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Yorwort.

Das vorliegende Buch verfolgt lediglich praktische Zwecke.
Es soll ein kurzer Wegweiser bei der Arbeit mit Fermenten sein.
Ausfiihrungen iiber Eigenschaften und Vorkommen der Fer-
mente, iiber Systematik u. dgl. konnten unterbleiben, da wir
ausgezeichnete Handbiicher besitzen, die iiber alle diese Fragen
geniigend unterrichten. Die methodischen Vorschriften wurden
hingegen so ausfiihrlich mitgeteilt, da8 man nach ihnen arbeiten
kann. Es wurde auch versucht, alle zu der Ausfiithrung der betref-
fenden Untersuchungen nétigen Angaben, trotz der gebotenen
Kiirze, in dem Buche selbst zu bringen. Rein chemische und
physikalisch-chemische Methoden sind gleicherweise berticksich-
tigt. Eine vollstdndige Aufzdhlung aller in Betracht kommenden
Methoden war natiirlich nicht mdéglich; sie wurde auch nicht
beabsichtigt. Bei der Fiille des Materials ist es jedoch wahr-
scheinlich, daB8 die eine oder andere Methode, die wohl hiitte
Platz finden miissen, tibersehen 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.
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Allgemeiner Teil.

Allgemeines iiber Darstellung der Fermente.

Bei der Darstellung von Fermenten handelt es sich darum,
Losungen oder feste Priparate zu gewinnen, die die dem Ferment
eigentiimlichen Wirkungen in stirkerer Weise als das Ausgangs-
material zeigen und dabei von Begleitstoffen (Kohlehydraten,
EiweiBkorpern, Kolloiden, Salzen) mdoglichst frei sind.

Zur Gewinnung von fermenthaltigem Material sind prinzipiell
zwei Methoden moglich:

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 fermenthaltigem Substrat aus den
fermentfithrenden Organen oder Zellen durch Extraktion. Diese
Art der Gewinnung der fermenthaltigen Sifte (bzw. PreBsifte)
aus den Organen ist die am hiufigsten angewandte.

Die Organe der grofleren Haustiere werden sofort nach dem
Schlachten moglichst sauber entnommen. Zum Transport werden
sie mit einem geeigneten Antisepticum versetzt (sieche unter Kon-
servierung) und auf einer niederen Temperatur gehalten. Die
Organe kleinerer Tiere werden, wenn mdglich, nach den Regeln
der Asepsis entnommen. Zur Entfernung von Blut werden die
Organe vorher mit Ringerlgsung, physiologischer Kochsalzlésung
oder mit einer anderen geeigneten Spiilfliissigkeit durch die Ge-
faBle durchgespiilt.

Zur Zerkleinerung werden die Organe mit der Schere grob
zerschnitten, von den bindegewebigen Anteilen moglichst befreit
und mit Quarzsand in der Reibschale zerquetscht. Auch die
verschiedenen Formen von Fleischzerkleinerungsmaschinen 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 Kéltemischungen anwenden.

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

Rona, Fermentmethoden. 1




2 Allgemeines iiber Darstellung der Fermente.

Kossel hat eine Methode und Apparatur beschrieben, bei der die
Organe mittels fliissiger 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 flissiger 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 sofortiges Sistieren
aller fermentativen Prozesse (siche auch Muskelglykolyse, S.195).

Der mit Quarzsand zu einer kompakten Masse zerriebene
Brei kann dann in einer Presse weiter ausgepreit werden (vgl.
Spez. Teil, S. 178, bei der Gewinnung des HefepreBsaftes). Oder
man gewinnt die schwer von der Zelle trennbaren Fermente
(,,Endoenzyme*), indem man die Zelle der Autolyse, dem spon-
tanen Zerfall der Zellstruktur nach dem Tode, iiberlaBt (vgl.
S. 180).

Der Extraktion von fermentfilhrendem Material geht
meistens eine Trocknung voraus. Eine solche erreicht man mittels
verschiedener Methoden. Man kann das zermahlene Material mit
Alkoholidther 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?)].
Um temperaturempfindliche, fermenthaltige Fliissigkeiten schnell
einzudampfen und zu trocknen, bedient man sich zweckmiBig
eines Ventilatortrockenschrankes. Die Luft wird vorgewérmt
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 Priiparate sind meist lange in voller Aktivitdt 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

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.



Auswahlende Adsorption und Elution. 3

kommen in Betracht Wasser, physiologische Kochsalzlgsung oder
eine wisserige Losung von einer bestimmten Aciditat, ferner Gly-
cerin. 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 méglichst
geringer gleichzeitiger Extraktion von Begleitstoffen. Auch darf
natiirlich das Ferment durch das Extraktionsmittel nicht geschidigt
werden.

Die meisten Fermente sind in Glycerin 16slich. Die Glycerin-
extrakte haben den Vorzug, nur wenig EiweiBistoffe zu ent-
halten und der Ansiedlung von Bakterien sehr hinderlich zu sein;
aullerdem sind die Fermente in Glycerin meist sehr stabil (siehe
Lipase, Trypsin, Amylase)?!).

Die wisserigen oder glycerinhaltigen Fermentextrakte werden
von dem Organbrei durch Filtrieren, Kolieren oder durch Zen-
trifugieren getrennt und konnen in manchen Fillen gleich zum
Versuch benutzt werden. Meist ist aber eine weitere Reini-
gung der Fermente (bzw. Fermentgemische) nétig, 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 Umstinden nicht
aufgenommen werden, so gelingt auf diese Weise auch eine mehroder
weniger weitgehende Reinigung der Fermente. Ebenso ,,auswih-
lend“ kann die Loslosung (Elution) der Fermente vom Adsorbens
bei zweckmaBiger Auswahl der Elutionsmittel gestaltet werden.
»»E8 gibt nur eine einzige allgemeine Methode fiir die Isolierung der
Enzyme, die Anwendung der auf kleinen Affinitatsbetrigen, auf
Affinitatsresten beruhenden Adsorptionsvorginge* (Willstétter).
Mafigebend 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 Loésungsmittels (Wasser,

1) Vgl. Oppenheimer-Kuhn: Die Fermente. 5. Aufl.,, S.47. 1926.
1*
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Alkohol, Glycerin), die Anwesenheit von Elektrolyten, die Wasser-
stoffionenkonzentration usw.

Als Maf} fiir die Adsorption dient nach R. Willstatter der
Adsorptionswert (A. W.). Der Adsorptionswert gibt die Anzahl
Enzymeinheiten (siehe diese) an, die unter bestimmten Bedin-
gungen von 1 g des Adsorptionsmittels (z. B. Al,O,) aufgenommen
werden. Die Feststellung des A. W. dient dazu, bei der pripara-
tiven Reinigung von Fermenten dasjenige Adsorbens auszu-
wihlen, das in moglichst kleiner Menge ein Maximum an Adsor-
bendum aufnimmt.

Als Adsorbentien dienen meistens Kaolin und Tonerde, gele-
gentlich 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.

Fir 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 meQlbare Zeit erfordert, wird
gewohnlich durch eine Anderung des Reaktionsmilieus erméglicht.
Als Eluentia eignen sich sekundére Alkaliphosphate oder ver-
diinntes Ammoniak gut.

Beispiele fiir die auswéhlende Adsorption und Elution findet
man im spez. Teil fiir Lipasen (S. 90), Carbohydrasen (S. 126, 136,
142), Proteasen (S. 235, 263, 266).

Dialyse und Filtration.

Reinigung durch Dialyse. Ein weiteres Hilfsmittel zur
Reinigung von Fermenten bietet die Dialyse, bei der die Fermente
selbst nur spéarlich durch die Membranporen gehen, wiahrend die
Elektrolyte ungehindert hindurchtreten. Doch ist hierbei zu
beachten, daB eine villige Entfernung der Elektrolyte in manchen
Fillen eine irreversible Zerstorung von Ferment zur Folge hat.
Die Anordnung bei dem Dialysieren ist aus den Abbildungen 1—3
ersichtlich.

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



Dialyse und Filtration.

Abb. 1. Abb. 2. (Aus Wiechowski, Hofmeisters Beitr. 9,
S. 243, 1907.)

Aus Filtrierpapier hergestellte Extraktions-
hiilsen von Schleicher & Schiill werden durch
Ausgiefen mit warmem destillierten Wasser
angefeuchtet, das tiberschiissige Wasser
wird entfernt. FEhe die Hiilsen erkaltet
sind, werden sie mit Kollodium (z. B.
D. A. B.49/y) gefiillt, sofort wieder ent-
leert und auf diese Weise eine mdéglichst
diinne erste Kollodiumhaut erzeugt. Man
gieBt das iibrige Kollodium wieder heraus
und achtet sorgfiltig darauf, daB nicht etwa
ein Kollodiumtropfen am Boden der Hiilse zu-
riickbleibt. Nach 5 Min. Trocknen gieBt man
in derselben Weise eine zweite, ebenfalls diinne
Schicht und 148t das iiberschiissige Kollodium
gleichfalls sorgféltig herauslaufen. Nach wie-
derum 5—10 Min. Trocknen taucht man die
ganze Hiilse in kaltes Wasser. Nach 20 bis
30 Min. Wissern ist der Dialysator gebrauchs-
fertig. Verwendet man verdiinntere, z. B. nur
2 proz. Kollodiumlésung (hergestellt durch
Verdiinnen der kéuflichen Lésung mit dem
gleichen Volumen einer Mischung von 7 Teilen
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Abb. 3. Ein geschlosse-
nes Glasgefdl oder eine
Glasstange steckt im In-
nern der Kollodiumhiilse.
Dadurch wird die rela-
tive Oberfliche der dia-
lysierenden Fliissigkeit
vergroBert; ferner kann
ihr Niveau gut geregelt
werden. (Anordnung von
Dr.Iwasaki; vgl. auch
Abb. 56, 8. 184.)
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Ather und 1 Teil absolutem Alkohol), so erhilt man weniger dichte
und daher schneller wirkende Dialysatoren. Man eicht die Dialy-
satoren z.B. mit 0,05/, Nachtblaulssung, die die Membran
nicht passieren darf!).

Herstellung eines Kollodiumdialysierschlauchs nach
L. Michaelis?). Man giele einen kleinen Glaszylinder (z. B. von
25 cm3 Inhalt) voll Kollodium, gieBe das Kollodium zum groften
Teil wieder aus und lasse das zuriickbleibende Kollodium trocknen,
indem man den Zylinder in horizontaler Lage stéindig rollt. Dann
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. Es ist 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 Ablosung des Schlauches von der Glas-
wand dadurch erleichtern, daB man zwischen den Schlauch und
das Glas etwas destilliertes Wasser gieft. Danach kommt der
Schlauch in destilliertes Wasser. Zum Gebrauch wird er zur
Halfte mit destilliertem Wasser gefiillt. Dann wird er oben vor-
sichtig und gut abgetrocknet und ein Gummistopfen durch Ein-
tauchen in Kollodium und Uberpinseln gut mit dem Kollodium-
schlauch verklebt?).

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 Berihrung kommt. Damit also eine solche
Hiilse gleichmiBig durchgingig ist, muf} 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 AusgieBlen eines GefiBes (Zentrifugenglas oder dergl.)
herstellt, da der Ather am Boden des GefiBes langsamer ver-
dunstet als an seinem Rand. Es ist deshalb zweckmailBiger, die
Hiilsen auf der AuBenwand eines Glasgefifles anzufertigen, da hier
die ganze Kollodiumschicht gleichmé&Big der Luft ausgesetzt
wird. Die bei letzterem Verfahren auftretenden Schwierigkeiten

1) Dies nach Ostwald, W.: Kleines Praktikum der Kolloidchemie.
4. Aufl,, S.24. 1922.

2) Michaelis: Praktikum. 2. Aufl., S.92. Ein gutes Kollodium lie-
fert die Chem. Fabrik auf Aktien (vorm. E. Schering) Berlin N.

3) Uber Darstellung von Kollodiummembranen vgl. auch Asheshov:
Cpt. rend. des séances de la soc. de biol. Bd. 92, 8. 362.
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bei der Ablosung der Hiilsen von der Unterlage sind durch den
Kunstgriff der Gelatinierung des Glases nach Gates!) iiberwunden.

Man schmilzt Glasréhren an ihrem unteren Ende so weit zu, daf
nur noch eine Offnung von 1—2 mm Durchmesser offen bleibt.
Dann taucht man diese gereinigten aber nicht besondersentfetteten
Réhren in eine warme 10 proz. Losung gewdhnlicher kiuflicher Ge-
latine 1—2mal etwas weiter ein, als nachher die Kollodiumhiilse
reichen soll. Hierdurch wird das enge Loch am unteren Ende der
Rohre mit Gelatine verschlossen, ebensoiiberzieht sich derganze ein-
getauchte Teil des Glasrohres mit einer Gelatinehaut. Dann hingt
man die Glasréhren an ihrem nicht benutzten Teil mindestens
6 Std. zum Trocknen auf. Es ist darauf zu achten, daB bei der
Trocknungder Gelatineverschlufl am unteren Ende des Rohres nicht
durch Schrumpfung reif3t, da sonst Kollodium dort in das Glasrohr
eindringt und die Ablosung der fertigen Hiilse zum mindesten
erschwert. Die Rohren mit der angetrockneten Gelatine werden
dann mehrmals in die Kollodiumlgsung eingetaucht. Nach jedem
Eintauchen laft man die Kollodiumlésung kurz abtropfen, dann
wird das Glasrohr in horizontaler Haltung so lange um seine Achse
gedreht, bis das Kollodium so weit erstarrt ist, daB es nicht mehr
an den abhéngigen Teilen des Rohres zu einer dickeren Schicht
oder zu‘Tropfen zusammenflieBt. Auf diese Weise wird die Schicht-
dicke des Kollodiums auf dem ganzen eingetauchten Teil des
Glasrohres fast gleichméafig. 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 vergréBert. Dies ist
durch Vergleich des in die Kollodiumlésung eingetauchten Teiles
der Réhre mit dem nicht eingetauchten leicht festzustellen.

Man kann die kéufliche 4 proz. Kollodiuml$sung der Apotheken
bei diesem Verfahren gut verwenden. Lést man selbst das Kollo-
dium, so ist es zweckmiBig, neben Ather nicht absoluten Alkohol
dazu zu verwenden, sondern 40°/, von 90—95 proz. Alkohol. Man
vermindert so die Gefahr, daB} durch zu langes Trocknen, d. h.
zu weit gehende Verdunstung von Ather und Alkohol die Hiilsen
vollkommen — auch fiir Wasser — impermeabel werden.

Ist die Hiilse geniigend dickwandig und bis zu dem oben
angegebenen Grad getrocknet, so stellt man das Glasrohr in

1) Gates, Fr. L.: Journ. of exp. med. 85, 635. 1922 nach Trendelen-
burg, P.: Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. Bd. 199, S.237. 1923, und
miindliche Mitteilung von Dr. Weber.,
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zimmerwarmes Wasser und fiillt auch sein Lumen damit. Dann
erwarmt man bis etwa 4090 wodurch sich nach kurzer Zeit der
Gelatineiiberzug des Rohres und seiner unteren Offnung ver-
fliissigt. Die Kollodiumhiilse gleitet nun langsam von der Réhre
herunter, wobei das Wasser aus dem Innern des Glasrohres durch
das Loch an seinem unteren Ende den Hohlraum in der Hiilse
fiilllt, 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 gelost, hingt aber an
ihrem oberen Rand fest. Es ist dann zweckmiBig, diesen Rand
durch einen kreisformigen Skalpellschnitt abzuschneiden, worauf
die so etwas verkiirzte Hiilse abgleitet. Die Temperatur des Wasser
soll die oben angegebene Temperatur nicht wesentlich iiber-
schreiten, da sich das Kollodium sonst um die Glasréhre zusam-
menzieht und die Hiilse dann wesentlich schwerer abzuziehen 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. IThre Durchgingig-
keit priift man mit einer Alkalichloridlsung als Fiillung, AgNO,
als AuBenlésung. Nach einer Eintauchdauer von 10—20 Sek.
muB} sie von einem gleichméBigen weilen Schleier von AgCl
umgeben sein.

Da Kollodiumbhiilsen im Gebrauch durch normale wie anormale
Osmose leicht iiberlaufen, ist es zweckm#Big, 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 fachelt
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, dafl nur das dem Glas
aufliegende Kollodium mit der Flamme in Berithrung kommt,
nicht aber die eigentliche Hiilse, da in diese sofort Locher ein-
brennen! Den Rand der Hiilse befestigt man dann vollkommen
dicht auf der Manschette, indem man ihn durch herumgegossene
Kollodiumlésung moglichst rasch festklebt. Wéahrend némlich
diese Kollodiumlésung antrocknet, darf der eigentliche Hiilsen-
korper unter dem unteren Rand der Manschette nicht austrocknen,
da er sonst véllig impermeabel wird. Der Kollodiumring wird
bei Zimmertemperatur vollig getrocknet, bis zur Verdunstung
des gesamten Alkohols, indem man die Hiilse senkrecht
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aufstellt und bis zum unteren Rand der Glasmanschette mit
Wasser fiillt. 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 Einreiflen der Hiilse fithrt
[H. Weber?)].

Wiahrend die Trennung des wisserigen bzw. glycerinhaltigen
Organauszuges von beigemengten Organteilchen durch gewohn-
liche Filtration oder durch Zentrifugieren erfolgt, ist es bei der
Reinigung der Fermente oft erwiinscht, die Lésung mdéglichst,
und zwar moglichst schnell von Elektrolyten zu befreien. Dazu
dient hauptsichlich die Elektrodialyse. In diesem Zusammen-
hange sei auch die Ultrafiltration erwéhnt, wenn auch diese haupt-
sachlich bei der Verarbeitung des der Fermentwirkung unterwor-
fenen Materials in Betracht kommt.

Ultrafilter. Darstellung nach W. Ostwald. Ein gewshn-
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 erwidrmt wird, werden
20—30 cm?® in das nasse Filter gegossen. Durch méglichst schnelles
Drehen des Trichters wird eine erste Kollodiumschicht auf dem
Papier hergestellt. Man achte darauf, dafdas Kollodium nureinmal
iiber die Filterfliche 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 angewdrmten Kollodiumlésung
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 eicht die Filter mit Nachtblaulosung
oder Mastixhydrosol. Zur Filtration wird vorteilhaft der Trichter
mit einem Filterhiitchen mittels eines durchbohrten Gummnidi-
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

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 158, S. 463. 1925.
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man Filter mit groBerer Filtrationsgeschwindigkeit, aber ent-
sprechend geringerer Dichtigkeit. Fiir viele Zwecke empfiehlt
sich z. B. eine 2—3 proz. Lésung, die schneller durchlassende, aber
ebenfalls noch nachtblaudichte Filter gibtl).

Eine praktische Modifikation der Ultrafilterdarstellung ist von
Wha angegeben. Filter (5—6 cm Durchmesser) werden in der in
der Abbildung angegebenen Weise durchgeschnitten, wobei der
mittlere Teil, dessen GroBe einer Siebplatte (von etwa 2cm
Durchmesser) entspricht, frei bleibt. Das Filter ¢ wird nun fest
an den Trichter (von etwa 5,5 cm Durchmesser) und an die in
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
einem Saugreagensglas angebracht
hat. Dann bedeckt man in dhnlicher
Weise das Filter ¢ mit dem TFilter b,

Abb. 4. aber so, dafl die Einschnitte in den

Filtern nicht iibereinander kommen,

sondern gegeneinander verschoben sind, legt die den Trichterrand

iiberragenden Teile des Filters nach auBen um und schmiegt sie

der Glaswand fest an (eventuell unter Zuhilfenahme eines Bind-

fadens). Auch dieses 2. Filter wird mit destilliertem Wasser

befeuchtet, dann scharf abgesaugt, so daB die Filter nur spurweise

feucht sind. Jetzt kann, wie oben beschrieben, an die Dichtung

mit Kollodium geschritten werden. Die fertigen Trichter (bzw.
Filter) miissen stets in mit Toluol versetztem Wasser liegen.

Eintauchfilter nach Giemsa?2). Die Apparatur (Abb. 5, 6)
besteht im wesentlichen aus einem reagensglasférmigen Porzellan-
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
als Unterlage fiir die Kollodiumschicht. Zur Darstellung der Mem-
bran stiilpt man zunéchst die Hiilse so weit iiber den perforierten
Teil des Zylinders, bis sie iiberall prall anliegt. Der obere Rand
der Hiilse ragt etwa 1 cm iiber den durchlochten Teil des Zylin-

1) Aus Ostwald, W.: Praktikum. 4. Aufl., S. 27.
2) Biochem. Zeitschr. Bd. 132, 8. 488. 1922.
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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 véllig 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 Wassery dafl die
ganze Membran hiermit bedeckt ist. Nach /,stiindiger Wisse-
rung entfernt man die letzten Reste des Kollodiumlésungsmittels
dadurch, daB man den Zylinder in frisches Wasser taucht und unter

(P G

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

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, daf die ganze Membran dauernd von
Flissigkeit umspiilt ist, da sie sonst eintrocknet und rissig
wird. Das Absaugerohr 148t man zweckméiBig dicht {iber 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 dhnliche Apparatur, die zu gleicher Zeit entstand,
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8. What). Empfehlenswerte Filtervorrichtungen sind die von
Bechhold und Kénig angegebenen (Staatl. Porzellan-Manu-
faktur Berlin) und die Glas-Filtergerdte der Firma Schott in Jena.

Elektrodialyse.

Unter Elektrodialyse versteht man den elektrischen Transport
von membrandurchgéngigen Ionen durch kolloidundurchlissige

Abb. 7.

Membranen. Hier seien zwei Apparaturen
angegeben, eine nach W. Pauli und eine
nach Freundlich und L. F. Loeb.

1. Nach Pauli?). Es wird in der
Regel durch gewéhnliche Dialyse vor-
gereinigtes Material benutzt. Der an-
gelegte Strom iiberschreitet meist nicht
eine Dichte von 0,8—0,3 M. A. pro cm?
Membranfliche. Bei dieser Anordnung
ist es ohne weiteres mdoglich, zwei Per-
gamentpapier- oder Kollodiummembranen
zur Abgrenzung des Kolloids zu ge-
brauchen. Die Elektrodialyse fithrt auf
diesem Wege meist in 48 Stunden zum
Ziel und kann bei 440 Volt direkter
Spannung ausgefiihrt werden. Bedingung
ist, daB keine Reaktionsinderungen in
der Mittelzelle auftreten.

Die Apparatur zeigt die Abbildung 7.
Die Pergamentpapier- oder Kollodium-
membran werden entsprechend geschnit-
ten und am Rande gut mit Vaselin ge-
fettet. Sie halten infolge des guten
Schliffes vollstindig dicht beim Zusam-
mensetzen und Anziehen des Apparates.
Die Montierung erfolgt in vertikaler Stel-
lung, darauf wird der Apparat horizontal
umgelegt. Die zwei AuBenzellen sollen
getrennt mit Wasser durchspiilt werden.
Als Anoden werden Platindrahtnetz-
elektroden, als Kathoden auch solche
aus Silber- oder aus Kupferdraht verwen-
det. Die groBeren Apparate, die nur zur

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 144, S.278. 1924,

2) Biochem. Zeitschr. Bd. 152, 8. 355. 1924.
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Vorreinigung dienen, werden mit Graphitelektroden justiert. Bei
einiger Erfahrung lernt man es bald, mittels einer eingeschalteten,
sehr schwach glithenden Lampe und Widerstinden die Strom-
stirke auch ohne Amperemeter abzustufen, bis man die volle
Spannung anlegen kann.

2. Nach Freundlich und L. Farmer Loeb?). Der benutzte
Apparat hat die Form des Paulischen. Er besteht aus drei Teilen,
die mit Schliffen aufeinander &
passen. Die Membranen wer- : r
den mit Cellonlack befestigt
(man kann auch Gummiringe
verwenden). Der Apparat wird
durch Schellen zusammenge-
ha.lten un.d kann d.u roh eln.en Abb. 8, I AuBenkammer. II Mittelkammer
Stiel an einem Stativ befestigt & Zuflus des Spiilwassers, » AbfluB des Spiil:
werden (siche Abb. 8, 9). Dic yasers ¢ 0t fr tén Tarer, ¢ Abiuc-
Mittelkammer faltrund 60 cm?® / Membranen.
sie kann aber eine beliebige
Dimension haben; sie soll jedoch moglichst schmal sein (3—>5 cm).
Als Elektroden werden kreisférmige Netze aus diinnem Platin-
draht benutzt. Die Elektrode soll etwa 0,5 cm von der Membran
entfernt sein. Die Spannung des angelegten Gleichstromes
betragt zwischen 12 und 120 Volt
(meistens 120 Volt). An einem in
den Stromkreis eingeschalteten Am-
peremeter kann gleichzeitig die
Stirke abgelesen werden. Die
Flussigkeit der Mittelkammer wird
durch einen schraubenférmig ge-
wundenen Glasrithrer geriihrt. Als
Membranmaterial dient Pergament-
papier (Schleicher & Schiill) und mit
chromierter Gelatine imprignierter
Wollstoff. (10 g Gelatine, 3 g Am-
moniumbichromat und 5 g Gly-
cerin werden in 100 cm® Wasser gelost; der Wollstoff wird hier-
mit bestrichen und in der Sonne 1/,—1 Stunde, bei bedecktem
Himmel einen Tag belichtet. Dies wird zwei- bis dreimal wieder-
holt.) Die Seitenkammern kénnen mit destilliertem Wasser oder
auch Leitungswasser durchspiilt werden. Der ZufluB ist vor-
teilhaft in der Nihe der Membran anzubringen. Die positive

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 150, S. 522. 1924.
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Membran (chromierte Gelatine) befindet sich an der Anodenseite,
die negative Membran (Pergamentpapier) an der Kathodenseite.
Der p, der Losung der Mittelkammer mull kontrolliert werden;
er darf sich nicht wesentlich dndern?).

Konservierung.

Fermente werden konserviert, indem man sie vor bakterieller und
Selbstzersetzung schiitzt und in einen haltbaren Zustand iiberfiihrt.

Das am hiufigsten gebrauchte Desinfiziens ist Toluol, das die
Fermente nur sehr wenig schiadigt. Man nimmt zur Verhinderung
der Infektion 1,0—2,0 cm? auf 100 cm? Losung und schiittelt gut
durch; Chloroform schidigt die Enzyme in stédrkerem Mafe;
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 Krystalle
auf 100 cm3 Flissigkeit). Auf die Anwendung von Glycerin ist
schon hingewiesen (vgl. S. 3).

Man wird beim Arbeiten mit Fermentlésungen immer gut
daran tun, diese unter Eiskithlung aufzubewahren. Ein weiteres
bequemes Hilfsmittel, Fermente vor Zerstérung zu schiitzen,
ist die Uberfithrung 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 Verhiltnis 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 enthilt. Jede Horizontalreihe in der Tabelle
S.15 ist eine solche geometrische Reihe, die die verschiedenen
Potenzen der dazu gehorigen Zahl der linken Kolumne enthilt 4).

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

2) Oppenheimer-Kuhn: Die Fermente. S.74.

3) Vgl. hierzu Michaelis: Praktikum. 2. Aufl., S. 4.

4) Tabelle aus Michaelis: in Abderhaldens Handb. d. biochem. Ar-
beitsmeth. Bd. 3, 1. Halfte, S. 30.
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Selbstverstindlich kann man innerhalb jeder Reihe jedes
Glied mit demselben beliebigen Faktor multiplizieren, ohne daf3
der geometrische Abstand der Glieder sich &ndert.

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

geordnet
L Yss Mas Mes Mg
oder nach Potenzen von 2/, geordnet
1; 0,67; 044; 0,30; 0,20...
Die Voluminag, aller Fermentlésungen in der Reihe miissen dazu

mit destilliertem Wasser auf das gleiche Volumen, z. B. 1 cm3, auf-
gefiillt werden.

Tabelle.
o. 1 12 13 4 56 o7 | 8
Potenz
0,5 1,00 | 0,500 | 0,250 | 0,125 10,0625 0,0312] 0,0156 | 0,00786 0,00393
0,6 1,00 | 0,600 | 0,360 0,216 0,130 |0,0778 0,0467 |0,0280 Q170 .
0.7| 1,00 | 0,700 | 0,490 | 0,343 0,240 | 0,168 | 0,118 |0,824 | 0,0570
0.8 1,00 | 0,800 | 0,640 | 0,512 0,410 |0.328 | 0,262 10.210 0,168
0,9] 1,00 | 0,900 | 0,810 | 0,720 | 0,656 | 0,590 | 0,531 |0.478 | 0430

Eine andere Anordnung von Reihen rithrt 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 \9/ 10.
will man in 5 Glieder teilen, den Exponenten ‘4/ 10.

Tabelle.
10 9 8 7 6 5 4 | 3 2
[ o S | I _
I )
s 28 5 8 & 3 z
i - — — - —_ oF o
‘Il | l I | I | [
— — = — - | — = |
S R
10 1,0 1,0 10| 1,0 10| Lo | 1o | 10
13 | 13 L4 15 L6 | 18 | 21 | 32 | 100
L7 | 1.8, L9 21 25 | 32 | 46 | 100
2,1 24 | 27 32 | 4,0 56 | 10,0
28 | 32 | 37| 46 | 63 100 ‘
3,6 42 | 5.2 68 | 10,0 |
46 | 56 | T2 | 100
60 | 7.5 | 100
77 | 10,0 '
10,0 f

1) Biochem. Zeitschr. Bd, 4, S.54. 1907.
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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. 274),
mafanalytische Methoden (S. 101, 241, 254), mikro-gravimetrische
Methoden (S. 116), Mikro-Kjeldahl-Bestimmung (S. 271), gas-
analytische Methoden (S. 106, 198, 246), Mikro-Zuckerbestimmung
(S. 144, 153, 155), Bestimmung der Aminosduren (8. 276).

Physikalische Methoden.

Polarimetrie.

Fiir die Fermentmethodik kommt die Polarimetrie haupt-
sichlich in Betracht zur Bestimmung der kohlenhydratspaltenden
Fermente, aber auch bei den polypeptidspaltenden Fermenten
und bei den Nucleasen findet sie Anwendung.

Apparatur.

Zur Untersuchung werden die Flissigkeiten in Glasréhren von 2
oder 1 dm Liinge eingefillt. Die Auswahl der Rohren nach ihrer
Linge hiingt von der Farbung und Klarheit der Losung ab. Bei ge-
fillter Rohre soll man beleuchtete Gegenstinde beim Hindurch-
sehen scharf unterscheiden konnen. Zum VerschluB3 der Réhren
dienen aufschraubbare Kappen aus Metall, die eine kleine Glas-

i & %w

Abb. 10.

scheibe fest gegen einen Gummiring driicken. Sehr zweckméBig
sind die Réhren, die eine kleine Ausbuchtung tragen, die zur Aui-
nahme etwa eingeschlossener Luftblasen dient. Fir Beobachtun-
gen bei bestimmter Temperatur dienen Réhren mit Wassermantel
(Abb. 10). Die beiden Aufsitze dienen zum Zu- und Abfluf} des
Wassers von bestimmter Temperatur. Der Tubus in der Mitte
steht mit der inneren Réhre in Verbindung und dient zum Ein-
bringen der Fliissigkeit und zur Aufnahme eines Thermometers.

Lampen: Als Lichtquelle dient Licht einer bestimmten Wellen-
éinge, in der Regel Natriumlicht. Gewéhnlich kommtKochsalz oder
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Natriumnitrit (Neuberg) in eine ringférmige Rinne aus Platin,

die in die Gasflamme geschoben wird.

Billig und zweckmaBig ist die von Airila und Komppa an-
gegebene Lampe (Abb.11). Diese Lampen sind so aufzustellen, daf3

nur das Licht aus dem oberen Teil des
Ausschnittes des Schutzschirmes zu dem
Apparat gelangt.

Die optische Einrichtung eines der
gebrauchlichsten Halbschatten - Polarisa-
tionsapparate ist in Abb. 12 dargestellt.
Das Instrument ist mit einem zweiteiligen
Polarisator nach F. Lippich versehen;
dieser Polarisator besteht aus den Nicols N,
und N,, sowie der Blende D. Der Apparat
wird durch die Blende 4! und die Linse K
hindurch von einer Lampe beleuchtet,
welche in einer der Linge des Instrumen-
tes entsprechenden Entfernung aufgestellt
werden muf3. Die Blende A, der Nicol N;,
sowie das kleine astronomische Fernrohr
OR bilden die Analysator- oder MeGvor-
richtung; letztere ist um die Léngsachse
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-
cols N; und N, wird das Gesichtsfeld in
zwei Hilften, 1 und 2, die photometri-
schen Vergleichsfelder, geteilt, welche in den
Abbildungen 13—15 gezeichnet sind.

Die Schwingungsrichtungen ol des Fel-

Abb. 11.
Lampe nach Airila und
Komppa. @ Teklu-Bren-
ner, b Metallzylinder mit
seitlichemm REinschnitt, ¢
10 cm hohes Glasgefal mit
aufgesetzter Metallkappe, zu
2/5 mit 3 proz. Na Cl-Losung
gefiillt, in der Asbestdocht
steckt. Letzterer aus der
Tiille heraustretend, ist im
‘Winkel von 45° geschnitten.
Vor jedesmaliger Benutzung
muB die gebildete Salz-
kruste und das hart gewor-
dene Dochtende abgeschnit-
ten werden, ¢ Scharnier zum
Herausbewegen des Dochtes
durch den Spalt an den
Rand des Flammenkegels.

des 1 und or des Feldes 2 bilden einen kleinen Winkel &, den sog.
Halbschatten, miteinander. Bei der Einstellung wird der Ana

Abb. 12,

lysatornicol N, mit dem Fernrohr zunichst so gedreht, daB
ein Vergleichsfeld, z. B. das nur durch N; hindurch beleuchtete

Rona, Fermentmethoden.

2
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Feld 1, ganz dunkel erscheint, ausgeldscht ist (s. Abb. 13); dann
ist die Schwingungsrichtung oa des von N3 hindurchgelassenen
Lichtes senkrecht zu ol. Hierauf dreht man N,, bis das andere

Abb. 13, Abb. 14, Abb. 15.

Feld vollkommen ausgeloscht ist, wie Abb. 15 zeigt. Dreht man
nun N, etwas zuriick, so findet man eine Stellung, bei welcher
beide Hilften des Gesichtsfeldes in geringer, gleicher Helligkeit
erscheinen (s. Abb. 14). Auf diese gleich schwache Beleuchtung
benachbarter Vergleichsfelder wird bei allen Halbschattenappa-
raten eingestellt.

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

Die optische Einrichtung des Apparates (Abb. 16) besteht aus
einemDiaphragmad , einer Beleuchtungslinse (hier nicht gezeichnet),
dann folgt der dreiteilige Lip pichsche 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 duBleres 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 erhialt man ein zwei-
teiliges Gesichtsfeld. Der dreiteilige Polarisator leistet das Dop-
pelte an Genauigkeit, ist deswegen dem zweiteiligen bei weitem
vorzuziehen. Das drehbare Prisma laBt sich behufs Anderung des
Winkels zwischen den beiden Polarisationsebenen durch den fest-
schraubbaren Zeiger bei 2 verstellen und die GréBe des Winkels
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(Halbschatten) an der Skala bei & ablesen. Der Winkel betragt
im allgemeinen 7,5°. Durch Verschiebung des Zeigers A an seiner
Skala und hierdurch bewirkter Drehung des das ganze Gesichts-
feld deckenden Nicolschen Prismas, kann man auf maximale
Schérfe 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 k&
mittels der Mikrometerschraube m, und wird gemessen mit Hilfe
der beiden feststehenden Nonien 7z, 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, daB durch die Beleuchtungs-
linse ein Bild von ihr auf dem Analysatordiaphragma entworfen
wird. Zu dem Zweck hilt man an das Analysatordiaphragma ein
Blittchen weiBes 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

2%
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weillen Papier erzeugt wird. Die gewohnliche Entfernung der
Lichtquelle vom Apparatende betragt 22 cm.

Ausfiithrung von Bestimmungen: Man miBt im Dunkel-
zimmer. Nach richtiger Aufstellung der Lampe stellt man das
Fernrohr scharf auf die Trennungslinie der Vergleichsfelder ein.
Dann wird die Klemme K gelost und nun durch Bewegung des
Hebels g dem Analysator eine Stellung gegeben, bei welcher die
drei Teile des Gesichtsfeldes anndhernd 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 R 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 schlieBlich aus
allen Beobachtungen das Mittel nimmt.
Dieses Mittel ist der Nullpunkt.

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

Abb. 17. Ablesungen bzw. des Mittelwertes von

mindestens 6 Ablesungen ergibt die

GroBe des Winkels, um den die Fliissigkeit nach links oder
rechts dreht.

Ablesung der Gradteilung: Abb. 17 zeigt den &uBeren
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 cm3 Lézung ge-
16st bei einer Rohrldnge von 1 dm bewirkt. Die spezifische Drehung
wird mit [¢] und die auf Natriumlicht und eine Temperatur von
z. B. 200 sich beziehende mit [«]}) bezeichnet. Enthalt die. Fliis-

. . . . . . o
sigkeit nur eine optisch aktive Substanz, so ist [«] =j}—a, wo-
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bei « den beobachtete Drehungswinkel, ¢ die Menge der Substanz
in Grammen, welche in 1 cm3 der Losung bei 20° entonalten ist,
und [/ die Lénge des Roh.es in Dezimetern bezeichnes.

Handelt es sich darum, die Anderungen der spez. Drehung
bei verschiedenen Konzentraticnen festzustellen, so ist es nétig,
auch den Gehalt der Substanz in Jrammen in 1 g der Lésung (p)
und das spez. Gewicht der Losung (@) bei 20 © (bezogen auf Wasser
von 49 als Einheit) zu kennen und die spez. Drehung [e]f

nach der Formel - _c

— zu berechnen.
p-l-d

Kennt man die spez. Drehung der untersuchten Substanz,

weill man, daf3 diese sich mit der Konzentration nicht oder nur

wenig dndert, und enthélt die Losung nur die eine optisch aktive

Substanz, so ergibt sich aus der Drehungsbestimmung der Gehalt

der Losung an der aktiven Substanz nach der Formel ¢ = 1[90?(])7“

worin « die beobachtete Drehung, [o] die spez. Drehung, I die Rohr-
linge in Dezimetern und ¢ das Gewicht des die Drehung bewir-
kenden Stoffes fiir 100 cm3 Losung bedeutet.

Beispiele:

Fiir Traubenzucker ist [a]p = 52,89, daher
¢ = 1,8%125’ bei Anwendung einer zwei-dm-Rohre
c=10,947 o.

Verwendet man Rohren von 189,4 bzw. 94,7 mm Lénge, so
wird einfach ¢ = «, bzw. ¢ = 2«.
Fiir Rohrzucker ist [o]} = 66,5°, daher
20

¢ = 1,504 %9 bei Anwendung einer zwei-dm-Rdohre
¢ = 0,752 o}y

Die spez. Drehung bei verschiedenen Zuckerkonzentrationen :
p = Prozent; ¢ = ¢ in 100 cm?® Lésung.

Rohrzucker: [a]f = -+ 66,560 4 0,0008 ¢ —0,0002 c?; fiir
10—25 g in 100 cm?® kann man mit der konstanten Drehung
+ 66,50° rechnen. Andere Formeln [«]} = 66,44° + 0,01031 p
—0,0003545p2 fiir p=2 bis 66 giltig oder [alp = 4+ 66,67
—0.0095 ¢ von ¢ = 4 bis 28 giiltig.

Traubenzucker, d-Glucose: [x]} = + 52,50° - 0,0188p
-+ 0,000517 p?, giiltig fiir p = 1—18.

Der Traubenzucker zeigt ,,Mutarotation“: Gleich nach der
Auflésung in kaltem Wasser zeigt «-Glucose [a], etwa -4 1059,
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p-Glucose etwa 4 22°; beim Stehen, rascher beim Erhitzen stellt
sich bei beiden das angegebene konstante Drehungsvermégen ein.
Die Temperaturempfindlichkeit von [a]p ist gering.

Fruchtzucker: [«]) = — 91,900 —0,111 p; fir p =2 bis
31 giiltig. Die Drehung ist temperatur- und konzentrations-
empfindlich.

[¢]? = —100,3° — 0,108 ¢ + 0,56 ¢ fiir ¢ = 4—40, fiir¢{ =0
bis + 400 giltig. Mutarotation; Anfangsdrehung — 104°9.

d-Galaktose: [«]p = + 83,88 + 0,0785 p — 0,209 ¢; fiir
p = 4—36; fir t = 4 10 bis 4 30°. Anfangsdrehung der o-Modi-
fikation -+ 1189.

Milchzucker (+ 2 aq):[a]p = + 52,539, fiir die wasserfreie
Substanz -+ 55,300,

Maltose: [alp = + 140,4°—0,0184 p —0,095 ¢, fiir p = 4
bis 35 und ¢ = -+ 15 bis 35° giiltig.

Refraktometrie.

Die Bestimmung beruht auf der Erscheinung 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 GroBe tiberschreitet, garnicht 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 plotzlich
hell werden; bei diesem Winkel ¢ tritt nimlich totale Reflexion
auf. Zwiscken ¢ und dem Brechungsexponenten n des diinneren
und N des dichteren Mediums (gegen Luft) besteht die einfache
Beziehung

n=DNsing.

N ist gegeben, a wird gemessen; berechnet wird n!). Die
im Okular abgelesenen Skalenteile stellen bei den meisten hier
in Betracht kommenden Arbeiten das gesuchte Messungsergebnis
selbst dar. Bei einigen Untersuchungen werden die abgelesenen
Skalenwerte in die wirklichen Brechungsindices umgerechnet.

Der Gang der Lichtstrahlen im Refraktometer ist aus der
Abb. 18 ersichtlich. Die von einem Spiegel 8 aufgefangenen
Strahlen treten, das Prisma P streifend, in die Fliissig-

1) Vgl. Griinbaum-Lindt: Physikal. Praktikum. 3. Aufl. 8.178,
1921. — Vgl. hierzu auch Lo we, F.: Optische Messungen des Chemikers und
des Mediziners. Dresden und Leipzig 1925.
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keitsschicht und erfahren hier eine Ablenkung, indem sie

ins Hauptprisma P -eintreten.

Der

Winkel, den sie hier-

bei bilden, ist der Grenzwinkel der totalen Reflexion. Derjenige
Teil der Skala, der in das Bereich dieses Winkels fillt, erscheint
hell, der tibrige Teil bleibt dunkel.

zwischen hell und dunkel
wird in der Skala be-
stimmt.

Apparatur
Pulfrich:

AuBerdem Instrument
selbst gehort zur Appara-
tur ein Wasserbad mit
drehbarem Spiegel, Glas-
boden und Einrichtung
zur Aufnahme der Fliis-
sigkeitsbehilter (Becher-
gliser), in die das Refrak-
tometer eintaucht. Das
Instrument wird an dem
Biigel des Wasserbades
aufgehidngt (Abb. 19).

DasEintauchrefrakto-
meter selbst besteht im
wesentlichen aus folgen-
den Teilen:

1. dem Prisma P,

2. dem aus dem Objek-
tive Ob und dem Okulare
gebildeten Fernrohr mit
der Skala Sk und einer
Mikrometerschraube Z,

3. dem zwischen dem

nach

Die Lage der Grenzlinie

Abb. 19. Untersuchung einer Fliissigkeit unter Luft-
abschlu mit dem Eintauchrefraktometer (!/s nat.
GroBe). Die Substanz ist zwischen dem Prisma P,
und dem Hilfsprisma P, in dem metallenen Becher
enthalten. Das vom hellen Himmel oder einer Lampe

kommende Licht
durch die matte

fillt auf den Spiegel S und tritt
Glasplatte @ in das Wasserbad, von

da durch das Fenster des Deckels Din die Substanz,

und schlieBlich in das Refraktometer, das durch die

Einrichtung des Troges B in der schrigen, zum Beob-
achten bequemen Lage gehalten wird.
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Prisma P und dem Objektive Ob angeordneten Kompensator 4
(dreiteiliger Amicischer Prismensatz), der mittels des Ringes R
gedreht werden kann. Durch Drehen des Kompensators an dem
Ringe R macht man den durch Dispersion farbigen Saum, der
den hellen Teil des Gesichtsfeldes von dem dunklen Teil trennt, zu
einer farblosen, scharfen Trennungslinie zwischen Hell und Dunkel.
Die Lage dieser scharfen Grenze in der Skala ist das MaB fiir
den Brechungsindex der zu untersuchenden Substanz. Die ganzen
Skalenteile werden abgelesen und notiert; zur Ermittlung der
Zehntel-Skalenteile dient die Mikrometerschraube Z.

Tabelle fiir die Umrechnung der Skalenteile des Eintauchrefrak-
tometers in Brechungsindices n, und umgekehrt (Prisma 1).

Skalenteil | 7p = 1,3

Skalenteil np = 1,3 |

—5 2539

—4 25178

—3 26 18

—2 26 57

—1 26 96

0 27 36

1 27175

2 28 14

3 28 54

4 2893

5 29 32

6 29171

7 30 10

8 30 49

9 30 87

10 3126

11 3165
12 3204 |

13 32 42

14 32 81
15 3320 |
16 33 58 ‘

17 3397
18 3435 ‘
19 3474 |

20 3513
21 35 51 ‘
22 3590 |
23 3628 |
24 3667 |
25 3705 |
26 3743 |
27 37 81 [
28 3820 |
29 3858 |

|

© 00 =T O WD =

ST TR W~

S0 PO W O S0
cooosoooo

39

3,9
7,8

11,7
15,6
19,5
23,4
27,3
31,2
35,1

30 3896

31 39 34

32 3972

33 4010

34 40 48

35 40 86 )

36 41 24 38

37 41 62

38 4199 5| 38

39 42 37 3| 114

40 4275 4| 15,2

41 4313 5| 19,0

42 43 50 6| 22,8

43 43 88 7| 26,6

44 44 26 8| 30,4

45 44 63 9| 34,2

46 45 00

47 45 37

48 45175

49 46 12

50 46 50

52 46 87

52 4794

53 47 61 37

54 4798 ——

55 | 4836 1 ’ 3,7

56 4873 Ly 74

57 4910 3111

58 49 47 4148

59 49 84 51185

60 50 21 § 22

61 50 58 \ ’
8| 29,6

62 50 95 P A
9| 333

63 51 32 ’

64 51 69
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(Fortsetzung der Tabelle auf S. 24).

Skalenteil| np=1,3 Skalenteil| np=1,3

65 52 05 85 59 30
66 52 42 86 59 86
67 5279 87 60 02
68 5316 J 88 60 38
69 5352 | 89 60 74
70 53 88 90 6109
71 54 25 91 61 45 53
72 54 61 o6 92 61 81 —
73 54 97 11 36 93 62 17 1| 35
74 55 33 5! 79 94 62 52 2 7,0
75 55 69 3/ 108 95 62 87 31105
76 56 06 4 144 96 63 23 4| 14,0
77 56 42 5| 180 97 63 59 51175
78 56 78 6 | 21.6 98 63 94 6 21,0
79 5714 7| 252 99 63 94 Z gg,g
80 57 50 8 | 28,8 100 64 64 o | 315
81 57 86 9 | 32,4 101 65 00 ’
82 58 22 102 65 35
83 58 58 103 6570
84 58 94 104 66 05

105 66 40

Beispiel: Ein Methylalkohol zeige den Skalenteil 8,7 an; dieser ent-
spricht dem Brechungsindex =p = 1,33049 4 0,7 x 38 Einheiten der
finften Dezimale. Aus dem Interpolationstifelchen fiir 38 entnimmt
man 0,7 X 38 = 26,6; also ist np = 1,33049 4- 0,00027 = 1,33076.

