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Vorwort zur ersten Auflage.

Das vorliegende Buch verfolgt lediglich praktische Zwecke.
Es soll ein kurzer Wegweiser bei der Arbeit mit Fermenten sein.
Ausfithrungen iiber Eigenschaften und Vorkommen der Fermente,
iiber Systematik u. dgl. konnten unterbleiben, da wir aus-
gezeichnete Handbiicher besitzen, die iiber alle diese Fragen
geniigend unterrichten. Die methodischen Vorschriften wurden
hingegen so ausfiihrlich mitgeteilt, dal man nach ihnen arbeiten
kann. Es wurde auch versucht, alle zu der Ausfiihrung der betref-
fenden Untersuchungen nétigen Angaben, trotz der gebotenen
Kitrze, 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 méglich; sie wurde auch nicht
beabsichtigt. Bei der Fiille des Materials ist es jedoch wahrschein-
lich, daBl die eine oder andere Methode, die wohl hitte 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 cand. chem. R. Ammon.

Allen diesen Herren sage ich meinen aufrichtigsten Dank.

Berlin, April 1926.
P. Rona.

Vorwort zur zweiten Auflage.

Seit dem Erscheinen dieses Werkes ist in der Fermentmethodik
so eifrig gearbeitet worden, daB fast jeder Abschnitt der friiberen
Auflage mehr oder weniger wesentliche Anderungen und Ergén-
zungen erfahren mufite. Vollstédndigkeit 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 iiber Darstellung der Fermente.

Bei der Darstellung von Fermenten handelt es sich darum,
Losungen oder feste Praparate zu gewinnen, die die dem Ferment
eigentiimlichen Wirkungen in stirkerer Weise als das Ausgangs-
material zeigen und dabei von Begleitstoffen moglichst frei sind.

Zur Gewinnung von fermenthaltigem Material sind prinzipiell
zwei Methoden méglich:

1. Die Gewinnung von fermenthaltigem Sekret, z. B. Speichel,
Magensaft, Verdauungssiften unter Anwendung der Methodik der
Fistelanlegung von Pawlow und seiner Schule!?).

2. Die Gewinnung von fermenthaltigen Préparaten aus den
fermentfithrenden Organen oder Zellen durch Extraktion. Diese
Art der Gewinnung der fermenthaltigen Sifte (bzw. PreBsifte)
aus den Organen ist die am haufigsten angewandte.

Die Organe der grofleren Haustiere werden sofort nach dem
Schlachten moglichst sauber entnommen. Zum Transport werden
sie mit einem geeigneten Antiseptikum versetzt (siehe unter Kon-
servierung) und bei einer niedrigen Temperatur gehalten. Die
Organe kleinerer Tiere werden, wenn méglich, nach den Regeln
der Asepsis entnommen. Zur Entfernung des Blutes werden die
Organe vorher mit Ringerlosung, physiologischer Kochsalzlésung
oder mit einer anderen geeigneten Spiilflissigkeit durch die Ge-
faBe durchgespiilt.

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

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

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

Rona, Fermentmethoden, 2, Auflage. 1



2 Allgemeines iiber Darstellung der Fermente.

Kossel hat eine Methode und Apparatur beschrieben, bei der die
Organe mittels flissiger Kohlensdure gefroren und dann durch
sehr rasch rotierende Messer sehr fein zerschnitten werden?).
Gut gelingt die Zerkleinerung speziell von Muskulatur nach
G. Lyding?). Die Muskeln kommen sofort nach der Ent-
nahme in ein Dewarsches Standgefil 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 ausgeprefit werden (vgl. Spez.
Teil, S. 210, bei der Gewinnung des Hefeprefisaftes). 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. iiberlifit (vgl. S. 213).

Der Extraktion von fermentfilhrendem Material geht
meistens eine Trocknung voraus. Eine solche erreicht man mittels
verschiedener Methoden. Man kann das zermahlene Material mit
Alkoholither behandeln (wegen dessen nicht indifferenter Natur
nicht immer durchfiihrbar). In anderen Fillen 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 [Wiechowski?3)].
Um temperaturempfindliche, fermenthaltige Fliissigkeiten schnell
einzudampfen und zu trocknen, bedient man sich zweckmiBig
eines Ventilatortrockenschrankes. Die Luft wird vorgewidrmt
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 Aktivitét 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. Als solche
kommen in Betracht Wasser, physiologische Kochsalzlésung oder
eine wisserige Losung von einer bestimmten Aziditét, ferner Gly-

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 33, 8. 5. 1901.

2) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 113, S. 226. 1921.
. 3) Hofmeisters Beitr. Bd. 9, S.233. 1907 und Abderhaldens Arbeits-
methoden Bd. 3, S.282. 1910.
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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
geschadigt. Die Wahl des Extraktionsmittels richtet sich nach
der Loslichkeit des Ferments im Extraktionsmittel bei moglichst
geringer gleichzeitiger Extraktion von Begleitstoffen. Auch darf
natiirlich das Ferment durch das Extraktionsmittel nicht geschiadigt
werden.

Die meisten Fermente sind in Glyzerin loslich. Die Glyzerin-
extrakte haben den Vorzug, nur wenig Eiweilstoffe zu ent-
halten und der Ansiedlung von Bakterien sehr hinderlich zu sein;
auflerdem sind die Fermente in Glyzerin meist sehr stabil (siehe
Lipase, Trypsin, Amylase)!).

Die wisserigen oder glyzerinhaltigen Fermentextrakte werden
von dem Organbrei durch Filtrieren, Kolieren oder durch Zen-
trifugieren getrennt und kénnen in manchen Fillen gleich zum
Versuch benutzt werden. Meist ist aber eine weitere Reini-
gung der Fermente (bzw. Fermentgemische) néotig, wie sie im
speziellen Teil fiir jedes Ferment beschrieben ist.

Auswiihlende Adsorption und Elution.

Die von Willstatter eingefiihrten Methoden der auswih-
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 Umstdnden nicht
aufgenommen werden, so gelingt auf diese Weise auch eine mehroder
weniger weitgehende Reinigung der Fermente. Ebenso ,,auswah-
lend‘“ kann die Loslésung (Elution) der Fermente vom Adsorbens
bei zweckmiBiger Auswahl der Elutionsmittel gestaltet werden.
,»,Es gibt nur eine einzige allgemeine Methode fiir die Isolierung der
Enzyme, die Anwendung der auf kleinen Affinititsbetragen, auf
Affinitétsresten beruhenden Adsorptionsvorginge® (Willstdtter).
MafBigebend fiir die Adsorption sind eine Reihe von Faktoren:
Die Natur des Adsorbens, seine Darstellungsweise, seine elek-
trische Ladung, der Reinheitsgrad der fermenthaltigen Losung,
das Reaktionsvolumen, die Natur des Ldsungsmittels (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. Willstétter der
Adsorptionswert (A. W.). Er gibt die Anzahl Enzymeinheiten
(siehe diese) an, die unter bestimmten Bedingungen von 1 g des
Adsorptionsmittels (z. B. Al,0;) aufgenommen werden. Die Fest-
stellung des A. W. dient dazu, bei der priparativen Reinigung
von Fermenten dasjenige Adsorbens auszuwihlen, 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 fillt 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 melBbare Zeit erfordert, wird
gewéhnlich durch eine Anderung des Reaktionsmilieus erméglicht.
Als Eluentia eignen sich sekundére Alkaliphosphate oder ver-
diinntes Ammoniak gut.

Aluminiumhydroxyd als Adsorbens.

Aluminiumhydroxyd A4?'). 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
Al,(S0O,); 18 H,0 in 750 cm® Wasser erwdrmt man auf 55° und tragt
die Losung auf einmal unter stirkstem mechanischem Riihren in
2,51 auf 559 erwdirmtes 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 voluminése
Féllung wird wédhrend des Digerierens etwas diinner, aber nicht
eben flockig. Dann wird die Mischung, die man nicht von der
Mutterlauge zu trennen braucht, in einen 51-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, 8. 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 verdiinnt und unter méglichst vollstindigem Dekan-
tieren haufig mit Wasser gewaschen. Am besten vor dem vierten
Male wird der Niederschlag zur Zerlegung noch vorhandener
Spuren basischen Sulfats mit !/, 1 15proz. Ammoniak verriihrt.
Dann wiischt man so lange aus, bis das Wasser drei aufeinander-
folgende Male nicht mehr klar geworden ist. Wahrend der letzten
Waschungen wird der Niederschlag immer kompakter, so dafl am
Ende die Waschfliissigkeit von dem am Boden klebenden plasti-
schen Gele vollstandig abgegossen werden kann. Daran erkennt
man, daf}l das Auswaschen geniigt.

Darstellung von Aluminiumhydroxyd B1). (Geeignet
zur Adsorption von Invertase und Lipase).

Die siedende Lésung von 500 g Al,(SO,); + 18 Hy,O in 11/, 1
Wasser trigt man auf einmal und unter kraftigem mechanischen
Riihren in 51 20proz. Ammoniak ein, die im Emailtopf auf 50°
erwirmt sind. Die Temperatur geht auf 70°; man fahrt mit dem
Rithren noch '/, Stunde fort und liBt die Temperatur auf 60°
sinken. Man dekantiert, wischt unter Dekantieren noch dreimal
mit Wasser nach und ersetzt die obige Lauge durch 41 20proz.
Ammoniak. Mit diesem erwirmt man wieder im Emailtopf unter
lebhaftem Riihren eine !/, Stunde auf 60°. Nach dem Erkalten
gieBt man die Suspension in einen glisernen Filtrierstutzen von
121 Inhalt und wischt sie unter moglichst vollstandigem Dekan-
tieren hiufig mit Wasser, nidmlich bis sie sich nicht mehr klar
absetzt und dann noch zwei weitere Male. Die Sorte B ist eine
schwach gelbliche, zéihe, plastische Masse.

Je vorsichtiger die Fallung des Aly(SO,), mit Alkalien ge-
schieht, desto mehr nihert sich der Niederschlag in seiner Zu-
sammensetzung und im Verhalten der Base AI(OH),.

Zur Darstellung des Priaparates C' geben Willstiatter
und Kraut?) folgende Vorschrift. Die heile Losung von 500 g
Al,(SO,),; + 18 H,O in 11 Wasser trigt man auf einmal in 6,51
Ammoniumsulfat-Ammoniakwasser von 60° ein. Dieses Reagens
enthilt 300 g Ammonsulfat und 420 cm? 20 proz. Ammoniak, d. i.
77,5 g statt ber. 76,6 g Ammoniak. Dieser kleine Uberschuf} ist
wirklich nétig, die Flissigkeit mufl schwach alkalisch bleiben.
Wihrend des Fillens und eine weitere Viertelstunde wird lebhaft
geriihrt, wobei man die Temperatur nicht unter 60° sinken laf3t.
Die Fillung ist anfangs ungemein voluminds und wird erst wih-
rend des Riihrens flockig. Man verdiinnt auf 401 und dekantiert,

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

1923.
2) Ber. d. dtsch. chem. Ges. Bd. 56, S.1117. 1923.
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wobei der Niederschlag sich zunédchst rasch absetzt. Um noch vor-
handenes oder wahrend des Auswaschens aus Ammoniumsulfat
zuriickgebliebenes basisches Aluminiumsulfat vollends zu zerlegen,
fiigt man zum Waschwasser beim vierten Dekantieren einmal
80 cm? 20proz. Ammoniak hinzu. Nach héiufigem 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 erforderlich sind. Das Préaparat C ist eine ganz
schwach gelbstichige, flockige und etwas plastische Masse!).

Wichtig fiir die Adsorptionen verschiedener Fermentpraparate
sind die von Willstdtter und Kraut beschriebenen Priparate
a, B, y der C-Sorte, deren Darstellung hier wiedergegeben werden
soll?). Die a-Verbindung verwandelt sich unter Wasser bei Zimmer-
temperatur oft in einigen Stunden oder an einem Tage in das
Hydroxyd g, das sehr langsam, in etwa 3-—4 Monaten in die dritte
Modifikation y iibergeht.

Darstellung der a-Modifikation. Zur Fallung wird Am-
moniakalaun dem einfachen Sulfat vorgezogen. Zur Verminderung
der OH’-Konzentration wird zum Féllungsreagens Ammoniumsul-
fat zugefiigt, und zwar 1 Mol (NH,),SO, auf 1 Mol NH,Al(SO,),. Das
Ammoniak (3,33 Mol) wird in jedem Versuch abgemessen und titri-
metrisch bestimmt, um darauf die Menge des Alauns genau einzu-
stellen. — 100 cm® 10proz. Ammoniak werden in 600 cm3 Wasser
von 639, das 22 g Ammoniumsulfat enthilt, eingegossen und rasch
auf 589 gebracht. Dazu gibt man unter starkem Riithren mit der
Turbine auf einmal 150 cm? einer 58° warmen Ldsung von 76,7 g
Ammoniakalaun, wobei die Temperatur auf 61° steigt. Man 148t sie
nicht unter 58° sinken und trennt 10 Minuten nach Beginn der
Féllung in einer schnell auslaufenden Zentrifuge den Niederschlag
moglichst rasch von der Mutterlauge ab. 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 ersten Wasch-
wasser filgt man 1,25 g NH, hinzu, zum zweiten doppelt so viel.
Beim 6. Zentrifugieren bleibt die iiberstehende Flissigkeit triib,
der Niederschlag enthilt dann nur noch Spuren von Sulfat. Jede
Nachbehandlung mit Ammoniak dauert etwa 17 Minuten, die
ganze Operation vom Beginn der Fillung bis zum Ende des
Waschens 2!/, Stunden.

Die Umwandlung der a-Verbindung in f tritt in einigen Stun-
den nach der Ausfdllung ein. Das Aussehen des Hydrogels dndert

1) Vgl. auch Ber. d. dtsch. chem. Ges. Bd. 57, S. 1088. 1924.

) Willstdtter, Kraut und Erbacher: Ber. d. dtsch. chem. Ges.
Bd. 58, S.2448. 1925
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sich dabei: aus einer flockigen Suspension wird eine einzige kom-
pakte Masse von gelbstichigem plastischem Gel. Unter Wasser
verwandelt sich das §-Aluminiumhydroxyd allmahlich (10 Tage
bis mehrere Monate) in d e y-Modifik tion, wobei die p.stischen
Eigenschaften des Gels abnehmen; das Praparat bildet ine schéne,
flockige Suspension. Das y-Hydrogel hat auller den basischen auch
die saucren Eigenschaften verloren; es wird in der Kélte weder von
verdiinnter noch maBig konz:ntrierter Salzsiure, noch von n/10-
und n-Natronlauge gelost.

Es empfiehlt sich (I. c. Seite 2456) fiir die Darstellung der g-
Modifikat on beim Auswaschen der Tonerde die erste Nachbehand-
lung mit Ammoniak beim 4. Dekantieren unter Verwendung von
80 cm3 20 proz. Ammoniak fiir 500 g Aluminiumsulfat vorzunehmen
und 6 Stunden bei 20° dauern zu lassen und beim 8. Dekantieren,
wobei die Waschflissigkeit wieder triitbe zu we den beginnt, eine
zweite Nachbehandlung mit 30 cm3® Ammoniak auszufithren. Das
Dekantieren ist zweckmélig so zu beschleunigen, dall das Aus-
waschen in 2 Tagen beendet ist.

Darstellung des Tonerde-Gels von der Formel AIOOH.

Werden die Orthohydroxyde des Aluminiums und andere Ton-
erde-Gele mit Ammoniak unter rascher Steigerung der Temperatur
im trockenen Luftstrom auf 250° erhitzt, so bildet sich aus den
verschiedenen Gelen dasselbe neue, dessen Zusammensetzung mit
guter Anndherung der Formel des Meta-Hydroxyds entspricht.
Besser ist es, die wasserigen Suspensionen beliebiger Tonerdegele
mit Ammoniak im Einschlufrohr rasch auf 2509 zu erhitzen.
Es bildet ein graustichiges, eher plastisches als flockiges Gel ohne
basische oder saure Eigenschaften. Das Aluminium-Meta-Hydroxyd
ist ein sehr schlechtes Adsorbens fiir Invertin; es dient zur Tren-
nung von Saccharase und Maltase (vgl. S.171). Durch Elution der
adsorbierten Maltase (z. B. aus Hefe-Autolysaten) erhdlt man diese
in fermentativ einheitlichem Zustande. Das Studium der Adsorp-
tionsverhéltnisse mit diesem Gel zeigt, daf} ,,weder elektropositive
oder -negative Art, noch Oberflichenwirkung bestimmend ist,
sondern es sind Affinitdtsverhédltnisse, die noch nicht genau de-
finiert werden kdnnen, verantwortlich fiir so ausgepragt selektive
Adsorption‘1).

