getrocknet und stellt eine grauweifle 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 tibertragen, mit lauwarmem Wasser bis 500 ccm
aufgefiillt und 6—8 Stunden unter héufigem 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 Phosphorsiure
und des Magnesiums werden die vereinigten Filtrate mit Ammoniak
versetzt, der Niederschlag von Magnesiumphosphat nach mehr-
stindigem Stehen abfiltriert und nun das mit etwas Chloroform
versetzte Filtrat gegen destilliertes Wasser mehrere Wochen
dialysiert. Es geniigt 8 Tage zu dialysieren, wenn man durch eine
geeignete Vorrichtung dafiir sorgt, dafl die der Dialyse unterworfene
Flussigkeit sowohl wie das umspiilende Medium in stédndiger 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 Uberschu8 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 Schwefelsgure
stellt er eine lockere, sehr leichte und zu einem staubfeinen Pulver
zerreibbare grauliche Masse dar, die ein sehr kriftiges 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
Séduren, 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. Im Pflanzenreich
ist sie weit verbreitet, vornehmlich aber findet sie sich in be-
stimmten Hefearten (Sacharomyces Kefir), in denen sie auch zuerst
entdeckt wurde.

Nachweis.
a) qualitativ.

1. Girungsprobe. Reine Milchzuckerlésung gért mit frischer
PreBhefe nicht. Laft man Laktase auf Milchzuckerlésung einwirken
und ist ein Teil des Milchzuckers in seine beiden Komponenten
zerlegt worden, so muf} danach das Gemisch vergirbar sein. Man
priift dann also die Losung auf ihre Gérfahigkeit, indem man etwa
10 cem derselben mit einem Stiickchen frischer PreBhefe verreibt
und in ein Einhornsches Gérungsrohrchen iibertragt. Tritt nach
einiger Zeit Kohlensdureentwicklung ein, und hat man sich durch
Zusatz von Kali- resp. Natronlauge von der Identitdt der Kohlen-
siure tiberzeugt, so kann man gewil} sein, da eine Spaltung des
Milchzuckers stattgefunden hat.

2. Reduktionsprobe nach Barfoed. Barfoedsches
Reagens (19 ige Losung von essigsaurem Kupfer 4 etwas Essig-
sdure) wird nicht von Milchzucker, dagegen von Traubenzucker
reduziert. Ist also Milchzucker gespalten worden, so muf3 die
Lésung, die vorher nicht dazu imstande war, nunmehr Bar-
foed sches Reagens reduzieren.

3. Polarisationsprobe. Das spezifische Drehungsvermégen
des Milchzuckers ([a]p = - 529) ist zwar praktisch gleich dem des
Traubenzuckers ([a]p = + 52,89, ist aber wesentlich schwiacher als
das der Galaktose ([¢]p = - 83,88); eine Spaltung des Milchzuckers
dokumentiert sich also durch Zunahme der Rechtsdrehung der
Losung. Will man also eine Laktasewirkung mit Hilfe der Polari-
sation feststellen, so mul man das Ferment-Milchzuckergemisch
unmittelbar nach Herstellung der Mischung polarisieren und nach
langerem Aufenthalt des Gemisches im Brutschrank kontrollieren,
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ob das Drehungsvermégen der Losung inzwischen zugenommen
hat oder nicht. Eine gegen frilher vermehrte Rechtsdrehung be-
weist Zerlegung des Milchzuckers.

4. Phenylhydrazinprobe. Sie beruht darauf, da 0,2 g
Phenyllaktosazon in einem Pyridin-Alkoholgemisch gelést, optisch
vollkommen inaktiv sind, wihrend 0,2 g Galaktosazon in Pyridin-
Alkohol eine Drehung von + 0°48’ und 0,2 g Glukosazon in Py-
ridin-Alkohol eine Drehung von — 1930’ besitzen (Neuberg?!)).

Die Ausfiihrung der Phenylhydrazinprobe gestaltet sich so,
daB man das zu untersuchende Gemisch durch Zusatz von ein
paar Tropfen Essigsiure und Aufkochen von Eiweil3, falls solches
in ihm enthalten ist, befreit und dann auf dem Wasserbad mit einem
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 wah-
rend des Erhitzens, je nach der Menge der abgespaltenen Glukose,
mehr oder weniger grole Mengen Glukosazon ab, die, falls ihre
Quantitit fiir eine gesonderte Untersuchung ausreicht, heil ab-
filtriert und gesondert fiir die polarimetrische Untersuchung ver-
wandt werden. Die Mutterlauge 1468t man langsam erkalten;
dabei scheiden sich die anderen Phenylhydrazinverbindungen
kristallinisch ab. Beide Kristallfraktionen werden aus Pyridin
und Ligroin resp. Benzol oder Ather mehrmals umbkristallisiert
und im Exsikkator getrocknet. Hiernach werden 0,2 g in 4,0 ccm
reinem Pyridin und 6 cem absolutem Alkohol gelést und die Polari-
sation mit dem 10 cm-Rohr bei Natriumlicht ausgefiihrt. Ist
reines Laktosazon vorhanden, so bleibt die Ebene des polarisierten
Lichtes unbeeinflult. Enthilt das Osazongemisch aber Glykosazon,
so dokumentiert sich das deutlich durch eine Linksdrehung.

b) quantitativ.

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

Prinzip. Man 148t eine Laktaseldsung auf Milchzucker
24 Stunden lang bei Brutschranktemperatur einwirken und be-
stimmt danach, wieviel Kubikzentimeter der Zuckerklosung er-
forderlich sind, um 10 cem 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 Neuberg der ,,Harn® Berlin 1911, 359—360. -

%) M. Porcher, Messung der Aktivitit einer Laktase. Bull. de la soc.
chimique, 3 série, 33, 1285. 1905.
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Gleichzeitig bestimmt man in einer Kontrollprobe mit abgetiteter
Fermentlosung das fiir die Reduktion von 10 ccm Fehling scher
Losung notwendige Quantum Zuckerlésung. Aus dem Verhiltnis
der beiden ermittelten Zahlen berechnet man an der Hand einer
eigens hierfiir konstruierten Kurve die Menge der zersetzten
Laktose.

Erforderliche Lésungen:

. Laktaselosung (Darstellung s. unten),
. Laktose,

. ca. 409, ige Quecksilbernitratlésung,
. ca. 10%,ige Sodalsung,

. pulverisiertes Zink,

. Fehlingsche Losung.

S CU W o =

Ausfithrung. Frisch bereitete Laktaselosung wird in einem
MeBkolben von 100 cem Inhalt mit einer Losung von 5,0 g Laktose
in ca. 80 ccm Wasser zusammengebracht, griindlichst geschiittelt,
auf 100 ccm aufgefiillt, mit 1 ccm Toluol versetzt und auf 24
Stunden in den Brutschrank gestellt. Zur Kontrolle beschickt
man ein MeBkdlbchen von derselben Grofie mit vorher abgetoteter
Laktase, der gleichen Menge an Laktose, Wasser und Toluol und
stellt dieses Kolbchen gleichfalls in den Brutschrank. Nach 24
Stunden kiihlt man ab, tibertragt das ganze Gemisch quantitativ
in einen MeBkolben von 1 1 Inhalt, klart es durch Zusatz von ein
paar Tropfen Quecksilbernitratlosung, neutralisiert mit verdunnter
Sodalésung und fiillt mit Wasser bis zur Marke auf. Nun filtriert
man, schligt das iiberschiissige Quecksilber durch pulverisiertes
Zink ') nieder und filtriert abermals. Man erhilt so eine Losung,
die 59, Zucker enthilt.

Genau so verfihrt man mit der Kontrolle.

Auf diese Weise bekommt man zwei gleichméBig verdiinnte
Zuckerlésungen und bestimmt in der iiblichen Weise bei beiden
diejenige Menge, welche notwendig ist, um 10 ccm Fehling scher
Loésung zu reduzieren.