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

Handhabung und Justierung: Man stelle den Temperier-
trog so auf, daBl der Spiegel dem hellen Himmel zugewandt ist;
dann fiillt man den Trog reichlich zur Halfte mit Leitungswasser
und stellt ein mit destilliertem Wasser gefiilltes Becherglas in
eines der Loécher in der iiber dem Spiegel angeordneten
Reihe!). SchlieBlich hingt man das Refraktometer mit einem Ha-
ken H an den Biigel, so dafl das Prisma I ganz in das Becherglas
eintaucht.

Nunmehr iiberlilt man das Ganze .~m Ausgleich der Tem-
peratur etwa 10 Minuten sich selbst. Hat a..” destillierte Wasser
genau die Temperatur des Bades angenommen, s. <tellt man das

1) Im wesentlichen nach Hoppe-Seyler-Thierfelder: S. 31.
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Okular durch Drehen an dem gerieften Rande der Okularmuschel
auf grofte Deutlichkeit der Zahlen und Striche der Skala ein
und richtet den Spiegel so, dafl man den Schein des hellen Himmels
durch das Becherglas hindurchsieht. Der obere Teil des Gesichts-
feldes von 0 bis ca. 15 erscheint jetzt hell und ist von dem unteren,
dunklen Teil durch
L) eine scharfe Grenze
getrennt; ein farbiger
Saum ist durch Dre-
2| = hung am Ring R zu
ol o beseitigen. Man liest
Lauforety o an de% scharf einge-
*;?5?/21%5/( - U llle stellten Skala nun ab,
74 oll° und notiert auflerdem
[0 die Temperatur des de-
stillierten Wassers. Die
o Justiertabelle lehrt als-
| O fl dann, ob das Refrak-
o i WL iy tometer richtig ju-
stiert ist.
= Wasserterrung Das justierte Re-
fraktometer mit Pris-
| ma I zeigt fiir destillier-
- Herzspirale tes Wasser folgende Re-
fraktometerwerte an:
brennay (Tabelle S.27).
Weicht das Mittel
mehrerer sorgfiltiger
Abb. 20 (etwa /s nat. GroBe). Ablesungen von der

Aufstellung der Heizspirale und des Wasserdruckregula- in der Tabelle enthal-
tors in Verbindung mit dem Refraktometer R. Die .
Pfeile geben die Richtung des flieBenden Wassers an. tenen Justierzahl um
Der Deutlichkeit halber sind die FiiBe des Temperiertrogs -
iibertrieben hoch gezeichnet. Aus demselben Grunde fehlt m?hr als 0’1 Skalen
in der Abb. der Beleuchtungsspiegel. Durch einen vollen teile ab , SO verfahre
Kreis ist der Pflock bezeichnet, auf dem das das Ge-
48 A tragende Brett ruht. man folgendermaBen.
Man umfafit mit Dau-
men und Zeigefinger der linken Hand das Okularende des am Biigel
héingenden Refraktometers, stellt die Mikrometertrommel auf 0
und dreht die vernickelte gerinderte Mutter im Sinne der zuneh-
menden Trommelteile, wodurch sie gelést wird. Jetzt liest man
die Temperatur im Becherglase nochmals ab, um sich zu iiberzeu-
gen, daf} sie konstant geblieben ist, und entnimmt aus der Tabelle
die zu der abgelesenen Temperatur gehérige ,,Justierzahl.

Durch Drehen an der vernickelten gerinderten Stellenscheibe

6‘9‘27"5 A

T
] .i||‘l

i
I

1
T
[¢]
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=]
[e]
[¢]




Refraktometrie.

bringt man die Grenzscheibe genau auf den
gleichen Skalenteil, den die Justierzahl ergibt,
und dreht schlieBlich die jetzt lose Mikro-
metertrommel so, dafl der Index die Zehntel der
Justierzahl anzeigt. Nun hidlt man mit dem
Daumen und Zeigefinger der linken Hand die
Trommel, die Scheibe und den Index fest, und
zieht mit der rechten die Mutter wieder fest
an, ohne daf} sich die Stellung der Trommel zu
ihrem Index &ndert.

Schlieflich priift man die neue Justierung.

Temperaturregulierung: Um die ge-
wohnlich benutzte Temperatur von 17,59 bei
den Untersuchungen einzuhalten, ist eine pein-
liche Regulierung des Warmwasserzuflusses nétig.
Im allgemeinen wird man mit ofterem Nach-
fillen von Wasser etwas hoherer Tempera-
tur auskommen. Besser wirkt ein dauernd
wirkender Wasserdruckregulator mit Heizvor-
richtung. Dabei tritt das Wasser aus einem
Vorratsgefifl durch eine Kupferspirale, die in
einem Wasserbad vorgewirmt wird, wie die
Abb. 20 zeigt.

Zur Untersuchung kleinerer Substanzmengen
(Blutserum) oder gefarbter Flissigkeiten bedient
man sich des Hilfsprismas (vgl. Abb. 19, S.23). Da-
zu wird ein beigegebener metallener Becher auf das
Refraktometer aufgesteckt und der Bajonett-
verschlufl fest angezogen. Darauf bringt man
einige Tropfen der Fliissigkeit auf die horizon-
tal gehaltene Hypotenusenfliche des Hilfspris-
mas, schiebt dieses in den Becher ein und setzt
den Deckel des Metallbechers auf. Die Hypo-
tenusenfliche des Hilfsprismas soll auf die po-
lierte, elliptische Fldche des Refraktometers zu
liegen kommen. Man soll so viel Flissigkeit neh-
men, daBl der Zwischenraum zwischen den Pris-
men ganz ausgefiillt ist. Die iibrige Handhabung
ist die gleiche wie oben beschrieben. Zur Be-
obachtung der Refraktion unter Benutzung des
Hilfsprismas ist eine besonders konstruierte
Blendvorrichtung, die dem Apparat mitgegeben
wird, sehr niitzlich.

Refraktometerwerte fiir reines Wasser bei verschiedenen ¢ (Justiertabelle).

19
14,7

Do
-1

30
11,8

18
14,9

17,5
15,0
28

| 29

124 | 12,1

17
15,1

27

16
15,3

26

|
13,0 | 12,7

15
15,5

25

14
5,7
24

13 |
15,85 1

23 |
13,75 | 13,5

11 12
16,0
25 /

22
14,0

21

13,25 |

14,

16,13 | 16,15

10
20

14,5

.°C

.oC

Bei der Temperatur . . . . . . .

die Skalenteile

Bei der Temperatur . . . . . . .

die Skalenteile
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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 Glithlampe von
100 Kerzen. Ein Temperaturfehler von + 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?).

Interferometrie?).

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. Zeil} in Jena hergestellt wird,
beruhen darauf, daBl durch den Unterschied der Lichtbrechung
bzw. Konzentration einer zu untersuchenden Lésung und einer
Vergleichslosung Interferenzstreifen wandern. Die Messung mit
dem Interferometer ist eine Differenzmethode, bei der das Inter-
ferenzbild der zu untersuchenden Lé¢sung verglichen wird mit
einer unverinderlichen normalen Interferenzerscheinung, die
als Nullage dient. Die Wanderung der Interferenzstreifen lif(t
sich durch eine Kompensationsvorrichtung ausgleichen und ihre
GroBe messen. Die Einrichtung des Fliissigkeitsinterferometers
wird am leichtesten an Hand der schematischen Darstellung
(Abb. 21) 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 Liampchens
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
Doppelblenden, welche die Beugungserscheinungen hervorrufen.

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 131, S. 413. 1922. — Vgl. auch Meyer, H.:
Biochem. Zeitschr. Bd. 114, S.194. 1921.
. 2) Pregl, F. u. M. de Crinis: Fermentforschung Bd. 2, S. 58. 1917. —
Uber andere Anwendungen vgl. Rostock, P.: (Pepsinwirkung auf Fibrin)
Zeitsehr. £. d. ges. exp. Med. Bd. 39, 8. 385. 1924 und Bd. 42, S.132. 1924.
—ReiB, E.: (Pepsinbestimmung im Magensaft) Schweiz. med. Wochenschr.
Bd. 29, 1I1.1923. — Kupelwieser, E. u. 0. R6sler: (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 Lowe, F.: L. c.
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Der nahezu senkrecht auffallende Lichtstrahl wird von dem Spiegel
zuriickgeworfen und durch das Objektiv des Fernrohres zu einem
Interferenzbilde vereinigt. Das Interferenzbild liegt dabei dicht
neben dem sehr fein einstellbaren Spalt und wird mittels des Oku-
lars 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 7’7, durch die Temperier-
fliissigkeit selbst und durch die in das Temperierbad von oben ein-
gehiingten, mit zwei planparallelen Glasplatten versehenen und mit
den zu untersuchenden bzw. zu vergleichenden Fliissigkeiten ge-
fillten Flissigkeitskam-

mern  hindurchtreten.

Nur die obere Haélfte

der Lichtstrahlennimmt

diesen Weg. Die untere

Halfte des Lichtbiindels

geht unter der Fliussig-

keitskammer her und

erzeugt in dem Okular

das unverdnderliche als

Nullage dienende Inter-

ferenzstreifensystem.

Dieses besteht aus einem

weillen Felde, dem sog.

Maximum nullter Ord-

nung, und symmetrisch dazu angeordneten Beugungserscheinun-
gen, welche durch sehr schmale schwarze Minimastreifen ge-
trennt sind.

Befinden sich in den beiden Hilften der Doppelkammern
Fliissigkeiten von genau gleicher Lichtbrechung, mit anderen Wor-
ten Fliissigkeiten von gleicher Konzentration, so erzeugt die obere
Hilfte 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 Weglénge
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 Héilften des Strahlenbiischels ausgeglichen wird.
Man dreht so lange, bis die beiden oben erwihnten schwarzen Strei-
fen, die das Maximum nullter Ordnung (das Weifle) begrenzen,
in dem oberen und unteren Bilde genau auf Koinzidenz stehen.
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Die Schraube M trigt eine Mefltrommel, deren Umdrehungen
man mit Hilfe ihrer Teilung, sowie eines Umdrehungszihlers Z
ablesen kann. 7'k ist ein Tubus fiir ein Thermometer. Die Fliissig-
keitskammern sind so konstruiert, dal sie auf das bequemste
gefiillt und gereinigt werden konnen. Die Fliissigkeit ist gegen Ver-
dunsten durch einen Glasdeckel geschiitzt und befindet sich, wie
bereits oben erwihnt, zwecks Temperaturkonstanz in einem Tem-
perierbade. Als Temperierflissigkeit 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 sorgfiltig mit Filtrierpapier ausgetrocknet. Dieletzten
Spuren von Feuchtigkeit werden durch ein iiber ein Holzstdabchen
gewickeltes Wattebduschchen entfernt. Durch Nachreiben mit
einem frischen Gazebduschchen entfernt man etwaige Wattefiser-
chen, die an den Glasplatten der Kammern noch haften. Ein
Befeuchten der Kammern mit Alkohol, Toluol und &hnlichen
harzlosenden Substanzen ist absolut unzuldssig. Nun werden
die auf diese Weise gereinigten Kammerhalften mit den zu unter-
suchenden Fliissigkeiten gefiillt [die zu untersuchende Losung auf
die Seite, an der sich die MeBtrommel des Interferometers be-
findet], die andere Halfte wird mit der Vergleichslosung angefiillt.
Mit der eigentlichen Messung, d. h. mit dem Einstellen der beiden
Beugungserscheinungen auf Koinzidenz, mufl man so lange warten,
bis die Temperatur zwischen den gefiillten Kammern und dem
Temperierbad ausgeglichen ist. Dies dauert meist nur wenige
Minuten. Ist der Ausgleich noch nicht beendet, so sind die Strei-
fen des verinderlichen Systems entweder krumm, oder sie verlau-
fen schrig zu denen des unverdnderlichen Interferenzbildes. Beim
Untersuchen von Serum mufl zur Reinigung erst mit einer
0,8 proz. Kochsalzlosung und dann erst mit destilliertem Was-
ser gespiilt werden, da Serum, mit Wasser versetzt, Tribungen
hervorruft. Von dem bei dem eigentlichen Versuch an der MeB-
trommel abgelesenen Wert in Trommelteilen wird die Nullage
der Kammer, d. h. der bei der Fiiillung der beiden Kammer-
hilften mit destilliertem Wasser abgelesene Wert, abgezogen.

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

Nephelometrie.

Nephelometrie oder Triilbungsmessung ermittelt aus der Trii-
bung einer Losung ihre Konzentration an triilbender Substanz.

1) Hirsch, P.: L. c.
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Die Nephelometrie ist besonders geeignet zur Bestimmung ge-
ringer Substanzmengen. Sie ist zur Fermentuntersuchung, wo
es darauf ankommt, groBe Reihen mdoglichst 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 kauflichen empirisch festzulegenden
Triibungsstandard. Unter den unten ausgefiihrten Bedingungen
gilt die Beziehung, dafl eine Tritbung direkt proportional der
Konzentration an triitbender
Substanz ist. Hierbei wird
nicht, wie bei der Colorimetrie,
das durch die Légsung hin-
durchgesandte Licht gemes-
sen, also die Menge des ad-
sorbierten Lichts, sondern das
von den Teilchen ausgesandte
abgebeugte Licht. Durch An-
derung der Hohe der Fliissig-
keitsséule, die das Tyndallicht
aussendet, wird dessen Stéirke
proportional zur Héhe geén-
dert.

Apparatur: Hier soll nur
eines der kauflichen Nephelo-
meter das nach Klein-
mannt), [hergestellt von
Schmidt und Haensch, Berlin]
beschrieben werden. Abb. 22
zeigt das Schema des Strahlenganges, Abb. 23 das Schema des
Instrumentes selbst.

@ und a, sind Reagensglidschen von 12 ¢m? Fassungsvermdgen,
die zur Aufnahme der zu vergleichenden Triibungen dienen. Die-
selben werden von vorn, senkrecht zur Riickseite der Zeichen-
ebene bei Abb. 23, beleuchtet und die entsprechenden Tyndall-
kegel von oben beobachtet. Zu diesem Zwecke geht das Beugungs-
licht zuerst durch zwei massive Glaszylinder b, und b,. Sie dienen
dem Zwecke, den Fehler, der durch Beobachtung der Oberfliche
entsteht, zu vermieiden, dadurch, daf} sie in die untersuchte Flissig-
keit eintauchen. Das Licht durchlduft dann eine Optik und ge-
langt im Okular zur Beobachtung, in dem die Hilfte des Gesichts-
feldes je einer triibenden Fliissigkeitssdule entspricht.

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 99, S. 115. 1919.
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Die Hohen der dem Licht ausgesetzten Gefifle konnen mittels
einer einfachen Schraubenbewegung, beliebig gedndert werden
dadurch, daBl durch bewegliche Metallplatten g und g, die Lénge
der Fenster, die in die den Apparat frontal deckende Metallplatte
geschnitten sind, verindert wird. Ihre Stellung und somit die
Lange der beleuchteten Fliissigkeitshohe ist durch eine Millimeter-
skala und Nonius auf 0,1 mm genau abzulesen.

Zur Beleuchtung des Apparates dient eine 150—200kerzige
mattierte Osramlampe, die in einer Entfernung von mindestens

75 cm vor dem Apparat in
gleicher Hohe wie die Fenster
aufgestellt wird.

Die Mikronephelometer-
einrichtung stellt einen Zu-
satzteil zu dem Nephelo-
meter nach Kleinmann
dar, die einfach eingefiigt
werden kann. Sie dient da-
zu, statt der GefaBle von
12 cm?® TFassungsvermogen
solche von 2,0 und 1,5 cm?
Volumen anzuwenden.

Allgemeine Vorschrif-
ten fiir die Nephelo-
metrie: a) Die zu ver-
gleichenden Losungen miis-
sen fir die Zeit ihres Ver-
gleichs einen konstanten
Triibungsgrad besitzen und
diirfen keine Anderung, wie
Ausflockung usw., erleiden.

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

¢) Das Verhéltnis der Triibungen, die miteirtander verglichen
werden, soll hinsichtlich ihrer Triibungen oder Konzentrationen
ein Verhéltnis von 1:4 nicht tibersteigen. Praktisch folgt daraus
die Vorschrift, die zu vergleichenden Triibungen mdglichst gleich-
stark zu bemessen.
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d) Die Triibungen, die untereinander verglichen werden,
sollen gleiche Teilchengrofe 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 Reagensgldser werden mit der gleichen triiben Lésung
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 unverindert
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 muB3 die Einstellung so-
lange verriickt werden, bis der Umtausch keine Verdnderung mehr
ergibt. Nunmehr ist der Apparat zum Arbeiten fertig. Die Ge-
file werden in die Metallhiilsen heruntergedriickt und mitsamt
diesen aus der Schiene herausgenommen. Sodann werden sie mit
einem Leder sehr sorgféltig von auflen geputzt. Sie innen zu rei-
nigen und auszutrocknen, empfiehlt sich nur nach Abschluf} der
gesamten Arbeit. Durch Reinigung mit Biirsten und Tiichern blei-
ben stets kleine storende Faserchen zuriick. Es ist daher ratsam,
sie mit der zu untersuchenden Lésung nur griindlich auszuspiilen.
Mit der Losung gefiillt, werden sie wieder in die Schienen gebracht,
worauf die Glaser hochgezogen werden, bis der kompakte Glas-
zylinder in sie eintaucht. Sehr sorgsam ist auf dessen Reinhaltung
zu achten, da Verunreinigungen leicht zu einer Verinderung des
kolloidalen Zustandes der Losung fihren. Auch darauf muf} ge-
achtet werden, dafl 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 Verhéltnis der Fensterhéhen ist umgekehrt
proportional den Konzentrationen.

Bei der Beobachtung spielen die subjektiven Fehler eine grofie
Rolle. Es ist unumginglich notwendig, das Auge sich 5—10
Minuten an die Dunkelheit adaptieren zu lassen. Aber auch wéh-
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

Rona, Fermentmethoden. 3
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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 Einfillen gleicher Losungen in beide Zylinder auf Fehler-
losigkeit der Aufstellung zu priifen.

Der durchschnittliche Fehler betragt ca. 19/, der sich bei
bei einiger Ubung des Untersuchers sogar bis auf 0,59/, ver-
mindert.

Die Berechnung der Resultate erfolgt im allgemeinen
nach dem Gesetz der Proportionalitit. Ist a der Nephelometer-
wert der bekannten Ldsung, den man gewdhnlich auf den
Mittelwert 20 annehmen wird, @, die Stellung der unbekannten
Losung bei gleicher Helligkeit im Gesichtsfelde, ¢ die Konzen-
tration der bekannten Loésung, z die der unbekannten, so ist
a:a,=x:c, also

Die Nephelometrie wurde bis jetzt bei der Untersuchung der
Diastase (S. 172), des Pepsins (8. 224) und des Trypsins (S. 258)
angewandt.

Colorimetrie.

Prinzip: Das Lichtabsorptionsvermégen zweier Ldsungen
derselben Substanz ist das gleiche, wenn die Konzentration
dieser Losungen umgekehrt proportional den Schichtdicken
ist. Die Schichthéhe und Konzentration der einen Lésung
(Vergleichslosung) ist bekannt, die Schichthohe der zu unter-
suchenden Losung 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 Lésungen, wenn die Farb-
tiefen beider dem Auge gleich erscheinen, so ist c:c;=s;:s.
Daraus berechnet sich

€18,
==

c

Colorimeter nach Duboscql).

Es besteht aus zwei nebeneinanderstehenden zylindrischen
Rihren Z, von denen die eine die Lésung bekannten Gehalts, die

1) Beschreibung nach Hoppe-Seyler-Thierfelder: S. 20, Abb. 2 u.3.



Colorimetrie. 35

andere die zu bestimmende Losung enthilt!). Die Schichthéhe der
Flissigkeiten kann durch die Tauchzylinder 7', welche unten durch
eine Glasplatte verschlossen sind und mittels Triebschrauben 8
in der Flissigkeit auf- und abbewegt werden konnen, verindert
und an einer Skala abgelesen werden. Das Licht (Tageslicht oder
Auerlicht), wird durch einen
Spiegel von unten in den
Zylinder reflektiert und ge-
langt durch ein optisches Sy-
stem ins Auge.

Colorimeter nach dem
Duboscq-Prinzip mit auf-
montierter Lichtquelle kon-
struieren neuerdings Schmidt
und Haensch (Berlin).

Ausfithrung: Die Licht-
quelle und der Spiegel wer-
den bei ungefiillten Zylindern
so gestellt, daBl die beiden
Gesichtshilften gleich  hell
erscheinen. Nun bringt man [
die Fliissigkeiten ein, stellt
die Vergleichslosung auf eine
bestimmte willkiirliche Skalen-
stellung und stellt durch Heben oder Senken auf Seite der zu
priifenden Lésung wieder auf gleiche Helligkeit ein. Man nimmt aus
einer Reihe von Beobachtungen das Mittel. Die Berechnung ge-
schieht mit Hilfe obiger Formel. Der Unterschied der Schicht-
dicke beider Fliissigkeiten, der Vergleichs- und der unbekannten
Losung, darf nicht zu groB sein. HEs darf kein nennenswerter
Temperaturunterschied (hochstens bis 3°) zwischen den beiden
Fliissigkeiten bestehen. — Vor der Ausfiihrung der eigentlichen
Untersuchung soll in beide Rohren Z die gleiche Lésung gefiillt
werden. Bei fehlerlosem Apparat und richtiger Einstellung miissen
bei gleichen Helligkeiten gleiche Schichthdhen auf beiden Seiten
abgelesen werden.

Ein ausgezeichnetes Colorimeter ist von Biirker angegeben
worden 2).

1) Als Eichflissigkeiten fiir die Priifung des Apparates sind am
besten Verdiinnungen von Zeichentuschen (z. B. Giinther und Wag-
ners Tuschen: ,,Zinnober*, ,,Ultramarin, ,,Hellgriin‘‘) von ca. 0,1 Vol.-%/,
geeignet.

2) Zeitschr. f. angew. Chem. Bd. 36, S. 427. 1923.
g%
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Chromophotometer nach Plesch (von Schmidt-Haensch)
Apparat:
Das Chromophotometer (siche Abb. 26) besteht zunichst aus

einer auf der Grundplatte 1 angeordneten Kammer 2, die an der
Vorderseite eine Milchglasplatte 3 trigt, durch welche das Licht

in den Raum 2 gelangt und hier zwei hintereinanderliegende
Spiegel 4, 5 beleuchtet. Die reflektierende Fliche dieser
Spiegel liegt in einem Winkel von ungefihr 45°, so daB zwei
Lichtbiischel reflektiert werden, die aus der Kammer 2 durch
Offnungen 6, 7, die durch eine gemeinsame Glasplatte 8 bedeckt
sind, herausstrahlen. Das von dem ersten Spiegel 4 erzeugte
Lichtbiischel gelangt auf ein Prisma 9, um hier rechtwinklig re-
flektiert zu werden. Die reflektierten Lichtstrahlen gehen zu-
néchst durch die mit der Farblosung gefiillte Testréhre 10,
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so daB der Lichtstrahl die Farbung der Testfliissigkeit erhilt.
Der gefirbte Lichtstrahl fallt nun in den Lummer-Brodhun-
schen Wiirfel. Der Lummer-Brodhunsche Wiirfel besteht
aus zwei Prismen, deren Hypotenusenflichen aneinander ge-
kittet sind. Das eine Prisma hat in der Mitte auf der Hypo-
tenusenfliche eine kreisrunde, matte Flache 12. Diejenigen
Lichtstrahlen, die auf den mittleren Teil 12 fallen, werden
senkrecht nach oben reflektiert, dagegen gehen diejenigen Licht-
strahlen, die seitlich von der matten Fliche auffallen, frei durch
den Wiirfel und werden iiber die Linsen 14, 15 dem Augen-
deckel 16 zugefiihrt, so daBl das Auge des Beschauers eine be-
leuchtete gefarbte Fliche in Form eines Kreises erblickt, dessen
Mitte freibleibt.

Das zweite von dem Spiegel 5 der Kammer 2 reflektierte Licht-
biischel gelangt, nachdem es die Offnung 7 der Kammer 2 verlassen
hat, in die zu untersuchende Fliissigkeit, die sich in einem Glas-
rohr 17 befindet, durchlduft dieselbe und gelangt ebenfalls in den
Lummer-Brodhunschen Wiirfel 11. Von diesem Lichtbiischel
werden diejenigen Strahlen, welche auf den Teil des Wiirfels seit-
lich zur matten Fléche 12 auftreffen, durch den Wiirfel hindurch-
gehen, also im Gesichtsfeld nicht sichtbar sein, wihrend diejenigen
Lichtstrahlen, die auf die matte Flache 12 fallen, rechtwinklig
reflektiert werden und ebenfalls in den Augendeckel 16 gelangen.
Sie beleuchten die obenerwihnte, von den anderen Strahlen frei-
gelassene Mitte des Kreises. Letztere beleuchtete ebenfalls kreis-
férmige Fliche liegt konzentrisch innerhalb des erstgeschilderten
Kreises. Das rohrférmige Glas 17, das die zu untersuchende Fliis-
sigkeit enthalt, ist mit einem Biigel 18 an dem Sténder 19 starr
befestigt, der seinerseits an der Hinterseite der Kammer 2 angeord-
net ist und am oberen Ende eine Platte 20 trigt, die in der aus der
Abbildung ersichtlichen Weise das Prisma 9, die Testréhre 10, den
Lummer-Brodhunschen Wiirfel 11, den Tubus 16 und die
optische Korrektion 13 aufnimmt.

Innerhalb des erstgenannten rohrférmigen Glases 17 ist ein
zweites Rohr 21 angeordnet, welches in einem Biigel 22 sitzt, der
auf dem Sténder 19 mittels eines Zahnstangengetriebes 23 nach
MaBgabe einer Skala 24 in der Héhe verstellt werden kann. Je
mehr dieses Rohr 21 in die in dem Rohr 17 befindliche zu unter-
suchende Flissigkeit eintaucht, wird die Schichthohe dieser Fliis-
sigkeit, die von dem von Spiegel 5 reflektierten Lichtbiischel zu
durchlaufen ist, verringert, so dal man durch Verstellung dieses
Rohres 21 mittels des Getriebes 23 die Schichthohe so lange 4&ndern
kann, bis die beiden im Augendeckel sichtbaren Kreise die gleiche
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Farbung besitzen. Die jeweilige Verstellung wird an der Skala 24
abgelesen, so daBl hieraus ohne weiteres der Farbungsunterschied
der zu untersuchenden Flissigkeit, gegeniiber der in der Testrohre,
festgestellt werden kann.

Das colorimetrische Prinzip des Apparates. GieBen
wir in den Zylinder 17 dieselbe Flissigkeit, mit welcher die
Réhre 10 gefiillt ist, so wird bei der bestehenden gleichen
Belichtung Farbengleichheit des Gesichtsfeldes dann eintreten,
wenn die Verschlu3platte des Tauchzylinders von dem Boden des
Tauchtroges genau soweit entfernt ist, als die Rohre 10 lang ist,
d. h. die Schichtdicken gleich sind. Die dem Apparat beigegebene
Rohre 10 ist 20 mm lang, somit wird bei gleich konzentrierten
Farblésungen der Nonius 20 mm Schichtdicke zeigen miissen.
Ist die untere Schichtdicke grofer als 20 mm, so wird auf diesem
Wege weniger Licht durchdringen kénnen als auf dem Wege durch
die Testrohre, der innere Ring wird dunkler sein. Ist hingegen
die Schichtdicke unten kleiner als 20 mm, so wird der innere Ring
heller als der duflere erscheinen. Ebenso verhilt es sich bei der-
selben Schichtdicke, aber verschiedener Konzentration der Fliissig-
keiten. Ist die Fliissigkeit im Tauchtrog 17 weniger konzentriert
als die in der Rohre 10 befindliche, so wird die Schichtdicke im
Tauchtrog grofer als 20 mm sein miissen, um Gleichheit im
Gesichtsfelde hervorzurufen; ist sie konzentrierter, so wird die
Schichtdicke geringer als 20 mm sein.

Die gesuchte Konzentration ist aus der Formel auf S. 34
unten leicht zu berechnen.

Konduktometrie.

Der Widerstand (bzw. sein reziproker Wert: die Leitfihigkeit)
einer zu messenden Losung wird mittels einer Wheatstoneschen
Briickenanordnung gemessen. Die Stromlosigkeit der Briicke wird
durch ein Telephon konstatiert.

Apparatur?!): Die Schaltung ist aus der Abb. 27 ersichtlich.
In der Abbildung bedeutet A einen 2-Volt-Akkumulator, dessen
Pole iiber das kleine Induktorium I und einen regulierbaren
Gleitwiderstand, (man braucht nur wenige Ohm), mittels eines
Stromschlitssels geschlossen werden kénnen. Der Vorschaltwider-
stand wird derart eingestellt, daBl gerade eben noch das Indukto-
rium mit dem Wagnerschen Hammer in Betrieb gehalten werden

1) Im wesentlichen nach Michaelis: Praktikum, 2. Aufl., 8. 137.
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kann; je schwicher der Strom, desto besser. Die Klemmschrauben-
pole des Sekundérstromes werden wie in der Zeichnung geschaltet.
R ist ein Rheostat von mindestens 1—1000 Ohm (fiir schlechtlei-
tende Flissigkeiten braucht man bis 10000 Ohm). W ist der zu
messende Widerstand in dem Widerstandsgefdl (s. unten).
ab ist ein dinner, auf einem in Millimeter geteilten MafBstab
von 1 m Lénge ausgestreckter Draht aus Platin-Iridium oder aus
Konstantan?), d ist ein Gleit-
kontakt, 7T ein Telephon.
Das Induktorium wird von
einem Kasten iiberdeckt,
damit sein Ton nicht direkt
hérbar ist.

R kann man Dbeliebig
wihlen, doch wird man ihn
moglichst so grol 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 méglichst hoch sein (Miickenton).
Der Strom soll nur wihrend der Messung hindurchgehen. An
das Induktorium wird ein Funkentéter geschaltet in der An-
ordnung der Abb. 29. Dieser besteht aus einem Kondensator
von 0,5 Mikrofarad. Der Kondensator besteht aus zwei Alumi-
niumblechen, die in eine Sulfatlésung oder in Seifenwasser tauchen.
Natiirlich kann man auch einen der k#uflichen Kondensatoren
verwenden. Als Telephon dient ein gewdhnliches Bellsches
Telephon (Haustelephon).

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

1) Statt dessen kann man einen ebensolchen Draht benutzen, der in
10 Windungen auf eine Walze aus isolierendem Material (Ton, Marmor,
Hartgummi) aufgewickelt ist. An Stelle des Schleifkontaktes ist hier
ein Kontaktridchen, das an einem vor dem Zylinder befindlichen, in
10 Teile geteilten Lineal die ganzen Umdrehungen ablesen 1aBt, wihrend
man die Bruchteile an einer Teilung auf dem Rande des Zylinders
abliest.
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einengt und so das Minimum auf mdglichst weniger als 1 mm genau
ermittelt. Die Giite des Tonminimums ist u. a. um so schérfer,

Abb. 28, Wider-
standsgefif,

je gréfler die Elektrodenfliche im Widerstands-
geféB, aber;auch je gréBer der Widerstand (bis
zu einer gewissen Grenze) in demselben ist. Zur
VergroBerung der Oberfliche der Elektroden wer-
den diese mit Platinschwarz iiberzogen. Das
Widerstandsgefdl hat fiir physiologische Zwecke
am besten die nebenstehende Form (Abb. 28).
Die Elektroden bestehen aus zwei starken, nicht
biegsamen Platinblechen, die in starrer, unbeweg-
lich fester Lage mittels starker kurzer Platin-
drihte an Glasréhren angeschmolzen sind. Die
Platindrahte durchbohren das Glasrohr, innen
werden sie mittels eines Quecksilberkontaktes
und eingesteckter Kupferdrihte in den Strom-
kreis angeschlossen. Die Platinplatten werden
zundchst mit konzentriertem H,SO, -+ Bi-

chromat gereinigt, gewéssert und dann platiniert. Dies geschieht,
indem man in das Widerstandsgefi3 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

Abb. 29. Schaltungdes das Gefdl mit verdinnter H,SO, fillt und
Kondeneators ois Fun-  wieder unter wiederholter Wendung den Strom

kentoters.

(AusOstwald-Luther. hindurchschickt. Zum SchluB werden die

4. Aufl., 8. 504).

Elektroden mehrere Stunden in destillier-

tem Wasser gewaschen, welches hiufig gewechselt wird. Uber
eine andere Form eines Widerstandsgefalles siehe spez. Teil,

S. 240.

Da die Leitfahigkeit stark von der Temperatur abhingig ist,
muf} das Leitfihigkeitsgefa3 in einem Wasserbad mit genau re-
gulierter Temperatur stehen.

Zuerst mull man das Widerstandsgefi3 eichen. Zu diesem
Zweck mifit man die Leitfdhigkeit von sehr genau hergestellten
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KCl-Normallgsungen. Das KCl (pro analysi Kahlbaum) wird
vor dem Versuch eine Zeitlang schwach gegliiht, bis kein Krepi-
tieren der Krystalle mehr hérbar ist; nach dem Erkalten im Ex-
siccator werden zur Herstellung einer0,1-n-Losung 7,44 g analytisch
abgewogen und in 1 Liter ausgekochtem und wieder abgekiihltem
Wasser oder besser in Leitfahigkeitswasser (in paraffinierten
Glasballons von Kahlbaum; es mufl vor der CO, der Luft durch
ein Rohrchen mit Natronkalk geschiitzt werden) aufgelést. Der
Widerstand z. B. einer !/,,- oder einer 1/;-n-KCl-Lésung wird
nun gemessen. Teilt die Stelle des Tonminimums den MeB-
draht im Verhaltnis a:b (a rechts), so ist der Widerstand w der
KCl-Losung, wenn R der eingeschaltete Widerstand des Rheo-
staten ist

Fir w (Widerstand der Lésung in dem betreffenden Wider-
l
standsgefall gemessen in Ohm) gilt im allgemeinen w = TE’ wo 1

die Lange des Leiters in cm, ¢ den Querschnitt desselben in cm?,
r bei gegebener Temperatur eine von der Natur und Konzentration
des Elektrolyten abhingige Konstante bedeutet, den sogenannten

1
spezifischen Widerstand. Dessen reziproker Wert; = x ist die

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

Die bekannte spezifische Leitfihigkeit der angewandten z. B.
Yson KCl-Losung bei 25° betragt 0,002765 reziproke Ohm (vgl.

l
Tabelle). Es ergibt sich mit Hilfe der Gleichung x :zlu;q

1
7 =0,002765w = C.

C ist die Widerstandskapazitit des GefiBes.

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

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

Spezifische Leitfahigkeit von KCl-Losungen bei verschiedenen
Temperaturen:

o | 1/,nKCl | 1/3,n-KCl 1 1/,,n-KCl | 1/;5,-n-KC1

15 0,09252 0,01048 0,002243 | 0,001147
18 0,09822 0,01119 0,002397 | 0,001225
21 0,10400 0,01191 0,002553 | 0,001305
25 0,11180 0,01288 0,002765 | 0,001413
27 0,11574 0,01337 | 0,002873 | 0,001468

Leitfihigkeitsmessungen zur Feststellung fermentativer Wirk-
samkeit kamen beim Trypsin (S. 238) und beim Erepsin zur
Anwendung.

Kinetische Messungen.

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

Beziehungen zwischen Umsatz und Zeit.

Es seien folgende Moglichkeiten 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

z=k-i.

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

b) Der monomolekulare Verlauf oder die Reaktion
erster Ordnung. Die in jedem Augenblick verschwindende
Substratmenge ist ein ganz bestimmter Bruchteil der jeweils noch
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vorhandenen Substratmenge. Bezeichnet wieder ¢ die im Anfang
vorhandene Substratmenge, x die umgesetzte Substratmenge, so
wird die in einem unendlich kleinen Zeitteile dt umgesetzte
Substratmenge ausgedriickt durch die Differentialgleichung

dx . .
i k(@ —z) integriert
S
t a—x
, 1 a
bzw. EF=04243k=—1log——-.
t Ca—zx

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

Die Formel geht von der Voraussetzung aus, dafl 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 groB8en UberschuB vor-
handen zu sein pflegt und deshalb seiner Konzentration nach
als konstant angesehen werden kann.

¢) Die bimolekulare Reaktion. Treten zwei Molekiile
in Reaktion, und bezeichnet ¢ und & die Anfangskonzentration
dieser Molekiilarten, und z die zur Zeit ¢ umgewandelte Menge
dieser Molekiilarten, so sind die Geschwindigkeiten in jedem
Augenblick proportional der Konzentration der beiden mitein-
ander reagierenden Stoffe, also

dex

W:k(a——x) (b—=)
oder, wenn bei dquimolekularen Mengen die beiden Konzen-
trationen als gleich gesetzt werden konnen,

dx

T k(a—x)2
7 (a—mx)
Integriert lautet die Gleichung
1 =
T ta(a—zx)

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

1) Nach Knaffl-Lenz: Arch.{. exp. Pathol. u. Pharmakol. Bd. 97.
8. 242. 1923.
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Substrat 100 cm?® 0,045-n-Athylbutyrat, Ferment 0,6 cm?
Leberlipase. Temp. 30°; p, = 9,75.

. z = cm?

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 7,65 0,0286
288 8,19 0,0281
326 8,86 0,0272
o0 9,00 —

Beispiel fiir den monomolekularen Verlauf: Spaltung
vonGlycylglycindurchErepsinl): 0,1-n-Glyeylglycin, 0,04-n-NaOH,
5 g Erepsinpréparat in 100 cm3, 37°.

Zeit L (@ — x) 108 £103=2 log —*
(Min.) t Ca—uw
0 930 —
7 837 6,54
13 763 ! 6,60
20 690 | 6,48
28 620 6,30
36 550 6,33

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

I | I | 111 1 v
Zeit in Minuten korrigierte Drehungs- 1 1 '
i Drehung dnderung x T8, T
0 [4,334] 0 —
0,5 ; 4,234 0,010 —
21,0 3,945 0,389 0,00145
60,0 3,260 1,074 0,00151
130,0 2,129 2,205 0,00164
190,2 1,130 3,004 0,00171
246,0 0,744 3,590 ( 0,00176

1) Euler: Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 51, S.213. 1907. Bestim-
mungsmethode: Leitfahigkeitsinderung.
2) Michaelis, L.: Praktikum. S. 175ff.
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x bedeutet hier die abgelesene Drehungséinderung, o ist gleich der
theoretisch zu erwartenden gesamten erreichbaren Drehungséinderung und
148t sich folgendermaBen berechnen. Ist -+ a die Anfangsdrehung, — b die
Enddrehung, so ist b = 0,313-a. Die gesamte durchlaufene Drehung ist
also (1 + 0,313)-a, da die gesamte durchlaufene Drehung gleich der abge-
lesenen Anfangsdrehung - der abgelesenen Enddrehung ist. @ ist hier
4,334, also die Gesamtdrehung = 4,334 (1 + 0,313) = 5,690. Um einen
Vergleich der gefundenen Werte ¢ — x mit den theoretischen Werten zu
bekommen, nimmt man das arithmetische Mittel aus den k-Werten;
k,» = 0,001614 und rechnet fiir ein solches k, fiir jeden Wert von a den
Wert (@ — «) aus. Dazu nimmt man die Gleichung log (¢ — x) = log-a
— Eknt.

Es ergibt sich:

o — 0 — ]])3i.ffe}§enﬁ zwischegl
i eobachtung un
berechnet beobachtet Berechnung
0 — 5,690 —_

21,56 5,167 5,301 + 0,134
60,0 4,489 | 4,616 | -+ 0,127
130,0 3,461 i 3,485 i + 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 nicht mit Hilfe der Formel der monomolekularen Reaktion erfalbar.

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 Reaktionsformel?).

10 cm3Substrat (Serumalbumin), 10 cm3 1/,,-n-HCI, destilliertes Wasser zu
46,0 cm?®, 4 cm?3 Pepsinlosung (1: 29000), p, = 2,38.

Spaltungszeit x 1.
in Minuten ® 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 49,0 6,94
180 55,5 44.5 6,92

Die formale Behandlung fermentativer Spaltungsvorginge
mit Hilfe geeigneter Konstanten k wird sehr erleichtert, auch wenn

1) Rona u.Kleinmann: Biochem. Zeitschr. Bd. 159, S.146. 1925,
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diese nur selten geeignet sind, einen Einblick in das Wesen des Re-
aktionsablaufs zu gestatten.

Beziehungen zwischen Umsatz und Temperatur.

Die Geschwindigkeit von Fermentreaktionen &ndert 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
Schiadigung des Enzyms bei steigendem Wérmegrad, infolge der
Hitzeinaktivierung.

Zur Berechnung der Temperaturkonstanten (A4) dient eine
Gleichung von Arrhenius:
log by, —log &y T, T,

0,4343 T T,—T,’

worin k, und %, 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, dafl ein Temperaturzu-
wachs von 10° die Geschwindigkeit verdoppelt bis verdreifacht.

k
Der Temperaturkoeffizient —f—,:ﬂ, d. h. das Verhédltnis der Reak-
¢

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

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

4=

Beziehungen zwischen Umsatz und Aciditét.
(Aktivitats-p,-Kurven.)

Die gestellte Aufgabe - ist, quantitativ die Abhéngigkeit
des Umsatzes von der [H'] oder was wohl dasselbe ist, die-
jenige Menge des angewandten Enzyms zu erfassen, die bei einer
bestimmten [H'] wirksam ist. Man vergleicht die Zeiten, die
zur Erreichung eines bestimmten Umsatzes erforderlich sind.
Diesen ist die wirksame Enzymmenge umgekehrt proportional.
Man stellt also fiir eine beliebige [H'] den Umsatz « als Funktion
der Zeit 7' experimentell fest und betrachtet dies als Standard-
kurve. Um nun fiir eine andere [H'] die relative Geschwindigkeit
zu bestimmen, stellt man fir mehrere Zeitpunkte ¢, ¢,, ;...
den dazugehorigen Umsatz x,, «,, 2, . . . fest, und sucht auf der
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Standardkurve diejenigen Zeiten 7',, T,, T5... auf, die den-
selben Umsétzen x,, x,, @5... gleichfalls entsprechen.
Die Quotienten
n T, T,

. .
t’ o, ¢,

die die relative Umsatzgeschwindigkeit bedeuten, dienen dann
als MaB fiir die wirksame Fermentmenge, bezogen auf diejenige
des Standardversuches.

70 A —L\,!J__
?,

0,9 4 \

¢l / \
08 / \
o7 / !
06 / ‘

05 / \
04 l \‘
T
w92

o1 °//

0
v 9 8 7 6 5 4 3
=log (H] —>
ADbb. 30.

[\

In der Abbildung 30, die den EinfluB der Wasserstoffionen
auf das Invertin darstellt!), wird die relative Umsatzgeschwindig-
t
keit T auf der Ordinate, der negative Logarithmus der Wasser-
stoffionenkonzentration (p,) auf der Abszisse aufgetragen.

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

Die Aufgabe ist, bei gegebener und optimaler [H'] und Tem-
peratur den EinfluB 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?) gefolgt werden.

1) Michaelis u. Davidsohn: Biochem. Zeitschr. Bd.35, S. 386. 1911.
2) Biochem. Zeitschr. Bd. 49, 8. 333. 1913.
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Um den hemmenden EinfluB der Spaltprodukte auszuschal-
ten, ist nur die Anfangsgeschwindigkeit der Inversion experimen-
tell zu untersuchen.

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

30 r
¢ 9167w (2
und 0333n4(1)
1 300833
20
z/ / l’to,amm
A /
X3
! / /
Xy
/———20,020&1/
70 =t
/ 5
5
[
| o ex 0,0104 10
/
| e ’5‘ ”
e,
4 700 750

Abb. 31. 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.

misches von gleichen Teilen einer !/;-n-Essigsiure und /;-n-Na-
triumacetat und mit einer gewissen Fermentmenge und Wasser zur
Auffiillung auf ein stets gleiches Volumen von 150 cm? versetzt.
Alle Fliissigkeiten werden im Wasserbade auf 25,0 £ 0,05° ge-
halten. Die erste Probe wird so schnell wie méglich nach dem
Vermischen der Fliissigkeiten und dann weitere Proben in geeig-
neten Absténden entnommen. Jede entnommene Probe von 25 cm?®
wird zur Ausschaltung der Fermentwirkung und der Mutarotation
in ein GefiB mit 3 cm3einer !/, n-Sodalésung eingefiillt. Nach etwa
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einer halben Stunde wird die Lésung polarimetrisch untersucht.
Die Anfangsdrehung wird aus den ersten abgelesenen Werten
extrapoliert. Als Anfangsgeschwindigkeit der Inversion wird die
Drehungsabnahme pro Minute in dem ersten noch geradlinigen
Intervall der ganzen Spaltungskurve bezeichnet.

Beispiel: Die
Abhéngigkeit der Ge- i
schwindigkeit  der !
Spaltung von der
Rohrzuckermengeer- / |
gibt sich aus folgen-
den Uberlegungen: 4
Man nimmt an, daB
das Invertin mit dem
Rohrzucker eine Ver-
bindung eingeht, die /
sehr labil ist und in /

1
=
<

T

rationeller 'S MafBstab der Ordinate

\ L3
X
zufilliger MaB3tab der Ordinafe

freies Ferment, Glu-
cose und Fructose
zerfallt. Ferner wird
angenommen,daf die
Geschwindigkeit der ‘ P
Inversion proportio- -3 il T

:
1
!
I

1
]
I
|
!
I
|
i
|
|

Lo

nal der jeWGiligen Abb. 82. Abszisse: Logarithmen der Anfangskonzentra-
3 tion der Saccharose. Ordinate: Die Anfangsgeschwindig-

Konzentration der keit der Spaltung, ausgedriickt in Drehungsabnahme (in

Rohrzucker - Enzym- Graden), pro Zeiteinheit (Minute).

verbindung ist. Fir
die Vereinigung von Ferment und Rohrzucker in stéchiometrischen
Verhdltnissen ergibt sich nach dem Massenwirkungsgesetz:

S[P—gl=Kg,
woraus
(8]
=P

Hier bedeutet [S] die Konzentration des freien Rohrzuckers
oder, da ja vom Rohrzucker immer nur ein verschwindend kleiner
Teil durch das Enzym gebunden ist, auch die Gesamtkonzentration
des Rohrzuckers, @ 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 ¢ mufl der Voraussetzung geméaf
die Anfangsgeschwindigkeit der Inversion proportional sein, d. h.

Rona, Fermentmethoden. 4
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L8]

8]+ K
Da v experimentell in einem willkiirlichen MaBsystem (Drehungs-
anderung pro Minute) gemessen wird und @ in einer Versuchs-

v=0D , wo C den (Proportionalitatsfaktor bedeutet.

serie konstant gehalten wird, so kann man einfach als V7

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

_ I8
81+ K

Diese Funktion stimmt formal mit der Gleichung fiir den
Dissoziationsrest einer Séure iiberein. Stellt man demgemif
V als eine Funktion von log 8 dar, so muBl 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 wahlen ist.
Zunéchst ist nur bekannt, da8 der grofite Wert, den V asympto-
tisch erreicht, = 1 sein muf}, und daf der Fuflpunkt derjenigen
Ordinate, welche den Wert 1/, besitzt, den log von K anzeigen
muB} (der Parameter der Dissoziationsrestkurve). Man kann nun
zwei Wege einschlagen:

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

v
0,576
Ordinate den richtigen Mafstab auftragen(vgl. Abbildung ,,ratio-
neller MafBstab®).

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.

fache der Einheit der Abszisse. Nunmehr kann man an der
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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 mift 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
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 Aktivitits-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 Affinitédtskonstante der Ferment-
Substratverbindung zu bestimmen.

EnzymmaBe und Einheiten?).