Was das Kaolin als Adsorbens betrifft, so sei hier d'e
Behandlung des Kaolins mit Salzsdure nach Willstatter und
Schneider?) mitgeteilt.

1) Willstatter, Kraut und Erbacher: Ber. d. dtsch. chem. Ges.

Bd. 58, S. 2458. 1925.
%) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 133, S.200. 1924.
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500 g Kaolin werden mit 1,51 reiner Salzsiure vom spez.
Gew. 1,18 gut vermischt und erwéirmt, zunédchst so langsam, daf
es einen Tag bis zu beginnendem Kochen dauert, dann einen
weiteren Tag bis zum lebhaften Sieden. Durch Verdiinnen und
wiederholtes AbgieBen mit Wasser trennt man die eisenhaltige
Losung vom Kaolin ab und wiederholt noch dreimal diese Be-
handlung mit Salzsdure, so dafl im ganzen 14 Tage dafiir notig
sind. Das Kaolin wird schliefllich mit kaltem Wasser ausge-
waschen so weit, daB3 das Wasser fast keine saure Reaktion mehr
zeigt, dafl aber eine kleine Probe des Kaolins auf Lackmuspapier
noch stark saure Reaktion aufweist.

Beispiele fiir die auswihlende Adsorption und Elution findet
man im spez. Teil fiir Lipasen (8.113), 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
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Abb. 1. Abb. 2. (Nach Wiechowski, Hofmeisters Beitr. 9,
S. 243, 1907.)

selbst nur spérlich durch die Membranporen gehen, wihrend die
Elektrolyte ungehindert hindurchtreten. Doch ist hierbei zu
beachten, daB eine véllige Entfernung der Elektrolyte in manchen
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Fillen eine irreversible Zerstérung von Ferment zur Folge hat.
Die Anordnung bei dem Dialysieren ist aus den Abbildungen 1—3
ersichtlich.

Dialysiermembranen: Man benutzt entweder kiufliche Dif-
fusionshiilsen (z. B. Schleicher & Schiill, Rhld., oder Perga-
ment, dann sog. ,,Fischblasen), oder stellt sich selbst aus Kollo-
dium solche wie folgt her.

Aus Filtrierpapier hergestellte Extraktions-
hiilsen von Schleicher & Schiill werden durch
Ausgieen mit warmem destillierten Wasser
angefeuchtet, das iiberschiissige Wasser wird
entfernt. Ehe die Hiilsen erkaltet sind, wer-
den sie mit Kollodium (z. B. D. A. B. 4proz.)
gefiillt, sofort wieder entleert und auf diese
Weise eine moglichst diinne erste Kollodium-
haut erzeugt. Man giefit das iibrige Kollodium
wieder heraus und achtet sorgfaltig darauf,
dal nicht etwa ein Kollodiumtropfen am
Boden der Hiilse zuriickbleibt. Nach 5 Min.
Trocknen giefit man in derselben Weise eine
zweite, ebenfalls diinne Schicht und liBt das
iiberschiissige Kollodium gleichfalls sorgfaltig
herauslaufen. Nach wiederum 5—10 Min.

-
-

o

Abb. 3. Ein geschlosse-
nes GlasgefiB oder eine

Trocknen taucht man die ganze Hiilse in
kaltes Wasser. Nach 20—30 Min. Wissern
ist der Dialysator gebrauchsfertig. Verwendet
man verdiinntere, z. B. nur 2proz. Kollodium-
l6sung (hergestellt durch Verdiinnen der kiuf-
lichen Losung mit dem gleichen Volumen einer

Glasstange steckt im In-
nern der Kollodiumhiilse.
Dadurch wird die rela-
tive Oberfliche der dia-
lysierenden Flissigkeit
vergrofert; ferner kann
ihr Niveau gut geregelt
werden. (Anorduung von
Dr. Iwasaki; vgl. auch
Abb. 72, S. 216.)

Mischung von 7 Teilen Ather und 1 Teil ab-
solutem Alkohol), so erhdlt man weniger dichte und daher schneller
wirkende Dialysatoren. Man priift die Dialysatoren z. B. mit 0,059/,
Nachtblaulésung, die die Membran nicht passieren darfl).
Herstellung eines Kollodiumdialysierschlauchs nach
L. Michaelis?). Man gieBe einen kleinen Glaszylinder (z. B. von
25 cm3? Inhalt) voll Kollodium, giele das Kollodium zum gréften
Teil wieder aus und lasse das zuriickbleibende Kollodium trocknen,
indem man den Zylinder in horizontaler Lage stédndig rollt. 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 Chem. Fabrik auf Aktien (vorm. E. Schering
Berlin N,
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giefle 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. Esist jedoch vorteil-
haft, nach dem Entweichen des Athers den Schlauch mit destil-
liertem Wasser zu fiillen und 10—15 Min. mit dem Wasser stehen
zu lassen. Man kann die Ablésung des Schlauches von der Glas-
wand dadurch erleichtern, dafl man zwischen den Schlauch und
das Glas etwas destilliertes Wasser giet. Danach kommt der
Schlauch in destilliertes Wasser?).

Herstellung eines Kollodiumdialysierschlauches
nach Angaben von Trendelenburg. Die Durchgingigkeit
einer Kollodiumhiilse ist bestimmt durch ihren Gehalt an Ather
und Alkohol in dem Augenblick, in dem sie nach ihrer Herstel-
lung mit Wasser in Beriihrung kommt. Damit also eine solche
Hiilse gleichméBig durchgéingig 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-
hiilse durch Ausgieflen eines Gefafles (Zentrifugenglas od. dgl.)
herstellt, da der Ather am Boden des GefiBes langsamer ver-
dunstet als an seinem Rand. Es ist deshalb zweckméiBiger, die
Hiilsen auf der Aulenwand eines Glasgefédf3es anzufertigen, da hier
die ganze Kollodiumschicht gleichméaBig der Luft ausgesetzt
wird. Die bei letztem Verfahren auftretenden Schwierigkeiten
bei der Ablosung der Hiilsen von der Unterlage sind durch den
Kunstgriff der Gelatinierung des Glases nach Gates?2) iiber-
wunden.

Man schmilzt Glasréhren an ihrem unteren Ende so weit zu, da
nur noch eine Offnung von 1—2 mm Durchmesser offen bleibt.
Dann taucht man diese gereinigten aber nicht besondersentfetteten
Roéhren in eine warme 10 proz. Losung gewohnlicher kiduflicher Ge-
latine 1—2mal etwas weiter ein, als nachher die Kollodiumhiilse
reichen soll. Hierdurch wird das enge Loch am unteren Ende der
Réhre mit Gelatine verschlossen, ebensotiberzieht sich derganze ein-
getauchte Teil des Glasrohres mit einer Gelatinehaut. Dann hingt
man die Glasr6hren an ihrem nicht benutzten Teil mindestens
6 Std. zum Trocknen auf. Es ist darauf zu achten, daB bei der
Trocknung der Gelatineverschlufl am unteren Ende des Rohres nicht

1) Uber Darstellung von Kollodiummembranen vgl. auch Asheshov:
Cpt. rend. des séances de la soc. de biol. Bd. 92, S. 362.

%) Gates: Journ. of exp. med. Bd. 35, S. 635. 1922 nach Trendelen-
burg: Piliigers Arch.{. d. ges. Physiol. Bd. 199, 8. 237. 1923, und miind-
liche Mitteilung von H. H. Weber.
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durch Schrumpfung reif3t, da sonst Kollodium dort in das Glasrohr
eindringt und die Ablosung der fertigen Hiilse zum mindesten
erschwert. Die Réhren mit der angetrockneten Gelatine werden
dann mehrmals in die Kollodiumlésung eingetaucht. Nach jedem
Eintauchen lafit man die Kollodiumlgsung kurz abtropfen, dann
wird das Glasrohr in horizontaler Haltung so lange um seine Achse
gedreht, bis das Kollodium so weit erstarrt ist, daf es nicht mehr
an den abhéngigen Teilen des Rohres zu einer dickeren Schicht
oder zu Tropfen zusammenfliet. Auf diese Weise wird die Schicht-
dicke des Kollodiums auf dem ganzen eingetauchten Teil des
Glasrohres fast gleichméfig. Dann trocknet man weiter, bis die
Kollodiumschicht nicht mehr deutlich nach Ather, wohl aber noch
kriftig nach Alkohol riecht. Hierauf taucht man von neuem in
die Kollodiumlésung und wiederholt dies so oft, bis die Schicht
auch bei dem oben angegebenen Trocknungsgrad deutlich (0,1 bis
0,2mm) den Durchmesser des Glasrohres vergroflert. Dies ist
durch Vergleich des in die Kollodiumlgsung eingetauchten Teiles
der Rohre mit dem nicht eingetauchten leicht festzustellen.

Man kann die kédufliche 4proz. Kollodiumlésung der Apothe-
ken bei diesem Verfahren gut verwenden. Lost man selbst das
Kollodium, so ist es zweckmé&flig, neben Ather nicht absoluten
Alkohol dazu zu verwenden, sondern 90—95proz. Alkohol (zu
etwa 40°/;). Man vermindert so die Gefahr, daB3 durch zu langes
Trocknen, d. h. zu weit gehende Verdunstung von Ather und
Alkohol die Hiilsen vollkommen — auch fiir Wasser — imper-
meabel werden.

Ist die Hiilse geniigend dickwandig und bis zu dem oben
angegebenen Grad getrocknet, so stellt man das Glasrohr in
zimmerwarmes Wasser und fiillt auch sein Lumen damit. Dann
erwidrmt man bis etwa 400 wodurch sich nach kurzer Zeit der
Gelatineiiberzug des Rohres und seiner unteren Offnung ver-
fliissigt. Die Kollodiumhiilse gleitet nun langsam von der Rohre
herunter, wobei das Wasser aus dem Innern des Glasrohres durch
das Loch an seinem unteren Ende den Hohlraum in der Hiilse
fiillt, der durch ihr Abgleiten unter dem unteren Ende der
Glasrohre entsteht. Die Hiilse bleibt auf diese Weise faltenlos
und glatt. Bisweilen ist die ganze Hiilse auf dem Glase durch
drehende Bewegungen verschieblich, also geldst, hingt aber an
ihrem oberen Rand fest. Es ist dann zweckméBig, diesen Rand
durch einen kreisférmigen Skalpellschnitt abzuschneiden, worauf
die so etwas verkiirzte Hiilse abgleitet. Die Temperatur des
Wassers soll die oben angegebene Temperatur nicht wesentlich
iiberschreiten, da sich das Kollodium sonst um die Glasrohre
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zusammenzieht und die Hiilse dann wesentlich schwerer ab-
zuziehen ist.

Die fertige Hiilse soll je nach ihrer Dicke fast klar durchsichtig
bis eben ganz leicht opaleszent, jedenfalls nicht deutlich triibe
sein und keine weill opaken Stellen enthalten. Thre Durchgingig-
keit priift man mit einer Alkalichloridlésung als Fiillung, AgNO,
als AuBenlosung. Nach einer Eintauchdauer von 10—20 Sek.
muf} sie von einem gleichméfBigen weillen Schleier von AgCl
umgeben sein.

Da Kollodiumbhiilsen im Gebrauch durch normale wie anormale
Osmose leicht iiberlaufen, ist es zweckméBig, sie mit einem Steig-
rohr zu verschlieBen. Zu diesem Zweck schiebt man die fer-
tige Hiilse 1—2cm auf eine Glasmanschette passender Weite
— am besten auf ein einige Zentimeter langes Stiick desselben
Glasrohres, auf dem man die Hiilse hergestellt hat. Dann fichelt
man die Glasmanschette mit dem daraufgezogenen Rand der
Hiilse vorsichtig in der Flamme eines Glasbrenners, wobei der
Hiilsenrand abtrocknet und sich um die Manschette fest zusam-
menzieht. Es ist hierbei darauf zu achten, daB nur das dem Glas
aufliegende Kollodium mit der Flamme in Beriihrung kommt,
nicht aber die eigentliche Hiilse, da in diese sofort Licher ein-
brennen! Den Rand der Hiilse befestigt man dann vollkommen
dicht auf der Manschette, indem man ihn durch herumgegossene
Kollodiumlésung moglichst rasch festklebt. Wahrend nimlich
diese Kollodiumlésung antrocknet, darf der eigentliche Hiilsen-
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 Hiilse senkrecht
aufstellt und bis zum unteren Rand der Glasmanschette mit
Wasser fillt. Hierdurch ist einer Austrocknung des eigentlichen
Hiilsenkorpers geniigend vorgebeugt. In solche mit einer Glas-
manschette endigenden Dialysierhiilsen kann man leicht und oft
einen Gummistopfen mit Steigrohr einsetzen, was bei Hiilsen mit
ungeschiitztem Rand meist bald zum Einreilen der Hiilse fiihrt
[H. Weber1)].

Waéhrend die Trennung des wiésserigen 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 voll-

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 158, 8. 463. 1925.
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stindig, und mdoglichst schnell von Elektrolyten zu befreien. Dazu
dient hauptsichlich die Elektrodialyse (vgl. S. 15). In diesem
Zusammenhang sei auch die Ultrafiltration erwéhnt, wenn auch
diese hauptsichlich bei der Verarbeitung des der Fermentwirkung
unterworfenen Materials in Betracht kommt.

Ultrafilter. Darstellung nach W. Ostwald. Ein gew6hn-
liches glattes Filter wird in einem sauberen Trichter dicht angelegt,
mit heilem Wasser ausgiebigangefeuchtet, das tropfbar vorhandene
Wasser durch Ausschwenken griindlich entfernt. Von einer 4 proz.
Kollodiumlésung, die ebenfalls vorsichtig erwdrmt wird, werden
20—30 cm3 in das nasse Filter gegossen. Durch mdéglichst schnelles
Drehen des Trichters wird eine erste Kollodiumschicht auf dem
Papier hergestellt. Man achte darauf, dalidas Kollodium nureinmal
iiber die Filterflache lauft, da sonst zu dicke und zu langsam fil-
trierende Schichten entstehen. Das iiberfliissige Kollodium wird
sorgfaltig ausgegossen, so daB in der Spitze des Filters kein Tropfen
zuriickbleibt. Man 148t 5—10 Min. an der Luft trocknen, wobei
man das steif gewordene Filter voriibergehend aus dem Trichter
herausnimmt. Mit der gleichen angewédrmten Kollodiumlsung
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 soll
dabei nicht zu stark werden.

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

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 Grofle einer Siebplatte (von etwa 2 cm
Durchmesser) entspricht, 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. Aufl,, 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

P einem Saugreagensglas angebracht

hat. Dann bedeckt man in &hnlicher

[ Weise das Filter ¢ mit dem Filter b,

"/ aber so, daB die Einschnitte in den

~ Filtern nicht iibereinander kommen,

sondern gegeneinander verschoben

ADb. 4. sind, legt die den Trichterrand iiber-

ragenden Teile des Filters nach

auBen um und schmiegt sie der Glaswand fest an (eventuell unter

Zuhilfenahme eines Bindfadens). Auch dieses 2. Filter wird mit

destilliertem Wasser befeuchtet, dann scharf abgesaugt, so da8

die Filter nur spurweise feucht sind. Jetzt kann, wie oben be-

schrieben, an die Dichtung mit Kollodium geschritten werden.

Die fertigen Trichter (bzw. Filter) miissen stets in Wasser unter
Toluol liegen.

Eintauchfilter nach Giemsa?®). Die Apparatur (Abb. 5, 6)
besteht im wesentlichen aus einem reagensglasférmigen Porzellan-

Abb. 5. Apparat nach Giemsa mit Abb. 6. Apparat nach Giemsa mit fertig mon-
Filtrierzylinder 8><0,9 cm, in der tiertem Filtrierzylinder 16><1,8 cm.
Mitte Hiilse aus Filtrierpapier.