Berechnung. Fir dieselbe hat Porcherauf Grund empirisch
gewonnener Zahlen eine Kurve konstruiert, die mit Leichtigkeit
die Ermittlung der gespaltenen Laktosemenge gestattet. Wie die
Kurve gewonnen ist, und welche Berechnungen derselben zu-
grunde liegen, ist aus der Originalarbeit ersichtlich.

1) Man kann auch Schwefelwasserstoff hierfiir verwenden, mufl dann
aber dafiir sorgen, dafl simtlicher H;S nachher durch ausgiebige Ventilation
aus der Losung entfernt wird.
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Kurve zur Messung der Aktivitidt einer Laktase.
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An einem Beispiel soll die Verwendung dieser Kurve demon-
striert werden.

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

14,3 : 16,6 = 100 : x,
16,6.100
143

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. Im vorliegenden Falle wird man finden,
daf er etwa bei 51 liegt. Das wiirde besagen, daB ca. 519, Laktose
gespalten worden sind.

Nun kann das Ausmessen bei einer so kleinen Kurve natiirlich
nicht mit grofler Genauigkeit geschehen. Viel genauer 1aBt sich
der Wert der gespaltenen Laktosemenge durch direkte Berechnung
ermitteln. Diese Berechnung ist sehr einfach; sie erstreckt sich

= 116,1.
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auf die Ermittlung der Lénge des in dem Punkte 16,1 errichteten
Lotes, die durch den Schnittpunkt des Lotes mit der Kurve fixiert
ist. In dem vorliegenden Falle wiirde sich demnach folgende
Proportion ergeben: die Lénge des errichteten Lotes (x) verhilt
sich zur Linge des Kurvenabschnittes (16,1) wie die Linge des im
Endpunkte der Abszisse errichteten Lotes (100) zu der Linge der
ganzen Kurve (31,7), also
x:16,1 =100 : 31,7,
16,1.100

X = ‘—31,7— = 50,78.
Es sind somit gespalten worden genau 50,789, Laktose.

Darstellung von Laktaseldsungen.

Tierische Laktaselésung kann man sich in der Weise
herstellen, dall man junge Tiere (Hund, Ziege, Schwein etc.) mit
Milch fiittert, dann die Diinndarmschleimhaut nach vorheriger
griindlicher Reinigung abschabt, mit Glassplittern 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 entfernt hat, zum Versuch benutzen, oder man versetzt
das geklirte Extrakt mit der fiinffachen Menge 969 igem Alkohol,
filtriert den Niederschlag ab, wischt 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 wisserigen Auszug herstellt.

Gut wirksame pflanzliche Laktase erhélt man, wenn man
kdufliche Kefirkdrner in einer Reibeschale mit Wasser verreibt
und 15, bis 1 Stunde bei Zimmertemperatur stehen liBt. 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 409,
bei 459 wird sie bereits zerstoért. In wisseriger Losung hilt sie
sich nur wenige Tage, gegen Chloroform und Alkohol ist sie auller-
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 simtlichen Hefearten und bei verschie-
denen Pilzen, ferner im Malzextrakt und in Maiskérnern.

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 mufBl die Losung
nunmehr mit Barfoeds Reagens eine Reduktion ergeben.

2. Polarisationsprobe. Maltose hat ein spezifisches Dre-
hungsvermégen von [a]p = 138°3‘, die Glukose ein solches von
[¢lp=>53"17". Demnach mufl eine Maltoselsung unter dem
Einflu} der Maltase in ihrem Drehungsvermégen stindig ab-
nehmen. Man untersucht also eine Maltoselésung vor Beginn des
Versuches mit Hilfe eines Polarisationsapparates und priift nach
Beendigung des Versuches, ob sich das Drehungsvermégen unter
dem Einfluf des Fermentes geindert 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 (Neubergl)), und zwar ist der
Wert fiir 0,2 g Maltosazon im Pyridin-Alkoholgemisch bei Natrium-
licht = 4 1930°, fiir 0,2 g Glukosazon unter den gleichen Be-
dingungen = —1°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
zunichst das in der Losung etwa enthaltene EiweiBl durch Er-
hitzen mit ein paar Tropfen Essigsiure und einigen Kornchen
Kochsalz und versetzt das eiweilfreie Filtrat mit einem Gemisch
von 2 Teilen farblosem salzsaurem Phenylhydrazin und 3 Teilen
wasserhaltigem Natriumazetat. Die absolute Menge des Phenyl-
hydrazins hat man so grof zu wihlen, daB fir 1 Mol. Maltose
3 Mol. Phenylhydrazin zur Verfiigung stehen. Danach wird die
Losung im siedenden Wasserbad 1—11/2 Stunden erhitzt. Die
sich gleich zu Anfang abscheidenden Schmieren werden sofort
durch Filtrieren entfernt.

Enthielt die Loésung nun Traubenzucker, so scheiden sich
schon wihrend des Erhitzens Glukosazonkristalle ab, da diese

1 C. N euberg, Berichte d. Deutsch. chem. Gesellsch. 32, 1. c.
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in Wasser sehr schwer 16slich sind, wihrend das leicht losliche
Maltosazon erst beim spiteren Abkiihlen der Flissigkeit auf-
tritt. Scheiden sich also schon im siedenden Wasserbad Osazon-
kristalle ab und ist ihre Menge gro genug, um sie gesondert zu
untersuchen, so filtriert man die heifle 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, daBl 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 cem absolutem Alkohol gelést und in einem 10 cm-
Rohr bei Natriumlicht polarisiert.

Ergibt die Polarisation eine Rechtsdrehung, die kleiner ist
als 4 1°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 — 1°30’ ndhert, 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, muB3 das Drehungsvermogen einer Maltoselosung, sobald
Maltase auf sie einwirkt, abnehmen. Die Schnelligkeit, mit der
dies geschieht, kann als Maf} fiir 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 Kusumotol) am zweckmifigsten fol-
gendermafien:

Mehrere genau abgemessene Portionen von je 5,0 cem Serum
resp. 5,0 ccm Organextakt werden mit genau je 5,0 ccm einer unter
Erhitzen hergestellten 10 9%, igen Maltoselésung und 0,5 cem Toluol
in kleinen Kélbchen gemischt und in einen auf 30° C regulierten
Wirmeschrank 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 enteiweillt
und ihr Drehungsvermogen bestimmt. Zur Entfernung des Ei-
weilles wurde 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 59, igen, unter
Erwirmen hergestellten Losung von Zinkazetat in 969, igem
Alkohol versetzt und mit Alkohol auf ein Volumen von 50 ccm
im MeBkolbchen aufgefiillt. Dann wurde umgeschiittelt, durch
ein trockenes Filter filtriert und das Drehungsvermégen im
2. Dezimeterrohr bestimmt.

Bei Organextrakten miissen neben 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 Proben; die bei ihnen
gefundene Drehung mufi dann von den bei den Maltoseproben
gefundenen abgezogen werden. Fiir Blutserum sind solche Kon-
trollen nicht notwendig, da es nach der Enteiweillung 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 eintrigt.
Eine Tabelle aus der genannten Arbeit mag das illustrieren:

Tabelle 9.
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Auf diese Weise lassen sich Sera, Organextrakte etc. beziig-
lich ihres Maltasegehaltes bequem miteinander vergleichen.

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

1y M. Abeles, Uber ein Verfahren zum Enteiweiflen des Blutes fiir
die Zuckerbestimmung. Zeitschr. f. phys. Chemie. 15, 495. 1891.
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ringeres Reduktionsvermdogen besitzt als Glukose, und zwar wird
1 cem Fehlingsche Losung reduziert von 0,00778 g Maltose,
wihrend vom Traubenzucker schon 0,005 g imstande sind, 1 ccm
Fehlingsche Losung zu reduzieren. Wenn man also Maltase
auf Maltose einwirken 1aBt, so mull mit fortschreitender Spaltung
der Maltose das Reduktionsvermdgen der Mischung zunehmen.
Der Grad der Zunahme an reduzierender Kraft kann somit als
Maf fiir die Stirke der Maltasewirkung dienen.