Zur fortlaufenden Kontrolle bei der Reinigung von Fer-
menten ist es zweckmiBig, vergleichende Mafle der Ferment-
wirkung zu besitzen. Die von Willstatter und Mitarbeitern
eingefiihrten MaBe und Einheiten sind Mafle 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 dulleren 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 nétige Zeit entnimmt man aus empirischen Zeit-
umsatzkurven. Die Faktoren, welche die Fermentwirkung zu

1) Vgl. Oppenheimer-Kuhn: Die Fermente. S.180.
4%
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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
Zusidtze in uniibersichtlicherer Weise wirken (Lipasen), mittels
ausgleichender Aktivierung und Hemmung nach Willstétter
gearbeitet. Vgl. S. 1001f.

Uber Enzymeinheiten vgl. im speziellen Teil fiir Lipase (S. 100,
102, 106), Saccharase (S. 132), Amylase (S. 175), Maltase (S. 136),
Emulsin (8. 139), Lactase (S. 140), Trypsin (8. 257), Enterokinase
(S. 264), Erepsin (S. 268), Arginase (S. 291).

In einzelnen Fillen kann die Reaktionskonstante (die z. B.
dem Verlauf einer monomolekularen Reaktion entspricht) als
MaB der Fermentmenge gelten.

Euler und Josephson?) schlagen die Bezeichnung der En-
zymaktivitdt durch den Ausdruck

x k-g Substrat
f= g Enzympréparat
vor, wo k die unter festgelegten Bedingungen ermittelte Reaktions-
konstante ist, Xf die ,,enzymatische Fahigkeit** bezeichnen soll.
Gilt die Beziehung, daBl & von der Substratkonzentration un-
abhéingig ist, so bestimmt Euler

Xf= k - .

g Enzympriparat

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

K;; (Michaelis-Konstante) =

[Enzym- Substrat]
[Enzym] - [Substrat]’

Beeinflussung von Fermentwirkungen durch
Anderung der iuBieren Bedingungen.

Temperatureinfluf.

Wie bereits oben angedeutet wurde, sind die Fermentwirkungen
in komplizierterer Weise von der Temperatur abhingig, indem
die Reaktionsgeschwindigkeit einesteils der allgemeinen chemi-
schen Kinetik gehorcht und bei steigender Temperatur gréBer

1) Chem. Ber. Bd. 56, S.1749. 1923.
2) Vgl. Euler: Chemie der Enzyme. 8. 18.
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wird; andernteils fiihrt die Temperatursteigerung zu einer der
ersten entgegengesetzten Wirkung, indem das Ferment irre-
versibel bei zunehmender Temperatur geschidigt wird. Das aus
beiden Vorgingen resultierende Optimum liegt bei den meisten
Fermenten zwischen 35—40° doch ist das Optimum auBerdem
weitgehend abhingig von anderen Faktoren, dem p,, der Gegen-
wart von Neutralsalzen und der Spaltprodukte.

Zur Konstanthaltung der Temperatur dienen Wasserbider
mit regulierbarer Heizung oder auch Warmluftbider (Thermo-
staten)!). Die Wasserbdder sind meistens groBe Bottiche aus Me-
tall, manchmal mit Filz umkleidet, die zur gleichméBigen Durch-
mischung mit einer mechanisch betriebenen Riihrvorrichtung ver-
sehen werden. Die Beheizung geschieht mit Gas oder elektrischem
Strom. Zur Konstanthaltung der Temperatur des Bades sind be-
sondere Thermoregulatoren im Gebrauch. Der Gaszuflu8 wird
dabei durch einen Quecksilberfaden reguliert, der je nach der
Temperatur des Bades die Gaszufuhr mehr oder weniger freigibt.
Bei den elektrisch regulierten und geheizten Bédern wird durch
den steigenden oder fallenden Quecksilberfaden des Thermo-
meters ein elektrischer Kontakt geschlossen oder gedffnet; durch
diesen wird ein Elektromagnet betatigt, der den Gaszuflufl ab-
schlieft oder o6ffnet.

Die Wasserstoffionenkonzentration.

Von den Einfliissen des Milieus auf die Fermentwirkung ist
bisher am eingehendsten ihre Abhéngigkeit von der Wasserstofi-
ionenkonzentration untersucht worden. Zur vergleichenden Prii-
fung einer Fermentwirkung ist nicht nur die Messung der Wasser-
stoffionenkonzentration erforderlich, sondern auch ihre Konstant-
haltung. Gemessen wird die Wasserstoffionenkonzentration in
der Praxis entweder mittels Indicatoren oder elektrometrisch.
Zur Konstanthaltung der Wasserstoffionenkonzentration dienen
die sog. ,,Puffer’, die als automatische Regulatoren wirken.

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

also p, = —logh = log;T

1) Vgl. Abschnitt Thermostaten in Ostwald-Luther: Physiko-
chemische Messungen, 4. Aufl., 8. 106.
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Beispiel fiir die Umrechnung von 4 und p,'):
1. Es sei A =2-10"5, 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 = 4 0,30 —7
h=20-10—7.

Puffer oder Regulatoren sind Gemische von schwachen
Sauren mit ihren Alkalisalzen (z. B. Essigsiure und Na-Acetat)
oder auch Gemische von priméren und sekundéren sauren Salzen
(z. B. NaH,PO,+ Na,HPO,). Ihr Wirkungsmechanismus ist
derart, daB neu auftretende H. oder OH-Ionen im erheblichen
MaBe stets neutralisiert werden. Sie werden daher eine Anderung
der Wasserstoffionenkonzentration stdrker verhindern als nicht
gepufferte Losungen von gleicher Wasserstoffionenkonzentration.
Durch Verdiinnung mit Wasser wird ihre 4 zwar nicht wesentlich
geandert (da die & nur von dem Verhéltnis Séure:Salz abhangt,
nicht aber von der absoluten Menge), aber ihr Pufferungsvermdégen
wird herabgesetzt.

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

Tabelle von Michaelis fiir die am meisten verwendeten Puffer-
lssungen mit den (angendherten) Werten fir [H] und ps.

Chlorammon prim.Phosphat Essigsiure Milcl siure Weinsiure

"Ammoniak sok, Phosphat | Essigsaures Na | Milchsaures Na| Weinsaures Na

(H] | Pa| [H] | Paf| [H] | %a H] | P [H] | Pa
/a9 1-10-11] 11 5-10-% 8,3| 6-10-7 6,22 5.10-%| 53| 3-10-°| 4,5
Vel 2-10-11110,7 1-10-8| 8 1,2-10-% 59| 1-10-3] 5 6-10-3| 4,2
gl 4-10711104 2.10-8] 7,72,5-10-%| 5,6 {1,8:10-5| 4,7 [1,3-10-4 3,8
s 8-10-1110,1| 5-10-% 7,31 5-10-%| 5,3 [3,7-10-%| 4,452,5-10-¢| 3,6
1/,11,6-10-1°) 9,8 1-10-7) 7 1-10-3 5 [7,5-10-% 4,17 5-10-%| 3,3
1/,13,2-10-10] 9,5 2.10-7| 6,71 2,105 4,7 [1,5-10-%| 3,8 1-10-3| 3
2/ | 6.4-10-10| 9.19] 4-10-7| 6,4| 4:10-3| 4,4| 3-10-% 35| 2-10-3| 2,7
4/,11,3-10-° | 8,89 8-10-7| 6,1| 8-10-5 4,1 | 6-10~%| 3,2 |2,4-10-3| 2,4
8/,12,6-10-° | 8,68 1,5-10-% 5,811,6-10-%| 3,8 [1,2-10-3} 2,9 | 1-10-% 2
16,1 5-10-° | 8,3 3-10-¢| 5,513,2-10-%| 3,3 |2,4-10-3| 2,6]] 2-10-%| 1,7
90| 1-10-0 |8 | 6-10-%) 5,2[6,4-10-4| 3,19 5:10-%| 23| 4-10-2 1.4

1) Vgl. Michaelis: Praktium S.27.
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Die Wasserstoffionenkonzentration. 57
Boratmischung:
i DPr Pr
10,00cm? Borat. . . . . . . . | 9,241 | 10,00cm® Borat . . . . . . . 9,241
9,50 ,, ,» 4 0,50 cm3 HCIL | 9,168 | 9,00 ,, ,, + lem?® NaOH | 9,360
9700 bE bE + 1700 2 b2d 93087 8300 bE 2 + 2 bR b2 97503
8’50 2 9 + 1,50 2 b 99007 7700 2 b2l + 3 EE 2 97676
800, , +200, , /890s| 600, , +4,, » 9,974
750 ,, ., +250 ., ., |87%]| 500, , +5, » 11,076
7700 2 9 + 3700 2 b2l ! 8’678 4700 b 2 + 6 2 EE 127376
6750 b 2 + 3750 bE b \ 8’506
6500 29 I + 4700 2 | 87289
505 ., . +425 . . [813
5750 2 2 + 4750 bl 2 l 7’939
5,25 tad 9 + 4775 2 2 77261
5,00 bR b + 5’00 b ta 67548
4375 9 EH) + 5325 ’ 29 | 27371
1/pmol Kaliumbiphthalat 4- 1/;, mol HC1 (Clark und Lubs).
Zusammensetzung Pr Indicator
46,70 cm? HCI 4 50 cm?® Biphthalat bis 100 cm?3 2,2
39,60 ,, ,, +50 ., ’s ,, 100 ,, 2.4 Tropéolin
32:95 2 ’ + 50 ” ” ”” 100 ” 256 005 Thy"
26,42 ,, ,, + 50 ,, ys ,, 100 ,, 2,8 molblau
20’32 2 b + 50 2 k] 2 100 b2l 330
14570 b b + 50 b b2d b 10 9 3’2 Methyl'
99 ,, ,, +50 ,, ” ., 100, 3,4 orange
5:97 ’” LL] + 50 2 29 ’ 100 ” 3a6 Brom-
2,63 ,, , +50 ,, ’ , 100 ,, . 3,8 phenolblau
/wmol Kaliumbiphthalat 4+ 1/;,molNaOH (Clark und Lubs).
Zusammensetzung Dn Indicator
0,40 cm3 NaOH -+ 50 cm? Biphthalat bis 100 cm? 4,0 Methyl-
3770 2l b2 + 50 2 bR » 100 2 472 Org', Brphbl'
750 ,,  ,, +50 , » » 100, 4,4
121 ,, ,, +50 ,, » » 100, 4,6
17,70 ,, ,, +50 ,, » » 100, 4,8
23785 2 9 + 50 b k] bR 100 2 570
2095 . £50 . . 100 .| 52 || ghethylot
3545 ,, ., +50 s » 100, 5,4 (DT SToson
3985 ., ., 50 , ., 100 , 56 || PHPY
43,00 b2d ta + 50 EE bR 2 100 EH 598
4545 ,, ,, +50 ,, » » 100, 6,0
47700 EE) EE + 50 b2 2 EE) 100 2 672

Kaliumbiphthalat wird hergestelltl),
das nur wenig Carbonat enthélt, in 400 cm® Wasser auflést und

1) Nach J. M. Kolthoff: Der Gebrauch von Farbenindicatoren.

2. Aufl.

S. 115. 1923.

indem man 60 g Atzkali,
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50 g Orthophthalsédure oder doppelt sublimiertes Phthalsdureanhy-
drid zugibt. Die Losung wird dann mit Phthalsdure oder Kalilauge
auf ganz schwach alkalische Reaktion gegen Phenolphthalein
eingestellt und dann nochmals die gleiche (hierauf zu achten!)
Menge Phthalsiure zugegeben. Die aufgekochte Losung wird
heiB filtriert und das Kaliumbiphthalat unter héufigem Umschiit-
teln beim Abkiihlen durch Krystallisation gewonnen. Die abge-
nutschten Mengen werden wenigstens zweimal aus heilem Wasser
umkrystallisiert, bei 110°—115° getrocknet: Die Krystallisation
darf nicht unter 20° stattfinden, weil dann ein saueres Salz aus-
krystallisiert.

Eine brauchbare Puffermischung ist die von Mc Ilvaine?) an-
gegebene.

m/5 m/10 Citro- | m/5 m/10 Citro-
Pn Na HPO,?) nensiure?2) 2 ! NagHPO,2) nensiure 1)
2,2 0,40 19,60 5,2 10,72 9,28
2,4 1,24 18,76 5,4 11,15 8,85
2,6 2,18 17,82 5,6 11,60 8,40
2,8 3,17 16,83 5,8 12,09 7,91
3,0 4,11 15,89 6,0 12,63 7,37
3,2 4,94 15,06 6,2 13,22 6,78
3,4 5,70 14,30 6,4 13,85 6,15
3,6 6,44 13,56 6,6 14,55 5,45
3,8 7,10 12,90 6,8 15,45 4,55
4,0 7,70 12,29 7,0 16,47 3,53

|

4,2 ! 8,28 11,72 7,2 17,39 2,61
4,4 8,82 11,18 7,4 18,17 1,83
4,6 9,38 10,65 7,6 18,73 1,27
4.8 9,86 10,14 7,8 19,15 0,85
5,0 | 10,30 9,70 8,0 19,45 0,55

Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration physio-
logischer Fliissigkeiten mittels Indicatoren.

Die Indicatorenmethode zur Bestimmung der [H'] einer
Fliissigkeit beruht darauf, dal die Indicatoren ihre Farbennuance
bei einer ganz bestimmten Wasserstoffionenkonzentration (bzw.
in einem bestimmten engen Gebiet der Wasserstoffionenkonzen-
trationen) der Losung dndern. Man kann daher aus der Farbe
auf die [H'] der Losung schlieBen. Haben zwei Losungen dieselbe
Farbe, so haben sie auch dieselbe Wasserstoffionenkonzentration.

1) Journ. of biol. chem. Bd. 49, S. 183. 1921.

?) Das sekundire Natriumphosphat wird dreimal umkrystallisiert,
die 0,2 n-Stammlésung durch Titration gegen HCl mit Methylorange als

Indikator eingestellt. Die Citronensiure wird mindestens zweimal um-
krystallisiert, die 0,1 m-Losung gegen kohlensiurefreie NaOH eingestellt.
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Man versetzt daher eine Reihe von Standardlésungen von bekann-
ter H -Ionenkonzentration mit einem geeigneten Indicator, die
zu messende Fliissigkeit mit demselben Indicator und vergleicht
die Farben. Die iibereinstimmende Farbe der zu priifenden Lisung
mit der eines Gliedes aus der Reihe der Standardlosung laBt die
[H'] der ersteren direkt erkennen.

Indicatoren von Clark und Lubs.

Konzen-
. Farben- -
pa-Gebiet tration der
umschlag |,y o Losung
Thymolblau . . . . . . . . 1,2—2,8 rot-gelb 0,049/,
Bromphenolblau. . . . . . . 3,0—4,8 gelb-blau 0,04°/,
Methylrot. . . . . . . . .. 4,4—6,0 rot-gelb 0,029/,
Bromkresolrot . . . . . . . 5,2—6,8 gelb-purpur 0,029/,
Bromthymolblau . . . . . . 6,0—17,6 gelb-blau 0,049/,
Phenolrot . . . . . . . .. 6,8—8,4 gelb-rot 0,029/,
Kresolrot . . . . . . . . .. 7,2—8,8 gelb-rot 0,029/,
Thymolblau . . . . . . .. 8,0—9,6 gelb-blau 0,040/,
Kresolphtalein . . . . . . . 8,2—9,8 farblos-rot 0,029/,

Bei dieser Methode braucht man also Vergleichslésungen von
bekannter [H'], wozu sich die Pufferlosungen am besten eignen.
Bei einer von L. Michaelis angegebenen Indicatorenmethode
braucht man die Vergleichslosungen mit bekannter |H'] nicht.
Sie beruht auf dem Prinzip, daBl (bei einfarbigen Indicatoren)
der Dissoziationsgrad und damit der Farbgrad des Indicators von
der H'-Konzentration der Losung abhingt.

Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration mit
Indicatoren nach L. Michaelis. Notwendige Reagenzien:
A. 1. B-Dinitrophenol (OH:NO,:NO, =1:2:6) 0,1 g zu 300 cm?
Wasser. 2. «-Dinitrophenol (OH:NO,:NO, =1:2:4) 0,1 g in
200 cm® Wasser; 3. p-Dinitrophenol (1:2:5), 0,1 g in 200 cm?
Wasser; 4. p-Nitrophenol, 0,1/ ige wésserige Losung. 4. m-Nitro-
phenol 0,3%,ige wisserige Losung. 5. Phenolphthalein, 0,04 g in
30 cm?® Alkohol + 70 cm® Wasser. 6. m-Nitrobenzolazosalicylséure
(,,Alizaringelb GG*), geséttigte alkoholische Losung etwa
10fach mit 50proz. Alkohol verdinnt. B. FEinige Reagens-
gliser von gleichem Durchmesser. C. Eine durch Verdin-
nung vonn-NaOH frisch bereitete Lauge von ungefédhr 0,01 n-NaOH-
Gehalt. (Bei Verwendung des Indicators Nr. 6 statt dessen von
etwa 0,1 n-NaOH-Gehalt.) Ausfihrung der Bestimmung.
In ein Reagensglas (Nr. I) werden 10 cm?® der zu untersuchenden
Losung gebracht, dazu eine abgemessene Menge eines der
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obigen Indicatoren, zwischen 0,25 und 1,0 cm®; es soll eine
ganz schwache Firbung entstehen. Derjenige der obigen Indi-
catoren ist der geeignete, der bei diesen Mengenverhéltnissen
eine zwar deutliche, aber schwache Farbung erzeugt. — Jetzt
wird in eine Reihe von Reagensgldsern zunéchst je 9 ecm? der Lauge
gebracht und abnehmende Mengen des gleichen Indicators hinzu-
gefiigt, bis diejenige Indicatormenge gefunden ist, die die gleiche
Farbtiefe in der Lauge erzeugt, wie sie in dem Reagensglas Nr. I
herrscht. Indicatormengen unter 0,25 cm® werden aus 10fach ver-
diinnter Indicatorlésung entnommen ; zum Schluf werden alle R6hr-
chen mit der Lauge auf das Volumen des Rohrchens I aufgefiillt.
Die Farbenvergleichung wird gegen weillen Untergrund, Blick seit-
lich durch die Reagensgléser oder von oben durch die ganze Linge
derselben vorgenommen. Immernurzwei Gléser gleichzeitig betrach-
ten. Der Versuch ist beendet, wenn ein Réhrchen farbengleich mit
Nr.Tist, ein zweites, das etwa 159/, mehr Indicator enthélt, deutlich
zu dunkel, und ein drittes mit etwa 15°/, weniger Indicator deutlich
zu hell erscheint. So wird (eventuell durch Interpolation) die In-
dicatormenge z ermittelt, die die Lauge ebenso stark firbt, wie

die im Rohrchen I angewendete Indicatormenge a. Esist « = d ,
a

. . . . x .
dann ist fiir Indicator Nr. 1 bis 4 p, = p, + log 1 . Die Werte
—o
fiir p, findet man in Tabelle I, die fiir log T%— in Tabelle IT.
—a
Tabelle I.

Temperatur 100 i 200 ; 300 | 400 ; 500
p-Dinitrophenol . . . . . . . .. 3,74 | 3,68 | 3,62 | 3,56 | 3,51
a-Dinitrophenol. . . . . . . . .. 4,11 | 4,05 | 3,99 | 3,93 | 3,88
y-Dinitrophenol. . . . . . . . . . 5,18 | 5,14 | 5,09 | 5,04 | 4,99
p-Nitrophenol . . . . . . . . .. 7,27 | 7,16 | 7,04 | 6,93 | 6,81
m-Nitrophenol . . . . . . . . .. 8,39 | 8,31 | 8,22 | 815 | 8,07

Tabelle II.
24 o

[ log 1 [ log f— o log -
0,005 2,30 0,05 —1,28 0,3 —0,37
0,007 — 2,15 0,06 —1,20 0,4 —0,18
0,008 — 2,07 0,07 —1,12 0,5 0
0,01 2,00 0,08 —-1,06 0,6 + 0,20
0,015 181 0,09 —1,00 0,7 + 0,38
0,02 — 1,69 0,1 — 0,95 0,75 -+ 0,49
0,03 — 1,51 0,15 — 0,75 0,8 - 0,60
0,04 | —1.38 0.2 0,59 — —
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Fiir Indicator Nr. 5 (Phenolphthalein) gilt folgende Beziehung
zwischen « und p; (fir 189):

@ P « P « P
0,01 8,45 0,21 9,20 0,55 9,80
0,03 8,60 0,27 9,30 0,60 9,90
0,069 8,80 0,34 9,40 0,65 10,00
0,090 8,90 0,40 9,50 0,70 10,10
0,12 9,00 0,45 9,60 0,75 20,20
0.16 9,10 0.50 9.70 0.80 10.3

Fiir Indicator Nr. 6 (Alizaringelb GG) gilt folgende Beziehung
zwischen « und p; (fir 209):

« P > P o ] P
0,13 10,00 0,36 10,80 0,75 J‘ 11,60
0,16 10,20 0,46 11,00 0,83 11,80
0,22 10,40 0,56 11,20 0,88 12,00
0,29 10,60 0,66 10,40 — —

Anwendungsbereich der Indicatoren (p;): B-Dinitrophenol 2,2—4,0;
a-Dinitrophenol 2,8—4,7; y-Dinitrophenol 4,0-—5,6; »-Nitrophenol
5,2—17,0; m-Nitrophenol 6,7—8,4; Phenolphthalein 8,5—10,5; Ali-
zaringelb GG 10,2 —11,7.

Messung der Wasserstoffionenkonzentration mittels
Gasketten.

Nach Nernst ist die elektromotorische Kraft () einer Kon-
zentrationskette

Ee Bl 10w, — BT 0 4343105 1,
F Cy F Cy

wo ¢, und ¢, die Konzentration der stromerzeugenden Ionen be-
deuten, R die Gaskonstante, 7' die Temperatur vom absoluten
Nullpunkt gerechnet und F die Anzahl von Elektrizititseinheiten
(Coulombs) die 1 Mol eines einwertigen Tons trigt (96540). Die
Konstante %’B - 0,4343 betragt 0,0001983, wenn die £ in Volt an-
gegeben wird.

Um Wasserstoffionenkonzentrationen zu messen, belidt man
Platinmetall mit Wasserstoff, wodurch es sich wie metallischer
Wasserstoff verhilt. Aus dem jeweiligen Potential einer Platin-
Wasserstoff-Elektrode 1406t sich die unbekannte {H'] berechnen.
Ein einzelnes Elektrodenpotential ist nicht meBbar, sondern nur
ein Potentialunterschied zwischen zwei Elektroden. Als zweite
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Elektrode wiahlt man wieder eine Wasserstoffelektrode, die in eine
Losung eintaucht, in der die H'-Zahl genau definiert ist, am besten
gerade gleich der Konzentration 1 n ist, d. h. im Liter 1 g H'-Tonen
enthdlt (entspricht einer 1,25-n-HCl-Losung), Diese Elektrode
ist die sogenannte Normalwasserstoffelektrode. Wir haben

E = 0,0001983 T log fé‘l Volt,

wo ¢ die Wasserstoffionenkonzentration der unbekannten Lésung,
¢, die der Normalwasserstoffelektrode ist. ¢, ist =1,

also E = 0,0001983- T log—i— Volt
oder E = —0,0001983 T log ¢ Volt.

Soll also die Wasserstoffionenkonzentration ¢ einer unbekann-
ten Losung bestimmt werden, so wird man die Potentialdifferenz £
zur Normalwasserstoffelektrode messen, und es ist dann F =
—0,0001983 T'-log-c Volt, also:

E
"~ 0,0001983 T

E
0,0001983 7'

An Stelle der n-Wasserstoffelektrode werden in der Praxis
meistens andere Elektroden als Bezugselektroden benutzt. Da
die Potentiale dieser anderen Elektroden gegeniiber der n-Wasser-
stoffelektrode gut bekannt und konstant sind, 146t sich aus der
Potentialdifferenz zwischen einer von diesen in der Praxis ge-
brauchlichen Elektroden (i%
und der Wasserstoffelektrode mit der zu untersuchenden Lésung
ebenfalls 'die Konzentration der H' berechnen. Betrigt z. B. der
Potentialunterschied einer Wasserstoffelektrode in einer Ldsung
mit unbekannter H' gegeniiber einer gesittigten Kalomelelektrode
a Millivolt, so betrigt er gegeniiber der n-Wasserstoffelektrode a
— 250,3 Millivolt (bei 18°). Bei den verschiedenen Temperaturen
ist die Potentialdifferenz zwischen der n-Wasserstoffelektrode und
den Bezugselektroden ebenfalls verschieden. Wie oben angegeben,

Das Produkt 7'-0,0001983 multipliziert mit

log ¢ =

und pp = —loge =

oder gesittigte Kalomelelektroden)

st py
B8 Pr = 0,0001983 T

1000 zur Umrechnung von Volt in Millivolt ist &; p, ist so-

E
mit=—-. Millt man gegen eine Kalomelelektrode die Potential-

9
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differenz ¥, so muBl man von dem Werte & den jeweiligen Bezugs-
wert zur n-Wasserstoffelektrode ¥ abziehen und die Differenz durch

9 dividieren, also p;, = E:E Die Werte fiir ¢ = 0,0001983 T'- 103

9
bei den verschiedenen Temperaturen lauten:

fiir 159, . . . . . . .. 57,1

Lo 160 L 57,3

S 170 57,5

Lo A8 L 57,7

T 57,9

. 200 L, 58,1

L2100 58,3

s 220 L 58,5

. 230 L 58,7

.o240 . L 58,9

w250 L 59,1

L, 260, . 0L L. 59,3

w 210 L 59,5

w280 L 59,7

.20 L 59,9

w300 L 60,07

S L, 60,27

. 320, L. 60,47

w330 L. 60,66

L340 L 60,86

w350 L 61,06

.oB60L L 61,25

W 3T 61,45

. 380 L. 61,64

o390 L. 61,85

w400 L 62,05

Tabelle fiir F in Millivolt
fiir die /4, fiir die gesattigte
Kalomelelektrode Kalomelelektrode

bei15° . . . . . . . .. . .. ... . 2525
, 160 . . Lo oo ... 25817
s 170 0 L 250,9
. 180 . . L L. 3837,7 .. .. ... 250,3
L 190 0 oL Lo s 249,5
, 200, . . ... L3375 0. .. 248,8
s 210, L. L Lo e 248,2
. o220 L ... 2415
, 230, L L., e e e e e e e .. 246,8
s 24% L L L L e e 246,3
s 250 L L. oo oo o ... .. 2458
H 300 . L L. L. 3364 . ... ...
s 370 L L. oL, ... . 235,55
, 880 . . . . ... 3856 .. ... .. 235,0
. 400 . . .. .. L3349 . .. .. ..
, B0° . ... .. .3326. .. .. ..

» 600 . .. L. 3290 . . . .. ..
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MeBinstrumentarium.

Wie aus dem Obigen zu ersehen, liuft die Bestimmung der
[H'] auf die Messung eines Potentials hinaus und, da sich Ein-
zelpotentiale nicht feststellen lassen, auf die Messung einer Dif-
ferenz zwischen zwei Potentialen, einer sogenannten Potential-
differenz.

Die weitaus gebriiuchlichste und in der Praxis wohl allein be-
nutzte Methode zur Messung von Potentialdifferenzen bedient sich
des Poggendorfschen Prinzips der Kompensationsschaltung.
Legt man eine Hilfsspannung, die von einer beliebigen Stromquelle,
z. B. einem Akkumulator herriihrt, an die beiden Enden eines Mef3-
drahtes an, so erhilt man einen Stromkreis, den sog. ,,groB3en Strom-
kreis (Abb.33). Legt man die zu untersuchende Spannung mit
einem Pol an das eine Ende — A

des MeBdrahtes, mit dem
anderen Pol an einen ver-
schiebbaren Kontakt, der
so eingerichtet ist, dall man
ihn mit jedem Punkt des 0

Mefidrahtes verbinden 8 4- c
kann, so erhilt man einen
zweiten Stromkreis, den 1§+
80g. ,,kleinen Stromkreis®. 6y
Achtet man nun bei der Abb. 33.
Schaltung darauf, daBl die
Spannungen einander entgegengeschaltet sind, also z. B. dal3 der
positive Pol der Hilfsspannung und der positive Pol der zu unter-
suchenden Spannung an dem einen Ende des MeBdrahtes zu-
sammentreffen, so tritt unter bestimmten Bedingungen in dem
kleinen oder Teilstromkreis Stromlosigkeit ein, namlich dann,
wenn auf der den beiden Stromkreisen gemeinsamen Strecke des
MefBdrahtes von der Hilfsspannung und der zu untersuchenden
Spannung dasselbe Potential abfillt. Die Stromlosigkeit wird
durch ein Nullinstrument festgestellt, das in den kleinen
Stromkreis eingeschaltet ist. Die unbekannte Spannung lat
sich nun leicht berechnen. Sie ist gleich dem Spannungs-
abfall der Hilfsspannung auf dem nach erfolgter Kompen-
sation gemeinsamen MeBdrahtstiick beider Stromkreise. Der
MeBdraht ist gleichmidBig unterteilt und an allen Stellen
von genau gleichem Widerstand. So ist es méglich, aus dem
MeBdrahtstreckenverhéltnis den Teil der Hilfsspannung so-
fort in Form eines Bruches abzulesen, der der zu untersuchen-
den Spannung gleich ist. Es verhalten sich also die Spannungen

Rona, Fermentmethoden. 5
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in dem speziellen Fall der Stromlosigkeit wie die Widerstinde und
auch wie die entsprechenden Strecken,

Epg: Ep, = gemeinsames MeBdrahtstiick : ganzer MeBdraht.

Kennt man die elektromotorische Kraft der Hilfsspannung ganz
genau, so kennt man hiernach auch die unbekannte Spannung. Die
MeBdrahtapparatur kommt noch heute zur Messung von Po-
tentialdifferenzen sehr viel zur Anwendung. Nach dem Vorschlag
von Wilh. Ostwald wurde aber eine Abdnderung vorgenommen.
Da der Widerstand des MeBdrahtes nur sehr gering ist, so wird von
der Hilfsbatterie auch ein ziemlich erheblicher Strom wahrend
der Messung entnommen. Zur Vermeidung des hohen Stromver-
brauchs, der zur Inkonstanz der Hilfsspannung fiihren kann,
muB man den Widerstand um ein Vielfaches erh6hen. Da der Ver-
laingerung des Mefdrahtes als horizontale MeBbriicke oder auch
als Walzenbriicke Grenzen gesetzt sind, fiihrte Ostwald die soge-
nannten Rheostatenkisten ein. Hier sind die zwischengeschalteten
Drahtléngen, also auch die Widerstéinde viel grofler, und trotzdem
ist die' ganze Briicke der Ausdehnung nach viel kleiner, da die Dréhte
auf Spulen aufgewickelt sind. In der Anordnung nach L. Micha-
elis werden solche Stopselrheostatenkésten benutzt. Die Vergro-
Berung und Verringerung des Widerstandes im Teilstromkreis ge-
schieht dann nicht mehr durch Verschieben des Gleitwider-
standes, wie auf dem Draht, sondern durch Herausnehmen oder
Hereinstecken der Stopsel. Bei der Michaelisschen Anordnung
werden zur weiteren Vereinfachung der Bedienung zwei Rheosta-
tenkisten benutzt.

Aus der oben angefiihrten Gleichung wird £z (die unbekannte
Potentialdifferenz) durch Multiplikation von K, (die EMK des
Akkumulators) mit einem Quotienten berechnet. Will man K2
genau haben, so mufl man auch E, genau kennen. Es ist also vor
Beginn einer jeden Messung zundchst einmal £, genau festzu-
stellen (Eichung der Akkumulatoren). Dazu bedient man sich des-
selben Poggendorfschen Prinzips unter Benutzung einer gut
reproduzierbaren praktisch konstanten Potentialdifferenz eines
sogenannten Normalelementes, z. B. des Normalelements (Cad-
miumnormalelement) mit einer Potentialdifferenz von 1018,6 (bei
Zimmertemperatur innerhalb aller in Betracht kommenden Tem-
peraturschwankungen). Zur Feststellung der Hilfsspannung schal-
tet man in den Teilstromkreis an Stelle der zu untersuchenden
Spannung dieses Normalelement ein und sucht nun die Nullstel-
lung auf der Briicke durch Verschieben des Gleitwiderstandes,
bzw. durch geeignete Stopselung an den Rheostaten herzustellen.
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Ist das erfolgt, so 148t sich mit Hilfe obiger Proportion die Span-
nung des Akkumulators errechnen. In diesem Falle ist Ejg5¢: £ 4
= die Linge des gemeinsamen Stiicks der Mefibriicke zur gan-

'1018,6 B
zen Linge, also £, = —Odﬁl’)%’_g

diesen Wert fiir £ 4 ein, so hat man £, die Spannung der zu unter-
suchenden Kette bestimmt. Der Messung am MeBdraht muf also
zuerst eine Feststellung der Akkumulator- (oder allgemeiner
Hilfs-) Spannung vorhergehen.

Durch eine bestimmte Anordnung lassen sich noch rechnerische
Vereinfachungen erzielen. Wenn die Hilfsspannung, diean den beiden
Polen der Briicke oder des Rheostatenkastens liegt, gerade so grofl
gewahlt wird, dal3 die Summe der Briickenunterteilung zahlenméaBig
gleich der angelegten Spannung ist, so entspricht ein Spannungs-
teil einem Briickenteil. Liegt also z. B. an einem MefBdraht von
1000 mm Lénge eine Spannung von 1000 Millivolt, so entspricht 1 mm
gerade einem Millivolt Spannungsabfall, oder liegt eine Spannung
von 1110 Millivolt an einem Rheostatenkasten von 1110 £2 Wider-
stand, so entspricht 1 {2 dieses Rheostatenkastens ebenfalls einem
Millivolt. Es fallt dann jegliche Umrechnung fort. Um nun diese
erwiinschte Spannung an die Enden der Briicke anlegen zu kon-
nen, wird ein sogenannter Vorschaltwiderstand benutzt. Das ge-
samte MeQinstrumentarium nach Michaelis besteht somit aus
zwei Rheostatenkiisten, einem Vorschaltwiderstand, einer Hilfs-
batterie, einem Cd-Normalelement, den notwendigen Strom-
schliisseln und Dréhten und einem Nullinstrument. Als Nullinstru-
ment dient noch héufig, auch bei der Michaelisschen Apparatur,
ein sogenannter Capillarelektrometer. Ein Quecksilberfaden,
dessen Meniscus durch ein kleines Fernrohr beobachtet wird,
steigt oder sinkt je nach der Richtung des hindurchtretenden
Stromes. Bewegt sich dieser Faden nicht mehr, so besteht
Stromlosigkeit. Ebenfalls kann natiirlich als Nullinstrument ein
hochempfindliches Galvanoskop benutzt werden.

Beschreibung der Messung einer Potentialdifferenz
in der Michaelisschen Anordnung (Abb. 35): Man stellt die
beiden Rheostatenkisten nebeneinander aut und verbindet das
Ende des linken (rechte Klemme) mit dem Anfang des rechten
(linke Klemme) durch einen Kupferdraht, verbindet dann die
linke Klemmschraube des linken Rheostaten mit dem negativen
Pol des Akkumulators, die rechte Klemmschraube des rechten
Rheostaten mit dem positiven Pol des Akkumulators. In das
Drahtstiick vom linken Pol des linken Rheostaten zum negativen
Pol des Akkumulators schaltet man den Vorschaltwiderstand

b*

. Setzt man in die obige Gleichung
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und einen Stromschliissel ein. Hiermit ist der groBle Stromkreis
hergestellt.

Der Teilstromkreis beginnt am rechten Pol des rechten Rheo-
staten, fithrt zum positiven Pol der zu untersuchenden Spannung
(anfanglich also des Normalelements, spiter zur gesattigten
Kalomelelektrode) vom negativen Pol dieser Spannung iiber
einen Stromschliissel zu einer Klemme des Capillarelektro-
meterstativs, von der anderen Klemme des Capillarelektro-
meterstativs zur linken Klemme des rechten Rheostaten.
Sind diese Verbindungen sdmtlich hergestellt und auf ihre Kon-
taktsicherheit gepriift, so verbindet man die beiden Pole des Ca-

Kapillar-

-+

S elektrometer
+

‘ ’ Normalelement oder
Ralomelelektrode (-+)

und Untersuchungs-
fliissigkeit (—) oder
s Normalelement (—)

Akkumulator

Vorschalf~
Widerstand

Strom- Strom-

ARheostaten 0
schlissel schldssel

Stromschldssel

Abb. 34.

pillarelektrometers durch diinne spiralige Driahte mit den Polen
geines Stativs und stellt den Meniscus des Quecksilberfadens
mit dem Fernrohr in die Mitte der Fernrohrskala. Das Stativ
ist so angeordnet, dafl man durch Drehen der verschiedenen hori-
zontal und vertikal wirkenden Schrauben die Einstellung leicht aus-
fiilhren kann. Vor dem Messungsbeginn iiberzeugt man sich
noch einmal davon, daff das Elektrometer nicht polarisiert ist
und dafB auch keine Isolierungsfehler bestehen. Die Polarisation
des Capillarelektrometers erkennt man daran, dafl es Ausschlige
zeigt, ohne daf man Strom hindurchschickt. In diesem Falle
muf} ein neuer Meniscus hergestellt werden!). Die hauptséch-
lichsten Isolierungsfehler vermeidet man dadurch, dafl man das

1) Herstellung des Meniscus: Das Elektrometer wird schrig gehalten,
so dal der groBte Teil des Quecksilbers aus dem zur Kugel ausgeblasenen
Teil durch das obere Querstiick in den zylindrischen Schenkel iiberlauft.
Nun wird das Elektrometer nur ganz leicht nach der entgegengesetzten
Seite geneigt, wobei soviel Quecksilber wieder durch die Capillare in den
kugeligen Teil zuriicktropft, daB der Meniscus sich beim Aufrichten des
Elektrometers ungefihr in die Mitte der Capillare einstellt.
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Capillarelektrometerstativ, den Vorschaltwiderstand und auch die
Stromschliissel auf paraffinierte Glasplatten stellt.

Man beginnt die Messung, indem man aus dem linken Rheosta-
tenkasten simtliche Stopsel herausnimmt, dann steckt man von
dem rechten Rheostatenkasten soviel Stopsel in die entsprechen-
den Locher des linken hiniiber, daf3 im rechten Rheostatenkasten
(also im Kkleinen Stromkreis) nunmehr 1018 £ liegen, wihrend
die Ohmzahl im groBen Stromkreis unveréindert geblieben ist.
Jetzt reguliert man den Vorschaltwiderstand so lange, bis das
Nullinstrument keinen Ausschlag mehr zeigt. Um das Capillar-
elektrometer zu bedienen, faBt man mit der rechten Hand an
den Stromschliissel des kleinen Stromkreises, mit der linken an
den Stativschliissel. Wahrend man nun durch das Fernrohr den
Meniscus beobachtet, schlieBt man mit der rechten Hand den
Stromschliissel des Teilstromkreises und &ffnet den Stativ-
schliissel gerade nur so viel und so lange, daBl man die Richtung
des Ausschlags des Quecksilberfadens erkennt. Diese Vorsicht ist
dringend zu beachten, da sonst zu héaufig das Capillarelektrometer
polarisiert wird. Man verstellt den Vorschaltwiderstand so lange,
bis auch bei lingerem Offnen des Stativschliissels der Hg-Faden
unbeweglich steht. Glaubt man diesen Punkt erreicht zu haben,
so iiberzeugt man sich davon, dafl die Ruhe im Capillarelektro-
meter nicht die Folge eines inzwischen eingetretenen Kontakt-
fehlers ist, indem man ein Ohm vom linken Rheostatenkasten
in den rechten zuriickstopselt. Dann mul der Faden durch
das Fernrohr betrachtet nach unten gehen. Stopselt man anderer-
seits noch ein Q vom rechten Rheostatenkasten in den linken, so
daB der Widerstand des rechten Rheostatenkasten 1019 Q be-
tragt, so mul der Hg-Faden nach oben steigen. So a8t sich auch
sehr leicht die Empfindlichkeit des Capillarelektrometers priifen.
Es ist nur dann geeignet, wenn es bei einer Differenz von 1 2
mindestens einen Skalenstrich des Fernrohrs nach unten bzw.
nach oben ausschligt. Bei dieser Anordnung entspricht 1 2, wie
oben gesagt, 1 Millivolt, und es lassen sich mit einem guten Capillar-
elektrometer -daher Spannungsmengen unter 1 Millivolt durch
Beriicksichtigung der Ausschlige des Hg-Fadens innerhalb der
Skala abschitzen. Nunmehr ist der Apparat zur Messung der
unbekannten Kette gebrauchsfertig und an Stelle des Normal-
elements wird die unbekannte Kette in den Teilstromkreis ein-
geschaltet. Die Anordnung der Pole bei der unbekannten Kette
ist je nach der Wahl der Elektrode verschieden. Will man priifen,
ob man die Pole richtig geschaltet hat, so nimmt man aus dem
Teilstromkrejs den gesamten Widerstand heraus (Einsetzen aller
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Stopsel in den rechten Rheostatenkasten) und priift nun ganz vor-
sichtig den Ausschlag des Capillarelektrometers beim SchlieBen
des Teilstromschliissels und ganz kurzen Offnen des Stativschliis-
sels. Sieht man den Ausschlag nach unten gehen, so ist die un-
bekannte Kette richtig geschaltet, geht er nach oben, so miissen
die Pole umgeschaltet werden. Es wird noch ausdriicklich darauf

=8,+8
it

£+

A -
)
-

9
!

fe————————
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Q

Abb. 35. Leitungsschema.
B Akkumulator, RW Regulierwiderstand,
A—A; MeBdraht, A4;—F Drehrheostat,
C; Gleitkontakt, F unbeckannte Spannung,
BW Ballastwiderstand, H TUmschalter,
G Galvanometer.

das

hingewiesen, dall der Schliissel
am Capillarelektrometerstativ
nur zu der Messung kurz ge-
offnet wird, sonst immer ge-
schlossen bleiben muf.
Potentiometer. An Stelle
der Apparatur nachL. Michae -
lis kannauch ein Potentiometer
zur Messung von Potentialdiffe-
renzen dienen. Es soll die
Messung mit einem Potentio-
meter nach E. Mislowitzer?)
beschrieben werden (Abb. 35).
Die Apparatur besteht aus dem
Kompensationskasten und dem
dazugehorigen MeBinstrument.
Man stellt das MeBinstrument
vorsich hin, den Kompensations-
kasten rechts neben das MeB-
instrument und Offnet den
Deckel des Kastens. Das Mef3-
instrument ist ein hochemp-
findliches Fadengalvanometer,

vor Entarretierung des Zeigers genauestens durch Be-

wegen der drei Stellschrauben horizontal eingestellt werden
muBl. Eine Lupe dient dazu, die Libelleneinstellung zu kontrol-

lieren. Ist das geschehen,

so verbindet man die beiden

Klemmen des MeBinstruments durch Leitungsschniire mit den
durch ,,G“ bezeichneten Steckkontakten am Kompensations.

kasten (und zwar positiv mit -, negativ mit —).

Ferner ver-

bindet man die Pole eines 2-Voltakkumulators mit den mit V
bezeichneten Steckkontakten am Kompensationskasten (eben-
falls + mit -, — mit —). Den sogenannten Voltmeterumschalter
(s. Abb. 36) stellt man von M auf P und reguliert dann den
Vorschaltwiderstand B W in seinem groben und feinen Anteil so
lange, bis der Zeiger des MeBinstrumentes sich gauz genau iiber
1) Biochem. Zeitschr. Bd. 159, S. 68. 1925.
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dem roten Strich 1100 befindet (Lupeneinstellung). Dann schal-
tet man den Voltmeterumschalter von P auf M zuriick, und die
eigentliche Messung kann beginnen. Sollte sich der Nullpunkt
des Fadengalvanometers eine Kleinigkeit veréindert haben, so
lagt sich das durch die angebrachte Nullpunktskorrektions-
schraube verindern, wenn man es nicht vorzieht, die Differenz bei
der Einstellung auf den 1100-Strich zu beriicksichtigen. Die Ein-
stellung der Hilfsspannung auf 1100 Millivolt kann mit einem kleinen
Fehler behaftet sein, der in p, ausgedriickt 0,1 wohl kaum iiber-
schreiten diirfte, hiufig aber weit darunter liegt. Will man voll-
kommen genaue Mefresultate erhalten, so schaltet man an die
Steckkontakte E des Kompensationskastens ein Normalelement
von 1018 Millivolt (- mit +, — mit —) und reguliert nun den
Vorschaltwiderstand so lange, bis der Zeiger beim Betatigen des

Abb. 36. @ Galvanometer, V Akkumulator, E Untersuchungsspannung, C Schalter (4 aus,
E ein), RW Regulierwiderstand, S und'8; Skalendrehkndpfe (S grob, S fein), M P Volt-
meter, wmschaltbar (bei M ist das Galvanometer Nullinstrument, bei P ist es Voltmeter).
Aus- und Einschalters C weder nach links, noch nach rechts aus-
schlagt. Der Voltmeterumschalter mufl bei dieser Art von Ein-
stellung, mit der man die héchsten Grade der Genauigkeit er-
zielt, auf M stehen und die Skalendrehknépfe auf 1018 (8§ == 1000,
8;=18). Will man nun die zu untersuchende Kette messen, so
verbindet man ihre Pole mit den Steckkontakten bei E, stellt
die beiden Skalendrehkndpfe § und 8, auf 0 und dreht den Schalter
C vorsichtig von 4 in Richtung F, schaltet aber nur dann ganz bis
E, wenn in einer Zwischenstellung zwischen 4 und £ der Zeiger
noch keinen Ausschlag gibt. Der Zeiger muf} nach links ausschla-
gen, wenn die Pole der unbekannten Kette richtig liegen. Gege-
benenfalls wird umgepolt. Nunmehr stellt man den rechten
Skalendrehknopf § auf 100, schaltet den Knopf C' wieder vor-
sichtig ein und sieht nach, ob der Zeiger noch nach links ausschligt.
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Ist das der Fall, so dreht man den Knopf § auf 200, dann auf
300 usw., bis der Zeiger nach rechts ausschligt. Ist das z. B.
bei 500 zu beobachten, so schaltet man auf 400 zuriick und sucht
nun durch Drehen des linken Skalenknopfes den Punkt, wo der
Zeiger nicht mehr ausschligt. Die feinsten Unterschiede lassen
sich noch mit der Lupe erkennen. Steht er z. B. bei 45 voll-
kommen still, so hat die zu untersuchende Kette eine Spannung
von 400 - 45, also gleich 445 Millivolt.

Die Elektroden.

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

von normalem Druck beschickte
Platinelektrode, die in eine in
bezug auf die H1 n-Losung
eintaucht. Als Bezugselektroden
dienen am héufigsten 0,1/n-Ka-
lomelelektroden oder gesittigte
Kalomelelektroden. Die Kalo-
melelektroden stellt man sich
selbst her. Man benutzt entweder
gewohnliche Flaschen von ca.
100 cm® Inhalt oder die kiuf-
lichen Elektrodengefife.
Herstellung einer 0,l-n-
Kalomelelektrode?): Der Bo-
den des Gefalles (am besten die
Form, wie sie Abb. 37 zeigt) wird
mit einer Schicht reinen Queck-
silbers gefiillt, so weit, daf} der
Platinkontakt gut untertaucht.
Reines Quecksilber stellt man
sich in der Weise her, daB man
20 cm3 kéufliches, reines, destilliertes Quecksilber mit dem-
selben Volumen einer etwa 1 proz. Lésung von Merkuronitrat und
einigen Tropfen Salpetersdure etwa !/, Stunde lang heftig schiittelt.
Dann wird die Losung vom Quecksilber abgegossen, das Queck-
silber griindlich mit destilliertem Wasser gewaschen und wieder-
holt wie oben geschiittelt. Dann wird es in eine Porzellanschale

1) Vgl. Michaelis: Praktikum, S. 149,
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gegossen, das Wasser abgegossen und der Rest des Wassers mit
Filtrierpapier entternt.