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

Der Zylinder ist aulen und innen glasiert und in seinem unteren,
geschlossenen Teil siebartig durchbohrt. Die Filtrierhiilse dient

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 132, S.488. 1922.
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als Unterlage fiir die Kollodiumschicht. Zur Darstellung der Mem-
bran stiilpt man zunéchst die Hiilse so weit liber 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 gleichméBige 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 héngt diesen so tief ins Wasser, dafi die
ganze Membran hiermit bedeckt ist. Nach 1/,stiindiger Wisse-
rung entfernt man die letzten Reste des Kollodiumlosungsmittels
dadurch, daBl 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-
jingten und in einen Hahn auslaufenden graduierten Glaszy-
linder (vgl. Abb. 6). Die ersten Anteile des Filtrates gieft man
fort. Man achte darauf, dall die ganze Membran dauernd von
Fliissigkeit umspiilt ist, da sie sonst eintrocknet und rissig
wird. Das Absaugerohr lifit man zweckmiBig dicht iiber dem
Boden des Filtrierzylinders miinden und setzt, um diesen nicht zu
beschédigen, einen unten mit zahnférmigen Ausschnitten ver-
sehenen Gummischlauch auf sein Ende.

Uber eine ahnliche Apparatur, die zu gleicher Zeit entstand,
s. What). Empfehlenswerte Filtervorrichtungen sind die von
Bechhold und Ko6nig angegebenen (Staatl. Porzellan-Manu-
faktur Berlin) und die Glas-Filtergerate der Firma Schott in Jena.

Elektrodialyse.

Unter Elektrodialyse versteht man den elektrischen Transport
von membrandurchgingigen Ionen durch kolloidundurchlissige
Membranen. Hier seien zwei Apparaturen angegeben, eine nach
W. Pauli und eine nach Freundlich und L. F. Loeb.

1. Nach Pauli?). In der Regel wird durch gewdhnliche
Dialyse vorgereinigtes Material benutzt. Der angelegte Strom
iiberschreitet meist nicht eine Dichte von 0,8—0,3 M. A. pro cm?

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 144, S. 278. 1924.
2) Biochem. Zeitschr. Bd. 152, S. 355. 1924.
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Membranfliche. 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,
daBl keine Reaktionséinderungen in der Mittelzelle auftreten.

o

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 vollstindig dicht beim Zusammensetzen und Anziehen
des Apparates. Die Montierung erfolgt in vertikaler Stellung,
darauf wird der Apparat horizontal umgelegt. Die zwei Auflenzellen
sollen getrennt mit Wasser durchspiilt werden. Als Anoden werden
Platindrahtnetzelektroden, als Kathoden auch solche aus Silber-
oder aus Kupferdraht verwendet. Die gréBeren 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 Widerstinden die
Stromstirke auch ohne Am-
peremeter abzustufen, bis
man die volle Spannung an-
legen kann.

2. Nach Freundlich und

z L. Farmer Loeb?). Der be-

Abb. 8. I AuBenkammer. I7 Mittelkammer, nutzte Apparat hat die Form
wassers, ¢ Oftnimg fhe asn Tinrer 4 abiup. des Paulischen. Er besteht
offnung  der %‘“ﬁéﬁ)‘;‘;‘éﬁ e Xlektroden, gug drei Tellen, die mit Schlif-
fen aufeinander passen. Die

Membranen werden mit Cellonlack befestigt (man kann auch
Gummiringe verwenden). Der Apparat wird durch Schellen 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 cm?®, sie kann aber eine beliebige Dimension haben; sie soll
jedoch moglichst schmal sein (3—5 cm). Als Elektroden werden
kreisformige Netze aus diinnem Platindraht benutzt. Die Elek-
trode soll etwa 0,5 cm von der Membran entfernt sein. Die Span-
nung des angelegten Gleichstromes

betrigt zwischen 12 und 120 Volt

(meistens 120 Volt). An einem in

den Stromkreis eingeschalteten Am-

peremeter kann gleichzeitig die

Stromstéarke abgelesen werden. Die

Fliissigkeit der Mittelkammer wird

durch einen schraubenférmig ge-

wundenen Glasriihrer gerithrt. Als

Membranmaterial dient Pergament-

papier (Schleicher & Schiill) und mit

chromierter Gelatine imprégnierter

Wollstoff. (10 g Gelatine, 3 g Am-

moniumbichromat und 5 g Glyzerin werden in 100 cm?® Wasser
gelost; der Wollstoff wird hiermit bestrichen und in der Sonne
1/,—1 Stunde, bei bedecktem Himmel einen Tag belichtet. Dies
wird zwei- bis dreimal wiederholt.) Die Seitenkammern koénnen
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 pg der Losung der Mittelkammer mul3
kontrolliert werden; er darf sich nicht wesentlich dndernt).

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

Der Elektrodialyseapparat besteht aus drei ineinander gescho-
benen Glasréhren (1, 2, 3, Abb. 10), die ein dreizelliges System
mit den Zellen a, b, ¢ bilden. Die Abgrenzung der Mittelzelle b
von den beiden &uBeren Zellen (@, ¢) geschieht durch Mem-
branen (M,, M,), die die unteren Offnungen der beiden inneren
Roéhren verschlieBen. Fiir die duBere Rohre wird zweckméaBig
einer der iiblichen Kiihlermantel von 34,5 mm &uBlerer Weite,
120 mm Gesamtlinge und 60 mm Abstand zwischen den Mitten
der beiden AbfluBréhren verwendet. Dann ergeben sich fiir
die beiden inneren Glasrohren folgende Mafle: Mittleres Rohr

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

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

Rona, Fermentmethoden, 2. Auflage. 2
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95 mm Linge und 26,5 mm &duBere Weite, inneres Rohr 110 mn

Linge und 20,5 mm &uBere Weite. Fixiert werden die beiden inne

ren Rohren gegenseitig und gegen die duBere R6hre durch schmal

Gummiringe, die um die oberen Teile der Rohren herumgeleg
werden. Es gelingt dann leicht, durc
Verschieben der Gummiringe den In
halt der Mittelzelle der jeweilig zu elek
trodialysierenden  Flissigkeitsmeng
(2—15 cm?) anzupassen. Dabei ist ¢
zweckméifig, den inneren Glaszylinde
(3) immer so tief zu setzen, daf di
Membran ca.2 mm in die Flissigke
der Mittelzelle eintaucht.

Fur die Wahl der Membranen ble
ben die gleichen Griinde mafigeben
wie bisher, da sich alle gebrduchliche
Membranarten mit gleicher Leichtig
keit an den Enden der Réhren befest
gen lassen, wenn man beim Zurichte
der Rohren darauf achtet, daB dies
glatt abgesprengt und ohne Einfalle
der Rénder rund geschmolzen werde:

Herstellung der Chrom-Gelatin
Anode. Aus einem rein wollenen Stoff od
sehr viel besser aus Crépe-Georgette wird ei1
Kreisscheibe ausgeschnitten, deren Durc
messer um ca. 3—4 cm grofer ist als d
Durchmesser der zu verschlieBenden R6
rendffnung. Diese Stoffscheibe wird dur
Uberstreifen eines Gummiringes moglich
faltenlos auf dem einen Ende der mittler
Rohre (2) befestigt und nur der umgeleg
auf Glas aufliegende Teil des Stoffes n
farblosem Zellonlack getrankt. Nach de
Eintrocknen des Lackes wird der Lackauftr:

in derselben Weise noch einige Male wiederholt, wobei darauf zu acht
ist, daf} die eigentliche Membranfliache frei von Zellonlack bleibt. Diese
vorbereitete Rohre wird dann so oft in eine frisch hergestellte Chromse
Gelatine-Losung!) eingetaucht, bis sich auf dem Crépe Georgette eine g
niigend dicke Schicht von erstarrter Chromat-Gelatine gebildet hat. Die
Schicht wird zweckmiBig noch durch EingieBen einer geringen Men
Chromat-Gelatine in das senkrecht gehaltene Rohr verstirkt. Darauf fol
eine etwa 1—2tégige Belichtung der Membran in zerstreutem Tageslicht,
bedecktem Himmel, oder 2—3stiindige Belichtung in direktem Sonnenlicl
Nach dem Entfernen des iiberschiissigen Chromates aus der Membran dur
Wassern und darauf folgender Elektrodialyseist die Membran gebrauchsfert

1) Vgl. 8. 17.
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Zur Herstellung der Pergament-Membranen schneide man aus Perga-
mentpapier (Schleicher & Schiill, zur Dialyse) eine Scheibe aus, deren Durch-
messer um ca. 2,5 cm groBer ist als der Rohrendurchmesser selbst. Diese
Scheibe wird angefeuchtet, auf die Miindung der senkrecht gehaltenen
Rohre (3) gelegt und darauf ein kurzes ca. 3—4 cm langes Rohr gestellt,
dessen duBerer Durchmesser so bemessen ist, daB es leicht in das Rohr 3 ein-
gefithrt werden kann. Dieses Rohr schiebt man mit dem Pergament so durch
das weitere Rohr hindurch, daB die sich bildende Pergamentflache das andere
Rohrenende um ca. 0,5 cm iiberragt. Zur Verhinderung des Eindringens
von Spiilwassser der AuBenzelle (c) in die Mittelzelle (b) dichtet man den
Raum zwischen den Glasréhren 3, 4 mit weiBem Zellonlack ab. Zu diesem
Zweck legt man iiber denjenigen Teil des Pergamentes, welcher dem vor-
geschobenen Teil der inneren Réhre (4) aufliegt, einen Kranz des schwer-
fliissigen Zellonlackes und sorgt durch Senkrechthalten der Réhre sowie
Erzeugung eines geringen Unterdrucks mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe
dafiir, daB der Zellonlack in den zu dichtenden Zwischenraum eindringt.

Als Elektrode dienen zwei 5 cm lange und 0,4 mm dicke zu
einer flachen Spirale aufgewickelte Platindrdhte, die mit ihren
Zufithrungen in Glasréhren eingeschmolzen waren. Auflerdem
konnen in gleicher Weise fiir die Kathode Silberdraht oder ver-
silberter Messingdraht verwendet werden. Auch kleine Bogen-
lampenkohlen kénnen in manchen Féllen als Elektroden benutzt
werden. Die Spiilung der beiden AuBlenzellen geschieht zweckmafig
aus einer hohergestellten, ca. 51 fassenden Flasche mit destillier-
tem Wasser. Der ZufluB des Spiilwassers wird so reguliert, daf}
anfangs von beiden AuBlenzellen pro Sekunde ein Tropfen abfallt.
Spiter kann die Spilgeschwindigkeit verlangsamt werden.

Als Dauerbelastung der Zelle ist 25—30 Milliampere zuléssig.
Infolge der im Anfang meist guten Leitfahigkeit der Mittelfliissig-
keit ist es notwendig, die Stromstérke durch Vorschaltwiderstinde,
Gliihlampen oder Flissigkeitswiderstinde zu regulieren. Als sehr
brauchbar und billig hat sich ein' Flissigkeitswiderstand er-
wiesen, welcher aus zwei 4 X 12 cm groBen Messingblechen, einem
400 cm3 Becherglas und destilliertem Wasser besteht. Durch Ver-
dnderung des Elektrodenabstandes sowie der Wassermenge
kann man alle verlangten Widerstinde herstellen').

Konservierung.

Fermente werden konserviert, indem mansie vor bakterieller und
Selbstzersetzung schiitzt und in einen haltbaren Zustand tiberfiihrt.
Das am hiufigsten gebrauchte Desinfiziens ist Toluol, das die
Fermente nur sehr wenig schidigt. Man nimmt zur Verhinderung

1) Uber einen einfachen Elektrodialysierapparat aus einem Stiick (ge-
liefert von den Schott-Werken, Jena) vgl. Reiner: Zeitschr. physik.
Chem. Bd. 35, S. 423. 1931.

2%
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der Infektion 1,0—2,0 cm? auf 100 cm3 Lésung und schiittelt gut
durch; Chloroform schidigt die Enzyme in stirkerem Mafle;
fiir Trypsin, Ereptasen, Invertase, Maltase und Zymase ist es u. U.
brauchbar!). Es wird in derselben Konzentration angewandt wie
das Toluol. Thymol ist auch gut verwendbar (einige Kristalle
auf 100 cm? Fliissigkeit). Auf die Anwendung von Glyzerin ist
schon hingewiesen (vgl. S. 3).

Man wird beim Arbeiten mit Fermentlosungen immer gut
daran tun, diesé unter Eiskiihlung aufzubewahren. Ein weiteres
bequemes Hilfsmittel, Fermente vor Zerstérung zu schiitzen,
ist die Uberfiihrung in den Trockenzustand, in dem sie unbegrenzt
haltbar sind. (Vgl. spez. Teil.)

Nachweis und Messung der Fermentwirkungen.

Das Reihenprinzip.

BeiReihenversuchen ist es nicht statthaft, arithmetische Reihen
zu benutzen, da das Verhaltnis der Glieder der Reihen zueinander
dann ein ganz verschiedenes ist. Vielmehr diirfen nur geometrische
Reihen benutzt werden?). Im allgemeinen wird man zur orien-
tierenden Untersuchung eine grébere Reihe ansetzen und dann
immer feinere Reihen benutzen, soweit es die vorliegende Aufgabe
erfordert und die Moglichkeit der exakten Erkennung der zu
untersuchenden Reaktion es gestattet. Zur Ansetzung solcher
Reihen dient folgende Tabelle, die die ersten Glieder verschiedener
geometrischer Reihen enthélt. Jede Horizontalreihe in der Tabelle
S.21 ist eine solche geometrische Reihe, die die verschiedenen
Potenzen der dazu gehorigen Zahl der linken Kolumne enthalt?).

Selbstverstindlich kann man innerhalb jeder Reihe jedes
Glied mit demselben beliebigen Faktor multiplizieren, ohne daf
der geometrische Abstand der Glieder sich #dndert.

Z. B. eine Reihe mit der Verdiinnung nach Potenzen von 1/,

geordnet oYy Y Y g
oder nach Potenzen von 2/; geordnet
1; 0,67; 044; 0,30; 0,20...

Die Volumina aller Lésungen 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. Aufl, S. 1.

3) Tabelle aus Michaelis: in Abderhaldens Handb. d. biochem. Ar-
beitsmeth. Bd. 3, 1. Halfte, S. 30.
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Tabelle.
0. L. ' o2 3. 4. 5. 6. 7. 8.
Potenz
0,5 1,00 | 0,500 ‘ 0,250 | 0,125 | 0,0625/0,0312] 0,0156 0,0078 | 0,0039
0,6 1,00 0,600 | 0,360 | 0,216 0,130 0,0467 | 0,0280 | 0,0170
0,7] 1,00 ‘0700 10,490 | 0.343 0,240 0 168 | 0,118 0,0824 ' 0,0576
0,8] 1,00 10,800 | 0,640 0,512 0,410 0,328 0,262 10,168
0.9] 1,00 0900 0.810 0.720 0.656 0.590 @ 0531 |0.478  0.430

Eine andere Anordnung von Reihen riihrt von Fuld?!) 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 V 10,
will man in 5 Glieder teilen, den Exponenten VlO

Tabelle.
10 9 8 7 6 5 4 3 2
S 2 18 ¥ 2 & = =
— — — — — — N [1r]
I [ I f | f
) o | o =) =) = = =
] | L — 1 g — — — —
R
0 1,0 Lol 10! L0 Lo 1,0 Lo 1,0
13 | 13 L4, L5 L6 18 21 32 100
17 18 19 21 25 32 46 10,0
21 24 27 32 40 56 100
28 | 32 37 46 63 10,0
36 | 42 52 68 | 100
46 | 56 72 10,0
60 | 75 ‘ 10,0
77 | 10,0 !
10,0 ‘

Chemische Methoden.

Die bei der Untersuchung mit Fermenten anzuwendenden
chemischen Methoden sind im speziellen Teil ausfiihrlich geschil-
dert. Im besonderen seien hier erwihnt: EnteiweiBung (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 Aminoséduren (S. 305, 312).

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

Polarimetrie.