Die Versuchsanordnung ist demnach so zu treffen, dall 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, enteiweillt (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 cem)
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 zahlenmiBig das Fortschreiten der Maltosespaltung
ausdriicken.

4. Trehalase.

Eigenschaften. Sie zerlegt das im Mutterkorn und in
Pilzen vorkommende Disaccharid Trehalose in 2 Mol. Glukose.
Gegen Siuren ist sie aullerordentlich empfindlich, auch gegen
Alkalien. Thre Wirksamkeitsgrenze liegt bei 64°.

Vorkommen. Man hat sie angetroffen im Darmsaft einiger
Tiere, in verschiedenen Pilzen (Aspergillus, Penicillium), im Griin-
malz und in einigen Hefesorten.

Nachweis.

Er kann mittelst Polarisation oder Reduktion geschehen.
Wird Trehalose durch das Ferment zerlegt, so nimmt sowohl das
Drehungs- wie das Reduktionsvermdgen an Stirke zu. Die Ver-
suchsanordnung fiir 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 Unterhefen an,
in allen daraufhin untersuchten Oberhefen fehlt sie.
6*
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Nachweis.

Da die Melibiose ein auBerordentlich starkes Drehungsver-
mogen hat ([a]p = + 129,389), so geschieht der Nachweis der
Melibiase am bequemsten mittelst Polarisation. Bei Zerlegung der
Melibiose muBl das Drehungsvermdigen der Losung erheblich ab-
nehmen.

Auch die Darstellung der Osazone aus einer mit Melibiase
behandelten Melibioselosung dirfte Aufschlufl dariiber geben, ob
eine Zerlegung des Disaccharids stattgefunden hat oder nicht.
Uber die Herstellung der Osazone s. bei Laktase S. 76.

6. Emulsin.

Eigenschaften. Die Fermentgruppe vom Typus des
Emulsins spaltet aufler mehreren hoheren Zuckern wie Raffi-
nose und Stacchyose eine Reihe von in der Natur vorkommenden
Glukosiden, und zwar, was besonders interessant ist, nur die
p-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 zerstort,
durch Sduren nur inaktiviert.

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

Nachweis.

Da alle 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.
— Alle durch Emulsin spaltbaren Glukoside sind linksdrehend.
Demnach muB sich auch ihre Spaltung sofort durch das Schwicher-
werden resp. Verschwinden der Linksdrehung und durch das
Auftreten einer Rechtsdrehung bemerkbar machen. Der Grad
der Rechtsdrehung wird ganz davon abhingen, wieviel Trauben-
zucker durch das Emulsin in Freiheit gesetzt ist.

Darstellung einer Emulsinlosung nach Kérissey?):
Feingepulverte Mandeln werden mit Chloroformwasser extrahiert,
die eiweiBihnlichen Beimengungen durch ein paar Tropfen Eis-
essig gefillt und das Filtrat mit Alkohol versetzt. Dabei fallt
das Emulsin als ein weiles Pulver aus, das in Wasser l6slich ist.

1) Kérissey, Thése de Paris. 1899, 6.
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Man kann auch Kefirkérner 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 enthilt indes aufler Emulsin stets
auch Laktase.

7. Myrosin.

Eigenschaften. KEs greift weder a- noch S-Methylglukosid
an, sondern spaltet nur die in Senfsamen, in Cruciferen und anderen
Pflanzen vorkommenden Glukoside (Sinigrin, Sinalbin etc.), die
bei ihrer Zersetzung Senfél und Traubenzucker liefern. Das
Optimum seiner Wirksamkeit liegt zwischen 45 und 50°.

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

Nachweis.

1. Da das bei der Spaltung des Sinigrins (myronsaures Kalium !))
auftretende Allylsenf6l einen auBerordentlich charakteristischen
Geruch besitzt, der sich schon in den geringsten Spuren deutlich
bemerkbar macht, so kann man nach Spatzier?) sich seiner als
untriigliches Zeichen einer durch den zu untersuchenden Pflanzen-
saft bewirkten Spaltung bedienen. Ist der Geruch schon vorher
in dem Pflanzensaft enthalten, so entfernt man das schon gebildete
Ol durch gelindes Erwirmen und priift dann erst seine Wirk-
samkeit.

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

3. Nach Tamann? kann man die Menge des Myrosins
quantitativ so messen, dall 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 /5, normal alkoholischer Natronlauge
unter Benutzung von Karminséiure als Indikator bestimmt.

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

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

3) G. Tamann, Die Reaktionen der ungeformten Fermente. Zeitschr.

f. phys. Chemie. 16, 300. 1892.
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1V. Nachweis von Monosaccharide spaltenden
Fermenten.

1. Glykolyse.

Eigenschaften. Die Glykolyse ist ein Ferment, das die
Fahigkeit besitzt, Traubenzucker zu zerlegen. Welche Abbau-
produkte dabei entstehen, besonders ob Alkohol dabei gebildet
wird wie bei der Zymasegirung, 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 Blute selber nach kurzem
Stehen vernichtet.

Vorkommen. Im 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
Triger der Fermentwirkung sein. KEbenso ist sie im Pflanzen-
reich weit verbreitet.

Nachweis. 4

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 Rona?!) folgendermafen zu ver-
fahren:

Man entnimmt aus der Vene von Mensch oder Tier absolut
steril ca. 50 ccm Blut, fingt dasselbe in sterilen, mit Glasperlen
versehenen Flaschen auf und defibriniert es durch kréaftiges Schiit-
teln. Alsdann wird das Blut durch sterilisierte Gaze filtriert
und je 20 ccm mit sterilen Pipetten auf zwei sterile Ko6lbchen
iibertragen. Zu jeder Blutportion werden genau 0,5 ccm einer
vorher sorgfiltig sterilisierten 6 % igen Traubenzuckerldsung mit
steriler Pipette zugefiigt, beide Kolbchen durchgeschiittelt und
nun in dem einen sofort die Zuckermenge quantitativ bestimmt,
in dem anderen nach Verlauf mehrerer (5—6) Stunden. Uber
Enteiweilung und Zuckerbestimmung s. weiter unten.

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

) P. Rona u. A. Déblin, Beitrige 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. Prefsifte beziiglich ihrer glykolytischen
Fihigkeit bequem miteinander vergleichen.

Dabei sind folgende Punkte besonders zu beachten:

1. Die Fermentlosungen miissen steril sein und ihre Steri-
litdt 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 UberschuB die
Glykolyse hemmen konnen. Besonders empfindlich hiergegen ist
das Blut; deshalb ist die Blutglykolyse am zweckmaBigsten unter
aseptischen Kautelen ohne Benutzung eines Antiseptikums aus-
zufithren. Die Organglykolyse scheint erheblich resistenter zu sein.

3. Nach Beendigung des Versuches hat man sich in jedem
Falle davon zu iiberzeugen, dal} Bakterien in dem Gemisch nicht
gewachsen sind. Ergibt die Uberimpfung, die man in jedem
Falle auszufiihren hat, die Anwesenheit von Bakterien, so muB
der Versuch als mifigliickt gelten.

4. Speziell fir die Untersuchung des Blutes ist noch zu be-
achten, daB der zugesetzte Traubenzucker sich in isotonischer
Losung befinden muf}, da Hémolyse die Glykolyse vollkommen
vernichtet.

5. Von den zu untersuchenden Organen stellt man sich ent-
weder einen Organbrei oder mit Hilfe der Buchnerschen Presse
einen Prefsaft oder auch ein Extrakt her. Sehr zu empfehlen
ist auch das Arbeiten mit Organpulvern, die man nach Arnheim
und Rosenbaum!) unter Verwendung von Azeton sich in der
Weise am zweckméfBigsten herstellt, daB man die betreffenden
Organe fein wiegt, zweimal mit Azeton behandelt, im Vakuum-
exsikkator trocknet und pulvert. Man bekommt so ein feines
trockenes Pulver, das lange wirksam bleibt.