Den Platinkontakt amalgamiert man vorher; er wird dazu in
konzentrierter Schwefelsiure gereinigt und gewaschen, dann als
Kathode in ein Gefifl mit einer Losung von 19/, Merkuronitrat
mit einigen Tropfen HNO, gesteckt, wihrend als Anode ein kleiner
Platindraht dient. Nun wird der Strom eines einzelligen Akkumu-
lators ganz kurze Zeit hindurchgeschickt, bis das Platin von einer
grauen Schicht Hg bedeckt erscheint. Dann wird mit Wasser ab-
gewaschen und durch Absaugen mit FlieBpapier vorsichtig getrock-
net. Der Platinkontakt wird jetzt in das Elektrodengefa einge-
setzt, der Glasschliff leicht gefettet.

Ferner wischt man eine kleine Menge reinen Kalomels in einer
Schale mit 30 cm® der 0,1-n-KCl-Lisung einige Minuten unter Um-
rithren mit einem Glasstab, 148t dann das Kalomel sich absetzen,
gieft die Losung ab und wiederholt das Waschen 5—6 mal. Zum
SchluB} wird das Kalomel mit etwas KCl-Lésung in das Elektroden-
gefafl hineingesogen. Nachdem das Kalomel sich gesenkt hat (es
braucht sich nur eine Schicht von minimaler Dicke iiber dem Hg
zu bilden), saugt man das Gefil mit der 0,1-n-KCl-Losung fast
voll. Das AbfluBrohr mufl luftblasenfrei gefiillt sein. Der un-
gefettete Hahn wird geschlossen und die Elektrode an einem
Stativ befestigt.

Herstellung einer gesidttigten Kalomelelektrode:
Die Herstellung dieser Elektrode geschieht in genau derselben
Weise, wie sie bei der 0,1-n-Kalomelelektrode beschrieben ist. Nur
nimmt man als Losung geséttigte KCl-Losung und schichtet zum
SchluB noch festes, gepulvertes KCl in dichter Schicht iiber das
Kalomel. Diese Elektrode ist gut haltbar.

Die Elektrodengefifie stehen miteinander in leitender Ver-
bindung. Als Verbindungsfliissigkeit dient am besten eine Wanne
mit gesittigter KCl-Losung, in die die Abflurohre der Elektroden-
gefille oder mit ihnen in Verbindung stehende andere elektro-
lytische Stromschliisse! eintauchen. Bei der Chinhydronmessung
werden wir noch weitere Bezugselektroden kennen lernen.

Ableitungselektroden: Die gebriiuchlichsten Ableitungs-
elektroden sind die Birnenelektrode und die U-Elektrode nach
L. Michaelis. Die Ableitungselektroden werden zunichst pla-
tiniert. In ein kleines GefdBchen fiillt man einige cm?® einer
Losung von 1g Platinchlorid -+ 0,007 g Bleiacetat in 30 cm®
Wasser. Die zu platinierende Elektrode wird zuerst mit konz.
H,S0, gereinigt und mit destilliertem Wasser gut abgespiilt. Die
Klemme dieser Elektrode wird dann mit dem negativen Pol
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eines 4-Volt-Akkumulators verbunden, die Klemme des Plati-
nierungsgefdfes mit dem positiven Pol, und die Platinelektrode
in die Platinlgsung eingetaucht. Sie iiberzieht sich bald mit
Platinschwarz. Bei neuen Elektroden soll das Platinieren 5 Mi-
nuten dauern, bei schon gebrauchten 1 Minute. Dann wird die
Elektrode mit destilliertem Wasser gut gewaschen und bei der-
selben Stromrichtung wie vorhin kurze Zeit in verdiinnter H,SO,
polarisiert. Nach dieser Vorbehandlung werden die Elektroden
mit destilliertem Wasser gut gewaschen und in die durch eine
diinne Wachsschicht gut abgedichteten Elektrodengefi3e eingesetzt.
Die Elektrodengefie diirfen niemals leerstehen; werden sie nicht
benutzt, so miissen sie mit destilliertem Wasser gefiillt werden.

Birnenelektrode: Zum Gebrauch wird das'destillierte Wasser
aus der Elektrode entleert und die Untersuchungsfliissigkeit ein-

gefiillt. Nun wird durch die Elektrode Wasserstoff durchgeleitet.
Den Wasserstoff entwickelt man in einem Kippschen Apparat
(aus As-freiem Zink und verdiinnter Schwefelsiure mit etwas
CuS0,) und leitet ihn durch eine Waschflasche mit 2 proz. Lésung
von Kaliumpermanganat und durch eine, die mit konzentrierter
Sublimatlésung beschickt ist. An der Elektrode ist Hahn I ge-
offnet, Hahn I ist ebenfalls getffnet, Hahn 111 ist geschlossen.
Der Wasserstoff mull langsam durch die Fliissigkeit in der Elek-
trode, die nicht mehr als !/, des Elektrodeninhalts zu betragen
braucht, hindurchperlen; nach drei Minuten schlieft man den
Hahn 11, dann den Hahn 7, 6ffnet dann den Hahn II] und stellt
zwischen dem Schenkel 7' in der Wanne die Verbindung durch
einen mit KCl getrdnkten Baumwollfaden oder einen Agarheber
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her. Die Agarheber werden auf folgende Weise bereitet : Man biegt
Glasrohren von ca. 4 mm Weite [ |férmig um und zieht ein Ende
aus. Dann kocht man eine Lésung von gesittigter KCl mit 3°/,
Agar auf dem Wasserbade oder im Dampfkochtopf und fiillt durch
Aufsaugen mit dieser Mischung die vorher angewédrmten Glas-
réhren. Die Agarheber werden in gesiittigter KCl-Losung aufbe-
wahrt.

Hat man die Potentialdifferenz der Kette gemessen, so schliel3t
man den Hahn 111, 6ffnet wieder I und I, und leitet noch einmal
Wasserstoff fiir einige Minuten durch die Flissigkeit. Ist bei der
nun folgenden zweiten Messung die Potentialdifferenz unverén-
dert, so ist die Messung beendet. Andernfalls wiederholt man das
Einleiten von Wasserstoff. Diese Birnenelektroden kann man fiir
alle Losungen gebrauchen, bei denen die [H'] nicht durch ein
N*—a(;fé 0, oder %:ggf-(}emisch definiert wird. Alle Losungen,
bei denen durch Austreiben der CO, die Aciditit geédndert
wird, werden nicht mit ,stromendem Wasserstoff gemessen,
sondern in der U-Elektrode mittels der sogenannten ,,stehen-
den Wasserstoffblase*.

U-Elektrode. Die Platinierung der U-Elektrode geschieht
wie oben fiir die Birnenelektrode beschrieben. Bei der Einfillung
der Untersuchungsfliissigkeit mufl darauf geachtet werden, daf} in
dem Schenkel, der die Elektrode enthilt, keine Luftblase zuriick-
bleibt. Jetzt fithrt man mittels einer Glascapillare, die man bis an
den Scheitel der U-Rohre fithrt, einige Wasserstoffblasen in den
Elektrodenschenkel. Dadurch wird die Fliissigkeit von der Elek-
trode weggedriangt; die Platinspitze mufl aber noch gerade in
die Fliissigkeit eintauchen. Hat die Wasserstoffblase am Stopfen
die richtige GréBe, so filllt man den anderen Schenkel der U-
Elektrode vollig mit der Untersuchungsfliissigkeit auf, setzt
den VerschluBlstopfen unter einer leichten Drehbewegung fest
auf und erreicht auf diese Weise, dal die U-Elektrode aufler
der Wasserstoffblase keinerlei Gas oder Luft enthalt. Die Fliissig-
keit, die von dem Stopfen verdringt wird, flieBt durch ein kleines
Loch ab. Es ist darauf zu achten, daB beim Hereinsetzen des
Stopfens die Bohrung im Stopfen auf das Loch in der Elektroden-
wand pafit. Durch Drehen des Stopfens verschlieBt man dann
die Stopfenbohrung. Lésungen, die Eiweifisubstanzen enthalten,
fiihren nicht selten zu einer Verunreinigung der Platinelektrode
im Elektrodengefal. Eiweillfasern entfernt man am schonend-
sten, indem man die GefiBe mit einer schwach alkalischen
Trypsinlosung fiillt und damit eine Nacht stehen laft.
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Eichung der Kalomelelektrode. Beider Herstellung der
gesittigten Kalomelelektrode wurde gesagt, daB sie gegen die Nor-
malwasserstoffelektrode eine Potentialdifferenz von 0,2503 V (bei
18°) habe. Doch ist es vorteilhaft, sich nicht auf diesen Wert zu ver-
lassen, sondern die Elektrode von Zeit zu Zeit zu eichen. Die Ei-
chung geschieht dadurch, daf man die Potentialdifferenz gegen
eine mit Standardacetat gefiillte Wasserstoffelektrode bestimmt.
Standardacetat ist eine Losung von 50 cm® n-NaOH + 100 cm?® n-
Essigsiure 4 350 cm® Wasser, d. h. eine Losung von 0,1-n-Essig-
saure 4 0,1-n-Natriumacetat. Eine Birnenelektrode, die, wie oben
beschrieben, platiniert und vorbehandelt ist, wird mit dem Stan-
dardacetatgemisch gefiillt und Wasserstoff durchgeleitet (ebenfalls
genau in der oben beschriebenen Anordnung). Man schaltet nun
die Kalomelelektrode positiv, die Birnenelektrode negativ, stellt die
elektrolytische Leitung her und miBt die Potentialdifferenz; die
Messung wird von Zeit zu Zeit wiederholt, bis der Wert konstant
geworden ist.

Die Millivoltwerte des Standardacetates gegen die gesattigte
Kalomelelektrode sind:

bei 159 . . . . . . . .. B17,0 | bei 210 . . . . . . 518,0
» 160 L. L . 517,1 - 220 . . ... 518,3
110 L 517,2 | ,, 230. . . ... 518,6
, 180 L 5174 | , 249. ... .. 519,0
. 100 517,5 l » 250 . . .. .. 519,5
, 200 L. 517,8 | ,, 34—38°. . . . 520,0—520,5.

L. Michaelis gibt folgende allgemeine Vorschrift fir die
Pa-Messung einer beliebigen Fliissigkeit:

1. Man miBt am Tage des Versuches zundchst den Potential-
unterschied der gesittigten Kalomelelektrode gegen eine Wasser-
stoffelektrode mit Standardacetat. Man findet das Potential E,.

2. Man miBt den Potentialunterschied derselben Kalomel-
elektrode gegen eine Wasserstoffelektrode, die mit der zu messen-
den Losung gefilllt ist. Man findet das Potential K,

3. Man berechnet die Differenz E, — E, = £ in Millivolt und
dividiere dies mit & (vgl. S.64). Die auf diese Weise erhaltene
Zahl wird zu 4,62 algebraisch addiert (also, wenn sie eine negative
GroBe war, von 4,62 subtrahiert). Das erhaltene Resultat ist
das p, der zu messenden Losung.

Chinhydronelektrode.

An Stelle von Wasserstoffelektroden werden in neuerer Zeit
haufig Chinhydronelektroden benutzt. Hierbei fillt das Ein-
leiten von gasformigem Wasserstoff fort. Das Elektrodenpotential
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ist ein sog. Oxydations-Reduktionspotential, das von der [H']
der Losung abhéngt.

Das Chinhydron ist eine dquimolekulare Verbindung von Chi-
non und Hydrochinon und zerfillt in wisseriger Losung in seine
beiden Komponenten. Zwischen dem gel6sten Chinon und Hy-
drochinon stellt sich ein Gleichgewicht ein, das durch folgende
Formel ausgedriickt werden kann:

C.H,(OH), + 2 = CH,0, 4 2H".

Daraus 148t sich als Elektrodenpotential E herleiten

K Chinon

Bei Anwendung von Chinhydron wird das Verhéltnis von Chi-
non: Hydrochinon = 1, also
E = 0,0577 log K + 0,0577 -log [H']
bei 18°. "
Fir H = T (Normalwasserstoffelektrode) ist
E = 0,0577 log K (18°%) = E,.
Bei jeder anderen [H'] ist
E =E, + 0,0577 log [H'],

also E_E
log [H] =" Ga7
und B ,E
_E,—E
Pr="0.0577

E, ist der Potentialunterschied zwischen einer Chinhydron-
und einer Wasserstoffelektrode, die mit einer Losung von ZIL— H
gefiillt sind. Dieser betrigt nach E.Bijlmann bei 18°0,7044 Volt?).
MiBt man nicht gegen die % Wasserstoffelektrode, sondern

gegen eine Kalomelelektrode (1/10 oder geséttigt), so lauten die

Gleichungen:
1' _ 0’3665_:ﬂtL" b . 180
ba 00577 (el 18)
q 79,1 = B M K gegen *[,,-n-Kalomelelektrode,
un
0,4568 — attigt
_0,4568 — 7 gesittig (bei 189)

2. -
- Pn 0,0577

1) Als Temperaturkoeffizient (zwischen 18° und 25°) kann — 0,77
Millivolt angesetzt werden.
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7 gesittigh = EM K gegen gesittigte Kalomelelektrode. (Die
Kalomelelektrode bildet den negativen Pol der Kette.)

Zur Messung gibt man zu der
zu untersuchenden Ldsung -etwas
Chinhydron (Kahlbaum) ca. 0,1g,
schiittelt ein wenig um und taucht
einen blanken Platindraht oder ein
Platinblech in die Lésung. Es wird
ausdriicklich betont, daB bei der Chin-
hydronmessung die Elektroden unpla-
tiniert verwandt werden. Eine Mikro-
chinhydronelektrode hat Ettisch?)
beschrieben (Abb. 40). Als Bezugs-
elektrode kann jede bekannte Elek-
trode dienen, auch eine Chinhydron-
elektrode, die eihe Losung mit einer
genau bekannten [H'] enthilt, z. B.
nach Veibel eine Losung von
0,01-n-HCI+ 0,09-n-KCl. — p, dieser
Elektrodenfliissigkeit ist = 2,04. Die
Elektrodenfliissigkeiten werden, wie iiblich, durch elektrolytische
Stromschliissel verbunden?). Auch gibt es neuerdings Elektroden-
1) Ettisch: Zeitschr. f. wiss. Mikroskopie u. mikr. Technik Bd. 42
S. 302. 1925.

2) Herstellung elektrolytischer Stromschliissel nach E. Miiller. ,,Zwei
T-Rohre aus Glas werden am Ende ihrer langen Schenkel mit FlieBpapier
fest verstopft. Man trinkt ein wenig Filtrierpapier mit der Losung,
mit der das U-Rohr gefiillt werden soll und formt durch Rollen zwischen
den Fingern kleine Pfropfen. Nun stellt man die T-Rohre mit dem langen

Schenkel fest auf eine ebene Tischplatte, so daB dessen Offnung dadurch
verschlossen wird, und fiihrt von der entgegengesetzten Seite nacheinander

Aciditéts-
Enzym Bemerkung optimum d.
Wirksamkeit
Lipasen Pankreas 8
menschl. Serum 8
Frauenmilch 8
Darm, Siugling 8,6
. Magen, Saugling 5—4
ungereinigt Serum 8
Pankreas (Mensch u. Hund) 6,95—8
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gefaBle, die Bezugs- und Ableitungselektrode gemeinsam ent-
halten?!).

Losungen, die stark eiweiBhaltig sind, kénnen einen nicht un-
betrichtlichen Eiweilifehler geben. Da andererseits diese Lsungen
gut gepuffert sind, so wird man durch Verdiinnen, ohne Anderung
der [H'] die Eiweillkonzentration soweit herabsetzen kénnen, daf
der Fehler nicht in Betracht kommt. In allen Fallen erhélt man bei
einem p,, der kleiner als 7,5 ist, gute Resultate. Organbreie lagsen
sich nicht gut mit einer Platinelektrode und Chinhydron messen.
Bei Blut lieB sich durch Einfithrung der Goldelektrode die Chin-
hydronmessung durchfiihren. Lecithinsolein0,1prozentiger Konzen-
tration sind mit Chinhydron gut meBbar. Caseinlgsungen und
Molkereiprodukte sind ebenso ohne jeden Fehler mefbar?).

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

mehrere Propfchen ein, die man jedesmal mit einer breiten Stricknadel
moglichst feststampft, bis der Schenkel etwa 0,5 cm hoch damit erfiillt ist.
Danach verbindet man beide Querschenkel mit einem Stiickchen
Gummischlauch und fiillt das so entstandene H-Rohr bis etwas iiber
dieselben mit dem Elektrolyten mit Hilfe eines Capillartrichters. Schliefilich
wird iiber die noch offenen Enden ein lingerer Gummischlauch geschoben.
Vorausgesetzt, daB das Filtrierpapier recht fest eingestampft wurde, hilt
dieser Stromschliissel seinen Inhalt wochenlang; eine Diffusion durch
denselben fallt auBler Betracht, sein Widerstand 1lifit sich in méBigen
Grenzen halten.* Vgl. Miiller: Elektrochemisches Praktikum, 4. Auflage.
1924, S.19, Abb. 10. Dresden und Leipzig.

1) Siehe Biochem. Zeitschr. Bd. 159, S. 76.

2) Kolthoff: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 144, 8. 259. 1925. Vgl.
auch Fr. Auerbach und E. Smolczyk: Zeitschr. f. physikal. Chem. Bd.
110, S. 65. 1924.

Autor Schriftstelle Weitere Literatur

Biochem. Zeitschr. Takata: Bioch. Journ.
Bd. 45, S.284. 1912 | (Japan)Bd.1,8.107.1922
Davidsohn

| Biochem. Zeitschr.
| Bd. 49, S.249. 1913

Rona u. Bien Biochem. Zeitschr. Rona: Bioch. Zeitschr.
Bd. 59, S.100. 1914 |Bd.33,S.413.1911.Rona
und Bien: (Pankreas
v. Rind) Biochem. Zeit-
schr, Bd. 64, S.13. 1914

Rona u. Pavlovic Biochem. Zeitschr. !
Bd. 134, S.108. 1923 |
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Aciditéts-
Enzym Bemerkung optimum d.
Wirksamkeit
Schweinepankreas 8—9
abhingig v.
Aktivatoren
iniat Lipase aus Pankreas u. Magen 8—9
gerelnig des Schweines
In hoheren Pflanzen aus Ricinus - 4,7—5,0
i
i
Acetatpuffer (0,5—0,1 norm.) J 5,0
Amylasen Chlorid-A. 6,7 | 6
Nitrat-A. 6,9
Phosphat-Sulfat
Acetat-A. 6,1—6,2
In héheren Tieren Pankreas i 6,8
i 6,8
Speichel 6,5
(PO,. Puffer)
Leber ‘ 6,9
(0,3 norm.
PO,-Putfer)
In Pflanzen. . . . . . . Malz 5,0
» 4,9
Kartoffel 6—7 (?)
Bohnen 5
Asperg. Oryzae 4,8
Maltase: aus Bierhefe | 6,2—6,8

resp. a-Methylglucosidase |
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Autor

Schriftstelle

Weitere Literatur

Willstatter, Wald-
schmidt-Leitz und
Memmen

Willstatter und Mem-
men

Haley und Lynau

Willstatter u. Wald-
schmidt-Leitz

Michaelis und Pech-
stein

Shermann, Thomas
und Baldwin

Willstdatter, Wald-
schmidt-Leitz,
Hesse

Hahn und Michaelis

Ernstréom

0. Holmbergh

Euler u. Svanberg
Adler
Falk
Sjoberg

Sherman,
Baldwin

Thomas,

Rona und Michaelis

Zeitschr. £. physiolog.
Chem. Bd. 125, S. 93 u.
132. 1923

Zeitschr. f. physiolog.
Bd. 133, S.229. 1924

Journ. of the Americ.
chem. soc. Bd. 43, S.
2664. 1921

Zeitschr. f. physiolog.
Chem. Bd. 134, S.161.
1924

Biochem. Zeitschr.
Bd. 59, S.77. 1914

Journ. of the Americ.
chem. soc. Bd. 41,
S. 231. 1919

Zeitschr. f. physiolog. |

Chem. Bd. 126, S. 143.
1923
Zeitschr. f. Biol.

Bd. 73, S.10. 1921
Zeitschr. f. physiolog.
Chem. Bd. 119, S. 190.
1921
Zeitschr. f. physiolog.
Chem. Bd. 134, S. 68.
1924.

Zeitschr. f. physiolog.
Chem. Bd. 112, S. 193.
1921
Biochem. Zeitschr. Bd.77
Journ. Gen. Phys.
Bd. 2
Biochem. Zeitschr.
Bd. 133, S.218. 1922
Journ. of the Americ.
chem. soc. Bd. 41, S.231.
1919

Biochem. Zeitschr.
Bd. 57, 8. 70. 1913;
Bd. 58. S. 148. 1913

Rona, Fermentmethoden.

|
I

Willstatter und Mem-
men: Zeitschr. f. phy-
siolog. Chem. Bd. 129,

S. 1. 1923

DieausJalanders Zah-

len (Biochem. Zeitschr.

Bd. 36) berechnete Aci-

ditat 3,7—2,9 ist zu
hoch

Michaelis (Mono-
graph.) 6,7—5.
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Aciditits-
Enzym Bemerkung optimum d.
Wirksamkeit
6,8
Saccharase in tier. Organen Darm (Mensch) 5—17
in Pflanzen . . . . . . Kartoffel 4
in Hefen . . . . . 52,19 4446
22,30 4,2
in frischen Hefezellen 4,2—5,2
in Takadjastase . . . . . 5,0—5,5
in Penicill. glaucum. 5
Lactase: | in Emulsin 4,246
} in Milchzuckerhefen 7
i
|
B-Glucosidase . . . . . . . ] Substrat Salicin 44
\
1
4,7
44

} Substr. f-Methylglucosid
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Autor Schriftstelle Weitere Literatur
Willstitter, Kuhn, Zeitschr. f. physiolog. | Willstatter und Stei-
Sobotka Chem. Bd. 134, 8.224.| belt: Zeitschr. f. phy-

Euler und Svanberg

Falk

Sérensen

Michaelisund David-
sohn

Euler und Emberg
Kuhn
Euler, Josephson u.

Soderling
Avery, Cullen

Willstdatter und Csa-
nyi

Willstatter und Op-
penheimer

Vulquin

Helferich

Willstatter und Csé-
nyi

1924

Zeitschr. f. physiolog.
Chem. Bd.115, 8.43,
1921
Gen. Phys. Bd. 2

Biochem. Zeitschr.
Bd. 21, S.131. 1909

Biochem. Zeitschr.
Bd. 35, S.386. 1911

Zeitschr. f. Biol.

Bd. 69, S.349. 1919
Zeitschr. f. physiolog.
Chem. Bd.129,8.57.1923
Zeitschr. f. physiolog.

Chem. Bd. 136 ‘
Jl. exp. Med. 32. 1920,
JI. exp. Med. 35. 1922

Zeitschr. f. physiolog.
Chem. Bd. 117, S.172.
1921
Zeitschr. f. physiolog.
Chem. Bd. 118, S.168.
1922

Soc. Biol.
Bd. 70, S. 270, 763.1911.

Zeitschr. f. physiolog.
Chem. Bd. 117, S.159.
1921
Zeitschr. f. physiolog.
Chem. Bd. 117, S.172.
1921

siolog. Chem. Bd. 115,
S.199. 1921

Euler und Myrbéck:

| Zeitschr. f. physiolog.
{Chem. Bd. 120, 8. 1.

1922. Euler, Joseph-
son und Myrbick:
Zeitschr. f. physiolog.
Chem. Bd. 134. 1924

| Fischer, E.: Zeitschr. f.

physiolog. Chem. Bd.

107, S.176. 1919. Ver-

schiedene f-Glucoside,
Mittel 5

Willstatteru. Oppen-

heimer: Zeitschr.f.phy-

siolog. Chem. Bd. 121,

S5183.1922. Verschiedene

B-Glucoside 4,4 bis 5,3.
6*
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Aciditats-
Enzym Bemerkung optimum d.
Wirksamkeit
Urease . . . . .. ... pr-Optimum #ndert sich etwas| 7,2—7,5
mit der Harnstoffkonzentrat.
Magen-Pepsin . . . . . Verdauung von Acidalbumin| 1,6—1,8
bei 37°
Verdauung von Edestin bei 37° 14
Eier-Albumin 2,2—2,5
Gelatine 2—2,8
Serum-Albumin 2,0
Hydrolyt. Bestandteile des Substrat Casein 5
Chymosing . . . . . . .
Pankreas-Trypsin
verschiedene Substrate 7,4—10
Gelatine 8,2—8,7
Pankreatin (Trypsin-Erep- | Peptonspaltung 37°, Formol- 8
sin-Mischung) methode 37°
8
Tryptase aus Rindsdarm Casein 37° 9
Erepsin aus Schweinsdarm | Substrat Glyeylglycin 37° 8,6
Erepsin (Hefeprefsaft) Glycylglycin 37° 7,8
Proteolyt. Enzyme im Auto-| Setzt sich nach Dernby zu- 6

lyse-Saft der Hefe (Enzym-
gemisch nach Vines)

sammen aus: Pepsin Opt. 4,5,
Tryptase Opt. 7,0, Ereptase
Opt. 7,8
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Autor Schriftstelle Weitere Literatur
v. 8lyke und Zacha-| Biol. Chem, Bd. 19, |Lévgren: Biochem.

rias

Sérensen

Michaelis und Men-
delsohn
Northrop

Gyemant

van Dam

Northrop
Waldschmidt-Leitz
Michaelis

vidsohn
Kurt Meyer

und Da-

Hedin

Euler

Dernby

Dernby

S.181. 1914

Biochem. Zeitschr.
Bd. 21, S.131. 1919

Biochem. Zeitschr.
Bd. 61, S.1. 1914
Journ. of gen. physiol.
Bd. 2, S.113. 1920;
Bd. 3, S.211. 1920

i Biochem. Zeitschr.
Bd. 105
Zeitschr. f. physiolog.
Chem. Bd. 61, 8. 147.
1909
Journ. of gen. physiol.

Bd. 5, S.263. 1922
Zeitschr. f. physiol. Che-
mie. Bd.132,S.181.1924

Biochem. Zeitschr.
Bd. 36, S.280. 1911
Biochem. Zeitschr.

] Bd. 32, S.274. 1911

| Zeitschr. f. physiolog.

Chem. Bd. 130, S. 45.

1923
Ze itschr. f. physiolog.
Chem. Bd.51, 8.213.
1907
Meddel. fra Carlsberg
laborat. Bd. 11, S.139.
1916
Inaug.-Diss. Stockholm
1917

Zeitschr. Bd. 119, S.
215. 1921 u. Bd. 137.
S. 206. 1923. Rona u.
| Gyorgy: Biochem.Zeit-
i schrift Bd. 111, S. 115.
1920

Michaelisund David-

sohn: Zeitschr. f. exp.

Pathol. u. Therapie Bd.
8, S.2. 1910

Ringer: Arch. neer-
|land. de physiol. de
homme et des anim,
| Ferner Zeitschr, f. phy-
| siolog. Chem. Bd. 95 u.
| Kolloid-Zeitschr. Bd. 19
: Okada: Journ. of bio-
chem. Bd. 10

Palitzschu.Walbum:
Biochem. Zeitschr. Bd.
47, 8. 1. 1912; Opt. 9,7
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‘ \
g i Aciditats-
Enzym | Bemerkung | optimum d.
( | Wirksamkeit
; |
Proteolyt. Enzyme im Hefe-| Spaltung von Polypeptiden. : 6,7—8,5
Mazerationssaft Opt. nach Abderhalden u. |
Fodor abhéngig von Substrat “
Proteolyt. Enzyme im Auto-| Setzt sich nach Dernby zu- |
lysesaft von tier. Geweben| sammen aus: Pepsin Opt. 3,0 |
und Leukocyten bis 3,5, Trypsin Opt. 7,8, Erep- |
sin Opt. 7,8 |
Leber . . . . .. .. [ 3,6—3,9
Proteolyt. Enzyme verschie-
dener Organe: ;
Pferdenieren . . . . . a) Casein ‘ 4,3—5,6
b) Pepton .
Lymphdriisen . . . . . a) Casein 5,5
b) Casein : 9-—10
} ¢) Pepton ‘ 8
Miz . . . ... ... ‘ a) Casein | etwa 5,4
b) Casein ‘ 8,8
c¢) Pepton ; 7,5—8.,5
Chymosin . . . .. .. Optimum d. Labfillung des | 6,4—6,0
Caseins in Gegenwart v. Ca.
C5(Y
Umwandl. Casein in Paracas.| 6,0—6,4
Enzym-Komplex d. al-|in lebend. Hefe ohne Stick-j 4,6—5,5
kohol. Géarung stoffnahrung 28° i ]
mit Hefenwasser (Co-Enzym | 4,5—6,5
u. Stickstoffnahrung) 28°
)
in Trockenhefe . . . . . ‘\ T 6,2—6,8
1
Katalase . . . . .. .. Leber 0° J‘ 7
1
18%: Abhéngig von Neutral- ‘ etwa 7
] salzen ;
( Leber | etwa 7
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Autor \ Schriftstelle

Weitere Literatur

Abderhalden und

Fermentforschung Bd.1,
Fodor

S. 533.1916. Siehe dazu
Dernby: l.c.

Rona und Mislo- |
witzer

Biochem. Zeitschr.
Bd. 140, S. 517. 1923

Hedin

Bd. 122, Chem. S. 307.

Zeitschr, f. physiolog.
1922

Zeitschr. f. physiolog.

}Chem. Bd. 125, S. 289.

1923

|

Biol. Chem. Bd. 54,
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Aktivatoren und Paralysatoren.

Alle Stoffe bekannter oder unbekannter chemischer Zusammen-
setzung, welche die Geschwindigkeit des Umsatzes erhShen (also
auch fiir die Anfangsgeschwindigkeit —0) konnen Aktivatoren ge:
nannt werden, und wenn sie die Geschwindigkeit herabsetzen, Para-
lysatoren. Der Mechanismus dieser Forderung oder Hemmung ist
sehr hiufig unbekannt. Als Moglichkeiten kommen in Frage:
Anderung der aktuellen Aciditdt, Salzwirkungen, Anderung der
Dissoziation des Substrates und der des Fermentes, Anderung
der Affinitdt von Enzym oder Substrat, Beeinflussung der Ad-
sorptionsbedingungen (Adsorptionsherstellung oder Verdringung
[Lipasen]). Aktivator bekannter Konstitution ist z. B. das Koch-
salz als Aktivator fiir die tierischen Amylasen (s. diese), von un-
bekannter Konstitution sind das Co-Enzym der Gérung und die
Enterokinase des Trypsins.

Bei den Paralysatoren kann man unterscheiden zwischen
Hemmungen reversibler und irreversibler Natur. Eine reversible
Hemmung ist z. B. die Hemmung der Saccharasewirkung durch
Silbersalze!). Ein anderes Beispiel ist die Hemmung der Kata-
laseeinwirkung durch HCN?) oder die Hemmung einzelner Lipa-
sen durch Alkaloide, bes. Chinin®). Besonders schon laBt sich
eine reversible Vergiftung am Beispiel der Wirkung von KCN
auf die Katalasewirkung zeigen (vgl. S. 303).

Hier wiren auch die sogenannten spezifischen Hemmungen
durch die Abbauprodukte zu erwihnen, die in ihrer GréBenordnung
zuerst von Michaelis bestimmt wurden?).

1) Euler u. Svanberg: Fermentforschung Bd. 3, 8. 330; Zeitschr. f.
physiolog. Chem. Bd. 114, 8.1137. — Euler u. Myrbéack: Zeitschr. . phy-
siolog. Chem. Bd. 121, S.177. — Euler u. Walles: Zeitschr. f. physiolog.
Chem. Bd. 132, S. 167.

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

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

4) 8. z. B. Willstatter u. Kuhn: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 115,
8. 180 und Kuhn: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 125, 8. 28 und Bd. 125,
S. 1.



Spezieller Teil.

A. Fettspaltende Fermente (Esterasen, Lipasen)v.

Die Esterasen bzw. Lipasen spalten Fette und einfache Ester
in ihre Komponenten Alkohol (Glycerin) und Sduren. Pankreas-
lipase, Leberlipase und Magenlipase verhalten sich stéreochemisch
verschiedenen racemischen Substraten gegeniiber verschieden, sind
also als verschiedene Fermentarten zu betrachten.

Die Pankreaslipase verschiedener Tiere wirkt gleichméafig auf
Fette und Tributyrin, Triacetin, Methylbutyrat, wihrend die
Leberlipase niedere Ester sehr gut, Neutralfette (z. B. Olivenol)
sehr schlecht angreift. Wie Pankreaslipase verhilt sich die Magen-
lipase.

Pankreaslipase.

Als Substrate verwendet man natiirlich vorkommende Fette
(Olivensl) oder synthetische Ester (Tributyrin, Monobutyrin, Tri-
acetin usw.). Alle Glycerinester sind durch Pankreaslipase spaltbar;
aromatische Ester werden kaum angegriffen. Auch auf Isobutter-
sdureester und andere Verbindungen mit verzweigter Kohlenstoff-
kette wirkt sie sehr trige. Die Pankreaslipase ist vollig klar 16slich
in Wasser; ebenso in Glycerin. In Glycerin ist sie bestindig,
in Wasser unbestdndig; daher sind rein wiisserige Ausziige
fiir praparative Zwecke nicht zu empfehlen. Nach Willstatter
und Memmen hemmen Proteine und gallensaure Salze im sauren,
fordern dagegen im alkalischen Gebiet. CaCl, ist im sauren Ge-
biet ohne Wirkung, im alkalischen wirkt es aktivierend. Auch die
Olsiure hemmt im sauren Gebiet; Alkohol und Glykol wirken
intensiv schédlich, wie iiberhaupt alle capillaraktiven Stoffel)?2).
Glycerin wirkt bis 30%/, aktivierend, sowohl bei Olivensl als auch
bei Methylbutyrat als Substrat.

Foérderung und Hemmung sind aber auch von den Substraten
abhiingig. Auf die Tributyrinhydrolyse iibt das Albumin in Gegen-
wart von Natriumoleat einen aktivierenden Einflu8 aus.

1) Vgl. Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 125, 8. 93. 1922 und Bd. 129,
S. 1. 1923: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 133, S. 229. 192,
2) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 133, S.229. 1923.
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Darstellung: a) Nach Rosenheim?). Frisches, feingehacktes
Schweinepankreas wird mit 2 Gewichtsteilen Glycerin angeriihrt
und nach 24 Std. durch ein feines Tuch koliert. Von der stark
opalescierenden Fliissigkeit wird ein Teil, z. B. 30 ccm, mit der
10fachen Menge destillierten Wassers vermischt. Damit der ent-
standene Niederschlag sich absetzt, sduert man mit Essigsdure bis
zur eben schwach sauren Reaktion gegen Lackmus an, hebert
oder gieB3t dann am folgenden Tag die klare Fliissigkeit vom Nieder-
schlag ab, versetzt ihn nochmals mit 300 ccm Wasser, wenn nétig
nochmals unter Zusatz von sehr wenig Essigsdure. Nach einiger
Zeit wird wieder dekantiert, die iibrigbleibende Fliissigkeit mit
dem Niederschlag auf gehirtetem Papier abgenutscht und auf
dem Filter noch einige Male mit destilliertem Wasser ausgewaschen.
Der Niederschlag wird in einer kleinen Reibschale mit 20 ccm
Glycerin verrieben, wobei er fast in Losung geht, und die nicht
filtrierte Losung wird direkt zum Versuch verwendet.

b) Nach Willstdtter und Waldschmidt-Leitz2). Als Aus-
gangsmaterial dient das bei Trypsin S. 234 beschriebene Trocken-
pulver aus Schweinepankreas. Das Pulver wird, wie dort geschil-
dert, mit der 16fachen Menge 87 proz. Glycerins ausgezogen. Von
der Hauptmenge der ungeldsten Driisensubstanz wird der Glycerin-
extrakt durch Zentrifugieren bei hoher Tourenzahl getrennt, der
noch stark getriibte Glycerinauszug mit Wasser verdiinnt und
durch erneutes Abschleudern geklirt. (Will man die triiben Gly-
cerinextrakte verwenden, so sollen diese unmittelbar vor dem
Versuch mit Wasser versetzt werden.) Z.B. werden aus 100 g
des Pankreaspulvers durch 4—8 stiindiges Digerieren mit Gly-
cerin bei 30° nach 1/, stiindigem Zentrifugieren bei hohen (z. B.
6000) Umdrehungen in der Minute anndhernd 1600 cm? triiber
Rohextrakt gewonnen. Von dem Glycerinauszug wird ein bestimm-
tes Quantum (z. B. 500 cm®) mit der 5fachen Menge Wasser ver-
setzt. Der entstandene Niederschlag wird durch kurzes Zentrifu-
gieren bei geringer Tourenzahl (2500 Touren) abgetrennt.

Die Lipase 1aBt sich aus den Glycerinausziigen durch Alumi-
niumhydroxyd und durch Kaolin leicht adsorbieren. Der Ad-
sorptionswert ist die Enzymmenge in Lipaseeinheiten (vgl.
S. 100 und 102), die von I g Adsorbens unter bestimmten Bedin-
gungen aufgenommen wird. Anders wie beim Invertin, das mit
steigendem Reinheitsgrad viel reichlicher adsorbiert wird, findet
man bei Lipase kein Anwachsen des Adsorptionswertes bei stei-

1) Nach Pekelharing, C. A.: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 81,

S. 356. 1912. .
%) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 125, S. 132, 175. 1922.
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gendem Reinheitsgrad und bei gréferer Verdiinnung. Die Begleit-
stoffe iiben also einen verhdltnismaBig geringen Einfluf auf
die Adsorption der Lipase aus, und zwar keinen hemmenden. Beim
Eluieren der Adsorbate ist die Abhéngigkeit von den Begleitstoffen
groBer. Fir den Gang der Adsorption soll hier ein Beispiel aus
der Arbeit von Willstdtter und Waldschmidt-Leitz gegeben
werden.

Erste Adsorption. Ein durch Verdiinnen mit Wasser und
Zentrifugieren gekliarter Glycerinauszug (2930 cm® mit }397 Li-
paseeinheiten) wird mit !/,,, des Volumens an n-Essigsiure
angesduert (30 cm®) und mit einer Tonerdesuspension der Dar-
stellung B geschiittelt (vgl. S. 141) (750 cm3 mit 6,975 g Al,0;). Es
wird 5 Min. bei 2500 Umdrehungen zentrifugiert. In der Rest-
16sung sind nur noch 10%, der urspriinglichen Lipasemenge.

Erste Elution: Das Adsorbat wird in den Zentrifugengldsern
mit 1200 em3 20 proz. Glycerin gewaschen und darauf zweimal
mit je 600 cm?® ,,Ammonphosphat‘ eluiert (2!/; basisch. Ammon-
phosphat: 57 Volumteile 1proz. Diammonphosphatlésung, 3 Teile
n-NH; und 40 Teile 87 proz. Glycerin). Die in der Zentrifuge vom
Tonerdeschlamm abgetrennten (10 Min. 3600 Umdr.) Elutionen
werden zur Stabilisierung mit 1/, des Gesamtvolumens an 87 proz.
Glycerin versetzt, da in wisseriger Losung Fermentverluste ein-
treten (Glyceringehalt: 509/,). Die Elution enthielt 2/, der an-
gewandten Lipase, begleitet von nur 31/,°/, der anfangs vor-
handenen Amylase. Zur zweiten Adsorption wird zuerst die
Phosphorsiure entfernt. Die 509/, Glycerin enthaltende Elution
(1550 cm?®) wird mit Wasser (2820 cm3) verdiinnt und mit gleichen
Teilen n-NH,Cl und n-NH, (je 54 cm?) versetzt. Unter kriftigem
Umschiitteln wird die Phosphorsiure mit 10proz. Magnesium-
acetlosung (116 cm3) ausgefillt.

Zweite Adsorption. Das phosphatfreie Filtrat (4350 cm3)
wird mit n-Essigsiure (50 cm?) angesiuert, mit 700 cm?3 Tonerde-
suspension (6,510 g Al,0, Sorte B) geschiittelt und abzentrifugiert
(5 Min., 3400 Touren).

Zweite Elution. Das Adsorbat wird sogleich zweimal mit
je 500 cm® ,,Ammonphosphat® eluiert, die Losungen abzentri-
fugiert (5 Min., 3600 Touren) und vereinigt. Die Elution enthielt
359/, der Lipase des geklirten Glycerinauszuges.

Das Resultat kann noch verbessert werden, wenn die Konzen-
tration des Glycerins bei Ausfillung der Phosphorsiure nur 10 bis
159/, betrigt und das Féllungsmittel langsam unter kraftigem
Umschiitteln eingetragen wird.

Eine weitere Reinigung des Fermentes gelingt durch Adsorp-
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tion mittels elektroosmotisch gereinigtem Kaolin (von der Elektro-
Osmose A. G., Wien); dabei verschwinden die Eiweillreaktionen
des Préaparates, und die enzymatische Konzentration wird um
das 8fache gesteigert.

Beispiel 1): Als Ausgangsmaterial dient die 509/ Glycerin ent-
haltende, durch zweimalige Adsorption und Elution mittels AlL,O,
bzw. Ammonphosphat gereinigte Losung. Diese (1600 cm® mit
1152 Lipaseeinheiten) wird mit dem gleichen Volumen Wasser
verdiinrt und mit n-Essigsdure (40 cm3) angesduert. Mit 300 cm3
einer Suspension, die (72 g) elektroosmotisch gereinigtes Kaolin
enthilt, wird geschiittelt, 10 Min. lang bei 2500 Umdr. zentrifu-
giert und das Adsorbat ohne Waschen sogleich in den Zentri-
fugengldsern zweimal mit je 400 cm? ,, Ammonphosphat an-
gerithrt. Die Elution wird durch Zentrifugieren vom Schlamm
getrennt, wobei sich die Hauptmenge fest zusammenklumpt,
wihrend manchmal ein Teil des Kaolins kolloidal in Lésung
geht. Die Lipaselosung (770 cm3?) stabilisiert man zur Aufbe-
wahrung iiber Nacht, indem man sie durch Zusatz von Glycerin
(260 cm?, 87 proz.) auf einen Gehalt von 50°/, bringt. Die ge-
samte Elution enthilt 65°, vom angewandten Enzym. Die
Klarung der Enzymlosung gelingt durch Absaugen auf gehértetem
Filter, das mit einer diinnen Haut von Kieselgur bedeckt ist.

Zur weiteren Reinigung dient eine Adsorption mittels einer
feinen Suspension von Tristearin oder Cholesterin. Diese Sus-
pension wird hergestellt, indem man 1 Teil Stearin oder Cho-
lesterin auf 15 Teile 87 proz. Glycerin gibt und darin schmilzt.
Beim Erkalten mufl die Losung kriftig geschiittelt werden. Phos-
phat wirkt der Adsorption durch Tristearin entgegen. — Die Iso-
lierung der Lipase aus diesen Adsorbaten erfolgt durch Auflésen
des Tristearins oder Cholesterins in Benzol.

Beispiel 2): Je 600 cm?® einmal durch Tonerde gereinigte Lipase-
l6sung, deren Anfangskonzentration an Glycerin durch Ver-
diinnen von 50 auf 209/, herabgesetzt wurde, werden mit a) 15 g
Tristearin, b) 15g Cholesterin in je 225 cm? 87 prozentigem Glycerin
fein verteilt, 10 Min. lang unter hiufigem Schiitteln behandelt.

Die Restlosung wird durch gehértete Filter abgesaugt. Die
Adsorbate (die 70/, der angewandten Lipase enthalten) werden
sorgfiltig mit Wasser gewaschen und das Préaparat 2—3 Tage im
Hochvakuum zur Gewichtskonstanz getrocknet. Das Heraus-
losen des organischen Adsorptionsmittels geschieht mittels Benzol
(je 250 cm?®), das ungeloste Ferment wird mittels der Zentrifuge

1y Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 125, S. 182.
2) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 125, 8. 191.
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getrennt, wiederholt in den Zentrifugenglisern mit Benzol, abso-
lutem Alkohol und reinem Ather gewaschen und getrocknet. Es
sei bemerkt, daB mit der Dialyse der glycerinhaltigen Enzymldsung
eine irreversible Inaktivierung der Lipase einhergeht.

Leberlipase.

Darstellung nach Willstdtter und Memmen?). Wie
bei der Fermentdarstellung aus Pankreas, wird die Leber (meist
vom Schwein) mit Aceton getrocknet und das Ferment darauf
mit Wasser oder Glycerin in Losung gebracht. Die Lipase wird
aus dem Organpulver am besten mit Ammoniak ausgezogen, und
zwar empfiehlt es sich, 1 g Pulver mit 50 cm? 0,025-n-NH; anzu-
rithren; man 146t 1/,—2 Std. stehen und zentrifugiert; diese
Behandlung wird mehrere Male wiederholt. Die erhaltenen Lo-
sungen werden vereinigt und im warmen Luftstrom abgedampft.
Reinere Esteraselosungen gewinnt man mit Glycerin, sie waren
aber fiir die folgenden Reinigungsoperationen wenig geeignet. Beim
Fallen mit Alkohol und Ather verlor das Enzym seine Wirksamkeit.

Man kann mittels Kaolin oder Tonerde aus saurer Losung bei
p,=42 bis 4,4 (eingestellt mit Amimonacetat-HEssigsdure-
mischung) den groBiten Teil der Lipase adsorbieren.

Beispiel!): Durch Ausziehen mit verdiinntem Ammoniak und
Abdampfen gewonnenenes Préparat, 15g, werden in 1800 cm?®
Wasser unter Zusatz von 30 cm? 0,25-n-NH, gelost und nach Ver-
setzen mit 30 cm3 n-Essigsiure mit 15 g elektroosmotisch gerei-
nigtem Kaolin adsorbiert (zu 909/,) und abzentrifugiert. Mit
0,25-n-Ammoniak (1500 cm?®) wird das Adsorbat eluiert, sofort
zentrifugiert und im Vakuum?) auf 1/,, seines Volumens ein-
gedampft. Die Lésung wurde auf der Nutsche durch eine diinne
Schicht von Kieselgur klar abgesaugt. In allen Stadien der Reini-
gung waren die Losungen ohne Glycerinzusatz lang genug haltbar
und lieBen sich unter Erhaltung des Enzymwertes auch zur Trockne
eindunsten. Die Losung kann durch Elektrodialyse noch weicer
gereinigt werden; die von ausgeschiedenen Flocken in der Zentri-
fuge befrelte Losung hatte 15°/; von dem Ferment verloren®).

1) Ze1tsch1' f. physiolog. Chem. Bd. 138, S. 216 (237). 1924

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

3) Zur Elektrodialyse vgl. Willstitter u. Schneider: Zeitschr.f.
physiolog. Chem. Bd. 133, 8.193 (208). 1923; ferner Fricke, R.u. P. Kaja:
Ber. d. dtsch. chem, Ges. Bd. 57, S. 310. 1923/24.
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Beispiel fiir Adsorption mit Tonerde: 1,5 g wie oben gewonnenes
Priparat wurden unter Zusatz von 12 cm?® 0,25-n-NH; in 48 cm3
Wasser geldst, nach Anséuern mit 12 ¢cm3 n-Essigséure mit 40 cm3
Tonerdesuspension C (vgl. S. 141) (0,2452 g Al,O,) adsorbiert. Die
mit 100 cm?® 0,25-n-NH, gewonnene Elution rasch auf 76 cm3 ein-
geengt, durch Kieselgur filtriert (75°/, Ausbeute).

Der Zusatz von CaCl, mit’ Natriumoleat und Albumin wirkt
auf Leberlipase hemmend. Auch bei gereinigten Priparaten war
dies Verhalten zu beobachten.