Fir die Fermentmethodik kommt die Polarimetrie haupt-
sichlich 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 Lénge eingefiillt. Die Auswahl der R6hren nach ihrer
Léange hiangt von der Farbung und Klarheit der Lésung ab. Bei ge-
fullter Rohre soll man beleuchtete Gegenstiande beim Hindurch-
sehen scharf unterscheiden kénnen. Zum Verschluf der Réhren
dienen aufschraubbare Kappen aus Metall, die eine kleine Glas-
scheibe mit einem Gummiring fest gegen die Rohrmiindung
driicken. Zweckméflig sind Rohren, die eine kleine Ausbuch-
tung tragen, die zur Aufnahme etwa eingeschlossener Luft-
blasen dient. Fiir Beobachtungen bei bestimmter Temperatur

Abb. 11,

dienen Rohren mit Wassermantel (Abb. 11). Die beiden Aufséitze
dienen zum Zu- und AbfluB des Wassers von bestimmter Tem-
peratur. Der Tubus in der Mitte steht mit der inneren Réhre
in Verbindung und dient zum Einbringen der Fliissigkeit und
zur Aufnahme eines Thermometers.

Lampen: Als Lichtquelle dient Licht einer bestimmten Wellen-
lange, in der Regel Natriumlicht. Gewshnlich kommt Kochsalz oder
Natriumnitrit (Neuberg) in eine ringférmige Rinne aus Platin,
die in die Gasflamme geschoben wird.

Billig und zweckméBig ist die von Airila und Komppa an-
gegebene Lampe (Abb.12). Diese Lampen sind so aufzustellen, daf3
nur das Licht aus dem oberen Teil des Ausschnittes des Schutz-
schirmes zu dem Apparat gelangt?).

1) Eine ausgezeichnete Lichtstirke liefert selbst noch bei 4 dm-Rohr
die Osram-Puuktlampe in Verbindung mit dem Zeissschen Mono-
chromator.Winkel-Zeiss (G6ttingen) liefern neuerdings Spezial-Gelatine-
Gelbfilter, das in Verbindung mit einer starken elektrischen Glithlampe
geniizend helles monochromatisches gelbes Licht liefert, das als Ersatz
fiir Natriumlicht verwendet werden kann.
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Die optische Einrichtung eines der gebriauchlichsten Halb-
schatten-Polarisationsapparate ist in Abb. 13 dargestellt. Das
Instrument ist mit einem zweiteiligen
Polarisator nach F. Lippich versehen;
dieser Polarisator besteht aus den Nicols N,
and N,, sowie der Blende D. Der Apparat
wird durch die Blende A! und die Linse K
hindurch von einer Lampe beleuchtet,
welche in einer der Lénge des Instrumen-
tes entsprechenden Entfernung aufgestellt
werden muB3. Die Blende 4, der Nicol N,,
sowie das kleine astronomische Fernrohr
OR bilden die Analysator- oder MeBvor-
richtung; letztere ist um die Langsachse
des Apparates drehbar.

Die Beleuchtungslinse K entwirft von
der Lampe ein Bild auf dem Fernrohrobjek-
tiv O. Das Fernrohr OR ist scharf auf
die Polarisatorblende D, die das Gesichts-
feld begrenzt, eingestellt. Durch die Ni- Abb. 12.

Lampe nach Airila und

cols Ny und N, wird das Gesichtsfeld in Komppa. a Teklu-Bren-

. .. . . ner, b Metallzylinder mit
zwei Halften, 1 und 2, die photometri- seitlichem Einschnitt, ¢
« . : : 10 cm hohes Glasgefa8 mit
schen Vergleichsfelder, geteilt, welche in den autgesetzter Metallkappe, 1

Abbildungen 14—16 gezeichnet sind. */s mit 3 proz. Na Cl-Losung
o . . gefiillt, in der Asbestdocht
Die Schwingungsrichtungen ol des Fel- gteckt. Letaterer aus der

: : : Tiille heraustretend, ist im
des 1 und or des Feldes 2 bilden einen klei- (g § Joamuotenc, 1o o

nen Winkel &, den sog. Halbschatten, mit- Vor jedesmaliger Benutzung
. . . . muBl die gebildete Salz-
einander. Bei der Einstellung wird der Ana- kruste und das hart gewor-
P e ; e dene Dochtende abgeschnit-
lysatornicol Ny mit dem Eernrohr zunéichst Worden, 4 Scharnier summ
so gedreht, daB ein Vergleichsfeld, z. B. das gleraﬁlsl?fweggn t}gs Docl(lltes
. urc. en pal an en
nur durch N, hindurch beleuchtete Feld I, Rand des Flammenkegels.
ganz dunkel erscheint, ausgeldscht ist (siehe
Abb. 14); dann ist die Schwingungsrichtung oa des von N, hin-

durchgelassenen Lichtes senkrecht zu ol. Hierauf dreht man N,,

KM- ﬂ"z-'i r.ﬂ"
E@n_l_- _______.._--_.____N -}E

Abb. 13,

ris

bis das andere Feld vollkommen ausgel6scht ist, wie Abb. 16 zeigt.
Dreht man nun N, etwas zuriick, so findet man eine Stellung,
bei welcher beide Halften 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, Abb. 15. Abb. 16.

das Gesichtsfeld dreiteilig (vgl. Abb. 17). Die beiden dufBeren Felder
korrespondieren miteinander und sind mit dem inneren Feld auf
gleiche Helligkeit mit Hilfe der Grob- und Feineinstel-
lung zu bringen. Die Firma Schmidtund Haensch liefert
auch diesen Apparat in Verbindung mit Vorrichtung
zur Erzeugung des D-Lichtes. (Das Licht einer hellen
: Glithbirne wird durch ein Prisma in ein Spektrum zer-
Abb. 17, legt; nur das D-Licht wird in den Apparat geschickt, das
aullerdem noch durch ein Filter liuft, das nur Licht

von 573—606 u durchliBt. Die D-Linie des Na-Lichtes hat 589 41.)

Polarisationsapparat: Von den vielen Modellen soll hier
nur ein Halbschattenpolarimeter mit Lippichs dreiteiligem Polari-
sator beschrieben werden.

Die optische Einrichtung des Apparates (Abb. 18) besteht aus
einemDiaphragmas , einer Beleuchtungslinse (hier nicht gezeichnet),
dann folgt der dreiteilige Lippichsche Polarisator bei P, bestehend
aus einem um die Achse des Apparates drehbaren polarisierenden
Nicolschen Prisma, welches das ganze Gesichtsfeld bedeckt,
und zwei kleinen feststehenden Nicolschen Prismen (Halbpris-
men), die hinter dem groBen in symmetrischer Stellung und so
angeordnet sind, dafl jedes ein duBeres Drittel des Gesichtsfeldes
deckt. Hierdurch wird eine Dreiteilung des Gesichtsfeldes be-
wirkt. Ist nur ein feststehendes Halbprisma vorhanden, welches
die eine Hilfte des Gesichtsfeldes deckt, so erhiilt man ein zwei-
teiliges Gesichtsfeld. Der dreiteilige Polarisator leistet das Dop-

o
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pelte an Genauigkeit, ist deswegen dem zweiteiligen bei weitem
vorzuziehen. Das drehbare Prisma 1aBt sich behufs Anderung des
Winkels zwischen den beiden Polarisationsebenen durch den fest-
schraubbaren Zeiger bei % verstellen und die Grofle des Winkels
(Halbschatten) an der Skala bei & ablesen. Der Winkel betrigt
im allgemeinen 7,5°. Durch Verschiebung des Zeigers & an seiner
Skala und hierdurch bewirkter Drehung des das ganze Gesichts-
feld deckenden Nicolschen Prismas, kann man auf maximale
Schiirfe bei der herrschenden Belichtung einstellen. Eine Halb-
réhre (nicht gezeichnet) zwischen P und R dient zur Aufnahme

der Polarisationsréhren, oder es werden Glastroge auf einer
Scheibe, die auf CC ruht, eingeschaltet. Im Zentrum von R
ist das analysierende Nicolsche Prisma fest in die drehbare
Scheibe eingefiigt. Der Rand dieser Scheibe ist in Viertelgrade
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 &
mittels der Mikrometerschraube m, und wird gemessen mit Hilfe
der beiden feststehenden Nonien 7, welche mit den Lupen [ ab-
gelesen werden. F stellt ein Fernrohr dar, mit dem man die Grenz-
linien des dreiteiligen Gesichtsfeldes scharf einstellt.

Die Lichtquelle soll so stehen, daBl 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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Blittchen weiles Papier und dicht vor die Lichtquelle einen zuge-
spitzten Draht, alsdann gibt man der Lichtquelle mit dem Draht
eine solche Lage, daB ein scharfes Bild der Drahtspitze auf dem
weillen Papier erzeugt wird. Die gewéhnliche Entfernung der
Lichtquelle vom Apparatende betrigt 22 cm.

Ausfithrung von Bestimmungen: Man mift im Dunkel-
zimmer. Nach richtiger Aufstellung der Lampe stellt man das
Fernrohr scharf auf die Trennungslinie der Vergleichsfelder ein.
Dann wird die Klemme K gelést und nun durch Bewegung des
Hebels g dem Analysator eine Stellung gegeben, bei welcher die
drei Teile des Gesichtsfeldes annidhernd gleiche Beschattung
zeigen. Jetzt schraubt man K fest, fiihrt durch Drehen der Mikro-
meterschraube m moglichst gleiche Be-
schattung des Gesichtsfeldes herbei und
liest am Rande der Scheibe E durch die
Lupen an Gradteilung und Nonius die
Stellung ab. Diese Bestimmung wird
oft wiederholt, indem man von beiden
Seiten her auf gleiche Helligkeit der Ge-
sichtsfelder einstellt und schliefilich aus
allen Beobachtungen das Mittel nimmt.
Dieses Mittel ist der Nullpunkt.

Nachdem man den Nullpunkt be-
stimmt hat, wird die Rohre mit der zu
prifenden Flissigkeit 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 dreht, 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 duBeren
drehbaren Kreis und einen #uBeren Nonius des beschriebenen
Apparates. Der Nullstrich des Nonius liegt zwischen den Teil-
strichen 13,50 und 13,75 des Teilkreises ; der Noniusstrich 0,16 fallt
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?® Losung ge-




Polarimetrie. M

l6st, bei einer Rohrlédnge von 1 dm bewirkt. Die spezifische Drehung
wird mit [«] und die auf Natriumlicht und eine Temperatur von
z. B. 20° sich beziehende mit [«]f bezeichnet. Enthilt die Fliis-

sigkeit nur eine optisch aktive Substanz, so ist [a] = ~}:coz, wo-
bei o den beobachteten Drehungswinkel, ¢ die Menge der Substanz
in Grammen, welche in 1 cm? der Losung bei 200 enthalten ist,
und ! die Lange des Rohres in Dezimetern bezeichnet.

Handelt es sich darum, die Anderungen der spez. Drehung
bei verschiedenen Konzentrationen festzustellen, so ist es nétig,
den Gehalt der Substanz in Grammen in 1 g der Losung (p)
und das spez. Gewicht der Losung (d) bei 20° (bezogen auf Wasser
von 4° als Einheit) zu kennen, um die spez. Drehung [alh

nach der Formel zu berechnen. Mit dem molekularen

«
p-l-d
Drehungsvermégen [M]p eines aktiven Substrats bezeichnet man
das mit dem Molekulargewicht m multiplizierte und durch 100
dividierte [a]p desselben Korpers, entsprechend der Formel:
m-[o]p
(Mo = "5 -
Kennt man die spez. Drehung der untersuchten Substanz,
weill man, daB3 diese sich mit der Konzentration nicht oder nur
wenig dndert, und enthélt die Lésung nur die eine optisch aktive
Substanz, so ergibt sich aus der Drehungsbestimmung der Gehalt
100 o
[o]l
worin a die beobachtete Drehung, [«] die spez. Drehung, ! die Rohr-
linge in Dezimetern und ¢ das Gewicht des die Drehung bewir-
kenden Stoffes fiir 100 cm3 Losung bedeutet.

der Losung an der aktiven Substanz nach der Formel ¢ =

Beispiele:
Fiir Traubenzucker ist [a]p = 52,89, daher
100 1,894 . .
¢ = [2]»% = ,ﬁ,z_?‘.’ bei Anwendung einer 2-dm-Rdéhre ist
c= 0,947 o.

Verwendet man Réhren von 189,4 bzw. 94,7 mm Lange, so
wird einfach ¢ = o bzw. ¢ = 2«.

Fiir Rohrzucker ist [«]} = 66,5°, daher
¢ = 1,5049;— bei Anwendung einer 2-dm-Rohre
¢ =0,752 a.
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Die spez. Drehung bei verschiedenen Zuckerkonzen-
trationen: p = Prozent; ¢ = ¢ in 100 cm3 Lésung.

Rohrzucker: [a]h = -+ 66,56° 4 0,0008 ¢ —0,0002 ¢2; fiir
10-—25 g in 100 cm3® kann man mit der konstanten Drehung
4 66,50° rechnen. Andere Formeln [«]} = 66,44° 4 0,01031 p
—0,0003545p% fiir p =2 bis 66 giltig oder [x]f = -+ 66,67
—0,0095 ¢ von ¢ = 4 bis 28 giiltig.

Traubenzucker, d-Glukose: [x]} = -+ 52,200 + 0,0188p
+ 0,000517 p?, giiltig fiir p = 1—18.

Der Traubenzucker zeigt ,,Mutarotation: Gleich nach der
Auflosung in kaltem Wasser zeigt o-d-Glukose [a], etwa 4 105°
(nach Wittig, Stereochemie S. 86 - 113,4%), §-d-Glukose etwa
+22° (nach Wittig, 1. c. S. 86 4 199); beim Stehen, rascher beim
Erhitzen stellt sich bei beiden das angegebene konstante Drehungs-
vermdgen ein. Die Temperaturempfindlichkeit des [a]p der Glukose
ist gering.

Fruchtzucker: [a]P = —91,90° —0,111 p; fiir p =2 bis
31 giiltig. Die Drehung ist temperatur- und konzentrations-
empfindlich.

[a]f = —100,3° —0,108 ¢ - 0,56 ¢ fiir ¢ = 4—40, firt =0
bis + 400 giiltig. Mutarotation; Anfangsdrehung — 104°.

d-Galaktose: [a]f = + 83,88° 4 0,0785 p — 0,209 ¢; fiir
p =4—36; fiir { = 4 10 bis 4 30°. Anfangsdrehung der «-Modi-
fikation -4 118°.

Milchzucker (+ 2 aq):[a]D = + 52,530, fiir die wasserfreie
Substanz 4 55,30°.

Maltose: [a]f = 4 140,4° —0,0184 p —0,095 ¢, fiir p = 4
bis 35 und ¢ = + 15 bis 35° giiltig (s. auch S. 194).

Refraktometrie.

Die Bestimmung beruht auf der FErscheinung der Total-
reflexion. Trifft ein Lichtstrahl in einem Medium die Grenzfliche
gegen ein optisch diinneres Medium, so dringt er, sobald sein Ein-
fallswinkel eine bestimmte Grofle iiberschreitet, gar nicht in das
diinnere Medium ein, sondern er wird total reflektiert. Betrachtet
man die Grenzfliche im reflektierten Licht von der Seite des
dichteren Mediums her, wihrend man den Einfallswinkel des
Lichtes anwachsen 148t, so sieht man bei einem bestimmten Ein-
fallswinkel (dem ,,Grenzwinkel“ «) die Fliche ganz plétzlich
hell werden; bei diesem Winkel « tritt nimlich totale Reflexion
auf. Zwischen « und dem Brechungsexponenten n des diinneren
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und N des dichteren Mediums (gegen Luft) besteht die einfache
Beziehung n— Nsino.

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

Abb. 20. Abb. 21. Untersuchung einer Fliissigkeit unter Luft-

abschluf mit dem Eintauchrefraktometer (!/; nat.

. .. GroBe). Die Substanz ist zwischen dem Prisma P,

selbst dar. Bei einigen und dem Hilfsprisma P» in dem metallenen Becher
Unt h d enthalten. Das vom hellen Himmel oder einer Lampe
ntersuchungen Werden gommende Licht fillt auf gen ?f)iegel S und tritt

] _ durch die matte Glasplatte G in das Wasserbad, von
die ab‘gelessanen . Sk,alen da durch das Fenster des Deckelg Din die Substanz,
werte in die wirklichen und schlieBlich in das Refraktometer, das durch die

. . Einrichtung des Troges B in der schrigen, zum Beob-
Bl‘eChungsdeZGS umge- achten bequemen Lage gehalten wird.

rechnet.