6. Hat man fiir den Versuch als Antiseptikum Chloroform
verwandt, so muBl man nachher bei der quantitativen Zucker-
bestimmung dafiir sorgen, dafl 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
Kohlensdure quantitativ bestimmen.

) Arnheim u. Rosenbaum, Ein Beitrag zur Frage der Zucker-
zerstérung im TierkSrper durch Fermentwirkung (Glykolyse). Zeitschr. f.
phys. Chemie 40, 222, 1903/4.
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Dies geschieht am besten mit der von Stoklasa?l) eigens
hierfiir angegebenen Apparatur oder auch mit dem Buchner-
schen Girkolbchen, das beim Abschnitt ,,Zymase® ausfiihrlich
beschrieben ist. Die Menge der gebildeten Kohlensgure ist dann der
MaBstab fiir die Stiarke der Glykolyse des untersuchten Organes.

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

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

5—10 g dieses Rohenzyms werden hierauf mit 50 ccm einer
15 % igen Traubenzuckerlésung und mit 0,5 g K;PO, 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 Kohlensiure
quantitativ bestimmt.

Anhang.

Da die Enteiweiung und quantitative Zuckerbestimmung bei
einer ganzen Reihe der in diesem Kapitel behandelten Methoden
angewandt werden muB}, sei das Notwendigste hieriiber mitgeteilt.

1. Enteiweiflung.

Von den zahlreichen Methoden der Enteiweilung von Kérper-
flissigkeiten seien die Schenksche Sublimatmethode?), das
Eisen- und das Kaolinverfahren von Rona und Michaelis3)
hier wiedergegeben.

') Stoklasa, Ernest und Chocensky, Uber die glykolytischen
Enzyme im Pflanzenorganlsmus Zeitschr. f. phys. Chemie. 50, 303. 1907.

) Fr. Schenk, Uber Bestimmung und Umsetzung des Blutzuckers.
Pfliigers Archiv 55, 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 cem destilliertem Wasser verdiinnt, mit 40 ccm
29%,iger Salzsiure und 40 ccm 59 iger Sublimatlésung unter
Umrihren versetzt, dabei wird sémtliches Eiweill ausgefallt.
Man 14Bt bis zum nichsten  Tage stehen, filtriert ab, leitet
Schwefelwasserstoff in das Filtrat ein, filtriert abermals und
stellt das Volumen des Filtrates fest. Zur Entfernung des iiber-
schiissigen Schwefelwasserstoffs leitet man Luft durch, setzt soviel
Natronlauge zu, daf die Lésung nur noch schwach sauer reagiert
und engt die Flissigkeit bei niedriger Temperatur im Vakuum
ein. Hiernach fiilhrt man die Losung quantitativ in einen kleinen
MeBzylinder iber und fiillt mit Wasser auf 20 cem auf.

b) Eisenmethode von Rona und Michaelis. Eine
genau abgemessene Menge (20 ccm) entweder defibrinierten oder
mit NaFl ungerinnbar gemachten Blutes wird in einem ge-
raumigen Kolben mit 200 ccm destilliertem Wasser verdiinnt
und mit 60 cecm Liquor ferri oxydat. dialysat (nicht Liq. ferri
oxychlorati Pharm. Germ.), die vorher noch mit 100 ccm
destilliertem Wasser verdinnt waren, unter lebhaftem Um-
schiitteln tropfenweise oder im diinnen Strahl versetzt. Je
1 g (unverdiinntes) Hundeblut erfordert 3 ccm, je 1 g Kaninchen-
blut 2,56 cem der (unverdiinnten) ca. 5 9% igen Eisenlosung (Riedel-
Berlin). Ein UberschuB innerhalb gewisser Grenzen ist an sich
unschidlich. Die Blut-Eisenmischung bleibt nun unter hidufigem
Schiitteln einige (ca. 10) Minuten stehen; wihrend dieser Zeit
erfolgt bereits eine reichliche flockige Ausscheidung der Eiweil-
Eisen-Verbindung. Jetzt setzt man 1 g fein gepulvertes MgSO,
auf einmal hinzu und schiittelt nun kriftig 1—2 Minuten lang.
Will man aber spiter in der Losung die Zuckerbestimmung bei-
spielsweise nach Bertrand vornehmen, so muBl man, da das
Magnesiumsulfat stort, statt dessen Natrium- oder Kaliumsulfat
anwenden. Hiervon bereitet man sich eine etwa 109ige
Losung und setzt zu dem Eisengemisch 2—3 ccm der Salz-
losung zu. — Nach dem Elektrolytzusatz ist die Enteiweifiung
vollendet. Ist 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 geléstes Himo-
globin rotlich gefdarbt, so behandelt man noch nachtriglich mit
sehr kleinen Mengen — einige Tropfen bis mehrere Kubikzenti-
meter — der FEisenlosung, die man zweckméBig auch vorher
mit etwas Wasser verdiinnt. Am besten nehme man die etwa
notige Korrektur gleich in der urspriinglichen EisenlGsung vor.
Ein weiterer Elektrolytzusatz ist unnétig und auch nicht vor-
teilhaft, da er beim nachfolgenden starken Einengen stéren kénnte.
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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. Hiernach wird es mit wenigen Tropfen ver-
diinnter Essigsiure angesiiuert, auf einem nicht stark siedenden
Wasserbad auf wenige (3—5) ccm eingeengt und quantitativ in
einen graduierten Standzylinder von 10 cem Inhalt {ibergefiihrt.
Nachdem das Volumen der Fliissigkeit bestimmt ist, wird sie
filtriert, in die Polarisationsrohre eingefiillt und polarimetrisch
untersucht.

Bezeichnet man mit ¢ den aliquoten eingeengten Teil, mit z
den am Polarimeter abgelesenen in ¢ vorhandenen Prozentgehalt
an Zucker, ferner mit 1 das Volumen der Gesamtflussigkeit (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
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 mull man den Zucker
mittelst einer der bekannten Methoden quantitativ bestimmen.
Hierzu ist es aber nicht notwendig, dal man das eingeengte
Filtrat in einen graduierten Standzylinder uberfithrt, sondern
man bringt es quantitativ in das Erlenmeyer-Kolbchen, in dem
das Erhitzen mit Feblingscher Losung vorgenommen werden soll.

¢) Koalinmethode von Rona und Michaelis?).
50 ccm Blutplasma oder Blutserum werden mit der 15fachen
Menge Wasser versetzt und mit Essigsiure schwach angesiuert
(etwa so weit, bis die anfinglich entstehende Triibung 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 véllig klar. Spuren von Kaolin, die eventuell anféinglich
mit durchgehen, werden am besten erst nach dem FEinengen
des Filtrats durch Filtrieren entfernt. Man nutscht soweit wie
méglich ab, notiert das Volumen des Filtrats, das gewohnlich vier
Fiinftel der Gesamtfliissigkeit betrigt. Da die Konzentration
des Filtrates genau die gleiche wie die der im Kaolin zuriick-
bleibenden Fliissigkeit ist, kann die gefundene Zuckermenge auf

zu berechnen nach der Formel x = Die Polarisation

1) P. Rona und M. Michaelis, 1. 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
ausfuhrlich wiedergegeben. Beziiglich des Ban gschen Titrations-
verfahrens sei verwiesen auf S. 32.

Titrationsmethode nach Bertrand!). Das Prinzip der
Methode beruht auf der titrimetrischen Bestimmung des redu-
zierten Kupfers. Zu dem Zweck wird das gebildete Kupferoxydul
abfiltriert und in Ferrisulfat -+ Schwefelsdure gelost. Dabei
setzen sich die beiden Verbindungen um nach der Formel
Cu,0 4 Fe,(S0,); + Hy,SO, = 2CuS0, + 2 FeSO, 4 H,0 und das
entstandene Ferrosulfat 148t sich mit Kaliumpermanganat titri-
metrisch genau bestimmen.

