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MEINEM LIEBEN FREUNDE 

LEONOR MICHAELIS 
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V orwort zur ersten Anflage. 
Das vorliegende Buch verfolgt lediglich praktische Zwecke. 

Es soIl ein kurzer Wegweiser bei der Arbeit mit Fermenten sein. 
Ausfiihrungen iiber Eigenschaften und Vorkommen der Fermente, 
iiber Systematik u. dgl. konnten unterbleiben, da wir aus­
gezeichnete Handbiicher besitzen, die iiber aIle diese Fragen 
geniigend unterrichten. Die methodischen Vorschriften wurden 
hingegen so ausfiihrlich mitgeteilt, daB man nach ihnen arbeiten 
kann. Es wurde auch versucht, aIle zu der Ausfiihrung der betref­
fenden Untersuchungen notigen Angaben, trotz der gebotenen 
Ktlrze, in dem Buche selbst zu bringen. Rein chemische und 
physikalisch-chemische Methoden sind gleicherweise beriicksich­
tigt. Eine vollzahlige Aufzahlung aller in Betracht kommenden 
Methoden war natiirlich nicht moglich; sie wurde auch nicht 
beabsichtigt. Bei der Fiille des Materials ist es jedoch wahrschein­
lich, daB die eine oder andere Methode, die wohl hatte Platz 
finden miissen, iibersehen worden ist. 

Bei der Sammlung und Sichtung des Materials leistete mir 
Herr Dr. med. K. Meyer sehr wertvolle Hilfe. Bei der Korrektur 
waren mir die Herren Dr. W. Deutsch, H. Kleinmann, 
H. Weber und besonders die Herren Dr. E. Mislowitzer 
und H. Nicolai behilflich. Die Abbildungen auf Seite 17, 34, 
36, 272 verdanke ich Herrn cando chem. R. Ammon. 

Allen diesen Herren sage ich meinen aufrichtigsten Dank. 

Ber lin, April 1926. 
P. Rona. 

V orwort zur zweiten Auflage. 
Seit dem Erscheinen dieses Werkes ist in der Fermentmethodik 

so eifrig gearbeitet worden, daB fast jeder Abschnitt der friiheren 
Auflage mehr oder weniger wesentliche Anderungen und Ergan­
zungen erfahren muBte. Vollstandigkeit wurde auch diesmal nicht 
erstrebt. Der ganze Text wurde griindlich revidiert. 

Fiir wertvolle Hilfe bin ich Frau Dr. Neuenschwander­
Lemmer und besonders den Herren Dr. R. Ammon und 
Dr. H. Fischgold aufrichtigen Dank schuldig. 

Berlin, Oktober 1931. 
P. Rona. 
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Allgemeiner Teil. 

Allgemeines fiber Darstellung der }-'ermente. 
Bei der Darstellung von Fermenten handelt es sich darum, 

Losungen oder feste Praparate zu gewinnen, die die dem Ferment 
eigentumlichen Wirkungen in starkerer Weise als das Ausgangs­
material zeigen und dabei von Begleitstoffen moglichst frei sind. 

Zur Gewinnung von fermenthaltigem Material sind prinzipiell 
zwei Methoden moglich: 

1. Die Gewinnung von fermenthaltigem Sekret, z. B. Speichel, 
Magensaft, Verdauungssaften unter Anwendung der Methodik der 
Fistelanlegung von Pawlow und seiner Schulel). 

2. Die Gewinnung von fermenthaltigen Praparaten aus den 
fermentfuhrenden Organen oder Zellen durch Extraktion. Diese 
Art der Gewinnung der fermenthaltigen Safte (bzw. Preilsafte) 
aus den Organen ist die am haufigsten angewandte. 

Die Organe der groileren Haustiere werden sofort nach dem 
Schlachten moglichst sauber entnommen. Zum Transport werden 
sie mit einem geeigneten Antiseptikum versetzt (siehe unter Kon­
servierung) und hei einer niedrigen Temperatur gehalten. Die 
Organe kleinerer Tiere werden, wenn moglich, nach den Regeln 
der Asepsis entnommen. Zur Entfernung des Blutes werden die 
Organe vorher mit Ringerlosung, physiologischer KochsalzlOsung 
oder mit einer anderen geeigneten Spulflussigkeit durch die Ge­
£aile durchgespult. 

Zur Zerkleinerung werden die Organe mit der Schere grob 
zerschnitten, von den bindegewebigen Anteilen moglichst befreit 
und mit Quarzsand in der Reibschale zerquetscht. Auch die 
verschiedenen Formen von Fleischzerkleinerungsmaschinen konnen 
in Anwendung kommen. Eine Form, die sich speziell fur die 
vorliegenden Aufgaben eignet, ist von Lata pie angegeben worden. 

Eine sehr griindliche Zerkleinerung gelingt in gefrorenem Zu­
stande. Vorteilhaft wird man dazu Kaltemischungen anwenden. 

1) Siehe z. B. London: Abderhaldens Handb. d. bioI. Arbeitsmeth. 
Bd.3, S.74. 1910. 

Rona, Fermentmethoden, 2. Anflage. 



2 Allgemeines tiber Darstellung der Fermente. 

Kossel hat eine Methode und Apparatur beschrieben, bei der die 
Organe mittels fliissiger Kohlensaure gefroren und dann durch 
sehr rasch rotierende Messer sehr fein zerschnitten werdenl ). 

Gut gelingt die Zerkleinerung speziell von Muskulatur nach 
G. Lyding 2). Die Muskeln kommen sofort nach der Ent­
nahme in ein Dewarsches StandgefaB mit fliissiger Luft. Dann 
werden die Muskeln in eine einfache Schicht guter Verbandgaze 
eingeschlagen und in einer mit fliissiger Luft gekiihlten Porzellan­
schale und mit ebenso behandeltem Pistill zermahlen. Gleichzeitig 
erreicht man bei der tiefen Temperatur ein Sistieren aller fer­
mentativen Prozesse (siehe auch Muskelglykolyse, S. 233). 

Der mit Quarzsand zu einer kompakten Masse zerriebene 
Brei kann in einer Presse weiter ausgepreBt werden (vgl. Spez. 
Teil, S.21O, bei der Gewinnung des HefepreBsaftes). Oder man 
gewinnt die schwer von der Zelle trennbaren Fermente ("Endo­
enzyme"), indem man die Zelle der Autolyse, dem spontanen Zer­
fall der Zellstruktur nach dem Tode. iiberlaBt (vgl. S. 213). 

Der Extraktion von fermentfiihrendem Material geht 
meistens eine Trocknung voraus. Eine solche erreicht man mittels 
verschiedener Methoden. Man kann das zermahlene Material mit 
Alkoholather behandeln (wegen dessen nicht indifferenter Natur 
nicht immer durchfiihrbar). In anderen Fallen wird der fein 
zermahlene Organbrei mit etwas Toluol versetzt, auf Glas­
platten gestrichen und mittels eines warmen Luftstromes (Venti­
lator oder Fohnapparat) schnell getrocknet. Danach wird das 
Material in einer Farbmiihle fein zermahlen [Wiechowski3)]. 
Um temperaturempfindliche, fermenthaltige Fliissigkeiten schnell 
einzudampfen und zu trocknen, bedient man sich zweckmaBig 
eines Ventilatortrockenschrankes. Die Luft wird vorgewarmt 
und mittels eines Ventilators iiber die in flachen Schalen befind­
lichen Fliissigkeiten getrieben. Auf demselben Prinzip beruht 
auch der Faust-Heimsche Trockenapparat. Die gut getrock­
neten Praparate sind meist lange in voller Aktivitat haltbar und 
stellen die iibliche Handelsform von Fermenten dar. 

Bei den Darstellungsmethoden im spez. Teil ist bei jedem Fer­
ment das geeignete Extraktionsmittel des Fermentes aus dem 
Organbrei oder dem getrockneten Material angegeben. Ais solche 
kommen in Betracht Wasser, physiologische KochsalzlOsung oder 
£line wasserige Losung von einer bestimmten Aziditat, femer Gly-

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.33, S. 5. 1901. 
2) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 113, S. 226. 1921. 
3) Hofmei,ters Beitr. Bd.9, S.233. 1907 und Abderhaldens Arbeits­

methoden Bd. 3, S. 282. 1910. 



Auswahlende Adsorption und Elution. 3 

zerin. Zur ausgiebigen Durchmischung von Organbrei und Fliissig­
keit wird eine Zeitlang im Schiittelapparat geschiittelt. Manche Fer­
mente (wie z. B. Lab) werden jedoch durch andauerndes Schiitteln 
geschiidigt. Die Wahl des Extraktionsmittels richtet sich nach 
del' Loslichkeit des Ferments im Extraktionsmittel bei moglichst 
geringer gleichzeitiger Extraktion von Begleitstoffen. Auch darf 
natiirlich das Ferment durch das Extraktionsmittel nicht geschadigt 
werden. 

Die meisten Fermente sind in Glyzerin lOslich. Die Glyzerin­
extrakte haben den Vorzug, nul' wenig EiweiBstoffe zu ent­
halten und del' Ansiedlung von Bakterien sehr hinderlich zu sein; 
auBerdem sind die Fermente in Glyzerin meist sehr stabil (siehe 
Lipase, Trypsin, Amylase))). 

Die wasserigen odeI' glyzerinhaltigen Fermentextrakte werden 
vori dem Organbrei durch Filtrieren, Kolieren odeI' durch Zen­
trifugieren getrennt und konnen in manchen Fallen gleich zum 
Versuch benutzt werden. Meist ist abel' eine weitere Reini­
gung del' Fermente (bzw. Fermentgemische) notig, wie sie im 
speziellen Teil fiir jedes Ferment beschrieben ist. 

Auswahlende Adsorption und Elution. 
Die von Willstatter eingefiihrten Methoden del' auswah­

lenden Adsorption und Elution beruhen darauf, daB die einzel­
nen Fermente gegen verschiedene Adsorbentien sich verschie­
den verhalten, indem ein Ferment von diesem, ein anderes von 
einem anderen Adsorbens adsorbiert wird. Das ermoglicht die 
Isolierung einheitlicher Fermente aus Fermentgemischen. Da die 
Begleitstoffe vom geeigneten Adsorbens unter Umstanden nicht 
aufgenommenwerden, so gelingt auf diese Weise aucheine mehroder 
weniger weitgehende Reinigung del' Fermente. Ebenso "auswah­
lend" kann die Loslosung (Elution) del' Fermente vom Adsorbens 
bei zweckmaBiger Auswahl del' Elutionsmittel gestaltet werden. 
"Es gibt nul' eine einzige allgemeine Methode fiir die Isolierung del' 
Enzyme, die Anwendung del' auf kleinen Affinitatsbetragen, auf 
Affinita tsresten beruhenden Adsorptionsvorgange" (Will s tat tel') . 
MaBgebend fUr die Adsorption sind eine Reihe von Faktoren: 
Die Natur des Adsorbens, seine Darstellungsweise, seine elek­
trische Ladung, del' Reinheitsgrad del' fermenthaltigen Losung, 
das Reaktionsvolumen, die Natur des Losungsmittels (Wasser, 
Alkohol, Glyzerin), die Anwesenheit von Elektrolyten, die Wasser­
stoffionenkonzentration usw. 

1) Vgl. Oppenheimer-Kuhn: Die Fermente. 5. Aufl., S.47. 1926. 
1* 
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Als MaB fiir die Adsorption dient nach R. Willstatter der 
Adsorptionswert (A. W.). Er gibt die Anzahl Enzymeinheiten 
(siehe diese) an, die unter bestimmten Bedingungen von 1 g des 
Adsorptionsmittels (z. B. A120 a) aufgenommen werden. Die Fest­
stellung des A. W. dient dazu, bei der praparativen Reinigung 
von Fermenten dasjenige Adsorbens auszuwahlen, das in mog­
lichst kleiner Menge ein.Maximum an Adsorbendum aufnimmt. 

Als Adsorbentien dienen meistens Kaolin und Tonerde, ge­
legentlich kommen noch andere Stoffe in Frage, z. B. Tannin, 
Cholesterin. Wenn im spez. Teil bei der Reinigung der Fermente 
Einzelvorschriften gegeben werden, so sollen diese nur ein Schema 
der Arbeitsmethodik bedeuten. Dem Untersucher fallt jedoch 
jeweils die Aufgabe zu, nach den skizzierten Angaben im 
gegebenen Fall seine optimalwirkenden Adsorbentien und deren 
optimale Bedingungen selbst auszuprobieren. 

Fiir die Befreiung der Fermente aus ihrer Bindung, die Elution, 
gilt in theoretischer und praktischer Hinsicht prinzipiell das 
gleiche wie fiir die Adsorption. Die Zerlegung der Adsorbate, die 
im Gegensatz zur Adsorption eine meBbare Zeit erfordert, wird 
gewohnlich durch eine Anderung des Reaktionsmilieus ermoglicht. 
Als Eluentia eignen sich sekundare Alkaliphosphate oder ver­
diinntes Ammoniak gut. 

Aluminiumhydroxyd als Adsorbens. 
Aluminiumhydroxyd AI). Das Verfahren fiir Aluminium­

hydroxyd A lehnt sich an das fiir B (vgl. S. 5) an. Dieses, das 
erste Poly-Hydroxyd, wird durch Erhitzen mit Ammoniak an­
hydrisiert unter voller Schonung seiner plastischen Form. 250 g 
A12(S04)a '18H20 in 750 cma Wasser erwarmtman auf 550 und tragt 
die Losung auf einmal unter starkstem mechanischem Riihren in 
2,51 auf 55° erwarmtes Ammoniak von 15 Gew.-% ein. Die Tem­
peratur steigt auf 58 ° und wird unter fortgesetztem Riihren eine 
halbe Stunde zwischen 55 und 60° gehalten. Die sehr voluminose 
Fallung wird wahrend des Digerierens etwas diinner, aber nicht 
eben flockig. Dann wird die Mischung, die man nicht von der 
Mutterlauge zu trennen braucht, in einen 5l-Kolben mit einge­
schliffenem Kiihler umgefiillt und darin 48 Stunden in gelindem 
Sieden erhalten. Die Fliissigkeit bleibt dabei geniigend ammonia­
kalisch, etwa 10proz. Danach wird die Suspension im Dekantier-

1) Vgl. Willstatter und Kraut. Ber. d. dtsch. chem. Ges. Bd.56, 
S. 149. 1923; Bd. 57, S. 58. 1924 und Bd.57, S.1082. 1924. - Vgl. zur 
Darstellung der Tonerdehydrate auch Grassmann: Neue Methoden und 
;Ergebnisse der Enzymforschung. Miinchen: J. F. Bergmann 1928. 
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topf auf 121 verdunnt und unter mogliehst vollstandigem Dekan­
tieren haufig mit Wasser gewasehen. Am best en vor dem vierten 
Male wird der Niedersehlag zur Zerlegung noeh vorhandener 
Spuren basischen Sulfats mit 1/2 I 15proz. Ammoniak verruhrt. 
Dann waseht man so lange aus, bis das Wasser drei aufeinander­
folgende Male nieht mehr klar geworden ist. Wahrend der letzten 
Wasehungen wird der Niedersehlag immer kompakter, so daB am 
Ende die Wasehflussigkeit von dem am Boden klebenden plasti­
sehen Gele vollstandig abgegossen werden kann. Daran erkennt 
man, daB das Auswasehen genugt. 

Darstellung von Aluminiumhydroxyd E1). (Geeignet 
zur Adsorption von Invertase und Lipase). 

Die siedende Losung von 500 g A12(S04h + 18 H 20 in F/2 1 
Wasser tragt man auf einmal und unter kraftigem meehanisehen 
Ruhren in 51 20proz. Ammoniak ein, die im Emailtopf auf 50° 
erwarmt sind. Die Temperatur geht auf 70°; man fahrt mit dem 
Ruhren noeh 1/2 Stunde fort und laBt die Temperatur auf 60° 
sinken. Man dekantiert, waseht unter Dekantieren noeh dreimal 
mit Wasser naeh und ersetzt die obige Lauge dureh 41 20proz. 
Ammoniak. Mit diesem erwarmt man wieder im Emailtopf unter 
lebhaftem Ruhren eine 1/2 Stunde auf 60°. Naeh dem Erkalten 
gieBt man die Suspension in einen glasernen Filtrierstutzen von 
12 1 Inhalt und waseht sie unter mogliehst vollstandigem Dekan­
tieren haufig mit Wasser, namlieh bis sie sieh nieht mehr klar 
absetzt und dann noch zwei weitere Male. Die Sorte B ist eine 
sehwaeh gelbliehe, zahe, plastisehe Masse. 

Je vorsiehtiger die Fallung des A12(S04h mit Alkalien ge­
sehieht, desto mehr nahert sieh der Niedersehlag in seiner Zu­
sammensetzung und im Verhalten der Base Al(OHla. 

Zur Darstellung des Praparates C geben Willstiitter 
und Kr aut 2) folgende Vorsehrift. Die heiBe Losung von 500 g 
A12(S04h + 18 H 20 in 11 Wasser tragt man auf einmal in 6,51 
Ammoniumsulfat-Ammoniakwasser von 60° ein. Dieses Reagens 
enthalt 300 g Ammonsulfat und 420 em3 20proz. Ammoniak, d. i. 
77,5 g statt ber. 76,6 g Ammoniak. Dieser kleine UbersehuB ist 
wirklieh notig, die Flussigkeit muB Rchwaeh alkaliseh bleiben. 
Wahrend des Fallens und eine weitere Viertelstunde wird lebhaft 
geruhrt, wobei man die Temperatur nieht unter 60° sinken laBt. 
Die Fallung ist anfangs ungemein voluminos und wird erst wah­
rend des Ruhrens floekig. Man verdunnt auf 401 und dekantiert, 

1) Willstatter und Kraut: Ber. d. dtsch. chern. Ges. Bd.56, S.150. 
1923. 

2) Ber. d. dtsch. chern. Ges. Bd.56, S.1117. 1923. 
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wobei der Niederschlag sich zunachst rasch absetzt. Um noch vor­
handenes oder wahrend des Auswaschens aus Ammoniumsulfat 
zuriickgebliebenes basisches Aluminiumsulfat vollends zu zerIegen, 
fiigt man zum Waschwasser beim vierten Dekantieren einmal 
80 cm3 20proz. Ammoniak hinzu. Nach haufigem Auswaschen 
(zwischen dem 12. und 20. Mal) wird die Waschfliissigkeit nicht 
mehr klar. Von da ab dekantiert man noch zweimal, wozu min­
destens einige Tage erforderIich sind. Das Praparat C ist eine ganz 
schwach gelbstichige, flockige und etwas plastische Masse1). 

Wichtig fiir die Adsorptionen verschiedener Fermentpraparate 
sind die von Willstatter und Kraut beschriebenen Praparate 
0(, fl, y der C-Sorte, deren Darstellung hier wiedergegeben werden 
sol12). Die O(-Verbindung verwandeIt sich unter Wasser bei Zimmer­
temperatur oft in einigen Stunden oder an einem Tage in das 
Hydroxyd fl, das sehr langsam, in etwa 3-4 Monaten in die dritte 
Modifikation y iibergeht. 

Darstellung der O(-Modifikation. Zur Fallung wird Am­
moniakalaun dem einfachen Sulfat vorgezogen. Zur Verminderung 
der OH' -Konzentration wird zum Fallungsreagens Ammoniumsul­
fat zugefiigt, und zwar 1 Mol (NH4)2S04 auf 1 MolNH4Al(S04)2. Das 
Ammoniak (3,33 Mol) wird in jedem Versuch abgemessen und titri­
metrisch bestimmt, um darauf die Menge des Alauns genau einzu­
stellen. - 100 cm3 1Oproz. Ammoniak werden in 600 cm3 Wasser 
von 63°, das 22 g Ammoniumsulfat enthaIt, eingegossen und rasch 
auf 58° gebracht. Dazu gibt man unter starkem Riihren mit der 
Turbine auf einmal150 cm3 einer 58° warmen Losung von 76,7 g 
Ammoniakalaun, wobei die Temperatur auf 61 ° steigt. Man laBt sie 
nicht unter 58° sinken und trennt 10 Minuten nach Beginn der 
Fallung in einer schnell auslaufenden Zentrifuge den Niederschlag 
moglichst rasch von der Mutterlauge abo Er wird 5mal auf der Zen­
trifuge nachgewaschen, wobei man das Gel in eine Flasche iiber­
spiilt und mit je 1,51 Wasser durchschiittelt. Zum erst en Wasch­
wasser fiigt man 1,25 g NH3 hinzu, zum zweiten doppeIt so viel. 
Beim 6. Zentrifugieren bleibt die iiberstehende Fliissigkeit triib, 
der Niederschlag enthaIt dann nur noch Spuren von Sulfat. Jede 
Nachbehandlung mit Ammoniak dauert etwa 17 Minuten, die 
ganze Operation vom Beginn der Fallung bis zum Ende des 
Waschens 21/4 Stunden. 

Die Umwandlung der O(-Verbindung in fl tritt in einigen Stun­
den nach der Ausfallung ein. Das Aussehen des Hydrogels andert 

1) Vgl. auch Ber. d. dtsch. chern. Ges. Bd. 57, S. 1088. 1924. 
2) Willstiitter, Kraut und Erbacher: Ber. d. dtsch. chern. Ges. 

Bd. 58, S. 2448. 1925. 
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sieh dabei: aus einer floekigen Suspension wird eine einzige kom­
pakte Masse von gelbstiehigem plastischem Gel. Unter Wasser 
verwandelt sich das ,8-Aluminiumhydroxyd allmahlieh (10 Tage 
bis mehrere Monate) in de y-Modifik tion, wobei die p. Lstischen 
Eigenschaften des Gels abnehmen; das Praparat bildet ine schone, 
flockige ~uspension. Das y-Hydrogel hat auBer den basischen auch 
die sau:'ren Eigenschaften verloren; es wird in der Kalte weder von 
verdiinnter noch maBig konz~ntrierter ~alzsaure, noch von n!lO­
und n-Natronlauge gelOst. 

Es empfiehlt sieh (l. c. Seite 2456) fUr die Darstellung der ,8-
Modifikat on beim Auswaschen der Tonerde die erste Naehbehand­
lung mit Ammoniak beim 4. Dekantieren unter Verwendung von 
80 em3 20proz. Ammoniak fUr 500 g Aluminiumsulfat vorzunehmen 
und 6 Stunden bei 20 0 dauern zu lassen und beim 8. Dekantieren, 
wobei die Wasehfliissigkeit wieder triibe zu we Iten beginnt, eine 
zweite Naehbehandlung mit 30 cm3 Ammoniak auszufiihren. Das 
Dekantieren ist zweckmaBig so zu beschleunigen, daB das Aus­
wasehen in 2 Tagen beendet ist. 

Darstellung des Tonerde-Gels von der FormelAlOOH. 
Werden die Orthohydroxyde des Aluminiums und andere Ton­

erde-Gele mit Ammoniak unter raseher Steigerung der Temperatur 
im troekenen Luftstrom auf 250 0 erhitzt, so bildet sich aus den 
versehiedenen Gelen dasselbe neue, dessen Zusammensetzung mit 
guter Annaherung der Formel des Meta-Hydroxyds entspricht. 
Besser ist es, die wasserigen Suspensionen beliebiger Tonerdegele 
mit Ammoniak im EinsehluBrohr raseh auf 250 0 zu erhitzen. 
Es bildet ein graustichiges, eher plastisches als floekiges Gel ohne 
basische oder saure Eigenschaften. Das Aluminium-Meta-Hydroxyd 
ist ein sehr sehleehtes Adsorbens fUr Invertin; es dient zur Tren­
nung von Saccharase undMaltase (vgl. S.171). Dureh Elution der 
adsorbierten Maltase (z. B. aus Hefe-Autolysaten) erhalt man diese 
in fermentativ einheitlichem Zustande. Das Studium der Adsorp­
tionsverhaltnisse mit diesem Gel zeigt, daB "weder elektropositive 
oder -negative Art, noeh Oberflaehenwirkung bestimmend ist, 
sondern es sind Affinitatsverhaltnisse, die noeh nicht genau de­
finiert wcrilen konnen, verantwortlich fiir RO aURgepragt selektive 
Adsorption"l). 

Was das Kaolin als Adsorbens betr;fft, so sei hier d'e 
Behandlung des Kaolins mit Salzsaure nach Willstatter und 
Schneider 2) mitgeteilt. 

1) Willstatter, Kraut und Erbacher: Ber. d. dtsch. chern. Ges. 
Bd. 58, S. 2458. 1925. 

2) Ze;tschr. f. phys:olog. Chern. Bd.133, S.200. 1924. 
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500 g Kaolin werden mit 1,51 reiner Salzsaure vom spez. 
Gew. 1,18 gut vermischt und erwarmt, zunachst so langsam, daB 
es einen Tag bis zu beginnendem Kochen dauert, dann einen 
weiteren Tag bis zum lebhaften Sieden. Durch Verdunnen und 
wiederholtes AbgieBen mit Wasser trennt man die eisenhaltige 
Losung vom Kaolin ab und wiederholt noch dreimal diese Be­
handlung mit Salzsaure, so daB im ganzen 14 Tage dafur notig 
sind. Das Kaolin wird schlieBlich mit kaltem Wasser ausge­
waschen so weit, daB das Wasser fast keine saure Reaktion mehr 
zeigt, daB aber eine kleine Probe des Kaolins auf Lackmuspapier 
noch stark saure Reaktion aufweist. 

Beispiele fur die auswahlende Adsorption und Elution findet 
man im spez. Teil fur Lipasen (S.1l3), Karbohydrasen (S.160, 163, 
170), Proteasen (S. 279, 319, 324). 

Dialyse und Filtration. 
Reinigung durch Dialyse. Ein weiteres Hilfsmittel zur 

Reinigung von Fermenten bietet die Dialyse, bei der die Fermente 

Abb.1. Abb.2. (Nach Wiechowskl, Hofmeisters Beitr. 9, 
S. 243, 1907.) 

selbst nur sparlich durch die Membranporen gehen, wahrend die 
Elektrolyte ungehindert hindurchtreten. Doch ist hierbei zu 
beachten, daB eine vollige Entfernung der Elektrolyte in manchen 
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Fallen eine irreversible Zerstorung von Ferment zur Folge hat. 
Die Anordnung bei dem Dialysieren ist aus den Abbildungen 1-3 
ersichtlich. 

Dialysiermembranen: Man benutzt entweder kaufliche Dif­
fusionshulsen (z. B. Schleicher & Schull, Rhld., oder Perga­
ment, dann sog. "Fischblasen"), oder stellt sich selbst aus Kollo­
dium solche wie folgt her. 

Aus Filtrierpapier hergestellte Extraktions­
hulsen von Schleicher & Schull werden durch 
AusgieBen mit warmem destillierten Wasser 
angefeuchtet, das uberschussige Wasser wird 
entfernt. Ehe die Hulsen erkaltet sind, wer­
den sie mit Kollodium (z. B. D. A. B. 4proz.) 
gefiillt, sofort wieder entleert und auf diese 
Weise eine moglichst dunne erste Kollodium­
haut erzeugt. Man gieBt das ubrige Kollodium 
wieder heraus und achtet sorgfaltig darauf, 
daB nicht etwa ein Kollodiumtropfen am 
Boden der Hulse zuruckbleibt. Nach 5 Min. 
Trocknen gieBt man in derselben Weise eine 
zweite, ebenfalls dunne Schicht und laBt das 
uberschussige Kollodium gleichfalls sorgfaltig 
herauslaufen. Nach wiederum 5-10 Min. 
Trocknen taucht man die ganze Hulse in 
kaltes Wasser. Nach 20-30 Min. Wassern 
ist der Dialysator gebrauchsfertig. Verwendet 
man verdunntere, Z. B. nur 2proz. Kollodium-
16sung (hergestellt durch Verdunnen der kauf­
lichen Losung mit dem gleichen V olumen einer 
Mischung von 7 Teilen Ather und 1 Teil ab­

Abb.3. Ein geschlosse­
nes GIasgefaB oder eine 
GIasstange steckt im In­
nern der KoIIodiumhiiIse. 
Dadurch wird die rela­
tive Oberfiache der dia­
lysierenden Flilssigkeit 
vergroBert; ferner kann 
ihr Niveau gut geregelt 
werden. (Anordnung VOll 
Dr. Iwasaki; vgl. auch 

Abb. 72, S. 216.) 

solutem Alkohol), so erhalt man weniger dichte und daher schneller 
wirkende Dialysatoren. Man pruft die Dialysatoren z.B. mit 0,05 0/0 
Nachtblaulosung, die die Membran nicht passieren darfl). 

Herstellung eines Ko.llodiumdialysierschlauchs nach 
L. Michaelis 2). Man' gieBe einen kleinen Glaszylinder (z. B. von 
25 cm 3 Inhalt) voll Kollodium, giel3e daR Kollodillm Zllm groBten 
Teil wieder aus und lasse das zuruckbleibende Kollodium trocknen, 
indem man den Zylinder in horizontaler Lage stiindig roUt. Dann 

1) Nach Ostwald: Kleines Praktikum der Kolloidchemie. 7. Aufl., 
S.25. 1930. 

2) Michaelis-Rona: Praktikum. 4. Aufl., S.88. 1930. Ein gutes 
Kollodium liefert die Chern. Fabrik auf Aktien (vorm. E. Schering 
Berlin N. 
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gieBe man noch eine Schicht Kollodium hinein und lasse in gleicher 
Weise nochmals trocknen. Nach einiger Zeit kann man den 
gebildeten Kollodiumschlauch von der Glaswand vorsichtig ab-
16sen und aus dem Glaszylinder herausziehen. Es ist jedoch vorteil­
haft, nach dem Entweichen des Athers den Schlauch mit destiI­
liertem Wasser zu fullen und 10-15 Min. mit dem Wasser stehen 
zu lassen. Man kann die Ablosung des Schlauches von der Glas­
wand dadurch erleichtern, daB man zwischen den Schlauch und 
das Glas etwas destilliertes Wasser gieBt. Danach kommt der 
Schlauch in destilliertes Wasser l ). 

Herstellung eines Kollodiumdialysierschlauches 
nach Angaben von Trendelenburg. Die Durchgangigkeit 
einer Kollodiumhulse ist bestimmt durch ihren Gehalt an Ather 
und Alkohol in dem Augenblick, in dem sie nach ihrer Herstel­
lung mit Wasser in Beruhrung kommt. Damit also eine solche 
Hulse gleichma13ig durchgangig ist, muB sie zu diesem Zeitpunkt 
in allen ihren Teilen den gleichen Gehalt an Ather und Alkohol 
haben. Dies ist schwer zu erreichen, wenn man die Kollodium­
hUlse durch AusgieBen eines GefaBes (Zentrifugenglas od. dgl.) 
herstellt, da der Ather am Boden des GefaBes langsamer ver­
dunstet als an seinem Rand. Es ist deshalb zweekmaBiger, die 
Hulsen auf der AuBenwand eines GlasgefaBes anzufertigen, da hier 
die ganze Kollodiumsehieht gleichmaBig der Luft ausgesetzt 
wird. Die bei letztem Verfahren auftretenden Schwierigkeiten 
bei der Ablosung der Hulsen von der Unterlage sind dureh den 
Kunstgriff der Gelatinierung des Glases naeh Gates 2) uber­
wunden. 

Man sehmilzt Glasrohren an ihrem unteren Ende so weit zu, daB 
nur noch eine Offnung von 1-2 mm Durchmesser offen bleibt. 
Dann taueht man diese gereinigten aber nieht besonders entfetteten 
Rohren in eine warme 10 proz. Losung gewohnlicher kauflicher Ge­
latine 1-2mal etwas weiter ein, als naehher die Kollodiumhulse 
reichen solI. Hierdurch wird das enge Loch am unteren Ende der 
Rohre mi t Gelatine verschlossen, e benso u berzieh t sieh der ganze ein­
getauchte Teil des Glasrohres mit einer Gelatinehaut. Dann hangt 
man die Glasrohren an ihrem nieht benutzten Teil mindestens 
6 Std. zum Trocknen auf. Es ist darauf zu achten, daB bei der 
Trocknung der GelatineverschluB am unteren Ende des Rohres nicht 

1) Uber Darstellung von Kollodiummembranen vgI. auch Asheshov: 
Cpt. rend. des seances de la soc. de bioI. Bd. 92, S. 362. 

2) Gates: Journ. of expo med. Bd. 35, S.635. 1922 nach Trendelen­
burg: Pfliigers Arch. f. d. ges. PhysioI. Bd. 199, S.237. 1923, und miind­
liche Mitteilung von H. H. Weber. 
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durch Schrumpfung reiBt, da sonst Kollodium dort in das Glasrohr 
eindringt und die AblOsung der fertigen Hulse zum mindesten 
erschwert. Die Rohren mit der angetrockneten Gelatine werden 
dann mehrmals in die KollodiumlOsung eingetaucht. Nach jedem 
Eintauchen laBt man die KollodiumlOsung kurz abtropfen, dann 
wird das Glasrohr in horizontaler Haltung so lange um seine Achse 
gedreht, bis das Kollodium so weit erstarrt ist, daB es nicht mehr 
an den abhangigen Teilen des Rohres zu einer dickeren Schicht 
oder zu Tropfen zusammenflieBt. Auf diese Weise wird die Schicht­
dicke des Kollodiums auf dem ganzen eingetauchten Teil des 
Glasrohres fast gleichmaBig. Dann trocknet man weiter, bis die 
Kollodiumschicht nicht mehr deutlich nach Ather, wohl aber noch 
kraftig nach Alkohol riecht. Hierauf taucht man von neuem in 
die KollodiumlOsung und wiederholt dies so oft, bis die Schicht 
auch bei dem oben angegebenen Trocknungsgrad deutlich (0,1 bis 
0,2 mm) den Durchmesser des Glasrohres vergroBert. Dies ist 
durch Vergleich des in die KollodiumlOsung eingetauchten Teiles 
der Rohre mit dem nicht eingetallchten leicht festzustellen. 

Man kann die kaufliche 4proz. KollodiumlOsung der Apothe­
ken bei diesem Verfahren gut verwenden. Lost man selbst das 
Kollodium, so ist es zweckmaBig, neben Ather nicht absoluten 
Alkohol dazu zu verwenden, sondern 90-95proz. Alkohol (zu 
etwa 40%), Man vermindert so die Gefahr, daB durch zu langes 
Trocknen, d. h. zu weit gehende Verdunstung von Ather und 
Alkohol die Hiilsen vollkommen - auch fiir Wasser - imper­
meabel werden. 

1st die Hulse genugend dickwandig und bis zu dem oben 
angegebenen Grad getrocknet, so stellt man das Glasrohr in 
zimmerwarmes Wasser und fullt auch sein Lumen damit. Dann 
erwarmt man bis etwa 40°, wodurch sich nach kurzer Zeit der 
Gelatineuberzug des Rohres und seiner unteren Offnung ver­
flussigt. Die Kollodiumhulse gleitet nun langsam von der Rohre 
herunter, wobei das Wasser aus dem 1nnern des Glasrohres durch 
das Loch an seinem unteren Ende den Hohlraum in der Hulse 
fiillt, der durch ihr Abgleiten unter dem unteren Ende der 
Glasrohre entsteht. Die Hulse bleibt auf diese Weise faltenlos 
und glatt. Bisweilen ist die ganze Hulse auf dem Glase durch 
drehende Bewegungen verschieblich, also gelOst, hangt aber an 
ihrem oberen Rand fest. Es ist dann zweckmaBig, diesen Rand 
durch einen kreisformigen Skalpellschnitt abzuschneiden, worauf 
die so etwas verkurzte Hulse abgleitet. Die Temperatur des 
Wassers soIl die oben angegebene Temperatur nicht wesentlich 
uberschreiten, da sich das Kollodium sonst um die Glasrohre 
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zusammenzieht und die Hulse dann wesentlich schwerer ab­
zuziehen ist. 

Die fertige Hulse solI je nach ihrer Dicke fast klar durchsichtig 
bis eben ganz leicht opaleszent, jedenfalls nicht deutlich trube 
sein und keine weiB opaken Stellen enthalten. Ihre Durchgangig­
keit pruft man mit einer Alkalichloridlosung als Fullung, AgN03 

als AuBenlOsung. Nach einer Eintauchdauer von 10-20 Sek. 
muB sie von einem gleichmaBigen weiBen Schleier von AgOI 
umgeben sein. 

Da Kollodiumhulsen im Gebrauch durch normale wie anormale 
Osmose leicht uberlaufen, ist es zweckmaBig, sie mit einem Steig­
rohr zu verschlieBen. Zu diesem Zweck schiebt man die fer­
tige Hulse 1-2 cm auf eine Glasmanschette passender Weite 
- am besten auf ein einige Zentimeter langes Stuck desselben 
Glasrohres, auf dem man die Hulse hergestellt hat. Dann fachelt 
man die Glasmanschette mit dem daraufgezogenen Rand der 
Hulse vorsichtig in der Flamme eines Glasbrenners, wobei der 
Hulsenrand abtrocknet und sich urn die Manschette fest zusam­
menzieht. Es ist hierbei darauf zu achten, daB nur das dem Glas 
aufliegende Kollodium mit der Flamme in Beruhrung kommt, 
nieht aber die eigentIiehe Hiilse, da in diese sofort Locher ein­
brennen! Den Rand der Hiilse befestigt man dann vollkommen 
dieht auf der Manschette, indem man ihn durch herumgegossene 
KollodiumlOsung moglichst rasch festklebt. Wahrend namlich 
diese KollodiumlOsung antrocknet, darf der eigentliche Hulsen­
korper unter dem unteren Rand der Manschette nicht austrocknen, 
da er sonst vollig impermeabel wird. Der Kollodiumring wird 
bei Zimmertemperatur vollig getrocknet, bis zur Verdunstung 
des gesamten Alkohols, indem man die Hulse senkrecht 
aufstellt und bis zum unteren Rand der Glasmanschette mit 
Wasser £Unt. Hierdurch ist einer Austrocknung des eigentlichen 
Hiilsenkorpers geniigend vorgebeugt. In solche mit einer Glas­
manschette endigenden DialysierhiHsen kann man leicht und oft 
einen Gummistopfen mit Steigrohr einsetzen, was bei Hulsen mit 
ungeschutztem Rand meist bald zum EinreiBen der Hulse fuhrt 
[H. Weber l )]. 

Wahrend die Trennung des wasserigen bzw. glyzerinhaltigen 
Organauszuges von beigemengten Organteilchen durch gewohn­
liche Filtration oder durch Zentrifugieren erfolgt, ist es bei der 
Reinigung der Fermente oft erwiinscht, die Losung moglichst voU-

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 158, S.463. 1925. 
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standig, und moglichst schnell von Elektrolyten zu befreien. Dazu 
dient hauptsachlich die Elektrodialyse (vgl. S. 15). In diesem 
Zusammenhang sei auch die Ultrafiltration erwahnt, wenn auch 
diese hauptsiichlich bei der Verarbeitung des der Fermentwirkung 
unterworfenen Materials in Betracht kommt. 

Ultrafilter. Darstellung nach W. Ostwald. Eingewohn­
liches glattes Filter wird in einem sauberen Trichter dicht angelegt, 
mit heiBem Wasser ausgiebigangefeuchtet, das tropfbarvorhandene 
Wasser durch Aussch wenken griindlich entfernt. Von einer 4 proz. 
Kollodiumlosung, die ebenfalls vorsichtig erwiirmt wird, werden 
20-30 cm 3 in das nasse Filter gegossen. Durch moglichst schnelles 
Drehen des Trichters wird eine erste Kollodiumschicht auf dem 
Papier hergestellt. Man achte darauf, daB das Kollodium nureinmal 
uber die Filterfliiche lauft, da sonst zu dicke und zu langsam fil­
trierende Schichten entstehen. Das iiberflussige Kollodium wird 
sorgfiiltig ausgegossen, so daB in der Spitze des Filters kein Tropfen 
zuriickbleibt. Man liiBt 5-10 Min. an der Luft trocknen, wobei 
man das steif gewordene Filter vorubergehend aus dem Trichter 
herausnimmt. Mit der gleichen angewiirmten KollodiumlOsung 
wird sodann das Filter ein zweites Mal ausgegossen und ebenso 
behandelt. Nach 5-10 Min. Trocknen an der Luft wird das Filter 
in destilliertes Wasser getaucht; nach 20-30 Min. ist es gebrauchs­
fertig. Vor dem Gebrauch wird das Filter einmal mit destilliertem 
Wasser ausgewaschen. Man priift die Filter mit NachtblaulOsung 
oder Mastixhydrosol. Zur Filtration wird vorteilhaft der Trichter 
mit einem Filterhiitchen mittels eines durchbohrten Gummi­
stopfens an eine Saugflasche angeschlossen. Der Saugdruck soIl 
dabei nicht zu stark werden. 

Beim Verdiinnen der 4 proz. KollodiumlOsung mit Atheralkohol 
(7 Teile Ather und 1 Teil Alkohol) in gleicher Arbeitsweise erhalt 
man Filter mit groBerer Filtrationsgeschwindigkeit, aber ent­
sprechend geringerer Dichtigkeit. Fur viele Zwecke empfiehlt 
sich z. B. eine 2-3 proz. Losung, die schneller durchlassende, aber 
ebenfalls noch fiir Nachtblau dichte Filter gibtl}. 

Eine praktische Modifikation der Ultrafilterdarstellung ist von 
Wha angegeben. Filter (5-6 cm Durchmesser) werden in der in 
der Abbildung angegebenen Weise durchgeschnitten, wobei der 
mittlere Teil, dessen GroBe einer Siebplatte (von etwa 2 cm 
Durchmesser) entE>pricht, ganz bleibt. Das Filter a wird nun fest 
an den Trichter (von etwa 5,5 cm Durchmesser) und an die in 

1) Aus Ostwald: Praktikum. 4. Aufi., S.20ff. 
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den Trichter gelegte Siebplatte angelegt, indem man in der in 
Abb.4 angedeuteten Weise faltet. Man befeuchtet dann das Filter 
mit destilliertem Wasser und saugt an der Wasserstrahlpumpe 
scharf ab, nachdem man das Filter an einer Saugflasche oder besser 

b einem Saugreagensglas angebracht 
. ':@:'hat.DannbedeCktmaninahnliCher "0' / ", " Weise das Filter a mit dem Filterb, 
--- --- --- --- aber so, daB die Einschnitte in den 

,/ ", '" Filtern nicht ubereinander kommen, 
, ! ' 'sondern gegeneinander verschoben 

Abb.4. sind, legt die den Trichterrand uber-
ragenden Teile des Filters nach 

au Ben um und schmiegt sie der Glaswand fest an (eventuell unter 
Zuhilfenahme eines Bindfadens). Auch dieses 2. Filter wird mit 
destilliertem Wa'3ser befeuchtet, dann scharf abgesaugt, so daB 
die Filter nur spurweise feucht sind. Jetzt kann, wie oben be­
schrieben, an die Dichtung mit Kollodium geschritten werden. 
Die fertigen Trichter (bzw. Filter) mussen stets in Wasser unter 
Toluol liegen. 

Eintauchfilter nach Giemsa 1). Die Apparatur (Abb. 5, 6) 
besteht im wesentlichen aus einem reagensglasformigen Porzellan-

I: 

0 i! 
" t, 
" ': ' :: 
" 

Abb, 5. Apparat naeh Giemsa mit Abb. 6. Apparat naeh Giemsa mit fertig mono 
Filtrierzylinder SXO,9 em, in der tiertem Filtrierzylinder 16X 1,S em. 

Mitte Hiilse aus Filtrlerpapier. 

zylinder, einer dazu passenden Hulse aus Filtrierpapier (die 
man auch selbst herstellen kann) und der eigentlichen Filtrier­
membran. 

Der Zylinder ist au Ben und innen glasiert und in seinem unteren, 
geschlossenen Teil siebartig durchbohrt. Die Filtrierhulse dient 

1) Biochem. Zeitschr. Bd.132, S.488. 1922. 
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als Unterlage fUr die Kollodiumschicht. Zur Darstellung der Mem­
bran stiilpt man zunachst die Hiilse so weit iiber den perforierten 
Teil des Zylinders, bis sie iiberall prall anliegt. Der obere Rand 
der Hiilse ragt etwa 1 cm iiber den durchlochten Teil des Zylin­
ders hinaus. Sodann wird die Hiilse gut mit Wasser angefeuchtet, 
und das iiberschiissige Wasser durch Rollen der Hiilse auf Fil­
trierpapier entfernt. Man wischt den unbedeckten Teil des Zy­
linders vollig trocken ab, taucht bis etwa 1 cm iiber den oberen 
Rand in Kollodium hinein, zieht heraus und sorgt durch Drehen 
des Zylinders fiir eine moglichst gleichmaBige Verteilung des Kol­
lodiums. Nach Trocknen des Kollodiums wiederholt man die 
Prozedur noch ein- oder zweimal. Dann fiigt man das Absauge­
rohr in den Apparat und hangt diesen so tief ins Wasser, daB die 
ganze Membran hiermit bedeckt ist. Nach 1/4stiindiger Wasse­
rung entfernt man die letzten Reste des KollodiumlOsungsmittels 
dadurch, daB man den Zylinder in frisches Wasser taucht und unter 
Anstellen der Luftpumpe eine Zeitlang hindurchfiltriert. Nunmehr 
ist der Apparat verwendungsbereit. 

EiweiBhaltige Sole filtriert man am besten aus einem ver­
jiingten und in einen Hahn auslaufenden graduierten Glaszy­
linder (vgl. Abb. 6). Die ersten Anteile des Filtrates gieBt man 
fort. Man achte darauf, daB die ganze Membran dauernd von 
Fliissigkeit umspiilt ist, da sie sonst eintrocknet und rissig 
wird. Das Absaugerohr laBt man zweckmaBig dicht iiber dem 
Boden des Filtrierzylinders miinden und setzt, um diesen nicht zu 
beschadigen, einen unten mit zahnfOrmigen Ausschnitten ver­
sehenen Gummischlauch auf sein Ende. 

Uber eine ahnliche Apparatur, die zu gleicher Zeit entstand, 
s. Wha 1). Empfehlenswerte Filtervorrichtungen sind die von 
Bechhold und Konig angegebenen (Staatl. Porzellan-Manu­
faktur Berlin) und die Glas-Filtergerate der Firma Schott in Jena. 

Elektrodialyse. 
Unter Elektrodialyse versteht man den elektrischen Transport 

von membrandurchgangigen Ionen durch kolloidundurchlassige 
Membranen. Hicr seien zwei Apparaturen angegeben, eine nach 
W. Pauli und eine nach Freundlich und L. F. Loeb. 

1. Nach Pauli2). In der Regel wird durch gewohnliche 
Dialyse vorgereinigtes Material benutzt. Der angelegte Strom 
iiberschreitet meist nicht eine Dichte von 0,8--0,3 M. A. pro cm2 

1) Biochem. Zeitschr. Bd.144, S.278. 1924. 
2) Biochem. Zeitschr. Bd. 152, S.355. 1924. 
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Membranflache. Bei dieser Anordnung ist es ohne weiteres mog­
lich, zwei Pergamentpapier- oder Kollodiummembranen zur Ab­
grenzung des Kolloids zu gebrauchen. Die Elektrodialyse fiihrt 
auf diesem Wege meist in 48 Stunden zum Ziel und kann bei 
220 Volt direkter Spannung ausgefiihrt werden. Bedingung ist, 
daB keine Reaktionsiinderungen in der Mittelzelle auftreten. 

Abb.7. 

Die Apparatur zeigt die Abbildung 7. Die Pergamentpapier­
oder Kollodiummembran werden entsprechend geschnitten und 
am Rande gut mit Vaselin gefettet. Sie halten infolge des guten 
Schliffes vollstandig dicht beim Zusammensetzen und Anziehen 
des Apparates. Die Montierung erfolgt in vertikaler Stellung, 
darauf wird der Apparat horizontal umgelegt. Die zwei AuBenzellen 
sollen getrennt mit Wasser durchspiilt werden. Als Anoden werden 
Platindrahtnetzelektroden, als Kathoden auch solche aus Silber­
oder aus Kupferdraht verwendet. Die groBeren Apparate, die nur 
zur Vorreinigung dienen, sind mit Graphitelektroden ausgestattet. 
Bei einiger Erfahrung lernt man es bald, mittels einer einge­
schalteten, sehr schwach gliihenden Lampe und Widerstanden die 

• c .. 
fOb 

, 
bO\ , , 

I 
, 

I 

Vdf-
, 

e: :e I , , , : I 0 \ aO: : Oa 
I II I 

Abb.8. I Au/3enkammer. II Mittelkammer, 
a Zuflu/3 des SpiiIwassers, b AbfIu/3 des SpiiI­
wassers, c Offnung fUr den Riihrer, d AbfIu/3· 
iiffnung der Mlttelkammer, e Elektroden, 

f Membranen. 

Stromstarke auch ohne Am­
peremeter abzustufen, bis 
man die volle Spannung an­
legen kann. 

2. Nach Freundlich und 
L. Farmer Loeb l ). Der be­
nutzte Apparat hat die Form 
des Paulischen. Er besteht 
aus drei Teilen, die mit Schlif­
fen aufeinander passen. Die 

Membranen werden mit CelIonlack befestigt (man kann auch 
Gummiringe verwenden). Der Apparat wird durch SchelIen zu­
sammengehalten und kann durch einen Stiel an einem Stativ 
befestigt werden (siehe Abb. 8, 9). Die Mittelkammer faBt rund 

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 150, S.522. 1924. 
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60 cm3 , sie kann aber eine beliebige Dimension haben; sie solI 
jedoch moglichst schmal sein (3-5 em). Ais Elektroden werden 
kreisformige Netze aus diinnem Platindraht benutzt. Die Elek­
trode solI etwa 0,5 em von der Membran entfernt sein. Die Span­
nung des angelegten Gleichstromes 
betragt zwischen 12 und 120 Volt 
(meistens 120 Volt). An einem in 
den Stromkreis eingeschalteten Am­
peremeter kann gleichzeitig die 
Stromstarke abgelesen werden. Die 
Fliissigkeit der Mittelkammer wird 
durch einen schraubenformig ge­
wundenen Glasriihrer geriihrt. Ais 
Membranmaterial dient Pergament­
papier (Schleicher & Schiill) und mit 
chromierter Gelatine impragnierter Abb.9. 

Wollstoff. (10 g Gelatine, 3 g Am-
moniumbichromat und 5 g Glyzerin werden in 100 cm 3 Wasser 
ge16st; der Wollstoff wird hiermit bestrichen und in der Sonne 
1/2-1 Stunde, bei bedecktem Himmel einen Tag belichtet. Dies 
wird zwei- bis dreimal wiederholt.) Die Seitenkammern konnen 
mit destilliertem Wasser oder auch Leitungswasser durchspiilt 
werden. Der ZufluB ist vorteilhaft in der Nahe der Membran 
anzubringen. Die positive Membran (chromierte Gelatine) befindet 
sich an der Anodenseite, die negative Membran (Pergamentpapier) 
an der Kathodenseite. Der PH der Losung der Mittelkammer mu13 
kontrolliert werden; er darf sich nicht wesentlich andern 1). 

3. Einen einfachen Mikroelektrodialysierapparat beschreibt 
E. Baer 2). 

Der Elektrodialyseapparat besteht aus drei ineinander gescho­
benen Glasrohren (1, 2, 3, Abb. 10), die ein dreizelliges System 
mit den Zellen a, b, c bilden. Die Abgrenzung der Mittelzelle b 
von den beiden auBeren Zellen (a, c) geschieht durch Mem­
branen (Mv M 2), die die unteren Offnungen der beiden inneren 
Rohren verschlieBen. Fur die auBere Rohre wird zweckmaBig 
einer der ubIichen Kuhlermantel von 34,5 mm auBerer Weite, 
120 mm Gesamtlange und 60 mm Abstand zwischen den Mitten 
der beiden AbfluBrohren verwendet. Dann ergeben sich fUr 
die beiden inneren Glasrohren folgende MaBe: Mittleres Rohr 

1) Uber "Elektro-Ultrafiltration" vgl. Bechhold und Rosen berg: 
Biochem. Zeitschr. Bd. 157, S. 85. 1925. 

2) Kolloid. Zeitschr. Bd. 46, 176. 1928. Uber den Elektrodialysen­
a.pparat von Ettisch vgl. Prakt. II, S.97. 

Rona, Fermentmethoden, 2. Auflage. 2 
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95 mm Lange und 26,5 mm au/3ere Weite, inneres Rohr llO mn 
Lange und 20,5 mm auBere Weite. Fixiert werden die beiden inn~ 
ren Rohren gegenseitig und gegen die auBere Rohre durch schmal 
Gummiringe, die um die oberen Teile der Rohren herumgeleg 

c 

werden. Es gelingt dann leicht, durc 
-IIzO Verschieben der Qummiringe den III 

halt der MittelzeIle der jeweilig zu elell 
trodialysierenden Flussigkeitsmeng 
(2-15 cm3) anzupassen. Dabei ist ( 
zweckmaBig, den inneren Glaszylind( 
(3) immer so tief zu setzen, daB di 
Membran ca. 2 mm in die Flussigke 
der MittelzeIle eintaucht. 

J 

2 

Fur die Wahl der Membranen ble 
ben die gleichen Grunde maBgeben 
wie bisher, da sich aIle gebrauchliclie 
Membranarten mit gleicher Leichti! 
keit an den Enden der Rohren befest 
gen lassen, wenn man beim Zurichte 
der Rohren darauf achtet, daB die! 
glatt abgesprengt und ohne Einfalle 
der Rander rund geschmolzen werdel 

Herstell ung der Chrom- Gela tin. 
Anode. Aus ein()m rein wollenen Stoff od 
sehr viel besser aus Crepe-Georgette wird eil 
Kreisscheibe ausgeschnitten, deren Durc 
messer urn ca. 3-4 cm groBer ist als d 
Durchmesser der zu verschlieBenden Ro 

t renoffnung. Diese Stoffscheibe wird duro 
Dberstreifen eines Gummiringes moglicb 

IIzO faltenlos auf dem einen Ende der mittler. 
Rohre (2) befestigt und nur der umgeleg 
auf Glas aufliegende Teil des Stoffes rr 
farblosem Zellonlack getrankt. Nach de 
Eintrocknen des Lackes wird der Lackauftr; 

in derselben Weise noch einige Male wiederholt, wobei darauf zu acht, 
ist, daB die eigentliche Membranflache frei von Zellonlack bleibt. Diese 
vorbereitete Rohre wird dann so oft in eine frisch hergestellte Chrom~ 
Gelatine-Losung1 ) eingetaucht, bis sich auf dem Crepe Georgette eine € 
nugend dicke Schicht von erstarrter Chromat-Gelatine gebildet hat. DiE 
Schicht wird zweckmaBig noch durch EingieBen einer geringen Men 
Chromat-Gelatine in das senkrecht gehaltene Robr verstarkt. Darauf fo] 
eine etwa 1-2tagige Belichtung der Membran in zerstreutem Tageslicht, 1 
bedecktem Himmel, oder 2-3stundige Belichtung in direktem Sonnenlicl 
Nach dem Entfernen des iiberschiissigen Chromates aus der Membran dur 
Wassern und darauf folgender Elektrodialyse ist die Mem bran ge brauchsfert 

1) Vgl. S. 17. 
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Zur Herstellung der Pergament-Membranen schneide man aus Perga­
mentpapier (Schleicher & Schull, zur Dialyse) eine Scheibe aus, deren Durch­
messer urn ca. 2,5 cm groBer ist als del' Rohrendurchmesser selbst. Diese 
Scheibe wird angefeuchtet, auf die Mundung del' senkrecht gehaltenen 
Rohre (3) gelegt und darauf ein kurzes ca. 3-4 cm langes Rohr gestellt, 
dessen auBerer Durchmesser so bemessen ist, daB es leicht in das Rohr 3 ein­
gefuhrt werden kann. Dieses Rohr schiebt man mit dem Pergament so durch 
das weitere Rohr hindurch, daB die sich bildende Pergamentflache das andere 
Rohrenende urn ca. 0,5 cm uberragt. Zur Verhinderung des Eindringens 
von SpUlwassser del' AuBenzelle (c) in die Mittelzelle (b) dichtet man den 
Raum zwischen den Glasrohren 3, 4 mit weiBem Zellonlack abo Zu diesem 
Zweck legt man uber denjenigen Teil des Pergamentes, welcher dem vor­
geschobenen Teil der inneren Rohre (4) aufliegt, einen Kranz des schwer­
flussigen Zellonlackes und sorgt durch Senkrechthalten del' Rohre sowie 
Erzeugung eines geringen Unterdrucks mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe 
dafur, daB del' Zellonlack in den zu dichtenden Zwischenraum eindringt. 

Als Elektrode dienen zwei 5 cm lange und 0,4 mm .dicke zu 
einer flachen Spira Ie aufgewickelte Platindrahte, die mit ihren 
ZufUhrungen in Glasrohren eingeschmolzen waren. AuBerdem 
konnen in gleicher Weise fUr die Kathode Silberdraht odeI' ver­
silberter Messingdraht verwendet werden. Auch Kleine Bogen­
lampenkohlen konnen in manchen Fallen als Elektroden benutzt 
werden. Die Spiilung del' beiden AuBenzellen geschieht zweckmaBig 
aus einer hohergestellten, ca. 5 I fassenden Flasche mit destillier­
tem Wasser. Del' ZufluB des Spiilwassers wird so reguliert, daB 
anfangs von beiden AuBenzellen pro Sekunde ein Tropfen abfallt. 
SpateI' kann die Spiilgeschwindigkeit verlangsamt werden. 

Als Dauerbelastung del' Zelle ist 25-30 Milliampere zulassig. 
Infolge del' im Anfang meist guten Leitfahigkeit del' Mittelfliissig­
keit ist es notwendig, die Stromstarke durch Vorschaltwiderstande, 
Gliihlampen odeI' Fliissigkeitswiderstande zu regulieren. Als sehr 
brauchbar und billig hat sich ein' Fliissigkeitswiderstand er­
wiesen, welcher aus zwei 4 X 12 cm groBen Messingblechen, cinem 
400 cm3 Becherglas und destilliertem Wasser besteht. Durch Ver­
anderung des Elektrodena bstandes sowie del' Wassermenge 
kann man aIle verlangten Widerstande herstellen1). 

Konservierung. 
Fermente werden konserviert, indem man sie vor bakterieller und 

Selbstzersetzung schiitzt und in einen haltbaren Zustand iiberfiihrt. 
Das am haufigsten gebrauchte Desinfiziens ist Toluol, das die 

Fermente nul' sehr wenig schadigt. Man nimmt zur Verhinderung 

1) Uber einen einfachen Elektrodialysierapparat aus einem Stuck (ge­
liefert von den Schott-Werken, ,Tena) vgl. Reiner: Zeits(]hr. physik. 
Chern. Ed. 35, S. 423. 1931. 

2* 
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der Infektion 1,0-2,0 em 3 auf 100 em 3 Losung und sehiittelt gut 
dureh; Chloroform sehadigt die Enzyme in starkerem MaBe; 
fiir Trypsin, Ereptasen, Invertase, Maltase und Zymase ist es u. U. 
brauehbar1). Es wird in derselben Konzentration angewandt wie 
das Toluol. Thymol ist aueh gut verwendbar (einige Kristalle 
auf 100 em 3 Fliissigkeit). Auf die Anwendung von Glyzerin ist 
schon hingewiesen (vgl. S. 3). 

Man wird beim Arbeiten mit Ferment16sungen immer gut 
daran tun, diese unter Eiskiihlung aufzubewahren. Ein weiteres 
bequemes Hilfsmittel, Fermente vor Zerstorung zu sehiitzen, 
ist die V"berfiihrung in den Troekenzustand, in dem sie unbegrenzt 
halt bar sind. (V gl. spez. Teil.) 

Nachweis und Messung der Fermentwirkungen. 
Das Reihenprinzip. 

BeiReihenversuehen ist es nieht statthaft, arithmetiseheReihen 
zu benutzen, da das Verhaltnis der Glieder der Reihen zueinander 
dann ein ganz versehiedenes ist. Vielmehr diirfen nur geometrisehe 
Reihen benutzt werden 2). 1m allgemeinen wird man zur orien­
tierenden Untersuehung eine grobere Reihe ansetzen und dann 
immer feinere Reihen benutzen, soweit es die vorliegende Aufgabe 
erfordert und die Mogliehkeit der exakten Erkennung der zu 
untersuehenden Reaktion es gestattet. Zur Ansetzung soleher 
Reihen dient folgende Tabelle, die die ersten Glieder verschiedEmer 
geometrischer Reihen enthalt. Jede Horizontalreihe in der Tabelle 
S.21 ist eine solehe geometrisehe Reihe, die die verschiedenen 
Potenzen der dazu gehorigen Zahl der linken Kolumne enthalt 3 ). 

Selbstverstandlich kann man innerhalb jeder Reihe jedes 
Glied mit demselben beliebigen Faktor multiplizieren, ohne daB 
der geometrische Abstand der Glieder sieh andert. 

Z. B. eine Reihe mit der Verdiinnung naeh Potenzen von 1/2 
geordnet 1 . 1/. 1/. 1/. 1/ 

, 2' 4' 8' 16 .•. 

oder naeh Potenzen von 2/3 geordnet 
1; 0,67; 0,44; 0,30; 0,20 ... 

Die Volumina aUer Losungen in der Reihe miissen mit destil­
liertem Wasser auf das gleiche Volumen, z. B. 1 em3, aufgefiillt 
werden. 

1) Oppenheimer-Kuhn: Die Fermente. S.74. 
2) Vgl. hierzu Michaelis-Rona: Praktikum. 4. Auf!., S. l. 
3) Tabelle aus Michaelis: in Abderhaldens Handb. d. biochem. Ar­

beitsmeth. Bd. 3, 1. Hiillte, S. 30. 
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0,5 1,00 
0,6 1,00 
0,7 1,00 
0,8 1,00 
0,9 1,00 
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Tabelle. 

1. ! 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 

0,500 
0,600 
0,700 
0,800 
0,900 

Potenz 

0,250 I 0,12510,0625110,03121 0,0156[0,0078 I 0,0039 
0,360 0,216 0,130 0,0778 0,0467 0,0280 10,0170 
0,490 : 0,343 0,240 I 0,168 I 0,118 0,0824 0,0576 
0,640 . 0,512 0,410 0,328! 0,262 0,210 . 0,168 
0,810 0,729 0,656 i 0,590 i 0,531 0,478 0,430 

Eine andere Anordnung von Reihen riihrt von Fuld 1 ) her. Dabei 
gelangt man in jeder Reihe von der Verdiinnung 1 zu Verdiinnung 10. Wenn 
man die Reihe in 10 Glieder teilen will, so benutzt man den Exponenten {ho, 
will man in 5 Glieder teilen, den Exponenten V 10. 
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8 7 6 5 4 

t- O> 00 lQ 
~ lQ ~ ...... 
..... ..... ...... ~ 

II 
·0 :0 i O 10 
I ...... ....... ...... , I ...... 

"'--;:. .. --;:. .. ";;;.. "'--;;.. 

1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
1,4 1,5 1,6 1,8 2,1 
1,9 2,1 2,5 3,2 4,6 
2,7 3,2 4,0 5,6 10,0 
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5,2 6,8 i 10,0 
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Chemische Methoden. 
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Die bei der Untersuchung mit Fermenten anzuwendenden 
chemischen Methoden sind im speziellen Teil ausfiihrlich geschil. 
dert. 1m besonderen seien hier erwahnt: Entei weiBung (S. 336), 
titrimetrische Methoden (S. 237), mikro-gravimetrische Metho­
den (S. 146), Mikro-Kjeldahl-Bestimmung (S. 334), gasanaly­
tische Methoden (S. 132, 294), Mikro-Zuckerbestimmung (S. 184, 
189, 191), Bestimmung der Aminosauren (S. 305, 312). 

1) Biochem. Zeitschr. Bd.4, S.54. 1907. 
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Physikalische Methoden. 
Polarimetrie. 

Fiir die Fermentmethodik kommt die Polarimetrie haupt­
sachlich in Betracht bei der Bestimmung der kohlehydratspalten­
den Fermente, aber auch bei den polypeptid- und esterspalten­
den Fermenten und bei den Nukleasen findet sie Anwendung. 

Apparatur. 
Zur Untersuchung werden die Fliissigkeiten in Glasrohren von 2 

oder 1 dm Lange eingefiillt. Die Auswahl der Rohren nach ihrer 
Lange hangt von der Farbung und Klarheit der Losung abo Bei ge­
fiiIlter Rohre soIl man beleuchtete Gegenstande beim Hindurch­
sehen scharf unterscheiden konnen. Zum VerschluB der Rohren 
dienen aufschraubbare Kappen aus Metall, die eine kleine Glas­
scheibe mit einem Gummiring fest gegen die Rohrmiindung 
drucken. ZweckmaBig sind Rohren, die eine kleine Ausbuch­
tung tragen, die zur Aufnahme etwa eingeschlossener Luft­
blasen dient. Fur Beobachtungen bei bestimmter Temperatur 

Abb.lI. 

dienen Rohren mit Wassermantel (Abb. ll). Die beiden Aufsatze 
dienen zum Zu- und AbfluB des Wassers von bestimmter Tem­
peratur. Der Tubus in der Mitte steht mit der inneren Rohre 
in Verbindung und dient zum Einbringen der Fliissigkeit und 
zur Aufnahme eines Thermometers. 

Lam pen: Ais Lichtquelle dient Licht einer bestimmten Wellen­
lange, in der RegelNatriumlicht. Gewohnlich kommtKochsalz oder 
N a tri umni tri t (N e u b erg) in eine ringformige Rinne a us PIa tin, 
die in die Gasflamme geschoben wird. 

Billig und zweckmaBig ist die von Airila und Kom ppa an­
gegebene Lampe (Abb.12). Diese Lampen sind so aufzustellen, daB 
nur das Licht aus dem oberen Teil des Ausschnittes des Schutz­
schirmes zu dem Apparat gelangtl). 

1) Eine ausgezeichnete Lichtstarke liefert selbst noch bei 4 dm-Rohr 
die Osram-Punktlampe in Verbindung mit dem Zeissschen Mono­
chromator. W in k el- Z ei s s (G6ttingen) !idem neuerdings Spezial-Gelatine­
Gelbfilter, das in Verbindung mit einer starken elektrischen Gliihlampe 
geniigend helles monochromatisches gelbes Licht liefert, das als Ersatz 
fiir Natriumlicht verwendet werden kann. 
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Die optische Einrichtung eines der gebrauchlichsten Halb­
schatten-Polarisationsapparate ist in Abb. 13 dargestellt. Das 
Instrument ist mit einem zweiteiligen 
Polarisator nach F. Lip pic h versehen; 
dieser Polarisator besteht aus den Nicols N 1 

und N 2 , sowie der Blende D. Der Apparat 
wird durch die Blende Al und die Linse K 
hindurch von einer Lampe beleuchtet, 
welche in einer der Lange des Instrumen­
tes entsprechenden Entfernung aufgestellt 
werden muB. Die Blende A , der Nicol N 3 , 

sowie das kleine astronomische Fernrohr 
OR bilden die Analysator- oder MeBvor­
rich tung ; letztere ist um die Langsachse 
des Apparates drehbar. 

Die Beleuchtungslinse K entwirft von 
der Lampe ein Bild auf dem Fernrohrobjek­
civ O. Das Fernrohr 0 R ist scharf auf 
die Polarisatorblende D, die das Gesichts­
feld begrenzt, eingestellt. Durch die Ni­
cols N 1 und N 2 wird das Gesichtsfeld in 
zwei Haliten, 1 und 2, die photometri­
schen Vergleichsfelder, geteilt, welche in den 
Abbildungen 14-16 gezeichnet sind. 

Die Schwingungsrichtungen ol des Fel­
des 1 und or des Feldes 2 bilden einen klei­
nen Winkel e, den sog. Halbschatten, mit­
einander. Bei der Einstellung wird der Ana-

rlysatornicol N 3 mit dem Fernrohr zunachst 
so gedreht, daB ein Vergleichsfeld, Z. B. das 
nur durch N 1 hindurch beleuchtete Feld 1, 
ganz dunkel erscheint, ausgelOscht ist (siehe 

b 

Abb. 12. 
Lampe naeh Airila und 
Komppa. a 'l'eklu-Bren­
ner, b Metallzylinder mit 
seitliehem Einsehnitt, c 
10 em hohes GlasgefaJ3 mit 
aufgesetzter Metallkappe, zu 
2/0 mit 3 proz. NaCl·Losung 
gefiillt, in der Asbestdocht 
steckt. Letzterer aus der 
Tiille heraUE tretend, ist im 
Winkel von 45° gesehnitten. 
Vor jedesmaliger Benutzung 
muG die gebildete Salz· 
kruste und das hart ge" or· 
dene Doehtende abgesehnit· 
ten werden, d Seharnier zum 
Herausbewegen des Dochtes 
durch den Spait an dell 
Rand des Flammenkegels. 

Abb. 14); dann ist die Schwingungsrichtung oa des von N3 hin­
durchgelassenen Lichtes senkrecht zu 01. Hierauf dreht man N 3 , 

_ -f-----------~~~ ---------------------~N 0 ----3G~--
Abb. IS. 

~is das andere Feld vollkommen ausgeloscht ist, wie Abb. 16 zeigt. 
Dreht man nun N 3 etwas zuriick, so findet man eine Stellung, 
bei welcher beide Half ten des Gesichtsfeldes in geringer, gleicher 
Helligkeit erscheinen (s. Abb. 15). Auf diese gleich schwache 
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Beleuchtung benachbarter Vergleichsfelder wird bei allen Halb­
schattenapparaten eingestellt. 

Die Handhabung des Apparates mit dreiteiligem Gesichtsfeld 
ist ganz ahnlich der des Halbschattenpolarimeters. Hier ist 

Abb.14. 

e-.. 
• 

Abb.15. Abb.16. 

das Gesichtsfeld dreiteilig (vgl. Abb.17). Die beiden aul3erenFelder 
korrespondieren miteinander und sind mit dem inneren Feld auf 

gleiche Helligkeit mit Hilfe der Grob- und Feineinstel-CID lung zu bringen. Die Firma Schmidt und Haensch liefert 
auch diesen Apparat in Verbindung mit Vorrichtung 
zur Erzeugung des D-Lichtes. (Das Licht einer hellen 
Gliihbirne wird durch ein Prisma in ein Spektrum zer­

Abb. 17. legt; nur das D-Licht wirdin den Apparat geschickt, das 
auBerdem noch durch ein Filter lauft, das nur Licht 

von 573-606 f1, durchlaBt. Die D-Linie des Na-Lichtes hat 589 fl.) 
Polarisationsa p parat: Von den vielen Modellen soll hier 

nur einHalbschattenpolarimeter mitLi ppichs dreiteiligemPolari­
sator beschrieben werden. 

Die optische Einrichtung des Apparates (Abb. 18) besteht aus 
einemDiaphragmaS, einer Beleuchtungslinse (hiernichtgezeichnet), 
dann folgt der dreiteilige Lip pic h sche Polarisator bei P, bestehend 
aus einem um die Achse des Apparates drehbaren polarisierenden 
Nicolschen Prisma, welches das ganze Gesichtsfeld bedeckt, 
und zwei kleinen feststehenden N i col schen Prismen (Halbpris­
men), die hinter dem groBen in symmetrischer Stellung und so 
angeordnet sind, daB jedes ein auBeres Drittel des Gesichtsfeldes 
deckt. Hierdurch wird eine Dreiteilung des Gesichtsfeldes be­
wirkt. Ist nur ein feststehendes Halbprisma vorhanden, welches 
die eine Halfte des Gesichtsfeldes deckt, so erhalt man ein zwei­
teiliges Gesichtsfeld. Der dreiteilige Polarisator leistet das Dop-
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pelte an Genauigkeit, ist deswegen dem zweiteiligen bei weitem 
vorzuziehen. Das drehbare Prisma liiBt sich behufs Anderung des 
Winkels zwischen den beiden Polarisationsebenen durch den fest­
schraubbaren Zeiger bei h verstellen und die GroBe des Winkels 
(Halbschatten) an der Skala bei h ablesen. Der Winkel betragt 
im allgemeinen 7,5°. Durch Verschiebung des Zeigers h an seiner 
Skala und hierdurch bewirkter Drehung des das ganze Gesichts­
feld deckenden Nicolschen Prismas, kann man auf maximalc 
Scharfe bei der herrschenden Belichtung einstellen. Eine Halb­
rohre (nicht gezeichnet) zwischen P und R dient zur Aufnahme 

<E 
Abb.18. 

der Polarisationsrohren, oder es werden Glastroge auf einer 
Scheibe, die auf C C ruht, eingeschaltet. 1m Zentrum von R 
ist das analysierende Nicolsehe Prisma fest in die drehbare 
Scheibe eingefugt. Der Rand dieser Scheibe ist in Viertelgradc 
eingeteilt und durch Nonius in Hundertstel Grade ablesbar ein­
gerichtet. Die Drehung erfolgt durch den Hebel g und weiterhin 
zum Zweck der feinen Einstellung nach Anziehen der Klemme k 
mittels der Mikrometerschraube m, und wird gemessen mit Hilfe 
der beiden feststehenden Nonien n, welche mit den Lupen l ab­
gelesen werden. F stellt ein Fernrohr dar, mit dem man die Grenz­
linien des dreiteiligen Gesichtsfeldes scharf einstellt. 

Die Lichtquelle solI so stehen, daB durch die Beleuchtungs­
linse ein Bild von ihr auf dem Analysatordiaphragma entworfen 
wird. Zu dem Zweck halt man an das Analysatordiaphragma ein 
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Blattchen weiBes Papier und dicht vor die Lichtquelle einen zuge­
spitz ten Draht, alsdann gibt man der Lichtquelle mit dem Draht 
eine solche Lage, daB ein scharfes Bild der Drahtspitze auf dem 
weUSeu Papier erzeugt wird. Die gewohnliche Entfernung der 
Uch.htuelle vom Apparatende betragt 22 em. 

Ausfiihrung von Bestimmungen: Man miBt im Dunkel­
zimmer. Nach richtiger AufsteHung der Lampe steUt man das 
Fernrohr scharf auf die Trennungslinie der Vergleichsfelder ein. 
Dann wird die Klemme K gelOst und nun durch Bewegung des 
Hebels fJ dem Analysator eine SteHung gegeben, bei welcher die 
drei Teite des Gesichtsfeldes annahernd gleiche Beschattung 
zeigen. Jetzt schraubt man K fest, fiihrt durch Drehen der MilITo­

meterschraube m moglichst gleiche Be­
schattung des Gesichtsfeldes herbei und 
liest am Rande der Scheibe R durch die 
Lupen an Gradteilung und Nonius die 
Stellung abo Diese Bestimmung wird 
oft wiederholt, indem man von beiden 
Seiten her auf gleiche Helligkeit der Ge­
sichtsfelder einstellt und schlieBlich aus 
allen Beobachtungen das Mittel nimmt. 
Dieses Mittel ist der Nullpunkt. 

Nachdem man den Nullpunkt be­
stimmt hat, wird die Rohre mit der zu 
priifenden Fliissigkeit eingelegt, das 
Fernrohr scharf eingestellt und nun die 
Bestimmung in der angegebenen Weise 
wiederholt. Die Differenz der beiden 

Abb.19. Ablesungen bzw. des Mittelwertes von 
mindestens 6 Ablesungen ergibt die 

GroBe des Winkels, um den die Fliissigkeit nach links oder 
rechts drl,lht, wobei die Winkel oberhalb des Nullpunktes einem 
rechtsdrehenden Substrat mit +-Vorzeichen zugerechnet werden, 
unterhalb des Nullpunktes einem linksdrehenden Substrat. 

Ablesung der Gradteilung: Abb.19 zeigt den iiuBeren 
drehbaren Kreis und einen auBeren Nonius des beschriebenen 
Apparates. Der Nullstrich des Nonius liegt zwischen den Teil­
strichen 13,50 und 13,75 des Teilkreises; der Noniusstrich 0,16 faUt 
mit einem Striche des Kreises zusammen, also ist abzulesen: 

13,50 + 0,16 = +13,66°. 

Unter spezifischer Drehung einer aktiven Substanz wird die­
jenige Drehung verstanden, die 1 g Substanz, zu 1 em 3 Losung ge. 
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lOst, bei einer Rohrlange von 1 dm bewirkt. Die spezifisehe Drehung 
wird mit [IX] und die auf Natriumlieht und eine Temperatur von 
z. B. 200 sieh beziehende mit [oc]~ bezeiehnet. Enthalt die Flus-

3igkeit nur eine optiseh aktive Substanz, so ist r IX] = + IXZ_' wo-
-c 

bei IX den beobaehteten Drehungswinkel, c die Menge der Substanz 
in Grammen, welehe in 1 em 3 der Lasung bei 20 0 enthalten ist, 
und Z die Lange des Rohres in Dezimetern bezeiehnet. 

Handelt es sieh darum, die Anderungen der spez. Drehung 
bei versehiedenen Konzentrationen festzustellen, so ist es natig, 
den Gehalt der Substanz in Grammen in 1 g der Lasung (p) 
und das spez. Gewieht der Lasung (d) bei 20 0 (bezogen auf Wasser 
von 4 0 als Einheit) zu kennen, um die spez. Drehung [IX]~ 

naeh der Formel ± p .Y:a zu bereehnen. Mit dem molekularen 

Drehungsvermagen [M]D eines aktiven Substrats bezeiehnet man 
das mit dem Molekulargewieht m multiplizierte und dureh 100 
dividierte [IX]D desselben Karpers, entspreehend der Formel: 

[M] = m' [IX]D 
D 100' 

Kennt man die spez. Drehung der untersuehten Substanz, 
weiB man, daB diese sieh mit der Konzentration nieht oder nur 
wenig andert, und enthalt die Li:isung nur die eine optiseh aktive 
Substanz, so ergibt sieh aus der Drehungsbestimmung der Gehalt 

der Lasung an der aktiven Substanz naeh der Formel c = l[~~l~' 
worin IX die beobaehtete Drehung, [IX] die spez, Drehung, Z die Rohr­
lange in Dezimetern und c das Gewieht des die Drehung bewir­
kenden Stoffes fUr 100 em 3 Lasung bedeutet. 

Beispiele: 
Fur Traubenzueker ist [IX]~ = 52,8 0 , daher 

100 IX 1,894oc . 
c = [lXf'Z = ---i---' bel Anwendung einer 2-dm-Ri:ihre ist 

c = 0,947 IX. 
Verwendet man Ri:ihren von 189,4 bzw. 94,7 mm Lange, so 

wird einfaeh c = IX bzw. c = 21X. 
Fur Rohrzueker ist [lXm = 66,5 0 , daher 

c = 1,5041 bei Anwendung einer 2-dm-Rahre 

c = 0,752 IX. 
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Die spez. Drehung bei verschiedenen Zuckerkonzen­
trationen: p = Prozent; c = fJ in 100 cm 3 Losung. 

Rohrzucker: [<x]ijl = + 66,56 0 + 0,0008 c-O,0002 c2 ; fUr 
10-25 g in 100 cm 3 kann man mit del' konstanten Drehung 
+ 66,50 0 rechnen. Andere Formeln [<x]jg = 66,44 0 + 0,01031 P 
- 0,0003545 p2 fUr p = 2 bis 66 gultig oder [<x]jg = + 66,67 
- 0,0095 c von c = 4 bis 28 gultig. 

Traubenzucker, d-Glukose: [<x]ijl = + 52,20 0 + 0,0188p 
+ 0,000517 p2, gultig fur p = 1-18. 

Del' Traubenzucker zeigt "Mutarotation": Gleich nach del' 
Auflosung in kaltem Wasser zeigt <x-d-Glukose [<xJD etwa + 105 0 

(nach Wittig, Stereochemie S. 86 + 113,40), /J-d-Glukose etwa 
+ 22 0 (nach Wit t i g, 1. c. S. 86 + 19 0); beim Stehen, rascher beim 
Erhitzen stellt sich bei beiden das angegebene konstante Drehungs­
vermogen ein. Die TemperaturempfindIichkeit des [<X]D del' Glukose 
ist gering. 

Fruchtzucker: [<xm = - 91,90 0 -0,111 p; fUr p = 2 bis 
31 gultig. Die Drehung ist temperatur- und konzentrations­
empfindIich. 

[<x]~ = -100,3 0 - 0,108 c + 0,56 t fUr c = 4-40, fur t = ° 
bis + 40 0 gultig. Mutarotation; Anfangsdrehung - 104 0 • 

d-Galaktose: [<x]ijl = + 83,88 0 + 0,0785 p - 0,209 t; fur 
p = 4-36; fur t = + 10 bis + 30 0 • Anfangsdrehung del' <x-Modi­
fikation + 118°. 

Milchzucker (+ 2 aq): [<x]ijl = + 52,53 0 , fur die wasserfreie 
Substanz + 55,30 0 • 

Maltose: [<x]~ = + 140,4 0 -0,0184 P -0,095 t, fur p = 4 
bis 35 und t = + 15 bis 35 0 giiltig (s. auch S. 194). 

Refraktometrie. 
Die Bestimmung beruht auf der Erscheinung der Total­

reflexion. Trifft ein Lichtstrahl in einem Medium die Grenzflache 
gegen ein optisch dunneres Medium, so dringt er, sobald sein Ein­
fallswinkel eine bestimmte GroBe uberschreitet, gar nicht in das 
dunnere Medium ein, sondern er wird total reflektiert. Betrachtet 
man die Grenzflache im reflektierten Licht von der Seite des 
dichteren Mediums her, wahrend man den Einfallswinkel des 
Lichtes anwachsen laSt, so sieht man bei einem bestimmten Ein­
fallswinkel (dem "Grenzwinkel" <X) die Flache ganz plOtzIich 
hell werden; bei diesem Winkel <X tritt namlich totale Reflexion 
auf. Zwischen <X und dem Brechungsexponenten n des dunneren 
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und N des dichteren Mediums (gegen Luft) besteht die einfache 
Beziehung 

n=Nsin~. 

N ist gegeben, ~ wird gemessen; berechnet wird n 1 ). Die 
im Okular abgelesenen Skalenteile stellen bei den meisten hier 
in Betracht kommenden Arbeiten das gesuchte Messungsergebnis 

Abb.20. 

selbst dar. Bei einigen 
Untersuchungen werden 
die abgelesenen Skalen­
werte in die wirklichen 
Brechungsindizes umge­
rechnet. 

Abb.21. Untersuchnng einer Fltissigkeit unter Luft­
abschluB mit dem Eintauchrefraktometer (iJ. nat. 
GroBe). Die Substanz ist zwischen dem Prisma Pi 
nnd dem Hilfsprisma P 2 in dem metallenen Becher 
enthalten. Das vom hellen Himmel oder einer Lampe 
kommende Licht fRnt auf den Spiegel S und tritt 
durch die matte Giasplatte G in das Wasserbad, von 
da durch das Fenster des Deckels D in die Substanz, 
und schlieBJich in das Refraktometer, das durch die 
Einrichtung des Troges B in der schrllgen, zum Beob-

achten bequemcn Lage gehalten wird. 

Der Gang der Lichtstrahlen im Refraktometer ist aus der 
Abb. 20 ersichtlich. Die von einem Spiegel S aufgefangenen 
Strahlen treten, das Prism a P streifend, in die Fliissig­
keitsschicht und erfahren hier eine Ablenkung, inaem sie 
ins Hauptprisma P eintreten. Der Winkel, den sie hier-

1) VgI. Griinbaum-Lindt: PhysikaI. Praktikum. 3. Auf I. S.178. 
1921. - VgI. hierzu auch Lowe: Optische Messungen des Chemikers und des 
Mediziners. Dresden und Leipzig 1925. 
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bei bilden, ist der Grenzwinkel der totalen Reflexion. DerjeniJ 
Teil der Skala, der in das Bereich dieses Winkels falIt, erscheil 
hell, der iibrige Teil bleibt dunkel. Die Lage der Grenzlin 
zwischen hell und dunkel wird in der Skala bestimmt. 

Apparatur nach Pulfrich: 
AuBerdem Instrument selbst gehort zur Apparatur ein Wasse 

bad mit drehbarem Spiegel, Glasboden und Einrichtung zur Au 
nahme der FliisAigkeitsbehalter (Becherglaser), in die das R 
fraktometer eintaucht. Das Instrument wird an dem Biigel d, 
Wasserbades aufgehangt (Abb. 21). 

Das Eintauchrefraktometer selbst besteht im wesentlichen al 
folgenden Teilen: 

1. dem Prisma P, 
2. dem aus dem Objektive Ob und dem Okulare gebildet{ 

Fernrohr mit del' Skala S k und einer Mikrometerschraube ~ 
3. dem zwischen dem Prisma P und dem Objektive Ob al 

geordneten Kompensator A (dreiteiliger Amicischer Prismel 
satz), der mittels des Ringes R gedreht werden kann. Dur< 
Drehen des Kompensators an dem Ringe R macht man den dur< 
Dispersion farbigen Saum, der den hellen Teil des Gesichtsfeld4 
von dem dunklen Teil trennt, zu einer farblosen, scharfen Trel 
nungslinie zwiAchen Hell und Dunkel. 

Die Lage dieser scharfen Grenze in der Skala ist das "MaB fi 
den Brechungsindex der zu untersuchenden Substanz. Die ganu 
Skalenteile werden abgelesen und notiert; zur Ermittlung d4 
Zehntel-Skalenteile dient die Mikrometerschraube Z. 

Tabelle fiir die Umrechnung der Skalenteile des Eintauchrefral 
to meters in Brechungsindizes nn und umgekehrt (Prisma 1). 

Skalenteill nD = 1,3 Skalenteil nD = 1,3 

-5 2539 10 3126 
-4 2578 II 3165 
-3 2618 40 12 3204 

I -2 2657 -- 13 3242 
-1 2696 4,0 14 3281 

---
2736 '" 8,0 3320 39 0 3 12,0 15 ---

I 2775 4 16,0 16 3358 1 3,9 
2 2814 5 20,0 17 3397 2 7,8 
3 2854 6 24,0 18 3435 3 11,7 
4 2893 7 28,0 19 3474 4 15,6 
5 2932 8 32,0 20 3513 5 19,5 
6 2971 I 9 36,0 21 3551 6 23,4 
7 3010 

I 

22 3590 7 27,3 
8 3049 23 3628 8 31,2 
9 3087 24 3667 9 " 35,1 
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(Fortsetzung der Tabelle von S. 30.) 

Skalenteil nD = 1,3 I 

25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
--

3705 I 

3743 I' 378] 
3820 

1 

3858 

3896 I 
3934 

4010 
4048 1 

3972 I 

35' 4086 
36 I 4124 , 
37 I 4162 
38 1 4199 

__ -c3-:-9 _I' 42 37 I 

40 4275, 
41 4313! 
42 4350 
43 I 4388 I 

44 'I 4426 I' -If- !~gg I 

47 '4537, 
48 1 4575 ! 

49 I 4612 
50 -I~O; 
51 I 4687 i 
52 ! 4724 I 
53 I 4761 
54 ' 4798 , 

--5-5 ---1- 4836--1 

56 ,4873 
57 I 4910 
58 I 4947 
59 I 4984 
60 
61 
62 
63 
64 

--~--

I 5021 : 
5058 ' 

I 5095 i 
5132 
5169 

38 

1; 3,8 
2 7,6 
3 11,4 
4 15,2 
5 19,0 
6 22,8 
7 26,6 
8 30,4 
9 34,2 

37 

1 I 3,7 
l' 7,4 
3 11,1 
4 14,8 
5 18,5 
6 22,2 
7 25,!' 
81 29,6 
9 ! 33,3 

Skalenteil nD = 1,3 

65 5205 I 

66 5242 
67 5279 
68 5316 
69 5352 
70 5388 
71 5425 
72 54 61 
73 5497 
74 5533 
75 5569 
76 5606 
77 5642 
78 5678 
79 5714 
80 5750 
81 i 5786 : 
82 I 5822 i 
83 5858 
84 5894 

---s5-1 59 30 
86 i 5986 
87 i 6002 
88 6038 
89 : 6074 

-90-1-6109 -
91 : 6145 
92 ' 6181 
93 Ii 6217 
94 6252 
95 
96 
97 
98 
99 

i 
! 

6287 -
6323 
6359 I 

6394 I 

6394 
1--,-10-=-0,------- --64-6-4 

101 6500 
102 6535 
103 6570 
104 6605 
105 6640 

31 

36 

1 3,6 
2 7,2 
3 10,8 
4 14,4 
5 18,0 
6 21,6 
7 25,2 
8 28,8 
9 32,4 

35 

1 I 3,5 
2 7,0 
3 10,5 
4 14,0 
5 17,5 
6 21,0 
7 24,5 
8 28,0 
9 31,5 

Beispiel: Ein Methylalkohol zeige den Skalenteil 8,7 an; dieser ent­
spricht dem Brechungsindex nn = 1,33049 + 0,7 X 38 Einheiten der 
fiinften Dezimale. Aus dem Interpolationstiifelchen fiir 38 entnimmt 
man 0,7 X 38 = 26,6; also ist nn = 1,33049 + 0,00027 = 1,33076. 
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Physikalische Methoden. 

Dureh Drehen an Z versehiebt man die Skala gegen 
die Grenzlinie, bis der soeben notierte Skalenteil 
sieh mit der Grenze deekt. Der Index der Mikro­
metertrommel zeigt alsdann die Zehntel-Skalen­
teile an, die zu dem Ganzen noeh hinzuzufiigen sind . 

Handhabung und Justierung 1): Man stelle 
den Temperiertrog so auf, daB der Spiegel dem 
hellen Himmel zugewandt ist; dann fiillt man den 
Trog reiehlich zur HaUte mit Leitungswasser und 
stellt ein mit destilliertem Wasser gefiilltes Becher­
glas in eines der Locher in der iiber dem Spiegel 
angeordneten Reihe. SchlieBlich. hangt man das 
Refraktometer mit einem Haken H an den Biigel, 
so daB das Prism a I ganz in das Becherglas ein­
taucht . 

Nunmehr iiberlaBt man das Ganze zum Aus­
gleieh der Temperatur etwa 10 Minuten sieh selbst . 
Hat das destillierte Wasser genau die Temperatur 
des Bades angenommen, so stellt man das Okular 
durch Drehen an dem gerieften Rande der Okular­
musehel auf groBte Deutliehkeit der Zahlen und 
Striche der Skala ein und richtet den Spiegel so, 
daB man den Schein des hellen Himmels durch das 
Becherglas hindurchsieht. Der obere Teil des Ge­
siehtsfeldes von Obis ca. 15 erscheint jetzt hell 
und ist von dem unteren, dunklen Teil durch eine 
scharfe Grenze getrennt; ein farbiger Saum ist 
durch Drehung am Ring R zu beseitigen. Man 
liest an der scharf eingestellten Skala nun ab, und 
notiert auBerdem die Temperatur des destillierten 
Wassers. Die Justiertabelle lehrt alsdann, ob das 
Refraktometer richtig justiert ist . 

Das justierte Refraktometer mit Prisma I zeigt 
fiir destilliertes Wasser nebenstehende Refrakto­
meterwerte an . 

Weicht das Mittel mehrerer sorgfaltiger Ab­
lesungen von der in der Tabelle enthaltenen Justier­
zahl um mehr als 0,1 Skalenteile ab, so verfahre 
man folgendermaBen. Man umfaBt mit Daumen 
und Zeigefinger der linken Hand das Okularende 

1) 1m wesentlichen nach Hoppe-Seyler-Thier­
felder. 9. Auf!. S.31. Berlin: Julius Springer. 1924. 
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des am Biigel hangenden Refraktometers, stellt die Mikrometer­
trommel auf 0 und dreht die vernickelte geranderte Mutter im 
Sinne der zunehmenden Trommelteile, wodurch sie gelOst wird. 
Jetzt liest man die Temperatur im Becherglase nochmals ab, um 
sich zu iiberzeugen, daB sie konstant geblieben ist, und entnimmt 
aus der Tabelle die zu der abgelesenen Temperatur gehorige "Ju­
stierzahl". Durch Drehen an 
der vernickelten geranderten 
Stellenscheibe bringt man die 
Grenzlinie genau auf den glei­
chen Skalenteil, den die J u­
stierzahl ergibt, und dreht 
schlieBlich die jetzt lose Mikro­
metertrommel so, daB der In­
dex die Zehntel der J ustierzahl 
anzeigt. Nun halt man mit 
dem Daumen und Zeigefinger 
der linken Hand die Trommel, 
die Scheibe und den Index 
fest, und zieht mit der rech­
ten die Mutter wieder fest an, 
ohne daB sich die Stellung 
der Trommel zu ihrem Index 
andert. 

SchlieBlich priift man die 
neue Justierung. 

Temperaturre gu Ii e­
rung: Um die gewohnlich be­
nutzte Temperatur von 17,5 0 

bei den Untersuchungen ein­
zuhalten, ist eine peinliche 
Regulierung des Warmwasser­
zuflusses notig. 1m allgemei­
nen wird man mit ofterem 
Nachfiillen von Wasser etwas 
hoherer Temperatur auskom­

Laufbrett 

Wosserdrllck- 0 0 
Regulator 0 0 

o 
00 

00 
00 

o 

A bb. 22 (etwa '/" na t. GroBe). 
Aufstellung der Heizspirale und des Wasser­
druckregulators in Verbindung mit dem Re­
fraktometer R. Die Pfeile geben die Richtung 
des flie/3enden Wassers an. Der Deutlichkeit 
halber sind die FiiBe des Temperiertrogs iiber­
trieben hoch gezeichnet. Aus demselben Grunde 
fehlt in der AbbiJdung der Beieuchtungsspiegel. 
Durch einen vollen Kreis ist der Pflock be­
zeichnet, auf dem das das GefiiB A tragende 

Brett ruht. 

men. Besser wirkt ein dauernd wirkender Wasserdruckregulator 
mit Heizvorrichtung. Dabei tritt das Wasser aus einem Vorrats­
gefaB durch eine Kupferspirale, die in einem Wasserbad vor­
gewarmt wird, wie die Abb. 22 zeigt. 

Zur Untersuchung kleinerer Substanzmengen (Blutserum) oder 
gefarbter Fliissigkeiten bedient man sich des Hilfsprismas (vgl. 
Abb.21, S.29). Dazu wird ein beigegebener metallener Becher 

Rona, Fermentmethoden, 2. Auflage. 3 



34 Physikalische Methoden. 

auf das Refraktometer aufgesteckt und der BajonettverschluB 
fest angezogen. Darauf bringt man einige Tropfen der Fliissig­
keit auf die horizontal gehaltene Hypotenusenflache des Hilfs­
prismas, schiebt dieses in den Becher ein und setzt den Deckel 
des Metallbechers auf. Die Hypotenusenflache des Hilfsprismas 
solI auf die polierte, elliptische Flache des Refraktometers zu 
liegen kommen. Man solI so viel Fliissigkeit nehmen, daB der 
Zwischenraum zwischen den Prismen ganz ausgefiillt ist. Die 
iibrige Handhabung ist die gleiche wie oben beschrieben. Zur 
Beobachtung der Refraktion unter Benutzung des Hilfsprismas 
ist eine besonders konstruierte Blendvorrichtung, die dem Ap­
parat mitgegeben wird, sehr niitzlich. 

Kupelwieserl), dem wir sehr eingehende Untersuchungen 
iiber die Verwendbarkeit des Refraktometers verdanken, benutzt 
als Lichtquelle statt Tageslicht eine in 35 cm vom Beleuchtungs­
spiegel aufgestellte, sorgfaltig abgeblendete Gliihlampe von 
100 Kerzen. Ein Temperaturfehler von ± 0,5 verursacht beim 
Serum einen Fehler in nn von 0,00002. 

Die Refraktometrie wurde bei den Fermenten bis jetzt haupt­
sachlich bei der Untersuchung iiber die Abwehrfermente von A b­
derhalden angewandt 2). (Vgl. S. 342.) 

Interferometrie3). 

Bei der Interferometrie werden die refraktometrischen Mes­
sungen mit Hilfe der Interferenz des Lichtes ausgefiihrt. 

Die Messungen mit dem Fliissigkeitsinterferometer, das von 
F. Loewe konstruiert und von C. ZeiB in Jena hergestellt wird, 
beruhen darauf, daB durch den Unterschied der Lichtbrechung 
bzw. Konzentration einer zu untersuchenden Losung und einer 
Vergleichs16sung Interferenzstreifen wandern. Die Messung mit 
dem Interferometer ist eine Differenzmethode, bei der das Inter­
ferenzbild der zu untersuchenden Losung verglichen wird mit 

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 131, S. 413. 1922. - Vgl. auch Meyer: 
Biochem. Zeitschr. Bd.114, S.194. 1921. 

2) Pregl u. de Crinis: Fermentforschung Bd. 2, S. 58.1917. - tJber 
andere Anwendungen vgl. Rostock: (Pepsinwirkung auf Fibrin) Zeitschr. 
f. d. ges. expo Med. Bd. 39, S. 385.1924 und Bd. 42, S. 132. 1924. -ReiB: 
(Pepsinbestimmung im Magensaft) Schweiz. med. Wochenschr. Bd.29, ITl. 
1923. -Kupelwieseru. RosIer: (Magensaft) Biochem. Zeitschr. Bd. 136, 
S.38. 1923. 

3) Nach Hirsch: Abderh. Reaktion mittels der interferom. Methode. 
Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 28 u. 29. - Vg1. auch Lowe: 1. C. - Vg1. Ber! 
u. Ranis: Die Anwendung der lnterferometrie in Wissenschaft und Technik. 
Fortschr. d. Chem. u. Phys. u. phys. Chem. Ed. 19, H.7. 1928. 
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einer unveranderlichen normalen Interferenzerscheinung, die 
als Nullage dient. Die Wanderung der Interferenzstreifen laJ3t 
sich durch eine Kompensationsvorrichtung ausgleichen und ihre 
GroBe messen. Die Einrichtung des Fliissigkeitsinterferometers 
wird am leichtesten an Hand der schematischen Darstellung 
(Abb. 23) verstandlich sein. 

Der Beleuchtungsapparat B, bestehend aus einem Osram­
lampchen und einem Linsensystem, ist in einem kleinen Tubus 
neben dem Fernrohre untergebracht. Der Faden des Lampchens 
wird quer auf einem Spalt abgebildet . Der aus diesem Spalt her­
austretende Lichtstrahl fallt auf den am hinteren Ende des Appa­
rates angeordneten, mit Justiereinrichtungen reichlich ausgestat· 
teten Spiegel S. In oder 
dicht an dieser Spiegelebene 
liegen zwei Doppelblen­
den, welche die Beugungs­
erscheinungen hervorrufen. 
Der nahezu senkrecht auf­
fallende Lichtstrahl wird 
von dem Spiegel zuriick- W 

geworfen und durch das ~~ .. /~t ;~ 191 
Objektiv des Fernrohres -F~- "ifiP i: ~ ~ 
zu ~i~em Interferenzbilde :TrY :::j 
verelmgt. Das Interferenz- _ _ _ __ Z 
bild liegt dabei dicht neben 1M 
dem sehr fein einstellbaren Abh.23. 

Spalt und wird mittels des 
Okulars 0 k betrachtet. Die Lichtstrahlen der parallelen Strahlen­
biindel miissen auf ihrem Wege zum und vom Spiegel S durch die 
Platten P l und P 2 des Kompensators K, ferner durch die plan­
parallelen Platten eines Temperierbades Tr, durch die Temperier­
fliissigkeit selbst und durch die in das Temperierbad von oben ein­
gehangten, mit zwei planparallelen Glasplatten versehenen und mit 
den zu untersuchenden bzw. zu vergleichenden Fliissigkeiten ge· 
fiillten Fliissigkeitskammern hindurchtreten. Nur die obere Halfte 
der Lichtstrahlen nimmt diesen Weg. Die untere Halfte des 
Lichtbiindels geht unter der Fliissigkeitskammer her und erzeugt 
in dem Okular das unveranderliche als Nullage dienende Inter­
ferenzstreifensystem. Dieses besteht aus einem weiBen Felde, 
dem sog. Maximum nullter Ordnung, und symmetrisch dazu 
angeordneten Beugungserscheinungen, welche durch sehr schmale 
schwarze Minimastreifen getrennt sind. 

Befinden sieh in den beiden Half ten der Doppelkammern 
3* 
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Fliissigkeiten von genau gleicher Lichtbrechung, mit anderen Wor­
ten Fliissigkeiten von gleicher Konzentration, so erzeugt die obere 
Halfte des parallelen Strahlenbiischels genau dasselbe Beugungs­
spektrum, wie die untere. Sind jedoch die Kammern mit ver­
schiedenen Substanzen gefiillt, so ist die Interferenzerscheinung 
gegen ihre bisherige Lage verschoben, da die optische Weglange 
in beiden Kammern eine verschiedene ist. Durch Drehen der 
Schraube M kann man die beweglich angeordnete Platte PI 
des Kompensators K verstellen, wodurch der optische Gangunter­
schied der beiden Halften des Strahlenbiischels ausgeglichen wird. 
Man dreht so lange, bis die beiden oben erwahnten schwarzen Strei­
fen, die das Maximum nullter Ordnung (das WeiBe) begrenzen, 
in dem oberen und unteren Bilde genau auf Koinzidenz stehen. 
Die Schraube M tragt eine MeBtrommel, deren Umdrehungen 
man mit Hilfe ihrer Teilung, sowie eines Umdrehungszahlers Z 
ablesen kann. T h ist ein Tubus fiir ein Thermometer. Die Fliissig­
keitskammern sind so konstruiert, daB sie auf das bequemste 
gefiillt und gereinigt werden konnen. Die Fliissigkeit ist gegen Ver­
dunsten durch einen Glasdeckel geschiitzt und befindet sich, wie 
bereits oben erwahnt, in einem Temperierbade. Ais Temperier­
fliissigkeit dient destilliertes Wasser. 

Zur Untersuchung mit dem Interferometer werden die beiden 
Halften der Doppelkammer mit destilliertem Wasser gefiillt und der 
Nullpunkt festgestellt. Dann werden die Fliissigkeitskammern aus­
gehebert und sorgfaltigst mit Filtrierpapier ausgetrocknet. Ein Be­
feuchten der gekitteten Kammern mit Alkohol, Toluol und ahn­
lichen harzlOsenden Substanzen ist absolut unzulassig. Nun werden 
die auf diese Weise gereinigten Kammerhalften mit den zu unter­
suchenden Fliissigkeiten gefiillt [die zu untersuchende Losung auf 
die Seite, an der sich die MeBtrommel des Interferometers be­
findet], die andere Halfte wird mit der Vergleichslosung angefiillt. 
Mit der eigentlichen Messung, d. h. mit dem Einstellen der beiden 
Beugungserscheinungen auf Koinzidenz, mllB man so lange warten, 
bis die Temperatur zwischen den gefiillten Kammern und dem 
Temperierbad ausgegIichen ist. Dies dauert meist nur wenige 
Minuten. 1st der Ausgleich noch nicht beendet, so sind die Strei­
fen des veranderIichen Systems entweder krumm, oder sie verlau­
fen schrag zu denen des unveranderlichen Interferenzbildes. Beim 
Untersllchen von Serum muB zur Reinigllng erst mit einer 
0,8 proz. KochsalzlOsung und dann erst mit destilliertem Was­
ser gespiilt werden, da Serum, mit Wasser versetzt, Triibungen 
hervorruft. Von dem bei dem eigentlichen Versuch an der MeB­
trommel abgelesenen Wert in Trommelteilen wird die Nullage 
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der Kammer, d. h. der bei der Fullung der beiden Kammer­
hiUften mit destilliertem Wasser abgelesene Wert, abgezogen. 

Benutzt wurde die Methode zum Studium der Abderhalden­
schen Abwehrfermente im Blut 1). 

N ephelometrie. 
Nephelometrie oder Trubungsmessung ermittelt aus der Trii­

bung einer Lasung ihre Konzentration an triibender Substanz. 
Die Nephelometrie ist besonders geeignet zur Bestimmung ge­
ringer Substanzmengen. Sie ist zur Fermentuntersuchung, wo 
es darauf ankommt, groBe Reihen maglichst schnell zu messen, 
besonders brauchbar. 

Prinzip: Gemessen wird die 
Triibung einer zu untersuchenden 
Lasung gegen eine bekannte 
Triibung (resp. bekannte Konzen­
tration) oder auch gegen einen 
kauflichen empirisch festzulegen­
den Triibungsstandard. Unter 
den unten ausgefiihrten Bedin­
gungen gilt die Beziehung des 
Lambert-Beerschen Gesetzes: 
ill einer Schicht triiber Lasung 
sind SchichthOhe d und Kon­
zentration c an triibender Sub-
stanz umgekehrt proportional 
(c·d = konst.). Hierbei wird nicht, 
wie bei der Kolorimetrie, das 
durch die Lasung hindurchge-
sandte Licht gemessen, also die 
Menge des absorbierten Lichts. 
sondern das von den Teilchen 
ausgesandte abgebeugte Licht. 

o 

au, 
. - -,rd · fm,-- __ 

b 

A bb. 24 . 

Durch Anderung der Rahe der Flussigkeitssaule d1 laBt sich bei 
Vergleich gegen eine Trubung bekannter SchichthOhe d2 und 

, d2 O2 
Konzentration C2 die Konzentration 0 1 bestimmen: 0 1 =d-- . 

1 

Apparatur: Rier soU nur eines derkauflichenNephelometer, 
das nach Kleinmann 2), [hergestellt von Schmidt und Raensch, 
Berlin] beschrieben werden. Abb. 24 zeigt das Schema des Strah­
lenganges, Abb. 25 das Schema des Instrumentes selbst. 

1) Vgl. S. 342. 2) Biochem. Zeitschr. Ed. 99, S. 115. 1919. 
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a und a l sind Reagensglaschen von 17 cm 3 Fassungsvermogen, 
die zur Aufnahme der zu vergleichenden getriibten Losungen 
dienen. Dieselben werden von vorn beleuchtet und die entspre­
chenden Tyndallkegel von oben beobachtet. Zu diesem Zwecke 

Abb. 25. 

geht das Beugungslicht 
zuerst durch zwei massive 
Glaskonusse c und cl . Sie 
dienen dem Zwecke, den 
Fehler, der durch Beob­
achtung der Oberflache 
entsteht, zu vermeiden, 
dadurch, daB sie in die 
untersuchte Fliissigkeit 
eintauchen. Das Licht 
durchlauft dann eine Op­
tik und gelangt im Okular 
zur Beobachtung, in dem 
die Halite des Gesichts­
feldes je einer triibenden 
Fliissigkeitssaule ent­
spricht. 

Die Hohen der dem 
Licht ausgesetzten GefaBe 
konnen mittels einer ein­
fachen Schraubenbewe­
gung belie big geandert 
werden dadurch, daB 
durch bewegliche Metall­
platten do und du die 
Lange der Fenster, die in 
die den Apparat frontal 

deckende Metallplatte geschnitten sind, verandert wird. Ihre Stel­
lung und somit die Lange der beleuchtetenFliissigkeitshOhe istdurch 
eine Millimeterskala und Nonius auf 0,1 mm genau abzulesen. 

Zur Beleuchtung des Apparates dient eine 150-200kerzige 
mattierte Osramlampe, die in einer Entfernung von mindestens 
75 em vor dem Apparat in gleicher Hohe wie die Fenster auf­
gestellt wird. 

Die Mikronephelometereinrichtung stellt einen Zusatzteil zu 
dem Nephelometer nach Kleinmann dar, die einfach eingefiigt 
werden kann. Sie dient dazu, statt der GefaBe von 17 cm3 Fas­
sungsvermogen solche von 2,7 und 3,7 cm3 Volumen anzuwenden. 
Als weitere Zusatzeinrichtungen zum Kleinmannschen Nephelo-
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meter seien angefiihrt: Eine Einrichtung fiir sterile Messungen, 
sowie ein fester unveranderlicher aber in Farbe und Helligkeit 
variierbareI' Triibungsstandard. 

Allgemeine Vorschriften fiir die N ephelometrie: 
a) Die zu vergleichenden Losungen miissen fiir die Zeit ihres 
Vergleichs einen konstanten Triibungsgrad besitzen und diirfen 
keine Anderung, wie Ausflockung usw., erleiden. 

b) Die Triibungen, die gemessen werden, miissen fiir das Auge 
vollig homogen sein. Auch ihre Dichte muB sich in empirisch 
festgelegten Grenzen halten. 1st die Triibung zu gering, so leidet 
die Helligkeit und Genauigkeit der Messung. 1st sie allzu stark, 
so kommt es leicht zu Ausflockungen. Die innezuhaltenden 
Konzentrationsgrenzen, Angaben iiber Haltbarkeit usw. sind in 
den einzelnen Vorschriften genau angegeben. 

c) Das Verhaltnis der Triibungen, die miteinander verglichen 
werden, solI hinsichtlich ihrer Triibungen oder Konzentrationen 
ein Verhaltnis von 1:4 nicht iibersteigen. Praktisch folgt daraus 
die Vorschrift, die zu vergleichenden Triibungen moglichst gleich­
stark zu bemessen. 

d) Die Triibungen, die untereinander verglichen werden, 
sollen gleiche TeilchengroBe haben. 

Handhabung des Apparates. Die Lichtquelle wird in 
75 em Entfernung in moglichst gleiche Hohe und symmetrische 
SteHung zu den Nephelometerfenstern gebracht. 

Die Messungen werden im Dunkelzimmer ausgefiihrt. 
Die Reagensglaser werden mit der gleichen triiben Losung 

gefiillt, rechtes und linkes Fenster werden gleichgestellt und durch 
vorsichtiges Riicken des Apparates und der Lichtquelle gleiche 
Helligkeit im Gesichtsfelde erzielt. Sodann werden a1 und a2 
miteinander vertauscht und, falls das Gesichtsfeld unverandert 
bleibt, die Stellungen des Apparates und der Lichtquelle auf dem 
Tisch markiert, am einfachsten durch Kreide- oder Buntstift­
striche. Zeigt sich nach dem Umtauschen der Zylinder das Ge­
sichtsfeld nicht mehr einformig hell, so muB die Einstellung so­
lange verriickt werden, bis der Umtausch keine Veranderung mehr 
ergibt. Nunmehr ist der Apparat zum Arbeiten fertig. Die Ge­
faBe werden in die Metallhiilsen heruntergedriickt und mitsamt 
diesen aus der Schiene herausgenommen. Sodann werden sie mit 
einem Leder sehr sorgfaltig von auBen geputzt. Sie innen zu rei­
nigen und auszutrocknen, empfiehlt sich nur nach AbschluB der 
gesamten Arbeit. Durch Reinigung mit Biirsten und Tiichern blei­
ben stets kleine storende Faserchen zuriick. Es ist daher ratsam, 
sie mit der zu untersuchenden Losung nur griindlich auszuspiilen. 
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Mit der Losung gefiillt, werden sie wieder in die Schienen gebracht, 
worauf die Glaser hochgezogen werden, bis der kompakte Glas­
zylinder in sie eintaucht. Sehr sorgsam ist auf dessen Reinhaltung 
zu achten, da Verunreinigungen leicht zu einer Veranderung des 
kolloidalen Zustandes der Losung fiihren. Auch darauf muB geachtet 
werden, daB beim Eintauchen der kompakten Glaszylinder in die 
Losung keine Luftblasen unter dieselbe geraten oder sich bei einer 
evtl. Erwarmung der Losung im Zimmer unter ihnen festsetzen. 

Nach Festlegung der Stellung des einen Fensters wird das an­
dere durch den Trieb eingestellt, bis im Gesichtsfeld gleiche HeIlig­
keit erzielt ist. Das Verhaltnis der FensterhOhen ist innerhalb 
bestimmter Grenzen umgekehrt proportional den Konzentrationen. 

Bei der Beobachtung spielen die subjektiven Fehler eine groBe 
Rolle. Es ist unumganglich notwendig, das Auge sich 5-10 
Minuten an die Dunkelheit adaptieren zu lassen. Aber auch wah­
rend der Reihenuntersuchungen ist es ratsam, das Auge im Dun­
keln zuweilen ausruhen zu lassen. Jede Einstellung solI mehrere 
Male vorgenommen werden. Von den einzelnen Ablesungen ist 
das Mittel zu nehmen. Unbedingt notwendig aber ist, wie noch 
einmal betont werden solI, den Apparat, wenn seine Stellung zum 
Beleuchtungsapparat auch festgelegt ist, vor seinem Gebrauch 
durch Einfiillen gleicher Losungen in beide Zylinder auf Fehler­
losigkeit del' Aufstellung zu priifen. 

Der durchschnittliche Fehler betragt ca. 1 %, der sich bei 
einiger tTbung des Untersuchers sogar bis auf 0,5 °/0 vermindert. 

Die Berechnung der Resultate erfolgt im allgemeinen 
nach dem Gesetz der Proportionalitat. Ist d die Schichthohe der 
bekannten Losung, die man gewohnlich auf den Mittelwert 20 
annehmen wird, d1 die Stellung der unbekannten Losung bei 
gleicher HeIligkeit im Gesichtsfelde, c die Konzentration der be­
kannten Losung, x die der unbekannten, so ist d: d1 = x: c, aIm 

c·d x=a;' 
Die Nephelometrie wurde bis jetzt bei der Untersuchung der 

Amylase (S.203), des Pepsins (S. 265) und des Trypsins (S. 314) 
und der Gewebsproteinase angewandt. 

Kolorimetrie 1). 

Prinzip: Das Lichtabsorptionsvermogen zweier Losungen 
derselben Substanz ist das gleiche, wenn die Konzentration 

1) Vgl. auch Praktikum II, S.336. 
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dieser Losungen umgekehrt proportional den Schichtdicken 
ist. Die Schichthohe und Konzentration der einen Losung 
(VergleichslOsung) ist bekannt, die SchichthOhe der zu unter­
suchenden Losung wird abgelesen und daraus ihre Konzen­
tration berechnet. 1st c die Konzentration der zu untersuchenden 
Losung, c1 die Konzentration einer Losung bekannten Gehalts, 
llnd sind 8 und 81 die Schichtdicken der Losungen, wenn die Farb­
tiefen beider dem Auge gleich erscheinen, EO ist c: C1 = 81 : 8 • 

Daraus berechnet sich 

Kolorimeter nach Du boscq 1). 
Es besteht aus zwei nebeneinanderstehenden zylindrischen 

Rahren Z, von denen die eine die Losung bekannten Gehalts, die 
andere die zu bestimmende Losung enthalt 2). Die q 
SchichthOhe der Fliissigkeiten kann durch die Tauch- ~ ~ 
zylinder T, welche unten durch eine Glasplatte ver- ' : 
schlossen sind und mittels Triebschrauben in der '1? 

! 
Fliissigkeit auf- und abbewegt werden konnen, ver- ,'\ 
andert und an einer Skala abgelesen werden. Das g 
Licht (Tageslicht oder Auerlicht) wird durch einen R 
Spiegel von unten in den Zylinder reflektiert und W~ 
gelangt durch ein optisches System ins Auge. i 

Kolorimeter nach dem Dub 0 s c q -Prinzip mit' , 
aufmontierter Lichtquelle konstruieren neuerdings ~n ~'T 
Schmidt und Haensch (Berlin). :,' i, 

Ausfiihrung: Die Lichtquelle und der Spiegel 
werden bei ungefiillten Zylindern so gestellt, daB die r ,2 
beiden Gesichtshalften gleich hell erscheinen. Nun i I 

bringt man die Fliissigkeiten ein, stellt die Vergleichs- Ji M;) I 
lasung auf eine bestimmte willkiirliche Skalenstellung Abb. 26. 

und stellt durch Heben oder Senken auf Seite der zu 
priifenden Lasung wieder auf gleiche Helligkeit ein. Man nimmt 
aus einer Reihe von Beobachtungen das Mittel. Die Berechnung 
geschieht mit Hilfe obiger Formel. Der Unterschied der Schicht­
dicke beider Fliissigkeiten, der Vergleichs- und der unbekannten 
Lasung, darf nicht zu groB sein. Es darf kein nennenswerter 
Temperaturunterschied (hOchstens bis 3°) zwischen den beiden 

1) Beschreibung nach Hoppe- Seyler-Thierfelder: S.20, Abb. 3. 
2) Als Eichfliissigkeiten fiir die Priifung des Apparates sind am besten 

Verdiinnungen vonZeichentuschen(z.B. Giinther und Wagners Tuschen: 
"ZinnoberH, "Ultramarin", "HeJlgriinH) von ca. 0,1 Vol.-% geeignet. 
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Fliissigkeiten bestehen. - Vor der Ausfiihrung der eigentlichen 
Untersuchung solI in beide Rohren Z die gleiche Losung gefiillt 
werden. Bei fehlerlosem Apparat und richtiger Einstellung miissen 
bei gleichen Helligkeiten gleiche SchichthOhen auf beiden Seiten 
abgelesen werden 1). 

Viskosimetrie. 
Die innere Reibung einer Fliissigkeit wird am einfachsten mit 

dem Viskosimeter nach Wilhelm Ostwald bestimmt2 ). Die er­
haltenen Werte sind relativ und werden auf die innere Reibung 

1 

z 

d des Wassers = 1 bezogen. Da die Viskositat stark 
von der Temperatur abhangt, mull die Messung im 
Wasserbad ausgefiihrt werden3). Das Viskosimeter 
(s. Abb. 27) mull stets mit der gleichen Menge Fliissig­
keit gefiillt werden, die fiir jedes Viskosimeter aus­
probiert werden mull. Man fiille aus einer Pipette so 
viel Wasser in das (breitere) Rohr d ein, daB die Kugel c 
knapp gefiillt ist. Nun blase man von d aus mittels 
eines Gummischlauches die Fliissigkeit in den anderen 

c Schenkel, bis sie die Marke 1 erreicht. Sie muB dann 
auf der anderen Seite noch gerade in die Kugel c 
reichen. Diejenige Fliissigkeitsmenge, die diese Be-

Abb.27. dingung erfiiIlt, ist die geeignete. Das Wichtigste ist, 
Viskosimeter. 
'I. nat. GroBe. dall das einmal gewahlte Fliissigkeitsvolumen nunmehr 

stets innegehalten wird. Die Zeit wird mit einer Stopp­
uhr gemessen, die 1/5 Sekunden anzeigt. Sobald das Fliissigkeits-

. niveau die obere Marke 1 passiert, wird die Uhr angelassen, so­
bald es die untere Marke 2 passiert, gestoppt. Dann wird die 
Fliissigkeit wieder in den anderen Schenkel heriibergedriickt und 
die Bestimmung wiederholt, und dies fortgesetzt, bis die.Werte 
konstant werden. Bei Gelatinelosungen muB man das ganz beson­
ders beriicksichtigen, weil die Viskositat bei Anderung der Tem­
peratur erst ganz allmahlich ihren endgiiltigen Wert annimmt. 

Zunachst wird durch mehrere Versuche der Wert fUr reines 
Wasser bei der fiir den eigentlichen Versuch gewahlten Tempera­
tur, z. B. 35°, festgestellt. 

1) Vber das Kolorimeter von Biirke:r; (Zeitschr. f. angew. Chem. Bd. 36, 
S.427. 1923) vgl. Prakt. II, S.153. 

2) Beschreibung und Handhabung des Viskosimeters von Hess vgl. 
Prakt. II, S. 16. Vber viskosimetrische Messung der Fermentkonzentration 
(speziell der Amylasekonzentrat:on) vgl. Thompson, Johnson und 
Hussey: Journ. General Physiology Bd. 15, S.1. 1931. 

3) Das ganze Viskosimeter (iiber der Marke 1) muB ins Wasserbad 
eintauchen. 
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Bestimmung einer Fermentwirkung mit Hilfe der Viskosimetrie 
findet man auf S. 200 (Amylase) und auf S. 267 (Pepsin). 

Dilatometrie. 
Dilatometrische Messungen, d. h. die quantitative 

Verfolgung von Volumanderungen in Reaktionsyste­
men sind zur quantitativen Verfolgung von Ferment­
prozessen geeignet, und zwar sowohl zur Verfolgung von Spal­
tungen als auch von Synthesen1). Das Volumen des Reaktion­
systems (Substrat + Ferment) andert sich proportional mit dem 
Fortschreiten des Fermentprozesses. 

Eine fiir viele Zwecke geeignete Form eines Dilatometers zeigt 
Abb.28. kist eine Kapillare mit Millimeterteilung, deren Hohl­
volumen (Kapillarinhalt) mit auBerster Sorgfalt mittels Queck­
silbers geeicht wird. (Sie hat z. B. eine Hohe von 30 resp. 50 cm, 
einen Lumendurchmesser von 0,35-1 ,25 mm, ein Hohlvolumen von 
z. B. 40 mm3.) a ist der "Dilatometerkorper", in den 2 Glasstabe S 
eingebaut sind, die das Vermischen der Reaktionsflussigkeit be­
wirken (siehe unten) ; b ist ein kleines Glassieb. Yom Schenkelhahn 
c bis zur o-Marke hat der Dilatometerkorper einen Inhalt von z. B. 
10,50, 100 cm3• - Es lassen sich naturlich auch andere Formen 
von Dilatometern konstruieren, z. B. kann man die Kapillare als 
Einzelstuck herstellen und sie mittels eines Schliffes auf den Dila­
tometerkorper aufsetzen; dies hat den Vorteil, daB man dieselbe 
Kapillare fiir verschiedene Dilatometer benutzen kann; ferner 
kann man fiir spez. Zwecke den Dilatometerkorper zweikammrig 
konstruieren usw. 

Technik an Hand eines praktischen Beispiels: 
Spaltung einer 10proz. Saccharose-Losung mittels Saccharase; 
gleichzeitig dilatometrische und optische Verfolgung des Fer­
mentprozesses. Versuchstemperatur 300 (± 0,05°). - 4 Dila­
tometer werden in ein mit einem Toluolthermostaten kon­
stant gehaltenes groBes Wasserbad eingesetzt und mit einem ge­
eigneten Klammersystem befestigt. Die Dilatometer werden mit 
ziemlich starkem Hub hin und her bewegt; durch diese Bewegung 
fallen die eingebauten Glasstabe hin und her und besorgen auf 
diese Weise die standige Vermischung der Reaktions16sung. In 
dasselbe Wasserbad wird getrennt je in einem Vorratskolben eine 

1) Benrath: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 67, S. 501. 1908. -
Van't Hoff: Sitzungsber. d. konigl. preuB. Akad. d. Wiss. Bd. 34, S. 963. 
1910. - Galeotti: Zeitschr.f.physiolog. Chem. Bd. 76, S.105. 1911; Bd. 80, 
S.241. 1912. - Sreenivasaya und Sastri: Biochem. Journal Bd.23, 
S.975. 1929. - Rona und Neuenschwander: Biochem. Zeitschr. 
Bd. 235, S. 214. 1931. 
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genau abgemessene Menge Zuckerlosung (vorher aufgekocht, da­
mit wahrend des Versuchs keine Luftblaschen austreten!) und die 
Fermentlosung (zum selben Zwecke 1/2 Stunde evakuiert) ein­
gesetzt, um sie auf die Versuchstemperatur zu bringen; ist dies 
der Fall, wird eine geeignete Menge der Ferment16sung mit der 

a 

d 
Zuckerlosung vermischt und nach Abnahme einer 
Probe sofort 2 Dilatometer gefiillt. Das Fiillen 

JOresp.50 geschieht durch Schlauchverbindung des Vorrats­
kolbens (dieser bleibt wahrend des ganzen Ver­
suchs im Wasserbad) mit dem Hahnschenkel des 
Dilatometers (Abb. 28, c) und leichtes Saugen mit 
der Wasserstrahlpumpe am Kapillarende (d); die 
Fiillung muB natiirlich vollkommen luftblasen­
frei sein. In Versucben, bei denen eine Volumen­
abnahme eintritt., miissen die Kapillaren auch 

o 

s 

b 

Abb.28. 

gefiillt werden; analog werden die beiden an­
deren Dilatometer gefiillt mit derselben Zucker-
16sung und abgekochtem Ferment (oder mit 
Wasser) als Kontrollen; da in diesen Kontrollen 
an sich das Volumen absolut unverandert bleibt, 
konnen sie als Temperaturkorrekturen fiir die 
Schwankungen der Wasserbadtemperatur ver­
wandt werden (die Schwankungen diirfen natiir­
Hch nur minimal sein). Wenn die Dilatometer 
gefiillt sind, wird kurze Zeit geschiittelt und 
dann die Steighohenablesungen an der Kapillar­

skala begonnen. Aus den Differenzen der Steighohen wird die 
absolute Volumabnahme berechnet. Gleichzeitig mit den Steig­
hohenablesnngen wird aus dem Vorratskolben eine bestimmte 
Menge der Reaktions16sung in eine gleiche Menge 2-n-Sodalosung 
abpipetiert und das IXD davon bestimmt. 

Beispiel eines Spaltungsverlaufes: 

Steig- Volumen- Dre-
Dilatometer- und Kapillarvolumen Zeit hOhenab- abnahme hungsab-nahmein in nahme Min. em mm3 

Fassungsvermogen: 50 em3 10 3,95 5,3 0,54 
rnhalt der Kapillare: 40,5 mm3 20 7,60 10,3 1,02 

(30 em lang) 30 11,05 15,0 1,50 
d. h. 1 em entspr. 1,35 mm3 40 14,55 19,6 1,98 

50 17,70 23,9 2,46 
60 20,55 27,7 2,80 
70 23,45 31,7 3,24 
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Aus diesen Zahlen ergeben sich folgende Kurven: 

JO 

10 zo 
Orehl/I7!!J!!rlltie 

Abb.29. 

JO o ZO .10 '10 30 IJ(J 70 
Zeit Mill/ten 

Abb.30. 
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Abb. 29, Volumabnahme-jDrehungsabnahme-Kurve, ist prak­
tisch eine Gerade; in Abb.30 fallen die beiden Kurven, die 
Zeit-jVolum-Kurve und die Zeit-jDrehungsabnahme-Kurve bei 
geeigneter Wahl der Parameter zusammen. Del' Versuch zeigt 
somit proportionalen Verlauf der Volumabnahme mit del' Ab­
nahme del' Drehung, d. h. die Volumabnahme verlauft pro­
portional del' Saccharose-Spaltung; die Methode ist somit geeignet, 
fermentative Spaltungen (oder auch Synthesen) zu verfolgen 1). 

Konduktometrie. 
Del' Widerstand (bzw. sein reziproker Wert: die Leitfahigkeit) 

einer zu messenden Lasung wird nach dem Prinzip del' Wheat­
stoneschen Briickenanordnung gemessen. Da sich die Anwen­
dung von Gleichstrom beiElektrolyten verbietet, wird nach Kohl­
rausch del' Wechselstrom eines Induktors zu den Messungen 
benutzt, und die Stromlosigkeit der Briicke durch ein Telephon 
konstatiert. 

Apparatur: Die Schaltung ist aus der Abb. 31 ersichtlich. 
In del' Abbildung bedeutet A einen 2-Volt-Akkumulator, dessen 
Pole iiber das kleine Induktorium 1 und einen regulierbaren 
Gleitwiderstand (man braucht nur wenige Ohm) mittels eines 
Stromschliissels geschlossen werden kannen. Der V orschaltwider­
stand wird derart eingestellt, daB gerade eben noch das Indukto­
rium mit dem Wagnerschen Hammer in Betrieb gehalten werden 

1) Auch die absoluten Werte der Volumabnahme pro Spaltllng von 
I Mol Substrat sind von Bedeutung. 
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kann; je schwacher der Strom, desto besser. Die Klemmschrauben­
pole des Sekundarstromes werden wie in der Zeichnung geschaltet. 
R ist ein Rheostat von mindestens 1-1000 Ohm (fur schlechtlei­
tende Flussigkeiten braucht man bis 10000 Ohm). Wist del' zu 
messende Widerstand in dem WiderstandsgefaB (s. unten). 
ab ist ein dunner, auf einem in Millimeter geteilten MaBstab 
von 1 m Lange ausgestreckter Draht aus Platin-Iridium oder aus 

~~----~------~------~b 

Abb.31. 

Konstantan1}, d ist ein Gleit­
kontakt, T ein Telephon. 
Das Induktorium wird von 
einem Kasten uberdeckt, 
damit sein Ton nicht direkt 
hOrbar ist. 

R kann man beliebig 
wahlen, doch wird man ihn 
moglichst so groB nehmen, 
daB der SchleUkontakt 
nicht zu weit von der Mitte 

der MeBbrucke entfernt ist, wenn das Telephon schweigt; 
dann sind die Fehlerquellen am kleinsten. Ais Rheostat dient 
ein geeichter Stopselrheostat. Das Induktorium solI klein sein; 
am besten ist eins der gewohnlichen SchIitteninduktorien, 
wie sie in der Reizphysiologie gebraucht werden. Die Feder 
des Unterbrechers solI sehr schnelle Schwingungen ausfiihren, 
der entstehende Ton solI moglichst hoch sein (Muckenton). 
Der Strom soIl nur wahrend der Messung hindurchgehen. An 
das Induktorium wird ein Funkentoter geschaltet in der An­
ordnung der Abb. 33. Dieser besteht aus einem Kondensator 
von 0,5 bis 2 Mikrofarad, der parallel zur Funkenstrecke ge­
schaltet ist. Der Kondensator besteht aus zwei Aluminium­
blechen, die in eine Sul£atlOsung oder in Seifenwasser tauchen. 
Man kann auch einen der kaufIichen Kondensatoren verwenden. 
Als Telephon dient ein gewohnliches Bellsches Telephon (Haus­
telephon). 

Das Aufsuchen des Tonminimums geschieht, indem man, das 
Telephon fest am Ohr, den Gleitkontakt um den Ort des Ton­
minimums hin- und herschiebt, die Exkursionen immer mehr 

1) Statt dessen kann man einen ebensolchen Draht benutzen, der in 
10 Windungen auf eine Walze aus isolierendem Material (Ton, Marmor, 
Hartgummi) aufgewickelt ist. An Stelle des Schleifkontaktes ist hier 
ein Kontaktradchen, das an einem vor dem Zylinder befindlichen, in 
10 Teile geteilten Lineal die ganzen Umdrehungen ablesen laI3t, wahrend 
man die Bruchteile an einer Teilung auf dem Rande des Zylinders 
abliest. 
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einengt und so das Minimum auf moglichst weniger als 1 mm genau 
ermittelt. Die Giite des Tonminimums ist u. a. um so scharfer, 
je groBer die Elektrodenflache im Widerstands­
gefaB, aber auch je groBer der Widerstand (bis 
zu einer gewissen Grenze) in demselben ist. Zur 
VergroBerung der Oberflache der Elektroden wer­
den diese mit Platinschwarz iiberzogen. Das 
WiderstandsgefaB hat fiir physiologische Zwecke 
am besten die nebenstehende Form (Abb. 32). 
Die Elektroden bestehen aus zwei starken, nicht 
biegsamen Platinblechen, die in starrer, unbeweg­
lich fester Lage mittels starker kurzer Platin­
drahte an GIasrohren angeschmolzen sind. Die 
Platindrahte durchbohren das GIasrohr, innen 
werden sie mittels eines Quecksilberkontaktes 
und eingesteckter Kupferdrahte in den Strom­
kreis angeschlossen. Die Platinplatten werden zu­
nachst mit konzentrierter H 2S04 + Bichromat 

Abb. 32. Wider­
standsgefilJ.l. 

gereinigt, sorgfaltig gewassert und dann platiniert. Dies geschieht, 
indem man in das WiderstandsgefaB die Platinierungsfliissigkeit 

Abb. 33. Schaltung des 
Kondenaators ala Fun­

kentoters. 
(Aus Ostwald­
Luther. 4. Aufl., 

S.504.) 

nach Lummer (1 g Platinchlorid + 0,02 g 
Bleiacetat auf 100 Wasser) fiillt und den 
Strom eines zweizelligen Akkumulators (4 Volt) 
unter zeitweiliger Wendung des Stromes 10 bis 
15 Minuten hindurchschickt. DiePlatinplatten 
miissen samtschwarz sein; bei Elektroden, 
die schon wiederholt platiniert worden sind, 
geniigen zur Platinierung 1-2 Minuten. Dann 
werden die Elektroden mit Wasser gewaschen 
und die letzten hartnackig haftenden Reste 
des Platinsalzes dadurch reduziert, daB man 
das GefaB mit verdiinnter H2S04 fiillt und 
wieder unter wiederholter Wendung den Strom 
hindurchschickt. Zum SchluB werden die 
Elektroden mehrere Stunden in destilliertem 
Wasser gewaschen, welches haufig gewechselt 
wird. "Ober eine andere Form eines WiderstandsgefaBes siehe 
spez. Teil, S. 288. 

Da die Leitfahigkeit stark von der Temperatur abhangig ist, 
muB das LeitfahigkeitsgefaB in einem Wasserbad mit genau re­
gulierter Temperatur stehen. 

Zuerst muB man das WiderstandsgefaB eichen. Zu diesem 
Zweck miBt man die Leitfahigkeit von sehr genau hergestellten 
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KCI-Normallosungen. Das KCI (pro analysi Kahlbaum) wird 
vor dem Versueh eine Zeitlang sehwaeh gegliiht, bis kein Krepi­
tieren der Kristalle mehr horbar ist; naeh dem Erkalten im Exsik­
kator werden zur Herstellung einer O,l-n-Losung 7,46 g analytiseh 
abgewogen und in 1 Liter ausgekoehtem und wieder abgekiihltem 
Wasser oder besser in Leitfahigkeitswasser (in paraffinierten 
Glasballons von Kahlbaum; es muB vor der CO 2 der Luft dureh 
ein Rohrehen mit Natronkalk gesehutzt werden) aufgeli:ist. Der 
Widerstand z. B. einer 1/10- oder einer 1/50-n-KCI-Losung wird 
nun gemessen. Teilt die Stelle des Tonminimums den MeB­
draht im Verhaltnis a:b (a reehts), so ist der Widerstand w der 
KCI-Losung, wenn R der eingesehaltete Widerstand des Rheo­
staten ist 

Fur w (Widerstand der Losung in dem betreffenden Wider-
1 

standsgefaB gem essen in Ohm) gilt w = r -, wo 1 die Lange 
q 

des Leiters in em, q den Quersehnitt desselben in em 2 , r bei ge­
gebener Temperatur eine von der Natur und Konzentration des 
Elektrolyten abhangige Konstante bedeutet, den sogenannten 

~pezifisehen Widerstand. Dessen reziproker Wert _1 =;It ist die 
r 

spezifisehe Leitfahigkeit. Unter spezifiseher Leitfahigkeit ver­
steht man also den reziproken Widerstand bezogen auf Elektro­
den von 1 em2 GroBe von 1 em Abstand. 

Die bekannte spezifisehe Leitfahigkeit der angewandten z. B. 
%o-n-KCI-Losung bei 25 0 betragt 0,002765 reziproke Ohm (vgl. 

1 1 
Tabelle). Es ergibt sieh mit Hilfe der Gleiehung ;It =-­

wq 
1 
- = 0,002765 w = C. 
q 

C ist die Widerstandskapazitat des GefaBes. 
Mit diesem Faktor C (d. h. dem Verhaltnis des Elektroden­

abstandes zu dem wirksamen Quersehnitt der Strombahn) mus­
sen aIle in diesem GefaB vorgenommenen Messungen multipli­
ziert werden, um die spezifisehe Leitfahigkeit der betreffenden 
Losung zu finden. Man wiederholt die Bestimmung von C mehrere 
Male bei geanderter Temperatur und geanderter Normalitat und 
nimmt fur C aus diesen Bestimmungen das Mittel. 

1st ;It die spezifisehe Leitfahigkeit einer Losung, die in rp em3 

ein Mol des Elektrolyten geli:ist enthalt, so ist die molare Leit-
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fahigkeit Ll = uq;. Bei der Berechnung der Aquivalentleit­
fahigkeit bedeutet q; diejenige Anzahl cm3, in denen 1 Gramm­
aquivalent gelost ist. 

Spezifische Leitfahigkeit von KCl-Losungen bei verschiedenen 
Temperaturen: 

to l/rn-KCl l/lon-KCl I l/.on-KCl 1/loo-n-KCl I 

15 0,09252 0,01048 0,002243 0,001147 
18 0,09822 0,01l19 0,002397 0,001225 
21 0,10400 0,ol191 0,002553 0,001305 
25 0,1l180 0,01288 0,002765 0,001413 
27 0,1l574 0,01337 0,002873 0,001468 

Leitfahigkeitsmessungen zur FeststeIlung fermentativer Wirk­
samkeit kamen beim Trypsin (S. 287) und beim Erepsin zur 
Anwendung. 

Kinetische Messungen. 
Die re'aktionskinetischen Messungen dienen zur vergleichenden 

Untersuchung eines Reaktionsablaufs in Abhangigkeit von be­
stimmten Bedingungen. Man wahlt die Bedingungen des Versuchs 
so, daB auBer den zu messenden Einfliissen aIle Faktoren kon­
stant gehalten werden. 

Beziehungen zwischen Umsatz und Zeit. 
Es seien folgende Moglichkeiten angefiihrt: 
a) Der lineare Verlauf oder die Reaktion nullter Ord­

nung. Der Umsatz ist der Zeit direkt proportional. Die in 
jedem Augenblick verschwindende Substratmenge ist unabhangig 
von der jeweils noch vorhandenen Substratmenge; in gleichen 
Zeiten verschwinden gleiche Mengen Substrat 

x=k·t. 

x bedeutet die zur Zeit t verschwundene Substratmenge (oder 
auch die zur Zeit t gebildete Menge Spaltprodukte). kist der 
Proportionalitatsfaktor, welcher von der Anfangsmenge des Sub­
strates unabhangig ist. 

b) Der monomolekulare Verlauf oder die Reaktion 
erster Ordnung. Die in jedem Augenblick verschwindende 
Substratmenge ist ein ganz bestimmter Bruchteil der jeweils noch 
vorhandenen Substratmenge. Bezeichnet wieder a die im Anfang 

Rona, Fermentmethoden, 2. Auflage. 4 



50 Kinetische Messungen. 

vorhandene Substratmenge, x die umgesetzte Substratmenge, so 
wird die in einem unendlich kleinen Zeitteile dt umgesetzte 
Substratmenge ausgedriickt durch die Differentialgleichung 

bzw. 

dx k ( ) . . dt = a-x mtegnert 

1 a 
k=-ln-­

t a-x 

1 a 
k' =0,4343k=-10g--. 

t a-x 

Viele Fermentreaktionen zeigen den monomolekularen Ver­
lauf, wenigstens fur bestimmte Bereiche der Spaltung. 

Die Formel geht von der Voraussetzung aus, daB nur eine 
einzige Molekulart sich verwandelt, da z. B. das Wasser, das 
bei den meisten Fermentreaktionen mit in Reaktion tritt, im 
Vergleich zu dem gelOsten Substrat im groBen UberschuB vor­
handen zu sein pflegt und deshalb seiner Konzentration nach 
als konstant angesehen werden kann. 

c) Die bimolekulare Reaktion. Treten zwei Molekule 
in Reaktion, und bezeichnet a und b die Anfangskonzentration 
dieser Molekularten, und x die zur Zeit t umgewandelte Menge 
dieser Molekularten, so ist die Geschwindigkeit in jedem Augen­
blick proportional der Konzentration der beiden miteinander 
reagierenden Stoffe, also 

dx Tt= k (a- x) (b -x) 

oder, wenn bei aquimolekularen Mengen die beiden Konzen­
trationen als gleich gesetzt werden k6nnen, 

dx 
dt = k (a-x)2. 

Integriert lautet die Gleichung 

1 x 
k=----. 

ta(a-x) 

Beispiel fur den linearen Verlaufl). 
Spaltung des Athylbutyrats durch Leberlipase. 

1) Nach Knaffl-Lenz: Arch. f. expo Pathol. u. Pharmakol. Ed. 97, 
s. 242. 1923. 



Beziehungen zwischen Umsatz und Zeit. 51 

Substrat 100 em 3 0,045-n-Athylbutyrat, Ferment 0,6 em 3 

Leberlipase. Temp. 30 0 ; Ph = 9,75. 

t (Min.) 

49 
73 

101 
131 
183 
268 
288 
326 
00 

x = cm3 

0,5-n-NaOH 

1,28 
1,95 
2,72 
3,58 
5,05 
7,65 
8,19 
8,86 
9,00 

x: t 

0,0261 
0,0267 
0,0269 
0,0273 
0,0276 
0,0286 
0,0281 
0,0272 

Beispiel fiir den monomolekularen Verlauf: Spaltung 
vonGlyeylglyeindurchErepsin 1): O,l-n-Glycylglyein, 0,04-n-NaOH, 
5 g Erepsinpraparat in 100 em3, 37 0 • 

Zeit 
(a - xl 10 3 

1 a 
(Min.) 

k10 3 "=-log -
t a-x 

° 930 
7 837 6,54 

13 763 6,60 
20 690 6,48 
28 620 6,30 
36 550 6,33 

Sehr instruktiv ist die Berechnung von k nach der Formel der mono­
molekularen Reaktion bei der fermentativen Rohrzuckerspaltung durch 
Invertin nach Michaelis 2). k zeigt hier keinen konstanten Wert. 

I ~ __ J ___ II III IV 
--~ - -- ----~ ---~-.---------

Zeit in Minuten korrigierte Drehungs- 1 a 
-log--- = Ie t Drehung anderung x t a-x 

° [4,334] ° 0,5 4,234 0,010 
21,0 3,945 0,389 0,00145 
60,0 3,260 1,074 0,00151 

130,0 2,129 2,205 0,00164 
190,2 1,130 3,004 0,00171 
246,0 0,744 3,590 0,00176 

1) Euler: Zeitschr. f. physiol. Chern. Bd. 51, S.213. 1907. Bestim­
mungsmethode: Leitfahigkeitsanderung. 

2) Michaelis u. Rona: Praktikum. 4. Auf I., S. 231. 1930. 
4* 
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x bedeutet hier die abgelesene Drehungsanderung. 1st + a die Anfangs­
drehung, -b die Enddrehung, so ist b = 0,313'a (vgl. 8.193). Die gesamte 
durchlaufene Drehung ist also (I + 0,313)·a, da die gesamte durchlaufene 
Drehung gleich der abgelesenen Anfangsdrehung + der abgelesenen End­
drehung ist. a ist hier 4,334, also die Gesamtdrehung = 4,334 (1 + 0,313) 
= 5,690. Um einen Vergleich der gefundenen Werte a - x mit den theo­
retischen Werten zu bekommen, nimmt man das arithmetische Mittel 
aus den k-Werten; km = 0,001614 und rechnet ffir ein solches km ffir 
jeden Wert von t den Wert (a - x) aus. Dazu nimmt man die Gleichung 
log (a-x) = log·a-kmt. 

Es ergibt sich: 

a-x a-x Differenz zwischen 

berechnet beobachtet Beobaehtung und 
Berechnung 

0 5,690 
21,5 5,167 5,301 + 0,134 
60,0 4,489 4,616 + 0,127 

130,0 3,461 3,485 + 0,024 
190,2 2,766 2,686 -0,080 
246,0 2,248 2,100 -0,148 

Die Differenzen haben einen starken Gang und gehen liber die zu erwar­
tenden Fehlergrenzen hinaus. Die fermentative Rohrzuekerspaltung ist 
also mit Hilfe der Formel der monomolekularen Reaktion nieht erfaBbar. 

Beispiel fur den bimolekularen Verlauf: Spaltung des 
Serumalbumins durch Pepsin. Bei der angewandten Versuchs­
anordnung entspricht der Verlauf der peptischen Verdauung von 
Serumalbumin der bimolekularen Reaktionsformel1). 

10 em3 8ubstrat (8erumalbumin), 10 em3 l/lo-n-HCl, destilliertes Wasser zu 
46,0 em3, 4 em3 Pepsinlosung (1: 29000), Ph = 2,38. 

Spaltungszeit x 1 
x a-x ~---- = k·10 3 

in Minuten (a- x)a t 

30 17,0 83,0 6,84 
60 29,0 71,0 6,81 
90 37,5 62,5 6,70 

120 45,0 55,0 6,82 
150 51,0 49,0 6,94 
180 55,5 44,5 6,92 

Die formale Behandlung fermentativer Spaltungsvorgange 
mit Hilfe geeigneter Konstanten wird sehr erleichtert, auch wenn 
diese nur selten geeignet sind, einen EinbIick in das Wesen des Re­
aktionsablaufs zu gestatten. 

1) Rona u. Kleinmann: Bioehem. Zeitsehr. Bd. 159, S. 146. 1925. 
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Beziehungen zwischen Umsatz und Tempel'atul'. 
Die Geschwindigkeit von Fermentreaktionen andert sich einer­

seits infoIge der Steigerung der Reaktionsfahigkeit des chemischen 
Systems mit steigender Temperatur, wobei sich eine Reihe von 
Faktoren superponieren, andererseits infoIge der irreversiblen 
Schadigung des Enzyms bei steigendem Warmegrad, infolge der 
Hi tzeinakti vierung. 

Zur Berechnung der Temperaturkonstanten (A) dient eine 
Gleichung von Arr heni us: 

4 - lOIL~2 -log kl . R .? 2 ____ T 1 

- - 0,4343 T 2-T1 ' 

worin k2 und kl die Reaktionskonstanten bei den absoluten Tem­
peraturen T2 und TI bedeuten, R ist die Gaskonstante, 0,4343 
der Modulus der naturlichen Logarithmen. In einem bestimmten 
und kleinen Bereich gilt die Beziehung, daB ein Temperaturzu­
wachs von 10 0 die Geschwindigkeit verdoppelt bis verdreifacht. 

k +10 
Der Temperaturkoeffizient tk--;-, d. h. das Verhaltnis der Reak-

tionskonstanten fUr zwei 10° auseinanderliegende Temperaturen 
betragt oft 2-3. Diese Koeffizienten nehmen bei steigender 
Temperatur in der Regel stark ab, wahrend die Konstanten A in 
etwas groBeren Temperaturbereichen ungeandert bleiben. 

Vergleichbare Werte sind nur bei Konstanthaltung der ubrigen 
Faktoren zu erwarten. 

Beziehungen zwischen Umsatz uml Aziditaf. 
(Akti vita ts -Ph-Kurven.) 

Die gestellte Aufgabe ist, quantitativ die Abhangigkeit des 
Umsatzes von der [H·] (der Wasserstoffionen-Konzentration) zu 
bestimmen. Man vergleicht die Zeiten, die zur Erreichung eines 
hestimmten Umsatzes erforderIich sind. Diesen ist die wirksame 
Enzymmenge umgekehrt proportional. Man steIIt also fur eine 
beliebige [H·] den Umsatz x als Funktion der Zeit T experi­
mentell fest und betrachtet dies als Standardkurve. Urn nun 
fUr eine andere [H·] die relative Geschwindigkeit zu bestimmen, 
steIIt man fUr mehrere Zeitpunkte t 1 , t2 , t3 ••• den dazugehorigen 
Umsatz Xl' X 2' Xa ••• fest, und sucht auf der Standardkurve die­
jenigen Zeiten Tv T 2, T 3 • •• auf, die denselben Umsatzen Xl' 

X 2' X3 ••• gleichfalls entsprechen. 
Die Quotienten 
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die die relative Umsatzgeschwindigkeit bedeuten, dienen dann 
als MaB fur die wirksame Fermentmenge, bezogen auf diejenige 
des Standardversuches. 

In der Abbildung 34, die den EinfluB der Wasserstoffionen 
auf das Invertin darstellt 1), wird die rellttive Umsatzgeschwindig-

keit ~ auf der Ordinate, der negative Logarithmus der Wasser­

stoffionenkonzentration (Ph) auf der Abszisse aufgetragen. 
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Beziehungen zwischen Umsatz- und Substratmenge. 
(Aktivita tS-Ps-K urven.) 

Die Aufgabe ist, bei gegebener und optimaler [H'] und Tem­
peratur den EinfluB der Anfangskonzentration des Substrates 
auf die Spaltungsgeschwindigkeit zu untersuchen. 1m folgenden 
wird am Beispiel der Saccharasewirkung auf Rohrzucker im wesent­
lichen der Arbeit von Michaelis und Menten 2) gefolgt werden. 

Um den hemmenden EinfluB der Spaltprodukte auszuschal­
ten, ist nur die Anfangsgeschwindigkeit der Inversion experimen­
tell zu untersuchen. 

Die Versuchsanordnung ist folgende: Es wird eine wechselnde 
Menge einer bestimmten SaccharoselOsung mit 20 cm 3 eines Ge-

l) Michaelis u. Davidsohn: Biochem. Zeitschr. Bd.35, 8 .. 386. 1911. 
2) Biochem. Zeitschr. Bd. 49, 8. 333. 1913. 
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misehes von gleiehen Teilen einer l/5-n-Essigsaure und l/5-n-Na­
triumazetat und mit einer gewissen Fermentmenge und Wasser 
zur AuffiilIung auf ein stets gleiehes Volumen von 150 em 3 ver­
setzt. Alle Fliissigkeiten werden im Wasserbade auf 25,0 ± 0,05 0 

gehaIten. Die erste Probe wird so schnell wie moglieh naeh 

3°,----------------,-----------------,,----------------, 

2 11 
x 0,1677b (2 

/ und 0,333 (1) 

X1 *0,083 7b 

I 

2°~---------------4~~·~--------·---+---~4------------~ 
x 0,0'116,. 

__ --~O'0208,. 

_!0,0101in, 

~=-_ ---r-r-­
_J-----,Ij,-----t-.... 0,0052". 

so 100 150 

Abb.35. Abszisse: Zeit in Minuten. Ordinate: Abnahme der Drehung in Graden. Jede 
Kurve gilt fiir einen Versuch mit der angeschriebenen Anfangskonzentration von Saccha­

rose. Fermentmenge iiberal! gleich. 

dem Vermisehen der Fliissigkeiten und dann weitere Proben 
in geeigneten Abstanden entnommen. Jede entnommene Probe 
von 25 em 3 wird zur Aussehaltung der Fermentwirkung und 
der Mutarotation in ein GefaB mit 3 em 3 einer 1/2 n-Soda16sung 
eingefiillt. Naeh etwa einer hal ben Stunde wird die Lasung 
polarimetriseh untersueht. Die Anfangsdrehung wird aus den 
ersten abgelesenen Werten extrapoliert. Als Anfangsgesehwindig­
keit der Inversion wird die Dl'ehungsabnahme pro Minute in 
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dem ersten noch geradlinigenIntervall der ganzen Spaltungskurve 
bezeichnet. 

Die Abhangigkeit der Geschwindigkeit der Spaltung von der 
Rohrzuckermenge ergibt sich aus folgenden "Oberlegungen: Man 
nimmt an, daB das Invertin mit dem Rohrzucker eine Verbin­
dung eingeht, die sehr labil ist und in freies Ferment, Glukose 
und Fruktose zerfallt. Ferner wird angenommen, daB die Ge­
.---,---------r----,------,iI schwindigkeit der In-

1,0 version proportional 
der jeweiligen Kon­

~ zentration der Rohr­
~ zucker-Enzymverbin­
~ dung ist. Fiir die Ver-
1 einigung von Ferment 
'!:i und Rohrzucker in 
~ stOchiometrischen Ver-
45 haltnissen ergibt sich i nach dem Massenwir­
~ kungsgesetz: 

[S][(/)-<p]=K<p, 

woraus 

~~--+-------+"~----_~1------~O 0 
[S] 

<p=(/) [S]+K 

Abb. 36. Abszisse: Logarithmen der Anfangskonzentra­
tion der Saccharose. Ordinate: Die Anfangsgeschwindig­
keit der Spaltung, ausgedriickt in Drehungsabnahme 

Hier bedeutet [8] 
die Konzentration des 

freien Rohrzuckers (in Graden), pro Zeiteinhelt (Minute). 
oder, da ja vom Rohr­

zucker immer nur ein verschwindend kleiner Teil durch das En­
zym gebunden ist, auch die Gesamtkonzentration des Rohr­
zuckers, (/) die gesamte mol are Fermentkonzentration, 91 die 
Konzentration des gebundenen Ferments oder der Ferment­
zuckerverbindung. [(/) -91] ist die Konzentration des freien En­
zyms, Kist die Dissoziationskonstante der Ferment-Substrat­
verbindung. Der Konzentration 91 muB der Voraussetzung gemaB 
die Anfangsgeschwindigkeit der Inversion proportional sein, d. h. 

v = O·(/)[S][~ K' wo 0 den Proportionalitatsfaktor bedeutet. 

Da v experimentell in einem willkiirlichen MaBsystem (Drehungs­
anderung pro Minute) gemessen wird und (/) in einer Versuchs-

serie konstant gehalten wird, so kann man OVifJ einfach als V 
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bezeichnen. V ist ein beliebiges Vielfaches von v, und der An­
fangsdrehung proportional, also 

[8] 
V =[SftK' 

Diese Funktion stimmt formal mit der Gleichung fUr den 
Dissoziationsrest einer Saure iiberein. Stellt man demgemaB 
V als eine Funktion von log 8 dar, so muB sich eine Disso­
ziationsrestkurve ergeben. 

Um dies zu priifen, wird der log 8 (der Anfangskonzentration 
des Rohrzuckers) auf der Abszisse aufgetragen. Unbekannt ist 
noch, welche Strecke als Einheit der Ordinate zu wahlen ist. 
Zunachst ist nur bekannt, daB der groBte Wert, den Vasympto­
tisch erreicht, = 1 sein muB, und daB der FuBpunkt derjenigen 
Ordinate, welche den Wert l/Z besitzt, den log von K anzeigen 
muB (der Parameter der Dissoziationsrestkurve). Man kann nun 
zwei Wege einschlagen: 

a) Hat man die Punkte um den Wendepunkt herum besser 
experimentell bestimm t, so tragt man die Punkte zunachst in ein will­
kiirliches Ordinatensystem ein, wo die Einheit der Abszisse gleich 
der der Ordinate ist und wo auf der Abszisse der log K aufgetragen 
ist. Man verbindet die Punkte durch eine gerade Linie. Der 
Neigungswinkel der Kurve gegen die Abszisse in dem Punkte, wo 
V = ! ist, hat eine Tangente gleich 0,576 (d. h. einen Neigungs­
winkel von ziemlich genau 30 0). In dem willkiirlichen Ordinaten­
system findet man nun, daB die Tangente des Neigungswinkels in 
dem mittleren geradlinigen Teil gleich v ist. Daraus kann man schlie 
Ben, daB die Einheit der Ordinate zur Einheit der Abszisse sich wie 
v:0,576 verhalten muB, d. h. die Einheit der Ordinate ist das 

v-fache der Einheit der Abszisse. Nunmehr kann man an der 
0,576 
Ordinate den richtigen MaBstab auftragen (vgl. Abbildung "ratio­
neller MaBstab"). 

b) Eine andere Methode der graphischen Bestimmung des 
MaBstabes der Ordinate ist folgende: Mehrere Punkte am rechten 
oberen Ende der Kurve sind experimentell besser bestimmbar. 
Sie werden wieder in ein willkiirliches Ordinatensystem, wie oben, 
eingetragen. Nun setzt man einfach den Maximalwert dieser Ordi­
nate = 1. Man verbindet nun die im schragen Ast der Kurve lie­
genden Punkte durch eine gerade Linie und miBt aus, welche Ab­
szisse der Ordinate 0,5 entspricht. 

Nunmehr kennt man K und kann graphisch die ganze Disso­
ziationskurve Punkt fur Punkt bestimmen. Es mussen sich jetzt 
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aile beobachteten Werte der Kurve gut einfugen, wenn es sich 
uberhaupt um eine Dissoziationskurve handelt. 