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

1) Vgl ‘Griinbaum-Lindt: Physikal. Praktikum. 3. Aufl. S.178.
1921. — Vgl. 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. Derjeni
Teil der Skala, der in das Bereich dieses Winkels fallt, erschei
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 gehért zur Apparatur ein Wasse
bad mit drehbarem Spiegel, Glasboden und Einrichtung zur Au
nahme der Fliissigkeitsbehilter (Bechergliser), in die das R
fraktometer eintaucht. Das Instrument wird an dem Biigel d
Wasserbades aufgehingt (Abb. 21).

Das Eintauchrefraktometer selbst besteht im wesentlichen a
folgenden Teilen:

1. dem Prisma P,

2. dem aus dem Objektive Ob und dem Okulare gebildete
Fernrohr mit der Skala Sk und einer Mikrometerschraube Z

3. dem zwischen dem Prisma P und dem Objektive Ob a
geordneten Kompensator 4 (dreiteiliger Amicischer Prisme:
satz), der mittels des Ringes R gedreht werden kann. Durc
Drehen des Kompensators an dem Ringe B macht man den durc
Dispersion farbigen Saum, der den hellen Teil des Gesichtsfeld
von dem dunklen Teil trennt, zu einer farblosen, scharfen Tre
nungslinie zwischen Hell und Dunkel.

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

Tabelle fiir die Umrechnung der Skalenteile des Eintauchrefral
tometers in Brechungsindizes n; und umgekehrt (Prisma 1).

Skalenteil | np = 1,3 Skalenteil| np = 1,3
—5 25 39 10 3126
—4 25178 11 3165 !
—3 2618 40 12 3204 |
—2 26 57 — 13 3242 |
—1 26 96 | 3»8 14 3281 | "
- P4
Yol 3| 3|20 | 8 | BB T ae
2 28 14 41160 17 5397 | 1| 39
3 28 54 51 20,0 18 3435 | 2 |78
6| 24,0 L3117
4 28 93 7| 280 19 3474 | 4| 156
5 29 32 8| 32,0 20 3513 5| 19,5
6 2071 9| 36,0 21 35 51 6| 234
7 30 10 22 35 90 71273
8 30 49 23 3628 | 8 | 31,2
9 30 87 24 3667 | 91351
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(Fortsetzung der Tabelle von S. 30.)
Skalenteil np—1,3 Skalenteil| np—1,3 |
25 3705 | 65 5205 |
26 37 43 66 5242
217 37 81 67 5279
28 38 20 68 5316
29 38 58 69 | 5352
30 3896 70 5388
31 39 34 71 54 25
32 39172 72 54 61 ‘ 36
33 40 10 73 5497 | | g
34 | 4048 T4 5633 1 o 9
3 | 4086 75 55 69 3108
36 | 4124 38 76 56 06 4 144
37 | 4162 1 38 77 56 42 5| 18,0
38 | 4199 s' 18 78 5678 | 6 216
39 | 4237 3le |79 | 5714 17 a5
40 | 4275 4! 152 80 5750 . 8 288
41 4313 5190 81 5786 | 9324
42 43 50 6| 22,8 82 58 22
43 43 88 71 266 83 58 58
44 4426 8 | 30,4 84 5894
45 | 4463 9 | 34,2 85 59 30
46 | 4500 86 59 86
4T | 4537 87 60 02
48 | 4575 88 60 38
49| 4612 89 60 74
50 | 4650 | 90 6109
51 | 4687 91 61 45 35
52 4724 | 92 61 81 09
53 4761 | 37 93 62 17 1 i 3,5
54 418 =S| w4 | @252 5 7
55 4836 1 |37 95 6287 - 3|10
56 4873 | 1) 74 96 63 23 4140
57 49 10 3 111 97 63 59 51 17,5
58 | 4947 4| 148 98 63 94 6 | 21,0
59 | a9ss | 5 185 ® | 6304 7 243
60 50 21 8222 100 | 6464 8 | 28,0
61 50 58 8 296 101 65 00 9 315
62 5095 | o335 102 65 35
63 51 32 P99 103 6570
64 51 69 104 6605
105 66 40

Beispiel: Ein Methylalkohol zeige den Skalenteil 8,7 an; dieser ent-

spricht dem Brechungsindex np = 1,33049 + 0,7 X 38 Einheiten der
fiinften Dezimale. Aus dem Interpolationstifelchen fiir 38 entnimmt
man 0,7 X 38 = 26,6; also ist np = 1,33049 + 0,00027 = 1,33076.
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Refraktometerwerte fiir reines Wasser bei verschiedenen ¢ (Justiertabelle).

19
14,7
30
11.8

18
14,9
29
12,1

17,5
15,0
28
12,4

17
15,1
12,7

|

16
15,3
26
13,0

|

15
15,5
25

13,5 | 13,25

14
24

13 |
15,85, 15,7
23 »

14,0 | 13,75

12
16,0
22

11
21
14,5 | 14,25

16,13 | 16,15

10
20
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Durch Drehen an Z verschiebt man die Skala gegen
die Grenzlinie, bis der soeben notierte Skalenteil
sich mit der Grenze deckt. Der Index der Mikro-
metertrommel zeigt alsdann die Zehntel-Skalen-
teile an, die zu dem Ganzen noch hinzuzufiigen sind.

Handhabung und Justierung?'): Man stelle
den Temperiertrog so auf, daBl der Spiegel dem
hellen Himmel zugewandt ist; dann fiillt man den
Trog reichlich zur Hilfte mit Leitungswasser und
stellt ein mit destilliertem Wasser gefiilltes Becher-
glas in eines der Licher in der iiber dem Spiegel
angeordneten Reihe. SchlieBlich hingt man das
Refraktometer mit einem Haken H an den Biigel,
so daB das Prisma I ganz in das Becherglas ein-
taucht.

Nunmehr iiberlit man das Ganze zum Aus-
gleich der Temperatur etwa 10 Minuten sich selbst.
Hat das destillierte Wasser genau die Temperatur
des Bades angenommen, so stellt man das Okular
durch Drehen an dem gerieften Rande der Okular-
muschel auf groBte Deutlichkeit 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-
sichtsfeldes von O bis 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 sorgfiltiger Ab-
lesungen von der in der Tabelle enthaltenen Justier-
zahl um mehr als 0,1 Skalenteile ab, so verfahre
man folgendermaflien. Man umfaBit mit Daumen
und Zeigefinger der linken Hand das Okularende

1) Im wesentlichen nach Hoppe-Seyler-Thier-
felder. 9. Aufl. S.31. Berlin: Julius Springer. 1924.
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des am Biigel hingenden Refraktometers, stellt die Mikrometer-
trommel auf 0 und dreht die vernickelte gerinderte Mutter im
Sinne der zunehmenden Trommelteile, wodurch sie gelost wird.
Jetzt liest man die Temperatur im Becherglase nochmals ab, um
sich zu iiberzeugen, daf sie konstant geblieben ist, und entnimmt
aus der Tabelle die zu der abgelesenen Temperatur gehorige ,,Ju-
stierzahl“. Durch Drehen an
der vernickelten gerénderten
Stellenscheibe bringt man die
Grenzlinie genau auf den glei-
chen Skalenteil, den die Ju- o
stierzahl ergibt, und dreht Laufbreft ol°
schlieBlich die jetzt lose Mikro- wasseraruck-| ||| llo
metertrommel so, dafl der In- o Rregulator o |loll°ll |
dex die Zehntel der Justierzahl N o|l°
anzeigt. Nun héalt man mit al; o
dem Daumen und Zeigefinger E olP © ﬁ
der linken Hand die Trommel, g 10
die Scheibe und den Index ([+; ! )
fest, und zieht mit der rech-
ten die Mutter wieder fest an, = Wasserieitung
ohne dafl sich die Stellung =
der Trommel zu ihrem Index
andert.

Schlielich prift man die
neue Justierung. brenne }

Temperaturregulie-
rung: Um die gewéhnlich be-
nutzte Temperatur von 17,5° Abb. 22 (etwa /s nat. GroBe).
bei den Untersuchungen ein-. Aufstellung der Helzspirale und des Wasser-

. . nli druckregulators in Verbindung mit dem Re-
Zu}lalten, st eine pem iche fraktometer R. Die Pieile geben die Richtung

3 des flieBenden Wassers an. Der Deutlichkeit
Regulierung des Warmwasser- {5, ST 1iite des Temporiertrogs ber-

zuflusses notig. Im allgemei-  trieben hoch gezeichnet. Aus demselben Grunde
. e fehlt in der Abbildung der Beleuchtungsspiegel.
nen wird man mit O6fterem Duyrch einen vollen Kreis ist der Pflock be-
Nachfiilllen von Wasser etwag zeichnet, auf dem das das Gefil A tragende
Brett ruht.
hoherer Temperatur auskom-
men. Besser wirkt ein dauernd wirkender Wasserdruckregulator
mit Heizvorrichtung. Dabei tritt das Wasser aus einem Vorrats-
gefa durch eine Kupferspirale, die in einem Wasserbad vor-
gewarmt wird, wie die Abb. 22 zeigt.
Zur Untersuchung kleinerer Substanzmengen (Blutserum) oder
gefiarbter Fliissigkeiten bedient man sich des Hilfsprismas (vgl.
Abb. 21, 8. 29). Dazu wird ein beigegebener metallener Becher

Rona, Fermentmethoden, 2. Auflage. 3

GefiBA-

1
T

i
[

L
zspirale
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auf das Refraktometer aufgesteckt und der Bajonettverschluf3
fest angezogen. Darauf bringt man einige Tropfen der Fliissig-
keit auf die horizontal gehaltene Hypotenusenfliche des Hilfs-
prismas, schiebt dieses in den Becher ein und setzt den Deckel
des Metallbechers auf. Die Hypotenusenfliche des Hilfsprismas
soll auf die polierte, elliptische Fliche des Refraktometers zu
liegen kommen. Man soll 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.

Kupelwieser?), dem wir sehr eingehende Untersuchungen
iber die Verwendbarkeit des Refraktometers verdanken, benutzt
als Lichtquelle statt Tageslicht eine in 35 cm vom Beleuchtungs-
spiegel aufgestellte, sorgfiltig abgeblendete Gliithlampe von
100 Kerzen. Ein Temperaturfehler von 4 0,5 verursacht beim
Serum einen Fehler in np von 0,00002.

Die Refraktometrie wurde bei den Fermenten bis jetzt haupt-
séchlich bei der Untersuchung iiber die Abwehrfermente von Ab-
derhalden angewandt?). (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. Zei} in Jena hergestellt wird,
beruhen darauf, daB8 durch den Unterschied der Lichtbrechung
bzw. Konzentration einer zu untersuchenden Lésung und einer
Vergleichslésung Interferenzstreifen wandern. Die Messung mit
dem Interferometer ist eine Differenzmethode, bei der das Inter-
ferenzbild der zu untersuchenden Lésung verglichen wird mit

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 131, S. 413. 1922. — Vgl. auch Meyer:
Biochem. Zeitschr. Bd. 114, 8. 194. 1921. .

%) Pregl u. de Crinis: Fermentforschung Bd. 2, 8. 58. 1917. — Uber
andere Anwendungen vgl. Rostock: (Pepsinwirkung auf Fibrin) Zeitschr.
f. d. ges. exp. Med. Bd. 39, S. 385. 1924 und Bd. 42, S. 132. 1924. — ReiB:
(Pepsinbestimmung im Magensaft) Schweiz. med. Wochenschr. Bd. 29, III.
1923. —Kupelwieseru. Rosler: (Magensaft) Biochem. Zeitschr. Bd. 136,
S. 38. 1923.

3) Nach Hirsch: Abderh. Reaktion mittels der interferom. Methode.
Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 28 u. 29. — Vgl. auch Léwe: L. c. — Vgl. Berl
u. Ranis: Die Anwendung der Interferometrie in Wissenschaft und Technik.
Fortschr. d. Chem. u. Phys. u. phys. Chem. Bd. 19, H. 7. 1928.
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einer unverdnderlichen normalen Interferenzerscheinung, die
als Nullage dient. Die Wanderung der Interferenzstreifen 148t
sich durch eine Kompensationsvorrichtung ausgleichen und ihre
GroBe messen. Die Einrichtung des Flissigkeitsinterferometers
wird am leichtesten an Hand der schematischen Darstellung
(Abb. 23) verstindlich 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-

geworfen und durch das

Objektiv des Fernrohres

zu einem Interferenzbilde

vereinigt. Das Interferenz-

bild liegt dabei dicht neben

dem sehr fein einstellbaren

Spalt und wird mittels des

Okulars Ok betrachtet. Die Lichtstrahlen der parallelen Strahlen-
biindel miissen auf ihrem Wege zum und vom Spiegel S durch die
Platten P, und P, des Kompensators K, ferner durch die plan-
parallelen Platten eines Temperierbades 7'r, durch die Temperier-
fliissigkeit selbst und durch die in das Temperierbad von oben ein-
gehingten, mit zwei planparallelen Glasplatten versehenen und mit
den zu untersuchenden bzw. zu vergleichenden Fliissigkeiten ge-
tiillten Flissigkeitskammern hindurchtreten. Nur die obere Hilfte
der Lichtstrahlen nimmt diesen Weg. Die untere Hilfte des
Lichtbiindels geht unter der Fliissigkeitskammer her und erzeugt
in dem Okular das unverinderliche als Nullage dienende Inter-
ferenzstreifensystem. Dieses besteht aus einem weillen Felde,
dem sog. Maximum nullter Ordnung, und symmetrisch dazu
angeordneten Beugungserscheinungen, welche durch sehr schmale
schwarze Minimastreifen getrennt sind.

Befinden sich in den beiden Hilften der Doppelkammern

3*
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Flussigkeiten von genau gleicher Lichtbrechung, mit anderen Wor-
ten Fliissigkeiten von gleicher Konzentration, so erzeugt die obere
Hialfte 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 Weglidnge
in beiden Kammern eine verschiedene ist. Durch Drehen der
Schraube M kann man die beweglich angeordnete Platte P,
des Kompensators K verstellen, wodurch der optische Gangunter-
schied der beiden Héalften des Strahlenbiischels ausgeglichen wird.
Man dreht so lange, bis die beiden oben erwihnten schwarzen Strei-
fen, die das Maximum nullter Ordnung (das Weille) begrenzen,
in dem oberen und unteren Bilde genau auf Koinzidenz stehen.
Die Schraube M trigt eine MeBtrommel, deren Umdrehungen
man mit Hilfe ihrer Teilung, sowie eines Umdrehungszidhlers Z
ablesen kann. 74 ist ein Tubus fiir ein Thermometer. Die Fliissig-
keitskammern sind so konstruiert, daB sie auf das bequemste
gefiillt und gereinigt werden kénnen. Die Fliissigkeit ist gegen Ver-
dunsten durch einen Glasdeckel geschiitzt und befindet sich, wie
bereits oben erwdhnt, in einem Temperierbade. Als Temperier-
fliissigkeit dient destilliertes Wasser.

Zur Untersuchung mit dem Interferometer werden die beiden
Hilften der Doppelkammer mit destilliertem Wasser gefiillt und der
Nullpunkt festgestellt. Dann werden die Fliissigkeitskammern aus-
gehebert und sorgfiltigst mit Filtrierpapier ausgetrocknet. Ein Be-
feuchten der gekitteten Kammern mit Alkohol, Toluol und &hn-
lichen harzlsenden Substanzen ist absolut unzulissig. Nun werden
die auf diese Weise gereinigten Kammerhélften mit den zu unter-
suchenden Flissigkeiten gefiillt [die zu untersuchende Losung auf
die Seite, an der sich die MeBtrommel des Interferometers be-
findet], die andere Hélfte wird mit der Vergleichslésung angefillt.
Mit der eigentlichen Messung, d. h. mit dem Einstellen der beiden
Beugungserscheinungen auf Koinzidenz, muf3 man so lange warten,
bis die Temperatur zwischen den gefiilllen Kammern und dem
Temperierbad ausgeglichen ist. Dies dauert meist nur wenige
Minuten. Ist der Ausgleich noch nicht beendet, so sind die Strei-
fen des verdnderlichen Systems entweder krumm, oder sie verlau-
fen schriig zu denen des unverdnderlichen Interferenzbildes. Beim
Untersuchen von Serum muB zur Reinigung 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 Mef-
trommel abgelesenen Wert in Trommelteilen wird die Nullage
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der Kammer, d. h. der bei der Fiillung der beiden Kammer-
hélften mit destilliertem Wasser abgelesene Wert, abgezogen.