Erforderliche Lésungen.

1. 40 g reines kristallisiertes Kupfersulfat werden in 300 ccm
destilliertem Wasser gelést und die Losung genau auf
1 Liter aufgefallt.

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 muf3, werden in 1 Literkolben mit 300 ccm
destilliertem Wasser gelost, dann 200 g konz. Schwefel-
séure vorsichtigeingetragen und auf 1 Liter aufgefillt. Die
Losung darf nicht Kaliumpermanganatlésung entfarben.

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

250 mg Ammonoxalat (genau abgewogen!) werden in einem
Becherglase in 50 cem destilliertem Wasser und 2 cem konz.
Schwefelsdure gelost, auf 60—80° C erwdarmt und nun aus einer
Biirette unter stindigem Umriihren so lange tropfenweise mit
der Permanganatlosung versetzt, bis eine bleibende Rosafirbung
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). 35, 1285. 1906.
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Ammonoxalatmenge mit der Zahl 0,8951. Wenn also, was meist
ungefiahr zutrifft, 22 cem Permanganatldsung zur Erreichung der
Rosafirbung verbraucht wurden, so entsprechen diese 22 cem
Permanganatlésung = 250 X 0,8951 mg Cu, mithin

2
1 com KMNO, — 775—935’23%?9?1 — 10,17 mg Cu.

Nach diesen Vorbereitungen wird die Zuckerbestimmung
selber folgendermaBlen ausgefiihrt:

20 ccm der Zuckerlosung, die am besten nicht mehr als 100 mg
Zucker enthilt, werden in einen 200 ccm fassenden Erlenmeyer-
Kolben gebracht und mit 20 cem der Kupferlosung (I) und 20 cem
der Seignettesalzlosung (II) versetzt. Alsdann erwdrmt man
zum Sieden und kocht nicht zu heftig genau 3 Minuten, vom
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 soll, 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, mul}
aber darauf achten, dafl mdglichst 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 (I1I), 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
16sen und saugt ab. 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 KMNO,-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 cem KMNO, = 10,17 mg Cu
entspricht, so ergeben 7,3 ccm KMNO, = 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 @201199 = 0,1919/,.
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Tabelle 10.

10 mg Glukose entsprechen 20,4 mg Cu | 56 mg Glukose entsprechen105,8 mg C
11 ” bl 7 22? +9 *r D ” ” 7 7‘ 7 ”
12 ” k2 7 2473 ”» »” ?8 M ” k2 10975 ” ”
18 ” 7 ” 2673 7 2 "'?9 ” b 2 111!1 1 7
14 " 7 ” 2873 k2 ” 60 k2 ” k] 11278 ” ”
15 2 9 ” 3072 ” ” 61 ” 7 7 114‘:75 7 ”
16 ” ” " 3272 7 ” 62 bl 7 » 11672 ”» 2
17 ” 77 k2 3472 1 ” 63 ” ” A 1‘1779 ” ”»
18 2 7 ” 3672 1 ) 6% 7 ” ” 119’6 ” ”
19 7 ” bl 8871 ” 7 6.0 ” ” bAl 12173 k2l 7
20 7 ”» " 4071 ” ” 66 ” k2l 2 12370 ” 1”7
21 kil 2 7 4270 ” 2 67 ” ”» 7 124’7 » ”
22 ” ” 77 43’9 kAl 2 68 ” 7 7 12674 79 2
23 kbl 7 ” 45”8_ » 2 69 ” ” ” 12871 2 ”
24 ”»” ” b 477‘ kAl k2l 70 2 ,7’ bl 1?978 Y ”
25 kb ” b2 4976 77 ” 71 7 ” 77 13174 7 ”
26 7 ” 7 ?1!5 1 ” 72 ” ” b 13871 ” 7
27 ” ” ” OE}’4 ” ” '73 ”» ” ” 134‘77 ” "
28 ” ” ” ?273 ” » { 74 ” 7 7 13673 7 ”
29 k2] ” ” o ‘72 2 ” 7'? 7 ” ” 13779 2 ”
30 ” ” ” 59’1 2 7 76 N » ki 13976 7 2
31 7 3 7 6.079 ” " 77 ” ” 7 141’2 7 ”
?2 ” 1 2 62’8‘ 2 ” 78 ” 2 ” 1427§ 7 7
53 7 ” ” 6476 ” " 79 2 7 7 144’0 ” ”
34 2 ” 7 6‘675 7 7 80 ” 7 ” 14671 7 ”
30 7 7 ” 6873 ” 2l 81 ” k2] 7 14777 ” »
3§ ” » 1 7071 2 ” 82 » ” ” 14973 7 ”
3‘ ” ” 7 7270 ” ” 83 kil kil ” 1507? bAJ ”
‘38 ” 7 ” 737§ 2 *) 84 7 " ” 1§2’O ” ”
59 ” 7 1”7 757( ” ” 85 ” 7 7 1?4’0 ” ”
40 ” ” ki 7775 ” 2 86 7 77 7 1(_)576 » ”
41 ” 77 ” 79?3 ” 2”7 87 b3 » ” 10772 7 ”
42 7 ”» ” 8171 k2] ” 88 " 77 7 15878 b2 ”
43 ” 7 ” 82’9 ” 7 89 ” ” " 16014 ” ”
44 7 (2 ” 84’7 ” 2 90 ” ” ” 16270 1 7
45‘ 2 ” » 86’4 ” ” 91 b ” ” 16376 7 ”
46 7 ” 7 8872 7 7 9‘2 7 ” ” 16‘572 7 "
47 k) ” 7 9079 7 2”7 95 ” 7 2 16677 ” .
48 ” * 77 9178 ” 2 94 7 ” L 16873 7 7
4:9 ” . Bl 7 9?76 ” 7 9‘? kil 7 ” 169’9 77 ”
00 ki 1 ” 9074 7 ” 9b ” 7 ” 17175 ” "
51 » 7 1”7 97,1 7 1 97 7 ” 7 17371 " 1
52 1 ” b 98’9 * 7 98 ” ” ” 17476 7 7
53 ” » ”» 10076 ” 7 99 ” ” ” 176’2 7 ”
54 " 7 7 10273 ” bAl 100 1 ” ” 17778 b2l ”
55 ” 1 ” 10471 ” ”

2. Zymase.

Eigenschaften. Sie ist dasjenige Ferment, welches der
Hefe und vielen Pilzarten die Eigenschaft verleiht, Zucker in
Alkohol und Kohlenséure zu zerlegen. Sie wirkt am besten bei



94 A. Kohlehydratspaltende Fermente.

28—30°, bei 40—50° wird sie zerstért. Organische und anorgani-
sche Sduren schidigen sie, auch gegen Alkali ist sie empfindlich,
von Salzen wirken vor allem Phosphate férdernd auf sie.

Vorkommen. Sie findet sich vornehmlich in den ver-
schiedensten Hefearten; auch Schimmelpilze liefern Prelsifte, die
zymaseartige Wirkung haben.

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

Man miBt die Géarkraft einer Zymaselosung gewichtsanalytisch
in der Weise, dal man ein Erlenmeyersches Kdélbchen von
100 ccm Inhalt mit 20 cem PreBsaft und 0,2 cem Toluol beschickt,
hierauf 8 g feingepulverten Rohrzucker portionenweise eintrigt
und unter Umschwenken innerhalb etwa 1 Minute 16st. Hiernach
verschlieft man das Kolbchen und bestimmt das Gewicht des
ganzen Apparates. Als Verschlul dient ein sogenanntes Gér-
ventil nach Meil31. Dieses ist ein einfaches Waschflaschchen,
enthaltend 1—2 cecm konzentrierte Schwefelsiure zum Trocknen
der austrémenden Kohlensiure und auf der anderen Seite mit
einem Bunsenschen Gummischlauchventill) versehen, welches
wohl den Austritt, nicht aber das Einstromen von Gasen von auflen
gestattet. Nach der Wéagung hilt man das Kolbchen stindig bei
einer Temperatur von 22° C. Nach Verlauf von 1 resp. 2 resp.
3 Tagen wird die Menge der gebildeten Kohlensidure gemessen, in-
dem das nunmehr ermittelte Gewicht von dem Anfangsgewicht ab-
gezogen wird (Verlustmethode von Buchner?). Auf diese
Weise 14t sich die Gérkraft verschiedener HefepreBsifte oder
von Dauerhefepraparaten bequem untereinander vergleichen.