Solche Kurven, welche die Aktivitat einer bestimmten Fer· 
mentmenge als Funktion des log der reziproken Substratkonzen· 
tration darstellen, nennt man in Analogie mit den oben bespro­
chenen Aktivitiits'Ph-Kurven, Aktivitats-ps-Kurven. 1st der 
Scheitel der Aktivitats -p.Kurve aus experimentellen Grunden 
nicht hinreichend genau zu ermitteln, so kann man naturlich 
zur Bestimmung von K auch rechnerisch probieren, welcher Para­
meter mit der Neigung der Kurve am besten in Einklang steht. 

Die der Ordinate 0,5 entsjJrechende Abszisse gibt - log K 
an, man ist also in der Lage, die Dissoziationskonstante bzw. 
ihren reziproken Wert, die Affinitatskonstante der Ferment­
Substratverbindung zu bestimmen. 

Die Aktivitats-p.-Kurven gestatten auch, uber die Zersetzungs­
geschwindigkeit der Fermentsubstratverbindung eine Aussage zu 
machen. Da namlich die maximale Spaltungsgeschwindigkeit bei 
einer Substratkonzentration erreicht wird, bei der das gesamte 
Ferment an das Substrat gebunden ist, so ist diese GroBe beim 
Vergleich zweier Aktivitiits .p.-Kurven miteinander ein MaB 
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fur die relativen Hydro­
lysenkonstanten der Fer­
mentsubstratverbindungen. 

Abb. 37 stellt die Akti­
vitats-ps-Kurven dar, die 
bei der Hydrolyse der rei­
nen d- und I·Mandelsaure­
methylester erhalten wur­
den. Die Kurven sind ge­
zeichnet fUr K(+) = 10-3,75 

1 und K(-) = 10-2,90. Das 
Verhaltnis von K(-): K(+) 
ist hier 7, d. h. also, daB 
das Ferment zur d-Modi-

fikation des Mandelsauremethylesters eine etwa 7 mal so groBe 
Affinitat hat wie zur I-Form. Das Verhiiltnis der Hydrolysen­
konstanten der Ferment d- und I-Ester.Verbindungen betragt 
28 
16 = 1: 1,75 zugunsten des I-Esters. Es zerfallt also die I-Ester-

Fermentverbindung 1,75mal schneller als die andere diastereo­
mere Form 1). 

1) Uber die Methodik der Aufstellung von Aktivitats·ps·Kurven bei 
Esterasen siehe Weber und Ammon: Biochem. Zeitschr. Bd. 204, 
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Enzymma6e und Einheiten 1). 

Zur fortlaufenden Kontrolle bei der Reinigung von Fer­
menten ist es zweckmaBig, vergleichende Malle der Ferment­
wirkung zu besitzen. Die von Willstatter und Mitarbeitern 
eingefiihrten Malle und Einheiten sind Malle fiir die Mengen 
(Ausbeuten) an Ferment und Konzentrationen (Reinheitsgrade) 
der Fermente. 

Die Ausbeuten sind in Enzymeinheiten ausgedriickt, die 
Konzentration der Enzyme durch Enzymwerte, die die An­
zahl der Enzymeinheiten in einer gewissen Menge Substanz z. B. 
in 1 g, angeben. 

Eine Enzymeinheit bewirkt unter den fiir die einzelnen Fer­
mente verschiedenen, aber stets gleichen aulleren Bedingungen, 
die im speziellen Teil bei den einzelnen Fermenten genau beschrie­
ben sind, in einer bestimmten Zeit einen bestimmten Umsatz 
des Substrates. Die fiir die Erzielung eines bestimmten Spaltungs­
grades jeweils notige Zeit entnimmt man aus empirischen Zeit­
umsatzkurven. Die Faktoren, welche die Fermentwirkung zu 
beeinflussen imstande sind, werden konstant gehalten. Die 
Bestimmungen werden deshalb im Ph -Optimum vorgenommen, 
soweit im speziellen Teil nicht anderes angegeben. Die Tem­
peratur wird konstant gehalten. Die Aktivierung durch Zusatze 
wird entweder maximal gestaltet (Trypsin-Enterokinase, Amy­
lase-Kochsalz, Garungsferment.Cozymase) oder es wird, wo die 
Zusatze in uniibersichtlicherer Weise wirken (Lipasen), mittels 
ausgleichender Aktivierung und Hemmung nach Willstatter 
gearbeitet. Vgl. S. 126ff. 

fiber Enzymeinheiten vgl. im speziellen Teil fiir Lipase (S.124, 
127), Saccharase (S. 169), Amylase (S. 207), Maltase (S. 170), 
Emulsin (8. 173), Laktase (S.176), Trypsin (S. 309), Enterokinase 
(S.322), Erepsin (S. 328), Arginase (S. 356). 

In einzelnen Fallen kann die Reaktionskonstante (die z. B. 
dem VerIauf einer monomolekularen Reaktion entspricht) als 
Mall der Fermentmenge gelten. 

S. 202. 1929; Rona, Ammon und Werner: Ebenda Bd. 217, S. 42. 
1930; Rona, Fischgold und Ammon: Ebenda Bd. 228, S. 77. 1920. 
- Diese Methode kann auch ganz allgemein benutzt werden, um Hem· 
mungskiirper oder Aktivatoren zu untersuchen. Vgl. z. B. Ammon und 
Fischgold: Biochem. Zeitschr. Bd. 234, S. 54. 1931. 

1) Vgl. Oppenheimer.Kuhn: Die Fermente. S. 180. 
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Euler und Josephson!) schlagen die Bezeichnung der En­
zymaktivitat durch den Ausdruck 

XI = k.g Sub~~at 
g Enzympraparat 

vor, wo k die unter £estgelegten Bedingungen ermittelte Reaktions­
konstante ist, X I die "enzymatische Fahigkeit" bezeichnen soIl. 
Gilt die Beziehung, daB k von der Substratkonzentration un­
abhangig ist, so bestimmt Euler 

k 
X/=--

g Enzympraparat 

Zur Charakterisierung eines Enzyms ist die Angabe der enzy­
matischen Fahigkeit (X f) durch diejenige der A££initatskonstante 
zu erganzen 2) : 

.. [Enzym-Substrat] 
KM (MIChaehs-Konstante) =------------- • 

[Enzym]· [Substrat] 

Beeinfiussung von Fermentwirkungen durch 
Anderung der au6eren Bedingungen. 

Temperatureinflufi. 
Wie bereits oben angedeutet wurde, sind die Fermentwirkungen 

in komplizierterer Weise von der Temperatur abhangig, indem 
die Reaktionsgeschwindigkeit einesteils der allgemeinen chemi­
schen Kinetik gehorcht und bei steigender Temperatur groBer 
wird; andernteils fiihrt die Temperatursteigerung zu einer der 
ersten entgegengesetzten Wirkung, indem das Ferment irre­
versibel bei zunehmender Temperatur geschadigt wird. Das aus 

. beiden Vorgangen resultierende Optimum liegt bei den meisten 
Fermenten zwischen 35-40°, doch ist das Optimum auBerdem 
weitgehend abhangig von anderen Faktoren, dem Ph' der Gegen­
wart von Neutralsalzen, von Begleitkorpern,. Zusatzsto££en, che­
mischer Natur des Substrats und der Spaltprodukte. 

Zur Konstanthaltung der Temperatur dienen Wasserbader 
mit regulierbarer Heizung oder auch Warmlu£tbader (Thermo-

1) Chem. Ber. Bd.56, S. 1749. 1923. 
2) Vgl. Euler: Chemie der Enzyme. 3. Auf!., S.17. 1925. 
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staten) 1). Die Wasserbader sind meistens groBe Bottiche aus 
Metall, manchmal mit Filz umkleidet, die zur gleich­
maBigen Durchmischung mit einer mechanisch be­
triebenen Riihrvorrichtung versehen werden. Die Be­
heizung geschieht mit Gas oder elektrischem Strom. 
Zur Konstanthaltung der Temperatur des Bades sind 
besondere Thermoregulatoren im Gebrauch. Der Gas-
zufluB wird dabei durch einen Quecksilberfaden 
reguliert, der je nach der Temperatur des Bades 
die Gaszufuhr aus einer eintauchenden schrag ab­
geschnittenen Glasdiise mehr oder weniger freigibt. 
Bei den elektrisch regulierten und geheizten Badern 
wird durch den steigenden oder fallenden Queck-

Ph J1Ierf 
(If) . Ste//en nach 

dem J(omma 
0,1 f 

L 

silberfaden des Thermometers ein elektrischer Kon- 0,2 . 0,7 
takt geschlossen oder geaffnet; durch diesen wird ein 
Elektromagnet betatigt, der den GaszufluB abschlieBt 
oder affnet. 

Die Wasserstoffionenkonzentration. 
Von den Einfliissen des Milieus auf die Ferment­

wirkung ist bisher am eingehendsten ihre Abhiingig­
keit von der Wasserstoffionenkonzentration unter­
sucht worden. Zur vergleichenden Priifung einer 
Fermentwirkung ist nicht nur die Messung der Wasser­
stoffionenkonzentration erforderlich, sondern auch 
ihre Konstanthaltung. Gemessen wird die Wasser­
stoffionenkonzentration in der Praxis entweder mit­
tels Indikatoren oder elektrometrisch. Zur Konstant­
haltung der Wasserstoffionenkonzentration dienen 
die sog. "Puffer", die als automatische Regulatoren 
wirken. 

Uber die Nomenklatur magen folgende Angaben 
orientieren: Die Konzentration der H-Ionen wird 
ausgedriickt in Gramm-Ion pro Liter. Das Symbol 
fiir Konzentration der H+ -Ionen ist [H+] oder [H"] 
oder h (Wasserstoffzahl). Das Symbol Ph, der Wasser­
stoffexponent, ist der negative Logarithmus dieser 

1 
Konzentration, also Ph = - log h = log h . 

0,5 

0,5 

0,6 

0,7 

0,8 

0,9 

Abb.38. 
Umrechnung 

yon Ph und [Hr 
ineinandrf. 

1) Vgl. Abschnitt Thermostaten in Ostwald-Luther: Physiko­
chemische Messungen, 4. Aufl., S. 106. 
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Beispiel fiir die Umrechnung von h und Ph l ): 
1. Es sei h = 2.10- 5 , dann ist log h = log 2 + log 10-5 

0,30 - 5 = - 4,70 

Ph = + 4,70. 

2. Es sei Ph = 6,70, dann ist 

log h = - 6,70 = + 0,30 - 7 
h = 2,0.10- 7 • 

Puffer oder Regulatoren sind Gemische von schwachen 
Sauren mit ihren Alkalisalzen (z. B. Essigsaure und Na-Azetat) 
oder auch Gemische von primaren und sekundaren Salzen (z. B. 
NaH2P04 + Na2HP04). Ihr Wirkungsmechanismus ist derart, 
daB neu auftretende H- oder OH-Ionen im erheblichen MaBe 
stets neutralisiert werden. Sie werden daher eine Anderung 
der Wasserstoffionenkonzentration starker verhindern als nicht 
gepufferte Losungen von gleicher Wasserstoffionenkonzentration. 
Durch Verdiinnung mit Wasser wird ihre h zwar nicht wesentlich 
geandert (da die h nur von dem Verhaltnis Saure: Salz abhangt, 
nicht aber von der absoluten Menge), aber ihr Pufferungsvermogen 
wird herabgesetzt. 

Die gebrauchlichsten Puffermischungen sind von Sorensen 
und von Michaelis angegeben (vgl. Tabellen). 

TabeIle von Michaelis fiir die am meisten verwendeten 
Pufferliisungen mit den (angenaherten) Werten fiir [H'] und Ph. 

Chlorammon prim. Phosphat Essigsiiure Milcbsllure Weinsaure 
Ammoniak sek. Phosphat Essigsaures N a Milchsaures N a Weinsaures Na 

[H'] Ph [H'] Ph [H'] Ph [H'] Ph [H'] Ph 

1.10-11 11,0 5.10-9 8,3 6.10-7 6,22 5.10-6 5,3 3.10-5 4,5 
2.10-11 10,7 1.10-8 8,0 1,2'10-6 5,9 1.10-5 5,0 6.10-5 4,2 
4.10-11 10,4 2.10-8 7,7 2,5'10-6 5,6 1,8'10-5 4,7 1,3'10-4 3,9 
8.10-11 10,1 5.10-8 7,3 5.10-6 5,3 3,7 .10-5 4,45 2,5'10-4 3,6 

1/2 1,6'10-10 9,8 1.10-7 7,0 1'10-5 5,0 7,5'10-5 4,17 5.10-4 3,3 
1/1 3,2'10-10 9,5 2.10-7 6,7 2,10-6 4,7 1,5'10-4 3,8 1.10-3 3,0 
2/1 6,4'10-10 9,19 4.10-7 6,4 4.10-5 4,4 3.10-4 3,5 2.10-3 2,7. 
4/1 1,3'10-9 8,89 8.10-7 6,1 8.10-5 4,1 6.10-4 3,2 4.10-3 2,4 
8/1 2,6'10-9 8,58 1,5'10-6 5,8 1,6'10-4 3,8 1,2'10-3 2,9 1.10-2 2,0 
6/1 5.10-9 8,3 3.10-6 5,5 3,2'10-4 3,5 2,4'10-3 2,61 2.10-2 1,7 
2/1 1.10-8 8,0 6'10-6 5,2 6,4'10-4 3,19 5.10-3 2,3 4.10-2 1,4 

1) Vgl. Michaelis u. Rona: Praktikum. 4. Aufl., S. 24. 
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Die Wasserstoffionenkonzentration. 

Boratmisehung: 

1O,00em3 Borat ..... . 
9,50 " 
9,00 

" + 0,50 em3 HCl 
9,241 
9,168 
9,087 

1O,00 em3 Borat ...... 1 9,241 
~,OO" ,,+ 1 em 3 NaOH 9,360 
8,00 + 2 I 9,503 

8,50 " 
8,00 " 
7,50 " 
7,00 " 
6,50 " 
6,00 " 
5,75 " 
5,50 " 
5,25 " 
5,00 " 
4,75 " 

" 
" 
" 
" 
" 
" 

+ 1,00 
+ 1,50 " 
+ 2,00 " 
+ 2,50 " 
+ 3,00 " 
+ 3,50 " 
+ 4,00 " 
+ 4,25 

9,007 
8,908 
8,799 
8,678 
8,506 
8,289 
8,137 
7,939 

7,00" ,,+ 3 " : 9,676 
6,00" ,,+ 4 " I 9,974 
5,00" ,,+ 5 " ca.U,076 
4,00" ,,-I- 6 " I 12,376 

I 

" 
" 
" 
" 

+ 4,50 " 
+ 4,75 " 
+ 5,00 " 
+ 5,25 " 

"i 7,621 
" I ca. 6,548 

ea.2,371 

1/10 mol Kalium biphthalat + 1/10 mol HCI (Clark und Lub s). 

Zusammensetzung Indikator 

46,70 em 3 HCI + 50 em 3 Biphthalat bis 100 em 3 2,2 I 
~~:~~:: :: t ~g :: :: igg :: ~:~ I· ~~~p~~;~ 
26,42" ,,+ 50 " " 100 " 2,8 molblau 
20,32" ,,+ 50 " 100 " 3,0 I 
14;70" ,,+ 50 " 100 " 3,2 I Methyl. 
9,90" ,,+ 50 " " 100 3,4 I orange 
5,97" ,,+ 50 " " 100 " 3,6 Brom-
2,63" ,,+ 50 " 100 3,8 phenolblau 

l/to mol Kaliumbiph~halat + l/ro molNaOH (Clark und Lubs). 

Zusammensetzung 

0,40 em3 NaOH + 50 em 3 Biphthalat bis 100 em3 

3,70 " + 50 " 100 " 
7,50 " + 50 " 100 " 

12,15 " + 50 " 100 " 
17,70 + 50 100 
23,85 " + 50 " 100 " 
29,95 " + 50 " 100 
35,45 " + 50 " 100 " 
39,85 " + 50 " 100 " 
43,00 " -I 50 " 100 
45,45 " -1- 50 " 100 
47,00 " + 50 " 100 " 

4,0 
4,2 
4,4 
4,6 

i 4,8 
! 50 
. 5;2 

5,4 
5,6 
5,8 
6,0 
6,2 

Indikator 

} Methyl­
org., Brphbl. 

Methylrot 
Bromkresol­

purpur 

Kaliumbiphthalat wird hergestelltl), indem man 60 g Atzkali, 
das nur wenig Karbonat enthalt, in 400 em3 Wasser auflost und 

1) Naeh Kol thoff: Der Gebrauch von Farbenindikatoren. 2. Auf!. 
S. U5. 1923. 

Rona, Formentmet.hoden, 2. Auflagl'. [) 
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50 g Orthophthalsaure oder doppelt sublimiertes Phthalsaureanhy­
drid zugibt. Die Lasung wird dann mit Phthalsaure oder Kalilauge 
auf ganz schwach alkalische Reaktion gegen Phenolphthalein 
eingestellt und dann nochmals die gleiche (hierauf zu achten!) 
Menge Phthalsaure zugegeben. Die aufgekochte Lasung wird 
heW filtriert und das Kaliumbiphthalat unter haufigem Umschut­
teln beim Abkuhlen durch Kristallisation gewonnen. Die abge­
nutschten Mengen werden wenigstens zweimal aus heiBem Wasser 
umkr~stallisiert, bei 110°-115° getrocknet: Die Kristallisation 
darf nicht unter 20° stattfinden, weil dann ein saueres Salz aus­
kr:stallisiert. 

Sehr gut brauchbare Puffergemische in einem fur physio­
logische Arbeiten besonders wichtigen Ph-Bereich von 6,8-9,6 
sind nach dem Vorschlag von Michaelis mit Veronal (Diathyl­
barbitursaure Mol. Gew. 184,1l) herzustellen 1). Sie kannen vor 
aHem als ein Ersatz fur den Boratpuffer dienen, der infolge der 
Neigung der Borsaure zur Bildung von Komplexen (z. B. mit 
Zuckern) oft unbrauchbar ist. 

Man lOst 10,30 g diathylbarbitursaures Natrium auf 500 cma 

mit CO2-freiem Wasser. 10 cma dieser Lasung mit 0,1 n-HCl titriert, 
mussen genau 10 cm3 Saure verbrauchen (Indikator Methylrot). 
Sonst muB fur die in der Tabelle angegebenen Zahl Kubik­
zentimeter VeronaHasung eine entsprechende Korrektur an­
gebracht werden. 

Folgende Mischungen mit 0,1 n-HCI geben die in der TabeHe 
angegebenen Ph-Werte: 

Tabelle. 
Wenn n cm:' 0,1 m-Veronalnatrium mit 10 - n cm3 0,1 n-HCl vermischt 

werden, erhalt man die folgenden Ph-Werte: 

n Ph n Ph n Ph 

(5,10) (6,40) 6,15 7,60 9,08 8,80 
(5,14) (6,60) 6,62 7,80 9,36 9,00 
5,22 6,80 7,16 8,00 9,52 9,20 
5,36 7,00 7,69 8,20 9,74 9,40 
5,54 7,20 8,23 8,40 9,85 9,60 
5,81 7,40 8,71 I 8,60 (9,93) (9,80) 

Die Zahlen in Klammern sind nicht genau reproduzierbar. 

1) Journ. of biol. chem. Bd. 87, S. 33. 1930. Ob der Puffer die Ferment­
wirkung schadigt, muB in jedem FaIle untersucht werden. Das gilt auch 
bei Anwendung von Indikatorpn. So konnten Bamann und Schmeller 
(Z. physiol. Chemie Bd. 194, S. l. 1931) zeigen, daB Bromthymolblau 
auf die Geschwindigkeit der Methylbutyratspaltung durch verschi€dene 
Esterasen von EinfluB ist. 
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Wenn man eine Stammlosung von Natriumazetat + Natrium­
veronal mit steigenden Mengen HOI vorsetzt, so kann man einen 
Ph-Bereich von 2 bis mindestens 9 umspannen1), also das ganze 
Bereich, das bei Fermentstudien in der Regel von Interesse ist, 
ohne daB man gezwungen ist, mit dem Ph gleichzeitig die Art der 
puffernden Grundsubstanzen sprunghaft zu andern oder die Ionen­
starke zu variieren, oder irgendein zweiwertiges Ion in dem Puffer 
zu verwenden. 

Dieses Prinzip kann auf verschiedene Weise durchgefiihrt wer­
den. Es solI hier eine Vorschrift gegeben werden, bei der die 
"Ionenstarke" ("ionale Konzentration" nach Bj errum) durch 
passenden Zusatz von NaOI stets gleich einer fUr Blut isotonischen 
Salzlosung gehalten wird. Die Stamm16sung ist eine Losung, 1/7 mol, 
sowohl in bezug auf Natriumazetat wie auf Veronal-Natrium: 
9,714 g Natriumazetat (mit 3 Mol. Kristallwasser) und 14,714 g 
Veronal-Natrium werden in 002-freiem Wasser zu einem Volu­
men von 500 cm3 ge16st. Von dieser Stammlosung werden je 5 cm3 

mit 2 cm3 8,5proz. NaOI­
Losung, mit a cm3 n/lO HOI 
und (I8-a) cm3 H20 ver­
setzt. Die nebenstehende 
Tabelle gibt die Beziehung 
von a und Ph auf Grund 
elektrometrischer Bestim­
mung mit der H 2-Elektrode 
bei 25,0°. 

Durch Anwendung eines 
weiteren Uberschusses an 
HOI kann man in das Wir­
kungsoptimum des Pepsins 

a 

(0 
0,25 
0,5 
0,75 
1,0 
2,0 
3,0 
4,0 
5,0 
5,5 
6,0 
6,5 

Ph 

9,64) 
9,16 
8,90 
8,68 
8,55 
8,18 
7,90 
7,66 
7,42 
7,25 
6,99 
6,75 

a 

7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 

6,12 
5,32 
4,93 
4,66 
4,33 
4,13 
3,88 
3,62 
3,20 
2,62 

und dariiber hinaus gelangen. Dann wird der Ph nur noch durch 
die iiberschiissige Salzsaure bestimmt. 

Bestimmung der WasserstoHionenkonzentration 
physiologischer Fliissigkeiten mittels Indikatoren. 
Die Indikatorenmethode zur Bestimmung der [H'] einer 

Fliissigkeit beruht darauf, daB die Indikatoren ihre Farbennuance 
bei einer ganz bestimmten Wasserstoffionenkonzentration (bzw. 
in einem bestimmten engen Gebiet der Wasserstoffionenkonzen­
trationen) der Losung andern. Man kann daher aus der Farbe 

1) Michaelis: Biochem. Zeitschr. Bd.234, S.139. 1931. 
5* 
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auf die [H'] der Losung schlieBen. Haben zwei Losungen dieselbe 
Farbe, so haben sie auch dieselbe Wasserstoffionenkonzentration. 
Man versetzt daher eine Reihe von Standardlosungen von b ek ann­
ter H-Ionenkonzentration mit einem geeigneten Indikator, die 
zu messende Fliissigkeit mit demselben Indikator und vergleicht 
die Farben. Die iibereinstimmende Farbe der zu priifenden Losung 
mit der eines Gliedes aus der Reihe der StandardlOsung laBt die 
[H'] der ersteren direkt erkennen. 

Indikatoren von Clark und Lubs. 

Farben- : Konzen-
p".Gebiet 

I : tration der umschlag 
I alkoh. LOsung 

Thymolblau 1,2-2,8 rot-gelb 0,04% 
Bromphenolblau . 3,0-4,6 gelb-blau 0,04% 
Methylrot. 4,4-6,0 rot-gelb 0,02% 
Bromkresolrot 5,2-6,8 gelb-purpur 0,02% 
Bromthymolblau 6,0-7,6 gelb-blau 0,04% 
Phenolrot 6,8-8,4 gelb-rot 0,02% 
Kresolrot. 7,2-8,8 gelb-rot 0,02% 
Thymolblau 8,0-9,6 gelb-blau 0,04% 
Kresolphtalein 8,2-9,8 farblos-rot 0,02% 

Bei dieser Methode braucht man also Vergleichslosungen von 
bekannter [H'], wozu sich die Pufferlosungen am besten eignen. 

Bei einer von L. Michaelis angegebenen Indikatorenmethode 
braucht man die VergleichslOsungen mit bekannter [H'] nicht. 
Sie beruht auf dem Prinzip, daB (bei einfarbigen Indikatoren) 
der Dissoziationsgrad und damit der Farbgrad des Indikators von 
der H'-Konzentration der Losung abhangtl.} 

Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration mit 
Indikatoren nach L. Michaelis. Notwendige Reagenzien: 
A.1. fJ-Dinitrophenol (OH:N02 :N02 = 1 :2:6) 0,1 g zu 300 cm3 

Wasser. 2. oc-Dinitrophenol (OH:N02 :N02 = 1:2:4) 0,1 g in 
200 cm3 Wasser; 3. y-Dinitrophenol (1 :2:5), 0,1 g in 200 cm3 

Wasser; 4. p-Nitrophenol, O,l%ige wasserigeLosung. 4. m-Nitro­
phenol O,3%ige wasserige Losung. 5. Phenolphthalein, 0,04 g in 
30 em3 Alkohol + 70 cm3 Wasser. 6. m-Nitrobenzolazosalizylsaure 
("Alizaringelb GG"), 0,05 g in 50 cm3 Alkohol + 50 cm3 Wasser. 
B. Einige Reagensglaser von gleichem Durchmesser. C. Eine durch 

1) Vgl.Michaelis u. Gyemant: Biochem.Zeitschr. Bd.l09, S.165. 1920. 
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Verdiinnung von n-NaOH frisch bereitete Lauge von ungefahr 
0,01n-NaOH-Gehalt. (Bei Verwendung des Indikators Nr. 6 statt 
dessen von etwa 0,1 n-NaOH-Gehalt.) Ausfiihrung der Be­
stimm ung. In ein Reagensglas (Nr. I) werden 10 cm3 der zu unter­
suchenden Losung gebracht, dazu eine abgemessene Menge eines der 
obigen Indikatoren, zwischen 0,25 und 1,0 cm3 ; es solI eine 
ganz schwache Farbung entstehen. Derjenige der obigen Indi­
katoren ist der geeignete, der bei diesen Mengenverhaltnissen 
eine zwar deutliche, aber schwache Farbung erzeugt. - Jetzt 
wird in eine Reihe von Reagensglasern zunachst je 9 cm3 der Lauge 
gebracht und abnehmende Mengen des gleichen Indikators hinzu­
gefiigt, bis diejenige Indikatormenge gefunden ist, die die gleiche 
Farbtiefe in der Lauge erzeugt, wie sie in dem Reagensglas Nr. I 
herrscht. Indikatormengen unter 0,25 cm3 werden aus 10fach ver­
diinnter Indikatorlosung entnommen; zum SchluB werden aIle Rohr­
chen mit der Lauge auf das Volumen des Rohrchens I aufgefiilIt. 
Die Farbenvergleichung wird gegen weiBen Untergrund, Blick seit­
lich durch die Reagensglaser oder von oben durch die ganze Lange 
derselben vorgenommen. Immer nur zwei Glaser gleichzeitig betrach­
ten. Der Versuch ist beendet, wenn ein Rohrchen farbengleich mit 
Nr. list, ein zweites, das etwa 15% mehr Indikator enthalt, deutlich 
zu dunkel, und ein drittes mit etwa 15% weniger Indikator deutlich 
zu hell erscheint. So wird (eventuell durch Interpolation) die In-

Tabelle I. 

Temperatur 100 200 300 400 500 

{J -Dinitrophenol 3,74 3,68 3,62 3,56 3,51 
or.-Dinitrophenol . 4,11 4,05 3,99 3,93 3,88 
,,-Dinitrophenol. 5,18 5,14 5,09 5.04 4,99 
p-Nitrophenol 7,27 7,16 7,04 6,93 6,81 
m.Nitrophenol 8,39 8,31 8,22 8,15 8,07 

Tabelle II. 

or. or. or. 
or. log-- or. log-- or. log--

I-or. I-or. I-or. 

0,005 - 2,30 0,05 - 1,28 0,3 -- 0,37 
0,007 - 2,15 0,06 -1,20 0,4 - 0,18 
0,008 - 2,07 0,07 - 1,12 0,5 +0 
0,01 - 2,00 0,08 - 1,06 0,6 +0,20 
0,015 - 1,81 0,09 -" 1,00 0,7 + 0,38 
0,02 - 1,69 0,1 - 0,95 0,75 + 0,49 
0,03 - 1,51 0,15 - 0,75 0,8 I +0,60 
0,04 - 1,38 0,2 - 0,59 - I -
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dikatormenge x erm:ttelt, die die Lauge ebenso stark farbt, wie 
x 

die im R6hrchen I angewendete Indikatormenge a. Es ist IX = - • 
a 

dann ist fiir Indikator Nr. 1 bis 4 Ph = p" + log -1 IX • Die Werte 
-IX 

fiir Pk findet man in Tabelle I, die fur log 1 IX - in Tabelle II. 
-IX 

Fur Indikator Nr. 5 (Phenolphthalein) gilt folgende Beziehung 
zwischen IX und Ph (fUr 18°): 

-
IX Ph IX Ph IX Ph 

0,01 8,45 0,21 9,20 0,55 9,80 
0,03 8,60 0,27 9,30 0,60 9,90 
0,069 8,80 0,34 9,40 0,65 10,00 
0,090 8,90 0,40 9,50 0,70 10,10 
0,12 9,00 0,45 9,60 0,75 10,2 
0,16 9,10 0,50 9,70 0,80 10,3 

Fiir Indikator Nr. 6 (Alizaringelb GG) gilt folgende Beziehung 
zwischen ex. und Ph (fUr 20°): 

IX Ph IX Ph IX Ph 

0,13 10,00 0,36 10,80 0,75 11,60 
0,16 10,20 0,46 11,00 0,83 11,80 
0,22 10,40 0,56 11,20 0,88 12,00 
0,29 10,60 0,66 10,40 - i -
Anwendungsbereich der Indikatoren (Ph): p-Dinitrophenol 2,2-4,0; 

IX-Dinitrophenol 2,8-4,7; ,,-Dinitrophenol 4,0-5,6; p-Nitrophenol 
5,2-7,0; m-Nitrophenol 6,7-8,4; Phenolphthalein 8,5-10,5; Ali­
zaringelb GG 10,2-11,7. 

Elektrometrisehe Messung 
del' W ass('r~toffion(,lIk()nz('ntl'ation. 

Nach N ernst ist die elektromotorische Kraft (E) einer Kon­
zentrationskette 

RT c1 RT c1 E = -In- bzw. = - 0,4343 log -, 
F C2 F C2 

WO c1 und c2 die Konzentration der stromerzeugenden Ionen be­
deuten, R die Gaskonstante, T die Temperatur vom absoluten 
Nullpunkt gerechnet und F die Anzahl von Elektrizitatseinheiten 
(Coulombs) die 1 Mol eines einwertigen Ions triigt (96540). Die 

R 
Konstante F . 0,4343 betragt 0,0001983, wenn die E in Volt an-

gegeben wird. 
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Um WasserstoHionenkonzentrationen zu messen, beladt man 
Platinmetall mit Wasserstoff, wodurch es sich wie metallischer 
Wasserstoff verhalt. Aus dem jeweiligen Potential einer Platin­
Wasserstoffelektrode laBt sich die unbekannte [H'] berechnen. 
Ein einzelnes Elektrodenpotential ist nicht meBbar, sondern nur 
ein Potentialunterschied zwischen zwei Elektroden. Ais zweite 
Elektrode wahlt man wieder eine WasserstoHelektrode, die in eine 
Losung eintaucht, in der die H' -Zahl genau definiert ist, am besten 
gerade gleich der Konzentration 1 n ist, d. h. im Liter 1 g H-Ionen 
enthalt (entspricht einer 1,25-n-HCI-Losung), Diese Elektrode 
ist die sogenannte Normalwasserstoffelektrode. Wir haben 

C 
E = 0,0001983 T log ~ Volt, 

C 

wo C die Wasserstoffionenkonzentration der unbekannten Losung, 
Co die der Normalwasserstoffelektrode ist. Co ist = 1, 

also 

oder 

1 
E = 0,0001983· Tlog- Volt 

c 

E = - 0,0001983 T log c Volt. 

SolI also die Wasserstoffionenkonzentration c einer unbekann­
ten Losung bestimmt werden, so wird man die Potentialdiffe­
renz E zur Normalwasserstoffelektrode messen, und es ist dann 
E = - 0,0001983 T ·log·c Volt, also: 

E 
log c = - 0,0001983 T 

und 
E 

Ph = - log c = 0,0001983 T 

An Stelle der n-Wasserstoffelektrode werden in der Praxis 
meistens andere Elektroden' als Bezugselektroden benutzt. Da 
die Potentiale dieser anderen Elektroden gegeniiber der n-Wasser­
stoffelektrode gut bekannt und konstant sind, laBt sich aus der 
Potentialdifferenz zwischen einer von diesen in der Praxis ge-

brauchlichen Elektroden (1~ oder gesattigte Kalomelelektroden) 

und der WasserstoHelektrode mit der zu untersuchenden Losung 
ebenfalls die Konzentration der H berechnen. Betragt z. B. der 
Potentialunterschied einer Wasserstoffelektrode in einer Losung 
mit unbekannter H' gegeniiber einer gesattigten Kalomelelektrode 
a Millivoltl so betragt er gegeniiber der n-Wasserstoffelektrode f;I 
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- 250,3 Millivolt (bei 18°). (Vgl. Schema auf S. 74.) Bei den ver­
schiedenen Temperaturen ist die Potentialdifferenz zwischen der 
n-Wasserstoffelektrode und den Bezugselektroden ebenfalls ver-

schieden. Wie oben angegeben, ist Ph. = 0,OOO~83 T' Das Pro­

d\lkt T· 0,0001983, multipliziert mit 1000 zur Umrechnung von 

Volt in Millivolt, ist {}; Ph. ist somit = ;. MiBt man gegen 

eine Kalomelelektrode die Potentialdifferenz E, so muB man 
von dem Werte Eden jeweiligen Bezugswert zur n-Wasserstoff­
elektrode F abziehen und die Differenz durch {} dividieren, also 

E-F 
Ph. = j}-' Die Werte fUr {}=0,0001983T·103 bei den ver-

schiedenen Temperaturen lauten: 

fur 15° 

" 
160 

" 17° 

" 18° 

" 19° 

" 20° 

" 21° 

" 22° 

" 23° 

" 24° 

" 25° 

" 26° 

" 27° 

bei 15° . 
" 16°. 
" 17° . 
" 18° . 
" 19°. 
" 20°. 
" 210. 
" 220 • 

" 23° . 
" 240 • 

" 250 • 

" 300 • 

" 370 • 

" 380 • 

" 400 • 

" 500 • 

" 600 • 

57,1 fur 28° . 59,7 
57,3 

" 29° 59,9 
57,5 

" 30° 60,07 
57,7 31° 60,27 
57,9 32° 60,47 
58,1 

" 33° 60,66 
58,3 

" 34° 60,86 
58,5 

" 35° 61,06 
58,7 

" 36° 61,25 
58,9 

" 37° 61,45 
59,1 

" 38° 61,64 
59,3 39° . 61,85 
59,5 

" 
40° . 62,05 

Tabelle fiir F in Millivolt 
fur die 1/10 

Kalomelelektrode 

:337,7 

33-7,5 

336,4 . 

335,5 . 
334,9 . 
332,6 . 
329,0 • 

fUr die gesattigte 
Kalomelelektrode 

252,5 
251,7 
250,9 
250,3 
249,5 
248,8 
248,2 
247,5 
246,8 
246,3 
245,8 

235,5 
235,0 
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Folgendes Schema illustriert die Verhaltnisse: 

l' 

Kalomelelektrode (gesa ttigt) 

t 

E 

I N ormal-Wasserstoffelektrode 

j Wasserstoffelektrode mit der zu 
untersuchenden Lasung 

MeBinstrumentarium. 
Wie aus dem Obigen zu ersehen, lauft die Bestimmung der 

IH'] auf die Messung eines Potentials hinaus und, da sich Ein­
zel potentiale nicht feststellen lassen, auf die Messung einer Dif­
ferenz zwischen zwei Potentialen, einer sogenannten Potential­
differenz. 

Die weitaus gebrauchlichste Methode zur Messung von Poten­
tialdifferenzen bedient sich des Poggendorfschen Prinzips der 
Kompensationsschaltung. Legt man eine Hilfsspannung, die von 

-.4+ einer beliebigen Stromquelle, 
z. B. einem Akkumulator 
herriihrt, an die beiden En­
den eines MeBdrahtes an, so 
erhalt man einen Stromkreis, 
den sog. "groBen Strom-

8L------...... ----':.....;:-..c kreis" (Abb.39). Legt man 

Abb.39. 

die zu untersuchende Span­
nung mit einem Pol an das 
eine Ende des MeBdrahtes, 
mit dem anderen Pol an 
einen verschiebbaren Kon­

takt, der so eingerichtet ist, daB man ihn mit jedem Punkt des 
MeBdrahtes verbinden kann, so erhalt man einen zweiten Strom­
kreis, den sog. "kleinen Stromkreis". Achtet man nun bei der 
Schaltung darauf, daB die Spannungen einander entgegengeschal­
tet sind, also z. B. daB der positive Pol der Hilfsspannung und 
der positive Pol der zu untersuchenden Spannung an dem einen 
Ende des MeBdrahtes zusammentreffen, so tritt unter bestimmten 
Bedingungen in dem kleinen oder Teilstromkreis Stromlosigkeit 
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ein, namlich dann, wenn auf der den beiden Stromkreisen ge­
meinsamen Strecke des MeBdrahtes von der Hilfsspannung und 
der zu untersuchenden Spannung dasselbe Potential abfallt. Die 
Stromlosigkeit wird durch ein Nullinstrument festgestellt, das in 
den kleinen Stromkreis eingeschaltet ist. Die unbekannte Span­
nung laBt sich nun leicht berechnen. Sie ist gleich dem Span­
nungsabfall der Hilfsspannung auf dem nach erfolgter Kompen­
sation gemeinsamen MeBdrahtstiick beider Stromkreise. Der MeB­
draht ist gleichmaBig unterteilt und an allen Stellen von genau 
gleichem Widerstand. So ist es moglich, aus dem Mel3draht­
streckenverhaltnis den Teil der Hilfsspannung sofort in Form 
eines Bruches abzulesen, der der zu untersuchenden Spannung 
gleich ist. Es verhalten sich also die Spannungen in dem spe­
ziellen Fall der Stromlosigkeit wie die Widerstande und auch wie 
die entsprechenden Strecken, 

EDC:EBC = gemeinsames MeBdrahtstiick : ganzer MeBdraht. 

Kennt man die elektromotorische Kraft der Hilfsspannung ganz 
genau, so kennt man hiernach auch die unbekannte Spannung. Die 
MeBdrahtapparatur kommt noch heute zur Messung von Po­
tentialdifferenzen sehr viel zur Anwendung. Nach dem Vorschlag 
von Wilh. Ostwald wurde aber eine Abanderung vorgenommen. 
Da der Widerstand des MeBdrahtes nur sehr gering ist, so wird von 
der Hilfsbatterie auch ein ziemlich erheblicher Strom wahrend 
der Messung entnommen. Zur Vermeidung des hohen Stromver­
brauchs, der zur Inkonstanz der Hilfsspannung fiihren kann, 
muB man den Widerstand urn ein Vielfaches erhohen. Da der Ver­
langerung des MeBdrahtes als horizontale MeBbriicke oder auch 
als Walzenbriicke Grenzen gesetzt sind, fiihrte Ostwald die soge­
nannten Rheostatenkasten ein. Hier sind die zwischengeschalteten 
Drahtlangen, also auch die Widerstande viel groBer, und trotzdem 
ist die ganze Briicke der Ausdehnung nach viel kleiner, da die Drahte 
auf Spulen aufgewickelt sind. In der Anordnung nach L. Micha­
elis werden solche Stopselrheostatenkasten benutzt. Die Vergro­
Berung und Verringerung des Widerstandes im Teilstromkreis ge­
schieht dann nicht mehr durch Verschieben des Gleitwider­
standes, wie auf dem Draht, sondern durch Herausnehmen oder 
Hereinstecken der Stopsel. Bei der Michaelisschen Anordnung 
werden zur weiteren Vereinfachung der Bedienung zwei Rheosta­
tenkasten benutzt. 

Aus der oben angefiihrten Gleichung wird Ex (die unbekannte 
Potentialdifferenz) durch Multiplikation von E.4, (die EMK des 
Akkumulators) mit einem Quotienten berechnet. Will man Ex 
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genau haben, so muB man auch EA genau kennen. Es ist also vor 
Beginn einer jeden Messung zunachst einmal EA genau festzu­
steilen (Eichung der Akkumulatoren). Dazu bedient man sich des­
selben Poggendorfschen Prinzips unter Benutzung einer gut 
reproduzierbaren praktisch konstanten Potentialdifferenz eines so­
genannten Normalelementes, z. B. des Normalelements (Kadmium­
normalelement) mit einer Potentialdifferenz von 1018,6 Millivolt 
(bei Zimmertemperatur innerhalb aIler in Betracht kommenden 
Temperaturschwankungen). Zur Feststellung del' Hilfsspannung 
schaltet man in den Teilstromkreis an Stelle del' zu untersuchenden 
Spannung dieses Normalelement ein und sucht nun die NuIlstel­
lung auf der Briicke durch Verschieben des Gleitwiderstandes, 
bzw. durch geeignete St0pselung an den Rheostaten herzusteIlen. 
1st das erfolgt, so laBt sich mit Hilfe obiger Proportion die Span­
nung des Akkumulators errechnen. In diesem Faile ist E 1018•6 : E A 

= die Lange des gemeinsamen Stiicks del' MeBbriicke zur gan-
1018,6 Be . . . . 

zen Lange, also E A = . DC---' Setzt man III die oblge GlelChung 

diesen Wert fiir EA ein, so hat man Ex, die Spannung del' zu unter­
suchenden Kette bestimmt. Del' Messung am MeBdraht muB also 
zuerst eine Feststellung der Akkumulator- (oder allgemeiner 
Hilfs-) Spannung vorhergehen. 

Durch eine bestimmte Anordnung lassen sich noch rechnerische 
Vereinfachungen erzielen. Wenn die Hilfsspammng, die an den beiden 
Polen del' Briicke odeI' des Rheostatenkastens liegt, gerade so groI3 
gewahlt wird, daB die Summe del' Briickenunterteilung zahlenmaI3ig 
gleich del' angelegten Spannung ist, so entspricht ein Spannungs­
teil einem Briickenteil. Liegt also z. B. an einem MeBdraht von 
1000 mm Lange eine Spannung von 1000 Millivolt, so entspricht I mm 
gerade einem Millivolt Spannungsabfall, odeI' liegt eine Spannung 
von IllO Millivolt an einem Rheostatenkasten von IllO Q Wider­
stand, so entspricht I Q dieses Rheostatenkastens ebenfalls einem 
Millivolt. Es fallt dann jegliche Umrechnung fort. Um nun diese 
erwunschte Spannung an die Enden del' Brucke anlegen zu kon­
nen, wird ein sogenannter Vorschaltwiderstand benutzt. Das ge­
samte MeI3instrumentarium nach Michaelis besteht somit aus 
zwei Rheostatenkasten, einem Vorschaltwiderstand, einer Hilfs­
batterie, einem Od-Normalelement, den notwendigen Strom­
schliisseln und Drahten und einem Nullinstrument. Als Nuilinstru­
ment diente bis jetzt meist ein sogenanntes Kapillarelektrometer. 
Ein Quecksilberfaden, dessen Meniskus durch ein kleines Fernrohr 
beobachtet wird, steigt odeI' sinkt je nach del' Richtung des hin­
durchtretenden Stromes. Bewegt sich diesel' Faden nicht mehr, 



Elektrometrische MesAung der Wasserstoffionenkonzentration. 77 

so besteht Stromlosigkeit. Es sei jedoch darauf hingewiesen, daB, 
da jetzt geniigend empfindliche Galvanometer leicht erhaltlich 
sind, kein Grund mehr vorliegt, das Kapillarelektrometer (das 
eher ein stromanzeigendes als ein spannungsanzeigendes Instru­
ment ist) als Nullinstrument zu verwenden. Fiir die meisten Zwecke 
ist schon ein Zeigergalvanometer mit einer Empfindlichkeit von 
10-7 Ampere pro Skalenstrich geniigend. 

Beschreibung der Messung einer Potentialdifferenz 
in der Michaelisschen Anordnung (Abb. 40): Man stellt die 
beiden gleichen Rheostatenkasten nebeneinander auf und verbindet 
das Ende des linken (rechte Klemme) mit dem Anfang des rechten 
(linkeKlemme) durch einen Kupferdraht, verbindet dann die 
Hnke Klemmschraube des Hnken Rheostaten mit dem negativen 

-+ 

Stromschlu5sel 

Abb.40. 

Kapil/ar­
e/en trometer 

+ Kalome/.l.kfrod. 

Pol des Akkumulators, die rechte Klemmschraube des rechten 
Rheostaten mit dem positiven Pol des Akkumulators. In das 
Drahtstiick vom linken Pol des linken Rheostaten zum negativen 
Pol des Akkumulators schaltet man den V orschaltwiderstand 
und einen Stromschliissel ein. Hiermit ist der groBe Stromkreis 
hergestellt. 

Der Teilstromkreis beginnt am rechten Pol des rechten Rheo­
staten, fiihrt zum positiven Pol der zu untersuchenden Spannung 
(anfangHch also des Normalelements, spater zur gesattigten 
Kalomelelektrode) vom negativen Pol dieser Spannung iiber 
einen Stromschliissel zu einer Klemme des Kapillarelektro­
meterstativs, von der anderen Klemme des Kapillarelektro­
meterstativs zur linken Klemme des rechten Rheostaten. 
Sind diese Verbindungen samtlich hergestellt und auf ihre Kon­
taktsicherheit gepriift, so verbindet man die beiden Pole des Ka­
pillarelektrometers durch diinne spiralige Drahte mit den Polen 
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seines Stativs und stellt den Meniskus des Quecksilberfadens 
mit dem Fernrohr in die Mitte der Fernrohrskala. Das Stativ 
ist so angeordnet, daB man durch Drehen der verschiedenen hori­
zontal und vertikal wirkenden Schrauben die Einstellung leicht aus­
fiihren kann. Vor dem Messungsbeginn . iiberzeugt man sich 
noch einmal davon, daB das Elektrometer nicht polarisiert ist 
und daB auch keine Isolierungsfehler bestehen. Die Polarisation 
des Kapillarelektrometers erkennt man daran, daB es Ausschlage 
zeigt, ohne daB man Strom hindurchschickt. In diesem Fane 
muB ein neuer Meniskus hergestellt werden!}. Die hauptsach­
lichsten Isolierungsfehler vermeidet man dadurch, daB man das 
Kapillarelektrometerstativ, den Vorschaltwiderstand und auch die 
Stromschliissel auf paraffinierte Glasplatten stellt. 

Man beginnt die Messung, indem man aus dem linken Rheosta­
tenkasten samtliche Stopsel herausnimmt, dann steckt man von 
dem rechten Rheostatenkasten so viel Stopsel in die entsprechen­
den Locher des linken hiniiber, daB im rechten Rheostatenkasten 
(also im kl~inen Stromkreis) nunmehr 1018 Q liegen, wahrend 
die Ohmzahl im groBen Stromkreis unverandert geblieben ist. 
J etzt reguliert man den V orschaltwiderstand so lange, bis das 
Nullinstrument keinen Ausschlag mehr zeigt. Um das Kapillar­
elektrometer zu bedienen, faBt man mit der rechten Hand an 
den Stromschliissel des kleinen Stromkreises, mit der linken an 
den StativschliisseL Wahrend man nun durch das Fernrohr den 
Meniskus beobachtet, schlieBt man mit der rechten Hand den 
Stromschliissel des Teilstromkreises und offnet den Stativ­
schliissel gerade nur so viel und so lange, daB man die Richtung 
des Ausschlags des Quecksilberfadens erkennt. Diese Vorsicht ist 
dringend zu beachten, da sonst zu haufig das Kapillarelektrometer 
polarisiert wird. Man verstellt den Vorschaltwiderstand so lange, 
bis auch bei langerem 0ffnen des Stativschliissels der Hg-Faden 
unbeweglich steht. Glaubt man diesen Punkt erreicht zu haben, 
so iiberzeugt man sich davon, daB die Ruhe im Kapillarelektro­
meter nicht die Folge eines inzwischen eingetretenen Kontakt­
fehlers ist, indem man ein Ohm yom linken Rheostatenkasten 
in den rechten zuriickstopselt. Dann muB der Faden durch 
das Fernrohr betrachtet nach unten gehen. Stopselt man anderer-

1) Herstellung des Meniskus: Das Elektrometer wird schrag gehalten, 
so daB der groBte Teil des Quecksilbers aus dem zur Kugel ausgeblasenen 
Teil durch das obere Querstiick in den zylindrischen Schenkel iiberlauft. 
Nun wird das Elektrometer nur ganz leicht nach der entgegengesetzten 
Seite geneigt, wobei so viel Quecksilber wieder durch die Kapillare in den 
kugeligen Teil zuriicktropft, daB der Meniskus sich beim Aufrichten des 
Elektrometers ungefahr in die Mitte der Kapillare einstellt. 
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seits noch ein [J vom rechten Rheostatenkasten in den linken, so 
daB der Widerstand des rechten Rheostatenkasten 1019 [J be­
tragt, so muB der Hg-Faden nach oben steigen. So laBt sich auch 
sehr leicht die Empfindlichkeit des Kapillarelektrometers priifen. 
Es ist nur dann geeignet, wenn es bei einer Differenz von 1 [J 
mindestens einen Skalenstrich des Fernrohrs nach unten bzw. 
nach oben ausschlagt. Bei dieser Anordnung entspricht 1 [J, wie 
oben gesagt, 1 Millivolt, und es lassen sich mit einem guten Kapillar­
elektrometer daher Spannungsmengen unter 1 Millivolt durch 
Beriicksichtigung der Ausschlage des Hg-Fadens innerhalb der 
Skala abschatzen. Nunmehr ist der Apparat zur Messung der 
unbekannten Kette gebrauchsfertig und an Stelle des Normal­
elements wird die unbekannte Kette in den Teilstromkreis ein­
geschaltet. Die Anordnung der Pole bei der unbekannten Kette 
ist je nach der Wahl der Elektrode verschieden. Will man priifen, 
ob man die Pole richtig geschaltet hat, so nimmt man aus dem 
Teilstromkreis den gesamten Widerstand heraus (Einsetzen aller 
Stopsel in den rechten Rheostatenkasten) und priift nun ganz vor­
sichtig den Ausschlag des Kapillarelektrometers beim Schlie Ben 
des Teilstromschliislilels und ganz kurzen Offnen des Stativschliis­
sels. Sieht man' den Ausschlag nach unten gehen, so ist die un­
bekannte Kette richtig geschaltet, geht er nach oben, so miissen 
die Pole umgeschaltet werden. Es wird noch ausdriicklich darauf 
hingewiesen, daB der Schliissel am Kapillarelektrometerstativ nur 
zu der Messung kurz geoffnet wird, sonst immer geschlossen 
bleiben muB. 

Messung mit dem Potentiometer. 
In den letzten Jahren werden an Stelle der MeBdrahte und der 

Rheostatenkasten zur H-Ionenmessung Apparaturen benutzt, die 
das MeBverfahren sehr einfach gestalten. Diese Apparate fiihren 
den Namen Potentiometer. MeBdrahte, Widerstande, Spulen, 
Schalter, Drahtwindungen liegen in einem Kasten eingebaut, der 
auBen nur wenige Drehknopfe und Steckkontakte aufweist. Ais 
Nullinstrument wird ein empfindliches Galvanometer benutzt. 

Die Leitungsanordnung des Potentiometers von E. Mislo­
witzer geht aus der Abbildung hervor. 

Die Spannung der Batterie B faUt iiber einem MeBdraht und 
einem Kurbelrheostaten ab, die hintereinander geschaltet sind. 
In demselben Stromkreis liegt noch der Regulierwiderstand RW. 
Mit Hilfe dieses Regulierwiderstandes ist es moglich, den Gesamt­
spannungsabfall iiber MeBdraht + Kurbelrheostat in best:mmten 
Grenzen zu verandern. Der zirkular angeordnete MeBdraht ist 
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von 0-100 unterteilt. Jeder einzelne der 10 Widerstande des 
Kurbelrheostaten ist ebenso groB wie der Widerstand des ganzen 
MeBdrahtes. Dadurch ist der Gesamtwiderstand in 11 groBe und 
unter Zuhilfenahme der 100 kleinen Teile des MeBdrahtes in 1100 
kleine Teile unterteilt. Wird nun an die Enden dieses Gesamt­
widerstandes eine Spannung von genau 1100 Millivolt angelegt, 
so fallt iiber jedem kleinen Teil gerade ein Millivolt abo Zur Kon­

'\ c~8"8:m 
I Or] ! 
I ~I: 
I -E +E I: I 1 1 
I BW I I 
L.---"lJUlJl..rw---~ C)o---~ I 

r---~H II I ~---l I r 0-___ 1 ___ 1 _____ _ 

i L ______ L_J 
I : 

L-0-J 
G 

Abb. 41. Leitungsschema. 
B AkkumuJator, RW ReguJierwiderstand, 
A-A, MeBdraht, A,-F Drehrheostat, 
0, Gleitkontakt, E nnbckannte Spannung, 
BW Ballastwiderstand, H Umschalter, 

G Galvanometer. 

trolle dariiber, daB iiber MeB­
draht + Kurbelrheostat genau 
1100 Millivolt abfallen, wird an 
die Enden des Gesamtwiderstan­
des ein Prazisionsvoltmeter an­
gelegt. Dieses Voltmeter ist auf 
den einen Punkt, 1100 Millivolt, 
geeicht. Es ist ebenso wie bei der 
Rheostatenapparatur mit Vor­
schaltwiderstand einerlei, wie groB 
die genaue Klemmenspannung 
des Akkumulators B ist. Alles, 
was von der Spannung des Akku­
mulators iiber 1I00 Millivolt hin­
ausgeht, wird vom Regulierwider­
stand RW unterdriickt. 

Bei der Messung werden der 
Kurbelrheostat und der Kontakt 
0 1 auf dem MeBdraht so lange 
verstellt, bis das Galvanometer im 
Teilstromkreis Stromlosigkeit an­
zeigt. 1st der Punkt erreicht, so 
falIt zwischen der Kurbel und 

dem Punkt 0 1 eine Spannung ab, deren GroBe fiir den groBen 
Stromkreis und den Teilstromkreis dieselbe ist. Da in dem groBen 
Stromkreis iiber jedem einzelnen Widerstandsschritt gerade ein 
Millivolt abfallt, so laBt sich aus der Zahl der zwischen 0 1 und 
der Kurbelliegenden Widerstandsschritte die zwischen 0 1 und der 
Kurbelliegende Spannung direkt in Millivolt ablesen. Diese Span­
nung ist nach erfolgter Kompensation gleich der unbekannten 
Spannung Ero. 

Die Regulierung der vom Akkumulator stammenden Hilfs­
spannung auf genau 1100 Millivolt und das Auffinden der Kom­
pensationsstelle bei der eigentlichen Messung wird mit einem 
MeBinstrument durchgefiihrt. Zum Einregulieren der Teilspannung 
des Akkumulators auf 1100 Millivolt wird das MeBinstrument an 
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die Enden des MeBdrahtes und des Kurbelrheostaten (A-F) an­
gelegt. Bei dieser Schaltung liegt ein Ballastwiderstand von fast 
lOOOOO [J vor demMeBinstrument, das durch den hohen Widerstand 
als Voltmeter wirkt. Durch Betatigen eines Umschalters (in der 
Abbildung mit H bezeichnet) wird das Instrument von den Enden 
der Briickenwiderstande abgeschaltet und zugleich ohne Ballast­
widerstand in den Teilstromkreis (bei C und D) gelegt. Hier dient 
es mit einer Empfindlichkeit von ca. lO-7 Ampere fUr jeden Teil­
strich als gewohnliches Nullinstrument. 

Ausfiihrung der Messung. Zum Aufbau der Apparatur 
wird der Kompensationskasten auf den Tisch gestellt, das MeB­
instrument links daneben. Durch Verstellen der 3 Stellschrauben, 
auf denen das MeBinstrument steht, wird es sorgfaltig horizontal 
gestellt. Die MeBinstrumentlibelle zeigt die Horizontalstellung an. 
Dann wird der Deckel des Kompensationskastens aufgeklappt, 
der 2-Volt-Akkumulator durch Leitungsschniire mit den Steck­
kontakten bei V und das Galvanometer mit den Steckkontakten 
bei G verbunden, beide Male unter Beriicksichtigung der Pol­
bezeichnung. Jetzt entarretiere man das MeBinstrument, indem 
man den Arretierhebel nach Entfernung des Sicherheitsstiftes von 
rechts nach links umlegt, und iiberzeuge sich davon, ob der Zeiger 
genau auf Null steht oder genau um die Nullage schwingt. Steht 
der Zeiger einen halben oder einen Teilstrich vor oder hinter Null, 
so beriicksichtige man diese Differenz bei der folgenden Einstellung 
auf den llOO-Punkt. 1st die Differenz aber groBer als ein Teilstrich, 
so korrigiere man sie durch Verstellen der Nullpunktschraube. Zu 
diesem Zwecke nehme man den Glasdeckel von der Glasrohre ab, 
in der der Zeiger aufgehangt ist, und drehe vorsichtig mit einem 
Finger an der unter dem Deckel befindlichen Hartgumllischraube 
so lange, bis der Zeiger genau iiber Null steht. Der bis dahin auf 
M (Messen) zeigende Umschalter (vgl. Abb.) wird auf P (Priifen) 
gestellt und der rote Knopf am Regulierwiderstand RW so lange 
gedreht, bis der Zeiger iiber der roten Marke bei dem 1l00-Punkt 
steht. Stand der Zeiger bei der Nullstellung ohne jede Abweichung 
iiber dem Nullstrich, so wird er auch jetzt ganz genau auf den 
1l00-Strich eingestellt. Andernfalls beriicksichtige man jetzt eine 
kleine Abweichung der Nullpunktslage nach rechts oder links, in­
dem man den Zeiger um denselben Betrag nach rechts oder links 
von dem llOO-Punkt einreguliert. 1st das geschehen, so stelle man 
den Umschalter von P auf M zuriick. Nunmehr kann die eigent­
Hche Messung beginnen. 

Das war die Einstellung der Apparatur ohne Benutzung eines 
Normalelementes. Voraussetzung fUr diese Art Einstellung ist, daB 

Rona, Fermentmethoden, 2. Auflage. 6 
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das Voltmeter in gutem Zustande ist. Will man sich auf die Ge­
nauigkeit des Voltmeters nicht verlassen, so nehme man die Ein· 
stellung der Apparatur mit Normalelement vor. Fur diesen Fall 
bleibt der Umschalter stets auf M. Die P-Stellung, bei der das 
Instrument als Voltmeter wirkt, ist dann uberflussig. 
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Um mit einem Normalelement einzustellen, schalte man zu­
nachst dieses Element an die Steckkontakte von E an und stelle 
die Brucke auf diejenige Millivoltzahl, die das Normalelement ge­
rade aufweist. Hat es z. B. eine Spannung von 1018 Millivolt, 
so stelle man den rechten Drehrheostaten auf 1000 und den linken 
auf 18. Die Bruckenstellung ist dann also 1018. Nun schalte man 
den Einschalter 0 von A vorsichtig nach E und beobachte dabei 
den Zeigerausschlag. Gibt der Zeiger schon bei der Zwischen­
stellung zwischen A und E einen Ausschlag, so schalte man gar 
nicht erst ganz bis E, um starke Ausschlage des Zeigers zu ver­
meiden. Gibt der Zeiger aber auf der Zwischenstellung des Ein­
schalters nur einen schwachen oder gar keinen Ausschlag, dann 
schalte man den Einschalter vollig bis E ein. Durch abwechselndes 
Ein- und Ausschalten und Regulieren des Vorschaltwiderstandes 
suche man die Stelle, auf der der Zeiger auch bei schnellem Ein­
schalten von A nach E weder nach rechts noch nach links aus­
schlagt. Hat man diesen Punkt gefunden, so ist die Einstellung 
des Apparates beendet, da jetzt uber jedem Bruckenschritt genau 
1 Millivolt abfallt. 

Zur Messung der unbekannten Potentialdifferenz nach voll­
zogener Einstellung der Apparatur wird die Elektrodenkette an 
die Steckkontakte bei E angelegt. Beide Drehrheostaten werden 
auf Null gestellt. Jetzt wird vorsichtig von A nach E geschaltet 
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(meistens geniigt die Mittelstellung) und der Ausschlag des Zeigers 
beachtet. Geht der Ausschlag nach rechts, so ist falsch gepolt, 
und die Elektrodenkette muB umgekehrt geschaltet werden (durch 
einfaches Umstecken der Strecker von E). 

Geht der Zeigerausschlag nach links, so wird der rechte Dreh­
rheostat auf 100 gestellt und der Einschalter gleich wieder von A 
nach E geschaltet; geht der Zeiger jetzt ebenfalls noch nach links, 
so wird der Drehrheostat auf 200 gestellt, dann auf 300, 400, 500 
usw., bis der Zeiger nach rechts ausschlagt. 1st das z. B. bei 500 
der Fall, so stelle man den rechten Rheostaten auf 400 zuriick und 
suche nun mit dem linken Drehrheostaten die wirkliche Kom­
pensationsstellung. Mit dem linken Drehrheostaten stelle man 
z. B. auf 20, 40, 60 usw. Schlagt der Zeiger bei 40 nach links, 
bei 60 nach rechts, so stelle man zuerst auf 45, dann auf 55, gabele 
also die Nullstellung ein. Sehr bald ist dann die wirkliche Ruhelage 
gefunden. Steht del' linke Drehrheostat auf 48, wenn der Zeiger 
beim Ein- und Ausschalten keinen Ausschlag mehr gibt, so be­
tragt die gemessene Spannung 400 + 48, also 448 Millivolt. Bei 
nicht zu groBem Widerstand in der Kette laBt sich noch weit 
genauer als auf 1 Millivolt einstellen. Die neuen im Handel be­
findlichen 1nstrumente ermoglichen die Ablesung von 0,5 und 
0,25 Millivolt. 

Es sei nochmals betont, daB der Fehler des Voltmeters dadurch 
festgestellt wird, daB die Apparatur zunachst mit Hilfe des Normal­
elementes nach guter N ullpunktskorrektion eingestellt und der 
Umschalter hinterher von M auf P gestellt wird. Jetzt schlagt 
der Zeiger aus. Stellt er sich genau auf den 1100-Strich, so ist das 
Voltmeter fehlerfrei, im anderen Falle nicht fehlerfrei. 

Die GroBe dieses Fehlers laBt sich direkt in Millivolt messen. 
Man stelle mit Hilfe der Voltmetereinstellung, also ohne Be­
nutzung eines Normalelementes, nach guter Nullpunktskorrektur 
den Zeiger unter Benutzung einer Lupe genau auf den 1100-Strich, 
schalte dann von P auf M zuriick und messe nun die Spannung 
eines Normalelementes, das man bei E anlegt, indem man die 
Kompensationsstellung sucht. 

MiBt man Z. B. jetzt statt 1018 Millivolt 1028 Millivolt, so 
macht man bei allen Messungen pro 100 Millivolt einen Fehler 
von 1 Millivolt. Der Fehler riihrt daher, daB man den Zeiger auf 
1100 eingestellt hat, obwohl das etwas nachgealterte MeBinstru­
ment erst bei einer Spannung von 1111 Millivolt bis zu dem Strich 
1100-Strich ausschlagt. Stellen wir bei diesem Beispiel die Appa­
raturen mit Hilfe eines Normalelementes ein und schalten dann von 
M auf P, so wird der Zeiger nicht auf 1100 gehen, sondeI'll ca. 1,5 

6* 



84: Beein£lussung von Fermentwirkungen. 

Teilstriche davor haltmachen; an diesem Punkte sollte eigentlich 
die Marke 1100 sein. Wollte man mit diesem veriinderten Instru­
ment ohne Normalelement weiterhin fehlerfrei arbeiten, so diirfte 
man in Zukunft den Zeiger nicht mehr auf die Marke 1100 ein­
stellen, sondern 1,5 Teilstriche davor. Auf diese Weise liiBt sich 
also der Fehler eliminieren. 

Die Elektroden. 

Die Kette, deren Potentialdifferenz man messen solI, besteht 
aus der Bezugselektrode und der Ableitungselektrode. Die Be· 
zugselektrode hat einen festen gegebenen Wert gegeniiber der 
N ormalwasserstoffelektrode, d . h. gegen eine mit Wasserstoff 

von normalem Druck beschickte 
Platinelektrode, die in eine in 
bezug auf die H" 1 n -Lasung 
eintaucht. Ais Bezugselektroden 
dienen am haufigsten O,I-n-Ka­
lomelelektroden oder gesattigte 
Kalomelelektroden. Die Kalo­
melelektroden stellt man sich 
selbst her. Man benutzt entweder 
gewahnliche Flaschen von ca. 
100 cm3 Inhalt oder die kauf­
lichen ElektrodengefaBe. 

Herstellung einer O,I-n­
Kalomelelektrode l ): Der Bo­
den des GefaBes (am besten die 
Form, wie sie Abb. 43 zeigt) wird 
mit einer Schicht reinen Queck­
silbers gefiillt, so weit, daB der 
Platinkontakt gut untertaucht. 

Reines Quecksilber stellt man 
.~ bb. 43. 

sich in der Weise her. daB man 
20 cm 3 kaufliches, reines, destilliertes Quecksilber mit dem­
selben Volumen einer etwa 1 proz. Lasung von Merkuronitrat und 
einigen Tropfen Salpetersaure etwa 1/2 Stunde lang heftig schiittelt. 
Dann wird die Losung vom Quecksilber abgegossen, das Queck­
silber griindlich mit destilliertem Wasser gewaschen und wieder­
holt wie oben geschiittelt. Dann wird es in eine Porzellanschale 
gegossen, das Wasser abgegossen und der Rest des Wassers mit 
Filtrierpapier entternt. 

1) Vgl. Michaelis-Rona: Praktikum, S.178. 4. Aufl. 1930. 
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Den Platinkontakt amalgamiert man vorher; er wird dazu in 
konzentrierter Schwefelsaure gereinigt und gewaschen, dann als 
Kathode in ein GefaB mit einer Losung von 1% Merkuronitrat 
mit einigen Tropfen HNOa gesteckt, wahrend als Anode ein kleiner 
Platindraht dient. Nun wird der Strom eines einzelligen Akkumu­
lators ganz kurze Zeit hindurchgeschickt, bis das Platin von einer 
grauen Schicht Hg bedeckt erscheint. Dann wird mit Wasser ab­
gewaschen und durch Absallgen mit FlieBpapier vorsichtig getrock­
net. Der Platinkontakt wird jetzt in das ElektrodengefaB einge­
setzt, der Glasschliff leicht gefet.tet. 

Ferner wascht man eine kleine Menge reinen Kalomels in einer 
Schale mit 30 cms der O,l-n-KCI-Losung einige Minuten unter Um­
riihren mit einem Glasstab, laBt dann das Kalomel sich absetzen, 
gieBt die Losung ab und wiederholt das Waschen 5-6 mall). Zum 
SchluB wird das Kalomel mit etwas KCI-Losung in das Elektroden­
gefaB hineingesogen. Nachdem das Kalomel sich gesenkt hat (es 
braucht sich nur eine Schicht von mini maIer Dicke iiber dem Hg 
zu bilden), saugt man das GefaB mit der O,l-n-KCI-Losung fast 
voll. Das AbfluBrohr muB luftblasenfrei gefiillt sein. Der un­
gefettete Hahn wird geschlossen und die Elektrode an einem 
Stativ befestigt. 

Herstellung einer gesattigten Kalomelelektrode: 
Die Herstellung dieser Elektrode geschieht in genau derselben 
Weise, wie sie bei der O,l-n-Kalomelelektrode beschrieben ist.. Nur 
nimmt man als Losung gesattigte KCI-Losung und schichtet zum 
SchluB noch festes, gepulvertes KCI in dichter Schicht iiber das 
Kalomel. pies gelingt sehr leicht, indem man eine bei etwa 40° 
gesattigte KCI-Losung einsaugt. N ach dem Abkiihlen kristallisiert 
innen das KCI aus. Diese Elektrode ist gut haltbar. 

Die ElektrodengefaBe stehen miteinander in leitender Ver­
bindung. Ais Verbindungsfliissigkeit dient am besten eine Wanne 
mit gesattigter KCI-Losung, in die die AbfluBrohre der Elektroden­
gefaBe oder mit ihnen in Verbindung stehende andere elektro­
lytische Stromschliissel eintauchen. Bei der Chinhydronmessung 
werden wir noch weitere Bezugselektroden kennen lernen. 

Ableitungselektroden: Die gebrauchlichsten Ableitungs­
elektroden sind die Birnenelektrode und die U-Elektrode nach 
L. Michaelis. Die Ableitungselektroden werden zunachst pla-

1) Am sichersten verwendet man Kalomel, das elektrolytisch durch 
anodische Polarisation von reinem Hg in Hel bereitet worden ist. Es ist durch 
Beimengung von Hg grau gefarbt. Es wird feucht aufbewahrt und vor Be­
nutzung mit derjenigen Losung wiederholt gewaschen, mit der es spater in 
d>lUArndem Kontakt Rein Roll (Mir.ha,AliR). 
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tiniert. In ein kleines GefaBchen fiillt man einige cm 3 einer 
Lasung von 1 g Platinchlorid + 0,007 g Bleiazetat in 30 cm3 

Wasser. Die zu platinierende Elektrode wird zuerst mit konz. 
H2S04 gereinigt und mit destilliertem Wasser gut abgespiilt. Die 
Klemme dieser Elektrode wird dann mit dem negativen Pol 
eines 4-Volt-Akkumulators verbunden, die Klemme des Plati­
nierungsgefaBes mit dem positiven Pol, und die Platinelektrode 
in die PlatinlOsung eingetaucht. Sie iiberzieht sich bald mit 
Platinschwarz. Bei neuen Elektroden soll das Platinieren 5 Mi­
nuten dauern, bei schon gebrauchten 1 Minute. Dann wird die 
Elektrode mit destilliertem Wasser gut gewaschen und bei der­
selben Stromrichtung wie vorhin kurze Zeit in verdiinnter H2S04 

polarisiert. Nach dieser Vorbehandlung werden die Elektroden 
mit destilliertem Wasser gut gewaschen und in die durch eine 
diinne Wachsschicht gut abgedichteten ElektrodengefaBe eingesetzt. 
Die ElektrodengefaBe diirfen niemals leerstehen; werden sie nicht 
benutzt, so miissen sie mit destilliertem Wasser gefiillt werden 1). 

Birnenelektrode: Zum Gebrauch wird das destillierte Wasser 
aus der Elektrode entleert und die Untersuchungsfliissigkeit ein­
gefiillt. Nun wird durch die Elektrode Wasserstoff durchgeleitet. 
Den Wasserstoff entwickelt man in einem Kippschen Apparat 
(aus As-freiem Zink und verdiinnter Schwefelsaure mit etwas 
eUS04) und leitet ihn durch eine Waschflasche mit 2 proz. Lasung 
von Kaliumpermanganat und durch eine, die mit konzentrierter 
SublimatlOsung beschickt ist 2). An der Elektrode ist Hahn 1 ge-

1) Sollte es vorkommen, daB verschiedene Elektroden etwas groBere 
Abweichungen haben - bei alten Platinierungen oder manchmal aus un­
bekannten Grunden, so kann man sich durch folgenden Kunstgriff helfen 
(Michaelis): Bijlman fand, daB sogar eine blanke Platinelektrode sich 
wie eine reversible Wasserstoffelektrode verhaIt, wenn man der zu messenden 
Losung ein wenig kolloidales Palladium zusetzt. Die Einstellung des Poten­
tials erfordert allerdings langere Zeit. Denselben Kunstgriff kann man nach 
Michaelis aber mit noch groBerem Erfolg bei platinierten Platinelektroden 
anwenden, wenn sie irgendwie unsicher sind. Von "kolloidalem Palladium 
nach Nacht-Pal", I : 1000, in Wasser gelOst (dauernd haltbar), werden einige 
Tropfen der zu messen~en Losung zugesetzt. In wenigen Minuten findet man 
innerhalb 1/10 Millivolt Ubereinstimmung bei allen, auch den sonat sich etwas 
abnorm verhaltenden platinierten Platinelektroden. 

Besonderes Schiitteln der Elektrode ist nicht erforderlich. Die Gasdurch­
leitung sorgt fiir geniigende Durchmischung. Das endgiiltig eingestellte 
Potential muB unverandert bleiben, ob man wahrend der Ablesung das Gas 
(langsam) weiterstromen laBt oder nicht. 

2) Zur Befreiung von O2 kann verwendet werden: alkalische Pyro­
gallollosung oder frische NatriumhydrosulfitlOsung oder, viel sicherer, 
ein 20 cm langes, mit Platinasbest gefiilltes Rohr aus schwer schmelz­
barem Glase, das durch Gasheizung oder durch einen elektrischen Heiz-
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offnet, Hahn 11 ist ebenfalls geoffnet, Hahn 111 ist geschlossen. 
Der Wasserstoff muB langsam durch die Fhissigkeit in der Elek­
trode, die nicht mehr als 1/3 des Elektrodeninhalts zu betragen 
braucht, hindurchperlen; nach drei Minuten schlieBt man den 
Hahn 11, dann den Hahn I, offnet dann den Hahn 111 und stellt 
zwischen dem Schenkel T in der Wanne die Verbindung durch 
einen mit KCl getrankten Baumwollfaden oder einen Agarheber 
her. Die Agarheber werden auf folgende Weise bereitet: Man biegt 
Glasrohren von ca. 4 mm Weite n formig um und zieht ein Ende 
aus. Dann kocht man eine Losung von gesattigter KCl mit 30/ 0 

Agar auf dem Wasserbade 
oder im Dampfkochtop£ und 
fiiIlt durch Aufsaugen mit 
dieser Mischung die vorher 
angewarmten Glasrohren. 
Die Agarheber werden in ge­
sattigter KCI-Losung auf­
bewahrt 1). 

Hat man die Potential­
differenz der Kette gemes­
sen, so schlieBt man {den 
Hahn 111, offnet wieder I 
und 11, und leitet ;noch:ein­
mal Wasserstoff fiir einige 
Minuten durch die Fliissig. 
keit. 1st bei der nun folgen- Abb. U . 

den zweiten Messung die 
Potentialdifferenz unverandert, so ist die Messung beendet. An­
dernfalls wiederholt man das Einleiten von Wasserstoff. Diese 
Birnenelektroden kann man fiir aIle Losungen gebrauchen, bei 

draht erhitzt wird. Eine Temperatur von 350° ist mehr als ausreichend, 
Rotglut (700°) keinesfalls erwunscht oder gar erforderlich. Eine andere 
Methode ist Leiten uber metallisches Kupfer bei 400-500°. 

1) Neuerdings verwendet Michaelis statt des kapillar zugespitzten 
Endes des Agarhebers, welche durch Retraktion des Agar leicht eine Luft­
blase einlaBt und dann unbrauchbar wird, folgendes Verfahren. Der Agar­
heber wird durch ein Glasrohr von uberall gleichmaBigem Kaliber, ohne 
Zuspitzung, gebildet. Wahrend des Einfullen des Agar wird in das eine Ende 
ein kurzes Stuck Glasstab gesteckt, von solchem Kaliber und Form, 
daB es einigermaBen fest eingekeilt werden kann, und derart, daB 1-2 mm 
desselben aus der Offnung herausragt. Der kapillare Spalt zwischen diesem 
Glaspfropf und dem Glasrohr ist durch KCI-Agar verstopft und stellt eine 
ausreichende leitende Verbindung von minimaler Diffusionsflache dar. 
Solches Rohr kann nach Gebrauch in ofter gewechselter gesattigter KCl· 
Losung ausgewaschen und lange Zeit gebrauchsfahig erhalten werden. 
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denen die [H'] nicht durch ein Na~~03 oder ~:g~3~-GemiSch 
definiert wird. AIle Losungen, bei denen durch Austreiben der 
CO2 die Aziditat geandert wird, werden nicht mit "stromendem 
Wasserstoff" gemessen, sondern in der U-Elektrode mittels der 
sogenannten "stehenden W asserstoffblase". 

U -Elektrode. Die Platinierung der U-Elektrode geschieht 
wie oben fiir die Birnenelektrode beschrieben. Bei der Einfiillung 
der Untersuchungsfliissigkeit muB darauf geachtet werden, daB in 
dem Schenkel, der die Elektrode enthalt, keine Luftblase zuriick­
bleibt. Jetzt fiihrt man mittels einer Glaskapillare, die man bis an 
den Scheitel der U-Rohre fiihrt, einige Wasserstoffblasen in den 

Elektrodenschenkel. Dadurch wird die Fliissig­
keit von der Elektrode weggedrangt; die Platin­
spitze muB aber noch gerade in die Fliissigkeit 
eintauchen. Hat die Wasserstoffblase am Stop­
fen die richtige GroBe, so fiillt man den anderen 
Schenkel der U-Elektrode vollig mit der Unter­
suchungsfliissigkeit auf, setzt den VerschluB­
stopfen unter einer leichten Drehbewegung fest 
auf und erreicht auf diese Weise, daB die U­
Elektrode auBer der Wasserstoffblase keinerlei 
Gas oder Luft enthii.lt. Die Fliissigkeit, die von 
dem Stopfen verdrangt wird, flieBt durch ein 
kleines Loch abo Es ist darauf zu achten, daB 
beim Hereinsetzen des Stopfens die Bohrung im 

Abb. 45. Stopfen auf das Loch in der Elektrodenwand 
paBt. Durch Drehen des Stopfens verschlieBt 

man dann die Stopfenbohrung. Losungen, die Eiweil3substanzen 
enthalten, fiihren nicht selten zu einer Verunreinigung der Platin­
elektrode im ElektrodengefaB. EiweiBfasern entfernt man am 
schonendsten, indem man die GefaBe mit einer schwach alkali­
schen TrypsinlOsung fiillt und damit eine Nacht stehen laBt. 

Glockenelektrode. Die Glockenelektrode wird bei der elek­
trometrischen Titration angewendet. Dabei wird die Anderung 
der Wasserstoffionenkonzentration wahrend der Titration oder 
auch die Anderung des Potentials gegen eine Wasserstoffelektrode 
schrittweise verfolgt. Die Form der Glockenelektrode ist aus 
Abb. 46 ersichtlich. 

Ein glockenformiges GlasgefaB ist nach oben zu einem engeren Glasrohr 
verlangert, das oben einen Glashahn tragt. Dicht oberhalb der Glocke ist 
durch di~ Wand des Glasrohres ein Platindraht eingeschmolzen. der iiber die 
untere Offnung der Glocke ein wenig heriiberragt. Das andere Ende des 
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Platindrahtes ist von einem angesehmolzenen Glasstutzen umgeben, in den 
Queeksilber eingefiiUt ist oder statt dessen zu einer Klemmsehraube fiihrt. 
Hiermit wird der ableitende Kupferdraht verbunden. Die Elektrode wird 
wie in Abb. 46 an einem Stativ iiber einer Porzellansehale derart befe~~igt, 
daB der Gloekenrand in die zu titrierende Fliissigkeit etwas eintaueht. Uber 
dieser Fliissigkeit ist die Titrierbiirette angebraeht. Ferner taueht in die 
Losung noeh ein KCI-Agarheber (siehe 
S. 87) ein, der an seinem anderen Ende 
in gesattigter KCI-Losung steht. In diese 
taueht auBerdem eine gesattigte Kalo­
melelektrode ein. 

Der Platindraht wird vor der Be­
nutzung auf folgende Weise vorbereitet. 
Das etwa 1/2 em iiberragende Ende des 
Drahtes wird vorsiehtig in einem klei­
nen Flammehen sehwaeh gegliiht und 
der ganze Draht dann mit Hille einer 
Pinzette in eine leiehte Sehraubenwin­
dung gelegt, so daB er eben nur iiber­
ragt. Dann befestigt man die Elektrode 
iiber einer Sehale mit Platinierungs­
fliissigkeit, saugt die Gloeke mit dieser 
voll und platiniert den Platindraht mit 
Hille einer auBen befindliehen HiUs­
elektrode aus Platin. Dann wird die 
Platinlosung ausgewasehen und dureh 
verdiinnte Sehwefelsaure ersetzt und 
diese kathodiseh polarisiert, zum 
SehluB gewasehen. 

zum 
~~fi?U.i'iilUA-Kipp­

OPPIJrot 

Wahrend der Messung leitet 
man einen Strom Wasserstoffgas 
von oben her durch die Glocke Abb. 46. d~~e~r~~:~~~::rJj~~atioD mit 

in der Sekunde etwa 1-2 Blasen 
und dreht den Hahn zu. Bei rich tiger Lange des Platindrahtes 
gelingt es leicht, die Gaszuleitung in einem Augenblick zu unter­
brechen, wo die Spitze des Platindrahtes gerade nur eben noch 
eintaucht. Man taucht auch den KCI-Agarhebel ein, der eine mog­
lichst feine Spitze besitzen soIl und Hest das Potential abo Der 
positive Pol ist die Kalomelelektrode. 

Eichung der Kalomelelektrode. Bei der Herstellung der 
gesattigten Kalomelelektrode wurde gesagt, daB sie gegen die Nor­
malwasserstoffelektrode eine Potentialdifferenz von 0,2503 V (bei 
ISO) habe. Doch ist es vorteilhaft, sich nicht auf diesen Wert zu ver­
lassen, sondern die Elektrode von Zeit zu Zeit zu eichen. Die Ei­
chung geschieht dadurch, daB man die Potentialdifferenz gegen 
eine mit Standardazetat gefiillte Wasserstoffelektrode bestimmt. 
Standardazetat ist eine Losung von 50 cm3 n-NaOH + 100 cm3 n­
ERsigsaure + 350 cm3 WaRRer, d. h. eine LORung von 0,1 n-ERRig-
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saure + 0,1 n-Natriumazetat. Eine Birnenelektrode, die, wie oben 
beschrieben, platiniert und vorbehandelt ist, wird mit dem Stan­
dardazetatgemisch gefiillt und Wasserstoff durchgeleitet (ebenfalls 
genau in der oben beschriebenen Anordnung). Man schaltet nun 
die Kalomelelektrode positiv, die Birnenelektrode negativ, stellt die 
elektrolytische Leitung her und miBt die Potentialdifferenz; die 
Messung wird von Zeit zu Zeit wiederholt, bis der Wert konstant 
geworden ist. 

Die Millivoltwerte des Standardazetates gegen die gesattigte 
Kalomelelektrode sind: 
bei 150 517,0 bei 21 0 • 518,0 
" .160 517,1 ,,220 • 518,3 
" 170 517,2 ,,230 • 518,6 
" 180 517,4 ,,240 • 519,0 
" 190 517,5 ,,250 •• 519,5 
" 200 517,8 ,,34-380 • 520,0-520,5. 

Will man das Potential der gesattigten Kalomelelektrode, das 
experimentell auf die Standardazetat-H2-Elektrode bezogen wor­
den ist, auf die Normalwasserstoffelektrode von gleicher Tem­
peratur umrechnen, so ist 

EKalH = EKalStd. - 4,62· {} , 

wo EKalStd. das Potential der Kalomelelektrode gegen die Standard­
azetat-H2-Elektrode, und EKalH das Potential der Kalomelelek­
trode gegen die N ormalwasserstoffelektrode ist. 

L. Michaelis gibt folgende allgemeine Vorschrift fiir die 
Ph-Messung einer beliebigen Fliissigkeit: 

1. Man miBt am Tage des Versuches zunachst den Potential­
unterschied der gesattigten Kalomelelektrode gegen eine Wasser­
stoffelektrode mit Standardazetat. Man findet das Potential Eo. 

2. Man miBt den Potentialunterschied derselben Kalomel­
elektrode gegen eine Wasserstoffelektrode, die mit der zu messen­
den Losung gefiillt ist. Man findet das Potential EfI)' 

3. Man berechnet die Differenz Erz - Eo = E in Millivolt und 
dividiere dies durch {} (vgl. S. 73). Die auf diese Weise erhaltene 
Zahl wird zu 4,62 algebraisch addiert (also, wenn sie eine negative 
GroBe war, von 4,62 subtrahiert). Das erhaltene Resultat ist 
der Ph der zu messenden Losung. 

Chinhydronelektrode. 
An Stelle von Wasserstoffelektroden werden in neuerer Zeit 

haufig Chinhydronelektroden benutzt. Hierbei falit das Ein­
leiten von gasformigem Wasserstoff fort. Das Elektrodenpotential 



Messung mit dem Potentiometer. 91 

ist ein sog. Oxydations-Reduktionspotential, das von der [H'] 
der Losung abhangt. 

In einem Gemisch von Hydrochinon und Ohinon ist der 
reversible Vorgang an der Elektrode 

CSH40 2 + 2 e ~ 06H40~ (1) 
zweiwertlges Ion des Hydrochinons. 

Aus dieser Gleichung folgt (fUr 30°) 

E = Eo + ~,06~_10 [Ohinon]_ (2) 
11 2 g [zweiwertige Ionen des Hydrochinons]' 

Der Divisor 2 riihrt daher, weil nach GIeichung (1) zwei 
Elektronen an dem Elementarvorgang beteiligt sind. 

1st die Losung sauer oder nur sehr wenig alkalisch (bis 
hOchstens Ph 7,5) so ist das Hydrochinon fast vollig in un­
dissoziierter Form vorhanden, da es eine sehr schwache Saure 
ist, In diesem Fall ist (nach dem Massenwirkungsgesetz) die 
Konzentration der zweiwertigen Hydrochinon-Ionen in guter An­
naherung proportional der gesamten Konzentration des Hydro­
chinons und dem Quadrat der Konzentration der H-Ionen, 
Aus (2) wird: 

E - E 0,060 1 [Ohinon]· [H']2 
11 - 0 + -- og ~=:-::--"--::-,,:---=~ 

2 k· [Hydrochinon] 
oder 

I ~~~ , 

Ell = Eo + 0,030 log [H d h' ] + 0,060 log [H ], y roc Inon 
0,060 1 

wo Eo durch Zusammenziehung von Eo nnd -2- log k ent-

standen ist. Ell hangt also nicht nur von dem Mengenverhaltnis 
Ohinon : Hydrochinon, sondern auch vom PlI abo 

Benutzt man nun Ohinhydron (eine kristallisierte Molekular­
verbindung von 1 Mol Ohinon + 1 Mol Hydrochinon, die in 
Lo3ung fast vollig in ihre Komponenten zerfallt) ist das Ver­
haltnis Ohinon: Hydrochinon = 1 und die letzte Formel ver­
einfacht sich zu 

oder 
Eh = Eo + 0,060 log [H'] 

Eh = Eo - 0,060Ph, 
Der Potentialunterschied zweier Ohinhydronlosungen von 

verschiedenem PlI ist also 

E = 0,060 (Ph, - Ph,) , 

1st PhI bekannt, so kann Ph. berechnet werden, 
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Den Potentialunterschied zwischen einer Chinhydron- und 
einer Wasserstoffelektrode betragt nach Bijlmann bei 18° stets 

Cliilll;ytlro/l(J/e/r/l'(J(J'e In Yt{)Il·/I' 
IJ III ·ff 

Wllssers!of!!elrlrotie 1Il1/t{)rt If' 
II in 

0,7042 Volt. Dieses VerhaIt­
nis ist unabhangig von der 
Wasserstoffionenkonzentra-

tion. Dies wird durch das 
nebenstehende Schema illu­
striert. 

MiBt man den Potential­
unterschied gegen die gesat­
tigte Kalomelelektrode, so 

rechnet man ihn auf die Normal-Wasserstoffelektrode urn als 
Bezugspunkt nach der Gleichung 

t 
Abb.47. 

= 0,4538 - n gesattigt (b i 180) 
Ph 00577 e, , 

'0,4538 - 0,00009 (t - 18) - n ges. 
genauer: Ph = 0,0577 + 0,0002 (t - 18) 

und nach dem Schema: 

Abb.48. 

Fur eme 1/10 n -Kalomelelektrode lautet die Gleichung: 

genauer: 

= 0,3662 - nO,l n (b i 180) 
Ph 00577 e , , 

0,3662 - 0,00068 (t - 18) - no 1 n 

Ph = - 0,0577 + 0,0002 (t - 18) , -

(Die Kalomelelektrode bildet den negativen Pol der Kette.) 
Zur Messung gibt man zu der zu untersuchenden Losung etwas 

Chinhydron (Kahlbaum)l) ca. 0,1 g, schiittelt ein wenig urn und 

1) Man kristallisiert das kaufliche Chinhydron am besten um, indem 
man es in Wasser bei einer Temperatur von nicht liber 60 0 zur Sattigung 
lost und das Filtrat im Zimmer zur Kristallisation bringt. Das trockene 
Praparat iet haltbar. 
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taucht einen blanken Platindraht oder ein Platinblech in die La­
sung. Man benutzt auch vergoldetes Platin als Elektrode. Die 
Vergoldung erfolgt ahnlich wie die Platinierung. Man lose 1 g 
Goldchlorid in 50 g Wasser und fiige von einer KCN-Lasung so 
viel zu, daB die Goldfarbe eben unbemerkbar geworden ist. Man 
vergolde mit 3 oder 4 Volt und regulierbarem Widerstand mit der 
schwachsten noch wirksamen Stromstarke so weit, bis gerade ein 
vollstandiger Golduberzug erreicht ist. Es wird ausdrucklich be­
tont, daB bei der Chinhydronmessung die Elektroden unplatiniert 
verwandt werden. Eine Mikrochinhydronelektrode hat Ettisch 1) 
beschrieben (Abb. 49). Eine vorteilhafte Form ist von Michaelis 

Substanz -~ --
(Selrret) -

Abb.49. 
Abb. 50. Mikroform einer 

Chinhydronelektrode. 

angegeben (Abb. 50). Als Bezugselektrode kann jede bekannte 
Elektrode dieuen, auch eine Chinhydronelektrode, die eine Lasung 
mit einer genau bekanuten [R] enthalt, z. B. nach V ei bel eine 
Losung vou 0,01 n-HCI+ 0,09 u-KCl. - Ph dieser Elektrodeuflus­
sigkeit ist = 2,04. Die Elektrodenflussigkeiten werden, wie ublich, 
durch elektrolytische Stromschlussel verbunden2). Auch gibt es 

1) Ettisch: Zeitschr. f. wiss. Mikroskopie u. mikr. Technik Bd.42, 
S. 302. 1925. 

2) HersteUung elektrolytischer Stromschlussel nach E. Muller. "Zwei 
T-Rohre aua Glas werden am Ende ihrer langen Schenkel mit FlieBpapier 
fest verstopft. Man trankt ein wenig Filtrierpapier mit der Losung, 
mit der das U-Rohr gefullt werden solI und formt durch Rollen zwischen 
den Fingern kleine Pfropfen. Nun steUt man die T-Rohre mit dem langen 
Schenkel fest auf eine ehene Tischplatte, so daB dessen Offnung dadurch 
verschlossen wird, und fiihrt von der entgegengesetzten Seite nacheinander 
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ElektrodengefaBe, die Bezugs- und Ableitungselektrode gemeinsam 
enthalten 1 ). 

Losungen, die stark eiweiBhaltig sind, konnen einen nicht un­
betrachtlichen EiweiBfehler geben. Da andererseits diese Losungen 
gut gepuffert sind, so wird man durch Verdiinnen, ohne Anderung 
der [H"] die Eiwei13konzentration so weit herabsetzen konnen, daB 
der Fehler nicht in Betracht kommt. In allen Fallen erhalt man bei 
einem Ph' der kleiner als 7,5 ist, gute Resultate 2). Man sorge dafiir, 
daB die Temperatur der Losung schon vor dem Zusatz des Chin­
hydrons bis auf einen Bruchteil eines Grades dieselbe ist wie in 
der Kalomelelektrode und beobachte das Potential nach wieder­
holten Umschiitteln 5-10 Minuten lang (womoglich nicht langer). 
Es ist vorteilhaft, die Luft aus der zu untersuchenden Losung 
wenigstens im groben, durch Stickstoff zu verdrangen (Mich a elis). 

Messung der H-Ionenkonzentration mit 
Rohren-Voltmeter3), 

Eine prinzipiell neue Methode zur Messung kleiner elektrischer 
Potentiale, wie sie bei der elektrometrischen Ph-Bestimmung auf­
treten, stellt die Anwendung der Elektronenrohre dar. Diese be­
steht aus einem evakuierten GefaB (Abb. 51), in das zwei Elektroden, 
eine Anode und eine Kathode, und eine zwischen den Elektroden 
liegende Drahtspirale, das sog. "Gitter", eingeschmolzen sind. Die 
Kathode kann durch Anlegen einer elektrischen Spannung, die 
aus der "Heizbatterie" stammt, zum Gliihen erhitzt werden, 
wobei sie Elektronen aussendet. Legt man an die Elektroden der 
Rohre eine Spannung an, indem man die Gliihkathode mit dem 

mehrere Propfchen ein, die man jedesmal mit einer breiten Stricknadel 
moglichst feststampft, bis der Schenkel etwa 0,5 cm hoch damit erfiillt ist. 
Danach verbindet man beide Querschenkel mit einem Stiickchen 
Gummischlauch und fiilIt das so entstandene H-Rohr bis etwas iiber 
dieselben mit dem Elektrolyten mit Hille eines Kapillartrichters. SchlieBlich 
wird iiber die noch offenen Enden ein langerer Gummischlauch geschoben. 
Vorausgesetzt, daB das Filtrierpapier recht fest eingestampft wurde, MIt 
dieser Stromschliissel seinen Inhalt wochenlang; eine Diffusion durch 
denselben falIt auBer Betracht, sein Widerstand laBt sich in malligen 
Grenzen halten." Vgl. Miiller: Elektrochemisches Praktikum, 4. Auflage. 
1924, S.19, Abb.l0. Dresden und Leipzig. 

1) Mislowitzer: Biochem. Zeitschr. Bd.159, S.76. 
2) Kolthoff: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd.I44, S.259. 1925. Vgl. 

auch Auerbach und Smolczyk: Zeitschr. f. physikal. Chem. Bd. no, 
S. 65. 1924. 

8) VgJ. Berl, Herbert und Wahlig: Chemische Fabrik Bd. 3, S.445, 
458. 1930. 
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negativen Pol, die andere Elektrode mit dem positiven Pol der 
"Anodenbatterie" verbindet, so werden die ausgesandten Elektro­
nen von der Anode angezogen und transportieren den elektrischen 
Strom durch die Rohre. Die Starke dieses Stromes (Anodenstrom), 
die durch ein Milliamperemeter gemessen werden kann, ist von 
dem Potential abhangig, das 
das Gitter gegenuber der + 
Kathode besitzt. Untersucht 
man bei konstant gehaltener 
Anodenspannung die Starke 
des Anodenstromes bei ver­
schiedenen Gitterspannungen 
und stellt man diese Bezie­
hung graphisch dar, so erhalt 
man die sog. "Rohrencharak­
teristik". rst das Gitternegativ 
gegenuber der Kathode, so 
wird die Geschwindigkeit der 

T 
Anorle1oolferie 

fliller : 
I 
I 
I 

-L-

Abb.51. 

/Ifilliompere -
meter 

Elektronen in der Rohre verringert und die Anodenstromstarke 
nimmt ab; in dem MaBe, wie das Gitter positiver wird, nimmt 
die Stromstarke des Anoden­
stromes zu. Die Rohren­
charakteristik stellt eine 
S-formig gekriimmte Kurve 
dar (Abb. 52), deren Mittel­
stuck geradlinig verlauft; in 
diesem Teil der Kurve, der 
allein fur die MeBtechnik in 
Frage kommt, besteht also 
eine lineare Beziehung zwi­
schen Gitterspannung und 
Anodenstromstarke. So ge­
lingt es, kleine Potentialande­

!Il 

I' 
2 

1 2 J I' 
+ 49 

Abb.52. 

rungen als Stromstarkeschwankungen zu messen. Diese Anordnung 
eignet sich besonders fiir Ph-Bestimmungen, da zwischen Ph und 
EMK der MeBkette ebenfalls eine lineare Beziehung herrscht, so 
daB also auch die Stromstarke des Anodenstroms geradlinig yom Ph 
abhangt; es ist daher moglich, die Skala des Milliamperemeters 
direkt in Ph-Einheiten zu eichen. Die Vorteile dieser Methode 
liegen darin, daB alle Kompensationsvorrichtungen fortfallen und 
daB aus der MeBkette kein Strom entnommen wird. 

Die Empfindlichkeit der Methodik kann dadurch gesteigert 
werden, daB man das Amperemeter in einen Nebenstromkreis 
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legt, in dem der Anodenstrom durch den Spannungsabfall des 
Heizfadens mit Hilfe eines Regulierwiderstandes gerade kom· 
pensiert wird. 

Bei dieser Schaltung steht die ganze Skala des MeBinstrumen­
tes fUr die Stromschwankungen, die durch Anderung des Gitter­
potentials hervorgerufen werden, zur Verfiigung, wahrend sonst 
ein groBer Teil des Ausschlags durch den normalen Anodenstrom 
verbraucht wiirde. Ferner ist hierbei eine bessere Konstanz des 
Nullpunktes gewahrleistet. Denn wiirde bei langerer Beanspru­
chung die Spannung der Heizb;ttterie absinken, so miiBte sich die 
Elektronenemission und damit die Starke des Anodenstromes ver­
ringern; zugleich nimmt aber die Starke des Kompensations­
stromes, der ja auch von der Heizbatterie geliefert wird, ab, so daB 
die Anderung des Nullpunktes nur gering wird. 

Abb.53. 

HefJ­
instrument 

Nach dem Schema der Abb. 53 ist der Apparat nach Berl, 
Her bert und W ahli g konstruiert. In die Deckplatte des Apparates 
sind Elektronenrohre, Galvanometer von einer Empfindlichkeit 
von ungefahr 10-6 A pro Teilstrich und die fiir die Messung not­
wendigen Schalter und AnschluBbuchsen eingelassen. Als Anoden­
spannung wird eine Akkumulatorenbatterie von 90-100 V ver­
wendet, die an den mit A bezeichneten Buchsen angelegt wird. 
Als Heizbatterie dient ein 4-V-Akkumulator, der bei H anzuschlie­
Ben ist. Um die GewiBheit zu haben, daB die zu messenden Poten­
tiale in den geradlinigen Teil der Charakteristik hineinfallen, ist 
eine Gitterbatterie von 1,3 V in den Apparat an der Unterseite 
eingefiigt (s. Schema Abb.51). Der Regulierwiderstand ist in 
2 Einzelwiderstande zerlegt, von denen der eine zur Grob-, der 
andere zur Feineinstellung dient. Vor das Galvanometer ist ein 
Shunt geschaltet, mit dessen Hilfe die Zeigerausschlage beliebig 
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verkleinert werden kannen; man kann auf diese Weise die Empfind­
lichkeit auf Kosten des MeBbereiches und umgekehrt den MeB­
bereich auf Kosten del' Empfindlichkeit nach Belieben variieren_ 
Del' in Abb_ 53 mit S bezeichnete Hebel kann auf "M" (Messen) 
odeI' "E" (Eichen) gestellt werden, je nachdem man die zu 
messende Kette (MeBkette) oderdas Potential Null an das Gitter 
anlegen will. 

VOl' del' eigentlichen Messung muB zunachst del' Nullpunkt ein­
gestellt werden, d. h. del' Widerstand muB so eillTeguliert werden, 
daB im Galvanometer Stromlosigkeit herrscht, wenn an del' MeB­
kette das PotentialN ullliegt. Del' Zeiger des Galvanometers nimmt 
dann diejenige Stellung ein, die er hat, wenn del' entarretierteAppa­
rat genauest horizontal eingestellt und vollkommen stromlos ist. 
Zu diesem Zwecke wird del' Schalthebel auf "Eichen" gestellt, die 
Rahre eingesetzt und Heiz- und Anodenspannung angelegt. Man 
nimmt dann die Kompensation vor, indem man zunachst mit dem 
Grobregulierwiderstand den Galvanometerzeiger annahernd auf 
Null einstellt. Unter allmahlicher Ausschaltung des Galvanometer­
shunts und gleichzeitiger Nachregulierung mit dem Grob- und 
spater dem Fein-Regulierwiderstand wird die Kompensation bis 
zu vollstandiger Ausschaltung des Shunts fortgesetzt. Da del' Null­
punkt nicht langere Zeit konstant liegen bleibt, muB vor jeder 
spateren Ablesung del' Schalthebel kurz auf "Eichen" gestellt und 
del' Nullpunkt kontrolliert und evtl. mit Hilfe des Fein-Regulier­
widerstandes wieder eingestellt werden. Dieselbe Zeigerstellung 
des Galvanometers besteht natiirlich auch dann, wenn durch 
Umlegen des Hebels 8 auf M (Messen) die MeBkette eingeschaltet 
wird und diese das Potential Null bes tzt. Del' so bestimmte 
Nullpunkt ist zugleich als Eichpunkt del' Galvanometerskala zu 
benutzen, wobei ihm die Potent:aldifferenz Null und damit ein 
bestimmter Ph-Wert zuzuordnen ist. 

Zur Eichung del' Skala auf Ph-Einheiten ist noch mindestens 
ein Punkt mit einer Lasung von bekanntem Ph festzulegen. Zu 
diesem Zweck wird der Shunt wieder vollkommen eingeschaltet 
und die MeBkette an die mit X bezeichneten Buchsen geschlossen; 
darauf wird del' Schalter auf "Messen" gestellt, wodurch das MeB­
kettenpotential an das Gitter angelegt wird, und del' Shunt so 
weit wieder ausgeschaltet, bis der Zeiger des Galvanometers um 
einen geeigneten Winkel ausschlagt. In del' zuletzt festgelegten 
Stellung muB del' Shunt wahrend aller folgenden Messungen un­
verandert stehen bleiben. 

Bei del' Messung einer unbekannten Lasung wird nach kurzer 
Kontrolle des N ullpunktes del' Galvanometerausschlag abgelesen 

Rona, Fermentmethoden, 2. Aufiagr. 7 
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und der zugehorige PH-Wert durch geradlinige Inter- bzw. Extra­
polation bestimmt. 

Die beschriebene Anordnung eignet sich gut fiir Chinhydron­
Chinhydronelektroden oder WasserstoH -W asserstoHelektroden. J e­
doch bei Gebrauch einer gesattigten Kalomelelektrode als Bezugs­
elektrode, deren Anwendung wegen ihrer auBerordentlichen Vor­
ziige dringend erwiinscht ist, entstehen gewisse Schwierigkeiten. 
Denn die hierbei auftretenden Potentialdi£ferenzen sind verhalt­
nismaBig groB und die durch p,,-Anderung auftretenden Ver­
schiedenheiten der Potentialdi£ferenzen demgegeniiber relativ 
klein, so daB nur ein kleiner Bruchteil der Galvanometerskala 
fiir die eigentliche p,,-Messung zur Verfiigung steht. Diese Schwie­
rigkeit laBt sich nach einer Anordnung von H. Fischgold 1) leicht 
umgehen, indem man beim Einstellen des Nullpunktes an das 
Gitter nicht die PotentialdiHerenz Null sondern eine bestimmte 
Spannung anlegt, die aus einem passend gewahlten Normal­
element bezogen wird; geeignet hierfiir sind Kombinationen von 
Weston- (1,018 V), Clark- (1,425 V), Babinski-Elementen. Das 
Babinski-Element besteht aus dem System Quecksilber-Kalomel, 

(~ NaCl + : HCI), PbCI2, Pb-Amalgam und hat eine EMK von 

0,530 V.2) Mit Hilfe von Normalelementen lassen sich auch die 

1) Nicht veroffentlicht. 
2) Babinski: Diss. Leipzig 1906. 
Herstellung des Normalelementes nach Babinski. Als Ele­

mentgefaB dient das auch bei anderen Normalelementen iibIiche H-GefaB. 
In den einen Schenkel des GefaBes wird dUTch Filtrieren und Schiitteln mit 
Merkuronitratlosung gereinigtes Quecksilber, in den anderen Schenkel 
ein Bieiamalgam gebracht, das einen Bleigehalt von 2 bis 66 Atomprozenten 
haben soIl und das durch Zusammenschmelzen der entsprechenden Blei­
und Quecksilbermengen gewonnen wird; man nimmt am besten einen mitt­
leren Wert, also, da das Atomgewicht des BIeies (207,22) annahernd gleich 
dem des Quecksilbers ist (200,61), ein Amalgam mit einem Bleigehalt 
von ca. 30 Gewichtsprozent. Als Zwischenfliissigkeit dient eine Losung, 

die durch ZusammengieBen von gleichen Teilen einer ~ HCI-Losung und 
einer 2 n-NaCl-Losung hergestellt wird. 

Auf das Bleiamalgam wird eine Schicht von festem PbCI2, auf das 
Quecksilber ein Gemenge von HgCI und PbCI2 gebracht. Man geht dabei so 
vor, daB man das PbCl2 bzw. das Gemenge HgCl und PbCl2 mit der Zwi­
schenfliissigkeit schiitteIt, nach Niedersetzung der Salze die klare Fliissigkeit 
dekantiert, das Verfahren noch einmal wiederholt; beim dritten Mal werden 
die Salze 10 Min. lang geschiittelt und dann 15 Min. stehen gelassen. Die 
klaren ·Fliissigkeiten werden jetzt in saubere GefaBe abgegossen und zur 
spateren Einfiillung in das Element aufbewahrt, die Saize auf die entspre­
chenden Metalle in den Schenkeln des H-GefaBes aufgetragen und danach 
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anderen Eichpunkte festlegen, so daB die Einstellung mit genau 
bekannten VergleichslOsungen iiberfliissig wird. MiBt man bei­
spielsweise bei 200 mit ges. Kalomel-Wasserstoffelektrode, so 
entspricht 

0,407 V (Clark- minus Weston-Element) einem Ph yon 2,72 
0,488 V (Weston- minus Babinski-Element) 4,12 
0,530 V (Babinski-Element) 4,84 
0,611 V (2 X Weston- minus Clark-Element) 6,23 
0,895 V (Clark- minus Babinski-Element) " 11,12 

Je nach Lage des gewiinschten MeBbereiches wird man fiir den 
Nullpunkt und die notwendigen Eichpunkte eine passende Kom­
bination auswahlen konnen. 

Da der genannte Apparat es nicht ohne weiteres gestattet, 
bekannte Spannungen in den Eichkreis (zwischen die Punkte e 
und d in Abb. 53) hineinzulegen, ist es zweckmaBig, folgende Schal­
tung vorzunehmen: 

An die Buchsen fiir die Aufnahme der MeBkette (mit X be­
zeichnet) wird nicht diese direkt angelegt, sondern ein Auswahl­
schalter, der es erlaubt, je nach Bedarf die Nullpunktsspannung, 
eine Eichspannung oder die MeBkettenspannung an das Gitter 
zu legen (Abb.54). Der Schalthebel auf der Deckplatte des 
Apparates muB dabei natiirlich dauernd auf "M"' gestellt bleiben. 
Hat man nun z. B. Ph-Bestimmungen in einem Bereich von un­
gefahr Ph 4 bis Ph 7 vorzunehmen, so wiirde man zweckmaBig als 
Nullpunktsspannung das Babinski-Normalelement in Kreis 2 

+ 

..-:::!"""~} EtChoVJl1I1l7ltngm {~~-._"\. 
/V1/#,tt'InA1s-¥70m:vf19' 

~~~M~e~~~~~~ 

Abb.54. 

der Abb. 54 hineinlegen, dessen Spannung von 530 Millivolt einem 
Ph von 4,84 entspricht. Als einen weiteren Eichpunkt konnte man 

die zugehiirigen Liisungen gleichzeitig dariiber eingegossen. SchlieBlich 
werden die beiden Schenkel verkorkt und mit Paraffin iiberzogen. 

Zwischen t = 00 bis 300 hat das Element eine EMK von 0,5304 + (t - 30) 
0,00013 V. 

7* 
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die Spannung von 488 Millivolt, einem p" von 4,12 entsprechend, 
benutzen, die man erhalt, wenn man die EMK des Weston­
Elementes um die EMK des Babinski-Elementes vermindert 
(indem man die beiden negativen Pole der Elemente verbindet und 
den positiven Pol des Weston-Elementes als positiven Pol, den 
positiven Pol des Babinski-Elementes als negativen Pol der 
Eichkette schaltet). In analoger Weise konnen noch andere Eich­
punkte festgelegt werden. Nachdem man in der oben angegebenen 
Weise den Nullpunkt reguliert (Kreis 2) und die Galvanometer­
skala geeicht hat (Kreis 3, 4 ... ), schaltet man die zu unter­
suchende MeBkette (Wasserstoffelektrode mit der Losung mit. 
dem unbekannten p" - gesattigte Kalomelelektrode) ein (Kreis 1), 

Enzym 

Lipasen 

ungereinigt 

gereinigt 

In hiiheren Pflanzen 

Amyl as en 

! 

Bemerkung 

Pankreas 

menschl. Serum 
Frauenmilch 

Darm, Siiugling 
Magen, Saugling 

Serum 

Pankreas (Mensch u. Hund) 

Schweinepankreas 

i .Aziditiits­
optimum d. 
Wirksamkeit 

8 

8 
8 
8,5 
5-4 

8 

6,95-8 

8-9 
abhangig v. 
Aktivatoren 

Lipase aus Pankreas u. Magen 8-9 
des Schweines 

aus Rizinus 4,7-5,0 

I Azetatpuffer (0,5-0,1 norm.) 5,0 
! 

Chlorid-A. 6,7 
Nitrat-A. 6,9 

Phosphat-Sulfat 
Azetat-A. 6,1-6,2 

6 
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liest auf der Galvanometerskala den sich ergebenden Wert ab 
und erhiilt durch geradlinige Interpolation den unbekannten 
PlI-Wertl). 

Die optimalen Wasserstoffionenkonzentrationen der verschie­
denen Fermente sollen hier nach einer sehr dankenswerten ta­
bellarischen Zusammenstellung von Euler aus seiner Chemie 
der Enzyme, 1. Teil, 3. Aufl., S.70-73 gebracht werden. 

1) Entsprechend angeordnete Locher in einem Paraffinblock (z. B. in 
einer Petrischale), die mit Quecksilber gefiillt sind und mit einem Kupfer­
biigel untereinander leitend verbunden werden konnen, stellen die er­
wiinschte Schaltung ohne Schwierigkeit her. 
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Enzym Bemerkung 

In hoheren Tieren 
·1 

Pankreas 
I 

Speichel 

" 

Leber 

In Pflanzen. . . . . . . Malz 

" Kartoffel 

Bohnen 

Asperg. Oryzae 

Maltase: aus Bierhefe 
resp. cx-Methylglukosidase 

Saccharase in tier. Organen Darm (Mensch) 

in Pflanzen Karloffel 

in Hefen .. 52,1 0 

22,30 

Aziditats­
optimum d. 

Wirksamkeit 

6,8 

6,8 

6,5 
(PO,. Puffer) 

6,5 

6,9 
(0,3 norm. 

PO,-Puffer) 

5,0 

4,9 
6-7 (1) 

5 

4,8 

6,2-6,8 

6,8 

5-7 

4 

4,4-4,6 

4,2 
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Enzym 

in Takadiastase. . . . • 

in Penicill. glaucum. 

Laktase: 

fJ-Glukosidase. . . . . . . 

I 
I 

I 

Bemerkung 

in frischen Hefezellen 

in Emulsin 

in Milchzuckerhefen 

Substrat Salizin 

Substr. fJ-Methylglukosid 

Urease ......... Ph-Optimum andert sich etwas 
mit der Harnstoffkonzentrat. 

Magen-Pepsin .... Verdauung von Azidalbumin 
bei 370 

Aziditats­
optimum d. 
Wirksamkeit 

4,2-5,2 

5,0-5,5 

5 

4,2-4,6 

7 

4,4 

4,7 

4,4 

7,2-7,5 

1,6-1,8 

i VerdauungvonEdestin bei37° 1,4 

: Eier-Albumin 2,2-2,5 
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Aziditats-
Enzym Bemerkung optimum d. 

Wirksamkeit 

Gelatine 2-2,8 
Serum -Albumin 2,0 

Rydrolyt. Bestandteile des Substrat Kasein 5 
Chymosins 

Pankreas-Trypsin 
verschiedene Substrate 7,4-10 

Gelatine 8,2-8,7 

I 
Pankreatin (Trypsin-Erep- Peptonspaltung 37°, Formol- 8 

sin-Mischung) methode 37° 

8 

Tryptase aus Rindsdarm Kasein 37° 9 

Erepsin aus Schweinsdarm Substrat Glyzylglyzin 37° 8,6 

Erepsin (RefepreBsaft) Glyzylglyzin 37° 7,8 

Proteolyt. Enzyme im Auto- Setzt sich nach Dernby zu- 6 
lyse-Saft der Refe (Enzym- sammen aus: Pepsin Opt. 4,5, 
gemisch nach Vines) Tryptase Opt. 7,0, Ereptase 

Opt. 7,8 

Proteolyt. Enzyme im Refe- Spaltung von Polypeptiden. 6,7-8,5 
Mazerationssaft Opt. nach Abderhalden u. 

Fodor abhangig von Substrat 

Proteolyt. Enzyme im Auto- Setzt sich nach Dern by zu-
lysesaft von tier. Geweben sammen aus: Pepsin Opt. 3,0 
und Leukozyten bis 3,5, Trypsin Opt. 7,8, Erep-

sin Opt. 7,8 

Leber 3,6--3,9 

Proteolyt. Enzyme verschie-
dener Organe: 

Pferdenieren a) Kasein 4,3-5,6 
b) Pepton 4,8 
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Enzym Bemerkung 

Lymphdrusen. . . . .[ 

I 

Milz ......... [ 

a) Kasein 
b) Kasein 
c) Pepton 

a) Kasein 
b) Kasein 
c) Pepton 

Chymosin. . ..... 1 Optimum d. Labfallung des 
i Kaseins in Gegenwart v. Ka. 
i 

: Umwandl. Kasein in Parakas. 

Enzym-Komplex d. 
kohol. Garung 

in Trockenhefe . . . . .: 

Katalase _ .... _ .. 

in lebend. Hefe ohne Stick­
stoffnahrung 28° 

mit Hefenwasser (Co-Enzym 
u. Stickstoffnahrung) 28° 

Leber 0° 

18°: Abhangig von Neutral­
salzen 

Leber 

I Aziditats-

I 
optimum d. 
Wirksamkeit 

I 

I 

I 
I 

5,5 
9-10 

8 

etwa 5,4 
8,8 

7,5-8,5 

I 
6,4-6,0 

5 ( ?) 

6,0-6,4 

4'5-~'5 t 
4,5-6,5 f 

6,2--6,S 

7 

etwa 7 

etwa 7 

Akti vatoren und Paralysatoren. 
AIle Stoffe bekannter oder unbekannter chemise her Zusammen­

setzung, welche die Geschwindigkeit des Umsatzes erhohen, konnen 
Aktivatoren genannt werden, und wenn sie die Geschwindigkeit 
herabsetzen, Paralysatoren. Der Mechanismus dieser Forderung 
oder Hemmung ist haufig unbekannt. Als Moglichkeiten kommen 
in Frage: Anderung der aktueIlen Aziditiit, Salzwirkungen, Ande­
rung der Dissoziation der Ferment -Substratverbindung, Ande-
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S.177. 1922 

Michaelis und Men· Bioehem. Zeitsehr. 
delsohn i Bd.58, S. 305. 1914 

van Dam : Zeitschr. f. physiolog. 

Rona und Gab be 

i Chern. Bd. 64, S. 316. 
1910 

Bioehem. Zeitsehr. 
Bd. 134, S. 39. 1922 

. Svenska Vet. Akad. Ar· ! 

kiv f. Kemi Bd. 7, S. 21. ' 
, 1919 i 

Euler und Heintze ' Zeitsehr. f. physiolog. I 
, Chern. Bd. 108, S. 165.1 

1919 , 

Euler und Myrbaek 
I
, Zeitschr. f. physiolog. I 
Chern. Bd. 131, S. 179. 

, 1923 

Sorensen Bioehem. Zeitsehr. 
Bd.21, S. 131. 1909 

Michaelis und Peeh· Biochem. Zeitschr. 
stein Bd.53, S.320. ]913 

Rona und Dambovi· Bioehem. Zeitsehr. 
eeanu Bd.134, S.20. 1922 

Weitere Literatur 

EulerundS.Karlsson: 
Bioehem. Zeit-sehr. 
Bd. 130, S. 550. 1920 

Henniehs: Bioehem. 
Zeitsehr. Bd.145, S. 286. 

1924 

rung der Affinitat von Enzym und Substrat, Beeinflussung der 
Adsorptionsbedingungen (Adsorptionsherstellung oder Verdran· 
gung [LipasenJ). Aktivator bekannter Konstitution ist z. B. das 
Kochsalz als Aktivator fUr die tierischen Amylasen, von unbe· 
kannter Konstitution sind das Co.Enzym der Garung und die 
Enterokinase des Trypsins. Hier sei noch auf die Rolle der Blau· 
saure beim Papain (vgl. S.345) und die Wirkung des Schwefel· 
was3erstoffs auf das Kathepsin (Waldschmidt.Leitz, Grass· 
mann) hingewiesen. 
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Bei den Paralysatoren kann man unterscheiden zwischen 
Hemmungen reversibler und irreversibler Natur. Eine reversible 
Hemmung ist z. B. die Hemmung der Saccharasewirkung durch 
Silbersalze1). Ein anderes Beispiel ist die Hemmung der Kata­
lasewirkung durch HCN2) oder die Hemmung einzelner Lipa­
sen durch Alkaloide, bes. Chinin3 ) (vgl. S. 125). SchOn laBt sich 
eine reversible Vergiftung am Beispiel der Wirkung von KCN 
auf die Katalasewirkung zeigen (vgl. S. 369). 

Hier waren auch die sogenannten spezifischen Hemmungen 
durch die Abbauprodukte zu erwahnen4). 

1) Euler u. Svanberg: Fermentforschung Bd.3, S.330. 1920; Zeit­
schrift f. physiolog. Chern. Bd. 114, S. 137. - Euler u. Myrbiick: Zeitschr. 
f. physiolog. Chern. Bd. 121, S. 177. 1922; Bd. 125, S. 298. 1923. - Euler 
u. Walles: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 132, S. 167. 1924. 

2) Vgl. z. B. Rona, Fiegel u. Nakahara: Biochem. Zeitschr. Bd. 160, 
S. 272. 1925. 

8) Siehe Rona u. Mitarbeiter: Biochem. Zeitschr. Bd. 118, S. 185, 213. 
1921; Bd.130, S.225, 582. 1922; Bd. 134, S. 108, 130. 1923. 

4) S. z. B. Willstiitteru. Kuhn: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 115, 
S. 180 und Kuhn: ZeitBchr. f. physiolog. Chern. Bd. 125, S. 28 und Bd. 125, 
S.1. 



Spezieller Teil. 

A. Fettspaltende Fermente (Esterasen, Lipasen). 
Die Esterasen bzw. Lipasen spalten Fette und Ester in 

ihre Komponenten Alkohol (Glyzerin) und Sauren. Pankreas­
lipase, Leberlipase und Magenlipase verhalten sich verschiedenen 
razemischen Substraten gegeniiber stereochemisch verschieden. 

Die Pankreaslipase verschiedener Tiere wirkt gleichmaBig auf 
Fette und Tributyrin, Triazetin, Methylbutyrat, wahrend die 
Leberlipase niedere Ester sehr gut, Neutralfette (z. B. Olivenol) 
sehr schlecht angreift. Wie Pankreaslipase verhiilt sich die Magen­
lipase. 

Pankreaslipase. 

Als Substrate verwendet man natiirlich vorkommende Fette 
(Olivenol) oder synthetische Ester (Tributyrin, Monobutyrin, Tri­
azetin usw.). Alle Glyzerinester sind durch Pankreaslipase spaltbar; 
aromatische Ester werden kaum angegriffen. Auch auf Isobutter­
saureester und andere Verbindungen mit verzweigter Kohlenstoff­
kette wirkt sie sehr trage. Die Pankreaslipase ist vollig klar li:islich 
in Wasser; ebenso in Glyzerin. In Glyzerin ist sie bestandig, 
in Wasser unbestandig; daher sind rein wasserige Ausziige 
fiir praparative Zwecke nicht zu empfehlen. Nach Wills tatter 
und Memmen hemmen Proteine und gailensaure Salze die Olspal­
tung im sauren, fordern dagegen im alkalischen Gebiet. CaCl2 ist 
im sauren Gebiet ohne Wirkung, im alkalischen wirkt es aktivie­
rend. Auch die Olsaure hemmt im sauren Gebiet; Alkohol und 
Glykol wirken intensiv schadlich, wie iiberhaupt aile kapillar­
aktiven Stoffe 1). Glyzerin wirkt bis 30010 aktivierend, sowohl 
bei Olivenol als auch bei Methylbutyrat als Substrat. 

Forderung und Hemmung sind aber auch von der chemischen 
Zusammensetzung der Substrate und der Substratkonzentration 
abhangig. Auf die Tributyrinhydrolyse iibt das Albumin in Gegen-

1) Vgl. Willstii.tter, Waldschmidt-Leitz, Memmen: Zeitschr. 
f. physiolog. Chem. Bd.125, S.93. 1922 und Willstii.tter, Memmen: 
Rd. 129, S. 1. 1923; Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd.133, S. 229.192. 1923. 
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wart von Natriumoleat, das selbst ein guter Aktivator ist, einen 
aktivierenden EinfluB aus. 

Darstell ung: a) Nach Rosenheim 1). Frisches, feingehacktes 
Schweinepankreas wird mit 2 Gewichtsteilen Glyzerin angeriihrt 
und nach 24 Std. durch ein feines Tuch koliert. Von der stark 
opaleszierenden Fliissigkeit wird ein Teil, Z. B. 30 em3, mit der 
lOfachen Menge destillierten Wassers vermischt. Damit der ent­
standene Niederschlag sich absetzt, sauert man mit Essigsaure bis 
zur eben schwach sauren Reaktion gegen Lackmus an, hebert 
oder gieBt dann am folgenden Tag die klareFliissigkeit vomNieder­
schlag ab, versetzt ihn nochmals mit 300 cm3 Wasser, wenn natig 
nochmals unter Zusatz von sehr wenig Essigsaure. Nach einiger 
Zeit wird wieder dekantiert, die iibrigbleibende Fliissigkeit mit 
dem Niederschlag auf gehartetem Papier abgenutscht und auf 
dem Filter noch einige Male mit destilliertem Wasser ausgewaschen. 
Der Niederschlag wird in einer kleinen Reibschale mit 20 cm3 

Glyzerin verrieben, wobei er fast in Lasung geht, und die nicht 
filtrierte Lasung wird direkt zum Versuch verwendet. 

b) Nach Willstatter und Waldschmidt-Leitz 2). Als Aus­
gangsmaterial dient das bei Trypsin S. 279 beschriebene Trocken­
pulver aus Schweinepankreas. Das Pulver wird, wie dort geschil­
dert, mit der 16fachen Menge 87proz. Glyzerins ausgezogen. Von 
der Hauptmenge der ungelasten Driisensubstanz wird der Glyzerin­
extrakt durch Zentrifugieren bei hoher Tourenzahl getrennt, der 
noch stark getriibte Glyzerinauszug mit Wasser verdiinnt und 
durch erneutes Abschleudern geklart. (Will man die triiben Gly­
zerinextrakte verwenden, so sollen diese -unmittelbar vor dem 
Versuch mit Wasser versetzt werden.) Z. B. werden aus 100 g 
des Pankreaspulvers durch 4-8 stiindiges Digerieren mit Gly­
zerin bei 300 nach 1/2 stiindigem Zentrifugieren bei hohen (z. B. 
6000) Umdrehungen in der Minute annahernd 1600 cm3 triiber 
Rohextrakt gewonnen. Von dem Glyzerinauszug wird ein bestimm­
tes Quantum (z. B. 500 cm 3) mit der 5fachen Menge Wasser ver­
setzt. Der entstandene Niederschlag wird durch kurzes Zentrifu­
gieren bei geringer Tourenzahl (2500 Touren) abgetrennt. 

Die Lipase laBt sich aus den Glyzerinausziigen bei neutraler 
und bei saurer Reaktion durch Aluminiumhydroxyd und durch 
Kaolin leicht adsorbieren. Ihre sauren Eigenschaften sind starker 
ausgebildet als diejenigen von Amylase und Trypsin. Der Ad­
sorptionswert ist die Enzymmenge in Lipaseeinheiten (vgl. 

1) Nach Pekelharing; Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.81, S.356. 
1912. 

2) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 125, S. 132, 175. 1922. 
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S. 124 und 127), die von 1 g Adsorbens unter bestimmten Bedin­
gungen aufgenommen wird. Anders als beim Invertin, das mit 
steigendem Reinheitsgrad viel reiehlieher adsorbiert wird, findet 
man bei Lipase kein Anwaehsen des Adsorptionswertes bei steigen­
dem Reinheitsgrad und bei groBerer Verdiinnung. Die Begleitstoffe 
iiben also einen verhliJtnismaBig geringen EinfluB auf die Adsorp­
tion der Lipase aus, und zwar keinen hemmenden. BeimEluieren 
der Adsorbate ist die Abhangigkeit von den Begleitstoffen groBer. 
Fiir den Gang der Adsorption soIl hier ein Beispiel aus der Arbeit 
von Wills tatter und Waldsehmidt-Leitz gegeben werden. 

Erste Adsorption. Ein dureh Verdiinnen mit Wasser und 
Zentrifugieren geklarter Glyzerinauszug (2930 em 3 mit 1397 Li­
paseeinheiten) wird mit 1/100 des Volumens mit n-Essigsaure 
angesauert (30 em 3) und mit einer Tonerdesuspension der Dar­
st-eHung B gesehiittelt (vgl. S. 5) (750 em3 mit 6,975 g Al20 S)' Es 
wird 5 Min. bei 2500 Umdrehungen zentrifugiert. In der Rest­
losung sind nur noeh 100/0 der urspriingliehen Lipasemenge. 

Erste Elution: DasAdsorbat wird in denZentrifugenglasern 
mit 1200 em3 20 proz. Glyzerin gewasehen und darauf zweimal 
mit je 600 em3 "Ammonphosphat" eluiert (21/3 basiseh. Ammon­
phosphat: 57 Volumteile 1 proz. Diammonphosphatlosung, 3 Teile 
n-NH3 und 40 Teile 87proz. Glyzerin). Die in der Zentrifuge yom 
Tonerdesehlamm abgetrennten (10 Min. 3600 Umdr.) Elutionen 
werden zur Stabilisierung mit 1/3 des Gesamtvolumens an 87 proz. 
Glyzerin versetzt, da in wasseriger Losung Fermentverluste ein­
treten (Glyzeringehalt: 50%). Die Elution enthielt 2/3 der an­
gewandten Lipase, begleitet von nur 3 1/2 % der anfangs vor­
handenen Amylase. Zur zweiten Adsorption wird zuerst die 
Phosphorsaure entfernt. Die 50 % Glyzerin enthaltende Elution 
(1550 em3) wird mit Wasser (2820 em3) verdiinnt und mit gleiehen 
Teilen n-NH40l und n-NH3 (je 54 em3) versetzt. Unter kraftigem 
Umsehiitteln wird die Phosphorsaure mit 10proz. Magnesium­
azetat16sung (116 em3) ausgefallt. 

Zweite Adsorption. Das phosphatfreie Filtrat (4350 emS) 
wird mit n-Essigsaure (50 em3) angesauert, mit 700em3 Tonerde­
suspension (6,510 g Al20 3 Sorte B) gesehiittelt und abzentrifugiert 
(5 Min., 3400 Touren). 

Zweite Elution. DasAdsorbat wirdsogleieh, ohnezu wasehen, 
zweimal mit je 500 em 3 "Ammonphosphat" eluiert, die Losungen 
abzentrifugiert (5 Min., 3600 Touren) und vereinigt. Die Elution 
enthielt 35 0/0 der Lipase des geklarten Glyzerinauszuges. 

Das Resultat kann noeh verbessert werden, wenn die Konzen­
tration des Glyzerins bei Ausfallung der Phosphorsaure nur 10 bis 

Rona, Fermentmethoden, 2. AufJage. 8 
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15 % betriigt und das Fiillungsmittel langsam unter kriiftigem 
Umsehutteln eingetragen wird. 

Eine weitere Reinigung des Fermentes gelingt dureh Adsorp­
tion mittels elektroosmotiseh gereinigtem Kaolin (von der Elektro­
Osmose A. G., Wien); dabei versehwinden die EiweiBreaktionen 
des Priiparates, und die enzymatisehe Konzentration wird urn 
das 8faehe gesteigert. 

BeispieP): Ais Ausgangsmaterial dient die 50 % Glyzerin ent­
haltende, dureh zweimalige Adsorption und Elution mittels Al20 3 

bzw. Ammonphosphat gereinigte Lasung. Diese (1600 em 3 mit 
1152 Lipaseeinheiten) wird mit dem gleiehen Volumen Wasser 
verdunnt und mit n-Essigsiiure (40 em3) angesiiuert_ Mit 300 em3 

einer Suspension, die (72 g) elektroosmotiseh gereinigtes Kaolin 
enthiilt, wird gesehuttelt, 10 Min. lang bei 2500 Umdrehungen zen­
trifugiert und das Adsorbat ohne Wasehen sogleieh in den Zen­
trifugengliisern zweimal mit je 400 em3 "Ammonphosphat" an­
geruhrt. Die Elution wird dureh Zentrifugieren vom Sehlamm 
getrennt, wobei sieh die Rauptmenge fest zusammenklum:pt, 
wiihrend manehmal ein Teil des Kaolins kolloidal in Lasung 
geht. Die LipaseWsung (770 em 3) stabilisiert man zur Aufbe­
wahrung uber Naeht, indem man sie dureh Zusatz von Glyzerin 
(260 em 3, 87 proz.) auf einen Gehalt von 50% bringt. Die ge­
samte Elution enthiilt 65 0/ 0 vom angewandten Enzym. Die 
Kliirung der EnzymWsung gelingt dureh Absaugen auf gehiirtetem 
Filter, das mit einer dunnen Raut von Kieselgur bedeekt ist. 

Zur weiteren Reinigung dient eine Adsorption mittels einer 
feinen Suspension von Tristearin oder Cholesterin. Diese Sus­
pension wird hergestellt, indem man 1 Teil Stearin oder Cho­
lesterin auf 15 Teile 87 proz. Glyzerin gibt und darin sehmilzt. 
Beim Erkalten muB die Lasung kriiftig gesehuttelt werden. Phos­
phat wirkt der Adsorption dureh Tristearin entgegen und muB des­
halb aus den Elutionen ausgefallt werden. - Die Isolierung der 
Lipase ails diesen Adsorbaten erfolgt dureh Auflasen des Tristea­
rins oder Cholesterins in Benzol. 

Beispiel 2) : .J e 600 em 3 einmal dureh Tonerde gereinigte Lipase­
Wsung, deren Anfangskonzentration an Glyzerin dureh Ver­
dunnen von 50 auf 20 % herabgesetzt wurde, werden mit a) 15 g 
Tristearin, b) 15 g Cholesterin in je 225 em 3 87 prozentigem Glyzerin 
fein verteilt, 10 Min. lang unter haufigem Sehutteln behandelt. 

Die RestWsung wird dureh gehiirtete Filter abgesaugt. Die 
~~~?~bate (die 70% der angewandten Lipase enthalten) werden 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.125, S.182. 1922. 
2} Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 125, S. 191. 1922. 
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sorgfaltig mit Wasser gewasehen und das Praparat 2-3 Tage im 
Roehvakuum zur Gewiehtskonstanz getroeknet. Das Reraus­
lOsen des organisehen Adsorptionsmittels gesehieht mittels BBnzols 
(je 250 em3), das ungelOste Ferment wird mittels del' Zentrifuge 
getrennt, wiederholt in den Zentrifugenglasern mit Benzol, abso­
iutem Alkohol und reinem Ather gewasehen und getroeknet. Es 
sei bemerkt, daB mit del' Dialyse del' glyzerinhaltigen Enzymlasung 
eine irreversible Inaktivierullg der Lipase einhergeht. Die besten 
Praparate erhalt man dureh aufeinanderfolgende Adsorption an 
Tonerde (2mal), an Kaolin und an Tristearin (odeI' Cholesterin). 

Leberesterase. 

Darstellung naeh Willstatter und Memmen l ). Wie 
bei del' Fermentdarstellung aus Pankreas, wird die entfettete 
Leber (meist yom Sehwein) mit Azeton und Ather getroeknet 
und das Ferment aus dem staubfein gemahlenen Leberpulver 
mit Wasser odeI' Glyzerin in Lasung gebraeht (vgl. S. 112). Die 
Lipase wird aus dem Organpulver am besten mit Ammoniak 
ausgezogen, und zwar empfiehlt es sieh, 1 g Pulver mit 50 em 3 

0,025-n-NR3 anzuruhren; man laBt P/2-2 Std. stehen und zen­
trifugiert; diese Behandlung wird mehrere Male wiederholt. Die 
erhahenen Lasungen werden vereinigt und im warm en Lnft­
strom abgedampft2). - Reinere Esteraselasungen gewinnt man mit 
Giyzerin, sie waren abel' fUr die folgenden Reinigungsoperationen 
wenig geeignet. Beim Fallen mit Alkohol und Ather verliert da:; 
Enzym seine Wirksamkeit. 

Man kann mitteis Kaolin odeI' Tonerde aus saurer Lasung boi 
Ph = 4,2 bis 4,4 (eingestellt mit Ammonazetat-Rssigsaure­
mischung) den graBten Teil del' Lipase a<i'lorbieren. Fur aUe Elu­
tionen ist verdunntes Ammoniak (0,25 n) ausreiehend. 

BeispieP): Dureh Ausziehen mit verdunntem Ammoniak und 
Abdampfen gewonnenes Praparat, 15 g, werden in 1800 em3 

Wasaer unter Zusatz von 30 em3 0,25-n-NHa gelast und naeh Ver­
setzen mit 30 em3 n-Essigsaure mit 15 g elektl'oosmotiseh gerei­
nigtem Kaolin adsorbiert (zu 900/0) und abzentrifugiert. Mit 
0,25-n-Ammoniak (1500 em 3) wird das Adsorbat eluiert, sofort 

l) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 138, S. 216 (237). 1924. 
2) Kraut, Lobinger und Pollitzer (Ber. d. dtsch. chern. Ges. Bd.62, 

S.1939. 1929) beschreiben eine Apparatur zur Vakuum-Destillation emp­
findlicher Liisungen, die sich auch eignete, urn eine Leberesterase-Liisung 
ohne Abnahme ihrer Wirksamkeit bei 22 0 Dampftemperatur auf den 
4. Teil einzuengen. 

H* 
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zentrifugiert und im Vakuum 1) auf 1/10 seines Volumens ein­
gedampft. Die Losung wurde auf der Nutsehe dureh eine diinne 
Sehieht von Kieselgur klar abgesaugt. In allen Stadien der Reini­
gung waren die Losungen ohne Glyzerinzusatz lang genug haItbar 
und lie Ben sieh unter Erhaltung des Enzymwerles auch zur Troekne 
eindunsten. Die Losung kann dureh Elektrodialyse noeh weiter 
gereinigt werden; die von ausgesehiedenen Floeken in der Zentri­
fuge befreite Losung hatte 15% von dem Ferment verloren 2). 

Beispiel fiir Adsorption mit Tonerde: 1,5 g wie oben gewonnenes 
Praparat wurden unter Zusatz von 12 em3 0,25-n-NH3 in 48 em3 

Wasser gelost, naeh Ansauern mit 12 em3 n-Essigsaure mit 40 em3 

Tonerdesuspension C (vgl. S. 5) (0,2452 g Al20 3) adsorbiert. Die 
mit 100 em3 0,25-n-NHa gewonnene Elution raseh auf 76 em3 ein­
geengt, dureh Kieselgur filtriert (75% Ausbeute). 

Der Zusatz von CaCl2 mit Natriumoleat und Albumin wirkt 
auf Leberlipase hemmend. Aueh bei gereinigten Praparaten war 
dies Verhalten zu beobaehten. 

Kraftig spaltende Praparate, die im Laufe eines Jahres ihre 
Wirksamkeit behieIten, stellte Knaffl-Lenz ausRindsleber dar 3). 
Der PreBsaft der Rinderleber wurde mit dem 3faehen Volumen 
Glyzerin versetzt und im Vakuumexsikkator iiber Kaliumhydroxyd 
14 Tage stehen gelassen, wodureh den Extrakten der groBte Teil 
des Wassers entzogen wurde. Dureh seharfes Zentrifugieren konn­
ten 3 Sehiehten getrennt werden, von denen die mittlere, braunrote 
Fliissigkeit die Lipase enthielt. Die GlyzerinlOsung wurde nun auf 
der Nutsehe dureh einendieken Filtrierpapierbrei getrieben. Dieser 
Glyzerinextrakt wurde bei den Versuehen mit Athylbutyrat und 
Monobutyrin benutzt. - Weitgehende Reinigung wurde so erzielt, 
daB der Glyzerinextrakt dureh Zusatz von sekund. Natrium­
phosphat alkaliseh gemaeht wurde, dann mit Kaolin gesehiittelt 
und iiber Kieselgur filtriert wurde, das Filtrat wurde mit CaC12 

und NaOH versetzt und noehmals filtriert. Das stark wirksame, 
klare Filtrat gab dureh Zusatz von wenig Saure (etwa Ph = 6,2) 

1) Willstatter, Graser und Kuhn verwenden eine Olpumpe statt 
der Wasserstrahlpumpe, ferner eine kupferne 5-Liter-Saugflasche statt einer 
glii.sernen als Vorlage und eine Sole von - 200 zum Durchstromen des Metall­
kiihlers und des die Vorlage enthaltenden Bottichs (Zeitschr. f. physiolog. 
Chern. Bd. 123, S. 30. 1922). 

2) Zur Elektrodialyse vgl. Wills tatter u. Schneider: Zeitschr. f. 
physiolog. Chern. Bd.133, S.193 (208). 1923; ferner Fricke u. Kaj a: 
~er. d. dtsch. chern. Ges. Bd. 57, S. 310. 1923/24 und S.15 dieses Werkes.­
Uber Versuche zur weiteren Reinigung vgl. Kraut und Rubenbauer: 
Zeitschr. physiol. Chern. Bd. 173, S.103. 1928. 

3) Zeitschr. f. expo Pharmakol. u. Pathol. Bd.97, S.242. 1923. 
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einen flockigen (enzymatisch fast unwirksamen) Niederschlag, der 
abzentrifugiert wurde. 

MagenJipase. 
Darstellung nach R. Willstatter und Fr. Memmen 

und nach R. Willstatter, F. Haurowitz und Fr. 
Memmen1) Magen von Hund oder Schwein werden kurz 
nach dem Schlachten herausgenommen, mit einem scharfen 
Wasserstrahl gereinigt. Darauf wird nach Entfernung des Oeso­
phagus und des Pylorusteiles die Magenschleimhaut von der Mus­
kulatur und Tunica propria abgetrennt. Die Schleimhaut wird zu 
Brei zerkleinert und in die doppelte Menge Azetons eingetragen. 
Nach 2 Std. wird sie nochmals in dieselbe Menge frischen Azetons 
gebracht. Das mit Ather und Azeton gewaschene und getrocknete 
Material wird zu einem sehr feinen Pulver zermahlell. Der Kardia­
teil der Schleimhaut vom Schwein ist viel reicher an Lipase als 
der Fundusteil; beim Hund war eine Teilung in Kardia, 
Fundus und Pylorus ohne V orteil. Das so erhaltene Pulver 
wird ca_ 2 Std. mit der 50fachen Menge n/40 Ammoniak behandelt. 
Die ammoniakalischen Ausziige sind unbestandig, konnen aber 
nach Einstellung einer schwach-sauren Reaktion mit n/2 Azetat­
puffer (Ph = 4,7) haltbar gemacht werden. Man kann konzen­
triertere Lipaselosungen erhalten, wenn man nach Zusatz von 
2% Glyzerin im Hochvakuum bei 15° zur Sirupdicke eindampft. 

Durch Ausflockung mittels Essigsaure wird ein groBer Teil des 
Fermentes mit dem ausfallenden Muzin mitgerissen und kann 
mittels der Zentrifuge abgetrennt werden. Der Bodensatz wird 
in n/40 Ammoniak aufgelost, mit Essigsaure neutralisiert und der 
Elektrodialyse unterworfen. Als AuBenfliissigkeit dient n/lOO Essig­
saure. Nach kurzer Zeit erfolgt eine reichliche Ausflockung, zum 
groBen Teil an der Membran, in der die Lipase zum groBten Teil 
enthalten ist. Der Niederschlag wird in n/40 Ammoniak gelOst, 
neutralisiert, sehr stark verdiinnt und durch Kaolin adsorbiert. Die 
Elution wird mit glyzerinhaltigem, 2 2/ a-basischem Ammonphos­
phat vorgenommen (40 Volumteile 87 Ofoiges Glyzerin). 

Weder am ammoniakalischcn Auszug cler frischAn Rchleim­
haut des Hundemagens, noch an den reineren Losungen wirken 
Kalziumoleat mit Albumin aktivierend. Bei der Schweinemagen­
lipase wirkte Natriumoleat aktivierend. Gegen gallensaure Salze 

1) ZeitBchr. f. physio1og. Chern. Bd. 133, 8. 247. 1924 und Bd. 140, 
8.-203. 1924. Vgl. auch Willstatter und Barnann: Ebenda Bd.173, 
8.17. 1928. 
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verhalten sich die verschiedenen Praparate ungleich. Mit fort­
schreitender Reinigung schwinden jedoch die Unterschiede zu 
den Aktivatoren gegeniiber der Pankreaslipase. 

Zur Gewinnung der Darmlipase hatHamsik1)dieabgeschabte 
Schleimhaut mit Alkohol, Alkoholather, schlieBlich mit Ather 
(zusammen hochstens 5 Stunden, da Alkohol und Ather die Lipase 
schadigen) behandelt, die auf dem Filter zuriickbleibende Schleim­
haut zwischen Filtrierpapier abgepreBt, dann bei Zimmertempe­
ratur getrocknet, in einer Reibschale zerrieben und durchgesiebt. 
Das Praparat ist monatelang haltbar. 

Sermnlipase 2). 

Das Ferment wird bei fraktionierter Ausfallung der Globuline 
bei 4/10_6/10 Ammonsulfatsattigung mit der Globulinfraktion 
mitgerissen und kann mit diesen Fraktionen mit Glyzerin in 
Losung gebracht werden. Beim Pferdeserum wird die Hauptmenge 
bei 6/10 Sattigunggewonnen, wahrend beim Menschenserum 
zwischen 4/ 10 und 6/ 10 ein Unterschied nicht zu beobachten ist. 
Die Globulinniederschlage werden durch Zentrifugieren von der 
dariiberstehenden Fliissigkeit moglichst griindlich befreit und 
dann in Glyzerin aufgenommen (fiir 30-50 cm3 Serum 5-10 cm3 

Glyzerin). 
Rizinuslipase. 

Darstellung: Der Komplex, in dem die Samenlipase ent­
halten ist, ist ein ganz anderer als der der tierischen Lipasen 
(Willstatter). Deshalb miissen auch die hier angewandten Rei­
nigungsmethoden ganz andere sein 3). 

Nach Willstatter und Waldschmidt-Leitz bereitet man 
aus den geschalten Rizinusbohnen (Ricinus sanguineus) eine 
Sahne, indem man sie in der Reibschale zu einer zahen Paste 
verreibt und allmahlich unter standigem Reiben die 7 fache Menge 
Wasser in kleinen Portionen von 5-10 cm3 zufiigt. Die geblldete 
Aufschwemmung wird 15 Min. bei etwa 3000 Umdrehungen zentri­
fugiert. Dabei bilden sich 3 Schichten, von denen die obere, die 
Sahne, abgeschopft wird. Der Bodensatz, der noch einen Tell der 
Sahne enthalt, wird derselben Behandlung noch einmal unterwor­
fen. Die Sahne wird am besten im Faust-Heimschen Apparat in 
diinner Schicht mittels eines warmen Luftstromes auf 2/a ihres 
Volumens eingedampft. Es hinterbleibt eine olige Fliissigkeit, 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.59, S. 1. 1909. 
2) Rona u. Petow: Biochem. Zeitschr. Bd. 146, S. 144. 1924. 
3) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 134, S. 161 (205). 1924. (Vgl. hierzu 

auch die Unterscheidung von Blastolipase und Spermatolipase.) 
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die fast die ganze in den Bohnen vorhandene Enzymmenge ent­
halt. Man kann durch eine sehr schonende Atherbehandlung des 
so vorgereinigten Enzympraparates noch die enzymatische Kon­
zentration ohne erhebliche Verluste an Enzym steigern, indem 
man es unter einer geraumigen Glasglocke 36 Std. in einer Ather­
atmosphare laBt, dann mit 100 cm3 Ather verdiinnt und 
abschleudert. Das abgeschleuderte Enzym wird im Zentrifugen­
glase noch 3mal mit 30 cm3 Ather gewaschen und im Exsikkator 
getrocknet. Eine weitere Reinigung laBt sich durch Einwirkung 
wasseriger, eiweiBlosender Reagentien auf die Fermentsahne er­
zielen, so z. B. aufeinanderfolgende Behandlung mit 0,7% Na2C03 , 

0,5% KOH und 0,5% HCl. 
Das Ph-Optimum im ungereinigten Zustande liegt zwischen 

4,7-5,0 (Willstatter). Bei der Keimung verschiebt sich der 
Reaktionsbereich nach der alkalischen Seite hin (Ph = 6,8). 
Die Wirkung wird durch Aktivatoren nicht beeinfluBt. 

Bestimmungsmethoden. 
Stalagmometrische Methode nach Ro n a und 

Michaelis!). 
Prinzip: Man bestimmt die verseifende Kraft eines Fer­

ments an Estern als Substrat, die die Oberflachenspannung einer 
wasserigen Losung stark herabsetzen, wahrend ihre Spaltungs­
produkte nicht oder kaum diese Eigenschaft zeigen. Die GroBe der 
Oberflachenspannung wird mittels der Tropfmethode gemessen. 

Erforderliche Losungen. 1. FermentlOsung (Blut, Serum, 
Organextrakt, filtrierter Magensaft). 

2. Gesattigte Tributyrinlosung: Man schiittelt 20 Tropfen 
Tributyrin mit 1 I Wasser nicht zu heftig 1-2 Stunden im 
Schiittelapparat. Danach laBt man den ungelosten Teil des Tri­
butyrins durch kurzes Stehenlassen der Fliissigkeit abscheiden 
und filtriert. Das Filtrieren wird in der Weise ausgefiihrt, daB man 
die zuerst durchfiltrierende Fliissigkeit verwirft und erst dann die 
eigentliche Fliissigkeit auffangt. Beim Filtrieren muB der Trichter 
stets ganz mit der zu filtrierenden Losung gefiiIlt sein. Auch das 
letzte Filtrat wird wieder verworfen. Diese VorsichtsmaBnahmen 
sind deshalb wichtig, um zu vermeiden, daB kleine Tributyrin­
partikelc,hen in die Fliissigkeit gelangen, die dann die Oberflachen­
spannungswerte stark beeinflussen konnen. Die Losung halt sich 
etwa 12 Std. Sie muB jedesmal frisch bereitet werden. 

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 31, S. 345. 1911 nnd Rona: Handb. der 
Biochem. Arbeitsmethoden S.302. 1915. 
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3. Pufferlosung von geeignetem Ph' Es ist zweckmaBig, die 
TributyrinlOsung gleich zu puffern. Hierbei empfiehlt 
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Abb. 56. 

sich folgender Ansatz: Je 100 cm3 H 20 versetzt man 
mit I cm3l/ 3 mol. NaH2P04 und 7 cm3l/ 3 mol. Na2HP04 

(Ph = "-'7,5,Darstellung s. 8.121). 
Abb. 55. (Das Tributyrin - unverdunnt­

kann statt zum reinen dest. 
Wasser zu dieser Pufferlosung 
zugefUgt werden.) 

Ausfuhrung: Man eieht zu­
nachst die Tropfpipette (Abb. 55) 
fUr Wasser bei 18°, dann fUr die 
gesattigte TributyrinlOsung und 
weiter fUr ihre Verdunnungen mit 
Wasser in Differenzen von 10 zu 
10 % der gesattigten Losung. Die 
so erhaltenen Tropfenwerte wer­
den in ein Koordinatensystem 
eingetragen. Aus der erhaltenen 
Kurve kann man den Tributyrin­
gehalt einer Losung (in Prozenten 
der gesattigten Losung) aus der 
Tropfenzahl bestimmen [Abb. 56]. 
1-2 em3 der Fermentlosung wer­
den mit 50 em 3 Mono- oder Tri­
butyrinlosung unter Zusatz von 
2 em 3 des entsprechenden Puffers 
(falls die Tributyrinlosung nicht 

Abb. &7 . gepuffert ist) versetzt grundlichst 
durehgeschuttelt. Es wird sofort 

die Tropfenzahl dieses Gemisehes bestimmt, indem man die Tropf­
pipette bis zur Marke aufsaugt (nicht mit dem Munde!) und die 
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abfallenden Tropfen, die beim Ausflieilen der Fliissigkeit zwischen 
den beiden Marken der Kapillare gebildet werden, zahlt. In be­
stimmten Zeitinterval-
len, so oft der Ver­
such es erfordert, wird 
die Tropfenzahl aber- ~ _ 
mals bestimmt, und (( 
man wiederholt dies 
je naeh Erfordernis. 
Statt die Tropfen di-
rekt zu zahlen, kann 
man sie aueh auf einem 
mit Linoleum bespann-
ten Brett auffangen, 
das man unt.H der Ka­
pillare langsam weg-

Abb. 5 ' ). 

zieht (Abb. 59). - Aus der Eiehkurve kann man den jeweilig 
noeh vorhandenen Tributyringehalt (in Proz.) ablesen. 

Abb. 50. ( Anordnung linch Dr. B! en.) 

Beispiel: 50 em 3 gesattigte wasserige Tributyrinli:isung wurden 
mit 3 em3 Phosphatgemiseh (1/3 molar) 2) versehiedener Zusam-

1) Die Allordnung von Steffanutti (Abb. 58) ist noch vorteilhafter. 
Vgl. Biochem. Zeitschr. Bd. 223, S.421. 1930. 

2) Zur Darstellung des 1/ 3 m-primaren Phosphates versetzt man 
100 cm3 I mol. (dreifach normale) Phosphorsaure mit 100 cm3 n-NaOH 
und 100 cm3 destilliertem Wasser. Zur Darstellung des 1/ 3 m-sekundaren 
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mensetzung, dann mit 1 cm 3 5fach verdiinntem Blutserum vom 
Kaninchen versetzt. Die Tabelle (S. 122) zeigt gleichzeitig den 
EinfluB der H-Ionenkonzentration auf die Schnelligkeit der 
Spaltung. 

Bei stark alkalischer Reaktion, etwa von Ph = 9 an, miissen 
bei der entsprechenden Reaktion Kontrollversuche mit aufge­
kochtem bzw. mit NaF versetztem Blut bzw. Serum angesetzt 
werden. Will man nicht bei Zimmer-, sondern h6herer Temperatur 
arbeiten, so ist eine aus den Abb. 57, 58 ersichtliche Anordnung 
zu empfehlen 1). 

Eine (relative) quantitative Bestimmung des fettspaltenden :Fer­
ments wird aus dieser Methode auf folgendem Wege erhalten. Man 
wiederhole dies en Versuch mit einer Reihe normaler menschlicher 
Blutsera und betrachte nun die einzelnen Diagramme. Notwendig 
sind nur die Zeit-Tropfenzahl-Diagramme; die Zeit-Konzentra­
tionsdiagramme sind entbehrlich. In den verschiedenen Diagram­
men vergleiche man die Zeiten gleicher Tropfenzahl. Beispiels­
weise findet man: Tropfenzahl an einer Kontrolle, welcher statt 
Serum die gleiche Menge Wasser zugesetzt wurde: 140. Das ist 
der wahre Anfangswert. In den ersten Messungen mit Serum wird 
man gleich etwas weniger finden. N unmehr liest man an den Dia­
grammen die Zeit ab, nach welcher die Tropfenzahl 120 betrug. 
Dies sei bei 5 verschiedenen Normalserumproben 10; 11; 12; 9; 
9 Minuten, im Mittel 10,0 Minuten. Ferner liest man ab, in welcher 
Zeit die Tropfenzahl 110 erreicht wurde. Dies sei 18; 19; 20; 16; 
17 Minut.en, im Mit.tel 18,0 Minuten. 

Diese Zahlen k6nnen als bleibender MaBstab fiir kiinftige Ver­
suche benutzt werden, sofern die Zimmertemperatur innerhalb 
2-30 die gleiche ist. Findet man nun an einem pathologischen 
Serum z. B. von einer schweren Phthisis pulmonum 

120 Tropfen in 30,0 Minuten 
110 " 55,0 

so wiirde aus der ersten dieser beiden Zahlen folgen, daB der Um­
satz in 30 Minuten so weit ist, wie bei normalem Serum in 10 Minu­
ten, und in 55 Minuten so weit ist, wie normalerweise in 18 Minu­
ten. Die Fermentmengen verhalten sich umgekehrt wie die Zeiten 
gleichen Umsatzes; die erste Zahl gibt als eine Fermentmenge 
von ~g, die zweite von ~ des normalen, als Mittel von 0,33 
und 0,31 also 0,32, bezogen auf normalen Fermentgehalt = 1. 

Phosphates werden 100 em3 1 mol. Phosphorsaure mit 200 em3 n-NaOH 
versetzt. 

1) Siehe FuBnote 1 S. 121. 
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Modifikation der Methode nach Wills tatter und 
Memmen 1). 

Prinzip: Es wird, wie bei der ursprunglichen Methode, bei 
stark verdunntem Ferment (im Serum und im Magensaft) die 
Tributyrinhydrolyse stalagmometrisch verfolgt (bei Ph = 8,6), aber 
unter ausgleichender Aktivierung, mittels Albumin, Na-Oleat 
und Kalziumchlorid2). 

Erforderliche Losungen: l. FermentlOsung. 2. Tributyrin­
losung aus gereinigtem Praparat (das Tributyrin des Handels ist 
nicht rein). Ein Tributyrin ist rein, wenn man aus einer groBeren 
Menge (5-10 g) beim Schutteln mit 200 cm 3 Wasser eine Losung 
von derselben Tropfenzahl bekommt, wie aus 3 Tropfen Tributyrin. 
Die Reinigung erfolgt durch elfmaliges langeres Ausschutteln von 
50 g kauflichem Tributyrin mit je 400 cm3 Wasser. 3. Eieralbumin. 
4. 2 proz. CaCI2-Losung. 5. 2 proz. Na-OleatlOsung. 6. Puffer­
lOsung: 1 Teil 2,5-n-NH3 + 8 Teile 2,5-n-NH4CI, Ph = 8,6 bei 18 o. 

Ausfuhrung: Die durch Vorversuche ermittelte geeignete 
Enzymmenge wird mit der Losung von 30 mg Eieralbumin (ge­
wohnlich 0,5-1 cm3), mit 0,5 cm 3 2 proz. CaCl2-Losung (10 mg), 
56 em 3 TributyrinlOsung aus gereinigtem Praparat und dann sofort 
mit 2 cm3 NH3-NH4CI-Puffer, sowie 0,5 cm3 Na-OleatlOsung ver­
setzt, so daB das Gesamtvolumen 60cm3 betragt. Darauf wird die 
Anfangstropfenzahl gemessen und bei einer Temperatur von 20 ° 
die Abnahme in Abstanden von 20 Min. 3-4mal bestimmt. 1st es 
notig, groBere Mengen verdunnter, wasseriger Losungen zu analy­
sieren, so kann man an Albumin und der CaCl2-Losung etwas 
V olumen einsparen. 