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

Nephelometrie.

Nephelometrie oder Tritbungsmessung ermittelt aus der Tri-
bung einer Losung ihre Konzentration an tritbender Substanz.
Die Nephelometrie ist besonders geeignet zur Bestimmung ge-
ringer Substanzmengen. Sie ist zur Fermentuntersuchung, wo
es darauf ankommt, grofle Reihen mdglichst schnell zu messen,
besonders brauchbar.

Prinzip: Gemessen wird die

Triibung einer zu untersuchenden
Losung gegen eine bekannte
Triibung (resp. bekannte Konzen-
tration) oder auch gegen einen
kéuflichen empirisch festzulegen-
den Triibungsstandard. Unter
den unten ausgefiihrten Bedin-
gungen gilt die Beziehung des
Lambert-Beerschen Gesetzes:
in einer Schicht triber Losung
sind Schichthéhe d und Kon-
zentration ¢ an tritbender Sub-
stanz umgekehrt proportional
(c-d = konst.). Hierbei wird nicht,
wie bei der Kolorimetrie, das
durch die Losung hindurchge-
sandte Licht gemessen, also die
Menge des absorbierten Lichts,
sondern das von den Teilchen
ausgesandte abgebeugte Licht.
Durch Anderung der Hohe der Fliissigkeitssiule d; 1aft sich bei
Vergleich gegen eine Triibung bekannter Schichthéhe d, und
Konzentration ¢, die Konzentration C; bestimmen: ¢/, = @doz
1

Apparatur: Hier soll nur eines der kiuflichen Nephelometer,
das nach Kleinmann?), [hergestellt von Schmidt und Haensch,
Berlin] beschrieben werden. Abb. 24 zeigt das Schema des Strah-
lenganges, Abb. 25 das Schema des Instrumentes selbst.

1) Vgl. 8. 342. 2) Biochem. Zeitschr. Bd. 99, S. 115. 1919.
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a und @, sind Reagensglidschen von 17 cm3 Fassungsvermogen,
die zur Aufnahme der zu vergleichenden getriibten Loésungen
dienen. Dieselben werden von vorn beleuchtet und die entspre-
chenden Tyndallkegel von oben beobachtet. Zu diesem Zwecke

geht das Beugungslicht
zuerst durch zwei massive
Glaskonusse ¢ und ¢,. Sie
dienen dem Zwecke, den
Fehler, der durch Beob-
achtung der Oberfliche
entsteht, zu vermeiden,
dadurch, da sie in die
untersuchte  Fliissigkeit
eintauchen. Das Licht
durchlduft dann eine Op-
tik und gelangt im Okular
zur Beobachtung, in dem
die Halfte des Gesichts-
feldes je einer triibenden
Fliissigkeitssaule ent-
spricht.
Die Hohen der dem
Licht ausgesetzten Gefalle
kénnen mittels einer ein-
fachen Schraubenbewe-
gung Dbeliebig gedndert
werden dadurch, daB
durch bewegliche Metall-
platten d, und d, die
Lange der Fenster, die in
die den Apparat frontal
deckende Metallplatte geschnitten sind, verandert wird. Thre Stel-
lung und somit die Lénge der beleuchteten Fliissigkeitshéhe 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
75cm 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 Gefifle von 17 cm?® Fas-
sungsverméogen solche von 2,7 und 3,7 cm?® Volumen anzuwenden.
Als weitere Zusatzeinrichtungen zum Kleinmannschen Nephelo-
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meter seien angefithrt: Eine Einrichtung fir sterile Messungen,
sowie ein fester unverdnderlicher aber in Farbe und Helligkeit
variierbarer Triibungsstandard.

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

b) Die Tritbungen, die gemessen werden, miissen fiir das Auge
vollig homogen sein. Auch ihre Dichte muf} sich in empirisch
festgelegten Grenzen halten. Ist die Triibung zu gering, so leidet
die Helligkeit und Genauigkeit der Messung. Ist sie allzu stark,
s0 kommt es leicht zu Ausflockungen. Die innezuhaltenden
Konzentrationsgrenzen, Angaben iiber Haltbarkeit usw. sind in
den einzelnen Vorschriften genau angegeben.

c¢) Das Verhéltnis der Triibungen, die miteinander verglichen
werden, soll hinsichtlich ihrer Triibungen oder Konzentrationen
ein Verhéltnis von 1:4 nicht iibersteigen. Praktisch folgt daraus
die Vorschrift, die zu vergleichenden Triibungen méglichst gleich-
stark zu bemessen.

d) Die Tribungen, die untereinander verglichen werden,
sollen gleiche Teilchengréfe haben.

Handhabung des Apparates. Die Lichtquelle wird in
75 cm Entfernung in moglichst gleiche Héhe und symmetrische
Stellung zu den Nephelometerfenstern gebracht.

Die Messungen werden im Dunkelzimmer ausgefiihrt.

Die Reagensgliser 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 a, und a,
miteinander vertauscht und, falls das Gesichtsfeld unveriandert
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 einférmig hell, so mufl die Einstellung so-
lange verriickt werden, bis der Umtausch keine Verdnderung mehr
ergibt. Nunmehr ist der Apparat zum Arbeiten fertig. Die Ge-
falle werden in die Metallhilsen heruntergedriickt und mitsamt
diesen aus der Schiene herausgenommen. Sodann werden sie mit
einem Leder sehr sorgfiltig von aulen geputzt. Sie innen zu rei-
nigen und auszutrocknen, empfiehlt sich nur nach Abschlul der
gesamten Arbeit. Durch Reinigung mit Biirsten und Tiichern blei-
ben stets kleine stérende 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 Gldser hochgezogen werden, bis der kompakte Glas-
zylinder in sie eintaucht. Sehr sorgsam ist auf dessen Reinhaltung
zu achten, da Verunreinigungen leicht zu einer Verinderung des
kolloidalen Zustandes der Losung fiihren. Auch darauf muB geachtet
werden, daf3 beim Eintauchen der kompakten Glaszylinder in die
Losung keine Luftblasen unter dieselbe geraten oder sich bei einer
evtl. Erwirmung 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 Hellig-
keit erzielt ist. Das Verhdltnis der Fensterh6hen ist innerhalb
bestimmter Grenzen umgekehrt proportional den Konzentrationen.
Bei der Beobachtung spielen die subjektiven Fehler eine grofle
Rolle. Es ist unumginglich notwendig, das Auge sich 5—10
Minuten an die Dunkelheit adaptieren zu lassen. Aber auch wih-
rend der Reihenuntersuchungen ist es ratsam, das Auge im Dun-
keln zuweilen ausruhen zu lassen. Jede Einstellung soll mehrere
Male vorgenommen werden. Von den einzelnen Ablesungen ist
das Mittel zu nehmen. Unbedingt notwendig aber ist, wie noch
einmal betont werden soll, den Apparat, wenn seine Stellung zum
Beleuchtungsapparat auch festgelegt ist, vor seinem Gebrauch
durch Einfiillen gleicher Losungen in beide Zylinder auf Fehler-
losigkeit der Aufstellung zu priifen.
Der durchschnittliche Fehler betrigt ca. 19/,, der sich bei
einiger Ubung des Untersuchers sogar bis auf 0,5°/, vermindert.
Die Berechnung der Resultate erfolgt im allgemeinen
nach dem Gesetz der Proportionalitit. Ist d die Schichthohe der
bekannten Losung, die man gewshnlich auf den Mittelwert 20
annehmen wird, d, die Stellung der unbekannten Losung bei
gleicher Helligkeit im Gesichtsfelde, ¢ die Konzentration der be-
kannten Lésung, z die der unbekannten, so ist d:d; = z:¢, also

_cd
=7
Die Nephelometrie wurde bis jetzt bei der Untersuchung der

Amylase (S.203), des Pepsins (8. 265) und des Trypsins (S. 314)
und der Gewebsproteinase angewandt.

X

Kolorimetrie?).

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

1) Vgl. auch Praktikum IT, S. 336.
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dieser Losungen umgekehrt proportional den Schichtdicken
ist. Die Schichthéhe und Konzentration der einen Ldsung
(Vergleichslésung) ist bekannt, die Schichthohe der zu unter-
suchenden Lésung wird abgelesen und daraus ihre Konzen-
tration berechnet. Ist ¢ die Konzentration der zu untersuchenden
Losung, ¢, die Konzentration einer Losung bekannten Gehalts,
und sind s und s, die Schichtdicken der Losungen, wenn die Farb-
tiefen beider dem Auge gleich erscheinen, o ist c:c;=s,:s.
Daraus berechnet sich

_ 68

=4

[4

Kolorimeter nach Duboscq?).

Es besteht aus zwei nebeneinanderstehenden zylindrischen
Rohren Z, von denen die eine die Losung bekannten Gehalts, die
andere die zu bestimmende Losung enthilt?). Die I8
Schichththe der Fliissigkeiten kann durch die Tauch- ‘
zylinder 7', welche unten durch eine Glasplatte ver-
schlossen sind und mittels Triebschrauben in der
Fliissigkeit auf- und abbewegt werden konnen, ver-
dndert und an einer Skala abgelesen werden. Das
Licht (Tageslicht oder Auerlicht) wird durch einen
Spiegel von unten in den Zylinder reflektiert und
gelangt durch ein optisches System ins Auge. i

Kolorimeter nach dem Duboscq-Prinzip mit

aufmontierter Lichtquelle konstruieren neuerdings
Schmidt und Haensch (Berlin).
Ausfithrung: Die Lichtquelle und der Spiegel
' 7

werden bei ungefiillten Zylindern so gestellt, daf} die
beiden Gesichtshilften gleich hell erscheinen. Nun
bringt man die Fliissigkeiten ein, stellt die Vergleichs-
l6sung auf eine bestimmte willkiirliche Skalenstellung
und stellt durch Heben oder Senken auf Seite der zu
prifenden Losung 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
Losung, darf nicht zu grof sein. KEs darf kein nennenswerter
Temperaturunterschied (hochstens bis 3°) zwischen den beiden
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Abb. 26.

1y Beschreibung nach Hoppe-Seyler-Thierfelder: S.20, Abb. 3.

2) Als Eichfliissigkeiten fiir die Priifung des Apparates sind am besten
Verdiinnungen von Zeichentuschen (z. B. Giinther und Wagners Tuschen:
,,Zinnober*, ,,Ultramarin®, ,,Hellgriin*‘) von ca. 0,1 Vol.-%, geeignet.
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Fliissigkeiten bestehen. — Vor der Ausfithrung der eigentlichen
Untersuchung soll in beide Réhren Z die gleiche Liosung gefiillt
werden. Bei fehlerlosem Apparat und richtiger Einstellung miissen
bei gleichen Helligkeiten gleiche Schichthchen auf beiden Seiten
abgelesen werden?).

Viskosimetrie.

Die innere Reibung einer Fliissigkeit wird am einfachsten mit
dem Viskosimeter nach Wilhelm Ostwald bestimmt?). Die er-
haltenen Werte sind relativ und werden auf die innere Reibung
@ d des Wassers = 1 bezogen. Da die Viskositdt stark
von der Temperatur abhéngt, mufl die Messung im
p Wasserbad ausgefiihrt werden3). Das Viskosimeter
© (s. Abb. 27) muf} stets mit der gleichen Menge Fliissig-

keit gefiillt werden, die fiir jedes Viskosimeter aus-
probiert werden mufl. Man fiille aus einer Pipette so
viel Wasser in das (breitere) Rohr d ein, daB die Kugel ¢
knapp gefiillt ist. Nun blase man von d aus mittels
eines Gummischlauches die Fliissigkeit in den anderen
5 \L-g)c Schenkel, bis sie die Marke I erreicht. Sie mufl dann
auf der anderen Seite noch gerade in die Kugel ¢
reichen. Diejenige Fliissigkeitsmenge, die diese Be-
Abb. 27. dingung erfullt, ist die geeignete. Das Wichtigste ist,
zisffts‘&“fjﬁé daB das einmal gewihlte Flissigkeitsvolumen nunmehr
stets innegehalten wird. Die Zeit wird mit einer Stopp-
ubr gemessen, die !/; 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
Flissigkeit wieder in den anderen Schenkel heriibergedriickt und
die Bestimmung wiederholt, und dies fortgesetzt, bis die. Werte
konstant werden. Bei Gelatinelosungen mufl man das ganz beson-
ders beriicksichtigen, weil die Viskositit bei Anderung der Tem-
peratur erst ganz allmahlich ihren endgiltigen Wert annimmt.
Zunichst wird durch mehrere Versuche der Wert fiir reines
Wasser bei der fiir den eigentlichen Versuch gewédhlten Tempera-
tur, z. B. 359, festgestellt.

1) Uber das Kolorimeter von Biirker (Zeitschr. f. angew. Chem. Bd. 36,
S. 427. 1923) vgl. Prakt. II, S. 153.

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

3) Das ganze Viskosimeter (iiber der Marke 1) muBl 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 Voluménderungen in Reaktionsyste-
men sind zur quantitativen Verfolgung von Ferment-
prozessen geeignet, und zwar sowohl zur Verfolgung von Spal-
tungen als auch von Synthesen!). Das Volumen des Reaktion-
systems (Substrat 4 Ferment) dndert sich proportional mit dem
Fortschreiten des Fermentprozesses.

Eine fiir viele Zwecke geeignete Form eines Dilatometers zeigt
Abb. 28. k ist eine Kapillare mit Millimeterteilung, deren Hohl-
volumen (Kapillarinhalt) mit duBerster Sorgfalt mittels Queck-
silbers geeicht wird. (Sie hat z. B. eine Héhe von 30 resp. 50 cm,
einen Lumendurchmesser von 0,35—1,25mm, ein Hohlvolumen von
z. B. 40 mm?.) a ist der ,,Dilatometerkérper*, in den 2 Glasstdbe S
eingebaut sind, die das Vermischen der Reaktionsflissigkeit be-
wirken (siehe unten); b ist ein kleines Glassieb. Vom Schenkelhahn
¢ bis zur o-Marke hat der Dilatometerkérper einen Inhalt von z. B.
10, 50, 100 cm3. — Es lassen sich nattirlich auch andere Formen
von Dilatometern konstruieren, z. B. kann man die Kapillare als
Einzelstiick herstellen und sie mittels eines Schliffes auf den Dila-
tometerkorper aufsetzen; dies hat den Vorteil, da 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 30° (-4 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 Glasstibe hin und her und besorgen auf
diese Weise die sténdige Vermischung der Reaktionslosung. In
dasselbe Wasserbad wird getrennt je in einem Vorratskolben eine

!) 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 wihrend des Versuchs keine Luftblaschen austreten!) und die
Fermentlésung (zum selben Zwecke !/, Stunde evakuiert) ein-
gesetzt, um sie auf die Versuchstemperatur zu bringen; ist dies
der Fall, wird eine geeignete Menge der Fermentlosung mit der

B4

J0resp.50

D

c+1) 0

Abb. 28.

Zuckerlosung vermischt und nach Abnahme einer
Probe sofort 2 Dilatometer gefiillt. Das Fiillen
geschieht durch Schlauchverbindung des Vorrats-
kolbens (dieser bleibt wahrend des ganzen Ver-
suchs im Wasserbad) mit dem Hahnschenkel des
Dilatometers (Abb. 28, ¢) und leichtes Saugen mit
der Wasserstrahlpumpe am Kapillarende (d); die
Fiillung mufB} natiirlich vollkommen luftblasen-
frei sein. In Versuchen, bei denen eine Volumen-
abnahme eintritt, missen die Kapillaren auch
gefiillt werden; analog werden die beiden an-
deren Dilatometer gefullt mit derselben Zucker-
lésung und abgekochtem Ferment (oder mit
Wasser) als Kontrollen; da in diesen Kontrollen
an sich das Volumen absolut unveridndert bleibt,
konnen sie als Temperaturkorrekturen fiir die
Schwankungen der Wasserbadtemperatur ver-
wandt werden (die Schwankungen diirfen natiir-
lich nur minimal sein). Wenn die Dilatometer
gefiillt sind, wird kurze Zeit geschiittelt und
dann die SteighShenablesungen an der Kapillar-

skala begonnen. Aus den Differenzen der SteighShen wird die
absolute Volumabnahme berechnet. Gleichzeitig mit den Steig-
hoéhenablesungen wird aus dem Vorratskolben eine bestimmte
Menge der Reaktionslésung in eine gleiche Menge 2-n-Sodalésung
abpipetiert und das ap davon bestimmt.