Besonders dabei zu beachten ist, dal das Girventil stets
mittelst eines Glasschliffes auf das Erlenmeyersche Kolbchen
aufgesetzt wird. Gummistopfen sind nicht verwendbar, da durch
sie hindurch allm#hlich ein kleiner Toluolverlust stattfindet. —
Alle Garversuche werden am besten im Thermostaten bei 22° C
ausgefiihrt und man tut gut, stets mit Kontrollen zu arbeiten.

1) Das Bunsensche Gummischlauchventil stellt man sich in
der Weise her, daBl man einen 5 em langen schwarzen Gummischlauch von
0,5 mm Wandstarke, der an dem freien Ende durch ein Glasstibchen ver-
schlossen ist, in der Mitte durch einen 1 em langen Langsschnitt mit einem
scharfen Messer aufschlitzt.

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

3. Carboxylase.

Eigenschaften. Die Carboxylase ist ein von Neuberg?)
entdecktes Ferment, welches die Féhigkeit besitzt, zahlreiche
aliphatische und aromatische Ketosduren in lebhafte Garung zu
versetzen, indem sie aus diesen Verbindungen CO, 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 Gérung.

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

Nachweis.

Die Wirkung der Carboxylase ist bisher am genauesten an
der Brenztraubensiure (I) und der Oxalessigsiure (IT) untersucht
worden. Beide Substanzen werden zu Kohlendioxyd und Azet-
aldehyd vergoren nach den Gleichungen:

I. CH,.CO0.COOH = CO, + CH,.COH
II. COOH.CH,.C0.COOH = 2 CO, + CH,.COH.

Die Versuchsanordnung gestaltet sich so, daffl man eine Auf-
schwemmung von frischer Hefe in Wasser mit so viel wiisseriger
Brenztraubensiurelosung versetzt, dall die Konzentration der
Brenztraubensiure 19 nicht tibersteigt; danach stellt man das
Gemisch in den Brutschrank. Alsbald beginnt die Entwicklung
von Kohlensidure und gleichzeitig die Bildung von Azetaldehyd.
Es wiirde nun nicht geniigen, wie bei der Vergirung von Trauben-
zucker, die Kohlensiure zu bestimmen, sondern man muf}, will
man ganz sicher die Zersetzung der Brenztraubenséiure nachweisen,
den aus ihr gebildeten Azetaldehyd ermitteln.

Da Azetaldehyd bereits bei 21° C siedet, mufl der Géarkolben,
in dem sich das Hefe-Brenztraubensiduregemisch findet, mit einem
aus dem Brutschrank herausfiihrenden Kiihler verbunden sein.
Bei dieser Versuchsanordnung kann der gebildete Azetaldehyd
alsbald iiberdestillieren und in ein vorgelegtes Kolbchen auf-
gefangen werden.

1) (. Neuberg u. s. Mitarbeiter, Uber zuckerfreie Hefegiirung.
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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Fir den qualitativen Nachweis des Azetaldehyds im De-
stillat geniigt die Reaktion von Rimini mit Nitroprussidnatrium
+ Piperidin oder Didthylamin. Sie wird in der Weise ausge-
fithrt, dafl man ca. 1 ccm des Destillates mit 1-—2 cem verdiinnter
frischer Nitroprussidnatriumlésung versetzt und 1—2 Tropfen
5%, igen Didthylamins resp. Piperidins zufiigt. Bei Gegenwart
von Azetaldehyd entsteht sofort eine tiefblaue Férbung.

Will man die Wirkung der Carboxylase quantitativ messen,
so muBl man den gebildeten Azetaldehyd quantitativ bestimmen.
Zu dem Zweck fingt man den iiberdestillierenden Azetaldehyd
in ein Vorlegekdlbchen auf und setzt das solange 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 augenblicklich Azetaldehyd-p-Nitrophenyl-
hydrazon aus. Man wartet eine Stunde, saugt dann den ge-
samten Niederschlag auf einem gewogenen Goochtiegel ab, trocknet
bei 90° und stellt die Menge des gebildeten Produktes durch
Wiagung fest.

Das Azetaldehyd-p-nitrophenylhydrazon schmilzt bei 127° bis
128° C und bildet gelbe Nadeln. 179 g Azetaldehyd-p-nitrophenyl-
hydrazon entsprechen 44 g gebildetem Azetaldehyd und 88 g ver-
gorener Brenztraubensiure. Man hat demnach die fiir das Hydr-
azon gefundene Zahl mit dem Faktor 0,49 zu multiplizieren und
erfahrt so die Menge der zersetzten Brenztraubensiiure.

Besonders zu beachten ist, dall Versuche iiber zuckerfreie
Géarungen am besten mit den freien Siuren angesetzt werden
miissen. Denn die Salze geben Anlaf zur Entstehung von Karbo-
naten. Das entstehende Karbonat aber veréindert sehr bald den
Azetaldehyd, indem er teils zu #-Oxybuttersiure kondensiert, teils
in harzige Produkte iibergeht. — Man kann auch die Alkalisalze
verwenden, dann mufl man aber die Alkalinitit durch Zufiigen
eines ,,Puffers’ regulieren. Nach Neuberg und Rosenthal?)
eignen sich hierfiir am besten Arsenigsdure und Borsdure. Die
Zusatze wihlt man so, daBl die Reaktion auf Lackmus schwach
sauer ist.

Bei anderen Ketosiiuren, die der zuckerfreien Gérung fihig
sind, z. B. der a-Ketobuttersiure, CH,;.CH,.CO.COOH, verfihrt
man genau S0 wie oben angegeben und scheidet den entstehenden
Propionaldehyd gleichfalls als p-Nitrophenylhydrazon ab.

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

1) C. Neuberg und Rosenthal, Uber zuckerfreie Hefegirung, XI.
Biochem. Zeitschr. 51, 128, 1913.
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Kohlensaureentwicklung beobachten will. Man schiittelt dann
etwa 12 ccm einer 19 igen Brenztraubenséure- oder Oxalessig-
sdurelésung mit 2 g Hefe griindlich durch, fiillt das Gemisch in
eine der ublichen Gérungsrohren nach Schroetter, schlieBt das
R6hrechen 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 Verlauf von 20 bis 25 Minuten ist das Roéhrchen mit
Brenztraubenséure zu ca. 3/, das mit Oxalessigsiure etwa zur
Hilfte ausgegoren. Zum Beweise, dal} das gebildete Gas reines
Kohlendioxyd ist, bringt man in den langen Schenkel des Garungs-
rohrehens etwas Kalilauge und beobachtet dann eine heftige und
vollstindige Absorption des Gases. — Auch den Nachweis der
Bildung von Azetaldehyd kann man hierbei qualitativ fiihren,
indem man aus dem offenen Schenkel des Gérréhrchens etwas
von dem Gérgut entnimmt, mit Wasser verdiinnt, durch Zusatz
von kolloidalem Eisenhydroxyd klédrt und in dem klaren Filtrat
die Azetaldehydreaktion nach Rimini (s. o.) ausfiihrt.

Zu Girversuchen, sowohl zuckerhaltigen wie zuckerfreien,
verwendet man entweder Aufschwemmungen von frischer
PreBhefe oder HefepreBsaft oder Losungen aus Dauer-
hefeprédparaten.

Darstellung von Hefepresaft nach Buchner?).