Ais Einheit der Lipase fur die Spitltung des Tribu­
tyrins wird diejenige Menge definiert, die unter den bestimmten 
Bedingungen (siehe oben) eine Abnahme der Tropfenzahl in 50 Min. 
urn 20 bewirkt, das ist etwa die Halfte der Differenz zwischen 
den Tropfenzahlen von reiner TributyrinlOsung und Wasser (Buty­
raseeinheit). Die Proportionalitat zwischen Reaktionszeit und En­
zymmenge hat genaue Geltung 3). Fur die Analysenprobe genugt bei 
dieser Methode 1/100-1/500 der zur titrimetrischen Bestimmung 
(s. u.) angewandten Lipasemenge. 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 129, S. 1. 1923. 
2) Es sei daran erinnert (S. 116), daB die Leberlipase (besser Leber­

esterase) irn Gegensatz zur Pankreaslipase durch diese Zusatze nicht akti­
viert, sondern gehernrnt wird; die Methode ist also bei der LeberIipase ohne 
Aktivierung anzustellen. 

3) Uber Lipase-Einheit vgl. femer Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.125, 
S.115. 1923; Bd.129, S.23. 1913; Bd.133, S. 237. 1924; 13d.13S, S. 226. 1924. 
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Zur Feststellung von ehinin- bzw. atoxylfester Lipase naeh 
Rona im mensehliehen Blutserum (vgL S. 110) sehlagt Pet OWl) 

die folgende Anordnung vor. In vier Beeherglaser von 100 em3 wer­
den je 50 em3 gesattigte Tributyrinlosung gefiillt. AuBerdem werden 
3 Reagensglaser mit je 3 em3 des zu untersuehenden Serums gefiillt 
und in das erste Reagensglas noeh 1 em3 0,2 proz. Losung von Chinin. 
hydroehlor., in das zweite 1 em3 einer 0,1 proz. Losung von Atoxyl, 
in das dritte 1 em3 Wasser getan. In ein viertes kommen 3 em3 

Ringerlosung und 1 em3 Wasser. In aIle 4 Reagensglaser kommen 
auBerdem je 3 em3 Pufferlosung (Phosphatpuffer 1/3 m. PH 7,6). 
Diese Gemisehe bleiben bei Zimmertemperatur 1/2 Stunde stehen. 
Danaeh wird Reagensglas Nr. 1 in Beeherglas Nr. 1 entleert, um­
geriihrt, die Tropfenzahl bestimmt und die Zeit notiert. Ebenso 
verfahrt man der Reihe naeh mit den iibrigen drei Glasern. Naeh 
Verlauf von 30 Minuten und 60 Minuten wird in allen vier Glasern 
wiederum die Tropfenzahl bestimmt. - Es empfiehlt sieh, naeh 
60 Minuten den Versueh abzubreehen. 1m normalen mit Chinin 
oder Atoxyl vergifteten Seren nimmt die Tropfenzahl nieht mehr 
als um drei in 1 Stunde abo 1st im Reagensglas Nr. 1 resp. Nr. 2 
die lipolytisehe Wirkung innerhalb der angegebenen Grenzen nieht 
vollig aufgehoben, so ist zu sehlieBen, daB eine ehinin- bzw. atoxyl­
feste Lipase im Serum vorhanden ist 2). 

Titrimetrisehe Methoden. 
Nach Willstatter 3 ) mit ausgleichender Aktivierung. 
Prinzip: Die Lipasewirkung ist nieht nur von der Wasser­

stoffionenkonzentration abhangig, sondern aueh von den Begleit­
stoffen des Fermentes, die tells fordernd, tells hemmend wirken 
(siehe oben). Um nun gut vergleiehbare Resultate bei versehiedenem 
Reinheitsgrad und versehiedener Herkunft der Lipase zu bekommen, 
wird das Enzym dureh geeignete Zusatze maximal aktiviert oder 
gehemmt. Als solehe dienen Albumin und Kalziumehlorid, Albu­
min und glykoeholsaures Natrium, Albumin und Kalziumehlorid 

1) Vg1. Oppenheimer-Pincussen: 1. c. S. 1503. Vg1. hierzu auch 
Rona, Petow, Schreiber: Klin. Wochenschr. 1922, S. 2366. - Petow 
und Schreiber: KIin. Wochenschr. 1923, S.1248. 

2) Demuth (Biochem. Zeitschr. Bd.150, S.392. 1924) macht darauf 
aufmerksam, daB bei Milchuntersuchungen auf Lipase das Fett der Milch 
oder bei anderen Fragen ein evt1. Kaseingehalt die Tropfenzahl des Tri­
butyrins mehr oder weniger stark herabsetzt. In solchen Fallen ist daher 
immer eine besondere Eichkurve anzustellen. Vg1. auch Gottstein: Jahrb. 
f. Kinderheilk. Bd.106, S.97. 1924. 

3) Willstatter, Waldschmidt-Leitz, Memmen: Zeitschr. f. phy­
siolog. Chern. Bd. 125, S.93 (S. Ill). 1923. 



126 Fettspaltende Fermente (Esterasen, Lipasen). 

und gallensaures Salz. Ais Substrat dient Olivenol. Die ent­
standene Saure wird mittels alkoholiseher Kalilauge titriert. 

Willstatter wendet drei Bestimmungsweisen an: 
1. Die meist angewandte Methode mit weehselndem Ph' 

beginnend im alkalisehen und endend im sauren Gebiet unter 
Aktivierung mittels Kalziumehlorids und Albumins. 

2. 1m alkalisehen Medium (Ph = 8,9) unter Aktivierung 
mittels Albumins und Kalziumehlorids. Die entstehende Fett­
saure erfordert eine groBere Puffermenge, die reinere Praparate 
sehadigt. Daher kann sie bei reineren Praparaten nieht angewandt 
werden. 

3. In konstant saurem Gebiet (Ph = 4,7) unter ausgleiehender 
Hemmung mittels Albumins. 

A usfiihrung zu 1: Man bringt das Enzymmaterial mit Wasser 
auf lO em 3 in eine weithalsige Flasehe mit gut eingesehliffenem 
Glas:3topfen von 30 em 3 Inhalt. Dann gibt man 2,5 g Olivenol [Ver­
seifungszahI185.5 1)] und 2em3 Pufferlosung (n-NHa-NH4CI im Ver­
haltnis 1: 2 also 0,66 em3 n-NHa + 1,34 em3 n-NH4Cl, Ph = 8,9 
bei 30°) und 0,5 ema 2 proz. KalziumehloridlOsung und naeh kur­
zem Durehsehiitteln 0,5 em3 3 proz. Albuminlosung hinzu. Die 
Mischung wird regelmaBig und kriiftig 3 Min. mit der Hand ge­
sehiittelt. Danaeh kommt die Emulsion bei 30 ° in den Thermo­
staten, wobei zu bemerken ist, daB die Emulsionsform selbst nieht 
etwa das Bedingende fiir die Spaltung ist und iiberhaupt die 
Emulsion nur von geringer Bedeutung fiir die lipolytisehe 
Wirkung ist. Die Bestimmung soll so eingeriehtet werden, daB 
die Hydrolyse zwischen lO und 24 % fallt. Ubersehreitet die 
Spaltung 24 %, so soll sie mit der halben Enzymmenge wiederholt 
werden. Die Reaktion durehsehreitet naeh 8,5 % Spaltung den 
Neutralpunkt. Bei 24 % Spaltung, dem Endpunkt der Spaltung, 
ist Ph = 5,5. 

Zur Titration der entstandenen Saure wird der Flaseheninhalt 
mit 96 proz. Alkohol in einen Erlenmeyerkolben gespiilt, so da~ 
das Volumen der alkoholisehen Fliissigkeit 125 em 3 betragt. Die 
cjltropfen, die noeh an der Oberflaehe sehwimmen, lOst man auf, 
indem man noeh 20. em a Ather zusetzt. Die Wirkung der Lipase 
wird hierdureh sistiert. (In nur alkoholisehem Medium sehreitet 
die Fermentwirkung noeh langsam fort.) Als Indikator dienen 
12 Tropfen 1 proz. alkoholiseher Losung von Thymolphthalein, 
es wird mit 0,1 n-l n alkoholiseher Kalilauge bis zu einem deut­
lieh blauen Farbton titriert. Dabei werden auBer der gebildeten 

1) tJber Verseifungszahl s. S. 127. 
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FeM,saure aueh die Salzsaure des Ammonehlorids und die am­
photere Substanz der Proteingruppe aus der Drusensubstanz mit­
titriert. Der hierfUr abzuziehende Alkaliverbraueh wird in einer 
entspreehenden Kontrolle ermittelt. (Der Alkaliwert des Puffers 
ist fUr 2 em3 Puffer 1,34 em3 n-KOH.) 

Als Lipaseeinheit (L. E.) wird die Menge Lipase bezeiehnet, 
die unter den oben eharakterisierten Bedingungen (im Volumen 
von 13 em3, enthaltend 2 em3 NH3-NH4Cl Puffer von Ph = 8,9, 
unter Aktivierung mit 10 mg CaCl2 und 15 mg Albumin) bei 30 0 

in 1 Std. 24 % von 2,5 g Oliven6l [mit einer Verseifungszahl von 
185,51)] spaltet. Das MaB fur die Konzentration der Lipase ist der 
Lipasewert (L. W.), d. h. die Anzahl der Lipaseeinheiten in 1 Zenti­
gramm der Substanz. 

Ausfiihrung zu 2. Zur Fettspaltung bei alkaliseher konstanter Reak­
tion bedarf es groBer Puffermengen, die zu Verlusten an Lipase fiihren kann. 
Das Enzym wird mit Wasser auf 10 ems gebraeht und mit 2,5 g Olivenol 
versetzt. Es wird mit 5 ems des aus (1,67 emS) 5 n-NHa und (3,33 em3 ) 

5 n-NH4Cl zusammengesetzten Puffers gemiseht. Dazu kommen 10 mg 
CaC12, 15 mg Albumin, je 0,5 em3 Wasser, so daB die wasserige Fliissigkeit 
16 em3 betragt. Die weitere Ausfiihrung gestaltet sieh wie unter 1. besehrie­
ben. Nur ist wegen der groBen Puffermenge starkere Lauge (1,5-n-alkohol. 
KOH) erforderlieh. 

Ausfiihrung zu 3. Das Enzym wird wieder auf 10 em3 verdiinnt und 
dazu Pufferlosung (2,00 em3 aus gleiehen Teilen nj2-Essigsaure und nj2-Na­
Azetat, Ph = 4,7) gegeben. Als Substrat dient wieder 2,5 g Olivenol (Ver­
seifungszahl 185,5) mit 15 mg Albumin. Es wird 3 Min. lang gesehiittelt. 
Die Ausfiihrung gestaltet sieh weiter wie unter 1. angegeben. Titriert wird 
mit O,I-n-alkoholiseher KOH. 

Das Albumin wirkt bei saurer Reaktion hemmend; CaC12 ist ohne Wir­
kung. 

Bestimmungsmethode nach Knaffl-Lenz 2). 

Prinzip: Die Verseifung von Estern wird gemessen dureh die 
verbrauehte Laugenmenge, die notwendig ist, urn die dureh 

1) Die Verseifungszahl ist definiert als die Anzahl mg KOH, die zur 
Neutralisation der bei vollstandiger Hydrolyse von 1 g 01 auftretenden Fett­
saure erforderlich ist. Die Bestimmung der Verseifungszahl erfolgt nach 
A. Beythien: Laboratoriumsbuch fiir Nahrungsmittelchemiker S. 113. 
Dresden und Leipzig: .Steinkopf 1931. - 2 g 01 werden in ein Kolbehen 
pipettiert und davon 25 cern einer 0,5-n-alkoholischen KOH gegeben. Die 
Fliissigkeit wird eine halbe Stunde am RiickfluBkiihler auf einem stark 
siedenden Wasserbade erhitzt. Danach titriert man noch warm die unver­
brauchte KOH mit HCl zuriick. (Indikator Phenolphthalein oder Alkali­
blau B). Es ist gutes Jenenser Glas zu benutzen und der Titer der alkoho­
lischen Lauge genau zu ermitteln. 

2) Knaffl-Lenz: Arch. f. expo Pathol. u. Pharmakol. Bd.97, S.242. 
1923. 
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einen entspreehenden Indikator gekennzeiehnete [H·] konstant 
zu erhalten. 

Ausfiihrung: In einen groBen Wasserthermostaten, der die 
Temperatur auf 0,1 ° konstant halt, wird eine Reihe von aus­
gedampften zylindrisehen Hartglasrohren von 200 em 3 Inhalt, 
deren Hals auf 1 em 3 verengt ist, mit Hilie einer vertikal ver­
sehiebbaren Aufhangevorriehtung eingesenkt. Oberhalb der Rohre 
werden kapillar ausgezogene Mikrobiiretten (Teilung 0,01 em3) 

angebraeht. Dureh Heben der Aufhangevorriehtung konnen die 
Rohren so weit aus dem Thermostaten gezogen werden, daB die 
kapillaren Enden in die Halse der Rohren ragen und die Farb­
anderungen der mit Indikatoren versetzten Esterlosungen wahrend 
der Titration beobaehtet werden konnen. Behufs raseher und 
griindlieher Durehmisehung der Esterlosungen befinden sieh Glas­
spiralen in den Rohren, die mit Hille eines Seidenfadens auf und 
ab gezogen werden konnen. Sie dienen aueh dazu, um den an den 
Kapillaren hangenden Tropfen abzuziehen. Die Rohren werden 
gewohnlieh mit je 100 em3 Ester (Athylbutyrat, Propylpropionat, 
Mono- und Tributyrin) und einer entspreehenden Menge folgender 
Indikatoren versetzt: Thymolblau, Kresolrot, Phenolphthalein, 
Kresolpurpur, Methylrot, Bromphenolblau, und die Wasserstoff­
ionenkonzentration einer bestimmten Farbennuanee auf elektro­
metrisehem Wege bestimmt. Wenn die Losungen die Temperatur 
des Thermostaten angenommen haben, erfolgt der Zusatz der 
LipaselOsung (gewohnlieh 0,5-1 em3). Sobald dureh die bei der 
Verseifung freigewordene Saure die Farbennuanee des Indikators 
sieh andert, werden die Rohren zur Titration bis zur Halite aus 
dem Thermostaten gezogen und so viel karbonatfreie NaOH 
zugelassen, bis die urspriingliehe Farbe wieder hergestellt ist; 
gleiehzeitig wird die Zahl der verbrauehten Kubikzentimeter und 
die Zeit notiert. Da die Rohren nur wahrend der Titration offen 
sind, wird eine nennenswerte Verdampfung des Esters aueh bei 
langdauernden Versuehen vermieden. Die Natronlauge ist meistens 
0,5 oder 0,25 n. Die Indikatormenge betragt 1 em3• Die Versuehs­
temperatur betragt meistens 30°. 

Bamann und Sehmeller1) haben die Methode von Knaf£l­
Lenz etwas modifiziert, indem sie den besonders gut spaltbaren 
Methylester der Buttersii.ure benutzen und in reinstem, 002-

freiem Wasser arbeiten. Dieselben Autoren haben erkannt, daB die 
Indikatorenmethode eine sehwere Fehlerquelle enthalt, wenn man 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.194, S.1. 1931. Vgl. auch WiII­
statter, Kuhn, Lind und Memmen: Zeitschr. f. physiol. Chern. Bd. 167, 
s. 303. 1927. 
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nieht gleieh weiter unten zu besehreibende Bedingungen einhii.lt, 
da die Indikatoren die versehiedenen Esterasen z. T. auBer­
ordentlieh stark hemmeu konnen, und zwar in Abhangigkeit 
von Indikatorenmenge, Losungsmittel des Indikators und dem 
Ph der Untersuehungsfliissigkeit. Die Autoren geben folgende 
Ratsehlage an: Als Substratkonzentration diene am besten 
eine Menge von 0,05 em3 = 0,0449 g Methylbutyrat in 100 cm3 

Gesamtfliissigkeitsvolumen. Die Fermentmenge betrage etwa 
0,03-0,2 L_El). Es wird auf diese Weise ein Zusatz groBerer 
EiweiBmenge vermieden. Fiir die Wahl der Indikatoren geben 
Bamann und Sehmeller folgende Richtlinien an (1. c. und zwar 
S. 13): "Als Indikatoren diirfen nur diejenigen Farbstoffe ver­
wandt werden, deren Anwesenheit auf Grund orientierender Ver­
suche keinen, d. h. keinen meBbaren EinfluB auf den Reaktions­
mechanismus ergeben haben. Sie sind in Form wasseriger Losun­
gen (da Alkohol auf Grund von Untersuchungen von Bamann 
und Laeverenz auch auf die Spaltungsgeschwindigkeit einen 
mehr oder weniger starken EinfluB ausiiben kann) und nur in 
Mengen, die den Farbenumschlag deutlich wahrzunehmen erlau­
ben, zuzusetzen. Fiir die Bestimmung der Leberesterasen einiger 
Tiere haben sich als brauchbar erwiesen die Indikatoren Bi'omkre­
solpurpur und N eutralrot; von ersterem setzen wir dem Versuchs­
ansatz von 100 cm3 0,04 mg zu und messen bei Ph = 6,8, von 
letzterem sind etwa 0,3mg notwendig; als gut unterscheidbar fan­
den wir den Farbton bei Ph = 7,3." 

Eine Methode, die in Anlehnung an die Knaffl-Lenzsche 
Methodik ausgearbeitet wurde und die die genannten Einfliisse 
vollkommen ausschaltet, ist die 

Elektrotitrimetrische Methode von P. Rona und 
R. Ammon 2), bei der die fermentative Wirkung durch Anderung 
des Ph der Untersuchungsfliissigkeit (Sauerwerden durch Bildung 
freier Saure aus dem Ester) verfolgt wird. 

Die Anfangswasserstoffionenkonzentration ist die der Neu­
tralitat (bei 18°: Ph = 7,07; bei 37°: Ph = 6,76), auf die die Fer­
mf'ntlOsung vor Zusatz des Esters gebracht war. 

Die Versuche werden in einem geraumigen Wasserbade (siehe 
Abb. 60), dati dureh einen Thennostaten stiindig auf 37 ° gehaltcn 
wird, ausgefiihrt. Auf einer Briieke, die in das Bad etwa 10 cm 
tief eingesetzt ist, steht eine innen und auBen paraffinierte, mit 
gesattigter Kaliumchloridlosung gefiillte, 11 em hohe Glaswanne, 

1) Die Bedingungen fiir die Lipase·Einheit nach Bamann: Ber. d. 
dtsch. chern. Ges. Bd. 62, S. 1538. 1929, und zwar R. 1541. 

2) Biochem. Zeitschr. Bd. 181, S.49. 1927. 
Rona, Fermentmcthudell, 2. Auflage. 9 
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in die das AbfluBrohr der gesattigten Kalomelelektrode 
(Anode) taucht, so daB die Elektrode selbst noch etwa zu 
1/3 im Wasserbade ist. Auf der Briicke steht femer ein dick­
wandiges, etwa 120 cm 3 fassendes und 12 cm hohes Standglas, 
das mit der Versuchslosung gefiillt ist. In diese Fliissigkeit wird 
0,5 em tief eine Gloekenelektrode (Kathode) eingesetzt. Dureh 

Abb. 6 . 

einen Agarheber von 
dem Standglase zum 
Kel-Bade sind beide 
Elektroden miteinan­
der verbunden. Die 
Ableitungsdrahte der 
Elektroden gehen ent­
weder an die Gasketten­
Apparatur nach L. Mi­
chaelis mit dem Ka­
pillarelektrometer oder 
an das Potentiometer 
naeh E. Mislowi tzer 
oder an das Rohren­
voltmeter (vgl. S. 94). 
Um eine gute Durch­
mischung der Unter­
suchungsfliissigkeit zu 
gewahrleisten, ist noch 
ein Riihrer angebracht, 
der durch eine be­
sondere Konstruktion 
mit dem Riihrwerk des 
Wasserbadesin Verbin­

dung gesetzt ist. Durch die Gloekenelektrode geht bestandig 
Wasserstoffgas, um jederzeit wahrend der Versuchsdauer Ph­
Messungen ausfiihren zu konnen. Werden kleinere StandgefaBe 
mit kleinen Gloekenelektroden benutzt, so konnen gleichzeitig 
zwei Versuehe in Gang gehalten werden. Hinter dem Wasserbad, 
und zwar in Hohe der Untersuchungsfliissigkeit, ist noch eine 
2 Volt-Birne angebraeht, die zum Leuchten gebraeht wird, wenn 
die Ausgangsfliissigkeit etwas getriibt ist (PreBsaft oder Ester­
emulsion) und es gilt, zu sehen, ob und wie tief der Platindraht 
der Elektrode eintaucht. 

Beispiel: In das Standglas, das sich in dem auf 37° ange­
heizten Wasserbade befindet, werden 4 em3 Sehweine-Leber­
PreHsaft und 96 cm3 Wasser gefiillt. Nach einer halben Stunde 
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wird die Glockenelektrode eingesetzt und 10-15 Minuten Wasser­
stoffgas durchgeleitet. Jetzt hat die Lasung die Wasserbadtem­
peratur angenommen, und die platinierte Platinelektrode hat sich 
mit Wasserstoff beladen. Durch einen Agarheber wird der Strom­
kreis geschlossen. Die Ph-Messung erfolgt unter bestandigem 
Wasserstoffstrom, wobei der Riihrer auf Leerlauf gestellt werden 
kann, was aber nicht notig ist. Es hat sich erwiesen, daB das 
Potential sich schneller einstellt, wenn man bei stromenden 
Wasserstoff miBt. Bei sehr langdauernden Versuchen kann man 
dann nach der Messung den H 2-Strom unterbrechen (am besten 
am Hahn der Glockenelektrode) und etwa 1 Minute vor jeder 
Messung wieder anstellen. Es werden z. B. 595 Millivolt, folglich 
Ph = 5,85 gemessen. Durch tropfenweise Zugabe von I/lO-n-NaOH 
unter Wasserstoff-Einleiten und Riihren wird die Lasung allmahlich 
neutraler, bis der Neutralitats-Ph (651 Millivolt; Ph = 6,76) erreicht 
ist. Zu der so neutralen Lasung werden 0,2827 g von Mandelsaure­
methylester 1), in 1 cm3 Toluol ge16st, gefiigt. (Die Esterzugabe 
kann auch direkt erfolgen). Nachdem durch starkeres Riihren 
und Durchleiten von Wasserstoffgas das Toluol entfernt ist 
(10-20 Min.; der Ester blieb danach in Losung), wird der Ph auf 
einem konstanten Wert gehalten. Es wird durch Zufiigen von 
l/lO-n-NaOH das Potential zwischen den Elektroden stets auf ca. 
651 Millivolt gebracht. So sind im Laufe 1 Std. 3,4cm3, nach 2 Std., 
nachdem die Lasung wieder genau auf den Ph 6,76 gebracht 
worden ist und der Versuch abgebrochen wurde, insgesamt 
7,2 cm 3 n/lO-NaOH verbraucht worden. Die 7,2 cm I/10-n-NaOH 
entsprechen 0,1094 g Mandelsaure oder 0,1195 g Mandelsaure­
methylester; 42,27 0/ 0 des Esters sind also verseift worden. Dieser 
Wert ist etwas zu hoch, es muB noch die Eigenverseifung des Esters 
beriicksichtigt werden, die in einem Kontrollversuche unter sonst 
gleichen Bedingungen, nur mit gekochter Ferment16sung, be­
stimmt wird. 

Bestimmung der Rizinuslipase nach Willstatter­
W aldschmid t-Leitz 2). 

In ein kleines zylindrisches Standflaschchen mit eingeschlif­
fenem Stopfen von 15-20 cm3 Inhalt wird das zu untersuchende 
Enzympraparat eingewogen (und zwar in der Regel die 1,0 g 
rohem, ungeschaltem Samen entsprechende Menge, und mit 2,50 g 
01 (meist Olivenol) vermischt. Das 01 wird pipettiert, und zwar 

1) Darstellung von Mandelsauremethylester siehe S. 143. 
2) Zeitschr. f. physiolog. Chemie Ed. 134. S. 161. H)24. 

9* 
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eieht man sieh eine MeBpipette, indem man auswagt, wieviel em3 

01 2,5 g entspreehen. Zu der auf 20 0 gehaltenen Misehung werden 
alsdann 2,00 em3 0,5-n-Azetatpufferlosung von Ph 4,7 (bestehend 
aus 1,00 em3 0,5-n-Essigsaure + 1,00 em3 0,5-n-Ammonazetat) zu­
gegeben, worauf das Flasehehen 3 Minuten lang kraftig mit der 
Hand gesehiittelt wird, dann laBt man es noeh 17 Minuten im 
Thermostaten von 20 0 stehen. Der Inhalt des FHisehehens wird 
dureh Zusatz von 30 em3 96prozentigem Alkohol in einen 250 em3-

Erlenmeyerkolben iibergespiilt (Alkoholspritzflasehe !), so die Fer­
mentwirkung unterbroehen und die gebildete Fettsaure naeh Zusatz 
von 15em3 Ather mit n-KOH und Phenolphthalein als Indikator 
titriert. Bei Spaltung des alkohollosliehen Rizinusols eriibrigt sieh 
der Zusatz von Ather. Da sowohl der angewandte Puffer als aueh 
die amphotere Substanz der Enzympraparate in alkoholiseher 
Losung einen Eigenverbraueh an Lauge aufweisen, muB dieser 
Betrag in einer Leerbestimmung ermittelt werden. 

Als MaE fiir die Rizinuslipase ist die Phytolipase­
Einheit (Ph-L-E) gewahlt, d. i. diejenige Enzymmenge, die unter 
den genannten Bedingungen (bei 20 0, Ph 4,7) 2,50 g Olivenol (Ver­

seifungszahl 185,5) in 20 Minuten zu 
7,5% spaltet. 

R 

Abb. 61. L Ringerlosung oder 
Serumverdiinnung, N Glasnadel, 
S Gewebsschnitt, E Einsatz fiir 
Atmungsversuche, H Helm des 
Manometers, Tu Tubus, R Retort-e. 

Gasanalytisehe Bestimmung der 
Esterasewirkung1). 

Prinzip: Die Methode erlaubt, sehr 
geringe Lipasemengen zu bestimmen 
und aueh, das Ferment im iiberleben­
den Gewebe naehzuweisen. In An­
lehnung an die Warburgsehe Methode 
des Glykolysenaehweises wird die bei 
der Verseifung von Estern (z. B. Tribu­
tyrin) gebildete Saure (z. B. Butter­
saure) dadureh gemessen, daB man das 
Volumen einer dureh die Saure aus 
einer Bikarbonatlosung ausgetriebenen 
aquivalenten Menge CO2 manometriseh 
bestimmt. . 

Apparatur: Zur Messung der CO2 dienen Bareroftsehe 
Blutgasmanometer in der Warburgsehen Modifikation, die auf 
einer Sehiittelvorriehtung montiert sind (Tourenzahl 60-120 pro 
Minute). Als ReaktionsgefaBe dienen Glastroge von ca. 10 em3 

1) Rona lind Lasnitzki: Biochem. Zeitschr. Bd. 152, S.504. 1924. 



Bentimmungsmethoden. 133 

Inhalt (Abb. 61 und (2). Ein kleiner abgetrennter Glasraum kann 
zur Aufnahme evtl. Absorptionsfliissigkeit (fUr Atmungsversuche 
angebracht werden). Der Glastrog wird mittels eines Schliffes an 
dem Helm des Manometers befestigt. Sehr gut 
bewahrt sich die von Nicolai angegebene Form 
(Abb. (3) des ReaktionsgefaI3es. Als Manometer­
sperrfliissigkeit dient die Brodiesche Fliissig­
keit. Sie besteht aus 500 cm3 Wasser, 23 g NaCl, 
5 g gallensaurem Natron und ist znr Abhaltung 
von Bakterien mit so viel alkoholischer Thymol-
lOsung versetzt, daB sie deutlich nach Thymol Ahb. 62. 

riecht. Wenn man die BrodielOsung besser sicht-
bar machen will, so gibt man am besten Indigokarmin odeI' auch 
Fluoreszein hinzu. Die Manometer enden unten in einem Gummi­
schlauch mit Druckschraube. 

Eichung der GefaBe. 
Die GefaBe und der Stopfen wer­

den einen Tag mit Kaliumbichromat­
schwefelsaure gereinigt, mit Leitungs­
wasser und danach mit destilliertem 
Wasser gut gespiilt und im Trocken- Ahb.63. 

schrank bei 1000 getrocknet. In den 
Schlauchansatz am unteren Ende des Barometers wird durch den 
oben offenen linken Barometerschenkel unter mehrfachem VoI'­
und Zuriickdrehen des Schlauchquetschers Brodielosung einge­
fiillt, deren spezifisches Gewicht so beschaffen ist, daB 10000 mm 
Fliissigkeitssaule 760 mm Hg entsprechen. Man kann auch den 
mit Brodielosung gefiillten Schlauchansatz iiber das untere Ende 
des Manometers ziehen und dann mit Draht und Kollodium gut 
an dem Manometer befe3tigen. So gelangen weniger Luftblasen in 
das Manometer. Vor del' Eichung iiberzeugt man sich, daB beim 
Hochdriicken del' Fliissigkeit in die Kapillaren keine Luftblasen 
in die Kapillaren hineingelangen und auch die beiden Menisken 
blasenfrei sind. 

Die getrockneten GefaBe werden an ihren Schlifflachen maBig 
eingefettet, mit Gummischniiren oder besser mit kraftigen Spiral­
federn an den Konus odeI' die Haube des Manometers angesetzt 
und mit dem Stopfen fest verschlossen. Man vermeide Fette, 
welche organische Bestandteile enthalten, wie Adeps suillus, 
Adeps lanae, Sebum ovile usw., weil diese bei Lipasearbeiten 
:Fehler hervorrufen; auch vermeide man, daB beim Hineindrehen 
del' Schliffe Fett in das Innere der GefaBe gelangt. 
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Die konischen Stopfen und Retorten sind sehr fest, unter Anwendung 
von leichter Gewalt einzusetzen, bis die Drehbewegung durch engste An­
naherung der beiden Glasflachen erschwert ist. Bei Nichtbeachtung dieser 
Vorschrift ergeben sich bei der Eichung oder bei spateren Versuchen an­
sehnliche scheinbare Volumenveranderungen des GefaBes. Es ist iiberhaupt 
zweckmaBig, bei Fermentarbeiten, bei denen erst im Verlauf des Versuches 
ein Substrat oder ein Gift hinzugefiigt werden solI, GefaBe wie Abb. 63 und 89 
zu benutzen, da in manchen Fallen beim Umdrehen einer besonders un­
giinstigen Retorte eine scheinbare Gasbildung bis zu 30 cmm vorgetauscht 
wird. Es hat sich auch gezeigt, daB die GroBe der Schliffflache die Fehler­
grenze erheblich verstarken kann. Es ist also ratsam, moglich kleine Schliff­
flachen anzuwenden. 

Die Eichung del' GefaBe hat den Zweck, das Volumen des 
GefaBes zu ermitteln. Del' Eichung liegt folgendes Prinzip zu­
grunde: Komprimiert man ein unbekanntes Volumen Vl' das unter 
dem Atmospharendruck p steht, auf ein kleineres, ebenfalls un­
bekanntes Volumen VO' so wachst del' Druck urn hl' und es besteht 
die Beziehung 

(1) 

Verkleinert man das unbekannte V olumen Vl urn die bekannte 
GroBe a, indem man eine bestimmte Menge Fliissigkeit einfiillt, 
und komprimiert wieder bis zum gleichen Punkt, so besteht die 
Beziehung 

(2) 

h2 ist gl'oBer als hl"' da Vo - a kleiner ist als vO' Durch Subtrak­
tion del' Gleichung (1) und (2) ergibt sich: 

h2 
Vo = a h2 _ hl (3) 

Das Volumen des GefaBes wird also ermittelt durch eine ab­
gemessene Menge Fliissigkeit und zwei Manometerablesungen. 

Die Eichung wird ausgefiihrt, indem die vorbereiteten Apparate 
in das Wasserbad eingesetzt und bei geoffneten Hahnen die Menis­
ken ganz herunter bis untel' den Anfang del' Teilung gedreht 
werden. Urn die Einfliisse del' Temperatur- und del' Druckver­
anderung auszuschalten, halte man das Wasserbad bei Zimmer­
temperatur einigermaBen konstant und beobachte haufiger das 
Barometer. Die Temperaturschwankungen diirfen nicht tiber 10, 

die Barometerschwankungen nicht iiber 5 mm Hg betragen. Vo ist 
bei del' Eichmarke M gemessen worden und gibt infolgedessen den 
Inhalt des Gesamtraumes von M ab wieder. Da del' Durchmesser 
del' Kapillare bekannt ist und mit 1,2 mm angeschlagen werden 
kann, so muB das kleine Volumen des Zylindel's von del' Eichmarke 
M bis zur Marke 15, del' Nullmarke, bei del' man aHe Messungen 
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praktisch ausfiihrt, in Abzug gebracht werden und zwar nach 
der Formel VA = nr2h. Bei h = 10 cm ist VA = 3,14·0,0036·10 cm3 

= 0,113 cm3, wobei r, der Radius der Kapillare, mit 0,6 mm ver­
anschlagt ist. 

Vor Beginn der Eichung und vor jeder neuen Einstellung 
warte man mindestens eine halbe, am besten eine Stun de bei 
vollig heruntergedrehten Menisken, bis die Kapillaren abgelaufen 
sind, stelle dann durch vorsichtiges Anschrauben den rechten Me­
niskus mit seinem unteren Rand auf den Anfangsteil der Skala (0,0) 
unter sorgfiiJtiger Vermeidung von Parallaxenfehlem durch Spie· 
gelablesung ein und schlieBe den Hahn. Beim Drehen der Schraube 
unten steigen beide Schenkel mit verschiedener Geschwindigkeit 
empor. Man kann dabei beobachten, daB der linke Schenkel sich 
nicht sofort in eine Ruhelage einstellt, wenn man mit Drehen auf­
hort. Der Grund hierfiir ist einmal eine leichte Verzogerung des 
Gasaustausches durch die Kapillare, was ohne EinfluB auf die 
Eichung bleibt, femer bei Anwesenheit von Wasser im GeHiB 
eine verzogerte Einstellung deR Gleichgewichtes: 

Partialdruck des Gases im Gasraum 
GaslOsung in der Fliissigkeit 

Diese Verzogerung ist selbst bei sorgfaltigstem Arbeiten immer 
der Grund fUr Unstimmigkeiten bei der Ermittlung von h2' wenn 
das Volumen a in Form von Wasser eingefiillt wird. Die Schwan­
kungen konnen bei manchen GefaBen bis zu 20 mm betragen 
und stehen offensichtlich 

Quecksil ber. zu der Menge des ein-
gefiillten Wassers in Be- Temperatur Spezifisches 11: Spezifisches 
ziehung. Man vermeidet __ G_r_ad __ ~_G_ew_ic_h_t_~: __ G_e_Wl_'c_h,t 
sie vollig, wenn man hI 
und h2 in vollig trocke­
nen GefaBen bestimmt 
und das V olumen a als 
Quecksilber einfiillt, aus­
wagt und unter Beriick­
sichtignng des spezifi­
schen Gewichtes des Hg 
bei der Eichtemperatur 
sein V olumen bei dieser 
Temperatur errechnet, 

15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 

13,5584 
13,5560 
13,5535 
13,5511 
13,5486 
13,5461 
13,5437 
13.5412 
13,5388 
13,5363 
13,5339 
13,5314 

0,073754 
0,073768 
0,073782 
0,073795 
0,073808 
0,073822 
0,073835 
0,073849 
0,073862 
0,(73871) 
0,073889 
0,073902 

was zugleich den Vorteil einer genaueren Bestimmung von a hat. 
Zur Berechnung des Hg-Volumens ans dem Hg-Gewicht diene 

nebenstehende Tabelle. 
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Es gelingt mit dieser Methode, hI und h2 in mehrfaeh aufein­
anderfolgenden Ablesungen immer wieder auf 0 bis hoehstens 
1,0 mm genau, also mit einem wahrseheinliehen Fehler von 
± 0,5 mm zu bestimmen. 

Die GroBe h2 - hI kann ohne weiteres dureh Subtraktion der 
entspreehenden beiden, am offenen (linken) Manometersehenkel 
abgelesenen Werte erhalten werden, dagegen bereehnet sieh h2 
aHein als Differenz der Standpunkte der Menisken in dem offenen 
(linken) und dem naeh der AuBenluft gesehlossenen (reehten) 
Manometersehenkel. 

Beispiel einer Ermittlung von v. Temperatur des Wasserbades 
t = 25,4 0 C. Eiehmarke M = 5,0, hI = 1l,93 em, h2 = 21,43 em, 
naeh Abzug der Eiehmarke h2 = 16,43. h2 - hI = 9,50 em. {J Hg 
= 60,92 g, d. h. a = 4,49 em3• 

h2 16,43 3 
VOl = a h2 _ hI = 4,49· 9,50 = 7,760 em , 

VA = 0,1l3 em3 (vgl. S. 135), 

VOn = 7,647 em3, 

Die Untersuehungsteehnik. 
Prinzip: In einem abgeschlossenen, mit Manometer versehe­

nen System von dem Volumen V bei der Temperatur T und 
dem Druek P entstehe oder verschwinde ein unbekanntes Gas­
volumen v". Die dabei auftretende Druckanderung, bei konstant 
gehaltenem Volumen, sei h. Es besteht dann folgende Beziehung: 

(v + v,,) P = (P + h) . v, 
daraus 

v(P+h)-Pv hv 
v" = P = p' (1) 

Bei Reduktion aHer Werte auf Normalbedingungen (Temperatur 
2730 abs. und Barometerdruek Po = 760 mm Hg) besteht folgende 
Beziehung: 

273 P 
vz=v"'p'p' 

o 

Setzt man fur v" den gefundenen Wert aus (1) ein, so erhalt man 

273 
v T 

± v(ll = ± h - P 0--- • (2) 
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In dem bekannten Raum v befinde sich eine ]'liissigkeitsmenge Vp • 

Der restliche Gasraum betrage Va, d. h. 

(3) 

Die in der Fliissigkeit (bei einem Partialdruck von 760 mm Hg, also 
Po) geloste Gasmenge betragt dann auf Normalbedingungen redu­
ziert Vp IX, wobei IX der Bunsensche Absorptionskoeffizient fiir das 
im Versuch entstehende oder verschwindende Gas1) und die ver­
wendete Fliissigkeit ist. 

1st h die beobachtete Druckanderung, so hat sich also die in 
VFIX 

der Fliissigkeit geloste Gasmenge urn h· Po geandert. Dieser 

Wert muB zu dem in Gleichung (2) bestimmten Wert hinzu­
addiert werden, so daB man schlieBlich als Gesamtanderung erhalt 

273 
VFIX + vGT . 

± vi!) = ± h-- ----- (4) 
Po 

1st die Sperrfliissigkeit des Manometers Brodiesche Losung, so 
wird Po = 10000 mm. Man kommt zu dem Ausdruck 

[VlllX + VG~;-l 
± Vi!) = ± h .- lOo06---- . (5) 2) 

Der in der Klammer stehende Bruch stellt die GefaI3konstante K 
fUr das betreffende Gas dar. 

Es ist also 
±Vi!) =±h·K, (6) 

d. h. die entstandene odeI' verschwundene Gasmenge in mm3 ist 
gleich dem Produkt aus der GefaBkonstanten und der Druckzu­
oder -abnahme in mm Brodie, sofern die Werte fiir Vp und Va 

ebenfalls in mm3 eingesetzt sind. 

1) Absorptionskoeffizient (I( in Wasser 
fiir Sauerstof£ bei 18 0 0,0322, bei 25 0 0,0283, bei 37,5 0 0,0237, 
fiir CO2 " 18 0 0,928, ,,25 0 0,759, ,,37,5 0 0,561. 
2) Benutzt man aus bestimmten Griinden (genauere Ermittlung sehr 

kleiner Gasmengen) eine Sperrfliissigkeit von anderem spezifischen Gewicht, 
80 ist der Nenner des Bruches mit SB/S zu multiplizieren, wo SJj das spe­
zifische Gewicht der BrodielOsung, S das spezifische Gewicht der Sperr­
fliissigkeit bedeutet. S. auch Rona und Fa bisch: Biochem. Zeitschr. 
Bd. 227, S. 205. 1930. 
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Gleichung (1) gilt fur jedes beliebige P, da dieser Wert sich bei 
der Subtraktion, durch die man zu Gleichung (2) gelangt, immer 
heraushebt. Die GefaBkonstante K gilt also fUr jeden in dem 
System herrschenden Druck, ist daher unabhangig von dem 
Atmospharendruck und unabhangig von der H6hendifferenz der 
Menisken in beiden Schenkeln des Manometers. 

Die Konstante setzt voraus, daB bei Anderung der Gas­
massen jederzeit das Absorptionsgleichgewicht zwischen Gasraum 
und Flussigkeit besteht. Um diese Voraussetzung in hoher An­
naherung zu erfullen, ist die Apparatur mit einer Schuttelvor­
richtung versehen, deren Amplitude an der Exzentersteuerung 
und deren Frequenz durch verschiedene -obersetzer bzw. einen 
Regulierwiderstand am Motor reguIiert werden k6nnen. 

Bei8piel einer K-Berechnung: 
Vo .. = 7647 mm3, vp = 2000 mm3, Vg = 5647 mm3• Versuchs-

273 
temperatur betrage 25,8 0 = 298,8 0 (T), d. f. vg • T = 5160 mm3• 

at~~~ = 0,742 d. f. Vp·at = 1484 mm3, mithin ist Vp· at + Vg 2;3 
= 6644 mm3, d. f. K = 0,664. Rier ist zu bemerken, daB zur Be­
rechnung der entstehenden oder verschwindenden Gasmenge nach 
v'" = ± h· K h in mm auszudriicken ist und daB V", dann in 
mm3 erhalten wird. 

Fur atmospharische Druckanderungen im Laufe eines Ver­
suches muBte eine Korrektur angebracht werden, da dann die 
Bedingungen der Gleichung (1) nicht gelten, weil die Werte P der 
beiden Summanden nicht mehr gleich sind. Doch eriibrigt sich 
das bei Anwendung eines Thermobarometers, da man an diesem 
die notwendige Korrektur direkt in mm Brodie ablesen und die be­
obachteten Druckanderungen an den VersuchsgefaBen einrechnen 
kann. 

Thermo barometer: Die wahrend eines Versuches unver­
meidlich auftretenden Schwankungen des Luftdruckes und der 
Temperatur wiirden das Ablesungsergebnis erheblich verfalschen 
und mussen deshalb durch eine geeignete Korrektur beseitigt 
werden. Man benutzt hierzu ein GefaB (Thermobarometer), in 
dem weder eine Gasentwicklung noch eine Gasaufnahme statt­
findet; aIle hier auftretenden Druckschwankungen k6nnen nur 
auf Anderungen des Luftdruckes und der Temperatur beruhen. 
Eine einfache -oberlegung ergibt, daB Luftdruckschwankungen in 
allen GefaBen die Manometerflussigkeit um die gleiche Anzahl von 
mm heben oder senken. Auch die durch Temperaturschwankungen 
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hervorgerufenen Druckanderungen werden bei den gewohnlichen 
kleinen Verschiedenheiten des Anfangsdruckes in den verschie­
denen GefaBen praktisch gleich sein. Es folgt daher, daB Luftdruck­
und Temperaturschwankungen in allen Manometern die Mano­
meterfliissigkeit um die gleiche Strecke verschieben. Zur Korrek­
tur der Ablesung ist es also nur notwendig, die Schwankung des 
Thermobarometers in mm Brodie mit umgekehrtem Vorzeichen zu 
den Ablesungen der eigentlichen Versuchsmanometer zu addieren. 

Leerversuch: Von dem Gebrauch des Thermobarometers 
ist zu unterscheiden der des Leerversuches. Dieser ist in all den 
Fallen notwendig, wo neben dem eigentlich zu untersuchenden 
ProzeB ein anderer einhergeht, der ebenfalls mit einer Gasent­
wicklung oder -aufnahme verbunden ist (Atmung, Autolyse usw.). 
In einem GefaB wird dieser allein gemessen und die entwickelte 
Gasmenge nach der Formel h mal GefaBkonstante bestimmt. 

Beispiel: Bestimmung einer Reaktion, bei der gleichzeitige 
autolytische Veranderungen das Ergebnis verschleiern wiirden. 

° 

T.B. = Thermobarometer. L = Leerversueh (Autolyse) K = 0,6. 
V =Hauptversueh (Autolyse + Hauptreaktion) K = 0,5. 

Zeit T.B. L K =0,6 1 V K =0,5 

em Brodie 
20,2 

em Brodie 'em Brodie 
28,1 

1 Std. 20,6 + 0,4 
20,5 + 0,3 

i 18,3 
I 20,7 + 2,4 

22,6 + 4,3 
23,9 - 4,2 
19,2 - 8,9 2 " 

Naeh Korrektur mit Hilfe des Thermobarometers 
o I 18,3 28,1 
I Std. I 20,3 + 2,0. 23,5 - - 4,6 
2 " I 22,3 + 4,0 i 18,9 - 9,2 

1m Hauptversuch (Autolyse + Hauptreaktion) ist eine Druck­
abnahme von 46 mm entsprechend einer Gasaufnahme von 
46'0,5 = 23 mm3 pro Stunde zu beobachten; im Leerversuch eine 
Druckzunahme von 20 mm entsprechend einer Gasproduktion 
von 20'0,6 = 12 mm3 pro Stunde. Daraus ist zu schlieBen, daB 
die Autolyse den Effekt des Hauptprozesses zum Teil aufhebt; 
dieser verliiuft also ohne diese Storung mit einer Gasaufnahme 
von 23 +- 12 = 35 mm3 pro Stunde. 

Spaltung von Tributyrin durch Meerschweinchen­
serum-Esterase. Die Verfolgung der fermentativen Tributyrin­
hydrolyse kann in dem Trog nach Abb.61 und 63 ausgefiihrt 
werden. Der kleine Anhang in dem Trog nach Abb. 63, eine An­
ordnung von Nicolai, hat den Zweck, Substrat- und Ferment­
losung getrennt einzufiillen, um die Spaltung des Esters nach 
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Durehmisehen in der gesehlossenen Apparatur gleieh von Anfang 
an verlolgen zu konnen. Nahere Besehreibung dieser Teehnik siehe 
weiter unten (S.141). In dem anhangslosen Trog geht die Hydrolyse 
des Esters gleieh naeh dem gemeinsamen Einfiillen der Tributyrin­
emulsion und Fermentlosung vonstatten. Man kann diesen Trog 
nur dann benutzen, wenn der Spaltungsverlauf dureh eine Gerade 
gekennzeiehnet ist. Es wird dann aus der Geraden gewissermaBen 
ein Stuek herausgegriffen. 

Die Ausfuhrung einer Verlolgung einer Tributyrinhydrolyse 
dureh Meersehweinehenserumesterase verlauft folgendermaBen: 
Als Substrat dient eine IOproz. Tributyrinemulsion in R(20) 

(R(20) : 100 em3 9%0 NaCl- + 2 em3 1,2 KGl- + 2 em3 1,76% CaCl2 
[krist.] + 20 em3 1,26% NaHCOs-Losung), 

als Fermentlosung eine Serum-Verdunnung 1: 10 bis 1 : 500 
in R(20)' 

Die Temperatur des Wasserbades betrage 37,5°. Das Gas­
gemiseh, mit dem R(20) zu sattigen ist und mit dem Vy gefiillt sein 
solI, hat die Zusammensetzung 95% N2 + 5% CO2, VB betrage 
3 em3, und zwar solI sieh VB zusammensetzen aus 2,7 em3 Serum­
verdunnung bzw. R(20) und 0,3 ems Substratemulsion bzw. R(20) 

bei den KontroII-Versuehen. 
Man fulle in je 2 Troge naeheinander folgende Losungen ein: 

Trog 1 und 2: Trog 3 und 4 
2,7 ems FermentlOsung. 2,7 em3 R(20) 

+0,3 em3 Substratemuls. 0,3 em3 Substratemuls. 
Trog 5 Trog 6 

2,7 em3 FermentlOsung Ohne Fullung: 
0,3 em3 R(20) Thermobarom. 

Trog 1 und 2 geben in Doppelversuehen die fermentative Hydro­
lyse wieder, die aber noeh die sogenannte Eigenverseifung des 
Esters enthalten kann und die dureh die Versuehsansatze in 
Trog 3 und 4 kontrolliert wird. Die Werte der Eigenhydrolyse, in 
mms CO2 ausgedriiekt, sind dann von den Werten, die aus Trog 1 
und 2 erhalten werden, in Abzug zu bringen. Bei Tributyrin ist die 
Eigenverseifung aueh unter den gewahlten Bedingungen sehr klein 
und oft zu vernaehlassigen, bei Anwendung von z. B. Mono­
butyrin oder Mandelsauremethylester dagegen nieht (s. aueh Tab. 
S.142). Naehdem die Troge an die korrespondierenden Helme der 
Manometer gebunden sind, und zwar am besten mit Hilfe von nieht 
rostenden Stahlspiralen, wird das Gasgemiseh eingeleitet (3 Min.). 

Das Gas tritt an dem reehten Sehenkel des Manometers ein 
(dem mit Hahn versehenen) und an dem Tubus des Helms wieder 
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aus. - Nun werden die Apparate ins Wasser bad gesetzt und zwecks 
Temperaturausgleichs etwa 10 Minnten geschiittelt. Die Bewegung 
hat bei nicht zu groBer Amplitude eine :Frequenz von 100-120 pro 
Minute. Unmittelbar nach dem Eintauchen del' GefaBe in das 
Wasserbad dehnt sich das Gas aus und driickt die rechten Mano­
meterschenkel nach unten. Man kann diese anfangliche Druck­
zunahme ausgleichen, indem man - bei dem notigen Uberdruck 
im linken Schenkel - ganz kurz 
den Hahn offnet, wo bei etwas Ga,s I~ __ L _ 
entweicht, Luft abel' nicht ein-

13 
dringen kann. Bleibt das Thermo-
barometer konstant, so ist del' t 12 

Temperaturausgleich beendet. Die 111 -

Einstellung auf die N ullmarke und ,/:w 1----,--+ 
Ablesungen des Manometerstan- ~ 9 

des wird sofort im AnsehluB daran ~ 8 

vorgenommen.DiegraphischeDar- ,7 
~ steHung (Abb. 64), wobei die Zeit ~ 6 

auf der Abszisse und die Butter- ~ 5 -

saurewerte in Mikromol auf del' q-­

Ordinate abgetragen sind, gibt 
die Spaltung wieder und zeigt, 
daB die Spaltung nullmolekular 
verlauft. 

Bei Anwendung des Nieolai­
troges befindet sieh die kleinere 
Fliissigkeitsmenge in dem Anhang, 

¥O 50 60 70 80 90 100 110 
Zeit In Mmulen -..... 

Abb.64. 

also bei unserm Beispiel die 0,3 cm3 del' Esteremulsion und die 
2,7 cm3 del' Fermentverdiinnung in dem groBen Hauptteil des Troges. 
Das Gaseinleiten und Einsetzen erfolgt genau so wie bei den anderen 
Trogen. Nach Einstellung des Temperaturgleichgewichts, das da­
durch kontrolliert werden kann, ob nach Einstellung del' Brodie­
flussigkeit auf die Nullmarke, also M = 15, keine oder nur eine 
geringe, durch die Eigenhydrolyse des Esters bedingte Volumen­
anderung stattfindet, kann man zur Mischung von Substrat und 
Ferment schreiten, wobei ,ehr genau darauf zu achten ist, daB 
dabei nicht, von del' Fliissigkeit in die Kapillare gelangt. Man 
liest den Stand der Brodiefliissigkeit im linken Schenkel des Mano­
meters ab - bei M = 15 im rechten Schenkel. Jetzt wird die Off­
nung des oberen Endes des linken Schenkel mit dem Zeigefinger 
del' rechten Hand verschlossen und das ganze Manometer mit del' 
rechten Hand und Unterstiitzung mit der linken Hand aus dem 
Wasserhade herausgenommen. Nun hringe man durch vorsichtiges 
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N eigen und Bewegen des Manometers den Inhalt des groBen und 
kleinen Teil des Troges in Verbindung und mische die Fliissigkeiten 
griindlich durch, wobei man mit der linken Hand den Trog fest 
gegen den Helm preBt. Danach setze man das Manometer wieder 
ins Wasserbad zurUck. Man lese gleich nach dem Einsetzen die 
Zeit ab und betrachte diesen Zeitwert als t = O. Nach 5 Min. kann 
die erste Ablesung gemacht werden, nachdem der rechte Schenkel 
auf M = 15 gestellt ist. 

Spaltung des raz. Mandelsauremethylesters durch Taka-Esterase 1). 
Statt des Tributyrins und der Meerschweinchenserumesterase 

kann man z. B. die Spaltung des Mandelsauremethylesters durch 
Taka-Esterase verfoigen. Hier nehme man eine R(10)-Losung, 
d. h. jetzt 10 cm3 der 1,26proz. NaHCOa-Losung auf 104 ems des 
isotonisehen NaCI, KCI, CaCI2-Gemischs, und arbeite man bei 
niedrigerer Temperatur. Die geringere Alkalitat und niedrigere 
Temperatur bewirken eine Herabsetzung der Eigenhydrolyse des 
Esters. Die foigende Tabelle gibt einen solchen Versuch wieder. 

Apparat 2; K = 0,62 Apparat 7; K = 0,67 
Ferment· und Eigenhydrolyse Eigenhydrolyse des Esters 

Apparat 1 
des Esters, 0,6 em" Fermentemulsion 0,5 em' R(10) + 1,0 em' 

Esterliisung + 1,0 em' Esterliisung 
Zeit Thermobaro- -- ---- ~--~---

mm I mm' 00, Min. meter mm 
1,5 em' R(lO) Brodie ohne I mit Brodie 

0 
5 

10 
15 
25 
35 
45 
55 

em Brodie nach naeh mm' 
em Brodie Thermo-I Ester- em Brodie Thermo- 00, 

barom.- hydrolyse- barom.-
Kontrolle abzug Kontrolle 

11,10 - 6,30 
0,151 

- - - 7,01 - - -
10,90 (-) 0,20 6,45 3,5 1,82 0,96 6,95 ( - ) 0,05 1,5 0,86 
10,80 (~) 0,30 6,70 0,40 7,0 3,64 3,35 6,75 (-) 0,25 0,5 0,29 
10,60 (-) 0,50 6,75 0,45 9,5 4,94 3,23 6,80 (-) 0,20 3,0 1,71 
10,50 (-) 0,60 7,40 1,10 17,0 8,85 6,00 6,90 (-)0,10 5,0 2,85 
10,35 (-) 0,75 8,001,70 24,5 12,70 9,00 6,90 (-) 0,10 6,5 3,70 
10,90 (--) 0,20 9,3013,00 32,0 16,65 111,52 7,70 0,70 9,0 5,13 
11,30 (+)0,20 10,40 4,10 39,0 20,3014,60 8,20 1,20 10,0 5,70 

Erforderliche Losungen: 
a) dI-Mandelsauremethylester (s. u.), 1,5proz. Losung in R(10) 

(s. oben), von der im Versuch 1,0 cm3 angewandt werden. 
b) Taka-Esterase, enthalten in dem kauflichen Praparat 

"Taka-Diastase" von Parke und Davis, London (zu beziehen 
durch Simons-Apotheke, Berlin C). 7proz. Aufschwemmung in 
RUO)' von der 0,5 em3 benutzt werden. 

1) Nach Versuchen von Rona, Ammon und Werner in Biochem. 
Zeitschr. Bd.217, S.42. 1930. 
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c) R(io» gesattigt mit dem Gasgemiseh 95% N2, 5% CO2 ; 

Wasserbadtemperatur 26,5°; Vp betragt also 1,5 em3• 

Der razemische Mandelsauremethylester wird folgendermaBen herge­
stellt i ). 25 g Mandelsaure werden mit 80 g HOI-haltigem Methylalkohol ver­
setzt und an einem RiickfluBkiihler 
4-5 Stunden gekocht. Der H-OI­
Gehalt des Methylalkohols, der vor­
her iiber gebranntem Kalk destil­
liert worden ist, betragt etwa 10%. 
Das HOI-Gas, aus festem NaOI und 
konz. H 2S04 hergestellt, wird in ~ 
einer mit konz. H 2S04 gefiillten ~ 
Waschflasche getrocknet und in ~ 
den gekiihlten Alkohol eingeleitet. 

uv 

15 

10 

/' 

/ 
V 

V 
V 

5 // , __ ~-I-

l? _10--1-

/ 

V ~ fl..? 

~ I---~ In dem Reaktionsgemisch wird 
dann der griiBte 'reil des iiberschiis­
sigen Alkohols durch Destillation 
entfernt. Der Riickstand wird in 
die dreifache Menge Wasser ge-

o f-o oJ 10 15l0Z3JOJJ I/IlMX,ifOO 
Min 

gossen. Die Fliissigkeit wird dann Abb. 65. 
mit gesattigter Na2003-Liisu~g 
neutralisiert und mehrmals mit Ather extrahiert. Nach demAbdampfen des 
Xthers hinterbleibt der Ester alsOI, das bald zu einer weiBen Kristallmasse er­
starrt. Der Rohester wird dann zweimal aus einem Gemisch von Ligroin 
und Benzol (wenig) umkristallisiert. WeiBe Nadeln, Schmelzpunkt 52,5°. 

Die AusfUhrung, d. h. Fullung usw. erfolgt in der bereitR 
beRehriehenen Weise. 

Fermentative Esterifizierung 2). 

Da die Gleiehgewiehte ehemiseher Prozesse dureh Fel'mente 
nieht versehoben werden, so ist zu erwarten, daB nieht nur Spal­
tungen, sondern aueh Synthesen dureh Fermente unter geeigneten 
Bedingungen katalysiert werden. 

Als Beispiel einer solehen katalysierten Synthese soll die Bil­
dung von n-Buttersaure-isoamylester dureh Sehweinpankreas­
esterase besehrieben werden, wobei die erfolgte Esterbildung dureh 
die Abnahme des Sauregehaltes festgestellt wil'd. 

Man pipettiere in ein kleines Flasehehen von etwa 60 em3 In­
halt 2,30 em3 konz. norm. Buttersaure, 1,5 em3 Wasser und 
46,2 em3 Isoamylalkohol. Dazu gebe man 0,25 g Sehweinepan­
kreastroekenpulver, das naeh den Angaben auf S. 278 hergestellt 
ist. Die Gesamtmolaritat der Buttersaure betragt etwa 0,5 m, 
die Fermentkonzentration 0,5% und der Wasserzusatz 3%. Die 

1) S. auch Rona und Ammon: Biochem. Zeitschr. Bd. 181, S.49. 1927. 
2) Rona, Ammon u. Werner: Biochem. Zeitschr. Bd.221, S.381. 

1930. Vgl. hierzu Bodenstein u. Dietz: Zeitschr. f. Elektrochem. Bd. 12, 
R. flOI). 190flllnd Dietz: Zeitschr. f. physiolog. ('hem. Rd. 1)2. R. 279. 1907. 
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Flasche wird mit einem ausgekochten Gummistopfen verschlossen 
und der Inhalt etwa 3 Min. geschiittelt. Etwa 7 cm3 der Unter­
suchungsfliissigkeit werden zentrifugiert. Zu derselben Zeit wird 
das Flii.schchen in eine in einem Brutschrank von 37 0 befindliche 
Schiittelapparatur gesetzt. Von Zeit zu Zeit (etwa 3-5 Stunden) 
werden aus dem Flaschchen weitere Entnahmen von etwa je 7 cm3 

gemacht, die auch zentrifugiert werden. Von den klaren Zentri­
fugaten werden je 5 cm3 abpipettiert, die nach Zusatz von 20 cm3 

absol. Alkohol und einigen Tropfen einer BromthymolblaulOsung 

Torier­
f/iissiglreil(lIzo) 
Sen/iff 

Centrifugal 

mit 0,1 n-NaOH titriert werden. Nach 20 Stun­
den sind etwa 50-75% der urspriinglich vor­
handenen Buttersauremenge verestert. Die Ester­
bildung macht sich auch noch durch den an­
genehmen Geruch des Esters bemerkbar. Es ist 
dann ein analoger Ansatz, nur jetzt ohne Fer­
mentpulver, anzusetzen. Diese Eigenveresterung 

fermenf,ou/ver ist jedoch sehr gering. Das Zentrifugieren der 

Abb.66. 

Entnahmen erfolgt zweckmaBig in Zentrifugier­
glasern, die durch einen Schliffaufsatz verschlieB­
bar sind und geschlossen tariert werden konnen1). 

Die Glaser haben vorstehende Form (s. Abb. 66, Hersteller Hanff 
und Buest, Berlin N.). 

Andere Esterasen. 
Phosphatasen. 

Phosphatasen katalysieren die Hydrolyse von aliphatischen 
und aromatischen Orthophosphorsaureester2). Auch die Ester der 
Pyrophosphorsaure werden von der Phosphatase gespalten. Die 
Dephosphorylierung der Hexosediphosphorsaure erfolgt in Stufen 
unter Bildung einer Hexosemonophosphorsaure. 

Die Darstellung eines Trockenpraparates erfolgt nach Erdt­
man folgendermaBen3): 1 kg Schweineniere wurde gemahlen, mit 
II dest. Wasser und reichlich Toluol gemischt. Diese Masse wird 
bei 30--400 einer 24--48stiindigen Autolyse unterworfen. Dann 
wurde gesiebt, die triibe Fliissigkeit mit der doppelten Menge 
Alkohol gefallt und abzentrifugiert. Die Fallung wurde mit 

1) Vgl. Rona, Ammon. u. Fisohgo1d: Bioohem. Zeitsohr. im Druok. 
2) Vgl. Neuberg u. Jaoobsohn: Bioohem. Zeitsohr. Bd.199, S.498. 

1928. Naoh J. Roohe (Bull. de 1a soo. de ohimie. bioI. Bd. 13, S.841. 1931) 
muI3 zwisohen den Phosphatasen der roten BlutkOrperohen einerseits 
und den Phosphatasen der weiI3en B1utkorperohen, des Serums, der Niere 
und des Darmtrakts audererseits untersohieden werden. Vielleioht stellt 
die Phosphatase der Knoohen einen 3. Typ dar. 

3) Zeitschr. f. physioI. Chem. Bd.172, S.182. 1927. 
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Alkohol verriihrt und filtriert; diese Operation wird 2-3 mal 
wiederholt. Dann wird das Pulver mit 1/21 Ather gewaschen, in 
dlinner Schicht ausgebreitet, eine Nacht getrocknet. Ausbeute 
rund 25 g. Das Pulver wird im Vakuum aufbewahrt. 

Nach ForraiI) werden die yom Bindegewebe befreiten Organe 
fein zerhackt, durch ein Sieb getrieben, der Brei auf Glasplatten 
vorsichtig (nicht liber 40°) getrocknet. Das von der Glasplatte 
abgeschabte Material wird im Morser fein zerrieben. Das Organ­
pulver halt sich in gut verschlossenen Glasern monatelang ohne 
Anderung des Spaltungsvermogens. - Wirksame Mazerations­
satte erhalt man nach Tomita2), wenn man das zerkleinerte Organ 
mit der 2-3fachen Menge physiologischer Kochsalzlosung liber­
gieBt und nach Hinzufligen von 1-3% des FlUssigkeitsvolumens 
an Toluol einige Stunden bei Zimmertemperatur, dann liber Nacht 
im Eisschrank stehen laBt. Die abzentrifugierte Flussigkeit wird 
zu den Fermentversuchen verwendet. 

Die Ermittlung der Phosphatasenwirkung beruht meist auf der 
Bestimmung der bei der fermentativen Spaltung gebildeten Phos­
phorsaure. Die Bestimmung des organisch gebundenen Phosphats 
erfolgt nach Veras chung des zu prUfenden Materials entweder 
trocken durch die Soda-Salpeterschmelze 3) oder naB mit der Saure­
gemisch-Veraschung nach Neumann4)5). FUr die Phosphorsaure-

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 142, S. 282. 1923. 
2) Biochem. Zeitschr. Bd. 131, S. 161. 1922. Uber DarsteIlung der Kno­

chenphosphatase vgl. Martland und Ro bison: Bioehem. Journ. Bd.23, 
S.237. 1929. Uber Phosphatase des Saugetlergewebes vgl. Kay: Bio­
chern. Journ. Bd.22, S.855, 1446 (Pyrophosphatase). 1928. 

3) ~. unten. 4) VgI. Prakt. II, S.350. 
5) Uber die kolorimetrisehe P-Bestimmung naeh Fiske und Su b barow 

vgl. Prakt. II, S. 257,259. Eine neuere kolorimetrische Methode von K u t t ner 
und Cohen (Journ. of bioI. Chern. Bd. 75, S. 517. 1927) beruht auf dem Prin­
zip der Reduktion von Phosphormolybdansaure dureh ganz verdiinnte salz­
saure Stannoehloridlosung zu blauen Verbindungen, die mit Standard-P04-

Losungen kolorimetriert werden. Bei Proben mit 0,01-0,03 mg P verfahrt 
man so, daB man 2,5 cm3 der Probe in ein bei 5 und 10 em3 markiertes 
Reagensglas fliIlt und 2 cm3 einer sehwefelsauren Molybdat16sung (18,75 g 
Natriummolybdat in 11 2,5 n-Schwefelsaure) und 0,5 cm3 1: 200 Stanno­
chloridlasung (10 g SnCl2 in 25 em3 konz. HCI, vor dem Gebrauch 0,5 em3 

davon auf 100 em3 mit dest. Wasser verdiinnt) zufiigt. Die Glaser werden 
mit Gummistopseln verschlossen, zweimal hin- und hergesehwenkt und (nach 
Verdiinnen auf 10 em3) gegen gleiehbehandelte Standardphosphatlasungen 
kolorimetriert. Als Standard dient eine Lasung von 0,4394 g getroeknetes 
Monokaliumphosphat in II mit einigen Tropfen Chloroform (1 em3 = 0,1 mg P). 
Vor dem Gebraueh verdiinne man 5 bzw. 10 cm" au~ 100 em3 ; dies entsprieht 
0,0125 bzw. 0,025 mg P pro 2,5 em3 • - Einige Anderungen besehreiben 
Kuttner und Lichtenstein (.Journ. of bioI. Chern. Bd.86, S. 671. 1930). 
Die zu untersuchende Losung soll in 5 em" 0,01-0,05 mg P enthalten, die 

Rona, F('rmcntmcthoclen, 2. Allflagc. 10 
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bestimmung nach der Veraschung kommt die alkalimetrische 
Titration nach Neumann in Betrachtl) oder die Fallung mit 
Strychninmolybdat nach Embden2). 

Da bei vielen Untersuchungen gleichzeitig eine Gesamtphos­
phorbestimmung des Substrates notwendig ist, sei hier die Me­
thode fUr die Bestimmung des Gesamtphosphors beschrieben. 

Bestimmung des Phosphors nach H. Lieb 3). 

Prinzip. Die Bestimmung des Phosphors in kleinen Mengen 
organischer Substanzen beruht auf der Oxydation und V"berfiihrung 
des Phosphors durch oxydierende Schmelzen in Phosphorsaure und 
Fallung derselben als Ammoniumphosphormolybdat (von der an­
nahernden Zusammensetzung (NH4)3 PO 4· 14 Mo03 ). Aus der Menge 
des Molybdatniederschlages, dessen chemische Zusammensetzung 
nicht genau bekannt ist, wird mittels eines empirischen Faktors 
der Phosphor- resp. der Phosphorsauregehalt berechnet. 

Schmelze: Die Zerstorung der organischen Substanz und 
Oxydation des Phosphors zu Phosphorsaure la.Bt sich am besten 
durch Erhitzen und Schmelzen der Verbindung mit oxydierenden 
Zusatzen durchfiihren. Vielfach wird es geniigen, die Substanz 
im Platinschiffchen mit Soda und Salpeter zu mischen, zu iiber­
schichten und im Sauerstoffstrom zu erhitzen. Dies erfolgt 
in einem ungefahr 150 mm langen, 10 mm weiten Jenaer Hart­
glasrohr, von dem das eine Ende zu einer weiten Kapillare ausge­
zogen und rechtwinklig nach aufwarts gebogen ist. 

Reagenzien: 1. Sulfatmolybdanreagens: 50 g Ammonsulfat 
werden mit 500 cm3 Salpetersaure (D = 1,36) in einem Liter­
kolben gelOst. Ferner werden 150 g zerkleinertes Ammonium­
molybdat in einer Porzellanschale mit 400 cm3 siedend hei.Bem 
Wasser versetzt und durch Umriihren in Losung gebracht. Nach 
dem Abkiihlen gie.Bt man diese in diinnem Strahl unter Umriihren 
in die erste Losung und fiillt zu einem Liter auf. Nach zweitagigem 
Stehen filtriert man durch Asbestfilter das fertige Reagens in 
eine Flasche aus braunem Glas und bewahrt es gut verschlossen 
an einem dunklen und kiihlen Orte auf. 

Standardlosung 0,015 mg und 0,03 mg P. Dazu miseht man je 4 emS der 
Molybdan-Sehwefelsauremisehung (aus 1 Teil 10 n-H2SO, + 2 Teilen dest. 
Wasser + 1 Teil7,5proz. Natriummolybdat von Kahlbaum). Hierauf gibt 
man je 1 emS der verdiinnten Stannoehloridlosung zu, sehiittelt um und kolori­
metriert sofort oder in den nachsten 2 Stunden. Vgl. auch Bodansky, 
Hallman und Bonoff: Proe. Soc. exper. BioI. a. Med. Bd. 28, S. 762. 1931. 

1) Vgl. Prakt. II, S. 398. 2) Vgl. S. 150 und Prakt. II, S. 26l. 
S) Abderhaldens Handb. d. bioI. Arbeitsmethoden, Teil3, Heft 1, S.384. 

(Die Darstellung der Methode folgt den dort mitgeteilten Angaben.) -
Kuhn: Zeitsehr. f. physiolog. Chem. Bd.129, S.64. 1923. 
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2. Sehwefelsaurehaltige Salpetersaure. Man gieBt 30 em s 
H 2S04 (D = 1,84) zu einem Liter HNOs (D = 1,19 - 1,21). 
Letzte erhalt man dureh Vermisehen von 357 ems HN03 von 
D = 1,40 mit 500 ems H 20. 

3. 2prozentige wasserige Lasung von reinem Ammonium­
nitrat. Wenn die Lasung nieht schon sehwaeh sauer reagiert, 
ist sie mit einigen Tropfen HNOs pro Liter anzusauern. 

4. Reiner 95prozentiger Alkohol. 
5. Reiner, magliehst alkohol- und wasserfreier Ather, der beim 

Verdunsten keinen Riiekstand hinterlaBt und nieht alkaliseh 
reagieren darf. 

6. Reines Azeton, das keine iiber 600 siedenden Anteile ent­
halt und frei von Aldehyd ist. 

7. Reinste, feingepulverte kalzinierte Soda und reinstes, fein­
gepulvertes Kaliumnitrat im Misehungsverhaltnis 1: 1 fiir die 
oxydierende Sehmelze. 

Ausfiihrung: Fiir die Bestimmung wagt man gewahnlieh 
2-5 mg Substanz in ein Platinsehiffehen (bei phosphorarmen 
Substanzen [0,2-0,3%] sind 10-20 und mehr mg Substanz 
erforderlieh. Das Platinsehiffehen muB dann entspreehend 
[20 X 5 X 4 mm] graBer sein), setzt einen UbersehuB des Soda­
salpetergemisehes zu, miseht mit einem kurzen Platindraht mit 
Ose, den man dann in das Sehiffehen legen kann, sorgfaltig dureh 
und bedeekt noeh mit dem Oxydationsgemiseh. Naeh Einfiihrung 
des Sehiffes in das Verbrennungsrahrehen, das man in passender 
Hahe horizontal in eine Stativklemme einspannt, sehaltet man 
einen langsamen Sauerstoffstrom ein (noeh besser ist, um ein 
Verspritzen der Sehmelze zu vermeiden, die Erhitzung im Luft­
strom zu beginnen und erst die gebildete Kohle im Sauerstoff­
strom zu verbrennen [Kuhn]), und beginnt mit dem Erhitzen vor 
dem Sehiffehen, d. h. man versehiebt den Bunsenbrenner ent­
gegen der Riehtung des Gasstromes. Naehdem man anfangs 
zur Vermeidung einer plOtzliehen Verpuffung vorsiehtig erhitzt 
hat, gliiht man sehlieBlieh die Stelle des Rohres, an der sieh das 
Sehiffehen befindet, heftig, um das Sehmelzen des Oxydations­
gemisehes herbeizufiihren. Naeh dem Erkalten wird das Sehiff­
chen in einem kleinen Reagensglase mit verdiinnter HNOa 
ausgekoeht und die Lasung quantitativ dureh ein Filterehen in 
das mit Chromsehwefelsaure und Wasser gereinigte FallungsgefaB, 
ein diekwandiges, weites Reagensglas filtriert. Falls wahrend der 
Verbrennung von der Sehmelze etwas in das Rohr verspritzt 
ist, wird aueh dieses mit heiBer, verdiinnter Salpetersaure aus­
gespiilt; im Rchiefgehaltenen Verhrennungsrohrehen konnen tiie 

10* 
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verspritzten Anteile leieht in Losung gebraeht und dureh die 
Kapillare ausgegossen werden. 

Das Filtrat wird mit der sehwefelsaurehaltigen HNOa versetzt, 
notigenfalls mit Wasser auf 15 em 3 erganzt und im siedenden Was­
serb ad erhitzt. Nach Entfernung aus dem Wasserbad schwenkt 
man die heiBe Losung um, gieBt in die Mitte derselben 15 em 3 

Sulfatmolybdanreagens, laBt das GefaB 3 Min. ruhig stehen und 
schwenkt dann wieder eine halbe Minute kraftig um. Den gelben 
Niederschlag laBt man mindestens eine Stunde sich absetzen, 

bevor man an das Absaugen geht. Kuhn weist jedoch 
darauf hin, daB die Niederschlagsbildung I Stunde nach 
der Fallung noch lange nicht vollstandig ist. Die weniger 
als 0,5 mg Phosphor enthaltenden Niederschlage muB man 
6-IS Stunden, die weniger als 0,05 mg enthaltenden bis 
zu 36 Stunden bei Zimmertemperatur stehen lassen. 

Zum Absaugen dient ein Preglsches Filterrohrchen 
(Abb. 67). Es besteht aus einem ISO mm langen Glas­
rohrchen von 4 mm Dicke, an das ein 40 mm langes Glas­
rohrchen von 10 mm aul3erem Durchmesser derart an­
geschmolzen ist, daB sich dort das Lumen auf 0,5 mm 
verengt und ein flacher Raum zur Aufnahme der Asbest­
masse entsteht. Uber diesem Raum verengt sich die 
Rohre um einige Millimeter, um die Asbestmasse am 
Emporsteigen und Trockenwerden zu verhindern. Dariiber 
ist die Rohre auf II oder 12 mm erweitert, um sieh nach 
oben wieder zu verengen und einen kurzen Halsteil mit 
Rand zu bilden. (Sehr zu empfehlen sind die Filterrohr­
chen mit eingeschmolzener Glasplatte (Firma Schott), die 

Abb. G7. man noeh mit einer Lage Asbest beschicken kann.} Das 
Filterrohrchen wird zuerst mit Ammoniak behandelt, um 

etwa noch von einer friiheren Bestimmung her vorhandenes Phos­
phorammoniummolybdat in Losung zu bringen, dann mit Wasser, 
heWer verdiinnter Salpetersaure, und schlieBlich wieder mit Was­
ser gespiilt. Das Rohrchen wird mittels Alkohols und Ather oder 
besser Azeton getrocknet. 

Das Filterrohrchen kommt nach dem Abwischen mit feuchtem 
Flanell und trockenem Rohlederlappchen auf mindestens eine halbe 
Stunde in einen Exsikkator, der kein Trocknungsmittel enthalten 
soll und der an der Wasserstrahlpumpe gut evakuiert wird. 

Das erst unmittelbar vor dem Absaugen aus dem Exsikkator 
genommene Filterrohrehen wird sofort auf die Wage gelegt und 
die Zeit von der Entnahme aus dem Exsikkator bis zur Wagung 
notiert. Man wage am besten nach 3-5 Minuten, ohne die Ge-
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wichtskonstanz des Rohrchens abzuwarten. Die Genauigkeit 
braucht nur 0,05-0,1 mg zu erreichen (da der Niederschlag rund 
69 mal so schwer ist wie das zu bestimmende Element), wozu 
jede analytische Wage ausreicht, die eine Genauigkeit von 0,1 mg 
zulaBt. Wenn nach dem Absaugen des Niederschlages die Wagung 
unter denselben Bedingungen vorgenommen wird, macht man 
keinen das Resultat irgendwie beeinflussenden Fehler. AuBer der 
Zeitersparnis hat das rasche Wagen sogar den Vorteil, daB sich die 
Hygroskopie des Phosphormolybdates weniger bemerkbar macht. 

Die automatische "Oberfiihrung des Niederschlages wird durch 
nebenstehende Abb. 68 klar­
gemacht. Der Rohrdurch­
messer des Heberrohres H 
(das vor Gebrauch mit 
Schwefelchromsaure und 
Wasser gereinigt wird) soll 
nicht mehr als 4 mm betra­
gen. Der etwa 250 mm lange 
Schenkel wird fast bis zum 
Boden des den Niederschlag 
enthaltenden Reagensglases 
R eingesenkt. Das Ansaugen 
der Fliissigkeit mit der Pumpe 
erfolgt mit einer Geschwin­
digkeit von ungefahr 2 Trop­
fen in der Sekunde. 

Den Niederschlag bringt 
man mittels dieser Absauge­

H 

R 

Abb.68. 

vorrichtung auf die Filterschicht. N ach dem Absaugen der iiber dem 
Niederschlag stehenden Fliissigkeit wascht man diesen mit der 
2prozentigen Ammoniumnitratlosung aus und senkt erst jetzt das 
Saugrohr bis auf den Boden des Reagensglases. Nach dem Nach­
waschen mit AmmoniumnitratlOsung werden durch abwechselndes 
Abspiilen der GefaBrander mit Ammoniumnitratlosung und AI­
kohol aus einer Spritzflasche die letzten Spuren des Nieder­
schlages auf das Filter gebracht. Nach Abnehmen des Heberohres 
fliIlt man das Filterroh.rchen zweimal mit Azeton (oder einmal 
mit Alkohol und zweimal mit Ather), worauf es aus der Absauge­
vorrichtung entfernt, abgewischt und in den Exsikkator gebracht 
wird. Nach dem Evakuieren desselben bleibt das Filterrohrchen 
mindestens eine halbe Stunde im luftverdiinnten Raum und wird 
also unter denselben Bedingungen wie das leere Rohrchen wieder 
mit einer Genauigkeit von 0,05-0,1 mg gewogen. 
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Durch Mu1tiplikation der erha1tenen Gewichtsmenge mit dem 
Faktor 0,014524 [nach Kuhn 0,01456] erha1t man das Gewicht 
des in der angewandten Substanz enthaltenen Phosphors in 
Milligrammen, durch Multiplikation des Gewichts mit 0,03331 das 
Gewicht des Pals P20 S' Die Resultate stimmen bei Einhaltung 
der Bedingungen innerhalb eines Zehntelprozentes iiberein. Diese 
Vorschrift von Lieb erlaubt die Bestimmung von Phosphor­
mengen bis zu 0,03 mg (Kuhn). 

Kuhnl) fallt die Phosphorsaure nach Lieb in 100 cm3 Jenaer 
Becherglasern und bestimmt das Ammonphosphormolybdat titri­
metrisch. Nach dem Stehen iiber Nacht wird die Mutterlauge 
vorsichtig durch 5-7 cm gehartete Filter (Schleicher-Schiill) 
abgegossen und der Niederschlag dreimal mit etwas eiskaltem 
50 prozentigen Alkohol (Spritzflasche) ausgewaschen. Der Filter­
riickstand wird vom auseinandergelegten Filter mit einem schar­
fen Wasserstrahl sorgfaltig ins Becherglas zuriickgespiilt. Es wird 
mit etwa dem Doppelten der zur Losung erforderlichen Menge 
l/lO-n-NaOH (genau messen) mindestens eine halbe Stunde zum 
Sieden erhitzt, so daB das Volumen von 50 cm 3 auf etwa 10 cm 3 

zuriickgeht. Dann wird mit 5 Tropfen 5%oiger Phenol- oder 
Thymolphthaleinlosung versetzt, angesauert (3-5 cm3 l/lo-n­
Saure im "OberschuB, die auch genau bestimmt werden) 10 bis 
15 Minuten gekocht, unter der Wasserleitung abgekiihlt und mit 
l/l0-n-NaOH auf rosa bzw. hellblau titriert. Bestimmungsbereich: 
bis 0,1 mg P. Die Anzahl der zugefiigten l/lO-n-Natronlauge ab­
ziiglich der verbrauchten cm3 l/lO-n-Saure ergeben, mit 0,1104 
multipliziert, die Menge P in mg. 

Bestimmung der Phosphorsaure nach G. Embden. 

Bei der gravimetrischen Methode fiir kleine Phosphorsaure­
mengen zwischen etwa 1 mg und hochstens 4 mg P 20 S nach G. 
Embden 2) wird das Fallungsreagens (Strychnin-Molybdan­
saure in HN03) wie folgt hergestellt. Eine bestimmte Menge 
Ammoniummolybdat wird unter Erwarmen in Wasser ge16st und 
die Losung auf genau das Dreifache des dem Molybdatgewicht 
entsprechenden Volumens (50 g z. B. auf 150 cmS) aufgefiillt; 
wenn notig, wird diese Fliissigkeit trocken filtriert. Man laBt 
1 Volumteil der so gewonnenen Molybdat16sung unter U mschiitteln 
aus der Pipette in 3 Volumteile einer Salpetersaure einflieBen, 
die durch Verdiinnen von 2 Volumteilen reinster Salpetersaure 
vom spez. Gewicht 1,40 mit 1 Volumteil Wasser hergestellt wurde. 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 129, S. 64. 1923. 
2) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 113, S.138. 1921. 
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Die so erhaltene klare und farblose Losung ("Molybdansalpeter­
saure") bleibt, solange keine Molybdansaure ausfallt, verwendbar. 
(Nach Filtration kann auch eine getriibte Losung verwendet wer­
den.) Das eigentliche Fallungsreagens wird immer erst unmittel­
bar vor der Ausfallung der Phosphorsaure hergestellt, indem man 
1 Volumteil einer Strychninlosung, die im Liter 15 g Strychnin­
nitrat (unter Erwarmen gelOst) enthalt, in 3 Volumen Molybdan­
salpetersaure unter Schiitteln einflieBen laBt. Die Fallung (in 
etwa 60 cm3 der Phosphorsaurelosung, z. B. in einer Schenck­
Fallung (vgl. S.336) nach Entfernung des Quecksilbers durch 
Schwefelwasserstoff und nach Vertreibung des Schwefelwasser­
stoffs) geschieht durch rasches EinflieBenlassen von 20 cm3 des 
Fallungsreagens. Mit dem Abfiltrieren des amorphen Nieder­
schlages wird 30-40 Minuten gewartet, wobei die Fliissigkeit 
wiederholt geschiittelt wird. Die Filtration geschieht durch asbest­
beschickte gewogene Goochtiegel, die mindestens 11/2 Stunde lang 
bei 105--110o getrocknet sind, unter Anwendung sehr geringen 
Unterdruckes mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe. Das Uberspiilen 
des Niederschlages erfolgt zunachst mit 25 cm 3 eisgekiihltem, auf 
das Fiinffache seines Volumens mit Wasser verdiinntem "Fallungs­
reagens". Nachdem dann mit eisgekiihltem Wasser gewaschen ist, 
bis das abflieBende Waschwasser empfindliches blaues Lackmus­
papier nicht mehr rotet, wird der Goochtiegel bei 105-110o bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet (mindestens 90 Minuten) und 
gewogen. Das Gewicht des Niederschlages ist sehr annahernd das 
39fache yom P 20s-Gewicht, also das 28,24fache des H 3PO,,-Ge­
wichtes und das 89,32fache des angewandten P. 

Ein groBer V orteil der Methode ist, daB man die anorga­
llische Phosphorsaure bei Gegenwart von organischen Phos­
phorsaureverbindungen in der Kalte ausfallen und schon nach 
ganz kurzem Stehen den zu wagenden Niederschlag abfiltrieren 
kann. Riermit ist die Gefahr, daB wahrend der Bestimmung an­
organische Phosphorsaure aus organischer Phosphorsaure abge­
spalten wird, auf ein MindestmaB beschrankt. Lactacidogenhaltige 
eiweiBfreie Muskelextrakte bleiben nach dem Abfiltrieren des bei 
der Ausfallung entstandenen Niederschlages wahrend einer gan­
zen Reihe von Stunden vollkommen kIar. 

Beispiele fiir Ansatze fiir die Phosphatase nach 
Neuberg1). 

Fiir Phosphatase aus Refe. Rauptversuch: 5proz. Losung 
von saccharosephosphorsaurem Natrium 100,0 cm3 , Refe 10,0 g, 

1) VgL Oppenheimer-Pincussen 1. c. S.746. 
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Toluol 5,0 ems. Kontrollversueh I: 5proz. Losung von saeeharose­
phosphorsaurem Natrium 100,0 ems, H 20 10,0 ems, Toluol 5,0 ems. 
Kontrollversueh II: Wasser 100,0 em3, Hefe 10,0 g, Toluol 5,0 ems. 

Fiir Phosphatase aus Pferdeniere. Hauptversueh: Mono­
phenylphosphorsaures Kalium 2,0 g, Organsaft 200 ems, CaCOs 4 g, 
Toluol 2 ems. Kontrollversueh I: Das Kaliumsalz 1,0 g, H 20 
100 ems, CaCOs 2 g, Toluol 1 ems. Kontrollversueh II: Organsaft 
200 ems, CaCOa 4 g, Toluol 2 ems. 

Von den Phosphatasen seien erwahnt: 
1. dieG lyzerophosphatase, die den Zerfall des Glyzerinphos­

phorsaureesters katalysiert. Das Ferment wirkt erst naeh vor­
heriger Verseifung des Lezithins, wahrend unverseiftes Lezithin 
nieht angegriffen wird l ). 

Bestimmung naeh Neuberg und Karezag 2). 

Als Substrat dientNatriumglyzerophosphat von Kahlbaum, 
das keine Spur einer Reaktion auf anorganisehe Phosphorsaure 
geben soIl.· Der Ester wird bei 29 0 im Thermostaten 48 Std. der 
Einwirkung der Hefe iiberlassen (z. B. in der Arbeit von N eu berg 
und Karezag 4,3 g Glyzerinphosphorester + 10 g Hefe + 200 ema 
Wasser) und die gebildete Phosphorsaure als Ammoniummagne­
siumphosphat gefallt, aus diesem die Molybdanverbindung er­
halten, die wieder in Ammoniummagnesiumphosphat iibergefiihrt 
und als Mg2P 20 7 zur Wagung gebraeht wird. 

2. die Saeeharophosphatase 3). Das Ferment wurde von 
Neuberg untersueht. 

Beispiel. 10,0 ems 5 prozentige Losung von saeeharosephos­
phorsaurem Natrium (C12H21010·0·PONa2)' 1,0 g frisehe Ober­
hefe, 1,0 em S Toluol. Temp. 25°. - Naeh drei Tagen gibt die klar­
filtrierte Fliissigkeit eine auBerst starke Fallung mit Magnesia­
misehung und reduziert Fehlingsehe Losung kraftig. - Die Sae­
eharophosphatase ist aueh in Unterhefe vorhanden. Beide wirken 
sowohl in neutraler als aueh sehwaeh alkaliseher und sehwaeh 
saurer Reaktion. "Dureh die Wirksamkeit in der lebenden Hefe 
ist die Saeeharophosphatase von der Hexosediphosphatase unter­
sehieden. Letztere ist auBerstande, die Salze der Hexosediphos­
phorsaure (vgl. S. 222) anzugreifen, solange sie nieht in Form 
von Hefensaft von der lebenden Zelle abgetrennt ist, und zeigt 

1) Vgl. Grosser u. Husler: Biochem. Zeitschr. Bd.39, S. 1. 1912.­
Nemec: Biochem. Zeitschr. Bd.93, S. 94. 1919; A. Nemec: Bd.137, S.570. 
1923. - Akamatsu: Biochem. Zeitschr. Bd.142, S. 184. 1923. 

2) Biochem. Zeitschr. Bd.36, S. 60 (64). 1913. 
3) Djenab u. Neuberg: Biochem. Zeitschr. Bd. 82, S. 391. 1917. Vgl. 

ferner Neuberg u. Behrens: Biochem. Zeitschr. Bd. 170, S. 294. 1926, 
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eine Empfindliehkeit gegen Toluol, die der Saeeharophosphatase 
fremd ist" (Djenab und Neuberg 1. e. S.411). 

Bestimmung der Plasma phosphatase naeh Bodanskyl) 
Zu 1 em3 zweimal zentrifugiertem Plasma werden 7 em3 Wasser 

und 2 em3 1/10 mol. Veronal-Puffer (vgl. S. 66) zu Ph 8,6 gegeben. 
Diese Misehung wird in Reagensglasern (die mit Glasstopfen ver­
sehen sind) mit 1 em3 einer Glyzerinphosphatlosung. (Natrium­
{J-GlyzerophosphatlOsung mit etwa 5 mg P pro em3.) Naeh einem 
einmaligen U mdrehen des Reagensglases stellt man es in ein 
Wasserbad von 37°. Naeh 2 Stunden wird das Glas raseh abgekiihlt 
und mit 5 em3 lOproz. Triehloressigsaure versetzt. In etwa 14 em3 

Filtrat wird das anorganisehe Phosphat bestimmt. Bodansky 
benutzt hierzu die Methode vonKuttner undCohen (vgl. S.145)2) 
mit geringer Modifikation. 

"Uber Hexosephosphorsaure 3) vgl. S. 222. 

Sulfatase 4). 

Die Sulfatase katalysiert den Zerfall der Sehwefelsaureester. 
N aeh N eu b er g 5) sind drei Arten von Sulfatasen zu unterseheiden: 
1. Phenol-sulfatase. Sie hydrolysiert die esterschwefelsauren Salze 
der Phenole und damit gleichzusetzender Verbindungen. 2. Senfol­
glukosido-sulfatase; sie spaltet die Estersulfate der Senfolglukoside. 
3. Chondrosulfatase. Sie zerlegt die Chondroitinschwefelsaure. 

Die Sulfatasen finden sich nach Neuberg und Mitarbeitern 
in der Takadiastase sowie in tierischen und menschliehen Organen, 
besonders reiehlich in Niere und Leber. 

Zur Bereitung eines Mazerationssaftes werden 50 g Organ-

1) Proc. of the soc. f. exper. Biology and Medicine Bd. 28, S. 761. 1931. 
VgI. auchKay: Biochem. Journ. Bd. 22, S. ]446.1928; Journ. of bioI. Chern. 
Bd. 89, S. 235, 249. 1930. 'Ober Serumphosphatase wie auch liber andere 
Phosphatasen vgI. Roche: Bull. Soc. Chimie biolog. Bd. 13, S. 841. 1931. 

2) Kuttner u. Cohen: Journ. of bioI. Chern. Bd.75, S.517. 1927. 
Kuttner u. Lichtenstein: Ebenda Bd.86, S.671. 1930. Raymond u. 
Levene: Ebenda Bd. 79, S. 621. 1928. - Uber Spaltung von ex- und 
p-Glycerophosphatase vgl. Kay u. Lee: Ebenda Bd. 91, S. 134. 1931. 

3) Harden u. young: Proc. of the roy. soc. of London, Ser. B. Bd. 82, 
S.321. 1910. - Dber Amylophosphatasen, I:~)ytase, Aminophosphatasen 
vgl. Oppenheimer: DieFermente. S. 521. - DberTannase vgl. Freuden­
ber.~ u. Vollbrecht: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.116, S.277. 1921. 
- Dber Chlorophyllase vgl. Wills tatter u. Stoll: Liebigs Ann. d. Chern. 
Bd. 378, S. 18. 1910 ;_Bd. 380, S. 148. 1911; ~ferner Mayer: Planta (Berlin) 
Bd. 11, S. 294. 1930. 

4) Neubergu.Kurono: Biochem.Zeitschr. Bd.140, S.295.1923. Neu­
berg u. Linhardt: Ebenda. Bd.142, S. 191. 1923. Noguchi: Ebenda. 
:Bd.143, S.186. 1923. Noguchi: Ebenda. Bd. 144, S. 138. 1924. 

5) Vgl, Die Naturwissenschaften Ed. 19, S.484. 1931. 



154 Fettspaltende Fermente (Esterasen, Lipasell). 

brei mit dem doppelten Volumen Wasser unter Zusatz von 1-3% 
des Fliissigkeitsvolumens an Toluol in einer Pulverflasche wahrend 
6 Stunden bei Zimmertemperatur ausgelaugt. 

Bestimm ung. Als Substrat dientphenolschwefelsauresKalium 
odeI' p-kresolschwefelsaures Kalium. Ais Fermentpraparate ver­
wandten N eu berg und Mitarbeiter 1 ) sowohl Frischpraparate aus 
zerkleinerten Organen, als auch Azetontrockenpraparate. Ein 
gutes Trockenpra parat wird gewonnen, indem die feinzerschnittenen 
Gewebe rasch in die etwa 7fache Menge reinen, frisch iiber CaCl2 

destillierten Azeton unter dauerndem Umriihren eingetragen 
und dann 10 Minuten kraftig im MorseI' verrieben werden. Darauf 
wird abgesaugt und dieselbe Operation mit der dreifachen Menge 
Azeton noch zweimal je 3 Minuten wiederholt. Nach scharfem Ab­
nuts chen wird das Gewebe in die dreifache Menge absoluten iiber 
Natrium getrockneten Athers eingetragen, einige Minuten verriihrt, 
das Material auf der Nutsche abgepreBt, auf FlieBpapier getrocknet. 

Zum Nachweis der Sulfatasewirkung laBt man das zu unter­
suchende Fermentmaterial auf eine I proz. Losung von phenol­
schwefelsaurem Kalium C6H 5 ·OS03K in destilliertem Wasser bei 
37-40 0 einwirken. Die aus der organischen Bindung in Freiheit ge­
setzte Schwefelsaureweist man nach, indem man einekleine Probeder 
Reaktionsfliissigkeit mit Essigsaure versetzt, klar filtriert und darauf 
mit Bariumazetat versetzt. Bei der quantitativen Bestimmung der 
Sulfatasewirkung wird die abgespaltene Schwefelsaure als Barium­
sulfat bestimmt. Arbeitet man dabei ohne Neutralisationsmittel, so 
kann die abgetrennte Schwefelsaure direkt mit Bariumazetat in del' 
klar filtrierten essigsauren Losung gefallt werden. Will man neu­
tralisieren, so dient hierzu und zum Abfangen der entstehenden 
Schwefelsaure CaC03 als Bodenkorper. Es wird dann nicht das ent­
stehende Sulfat, sondern der unzerlegt gebliebene Anteil bestimmt. 

Beispiel!): 25 g Leberbrei, 1,5 g phenolatherschwefelsaures Ka­
lium in 150 cm 3 Wasser, 1,5 cm3 Toluol, 10 g CaC03 . Das Ganze 
kommt bei 37 0 in den Brutschrank. Unmittelbar nach dem Zusam­
menbringen der I proz. Losung des atherschwefelsauren Salzes mit 
den Organen werden 10 em 3 des Gemisches entnommen, in einen 
50 em 3 MeBkolben hineinpipettiert, darauf mit 10,0 em 3 alkalischer 
Chlorbarium16sung versetzt, die I Volumen IOproz. Losung von 
BaCl2 + 2 Volumen gesattigten Barytwassers enthalt, und auf 
50 cm 3 aufgefiillt. Nach 24stiindigem Stehen wird durch ein 
trockenes Faltenfilter filtriert; 35,0 em 3 werden zur Analyse ent­
nommen. Die Losung wird mit 25proz. Salzsaure stark angesauert 

1) Neuberg u. Simon: Biochem. Zeitschr. Bd. 156, S. 365. 1925. 
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und 1 Stunde lang zum Sieden erhitzt, wodurch die im Filtrat 
enthaltene Menge ungespaltenen Schwefelsaureesters hydrolysiert 
wird. Die ausgeschiedene Menge Bariumsulfat wird gewogen1). 

B. Koblebydratspaltende Fermente. 
Saccharase (Invertin). 

Das Ferment katalysiert die Spaltung des Rohrzuckers 
(Saccharose) in aquimolekulare Mengen Traubenzucker und 
Fruchtzucker (Invertzucker). 

Ein fiir orientierende Versuche gut brauchbares, wenn auch 
noch sehr unreines Praparat erhalt man nach Mich aelis wie 
folgt: 100 g frische Beckerhefe werden in einem Morser zunachst 
mit wenig, dann immer mehr Wasser gut verriihrt, insgesamt 
220 cm3, mit 5 cm3 Chloroform versetzt und 4-5 Tage verschlos­
sen im Brutschrank gehalten. Dann wird das Gemisch mit einigen 
Tropfen starker Essigsaure versetzt und etwa 20 g feinpulveriges 
Kaolin zugegeben, gut durchgeschiittelt und nach einigen Minuten 
durch ein groBes Faltenfilter filtriert. Der erste Teil des Filtrats 
ist oft noch triibe, er wird in die Vorratsflasche zuriickgegossen 
und das Filtrat erst dann endgiiltig aufgefangen, wenn eine leicht 
gelbliche, aber vollig klare Losung durchlauft. Das Ferment halt 
sich, mit etwas Chloroform oder Toluol versetzt, im Eisschrank 
so gut wie unbeschrankt in voller Wirksamkeit. Die Saccharase 
wird also in diesem unreinen Zustande von Kaolin nicht adsorbiert, 
wahrend das gereinigte Ferment von Kaolin adsorbiert wird. 

Darstellung der Saccharase aus Hefe. Da ein kurze~ 
Zerreiben, Abpressen und Ausziehen mit Wasser nur einen kleinen 
Teil der Invertase aus der Hefe freimacht, ist es notig, durch vor­
herige Autolyse der Hefezellen das Zellprotoplasma zu verfliissigen 
und so die Saccharase freizulegen. 

FUr die Hefeautolyse 2 ), die die praparative Gewinnung der 
Saccharase zweckmaBig gestaltet, hat Willstatter veri>chiedene 
Verfahren ausgear beitet3). ,,1. Das Verfahren der 4-7 tagigen Au to­
lyse bei Zimmertemperatur durch Einwirkung von Toluol auf die 
mit Wasser verdiinnteHefe nach C. S. Hudson, das eine Enzym­
anreicherung aufs Doppelte von der in der Trockenhefe ermittelten 
Konzentration erlaubt. 2. Das ahnliche Verfahren der Neutral-

1) Ober fermentative SpaItung der Chondroitinschwefelsaure vgl. N e u­
berg u. Hofmann: Biochem. Zeitschr. Bd. 234, S. 344. 1931. 

2) Willstatter, Schneider und Bamann: Zeitschr. f. physiolog. 
Chern. Bd. 147, S. 248 (und zwar 264). 1925. 

3) Vgl. Waldschmidt-Leitz: Die Enzyme S. 166. 
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autolyse verdiinnter Hefe, namlich unter Neutralisation der auf· 
tretenden Saure, das zu Enzymlosungen von etwa dreifach ge· 
steigerter Konzentration fiihrt. 3. Das Verfahren der raschen Auto· 
lyse bei neutraler Reaktion, bestehend in der ein- bis zweitagigen 
Einwirkung von Chloroform auf unverdiinnte Hefe und nachfolgen­
der Verdiinnung und Neutralisieren; der Reinheitsgrad der Auto­
lysate ist ahnlich dem nach dem zweiten Verfahren beobachteten. 
4. Das Verfahren der fraktionierten Autolyse unverdiinnter Hefe 
durch Abtotung mit Toluol unter Neutralisation, rascheAbtrennung 
des austretenden, invertinarmen Verfliissigungssaftes nach etwa 
einer Stunde und Weiterfiihrung der Autolyse bis zu einem Tage; 
dieses Verfahren, das sich insbesondere bei der Verarbeitung 
enzymreicher Hefen bewahrt hat, fiihrt zu einer etwa 4-8fachen 
Steigerung der enzymatischen Konzentration, verglichen mit der 
des Ausgangsmaterials." 

Ein Beispiel, das das letzte Verfahren illustrieren solI, sei aus der 
Arbeit von Willstatter, Schneider und Bamann (1. c., S. 267) 
mitgeteilt. 340 g invertinreiche Hefe, die abgepreBt 23,5% Trocken­
gewicht hatte, enthielt beim Zeitwert (S.166) 19,4 83 S-E (S. 169), 
etwa soviel wie 5 kg gewohnliche Hefe. Die Hefe, vorgewarmt im 
Thermostaten, wurde bei 300 kraftig mittels eines dicken Glasstabes 
mit 35 cm3 auf 300 erwarmten Toluol verriihrt. Die Verfliissigung 
erfolgte in 45 Minuten zu einem recht diinnfliissigen Brei. Man ver­
diinnt mit 340 cm3 Wasser von 30 0 ; man wartet mit dem Abtren­
nen noch etwa 1-11/2 Stunden. Dann fiillt man zu 11 auf, trennt 
mittels der Zentrifuge die Heferiickstande ab, die noch mit 11 
Wasser von 300 ausgewaschen wurden. Die Heferiickstande werden 
sogleich mit 340 cm3 toluolgesattigtem Wasser von 30 0 unter 
Zusatz von Toluol aus dem Zentrifugierbecken herausgespiilt. 
Die Autolyse nimmt in Thermostaten bei 300 ihren Fortgang. 
Nach beispielsweise 5 und 7 Stunden entnimmt man, um den 
zeitlichen Verlauf der Freilegung zu verfolgen, Proben von 5 cm3 , 

die klar filtriert zur Bestimmung des Vergleichszeitwertes an­
gewandt werden, 1/2 spater Ih cm3 reicht dafiir. Die entstehende 
Invertinlosung ist schon bald sehr konzentriert. (In dem an­
gefiihrten Beispiel wurde 50proz. Spaltung der 4,75proz. Rohr­
zuckerlosung in 10,44 und 9,54 Minuten erreicht, also von 1 cm3 

Invertin, der Definition des Vergleichzeitwertes gemaB in 2,61 und 
2,38 Minuten). An diesem Punkt wird die Autolyse unterbrochen; 
die Dauer ist also ein Tag. Vor der Isolierung der Losung wird der 
diinne Brei zur Beseitigung von etwas gelostem EiweiB vorsichtig 
unter tiichtigem Umriihren mit n/20-Essigsaure angesauert bis zur 
Rotfarbung von Lackmus. Dann sauert man noch etwas mehr an, 
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indem man mit Methylrot auf Ph 3,5-4 einsteUt. Dafiir waren 
220 cm3 der Essigsaure erforderlich. Das Autolysat wird mittels 
der Zentrifuge von Heferiickstanden abgetrennt, mit ein wenig 
gegliihtem Kieselgur geklart. Nach dem Filtrieren durch groBe 
diinne Filter stent man die Reaktion der Fliissigkeit mit verdiinn­
tern Ammoniak wieder auf neutral ein, z. B. auf vollem Umschlag 
von Bromkresolpurpur. 

Verfahren von Hudsonl). (Rasche Autolyse bei Anwendung 
von Toluol.) 

Die frische PreBhefe wird in das gleiche bis doppelte Gewicht 
Wasser eingetragen, mit 5-100/0 ihres Gewichtes an Toluol ver­
mischt und nach kraftigem, wiederholtem Durchschiitteln bei Zim­
mertemperatur etwa 7 Tage der Autolyse iiberlassen. Nach einer 
Woche filtriert man die Hefefliissigkeit abo Dann behandelt man 
die SaccharaselOsung zur Entfernung von EiweiBkorpern mit Blei­
azetat, wobei ein BleiiiberschuB zu vermeiden ist (Tiipfelprobe 
mit Schwefelammonium). Das Filtrat wird mit H 2S und spanischer 
Klarerde behandelt und filtriert. Wills tatter und Racke 2) 

tragen die Frischhefe in das gleiche oder doppelte Gewicht Wasser, 
versetzen mit Toluol und Essigester (je 50 cm3 auf 1 kg). Die auf­
tretende Saure wird mit verdiinntem Ammoniak neutralisiert. Ver­
setzt man nach 3-4 Tagen die Enzymlosung mit Essigsaure, so 
entsteht ein starker EiweiBniederschlag; man filtriert nach einer 
Stunde und verfahrt weiter wie Hudson. Oder man behandelt die 
Enzymlosung mit Ammoniumphosphat, auf 1 kg Frischhefe 25 g 
(NH4 )2 HP04 (da faUt die Essigsaurebehandlung fort). Die fil­
trierte Saccharaselosung befreit man von Phosphorsaure und Ei­
weiB mit Bleiazetat oder man fallt zuerst mit MgC12 die Phos­
phorsaure und enteiweiBt das Filtrat mit Bleizucker. 

Die benutzte Hefe soIl durch Aufschlammen des Hefebreies 
in 10-20fachen Volumen Wasser und nachfolgender Dekantation 
von den Verunreinigungen befreit werden. Man wiederholt das 
Waschen, bis die braunliche Beimischung von Hopfenharzen ver­
schwunden ist. Der gereinigte Hefebrei wird in Sacken aus Filter­
leinen gefiillt, auf einer Presse von iiberschiissigem Wasser be­
freit, dann abgenutscht. Die gepreBte Hefe ist bei Eisschrank­
temperatur 3 bis 6 Tage haltbar. Geht man von Trockenhefe aus 
(am besten verfahrt man so, daB man die Hefe an der Luft aus­
breitet und langsam trocknet), so wird diese gemahlen, dann mit 

1) Hudson u. Paine: Journ. of the Americ. chern. soc. Bd. 32, S.774. 
1910. - Hudson: Ebenda Bd. 36, S.1566. 1914. 

2) I.iebigs Ann. d. Chern. Bd.425, S. 1. 1920/21. 
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der 10fachen Menge Wasser und mit der gleichen oder halben 
Menge Toluol vermischt, einige Zeit geriihrt oder geschiittelt. Fiir 
die Reinheit des Invertins ist es vorteilliafter, die Auflosung in 
2-3 Tagen bei Zimmertemperatur vor sich gehen zu lassen, als 
das Verfahren durch Erwarmen abzukiirzen. Auch hier ist das 
Neutralisieren von Vorteil. 

Zur Darstellung sind junge Rassen untergariger Hefe, die in 
zuckerhaltiger Nahrlosung bei einem Ph von 4,2-4,4 unter Zusatz 
von Hefewasser, welches das EiweiB der zerfallenden Hefezellen ent­
halt und bei einer Temperatur von 26-30° geziichtet werden, am 
besten geeignet. ("Angereicherte Unterhefe", vgl. S.161, FuBnote.) 

Verfahren nach Euler und Josephson1) Als Ausgangs­
material dient eine durch Vorbehandlung mit Rohrzucker und 
Phosphat angereicherte Unterhefe (vgl. oben). Die iiberstehende 
Fliissigkeit wird dekantiert. Unter Zusatz von etwas Toluol und 
Athylazetat wird die Hefe der Autolyse iiberlassen. Nach einer 
W oche wird filtriert. Der Saft wird unter kraftigem Riihren mit dem 
gleichen VolumenAlkohol versetzt2), worauf die entstandeneFallung 
sofort auf einem Biichnertrichter abgesaugt wird. Die Fallung 
wird etwa 30 Std. mit Wasser unter Zusatz von Toluol digeriert. 
Beim Absaugen wird schlieBlich ein klares, braunliches Filtrat er­
halten. Diese wasserige Losung wird etwa mit 1/4 ihres Volumens 
Alkohol versetzt und der Halite ihres Volumens einer Tonerdesus­
pension, die etwa 25 g Al(OH)s enthalt. Die Sorption der Saccha­
rase ist fast vollstandig. Das Sorbat wird abgesaugt, mit destil­
liertem Wasser gewaschen und in der Halite des vor dem Absaugen 
vorhandenen Gesamtvolumens einer Losung von 0,3proz. Kalium­
arseniat + 0,1 proz. Ammoniak aufgeschlammt. Nach halbstiin­
digem, kraftigem Schiitteln wird die Elution abgesaugt. Die Losung 
wird mit Essigsaure neutralisiert und F/2 Tage durch Kollodium­
schlauche dialysiert. 

1) Ber. d. dtsch. chem. Ges. Bd.56, S.446 u.453. 1923. 
2) Nach Untersuchungen von Willstatter und Schneider: Zeitschr. 

f. physiolog. Chem. Bd. 133, S. 193. 1924; Bd. 142, S.257. 1925 kann man 
mit geringen Alkoholkonzentrationen von etwa 20--40% des Gesamt­
volumens einige Begleitstoffe mit einem auBerst geringen Teil des Invertins 
ausscheiden. Erst wenn die Konzentration des Alkohols 40% iibersteigt, 
beginnt die Fliissigkeit sich zu triiben und bei 50% ist das gesamte Ferment 
mit vielen Begleitstoffen niedergeschlagen. Die adsorptionshemmenden 
Abbauprodukte bleiben in der 50proz. alkoholischen Mutterlauge zuriick. 
Zur Vermeidung der Saccharasezerstorung bei der AlkohoHallung versetze 
man die Autolysate vor der Fallung mit Essigsaure zu Ph 4,5 - 4,8. Da­
bei ist es vorteilhaft, die Fermentlosung auf 0°, den Alkohol auf etwa 
- 200 zn halten. Vgl. S. 165. 
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Eine weitergehende Reinigung gelingt durch weitere Ad­
sorption an Kaolin; danach wiederum Tonerdeadsorption (etwa 
2 g). Eluiert wird mit 0,6proz. Kaliumarseniat und 0,1 proz. 
Ammoniak. Die schwach ammoniakalische Elution wird mit 
Salmiak und Magnesiumchlorid versetzt, wobei das Arsen zum 
graBten Teil ausfallt. Dann viertagige Dialyse. 

Verfahren nach Euler und Josephson unter Verwen­
dung von gealtertem Autolysensaftl). Hefe wird ca. 1 Monat 
teils bei Zimmertemperatur, teils bei 350 autolysiert. Bei Zusatz 
von A1koho1 entsteht eine sehr geringe Fallung. Die Fallung wird 
in Wasser gelOst. Die Lasung (1250 cm3) wird auf 51 verdunnt und 
mit 250 cm 3 Tonerdehydrat-Emu1sion, entha1tend 8,5 g A1 20 3 , 

versetzt. Das Sorb at wird abgesaugt, mit destilliertem Wasser ge­
waschen und mit 800 cm 3 1 proz. Natriumarseniat + 0,1 0/0 Ammo­
niak e1uiert. Die Behand1ung des Sorbates mit der Elutionsflussig­
keit dauert etwa 30 Minuten. Nachdem die Elutionsflussigkeit ab­
gesaugt ist, wird die schwach ammoniakalische Lasung mit HgC1 2 

versetzt, wodurch die Arsensaure zum graBten Teil ausfallt. Nach 
Abfiltrieren der Lasung wird mit Essigsaure neutralisiert und da­
nach 16 Stunden dia1ysiert, wobei die Aktivitat sich nicht verandert. 

Zur zweiten Adsorption wird die Lasung auf 51 verdunnt 
und mit 50cm3 Tonerdehydratemulsion (1,7 g Al20 a) versetzt. Die 
Elution wird dialysiert, und zwar zuerst gegen reines Wasser, 
danach gegen Wasser, das durch Zusatz von Salpetersaure 
schwach angesauert ist (Ph = 3,5). Nach 24stundiger Dia1yse 
wird die Lasung mit Kieselgur behandelt, dann abfiltriert, noch­
mals 48 Stunden zuerst gegen angesauertes Wasser (Ph = 3,5) 
und schlie13lich 48 Stunden gegen destilliertes Wasser dialysiert. 
Nach insgesamt 6tagiger Dialyse und Behandlung mit Kieselgur 
Rank die Aktivitat nur um 10%. 

Methoden nach Willstatter und Mitarbeitern. Eine 
Einheitsvorschrift zur Darstellung der Saccharase ist von Will­
statter nicht gegeben worden. Jedes der verschiedenen, nachein­
ander beschriebenen Verfahren hat V orzuge und N achtei1e. J e nach 
der Wahl der Methode hat es der Untersucher in der Hand, Pra­
parate mit oder ohne Gehalt an Hefegummi, mit oder ohne EiweiB­
gehalt, mit oder ohne Tryptophan und Tyrosingeha1t zu gewinnen. 
Das Prinzip der Will s tat t e r schen Methoden ist, die geeigneten 
Bedingungen auszuprobieren (Sauregrad, Temperatur, Vorbe­
hand1ung der Adsorbentien, Abscheidung oder Belassung staren­
der resp. fardernder Beg1eitstoffe), unter denen mit mag1ichst wenig 
Adsorbens ein Maximum an Ferment adsorbiert. wird. 

1) Ref. rI. dtsph. chern. GPR. BrI. 56, R. 453. 
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Je nach der Verwendung a) gealterter oder b) frischer Hefe­
autolysate verwendet Willstatter hauptsachlich zwei Methoden, 
von denen je ein Beispiel folgen soIP)2). 

Verarbeitung gealterter Hefeautolysate. Die Hefe 
wird mit der gleichen Menge Wasser versetzt und unter Toluol­
zusatz autolysiert. Das Autolysat wird mehrere Monate altern 
gelassen (4-61/ 2 Monate). Nach dem Vorgang von Euler 
und Josephson wird das Autolysat mit der gleichen Menge 
95 proz. Alkohols gefallt. Der Niederschlag wird mit Wasser kurz 
geschiittelt, wobei er sich lost; noch geeigneter ist 0,06proz. Am­
moniak. Die Losung wird mit Essigsaure angesauert (zu 1/3_3/4n) 
und aus ihr das Ferment mit Zettlitzer Kaolin (pro I Fliissigkeit 
1 g) adsorbiert, das Adsorbat so schnell getrennt, daB das Enzym 
hOchstens 20 Minuten der Saure preisgegeben wird. Mit 0,4proz. 
Dinatriumphosphatlosung wird alsdann eluiert. Die so erhaltene 
Losung wird 4 Tage lang durch sogenannte Fischblasen dialysiert 
und dann bis zur Stromstarke von 0,1 Milliampere elektrodialysiert. 
Der Dialysatorinhalt wird auf II pro S.-E (s. u.) und einen Gehalt 
von 1/20-n -Essigsaure gebracht. Zur Adsorption wird jetzt von dem 
Tonerdepraparat B (s. S. 5) eingetragen. Die Suspension wird 
mit Ammoniak auf einen Ph = 5,5 gebracht und durch gehartete 
Filter gesaugt. Mit 0,4proz. Dinatriumphosphat wird eluiert, 
3 Tage dialysiert und fiinf Viertelstunden elektrodialysiert. 

Ein Beispiel der Fraktionierung mit gealtertem Autolysat3): 

1,12 I Autolysat, 26 Monate alt; 1,241 Autolysat, 28 Monate alt; 
4,9 S.-E. 6,02 S.-E. 

~ ~ 
Alkoholfallung, Elution durch Alkoholfallung, Elution durch 

Wasser, 3,77 S.-E. Wasser, 4,65 S.-E. 

Adsorbiert aus 1/3 essigsaurer Losung mit Kaolin (A.-W. 0,27), 8,00 S.-E . 
... 

Elution durch Ammoniak, 5,46 S.-E. 

Von 4,75 S.-E. in 1/2o-n-Essigs. 
ads. m. Tonerde B 2,03 S.-E. 

... 
Rasche Elut. d. Phospho 

0,67 S.-E. 
0} 

Eingeengt im Vak.; dial. mit 
80% VerI. 0,135 S.-E. 

~ 
ferner ads. 0,92 S.-E. 

1 
Elut. d~ Phospho 

0,51 S.-E. 

beiNeutr.ausgefl.aus 
Restlosung 1,8 S.-E . 

... 
RascheElut. d.Phos­

phat 0,46 S.-E. 
... 

Eing. dial. 0,415 S.-E. 

1) Nach Willstatter u. Schneider: Zeitschr. f. physiolog. Chern. 
Bd. 133, S. 193. 1924. Vgl. auch W illstatter u. Wasssermann: Zeitschr. 
f. physiolog. Chern. Bd. 123. S. 181. 1922. 

2) Wills tatter u. Schneider: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 142, 
S. 257. 1925. 

3) Willstatter u. Schneider: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 133, 
S.217. 1923. 
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Verarbeitung frischer Refeautolysate. Mehrere Kilo 
frischer Refe, die man zweckmaBig vorher einige Tage in 2 proz. 
Zucker16sung unter Zusatz von Nahrsalzen 1) und bei dauernder 
Durchliiftung auf 300 gehalten hat, werden mit 60 em 3 Chloro­
form pro kg frisehe Refe mittels starker Rolzstabe innig gemiseht 
und geknetet. 

Naeh 10-20 Minuten ist die Masse verfliissigt, darauf ver­
setzt man mit dem gleiehen Gewieht Wasser und neutralisiert 
unter standigem Riihren mit verdiinntem Ammoniak bis zum 

1) Vgl. v. Euler u. Svanberg: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd.l07, 
S.269. 1919 (S. 286). - Svanberg: Bd. 109, S.65. 1920. - v. Euler u. 
af Ugglas: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd.70, S.279. 1910. 

Beispiel zur Vorbehandlung einer Unterhefe: 75 Liter der benutzten 
Hefe wurden mit 500 Liter Wasser von 25° in einem 700 Liter fassenden 
und mit RiihrpropeIIer versehenen Maischbottich gemischt. Die Hefe konnte 
sich wahrend 20 Stunden absetzen, worauf das Waschwasser mittels Hebers 
entfernt wurde. Die Hefe wurde nun in einen 500 Liter fassenden Bottich 
mit Wasser von 270 iibergespiilt. In diesem Bottich wurde unter Um­
riihren folgende Lasung zugesetzt: 0,1 kg MgSO., 1,0 kg KH2PO., 1,0 kg 
NH.H2PO., 0,05 kg NH.CI, 0,05 kg K 2SO., Hefenwasser aus 1/2 kg Trocken­
hefe, 10 kg Invertzucker. Auf 10 Liter aufgefiiIIt. Diese Lasung wurde 
in drei Portionen an einem Tag in 4-5 Stunden Zwischenraum zuge­
setzt; die Maische wurde wahrend 12 Garstunden zwischen 24 und 27° 
gehalten. Nachdem sich die Hefe wahrend 24 Stunden abgesctzt hatte, 
wurde die Maische mittels Hebers entfernt, die Hefe wurde quantitativ 
gesammelt und mittels Handpresse abgepreBt. (Euler und Svanberg: 
Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bel. 107, S. 286.) Oder man schwemmt nach 
Euler u. Svanberg: (Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 106, S. 201. 1919) 
1 g der Hefe (Unterhefe) in folgender Lasung auf: 0,025 g MgS04" 0,05 g 
NH4,H2P04" 0,5g KH2P04 (evtl. 1,Og Asparagin), 2g Rohrzuckerauf 100 cm" 
Wasser; nach 40 stiindiger V orbehandlung bei ca. 27° wird abdekantiert. 

Die giinstigsten Bedingungcn fiir die Invertasevcrmehrung liefert 
eine Garfiihrung mit minimaler Zuckerkonzentration (\Villstatter, 
Lowry u. Schneider: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 146, S. 158. 
1925). Beispiel: 200 g gut gewasehene, abgepreBte Hefe werden in 
4 I NahrIasung verteilt. (Die Nahrlasung enthitlt je 8 g primar. Kalium­
phosphat und primar. Ammoniumphosphat, sowie je 2 g Kaliumnitrat 
und wasserhaltiges Magnesiumnitrat.) Die Suspension wird in einem 10-1-
:Filterstutzen auf 28 ° vorgewarmt. Die Temperatur solI wahrend des 
ganzen Versuches 27 ° betragen. Die Fliissigkeit wird mit meehaniseher 
Riihrung in starker Bewegung gehalten. Aus einer tubulierten Flasche 
tropft durch eine Kapillare 20proz. Rohrzuekerlosung ein, und zwar so, 
daB 100 em3 Liisung (10 0/0 Zucker bezogen auf das Gewicht der abgepreBten 
Hefe) in 1 Stunde einflieBen. Man trcnnt zweckmaBig die Hefe naeh je 2-3 
Stunden von der alkoholisehen Fliissigkeit und erneuert die NahrIasung; 
dies solI in den ersten 12 Stunden 3-4mal erfolgen; spater ist ein Wechsel 
erst nach 8-12 Stunden notig. Die Hefe muB abzentrifugiert werden, wenn 
ein Dekantiercn nicht mehr gut moglieh ist. Praktiseh wird die Fiihrung so 
vorgenommen, daB man in 4-8 Stunden 50-80% Zucker eintropfen laBt, 
so dann durch eine engere Kapillare den Rest iiber Nacht. Die iiblichc 
Versuchsdauer betragt etwa 17 Stunden. 

Rona, Fermentmcthodcn, 2. Allflage. 11 
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Ph 6,5-7,0 (Lackmusneutralitat). Wahrend die Autolyse der 
Fliissigkeit bei dauernder Bewegung durch einen Riihrer weiter­
geht, wird in kurzen Abstanden die gebildete Saure weiter wie 
vorher neutralisiert. Nach 6-8 Stunden ist die Saurebildung be­
endet oder sehr verlangsamt. Nach gewohnlich 48 Stunden ist 
alles Invertin aus den Zellen freigelegt. Das Autolysat wird in 
einer groBen Zentrifuge von den Heferiickstanden befreit und 
die Fliissigkeit durch schnelles Filtrieren unter Zusatz von 
etwas Kieselgur auf einer Reihe groBer Filter geklart. Die Fal­
lung durch Alkohol ist unentbehrlich, um die frischen Neutral­
autolysate fUr die Kaolinadsorption geeignet zu machen. Die dabei 
entstehenden Enzymverluste sind zu vermeiden, wenn die Fallung 
aus angesauerter Losung (durch Zusatz von primarem Phosphat 
oder besser mit Essigsaure bis zur beginnenden EiweiBtriibung) 
bei Ph 4,5-4,8 vorgenommen wird. Man zentrifugiert von dem 
unlOslichen Anteil scharf ab und klart die Losung, wenn sie nicht 
ganz klar ist, durch Zusatz von Kieselgur und Filtrieren. 

Darauf wird die Losung mit Wasser und 3-n-Essigsaure ver­
diinnt und mit Salzsaure behandeltem Kaolin adsorbiert (s. S. 7, 
67 g fiir 10 S.-E.; in 500 cm3 nJ2-Essigsaure fiir 1 S.-E.). Die 
Suspension wird so rasch wie moglich auf einer breiten Steinzeug­
nutsche mit doppelter Lage Filtrierpapier abgesaugt, was nicht 
mehr als 5 Minuten dauern soll. Nach dem Auswaschen wird das 
Adsorbat in Porzellanschalen eingetragen und zur Elution mit 1,51 
0,05proz. Ammoniak verriihrt. Die Elution wird auf mehreren Nut­
schen durch gehartete Filter gesaugt und mit Essigsaure neutrali­
siert. Die gesamte Fliissigkeitsmenge wird im Vakuum bei 13 
bis 14° auf ein Volumen von 30-35 S.-E. in 11 eingedampft. Zur 
EiweiBausfallung wird die Losung in tunlichst vielen Portionen 
mit 20proz. CaC12-Losung (4 cm3 pro 1 S.-E.) und mit n/2-
Schwefelsaure versetzt (die notige Menge muB wegen der 
starken Saureempfindlichkeit des Invertins ausprobiert werden, 
indem man zu 5 cm3 der eingeengten Elution 1 cm3 20proz. 
CaCl2-Losung gibt und die Menge Schwefelsaure ausprobiert, 
die geniigt, um alles Ca zu binden). Beim H 2S04 -Zusatz ent­
steht eine dichte, sich zusammenballende Proteinfallung. Mit 
der Zentrifuge wird die Enzymlosung yom Niederschlag ge­
trennt und spatestens 5 Minuten nach Versuchsbeginn mit einer 
kleinen Mengen gefiillten Kalziumkarbonats neutralisiert. Die Lo­
sung wird im Vakuum eingeengt und zwei Tage dialysiert. 

Die weitere Reinigung kann in fraktionierter Tonerdeadsorp­
tion erfolgen. Durch unvollstandige Adsorption wird ein Teil 
des Enzyms mit dem groBten Teil der Ballaststoffe entfernt, 
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und die Restlosung wird fur sich weiter verarbeitet (Voradsorption). 
Zumeist wurde die Hauptmenge (80-90% ) des Enzyms aufge­
nommen und vollstandig oder fraktionsweise eluiert. Die maxi­
male Adsorption wurde bei P'" 5 gefunden. Man arbeitet in 1/1000-n­
Essigsaure und zuerst z. B. mit 250 cm3 pro S.-E. Bei hoherem 
Reinheitsgrad ist hingegen der Adsorptionswert in konzentrierter 
Losung groBer (1 E. in 50 cm3). 

Nach der Reinigung durch Voradsorption tragt man die 
vorher ausgetastete Menge Al20 3 in ca. 1/40 des Volumens an 
Flussigkeit auf einmal unter heftigem Umschutteln ein. Die Rest-
16sung wird yom Adsorbat abzentrifugiert. Die Adsorbate wer­
den, um sie auszuwaschen, sorgfaltig mit destilliertem Wasser 
verriihrt und die Tonerde durch Zentrifugieren yom Waschwasser 
abgetrennt. Hierauf wird in Fraktionen eluiert, und zwar ein 
kleiner Teil mit 0,05proz. Ammoniak und die Hauptmenge durch 
zweimalige Behandlung mit 0,5proz. Diammonphosphat. Die ver­
einigten Phosphatelutionen werden im Vakuum auf ein kleines 
Volumen eingeengt und durch dreitagige Dialyse von Elektrolyten 
befreit, danach noch elektrodialysiert. 

Dieser Voradsorption folgen noch meistens zwei weitere Ad­
sorptionen in gleicher Weise. 

Beispiel1) der planmaBigen Tonerdeadsorption (Pra­
parat 0, S. 5): Angewandt 58 E. yom S.-W. 108 nach Kaolin­
adsorption und EiweiBfallung. 

Voradsorption (4,2% adsorbiert) in Verdunnung 1 E. in 
200 cm3 , neutral mit 0,6 g, Restlosung 56,7 E. 

Voradsorption (10,1 %) unter denselben Bedingungen mit 0,6g, 
Restlosung 50,8 E. weiter verarbeitet 49 E. 

I. Adsorption: n/1000 Essigsaure, 1 E. in 250 cm3 mit 0,95 g 
bei A.-W. 41,2. Elution (nach Vorelution von 2,25 Emit NH3 ) mit 
Phosphat16sung, eingedampft, dialysiert, 35,3 E. 

S.-W.2,27, weiter verarbeitet 25,5 E. 
Voradsorption (7,1%) n/1000 Essigsaure, 1 E. in 55 cm 3 mit 

0,053 g bei A.-W. 39; el. S.-W.0,7. Restlosung 23,7 E. 
II. Adsorption: n/1000 Essigsaure. 1 E. in 63 cm3, mit 0,182 g 

bei A.-W. 115. Elution mit Phosphat16sung 17,4 E. (83%), nach 
Dialysieren 16,9 E. S.-W. 3,57 ; nach 8 Tagen2, 76, weiter verarbeitet 
12,3 E. Voradsorption (17%) n/1000 Essigsaure, 1 E. in 50 cm3 

mit 0,01 g bei A.-W. 210, mit Adsorption von 2,1 E. zerstort 71 0/0 , 

Rest16sung 10,2 E. 

1) Willstatter und Schneider: Zeitschr. f. physiolog. Chern. 
Bd. 142, S. 288. 1924. 

ll* 
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III. Adsorption: n/1000 Essigsaure, 1 E. in 61, mit 0,0053 g 
bei A.-W. 162. Elution 8,2 E (98%) nach Dialyse 8,2 E. filtriert 
von etwas Tonerde, 7,4 E. S.-W. 4,75. 

Weitere Reinigung gelang nicht mehr. 
Folgende Tabelle1) gibt ein weiteres Beispiel fUr die Reinigung 

der Invertinpraparate. 

Fraktionierungsversuch mit Invertin aus frischem 
Autolysat. 

2,31 Autolysat (8 Tage nach Beginn der Autolyse) 28,6 S.-E. 
.j. 

Alkoholfallung, Elution durch Wasser. 26,8 S.-E . 
.j. 

Adsorbiert aus 1,5n essigsaurer Losung mit Kaolin (A.-W. 0,67) 25,6 S.-E . 
.j. 

Elution durch Ammoniak 19,5 S.-E. 
.j. 

Adsorbiert aus neut'r. Losung mit Tonerde C (A.-W. 9,3) 16,8 S.-E . 
.j. 

Elution durch Phosphat 15,6 S.-E . 
.j. 

Nach Phosphatfallung 14,2 S.-E . 
.j. 

Von 8,13 S.-E. adsorbiert durch Tonerde B (A.-W.12,5) 8,07 S.-E . 
.j. .j. 

Erste Elution durch Phosphat 4,80 S.-E. Zweite Elution 1 durch PhosIJhat 1,86 S.-E. 

Eing. Dial. 4,75 S.-E. Eing. Dial. 1,73 S.-E. 
.j. 

Von 4,33 S.-E. adsorbiert durch Tonerde B 4,22 S.-E . 
.j. .j. 

Erste Elution 1,65 S. E. Zweite Elution 1,31 S.-E . 
.j. .j. 

Eing. Dial. 0,96 S.-E. Eing. Dial. 1,10 S.-E. 

Nach Untersuchungen von Willstatter, Schneider und 
Wenze12) ist das beste Verfahren zur Freilegung des Invertins 
die fraktionierte Autolyse. Es besteht in der Abt6tung der un­
verdiinnten Hefe durch Toluol, Abtrennung des Verfliissigungs­
saftes und kurzdauernde Autolyse bei 30°. Es ist vorteilhaft, 
einige Zeit nach der vollstandigen Verfliissigung, z. B. nach 
1 Std., Wasser (gleich dem Gewicht der Hefe) zuzusetzen und 
die Hefesuspension mit verdiinntem Ammoniak zu neutralisieren 
und bis zur Abtrennung nach zwei weiteren Stunden neutral 
zu halten. Gute Resultate werden auch erzielt, wenn man die 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 133, S.218. 1923. 
2) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 151, S. 1. 1925. 
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Hefe anstatt mit Toluol durch Verreiben mit 5-10% feingepul­
vertem Diammonphosphat verfliissigt, oder besser mit Phosphat 
+ Toluol. Der Puffer geniigt, so daB Neutralisation mit Ammo­
niak nicht mehr notig ist. Dieses Verfahren wurde entweder bei 
Zimmertemperatur (6-8 Std. bis zur Abtrennung) oder bei 30 0 

(im ganzen 3 Std. bis zur Abtrennung) ausgefiihrt. 
Das mit der doppelten oder vierfachen Wassermenge ver­

diinnte Autolysat wird zunachst mit der Zentrifuge abgetrennt 
und zweckmaBig erst danach durch geringes Ansauern mit Essig­
saure von EiweiB vollstandig befreit. 

ZuPraparaten von hoheremReinheitsgrade gelangt man am ein­
fachsten durch einmalige Adsorption von Kaolin oder zweckmaBig 
durch Fallung mit Alkohol und einmalige Adsorption an Tonerde. 

Beispiel!): Fallung durch Alkohol. Ein frischbereitetes Auto­
lysat (1,51 mit 20,9 S.-E. Zeitwert 1,15) wurde auf 0 0 abge­
kiihlt und mit I-n-Essigsaure (5 cm3) zu Ph von ca. 5 ange­
sauert. Beim Vermischen mit dem gleichen Volumen auf - 20 0 

gekiihlten Alkohols fiel eine geringe Menge Niederschlag aus, der 
auf 2 Nutschen durch Filter, die mit einer 1 mm dicken Schicht 
Kieselgur bedeckt waren, abgesaugt wurde. Das vom Papier ab­
gelOste Kieselgur wurde mit Wasser verriihrt und lieferte eine klare 
EnzymlOsung. - Die Invertinlosung (370 cm3) wurde auf 92 cm3 

eingeengt. Bei dieser hohen Konzentration wurden mit 0,40 g 
Tonerde (in 40 cm3 Wasser) 18,7 E. adsorbiert. Das dreimal 
gewaschene Adsorbat lieferte, in 0,51 Wasser suspendiert, beim 
Versetzen mit 4 g Diammonphosphat und Umschiitteln in 5 Min. 
eine Elution, die 13 S.-E. enthielt. 

Eine weitere Reinigung gelingt durch Fallung durch Tannin in 
der Kalte. Ein Beispiel moge das Tanninverfahren schildern 2). 

Die FermentlOsung mit 2,5 S.-E. wurde auf 3,4 cm3 eingeengt, 
auf 0 0 abgekiihlt; auch die Losung von 0,82 g Tannin in 3 cm3 

Wasser stand in Eis. Der Becher einer Zentrifuge wurde nun mit 
CaCl2-Losung von - 15 0 gefiillt und darin mit Korkstiicken ein 
kleines Zentrifugenglas befestigt. In diesem wurde die Fallung 
vorgenommen, urn sofort zu zentrifugieren. Der Niederschlag 
von zaher Konsistenz wurde mit Wasser von 0 0 verriihrt. Die 
triibe Fliissigkeit enthielt 1,64 S.-E., die RestlOsung 0,14 S.-E. -
Mit Tonerde wurden bei 0 0 1,48 S.-E. adsorbiert und mit Di­
ammonphosphat 1,46 S. E. eluiert. 

Durch anteilweise Bildung eines adsorbierend wirkenden 
Niederschlages von Bleiphosphat in den InvertinlOsungen gelingt 

1) 1. c. S. 12. 2) 1. c. S. 13. 
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es, inaktiviertes Ferment von aktivem abzutrennen. Die ersten 
Fraktionen des Phosphatniedersehlages enthalten das weniger 
aktive Enzym. Der Niedersehlag wird so erzeugt, daB man fur 
einen gewissen Anteil des Fermentes die ausprobierte Menge von 
Ammonphosphat in die konzentrierte InvertinlOsung aus der Bu­
rette einflieBen liiJ3t, sodann aus einer zweiten unter heftigem 
Sehutteln die aquivalente Menge Bleiazetat. 

MaBe fur die Konzentration des Invertins. 
Als MaBe werden gewohnlieh die folgenden benutzt. 
1. Der "Zeitwert" naeh 0. Sullivan und Tompson 1). 

Er gibt die in Minuten gemessene Zeit t an, die 0,05 g getroeknete 
Hefe (oder der dieser Menge entspreehende Hefeauszug) oder 0,05 g 
Enzympraparat in 5 em3 0,5-n-NaH2P04-Losung (Ph 4,5) auf­
gesehwemmt oder gelOst, brauehen, um zu 20 em 3 20proz. Rohr­
zuekerlosung hinzugefugt, diese bei 15,50 so weit zu spalten, daB 
naeh Aufhebung der Multirotation dureh Soda die Drehung bei 
Na-Lieht (bei 20 0 polarisiert) 00 betragt ("Normalbedingungen"); 
dann sind 75,93% des vorhandenen Zuekers gespalten. R. Will­
sta tter u. F. Raeke eharakterisieren den Invertingehalt von 
Hefeauszugen 1. durch den "Zeitwert bezogen auf Hefe", wobei 
die 0,05 g getrockneter Hefe entspreehende Menge des Auszuges 
unter den "Normalbedingungen" auf die Zuekerlosung einwirkt. 
Bezieht man den Zeitwert der Extrakte auf den der verarbeiteten 
Hefe, so gewinnt man em MaB fur die Ausbeute an Ferment. 
2. dureh den "Zeitwert bezogen auf Trockengewieht", der sich 
auf 0,05 g Troekenriiekstand des Extraktes sowie beliebiger 
InvertinlOsungen bezieht. 

Praktiseh wird die Zeitwertbestimmung so ausgefuhrt 2), daB 
man die pufferhaltige 20%ige Zuekerlosung mit etwa so viel In­
vertinlOsung auf lOO em 3 bringt, daB die Hydrolyse bis zur 
Nulldrehung 60-180 Minuten erfordert. Zwischen 50-75% 
Spaltung werden 25 em 3 des Reaktionsgemisehes in ein mit 
5 em 3 2 -n - Soda besehiektes Reagensglas eingetragen , das 
mindestens 15 Minuten im Thermostaten von 20 0 bleibt. 
Der Zeit- (Minuten-) Wert ± 0 = t Min. wird entweder graphiseh 

1 a 
ermittelt, oder man berechnet k = -- log -- und daraus die 

t a-x 
Nulldrehungszeit aus der Beziehung Reaktionskonstante X Null-

1) Sullivan u. Tompson: Journ. of the Americ. chern. soc. Bd.57, 
S. 834. 1890. 

2) Willsta tter u. Racke: Liebigs Ann.d. Chern. Bd. 425, S.l. 1920/21. 
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drehungszeit = 0,619 (fUr 20°); fUr 15,50 = 0,597; fUr 180 = 0,608; 
fiir 22 0 = 0,629. 

Der Vergleiehszeitwert fiir Invertin gibt an, wieviel 
Minuten 0,5 g troekene Hefe oder Praparat brauehen, um 1,1875 g 
Rohrzueker (entspreehend 1,25 g Maltosehydrat) in 25 em 3 Losung 
bei Ph 4,3 und 300 zu 50% zu spalten 1). Der Vergleichszeitwert 
dient zum Vergleieh der Wirkungen der Hefe und von Ferment­
praparaten auf verschiedene Zuckerarten und Glukoside. Er be­
zieht sieh auf die fiir jede Hydrolyse angebbare Zeit, die fiir den 
Umsatz von 500/ 0 des vorhandenen Substrates notig ist. Zeitwert 
und Vergleiehszeitwert sind der fermentativen Konzentration 
umgekehrt proportional. (Bei der Maltase wird auf l)k 6,8 ein­
gestellt.) 

2. Der "Saccharasewert" (S.-W.) nach Willstatter und 
Kuhn 2) stellt das' Reziproke des Zeitwerts nach O. Sullivan 
und Tompson dar. (Ein anschauliches MaB fiir die Reinheit 
der Praparate. Da der Saccharasewert umgekehrt proportional 
dem Zeitwert ist, so gibt der Saccharase wert die Anzahl "Saccha­
raseeinheit" [S.-E. s. S. 169] in 50 mg Trockensubstanz an). 

3. Die "Inversionsfahigkeit" (If.) nach v. Euler und 
Svanberg 3) wird definiert als 

If. = k'!l_~llck~~ bzw. _~ Zueke~ ___ , 
!l Praparat !l Trockensubstanz 

wo k die Reaktionskonstante erster Ordnung bezeichnet; !l Zucker 
ist die bei Beginn der Inversion urspriinglich anwesende Rohr­
zuekermenge, !l Praparat ist die Menge des angewandten Fer­
mentpraparates bzw. das Trockengewicht der zur Inversions­
bestimmung angewandten FermentlOsung. Aus dem O. Sullivan­
Tompsonschen Zeitwert 

00 = t Minuten 

(berechnet fur 4 g Rohrzucker und 0,05 g Praparat) ergibt sich 
fur If. fiir 180 

Denn es ist bei 180 

If. = 46,17~. 
t 

Lmax = Rmax (0,44 - 18 . 0,005) = 0,36 R utax • 

1) Vgl. Willstatteru. Steibelt: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. Ill, 
S. 157, 169. 1920. 

2) Ber. d. dtsch. chern. Ges. Bd. 56, S. 509. 1923. 
3) v. Euler u. Svanberg: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 106, S. 201, 

1919. Bd.107, S.269, 1919 und v. Euler u. Josephson: Ber. d. dtsch. 
chern. Ges. Bd.56, S.1749. 1923. 
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Die Inversionskonstante wird berechnet nach der Gleichung 

k-~l R+L 
- t og(X+L' 

wo R die Anfangsdrehung, L die Enddrehung, a die Drehung zur Zeit t 
bezeichnen. Dann ist (da (X = 0) log 1,36/0,36 = 0,5772 und 

k = 0,5772 d If = 0,5772 . 4 = 46,176 
t un . t . 0,05 t' 

Die Inversionskonstante k, dividiert dureh die Konzentration 
des Enzympraparates (%), ergibt die Aktivitatszahl k/%. 

Das Inversionsvermogen ist naeh Euler und Svanberg 1) 

Inv. = k·g Zucker. 
Zellenzahl 

Fiir die Umreehnung auf Inversionsfahigkeit If. muB man die 
Zellenzahl der Hefe pro Gewiehtseinheit kennen. 

Da die enzymatisehe Inversion in der Regel nieht genau mono­
molekular verlauft, hat man den Mittelwert aus mehreren Be­
obaehtungen zu nehmen. Die Zeit wird in Minuten angegeben 
und mit Briggsehen Logarithmen gereehnet. Beispiel einer Be­
reehnung von If. naeh Euler und Josephson 2). 

Versuehsansatz: 4,8 g Rohrzueker, 10 em 3 4 proz. KH2PO 4-

Losung, 49 em3 Wasser, 1 em3 Saeeharaseltisung. Bei den in der 
folgenden Tabelle angegebenen Zeiten wurden 10 em3 Misehung 
in 10 em3 5proz. Sodaltisung einpipettiert, wodureh die Reaktion 
abgebroehen wurde. Die Losungen wurden darauf im I-dm-Rohr 
polarisiert. 

Das Troekengewieht der Enzymltisung wurde dureh Ein­
dampfen einer Probe von 5 em3 bestimmt. Gefundenes Troeken­
gewieht 1,44 mg. Also enthalt 1 em 3 0,288 mg. 

Min. Drehung K .104 

o 2,65 
22 1,00 
28 0,62 
33 0,37 
40 0,04 

Hieraus bereehnet sieh: 

122 
130 
133 
142 

If. = 1~~ ~i8 = 220. 

k·104 

Mittel 

132 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 106, S. 201. 1919. 
2) Ber. d. dtsch. chem. Gas. Bd.56, S.1749. 1923. 
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4. Die Saccharaseeinheit (S.-E.) nach Willstatter und 
Kuhn 1) als MaE fiir die Invertin-Mengen wird definiert als die 
Enzymmenge in 50 mg invertinhaltiger Substanz vom Zeitwert 1 
unter den Bedingungen von O. Sullivan und Tompson. 

Uber Darmsaccharase (aus Schweine- und Menschendarm) 
vergleiche Euler und Svanberg 2). - Zur Untersuchung kommt 
der fein zerschnittene Darm oder dessen Glyzerinextrakt. 

Bestimmung der Saccharase vgl. S. 180. 

1\'Ialtase. 
Das Ferment katalysiert die Spaltung von Maltose in zwei 

Mol Traubenzucker. Es ist eine IX-Glukosidase. 
Darstellung der Maltase. E. Fischer benutzte bei seinen 

Untersuchungen 3) wasserige mit Toluol versetzte Extrakte der 
vorher scharf getrockneten Bierhefe. 

Darstellung aus Hefe nach Willstatter, Oppenheimer und 
Steibelt 4). Wichtig ist es, die bei der Autolyse der Hefen ent­
stehenden Sauren zu neutralisieren. 

Beispiel: 88 g gewaschene und abgepreEte untergarige Hefe 
(die Autoren benutzten Hefen der Lowenbrauerei in Miinchen) 
wurden unter Zusatz von Toluol mit 132 cm 3 Wasser (entsprechend 
20 g Trockenhefe + 200 cm3 Wasser) geschiittelt. Die Fliissig­
keit reagierte zunachst neutral, eine deutlich sauere Reaktion 
trat mitunter erst nach 50, gelegentlich aber auch schon nach 
5-6 Minuten auf. Am besten ist es, haufig die neutrale Reaktion 
auf Lackmus durch vorsichtigen Zusatz von verdiinntem 1 proz. 
Ammoniak herzustellen. Bequem und annahernd ebenso giinstig 
ist es, die Fliissigkeit durch Zusatz von Magnesiumkarbonat kon­
stant bei fast neutraler Reaktion zu erhalten. - Um Maltase aus 
getrockneter Hefe zu bereiten, ist es unnotig, die Hefe durch stufen­
weises langsames Erhitzen bis auf 100° oder durch Aufbewahren 
im Vakuum iiber Schwefelsaure vorzubereiten. Lufttrockene Hefe 
gibt dieselbe Ausbeute. Es werden z. B. 20 g Trockenhefe mit 
200 cm 3 Wasser und Toluol geschiittelt und die sauer reagierende 
Fliissigkeit mit 1 proz. Ammoniak neutralisiert. 

Ein weiteres Verfahren von Willstatter und Stei belt 5) zeigt 
folgendes Beispiel: Die etwa 2,5 g Trockenhefe entsprechende Menge 
Frischhefe (etwa 11 g) wird im Becherglas mit 1 cm 3 Essigester ver-

1) Ber. d. dtsch. chern. Ges. Bd.56, S.509. 1923. 
2) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 115, S.43. 1921. 
3) Ber. d. chern. Ges.~Bd. 28,~S. 1433. 1895. 
4) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. no, S. 232 (237). 1920. 
5) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. Ill, S. 168. 1921. 
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setzt und mit einem Glasstab 4-6 Minuten lang verrieben, bis 
die Verfliissigung vollstandig geworden ist. Darauf wird die 
Hefe mit 20 em3 Wasser durehgeriihrt und alsbald tropfenweise 
mit n/10-Ammoniak unter stetigem Riihren bis zur neutralen 
Reaktion versetzt, die man dureh Tiipfeln auf hellblaues Laek­
muspapier mit Vergleiehsproben von destilliertem Wasser fest­
stellt; man wartet noeh 10 Minuten und gibt bei evtl. wieder ein­
getretener Sauerung von neuem n/1O-Ammoniak bis zur neutralen 
Reaktion hinzu. Bei hOehstens 1 tagigem Stehen gehen 95-1000/ 0 

der Maltase in Losung. Zu Versuehen benutzt man diese Suspen­
sion, die mit Wasser verdiinnt wird. 

Oder man verfahrt naeh Willstatter undBamann 1) so, daB 
man etwa 10 g abgepreBte Hefe, deren Troekengewieht nieht 
unter 25% betragen darf, mit 1 g feingepulvertem Diammon­
phosphat verreibt, bis zur vollstandigen Verfliissigung, die in 
8-10 Minuten erreieht ist. Dann verdiinnt man mit Wasser auf 
50 em3 und tragt je 20 em3 Suspension (entspr. 1 g Troekenhefe) 
in die Maltoselosung ein. Um Maltaselosungen von noeh hoherem 
Reinheitsgrad zu gewinnen, empfiehlt Bamann kurze Zeit naeh 
dem Verdiinnen mit Wasser, naeh etwa 60 Minuten, die bei der 
Hefeverfliissigung ausgetretenen Stoffe dureh Zentrifugieren ab­
zutrennen und die wieder mit Wasser und Essigester (s. S. 157) 
angesetzte Hefemasse 1 Tag der Autolyse zu iiberlassen. 

Kaolin adsorbiert Maltase, jedo-eh sie geht im Adsorbat zugrunde. 
Aus Tonerdeadsorbaten (in denen die Maltase weiter wirkt) laBt 
sieh Maltase mit Maltoseli:isungen nur bei gleichzeitigem Zusatz von 
Phosphatmisehung (Ph 6,8) reiehlieh eluieren 2). 

Die Wirksamkeit der Maltaseli:isungen wird festgestellt, indem 
man die Zeit in Minuten bestimmt, die 1 g getroeknete Hefe 
oder die dieser Menge entspreehende Enzymlosung braueht, 
um bei 30 0 2,5 g Maltose (Hydrat) zur Halfte zu hydrolysieren, 
wenn diese 30 mg Na2HP04 • 2 H 20 und 22,5 mg KH2P04 

(Ph 6,8) in 50 em3 enthalten3). Die Fermentmenge in 1 g Troeken­
substanz yom Zeitwert 1 (also die }i'ermentmenge, die 2,5 g Mal­
tosehydrat in 50 em3 bei 30 0 und bei Ph 6,8 zu 50% in 1 Minute 
spaltet) heiBt 1 Maltase-Einheit. Die Kinetik der Maltase ist jedoeh 
von Praparat zu Praparat versehieden, die gefundenen Einheiten 
daher nur seheinbare. 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 151, S. 242. 1926. 
2) Vgl. Wills tatter u. Kuhn: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 116, 

S.53 (63). 1921. 
3) Willstatter, Oppenheimer u. Steibelt: Zeitschr' f. physiolog. 

Chern. Bd. 110, S. 233. 1920. Vgl. auch Wills tatter u. Steibelt: Zeitschr. 
f. physiolog. Chern. Bd. 115, S. 201. 1921. 
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In weiteren Untersuchungen ist Willstatter und Bamann 1) 
eine vollstandige Trennung von Maltase und Saccharase 
auf Grund folgender Befunde gelungen. Das kurz gealterte Ton­
erdegel Al{OHh ist in seiner auswahlenden Adsorptionswirkung auf 
Gemische von Maltase und Saccharase dem frischen Gel weit iiber­
legen, und dieses wird vom Gel der Formel Al02H (vgl. Darstellung 
S. 7) erheblich iibertroffen. Diese neuen Hydrogele vermogen nun 
zum Unterschied von den gewohnlichen Tonerdesorten die Maltase 
reichlich, die Saccharase jedoch nur sparlich aus den Autolysaten 
zu adsorbieren. - Weiterhin wurde die auswahlende Adsorption 
durch eine Methode der auswahlenden Elution aus den Ferment­
adsorbaten erganzt. Aus den Tonerdeadsorbaten werden Maltase 
wie Saccharase durch schwach alkalisches Phosphat eluiert, auch 
noch durch Phosphatmischung von Ph = 6,8; von primarem 
Alkaliphosphat jedoch wird bei 0° angewandt die Saccharase fast 
allein eluiert, und zwar vollstandig, wahrend der groBte Teil der 
Maltase enzymatisch einheitlich im Adsorbat zuriickbleibt und 
daraus gewonnen werden kann. 

Folgende Beispiele seien gegeben: 
1. Befreiung der Saccharase von der Maltase. In 

10 cm3 kaltes Hefeautolysat wurde die ebenfalls auf 0° gekiihlte 
Suspension des kurz gealterten Tonerdegels (entsprechend 0,20 g 
Al20 a) eingetragen und nach Durchschiitteln die Restlosung 
vom Adsorbat durch Zentrifugieren getrennt. Das Adsorbat wird 
in der Zentrifuge einmal mit Eiswasser gewaschen. Die Rest-
16sung ist so gut wie frei von Maltase; ihr Gehalt an Saccharase 
belief sich gegen 80% der angewandten Menge. 

2. Befreiung der Maltase von Saccharase. Am zweck­
miiBigsten geht man von der Brauereihefe aus, die man nur bis zur 
vollstandigen Freilegung der schneller in Lasung gehenden Maltase 
autolysiert. Die Abtrennung der Saccharase aus dem Hefeauto­
lysat wurde mit dem Gel AI02H ausgefii.hrt. (Auf 10 cm3 Auto­
lysat 0,64 g Al20 a entsprechend.) Das mit Wasser von 0 0 ausge­
waschene Adsorbat ist so gut wie saccharasefrei; die Restlosung 
enthielt noch ungefahr 1/ a der angewandten Maltase. Vorteilliaft 
ist es, die Adsorption in mehreren Anteilen vorzunehmen. 

3. Trennung von Maltase und Saccharase durch 
auswahlende Elution. Bei Anwendung von primarem Phos­
phat als Eluens laBt sich die Saccharase aus dem Tonerdeadsorbat 
auch bei 0 0 eluieren, wahrend die Hauptmenge der Maltase im 
Adsorbat zuriickbleibt, so daB sie nachher durch Diammonphos­
phat frei von Saccharase eluiert werden kann. 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 151, S. 273. 1926. 
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Es sei darauf hingewiesen, daB wegen der hohen Empfindlieh­
keit der Maltase, die Maltaselosungen standig bei 0 0 aufzubewahren 
und aIle Operationen damit raseh und bei niederer Temperatur 
vorzunehmen sind. 

Bestimmung der Maltase vgl. S. 195. 

Emulsin. 
Emulsin muB als ein Fermentgemenge betraehtet werden. 

Die am langsten bekannte Wirkung des Emulsins wird dureh 
3 Fermente bedingt, die Amygdalin in 2 Mol Glukose, Benz­
aldehyd und Blausaure spalten. 

Die Spaltung des Amygdalins geht so vor sieh, daB zuerst 
die Amygdalase die Spaltung des Amygdalins in Mandelsaure­
nitrilglukosid (Prunasin) und Glukose bewirkt. Dann wird dureh 
die P-Glukosidase (Prunase) das 2. Mol Glukose abgetrennt. Ubrig 
bleibt das Benzaldehydzyanhydrin, von dem dureh ein drittes 
Ferment, Benzzyanase oder Oxynitrilase, die Blausaure ab­
getrennt wird. 

Aueh andere P-Glukoside werden von p-Glukosidase gespalten 
(Salizin, Helizin u. a.) 1). 

Darstellung naeh Willsta tter und CsanyP): Bittere Man­
deln werden zur Enthautung eine Viertelstunde in Wasser von 
60-700 erwarmt. Sie werden oberflaehlieh an der Luft getroeknet, 
in der Mandelmiihle zerkleinert und in der hydraulisehen Presse 
zum groBten Teil vom 01 befreit. Darauf werden sie mit der drei­
faehen Menge Ather in einer Flasehe extrahiert, naeh dem Absaugen 
in der Walzmiihle gemahlen und noehmals mit der doppelten Menge 
Ather ausgezogen, abgesaugt und naehgewasehen. Das in einem 
warmen Luftstrom getroeknete Material wird in einer Siebmiihle 
aufs feinste gemahlen. Das Pulver wird jeweils fUr die Bestim­
mungen im Exsikkator getroeknet. Beim Aufbewahren nimmt 
seine enzymatisehe Kraft ab; z. B. in einem halben Jahre urn 10% , 

100 g Mandelpulver werden in einer Flasehe mit 250 em3 n/lO­
Ammoniak verriihrt, darauf mit 100 em 3 Wasser 5 Std. lang mit 
der Masehine gesehiittelt. Den ammoniakalisehen Auszug trennt 
man mittels der Zentrifuge von den Riiekstanden, urn diese sogleieh 
in den Zentrifugenglasern wieder mit 100 em3 Wasser unter Zusatz 
von 10 em 3 n/1O NH3 anzuriihren, von neuem zu zentrifugieren 
und ebenso einen dritten Auszug zu bereiten, abermals, falls die 

1) Willstatter u. Oppenheimer: Zeitschr. f. physiolog. Chern. 
Bd. 121, S. 183. 1922. 

2) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 117, S. 173. 1921. 
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alkalisehe Reaktion versehwunden ist, unter Zusatz von einigen 
em3 Ammoniak. Die vereinigten Ausziige, etwa 1/2 1, enthalten 
60°/ ° der Troekensubstanz der Mandeln. Ein Teil der EiweiB­
stoffe wird jetzt mit Essigsaure (300 em 3 n/l0 oder 60 em 3 n/2) 
ausgefallt und abfiltriert; der Niedersehlag enthalt 5-8% yom 
Emulsin. Das Filtrat wird mit der 4faehen Menge Alkohol gefiillt, 
der rein weiBe Niedersehlag mittels der Zentrifuge getrennt und 
mit absolutem Alkohol und Ather gewasehen. Das Pulver wird 
mit wenig Wasser in der Reibsehale zu einem Teig angerieben, 
in der 30faehen Menge Wasser gelOst, dann wird yom Ungelosten 
abzentrifugiert, zum zweiten Male mit Alkohol gefallt, notigen­
falls zum Zweek der besseren Ausfloekung unter Zusatz von 
einer Sp'ur Kalziumehlorid. Das Praparat ist in Wasser klar 
loslieh. Das erhaltene Pulver (2,5-3,5 g) enthalt 60-75% der 
urspriingliehen Fermentmenge. 

Die Emulsinhandelspraparate sind naeh Willstatter zwar 
nieht so wirksam, aber haltbarer. 

Naeh K. Josephson 1) ist es vorteilhafter, nieht mit der 
vierfaehen, sondern mit der dreifaehen Menge Alkohol zu fallen. 
Dureh Dialyse werden die Reinheitsgrade der Fermentlosungen 
etwas verbessert, es treten aber dabei starke Aktivitatsverluste ein. 

Darstellung von Emulsin aus Pflaumenkernen naeh 
B. Helferieh 2): Die zerkleinerten Kerne von Prunus domest. (SuB­
kirsehe wie aueh Aprikose waren nieht geeignet) werden mit 
2 Gewiehtsteilen Toluolwasser angeruhrt, 4 Tage bei Zimmertempe­
ratur aufbewahrt, abzentrifugiert, die nieht ganz klare Losung 
naeh mehreren Woehen mit etwa P/2 Volumteilen der Ferment­
lOsung Alkohol gefallt, das gefallte Praparat abzentrifugiert, mit 
Alkohol und Ather gewasehen, an der Luft getroeknet. 

In der essigsauren Losung ist das Emulsin praktiseh be­
standig. Athyl- und Propylalkohol sehadigen beim Aufbewahren 
des Fermente3 nach Helferieh nieht, Methylalkohol hingegen 
stark. 

Ais MaB fur die Emulsinwirkung dienen die Zeitwerte 
der 50proz. Spaltung von Amygdalin, Prunasin, .B-Methylglukosid, 
Laktose und Raffinose: die Anzahl Minuten, die I mg Emulsin­
praparat oder enzymhaltige Pflanzensubstanz brauehen wiirde, 
um bei 30° und optimalem Ph 50% der theoretisehen Monosemenge 

I} Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 147, S. 1, 154. 1925. 
2} Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.1l7, S. 159,166.1921 u. Helferich, 

Speidel u. Toeldte: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 128, S. 99. 
1923. Vgl. auch Helferich u. Schneidm iiller: Zeitschr. f. physiolog. 
Chern. Bd. 198, S. 100. 1931. 
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abzuspalten in 20 em3 Losung aus 0,1000 g Amygdalin (3 H 20 
enthaltend) bzw. von 0,05765 g Prunasin, 0,0793 g p-Methyl­
glukosid (mit 1/2 H 20), 0,07034 g Laktose (mit I H 20), 0,2320 g 
Raffinose (mit 5 H 20). - Unter theoretiseher Menge wurden 
verstanden 2 Mole Glukose aus Amygdalin, I Mol Glukose aus 
Prunasin, p-Methylglukosid, Laktose, I Mol Galaktose aus Raffi­
nose. (Vgl. aueh S. 196.) 

Die optimale Wasserstoffzahl ist fiir die Hydrolyse des Amyg­
dalins Ph = 6, fiir Prunasin und p-Methylglukosid 4,9, fiir Laktose 
4,4 und fiir Raffinose 4,1 (in allen Fallen mit Azetatgemiseh ein­
gestellt). 

Eine Trennung der P-Glukosidase vom starkespaltenden Fer­
ment im Emulsin besehreibt K. Josephson 1). Die P-Glukosidase 
(gepriift auf Salizin) wird dureh Tonerde fraktioniert adsorbiert 
und mit einer 0,75proz. Na2HP04-Losung eluiert. Die Mandel­
Amylase befindet sieh in der RestlOsung. 

Bestimmung des Emulsins vgl. S. 194. 

Fermentative Synthese von GIukosiden. 
IX-Methylglukosid. Darstellung naeh Bourquelot, 

Herissey und BrideI2). Man bereitet zunaehst eine Losung von 
IX-Glukosidase, indem man 10 Teile getroeknete untergarige Bier­
hefe mit 200 Teilen Toluolwasser mazeriert und naeh 24 Stunden 
filtriert. 

Man miseht dann 200 em3 dieser Fliissigkeit mit 100 em3 

1Oproz. Glukoselosung, dann der Reihe naeh mit 450 em3 Wasser 
und 200 em3 Methylalkohol und fiillt mit Wasser zu II auf. Man 
laBt bei Zimmertemperatur unter bisweiligem Umsehiitteln so 
lange (etwa 14 Tage) stehen, bis die Drehung in der 2 dm-Rohre, 
die anfangs + 10 4' betrug, auf + 20 12' angestiegen ist. Dann 
filtriert man, setzt einige g Kalziumkarbonat hinzu und koeht auf. 
Man filtriert wieder, dampft im Vakuum auf ea. 200 em3 ein und 
setzt naeh dem Erkalten 2 g frisehe PreBhefe (Baekerhefe) hinzu, 
um die noeh vorhandene Glukose zu vergaren. Naeh Beendigung 
der Garung (naeh 18-20 Stunden) filtriert man, koeht und destil­
Hert dann im Vakuum naeh Zusatz von ein wenig Kalziumkar­
bonat zur Troekne. Den Riiekstand koeht man am "RiiekfluB­
kiihler mit 400 em3 wasserfreiem Essigather aus. Man filtriert und 
laBt bei Zimmertemperatur verdunsten. Dabei seheidet sieh das 
IX-Methylglukosid aus. Ausbeute 1,2 g. Dureh wiederholtes Aus-

1) Ber. d. dtsch. chern. Gee. Bd.58, S.2726. 1925. 
2) Journ. de Pharrnac. Chirn. [7] Bd. 7, S. 152. 1913. 
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kochen des Ruckstandes mit Essigather kann man noch etwa 2 g 
Glukosid erhalten. (Schmelzpunkt 1660 ; rxn = + 156,8°.) 

f1-Methylglukosid. Darstellung nach Bourquelot und 
BrideF). Man lost 2,0565 g Glukose in 100 cm3 70proz. 
Methylalkohol (die Mischung enthalt 59,7 g Methylalkohol), fUgt 
0,5 g Emulsin hinzu und laBt bei Zimmertemperatur stehen, bis 
die Drehung (im 2 dm-Rohr) - 00 50' erreicht hat. (82,55 0 / 0 der 
Glukose sind mit dem Alkohol verbunden.) Dann dampft man 
die Flussigkeit im Vakuum zur Trockne und nimmt den Ruck­
stand mit siedendem Essigather auf. Beim Erkalten scheidet sich 
das Glukosid aus 2). 

Das Optimum der Bildungsgeschwindigkeit liegt hei Ph = 4,6 
[K. .T osephsohn 3)]. 

l,aktase. 
Laktase katalysiert die Spaltung von Milchzucker in seine 

Komponenten, die Glukose und die Galaktose. Auch eine Reihe 
von Derivaten der Laktose wird gespalten. 

Darstellung. Nach Angaben von E. Fischer 4) gibt weder 
frische, noch an der Luft getrocknete Refe an Wasser (bei 
30°, wahrend 20 Stunden) Laktase ab, wohl aber, wenn die luft­
trockene Refe mit Glaspulver sorgfaltig verrieben wird. Will­
statter konnte jedoch zeigen, daB - wie bei der Maltase -
diese negativen Beobachtungen auf die in der Refe entstehende 
Saure zuruckzufUhren sind. Um ohne Trocknung der Refe das 
Ferment darzustellen, verwenden Willstatter und Oppen­
heimer 5) frische Reinkulturen von Saccharomyces fragilis, die 
mit wiederholt sterilisiertem und filtriertem Refedekokt unter 
Zusatz von 7-100/ 0 Laktose bei 26 0 weiter gezuchtet werden. 
5 g der frischen Refe werden etwa 10 Min. mit 1 em 3 Chloroform 
verflussigt, dann mit 7 cm3 Wasser verdunnt und vorsichtig mit 
1,1 cm3 1 proz. Ammoniaks neutralisiert. 1m Verlauf der nachsten 
6 Std. muB etwa sich noch bildende Saure wieder mit 1 proz. NR3 
vorsichtig neutralisiert werden. N ach einem, besser nach 2-3 Tagen 

1) Journ. de Pharmac. Chim. [7] Bd. 22, S.211. 1920. 
2) Bourquelot, Bridel und ihre Schiiler habcn noch eine groBe 

Reihe von Glukosiden mittels Emulsins dargestellt, bzw. die Bildungs­
geschwindigkeiten unter verschiedenen Bedingungen verfolgt, wobei sie 
die Glukose - auch Galaktose - in verschiedenen Alkoholen losten und 
mit Emulsin versetzten. Literatur s. Oli ve: Bull. Soc. Chim. bioI. Bd. 13, 
S. 254. 1931. 

3) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 147. S. 155. 1920. 
4) Ber. d. dtsch. chem. Ges. Bd.27, S.3479 (3481). 1894. 
5) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. ll8, S. 168. 1922. 
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wird die LaktaselOsung abfiltriert. - Oder es wurde die lufttrockene 
Hefe ohne Zerkleinerung und ohne Toluolzusatz verarbeitet, indem 
2 g getrockneter S. fragilis mit 20 cm 3 Wasser versetzt und sorg­
fiiltig (Tupfeln auf Lackmus) mit 1% Ammoniak neutralisiert 
wurde. Nach einem Tage wurde die LaktaselOsung abzentri­
fugiert. 

Die Laktasewirkung wurde durch den Zeitwert in Minuten 
gemessen, als die Zeit, die 1 g trockene Hefe oder die dieser Menge 
entsprechende EnzymlOsung brauchen wurde, um bei 30° und 
optimalem Ph (= 7) in 50 cm 3 Lasung 2,5 g Laktose (Hydrat) zu 
hydrolysieren. Als Substrat dient wasserhaltiger Milchzucker von 
[a]D = + 52,53°. 

Bestimmung der Laktase vgl. S. 199. 

Diastasen (Amylasen). 
Unter Diastase oder Amylase versteht man ein wahrscheinlich 

aus mehreren Teilfermenten zusammengesetztes Enzym, das den 
Abbau von Starke und GIykogen bis zur Maltose katalysiert. 

Die tierischen Amylasen kommen als Zymogene vor. Sie wer­
den durch Neutralsalze aktiviert, besonders durch Chloride. Dia­
lysierter Pankreassaft buBt nach Bierryl) seine diastatische 
Wirkung vollkommen ein. 

Der optimale NaCl-Zusatz ist fur Pankreasamylase nach Will­
statter, Waldschmidt-Leitz und Hesse 2) 0,003-0,03 Nor­
malitat. Ein Zusatz von 0,03% NaCl (bei Ph = 6,8; Phosphat­
puffer) ist genugend fUr die ausgleichende Aktivierung. Pflanzliche 
Amylase wird durch Neutralsalze nicht aktiviert, da sie schon in 
aktivem Zustande vorliegt [Hahn, Harpuder, Michalik 3)]. 

Bakterienamylase verhiilt sich wie die tierische [A very und 
CuIIen 4)]. 

Speichelamylase. 

Darstellung: Man sammelt den Speichel am besten mit 
Hilfe von Schwammchen [Pringsheim und Gorodiski 5)]. 

1) Bierry u. Giaj a: Cpt. rend. des seances de la soc. de bioI. Bd. 143, 
S. 300. 1906. - Bierry: Biochem. Zeitschr. Bd. 40, S. 357. 1912. 

2) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 126, S. 143. 1923. 
3) Zeitschr. f. BioI. Bd. 71, S. 287, 302. 1920; Bd. 73, S. lO. 1921; 

Bd.74 S.217. 1922; Bd. 76, S.227. 
4) Zeitschr. f. d. ges. expo Med. Bd. 32, S. 571,582 (zit. Oppenheimer 

S.693). 
5) Pringsheim u. Gorodiski: Biochem. Zeitschr. Bd.140, S.175. 192:l. 

Nach Hoppe-Seyler kann man Speichel in der Weise gewinnen, daB 
man bei vornubergeneigtem Kopfe den Mund weit affnet, ohne dabei 
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Parotisspeichel vom Tier kann man auch leicht durch Kathe­
terisierung des Ductus stenonianus mittels eines dunnen Gummi­
katheters gewinnen. 

Pankreasamy]ase. 

Darstellung nach Willstatter, Waldschmidt-Leitz und 
Hessel) : 

Die Vorbehandlung der Drusen ist die gleiche wie die bei Trypsin 
(siehe S. 279) geschilderte. Ausgangsmaterial ist auch hier der 
Glyzerin-Rohauszug. Die Amylase laBt sich besonders leicht und 
vollstandig in Losung uberfuhren, und zwar durch Wasser ebenso 
wie durch Glyzerin. - Das gepulverte Trockenpankreas wird mit 
87proz. Glyzerin (16 cm 3 fUr 1 g) unter wiederholtem Durch­
schutteln einige Stunden bei 30° behandelt; der mit der Zentri­
fuge abgetrennte Glyzerinauszug enthiilt dann 93-98 % der 
Amylase. Der Rohextrakt wird durch Verdunnen mit dem 5fachen 
Volumen Wasser geklart, wobei ein reichlicher Niederschlag (mit 
sehr wenig Amylase und Trypsin) ausfallt, der abzentrifugiert wird. 

Trennung von Lipase. Die Trennung gelingt mit Alu­
miniumhydroxyd auf Grund der starker ausgepragten Adsorp­
tionsaffinitat der Lipase. Der geklarte Rohauszug wird mit Essig­
saure angesauert. So z. B. [Willstatter und Waldschmidt­
Leitz 2 )J wurde der durch Verdunnung mit Wasser geklarte 
Glyzerinauszug 2930 cm3 mit 30 cm3 n-Essigsaure angesauert, 
dann mit 750 cm3 Tonerdesuspension (Darstellung B), die 6,975 g 
Al20 3 enthielt, geschuttelt und zentrifugiert. In dieser Rest­
losung waren 76% Amylase mit 10% Lipase. Die Lipase muB 
nun aus der AmylaselOsung mit Tonerde vollstandig entfernt 
werden, wofur die Halfte des fUr die Adsorption der Haupt­
menge angewandten Aluminiumhydroxyds genugt. - In der 
von der Lipase befreiten saur~n Losung unterliegt die Amylase 
rasch der Zersetzung, die vermieden werden kann durch Zusatz von 
Glyzerin zu einem Gehalt von 50% oder durch Neutralisation. 
Man kann auch die verdunnten Losungen bei neutraler Reaktion 
ohne Enzymverlust im Vakuum bei Zimmertemperatur auf das 
10fache ihres Volumens einengen. 

Die Trennung von Amylase und Trypsin laBt sich 
auch durch zweimalige Einwirkung von Kaolin auf die schwach 

irgendwelche Bewegung auszufiihren; nach einiger Zeit, flieat dann reiner 
Speichel ab, der gleich zum Versuch verwandt werden kann. (Zitiert nach 
Wohlgemuth: Fermentmethoden, S.45.) 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd.126, S.143 (159). 1923. 
2) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd.125, S. 175. 1923. 

Rona, Fermcntmethoden, 2. Aufiage. 12 
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essigsaure (von Alkohol freie) Losung durehfiihren, wobei sieh 
die Verluste an Amylase gewohnlieh zwisehen 20 und 40% 
bewegen. 

Beispiel zur Trennung mit Kaolin. Die von Lipase 
befreite Enzymlosung 200 ems (mit 84,2 Am.-E.) wurde mit 
2,3 ems n-Essigsaure angesauert, mit der Suspension von 4,8 g 
elektroosmotiseh gereinigtem Kaolin in 20 em3 Wasser gesehiittelt 
undhiervon auf derZentrifuge 210em3Rest16sung (mit 57,2Am.-E.) 
abgetrennt. Der Trypsingehalt betrug noeh etwa 2/3 der ange­
wandten Menge. - Von derselben lipasefreien Enzymlosung 
wurden weitere 200 em3 einer zweimaligen Behandlung mit je 
4,8 g Kaolin unterworfen und 222 em 3 Adsorptionsrest16sung ge­
wonnen. Die Restlosung enthielt noeh etwa 75% der angewandten 
Amylase und war frei von proteolytiseher Wirkung. - Aus den 
Kaolinadsorbaten lieB sieh das Trypsin mit ammoniakalisehem 
Phosphat (100 em3 0,6 proz. 21/3 bas. Ammonphosphat) freimaehen, 
ohne daB es in der Elution von Amylase begleitet war. Die Ad­
sorptionsmethode liefert demnaeh das diastatisehe Ferment als 
Rest16sung trypsinfrei, das Trypsin als Elution aus dem Kaolin 
amylasefrei. 

Die Amylase wird auf dieser Stufe der Reinigung noeh von 
Tonerde adsorbiert, und zwar aus neutraler Losung bei ~inem 
hohen (mindestens 50% ) Gehalt an Alkohol. (In reinerem Zu­
stande wird Pankreasamylase von Aluminiumhydroxyd nieht ad­
sorbiert.) - Beispiel: 600 ems der von Lipase und Trypsin be­
freiten, gegen Laekmus neutralisierten Losung (mit 155,4 Am.-E.) 
werden mit 720 ems 96proz. Alkohol und mit 360em3 Suspension 
der Tonerde A (10,8 g AI20 s) versetzt. Dann wird raseh zentrifu­
giert und das Adsorbat zur Elution in Zentrifugenglasern zweimal 
mit je 200 em 3 ammoniakalisehem Phosphat angeriihrt (bestehend 
aus 114 em3 1 proz. (NH4)2HP04' 6 ems n-NHs und 80 em3 87proz. 
Glyzerin). Die so erhaItenen Losungen (435 ems mit 187 Am.-E.) 
werden dureh 7 tiigige Dialyse gegen flieBendes destilliertes Wasser 
von Elektrolyten und von Glyzerin befreit, wobei ihre Wirksamkeit 
gesehwaeht wird. Eine neuerliehe Adsorption der eluierten Amylase 
unter gleiehen Versuehsbedingungen gelingt nur unvollkommen1). 

1) Vber eine Reinigung der Pankreasamylase durch Adsorption an 
Aluminiumhydroxyd und Fallung des Eluats mit Alkohol und Ather be­
richten Shermann, Caldwell, Adams: Journ. of bioI. chem. Bd.88, 
S. 295. 1930. 10 g kaufliches Pankreatin werden mit 100 cms Glyzerin bei 
Zimmertemperatur 6 Stunden vermischt. Man zentrifugiert. Zur Glyzerin­
Wsung fiigt man ihr 5faches Volumen an 0,012 mol. Phosphatpuffer von 
Ph 5,8. Man zentrifugiert. 1 Volumen dieser Losung wird mit 2 Volumen 
einer alkoholischen AI(OH>S-Suspension versetzt. (Die Suspension enthalt 
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Leberamylase. 
Man verwendet entweder Alkoholfallungen aus wasserigen 

Auszugen frischer Organe oder Glyzerinauszuge oder PreBsafte. 
Holm bergh 1) extrahiert die frische zermahlene Leber mit Was­
ser (lOOO g mit lOOO em3) oder mit Glyzerin (40 g Leberbrei mit 
160 cm3 87proz. Glyzerin). Fur den Auszug mit Wasser (1 g Pulver 
auf lO cm3 Wasser) genugt eine Extraktionsdauer von 3 Stunden; 
mit Glyzerin ist ein 24stundiges Auslaugen bei 18° erforderlich. 
Die Aktivitat im Glyzerinauszug sinkt schon nach 3 Tagen abo 
Man kann auch das zerkleinerte Organ nach Wiechowski und 
Wiener in dunner Schieht auf Glasplatten streichen und es in 
einem warmen Luftstrom trocknen. Oder man stellt das Organ­
trockenpulver (Holmbergh) dar, indem man den Schweineleber­
brei (z. B. ca. 1800 g) mit dem gleichen Gewicht (also etwa 21) 
Azeton anriihrt und nach 2 Std. filtriert, der Ruckstand wird mit 
1,5 1 Azeton aufgeschlammt und nach 30 Min. abgesaugt; darauf 
folgt eine Aufschlammung und Schuttelung in 1 1 Azeton und 
1 lAther wahrend 5 Min., und man wiederholt dies noch zweimal 
mit je 1 1 Ather. Die feste Masse wird in dunner Schicht auf Filtrier­
papier ausgebreitet, 2 Std. getrocknet und in del' Pulvermuhle 
zerkleinert. Die Fermentverluste sind bei dieser Behandlung groB. 

PflanzIiche Amylasen. 
Darstellung. Nach H. Euler und O. Svanberg 2). 130 gfein­

geriebenes DorrmaJz werden bei Zimmertemperatur 3 Tage mit 
400 cm 3 destilliertem Wasser in Gegenwart von Toluol in einer 
verkorkten Flasche, die ofter geschuttelt werden muB, extrahiert. 
Die Aufschwemmung wird dureh ein Tuch gepreBt und die noch 
trube Losung dureh Filtration geklart. Danach wird sie 40 Std. 
gegen destilliertes Wasser in Kollodiumsackchen dialysiert3), wobei 

0,3-O,4g Al20 3 auf 100 cm3 37 proz. Alkohol und 0,01 mol. Phosphat.) 
Man laJ3t mindestens 15 Minuten in Eis stehen, zentrifugiert; den Nieder­
schlag schiittelt man schnell mit eiskaltem 0,015 mol. NaOH (bis zu Ph 7,0 
bis 7,3), zentrifugiert sofort, fil~riert im Eisschrank und versetzt mit 
F/2-2 Volumen einer Alkohol-Athermischung 1: 1. Man zentrifugiert 
sofort, trocknet im Eisschrank im Vakuum iiber Schwefelsaure. Aus 40 g 
Pankreatin erhiHt man 700 mg hochaktives Material. 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 134, S. 68, 79. 1923. 
2) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 112, S. 193 (202). 1920. tJber Ein­

wirkung von Azetat, Phosphat und Neutralsalzen auf Malzamylase vgl. 
Shermann, Caldwell, Boynton, Cleaveland: Journ. amer. chern. soc. 
Bd. 52, S. 1669, 2436. 1930. 

3) Vgl. hierzu Euler u. Svanberg: Zeitschr. f. physiolog. Chern. 
Bd. llO, S. 177. 1920. 

12* 
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durch Toluol fUr Keimfreiheit gesorgt wird. Die Stabilitat der 
gelosten Amylase ist bei Zimmertemperatur zwar nicht so groB 
wie die der gelosten Saccharase; die Losungen sind aber mehrere 
Wochen haltbar. 

Die Malzamylase wird, wie Euler fandl ), aus saurer, nicht aber 
aus neutraler und alkalischer Losung von Kaolin adsorbiert. Bei 
Elution mit Phosphatpuffer von Ph 8 erhielten H. Pringsheim, 
A. Genin und R. Perewosky2) die Amylase im Eluat, jedoch noch 
vermengt mit der Maltase des MaIzes. Durch Verringerung der 
zur Adsorption verwandten Kaolinmenge und Beifiigung von Alko­
hoI bei der Adsorption lieB sich die Trennung vervollkommnen3 ). 

Von Kryptogamen ist hauptsachlich zu nennen die japanische 
Kojehefe (alkoholbildende Saccharomyceten in Symbiose mit dem 
Schimmelpilz Aspergillus Oryzae), die als Takadiastase in den 
Handel kommt. 

Bestimmung der Amylase vgl. S. 200. tJber Amylase-Ein­
heit vgl. S. 207. 

Bestimmungsmethoden. 
Bestimmung der Saccharase. 

Grundsatzlich gibt es zwei verschiedene Methoden der Bestim­
mung: 1. Die Bestimmung der Menge der gebildeten reduzierenden 
Substanzen. 2. Die Bestimmung der Anderung der physikalischen 
Eigenschaften (z. B. optischen) des Ausgangsmaterials. 

Glukose-Bestimmung nach Bertrand. 
Prinzip 4). 
Das beim Kochen mit Fehlingscher Losung gebildete Kupfer­

oxydul wird in einer LOsung von Ferrisulfat in Schwefelsaure 
ge16st und das gebildete Ferrosalz mit einer auf Ammoniumoxalat 
eingestellten Kaliumpermanganat16sung titriert. 

Erforder liche Los ung en. Losung 1: 40g reines kristallisier­
tes Kupfersulfat CU2S045 H20 werden in Wasser gelost und auf 1 1 
aufgefiillt. Losung 2: 200 g reines Seignette-Salz, 150 g Natrium­
hydroxyd in Stangen werden in Wasser ge16st und auf 11 aufgefiillt. 
Losung 3: 50 g Ferrisulfat (das frei von Ferrosulfat sein muB, also 

1) Chemie der Enzyme. 1. Teil, S.88. 1920. 
2) ~iochem. Zeitschr. Bd.I64, S.117. 1925. 
3) Uber ein Komplement der Malzamylase vgl. Pringsheim und 

Fuchs: Ber. der dtsch. chem. Ges. Bd.56, S. 1762. 1923. - Pringsheim 
und Schmalz: Biochem. Zeitschr. Bd. 142, S. 108. 1923. - Pringsheim 
und Beiser: Ebenda. Bd. 148, S.336. 1924. 

4) Bull. de la soc. de chim. bioI. Bd.35, S. 1285. 1906. (Vgl. hierzu 
Lesser: Biochem. Zeitschr. Bd.54, S.252. 1913.) 
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Kaliumpermanganatlosung nieht reduzieren darf) werden mit 
200 ems konzentrierter Sehwefelsiiure in Wasser geli:ist und auf 11 
aufgefiillt. Losung 4: 5 g Kaliumpermanganat werden in Wasser 
gelost und auf 11 aufgefiillt. Zur Bestimmung des Titers der Perman­
ganatlosung werden 0,250 g Ammoniumoxalat im Beeherglas mit 
100 em 3 Wasser und 2 em 3 konzentrierter Sehwefelsiiure auf 60-700 

erwiirmt, dann liiBt man aus der Biirette so lange Kaliumperman­
ganat hinzulaufen, bis Rosafiirbung eintritt. 1 Mol Ammonium· 
oxalat entsprieht 2 Fe und somit 2 Cu. Die Umsetzungen werden 
dureh folgende Gleiehungen erliiutert: 

I. 10 FeS04 + 2 K Mn04 + 8 H 2S04 = 5 Fe2(S04)S + K 2S04 
+ 2 Mn S04 + 8 H 20. 

II. 5 C2H 20 4 + 2 K Mn04 + 3 H 2S04 = 10 CO 2 + 2 Mn S04 
+ K 2S04 + 8 H 20. 

III. Cu20 + Fe2(S04h + H 2S04 = 2 Cu S04 + H 20 + 2 FeS04. 

Da Ammoniumoxalat C20 4(NH4h + H 20 das Mol.·Gew. 142,1, und 
Kupfer das Atomgewicht 63,6 hat, erhalt man die dem angewandten 
Ammonoxalat entsprechende Menge Cu durch Multiplikation des abge. 

A . 2·63,6 
wogenen mmonoxalats mIt -142) = 0,8951 und die 1 cm3 Perman· 

ganatlosung entsprechende Menge Kupfer, indem man die angewandten 
Gramm Ammoniumoxalat mit 0,8951 multipliziert und durch die Anzahl 
Kubikzentimeter Permanganat teilt, die vom Ammonoxalat verbraucht 
worden sind. 

Beispiel: Die Titerstellung habe ergeben, daB 22,0 em3 der 
Permanganatli:isung zur Oxydation von 0,250 g Ammoniumoxalat 
erforderlieh seien. 0,250 g Ammonoxalat entspreehen 0,250' 0,8951 
= 0,2238 g Cu. Dann entsprieht jeder Kubikzentimeter der Per-

0,2238 
manganatli:isung 22 = 10,17 mg Cu. Bei Abweiehungen des 

Titers ist natiirlieh die Bereehnung entspreehend zu iindern. 
Ausfiihrung: In einen Erlenmeyer-Kolben von 150 em 3 

bringt man 20 ems der zu untersuehenden Zuekerlosung (dieselbe 
soIl hoehstens 100 mg, am besten 10-90 mg Zucker enthalten), 
und fiigt dazu je 20 em3 der Kupferlosung und der Seignettesalz­
li:isung, erhitzt zum Koehen und liiBt 3 Min., naehdem die ersten 
Blasen sieh gebildet haben, nieht zu heftig sieden. Dann nimmt 
man den Kolben von der Flamme und liiBt das Kupferoxydul gut 
absitzen. Die Zueker.Kupferlosung muB naeh dem Koehen noeh 
einen UbersehuB an Kupfersulfat besitzen, d. h. blau sein. Naeh· 
dem das Oxydul sieh gut abgesetzt hat, bringt man die Fliissigkeit 
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auf ein Asbestfilterl) und saugt gut abo Es ist darauf zu achten, 
daB von dem Oxydulniederschlag moglichst wenig auf das Filter 
kommt. Nachdem die blaue Fliissigkeit abfiltriert ist, wird der 
Niederschlag im Kolbchen mit lauwarmem, destilliertem Wasser 
gewaschen und das Waschwasser auf das Filter gebracht. Dabei 
ist darauf zu achten, daB das Kupferoxydul stets vom Wasch­
wasser bedeckt ist und mit der Luft wenig in Beriihrung 
kommt. Nach dem Auswaschen bis zum Verschwinden der 
alkalischen Reaktion entfernt man das Filter von der Saug­
flasche und wascht diese mit destilliertem Wasser gut aus, 
so daB sie keine Spur von Kupfersulfat mehr enthaIt. Man 
bringt nun den Oxydulniederschlag im Kolbchen mit ca. 
20 ems der Ferrisulfatlosung (Losung 3) in Losung. Es bildet 
sich eine schOn griine Losung. Diese wird auf das wieder auf der 
Saugflasche befestigte Filter gebracht und langsam durchgesaugt. 
Lost sich dabei nicht alles Oxydul, so gieBt man noch etwas Ferri­
sulfatlosung nacho Kolbchen und Filter werden dann gut mit 
destilliertem Wasser gewaschen, um alles Oxydul in die Saug­
flasche zu bekommen. Man titriert nun in der Saugflasche mit 
der PermanganatlOsung. Der Umschlag vom Grlin ins Rosa ist 
scharf und bei natiirlichem und kiinstlichem Licht gut zu erkennen. 

Zur Berechnung des Glukosegehaltes aus dem Ou dient bei­
stehende Tabelle. Es entspricht: 

GIukose Ou GIukose Ou Glukose Ou G;lukose I Ou 
in mg in mg in mg in mg in mg in mg m mg in mg 

10 20,4 27 53,4 44 84,7 61 114,5 
11 22,4 28 55,3 45 86,4 62 116,2 
12 24,3 29 57,2 46 88,2 63 117,9 
13 26,3 30 59,1 47 90,0 64 119,6 
14 28,3 31 60,9 48 91,8 65 121,3 
15 30,2 32 62,8 49 93,6 66 123,0 
16 32,2 I 33 64,6 I 50 95,4 67 124,7 
17 34,2 34 66,5 51 97,1 68 126,4 
18 36,2 35 68,3 52 98,9 69 128,1 
19 38,1 36 70,1 53 100,6 70 129,8 
20 40,1 37 72,0 54 102,3 71 131,4 
21 42,0 38 73,8 55 104,1 72 133,1 
22 43,9 39 75,7 56 105,8 73 134,7 
23 45,8 40 77,5 57 107,6 74 136,3 
24 47,7 41 79,3 58 109,3 75 137,9 
25 49,6 42 81,1 59 111,1 76 139,6 
26 I 51,5 43 82,9 60 112,8 77 141,2 

1) Die Asbestfilterriihrehen sind ca. 14 em lang; der zylindrisehe Haupt­
teil ca. 6 em lang und 17 mm breit, verjiingt sieh gegen das Ende zu und 
setzt sieh in einen birnenformigen Teil fort, der den Asbest tragt. Jetzt 
wird man mit Vorteil die GIasfilter der Firma Sohott anwenden. 
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(l!'ortsetzung von S. 182.) 

Glukose Cu Glukose Cu Glukose Cu Glukose Cu 
in mg in mg in mg in mg in mg in mg in mg in mg 

78 142,8 84 152,5 90 162,0 96 171,4 
79 144,5 85 154,0 91 

I 
163,6 97 173,1 

80 146,1 86 155,6 92 
I 

165,2 98 174,6 
81 147,7 87 157,2 93 166,7 99 176,2 
82 149,3 88 158,8 94 I 168,3 100 177,8 I 
83 150,9 89 160,4 95 1 169,8 I 

Fiir andere Zuckerarten sind von Bertrand ebenfalls s01che 
Tabellen aufgestellt worden (vgl. S. 186). 

Anwendungen der Bertrandschen Methodik auf kleine 
Zuckermengen sind u. a. von Moeckel und Frank und von 
L. Michaelis angegeben. 

Moeckel und Frankl) geben folgende Vorschrift: 
5 cm3 der eiweiBhaltigen Fliissigkeit (z. B. mit NaF versetztel:! 

Blut) werden in einMeBkolbchen von 100cm3 pipettiertund bleiben, 
mit etwa 40 cm 3 Wasser versetzt, einige Minuten stehen, dann ent­
eiweiBt man nach Rona und Michaelis mit kolloidalem Eisen­
hydroxyd. Man verdiinnt 20 cm 3 des kolloidalen Eisenhydroxydes 
aufs Doppelte und setzt von dieser Losung aus einer Biirette der 
EiweiBlosung schuBweise, unter jedesmaligem Schwenken des Kolb­
chens, 30 cms zu. (Diese Mengen sind fUr Blut angegeben. Bei 
eiweiBarmeren Losungen kommt man mit weniger Eisenhydroxyd 
aus.) Dazu fiigt man pulverisiertes Seignette-Salz (ein bis zwei 
erbsengroBen Kristallen entsprechend), schiittelt kraftig, indem 
man das Kolbchen mit dem Finger verschlieBt. 

Man wartet einige Minuten und setzt dann die restierenden 
10 cm 3 der Eisenlosung in zwei Portionen zu, fiillt mit destilliertem 
Wasser bis zur Marke auf und schiittelt noch 2 Min. recht kraftig. 
(Durch einige Tropfen Ather laBt sich der storende Schaum ent­
fernen.) Nach weiteren 5 Min. filtriert man entweder durch ein 
Faltenfilter oder zentrifugiert. Falls das Filtrat noch schwach 
gefarbt ist, so geniigen, je nach der Intensitat der Farbung, 
1-3 cm3 unverdiinnten Eisenhydroxydes, um eine farblose, sicher 
eiweiBfreie Losung zu erhalten. 

Mit 50 cm 3 des Filtrates wird die Bestimmung nach Bertrand in 
einem Erlenmeyer-Kolben von 250-300 cm3 ausgefUhrt. Als 
Bertrand-Losung 1 (die Losung von Kupfersulfat) dient am 
besten eine solche, die im Liter noch eine bestimmte Menge 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.69, S.84. 1910; vgl. auch ebenda 
Bd. 65, S. 323. 1910. 
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reinsten Traubenzuekers (etwa 0,25 g) enthalt, weil dadureh die 
Genauigkeit der Bestimmung sieh erhOht. Naeh dem Koehen kiihlt 
man raseh ab und wartet 10 Min., ehe man dureh das Asbest­
rohrehen filtriert. Es ist vorteilhaft, den Erlenmeyer-Kolben 
in einen groBen Triehter zu setzen, in dem ihn der Strahl der 
Wasserleitung umspiilt. Fiir Zuekerwerte von 10,0 bis 0,5 mg (in 

Cu Glukose 
in mg in mg 

1,1 0,5 
2,2 1,0 
3,3 1,5 
4,4 2,0 
5,5 2,5 
6,5 3,0 
7,5 3,5 
8,5 4,0 
9,5 4,5 

10,5 5,0 

Cu 
in mg 

11,5 
12,5 
13,5 
14,5 
15,5 
16,5 
17,5 
18,5 
19,5 
20,5 

Glukose 
in mg 

5,5 
6,0 
6,5 
7,0 
7,5 
8,0 
8,5 
9,0 
9,5 

10,0 

50 em3) geben Moeckel 
und Frank nebenstehende 
Tabelle. 

Bei der Ausreehnung sollen 
nieht etwa die dem Zueker­
gehalt der Kupfer-Zuekerlo­
sung entspreehenden Kubik­
zentimeter Permanganat von 
dem titrierten Permanganat­
wert abgezogen werden, son­
dem es sind zunaehst die 
diesen beiden Permanganat­

zahlen zugeordneten Traubenzuekermengen auszureehnen und 
diese voneinander zu subtrahieren. Man titriert am besten mit 
1/20 oder 1/60 n-KaliumpermanganatlOsung. 1 em3 einer 1/20 n-Per­
manganatlOsung entsprieht 3,18 mg Cu. 

L. Miehaelis 1) kombiniert die EnteiweiBung mittels Hitze 
und Eisenhydroxyd und die naehtragliehe Zuekerbestimmung 
naeh Bertrand naeh der folgenden Vorsehrift: 

Man messe mit einer genauen Pipette 1 em3 (bis 2 em3) der 
eiweiBhaltigen Fliissigkeit (z. B. mit NaF versetztes Blut) ab und 
gebe sie in einen 100 em3 fassenden, birnenformigen, gewohnliehen 
Erlenmeyer-Kolben, der vorher mit genau 10 em3 destilliertem 
Wasser besehiekt worden ist, wasehe die Pipette dureh mehr­
maliges Aufziehen und Ausblasen mit diesem Wasser gut aus und 
entleere sie zum SehluB so vollkommen wie nur moglieh. Dann 
fiille man die Fliissigkeit mit Wasser auf 12 em3 auf. 

Nunmehr wird der Inhalt des Kolbens unter haufigem Um­
sehwenken auf freier Flamme (iiber einer Sehieht Asbestpapier) 
bis zum Sieden erhitzt und unter Umsehiitteln etwa 2 Sek. im 
Sieden erhalten, dann vom Feuer genommen, dann ganz all­
mahlieh, langsam, tropfenweise und unter lebhaftem, dauerndem 
Umsehwenken mit 7,5 em3 einer aufs 5faehe verdiinnten Losung 
von 5proz. Liquor ferri oxydati dialysati versetzt, sehlieBlieh 
0,5 em3 .einer 0,5 pr.oz. Losung von Magnesiumsulfat zu~eset~t JlJ?Q. 

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 59, S. 16{1. 19140. 
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leieht umgesehuttelt. Dann wird dureh ein gewohnliehes troekenes 
Filter von mittlerer GroBe in einen hohen MeBzylinder von 20 em 3 

Inhalt filtriert. Das Filtrat muB wasserklar sein und spielend leieht 
durehfiltrieren. Von dem Filtrat bringe man 12,5 em3 in ein Koeh­
kolbehen von leieht koniseher, fast zylindriseher Form (Rohe des­
selben etwa 10 em3), fUge 0,7 em3 der Bertrandsehen Seignette­
SalzlOsung und 0,3-0,5 em3 der Bertrandsehen Kupfersulfat­
lOsung hinzu, erhitze zunaehst mit groBer, spater mit kleiner 
Flamme bis zum Sieden und halte die FlUssigkeit, mit einem 
Uhrsehalehen bedeekt, 3-31/ 2 Min. lang in sehwaehem Sieden. 

Jetzt gieBe man die noeh warme Flussigkeit in ein etwa 30 em3 

fassendes ZentrifugiergefaJ3 und wasehe den Rest zweimal mit 
je I em 3 ausgekoehtem destillierten Wasser naeh. Das Koeh­
kolbehen wird sofort mit I em 3 der Bertrandsehen Eisen­
lOsung versetzt und zunaehst aufbewahrt. Das Zentrifugenrohr­
ehen wird sofort 2-5 Min. lang zentrifugiert, bis der Niedersehlag 
fest am Boden haftet. Man hebe nun mit einer Pipette, die etwa 
wie eine Augentropfpipette, aber mit kapillarer Spitze eingeriehtet 
ist, und deren Offnung man stets dieht unter dem FlUssigkeits­
niveau halt, die Flussigkeit so weit ab, daB ihre Rohe nur noeh 
etwa 2-3 em betragt (oder man saugt an der Wasserstrahl­
pumpe ab) und zentrifugiere nun noehmals 2-5 Min. Dann 
klebt der Niedersehlag gewohnlieh gut am Boden. 

Nun gieBe man vorsiehtig die FlUssigkeit ab, soweit es ohne 
Verlust des Niedersehlages moglieh ist. Man wisehe den Rand 
des Glases mit einem Tueh aus und gieBe die in dem Koehkolben 
aufbewahrte EisensulfatlOsung sofort in das Zentrifugenglas und 
wasehe sie zweimal mit je I em 3 ausgekoehtem destilliertem Wasser 
naeh. Dureh leiehtes Sehwenken und Umruhren mit einem 
dunnen Glasstab wird der Niedersehlag in Losung gebraeht und 
sofort titriert mit friseh aus O,l-n-Losung hergestelltem O,Ol-n-Per­
manganat. Man benutze eine in 0,01 em3 geteilte Burette von 
3 em3 Fassungsraum. Die GroBe der aus dem Glashahn abfallenden 
Tropfen solI etwa 0,028 em 3 betragen. Man lasse die Permanganat­
lOsung erst raseh, dann langsamer hinzu und bewege das Zentri­
fugierglas nieht lebhafter als zur Verteilung der Tropfen eben 
notig ist. Nahert man sieh dem Ende der Titration, so sind folgende 
V orsehriften zu beobaehten. Man lasse 2 Tropfen Permanganat auf 
einmal hinzu, verteile sie dureh ganz leiehte Bewegung, halte nun 
das Zentrifugenglas gegen die weiBe Unterlage ganz ruhig und 
beobaehte die Entfarbung. Man liiBt zunaehst so lange je 2 Tropfen 
hinzu, bis die auf diese Weise beobaehtete Farbung 5-7 Sek. 
iiberdauert. Nunmehr schiittle man heftig, und zwar wiE'derum 
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5-7 Sek. lang. Tritt in dieser Zeit nachtraglich vollige Entfar­
bung ein, so gebe man noch 2 Tropfen zu; ist die Entfarbung nicht 

1/100 n .I Zucker Perman-
ganat cm31 mg 

0,5 0,39 
0,6 0,42 
0,7 0,45 
0,8 0,48 
0,9 0,51 
1,0 0,55 
1,1 0,58 
1,2 0,62 
1,3 0,65 
1,4 0,69 
1,5 0,72 
1,6 0,76 
1,7 0,80 

1/100 n 
Perman-

ganat cm3 

1,8 
1,9 
2,0 
2,1 
2,2 
2,3 
2,4 
2,5 
2,6 
2,7 
2,8 
2,9 
3,0 

Zucker 
mg 

0,84 
0,88 
0,93 
0;97 
1,01 
1,04 
1,08 
1,12 
1,15 
1,19 
1,23 
1,27 
1,31 

vollkommen, so gebe man 
nur noch 1 Tropfen hinzu; 
im Zweifelsfalle gebe man 
eher 1 Tropfen zuviel als zu 
wenig zu. Jetzt lese man 
den Stand der Burette abo 

Parallelbestimmungen 
sind auf diese Weise auf 
mindestens 0,07 cm3 repro­
duzierbar. Daraus ergibt sich 
fiir eine Einzelbestimmung 
eine Fehlergrenze von + 2°/ ° 
vom Mittelwert, wenn 1 mg 
Zucker und 5-7%' wenn 
0,4 bis 0,5 mg titriert wird. 

Die den Permanganatwerten zugehorigen Traubenzuckerwerte 
zeigt obenstehende Tabelle. 

Ta bellen fur die Bertrand-Methode. 
Invertzucker 

Zucker Kupfer Zucker I Kupfer Zucker Kupfer Zucker I Kupfer 
mg mg mg mg mg mg mg mg 

10 20,6 33 64,8 56 105,7 79 143,7 
11 22,6 34 66,7 57 107,4 80 145,3 
12 24,6 35 68,5 58 109,0 81 146,9 
13 26,5 36 70,3 59 110,9 82 148,5 
14 28,5 37 72,2 30 112,6 83 150,0 
15 30,5 38 74,0 61 114,3 84 151,6 
16 32,5 39 75,9 62 115,9 85 153,2 
17 34,5 40 77,7 63 117,6 86 154,8 
18 36,4 41 79,5 64 119,2 87 156,4 
19 38,4 42 81,2 65 120,9 88 157,9 
20 40,4 43 83,0 66 122,6 89 159,5 
21 42,3 44 84,8 67 124,2 90 161,1 
22 44,2 45 86,5 68 125,9 91 162,6 
23 46,1 46 88,3 69 127,5 92 164,2 
24 48,0 47 90,1 70 129,2 93 165,7 
25 49,8 48 91,9 71 130,8 94 167,3 
26 51,7 49 93,6 72 132,4 95 168,8 
27 53,6 50 95,4 73 134,0 96 170,3 
28 55,5 51 97,1 74 135,6 97 171,9 
29 57,4 52 98,8 75 137,2 98 173,4 
30 59,3 53 100,6 76 

I 

138,9 99 175,0 
31 61,1 54 102,3 77 140,5 100 176,5 
32 63,0 55 104,0 78 142,1 
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Galaktose [Q(]~O = + 80,16 0 

Zucker in mg Kupfer in mg Zucker in mg Kupfer in mg 

10 19,3 60 108,3 
20 37,9 70 125,0 
30 56,2 80 141,3 
40 73,9 90 157,6 
50 91,2 100 173,6 

Mannose [Q(]~10 = + 13,920 

Zucker in mg Kupfer in mg Zucker in mg Kupfer in mg 

10 20,7 60 113,3 
20 40,5 70 130,2 
30 59,5 80 146,9 
40 78,0 90 163,3 
50 95,9 100 179,4 

Sorbose [Q(]~0.5 = - 42,80 0 

Zucker in mg Kupfer in mg Zucker in mg Kupfer in mg 

10 15,4 60 88,4 
20 30,5 70 102,3 
30 45,3 80 115,9 
40 59,9 90 129,4 
50 74,2 100 142,8 

.Arabinose [Q(]18 = + 120,650 

Zucker in mg Kupfer in mg Zucker in mg Kupfer in mg 

10 21,2 60 119,3 
20 41,9 70 137,5 
30 62,0 80 155,3 
40 81,5 90 172,7 
50 100,6 110 189,8 

Xylose [Q(]19 = + 18,84 0 

Zucker in mg Kupfer in mg Zucker in mg Kupfer in mg 

10 20,1 60 113,2 
20 39,6 70 130,6 
30 58,7 80 147,6 
40 77,3 90 164,2 
50 95,4 100 180,5 
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Maltose [IX]~O = + 130,50 

Zucker Kupfer Zucker Kupfer Zucker Kupfer Zucker Kupfer 
mg mg mg mg mg mg mg mg 

10 11,2 33 36,5 56 61,4 79 86,1 
11 12,3 34 37,6 57 62,5 80 87,2 
12 13,4 35 38,7 58 63,5 81 88,3 
13 14,5 36 39,8 59 64,6 82 89,4 
14 15,6 37 40,9 60 65,7 83 90,4 
15 16,7 38 41,9 61 66,8 84 91,5 
16 17,8 39 43,0 62 67,9 85 92,6 
17 18,9 40 44,1 63 68,9 86 93,7 
18 20,0 41 45,2 64 70,0 87 94,8 
19 21,1 42 46,3 65 71,1 88 95,8 
20 22,2 43 47,4 66 72,2 89 96,9 
21 23,3 44 48,5 67 73,3 90 98,0 
22 24,4 45 49,5 68 74,3 91 99,0 
23 25,5 46 50,6 69 75,4 92 100,1 
24 26,6 47 51,7 70 76,5 93 101,1 
25 27,7 48 52,8 71 77,6 94 102,2 
26 28,9 49 53,9 72 78,6 95 103,2 
27 30,0 50 55,0 73 79,7 96 104,2 
28 31,1 51 56,1 74 80,8 97 105,3 
29 32,2 52 57,1 75 81,8 98 106,3 
30 33,3 

I 
53 58,2 76 82,9 99 107,4 

31 34,4 54 59,3 77 84,0 100 108,4 
32 35,5 55 60,3 78 85,1 

Laktose [1X]J-:,9 = + 54,520 

Zucker Kupfer Zucker Kupfer Zucker Kupfer Zucker Kupfer 
mg mg mg mg mg mg mg mg 

10 14,4 33 46,1 56 76,2 79 105,4 
11 15,8 34 47,4 57 77,5 80 106,7 
12 17,2 35 48,7 58 78,8 81 107,9 
13 18,6 36 50,1 59 80,1 82 109,2 
14 20,0 37 51,4 60 

I 
81,4 83 110,4 

15 21,4 38 52,7 61 82,7 84 111,7 
16 22,8 39 54,1 62 I 83,9 85 112,9 
17 24,2 40 55,4 63 I 85,2 86 114,1 
18 25,6 41 56,7 64 I 86,5 87 115,4 

I 
19 27,9 42 58,0 65 I 

87,7 88 116,6 
20 28,4 43 59,3 66 

I 
89,0 89 117,9 

21 29,8 44 60,6 67 
! 

90,3 90 119,1 
22 31,1 45 61,9 68 91,6 91 120,3 
23 32,5 46 63,3 69 I 92,8 92 121,6 
24 33,9 47 64,6 70 I 94,1 93 122,8 
25 35,2 48 65,9 71 I 95,4 94 124,0 I 

26 36,6 49 67,2 72 
! 

96,6 95 125,2 
27 38,0 50 68,5 73 97,9 96 126,5 
28 39,4 51 

i 
69,8 74 99,1 97 127,7 

29 40,7 52 71,1 75 100,4 98 128,9 
30 

I 
42,1 53 ! 72,4 76 101,7 99 130,2 

31 43,4 54 
I 

73,7 I 77 102,9 100 131,4 
32 I 44,8 55 74,9 78 
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Josephson 1) weist darauf hin, daB bei Bertrand-Lasungell 
die einige Monate aufbewahrt worden sind, die Zuekerbestim­
mungen bisweilen zu hoeh ausfallen. 

Methode naeh Hagedorn- Jensen 2). 

Prinzip: Die Methode ist wie die Bertrandsehe eine Reduk­
tionsmethode. Die Traubenzuekerlasung reduziert eine alkalisehe 
Ferrizyanidlasung. Das gebildete Ferrozyanid wird als Zink­
verbindung ausgefiiJlt: 

2 K4FeCY6 + 3 Zn S04 = K 2Zn3(FeCY6)2 + 3 K2 S04 

und das ubersehussige Ferrizyanid jodometriseh bestimmt: 
2 H3FeCY6 + 2 HJ = 2 H4FeCY6 + 2 J. 

Erforderliehe Lasungen: 1. Wasserige Lasung von 1,65g 
Kaliumferrizyanid (zur Analyse) und 10,6 g wasserfreiem Natrium­
karbonat auf 1000 em3. VOl' Licht gesehiitzt aufbewahren. 

2. Kaliumjodid- Zinksulfat- NaCI-Lasung. 5 g Kaliumjodid, 
10 g Zinksulfat puriss. eisenfrei, 50 g Natriumehlorid ad 200 em3• 

Von del' Lasung eine graBere Menge ohne Kaliumjodid vorratig 
halten und naeh Bedarf unmittelbar VOl' dem Gebrauch kleinere 
Mengen mit Kaliumjodid bereiten. 

3. Essigsaure. 3 em 3 eisenfreier Eisessig Kahlbaum auf 
100 em3 Wasser. 

4. Starkelosung. 1 proz. in gesattigter Kaliumehloridlosung. 
5. Thiosulfatli:isung 1/200 n. 0,7 g N atriumthiosulfat in 500 cm 3 

Wasser. Titerstellung mit Kaliumjodat. Von reinstem wasserfreiem 
Kaliumjodat-Salz werden 0,3566 g auf 21 geli:ist. 

6. Fiir die EiweiBfallung in eiweil3haltigen Losungen (z. B. 
Blut) : 

a) n/lO Natronlauge l aIle 8 Tage frisch zubereiten aus 2 n 
b) 0,45% Zinksulfat I NaOH und 45 proz. Zinksulfatli:isung. 
A usfiihrung: 
EnteiweiBung: In einen Glaszylinder (15 X 150 mm) wer­

den 1 cm3 l/lO -n-NaOH und 5 cm3 einer 0,45proz. Zinksulfat­
li:isung gegeben, wonach ein gelatinaser Niederschlag aus Zink­
hydroxyd entsteht. Nun wird 0,1 em 3 Blut mittels Kapillar­
pipette, die zwischen den Marken eine Lange von 10-12 em bei 
einer Gesamtlange von 20 cm haben solI, abgemessen, in die 
Zinkhydroxydaufsehwemmung ausgeblasen und die Kapillarpipette 

1) Ber. d. dtsch. chern. Ges. Bd.56, S.1758. 1923. 
2) Biochem. Zeitschr. Bd.135. S.46. 1922; Bd.137, S.92. 1922. 
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zweimal mit der Misehung ausgespiilt und ausgeblasen. Das Pra­
paratenglas wird dann im siedenden Wasserbad 3 Min. erhitzt. 
Hierdureh faUt das EiweiB in groben, grauen Ballen vollstandig 
aus. Nun wird dureh einen kleinen Triehter von 3-4 em Dureh­
messer, der mit einem kleinen Filter aus ausgewasehener, mit 
Wasser naB gemaehter Watte besehiekt ist, und in einem Prapa­
ratenglas (30 X 90 mm) steht, filtriert, Triehter und Filter werden 
mit Hilfe der Pipette zweimal mit je 3 em3 warmem Wasser naeh­
gewasehen. 

Zuekerbestimmung: Zu dem Filtrat werden 2em3 der alka­
lisehen 1/2oo-n-FerrizyanidlOsung (Losung 1) zugesetzt und das Pra­
paratenglas wird 15 Min. im siedenden Wasserbad erhitzt. Naeh 
dem Abkiihlen solI innerhalb von 6 Std. titriert werden. Es wer­
den 3 em3 der Kaliumjodid-Natriumehlorid-ZinksulfatlOsung zu­
gefiigt, gemiseht, dann wird mit 2 em3 der 3proz. Essigsaure an­
gesauert und das ausgesehiedene Jod unter Zusatz von 2 Tropfen 
der Starkelosung mit der 1/2oo-n-Thiosulfatlosung titriert. Um den 
beim Blindversueh ermittelten Verbraueh an Thiosulfat in Abzug 
zu bringen, wird nieht dieser Blindwert von dem beim eigentliehen 
Versueh erhaltenen Wert abgezogen, sondern dieser Wert auf 

Tabelle zur Mikrozuekerbestimmung naeh Hagedorn-Jensen. 
ems n/200 Natriumthiosulfat-mg Glukose. 

° 1 2 I 3 4 I 5 6 7 8 9 

0,0 0,385 0,382 0,379 0,376 0,373 0,370 0,367 0,364 0,361 0,358 
0,1 0,355 0,352 0,350 0,348 0,345 0,343 0,341 0,338 0,336 0,333 
0,2 0,331 0,329 0,327 0,325 0,323 0,321 0,318 0,316 0,314 0,312 
0,3 0,310 0,308 0,306 0,304 0,302 0,300 0,298 0,296 0,294 0,292 
0,4 0,290 0,288 0,286 0,284 0,282 0,280 0,278 0,276 0,274 0,272 
0,5 0,270 0,268 0,266 0,264 0,262 0,260 0,259 0,257 0,255 0,253 
0,6 0,251 0,249 0,247 0,245 0,243 0,241 0,240 0,238 0,236 0,234 
0,7 0,232 0,230 0,228 0,226 0,224 0,222 0,221 0,219 0,217 0,215 
0,8 0,213 0,211 0,209 0,208 0,206 0,204 0,202 0,200 0,199 0,197 
0,9 0,195 0,193 0,191 0,190 0,188 0,186 0,184 0,182 0,181 0,179 

1,0 0,177 0,175 0,173 0,172 0,170 0,168 0,166 0,164 0,163 0,161 
1,1 0,159 0,157 0,155 0,154 0,152 0,150 0,148 0,146 0,145 0,143 
1,2 0,141 0,139 0,138 0,136 0,134 0,132 0,131 0,129 0,127 0,125 
1,3 0,124 0,122 0,120 0,119 0,117 0,115 0,113 0,111 0,110 0,108 
1,4 0,106 0,104 0,102 0,101 0,099 0,097 0,095 0,093 0,092 0,090 
1,5 0,088 0,086 0,084 0,083 0,081 0,079 0,077 0,075 0,074 0,072 
1,6 0,070 0,068 0,066 0,065 0,063 0,061 0,059 0,057 0,056 0,054 
1,7 0,052 0,050 0,048 0,047 0,045 0,043 0,041 0,039 0,038 0,036 
1,8 0,034 0,032 0,031 0,029 0,027 0,025 0,024 0,022 0,020 0,019 
1,9 0,017 0,015 0,014 0,012 0,010 0,008 0,007 0,005 0,003 0,002 
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Glukose umgerechnet (an Hand der Tabelle) und dann in Abzug 
gebracht. Z. B. in einem Versuch werden von 0,1 cm3 Blut 
1,28cm3 Na-Thiosulfat verbraucht, im Blindversuch 1,94cm3 Na­
Thiosulfat, also in Glukose umgerechnet 0,127 -0,010 = 0,117 mg 
Glukose in 0,1 cm3 Blutl). 

Methode nach Willstatter und Schude12). 
Das Verhalten der Aldosen gegen Hypojodit ermoglicht auf 

Grund einer streng stochiometrisch verlaufenden Reaktion eine 
quantitative Bestimmung neben Fruktose und Saccharose, die rasch 
ausfUhrbar und selbst bei kleinen Substanzmengen genau ist. 

Der VerIauf der Reaktion hangt nur von der geeigneten Alkali­
konzentration und -menge abo Die HypojoditlOsung darf nicht 
zu stark alkalisch sein. Die Oxydation der Aldose fallt in die 
Zeit der Hypojoditzersetzung, bei betrachtlicher Alkalikonzen­
tration laBt sich aber der Zeitpunkt fUr das Ende der Reaktion 
nicht genau angeben. Die Alkalimenge solI auch nicht zu gering 
sein, sie muB mindestens zur Neutralisation der entstehenden 
Glukonsaure hinreichen. 

Die Reaktion verlauft mit groBer Geschwindigkeit und glatt 
mit n/IO-Losungen und bei Anwendung von Jod und Natron­
lauge im Verhaltnis der Reagenzien zueinander, das der Gleichung 
entspricht: 

CH2(OH) . (CHOH),' CHO + J 2 + 3 NaOH 
= CH2(OH)· (CHOH)4COONa + 2 NaJ + 2 H 20. 

Ausfiihrung: Die GlukoselOsung wird mit ungefahr dem 
P/2-4fachen der erforderlichen Menge Jod in n/IO-Losung ver­
setzt; man laBt bei Zimmertemperatur unter gutem Umschiitteln 
sehr langsam das F/2fache der erforderlichen Menge von n/lO 
NaOH, das aus alkoholfreiem Natriumhydroxyd hergestellt sein 
muB, zutropfen und 12-15 Min., bei sehr geringer Zuckermenge 
besser 20 Min., stehen. Dann sauert man mit verdiinnter Schwefel­
saure schwach an (man verwendet bei 10 cm3 0,1-n-Jodlosung 
und 15 cm3 0,1-n-Natronlauge etwa 2 cm3 I-n-Schwefelsaure) und 
titriert mit Thiosulfat bei Gegenwart von Starke zuriick. 

Bei der Konzentration von 1010 Glukose und Mengen von 
beispielsweise 100 mg ist der groBte Fehler 0,1 mg, der durch-

1) Vgl. auch Prakt.lI, S. 208 (hier auch die Modifikation von Issekutz 
und Both). 

2) Ber. d. dtsch. chem. Ges. Bd. 51, I, S. 780, 1918. Vgl. auch Pau­
chard: J ourn. Pharmac. et de Chimie. Bd. U8, [Serle 8, Bd. 3], S. 248. 
1926. 
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schnittliche Fehler betragt demnach einige Zehntel Prozent der 
Substanz; bei 0,1 proz. Glukose und Mengen von 10 mg bleibt 
der FeWer in den einzelnen Bestimmungen unter 11/ 2%, 

Die Oxydation der Aldosen erfolgt auch mit 0,01-n-JodlOsung 1). 

Bei 10 cm3 O,OI-n-Losung alkalisiert man mit 1,5 cm3 0,I-n-Natron­
lauge, laBt 20-30 Minuten stehen, sauert mit 2 cm3 0,I-n-Schwefel­
saure an und titriert mit 0,01 n-Thiosulfat. 

Unter den angegebenen Verhaltnissen verbraucht Rohrzucker 
und Fruchtzucker gar kein Hypojodit. Die Hypojodit-Methode 
ist daher zur Bestimmung von Aldehydzucker neben Fruktose 
und Saccharose geeignet. Die Oxydation eines Molekiils Aldo­
hexose (Glukose, Mannose, Galaktose) ist unabhangig von der 
Konfiguration und entspricht zwei Sauerstoffaquivalenten. 

Bei Anwendung einer groBeren Zuckermenge und langerer 
Einwirkungsdauel' bleibt die Oxydation der Glukose nicht bei der 
Glukonsaure stehen, sondern geht weiter. Durch Zusatz von 
Puffern kann man einen Teil der Fehler ausschalten 2). Die Zueker-
16sung, die zweekmaBig nieht mehr als _etwa 100 mg Glukose in 
etwa 25 ems enthalten solI, wird mit O,I-n-Jod-Jodkalium1osung 
in sole her Menge versetzt, daB die Halfte oder mindestens ein 
Drittel davon unverbraueht bleibt. Sodann werden 100 em3 eines 
Gemisehes gleieher Raumteile 0,2 molarer Na2COa und 0,2 molarer 
NaHCOs-Losung zugefiigt (Ph = 10,1 - 10,2) und die Misehung 
im Dunkeln P/2 bis hOehstens 2 Std. stehen gelassen. Danaeh 
wird mit 12 em3 25 proz. H 2S04 angesauert und das freie Jod 
mit O,I-n-Thiosulfat16sung unter standigem Umsehiitteln bei 
Starkezusatz zuriiektitriert. Der Verbraueh an Thiosulfat wird 
von demjenigen abgezogen, der am gleiehen Tage in blinden 
Versuehen fiir die gleiehe Menge Jodlosung unter Anwendung 
derselben Mengen Karbonatgemis~h und Sehwefelsaure ver­
braueht wurde. Von der Differenz entsprieht 1 em3 O,I-n-Jod­
Losung 9,005 mg Glukose (oder 18,15 mg kr~stallwasserhaltiger 
Laktose oder Maltose; 17,15 mg Maltose-Anhydrid, vgl. aueh 
S.207). 

Polarimetrisehe Methode. 
Sie zeiehnet sieh vor allen anderen dureh ihre Genauigkeit und 

leiehte Handhabung aus. Die Enddrehung einer Rohrzueker-
16sung sowohl naeh Saurehydrolyse als aueh naeh fermentativer 

1) Meyer hof u. Lohmann: Biochem. Zeitschr. Bd.185, 8.113. 1927. 
2) Vgl. Auerbach u. Bodlander: Zeitschr. f. angew. Chem. Bd.36, 

8. 602. 1923. 
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Spaltung betragt: Lmax = Rmax (0,417-0,005 to), wobei Lmax 
die maximale Linksdrehung einer vollstandig inverlierten Rohr­
zuekerlosung yom anfangliehen Drehungsvermogen R max bei 
der Temperatur t bedeutet. 

Bei der Beobaehtungstemperatur von 20° wird die Dre­
hung D = ± 0°, wenn 75,93% des vorhandenen Rohrzuekers 
gespalten sind. Als Beobachtungstemperatur ist jede Temperatur 
von 0-40° geeignet. 

Der optimale Ph wird gewohnlich dureh primares Alkali­
phosphat (Ph = ca. 4,5) oder Azetatpuffer (z. B. Natriumazetat: 
Essigsaure = 1: 1, Ph = 4,63) eingestellt. Der Puffergehalt der 
Rohrzuekerlosungen solI etwa n/50-n/100 betragen. 

Uber die optisehen Daten vgl. S.27. 
Bei der polarimetrisehen Bestimmung ist auf die Multirotation 

der Traubenzuekerlosung zu aehten. Man kann durch Zufiigen 
von Soda die endgiiltige Einstellung besehleunigen. Zur Aus­
fuhrung derZeitwertbestimmung nach Willstatter undRaeke1) 

vgl. S. 166. 

Bestimmung der Maltase. 
Zur Maltasebestimmung sind die oben angefiihrten Reduk­

tions-Methoden aueh brauehbar. Da Maltose ein geringeres Re­
duktionsvermogen besitzt als Glukose (vgl. S. 188), so wird mit 
fortsehreitender Spaltung der Maltose das Reduktionsvermogen 
der Mischung zunehmen. Der Grad der Zunahme der redu­
zierenden Kraft dient als MaB der Maltasewirkung. 

Willstatter, Oppenheimer und Steibelt bedienten sieh 
der polarimetrisehen Methode. Der optimale Ph (6,1-6,8) 
wirddurehZusatz von 1/10 molar. Phosphatmisehung, bestehend aus 
gleiehen Teilen 0,90proz. KH2P04 und 1,20 proz. Na2HP04 ·2 H 20, 
eingestellt 2). Die Maltose (Hydrat) wird als 10 proz. Losung 
gebraueht und mit einem Gehalt von 20 % des Puffers bei 
30° im MeBkolben bereitet. 25 em 3 dieser Misehung werden 
mit Enzymlosung und Wasser von derselben Temperatur -auf 
das doppelte Volumen gebraeht. Zur Polarisation werden 25 em3 

der 30° warmen VersuehslOsung in 5 em3 2-n-Soda eingetragen. 
Die Anfangsdrehung der Versuehslosung naeh dem Verdunnen mit 
der Sodamenge betragt in 2 dm Rohr 10,80°, fur [ad als Hydrat 
= 129°, die Enddrehung ware bei vollkommener Spaltung 4,40°, 
und die Drehungsabnahme 6,40°. Findet man z. B. nach 98,3 

1) Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 425,8.1. 1920/21. 
2) Zeitschr.f.physiolog.Chem. Bd.llO, 8.232.1920. Vgl. auch Oppen­

heimer-Pincussen: 1. c. S. 858. 
Rona, Fermentmethoden, 2. Auflage. 13 
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Minuten naeh Beginn des Versuehs den Drehungswinkel 7,37°, 
so ist die Drehungsabnahme 10,800-7,370 = 3,430 und der Grad 

der Spaltung in % ::~ = 53,6 1 ). 

Die Drehung muB im Verlaufe der fermentativen Spaltung 
abnehmen. 

Zur Untersuehung der Maltasewirkung des Blutserums und 
der Leber versehiedener Tiere verfuhr Oh. Kusumot0 2) wie 
folgt: Proben von 5 em3 Blutserum oder 5 em3 des wasserigen 
Leberextraktes wurden mit 5 em3 einer 10 proz. MaltoselOsung 
und 0,2 em3 Toluol bei 30° gehalten. Unmittelbar naeh Her­
stellung des Gemisehes und dann naeh bestimmten Zeiten wurden 
die Proben enteiweiBt und ihr Drehungsvermogen bestimmt. 
Angewandt wurde die EnteiweiBungsmethode naeh M. Abeles 3): 

Die Proben wurden mit 25 em3 einer 5 proz., unter Erwarmen 
hergestellten Losung von Zinkazetat in 96 proz. Alkohol versetzt, 
mit Alkohol im MeBkolben auf 50 ems aufgefiillt, dann wurde 
umgesehiittelt, dureh ein troekenes Filter filtriert und das 
Drehungsvermogen im 2 dm Rohr bestimmt. - Bei den Leber­
extrakten muBten, neben den mit Maltose versetzten Proben, 
Proben ohne Maltose aufgestellt werden, in denen das Drehungs­
vermogen in gleieher Weise bestimmt wurde, wie bei den mit 
Maltose versetzten Proben. Die bei ihnen gefundene Drehung 
wurde von den bei den Maltoseproben gefundenen abgezogen. 

Bestimmung des Emulsins. Naeh Willstatter und 
Osanyi4). 

Prinzip: Die bei der Spaltung gebildete Blausaure wird 
abgedampft und die entstandene Glukose naeh Bertrand be­
stimmt. 

Ausfiihrung: 1m Jenaer Rundkolben von 1/21 Inhalt werden 
10 em3 1,0 proz. Amygdalinlosung mit etwas Toluol, mit 2-4 ems 
Puffermisehung (n/lO Azetatgemiseh im Verhiiltnis 20 Natrium­
azetat: 1 Essigsaure) und so viel Wasser versetzt, daB mit der 

1) [O(~o] von Maltose (Anhydrid) = + 136,00 (Gleichgewichtsform); [O(~] 
von Glukose = + 52,50• Die molekulare Drehung von Maltose = + 465,48, 
die von Glukose=+94,01 o. -1 Maltose -+ 2 Glukose. -1 Mol Maltose gibt 
nach vollstandiger 8paltung eine Drehungsabnahme von 465,4 - 2 . 94,01 
= 277,38 0, d. h. 277,38 0 entsprechen 1 Mol; 10 Abnahme entsprechen 
0,003605 Mol = 1,233 g Maltose (Anhydrid). 

2) Biochem. Zeitschr. Bd.14, S.217. 1908. 
8) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd.15, S.495. 1891. 
4) Zeitschr.f.physiolog.Chem. Bd.117, 8.172.1921. - Willstatter u. 

Oppenheimer: Ebenda Bd. 121, 8. 185. 1922 
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hinzuzufiigenden Enzymlosung das Volumen auf 20,0 em 3 kommt 
und im Thermostaten auf 30,00 vorgewarmt. Die EnzymlOsung, 
1-5 em3, enthaltend 0,5-5 mg Emulsin oder die Suspension der 
Pflanzensubstanz, z. B. von 10 mg Pulver entolter Mandeln, wird 
unter Umsehwenken eingegossen. Die Zeitmessung wird in 
der Mitte der EinfluBdauer begonnen. Eine Vergleiehsprobe 
zur Bestimmung der Eigenreduktion des Emulsins (die gering, 
oft ganz unerheblieh ist), wird daneben in gleieher Weise, nur 
ohne Amygdalin angesetzt. Naeh der Reaktionsdauer, gewohnlieh 
30-60 Min., wird die Emulsinwirkung dureh Zusatz von hoeh­
stens 2 em3 10 proz. Schwefelsaure unterbroehen. Dann wird die 
Fliissigkeit zur Vertreibung der Blausaure 30 Min. der Dampf­
destillation unterworfen, und zwar so, daB das Volumen tunliehst 
unverandert bleibt und dann die Bestimmung naeh Bertrand 
vorgenommen. 

Beispiel!): Angewandt wurde ein mit Essigsaure angesauerter 
ammoniakaliseher Extrakt aus entolten bitteren Mandeln (aus 
20 g 500 em3) und davon 0,2 em3 (1 em3 der 5faeh verdiinnten 
Losung) entspreehend 8 mg Mandelpulver. Einwirkung auf 0,1 g 
Amygdalin wahrend 60 Min. Naeh Bertrand wurden verbraueht 
6,6 em3 0,156-n-PermanganatlOsung. Daraus ergaben sieh 33,4 mg 
Glukose, d. i. 47,5% Spaltung. Fiir diese Spaltung wiirde 1 mg 
naeh der Proportionalitat zwisehen Gesehwindigkeit und Enzym­
menge480 Min. erfordern. - Ausder Reaktionskurve der Amygdalin­
spaltung ergibt sieh zum Spaltungsgrad von 47,5% der Abszissen­
punkt 15,6, also zum Abszissenpunkt 17 der 50proz. Spaltung die 
Zeit von 523 Min. Das ist der Zeitwert der aus 1 mg entolter Mandeln 
gewonnenen Emulsinlosung (vgl. S. 166). Zur Bestimmung der 
Emulsinausbeute ist der "Menge-Zeit- Quotient" anzugeben, d. i. 
der Quotient des in irgendeiner Form vorliegenden emulsinhal­
tigen Materials (mg) und seiner Wirkungszeit. Z. B. lieferten 20 g 
Mandeln yom Zeitwert 480 (M: Z = 41,7) 0,55 g Emulsin yom 
Zeitwert 18 (M: Z = 30,6) Ausbeute 73,5%. 

Die quantitativ weit geringeren Wirkungen des Fermentes auf 
andere Glukoside sind mit der 20-100faehen Menge (50-250 mg 
Emulsin oder 500 mg Pulver von Mandeln) und in 6-40 Std. 
auszufiihren. Aueh die Puffermenge wird vermehrt (gewohnlieh 
auf 5 em 3 n-Azetatmisehung). 

Die aus Prunasin und Amygdalin abgespaltene Blausaure wird 
vorher dureh Destillation mit Wasserdampf entfernt; in den Fallen, 
wo keine Dampfdestillation notig ist, wurde die enzymatisehe 

1) Willstatter u. Csanyi: I. c. S.178. 
13* 
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Reaktion dureh Zufugen der alkalisehen SeignettesalzlOsung unter­
broehen. 

Vorteilhaft ist naeh R. Willstatter und G. Oppenheimer 
fur den Vergleieh der enzymatisehen Wirkungen durehwegs mit 
aquimolekularen Mengen der Substrate die 50 proz. Spaltung 
anzugeben. 

Aquimolekulare Losungen der Substrate enthalten in 20 em 3 : 

0,2000 g Amygdalin (mit 3 H 20) Mol.-Gew. 511,3, 
0,1155 g Prunasin Mol.-Gew. 295,1, 
0,0794 g f1-Methylglukosid mit 0,5 H 20, Mol.-Gew. 203,1, 
0,1164 g Helizin (mit 3h H 20), Mol.-Gew.297,6 1), 
0,1119 g Salizin, Mol.-Gew. 286,1, 
0,1002 g f1-Phenylglukosid, Mol.-Gew. 256,1, 
0,1064 g Arbutin, Mol.-Gew. 272,11). 

Bestimmung naeh B. Helferieh 2). 
Prinzi p: Die Drehungsanderung einer SalizinlOsung bei 0 0 

wird bestimmt. 
Ausfuhrung: 2,5000 g Salizin werden im MeBkOlbehen in 

etwa 60 em3 Wasser warm gelOst, auf Zimmertemperatur ab­
gekiihlt, 12,5 ems n/10 Na-Azetat und 10,0 cm3 n/1O Essigsaure 
zugegeben und naeh dem Abkuhlen bei 00 bis zu 100 em3 auf­
gefiiUt. Die H-Ionenkonzentration dieser Losung ist 1,7 .10-6 • 

Zur Bestimmung werden 10 mg Emulsin mit 1 em3 Wasser 
befeuehtet und naeh 10 Min. mit 4 em 3 obiger Salizinlosung ver­
setzt. Die Anfangsdrehung (A) dieser Losung ist im 2-dm-Rohr fiir 
Natriumlieht und 20 0 - 2,51 0, die Enddrehung (E) unter denselben 
Bedingungen fur vollstandige Spaltung des Glukosids in Trauben­
zucker und Saligenin + 1,330• Diese GlukosidlOsung behalt ihre 
Drehung bei Aufbewahren im Eissehrank unverandert fur langere 
Zeit bei. Konzentrierte Losungen von Emulsin sind manehmal 
ziemlieh stark gefiirbt, so daB man im 1- oder 0,5-dm-Rohr arbeiten 
muB. 

Zur Unterbreehung des Versuehs wird j~desmal festes Kalium­
karbonat, das sieh fast momentan au£lost, zugegeben, und zwar 
0,2 g auf 5 em 3 Glukosidlosung. Dadureh wird die Wirkung des 
Fermentes unterbroehen und die Rotation des entstandenen 
Zuekers stellt sieh auf den Endwert ein. 

1) Die Kupferzahlen des Gemisches von Glukose + Hydrochinon neben 
Arbutin, wie auch diejenigen des Gelnisches Glukose + Salizylaldehyd 
neben Helizin vgl. Willstatter und Oppenheimer: I. c., S.187. 

2) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 117, S.159. 1921. - Helferich, 
Speidel u. Toeldte: Ebenda Bd. 128, S.99. 1923. 
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Die Eigendrehung des Emulsins wird bei jedem Versuch fiir 
die gleiche Konzentration nach Zugabe der gleichen Menge 
Kaliumkarbonat besonders bestimmt und in Rechnung gesetzt. 
- Die Wirksamkeit veranschaulicht gut die Berechnung fUr die 

Zeit = lo~ 2 (wobei k die nach dem monomolekularen Reaktions­

verlauf berechnete Konstante ist); das ist die Zeit, die zur Spal­
tung von 50 0/ 0 des Glukosids bei den angewandten Konzentra­
tionen von Glukosid und Ferment notig ist, d. h.: Zeitwert eines 
Praparates (vgl. S. 166). 

K. Josephson bedient sich 1) ebenfalls der polarimetrischen 
Methode. Zur Aufhebung der Mutarotation wurden bei den Ver­
suchen mit p-Methylglukosid, Salizin und Helizin die Proben in 
5 proz. Sodalosung einpipettiert; bei der Spaltung des Arbutins 
wurde die Fermentwirkung durch Sublimat (5 cm3 gesattigte 
Sublimatlosung zu jeder Probe von 15 cm3) unterbrochen. Die 
Polarisation der Proben geschah erst, nachdem die Mutarotation 
der Glukose vollkommen beendigt war (3 Stunden). 

Spez. Drehung einiger Glukoside und die Enddrehung bei 
vollstandiger hydrolytischer Spaltung dersel ben. 

Glukosid 

p-Methylglukosid . 
Salizin. 
Helizin ..... 
.Arbutin . . . . . 

Faktor zur Berechnung 
Spez. Drehung i der Enddrehung 

I aus der .Anfangsdrehung 
I 

-32,6 -1,49 
-63,91 -0,517 
- 60,43 -0,55 
-64,3 -0,541 

Die mikroquantitative Bestimmung von Blausaure, 
pflanzlichen Blausaureverbindungen und Emulsin nach 
Brunswik 2). 

Prinzip: Die bei der Fermentwirkung in Freiheit gesetzte 
Blausaure wird bei 30-40° durch einen Kohlensaurestrom in 
schwach salpetersaures Silbernitrat abgeblasen. Das entstandene 
Silberzyanid wird auf ein Asbestfilterrohrchen gebracht und auf 
der Mikrowage gewogen. 

Den benutzten Apparat zeigt Abb. 69. 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 147, S. 1. 1925. 
2) Oesterr. botan. Zeitschr. Bd.74, S.58. 1923. 
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Der Rezipient R t , ftir ca. 5 cm3 Fltissigkeit bestimmt, kann 
durch zwei Hahne HI und H 2 abgeschlossen werden, um diesen 
Teil des Apparates bei der Untersuchung der Fermentwirkung ftir 
sich allein in einen Thermostaten stellen zu konnen. Bei H 1> dem 
HahnabschluB des eingeschmolzenen, bis 1 em tiber den Boden des 
Rezipienten reichenden Einblaserohrchens, wird der Rezipient mit 
einem gewohnlichen Kippschen Apparat zur 002-Entwicklung­
mit einer Waschflasche mit AgNOa-Losung - verbunden. Nach 
Ftillung mit dem Untersuchungsmaterial wird der Rezipient durch 

einen gut dichtenden 
Kautschukstopfen ver­
schlossen und das Ab­
leitungsrohr bei H 2 mit 

~ einem paraffinierten 

E 

Abb.69. Apparat zur mikroquantitativen Blausaure-
bestimmung (110 der natiirl. GroBe). 

RI , bzw. R 2 Rezipienten. HI und H2 Giashahne des 
Zu- und Ableitungsrohres, D S Druckschlauchverbin­
dung. G Gaseinieitungsrohr, E bauchige Eprouvette, 

mit 1 proz. SHbernitrat gefiillt. 

Druckschlauch DB an das 
Gaseinleitungsrohr G an­
geschlossen. Dieses taucht 
in eine bauchige Eprou­
vette E ein, deren unter­
ster Teil (5 em) auf 7 bis 
8 mm verengt ist. Das 
Gaseinleitungsrohr besitzt 
zum Reinigen und Durch­
sptilen eine ob~re ()ffnung, 
die wahrend der Bestim­
mung an der verengten 
Stelle mit einem Tropf­
chen 5proz. Salpetersaure 
abgedichtet und dartiber 
mit einem kleinen Kork­

stopfen verschlossen ist. Der etwas groBere Rezipient R2 ist ftir 
10 cm3 Fltissigkeit bestimmt. Als Vorlage in der Eprouvette dient 
I proz., mit halogenfreier Salpetersaure leicht angesauertes Silber­
nitrat. - Der entstandene Silberzyanidniederschlag wird wie bei den 
Preglschen Vorschriften zur Wagung der Silberhalogenide behan­
delt. Das Absaugen erfolgt wie S.149 bei der Phosphatbestimmung 
beschrieben. Grtindliches Nachwaschen abwechselnd mit Wasser 
und 96 proz. Alkohol, Trocknen 5 Min. im "Regenerierungsblock", 
30 Min. langes Verweilen der Filterrohrchen vor der Wagung in 
der Wage. - Der Rezipient (Rl oder R2) taucht wahrend der Be­
stimmung in Wasser von 30-37°, die Eprouvette in ein groBeres 
GefaB mitkaltem Wasser. -Der Zusatz von Fltissigkeiten (z. B. ver­
diinnter Saure zum Freimachen der HON aus dem Material bzw. 
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zur Beendigung der Fermentreaktion) erfolgt durch den iiber H 1 be­
findlichen, erweiterten Glasansatz unter CO2-Druck. Zum quanti­
tativen "Obertreiben der Blausaure muB bei dem kleinen Rezi­
pienten 21/ 2-3 Std., bei dem groBeren 4 Std. abgeblasen werden. 
- Bei fermentativen, Blausaure liefernden Systemen kann durch 
ein intermittierendes Abblasen wahrend der Fermentwirkung die 
Spaltungsausbeute betriichtlich erhOht werden. Als p" -Optimum 
fiir Emulsin wurde von Brunswik 4,74-6,56 gefunden. 

Bestimmung der Laktase. 
Auch hier werden die iiblichen Bestimmungsmethoden (Polari­

sation, Reduktion) angewandt. 
Willstatter und Oppenheimer1) bestimmten die gebildete 

Glukose nach Bertrand, indem sie 25 cm3 der IOproz. Losung 
von Laktose (wasserhaltiger Milchzucker von [ot]D = + 52,53 0) 
mit 10 cm3 Phosphatpuffer nach Sorensen im Verhiiltnis 
3,8 prim.: 6,2 sek. Salz (Ph 7; 1/3 molar. Phosphat, d. i. 360 mg 
N a2HPO (\ . 2 H 20 + 175 mg KH2PO 4) versetzten, mit der entsprechen­
den Enzymmenge (Hefelaktase) und mit Wasser auf 50 cm3 

brachten und die Reaktion bei 30° ablaufen lieBen. Proben von 
5 cm3 wurden entnommen und zum Abbrechen der Enzymreaktion 
in MeBkolben, die vorher mit 5 cm3 2-n-SodalOsung beschickt 
waren, eingetragen. Ein Fiinftel des Gemisches wurde zur Zucker­
bestimmung verwendet. Der Sodazusatz ist ohne EinfluB auf 
die Permanganatmengen. 

Kupferzahlen der Gemische von Laktose und Glukose 
+ Galaktose 2) 

Laktose GIukose Perm. 0,160 n Kupfer I 
Kupfer-

cma + Galaktose cma i Mittelwert 
cm3 

mg mg 

1 ° 6,10 6,15 62,1 62,6 62,35 
0,9 0,1 6,30 6,35 64,1 64,6 64,35 
0,8 0,2 6,60 6,65 67,2 67,7 67,45 
0,7 0,3 6,90 6,90 70,2 70,2 70,2 
0,6 0,4 7,15 7,15 72,8 72,8 I 72,8 
0,5 0,5 7,45 7,50 75,8 76,3 76,15 
0,4 0,6 7,65 7,70 77,9 78,4 78,15 
0,3 0,7 8,09 8,09 82,3 82,3 82,3 
0,2 I 0,8 8,38 8,38 85,3 85,3 85,3 

° i 1,0 9,00 , 9,00 91,6 91,6 91,6 

1) Zeitschr. f. physiolog Chem. Bd.118, S.170. 1921. 
2) Die Kupferzahlen wurden gewonnen, indem man 5 proz. Losungen 

der Laktose (wasserhaltig) und der aquimolekularen Gemische von GIu­
kose und Galaktose in verschiedenen Verhaltnissen aus Biiretten in 
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Bestimmung der Amylase. 
Grundsatzlich sind zwei Methoden zu unterscheiden 1. Sole he, 

die die physiko-chemischen Anderungen des Substrates messen 
(Starkeverfliissigung, Nephelometrie) und 2. solche, die die ent­
standenen Abbauprodukte bestimmen (Reduktionsmethoden, Po­
larisation). 

Bestimmung der Amylase nach M.OIsson 1). 

Prinzip: Die Viskositatsanderung einer Starke16sung wird 
mittels der Zeit gemessen, die eine luftgefiillte Glaskugel in der 
Starkelosung braucht, um eiile bestimmte Streeke aufzusteigen. 

------------/ 
G 

H-~ . 

Die Verfliissigung verlauft viel 
schneller als die Verzuckerung. 