Kriftig spaltende Priparate, die im Laufe eines Jahres ihre
Wirksamkeit behielten, stellte Knaffl-Lenz aus Rindsleber darl).
Der Preflsaft der Rinderleber wurde mit dem 3fachen Volumen
Glycerin versetzt und im Vakuumexsiccator iiber Kaliumhydroxyd
14 Tage stehen gelassen, wodurch den Extrakten der grofte Teil
des Wassers entzogen wurde. Durch scharfes Zentrifugieren konn-
ten 3 Schichten getrennt werden, von denen die mittlere, braunrote
Fliissigkeit die Lipase enthielt. Die Glycerinlgsung wurde nun auf
der Nutsche durch einen dicken Filtrierpapierbrei getrieben.—Dieser
Glycerinextrakt wurde bei den Versuchen von Athylbutyrat und
Monobutyrin benutzt. — Weitgehende Reinigung wurde so erzielt,
daB der Glycerinextrakt durch Zusatz von sekund. Natrium-
phosphat alkalisch gemacht wurde, dann mit Kaolin geschiittelt
und iiber Kieselgur filtriert wurde, das Filtrat wird mit CaCl,
und NaOH versetzt und nochmals filtriert. Das stark wirksame,
klare Filtrat gibt durch Zusatz von wenig Sdure (etwa p, = 6,2)
einen flockigen (enzymatisch fast unwirksamen) Niederschlag, der
abzentrifugiert wurde.

Magenlipase.

Darstellung nach R. Willstdtter und Fr. Memmen
und nach TR. Willstitter, F. Haurowitz und Fr.
Memmen?) Magen von Hund oder Schwein werden kurz
nach dem Schlachten herausgenommen, mit einem scharfen
Wasserstrahl gereinigt. Darauf wird nach Entfernung des Oeso-
phagus und des Pylorusteiles die Magenschleimhaut von der
Muskulatur und Tunica propria abgetrennt. Die Schleimhaut
wird zermahlen und in die doppelte Menge Acetons eingetragen.
Nach 2 Std. wird sie nochmals in dieselbe Menge frischen Acetons
gebracht. Das mit Ather und Aceton gewaschene und getrocknete
Material wird zu einem sehr feinen Pulver zermahlen. Der Kardia-
teil der Schleimhaut vom Schwein ist viel reicher an Lipase als

1) Zeitschr. f. exp. Pharmakol. u. Pathol. Bd. 97, S. 242. 1923.
2) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 133, S. 247 und Bd. 140, S. 203. 1924.
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der Fundusteil; beim Hund war eine Teilung in Kardia,
Fundus und Pylorus ohne Vorteil. Das so erhaltene Pulver
wird ca. 2 Std. mit der 50fachen Menge n/40 Ammoniak behandelt.
Die ammoniakalischen Ausziige sind unbesténdig, konnen aber
nach Einstellung einer schwach-sauren Reaktion mit n/2 Acetat-
puffer (p, = 4,7) haltbar gemacht werden. Durch Ausflockung
mittels Essigsdure wird ein groBer Teil des Fermentes mit dem
ausfallenden Mucin mitgerissen und kann mittels der Zentrifuge
abgetrennt werden. Der Bodensatz wird in n/40 Ammoniak
aufgelost, mit Essigsdure neutralisiert und der Elektrodialyse
unterworfen. Als AuBenflissigkeit dient n/100 Essigssure. Nach
kurzer Zeit erfolgt eine reichliche Ausflockung, zum groBen Teil
an der Membran, in der die Lipase zum groften Teil ent-
halten ist. Der Niederschlag wird in n/40 Ammoniak geldst, neu-
tralisiert, verdiinnt und durch Kaolin adsorbiert, und zwar durch
39y, bezogen auf die Menge der Losung. Die Elution wird mit
glycerinhaltigem, 22/,-basischem Ammonphosphat vorgenommen.
Weder am ammoniakalischen Auszug der frischen Schleim-
haut des Hundemagens, noch an den reineren Losungen wirken
Calciumoleat mit Albumin aktivierend. Bei der Schweinemagen-
lipase wirkte Natriumoleat aktivierend. Gegen glykocholsaures
Natrium verhalten sich die verschiedenen Priparate ungleich.
Zur Gewinnung der Darmlipase hat Hamsik!)dieabgeschabte
Schleimhaut mit Alkohol, Alkoholither, schlieSlich mit Ather
(zusammen héchstens 5 Stunden) behandelt, die auf dem Filter
zuriickbleibende Schleimhaut zwischen Filtrierpapier abgeprefit,
dann bei Zimmertemperatur getrocknet, in einer Reibschale zer-
rieben und durchgesiebt. Das Prédparat ist monatelang haltbar.

Serumlipase2).

Das Ferment wird bei fraktionierter Ausfillung der Globuline
bei 4/,;—%/;p Ammonsulfatsittigung mit der Globulinfraktion
mitgerissen und kann mit diesen Fraktionen mit Glycerin in
Losung gebracht werden. Beim Pferdeserum wird die Hauptmenge
bei 8/, Séttigung gewonnen, wihrend beim Menschenserum
zwischen 4/,y und ¢/, ein Unterschied nicht zu beobachten ist.
Die Globulinniederschlige werden durch Zentrifugieren von der
dariiberstehenden Fliissigkeit moglichst griindlich befreit und
dann in Glycerin aufgenommen (fiir 30—50 cm3 Serum 5—10 cm®
Glycerin).

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 59, S. 1. 1909.
2) Rona u. Petow: Biochem. Zeitschr. Bd. 146, S. 144. 1924.
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Ricinuslipase.

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

Nach Willstédtter und Waldschmidt-Leitz bereitet man
aus den geschilten Ricinusbohnen (Ricinus sanguineus) eine
Sahne, indem man sie in der Reibschale zu einer zdhen Paste
verreibt und allméhlich unter stindigem Reiben die 7fache Menge
Wasser in kleinen Portionen von 5—10 cm?® zufiigt. Die gebildete
Aufschwemmung wird 15 Min. bei etwa 3000 Umdr. zentrifugiert.
Dabei bilden sich 3 Schichten, von denen die obere, die Sahne,
abgeschopft wird. Der Bodensatz, der noch einen Teil der Sahne
enthdlt, wird derselben Behandlung noch einmal unterworfen.
Die Sahne wird am besten im Faust-Heimschen Apparat in
diinner Schicht mittels eines warmen Luftstromes auf 2/, ihres
Volumens eingedampft. KEs hinterbleibt eine o6lige Flissigkeit,
die fast die ganze in den Bohnen vorhandene Enzymmenge ent-
halt. Man kann durch eine sehr schonende Atherbehandlung des
so vorgereinigten Enzympraparates noch die enzymatische Kon-
zentration ohne erhebliche Verluste an Enzym steigern, indem
man es unter einer gerdumigen Glasglocke 36 Std. in einer Ather-
atmosphire 14Bt, dann mit 100 cm® Ather verdiinnt und
abschleudert. Das abgeschleuderte Enzym wird im Zentrifugen-
glase noch 3mal mit 30 cm® Ather gewaschen und im Exsiceator
getrocknet. :

Das p,-Optimum im ungereinigten Zustande liegt zwischen
4,7—5,0 (Willstéitter). Bei der Keimung verschiebt sich der
Reaktionsbereich nach der alkalischen Seite hin (p, = 6,8).
Die Wirkung wird durch’Aktivatoren nicht beeinfluf3t.

Bestimmungsmethoden.

Stalagmometrische Methode mnach Rona und
Michaelis?).

Prinzip: Man bestimmt die verseifende Kraft eines Fer-
ments an Estern als Substrat, die die Oberflichenspannung einer
wisserigen Losung stark herabsetzen, wihrend ihre Spaltungs-
produkte nicht oder kaum diese Eigenschaft zeigen. Die GroSe

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 134, S. 161 (205). 1924. (Vgl. hierzu
auch die Unterscheidung von Blastolipase und Spermatolipase.)

2) Biochem. Zeitschr. Bd. 31, S.345. 1911 und Rona: Handb. der
Biochem. Arbeitsmethoden 8. 302. 1915.
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der Oberflichenspannung wird mittels der Tropfmethode ge-
messen.

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

2. Gesittigte Tributyrinlésung. Man schiittelt 10 Tropfen Tribu-
tyrin mit 11 Wasser 1-—2 Std. nicht zu heftig im Schiittel-
apparat und laBt 12—24 Std. stehen, Mischungen, die
mehr als 2 Tage alt sind, sollen nicht angewandt werden.
Den ungelosten Anteil li3t man absetzen und filtriert
durch ein feuchtes Filter. Das klare Filtrat (die ersten
Teile werden verworfen) wird in einen Tropftrichter
gefiillt, damit man unabhéngig von den an der Ober-
fliche sich ansammelnden ungelésten Tropfen durch
das Trichterrohr die Losung entnehmen kann.

3. Pufferlésung von geeignetem p,.

Ausfiithrung: Man eicht zunéchst die Tropfpipette
(Abb. 41) fiir Wasser bei 18°, dann fiir die geséttigte
Tributyrin-Losung und weiter fiir ihre Verdiinnungen w

mit Wasser in Differenzen von10zu 10 °/, der gesittigten
Losung. Die so erhaltenen Tropfenwerte werden inein  v..___.
Koordinatensystem eingetragen. Aus der erhaltenen  avb. 41.
Kurve kann man den Tributyringehalt einer Lésung (in

Prozenten der gesittigten Losung) aus der Tropfenzahl bestimmen
[Abb. 42]. 1—2 cm?® der Fermentlosung werden mit 50 cm? Mono-
oder Tributyrinlésung unter Zusatz von 2 cm3 des entsprechenden
Puffers versetzt griindlichst durchgeschiittelt. Es wird sofort die
Tropfenzahl dieses Gemisches bestimmt, indem man die Tropf-
pipette bis zur Marke

aufsaugt (nicht mit dem Mg{,\
Munde!) und die abfal- 730 ~J
lenden Tropfen, die beim
Ausfliefen der Flissig-
keit zwischen den beiden

N
S
/

N
™~

Tropfenzah!
3

Marken der Capillare ge- 700
bildet werden, zahlt. In %
bestimmten Zeitinter- W0 90 80 7060 50 49 0 20 W 0

% Tributyrin=Sattigung

vallen, so oft der Ver- Abb. 42,

such es erfordert, wird

die Tropfenzahl abermals bestimmt, und man wiederholt dies je nach

Erfordernis. Statt die Tropfen direkt zu zihlen, kann man sie auch

auf einem mit Linoleum bespannten Brett auffangen, das man unter

der Capillare langsam wegzieht (Abb. 44). — Aus der Eichkurve

kann man den jeweilig noch vorhandenen Tributyringehalt ablesen.
Rona, Fermentmethoden. 7
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Beispiel: 50 cm?® gesittigte wisserige Tributyrinlésung wur-
den mit 3 cm3 Phosphatgemisch (/; molar)!) verschiedener Zu-
sammensetzung, dann mit 1 cm3
5fach verdiinntem Blutserum vom
Kaninchen versetzt. Die Tabelle
(S. 99) zeigt gleichzeitig den Ein-
fluB der H-Ionenkonzentration
auf die Schnelligkeit der Spaltung.
Bei stark alkalischer Reaktion,
etwa von p, = 9 an, miissen bei
der entsprechenden Reaktion
Kontrollversuche mit aufgekoch-
tem bzw. mit FNa versetztem
Blut bzw. Serum angesetzt wer-
den. Will man nicht bei Zimmer-,
sondern hoherer Temperatur ar-
beiten, so ist eine aus der
Abb. 43 ersichtliche Anordnung
zu empfehlen.

1y Zur Darstellung des 1/;3-m-
primiren Phosphates versetzt man
100 cm3® 1 mol. (dreifach normale)
Phosphorsdure mit 100 cm3 n-NaOH
und 100 cm3 destilliertem Wasser.
Zur Darstellung des 1/;3 m-sekundéiren
Phosphates werden 100 cm?® 1 mol.
Phosphorsdure mit 200 cm3 n-NaOH
versetzt.



99

Bestimmungsmethoden.

86 00T | 00T | 00T | SPT = 9FT | OFPT | 9% | €6°L | s-01-63°T HO®N-Y/, o1 :1eydseqq 3es o1

! , _iwmaeg aaooxommzﬁ JTUI ONSISA[[0IJUOT]
g8 €6 L6 00T | 88T | &PI | ¥%1 = 9%1 | 69% | <0169 ) u@ammoam SOIRUIL ¥
0L 98 96 00T | BET | 6ST | €FT | 9%1 | 989 | «-OI-0¥%1 “ “o1°0 ¢ ot
19 SL 68 00T | €8T | ¥6T | OFL . 9%1 | €9°C  +-01-01'C “ “oL0 “ “oor
44 oL 98 00T | 03T | 8T | 681 . 991 | 99°¢ = +-01-08'G “ “ 0Tt “ “o9
(4 4 oL 98 00T | 6IT | BET | 681 | 9%1 | 86'G | o-01-0G'1 ’ “ “ 0T ¢ ¢ “ 9
9¢ LG 08 00T | 91T | 98T | 981 | 9%I | 9%9 | .-OI-9G°C ﬁﬁmmonm "fos g‘g ‘qeqdsoyq ‘wmd ¢
- 9¢ 99 00T — 91T | OST . 9%T | 9L°L | s-0T-0LT ’ geydsoyq sergpunyjog
00T | 00T | 00T | 00T | 9%T ! 9%T | 9%% | 9PI | $0'8 | +-01-0&‘6 * geydsoyq "yes 007 :yeydsoyq ‘wud [

j umisg Eooxowﬁa JTUX YONSISAT[OIPUOT]
8¢ €L LL 00T | L3I | €8T | LST | 9%1 | 98°C | +-01-0S% T - “ “0g
ov ¢9 9L 00T | SII | 83T | #€1 | 991 | PI'9 . .-OT-€I'L “ “ : ¢ “.g
1€ 4 €9 00T | €IT | 03I | 681 | 9PI | 98°L | s-OT-0¥%°T yeydsoyd “¥os 001 :9eqdsoyq "wd [
00T | 00T | 00T | OO | 9%T | 9%I M 9%1 | 9%1 | 00°8 ' s-01-00°T yeydsoyq "yjes o1  :yeydsoyq ‘wud 1

,_ mmiog *9yo03e3me J1m qONSIDAT[OXYIOY]
8¢ 08 16 00T | L3T | 98I ‘ 51 | 991 | 809 . .-01-0§'8 ¢ “or o “ g
09 gL 68 00T | €81 | 8T | OPT | 9% | GL'Q | .-01-06°T + “r o “ “I
o¥ 99 g8 00T | 8IT | OST 7 86T | 9PT | 06°L | s-OI-08°T *  qeqdsoqq '¥es 01 :yeydsoyq ‘wid |
sv | ¥ | a1 o | 8 | ¥ | @l 0 wossowo
- B—— T - YOSLIJOWOI) o[
uenu
S e S ﬁmpﬂqgmm.wsq yosTmeg1ojendeyg
uIknqi], SOUOPUBYIOA [ezUeAoLL, d (H]




100 Fettspaltende Fermente (Esterasen, Lipasen).

Modifikation der Methode nach Willstatter und
Memmen?).

Prinzip: Es wird, wie bei der urspriinglichen Methode, bei
stark verdiinntem Ferment (im Serum und im Magensaft) die
Tributyrinhydrolyse stalagmometrisch verfolgt (bei p, = 8,6), aber
unter ausgleichender Aktivierung, mittels Albumin, Na-Oleat
und Calciumchlorid?).

Erforderliche Lésungen: 1. Fermentlgsung. 2. Tributyrin-
losung aus gereinigtem Préiparat (das Tributyrin des Handels ist
nicht rein). Ein Tributyrin ist rein, wenn man aus einer groBeren
Menge (5—10 g) beim Schiitteln mit 200 cm?® Wasser eine Losung
von derselben Tropfenzahl bekommt, wie aus 3 Tropfen Tributyrin.
3. Eieralbumin. 4. 2 proz. CaCl,-Lésung. 5. 2 proz. Na-Oleat-
I6sung. 6. Pufferlésung: 1 Teil 2,5-n-NH, + 8 Teile 2,5-n-NH,Cl],
P, = 8,6 bei 18°.

Ausfiithrung: Die durch Vorversuche ermittelte geeignete
Enzymmenge wird mit der Losung von 30 mg Eieralbumin (ge-
wohnlich 0,5—1 cm?), mit 0,5 cm? 2 proz. CaCl,-Losung (10 mg),
56 cm? Tributyrinlosung aus gereinigtem Priaparat und dann sofort
mit 2 cm? Puffer, sowie 0,5 cm3 Na-Oleatlgsung versetzt, so daBl das
Gesamtvolumen 60cm? betrigt. Darauf wird die Anfangstropfenzahl
gemessen und bei einer Temperatur von 20° die Abnahme in Ab-
standen von 20 Min. 3—4 mal bestimmt. Ist es notig, gréBere Mengen
verdiinnter, wisseriger Losungen zu analysieren, so kann man an
Albumin und der CaCl,-Losung etwas Volumen einsparen.

Als Einheit der Lipase fiir die Spaltung des Tribu-
tyrins wird diejenige Menge definiert, die unter den bestimmten
Bedingungen eine Abnahme der Tropfenzahl in 50 Min. um 20
bewirkt, das ist etwa die Hilfte der Differenz zwischen den
Tropfenzahlen von reiner Tributyrinlésung und Wasser (Butyrase-
einheit). Die Proportionalitidt zwischen Reaktionszeit und Enzym-
menge hat genaue Geltung3).

Titrimetische Methoden.

Nach Willstatter?) mit ausgleichender Aktivierung.
Prinzip: Die Lipasewirkung ist nicht nur von der Wasser-

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 129, S.1. 1923.

?) Es sei daran erinnert (S.94), daB die Leberlipase (besser Leber-
esterase) im Gegensatz zur Pankreaslipase durch diese Zuséitze nicht akti-
viert, sondern gehemmt wird.

3) Uber Lipase-Einheit vgl. ferner Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 125,
S.115. 1923; Bd. 129, S.23. 1913; Bd. 133, 8.237. 1924; Bd. 138, S.226 1924.

4) Willstatter, R.,,E.Waldschmidt-Leitz, Fr.Memmen: Zeitschr.
{. physiolog. Chem. Bd. 125, S 93 (S. 111). 1922.



Bestimmungsmethoden. 101

stoffionenk onzentration abhingig, sondern auch von den Begleit-
stoffen des Fermentes, die teils fordernd, teils hemmend wirken
(siehe oben). Um nun gut vergleichbare Resultate bei verschiedenem
Reinheitsgrad und verschiedener Herkunft der Lipase zu bekommen,
wird das Enzym durch geeignete Zusétze maximal aktiviert oder
gehemmt. Als solche dienen Albumin und Calciumechlorid, Albu-
min und glykocholsaures Natrium, Albumin und Calciumchlorid
und gallensaures Salz. Als Substrat dient Olivendl. Die ent-
standene Sdure wird mittels alkoholischer Kalilauge titriert.

Willstatter wendet 3 Bestimmungsweisen an:

1. Die meist angewandte Methode mit wechselndem p,,
beginnend im alkalischen und endend im sauren Gebiet unter
Aktivierung mittels Calciumchlorid und Albumin.

2., Im alkalischen Medium (p; = 8,9) unter Aktivierung
mittels Albumin und Calciumchlorid. Die entstehende Fett-
sdure erfordert eine grofere Puffermenge, die reinere Préparate
schadigt. Daher kann sie bei reineren Préparaten nicht angewandt
werden.

3. In konstant saurem Gebiet (p, = 4,7) unter ausgleichender
Hemmung mittels Albumin.

Ausfithrung zu 1: Man bringt das Enzymmaterial mit
Wagser auf 10 cm3® in eine weithalsige Flasche von 30 ¢cm3
Inhalt. Dann gibt man 2,5 g Olivensl (Verseifungszahl 185,5)
und 2 cm3 Pufferlssung (n-NH,-NH,Cl im Verhéltnis 1:2 also
0,66 cm® n-NH, + 1,34 cm® n-NH,Cl, p, = 8,9 bei 30% und
0,5 cm3 2 proz. Calciumchloridlésung und nach kurzem Durch-
schiitteln 0,5 cm3 3 proz. Albuminlésung hinzu. Die Mischung
wird regelmiBig und kriftig 3 Min. mit der Hand geschiittelt.
Danach kommt die Emulsion bei 30° in den Thermostaten
(wobei zu bemerken ist, da8 die Emulsionsform selbst nicht
etwa das Bedingende fiir die Spaltung ist und iiberhaupt die
Emulsion nur von geringer Bedeutung fiir die lipolytische
Wirkung ist). Die Bestimmung soll so eingerichtet werden, daB
die Hydrolyse zwischen 10 und 249/, fillt. Uberschreitet die
Spaltung 24 9/, so soll sie mit der halben Enzymmenge wiederholt
werden. Die Reaktion durchschreitet nach 8,5°/, Spaltung den
Neutralpunkt. Bei 249/, Spaltung, dem Endpunkt der Spaltung,
ist p, = 5,5.

Zur Titration der entstandenen Siure wird der Flascheninhalt
mit 96 proz. Alkohol in einen Erlenmeyerkolben gespiilt, so daf3
das Volumen der alkoholischen Fliissigkeit 125 cm3 betrégt. Die
Oltropfen, die noch an der Oberfliche schwimmen, 16st man auf,
indem man noch 20 cm?® Ather zusetzt. Die Wirkung der Lipase
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wird hierdurch sistiert. (In nur alkoholischem Medium schreitet
die Fermentwirkung noch langsam fort.) Als Indicator dienen
12 Tropfen 1 proz. alkoholischer Losung von Thymolphthalein,
es wird mit n/10—n/1 alkoholischer Kalilauge bis zu einem deut-
lich blauen Farbton titriert. Dabei werden auller der gebildeten
Fettsiure auch die Salzsiure des Ammonchlorids und die am-
photere Substanz der Proteingruppe aus der Driisensubstanz mit-
titriert. Der hierfiir abzuziehende Alkaliverbrauch wird in einer
entsprechenden Kontrolle ermittelt.

Als Lipaseeinheit (L. E.) wird die Menge Lipase bezeichnet,
die unter den oben charakterisierten Bedingungen (im Volumen
von 13 em3, enthaltend 2 ecm?® NH,-NH,Cl Puffer von p, = 8,9,
unter Aktivierung mit 10 mg CaCl, und 15 mg Albumin) bei 30°
in 1 Std. 24°/, von 2,5 g Olivend] (mit einer Verseifungszahl von
185,5) spaltet. Das Maf fiir die Konzentration der Lipase ist der
Lipasewert (L. W.), d. h. die Anzahl der Lipaseeinheiten in 1 Zenti-
gramm der Substanz.

Ausfithrung zu 2. Zur Fettspaltung bei alkalischer konstanter
Reaktion bedarf es groBer Puffermengen. Das Enzym wird mit
Wasser auf 10 cm3 gebracht und mit 2,5 g Olivendl versetzt. Es
wird mit 5 cm3 des aus (1,67 cm3) 5 n-NH, und (3,33 cm3) 5 n-NH,Cl
zusammengesetzten Puffers gemischt. Dazu kommen 10 mg CaCl,,
15 mg Albumin, je 0,5 cm? Wasser, so daBl die wisserige Fliissigkeit
16 cm3 betrigt. Die weitere Ausfithrung gestaltet sich wie unter
1. beschrieben. Nur ist wegen der groen Puffermenge stéirkere
Lauge (1,5-n-alkohol. KOH) erforderlich.

Ausfihrung zu 3. Das Enzym wird wieder aufl0 cm? verdiinnt
und dazu Pufferlésung (2,00 cm3 aus gleichen Teilen n/2-Essigsaure
und n/2-Na-Acetat, p, =4,7) gegeben. Als Substrat dient wieder
2,5g Olivend! (Verseifungszahl 185,5) mit 15mg Albumin. Es wird
3 Min. lang geschiittelt. Die Ausfithrung gestaltet sich weiter wie
unter 1. angegeben. Titriert wird mit 0,1-n-alkoholischer KOH.

Das Albumin wirkt bei saurer Reaktion hemmend; CaCl, ist
ohne Wirkung.

Bestimmungsmethode nach Khaffl-Lenz?).

Prinzip: Die Verseifung von Estern wird gemessen durch die
verbrauchte Laugenmenge, die notwendig ist, um die durch
einen entsprechenden Indicator gekennzeichnete [H'] konstant
zu erhalten.

1) Knaffl-Lenz: Arch.f. exp. Pathol. u. Pharmakol. Bd. 97, §.242.
1923.
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Ausfiithrung: In einen groBen Wasserthermostaten, der die
Temperatur auf 0,19 konstant hilt, wird eine Reihe von aus-
geddmpften zylindrischen Hartglasrohren von 200 cm?® Inhalt,
deren Hals auf 1 cm? verengt ist, mit Hilfe einer vertikal ver-
schiebbaren Aufhdngevorrichtung eingesenkt. Oberhalb der Rohre
werden capillar ausgezogene Mikrobiiretten (Teilung 0,01 cm3)
angebracht. Durch Heben der Aufhéngevorrichtung kénnen die
Rohren so weit aus dem Thermostaten gezogen werden, dafl die
capillaren Enden in die Hilse der Réhren ragen und die Farb-
dnderungen der mit Indicatoren versetzten Esterlésungen wihrend
der Titration beobachtet werden koénnen. Behufs rascher und
griindlicher Durchmischung der Esterlésungen befinden sich Glas-
spiralen in den Rohren, die mit Hilfe eines Seidenfadens auf und
ab gezogen werden kénnen. Sie dienen auch dazu, um den an den
Capillaren hingenden Tropfen abzuziehen. Die Rohren werden
gewdhnlich mit je 100 cm3 Ester (Athylbutyrat, Propylpropionat,
Mono- und Tributyrin) und einer entsprechenden Menge folgender
Indicatoren versetzt: Thymolblau, Kresolrot, Phenolphthalein,
Kresolpurpur, Methylrot, Bromphenolblau, und die Wasserstoff-
ionenkonzentration einer bestimmten Farbennuance auf elektro-
metrischem Wege bestimmt. Wenn die Losungen die Temperatur
des Thermostaten angenommen haben, erfolgt der Zusatz der
Lipaselosung (gewohnlich 0,5—1 c¢m3). Sobald durch die bei der
Verseifung freigewordene Siure die Farbennuance des Indicators
sich andert, werden die Rohren zur Titration bis zur Halfte aus
dem Thermostaten gezogen und soviel carbonatfreie NaOH
zugelassen, bis die urspriingliche Farbe wieder hergestellt ist;
gleichzeitig wird die Zahl der verbrauchten Kubikzentimeter und
die Zeit notiert. Da die Réhren nur wihrend der Titration offen
sind, wird eine nennenswerte Verdampfung des Esters auch bei
langdauernden Versuchen vermieden. Die Natronlauge ist meistens
0,5 oder 0,25 n. Die Indicatormenge betrigt 1 cm3. Die Versuchs-
temperatur betriagt meistens 300

In Anlehnung an die Arbeit von Knaffl-Lenz verfolgen
Rona und Ammon die Wirkung verschiedener Lipasen durch
elektrometrische Titration.

Die Anfangswasserstoffionenkonzentration ist die der Neu-
tralitit (bei 18°: p, = 7,07; bei 379: p, = 6,76), auf die die Fer-
mentlosung vor Zusatz des Esters gebracht war.

Die Versuche werden in einem geriumigen Wasserbade (siche
Abb. 45), das durch einen Thermostaten stindig auf 37° gehalten
wird, ausgefiihrt. Auf einer Briicke, die in das Bad etwa 10 cm
tief eingesetzt ist, steht eine innen und auBen paraffinierte, mit
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gesittigter Kaliumchloridlosung gefiillte, 11¢m hohe Glaswanne,
in die das AbfluBrohr der gesittigten Kalomelelektrode
(Anode) taucht, so daB die Elektrode selbst noch etwa zu
/y im Wasserbade ist. Auf der Briicke steht ferner ein dick-
wandiges, etwa 120 cm® fassendes und 12 cm hohes Standglas,
das mit der Versuchslésung gefiillt ist. In diese Fliissigkeit wird
0,5 cm tief eine Glockenelektrode (Kathode) eingesetzt. Durch
einen Agarheber von
dem Standglase zum
KC(l-Bade sind beide
Elektroden miteinan-
der verbunden. Die
Ableitungsdrihte der
Elektroden gehen ent-
wederan die Gasketten-
Apparatur nach L. Mi-
chaelis 'mit dem Ca-
pillarelektrometer oder
zweckmiBiger, da es
einfacher zu bedienen
ist, an das Potentio-
meter nach E. Mislo-
witzer. Um eine gute
Durchmischung  der
Untersuchungsfliissig-
keit zu gewdhrleisten,
ist noch ein Riihrer
angebracht, der durch
eine besondere Kon-
struktion mit dem
Riihrwerk des Wasser-
bades in Verbindung gesetzt ist. Durch die Glockenelektrode
geht bestindig Wasserstoffgas, um jederzeit wihrend der Ver-
suchsdauer p,-Messungen ausfiihren zu konnen. Neuerdings wer-
den kleinere Standgefife mit kleinen Glockenelektroden be-
nutzt, so daB gleichzeitig zwei Versuche in Gang gehalten wer-
den kénnen.

Beispiel: In das Standglas, das sich in dem auf 37° ange-
heizten Wasserbade befindet, werden 4 cm3 Schweine-Leber-
PreBsaft und 96 cm3® Wasser gefiillt. Nach einer halben Stunde
wird die Glockenelektrode eingesetzt und 10-—15 Minuten Wasser-
stoffgas durchgeleitet. Jetzt hat die Losung die Wasserbadtem-
peratur angenommen, und die platinierte Platinelektrode hat sich
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mit Wasserstoff beladen. Durch einen Agarheber wird der Strom-
kreis geschlossen, der Wasserstoffstrom wird unterbrochen, so,
daB die Spitze des Platindrahtes gerade noch eintaucht und der
Riihrer auf Leerlauf gestellt. Es werden z. B. 595 Millivolt, folglich
pa= 5,85 gemessen. Durch tropfenweise Zugabe von /,,-n-NaOH
unter Wasserstoff-Einleiten und Riihren wird die Losung allméihlich
neutraler, bis der Neutralitits-p, (651 Millivolt; p, = 6,76) erreicht
ist. Zuder soneutralen Losung werden 0,2827 g eines Esters (Mandel-
siuremethylester), in 1cm?® Toluol geldst, gefiigt. Nachdem
durch stérkeres Riihren und Durchleiten von Wasserstoffgas das
Toluol entfernt ist (10—20 Min. ; der Ester blieb danach in Losung),
wird der p, auf einem konstanten Wert gehalten. Es wird durch
Zufugen von 1/,;-n-NaOH das Potential zwischen den Elektroden
stets auf ca. 651 Millivolt gebracht. So sind im Laufe 1 St. 3,4cm?,
nach 2 Std., nachdem die Losung genau auf den p, 6,76 gebracht
worden ist und der Versuch abgebrochen wurde, insgesamt
7,2 cm? n/10-NaOH verbraucht worden. Die 7,2 cm /,,-n-NaOH
entsprechen 0,1094 Mandelsdure oder 0,1195g Mandelsiure-
methylester; 42,279/, des Esters sind also verseift worden. Dieser
Wert ist etwas zu hoch, es muf noch die Eigenverseifung des Esters
beriicksichtigt werden, die in einem Kontrollversuche unter sonst
gleichen Bedingungen, nur mit gekochter Fermentlsung, be-
stimmt wird.

Bestimmung der Ricinuslipase nach Willstédtter-
Waldschmidt-Leitz?).

In ein kleines zylindrisches Standflischchen von 15-—20 cm?
Inhalt wird das zu untersuchende Enzympriparat eingewogen
(und zwar in der Regel die 1,0 g rohem, ungeschiltem Samen ent-
sprechende Menge, und mit 2,50 g Ol (meist Olivensl) vermischt.
Zu der auf 20° gehaltenen Mischung werden alsdann 2,00 cm?
0,5-n-Acetatpufferlésung von p; 4,7 (bestehend aus 1,00 cm3
0,5-n-Essigsiure -+-1,00cm? 0,5-n- Ammonacetat) zugegeben, woraut
dasFldschchen 3 Minuten lang kréiftig mit der Hand geschiittelt wird,
dann 148t man es noch 17 Minuten im Thermostaten von 20° stehen.
Die Fermentwirkung wird durch Zusatz von 30 cm? 96 prozentigem
Alkohol unterbrochen und die gebildete Fettsdure nach Zusatz von
15 cm3Ather mit n-KOH und Phenolphthalein als Indicator titriert.
Bei Spaltung des alkoholléslichen Ricinéls eriibrigt sich der Zusatz
von Ather. Da sowohl der angewandte Puffer wie die amphotere
Substanz der Enzympriparate in alkoholischer Lésung einen Ei-

1) Zeitschr. f. physiolog. Chemie Bd. 134, S.161. 1924.
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genverbrauch an Lauge aufweisen, mufl dieser Betrag in einer
Leerbestimmung ermittelt werden.

Als MaB fiir die Ricinuslipase ist die Phytolipase-
. Einheit (Ph-L-E) gewdhlt, d. i. die-
jenige Enzymmenge, die unter den ge-
nannten Bedingungen (bei 20°, p, 4,7)
2,50 g Olivendl (Verseifungszahl 185,5)
in 20 Minuten 7,5%, spaltet.

Gasanalytische Bestimmung

R nach Rona und Lasnitzkil).
Prinzip: Die Methode erlaubt, sehr
T geringe Lipasemengen zu bestimmen
) f/‘/ und das Ferment im iiberlebenden Ge-
| SLig webe nachzuweisen.

In Anlehnung an die Warburgsche
Tr Methode des Glykolysenachweises (vgl.
Abb, 46, Tr Trog, I Ringerlisung S. 198) wird die bei der Verseifung von
ggg’;]Sg‘gmfggsgﬁglﬁﬂla%’lﬂ:sz Estern .(.Tributyrin) gebildete Sédure
fiir Atmungsversuche, H Helm (Buttersdure) dadurch gemessen, daf3
des  Manometors, T% TWPuS  man das Volumen einer durch die
Buttersdure aus einer Bicarbonatlésung

ausgetriebenen dquivalenten Menge CO, manometrisch bestimmt.
Apparatur: Zur Messung der CO, dienen Barcroftsche Blut-
gasmanometer, die auf einer Schiittelvorrichtung montiert sind
(Tourenzahl 60—120 pro Minute). Als Reak-

tionsgefdfle dienen Glastrége von ca. 10 cm?®

Inhalt, an deren Boden Glasnadeln eingeschmol-

zen sind (Abb. 46). Ein kleinerer abgetrennter

Glasraum dient zur Aufnahme eventueller Ab-
sorptionsfliissigkeit (fiir Atmungsversuche). Der

Glastrog wird mittels eines Schliffes an dem

Helm des Manometers befestigt. Der Helm

triigt zwei Tuben, eine, die zur Aufnahme

einer kleinen Glasretorte mit der Tributyrin-

l6sung dient, und eine mit einem Glasstopfen

Abb. 47. verschlossene zur Durchleitung von Kohlen-
siure. Sehr gut bewahrt hat sich die von

Dr. Nicolai angegebene Form (Abb. 47) des Reaktionsgefdfles.
Als Manometersperrfliissigkeit dient die Brodiesche Fliissigkeit.
Sie besteht aus 500 cm?® Wasser, 23 g NaCl, 5 g gallensaurem Na-
tron und ist zur Abhaltung von Bakterien mit soviel alkoholischer

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 152, S. 504. 1924,
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Thymollosung versetzt, dall sie deutlich nach Thymol riecht.
Die Manometer enden unten in einem Gummischlauch mit Druck-
schraube.

Die von O. Warburg inaugurierte Methode, die Leistung
eines Ferments gasvolumetrisch zu bestimmen, ist von besonderer
Genauigkeit und erlaubt, das Entstehen oder Verschwinden eines
Gases je nach der Groe des GefaBvolumens und der Menge der
eingefiillten Fliissigkeit mit einem Fehler von + 0,5 bis + 0,05 cm?
festzustellen. Umgerechnet auf Massen entsprechen diese Fehler
einer Grofenordnung von 1076 bis 107% Gramm je nach der Natur
des Gases. Diese auflerordentliche Empfindlichkeit der Methode
bedingt eine ebenso grofle Sorgfalt bei der Behandlung der Appara-
tur, der Vorbereitung der Versuche und der Ausschaltung bzw.
dullersten Verminderung aller nur moglichen Fehler?).

Fiir die praktische Arbeit seien im folgenden eine Reihe von
Ratschlagen gegeben, bei deren sorgfiltiger Beobachtung die
Fehler im allgemeinen unter 1°/, gehalten werden koénnen.

Die Eichung der GefiGe.

Die Gefiafle mit Stopfen werden einen Tag lang mit Kalium-
bichromat-Schwefelsiure gereinigt, mit Leitungswasser und danach
mit destilliertem Wasser gut gespiilt und im Trockenschrank bei
100° C getrocknet. In den Schlauchansatz am unteren Ende des
Barometers wird durch den oben offenen linken Barometerschenkel
unter mehrfachem Vor- und Zuriickdrehen des Schlauchquetschers
Brodie-Losung eingefiillt, deren spezifisches Gewicht so beschaffen
ist, dal 10000 mm Flissigkeitssdule 760 mm Hg entsprechen.
Vor der Eichung iiberzeugt man sich, dafl beim Hochdriicken der
Fliissigkeit in die Capillaren keine Luftblasen in die Capillaren
hineingelangen und auch die beiden Menisken blasenfrei sind.

Die getrockneten Gefélle werden an ihren Schliffflichen
méBig eingefettet, mit Gummischniiren oder kréftigen Spiral-
federn an den Conus oder die Haube des Barometers angesetzt
und mit den Stopfen fest verschlossen. Man vermeide Fette,
welche organische Bestandteile enthalten, wie Adeps suillus,
Adeps lanae, Sebum ovile usw., weil diese bei Lipasearbeiten
Fehler hervorrufen; auch vermeide man, daf beim Hineindrehen
der Schliffe Fett in das Innere der GefiBle gelangt.

Die konischen Stopfen und Retorten sind sehr fest, unter Anwendung von
leichter Gewalt einzusetzen, bis die Drehbewegung durch engste Annéherung
der beiden Glasflichen erschwert ist. Bei Nichtbeachtung dieser Vorschrift

1) Vgl. hierzu eine demnichst erscheinende Arbeit von Rona und
Nicolai.
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ergeben sich bei der Eichung oder bei spiteren Versuchen ansehnliche
scheinbare Volumenverinderungen des Gefafles. Es ist iiberhaupt zweck-
mafig, bei Fermentarbeiten, bei denen erst im Verlauf des Versuchs ein
Substrat oder ein Gift hinzugefiigt werden soll, GefiBe, wie Abb.481) oder
Abb. 47 zu benutzen, da in manchen Fillen beim Umdrehen einer besonders
ungiinstigen Retorte eine scheinbare Gasbildung bis zu 30 mm3? vor-
getduscht wird.

Die Eichung des GefaBes hat den Zweck, das Volumen des Ge-
falles zu ermitteln. Der Eichung liegt folgendes Prinzip zugrunde:
Komprimiert man ein unbekanntes Volumen v,, das unter dem
Atmosphéarendruck p steht, auf ein kleineres, ebenfalls unbekanntes
Volumen v,, so wichst der Druck um %,, und es besteht die Be-

ziehung
vy P =vo(p + hy). 1)

Verkleinert man das unbekannte Volumen v,
um die bekannte GroBe @, indem man eine be-
stimmte Menge Fliissigkeit einfiillt, und kom-
primiert wieder bis zum gleichen Punkt, so be-
steht die Beziehung

(vy—a)p= (vg—a) (p + hy). (2)

hy ist groler als h,, da vy, — a kleiner ist als v,.
Durch Subtraktion der Gleichung (1) und (2)
ergibt sich:

by
hg—hy

R Vg=a @3)
Abb, 48.
Das Volumen des GefidBes wird ermittelt durch
eine abgemessene Menge Fliissigkeit und zwei Barometerablesungen.
Die Eichung wird ausgefiihrt, indem die vorbereiteten Apparate
in das Wasserbad eingesetzt und bei ge6ffneten Héhnen die Menis-
ken ganz herunter bis unter den Anfang der Teilung gedreht wer-
den. Um die Einfliisse der Temperatur- und der Druckverinderung
auszuschalten, halte man das Wasserbad bei Zimmertemperatur
einigermafen konstant und beobachte hiufiger das Barometer.
Schwankungen von 10 mm Hg wéihrend der Dauer einer Eichung
bedingen noch keine wesentlichen Fehler.

Vor Beginn der Eichung und vor jeder neuen Einstellung
warte man mindestens /5, am besten eine Stunde bei véllig her-
untergedrehten Menisken, bis die Capillaren abgelaufen sind,
stelle dann durch vorsichtiges Anschrauben den rechten Meniscus
mit seinem unteren Rand auf den Anfangsteil der Skala (0,0)

1) Nach O. Warburg, K. Posener und E. Negelein: Biochem.
Zeitschr. Bd. 152, S. 316. 1924,
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unter sorgfiltiger Vermeidung von Parallaxenfehlern durch Spiegel-
ablesung ein und schlieBe den Hahn. Beim Drehen der Schraube
unten steigen beide Schenkel mit verschiedener Geschwindigkeit
empor. Man kann dabei beobachten, daf der linke Schenkel sich
nicht sofort in eine Ruhelage einstellt, wenn man mit Drehen auf-
hért. Der Grund hierfiir ist einmal eine leichte Verzogerung des
Gasaustausches durch die Capillare, was ohne Einflul auf die Ei-
chung bleibt, ferner bei Anwesenheit von Wasser im Gefal eine
verzogerte Einstellung des Gleichgewichts

Partialdruck des Gases im Gasraum
Partiallssungsdruck in der Fliissigkeit’

Diese Verzogerung ist selbst bei sorgfiltigstem Arbeiten immer
der Grund fiir Unstimmigkeiten bei der Ermittlung von A,, wenn
das Volumen a in Form von Wasser eingefiillt wird. Die Schwan-
kungen kénnen bei manchen Gefidflen bis zu 20 mm betragen und
stehen offensichtlich zu der Menge des eingefiillten Wassers in
Beziehung. Man vermeidet sie véllig, wenn man A, und A, in
vollig trockenen Geféllen bestimmt und das Volumen a als Queck-
silber einfiillt; auswiegt, und unter Reduktion des spezifischen Ge-
wichts des Hg auf 0° sein Volumen errechnet, was zugleich den Vor-
teil einer genaueren Bestimmung von a hat. '

Es gelingt mit dieser Methode, A, und A, in mehrfach aufein-
ander folgenden Ablesungen immer wieder auf O bis héchstens
1,0 mm genau, also mit einem wahrscheinlichen Fehler von
4+ 0,5 mm zu bestimmen.

Jeder Fehler von A, iibertrigt sich auf die Berechnung von v.
Die Grofe dieses Einflusses hingt ab von dem Verhéltnis a:v,
d. h. von der relativen Fiillung des GefiBes mit Hg bei der Ermitt-
lung von %,. Bei einem gleich groBlen Fehler von ¢ kann man
noch ein Volumen v mit einem Fehler von weniger alseinem Prozent

bestimmen bei relativ groBem a; bei geringer Fiillung <a = Z)

wird sich ein Fehler von iiber 10°/, (!) bei der Errechnung von »
ergeben.
Bei einem Fehler von &4~ 5 mm fiir A, wird » mit einem Fehler

von hochstens - 19, bestimmt bei a = %v; bei a = 1§ v steigt

der Fehler fir v auf — 2,5 bzw. 4 2,99, bei @ = 1 v auf — 9,5
bzw. + 10,29, 4
Wenn nun auch die Minimumsbedingung fiir den Fehler ein

. a . . .
moglichst grofer Wert 5 ist, so wird auf der anderen Seite bei
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wachsendem o die Grofle b, immer kleiner, da h, bei der begrenz-
ten Linge des Barometerschenkels nicht iiber einen begrenzten
Wert hinauswachsen kann. Die GréBe h; darf aber nicht unter
4—5 cm sinken, damit die bei der Ablesung dieser GroBe entste-
henden wahrscheinlichen Beobachtungsfehler bestimmt unter
19/,, also unter 0,4—0,5 mm bleiben.

In praxi geht man so vor, dal man zuerst den Wert von 7,
bestimmt und dabei soviel Hg in das GefiB einfiillt, da3 nur noch
insgesamt ca. 1—1,5 cm? Gasraum iibrig bleibt. Bei kleineren Ge-
falen (unter 10 cem) wird man zur Bestimmung von %, vollstindig
entleeren kénnen, bei groBeren laBt man ein neues, kleineres Vo-
lumen Hg zuriick, dessen GroBe sich leicht errechnen laGt.

hy sei z. B. als 24,75 cm ermittelt worden. £, soll nicht unter
ca. 4—>5 cm sinken. Aus Gleichung (3) ergibt sich die Beziehung

hy v 2475
h, v—a 4biss

In dem Gefal befanden sich bei der Bestimmung von #,
138,04 g Hg bei einer Temperatur von 19,3° C = 10,19 cm3. Da-
hy
by
alles Hg entfernt werden, sondern nur soviel, daf3

ca. 5,5.

mit h; nicht kleiner als 4—5 cm, -2 also ca. 5,5 wird, darf nicht

= ca. 5,5

wird (wobei v nicht das eigentliche GefifBvolumen, sondern ein
Hilfsvolumen darstellt).

a 45

v 55’
Annahme, dafl bei der Bestimmung von 4, nur ein Gasraum von
1 cm3 vorhanden war, gleich ca. 4,5cm, die mit einer Pipette
entnommen werden. Die Bestimmung von %, liefert den Wert
445 cm. Es ist dann h
v=a—2— =q-1,217.

h2 - hl

Die entnommene Hg-Menge bei 19,5° C wog 62,81 g = 4,63 cm?3,
das restierende Volumen des Hg ist also 5,56 cm3. Es ist dem-
nach das Hilfsvolumen

v =a-1,217 = 5,64 cm?®
- Restvolumen 5,56 cm3 = 11,20 cm3 = ».

Damit ist das Volumen des Geféfles und der Capillare bis
zu dem bei der Eichung gewihlten Nullpunkte bestimmt. Da
es in der Praxis zweckmiBig ist, den Skalenpunkt 15,0 des rech-
ten Barometerschenkels als Nullpunkt anzunehmen, ist es nétig,
den Inhalt des Capillarabschnittes zwischen Eichungsnullpunkt

d. h. die zu entfernende Menge Hg ist unter der
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und dem Punkt 15,0 abzuziehen, der entweder durch Auswiegen
mit Hg bestimmt oder bei bekanntem Capillardurchmesser als
Produkt von Querschnitt und Héhe berechnet werden muB.

Zusammenfassende Regeln bei der Eichung:

1. Absolut reine und trockene Gefille mit méglichst kleinen
Schliffen, die fest eingedreht und mit Gummischniiren festge-
halten sein miissen.

2. Annéhernde Konstanz des Wasserbades und des Luftdruckes.

3. Keine Luftblasen in den Capillaren.

4. Vor jeder neuen Einstellung von h, bzw. k, am besten
eine Stunde warten. (Bleibt nidmlich eine Spur Fliissigkeit an
der rechten Barometercapillare haften, so komprimiert man bei
jeder Bestimmung ein anderes v, auf v,, nimlich (v, — Av,).
Der erreichte Druck ist dann nicht % - A,, sondern kleiner:

p<l——Aﬂ>+hl.

V2
Zwei gleiche Werte im Abstand von einer Stunde sind bewei-
send. Fiinf differierende Werte im Abstand von je 1/, Stunde

sind nicht zur Errechnung eines Mittelwertes geeignet.
5. Die Genauigkeit der Ermittlung von v wichst mit dem Wert

Z , sie erreicht den héchsten Wert theoretisch bei groBtem a.