Das Verfaliren zerfillt in folgende Abschnitte:

1. Waschen der Brauereihefe, 2. Entwissern 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.

Im einzelnen gestaltet sich die Ausfiihrung folgendermaflen:

Die aus der Brauerei bezogene Hefe wird in der Weise ge-
waschen, daBl man sie auf ein Haarsieb ausbreitet und sie mittels
aufgegossenen Wassers durch das Sieb in hohe Gefille (25 1 Inhalt)
mit Wasser hindurchschwemmt. Nachdem sich die Hefe zu Boden
gesetzt hat, hebert man das dariiberstehende Wasser ab. Dieser
ganze Waschprozell wird zwei- bis dreimal wiederholt, bis das
Waschwasser klar und farblos bleibt. Schliellich koliert man die
Hefe durch ein Koliertuch auf einem Filtrierrahmen, schligt das
Koliertuch in ein PreBtuch ein und prefit die Masse in der hydrau-
lischen Presse 5 Minuten lang bei einem Druck von 50 Atmosphéiren,
um die Hefe moglichst zu entwiissern. Die entwisserte Hefe wird

1 E. und H. Buchner und M. Hahn, 1. ¢. S. 458.
Wohlgemuth, Fermentmethoden. 7
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hierauf in einer groflen Schale mit feinem Quarzsand und mit
Kjeselgur oder Infusorienerde im Verhédltnis von 1000 g ent-
wisserte Hefe, 1000 g Quarzsand und 2—3000 g Kieselgur zu-
nichst mit den Hénden tiichtig gemengt und durch ein grobes
Sieb geschlagen und dann in einer Reibeschale griindlichst zer-
rieben. Hierbei zerreilen die scharfen Quarzsplitter die Hefe-
zellen und die von den Zellen entleerte Fliissigkeit wird sofort
von dem #uBerst volumindsen Kieselgur aufgesaugt. Xs mufl
s0 lange zerrieben werden bis sich die teigférmige Masse von selbst
zusammenballt und von der Wandung der Reibeschale ablost,
was fiir eine Portion von 300—400 g des Gemenges 214—3 Minuten
dauert. Da der Erfolg des ganzen Verfahrens von der méglichst voll-
standigen Zertrimmerung der Hefezellen abhéingt, ist eine mikro-
skopische Kontrolle sehr wiinschenswert. — Das Prefituch, in
welches die teigformige Masse eingeschlagen werden soll, wird
vor dem Gebrauch mit kaltem Wasser griindlich getrinkt und
hernach in der hydraulischen Presse bei 50 Atmosphédren Druck
von dem UberschuB an Wasser befreit. Hiernach kommt das
Hefegemisch in das PreBituch und wird in einer hydraulischen
Presse bei einem allmihlich bis auf 300 Atmosphéren steigenden
Druck ausgeprefit. Der abflielende Saft tropft direkt aus der
Presse auf ein gew6hnliches Faltenfilter und fliet durch dieses
in ein in Eiswasser stehendes Gefal. Die Ausbeute von PreBsaft
aus 1 kg Hefe schwankt fiir gewShnlich zwischen 450 und 500 cem.
— Da der riickstdndige Preflkuchen noch sehr erhebliche Mengen
von Zymase enthdlt, kann man durch wiederholtes Zerreiben und
Auspressen, besonders bei abermaligem Zusatz von Wasser, noch
sehr wirksame Prefisifte erzielen.

Die so gewonnene Zymaselosung ist nur kurze Zeit wirksam,
schon nach mehrtigigem Stehen ist sie vollig inaktiv. Etwas
langer wirksam hilt sie sich im gefrorenen Zustand, doch 1a8t
ihre Wirksamkeit auch so bald nach.

Das Verschwinden der Zymase aus Hefeprefisiaften beruht
darauf, daf 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 HefepreBlsaft 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 Eiweif3 durch
Filtration getrennt. Hiernach wird das Filtrat auf dem Wasser-
bad zu einem diinnen Sirup eingeengt und ist als Koenzym-
Iésung so gebrauchsfertig.

Man kann sich Kochsaft auch in der Weise herstellen, daf3
man frische (bis auf 709, Wassergehalt) abgeprefte Hefe auf dem
Wasserbad erhitzt und die abzentrifugierte Losung als Koenzym
verwendet. Ein Unterschied in der Wirksamkeit der beiden Koch-
safte besteht nicht. Die Kochséfte behalten lange Zeit ihre Wirk-
samkeit. — Eine andere Methode zur Darstellung von wirksamem
Kochsaft haben Harden und Young!) angegeben; sie beruht auf
der Filtration von Hefesaft durch ein Gelatinefilter.

Viel linger haltbar als in HefepreBsiften ist die Zymase in
Dauerhefeprdparaten. Fir deren Darstellung sind mehrere
Methoden angegeben, ich teile aber nur 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 Atmosphéren ausgeprefit, 500 g davon zwischen
den Hiénden zu einem groben Pulver verrieben und auf ein Sieb
(100 Maschen auf 1 qem) verteilt. Nunmehr wird das Sieb in eine
flache Schale, in der sich 3 1 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 hidufigem
Umriihren noch 10 Minuten im Azeton liegen. Hierauf wird nach
kurzem Absetzen die Fliissigkeit grofitenteils abgegossen und die
Hefe in einer Nutsche auf gehértetem Filtrierpapier unter kréfti-
gem Anpressen mit einem geeigneten Stempel moglichst trocken
abgesaugt. Den nunmehr grob zerkleinerten Hefekuchen iiber-
gielt man aufs neue in der Schale mit einem Liter Azeton, riihrt
2 Minuten durch und saugt die Fliissigkeit wieder auf der Nutsche
moglichst vollstindig ab. 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. ¢. S. 265,

'7*
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durchgeknetet und auf der Nutsche vom Ather befreit. Hiernach
wird die Hefe auf Papier ausgebreitet, 145—1 Stunde im Zimmer
an der Luft gelagert und schlieflich durch 24stiindiges Erwdrmen
im Trockenschrank bei 45° C vollig getrocknet. — Die so ge-
wonnene Azeton-Dauerhefe stellt ein fast weiBles, staubtrockenes
Pulver dar, das unter dem Namen ,,Zymin‘‘ bei Schroder, Miinchen,
LandwehrstraBe 45, erhiltlich ist. — Das Préaparat bleibt monate-
lang gut wirksam.

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

Darstellung von Trockenhefe und Hefesaft nach
v. Lebedew?).

Ein Eimer frische Brauereihefe wird in einen Behilter von
50 | Inhalt gegossen und in das Gefal direkt aus der Wasserleitung
Wasser langsam hineingelassen, indem man von Zeit zu Zeit die
Hefe mit einem Stock umriihrt. Man wischt so lange bis das Wasser
klar und ungefirbt abflielt und 188t darauf die Hefe gut absetzen.
Ist man gezwungen mit der Verarbeitung bis zum néchsten Tage
zu warten, so 14t man die Hefe im Wasser liegen, tut aber im
Sommer, um die Temperatur moglichst niedrig zu halten, ein
groBes Stiick Eis in den Behélter. Das iliber der Hefe stehende
Wasser wird dekantiert, die Hefe auf ein diinnes Filtriertuch ge-
bracht, sobald das Wasser abgelaufen ist, in ein Preltuch ge-
schlagen und mit einer gewohnlichen Handpresse ausgeprefit, bis
die Masse so trocken wird, da man sie durch ein 5 mm-Sieb
leicht durchsieben kann. Die durchgesiebte Hefe breitet man auf
Filtrierpapier in diinner Schicht aus und 188t sie im Trockenschrank
oder Thermostaten bei 25—30° C trocknen, was meist zwei Tage
in Apspruch nimmt. Die nach dieser Vorschrift hergestellte
Trockenhefe, die mehrere Monate ihre Wirksamkeit unverindert
behalt, ist bei Schroder, Miinchen, Landwehrstralle 45, kauflich
zu haben. —

Zur Herstellung von wirksamem Hefesaft rithrt man 50 g
Hefe mit 150 ccm Wasser in einer Schale zu einem homogenen
Brei an, 148t den Brei zwei Stunden im Thermostaten bei 35° C
oder sechs Stunden bei 25° C stehen und filtriert dann durch einen
Faltenfilter. Man erhilt auf diese Weise einen klaren Saft, der
weit grolere Gérkraft besitzt als der Buchnersche PreBsaft.
Im Sommer ist es ratsam, das Filtrat unter Eiskiihlung aufzu-
fangen.