Apparat (Abb. 70): 3 gleiche 
Rohre D1- S von 35 em Lange und 
1,7 cm innerem Durchmesser, mit 
einem durchbohrten Gummistopfen 

~~~~~~~~~~j.B verschlossen. Durch die Bohrung 
fiihrt ein mit Gummischlauch und 
Klemme versehenes Glasrohr. Die 
3 Glasrohren D sind auf einer dreh­
baren Achse montiert und befinden 
sich im Thermostaten. 1m Innern 
der Rohre befindet sich eine Glas­
kugel von 6 mm Durchmesser. 

J 
o J 

o 

o '3 

A usfiihrung: 22,5 g Kartoffel­
starke werden in einer kleinen Menge 
kalten Wassers aufgeschlammt, in 

II kochendes Wasser eingegossen, 1 Std. am RiickfluBkiihler ge­
kocht, durch ein Tuch filtriert und in ein Wasserbad von 370 

hineingestellt. Je 50cm3 dieser Losung werden in die GlasrohreD, 
in denen sich je eine Glaskugel befindet, eingefiillt; dazu 10 cm3 

Azetatpuffer (p" = 5,15) und die gewiinschte Menge EnzymlOsung 
(Malzamylase) - bei tierischer Amylase den entsprechenden p" 
und NaCI-Zusatz. Alle Losungen miissen vorher auf 37 0 vor-

II 
Abb.70. 

25 cm3 Kolben einfliellen liell, woraus nach Erwarmen auf 30 0 5 cm3 

entnommen und auf 100 cm3 aufgefiillt wurden. Zur Bestimmung dien­
ten 20 cm3• 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 119, S. 1. 1922, vgl. auch Zeitschr. 
f. physiolog. Chem. Bd.117, S. 91. 1921; Bd.126, S. 29.1923. - tl"bereine 
viskosimetrische Bestimmung der Blutamylase vgI. Elman, Arneson und 
Graham: Arch. of into Med. Bd.40, S. 58. 1927; Arch. Surg. Bd. 19, S.943. 
1929. Vgl. ferner Thompson, Johnson und Hussey: J. of general 
PhysioI. Bd. 15, S. 1. 1931. 
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gewiirmt sein. Der Gummistopsel wird schnellstens eingepreBt. 
Hierbei wird aIle Luft durch das Glasrohr entfernt und danach 
der am Glasrohr befestigte Gummischlauch, G, mit einer Klemme H 
zugemacht. Unmittelbar darauf wird die Achse B, welche die 
Rohren D triigt, umgedreht. Die Rohren werden durch Fenster 
des Thermostaten A betrachtet und die Aufsteigezeit der ver­
schiedenen Glaskugeln, J, mittels Chronographen festgestellt. 

rm Rohre D1 (ohne Enzym) durchliiuft die Kugel die Losung 
in fast konstant 48 Sek. rm Rohre D2 (mit Enzym) wird die Auf­
steigezeit kontinuierlich kleiner, und die Losung hat schon in 1 Std. 
die Viskositiit des Wassers beinahe erreicht, die einer Aufsteige­
zeit von 10 Sek. entspricht. Zur Berechnung der Resultate sind 
Eichkurven mit verschiedenen Stiirkekonzentrationen unter sonst 
gleichen Bedingungen anzustellen. Man bereitet eine Reihe von 
Ansatzen ohne Ferment, indem man z. B. 10, 25, 38, 42, 46, 
50 cm3 Stiirkekleister mit je 10 cm3 Azetatpuffer versetzt, mit 
Wasser auf 72 cm3 auffiillt und dann mit derselben Glaskugel 
bei 370 die Aufsteigzeiten in mehreren Ablesungen bestimmt. Das 
Ergebnis stellt man graphisch dar, indem man als Abszisse die 
cm3 Stiirkelosung, als Ordinate die Aufsteigzeiten auftragt. Aus 
dieser Kurve liiBt sich dann fiir die Messungen des fermenthaltigen 
Versuches auf graphischem Wege die Menge der unveranderten 
Starke entnehmen. 

J odmethoden 1). 

Auch die Methoden, die sich der Veriinderung der Jod­
reaktion bedienen, beruhen wohl auf einer phyeiko-chemischen 
Anderung des Substrates (Karrer). Bei einer bestimmten Tem­
peratur laBt man auf die gleichen Mengen StarkelOsung abgestufte 
Mengen von Fermentlosungen einwirken und beobachtet nach 
Ablauf einer bestimmten Zeit die Farbung, die nach Zusatz von 
Jod auftritt. 

Ausfiihrung nach Wohlgemuth. Eine Reihe Reagensglaser 
wird mit absteigenden Mengen der zu untersuchenden Ferment-
16sung beschickt, zu jeder Fermentportion die gleiche Menge einer 
1 proz. Stiirkelosung zugefiigt, dann die Glaschen auf einmal auf 
38-40° gebracht, nach einer bestimmten Zeit wieder abgekiihlt 
und nun durch Zusatz von mehreren Tropfen 1/10-n-Jodlosung 
festgesteIlt, welche kleinste Fermentmenge noch imstande ist, die 
angewandte Stiirkemenge bis zum Dextrin abzubauen. Als unterste 
Grenze der Wirksamkeit ist dasjenige Glaschen zu bezeichnen, in 

1) Vgl. Wohlgemuth: Fermentmethoden S.39. 
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dem zum ersten Male die blaurote Farbe auftritt. Die diastatisehe 
Kraft (D mit dem Index von Versuehszeit und Temperatur) wird 
daraus so bereehnet, daB die Anzahl em3 einer 1 proz. Starke16sung 
bestimmt wird, die dureh 1 em3 Ferment16sung unter den Be­
dingungen des Versuehes bis zum Erythrodextrin abgebaut wird. 
Zeigt z. B. ein Rohrehen, das 0,0125 em3 Speiehel enthalt, eben die 
rote Farbe bei 400 naeh 30 Minuten, so bereehnet sieh D folgender­
maBen: 0,0125 em3 Speiehel bauen entspreehend der Versuehs­
anordnung in 30 Minuten 5 em3 1 proz. Starke ab; 1,00 em3 Spei­
ehel baut demnaeh in 30 Minuten 400 em3 1proz. Starke ab; also 
D~g~ = 400. - Bei der Diastase (Amylase)-Bestimmung im Urin 
sollen naeh Wohlgemuth 1 ) 10 em3 1proz. Starke16sung mit 
10 em3 Phosphatpuffer (1/3 mol. Ph 7,2) versetzt werden; dann 
flillt man mit 1proz. NaCI-Losung auf 100 em3 auf und gibt etwas 
Toluol hinzu. Mit dieser Starkelosung werden dann die Reihen 
angesetzt. 

Ausfiihrung naeh Miehaelis 2): Man koeht 2,5 g lOsliehe 
Starke in 500 em3 0,3proz. NaCI-Lasung auf und flillt in 7 Erlen­
meyerkolben je 50 em3 davon ein. AuBerdem gibt man eine 

Misehung von 'f!/'. prim. Phosphat (10 em3 1 molar Phosphorsaure 
3 m + 10 em3 n-NaOH + 10 em3 dest. Wasser) und von "3 sek. Phos-

phat (10 em 3 1 molar Phosphors. + 20 em3 n-NaOH) hinzu, 
und zwar 

Kolben Nr: 1 2 
I 

3 4 I 5 6 
I 

7 
I 

~ prim. Phosphat 4,7 4,4 3,3 2,5 

I 
1,7 0,6 0,3 

m 
0,3 0,6 1,7 2,5 3,3 4,4 4,7 3" sek. Phosphat. 

I 
I 

Nun flillt man etwa 30 Reagensglaser mit je 5 em3 einer 
auBerst stark verdiinnten, ganz sehwaeh hellgelben Lugolsehen 
Lasung (etwa 1/1000 n-JodlOsung) und halt diese flir die weitere 
Untersuehung in Bereitsehaft. In die 7 Erlenmeyerkolben gibt 
man in Abstanden von genau 2 Min. der Reihe naeh je 5 em 3 eines 

1) Klin. Wochenschr. 1929, II, S. 1253. Vgl. hierzu Baumann: Dtsch. 
Zeitschr. Chir. Bd.216, S. 98. 1929; Klin. Wochenschr. 1929, I, S. 982. 

2) Michaelis-Rona: Prakt. d. physik. Chemie. 4. Auf I., S.149. 1930. 
Diese Vorschrift dient zunachst dazu, das Ph-Optimum der Fermentwirkung 
festzustellen. 
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100--1000fach verdiinnten Speichels. Dann entnimmt man aus 
dem Kolbchen Nr.4 (PA etwa 6,8) aIle paar Minuten 5 cm3 und 
gibt sie in ein Jodrohrchen. Zunachst wird eine blaue Farbe ent­
stehen, weiterhin eine violette, dann eine rote. Wenn die Farbe 
rotviolett bis fast rot geworden ist, beginnt die eigentliche Reihen­
entnahme. Man entnimmt den 7 Kolbchen der Reihe nach in 
Abstanden von 2 Min. je 5 cm 3 und gibt sie in ein Jodrohrchen. 
Das Resultat wird z. B. sein: 

1 2 3 I 4 5 ! 
I 

6 I 7 

blau violett rot 1 gelbrot rot I rotviolett I violett 

Die Wirkung ist also am weitesten fortgeschritten in Nr.4 
(PA = 6,8). 

L. Michaelis und H. Pechstein 1) arbeiteten so, daB sie 
den fermentativen ProzeB durch Zusatz von 10 cm3 l/l000-n-Jod-
16sung unterbrachen. Eine so stark verdiinnte Losung wurde 
angewandt, um die Versuchsfehler, die beim Pipettieren der Jod­
losung entstehen konnen, moglichst auszuschalten. Ein geringer 
UberschuB von J od ruft namlich in einer von zwei gleich weit 
abgebauten Starkelosungen bereits eine andere Farbennuance 
hervor. Zu beachten ist die Beobachtung, daB im alkalischen 
Gebiete eine mehr oder minder schnelle Entfarbung der anfang­
lichen Jodfarbung eintritt. Die Unterbrechung des Ferment­
prozesses erfolgte in diesem Gebiete durch mit Essigsaure an­
gesauerte Jodlosung. 

Bei der Bestimmung tierischer Amylasen ist darauf zu achten, 
daB sich bei gleichzeitiger Anwesenheit von Maltase nicht nur 
Maltose, sondern auch Glukose bildet. 

Glukose neben Maltose laBt sich qualitativ durch Kupferazetat­
losung (Barfoedsches Reagens; Iproz. Losung) erkennen, die 
neutral von Maltose iiberhaupt nicht, mit Essigsaure angesauert 
erst bei 4 Min. Kochdauer reduziert wird. - Beim Kochen mit 
Phenylhydrazin gibt die Glukose gleich, die Maltose erst beim 
Abkiihlen cincn Niederschlag des Osazons. 

Nephelometrische Methode nach Rona und van 
Eweyk 2). 

Prinzi p: Als Substrat dient Glykogen, das sehr stabile kolloi­
dale Losungen bildet, deren Triibungsgrad streng proportional 

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 59, S.77. 1914. 
2) Biochem. Zeitschr. Bd. 149, S.174. 1924. 
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ihrem Gehalt an Glykogen ist. Die Aufhellung infolge der Amy­
lasewirkung wird nephelometrisch gemessen. 

Erforderliche Losungen: 1. Glykogenlosung. Einem Ka­
ninchen werden etwa 50 cm3 einer 50proz. Traubenzuckerlosung 
mittels der Schlundsonde eingegossen. Nach 2-3 Std. wird das 
Tier moglichst rasch durch Entbluten getotet, seine Leber her­
ausgeschnitten und diese nach Entfernen der Gallenblase kurz 
mit kaltem Leitungswasser abgespiilt. Dann wird die Leber in 
etwa walnuBgroBe Stiicke zerschnitten und (in Stanniol ge­
wickelt) in eine Eis-Kochsalzkaltemischung gebracht, bis die 
Stiicke festgefroren sind. Sie werden im Morser unter Zusatz 
von Kieselgur fein zerrieben. Der Leber-Kieselgurbrei wird mit 
3 0/ 0 Trichloressigsaure innig verriihrt und nach Zusatz von reich­
lich destilliertem Wasser abgenutscht. Das Filtrat, eine weiBe 
triibe Fliissigkeit, enthalt die Hauptmenge des Glykogens. Der 
Riickstand wird noch einmal mit Wasser verrieben und zum 
2. Male filtriert. Das 2. Filtrat, das noch betrachtlich triibe 
ist, wird mit dem ersten vereinigt. Die beiden Filtrate werden 
nun mit dem gleichen Volumen Alkohol versetzt und bleiben 
iiber Nacht stehen; wahrend dieser Zeit setzt sich das Glykogen 
als feinflockiger Niederschlag, der nirgends am Glase anklebt, 
zu Boden. Nach dem Dekantieren wird der Niederschlag durch 
Zusatz von destilliertem Wasser wieder gelost, die Losung in 
Zentrifugenglaser gebracht, in diesen durch hinreichenden Alko­
holzusatz das Glykogen ausgeflockt und durch Zentrifugieren 
ausgeschleudert. Nach dem AbgieBen der iiberstehenden Fliissig­
keit wird das Glykogen wieder in Wasser geli:ist, mit Alkohol 
ausgefallt und nochmals zentrifugiert. Nach 5maliger Wieder­
holung der Operation wird schlieBlich der Riickstand mit abso­
lutem Alkohol verriihrt, scharf zentrifugiert, nach dem Ab­
gieBen des Alkohols mit Ather verriihrt und abgenutscht. Es 
resultiert ein schneeweiBes, sehr feines Pulver, das in Wasser sehr 
leicht stabile Suspensionen bildet, deren Viskositat gegeniiber 
Wasser nicht meBbar erhoht und deren Triibung (Tyndallicht) 
ihrer Konzentration streng proportional ist. Die Konzentration 
der 0,3 proz. Ausgangslosungen wird mit 100 bezeichnet, so daB 
50 einer Konzentration von 0,150/ 0 entsprichtl). 

2. n/1O NaCl-Losung (fiir tierische Amylasen). 
3. Phosphatpuffer. 
4. Enzymlosung (z. B. mensch!. Speichel). 
Ausfiihrung: In eine Reihe von MeBzylindern von 100 cm3 

werden je 91 cm3 einer Glykogenlosung von 0,3 0/ 0 gebracht und 
1) Kaufliches Glykogen ist nicht immer verwendbar. 
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mit I-30m3 Phosphatpuffer, sowie 1 cm3 n/lO-NaCl-Losung ver­
mischt. Nach dem eventuell erforderlichen Auffiillen auf 95 em 3 

werden die Zylinder in ein Ostwaldsches Wasserbad mit Riihr­
werk gestellt, dessen Temperatur 
37 0 ± 0,05 0 betriigt und nach er­
folgtem Temperaturausgleich je 
5 em 3 verdiinnten menschlichen 
Speichels unter guter Durch­
mischung rasch zugegeben. Nach 
einer halben Minute werden aus 
jedem Zylinder 15 cm 3 des Reak­
tionsgemisches entnommen und 
in ein trockenes Fliischchen, das 
sich in Eiswasser befindet, ein­

100 

'" "-h 

20 

+p", c 6,5~ 
°Ph = 6,55 

"-
~~ 

"-
~ .......... 

"0 50 80 100 120 
Zeit in Min. -'>-

Abb. 71. 

gefiillt. Derartige Probeentnahmen werden in geeigneten Inter­
vallen wiederholt. Die eiskalten Proben werden moglichst bald 
nephelometrisch untersuch t. 

Als Beispiel folge eine Tabelle (Tab. 2), in der die erste 
Spalte die Zusammensetzung des Reaktionsgemisches und den 

Tabelle 2 (Abb. 71). 

,4proz. Glykogenlosg. 91 cm3 o 
P 
N 

Ferment 1: 100 . 5 
" uffer (n/3) 3 
" aCl (n/lO) 1 
" 

Ph = 6,54 

I dentische Versuchsanordnung 

Ph = 6,55 

Zeit Nephelo-
in meter 

Min. 
lks. Irechts 

I 
I 

1/2 20 I 23,4 
11 20 ! 25,4 
26 20 28,4 
63 20 I 36,1 
86 15 33,4 

119 12 ! 34,5 

1/2 20 22,9 
11 20 i 25,0 
42 20 I 31,7 
63 20 I 38,0 
86 15 : 32,8 

119 I 12 34,5 

Um- I I 

i rech- j 

,X .1031 K. 105 nung 1 X 

auf ! 
' t 

Proz. I I i 

100,0 I I 
92,0. 8,0 725 327) 
83,0 ! 17,0 655 308 
65,0135,0 I 555 296r16 
52,5 47,5 i 552 326 
40,8 59,2 I 498 ! 326 

100,0 
91,8 8,2 j 743 

1

336) 72,0 28,0 I 670 1338 
60,3 39,7, 633 347r37 
52,3 47,7 I 555 '327 
39,9 60,1 505 '336 

elektrometrisch bestimmten Ph enthiilt; die 2. Spalte gibt an, 
zu welchem Zeitpunkt die Untersuchungsproben entnommen 
waren, die 3. und 4. Spalte die Stellung des Nephelometers, bei 
welchem auf der linken Seite die Vergleichs- und auf der rechten 
Seite die UntersuchungslOsung eingefiillt wurde, die 5. Spalte die 
Umrechnung der Nephelometerwerte, derart, daB die Ausgangs-
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konzentration des Glykogens gleich 100 gesetzt wurde. Die 6. die 
prozentischen Abnahmen des Glykogengehaltes x, die 7. die Reak-

tionsgeschwindigkeit ~ .103 und die 8. die Reaktionskonstante K 
t 

der monomolekularen Reaktion. 

Bestimmung der Pankreasamylase nach Willstatter, 
Waldschmidt-Leitz und Hessel). 

Die Hydrolyse von 0,25 g lOslicher Starke durch Pankreas­
amylase in 37 cm3 bei 370 wird im Bereich der ersten 40% ver­
folgt. Die gebildeten AIdehydgruppen werden mit der Hypojodit­
Titration [nach Willstatter-Schudel (S.191)] gemessen. Die 
Amylaseeinheit (Am.-E.) berechnet sich aus der Gleichung 

I a 
K=-log--, 

t a-x 
in der t die Zeit, a die Anfangskonzentration und a - x die dem 
Jodverbrauch entsprechende Menge Maltose ist. FUr a wird nicht 
der Wert der effektiven Einwage (0,25 g), sondern die praktische 
Verzuckerungsgrenze von 75% unter normalen Bedingungen, also 
a = 0,1875 g genommen. Fur die Bestimmung der Amylase wer­
den am besten die Enzymmengen so gewahlt, daB die Reaktions­
konstante zwischen 0,001 und 0,03liegt; dann erfolgtin 7-30Mi­
nuten die Hydrolyse von 10-30% der Starke. 

Ausfiihrung: In einer zyliudrischen Standflasche mit ein­
gesehliffenem Stopfen von 50 em 3 Inhalt werden 25 em 3 frisch 
bereitete I proz. Losung von Kahlbaumseher lOslieher Starke, 
10 em3 0,2-n-Phosphatpuffer, bestehend aus 5,1 em3 0,2-n­
KH2PO, und 4,9 em3 0,2-n-Na2HPO, + 2 H 20 (Ph = 6,8), sowie 
I em3 0,2-n-NaCI vermischt und im Thermostaten auf 37° gebraeht. 
Das Enzym fiigt man unter Umsehiitteln hinzu, in Form des 
trockenen Praparats aus dem Wageglas oder einer Enzymlosung, 
z. B. I,OOem3 aus der MeBpipette. Nach Ablauf von gewohnlieh 
10 Min. wird die Reaktion dureh Zusatz von 2 em3 n- Salzsaure 
unterbroehen. Man spUlt das Reaktionsgemiseh mit wenig Wasser 
in einen Erlenmeyerkolben und versetzt es mit Jod, und zwar 
fiir je 1 mg erwarteter Maltose mit 0,6 em3 O,I-n-Losung, so­
dann tropfenweise unter Umsehiitteln mit O,I-n-Natronlauge, 
deren Menge so zu bemessen ist, daB naeh Neutralisation der 
zugefiigten Salzsaure und Umwandlung des sauren Puffer-Phos­
phats in sekundares, (wozu zusammen 30 cm3 erforderlieh sind) 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 126, S. 143 (155). 1923. 
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noeh das 11/2 faehe yom Volumen der J odlOsung angewandt wird. 
Naeh 15 Min. langem Stehen wird mit verdiinnter Sehwefelsaure 
angesauert und das iibersehiissige Jod mit O,I-n-Thiosulfatlosung 
zuriiektitriert. 

Den Eigenverbraueh der Starke sowie der Enzymlosung an 
Jod ermittelt man zu gleieher Zeit dureh eine Kontrollbestim­
mung. Zum BeispieP): 25 ems Iproz. Starkelosung wurden mit 
2 ems nHCI, mit 10 ems 0,2-n-Phosphatpuffer (Ph 6,8) und 0,8 ems 
einer Losung von 1,0 ems Glyzerinauszug in 250 ems Wasser 
vermiseht. (Infolge der Zugabe von 2 em3 n-HCI wurde die Fer­
mentwirkung aufgehoben.) Darauf fiigte man 10,01 em3 O,l-n­
JodlOsung und 45 ems 0,1 n-NaOH hinzu und sauerte naeh 15Mi­
nuten mit 4 ems 20proz. H2S04 an. Zum Zuriiektitrieren mit 
O,I-n-Thiosulfatlosung wurden verbraueht 9,41 ems. Der Jod­
verbraueh betrug also 0,60 em3 • Naeh Abzug dieses Leerver­
brauehs wird die gefundene Jodmenge naeh dem Verhaltnis 
17,15 mg C12H22011 : 1 em 3 l/lO-n-J od als Maltose bereehnet. 

2. Beispiel 2) : 0,80 em3 einer Losung, die aus 1,00 em3 Pankreas­
glyzerinauszug mit 250 em3 Wasser bereitet war, wirkten unter 
den angegebenen Bedingungen 10 Min. auf die Starke. Naeh dem 
Unterbreehen der Hydrolyse dureh Zufugen von Saure wurde 
bei der Titration des entstandenen Aldehydzuekers ein Verbraueh 
von 2,29 (wiederholt: 2,23) em3 n/lO-Jod gefunden. Die Kon­
trollbestimmung ergab fur die angewandte Starke und Enzym-
16sung einen Leerverbraueh von 0,53 em3 (wiederholt: 0,53 em3 ) 

njlO-Jod. 
Aus dem verbrauehten Jod (1,76 em3 0,1 n) bereehnet sieh die 

gebildete Maltose 30,2 (29,2) mg und die Reaktionskonstante 

1 0,1875 
k = 10 loglo 0)875-'::::::'0,0302 = 0,0076 

(wiederholt 0,0074). Diese Reaktionskonstante druekt zugleieh die 
Zahl der Amylaseeinheiten in der Analysenprobe aus. 

Die Amylaseeinheit (Am.-E.) ist das 100faehe derjenigen 
Enzymmenge, fiir die unter den angegebenen Versuehsbedingungen 
die Konstante der monomolekularen Reaktion gleieh 0,01 ist. Die 
Reaktionskonstante druekt daher die Zahl der Amylaseeinheiten 
in der Analysenprobe aus. Wenn in einem weiteren Beispiel 
0,5 mg Troekenpankreas aus Starke in 10 Min. 78,6 mg Maltose 
bildeten, so ist k = 0,0236 zu bereehnen, und dies ist gleiehzeitig 
die Anzahl der Am.-E. in den angewandten 0,5 mg. 

1) 1. c. S. 146. 2) I. c. S. 156. 
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Eine Am.-E. ist in ungefahr 2 eg getroekneter Pankreasdriise 
enthalten. Als MaB fUr den enzymatisehen Reinheitsgrad eines 
Amylasepraparats schlagt Willstatter den Amylasewert (Am.-W) 
vor, namlieh die Zahl von Amylase-Einheiten in I eg der Substanz. 

Bei Anwendung pflanzlieher Amylase eriibrigt sich der Koch­
salzzusatz; Ph ist dureh Phosphat oder Azetat auf 5,0 einzustellen. 

Bestimmung der Malzamylase naeh Euler und 
Svanberg 1). 

Wie die Wirkungsfahigkeit von Saecharasepraparaten laBt sieh 
auch die der Maltasepraparate durch eine GroBe bestimmen, 
die den Troekensubstanzgehalt der Enzymlosung (bzw. des Pra­
parates), die verzuekerungsfahige Substratmenge und die Reak­
tionsgesehwindigkeit k bei definierter Temperatur und Aziditat 
der Losung enthalt. Es wird mit folgenden Volumverhiiltnissen 
gearbeitet: 

25 cm3 meist 2 proz. StiirkelOsung 
10 " Phosphatgemisch (0,29 mol. Phosphat Ph = 5,6) 
1 " EnzymlOsung 

36cm3 

Die Versuche werden in lOO-cm3-Erlenmeyerkolben aus­
gefiihrt, die im Wasserbad auf konstanter Temperatur gehalten 
werden. Das Enzym wird erst zugesetzt, wenn das Starkephosphat­
gemisch die Temperatur von 370 angenommen hat. In Zeit­
intervallen, die mit dem Chronoskop gemessen werden, gesehieht 
die Entnahme von Proben zu je 10 em3 Fliissigkeit; sie werden in 
10 em 3 5 proz. Sodalosung einpipettiert, wodureh die Reaktion 
vollstandig unterbrochen wird. Die einzelnen Proben werden 
nach Bertrand titriert. 

Es ist darauf zu achten, daB lOsliehe Starke kein eindeutig 
definiertes Substrat ist. Zu vergleiehenden Messungen ist deshalb 
stets dasselbe Substrat gleieher Verarbeitung zu benutzen 2). 

Naeh Euler und Svanberg ist die Verzuekerungsfahigkeit 
. k·g Maltose . 

pro g TroekengewlCht Sf = Pr" , wo k die monomoleku-
g aparat 

lare Verzuekerungskonstante = ~ log· _a_, g Maltose die Anzahl 
t a-x 

g Maltose bedeutet, die bei der dureh k gemessenen Reaktion in 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bel. 112, S. 193 (219). 1920/21. 
2) Vgl. hierzu v. Euler u. Myrback: Arkiv f. Kemi Bd. 8, S. 1. 1921; 

ferner Euler u. Landergren: Kolloid.Z. Bd. 31, S. 89.1922. Vgl. auch die 
Abhandlung von 8abalitschka iiber Amylase im Handb.d. bioI. Arbeits­
methoden von A bderhalden. Abt. IV, Teill, 8.891 (speziell S. 919f£.).1931. 
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maximo gewonnen werden kann (75°/0) und g Praparat die Menge 
Enzympraparat, welehe im Gesamtvolumen der Reaktionsfliissig­
keit ge16st wurde. Fiir k nimmt man den Mittelwert aus mehreren 
Bestimmungen. Fiir versehiedene Starkepraparate ist die Spalt­
barkeit (und damit k) versehieden. 

Die Enzymkonzentration solI so gewahlt werden, daB bei 
0,25-1,0 g Starke in 36 em 3 Gemiseh bei 37°, optimaler Aziditat 
und Anwesenheit eines geeigneten Neutralsalzes die Reaktions­
konstanten 0,004-0,08 ergeben; die Konzentration des Phosphat­
puffers ist in einem groBen Gebiet ohne EinfluB. 

Die Beziehung des Willstatterschen Amylase-Wertes (Am.­
W.) zu dem Eulerschen Sf ist folgende: Die beliebigen g Mal­
tose der Eulerschen Formel werden durch die bestimmten der 
Willsta ttersehen GraBe (75°10 von 0,25 g Starke = 0,1875 g 
= 18,75 eg) dividiert, da der Am.-W. auf Zentigramme berechnet 
ist, oder mit dem reziproken Wert 0,05333 multipliziert. Also 
Am.-W. = Sf X 0,05333. 

Bestimmung der Speichelamylase nach Pringsheim 
und Gorodiskil). 

Der Speichel wird nach einem Brotfriihstiick nach Verlauf 
einer Stunde mit Hilfe eines Schwammchens von ca. 3-5 em 
Durehmesser gesammelt. Es kommen 0,5, 2 oder 4 cm3 Speiehel 
zu 50 cm3 einer 2proz. Lasung von 16slieher Starke (Kahlbaum) 
mit 2% NaCl, 20 cm 3 Phosphatpuffer (3,8 cm3 1/3 molar prim. 
Kaliumphosphat und 16,2 cm3 1/3 molar sek. Natriumphosphat: 
p" = 6,2) bei Gegenwart von etwas Toluol zur Einwirkung. Die 
Starke16sung wird auf 37 ° erwarmt und bei dieser Temperatur ge­
halten. Zur Zuekerbestimmung werden 10 em3 der Lasung zu 
5proz. Soda16sung gegeben und nach Bertrand titriert. 

Bestimmung der Le beramylase naeh Holm bergh2 ): Als 
Substrat dient eine Mischung von 20 cm 3 2proz. laslicher Starke, 
10 em3 0,29-n-Phosphatpu£fer, 1 cm 3 1-n-NaCI-Lasung, die mit 
Wasser auf 42 cm3 aufgefiillt und mit einigen Tropfen Toluol iiber­
schichtet werden. (p" = 6,9, Temperatur 37° ± 0,1.) 

Erlenmeyerkolben von je 100 cm 3 werden mit Puffer, Kochsalz­
lasung und Wasser versetzt und in den Thermostaten eingehangt. 
Die Lebersubstanz wird in kleinen Glasrahren (Schiffchen) in Wage­
rahren gewogen. Danach laBt man das Schiffchen in den Erlenmeyer­
kolben hineinfallen und schiittelt. Bei Verwendung frischer Leber­
substanz muB die Zermahlung so fein sein, daB keine graberen 

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 140, S. 175. 1923. 
2) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 134, S. 68. 1924. 

Ilona, Fermentmethoden, 2. Anflagc. 14 
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Gewebsteilchen in der Suspension umherschwimmen. Es werden 
20 cm3 vorgewarmte Starkelosung zugesetzt und der Kolben von 
Zeit zu Zeit umgeschiittelt. Unmittelbar nach Zusatz der Starke-
16sung wird eine Probe entnommen und als Blindwert bestimmt. 
Nach bestimmten Zeitintervallen werden Proben von 10 cm3 ent­
nommen und der Zucker (nach EnteiweiBung) nach Bertrand 
bestimmt. 

Die Fermente der alkoholischen Garung. 
Die Vergarung von Zucker zu CO2 und Alkohol als hauptsach­

liche Endprodukte setzt sich aus einer Reihe von z. T. bekannten 
Reaktionen zusammen. 

Das von Neuberg aufgestelltes Garschema ist: 

I. CSH120 6 = 2 CHa·CO·COH + 2 H20. 
Glukose MethyIglyoxaI 

II. 2·CH2 : C(OH)·COH+ 2 H 20=CH20H·CHOH·CH20H+ CHa·CO·COOH. 
Glyzerin Brenztraubensaure 

III. CHa·CO·COOH = CHa·COH + CO2 , 

Azetaldehyd 
IV. CHa·CO·COH + CHa·COH + H 20 = CHa·CO·COOH+CHa·CH20H. 

Von Hexosen sind nur 4 Zucker garfahig: Glukose, Mannose, 
Fruktose und Galaktose. Die Galaktose wird schwerer vergoren 
als die anderen Hexosen. Nach Untersuchungen von Willstatter 
werden Saccharose, Laktose und Maltose direkt vergoren1). 

Darstellung von HefepreBsaft nach Buchner 2). 

Die aus der Brauerei bezogene Hefe wird gewaschen, indem 
sie auf ein Haarsieb gebracht und mit Wasser durch das 
Sieb hindurch in hohe GefaBe geschwemmt wird. Nachdem 
sich die Hefe zu Boden gesetzt hat, hebert man das dariiber­
stehende Wasser abo Dieser WaschprozeB wird 2-3mal wieder­
holt, bis das Waschwasser klar und farblos bleibt. SchlieBlich. 
koliert man die Hefe durch ein Nesseltuch auf einem Filtrier­
rahmen. Zur Entwasserung wird die Hefe in dem gefalteten und 
zusammengebundenen Koliertuch in ein PreBtuch eingeschlagen 
und in der hydraulischen Presse bei 50 Atmospharen Druck 5 Min. 
lang ausgepreBt. Die ausgepreBte Hefe (noch mit etwa 70% 

1) VgI. WiIIstatter u. Steibelt: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 115, 
S.211. 1921. Willstatter u. Oppenheimer: Zeitschr. f. physiolog. Chern. 
Bd.lIS, S.168. VgI. auch WiIIstatter u. Bamann: Zeitschr. f. physiolog. 
Chern. Bd.152, S.202. 1926. Ferner Willstatter u. Lowry: Zeitschr. f. 
physiolog. Chern. Bd. 150, S.2S7. 1925. 

2) Zymasegarung. S.59. Miinchen-Berlin 1903. 
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Wassergehalt) wird in einer groBen Schale mit feinem Quarz­
sand und mit Kieselgur oder Infusorienerde im Verhiiltnis 
1000 g gepreBte Hefe, 1000 g Quarzsand und 200-300 g Kiesel­
gur mit den Handen tiichtig gemengt und durch ein groBes Sieb 
(9 Maschen auf 1 cm2) geschlagen. Zur Zerreibung kommt das 
staubtrockene, fast weiBe Pulver hierauf in Portionen von 300 bis 
400 g in eine groBe Porzellanschale von 40 cm Durchmesser und wird 
so lange zerrieben, bis die teigig gewordene Masse sich von selbst 
zusammenballt und von der Wandung der Reibschale ab16st, was 
fUr 300-400 g 21/ 2-3 Min. dauert. Zum Auspressen wird die 
Masse (entsprechend 1 kg Hefe) nunmehr in ein starkes, baum­
wollenes, nicht appretiertes PreBtuch (Segeltuch) eingeschlagen. 
Das PreBtuch wird vor dem Gebrauch mit kaltem Wasser griindlich 
durchtrankt und in der hydraulischen Presse bei 50 Atmospharen 
Druck von dem UberschuB an Wasser befreit. Hierauf wird das 
Hefegemisch in der hydraulischen Presse bei einem bis auf 
300 Atmospharen steigenden Druck ausgepreBt. Der abflieBende 
Saft tropft durch ein Faltenfilter in ein in Eiswasser stehendes 
GefaB. Aus 1 kg Hefe wird so gewohnlich zwischen 450 und 
500 cm 3 PreBsaft gewonnen. Der ausgepreBte Kuchen kann noch­
mals unter Zusatz von Wasser zerrieben und ausgepreBt werden. 
Der gewonnene Saft behiilt nur kurze Zeit seine Aktivitat. 

Darstellung von Azetondauerhefe nach Buchner 1). 

Frische ausgewaschene Brauereiunterhefe wird bei einem Druck 
von 50-100 Atmospharen entwassert, 500 g davon zwischen den 
Handen zu einem groben Pulver verrieben und auf ein Sieb 
(100 Maschen auf 1 cm2) verteilt. Nunmehr wird das Sieb in eine 
flache Schale, in der sich 3 1 Azeton befinden, eingetaucht, und 
dann wird durch Heben und Senken des Siebes in der Fliissigkeit 
die Hefe unter Nachhilfe mit einem Biirstchen in 3-4 Min. 
durch die engen Maschen geschwemmt. Die Hefe bleibt nach 
dem Eintragen unter haufigem Umriihren noch 10 Minuten im 
Azeton liegen. Hierauf wird nach kurzem Absetzen die Fliissigkeit 
groBtenteils abgegossen und die Hefe in einer Nutsche auf ge­
hartetem Filtrierpapier unter kraftigem Anpressen mit einem ge­
eigneten Stempel moglichst trocken abgesaugt. Den daraufhin 
grob zerkleinerten Hefekuchen iibergieBt man aufs neue in der 
Schale mit 11 Azeton, riihrt 2 Min. durch und saugt die Fliissig­
keit wieder auf der Nutsche moglichst vollstandig abo Die Masse 

1) Zyrnasegarung S. 265. Vgl. auch R. Albrecht, E. Buchner und 
R. Rapp: Ber. d. dtsch. chern. ('.es. Bd.35, S.2376. 1902. 

14* 
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wird sodann grob gepulvert, in einer kleinen Schale mit 250 cm3 

Ather iibergossen, 3 Min. durchgeknetet und auf der Nutsche 
vom Ather befreit. Hiernach wird die Hefe auf Papier ausge­
breitet, 1/2-1 Std. im Zimmer an der Luft gelagert und schlieB­
Hch durch 24stiindiges Erwarmen im Trockenschrank bei 450 

vollig getrocknet. Die so gewonnene Azetondauerhefe stellt ein 
fast weiBes, staubtrockenes Pulver dar, das monatelang gut 
wirksam bleibt. Das aus Oberhefe gewonnene Produkt ist gewohn­
lich weniger aktiv als das aus Unterhefe gewonnene. 

Darstellung von Trockenhefe und Hefesaft nach 
v. Lebedew 1). 

Ein Eimer frischer Brauereihefe wird in einem Behalter von 
mindestens 50 I Inhalt mit langsam flieBendem Leitungswasser 
ausgewaschen. Von Zeit zu Zeit riihrt man die Hefe mit einem 
Stock um. Man wascht, bis das Wasser klar und fast ungefarbt 
ist und laBt darauf die Hefe gut absitzen. Hat man an demselben 
Tag keine Zeit mehr, um sie abzupressen, so darf man sie fiir eine 
Nacht in Wasser liegen lassen. Das obenstehende Wasser 
dekantiert man und nimmt eine groBe Eisen-, Porzellan- oder 
Tonschale, legt ein 5-mm-Sieb darauf, bedeckt es mit einem 
diinnen Filtertuch und gieBt die Hefe darauf. Man laBt abtropfen 
und preBt in dem zusammengebundenen Filtriertuch mit einer 
Handpresse, bis die Hefe so trocken ist, daB man sie durch ein 
5-mm-Sieb leicht durchsieben kann. Die durchgesiebte Hefe wird 
in diinner Schicht (1-1,5 cm) im Thermostaten bei 25-300 

auf Filtrierpapier getrocknet, wozu 2 Tage notig sind. Die 
Temperatur der Trocknung scheint fiir die Garkraft der Trocken­
hefe nicht so wesentlicb zu sein, wie sie es fiir die Garkraft der aus 
den Trockenhefen bereiteten Mazerationssafte ist. Mangelhafte 
Zerteilung der Frischhe£e £iihrt bei den langsamen Trocken­
methoden zur Knollenbildung; diese miissen durch Absieben 
ent£ernt werden. Allzu feine Verteilung der He£e, wie beimKr a use­
Verfahren, beeintrachtigt die Haltbarkeit, da die groBe Ober£lache 
Oxydation und Feuchtigkeitsaufnahme begiinstigt [Sobotka 2)]. 

Mazeration der getrockneten He£e mit Wasser. Zur 
Darstellung von wirksamem Hefesaft werden 50 g He£e mit 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.73, S.447. 1911. Zur Darstellung 
von Trockenhefe vgl. auch Sobotka: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 134. 
S.IO. 1924. 

2) Die Darstelllmg von guter Trockenhefe scheint am sichersten bei 
Benutzung von untergariger Bierhefe zu gelingen. Dagegen hat die Trocken­
hefe von obergariger Bierhefe den Vorteil, daB diese an Co-Enzym arm ist. 
Boysen-Jensen: Biochem. Zeitschr. Bd.154, S.236. 1924. 
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der 3£achen Menge Wasser in einer kleinen, ca. 500 cm3 £assen­
den Porzellan- oder Glasschale mit einem Glasstabe verriihrt, 
bis die Mischung homogen wird, 2 Std. im Thermostaten bei 35° 
oder 6 Std. bei 25° aufbewahrt (die Masse schaumt betrachtlich 
und solI gelegentlich umgeriihrt werden) und durch ein Papier­
faltenfilter filtriert. 1m Sommer ist es ratsam, das Filtrat unter 
Eiskiihlung aufzufangen. 

Das Ph-Optimum der Trockenhefegarung liegt nach Euler 
und Myrback 1) bei Ph = 6,5 ± 0,3; bei Ph = 5 ist die Gar­
geschwindigkeit nur 50% der maximalen. 

FUr das Zustandekommen der Garung ist die Anwesenheit von 
Phosphat unbedingt notwendig. Der Vorgang laBt sich nach 
Harden und Young durch die Gleichung darsteIlen: 

2 C6H 120 6 + 2 P04HR 2 = 2 CO 2 + 2 C2H 50H + 2 H 20 
+ C6Hlo04(P04R2)2' 

Bei Garungen mit Trockenhefe beginnt erst nach Ablauf einer 
,,1nduktionsperiode" die CO2-Entwicklung (Harden und Young). 
Sie steigt bis zu einem Maximum pro Zeiteinheit; wenn aIles freie 
Phosphat verestert ist, sinkt die CO2-Ausscheidung wieder zu einem 
konstanten Wert (Le bedew, Meyer hof). - Die Zeit, die von Be­
ginn des Versuchs bis zum Erreichen des Maximalwertes an CO 2 

verstreicht, nennen Boysen- Jansen die "Aktivierungszeit" 2). 
Es sind auch Wasserstoffakzeptoren (z. B. Azetaldehyd) fUr die 

Zymasegarung notwendig (N e u b erg). - Antiseptika, wie Toluol, 
hem men die Garung in lebenden Hefezellen wie auch die von 
Trockenhefe sehr stark, nicht aber die Garung im HefepreBsafP). 

Das Co -Enzym. 
Gewaschene oder dialysierte Trockenhefe ist entweder iiber­

haupt nicht wirksam oder besitzt nur einen kleinen Teil der 
urspriinglichen Wirksamkeit. Durch Hinzufiigen des Wasch­
wassers oder der DialysierauBenfliissigkeit kann die urspriinglichc 
Aktivitat wieder hergestellt werden. Aus Hefekochsaft oder nach 
Meyerhof auch aus MuskelpreBsaft laBt sich ein Stoff gewinnen, 

1) Euler u. Myr back: Zeitschr.f. physiolog. Chern. Bd.131, S. 179. 1923. 
2) Vgl. hierzu Meyer hof: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.l02, S.185. 

1918; vgl. auch Euler u. Myrback: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 133, 
S.264. 1924. 

3) Vgl. hierzu', Buchner:; Zymasegarung. Euler u. Kullberg: 
Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 73, S. 85. 1911. Euler u. Johansson: 
Zeitschr. f. Chern. Bd.85, S. 192. 1913; ferner Meyerhof: Zeitschr. f. phy­
siol. Chern. Bd. 102, S.185. 1918 und vor alit;lm Dorner: Ebenda Bd. 81, 
S. 99. 1912. 
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durch den die Gargeschwindigkeit um ein Vielfaches der urspriing­
lichen ansteigt (Co-Enzym oder Co-Zymase). 

Darstellung des Co-Enzyms aus Refekochsaft. Braucht 
man ein Co-Zymasepraparat ohne Anspruch auf Reinheit, so geniigt 
es, Refe mit Wasser einige Minuten zu kochen. Man kann die 
Mischung entweder direkt oder nach Filtration verwenden1). 

Man kann auch nach Euler und Karlsson 1) die Refe in die 
lOfache Menge kochenden Wassers einriihren, 5 Min. lang kochen, 
auf 600 abkiihlen und diese Temperatur 4 Std. halten. Das Fil­
trat wird bei 10-15 mm Rg auf ungefahr 1/20 des Ausgangs­
volumens eingeengt. Das wirksame Co-Enzym wird durch Fallung 
mit der fiinffachen Menge 95proz. Alkohol erha}t,en. Oder man 
benutzt Trockenhefe, die mit der lOfachen Menge Wasser bei 
60-70 0 5 Std. lang geriihrt wird. Das Filtrat wird bei einer Tem­
peratur unter 50 0 und unter vermindertem Druck eingeengt. 

Zur griindlichen Reinigung 2) wird der nicht eingeengte Kochsaft 
durch Zentrifugiex:en von Refeschlamm befreit und mit Pb-Azetat 
versetzt (zu Kochsaft aus 5 kg frischer Refe wird etwa 200 g kri­
stallisiertes Salz genommen) ; p", etwa 6. (Das Co-Enzym wird durch 
Bleiazetat bei p", 6 nicht gefallt, dagegen im Filtrat bei p",lO, s. u.) 
Nach Filtration wird die bleihaltige Losung mit Thymolphthalein 
und NaOR bis zur schwachen Blaufarbung versetzt. Die schwere 
Fallung setzt sich bald zu Boden. Die groBte Menge der Fliissigkeit, 
etwa 30 I, wird abdekantiert, der Rest wird scharf (8000 Umdre­
hungen pro Minute) zentrifugiert. Der Bleiniederschlag wird mit 
Wasser geknetet und durch ein feines Sieb getrieben und in die 
Suspension unter Turbinieren ein kraftiger Strom H 2S geleitet. 
1st das Blei vollstandig in Sulfid umgewandelt, wird filtriert und 
das Filtrat auf etwa 500 em3 im Vakuum eingeengt. Mit dem ein­
geengten Filtrat wird eine nochmalige Bleifallung mit mogliehst 
wenig Salz vorgenommen und die Losung durch Einengen im 
Vakuum wiedel' konzentriert. 

Aus dieser Losung wird die Co-Zymase zur weiteren Reinigung 
bei p", = etwa 6 mit 20% Kieselwolframsaure gefallt. (Auch mit 
Tannin - 5 proz. Losung - erhalt man wirksame Niederschlage.) 
Der Niederschlag wird mit destilliertem Wasser tiichtig verrieben 
und danach vorsichtig Barytwasser zugegeben. Anfangs lost sich 

1) Euleru.Myrback: Zeitschr. f.physiolog.Chem. Bd.131, S. 182. 1923; 
vgl. jedoch Euler u. Karlsson: Ebenda: Bd. 123, S. 99. 1922. 

2) Euler u. Myrback: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.138, S.l, 
1924 u. Bd. 139, S.281. 1924; vgl. ferner Euler u. Myrback: Ebenda 
Bd.169, S.102. 1927. ttber Darstellung und Eigenschaften reinster Co­
Zymase vgl. Euler u. Myrback: Ebenda Bd. 198, S. 218, 236. 1931. 
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der Niederschlag, und die Fliissigkeit farbt sich gewohnlich blau­
lich, bei weiterem Zusatz von Baryt beginnt das weiBe Barium­
silicowolframat auszufallen. Man fahrt sehr vorsichtig so lange 
mit dem Barytzusatz fort, wie noch eine Fallung entsteht und 
die Fliissigkeit rotes Lackmuspapier eben blaut. Erhoht man 
die Alkalitat, bis die Fliissigkeit Phenolphthalein rotet, so wird 
das Co-Enzym vollstandig von dem Bariumniederschlag adsorbiert. 
Aus dem abfiltrierten Niederschlag wird das Barium durch Schwe­
felsaure entferntl). 

Darstellung des Co -Enzyms nach Boysen Jensen. 
AbgepreBte obergarige Hefe 2) wird mit dem halben Gewicht Wasser 
versetzt. Nach 24 Std. wird das Ganze auf 60-700 erhitzt, nach 
Abkiihlung filtriert, das Filtrat im Vakuum bei 50-600 zu Syrup 
eingeengt. 

Co-Zymase aus Muskelkochsaft nach Meyerhof3). Die 
Muskeln von den Hinterbeinen von Frosch, Ratte oder Kaninchen 
werden fein zerschnitten, mit dem gleichen Gewicht destillierten 
Wassers versetzt und zum Kochen erhitzt. Der Extrakt ("Muskel­
kochsaft") wird abfiltriert. Das Kochen ist unerlaBlich. 

Co-zymasefreie Hefe. 
Zur Untersuchung auf Co-Zymase muB eine Hefe genommen 

werden, die durch Waschen oder Dialysieren von Co-Enzym 
befreit ist (Apozymase) 4). 

Nach Meyerhof 5) wird Hefemazerationssaft von Lebe­
dew (siehe S. 212) durch eine Zsigmondysche Nutsche, 
die aus Kollodium mit 96% Alkohol hergestellt ist, ultrafiltriert. 
Frische Filter sind am wirksamsten. Zur vollstandigen Ent­
fernung des Co-Fermentes muB der Riickstand auf dem Filter 
mit destilliertem Wasser so lange gewaschen werden, daB eine 
mindestens 1000fache Verdiinnung der dialysierten Bestandteile 
des Riickstandes eintritt. Zur Priifung der Abwesenheit des Co-

l) tlber hochaktive Co-Zymase-Praparate vgl. Euler u. Myrback: 
Naturw. 1929. 1291. 

2) Biochem. Zeitschr. Bd. 154, S.237. 1924. Euler u. Myrback: 
Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 136, S. 107. 1924. Bd. 139, S. 284. 1924. 
Myrback: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd.177, S. 158. 1928 (Bestimmung 
der Co-Zymase), ferner Euler u. Myrback: Ebenda Bd.184, S.163. 1929. 

3) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 101, S. 165. 1917. Bd. 102, S. 3. 1918. 
Vgl. auch Euler u. Gard: Svensk. kem. tidskr. Bd.40, S.99. 1928 (Rei­
nigung der Co-Zymase aus Muskel). 

4) Zur Nomenklatur vgl. Neuberg u. Euler: Biochem. Zeitschr. 
Bd. 240, S. 244. 1931. 

5) Zeit-schr. f. physiolog. Chern. Bd.101, S.165 und Pfliigers Arch. f. 
d. ges. Physiol. Bd.170, S.367. 
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Fermentes ist es nach Harden 1) vorteilhaft, die Garfahigkeit auf 
Fruktose allein und mit geringen Mengen von KH2P04 zu priifen. 
Zusatz einer ganz geringen Menge von hexosediphosphorsaurem 
Natrium (vgl. S. 222) leitet bei Anwesenheit schon von sehr wenig 
Co-Enzym die Garung ein (Meyerhof). Euler undMyrback 2) 

bereiten ein zu Co-Zymasebestimmungen geeignetes Hefepraparat, 
indem sie untergarige Bierhefe (einige kg) waschen, trocknen und 
die getrocknete Hefe in verschlossenen Flaschen aufbewahren. 

Zu jeder Versuchsreihe wird eine passende Hefemenge 
(10 g) abgewogen. Die Hefe wird mit Wasser verrieben, 
quantitativ in eine geraumige Flasche gespiilt, die 
Flasche kraftig geschiittelt, die Hefe abzentrifugiert, 
wieder in Wasser aufgeschlammt, geschiittelt, abzen­
trifugiert. Die Hefe wird jetzt in etwas Wasser auf­
genommen, quantitativ in einen lOO-cm 3-MeBkolben 
gespiilt, mit Wasser oder PhosphatlOsung auf 100 cms 
verdiinnt. Mit einer Pipette konnen die gewiinschten 
Hefemengen, die beinahe fr~i von Co-Zymase sind, in die 
Garkolben gebracht werden. In einem Beispiel von Euler 
und Myrback kamen auf 1 cm3 Garlosung (bestehend 
aus 0,2 g ausgewaschener Hefe in 5proz. Phosphatlosung 
von Ph. 6,3) 1 cm3 Co-EnzymlOsung. Glukosegehalt zu 5%; 
die Losung wurde zuerst mit CO2 gesattigt; die ent­
wickelte CO2 wurde iiber Quecksilber aufgefangen und 
das V olumen bei Zimmertemperatur gemessen. 

Darstellung nach Boysen J ensen3). Es wird 
Abb.72. obergarige Hefe benutzt, die meistens armer an Co-

Enzym ist. Der Mazerationssaft (durch Extraktion der 
getrockneten Hefe mit 3 Teilen Wasser bei 35-40 0 in 2 Std. 
dargestellt) wird in Kollodiumhiilsen nach Sorensen dialysiert 
(Abb. 72). Eine breite Kollodiumhiilse wird in ein GefaB ein­
gehiingt, das mit destilliertem Wasser durchspiilt wird (EinfluB 
unten, AbfluB oben). Die Fliissigkeit innerhalb der Hiilse wird 
durch einen RiilIrer dauernd bewegt. Die Dialyse soll moglichst 
schnell vonstatten gehen. Sie solI 24 Std. nicht iiberschreiten. 
Die Temperatur wird auf 0-5 0 gehalten. 

Zur Messung der Co-Enzymwirkung bestimmten Euler und 
Karlsson 4) die Garungsgeschwindigkeit (cm3 CO2 pro Stunde, 
red. auf 0 0 und 760 mm), die durch Zusatz verschiedener Mengen 

1) Alcoholic Fermentation. S.64. 1923. 
2) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 131, S. 181. 1923. 
3) Biochem. Zeitschr. Bd.154, S.235. 1924. 
4) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.123, S.1:)2, 1922, 
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gelosten Co-Enzyms zu einem Gemiseh von getroekneter, ge­
wasehener Hefe, Phosphat und Glukose (vgl. S.216) hervorge­
rufen wird. Die Aktivitat des Co-Enzympraparates (ACo) be­
ziehen sie auf die Gewiehtseinheit: 

ACo = ..... em3 C02/StuE:~e .. __ . 
g Co-Enzympraparat (Troekengew.) 

Bestimm ungsmethoden. 
Als Methoden zur Bestimmung des Garverlaufs 

kommen hauptsaehlieh 2 Verfahren in Frage. 1. Die 
Bestimmung des restierenden Zuekers (titrimetriseh 
und polarimetriseh) und 2. die Messung der entwiekel­
ten CO2 , Bei Garungsversuehen im alkalisehen Gebiet 

ist zu beaehten, daB die CO2 als Bikarbonat 
oder Karbonat gebunden wird. 

Gravimetrisehe Methode zur Be­
stimmung der Kohlensaure naeh 
Buchner. 20 em3 Hefesaft werden in einen 
100-em3-Erlenmeyerkolben gebraeht, 0,2 em3 

Toluol als Antiseptikum zugesetzt, dann 
8 g Rohrzueker in mehreren Portionen, die 
in etwa 1 Minute dureh gelinde kreisende 
Bewegungen gelost werden. Die Flasehe 
wird dann mit einem durehbohrten Gummi­
stopfen, der ein Garventil (das mit einem 

G~~}~~~n. Bunsensehen Ventil versehen ist und eine Abb.74. 

kleineMenge starker Sehwefelsaure enthalt) 
tragt, gesehlossen (Abb. 74). Der ganze Apparat wird dann 
gewogen und der CO2-Verlust zu bestimmten Zeiten dureh mehr­
malige Wagung festgestelltl). 

Meistens wird die Kohlensaure gasvolumetriseh gemessen. Die 
Messungin S ehrotter - oder Einhorn- Saeeharometernistungenau 
[Willstatter-Steibelt 2)]. Das Gas wird meistens iiber Hg 
aufgefangen, doeh diirfte mit CO2 gesattigtes Wasser, das mit einer 
Sehieht Erdol bedeekt ist, fUr die meisten Zweeke geniigen. 

Bestimmung naeh Willstatter und Steibelt2). Ais Gar­
ansatz dienten 20 em 3 einer 5proz. Losung von Glukose mit einer 

1) Vber eine Mikromethode von Widmark zur Bestimmung des Alko­
hois in geringen Fliissigkeitsmengen vgl. Prakt. II, S.243. 1929. 

2) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. U5, S.219. 1921. Zur qualitativen 
Priifung der Kohiensaurebildung konnen Gii,rrohrchen von der Form 
Abb. 73 angewendet werden. 
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0,2 g trockener Hefe entsprechenden Menge frischer Hefe. Satti· 
gung der Losung mit CO2 bei der Versuchstemperatur, Anwendung 
von Nahrstoffen (siehe S. 161), konstante Temperatur, gelindes 
Schiitteln des GargefaBes. Die Halbgarmenge (siehe S.226), der 
Kohlensaure bei Zimmertemperatur (20°) und 760 mm Druck be­
tragt 144 cm3• 

Fiir vergleichende Untersuchungen sollen die Hefen moglichst 
unter gleichen Bedingungen gehalten werden (gleiche Ernahrung, 
Vorbehandlung, Lagerung). Ais Nahrstoffe verwenden Will­
statter und Steibelt auf 0,2 g trockene Hefe 

0,25 g KH2P04, 

0,2 g Azetamid oder 0,25 g Pepton, 
0,025 g MgS04 • 7 H 20 und 
0,01 g CaS04 ·2 H 20. 

Das Schiitteln der GefaBe wird durch eine Wasserturbine 
oder einen kleinen Elektromotor besorgt. 

Apparatur: Durch das entwickelte CO 2 wird Hg verdrangt, 
das in einem MeBzylinder aufgefangen wird. Der Gasometer be­
steht aus einer umgedrehten, mit einem Gummistopfen durch 

Drahtligatur verschlos­
senen Saugflasche A 
(siehe Abb. 75). Sie ist 
durch einen moglichst 
kurzen Gummischlauch 
mit dem beweglichen 
Glasrohr B verbunden, 
von dem ein nach unten 
umgebogenes Ablaufrohr 
abgezweigt ist. Durch 
den Gummistopfen ist 
das mit einem Glashahn 
versehene Rohr 0 bis 
ganz oben in den mog­
lichst vollstandig mit 

Abb. 75. Hg gefiillten Gasometer 
eingefiihrt. Das obere 

Ende der Glasrohre muB zur Seite (links in der Abbildung) ge­
bogen sein, damit, wenn einmal Hg hineingelangt, dieses durch 
Neigen des Apparates durch den Hahn abgelassen werden kann. 
Der Apparat wird durch B mit Hg gefiillt; er wird, wahrend 
der Hahnstopfen entfernt ist, mit dem Garkolben verbunden. 
Der Druck andert sich beim Auffangen der Kohlensaure be-
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trachtliche Zeit nur wenig, spater wird er durch Neigen des be­
weglichen Rohres B ausgeglichen. 

Harden, Thom pson und Y oungl) verbinden die Flasche mit 
der Garfliissigkeit mit einem mit Hg gefiillten Azotometer und 
messen das entwickelte Gas, nachdem die Fliissigkeit vorher mit 
C02 gesattigt wurde. Das Quecksilberniveau im VorratsgefaB wird 
durch einen "Oberlauf konstant gehalten, wie es aus der Abb. 76 
ersichtlich ist. Vor der Ablesung solI das Gargemisch energisch 
geschiittelt werden. Nach dem griindlichen Schiitteln wird die 
Flasche in den Thermostaten zuriickgebracht, man wartet eine Mi­
nute und liest dann den Stand des Quecksilbers im Azotometer 
abo Die Ablesungen konnen alle 3-4 Minuten wiederholt werden. 

Abb.76. 

Um eine befriedigende Garung zu erzielen, muB entweder reines 
sekundares Phosphat (K2HP04) oder ein Gemisch von sekundarem 
und primarem Phosphat (KH2P04), dessen Ph nicht unter 6,3 
liegt, angewendet werden. Auf jeden Fall ist die L6sung mit CO2 

zu sattigen. Da die bei der Garung aus dem anorganischen Phos­
phat entstehende Hexosediphosphorsaure eine starkere Saure als 
Phosphorsaure ist, so wird das entstehende Salz durch CO2 in 
geringerem Grade unter Bildung von Bikarbonat zersetzt als das 
Phosphat. Daher wird ein Teil der yom zugesetzten Phosphat ge­
bundenen Kohlensaure frei, und das beobachtete CO2-Volumen 
zu groB. Man kann eine Korrektur anbringen, indem man in 
Parallelversuchen das in Freiheit gesetzte CO2-Volumen vor und 
nach der Garung durch Zusatz iiberschiissiger, mit CO2 gesattigter 

1) Harden: Alcoholic Fermentation. S.28. London 1923. 
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Salzsaure bestimmt. Die Differenz der so in Freiheit gesetzten 
Volumina vor und nach der Garung gibt die von der Zersetzung 
des Bikarbonats herriihrende Menge, und diese muB von der bei 
der Garung aufgefangenen Menge abgezogen werden1). 

Auch Euler und Josephson 2) benutzen als Garansatz die 
Vorschriften von Willstatter und Steibelt. Als Hefe dient 
Frischhefe (Saccharomyces Marxianus). Die 
Garkolbchen befinden sich in Thermostaten 
von 30° ± 0,02°. Sie enthalten 25 cm 3 Losung 
mit einem Gehalt von 4% Hexose, also im 
ganzen 1 g Zucker, ferner rund 2% P04 als ge­
mischtes Phosphat von der Aziditat Ph = 4,5. 
Die Hefemenge entspricht 0,2 g trockener Hefe. 
Das entwickelte CO2 wird unter Schiitteln 

durch Kapillarrohren in 
fein geteilte Biiretten ge­
leitet und diese mit dem 
natiirlichenFeuchtigkeits­
grad bei 17° und Atmo­
spharendruck gemessen. 
Die Halbgarmenge unter 
den geschilderten Bedin­
gungen (17°, 760 mm) ist 
136 cm3 . 

Bestimmung nach 
War burg- DornerS) 

und Meyerhof 4) zu­
gleich zur Methodik der 
Priifung auf Co-enzymfrei 

Abb.77. ausgewaschene Hefe (vgl. Abb. 78. 
S. 215). Als Apparate 

dienen Barcroftsche BIutgasometer (Abb. 78). Am besten ver­
wendet man GefaBe von der Form Abb. 77 (Rauminhalt etwa 
13 cmS) oder Abb. 79 (Rauminhalt etwa 25 cm3). Die Lange 
der Manometerschenkel betragt etwa 350 mm, der lichte Durch­
messer der Manometerrohre 2-2,5 mm. Die entwickelte CO2 wird 
durch die Druckzunahme gemessen, die eine bestimmte Menge 

1) Nach Harden in Oppenheimer-Pincussen: Methodik der Fermente. 
S.1228. Leipzig 1929. 

2) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 120, S. 42. 1922. 
3) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.81, S.99. 1912. Vgl. auch War­

burg: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 76, S.331. 1911. 
4) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 102, S. 185. 1918. 
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Hefesuspension oder PreBsaft in einem Garansatz in dem ge­
sehlossenen Raum des Apparates erzeugt. Als Sperrfliissigkeit wird 
die Brodiesehe Losung (vgl. S. 133) benutzt. Das eine GefaB wird 
mit dem Gargemiseh beschickt, das andere, zur Temperatur- und 
Druekkontrolle, enthalt ein gleiches Volumen Wasser. (Bei kurz­
dauernden Versuchen ist das KontrollgefaB nicht unbedingt notig.) 
Wenn die Gasentwicklung sofort nach einem be­
stimmten Zusatz beobachtet werden solI, so kommt 
das Hefegemisch in das zylindrische GefaB, die 
zuekerhaltige, zuzusetzende Losung in die taschen­
formige Erweiterung (vgl. Abb. 79). Die GefaBe 
werden dann in das Wasserbad von 25 0 eingehangt, 
nach Temperaturausgleich nach SchlieBen des 
Hahnes gesehiittelt, der Druck durch Offnen der 
Hahne wieder ausgegliehen, Sehiitteln und Offnen 
mehrmals wiederholt, bis die Druckzunahme im 
GargefaB nicht mehr als 1-2 mm betragt. Die 
Hahne werden dann geschlossen. Wahrend der Be­
obachtung schiittelt man die Kolben von Zeit zu 
Zeit und liest den Druck abo Sobald die Fliissig- Abb.79. 

keit in einem Schenkel das Ende der Teilung er-
reicht, wird der Hahn geoffnet, der Druck ausgeglichen und die 
Ablesungen wieder von Null an begonnen. Die Fliissigkeit im Ge­
faB muB mit 002 gesattigt sein. Die Kohlensauremenge in Kubik­
millimetern (0 0 760 mm) wird nach der Formel berechnet: 

pv apF 
002 =10000 (1 +txi)+ioooo' 

wo p die Druckzunahme in mm Manometerfliissigkeit (10000 
= 1 Atmosphare) bedeutet, v V olumen des Gasraumes der Ga­
rungsgefaBe in mm3, F angewandte Fliissigkeitsmenge in mm3 , 

a Absorptionskoeffizient fUr Kohlensaure in der Versuchsfliissig­
keit (bei 25 0 = 0,76) bedeuten. 

Bei den Untersuchungen von Meyerhofl) wurde der Hefe­
mazerationssaft nach Lebedew benutzt. 0,5-0,6 em3 Saft 
wurden durch Zusatze auf 1,0-1,2 cm3 gebracht. Die Druck­
zunahmen wurden aIle 10-20 Min. gemessen. Es wurde eine 
groBere Menge Phosphat zugegeben (0,1 cm3 molar oder halb­
molar KH2P04), am Anfang daher eine starke Steigerung der 
Garung, die nach 1-2 Std. abfiel2). 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 102, S.1. 1918. 
2) "Uber eine Mikromethode zur CO2-Bestimmung bei Garungsversuchen 

siehe Myrback u. Euler: in Oppenheimer-Pincussen: Die Methodik der 
Fermente. S.1297. 
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Anmerkung:, Darstellung der hexosephosphorsauren 
Salze. 

F). Hexosediphosphat, Kalziumhexosediphosphat. 
C6H,004(P04Ca)2 + H20, 400 g Rohrzucker, 83 g Mononatrium­
phosphat (NaH2P04 + 2 H 20) werden in einer 8-1-Flasche in 
21 Wasser von 40 0 gelost, mit 22 g Natriumbikarbonat zu einem 
Ph von 6,2-6,6 versetzt, dann werden 600 g Unterhefe in der 
Losung verteilt. Nach Zugabe von 100 cm3 Toluol wird das Ge­
misch unter haufigem Umschiitteln bei 370 aufbewahrt. Sobald das 
gesamte Phosphat in organische Bindung iibergefiihrt worden ist, 
wird der ProzeB unterbrochen. Man priift das Verschwinden (oder 
die Verminderung) des anorganischen Phosphats in den einzelnen 
Proben so, daB man in je 2 cm3 des Gemisches die Fermentwir­
kung durch Zufiigen von 4 cm3 2,5proz. Ammoniak unterbricht, 
durch ein trockenes Filter gieBt und 2 cm3 des klaren Filtrats mit 
3 cm3 Magnesiamixtur versetzt. 5--7 Stunden nach Beginnen der 
CO2-Entwicklung erhalt man keine Fallung mehr. - Das schwach 
sauere Reaktionsgemisch wird dann mit ca. 2 n-NaOH gegen 
Lackmus neutralisiert, etwa 20 Minuten im siedenden Wasser 
erhitzt. Darauf wird zentrifugiert (oder filtriert). Das Zentrifugat 
enthalt hauptsachlich hexosediphosphorsaures Natrium neben 
geringen Mengen eines Hexosemonophosphats. Die Trennung bei­
der erfolgt auf Grund der verschiedenen Loslichkeit ihrer Erd­
alkalisalze. Die des Diphosphorsaureesters sind in kaltem Wasser 
maBig, im heiBen sehr schwer lOslich; die des Hexosemonophos­
phats sindsowohlimkaltenalsauch imheiBen Wasser leichtlOslich.­
Zur Isolierung des Hexosediphosphats wird das klare Zentrifugat 
in einemRundkolben auf ca. 950 erwarmt und mit einer Losung von 
55 g wasserfreiem Kalziumchlorid ( + 108 g des SalzesCaCl2 + 6 H 20) 
in 100 cm3 siedendem Wasser gefallt. Man saugt moglichst heW 
durch eine vorher angewarmte groBe Nutsche ab und wascht mit 
wenig siedendem Wasser nacho - Zur ersten Reinigung wird der 
gesamte feuchte Niederschlag in ca. 500 cm3 2-n-Essigsaure unter 
Zusatz von 250 cm3 Wasser gelOst. Dann wird klar filtriert und 
mit 2 n-Natronlauge gegen Lackmus genau neutralisiert. Man er­
hitzt 15 Minuten in siedendem Wasserbad, saugt wieder mog­
lichst helli ab und wascht mit wenig siedendem Wasser nacho 
fiber weitere Reinigung s. u. 

Die Darstellung des Bleisalzes des Hexosedi- und -monophosphats 
erfolgt nach Harden 2) wie folgt: Festes Bariumazetat in einer dem 

1) Darstellung nach Neuberg und Kobel in Oppenheimer u. Pin­
cussen: 1. c. S. 406. 

2) Alcoholic Fermentation. S. 48. 
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Natriumphosphat entsprechenden Menge wird wahrend der Garung 
der Losung hinzugefugt und gelost, die Losung mit Baryt gegen 
Phenolphthalein eben alkalisch gemacht und mit dem gleichen Vo­
lumen Alkohol versetzt. Der Niederschlag wird nach Stehen uber 
Nacht abfiltriert, mit 70 proz. Alkohol gewaschen, mit siedendem, 
absolutem Alkohol behandelt. Die unreinen Bariumsalze werden 
mit 10 Teilen kalten Wassers gewaschen, wodurch das Barium­
hexosemonophosphat in Losung geht. Der Rest wird mit 200 
Teilen Wasser gewaschen, wodurch das Bariumhexosediphosphat 
gelost wird. Die Hexosediphosphorsaure wird als Bleisalz durch 
Zusatz von Bleiazetat niedergeschlagen, der Niederschlag wird 
filtriert oder' zentrifugiert, dann gewaschen. Der Bleinieder­
schlag wird in Wasser suspendiert, mit H 2S zersetzt, das Fil­
trat im Luftstrom von H 2S befreit, endlich mit Soda neutrali­
siert. Spuren von freiem Phosphat sind in diesem Stadium durch 
Fallung mit Magnesiumazetat entfernbar. Die Bleifallung wird 
zweimal wiederholt. Man erhalt das Sah von der Zusammen­
setzung (C6HloOtP04)Pb2' - Der erste wasserige Auszug, der 
das 16sliche Bariumhexosemonophosphat enthalt, wird mit ba­
sischem Bleiazetat behandelt, das unlosliche basische Bleisalz wird 
filtriert, gewaschen, mit H 2S zersetzt, vom Bleisulfid abfiltriert, 
das Filtrat mit Baryt gegen Phenolphthalein neutralisiert. Man 
filtriert nun wiederholt die Fallung mit dem basischen Bleisalz. 
Weitere Reinigung erzielt man durch Zusatz von Quecksilber­
azetat zu der filtrierten Losung des Bariumsalzes in 10% Alkohol 
und neuerliche Fallung des Bleisalzes im Filtrat. Das Bariumsalz 
wird endlich wiederholt in 10 proz. Alkohol ge16st und das Filtrat 
mit dem gleichen Volumen Alkohol gefallt. 

Die Reinigung des kauflichen hexosediphosphorsauren Kal­
ziums (Kandiolin) nach Neuberg und Sabetayl). 10gKandiolin 
werden in 64 cm 3 2 n-HCI unter Zusatz von 50 cm 3 Wasser 
in der Kalte ge16st, und dazu, ohne zu filtrieren, unter Eiskuhlung 
65-66 cm3 2 n-NaOH tropfenweise hinzugegeben. Beigemengte 
Phosphate (und eventuelle Spuren von hexosediphosphorsaurem 
Kalzium) fallen dabei un16slich aus, von letzterem jedoch nur 
wenig, da das Hexosediphosphat in kaltem Wasser loslich ist. 
Man saugt schnell ab, neutralisiert gegen Lackmus genau mit 
Salzsaure. Die klare Losung wird dann auf dem Wasserbade bis 
auf 90° erhitzt, wobei sich das Kalziumhexosediphosphat in gut 

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 161, S.240. 1925. Vgl. auch Neuberg und 
Reinfurth: Biochem. Zeitschr. Bd. 146, S. 589. 1924 (Darstellung des 
Phenylhydrazinsalzes des Hexosephosphorsaureosazons aus hexose-mono­
phosphorsaurem Barium). 
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filtrierbarer Form abscheidet. Dasselbe wird abgesaugt und auf 
der Nutsche mit heiBem Wasser ausgewaschen. Wenn eine eis­
gekiihlte Losung in verdiinnter Saure nach gehoriger Verdiinnung 
und Neutralisation durch Ammoniak mit Magnesiamixtur keine 
FiUlung mehr gibt, ist das Salz rein. AndernfaUs muB die Pro­
zedur wiederholt werden. 

Eine ltisliche Modifikation, die namentlich fiir enzymatische 
Studien sehr brauchbar ist, gewinnt man wie folgt (Neuberg und 
Sabetay: 1. c.): Das reine hexosediphosphorsaure Kalzium wird 
in moglichst wenig verdiinnter Milchsaure gelost, mit Ammoniak 
unter Eiskiihlung bis zur deutlichen Alkalitat gegen Lackmus ver­
setzt; man filtriert, faUt mit Alkoho1. Die amorphe, voluminose 
Masse wird auf der Nutsche mit Alkohol bis zur Entfernung von 
Ammoniak und dem auch im starken Alkohol leicht loslichen 
Ammoniumlaktat gewaschen. Dieses mit Alkohol und _iither 
gewaschene, an der Luft getrocknete Salz lost sich glatt in Eis­
wasser. 

Aus der unloslichen Modifikation des Kalziumsalzes kann man 
das ltisliche Kaliumsalz so bereiten, daB man eine wasserige Sus­
pension mit etwas weniger als der berechneten Menge Dikalium­
oxalat digeriert. Das Ende der (durch Schiitteln unterstiitzten) 
Umsetzung erkennt man an dem Verschwinden der Oxalationen. 

Will man das Magnesiumsalz herstellen, das loslicher als die 
Kalziumverbindung und weniger zersetzlich als die hexosediphos­
phorsauren Alkalien ist, so behandelt man die wasserige Suspension 
des reinen Ca-Salzes mit der aquivalenten Menge wasseriger Oxal­
saureltisung bis zum Verschwinden der Oxalat-Ionen. Nach Fil­
tration des Kalziumoxalats neutralisiert man mit reinem Magne­
siumoxyd. Man leitet CO2 ein, filtriert, gieBt in die 4fache Menge 
absoluten Alkoho1. Das Magnesiumhexosediphosphat fallt dabei 
als kornige Masse aus, die abgesaugt wird. Man reinigt durch 
Losen in Eiswasser (zur Entfernung von Beimengungen von an­
organischem Phosphat gibt man ein wenig Ammoniak zu; das 
anorganische Phosphat wird so in Ammoniummagnesiumphosphat 
iibergefiihrt) und Fallen mit Alkohol. 

2. Hexose-mono-phosphorsaure-ester. Darstellung 
nach C. Neuberg und J. Leibowitz!). Das zur Aufarbeitung 
kommende Gargut wird zunachst mit NatronJauge gegen Phenol­
phthalein genau neutralisiert, dann wird es in einen Rundkolben 
iibergefiihrt und im lebhaft siedenden Kochsalzbade fiir einige 
Minuten belassen. Das ausgeschiedene EiweiB wird abgeschleu-

1) Biochem. Zeitschr. Bd.184, S.491. 1927. 
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dert, das klare Zentrifugat durch Zusatz von hinreichend essig­
saurem Kalzium oder Barium und Erhitzen von allem anorganischen 
Phosphat sowie von der Hauptmenge des Hexose-di-phosphor­
saure-esters befreit. Es gelingt, beim Sieden im Kochsalzbade 
diese Salze praktisch voUstandig niederzuschlagen. Man filtriert 
kochend heiB auf einer Saugnutsche. Das Filtrat wird nun mit 
Bleiessig ausgefallt, die Fallung abzentrifugiert, in den Zentri­
fugenbechern wiederholt mit Wasser gewaschen. Der Bleiessig­
niederschlag wird darauf in einem Porzellanmorser mit destillier­
tern Wasser zu einem diinnen Brei angerieben, die Suspension in 
eine Glasflasche iibergespiilt, dann H 2S eingeleitet, dann das 
Filtrat von H 2S befreit, mit gesattigtem Barytwasser genau gegen 
Phenolphthalein neutralisiert, filtriert, das Filtrat im Fa ust­
Heimschen Apparat auf ein kleines Volumen gebracht. In der 
eventuell filtrierten Fliissigkeit gibt normales Bleiazetat manch­
mal einen Niederschlag. Das Filtrat hiervon, bzw. das durch Blei­
azetat nicht fallbare Konzentrat wird wieder mit Bleiessig aus­
gefallt und wie oben behandelt. Aus der gegen Phenolphthalein 
mit alkalifreiem Barytwasser zu neutralisierenden Losung faUt 
Alkohol (Volumen 1: 1) jetzt schon recht reines hexose-mono­
phosphorsaures Barium, das abgenutscht wird. - Was das Gar­
gut anlangt, so geniigt es, den alternierenden Zusatz von Zucker 
und sekundarem phosphorsaurem Natrium so zu gestalten, daB 
im Garkolben dauernd ein deutlicher Uberdruck besteht und beirn 
Schiitteln ununterbrochen Kohlensaure entweicht. Die besten 
Resultate liefern Safte mit kurzer Inkubationszeit, d. h. mit 
schneHem Vergarungsbeginn, aber nicht zu groBem Vergarungs­
vermogen. Bei den Hefesaften aus untergariger Bierhefe (nach 
Lebedew) dauerte die Operation bis zum Abbruch des Versuchs 
nach erfolgter Angarung gewoJtnlich 2 Stunden. AHe Prozeduren 
wurden dabei bei 20-210 vorgenommen. - 11 Hefenmazerations­
saft und 200 g Zucker sowie 120 g Na2HP04 + 12 H 20 lieferten 
iiber 60 g des Bariumsalzes. 

Darstellung durch Hydrolyse des Hexosediphos­
phats mit Sauren nach Neuberg1). - Bei der Darstellung des 
Kalziumsalzes (C6H n Oo·P04Ca + H 20) durch Hydrolyse mit 
Oxalsaure werden 9,5 g kristallisierte Oxalsaure in 150 cm3 war­
mem Wasser gelost und noch heiB mit 13,7 g festem, hexosedi­
phosphorsaurem Kalzium versetzt. Man erhitzt dann auf dem 
Babo-Blech 1/2 Stunde. Man neutralisiert zunachst mit kohlen­
saurem Kalk, zum SchluB mit Kalziumhydroxyd, wobei ein Uber­
schuB davon durch sofortiges Einleiten von Kohlensaure unschad-

1) Biochem. Zeitschr. Bd.88, S.432. 1918. 
Rona, Fermentmethoden, 2. Auflage. 15 
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Hch gemacht wird. Das Filtrat der gut ausgewaschenen Kalksalze 
wird bei 40° eingeengt. Man laBt dann die, wenn notig, mehrmals 
filtrierte Losung unter bestandigem Umriihren in dunnem Strahl 
in Alkohol einflieBen. Dabei scheidet sich das in Wasser losliche 
Kalziumsalz der Hexosemonophosphorsaure als gelbliches lockeres 
Pulver aus. Zur Reinigung lost man wieder in Wasser und faUt 
mit Alkohol. 

MaBeinheit. 
Nach Willstatter und Steibeltl) wird die Garwirkung durch 

die Halbgarzeit ausgedruckt, d. h. durch die Anzahl Minuten, die 
zur Entbindung von 50% der theoretischen CO2-Mengen unter den 
oben (siehe S. 217 und 220) geschilderten Bedingungen notig sind. 

Karboxylase. 

Die Karboxylase ist nach Untersuchungen von N eu berg und 
Mitarbeitern ein Teilferment der Zymase. merall. wo Zymase 
vorkommt, findet sich auch die Karboxylase. Sie katalysiert 
den Zerfall der Brenztraubensaure in CO2 + Azetaldehyd nach 
folgender Gleichung: 

CHs·CO·COOH = CO2 + CHs·COH. 

Sie wirkt ebenso auf eine groBe Reihe anderer aliphatischer 
und aromatischer Ketonsauren 2). 

Die Brenztraubensauregarung ist gegenuber der Zymasegarung 
durch ihre groBere Widerstandsfahigkeit gegen aIle auBeren 
Eingriffe gekennzeichnet. So z. B. wirkt sie noch in durch Erhitzen 
auf 51 ° inaktivierten Hefesaften. 

Auch ausgegorene und inaktivierte Safte zeigen Karboxylase­
wirkung, da die Karboxylase des Co-Ferments zu ihrer Wir­
kung nicht bedarf. Auch 'gegen Gifte ist die Karboxylase we­
niger empfindlich als die Zymase. 

Bei zellfreien Garungen wird zur Pufferung ein Gemisch von 
m-Brenztraubensaure und m-K2HP04 im Verhaltnis von 2: 3 
angewandt (p" = 5,32 bis 5,50). Am Ende der Garung steigt der 
p" infolge der CO2-Abspaltung auf p" = 5,82 bis 6,20 [Neuberg 
und MayS).] (Die mit frischen Hefen angestellten Versuche sind 
bei der sauren Reaktion vorgenommen worden, wie sie einer 
etwa l/lO-n -Brenztraubensaureli:isung eigen ist.) 

Bestimmung: Als Enzympraparat konnen aIle Hefen und 
Hefepraparate dienen, die Zymase enthalten. 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 115, S.211 (219). 1921. 
2) VgI. Neuberg: Biochem. Zeitschr. Bd.71, S. 1. 1915. 
3) Biochem. Zeitschr. Bd. 140. S. 299 (304). 1923. 
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Die Bestimmungsmethoden fUr die entwickelte Kohlensaure 
sind die gleichen wie die oben geschilderten CO 2-Bestimmungs­
methoden. 

Demonstration der Karboxylasewirkung nach Neu­
berg. Man mischt in einem Reagensglas 15,0 cm3 0,1 mol. Brenz­
traubensaure (0,88 g = 0,7 cm3 frisch rektifizierter Brenztrauben­
saure in 100 cm3 Wasser) mit 1,5 cm3 m-Dikaliumphosphatlosung 
(17,4 g K 2HP04 in 100 cm3 Wasser) oder mit 1,5 cm3 2 m-Kalium­
azetatlOsung (19,6 g CH3COOK in 100 cm3 Wasser). Dann tragt 
man in kleinen Anteilen 2 g Trockenhefe oder Azetonhefe ein. 
Das gut durchgemischte Gemenge wird in ein Schrotter-Ein­
hornsches Garungsrohrchen eingetragen. Die Garung ist gewohn­
lich nach 1 Minute im Gange. Der neben der CO2 entstehende 
Azetaldehyd laBt sich oft an seinem charakteristischen Geruch 
erkennen. Um ganz sicher zu sein, treibt man von dem Gar­
gut unter Zusatz von kohlensaurem Kalk, der die unveranderte 
Brenztraubensaure bindet, einige cm3 an einem Destillations­
apparat mit wirksamem Kuhler ab und fangt das Ubergangene 
unter Eiskuhlung auf. Aus dem Destillat faUt eine essigsaure 
Losung von p-Nitrophenylhydrazin das Azetaldehyd-p-nitro­
phenylhydrazon (eigelbe KristaUe, Schmp. 128,5°) abo Ferner ist 
die Reaktion nach Rimini (vgl. S. 231) charakteristisch 1). 

Bestimmung des Azetaldehyds 2). 
Prinzip: Der bei der Garung entwickelte Azetaldehyd wird 

durch Zugabe von Na2S03 gebunden3). Darauf wird mit Wasser­
dampf der Aldehyd aus dem mittels Kalziumkarbonats zersetzten 
Aldehydsulfit-Doppelsalz abdestilliert. Zu dem Destillat, das zur 
Reinigung noch einmal destilliert wird, kommt Hydroxylamin­
Schwefelsaure, wodurch das Oxim und freie Schwefelsaure ent­
stehen. Die entstehende freie Saure wird mit njl0NaOH undMethyl­
orange als Indikator titriert. Der Leerverbrauch der Hydroxylamin­
Schwefelsaure an NaOH wird in eine~ KontroUversuch ermittelt. 

1) Vgl. auch Neuberg u. Kerb: Biochem. Zeitschr. Bd.47, S.404, 
410. 1912; N eu berg u. Reinfurth: Bd.89, S.393. 1918. 

2) N euberg u. Gottschalk: Biochem. Zeitschr. Bd. 146, S.164 u. 582. 
1924. Vgl. auchNeuberg u. Reinfurth: Biochem. Zeitschr. Bd. 89, S.365. 
1918 und N euberg, Hirsch u. Reinfurth: Biochem. Zeitschr. Bd.105, 
S.307. 1920. 

3) Fur die Arbeiten mit Na2S03 eignen sich am besten die Oberhefen, 
wahrend fUr die empfindlicheren Unterhefen, Trockenpraparate, Enzym­
IOsungen das neutral reagierende unlosliche Kalziumsulfit gunstiger ist. 
Auch bei der Untersuchung des Stoffwechsels von Mikroorganismen und 
tierischen Zellen ist die Abfangmethode mit Kalziumsulfit mit Vorteil zu 
verwenden. 

15* 
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Die Methode zeigt fur die fur tierische Organe in Betracht 
kommenden Mengen einen Verlust von etwa 9-100/ 0 , 

Beispiele von Garansatzen mit Sulfiten nach Neu­
berg. 1. Ansatz mit Dinatriumsulfit. 100 g Rohrzueker wer­
den mit den Nahrsalzen (1 g Ammoniumsulfat, 0,5 g Dinatrium­
phosphat, ein Kristallchen Chlorkalium und Chlormagnesium) in 
500 em3 Wasser ge16st, mit 10 g obergariger Hefe bis zur gerade 
einsetzenden Garung bei 340 digeriert. Dann wird eine Auflosung 
von 33 g Dinatriumsulfit in 500 em3 Wasser hinzugefugt und das 
Gemisch in einem GefaB mit GarverschluB (vgl. S. 217) aufbewahrt. 
Die durch den Zusatz von Sulfit unterbrochene CO2-Entwicklung 
setztnacheinigen Stunden wiederein.-2. Ansa tz mit Kalzium-. 
sulfiP). In einer Losungvon 17,1 g Rohrzueker (bzw.18 g Hexose) 
und den Nahrsalzen (s. 0.) in 180 em3 Wasser wird die aus 12,6 g 
wasserfreiem Dinatriumsulfit frisch bereitete Menge neutralen 
sehwefligsauren Kalziums suspendiert und mit 5 g Bierhefe ver­
setzt. Bei 34 0 ist die Garung naeh 24 Stunden beendet. 

Die Bestimmung des Azetaldehyds erfolgt naeh Neuberg 2) 
folgendermaBen: N ach Beendigung der Garung wird das Gesamt­
volumen der Maisehe genau festgestellt. 50-60 em3 des ursprung­
lichen Gargutes werden in einem mit Eis gekuhlten MeBzylinder 
mit so viel einer eisgekuhlten 25proz. Chlorbariumlosung versetzt, 
wie dem Dinatriumsulfit aquivalent ist, das in dem bearbeiteten 
Garansatz enthalten ist. Dadureh werden die nieht gebundenen 
sehwefligsauren Salze beseitigt. Die naeh Zugabe der Chlor­
barium16sung erfolgte CO2-Entwieklung, die von einem Zerfall 
des dureh doppelte Umsetzung von Natriumbikarbonat mit Chlor­
barium gebildeten Bariumbikarbonats herriihrt, kommt bald zum 
Stillstand. Eine Sehaumentwieklung beseitigt man dureh Zusatz 
von etwas reinem aldehydfreiem Weingeist. Naeh 1/2stundigem 

1) Herstellung von Kalziumsulfit. C. Neuberg und E. Rein­
furth: Ber. d. dtsch. chem. Ges. Bd. 52, S. 1690. 1919. - Das frisch gefaIlte 
Kalziumsulfit stellt man am besten her durch doppelte Umsetzung von 
sekundarem, schwefligsaurem Natrium (100 g wasserfreiem oder 200 g 
wasserhaltigem Salz in 500 cm3 Wasser) mit einer konzentrierten heiBen 
Losung von CaCl2 + 6H20 (175 g). - 1m ersten Augenblick faUt das schwef­
ligsaure Kalzium gelatinos aus, wird aber beim Umriihren schnell pulverig. 
Man erhitzt dann noch 15 Minuten auf dem Wasserbade, saugt ab, und 
wascht erst mit Leitungswasser, dann mit destilliertem Wasser chlorfrei. 
Wenn das als Ausgangsmaterial verwendete Dinatriumsulfit Glaubersalz 
enthalt, so ist dem durch Wechselwirkung entstandenen Kalziumsulfit 
Gips beigemengt, der jedoch die Verwendung nicht start. Das gut abgeprel3te 
Salz wird am besten ein wenig feucht, aber unter Luftabschlul3 aufbewahrt. 
Es entspricht der Formel CaS03 +2H20. 

2) Siehe Neuberg in Oppenheimer u. Pincussen: 1. c. S.ll7l. 
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Stehen unter Eiskiihlung wird, am besten im Kiihlschrank, filtriert. 
In dem spiegelklaren Filtrat befindet sich das losliche Barium­
salz der azetaldehyd-schwefligen Saure. Eine gemessene Menge 
dieses Filtrats dient zur eigentlichen Aldehydbestimmung. Zu 
diesem Zweck wird in einen geraumigen Claisenkolben gefallter 
kohlensaurer Kalk gebraeht, dessen Menge auf die urspriinglich 

Abb.80. 

zurn Garansa,tz verwendete uW m n e 
bezogen wu'd. Die Destillation erfolgt in 
einem doppelhal igen Kolben; di ser wird 
mit einem etwa 1 m langen Liebig­
Kuhler verbunden, de sen Kiihlrohr au 
verzinntem Kupfer be teht. Da Kiihlrohr 
mundet in einen Schlallgenkiihler aus glei­
chern 1etall; beide Kuhler ind an die 
Wa rleitung unge ch lossen, (Bei kleineren 

ldehydmengen verwendet man eine ent­
prechende Apparatur mit einem chIan­

g nkiihl r !HIS Glas.) Die Anordnung der in 

Eis gekiihlten Vorlagen V ist aus Abb. 80 ersichtlieh. Vor Be­
ginn des Versuehes werden die Boden beider Saugflaschen mit 
einigen em3 reinen Alkohols von 95% bedeckt, um den Al­
dehyd zuriickzuhalten1). Die Destillation selbst wird so vorge­
nommen, daB zunachst ein Drittel der im Claisenkolben vor­
handenen Fliissigkeit auf dem Ba bo-Blech langsam iiber klei­
ner Flamme abdestilliert wird; dann wird Wasserdampf nach 

1) Legt man zum A~fangen des Aldehyds etwas Ammoniak vor, so 
muG dieses vor der nachfolgenden Titration neutralisiert werden. 
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ReguIierung der Klemmsehrauben Kl und K2 durehgeleitet, der 
allen noeh vorhandenen Aldehyd in die Vorlage iiberfiihrt. Wenn 
in der Vorlage im ganzen etwa 700 em3 Fliisigkeit angesammelt 
sind, kann die Destillation unterbroehen werden. Ein gesondertes 
Destillat von einigen em3 kann mit der Riminisehen Reaktion 
(S.231) auf Aldehydfreiheit gepriift werden. In einem aliquoten 
Tell des abgemessenen Destillates aus der Vorlage wird der 
Aldehyd mit Bisulfit und Jod l ) oder mit Hydroxylaminsulfat 
(vgl. Beispiel S. 231) bestimmt. 

Neuberg und Gottschalk fanden, daB die Azetaldehydmengen be­
deutend ansteigen, wenn Insulin dem Gemisch von Leberbrei und sekundarem 
schwefligsaurem Kalk beigegeben wird. Hier sei das Verfahren unter Be­
nutzung dieses Befundes (fur Warmbluterorgane) mitgeteilt. 

Es werden drei Ansatze gemacht. Der erste dient als Kontrolle. 
Durchschnittlich werden 33 g Leberbrei genommen, der in 100 cm3 einer 
Tyrode·PhosphatlOsung 2) suspendiert wird. Die Phosphatlosung enthalt 
5,0 cm3 m/3 NaH2PO, und 2,0 cm8 m/3 Na2HPO, auf 100 cm8, Ph = 6,5. 
Dazu kommt I cm8 Insulin (Brand), sowie 2 g frisch gefalltes Kalzium­
sulfit. Ansatz 2 und 3 enthalten die gleichen Bestandteile und auBer· 
dem noch 1 g des auf die Fahigkeit zur Aldehydbildung zu prufenden 
Stoffes. Jeder der drei Ansatze wird gut durchgeschuttelt, in einen Brut­
schrank von 40 0 gestellt und des ofteren unter Luften umgeschwenkt. 
Nach 21/2 Std. wird zu jeder Portion noch 0,5 cms Insulin gegeben. Die 
Ansatze bleiben im ganzen 5 Std. im Thermostaten. Nach dieser Zeit 
wird die Aufschwemmung in einen zweilialsigen Destillationskolben (nach 
Claisen) ubergefiihrt. Es werden 3 g Kalziumkarbonat hinzugegeben. 
Mit 10 cm3 Wasser wird nachgespult. Der Destillationskolben ist einer­
seits mit einem Dampfentwickler verbunden und andererseits mit einem 
absteigenden Energiekiihler aus Glas, dessen unteres Ende in einen 2 cm3 

H 20 enthaltenden 25-cm3-MeBzylinder eintaucht. Diese Vorlage befindet 
sich in Eis, der Claisenkolben in einem Kochsalzbade. Der Schlauch 
zwischen Destillationskolben und Dampfentwickler wird zuniichst mit 
einer Klemmschraube verschlossen. Nunmehr haIt man das Kochsalzbad 
10 Min. im Sieden, leitet durch die koagulierte Masse nach Offnung des 
Quetschhahns Wasserdampf und treibt im ganzen 25 cms in die Vorlage 
uber. Da haufig etwas H2S (vermutlich aus den Sulfhydrylverbindungen 
der Gewebsproteine herstammend), sich mit verfluchtigt, wird das Destillat 
unter Zugabe von 2 Tropfen Bleiessig im Kuhlsysteme rektifiziert, und zwar 
diesmal durch direkte DestiIlation auf dem Drahtnetz (ohne Dampf). Um 

1) Vorschrift nach Kolthoff (MaBanalyse. 2. Teil S.432): Zu einer 
geeigneten Menge der Aldehydlosung setzt man etwa 30-50% mehr Bisul­
fitlosung (mit 5% Alkohol) zu, als stochiometrisch erforderlich ist und 
laBt diese 15-30 Minuten einwirken. In einem anderen Kolben pipettiert 
man 25 cm3 0,1 n-Jod und gieBt das Aldehyd-Bisulfitgemisch hinzu, um 
sofort mit 0,1 n-Thiosulfat zuruckzutitrieren. 

2) Zusammensetzung der Tyrode-Losung: NaC! 8 g, KCl 0,2 g, CaCl, 
0,2 g, MgCl2 0,1 g. NaHC03 1 g (dann in der ursprunglichen Vorschrift 
NaH2PO, ·0,05 g, GIukose 1 g), dest. Wasser zu 1 Liter. Der ohne be­
sondere Zusatze (z. B. Hexosephosphorsaure, d-Fruktose, d-GIukose) im 
uberlebenden Gewebebrei auftretende Azetaldehyd ist auf priiformiertes 
GIy kogen zuriickzufiihren. 
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das NH3 abzufangen, das sieh bei der stattfindenden Autolyse aueh ent­
wiekeln kann, wird noeh ein drittes Mal tiber H2SO, (5 Tropfen einer lOproz. 
Liisung) destilliert. 

Einige Tropfen des Destillates mtissen sieh mit 2 Tropfen frisch bereiteter 
kaltgesattigter Nitroprussidnatriumliisung und 0,25 ems 3proz. Piperidins 
tiefblau farben (Azetaldehydreaktion naeh Rimini). 

Die Bildung von Azetaldehyd in den Gewebszellen von Leber und Mus­
kulatur warmbltitiger Tiere laBt sieh naeh Neuberg und Gottsehalk1) 
gut, wie folgt, demonstrieren. Die Leber (etwa 12 g) oder etwa 24 g Hinter­
sehenkelmuskulatur eines soeben entbluteten Meersehweinehens werden so­
gleieh naeh Entnahme mit einer Sehere so fein wie miiglieh zerkleinert und 
in 40 bzw. 60 em3 0,9proz. NaCI-Losung suspendiert. Naeh Zusatz von 3 g 
frisehgefalltem Kalziumsulfit (CaS03 + 2 H20) und 1 ems Toluol oder Opto· 
ehin 2) (0,7 g) bleibt das gut umgesehtittelte Gemenge in einer mit Watte­
bausch versehlossenen Glasflasehe 24 Std. bei 37° stehen und wird wahrend 
dieser Zeit wiederholt durehgesehtittelt. Die Aufsehwemmung wird dann in 
einen Claisenkolben tibergefiihrt und, wie 0 ben besehrieben, weiterverarbeitet. 

Beispiele: I. 50 g Leberbrei + 150 em3 Tyrodephosphatlosung (Ph = 6,5) 
+ 2,0 g Kalziumsulfit; 5 Std. bei 40°. 

Menge des gebildeten Azetaldehyds 1,37 mg. Derselbe Ansatz + 1 ems 
Insulin, naeh 21/2 Std. Zusatz von weiteren 0,5 em3 Insulin. 

Menge des gebildeten Azetaldehyds: 3,29 mg. 
11.3). 1. Ansatz. 26 g Leberbrei (Meersehweinehen) + 100 em3 Tyrode­

phosphatliisung (Ph = 6,5) + 1 ems Insulin (Brand) und 2,0 g Kalzium­
Bulfit, 40°. 

Naeh 21/2 Std. Zugabe von 0,5 g Insulin. Naeh 5 Std. Destillation tiber 
5 g CaC03. 

Redestillation tiber 5 Tropfen verd. H2SO,. 
Redestillation tiber 0,3 g PbCOs' 
Vorlage 2 ems Wasser, Destillat, 15,0 em3. 
Probe naeh Rimini (im aliquoten Teil) + +. 
12,0 ems Destillat + 1,0 ems 2proz. (NH20H)aHaSO,-Liisung, 
Naeh 60 Min. bei 30°. 
Verbraueht 0,17-0,07 = 0,10 em3 n/lO NaOH. 
Azetaldehyd = 0,10.4,4. 5/, = 0,55 mg. 
2. Ansatz wie 1. mit Zugabe von 1 g Glykogen. Aufarbeitung wie unter 1. 
Destillat 15,0 em3 Probe naeh Rimini + + + +. 
12,0 ems Destillat + 1,0 em3 2proz. (NHaOH)2H2S0,-Liisung, naeh 

60 Min. bei 30°. 
Verbraueht 0,34 - 0,07 = 0,27 ems n/lO NaOH. 
Azetaldehyd = 0,27.4,4. 5/, = 1,485 mg. 
3. Ansatz wie 1. mit Zugabe von 1 g ex-Alanin. Aufarbeitung wie unter 1. 
Destillat 15,0 em3. Probe naeh Rimini + + + +. 
12,0 em3 Destillat + 1,0 ems 2proz. (NHaOH)aH2S0,-Losung, 60 Min. 

bei 30°. 
Verbraueht 0,32-0,07 = 0,25 em3 n/lO NaOH. 
Azetaldehyd = 0,25.4,4. 5/, = 1,375 mg. 

1) Klin. Woehensehr. Bd.2, S. 1458. 1923. 
2) Bei kurzdauernden - 5 sttindigen - Versuehen ist die Zugabe 

eines Desinfiziens nieht notig. Bei Anwendung der Optoehinbase fiigt 
Neuberg zu der Aufsehwemmung auBer Kalziumkarbonat noeh 5 g 
krystallisiertes Kalziumehlorid. 

3) Bioehem. Zeitsehr. Bd.146, S. 179. 1924. 



232 Kohlehydratspaltende Fermente. 

Glykolyse. 
Bestimmung der Glykolyse. Als Bestimmungsmethoden 

kommen in Betracht: 1. Die Bestimmung des restierenden Zuckers 
und 2. die Bestimmung der gebildeten Milchsaure. Letztere kann 
durch chemische Methoden oder gasvolumetrisch bestimmt werden, 

Bestimmung der Milchsaure im Blut und in Orga­
nen1) 2) 3). 

Prinzip: Die Milchsaure wird mit Kaliumpermanganat in 
schwefelsaurer Losung oxydiert, der gebildete Azetaldehyd ab­
destilliert, in einer Kaliumbisulfitlosung aufgefangen und jodo­
metrisch bestimmt. 

Die vorbereitende EnteiweiBung erfolgt meist nach Schenck 
(vgl. S. 336), bei Blut, Plasma und Organextrakten ist jedoch auch 
die EnteiweiBung nach Folin- Wu (vgl. S. 337) mit Natriumwolf­
ramat in schwefelsaurer Losung zu empfehlen. Die Entzuckerung 
erfolgt nach Salkowski in kalziumhydroxydalkalischer Losung 
mit Kupfersulfat (s. U.)4). 

Erforderliche Losungen: 5proz. SublimatlOsung, 
4 proz. kochsalzgesattigte Salzsaure, 
0,5 proz. Schwefelsaure, 
0,1 n-Permanganatlosung (3,2 g Kaliumpermanganat auf 11 mit 

dest. Wasser. Hieraus durch Verdiinnen eine 1/500n-Permanganat­
losung bereitet: 

n/200-J odlosung 5), 
nj50-BisulfitlOsung. 
1 proz. StarkelOsung. 

1) Hirsch-Kauffmann: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 140, S. 25. 
1924. VgI. hierzu Clausen: Journ. of bioI. chem. Bd.52, S.276. 1923. 

2) Embden: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 143, S. 297.1925, ferner 
Le-hnartz: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 179, S. 1. 1928. 

3) Meyerhof: Pfliigers .Arch. f. d. ges. Physiol. Bd.204, S.305. 1924. 
4) ttber Vorbehandlung der Muskulatur nach Embden vgl. auch 

Praktikum II S. 237. - In manchen Fallen ist eine Extraktion der Milch­
saure mit Amylalkohol angezeigt. (Vgl. Ohlsson: Skand. Arch. Physio!. 
Bd. 33, S. 231. 1916. 

5) Die Normalitat der Jodlosung muB genau bekannt sein. Eine 0,1 n­
Jodlosung wird hergestellt, indem man ca. 12,8 g festes Jod zusammen 
mit etwa 50 g Kaliumjodid in einen II MeBkolben gibt und hierzu 50 
bis 100 cm3 Wasser. Dann erst fiiIlt man auf 1 I auf. Die Einstellung der 
Jodlosung erfolgt mit einer entsprechend normalen Thiosulfatlosung, die 
ihrerseits gegen eine KaIiumjodatlOsung eingestellt wird. Zur Herstellung 
von 0,01 n-Jodat lost man 0,3566 g Kaliumjodat in II Wasser auf. Die bei 
Zusatz von KJ in schwach schwefelsaurer Losung aus Jodat in aquivalenter 
Menge in Freiheit gesetzte Jodmenge dient in Gegenwart von Starke zur 
Einstellung der Thiosulfatlosung; 
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Das Wasser zur Herstellung der Bisulfitlosungl) muB aus Jenaer 
Kolben mit eingeschliffenem Stopfen (ohne Gummiverbindung) 
iiber Baryt destilliert werden2). Die Vorratsflasche muB unter 
sorgfaltigem Schutz vor CO 2, H 2S und Alkoholdampfen, sowie 
vor Licht aufbewahrt werden. In diesem Falle ist der Titer der 
kohlensaure- und metallspurenfreien SulfitWsung, der gegen Jod­
Wsung mit 1 proz. KCl-Starke (vgl. S. 230) eingestellt wird, fiir 
2-3 Wochen auf 2-3% konstant. Die Losung solI vor dem Ge· 
brauch erst 2 Tage auf Eis aufbewahrt werden. 

10 proz. KupfersulfatWsung. 
Kalkmilch, die aus 50 g fein pulverisiertem Kalziumoxyd und 

200-220 cm 3 destilliertem Wasser hergestellt wird. Das CaO 
darf keine groBere Menge Karbonat enthalten. 

Ausfiihrung 3): Die Muskeln werden unter Vermeidung jeder 
unnotigen Verletzung 4) oder Reizung sorgfaltig prapariert, sofort 
in fliissige Luft geworfen und in einer Porzellanschale mit einem 
Porzellanpistill in der fliissigen Luft zerkleinert. Wahrend der Zer­
kleinerung werden die Muskeln in beste Verbandsgaze eingehiillt. 
Das gewonnene, meist ziemlich grobkornige Muskelpulver wird in 
ein Wageglaschen geworfen, das mit dem doppelten des dem Mus­
kelgewicht entsprechenden Volumen 4 proz. kochsalzgesattigter 
HCI gefiillt ist und dessen Gewicht vor dem Versuch unter Schliff­
deckelverschluB festgestellt wird. Vor dem Einbringen des Muskel­
pulvers wird die Fliissigkeit durch etwas eingegossene fliissige Luft 
stark gekiihlt. AIle Teile der zerkleinerten Muskulatur werden 
durch vorsichtiges Bewegen des GefaBes mit der HCI in Beriihrung 
gebracht, wobei die Muskulatur allmahlich auf taut. Das GefaB 
wird sobald wie moglich mit seinem Schliffdeckel verschlossen, in 
den Wageraum gestellt und, nachdem es dessen Temperatur 
angenommen hat, gewogen, wodurch die angewandte Muskel­
menge ermittelt wird. Dann wird die EnteiweiBung nach Schenck 
durch Zusatz von 20 cm3 5 proz. Sublimat beendet. Nunmehr 
bleibt die Fliissigkeit unter ofterem Umschiitteln etwa 16 Std. 
stehen, damit volliger Diffusionsausgleich zwischen Niederschlag 
und Fliissigkeit erfolgt. Alsdann wird durch trockene Filter 
filtriert und das Hg in einem moglichst groBen Teil des Filtrats 
durch H 2S gefallt. Nach Abtrennung des Sulfidniederschlages 

1) Eine 0,1 n-Kaliumbisulfitlosung wird hergestellt durch Auflosen von 
6 g KHSOa (meta, Kahlbaum) auf 1 I Wasser. 

2) Vgl. Meyerhof: PfliigersArch. f. d. ges. Physiol. Bd.188, S.117. 
3) NachHirsch-Kauffmann:Zeitschr.f.physiolog.Chem.Bd.I40,S.43. 

1924. Ferner Lehnartz: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.179, S. 1. 1928. 
4) Vgl. Meyerhof: PfliigersArch. f. d. ges.Physiol. Bd.182. 8.239.1920. 
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dureh Filtration unter Verwendung eines troekenen Filters wird 
der Sehwefelwasserstoff raseh dureh einen Luftstrom verjagt und 
ein genau gemessener, aliquoter Teil des Filtrats (z. B. 30 em3) 
in einen MeBkolben von 50 em 3 pipettiert. Die Fliissigkeit wird 
mit 4 em 3 10 proz. Kupfersulfat16sung versetzt und dann unter 
Verwendung von blauem Laekmuspapier als Indikator mit starker 

Natronlauge annahernd neutralisiert 1), wobei kein Kupfer­
hydroxyd ausfallen solI. Nunmehr werden 10 em 3 Kalk­
milch, die unmittelbar vor dem Gebraueh griindlieh dureh­
gesehiittelt wird, hinzugefiigt und der Kolben bis zur 
Marke mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Beim Zusatz 
der Kalkmileh entsteht ein intensiv blauer Niedersehlag. 
Die Reaktion der Fliissigkeit muB jetzt stark alkaliseh 
sein. Nunmehr wird der Inhalt des MeBkolbens in einen 
Erlenmeyerkolben iibergegossen und unter haufigem Um­
sehiitteln etwa eine halbe Stunde stehen gelassen und dann 
dureh ein troeknes GefaB filtriert. Von der Kohlehydrat­
freiheit des Filtrates iiberzeugt man sieh an einer kleinen 

Abb. 81. Pre be dureh den negativen Ausfall der Reaktion naeh 
Moliseh 2). Ein mogliehst groBer, genau gemessenel' ali­

q uoter Teil des Filtrates 15-20 em 3 - wird in einen J enenser 
Kjeldahlkolben pipettiert3), mit wenigen Tropfen 25proz. H 2S04 
gegen Laekmus neutralisiert und dann noeh mit soviel H2 S04 
versetzt, daB der Sehwefelsauregehalt der Fliissigkeit annahel'nd 
0,5 0/ 0 betl'agt. 

Em bden fiigt noeh 2 em3 einer 2proz. Manganosulfatlosung 
zu, um einen sehadliehen Vbel'sehuB von Pel'manganat und damit 
eine Weitel'oxydation des gebildetenAzetaldehyds zu vel'hindern·). 
Als Vorlage dienen bei Milehsauremengen von etwa 0,5 mg 10 em3 
0,02 n, bei solehen untel' 0,2 mg 10 em3 0,01 n-Kaliumbisulfit­
losung. Die Vorlage wird gut mit Eis gekiihlt. 

Die Anol'dnung bei der Destillation ist aus del' Abb. 84 er­
siehtlieh. Empfehlenswel't ist die Anwendung von Glassehliff-

1) Salkowski: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd.3, S.79. 1879. NaF­
haltige Losungen sind nach der Kupfer-Kalkfallung mindestens 3 Stunden 
oder liber Nacht stehen zu lassen (Lipmann: Biochem. Zeitschr. Bd. 191, 
S. 442. 1927). 

2) 0,5 cm3 der Losung mit 1-2 Tropfen einer 10 proz. Losung von 
reinem a-Naphthol in reinem Alkohol, durchschlitteln und unterschichten 
mit 1 ccm3 reiner konz. H2S04 , Auftreten eines violetten Ringes bedeutet 
positiven Ausfall. 

3) 1m allgemeinen sind die Anteile des Schenck-Filtrates sowie des 
Kupfer-Kalk-Filtrates so bemessen, daB 0,5-2,0 mg Milchsaure zur Be­
stimmung gelangen. 

6) Siehe auch FuBnote auf S. 236. 
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verbindungen (die SchUffe diirfen nicht eingefettet sein). Eine 
andere Anordnung zeigt Abb. 82 1). 

Das Kapillarrohr, durch das man die Permanganatlosung zu­
tropfen laBt, ist am unteren Ende U-formig umgebogen; an dem 

Abb.82. 

offenen Ende des U-Rohrs ist ein 
Sporn angeschmolzen, an dem die 
Tropfen der Permanganatlosung 
herabrinnen (s. Abb. 81.) Wie aus 
der Abb. 84 ersichtlich ist, kann 
man durch eine Zweiteilung statt 
Permanganat Wasser zutropfen 
lassen (so kann die richtige Trop­
fengeschwindigkeit ausprobiert 
werden). Der Vorratstrichter fUr 
das Wasser ist hOher befestigt. -
Es ist notwendig, daB die Milch­
saurelOsung wahrend der Uber­
fiihrung sich dauerndin lebhaftem 

Abb.83. 

Abb.84. 

Sieden befindet und mit starker Flamme beheizt wird. Um die 
hierbei drohende tJberhitzung der Rander (ein wesentlicher Faktor 

') Nach Lohmann in Oppenheimer-Pincussen; Methodik S.1272. 
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bei Milchsaureverlusten) zu vermeiden, wird der Destillations. 
kolben von der Flamme durch ein Stiick dicker Asbestpappe von 
etwa 20 cm im Quadrat getrennt (s. Abb. 83). Die Asbestpappe 
wird in der Mitte angefeuchtet und durch Kneten eine dickwan· 
dige Hohlung hergestellt, in die die zu verwendende KolbengroBe 
genau hineinpaBt, und zwar so, daB der Fliissigkeitsrand bei der 
Verwendung einer Fliissigkeitsmenge von 20 cms den oberen Rand 
der Hohlung eben iiberragt. 

Zur Erzielung von gleichmaBigem Sieden werden einige Ton. 
stiickchen in den Kolben gegeben. Die mit der Bisulfitlosung be· 
schickte Vorlage wird mit dem Kiihlrohr zunachst so verbunden, 
daB die ausgezogene Spitze nicht in die Bisulfitlosung taucht. 
Darauf rullt man die Kapillare des Tropftrichters mit doppelt 
destilliertem Wasser, verschlieBt den Glashahn, verbindet den 
Kjeldahlkolben mit dem Kiihlrohr und entziindet den mit einem 
Schornstein versehenen Bunsenbrenner. Wahrend des Anheizens 
rullt man den Tropftrichter mit 0,002 n.Permanganatlosung. 
Sobald der Dampf der siedenden Fliissigkeit die Luft aus dem 
Kolben, dem Glasrohr und dem erweiterten Teil des Kiihlrohrs 
vertrieben hat (dabei wird das Destillationsrohr helli) , wird die 
Vorlage durch Gummistopfen luftdicht mit dem Kiihlrohr ver· 
bunden; man taucht die Spitze des Kiihlrohrs in die Bisulfitlosung 
ein. Dann offnet man den Glashahn des Tropftrichters und laBt 
die Permanganatlosung tropfenweise zuflieBen. Zutropfen und 
Verdampfen sind so zu regulieren, daB das Fliissigkeitsvolumen 
im Kolben sich nicht andert. Jeder Tropfen Permanganatlosung 
solI sofort entfarbt werden. Die Oxydation von 2 mg Milchsaure 
dauert etwa 30 Minuten, bei Mengen von weniger als 1 mg etwa 
15-20 Minuten l ). 

Man setzt das Zutropfen der Permanganatlosung so lange 
fort, bis der Kolbeninhalt braun gefarbt ist. Man erhitzt dann 
weiter unter bestandigem Zutropfen von Permanganat noch 
8-10 Minuten weiter, lOst dann, ohne die Heizung abzustellen, 
die Vor.1age vom Kiihlrohr, so daB die Spitze des Rohrs nicht mehr 
in die Bisulfitlosung taucht, und kocht noch 1 Minute. Dann 
erst wird die Heizung abgestellt. Man spiilt das Rohr mit einigen 
Tropfen dest. Wasser von auBen ab und titriert die Losung nach 
5-10 Minuten 2). 

1) Darstellung im wesentliohen naoh Lohmann in Oppenheimer u. 
Pincussen: I. c. S. 1273. 

2) Bei der Oxydation der Milchsaure zu Azetaldehyd wird von Kendall 
und Friedemann: Journ. of bioI. Chern. Bd.80, S. LXI. 1928 statt 
KMnO, eine Suspension von Mn02 empfohlen. Eine zu weitgehende Oxy. 
dation wird dadurch vermieden, namentlich wenn sehr geringe Milchsaure-
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Die Bestimmung des gebildeten Azetaldehyds erfolgt in der 
Weise, daB zunaehst das iibersehussige Bisulfit dureh Titration 
mit Jod beseitigt und dann diejenige Jodmenge bestimmt wird, 
die notwendig ist, urn das bei der Spaltung der Azetaldehyd­
Bisulfitverbindung dureh Zusatz von Natriumbikarbonat oder 
sekundarem Natriumphosphat in Freiheit gesetzte Bisulfit zu 
oxydieren. Der groBte Teil des ubersehiissigen Bisulfits wird dureh 
0,02-0,04 n-J odlosung beseitigt und erst in der Nahe des Um­
sehlagpunktes mit 0,002-0,0025 n, bei Milehsauremengen von etwa 
0,5 mg mit 0,005 n-Jodlosung bis zur eben erkennbaren Blaufar­
bung titriert. Zur Feintitration dient eine braune Mikrobiirette von 
5 em3, die mit 0,01 em3 Teilung versehen ist und 0,002 em3 gut zu 
sehatzen gestattet. Naeh dem Umsehlag setzt man 0,5-1 g Na­
triumbikarbonat zu, sehiittelt kraftig und titriert langsam mit 
0,005 bzw. 0,002 em3 Jodlosung bis zur erneuten Blaufarbung. 
Die Titration ist beendet, wenn erneuter Zusatz von Bikarbonat 
oder Phosphat die Blaufarbung wenigstens einige Minuten nieht 
wieder zum Versehwinden bringt. Die jetzt verbrauehte Zahl em3 

Jodlosung dient zur Bereehnung. 
Bereehnung: 1 em3 einer 0,0005 n-Jodlosung entspreehen 

0,225 mg Milehsaure. 
Der mittlere FehIer der einzeInenBestimmung betragt ± 1,4%, 

der des Mittelwertes ± 0,4%1). 

GIykolyse im Ie benden Gewe be. Methode naeh Warburg 2). 

Prinzi p: Die Glykolyse wirdgemessen dureh eine volumetrisehe 
CO 2-Bestimmung in Bareroftmanometern. CO 2 wird in aqui-

mengen (weniger als 0,2 mg) zugegen sind und die Ergebnisse werden gleich­
maBiger. Die Ausbeute ist dieselbe. - Die Darstellung des Mn02 erfolgt 
so, daB man zu einer warmen alkalischen Losung von KMn04 einen Uber­
schuB von Glukose gibt (etwa 8 g Glukose u~d 50 g KMn04, gelost in 
einem Liter 0,5 n-KOH); schlieBlich wird ein UberschuB von KMn04 zu­
gefiigt. Die Losung wird zur Vollendung der Reaktion auf dem Wasser­
bad erwarmt, dann wird gekiihlt, der Niederschlag auf dem Buchnertrichter 
salzfrei gewaschen und in Wasser suspendiert. Die Suspension wird auf eine 
"Konzentration" von etwa 0,1 n gebracht. Bei derAusfiihrung der Milch­
saurehestimmung wird ein UberschuB der Mn02-Suspension zu dem lebhaft 
kochenden Rea,ktionsgemisch auf einmal hinzugegeben. Naeh Friede­
mann, Cotonio und Shaffer: (Journ. of bioI. chem. Bd. 73, S. 335.1927) 
wird zur Beschleunigung der Milchsaureoxydation die Losung mit 3 cm3 

einer ca. 10 n-H2S04 (285 cm3 konzentrierter Schwefelsaure auf 1 1), die 
MnS04 .in 0,5 molarer (10%) Konzentration enthalt, versetzt. 

1) Uber die Bestimmung derMilchsaure nach Mendel-Goldscheider 
vgI. Praktikum II, S. 240. 

2) Warburg u. Negelein: Biochem. Zeitschr. Bd.142, S.317, 1923; 
Bd.152, S.51 u. 311; Negelein: Bd.158, S.12l. 1925. 
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molekularen Mengen durch die entstehende Milchsiiure aus Bikar­
bonat16sung in Freiheit gesetzt. 

Herstellung von Gewebsschnitten: Die Herstellung der 
Schnitte 1) geschieht mit einem mit Ringerlosung2) befeuchteten 
Rasiermesser. Das zu schneidende Organ wird auf Filtrierpapier ge­
legt und an der das Papier beriihrenden Fliiche mit Ringerlosung 
befeuchtet. Es werden immer eine Reihe von Schnitten hergestellt. 
Die Schnitte werden in eine mit Ringer gefiillte Glasschale (Petri­
schale) gelegt, mit der Schere zu rechteckigen Scheib en zu­
rechtgeschnitten und im durchfallenden Licht verglichen. Man 
kann so leicht die diinnsten und gleichmiiBigsten Schnitte er­
kennen. Durch Unterlegung von Millimeterpapier wird fest­
gestellt, wieviel Millimeterquadrate jeder Schnitt bedeckt und 
daraus seine Fliiche berechnet, die 30-50 mm 2 betragen solI. 
Die Dicke der Schnitte soIl 0,2-0,4 mm betragen. Um das 
V olumen der Schnitte zu bestimmen, werden sie bei 100 0 bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet. Das Trockengewicht, mit 5 
multipliziert, gibt mit hinreichender Genauigkeit das Frisch­
gewicht und das Volumen. Das Verhiiltnis Volumen: Fliiche gibt 
die (mittlere) Dicke der Schnitte an. Beim Arbeiten mit Tu­
moren ist darauf zu achten, daB die Schnitte frei von nekro­
tischen Teilen sind, die durch ihre gelbliche Farbe sich von dem 
nichtnekrotischen weiBen Gewebe abheben. 

Messung der Glykolyse nach Warburg 3). 

a) Die Apparatur (Wasserthermostat, Schiittelvorrichtung, 
Manometer und der Trog) ist aus Abb. 85 und 86 ersichtlich. Uber 
Ermittlung der GefiiBkonstante (vgl. S. 133). - In zwei Troge 
I und II, deren Volumen um nicht mehr als 100/ 0 differieren 

1) Bioehem. Zeitsehr. Bd. 142, S. 323. 1923. 
2) "RingerlOsung fur Glykolyse": 100 em3 NaCI, 2 ems KCI, 2 em3 

CaCl2 und 20 em3 NaHC03 ,Losung (die dem Serum der betreffenden Tier­
art isoton sind; arbeitet man z. B. mit Rattenorganen, so sind diese 
Losungen also dem Rattenserum isoton zu maehen. Rattenserum gefriert 
bei etwa -0,56°; die isotone Stammbikarbonatlosung ist 0,15 molar, d. h. 
1,3 proz.). Sie enthalt pro Liter etwa aehtmal soviel NaHC03 wie die 
"Ringerlosung fur Atmung". Die Konzentrationen der anderen Salz­
lOsungen fur Mensehen- und Rattenserum sind: NaCI 9 promill., KCI 
11,5 promill., CaCl2 (wasserfrei) 12,2 promill. Vgl. Okamoto: Bioehem. 
Zeitsehr. Bd. 160, S. 54. 1925. 

3) Bioehem. Zeitsehr. Bd. 142, S. 330. 1923. Die Messung wird hier 
wie in c) (vgl. S. 240) unter aeroben Bedingungen gemessen unter der 
Voraussetzung, daB die Atmung in beiden Trogen I und II gleich groB 
ist. Da diese Voraussetzung nicht zuzutreffen braucht, wird auf die Be­
stimmung c) hingewiesen. 



Glykolyse. 239 

soIl, bringt man je einen Gewebsschnitt. In dem Troge I he­
finden sich 0,5 em 3 Ringerlosung, in dem Troge II 0,5 em 3 einer 
Ringerlosung, del' pro Liter 2 g Traubenzucker zugesetzt sind. 
Die Schnitte sind in einer groL3eren Menge Losung vorgebadet, 
Schnitt I in zuckerfreier Ringer16sung, Schnitt II in zucker­
haltiger. Die Einsatze del' Troge bleiben frei von Kalilauge. Nach­
dem die Troge mit dem Barcroftmano­
meter verbunden sind, werden ihre Gas­
raume mit einer Mischung von 5 Vol.-O/o 
CO 2 und 95 Vol.-Ofo Sauerstoff (odeI' 

Abb. 85. Th Wasserthermostat, B Barcroftmanometer, 
Sch SchUttelvorrichtnng, R Triebrolle, Tr Treibriemen. 

5 Vol. -Ofo CO 2 und 95 Vol. -Ofo L uft odeI' 
5 Vol. -Ofo CO2 und 95 Vol. -Ofo N 2) gefUIlt 
und Gewebsschnitte und Losungen durch 
Schiitteln mit diesel' Gasmischung ins 
Absorptionsgleichgewicht gebracht. Die 

T 

E 

Abb. 86. Atmnngstrog, der dnrch 
den Helmschlifi H mit dem Bar­
croftmanometer verbunden wird. 
Gist ein massiver Glasgriff, der 
zum Eindrehen des Troges in 
den HcJmschliff dient. N ist cine 
feine, auf den Boden des Troges 
aufgeschmolzene Glasnadel, die 

den Gewebsschnitt S faBt. 
E ist eiu Einsatz. 

Druckanderung im Trog I = HI (Verbrauch an Atmungs-0 2 , 

Bildung von Atmungs-C0 2, Bildung von Sauren aus unbekannten 
Substanzen) dient dazu, urn den Nullpunkt fUr die in Trog II 
auftretende Druckanderung festzustellen. Die Druckanderung im 
Trog II = Hu ist auL3er durch dieselben Umstande wie im Trog I 
auf die Milchsaurebildung aus dem Traubenzucker del' Ringer-
16sung zuriickzufiihren. 

Die Kohlensauremenge, die durch Glykolyse ausgetrieben wird 
bei Druckanderungen HI bzw. Hu und den Gewebsschnitten vom 
Gewicht m1 bzw. m 2 ist in mm3 gleich 

xc02 = (Hu -HI :~) K~~2' 
wo KUc02 die GefaL3konstante fUr CO 2 des Troges II bedeutet. 
1 mm 3 Kohlensaure ist 0,004 mg Milchsaure aquivalent. Die 
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GroBe der Glykolyse wird ausgedriickt durch den Quotienten 

mg gebildete Milchsaure 
mg Gewebe· Stunden . 

Ais Gewicht des Gewebes wird das Trockengewicht gesetzt, das 
nach volligem Trocknen bei 100 0 resultiert. 

b) Glykolyse unter anaeroben Bedingungen1). 

Sie ist einfacher zu berechnen, da die gesamte in Freiheit 
gesetzte Kohlensaure nur durch die Milchsaure aus dem Bikar­
bonat ausgetrieben ist und nicht ein Teil Atmungs-Kohlensaure 
ist. Ihre Messung geschieht nach der Gleichung 

xeo. = heo • . keo., 
wo heo• gleich der beobachteten Druckanderung h, in mm Brodie, 
ist und koo• die GefaBkonstante bei 5 Ofo CO2 und 95 Ofo N 2 (S. 133) 
darstellt. Als MaB fiir die GroBe der Spaltung bezogen auf die 
Zeit und die Menge der Substanz (mg) gilt die Gleichung 

QN. _ mm3 Extrakohlensaure gebildet in Sticksto!f 
co. - m mg Gewebe X Stunden 

(Extrakohlensaure in Stickstoff), wobei m die Anzahl mg Gewebe 
ala Trockensubstanz ist. Mit 0,004 multipliziert, erhlilt man den 
Quotienten 

mg Milchsaure 
mg Gewebe x Stunden. 

Um vollstandige Anoxybiose zu erhalten (gewohnliche Ver­
unreinigung des CO2-N2-Gemisches etwa 0,750/0 Sauerstoff), wird 
das Gas auf dem Wege von der Bombe zur Ringerlosung durch 
ein gliihendes mit metallischem Kupfer gefiilltes Rohr geleitet. 
Immer ist diese Reinigung erforderlich, wenn man mit isolierten 
Zellen arbeitet, denn hier geniigt 1 Vol.-O/o O2 zur Versorgung der 
Zellen mit dem zur Atmung notwendigen Sauerstoff. 

c) Glykolyse unter aeroben Bedingungen2). 

Hier ist die manometrische Messung komplizierter. Der ent­
stehende Gasdruck ist abhangig von der entstehenden Atmungs­
kohlensaure, dem Atmungssauerstoff, der verschwindet, und der 
Extrakohlensaure, der aus dem Bikarbonat durch die Milchsaure 

1) Warburg: Biochem. Zeitschr. Bd.142, S.317, 1923; Minami: 
Biochem. Zeitschr. Bd. 142, S. 334. 1923. 

2) Warburg: Biochem. Zeitschr. Bd.152, S.53 (1924). 
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ausgetriebenen CO2• Es bezeiehnet Xo2 die Druekanderung dureh 
Sauerstoff (in mm3 = ho2 ·ko2), Xeo. die Druekanderung dureh 
CO 2 (in mm3 =h e02·keo2) und y das Verhaltnis 

xeo2 d un 
x02 

h = h02 + heo2· 
So bestehen naeh Auflosen naeh x02 und xeo2 die Gleiehungen: 

h [ keo. ·ko• ] x02 (der veratmete Sauerstoff) = Ie + k ' 
eo. Y o. 

(l) 

I keo. ·ko• ] 
xeo. (die gesamte in Freiheit gesetzte Kohlensaure) = h k~o. + ko• . (2) 

Zur Bestimmung von y werden zwei versehiedene Messungen 
ausgefiihrt, wobei das zweite Mal unter sonst gleiehen Bedingungen 
nur unter Anderung des Volumens der Ringerlosung (VF), gearbeitet 
wird. Indem wir die veranderten GroBen der 2. Gleiehung mit 
groBen Buehstaben (K) bezeiehnen und h und H die in gleiehen 
Zeiten beobaehteten Druekanderungen bedeuten, bekommen wir 
fUr y den Ausdruek: 

K eo • . koo• H Ko. - h ka. 
y =Xo .. ko.-· hk~~.= H Keo •. 

(3) 

Mit Hille dieser 3 Gleiehungen kann die 
Aufgabe, Atmung und Glykolyse in Gegenwart 
von Sauerstoff zu messen, ge16st werden. 

Man benutzt 3 GefaBe (Abb. 87) von un­
gefahr gleiehem Inhalt A, B und O. Ihr Raum­
inhalt einsehlieBlieh Manometerkapillare bis 
zum Meniskus der Sperrfliissigkeit betragt 
12-13 ems. Der Stopfen Bt ist bis zum Be­
ginn der Manometerkapillare mit festem hoeh­
sehmelzendem Paraffin iiberzogen. Die GefaBe 
A und B dienen zur Bestimmung von y, x~~. 

Sf 

Abb.87. 

und xo2• In GefaB A kommen 3 em3, in GefaB B 8 em3 Ringer­
losung; es wird mit einem Gemiseh von 5 Vol.-o/o Kohlensaure 
in Sauerstoff gesattigt. In jedes der beiden GefiWe kommt ein 
Gewebssehnitt, am besten zwei mogliehst gleiehe Halften ein und 
desselben Sehnittes. Die Luft wird dureh die obige Gasmisehung 
verdrangt und die Druekanderungen, die in den beiden GefaBen 

Rona, Fennentmethoden, 2. Auflage. 16 
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in gleiehen Zeiten auftreten, gemessen. Ist dies gesehehen, so wer­
den die Sehnitte aus den beiden Gefii.Ben herausgenommen, kurz 
mit destilliertem Wasser abgespiilt, bei 1000 zur Konstanz ge­
troeknet und auf der Mikrowage gewogen. 

Hat a mg Gewebe in Gefii.B A die Druekanderung h hervor­
gebraeht und b mg Gewebe in GefaB B die Druekanderung H'·, 

so bereehnet sieh H naeh der Gleiehung H = H'· :. H und h, 

(die in gleiehen Zeiten dureh gleiehe Sehnittgewiehte hervorge­
braehten Druekanderungen), werden in Gleiehung (3) eingesetzt. 
So erhalt man r und dureh Einsetzen von r in (1) und (2) xo. 
und xao •. 

GefaB C dient al~ Thermobarometer. Es wird mit einigen em 3 

Ringerlosung und dem Gasgemiseh 5 Vol. CO2 0/0 in N 2 oder O2 ge­
fliilt. 

Zur vergleiehenden Messung dienen die Quotienten: 

Q mm S verbrauehten Sauerstoffs (A ) ° = tmung, 
• mg Gewebe X Stunden 

QO. = mmS Extrakohlensaure, gebildet in O2 • 

00. mg Gewebe X Stunden 

(Glykolyse unter aeroben Bedingungen), wobei "Extrakohlen­
saure" = Xa02 + xo2' indem angenommen wird, daB bei Gegenwart 
von Traubenzueker die Atmungskohlensaure = - xo2. 

In einer Ableitung zeigt War burg einen einfachen Weg zur Be­
stimmung von :COOa und :CO a (der unbekannten Volumina der entstandenen 
resp. verschwundenen Gasmengen), ohne die Einfiihrung von 'Y. An der 
Methodik andert sich dabei nichts. 

Die Bezeichnungen (die mit groBen Buchstaben gelten fiir das At· 
mungsgefiiB mit dem groBen Volumen Ringerlosung, die mit kleinen Buch­
staben fiir das AtmungsgefiiB mit dem kleinen Volumen Ringerlosung) 
sind die folgenden: 

H = beobachtete Druckanderung, 
Hoos = Druckanderung fiir CO2, 

H02 = " " O2, 

K002 = GefaBkonstante fiir CO2, 

" 
Die beobachtete Druckanderung H setzt sich aus den Druckanderungen 

fiir CO2 und Os zusammen. 

H = Hoos + H02 ... 1) h = hoos + h02 ... la) 



ferner folgen aus 
XC02 = H 002 "K(,02 

X0 2 = H02"K02 

H XC02 
C02 = -~ 

KC02 

H02 =:l:rJ~ 
K02 

aus 1), 2), 3) folgt 

Glykolyse. 

" .. 2) 

" .. 3) 

X002 = h002" kC02 

X02 = h02 ·ko2 

h _ XC02 
002 - lcC02 

h _ X0 2 
02 - ko 2 

aus la), 2a), 3a) folgt 

h = xo02 + ~02 
k002 k02 

xo02 = kC02( h - I~) 

243 

... 2a) 

... 3a) 

... 4a) 

.... I) 

... II) 

Wirkung der Blausaure auf G lykolyse. 
Die Glykolyse ist gegeniiber Blausaure wenig empfindlich. 

n/1000-Blausaure wirkt unter anaeroben Bedingungen nicht auf 
die Glykolyse, wahrend dieselbe Konzentration die Atmung der 
Karzinomzelle fast vollstandig hemmt. Die aerobe Glykolyse ist 
also in Blausaure ebenso groB wie die anaerobe. 

BeispieP): Rattenkarzinom in Blausaure. 
37,50 Ringerlosung· CNaHeo3 = 2,5 '10-2 , 0,20/ 0 Glukose, 

5% CO2, Ph = 7,66. 
Vr = Volumen der Ringerliisung, Vq = Volumen des Gasraumes 

bis zum Meniskus der Sperrfliissigkeit. 

Volumina in em 3 

GefiiBkonstanten 
in mm2 ..... 

Sehnittgewiehte 
Druekiindg. i. 15 Min. 

GefiiB B GefiiB A GefiiB 0 
1O-3 n-HCN 1O-3 n·HCN 5010 CO2 in N 2 

5% CO2 in O2 5% CO2 in O2 Vr = 3,0, 
Vr = 8,00 Vr = 3,00 Vg = 10,7 
Vg = 5,02 Vg = 9,0 

keo. =1,11 
Ko. =0,46 ko2 =0,8 
Keo. = 0,89 keo. = 0,96 

7,10 mg I 6,4 mg I 6,82 mg 
H = +69,5mm h = +60,Omm i1heo2=+52,5mm 

Q ~b. = + 36 -y ;~ Q gb. = + 35 Q t'02 = + 34 
I 

1) Warburg, Posener u. Negelein: Bioehem. Zeitsehr. Bd. 152, 
S.338, Protokoll 8. 

16* 
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Beispiel (aerobe und anaerobe Glykose)1) 
Rattenk arzinom Qo., Q gb. u~d Q ~6. 

37,50, RingerlOsung, ONaHOOa = 2,5-10-2, 

0,2% Glukose, 5% CO2 (Ph = 7,66). 

Gasraum 

Volumina in cm3 

GefaBkonstanten 
in qmm 

Schnittgewichte 
Beobachtete 
Druckandg. in 15 Min. 

desgl. 
desgl. 

Schnittgewichte 
Beobachtete 
Druckandg. in 15Min. 

desgl. 
desgl. 

GefaB A 
Vr =3 
Vg = 10,54 

leo. = 0,93 
kco, = 1,09 

GefaB B 
Vr= 8 
Vg = 5,07 

Ko. = 0,47 
Koo. = 0,89 

GefaB 0 
Vr= 3, 
Vg = 9,28 

koo. = 0,89 

. 3,01 mg I 3,32 mg 2,35 mg 

h = + 15mm IH = + 15,5 mm hco. = 17,5 mm 
h = + 15 mm H = + 14,0 mm hoo. = 18,0 mm 
h = + 16mm H = + 14,5 mm hoo. = 17,5 mm 

'Y =-3,65 N 
Q o. = - 8,9 Q 06. = + 27,3 

Q gb. = + 23,7 

1,86mg 1,71 mg 1,81 mg 

h = + 10,5 mm H = + 12,0 mm hoo.=+16,Omm 
h = + 1O,0mm H = + 9,Omm hoo.=+15,Omm 
h = + 1l,5mm H = + 11,0 mm hoo'=+16,Omm 

r=-7,36 00. 

Qo. = -4,05 Q N. = +33 8 
Q gb. = + 25,7 co.' 

Um in ein und derselben Blutprobe die Glykolyse und die 
Atmung zu messen, verfuhr E. Negelein2) wie folgt. Defibri­
niertes Blut wurde mit 5% CO2 in Sauerstoff gesattigt und zu 
einem Tell so viel Blausaure hinzugefugt, daB ihre Konzentration 
1/1000 n war. (Dakleine Konzentrationen an Blausaure die Atmung, 
nieht aber die Glykolyse hemmen, so sind in blausaurehaltigem, 
mit Sauerstoff gesattigtem Blute die Bedingungen der Anaerobiose 
gegeben.) Die Atmung wurde dann naeh Warburg S) aus der 
Druekabnahme am Manometer im Bareroft-Apparat, der Zueker­
verbraueh naeh Hagedorn-Jensen bestimmt. Fur jede Einzel­
messung genugte 1 ems Blut, im ganzen also 6 em3 (Sauerstoff­
bindung ohne Blausaure, Zuekergehalt vorher und naehher ohne 
Blausaure und mit Blausaure). Zur Zuekerbestimmung wurde 

1) Biochem. Zeitschr. Bd.152, S.338, Protokoll 7. 
2) Biochem. Zeitschr. Bd. 158, S. 131. 1925. 
3) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd.69, S.457. 1910. 
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1 cm3 Blut vor der EnteiweiBung mit 4 cm3 Wasser lackfarben 
gemacht. Um den Sauerstoff- und Zuckerverbrauch auf die 
Gewichtseinheit trockener ZeIlsubstanz reduzieren zu konnen, 
wurde das Zellvolumen in 1 cm3 Blut im Hamatokriten er­
mittelt und das Sedimentvolumen durch 5 dividiert. Die aerobe 
Glykolyse ergab sich dann aus dem Zuckerverbrauch, der 
Versuchszeit und der Zellmenge. Bei der aero ben Glykolyse 
muBte man den Zuckerverbrauch in der Atmung berucksichtigen. 
Dies geschah so, daB man den Sauerstoffverbrauch auf Zucker­
verbrennung umrechnete (1 Mol Sauerstoff = 1/6 Mol Zucker). 
Der so berechnete Zuckerverbrauch wurde mit dem nach Hage­
dorn- Jensen gefundenen verglichen. War der aerob gefundene 
Zuckerverbrauch ebenso groB oder kleiner wie der aus der Atmung 
berechnete, so wurde die aerobe Glykolyse gleich Null gesetzt 
(normales bzw. anamisches Ganseblut), war er groBer (wie 1m 
Kaninchenblut), so ist eine aerobe Glykolyse vorhanden. 

Schuttelt man glykolysierende Gewebe im Serum statt in 
Ringerlosung, so setzt sich die entstehende Milchsaure zum Teil 
mit dem Bikarbonat des Serums, zum Teil mit dem Alkalipro­
teinat um unter Bildung freier Proteine. Es erscheint also nicht 
eine der Milchsaure aquivalente Menge an freier Kohlensaure 
sondern weniger. 

Ausfiihrlich behandelt Warburg die manometrische Messung 
des ZeIlstoffwechsels im Serum!). Zur Klarung der Frage, welche 
GraBe dieser Bindung der freiwerdenden CO2 durch EiweiB, Phos­
phate usw. im Serum zukommt, bespricht Verf. zunachst sehr 
ausfiihrlich ein "SerummodelI". AIle GraBen, die im folgenden 
eine Konzentration ausdrucken, werden definiert als Kubikmilli­
meter in Kubikzentimetern Lasungsmittel, wobei auch nicht gas­
fi.irmige Stoffe, wie Bikarbonat, Milchsaure u. a. als Saureaqui­
valentwasserstoff ausgedruckt werden: 1 Milligrammatom Saure­
wasserstoff = 22400 mm3. Eine Reihe von GraBen (bei 38°) wird 
dann weiter definiert, die zum besseren Verstandnis an einem 
Saugetierserum exemplifiziert werden, das mit einer 5proz. CO2 

im Gleichgewicht steht. 
{3 = 0,054 = Laslichkeit der CO2 in mm3 Lasungsmittel bei 

1 mm Druck Brodie. Die Beziehung zwischen lI. (Bunsenscher 

Absorptionskoeffizient und {3 ist: (3 = ~~~~6'- Fur 38 ° und Serum 

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 164, S.481. 1925. 
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. mm3 C02 
1St ex = 0,54, (:J = 0,054 = ------. ------,,------:=-----­

cm3 Losungsmlttel X N ormaldruck 

P = 470 = CO2-Druck in mm Brodie. 

Enthalt die Gasmischung a Prozent Kohlensaure, so ist 
a 

P = (P - d) 100' wo P der auBere Barometerdruck, d die 

Dampfspannung der Versuchsfliissigkeit bei der Versuchstempe­
ratur in mm Brodie ist. FUr d wird fiir Serum (bei 38 0 und 
760 mm Hg) 630 mm gesetzt. 

B = 460 = Konzentration des Bikarbonats (mm3/cm3). 

p.(:J = 25,4 = Konzentration der freien CO2 (mm3jcm3). 

c = 485 = Gesamtkonzentration an Kohlensaure (p.(:J + B) 

[H·] = 4.10-8 = Wasserstoffionenkonzentration ( = k • P ~(:J) , wo­

bei (Ph = 7,4) k = 7,2.10-7 (Pk = 6,14). 

e = 0,0524 = Dissoziationsrest der Kohlensaure (p; ! B) . 
Bildet sich im Serum CO2 oder Milchsaure, so wird ein Teil 

davon als Bikarbonat oder Laktat gebunden, entgeht also der gas­
volumetrischen Messung, da fiir jedes undissoziierte Sauremolekiil 
[SH] ein Molekiil CO2 "retiniert" wird, entsprechend den Glei­
chungen H 2C03 + Sf = HCO~ + SH und HM + Sf = M +. SH, 
wo Sf beliebige Saureanionen (ausgenommen Bikarbonation), 
MH die dem Serum zugefiigte Milchsaure bedeuten. Die Zunahme 
dieser retinierten Saure pro Kubikzentimeter Serum bezeichnet 
War burg als die Retention L1 u = (SH)/cm3 Serum und unter­
sucht weiterhin die Abhangigkeit dieser GroBe vom Druck P 
(ausgedriickt in Millimeter Brodie), also den Quotienten L1 ujt1 P, 
der im FaIle der CO2 identisch ist mit dem Quotienten L1 B/ L1 p. 
Es ergeben sich dabei Kurven, deren Verlauf leicht gekriimmt ist; 
bei 5% CO2 ist der Quotient 0,1, d. h. 1 cm3 Serum retiniert bei 
1 mm Druckzunahme 0,1 mm3 CO2• Daraus ergeben sich ohne 
weiteres die neuen GefaBkonstanten nach Art der friiheren. Es ist 

namlich xco. = hco •. [ kco• + VF (~;) J = hco • . k~'6.um *, wobei L1 'u 

die Retention der CO2 im Serum und k~g.um die neue GefaBkoll-

* Man unterscheidet (~;) a und (~;) M je nachdem Kohlen- oder Milch­

saure zu Serum hinzugefiigt ist. 
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stantedarstellt. Analog beiMilchsaurexeo.= heo,' [keo• + VF'(~;)J 
= heo • . k~rum. 

Die Berechnung der Retention ist an einem "Serummodell" 
durchgefuhrt: eine Ringerlosung, die als retinierende Saure ein 
Dipeptid (in der Konzentration If) enthalt. Die Retention dieses 
Modells fUr CO2 ist bei physiologischer Salz- und Wasserstoff­
ionenkonzentration die gleiche wie im Serum, wobei gezeigt wird, 
daB die Menge der dissoziierten CO2 mit dem Dissoziationsrest des 
Dipeptids und seiner Konzentration in Beziehung steht. Die Kon­
zentration des undissoziierten Dipeptids u ist (bei der Wasserstoff­
ionenkonzentration [H]) namlich gemaB Definition des Disso­
ziationsrestes u = e' . c', die Anderung LI u (bei der Anderung der 
Wasserstoffionenkonzentration durch Hinzufugen von Kohlen­
saure oder Milchsaure) = J e' ·c' (e' = Dissoziationsrest des Di-

'd) ,I ,. l' h H" + LI H H" k d' D' peptl s , LJ e 1st g e10 H" + LI H + k - IT + ic wo Ie 1SS0-

ziationskonstante des Dipeptids ist. LI r/ in die obige Gleichung 
eingesetzt, ergibt die gesuchte GroBe LI u. Die fur Berechnung der 
GefaBkonstanten weiterhin notigen GroBen (LI p)o und (LI P)M 
werden berechnet aus dem Dissoziationsrest e der Kohlensaure 
und deren Konzentration c. Es bestehen namlich die Beziehungen: 
{J' LI P = (eo + LI e) (c + LI c) - eo co' {J' LI P = Co LI e + eo LI c 
+ LI eLi c, wobei Co und eo die Anfangskonzentration und den 
anfanglichen Dissoziationsrest bezeichnen, LI c und LI (! die Ande­
rung pro IJ p. Fiir (it p)o ergibt sich hierbei 

LI u (eo + LI e) + Co LI e .. (LI p)o = -------- und fur 
{J (1 - eo - LI e) 

(**) 

Co LI e 
(Llp)M =-----

{J (1 -- eo - LIe) + keo. (eo + LIe) VF' 
(** *) 

Hat man (LI p)c und (LI P)M berechnet, so dividiert man 

LI u durch (11 p)c und (LI P)M und erhalt so (~;) c und (~; t, 
die mittlere Retention zwischen Po und Po + LI p. 1st z. B. bei 
dem Serummodell Co = 485, c' = 500 (in mm3jcm3), eo = 0,0526, 
H+ = 4'10-8, vF' 8 und keo. = 0,907 und steigt der Dissoziations­
rest der Kohlensaure durch Zugabe von Saure um LI e = 0,00373, 
dann ist H + auf 4,3 .10-8 gestiegen, e' um 0,0181. Daraus folgt 
nach den bisher abgeleiteten Gleichungen LI u = 9,05 mm3, (LI p)o 
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= 45,5 mm, (Ltp)M = 31,6 mm, (~U) = 0,20 fUr Ltp 45,5 (~U) 
= 0,29 fUr Lt P 31,6. pap M 

Es ist leieht ersiehtlieh, daB (~;) a und (~;) M nieht konstant 

sind, sondern mit steigendem Kohlensauredruek heo• kleiner wer­
den. Doeh ist die Anderung sehr klein und praktiseh geniigt es 
heo• '" Lt P zu setzen. 

1m natiirliehen Serum kann das zu einem bestimmten 
Wert Lt (! der Kohlensaure gehOrige Lt u nieht bereehnet werden, 
weil die Konzentrationen der retinierenden Sauren und deren 
Dissoziationskonstanten nieht bekannt sind. Trotzdem laBt sieh 
ein zusammenhangendes Wertepaar Lt (! und Lt u, wie folgt, be­
stimmen!). Eine bekannte Menge einer starl;l:en Saure wird zu 
dem Serum gegeben, die auftretende Kohlensauremenge (h· keo.) 
wird gemessen. Die Menge der retinierten Kohlensaure erhalt 
man, wenn man die aufgetretene CO2 -Menge von der zu­
gefUgten Sauremenge (8) subtrahiert. Dieser Wert (bezogen auf 

em3 Serum) Lt u ist gleieh 8 - hkeo •. - Sind Anfangsdruek der 
vp 

Kohlensaure Po und die Anfangskonzentration der Bikarbonate Bo 
bekannt, so kann das zu Lt u gehorige Lt (! bereehnet werden. Dureh 
diese Werte ist aueh (!o und 0 0 gegeben (vgl. S. 247). - Ferner ist 
naeh Zugabe der Saure der Dissoziationsrest der Kohlensaure. 

eo + J e = (Po + h) P 
(Po + h) P + Bo- hkeo• 

Vp 

wo h die beim Ansauern gemessene Kohlensauredruekzunahme ist. 
Aus letzter Gleiehung ergibt sieh 

Je = (Po + h) P 
() hkeo. 
Po + h P + Bo - ---

Vp 

PoB 
PoP + Bo· (*) 

So erhalt man alie Werte fiir die gesuehten Quotienten (~ u) 
P ci='.M. 

Bei der Ausfiihrung der Bestimmung benutzt man drei GefaBe 
von der Form (Abb. 88)2). (In den GefaBen I und II wagt man in 
den Anhang auf der analytisehen Wage etwa je 0,2 em3 einer 
0,01 mol. Weinsaurelosung ein und troeknet sie bei 1000• In GefaB I 
kommen 3 em3 bikarbonathaltige Ringerlosung, in GefaB II 

1) Vgl. Krebs in Oppenheimer-Pincussen: 1. c. S. 665. 
2) Vgl. Krebs: l. c. S. 666. 
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3 cm3 Serum. Der Gasraum besteht aus 5 Vol.-o/o Kohlensaure in 
Stickstoff oder Sauerstoff. GefaB III ist ein Thermobarometer und 
enthalt 3 cm3 Ringerlosung und das gleiche Gasgemisch wie die 
anderen GefaBe. Nachdem die GefaBe im Thermostaten geschut­
telt und Gleichgewicht zwischen Gasraum und Flussigkeit ein­
getreten ist, wird der Anhang von GefaB I und II durch Neigen 
des GefaBes mit dem Serum bzw. Ringerlosung ausgespult. 
Krebs macht darauf aufmerksam, daB man beim Herausnehmen 
der Manometer aus dem Thermostaten die obere Offnung des 
linken Manometerschenkels mit der Fingerkuppe verschlossen 
halten muB, um zu verhindern, daB die Sperrflussigkeit infolge 
der Abkuhlung in das VersuchsgefaB angesogen wird. Man schut­
telt dann im Thermostaten weiter, bis Gleichgewicht eingetreten 
ist. - Die Messung im GefaB I ergibt die genaue Konzentration 
der Weinsaure. Sind hI und hIl die im GefaB I und II beobachteten 
Drucke, kbo, und kb~. die GefaBkonstanten fur Kohlensaure bei­
der GefaBe in Ringerlosung und mI und mIl die in die Anhange 
von GefaB I und II gegebenen Mengen Weinsaurelosung, so ist 
die in II zu dem Serum hinzugefugte Sauremenge (8) in mm3 

8 = hI kbo. mIl und die Retention LI u = ~ - hIl kb~" Nun wird 
mI Vy 

Bo' die Konzentration der als Bikarbonat gebundenen Kohlen­
saure bestimmt (vgl. S. 246); dann berechnet man Po (s. S. 246), 

Co (= Po (3 + Bo), eo ( = po:t BJ. LI e nach Gleichung (*) (S.248), 

indem man fur h den im GefaB II beobachteten Druck und fur Vy 
und koo• die Werte des GefaBes II einsetzt. Aus diesen Werten er­
halt mannach Gleichungen (**) und (***) (s. S. 247) (L1 p)c und (L1 P)M 

und kann die gesuchten Quotienten (~;) c und (~;) M bilden. 

Wegen der Nebenreaktion, die z. B. ein Teil der entstehenden 
Milchsaure mit Serumbestandteilen eingeht (s. oben), ist die a us­
getrie bene CO2 der Milchsaure nicht aquivalent. Der Quotient 
Qoo., der bisher nur fur diese, aus einer Ringerlosung ausgetriebenen 
CO2 galt, findet jetzt ausschlieBlich auf die neuge bildete, also 
z. B. bei einer Atmung entstehende CO2 Anwendung, die entstehende 
Milchsaure ist in dem Quotienten QM' die gesamte Saure in 
dem Quotienten Qs enthalten, so daB die Gleichungen bestehen: 

Q xo.. Q xoo• . QM (GroBe der Glykolyse) = XM ; 
0, = m.t' 00,= m.t' m.t 

Q _ XM + xoo, 
s- m.t ' 
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wobei m mg Gewebe (Trockengewicht), t Stunden, x die ent­
wickelte Menge mm3 Sauerstoff, Kohlensaure oder Milchsaure 
bedeuten. XM und QM werden in mm3 ausgedriickt, wobei ein 
Milligrammatom Saurewasserstoff gleich 22400 mm3 sind. Um die 
gebildete Milchsaure in mg zu erhalten, ist QM mit 4,02 .10-3 zu 
multiplizieren. 

Bei der Messung der Glykolyse von Gewebsschnitten 
un ter anaero ben Bedingungen durch Bestimmung der ent­
standenen Milchsaure wird das GefaB (Abb. 87) benutzt. Dieses 

wird mit 3 cm3 traubenzuckerhaltiger 
Ringerlosung, dem Gewebsschnitt und mit 
Stickstoff mit 5 Vol.-% CO2 gefiillt. Die 
Berechnung erfolgt nach der Gleichung 
X M = heo• keo. oder wenn statt Ringerlosung 
Serum angewendet wird xM = heo• kM 

(vgl. S. 247). 
Bei der Messung der Glykolyse 

unter aero ben Bedingungen bestimmt 
man die AtmungsgroBe (Qo.) und die Ge­
samtsaurebildung (Qs), das ist die neuge­
bildete Kohlensaure und die in der Glyko­
lyse entstandene Milchsaure. Unter der 
Annahme, daB xeo, = - xo• folgt XM (die 
Milchsaurebildung) = Xs + xo.. 1st jedoch 

Abb. SR. die Glykolyse klein gegen die Atmung, so 
ist der durch diese Annahme bedingte Feh­

ler groB und die Bestimmung der Glykolyse durch Bikarbonat­
bestimmung (s. u.) vorzuziehen. 

Bestimmung der AtmungsgroBe Qo •. In das GefaB I 
(Abb. 87). (Rauminhalt einschlieBlich der Manometerkapillare bis 
zum Meniskus der Sperrfliissigkeit etwa 13 cm3) werden 3 cm3, in 
das GefaB II (von denselben Dimensionen) 7 cm3 glukosehaltige 
Ringerlosung, die mit dem angewendeten Gasgemisch (s. u.) ge­
sattigt ist, gegeben. Ein drittes GefaB mit einigen cm3 Ringerlosung 
dient als Thermobarometer. Dann kommt in beide GefaBe je ein 
Gewebsschnitt von etwa gleicher GroBe (am besten zwei gleiche 
Half ten desselben Schnittes). Die Luft wird aus dem Gasraulll in 
allen drei GefaBen durch Sauerstoff mit 5 Vol.-% CO2 verdrangt. Um 
ein Uberkriechen der Fliissigkeit in die Manometerkapillare in Ge­
faB II mit Vp = 7 cm3 zu verhindern, ist die Bohrung des Stopfens 
vor dem Versuch mit hochschmelzendem Paraffin zu iiberziehen. 

Bei Anwendung der Formeln I und II (S. 243) sind die beobach­
teten Druckanderungen auf gleiche Schnittgewichte zu reduzieren. 
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Hat das Gewebe in GefaB I mit a mg Gewicht h Druckanderung, 
das Gewebe im GefaB II mit b mg Gewicht, die Druckanderung H' 

hervorgebracht, so berechnet sich H = H' --b- . - Durch Einsetzen 

von h und H in die Gleiehung I und II (S. 243) erhalt man xo, 
und xco,' N aeh Gleiehung 

Q = Xo. , d. h. mIll3 verbrauehter Sauerstoff , 
0, m. t mg Gewebe· Stunden 

erhalt man den Wert fur die AtmungsgroBe. Bestimmt man neb en 
der aeroben Glykolyse gleichzeitig die anaerobe Glykolyse und 
bildet die Beziehung: 

anaerobe Glykolyse - aerobe Glykoly~ , d. h. f{~2=_ Q~ 
Atmung Qo. 

so erh1i1t man den "Meyer hof- Quotienten". 
Bei der anaeroben Glykolyse eines Gewebssehnittes im Serum 

kann die dureh die Milehsaure ausgetriebene Kohlensaure dureh 
Bikarbonatbestimmungen ermittelt werden. Da­
bei wird die Abnahme des Bikarbonats in der 
Ringerlosung mit den erseheinenden Gasmengen 
vergliehen 1). Zu diesem Zwecke werden 4 Ge­
faBe (Abb. 89), 0, 1, 2, 3 verwandt, wovon Ge­
faB ° in R, mit 1 cm3 Ringerlosung besehiekt, 
als Thermobarometer diente. GefaB 1 wurde 
in R (Hauptraum) mit 1 em3 Ringerlosung be­
flehiekt, in A (Anhang) mit 0,2 em3 4proz. Zi­
tronensaure, GefaB 2 wurde in R mit 1 em3 

Ringerlosung besehiekt und auBerdem einem 
Gewebssehnitt, in A mit 0,2 em3 4proz. Zi­
tronensaure, GefaB 3 wurde wie GefaB 2 be­
sehiekt. Die so vorbereiteten GefaBe wurden 
mit 5% CO2 in Stickstoff gefUllt und im Abb.89. 

Thermostaten bei 37,5° 10 Min. zweeks Tem-
peratur- und Druekausgleiehs gesehiittelt. Die Zeit, zu der der Aus­
gleich beendet war, ist gleieh to_-- Rei to wurrle die Zitronensaure 
aus dem Anhanger A der GefaBe 1 und 2 in den Raum R eingekippt, 
wobei die CO2-Mengen (mm3) Bl und B2 im Gasraum erscheinen 
und manometriseh gemessen werden. GefaB 3 wird eine passende 
Zeit, etwa 1 Std., weitergeschiittelt, bis zur Zeit t, wobei der Druck 
H gemessen wird. Naeh Ablesen von H wird die Zitronensaure 

1) Negelein: Biochem. Zeitschr. Bd. 158, S. 127.1925. 
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aus dem Anhang A des GefaBes 3 in den Raum eingekippt, wobei 
die Kohlensauremenge Bs erscheint. Es besteht die Beziehung 

.BJ: = Bl - ms (Bl - B 2)*, wo m 2 und ma die Trocken-Gewebs-
m2 . 

schnittgewichte in mg im Gefa13 2 bzw. 3 sind, Bg die chemisch 
gebundene CO2 in Gefa13 3 zur Zeit to ist. Ist Bg - Bs wahrend der 
Zeit tl- to gebildete CO2, (also XM = Bg - B), so ist bei der aero­
ben Glykolyse in Serum die entwickelte Milchsauremenge nicht 
aquivalent der CO2-Menge xco. = Bg - B s' sondern der gro13eren 

CO2-Menge XM = ~ (Bg - Bs), wo no der Druck ist, der beim 

Eintragen der Weinsaure1) in Ringerlosung entstanden ware 

(
1. eingetragene Saure mmS) d 1. d D k· t db· 
fbO = k un fb er rue IS, er elm 

co, n 
Eintragen der Saure im Serum entsteht. Der Faktor ;, durch 

den das Milchsaureverbindungsvermogen des Serums eliminiert 
wird, muB in jedem FaIle besonders ermittelt werden und ist von 
der Gro13enordnung 1,2. 

Nach dieser Anordnung wird die Glykolyse durch drei Bi­
karbonatbestimmungen gemessen. Diese Anordnung empfiehlt 
sich auch bei der Messung der aero ben Glykolyse, besonders wenn 
die Atmung gegeniiber der Glykolyse in Betracht kommt, mit dem 
Unterschiede, daB man im Gasraum 5% Kohlensaure in Sauer­
stoff einfiillt. Man beriicksichtigt dann den beim Schiitteln er­
scheinenden Druck H nicht, sondern iibersattigt zu den Zeiten 
to und t' mit Zitronensaure und miBt die entwickelte Kohlensaure. 
Die Differenz, korrigiert fiir gleiche Schnittgewichte, ergibt die 
durch Milchsaure ausgetriebene Kohlensaure: xco. = Bg - Bs. 

Beim Verfolgen der Glykolyse im Blut durch Fest­
stellung der Zuckerabnahme verfuhren Rona und Wilenk02) so, 
daB sie dem steril entnommenen, mit sterilen Glasperlen defi­
briniertem Blut zunachst, um gro13ere Ausschlage im Zuckerumsatz 
zu erzielen, eine bestimmte Menge Traubenzucker zusetzten. Rohe 
Zuckerkonzentration bewirkt zunachst, bis zu etwa 0,5% eine 
Zunahme der absoluten Menge an zerstortem Zucker. Bei noch 

* B' - Bs ist gleich dem Bikarbonatverbrauch vom ms wahrend der 

Ausgleichszeit minus der in ms chemisch gebundenen Kohlensaure. m3 
(Bl - Bs) dasselbe, umgerechnet auf das Gewicht ms. m2 

1) Z. B. auch Weinsaure, die bei 1000 im Anhang des GefaJ3es getrocknet 
wurde (vgl. S. 248). 

2) Biochem. Zeitschr. Bd. 62, S. 1. 1914. 
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hOherer (schon bei ca. 1%) ist die Glykolyse stark gehemmt. Die 
H'-Konzentration des Blutes wurde durch Zugabe von Essig­
saure oder von primarem Natriumphosphat erhoht (Hamolyse 
darf nicht eintreten); Kontrollproben wurden mit einer entspre­
chenden Menge Natriumazetat bzw. mit einem Gemisch von pri­
marem und sekundarem Natriumphosphat versetzt. Bei einer 
H-Ionenkonzentration von etwa 4---6.10-7 war die Glykolyse 
bereits aufgehoben, bei einer von 2-3.10-7 ist sie gegen die Norm 
deutlich herabgesetzt. Bei der H-Ionenkonzentration des Blutes 
geht die Glykolyse anscheinend am besten vor sich. - Von Zeit 
zu Zeit wurden Proben, die bei 37 0 gehalten wurden, zur Zucker­
bestimmung entnommen: Die Zuckerbestimmung erfolgte nach 
EnteiweiBung des Blutes mit kolloidalem Eisenhydroxyd nach 
Rona und Michaelis mit der Bertrandschen Methode. Vorteil­
hafter ist jedoch die Anwendung der Methode von Hagedorn­
Jensen. 

Eiweillspaltende Fermente. 
Pepsin. 

Pepsin spaltet alle genuinen EiweiBkorper bei saurer Reaktion 
bis zu Albumosen und Peptonen. Protamine, Polypeptide werden 
nicht angegriffen1). 

Darstellungsmethoden. 
Darstellung nach Pekelharing 2). Die Fundusmukosa von 

10 Schweinemagen wird zerhackt und mit 6 1 0,5 proz. Salz­
saure 5 Tage lang bei 37 0 digeriert. Dann wird zur Herstellung 
eines geeigneten Filters in einen auf eine Saugflasche aufge­
setzten Trichter eine etwa 1 cm dicke, konisch abgeschliffene, 
von zahlreichen Offnungen perforierte Ebonitplatte gelegt. Die-

1) tTher Systematik der proteolytischenFermente vg!. Oppenheimer: 
Die Fermente. S.808. Nach neueren Untersuchungen Waldschmidt, 
Leitz: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 149, S. 211. 1925 und GraB­
mann: Handb. der Biochemie. 2. Auf!. Erganzungsband S. 181ff. 1930, 
sind folgende Typen der proteolytischen Fermente zu unterscheiden: 

Hauptgruppe der Proteinasen, zu denen die Pepsinasen, die 
Tryptasen und als 3. Gruppe die Proteinasen der Zellen und der pflanz­
lichen Safte (Papain, Hefe-Proteinase, Kathepsin der tierischen Organe und 
Gewebe) gehOren. Hauptgruppe der Ereptasen (gegeniiber EiweiB­
korpern unwirksam, auf die SpaItung synthetischer oder durch Abbau 
gewonnener Peptidsubstrate eingestellt) zu denen folgende Fermentarten 
gehOren: 1. die Dipeptidase, 2. die Amino-Polypeptidase, 3. die tryptische 
Carboxy-Polypeptidase, 4. die katheptische Carboxy-Polypeptidase. 

2) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 22, S. 233. 1896/97. 
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selbe wird mit feuchtem Filtrierpapier bedeckt, und dann 
wird unter Saugen ein dunner Brei von in Wasser fein zer­
riebenem Filtrierpapier daraufgegossen. Durch die so erhaltene, 
2-3 cm dicke, feste Schicht wird die zu filtrierende Flussig­
keit gesaugt. Die auf diese Weise vollig geklarte Verdauungs­
flussigkeit wird dann 15-20 Std. gegen stromendes Leitungs­
wasser dialysiert. Dabei entsteht ein Niederschlag, der abzentri­
fugiert und in 0,2 proz. HOI geltist wird (am besten digeriert 
man etwa 1 Std. bei 37 ° mit der Saure). Die filtrierte klare 
Losung wird gegen destilliertes Wasser wieder 15-20 Std. dialy­
siert. Der dabei entstehende Niederschlag wird abfiltriert, wieder 
in 0,2 prbz. HOI geltist, filtriert und wieder dialysiert. Der er­
neut entstandene Niederschlag wird wieder abflltriert, mit wenig 
destilliertem Wasser gewaschen, zwischen Filtrierpapier ausge­
preBt, vom Filter genommen und fiber Schwefelsaure getrocknet. 

Aus dem ersten Filtrat der mit Salzsaure digerierten Mukosa 
kann man noch einen groBen Teil des darin geltisten Fermentes 
gewinnen, indem man die Mutterlauge der ersten Fallung mit 
basischem Bleiazetat und Ammoniak behandelt. Der voluminose 
Niederschlag wird filtriert, der Niederschlag vom Filter genommen, 
mit einer gesattigten Oxalsaurelosung versetzt und vom Bleioxalat 
abfiltrlert. 

Die vom Bleioxalat abfiltrierte, dialysierte und vom ausge­
schiedenen Pepsin befreite Losung enthiilt noch viel Pepsin. Um 
aus ihr das Ferment zu gewinnen, wird die Losung mit Ammon­
sulfat gesattigt, wobei ein klebriger, flockiger Niederschlag ent­
steht. Der feuchte Niederschlag wird 24-36 Std. gegen stro­
mendes Leitungswasser, dann gegen 0,2proz. HOI dialysiert, der 
im Dialysator gebildete Niederschlag abzentrifugiert, der Nieder­
schlag bei 37° in 0,2proz. Salzsaure geltist und wie oben be­
schrieben behandelt. 

Darstellung nach Hammarsten1). Hammarsten ver­
wandte zur Pepsindarstellung die Magen-Schleimhaut von Schwein, 
Kuh, Pferd oder Hund; der Pylorusteil wurde immer abgetrennt 
und nur der fibrige Tell der Magenschleimhaut, speziell vom 
Schweinemagen nur die enzymreichere, dunkIer gefarbte Mittel­
partie benutzt. Die Schleimhaut wird abgetrennt und in der 
Fleischmiihle gemahlen. Beim Rinder- und Kalbsmagen wird die 
Drusenschicht mit einem Uhrglas abgeschabt. Die zerhackte bzw. 
abgeschabte Schleimhaut wird 2-3 Tage unter mehrmaligem 
Umschiitteln in einem kaltenZimmer (8-10°) mit 0,2 proz. Salz-

1) Hammarsten: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.l08, S.243. 1919, 
vgl. auch Z. physiol. Chern. Bd. 94, 291, 1915. 
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saure im Verhaltnis von 10 Teilen Saure auf 1 Teil Schleimhaut be­
handelt und dann filtriert. Die Pferdemagenauszuge waren immer 
stark gefarbt. Das Filtrat muB klar sein, was man durch wieder­
holtes Filtrieren erreicht. Dann wird das Filtrat bei gewohn­
licher Zimmertemperatur mit NaOI halbgesattigt, wodurch das 
Enzym als hyaline Masse an die Oberflache steigt. Die untere 
:Flussigkeit wird abgehoben und die ausgefallte Masse zwischen 
Filtrierpapier stark ausgepreBt, zerschnitten und in del' Kalte oder 
bei Zimmertemperatur in 0,2proz. Salzsaure gelOst, wozu langere 
Zeit notig ist; man nimmt auf 1 I Auszug 150-200 cm3 del' 
0,2proz. Saure. Die klar filtrierte Losung wird nochmals mit ge­
sattigter NaOI-Losung versetzt und del' Niederschlag in 0,2proz. 
HOI gelOst. Man dialysiert gegen destilliertes Wasser, wobei eine 
gequollene Masse ausfaUt, und trocknet im Exsikkator (odeI' durch 
kurzdauernde Alkohol-Atherbehandlung, was indessen weniger 
empfehlenswert ist). 

Bei neugeborenen Kalbern odeI' jungen Saugkalbern ist foIgen­
des Verfahren von Hammarsten recht brauchbar. Den Auszug 
(wie oben bereitet) neutralisiert man mit 1/2 n (zur Absattigung del' 
groBten Menge Saure) und dann mit 1/10 n-Lauge; die hierbei 
auftretende Fallung wird nach 12-18 Std. abzentrifugiert, die 
mit Wasser abgespulte Fallung wird in 0,2 proz. HOI gelOst und 
mit dem gleichen Volumen gesattigter NaOI-Losung gefaIlt, dann 
weiter wie oben behandelt. Das Filtrat von del' Neutralisations­
fallung enthalt noch viel Enzym, das sich bei del' Dialyse des Fil­
trates gegen Wasser zum groBen Teil mit del' EiweiBfallung aus­
scheidet. Diese durch Dialyse erhaltene, abzentrifugierte Fallung 
wird ganz so wie die Neutralisationsfallung behandelt. 

Aus Magensaft kann man nach Pekelharing das Ferment 
gewinnen, indem man den filtrierten Magensaft etwa 40 Std. bei 
einer nicht weit uber 00 gelegenen Temperatur gegen destilliertes 
Wasser dialysiert. Die triibe Fliissigkeit wird zentrifugiert, del' 
Bodensatz mit einem geringen Quantum del' Fliissigkeit (del' 
groBere Teil wird abgegossen) auf ein kleines Filter gebracht, mit 
wenig destilliertem Wasser gewaschen, vom Filter abgehoben 
und im Exsikkator getrocknet. Um aus dem Filtrat weitere Mengen 
zu erhalten, sattigt man dasselbe halb mit Ammonsulfat, befreit den 
entstandenen Niederschlag durch Dialyse vom Salz, lOst ihn bei 
37° in moglichst wenig 0,2 proz. HOI, dialysiert wieder, filtriert 
den entstandenenNiederschlag und trocknet, wie oben ausgefiihrt. 

Zwecks Reinigung des Pepsins schlagt Forbes folgendes Ver­
fahren vorl), das darauf beruht, daB frisch gefalltes Aluminium-

1) Journ. of bioI. chern. Ed. 71, S.559. 1926/27. 
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hydroxyd das Pepsin sehr gut adsorbiert. Aus dem Adsorbat kann 
das Pepsin durch Losen des Aluminiumhydroxyds in verdiinnter 
Salzsaure befreit werden. - Kiinstlicher Magensaft wird, wie 
iiblich, durch Digestion fein zerkleinerter Schweinemagenmukosa 
einige Tage lang in 0,4proz. HCl hergestellt. Dann wird durch 
ein dichtes Lager von Filterpapier filtriert. Das gelbe Filtrat ist 
vollkommen klar. Etwa 20 g des frisch gefallten und gewaschenen 
Aluminiumhydrats (Darstellung sieheFuBnote1 )) werden zu 41 der 
Losung zugefiigt. Nach wenigen Stunden unter gelegentlichem 
Schiitteln wurde die Fliissigkeit dekantiert und das Aluminium­
hydroxyd abzentrifugiert. Dann wurde es in Kollodiumhiilsen 
getan, und indem es einige Tage lang gegen 0,5proz. HCI dialysiert 
wurde, aufgelost. Nachdem ein Rest von organischem Material 
abfiltriert wurde, wurde das Filtrat gegen Wasser weiter dialysiert, 
bis eine geringe Menge Prazipitat sich bildete. Dieses Prazipitat 
wurde abzentrifugiert, die Dialyse gegen Wasser wiederholt, bis 
eine maBig groBe Menge eines Prazipitats abgetrennt werden konnte. 
Diese Fallung erreicht ihr Maximum bei ca. Ph 3,5. - Zur weiteren 
Reinigung wird der Niederschlag in 0,2proz. Salzsaure gelOst und 
gegen groBe Mengen destillierten Wassers dialysiert. Eine geringe 
Menge 'der wirksamen Substanz wurde so niedergeschlagen, die 
Hauptmenge blieb aber in Losung. Nach dem Abzentrifugieren 
des Niederschlages wurde das Ferment aus der Losung mit geringen 
Mengen einer neutralen Bleiazetatlosung gefallt. Der Niederschlag 
wurde nach wenigen Stunden abzentrifugiert und in geringen Men­
gen einer gesattigten Oxalsaurelosung gelost. Der Bleioxalat-Nie­
derschlag wurde abfiltriert, das Filtrat gegen destilliertes Wasser 
dialysiert. Das Dialysat wurde Ofter gewechselt und die Dialyse 
so lange fortgesetzt, bis keine Oxalatspuren in der Pepsinlosung 
vorhanden waren. Die Losung wurde bei Zimmertemperatur ver­
dunstet, schlieBlich im Exsikkator iiber Schwefelsaure getrocknet. 
Wahrend der Dialyse sind groBe Verluste an dem wirksamen Fer­
ment zu verzeichnen. 

Eine andere Methode der Reinigung des Pepsins beruht auf 
einer Fallbarkeit mit Safranin2). 20 g kaufliches Pepsin wurde in 
350 cm3 dest. Wasser gelost und etwa 50 cm3 lproz. Losung von 
Safranin zugefiigt. Das Pepsin wurde so quantitativ gefallt. Der 

1) Darstellung des Aluminiumhydroxyds zur FiUlung des Pepsins: 
2 g Alel3, in 100 cm3 destilliertem Wasser gelost, werden in der Kiilte mit 
konzentriertem Ammoniak gefiillt. Das gefiillte Aluminiumhydroxyd wurde 
zentrifugiert, mehreremal mit dest. Wasser gewaschen. Dies wurde zu der 
Pepsinlosung (10 g Pepsin in 150 cm3 Wasser) gegeben und der Nieder­
schlag zentrifugiert. 

B) Vgl. Marston: Biochem. Journ. Bd.17, S.851. 1923. 
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Niederschlag wurde zentrifugiert, mehreremal mit Wasser ge­