Beispiel eines Spaltungsverlaufes:

Steig- | Volumen- Dre-

Dilatometer- und Kapillarvolumen | Zeit hohenab- | abnahme hungsab-
nahme in in hme
Min. cm mm3 na
Fassungsvermogen: 50 cm3 10 3,95 5,3 0,54
[nhalt der Kapillare: 40,5 mms3 20 7,60 10,3 1,02
(30 cm lang) 30 11,05 15,0 1,50
d. h. 1cm entspr. 1,35 mm? 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:

o~ 3, ol
|
]
INY 3 : 2
S 4
S Ssa '
3 &S
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v 7T 7/
1 ] | L | | | | |
¢ 70 7 7 A N
Dretungsgrade Zerit Minufen
Abb. 29. Abb. 30.

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

Konduktometrie.

Der Widerstand (bzw. sein reziproker Wert: die Leitfahigkeit)
einer zu messenden Losung wird nach dem Prinzip der Wheat-
stoneschen Briickenanordnung gemessen. Da sich die Anwen-
dung von Gleichstrom bei Elektrolyten verbietet, wird nach Kohl-
rausch der 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 der Abbildung bedeutet 4 einen 2-Volt-Akkumulator, dessen
Pole iiber das kleine Induktorium I und einen regulierbaren
Gleitwiderstand (man braucht nur wenige Ohm) mittels eines
Stromschliissels geschlossen werden kénnen. Der Vorschaltwider-
stand wird derart eingestellt, daf} gerade eben noch das Indukto-
rium mit dem Wagnerschen Hammer in Betrieb gehalten werden

1) Auch die absoluten Werte der Volumabnahme pro Spaltung von
1 Mol Substrat sind von Bedeutung.
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kann; je schwicher der Strom, desto besser. Die Klemmschrauben-
pole des Sekundirstromes werden wie in der Zeichnung geschaltet.
R ist ein Rheostat von mindestens 1—1000 Ohm (fiir schlechtlei-
tende Fliissigkeiten braucht man bis 10000 Ohm). W ist der zu
messende Widerstand in dem Widerstandsgefdl (s. unten).
ab ist ein diinner, auf einem in Millimeter geteilten MafBstab
von 1 m Linge ausgestreckter Draht aus Platin-Iridium oder aus
Konstantan?), d ist ein Gleit-
kontakt, 7 ein Telephon.
Das Induktorium wird von
einem Kasten iiberdeckt,
damit sein Ton nicht direkt
hoérbar ist.

R kann man beliebig
wihlen, doch wird man ihn
méglichst so gro nehmen,
daB  der Schleifkontakt
nicht zu weit von der Mitte
der MeBbriicke entfernt ist, wenn das Telephon schweigt;
dann sind die Fehlerquellen am kleinsten. Als Rheostat dient
ein geeichter Stopselrheostat. Das Induktorium soll klein sein;
am besten ist eins der gewdhnlichen Schlitteninduktorien,
wie sie in der Reizphysiologie gebraucht werden. Die Feder
des Unterbrechers soll sehr schnelle Schwingungen ausfiihren,
der entstehende Ton soll mdglichst hoch sein (Miickenton).
Der Strom soll nur wiahrend der Messung hindurchgehen. An
das Induktorium wird ein Funkentéter 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 Sulfatlésung oder in Seifenwasser tauchen.
Man kann auch einen der kiuflichen Kondensatoren verwenden.
Als Telephon dient ein gewshnliches 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

Abb. 31.

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 Kontaktridchen, das an einem vor dem Zylinder befindlichen, in
10 Teile geteilten Lineal die ganzen Umdrehungen ablesen laBt, wihrend
man die Bruchteile an einer Teilung auf dem Rande des Zylinders
abliest.
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einengt und so das Minimum auf mdoglichst weniger als 1 mm genau
ermittelt. Die Giite des Tonminimums ist u. a. um so schirfer,
je groBer die Elektrodenfliche im Widerstands-
gefdall, aber auch je grofer der Widerstand (bis
zu einer gewissen Grenze) in demselben ist. Zur
VergroBerung der Oberfliche der Elektroden wer-
den diese mit Platinschwarz iiberzogen. Das
Widerstandsgefd 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 Glasrohren angeschmolzen sind. Die
Platindriahte durchbohren das Glasrohr, innen
werden sie mittels eines Quecksilberkontaktes
und eingesteckter Kupferdrihte in den Strom- )
kreis angeschlossen. Die Platinplatten werden zu- A;’gni%gngr'
nichst mit konzentrierter H,SO, -+ Bichromat

gereinigt, sorgfiltig gewdssert und dann platiniert. Dies geschieht,
indem man in das Widerstandsgefal die Platinierungsfliissigkeit
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. Die Platinplatten
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 hartnickig haftenden Reste
des Platinsalzes dadurch reduziert, dal man
das GefaB8 mit verdiinnter H,SO, fiilllb und , 35 senartung des
wieder unter wiederholter Wendung den Strom  Kondensators als Fun-
hindurchschickt. Zum SchluB werden die  (aus Ot taela-
Elektroden mehrere Stunden in destilliertem ~ Luther. % Aufl,
Wasser gewaschen, welches hiufig gewechselt

wird. Uber eine andere Form eines Widerstandsgefifes siehe
spez. Teil, S. 288.

Da die Leitfahigkeit stark von der Temperatur abhingig ist,
muf} das Leitfahigkeitsgefif in einem Wasserbad mit genau re-
gulierter Temperatur stehen.

Zuerst mull man das Widerstandsgefdl eichen. Zu diesem
Zweck miBt man die Leitfihigkeit von sehr genau hergestellten
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KCl-Normallssungen. Das KCI (pro analysi Kahlbaum) wird
vor dem Versuch eine Zeitlang schwach gegliht, bis kein Krepi-
tieren der Kristalle mehr horbar ist; nach dem Erkalten im Exsik-
kator werden zur Herstellung einer 0,1-n-Losung 7,46 g analytisch
abgewogen und in 1 Liter ausgekochtem und wieder abgekiihltem
Wasser oder besser in Leitfahigkeitswasser (in paraffinierten
Glasballons von Kahlbaum; es muBl vor der CO, der Luft durch
ein Rohrchen mit Natronkalk geschiitzt werden) aufgelost. Der
Widerstand z. B. einer '/,,- oder einer /,-n-KCl-Losung wird
nun gemessen. Teilt die Stelle des Tonminimums den MeB-
draht im Verhéltnis a:b (@ rechts), so ist der Widerstand w der
KCl-Losung, wenn R der eingeschaltete Widerstand des Rheo-
staten ist a

Fiir w (Widerstand der Losung in dem betreffenden Wider-
standsgefdl gemessen in Ohm) gilt w = r rE wo [ die Lénge

des Leiters in cm, g den Querschnitt desselben in cm?2, r bei ge-
gebener Temperatur eine von der Natur und Konzentration des
Elektrolyten abhidngige Konstante bedeutet, den sogenannten

ps . . 1 . .
spezifischen Widerstand. Dessen reziproker Wert Pl ist die

spezifische Leitfahigkeit. Unter spezifischer Leitfdhigkeit ver-
steht man also den reziproken Widerstand bezogen auf Elektro-
den von 1cm? Grofle von 1 cm Abstand.

Die bekannte spezifische Leitfahigkeit der angewandten z. B.
15on-KCl-Losung bei 259 betrigt 0,002765 reziproke Ohm (vgl.

11
Tabelle). Es ergibt sich mit Hilfe der Gleichung » = wq

gzqmm%w:a

C ist die Widerstandskapazitit des GefilBes.

Mit diesem Faktor C' (d. h. dem Verhiltnis des Elektroden-
abstandes zu dem wirksamen Querschnitt der Strombahn) miis-
sen alle in diesem Gefil vorgenommenen Messungen multipli-
ziert werden, um die spezifische Leitfihigkeit der betreffenden
Losung zu finden. Man wiederholt die Bestimmung von C mehrere
Male bei geinderter Temperatur und geinderter Normalitit und
nimmt fiir C' aus diesen Bestimmungen das Mittel.

Ist % die spezifische Leitfahigkeit einer Losung, die in ¢ cm3
ein Mol des Elektrolyten gelost enthilt, so ist die molare Leit-
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fahigkeit 4 = x¢@. Bei der Berechnung der Aquivalentleit-
fahigkeit bedeutet ¢ diejenige Anzahl cm3, in denen 1 Gramm-
dquivalent gelost ist.

Spezifische Leitfahigkeit von KCl-Losungen bei verschiedenen
Temperaturen:

| 1/;-nKC | 1/,n-KCL | 1/gonKCL !1/100-n.K01
15 | 009252 | 001048 | 0,002243 | 0,001147
18 | 0,09822 | 001119 | 0,002397 l 0,001225
21 | 010400 | 001191 | 0,002553 | 0,001305
25 | 011180 | 0,01288 . 0,002765 ‘ 0,001413
27 | ol1574 | 001337 | 0,002873 | 0,001468

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

Kinetische Messungen.

Die reaktionskinetischen Messungen dienen zur vergleichenden
Untersuchung eines Reaktionsablaufs in Abhingigkeit von be-
stimmten Bedingungen. Man wihlt die Bedingungen des Versuchs
so, dafl auBer den zu messenden Einflissen alle Faktoren kon-
stant gehalten werden.

Beziehungen zwischen Umsatz und Zeit.

Es seien folgende Moéglichkeiten angefiihrt:

a) Derlineare Verlauf oder die Reaktion nullter Ord-
nung. Der Umsatz ist der Zeit direkt proportional. Die in
jedem Augenblick verschwindende Substratmenge ist unabhéingig
von der jeweils noch vorhandenen Substratmenge; in gleichen
Zeiten verschwinden gleiche Mengen Substrat

rz=k-t.

x bedeutet die zur Zeit ¢ verschwundene Substratmenge (oder
auch die zur Zeit ¢ gebildete Menge Spaltprodukte). % ist der
Proportionalititsfaktor, welcher von der Anfangsmenge des Sub-
strates unabhéngig 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 ¢ die im Anfang

Rona, Fermentmethoden, 2. Auflage. 4
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vorhandene Substratmenge,  die umgesetzte Substratmenge, so
wird die in einem unendlich kleinen Zeitteile d¢ umgesetzte
Substratmenge ausgedriickt durch die Differentialgleichung

dx . .
T k (a — =) integriert
k= 1 In—~
t ao—zx
baw. K = 04343k — ~log— "
t a—3x

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

Die Formel geht von der Voraussetzung aus, daBl nur eine
einzige Molekiilart sich verwandelt, da z. B. das Wasser, das
bei den meisten Fermentreaktionen mit in Reaktion tritt, im
Vergleich zu dem gelosten Substrat im groBen Uberschuf8 vor-
handen zu sein pflegt und deshalb seiner Konzentration nach
als konstant angesehen werden kann.

c) Die bimolekulare Reaktion. Treten zwei Molekiile
in Reaktion, und bezeichnet @ und b die Anfangskonzentration
dieser Molekiilarten, und z die zur Zeit ¢ umgewandelte Menge
dieser Molekiilarten, so ist die Geschwindigkeit in jedem Augen-
blick proportional der Konzentration der beiden miteinander
reagierenden Stoffe, also

dx

&Y e ka—a) (b—

S =k(a—2) (b —a)
oder, wenn bei dquimolekularen Mengen die beiden Konzen-
trationen als gleich gesetzt werden koénnen,

dx

—=k(a—x)%
7 (a—2x)
Integriert lautet die Gleichung
_l =
T ta(@—ux)

Beispiel fiir den linearen Verlauf?!).
Spaltung des Athylbutyrats durch Leberlipase.

1) Nach Knaffl-Lenz: Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. Bd. 97,
S. 242. 1923.
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Substrat 100 cm3 0,045-n-Athylbutyrat, Ferment 0,6 cm3
Leberlipase. Temp. 30°; p, = 9,75.

. z = cm3
t (Min.) 0,5-n-NaOH x:t
49 1,28 0,0261
73 1,95 | 0,0267
101 2,72 : 0,0269
131 3,58 | 0,0273
183 5,05 : 0,0276
268 1,65 0,0286
288 8,19 ‘ 0,0281
326 8,86 ] 0,0272
o0 9,00 | —

Beispiel fiir den monomolekularen Verlauf: Spaltung
vonGlycylglycin durchErepsin?): 0,1-n-Glycylglycin, 0,04-n-NaOH,
5 g Erepsinpriparat in 100 cm3, 379,

1

Zeit 3 5 1 a
(Min) (@ — ) 10 k10 ; log "
o | 930 | —
7 837 g 6,54
13| 763 a 6,60
20 | 690 ‘3 6,48
28 | 620 1 6,30
36 i 550 6,33

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

I | II 11T ! v
Zeit in Minuten korrigierte Drehungs- | 1 log — % — &
t ‘ Drehung dnderung =z Pt ez
0 [4,334] 0 | —
0,5 4,234 0,010 | —
21,0 3,945 0,389 | 0,00145
60,0 | 3,260 i 1,074 : 0,00151
130,0 2,129 ; 2,205 0,00164
190,2 1,130 1 3,004 0,00171
246,0 | 0,744 ! 3,590 ‘ 0,00176

1) Euler: Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 51, S.213. 1907. Bestim-
mungsmethode: Leitfihigkeitsinderung.
2) Michaelis u. Rona: Praktikum. 4. Aufl., S. 231. 1930.

4%
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2 bedeutet hier die abgelesene Drehungséinderung. Ist + @ die Anfangs-
drehung, —b die Enddrehung, so ist b = 0,313-a (vgl. S. 193). Die gesamte
durchlaufene Drehung ist also (1 + 0,313)-@, da die gesamte durchlaufene
Drehung gleich der abgelesenen Anfangsdrehung - der abgelesenen End-
drehung ist. @ ist hier 4,334, also die Gesamtdrehung = 4,334 (1 - 0,313)
= 5,690. Um einen Vergleich der gefundenen Werte ¢ — x mit den theo-
retischen Werten zu bekommen, nimmt man das arithmetische Mittel
aus den k-Werten; k, = 0,001614 und rechnet fiir ein solches %, fiir
jeden Wert von ¢ den Wert (@ — «) aus. Dazu nimmt man die Gleichung
log (@ — %) = log-a — k,,¢.

Es ergibt sich:

o — 0 —x Differenz zwischen
¢ berechnet beobachtet Be(ﬁ;‘é}éﬁi?lgn gund
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 iiber die zu erwar-
tenden Fehlergrenzen hinaus. Die fermentative Rohrzuckerspaltung ist
also mit Hilfe der Formel der monomolekularen Reaktion nicht erfaBbar.

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

10 cm? Substrat (Serumalbumin), 10 cm? 1/,,-n-HCl, destilliertes Wasser zu
46,0 cm3, 4 cm® Pepsinlésung (1: 29000), p, = 2,38.

Spaltungszeit T 1
irI; Mim%ten € a—z (@e—z)a t k-10°
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 | 51,0 490 6,94
180 | 55,5 | 44.5 6,92

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

1) Rona u. Kleinmann: Biochem. Zeitschr. Bd. 159, S.146. 1925.



Beziehungen zwischen Umsatz und Aziditat. 53

Beziehungen zwischen Umsatz und Temperatur.

Die Geschwindigkeit von Fermentreaktionen dndert sich einer-
seits infolge der Steigerung der Reaktionsfahigkeit des chemischen
Systems mit steigender Temperatur, wobei sich eine Reihe von
Faktoren superponieren, andererseits infolge der irreversiblen
Schidigung des Enzyms bei steigendem Wirmegrad, infolge der
Hitzeinaktivierung.

Zur Berechnung der Temperaturkonstanten (A4) dient eine
Gleichung von Arrhenius:

, logky—logk, -
A=""04ms oy

worin k, und k, die Reaktionskonstanten bei den absoluten Tem-
peraturen 7', und 7'; bedeuten, R ist die Gaskonstante, 0,4343
der Modulus der natiirlichen Logarithmen. In einem bestimmten
und kleinen Bereich gilt die Beziehung, daf} ein Temperaturzu-
wachs von 100 die Geschwindigkeit verdoppelt bis verdreifacht.

k,+10 e
b d. h. das Verhiltnis der Reak-
12

tionskonstanten fiir zwei 10° auseinanderliegende Temperaturen
betriagt oft 2—3. Diese Koeffizienten nehmen bei steigender
Temperatur in der Regel stark ab, wihrend die Konstanten 4 in
etwas groBeren Temperaturbereichen ungeéndert bleiben.