Praktisch darf dabei A, nicht unter 4—5 ¢m absinken.

6. Bei grofleren GefdBen benutze man ein Hilfsvolumen o',
Zur Bestimmung von k, fille man soviel Hg ein, daB nur ca.
1,0—1,5 cm?® Gasraum bleibt, zur Bestimmung von h, entferne

h 4
gt J _v*> — und A, >4 cm bleibt.
hy v—a” 1

Es ist v bzw. v’ = a ;- hy .
hy —hy
bei der Bestimmung von %, noch im GefiB befindlichen Hg ad-
diert werden, um das Volumen v zu ermitteln.
Jede Ablesung muB sorgfiltig im Spiegelbild mit beob-
achtet werden.

Die Eichung ermittelt das Gefa8volumen mit einem Fehler von
4 0 bis 4 0,29/,.

Die Untersuchungstechnik.

Prinzip?l). Entsteht oder verschwindet in einem konstanten
Gasraum v, ein Gas, so &ndert sich der urspriingliche Gasdruck p,.

1) Vgl. Warburg: Biochem. Zeitschr. Bd. 100, S. 230, 1919; Bd. 142,
S. 317, 1923; Bd. 152, S.51. 1924.

man soviel Hg, daB

Zu v muB das Volumen des
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Die Anderung des Druckes ist proportional der Verinderung

der Gasmassen nach der Gleichung Yo ;l_ v popi'— p, d. h. die
0 0

Menge des entstandenen oder verschwundenen Gases ist bekannt
bei bekanntem v, und p. Es ist

I L7
Do

Befindet sich in dem konstanten Raum v, z. T. eine Fliissig-
keit, die Gase nach Mafigabe des Partialdruckes im Gasraum lost
und ist der Absorptionskoeffizient «, so besteht, wenn man den Gas-
raum als vg und das Flissigkeitsvolumen als vp bezeichnet (wobei
¥g + vy = v, ist), die Beziehung

VoS- Vp-
+o=+p .LF_OL)’
P

da jede Druckdnderung aufler den Vorgingen im Gasraum auch
die in der Fliissigkeit mit anzeigt. Fuar die von Warburg an-

gegebene Apparatur wird der Ausdruck Yot vpe auf ein Gas-

0
volumen von 0° reduziert und als GefaBkonstante
273

'UG . T “\L ’UF (X4
10000
(fir das betreffende Gas) dargestellt.

Hierin bedeutet vg das Volumen des Gasraumes in c¢m3,

vp das Volumen der Flissigkeit in cm?,

T die absolute Temperatur des Versuchs,
o den Absorptionskoeffizienten des Gases.

K:

Es ist also
tv=+pKkK,

d. h. die entstandene oder verschwundene Gesamtmenge in mm?3
ist gleich dem Produkte aus der GefaBlkonstante und der Druckzu-
«oder -abnahme in mm Brodie.

Diese Konstante gilt genau nur unter der Voraussetzung, da@
der Atmosphdrendruck 760 mm Hg ist. Fir je 10 mm Unter-
bzw. Uberdruck ist die Konstante um 1,32°/, zu klein bzw. zu
groBl. Fir Orte mit dem Barometerdruck p ist der Nenner der
P
760
Die Konstante setzt ferner voraus, daB bei Anderung der Gas-

Gefiflkonstante infolgedessen nicht 10000, sondern 10000
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massen jederzeit das Absorptionsgleichgewicht zwischen Gas-
raum und Fliissigkeit besteht. Um diese Voraussetzung in hoher
Anndherung zu erfiillen, ist die Apparatur mit einer Schiittel-
vorrichtung versehen, deren Amplitude an der Exzentersteuerung
und deren Frequenz durch verschiedene Ubersetzer bzw. einen Re-
gulierwiderstand am Motor reguliert werden kénnen.

Die in dem Kontrolltroge (Leerversuch) vor sich gehenden
Prozesse beschrénken sich bei Ausschlufl der Atmung wohl vor-
wiegend auf autolytische Vorgéinge. Die hierbei auftretenden
Séuren treiben aus dem Bicar-
bonat der Ringerlosung eine
dquivalente, meist kleine CO,- Hp— (?L
Menge aus (gelegentlich zu be- 1S Y
obachtende negative Druckén- 72 /

derungen sind zweifellos auf
Gasabsorption von seiten der
Ringerlgsung zuriickzufiihren).
Dieser Wert mul3 noch von dem
berechneten abgezogen werden
(multipliziert mit der Gefal3-
konstante des entsprechenden
Gefifles. Also Korrektur in
cm3). Sind die Druckdifferen-
zen nur auf Temperatur und
Luftdruckschwankungen zu-
riickzufithren (Kontrollgefaf3 / ‘ | [ .
als Thermobarometer), so wird V' w0 20 30 % 30 60 w0 40 97 w0
einfach der abgelesene Hohen- ot in Minuter ——>=

unterschied subtrahiert. (Also 9 .
Korrektur in mm.) Zeichen . . . . . . . X 4+ O ¢

Aus der durch die Tribu-
tyrin-Spaltung freigewordenen Kohlensdure (cmm) erhilt man die
gebildete Buttersiure in Mikromolen durch Division mit 22,4.
Diese Werte gelten im allgemeinen als MaB der Tributyrin-
spaltung. Der dritte Teil stellt die zersetzte Tributyrinmenge in
Mikromolen dar, wihrend der zehnte Teil die Buttersdurenmenge
in Milligrammen ergibt. (Molekulargewicht der Buttersdure = 100.)
Fiir Gewebsschnitte werden alle Werte auf 1 mg Trockensubstanz
bezogen.

Ausfihrung: Der Trog (Abb.46) wird mit 2,7 cm3 Serumver-
diinnung oder bei Versuchen mit Gewebe mit der gleichen Menge
Ringerlosung beschickt. Die Schnitte werden an einer Glasnadel
befestigt. In die Retorte kommen 0,3 cm? einer Tributyrinemulsion,

Rona, Fermentmethoden. 8

=
X
T

iy

LA
iyi/a

V7

S

Mikroma! Buttersoure ———s

NN e R Oy oy 9 S ©
T

Abb. 49.
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die 1cm? Tributyrin auf 100 cm® Ringerlosung!) enthélt. Nach-
dem die gefiilllte Retorte mit dem Troge und dieser mit dem
Helm des Barcroftmanometers und dieser mit der gefiillten
Retorte verbunden ist, wird unter Schiitteln ein Gemisch von
5 Vol.-Proz. Kohlensdure + 95 Vol.-Proz. Stickstoff eingeleitet?).
Das Gas tritt an dem rechten Schenkel des Manometers ein
(dem mit Hahn versehenen) und an dem Tubus des Helms
wieder aus.

In die Retorte des Kontrolltroges kommen 0,3 cm?® Ringer-
l6sung. Nun werden die Apparate ins Wasserbad gesetzt und
zwecks Temperaturausgleichs etwa 10 Minuten geschiittelt (Schiit-
telvorrichtung vgl. Abb. 60, S. 200).
Die Bewegung hat bei nicht zu groBer
Amplitude etwa eine Frequenz von

0.04

003

100—120 pro Minute. Unmittelbar

Tm / nach dem Eintauchen. der Gefafle in
. das Wasserbad dehnt sich das Gas aus
o 9 und driickt die rechten Barometer-

schenkel nach unten. Man kann diese
anfingliche Druckzunahme ausglei-

JEAPE S z chen, indem man — bei dem nétigen
CrmentRONZentrafiQn s s 2 . .
(1=Serumverd, 7:1000) Uberdruck im linken Schenkel — ganz

Abb. 50. Reziproke Zeitwerte fir ~ Kurz den Hahn 6ffnet, wobei etwas Gas
6 Mikromol, Buttersauro, abgelesen  entweicht, Luft aber nicht eindringen
o kann. Bleibt das Thermobarometer
konstant, so ist der Temperaturausgleich beendet und die Ab-
lesungen kénnen beginnen. Man dreht die Retorte nach oben
um, die Tributyrinemulsion flieBt in den Trog und der Prozef
beginnt. Die Einstellung auf die Nullmarke und Ablesung des
Manometerstandes wird sofort im Anschlufy daran vorgenommen.
Die Berechnung wird, wie oben ausgefithrt, vorgenommen.
Ein Beispiel?) gibt die folgende Tabelle auf S. 115.

Andere Esterasen.
Phosphatasen.

Phosphatasen katalysieren die Hydrolyse von Phosphorsiure-
estern der Kohlehydrate und Proteine, ferner die Abspaltung von
Phosphorsdure aus Nucleinsiduren.

1) Die Ringerlosung enthielt 100 cm3 9 pro mille NaCl + 2 cm3 1,2 proz.
KCl + 2em3 1,76 proz. CaCl, (kryst.) -+ 20 cm?® 1,26 proz. NaHCO;-Losung.
(,,Ringerlosung fiir Glykolyse* nach Warburg).

2) Jedes (asgemisch muB vor der Verwendung analysiert werden.

3) L c. Tab. IX, S.517, und Abb.7.
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Tabelle (Abb. 49 und 50).
Meerschweinchenserum (3 Tage alt).

1. 2,7 em® Serumverdiinnung in Ringer + 0,3 cm? Ringerlésung (Kontrolle).
2. 2,7 cm?® Serumverdiinnung in Ringer + 0,3 cm?® Tributyrinemulsion
in Ringer.

Temperatur: 37,56° C.
Trilln.u tl;lr[ilﬁe(ll.{gﬁrt.breoll o 2. Ringer mit Tributyrin
Zeit ] Druck- Gebildete, Druck- Gebilde-te
Druckinderung Jorohung 00, | ey [erhohung| 00 | G
Brodie Mikro- Mikro-
Min. Brodie mm3 mole | Brodie | mm3 mole
Serumverdiinnung: 1:250.
Gefal Nr. 8 Gefall Nr. 2 Gefall Nr. 4
(Konstante: 48) (Konstante: 1,55) (Konstante: 1,54)
16 + 0,5 42,0 | 644 | 2,88
22 + 1,5 64,5 97,1 4,33
32 + 2,0 91,5 | 138,8 | 6,20
38 + 5,0 122,5 | 181,3 8,09
48 + 5,0 145,0 | 2174 | 9,71
55 + 5,5 181,0 | 270,6 | 12,08
68 + 6,5 208,0 | 312,8 | 13,96
Serumverdiinnung: 1:375.
Gefafl Nr. 5 Gefall Nr. 1 Gefa.Nr. 3
(Konstante: 1,39) (Konstante: 1,46) (Konstante: 1,54)
21 + 3,5 42,0 | 56,4 | 2,52
25 + 3,0 51,0 74,3 3,32
40 + 4,0 86,0 | 120,0 | 5,36
55 + 5,0 — | 125,0 | 185,5 | 8,28
70 + 6,0 158,0 | 222,3 | 9,92
83 + 17,0 190,5 | 283,6 | 12,66
96 + 17,5 218,0 | 307,8 | 13,74
Serumverdiinnung: 1:500.
Gefall Nr. 5 Gefall Nr. 1 Gefal Nr. 3
(Konstante: 1,39) (Konstante: 1,46) (Konstante: 1,54)
25 + 1,0 : 33,5 | 475 | 2,12
38 + 5,0 — | 54,5 71,0 3,44
50 + 5,0 73,5 | 100,4 | 4,48
66 + 6,0 100,0 | 145,7 6,50
77 + 8,5 118,0 | 160,6 | 7,17
87 + 9,5 — | 135,5 | 196,2 8,76
101 + 9,5 149,5 | 205,8 | 9,19
Serumverdiinnung: 1:750.
Gefall Nr. 8 Gefal Nr. 2 Gefall Nr. 4
(Konstante: 1,48) (Konstante: 1,55) (Konstante: 1,54)
21 + 2,5 22,5 31,0 1,38
40 + 3,0 4,5 | 64,6 | 2,88
55 + 5,5 — | 66,5 94,3 4,21
70 + 5,0 82,0 | 119,7 | 5,34
83 + 6,0 — | 101,56 | 1474 | 6,58
96 + 6,5 114,0 | 167,1 | 7,46 |

8%
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Die Bestimmungen der Phosphatasen beruhen meist auf der Be-
stimmung der bei der fermentativen Spaltung gebildeten Phos-
phorsdure. Eine einfache und gute Methode ist die Mikro-
methode nach Lieb.

Bestimmung des Phosphors nach H. Lieb?).

Prinzip. Die Bestimmung des Phosphors in kleinen Mengen
organischer Substanzen beruht auf der Oxydation und Uberfiih-
rung des Phosphors durch oxydierende Schmelzen in Phosphor-
siure und Fallung derselben als Ammoniumphosphormolybdat
(von der annihernden Zusammensetzung (NH,), PO,- 14 MoO,).
Aus der Menge des Molybdatniederschlages, dessen chemische
Zusammensetzung nicht genau bekannt ist, wird mittels eines
empirischen Faktors der Phosphor- resp. der Phosphorsiure-
gehalt berechnet. Bei der Bestimmung der aus Phosphorsiure-
estern fermentativ freigemachten Phosphorsiure fillt die Ver-
aschung natiirlich fort. Da aber bei vielen Untersuchungen
gleichzeitig eine Gesamtphosphorbestimmung des Substrates not-
wendig ist, sei hier die Methode fiir die Bestimmung des Gesamt-
phosphors beschrieben.

Schmelze: Die Zerstérung der organischen Substanz und
Oxydation des Phosphors zu Phosphorsiure 148t sich am besten
durch Erhitzen und Schmelzen der Verbindung mit oxydierenden
Zusitzen durchfithren. Vielfach wird es gentigen, die Substanz
im Platinschiffchen mit Soda und Salpeter zu mischen, zu iiber-
schichten und im Sauerstoffstrom zu erhitzen. Dies erfolgt
in einem ungefihr 150 mm langen, 10 mm weiten Jenaer Hart-
glasrohr, von dem das eine Ende zu einer weiten Capillare ausge-
zogen und rechtwinklig nach aufwirts gebogen ist.

Reagenzien: 1. Sulfatmolybdéinreagens: 50 g Ammonsulfat
werden mit 500 cm?® Salpetersdure (D = 1,36) in einem Liter-
kolben gelést. Ferner werden 150g zerkleinertes Ammonium-
molybdat in einer Porzellanschale mit 400 cm3 siedend heiBem
Wasser versetzt und durch Umriihren in Losung gebracht. Nach
dem Abkiihlen gie3t man diese in diinnem Strahl unter Umriihren
in die erste Losung und fiillt zu einem Liter auf. Nach zweitigigem
Stehen filtriert man durch Asbestfilter das fertige Reagens in
eine Flasche aus braunem Glas und bewahrt es gut verschlossen
an einem dunklen und kiihlen Orte auf.

2. Schwefelsdurehaltige Salpetersiure. Man gieBt 30 cm3
H,S0,(D =1,84) zu einem Liter HNO, (D = 1,19 —1,21).

1) Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethoden, Teil 3, Heft 1, S. 384.
(Die Darstellung der Methode folgt den dort mitgeteilten Angaben.) —
Kuhn: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 129, S.64. 1922,
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Letztere erhilt man durch Vermischen von 357 cm3® HNO,; von
D = 1,40 mit 500 cm? H,O.

3. 2prozentige wisserige Losung von reinem Ammonium-
nitrat. Wenn die Loésung nicht schon schwach sauer reagiert,
ist sie mit einigen Tropfen HNO, pro Liter anzuséduern.

4. Reiner 95prozentiger Alkohol.

5. Reiner, moglichst alkohol- und wasserfreier Ather, der beim
Verdunsten keinen Riickstand hinterlilt und mnicht alkalisch
reagieren darf.

6. Reines Aceton, das keine iiber 60° siedenden Anteile ent-
hilt und frei von Aldehyd ist.

7. Reinste, feingepulverte calcinierte Soda und reinstes, fein-
gepulvertes Kaliumnitrat im Mischungsverhéltnis 1:1 fir die
oxydierende Schmelze.

Ausfihrung: Fir die Bestimmung wigt man gewohnlich
2—5 mg Substanz in ein Platinschiffchen (bei phosphorarmen
Substanzen [0,3—0,2%,] sind 10—20 und mehr mg Substanz
erforderlich. Das Platinschiffchen mufl dann entsprechend
[20 >< 5 >< 4 mm] gréBer sein), setzt einen UberschuB des Soda-
salpetergemisches zu, mischt mit einem kurzen Platindraht mit
Ose, den man dann in das Schiffchen legen kann, sorgfiltig durch
und bedeckt noch mit dem Oxydationsgemisch. Nach Einfiihrung
des Schiffes in das Verbrennungsrohrchen, das man in passender
Héhe horizontal in eine Stativklemme einspannt, schaltet man
einen langsamen Sauerstoffstrom ein (noch besser ist, um ein
Verspritzen der Schmelze zu vermeiden, die Erhitzung im Luft-
strom zu beginnen und erst die gebildete Kohle im Sauerstoff-
strom zu verbrennen [Kuhn]), und beginnt mit dem Erhitzen vor
dem Schiffchen, d. h. man verschiebt den Bunsenbrenner ent-
gegen der Richtung des Gasstromes. Nachdem man anfangs
zur Vermeidung einer plétzlichen Verpuffung vorsichtig erhitzt
hat, gliiht man schlieBlich die Stelle des Rohres, an der sich das
Schiffchen befindet, heftig, um das Schmelzen des Oxydations-
gemisches herbeizufithren. Nach dem Erkalten wird das Schiff-
chen in einem kleinen Reagensglase mit verdinnter HNO,
ausgekocht und die Losung quantitativ durch ein Filterchen in
das mit Chromschwefelsdure und Wasser gereinigte Fallungsgefa 3,
ein dickwandiges, weites Reagensglas filtriert. Falls wihrend der
Verbrennung von der Schmelze etwas in das Rohr verspritzt
ist, wird auch dieses mit heiler, verdiinnter Salpetersiure aus-
gespiilt; im schiefgehaltenen Verbrennungsrohrchen koénnen die
verspritzten Anteile leicht in Lésung gebracht und durch die
Capillare ausgegossen werden.
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Das Filtrat wird mit der schwefelsdurehaltigen HNO4 versetzt,
notigenfalls mit Wasser auf 15 ecm?® ergéinzt und im siedenden Was-
serbad erhitzt. Nach Entfernung aus dem Wasserbad schwenkt
man die heile Losung um, gieBt in die Mitte derselben 15 cm3
Sulfatmolybdénreagens, 148t das Gefall 3 Min. ruhig stehen und
schwenkt dann wieder eine halbe Minute kriftig um. Den gelben
Niederschlag 146t man mindestens eine Stunde sich absetzen,
bevor man an das Absaugen geht. Kuhn weist jedoch darauf
hin, daB die Niederschlagsbildung 1 Stunde nach der Fillung
—— noch lange nicht vollstindig ist. Die weniger als 0,5 mg
Phosphor enthaltenden Niederschlige mufl man 6—18 Stun-
den, die weniger als 0,05 mg enthaltenden bis zu 36 Stunden
bei Zimmertemperatur stehen lassen.

Zum Absaugen dient ein Preglsches Filterrohrchen
3 (Abb. 51). Es besteht aus einem 180 mm langen Glas-

rohrchen von 4 mm Dicke, an das ein 40 mm langes Glas-
réhrchen von 10 mm &ullerem Durchmesser derart an-
geschmolzen ist, daB sich dort das Lumen auf 0,5 mm
verengt und ein flacher Raum zur Aufnahme der Asbest-
masse entsteht. Uber diesem Raum verengt sich die
Réhre um einige Millimeter, um die Asbestmasse am
Emporsteigen und Trockenwerden zu verhindern. Dartiber
ist die Rohre auf 11 oder 12 mm erweitert, um sich nach
|| oben wieder zu verengen und einen kurzen Halsteil mit
Rand zu bilden. (Sehr zu empfehlen sind die Filterréhr-
chen mit eingeschmolzener Glasplatte (Firma Schott), die
man noch mit einer Lage Asbest beschicken kann.) Das
Filterréhrchen wird zuerst mit Ammoniak behandelt, um
Abb, 51.9twa noch von einer fritheren Bestimmung her vorhandenes
Phosphorammoniummolybdat in Losung zu bringen, dann
mit Wasser, heiler verdiinnter Salpetersiure, und schlieflich wie-
der mit Wasser gespiilt. Das R6hrchen wird mittels Alkohol und
Ather oder besser Aceton getrocknet.

Das Filterrohrchen kommt nach dem Abwischen mit feuchtem
Flanell und trockenem Rehlederlippchen auf mindestens eine
halbe Stunde in einen Exsiccator, der kein Trocknungsmittel
enthalten soll und der an der Wasserstrahlpumpe gut evakuiert
wird.

Das erst unmittelbar vor dem Absaugen aus dem Exsiccator
genommene Filterréhrchen wird sofort auf die Wage gelegt und
die Zeit von der Entnahme aus dem Exsiccator bis zur Wiagung
notiert. Man wége am besten nach 3—5 Minuten, ohne die Ge-
wichtskonstanz des Rohrchens abzuwarten. Die Genauigkeit
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braucht nur 0,05—0,1 mg zu erreichen (da der Niederschlag rund
69 mal so schwer ist als das zu bestimmende Element), wozu
jede analytische Wage ausreicht, die eine Genauigkeit von 0,1 mg
zulift. Wenn nach dem Absaugen des Niederschlages die Wigung
unter denselben Bedingungen vorgenommen wird, macht man
keinen das Resultat irgendwie beeinflussenden Fehler. Aufler der
Zeitersparnis hat das rasche Wagen sogar den Vorteil, daf sich die
Hygroskopie des Phosphormolybdates weniger bemerkbar macht.

Die automatische Uberfithrung des Niederschlages wird durch
nebenstehende Abb. 52 klar-
gemacht. Der Rohrdurch-
messer des Heberrohres H
(das  vor Gebrauch mit
Schwefelchromséure und
Wasser gereinigt wird) soll
nicht mehr als 4 mm betra-
gen. Der etwa 250 mm lange
Schenkel wird fast bis zum
Boden des den Niederschlag
enthaltenden Reagensglases
R eingesenkt. Das Ansaugen
der Fliissigkeit mitder Pumpe
erfolgt mit einer Geschwin-
digkeit von ungefiahr 2 Trop-
fen in der Sekunde.

Den Niederschlag bringt
man mittels dieser Absauge-
vorrichtung auf die Filterschicht. Nach dem Absaugen der itber dem
Niederschlag stehenden Fliissigkeit wéscht man diesen mit der
2 prozentigen Ammoniumnitratlésung aus und senkt erst jetzt das
Saugrohr bis auf den Boden des Reagensglases. Nach dem Nach-
waschen mit Ammoniumnitratlosung werden durch abwechselndes
Abspiilen der GefdBrinder mit Ammoniumnitratlésung und Al-
kohol aus einer Spritzflasche die letzten Spuren des Nieder-
schlages auf das Filter gebracht. Nach Abnehmen des Heberohres
filllt man das Filterr6hrchen zweimal mit Aceton (oder einmal
mit Alkohol und zweimal mit Ather), worauf es aus der Absauge-
vorrichtung entfernt, abgewischt und in den Exsiccator gebracht
wird. Nach dem Evakuieren desselben bleibt das Filterrohrchen
mindestens eine halbe Stunde im luftverdiinnten Raum und wird
also unter denselben Bedingungen wie das leere Réhrchen wieder
mit einer Genauigkeit von 0,05-—0,1 mg gewogen.

Durch Multiplikation der erhaltenen Gewichtsmenge mit dem
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Faktor 0,014524 [nach Kuhn 0,01456] erhilt man das Gewicht
des in der angewandten Substanz enthaltenen Phosphors in
Milligramm, durch Multiplikation des Gewichts mit 0,03331 das
Gewicht des P als P,0,. Die Resultate stimmen bei Einhaltung
der Bedingungen innerhalb eines Zehntelprozentes iiberein. Diese
Vorschrift von Lieb erlaubt die Bestimmung von Phosphor-
mengen bis zu 0,03 mg (Kuhn).

Kuhn fillt die Phosphorsdure nach Lieb in 100 cm3 Jenaer
Bechergliser und bestimmt das Ammonphosphormolybdat titri-
metrisch. Nach dem Stehen iiber Nacht wird die Mutterlauge
vorsichtig durch 5—7 cm gehértete Filter (Schleicher-Schiill)
abgegossen und der Niederschlag dreimal mit etwas eiskaltem
50 prozentigen Alkohol (Spritzflasche) ausgewaschen. Der Filter-
riickstand wird vom auseinandergelegten Filter mit einem schar-
fen Wasserstrahl sorgfiltic ins Becherglas zuriickgespiilt. Es
wird mit etwa dem Doppelten der zur Losung erforderlichen
Menge /,,-n-NaOH mindestens eine halbe Stunde zum Sieden
erhitzt, so daB das Volumen von 50 cm3 auf etwa 10 cm3 zu-
riickgeht. Dann wird mit 5 Tropfen 5% ,,iger Phenol- oder
Thymolphthaleinlésung versetzt, angeséuert (3—5cm? 1/,4n-
Séure im Uberschuf) 10—15 Minuten gekocht, unter der Wasser-
leitung abgekiihlt und auf rosa bzw. hellblau titriert. Bestim-
mungsbereich: bis 0,1 mg P. Die Anzahl der zugefiigten !/,,-n-
Natronlauge abziiglich der verbrauchten cm? 1/ ,-n-Siure er-
geben mit 0,1104 multipliziert die Menge P in mg.

Bestimmung der Phosphorsédure nach G. Embden.

Bei der gravimetrischen Methode fiir kleine Phosphorsgure-
mengen zwischen etwa 1 mg und hochstens 4 mg P,O; nach G.
Embden?) wird das Fiéllungsreagens (Strychnin-Molybdéin-
sdure in HNO,) wie folgt hergestellt. Eine bestimmte Menge
Ammoniummolybdat wird unter Erwirmen in Wasser gelost
und die Losung auf genau  das Dreifache des dem Molybdat-
gewicht entsprechenden Volumens (50 g z. B. auf 150 ccm)
aufgefiillt; wenn nétig, wird diese Fliissigkeit filtriert. Man laB¢
1 Volumteil der so gewonnenen Molybdatlésung unter Umschiitteln
aus der Pipette in 3 Volumteile einer Salpeterséure einfliefen,
die durch Verdiinnen von 2 Volumteilen reinster Salpetersédure
vom spez. Gewicht 1,40 mit 1 Volumteil Wasser hergestellt wurde.
Die so erhaltene klare und farblose Losung (,,Molybdénsalpeter-
sdure’) bleibt, solange keine Molybdansdure ausfillt, verwend-
bar. Das eigentliche Féllungsreagens wird immer erst unmittel-

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 113, S. 138. 1921.
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bar vor der Ausféallung der Phosphorsédure hergestellt, indem man
1 Volumteil einer Strychninlosung, die im Liter 15 g Strychnin-
nitrat (unter Erwirmen gelost) enthélt, in 3 Volumen Molybdéin-
salpetersdure unter Schiitteln einflieBen 1aB8t. Die Fillung (in
etwa 60 cm? der Phosphorsdurelosung) geschieht durch rasches
EinflieBenlassen von 20 cm?® des Fillungsreagens. Mit dem Ab-
filtrieren des amorphen Niederschlages wird 30—40 Minuten ge-
wartet, wobei die Flissigkeit wiederholt geschiittelt wird. Die Fil-
tration geschieht durch asbestbeschickte gewogene Goochtiegel,
die bei 105—110° getrocknet sind, unter Anwendung sehr geringen
Druckes. Das Uberspiilen des Niederschlages erfolgt zunichst
mit 25 cm?® eisgekiihltem, auf das Fiinffache seines Volumens
mit Wasser verdiinntem ,,Fallungsreagens”. Nachdem dann mit
eisgekiithltem Wasser gewaschen ist, bis das abflieBende Wasch-
wasser empfindliches blaues Lackmuspapier nicht mehr rétet, wird
der Goochtiegel bei 105—110° bis zur Gewichtskonstanz ge-
trocknet (60—90 Minuten sind stets geniigend) und gewogen.
Das Gewicht des Niederschlages ist sehr annshernd das 39fache
vom P,0;-Gewicht, also das 28,24fache des H,PO,-Gewichtes
und das 89,32fache des angewandten P.

Bei organischen Phosphorverbindungen wird die Substanz mit
dem Neumannschen Sauregemisch (meist 2 ccm) verascht, die
Nitrosylschwefelsdure beseitigt, mit NH, oder reinster NaOH
neutralisiert, auf anndhernd 60 ccm aufgefiillt und wie oben an-
gegeben gefillt. Ein groBer Vorteil der Methode ist, daB man die
anorganische Phosphorsiure bei Gegenwart von organischen Phos-
phorsdureverbindungen in der Kilte ausfillen und schon nach
ganz kurzem Stehen den zu wigenden Niederschlag abfiltrieren
kann. Hiermit ist die Gefahr, daB wihrend der Bestimmung an-
organische Phosphorsidure aus organischer Phosphorsiure abge-
spalten wird, auf ein Mindestmall beschrankt. Lactacidogenhaltige
eiweillfreie Muskelextrakte bleiben nach dem Abfiltrieren des bei
der Ausfillung entstandenen Niederschlages wéhrend einer gan-
zen Reihe von Stunden vollkommen klar.

Von den Phosphatasen seien erwihnt:

1. dieGlycerophosphatase, die den Zerfall des Glycerinphos-
phorséureesters katalysiert. Das Ferment wirkt erst nach vor-
heriger Verseifung des Lecithins, wihrend unversehrtes Lecithin
nicht angegriffen wird?).

1) Vgl. Grosser u. Husler: Biochem. Zeitschr. Bd. 39, S. 1. 1912. —

Nemeec: Biochem. Zeitschr. Bd.93, 8.97. 1919; A.Nemec: Bd.137,S.570.
1923. — Akamatsu: Biochem. Zeitschr. Bd. 142, S. 184. 1923,
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Bestimmung nach Neuberg und Karczag?).

Als Substrat dient Natriumglycerophosphat von Kahlbaum,
das keine Spur einer Reaktion auf anorganische Phosphorsiure
geben soll. Der Ester wird bei 299 im Thermostaten 48 Std. der
Einwirkung der Hefe iiberlassen (z. B. in der Arbeit von Neuberg
und Karczag 4,3 g Glycerinphosphorester + 10 g Hefe - 200 cm3
Wasser) und die gebildete Phosphorsidure als Ammoniummagne-
siumphosphat gefillt, aus diesem die Molybddnverbindung er-
halten, die wieder in Ammoniummagnesiumphosphat iibergefiihrt
und als Mg,P,0, zur Wigung gebracht wird.

2. die Saccharophosphatase2). Das Ferment wurde von
Neuberg untersucht.

Beispiel. 10,0 cm3 5 prozentige Losung von saccharosephos-
phorsaurem Natrtum (C;,H,,0;,°0-PONa,), 1,0 g frische Ober-
hefe, 1,0 cm3 Toluol. Temp. 25°. — Nach drei Tagen gibt die klar-
filtrierte Fliissigkeit eine duBerst starke Féllung mit Magnesia-
mischung und reduziert Fehlingsche Losung kraftig. — Die
Saccharophosphatase ist auch in Unterhefe vorhanden. Beide
wirken sowohl in neutraler wie schwach alkalischer und schwach
saurer Reaktion. ,,Durch die Wirksamkeit in der lebenden Hefe
ist die Saccharophosphatase von der Hexosediphosphatase unter-
schieden. Letztere ist auBerstande, die Salze der Hexosediphos-
phorsiure (vgl. S.188) anzugreifen, solange sie nicht in Form
von Hefensaft von der lebenden Zelle abgetrennt ist, und zeigt
eine Empfindlichkeit gegen Toluol, die der Saccharophosphatase
fremd ist“ (Djenab und Neuberg).

Uber Hexosephosphorsdure3) vgl. S. 181, 188.

Sulfatase4).

Die Sulfatase katalysiert den Zerfall der Schwefelsiureester.
Sie findet sich nach Neuberg und Mitarbeitern in der Taka-
diastase sowie in tierischen und menschlichen Organen, beson-
ders reichlich in Niere, Gehirn, Leber.

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 36, S. 60. 1913.

2) Djenab,K.u.C.Neuberg: Biochem. Zeitschr. Bd. 82,S.391.1917.Vgl.
fernerNeuberg, C. u. M. Behrens: Biochem. Zeitschr. Bd.170,S. 254. 1962.

8) Harden u. Young: Proc. of the roy. soc. of London, Ser. B. Bd. 82,
S. 321. 1910. — Uber Amylophosphatasen, Phytase, Aminophosphatasen
vgl. Oppenheimer: Die Fermente. S. 521. — Uber Tannase vgl. Freuden-
berg, K. u. E. Vollbrecht: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 116, 8. 277.
1921. — Uber Chlorophyllase vgl. Willstétter, R. u. A. Stoll: Liebigs
Ann. d. Chem. Bd. 378, S.18. 1910; Bd. 380, S.148. 1911.

4) Neubergu.Kurono: Biochem. Zeitschr. Bd. 140, 8.295.1923. Neu-
berg, C. u. K. Linhardt: Ebenda. Bd.142, 8.191 (1923). Noguchi,J.:
Bd. 143, 8.186. 1923. Noguchi, J.: Ebenda. Bd. 144, S. 138 (1924).
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Bestimmung. Als Substrat dient phenolschwefelsaures Kalium
oder p-kresolschwefelsaures Kalium. Als Fermentpréparate ver-
wandten Neuberg und Mitarbeiter!) sowohl Frischpréaparate aus
zerkleinerten Organen, als auch Acetontrockenpriaparate. Ein
gutes Trockenpréiparat wird gewonnen, indem die feinzerschnittenen
Gewebe rasch in die etwa 7fache Menge reinen, frisch iiber CaCl,
destillierten Acetons unter dauerndem Umriihren eingetragen
und dann 10 Minuten kréiftig im Morser verrieben werden. Darauf
wird abgesaugt und dieselbe Operation mit der dreifachen Menge
Acetons noch zweimal je 3 Minuten wiederholt. Nach scharfem
Abnutschen wird das Gewebe in die dreifache Menge absoluten
iiber Natrium getrockneten Athers eingetragen, einige Minuten ver-
rithrt, das Material auf der Nutsche abgeprefit, auf Fliefpapier
getrocknet. Zur Neutralisation und zum Abfangen der entstehen-
den Schwefelsdure dient CaCOj als Bodenkdrper. Es wird
nicht das entstehende Sulfat bestimmt, sondern der unzerlegt
gebliebene Anteil.

Beispiel 1): 25 g Leberbrei, 1,5 g phenoldtherschwefelsaures Salz,
150 cm® Wasser, 1,56 cm? Toluol, 10 g CaCO;. Das Ganze kommt
bei 37° in den Brutschrank. Unmittelbar nach dem Zusammen-
bringen der lproz. Losung des dtherschwefelsauren Salzes mit
den Organen werden 10 cm? des Gemisches entnommen, in einen
50 em® MeBkolben hineinpipettiert, darauf mit 10,0 cm? alkalischer
Chlorbariumlésung versetzt, die 1 Volumen 10proz. Lésung von
BaCl, + 2 Volumen geséttigten Barytwassers enthilt, und auf
50 cm?® aufgefiillt. Nach 24stindigem Stehen wird durch ein
trockenes Faltenfilter filtriert; 35,0 cm3 werden zur Analyse ent-
nommen. Die Losung wird mit einer geniigenden Menge verdiinn-
ter Salzsidure versetzt und zum Sieden erhitzt, wodurch die im
Filtrat enthaltene Menge ungespaltenen Schwefelsidureesters hy-
drolysiert wird. Die ausgeschiedene Menge Bariumsulfat wird
gewogen.

B. Kohlehydratspaltende Fermente.

Saccharase (Invertin).

Das Ferment katalysiert die Spaltung des Rohrzuckers
(Saccharose) in &quimolekulare Mengen Traubenzucker und
Fruchtzucker (Invertzucker).

Darstellung der Saccharase aus Hefe. Man gewinnt
die Saccharase aus den Hefen, indem man die Zellwinde mittels
Autolyse zerstort.

1) Neuberg, C. u. E. Simon: Biochem. Zeitschr. Bd. 156, S. 365 (1925).
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Verfahren von Hudson?). (Rasche Autolyse bei Anwendung
von Toluol.)

Die frische PreBhefe wird in das gleiche bis doppelte Gewicht
Wasser eingetragen, mit 5—109/, ihres Gewichtes an Toluol ver-
mischt und nach kréftigem, wiederholtem Durchschiitteln bei Zim-
mertemperatur etwa 7 Tage der Autolyse iiberlassen. Nach einer
Woche filtriert man die Hefefliissigkeit ab. Dann behandelt man
die Saccharaselésung zur Entfernung von Eiweilkérpern mit Blei-
acetat, wobei ein Bleiiiberschul zu vermeiden ist (Tiipfelprobe
mit Schwefelammonium). Das Filtrat wird mit H,S und spanischer
Klirerde behandelt und filtriert. Willstdtter und Racke?2)
tragen die Frischhefe in das gleiche oder doppelte Gewicht Wasser,
versetzen mit Toluol und Essigester (je 50 cm3auf 1 kg). Die auf-
tretende Sdure wird mit verdiinntem Ammoniak neutralisiert. Ver-
setzt man nach 3—4 Tagen die Enzyml6sung mit Essigséure, so ent-
steht ein starker EiweiBniederschlag; man filtriert nach einer Stun-
de und verfihrt weiter wie Hudson. Oder man behandelt die
Enzymlésung mit Ammoniumphosphat, auf 1 kg Frischhefe 25 g
(NH,), HPO, (da fillt die Essigsdurebehandlung fort). Die fil-
trierte Saccharaselésung befreit man von Phosphorséure und Ei-
weiB mit Bleiacetat oder man fillt zuerst mit MgCl, die Phos-
phorsiure und enteiweilt das Filtrat mit Bleizucker.

Geht man von Trockenhefe aus (am besten verfahrt man so,
daB man die Hefe an der Luft ausbreitet und langsam trocknet),
so wird diese gemahlen, dann mit der 10fachen Menge Wasser
und mit der gleichen oder halben Menge Toluol vermischt, einige
Zeit geriihrt oder geschiittelt. Fiir die Reinheit des Invertins ist
es vorteilhafter, die Auflésung in 2—3 Tagen bei Zimmertempera-
tur vor sich gehen zu lassen, als das Verfahren durch Erwirmen
abzukiirzen. Auch hier ist das Neutralisieren von Vorteil.

Zur Darstellung sind junge Rassen untergiriger Hefe, die in
zuckerhaltiger Nahrlosung bei einem p, von 4,2—4,4 unter Zusatz
von Hefewasser, welches das Eiwei3 der zerfallenden Hefezellen
enthilt und bei einer Temperatur von 26—30° geziichtet werden,
am besten geeignet. (,,Angereicherte Unterhefe®.)

Darstellung nach Euler und Josephson?) Als Ausgangs-
material dient eine durch Vorbehandlung mit Rohrzucker und

1) Hudson, C. S. u. Paine: Journ. of the Americ. chem. soc. Bd. 32,
S.774. 1910. — Hudson, C. S.: Ebenda Bd. 36, S. 1566. 1914.

2) Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 425, S.1. 1920/21.

3) Ber. d. dtsch. chem. Ges. Bd. 56, S. 446 u. 453. 1923.
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Phosphat angereicherte Unterhefe (vgl. S. 127). Die iiberstehende
Fliissigkeit wird dekantiert. Unter Zusatz von etwas Toluol und
Athylacetat wird die Hefe der Autolyse iiberlassen. Nach einer
Woche wird filtriert. Der Saft wird unter kraftigem Riihren mit dem
gleichen Volumen Alkohol versetzt, worauf die entstandene Fallung
sofort auf einem Biichnertrichter abgesaugt wird. Die Fillung
wird etwa 30 Std. mit Wasser unter Zusatz von Toluol digeriert.
Beim Absaugen wird schlieflich ein klares, bréunliches Filtrat er-
halten. Die wisserige Losung wird etwa mit !/, ihres Volumens
Alkohol versetzt und der Hélfte ihres Volumens einer Tonerdesus-
pension, die etwa 25 g Al(OH); enthdlt. Die Sorption der Saccha-
rase ist fast vollstindig. Das Sorbat wird abgesaugt, mit destil-
liertem Wasser gewaschen und in der Hilfte des Gesamtvolu-
mens einer Losung von 0,3proz. Kaliumarseniat 4 0,1 proz. Am-
moniak aufgeschlimmt. Nach halbstiindigem, kraftigem Schiitteln
wird die Elution abgesaugt. Die Losung wird mit Essigsdure
neutralisiert und 1!/, Tage durch Kollodiumschlduche dialysiert.

Eine weitergehende Reinigung gelingt durch weitere Ad-
sorption an Kaolin; danach wiederum Tonerdeadsorption (etwa
2 g). Eluiert wird mit 0,6proz. Kaliumarseniat und 0,1 proz.
Ammoniak. Die schwach ammoniakalische Elution wird mit
Salmiak und Magnesiumchlorid versetzt, wobei das Arsen zum
grofiten Teil ausfallt. Dann viertdgige Dialyse.

Darstellung nach Euler und Josephson unter Ver-
wendung von gealtertem Autolysensaft!). Hefe wird
ca. 1 Monat teils bei Zimmertemperatur, teils bei 35° autolysiert.
Bei Zusatz von Alkohol entsteht eine sehr geringe Féllung. Die
Fallung wird in Wasser gelost. Die Losung (1250 cm3) wird auf 51
verdiinnt und mit 250 em3 Tonerdehydrat-Emulsion, enthaltend
8,6 g Al,O;, versetzt. Das Sorbat wird abgesaugt, mit destillier-
tem Wasser gewaschen und mit 800 em3 1proz. Natriumarseniat
+ 0,19/, Ammoniak eluiert. Die Behandlung des Sorbates mit
der Elutionsflussigkeit dauert etwa 30 Minuten. Nachdem die
Elutionsfliissigkeit abgesaugt ist, wird die schwach ammonia-
kalische Losung mit HgCl, versetzt, wodurch die Arsenséure zum
groBten Teil ausfdllt. Nach Abfiltrieren der Lésung wird mit
Essigsdure neutralisiert und danach 16 Stunden dialysiert, wobei
die Aktivitdt sich nicht verdndert.

Zur zweiten Adsorption wird die Losung auf 51 verdiinnt
und mit 50 cm?® Tonerdehydratemulsion (1,7 g Al,O,) versetzt. Die
Elution wird dialysiert, und zwar zuerst gegen reines Wasser,

1) Ber. d. dtsch. chem. Ges. Bd. 56, S. 453; vgl. Willstatter und
Wassermann: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 123, 8. 181. 1922,
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danach gegen Wasser, das durch Zusatz von Salpetersiure
schwach angesduert ist (p, = 3,5). Nach 24stiindiger Dialyse
wird die Losung mit Kieselgur behandelt, dann abfiltriert, noch-
mals 48 Stunden zuerst gegen angesiuertes Wasser (p, = 3,5)
und schlieflich 48 Stunden gegen destilliertes Wasser dialysiert.
Nach insgesamt 6tégiger Dialyse und Behandlung mit Kieselgur
sank die Aktivitdt nur um 109/,

Methoden nach Willstdtter und Mitarbeitern. Eine
Einheitsvorschrift zur Darstellung der Saccharase ist von Will-
stétter nicht gegeben worden. Jedes der verschiedenen, nachein-
ander beschriebenen Verfahren hat Vorziige und Nachteile. Je nach
der Wahl der Methode hat es der Untersucher in der Hand, Pri-
parate mit oder ohne Gehalt an Hefegummi, mit oder ohne EiweiB-
gehalt, mit oder ohne Tryptophan und Tyrosingehalt zu gewinnen.
Das Prinzip der Willstétterschen Methoden ist, die geeigneten
Bedingungen auszuprobieren (Saduregrad, Temperatur, Vorbe-
handlung der Adsorbentien, Abscheidung oder Belassung storen-
der resp. fordernder Begleitstoffe), unter denen mit méglichst wenig
Adsorbens ein Maximum an Ferment adsorbiert wird.

Je nach der Verwendung a) gealterter oder b) frischer Hefe-
autolysate verwendet Willstatter hauptsichlich zwei Methoden,
von denen je ein Beispiel folgen soll!)?2).

Die Hefe wird mit der gleichen Menge Wasser versetzt und
unter Toluolzusatz autolysiert. Das Autolysat wird mehrere Mo-
nate altern gelassen (4—6'/, Monate). Nach dem Vorgang von
Eulerund Josephson wird das Autolysat mit der gleichen Menge
95 proz. Alkohols gefillt. Der Niederschlag wird mit Wasser kurz
geschiittelt, wobei er sich 16st; noch geeigneter ist 0,06 proz. Am-
moniak. Die Losung wird mit Essigsiure angesiuert (zu !/;—3/,n)
und aus ihr das Ferment mit Zettlitzer Kaolin (pro 1 Fliissigkeit
1 g) adsorbiert, das Adsorbat so schnell getrennt, daf das Enzym
héchstens 20 Minuten der Saure preisgegeben wird. Mit 0,4proz
Dinatriumphosphatlosung wird alsdann eluiert. Die so erhaltene;
Loésung wird 4 Tage lang durch sogenannte Fischblasen dialysiert
und dann bis zur Stromstérke von 0,1 Milliampere elektrodialysiert.
Der Dialysatorinhalt wird auf 11 pro S.-E (s. u.) und einen Gehalt
von 1/,o-n-Essigséure gebracht. Zur Adsorption wird jetzt von dem
Tonerdepraparat B (s. S. 141) eingetragen. Die Suspension wird
mit Ammoniak auf ein p, = 5,5 gebracht und durch gehértete

1) Nach Willstatter u. Schneider: Zeitschr. f. physiolog. Chem.
Bd. 133, S.193. 1924.

2) Willstatter u. Schneider: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 142,
S. 257. 1925.
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Filter gesaugt. Mit 0,4proz. Dinatriumphosphat wird eluiert,
3 Tage dialysiert und fiinf Viertelstunden elektrodialysiert.

Ein Beispiel der Fraktionierung mit gealtertem Autolysatl):

1,12 1 Autolysat, 26 Monate alt; 1,24 1 Autolysat, 28 Monate alt;
4,9 S.-E. 6,02 S.-E.
v
Alkoholfallung, Elution durch Alkoholfsllung, Elution durch
Wasser, 3,77 S.-E. Wasser, 4,65 S.-E.

Adsorbiert aus /5 essigsaurer Losung mit Kaolin (A.-W. 0,27), 8,00 S.-E.
Elution durch Ammoniak, 5,46 S.-E.
v
Von 4,75 S.-E. in !/,)-n-Essigs. ferner ads. 0,92 S.-E. beiNeutr. ausgefl.aus

ads. m. Tonerde B 2,03 S.-E. J Restlosung 1,8 S.-E.
y v v
Rasche Elut. d. Phosph. Elut. d. Phosph. RascheElut. d.Phos-
0,67 S.-E. 0,51 S.-E. " phat 0,46 S.-E.
v
Eingeengt im Vak.; dial. mit Eing.dial.0,415 S.-E.

80%/, Verl. 0,135 S.-E.

Verarbeitung frischer Hefeautolysate. Mehrere Kilo
frischer Hefe, die man zweckmiBig vorher einige Tage in 2 proz.
Zuckerl6sung unter Zusatz von Nihrsalzen?2) und bei dauernder
Durchliiftung auf 30° gehalten hat, werden mit 60 cm?3 Chloro-

1) Willstatter u. Schneider: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 133,
S.217. 1923.

2) Vgl. Euler, H.v. u. O. Svanberg: Zeitschr. f. physiolog. Chem.
Bd. 107, S. 269. 1919 (8. 286). Bd. 109, 8.65. 1920. — Euler, H. v. u. B.
af Ugglas: Zeitschr, f. physiolog. Chem. Bd. 70, S.279. 1910.