waschen. Das Praparat (das in Salzsaure sehr schwer laslich ist) 
hat eine stark lasende Wirkung. - Zur weiteren Reinigung 
wurde del' frische Pepsin-Parbstoffniederschlag unter Zentri­
fugieren wiederholt mit ca. 0,1 % Parbstofflasung, dann mit destil­
liertem Wasser gewaschen: del' Ruckstand wird ohne zu trocknen 
in sehr schwacher Oxalsaurelasung in 20proz. Alkohol gelast. Del' 
Farbstoff kann bei wiederholter Extraktion mit Butyl- odeI' 
Isoamylalkohol (mit lO%Ather) fast vollstandig entfernt werden. 
Wenn die Lasung des Farbstoffes vollkommen ist, so wurde del' 
Isoamylalkohol durch wiederholtes Schutteln mit Ather (mit 
10% Athylalkohol) entfernt. Das Pepsin wurde aus del' Lasung 
durch Hinzufiigen des zweifachen Volumens eines Gemisches von 
gleichen Teilen Alkohol und Ather niedergeschlagen. Del' opti­
male Ph fUr die Fallung scheint in del' Nahe von 2,5 zu sein, 
entsprechend dem isoelektrischen Punkt des ~'ermentes. Das 
Ferment wird bei hoher Wasserstoffkonzentration durch Alkohol­
Ather-Mischungen, nicht jedoch bei geringer H'-Konzentration 
schnell inaktiviert. 

Uber Darstellung eines kristallisierten Pepsins vgl. Nor t h I' 0 pI). 

Nachweis und Bestimmung. 
Del' Nachweis des Pepsins beruht auf del' Fahigkeit des Fer­

ments, bei stark saurer Reaktion geronnenes EiweiB zu losen. 
Man benutzt eine so stark salzsaure Reaktion (0,1-0,2 proz.), 
daB andere Fermente unwirksam werden. Als EiweiBsubstrat 
nimmt man entweder hartgesottenes HuhnereiweiB odeI' ge­
kochtes Fibrin odeI' Elastin aus dem Nackenband (Ligamen­
tum nuchae) des Rindes, das man nach Abderhalden und 
Stra uch 2) wie folgt darstellt. Die in 0,5 cm breite Streifen ge­
schnittenen Bander werden einen Tag mit 1 proz. KOH digeriert, 
mit Wasser ausgekocht, 3 Tage in 1 proz. Essigsaure gelegt, nach 
nochmaligem Aufkochen einen Tag einer 5 proz. Hel bei Zimmer­
temperatur ausgesetzt. Nach grundlicher Wasserung wird dann im 
Soxhlet mit Alkoholather extrahiert 3). - Nach einigen Stunden 
ist das betreffende EiweiB (z. B. Fibrin) in del' salzsauren, das 
Pepsin enthaltenden Losung verdaut. Selbstverstandlich kommt 
einer solchen Prufung nur die Bedeutung einer ersten Orientierung 

1) Journ. of Gener. Physiol. Rd. 13, S.739, 767. 1930. 
2) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Rd. 71, S.320. 1911. 
3) Vgl. auch Abderhalden u. Wachsmuth: Zeitschr. f. physiolog. 

Chern. Rd. 71, S. 339. 1911. 
Rona, Fermentmethoden, 2. AlIfJage. 17 
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zu. Als Kontrolle dient immer eine unter gleichen Bedingungen, 
nur ohne Zusatz der Pepsinltisung angesetzte Probe. 

Es existiert eine groBe Zahl von Methoden, die heute nur 
noch historisches Interesse verdiemin. Ein solche ist z. B. die 
Methode von Mett, der eine HiihnereiweiBltisung in Kapillaren 
aufsog, sie durch Itochen koagulierte und aus der Lange der ver­
dauten EiweiBsaule auf die Fermentmenge schIoB. 

Methode nach Griitznerl). Die Methode beruht darauf, 
daB Fibrin, welches mit Farbltisungen (Karmin, Spritblau) getrankt 
ist, diese Farben bei der angewandten Saurekonzentration nicht 
abgibt, daB aber der Farbstoff bei der Verdauung des Fibrins in Lti­
sung geht. Mittels Vergleichsfarbltisungen wird auf die Starke der 
Fermentltisung geschlossen. Sorgfaltig ausgewaschenes, in GIyzerin 
aufbewahrtes Fibrin wird in einer 0,25-0,50 proz. schwach ammo­
niakalischen Karminltisung bis zur dunkelroten Farbe gefarbt. Bei 
den Versuchen wird dieses Karminfibrin durch Auswaschen vom 
GIyzerin befreit, mit der 5-6 fachen Menge 0,1 proz. HOI iibergossen, 
und nochmals mit der Schere zerkleinert. Eine kleine Portion 
von diesen Fltickchen wird in Reagensglasern mit 0,1 proz. HOI 
und mit der zu priifenden Pepsinltisung iibergossen. Eine Kon­
trolle mit Saure allein mull jedesmal angestellt werden; das 
Fibrin mull gleichmaBig verrieben sein und jede Probe dieselbe 
Fibrinmenge enthalten2 ). Smorodinzew und Adowa 3) be­
nutzen zum Farben fUr einen Gewichtsteil des gut gewaschenen 
und ausgepreBten Fibrins vier Gewichtsteile der 5 promill. GIy­
zerinltisung von Diphenylrosanilin (Zeresblau III, Spritblau-Blau­
lich, Bayer & 00.). 

Methode nach Volhard und Ltihlein 4). Die Methode beruht 
darauf, daB reines, unverandertes Kasein in Salzsa ure (0,1 proz.) 
geltist durch Natriumsulfat vollstandig gefallt wird. Bei fort­
schreitender Peptonisierung der Kaseinltisung nimmt die Azidi­
tat des Filtrates zu, wenn man die Verdauung der Kaseinltisung 
durch Aussalzen unterbricht und filtriert. Die durch das Na-

1) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. Bd. 8, S. 452. 1874 und Bd. 144, 
S. 545. 1912. Waldschmidt, W.: Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. Bd. 
143, S. 189. 1911. 

2) Vgl. Hammarsten: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 74, S. 142. 
(152) 1911. 

3) Smorodinzew undAdowa: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 149, 
S. 173. 1925. 

') Miinch. med. Wochenschr. 1903, Nr.49; S.2129; Hofmeisters Ber. 
Bd. 7, S. 120. 1906. 
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triumsulfat nicht mehr fiUlbaren salzsauren Peptone passieren 
das Filter und verursachen die Aziditatszunahme. 

Ausfiihrung: 100 g Kasein werden in 1 1 aq. dest. unter 
Schiitteln eingeweicht, sodann 80 cm 3 n-NaOH zugefiigt und mit 
aq. dest. auf 2000 cm 3 aufgefiillt; man warmt langsam an bis zur 
vollkommenen Losung und erhitzt dann rasch auf 85-90°, urn 
eventuelle Spuren proteolytischer Enzyme unwirksam zu machen; 
nach dem Abkiihlen setzt man einige Tropfen Toluol zu. Die:;;e 
Kaseinlosung ist lange haltbar. Ais DigestionsgefaB dienen lang­
halsige Flaschen, welche mit Marken von 300 und 400 cm 3 ver­
sehen sind. Man miBt aus einer Biirette genau 11 cm 3 n-HCI in 
die Flasche, fiillt mit aq. dest. auf etwa 150 cm3 auf und gibt 
dann unter Schiitteln 100 cm 3 der beschriebenen Na-Kasein16sung 
am besten aus einer durch T -Rohr mit der Vorratsflasche ver­
bundenen, umgekehrt eingespannten 100 cm 3 Pipette zu. Dann 
wird eine beliebige, aber genau zu bestimmende Menge des zu 
untersuchenden Magensaftes (oder einer anderen pepsinhaltigen 
Losung) zugefiigt, am besten, nachdem die Mischung schon vor­
her im Wasserbad von 40° erwarmt wurde, und mit Wa:;;ser auf 
300 aufgefiillt. Die Mischung wird beliebige, aber genau zu be­
stimmende Zeit, z. B. 1 Std. lang, im Wasserbad von 40° ge­
halten, dann wird mit 100 cm 3 20proz. Natriumsulfat16sung auf 
400 aufgefiillt. Diese Losung unterbricht die Pepsinwirkung sofort 
und fallt das bis dahin unverandert gebliebene Kasein in Flocken 
aus, wahrend die entstandenen salzsauren Peptone bei der nun 
folgenden Filtration ins Filtrat gehen. Die Aziditat von 100 
oder 200 cm3 des Filtrats wird durch Titration mit 1/10 n-NaOH 
bestimmt. Von der Gesamtaziditat des Filtrats wird die ein fUr 
allemal bestimmte, auf ihre Konstanz von Zeit zu Zeit zu priifende 
Aziditat der Stamm16sung subtrahiert; von der Restsumme ist 
der Saurewert des zugesetzten Magensaftes noch abzuziehen. Ais 
Indikator dient Phenolphthalein. Die durch Titration gefundene 
Zunahme der Aziditat ist durch die verwendete Anzahl cm3 an 
Magensaft und die Anzahl Stunden der Verdauung zu dividieren 
und mit 4 zu m:ultiplizieren, da nur ein Viertel der Gesamtmenge 
zur Titration benutzt wurde. 

Methode nach Fuld und Levison 1). Edestan, das sich aus 
Edestin bei der Einwirkung verdiinnter Sauren bildef" wird durch 
die Wirkung des Pepsins vollstandig in Albumosen iibergefiihrt, 
die durch Kochsalz nicht mehr ausgefallt werden, wahrend das 
nicht verdaute Edestan ausfallt. 

1) Fuld und Levison: Biochem. Zeitschr. Bd.6, S.473. 1907. 
17* 
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Erforderliehe Losungen: 
1. Ipromillige Edestinlosung (0,1 g Edestin [Merck] wird in 

100 em3 0,03 n-HCI unter Koehen aufgelost, wobei sieh reines 
Edestin glatt IOsen solI). 

2. Koehsalz in Substanz. 
Ausfiihrung: Die Fermentlosung des entspreehend (z. B. 

20faeh) verdiinnten Magensaftes wird in eine Reihe troekener 
Reagensglaser mittels einer in Hundertstel em3 geteilten l-em3-

Pipette in fallenden Mengen eingefiillt. Rasch arbeitend bringt 
man in diese Glaser nun die gewahlte Menge Edestinlosung, z. B. 
2 em3• Man laBt die Proben 30 Min. bei Zimmertemperatur, triigt 
festes Koehsalz in die Proben ein, sehiittelt einmal um und sieht 
zu, ob eine Triibung auftritt oder nieht. 

Zur Bereehnung der Pepsinwerte nimmt man die Anzahl em 3 

Pepsinlosung, die eben noeh ausreiehte, 2 em 3 Edestinlosung inner­
halb einer halben Stunde zu verdauen, und bereehnet, wieviel em 3 

der Edestinlosung von 1,0 em3 der Fermentlosung innerhalb einer 
halben Stunde verdaut werden. Wenn also von der 20faehen 
Verdiinnung der FermentlOsung 0,25 em3 eben ausreiehen, um 
2 em3 Edestinlosung zu verdauen, so ist die gesuehte Zahl 160. 

Man bezeiehnet demnaeh die Fermentlosung als 160faeh. 

Modifikation naeh Ege 1). 

Ege bestimmt nieht die Fermentkonzentration, bei der die 
Losung naeh dem Salzzusatz noeh klar bleibt, sondern er be­
stimmt einen bestimmten TrUbungsgrad naeh Salzzusatz. Je 
mehr SalzlOsung zugesetzt werden muB, bevor der bestimmte 
Fallungsgrad eintritt, um so kraftiger war die Pepsinverdauung 
und um so groBer die Pepsinkonzentration. 

Erforderliehe Losungen: 
1. Edestinlosung: 8,00 g Edestin werden in etwa 1,5 1 H 20 auf­

gesehiittelt; 300 g Weinsaure werden in etwa 2 1 Wasser gelost und 
die Losung bis zum Koehen erwarmt. Man gieBt die warme Wein­
saurelOsung in die Edestinaufsehlammung, wodureh sieh das 
Edestin momentan lOst; darauf werden 40 em 3 einer 1 proz. 
Sublimatlosung (dieses hemmt die Pepsinwirkung nieht, da es 
vom Edestin gebunden wird) zugesetzt. Es wird abgekiihlt und 
bis zu 4 1 verdiinnt, danaeh filtriert. 

2. 20 proz. NaCI-Losung. 
3. AmmonsulfatlOsung (70 g + 100 em3 Wasser). 
4. Gummiarabikumlosung (0,5 g Gummi, 0,01 g Sublimat auf 

100 ems Wasser). 

1) Zeit.schr. f. physiolog. Chern. Bd. 127, S. 125. 1923. 
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Ausfiihrung: Zu 10 ems der EdestinWsung werden je 0,1 bis 
1,0 em S der zu untersuchenden Pepsinlosung gegeben. Man arbeitet 
immer mit 11 ems Losung, wird weniger als 1 ems der Ferment­
Wsung zugegeben, so wird mit Wasser auf 11 ems aufgefiillt. Die 
Verdauung findet in Reagensglasern - 21 mm Durehmesser -
bei 40° im Wasserthermostaten statt; naeh Ablauf der Verdauungs­
periode, in der Regel naeh einer halben Stunde, wird dasReagensglas 
etwa 5 Min. in koehendes Wasser gebraeht, und dann abgekiihlt. 

Der Ph der Losung betragt 1,5-1,6. 
Man setzt 1 ems der GummiarabikumWsung als Sehutzkolloid 

zu und titriert. Die Titration wird immer im Lauf derselben Zeit 
(3 Min.) durehgefiihrt. Man beginnt die Titration mit der NaCl­
Losung, und wenn sie aueh naeh Zusatz 3,0 ems NaCl nieht been­
digt oder beinahe beendigt ist, setzt man sie mit (NH4)2S04 fort. 
ZweekmaBig ist es, zur Ablesung einen Liehtkasten mit gleich­
maBiger Liehtquelle zu benutzen. Als Endpunkt der Titration 
gilt der Fallungsgrad, der das Lesen einer hinter dem Glase ange­
braehten Sehrift eben verhindert. 

Zum Vergleieh wird dureh verschiedene Verdiinnungen eines 
konstanten und mogliehst reinen Pepsins (Armourpepsin) eine 
Untersuehungsreihe hergestellt. 

Beispiel: Reihe fiir eine 0,2 proz. Edest,inlosung, l/2stiindiger 
Verdauungsversueh bei 40°. 

Pepsin in r = 1O-3 mg 
Armourpepsin 

o 
50 

100 
200 
200 
200 
400 
500 
600 
700 
800 
900 

1000 
1400 
1800 

20 % NaCI 
em3 

1,50 
1,70 
2,28 
4,30 
3,00 

I (NH"Ja 804 
I 70 g + 100 em3 H 2 0 
I em3 

0,40 
'1,15 
1,90 
2,25 
2,55 
3,20 
3,50 
3,70 
4,40 
7,40 

10,00 

Methode naeh J ako byl). Die Fahigkeit des Pepsins, eine 
triibe RizinWsung aufzuhellen, wird benutzt. 

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 1, S. 53. 1906. 
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Erforderliche Losungen: 1. 1 g Rizin (Vereinigte Che­
mische Werke Charlottenburg oder Merck) werden in lOO cm3 

1,5 proz. Kochsalzli:isung aufgeschwemmt. 
2. 1/10 n-HCl. 
3. Gekochter Magensaft. 
4. Verdiinnter Magensaft (1 cm3 Saft wird mit 100 cm 3 Aq. 

dest. verdiinnt), oder sonstige pepsinhaltige Losung. 
A usfiihrung: In eine Reihe z. B. 5 mit fortlaufenden Zahlen 

versehene Reagensglaser flint man mit einer graduierten Pipette 
je 2 cm 3 der Rizinli:isung. Dann setzt man mit einer anderen Pi­
pette zu jedem Glas 0,5 cms 1/10n-HC1 hinzu, worauf sich samt­
liche Portionen stark triiben. Nun flillt man in das erste Glaschen 
1 cm 3 der aufgekochten Fermentlosung, in das zweite 0,9, in das 
dritte 0,8, in das vierte 0,5 und in das flinfte ° cm3. Dann bringt 
marl von der Fermentlosung in Glaschen 1: ° cm3, in 2:0,1 cm 3, 

in 3: 0,2 cm 3, in 4: 0,5 cm3 und in 5: 1,0 cm 3, so daB in jedem 
Reagensglas insgesamt 3,5 cm 3 Fliissigkeit enthalten sind. Hierauf 
werden die Glaser zugekorkt und 3 Stunden in den Brutschrank 
gestellt. Es wird festgestellt, bei welcher Verdiinnung das Ge­
misch eine vollkommen klare Losung darstellt. 

Methode nach L. Michaelis und Rothstein1). Zum 
Nachweis der Fermentwirkung wird die Aufhellung eines durch 
Sulfosalizylsaure getriibten Serums benutzt. Infolge der groBen 
Starke dieser Saure erhalt man leicht die zur Pepsinwirkung opti­
male Wasserstoffionenkonzentration. In· einem Reihenversuch 
wird diejenige Verdiinnung der zu untersuchenden Pepsinlosung 
aufgesucht, bei der die Aufhellung mit einer Kontrollferment­
li:isung iibereinstimmt. 

Erforderliche Losungen: 1. Sulfosalizylsaure-EiweiBlosung. 
Menschliches Blutserum mit Wasser 12fach verdiinnt oder Ham­
melserum 15fach verdiinnt wird mit 10proz. Sulfosalizylsaure­
losung unter Umriihren versetzt, bis Kongopapier eben violett 
gefarbt wird; eine eben deutliche Violettfarbung entspricht etwa 
Ph = 2,0 bis 1,8, dem Optimum der Pepsinverdauung. Die EiweiB­
losung ist dann dick milchig getriibt, ohne Flocken. Die Menge 
der Sulfosalizylsaure betragt 2/3-3/4 der Menge des jeweils an­
gewandten unverdiinnten Serums. 

2. lO proz. NaCI-Losung. 

1) Biochem Zeitschr. Bd.105, S. 60. 1920. Vgl. auch Dtsch. med. 
Wochenschr. 1918,8.685. - Vgl. auch Hollstein: CremersBeitr. Bd.2, S.ll. 
1922. - Vgl. auch Gyemant: Biochem. Zeitschr. Bd.105, 8.155. 1920. 



Pepsin. 263 

A u sf ii h rung: In eine Reihe von Reagensglasern werden je 1 em 3 

der Ferment16sung in versehiedenen Verdiinnungen mit je 5 em 3 

der Sulfosalizylsaure-EiweiBmisehung gebraeht, ebenso wird 1 em 3 

der Kontrollferment16sung mit 5 em 3 der EiweiBmisehung ver­
miseht. Die Glasehen werden dann in ein Wasserbad von 38--400 

gestellt und die Aufhellung beobaehtet. Wie bei der Labbestim­
mung (siehe diese), werden in einem Vorversuehe erst grobere 
Abstufungen der Fermentverdiinnung hergestellt, dann werden 
feinere Abstufungen gewahlt. Die feinere Reihe wird so an­
gesetzt, daB von derjenigen Fermentmisehung, welehe sieh im 
Vorversueh als eben noeh zu stark erwiesen hatte, in eine Reihe 
von Glasehen 1,0; 0,8; 0,64; 0,52 em3 eingefiillt, mit Wasser auf 
1,0 em3 aufgefiillt und dazu je 5 em3 der EiweiBlosung gegeben 
werden. Die Aufhellung ist in der Regel naeh 10 Min. soweit fort­
gesehritten, daB Untersehiede in der Aufhellung deutlieh werden. 
Diejenige Verdiinnung, die der Kontrolle parallel geht, ist defi­
nitionsgemaB gleieh einer Pepsineinheit. 

Herstellung der Pepsinkontrolle. Ein gutes festes Pep­
sinpraparat wird mit der 10faehen Menge 1Oproz. NaCl-Losung 
versetzt, etwa eine Woehe bei Zimmertemperatur belassen, 
filtriert, mit der gleiehen Menge Glyzerin versetzt und im Eis­
schrank aufbewahrt. Eine solehe Losung ist unbegrenzt haltbar. 
Von dieser Standardferment16sung wird eine Verdiinnung zum Ver­
such hergestellt, so daB 0,25 em 3 in 25 em 3 destilliertem Wasser 
(nieht aufgekoehtes oder Leitfahigkeitswasser) gelost werden. Die 
Abmessung dieser 0,25 em3 muB besonders sorgfaltig gesehehen 
(Pipette 1 em 3 in 1/100 geteilt, auf Ausblasen geeieht, auBen ab­
tupfen, mehrmals Aufsaugen und Ausblasen). Diese 100faehe 
Verdiinnung ist die Vergleiehs16sung; sie muB jedesmal frisch be­
reitet werden. 

Methode von GroBI). Aus einer sauren Kaseinlosung wird 
dureh Zusatz von essigsaurem Natrium das Kasein gefallt; die 
Abbauprodukte des Kaseins bleiben in Losung. 

Erforderliehe Losungen: 1.1 promilligesaureKasein16sung. 
1,0 g Caseinum puriss. naeh Hammarsten wird mit 16 em3 einer 
25proz. Salzsaure (spez. Gew. 1,124) in 1 I MeBkolben auf dem 
Wasserbad gelost und mit destilliertem Wasser auf 11 aufgefiillt. 

2. Eine 20proz. Losung von essigsaurem Natrium. 
A usfiihrung: Eine Reihe von Reagensglasern wird mit abstei­

genden Mengen des vorher filtriertenMageninhaltes oder der Pepsin-

1) Berlin. klin. Wochenschr. 1908, Nr. 13, S. 643. 
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losung besehiekt, wobei die notigen Verdiinnungen mit destilliertem 
Wasser hergestellt werden konnen. Dann werden zu jedem Glasehen 
10 em 3 der Kaseinlosung (zweekmaBig vorher auf 39-400 anwarmen) 
zugegeben und die ganze Reihe wird auf 15 Min. in ein Wasserbad 
von 38--40 0 gesetzt und dann das unverdaut gebliebene Kasein 
dureh einige Tropfen konzentrierter Na-AzetatlOsung ausgefallt. 
Man bestimmt die geringste Menge an Magensaft, die in 15 Min. 
alles Kasein verdaut hat. 

Bereehnung: Als Pepsineinheit gilt diejenige Menge Magen­
saft, die noeh imstande ist, 10 em 3 Kaseinlosung in 15 Min. so zu 
verdauen, daB auf Zusatz der NatriumazetatlOsung keine Triibung 
mehr auftritt und bereehnet hieraus die Zahl der Einheiten fiir 
1 em3 Magensaft. Fand man z. B., daB 0,025 em3 Magensaft 
10 em 3 Kasein noeh vollig verdauten, so enthalt der Magensaft 

() ~25 = 40 Einheiten. (Normal sind 30-50 Einheiten.) , 

Methode naeh Sorensen 1). Aueh die Methode, deren sieh 
Sorensen bei seinen Arbeiten iiber das p~-Optimum des Pep­
sins bediente, beruht auf der Ausfallung des unverandert ge­
bliebenen EiweiBes. Er benutzte Azidalbumin als Substrat und 
£allte mit einer Gerbsaure- oder StannoehloridlOsung; im Filtrat 
wurde dann der Stiekstoff bestimmt. 

Erforderliehe Losungen: 1. Azidalbuminlosung, 1,25 proz. 
1600 em3 einer neutralen, etwa 4proz. Losung von genuinem 
HiihnereiweiB werden mit 2640 em3 Wasser und 800 em 3 n-HOI 
versetzt und die Misehung 22 Std. bei 37 0 gehalten. Dann 
werden 30 em 3 5 n - Salzsaure und 4 Std. spater noeh 50 em 3 

5 n-HOI hinzugefiigt, wonaeh die Misehung noeh 23 Std. bei 
37 0 aufbewahrt wird. 

2. Pepsinlosung z. B. 4 g Pepsin in 500 em3 0,01 n-HOI (von 
Sorensen wurde Pepsin "Langebek" benutzt). 

3. n-Natriumazetat. 
4. 0,1 n-NaOH. 
5. 15 proz. GerbsaurelOsung oder naeh Hedin 2) 100 g Gerb­

saure, 50 g NaCl, 50 g Natriumazetat, 50 em 3 Eisessig auf 11 H 20. 
Oder 6. eine StannoehloridlOsung 3). 50 g Zinn werden in 

rauehender HOI gelOst unter Zugabe von 1 Tropfen gelosten 
Platinehlorids. Das Ganze wird bis zu 130 em3 eingedampft, 
auf 1 I Wasser verdiinnt und filtriert. 

1) Biochem. Zeitschr. Bd.21, S.288. 1909. 
B) Hedin u. Masay: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.lOO, S. 263. 1917. 
3) Schj erning: Zeitschr. f. analyt. Cbem. ]3d. 37; S. 416. 1898. 
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Ausfiihrung: Fiirjeden Versuch wurden360cm3Azidalbumin­
losung, 50 cm3 Pepsinlosung und 40 cm3 einer passenden Mischung 
von n-NaOH mit dest. Wasser (zur Herstellung der verschiedenen 
H-Ionenkonzentrationen) vermischt. Die Pepsinlosung wird nach 
Vorwarmen der Versuchsfliissigkeit, die im Wasserbad von 37 
bis 37,1. 0 stand, zugegeben. Zu bestimmten Zeiten und nach un­
mittelbar vorhergehendem Umschiitteln werden Proben von je 
30 cm3 entnommen, die in eisgekiihlte 100-cm3 - Kolben einge­
gossen werden, in denen 2 cm3 Natriumazetatlosung und die zur 
Neutralisation der vorhandenen Salzsaure erforderliche Menge 
Natronlauge in einem Gesamtvolumen von 40 cm3 vorgegeben sind. 
Die Kolben fUr die Stannochloridproben enthalten auBerdem noch 
CaCl:J (15 cm3 einer 10 proz. CaCl2-Losung). Spatestens 1 Std. nach 
der Entnahme werden die Proben durch Zugabe von 20 cm 3 Gerb­
saurelosung bzw. 30 cm3 Stannochloridlosung unter gutem Schiit­
teln gefallt. Nach eintagigem Stehen wurden die MeBkolben 
dann mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt und nach gutem und 
wiederholtem Schiitteln noch einen weiteren Tag aufbewahrt, 
dann wurde filtriert und in einem aliquoten Teil, gewohnlich in 
50 cm 3, der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. Nach Hedin 
(1. c.) ist die Gerbsaurefallung der mit SnC12 vorzuziehen. 

Methode nach Rona und Kleinmann1). Prinzip: Der 
Grad der Triibung eines Serum- Sul£osalizylsauregemisches wird 
vor und nach der Einwirkung der Fermentlosung auf das Serum 
nephelometrisch bestimmt. Es besteht genaue Proportionalitat 
zwischen Triibung und Konzentration. 

Erforderliche Losungen: 1. Blutserum (Mensch) verdiinnt 
mit 0,9proz. NaCl-Losung im Verhaltnis 1: 25. 

2. HCI-Losung von spez. Gew. 1,126 (25 proz.). 
3. Natriumsul£osalicylicum in 20 proz. Losung. 
4. Ferment16sung; Pepsin Griibler oder D. A. B., wird mit 

physiologischer Kochsalz16sung verdiinnt. Die Losung muB klar 
und farblos sein. Die notwendige Verdiinnung ist bei jedem 
Pepsinpraparat erst durch einen Vorversuch zu ermitteln. (Z. B. 
wurden 2 cm 3 der Losung 1: 500 bei einem Endvolumen von 
67 cm3 angewendet; die Endverdiinnung war demnach 1: 17000.) 

Ausfiihrung: 20 cm3 der Serumverdiinnung 1: 25 werden in 
einen 150 cm 3 fassenden Erlenmeyerkolben einpipettiert. Hierzu 
werden z. B. 7,5 cm3 n-HCl gegeben. Die Menge HCI richtet sich 
nach der gewiinschten Aziditat. Die Mischung wird mit physio­
logischer Kochsalzlosung auf 75 cm3 aufgefUllt. In gleicher Weise 

1) Biochem. Zeitschr: Bd.140, S.478. 1923. 
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wird ein zweiter Versueh angesetzt. Beide Erlenmeyerkolben 
kommen nun in ein Temperierbad mit meehaniseher Riihrvorrieh· 
tung. Das Bad ist vorher auf 40 0 eingestellt. AuBer den Ver· 
suehskolbehen kommen in das Temperierbad in Reagensglasehen 
zwei Fermentverdiinnungen von der Konzentration a und b, deren 
Wirkung untersueht werden soll (oder zwei FermentlOsungen der· 
selben Konzentration aber UIJter versehiedenen Bedingungen). 
Wahrend Substratlosung und FermentWsung im Wasserbade vor· 
warmen, werden so viel Beeherglaser hergeriehtet, wie Messungs. 
punkte festgelegt werden sollen. Bei der meist iibliehen Zahl 
von 7 Messungen miissen also bei Arbeiten mit 2 parallelen 
Messungen fiir den gewahlten Vergleieh zweier Fermentkonzen· 
trationen 28 Beeherglasehen von je etwa 75 em3 vorbereitet werden, 
indem man sie aufs sorgfiiltigste reinigt, mit destilliertem Wasser 
spiilt und im Heizsehrank troeknet. Nach Benutzung mit Ei· 
weiBlosungen miissen !lie stets mit Natronlauge zur Entfernung 
der letzten EiweiBspuren ausgespiilt werden. 

In die Beeherglasehen werden je 5 em3 z. B. 1/10 n·NaOH 
einpipettiert. Diese Natronlauge dient dazu, um 5 em3 

der EiweiBlosung, die zur Festlegung eines Messungspunktes 
im Verlauf der Spaltung dem Gemiseh entnommen werden, 
zu neutralisieren. Die Neutralisation ist notwendig, um die Fer· 
mentwirkung pWtzlieh und vollstandig zu unterbreehen. 

Sind die Glaser vorbereitet und die Losungen im Wasserbad 
temperiert, so werden mit einer in 1/100 em3 geteilten Pipette aus 
beiden Erlenmeyerkolbehen zweimal je 5 em 3 entnommen und je 
4,85 em3 von diesen in je ein Beeherglas einpipettiert. Die riiek· 
bleibenden 0,15 em 3 werden verworfen. In die Beeherglaser wer· 
den 0,15 em 3 destilliertes Wasser gegeben. In die zuriiekbleibenden 
65 em 3 EiweiBlosung werden nunmehr unter Sehiitte]n des Kolbens 
2 em3 FermentlOsung mit sauberer Pipette eingefiillt. Der Kolben 
wird hierbei gesehiittelt und die Zeit des ZuflieBenlassens dureh An· 
stellen einer Stoppuhr markiert. In Abstanden von 5 Min. werden 
mittels genau kalibrierter Vollpipette (fiir jedes Kolbehen ist wegen 
der versehiedenen Fermentkonzentrationen eine besondere Pipette 
zu benutzen) je 5 em 3 der EiweiBlosung den Kolbehen entnommen 
und in die Beeherglaser zu der Natronlauge gegeben. Es ist prak. 
tiseh, bei den Parallelkolben in Abstanden von 2 und 3 Min. 
zu arbeiten. Vor jeder Entnahme wird die Ferment.EiweiBlosung 
mittels der Pipette gut durehgeriihrt. 

Wenn man naeh 7 Entnahmen, also z. B. naeh 30 Min., den Ver· 
sueh beendigt, miBt man von dem im Erlenmeyerkolben zuriick· 
bleibenden Fliissigkeitsreste von etwa 7 em3 den PlI. 



Pepsin. 267 

Die neutralisierten EiweiBlosungen kann man ruhig stehen 
lassen oder, was empfehienswert ist, gleich nephelometrieren. Zu 
diesemZweekwerden sie mit je5 em3 25proz. HOI und8 em3 20proz. 
Na-Sulfosalizylatlosung versetzt, leicht umgeschiittelt, und nach 
3 Minuten im Nephelometer untersueht (vgl. Nephelometrie S. 37). 

Die nephelometrische Bestimmung bezieht sieh auf die erste 
Entnahme der noch ungespaltenen EiweiBlosung, deren Gehalt 
als zu 100 Ofo angesehen wird. 

In anderen Versuehen (zur Priifung des Einflusses der ver­
sehiedenen Ionen auf die peptisehe Spaltung) wurde als Substrat 
Albumin aus Pferdeserum 1) benutzt. Dieses wurde so gewonnen, 
daB Pferdeserum mit dem gleiehen Volumen gesiittigter Ammo­
niumsulfatlOsung versetzt, das ausgefallene Globulin abfiltriert, 
das Filtrat mehrere Woehen gegen flieBendes, schlieBlieh gegen 
destilliertes Wasser dialysiert wurde, bis es keine Ammonium­
bzw. S04-Reaktion mehr zeigte. Die mit Toluol versetzte, meist 
etwas triibe Losung wurde VOl' Gebraueh klar filtriert. Die An­
ordnung der Versuehe war: 2,5 em 3 SerumalbuminlOsung, 5 em3 

HOI fiinfmal so stark wie zum Versueh gewiinseht (z. B. 1/50 n), 
12,5 em3 destilliertes Wasser (oder SalzlOsung). Dann wurden die 
einzelnen Proben mit destiUiertem Wasser auf 23 em 3 aufgefiillt. 
Aus der sorgfiiltig durehmisehten L6sung werden 5 cm 3 (zur ersten 
Entnahme nur 4,5 em3 + 0,5 cm3 destilliertes Wasser verwandt) 
entnommen, zu den restierenden 18 em 3 2 em 3 FermentlOsung ge­
fiigt. Sonst wie oben verfahren. Als ein weiteres Substrat bei 
der nephelometrisehen Messung der EiweiBs paltung diente Kasein2 ). 

Die Triibung wird hier mit Ohinidin hydroehlor. dargestellt. Die 
Methode wird ausfiihrlieh beim Trypsin (S. 314) geschildert. 

Viskosimetrisehe Bestimmung del' Pepsinwirkung. 
Holster 3 ) hat zum Studium del' ersten Stadien del' pepti­

sehen Kaseinverdauung die Anderung del' Viskositat benutzt, 
die eine Kaseinlosung wahrend del' Fermentwirkung aufweist. 
Die Auslaufzeit (vgl. S.42) nimmt in del' allerersten Ver­
dauungsphase ab und erreicht schnell ein £laches Minimum, um 
dann rasch anzusteigen und unter Vervielfachung del' urspriing­
lichen Auslaufzeit ein scharfes Maximum zu erreichen, das durch 
die Koagulation del' ganzen Kaseinlosung gegeben wird. Nul' del' 
erste Teil del' Kurve (die also die erste Verdauungsphase wieder­
gibt) die Gegend des Minimums und des darauffolgenden Viskosi-

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 150, S.444. 1924. 
2) Biochern. Zeitschr. Bd. 155, S. 34. 1925. 
3) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 196, S. 1. 1931. 
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tatsanstieges ist genau reproduzierbar. Als Substrat wurde eine 
3proz. Kaseinlosung benutzt; Ph etwa 2,3; Verdauungstemperatur 
30°. Die Viskositatsmessung wurde im Ostwaldschen Viskosi­
meter vorgenommen (vgl. S.42). Zur Verfolgung der peptischen 
Spaltung wurde auBerdem die Titration in Azeton nach Linder­
strlZim-Lang (vgl. S.269 und S.312) benutzt. 

Die Pepsinkonzentration des Verdauungsgemisches solI so ge­
wahlt werden, daB die Werte der AusfluBzeit das brauchbare Kur­
venstiick in etwa 2-8 Stunden durchlaufen. 

In neuerer Zeit haben Sorensen, Ka tschioni- Walther und 
LinderstrlZim-Lang1) genaue Vorschriften zum Studium der pep­
tischen EiweiBspaltung gegeben, die im wesentlichen hier wieder­
gegeben werden sollen. Als Substrate wurden benutzt 1. Kasein­
losung (6 g Kasein-Hammarsten, aufgeschlemmt in 64 cm3 Wasser 
und durch Zutropfen von 36 cm3 0,1 n-NaOH unter gutem Um­
riihren gelost). 2. GliadinlOsung (6 g Gliadin aus Weizenmehl wur­
den in 90 cm3 Wasser aufgeschlemmt und durch Zutropfen von 
10 cm3 1/3 n-HCI unter gutem Umriihren gelOst. 3. GelatinelOsung 
(6 g Gelatine - Goldgelatine Schweinfurt - werden in 100 cm3 

Wasser gelost). - PepsinlOsung: 1 g Pepsin (Ph. Brit. Merck) 
wurde in 100 cm3 1/3 n-HCI bzw. fiir die Gliadinversuche in 100 cm3 
0,1 n-HCI aufgelost. - Die beiden Versuchenangewandten, vorher 
auf 30° erwarmten Mengen der EiweiBlosungen werden so schnell 
wie moglich in einer mit einem Stopsel verschlieBbaren Flasche 
mit der Pepsinlosung vermischt, worauf man Proben von je 10 cm3 

der Mischung entnimmt, und zwar sowohl gleich nach der Ver­
mischung als auch nach der Aufbewahrung der Mischung bei 30° 
wahrend der bei den einzelnen Versuchen angegebenen Zeiten. Die 
entnommenen Proben werden in Kolben abpipettiert, in welchen 
die Titrierung vorzunebmen war, und die den Stoff (Azeton, 
KOH, NaOH) enthalten, durch den die peptische Spaltung ab­
gebrochen wird. Diese Kolben werden vor und nach der Ab­
pipettierung gewogen2), worauf die Titration moglichst bald statt­
findet. Vor jeder Probeentnahme ist die Flasche gut zu schiitteln 
und nur eine moglichst kurze Zeit offen zu halten. 

Als Methoden wurden angewendet I. Die Formoltitration 
(vgl. S. 289). Die Untersuchung, ob eine kiirzere Aufbewahrung 
mit der zur Abbrechung der peptischen Spaltung verwendeten 
Menge 1/5 n·NaOH einen Fehler bei der Titration verursachen 
konnte, ergab, daB noch nach 2stiindigem Stehen der Zuwachs am 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 174, S.251. 1928. 
2) V"ber die Fehler, die .entstehen, wenn die Proben nicht abgewogen, 

sondern abgemessen werden, vgl. 1. c. S. 257. 
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Verbraueh von 0,1 n-NaOH noeh innerhalb del' Fehlergrenze del' 
Titration liegt. II. Willstatter-Methode (vgl. S.305). Die 
peptisehe Spaltung wird mit einer del' anwesenden Salzsaure an­
gepaBten Menge etwa 0,1 n-alkoholisehen Kalilauge abgebroehen. 
Es werden dann 2 ems Indikatorlosung (Phenolphthalein) und 
40 ems 90proz. kalter Alkohol zugesetzt und die Probe mit alko­
holiseher Kalilauge odeI' Salzsaure titriert, bis die Indikatorfarbe 
etwas starker als die del' Kontrollosung ist. SehlieBlieh werden 
noeh 100 emS warmer Alkohol in diekem Strahl und unter gutem 
Umsehiitteln zugegeben, worauf die Titrierung bis zur Farbe del' 
Kontrollosung zu Ende gebraeht wird. Bei Versuehen mit Gelatine­
losung ist es notwendig, um eine verfriihte Ausseheidung eines 
Niedersehlages zu verhiiten, das mehr alkaliseh liegende Thymol­
phthalein zu benutzen, bis zu ziemlieh starker Indikatorfarbe zu 
titrieren und dann 140 ems warmen Alkohol auf einmal zuzusetzen, 
worauf die Titrierung zu Ende gefiihrt wird. Die V orsehriften zur 
Darstellung von etwa 0,1 n-alkoholiseher Kaliumhydroxydlosung 
und von etwa 0,1 n-alkoholiseher Salzsaure sind die folgenden: 
a) 30 g Kaliumhydroxyd werden in 250 ems Wasser aufgelost, die 
Losungwird mit 3750 ems 96proz. Alkohol gemiseht. Naeh gutem 
Umsehiitteln und mehrtagigem Stehenlassen wird die klare Losung 
von ausgesehiedenem Kaliumkarbonat abgegossen. b) 100 ems 
etwa 2 n-Salzsaure werden mit 1900 ems 96proz. Alkohol gemiseht. 
- Die Kontrollosung (10 emS Wasser + 2 ems Indikatorlosung + 
140 ems 96proz. Alkohol wird auf sehwaeh, abel' deutlieh rote 
bzw. griinliehblaue Farbe titriert, wozu 0,3-0,4 ems 0,1 n-alko­
holisehe Kalilauge notig ist. - Man mull bestrebt sein, die Titra­
tion in soleher Weise auszufiihren, daB mogliehst wenig Nieder­
schlag gebildet wird und daB sieh diesel' in del' Fliissigkeit aufge­
sehlammt halt, und erst in einem Zeitpunkt gebildet wird, wo 
die Probe nul' wenige Tropfen del' Titrierfliissigkeit erfordert, um 
die Farbe del' Kontrollosung anzunehmen. III. Methode von 
Linderstr!iSm-Lang (vgl. S. 312). Bei del' Spaltung del' Kasein­
und Gliadinlosungen wurde die Fermentwirkung mit 20 ems Azeton 
abgebroehen. Naeh Zugabe von weiteren 15 ems Azeton und 10 
Tropfen Naphthylrotlosung wurde mit etwa 0,1 n-alkoholiseher 
Kalilauge auf die Farbe del' Kontrollosung I (s. unten) titriert, 
worauf man 65 ems Azeton in diekem Strahl und unter gutem 
Ums;)hiitteln zusetzt. Die Titrierung wird dann mogliehst schnell 
dUl'eh Zutropfen von wenigen Tropfen del' Kaliumhydroxydlosung 
bis zur Farbe del' Kontrollosung II zu Ende gebraeht. 

Kontrollosung I (fiir Kasein und Gliadin): 10 ems Wasser 
+ 35 em3 Azeton + 10 Tropfen Indikatorlosung + 0,5 ems 1/10 n-
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alkoholische Salzsaure. Kontrollosung II: Kontrollosung I + 
65 em3 Azeton. - Selbst eine 2stiindige Aufbewahrung des Ver­
dauungsgemisches mit der zur Unterbrechung der peptischen 
Spaltung notigen Azetonmenge verursacht keinen Fehler bei der 
Titration. 

Bei Gelatinelosungen werden naeh der Unterbrechung der 
peptischen Spaltung mit der der vorhandenen Salzsaure an­
gepaBtenMenge etwa 0,1 n-alkoholischenKOH (a em3), 10 cm3 Aze­
ton und 10 Tropfen Naphthylrotlosungl) zugefiigt, und mit etwa 
0,1 n-alkoholisehe Salzsaure auf die Farbe der Kontrollosung I 
(s. unten) titriert, worauf 90 cm3 warmes Azeton in diekem Strahl 
und unter gutem Umsehiitteln zugesetzt werden; dann titriert 
man moglichst schnell auf die Farbe der Kontrollosung II. 

Kontrollosung I (fiir Gelatine): 10 em3 Wasser + a em3 

90proz. Alkohol + 10 em3 Azeton + 0,5 em3 0,1 n-alkoholische 
Salzsaure. - Kontrollosung II: Kontrollosung I + 90 em 3 Azeton. 
Aueh hier sind die Storungen, die durch die Niederschlagbildung 
verursacht werden, durch vorlaufige Versuchsreihen auszuschalten. 

Pepsinbestimmung in den Korpersaften. 
Magensaft. 

Man benutzt zur Pepsinbestimmung irgendeine der angegebenen 
Methoden, die man in sinngemaBer Weise fiir den gegebenen Fall 
variieren muB. Dabei ist zu beachten, daB Pepsin in hohem 
MaBe an die gewohnlichen Nahrungsmittel (WeiBbrot, Zwieback, 
Fleisch) adsorbiert wird 2). Die Adsorption ist sehr abhangig 
von der Reaktion, sie ist maximal bei Ph = 3 bis 4, geringer bei 
Ph = 1 und gleich Null bei Ph = 6,8. So erklart es sich, daB 
anazide Magensafte (Ph = 3,7) oft kein oder nur wenig freies Pepsin 
enthalten. 

Will man in einem Mageninhalt sowohl die freie als auch die 
gebundene Pepsinmenge bestimmen, so kann man naeh Ege2) 

folgendermaBen verfahren: 
a) Freies Pepsin. Die Probe wird sehr gut durchgeschiittelt, 

so daB die festen Partikelehen gleiehmaBig verteilt sind und von 
der Probe wird ein Teil auf ein kleines, diehtes Filter gegossen. Der 
erste Teil des Filtrats wird verworfen. Wenn die Wasserstoffionen­
konzentration der Probe groBer ist als 10- 2 [Giinzburgsche 

1) Lund empfiehlt bei der Azeton-Salzsauretitration Triphenylmethan­
farbstoffe (z. B. Pentamethoxy-Triphenylcarbinol) als Indikatoren, die 
von farbIos (b:tsische Seite) auf rot-violett (sauere Seite) umschlagen. 
Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 174, S. 277. 1928. 

2) Vgl. z. B. Ege: Biochem. Zeitschr. Bd. 145, S.66. 1924. 
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Reaktion positiv 1)], ist die freie Pepsinmenge gewahnlieh groB; 
deshalb benutzt man dann 0,1 em3 von der Probe zur Analyse. 
1st die Giinz burgsehe Probe negativ, so wird der graBte Teil 
der vorhandenen Pepsinmenge gebunden sein; in diesem Fall be­
nutzt man vorteilhaft 1,0 em 3 der Probe. Die abgemessene Menge 
wird zu 10 em 3 Edestinlasung hinzugesetzt (erganzt d ureh n -Wein­
saurelOsung, so daB man immer mit 11 em 3 Gesamtvolumen 
arbeitet), gesehuttelt und in ein Wasserbad von 40 0 gestellt. 
Naeh einer halben Stunde wird das Glas fUr 5 Min. in koehendes 
Wasser gebraeht, damit die Enzymspaltung unterbroehen wird, 
und abgekiihlt. Dann wird 1 em 3 Gummiarabikumlasung zugefugt 
und naeh Ege titriert (vgl. S. 260). 

b) Gesamtpepsin. 1 em 3 des gut durehgesehiittelten Magen­
saftes naeh der Probemahlzeit wird abgemessen, unter griindliehem 
Sehiitteln ein paar Minuten mit 19 em3 PhosphatlOsung (s. u.) 
gemiseht und unmittelbar darauf dureh ein diehtes Filter filtriert. 
Die erste durehlaufende Menge wird verworfen. 1m Filtrat findet 
sieh samtliehes Pepsin in freiem Zustande; zu 10 em 3 Edestin­
lOsung wird 1 em 3 Filtrat gegeben. Die Zeit yom Zusatz der 
PhosphatlOsung bis zum Zusatz des Filtrats zu der sauren 
EdestinlOsung darf 5-10 Min. nieht ubersteigen, da das Pepsin 
bei der betreffenden Reaktion nieht bestandig ist. 

Die PhosphatlOsung besteht aus gleiehen. Teilen primaren und 
sekundaren Phosphats (Ph = 6,8). 

Fur die Einzelheiten der Bestimmung siehe Eges Pepsin­
bestimmungsmethode S.260. 

Harn. 
Zum quantitativen Pepsinnaehweis im Harn kann man u. a. 

die Edestinprobe naeh Fuld (S. 259) bzw. Ege (S. 260) anwen­
den, oder man bestimmt naeh Hedin 2) den Stiekstoff einer mit 
der fermenthaltigen Harnlasung versetzten und danaeh mit Gerb­
saure gefallten KaseinlOsung. 

Erforderliehe Lasungen: 1. Harn. Der Harn wird filtriert, 
3 Tage gegen flieBendes Leitungswasser dialysiert. Das naeh dem 
Dialysieren erhaltene Volumen wird auf 5/4 des Anfangsvolumens 
mit Wasser aufgefUlIt. Es werden immer je 25 em 3 der Lasung 
genommen. 

1} Reaktion nach Giinzburg: Einige Tropfen des Giinzburg-Reagens 
(2 Tl. Phlorogluzin, 1 Tl. Vanillin auf 30 Tl. AlkohoI) werden mit ebenso­
viel Tropfell des Mageninhalts in einer kleinen Porzellanschale iiber kleiner 
Flamme vprdunRtet. Es elltsteht ein roter Spiegel. 

2) Hedin: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 112, S.252. 1921. 
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2. Kaseinlosung. 20 g Kasein naeh Hammarsten werden in 
100 em 3 0,1 n-NaOH und 400 em 3 H 20 unter Erhitzen auf dem 
Wasserbade gelost. Das Volumen wird naeh dem Erkalten auf 
500 em 3 aufgefiillt und mit Toluol versetzt. 

3. GerbsaurelOsung. 100 g Gerbsaure werden in Wasser gelOst, 
dazu 50 g Koehsalz und 50 g Natriumazetat, 50 em 3 Eisessig 
zugefugt und mit Wasser auf 1000 em 3 aufgefiillt. 

4. 0,1 n-Salzsaure. 
Ausfuhrung: 25 em3 der HarnlOsung werden mit 25 em3 

KaseinlOsung + 15 em3 0,2 n-HCI versetzt (Ph ea. 1,6). In Gegen­
wart von Toluol wird 4 Tage lang .bei 37° digeriert und dann 
mit 20 em 3 Gerbsaurelosung resp. bei EiweiBharnen mit 30 em 3 

gefallt. Naeh 8·-12 Std. wird filtriert, der Stiekstoff in einem 
Teil des Filtrats bestimmt und die Analysenzahl naeh Abzug des 
Kontrollwertes fur das ganze Volumen der Fliissigkeit umgereehnet. 
Als Kontrollosungen dienen 1/2 Std. auf dem Wasserbade er­
hitzte Harnlosungen. 

Lab, Chymosin. 
Als Lab wird das Ferment bezeiehnet, das Mileh oder kalzium­

haltige Kaseinlosungen zur Gerinnung bringt. Zur Zeit ist die Frage 
naeh der Identitat von Pepsin und Lab, das von Hammarsten als 
Chymosin bezeiehnet wird, noeh strittig1). Von Ivar Bang 2 ) 

wurde ein Labferment von Menseh und Sehwein gewonnen, das 
sieh von dem aus Kalbermagen gewonnenen dadureh unterseheidet, 
daB es empfindlieher gegen Alkali ist und bestandiger gegen Hitze. 
Er nannte es Paraehymosin. 

Darstellung. 
Darstell ung naeh W ohlgem u th 3): Zweeks Herstellung 

einer LablOsung' konnen die kaufliehen Praparate verwendet 
werden, z. B. das Labpulver von Witte. Hiervon werden 0,1 g 
mit 50 em3 Wasser 24 Std. unter haufigem (nieht starkem) Um­
sehwenken im Eissehrank digeriert. Das Ungeloste wird abzentri­
fugiert und die klare Losung mit dem gleiehen Volumen reinsten 
Glyzerins versetzt. Eine solehe Losung ist, in einer dunklen Flasehe 
und im Eissehrank aufbewahrt, lange Zeit gut haltbar. Man kann 
aueh die getroeknete Magensehleimhaut zur Herstellung wirk-

1) Uber die Theorien der Labwirkung vgI. Oppenheimer: Die Fer­
mente, S. 977. Vgl. besonders Hammarsten: Zeitschr. f. physiolog. Chern. 
Bd. 130, S. 55. 1923. 

2) Bang: Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. Bd. 79, S. 425. 1900. 
3) Wohlgemuth: GrundriB der Fermentmethoden S.162. Berlin 1913. 
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samer LablOsungen benutzen. Man extrahiert mit Glyzerin oder 
verdiinnter Salzsaure und neutralisiert dann. 

Darstellung pepsinfreier Ohymosinlosung nach Ham­
mars ten 1). Labmagen von Saugkalbern werden vom Darm und 
von den drei anderen Magen getrennt, aufgeschnitten und griind­
lichst gespiilt. Der Pylorusteil wird entfernt. Nach griindlichem 
Abspiilen der Schleimhaut mit Leitungswasser wird die Driisen­
schicht mit einem Uhrglas abgeschabt. Ein Teil der Driisenmasse 
wird mit 10 Teilen 0,2proz. HOI 12-24 Std. bei einer etwas 
iiber 0° liegenden Temperatur unter haufigem Umschiitteln dige­
riert. Danach wird filtriert, 100 cm3 des Auszuges mit etwa 1 g 
Magnesiumkarbonat versetzt 2) und einige Minuten geschiittelt. 
Dann wird rasch filtriert und auf Pepsin und Ohymosin gepriift; 
die Behandlung des Filtrates mit Magnesiumkarbonat wiederholt 
man so lange, bis dasselbe nur noch sehr schwach auf Fibrin 
wirkt, dagegen kraftig Milch koaguliert. Gewohnlich erreicht man 
dieses Resultat nach dreimaliger Behandlung mit Magnesium­
karbonat in weniger als 11/2 Std. Koaguliert vom letzten Filtrat 
1 cm3 unverdiinnt (oder halbverdiinnt mit Wasser) bei 38° in 
1 Min. eine Kaseinlosung, wahrend Fibrin nach 1 Std. zwar stark 
geq uollen, aber sonst kaum angegriffen ist, so ist das Filtrat 
fiir die weitere Behandlung brauchbar. 

Nun wird das Filtrat schwach angesauert, mit einer Losung 
von Oholesterin und Alkohol und etwas Ather rasch vermischt 
und kraftig geschiittelt. Man sammelt das Oholesterin auf 
einem Filter, wascht mit Wasser, schlammt das Oholesterin sehr 
fein in wenig Wasser auf, setzt Ather hinzu und schiittelt 
schwach. Die untere wasserige Losung wird rasch von der oberen 
atherischen Oholesterinlosung getrennt und in eine groBe flache 
Schale hineinfiltriert, damit ein Verdunsten des Athers erleichtert 
wird. Eine solche Losung koaguliert Milch im Verhaltnis 1: 5 in 
5 Min. oder weniger, wahrend sie bei Gegenwart von 0,2 proz. HOI 
gekochtes Fibrin im Laufe von 12 Std. bei Korpertemperatur 
nicht merkbar verdaut. 

Fiir Darstellung chymosinfreier Pepsinlosungen gibt Hammar­
sten an, daB man die saure Enzymlosung bei 40° oder einer hoheren 
Temperatur erwarmen solI 3). Das Kalberchymosin wird hierbei 
rascher als das Pepsin zerstort, man erhalt daher nach einiger Zeit 

1) Hammarsten: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.56, S.18. 1908; 
Bd.74, S. 142. 1911; Bd.94, S.104. 1915; Bd.121, S.240 u. 261. 1922; 
Bd. 130, S. 55. 1923. 

2) Vgl. Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.56, S.53. 1908. 
3) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 56, S. 61. 1908. 

Rona, Fermentmethoden, 2. Auflage 18 



274 EiweiBspaltende Fermente. 

eine V)sung, die nicht mehr lab end wirkt, wiihrend sie Eiwei13 
verdaut. 

Ein weiteres Verfahren von Hammarsten, aus Kalbsmiigen 
EnzymlOsungen mit stark aufgehobener Parallelitiit zwischen 
Pepsin und Ohymosin darzustellen 1), besteht in folgendem. Die 
abgeschabte Driisenschicht des Labmagens wird mit der 5fachen 
Menge reinem NaOl sorgfiiltig zerrieben und die homogene Masse 
in diinner Schicht auf Glasplatten gestrichen, so daB sie bei Zimmer­
temperatur in ca. 12 Std. trocken wird. Die harte Masse wird zu 
feinem Pulver zerrieben und im Exsikkator weiter getrocknet. Das 
Driisen-Kochsalzpulver behandelt man mit Wasser (auf rund 40 g 
Pulver 100 cm 3), liiBt das Gemenge bis zum folgenden Tag stehen 
und zentrifugiert dann. So erhiilt man eine kochsalzgesiittigte 
Fliissigkeit A und einen aus Driisenschlamm und etwas iiber­
schiissigem NaOl bestehenden Bodensatz B. Dieser Bodensatz ist 
noch einmal mit gesiittigter NaOI-Lasung zu extrahieren. Das 
Ferment aus A zeigt sowohl Lab- als auch Pepsinwirkung, aber die 
letztere ist sehr stark im Vergleich mit der Wirkung des aus B 
erhaltenen Fermentes, das regelmiiBig sehr schwach peptisch, da­
gegen stark lab end wirkt. Es gelingt leicht, in beiden Fiillen das 
Ferment in einem Niederschlag auszuscheiden, wenn man die koch­
salzgesiittigte Lasung mit 0,2 010 HOI versetzt. Man verfiihrt bei der 
Verarbeitung von B so, daB man in einem Glaszylinder den Boden­
satz mit 0,2proz. HOI behandelt, bis die Salzsiiure mit NaCI ge­
siittigt ist. Nach einigen Stunden wird die Fiillung zusammen 
mit dem Driisenschlamm durch Leinwand abfiltriert und zwischen 
Papier ausgepreBt. Die ausgepreBte, nach dem Trocknen im Ex­
sikkator und Zerreiben pulverige Masse (Enzymfraktion B) ent­
halt die Hauptmenge der Rohenzyme. 

Die kochsalzgesattigte Fliissigkeit A liiBt man bei Zimmer­
temperatur in flachen Schalen eintrocknen und behandelt die 
Masse bei ZiIllmertemperatur mit 0,2proz. HOI, bis die Saure 
mit Kochsalz gesiittigt ist und nur wenig iiberschiissiges NaOI 
ungelOst bleibt. Man erhiilt so eine flockige Fiillung, die abzentri­
fugiert und dann im Exsikkator getrocknet und pulverisiert wird 
(Enzymfraktion A). Man dialysiert das mit etwas Wasser auf­
geschlammte Pulver aus A und B (auf 1 g Rohenzym mit etwa 
30 cm 3 Wasser) 12 bis 18 Std. lang gegen 3-4mal gewechseltes 
Wasser, nach beendeter Dialyse verdiinnt man mit mehr Wasser, 
bis man eine EnzymlOsung von passender Wirksamkeit erhiilt. 
Oft kann man mit 100-150 cm 3 auf je 1 g Pulver kriiftig wirkende 
Lasungen erhalten. 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 94, S. 104. 1915. 
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Nach dem Auslaugen und Auswaschen mit Wasser kann man 
den ungelOsten Riickstand bei Zimmertemperatur mit 0,1 proz. 
HCI stehen lassen (auf je 1 g Pulver etwa 100 cm3 Saure) und 
erhalt eine neue, oft kraftig wirkende EnzymlOsung von Pepsin 
und Lab, wobei das Verhaltnis der beiden Fermente wieder ein 
anderes ist als in der aus B mit Wasser erhaltenen. - Man kann 
die Anwendung von HCI bei dem Verfahren weglassen und das 
salzgesattigte Extrakt A direkt gegen Wasser dialysieren; in 
ahnlicher Weise kann man den Riickstand Bohne Saurezusatz 
nach dem Aufschlammen in Wasser behandeln. Der obige Gang 
fiihrt a ber zu reineren EnzymlOsungen 1). 

Nachweis nach Michaelis und Rothstein 2). 

Durch Reihenversuche wird diejenige Verdiinnung der zu 
untersuchenden LablOsung festgestellt, die in gleicher Zeit die 
gleiche Wirkung zeigt wie eine bestimmte, stets reproduzierbare 
Einheitsfermentlosung. 

Nach Michaelis ist eine Pufferung der Milch nicht nur unnotig, 
sondern sogar schadlich, da die Milch vermoge ihres Gehaltes an 
Phosphaten und Kasein ein so guter Puffer ist, daB ihre h durch 
alle praktisch vorkommenden Fermentverdiinnungen nicht meB­
bar geandert wird, daB aber ein Teil des Labs bei der Neutrali­
sierung durch die geringfiigigste alkalische Reaktion (beim Ein­
tropfen) mit ungeheuerer Geschwindigkeit ineversibel zerstort 
wird 3). Hinzukommt, daB die h der Milch in der Regel dem 
Optimum der Labwirkung entspricht. 

Erforderliche Losungen. 1. FermentlOsung. Irgendeine 
Vorbehandlung der zu untersuchenden FermentlOsung ist nicht 
angebracht, solange die Bedingung erfiillt ist, daB diejenige Ver­
diinnung, die gleichzeitig mit der Kontrolle gerinnt, die Wasser­
stoffionenkonzentration der Milch nicht wesentlich andert. 

2. Milch. Milch wird frisch gekocht, wieder abgekiihlt und 
mit 1/10 Volumen einer CaC12-Losung (10 g moglichst trockener 
Kristalle von wasserhaltigem CaCl2 auf 100 cm 3 Wasser) ver­
setzt. 

1) Vgl. auch Hammarsten: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 74, S. 142. 
1911. 

2) Biochem. Zeitschr. Bd. 105, S. 60. 1920. Vgl. auch Dtsch. med. 
Wochenschr. 1918, S.685. 

3) Vgl. hierzu Hammarsten: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 121, 
S. 262. 1922. 

18* 
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3. Kontrollosung, siehe S. 263 (die Glyzerinstammlosung 
10000fach zu verdiinnen, d. h. die Pepsinkontrolle mit destillier­
tern Wasser 100fach zu verdiinnen). 

Ausfiihrung: In eine Reihe von 5 Reagensglasern werden je 
2 cm3 Wasser gebracht; in das erste Rohrchen kommen 2 cm3 

der zu untersuchenden Fermentli:isung; nach Vermischen werden 
diesem 2 cm 3 entnommen und in das zweite Rohrchen gebracht 
usw. Jedes folgende Rohrchen enthiilt also die halbe Ferment­
menge des vorangehenden. Nunmehr werden in ein weiteres Rohr­
chen 2 cm 3 der Kontrollosung und dann schnell hintereinander in 
jedes Rohrchen 2 cm 3 Milch gebracht. Die Mischung wird sofort 
umgeschiittelt und die Gerinnung bei Zimmertemperatur beob­
achtet. Die Gerinnung der Kontrolle wird in der Regel zwischen 
die zweier benachbarter Rohrchen der Reihe fallen. Je nach dem 
FermentgehaIt der zu untersuchenden Losung wird man die zweite 
Versuchsreihe mit der unverdiinnten, lOfach, 100fach oder dgl. 
verdiinnten Losung anfangen 1). 

Der Hauptversuch besteht in einer genaueren Austitrierung. 
Angenommen z. B., die Gerinnung der Kontrolle sei zwischen der 
100- und 200fachen Verdiinnung, aber viel naher an der 100fachen 
erfolgt, so wiirde man nun etwa eine 80fache Verdiinnung der zu 
untersuchenden Losung herstellen. . Von dieser fiiIlt man in eine 
Reihe von 4 Reagensglasern 2,0; 1,6; 1,3; 1,0 cm 3 und fiillt die 
Rohrchen mit destilliertem Wasser aIle auf 2 cm3 auf. Ein fiinftes 
Rohrchen wird mit 2 cm 3 der Kontroll£ermentlosung gefiillt. 
Nunmehr werden in jedes Rohrchen 2 cm3 Milch rasch (fiir aIle 
Rohrchen innerhalb 20-25 Sek.) einpipettiert, und zwar in der 
Reihenfolge Rohrchen I, II, Kontrolle, III, IV. Da die Kontrolle 
als mittelstes Rohrchen eingefiillt wird, ist der zeitliche Unter­
schied jedes Rohrchens gegen die Kontrolle im hochsten FaIle 
12 Sek., was in Anbetracht der gesamten Gerinnungszeit (bei 
nicht zu warmer Zimmertemperatur 8-10 Min.) zu vernach­
lassigen ist. Fallt die Gerinnungszeit der Kontrolle mit der 
eiries Rohrchens der Reihe zusammen, so ist der Fermentgehalt 
der zu untersuchenden Losung gleich dem Verdiinnungsgrad 
dieses Rohrchens; fallt sie hingegen nicht zusammen, so wird 
die der Kontrolle gleichwertige Verdiinnung durch Interpolation 
oder durch eine weitere, noch feiner abgestufte Verdiinnungsreihe 
ermittelt. Die Interpolation geschieht unter Anwendung des Fuld­
schen Labzeitgesetzes, nach dem das Produkt aus Fermentkonzen­
tration und Zeit konstant ist. 

1) Zur Labbestimmung vgl. noch Fuld: Biochem. Zeitschr. Bd. 4, 
S. 54. 1907 und Blum u. Fuld: Biochem. Zeitschr. Bd.4, S.62. 1907. 
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Rona und Ga b bel) benutzten fur ihre Untersuchungen nicht 
Milch, sondern Trockenmilchpulver (Krause, Munchen) 2). An 
jedem Versuchstage wurde durch Verreiben eine frische Lasung 
dieses Pulvers hergestellt, und zwar dem Gehalte der naturlichen 
Milch an Trockensubstanz entsprechend 12 g Pulver auf 100 em 3 

Wasser; die Lasung wird kurz aufgekocht, nach dem Abkuhlen 
filtriert. Als Regulator del' rH'] dienten Azetatgemische: eine 
1 n-Lasung vQn Natriumazetat wurde mit 1/10 n-Essigsaure in del' 
fur die gewunschte [U"] natigen Menge versetzt und auf das dop­
pelte Volumen aufgefiillt. Von diesem Puffergemisch wird jedem 
Gerinnungsversuch 1/5 des Endvolumens (10 cm 3) zugefugt. Die 
Konzentration in allen Versuchen an Natriumazetat war demnach 
0,1 n. Die Versuche wurden in del' Weise angestellt, daB etwa 
15 Reagensglaschen mit je 2,0 em 3 Puffergemisch + 5,0 em 3 

destilliertem Wasser + 1,0 cm 3 FermentlOsung beschickt wurden. 
Als Ferment wurde Pepsin puriss. Grubler verwendet; es wurde 
eine lOproz. Aufschwemmung in lOproz. KochsalzlOsung an­
gesetzt, diese nach achttagigem Stehen bei oft wiederholtem 
Schutteln filtriert, das Filtrat mit Gl:vzerin zu gleichen Teilen 
versetzt. Die Fermentverdunnung wurde so ausgewahlt, daB sie 
bei der gewahlten "Milch"-Verdunnung hei Zusatz von 1,0 cm 3 

CaCl2 in 0,.5-molarer Lasung in durchschnittlich 20 Min. zur 
Gerinnung fuhrte. Dann wurde in allen Rahrchen maglichst 
schnell hintereinander 1,0 cm 3 der hetreffenden Milchverdunnung 
zugegehen; dies geschah in weniger als 1 Min. Der Zusatz von 
1,0 cm 3 CaCl2 erfolgt sofort nach Zusatz del' Milch. Das Ferment 
wirkte stets bei Zimmertemperatur. (Bei 40 0 wird daB Ferment 
schon merklich zerstort.) - Die Umwandlung des Kaseins in 
Parakasein ist nur vollstandig bei p" 6,0-6,4. 

Trypsin. 
Das Trypsin spaltet die EiweiBkarper hei alkalischer Reaktion, 

wie man his zu den Untersuchungen von Waldschmidt-Leitz 
annahm, bis zu den Aminosauren 3). 

In der Bauchspeicheldruse findet sich das Ferment als Pro­
ferment. Die frische Pankreasdruse sowie ihr reines Sekret be­
sitzen keine tryptische Aktivitat gegenuber genuinen Proteinen. 
Das Ferment wird durch einen Aktivator - nichtfermentativer 
Natur - die Enterokinase, aktiviert. AuBerdem ist eine spon_ 

1) Biochem. Zeitschr. Bd.134, S.39. 1922. 
2) Fuld hat bereits bei seinen Untersuchungen kiinstliche Milch ver­

wenrlet. 
3) Vgl. hierzu S.253. 
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tane Aktivierung des Trypsins bei der Aufbewahrung der Pankreas­
druse zu beobachten. Es handelt sich hierbei urn die Blldung 
eines Aktivators aus der Driisensubstanz, der in seinem Verhalten 
mit der Enterokinase weitgehend ubereinstimmtl). Durch Kal­
zium und durch andere Erdalkalisalze allein ist eine Aktivierung 
nicht zu bewerkstelligen. 

Darstellung. 
Darstell ung nach Michaelis 2). Ein relativ reines Trypsin­

praparat gewinnt man, wenn man irgendein kaufliches Trypsin­
praparat, z. B. Trypsinum puriss. Rhenania, mittels milchsauren 
Natriums uud Milchsaure ausflockt. Man versetzt 100 em3 einer 
2proz. filtrierten Losung des Praparates mit 10 cm3 l/IOn-milch­
saurem Natrium und 10 cm 3 1/10 n-Milchsaure. Der dabei ent­
stehende Niederschlag wird am nachsten Tage abzentrifugiert. 
Er enthalt den groBten Tell des vorhandenen Trypsins, dagegen 
nur verschwindend wenig von den vorhandenen EiweiB- und 
eiweiBartigen Korpern. Das Koagulationsoptimum des aus Pan­
kreasextrakten fallbaren a-Nukleoproteids und die isoelektrische 
Reaktion des Trypsins liegen praktisch bei derselben Wasser­
stoffionenkonzentration, und das ausgefallte a-Nukleoproteid ad­
sorbiert fast das gesamte Trypsin der Losung. 

Darstell ung nach W illsta tter und W aid schmid t -Lei tz3). 

Mehrere Kilogramm frisches Schweinepankreas werden sauber pra­
pariert und 4-5 mal durch eine Fleischhackmaschine getrieben. Der 
dunne Brei wird in Reibschalen unter mehrmaligem Zugeben von 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 132, S.181. 1923; Bd. 142, S.217. 
1925. Vgl. auch Waldschmidt-Leitz u. Harteneck: Zeitschr. f. 
physiolog. Chem. Bd.149, S.224. 1925. "Man gewinnt eine Vorstellung 
von dem Vorgang der Trypsinaktivierung im tierischen Organismus und eine 
Erklarung fur die Anwesenheit der Enterokinase und des Erepsins in dem 
Darmsekret, wenn man annimmt, daB die Pankreasdriise, die ja das 
Trypsin zum Schutze gegen die Selbstauflosung in nichtaktiver Form aus­
bildet, mit diesem zugleich die gesamte, zu seiner Aktivierung notige Menge 
der Enterokinase in unfertigem Zustande an das Sekret abgibt. Die Um­
wandlung der Aktivatorvorstufe in das fertige Produkt wiirde sich dann 
unter Mitwirkung des ereptischen Enzyms nach adsorptiver Aufnahme 
beider in den Zellen der Darmschleimhaut vollziehen und die beiden Stoffe, 
Erepsin und Enterokinase, die sich in der Schleimhaut angehauft finden, 
konnten sie wiederum als Sekretionsprodukt verlassen, wenngleich sie ihre 
eigentliche Entstehung der Pankreasdriise verdankten." 

2) Michaelis und D avidsohn: Biochem. Zeitschr. Bd. 144, S.294. 
1924. Vgl. auch Biochem. Zeitschr. Bd. 30, S. 481, 1910. 

3) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd.125, S. 132 (u. 150). 1923; Bd. 126, 
S.143. 1922; Bd.142, S.217. 1924. 
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Azeton verrieben, bis man ungefahr die 5-6 fache Menge Azeton 
zur Driisensubstanz gesetzt hat. Die Aufschwemmung wird por­
tionsweise in Flaschen gut durchgeschiittelt. Nach 1-2stiindigem 
Stehen wird filtriert, der Filtrierriickstand von neuem durch 
Schiitteln in den Flaschen und Filtrieren wie zuvor mit derselben 
Menge Azeton, darauf mit der halben Menge Azeton und der halben 
Menge Ather und schlieBlich zweimal mit je der doppelten Menge 
Ather gewaschen. Das nun kornige und pulverige Material wird 
zerrieben, in diinner Schicht zwischen Filtrierpapier ausgebreitet 
und an der Luft getrocknet. Das noch stark mit Fasersubstanz 
durchsetzte Pulver wird in einer Schlagmiihle aufs feinste ge­
mahlen und durch ein feinmaschiges Sieb geschiittelt; mit dem 
Siebriickstand muB das Mahlen und Sieben ofters wiederholt 
werden. Der feine Anteil enthalt die Hauptmenge der Drusen­
substanz. Der grobfaserige Anteil enthalt auch noch betracht­
liche Mengen an Drusensubstanz, deren Ab16sung mit mechani­
schen Mitteln aber nicht mehr gelingt. Die Ausbeute an ent­
fetteten trockenen Driisen betragt fast 1/5 der gereinigten frischen 
und die Ausbeute an feinem Drusenpulver 2/3 des ganzen Trocken­
pankreas. So lieferten z. B. 750 g Schweinepankreas nach dem 
Herauspraparieren des Fettes und Durchdriicken no g Brei. 
Daraus wurden 21,5 g Pulver erhalten, und zwar 19,5 g gesiebtes 
Pulver und 2 g Faserriickstande. Aus 500 g Leberbrei wurden z. B. 
105 g gesiebtes Pulver und 6 g Faserruckstande gewonnen. 

Die getrocknete Druse liefert mit reinem oder wasserhaltigem 
Glyzerin klare, an Lipase, Amylase und Trypsin reiche Losungen. 
Zur Trennung dieser 3 Fermente behandelt man einen Teil des fein­
kornigen Pulvers mit der etwa 16fachen Menge 87proz. Glyzerins 
4-8 Std. lang bei 30°. Den Auszug filtriert man entweder unter 
geringem Saugen auf der Nutsche durch ein doppeltes Filter (unten 
Koliertuch, oben Filtrierpapier), oder man trennt zweckmaBiger 
den Glyzerinextrakt von dec Hauptmenge der unge16sten Drusen­
substanz durch Zentrifugieren bei hoher Tourenzahl (eine halbe 
Stunde bei 6000 Touren). (Am einfachsten ist es, die Glyzerin­
aufschwemmung durch ein groBes, trockenes Filter iiber Nacht in 
ein trockenes GefaB filtrieren zu lassen. Das Filtrat ist dann 
immer absolut klar.) Der Ruckstand wird noch wiederholt mit 
Glyzerin ausgezogen. Der noch stark getriibte Glyzerinextrakt 
(Rohextrakt) wird durch Zusatz der 5fachen Menge Wasser und 
nochmaliges Zentrifugieren gekiart. Es empfiehlt sich, diese 
Klarung unmittelbar vor der weiteren Verarbeitung vorzunehmen, 
da der wasserige Auszug wenig haltbar ist, wahrend der Rohextrakt 
sich sehr lange halt. Die Amylase wird der getrockneten Druse 
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dureh Glyzerin wie dureh Wasser leieht entzogen, Trypsin wird 
hingegen sehwerer als die Lipase aufgenommen. In den Glyzerin­
lasungen findet man nur etwa die halbe tryptisehe Wirkung wie 
in der getroekneten Pankreasdriise. 

Aus den Glyzerinausziigen HWt sieh die Lipase dureh Alumi­
niumhydroxyd und dureh Kaolin leieht adsorbieren (vgl. S. 112). 
Zu diesem Zweeke maeht man die Lasung essigsauer und versetzt 
sie mit Aluminiumhydroxyd, das dureh Fallen von Aluminium­
sulfat mit Ammoniak und darauffolgendem kurzem Aufkoehen 
dargestellt wird (Sorte B, vgl. S. 5). 

Bei der ersten Adsorption sind in der sauer reagierenden Rest­
lOsung mit einem kleinen Teil der Lipase diastatisehes und proteo­
lytisehes Enzym zuruekgeblieben. Es bedarf nur einer Wieder­
holung des Adsorptions- und Elutionsprozesses, urn Amylase und 
Trypsin vollkommen von Lipase zu befreien. 

Aus der Lasung, die Trypsin und Amylase enthalt, adsorbiert 
man das Trypsin mittels elektroosmotiseh oder mit HOI gereinigten 
Kaolins. Die Begleitstoffe bewirken, daB bei der ersten Einwirkung 
von Kaolin ein Teil der Amylase in das Adsorbens iibergeht. Aber 
dabei verarmt die Ferment!Osung an den die Adsorption starenden 
Beimisehungen. Dann laBt sieh die Bindung dureh Kaolin· ver­
vollstandigen ohne weiteres Mitwandern der Amylase. Die Tren­
nung von Amylase und Trypsin laBt sieh demnach durch zwei­
malige Einwirkung von Kaolin auf die sehwach essigsaure (von 
Alkohol freie) Lasung dureh1iihren, wobei sieh die Verluste an 
Amylase gewahnlieh zwischen 20-40 % bewegen. Aus den dabei 
erhaltenen Kaolinadsorbaten laBt sieh das Trypsin frei von Amy­
lase mittels ammoniakalischen Phosphats (100 em3 0,6 proz. 
21/3 bas. Ammonphosphat) eluieren. 

Beispiel!): Angewandt wurde eine von Lipase befreite Enzym­
!Osung. 200 em 3 dieser Lasung wurden mit 2,3 em3 n-Essigsaure 
angesauert und mit der Suspension von 4,8 g elektroosmotiseh 
gereinigtem Kaolin in 20 em 3 Wasser gesehiittelt, mittels Zentrifuge 
210 em 3 Rest!Osung abgetrennt. Die Behandlung mit Kaolin wird 
wiederholt. Aus den Kaolinadsorbaten laBt sich das Trypsin 
mit ammoniakalisehem Phosphat freilegen. - Wegen der gegen­
tiber Kaolin empfindliehem Amylase ist es ratsam, die Operation 
mit kleinen Mengen und so raseh wie mag:~eh auszufiihren. Am 
sehonendsten wirkt das naeh Willstatter und Raeke 2) mit 
HOI ausgekoehte und dureh grtindliches Auswaschen von Saure 
befreite Kaolin (vgl. S. 7). 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 126, S. 164. 1923. 
2) Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 425, S. 86. 1920/21. 
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Uber Eigenschaften und Darstellung von fermentativ einheit­
lichem Trypsin geben Willstatter und Waldschmidt-Leitz 1) 
weitere Angaben, die hier zum Teil wiedergegeben werden sollen. 
rm aktivierten Zustand ist das Ferment unbestandig, da in den 
wasserigen L6sungen, wo alsbald die spontane Bildung von 
Enterokinase beginnt, das Ferment rasch zerst6rt wird. Bei hin· 
langlichem Gehalte del' Ferment16sung an Glyzerin, das del' 8elbst· 
aktivierung entgegenwirkt, erfolgt unter sonst gleichen Bedingun­
gen keine Verminderung del' fermentativen Wirkung. Del' Ferment­
gehalt del' Glyzerinauszuge del' Druse ist auch nach Monaten un­
verandert. - Was die Adsorptionsverhaltnisse gegenuber Tonerde 
anlangt, so hat es sich gezeigt, daB das Trypsin aus den Glyzerinaus­
zugen del' Pankreasdruse von Tonerde del' 80rte y (vg1. 8.6) bei 
hinreichender Aziditat, z. B. Ph 4,7 gar nicht odeI' nur selH ,. c:,ig auf­
genommen wird; fUr die Abtrennung des Trypsins von Lipase und 
Erepsin ist also diese Tonerde-8orte am geeignetsten. (Es ist zu 
beachten, daB Hefetrypsin von derselben Tonerde y im sauren. 
Gebiete vielleichter adsorbiert wird.) Durch mehrmalige, oft schon 
durch zweimalige Adsorption del' pankreatischen Auszuge an die 
Tonerde y erreicht man, daB del' Lipasegehalt del' Adsorptions­
rest16sung ganz gering ist, wahrend die uberwiegende, in del' Regel 
die ganze Menge de" Trypsins und auch del' gr6Bte Teil del' Amylase 
del' Adsorption eiltgeht. Nun wird das Trypsin aus den Mutter­
laugen del' Tonerdeadsorption, wenn es yom lipatischen und erep­
tischen Ferment befreit ist, bei neutraler oder saurer Reaktion 
leicht yom Kaolin aufgenommen, wahrend del' gr6Bte Teil del' 
Amylase zuruckbleibt. 80 gelingt die Abtrennung von del' Amylase. 

Beispiel fUr die Reinigung des Trypsins nach Will s tat tel' , 
Waldschmidt-Leitz, Dunaiturria undKunstner l.c. 8.205. 

7,5 cm3 Glyzerinauszug aus Pankreas, die mit 7,5 cm3 1!15n­
Azetatpuffer von Ph = 4,7 verdunnt waren, enthielten 61,8 T.-(e) 
[0,lO cm3: 0,50 cm3 0,2n-KOH: 0,41 T.-(e)], 37,5 L.-E. (0,20cm3: 
15,4% 8paltung [Oliven6l]: 0,50 L.-E.) und 43,5 Am.-E. (0,001 cm3, 
10 Minuten: 12,0 mg Maltose; k = 0,0029). Zu del' eisgekiihlten 
L6sung fiigte man 10,5 cm3 Tonerdesuspension Cy = 88,2 mg 
A120 a), dann zu del' in del' Zentrifuge abgeschleuderten Mutter­
lauge weitere 16 cm3 des Gels (= 134,4 mg A120 3); nun wurde die 
Rest16sung von del' Adsorption mit n-NH3 gegen Lackmus neu­
tralisiert. 8ie enthielt in 30 cm3 noch 60 T.-(e) [0,10 cm3: 0,30 cm3 
0,2 n-KOH: 0,20 T.-(e)] neben 0,2 L-.E. (3,0 cm3: 1,1% 8paltung 
[Oliven6l]; 0,02 L.-E.) und 17,4 Am.-E. (0,005 cm 3, 10 Minuten: 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 161, S. 199. 1926, 
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12,3 mg Maltose; k = 0,0029) oder 97% vom Trypsin, 0,6% von 
der Lipase und 40% von der Amylase des Extraktes; die Ab­
trennung der Lipase war also praktisch vollstandig. 

18,0 cm3 lipasefreie Restlasung der Tonerdeadsorption (mit 
36 T.-(e) und 10,4 Am.-E.), die neutralisiert waren (Ph = 7,0), 
behandelte man mit insgesamt 20 cm3 Kaolinsuspension (= 1,55 g), 
und zwar 4mal mit je 5,0 cm3 derselben unter jeweiliger Abtren­
!lung des Adsorbates in der Zentrifuge; die vereinigten Adsorbate 
wurden mit 30 cm3 22/3 basischem Ammonphosphat (57 Vol. 1proz. 
Diammonphosphat, 3 Vol. n-NH3, 40 Vol. 87proz. Glyzerin) eluiert 
und die erhaltene Elution alsbald mit n-Essigsaure neutralisiert. 

In 30 cm3 der Rest16sung von der Kaolinadsorption fand man 
keine tryptische Wirkung mehr, aber noch 1,08 Am.-E. (0,05 cm3, 
10 Minuten: 7,5 mg Maltose; k = 0,0018), wahrend die aus den 
Adsorbaten bereitete Elution in insgesamt 28 cm3 28 T.-(e.) 
[0,30 cm3: 0,45cm3 0,2n-KOH: 0,30 T.-(e.)], d. i. 77% von der 
Trypsinmenge der lipasefreien Lasung und 75010 von der des 
Glyzerinauszuges enthielt; der Amylasegehalt der Elution war 
nur geringfugig, er entsprach insgesamt 0,67 Am.-E. (0,05 cm3, 
10 Minuten: 5,1 mg Maltose; k = 0,0012). 

Darstellung des Hefetrypsins!). Die Darstellung von 
dipeptidasefreiem Hefetrypsin gelingt auf Grund der geringen Be­
standigkeit, durch die die dipeptidspaltende Komponente bei der 
Aufbewahrung in wasseriger Lasung, wie auch gegenuber der Ein­
wirkung von Sauren und Alkalien ausgezeichnet ist. In schwach­
saurer Lasung wird umgekehrt wie im Falle der Pankreas- und 
der Darmprotease, das tryptische Ferment verhaltnismaBig leicht, 
das ereptische erheblich schwerer von Aluminiumhydroxyd aufge­
nommen und bei wiederholter Adsorption gelingt es, einen Teil des 
dipeptidspaltenden Fermentes frei von tryptischer Wirkung zUrUck­
zubehalten, wahrend das Hefetrypsin aus den Adsorbaten durch 
Ammoniak unwirksam gegenuber Dipeptiden erhalten werden 
kann. Die gunstigsten Bedingungen fur die Trennung sind Ver­
wendung ganz frischer Autolysate und Adsorption aus maglichst 
saurer und verdunnter Lasung. 

Beispiel fur die Darstellung der einheitlichen Di­
peptidase!). 500 g frische abgepreBte Bierhefe wurden mit 
50 cm3 Essigester unter Umruhren rasch verflussigt, mit Wasser 
zu einem Volumen von 1 Liter verdunnt und die auftretende Saure 

1) Nach GraBmann: Neue Methoden und Ergebnisse der Enzym­
forschung. S.131. Miinchen 1928. Vgl. auch GraBmann: Trennung der 
Hefeproteasen in Abderhaldens Handbuch der biologischen Arbeitsmetho­
den. Abt. IV, Teil 1, S. 799. 1930. 
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fortlaufend mit Ammoniak unter Vermeidung jeden Alkaliiiber­
schusses (Ph = 6,5-7) neutralisiert. Der naeh F/2 Stunden in der 
Zentrifuge abgetrennte Verfliissigungssaft war gf:lgen Gelatine und 
Leuzylglyzin wirkungslos. 

Der Heferiiekstand wurde mit etwa 21 Wasser gewasehen, von 
neuem in Wasser zu einem Volumen von 11 unter Zusatz von 
Toluol suspendiert und die Enzymlosung naeh 22 Stunden (vom 
Versuehsbeginn an) isoliert. Sie enthielt im em3 3,54 Einheiten 
der Dipeptidase und 0,31 Einheiten des Trypsins. 

400 em3 des erhaltenen Verfliissigungssaftes braehte man mit 
Essigsaure auf annahernd Ph = 5,0, fiigte 80 em3 n/2-Azetatpuffer 
von gleieher Reaktion hinzu, versetzte mit einer Suspension von 
700 mg Tonerde A und erganzte das Volumen zu 1600 em3. Das 
abzentrifugierte, verlustlos gesammelte Tonerdegel wurde im 
MeBkolben zu einem Volumen von 50 em3 suspendiert (1 em3 = 
14 mg AI20 3). 

70 em3 der Enzymlosung (248 Einheiten der Dipeptidase und 
21,6 Trypsineinheiten enthaltend) braehte man mit 0,6 em3 n/l­
.Essigsaure auf annahernd Ph = 5,0, fiigte 6,6 em3 n/2-Azetatpuffer 
gleieher Reaktion und etwa 170 em3 Wasser hinzu. Naeh Zugabe 
von 6,4 em3 der vorbehandelten Tonerdesuspension (90 mg A120 3 ) 

wurde das Volumen zu 250 em3 erganzt. Naehdem das Adsorbat 
in der Zentrifuge abgetrennt war, wiederholte man die Behandlung 
mit einer gleiehen Menge Tonerde noeh viermal, rasch und mog­
liehst in der Kiilte. Die letzte Rest16sung hatte ein Volumen von 
275 em3 ; sie war frei von Trypsin und enthielt 105 Einheiten, das 
sind 42% der angewandten Dipeptidase. 

Beispiel fiir die Darstellung des Hefetrypsins 1). 

1100 em3 einer Enzymlosung (1690 Einheiten der Dipeptidase und 
211 Trypsineinheiten enthaltend), die wie im vorhergehenden 
Beispiel gewonnen war, behandelte man bei Ph = 5 (n/60-Azetat­
puffer) in einem Volumen von 2800 em3 mit 1 g Tonerde A, die 
wie oben vorbehandelt worden war. 90% der Dipeptidase und 33% 
des Trypsins blieben in der Rest16sung zuriiek. 

Das Adsorbat eluierte man mit 6 g Diammonphosphat in 
260 em3• Die erhaltene Losung, deren Volumen naeh der Neutrali­
sation mit Essigsaure 271 em3 betrug, enthielt 38 Dipeptiual:!e­
einheiten, das sind 2,2010 der urspriingliehen Menge und 90 Tryp­
sineinheiten, das sind 43% der angewandten und 64% der ad­
sorbierten Menge. 

Die Elution wurde dureh Zusatz von 38 em3 n/l-Essigsaure 
wieder auf Ph = 5,0 gebraeht und erneut in einer Verdiinnung von 

1) Nach GraBmann: Methoden und Ergebnisse. S.131. 
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1200 em3 mit 0,32 g der vorbehandelten Tonerde versetzt. GemaB 
der Analyse der Restlosung waren 50 0/ 0 des Trypsins und etwa 10 0/ 0 

der zuletzt vorhandenen Dipeptidase in das Adsorbat iiber­
gegangen. 

Die Elution erfolgte dureh 270 em3 n/50-NH3• Die erhaltene 
Losung (Volumen naeh der Neutralisation 275 em3) enthielt 27 
Trypsineinheiten (60% der adsorbierten Menge) und war frei von 
Dipeptidase. Das Hefetrypsin ist in einer solehen Losung etwa 
aehtmal reiner als im angewandten Autolysat. 

Bei Priifung des Hefetrypsins miBt man die Wirkung des Fer­
mentes auf 0,6 g Gelatine in 10 em3 bei 40 0 und bei Ph 5,0 (1/31 m 
Dinatriumzitrat). Die festgesetzte Einheit entsprieht dem Ferment­
gehalt von 100 mg eines etwas gereinigten Troekenpraparates. -
0,6 Einheiten bewirken unter den Versuehsbedingungen in 24 Stun· 
den einen Aziditatszuwaehs entspreehend 1,50 em3 0,2 n-KOH. 

Uber die Trypsin-Einheit vgl. aueh S. 309. 

Nachweis und Bestimmung. 
Zur oberflaehlieh orientierenden Priifung kann man eine der 

iilteren Methoden [Auflosung einer mit Kongorot oder Spritblau 1) 

gefarbten Fibrinfloeke] in entspreehend alkaliseher Losung 
anwenden. Fast aile unter Pepsin angefiihrten Methoden sind 
mit entspreehender Anderung des Ph auf Trypsin iibertrag­
bar. Eine solehe, aueh schon bei Pepsin abgehandelte modifi­
zierte Methode ist z.B. aueh die von GroB2), von Fuld 3) und von 
MiehaeHs 2) besehriebene. Die Methode beruhtaufdemPrinzip, daB 
aus einer diinnen KaseinlOsung (0,1 0/ 0 in 1 proz. SodalOsung) das 
unveriinderte Kasein dureh 1 proz. Essigsiiure ausgefiillt wird. 
Man bestimmt entweder die Zeit, welehe vergeht, bis eine der 
Trypsinverdauung unterworfene Kaseinlosung dureh Essigsiiure 
nieht mehr getriibt wird, oder man bestimmt die Fermentver­
diinnung, bei der bei konstanter Zeit die Triibung ausbleibt. 

Erforderliehe Losungen. 1. 1 prom. Kaseinlosung. 0,1 g 
Kasein (Hammarsten) wird in einem 200 em3 fassenden Beeher­
glas mit 5 em3 l/lOn.NaOH und 25 em3 destilliertem Wasser 
versetzt, und auf dem Drahtnetz zum Sieden erhitzt. Naeh ein-

1) Vgl. 8morodinzew und Adowa: Biochem. Zeitschr. Bd.153, 8.14. 
1924. 

2) GroB: Arch. f. expo Pathol. u. Pharmakol. Bd.58, S.157. 1908.­
Fuld: Ebenda Bd. 58, 8. 468. 1908. - Michaelis: Biochem. Zeitschr. 
Bd. 10, S. 290. 1908. 

S) Fuld, v. Bergmann u. Meyer: Berlin. klin. Wochenschr. 1908, 
S.1673. 
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maligem Aufkoehen wird das Beeherglas in einem GefiW mit 
kaltem Wasser gekiihlt und die iibersehiissigeLauge mitl/1on-HCI 
neutralisiert. (Hierzu sind etwa 4,5 em 3 notig.) Die Losung wird 
mit destilliertem Wasser auf 100 em3 aufgefiillt. - Oder man 
lost 0,1 g Kasein in 100 em3 0,1 proz. SodalOsung unter Erwarmen. 

2. Essigsaure, alkoholisehe Losung. (1 Teil Essigsaure, 49 Teile 
Wasser, 50 Teile 96 proz. Alkohol.) 

Ausfiihrung: 10 ReagensgHiser werden mit absteigenden 
Mengen der zu untersuehenden FermentlOsung besehiekt, wobei 
die Verdiinnungen mit destilliertem Wasser hergestellt werden. So­
dann werden zu jedem Glasehen 2 em3 der 1 prom. Kasein­
lOsung zugesetzt, samtliehe Glasehen fUr 1 Std. bei 38° gehalten, 
und naeh dem Abkiihlen zu jeder Portion 6 Tropfen der essig­
sauren alkoholisehen Losung zugefUgt. Das unterste, noeh vollig 
klare Glasehen dient zur Bereehnung der Trypsinmenge. 

Bei der Bereehnung der Wirkung wird festgestellt, wieviel 
Kubikzentimeter der Kaseinlosung von 1,0 em3 der untersuehten 
Fermentlosung innerhalb der Beobaehtungszeit verdaut worden 
waren. 

Methode von Palitzseh und Walburn!) (Modifikation der 
Methode von Fermi). 

Prinzip: Sie beniitzt als MaG den Grad der Verfliissigung von 
Gelatine dureh Trypsin. Die Methode kann als erste Orientierung 
iiber die Proteasewirkung benutzt werden. 

GelatinelOsung: 1400 g Gelatine werden in ca. 2,5 1 lau­
warmen Wassers gelOst und die zahe Fliissigkeit dureh ein Sieb 
gegossen; dazu gibt man ca. 2 g Thymol und 25 em3 ca. 5 n-Na­
triumhydroxydlosung. Die auf Laekmuspapier noeh sehwaeh 
sauer reagierende Losung wird auf 4000 em3 aufgefUllt, in 
200-em3-Flasehen gefUllt und im Eissehrank aufbewahrt. 
(100 g der von diesen Autoren benutztell" GelatinelOsung mit 
625 ems Wasser verdiinnt hatten einen Ph = 5,8.) Zum Versueh 
werden kurz vorher 200 g dieser 35 proz. Losung abgewogen und 
mit Wasser, in dem 15,5 g reine Borsaure als Puffer gelOst sind, 
auf 11 aufgefUllt. In den Versuehen werden 40 ems dieser Lo­
sung zu 50 ems verdiinnt. Die endgiiltige Gelatinekonzentration 
betragt also gegen 6% , 

Ausfiihrung: Man fiiUt in 100 em3 Kjeldahlkolben je 40 em3 

der borsaurehaltigen GelatinelOsung. Dazu setzt man so viel 

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 47, S. 1. 1912. Fermi: Arch. f. Hygiene 
Bd. 12, S. 242, 1891 und Bd. 55, S. 142, 1906. 
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n-NaOH, daB die Kolben eine bestimmte und gleiebe [H"J haben, 
insgesamt 8 em 3 Fliissigkeit. Die Kolben werden ea. 20 Min. im 
Thermostaten von 300 gewarmt, worauf man 2 em3 del' verdiinnten 
(nieht vorgewarmten) Trypsinlosung zusetzt und gut sehiittelt. 
Naeh Ablauf best,immtcr Zeiten werden den Kolben je 5 em3 

entnommen und in Reagensgliiser (Durchmesser 21--22 mm) 
eingefiillt, die in 1 cm3 Wasser eine zur genauen Neutralisation 
del" zugefiigten NaOH ausreichende Menge n-HCl enthalten und 
die vorher 10 Min. in einer Mischung von Eis und Wasser standen. 
N ach gutem Durchmischen wird die neutralisierte Gelatinemischung 
15 Min. lang ohne Schiitteln abgekiihlt, wonach die Konsistenz 
beurteilt wird. Es werden von den Verfassern 12 Grade der Ver­
fliissigung unterschieden. 

o bedeutet vollstandig starr; der Gelatineklumpen wird selbst 
durch kriiftiges Schiitteln nicht losgemaeht. 

1 bedeutet starr; durch starkes Sehiitteln kann ein wenig los-
ge16st werden. 

2 bedeutet starr; wird leichter zerrissen. 
3 bedeutet starr; die Oberflache bewegt sich beim Schiitteln. 
4 bedeutet: wird leieht zerrissen. 
5 bedeutet beinahe weich. 
6 bedeutet weich. 
7 bedeutet sehr weich. 
8 bedeutet: beinahe halbfliissig. 
9 bedeutet halbfliissig. 

lO bedeutet dickfliissig. 
11 bedeutet beinahe fliissig. 
12 bedeutet diinnfliissig. 

Bestimm ung naeh N orthropl). 
Prinzip: Die fortschreitende Hydrolyse der EiweiBkorper 

wird an der Anderung der Leitfahigkeit einer GeIatinelOsung (her­
gestellt nach L 0 e b) verfolgt 2). 

Gelatine nach Loe b 3). 50 g feinpulverisierter Gelatine wer­
den in 3 1 einer m/128-Essigsaure von 10 0 eingetragen und 
haufig umgeriihrt. Nach halbstiindigem Stehen wird die iiber­
stehende Fliissigkeit abgegossen und frische m/128-Essigsaure von 
10 ° bis zum urspriingliehen ,r olumen zugesetzt. Dann wird wieder 

1) Northrop: Journ. of gen. physiol. Bd.4, S.227. 1922. 
2) Vgl. Henri u. des Bancels: Cpt. rend. des seances de la soc. 

de bioI. Bd.55, S.563, 787, 788. 1903 und Bayliss: Arch. de bioI. Bd. 11, 
SuppI. 261. 1904. 

3) Loeb: Die Eiwei13korper. S.39. Berlin: Julius Springer 1924. 
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geriihrt, nach 30 Min. wieder dekantiert und die abgegossene Saure­
menge durch das gleiche Volumen destillierten Wassers von 5 ° er· 
setzt. Nach gutem Umriihren wird die Gelatine abgenutscht und 
auf der Nutsche 5mal mit je 11 Wasser von 5° gewaschen. Dann 
wird die Gelatine in ein groBes Becherglas gebracht und auf dem 
Wasserbad auf etwa 50° erhitzt, wobei die Gelatine sich lost. 

Erforderliche Losungen. 1. Gelatinelosung: Die nach 
Loe b bereitete Gelatine (siehe oben) wirdgewaschen, durch Wasser­
zusatz unter Erwarmen (bei etwa 50°) auf einem Wasserbad 
gelost, wobei die Gelatinekonzentration auf etwa 5% gebracht 
wird, und mit NaOH zu einem Ph von 6,3 titriert. Die Losung 
wird bis zu einer Konzentration von 2,5 g Gelatine auf 100 cm 3 

verdiinnt und geniigend KC} zugefiigt, so daB die Losung eine 
spezifische Leitfahigkeit von 2 .1O-s reziproken Ohm bei 33° hatte. 
Nach Zusatz einiger kleiner Thymolkristalle wird die Losung im 
Eisschrank aufbewahrt. 

2. Trypsin. Von einem kauflichen Trypsinpraparat (Nor­
throp benutzte Trypsin "Fairchild") werden 5 g in 50 cms Wasser 
aufge16st und bei 6 ° 18 Std. dialysiert. Der filtrierten Losung 
wird so viel KCI zugesetzt, daB die spezifische Leitfahigkeit 2 . 10-3 

betragt. Die Losung muB jeden Tag frisch bereitet werden, da sie 
ihre Wirksamkeit sehr schnell verliert. 

Bestimmung der Leitfahigkeit. Der von Northrop 
henutzte Apparat besteht aus einer Kohlrauschbriicke und 
einem Widerstandskasten. Die Resultate bei der Briickenab­
lesung werden direkt ohne weitere Ausrechnung benutzt. Diese 
Resultate stehen zu der tatsachlichen Leitfahigkeit in Bezie­
hung durch die Formel 

A 
X =1000-A R, 

in welcher X der Widerstand der Losung, A die Briickenablesung 
und R der Widerstand des Widerstandskastens ist. Wenn die Ab­
lesungen immer in der Mitte des Kastens begonnen werden (bei 
500), reprasentieren die ersten 10 oder 15 Briickenpunkte beinahe 
gleiche Anderungen der Leitfahigkeit und konnen als proportional 
der prozentualen Anderung der Leitfahigkeit betrachtet werden. Da 
alle Losungen dieselbe Leitfahigkeit zu Beginn des Experimentes 
haben und der Widerstand so gewahlt werden kann, daB die 
Briickenablesung im Beginn 500 in jedem Falle betragt, wird diP 
Anderung in der Briickenablesung von 500 zu 490 dieselhe AnOt1-
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rung in der Leitfahigkeit jeder der verschiedenen Losungen be­
deuten. 

LeitfahigkeitsgefaB. Die Abb. 90 zeigt das benutzte 
GefaB, von dem man sich eine Anzahl herstellt. Das GefaB ist 

ein Jenenser Reagensglas (Northrop benutzt 
I@ "Pyrex"-Glas) von ca. 40 cm3 Inhalt und20 mm 

Durchmesser. Die Elektroden bestehen aus 
lMl~f Platindraht, sind in dunne "Pyrex"- oder Jena­

Glasrohren eingeschmolzen, und an ihren 5 mm 
langen freien Enden mit Platinschwarz uber-

f/t'lrtrtJde - zogen. Die Glasrohren, die die Elektroden tra­
gen, werden mit SiegeIlack an den Seiten des 
Reagensglases befestigt und danach mit Queck­
silber gefullt. Die Entfernung zwischen den 
Elektroden wird so gewahlt, daB aIle Glaser die­
selbe Konstante haben, d. h. daB sie aIle die­
selbe Ablesung zeigen, wenn sie mit derselben 

flefrtrotle Losung gefUIlt sind. Die EinsteIlung auf die 
Konstante 3,5 erreicht man so, daB man den 

Abb.90. SiegeIlack erwarmt und dann die Elektroden 
entfernt oder nahert. (Der Widerstand im Ge­

faB mit einer Flussigkeit von 2· 10-3 spez. Leitvermogen betragt 

dann 2~i~-3 = 1,75'103 Ohm, vgl. S.48.) 

Ausfuhrung der Bestimmung. Von der Gelatinelosung 
werden je 25 em 3 in eine Reihe der Reagensglaser pipettiert und 
diese im Wasserbad bei 33° + 0,01° gehalten. Die Leitfahigkeit 
wird von Zeit zu Zeit bestimmt, bis sie konstant ist (gewohn­
lich innerhalb 20 Min.). 1 cm3 der Trypsinlosung, die vorher auf 
33° und auf dieselbeLeitfahigkeit gebracht wurde, wird unter sorg­
faltigem Mischen hinzugefUgt. Bei einem p" von 6,2-6,4 der Lo­
sung braucht man keinen Puffer, da dann bei der Verdauung der 
Gelatine keine Anderung des p" eintritt. Die Losung wird durch 
Aufsaugen und ZuruckflieBenlassen mit einer warmen, trockenen 
Pipette dreimal gut durchgemischt, wobei Luftblasen zu ver­
meiden sind. UnregelmaBige Resultate kann man fast immer auf 
schlechtes Mischen zuruckfuhren. Die Leitfahigkeit der Losung 
wird in bestimmten Zwischenraumen abgelesen, so daB auf je 
1,5 oder 2 Teilstrecken auf der Brucke eine Ablesung erfolgt, 
bis die Ablesung (wenn man von der EinsteIlung 500 mm 
ausgeht) 485 oder weniger betragt. Die Zeit wird von dem 
Punkt gerechnet, an dem das Trypsin zugefUgt wurde. Es ist 
zweckmaBig, eine Uhr mit einer Hundertstel-Stundeneinteilung 



Trypsin. 289 

zu benutzen an Stelle einer gewohnlichen. Wenn eine Trypsin­
losung von der gleichen Temperatur und LeiWihigkeit wie die 
Gelatine16sung hinzugefiigt und die Mischung ohne Tempe­
raturschwankungen und ohne Luftblasen gehalten wurde, folgen 
die Ablesungen einer stetigen Kurve. Wenn die erste Ablesung 
nicht in dieselbe Kurve wie die folgenden fallt, wird die Kurve, 
urn den Nullpunkt zu finden, extrapoliert. Die Zeit, die notwendig 
ist, urn eine Verschiebung von 10 mm am MeBdraht zu bestimmen, 
wird durch Interpolation gefunden. Das entspricht einer Anderung 
der spez. Leitfahigkeit von 0,0782 X 10-3 reziproken Ohm und 
ist weniger als 10% del' totalen Spaltung, die durch Trypsin unter 
diesen Bedingungen bewerkstelligt werden kann. 

Bestimmung mit der Formoltitration nach Sorensen l ). 

Bei der Proteolyse kommt es hauptsiichlich zur hydrolytischen 
Losung amidartiger Bindungen unter Wasseraufnahme und zur 
Bildung von Karboxyl- und Aminogruppen. Sorensen hat 
durch Formolzusatz die vorhandenen bzw. gebildeten Amino­
gruppen neutralisiert und dadurch die Karboxylgruppe allein der 
Titration zuganglich gemacht. Der Vorgang verlauft nach der 
Gleichung: 

~H3 9H3 

~H'NH2 + HOOH ~ 9H·N: OH2 + H 20 

OOOH +KOH COOK 

Die Differenz zwischen denjenigen Sauremengen, die zu zwei 
verschiedenen Zeitpunkten in irgendeiner in Verdauung begrif­
fenen Fliissigkeit nach Formolzusatz titrierbar sind, wird somit 
ein MaB fiir die in dem betreffenden Intervall ge16sten Peptid­
verbindungen abgeben. Die Wasserstoffionenkonzentration, bei 
der die Neutralisation der Aminosauren durch KOH zu Ende 
verlauft, liegt bei Ph = 9 bis 9,5. Ein brauchbarer Indikator 
ist Phenolphthalein, wenn zur stark roten Farbe titriert wird, 
oder noch besser Thymolphthalein. 

Fehlerq uellen. Das Resultat wird fehlerhaft bei Gegen­
wart von groBeren Mengen von a-Prolin und Tyrosin, was bei 
den gewohnlichen Proteinstoffen nicht der Fall ist. Harnstoff 
und Guanidinsalze (ebenso Arginin) verhalten sich auch nach 
Formolzusatz wie vollig neutrale Stoffe. Sind groBere Mengen 

1) Sorensen: Biochem. Zeitschr. Bd. 7, S. 45. 1908. -Dargestellt nach 
Jessen-Hansen: Handb. d. bioI. Arbeitsmethoden, Abt. I, Teil 7, Heft I, 
S.245. 

Rona, Fermentmethoden, 2. Auflage. 19 
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Ammoniak anwesend, so muE das Ammoniak vorher durch Destilla­
tion mit Baryt unter stark vermindertem Druck entfernt werden. 
Die Eigenfarben der Losungen sind ferner hinderlich bei der Wahr­
nehmung des Endpunktes der Titration. Man kann dann der Kon­
troliosung einen Farbton geben, der dem der zu titrierenden 
Losung ahnlich ist (einige Tropfen einer Losung von 0,2 g Tro­
paolin 0 oder Tropaolin 00 oder Bismarckbraun, alie in Losungen 
von 0,2 g in 11 Wasser). Wenn es sich um Saurespaltungspro­
dukte handelt, muE man die Losung entfarben, wie unten ge­
zeigt wird. Bei hOherem Phosphatgehalt ist kein brauchbarerer 
Farbenumschlag zu erzielen. 

Erforderliche Losungen. (Bei der Titration mit Phenol­
phthalein. FUr die Titration mit Thymolphthalein vgl. S. 292). 

1. Eine n/5-Losung von Natriumhydroxyd [oder Barium­
hydroxyd]1). 

2. Eine n/5-Losung von Salzsa~re., 
3. Eine Losung von 0,5 g Phenolphthalein in 50 cm3 Alkohol 

und 50 cm3 H 20. 
4. Eine Formoliosung, die fur jeden Versuch frisch hergestellt 

werden muE. 50cm 3 kaufliches, 30-40 proz. Formaldehyd werden 
mit 1 cm 3 Phenolphthaleinlosung und danaeh mit n/5-Lauge bis 
zum ganz schwachen rosa Farbton versetzt. 

5. Eine EiweiBlosung, z. B. eine 4 proz. Losung von Witte­
pepton. 

6. Eine Pepsin- oder TrypsinlOsung. 
Die Vorbereitung der zu untersuchenden Losung 

besteht, falls keine Phosphor- oder Kohlensaure vorhanden ist, 
in einer moglichst genauen Einstellung auf die schwach saure 
Reaktion gegen Lackmuspapier. (Eine Vergleichsflussigkeit, 
bestehend aus gleichen Teilen 1/15 m primarem Kaliumphosphat 
und 1/15 m sekundarem Natriumphosphat hat den erwiinschten 
Ph von 6,8.) SolI nur der Zuwachs an den Karboxyl-Gruppen 
ermittelt werden, so konnen die Losungen ohne besondere V or­
bereitung sofort titriert werden. Will man jedoch den absoluten 
Gehalt an "Formolstickstoff" kennenlernen, so sind die Lo­
sungen vorher zu neutralisieren und von Phosphorsaure zu be­
freien. Um die Phosphorsaure und die Kohlensaure zu ent­
fernen, werden 50 em 3 der zu analysierenden Losung in einen 
lOO-em3-MeEkolben pipettiert und mit 1 em3 Phenolphthalein­
lOsung (0,5 proz. alkoholisch-wasserige Losung) und mit 2 g 
festem Bariumchlorid versetzt. Dann wird von einer gesattig-

1) Vgl. hierzu Sorensen: Biochem. Zeitschr. Bd.25, S.1. 1901. 
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ten Lasung von Bariumhydroxyd zunaehst bis zur roten Farbe, 
und dann noeh weitere 5 em3 zugegeben. Naeh Auffullen mit 
Wasser bis zur Marke, gutem Umsehutteln und viertelstundigem 
Stehen wird dureh ein troekenes Filter filtriert. 80em 3 des Filtrates 
(A) werden in einem 100-em 3-MeBkolben mit 1/5 n-HCl gegen Laek­
muspapier neutralisiert und darauf mit ausgekoehtem Wasser bis 
auf 100 em3 verdunnt. In gleieh groBen Teilen der neutralisierten 
FlUssigkeit bestimmt man teils das Ammoniak, teils die formol­
titrierbare N-Menge. 1st viel Ammoniak vorhanden, so wird dieses 
aus dem klaren, roten Filtrat A im Vakuum abdestilliert (vgl. 
S. 300, vgl. aueh Praktikum II, S.173, 360), der Destillationsruek­
stand in einigen em 3 n-HCl ge16st, dureh den Kolben CO 2-freie Luft 
durehgesogen (urn eine eventuelle Spur von Kohlensiiure auszu­
treiben), und dann die salzsaure Lasung in einem 100-em3-MeLl­
kolben gegen Laekmuspapier neutralisiert, sehlieBlieh mit CO2-

freiem Wasser bis zur Marke naehgefUllt und in einer passenden 
Menge (z. B. 40 em3 entspreehend 16 em3 del' ursprungliehen FIllK­
sigkeit) die Formoltitrat:on ausgefUhrt. 

Entfarbung. 1st die Entfarbung notwendig und liegt eine 
passend saure Flussigkeit vor (d. h. in bezug auf den Saure­
gehalt ungefahr 1/10 n), so werden 25 em 3 derselben in einen 
50-em 3-MeBkolben gebraeht. 1st die vorliegende Lasung nieht pas­
send sauer, nimmt man nur 20 em3, und es werdenje naeh den Um­
standen z. B. 5 em3 n/2-Salzsaure bzw. Natronlauge zugesetzt. Da­
naeh werden ca. 4em3 2n-Bariumehlorid16sung (244gBaCI 2 ·2 H 20 
in 11 Lasung) zugesetzt und naeh und naeh unter gutem und 
haufigem Sehutteln (die letzten Male muB der Kolben wahrend 
des Sehuttelns gesehlossen sein) 20 em3 ca. 1/3 n-Silbernitrat-
16sung (56,7 g reines AgN03 in 11), am besten aus einem kleinen 
MeBzylinder zugetrapfelt. Wenn der gebildete Sehaum naeh 
kurzem Stehen sieh gesetzt hat, wird kohlensaurefreies Wasser bis 
zur Marke zugesetzt und uberdies dem gebildeten Silberehlorid 
entspreehend noeh 4 Tropfen Wasser. Naeh gutem Umsehutteln 
wird dureh ein gewahnliehes ll-em-Filter filtriert, indem man 
magliehst viel von dem Niedersehlag auf das Filter bringt. Das 
im Anfang trube Filtrat wird vorsiehtig wieder auf das Filter 
gegossen. Mit einer passenden Menge (15-30 em3) des vallig 
klaren Filtrats wird dann naeh vorherigem Neutralisieren gegen 
Laekmuspapier die Formoltitration ausgefUhrt. 

Die Ti tr a tion: Man fiihrt die Titration in 20 ern 3 oder aueh 
etwas mehr (wenn wenig formoltitrierbarer Stiekstoff vorhanden 
ist) aus. 

19* 
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Um den Endpunkt der Titration scharf zu erkennen und um 
den EinfluB der Formollosung zu eliminieren, benutzt man eine 
Kontrollosung, welehe folgendermaBen herzustellen ist: Zu 20 em 3 

oder, wenn fiir die Analyse ein anderes Volumen benutzt wird, 
einem entspreehenden Volumen ausgekoehten, destillierten Wassers 
werden zuerst 10 em 3 der Formolmisehung und danaeh ungefahr 
halb sovielNaOH wie bei der eigentliehen Bestimmungzu verwenden 
ist, zugesetzt. Dann wird mit n/5-Salzsaure zuriiektitriert, bis 
die Fliissigkeit naeh gutem Sehiitteln eben einen sehwaeh rosa 
Farbton zeigt (Ph = 8,3, erstes Stadium der Titration) und jetzt 
ein Tropfen n/5-Lauge zugegeben, wodureh die Fliissigkeit deutlieh 
rote Farbe annimmt (Ph = 8,8, zweites Stadium der Titration). 

Die zur Untersuehung vorliegenden Losungen werden bis zu 
dieser letzten Farbenstarke titriert, indem 10 em3 der Formol­
misehung zu 20 em 3 der Analyse zugesetzt werden und gleieh 
darauf n/5-Lauge, bis die Farbung starker als die der Kontrollosung 
erseheint; dann wieder n/5-Salzsaure, bis die Farbung sehwaeher 
als die der Kontrollosung geworden ist, und sehlieBlieh wird Lauge 
zugetropfelt, bis die Farbstarke der Kontrollosung ganz erreieht ist. 

Wenn alle vorliegenden Losungen auf diese Weise titriert 
worden sind (Phenolphthalein, zweites Stadium), werden der 
Kontrollosung weiter 2 Tropfen zugefiigt, wodureh sie eine stark 
rote Farbe annimmt (Ph = 9,1, drittes Stadium). Die Titration wird 
dann beendet, indem jeder Losung Lauge zugetropfelt wird, bis die 
stark rote Farbe der Kontrollosung erreieht worden ist. Selbstver­
standlieh kann man aueh sofort bis zum dritten Stadium titrieren. 

Titration mit Thymolphthalein. Wendet man statt des 
Phenolphthaleins Thymolphthalein als Indikator an, dann ist 
statt der oben unter 3. und 4. aufgefiihrten Fliissigkeiten zu be­
nutzen: 

1. Eine Losung von 0,5 g Thymolphthalein (Griibler) in 
1 1 93 proz. Alkohol und 

2. eine Formolmisehung, die jedesmal folgendermaBen frisch zu 
bereiten ist: Zu 50 em 3 Handelsformol werden 25 em 3 absoluter 
Alkohol, 5 em3 Thymolphthaleinlosung und sehlieBlieh n/5-Lauge 
bis zum sehwaeh griinliehen oder blauliehen Farbton zugefiigt. 

Ais Kontrollosung werden aueh hier 20 em 3 ausgekoehtes 
Wasser verwendet. Es werden zuerst 15 em 3 der Formolmisehung 
und etwa die halbe Menge Lauge, wie die bei den Bestimmungen 
verwendete, zugesetzt; dann wird mit n/5-Salzsaure zuriiektitriert, 
bis die Losung blaulieh opalisierend erseheint. Jetzt werden 
2 Tropfen Lauge zugegeben, die der Fliissigkeit eine schone und 
blaue Farbe erteilen (Ph = 9,45). 
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Bis zu dieser letzten Farbenstarke werden die Losungen titriert, 
indem 20 em3 der zu untersuehenden Losung, 15 em 3 Formol­
misehung und gleieh darauf ein kleiner "ObersehuB an Lauge zuge­
setzt werden. Naeh Zuriiektitration mit Salzsaure, wobei die Farbe 
sehwaeher werden solI als in der Kontrollosung, wird sehlieBlieh 
Lauge zugetropft, bis der Farbenton der Kontrollosung genau 
erreieht ist. 

1st die zu titrierende Losung nur leieht gefarbt, dann kann man, 
wie friiher bemerkt, die Titration dadureh verseharfen, daB man 
den 20 em3 Wasser der Kontrolle vor der Zugabe der Formol­
misehung einen ahnliehen Farbton erteilt, was sieh mit den oben­
erwahnten Farb16sungen erreiehen laBt; oder 
man bedient sieh des von G. S. Walpole!) an-

I 
I 

AI 
1 

I 
I 
1 

I 

8 1 
1 

I 
I 

gegebenen kleinen Apparates. Derselbe besteht 
aus 2 Paar zylindrisehen Glaseru mit ebenem 
Boden, die in einem Gestell, wie es Abb. 91 zeigt, 
iibereinander angebraeht sind. In 0 wird dann 
die auf die Endfarbe der Titrierung eingestellte 
Kontrollosung, in D Wasser und in A und B 
gleiehe Mengen 20 em 3 der zu titrierenden Lo- EJ EJ 
sung gebraeht, wonaeh man B mit der Formol- c: 0: 
misehung versetzt und die Titration in der I 1 

Weise voruimmt, daB man zu B so lange Lauge _ I : 

usw. zugibt, bis man beimDurehsehen vonoben -:-f!5J-t-' 
gegen eine weiBe beliehtete Flaehe unten die- - - -J - - - -: 

selbe Farbennuanee in A und B beobaehtet. 
Beispiel 2) : 125 em 3 einer 4 proz. Wittepepton­

losung und 75 em 3 einer 0,2 proz. Pankreatin-
Abb. 91. 

16sung wurden mit Wasser auf 250 em 3 erganzt. 20 em 3 der Fliissig­
keit enthielten 52,00 mg Gesamtstiekstoff. 

Kontrollosung: 20 em 3 ausgekoehtes Wasser + 10 em 3 neutrali­
sierter Formollosung + 2 Tropfen Bismarekbraun. 

Bei der sofort naeh der Zubereitung vorgenommenen Titrierung 
wurden verbraueht: 

Kontrolle 1,50 em3 1Isn-NaOH 
1,40 " 1/5 n-HCI 
0,10 em3l/sn-NaOH 

Versueh (20 em3) 3,50 em3 lis n-NaOH 
0,45 " lis n-HCI 

Kontrolle 

Verbraueh 

3,05 em3 lis n-NaOH 
0,10 " 1Isn.NaOH 
2,95 em3 l/5n·NaOH 

1) Walpole: Bioehem. journ. Bd.5, S.212. 1910. 
2) Jessen-Hansen: 1. e. S. 258. Vg1. ferner Henriques und Gjald­

biLk: Zeitsehr. f. physiolog_ Chem. Bd_ 75, S.363. 1911; Henriques und 
Sorensen: Zeitsehr. f. physiolog. Chem. Ed. 64, S. 120. 1909/1910. 



294 Eiweil3spaltende Fermente. 

1 cm3 nJ5-Natronlauge entspricht 2,8 mg Stickstoff, die 2,95 cm3 

demnach 8,26 mg, d. h. 15,9% des Totalstickstoffs, die als 
formoltitrierbarer Stickstoff vorhanden sind. 

Nach 30 Std. wurden in derselben Weise verbraucht: 5,85 cma 
1/5 n-NaOH 16,38 IIlg N oder 31,5% des TotalstickstoHes. 

Methode nach van Slyke 1). 

Die Aminosauren und Polypeptide reagieren mit salpetriger 
Saure nach folgender Gleichung 

RNH2 + HN02 = ROH + H 20 + N 2. 

Der gebildete Stickstoff wird gasvolumetrisch gemessen. Den 
Umfang einer Proteolyse miBt man so, daB man zuniichst das 
Substrat mittels Hel vollstiindig hydrolysiert und den mit sal­
petriger Saure reagierenden Stickstoff dieses Gemisches be­
stimmt; dann HiBt man das Ferment auf eine entsprechende 
Menge des EiweiBsubstrats eine bestimmte Zeit lang einwirken. 
Aus der Differenz zwischen dem Stickstoff des Siiurehydrolysen­
gemisches und dem N, der nach der Spaltung durch das Ferment 
mit HN02 gebildet wird, ist die GroBe der Verdauung ersichtlich. 
Proteine reagieren nur mit einer Spur ihres Stickstoffgehaltes. 

Die salpetrige Saure zersetzt sich in stark essigsaurer Losung 
von selbst unter Bildung von Stickoxyd. Diese Reaktion wird bei 
der Methode benutzt, um die Luft aus dem Apparat mittels Stick­
oxydes zu verdriingen. Das Oxyd wjrd dann durch alkalische 
Permanganatlosung in der Hem pelschen Burette absorbiert. 

Erforderliche Losungen. 1. EiweiBlosung: z. B. eine 
Edestinlosung, 6 g Edestin auf 150 cm3 Wasser. 

2. Pepsin- oder Trypsinlosung. 
3. Kaliumpermanganatlosung. 50 g KMn04 und 25 g KOH 

im Liter. Die Losung kann ofter gebraucht werden. (Das Ver­
bindungsrohr zur Hempelschen Burette ist wiihrend des Nicht­
gebrauches mit Wasser, nicht mit der alkalischen Permanganat­
!Osung stehen zu lassen!) 

4. Natriumnitrit. 30 g NaN02 in 100 cm3 Wasser. Das kauf­
liche N aNO 2 enthiilt oft Verunreinigungen, die Stickstoff entwickeln. 
Deshalb muB das NaN0 2 immer, bevor es gebraucht wird, gepriift 
werden und, wenn notig, eine Korrektur fUr das Reagens an­
gebracht werden. Handelt es sich darum, eine in Wasser allein 
nicht !Osliche Aminosubstanz in Losung zu bringen, so kann eine 

1) Darstellung nach van Slyke: Handb. der bioI. Arbeitsmethoden, 
Abt. I, Teil 7, S. 263. Vgl. Ber. d. dtsch. chern. Ges. Bd. 43, S. 3170. 
Journ. of bioI. chern. Bd. 9, S. 185. 1911. 
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Mineralsaure, aber nicht iiber 1/2 n-Konzentration verwandt, wer­
den oder Essigsaure bis 50% oderfixesAlkali bis 1 n-Konzentration. 

5. Eisessig. 
6. 20 proz. Salzsaure. 

(j 

~ I 

~ 
~ 
~ 
~ 

Abb.92. 

A ppara t. Die Zusammensetzung des Apparates ist aus Abb. 92 
und 93 ersichtlich. 

Das GefaB D faBt 40-45 cm 3, A ungefiihr 35 cm3 und die 
Biirette B 10 cm3• Das DesaminierungsgefaB D muB mit einem 
straffen Draht so fest von oben aufgehiingt sein, daB die Draht­
schlinge um das Kapillarrohr herum wie ein festes Zentrum wirkt. 
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Das GefiiB A ist so angebracht, daB sein Schwerpunkt sich dies em 
Zentrum nahert. Das GefaB D kann bereits durch eine gering­
fligige Bewegung von A zum Schutteln gebracht werden. Infolge­
dessen wird das Verbindungsrohr von A zu D durch Spannung 
oder Druck nicht gefahrdet. Um zu vermeiden, daB die Hahne 
undicht oder bei heftigem Schutteln lose werden, reibt man sie 
vorteilhaft mit einer Paste ein, die aus 1 Teil Gummi, 1 Teil 
Paraffin, 2 Teilen Vaselin durch Erhitzen hergestellt wird. Mit 

einer Triebwelle kann man abwechselnd so­
wohl das DesaminierungsgefaB Dais auch die 
Hempelsche Burette schiitteln. Die Klammer 

A am Ende der Triebstange und der Haken, an 
dem die Hempelsche Burette aufgehangt 
wird, werden zweckmaBig mit kleinen Stiicken 
Gummischlauch uberzogen. Ais Triebkraft 
dient am besten ein kleiner Elektromotor, 
der mit einem Widerstand flir 3-4 Ge-
schwindigkeiten versehen ist. Die Triebwelle 
soll 300 bis 500 Umdrehungen in der Minute 
machen. Es kann auch ein Wassermotor be-

r nutzt werden. 
Ausfuhrung. 1. Vertreibung der Luft 

durch Stickoxyd. Wasser vQnF (vgl. Abb. 296) 
flint sowohl die Kapillare gals auch die an-@ dere Kapillare bis c. - A enthalt soviel Eisessig, 
daB ein Funftel des Volumens von D gefullt 
werden kann. Zur Bequemlichkeit ist dieses 
V olumen in A mit einer Marke angezeigt. Den 

AlJb. 93. Eisessig laBt man in D einflieBen, wahrend der 
Hahn c offen ist, damit die Luft aus D ent­

weichen kann. Dann flillt man in A die NatriumnitritlOsung ein, 
und zwar laBt man soviel einflieBen, daB das GefaB D voll­
standig und schlieBlich noch ein kleines Volumen uber Hahn a 
gefiillt wird. Das aus D vertriebene Gas wird dabei bei c ein­
geschlossen. D wird nun, wahrend a geoffnet, c geschlossen ist, 
einige Sekunden lang geschuttelt. Das Stickoxyd, das sich da­
bei augenblicklich ansammelt, laBt man dann bei c austreten. 
Hierauf wird das Schiitteln wiederholt. Die dabei neuentstan­
dene Menge Stickoxyd, die ebenfalls durch c entweicht, be­
seitigt die letzten Spuren von Luft. Nun bringt man D mit 
dem Motor in Verbindung und laBt so lange schutteln, bis nur 
noch 20 em 3 Losung in D zuriickbleiben. Dieses Volumen ist 
durch eine an D angebrachte Marke angezeigt. Hierauf schlieBt 
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man den Hahn a und stellt c und f so, daB die Verbindung 
zwischen D und F hergestellt wird. 

2. Zersetzung des Verdauungsgemisches. Von der zu analy. 
sierenden Mischung miBt man je nach den vorliegenden Bedin· 
gungen 10 cm 3 oder weniger in dem graduierten zylindrischen 
GefaB B genau abo Die gewiinschte Menge Losung laBt man dann 
in das GefitB D einflieBen, das mit dem Motor in Verbindung 
steht, und laBt schiitteln. Nach 5 Min. wird die Reaktion 
beendet sein. Nur in solchen Fallen, wo native EiweiBkorper 
vorliegen, die "beim Desamidieren grobe Koagula erzeugen, die 
beim Durchschiitteln der Mischung storend wirken, kann es notig 
sein, langere Zeit zu schiitteln. Falls zum Analysieren eine viskose 
Fliissigkeit vorliegt und die Gefahr besteht, daB die Losung in F 
iiberschaumt, so fiigt man durch B etwas Oktylalkohol (Kahl· 
baum.Oktylalkohol [sekundar] I) hinzu, nachdem man daraus 
die Fliissigkeit hat auslaufen lassen!). 

3. Absorption des Stickoxydes und Messen des Stickstoffs. 
Sobald die Reaktion beendet ist, wird das Gas in D durch Hinzu· 
lassen von Fliissigkeit aus A nach F getrieben und das Gemisch 
von Stickstoff und Stickoxyd dann aus F in die Absorptionsbiirette 
iibergefiihrt. Die Treibstange wird dann mit der Pipette ver· 
bunden und diese nun 1 Min. lang durch den Motor geschiittelt, 
wobei das Stickoxyd vollstandig absorbiert wird. Der reine Stick· 
stoff wird in F gemessen. Wahrend der letzterwahnten Ope­
rationen ist der Hahn a geof£net, damit wahrend der Bildung von 
Stickoxyd in D Fliissigkeit aus D entweichen kann. 

Priifung auf Vollstandigkeit der Reaktion. Zur 
Priifung auf Vollstandigkeit der Reaktion treibt man den Stick· 
stoff aus F durch c aus; a wird geschlossen und D mit F 
verbunden. Das Gas, daB sich in der salpetrigsauren Losung in 
D wahrend der Absorption des Stickoxydes und des Messens des 
Stickstoffs gebildet hat, wird ausgeschiittelt, nach Fund dann 
in die Hempelsche Biirette wie friiher iibergetrieben. Nach Ab· 
sorption des Stickoxydes sollte das Gasvolumen jetzt nicht mehr 
betragen als dasjenige, welches man bei einem blinden Versuch 
gewohnlich erhalt, namlich ungefahr 0,1 em3• 

Nachdem nun nach Beendigung der Reaktion das Gas voU· 

1) Dr. K. Zirm hat in meinem Laboratorium fUr stark schanmende 
Untersuchungsfliissigkeiten eine Modifikation vorgeschlagen. Sie besteht 
in einem eingeschmolzenen Platinnetz im obersten Teil des Reaktions­
gefaBes und einem seitlich angebrachten ZufluBrohre mit Hahn fUr evt. 
notwendigen Oktylalkohol. Sie erlaubt eiweiBreiche Fliissigkeiten, z. B. un­
verdiinntes Blutserum, zu untersnchen. - Noch nieht ver6ffentlicht. 
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Tabelle zur Berechnung der Stick stoff­
Dichte des trockenen 

Gewicht von 1 cern Stickstoff in Milligrammen unter dem Druck von 700 
unter Normalbedingungen 1,2507 mg 

P 10° 
I 

llo 120 13° I 14° 15° 
I 

16° 
I 

17° 

700 1,111 1,107 1,103 1,100 I 1,096 ! 1,092 1,088 1,084 i 
702 1,114 1,llO 1,107 1,103 1,099 1,095 1,091 1,087 
704 1,118 1,ll4 1,llO 1,106 1,102 1,098 1,094 1,091 
706 1,121 1,ll7 1,ll3 1,109 1,105 1,101 1,097 1,094 
708 1,124 1,120 1,ll6 1,ll2 1,108 1,104 1,101 1,097 

710 1,127 1,123 1,ll9 1,115 i 1,lll 1,107 1,104 1,100 
712 1,130 1,126 1,122 1,ll8 1,ll4 1,111 1,107 1,103 
714 1,133 1,129 1,125 1,121 1,ll8 1,114 1,110 1,106 
716 1,137 1,133 1,129 1,125 1,121 1,ll7 1,113 1,109 
718 1,140 1,136 1,132 1,128 1,124 1,120 1,ll6 1,112 

720 1,143 1,139 1,135 1,131 1,127 I 1,123 1,ll9 1,115 
722 1,146 1,142 1,138 1,134 1,130 i 1,126 1,122 1,ll8 
724 1,149 1,145 1,141 1,137 1,133 ! 1,129 1,125 1,121 
726 1,152 1,148 1,144 1,140 1,136 1,132 1,128 1,125 
728 1,156 1,152 1,148 1,143 1,139 1,136 1,132 1,128 

730 1,159 1,155 1,151 1,147 1,143 1,139 1,135 1,131 
732 1,162 1,158 1,154 1,150 1,146 1,142 1,138 1,134 
734 1,165 1,161 1,157 1,153 1,149 1,145 1,141 1,137 
736 1,168 1,164 1,160 1,156 1,152 1,148 1,144 1,140 
738 1,172 1,167 1,163 1,159 1,155 1,151 1,147 1,143 

740 1,175 1,171 1,166 1,162 1,158 1,154 1,150 1,146 
742 1,178 1,174 1,170 1,165 1,161 1,157 1,153 1,149 
744 1,181 1,177 1,173 1,169 1,165 1,160 1,156 1,152 
746 1,184 1,180 1,176 1,172 1,168 

I 
1,164 1,160 1,156 

748 1,187 1,183 1,179 1,175 1,171 ! 1,167 1,163 1,159 

750 1,191 1,186 1,182 1,178 1,174 1,170 1,166 1,162 
752 1,194 1,190 1,186 1,181 1,177 1,173 1,169 1,165 
754 1,197 1,193 1,189 1,185 . 1,180 1,176 1,172 1,168 
756 1,200 1,196 1,192 1,188 I 1,183 1,179 1,175 1,171 
758 1,203 1,199 1,195 1,191 1,186 1,182 1,178 1,174 

760 1,206 1,202 1,198 1,194 1,190 1,185 1,181 1,177 
762 1,210 1,205 1,201 1,197 1,193 1,189 1,184 1,180 
764 1,213 

I 

1,209 1,204 1,200 1,196 1,192 1,188 1,183 
766 1,216 1,212 1,207 , 1,203 1,199 1,195 1,191 1,187 
768 1,219 I 1,215 1,2ll 11,206 1,202 1,198 1,194 1,190 , 
770 1,222 1,218 1,214 1,209 1,205 1,201 1.197 1,193 

P 10° ! llo 12° I 13° 14-0 150 
I 16° I 17° 

standig aus D nach F iibergetrieben worden ist, laBt man die 
salpetrige SaurelOsung aus D durch den geoffneten Hahn d durch 
ein AusfluBrohr abflieBen. B wird dann ausgespiilt und mit Fil­
trierpapier oder mit Alkohol und Ather getrocknet. Der Apparat 
ist nun fUr eine neue Bestimmung vorbereitet. 



Trypsin. 

Bestimmungen nach Dumas. 
(argonfreien) Stickstoffs. 
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bis 770 mm bei 10 bis 25 0• Berechnet unter der Annahme. daB 1 com 
wiegt (Bestimmung von Lord Rayleigh). 

1,081 
1,084 
1,087 
1,090 
1,093 

1,096 
1,099 
1,102 
1,105 
1,108 

1,1l1 
1,1l5 
1,1l8 
1,121 
1,124 

1,127 
1,130 
1,133 
1,136 
1,139 

1,142 
1,145 
1,149 
1,152 
1,155 

1,158 
1,161 
1,164 
1,167 
1,170 

1,077 I 1,073 I 

1,080 I 1,076 I 

1,083 1,079 
1,086 I 1,082 
1,089 1,085 

1,092 
1,095 
1,098 
1,10l 
1,105 

1,108 
1,111 
1,1l4 
1,1l7 
1,120 'i 

1,123 I 
1,126 I 

1,129 
1,132 • 
1,135 I 

1,138 
1,141 
1,145 
1,148 
1,151 

1,154 
1,157 ! 

1,160 : 
1,163 
1,166 I 

1,089 
1,092 
1,095 
1,098 
1,101 

1,104 
1,107 
1,1l0 
1,1l3 
1,1l6 

1,1l9 
1,122 
1,125 
1,128 
1,131 

1,135 
1,138 
1,141 
1,144 
1,147 

1,150 
1,153 
1,156 
1,159 
1,162 

1,173 1,169. 1,165 i 
1,176 1,172 I 1,168 . 

I 
1,179 1,175 i 1,171 i 

1,070 
1,073 
1,076 
1,07\) 
1,082 

1,085 
1,088 
1,091 
1,094 I 

1,097 

1,100 
1,103 
1,106 
1,109 
1,1l2 

1,1l5 I 

1,1l8 i 

1,121 ! 

1,125 
1,128 

1,131 
1,134 i 

1,137 ! 

1,140 ! 

1,143 i 

1,066 
1,069 
1,072 
1,075 
1,078 

1,081 
1,084 
1,087 
1,090 
1,093 

1,096 i 
1,099 
1,102 
1,105 
1,109 

1,1l2 
1,1l5 
1,1l8 
1,121 
1,124 

1,127 
1,130 
1,133 
1,136 
1,139 

1,142 
1,145 
1,148 

1,146 
1,149 I 

1,152 
1,155 
1,158 

1,151 
I 1,154 

1,161 1,157 
1 164 i 1,160 
1:167 I 1,163 I 

I 

1,062 
1,065 
1,068 
1,071 
1,074 

1,077 
1,081 
1,084 
1,087 
1,090 

1,093 
1,096 
1,099 
1,102 
1,105 

1,108 
1,1l1 
1,1l4 
1,1l7 
1,120 

1,123 
1,126 
1,129 
1,132 
1,135 

1,138 
1,141 
1,144 
1,147 
1,150 

1,182 1,178 I 1,174 , 1,170 i 1,166 
1,186 . 1,181 I 1,177 I 1,173 ! 1,169 

1,189 I 1,185 11,181 I 1,176 I 1,172 

1,153 
1,156 
1,159 
1,162 

11,1(1) 

I 1,169 

18 0 19 0 20 0 I 21 0 22 0 

1,059 
1,062 
1,065 
1,068 
1,071 

1,074 
1,077 
1,080 
1,083 
1,086 

1,089 
1,092 
1,095 
1,098 
1,10l 

1,104 
1,107 
1,1l0 
1,1l3 
1,116 

1,119 i 

1,122 
1,125 
1,128 
1.131 

1,134 
1,137 I 

1,140 
1,143 I 
1,146 I 

1,055 
1,058 
1,061 
1,064 
1,067 

1,070 
1,073 
1,076 
1,079 
1,082 

1,085 
1,088 
1,091 
1,094 
1,097 

1,100 
1,103 
1,106 
1,109 
1,1l2 

1,115 
1,l1S 
1,121 
1,124 
1,128 

1,131 
1,134 
1,137 
1,140 
1,143 

1,149 1,146 
1,152 1,149 
1,156 1,152 
1,159 1,155 
1,Hi2 1,158 

1,165 1,161 

700 
702 
704 
706 
708 

710 
712 
714 
716 
718 

720 
722 
724 
726 
728 

730 
732 
734 
736 
738 

740 
742 
744 
746 
748 

750 
752 
754 
756 
758 

760 
762 
764 
766 
768 

770 

p 

Sob aId man eine neue Nitritlosung benutzt, muD eine blinde 
Bestimmung vorgenommen werden, und zwar so, daD man unter 
den iiblichen Bedingungen arbeitet, aber anstatt der Amino­
substanzlosung 10 cm 3 destilliertes Wasser verwendet. Die Menge 
Gas, welche man gewohnlich bei einem blinden Versuch wahrend 
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5 Min. erhiUt, betragt 0,3-0,4 cm 3. Ammoniak ist in groBeren 
Mengen hinderlich bei der Reaktion; man erhalt aber bei Gegenwart 
der fur gewohnlich vorhandenen, verhaltnismaBig kleinen Mengen 
von Ammoniak ganz gute Vergleichsresultate, falls die gleichen 
Reaktionsbedingungen in Hinsicht auf Zeit, Temperatur und die 
Konzentration der Losungen genau innegehalten werden, so daB 
also die Menge des zersetzten Ammoniaks bei jeder Bestimmung 
die gleiche ist. Fur eine genaue Bestimmung des NH2-Stickstoffes 
in Verdauungsflussigkeiten usw. ist es ratsam, zuerst das Ammoniak 
zu entfernen. Das Ammoniak kann bequem entfernt und bestimmt 
werden durch Destillation unter Zusatz von Kalziumhydroxyd 
unter vermindertem Druck. Nach der Destillation wird der tJber­
schuB des Kalziumhydroxyds mit Essigsaure gelOst. - Die zu 
analysierenden Losungen sollen frei von Athylalkohol und Aceton 
sein. - Zur Verminderung des Schaumens soli nicht Amylalkohol, 
sondern Kaprylalkohol (Oktylalkohol, sekundar I, Kahlbaum) 
verwendet werden!). 

Zur Berechnung der Resultate diene vorstehende Tabelle, 
deren Zahlen, durch 2 dividiert, die Gewichte des Aminostickstoffs 
in Milligrammen darstellen, wie man sie bei der Einwirkung mit 

Abb.94. 

salpetriger Saure und beim Messen uber 
Wasser bei den angegebenen Tempera­
turen und dem betreffenden Barometer­
stand in I cm3 erhalt2). Fur die Um­
rechnung auf Aminostickstoff ist zu 
berucksichtigen, daB nur die Halfte des 
gemessenen Stickstoffs aus der zersetzten 
Aminosubstanz stammt (vgl. die Glei­
chung auf S. 294). 

Modifikation der Methode mit 
Benutzung des Mikroapparates. 
Durch eine geringfugige Anderung der 
Form der Gasburette wird die Genauig­
keit des Ablesens so erleichtert, daB der 
Gebalt des ganzen Apparates auf ein 

Zehntel des oben beschriebenen Inhalts reduziert werden kann, 
so daB nur I cm3 der Losung fur die Bestimmung erforderlich ist. 
Die Form der Burette ist aus Abb. 94 ersichtlich. Der wesent­
lichste Unterschied besteht darin, daB der Nullpunkt statt am 

1) V gl. FuBnote auf S. 297. 
2) 1 em3 troekener Stiekstoff bei 0° und 760 mm entsprieht 0,6253 mg 

Aminostiekstoff oder 0,4466 ems 0,1 n-Saure. 
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Boden des Hahnes in einem Kapillarrost angebraeht ist, weleher 
sieh einige Millimeter unter dem MaBe befindet. Die Biirette be­
sitzt einen Inhalt von 3 em 3 und ist in Hundertstel Kubikzenti­
meter eingeteilt mit ea. 1 mm wei ten Teilstriehen, so daB man 
dureh Absehatzung der Zehntel der Einteilung bis 0,001 em3 ab­
lesen kann. 

Jede bekannte Aminosaure, die aus EiweiB dureh Saure­
hydrolyse erhalten worden ist, reagiert quantitativ mit einem 
N-Atom, ausgenommen Lysin, das mit zwei N-Atomen reagiert, 
und Prolin und Oxyprolin, die iiberhaupt nieht in Reaktion tre­
ten. Ferner mit Ausnahme des Tryptophans, das mit der Halfte, 
des Histidins, das mit einem Drittel, und des Arginins, das mit 
einem Viertel des gesamten Stiekstoffes reagiert. Asparagin re­
agiert nur mit seiner primaren Aminogruppe. - Bei den Poly­
peptiden wird das Stiekstoffgas nur dureh Reaktion mit der 
einen freien NH2-Gruppe entwiekelt. Nur die Glyzylpolypeptide 
geben statt 1 Mol 1,25 Mol N ab I ). 

Bereehnung. Der Umfang der abgelaufenen Proteolyse wird 
naeh folgender Gleiehung bereehnet: 

100 (A -A ) 
Prozent der Hydrolyse = A A O. 

1- 0 

A bedeutet dabei den jeweils gefundenen Aminostiekstoff; Ao den 
Aminostiekstoff des unangegriffenen Proteins vor der Hydrolyse, 
Al den Aminostiekstoff naeh vollstandiger Hydrolyse. Da Ao 
verhaltnismiWig klein ist, kann es bei der Bereehnung unberiick­
siehtigt bleiben, falls die Bedingungen eine experimentelle Be­
stimmung seines Wertes verhindern; z. B. wenn das unverdaute 
EiweiB unloslieh ist, dann reehnet man mit der Gleiehung Hydro-

100 A 
lyse = ---. 

Al 
Beispiel 2) : Verdauung von Edestin dureh Trypsin. 150 em 3 

Wasser, 6 g lufttroekenes Edestin, 0,5 g Soda, 0,6 g Griiblers 
Trypsin. Temperatur 370• Von Zeit zu Zeit werden 5 em3 fUr 
die Aminostiekstoffbestimmung entnommen (s. Tabelle S. 302). 
Zur vollstandigen Hydrolyse werden die Proteine am RiiekfluB­
kiihler mit 20 proz. Salzsaure (1 Volumen konzentr. HOI und 
1 Volumen Wasser) gekoeht, bis die Menge des Aminostiekstoffes 
das Maximum erreieht hat. Dieser Punkt wird bequem so bestimmt, 
daB man in Intervallen von einigen Stunden mit einer Pipette 
abgemessene Proben, die ungefahr 0,1 g Stiekstoff enthalten, ent-

1) Vgl. van Slyke: I. c. S.280. 2) Nach van Slyke: I. c. S.283. 
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em3 N·Gas redu- Umfang der Hy-Stunden ziert auf 00 und Ofo von N 
760mm drolyse in Ofo 

0 1,971 ) 3,68 0,00 
2 7,62 14,93 14,77 
4 8,92 17,47 18,15 

20 12,62 24,75 27,40 
80 ]9,56 38,35 47,30 

Vollstandige Hydro-
lyse mittels Salz-
saure .... 40,25 79,00 100,00 

nimmt und sie fUr die Aminobestimmungen auf je 10 em3 ver­
diinnt. Falls die Proben mehr als 1,00 em3 betragen, solI die Saure 
mit einer konzentrierten Losung von Alkali neutralisiert werden, 
ehe sie bis auf 10 em 3 verdiinnt wird. Der Kolben, in dem die 
Losung gekoeht wird, solI tariert sein und vor der Entnahme 
einer jeden Probe gewogen werden, um die Konzentrationsande­
rung der Losung, die dureh Verdampfung dureh den RiiekfluB­
kiihler vor sieh gehen kann, festzustellen. 

In neuerer Zeit hat D. D. van Sly ke 2) seinen im Praktikum II, 
S.49, besehriebenen Apparat dazu benutzt, den Aminostiekstoff 
nach der obigen Reaktion (S. 294) zu bestimmen, unter Benutzung 
einer Mikroeinriehtung. Wahrend die Mikroform des oben dar­
gestellten Apparates (vgl. S. 300) die Messung einer Aminostiek­
stoffkonzentration bis ± 0,001 mg pro Kubikzentimeter in 2 em 3 

der Losung gestattet, ist eine Bestimmung naeh der neuen An­
ordnung bis ± 0,0001 mg 'pro Kubikzentimeter in 5 em3 der zu 
untersuehenden Probe moglieh. Man kann demnaeh in 5 em3 

des Folin-Wu-Blutfiltrates (vgl. Praktikum II, S. 161) eine Be­
stimmung des Aminostiekstoffes direkt, ohne vorherige Einengung 
ausfiihren. Die Methode ist bereits zum Nachweis der Amino­
gruppen bei der Proteolyse angewendet worden3). Die Bestimmung 
dauert 12-15 Minuten. Die hoehste Menge an Aminostiekstoff, 
die mit der Methode in einer Probe bestimmbar ist, betragt etwa 
0,6 mg (liefert bei 2 em3 Volumen Stiekstoffgas von etwa 400 mm 
Druck); die niedrigste Menge ist etwa 0,0004 mg (liefert Stiekstoff­
gas von 1 mm Druck bei 0,5 em3 Volumen). Da 5 em3 und noeh 
mehr bei der Analyse angewendet werden konnen, ist der Amino-

1) 0,77 em3 des Stiekstoffs oder 1,5% entstammen dabei dem Amino­
stiekstoff des zugefiigten Trypsins. Vom Edestin selbst reagieren nur 
2,4 % Stiekstoff mit der salpetrigen Saure. 

2) Journ. of bioI. Chem. Bd.83, S.425. 1929. 
3) VgI. Krebs: Bioehem. Zeitsehr. Bd.238, S.174. 1931. 
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stickstoH bei einer Konzentration von 0,01 mg pro Kubikzenti­
meter mit 1 % Fehler bestimmbar. 

Ed orderliche Reagen tien: 1. NatriumnitritlOsung: 800 g 
NaN02 werden unter Erwarmen in 11 Wasser gelOst. 2. Eisessig. 
3. Alkalische PermanganatlOsung: 50 g KMn04 werden mit 11 
lOproz. NaOH bis zur Sattigung geschuttelt. 4. Kaprylalkohol zur 
Verhinderung des Schaumens. 

A usfuhrung: 1. Man befreit die "AminolOsung" + Essig­
saure im Apparat von der absorbierten Luft. 2. Man fiigt die 

Abb. 95. Apparat in der SteHung wr Uber­
fiihrung des Gemisches N 2 + NO in die 
Hempel-P ipette dureh Drehcn des Hal!nes b. 

Abb.96. Nacl! Absorption des NO durel! 
l'erma~anat in del' Hempel-Pipette und 
naeh Ersetzen del' Rcagentien durel! luftfreies 
Wasser in der Extraktionskammer steHt man 
die Verbindung der Hempel-Pipette mit der 
Kammer wieder her und drUekt das Wasser 
aus del' Kammer durch die Kapillare in den 

Becher der Pipette. 

NatriumnitritlOsung hinzu und 
la13t die Reaktion die erforderliche Zeit lang ablaufen. 3. Das 
Gemisch von N2 und NO wird in eine Hempel-Pipette uber­
fiihrt, in der das NO von Permanganat absorbiert wird. 4. Man 
entfernt die salpetrige Saure aus der Kammer des van Slyke­
Neill-Apparates und bringt das N2-Gas aus der Pipette zuruck. 
5. Man miSt den Druck des N2-Gases bei einem Volumen von 
0,5 oder 2,0 cm3 • 

Die zu untersuchende Probe kann 1- 8 cm3, am besten 5 cm3 

betragen. Man la13t die Flussigkeit in die Kammer flie13en, dann 
folgt 1 cm3 Essigsaure und, wenn notig. 1 Tropfen Kaprylsaure. 
Nach AbschluB der Kammer unter Sicherung mit 1 Tropfen 
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Quecksilber evakuiert man die Kammer (vgl. Praktikum II, S. 50) 
unter Schiitteln (250-300mal in der Minute). Die Fliissigkeit fiiUt 
nach Austreibung der Luft die Kapillare bis iiber den Hahn b 
(Abb.95). Nun werden 2 cm3 der NitritlOsung in die Kammer 
gegeben, worauf die N2 und NO-Entwicklung sofort beginnt. 

Abb. 97 . Das Qnecksilberniveall wurde go· 
senkt und dasN 2·Gas indie Kammer zurUck· 
geflihrt ; die Permanganatliisllng folgt bis 
zurn in der Abbildung angcgebencn Punkt. 

Man evakuiert wie gewohnlich, 
bis das Quecksilber zu einem 
Stand 1-2 cm 3 iiber der 50-cm 3_ 

Marke gefaUen ist. Man HiBt so 
die erforderliche Zeit (siehe un­
ten) stehen und schiittelt noch 
zum SchluB, um die Entwicklung 
des N2 zu vervollstandigen. Ein­

Faktoren zur Bestimmung 
des Aminostiekstoffs 1). 

Faktoren,mitdenenmmPN , 

multipliziert werden muE, 
Tempe- urn mg Amino-N in der 

ratur analysierten Probe zu 

15 
16 
17 
18 
19 

20 
21 
22 
23 
24 

25 
26 
27 
28 
29 

30 
31 
32 
33 
34 

erhalten 

a = 0,5 em3 a = 2,00 em" 

0,000390 
389 
387 
386 
385 

383 
382 
380 
379 
378 

376 
375 
374 
372 
371 

370 
368 
367 
366 
365 

0,001561 
55 
49 
44 
38 

33 
27 
22 
16 
11 

06 
00 

0,001495 
90 
85 

80 
74 
69 
64 
59 

bis zweimallaBt man wahrend des Schiittelns mit Hilfe der Niveau­
birne Quecksilber zuflieBen, so daB dessen Meniskus sich etwa an der 
50-cm3-Marke befindet. - Die Zeit b:s zur vollstandigen Zersetzung 
der a-NH2-Gruppe in den Aminosauren, von dem Augenblick 
des ZuflieBens des Nitrits gerechnet, variiert mit der Temperatur, 
und bei einer gegebenen Temperatur ist sie proportional dem Vo-

1) Die Werte sind aus der Formel 

i·a ( S ) 
m Mol Gas = P X 17,024 (1+0,00384 i) 1 + A _ S (X' , 

vgl. Praktikum II, S. 56, bereehnet. 
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lumen, zu dem mit den zugefugten Reagentien verdunnt worden ist. 
Betragt das V olumen der AminosaurenlOsung plus dem zugefiigten 
Wasser 5 cm3, so daB das Gesamtvolumen in der Kammer 8 cm3 be­
tragt, so ist die erforderliche Zeit fur die Zersetzung der Amino­
sauren 3 Min. bei25°, 4Min. bei 20° und 6 Min. bei 15°. Beigeringerem 
oder groBerem Volumen ist die Reaktionszeit entsprechend groBer 
oder kleiner. - Die Ubertragung der NO + N 2-Gasmischung in 
die Permanganatpipette, die Adsorption des NO-Gases, der Ruck­
transport des N 2-Gases in die Kammer ist aus den beigefiigten 
Abbildungen ersichtlich. 

Bei der Messung des N2-Gases senkt man das Wasserniveau 
in der Kammer, bis der Wassermeniskus bei der 0,5-cm3- oder 
bei der 2,0-cm3-Marke steht (je nach der jeweiligen Gasmenge). 
Dann liest man am Manometer den Druck PI abo Das Gas wird 
dann aus der Kammer entfernt, und dann liest man den Mano­
meterstand bei Po ab, wobei der Wassermeniskus in der gas­
freien Kammer denselben Stand wie bei der Ablesung von PI 
hat. - Eine Kontrollanalyse wird in derselben Weise ausgefuhrt, 
nur daB statt der AminosaurelOsung dieselbe Menge Wasser ge­
nommen wird. Die Differenz PI - Po bei dieser Kontrollanalyse 
ist die Korrektur c in der unten angegebenen Berechnung. 

Berechnung. Der Druck des N 2-Gases wird erhalten aus 

P N, = PI - Po - c 
und das Gewicht des Amino-N in der Probe: 

mg Amino-N = P N,' Faktor. 

Titrimetrische Bestimmung nach Willstatter I ). 

Aminosauren kann man ebensogut wie eine hohe Fettsaure 
in alkoholischer Losung alkalimetrisch bestimmen. Wenn Salze 
der Aminosauren mit Mineralsauren vorliegen, so kann man 
zuerst in wasseriger Losung auf neutral und dann nach Zusatz 
von Alkohol wieder bis Phenolphthalein-Rotung titrieren. Ebenso 
lassen sich Polypeptide unter Zusatz von Alkohol alkalimetrisch 
bestimmen. Die meist verwandten Puffergemische wie Azetat-, 
Zitrat- und Ammonsalzpuffer storen die Titration nicht; Phos­
phat in hoheren Konzentrationen vermindert die Scharfe des 
U mschlagspunktes. 

Bei der alkalimetrischen Bestimmung von EiweiBabbau­
produkten zeigt sich nun ein charakteristischer Unterschied hin-

1) Nach Wills tatter: Handb. d. bioI. Arbeitsmethoden, Abt. I, Teil 7. 
S. 289. - Wills tatter u. Waldschmidt-Leitz: Ber. d. dtsch. chern. 
Ges. Bd. 54, S. 2988. 1921. 

Rona, Fermentmethoden, 2. Auflage. 20 
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sichtlich der Alkoholkonzentration, die zur Ausschaltung der 
Aminogruppen oder der Hydroxylionen erforderlich ist. Bei 
den Polypeptiden erreicht man dies schon durch 4Oproz. Alkohol; 
ebenso bei Peptonen und Proteinen. Dagegen erfordern die 
Aminosauren der aliphatischen Reihe oder von aliphatischem 
Charakter sehr hohe Alkoholkonzentrationen, etwa 97 % , zur 
volligen Ausschaltung der Aminogruppe und Absattigung der 
Karboxylgruppe mit Alkalihydroxyd. Man muB daher auch das 
Wasser der n-Lauge beriicksichtigen und ersetzt diese zweck­
maBig durch eine alkoholische Normallosung1). Auf diese Ver­
schiedenheit der Alkoholkonzentrationen, die bei Aminosauren 
und Polypeptiden zur Ausschaltung der Aminogruppe erforderlich 
sind, griindeten Willstatter und Waldschmidt-Leitz die 
Methode, um in Gemischen dieser beiden Gruppen von Ver­
bindungen, wie sie beim enzymatischen Abbau der Proteine auf­
treten, den Anteil an Aminosauren und an Peptiden 
alkalimetrisch zu bestimmen. Man verfahrt dabei wie folgt: 

Man ermittelt die zur Neutralisation auf Phenolphthalein in 
50proz. (a), und in 97proz. (b) alkoholischer Losung erforderliche 
Alkalimenge (b kann mit Thymolphthalein auch in 90proz. Alkohol 
ausgefiihrt werden). Der Alkalianteil x fiir Aminosauren ist dann, 
da die Mehrzahl derselben, und zwar die in den Mischungen im allge­
meinen iiberwiegenden, in 50proz. alkoholischer Losung 28% der zu 
ihrer volligen Absattigung erforderlichen Alkalimenge verbrauchen : 

x = 1~~~b_--;;) und der Alkalianteil fiir Polypeptide = b - x. 

Zur Erlauterung diene folgendes Beispiel2): Ein Pankreatin­
praparat (10 cm 3 5 proz. LOsung) wurde gepriift durch zweistiindige 
Einwirkung auf 0,5 g Globulin bei 30° unter Zusatz von 10 cm 3 

PufferlOsung von Ph. = 7,7 (5 cm3 n/2 K 2HP04, 1 cm3 n-KOH 
und 4 cm3 H 20). Da das Verfahren den Nachteil hat, viel Alkohol 
zu erfordern, kann man sich ofters mit der Konzentration von 
90% begniigen. Der Alkohol kann durch Petrolather vergallt sein3). 

Man titriert mit einer 0,2 n-Losung von Kaliumhydroxyd in 
90proz. Alkohol. 

1) Mit Thymolphthalein als Indikator kOnnen Aminosauren und Peptide 
in 80 bis 85proz. Methylalkohol vollstandig bestimmt werden. Wald­
schmidt-Leitz und Schaffner: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 151, 
S. 31. 1925/6. 

2) Willstatter: l. c. S.293. 
3) Um denAlkohol zu regenerieren, destilliert man ihn aus derTitrations­

mischung ab, kocht zur Entfernung von Ammoniak oder fliichtigen Aminen 
eine Stunde mit Kaliumbisulfat und entwassert mit Kalziumoxyd. 
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0,37 
1,18 

1,30 
2,44 
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Differenz 

0,93 cms n·KOH 
1,26 cm3 n-KOH 

Vom Zuwachs der Aziditat infolge der Trypsinwirkung ent-

f II I b· F I 100 (1,26-0,93) 
a en unter Zugrunde egung 0 1ger orme x = ---72- ---
= 0,46 cm3 auf Aminosauren und b - x = 1,26 - 0,46 = 0,80cm3 
auf Polypeptide. 

Bestimmung naeh Wills tatter und Waldschmidt­
Leitz!). 

A usfiihrung: Das zu bestimmende Trypsinpraparat (im all­
gemeinen zwischen 0,01 und 0,25 g getrocknete Driise bzw. die 
daraus hervorgegangene Menge reineren Praparats) wird in ein 
kleines zylindrisches Standflasehchen mit eingesehliffenem Stopfen 
eingewogen; nach der etwa erforderlichen Vorbehandlung (z. B. 
Kinaseeinwirkung) werden dann im Thermostaten von 30°1,00 cm 3 
n-Ammoniak-Ammonchloridpuffer von Ph = 8,9 bei 30° (bestehend 
aus 0,67 em 3 n-NH40I-O,33 em 3 n-NH3) sowie 5,0 cm 3 einer 3 proz., 
auf 30° angewarmten Gelatine16sung (bzw. Pepton-, Albumin­
lasung) zugefiigt und gut durchgeschiittelt. Der Ph dieser Gelatine­
Puffermischung (bei 30°) ist 8,7. 

Nach Ablauf der Bestimmungszeit (gewahnlich 60 Min.) wird 
der Inhalt des Flaschchens mit dem 9faehen Volumen absoluten 
Alkohols in einen Erlenmeyerkolben iibergespiilt und nach Zu­
satz von 0,5 cm 3 0,5proz. alkoholischer Thymolphthalein16sung 
auf je 100 cm 3 Fliissigkeit mit 90proz. alkoholischer 0,2 n-Lauge 
unter kraftigem Umschiitteln titriert. Der Endpunkt der Titration 
ist durch den ersten etwas grau-blauen Farbton gegeben und gut 
erkennbar; nach Zusatz von 3 weiteren Tropfen (etwa 0,05 cm3) 
der Normallasung wird dann die Farbe deutlieh blau. Nach 
einigen Minuten pflegt die Indikatorfarbe infolge einer weiteren 
Hydrolyse der Proteinsubstanz dureh den LaugeniiberschuB wie­
der zu verschwinden. 

Zu jeder Bestimmung ist eine Leerbestimmung auszufiihren, 
deren Ansatz analog dem der Hauptbestimmung erfolgt; die 
der Enzymwirkung entsprechende Aziditatszunahme ergibt sich 
dann aus der Differenz der beiden Titrationen. Es empfiehlt sich 
noch, bei Benutzung von Gelatine als Substrat dem Analysen-

1) Waldschmidt-Leitz: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Rd. 132, S. 181 
(S.201). 1924. 

20* 
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gemiseh vor dem Verdunnen mit Alkohol etwas Chlorkalzium­
!Osung, z. B. 0,50 em 3 mit 20 mg CaCI2 , zuzusetzen; man ver­
meidet so, daB unangegriffene Gelatine sieh bei der Ausfallung 
dureh den Alkohol zu groBeren Klumpen zusammenballt und 
dadureh z. T. der Titration entgeht. 

Der mogliehe Fehler einer Titration ist auf + 0,04 em3 n/5-
Lauge zu sehatzen, entspreehend ungefahr + 2 Tropfen der alko­
holischen Losung. 

Modifikation der Willstattersehen Methode naeh 
Willstatter und Persiel l }. 

Naeh den Untersuchungen von Waldschmidt-Leitz uber die 
Enterokinase (vgl. S. 317) gelangt das Trypsin bei der adsorptiven 
Trennung aus dem vollaktiven in den unvollstandig aktivierten 
Zustand. Ferner entstehen aus der Druse sowohl als aueh aus den 
Auszugen der Druse Hemmungskorper der Kinase, und die bei 
der Verdauung entstehenden Abbauprodukte wirken wahrsehein­
Hch in gleichem Sinne. Es ist daher notwendig, den bei der 
Trypsinbestimmung entstehenden Fehler der unvollstandigen 
Aktivierung des Enzyms dureh Anwendullg groBer Substrat­
mengen (Gelatine), kleiner, ausreichend aktivierter Enzymmengen 
und kurzer Einwirkullgszeit zu vermeiden. 

Es ist aueh zweekmaBig, hohe Pufferkonzentratiollen zur 
Einstellung des Ph zu vermeiden. Es wurde mit einer kleinen 
Menge eines ll-NH3-NH4CI-Gemisehes im Verhiiltnis 1: 2 yom 
Ph 8,9 (fUr 30°) eillgestellt, das mit der angewandten Gelatine 
einen Ph von wenig uber 8 ergibt. 

Ein solcher Ansatz ist z. B.: 
10 mg Driisenpulver in 1,2 em3 Wasser, wahrend 30 Min. mit 

0,3 em 3 Kinase!Osung aktiviert, 
2,0 em3 n-NH3-NH4CI-Gemisch 1: 2 und 3,5 em3 Wasser, 
5,0 em3 15 proz. Gelatine!Osung, 
20 Min. bei 37°. 
Erforderliehe Losungen. 1. 15proz. Gelatine. 37,5 g zer­

kleinerte gute Handelsgelatine werden in heiBem Wasser gelost 
und auf 250 em3 aufgefullt. Wenn sie aufbewahrt werden soll, 
wird sie mit Thymol versetzt. Die Losung bleibt im Thermostaten 
von 37° flussig. 

2. Trypsinlosung. 1-2 g Pankreaspulver werden mit wenig 
Wasser zu einem Teig verrieben, darauf langsam, sehlieBlieh 
schneller mit Wasser, insgesamt 100 em3, angeruhrt und sofort 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 142, S.245. 1925. 
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filtriert. Das einwandfreieste Material ist der erste Teil des Fil· 
trats, der tryptiseh unwirksam ist und in dem beim Stehen sofort 
die Bildung des Aktivators beginnt. Die Losung ist nieht haltbar. 

3. Enterokinase. 5 g getroeknete Diinndarmsehleimhaut (siehe 
S. 318) werden mit 250 em 3 n/20.Ammoniak 2 Std. lang bei 30° 
behandelt und der Auszug im Faust·Heimsehen Apparat auf 
das halbe Volumen eingeengt. 

4. n·NH3·NH4Cl.Puffer im Verhaltnis 1: 2. 
5. Losungen zur Titration siehe S. 306. 
Als Trypsineinheit wird die tryptisehe Leistung bezeiehnet, 

die unter den vorgesehriebenen Bedingungen einen Aziditats· 
zuwaehs entspreehend 2,00 em 3 0,200 n·KOH hervorruft. Die 
Bedingungen sind: Vorbehandlung bei 37° wahrend 30 Min. mit 
Enterokinase (0,3 em 3 Auszug 1: 50 aus troekener Darmsehleim· 
haut); Substrat 0,75 g Gelatine; im Volumen von 12 em 3 ent· 
haltend 2,000 em 3 n.NH3·NH4Cl.Puffer 1 : 2; Dauer 20 Min. bei 
37°. Diese Einheit ist enthalten in ca. 10 mg Pankreaspulver oder 
0,2 em 3 Glyzerinauszug 1: 16 oder 2 em 3 Wasserauszug 1: 100. 

A usfiihrung. Die Enzymprobe, die ungefahr 10 mg des 
Troekenpankreas entspreehen solI, wird in Flasehehen mit ein· 
gesehliffenem Stopfen von 15-25 em 3 Inhalt mit 0,3 em 3 (10 Trop· 
fen) Enterokinaselosung und mit Wasser auf 1,5 em 3 gebraeht, bei 
verdiinnten Enzym16sungen auf 5,0 em 3, und zur Aktivierung eine 
halbe Stunde auf 37° erwarmt. Naeh Auffiillung auf 5 em 3 Ge· 
samtvolumen setzt man 2,0 em 3 der Puffer16sung hinzu, blast 
raseh 5,0 em3 im Thermostaten erwarmte 15proz. Gelatine16sung 
aus vorgewarmter Pipette hinzu und sehiittelt kurz dureh. Naeh 
20 Min. nimmt man die Flasehehen aus dem Thermostaten und 
brieht die Reaktion dureh EingieBen in 55 em 3 siedenden ab· 
soluten Alkohol abo Das GefaB wird mit weiteren 55 em3 des 
heiBen Alkohols naehgespiilt, der zuvor mit einigen Tropfen 
0,2 n·KOH eben alkaliseh auf Thymolphthalein (0,5 em 3 0,5proz. 
Losung) gemaeht worden ist. Man titriert sofort mit 0,2 n·alkoho· 
liseher Kalilauge unter Sehiitteln bis zum Auftreten eines grau· 
blauen oder griinlieh.blauen Farbtones. 

Der von der gesamten Aziditat der hydrolysierten Probe abzu· 
ziehende Betrag fUr den Titer der Gelatine, des Enzympraparates 
und des Puffers ist im Vergleiehsversueh zu ermitteln. Das 
klumpenformige Ausfallen der nieht veranderten Gelatine muB 
dureh gesehiektes, rasehes Vermisehen mit dem heiBen Alkohol 
vermieden werden. Man gieBt den Ansatz des Kontrollversuehs, 
der dem Spaltversueh, abgesehen yom Fehlen der Gelatine, genau 
nachgebildet und der genau gleich behandelt worden ist, in einen 



310 EiweiJ3spaltende Fermente. 

weithalsigen Erlenmeyerkolben, splilt mit wenig Alkohol naeh und 
neutralisiert naeh Zusatz eines Tropfens Thymolphthalein mit 
der Titrationslauge. Dann werden 5,0 em3 GelatinelOsung ein­
geblasen und raseh unter Umsehwenken die restliehe Haupt­
menge der no em3 siedenden Alkohols hinzugegeben. Die Losung 
muB milehig trlib sein, es dlirfen sieh hOehstens feine Faden 
abseheiden. Die Alkoholmengen und die Temperaturen bei der 
Titration mlissen bei dem Spaltungsversueh und dem Kontroll­
versueh genau gleieh gehaIten werden (Fehler + 0,10 em3). 

Verbesserte Methode zur Messung der tryptischen 
Wirksamkei t nach Willstat'ter, Walds e hmid t-Lei tz, 
Dunaiturria und Klinstner 1). 

Bestimmung von Trypsin mit Gelatine. 
Die Fermentprobe von hoehstens 10 mg Troekenpankreas 

oder der aquivalenten Menge einer Losung wird in einem Flaseh­
chen von 25-40 em3 Inhalt mit eingesehliffenem Stopfen mit­
tels 0,30 em3 Enterokinaselosung (vgl. S. 309) auf 5,0 em3 mit 
Wasser aufgeflillt, wahrend 30 Minuten bei 37° aktiviert; zu der 
aktivierten Misehung gibt man dann 2,00 em3 n-NH3. NH4Cl­
Misehung 1: 2 und raseh 5,0 em3 der im Thermostaten bei 37 ° 
aufbewahrten, thymolhaltigen 15proz. Gelatinelosung hinzu und 
belaBt den Verdauungsansatz wahrend 20 Minuten bei 37°. Naeh 
Ablauf der Reaktionszeit wird der InhaIt des Flasehehens in einem 
Erlenmeyerkolben gegossen, der 5,0 em3 absoluten Alkohol und 
1,0 em31proz. Thymolphthaleinlosung enthaIt, mit 12 em3Wasser, 
dann unter Umsehlitteln des KolbeninhaItes mit 20 em3 absolutem 
Alkohol wird dann naehgespiilt. Das klare, 50% Alkohol enthal­
tende Reaktionsgemiseh titriert man nunmehr mit 0,2 n-90proz. 
alkoholiseher Lauge bis deutlieh blauer Farbung; dann fiigt man 
raseh und unter Umsehlitteln 195 em3 siedenden absoluten Alkohol 
zu einem Gehalt von etwa 90% hinzu und vollendet die Titration 
durch tropfenweise Zugabe der Lauge bis zum Auftreten des ersten 
graublauen Farbtons; diese zweite Titrationsstufe erfordert in der 
Regel nur einige Zehntel Kubikzentimeter. Die Vergleiehsbestim­
mung zur Ermittlung der Aziditat von Substrat, Ferment und 
Puffer wird der besehriebenen Analyse naehgebildet; nur flihrt 
man nach Ablauf der Aktivierungszeit den Inhalt des Bestim­
mungskolbehens, den man mit 12 em3 Wasser und 25 em3 absolu­
tem Alkohol naehspiilt, in das TitrationsgefaI3 liber, um dann erst 
die GelatinelOsung hinzuzufiigen; die Titration des Gemisches naeh 
dem Zusatz des Indikators wird darauf, wie besehrieben, ausgeflihrt. 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 161, S. 190. 1926. 
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Die Einheit der tryptisehen Leistung "T-(e)" ist naeh Will­
statter und Waldschmidt-Leitz entspreehend dem Aziditats­
zuwaehs von 0,90 em3 0,2 n-Lauge zu setzen, gemessen unter den 
von Willstatter und Persiel angegebenen Bedingungen der 
Trypsinaktivierung und der Reaktion (vgl. S. 309) gefunden naeh 
dem obigen Verfahren. 

Bestimmung von Trypsin mit Kasein1). 

Die Hydrolyse des Kaseins dureh das (aktivierte) Trypsin ver­
lauft raseher und fUhrt weiter als bei der Gelatine; das klumpige 
Ausfallen bei Alkoholzusatz fant aueh fort. Der mittlere Fehler 
der Bestimmung betragt ± 0,05 em3 0,2 n-KOH. 

Ausfiihrung der Bestimmung. 
Die Fermentprobe von beispielsweise 1 em3 Glyzerinauszug 

1 : 10 aus getroeknetem Pankreas oder aquivalenten Mengen einer 
anderen Losung oder eines Troekenpraparates wird mit 0,3 em3 

Kinaselosung (Auszug 1 : 50 aus troekener Darmsehleimhaut) und 
mit Wasser in einem Flasehehen mit eingesehliffenem Stopfen auf 
3,0 em3 gebraeht und zur Aktivierung 30 Minuten bei 300 gehalten. 
Dann gibt man 5,0 em3 6proz. Kaseinlosung und 2,0 em3 n-HN3-
NH4C-Puffer (1 : 1) hinzu. Naeh der Reaktionszeit von 20 Minuten 
wird das Gemiseh mit 5 em3 Wasser und 15 em3 absolutem Alkohol 
quantitativ in das TitriergefaB iiberspiilt und naeh Zugabe von 
2 em3 0,5proz. alkoholiseher Losung von Thymolphthalein mit 
0,2 n-KOH nur zum ersten sehwaeh blauliehen Farbton titriert. 
Darauf fiigt man 120 em3 siedenden absoluten Alkohol hinzu und 
fiihrt die Titration bis zum Auftreten des ersten griinliehblauen 
Farbtons zu Ende. Helles Tageslieht oder Bogenlampenlieht ist 
fUr die Beobaehtung des Umsehlagpunktes geeignet. Von der 
gefundenen Aziditat ist der Alkaliverbraueh abzuziehen, der sich 
in genauen analytisehen Vergleieh fiir Kasein + Puffer und Fer­
mentpraparat ergibt. 

Ais Trypsin-Einheit, gemessen am Kasein, bezeichnen Will­
statter und Waldschmidt-Leitz diejenige Fermentmenge, die 
unter den angegebenen Bedingungen eine Spaltung entspreehend 