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

Der Temperaturkoeffizient

Beziehungen zwischen Umsatz und Aziditét.
(Aktivitiats-p,-Kurven.)

Die gestellte Aufgabe ist, quantitativ die Abhéngigkeit des
Umsatzes von der [H'] (der Wasserstoffionen-Konzentration) zu
bestimmen. Man vergleicht die Zeiten, die zur Erreichung eines
bestimmten Umsatzes erforderlich sind. Diesen ist die wirksame
Enzymmenge umgekehrt proportional. Man stellt also fir eine
beliebige [H'] den Umsatz x als Funktion der Zeit T experi-
mentell fest und betrachtet dies als Standardkurve. Um nun
fiir eine andere [H'] die relative Geschwindigkeit zu bestimmen,
stellt man fiir mehrere Zeitpunkte ¢, t,, ¢, . . . den dazugehorigen
Umsatz z,, &,, &, ... fest, und sucht auf der Standardkurve die-
jenigen Zeiten T, Ty, Ty... auf, die denselben Umsitzen z,,
%y, ... gleichfalls entsprechen.

Die Quotienten o7, T,

R N N
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die die relative Umsatzgeschwindigkeit bedeuten, dienen dann
als Maf} fiir die wirksame Fermentmenge, bezogen auf diejenige
des Standardversuches.

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

T .
keit n auf der Ordinate, der negative Logarithmus der Wasser-

stoffionenkonzentration (p,) auf der Abszisse aufgetragen.

70 -
, 3
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-log [H] —>
Abb. 34,

Beziehungen zwischen Umsatz- und Substratmenge.
(Aktivitdts-p,-Kurven.)

Die Aufgabe ist, bei gegebener und optimaler [H'] und Tem-
peratur den Einfluf der Anfangskonzentration des Substrates
auf die Spaltungsgeschwindigkeit zu untersuchen. Im 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 Saccharoselésung mit 20 cm? eines Ge-

1) Michaelis u.Davidsohn: Biochem. Zeitschr. Bd.35, S..386. 1911.
2) Biochem. Zeitschr. Bd. 49, 8. 333. 1913.
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misches von gleichen Teilen einer !/;-n-Essigsiure und !/,-n-Na-
triumazetat und mit einer gewissen Fermentmenge und Wasser
zur Auffiillung auf ein stets gleiches Volumen von 150 cm? ver-
setzt. Alle Fliissigkeiten werden im Wasserbade auf 25,0 +0,05°
gehalten. Die erste Probe wird so schnell wie mdglich nach

30
2 0170 (2
und 0333 m(1)
‘, 1 Rgossin
0
? / / ff‘a,m«m,
v ./
/éa,ozom
10
¢ 00108
I/} n
0052

[

750

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 iiberall gleich.

dem Vermischen der Fliissigkeiten und dann weitere Proben
in geeigneten Abstinden entnommen. Jede entnommene Probe
von 25 cm?® wird zur Ausschaltung der Fermentwirkung und
der Mutarotation in ein Gefa mit 3 cm? einer !/, n-Sodalésung
eingefiillt. Nach etwa einer halben Stunde wird die Losung
polarimetrisch untersucht. Die Anfangsdrehung wird aus den
ersten abgelesenen Werten extrapoliert. Als Anfangsgeschwindig-
keit der Inversion wird die Drehungsabnahme pro Minute in
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dem ersten noch geradlinigenIntervall der ganzen Spaltungskurve
bezeichnet.

Die Abhingigkeit der Geschwindigkeit der Spaltung von der
Rohrzuckermenge ergibt sich aus folgenden Uberlegungen: Man
nimmt an, daB das Invertin mit dem Rohrzucker eine Verbin-
dung eingeht, die sehr labil ist und in freies Ferment, Glukose
und Fruktose zerfillt, Ferner wird angenommen, daf die Ge-
4 schwindigkeit der In-
version proportional
XX der jeweiligen Kon-
zentration der Rohr-
zucker - Enzymverbin-
dung ist. Fir die Ver-
einigung von Ferment
und Rohrzucker in
stéchiometrischenVer-
haltnissen ergibt sich
nach dem Massenwir-

a
2
S

/

T

rationeller S MabBstab der Ordinate

/

|
| zufitiger MaBitab der Ordinate
X}

,‘ kungsgesetz:

| | SP—gl=Kg,

| woraus

| [8]

| g @Y= @ TR K
/3 _2('/0;’,4)- -7 -0 [S] + K

Abb. 36. Abszi L ith: der Anf; )¢ t Hier bedeutet [S]
. . SZ1SSe . ogarithmen der nrangskonzentra- . .
tion der Saccharose. Ordinate: Die Anfangsgeschwindig- die Konzentration des
keit der Spaltung, ausgedriickt in Drehungsabnahme o
(in Graden), pro Zeiteinheit (Minute). freien B‘Ohrzuckers
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 molare Fermentkonzentration, ¢ die
Konzentration des gebundenen Ferments oder der Ferment-
zuckerverbindung. [® — ¢] ist die Konzentration des freien En-
zyms, K ist die Dissoziationskonstante der Ferment-Substrat-
verbindung. Der Konzentration ¢ muf} der Voraussetzung gemis
die Anfangsgeschwindigkeit der Inversion proportional sein, d. h.

v=C -(b[?][—‘j—_]?, wo C den Proportionalitatsfaktor bedeutet.

Da v experimentell in einem willkiirlichen Ma8system (Drehungs-
anderung pro Minute) gemessen wird und @ in einer Versuchs-
: v

serie konstant gehalten wird, so kann man - einfach als V

co
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bezeichnen. V ist ein beliebiges Vielfaches von v, und der An-
fangsdrehung proportional, also

[S]
4 [S]1+ K

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

Um dies zu priifen, wird der log S (der Anfangskonzentration
des Rohrzuckers) auf der Abszisse aufgetragen. Unbekannt ist
noch, welche Strecke als Einheit der Ordinate zu wihlen ist.
Zunichst ist nur bekannt, daf der gréBte Wert, den ¥V asympto-
tisch erreicht, = 1 sein muB, und daB der FuBpunkt derjenigen
Ordinate, welche den Wert 1/, besitzt, den log von K anzeigen
muBl (der Parameter der Dissoziationsrestkurve). Man kann nun
zwei Wege einschlagen:

a) Hat man die Punkte um den Wendepunkt herum besser
experimentell bestimmt, so trigt man die Punkte zunsichstin 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°9). In dem willkiirlichen Ordinaten-
system findet man nun, daB die Tangente des Neigungswinkels in
dem mittleren geradlinigen Teil gleich ¥ist. Daraus kann man schlie
Ben, daB die Einheit der Ordinate zur Einheit der Abszisse sich wie
1:0,576 verhalten muB, d. h. die Einheit der Ordinate ist das

v
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 schriigen Ast der Kurve lie-
genden Punkte durch eine gerade Linie und mifBt aus, welche Ab-
szisse der Ordinate 0,5 entspricht.

Nunmehr kennt man K und kann graphisch die ganze Disso-
ziationskurve Punkt fiir Punkt bestimmen. Es miissen sich jetzt

fache der Einheit der Abszisse. Nunmehr kann man an der
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alle beobachteten Werte der Kurve gut einfiigen, wenn es sich
iiberhaupt um eine Dissoziationskurve handelt.

Solche Kurven, welche die Aktivitit einer bestimmten Fer-
mentmenge als Funktion des log der reziproken Substratkonzen-
tration darstellen, nennt man in Analogie mit den oben bespro-
chenen Aktivitits-p,-Kurven, Aktivitits-p -Kurven. Ist der
Scheitel der Aktivitéts-p-Kurve aus experimentellen Griinden
nicht hinreichend genau zu ermitteln, so kann man natiirlich
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 entsprechende Abszisse gibt — log K
an, man ist also in der Lage, die Dissoziationskonstante bzw.
ihren reziproken Wert, die Affinitdtskonstante der Ferment-
Substratverbindung zu bestimmen.

Die Aktivitéits-p,-Kurven gestatten auch, iiber die Zersetzungs-
geschwindigkeit der Fermentsubstratverbindung eine Aussage zu
machen. Da nimlich die maximale Spaltungsgeschwindigkeit bei
einer Substratkonzentration erreicht wird, bei der das gesamte
Ferment an das Substrat gebunden ist, so ist diese Grofle beim
Vergleich zweier Aktivitits-p,-Kurven miteinander ein MaB

30 fiir die relativen Hydro-
lysenkonstanten der Fer-
25 mentsubstratverbindungen.
20 Abb. 37 stellt die Akti-

/ vitéts - p,- Kurven dar, die

xx bei der Hydrolyse der rei-

nen d- und 1-Mandelséure-

methylester erhalten wur-

- den. Die Kurven sind ge-

zeichnet fir K, = 10-375

5 r 3 Z ;7 und K, =10"2%_ Das

Py <— Verhiltnis von K_,: K,

Abb. 37. ist hier 7, d. h. also, daB

das Ferment zur d-Modi-

fikation des Mandelsduremethylesters eine etwa 7mal so grofle

Affinitdt hat wie zur 1-Form. Das Verhéltnis der Hydrolysen-

konstanten der Ferment d- und 1-Ester-Verbindungen betrigt

28

16

Fermentverbindung 1,75mal schneller als die andere diastereo-
mere Form1).

1) Uber die Methodik der Aufstellung von Aktivitits-p,-Kurven bei
Esterasen siche Weber und Ammon; Biochem. Zeitschr. Bd. 204,

o)
)

—cmm 0O,
S
X
N\

\

= 1:1,75 zugunsten des 1-Esters. Es zerfillt also die 1-Ester-
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EnzymmafBie und Einheiten?).

Zur fortlaufenden Kontrolle bei der Reinigung von Fer-
menten ist es zweckméaBig, vergleichende Mafle der Ferment-
wirkung zu besitzen. Die von Willstatter und Mitarbeitern
eingefilhrten Mafe und Einheiten sind MaBle 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 1g, angeben.

Eine Enzymeinheit bewirkt unter den fiir die einzelnen Fer-
mente verschiedenen, aber stets gleichen dufBleren 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 p,-Optimum vorgenommen,
soweit im speziellen Teil nicht anderes angegeben. Die Tem-
peratur wird konstant gehalten. Die Aktivierung durch Zusitze
wird entweder maximal gestaltet (Trypsin-Enterokinase, Amy-
lase-Kochsalz, Gérungsferment-Cozymase) oder es wird, wo die
Zusatze in uniibersichtlicherer Weise wirken (Lipasen), mittels
ausgleichender Aktivierung und Hemmung nach Willstétter
gearbeitet. Vgl. S. 1261f.

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

In einzelnen Fillen kann die Reaktionskonstante (die z. B.
dem Verlauf einer monomolekularen Reaktion entspricht) als
MaB 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-
mungskérper 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-
zymaktivitit durch den Ausdruck

k-g Substrat

- g Enzympraparat

vor, wo k die unter festgelegten Bedingungen ermittelte Reaktions-
konstante ist, Xf die ,,enzymatische Fahigkeit*“ bezeichnen soll.
Gilt die Beziehung, da8 % von der Substratkonzentration un-
abhéngig ist, so bestimmt Euler

R T
g Enzympraparat

Zur Charakterisierung eines Enzyms ist die Angabe der enzy-
matischen Fahigkeit (X f) durch diejenige der Affinitdtskonstante
zu erginzen?):

. ) [Enzym-Substrat]
K M (Mlchaehs-Konstante) = EEil;;%]i[iS{lEt‘r;t] .

Beeinflussung von Fermentwirkungen durch
Anderung der dulieren Bedingungen.

Temperatureinfluf3.

Wie bereits oben angedeutet wurde, sind die Fermentwirkungen
in komplizierterer Weise von der Temperatur abh#éngig, indem
die Reaktionsgeschwindigkeit einesteils der allgemeinen chemi-
schen Kinetik gehorcht und bei steigender Temperatur gréBer
wird; andernteils fiihrt die Temperatursteigerung zu einer der
ersten entgegengesetzten Wirkung, indem das Ferment irre-
versibel bei zunehmender Temperatur geschédigt wird. Das aus
‘beiden Vorgéngen resultierende Optimum liegt bei den meisten
Fermenten zwischen 35—409, doch ist das Optimum auBerdem
weitgehend abhéngig von anderen Faktoren, dem p,, der Gegen-
wart von Neutralsalzen, von Begleitkérpern,. Zusatzstoffen, che-
mischer Natur des Substrats und der Spaltprodukte.

Zur Konstanthaltung der Temperatur dienen Wasserbader
mit regulierbarer Heizung oder auch Warmluftbidder (Thermo-

1) Chem. Ber. Bd. 56, S.1749. 1923.
2) Vgl. Euler: Chemie der Enzyme. 3. Aufl., S.17. 1925.
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staten) ). Die Wasserbdder sind meistens groBe Bottiche aus

Metall, manchmal mit Filz umkleidet, die zur gleich- o, Wert
méafigen Durchmischung mit einer mechanisch be- [y Sellen mach
triebenen Riihrvorrichtung versehen werden. Die Be- ', 27 fomma
heizung geschieht mit Gas oder elektrischem Strom. g
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 i
die Gaszufuhr aus einer eintauchenden schrig ab- -
geschnittenen Glasdiise mehr oder weniger freigibt. 1

09

i
S
o

Bei den elektrisch regulierten und geheizten Bédern
wird durch den steigenden oder fallenden Queck-
silberfaden des Thermometers ein elektrischer Kon- ,,_|
takt geschlossen oder geoffnet; durch diesen wird ein 4
Elektromagnet betéatigt, der den Gaszuflufl abschlieBt S
oder offnet. 38

'|”“W“’”
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Die Wasserstoffionenkonzentration.

Von den Einfliissen des Milieus auf die Ferment-
wirkung ist bisher am eingehendsten ihre Abhéingig-
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- E
stoffionenkonzentration in der Praxis entweder mit- ]
tels Indikatoren oder elektrometrisch. Zur Konstant- E
haltung der Wasserstoffionenkonzentration dienen g5
die sog. ,,Puffer, die als automatische Regulatoren E
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wirken.

Uber die Nomenklatur mogen folgende Angaben
orientieren: Die Konzentration der H-Ionen wird
ausgedriickt in Gramm-Ton pro Liter. Das Symbol -
fiir Konzentration der H*-Tonen ist [H*] oder [H'] ¢4
oder & (Wasserstoffzahl). Das Symbol p,, der Wasser-
stoffexponent, ist der negative Logarithmus dieser

KNY
~N

=-g0

y

Abb. 38.
. 1 Unrech
Konzentration, also p, = — log b = log . von“‘;f‘in{‘&‘ Ty

ineinander.

chemische Messungen, 4. Aufl., S. 106.
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Beispiel fiir die Umrechnung von % und p,Y):
1. Es sei A =2-1075%, dann ist log A = log 2 + log 1075

0,30 — 5 = — 4,70
Pn = + 4,70.

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

logh = — 6,70 = + 0,30 — 7
h=20-10-7.

Puffer oder Regulatoren sind Gemische von schwachen
Séuren mit ihren Alkalisalzen (z. B. Essigsiure und Na-Azetat)
oder auch Gemische von priméren und sekundiren Salzen (z. B.
NaH,PO, + Na,HPO,). Ihr Wirkungsmechanismus ist derart,
daBl neu auftretende H- oder OH-Ionen im erheblichen MafBe
stets neutralisiert werden. Sie werden daher eine Anderung
der Wasserstoffionenkonzentration stidrker verhindern als nicht
gepufferte Losungen von gleicher Wasserstoffionenkonzentration.
Durch Verdiinnung mit Wasser wird ihre # zwar nicht wesentlich
geindert (da die A nur von dem Verhiltnis Saure:Salz abhiingt,
nicht aber von der absoluten Menge), aber ihr Pufferungsvermogen
wird herabgesetzt.

Die gebriuchlichsten Puffermischungen sind von Sérensen
und von Michaelis angegeben (vgl. Tabellen).

Tabelle von Michaelis fiir die am meisten verwe