Beispiel zur Vorbehandlung einer Unterhefe: 75 Liter der benutzten
Hefe wurde mit 500 Liter Wasser von 25° in einem 700 Liter fassenden
und mit Riihrpropeller versehenen Maischbottich gemischt. Die Hefe konnte
sich wahrend 20 Stunden absetzen, worauf das Waschwasser mittels Heber
entfernt wurde. Die Hefe wurde nun in einen 500 Liter fassenden Bottich
mit Wasser von 27° iibergespiilt. In diesem Bottich wurde unter Um-
rilhren folgende Loésung zugesetzt: 0,1 kg MgS0,, 1,0 kg KH,PO,, 1,0 kg
NH,H,PO,, 0,05 kg NH,(I, 0,05 kg K,SO,, Hefenwasser aus !/, kg Trocken-
hefe, 10 kg Invertzucker. Auf 10 Liter aufgefiillt. — Diese Losung wurde
in drei Portionen an einem Tag in 4—5 Stunden Zwischenraum zuge-
setzt; die Maische wurde wahrend 12 Gérstunden zwischen 24 und 270
gehalten. Nachdem sich die Hefe wihrend 24 Stunden abgesetzt hatte,
wurde die Maische mittels Heber entfernt, die Hefe wurde quantitativ
gesammelt und mittels Handpresse abgepreBt. (Euler und Svanberg:
Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 107, S. 286.)

Oder man schwemmt nach Euler u. Svanberg: (Zeitschr. f. physiolog.
Chem. Bd. 106, S. 201) 1 g der Hefe (Unterhefe) in folgender Losung auf:
0,025 ¢ MgSQ,, 0,05 ¢ NH,H,PO,, 0,5 ¢ KH,PO, (event. 1,0 g Asparagin),
2 g Rohrzucker auf 100 com Wasser; nach 40stiindiger Vorbehandlung bei
ca. 27° wird abdekantiert.
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form pro kg frische Hefe mittels starker Holzstdbe innig gemischt
und geknetet.

Nach 10—20 Minuten ist die Masse verfliissigt, darauf ver-
setzt man mit dem gleichen Gewicht Wasser und neutralisiert
unter stindigem Rithren mit verdiinntem Ammoniak bis zum
P 6,6—7,0 (Lackmusneutralitit). Wahrend die Autolyse der
Fliissigkeit bei dauernder Bewegung durch einen Riihrer weiter-
geht, wird in kurzen Absténden die gebildete Sdure weiter wie
vorher neutralisiert. Nach 6—8 Stunden ist die Séurebildung be-
endet oder sehr verlangsamt. Nach gewéGhnlich 48 Stunden ist
alles Invertin aus den Zellen freigelegt. Das Autolysat wird in einer
groflen Zentrifuge von den Heferiickstinden befreit und die
Fliissigkeit durch schnelles Filtrieren unter Zusatz von etwas
Kieselgur auf einer Reihe grofler Filter vollends gekldrt. Die Fél-
lung durch Alkohol ist unentbehrlich, um die frischen Neutral-
autolysate fiir die Kaolinadsorption geeignet zu machen. Die dabei
entstehenden Enzymverluste sind zu vermeiden, wenn die Fallung
aus angesduerter Losung (durch Zusatz von primérem Phosphat
oder besser mit Essigsdure bis zur beginnenden Eiweiftriibung)
bei p, 4,5—4,8 vorgenommen wird. Man zentrifugiert von dem
unléslichen Anteil scharf ab und klirt die Losung, wenn sie nicht
ganz klar ist, durch Zusatz von Kieselgur und Filtrieren.

Darauf wird die Lésung mit Wasser und 3-n-Essigsdure ver-
diinnt und mit Salzsdure behandeltem Kaolin adsorbiert (s. S. 142,
67 g fir 10 S.-E.; in 500 cm? n/2-Essigséure fir 1 S.-E.). Die
Suspension wird so rasch wie moglich auf einer breiten Steinzeug-
nutsche mit doppelter Lage Filtrierpapier abgesaugt, was nicht
mehr als 5 Minuten dauern soll. Nach dem Auswaschen wird das
Adsorbat in Porzellanschalen eingetragen und zur Elution mit 1,51
0,05 proz. Ammoniak verrithrt. Die Elution wird auf mehreren Nut-
schen durch gehértete Filter gesaugt und mit Essigsdure neutrali-
siert. Die gesamte Fliissigkeitsmenge wird im Vakuum bei 13
bis 149 auf ein Volumen von 30—35 S.-E. in 11 eingedampft. Zur
Eiweiflausfallung wird die Losung in tunlichst vielen Portionen
mit 20 proz. CaCl,-Losung (4 cm?® pro 18.-E.) und mit n/2-
Schwefelsdure versetzt (die nétige Menge mull wegen der
starken S@ureempfindlichkeit des Invertins ausprobiert werden,
indem man zu 5 cm?® der eingeengten Elution 1cm® 20proz.
CaCl,-Lésung gibt und die Menge Schwefelsdure ausprobiert,
die geniigt, um alles Ca zu binden). Beim H,SO,-Zusatz ent-
steht eine dichte, sich zusammenballende Proteinfillung. Mit
der Zentrifuge wird die Enzymlosung vom Niederschlag ge-
trennt und spétestens 5 Minuten nach Versuchsbeginn mit einer
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kleinen Mengen geféllten Calciumcarbonats neutralisiert. Die Lo-
sung wird im Vakuum eingeengt und zwei Tage dialysiert.

Die weitere Reinigung kann in fraktionierter Tonerdeadsorp-
tion erfolgen. Durch unvollstindige Adsorption wird ein Teil
des Enzyms mit dem gréBten Teil der Ballaststoffe entfernt,
und die Restlésung wird fiir sich weiter verarbeitet (Voradsorption)
Zumeist wurde die Hauptmenge (80—90°/ ) des Enzyms aufge-
nommen und vollstindig oder fraktionsweise eluiert. Die maxi-
male Adsorption wurde bei p, 5 gefunden. Man arbeitet in 1/,40,-n-
Essigséure und zuerst z. B. mit 250 cm?® pro S.-E. Bei héherem
Reinheitsgrad ist hingegen der Adsorptionswert in konzentrierter
Losung gréfler (1 E. in 50 cm?).

Nach der Reinigung durch Voradsorption trigt man die
vorher ausgetastete Menge Al,O; in ca. !/,, des Volumens an
Fliissigkeit auf einmal unter heftigem Umschiitteln ein. Die Rest-
l6sung wird vom Adsorbat abzentrifugiert. Die Adsorbate wer-
den, um sie auszuwaschen, sorgféltic mit destilliertem Wasser
verriihrt und die Tonerde durch Zentrifugieren vom Waschwasser
abgetrennt. Hierauf wird in Fraktionen eluiert, und zwar ein
kleiner Teil mit 0,05proz. Ammoniak und die Hauptmenge durch
zweimalige Behandlung mit 0,5 proz. Diammonphosphat. Die ver-
einigten Phosphatelutionen werden im Vakuum auf ein kleines
Volumen eingeengt und durch dreitégige Dialyse von Elektrolyten
befreit, danach noch elektrodialysiert.

Dieser Voradsorption folgen noch meistens zwei weitere Ad-
sorptionen in gleicher Weise.

Beispiel?) der planméBigen Tonerdeadsorption (Pri-
parat C, 8. 141): Angewandt 58 E. vom S.-W. 108 nach Kaolin-
adsorption und Eiweififdllung.

Voradsorption (4,2°/, adsorbiert) in Verdiinnung 1 E. in
200 cm3, neutral mit 0,6 g, Restlosung 56,7 E.

Voradsorption (10,1 /o) unter denselben Bedingungen mit 0,6g,
Restlosung 50,8 E. weiter verarbeitet 49 E.

I. Adsorption: n/1000 Essigséiure, 1 E. in 250 cm3 mit 0,95 g
bei A.-W. 41,2. Elution (nach Vorelution von 2,25 E mit NH;) mit
Phosphatlosung, eingedampft, dialysiert, 35,3 E.

S.-W. 2,27, weiter verarbeitet 25,5 E.

Voradsorption (7,1°/,) n/1000 Essigséure, 1 E.in 55 cm3 mit
0,053 g bei A.-W. 39; el. S.-W. 0,7. Restlosung 23,7 E.

II. Adsorption: n/1000 Essigséure. 1 E. in 63 cm3, mit 0,182 ¢
bei A.-W. 115. Elution mit Phosphatlésung 17,4 E. (83%,), nach

1) Willstatter und Schneider: Zeitschr. f. physiolog. Chem.
Bd. 142, 8. 288. 1924.

Rona, Fermentmethoden. 9
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Dialysieren 16,9 E. S.-W. 3,57 ; nach 8 Tagen 2,76, weiter verarbeitet
12,3 E. Voradsorption (17°/;) n/1000 Essigsédure, 1 E. in 50 cm3
mit 0,01 g bei A.-W. 210, mit Adsorptlon von 2,1 E. zerstort 719/,
Restlosung 10,2 .

IIT1. Adsorptlon n/1000 Essigséure, 1 E. in 61, mit 0,0053 g
bei A.-W. 162. Elution 8,2 E (98°/,) nach Dialyse 8,2 E. {filtriert
von etwas Tonerde, 7,4 E. S.-W. 4,75.

Weitere Reinigung gelang nicht mehr.

Folgende Tabelle!) gibt ein weiteres Beispiel fiir die Reinigung
der Invertinpriparate.

Fraktionierungsversuch mit Invertin aus frischem
Autolysat.

2,31 Autolysat (8 Tage nach Beginn der Autolyse) 28,6 S.-E.
Alkoholfallung, Elution durch Wasser. 26,8 S.-E.
Adsorbiert aus 1,5n essigsaurer Losung mit Kaolin (A.-W. 0,67) 25,6 S.-E.
Elution J'durch Ammoniak 19,5 S.-E.
Adsorbiert aus niutr. Losung mit Tonerde C (A.-W. 9,3) 16,8 S.-E.
Elutiorf durch Phosphat 15,6 S.-E.
Nach Pﬁosphatfillung 14,2 S.-E.
Von 8,13 S.-E. a,dsorlly)iert durch Tonerde B (A.-W. 12,5) 8,07 S.-E.

v Y
Erste Elution durch Phosphat 4,80 S.-E.  Zweite Elution
durch Phosphat 1,86 S.-E.

Eing.DiaJlr. 4,75 S.-E. Eing. Dial. 1,73 S.-E.
Von 4,33 S.-E. adsorbiert durch Tonerde B 4,22 S.-E.

Erste ]%}lution 1,65 S. E. Zweitelr Elution 1,31 S.-E

Eing. Diial. 0,96 S.-E. Eing.Ji)ial. 1,10 S.-E.

Nach den letzten Untersuchungen von Willstatter, Schnei-
der und Wenzel?) ist das beste Verfahren zur Freilegung des
Invertins die fraktionierte Autolyse. Sie besteht in der Abtotung
der unverdiinnten Hefe durch Toluol, Abtrennung des Verfliissi-
gungssaftes und kurzdauernde Autolyse bei 30°. Es ist vorteil-
haft, einige Zeit nach der vollstindigen Verfliissigung, z. B. nach

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 133, S. 218. 1923.
2) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 151, 8. 1. 1925,
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1 Std., Wasser (gleich dem Gewicht der Hefe) zuzusetzen und
die Hefesuspension mit verdiinntem Ammoniak zu neutralisieren
und bis zur Abtrennung nach zwei weiteren Stunden neutral
zu halten. Gute Resultate werden auch erzielt, wenn man die
Hefe anstatt mit Toluol durch Verreiben mit 5—109/, feingepul-
vertem Diammonphosphat verfliissigt, oder besser mit Phosphat
+ Toluol. Der Puffer geniigt, so dal Neutralisation mit Ammo-
niak nicht mehr nétig ist. Dieses Verfahren wurde entweder bei
Zimmertemperatur (6—8 Std. bis zur Abtrennung) oder bei 30°
(im ganzen 3 Std. bis zur Abtrennung) ausgefiihrt.

Das mit der doppelten oder vierfachen Wassermenge ver-
diinnte Autolysat wird zunichst mit der Zentrifuge abgetrennt
und zweckmiBig erst danach durch geringes Ansduern mit Essig-
sdure von Eiweill vollstindig befreit.

Zu Priparaten von hoherem Reinheitsgrade gelangt man am ein-
fachsten durch einmalige Adsorption von Kaolin oder zweckma3ig
durch Fillung mit Alkohol und einmalige Adsorption an Tonerde.

Beispiel1): Fillung durch Alkohol. Ein frischbereitetes Auto-
Iysat (1,51 mit 20,9 S.-E. Zeitwert 1,15) wurde auf 00 abge-
kiihlt und mit 1-n-Essigsdure (5 cm?) zu p, von ca. 5 ange-
sduert. Beim Vermischen mit dem gleichen Volumen auf — 200
gekiihlten Alkohols fiel eine geringe Menge Niederschlag aus, der
auf 2 Nutschen durch Filter, die mit einer 1 mm dicken Schicht
Kieselgur bedeckt waren, abgesaugt wurde. Die vom Papier
abgeloste Kieselgur mit Wasser verriihrt, lieferte eine klare En-
zymlssung. — Die Invertinlosung (370 cm3) wurde auf 92 cm3
eingeengt. Bei dieser hohen Konzentration wurden mit 0,40 g
Tonerde (in 40 cm® Wasser) 18,7 E. adsorbiert. Das dreimal
gewaschene Adsorbat lieferte in 0,51 Wasser suspendiert beim
Versetzen mit 4 g Diammonphosphat und Umschiitteln in 5 Min.
eine Elution, die 13 S. E. enthielt.

Eine weitere Reinigung gelingt durch Féllung durch Tannin in
der Kilte. Ein Beispiel moge das Tanninverfahren schildern?).

Die Fermentlésung mit 2,5 S.-E. wurde auf 3,4 cm?® eingeengt,
auf 00 abgekiihlt; auch die Losung von 0,82 g Tannin in 3 cm?
Wasser stand in Eis. Der Becher einer Zentrifuge wurde nun mit
CaCl,-Losung von — 159 gefiillt und darin mit Korkstiicken ein
kleines Zentrifugenglas befestigt. In diesem wurde die Fillung
vorgenommen, um sofort zu zentrifugieren. Der Niederschlag
von ziher Konsistenz wurde mit Wasser von 00 verriihrt. Die
triibe Fliissigkeit enthielt 1,64 S.-E., die Restlésung 0,14 S.-E. —

) Le S 12. 2) 1. e S.13.
g*
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Mit Tonerde wurden bei 0° 1,48 S.-E. adsorbiert und mit Di-
ammonphosphat 1,46 S. E. eluiert.

Durch anteilweise Bildung eines adsorbierend wirkenden
Niederschlages von Bleiphosphat in den Invertinlésungen gelingt
es, inaktiviertes Ferment von aktivem abzutrennen. Die ersten
Fraktionen des Phosphatniederschlages enthalten das weniger
aktive Enzym. Der Niederschlag wird so erzeugt, dall man fiir
einen gewissen Anteil des Fermentes die ausprobierte Menge von
Ammonphosphat in die konzentrierte Invertinlésung aus der Bii-
rette einfliefen 140t, sodann aus einer zweiten unter heftigem
Schiitteln die dquivalente Menge Bleiacetat.

MaBe fiir die Konzentration des Invertins.

Als MaBe werden gewohnlich die folgenden benutzt.

1. Der ,,Zeitwert” nach O. Sullivan und Tompson?).
Er gibt die in Minuten gemessene Zeit ¢ an, die 0,05 g getrocknete
Hefe (oder der dieser Menge entsprechende Hefeauszug) oder 0,05 g
Enzympriparat in 5 cm?® 0,5-n-NaH,PO,-Losung (p; 4,5) auf-
geschwemmt oder gel6st, brauchen, um zu 20 em?3 20 proz. Rohr-
zuckerlésung hinzugefiigt, diese bei 15,50 so weit zu spalten, daB
nach Aufhebung der Multirotation durch Soda die Drehung bei
Na-Licht 0° betragt (,,Normalbedingungen®). R. Willstatter
und F. Racke charakterisieren den Invertingehalt von Hefeaus-
ziigen 1. durch den ,,Zeitwert bezogen auf Hefe”, wobei die
0,05 g getrockneter Hefe entsprechende Menge des Auszuges
unter den ,,Normalbedingungen auf die Zuckerlosung einwirkt.
Bezieht man den Zeitwert der Extrakte auf den der verarbeiteten
Hefe, so gewinnt man ein MaB fiir die Ausbeute an Ferment.
2. durch den ,,Zeitwert bezogen auf Trockengewicht®, der sich
auf 0,05g Trockenriickstand des Extraktes sowie beliebiger
Invertinlésungen bezieht.

Praktisch wird die Zeitwertbestimmung so ausgefiihrt?),
dal man die pufferhaltige Zuckerlosung mit etwa so viel In-
vertinlosung auf 100 cm® bringt, daB die Hydrolyse bis zur
Nulldrehung 60—180 Minuten erfordert. Zwischen 50—75%,
Spaltung werden 25 cm?® des Reaktionsgemisches in ein mit
5 cm3 2-n-Soda beschicktes Reagensglas eingetragen, das
mindestens 15 Minuten im Thermostaten von 20° bleibt.
Der Zeit- (Minuten-) Wert 4= 0 = ¢ Min. wird entweder graphisch

1) Sullivan, O. u. Tompson: Journ. of the Americ. chem. soc.
Bd. 75, S.834, 1890 zit. Oppenheimer-Kuhn: Die Fermente, S.253.

2) Willstatter u. F. Racke: Liebigs Ann.d.Chem. Bd. 425, S.1.
1920/21.
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und daraus die

1
ermittelt, oder man berechnet k& = s loga o

Nulldrehungszeit aus der Beziehung Reaktionskonstante >< Null-
drehungszeit = 0,619 (fiir 20°); fiir 15,5° = 0,597 ; fiir 18° = 0,608;
fir 229 = 0,629.

Der Vergleichszeitwert fiir Invertin gibt an, wieviel
Minuten 0,5 g trockene Hefe oder Préparat brauchen, um 1,1875
Rohrzucker in 25 cm?® Losung bei p, 4,5 und 30° zu 509/, zu spal-
ten?). Der Vergleichszeitwert dient zum Vergleich der Wirkungen
der Hefe und von Fermentprédparaten auf verschiedene Zucker-
arten und Glykoside. Er bezieht sich auf die fiir jede Hydrolyse
angebbare Zeit, die fiir den Umsatz von 50°/; des vorhandenen
Substrates notig ist.

2. Der ,,Saccharasewert (S.-W.) nach Willstdtter und
Kuhn?) stellt das Reziproke des Zeitwerts nach O. Sullivan
und Tompson dar.

3. Die ,Inversionsfihigkeit“ (If.) nach v. Euler und
Svanberg?) wird definiert als

k-g Zucker k-g Zucker

If. = — . ,
g Préaparat “w g Trockensubstanz

wo k die Reaktionskonstante erster Ordnung bezeichnet; g Zucker
ist die bei Beginn der Inversion urspriinglich anwesende Rohr-
zuckermenge, g Préparat ist die Menge des angewandten Fer-
mentpraparates bzw. das Trockengewicht der zur Inversions-
bestimmung angewandten Fermentlésung. Ausdem O. Sullivan-
Tompsonschen Zeitwert

0° = ¢ Minuten

(berechnet fiir 4 g Rohrzucker und 0,05 g Priparat) ergibt sich
fiir If. fiir 18° 46176

If. = .
t

Denn es ist bei 189
tmay= Rumax(0,44 — 18- 0,005) = 0,36 Runax.

Die Inversionskonstante wird berechnet nach der Gleichung

1 R+ «
B k t log A

1) Vgl. Willstatteru. Steibelt: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 111,
S. 157, 169. 1920.

2) Ber. d. dtsch. chem. Ges. Bd. 56, 8. 509. 1923.

3) v. Euler u. Svanberg: Zeitschr. {. physiolog. Chem. Bd. 106, S. 201,
Bd. 107, S.269, 1919 und v. Euler u. K. Josephson: Ber. d. dtsch.
chem. Ges. Bd. 56, S.1749, 1923,
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Wo R die Anfangsdrehung, L die Enddrehung, « die Drehung zur Zeit
t bezeichnet. Dann ist log 1,36/0,36 = 0,5772 und
0,56772 0,5772-4 46,176

i = T

Die Inversionskonstante k dividiert durch die Konzentration
des Enzympréparates (°/,) ergibt die Aktivitatszahl &//,.

Das Inversionsvermdgen ist nach Euler und Svanberg?)

k=

__ kg Zucker
"7 Zellenzahl

Fiir die Umrechnung auf Inversionsfahigkeit If mull man die
Zellenzahl der Hefe pro Gewichtseinheit kennen.

Da die enzymatische Inversion in der Regel nicht genau mono-
molekular verlduft, hat man den Mittelwert aus mehreren Be-
obachtungen zu nehmen. Die Zeit wird in Minuten angegeben
und mit Briggschen Logarithmen gerechnet. Beispiel einer Be-
rechnung von If. nach Euler und Josephson?).

Inversionsmischung: 4,8 g Rohrzucker, 10 cm3 4 proz. KH,PO,-
Losung, 49 cm® Wasser, 1 em? Saccharaselésung. Bei den in der
folgenden Tabelle angegebenen Zeiten wurden 10 cm3® Mischung
in 10 cm? 5proz. Sodaldsung einpipettiert, wodurch die Reaktion
abgebrochen wurde. Die Losungen wurden darauf im 1-dm-Rohr
polarisiert.

Das Trockengewicht der Enzymlésung wurde durch Ein-
dampfen einer Probe von 5 cm? bestimmt. Gefundenes Trocken-
gewicht 1,44 mg. Also enthdlt 1 cm3? 0,288 mg.

Inv

Min, Drehung K-104 k-104

0 2,65 Mittel
22 1,00 122

28 0,62 130 132
33 0,37 133

40 0,04 142

Hieraus berechnet sich:
132-4,8
If. = - —1~ = 220,
2-88

4. Die Saccharaseeinheit (S.-E.) nach Willstétter und
Kuhn3) als MaB fiir die Invertin-Mengen wird definiert als die
Enzymmenge in 50 mg invertinhaltiger Substanz vom Zeitwert 1
unter den Bedingungen von O. Sullivan und Tompson,

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 106, S. 201, 1919.
2) Ber. d. dtsch. chem. Ges. Bd. 56, S. 1749, 1923.
%) Ber. d. dtsch. chem. Ges. Bd. 56, S.509. 1923.
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Uber Darmsaccharase (aus Schweine- und Menschendarm)
vergleiche Euler und Svanberg?!). — Zur Untersuchung kommt
der fein zerschnittene Darm oder dessen Glycerinextrakt.

Bestimmung der Saccharase vgl. S. 144.

Maltase.

Das Ferment katalysiert die Spaltung von Maltose in zwei
Mol Traubenzucker. Es ist eine «-Glucosidase.

Darstellung der Maltase. E. Fischer benutzte bei seinen
Untersuchungen 2) wisserige mit Toluol versetzte Extrakte der
vorher scharf getrockneten Bierhefe.

Darstellung aus Hefe nach Willstédtter, Oppenheimer und
Steibelt?). Eine so weitgehende Reinigung des Ferments wie
z. B. bei der Saccharase ist bei der Maltase noch nicht gegliickt.
Wichtig ist es, die bei der Autolyse der Hefen entstehenden Sauren
zu neutralisieren.

Beispiel: 88 g gewaschene und abgeprefite untergirige Hefe
(die Autoren benutzten Hefen der Lowenbrauerei in Miinchen)
wurden unter Zusatz von Toluol mit 132 em? Wasser (entsprechend
20 g Trockenhefe 4+ 200 cm?® Wasser) angeschiittelt. Die Fliissig-
keit reagierte zundchst neutral, eine deutlich sauere Reaktion
trat mitunter erst nach 50, gelegentlich aber auch schon nach
5—6 Minuten auf. Am besten ist es, hiufig die neutrale Reaktion
auf Lackmus durch vorsichtigen Zusatz von verdiinntem 1proz.
Ammoniak herzustellen. Bequem und anndhernd ebenso giinstig
ist es, die Flissigkeit durch Zusatz von Magnesiumcarbonat kon-
stant bei fast neutraler Reaktion zu erhalten. — Um Maltase aus
getrockneter Hefe zu bereiten, ist es unnétig, die Hefe durch stufen-
weises langsames FErhitzen bis auf 1000 oder durch Aufbewahren
im Vakuum iiber Schwefelsdure vorzubereiten. Lufttrockene Hefe
gibt dieselbe Ausbeute. Es werden z. B. 20 g Trockenhefe mit
200 cm?® Wasser und Toluol angeschiittelt; die sauer reagierende
Fliissigkeit mit 1proz. Ammoniak neutralisiert.

Ein weiteres Verfahren von Willstdtter und Steibelt?)
zeigt folgendes Beispiel: 11 g Hefe werden im Becherglas mit
1 em3 Essigester versetzt und mit einem Glasstab 4—6 Minuten
lang verrieben, bis die Verflissigung vollstindig geworden ist.
Darauf wird die Hefe mit 20 cm?® Wasser durchgeriihrt und als-
bald tropfenweise mit n/10-Ammoniak unter stetigem Riihren

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 115, S.43. 1921.
2) Ber. d. chem. Ges. Bd. 28, S.1433. 1895.

3) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 110, 8. 232. 1920.
4) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 111, S.168. 1921,
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bis zur neutralen Reaktion versetzt, die man durch Tiipfeln auf
hellblaues Lackmuspapier mit Vergleichsproben von destillier-
tem Wasser feststellt; man wartet noch 10 Minuten und gibt bei
evtl. wieder eingetretener Sauerung von neuem n/10-Ammoniak
bis zur neutralen Reaktion hinzu. Zu Versuchen benutzt man diese
Hefesuspension, die mit Wasser verdiinnt wird.

Kaolin adsorbiert Maltase, aber sie geht im Adsorbat zugrunde.
Aus Tonerdeadsorbaten (in denen die Maltase weiter wirkt), 146t
sich Maltase mit Maltoselosungen nur bei gleichzeitigem Zusatz von
Phosphatmischung (pj 6,8) reichlich eluieren?).

Die Wirksamkeit der Maltaselsungen wird festgestellt, indem
man die Zeit in Minuten bestimmt, die 1 g getrocknete Hefe
oder die dieser Menge entsprechende Enzymlosung braucht,
um bei 30° 2,5 g Maltose (Hydrat) zur Hilfte zu hydrolysieren,
wenn diese 30 mg Na,HPO,-2 H,0 und 22,5 mg KH,PO,
(ps 6,8) in 50 cm® enthalten?).

In neueren Untersuchungen ist Willstdtter und Bamann?3)
eine vollstdndige Trennung von Maltase und Saccha-
rase auf Grund folgender Befunde gelungen. Das kurz gealterte
Tonerdegel Al(OH), ist in seiner auswéhlenden Adsorptions-
wirkung auf Gemische von Maltase und Saccharase dem frischen
Gel weit iiberlegen, und dieses wird vom Gel der Formel AIO,H
erheblich iibertroffen. Diese neuen Hydrogele vermégen nun zum
Unterschied von den gewohnlichen Tonerdesorten die Maltase
reichlich, die Saccharase jedoch nur spérlich aus den Autolysaten
zu adsorbieren. — Weiterhin wurde die auswéhlende Adsorption
durch eine Methode der auswéhlenden Elution aus den Ferment-
adsorbaten ergidnzt. Aus den Tonerdeadsorbaten werden Maltase
wie Saccharase durch schwach alkalisches Phosphat eluiert, auch
noch durch Phosphatmischung von p,=6,8; von primérem
Alkaliphosphat jedoch wird die Saccharase fast allein eluiert,
und zwar vollstindig, wihrend der gréfite Teil der Maltase enzy-
matisch einheitlich im Adsorbat zuriickbleibt und daraus ge-
wonnen werden kann.

Folgende Beispiele seien gegeben:

1. Befreiung der Saccharase von der Maltase. In
10 cm? kaltes Hefeautolysat wurde die ebenfalls auf 00 gekiihlte
Suspension des kurz gealterten Tonerdegels (entsprechend 0,20 g

1) Vgl. Willstatter, R. u. R.Kuhn: Zeitschr. {. physiolog. Chem.
Bd. 116, 8. 53. 1921.

2) Willstdtter, R., Fr. Oppenheimer u. W. Steibelt: Zeitschr. f.
physiolog. Chem. Bd. 110, S.233. 1920. Vgl. auch R. Willstatter u.
W. Steibelt: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 115, 8.201. 1921.

8) Zeitschr. £, physiolog. Chem. Bd. 151, S. 273. 1925.
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AL,O,) eingetragen und nach Durchschiitteln die Restlosung
vom Adsorbat durch Zentrifugieren getrennt. Das Adsorbat wird
in der Zentrifuge einmal mit Eiswasser gewaschen. Die Rest-
lésung ist so gut wie frei von Maltase; ihr Gehalt an Saccharase
belief sich auf 81,99/, der angewandten Menge.

2. Befreiung der Maltase von Saccharase. Die Ab-
trennung der Saccharase aus dem Hefeautolysat wurde mit dem
Gel AlO,H ausgefithrt. (Auf 10 cm3 Autolysat 0,64 ¢ Al O, ent-
sprechend.) Das mit Wasser von 00 ausgewaschene Adsorbat ist
so gut wie saccharasefrei; die Restlosung enthielt noch ungefahr
1/, der angewandten Maltase. Vorteilhaft ist es, die Adsorption
in mehreren Anteilen vorzunehmen.

3. Trennung von Maltase und Saccharase durch
auswiahlende Elution. Bei Anwendung von primirem Phos-
phat als Eluens 148t sich die Saccharase aus dem Tonerdeadsorbat
auch bei 00 eluieren, wihrend die Hauptmenge der Maltase im
Adsorbat zurlickbleibt, so da3 sie nachher durch Diammonphos-
phat frei von Saccharase eluiert werden kann.

Bestimmung der Maltase vgl. S. 162.

Emulsin.

Emulsin muB als ein Fermentgemenge betrachtet werden.
Die am lingsten bekannte Wirkung des Emulsins wird durch
3 Fermente bedingt, die Amygdalin in 2 Mol 8-Glucose, Benz-
aldehyd und Blausdure spalten.

Die Spaltung des Amygdalins geht so vor sich, dafl zuerst
die Amygdalase die Spaltung des Amygdalins in Mandelsiure-
nitrilglucosid (Prunasin) und Glucose bewirkt. Dann wird durch
die B-Glucosidase (Prunase) das 2. Mol Glucose abgetrennt. Ubrig
bleibt das Benzaldehydcyanhydrin, von dem durch ein drittes
Ferment, Benzcyanase oder Oxynitrilase, die Blausidure ab-
getrennt wird.

Auch andere §-Glucoside werden von §-Glucosidase gespalten
(Salicin, Helicin u. a.)?).

Darstellungnach Willstdtter und Csdnyi?): Bittere Man-
deln werden zur Enthidutung eine Viertelstunde in Wasser von
60—70° erwirmt. Sie werden oberflichlich an der Luft getrocknet,
in der Mandelmiihle zerkleinert und in der hydraulischen Presse
zum gréBten Teil vom Ol befreit. Darauf werden sie mit der drei-
fachen Menge Ather in einer Flasche extrahiert, nach dem Absaugen

1) Willstatter, R.u. G. Oppenheimer: Zeitschr. f. physiolog. Chem.
Bd. 121, S.183. 1922.
%) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 147, S. 173. 1921.
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in der Walzmiihle gemahlen und nochmals mit der doppelten Menge
Ather ausgezogen, abgesaugt und nachgewasehen Das in einem
warmen Luftstrom getrocknete Material wird in einer Siebmiihle
aufs feinste gemahlen. Das Pulver wird jeweils fiir die Bestim-
mungen im Exsiccator getrocknet. Beim Aufbewahren nimmt
seine enzymatische Kraft ab; z, B. in einem halben Jahre um 109/,

100 g Mandelpulver werden in einer Flasche mit 250 cm? n/10-
Ammoniak verriihrt, darauf mit 100 cm® Wasser 5 Std. lang mit
der Maschine geschiittelt. Den ammoniakalischen Auszug trennt
man mittels der Zentrifuge von den Riicksténden, um diese sogleich
in den Zentrifugenglédsern wieder mit 100 cm3 Wasser unter Zusatz
von 10 cm® n/10 NH; anzuriihren, vdn neuem zu zentrifugieren
und ebenso einen dritten Auszug zu bereiten, abermals, falls die
alkalische Reaktion verschwunden ist, unter Zusatz von einigen
cm® Ammoniak. Die vereinigten Ausziige, etwa 1/,1, enthalten
60°/, der Trockensubstanz der Mandeln Ein Teil der Eiweif-
stoffe wird jetzt mit Essigsaure (300 cm.® n/10 oder 60 cm?® n/2)
ausgefallt und abfiltriert; der Niederschlag enthilt 5—89/, vom
Emulsin. Das Filtrat wird mit der 4fachen Menge Sprit gefillt,
der rein weiBle Niederschlag mittels der Zentrifuge getrennt und
mit absolutem Alkohol und Ather gewaschen Das Pulver wird
mit wenig Wasser in der Reibschale zu einem Teig angerieben,
in der 30fachen Menge Wasser gelost, dann wird vom Ungelésten
abzentrifugiert, zum zweiten Male mit Alkohol gefillt, nétigen-
falls zum Zweck der besseren Ausflockung unter Zusatz von
einer Spur Calciumchlorid. Das Priparat ist in Wasser klar
1oslich.

Die Emulsinhandelspriaparate sind nach Willstdtter zwar
nicht so wirksam, aber haltbarer.

Nach K. Josephsonl) ist es vorteilhafter, nicht mit der
vierfachen, sondern mit der dreifachen Menge Alkohol zu fillen.
Durch Dialyse werden die Reinheitsgrade der Fermentlgsungen
etwas verbessert, es treten aber dabei starke Aktivitidtsverluste ein.

Darstellung von Emulsin aus Pflaumenkernen nach
B. Helferich?): Die zerkleinerten Kerne von Prunus domest. (SiiB-
kirsche wie auch Aprikose waren nicht geeignet) werden mit
2 Gewichtsteilen Toluolwasser angeriihrt, 4 Tage bei Zimmertempe-
ratur aufbewahrt, abzentrifugiert, die nicht ganz klare Lésung
nach mehreren Wochen mit etwa 1!/, Volumteilen der Ferment-

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 117, S. 117. 1925.

2) Zeitschr. f. physiolog. Chemie. Bd. 117, 8. 166. 1921 u. B. Helferich,
Speidel u. Toeldte: Zeitschr. f. physiolog. Chemie. Bd. 128, 8. 99.
1923.
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lésung Alkohol gefallt, das gefillte Priaparat abzentrifugiert, mit
Alkohol und Ather gewaschen, an der Luft getrocknet.

In der essigsauren Losung, auch in 309/, Alkohol enthaltender,
ist das Emulsin praktisch bestindig. Gegenwart von Alkohol
hemmt die Amygdalinspaltung deutlich, 10°/, Alkohol in der
Reaktionsfliissigkeit erniedrigt die Wirkung um etwa ein Viertel.

Als MaB fiir die Emulsinwirkung dienen die Zeitwerte
der 50 proz. Spaltung von Amygdalin, Prunasin, §-Methylglucosid,
Lactose und Raffinose: die Anzahl Minuten, die 1 mg Emulsin-
priaparat oder enzymhaltige Pflanzensubstanz brauchen wiirde,
um bei 30° und optimalem p; 50°/, der theoretischen Monosemenge
abzuspalten in 20 cm® Losung aus 0,1000 g Amygdalin (3 H,0
enthaltend) bzw. von 0,05765 g Prunasin, 0,0793 g f-Methyl-
glucosid (mit */, H,0), 0,07034 g Lactose (mit 1 H,0), 0,2320 ¢
Raffinose (mit 5 H,0). — Unter theoretischer Menge wurden
verstanden 2 Mole Glucose aus Amygdalin, 1 Mol Glucose aus
Prunasin, §-Methylglucosid, Lactose, 1 Mol Galaktose aus Raffi-
nose. (Vgl. auch S.139.)

Die optimale Wasserstoffzahl ist fiir die Hydrolyse des Amyg-
dalins p, = 6, fiir Prunasin und f-Methylglucosid 4,9, fiir Lactose
4,4 und fiir Raffinose 4,1 (in allen Féllen mit Acetatgemisch ein-
gestellt).

Eine Trennung der §-Glucosidase vom starkespaltenden Fer-
ment im Emulsin beschreibt K. Josephson?). Die g-Glucosidase
(gepriift auf Salicin) wird durch Tonerde fraktioniert adsorbiert
und mit einer 0,75proz. Na,HPO,-Lésung eluiert. Die Mandel-
Amylase befindet sich in der Restlosung.

Bestimmung des Emulsins vgl. S. 163.

Lactase.

Lactase katalysiert die Spaltung von Milchzucker in seine
Komponenten, die Glucose und die Galaktose. Auch eine Reihe
von Derivaten der Lactose wird gespalten. v

Darstellung. Nach Angaben von E. Fischer?) gibt weder
frische, noch an der Luft getrocknete Hefe an Wasser (bei
300, wihrend 20 Stunden) Lactase ab, wohl aber, wenn die luft-
trockene Hefe mit Glaspulver sorgféltig verrieben wird. Will-
statter konnte jedoch zeigen, dafl — wie bei der Maltase —
diese negativen Beobachtungen auf die in der Hefe entstehende
Séure zuriickzufithren sind. Um ohne Trocknung der Hefe das
Ferment darzustellen, verwenden Willstadtter und Oppen-

1) Ber. d. dtsch. chem. Ges. Bd. 58, S.2726. 1925.
2) Ber. d. dtsch. chem. Ges. Bd. 27, S.3479 (3481). 1894.
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heimerl) frische Reinkulturen von Saccharomyces fragilis, die
mit wiederholt sterilisiertem und filtriertem Hefedekokt unter
Zusatz von 7—10°/, Lactose bei 26° weiter geziichtet werden.
5 g der frischen Hefe werden etwa 10 Min. mit 1 cm?3 Chloroform
verfliissigt, dann mit 7 cm® Wasser verdiinnt und vorsichtig mit
1,1 ecm?® 1proz. Ammoniaks neutralisiert. Im Verlauf der nichsten
6 Std. muf} etwa sich noch bildende Saure wieder mit 1 proz. NH,
vorsichtig neutralisiert werden. Nach einem, besser nach 2—3 Tagen
wird die Lactasel6sung abfiltriert. — Oder es wurde die lufttrockene
Hefe ohne Zerkleinerung und ohne Toluolzusatz verarbeitet, indem
2 g getrockneter S. fragilis mit 20 cm?® Wasser versetzt und sorg-
faltig (Tipfeln auf Lakmus) mit 19/, Ammonjak neutralisiert
wurde. Nach einem Tage wurde die Lactaselésung abzentri-
fugiert.

Die Lactasewirkung wurde durch den Zeitwert in Minuten
gemessen, als die Zeit, die 1 g trockene Hefe oder die dieser Menge
entsprechende Enzymlésung brauchen wiirde, um bei 30° und
optimalem p; (= 7) in 50 cm? Lésung 2,5 g Lactose (Hydrat) zu
hydrolysieren. Als Substrat dient wasserhaltiger Milchzucker von
[a]p = -+ 52,530

Bestimmung der Lactase vgl. S. 168.

Diastasen (Amylasen).

Unter Diastase oder Amylase versteht man ein wahrscheinlich
aus mehreren Teilfermenten zusammengesetztes Enzym, das den
Abbau von Stirke und Glykogen bis zur Maltose katalysiert.

Die tierischen Amylasen kommen als Zymogene vor. Sie wer-
den durch Neutralsalze aktiviert, besonders durch Chloride. Dia-
lysierter Pankreassaft biillt nach Bierry?) seine diastatische
Wirkung vollkommen ein. '

Der optimale NaCl-Zusatz ist fiir Pankreasamylase nach Will-
stitter, Waldschmidt-Leitz und Hesse?) 0,003—0,03 Nor-
malitit. Ein Zusatz von 0,03%/, NaCl (bei p, = 6,8; Phosphat-
puffer) ist geniigend fiir die ausgleichende Aktivierung. Pflanzliche
Amylase wird durch Neutralsalze nicht aktiviert, da sie schon in
aktivem Zustande vorliegt [Hahn, Harpuder, Michalik4)].

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 118, S. 168. 1921.

2) Bierry, H. u. J. Giaja: Cpt. rend. des séances de la soc. de biol.
Bd. 143, S. 300. 1906. — Bierry, H.: Biochem. Zeitschr. Bd. 40, 8. 357,
1912.

3) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 126, 8. 143. 1923.

4) Zeitschr. f. Biol. Bd. 71, S.287, 302; Bd. 73, 8.10. 1921; Bd. 74,
S. 217; Bd. 76, 8. 227.
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Bakterienamylase verhdlt sich wie die tierische [Avery und
Cullen?).
- Speichelamylase.

Darstellung: Man sammelt den Speichel am besten mit
Hilfe von Schwiammchen [Pringsheim und Gorodiski?)].

Parotisspeichel vom Tier kann man auch leicht durch Kathe-
terisierung des Ductus stenonianus mittels eines diinnen Gummi-
katheters gewinnen.

Pankreasamylase.

Darstellungnach Willstatter, Waldschmidt, Leitz und
Hesse?):

Die Vorbehandlung der Driisen ist die gleiche wie die bei Trypsin
(siehe S. 234) geschilderte. Ausgangsmaterial ist auch hier der
Glycerin-Rohauszug. Die Amylase 18t sich besonders leicht und
vollsténdig in Losung iberfithren, und zwar durch Wasser ebenso
wie durch Glycerin. — Das gepulverte Trockenpankreas wird mit
wasserhaltigem Glycerin (16 cm? fir 1 g) unter wiederholtem
Durchschiitteln einige Stunden bei 30° behandelt; der mit der
Zentrifuge abgetrennte Glycerinauszug enthilt dann 93—98°/,
der Amylase. Der Rohextrakt wird durch Verdiinnen mit dem
5fachen Volumen Wasser geklirt, wobei ein reichlicher Nieder-
schlag (mit sehr wenig Amylase und Trypsin) ausfillt, der
abzentrifugiert wird.

Anmerkung I. Typen der verschiedenen Aluminjiumhydroxydpri-
parate nach Willstatter?).

1. Aluminiumhydroxyd A. Durch Fillen von Aluminiumsulfat mittels
Ammoniak und darauf folgendes langes Kochen dargestellt; plastisch.

2. Aluminiumhydroxyd B, ebenso dargestellt, aber ohne lingeres
Kochen; plastisch.

3. Aluminiumhydroxyd C wie B, aber mit sehr verdiinntem Ammoniak
gefallt, feinpulverig, volumings.

4. Aluminiumhydroxyd D; als Kaliumaluminat mit Kohlendioxyd
gefallt, mikrokrystallinisch, grobpulverig.

Anmerkung II. Salzsiurebehandeltes Kaolin [Willstatter und
Schneider?®)]. 500 g Kaolin werden mit 1,51 reiner Salzsiure vom spez.

1) Zeitschr. f. d. ges. exp. Med. Bd. 32, 8. 571, 582 (zit. Oppenheimer
S. 693).

2) Pringsheim u. Gorodiski: Biochem. Zeitschr. Bd.140,8.175. 1923.
Nach Hoppe-Seyler kann man Speichel in der Weise gewinnen, daB
man bei vorniibergeneigtem Kopfe den Mund weit 6ffnet, ohne dabei
irgendwelche Bewegung auszufiihren; nach einiger Zeit flieBt dann reiner
Speichel ab, der gleich zum Versuch verwandt werden kann. (Zitiert nach
Wohlgemuth, Fermentmethoden, S. 45).

3) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 126, S. 143 (159). 1923.

4) Willstatter: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 125, S.132 (161).

5) Willstatteru.Schneider: Zeitschr.{. physiolog.Chem.Bd.133,S. 200.



149 Kohlehydratspaltende Fermente.

Trennung von Lipase. Die Trennung gelingt mit Alu-
miniumhydroxyd auf Grund der stirker ausgeprigten Adsorp-
tionsaffinitdt der Lipase. Der geklirte Rohauszug wird mit Essig-
sdure angesiduert. So z.B. [Willstétter und Waldschmidt-
Leitz1)] wurde der durch Verdinnung mit Wasser geklirte
Glycerinauszug 2930 cm3 mit 30 cm3 n-Essigsdure angesiuert,
dann mit 750 cm?® Tonerdesuspension (Darstellung B), die 6,975 g
ALO, enthielt, geschiittelt und zentrifugiert. In dieser Rest-
lésung waren 76%, Amylase mit 109/, Lipase. Die Lipase muf}
nun aus der Amylaselésung mit Tonerde vollstindig entfernt
werden, wofiir die Halfte des fiir die Adsorption der Haupt-
menge angewandten Aluminiumhydroxyds geniigt. — In der
von der Lipase befreiten sauren Losung unterliegt die Amylase
rasch der Zersetzung, die vermieden werden kann durch Zusatz von
Glycerin zu einem Gehalt von 50°/, oder durch Neutralisation.
Man kann auch die verdiinnten Losungen bei neutraler Reaktion
ohne Enzymverlust im Vakuum auf 10fache Konzentration ein-
engen.

Die Trennung von Amylase und Trypsin laft sich
auch durch zweimalige Einwirkung von Kaolin auf die schwach
essigsaure (von Alkohol freie) Losung durchfithren, wobei sich
die Verluste an Amylase gewodhnlich zwischen 20 und 409/,
bewegen.

Beispiel zur Trennung mit Kaolin. Die von Lipase
befreite Enzymlosung 200 cm® (mit 84,2 Am.-E.) wurde mit
2,3 cm?® n-Essigsdure angesduert, mit der Suspension von 4,8 g
elektroosmotisch gereinigtem Kaolin in 20 cm?® Wasser geschiittelt
und hiervon mit der Zentrifuge 210 cm® Restlosung (mit 57,2 Am.-E.)
abgetrennt. Der Trypsingehalt betrug noch etwa 2/; der ange-
wandten Menge. — Von derselben lipasefreien Enzymlosung
wurden weitere 200 cm?® einer zweimaligen Behandlung mit je
4,8 g Kaolin unterworfen und 222 cm?® Adsorptionsrestlésung ge-
wonnen. Die Restlosung enthielt noch etwa 75/ der angewandten

Gew. 1,18 gut vermischt und erwirmt, zunéchst so langsam, dafl 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 Behandlung mit Salzséiure, so da im ganzen 14 Tage
dafiir notig sind. Das Kaolin wird schliefilich mit kaltem Wasser aus-
gewaschen so weit, daBl das Wasser fast keine saure Reaktion mehr zeigt,
daB aber eine kleine Probe des Kaolins auf Lackmuspapier noch stark
saure Reaktion aufweist.

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 125, S.175. 1923.
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Amylase und war frei von proteolytischer Wirkung. — Aus den
Kaolinadsorbaten lief sich das Trypsin mit ammoniakalischem
Phosphat (100 cm? 0,6 proz. 21/, bas. Ammonphosphat) freimachen,
ohne daf es in der Elution von Amylase begleitet war. Die Ad-
sorptionsmethode liefert demnach das diastatische Ferment als
Restlosung trypsinfrei, das Trypsin als Elution aus dem Kaolin
amylasefrei.