1,05 em3 0,2 n-KOH bewirkt. Diese Einheit ist der mit Gelatine 
bestimmten ungefahr aquivalent. Sie ist in etwa 0,1 em3 Glyzerin­
auszug (1: 10) aus getroeknetem Pankl'eas enthalten. 

In neuerer Zeit haben GraBmann und Heyde2) die alkali­
metrisehe Bestimmung der Aminosauren und Peptide als Mikro­
methode ausgearbeitet, wobei unter den angegebenen Bedingungen 

1) Willstatter, Waldschmidt-Leitz, Dunaiturria und Kiinst­
ner: 1. c. S.206. 

2) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 183, S.32. 1929. 
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noeh Mengen von '/1000 Millimol-Aminosaure (z. B. 0,30 mg Glyko­
koll) mit derselben relativen Genauigkeit bestimmt werden konnen, 
wie bei der Makrotitration, d. h. mit einem Fehler von kaum 
± 1%. Man kann dabei fermentative Spaltungen im Gesamt­
volumen von 1 em3 genau durehfiihren und den Fortgang der 
Reaktion dureh Titration von 0,2 und 0,1 em3 Proben verfolgen. 

Zur Durehfiihrung der Versuehe werden benotigt: 1. Genaue 
MeBkolben zu 1 em3 Inhalt, aus Jenaer Glas, mit eingesehliffe­
nem Stopfen, Gesamthohe etwa 31/2 em, Durehmesser des Halses 
innen 0,4-0,5 em. 2. KapillarmeBpipetten zu 0,5, 0,2 und 0,1 em3 

Inhalt (die letzteren in 1/1000 em3 unterteilt), mit dunn ausgezoge­
ner Spitze. 3. Erlenmeyerkolben von 5, 10 und 15 em3 Inhalt. 
4. Mikroburette aus Jenaer Glas von 35-40 em Skalenlange und 
2 em3 Fassungsvermogen in 1/100 em3 abgeteilt. TropfengroBe bei 
alkoholiseher Lauge 0,005 em3• Die Burette ist auf den Hals einer 
500 em3 fassenden Vorratsflasehe aufgesehliffen und gegen die 
Flasehe dureh einen sehr genauen, nieht gefetteten Hahn ver­
sehlieBbar. Gegen die Luftkohlensaure ist der Inhalt der Flasehe 
und der Burette dureh Natronkalkrohre gesehutzt. 5. MaBflussig­
keit: eine 1/100 n-Losung von KOH in 90% reinem Alkohol. Es 
empfiehlt sieh, die Lauge taglieh gegen 1/10 n-Saure zu priifen. 

ZurTitration versetzt man eine abgemesseneProbe derzu unter­
suehenden Losung, z. B. 0,2 em3 mit 2 Tropfen einer 0,1 proz. 
alkoholisehen Thymolphthalein16sung und laBt die Lauge bis zur 
deutliehen Blaufarbung zuflieBen. Man fugt nun aus einer Pipette 
das 9faehe Volumen der angewandten wasserigen Losung (also 
z. B. 1,8 em3) absoluten Alkohol zu, wobei die Blaufarbung 
wieder versehwindet und titriert zu Ende. Der riehtige Endpunkt, 
der mit einer Genauigkeit von einem Tropfen erkannt werden kann, 
entsprieht einer deutliehen hellblauen Farbung, ahnlieh derjenigen 
einer 1/400-molaren Kupferehloridlosung in ubersehiissigem Ammo­
niak, die als Vergleiehslosung benutzt wird. Die Titration erfolgt 
beim Lichte einer 200kerzigen Tagesliehtlampe in einem gegen 
Fremdlieht abgeblendeten und auf der Innenseite weill aus­
gekleidetem Kasten. 

Titrimetrisehe Bestimmung des Aminostiekstoffs naeh 
LinderstrlZlm-Lang1). 

Linderstr0m-Lang hat gezeigt, daB die meisten Amino­
sauren, Dipeptide usw. unter Zugabe von Azeton (90%) und bei 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 173, S.32. 1927. Auf die Mitteilung 
von Linderstr0m-Lang und Holter (Zeitschr. f. physiolog. Chem. 
Bd. 201, S. 9. 1931) iiber die Bestimmung kleiner enzymatischer Spal­
tun~en kann nur hin~ewiese:p. Wtlrdell. 
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Anwendung einer passenden Kontrollosung glatt mit 0,1 n-alkoho­
lischem HCI (90%) titriert werden konnen. (Genauigkeit 0,04 cm3.) 

Nicht titriert nach dieser Methode werden diejenigen Aminosauren, 
deren Aminogruppen sehr schwache Basen (aromatische Amino­
sauren) oder deren Sauregruppen sehr starke Sauren (Sulfonsauren, 
Taurin) sind. AIle anderen Aminosauren bzw. Aminosauregruppen 
werden vollstandig titriert. Keine der bei den enzymatischen 
Untersuchungen verwendeten Pufferlosungen haben einem storen­
den EinfluB auf die Titrierung. Bei in Azeton-Wassermisehung 
(gewohnlieh 900/ 0 Azeton) sehwerlosliehen salzsauren Salzen der 
Aminosauren (z. B. beim Histidin, Lysin, in geringerem Grade 
beim Arginin ist es vorteilhaft, wenn man die Hauptmenge der 
Salzsaure vor der Azetonzugabe zusetzt. 

Als Indikator wird Naphthylrot (Benzol-azo-oc-naphthylamin) 
benutzt. 0,1 g Indikator werden in 100 em3 96proz. Alkohol auf­
gelOst und zur Titration 10 Tropfen dieser Losung gebraueht. Der 
Indikator ist in basiseher Flussigkeit gelb, in saurer schon rot. 
Man benutzt das kaufliehe reine Azeton. Spez. Gewieht bei 19 0 C, 
0,7954 (Gehalt zu 99%). Fur 10 em3 Versuehsflussigkeitwurdenzu 
drei versehiedenen Titrationstadien 100--150--200 em3 verwendet. 
Die Salzsaure ist 0,1 n in 90 proz. Alkohol. 

Vorschri/t von Linderstr('Jm-Lang zur Au,s/ithrung der Titra­
tion: Die Titration wird zu zwei versehiedenen Indikatorfarben 
orange und rotlieh (Ph 5,1 bzw. 4,8 in Wasser) ausgefiihrt, gewohn­
lieh mit drei versehiedenen Azetonkonzentrationen: 100, 150 und 
200 em3 Azeton zu 10 em3 Versuehsflussigkeit. Bei jeder Titration 
wird eine Kontrolle hergesteIlt, bestehend aus 10 em3 Wasser, 
10 Tropfen Indikatorlosung und der gewiinsehten Mengen Azeton. 
Die Indikatorfarben sind mit 0,53 em3 bzw. 1,10 em3 0,1 n-HCI 
sieherzustellen. 250 em3 konisehe Kolben sind die bequemsten. 
N aeh der Herstellung der Kontrolle werden 10 em 3 V ersuehsflussig­
keit abpipettiert, 10 Tropfen Indikator zugesetzt und die Titration 
wird angefangen, indem man so viel HCI zugibt, daB die wasserige 
Losung deutlieh rot wird. Dann wird ein Teil des Azetons darauf 
gegossen, und zwar nieht mehr, als daB die Losung klar bleibt, 
und man titriert bis zu ein wenig roterer Farbe als der der Kon­
trolle. Man setzt nun den Rest des Azetons hinzu und titriert zur 
Farbe der KontroIle, was mit einer Genaugkeit von 0,02-0,04 em3 

0,1 n-HCI gesehehen kann. 
Dureh dieses Verfahren kann man bestimmen die Monamino­

monokarbonsauren, die Diamino- Monokarbonsauren, die Mono­
amino-Dikarbonsauren,' die Oxysauren dieser Gruppen, Prolin und 
Oxyprolin zu 100 0/(), Asparagin llnd Arginin, Tryptophanl Di-
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peptide zu 50%, Kreatin, Guanidin zu 33,3%, Histidin zu 66,6% 
des gesamten Stiekstoffs. 

Nephelometrisehe Bestimmung der Trypsinwirkung 
naeh P. Rona und H. Kleinmannl). 

Die Bestimmung der Trypsinwirkung wird so vorgenom­
men, daB in einem GefaBe bestimmte Mengen von Natrium­
kaseinatlOsungen mit Wasser, Puffer und FermentlOsung ver­
miseht werden und die Misehung im Thermostaten der Spaltung 
iiberlassen wird. In bestimmten Zeitabstanden werden der Mi­
sehung gleiehe Volumina entnommen. Die entnommenen Por­
tionen, in denen die Spaltung unmittelbar naeh der Entnahme 
unterbroehen wird, werden dureh EinflieBenlassen in eine be­
stimmte Pufferlosung auf einen fUr die Analyse notwendigen Ph 
gebraeht und mit einem Triibungsreagens (Chinidin) versetzt. Die 
entstehenden EiweiBtriibungen werden dann mit einer Entnahme 
vor Fermentzusatz - die gleieh 100 % gesetzt wird, da sie noeh 
das ganze ungespaltene EiweiB enthalt - vergliehen. Die Spal­
tung wird in Prozenten ausgedriiekt. 

Erforderliehe Losungen. Kaseinlosung. Diese wird 
dureh Losen von 5 g Kasein (Hammarsten) in 12 em3 n/l­
Natronlauge und Auffiillen der Losung mit Aqua dest. ad 2000 
hergestellt. 

Die Losung, deren Ph naeh der Herstellung etwa 8,82 ist, 
wird unter Toluolzusatz im Eissehrank aufbewahrt. Die Losung 
zeigt naeh einiger Zeit Triibung. Zum Versueh wird ein Anteil 
dureh quantitative Filter mehrmals filtriert. Wird er nieht vollig 
klar, so sehadet das niehts, da sieh das Kasein im Versuehs­
system dureh die Zugabe von Puffern vollig klar lost. 

Versuehspuffer. Als Puffer, der dem System zugesetzt wird, 
ist je naeh der gewiinsehten Aziditat Phosphatpuffer (Ph 5-8) 
oder Glykokollpuffer (Ph 8-10) zu nehmen. Die Konzentration 
der Puffer darf nieht zu groB sein, denn einmal soll die Salz­
wirkung auf die Fermente nieht unnotig stark werden und dann 
muB die Aziditat der Losung dureh einen noeh starker konzen­
trierten andern Puffer naeh der Spaltung auf die fUr die Ana­
lyse notwendige Aziditat gebraeht werden. Es wurden m/15-
Puffer verwandt, deren Konzentration, da sie im Versueh auf 
ca. das Dreifaehe verdiinnt werden, im System etwa 1/45 mol. 
betragt. 

1) Biochem. Zeitschr. Bd.169, 8.320.1926. Vgl. auchKlin. Wochenschr. 
Bd.6, 8.1174. 1927. 



Trypsin. 315 

Als Vorlagepuffer, der die Entnahmen auf den fiir die 
Analyse notwendigen Ph zu bringen hat, werden mJ15-Phosphat­
puffer verwendet. Die Aziditat der Losungen, die fiir die Analyse 
etwa 7,8 sein solI, wird bei einer Spaltungsaziditat von etwa 
7,5'-8,0 erhalten durch Anwendung eines Vorlagepuffers von 
35,2 Teilen sekundaren und 4,8 Teilen primaren Phosphats. Ph 
dieses Puffers ist 7,78. Bei anderen Spaltungsaziditaten ist es not­
wendig, einen anderen Vorlagepuffer anzuwenden, um bei der Be­
stimmung in den Losungen eine Aziditat von ca. 7,78 zu erzielen. 

So wurden bei einer Spaltungsaziditat von 5,76 ein Vorlage­
puffer vom Ph 8,02 verwandt und in der Mischung 7,78 erreicht, 
bei einer Spaltungsaziditat von 7,78 wurde ein Puffer von 7,70 
verwandt und ergab 7,78, bei Ph 8,02 Spaltung Vorlage 7,65, bei 
9,5 Spaltung Vorlage 6,7. 

Sollen variierende Aziditaten zur Spaltung benutzt werden, 
so ist der Vorlagepuffer zu erproben, der bei den spater ange­
gebenen Mischungsvolumina den Ph der endgiiltig zu analysie­
renden Losung auf ca. 7,78 bringt. 

Chinidin16sung. Als Triibungsreagens dient eine heiB­
gesattigte Losung von Chinidinum hydrochloricum. Die gesattigte 
Losung muB, da sie sehr langsam auskristallisiert, nach ihrer 
Herstellung mindestens 12 Std. lang gestanden haben. Zum Ver­
such wird ein Teil der Losung abfiltriert. 

Als Ferment dienten bei den Versuchen Aufschlammungen 
von Pankreatin Rhenania oder Pankreasdispert (Krause) in einer 
Konzentration 1 :20 mit Aqua dest. Die Aufschlammung bleibt 
unter gelegentlichem Umriihren ca. 10 Min. bei Zimmertemperatur 
stehen, wird dann filtriert und mit Aqua dest. verdiinnt. Die ge­
eigneten Konzentrationen beispielsweise bei Pankreatin Rhenania 
waren bei Spaltungen iiber 30 Min. etwa Verdiinnungen von 1 :3000, 
bei Spaltungen iiber 2 Std. etwa 1: 8000. Da diese Fermentlosung 
im Versuchssystem noch ca. um das 10fache verdiinnt wird, be­
tragt die endgiiltige Konzentration etwa 1: 30000 bis 1: 80000. 

Durch HineinflieBenlassen der Entnahme in kochendes Wasser 
wird die Fermentwirkung sofort unterbrochen. 

Die Kaseinlosungen flocken beim Kochen nicht aus. Jedoch 
andert sich die Beschaffenheit des EiweiBes mit der Kochzeit 
derart, daB die Triibungsreaktion mit Chinidin verschieden stark 
ausfallt. Die Triibungsreaktion von Kaseinlosungen mit Chinidin 
ist bei gekochten Losungen starker als mit ungekochten. Diese 
Anderung der Reaktionsart erreicht aber bei einer Kochzeit von 
6 Min. ein Maximum, um dann konstant zu bleiben. Auch ist 
die Anderung der Reaktion bei verschieden konzentrierten Ei-
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weiBlosungen vollig proportional der Konzentration, so daB die 
Proportionalitat der Trubung mit der Konzentration dureh das 
Koehen nieht beeinfluBt wird. 

Ausfuhrung. In je einen 75 em3 fassenden MeBzylinder wer­
den 12,0 em3 Kasein16sung, 15 em3 mj15-Phosphatpuffer (bei­
spielsweise bei einer Spaltung bei einem Ph von 8,02 ein Puffer, 
der aus 9,9 Teilen sekundaren und 0,1 Teil primaren Phosphates 
besteht) und Wasser ad 46 em3 einpipettiert und vermiseht. Der 
Versueh soli z. B. 30 Min. dauern und 7 Abnahmen enthalten. 
Es werden hierzu 28 groBe, ea. 25 em 3 fassende Reagensglaser 
vorbereitet 1). Die Reagensglaser sollen eine Marke bei 20 em3 

Volumen tragen. Sie enthalten je 5 em3 Wasser und stehen 
in einem Wasserbade, das siedet. 

Nunmehr werden aus jedem MeBzylinder 10 em3 entnommen, 
je 4,5 werden in ein Reagensglas pipettiert und je 5,5 em3 ver­
worfen. Es werden bei dieser ersten Abnahme deshalb nieht 
5 em3 wie bei den spateren entnommen, weil das System nunmehr 
dureh Zugabe von Ferment16sung verdunnt wird. 

Die Losungen bleiben genau 6 Min. in den Reagensglasern im 
siedenden Wasserbade und werden dann in kaltem Wasser ab­
gekuhlt. Ebenso werden stets aIle folgenden Abnahmen behan­
delt. Sie bleiben 6 Min. im Wasserbade, und werden dann abge­
kuhlt. Der Zusatz von Trubungsreagens darf erst naeh volligem 
Temperaturausgleieh erfolgen. Die 4 MeBzylinder, die vor der 
ersten Entnahme bereits in einem Wasserbadthermostaten auf 37° 
vorgewarmt worden waren, werden nunmehr zu einer genau mar­
kierten Zeit mit 4 em 3 klar filtrierter vorgewarmter Ferment16sung 
versetzt und mittels Pipette durehmiseht. In Abstanden von je 
5 Min. werden - mit stets der gleiehen Pipette - je 5 em3 aus 
jedem MeBzylinder entnommen und in die koehende Vorlage 
gegeben. Naeh der 7. Entnahme (naeh 30 Min. Spaltung) bleiben 
10 em3 Flussigkeit als Rest, die zur Ph-Bestimmung dienen. 

Die gekoehten Entnahmen konnen, sobald sie abgekuhlt sind, 
sofort analysiert werden oder konnen zugestopft beliebig lang 
aufbewahrt werden. 

Zur Bestimmung kommen in die Reagensglaser 5 em3 Phos­
phatpuffer mj15, der die Aziditat der Losung auf 7,78 bringt. 

Zu der Misehung werden 5 em3 der kalten gesattigten Chi­
nidin16sung gegeben. Das Volumen der Misehung wird dureh 

1) Jeder Versuch enthiilt 7 Bestimmungen. Wird die Wirkung der­
selhen Fermentkonzentration unter verschiedenen Bedingungen miteinander 
verglichen und wird jeder Versuch doppelt ausgefiihrt, so hat man 4 Ver­
stlchsreihen. 
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Auffiillen mit Wasser bis zur Reagensglasmarke auf 20 cm3 ge­
bracht. 

Der Vergleich erfolgt von 3 Minuten nach der Reagenszugabe 
an im Nephelometer nach Schmidt und Raensch (vgJ. S. 37) 
innerhalb von etwa 45 Min. gegen die erste Abnahme, deren 
Konzentration gleich 100 % gesetzt wird. Die VergleichslOsung 
wird zweckmaBig auf 20 gesetzt. Die .Nephelometerablesungen 
verhalten sich umgekehrt proportional den Konzentrationen. 

Enterokinase. 

Das Trypsin bedarf der Aktivierungdurch Enterokinase, umhoher 
molekulare Proteine spalten zu konnen; in gewissen anderen Fallen, 
so bei Riston, Protamin oder auch Pepton, wirkt aber das Trypsin 
auch ohne Aktivator betrachtlich [Waldschmidt-Leitz 1)]. 

"Ober die Spezifitat von Pankreastrypsin und Pankreaserepsin 
(vgl. S. 253) gibt folgende Tabelle AufschluB. 

- = keine nachweis bare, + = positive, + + = verstarkte Hydrolyse. 

Substrat E .! I Trypsin 
repsID + Enterokin. 

1. Alanylglyzin . 
2. Glyzyltyrosin. 
3. Glyzylglyzin . 
4. Glyzylalanin . 
5. Leuzylglyzin . 
6. Leuzylalanin . . . 
7. Leuzylglyzylglyzin 

8. Pepton (exalbumine, Merck) 
9. Klupein ... 

10. Thymushiston 

11. Kasein .. 
12. Fibrin .. 
13. Gelatine . 
14. Gliadin 
15. Zein ... 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

++ 
++ 
++ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Trennung von Trypsin und Enterokinase. 
Waldschmidt-Leitz 2) hatnachgewiesen, daBdieWirkungder 

Enterokinase auf Trypsin nicht als enzymatischer ProzeB, sondern 

1) Waldschmidt-Leitz und Harteneck: Zeitschr. f. physiolog. 
Chem. Bd. 149, S.207. 1925. 

2) Zeitschr.f.physiolog.Chem. Bd.132, S.181. 1923; Bd.142, S.217. 1924. 
ttber Bestimmung von Trypsin und Enterokinase vgl. auch Linderstr0m­
Lang und Steenberg: C. r. Trav. Labor. Carlsberg Bd. 17, S.1. 1929 
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als ein einfacher Aktivierungsvorgang aufzufassen ist. Es gelingt, 
durch geeignete Adsorptionsmittel die Kinase aus dem Reaktions­
gemisch, aktiviertes Trypsin-Enterokinase, zu entfernen und so das 
schon aktivierte Trypsin inaktiv, jedoch aktivierbar zu machen 
(vgl. S. 278, 308). Das Trypsin wird demnach in der Pankreas­
driise nicht in unfertiger Zymogenform gebildet und erst durch 
die Enterokinase in aktives Enzym umgewandelt, sondern dem 
Aktivator kommt nur die Bedeutung eines Hilfsstoffs zu. 

Darstellung der Enterokinase. 
Nach Waldschmidt-Leitzl). Vomoberstenetwa Imlangen 

Abschnitt des Schweinediinndarmes moglichst vieler Tiere schabt 
man die innerste weiche Schleimhaut mit dem Messer oder besser 
mit einer Glasplatte so vorsichtig ab, daB sie moglichst frei von 
Bindegewebe und Muskelfasern ist; die Masse wird mit der drei­
fachen Menge Azeton gut durchgeschiittelt und nach 2 stiindigem 
Stehen filtriert. Der Filterriickstand wird dann weiter durch Schiit­
teln mit der dreifachen Menge Azeton und Filtrieren, darauf mit 
der 11/2 fachen Menge Azeton und 11/2 fachen Menge Ather und 
zuletzt zweimal mit je der dreifachen Menge Ather (immer auf 
das Gewicht der Ausgangssubstanz bezogen) gewaschen und auf 
Filtrierpapier an der Luft getrocknet. Das feine farblose Pulver 
(etwa 1/7 yom Frischgewicht) wird nach Mahlen in einer Schlag­
miihle mittels eines engmaschigen Siebes von beigemischter Faser­
substanz befreit. 

Die Kinase wird der Trockensubstanz (Darmpulver) mit 
alkalischen Mitteln entzogen. Dazu werden z. B. 4,0 g des 
Darmpulvers mit 225 cm 3 87 proz. Glyzerin geschiittelt und 
40 Std; bei 30 0 aufbewahrt. Der Extraktionsriickstand wird mit 
50 cm3 20 proz. Glyzerin nachgewaschen und darauf 20 Std. mit 
225 cm3 nj25 Ammoniak bei 30 0 behandelt. Man kann aber die 
Dauer der Extraktion wesentlich abkiirzen; so empfiehlt sich 
beispielsweise eine 3stiindige Behandlung mit etwa 0,05 n-Ammo-' 
niak, und zwar mit je 50 cm3 fUr 1 g des Trockenmaterials 2). Zur 
schnellen Vertreibung des (schadlichen) iiberschiissigen NH3' wird 
die Losung darauf im Faust-Heimschen Apparat einem auf 
30-35 0 erwarmten Luftstrom bis zum Verschwinden der alka­
lischen Reaktion unterworfen. Die so gewonnene Kinase ist 

(Weitgehende Reinigung der Enterokinase). - V'ber Erepsin-, Trypsin-, 
Trypsin-Kinase-Komplex vgl. Abderhalden und Mitarbeiter. Ferment­
forschungBd.lO, 8.173,490,532-610.1928; 1929; Bd.11, 8.45-119. 1929. 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 132, 8. 181, 204, 235. 1923. 
2) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 142, S. 217 (223). 
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erepsinfrei. Damit ist ein Verfahren zur Trennung von Kinase 
und Erepsin gegeben. 

Die Kinase ist relativ gut (ca. 8 Tage) in wasseriger Losung bei 
neutraler Reaktion und Glyzerinzusatz haltbar. Die Losungen 
konnen ohne meDbare EinbuDe an Aktivitat zur Troekene ein­
geengt werden. Dureh Koehen wird das Aktivierungsvermogen 
aufgehoben. 

Die Kinase laDt sich durch Adsorption mittels Tonerde aus 
saurer Losung sehr gut adsorbieren und so aueh yom Trypsin 
trennen. Von dem Adsorbat wird der Aktivator an alkalische 
PhosphatlOsung, die man zur Stabilisierung mit Glyzerin versetzt, 
wieder abgegeben. Dureh diese Adsorption aus saurer Losung 
gelingt es, bereits aktiviertem Trypsin einen Teil seines Aktivators 
zu entziehen und es so in der AdsorptionsrestlOsung in eine inaktive, 
aber aktivierbare Form iiberzufiihren. 

Um ein Trypsin.Kinasegemiseh zu trennen, gibt Wald­
schmidt-Leitz folgendes BeispieP); 

2,5 g des Pankreastrockenpulvers wurden mit der zu voller 
Aktivierung eben ausreichenden Menge von 2,40 em 3 eines ammo­
niakalischen Kinaseauszugs, sowie 80 em 3 Thymolwasser 60 Min. 
lang bei 300 extrahiert, dann wurde durch Zentrifugieren yom 
UngelOsten getrennt. 

Erste Adsorption; 40 em 3 des Extrakts, angesauert mit 0,50 em 3 

n-Essigsaure, wurden mit 10 cm 3 Tonerdesuspension (0,165 g Al20 3, 
Sorte C, siehe S. 5) adsorbiert und das einmal mit 20 em3 Wasser 
gewaschene Adsorbat mit 40 cm3 von "Ammoniumphosphat" 
(57 Vol. Iproz. Diammonphosphatlosung, 3 Vol. n-NH3 und 40 Vol. 
87proz. Glyzerin) in den ZentrifugengHischen eluiert. 

Zweite Adsorption; 45 em 3 der RestlOsung von der ersten 
Adsorption wurden noehmals mit 10 em 3 Tonerde adsorbiert, das 
Adsorbat mit 40 cm3 Ammonphosphat (s. 0.) eluiert. Dureh Titra­
tion mittels alkoholiseher Lauge orientiert man sieh jeweils iiber 
die Trypsinwirkung der aktivierten resp. inaktivierten und reakti­
vierten Losungen. 

Ein noch reineres Praparat gewann Waldschmidt-Leitz 
folgendermaGen 2); 

150 em 3 frisch bereiteten und von iiberschiissigem NH3 be­
freiten Kinaseauszug (aus 3 g getrockneter Schleimhaut) versetzte 
er zunachst mit 7,5 cm3 n-Essigsaure. Aus dem Filtrat schlug 
er die Kinase durch Zusatz von 21 96proz. Alkohol nieder und 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 132, S. 236. 1923. 
2) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 142, S.238. 1924. 
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IOste die Fii1lung nach dem Filt:fieren in 180 cm 3 45 proz. Glyzerins 
wieder auf. Die Losung wurde 4 Std. im Eisschrank aufbewahrt, 
danach mit 94,5 cm3 0,05 n-Essigsaure verdiinnt und nach Zugabe 
von 6 cm3 2 proz. GerbsaurelOsung gefallt (wobei ein Tell des 
Aktivators mit den Begleitstof£en niedergeschlagen wurde) und 
zentrifugiert. 

Die Mutterlauge (265 cm3) wurde in der Zentrifuge abgetrennt. 
Nach dem Neutralisieren des noch saueren Auszugs mit 4,7cm3 

n-NH3.,a,dsorbierte er die Kinase mit 5,3 cm3 Tonerdesuspension~ 
praparat C (0,0875 g Al20 3) und eluierte aus dem Adsorbat durch 
Behandlung mit 120 cm3 Ij30n-Phosphatmischung (Ph = 7,0; 43% 
Glyzerin enthaltend). Die mit 15 cm3 n-Essigsaure angesauerte 
Elution (225 ccm) unterwarf er einer weiteren Adsorption durch 
50 cm 3 einer A¢schlammung von elektroosmotisch gereinigtem 
Kaolin (2,83 g) und eluierte das Adsorbat mit 100 cm3 0,05 n­
Ammoniak, welches 43% Glyzerin enthielt. 

Die auf der Nutsche mittels Kieselgur geklarte Elution 
unterwarf er 61/ 2 Tag lang der Dialyse in sog. Fischblasen und 
befreite sie dadurch von Glyzerin und Salzen. Die Losungen 
sind bei neutraler Reaktion und einem Glyzeringehalt von ca. 
30% bei Zimmertemperatur wochenlang haltbar. 

Darstellung von enterokinasefreiem Trypsin nach 
Waldschmidt-Leitz und Linderstr0m-Lang1). 

Waldschmidt-Leitz hat sein friiher beschriebenes Verfah­
ren zur Gewinnung kinasefreier Losungen von Trypsin2) als zu 
verlustreich verbessert. Das abgeanderte Verfahren beruht auf der 
spezifischen Adsorption von Trypsin-Kinase an einen in der 
Fermentlosung selbst gebildeten Niederschlag von Kasein. Die 
Ausfallung des Substrates muB in den Fermentlosungen selbst 
vorgenommen werden, am vorteilhaftesten in etwas gealterten 
Ausziigen. Die Bindung der Trypsin-Kinase an das aus den Fer­
mentlosungen gefalltes Kasein ist spezifisch; sie betrif£t nur das 
aktivierte und gar nicht das nicht aktivierte Ferment. Durch 
mehrmalige Anwendung der Fallung mit Kasein, zweckmaBig 
bei Ph 5,2, erreicht man, daB das Trypsin in guter Ausbeute und frei 
von Trypsin-Kinase in den Mutterlaugen verbleibt. Um es in 
proteolytisch einheitlichem Zustande zu gewinnen, befreit man es 
dann nach den Angaben von E. Waldschmidt-Leitz und 
A. Harteneck noch vom beigemengten Erepsin (vgl. S. 324). 

1} Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 166, S.241. 1927. 
2} Waldschmidt-Leitz, Schaffner und GraBmann: Zeitschr. f. 

physiolog. Chern. Bd.156, S.68 (84). 1926. 
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Beispiel fiir die Darstellung von enterokinase- u~d 
erepsinfreiem Trypsin (1. e. S. 245). 

20 em3 Glyzerinauszug aus Pankreas, enthaltend 140 To-(eo), 
wurden mit 20 em3 6prozo Kaseinlosung (Hammarsten) ver­
setzt, in Kaltemisehung abgekiihlt und naeh etwa 5 Minuten dureh 
Zusatz von 2,8 em3 n-Essigsaure unter Umsehiitteln gefallt; 
22 em3 der von der Fallung sogleieh dureh Filtration getrennten 
Mutterlauge fing man in 10 em3 6prozo gekiihlter Kaseinlosung auf 
und fallte sie erneut durch sofortigen Zusatz von 1,2 em3~,Essig­
saure; 15 em3 der wiederum dureh Filtration vom Niedersehlage 
getrennten und mit 10 em3 6proz. kalter Kaseinlosung vermisehten 
Mutterlauge befreite man dureh Zusatz von 1,2 em3 n-Essigsaure 
und Filtration von den letzten Anteilen Trypsin-Kinase. Sie ent­
hielt dann in 25 em3 35,8 To-(eo) aber keine naehweisbare Menge 
Trypsin-Kinase mehr. Ausbeute an Trypsin 95%. 

13 em3 der kinasefreien Losung behandelte man dreimal mit je 
0,5 em3 Tonerdesuspension 0 y (= je 8,9 mg Al20 3) und trennte 
in der Zentrifuge von den Adsorbaten. Die erhaltene Adsorptions­
mutterlauge (13 em3) war frei von Trypsin-Kinase und von Erep­
sin und enthielt noeh insgesamt 11,4 T.-(e), d. i. 62% der vor der 
Abtrennung des Erepsins gemessenen Trypsinmenge. 

Ein Verfahren zur Gewinnung erepsinfreier Entero­
kinase naeh E. Waldschmidt-Leitz und Go Kiinstnerl) be­
steht in der Fallung der frisch bereiteten und mit Essigsaure vor­
behandelten alkoholisehen Ausziige aus Darmsehleimhaut dureh 
Queeksilberehlorid; in den dureh Sehwefelwasserstoff vom Queek­
silber befreiten Mutterlaugen der Sublimatfallung verbleibt dann 
die Kinase in erepsinfreier Form. Dieses Verfahren ist nur bei 
der Verarbeitung ganz frisch bereiteter Kinaseausziige anwendbaro 

Beispiel fiir die Gewinnung erepsinfreier Enterokinase naeh 
Waldschmidt-Leitz und Go Kiinstner. 10,0 em3 frisch be. 
reiteter Auszug aus getroekneter Darmschleimhaut 2) enthielten 
zufolge der Bestimmung neben reiehlichen Mengen Enterokinase 
(0,30 em3, 0,10 em3 Pankreasglyzerinauszug mit 0,80 To-(e), 
1/2 Stunde behandelt: 20 Min. bei 300 [Kasein]: 0,90 em3 0,2n-KOH 
Aziditatszuwaehs entspreehen 0,80 T.-(e)) 0,00126 Erepsineinheit 
(5,0 em3, 2 Stunden Leuzylglyzin: 0,80 ems 0,2 n-KOH; 0,000631 
Er.-E.). Man unterwarf sie einer Vorreinigung durch Behandlung 
mit 0,5 em3 n-Essigsaure und fallte die vom Niedersehlag mittels 
der Zentrifuge abgetrennte Losung mit 1,0 em3 Iproz. Sublimat; 

1) Zeitschr. f. physiologo Chern. Bd. 171, So 290 (299). 19270 
2) Vgl. hierzu Waldschmidt-Leitz: Zeitschr. f. physiolog. Chern. 

Rdo 142, S. 217 (224). 1924/5. 
Rona Fcrmentmethoden, 20 Auflage. 21 
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die vom Quecksilberniederschlag abzentrifugierte Mutterlauge be­
freite man durch Einleiten von Schwefelwasserstoff und Filtration 
vom iiberschiissigen Quecksilber und durch Verdunsten im Fa u s t­
Heimschen Apparat vom Schwefelwasserstoff. Sie enthielt, mit 
Wasser auf 12,5 cm3 aufgefiillt, noch ausreichende Menge Aktiva­
tor, aber kein Erepsin mehr (0,50 cm3, 0,10 cm3 Pankreasglyzerin­
auszug mit 0,80 T.-(e); 1/2 Stunde behandelt: 20 Min. bei 30 0 

[Kasein]: 0,90 cm3 0,2 n-KOH entsprechen 0,80 T.-(e» (5,0 cm3 , 

2 Stunden [Leuzylglyzin]: 0,00 cm3 0,2 n-KOH). 

Bestimmung der Kinase. 
Nach Wills tatter und Waldschmidt-Leitz. Die Bestim­

mungsmethode fUr den Aktivator ist die, daB man die einer 
bestimmten Menge inaktiven Trypsins erteilten proteolytischen 
Wirkungen vergleicht, am besten gegeniiber Gelatine. Weil aber 
aus der Driise Stoffe entstehen, die der Aktivierung entgegen­
wirken, ist der Vergleich von Praparaten verschiedener Herkunft 
sehr schwierig. Um diese Schwierigkeit zu iiberwinden, geht 
man nach Waldschmidt-Leitz 1) so vor, daB man einen tJber­
schuB an hemmenden Driiseninhaltsstoffen eine "ausgleichende 
Hemmung" anwendet. 

Die zur ausgleichenden Hemmung benutzten Driiseninhalts­
stoffe werden durch 7tagige Extraktion frisch getrockneter Pan­
kreasdriisen mit 16 Teilen thymolhaltigen Wassers gewonnen. 

ZweckmaBiger ist es jedoch, fiir die Bestimmung einfach die 
Aktivierung eines bestimmten, geeigneten Trypsinmaterials zu­
grunde zu legen. Ais Einheit der Kinasemenge wahlte Wald­
schmidt-Leitz 2) das 1000fache derjenigen Aktivatormenge, die 
0,062 g seiner Pankreasprobe in 1/2stiindiger Einwirkung bei 30 0 

eine tryptische Wirkung entsprechend einer Aziditatszunahme 
von 0,90 cms 0,2-n erteilte. 

Erepsill. 
Das Ferment der Darmschleimhaut, das von Cohnheim 

gefunden und von ihm Erepsin genannt wurde, wirkt nach 
Untersuchungen von Waldschmidt-Leitz 3) nur auf Peptide. 
Weder Pepton der peptischen Verdauung, noch Protamin oder 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.142, S.219. 1924. 
2) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 132, S.226. 1924. 

, 3) Waldschmidt-Leitz: Zeitschr. f. physiolog. Chern, Bd. 149, S. 203. 
1925. Ferner Waldschmidt-Leitz u. Schaffner: Zeitschr. f. physiolog. 
Chern. Bd. 151, S. 31. 1926. 



Histon, noch Kasein, Fibrin, Gelatine, Gliadin odeI' Zein sind 
durch Erepsin zerlegbar (vg1. Tabelle auf S. 317). - Das Erepsin 
del' Pankreasdruse ist mit dem Erepsin del' Darmschleimhaut 
identisch. "Die Angaben del' Literatur, daB durch ereptisches 
Enzym eine rasche Spaltung del' Pepsin peptone erfolge und daB 
die aufeinanderfolgende Hydrolyse del' Proteine durch Pepsin und 
durch Erepsin so vollstandig sei wie ihr Abbau durch siedende 
Sauren, sind zu streichen; die zugrunde liegende Beobachtung be­
zieht sich vielmehr auf die Einwirkung del' drei proteolytischen 
Enzyme von Pepsin, Trypsin und Erepsin" (1. c. S. 210). 

Fur eine Verschiedenheit del' beiden Fermente, des Dann­
erepsins und des Pankreaserepsins liegen keine Anhaltspunkte VOl'. 

Darstell ung. 1. N ach Cohnheim 1). Er bediente sich zur Dar­
steHung des Erepsins del' fraktionierten Aussalzung mit Ammon­
suHat nach J ako b y 2). Von frisch entnommenem Darm winl die 
Schleimhaut abgeschabt, mit Sand verrieben und wiederholt meh­
rere Stunden mit physiologischer NaCI-Lasung extrahiert. 2 Teile 
des Darmextraktes werden mit 3 Teilen konzentrierter Ammon­
sulfatlOsung versetzt; es entsteht ein dicker Niederschlag, del' 
abfilti-iert, in Wasser suspendiert und dialysiert wird. Eine kleine 
Menge EiweiB und das Ferment gehen in Lasung. Den unlOslichen 
Ruckstand kann man nochmals extrahieren. 

2. Nach Raubitschek 3). Er stellte sich nach Wiechowski 
Trockenpulver del' Schleimhaut her, indem er die mit physiolo­
gischer Kochsalzlasung zerriebene, mit Toluol versetzte und durch 
ein enges Sieb gepreBte Schleimhaut auf Glasplatten strich und 
bei 34-400 24 Std. lang trocknen lieB. Die pulverisierte Masse 
wird dann in del' Kalte mit Toluol und Ather extrahiert und wieder 
bei obiger Temperatur getrocknet, dann daraus das Ferment mit 
Wassel' extrahiert. 

Man beachte jedoch, daB bei der gering en Bestandigkeit des 
Erepsins die direkte Trocknung del' rohen Darmschleimhaut hei der 
Isolierung des Fermentes unangehracht ist, da diese mit einer fast 
volligen Zerstorung des Erepsins verhunden ist. Wirksame Fer­
mentlasungen gewinnt man aus del' Darmschleimhaut durch Ex­
traktion mit Glyzerin odeI' wasserhaltigem Glyzerin 4). 

Beispiel: 100 g frische Darmschleimhaut yom Sehwein werden 
grundlich gewasehen, ahgeschabt und in del' Reibschale mit 

1) Cohnheim: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.33, S.451. 1901. 
2) J a ko by: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.30, S. 135. 1900. 
3) Ra u bi tschek: Zeitschr. f. expo Pathol. u. Therapie Bd. 4, S. 675. 1907. 

. 4) Waldschmidt-Leitz u. Schaffner: Zeitschr. f. physiol. Chem. 
Rd. 151, S_ 44. 1925. 

21* 
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500 em3 87proz. Glyzerin gut verriihrt. Diese Glyzerinsuspension 
ist monatelang haltbar und dient als Ausgangspraparat. 50 em3 

dieser Aufsehlammung verdiinnt man naeh 1 tagigem Stehen bei 
Zimmertemperatur mit 150 em3 Wasser und sehleudert sie in der 
Zentrifuge abo Die Ausbeute ist viel hOher als im wasserig alko­
holisehem Auszug. 

Eine Vorreinigung der Enzymlosungen mit Essigsaure ist zur 
Reinigung des Erepsins von Vorteil. Z. B.: 10,0 em3 Rohlosung 
(d. i. mittels Wasser geklarter Glyzerinauszug aus Sehleimhaut) 
wurden mit 1,0 em3 0,1 n-Essigsaure versetzt; die auf der Zentri­
fuge abgetrennte Fallung wurde in 5,0 em3 0,001 n-NH3 (20% 
Glyzerin enthaltend) gelost. Diese Losung enthielt 23 % der 
urspriingliehen Erepsinmenge, wahrend in der Mutterlauge der 
Fallung 64% verblieben waren!). 

Darstellung aus der Pankreasdriise s. unten. 

Trennung von Trypsin und Erepsin naeh 
Waldschmidt-Leitz 2). 

Die Methode beruht auf der versehiedenen Adsorption beider 
Enzyme dureh Tonerde. Naeh mehrmaliger, z. B. dreimaliger 
Wiederholung der Adsorption wird die Mutterlauge frei von 
Erepsin gefunden, wahrend dureh die Elutionen der Adsorbate 
(mit verdiinntem Ammoniak oder besser mit Alkaliphosphat) das 
Erepsin angereiehert wird, ohne daB sieh in ihnen tryptisehe 
Wirkung naehweisen laBt. 

Beispiel einer Trennung von Trypsin und Erepsin3). 
22,5 em 3 Glyzerinauszug aus getroekneter Pankreasdriise wurden 
mit dem gleiehen Volumen Wasser verdiinnt und naeh dem Versetzen 
mit 1,50 em 3 n -Azetatpuffer von p" 4,7 mittels 6,0 em 3 Tonerdesus­
pension C (vgl. S.5) (= 62,4 mg Al20 3) adsorbiert; das Adsorbat 
wurde mit 45 em3 O,04n-NH3 (17% Glyzerin enthaltend) eluiert. 
Ausbeute an Trypsin in der Mutterlauge 74% , in der Elution 0% ; 

an Erepsin in der Mutterlauge 64%, in der Elution 34% , -

2/3 von der Mutterlauge der ersten Adsorption (35 em 3) wurden 
erneut der Behandlung mit 4,0 em3 Tonerde (= 41,6 mg A1 20 3) 
unterworfen und das gewonnene Adsorbat wiederum mit 30 em 3 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.151, S.47. 1926. 
2) Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck: Zeitschr. f. physiolog. 

Chern. Bd. 147, S.303. 1925 und Waldschmidt-Leitz: Ebenda Bd. 149, 
S. 214. 1925. 

3) Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck: Zeitschr. f. physiolog. 
Chern. Bd.147, S.306. 1925. 
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glyzerinhaltigem 0,04 n-NH3 eluiert. - Ausbeute an Erepsin in der 
Mutterlauge 540J0, in der Elution 470J0. - Die Halfte der Adsorp­
tionslOsung von der zweiten Vornahme (19 em3) wurde dann mit 
2,0 em 3 der Tonerde-Aufsehlammung (= 20,8 mg Al20 3) behandelt 
und so der Rest des Erepsins aufgenommen; es hinterblieben naeh 
der Neutralisation 24 em3 trypsinhaltige Mutterlauge. Das Adsor­
bat wurde mit 15 em3 Elutionsfliissigkeit eluiert. Die Ausbeute an 
Trypsin in der Mutterlauge war 94 0/ 0, in der Elution ° 0/0; an 
Erepsin in der Mutterlauge ° Ofo, in der Elution 60 Ofo. Das ver­
sehiedene Adsorptionsverhalten von Pankreaserepsin und Darm­
erepsin einerseits und Pankreastrypsin andererseits kommt un­
abhangig von der Natur der begleitenden Stoffe zur Geltung, es 
ist demnaeh auf eine verschiedene ehemisehe Orientierung der 
enzymatisehen Individuen zuriiekzufiihren. Aueh dureh Kaolin 
wird das Erepsin bei saurer Reaktion (Ph 4,7) gut adsorbiert und 
seine Freilegung aus dem Adsorbat gelingt durch alkalisches 
Phosphat (Ph 8,2) in guter Ausbeute. 

Nachweis und Bestimmung. 

Cohnheim 1) bediente sieh zum Nachweis des Fermentes der 
Biuretprobe. Eine PeptonlOsung wird der Verdauung dureh das 
Ferment unterworfen. Ais Pepton verwendete Cohnheim die 
peptisehen Verdauungsprodukte des Muskelfleisehes, das wie folgt 
verarbeitet wurde. Feingehacktes Rindfleisch, von Fett und Sehnen 
befreit, wird 2 Tage mit warmem Wasser unter Zusatz von Chloro­
form und Toluol digeriert, das Wasser abgepreBt und der Riick­
stand wiederholt mit Alkohol und Ather behandelt. 100 g des luft­
troekenen Pulvers, das so erhalten wurde, wurden in 2 I 2 proz. 
Oxalsaurelosung mit 6 g Pepsinum purissimum Griibler versetzt, 
kraftig gesehiittelt, 11 Tage bei 37 0 , weitere 19 Tage bei Zimmer­
temperatur der Verdauung iiberlassen. Man filtriert, befreit das Fil­
trat von Oxalsaure mit kohlensaurem Kalk, filtriert diesen ebenfalls 
ab und engt auf ca. 300 em 3 ein. Die klare Losung gibt eine schone, 
rein rote Biuretreaktion. Naeh 24stiindiger Einwirkung des Fer­
mentes falIt man die unverandert gebliebenen EiweiBkorper durch 
Kochen aus und priift das Filtrat mittels Biuretreaktion, indem die 
Losung bei stark alkalischer Reaktion tropfenweise vorsichtig mit 
ca. 0,1 proz. KupfersulfatlOsung versetzt wird. Mit zunehmender 
Spaltung wird die Probe immer schwacher und schlieBlich negativ; 
in einer unter gleichen Bedingungen angesetzten Kontrollosung 

1) Cohnheim: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.33, S.451. 1901. 
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mit gekochtem Ferment erhalt man die starke Rotfarbung der 
positiven Biuretprobe1). 

Waldschmidt-Leitz fiihrt die Bestimmung des Darm­
erepsins bei der optimalen Wasserstoffzahl (Ph 7,8) aus. Zugrunde 
liegt ihr die Einwirkung des Enzyms auf Glyzylglyzin, dessen 
Hydrolyse durch die alkalimetrische Messung der freigelegten 
Karboxyle in 85 proz. methylalkoholischer Losung verfolgt wird 2). 

Ausfiihrung der Bestimmung. 0,1320 g Glyzylglyzin 
= 0,001 Mol werden in 5,00 cm3 0,2 molar.Phosphatpuffer von 
Ph = 7,8 aufgelOst; die Losung wird durch Zugabe von 0,2 n­
NaOH, deren Menge (gewohnlich 1,80 cm3) in einem Vorversuch 
nach Zugabe des Fermentes ermittelt wird, auf den gewiinschten 
Ph von 7,8 gebracht. Nun setzt man die zu priifende Fermentlosung 
hinzu und laJ3t das auf 10,0 cm3 mit Wasser verdiinnte Reaktions­
gemisch im Thermostaten von 30°. Nach Ablauf der Versuchsdauer 
wird die Enzymwirkung durch Eintragen in 130 cm3 Methylalkohol 
unterbrochen. Man titriert das Verdauungsgemisch nach Zusatz von 
1,0 cm3 0,5 proz. Thymolphthaleinlosung in Alkohol + 20 cm3 H 20 
(also bei einem Methylalkoholgehalt von 85 %) mit 0,2 n 90 proz. 
alkoholischer KOH bis zum Auftreten der ersten schwachblauen 
Indikatorfarbung (vgl. S. 306, 310). - Man hat zu jeder Bestim­
mung eine Leeranalyse auszufiihren, deren Alkaliverbrauch von dem 
des Hauptversuchs in Abzug zu bringen ist; der verbleibende Azidi­
tatszuwachs entspricht dann der entstandenen Menge Glykokoll. 

Die Wirkung des Pankreaserepsins wird durch Hydrolyse von 
dl-Leuzylyzin bei Ph 7,8 verfolgt3). Beispiel: 0,1882 g dl-Leuzyl­
glyzin (0,001 Mol) werden in 5,00 cm3 1/5 mol Phosphatpuffer 
von Ph 7,8 gelOst, sonst wie oben verfahren. 

Darstellung des Leuzylglyzins nach E. Fischer (CHa)2·CH 
. CH2·CH(NH2)·CO·NH·CH2·COOH. 10 g Glykokoll werden in 133 cm3 

(1 Mol.) Norma1natron1auge ge10st und unter Kiih1en mit Eis undkraftigem 
Schiitteln abwechselnd 170 cm3 gekiihlte Normalnatron1auge und 37 g 
(1 Mol.) oc-Bromisokaprony1bromid in 4 Portionen zugefiihrt, wobei mit der 
erneuten Zugabe erst fortzufahren ist, wenn der Saurebromidgeruch ver­
schwunden ist. Der ganze ProzeB dauert etwa 20 Minuten. Die von einer 
geringen Menge 01 abfiltrierte Fliissigkeit wird nun mit 35 em3 fiinffach 
Normalsalzsaure versetzt, das ausfallende 01 ausgeathert, und das Kon-

1) Sa1askin bestimmte bei seinen Versuchen mit Erepsin stets den N­
Gehalt 1. des durch Hitze koagulablen EiweiBes der Gesamtliisung, 
2. des Filtrates, 3. den der dureh Phosphorwolfrarns-aure fallbaren Sub­
stanzen, 4. den des Filtrates der Phosphorwolframsaurefallung. Zeitsehr. 
f. physiolog. Chern. Bd. 35, S.419. 1902. 

2) Zeitsehr. f. physiol. Chern. Bd. 151, S. 42. 1926. 
3) Wa1dsehmid t -Lei tz und Harteneek: Zeitsehr. f. physiol. Chern. 

Bd. 147, S.286. 1925. 
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densationsprodukt mit viel Petrolather aus der eingeengten atherischen 
Losung gefallt. Das bald kristallinisch erstarrende Produkt, das oc-Bromiw­
kapronylglyzin, (CH3).·CH·CH.·CHBr·CO·NH·CH.·COOH, wird ab­
gesaugt, mit Petrolather gewaschen und aus heiBem Wasser oder Chloro­
form umkristallisiert. Schmelzpunkt 133°. Ausbeute an reinem Praparat 
etwa 26 g, und wenn die Mutterlaugen verarbeitet werden, 29 g. Man kann 
auch die Hauptmenge des Rohprodukts sofort kristalliniECh erhalten, indem 
man die alkalische Losung erst schwach ansauert, dann einige vorher be­
reitete Kristalle eintragt und unter stetem Riihren den Rest der Salzsaure 
langsam zufiigt. 

Das oc-Bromisokapronylglyzin wird zur Umwandlung in das Leuzylglyzin 
in der fiinffachen Menge etwa 25 proz. Ammoniak gelost, und die Losung 
vier Tage bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Der beim Einengen des 
Reaktionsproduktes auf dem Wasserbade entstehende Kristallbrei von 
Ammoniumbromid und Dipeptid wird mit abwlutem Alkohol iibergossen 
und nochmals abgedampft. Der Riickstand wird nun mit Alkohol aufgekocht, 
nach dem Erkalten das in Alkohol unlosliche Leuzylglyzin abgesaugt und 
so lange mit Alkohol gewaschen, bis eine Probe der Substanz in Was~er 
gelost mit Silbernitrat keine Fiillung mehr gibt. Zur Reinigung wird das 
Dipeptid in der 15fachen Menge Wasser heiB gelOst, wobei sich in der Kiilte 
etwa die Halfte des Produktes kristallinisch abscheidet. Durch Einengen der 
Mutterlauge und Fiillen mit AlkohollaBt sich der Rest gewinnen. Schmelz­
punkt unter Zersetzung gegen 243°. Ausbeute 80% der Theorie. Das Pro­
dukt darf kein Brom mehr enthalten. 

Darstellung von dl-Alanyl- Gly zin. lO g Glykokoll werden in 
134 cm3 (1 Mol.) n-NaOH in einer Stopselflasche gelost, in einer Kiilte­
mischung reeht stark gekiihlt und unter kriiftigem Schiitteln werden 34 g 
(1,2 Mol.) oc-Brompropionylbromid und 200 cm3 (1,5 Mol.) ebenfalls stark 
gekiihlter n-NaOH abwechselnd in je acht Portionen zugefiigt. Hierbei 
wird jedesmal mit der Zugabe erst fortgefahren, wenn der Siiurebromid­
geruch verschwunden ist. Das Eintragen dauert etwa I-F/. Stunden. 

Nach dem Verschwinden des Siiurechloridgeruches VfIsetzt man wfort 
mit 40 cm3 fiinffach n-HCI und verdampft unter stark velmindertem Druck 
zur Trockne. Der Riickstand wird mehrmals mit warmem Ather extrahiert; 
die vereinigten Atherausziige werden mit wasserfreiem Natriumsulfat ge­
trocknet, filtriert, eingeengt und mit Petrolather versetzt. Hierbei fiillt das 
oc-Brompropionylglyzin zuniichst olig aus, kristallisiert aber beim liingeren 
Stehen in einer KiiltfCmischung oder noch rascher beim Impfen. Es wird mit 
Petrolather gewa~c'.len (Ausbeute 92% der Theorie). Die Umkristallisation 
erfolgt in heiB~m Chloroform (Schmp. 1040). 

Zur Verwandlung in dl-Alanylglyzin lOst man in einer StopselflaEche 
das oc-Brompropionylglyzin in einer 25proz. wiisserigen Ammoniaklosung 
und laBt vier Tage bei Zimmertemperatur stehen und verdampft auf dem 
Wasserbade zur Trockne (zuletzt unter Zmatz von etwas Alkohol, urn alles 
Wasser zu entfernen). Dcr Riickstand wird mit nhwlutem Alkohol nuege­
kocht, bis er kein Brom mehr enthiilt; hierbei geht das Bromammonillm in 
Losung. Das Dipeptid wird in mogliehst wenig heiBem 50proz. Alkohol 
gelost und die filtrierte Losung heiB mit absolutem Alkohol bis zur Triibung 
versetzt. Bei langerem Stehen kristallisiert das Alnnyl-Glyzin fast voll­
stiindig in weiBen, kurzen Niidelchen aus (Ausbeute 87% der Theorie. 
Schmilzt beim rasehen Erhitzen unter Braunung hi 2350 korr.) 1). 

1) Fischer: Liebigs Annalen der Chemie Bd. 340, S. 123. 1905. 
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Darstellung von Glyzyl-Glyzin. 25 g Glykokollaethyiester werden 
unter Abkiihlung mit 15 g Wasser versetzt und bei ~immertemperatur 
1-2 Tage stehen gelassen. Dabei fallt das Glyzinanhydrid als schOn kristalli­
sierte Masse aus. Es wird abfiltriert und mit wenig kaltem Wasser gewaschen 
(Ausbeute etwa 67% der Theorie). 

5 g gepulvertes Glyzinanhydrid werden durch Schiittelnin 50 cm3 n-NaOR 
bei Zimmertemperatur gelost. Nach 15-20 Minuten ist die Umwandlung zu 
Glyzyl-Glyzin volIzogen. Neutralisiert man jetzt mit 50 cm3 n-Rel und engt 
die Fliissigkeit unter vermindertem Druck auf wenige Kubikzentimeter ein, 
so scheidet sich das Glyzyl-Glyzin als farblose Kristallmasse abo Es wird ab­
filtriert und mit wenig kaltem Wasser gewaschen; dann lost man es in 
wenig siedendem WasEer auf, vereetzt die hei.6e Losung mit Alkohol bis 
zur beginnenden Triibung, laBt sie erst stehen, kiihlt sie dann auf 0°, 
saugt die ausge~chiedene Kristallmasse ab und wascht sie erst mit Alkohol 
und dann mit Ather aus (Ausbeute ca. 3 g). Beim raschen Erhitzen farbt 
sich die Substanz erst dunkel und zersetzt sich dann ohne zu schmelzen 
zwischen 2150 und 220 0 ) 1). 

Die Fermentmenge ist fiir eine Bestimmung so zu wahlen, daB 
die (nach dem monomolekularen Verlauf berechnete) Reaktions­
konstante zwischen 0,005 und 0,0005 liegt. Die Messung solI 
nicht iiber eine 60proz. Hydrolyse des Peptids ausgedehnt werden. 

Als "Erepsin-Einheit" bezeichnet Waldschmidt-Leitz das 
1000fache derjenigen Fermentmenge, fiir die sich unter den ange­
wandten Bedingungen die Reaktionskonstante 0,001 ergibt; diese 
selbst driickt also die Anzahl der Erepsineinheiten in der analy­
sierten Probe aus. - Der "Erepsin-Wert" ist die Anzahl Erepsin­
einheiten in 1 g des Praparats. 

Methode nach Abderhalden 2). Abderhalden ver­
wandte zur Erepsinbestimmung synthetische Peptide, die von 
Trypsin nicht angegriffen werden konnen. Angewandt wurden 
d-Alanyl-d-Alanin und d-Alanyl-l-Leuzin. Der Nachweis dieses 
Abbaus von Peptiden kann bequem mittels Polarimetrie bestimmt 
werden 3). Aus dem beobachteten Drehwert laBt sich die Menge des 
gespaltenen Peptids be~echnen. Es gilt die.Beziehung(X. = (1 - m) (X.o 
+ m (X.E' worin (X. die jeweils beobachtete Drehung, (x.o die beobachtete 
oder berechnete Anfangsdrehung, (X.E die fiir vollkommene Spaltung 
beobachtete oder berechnete Enddrehung und m den umgesetzteu 
Anteil des Substrates bedeutet. Daraus ergibt sich: 

umgesetztes Substrat (X. - (X.O ----- = m = --~-
angewandtes Substrat (X.E - (X.o • 

-----
1) E. Fischer und E. Fourneau: Ber. 3~, .. S. 2868. 1901; E. :Fischer: 

Ber. 38, S. 605. 1905. 
2) Abderhalden: Fermentforschung Bd.7, S.61. 1023. 
3) "Ober die Anwendung der Refraktometrie und Interferometrie zur 

Verfol~u~ des fermentativen 1\.bbaus v~l. S. 28, 34, 
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Polarimetrisehe Methode naeh Abderhalden und 
Koelker 1). Sie lieBen auf Dipeptide, die die Ebene des polari­
sierenden Liehtes sehwaeh drehen, das Ferment einwirken, wobei 
das Dipeptid in optiseh aktive Komponenten gespalten wird. 
Als Substrat dienten d-Alanyl-d-Alanin und d-Alanyl-I-Leuzin 
(letzteres ist weniger geeignet), die naeh E. F i s e her s V orsehrift 
dargestellt wurden 2). 

Das eigentliehe Polarimeterrohr war von einem Metallmantel 
umgeben, dureh das man Wasser einer bestimmten Temperatur 
leiten konnte; das Innenrohr, das die Verdauungsfliissigkeit ent­
hielt, besaB einen Tubus, dureh den man ein Thermometer ein­
fiihren konnte. Der Tubus gestattete es aueh, zur Verhinderung 
der Faulnis Toluol aufzusehiehten. Naeh Einfiillung des Ferment­
polypeptidgemisehes wird die Drehung sofort abgelesen (bei 37°); 
in bestimmten Intervallen wird die Ablesung wiederholt. 

Beispiele. 0,45 g d-Alanyl-d-Alanin in 6 em3 Da,rmsaft gelOst: 
Drehung bei Beginu des Versuches - 1,380 

nach 8 Stunden - 1,010 
" 9 - 0,930 
" 24 - 0,130 

Der Darmsaft selbst zeigte eine Drehung von - 0,07°. 
0,6 g d-Alanyl-d-Alanin in 5,7 em 3 HefepreBsaft + 2,3 ema 

physiologiseher KoehsalzlOsung gelOst: 
Drehung nach 3 Min. -1,230 

7" -1,090 

13 " -0,910 
19 " -0,720 
26 -0,460 
31 " -0,290 

37 --O,llo 
39 " -.0,060 

42 -0,000 
50 " + 0,100 

Manometrisehe Messung del' Peptidspaltung naeh 
Kre bs und Donegan3 ). 

Prinzip. Peptide sind starkere Sauren als die Aminosauren, 
aus denen sie aufgebaut sind. Daher werden Peptidlosungen bei 
der Spaltung der Peptide alkalischer; lUst man Peptide ill 
Ringerlosung von physiologisehem Bikarbonat- und Kohlensaure-

1) Abderhalden u. Koelker: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 51. 
S.294. 1907; Bd.54, S. 363.1908. VgI. auch Abderhalden,E.:Handb. d. 
bioI. Arbeitsmethoden Bd. 5, S. 575. 1911. 

2) Ber. d. dtsch. chem. Ges. Jg.40, S.954. 1907. 
3) Biochem. Zeitschr. Bd. 210, S.7. 1929. VgJ. auch Krebs in Abder­

haldens Handbuch der biolog. Arbeitsmethoden. Abt.1V, Teill, S.871. 1931. 
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gehalt auf, so absorbiert die Losung bei der SpaItung der Peptide 
Kohlensaure. Man miBt manometrisch die Absorption der Kohlen­
saure und berechnet daraus die gespaltene Peptidmenge. Der hierzu 

. PeptidspaltunD' 
notwendlge Umrechnungsfaktor K hI .. b o. kann nach 

o ensaurea sorptIOn 
zwei Methoden berechnet werden. Hier sei nur eine angefiihrt. 

Betrachtet man als Beispiel fUr die Beschreibung der Methode 
die Spaltung des Dipeptids Alanylglyzin, so ist die zu messende 
chemische Reaktion: 

H 2N· CH(CHa)CO . NHCH2 • COOH + H 20 = H2N . CH (CHs) COOH 
Alanylglyzin Alanin 

+H2N ·CH2·COOH. 
Glykokoll 

Alanylglyzin ist bei der physiologischen Wasserstoffionenkonzentra­
tion zu etwa 20-60 0/ 0 dissoziiert, Alanin und Glykokoll zu etwa 1 bis 
4%. Beim Ablauf der Reaktion verschwinden daher aus der Losung 
Saureanionen (S-), die mit der Kohlensaure der Losung nach der 
Gleichung S - + CO2 + H 20 = SH + HCO; umsetzt. Infolge dieser 
Reaktion ist die Spaltung des Dipeptids mit einer Abnahme des 
Kohlensauredrucks verbunden. Da ein Teil des Peptids undisso­
ziiert ist und verschwindet, ohne eine Druckanderung zu erzeugen, 
ferner, da die bei der Spaltung gebildeten Aminosauren nicht 
neutral sind und auch Druckanderungen erzeugen, bedarf es be­
sonderer Methoden, urn aus der Abnahme des Kohlensauredrucks 
die gespaItene Peptidmenge zu berechnen. 

Ausfiihrung. Man gibt zur Versuchslosung in zwei verschie­
denen GefaBen eine bekannte Menge Peptid und ein aquivalentes 
Gemisch der SpaItprodukte hinzu, und miBt dabei die auftretenden 
Drucke. Dann ist die Differenz dieser Drucke gleich dem Druck, 
der bei der Spaltung der zugegebenen Peptidmenge auftritt. Man 
benutzt GefaBe von der Form Abb.88, S.250. Das Gesamtvolumen 
der GefaBe betragt etwa 10,5 ems. 1m Hauptraum H konnen 
6 cm3, im Anhang A 0,2 ems Fliissigkeit bewegt werden. Die Innen­
flache des Stopfens S wird vor dem Versuch paraffiniert. 

Die Anordnung der Versuche zeigt folgendes Schema: 

GefaB Nr. I II 

Anhang A Alanylglyzin (z. B. 1000 Aquival. Menge Glykokoll 
mm3 ) 1) in 0,2 em3 Wasser Alanin in 0,2 em3 H 20 

Hauptraum H 6 em3 (peptidhaltige) Rin- 6 em3 (peptidhaltige) Rin-
gerlosung gerlosung 

1) Man setzt 1 mgAtom Saurewasserstoff22260 mm3 CO2 (00, 760 mm Hg) 
aquivalent. In GefaB I wird der Druck gemessen, der bei Zugabe von AIanyl-
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Sind hI und hn die in GefaB I und II gemessenen Drucke, so ist 
der bei der Spaltung der zugegebenen Peptidmenge auftretende 
Druck h = hn - hI' Es ergibt sich, daB die reagierende Peptid­
menge der Anderung des Kohlensauredrucks bei geeigneter An­
ordnung nahezu proportional ist, so daB man schreiben kann 
x = kh, wo x die Peptidmenge bedeutet. Der Proportionalitats­
faktor ist die "GefaBkonstante fur Dipeptid", mit dem ebenso 
wie mit k02 und kco, (vgl. S. 240) gerechnet werden kann. 

kDipeptid ist abhangig von der Zusammensetzung der Ver­
suchsflussigkeit, von den Gefat3abmessungen und von der Tempera­
tur, l1ber unter geeigneten Bedingungen praktisch fast unab­
hangig von der Anderung des Kohlensauredrucks. Hat man daher 
fUr die Bedingungen, unter denen man arbeitet, kDipeptid durch 
den Versuch gemessen, so kann man durch Messung des bei der 
Spaltung auftretenden Drucks h die gespaltene Peptidmenge 
(XDipeptid) nach der Gleichung berechnen: 

XDipeptid = h· kDipeptid . 

Beispiel fUr Messung von kmpept.id (vgl. Krebs und Donegan: 
1. c. S. 12). 

Losungen: 1. Alanylglyzin in Wasser, 5000 mm3 Alanylglyzin 
pro Kubikzentimeter. 2. Alanin und Glykokoll in Wasser, je 
5000 mm3 pro Kubikzentimeter. 3. Ringerlosung (vgl. S. 238) mit 
Alanylglyzin. Eo (Konzentration des Bikarbonats am Beginn des 
Versuches. Vgl. S. 246) 695 mm3, CAlanylglyzin = 500 mm3 pro Kubik­
zentimeter. 

Tabclle. 
Gasgemiseh: 5,61% CO2 in Argon. Temperatur 37,5°. 

GefaB-Nr. 

A nhang. 

H auptraum 

Vg (em3 ) 

VF (em3 ) 

---

Druek­
anderung 

naeh 
Einkippen 

1 

0,203 em3 

L6sung 1 

6,04 em3 

L6sung 3 
4,67 
6,24 

-

2 

0,1015 em3 

L6sung 1 
0,1015 em3 

\Vasscr 
6,04 em3 

L6sung 3 
4,68 
(i,24 

-I 64 

3 

0,203 em3 

L6sung 2 

6,04 em3 

L6sung 3 
4,15 
6,24 

: 3 

(hlI) 

4 

0,1015 em3 

L6sung 2 
0,1015 em3 

Wasser 
6,04 em3 

L6sung 3 
4,02 
6,24 

-4 

(hlI) 

glyzin entsteht, in GefiiB II der Druck, der bei Zugabe der iiquivalenten 
Mengen von Alanin und Glykokoll entsteht. Der Gasraum der GebBl' ent­
hiUt ein Gasgemisch mit cinigen Vol.-o/n KohlenEiiurc. 
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Daraus folgt: 
Xl 1015 

hI = -136 + 3 = -133 fur Xl = -1015 und hI = 133 = 7,63, 

• X z 507,5 
hz = - 64 - 4 = - 68 fur Xz = -507,5und h2 = f38 = 7,47. 

Bei der Messung der Peptidspaltung ist zu beachten, daB 
die Konstante nur fur die bei der Messung der bestehenden 
Versuchsbedingungen streng giiltig ist. Man beschickt daher das 
VersuchsgefaB bei der Messung der Konstanten ebenso wie bei der 
Messung der Peptidspaltung mit dem Unterschied, daB bei der 
Messung der Konstanten an Stelle der FermentlOsung die gleiche 
Menge des fermentfreien Losungsmittels in den Hauptraum ein­
gefiillt wird. Nachdem die Versuchsflussigkeit mit dem kohlen­
saurehaltigen Gasgemisch gesattigt und das VersuchsgefaB gegen 
die auBere Atmosphare abgeschlossen ist, wird das Peptid aus dem 
Anhang in den Hauptraum hineingespult. Dann schuttelt man 
10 bis 20 Minuten zwecks Temperatur- und Druckausgleichs im 
Thermostaten und miBt die Druckanderung in ublicher Weise. 

Gewebsproteasen (Autolyse). 
Ein Organ, das aus dem Blutkreislauf ausgeschaltet wird, verdaut 

sich unter geeigneten Bedingungen selbst; es verlallt der Autolyse. 
Zum Nachweis der Autolyse benutzt man entweder den Organ­

preBsaft oder den Mazerationssaft. Nach Salkowski l ) wird das 
vom Blut befreite Organ in einer Fleischmaschine zu einem feinen 
Brei verrieben und der Brei unter Zusatz von Chloroformwasser 
(1 Teil Organbrei, 10 Teile Chloroformwasser) im Brutschrank sich 
selbst uberlassen. Das gesattigte Chloroformwasser wird durch 
Schutteln von 5 cm3 Chloroform mit 1 1 Wasser und nach­
herigem Filtrieren hergestellt. 

Nachweis nach Rona und Mislowitzer2). Sie ent­
nahmen dem frischgetoteten, moglichst entbluteten Tier sofort 
sterile Leberstuckchen, die in steriles Stanniolpapier gewickelt 
und dann in eine vorbereitete Kii,ltemischung gelegt wurden. 
Wahrend die Leber gefriert, werden die Pufferlosungen (Phosphat-, 
Azetat- usw. Puffer zur Herstellung gewunschter H-Ionenkon-

1) Salkowski: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 63, S. 136. 1909. VgI. 
auch Kikkoji, T.: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 63, S. 109. 1909. 

2) Rona u. Mislowitzer: Biochem. Zeitschr. Bd.140, S.517. 1923; 
Bd. 146, S. 1 u.26. 1924. Vgl. auch Utkin-Lj u bowzow und Steppuhn 
in Abderhaldens Handbuch der biolog. Arbeitsmethoden. Abt. IV, Teill, 
S. 855. 1931. 
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zentrationen. Das Optimum liegt bei Ph 3,6-3,8) aufgekoeht und 
in sterile Erlenmeyerkolbehen von etwa 50 em3 Inhalt getan. Die 
vollig durehfrorene Leber wird in kleine Stiiekehen gesehnitten 
und dureh einen sterilisierten Latapie gedreht. Der Leberbrei 
wird in einem sterilisierten Erlenmeyerkolben von etwa 150 em3 

aufgefangen; dureh Zufiigen von sterilem Wasser und gutes 
Sehiitteln wird eine gleiehmaBige Suspension hergestellt, von 
der in jedes der obigen Kolbehen eine bestimmte Menge ein­
pipettiert wird. Zum SehluB kommen noeh wenige Tropfen To­
luol in jedes Kolbehen, die dann in den Brutsehrank gestellt wer­
den. Aus diesen Kolbehen werden sofort und dann in bestimm­
ten Zeitabsehnitten 2 oder 4 em 3 entnommen, in einem Beeherglas 
mit 20 ems destilliertem Wasser vermiseht, gegen Neutralrot neu­
tralisiert und dann kurz aufgekoeht. Naeh erfolgter Koagulation 
werden 5 em seiner zehnfaeh verdiinnten 5%igen kolloidalen Eisen­
hydroxydlosung unter starker Bewegung der Fliissigkeit allmahlieh 
zugegeben und mit wenigen Tropfen einer gesattigten Losung von 
Kaliumsulfat ausgefloekt. Der Inhalt des Beeherglases wird dann 
quantitativ unter Naehspiilen mit destilliertem Wasser in einen 
MeBzylinder gespiilt und auf ein bestimmtes Volumen gebraeht. 
Naeh einigem Stehen wird dureh ein troekenes Filter filtriert und 
in einem Anteil des Filtrats der N naeh der Mikro-Kjeldahlmethode 
in der Anordnung von Bang (siehe diese) jedoeh in der GroBen­
ordnung 0,2-0,7 mg N bestimmt (vgl. S. 334). 

Dann erfolgte noeh eine Bestimmung des "peptidgebundenen" 
Stiekstoffs mit Hilfe der Saurehydrolyse mit einer vorhergehenden 
und einer naehfolgenden Amino-N-Bestimmung naeh der Folin­
sehen Methode (vgl. S. 339). 

Die zu analysierenden Rest-N-Mengen wurden in ihrer GroBen­
anordnung so bemessen, daB sie stets das 10-20faehe des blin­
den Stiekstoffs ausmaehten. Der gesamte Reststiekstoff war das 
MaB fiir den Fortsehritt der Autolyse. Als Reststiekstoff wird 
derjenige N betrachtet, der naeh der Hitzekoagulation und Aus­
fallung aller Kolloide mit Hilfe des kolloidalen Eisenhydroxydes 
noeh in Losung bleibt. Die Leerbestimmungen, die stets mit allen 
fiir die Hauptbestimmungen gebrauehten Losungen in den rieh­
tigen Mengen eingestellt wurden, ergaben 0,015-0,020 mg N. 

Um die einzelnen Fraktionen dieses Rest-N genau festzustellen, 
wurde der Amino-N naeh Folin, der NHs-N naeh Bang, der 
Harnstoff-N naeh der Ureasemethode bestimmt. 

Beispiel fiir die Anordnung der Versuehe: 18,0 g Leberbrei, 
dazu 125 ems destilliertes Wasser. In 5 ems dieser Suspension 
sind 1,21 mg "Anfangs"-Rest-N. In je 7 Kolben werden je 10 em3 
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dieser Suspension gegeben, ferner je 10 ems- Pufferlasung (in Kol­
ben 1-4 1J15-m-Phosphatgemiseh, in Kolben 5-7 1J1O-m-Azetat­
gemiseh. Die 7 Kolben kommen fiir 48 Std. in den Brutsehrank 
(41 0); naeh 24 und 48 Std. (in der Nahe des Optimums naeh 
kiirzeren Zeiten) werden aus jedem Kolben 2 X 2 em3 zur 
Rest-N-Bestimmung entnommen und je 4 em3 zur Ph-Bestimmung. 

Ein Versuehsbeispiel fUr die N-Verteilung: 

Leberbrei. Ph = 3,9, Milchsaurepufferung. Gesamt-N = 12,2 mg. 

.Anfangswert 3 Std. 6 Std. 26 Std . 
-. -- -~ ---- - - --;g 1 0/:;)- r-------

--~;-r%l) 
c-------

mg I % mg I %1) 

Gesamt-Rest-N. 0,85 I 7,0 3,30 27,5 4,71 38,6 6,91 56,6 
.Amino-N 0,195 1,6 0,62 5,1 1,19 9,8 1,20 9,8 
NHa-N 0,10 letwa 1 0,3 2,5 - - 0,50 4,0 
Harnstoff-N . 0,10 letwa 1 0,105 etwal - - 0,125 etwa 1 

Stiekstoffbestimmung naeh der Mikro-Kjeldahlmethode in der 
Anordnung von J. Bang. 

Prinzip: Der Stiekstoff der organisehen Substanz wird dureh 
Koehen mit konzentrierter H 2SO 4 unter Zusatz von Kaliumsulfat 
und Kupfersulfat in Ammoniak iibergefiihrt, das von der iiber­
sehiissigen H 2S04 gebunden wird. Dureh Zusatz von iibersehiis­
sigem Alkali wird das Ammoniak freigemaeht und mit Wasser­
dampf in eine titrierte Sehwefelsaurevorlage iiberdestilliert. Die 
iibersehiissige H 2S04 der Vorlage wird zuriiektitriert. Dureh Aus­
fallung des koagulablen EiweiB und Bestimmung des N im Filtrat 
erhalt man den Rest-N. J. Bang gibt folgende Vorsehrift zur 
Bestimmung kleiner N-Mengen_ naeh KjeldahP): 

Naeh "Oberfiihrung des zu analysierenden Stoffes (am besten in 
Lasung) in einer Menge, die gewahnlieh einige Hundertstel mg N 
enthalten darf, in einen gereinigten, 50 em3 fassenden langhalsigen 
Kjeldahlkolben setzt man 1 em3 (bei graBeren Mengen 2-3 em3) 

reine konzentrierte H 2S04 hinzu, ferner einige Tropfen 10 proz. 
KupfersulfatlOsung (als Katalysator). Man erhitzt anfangs vor­
siehtig, bis alles Wasser verjagt ist, spater etwas starker, bis die 
Lasung farblos oder rein griingelb erseheint. Dann laBt man er­
kalten, setzt etwa 10 em3 Wasser hinzu und sehiittelt einige Male 
um, bis sieh eine eventuell gebildete Ausseheidung wieder gelOst 
hat. Inzwischen wird durch den Destillationsapparat (Abb. 98) 

1) Prozent vom Gesamt-N. 
2) Bang, J.: "Mikromethoden". 2 . .Auf I. S.22. 1920. Zu Makro- und 

Halb-Mikro-Stickstoffbestimmung vgl. Prakt. II, S. 418 und 422. 
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behufs Reinigung ein Wasserdampfstrom hindurchgeleitet. 1st 
dies geschehen, so wird ein kleines Spitzglas von etwa 20 cm3 

1nhalt mit 1 cm3 1/200-n-H2S04 (wenn erforderlich mehr) unter 
das AbfluBrohr des Apparates gestellt. Die Spitze des Rohres 
soIl in die Titriersaure eintauchen. 

Der Kjeldahlkolben wird erst, nachdem er griindlich erkaltet ist, 
mit demDestillationsapparat verbunden und eine bewegliche Stativ-
platte darunter befestigt. • 
Nun laBt man Natron­
lauge (33 proz.; etwa 
6 cm3) durch den Trichter 
vorsichtig einlaufen und 
stellt die Verbindung des 
Kjeldahlkolbens mit dem 
vorher erhitzten Koch­
kolben her, der mit de­
stilliertem, angesauertem 
(am besten mit Phosphor­
saure) Wasser dreiviertel 
voll gefiillt und mit Siede­
steinen versehen ist. Die 
Wasserzuleitung zu dem 
kleinen Kiihler wird vor-
her geaffnet und mag- fTh 
lichst stark gekiihlt. Jetzt (\II!) 
wird der Brenner unter 
den Kochkolben gestellt Abb. 98. 

und der 1nhalt desselben 
bis zu lebhaftem Sieden erhitzt. Nach 2 Min. langem Sieden senkt 
man das Spitzglas, bis die Spitze des AbfluBrohres leicht zugang­
lich geworden ist, spritzt diese mittels Spritzflasche ab und priift 
mit Lackmuspapier, ob alles Ammoniak iibergegangen ist. 1st dies 
nicht der Fall, so spritzt man das Lackmuspapier in das Spritz­
glas ab, laBt noch 10 Tropfen iibergehen, affnet die Verbindung 
zwischen Destillationsapparat und Kochkolben und nimmt dann 
den Brenner weg. Wird das Lackmuspapier aber noch blau ge­
farbt, so spritzt man es ab und setzt die Destillation fort, wobei 
die Spitze nicht mehr in die Saure einzutauchen braucht. 

Zum Destillat setzt man 2 cm3 5proz. KaliumjodidlOsung und 
0,1 cm3 - 2 Tropfen - 4proz. KaliumjodatlOsung 1) und 5 Min. 

1) Die Titriersaure kann schon vorher mit dem KJOa versetzt werden: 
man gibt 5,0 cm3 1/10-n-H2S04 und 20 cm3 1/10-n-KJOa in einen lOO-cm3 -

MeBkolben und flillt bis zur Marke auf. 
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spater 2-3 Tropfen StarkelOsung 1). Man titriert mit 1/200-n­
Thiosulfatlosung bis farblos (1 em3 Saure = 0,07 mg N). 

Zur Kontrolle mussen Leerbestimmungen angesetzt werden, 
bei denen die Anordnung die gleiehe ist, wie die besehriebene, nur 
daB statt der Untersuehungsflussigkeit destilliertes Wasser be­
nutzt wird. 

Naeh Folin kann man die Stiekstoffbestimmung mittels 
Durehsaugen von Luft so ausfUhren, daB man die Apparatur, 
wie es die Abb. 99 zeigt, benutzt 2). Es wird eine Wasehflasehe 

Abb.99. 

mit konzentrierter 
H 2S04 vorgesehaltet 
(Abb.links). Die Ver-

~ asehung gesehieht, 
wie oben besehrieben. 
Die Vorlage wird wie­
der mit der abgemes­
senen Menge H 2S04 

besehiekt. Dann wird 
die Saugpumpe an­
gestellt. Man lOst die 

Verbindung zur 
Wasehflasehe und 

gibt dureh einen 
Triehter die 33proz. NaOH zum Austreiben des NH3 zu und ver­
bindet wieder mit der Wasehflasehe. Die Saugstarke solI 5 Blasen 
in der Sekunde betragen. Man saugt 1 Std. lang ammoniakfreie 
Luft dureh. Zur Besehleunigung kann man das ReaktionsgefaB 
in Wasser von 60° stellen, wahrend man die Vorlage mit flieBen­
dem Wasser kuhlt. 

Anhang: EnteiweiBung 3). 
Naeh Sehenek 4). 

Reagenzien: 2proz. Hel, 5proz. SublimatlOsung. - 50 em 3 

eiweiBhaltige Fliissigkeit (z. B. Blut) werden mit 50 em3 Wasser 
vermiseht und darauf mit 100 em3 2proz. Salzsaure und 100 em3 

1) Die Starke16sung wird so bereitet, daB I g losliche Starke in einem 
Probierrohrchen mit etwa 10-15 cma heiBem Wasser iibergossen wird. 
Nach Umschiitteln erhitzt man vorsichtig iiber freifT Flamme bis alles 
gelost ist. Darauf verdiinnt man unmittelbar mit gesattigter KCI-Losung 
auf 100 cm3, schiittelt urn und filtriert, wenn notig. Diese Starkelosung 
ist haltbar. 

2) Vgl. hierzu Prakt. II, S.173, 180, 417ff. 
3) Vgl. Prakt. II, S. 161, 197ff. 
4) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. Bd. 55, S. 203. 
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5 proz. Sublimatlosung versetzt. Man filtriert am nachsten Tage, 
leitet H2S ein, filtriert wieder und stellt das Volumen fest. Die 
Entfernung des H2S erfolgt mittels Durehleitens von Luft. 

Mi t Triehloressigsa ure. 
Reagenzien: 12 proz. Triehloressigsaure, Oktylalkohol. In ein 

MeBkolbehen von 50 em3, worin sieh 25 em3 Wasser befinden, 
werden 7-8 em3 Blut (oder eine andere eiweiBhaltige Fliissigkeit) 
unter standigem Bewegen des Kolbehens gegeben. Man setzt 
1-2 Tropfen Oktylalkohol zu und unter leiehtem Umsehiitteln 
langsam 12-13 em3 Triehloressigsaure. Die Misehung bleibt 
10 Min. lang stehen. Das ausgeflockte EiweiB wird dann scharf 
abzentrifugiert. 

Mit Natriumwolframat naeh Folin und Wu 1). 

Reagenzien: 1. lOproz. Natriumwolframat, Na 2Wo04 , 2 H 20. 
Das kaufliehe Salz enthiilt oft zuviel Soda, 1 g soll nieht mehr 
als 0,4 em3 n/lO-Saure gegen Phenolphthalein verbrauehen. Salze, 
die gegen Phenolphthalein sauer, gegen Laekmus alkaliseh reagieren, 
eine andere Zusammensetzung haben und schwer 16slieh sind, 
werden in der Warme ge16st, naeh dem Abkiihlen mit soviel Lauge 
versetzt, daB Phenolphthalein eben gerotet wird und die Farbe 
wenigstens 3 Min. lang bestehen bleibt. 

2. 2/3-n-Sehwefelsaure, 18,47 em3 konzentrierte Saure (d = 1,84) 
auf 1000 em3. 

3. 2-n-Sehwefelsaure. 
Die abgemessene Blutmenge wird in einem GefaBe yom 15 bis 

20faehen Rauminhalt mit dem 7faehen Volumen destillierten 
Wassers verdiinnt - die Pipette wird dabei mit dem Wasser 
naehgespiilt -, mit 1 Volumen der Wolframat16sung, dann 
unter Sehiitteln mit 1 Volumen 2/3-n-Sehwefelsaure versetzt. 
Naeh VerschlieBen des GefaBes mit einem Gummistopfen wird 
einige Male heftig gesehiittelt, wobei die Fallung rot- bis dunkel­
braun werden muE. 1st dies nieht der Fall, so ist zuviel Oxalat 
(20 mg sind schon reiehlieh fUr 10 em3 Blut) oder Zitrat (ganz 
geringe Menge geniigt) vorhanden; man setzt dann tropfenweise 
2-n-Schwefelsaure zu, sehiittelt jedesmal kraftig, laBt einige 
Minuten abi:litzcll und fahrt fort, bis die Koagulation vollstandig 
ist. Die Misehung ist annahernd neutral, 10 em 3 verbrauehen 
0,1-0,2 em 3 n/lO-Lauge. Kongo soll nieht geblaut werden. Mehr 
als 10 Tropfen Lauge sollen nieht gebraueht werden. Gelingt die 
EnteiweiBung nieht gleich, so verarbeite man lieber eine neue Blut-

1) Folin u. Wu: Journ. of bioI. chern. Bd. 38, S.81. 1919, vgl. 
Prakt. II, S. 161, 187. 

Rona, Fermentmethoden, 2. Auflage. 22 



338 EiweiBspaltende Fermente. 

menge. Man filtriert durch ein Faltenfilter oder die Mischung 
wird 2-3 Min. im kochenden Wasserbad gehalten und dann 
zentrifugiert. Man braucht fiir 10 cm3 Blut weniger als 1 g Na­
triumwolframat. Die Fallung ist vollstandiger als diejenige durch 
Trichloressigsaure; sie schlieBt weder Harnsaure noch Kreatinin, 
Harnstoff, Aminosauren und Zucker ein. 

EnteiweiBung nach Rona und Michaelis mittels 
kolloidalem Eisenhydroxyds. 

1m Blutserum 1). 5 cm3 Blutserum werden auf das 12-14 fache 
mit destilliertem Wasser verdiinnt, das Volumen genau notiert und 
4cm3 Ferrumoxyd. dialysat. (5proz.Liq. ferri oxydatidial. "Merck", 
nicht Liq. ferri oxychlorati Pharm. Germ.) tropfenweise unter leb­
haftem Schiitteln zugegeben und filtriert. Zufiigen einer ge­
ringen Menge eines Elektrolyten (MgS04' Natriumphosphat) ist 
von Vorteil. Das wasserklare, eiweiB- und eisenfreie Filtrat kann 
weiter zur Zuckerbestimmung (nach Bertrand oder Hage­
dorn-Jensen) benutzt werden. 

1m Gesamtblut. Eine abgemessene oder abgewogene Blut­
menge (3--4 cm3 oder 3--4 g) wird mit destilliertem Wasser 
15-20fach verdiinnt und in diinnem Strahl unter Umschiitteln mit 
der kolloidalen EisenhydroxydlOsung (5 proz.) versetzt (auf 1 g Blut 
3-4 cm 3). Die Mischung bleibt 10 Min. lang stehen, wird dabei hau­
fig geschiittelt, wobei schon reichlich EiweiB-Eisenhydroxyd aus­
flockt. Jetzt setzt man ca. 0,1-0,2 g feingepulvertes Magnesium­
sulfat oder Kaliumsulfat zu und schiittelt kraftig 1-2 Min. lang. Es 
wird filtriert, wobei das Filtrat klar und farblos sein solI. Ein 
sehr langsames FiItrieren deutet auf eine ungeniigende Ent­
eiweiBung hin. 1st das Filtrat noch durch Hamoglobin gefarbt, so 
kann man nochmals wenige Tropfen der Eisenlosung zusetzen. 
Das wasserklare Filtrat kann, falls notig, mit wenigen Tropfen 
Essigsaure angesiiuert unter vermindertemDruck bei ca. 45 ° Was­
serbadtemperatur weiter eingeengt werden. Die EnteiweiBung 
mit Eisen kann auch mit der Hitzekoagulation kombiniert wer­
den (vgl. S. 184). 

EnteiweiBung mittels Kaolins nach Michaelis und 
Rona 2). 

5 cm3 Blutplasma oder Blutserum werden mit der 15fachen 
Menge Wasser versetzt, mit Essigsaure schwach angesauert (etwa 
soweit, bis die anfanglich entstehende Triibung sich wieder auf-

1) Biochem. Zeitschr. Bd.7, S.332. 1908; Bd. 14, S.479. 1908. 
2) Biochem. Zeitschr. Bd. 7, S. 330. 1908. 
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zuhellen beginnt). Zu del' J1'lussigkeit, deren Volumen genau fest­
gestellt wird, fugt man dann auf je 100 cm 3 Flussigkeit 20-25 g 
Kaolin in kleinen Portionen unter stetem Umschutteln zu; danach 
wird abgesaugt. Die Flussigkeit filtriert leicht und vollig kIaI'. 
Spuren von Kaolin, die das Filter passieren, entfernt man am 
besten nach dem Einengen durch Filtrieren. Man engt, falls 
notig, iill Vakuum nach Feststellung des Volumens ein 1llld 

fiihrt wieder quantitativ in einen MeGkolben uber. 

Kolorimetrische Bestimmung des Aminosiiurem;tick­
stoffs nach Folin 1). 

Prinzip: Die Methode beruht auf del' Farbreaktion, die Amino­
sauren mit ,B-Naphthochinonsulfosaure in alkalischer Losung gebcn. 

Darstellung von ,B-naphthochinonsulfosaurem Natrium. 
Man bringt 100 g ,B-Naphthol in ein Becherglas von 11 

Inhalt, setzt 300 cm 3 10 proz. NaOH-Losung hinzu und ruhrt 
mit einem Glasstabe urn, bis vollige Losung erfolgt ist (etwa 10 bis 
15 Min.). Dann werden 50-56 g Natriumnitrit in einem Becher­
glas von 4 I Inhalt mit 600 cm 3 Wasser versetzt und geschuttelt, 
bis alles gelost ist (etwa 3-6 Min.). Die alkalische Losung VOll 
,B-Naphthol wird in das Becherglas von 41 Illhalt, das die Nitrit­
lOsung enthiilt, gegossen und mit etwa 100 cm 3 Wasser nachgespult, 
lind zu del' Mischung von Naphthol und Nitrit werden 800 g 

'zerkleinertes Eis gegeben. Dann werden 200 cm 3 kalter, ver­
dunnter (10 proz.) Sehwefelsiiure in einem MeBzylinder abgemessen 
und langsam an del' Seitenwand des Becherglases, das die ReaktiOllfl­
lOsung enthiilt, herabgegossen, indem man wiihrend des Eiu­
gieEens kraftig und dauernd mit einem Glasstabe umriihrt. Man 
ruhrt nach Zusatz del' Schwefelsaure noch etwa 1-2 :Min. lang. 
Dann gibt man nochmals 200 cm 3 Schwefelsaure in del' glcicht'll 
Weise zu und ebenso ein drittes und viertes Mal, bis 800 cm 3 H~k04 
verbraucht sind. Die Mischung im Becherglas solI danach cine 
deutliche und dauernde Reaktion auf Kongopapier geben. DuneI' 
del' ganzen Operation etwa 15 bis 20 Min. 

Beim Zusatz del' Saure bildet sich ein gelber Niederschlag. 
Allmiihlich verwandelt sich die ganze Reaktionsflussigkeit in eille 
gelbe Paste. Del' Niederschlag muE eine leicht grunliche Farbung 
haben; ist er ausgesprochen grun, so wird die Ausbeute weniger 
gut. Man laBt nach dem Zusatz des letzten Quantum,; kiiure 
1 Std. lang stehen. 

1) Folin: Journ. of bioI. chern. Bd. 51, S. 377. 1922. Darstellung nach 
Mandel·Steudel: Minirn.-Methoden d. Bllltllntprsllchnng. S. 31. Bprlin­
Leipzig 1924. 

22* 
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Nun wird dureh einen Biiehnertriehter von 20 em Durch­
messer unter maJ3igem Saugen filtriert und mit etwa 1500 em3 

kalten Wassers naehgewasehen. Der Niedersehlag (Nitroso-,B-Naph­
thol) wird dann in eine geraumige Abdampfsehale gespritzt, lOO g 
Natriumbisulfit und 50 g Natriumsulfit werden dariiber gestreut. 
Man verriihrt gut; der Niedersehlag geht in Losung. Es wird 
sofort dureh eine doppelte Lage Filtrierpapier von einem geringen 
sehwarzen Riiekstand abgenutseht und mit wenig Wasser naeh­
gewasehen. Das Filtrat und das Wasehwasser werden sofort, um 
starke Farbung zu vermeiden, in einen 5-I-Kolben gebraeht oder in 
eine weithalsige Flasehe aus dunklem Glas, die 2000 em 3 Wasser 
und 500 em 3 konzentrierte Salzsaure enthalt. Man bedeekt mit 
einem Trlehter und laBt 36 Std. im Dunkeln stehen. Der Kolben 
fiiilt sieh mit einem Netzwerk weiBer Nadeln, die eine geringe 
Menge gefarbter Verunreinigungen enthalten, um so mehr, je 
langer die Losung dem Licht exponiert war. Man filtriert dureh 
ein Saugfilter von ungefahr 20 em Durehmesser unter maBigem 
Saugen und waseht mit ungefahr 2 I kalten Wassers naeh. Man 
spritzt den Niedersehlag (1-Amino-2-Naphthol-4-Sehwefelsiiure) 
mit wenig Wasser auf ein groBes Stiiek Filtrierpapier und von da 
in ein Beeherglas von 3-41 1nhalt. lOO g Natriumnitrat werden 
dariiber gestreut. Nun werden lOO em3 konzentrierter Salpeter­
saure mit 350 em3 Wasser verdiinnt und die ganze Menge der lau­
warmen Fliissigkeit in das Beeherglas gegossen. Die Reaktion 
beginnt sofort unter Entwieklung von Stiekoxyd. Ohne zu riihren 
iiberlaBt man die Fliissigkeit lO Min. lang sieh selbst. Dann riihrt 
man griindlieh einige Minuten lang dureh und laBt wieder 
20-30 Min. stehen. 

Tritt keine siehtbare Reaktion auf den Zusatz der Salpeter­
saure ein, so liegt der Grund dafiir moglieherweise in der Gegen­
wart von Natriumkarbonat in dem benutzten Natriumnitrat. 1st 
naeh einiger Zeit gar keine Reaktion eingetreten, so setze man 
noeh 1-5 em3 konzentrierter Salpetersaure hinzu. Naeh einer 
halben Stunde wird dureh eine Saugflasehe abfiltriert (Dureh­
messer der Filtrierflaehe 15 em) und mit etwa lOOO em3 10proz. 
N aCI naehgewasehen. 

Das sehwaehbraune Produkt auf dem Filter ist das gewiinsehte 
Natriumsalz der 1-2-4-Naphthoehinonsulfosaure, das noeh weiter 
gereinigt werden muB. 

Um das Salz vollig zu reinigen, wird der noeh feuehte Nie­
dersehlag in eine geraumige Porzellansehale gebraeht und mit 
200 g gepulvertem Borax und 450 em 3 Wasser versetzt. Man 
miseht mit einem Pistill dureh, bis sieh alles bis auf wenige 
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Floeken aufge!Ost hat; dann wird langsam unter geringem Saugen 
abgenutseht und mit 100-150 em3 Wasser naehgewasehen. Wah­
rend der Filtration werden 850 em3 95proz. Alkohol und 150 em3 

konzentrierte Salzsaure in einen Kolben gebracht und unter der 
Wasserleitung gekuhlt. Das Filtrat, in dem das Chinonderivat und 
Borax gelost sind, wird in ein Becherglas von 4 I gebracht, dann 
werden zu dem abgekiihlten, salzsauren Alkohol einige Tropfen 
Brom zugesetzt. Naeh Auflosung des Broms wird die strohgelbe 
Alkohollosung zu der im Beeherglas befindliehen Fliissigkeit ge­
gossen und schnell und kraftig einige Augenblieke umgeriihrt. Man 
laBt 5 Min. stehen. Nach Ablauf dieser Zeit ist alles Chinonderivat 
ausgefallen. 

Es wird abgenutseht und mit 700-800 em3 10 proz. NaCl 
naehgewasehen und noeh einmal, wie oben, umkristallisiert, nur, 
daB am SehluB die Wasehung mit NaCI-Losung unterbleibt. Statt 
dessen wird mit 300-400 em 3 Alkohol und 200 em 3 Ather gewasehen. 

Zur Probe auf Reinheit dienen folgende Versuche: 
Farbe: Man bereite eine Iproz. Losung des Chinonderivates in Wasser 

und vergleiehe sie mit der Farbe einer 0,5 n.Losung von Kaliumbiehromat, 
wenn die letztere auf 20 mm im Kolorimeter eingestellt ist. Die Chinon· 
derivatlOsung muB dann eine Ablesung von 26-27 ergeben. 

Gefarbte Zersetzungsprodukte: 2 em3 frisehbereiteter Iproz. 
Chinonlosung kommen in ein Reagensglas und werden auf 25 em3 verdiinnt. 
Dann setzt man hinzu: 1 em3 50proz. Essigsaure, sodann 1 em3 15proz. 
NatriumthiosulfatlOsung. Die Losung wird im Laufe weniger Sekunden so 
ausbleiehen, daB man nur eine sehwaeh gelbliehe Farbung erkennen kann, 
wenn man der Lange naeh dureh das Reagensglas sieht. 

Ammoniak: lOem3 der Chinonlosung, wie oben, bringt man in einen 
kleinen Kolben, setzt etwa 2 g Permutit hinzu und sehiittelt langsam etwa 
3--4 Min. Man dekantiert und waseht mit destilliertem Wasser vier oder 
fiinfmal naeh, bis die gelbe Farbe ganz versehwunden ist. Dann setzt man zu 
dem Permutitpulver einige Tropfen 10proz. Natriumhydroxydlosung, 5 em3 

Wasser, 5 em3 NeBlers Reagens. Es darf keine gelbe Farbung auftreten. 

Ferner sind folgende Losungen erforderlieh. 
Natriumkarbonatlosung: 50 em3 fast gesattigter Soda­

!Osung werden auf 500 verdiinnt. 20 em3 0,1 n·HCI werden mit 
dieser Soda!Osung mit Methylrot als Indikator titriert. Die Soda­
losung wird nun so verdiinnt, daB 8,5 em3 20 em3 0,1 n·HCI ent­
sprechen. 

Essigsaure Azetat16sung: 100 em3 50proz. Essigsaure mit 
dem gleiehen Volumen 5proz. Na-Azetatlosung verdiinnt. 

N a -Thiosulfa tlosung: 4proz. Losung des kristallisierten 
Salzes. 

Aminosaurevergleichs16sung: EineLosungvonGlykokoll, 
Leuzin, Phenylanalin oder Tyrosin, die 0,07 mg Stickstoff im 
Kubikzentimeter enthiilt. Die Aminosaure wird in n/lO-HCl ge!Ost 
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und bis zum gewiinschten Volumen aufgefiilIt, nachdem man vor­
her noch 0,2 proz. Na-Benzoat zugegeben hat. Die Losung ist 
unbegrenzt haltbar. Oft wird es zweckmaBig sein, sich eine Vor­
rats16sung herzustelIen, die 0,1 mg N im Kubikzentimeter enthiilt. 
Glykokoll enthiilt 18,680/ 0 N, man muB also 0,5353 g auf 1000 em 3 

auffiillen, urn eine Losung zu erhalten, die 0,1 mg N in 1 cm3 

enthalt. 
Ausfiihrung der Bestimmung: 1Ocm3 der zu untersuchen­

den eiweiBfreien Losung (z. B. Blutfiltrat) kommen in ein groBes 
Reagensglas, das eineMarke bei 25 em 3 tragt. In ein anderes Reagens­
glas von gleicher GroBe kommt 1 cm3 der Aminovergleichslosung, 
darauf in jedes Glas ein Tropfen Phenolphthalein. Zu der Ver­
gleichs16sung fiigt man nun 1 em 3 der Soda16sung von bekanntem 
Gehalt, zu der zu untersuchenden Losung setzt man sie tropfen­
weise zu, bis sie dieselbe rotliche Farbe hat, wie die Vergleichs-
16sung. Die Vergleichs16sung wird zweckmaBig ebenfalls bis auf 
ca. 10 cm3 mit destilliertem Wasser verdiinnt. Dann kommen 
2 cm 3 der frischbereiteten 0,5% Naphthochinonsulfosaure16sung 
zu jeder Probe; es wird gut umgeschiittelt und bis zum nachsten 
Tage an einen volIig dunklen Ort gestellt. Am anderen Tage wer­
den zunachst 2 em 3 Essigsaure-Azetatgemisch und dann 2 em 3 der 
Thiosulfat16sung zugegeben. Hierdurch wird der UberschuB an 
Reagens entfarbt. Nun wird bis zur Marke 25 aufgefiillt, urn­
geschiittelt und im Kolorimeter verglichen. Die Vergleichslosung 
wird auf 20 eingestellt. 

B h Stand der Vergleichs16sung 7 A' 
erec nung: X = mg mmo-

Stand der Versuchslosung 
saurestickstoff in 100 cm3 Fliissigkeit. 

Abwehrfermente. 
1m Serum sind ganz spezifische Proteasen beschrieben worden, 

die in der Norm nicht vorkommen und die in Zusammenhang 
gebracht werden mit dem Ubertreten von korperfremden oder 
blutfremden EiweiBstoffen ins Blut, die Abwehrfermente Abder­
haldens. Von Abderhalden sind verschiedene Verfahren zum 
Nachweis des proteolytischen Abbaues angegeben worden 1). Er­
wahnt seien hier die foIgenden Methoden: 

1) Genaue methodisehe Angaben findet man in Abderhalden, E.: 
Abwehrfermente des tierischen Organismus. 2. Auf I. 1913 und in A bder­
halden, E.: "DieAbderhaldensche Reaktion" 1922. Berlin: Julius Springer. 
Vgl. Abderhalden und Buadze: Med. Klin. Bd. II, S.1674. 1928; Fer­
mfmtforschung Bd.lO, S. Ill. 1928. - Abderhalden: Fermentforschung 
Bd.9, S. 119, 312. 1928; Bd. 11, S. 1. 1929. 
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Am einfachsten laBt sich der Abbau nach E. Abderhalden 
wie folgt zeigen1): Man gibt steriles Serum zu einem gekoch­
ten Organsubstrat in ein steriles Rohrchen, verschlieBt es mit 
einem sterilen Stopfen und bewahrt es bei 37° auf. Es han­
delt sich z. B. um Serum einer Schwangeren + Plazenta. Das 
Serum wird schon nach wenigen Stunden triibe; die Triibung 
nimmt immer zu. Das Substrat quillt auf, wird an seiner Ober­
flache durchscheinend und zerfaJlt oft in kleine Teilchen. Serum 
von nicht Schwangeren bleibt klar. 

Das Dialysierverfahren. Prinzi p: EiweiB diffundiert nicht 
durch tierische Membranen hindurch, dagegen sind schon die 
hoheren Abbaustufen dialysierbar. Als Dialysierhiilsen werden 
Schleicher u. Schiill-Hiilsen verwendet. Die Priifung der Ab­
bauprodukte im Dialysat kann mittels der Biuret- oder der 
Ninhydrinreaktion geschehen. Bei der Biuretprobe gibt man zu 
den mit Natronlauge durchmischten Dialysaten je 1 cm3 einer sehr 
verdiinnten wasserigen KupfersulfatlOsung (1: 500) am besten mit 
einer Pipette entlang der Wand, so daB eine Uberschichtung er­
folgt. Bei der Ninhydrinprobe werden die mit 10 cm 3 Dialysat 
beschickten Reagensglaser mit 0,2 cm3 einer 1 proz. wasserigen 
Ninhydrin- (Triketohydrindenhydrat-) Losung versetzt und (mit 
einem Siedestab) intensiv 1 Min. gekocht. Sind EiweiBabbau­
produkte (Peptone, Aminosauren) im Dialysat, so entsteht eine 
Blaufarbung. - Das zu priifende Organ muB blutfrei, das Serum 
muB frei von Hamoglobin und von Formelementen sein. AIle 
Manipulationen sind unter streng aseptischen und antiseptischen 
Kautelen durchzufiihren. 

Die optische Methode. Man gibt in ein Reagensglas 1 cm 3 

absolut hamoglobinfreies, steriles Serum, dazu 1 cm3 einer 
5-10proz. PeptonlOsung aus dem betreffenden Organ. Man gieBt 
das Gemisch in ein 2 cm3 fassendes Polarisationsrohr und be­
stimmt das Drehungsvermogen des Gemisches, nachdem es 37° 
angenommen hat. Man verfolgt dann das Drehungsvermogen in 
bestimmten Zeitabschnitten. 

Andere Methoden zum Nachweis des Abbaues sind die refrakto­
metrischc unrl rlie interferometrische (siehe Allgem. Teil S. 28 
und 34). 

. 1) Fermentforschung Bd. 5, S. 163. 1921. Med. Klinik, 1921, Nr. 48. 
Uber Anwendung von Harn an Stelle von Serum zum Nachweis der A bder­
haldenschen Reaktion vgl. Abderhalden und B~!adze: Ferment­
forschung Bd. 10, S.455. 1929; Bd.11, S.305. 1930. Uber die Ferment­
komplexe, . die der Abderhaldenschen Reaktion zu Grunde liegen vgl. 
Abderhalden und Buadze. Fermentforschung Bd. 12, S.465. 1931. 
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Zum refraktometrischen Nachweis von Abwehr­
fermenten 1) verwenden F. Pregl und M. de Crinis nicht 
trockene Organpraparate, sondern es werden gleiche Mengen 
Trockenpraparate mittels kochender physiologiseher Koehsalz­
!Osung vorgequollen. Nach 1 Std. wird die Salz!Osung moglichst 
vollstandig entfernt und dann erst in die Glaschen, in denen die ge­
quollenen Organtroekenpraparate sich befinden, die gleiehe Menge 
Serum (2,3 ema) gegeben, gut durehgeschiittelt, nach 5 Min. der 
Brechungsindex bestimmt (vgl. Aligem. Teil). Die zweite Messung 
erfolgt nach 24 Std. - Pregl und de Crinis haben die Methode 
auch zu einem mikroanalytischen Nachweis der Abwehrfermente 
ausgearbeitet. In ein kleines Glaschen von 4--6 mm Durchmesser 
und 3-4 cm Lange werden 0,01 g des Trockenorgans gegeben; 
das Glaschen wird mit kochender 0,86 proz. NaCI-Losung gefiillt, 
1 Std. stehen gelassen. Zusatz eines Kristallchens Thymol stort 
die Bestimmung nicht. Die Kochsalzlosung wird dann mog­
liehst vollstandig abgesaugt. Nun laBt man 3-4 Tropfen Serum 
aus einer frisch ausgezogenen Kapillare in das Glasehen einflieBen, 
verschlieBt es luftdicht mit einem Gummistopsel und schwenkt 
gut um. Naeh 5-10 Min. zentrifugiert man und entnimmt daraus 
mit einer neuen Glaskapillare ein Tropfchen, bringt es auf das 
Hilfsprisma und bestimmt den Brechungsindex. Nach 24stiindigem 
Stehen bei Zimmertemperatur erfolgt die zweite Bestimmung. 
th fiber die Fehlergrenzen der Methode vgl. Kupelwieser 2). 

Zu dem interferometrischen Nachweis von Abwehr­
fermenten gibt P. Hirsch 3) folgende Vorschriften. 

In ein steriles Zentrifugenglas bringt man den Inhalt (5 mg) 
einer Ampulle Organsubstrat, hierzu kommen 0,5 cma Serum, das 
yom niichternen Patienten stammen, vollkommen hamoglobin­
frei, nicht chylos, steril sein muB und mit Vuzin versetzt wurde. 
[Das klare Rerum wird mit einer Losung von Vuzinum hydro­
chlor. (1: 500) in einer Menge versetzt, daB eine Vuzin. hydro­
ehlor.-Konzentration 1: 10COO in dem Serum erhalten wird.] 
Das Glaschen wird mit einem sterilen Gummistopfen luftdicht 
verschlossen und mit zwei gleichen Rohrchen, die je 0,5 cma des 
gleichen Serums ohne Substratzusatz enthalten und die als Ver­
gleichsfliissigkeiten dienen, auf 24 Std. in den Brutschrank gesetzt. 
Sollen mehrere Organe auf Abbau gepriift werden, so sind ent-

1) Fermentforschung Bd.2, S.58. 1917. Vgl. auch Loewe, F.: Op­
tische Messungen. Steinkopff 1925. 

2) Biochem. Zeitschr. Bd. 131, S.413. 1922. 
3) Hirsch, P.: "Die Abderhalden-Reaktion". Berlin: Julius Springer 

1925. Vgl. auch Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd.91, S.440. 1914. 
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sprechend viel Zentrifugierglaschen mit je 5 mg des betreffenden 
Organsubstrates und je 0,5 cm3 Serum anzusetzen. Nach Ablauf 
des 24stiindig. Brutschrankaufenthaltes werden samtliche Rohr­
chen zwecks Entfernung des Kondenswassers umgeschiittelt, scharf 
zentrifugiert und die klaren Zentrifugate derart interferometrisch 
untersucht, daB die mit Substrat aufbewahrten Serumproben 
gegen die Vergleichsproben unter Benutzung der besonders fiir 
diese Untersuchungen angegebenen Mikrokammer nach Hirsch­
Lowe ausgemessen werden. Die beiden ohne Substrat aufbewahr­
ten Serumproben werden am Schlusse samtlicher Messungen gegen­
einander ausgemessen. Es darf bei dieser Messung keinerlei Diffe­
renz festgestellt werden. Diese Ausmessung dient zur Serum­
kontrolle, einmal zur Feststellung etwaiger Verdunstung der Ver­
gleichsserumprobe beim Ausmessen der verschiedenen bebriiteten 
Sera, zum anderen zur Kontrolle fUr etwaige bakterielle Ver­
unreinigungen. (Vgl. auch S.34.) 

Proteolytische Pfianzenfermente. 
Fiir die proteolytischen Pflanzenfermente gelten im ganzen die­

selben Bedingungen, wie sie bei den Saften tierischer Herkunft 
beschrieben wurden. Man erhalt sie aus Samen (Hafer, Gerste, 
Pferdebohnen), aus gekeimten Samen, aus Pilzen (Hefe). Beson­
ders wirksam ist die im Handel erhaltliche sogenannte Taka­
diastase, die "ein ganzes Arsenal von Fermel1ten" (N eu berg) ent­
halt, ein Produkt des Aspergillus oryzae. Auch das Papayotin 
oder Papain, das sich im Milchsaft, sowie in den Friichten und 
Blattern von Carica papaya (Melonenbaum) findet, enthalt proteo­
lytisch gut wirksame Enzyme. (Siehe unten.) 

Aus Hafer kann man sich nach Aron u. Klem pin 1) eine wirk­
same ProteasenlOsung herstellen, indem man den geschroteten 
Hafer 10-12 Std. in der Kugelmiihle in einem Gemisch gleicher 
Teile Wasser und Glyzerin zermahlt, den festen Riickstand in 
einer festen Filterpresse auspreBt und das ablaufende Filtrat in 
hohen Zylindern durch Sedimentieren klart. Die Fliissigkeit wird 
abgehebert und mehrmals filtriert. 

Papain. 
Papain, der eingetrocknete Saft des Melollenbaumes (Carica 

papaya L.), spaltet sowohl native EiweiBkorper als auch bei 
Behandlung mit Blausaure Peptone, die ohlle Blausaurebehand­
lung nicht angegriffell werden. 

1) Biochem. Zeitschr. Bd.9, S. 163. 1908. 
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Die Beziehungen zwischen der Spezifitat des Trypsins und 
des Papains und der EinfluB der spezifischen Aktivatoren auf 
diese werden durch folgende Tabelle [Waldschmidt-Leitz!)] 
veranschaulicht. 

(Die Angaben bedeuten: ~ = keine nachweis bare, + = posi­
tive, + + = verstarkte IJydrolyse.) 

Substrat 
Enzym 

Gelatine Dipeptid 

Trypsin ....... . 
Trypsin + Enterokinase . + 
Papain + Blausaure + + 
Papain . . . . . . . . + 

Das Ph-Optimum des Papains liegt bei 5 mit einem steilen 
AbfaH nach der sauren Seite hin. Die optimale Temperatur be­
tragt 65-70° [Willstatter und GraBmann 2)]. Nach friiheren 
Angaben von O. Delezenne, H. Mouton und E. Pozerski 
soIl die Geschwindigkeit der Papainwirkung bei 80-90° ihren 
Hohepunkt erreichen. 

Die Wirkung der Blausaure ist am starksten, wenn das Ferment 
mehrere Stunden damit vorbehandelt wird. Die Zahl der abge­
spalteten OOOH-Gruppen (titriert mit alkoholischer Lauge nach 
Willstatter) steigt dann bis auf den dreifachen Wert gegeniiber 
dem ohne HON-Behandlung. Durch Vertreibung der Blausaure 
aus dem Reaktionsgemisch wird das Papain inaktiviert und ist 
durch erneuten HCN-Zusatz wieder aktivierbar; dieser Vorgang 
gleicht auch hierin der Trypsinaktivierung durch Enterokinase 3). 

Darstellung: Benutzt wird das Mer-eksche Praparat. 
Durch Behandlung mit Blausaure bei 40° werden zuerst die 
begleitenden EiweiBkorper abgebaut. Die Versuche wurden so 
ausgefiihrt, daB man z. B. 10 cm 3 3 proz. Kaliumzyanidli:isung mit 
HOI auf Methylrot neutralisiert, mit 225 mg Papain und 25 em 3 

1/5-m-Dinatriumzitrat auf 50 cm 3 bei 40° brachte. Davon wurden 
10 cm 3 sofort entnommen und mit 2 g Gelatine in 50 cm 3 bei 
40° P/2 Std. in Reaktion gebracht; zur Titration dienten 10 cm3• 

Weitere Proben der bei 40° gehaltenen Blausaure-Papainli:isung 
wurden nach 30, 60 usw. Min. entnommen, urn unter denselben 
Bedingungen die Proteolyse zu messen. 

Die Beseitigung der Blausaure aus der aktivierten Enzym-

1) Waldschmidt-Leitz und Harteneck: Zeitschr. f. physiolog. 
Chem. Bd. 149, S.212. 1925. 

2) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 138, S. 184. 1924. 
3) Vgl. auch Krebs: Biochem. Zeitschr. Bd.220, S.288. 1930. 
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losung dureh Luftstrom oder Dialyse oder am besten dureh Ein­
dampfen der Losung im Vakuum auf etwa 1/3 hinterliWt dar:; 
Enzym in niehtaktiviertem, wieder aktivierbarem Zustand. 

Zur Darstellung konzentrierter Papainlosungen empfehlen 
Kraut und Bauerl ) den trockenen Sueeus Carieae Papayae 
(Merck) vorher mit Chloroform (50 C'Cm auf 10 g) bei Zimmer­
temperatur zu extrahieren, wobei ohne Fermentverlust harzige 
Beimengungen entfernt werden. Man saugt das Chloroform ab und 
troeknet im Vakuum. 10 g des so vorbehandelten fein verriebenen 
Pulvers werden mit Wasser von 40 ° gleiehmiWig angefeuehtet, dann 
mit 25 eem Wasser und I g Kieselgur vermiseht, und dureh ein 
Rapidfilter abgesaugt. Geringe Trtibungen setzen sich tiber Naeht 
zu Boden und konnen dann dureh Dekantieren und Filtration ent­
fernt werden. 

Reinigung dureh AlkohoWdlung 2). Es wurden z. B. 6g 
Papain in 400 em3 Wasser unter Zusatz von Blausaure, ent­
spreehend 1,5 g Blausaure (wasserfrei), 3 Tage lang bei 40° 
digeriert. Zur Fallung des Papains wurde die Losung auf eine 
Alkoholkonzentration von 80 % gsbraeht. Der Niedersehlag wurde 
abzentrifugiert, im Wasser gelost und im Vakuum von den 
Resten der Blausaure befreit. Die Losung enthielt das Papain 
in 95 % der angewandten Menge und fast zweieinhalbfaehem 
Reinheitsgrad. 

Reinigung dureh Adsorption. Aus ammoniakaliseher 
Losung wird das Papain von Tonerde adsorbiert, und zwar am 
besten von Tonerde C (siehe S. 5) aus alkoholiseher Losung. 
Mit n/20-Essigsaure oder aueh dureh Wasser kann es aus dem Ad­
sorbat eluiert werden. 

1 g Enzym wird von 0,5 g Al 20 3 in 250 em 3 Losung, die mit 
Ammoniak genau neutralisiert ist 'und 45 % Alkohol enthiiJt, 
adsorbiert. Mit 250 em3 n/20-Essigsaure, die 30 mg Ammonsulfat 
zur Vermeidung del' Auflosung von Tonerde enthalt, wird das 
Enzym zu 79 % des angewandten Anteils eluiert. 

Bestimmung: Die abgewogenen Papainmengen werden mit 
25 mg Blausaure in 20 em 3 Volumen vereinigt, entweder so, daB 
man sofort das Substrat (beste Gelatine) zusetzt und auf 40° 
crwarmt, oder so, daB man zuerst 2 Std. lang bei 40° die Aktivie­
rung maximal werden laBt (ohne Gelatine). In beiden Fallen wird 
das Enzym, das auch mit 5 em 3 m/5-Zitratpuffer und Toluol ver-

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.164, S. ]0. 1926/27. Vgl. hier auch 
die Reinigung des Papains durch Bleiphospha.tfiUlung. 

2) Vgl. Willstittter und GraBrnann: Zeitschr. f. physiolog. Chern. 
Bd. 138, S. 184. 1924. 
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setzt ist, im 50-cm3-MeBkolben mit 30em3 6,6proz. Gelatine (2 g) 
versetzt gewohnlieh bei einer Temperatur von 40°. Je 10 em3 

werden zu bestimmten Zeit-en in 90% Alkohol enthaltender Lo­
sung mit 1/5 n-alkoholiseher KOH titIiert. Der Alkoholzusatz 
wird so ausgefiihrt, daB er als absoluter Alkohol von der Tempe­
ratur 50 ° zugesetzt wird, wei! sonst die Gelatine stark klumpt. 
Ais Indikator dient Thymolphthalein (das mit Zitrat scharf, mit 
Phosphatpuffer unseharf umsehlagt). Die Ausfiihrung der Titra­
tion siehe S.305££. 

BeislJiele: 1. Hydrolyse ohne und mit Blausaure. 3,6 g Gela­
tine mit 8 em3 Azetatpuffer (1 : 1) in 50 em3 ; zur Titration dienen 
je 5,0 ema, Temperatur 30°. Die Zahlen bedeuten 1/5 n-KOH. 

Enzym 

0,1 g . 
0,2g. 
0,4g. 
0,2g u. 10 mg 

KeN. 

0,08 
0,20 
0,21 

0,62 

Stunden Tage 
- 11 ·-2~·-4~1 -8-24;-4-8-

0,20 I 0,32 0.40 0,52 0,81 1,21 -
0,32 0,45 0,58 0,78 1,00 1,32 -
0,33 1 0,49 0,62 0,80 1,02 1,35 -

I 0,91 1,32 1,75 2,19 2,80 - 4,08 

II. Hydrolyse mit Vorbehandlung und ohne Vorbehandlung 
dureh Blausaure. 

1. Hydrolyse von 0,4 g Gelatine in 10 em3 bei 40° wahrend 
2 Std. Aktivierung mit 5 mg Blausaure ohne Vorbehandlung. 
Zitratpuffer (Ph = 5,0); gemessen mit 1/5 n-KOH. 

Enzymmenge mg 
fiir 0,4 g Gelatine 

in 10 em3 

2 
4 

10 
15 
20 

0,17 
0,31 
0,57 
0,86 
0,71 

Reaktionsdauer in Stunden 

2 

0,66 
1,06 
1,51 
1,82 
1,88 

2. Derselbe Ansatz wie 1. wahrend 4 Std. mit 2 stiindiger Vor­
behandlung dureh 5 mg Blausaure. 

Enzymmenge Reaktionsdauer in Stunden 
(mg) 0,4 g Gela-

! 

------ --- ---

tine in 10 em3 1/2 1 P/2 2 4 
I 

1,25 0,26 I 
i 0,50 0,66 0,82 1,14 

2,5 0,61 I 0,97 1,40 1,77 
5 0,87 11,26 1,54 1,77 2,20 

10 1,24; 1,22 1,77; 1,68 2,02 2,20 2,62 
20 1,50 1,96 2,48 2,76 
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Amidasen. 
Unter diesem Namen sollen hier einige Fermente abgehandelt 

werden, deren gemeinsames Charakteristikum die Spaltung der 
Bindungen zwischen Stickstoff und Kohlenstoff istI). 

tJber Purinamidasen vgl. S.364. 

Urease. 
Urease ist das Ferment, das die Zerlegung von Harnstoff in CO 2 

und NHa katalysiert. 
Darstellung (aus Sojabohnen) nach Jakoby u. Sugga 2): 

Sojabohnen werden in der Kaffeemiihle zermahlen und, wenn 
notig, noch im Morser zerstoBen. Das Mehl wird in eine groBe 
Nutsche gefiillt, deren AbfluB man durch einen Gummischlauch 
mit Klemme verschlieBt. Auf das Mehl wird Petroliither aufge­
gossen, 1 Std. darauf gelassen, dann die Klemme geoffnet und 
der Petroliither abgesaugt. Diese Prozedur wird sechsmal wieder­
holt. Das entfettete Mehl wird auf Glasplatten ausgebreitet, iiber 
Nacht lufttrocken gemacht und mit dem fiinffachen Volumen 
Wasser 16-24 Std. in den Eisschrank gestellt. Die obenstehende 
milchige Fliissigkeit wird abgesaugt oder abzentrifugiert, die er­
haltene Fliissigkeit in Schalen mit flachem Boden gegossen und 
bei Zimmertemperatur im Faust-Heimschen Apparat durch 
Uberleitung eines Luftstromes getrocknet. Man erhiilt einen horn­
artigen Riickstand, der mit dem Spatel abgekratzt und im Morser 
zu einem feinen Pulver zerrieben wirda). Das so erhaltene Pulver 
ist in Wasser fast ganz, wenn auch schwer loslich. 

Bestimmung: Zur Bestimmung wird meist die Titration des 
gebildeten NHa benutzt. Die beste Methode der NHa-Bestimmung 
ist nach Lovgren die Folinsche Methode (vgl. S. 336), die unten 
in der Modifikation von Lovgren beschrieben wird. Zu den 
anderen Methoden ist zu bemerken, daB nach Lovgren bei hoherer 
Temperatur der Harnstoff selbst durch die schwiichsten Basen 
angegriffen wird. Wegen der dauernden Anderung des Ph durch 
das entstehende NHa muB entweder eine sehr starke Pufferung 

1) Vgl. Oppenheimer: "Die Fermente", S.777. 
2) Biochem. Zeitschr. Bd.69, S. 116. 1914. 
3) tTher Darstellung der Urease nach van Slyke und Cullen vgI. Prakt. 

Bd. 2, S. 500. Uber die Darstellung von kristallisierter Urease vgI. Sumner: 
J. amer. chern. Soc. Bd. 5, S.1255. 1929; J. of BioI. Chern. Bd. 69, S. 2, 
435. 1926; Bd.76, S. 149. 1928; Bd.70, S. 1,97. 1926. tiber Schwerrnetall­
inaktivierung hochgereinigter Urease vgI. S n m n er und M yr b a c k: Zpitschr. 
f. physiolog. Chern. Bd. 189, S. 218. 1930. 
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vorgenommen werden oder man muD mit sehr verdiinnten 
Harnstofflosungen arbeiten 1). 

Prinzi p: Das Ammoniak wird durch Alkalikarbonat frei­
gemacht und durch einen, mittels H 2S04 ammoniakfrei gewaschenen 
Luftstrom in die Saurevorlage iibergefUhrt. 

A usfiihrung: Der Reaktionskolben bleibt wahrend des ganzen 
Versuches mit der Saurevorlage einerseits und mit der Wasch­
flasche mit H 2S04 andererseits luftdicht verbunden (Abb.lOO). Ein 
schwacher Luftstrom wird dabei stetig mittels einer gewohnlichen 
Wasserstrahlpumpe durch die Apparate gesogen. Die Einleitungs­
rohre sind in ihrem untersten Teil zu einer kleinen Kugel ausge­
blasen, in der sich 7 gleichgroDe kleine Locher befinden. Durch den 
Gummistopsel des Reaktionskolbens geht ein mit Hahn ver­
sehenes Trichterrohr, in das 40 cm 3 einer gesattigten Pottasche-

lOsung gegossen werden. Nach der beabsichtigten Spaltungszeit 
wird der Hahn geoffnet nnd, nachdem die PottaschelOsung in die 
Reaktionsmasse geflossen ist, rasch wieder zugedreht. Die K 2COa-
Losung bricht die Fermentreaktion momentan abo Eine Viertel­
stunde spater wird der Luftstrom zu seiner vollen Starke an­
gelassen. Die Zeit der notigen Durchliiftung ist abhangig von 
Temperatur, Menge des Ammoniaks, Starke der Base und Starke 
des Luftstroms. Nach Ablauf der notigen Zeit (meistens geniigt 
eine halbe Stunde) wird der Luftstrom vorsichtig abgebrochen, 
die Saurevorlage freigemacht, das Einleitungsrohr mit destillier­
tem Wasser abgespiilt und der UberschuD an Siiure in der Vor­
lage durch n/lO-NaOH mit Methylrot als Indikator moglichst 
schnell zuriicktitriert. Der Umschlag ist auf 0,01 cm 3 0,1 n-NaOH 
(= 0,017 mg NH3 ) scharf zu sehen. Das Schiiumen wird durch eine 
Schicht Paraffinol verhindert. 

1) Vgl. Lovgren: Biochem. Zeitschr. Bd. 119, S.215. ]921; Bd.137, 
S.206. 1923. 
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Eine Versuchsanordnung sei nach Euler und Brunius 
wiedergegeben 1): 0,5 g des Ureasepraparates werden in 25 ccm 
Wasser gelost. Die Reaktionsmischung besteht aus: 20 cm3 1 mol 
Harnstofflosung + 50 cm3 1 mol Phosphatmischung von Ph 
7,30 + 10 cm3 Ferment16sung + 20 cm3 Wasser. Gesamtvolumen 
100 cm3 , Harnstoffkonzentration 0,2 mol. - Fiir die Ammoniak­
bestimmungen werden je 10 cm3 entnommen; mit 10 cm3 0,5 n 
und H 2S04 wird die Fermentwirkung unterbrochen. 

Histozym. 
Das Ferment katalysiert den Zerfall von Hippursiiure in Benzoe­

saure und Glykokoll. AuBerdem wirkt es auf eine Reihe der Homo­
logen. Es wird hauptsachlich aus der Niere von Schwein und 
Hund dargestellt, findet sich aber auch bei Pilzen [Takadiastase 
nach Neuberg und Mitarbeitern 2)]. 

Das Histozym spaltet auBer Hippursaure Azetylglyzin, 
1'/.-Benzoylalanin, 1-Benzoylleuzin, d -1'/.-Benzoylaminobuttersaure, 
ferner Glykochol- und Taurocholsaure; es spaltet nicht p-Ben­
zoylalanin, p-Benzoylaminobuttersaure, Benzoylaminoisobutter­
saure, l-x-Benzoylaminobuttersaure (Smorodinzew). 

Darstellung nach Smorodinzew 3): Das Organ wird mog­
lichst bald nach der Entfernung aus dem Korper durch die Blut­
gefaBe mit physiologischer Kochsalzlosung durchspiilt, in der 
Fleischhackmaschine zerkleinert und 3-4 Tage lang mit 10 V olu­
mina Alkohol extrahiert. 

Nach dem Abfiltrieren des Alkohols trocknet man den Riick­
stand an der Luft, extrahiert ihn im Soxhletschen Apparat mit 
Ather, pulverisiert und siebt ihn durch ein fcines Sieb. DaR 
Organpulver dient als Fermentpraparat. 

Bestimmung: Eine bestimmte Menge Substrat (meist in 
1/20-mol-Losung) wird mit dem Ferment auf 20 cm3 gebracht, 
dazu gibt man 5 cm 3 Toluol. Smorodinzew benutzt 50 cm 3 

fassende Kolben aus blauem (J ena-) Glas, verschlieBt mit einem 
mit Paraffin iibergossenen Pfropfen. Das gut verschlossene GefiiI3 

1) Biochcm. Zeitschr. Rd. 183, S. 1. 1927. - 1m Yerlauf der Urease­
wirkung kann die \Vasserstoffionenkonzentration nicht mit Wasserstoffelek­
troden bestimmt werden, da Gegenwart von Ammoniak die Bestimmung 
stort. Die Chinhydronmethode (vgl. S.90) soll jedoch geeignet sein. 

2) Neuberg u. Rosenthal: Biochem. Zeitschr. Bd.145, S. 186. 1923. 
Neuberg u. Linhardt: Ebenda Bd. 147, S.372. 1924. 

:1) Smorodinzew: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 124, S. 123. 1923. 
Ygl. aueh N eu berg und N oguehi: Biochem. Zeitschr. Bd. 147, S. 370. 
(Spaltung von Phenazetursaure.) 
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kommt bei 39° in den Thermostaten und wird ofter umgesehiittelt. 
Naeh einer bestimmten Zeit werden zu jedem Kolben je 5 em3 

einer 5proz., wasserigen Sublimatlosung zugesetzt; das Ganze wird 
vorsiehtig bis zum Koehen erwarmt. Naehdem die Fliissigkeit 
abgekiihlt ist, filtriert man 20 em3 ab, sauert diese Portion mit 
Salzsaure bis zur Reaktion auf Kongo an und extrahiert sie vier­
mal dureh je 5 Min. langes Umsehiitteln mit 20 em3 Petroleum­
ather (Siedepunkt 600) im Seheidetriehter. Die 4 Ausziige wer­
den vereinigt, zur Entfernung des Sehaumes mit einer kleinen 
Menge Alkohol versetzt, mit 20 em 3 Wasser gewasehen und dureh 
ein troekenes Filter in einen gewogenen Kolben illtriert. Der 
Petrol ather wird aus dem Kolben mit einem troekenen Luft­
strom vertrieben. Der Kolben bleibt iiber Naeht im Exsikkator. 
Die Benzoesaure bleibt in Form nadelformiger Kristalle (Sehmelz­
punkt 121 bis 122°) zuriiek und kommt so zur Wagung. 

Arginase 1). 

Das Ferment katalysiert den Zerfall von Arginin in Ornithin 
und Harnstoff naeh der Gleiehung 

NH 
/' 

NH2· C NH2 '" / NH-CH2 ·CH2 ·CH2 ·CH + H 20 

NH2 
/ 

=CO 

'" NH2 
Harnstoff 

Arginin 

, 
" COOH 

Ornithin 

Guanidinessigsaure und Guanidinpropionsaure werden nieht ge­
spalten. Aus d-I-Arginin spaltet das Ferment I-Arginin ab2), nur 
die d-Form wird abgebaut. Naeh Edlbaeher 3) findet es sieh in 
der Leber der hoheren Tiere, es fehlt aber in der Leber von Vogeln 
und Reptilien. Beim Huhn enthalt die Leber mannlieher Tiere 

1) Kossel u. Dakin: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.41, S.321. 
904; Bd.42, S. 181. 1904. 

2) Riesser: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.49, S.21O. 1906. 
3) Edlbacher: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.l00, S. Ill. 1917. 
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reiche Mengen Arginase, die von weiblichen meistenteils keine. 
Hoden von Hahnen, Taubern, Stier, Hund und Meerschweinchen 
enthalten reichlich Arginase, Kalberhoden hingegen nur wenig 1). 
Auch in Pilzen und in hOheren Pflanzen findet sie sich [KieseI2)]. 

Hefe sowohl als auch Sojabohnen enthalten keine Arginase [Edl­
bacher3)]. 

Darstellung 4). Zur Untersuchung dient meistens Leber­
preBsaft [z. B. werden 500 g ganz frische Kalbsleber in der 
Hackmaschine zerkleinert, mit Kieselgur gut verrieben und in der 
Buchnerpresse bei 300 Atmospharen ausgepreBt]. Statt LeberpreB­
saft kann man auch Leberextrakt benutzen (die feinzerhackte 
Leber wird mit der vierfachen Menge 0,2proz. Essigsaure extra­
hiert, 10-20 Std. im Brutofen digeriert, und fiitriert), der in 
feinem Strahl in die zehnfache Menge Azeton eingegossen wird. 
Man vermeide, das Praparat langer als irgend notig mit dem Aze-

1) Edlbacher, S. u. Bonen: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 145, 
S.69. 1925. 

2) Kiesel: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 75, S. 169. 1911; Bd. lIS, 
S.267. 1921. 

3) Vgl. Edl bacher: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 100, S. 115. 1917. 
4) Darstellung des Arginins nach Kossel u. GroB (Zeitschr. f. 

physiolog. Chern. Bd. 135, S. 167. 1924): Ungefahr 250 g des moglichst 
gut gereinigten EiweiBstoffes (Edestin aus Hanfsamen, Gelatine) werden 
durch ISstiindiges Kochen mit 33 vol.-proz. H 2S04 hydrolysiert, der 
groBte Teil der Saure durch Kalk oder Baryt entfernt und die Niederschlage 
ergiebig ausgewaschen. Den Reaktionsprodukten fiigt man eine starke wasse­
rige Losung der Flaviansaure (ca. 4 Gewichtsteile auf je 1 Gewichtsteil der 
zu erwartenden Argininmenge) zu. Man laBt die Fliissigkeit 3 Tage an einem 
kiihlen Ort stehen, saugt die Kristallmasse ab, wascht mit kaltem Wasser nach 
und bringt den Filterriickstand mit der 2-3fachen Gewichtsmenge Wasser, 
dem man eine kleine Menge Flaviansaure zugefiigt hat, in einen Kolben, 
urn ihn 2 Std. auf dem Wasserbade zu erhitzen. Das nach 24stiindigem 
Stehen in der Kalte ausgeschiedene flaviansaure Arginin wird abgenutscht, 
wie oben gewaschen und dann wie folgt in das Karbonat iibergefiihrt. Das 
Argininsalz wird mit 33 vol.-proz. H2S04 im Paraffinbad bis zur volligen Lo­
sung gekocht, die nach Abkiihlen ausgeschiedene Flaviansaure nach 24 Std. 
abfiltriert. Die schwefelsauren Losungen werden mit Tierkohle entfarbt., 
die farblose Losung durch Atzbaryt von H 2S04 , durch Kohlensaure yom 
Baryt befreit und zur Kristallisation des Karbonats stark eingeengt. -
Oder man scheidet die Flaviansaure als Baryt ab: Man lost zu diesem Zwecke 
das in heWem Wasser ausgelaugte flaviansaure Arginin mit Hilfe von 
etwas NH3 in einer groBeren Menge ~!1sser bei Wasserbadtemperatur und 
~!igt zu der heiBen Fliissigkeit einen UberschuB einer wasserigen warmen 
Atzbarytlosung, die die Flaviansaure fast vollig niederschlagt. Urn den 
letzten Rest des Farbstoffs zu entfernen, wird die Fliissigkeit mit H 2S04 
angesauert, von einem geringenNiederschlag (unzersetztesArgininflavianat) 
abfiltriert, mit Tierkohle gekocht. Aus der farblosen Losung des Arginin. 
sulfats wird das Arginin als Karbonat gewonnen. V gl. auch Pra tt, O. E.: 
Journ. Biol. Chern. Bd. 67, S.351. 1926. 

Rona, Fermentmcthoden, 2. Auflage. 23 
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ton in Beriihrung zu lassen. Del' gebildete Niederschlag wird dann 
auf del' Nutsche abgesaugt, mit Azeton, Alkohol und Ather nach­
gewaschen und im Exsikkator tiber H 2S04 getrocknet. Das so ge­
wonnene Pulver wird fein zerrieben. Es ist im Wasser nicht ganz 
lOslich. Man benutzt 1 Teil Pulver auf lOO Teile Wasser, laBt 
iiber Nacht mit einigen Tropfen Toluol auf Eis stehen und filtriert 
kurz VOl' dem Versuch. Das Ferment ist auch in wasseriger Li:i­
sung ziemlich bestandig. 

Bei ihren Untersuchungen iiber das Vorkommen del' Arginase 
in verschiedenen Organen verfuhren Edlbacher und Bonen so, 
daB eine bestimmte Menge des zu priifenden Organs (z. B. 1 g) 
mit dem doppelten Gewicht Quarzsand in del' Reibschale fein ver­
rieben wurde; mit 50 cm3 Wasser wurde dann eine Suspension her­
gestellt, die nach 5 Min. langem Stehen von den gri:iberen Partikeln 
abgegossen wurde. Besser ist es, das verriebene Organ 24 Std. 
lang mit del' vierfachen Menge Glyzerin zu extrahieren. Dann 
koliert man durch eine mehrfache Lage Mull. Kiihl und im Dunkeln 
aufbewahrt sind solche Extrakte wochenlang haltbar. E del b a c h er 
und Simons!) verfahren wie folgt: Del' LeberpreBsaft wird unter 
starkem Riihren in die zehnfache Menge Azeton eingetropft, drei­
mal mit Azeton dekantiert, sofort energisch abgesaugt, und im 
Vakuum iiber Schwefelsaure getrocknet. (Del' Schwefelsaure wird 
Kaliumbichromat zugesetzt, um eine Reduktion del' Schwefelsaure 
zu schwefliger Saure zu vermeiden.) Es muB vermieden werden, 
das Ferment langeI' als n6tig mit dem Li:isungsmittel in Beriihrung 
zu lassen. Zur Bereitung einer FermentlOsung verreibt man dann 
z. B. 1 g-Fermentpulver mit lOO cm3 Wasser, Hi-Bt unter Toluol 
12 Std. bei 38° stehen und filtriert. 

Die Reinigung des Fermentes erfolgte nach folgendem Prinzip: 
Dreimalige Voradsorption von Glyzerinleberextrakt mit Tonerde 
von del' Sorte Cy , dann Hauptadsorption mit Kaolin, dann Elution 
des Fermentes von dem Adsorbat mittels Glykokoll-Natronlauge­
Kochsalz vom Ph 9 und Fallung des Eluates durch Azeton. 

Nachweis: 
Zum Nachweis kann man die Formoltitration (siehe S. 289) des gebil­

deten Ornithins benutzen. 1m Arginin ist nur das ()(-N-Atom formoltitrier­
bar, Harnstoff reagiert nicht, und da Ornithin mit beiden Amidogruppen 
reagiert, so muB also der doppelte Wert des }<'ormolstickstoffes nach del' 
vollendeten Hydrolyse des Arginins erscheinen. 

Beispie12) : 
Organ: Kalbslebersuspension. 5 g der ganz frischen Organe wurden 

zerkleinert, mit Quarzsand verrie ben, 25 em 3 destilliertes Wasser zuge-

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 167, S. 76. 1927. 
2) Edlbacher: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.95, S.8l. 1915. 
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setzt, umgesehiittelt und ca. 10 Min. im Reagensglas gelassen. Die iiber dem 
Bodensatz sehwebende feine Suspension wurde abgegossen, durchgesehiittclt 
und je 5 em3 davon in kleine Erlenmeyerkolben abpipettiert. 

a) Probe b) Kontrolle 
5 em3 Suspension 5 em3 Suspension 
5 " Argininlosung (mit 5 " vVasser 

10,08 mg formoltitrierbarem N in 10 em3 ) 2" Toluol 
2 " Toluol 

G Std. im Brutsehrank digeriert. 
5 em3 Formolmisehung 5 em3 Formolmisehung 

(50 em3 Formol + 1 em3 0,5 proz. Phenolphthalein 
Titration mit 1/5 n·NaOH bis zur starken Rotfarbung 
Verbrauehte lis n-NaOH verbrauehte 1/5 n-NaOH 

3,9 em3 O,G em 
- 0,6 " 

Differenz 3,3 em3 = 9,24 mg Formol-N. 
In Prozenten gefunden 185,9 % (Arginin-N = 100 %), 

bereehnet 200,0 %. 
Naeh 14 stundigem Digerieren 196 %. Eine noeh weite Spaltung ge­

lang nieht. 

Neuerdings verwenden Edlbaeher und P. Bonen I ) die Urease­
Methode zum N aehweis des gebildeten Harnstoffs. Diese Methode ist 
der obigen iiberlegen. Folgendes Beispiel sehildert das Verfahren. J e 
50 em 3 einer etwa 2 proz. ArgininkarbonatlOsung werden in je einen 
MeBkolben von 250 em 3 gefliIlt, mit 1/10 n-H2S04 bzw. 1/10 n-NaOH 
auf den gewiinsehten Ph (Optimum der Arginase Ph = 9,5 bis 9,8) 
gebraeht, mit 100 em 3 Pufferlosung (z. B. GlykokoIl-NaOH) yon 
demselben Ph und dann mit je 50 em 3 der FermentlOsung versetzt. 
(Diese wird so hergesteIlt, daB je 1 g Fermentpulver mit je 100 em 3 

destilliertem Wasser verrieben wird und naeh Zusatz von Toluol 
naeh 12sttindigem Stehen im Brutsehrank bei 38° filtriert wird.) 
- Man flillt auf 250 em 3 auf und kontrolliert den Ph-Wert. Die 
Kolbehen kommen nun in den Thermostaten, und man entnimmt 
zu bestimmten Zeiten Proben von je 20 em 3 • Das Ferment wird 
dureh kurzes Aufkoehen zerstort, naeh dem Abktihlen auf Ph = 7 ncu­
tralisiert, Phosphatpuffer von gleiehem Ph (und Toluol) zugesetzt, 
der gebildete Harnstoff mit Urease zerlegt und das gebildete Am­
moniak dureh Destillation und Titration bestimmt 2) (ygl. R. 349) 

1) Zeitsehr. f. physiolog. Chern. Bd. 145, S. 71. 1925. 
2) Ein Ansatz mit geringeren Mengen: 5 em3 eines Glyzerin-Organ­

extraktes, 5 em3 1 proz. Argininkarbonatlosung, 10 em3 Glykokoll-NaOH­
NaCI-Puffer von Ph 9,5. -.:. Zur Bestimmung des praformierten Harnstoffs 
derselbe Ansatz nur statt der Argininlosung 5 em3 Wasser. - VgI. aueh 
Hunter und Dauphinee: Die Arginasemethode zur Bestimmung des 
Arginins. J. of bioI. Chern. Bd. 85, S. 627. 1930. 

23* 
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Berechnung: Von den vier N-Atomen des Arginins werden durch 
das Ferment zwei in Harnstoff iibergefiihrt, die als Ammoniak 
gemessen werden. 1 cm3 1/50 n-Saure = 0,28 mg N. Enthalten 
z. B. 5 cm3 der Arginaselosung 14 mg N, so erscheinen bei voll­
kommener Spaltung 7 mg N als NH3. 

Als Arginaseeinheit (A.E.) wird diejenige Menge Arginase 
bezeichnet, die aus 10 cm3 einer 1 proz. ArgininkarbonatlOsung, 
die mit 5 cm3 Glykokoll-NaOH-NaCI auf Ph 9,5 gepuffert ist, bei 
38 0 in 60 Min. so viel Harnstoff bildet, daB bei der Zerlegung 
durch Urease 0,34 mg NH3 (= 1 cm3 0,02 n-H2S04) geliefert wer­
den. Die Genauigkeit der Bestimmung schwankt um + 1 A.E., 
bei hoheren Werten um ± 3-4 A.E. - Die genauesten Werte 
werden zwischen 4-30 A.E. erhalten1 ). 

Nukleasen. 
Die Nukleinsauren, die im Organismus in salzartiger Bindung 

an EiweiBkorper vorkommen, werden von einer Reihe mehr 
oder weniger gut bekannter Fermente katalytisch zerlegt. Die 
LoslOsung der EiweiBkomponente wird den bekannten EiweiBfer­
menten des Verdauungstraktus zugeschrieben. Die Nukleinsauren 
sind Phosphorsaureester mit Kohlehydraten der 5- oder 6-C-Reihe, 
die ihrerseits Purin bzw. Pyrimidinkorper glukosidartig gebunden 
haben2). 

Der fermentative Abbau vollzieht sich in mehreren Stufen: 
1. Das Polynukleotid wird von Fermenten (Polynukleoti­

dasen oder N ukleinasen) in einfache Nukleotide gespalten, indem 
die Zwischenverbindungen gelost werden. 

2. Die N ukleotide werden von Phosphatasen gespalten (N uk leo­
tidasen) nach folgendem Schema: 

PhS - KH - Purinbase -->0 PhS + KH - Purinbase 3). 

3. Die Puringlukoside werden von Glukosidasen (Nukleo­
sidasen) in ihre beiden Komponenten zerlegt. Bisher sind nur 
Fermente bekannt, die die Glukoside mit Adenin und Guanin als 
Paarlinge spalten 4). 

4. Diese Aminopurine werden desaminiert, aus Adenin ent­
steht dabeiHypoxanthin, aus GuaninXanthin (Purinamidasen). 

1) Edlbacher u. Rothier: Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.148, 
S.264. 1925. 

2) VgI. hierzu Oppenheimer: Die Fermente. S. 766. 
3) PhS = Phosphorsaure, KH = Kohlehydrat. 
4) VgI. u. a. Levene u. Medigreceanu: Journ. of bioI. chern. Bd. 9, 

S. 65 u. 389. 1911. 
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5. Eill Teil der Detlamidierung vollzieht tlich schon vor der 
Abspaltung des Kohlehydrats, indem aus Adenosin Inosin und aus 
Guanosin Xanthosin entsteht, die dann weiter hydrolysiert 
werden 1). 

Weiterhin wird durch eine Xanthinoxydase bei Luftzutritt das 
Hypoxanthin zu Xanthin und das Xanthin zu Harnsaure oxy­
diert. Die Harnsaure kann nun wieder durch das urikolytisehe 
Ferment weiter abgebaut werden. 

Aus diesem Schema ist ersichtlich, daB das fruher als "Nukle­
ase" bezeiehnete Ferment ein Gemenge von versehiedenen Teil­
fermenten ist und daB die bei dem Verfolgen der Wirkung der 
"Nuklease" benutzten Verfahren entweder nur Teilvorgange oder 
Endprodukte eines komplizierten Reaktionsablaufes erfaBt haben. 

Trotzdem sollen hier einige altere Arbeitsweisen, die sieh mit 
der Spaltung des N ukleinsauremolekuls befasseu, Erwahnung 
fiuden. 

Aus tierischen Organen erhiilt man nukleasehaltige Extrakte 
dureh wasserige (mit Toluol resp. Chloroform versetzte) Auszuge 
(durch Extraktion bei Zimmertemperatur wiihreud 1-2 Std.), die 
koliert und filtriert werden, oder man preBt das Organ mit einE'r 
Handpresse oder hydraulisehen Presse aus. - Troekenpraparate 
steUte F. Sachs 2) wie folgt dar: 570 g Pankreas wurden mit Sand 
und Kieselgur zerrieben und mit der Buchnerpresse ausgepreBt. 
Der gewonnene Saft (100 cm 3 ) wurde sofort mit Ammonsulfat bis 
zur Siittigung versetzt, der entstandene Niedersehlag abfiltriert 
und mit Alkohol und Ather getrocknet. Das so gewonnene Pulver 
enthiilt die N uklease. 

Zum Nachweis der Spaltung versetzte Sachs 50 cm 3 

Pankreasextrakt mit 50 cm 3 einer 4proz. Lasung des cx.-nuklein­
sauren Natriums, und lieB 2-3 Tage (mit Toluol) im Brut­
schrank (37-38 0) stehen. Nach Ablauf diE'ser Zeit wurde das 
Gemisch filtriert, das Filtrat zur Beseitigung etwa noch vorhan­
dener Nukleinsaure mit H 2S04 versetzt. Der dabei etwa aus­
gefaUene Niederschlag wurde abfiltriert, darauf ,,,urden aus dem 
Filtrat die Purinbasen mit Queeksilbersulfatlasung 3) gcfallt. Der 
so entstandene Niedersehlag wurde abgesaugt, in Wasser auf­
geschwemmt und unter Zusatz von etwas Salzsiiure mit H 2S 
zerlegt. Man filtriert, befreit das Filtrat durch Durchleiten von 

1) V gl. Thannha user u. Ottenstein: Zeitschr. f. physiolog. Chern. 
Bd.1l4, S.17. 1921. 

2) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.46, S.337 (348). 1905. 
") Diese wird bereitet, indern man 500 cm3 15 vol.-proz. H 2S04 erhitzt 

und 75 g Quecksilberoxyd in der heiBen Fliissigkeit lOst. 
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Luft von H 2S und faUt mit ammoniakaliseher Silber16sung 1); der 
entstandene Silberniedersehlag wird abfiltriert, gut ausgewasehen, 
in Wasser aufgesehwemmt und unter Zusatz von HOI in der 
Warme zersetzt. N aeh Abfiltrieren des AgOI werden dureh das 
Filtrat einige Blasen H 2S geleitet und dann wieder filtriert. Das 
letzte Filtrat wird zur Abseheidung der Kristalle von salzsauren 
Purinbasen eingedampft. Die Kristalle wurden mit Alkohol und 
Ather getroeknet und gewogen. 

Tsehernoruzki 2) bestimmt den bei der SpaItung frei­
gewordenen anorganisehen Phosphor. 

Pighini 3) hat eine optisehe Methode vorgesehlagen. Die von 
ihm verwandte NukleinsaurelOsung wurde so bereitet, daB 1,60 g 
Nukleinsaure Merck in 100 em3 physiologiseher Koehsalzlosung 
(0,85proz.) gelost und 12 Tropfen Ammoniak (oder 25-30 Tropfen 
5proz. NaOH) zugesetzt werden. Von dieser Losung werden 20 em 3 

mit 2 em 3 Serum oder einer anderen klaren FermentlOsung versetzt. 
sofort und naeh bestimmten Zeiten polarisiert. Am besten ver­
folgt man sowohl die SpaItung als aueh die Drehungsanderung 
bei 37°. - Lost man 2,Og Nukleinsaure (Boehringer) in 80 em 3 

Wasserunter Zusatz von sovielKOH oder NH3, daB gerade deut­
lieh alkalisehe Reaktion auf Laekmus besteht, und ftillt auf 100 em 3 

auf, so ist die Reehtsdrehung im 2-dm-Rohr genau gleieh einer 
3,0 proz. Traubenzuekerlosung. Besonders bequem ist die An­
wendung des Boehringersehen nukleinsauren Natriums, das 
sieh vollig klar in Wasser lost (2proz.Losung dreht wie eine 2,9proz. 
Traubenzuekerlosung) 4). 

Darstellung von Nukleosidase (Ribonukleosidase) 
naeh P. A.Levene 5). 

Die Organe (Milz, Niere, Pankreas [2 kg]) werden frei von 
Blut gewasehen, zermahlen und mit 4 I 1km-Phosphat naeh 
Sorensen (Ph = 7,0) extrahiert. Mittels einer Presse werden die 
Organe ausgepreBt. Bei Nieren werden die zerkleinerten Organe 
erst 24 Std. bei 40 ° der Autolyse iiberlassen. Der dureh ein Nessel­
tueh abfiltrierte Saft wird noehmals 24 Std. bei 40 ° ZUlli gleiehen 
Zweek aufbewahrt. Dureh Eisenhydroxyd in alkoholiseher Lo-

1) Man lost 26 g SiIbernitrat in iiberschiissigem NHs und fiiIlt mit 
destilliertem Wasser auf II auf. 

2) Biochem. Zeitschr. Bd.44, S.352. 1912. 
S) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 70, S. 85. 1910. 
4) Neuberg, C.: Biochem. Zeitschr. Bd.30, S.505. 1911. 
5) Levene, P. A., M. Yamagawa u. J. Weber: Journ. of bioI. chem. 

Ed. 60, S. 693ff. 1924. - Levene u. Weber: Ebenda S. 707. Vber Thy­
monuklease vgl. Kikkoji: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 51, S. 201. 1907. 
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sung wird das Ferment adsorbiert. Man bringt zu diesem Zweck 
den Organsaft auf einen Volumenprozentgehalt von 20 % Eisenhydr­
oxyd und 20% Alkohol. Der Niederschlag, der hemmende Sub­
stanzen enthalt, wird abzentrifugiert und das Filtrat nochmals der 
Eisenhydroxyd-Alkoholbehandlung unterworfen (4 cm 3 Eisenhydr­
oxyd und 1 cm3 95proz. Alkohol auf 10 cm3 Filtrat). Der Nieder­
schlag, der das Enzym enthalt, wird wieder abzentrifugiert. Aus 
dem Adsorbat wird das Enzym durch Na 2HP04 von Ph = 8,76 
oder NaOH von demselben Ph wahrend 30 Min. eluiert. Diese Be­
handlung wird nochmals wiederholt. Die Elution wird neutrali­
siert und unter vermindertem Druck bei 35 ° C auf ein kleines 
Volumen (auf etwa 1/5 des Anfangsvolumens) konzentriert. 

Aus dieser Losung kann das Enzym durch einen groBen 
OberschuB trockenen Azetons gefallt werden. Das Prazipitat 
wird schnell an der Saugpumpe filtriert und unter vermindertem 
Druck tiber Schwefelsaure oder Kalziumchlorid getrocknet. Dieses 
Praparat behiilt praktisch tiber 10 Monate die ganze Aktivitat. 
Bei der Dialyse verliert das Praparat seine Wirksamkeit. Eine 
weitgehende Befreiung von anorganischen Bestandteilen unter 
Erhaltung der Aktivitat gelingt dadurch, daB das Praparat auf 
einen Ph von 1,2 gebracht wird. Bei diesem Ph flockt es als ein 
leicht filtrierbarer Niederschlag aus. Zu diesem Zwecke werden 
z. B. 20 g des Praparates in der IOfachen Menge Wasser gelOst und 
mit HCI (1: 5) auf einen Ph von 1,2 gebracht. Der gebildete 
Niederschlag wird abzentrifugiert, mit Azeton und trockenem 
Ather gewaschen und im Vakuum getrocknet. 

Bestimmung: Als Substrat dient Adenosin. Der Fortschritt 
der Hydrolyse des Adenosins wird verfolgt durch Bestimmung der 
gebildeten Ribose in bestimmten Zwischenraumen. 

Ausftihrung: Beispiel (1. c. S.701). 0,5 g trockenes Enzym 
und 0,15 g Adenosin werden in 25 cm3 Sorensens Phosphat­
puffer ,(Ph 7,5; 1/7 mol. Phosphat) gelOst. Als Konservierungs­
mittel dient Toluol. Wenn die Losung bei der Temperatur von 
37° eine bestimmte Zeit gestanden hat, wird sie in einen 150-cm 3_ 

MeBkolben gefUllt. Es wird Phosphorwolframsaure bis zur Marke 
zur Fallung des Adenins zugefUgt. Die Fallung bleibt tiber 
Nacht im Eisschrank stehen. Dann wird abfiltriert und der Zucker 
in 60 cm 3 des Filtrats mittels Reduktion bestimmt. 

Zur Darstellung der Ribopolynukleotidase1) aus ge­
kochtem Pankreassaft lieB Jones ein Gemisch von 2 kg sorgfaltig 

1) Amer. J. Phys. Bd. 52, S. 203. 1920. Uber Darstellung der Ribo­
nukleotidase vgI. Levene und Medigreceanu: J. BioI. Chern. Bd. 9, 
S. 65. 1911. 
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prapariertem und gemahlenem Sehweinepankreas, 2 1 Wasser und 
30,0 em3 Chloroform 12 Std. bei Zimmertemperatur unter hau­
figem Sehiitteln digerieren; dann wurde das Gemiseh in einen 
Thermostaten von 40 0 gestellt und 2 Tage dort belassen. Naeh dem 
Abkiihlen wurde filtriert. Das klare Filtrat wurde dann gekoeht., 
von einer geringen Menge Koagulat abfiltriert und mit Chloroform 
konserviert. 

Um einen auf Nukleoside wirksamen Organauszug zu erhalten, 
sind Thannhauser und Ottenstein1) wie folgt verfahren. 
Mogliehst frisehe, fein zerkleinerte Leber wird in Wasser auf­
gesehwemmt (auf 800 g Leberbrei 1600 em3 dest. Wasser) und 
16 Std. turbiniert. Das triibe Filtrat (600 em3) wird mit 1,5 g 
Nukleosid (Adenosin, Guanosin oder Xanthosin), das in 300 bis 
500 em3 Wasser gelOst wurde, versetzt; dann leitet man (unter 
Zusatz von 20 em3 Chloroform und einigen Tropfen Oktylalkohol) 
bei 39 0 3 Std. Luft dureh. Man enteiweiBt dureh Aufkoehen bei 
sehwaeh essigsaurer Reaktion und gibt noeh zur vollstandigen Ent­
eiweiBung naeh dem Erkalten 1,5proz.kaltgesattigte Uranylazetat­
lOsung (zu 920 em3 Filtrat 370 em3) hinzu. Naeh 12stiindigem 
Stehen wird vom Uranylazetatniedersehlag abfiltriert, das Filtrat, 
im Yakuum auf ca. 800 em 3 eingeengt und die Flussigkeit zur Iso­
lierung der Nukleoside und Purine naeh Kruger-Schmidt ge­
fallt2). Zu diesem Zweek wird die Fliissigkeit mit 200 g Natrium­
azetat und 480 g NatriumbisulfitlOsung versetzt, aufgekoeht, zur 
siedendenLosung 640 em3 10 proz. CuS04 zugegeben und 3-4Min. 
im Koehen erhalten. Der heiBfiltrierte und gewasehene Kupfer­
niedersehlag wird (in ca. 500 em3 Wasser) in der Hitze dureh H 2S 
zerlegt und heW filtriert. 

Die Trennung der freien Purine und der Nukleoside in dem 
Filtrat gesehah dureh Fallung der koehenden Fliissigkeit mit 
heiBem bas. Bleiazetat und darauf folgender Fallung des Filtrats 
mit bas. Bleiazetat und Ammoniak. Die freien Purine sollen sieh 
hierbei im ersten, die Nukleoside in dem ammoniakalisehen Blei­
niedersehlag befinden. Um die Trennung vollstandiger zu gestalten, 
wird das Filtrat von dem mit H 2S zersetzten ammoniakalisehen 
Bleiniedersehlag zur Troekene eingeengt, mit wenig Wasser auf­
genommen, und den hierbei ungelOst gebliebenen Teil gibt man 
zu den aus dem ersten Niedersehlag isolierten Purinen zu. Das 
mit H 2S zersetzte Filtrat wird im Yakuum auf 200 em 3 eingeengt 
(eventuell ausgefallenes Xanthin oder Harnsaure abfiltriert), auf­
gekoeht, mit heiBer BleiessiglOsung so lange versetzt, bis kein 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.114, S.20. 1921. 
2) Vgl. Prakt. II, S. 538. 
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Niederschlag mehr entsteht und noch ca. 30 cem Bleies:;ig zu­
gegeben. Der ausfallende Bleiniederschlag enthiilt im wesent­
lichen die Purine. Es wird heiB vom Bleiniederschlag abgesaugt, 
das Filtrat mit ca. 5-10 cms 25 proz. Ammoniak versetzt. Der 
nunmehr ausfallende Niederschlag soH die Nukleoside enthalten. 

Zur Trennung der einzelnen Purine wurde nach Kriiger und 
Salomon das gewichtskonstant gewogene Gesamtpuringemisch 
zweimal mit 10 proz. HOI auf dem Wasserbade abgedampft, die 
Salzsaure durch mehrmaliges Abdampfen mit Wasser und zwei­
maliges Abdampfen mit 96 proz. Alkohol vertrieben. Das zuriick­
bleibende trockene Pulver wird mit Wasser bei 40 ° digeriert, iiber 
Nacht stehen gelassen, abfiltriert und salzsaurefrei gewaschen. 
1m Riickstand befinden sich Harnsaure und Xanthin, im Filtrat 
die eventuell noch vorhandenen anderen Purine. 

Zur Trennung der Harnsaure und des Xanthins wird die Harn­
saure durch Salpetersaure zerstort und das Xanthin als Nitrat zur 
Kristallisation gebracht. 

Der zweite (die Nukleoside enthaltende) Niederschlag wird in 
Wasser suspendiert, mit H 2S versetzt, das Filtrat im Vakuum ein­
geengt und im Exsikkator iiber H2S04 nahezu vollstandig ein­
gedunstet. Hierbei kristallisieren die Nukleoside aus. Das Kri­
stallisat wird in einigen Kubikzentimetern heiBen Wassers ge16st, 
vom Ungelosten (freie Purine) abfiltriert. Aus der Losung kristalli­
sieren die Nukleoside aus. 

Bei der Untersuchung auf N ukleosidase benutzen von Euler 
und Brunius1) als Substrat Adenosin. Die DarsteHung des Nuk­
leosids erfolgte nach den Vorschriften von Levene aus Hefe-Nuk­
leinsaure. 100 g Hefe-Nukleinsaure (Firma Boeringer & Sohne) 
wurden in Ammoniakwasser (80 cm3 konz. Ammoniak auf 420 cm3 

Wasser) ge16st. Die Lasung wurde im Autoklaven wahrend 31/ 2 Std., 
bei 1350 hydrolysiert. BeimAbkiihlen fiel Guanosin aus. Nach dem 
Stehen der Lasung im Eisschrank iiber Nacht wurde vom Guanosin 
abfiltriert, das Filtrat von Guanosin auf dem Wasserbade bis zur 
Sirupdicke eingedampft, wobei ein Luftstrom iiber die Oberflache 
der Lasung strich. Die Temperatur iiberstieg dabei nicht 50°. Die 
dickfliissige Masse wurde mit Ammoniak bis zur alkalischen Reak­
tion versetzt und dann mit 11/2 1 95 proz. Alkohol behandelt. Das 
Filtrat von der starken Fallung wurde wie vorhin eingedunstet, 
mit Schwefelsaure schwach angesauert. Hierauf wurde eine ge­
sattigte Pikrinsaure16sung im UberschuB zugesetzt, worauf ein 
gelbbrauner amorpher Niederschlag ausfiel. Die dunkelrote Losung 

1) von Euler und Bruni us; Arkiv fOr Kemi Bd. 9, S. 14. 1927. 
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dieses Niedersehlages im heiBen Wasser wurde mit Tierkohle ge­
kocht. Naeh dem Erkalten fiel Adenosin-Pikrat aus, das naeh 
zweimaligem Umkristallisieren in einheitliehen Kristallen erhalten 
wurde. Diese wurden in einer groBeren Menge Wasser aufgelOst, 
naeh dem Abkuhlen mit Sehwefelsaure versetzt, worauf die freie 
Pikrinsaure mit Ather ausgesehuttelt wurde. Die Losung wurde 
mit Bariumkarbonat neutralisiert und auf ein kleines Volumen 
eingeengt. Das Einengen wurde im Vakuumexsikator uber konz. 
Sehwefelsaure fortgesetzt. Das so erhaltene Adenosin wurde zwei­
mal aus heiBem Wasser umkristallisiert. Sehmelzp. 228 0• Aus 
100 g Hefe-Nukleinsaure wurden 3 g reines Adenosin erhalten. 

Bei dem fermentativen Spaltungsversueh war der Ansatz: 
50 mg Adenosin + 5 em3 l!:rMol-Phosphatmisehung (Ph 7,5) + xem3 

FermentlOsung + 20 - x em3 Wasser. Eine Probe ohne Adenosin 
ist stets auszufuhren. Zur Bereitung des Fermentmaterials diente 
Sehweineniere. 2 kg Sehweineniere wurden fein vermahlen, mit 
3,5 Liter Wasser versetzt. Naeh Zusatz von Toluol wurden die 
Nieren bei 40 0 24 Stunden autolysiert, dann dureh ein Sieb 
getrieben. N aeh weiteren 24 Stunden Autolyse wurden die 
ausgesehiedenen EiweiBmengen abzentrifugiert und eine klare 
FermentlOsung gewonnen, deren Aktivitat naeh der Formel 

k 
F .., wo (J das Troekengewieht der Fermentlosung, 

(J ermentpraparat 
die in Kubikzentimeter der Reaktionsmisehung vorhanden ist, 
k die Reaktionskonstante erster Ordnung bedeutet. 

Der Reaktionsmisehung wurden von Zeit zu Zeit Proben ent­
nommen. Um die Fermentreaktion abzubreehen und die fur die 
naehfolgende Zuekerbestimmung st6renden Stoffe zu entfernen, 
wurde der Probe eine Queeksilber-Azetatlosung (70 g Queeksilber­
Azetat und 5 em3 Eisessig pro Liter) zugesetzt, und zwar zu je 5 em3 

Probe 5 em3 AzetatlOsung. Die Misehung bleibt fUr 2 Stunden im 
Eissehrank; man zentrifugiert dann die klare Losung abo Bevor 
die Ribose bestimmt wird, falIt man das Queeksilber aus der Losung 
mit Sehwefelwasserstoff, das Filtrat von Queeksilbersulfid wird 
mittels eines durehzusaugenden LuftEtromes yom Sehwefelwasser­
stoff befreit, und die freie Essigsaure mit festem wasserfreien 
Natriumkarbonat neutralisiert. In 5 em3 der neutralisierten Probe 
wurde die dureh die Fermentwirkung freigemaehte Ribose naeh 
der jodometrisehen Zuekerbestimmung von Shaffer-Hart­
mannl) bestimmt, wobei die erhaltenen Kupferwerte als Glu-

1) Journ. of bioI. chern. Bd. 45, S. 378. 1920; Ber. d. ges. Phys. Bd. 7, 
S. 9. 1921. 
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kose berechnet wurden, da fiir Ribose keine Reduktionstabelle 
vorlag. 

Das Ferment wird bei einer Azeton-Konzentration von 50% 
quantitativ gefallt. 

Die Bestimmung der Hepato-Nukleotidase (vom 
Rind) erfolgt nach W. Deutsch!) wie folgt: In 20cm3 einer 
4 proz. Lasung von thymusnukleinsaurem Natrium (hergestellt 
nach Feulgen), die ebenso wie die benutzte Fermentlasung durch 
20 proz. NaOH auf Ph 8,7 (auf das Optimum des Fermentes) ein­
gestellt ist, werden 10,0 cm3 1 n-Ammoniak-Ammonchloridpuffer 
(1: 1; bei 40° Ph 8,7 ergebend) und die zu bestimmende Ferment-
16sung gegeben und mit Wasser bzw. Glyzerin zu einem Gesamt­
volumen von 40,0 cm3 und zu einem Glyzeringehalt von 17 % 
erganzt. Der Ansatz verbleibt nach geringem Toluolzusatz fiir eine 
Stunde im Thermostaten bei 40°. Nach Ablauf der Einwirkungs­
zeit werden nach gutem Durchschiitteln 10,0 cm3 entnommen und 
zu 10,0 cm3 10 proz. Trichloressigsaure zur EnteiweiBung gegeben, 
wobei weitere Fermentwirkung gleichzeitig unterbrochen wird. 
N ach 5 Min. langem 8tehen wird der Niederschlag abfiltriert, vom 
Filtrat 10,0 cm3 entnommen und die freie anorganische Phosphor­
saure nach Alkalisierung mit 2 proz. Ammoniak durch Magnesia­
mischung gefallt. Der nach wenigstens 5 stiindigem 8tehen ab­
filtrierte Niederschlag wurde dann in 8alpetersaure gelast und als 
Ammoniumphosphormolybdat nach Lieb (vgl. 8.146) bestimmt. 
Zu jeder Bestimmung wird eine Analyse des Substratenwertes 
und der Fermenteigenspaltung ausgefiihrt. 

Als Einheit der Hepato-Nukleotidase bezeichnet Deutsch 
diejenige Fermentmenge, die unter den mitgeteilten Bedingungen 
bei der Einwirkung auf 0,8 g thymusnukleinsaurem Natrium in 
einer Stunde einen Zuwachs an freiem anorganischen Phosphor 
entsprechend 6,25 cm3 1/10 n-NaOH bewirkt. Eine Einheit ist in 
etwa 10,0 cm3 des Rohglyzerinauszuges enthalten. Als MaB fiir die 
J!'ermentkonzentration gilt die Anzahl Einheiten in 1 g getrock­
netem Praparat. 

Zur Gewinnung der lferment16sung wurde frisch vom Schlacht­
hof bezogene Rinderleber fein zermahlen, der Organbrei mit 
0,15% NHa enthaltendem Glyzerin (87 proz.) auf der Schiittel­
maschine 15 Min. geschiittelt (fiir 1 g Leberbrei 2 cm3 Glyzerin), 
4-5 Stunden bei 40 0 digeriert, dann durch Faltenfilter filtriert. 

1) Hoppe.Seyler~ Zeitschr. f. physiol. Chern. Bd. 171, S. 264. 1927. V gl. 
auch Bd. 186, S. 11. 1929. (Die wahrend der Spaltung entstehende hemmend 
wirkende freie Phosphorsaure wird bier dmch hinzugefiigte Magnesiumionen 
als Bodenkorper abgefangen.) 
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Eine Azeton-Ather-Vorbehandlung der Leber vernichtet das 
Ferment. - Durch Ansauern der Glyzerinausziige mit Essigsaure 
erhalt man bei Ph 4,7 eine EiweiBfraktion, die den gesamten 
Fermentgehalt des Glyzerinauszuges enthalt. Durch Losen der 
Fallung mit verdiinnter NaOH bis Ph 8,7 ist eine Steigerung des 
Reinheitsgrades der Nukleotidase auf das dreifache zu erreichen. 

Die desamidierenden Fermente (Adenase und Gua­
nase) wurden so gewonnen 1), daB der Organbrei (aus Milz, Leber 
yom Rind) mit der 4-5fachen Menge Wasser und etwas Chloro­
form 4 Std. verriihrt, die durch mehrstiindiges Stehen abgesetzte 
Fliissigkeit koliert, filtriert und zum Versuch verwendet wurde. 
Man kann auch das Ferment aus dem Organauszug (z. B. Milz­
extrakt) mit konzentrierter Ammonsulfat16sung aussalzen; am aus­
giebigsten ging die Fallung bei einem Sattigungsgrad von 66 % 
vor sich 2). Der dabei gewonnene Niederschlag wurde in Wasser 
(500-800 cm3) suspendiert, mit etwas Chloroform versetzt und 
das Ganze 1/2-1 Std. in die Schiittelmaschine gebracht. Dann 
wurde so lange gegen flieBendes Wasser dialysiert, bis kei~ 
Ammoniak mehr nachweisbar war, was meist 6-8 Tage erfor­
derte. SchlieBlich wurde filtriert und das Filtrat direkt zu den 
Versuchen benutzt3). Der Nachweis der Fermentwirkung erfolgt 
durch den Nachweis der Umwandlung von Guanin in Xanthin 
und Adenin in Hypoxanthin. Das Hypoxanthin wird als Pikrat 
isoliert, das Xanthin als Silbersalz, das in das Chlorhydrat iiber­
gefiihrt werden kann4 ). 

Xanthinoxydase (Xanthindehydrase)5). Der Nachweis er­
folgt durch Umwandlung von Hypoxanthin in Xanthin und von 
Xanthin in Harnsaure. 500 g Rindermilzextrakt werden mit 0,5 g 
in wenig n-NaOH geloster Purinbase (Adenin, Guanin, Xanthin, 
Hypoxanthin) und etwas Chloroform und Toluol versetzt. Die 
Mischung wird auf 37° gebracht, und dann Luft in kraftigem Strom 
durchgeleitet. Nach wenigen Stunden ist der Versuch beendet; 
die zugegebene Purinbase ist quantitativ als Harnsaure wieder­
zufinden (vgl. S. 365). 

1) Sehittenhelm: Zeitsehr. f. physiolog. Chern. Bd.42, S.254: 1904. 
2) Ebenda Bd. 43, S. 228. 1904. 
3) Uber Adenase und Guanase vgl. Jones u. Winternitz: Zeitsehr. 

f. physiolog. Chern. Bd. 44, S. 1. 1905 und Bd. 60, S. 180. 1905; ferner 
Levene: Amerie. journ. of physiol. Bd. 12, S.277. 

4) Vgl. Kruger und Salomon: Zeitsehr. f. physiolog. Chern. Bd. 24, 
S. 364. 1898; Bd. 26, S. 350. 1899. 

5) Schittenhelm: Zeitsehr. f. physiolog. Chern. Bd. 57, S. 21. 1908. 
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Bei dem Nachweis von Harnsaure in den Gewebs­
ausziigenhabenSteudel undSuzukil) diese mit wolframsaurem 
Natrium naeh Folin enteiweiBt (z.B. 2830 g Milzbrei mit 2000 em 3 

Wasser verdiinnt, dann mit 2830 em 3 1Oproz. Losung von wolfram­
sauremNa und2830em 3 2/3 n-H2S04 versetzt). Zu5 1 Filtratwurden 
41 Folinseher Silberlaktat16sung 2) zugefiigt, der Ag-Niedersehlag 
wurde abfiltriert, gewasehen und mit HOI zersetzt. Die Unter­
suehung ergab, daB aueh, wenn man die EnteiweiBung in der Kalte 
vornimmt, in dem Gewebsauszug Korper vorhanden sind, die die 