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



B. Fettspaltende Fermente (Lipasen,
Esterasen).

Sie haben die Fahigkeit, Fett und fettihnliche Koérper 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 eigentliche Lipase (Steapsin), Lezithinase,
Monobutyrase, Esterase.

1. Die eigentliche Lipase (Steapsin).

Sie spaltet neutrales Fett unter Aufnahme von Wasser in
Glyzerin und Fettsiduren.

Vorkommen. Sie ist im Tier- und Pflanzenreich weit ver-
breitet. Im tierischen Organismus findet sie sich im Pankreas
und Pankreassaft, im Magensaft, im Darmsaft, in der Leber,
der Lunge, dem Knochenmark, ferner im Hithnerei. Im Pflanzen-
reich hat man sie beobachtet in verschiedenen Samen, speziell
im Rizinussamen, im Kiirbis, in Kokosfriichten, in héheren und
niederen Pilzen, in Bakterien und in der Hefe.

Nachweis.

Er geschieht im Prinzip in der Weise, dall man die zu
untersuchende lipasehaltige Losung auf irgend ein Neutralfett
einwirken I1af3t und danach feststellt, ob das Gemisch seine Reak-
tion gegen friiher gedindert hat. Hat eine Fettspaltung stattge-
funden, so mufl die Mischung einen mehr oder weniger hohen
Siuregrad angenommen haben. Dieser ist um so groBer, je mehr
Fett gespalten worden ist.

a) qualitativ.

Qualitativ ist der Nachweis der Fettspaltung so zu
fiihren, dal man 2 Kélbchen mit gleichen Mengen der zu unter-
suchenden Fermentlosung beschickt, in dem einen, zur Kontrolle
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dienenden das Ferment durch Kochen zerstért und nun zu beiden
Kolbchen gleiche Quantititen (10 ccm) einer neutralen Fett-
emulsion oder Milch zugibt. Hiernach fiigt man zu beiden Por-
tionen so viel Alkali zu, dafl 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 geidindert hat.
Hat eine Fettspaltung stattgefunden, so muf} in diesem Kolbchen
wegen der entstandenen freien Fettsiiuren die Losung eine rote
Farbe angenommen haben, wihrend 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 Fettsduremenge durch Titration mit Y/,, normal-
Natron%auge quantitativ bestimmt.

Erforderliche Lésungen.

1. Fermentlésung.

Uber Darstellung von Organextrakten etc. s. unten.

2. Olemulsion.

Nach Kanitz?l) stellt man sie in der Weise her, dal man
zu kduflichem Olivendl oder Rizinusol so lange 1/, 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 erhilt man eine
vollkommen gleichméaBige Emulsion, die wochenlang haltbar ist.

3. 1/,, normal-Natronlauge.

4. 19,ige alkoholische Phenolphthaleinlgsung.
5. 96 % igen siurefreien Alkohol.

6. Saurefreier Ather.

Ausfithrung. Je 2—5 ccm Fermentlosung werden in zwei
Kolbchen mit je 10,0 cem Olemulsion und etwas Toluol versetzt
und 10—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 9, igem Alkohol und 5 cem Ather, sowie
mit 3 Tropfen Phenolphthalein versetzt und mit !/,,-normal-Na-
tronlauge bis zum Eintritt der ersten Rosafirbung titriert. Aus

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

Methode von Volhard-Stade?).

Sie beruht im Prinzip darauf, da das Verdauungsgemisch mit
Ather und etwas Alkohol ausgeschiittelt wird, und daB in einem ali-
quoten Teil des Atherextraktes zuerst die freien Fettsiuren und
nach Verseifung des Neutralfettes die in diesem gebundenen
Fettsiuren titrimetrisch bestimmt werden. Aus den Titrations-
werten 1Bt sich dann die GroBe der Fettspaltung in Prozenten
berechnen.

Erforderliche Losungen.

1. Fermentlésung.

Herstellung s. unten.

2. Eigelbemulsion.

Drei Eigelb werden in einem Kélbchen mit 100 ccm Wasser
versetzt und so lange geschiittelt, bis eine gleichmifige Emulsion
entstanden ist.

. Saurefreier Ather.

. 96 9 iger Alkohol.

. 19,ige alkoholische Phenolphthaleinlésung.
. 1/,o normal-Natronlauge.

.Y, normal-Natronlauge.

. Y, normal-Schwefelséure.

Ausfithrung. 2—5 com Fermentlosung werden in einem
150—200 ccm fassenden Kolbchen von Jenenser Glas mit 10 cem
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 cem Alkohol ibergossen, gut verschlossen und so
lange kriftig geschiittelt, bis der oben aufsitzende Ather einen
intensiv gelben Farbenton zeigt, ein Beweis, dall Neutralfette
und Fettsduren in geniigender Menge extrahiert sind. Es ist nicht
notig, simtliche Fette und Fettsduren zu extrahieren, da die Spal-
tung in Prozenten ausgedriickt wird und Fett und Fettsiuren

W =TS Ot W

D] w. giajde, Untersuchungen iiber das fettspaltende Ferment des
Magens. Hofmeisters Beitr. 3, 291. 1903.
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stets in gleichem Verhiltnis in den Ather iibergehen. — Sobald
nach Beendigung des Schiittelns sich der Ather von dem Ver-
dauungsgemisch getrennt und gekldart hat, werden 50 ccm des-
selben in ein Erlenmeyerkdlbchen gegossen, mit 50 cem séure-
freiem Alkohol und ein paar Tropfen Phenolphthalein versetzt
und mit 1/;on NaOH bis zum Eintritt des ersten roten Farben-
tones titriert (I. Titration). — Hiernach werden genau 10,0 ccm
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 !/, n H,SO, zugefiigt und nun die
aus dem Neutralfett freigewordenen Fettsduren abermals mit
/00 NaOH titriert (II. Titration). — Da durch die Verseifung
das Glas angegriffen wird, so empfiehlt es sich, die Kolbchen
vor dem wiederholten Gebrauch auszudampfen.

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

1.100

I4+ 11

An einem

abgespaltenen Fettsduren nach der Formel

Beispiel sei die Berechnung durchgefiihrt

I. Titration: durch Lipase abgespaltene Fettsiuren

= 16,3 ccm 1/, n NaOH
I1. Titration: durch Verseifung abgespaltene Fettsduren

= 19,2 cem 1/, n NaOH

I 4 IT Summe der Fettsiuren = 35,5 ccm /;,on NaOH
Mithin betrigt die Menge der durch die Lipase abgespaltenen

163.100 .,
—Egﬁ“—— 45,9 A).

Fettsauren =

2. Lezithinase.

Sie hat die Fahigkeit, Lezithin in seine einzelnen Kompo-
nenten zu zerlegen.

Vorkommen. Sie findet sich fast iiberall dort, wo das
Steapsin anzutreffen ist, also in der Leber, Niere, Pankreas und
Pankreassaft, Darmsaft, Blut, Aszites, Hydrozelenflissigkeit und
auch in verschiedenen Samen, besonders in Rizinussamen und
Bakterien und Pilzen, speziell in der Hefe.

Nachweis.

a) qualitativ.

Er geschieht in ganz analoger Weise wie beim Steapsin.
Man stellt sich aus dem im Handel befindlichen Lezithin eine
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2—39%,ige wisserige Lezithinemulsion her und lifit auf diese
das zu untersuchende Ext