Phosphorwolframsaure in alkaliseher Losung reduzieren und so 
Harnsaure vortausehen. (Die F 0 Ii n sehe Harnsauremethode ist dem­
naeh hier nieht anwendbar.) Ebensowenig ist naeh S t e u del die Mur­
exidprobe fiir Harnsaure beweisend, denn eine ganze Reihe anderer 
Korper der Puringruppe geben solehe Farbenreaktionen, besonders 
wenn sie vorher nicht sehr sorgfaltig ehlorfrei gewasehen sind. In 
normalen, frisehen Organen findet sieh aueh keine Harnsaure; 
erst sekundar werden die primiir vorhandenen Nukleinbasen 
Guanin und Adenin, besonders bei Durehliiftung der Extrakte 
in Xanthin, Hypoxanthin, endlieh in Harnsaure iibergefiihrt 3). 

Zur Bestimmung der Harnsaure in Organen verfuhren 
His und Hagen 4) wie folgt. 50-500 g Organbrei werden in groBen 
Kolben mit 21 Wasser und 10 em3 konzentrierter H 2S04 12 Std. 
lang so erhitzt, daB die Fliissigkeit niemals ins Sieden kommt. Die 
Fliissigkeit wird naeh 12 stiindigem Stehen dureh groBe Falten­
filter filtriert, der Riiekstand noeh zweimal mit 0,5 vol.-proz. 
H 2S04 2-3 Std. in der Warme extrahiert. Die vereinigten Fil­
trate werden mit soviel Barythydrat versetzt, wie der zugesetzten 
H 2S04 entsprieht. Man filtriert, fiigt zu dem Filtrat Lithiumkar­
bonat bis zur neutralen Reaktion hinzu und neutralisiert, wahrend 
der Niedersehlag sieh absetzt (am besten bei 30-40°), von Zeit 
zu Zeit von neuem mit Essigsiiure. Eine Probe der iiberstehenden 
Fliissigkeit darf weder mit Baryt noeh mit Lithiumkarbonat eine 
Triibung geben. 1st dies eventuell dureh naehtragliehen Zusatz 
erreieht, so wird filtriert und mit heiBem Wasser mehrfaeh naeh­
gewasehen. Man dampft das Filtrat ein, filtriert von den aus­
gesehiedellen AlbumoHen ah und fiillt flio Harnsallffl aIR harn­
saure Silbermagnesia aus. 

1) Zeitsehr. f. physiolog. Chern. Bd.119, S.169. 1922. 
2) 100 g Silberlaktat werden in 700 crn3 Wasser gelOst. Ferner wer­

den zu 100 ern3 85proz. Milehsaure 100 ern'l 10proz. NaOH gegeben, diese 
Losung zu der Silberlaktatlosung gefiigt und auf 1 1 aufgefiiUt. 

3) Vgl. Landrnann, G.: Zeitschr.f. physiolog. Chern. Bd. 92, S. 416.1914. 
4) Zcitschr. f. physiolog. Chern. Bd.30, S.350. 1900. 
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Zur Herstellung von wasserigen Extrakten aus Rinderleber, 
die auf Xanthin gut wirkende Oxydase enthalten, vgl. Burian 1). 

Zur Darstellung von urikolytischenFermentlosungen 
(Urikase, Harnsaureoxydase) empfiehlt Schittenhelm (nach 
Rosell) 2) das mit Quarzsand verriebene Organ (z. B. Rinder­
niere) mit Wasser, und zwar mit der Halfte des Breivolumens 
mehrere Stunden zu schiitteln und zu kolieren, die Kolatur 
mit einer gesattigten Losung von Uranylazetat zu versetzen 
unter gleichzeitigem Hinzufiigen einer Mischung von Natriumkar­
bonat und Natriumphosphat, so daB die Losung stets alkalisch 
bleibt, so viel, bis sich grobe Flocken bilden. Man filtriert, ver­
reibt den Filterriickstand in 500-800 cm3 0,2proz. SodalOsung, 
laBt dann ca. 12 Std. stehen. Das Filtrat enthalt das Ferment 
und kann direkt zum Versuch verwandt werden. 

Batt elli und Stern 3) verfahren bei ihren Untersuchungen 
iiber Urikase im Tiergewebe wie folgt. Das feinzerriebene 
Gewebe wird mit 2,5 Volumen leicht alkalisch gemachten Wassers 
versetzt und wahrend 15 Min. umgeriihrt. Das Ganze wird durch 
ein Tuch gepreBt, zentrifugiert; zu der so erhaltenen triiben 
Fliissigkeit fiigt man 2,5 Volumen Alkohol zu. Man zentrifugiert 
nun sehr schnell (da der Alkohol das Ferment schadigt), wascht 
den Bodensatz mit Ather und trocknet ihn an der Luft. Dieses 
Verfahren liefert sehr gute Resultate bei Benutzung der Pferde­
leber oder der Rinderniere. 2-3 g dieses Praparates konnen in 
1 Std. 0,2 g Harnsaure zersetzen, wenn der Versuch in Gegen­
wart von Luft ausgefiihrt wird; in reinem Sauerstoff ist die 
Menge der zersetzten Harnsaure 2-3mal so groB. - Die in 
der Leber des Pferdes und der Niere des Rindes enthaltene Uri­
kase laBt sich leicht mit Wasser oder physiologischer Kochsalz­
lOsung extrahieren, wahrend die Urikase der Hundeleber zum 
groBten Teil an den Zellen haftet. Die Urikase laBt sich gut 
24 Std. lang in schwach alkalisch reagierendem wasserigem Aus­
zuge aufbewahren. Zur Messung der Urikasewirkung bestimmen 
Battelli und Stern die Menge der bei der Harnsaureoxydation 
entstandenen Kohlensaure. 

Der Nachweis erfolgt durch Konstatierung des Schwundes der 
Harnsaure. Man kann dabei folgenderweise verfahren. 350 cm3 

1) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd.43, S.497. 1904/05. 
2) Zeitschr. f. physiolog. Chern. Bd. 45, S. 161. 1905. Vber Urikase vgI. 

auch Przy lecki: C. r. Soc. de BioI. Rd. 98, S. 787. 1928; Acta BioI. expo 
Bd. 3, S. 1. 1929. 

3) Biochem. Zeitschr. Bd. 19, S. 219 (233). 1909. 
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Rindernierenextrakt werden mit 0,3 g in moglichst wenig n-NaOH 
geloster Harnsaure versetzt. Dann wird etwas Toluol und Chloro­
form zugegeben, gut gemischt und das Gemisch bei 370 unter 
standiger Luftdurchleitung gehalten oder man schiittelt in der 
Schiittelmaschine. Nach 4-7 Stunden ist aIle Harnsaure ver­
schwunden 1). 

Zur Darstellung des bei demAbbau der Harnsaure ent­
stehenden Allantoins entfernt man nach Wiechowski 2) aus 
dem Filtrat der Silberfallung (vgl. S.365) das iiberschiissige Silber 
durch H 2S, vertreibt den Schwefelwasserstoff und engt die Losung 
ein. Falls eine kleine Probe der Losung mit Phosphorwolframsaure 
einen Niederschlag gibt, versetzt man die ganze Losung mit der ge­
rade ausreichendenMenge Phosphorwolframsaure (lOproz. Losung) 
und laBt mindestens 1 Std. stehen. Dann filtriert man ab, entfernt 
die iiberschiissige Phosphorwolframsaure mit der entsprechenden 
Menge Bleikarbonat, versetzt mit Bleiazetat; das Filtrat von der 
Bleifallung wird mit H 2S behandelt, ferner bei Anwesenheit von 
Chlor die essigsaure Losung mit Silberazetat versetzt und mit H 2S 
behandelt. Zu dem mit chlorfreier NaOH genau neutralisierten 
Filtrat setzt man von einer O,5proz. QuecksilberazetatlOsung, die 
mit Natriumazetat gesattigt ist, so viel zu, daB kein Niederschlag 
mehr entsteht. Der abfiltrierte und mit Wasser gewaschene 
Niederschlag wird mit H 2S zersetzt. Aus dem vom Quecksilber­
sulfid und H 2S befreiten Filtrat scheidet sich beim Einengen das 
Allantoin in kleinen glanzenden Prismen aus (Schmelzpunkt 
234 0 unter Zers.)3). 

Katalase. 

Die Katalase katalysiert den ZerfaIl von H 20 2 in Wasser und 
Sauerstoff. Sie findet sich fast in allen pflanzlichen und tierischen 
Geweben und Fliissigkeiten. 

Darstellung von Blutkatalase nach Tsuchihashi 4). 
15 cm3 frischgeschlagenen Bluts (angewendet wurde Blut von 

Kaninchen) werden vom Serum abgetrennt. Blutpulver ist zwar 
auch brauchbar, es steht aber an Wirksamkeit dem frischen 

1) Uber Urikolyse vgl. Felix, Scheel und Schuler: Zeitschr. f. 
physiolog. Chern. Bd. 180, S. 90. 1929. 

2) Hofmeisters Beitr. Bd. 9, S.247. 1907 und Bd. 11, S.109. 1907; 
vgI. auch Hunter: J. of bioI. chern. Bd.28, S.37l. 1916/1917. 

3) Uber Allantoinase vgl. Przylecki: Arch. Int. de Phys. Bd. 24, 
S. 238. 1925. Ferner l!~osse und Mitarbeiter: C. r. Acad. Sci. Paris Bd. 189, 
S. 716. 1929. Fosse und BruneI: C. r. Acad. Sci. Paris Ed. 188, S.426. 1929. 

~) Biochem. Zeitschr. Bd. 140, S.63. 1923. 
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Blute naeh. Die Blutkorperehen werden dreimal mit physio­
logiseher KoehsalzlOsung gewasehen, dann von der Wasehflussig­
keit abgetrennt und mit destilliertem Wasser bis auf 150 em3 
aufgefiilIt (l00/0). Die so hamolysierte Blutflussigkeit wird filtriert, 
das Filtrat (100 em 3) mit 20em 3 Chloroform in einen Seheidetriehter 
von etwa 660 em 3 Inhalt gebraeht und etwa 6 Min. stark gesehut­
telt. Das Gemiseh wird zentrifugiert und die obenstehende Flussig­
keit filtriert. Aus dieser Losung wird das Ferment mittels friseh­
gefiiJlten dreibasisehen Kalziumphosphats 1) zusammen mit dem 
Hamoglobin adsorbiert. Die Menge des zur Adsorption not­
wendigen Phosphats muB in Vorversuehen ausprobiert werden, 
ebenso die naehher zur Elution angewandte Menge m/150-
Na 2HP04. Z. B. werden 25 em3 Ca3(P04)2-Suspension zentrifugiert., 
das Wasser dekantiert und der Bodensatz mit 50 em 3 eines Blut­
korperehen-Chloroformauszuges verruhrt, naeh 10 Min. zentri­
fugiert und filtriert. Der Niedersehlag wird seehsmal mit 50 em 3 
destilliertem Wasser gewasehen und von demselben abgetrennt. 
Zur Elution wird der Niedersehlag mit 50 em 3 1/150 m-Na 2HP04 
versetzt, wahrend 15 Minuten mehrfaeh umgeruhrt und abfiltriert. 
Die Elution ist wasserklar, giht mit Sulfosalizylsaure eine ganz 
sehwaehe Trubung und mit Salpetersaure und Silbernitrat fast 
keine Trubung mehr. 

Darstellung von Leberkatalase naeh Battelli und 
Stern 2) und Henniehs 3 ). 

1 kg fein zermahlene, vorher von Blut vollig befreite 4) Pferde­
leber wird mit 2 kg Wasser (mit etwas Alkohol, zu ca. 0,01 mol.) 
versetzt und dureh ein Koliertueh gegeben. Das Filtrat wird mit 
der doppelten Menge 96proz. Alkohols bei Gefriertemperatur ge­
fallt. Die Fallung (etwa 40 g) wird an del' Luft getrocknet und im 
Vakuumexsikkator bei LiehtabsehluB aufbewahrt. Man kann aueh 
so verfahren, daB del' mit 60proz. Alkohol gewaschene, zwischen 
Filterpapier gut ausgepreJ3te Niedersehlag mit dem vierfaehen 

1) Darstellung des Ca3P04. - 7,6g Na3PO<l,·12 H20 unel6,57 g 
CaCl2-6 H 20 werden in je 100 em3 Wasser gel6st und die beiden L6sungen 
zusammengegeben. Del' Niedersehlag wird mit destilliertem Wasser vel'­
setzt, gut umgeriihrt, nach dem Absetzen das Wasser abgesaugt. - Dies 
wirel bis zur CI-Freiheit wiederholt. Dann wird der Niedersehlag vom 
Wasser abzentrifugiert und mit Wasser auf 150 em3 aufgefiillt. Diese Sus­
pension ist in einer gut versehiossenen Flasehe im Eissehrank mehrere 
Wochen haltbar. 

2) Ergebn. d. Physiol. Bel. 10, S.544. 
3) Biochem. Zeitsehr. Bd. 145, S.286. 1924. 
4) Zu diesem Zweeke wird in die Pfortader eine KanUle eingebunden, 

die etwa 5 Minuten lang unter stetem Druck mit physiologiseher Kochsalz­
lOsung durehgespiilt wirel. 
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Volumen Wasser versetzt, mehrere Stunden umgeriihrt, dann 
zentrifugiert wird. Das katalytiseh stark wirksame Filtrat wird 
wieder mit 2 Volumen Alkohol gefallt und der Niedersehlag wie 
oben behandelt. Eine erneute Alkoholfallung erhOht die Wirk­
samkeit des gewonnenen Pulvers1 ). 

Zur Adsorption wird salzsaurebehandeltes Kaolin - das 
Kaolin wird mit starker Salzsaure mehrere Stunden gekoeht und 
bis zur negativen Chlorreaktion dekantiert - benutzt (vgl. S. 7). 
Dabei wurde etwa fiinfeinhalbmal soviel Kaolin wie Enzym 
Troekensubstanz angewandt. Die Adsorption erreiehte ihr 
Maximum bei Ph 5. Das Enzym behiilt in der Bindung an 
Kaolin seine Aktivitat. Als Eluens kommt Phosphatpuffer zur 
Anwendung (Ph 7,6). Dureh Tonerde wird die Katalase eben­
falls stark adsorbiert. Euler und Josephson 2) adsorbieren naeh 
FiUlung mit Alkohol unter Kiihlung und Losen in Wasser mit 
Tonerdehydrat A. (vgl. S.4) und eluieren mit 0,02 n-NH3' Die 
Losung wird dann mit Kaolin behandelt. Aus dem Adsorbat eluiert 
man die Katalase vollstandig dureh 0,02 n-NH3' Diese Elutionen 
werden im Eisschrank unter Verwendung von Kollodium­
membranen dialysiert. Dureh die Einfiihl ung der Dialyse bei 
niedriger Temperatur ist es moglieh, die Aktivitatsverluste 
wahrend der Dialyse sehr zu vermindern. In vielen Fallen 
konnten 4-5 Tage dauernde Dialysen ohne jeden Verlust an 
Aktivitat ausgefiihrt werden. 

Bestimmungsmethoden. 
Als Methoden kommen 1. die Titration des nieht verbrauehten 

H 20 2 mit PermanganatlOsung naeh der Gleiehung 2 KMn04 
+ 5 H20 2 + 4 H 2S04 = 2 KHS04 + 2 MnS04 + 8 H 20 + 5 02 
oder 2. die gasvolumetrisehe Messung des entwiekelten Sauerstoffs 
in Betraeht. 

Zu 1. Henniehs maeht folgenden Ansatz: Totalvolumen 
50 em3, wovon H 20 2-Losung 35 em3 einer etwa 0,02 n-Losung (aus 
Perhydrol Merck). Puffer: 10 em3 1/30m-Phosphat (Ph 6,8), so 
daB die Reaktionsmisehung 1/150 molar mit Bezug auf das Phos­
phat ist; mit Wasser bis zu 50 em 3 aufgcfiiUt. Die Menge Enzym 
wird so bemessen, daB naeh 5, 10, 15, 20 und 25 Min. gut bestimm­
bare Werte zu erhalten sind. Die Temperatur wird dureh Eis 
auf 00 gehalten. Die WasserstoffperoxydlOsung wird taglieh etwa 

1) Morgulis benutzt ein durch zweimalige Azetonfallung des Leber­
auszuges gewonnenes Praparat. 

2) Liebigs Ann. d. Chern. Bd. 452, S. 158; Bd. 455, S. 1. 1927. 
Rona, Fermentmetho<ien, 2. Anflage. 24 
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gegen 0,005 n-KMn04 eingestellt, die wiederum gegen Sorensens 
Natriumoxalat gestellt wird. 

Nach Tsuchihashi (1. c. S.367): Gesamtvolumen no em3 

Substrat: 100 cm3 einer 1/10J n-H20 2-Losung, die als Puffer 
10 em 3 einer Misehung von 1/15 m-Na2HP04 und 1/15 m-KH2P04 

enthalt (Ph = 7). Alle Losungen werden in sehmelzendem Eis 
auf ca. 20 abgekiihlt. In der Kontrolle werden statt der 10 em3 

FermentlOsung 10 em 3 Phosphatpuffer angesetzt. Naeh Ablauf 
der gewiinsehten Zeit kommen zu jedem Ansatz 20 em 3 einer 
20 proz. H 2S04-Losung. Es wird mit 1/2u n-KMn04 titriertl). 

Zu 2. naeh Morgulis2). Die entwiekelte 02-Menge wird in 
Eudiometerrohren gemessen. Als Apparatur dient eine Sehiittel­
vorriehtung, auf der die ReaktionsgefaBe (Erlenmeyerkolben) 
befestigt werden. Die Kolben sind durch doppelt durchbohrte 
Gummikorken verschlossen. Durch die eine Bohrung fiihrt ein 
kurzes Glasrohr, welches mittels gelenkiger Gummischlauehver-
80 bindung mit einem ,7 
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Abb. 101. Abszisse: Zeit in Minuten. Ordinate: Ent­
wickelter Sauerstoff. 1 KON 0,001 n. 11 ohne Salz. 

111 KCl 0,001 n. IV KON 0,005 n. 

nahme der H 20 2-Lo-
sung dient und der 
innerhalb der Flasehe 

unter dem Stopfen angebraeht ist. Mittels eines sich in dem Hals 
bewegenden graduierten Stempels kann die gewiinschte H 20 2-

Menge in den Kolben gedriickt werden. Doch ist bei sehnellem 
Arbeiten diese letzterwahnte Einriehtung unnotig. Die entwickelte 
Gasmenge wird aIle 5 Min. registriert und so lange gesehiittelt, 

1) tJber Bestimmung der Katalase im Pflanzenmaterial vgl. Euler, 
K. Myrback und S. Myrback: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 186, 
S. 212. 1930. 2) Journ. of bioI. ~hem. Vol. 47, S.341. 1921. 
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bis keine Gasentwieklung mehr stattfindet. Das Reaktions­
volumen betragt gewohnlieh 50 em 3, die Temperatur 20-210 C. 

Beispiel [naeh Rona und Dambovieeanu1)] zugleieh zur 
Demonstration der Neutralsalzwirkung. Ansatze: H 20 2-Losung 
(30/ 0) je 50 em3 liefern bei volliger Zerlegung bei 21,2 0 750,5 mm 
Hg 58,23 em 3 O2, Phosphatpuffer je 2,0 em3 (1/3 mol., Ph = 6,85). 
Fermentlosung 5,0 em3 (1: 1000), und zwar in folgenden Verdiin­
nungen: in 1. in 5,0 em 3 destilliertes Wasser (Ph des Gemisehes 
6,65); in 2. in 5,0 em3 0,154 mol. NaCl-Losung (Ph des Gemisehes 
6,63); in 3. in 5,0 em 3 einer Losung von 0,154 mol. NaCl, 0,0025 mol. 
KCl und 0,0018 CaCl2 (Ph des Gemisehes = 6,1l); in 4. in 5,0 em 3 

einer Losung von 0,154 mol. NaCl. 0,0025 mol. KCl, 0,0018 mol. 
CaCl, 0,001l mol. NaHC03 (Ph des Gemisehes = 6,58). Vor Beginn 
des Versuehes steht das Ferment 30 Minuten in der jeweiligen 
Losung. Ph naeh SehluB der H 20 2-Spaltung in allen Rohren 6,9. 

Zablen in der Tabelle: em3 O2 (21,20 und 750,5 mm). 

5 Minuten. 
10 
15 
25 " 
30 

Naeh 1 2 3 4 

23,0 9,6 9,8 17,6 
34,4 18,2 17,6 27,2 
41,0 24,6 23,2 34,0 
48,2 30,8 28,6 41,0 
49,6 32,2 29,6 42,8 

Die Abb. 101 zeigt die reversible Giftwirkung des KCN auf die 
Ka talase 2). 

Henniehs sehlagt vor, die Wirksamkeit der Katalase anzu-
geben dureh Reaktionskonstante 

Kat£.= -_.- . 
g Enzympraparat 

Tyrosinase. 
Das Ferment oxydiert Tyrosin (und andere hydroxylierte 

Benzolderivate) und fiihrt zur Bildung eines dunklen Farbstoffes3). 

Zum Nachweis des Fermentes wird der PreBsaft oder das 
wasserige Extrakt des auf Tyrosinase zu priifenden Materials 
mit Soda neutralisiert, und dazu ganz wenig Tyrosin gefiigt. 
Bei Anwesenheit der Tyrosinase farbt sieh die Losung (am besten 
bei Brutsehranktemperatur) in wenigen Stunden, beziehungsweise 
im Verlaufe einiger Tage je naeh dem Fermentgehalt orangegelb bis 
dunkelbraun bis schwarz. Statt Tyrosin kann man tyrosinhaltige 

1) Bioehem. Zeitsehr. Bd. 134, 8.32, Tabelle XXI. 
2} Rona, Fiegel u. Nakahara: Bioehem.Zeitsehr. Bd.160, 8.272.1925. 
3) "Uber die Wirkung der Tyrosinase auf einige dem Tyrosin verwandte 

Stoffe vgl. Duliere und Raper: Bioehem. Journ. Bd. 24, S. 239.1930. 
24* 
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Polypeptide1), ferner p-Kresol und Adrenalin (1 promillige Lo­
sung) zum Nachweis der Tyrosinase anwenden. 

Oft ist es notig, die Tyrosinasewirkung durch Zusatz von Kataly­
satoren zu beschleunigen. Hierzu dienen Wasserstoffsuperoxyd2) 

(0,5 cm3 einer 0,05proz. H20 2-Losung zu etwa 10 cm3 Ferment­
!Osung), ferner Mangansulfat, FerrosuIfat in sehr schwacher Kon­
zentration (zu 0,02 %). 

Wirksame Tyrosinaselosungen liefern die Puppen des Wolf­
milchschwarmers3) (DeiIiphila elpenor und euphorbiae); ferner 
Mitteldarme hungernder Mehlwurmer4) (Tenebris molitor)5) und die 
Druse des Tintenfisches. Fur pflanzliche Tyrosinasen liefert die 
Pilzgattung Russula das beste Material. Man kann aber auch 
Kartoffelschalen benutzen. Gewaschene und zerriebene Kartoffel­
knollen werden in einem Beutel in einer Handpresse ausgepreBt. 
Man laBt den frischen Saft etwa 1/2 Stunde stehen und zentri­
fugiert von der Starke und sonstigen Beimengungen ab6). Eine 
weitere Reinigung erfolgt, indem der so gewonnene Saft mit fein 
gepulvertem Thymol kraftig durchgeschuttelt, dann bei Zimmer­
temperatur 2 Tage lang der Autolyse uberlassen wird. Man reinigt 
weiterhin durch Dialyse in sog. Fischblasen (vgl. S.9). 

Zur Bestimmung der Tyrosinase7) dienen u. a. die Me­
thoden von Bacha) und von Raper und Wormall. 

Methode von Bach. 
Das aus dem Tyrosin gebildete Melanin wird durch Permanga­

nat!Osung wieder entfarbt; auf diese Weise kann seine Menge 
titrimetrisch bestimmt werden. 

Man bringt 10 emS Ferment!Osung mit 10 ems Tyrosin!Osung 
(0,05 g Tyrosin, in 100 ems einer 0,04 proz. Natriumkarbonat-
100ung durch Erhitzen ge!Ost) zusammen, gibt 30 ems Wasser zu 
und stellt das Gemisch auf 24 Std. in den Brutschrank. Nach 
Ablauf dieser Frist wird das Gemisch mit 1 ems 1Oproz. H 2S04 

1) A bder halden u. Guggenheim: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 54, 
S. 331. 1907 und Bd.57, S.329. 1908. 

2) Bach: Ber. d. Dtach. chem. Ges. Bd.41, S.216. 1908. 
3) Fiirth u. Schneider: Hofm. Beitr. Bd. 1, S.234. 1902. 
4) Biedermann: PfHigers Arch. f. d. ges. PhysioJ. Bd. 72. S. 105. 1898. 
5) Zehn Mehlwiirmer werden mit etwa 10 cm3 Chloroformwasser ilber­

gossen und in der Reibschale zerrieben. Man zentrifugiert von den groJ3en 
Zellresten abo 

6) Haehn: Biochem. Zeitschr. Bd. 105, S. 175. 1920. VgI. auch Abder­
halden und Behrens: Fermentforschung Bd. 8, S. 479. 1926. 

7) Vgl. die Abhandlung von Haehn in Abderhaldens Handbuch der 
biolog. Arbeitsmethoden. Abt. IV, Teill, S. 1070. 1931. 

8) Ber. d. Dtsch. chem. Ges. Bd. 41, S. 216. 1908. 
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angesauert und mit 0,002 n-Permanganat1osung bis zur Entfar­
bung titriert. Die Permanganatmengen, die zur Entfarbung der 
urspriinglichen, braunlich gefarbten Fermentlosung erforderlich 
sind, werden abgezogen. 

Methode von Raper und Wormall1). 

Es werden Gemische von Tyrosin-Tyrosinase in gepufferten 
Losungen hergestellt, von Zeit zu Zeit Proben entnommen und 
nach Ausfallung des Melanins und Zerstorung der Tyrosinase die 
Menge des nicht umgewandelten Tyrosins bestimmt. 

Ausfiihrung: Zu 300 cm3 einer 0,05proz. Tyrosin16sung in 
einem Phosphatpuffer (Ph 6,81 1/ 15 molar.) wurden 30 cm3 (dialy­
sierter) Kartoffelsaft hinzugefiigt, ferner Toluol. Diese Proben 
wurden im Thermostaten bei 20 0 gehalten und ein konstanter mit 
Wasserdampf und Toluol gesattigter Luftstrom wurde hindurch­
geleitet. Von Zeit zu Zeit wurden 20 cm3 der Losung entnommen, um 
daran die noch nicht umgewandelte Tyrosinmenge zu bestimmen. 
Dies geschah auf folgende Weise. Die entnommenen Proben wurden 
mit 0,5 cm3 einer 1Oproz. Essigsaure versetzt und aufgekocht, um 
das Ferment zu zerstoren und das EiweiB zu koagulieren und um 
das gebildete Melanin auszuflocken. Die Flasche wurde dann mit 
Watte verschlossen, 2 Tage stehen gelassen, dann filtriert, der 
Melaninniederschlag mehrere Male mit heiBem Wasser gewaschen, 
um alles anhaftende Tyrosin daraus zu entfernen. Dann wurde 
das Filtrat mit 1 em3 1Oproz. Natriumkarbonat alkalisch ge­
macht, die Losung gekocht, die Flasche mit Watte verschlossen, 
24 Stunden stehen gelassen, um auch die Vorstufen des Melanins 
in Melanin umzuwandeln; dann wird 2 cm3 einer 10 proz. Essig­
saure hinzugefiigt, die Losung gekocht, nach einigen Stunden 
filtriert. Rierauf wurde das Tyrosin nach der Methode von Mil­
lar 2) bestimmt. Von dem so erhaItenen Wert wurde der Wert 
einer, kein Tyrosin, sondern nur Puffer16sung und KartoffelpreB­
saft enthaltenden Kontrollprobe subtrahiert. 

Bestimmung des Tyrosins: Zu jeder Tyrosin16sung wurde 
10 cm3 NaBr03 (0,8502 g pro Liter; 1 cm3 = 0,00l527 g Tyrosin), 
2 cm3 50 proz. KBr-Losung und 7,5 cm3 20proz. RCl-Losung hinzu­
gefiigt, die Flasche verkorkt und 20 Min. stehen gelassen. Rier­
auf wurden 2 cm3 1Oproz. KJ hinzugefiigt und das freie Jod 
mit 1/15 n-Na2S20a-Losung titriert3). 

1) Biochem. Journ. Bd. 17. S.454. 1923. 
2) Vgl. hierzuFiirth undFleischmann: Biochem. Zeitschr. Bd.127. 

S. 143. 1921. 
3) 1 cm3 1/10 n-NatriumthiosulfatlOsung entsprechen 0,0127 g Jod und 

0,0127 g Jod entsprechen 0,002517 g NaBrOs. 
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H. Haehn und J. Stern1 ) besehreiben eine jodometrisehe 
Sehnellmethode zur Bestimmung der Tyrosinase. I. Erforder­
liehe Losungen: I. Phosphatpufferlosung prim: sek 1: 1, 1/15 

molar, Ph 6,81. 2. Tyrosinlosung: 0,5 g Tyrosin in 500 em3 m/I5 
prim. Kaliumphosphat und 500 em3 m/I5 sek. Natriumphosphat. 
3. 10% Essigsaure. 4. 10% .Sodalosung. 5. 10% BaCI2-Losung. 
6. NaBr03-Losung (0,8502 g im Liter). 7. 50% KBr-Losung. 
8. 10% KJ-Ltisung. 9. 1/50 n-Na2S20 3 (4,966 g im Liter). 10. Los­
liehe Starke. II. 20% HC!. - Zur Darstellung des Fermentes 
werden die gewasehenen und in der Reibsehale zerkleinerten 
Kartoffelknollen in einen Beutel gefiillt und ausgepreBt. Man laBt 
den Saft 15-30 Minuten stehen und zentrifugiert die Starke und 
die sonstigen Beimengungen abo Auf die Tyrosinlosung bezogen 
wurden 10% Kartoffelsaft zugegeben. - II. Ausfiihrung des 
Oxydationsversuehes: In einem Stehkolben von 500 em3 

bringt man 300 em3 Tyrosinlosung 30 em3 Kartoffelsaft und 10 em3 

Toluol (eventuell noeh einige Tropfen Masehinenol). Man sehiekt 
einen mit Wasserdampf und Toluol gesattigten Luftstrom dureh 
das Reaktionsgemiseh. Der Kolben steht in einem Thermostaten 
von 20°. EinKontrollkolben mit 300 em3 Phosphatlosung (Losung 1), 
30 em3 Kartoffelsaft und 10 em3 Toluol dient zur Korrektur des 
Tyrosinwertes in bezug auf bromadsorbierende Substanzen des 
Fermentsaftes. Vor dem Beginn der Liiftung der beiden Versuehe 
werden aus jedem Kolben Proben von je 20 em3 entnommen zur 
Bestimmung der Anfangskonzentration des Tyrosins. Man ver­
setzt sie sofort mit 0,5 em3 IOproz. Essigsaure, koeht auf, filtriert 
naeh 10 Minuten, waseht den Melanin-EiweiBniedersehlag zur Ent­
fernung des anlIaftenden Tyrosins dreimal mit heiBem Wasser, 
dann mit 10 em3 IOproz. Sodalosung. Dann wird aufgekoeht und 
die Probe mit 4 em3 IOproz. BaCl2-Losung versetzt. Naeh dem 
Aufkoehen wird filtriert, der Niedersehlag zwei- bis dreimal mit 
heiBem Wasser ausgewasehen. Jetzt werden 10 em3 IOproz. Essig­
saure zugefiigt, die Losung wieder gekoeht, dann auf Zimmertem­
peratur abgekiihlt. Sind sie klar geblieben, so wird sofort titriert; 
anderenfalls muB noeh einmal filtriert werden. Alle naeh bestimm­
ten Zeitintervallen entnommenen Proben werden ebenso behandelt. 
III. Bestimmung des (iibriggebliebenen) Tyrosins: Man 
versetzt die TyrosinlOsung mit 10 em3 der Natriumbromatlosung 
(= 16,5 em3 n/50 Na2S20 3), 2 em3 der 50proz. Kaliumbromidlosung 
und 7,5 em3 der 20proz. Salzsaure, verkorkt die Flasehe und laBt 
20 Minuten stehen. Dann werden 2 em3 der IOproz. Jodkalium­
lOsung zugefiigt und das freie Jod mit 1/50 n-Natriumthiosulfat 

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 184, S. 182. 1927. 
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titriert. (Ein Mol Natriumbromat liefert 6 Atome Brom, 4 Atome 
Brom entsprechen einem Mol Tyrosin. Folglich 2 NaBr03 -+ 3 
Tyrosin; 302: 543,4 = 0,8502: x, x = 1,531 g Tyrosin, also 1 cm3 

Bromat 0,00153 g Tyrosin. 

H. SchmalfuB und H. Lindemann l ) konnten zeigen, dal3 
1-,B-3-4-DioxyphenyI-IX-aminoproprionsaure (= D) im Gegensatz 
zu anderen Chromogenen sich leicht (fermentativ) in Melanin iiber­
fiihren laBt, ohne daB das gebildete Melanin in verdiinnten Lasun­
gen ausflockt. (Hierbei wird "Melanin als Sammelbegriff fUr die 
braunen bis schwarzen Farbstoffe gebraucht, die aus Phenol­
abkammlingen durch Oxydation entstehen.) Farbton und Farb­
tiefe einer bestimmten Melaninlasung wechseln mit ihrer Schicht­
hahe; aus Farbwechsel allein darf also nicht auf chemische Um­
wandlung odeI' Anderung des Dispersitatsgrades geschlossen wer­
den. Die endlichen Farbtiefen und Farbtane von MelaninlOsungen 
aus D. sind unter sonst gleichen Umstanden gleich, einerlei, ob 
das Melanin spontan odeI' fermentativ entstand. 

Eine Methode, Dioxyphenylaminopropionsaure (D) neben 
Tyrosin nebeneinander in Lasungen von del' Konzentration m/2000 
bis m/30000 zu bestimmen, besteht im foIgenden. Die Vergleichs­
lasung fUr die kolorimetrische Bestimmung des gebildeten D­
Melanins (eingestellt wurde auf gleiche scheinbare Helligkeiten, 
ohne die geringen Unterschiede im Farbton zu beriicksichtigen) 
wurde wie folgt hergestellt: 100 cm3 einer m/10000 D-Lasung in 
Puffer von [H] = 2,10-8 bis 5,10-9 *) werden in einerFlasche von 
250 cm3 24 Stunden lang im Brutschrank auf 38° gehalten, odeI' 
man liiftet die Lasung 6 Stunden lang bei 40 ° durch. Die Vergleichs­
lOsung wird nach 3 Tagen erneuert. Bei del' kolorimetrischen Be­
stimmung von D werden in einer Flasche von 250 cm3 20-50 cm3 

der zu priifenden Lasung mit del' gleichen Menge obiger Puffer­
lOsung und 1 Tropfen Toluol versetzt. Das Gemisch bleibt unter 
Sauerstoff bei Atmospharendruck im Brutschrank bei 35-40° 
so lange verschlossen stehen, bis es nicht mehr dunkler wird. Nach 
je 24 Stunden wird das Gemisch mit del' VergleichslOsung ver­
glichen. LaBt man D und Tyrosin oxydieren, dann dunkelt D 
hei der geeigncten WasElcrRtoffionenkonzentration spontan, Tyro­
sin hingegen nicht. Die Menge Tyrosin laBt sich neben D als lJif­
ferenz bestimmen, sobald die Gesamtmenge beider Aminosauren 

1) Bioehem. Zeitsehr. Bd. 184, S.1O. 1927. 
*) Phosphatpuffervon [H'] = 0,12.10-8 ; 12em3 mj3NaH2P04 + 200em3 

mj3 Na2HP04 + 1788 em3 Wasser. Boratpuffer von h = 7,7.10-9 - • 5,9 em3 

mj5 NaOH + 50 em3 m l 5 H3BOa + mj5 KCI + 144,1 em" Wasser. 
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und die Menge D bekannt ist. Verfasser verfahren hierbei wie folgt: 
Je I cm3 der zu untersuchenden Losurigen und der Vergleichs­
lOsung (m/300 D) werden mit je 1 cm3 einer 1Oproz. wasserigen 
Pyridinlosung und 1 cm3 einer frisch bereiteten 2proz. Losung von 
Triketohydrindenhydrat versetzt und 20 Minuten lang im Wasser­
bad erhitzt. Dann laBt man abkiihlen und verdiinnt jeweils mit 
Pufferlosung (h = 0,12 ,10-8) auf 100 cm3. Die scheinbaren HeIlig­
keiten dieser Losungen werden in einem Kolorimeter verglichen. 

Qualitativ laBt sich die Dioxyphenylaminopropionsaure mit 
der Priifstreifenmethode von SchmalfuBl) nach K. Hasebrock 
feststellen. Die Streifen werden hergestellt 2), indem man dem 
RiickengefaB des betreffenden Insektes, z. B. des Mehlkafers 
(Tenebrio molitor) mit einer Kapillare die Hamolymphe ent­
nimmt und dann mit der herausgezogenen Kapillarenspitze iiber 
einen Filtrierpapierstreifen von 30 cm Lange und 3 cm Breite 
hinstreift. So trankt man eine 3 mm breite Randzone des Streifens. 
Nun trocknet man so schnell wie moglich im luftverdiinnten 
Raum iiber Phosphorpentoxyd, da die getrankten Stellen sonst 
oft spontan dunkeln. Dann werden die getrankten Filtrierpapier­
stiicke senkrecht zur getrankten Zone in 1 mm breite Priifstreifen 
zerschnitten. Eine einzige Raupe lieferte so 1000 Priifstreifen. Die 
Priifstreifen halten sich, trocken und kiihl aufbewahrt, wenigstens 
15 Monate lang. Durch das Trocknen der Streifen geht das Fer­
ment in einen unlOslichen Zustand iiber. Bringt man einen Priif­
streifen bei Gegenwart von Sauerstoff in eine wasserige Dioxy­
phenylalaninlOsung, so bildet sich an der Beriihrungsstelle Ferment 
- Substrat das Melanin. Man laBt die Priifstreifen mindestens einen 
Tag altern, da die fermentative Kraft bis dahin noch zunimmt. 
Mit Hilfe unverdiinnter Fermentlosungen z. B. aus den Larven 
des Mehlkafers konnte SchmalfuB noch 4/10000000% Dioxy­
phenylalanin nachweisen. 

Von anderen Oxydasen seien noch kurz erwahnt. 
Die Lakkase 3), eine in dem gelben Rindensaft des tonkinesi· 

schen Lackbaumes (Rhus vernicifera) aber auch in vielen anderen 
Phanerogamen und Pilzen vorhandene Oxydase, die auf aroma­
tische Verbindungen mit mindestens zwei Hydroxyl- oder Amido­
gruppen im Kern wirkt. 

1) Vgl. SchmalfuLl, H. und H. Werner: Fermentforschung Bd. 8, 
S. 116. 1924 und H. SchmalfuLl: Die Naturwissenschaften Bd. 15, 
S. 453. 1927. Hier auch Literatur. 

2) Nach SchmalfuLl: Naturwissenschaften. 1. c. S. 454. 
3) Bertrand: Bull. soc. chim. Serie 3, Bd.13, S. 361. 1896; Serie 3, 

Bd. 17, S. 621. 1897. 
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Bertrand trennt Tyrosinase und Lakkase aus Russula delica 
wie folgt 1). Russula delica wird mit Chloroformwasser bei 
Zimmertemperatur extrahiert, der abfiltrierte Extrakt mit Alkohol 
im Verhiiltnis von 2 : 3 versetzt. Der dabei entstehende Nieder­
schlag wird abfiltriert und das Filtrat bei einer 50 0 nicht iiber­
schreitenden Temperatur eingeengt. Es enthalt die Lakkase und 
oxydiert Hydrochinon und Pyrogallol kraftig, nicht aber Tyrosin. 
Der Alkoholniederschlag wird mit Chloroformwasser extrahiert, 
die Lasung mit Alkohol gefallt und der Niederschlag in Wasser 
gelOst. Diese Lasung enthalt ausschlieBlich Tyrosinase. 

Salizylase2). 

Das Ferment katalysiert die Umwandlung von Salizylaldehyd 
in Salizylsaure. Es ist in Milz, Pankreas, Leber und Lunge und 
in der Nebennierenrinde des Rindes enthalten. 

Der Nachweis beruht darauf, daB Salizylsaure mit Eisen­
chlorid eine dunkelblaue Farbe gibt, wahrend Salizylaldehyd 
mit Eisenchlorid nicht reagiert. 

Eine Isolierung des Fermentes aus frischer Rinderleber hat 
M. Jacoby 3) ausgearbeitet. Der Rinderleberbrei wird mit dest. 
Wasser (unter Toluolzusatz) extrahiert, der kolierte und filtrierte Ex­
trakt zu 250/ 0 mit gesa ttigter Ammonsulfa tlOsungversetzt. Von Soda­
lOsung wird stets so viel hinzugefiigt, daB die Fliissigkeit schwach 
alkalisch reagiert und deutlich nach Ammoniak riecht. Vom Nie­
derschlag wird abfiltriert, das Filtrat auf 331/ 3 proz. Sattigung mit 
Ammonsulfat gebracht, nach 24 Stunden filtriert, das Filtrat auf 
60 proz. Sattigung mit Ammonsulfat gebracht. Der dabei ent­
stehende Niederschlag enthalt die Aldehydase. Der Niederschlag 
wird nach 24 Std. abfiltriert, in destilliertem Wasser aufgenommen, 
nach einigen Stullden filtriert, das klare Filtrat mit 95 proz. 
Alkohol versetzt (hOchstens bis 30 %), bis gerade ein gut abfiltrier­
barer Niederschlag entsteht. Der sofort abfiltrierte Niederschlag 
wird 5--·6mal mit kleinen Mengen dest. Wasser (mit einigen 
Tropfen verdiinnter SodalOsung) extrahiert, die Ausziige werden 
vereinigt. Um die Lasung von EiweiB zu befreien, wird sie bei 
schwach sodaalkalischer Reaktion mit einer verdiinnten Lasung 
von Uranylazetat versetzt; das wasserklare Filtrat oxydiert Salizyl­
aldehyd kraftig zu Salizylsaure. 

1) Comptes rend. Bd. 123, S. 460.1896 (nach Wohlgemuth: Ferment­
methoden S.267). 

2) Salkowski, E.: Virchows Arch. f. pathol. Anat. u. Physiol. Bd. 147, 
S. l. 1898. 

3) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd.30, S. 135. 1900. 
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Peroxydase aus Meerrettich. 
Darstellung von Willstatter und StolP). Meerrettich 

(5 kg) werden quer zur Wurzelachse in Scheib en von 1-1,5 mm 
Dicke geschnitten, 4-6 Tage gegen flieBendes Leitungswasser 
dialysiert, nachher trockengesaugt, dann in 10 1 Wasser, das 40 g 
kristallisierte Oxalsaure enthaIt, 3 Stunden digeriert; dabei wird 
das Ferment fast quantitativ niedergeschlagen. Die Schnitzel 
werden dann abgepreBt, zu einem diinnen Brei zermahIen, der Brei 
wird mit 71 Wasser vermischt, auf einem Koliertuch abgesaugt 
und mit Wasser, das zu 10/00 mit Oxalsaure versetzt ist, 1----:-2 Stun­
den gewaschen. Die Masse wird stark abgepreBt und der PreB­
riickstand mit 1 I 1/3 bis 1/2gesattigter Bariumhydroxydlosung 
verriihrt. Nach 1/2stiindiger Behandlung mit BarytlOsung trennt 
man den peroxydatisch nur maBig wirksamen V orextrakt mit 
der Buchner Pre sse von dem PreBkuchen. Der PreBkuchen wird 
zur Isolierung des Fermentes von neuem mit P/41 bei 20 0 ge­
sattigtem Bariumhydroxyd verrieben. Man kann den PreBkuchen 
noch zweimal mit je 11/21 halbgesattigter Ba(OH)2-Losung extra­
hieren. Auf diese Weise gewinnt man einen sehr wirksamen Fer­
mentauszug. Dieser wird sofort unter Schiitteln in einer Stopsel­
flasche mit CO2 bis zur schwach sauren Reaktion behandelt, dann 
mit 9/10 seines Volumens 96proz. Alkohol versetzt. Die Peroxydase 
bleibt dabei in Losung. Nachdem die Losung eine Nacht im 
Eisschrank gestanden hat, laBt sich diese durch eine Schicht 
von grobem Talk iiber einem Koliertuch klar absaugen. Diese 
wasserig-alkoholische Fermentlosung wird im Vakuum bei 30 0 

auf 50-70 cm3 eingeengt, durch eine diinne Talkschicht filtriert 
und schIieBlich die Peroxydase durch Vermischen mit der 5fachen 
Menge absoluten Alkohols gefallt. 

Zur weiteren Reinigung wird das Rohprodukt in etwa der 
10fachen Menge Wasser gelOst, mit dem 5fachen Volumen AI­
kohol gefallt. Vorteilhaft ist es hierbei, die Losung durch eine 
geringe Menge Schwefelsaure ganz schwach sauer zu machen. 

Eine sehr weitgehende Reinigung des Fermentes gelingt durch 
wiederholte Adsorption durch Kaolin und Tonerde aus 50proz. 
alkoholischer Losung und Fallung mit Tannin. Der Gang einer 
solchen Reinigung solI in folgendem Beispiel 2) skizziert werden. 
Die Peroxydase (aus Riiben, in dem Beispiel 0,818 g) wird mit 

1) Ann. d. Chemie Bd.416, S. 21; Bd.422, S. 47; Bd.430, S.269. 
1917/18. 

2) Willstii.tter und Stoll: Annalen der Chemie. Bd.430, S.269. 
1917/18. Vgl. auch die Mitteilung von Kuhn, Hand und Florkin: 
Zeitschr. f. physiolog. Chemie Bd. 201, S. 255. 1931. 
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Wasser auf 11 gebracht und mit Essigsaure bis auf 1/50 n versetzt. 
In die eiskalte Losung werden in kleinen Anteilen 20 g elektro­
osmotisch gereinigtes Kaolin eingetragen, das Adsorbat wird rasch 
abgesaugt, in 600 cm3 Eiswasser eingetragen. Dann bringt man 
die Losung durch langsames Zufiigen von n-NH3 auf 0,1 % NH3. 
Die gelbe Elution wird abgesaugt und eingeengt. Diese Losung 
wird auf das Volumen von 11 und 50% Alkohol gebracht und 
mit Aluminiumhydroxyd (SorteA, 3,2 g) adsorbiert. (1m allgemeinen 
braucht man fUr 4-51 aus 5 kg Wurzeln gewonnene wasserig-alko­
holische Barytausziige, aus denen durchLuftstrom die iiberschiissige 
CO2 verjagt worden ist, 10-15 g Aluminiumhydroxyd, aufge­
schwemmt in 400-500 cm3 Wasser. Alle 2-3 Minuten werden unter 
kraftigem Schiitteln 20-30cm3 Al(OH)3 eingetragen.) DasAdsorbat 
setzt sich in 1-2 Stunden ab oder es wird abzentrifugiert; danach 
wird es in Zentrifugenglaschen mit eiskaltem Wasser angeriihrt. 
Dann leitet man 1/4 Stunde Kohlensaure unter starkem Schiitteln 
ein, wodurch das Ferment leicht eluiert wird. - Die Adsorption mit 
Aluminiumhydroxyd wie auch die Elution winl wiederholt und 
dann eine Tanninfallung eingeschoben. Zu dies em Zwecke werden 
z. B. 29 cm3 einer, wie oben geschildert, gereinigten Ferment­
Wsung mit 1 proz. Tanninlosung in kleinen Anteilen versetzt, die 
hellbraune Fallung von der Mutterlauge getrennt, die Tannin­
fallung in 100 cm3 Wasser suspendiert, mit 2 cm 3 n-Essigsaure 
angesauert und durch Zusatz von Alkohol (25 cm3) vollstandig 
gelost. Die Losung wurde dann verdiinnt, aus ihr die Peroxydase 
mit 3 g elektroosmotischem Kaolin entfernt, das Adsorbat mit 
0,1 proz. Ammoniak zerlegt. Die mit Essigsaure neutralisierte 
Elution wurde wieder aus 50 proz. Alkohol mit Alz0 3 adsorbiert. 
Die Elution wird eingeengt und mit Alkohol gefallt. 

Bestimmung der Peroxydasewirkung nach Will­
statter und Stoll. Die Fermentreaktion wird in einem Zeit­
raum von gewohnlich 5 Minuten bestimmt und dann durch An­
sauern mit Schwefelsaure stillgelegt. Das aus Pyrogallol gebildete 
Purpurogallin wird ausgeathert und kolorimetrisch ermittelt. 

2,0 I destilliertes Wasser von 20°, worin 5 g reinstes Pyrogallol 
geli.ist sind, werden im Rundkolben, der sich im Wasserbade von 
derselben Temperatur befindet, kraftig geriihrt. Man tragt etwa 
10 cm3 einer 0,5 proz. Hydroperoxydli.isung (aus Merckschem Perhy­
droll: 60 verdiinnt) in die Pyrogallollosung ein und dann im Augen­
blick des Versuchsbeginns die Peroxydase, z. B. 0,25 mg von dem 
Rohprodukt bis 0,02 mg des gereinigten Fermentmaterials in Form 
von 1-5 cm3 Losung aus 5 mg Ferment in 100-500 cm3 Wasser. 
Nach genau 5 Minuten wird die Reaktion durch Eintragen von 
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50 em3 eisenfreier verdiinnter Sehwefelsaure unterbroehen und die 
Losung ohne langeres Stehell drei- bis viermal ersehopfend aus­
geathert. Die atherisehe Losung (200-500 em3) wird in einem 
Kolorimeter mit einer VergleiehslOsung vergliehen, die 100 mg 
aus Alkohol und Ather umkristallisiertes Purpurogallin im Liter 
Ather enthiilt. 

Die in irgendeinem Peroxydasepraparat vorhandene Ferment­
menge wird dureh die Purpurogallinzahl gemessen, d. h. die 
Menge Purpurogallin in mg, die von 1 mg Fermentpraparat im 
Medium von 5 g Pyrogallol + 50 mg H20 2 gelost in 2 I Wasser 
von 20 0 in 5 Minuten gebildet wird. 

Unter Peroxydaseeinheit ist 1 g peroxydasehaltige Substanz 
von der Purpurogallinzahl 1 oder 1 mg Enzymmasse von der 
PZ 1000 zu verstehen. Diese Einheit entsprieht im allgemeinen 
dem Peroxydasegehalt von 5 g friseher Meerrettiehwurzel. 

W illsta tter und H. Weber haben eine quantitative Be­
stimmung der Peroxydase mit Hilfe von Leukomalaehitgriin 
ausgearbeitetl). Die Farbintensitat dieses Triphenylmethanfarb­
stoffes ist bedeutend groBer als die des Oxydationsproduktes 
aus Pyrogallol (vgl. S. 379). Wahrend erst 1 mg Purpuro­
gallin in 100 em3 Ather kolorimetriseh gemessen werden kann, 
geniigen von Malaehitgriin 0,0025 mg in 100 em3 Wasser. Man 
arbeitet mit 10 mg Leukobase, und miBt den Farbstoff unmittelbar 
in der Versuehslosung. Mit der viermal (zweimal aus Alkohol, dann 
aus Ligroin und noehmals aus Alkohol) umkristallisierten Leuko­
base wird titrierte 1/20 n-Essigsaure bei 20 0 gesattigt. (Die Losung 
an der Pumpe von Luft befreit, halt sieh monatelang, ohne griin­
liehe Farbe anzunehmen.) Wenn beim Aufbewahren die Tempera­
tur 20 0 untersehritten wurde, so erwarmt man vor dem Versueh 
die Losung im AufbewahrungsgefaB, um die ausgesehiedene Sub­
stanz wieder aufzulosen. Vor der Bestimmung, also unmittelbar 
vor dem Eintragen des Hydroperoxyds und der Fermentprobe, 
wird Natriumazetat zugesetzt, und zwar 2 em3 0,166 n-toluol­
gesattigte Losung von Natriumazetat puriss. pro analysi Merck. 
Das Hydroperoxyd wird aus reinem Perhydrol Merck (nieht 
Tropensorte) dureh Verdiinnen aufs Hundertfaehe bereitet und vor 
dem Gebraueh mit Permanganat eingestellt. Aus der Titration 
wird die weitere Verdiinnung bereehnet, um 0,25 mg H 20 2 stets im 
gleichen Volumen von 1,0 em3 zu haben. Die Substratlosung 
(100 em3) wird im Thermostaten von 20 0 mit dem Natriumazetat, 
dem Hydroperoxyd und der Peroxydaseprobe vermiseht, die 

1) Ann. d. Chemie Rd. 449, S. 156. 1926. 
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0,0025-0,05 Peroxydaseeinheiten in hochstens 5 cm3 enthalten 
soll (die Fermentlosung soll vorher von etwa vorhandenen Toluol­
tropfen durch Filtrieren befreit werden). Wahrend der Reaktions­
zeit pipettiert man 10 cm3 n-H2S04 in ein Kolbchen, um sie im 
Augenblick des Reaktionsablaufs (5 Min.) in einem Gusse ein­
zutragen und so die fermentative Spaltung augenblicklich zu unter­
brechen. Der in Kolbchen zuriickbleibende Rest der Saure wird 
mit 5 cm3 Wasser nachgespiilt. Nach 15 bis 30 Sekunden Ein­
wirkung neutralisiert man die Mineralsaure mit ein wenig mehr als 
der aquivalenten Menge Sodalosung, um den Farbstoff wieder 
herzustellen und entfernt die Kohlensaureblaschen vor dem Kolori­
metrieren durch kraftiges Schiitteln. Die Bestimmung des gebil­
deten Malachitgriins erfolgte im Dubosqschen Kolorimeter. Die 
Vergleichs16sung enthielt 10,00 mg Malachitgriin im Liter und 
wurde am besten in 5-10 mm Schichthohe verwendet. Die Stan­
dard16sung mit Wasser bereitet, ist nicht bestandig, doch kann die 
Hydrolyse durch Anwendung von 1/20 n-Essigsaure zuriickgedrangt 
werden; man muB auch die Fliissigkeit mit Toluol versetzen, um 
sie haltbar zu machen. Fiir die kolorimetrische Messung von 
Malachitgriin ist kiinstliches gelbes Licht geeigneter als Tageslicht. 
1st das Ferment an Suspensionen, z. B. in Pflanzenmaterial vor­
handen, so muB man beriicksichtigen, daB der Farbstoff adsorbiert 
wird. FUr die Isolierung von adsorbiertem Malachitgriin eignet sich 
Chloroform besser als Wasser. Was das Malachitgriinaquivalent 
der Purpurogallinzahl anlangt, so entsprechen 1 mg Purpurogallin, 
das unter den auf S. 380 geschilderten Bedingungen entsteht, 
0,053 mg Malachitgriin unter den angegebenen Verhaltnissen. 
Also ist eine Peroxydaseeinheit gleich 1 mg Ferment von der 
Malachitgriinzahl53 (d. h. unter den angegebenen Bedingungen 
53 mg Malachitgriin bildend). 

Thunbergs Methylenblaumethode zum Studium der 
Dehydrasen 1 ). 

Prinzip: Zur Verfolgung der Wasserstoffaktivierung werden 
Indikatoren (spez. Methylenblau) benutzt, die mit dem aktivierten 
Wasserstoff reagieren und dabei leicht bemerkbare Veranderungen 
(Entfarbung) zeigen. Zur Aufnahme des Reaktionsgemisches dient 
ein Vakuumrohr von beistehender Form (vgl. Abb. 102). Es ist ein, 
an dem einen Ende zugeschmolzenes, etwa 10 cm3 haltendes Glas­
rohr aus gehartetem, farblosem Glas, das an dem anderen Ende 

1) Darstellung nach T h \I n ber g in Oppenheimer-Pinc\lssen, Ferment­
methoden. S. 1118. 
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mit einer Offnung versehen ist. Diese Offnung kann mit einem 
konischen, sehr gut eingeschliffenen Glasst6psel geschlossen wer­
den. Der Glasstopsel ist zwischen dem obersten und mittleren 
Drittel seiner Hohe mit einem Loch von 2-3 mm Diameter ver­
sehen. Am Rohre ist in entsprechender Hohe ein Seitenrohr an­

gesetzt, das durch Drehen des Glasst6psels gesperrt 
werden kann. Dieses Seitenrohr wird durch einen 
Vakuumschlauch mit einer Vakuumpumpe verbun-

II===:::J den. Fur eine Versuchsserie braucht man 12-18 
Rohren von gleichem Kaliber und gleicher Lange. 
Der St6psel muB mit Vakuumfett vorsichtig ein­
gefettet werden. Eine kraftige Wasserstrahlpumpe 
genugt zum Evakuieren der Vakuumrohren, die wah­
rend des Versuches in einem mit Wasser gefiillten 
Thermostat stehen. Die Vorderwand des Thermo­
staten besteht aus einer gewohnlichen Glasscheibe; 
vorteilhaft benutzt man als hintere Wand eine Milch-

Abb. 102. glasscheibe und eine solche liegt auch auf dem Bo­
den. Diese Vorrichtung erleichtert die Beobachtung 

der Farbenveranderungen in der Vakuumrohre. Die Temperatur 
solI innerhalb 0,1 0 konstant sein. 

Erforderliche Reagentien 1): 
1. Methylenblauchlorid C16HlSN3SCl Mol.-Gew. 319,46 im 

Vakuum getrocknet mit 3 H 20 Mol.-Gew. 373,46. Nur das Chlorid 
(nicht das Zinkdoppelchlorid) ist zu verwenden. Zu empfehlen ist 
das Methylenblau medicinale Merck. Fur Versuche ist es prak­
tisch etwa 100 cm 3 von j e einer Losung von etwa 5, 2 1/2' 1, 1/2 und 
1/4 millimolar fertig zu halten. Sie sind vor Licht geschutzt mehrere 
Monate haltbar. 

2. Kaliumphosphat zweibasisch (Mol.-Gew. 174,25) Kalium­
phosphat einbasisch (Mol.-Gew. 136,16). Beide Losungen werden 
in halbmolaren Losungen vorratig gehalten. 

3. Verschiedene Wasserstoffdonatoren. Als gute Donator­
substanzen fur tierische Organe wirken Fleischmilchsaure und 
Bernsteinsaure. Das Reaktionsgemisch kann von diesen Sauren 
zu 0,2-0,5% (in Form ihrer neutralen Kalisalze) enthalten. Man 
kann auch eine neutralisierte 0,5proz. Losung von Lie bigs 
Fleischextrakt als Donatorsubstanz verwenden. Es ist zu beachten, 
daB beim Neutralisieren der Sauren in dem Reaktionsgemisch 
Phenolphthalein nicht zu verwenden ist 2), da dieses schon in 

1) Vgl. auch Lehmann: Skand. Arch. Physiol. Ed. 58, S. 45. 1929. 
2) Wahrscheinlich verhalten sich andere Indikatoren auch so. 
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minimalen Konzentrationen die Oxydationsprozesse hemmt. Die 
zur Neutralisierung notige Menge Lauge ist daher mit dem Indi­
kator an einem kleinen aliquoten Teil des Reaktionsgemisches 
auszuprobieren und die berechnete Menge Lauge in der Haupt­
portion anzuwenden. 

Das zu untersuchende tierische Material muE um eine mog­
lichst innige Beriihrung zwischen Organmasse und Zwischen­
fliissigkeit zu bewirken, mit der Schere griindlichst zerkleinert 
werden. Die fertige Gewebsmassewird dann in einem kleinen, ver­
korkten Becherglas, in einer Schale oder Thermosflasche mit klei­
nen Eisstiicken versehen, verwahrt. Das Abwiegen von Muskelbrei­
portionen erfolgt am raschesten auf einer Torsionswage von Hart­
mann & Bra un (vg1. Prakt. II, S. 343). Man wendet gewohnlich 
Mengen von je 0,2 g, die in ein Fliissigkeitsvolumen von 1 cm3 ein­
gefiihrt werden. Nachdem die Vakuumrohre mit dem Reaktions­
gemisch versehen ist, werden die Glasstopsel eingefettet und ein­
gesetzt und wahrend etwa 11/2 Minuten evakuiert. Wahrend des 
Evakuierens wird mit dem Rohre fortwahrend gegen die Tisch­
platte oder eine Korkplatte gestoEen, um Schaumbildung zu ver­
hiiten. Das Evakuieren wird fortgesetzt, bis die Fliissigkeit beim 
Erwarmen des Rohres mit der Hand siedet. Wahrend die Vakuum­
pumpe noch saugt, wird das Rohr nebst Seitenrohr unter die 
Wasserflache eines Wasser be halters gefiihrt, der Glasstopsel um­
gedreht und der Kautschukschlauch von dem Seitenrohr entfernt. 
So wird das Seitenrohr zum besseren AbschluB gegen die Luft 
mit Wasser gefiillt. Hiernach wird das Rohr aus dem Wasser 
herausgenommen und wenn notig (urn den etwa an der Innenwand 
haftenden Inhalt in die Bodenfliissigkeit zu bringen) zentrifugiert 
und dann in den Thermostaten gestellt. Als Entfarbungszeit ist 
am besten etwa 30 Min. zu nehmen. 

Beispiel eines Versuches mit Succinodehydrogenase (nach 
Thunberg: 1. c. S. 1126). 

Darstellung der Bernstein-Dehydrogenase aus Fleisch. Er­
forderliche Reagentien: Chlornatrium, kalkfrei. Sekundares Na­
triumphosphat nach Sorensen mit 2 H 20 (Mo1.-Gew. 178 oder 
gewohnliches mit 12 H 20 (Mo1.-Gew. 358). Die angewandte 1/15 mol. 
Losung von dem Dinatriumphosphat ist 1,2 bzw. 2,4proz. 

Herstellung der Dehydrasenlosung. Pferde- oder 
Ochsenfleisch wird von Fett, Faszien, Nerven befreit in einer 
gewohnlichen Fleischmiihle gemahlen. 100 g davon werden 
wiederholt mit kleinen Portionen 0,25proz. Kochsalzlosung iiber­
gossen und geknetet, die Kochsalzlosung abgepreBt und die Be­
handlung mit der Kochsalz16sung wiederholt, bis die Masse weiB 
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(weiBgrau) geworden ist. Der groBte Teil des Kochsalzes wird dann 
durch Kneten mit der zweifachen Menge destillierten Wassers fort­
geschafft. Hierauf wird die Muskelmasse in einem Tuch durch 
schwaches Auspressen von iiberschiissigem Wasser befreit und 
darauf mit einer kleinen Menge einer 1/15 mol. Losung von sekun­
darem Natriumphosphat zu einem Brei wahrend 10 Min. ver­
rieben. Dann wird mehr Natriumphosphat, im ganzen 200 cm3 

zugesetzt. Das Gemisch wird dann in einer Schiittelmaschine 
30 Min. lang langsam geschiittelt. Die Mischung wird zentri­
fugiert. Die iiber dem Bodensatz stehende Fermentlosung wird 
abgegossen. Sie enthalt etwa 15 mg EiweiB und besitzt das Ver­
mogen, Methylenblau zu entfarben, wenn entweder bernstein­
saures Kalium oder glyzerinphosphorsaures Kalium anwesend 
sind. Die Dehydraselosung wird in einem Rohr verwahrt, das in 
einer mit Eis gefiillten Thermosflasche steht. Sie haIt sich so etwa 
eine Woche. 

In einer Versuehsreihe zum Studium der Beeinflussung der 
Methylenblau-Entfarbung dureh Uretane oder Phenole1) wurden 
in jedes von einer Anzahl (z. B. 8) Vakuumrohren 1 em3 der wie 
oben angegebenen bereiteten Fermentlosung gegeben, ferner 1 em3 

einer Losung, die pro 100 em3 0,5 g Kaliumsueeinat und 0,05 g 
Methylenblau enthalt. In die einzelnen Rohrehen kommen dann 
aufsteigende Mengen Phenol (Z. B. 0,2-1,0 em3 einer 1/10 molaren 
und 0,6-0,8 em3 einer 1/1) molaren Phenollosung). In jedem Rohr 
wird das Reaktionsgemiseh mit destilliertem Wasser auf 3 em3 

aufgefiillt. Man notiert in jedem Rohr die Entfarbungszeit. 

Die Fermente der Blutgerinnung. 
Die Gerinnung des Blutes ist ein ProzeB in mehreren Phasen, 

dessen erste Phase die Entstehung des Fibrinfermentes des Throm­
bins [aus Thrombokinase, Thrombogen und Kalksalzen 2)], die 
zweite die Umwandlung des Fibrinogens in Fibrin darstellt 3). 

Gewinnung des Nativplasmas. 
Das Plasma wird ohne weiteren Zusatz von den Blut­

korperchen durch Zentrifugieren mittels paraffinierten Instru­
mentariums getrennt. Zur Gewinnung von Nativplasma werden 
dureh Punktion der Armvene ohne bzw. mit geringer vorheriger 

1) Vgl. Thunberg: I. c. S. 1126. 
2) Vgl. jedoch Stiiber, F. u. F. Focke: Biochem. Zeitschr. Bd.154, 

S.77. 1924. 
3) "Ober die Theorien der Blutgerinnung. Vgl. Oppenheimer: Die 

Fermente. S. 1178. 
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Stauung, die aber vor der Blutentnahme wieder gelOst werden soIl, 
mittels paraffinierter (Paraff. solid. 2 Teile, Paraff. liquid. 1 Teil) 
Kaniile und Spritze mindestens 4 cm 3 Blut entnommen und in ein 
paraffiniertes Glaschen nach vorheriger Abnahme der Kaniile und 
ohne Bildung von Schaum gebracht und sofort mit etwa 
2000-3000 Touren 5 Min. zentrifugiert. Das Plasma wird mit 
paraffinierter Pipette abgehoben1). 

Gewinnung von Fibrinogenlosungen [Modifikation der 
Methode von Hammarsten nach N 01f2)]. 

Zur Gewinnung ist Pferdeplasma am geeignetsten; das Blut 
wird in Na·OxalatlOsung aufgefangen (die Konzentration des 
Salzes in Blut soIl 0,2-0,5% betragen). Das Blut wird scharf 
abzentrifugiert, das abgehobene, vollig ·zellfreie Plasma auf 0° 
abgekiihlt und bei niedriger Temperatur filtriert. Das Plasma bleibt 
bei 0° eine Nacht stehen, wobei ein nukleoproteidhaltiger Nieder­
schlag ausfallt, der Proferment (also wohl Thrombogen und Throm­
bokinase) enthalt, und der entfernt wird. Das eiskalte, filtrierte 
Plasma wird mit wenig verdiinnter Essigsaure gegen Lackmuspapier 
neutralisiert. Dann wird reines, kalkfreies Kochsalz zugesetzt, bis 
die Fliissigkeit ein spez. Gew. von 1,110 angenommen hat (Halb­
sattigung). Das Fibrinogen fallt hierbei in groBen, sich zusammen­
ballenden Flocken aus. Diese konnen leicht aus dem Plasma in 
eine dem Plasma gleiche Menge destillierten Wassers eingetragen 
werden. Das destillierte Wasser solI eine Spur Na-Oxalat, etwas 
Kochsalz und 5 cm 3 einer gesattigten Sodalosung enthalten. Man 
nimmt (namentlich beim Rinderplasma) also die Fallung des Fibrino­
gens stets bei neutraler, die Losung bei leicht alkalischer Reaktion 
vor. Die erste Fallung des Fibrinogens lOst sich unter U mriihren meist 
schnell und vollstandig. Vom UngelOsten filtriert man abo Nun wird 
die klare, leicht alkalische Fliissigkeit durch vorsichtigen Zusatz 
verdiinnter Essigsaure wieder gegen Lackmus neutralisiert. Bildet 
sich dabei ein leichter, grobflockiger Niederschlag, so ist sie durch 
Gaze zu filtrieren. Das Filtrat wird abgekiihlt und in derselben 
Weise mit Kochsalz gefiillt wie das Plasma. Der zweite Nieder­
schlag kann, wenn er an Masse gegen den ersten zuriicksteht, in 
etwas weniger Wasser iibertragen werden. Man fahrt in dieser 
Weise mit Fallen und Losen des Fibrinogens fort. Doch solI das 
Wasser, in dem man den dritten Niederschlag auflost, keinen 
Oxalatzusatz mehr enthalten. Der vierte Niederschlag wird in 

1) Vgl. hierzu Starlinger: Biochem. Zeitschr. Bd.140, S.220, 1923. 
2) Nach Morawitz: Abderhaldens Handb. Bd.5, S.254. 1912. 

Rona, Fermentmethoden, 2. Auflage. 25 
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einer Wassermenge gelOst, die dem 4. Teil der urspriinglichen 
Wassermenge entspricht. Dem Wasser hat man vorher (5--6 Trop­
fen auf 300 em 3) gesattigte SodalOsung zugesetzt. Man fiigt 
noeh so viel N aCl zu, daB die Salzkonzentra tion ungefahr 1°1o 
betragt. Die Fibrinogenlosung bleibt bis zum nii,eh~ten Tage 
bei 0° stehen und wird durch Leinen koliert. Aus II Plasma er­
halt man ungefahr 150-500 cm3 Fibrinogen16sung. Sie wird zum 
Versuch mit der 5-1Ofachen Menge 1 proz. NaCI-Losung ver­
diinnt. Die Losungen sollen nur auf Zusatz von Thrombin gerinnen. 

Quantitative Fibrinogenbestimmung nach Starlinger 1). 

Der Brechungswert von Plasma (Nativplasma oder kiinstlich 
schwer gerinnbar gemachtes Plasma) wird refraktometrisch be­
stimmt (vgl. S. 28), dann das Plasma zur Gerinnung gebracht 
und der Brechungswert des Serums bestimmt. Die Differenz 
(eventuell noch unter Abziehung des Brechungswertes der Zu­
satze) gibt den Fibrinogengehalt. 

Die Verwendung von Nativplasma gibt die besten Werte 
(iiber Gewinnung siehe oben S. 384). Die Versuchsdauer soll dabei 
vom Beginn der Blutentnahme an gerechnet 15-20Min. nieht iiber­
schreiten. Das zentrifugierte Plasma wird mit paraffinierter 
Pipette abgehoben und nach vorheriger Beschickung des Hills­
prismas in ein frisches Glaschen zur Gewinnung von Serum iiber­
tragen. Es empfiehlt sich, wahrend der Refraktometrie des Nativ­
plasmas die Temperatur des Wasserbades in den ersten Minuten 
tief (etwa auf 10°) zu halten, wodurch eine raschere Abkiihlung 
des eingeschlossenen Plasmas erfolgt, und erst nach 3-4 Min. auf 
17,5° zu erhohen. Bei guter Technik, die vor allem in peinlichster 
Sauberkeit (Staubfreiheit) der zur Verwendung kommenden 
GefaBe besteht, gelingt es auf diese Weise fast ohne Ausnahme, 
die Bestimmung des Brechungsvermogens vor Eintritt der Gerin­
nung, die in der Regel etwa 15-20° nach Fiillung des Refrakto­
meters erfolgt, zu Ende zu fiihren. Die Umrechnung auf EiweiB 
erfolgt unter Zugrundelegung des Verhaltnisses: 0,1 Skalenteil des 
Refraktometers=0,0215g-% EiweiB (Fehlerbereich + 0,02 g-%). 

Als gerinnungsverhindernder Salzzusatz ist am besten 
Na-Zitrat zu verwenden, das bis zur Konzentration von 
0,2 % als Pulver eingetragen wird 2). Der Eigenbrechungs-

1) Star linger: Biochem. Zeitschr. Bd.140, S.203. 1923 (hier auch 
Beschreibung fruherer Methoden). V gl. auch B au m an n: Zeitschr. f. exper. 
Med. Bd. 68, S. 707. 1929. 

2) Als gerinnungshindernde Salzminima sind fiir Natriumoxalat 0,1 %, 
fur Natriumfluol'id 0,2%, fiir Natriumzitrat 0,1-0,2% anzunehmen. 
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wert des Salzes ist dann vom Gesamtbrechungswert abzuziehen, 
und zwar 0,4 Skalenteile der Pulfrichschen Skala pro 0,1 % 
Salzkonzentration. Zur Gewinnung von Serum wird das Zitrat­
plasma 5 Min. auf 55 0 erwarmt, zentrifugiert und das Serum von 
neuem im Refraktometer untersucht. 

Hirudinplasma wird durch Zusatz von Hirudin in Substanz 
zum Blut gewonnen. Das Hirudin beeinfluBt die Brechung nicht. 
Doch ist zu bemerken, daB das Hirudin in vielen Fallen einen Teil 
des Fibrinogens irreversibel stabilisiert, d. h. es gelingt weder 
durch Spontangerinnung noch durch Erwarmen auf 550, diejenige 
Menge Fibrinogen auszufallen, die man im gleichen Plasma, mit 
anderer Methodik gepriift, nachweisen kann. 

Es ergeben sich aber auch Unterschiede zwischen den Werten 
des aus dem Salzplasma abgeschiedenen Fibrinogen und des aus 
Nativplasma gewonnenen. Deshalb ist bei jeder Blutprobe zweck­
maBig 1. die Differenz der Werte zwischen Nativplasma und 
seinem Serum als auch 2. die Differenz zwischen Salzplasma und 
Salzserum zu bestimmen. 

Gewinnung des Fermentes (Thrombin). 

a) Nach Schmidtl). Man laBt eine bestimmte, nicht zu 
kleine Blutmenge spontan gerinnen. Sobald Serum abgepreBt ist, 
wird dieses mit dem 20fachen Volumen 95 proz. Alkohols gefallt. 
Man kann den Niederschlag so lange unter Alkohol aufbewahren, 
bis man ihn verwenden will. Zum Versuch wird der Alkohol ab­
filtriert, der Niederschlag zwischen Filtrierpapier ausgepreBt, ge­
trocknet und mit Wasser oder physiologischer NaCl-Losung ex­
trahiert. Bei kurzer Extraktion geht neben dem Thrombin nur 
wenig EiweiB in Losung. 

b) Nach Howe112). Eine groBere, durch Schlagen von 
Schweineblut gewonnene Fibrinmenge wird in flieBendem Wasser 
bis zur volligen Hamoglobinfreiheit gewaschen. Das erfordert 
mehrere Stunden und muB von Zeit zu Zeit durch Kneten mit der 
Hand unterstiitzt werden. Die weiBe Fibrinmasse wird dann 
moglichst fein zerteilt und fiir 2-3 Tage im Eisschrank mit 8 proz. 
KochsalzlOsung extrahiert, dann zuerst durch Gaze, spater 
durch Filtrierpapier filtriert. Das etwas triibe, stark thrombin­
haltige Filtrat wird zur Entfernung der EiweiBkorper mehrfach 

1) Nach Morawitz: Abderhaldens Handb. Bd.5, S.275. 1911. 
2) Howell: Americ. journ. of physiol. Vol. 26, S. 1. 1910 (zit. nach 

Morawitz: Handb. d. biolog. Arbeitsmethoden V, Bd. 1, S.276. 1911. 
25* 
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tiichtig mit dem hal ben Volumen Chloroform durchgeschiittelt 
und filtriert, wobei der Chloroformniederschlag auf dem Filter 
bleibt. Diese Prozedur, die man mit der Schiittelmaschine vor­
nehmen kann, ist so lange fortzusetzen, wie das Filtrat noch triibe 
ist oder beim Kochen eine deutliche FiiJlung gibt. Endlich gewinnt 
man eine wasserklare, nahezu eiweiBfreie Lasung, die immer noch 
ziemlich viel Thrombin enthiilt (gepriift mit einer Fibrinogen­
lasung). 

Urn dieses Thrombin in einen haltbaren Zustand iiberzufiih­
ren, laBt man geringe Mengen (5-10 cm 3) bei 35---400 maglichst 
schnell im Uhrglaschen eintrocknen. In diesem Zustand halt 
es sich unbeschrankt. Zum Gebrauch wird das Trockenpulver 
in physiologischer NaCl-Lasung ge16st. Das Thrombin wird aus 
diesen Lasungen durch Halbsattigung mit Ammonsulfat nieder­
geschlagen. 

c) Vereinfachte Bleibtreu-Atzlersche Thrombindar­
stellungsmethode von Tsunoo1). Das Thrombin laBt man 
durch Kasein adsorbieren, indem man 1 g Kasein in 100 cm 3 

Serum im Schiittelapparat auflast. Darauf wird das Kasein 
durch 30 proz. Essigsaure ausgefallt. Man trocknet dann die 
Fallung im Exsikkator und pulverisiert. Das getrocknete Pulver 
wird dann sehr fein zerrieben und in Wasser aufgelast (10 g 
Pulver, Wasser 90,0 cm3, unter Zusatz von n-NaOH bis zur 
neutralen Reaktion gegen Lackmus). Es wird weiter n-NaOH 
zugesetzt, und zwar 1 Volumen n-NaOH auf 9 Volumina der 
Lasung. Jetzt wird Wasser zugegeben, und zwar die halbe Menge 
der Lasung, vermindert urn eine hinzuzufiigende n-Essigsaure­
menge. Die Menge der Essigsaure solI doppelt so groB sein wie 
die hinzugesetzte n-NaOH-Menge. Nach Zusatz von 94 proz. 
Alkohol (1 Volumen Alkohol auf 3 Volumina Fliissigkeit) laBt 
man 1 Std. stehen und zentrifugiert 60 Min. stark. Die zentri­
fugierte Thrombin16sung wird entweder noch an demselben Tage 
oder nach weiterer Aufbewahrung mit einer geringen Menge 
n-NaOH (z. B. 0,5 cm 3 auf 15 cm 3 Thrombin16sung) und mit 
Phosphatpuffer (Ph = 6,5 bis 6,6) versetzt, so daB das Volumen 
der Lasung auf das Doppelte gebracht wird. 1st beim Aufbe­
wahren ein Niederschlag entstanden, so wird er abzentrifugiert. 
Die Thrombinlasung kann ohne nennenswerte EinbuBe ihrer 
Wirksamkeit aufbewahrt und spater zum Versuch benutzt 
werden. 

1) Tsunoo: Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. Bd.205, S.255. 1924. 
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Bereitung von Thrombokinase naeh Morawitz 1). 

Das Gewebe (Thymus, Lymphknoten, Leber) wird sehr sorg­
fiiltig entblutet, gereinigt und zerkleinert. Der Organbrei wird 
mit der gleichen Koehsalzlosung 1/4-1/2 Std. in der Masehine 
geschiittelt, die Mischung mehrere Stunden im Eissehrank auf­
bewahrt und dekantiert. Die triibe aussehende KoehsalzlOsung 
wird direkt zu Gerinnungsversuehen verwendet. Sie verliert beim 
Aufbewahren ihre Wirksamkeit sehr schnell. Die Kinase bedarf 
zu ihrer Wirkung der Ca-Ionen. 

Thrombinbestimmung naeh Wohlgemuth 2). 

Prinzip: Absteigende Mengen Fibrinferment werden mit 
gleiehen Mengen Fibrinogen zusammengebracht und die kleinste 
Menge Fibrinferment wird ermittelt, die noeh imstande ist, in der 
FibrinogenlOsung· ein Gerinnsel zu erzeugen. Die Methode ist in 
erster Reihe fUr frisehe Fermentlosungen, also beispielsweise ganz 
frisehes Serum bestimmt. 

Erforderliehe Losungen: 1. Frisches Fibrinferment (fri­
sehes Serum), 2. Fibrinogenlosung. 

Ais solche dient Magnesiumsulfatplasma, das so bereitet wird, 
daB man 3 Teile frisches BIut mit 1 Teil Magnesiumsulfatlosung 
(28 proz.) miseht, tiichtig durchschiittelt und durch scharfes 
Zentrifugieren das Plasma von den Blutkorperchen trennt. Dieses 
Plasma halt sich im Eisschrank wochenlang, ohne seinen Gehalt 
an Fibrinogen wesentlich zu andern. Zu dem Versuch wird eine 
lOfaehe Verdiinnung desselben verwandt, die man sieh fUr jeden 
Versueh unter Benutzung von 1 proz. NaCI-Losung frisch aus dem 
Plasma bereiten muB. 

3. 1 proz. kalkfreie KochsalzlOsung. 
A usfiihrung: Eine Reihe mit fortlaufenden Zahlen versehener 

Reagensglaser wird mit absteigenden Mengen der zu untersuchen­
den Thrombinlosung beschickt, und zwar in der Weise, daB man 
in das erste Glasehen 1,0 em 3, in das zweite 0,5 em 3, in das dritte 
0,25 em 3, in das vierte 0,125 em3 usw. bringt und daB fUr die 
hierbei notwendigen Verdiinnungen ausschlieBlich 1 proz. Koeh­
salzlOsung verwandt wird. Hiernach werden je 2 ema der ver­
diinnten Fibrinogenlosung zu jedem Glaschen zugefUgt, die Glas­
chen durehgesehiittelt und auf 24 Std. in den Eisschrank gestellt. 
Wahrend dieser Zeit geht die Umwandlung des Fibrinogens in 

1) Abderhaldens Handb. Bd.5, 1. Teil, S.278. 1911. 
2) Wohlgemuth: Fermentmethoden S. 320. Berlin 1913. Biochem. 

Zeitschr. Bd.25, S.79. (1910). 
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Fibrin in den einzelnen Glaschen nach MaBgabe der jewells vor­
handenen Fibrinfermentmenge vor sich. Nach Ablauf der Frist 
nimmt man die Glaschen aus dem Eisschrank heraus und stellt 
nun, ohne zu schiitteln, nur durch vorsichtiges horizontales Neigen 
eines jeden Rohrchens fest, wo eine Gerinnung stattgefunden hat 
und wo nicht. 

Methoden zur Bestimmung der Gerinnungszeit. 
Vorbemerkungen: Bei den allermeisten Methoden wird die 

Zeit bis zum ersten Eintreten sichtbarer Gerinnungserscheinungen 
gemessen. Diese Methoden haben aIle den unvermeidbaren Fehler 
der weitgehend willkiirlichen Festsetzung dieses Punktes. Weiter 
ist der Gerinnungseintrittnichtunabhangigvonder Temperaturund 
von der Vorbehandlung des Blutes (Beriihrung mit Fremdkorpern, 
CO 2-Gehalt, Vermischung des Blutes mit Gewebssaft). 

Methode von Fuld1). 

Prinzip: In einem U-formigen Glasrohrchen wird eine Schrot­
kugel durch Pendelbewegung innerhalb des Blutes hin- und her­
geschleudert. Die Zeit von der Gewinnung des Blutes bis zum 
Aufhoren der Bewegung der Kugel infolge der Gerinnung wird 
gemessen. 

Apparatur: Am oberen Ende des Pendels eines Metronoms 
ist ein U-fOrmig gebogenes Glasrohrchen befestigt; ein Schenkel 
ist ein wenig trichterformig erweitert. 1m Innern des Rohrchens 
befindet sich eine kleine frei bewegliche Schrotkugel. Das U­
Rohrchen taucht in ein Wasserbad (von 37°). 

Das U-Rohrchen wird vor dem Versuch sorgfaltig gereinigt 
und an der Luft getrocknet. Der Blutstropfen, der mit der 
Franckeschen Nadel aus dem mit Benzin gereinigten Ohrlappchen 
oder der Fingerbeere entnommen wird, wird von dem trichter­
formigen Tell mit einer kurzen, schleudernden Bewegung in den 
horizontalen Tell des U-Rohrs befordert. Hierauf laBt man durch 
den schmalen Schenkel des Rohres, das man vertikal halt, die 
Schrotkugel in Blut fallen, verschlieBt das eine Ende mit einem 
Stopfen und befestigt moglichst schnell das Rohrchen an dem 
Ende des Pendels. Das Uhrwerk wird eingeschaltet. Durch die 
Bewegung des Pendels wird die Kugel durch das Blut geschleu­
dert. Der Moment, bei welchem die Bewegungen der Kugel auf­
horen, gibt den Beginn der Gerinnung an. Man stellt nun sofort 
das Uhrwerk durch eine besondere Arretiervorrichtung ab und 

1) Berlin. klin. Wochenschr. 1912. Nr. 28 
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notiert den Zeitpunkt der Gerinnung. Als Beginn des Versuchs 
ist der Zeitpunkt, in welchem das Blut aus der Stichwunde tritt, 
zu rechnen. 

Methode nach Heubner und Ronal). 
Prinzi p: Die Gerinnungszeit wird an der AusfluBgeschwin­

digkeit des Blutes aus einer engen Glaskapillare gemessen. 
Apparatur: Das Koagulometer besteht aus 4 gliisernen Tei­

len, von denen 2 durch Schliff, die ubrigen durch Gummischlauch 
aneinandergefUgt werden (vgl. Abb. 103). 

A. Die Tropfpipette ist das wesentlichste Stuck, 
sie dient zum Aufsaugen des flussigen Blutes und zur 
Beobachtung des Abtropfens. Sie besteht aus einer 
Ampulle (1) von etwa 10 cm3 Inhalt, einem abwarts 
davon angesetzten, ziemlich engen und langen Ab­
tropfkanal (2) und einem oberhalb der Ampulle an­
gesetzten Hahn (3). 

B. Das EinsatzgefaB bildet eine kleine Flasche, in 
deren Hals das untere Ende der Tropfpipette einge­
schliffen ist (4). Sie tragt auBerdem ein senkrecht 

5 
aufsteigendes Glasrohr (5), damit sie unter Wasser ge-
taucht werden kann, ohne die Kommunikation mit 
der Luft zu verlieren. Das GefaB dient ausschlieBlich 
zum Auffangen des abtropfenden Blutes. 

C. Die Aufsatzkapillare ist ein kurzes, kapillares 
Glasrohr mit einer sehr fein ausgezogenen Strecke, 
die dem Nachstromen von Luft in die Tropfpipette 
groBen Widerstand bietet und dadurch das Abtrop­
fen verlangsamt; sie wird durch ein Stuck Gummi- Abb. 103. 

schlauch mit der gefUllten Pipette verbunden. 

J 

D. Das Schutzrohrchen dient lediglich zur Verhutung des 
Einsaugens von Staub in die verengte Strecke der Aufsatzkapillare 
und dadurch bedingter Anderungen des Widerstandes; es wird 
lose mit Watte ausgestopft (6) und kann mit der Aufsaugkapillare 
dauernd durch ein Stuck Gummischlauch verbunden bleiben. 

Ausfuhrung der Bestimmung: Aus einer Vene, die nur 
kurzeZeit gestaut sein darf, werden in der ublichen Weise durch eine 
Rekordspritze etwa 5 em 3 Blut entnommen, dabei wird die Zeit des 
Beginns und Ende des Ubertritts von Blut in die Spritze vermerkt ; 
die Mitte zwischen beiden wird als Anfangspunkt fUr die Gerin­
nungszeit notiert. Aus der Spritze wird das Blut ohne Verzug in 
ein sauberes Porzellanschalchen entleert, daraus in die trockene 

1) Heubner u . Rona: Biochem. Zeitschr. Bd. 130, S.463. 1922. 
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und vollig saubere Tropfpipette aufgesogen, deren Hahn dann 
geschlossen wird. Spritze, Schalchen und Pipette sollen auf 37 0 

vorgewarmt sein. Die gefiillte Tropfpipette wird bei geschlossenem 
Hahn in das EinsatzgefaB gesetzt, darauf in ein Wasserbad mit 
destilliertem Wasser getaucht; endlich wird auf die Pipette die 
Kapillare nebst Schutzrohrchen gesetzt. Die Temperatur des 
Wasserbades solI konstant 370 betragen. Wenn der gefiillte und 
fertig zusammengestellte Apparat ruhig und senkrecht in dem 
Wasserbad steht, kann der Hahn geoffnet werden; man braucht 
sich damit nicht zu iiberhasten, der Zeitpunkt ist an sich gleich­
giiltig und muB nur vor dem Eintritt der Gerinnung liegen. 
Erwartet man eine sehr langsame Gerinnung, so halt man den 
Hahn zweckmaBigerweise langer geschlossen oder schlieBt ihn 
vorubergehend wieder. Man beobachtet das Abtropfen des Blutes, 
das in regelmaBigen Intervallen von einigen Sekunden erfolgt. 
Werden die Intervalle langer, so verscharft man die Aufmerksam­
keit, indem man den Fall jedes letzten Tropfens mit der bereit­
liegenden Uhr vergleicht; wenn eine Minute lang kein Tropfen 
mehr gefallen ist, so kann man abbrechen und den Augenblick 
des letzten Tropfenfalls als Endpunkt der Gerinnungszeit notieren. 
Die Ablesung kann mit Leichtigkeit auf 5 Sek. genau gemacht 
werden. 

Die Reinigung des Apparates wird am besten nach Been­
digung einer Bestimmung sofort vorgenommen, wahrend das Koa­
gulum noch weich und schliipfrig ist. Man lost die Pipette vom 
EinsatzgefaB und der Aufsatzkapillare, zieht den Glashahn hpraus, 
verschlieBt die (Jffnungen des Hahnlagers mit den Fingern und 
saugt am oberen Ende der Pipette; dadurch zieht sich gewohnlich 
der in dem langen Abtropfkanal der Pipette befindliche Tell des 
Gerinnsels in die Ampulle zuriick; haufig kann nun, besonders 
mit Hilfe eines kraftigen Wasserstrahls, das Gerinnsel in toto 
durch die Hahnoffnung ausgespiilt werden. Sonst wird es mit 
einem feinen Draht zerkleinert. Die Pipette kommt mehrere 
Stunden in Chromschwefelsaure, dann wird sie griindlich gewassert, 
mit Alkohol durchspiilt und mittels eines warmen Luftstromes 
getrocknet. 

Methode von Frisch und Starlinger1). 

Verfasser benutzen Glasrohren von 20 cm Lange und 3 mm Lu­
men, die in Abstanden von 3 mm kalibriert und an einem Ende 
etwas verjiingt sind. Sie sind zu zweit in einem Glasmantel mon­
tiert, aus dem nur die beiden Enden der Rohrchen hervorragen. 

1) Wien. klin. Wochenscm. Bd.34, S.344. 1924. 
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Der Glasmantel wird mit Wasser von 20 0 gefiillt. Das Blut wird 
aus der Vene mit Hilfe paraffinierter Spritze entnommen, in ein 
paraffiniertes GlasschiUchen entleert und von da in ein oder (zwecks 
Kontrolle) in beide Rohrchen aufgesaugt. Dann bleiben die 
Rohrchen in horizontaler Lage, werden nur jede Minute einmal 
soweit geneigt, daB ein Blutstropfen hervorquillt, der durch 
Filtrierpapier entfernt wird. Beim Zuriicklegen wird der Apparat 
jedesmal urn 180 0 urn seine Langsachse gedreht, damit keine 
Sedimentierung der Blutkorperchen in den Rohrchen erfolgt. 
Bleibt bei der Priifung am Filtrierpapier ein Fibrinfaden hangen, 
so wird dies als Beginn der 
Gerinnung, flieBt kein Tropfen 
mehr aus, als Ende der Gerin-
nung notiert. Die Bestimmung 
erfordert fiir em Rohrchen 
1,5 cm3 Blut. 

Methode von W ohlisch 1). 
Die die Gerinnung beein­

flussenden Faktoren wie Tem­
peratur, Beriihrung mit Fremd­
korpern, Bewegung werden 
durch Verwendung eines beson­
deren Thermostaten und mog­
lichst gleichmaBiges Bewegen 
konstant gehalten. 

Apparatur: Der Thermo­
stat ist in der Abb. 104 im 
Langsschnitt gezeichnet. Er be­
steht aus einem auf 4 FiiBen 
ruhenden Blechkasten mit dop­
pelten Seitenwanden und dop­
peltem Boden. Der AuBen­
mantel M des Apparates dient 
zur Aufnahme des Heizwassers, 
dessen Temperatur durch ein 

Th, 

von oben hineinragendes Ther- Abb. 104. 

mometer Thl kontrolliert wird. 
Durch eine unter den Thermostaten gestellte kleine Gasflamme 
kann die Wassertemperatur geregelt werden. Das herausnehm­
bare Dach D des Apparates ist zur Vermeidung von Warme-

1) Zeitschr. f. d. ges. expo Med. Bd.27, S.61. 1922. 
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verlusten ebenfalls doppelwandig und mit einer Offnung in Form 
eines kurzen Rohrstutzens versehen. Der Apparat hat 2 Doppel­
fenster, das eine F 1 an der Vorderwand zur Beobachtung des 
Innenraumes, das zweite F 2' dem ersten genau gegeniiberliegend, 
an der Hinterwand zur Beleuchtung des Innenraumes durch 
Tageslicht oder durch eine kiinstliche Lichtquelle. Die Fenster 
sind als Doppelfenster ausgebildet, zwecks besserer Warmeiso­
lierung. Wahrend das hintere Fenster fest eingekittet ist, liegt 
das vordere Fenster in einer doppelwandigen Blechtiir T, die 
den Zugang zum Innenraum des Apparates gestattet. Sowohl 
die Tiir als auch das Dach des Apparates erlauben mittels 
einer Gummidichtung einen luftdichten VerschluB. Das feste 
Anpressen der Tiir und des Daches wird durch drehbare Riegel 
besorgt. 

Dicht iiber dem Boden des Apparates ist in horizontaler Lage 
eine schmale, zylindrisch geformte Gliihbirne B angebracht, die 
als Warmequelle fUr das Innere dient, um dieses durch kurzes 
Einschalten des Stromes schnell auf die gewiinschte Tempe­
ratur bringen zu konnen. Dicht unterhalb der Mitte der Tiir 
fUhrt unter luftdichtem AbschluB quer durch den Apparat von 
vorn nach hinten eine horizontale Metallachse A, deren vor­
deres Ende als Griff ausgebildet ist, mit dem man die Achse in ihren 
Lagern drehen kann. Die Achse tragt im Innern des Apparates 
abnehmbar aufmontiert eine Blechscheibe mit hochgebogenen 
Seitenrandern. Diese Scheibe dient als Unterlage fiir eine Petri­
schale und diese wiederum zur Aufnahme der Brillenglaser Br 
fUr den Gerinnungsversuch. In Hohe der Petrischale wird die 
rechte Seitenwand von einem kurzen Rohr durchsetzt. Durch 
dieses hindurch folgt mittels einer langeren Kaniile das Ein~ 
spritzen des Blutes in die Glaser. Das Rohr ist fiir gewohnlich 
durch einen Gummistopfen verschlossen. 

Durch Drehen der Achse kann man ein seitliches Neigen der 
Glaser zum Zweck der Kontrolle des Gerinnungsvorganges bewerk­
stelligen. Die Fenster liegen mit ihrem unteren Rande gerade in 
Hohe der Petrischale, so daB man sehr flach iiber die Blutober­
flache hin gegen die Lichtquelle visieren kann. Durch die mit 
dem durchbohrten Korken versehene Offnung des Deckels fiihrt 
ein langes moglichst empfindliches Thermometer Th 2• Um Ver­
dunsten des Blutes wahrend der Gerinnung zu verhindern, wird 
durch eine mit Wasser getrankte Wattelage, auf der die Brillen­
glaser stehen, die Luft mit Wasserdampf gesattigt. Die Brillen­
glaser sind bikonkave Glaser von -10,0 Dioptrien innerer Kriim­
mung und ca. 4 cm Durchmesser. 
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Ausfiihrung: Man stellt zwei, sorgfiiltig mit destilliertem 
Wasser, Alkohol und Ather gereinigte Brillenglaser in Richtung 
der Achse hintereinander in die Petrischale, verschlieBt die Tiir 
und bringt das Wasser im Mantel und die Luft im Beobachtungs­
raum auf die gewiinschte Temperatur. Man wartet einige Zeit, 
damit die Glaser ebenfalls die richtige Temperatur annehmen 
konnen. Dann Venenpunktion mit trockener, sauberer Spritze 
und Einspritzen der gleichen Anzahl Tropfen (gleicher Neigungs­
winkel der Kaniile!) Blut durch die seitliche Offnung in jedes 
der beiden Glaser (0,75 oder 1,0 cma). Die Tropfen sollen auf die 
tiefste Stelle der Glaser fallen. Dann VerschlieBen des Eintropf­
rohres. Notieren der Zeit. Jede Minute einmal sanftes Neigen 
des Schalchens nach beiden Seiten, wobei darauf zu achten ist, 
daB das Blut nicht durch UberflieBen seine urspriingliche kreis­
formige Beriihrungsflache mit dem Glase vergroBert. Der Zeit­
punkt, in welchem bei Neigung des Schalchens nicht die geringste 
Bewegung der Oberflache des Blutes mehr wahrzunehmen ist, 
wird als Ende der Gerinnung vermerkt. 

Methode von Wohlisch und Pieritz 1). 

Prinzip: Die Zeit wird bestimmt, die bis zum Auftreten einer 
flockigen Triibung im hamolysierten Blut verstreicht. 

Ausfiihrung: Die Methode erfordert keine besondere Appa­
ratur. Man bedarf nur eines kleinen Wasserbades, eines kleinen 
in das Wasserbad passenden, metallenen Reagensglasstanders, 
einiger Reagensglaser, einiger Glasstabe, eines Thermometers und 
einer moglichst hellen Lampe. 

Die Reagensglaser sollen moglichst von gleicher Weite sein. 
Die Glaser werden mit gleichen Mengen destillierten Wassers 
gefiillt und kommen dann in das im Wasserbad befindliche Re­
agensglasgestell. Das Wasser des Bades solI mit der endgultigen 
Flussigkeitsmenge in den Reagensglasern das gleiche Niveau 
haben. Die Glaser bleiben einige Zeit im Bade, bis sie die ge­
wiinschte Temperatur angenommen haben. 

Dann entnimmt man durch Punktion aus der Armvene Blut 
und gibt in jedes der Glaser durch Abzahlen der Tropfen, wobei 
streng auf die gleiche Haltung der Nadel zu achten ist, die gleiche 
Menge Blut. Nach dem Einspritzen des Blutes nimmt man je 
zwei Glaser zusammen aus dem Wasserbad, halt sie zur Beobach­
tung gegen die Lichtquelle und vermischt durch mehrmaliges 
Auf- und Abbewegen eines Stempels das Blut mit dem Wasser, 

1) Zeitschr. f. d. ges. expo Med. Bd.27. S.82. 1922. 



396 Blutgerinnung. 

bis eine gleichmal3ig rote Lasung entstanden ist. Man stellt die 
Glaser ins Wasserbad zuruck und notiert den Zeitpunkt des Ver­
suchsbeginns. Jede Minute beobachtet man das Blut vor der 
LichtqueHe unter zweimaligem langsamen Auf- und Abbewegen 
des Ruhrers (Glasstabe von ca. 15 cm Lange und 4 mm Dicke, 
deren unteres Ende stempelartig zu etwa 8 mm auseinander ge­
prel3t ist). Das Rilhren soH gleichmiiBig oft in derselben Weise 
vorgenommen werden. Der Beginn der Gerinnung verrat sich 

Abb. 105. Apparat zur Ermittlung 
der Blutgerinnungszeit. 

durch das plOtzliche Auf­
treten einer feinen Tru­
bung. Der Eintritt der 
Gerinnung lal3t sich bei 
Zusatz von Serum genau 
ebenso scharf bestimmen, 
wie bei dem Versuch ohne 
Serumzusatz. 

Eine empfehlenswerte 
Methode zur Messung 
der Blutgerinnungs­
z ei t verdanken wir K. 
Burker l ), die hier genau 
nach dem Original mit­
geteilt werden soH. 

Der Tropfen Blut, des­
sen Gerinnungszeit be­
stimmt werden solI, wird 
in den Hohlschliff eines 
Obj ekttragers zu einem 
dort befindlichen Tropfen 
Wasser gebracht. Von dem 

Objekttrager, des sen obere Flache bis zum Hohlschliff hin matt 
gehalten ist, wird rechts und links soviel abgenommen, daB 
ein quadratisches Glasstiick entsteht. Das Glas soU im Grunde 
des Hohlschliffes moglichst dunn, jedenfaHs nicht uber 0,5 mm 
dick sein. 

Es handelt sich nunmehr darum, dieses Glasstiick unter kon­
stante Temperatur von jeweils bestimmter Hohe zu bringen. Zu 
dem Zwecke kommt es auf einen Konus aus Kupferblech zu 
Iiegen, der in Abb. 107 von unten her zu sehen ist. Der Kupfer­
konus sitzt einer entsprechend gestalteten Hartgummischeibe 

1) Pfliigers Arch. Bd. 149, S. 318. 1912. 
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auf, welche Abb. 107 von unten, zum Teil vom Kupferkonus be­
deckt, Abb. 106 von oben zeigt. 1m Grunde der konischen Ver­
tiefung (Abb. 106) ist aus dem Hartgummi ein viereckiges Stuck 
ausgesagt, so dal3 dort das Kupferblech sichtbar wird. In den vier­
eckigen Ausschnitt kommt das Glasstuck, mit dem Hohlschliff 
nach oben, auf das Kupferblech zu liegen. Ein viereckiges Hart­
gummistuck mit rundem Ausschnitt kann auf das Glasstiick so 
aufgelegt werden, dal3 es dieses mit Ausnahme des Hohlschliffes 
und seiner nachsten Umgebung zudeckt. Dber den Hohlschliff 
wird noch ein Deckel aus Hartgummi gedruckt, dessen Griff in 
Abb. 105 zu sehen ist. Auf diese Weise ist das Glasstuck und damit 
das im Hohlschliff befindliche verdunnte Blut nach oben und 

Abb. 106. Hartgummischeibe von oben. Abb. 107. Hartgummiseheiue von unten. 

seitlich von schlechten Warmeleitern umgeben, sitzt aber mit der 
Unterflache dem guten Warmeleiter Kupfer auf. 

Der Kupferkonus taucht in Wasser ein, was dadurch erreicht 
wird, dal3 die Hartgummischeibe auf den oberen Rand eines mit 
Wasser gefiillten zylindrischen Gefal3es aus Messing auf­
gesetzt ist (Abb. 105). Eine Rinne auf der unteren Seite der Hart­
gummischeibe pal3t auf den oberen Rand des Gefa13es. Die Hart­
gummischeibe kann mit Hilfe eines in allen drei Figuren sichtbaren 
Griffes auf dem Messinggefal3 gedreht werden. Bei der Drehung 
tiihren drei auf der Unterflache der Hartgummischeibe in einiger 
Entfernung vom Kupferkonus angebrachte Schaufeln (Abb. 107) 
das Wasser durch. Das auf drei Fu13en ruhende, mit einem Hahne 
und einer Steigrohre versehene Messinggefal3 ist also nach oben 
durch die Hartgummischeibe und seitlich durch eine ring8um be­
festigte Filzplatte vor nicht gewiinschter Warmeabfuhr und Wiirme­
zufuhr geschutzt. Das Gefal3 kann von unten her mit Hilfe eines 
kleinen beigegebenen Gasbrenners erwarmt und dadurch das 
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Wasser samt Kupferkonus und Glasstiick auf bestimmte Tem­
peratur gebracht und langere Zeit auf dieser Temperatur erhalten 
werden. Ein Thermometer, durch eine Bohrung der Hartgummi­
scheibe so hindurchgesteckt, daB das QuecksilbergefaB in der 
Hohe des Bodens des Kupferkonus steht, miBt die Tempera tur des 
Wassers und damit auch annahernd die Temperatur, bei der die 
Blutgerinnungszeit bestimmt wird. 

Zum Apparate gehort noch ein kleiner Erlenmeyer-Kol ben 
samt Pipetten, eine Reihe fein ausgezogener Glasstabe, 
das Frankesche etwas modifizierte Instrument zur Blut­
entziehung und eine in Hartgummi gefaBte Metallspitze zum 
Herausheben des quadratischen Hartgummi- und Glasstiickes. 
Durch den Stopfen des Erlenmeyer-Kolbens ist eine etwa 15 cm 
lange, im allgemeinen etwa 5 mm, an der Spitze dagegen nur noch 
etwa 1 mm weite Pipette hindurchgefiihrt, welche, mit einem 
Gummihiitchen versehen, zur Ubertragung eines Tropfens 
ausgekochten und wieder abgekiihlten destillierten 
Wassers aus dem Kolben in den Hohlschliff dient; 5 cm von der 
Spitze entfernt tragt die Pipette eine Marke. Das im Kolben selbst 
ausgekochte destillierte Wasser ist langere Zeit brauchbar. Statt 
des Wassers kann auch sterile physiologische Kochsalzlosung oder 
sterile Ringer-Lockesche Losung verwendet werden, Qoch ist 
jas Wasser insofern geeigneter, als in ihm das Auftreten von 
Fibringerinnseln wegen der eintretenden Hamolyse besser zu 
sehen ist, und die Gerinnsel selbst durch Quellung voluminoser 
werden. Ob man Wasser oder die genannten Salzlosungen benutzt 
und dadurch die roten Blutkorperchen auflost oder nicht, ist auf 
die Gerinnungszeit ohne EinfluB. Die etwa 0,5 cm dicken Glas­
stabe sollen etwa 18 cm lang und vom 15.-18. cm zu einem Glas­
faden, der gegen die Spitze zu 0,3-0,4 mm dick ist, ausgezogen 
sein. Der Spitze wird dadurch ein Knopfchen aufgesetzt, daB sie 
kurze Zeit an den Rand der kleinen leuchtenden Gasflamme des 
Gasbrenners gehalte'u wird 1). Notwendig ist ferner noch ein feines 
leinenes Tuch, das moglichst wenig Faserchen abgibt (am 
besten ein haufig gewaschenes feines Taschentuch), ein Gemisch 
von gleichen Volumenteilen chemisch reinen absolu­
ten Alkohols und Narkosenathers, das man in eine reine 
Glasflasche mit iiberragendem Glasstopsel bringt, und ein zeit­
mess en des Instrument, eine gewohnliche Uhr oder noch 
besser eine Stoppuhr. 

1) Der Apparat samt Zubehiir kann vom Universitatsmechaniker 
E. Albrecht in Tiibingen bezogen werden. 
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Ein Versuch zur Ermittlung der Blutgerinnungszeit 
wird nun in folgender Weise angestellt. 

Das in dem zylindrischen MessinggefaB befindliche Wasserl ) 

wird zunachst auf diejenige Temperatur (gewohnlich 25 0 C) ge­
bracht, bei welcher die Blutgerinnungszeit ermittelt werden soll, 
und mit Hilfe des kleinen Gasbrenners, den man je nach Bedarf 
unterstellt oder wegnimmt, auf dieser Temperatur erhalten, was 
leicht gelingt, da die Wassermenge etwa 1 I betragt. Dann wird 
das Glasstiick, insbesondere der Hohlschliff desselben, mit Wasser 
abgespiilt, getrocknet und mit dem feinen leinenen Tuche, in das 
man etwas von dem reinen Xther-Alkohol aufgenommen hat, ab­
gewischt. Etwaige im Hohlschliff zUrUckbleibende Staubchen und 
Faserchen beseitigt man mit einem feinen Haarpinsel, worauf das 
Glasstiick in den Apparat zUrUckgebracht und mit dem vier­
eckigen Hartgummistiick besteckt wird. 

Alsdann kommt in die Mitte des Hohlschliffes ein Tropfen des 
ausgekochten und wieder abgekiihlten destillierten Wassers. Zu 
dem Zwecke saugt man das Wasser mit Hilfe des Gummihiitchens 
aus dem Erlenmeyer-Kolben 5 cm hoch in die Pipette bis zur 
Marke ein, halt die Pipette mit dem Wasser senkrecht iiber den 
Hohlschliff, iibt einen gelinden Druck auf das Hiitchen aus und 
laBt dadurch einen Tropfen des Wassers mitten in den Hohlschliff 
fallen. Darauf legt man den Hartgummideckel auf und wartet, 
bis der Tropfen Wasser moglichst die Temperatur des im Messing­
gefaBe befindlichen Wassers angenommen hat, was nach etwa 
5 Minuten der Fall ist. 

Unterdessen wird das Frankesche Instrument zur Blutent­
ziehung 2) hergerichtet, mit Xther·Alkohol desinfiziert, die Finger­
kuppe, aus welcher das Blut am besten entzogen wird, mit Xther­
Alkohol gereinigt, der Schnitt, wahrend der Arm etwas abduziert 
und die Fingerkuppe in Herzhohe gehalten wird, erzeugt und 
der erste austretende Blutstropfen nach Abnahme des Deckels in 
den im Hohlschliff des Glasstiickes befindlichen vorgewarmten 
Wassertropfen eingefallen lassen. Die Blutentziehung muB bei 
einer Zimmertemperatur von mindestens 17 0 C geschehen, nur ein 
Blutstropfen, der rasch und ohne Druck austritt, ist 

1) Man nimmt am besten destilliertes Wasser, urn die Ausscheidung 
von Salzen zu vermeiden. 

2) Ober die bei der Blutentziehung zu beachtenden Momente siehe 
K. Biirker: Gewinnung, qualitative und quantitative Bestimmung des 
Hamoglobins. Tigerstedts Handb. d. physiol. Methodik, Bd. 2. Abt. 1, 
S. 75f., und Zahlung und Differenzierung der korperlichen Elemente des 
Blutes. Tigerstedts Handb. d. physiol. Methodik, Bd. 2, Abt. 5, S.4f. 
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brauchbar. Sofort wird der Deckel wieder aufgesetzt, das zeit­
messende Instrument in Gang gebracht und die Temperatur am 
Thermometer abgelesen. 

Rasch reinigt man jetzt den Glasfaden eines der fein ausgezoge­
nen Glasstabe, indem man ihn 1-2 cm tief in den Xther-Alkohol 
·eintaucht und ihn unter rotierender Bewegung zwischen dem mit 
·dem leinenen Tuche bedeckten Daumen und Zeigefinger der ande­
ren Hand hindurchzieht, worauf man auch noch mit dem Knopf­
-chen das Tuch beriihrt. Durch Schwenken in der Luft beseitigt 
man etwaige Reste von Xther-Alkohol. 

Nach der ersten halben Minute dreht man die Hartgummi­
:scheibe mit Hilfe des Griffes aus der Stellung, wie sieAbb.l05 zeigt, 
im Sinne des Uhrzeigers um 45°, hebt den Deckel ab,geht mit dem 
Knopfchen des gereinigten Glasfadens in die Mitte des im Hohl­
schliff befindlichen Blutwassertropfens ein und beschreibt, von 
der Mitte ausgehend bis zur Peripherie des Tropfens, funf Spiral­
touren, um Blut und Wasser zu mischen, ohne aber die Basis des 
Blutwassertropfens zu vergroBern. Dann wird der Deckel wieder 
aufgesetzt, der Glasfaden von anhaftendem Blutwasser mit Hilfe 
des Tuches befreit und wiederum mit Xther-Alkohol in der be­
schriebenen Weise gereinigt. 

Nach der zweiten halben Minute wird die Hartgummischeibe 
wieder um 45° gedreht und darauf mit dem Knopfchen des Glas­
fadens etwa 1 mm vom Rande des Blutwassertropfens entfernt in 
diesen eingegangen, von vorne nach hinten, also vom Unter­
suchenden weg, in der Richtung eines Durchmessers hindurch­
gefahren und etwa 1 mm vom jenseitigen Rande entfernt wieder 
berausgegangen. Nach der dritten halben Minute wird wieder um 
45° gedreht und mit dem gereinigten Glasfaden in der gleichen 
Weise und in der gleichen Richtung durchgefahren und das 
Reinigen, Drehen und Durchfahren nach jeder weiteren halben 
Minute solange fortgesetzt, bis man das erste Fibrinfadchen aus 
·dem Blutwassertropfen herauszieht, worauf das zeitmessende In­
strument arretiert und wiederum die Temperatur notiert wird. 

Wenn alles in Ordnung ist, andert sich die Temperatur unter 
normalen Verhaltnissen wahrend eines Versuches nicht. Bei einiger 
Dbung wird man leicht schon wahrend des Durchfahrens an der 
Verschiebung des sich bildenden, in dem Blutwasser sichtbaren 
Gerinnsels den Eintritt der Gerinnung wahrnehmen konnen. Unter 
normalen Verhiiltnissen setzt die Gerinnung, wenn bei 250 C unter­
sucht wird, nach 5 Minuten ein, nach 5 1/ 2 Minuten solI nicht nur 
ein Fadchen, sondern ein schon ganz ansehnliches Klumpchen am 
Glasfaden hangen bleiben. 
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Unter normalen Verhaltnissen ergibt sich als konstante Zeit 
5-51'2 Minuten fiir den Beginn der Gerinnung, 12 Minuten fur 
deren Beendigung. 

Logarithmentafel (vgl. dazu S.61). 
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Rona, Fermentmethoden, 2. Auflage. 26 
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197, nach Helferich 196, nach 
Josephson 197, nach Will­
statter und Csanyi 194. 

26* 
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Bestimmung von Enterokinase nach 
Willstatter und Wald-
schmidt-Leitz 322. 

- vonErepsinnachAbderhalden 
(optisch) 328, nach Salaskin 
326, nach Waldschmidt-Leitz 
326. 

- der fettspaltenden Fermente 119. 
- von Fibrinogen nach Starlin-

ger 386. 
- der GefaBkonstante in der War­

burg-Apparatur 138. 
- derGerinnungszeit nachBurker 

396, nachFuld390, nachFrisch 
und Star linger 392, nach 
Heubner und Rona 391, nach 
Wohlisch 393, nach Wohlisch 
und Pieritz 395. 
der Glykolyse 232, im Gewebe 
(nach Warburg) 237. 

- der Harnsaure in Organen nach 
His und Hagen 365. 

- der Hefegarung nach Buchner 
(gravimetrisch) 217, nach Euler 
und Josephson 220, nach Har­
den, Thompson und Young 
219, nach Warburg, Dorner 
und Meyerhof 220, gasvolume­
trisch nach Wills tatter und 
Steibelt 217. 

- des Histozyms nach Smorodin­
zew 351. 

- der Katalase nach Hennichs 
369, nach Morgulis 370, nach 
Tsuchihashi 370. 
der Labwirkung nach Michae­
lis und Rothstein 275, nach 
Rona und Gabbe 277. 

- der Laktase nach Willstatter 
und Oppenheimer 199. 

- der Leberamylase nach Holm­
bergh 209. 

- der Lipase, elektrotitrimetrisch 
nach Rona-Michaelis 129,gas­
analytisch (Rona und Lasni tz­
ki) 132, stalagmometrisch nach 
Rona und Michaelis 119, nach 
Willstatter-Memmen 124, ti­
trimetrisch nach Bamann und 
Schneller 128, nach Knaffl­
Lenz 127, nach Willstatter 
125, der Rizinuslipase nach W ill­
statter-Waldschmid t-Leitz 
131. 

Bestimmung von Maltase nach K u­
sumoto 194,nachWillstatter, 
Oppenheimer und Steibelt 
193. 
der Milchsa ure nach Em b den 
und Meyerhof, Furth-Char­
nas, Ripper, Modifikation nach 
Hirsch-Kauffmann 232, 233. 
der Nukleosidase nach Euler u. 
Bruni us 361, nach Levene 358. 

- der Nukleotidase nach Deutsch 
363. 

- des Papains 347. 
- des Pepsins nach Ege 260, nach 

Fuld-Levison 259, nach GroB 
263, nach Grutzner 258, nach 
Holster 267, nach J ako by 261, 
nach Michaelis-Rothstein 
262, nach Rona-Kleinmann 
265, nach Sorensen 264, nach 
Sorensen, Katschioni-Wal­
ther und Linderstr0m-Lang 
268, nach Volhard-Lohlein 
258, nach Willstatter 269. 

- der Peptidspaltung nach der For­
moltitration 289, nach Abder­
halden (optisch) 329, nach 
Krebs und Donegan (mano­
metrisch) 329, (titrimetrisch) 
nach Linderstr0m-Lang 312, 
nach Willstatter 305, nach 
van Slyke (gasanalytisch) 294. 
von Peroxydase nach Willstat­
ter und Stoll 379, nach Will­
statter und Weber 380. 

- der Phosphatase 145. 
- des Phosphors nach Embden 

150, nach Kuttner und Cohen 
145, nach Lie b 146. 

- der Speichelamylase nach 
Pringsheim und Gorodiski 
209. 

- derSulfatasenachNeuberg154. 
-, Stickstoff- nach Bang (Mikro-) 

334, nach Folin 336. 
- von Thrombin nach W ohlge­

muth 389. 
- des Trypsins von Fermi (modif. 

von Palitzsch und Walbum) 
285, nach GroB-Fuld (modif. 
von Michaelis) 284, von N or­
throp 286, titrimetrisch nach 
Willstatter 305, nach Will­
statter und Waldschmidt-
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Leitz 307, nach Willstatter 
und Persiel 308, nach Will­
statter, Dunaiturria u. 
Kiinstner 311. 

Bestimmung des Trypsins, nephelo­
metrisch (Rona-Kleinmann) 
314. 

- der Tyrosinase nach B a c h 372, 
nach Haehn und Stern 374, 
nach Raper und Worm all 373. 

- derUreasenachEulerundBru­
nius 351, nach Lovgren 349. 

- der Verseifungszahl 127. 
- des Zuckers nach Bertrand 180, 

nach Hagedorn- Jensen 189, 
nach Moeckel und Frank 183, 
nach Michaelis 184, polari­
metrischl92,nach Willsta tter­
Schudel 191. 

Bezugselektrode 72, 84. 
Birnen-Elektrode 86. 
Bimolekulare Reaktion 50. 
Biuret-Reaktion 325, 343. 
Blausaure,Aktivator desPapains 346. 
- -Bestimmung nach Brunswik 

198. 
-, Wirkung auf Glykolyse 243. 
-, - auf Katalase 370. 
Bleibtreu und Atzler (Tsunoo), 

Thrombingewinnung 388. 
Blut, Bestimmung der Milchsaure im 

232. 
-, EnteiweiBung 337ff. 
-, Glykolyse im 244, 252. 
Blutentnahme 399. 
- zur Plasmagewinnung 384, 385. 
Blutgerinnungs-Fermente 384. 
Blutkatalase, Darstellung nach Ts u-

chihashi 367. 
Blutserum, chinin- und atoxylfeste 

Lipase im 125. 
- zur Pepsinbestimmung 265. 
Bourq uelot, Herissey und Bri­

del, fermentative Synthese von 
Glukosiden 174. 

Borat-Puffer 65. 
Boysen Jensen, Darstellung des 

Co-Enzyms 215. 
- -, - von cozymasefreier Hefe 

216. 
Brenztraubensaure 210, 226. 
Brodiesche Fliissigkeit 133. 
Bromkresolpurpur bei der Bestim-

mung von Leberesterasen 129. 

Bromkresolrot 69. 
Bromphenolblau 69. 
Bromthymolblau 66. 
Brunswik, Bestimmung des Emul­

sins 197. 
Buchner, Bestimmung der Hefe­

garung 217. 
-, Darstellung von HefepreBsaft 

210. 
-, - von Azetondauerhefe 211. 
Biirker, Kolorimeter nach 42. 
-, Gerinnungszeit-Bestimmung396. 
Buttersaure-isoamylester, Bildung 

der-durchPankreasesterase 143. 
Butyraseeinheit 124. 

Chinhydron, Reinigung 92. 
Chinhydronelektrode 90. 
-, Mikro- nach E t tis c h 93, nach 

Michaelis 93. 
Chinidin, Triibungsreagens fUr die 

nephelometrische Trypsinbe-
stimmung 314. 

Chininfeste Lipase 125. 
Chlorammon-Ammoniak-Puffer 6:!. 
Chloroform als Konservierungsmit-

tel 20. 
Chloroformwasser 332. 
Cholesterin als Adsorbens von Li-

pase 114. 
Chymosin s. Lab. 
- Ph-Optimum 108. 
Clark-Element 98. 
Clark und Lubs, Indikatoren 69. 
- - -, Puffermischung 65. 
Co-Enzym 213. 
- - -, Darstellung aus Hefekoch­

saft nach Boysen Jensen 215, 
nach Euler und Karlsson 214, 
aus Muskelkochsaft nach Meyer­
hof 215. 

- - -, Ph-Optimum 108. 
- - -, Reinigung 214. 
Cohnheim, Darstellung und Nach­

weis des Erepsins 323, 325. 
Co-Zymase s. a. Co-Enzym. 
- - -, Messung der Wirkung nach 

Euler und Karlsson 217. 
- - -, Prufung auf Abwesenheit 

von 216. 

Darmlipase, Darstellung nach Ham­
sik U8. 

Darmpulver zur Kinasedarstellung 
318. 
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Darstellung von Adenase und Gua­
nase nach Schittenhelm 364. 

- von Adenosin nach Levene 361. 
- des Allantoins nach Wiechow-

ski 367. 
- von Aluminiumhydroxyd 4ff. 
- der Arginase nach Edlbacher 

353. 
- des Arginins nach Kossel und 

GroB 353. 
- der Blutkatalase nach Tsuchi­

hashi 367. 
- derLeberkatalasenachBattelli 

Stern und Henniohs 368. 
- des Co-Enzyms nach Boysen 

Jensen 215, nach Euler­
Karlsson214, nachMeyerhof 
215. 

- von Dehydrasenlosung 383. 
- von Emulsin nach Helferioh 

173, nach Willstatter und 
Csanyi 172. 

- der Enterokinase nach Wald­
schmidt-Leitz 318. 

- von enterokinasefreiem Trypsin 
nach Waldschmidt-Leitz und 
Linderstr0m-Lang 320. 

- von cozymasefreier Hefe nach 
Boysen Jensen 216, nach 
Euler und Myrbaok 216. 

- des Erepsins nach Cohnheim 
323, nach Raubitschek 323, 
nach Waldschmidt-Leitz323, 
324. 

-- von Gelatinelosung nach Loe b 
286. 

- von IX-Glukosidase 174. 
- von Azetondauerhefe nach 

Buchner 21. 
- vonHefepreBsaftnachBuchner 

210. 
- der Dipeptidase naoh GraB­

mann 282. 
- des Hefetrypsins nach W ill-

8tatter 282. 
- von Hexosedi- und Monophos­

phat nach Harden 222, nach 
Neuberg und Kobel, Neu­
berg und Sabetay, Neuberg 
und Leibowitz 222, 223. 

-- der HexosemonophosphorsaurE' 
nach Neuberg 225. 

- desHistozyms nach Smorodin-
7.ew 351. 

Darstellung von J odlosung 0, In 232. 
- von Kaliumbisulfitlosung 0,1 n 

233. 
- von Kalziumsulfit 228. 
- von Lab nach Hammarsten 

273, nach Wohlgemuth 272. 
- - -, Bestimmung naoh Mi­

ohaelis-Rothstein 275. 
- von Laktase nach E. Fischer 

und Willstatter-Oppenhei­
mer 175. 

- von Lakkase nach Bertrand 
377. 

- der Leberamylase nach Holm­
bergh 179. 

- von Alanyl-Glyzin 327, von Gly­
zyl-Glyzin 328, von Leuzyl-Gly­
zin 326. 

- von Lipasen, Leberlipase 115, 
Magenlipase 117, Pankreaslipase 
Ill, Rizinuslipase 118, Serum­
lipase 118. 

- der Maltase nach Willstatter 
169, nach Willstatter, Ba­
mann 170. 

- der N ukleasen 357. 
- der N ukleosidase nach Leven e 

358, nach Tannhauser und 
Ottenstein 360. 

- von Pankreasamylase naoh W ill­
statter, Waldschmidt-Leitz 
und Hesse 177. 

- von Pankreaspulver nach Will­
sM tter und Waldschmid t­
Leitz 278. 

- von Pepsin nach Forbes 255, 
nach Hammarsten 254, nach 
Marston 256, nach Pekel­
haring 253. 

- von Peroxydase nach Will­
statter und Stoll 378. 

- von Ribopolynukleotidase nach 
Jones 359. 

- von Saccharase aus Hefe 155f£., 
nach Euler und Josephson 
158, nach Hudson 157, nach 
Willstatter u. Mitarbeiter 159. 

- der Salizylase nach J ako by 377. 
- der Speichelamylase nach von 

Pringsheim und Gorodiski 
176. 

- derSulfatasenachNeubergl53. 
- von Thrombokinase nach Mora-

witz 389. 



Namen- und Sachverzeichnis. 407 

Darstellung von Trockenhefe und 
Hefesaft nach v. Le bedew 212. 
des Trypsins nach Michaelis 
278, nach Willstatter und 
Waldschmidt-Leitz 278, 282. 
der Urease nach J ako by und 
Sugga 349. 
der Urikase nach Battelli und 
Stern366, nach Schittenhelm 
366. 

Dehydrasen 38l. 
-, Bestimmung der - mit der Me­

thylenblaumethode von Thun­
berg 38l. 

-, Herstellung 383. 
Desamidierende Fermente 364. 
Deutsch, Bestimmung der Nu-

kleotidase 363. 
Diathylbarbitursaure (Veronal) als 

Puffer nach Michaelis 66. 
Dialyse, Reinigung der Fermente 

durch 8, nach Sorensen 216. 
-, Elektrodialyse 15, nachFreund­

lich und Loeb 16, nach Pauli 
15, nach Baer 17. 

Dialysemembran 17. 
- aus Kollodium 9. 
-, Prufung der Durchgangigkeit 9, 

12, 13. 
Diastase s. Amylase. 
-, Bestimmung im Rarn nach 

Wohlgemuth 202. 
-, Taka- 180. 
Dilatometrie 43. 
Dimethylgelb (Dimethylaminoazo-

benzol) 68. 
Dinatriumsulfit, Garansatz mit 228. 
Dinitrophenol-p, -y 69. 
Dioxyphenylaminopropionsaure, Be-

stimmung neben Tyrosin nach 
SchmalfuB und Lindemann 
375. 

Dipeptidase, Darstellung nach 
GraBmann 282. 

Dissoziationskonstante der Ferment-
Substrat-Verbindung 58. 

Dopa-Oxydase 375. 
- - - aus Tenebrio molitor 376. 
Dorrmalz zur Darstellung von Amy-

lase 179. 
Drehungsvermogen, spezifisches 26. 
-, molekulares 27. 
Duboscq-Kolorimeter 41. 

Edestin zur Pepsinbestimmung 259, 
260. 

Ege, Pepsin-Bestimmung 260. 
Einheit, Amylase- 206, 207. 
-, Arginase- 356. 
-, Enterokinase- 322. 
-, Erepsin- 328. 
-, der Garwirkung 226. 
-, Lipase- 124, 127, 132. 
-, Maltose- 170. 
-, Nukleotidase- 363. 
-, Peroxydase- 380. 
-, Saccharase- 169. 
-, Trypsin- 309, 311, 312. 
Eintauchfilter nach Giemsa 14. 
Eintauch-Refraktometer von Pulf-

rich 28. 
- - -, Umrechnungstabelle 30. 
Eisenhydroxyd, kolloidal zur Ent­

eiweiBung nach Rona und Mi­
chaelis 338. 

EiweiBfallung mit Gerbsaure 264. 
- mit Zinnchloriir 264. 
- s. a. EnteiweiBung. 
EiweiBspaltende Fermente 253. 
- -, Systematik 253. 
Elektroden 84. 
-, Kalomel- 72. 
-, Platin-Wasserstoff- 72. 
Elektrodialysierapparat nach Baer 

(Mikro-) 17, nach Freundlich 
und Farmer Loeb 16, nach 
Pauli 15. 

Elektrometer, Kapillar- 76. 
Elektrometrische Messung der Was­

serstoffionenkonzentration 71. 
Elektronenrohre 94. 
Elektrotitrimetrische Bestimmung 

der Lipase 129. 
Elution, auswahlende 3ff. 
-, - vgl. auch Ammoniak, Ammon­

phosphatlOsung. 
Embden, Bestimmung der Milch­

saure 233. 
-, Phosphor-Bestimmung 150. 
Emulsin, Bestimmung nach Bruns­

wik 197, nach Helferich 196, 
nach Josephson 197, nach 
Willstatter und Csanyi 194. 

-, Darstellung von Helferich 173, 
von Willstatter und Csanyi 
171. 

-, Ph-Optimum 174, 199. 
-, Zeitwert 173. 



408 Namen- und Sachverzeichnis. 

EnteiweiBung nach Abeles 194, 
nach Schenck 336. 

- mit kolloidalem Eisenhydroxyd 
nach Rona und Michaelis 183, 
184, 338. 

- mit Kaolin nach Michaelis und 
Rona 338. 

- mit Natriumwolframat nach Fo-
lin- Wu 337, 365. 

- mit Trichloressigsaure 337. 
- mit Zinkhydroxyd 189. 
- s. a. EiweiBfallung. 
Enterokinase 309. 
-, Bestimmung nach Willstatter 

und Waldschmidt-Leitz 322. 
-, Darstellungnach Waldschmidt 

Leitz 318. 
-, - von erepsinfreier - nach 

Waldschmidt-Leitz 321. 
-, Einheit 322. 
-, Trennung von Kinase 319. 
-, - von Trypsin 317. 
Entfarbung dunkler Losungen (bei 

der Formoltitration) 291. 
Entzuckerung nach Salkowski 234. 
Enzym s. Ferment. 
- -Einheit 51. 
- -Wert 59. 
Erdtman, Phosphatase-Darstel­

lung 144. 
Erepsin, Bestimmung nach Abder­

halden (optisch) 328, nach Sa­
laskin 326, nach Waldschmidt 
Leitz 326. 

-, Darstellung nach Cohnheim 
323, nach Raubitschek 323, 
nach Waldschmidt-Leitz323, 
324. 

-, Einheit 328. 
- -Nachweis nach Cohnheim 325. 
-, Ph-Optimum 106. 
-, Trennung von Hefe-Trypsin 282, 

324 (nach Waldschmidt­
Leitz). 

Essigsaure-Azetat-Puffer 62. 
Esterase 111 
- s. a. Lipase. 
- -Bestimmung, elektro-titrime-

trisch 129, gasanalytisch 132, 
stalagmometrisch 119, titri­
metrisch 125. 

-, Leberesterase 115. 
-, synthetische Wirkung 143. 
-, Taka- 142. 

Ester-Synthese, fermentative 142. 
Euler und Svanberg, Amylase­

(Malz- )Bestimmung 208. 
- und Karlsson, Darstellung des 

Co-Enzyms 214. 
- und Myrback, Darstellung von 

co-zymasefreier Hefe 216. 
- und Josephson, Bestimmung 

der Hefegarung 220. 
- und Brunius, Bestimmung der 

Nukleosidase 361. 
- und Josephson, Darstellung 

von Saccharase 158. 
- und Brunius, Bestimmung der 

Urease 351. 
Extraktion von Fermenten I, 2. 
Extraktionshiilsen von Schleicher 

und Schiill 9. 

Faust-Heimscher Trockenapparat 2. 
Ferment, Darstellung, Allgemeine 

Vorschriften I, Einheiten 59. 
-, Masse 59. 
Fermentative Synthese von Estern 

142, von Glukosiden 174. 
Ferment-Substrat-Verbindung, Dis­

soziations-(Affinitats- )konstante 
der 58. 

Fermi, Trypsin-Bestimmung 285. 
Fettspaltende Fermente 111. 
Fibrin zur Pepsinbestimmung nach 

Grii tzner 258. 
Fibrinogen, Bestimmung nach Star­

linger 386. 
-, Gewinnung nach Hammarsten 

und NoIf 385. 
Filter, Eintauch- (nach Giemsa) 14. 
-, Gera te und -V orrichtungen (nach 

Bechhold-Konig, der Firma 
Schott) 15. 

Filterrohrchen nach Pregl 148. 
Fischblasen 9. 
Fliissigkeitswiderstand 19. 
F 0 lin, Aminosa urenstickstoff -Be­

stimmung (kolorimetrisch) 339. 
-, Stickstoff-Bestimmung 336. 
- und Wu, EnteiweiBung mit Na-

triumwolframat 337. 
Forbes, Darstellung von Pepsin 

255. 
Formollosung fiir die Formoltitra­

tion 290, 292. 
Formoltitrationnach Sorensen289. 
- zur Pepsinbestimmung 268. 
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_Forrai, Phosphatase-Darstellung 
145. 

Freundlich und Farmer Loeb, 
Elektrodialyse nach 16. 

Frisch und Starlinger, Gerin-
nungszeit-Bestimmung 392. 

Fruchtzucker s. Fruktose. 
-, spez. Drehung 28. 
Fuld, Gerinnungszeit-Bestimmung 

390. 
- -Levison, Pepsin-Bestimmung 

259. 
Fiirth-Charnas, Milchsaure-Be­

stimmung im Muskelgewebe 232. 

Galaktose, spez. Drehung 28. 
-, Tabelle zur Bertrand-Methode 

187. 
Galvanometer als N ullinstrument 77 . 
Garung, alkoholische, s. a. Hefe­

garung 210. 
Garansatz mit Sulfit nach N eu berg 

228. 
Garfiihrung 161. 
Garrohrchen 217. 
Garschema von Neuberg 210. 
Garung, zellfreie, Pufferung mit 

Brenztrau bensaure-Kaliumphos­
phat 226. 

Garwirkung, MaBeinheit 226. 
Gasanalytische Bestimmung der Li­

pasewirkung 132, der Peptid­
spaltung 302, 329. 

GefaBkonstante in der Warburg­
Apparatur 137ff. 

Gefrieren von Organen zur Ferment-
gewinnung 2. 

Gelatine-Gelbfilter 22. 
Gelatinelosung nach Loeb 286. 
- zur Pepsinbestimmung 268. 
- zur Trypsinbestimmung nach 

Palitzsch und Walbum 285, 
Spaltung mit Trypsin 308, 311. 

Gelatinemembran, chromiert fiir 
Elektrodialyse 17, 18. 

Geometrische Reihen 20, 21. 
Gerbsaurelosung zur Fallung von 

EiweiB 264, 272. 
Gerinnungs-Hinderung durch Oxa­

lat, Fluorid, Zitrat 386. 
Gerinnungszeit, Bestimmung nach 

Biirker 396, nach Frisch und 
Star linger 392, nach Fuld 390, 
nach Heubner und Rona 391. 

nach Wohlisch 393, nach Woh­
lisch und Pieritz 395. 

Gewebe, AtmungsgroBe 250. 
-, Glykolyse 237, 250. 
Gewebsschnitte zur Bestimmung del" 

Glykolyse 238. 
Glas-Filtergerat (Schott) 15. 
Gliadinlosung zur Pepsinbestim-

mung 268. 
Glocken-Elektrode 88. 
Glukose s. a. Zucker, Traubenzucker. 
-, Bestimmung neben Maltose 203. 
-, Tabelle zur Bertrandmethode 

182, 184, 186. 
Glukoside, fermentative Synthese 

von 174. 
-, spez. Drehung 197. 
oc-Glukosidase 174. 
fJ-Glukosidase 174. 
-, Trennung von Mandel-Amylase 

174. 
Glykogenlosung zur nephelometri­

schen Amylase-Bestimmung 204. 
Glykokoll-Standard - Losung nach 

Sorensen 63. 
Glykolyse 232. 
-, Bestimmung nach War burg 

237. 
- unter aeroben Bedingungen 238, 

240. 
- unter anaeroben Bedingungen 

240. 
-, Wirkung der Blausaure auf 243. 
- im Blut 244. 
Glykose s. Glukose. 
Glyzerin als Extraktionsmittel 2. 
Glyzerophosphatase 152. 
Glyzyl-Glyzin, Darstellung 328. 
- -, Spaltung durch Erepsin, 

Kinetik 51. 
GraB mann, Darstellung der Dipep­

tidase 282. 
- und Heyde, Mikro-Bestimmung 

der Aminosauren und Polypep­
tide 310. 

GroB, Pepsin-Bestimmung 263. 
- und Fuld, Trypsin-Bestimmung 

284. 
Griitzner, Pepsin-Bestimmung 

258. 
Guanase 364. 
-, Darstellung aus Organen nach 

Schittenhelm 364. 
Giinzburgsche Reaktion 270. 
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[H"] s. Wasserstoffionenkonzentra­
tion (Wasserstoffzahl). 

h = Wasserstoffzahl 61. 
Haehn und Stern, Tyrosinase-Be­

stimmung 374. 
Hagedorn-J ens en, Zuckerbestim-

mung 189. 
Hahnfett 296. 
Halbgiirzeit 226. 
Halbschattenpolarimeter 24. 
Hammarsten, Darstellung von 

Lab 273. 
-, - von Pepsin 254. 
- und N 01£, Fibrinogenlosung-Ge-

winnung 385. 
Harden, Darstellung von Hexose, 

di- und monophosphat 222. 
-, Thompson und Young, Be­

stimmung der Hefegarung 219. 
Harn, Pepsinnachweis im 271. 
- -Distase (Amylase), Bestimmung 

nach Wohlgemuth 202. 
Harnsiiure, Bestimmung in Organen 

nach His und Hagen 365. 
-, Nachweis in den Geweben nach 

Steudel und Suzuki 365. 
Harnsaureoxydase s. Urikase. 
Hedin, Pepsin-Nachweis im Harn 

271. 
Hefe, Co-zymasefreie 215. 
- -Autolyse 155, 161, 164. 
-, Darstellung von Boysen J en-

sen 216, von Euler und Myr­
back 216. 

-, Dauer- (Azeton) nach Buchner 
211. 

-, Nahrstoffe fUr 218. 
-, PreJ3saft nach Buchner 210. 
-, Saft nach Le bedew 212. 
-, Trocken- von Lebedew 212. 
-, untergarige, zur Darstellung von 

Saccharase 158. 
Hefegarung, Bestimmung, gravime­

trisch nach Buchner 217, gas­
volumetrisch nach Euler und 
Josephson 220, nachHarden, 
Thompson und Young 219, 
nach War burg-Dorner und 
Meyerhof 220, nach Willstiit­
ter und Steibelt 217. 

-, Ph-Optimum 213. 
Hefe-Nukleinsaure, Darstellung von 

Adenosin aus Hefe-Nukleinsaure 
362. 

HefepreJ3saft, Darstellung nach 
Buchner 210. 

Hefetrypsin, Darstellung nach W i 11-
statter 282. 

Helferich, Darstellung und Be­
stimmung von Emulsin 173, 196. 

Helizin, spez. Drehung 197. 
Hennichs, Darstellung und Be­

stimmung der Katalase 368,369. 
Hepato-Nukleotidase s. Nukleoti­

dase. 
Heubner und Rona, Gerinnungs­

zeit-Bestimmung 391. 
Hexosephosphorsaure, Salze 222. 
- -, Hexosediphosphat, Darstel­

lung nach Harden 222, nach 
Neuberg und Kobel 222, nach 
Neuberg und Sabetay 223. 

- -, Hexosemonophosphat, Dar­
stellung nach N eu berg, N eu­
berg und Lei bowi tz 224, 225. 

Hippursaure, Spaltung durch Histo­
zym 351. 

Hirsch, interferometrischer Nach­
weis der Abwehrfermente 344. 

- -Kauffmann, Milchsaure-Be­
stimmung 232, 233. 

Hirudinplasma 387. 
His und Hagen, Bestimmung der 

Harnsaure in den Organen 365. 
Histozym 351. 
-, Darstellung und Bestimmung 

nach Smorodinzew 351. 
Holmbergh, Darstellung und Be­

stimmung der Leberamylase 179, 
209. 

Holster, Pepsin-Bestimmung 267. 
Howell, Thrombingewinnung 387. 
Hudson, Darstellung von Saccha-

rase 157. 
Hydrolysenkonstanten (relative) der 

Fermentsubstratverbindung 58. 
Hypoxanthin 364. 

Indikatoren 67 ff. 
Indikatorenmethode nach Michae-

lis 69. 
Induktionsperiode der Garung 213. 
Ionenstiirke (ionale Konzentration) 
Interferometrie 34. [67. 
Invertin 155. 
- s. a. Saccharase. 
Invertzucker, Tabelle zur Bertrand­

methode 186. 
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Inversionsfahigkeit der Saccharase 
167. 

Jakoby, Pepsin-Bestimmung 261. 
-, Salizylase-Darstellung 377. 
- und Sugga, Darstellung der 

Urease 349. 
Jodfarbung der Starke 203. 
Jodliisung 0,1 n, Darstellung von-

232. 
Jodmethoden zur Amylase-Bestim­

mung (Wohlgemuth 201, Mi­
chaelis 202). 

. J ones, Darstellung von Ribopoly­
nukleotidase 359. 

Josephson, Bestimmung des Emul-
sins nach 173, 197. 

Kadmium-Element 76. 
Kaliumbiphthalat, Darstellung 65. 
Kaliumbisulfitliisung, Darstellung 

233. 
Kaliumchlorid -Liisungen, spezifische 

Leitfahigkeit von 49. 
Kaliumhydroxydliisung 0.1 n. alko­

holische 269. 
Kalomel fUr die Kalomel-Elektrode 

85. 
Kalomel-Elektrode 72, 84, 85 (ge-

sattigt). 
- - -, Eichung 89. 
Kalziumhexosediphosphat 222. 
Kalziumphosphat, dreibasisch als 

Adsorbens fUr Katalase 368. 
Kalziumsulfit, Abfangen von Azet-

aldehyd 227. 
-, Darstellung 228. 
-, Garansatz mit - 228. 
Kandiolin (Hexosediphosphorsaures 

Kalzium) 223. 
Kaolin als Adsorbens 4. 
-, sauregereinigtes 7. 
--. Adsorbens fiir Arginase 354. 
- - fiir Erepsin 325. 
- -- fiir Katalase 369. 

_. fiir Lipase 114, 115. 
. fUr Maltasc 170. 

- fiir Peroxydase 378. 
--- fiir Saccharase 159, 160, 162. 
- fiir Trypsin 280. 
zur EnteiweiJ3ung nach Michae­
lis und Rona 338. 

-, Verhalten gegen Amylase 280. 
Kapazitat, Widerstands-, des Leit­

fahigkeitRgefaJ3es 48. 

Kapillar-Elektrometer 76ff. 
Karboxylase 226. 
-, Demonstration der Karboxylase­

wirkung nach Neuberg 227. 
Karminliisung zum Farben des Fi­

brins 258. 
Kartoffelschalen zur Herstellung von 

Tyrosinase 372, 374. 
Kasein, Adsorption von Thrombin 

388. 
zur Pepsinbestimmung nach 
GroJ3 259, 263, nach Volhard 
268, 272 . 
zur Trypsinbestimmung 284,312, 
314. 

Katalase 367. 
s. a. Blutkatalase, Leberkatalase. 

- Bestimmung nach Hennichs 
369, nach Morgulis 370, nach 
Tsuchihashi 370. 

-, Ph-Optimum 108. 
Kathepsin 253. 
Kohlensaure, Absorptionskoeffizient 

in Wasser 137. 
Kinase s. Enterokinase. 
Kinetische Messung der Fermentwir­

kung 49. 
Knaffl-Lenz, Titrimetrische Li­

pase bestimmung 127. 
Koagulometer nach Heubner und 

Rona 391. 
Kochsalz als Aktivator fiir Amvlase 

176. • 
Kohlehydrate, Reaktion auf - nach 

Molisch 234. 
Kohlehydratspaltende Fermente 155. 
Kollodium-Liisung 11, 13. 
- - - zur Darstellung von Dialy­

siermembranen nach Michaelis 
9, nach Ostwald 9, nach Tren­
delenburg 10. 

Kolorimeter nach Dub 0 s c q 41. 
Kolorimetrie 40. 
Kompensationsschaltung nach Po g-

gendorf 74. 
Konduktometrie 45 . 
Konservierung der Fermente 19. 
Kossel und GroJ3, Darstellung des 

Arginins 353. 
Krau t und Bauer, Darstellung von 

Papain 347. 
Kre bs und Donegan, Manome­

trische Bestimmung der Peptid­
spaltung 329. 
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Kresolphthalein 69. 
Kresolrot 69. 
Kuhn, Phosphorbestimmung 150. 
Kusumoto, Bestimmung der Mal-

tase nach 194. 
Kuttner und Cohen, Phosphor­

Bestimmung 145. 

Lab, Bestimmung nach Rona und 
Gabbe 277. 

-, Darstellung nach Hammarsten 
273, nach W ohlgem u th 272. 

Lackmoid 68. 
Lakkase, Darstellung aus Russula 

delica nach Bertrand 377. 
Laktase, Bestimmung nach Will­

sUtter und Oppenheimer 
199. 

-, Darstellung nach Fischer 175, 
nach Willstatter, Oppenhei­
mer 175. 

-, Ph-Optimum 104. 
-, Zeitwert 176. 
Laktose s. a. Milchzucker. 
-, Kupferzahlen im Glukose- + 

Galaktosegemisch 199. 
-, Spaltung durch Emulsin 173. 
-, Tabelle zur Bertrand-Methode 

188. 
Lampe bei der Polarimetrie nach 

Airila und Komppa 22. 
Latapie, Organzerkleinerung mit 1. 
L e bed e w , Darstellung von Trocken­

hefe und von Hefesaft 212. 
Leberamylase, Darstellung und Be­

stimmung nach Holmbergh 
179, 209. 

Leberbrei, Bestimmung des Azet­
aldehyds in 230. 

Leberesterase 1I5. 
-, Darstellung nach Knaffl-Lenz 

1I6, nach Willstatter-Mem­
men 1I5. 

-, Methylbutyratspaltung durch 
129. 

Leberkatalase, Darstellung nach 
Battelli und Stern und Hen­
nichs 368. 

Leberlipase, Darstellung nach Will-
statter und Memmen 1I5. 

Leitfahigkeit, Aquivalent- 49. 
-, Messung 45. 
LeitfahigkeitsgefaI3 nach Northrop 

28S. 

Leitfahigkeitsmethode zur Trypsin­
Bestimmung nach Northrop 
2S6. 

Leitfahigkeit, spezifische 4S. 
Leuzylglyzin, Darstellung 326. 
Levene, Adenosin-Darstellung 361. 
-, Darstellung und Bestimmung der 

Nukleosidase 35S. 
Lichtquelle bei der Polarimetrie 22. 
Lieb, Phosphor-Bestimmung 146. 
Linderstr0m-Lang, Aminosaure-

Bestimmung 312. 
- - -, Methode zur Pepsinbestim-

mung 269. 
Lipase Ill. 
- s. a. Esterase. 
-, Bestimmung elektrotitrimetrisch 

nach Rona und Ammon 129. 
- -Bestimmung in der Milch 125. 
-, Bestimmung 1I9ff., titrimetrisch 

nach Knaffl-Lenz 127, nach 
Willstatter 125 (Modifikation 
nach Bamann und Schmeller 
12S). 

-, chinin- und atoxylfeste - 125. 
- -Einheit 124, 126. 
-, Magenlipase 1I7. 
-, Darmlipase lIS. 
-, Ph-Optimum 100. 
-, Rizinuslipase lIS, Bestimmung 

131. 
-, Serumlipase lIS. 
-, Trennung von Amylase und 

Trypsin 279. 
-, - von Pankreasamylase 177. 
Lipasewert ] 27. 
Loe b, Herstellung einer Gelatine­

losung 286. 
Lovgren, Bestimmung der Urease 

350. 

Magenlipase, 117. 
-, Darstellung nach Willstatter, 

Haurowitz, Memmen 1I7. 
Magensaft, kiinstlicher 256. 
-, Pepsinbestimmung im 25S, 260, 

262, 263, 270. 
Magenschleimhaut zur Darstellung 

von Pepsin 253, 254ff. 
Magnesiumhexosediphosphat 224. 
Malachitgriin zur Bestimmung der 

Peroxydase 3S0. 
Malachitgriinzahl 3S1. 
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Maltase, Adsorption dUl'eh Kaolin, 
durch Tonerde 170. 

-, Bestimmung nach Ku~umoto 
194, nach Willstatter. Op­
penheimer und SteibeH 193. 
im Blutsernm und in d('r Leber 
194. 

-, Darstellung nach Willstatter, 
Oppenheimer, Stei bel t 169, 
nach Willstattt'r, Bamann 
170. 
-Einheit 170. 

-, Ph-Optimum 102. 
-, Trennung von Saccharase 171. 
-, Zeitwert 170. 
Maltose, Spez. Drehung 28, U,4. 
-,Optisches Verhalten bei del' 

Spaltung 194, 195. 
-, Tabelle zur Bertrand-Methode 

188. 
Malzamylase 180. 
-, Bestimmung nach Euler und 

Svanberg 208. 
Mandelsauremethylester, Darstel­

lung 143. 
--, Spaltung durch Taka-Esterase 

142. 
Mannose, Tabelle zur Bertrand-Me­

thode 187. 
Manometer nach Barcroft 132. 
Marston, Darstellung von Pepsin 

256. 
Meerrettich zur Peroxydase-Darstel­

lung 378. 
Mehlkafer (Tenebrio molitor) zur 

Darstellung von Tyrosinase 376. 
Melanin aus Tyrosin 373. 
- aus Dioxyphenylaminopropion­

saure 375. 
Mett, Pepsinnachweis 258. 
Methylen bla umethode T hun bel' g s 

381, 382. 
Methylglukosid IX und p, fermentative 

Synthese von 174. 
- p, Spaltung durch Emulsin 173. 
- -, spez. Drehu~ 197. 
Methylglyoxal bei del' alkoholischen 

Garung 210. 
Methylgriin 68. 
Methylorange 68. 
Methylrot 68, 69. 
Methylviolett 68. 
Meyerhof, Darstellung der Co­

Zymase 215. 

Meyer hof, Garungsbt'stimmnng 
nach - 220. 

---, Milchsaurebestimmung im MIl~­
kt'lgewebe 233. 

- -Quotient 251. 
Michaelis, Amylase-Bestimmung 

202. 
-, Darstellung von Saccharase 155. 
--. T des Trypsins 278. 
- -konstante 60. 
---. Trypsin-Bestimmung 284. 
-, Zuckerbestimmung nach Bert-

rand 184. 
und Rona, EnteiweiBung mit 
Kaolin 338. 
und Rothstein, Bestimmung 
von Lab 275. 
-- -. Pepsin-Bestimmung 262. 

Milch, Priifung del' Labwirkung 275. 
Milchsaure, Bestimmung im Blut 

und Organen nach Em b den. 
Meyerhof 232. 
-Laktat-Puffer 62. 

Milchzucker s. a. Laktose. 
-, spez. Drehung 28. 
Mislowitzer, Potentiometer nach 

79. 
MoeckelundFrank,Zuckerbestim­

mung nach Bertrand 183. 
Molekulares Drehungsvermogen 27. 
Molisch, Reaktion auf Kohle­

hydrate 234. 
Monomolekulare Reaktion 49. 
Morawitz, Darstellung von Throm­

bokinase 389. 
Morgulis, Bestimmung der Kata-

lase 370. 
Multirotation 193. 
-, Aufhebung del' 55. 
Muskelkochsaft nach Meyer hof215. 
Muskulatur, Bestimmung des Azet-

aldehyds in del' 231. 
-, - del' Milchsaure in del' - nach 

Embden, Hirsch - Kauff-
mann 233. 

Nachweis del' Abwehrfermente 343. 
del' Autolyse 332. 
del' Arginase 354. 
von Dioxyphenylaminopropion­
saure 376. 
del' Harnsaure in den Gt'weben 
365. 
der Nukleasen 357. 
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Nachweis von Pepsin im Harn 271. 
- des Trypsins 284. 
- der Urikase 366. 
Nackenband (Ligamentum nuchae). 

Herstellung nach A bder halden 
und Strauch 257. 

Niihrsalze bei Hefeziichtung 161. 
Naphthochinonsulfosiiure/ ala Rea­

gens auf Aminosiiuren nac4 Fo­
lin 339.' 

Naphthylrot 313. 
Natriumfluorid zur Gerinnungs­

hemmung 386. 
Natriumoxalat zur Gerinnungshem­

mung 386. 
Natriumsulfit zum Abfangen von 

Azetaldehyd 227. 
Natriumwolframatzur EnteiweiBung 

nach Folin- Wu 337. 
Natriumzitrat zur Gerinnungshem­

mung 386. 
N egelein, Bestimmung der At­

mung und der Glykolyse im 
Blut 244. 

Nephelometer von Kleinmann 37. 
N ephelometrie 37. 
N ephelometrische Amylase-Bestim­

mung (Rona und van Eweyk) 
203. 

- Pepsin-Bestimmung265,Trypsin­
Bestimmung 314 nach Rona 
und Kleinmann. 

Neuberg, Bestimmung des Azet­
aldehyds 227. 

- und Mitarbeiter, Darstellung von 
Hexosedi- und -monophosphat 
222, 225. 

-, Demonstration der Karboxylase-
wirkung 227. 

-, Giirschema 210. 
-, Sulfatase-Darstellung 153. 
Neutralrot 68, 129. 
Nicolai-GefaB zur Warburg-Appara­

tur 133. 
Nicolsches Prisma im Polarisations-

apparat 23. 
Ninhydrin-Probe 343. 
Nitrobenzolazosalizylsaure 69. 
Nitrophenol 68, 69. 
Normalelement, Kadmium-76, nach 

Ba binski 98. 
Normalwasserstoff-Elektrode 84. 
Northrop, Trypsin-Bestimmung 

286. 

Nukleasen 356. 
- -Darstellung 357. 
- -Nachweis 357, nach Pighini 

358, nach Sachs 357, nach 
Tschernoruzki 358. 

Nukleinsaures Natrium (Boehrin­
ger) 358. 

N ukleosidase 356. 
-, Bestimmung nach nach Euler 

und Brunius 361, nach Levene 
359. 

-, Darstellung nach Levene 358, 
nach Tannhauser und Otten­
stein 360. 

N ukleotidase 356. 
-, Bestimmung nach Deutsch 363. 

-Einheit 363. 
- -Darstellung 363. 

Oberhefe 212. 
Ohlsson, Amylase-Bestimmung 

(viskosimetrisch) 200. 
Oktylalkohol gegen Schiiumen 297. 
Optische Einrichtungen bei der Po­

larimetrie 22ff. 
- Methode zum Nachweis der Ab-

wehrfermente 342. 
Osram-Punktlampe 22. 
Ostwalds Viskosimeter 42. 
Oxalatlosung zur Blutentnahme 385. 
Oxydasen 371, 376. 

Palitzsch und Walbum, Trypsin­
Bestimmung 285. 

Palladium, kolloidal (Anwendung 
bei Platinelektroden) 86. 

Pankreas-Amylase 177. 
- - -, Bestimmung nach W ill­

statter, Waldschmidt-Leitz 
und Hesse 206. 

Pankreaserepsin 324. 
Pankreaslipase HI. 
-, Adsorptionsverhiiltnisse H2. 
-, Adsorptionswert 112. 
-, Darstellung nach Rosenheim 

H2, nach Willstatter und 
WaldschJIlidt-Leitz 112. 

Pankreaspulver, Darstellung von 
W illstiitter und Waldschmid 
Leiz 278. 

Pankreatin Rhenania 315. 
Pankreastrypsin, Spezifitat 317. 
Papain 345. 
- -Bestimmung 347. 
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Papain-Darstellung346, nachKra u t 
und Bauer 347. 

- -Reinigung 347. 
-, Ph- und Temperatur-Optimum 

346. 
Parachymosin 272. 
Paraffin zum Paraffinieren von Ka-

ninen 385. 
- -01 gegen Schaumen 350. 
Paralysatoren 108. 
Pauli, Elektrodialyse nach 15. 
Pekelharing, Darstellung von 

Pepsin 253. 
Pentamethoxy-triphenylcarbinol als 

Indikator nach Lund 270. 
Pepsin, Bestimmung nach Ege 260, 

nach Fuld-Levison 259, nach 
GroB 263, nach Griitzner 258, 
nach Holster 267, nach J ako­
by 261, nachMett 258, nachMi­
chaelis-Rothstein 262, nach 
Rona-Kleinmann 265, nach 
Sorensen, Katschioni-Wal­
ther und Linderstr0m-Lang 
268, nach Sorensen 264, nach 
Volhard-Lohlein 258, nach 
Willstatter 269. 

-, Darstellung nach Hammarsten 
254,273,nachPekelharing253. 

- aus Magensaft 255. 
-, Reinigung nach Forbes 255, 

nach Marston 256. 
-, freies - im Magensaft 270. 
-, Gesamt- im Magensaft 27l. 
-, kristallisiertes nach Northrop 

257. 
-, Nachweis von - im Ham 27l. 
-, Ph-Optimum 104. 
Peptidspaltung, Bestimmung nach 

Willstatter und Mitarbeiter 
305ff., polarimetrisch nach A b­
der halden 328, manometrisch 
nach Kre bs und Donegan 329, 
nach Linderstr0m-Lang 312. 

Pergament-Membran zur Dialyse 19. 
Peroxydase aus Meerrettich, Dar­

stellung und Bestimmung nach 
Willstatterund Stoll 378,379. 

- -Einheit 380. 
Pflanzenfermente, proteolytische 

345. 
Ph (Wasserstoffexponent) s. a. Was­

serstoffionen 53, 6l. 
- -Messung nach Michaelis 90. 

Phenolphthalein 68. 
- bei der Formoltitration 289. 
Phenolrot 69. 
Phosphatase 144. 
-, Bestimmung 145ff. 
-, Darstellung nach Erdtman 144, 

nach Forrai 145, nach Tomita 
145. 

-, Glyzerophosphatase 152. 
- aus Hefe 151. 
- aus Pferdeniere 152. 
-, Plasmaphosphatase 153. 
-, Saccharophosphatase 152. 
Phosphatlosung, Standard-145, 193. 
Phosphatpuffer 121, 199, 202, 206, 

nach Michaelis 66, nach So­
rensen 64. 

Phosphor-Bestimmung, kolorime­
trisch nach Embden 150, nach 
Kuhn 150, nach Kuttner und 
Cohen 145, nach Lie b 146. 

Phthalat-Puffer 65. 
Phytolipase-Einheit 132. 
Pighini, Nachweis der Nukleasen 

358. 
Plasma, Gewinnung von Nativ- 384. 
-, Magnesiumsulfat- 389. 
-, Salz- 387. 
Plasmaphosphatase 153. 
Platin-Elektrode 86, Vergoldung 

von - 93. 
Platinierung von Platin-Elektroden 

47, 85, 86. 
Polarimetrie 22, 24. [192. 
Polarimetrische Zuckerbestimmung 
- Methode Abderhalden und 

Koelker zur Erepsin-Bestim­
mung 329. 

Polypeptide s. a. Peptid. 
-, Bestimmung nach van Slyke 

294. 
-, Mikro-Bestimmung nach GraB­

mann und Heyde 310. 
-, Titrationnach Willstatter306. 
Potentiometer nach Mislowitzer 

79. 
Pregl und de Crinis, refraktome­

trischer Mikro-Nachweis der Ab­
wehrfermente 344. 

Pringsheim und Gorodiski, Be­
stimmung der Speichel-Amylase 
209. 

- - -, Darstellung der Speichel­
Amylase 176_ 
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Prisma, Hilfs-, im Refraktometer 33. 
Protease aus Hafer 345. 
Proteolyse, Bestimmung durch For-

moltitration 289, nach van 
Slyke 294. 

Proteolytische Fermente 253. 
- Pflanzenfermente 345. 
Prunasin, Spaltung durch Emulsin 

173. 
Prunus domesticus zur Darstellung 

von Emulsin 173. 
Puffer 61ff. 
- -Losungen nach Michaelis 62, 

nach Sorensen 63. 
Pulfrichsches Refraktometer 30. 
Purinamidasen 356. 
Purine, Trennung der freien - und 

der Nukleoside nach Kriiger u. 
Salomon 361, nach Tannhau­
ser und Ottenstein 360. 

Purpurogallinzahl 380. 
Pyrogallol zur Peroxydase-Bestim­

mung 379. 

Quecksilber, Reinigung 84. 
-, spez. Gewicht 135. 
- fiir GefiU3-Eichung in der War-

burg-Apparatur 135. 
Quecksilbersulfat zur Fallung der 

Purinbasen 357. 

Raffinose, Spaltung durch Emulsin 
173. 

Raper und Wormall, Tyrosinase­
Bestimmung 373. 

Ra u bitschek, Darstellung des 
Erepsins 323. 

Reaktion, nullter Ordnung 49. 
-, erster Ordnung 49. 
Refraktometrie 28, 33. 
Refraktometer nach Pulfrich 30. 
Refraktometrische Fibrinogenbe­

• stimmung nach Starlinger 386. 
- Methode zum Nachweis der Ab-

wehrfermente 344. 
Reihenprinzip bei Fermentuntersu-

chungen 20. 
Rheostatenkasten, Stopsel- 75. 
Ribonukleosidase s. Nukleosidase. 
Ribopolynukleotidase, Darstellung 

nach Jones 359. 
Rimini-Reaktion auf Azetaldehyd 

231. 

Ringerlosung 238. 
Rizinlosung nach J a k 0 b Y 262. 
Rizinuslipase 118. 
-, Bestimmungnach Willstatter­

Waldschmidt-Leitz 131. 
-, Darstellung nach Willstatter 

und Waldschmidt-Leitz 1I8. 
- -Einheit 132. 
Rohren-Voltmeter 94. 
Rohrzucker, spez. Drehung 28. 
Rohrzuckerspaltung, fermentative 

Kinetik 51. 
Rona und van Eweyk, Amylase­

Bestimmung (nephelometrisch) 
203. 

- und Gabbe, Priifung von Lab: 
wirkung 277. 

- und Kleinmann, nephelome­
trische Trypsin-Bestimmung314. 

- - -, Pepsin-Bestimmung 265. 
und Lasnitzki, gasanalytische 
Bestimmung der Lipase 132. 

- und Michaelis, EnteiweiBung 
mit kolloidalem Eisenhydroxyd 
183, 184, 338. 

- - -, stalagmometrische Lipase­
Bestimmung 119. 

- undMislowitzer,Nachweisder 
Autolyse 332. 

- und Wilenko, Glykolyse im 
Blut 252. 

Rosenheim, Pankreaslipase-Dar­
stellung 112. 

Russula delica zur Darstellung von 
Lakkase 377. 

Sachs, Nachweis der Nukleasen 
358. 

Saccharase 155. 
-, Adsorption an Kaolin, an Ton­

erde 158, 159, 162, 163. 
-, Darm- 169. 
-, Darstellung aus Hefe nach Euler 

und Josephson 150, nach H ud­
son 157, nach Michaelis 155, 
nach Willstatter 155, 159. 

- -Einheit 169. 
- -Inversionsfahigkeit der 167. 
-, Ph-Optimum 102. 
- -Reinigung 162ff. 
-, Saccharasewert 167. 
-, Trennung von Maltase ] 7] . 
- -Vergleichszeitwert 167. 
- -Zeitwert 166. 
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Saccharometer von Schrotter und 
Einhorn 217. 

Saccharomyces fragilis zur Darstel· 
lung von Laktase 175. 

Saccharophosphatase 152. 
Saccharasewert 167. 
Safranin zur Fallung von Pepsin 

256. 
Salaskin, Bestimmung des Erep· 

sins 326. 
Salizylase, Darstellung nach J a . 

coby 377. 
- ·Nachweis 377. 
Salizin, spez. Drehung 197. 
Salkowski, Entzuckerung 234. 
-, Nachweis der Autolyse 332. 
Salzsaure, alkoholische 0,1 n 269. 
Sauerstoff, Absorptionskoeffizient in 

Wasser 137. 
Schenck, Enteiweil3ung 336. 
Schittenhelm, Darstellung von 

Guanase und Adenase 364. 
-, Darstellung der Urikase 366. 
Schmalful3 und Lindemann, Be· 

stimmung von Dioxyphenyl. 
aminopropionsaure neben Tyro. 
sin 375. 

Schmelze, Soda· Salpeterschmelze 
146, 147. 

Schmidt, Thrombingewinnung387. 
Serum, Enteiweil3ung 338. 
Serumlipase U8. 
Van Slyke, Methode zur Bestim· 

mung der Aminosauren und Po· 
Iypeptide 294, 302. 

- - .Apparat, Mikro·Vorrichtung 
300. 

Smorodinzew, Darstellung und 
Bestimmung des Histozyms 351. 

- und Adowa, Modifikation der 
Grutzner·Methode 258. 

Sojabohnen 349. 
Sorbose, Tabelle zur Bertrand·Me· 

thode 187. 
Sorensen, Formoltitration 289. 
-, Pepsin.Bestimmung 264. 
-, Katschioni. Walther und 

Linderstr0m.Lang, Pepsin. 
Bestimmung 268. 

Sorensens Standard·(Puffer.)Lo. 
sungen 63. 

Speichel·Amylase 176. 
-, Bestimmung nach Pringsheim 

und Gorodiski 209. 
Rona, Fennentmethoden, 2. Auflage. 

Speichel·Gewinnung nach Hoppe. 
Seyler 176. 

Spezifische Drehung 26. 
Stalagmometrische Lipase. Bestim· 

mung nach Rona u. Michaelis 
119, nach Willstatter und 
Memmen 123. 

Standard.-tzetat 89, 90. 
Staelia er, Fibrinogen. Bestim· 

mung 386. 
Starke.Jodfarbung 203. 
Starkelosung fUr die J odometrie 336. 
Steudel und Suzuki, Nachweis 

der Harnsaure 365. 
Stickstoff·Bestimmung nach Folin 

336. 
- . -, Mikro· 334. 
-, formoltitrierbarer 289. 
- ·Gas, Befreiung von Sauerstoff 

240. 
- ·Tabelle 298. 
Stromschlussel nach Muller 93. 
Strychnin.Molybdatreagens 150. 
Succus Caricae Papayae 347. 
Sulfatase 153. 
-, Bestimmung 154. 
-, Darstellung nach N eu berg 153. 
Sulfat.Molybdanreagens fur die 

Phosphorbestimmung 146. 
Sulfosalizylsaure zur Serum·Tru· 

bung nach Michaelis 262, nach 
Rona und Kleinmann 265. 

Synthese, fermentative, von Estern 
143, von Glukosiden 174. 

Takadiastase 180, 351. 
Taka·Esterase 142. 
Tannhauser und Ottenstein, 

Darstellung der Nukleosidase 
360. 

Tannin, Hefereinigung mit 165. 
Temperaturkoeffizient 53, 60. 
Temperaturkonstante von Arrhe· 

nius 53. 
Thermobarometer 138. 
Thermostat 61. 
Thiosulfatlosung, Einstellung mit 

Jodatlosung 232. 
Thrombin, Bestimmung nach W 0 h I· 

gemuth 389. 
-, Gewinnung nach Bleibtreu· 

Atzler (Tsunoo) 388, nach 
Howell 387, nach Schmidt 
387. 
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Thrombokinase, Darstellung nach 
Morawitz 389. 

Thun berg, Methylenblaumethode 
fiir Dehydrasen 381. 

Thymol als Konservierungsmittel20. 
Thymolblau 69. 
Thymolphthalein 68. 
- bei der Formoltitration 289, 292. 
Titration, elektrometriscbe 88. 
Toluol als Konservierungsmittei 19. 
Tomita, Phosphatase-Darstellung 

145. 
Tonerde s. a. Aluminiumhydroxyd. 
-, Adsorption von Maltase 170, von 

Saccharase 159, 160, von Pan­
kreaslipase 178. 

Tonerdegel AIOOH 7. 
- zur Trennung von Maltase und 

Saccharase 171. 
Traubenzucker s. Zucker, Glukose. 
-, spez. Drehung 28. 
-, Bestimmung nach Bertrand 

180, nach Hagedorn- Jensen 
189, nach Michaelis 184, nach 
Mockel und Frank 183, nach 
Willstatter und Schudel 
191. 

Trennung von Erepsin und Hefe­
trypsin 282. 

- von P-Glukosidase und Emulsin 
174. 

- von Maltase und Saccharase 171. 
- von Malzamylase und Maltase 

180. 
- von Pankreasamylase, Lipase u. 

Trypsin 177, 279. 
- von Trypsin und Enterokinase 

317, 319. 
- von Trypsin und Erepsin 324. 
Tributyrinlosung zur Esterasebe­

stimmung 119, 139. 
-, Reinigung nach Wills tatter 

123. 
Trichloressigsaure zur EnteiweiJ3ung 

337. 
Triphenylmetanfarbstoffe als Indi­

katoren 270. 
Tristearin als Adsorbens von Lipase 

114. 
Trockenhefe nach Le bedew 212. 
Trocknung von Organen zur Fer­

mentgewinnung 2. 
Tropaolin 00 68. 

Tropfmethode zur Messung der 
Oberflachenspannung 119. 

Tropfpipette 120. 
Triibungsmessung 37. 
Trypsin, Aktivierung 278, 308. 
-, Bestimmung nach Fermi modif. 

von Palitzsch und Walbum 
285, nach GroB, Fuld und Mi­
chaelis 284, nach Northrop 
286, nach Rona und Klein­
mann 314, nach Willstatter 
305, nach Willstatter und 
Waldschmidt-Leitz 307,nach 
Willstatter und Persiel 308, 
nach Willstatter, Dunaitur­
ria u. K iinstner 311. 

-, Darstellung nach Michaelis 
278, nach Willstatter und 
Waldschmidt-Leitz 278, 28l. 

-, Darstellung von enterokinase-
und erepsinfreiem - 320, 32l. 

- -Einheit 309, 311, 312. 
-, Ph-Optimum 106. 
-, Trennung von Enterokinase 317, 

319. 
-, - von Erepsin 324. 
-, - von Lipase und Amylase 279. 
-, - von Pankreasamylase 177. 
Tschernoruzki, Nachweis der Nu­

kleasen 358. 
Tsuchihashi, Darstellung und Be-

stimmung der Katalase 367, 370. 
Tyrode-Losung 230. 
Tyrosinase 371. 
-, Bestimmung nach Bach 372, 

nach Haehn und Stern 374, 
nach Ra per und W orma1l373. 

Ultrafilter 13. 
-, Darstellung nach Giemsa 14, 

nach Ostwald 13, nach Wha 13. 
U-Elektrode 88. 
Unterhefe 212. 
Urease, Bestimmung nach Euler 

und Brunius 351, nach Lov­
gren 349. 

-, Darstellung nach Jakoby und 
Sugga 349. 

-, Ph-Optimum 104. 
Urikase, Darstellung nach Battelli 

und Stern 366, nach Schitten­
helm 366, 
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Veraschung 146. 
Vergleichszeitwert der Saccharase 

167. 
Vergoldung von Platinelektroden 93. 
Veronal-Puffer nach Michaelis 66. 
Verseifungszahl, Bestimmung der 

127. 
Verzuckerungsfahigkeit 208. 
Viskosimeter von Ostwald 42. 
Viskosimetrie 42. 
Viskosimetrische Bestimmung der 

Amylase (Ohlsson) 200. 
- Pepsinbestimmung nach Hol­

ster 267. 
Volhard- Lohlein, Pepsin - Be­

stimmung 258. 

Waldschmidt - Leitz, Bestim­
mung von Erepsin 325. 

- - -, Darstellung derEnterokinase 
318. 

~ .. - -, - des Erepsins 323, 324. 
- - -, - von erepsinfreier Entero­

kinase 32l. 
- - - und Linderstrom-Lang, 

Darstellung von enterokinase­
freiem Trypsin 320. 

Walpole-Prinzip zur Farbmessung 
293. 

Warburg-Apparatur 133. 
- -Eichung der GefaBe 133ff. 
Warburg, Bestimmung der Glyko-

lyse 237. 
Warburg-Methode zur Lipasebestim­

mung 132. 
War burg, Dorner und Meyer­

hof, Bestimmung der Hefega­
rung 220. 

Wasser, Refraktometerwerte 32. 
Wasser bad, Temperatur-Konstant­

haltung im 6l. 
Wasserstoff, Befreiung von O2 86. 

-Donatoren 382. 
-Elektrode, normal 72. 

- -Entwicklung aus Kippschen Ap-
parat 86. 

Wasserstoffionenkonzentration s. a. 
Ph 61 ff. 

-, Bestimmung mittels Indikatoren 
67ff. 

~, elektrometrisch 71ff. 
--, Messung mit Rohren-Voltmeter 

94. 
-. optimale lOOff. 

W asserstoffionenkonzentration, Um-
rechnung in Ph 61, 62. 

- und Fermentumsatz 53. 
Wasserthermostat 238. 
Weinsaurepuffer 62. 
Weston-Element 76, 98. 
Wha, Ultrafilter nach 13. [45. 
WheatstoneScheBriicken-Anordnung 
WiderstandsgefaB 47. 
Willstatter, Darstellung des Hefe-

trypsins 282. 
-, Pepsin-Bestimmung 269. 
-, Titrimetrische Bestimmung der 

Proteolyse 305. 
-_., titrimetrische Lipasebestimmung 

125. 
und Bamann, Trennung von 
Maltase und Saccharase 17l. 
und Cs{myi, Darstellung und 
Bestimmung des Emulsins 172, 
194. 

-, Haurowitz und Memmen, 
Darstellung von Magenlipase 117_ 
-Me m men, stalagmometrische 
Lipase-Bestimmung 123. 
undMitarbeiter, Bestimmungdeq 
Aminosauren 305ff. 
und Oppenheimer, Bestim­
mung der Laktase 199. 

-, Oppenheimer, Steibelt, Ba­
mann, Darstellung und Bestim­
mung der Maltase, 169 194. 

-, Racke und Schneider, Dar­
stellung von Saccharase 157, 159. 

-, Schneider und Bamann, Dar­
stellung von Saccharase 156. 
- Schudel, Zuckerbestimmung 
19l. 
und Steibelt, Bestimmung der 
Hefegarung 217. 
und Stoll, Peroxydase-Darstel­
lung und Bestimmung 378. 
und Waldschmidt-Leitz, Be­
stimmung der Enterokinase 322. 
- -, Darstellung von Rizinus­
lipase U8. 
- -, Darstellung des Trypsins 
278, 282. 
- -, Rizinuslipase-Bestimmung 
13l. 

--, W aldschmid t-Lei tz u. Hesse. 
Amylase-Bestimmung 206. 

~-, - - -, Darstellung von Pan­
kreasamylase 177. 
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Willstatter, Waldschmidt-
Lei tz, Persiel, Dunaiturria, 
Kiinstner 305, 307, 308, 311. 

- und Weber, Bestimmung der 
Peroxydase 380. 

W ohlgem u th, Amylase-Bestim-
mung 201. 

-, Darstellung von La 272. 
-, Thrombin-Bestimmung 388 
Wohlisch, Wohlisch und Pie­

ritz, Gerinnungszeit - Bestim­
mung 395. 

Xanthin 364. 
Xanthinoxydase 364. 
Xylose, Tabelle zur Bertrand-Me­

thode 187. 

Zeitwert des Emulsins 173,195,197. 
der Laktase 176. 

- der Maltase 170. 
- der Saccharase 166. 
ZinncWoriirlosung zur EiweiBfallung 

264. 
Zitrat-Standard-Losung nach So­

rensen 64. 
Zucker s. a. Glukose, Trauben­

zucker. 
-, Entfernung von - nach Sal­

kowski 233. 
Zuckerbestimmung nach Bertrand 

180, nach Hagedorn- Jensen 
189, nach Willstatter-Schu­
del 191 (Modifikation von A uer­
bach und Bodlander 192). 

-, polarimetrisch 192. 