Die Amylase wird auf dieser Stufe der Reinigung noch von
Tonerde adsorbiert, und zwar aus neutraler Lisung bei einem
hohen (mindestens 50°/,) Gehalt an Alkohol. — Beispiel : 600 cm?
der von Lipase und Trypsin befreiten, gegen Lackmus neutralisier-
ten Loésung (mit 1554 Am.-E.) werden mit 720 cm3 96proz.
Alkohol und mit 360 cm3 Suspension der Tonerde A (10,8g Al,O,)
versetzt. Dann wird rasch zentrifugiert und das Adsorbat zur
Elution in Zentrifugenglisern zweimal mit je 200 cm?* ammonia-
kalischem Phosphat angeriihrt (bestehend aus 114 cm® 1proz.
(NH,),HPO,, 6 cm® n-NH; und 80 cm3 87 proz. Glycerin). Die so
erhaltenen Losungen (435 cm3 mit 187 Am.-E.) werden durch
7tagige Dialyse gegen flieBendes destilliertes Wasser von Elektro-
lyten und von Glycerin befreit. Eine neuerliche Adsorption der
eluierten Amylase unter gleichen Versuchsbedingungen gelingt
nur unvollkommen.

Leberamylase.

Man verwendet entweder Alkoholfdllungen aus wéasserigen
Ausziigen frischer Organe oder Glycerinausziige oder PreBsifte.
Holmbergh?) extrahiert die frische zermahlene Leber mit Was-
ser (1000 g mit 1000 cm®) oder mit Glycerin (40 g Leberbrei mit
160 em® 87 proz. Glycerin). Man kann auch das zerkleinerte
Organ nach Wiechowski und Wiener in diinner Schicht auf
Glasplatten streichen und es in einem warmen Luftstrom trocknen.
Oder man stellt das Organtrockenpulver (Holmbergh) dar, indem
man den Schweineleberbrei (z. B. ca. 1800 g) mit dem gleichen
Gewicht (also etwa 21) Aceton anriihrt und nach 2 Std. filtriert
der Riickstand wird mit 1,51 Aceton aufgeschlimmt und nach
30 Min. abgesaugt; darauf folgt eine Aufschlimmung und Schiitte:
lung in 11 Aceton und 1 1Ather wihrend 5 Min., und man wieder
holt dies noch zweimal mit je 11 Ather. Die feste Masse wird in
diinner Schicht auf Filtrierpapier ausgebreitet, 2 Std. getrocknet
und in der Pulvermiihle zerkleinert. Die Fermentverluste sind bei
dieser Behandlung sehr groS.

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 134, S.79. 1923.
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Pflanzliche Amylasen.

Darstellung Nach H. Eulerund O. Svanberg?). 130 g fein-
geriebenes Dorrmalz werden bei Zimmertemperatur 3 Tage mit
400 cm? destilliertem Wasser in Gegenwart von Toluol in einer
verkorkten Flasche, die 6fter geschiittelt werden muf}, extrahiert.
Die Aufschwemmung wird durch ein Tuch geprel3t und die noch
tritbe Losung zur Klarheit filtriert. Danach wird sie 40 Std. gegen
destilliertes Wasser in Kollodiumsidckchen dialysiert?), wobei
wieder durch Toluol fiir Keimfreiheit gesorgt wird. Die Stabilitét
der gelosten Amylase ist- bei Zimmertemperatur zwar nicht so
grol wie die der gelosten Saccharase; die Losungen sind aber
mehrere Wochen haltbar.

Die Malzamylase wird, wie Euler fand®), aus saurer, nicht aber
aus neutraler und alkalischer Lésung von Kaolin adsorbiert. Bei
Elution mit Phosphatpuffer von p, 8 erhielten H. Pringsheim,
A. Geninund R. Perewosky?) die Amylase im Eluat, jedoch noch
vermengt mit der Maltase des Malzes. Durch Verringerung der
zur Adsorption verwandten Kaolinmenge und Beifiigung von Alko-
hol bei der Adsorption lieB sich die Trennung vervollkommnen.

Von Kryptogamen ist hauptsidchlich zu nennen die japanische
Kojehefe (alkoholbildende Saccharomyceten in Symbiose mit dem
Schimmelpilz Aspergillus Oryzae), die als Takadiastase in den
Handel kommt.

Bestimmung der Amylase vgl. S. 169.

Bestimmungsmethoden.
Bestimmung der Saccharase.

Grundsitzlich gibt es zwei verschiedene Methoden der Bestim-
mung: 1. Die Bestimmung der Menge der gebildeten reduzierenden
Substanzen. 2. Die Bestimmung der Anderung der physikalischen
Eigenschaften (z. B. optischen) des Ausgangsmaterials.

Glukose-Bestimmung nach Bertrand.

Prinzip?¥).

Das beim Kochen mit Fehlingscher Losung gebildete Kupfer-
oxydul wird in einer Losung von Ferrisulfat in Schwefelséure
gelost und das gebildete Ferrosalz mit einer auf Ammoniumoxalat
eingestellten Kaliumpermanganatlosung titriert.

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 112, 8. 193. 1920.

2) Vgl. hierzu Euler, H. u. O. Svanberg: Zeitschr. . physiolog. Chem.
Bd. 110, S.177. 1920.

3) Chemie der Enzyme. 1.Teil, S.88. 1920.

4) Biochem. Zeitschr. Bd. 164, 8. 117. 1925.

. 5) Bull. de la soc. de chim. biol. Bd. 35, S.1285. 1906. (Vgl. hierzu
E. J. Lesser: Biochem. Zeitschr. Bd. 54, S.252. 1913.)
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Erforderliche Lésungen. Losung 1: 40 g reines krystallisier-
tes Kupfersulfat werden in Wasser gelost und auf 11 aufgefiillt.
Losung 2: 200 g reines Seignette-Salz, 150 g Natriumhydroxyd
in Stangen werden in Wasser gelost und auf 11 aufgefiillt. Lo-
sung 3:50 g Ferrisulfat (das frei von Ferrosulfat sein muf3, also
Kaliumpermangatlésung nicht reduzieren darf) werden mit 200 cm3
konzentrierter Schwefelsdure in Wasser gelost und auf 11 aufge-
fuillt. Losung 4: 5 g Kaliumpermanganat werden in Wasser gelost
und auf 11 aufgefiillt. Zur Bestimmung des Titers der Permanganat-
16sung werden 0,250 g Ammoniumoxalat im Becherglas mit 100cm?
Wasser und 2 cm? konzentrierter Schwefelsdure auf 60—70°
erwiarmt, dann l1aBt man aus der Biirette so lange Kaliumperman-
ganat hinzulaufen, bis Rosafdrbung eintritt. 1 Mol Ammonium-
oxalat entspricht 2 Fe und somit 2 Cu. Ammoniumoxalat hat das
Molekulargewicht 142,1 (C,0,(NH,), 4 H,0). Die Umsetzungen
werden durch folgende Gleichungen erldutert:

I. 10 FeSO, + 2 K MnO, -+ 8 H,S0, = 5 [Fe,(S0,),] - K,S0,
4+ 2 Mn SO, + 8 H,0.

I 5C,H,0, + 2 K MnO, + 3 H,80, = 10 CO, + 2 Mn SO,
+ K,80, + 8 H,0.

III. Cu,0 + Fe,(SO,); + H,S0, =2 Cu SO, + H,0 -+ 2 FeSO,.

Durch Multiplikation der fiir die Titration benutzten
g Ammonoxalat mit
63,6 x 2
121 = 0,8951
erfahrt man die g Kupfer, die den fiir die Titration verbrauch-
ten cm? Kaliumpermanganatlésung entsprechen.

Zur Oxydation von 0,250 g Ammoniumoxalat werden etwa
22 cm?® der Permanganatlésung verbraucht. 0,250 ¢ Ammonium-
oxalat entsprechen nach obiger Gleichung 0,2238 ¢ Cu. Aus
diesen Daten la8t sich in einfacher Weise die Cu-Menge berechnen.

Beispiel: Die Titerstellung habe ergeben, daB 22,0 cm® der
Permanganatlosung zur Oxydation von 0,250 g Ammoniumoxalat
erforderlich seien. Dann entspricht jeder Kubikzentimeter der
Permanganatlésung 10,17 mg Cu. Bei Abweichungen des Titers
ist natiirlich die Berechnung entsprechend zu #&ndern.

Ausfihrung: In einen Erlenmeyer-Kolben von 150 cm3
bringt man 20 cm3 der zu untersuchenden Zuckerlésung (dieselbe
soll héchstens 100 mg, am besten 10—90 mg Zucker enthalten),
und fiigt dazu je 20 cm?® der Kupferlgsung und der Seignettesalz-
I6sung, erhitzt zum Kochen und 148t 3 Min., nachdem die ersten

Rona, Fermentmethoden. 10




146 Kohlehydratspaltende Fermente.

Blasen sich gebildet, nicht zu heftig sieden. Dann nimmt man
den Kolben von der Flamme und laft das Kupferoxydul gut
absitzen. Die Zucker-Kupferlosung mufl nach dem Kochen noch
einen UberschuBl an Kupfersulfat besitzen, d. h. blau sein. Nach-
dem das Oxydul sich gut abgesetzt hat, bringt man die Fliissigkeit
auf ein Asbestfilter!) und saugt gut ab. Es ist darauf zu achten,
da von dem Oxydulniederschlag moglichst wenig auf das Filter
kommt. Nachdem die blaue Fliissigkeit abfiltriert ist, wird der
Niederschlag im Koélbchen mit lauwarmem, destilliertem Wasser
gewaschen und das Waschwasser auf das Filter gebracht. Dabei
ist darauf zu achten, daB das Kupferoxydul stets vom Wasch-
wasser bedeckt ist und mit der Luft wenig in Beriihrung
kommt. Nach dem Auswaschen bis zum Verschwinden der
alkalischen Reaktion entfernt man das Filter von der Saug-
flasche und wéscht diese mit destilliertem Wasser gut aus,
so dal sie keine Spur von Kupfersulfat mehr enthalt. Man
bringt nun den Oxydulniederschlag im Kolbchen mit ca.
20 cm?® der Ferrisulfatlésung (Losung 3) in Loésung. Es bildet
sich eine schoén griine Losung. Diese wird auf das wieder auf der
Saugflasche befestigte Filter gebracht und langsam durchgesaugt.
List sich dabei nicht alles Oxydul, so gielit man noch etwas Ferri-
sulfatlosung nach. Kolbchen und Filter werden dann gut mit
destilliertem Wasser gewaschen, um alles Oxydul in die Saug-
flasche zu bekommen. Man titriert nun mit der Permanganat-
Iosung. Der Umschlag vom Griin ins Rosa ist scharf und bei natiir-
lichem und kiinstlichem Licht gut zu erkennen.

Zur Berechnung des Glukosegehaltes aus dem Cu dient bei-
stehende Tabelle. Es entspricht:

Glucose Cu Glucose Cu Glucose Cu Glucose Cu

in mg | in mg | in mg | in mg | in mg | in mg in mg | in mg
10 | 204 | 20 | 41| 3 | 51| 4 | 775
11 224 21 | 42,0 31 60,9 4 | 793
12 ‘ 24,3 22 43,9 32 62,8 42 | 811
13 | 263 23 | 458 33 64,6 43 | 829
14 283 24| 447 34 66,5 44 | 84,7
Js5 30,2 25 | 496 35 68,3 45 86,4
16 . 322 26 l 51,5 36 70,1 46 | 882
17 | 3842 27 53,4 37 | 1720 47 90,0
18 36,2 28 | 553 38 | 738 48 | 91,8
19 [ 381 20 | 57,2 39 | 757 49 | 936

1) Die Asbestfilterrohrchen sind ca. 14 cm lang; der zylindrische Haupt-
teil ca. 6 cm lang und 17 mm breit, verjiingt sich gegen das Ende zu und
setzt sich in einen birnenférmigen Teil fort, der den Asbest trigt. Jetazt
wird man mit Vorteil die Glasfilter der Firma Schott anwenden.
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(Fortsetzung von 8. 146.)

Glucose| Cu Glucose| Cu Glucose| Cu Glucose| Cu

inmg | inmg | inmg | inmg | in mg | in mg | in mg | in mg
50 95,4 63 117,9 76 139,6 89 160,4
51 97,1 64 119,6 77 141,2 90 162,0
52 98,9 65 121,3 78 142,8 91 163,6

53 100,6 66 123,0 79 1445 92 165,2

54 102,3 67 124,7 80 146,1 93 166,7

55 104,1 68 126,4 81 147,7 94 168,3

56 105,8 69 = 1281 82 | 1493 95 169,8

57 107,6 70 129,8 83 | 1509 96 171,4

58 109,3 71 | 1314 84 152,5 97 173,1

59 111,1 72 133,1 85 154,0 98 174,6

60 112,8 73 134,7 86 155,6 99 176,2

61 1145 74 136,3 87 157,2 100 177,8

62 116,2 75 | 1379 88 158,8

Fiir andere Zuckerarten sind von Bertrand ebenfalls solche
Tabellen aufgestellt worden (vgl. S. 150).

Anwendungen der Bertrandschen Methodik auf kleine
Zuckermengen sind u. a. von Moeckel und Frank und von
L. Michaelis angegeben.

Moeckel und Frank?') geben folgende Vorschrift:

5 cm? der eiweilhaltigen Fliissigkeit (z. B. mit FNa versetztes
Blut) werden in ein Me8kolbchen von 100 cm? pipettiert und bleiben,
mit etwa 40 cm3 Wasser versetzt, einige Minuten stehen, dann ent-
eiweillt man nach Rona und Michaelis mit kolloidalem Eisen-
hydroxyd. Man verdiinnt 20 cm? des kolloidalen Eisenhydroxydes
aufs Doppelte und setzt von dieser Losung aus einer Biirette der
EiweiBlésung schuBlweise, unter jedesmaligem Schwenken des K61b-
chens, 30 cm? zu. (Diese Mengen sind fiir Blut angegeben. Bei
eiweiBarmeren Losungen kommt man mit weniger Eisenhydroxyd
aus.) Dazu fiigt man pulverisiertes Seignette-Salz (ein bis zwei
erbsengroflen Krystallen entsprechend), schiittelt kriftig, indem
man das Kolbchen mit dem Finger verschlie3t.

Man wartet einige Minuten und setzt dann die restierenden
10 em3 der Eisenlosung in zwei Portionen zu, fillt bis zur Marke
auf und schiittelt noch 2 Min. recht kraftig. (Durch einige Tropfen
Ather 148t sich der stérende Schaum entfernen.) Nach weiteren
5 Min. filtriert man entweder durch ein Faltenfilter oder zentri-
fugiert. Falls das Filtrat noch schwach gefiarbt ist, so gentigen,
je nach der Intensitdt der Farbung, 1—3 cm3 unverdiinnten Eisen-
hydroxydes, um eine farblose, sicher eiweiflfreie Losung zu erhalten.
Mit 50 cm? des Filtrates wird die Bestimmung nach Bertrandin

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 69, S.84. 1910; vgl. auch ebenda
Bd. 65, S.323. 1910.

10*
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einem Erlenmeyer-Kolben von 250—300cm? ausgefiihrt. Als Ber-
trand-Losung 1 (die Losung von Kupfersulfat) dient am besten eine
solche, die im Liter eine bestimmte Menge reinsten Traubenzuckers
(etwa 0,25 g) enthilt, weil dadurch die Genauigkeit der Bestimmung
sicherhoht. Nach dem Kochen kithlt manrasch abund wartet 10 Min.,
ehe man durch das Asbestrohrchen filtriert. Es ist vorteilhaft, den
Erlenmeyer-Kolben in einen groBen Trichter zu setzen, in dem
ihn der Strahl der Wasserleitung umspiilt. Fiir Zuckerwerte von 10,0
bis 0,5 mg (in 50 cm?3) geben Moeckel und Frank folgende Tabelle:
Bei der Ausrechnung sollen

Cu Glucose Cu Glucose nicht etwa die dem Zucker-
inmg | inmg | inmg | in mg gehalt der Kupfer-Zuckerls-
.; sung entsprechenden Kubik-

%"‘12 g’g i;’g ‘ (53’8 zentimeter Permanganat von
33 L5 135 | 65  dem titrierten Permanganat-
44 2,0 14,5 f 7,0  wert abgezogen werden, son-
5,5 2,5 15,5 7,5 dern es sind zuniichst die
S’g g’g ig’g ( g’g diesen beiden Permanganat-
8.5 40 18,5 9,0 zahlen zugeordneten Trau-
9,5 4,5 19,5 9,5 benzuckermengen auszurech-
10,5 5,0 20,5 | 10,0 nen und diese voneinander

zu subtrahieren.

L. Michaelis!) kombiniert die EnteiweiBung mittels Hitze
und Eisenhydroxyd und die nachtriigliche Zuckerbestimmung
nach Bertrand nach der folgenden Vorschrift:

Man messe mit einer genauen Pipette 1 cm3 (bis 2 cm3) der
eiweihaltigen Flissigkeit (z. B. mit FNa versetztes Blut) ab und
gebe sie in einen 100 cm? fassenden, birnenférmigen, gewShnlichen
Erlenmeyer-Kolben, der vorher mit genau 10 em? destilliertem
Wasser beschickt worden ist, wasche die Pipette durch mehr-
maliges Aufziehen und Ausblasen mit diesem Wasser gut aus und
entleere sie zum Schlull so vollkommen wie nur moéglich. Dann
fiille man die Fliissigkeit mit Wasser auf 12 cm?3 auf.

Nunmehr wird der Inhalt des Kolbens unter héufigem Um-
schwenken auf freier Flamme (iiber einer Schicht Asbestpapier)
bis zum Sieden erhitzt und unter Umschiitteln etwa 2 Sek. im
Sieden erhalten, dann vom Feuer genommen, dann ganz all-
méhlich, langsam, tropfenweise und unter lebhaftem dauerndem
Umschwenken mit 7,5 cm? einer aufs 5fache verdinnten Losung
von Hproz. Liquor ferri oxydati dialysati versetzt, schliefilich
0,5 cm? einer 0,5 proz. Losung von Magnesiumsulfat zugesetzt und

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 59. S. 166 (1914).
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leicht umgeschiittelt. Dann wird durch ein gewéhnliches trockenes
Filter von mittlerer GréBe in einen hohen Mefzylinder von 20 cm3
Inhalt filtriert. Das Filtrat muBl wasserklar sein und spielend leicht
durchfiltrieren. Von dem Filtrat bringe man 12,5 cm3 in ein Koch-
kélbchen von leicht konischer, fast zylindrischer Form (Héhe des-
selben etwa 10 cm3), fiige 0,7 cm?® der Bertrandschen Seignette-
Salzlésung und 0,3—0,5 cm?® der Bertrandschen Kupfersulfat-
16sung hinzu, erhitze zunichst mit groBer, spiter mit kleiner
Flamme bis zum Sieden und halte die Fliissigkeit, mit einem
Uhrschilchen bedeckt, 3—31/, Min. lang in schwachem Sieden.

Jetzt gieBe man die noch warme Fliissigkeit in ein etwa 30 cm3
fassendes Zentrifugiergefif und wasche den Rest zweimal mit
je 1 em3 ausgekochtem destillierten Wasser nach. Das Koch-
kélbchen wird sofort mit 1 cm® der Bertrandschen EKEisen-
lésung versetzt und zunichst aufbewahrt. Das Zentrifugenréhr-
chen wird sofort 2—35 Min. lang zentrifugiert, bis der Niederschlag
fest am Boden haftet. Man hebe nun mit einer Pipette, die etwa
wie eine Augentropfpipette, aber mit capillarer Spitze eingerichtet
ist, und deren Offnung man stets dicht unter dem Fliissigkeits-
niveau halt, die Fliissigkeit so weit ab, dafl ihre Héhe nur noch
etwa 2—3 cm betragt (oder man saugt an der Wasserstrahl-
pumpe ab) und zentrifugiere nun nochmals 2—5 Min. Dann
klebt der Niederschlag gewd6hnlich gut am Boden.

Nun gieBe man vorsichtig die Fliissigkeit ab, soweit es ohne
Verlust des Niederschlages moglich ist. Man wische den Rand
des Glases mit einem Tuch aus und giefle die in dem Kochkolben
aufbewahrte Eisensulfatlsung sofort in das Zentrifugenglas und
wasche sie zweimal mit je 1 cm? ausgekochtem destilliertem Wasser
nach. Durch leichtes Schwenken und Umriihren mit einem
diinnen Glasstab wird der Niederschlag in Losung gebracht und
sofort titriert mit frisch aus 0,1-n-Losung hergestelltem 0,01-n-Per-
manganat. Man benutze eine in 0,01 cm3 geteilte Biirette von
3 cm® Fassungsraum. Die GroBe der aus dem Glashahn abfallenden
Tropfen soll etwa 0,028 cm3 betragen. Man lasse die Permanganat-
l6sung erst rasch, dann langsamer hinzu und bewege das Zentri-
fugierglas nicht lebhafter als zur Verteilung der Tropfen eben
notig ist. Nahert man sich dem Ende der Titration, so sind folgende
Vorschriften zu beobachten. Man lasse 2 Tropfen Permanganat auf
einmal hinzu, verteile sie durch ganz leichte Bewegung, halte nun
das Zentrifugenglas gegen die weile Unterlage ganz ruhig und
beobachte die Entfarbung. Man 148t zunéchst solange je 2 Tropfen
hinzu, bis die auf diese Weise beobachtete Fiarbung 5—7 Sek.
iiberdauert. Nunmehr' schiittle man heftig, und zwar wiederum
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5—17 Sek. lang. Tritt in dieser Zeit nachtréglich vollige Entfér-
bung ein, so gebe man noch 2 Tropfen zu; ist die Entfarbung nicht
vollkommen, so gebe man nur noch 1 Tropfen hinzu; im Zweifels-
falle gebe man eher 1 Tropfen zuviel als zu wenig zu. Jetzt lese
man den Stand der Biirette ab.

Parallelbestimmungen sind auf diese Weise auf mindestens
0,07 cm? reproduzierbar. Daraus ergibt sich fiir eine Einzelbestim-
mung eine Fehlergrenze von =+ 2°/, vom Mittelwert, wenn 1 mg
Zucker und 5—7%,, wenn 0,4 bis 0,5 mg titriert wird.

Die den Permanganatwerten zugehorigen Traubenzuckerwerte
zeigt folgende Tabelle:

Perman- | Zucker | Perman- | Zucker
ganat cm3  mg ganat cm3 mg
0,5 0,39 1,8 0,84
0,6 0,42 1,9 0,88
0,7 0,45 2,0 0,93
0,8 0,48 2,1 0,97
0,9 0,51 2,2 1,01
1,0 0,55 2,3 1,04
1,1 0,58 2.4 1,08
1,2 0,62 2.5 1,12
1,3 0,65 2,6 1,15
1,4 0,69 2,7 1,19
1,5 0,72 2,8 1,23
1,6 0,76 2,9 1,27
1,7 0,80 3,0 1,31

Tabellen fiir die Bertrand-Methode.

Invertzucker
Zucker | Kupfer | Zucker | Kupfer | Zucker | Kupfer | Zucker | Kupfer
mg mg mg mg mg mg mg mg

10 20,6 25 49,8 40 77,7 55 104,0
11 22,6 26 51,7 41 - 79,6 56 105,7
12 24,6 27 53,6 42 81,2 57 1074
13 26,5 28 55,5 43 83,0 58 109,0
14 28,5 29 57,4 44 84,8 59 110,9
15 30,5 30 59,3 45 86,5 30 112,6
16 32,5 31 61,6 46 88,3 61 114,3
17 34,5 32 63,0 47 90,1 62 115,9
18 36,4 33 64,8 48 91,9 63 117,6
19 38,4 34 66,7 49 93,6 64 119,2
20 40,4 35 68,5 50 95,4 65 120,9
21 42,3 36 70,3 51 97,1 66 122,6
22 ‘ 44,2 37 72,2 52 98,8 67 124,2
23 | 46,1 38 74,0 53 100,6 68 125,9
24 \ 48,0 39 75,9 54 102,3 69 127,5
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Invertzucker (Fortsetzung).

151

Zucker | Kupfer | Zucker | Kupfer | Zucker | Kupfer | Zucker ‘ Kupfer
mg mg mg mg mg mg mg mg
70 ‘ 129,2 78 142,1 86 154,8 94 167,3
71 | 130,8 79 143,7 87 156,4 95 168,8
72 132,4 80 145,3 88 157,9 96 170,3
73 134,0 81 146,9 89 159.5 97 171,9
74 135,6 82 148,5 90 161,1 98 173,4
75 137,2 83 | 150,0 91 162,6 99 175,0
76 138,9 84 ‘ 151,6 92 164,2 100 176,5
77 140,5 8 | 153,2 93 165,7
Galaktose

Zucker in mg

Kupfer in mg

Zucker in mg

Kupfer in mg

10 19,3 60 108,3
20 37,9 70 125,0
30 | 56,2 80 141,3
40 ‘, 73,9 90 157,6
50 i 91,2 100 173,6
Sorbose
Zucker in mg Kupfer in mg Zucker in mg Kupfer in mg
10 15,4 60 88,4
20 30,5 70 102,3
30 45,3 80 115,9
40 59,9 90 129,4
50 74,2 100 142.8
Arabinose
Zucker in mg | Kupfer in mg Zucker in mg Kupfer in mg
10 | 21,2 60 119,3
20 i 41,9 70 137,5
30 ‘ 62,0 80 155,3
40 | 81,5 90 | 172,7
50 | 100,6 110 i 189,8

Xylose

Zucker in mg

Kupfer in mg

Zucker in mg

Kupfer in mg

10
20
30
40
50

20,1
39,6
58,7
77,3
95,4

60
70
80
90
100

!

113,2
130,6
147,6
164,2
180,5
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Maltose.

Zucker LKupfer Zucker | Kupfer | Zucker | Kupfer | Zucker Kupfer
mg mg mg mg mg mg mg mg
10 ] 11,2 33 36,5 56 61,4 79 / 86,1
11 1 12,3 M 37,6 57 62,5 80 87,2
12 13,4 35 38,7 58 63,5 81 | 883
13 14,5 36 39,8 59 64,6 82 | 89,4
14 15,6 37 40,9 60 65,7 83 J 90,4
15 16,7 38 41,9 61 66,8 8 | 91,5
16 17,8 39 43,0 62 67,9 85 ] 92,6
17 18,9 40 44,1 63 68,9 86 93,7
18 20,0 41 45,2 64 70,0 87 94,8
19 21,1 42 46,3 65 71,1 88 95,8
20 22,2 43 474 66 72,2 89 96,9
21 23,3 44 48,5 67 73,3 90 98,0
22 24,4 45 49,5 68 74,3 91 99,0
23 25,5 46 50,6 69 75,4 92 100,1
24 26,6 47 51,7 70 76,5 93 101,1
25 27,7 48 52,8 71 77,6 94 | 102,2
26 28,9 49 53,9 72 78,6 95 103,2
27 30,0 50 55,0 73 79,7 96 104,2
28 31,1 51 56,1 74 80,8 97 105,3
29 32,2 52 57,1 75 81,8 98 | 106,3
30 33,3 53 58,2 76 82,9 99 107,4
31 344 54 59,3 77 84,0 100 / 108,4
23 35,5 55 60,3 78 85,1 |

Laktose.

Zucker | Kupfer | Zucker | Kupfer | Zucker | Kupfer | Zucker Kupfer
mg mg mg | mg mg mg mg mg
10 14,4 33 46,1 56 76,2 79 1054
11 15,8 34 47,4 57 77,5 80 106,7
12 17,2 35 48,7 58 78,8 81 107,9
13 18,6 36 50,1 59 80,1 82 109,2
14 20,0 37 51,4 60 81,4 83 110,4
15 214 38 52,7 61 82,7 84 111,7
16 22,8 39 54,1 62 | 839 85 112,9
17 24,2 40 55,4 63 85,2 86 114,1
18 25,6 41 56,7 64 86,5 87 115,4
19 27,9 42 58,0 65 87,7 88 116,6
20 28,4 43 59,3 66 89,0 89 117,9
21 29,8 44 60,6 67 90,3 90 119,1
22 31,1 45 61,9 68 91,6 91 120,3
23 32,5 46 | 63,3 69 92,8 92 121,6
24 33,9 47 } 64,6 70 94,1 93 122,8
25 35,2 48 65,9 71 f 95,4 94 124,0
26 36,6 49 ’ 67,2 72 | 96,6 95 | 1252
27 38,0 50 68,5 73 97,9 96 126,5
28 39,4 51 } 69,8 74 99,1 97 127,7
29 40,7 52 | 71,1 75 100,4 98 128,9
30 42,1 53 72,4 76 101,7 99 130,2
31 43,4 54 73,7 77 1 102,9 100 1314
32 4.8 55 74,9 78
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Josephson!) weist darauf hin, daB bei Bertrand-Losungen
die einige Monate aufbewahrt worden sind, die Zuckerbestim-
mungen bisweilen zu hoch ausfallen.

Methode nach Hagedorn-Jensen?).

Prinzip: Die Methode ist wie die Bertrandsche eine Reduk-
tionsmethode. Die Traubenzuckerlésung reduziert eine alkalische
Ferricyanidlosung. Das gebildete Ferrocyanid wird als Zink-
verbindung ausgefallt:

2 K,FeCy, + 3 Zn SO, = K,Zn,(FeCy,), 4+ 3 K, SO,

und das iiberschiissige Ferricyanid jodometrisch bestimmt:
2 H;FeCy, + 2 HJ = 2 H,FeCy, + 2 J.

Erforderliche Losungen: 1. Wésserige Losung von 1,65g
Kaliumferricyanid (zur Analyse) und 10,6 g wasserfreiem Natri-
umcarbonat auf 1000 cm3 Vor Licht geschiitzt aufbewahren.

2. Kaliumjodid- Zinksulfat- NaCl-Lésung. 5 g Kaliumjodid,
10 g Zinksulfat puriss. eisenfrei, 50 g Natriumchlorid ad 200 cm?.
Von der Losung eine grofiere Menge ohne Kaliumjodid vorrétig
halten und nach Bedarf kleinere Mengen mit Kaliumjodid bereiten.

3. Essigsiure. 3cm3? eisenfreier Eisessig Kahlbaum auf
100 cm?® Wasser.

4. Starkelosung. 1 proz. in gesittigter Kochsalzlésung.

5. Thiosulfatlosung. 0,7 g Natriumthiosulfat in 500 cm?® Wasser.
Titerstellung mit Kaliumjodat. Von reinstem wasserfreiem Ka-
liumjodat-Salz werden 0,3566 g auf 21 gelost.

6. Fir die EiweiBfdllung:

a) n/10 Natronlauge } alle 8 Tage frisch zubereiten aus 2 n

b) 0,45%, Zinksulfat [ NaOH und 45 proz. Zinksulfatlgsung.

Ausfithrung:

EnteiweiBung: In ein Priparatenglas (15 x 150 mm) wer-
den 1 cm3? !/,(-n-NaOH und 5 cm® einer 0,45proz. Zinksulfat-
16sung gegeben, wonach ein gelatinoser Niederschlag aus Zink-
hydroxyd entsteht. Nun wird 0,1 cm3 Blut mittels Capillar-
pipette abgemessen, in die Zinkhydroxydaufschwemmung aus-
geblasen und die Capillarpipette zweimal mit der Mischung
ausgespiilt und ausgeblasen. Das Préparatenglas wird dann im
siedenden Wasserbad 3 Min. erhitzt. Hierdurch fillt das Eiweill
in groben, grauen Ballen vollstindig aus. Nun wird durch einen

1) Ber. d. dtsch. chem. Ges. Bd. 56, S.1758. 1923.
2) Biochem. Zeitschr. Bd. 135. S.46; Bd. 137, S.92. 1922.
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kleinen Trichter von 3—4 ¢m Durchmesser, der mit einem kleinen
Filter aus ausgewaschener, mit Wasser nall gemachter Baumwolle
beschickt ist, und in einem Priparatenglas (30><90 mm) steht,
filtriert, Trichter und Filter werden mit Hilfe der Pipette zwei-
mal mit je 3 cm® Wasser nachgewaschen.
Zuckerbestimmung: Zu dem Filtrat werden 2 cm? der
alkalischen Ferricyanidlosung (Lésung 1) zugesetzt und das Pré-
paratenglas wird 15 Min. im siedenden Wasserbad erhitzt. (Es ge-
niigt auch, die Glaser unter einer Glasglocke 30 Minuten lang dem
Dampf eines siedenden Wasserbades auszusetzen.) Nach dem Ab-
kiihlen soll innerhalb von 6 Std. titriert werden. Es werden 3 cm?
der Kaliumjodidlésung zugefiigt, gemischt, dann wird mit 2 cm?
der Essigséure angesduert und das ausgeschiedene Jod unter Zu-
satz von 2 Tropfen der Stirkel6sung titriert. Um den beim Blind-
versuch ermittelten Verbrauch an Thiosulfat in Abzug zu bringen,
wird nicht dieser Blindwert von dem beim eigentlichen Versuch er-
haltenen Wert abgezogen, sondern dieser Wert auf Glucose umge-
rechnet (an Hand der Tabelle) und dann in Abzug gebracht. Z. B.
in einem Versuch werden verbraucht in 0,1 cm?® Blut 1,28 Na-Thio-
sulfat, im Blindversuch 1,82 cm3 Na-Thiosulfat, also in Glucose um-
gerechnet 0,127 — 0,031 = 0,096 mg Glucose in 0,1 cm?® Blut.

Tabelle zur Mikrozuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen.
cm3 n/200 Natriumthiosulfat-mg Glucose.

o | 1 | 2 34 56 1| 8|09
0,385 | 0,382 | 0,379 | 0,376 | 0,373 | 0,370 | 0,367 | 0,364 | 0,361 | 0,358
0,355 0,352 0,350 | 0,348 | 0,345 | 0,343 | 0,341 | 0,338 0,336 0,333
0,331 0,329 0,327 | 0,325 0,323 | 0,321 | 0,318 | 0,316 | 0,314 | 0,312
0,310 | 0,308 | 0,306 0.304 | 0,302 | 0,300 | 0,298 | 0,296 | 0,204 | 0,292
0,290 | 0,288 | 0,286 | 0,284 | 0,282 | 0,280 | 0,278 | 0,276 | 0,274 | 0,272
0.270  0.268 | 0.266 | 0.264 | 0.262 | 0,260 | 0,259 0,257 | 0,255 | 0,253
0.251 | 0,249 | 0.247 | 0.245 | 0,243 | 0,241 | 0,240 | 0.238 | 0,236 | 0,234
0.232 0,230 | 0,228 | 0.226 | 0,224 | 0,222 | 0,221 | 0.219 | 0,217 | 0,215
0.213 | 0.211 | 0.209 | 0,208 | 0,206 | 0,204 | 0,202 0,200 | 0,199 | 0,197
0.195|0.193 | 0,191 | 0,190 | 0,188 | 0,186 | 0,184 | 0,182 | 0,181 | 0,179

-
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0,177 0,175|0,173 /0,172 0,170 | 0,168 | 0,166 0,164 | 0,163 : 0,161
0,159 0,157 | 0,155 | 0,154 | 0,152 | 0,150 | 0,148 | 0,146 0,145‘10,143
0,141!0,139 0,138|0,136 | 0,134 0,132 0,131 0,129 | 0,127 0,125
{0,124 0,122 0,120 | 0,119 0,117 | 0,115 0,113 ;0,111 | 0,110 | 0,108
0,106 | 0,104 : 0,102 | 0,101 | 0,099 | 0,097 | 0,095 | 0,093 | 0,092 | 0,090
0,088 | 0,086 | 0,084 | 0,083 . 0,081 | 0,079 | 0,077 | 0,075 | 0,074, 0,072
0,070 | 0,068 | 0,066 | 0,065 | 0,063 | 0,061 | 0,059 0,057 | 0,056 | 0,054
0,052 | 0,050 | 0,048 | 0,047 | 0,045 | 0,043 | 0,041 ' 0,039 | 0,038 | 0,036
0,034 0,032 0,031 | 0,029 | 0,027 | 0,025 | 0,024 | 0,022 0,020 | 0,019
0,017 | 0,015 | 0,014 | 0,012 | 0,010 ! 0,008 | 0,007 | 0,005 | 0,003 | 0,002
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Methode nach Willstdtter und Schiibell).

Das Verhalten der Aldosen gegen Hypojodit erméglicht auf
Grund einer streng stéchiometrisch verlaufenden Reaktion eine
quantitative Bestimmung neben Fructose und Saccharose, die rasch
ausfithrbar und selbst bei kleinen Substanzmengen genau ist.

Der Verlauf der Reaktion hingt nur von der geeigneten Alkali-
konzentration und -menge ab. Die Hypojoditlosung darf nicht
zu stark alkalisch sein, sonst reagiert sie zu trige, wihrend die
Hexose im alkalischen Medium den bekannten Verschiebungen
unterliegt und die entstehende Gluconséure andererseits wihrend
der Dauer des Versuchs weiter oxydiert wird. Die Oxydation der
Aldose fallt in die Zeit der Hypojoditzersetzung, bei betricht-
licher Alkalikonzentration 146t sich aber der Zeitpunkt fiir das
Ende der Reaktion nicht genau angeben. Die Alkalimenge soll
auch nicht zu gering sein, sie mufl mindestens zur Neutralisation
der entstehenden Gluconsédure hinreichen.

Die Reaktion verlauft mit groBler Geschwindigkeit und glatt
mit n/10-Lésungen und bei Anwendung von Jod und Natron-
lauge im Verhéltnis der Reagenzien zueinander, das der Gleichung
entspricht:

CH,(OH)-(CHOH),-CHO + J, + 3NaOH
= CH,(OH)-(CHOH),COONa + 2 NaJ + 2 H,0.

Ausfithrung: Die Glucoseldsung wird mit ungefihr dem
11/,—4fachen der erforderlichen Menge Jod in n/10-Lésung ver-
setzt; man laBt bei Zimmertemperatur unter gutem Umschiitteln
das 11/, fache der erforderlichen Menge von n/10 NaOH zutropfen
und 12—15 Min., bei sehr geringer Zuckermenge besser 20 Min.,
stehen. Dann sduert man mit verdiinnter Schwefelsiure schwach
an und titriert mit Thiosulfat bei Gegenwart von Stirke zuriick.

Bei der Konzentration von 19/, Glucose und Mengen von
beispielsweise 100 mg war der gréfte Fehler 0,1 mg, der durch-
schnittliche Fehler betrigt demnach einige Zehntel Prozent der
Substanz; bei 0,1 proz. Glucose und Mengen von 10 mg bleibt
der Fehler in den einzelnen Bestimmungen unter 11/,%/,.

Unter den angegebenen Verhéltnissen verbraucht Rohrzucker
und Fruchtzucker gar kein Hypojodit. Die Hypojodit-Methode
ist daher zur Bestimmung von Aldehydzucker neben Fructose
und Saccharose geeignet.

1) Ber. d. dtsch. chem. Ges. Bd. 51, I, S. 780, 1918. Vgl. auch Pau-
chard, M. E.: Journ. Pharmac. et de Chimie. Bd. 118, [Serie 8, Bd. 3],
S. 248. 1926.
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Bei Anwendung einer grofleren Zuckermenge und lédngerer
Einwirkungsdauer bleibt die Oxydation der Glucose nicht bei der
Gluconsdure stehen, sondern geht weiter. Durch Zusatz von
Puffern kann man einen Teil der Fehler ausschalten). Die Zucker-
lésung, die zweckmaBig nicht mehr als etwa 100 mg Glucose in
etwa 25 cm3 enthalten soll, wird mit 0,1-n-Jod-Jodkaliumlésung
in solcher Menge versetzt, dall die Halfte oder mindestens ein
Drittel davon unverbraucht bleibt. Sodann werden 100 cm? eines
Gemisches gleicher Raumteile 0,2 molarer Na,CO, und 0,2 molarer
NaHCO,;-Losung zugefiigt und die Mischung im Dunkeln 1%/, bis
héchstens 2Std. stehen gelassen. Danach wird mit 12 cm? 25 9/, iger
H,S0, angesiuert und das freie Jod mit 0,1-n-Thiosulfatlésung
unter stdndigem Umschiitteln bei Stérkezusatz zuriicktitriert.
Der Verbrauch an Thiosulfat wird von demjenigen abgezogen, der
am gleichen Tage in blinden Versuchen fiir die gleiche Menge
Jodlésung unter Anwendung derselben Mengen Carbonatgemisch
und Schwefelsiure verbraucht wurde. Von der Differenz ent-
spricht 1 cm? 0,1-n-Jod-Loésung 9,005 mg Glucose (oder 18,01 mg
krystallwasserhaltiger Lactose oder Maltose).

Polarimetrische Methode.

Sie zeichnet sich vor allen anderen durch ihre Genauigkeit und
leichte Handhabung aus. Die Enddrehung einer Rohrzucker-
lésung sowohl nach Siurehydrolyse als auch nach fermentativer
Spaltung betrigt: L max = R max (0,44—0,005 {°), wobei L max
die maximale Linksdrehung einer vollstindig invertierten Rohr-
zuckerlésung vom anfinglichen Drehungsvermégen R max bei
der Temperatur ¢ bedeutet.

Bei der Beobachtungstemperatur von 20° wird die Dre-
hung D = 4 0° wenn 75,93°, des vorhandenen Rohrzuckers
gespalten sind. Als Beobachtungstemperatur ist jede Temperatur
von 0—409 geeignet.

Der optimale p, wird gewdhnlich durch priméres Alkali-
phosphat (p, = ca. 4,5) oder Acetatpuffer (z. B. Natriumacetat :
Essigsiure = 1:1, p, = 4,63) eingestellt. Der Puffergehalt der
Rohrzuckerldsungen soll etwa n/50—n/100 betragen.

Uber die optischen Daten vgl. S.21.

Bei der polarimetrischen Bestimmung ist auf die Multirotation
der Traubenzuckerlosung zu achten. Man kann durch Zufiigen

1) Vgl. Auerbach, Fr. u. E. Bodlander: Zeitschr. f. angew. Chem.
Bd. 36, S.602. 1923.
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von Soda die endgiiltige Einstellung beschleunigen. Zur Aus-
fiihrung der Zeitwertbestimmung nach Willstatter und Racke?)
vgl. S. 132.

Elektrometrische Zuckerbestimmung
nach E. Mislowitzer?).

Das bei der Reduktion aus dem Kupfersulfat gebildete Cupro-
oxyd wird in der Bertrandschen Methode iiber das Ferri- und
Ferroeisen mit Permanganat titriert. Bei der urspriinglichen
Methode und auch allen bisherigen Abédnderungen wird das Cu,O
aus der Reduktionsfliissigkeit durch Abfiltrieren oder Abzentri-
fugieren entfernt. Diese Isolierung muB geschehen, weil sich
Ferroeisen nicht in Gegenwart von einer organischen Substanz,
in diesem Falle von weinsaurem Natrium, mit Permanganat
titrieren 1a8t.

Wiahlt man zur Oxydation des Ferroeisens Bromat und nimmt
man an Stelle des weinsauren das citronensaure Salz, so 148t
sich die Titration ohne weiteres in der mit Ferrieisen versetzten
und angesduerten Reduktionsfliissigkeit ausfithren. Eine Ab-
trennung des Cu,O erlibrigt sich nunmehr.

Das Ende der Titration wird bei der Anwendung von Per-
manganat an dem Auftreten des rosa Farbtones erkannt. Bei der
Oxydation des Ferroeisens durch Bromat erscheint keine cha-
rakteristische Farbe. Es kann daher als Indicator nur der am
Ende der Oxydation auftretende Potentialsprung dienen. Somit
lauft die Zuckerbestimmung auf die elektrometrische Bestimmung
von Ferroeisen hinaus.

Beim Eintauchen einer Platinelektrode in eine Ferri-Ferrosalz-
lésung entsteht an der Elektrode eine bestimmte Ladung. Sie
wird durch folgende Formel ausgedriickt:

cFe..-
Volt.
¢Fe ©

In dieser Formel ist 4 eine Konstante, das sogenannte Normal-
potential des elektromotorisch wirksamen Vorganges. Das Nor-
malpotential gilt fiir den speziellen Fall, dafi in der Losung die
Konzentration ¢ der verschiedenen Oxydationsstufen gleich eins
ist, es ist von der Wahl der Bezugselektrode abhingig. Werden
in einer Losung Ferroionen zu Ferriionen oder Ferriionen zu Ferro-
ionen, so dndert sich das Elektrodenpotential E. Diese Anderung
ist nicht groB, wenn in der Losung noch ein Gemisch von Ferri-

1) Liebigs Ann. d. Chem. Bd. 425, 8. 1. 1920/21.
2) Biochem. Zeitschr. Bd. 168, 8. 217. 1926.

E =4+ 0,058 log
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und Ferroionen iibrig bleibt, sie ist aber sehr erheblich, wenn eine
Oxydationsstufe vollig verschwindet. Der Endpunkt der Reak-
tion Fe" + F = Fe'* oder Fe* — F = Fe* 1iBt sich daher an
dem Auftreten einer plétzlichen Potentialinderung, eines Po-
tentialsprunges erkennen. Die Menge Ferroeisen, die in einer
Losung ist, wird mit Hilfe eines Oxydationsmittels, in diesem
Falle mit Bromat, elektrometrisch titriert, wobei der Potential-
sprung der Indicator fiir die Beendigung der Reaktion ist.

Es werden nicht die einzelnen Potentialdifferenzen nach
jedem Zusatz von MaBfliissigkeit gemessen und die Unterschiede
miteinander verglichen, sondern es wird bei fester Briicken-
stellung so lange titriert, bis der Zeiger des MeBinstruments nicht
mehr nach rechts, sondern deutlich nach links ausschligt. So
ausgefiihrt, ist die elektrometrische Titration kaum schwie-
riger als eine Titration unter Benutzung von Farbindicatoren.

Prinzip. 1. Oxydation der Glucose in einer Losung von
Kupfersulfat, Natriumhydrat und citronensaurem Natrium.

2. Direkte Oxydation (ohne Isolierung) des gebildeten Cu,O
durch Ferrieisen in salzsaurer Losung.

3. Titration des entstandenen Ferroeisens mit Hilfe von
Bromat unter Verwendung des Potentialsprungs als Indicator.

Die Ausfithrung der Methode erfolgt in drei Abschnitten,
welche sind:

1. Die Reduktion.

2. Der Umsatz Cuproferri zu Cupriferro.

3. Die elektrometrische Titration.

Die Methode ist als Mikro- und Halbmikromethode ausgear-
beitet.

Die Reduktion geschieht bei der Mikromethode in Jenaer
Bechern von 50 cem Inhalt, 6,7 cm Hohe und 3,5 cm duBererm
Durchmesser am Boden (schlanke Form), bei der Halbmikro-
methode in Jenaer Becherglisern von 50 ccm Inhalt (Normaltyp).
Die Becher werden auf einem Asbestdrahtnetz iiber freier Flamme
stark erhitzt, so dal die Fliissigkeit nach 11/, bis 2 Minuten ins
Sieden kommt. Dann wird die Flamme klein gestellt, ein Uhrglas
auf den Becher gelegt und die Fliissigkeit genau 3 Minuten in
schwachem, aber deutlichem Sieden gehalten. 3 bis 4 Glas-
capillaren sind zur Vermeidung des Siedeverzugs in den Becher
hineinzustellen. Nach Beendigung der Reduktion wird das
Uhrglas entfernt und der Becher in ein etwas groferes mit Wasser
gefiilltes Gefal gestellt. Die Abkiihlung ist schnell erreicht, und
es kann nunmehr die Umsetzung von Kupfer und Eisen erfolgen.
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Zu diesem Zwecke wird der Reduktionsfliissigkeit eine
Salzsdure-Eisenldsung hinzupipettiert. Durch die Neutrali-
sation hat sich die Fliissigkeit wieder erwédrmt, kiihlt sich aber in
2—3 Minuten beim Stehen oder in !/, Minute beim Kiihlen in
Wasser wieder auf Zimmertemperatur ab. (Die Siedecapillaren
werden erst nach beendeter Bromattitration aus dem Becher
herausgenommen.)

In den Becher wird eine Platinelektrode und ein elektro-
Iytischer Stromschliissel oder ein Agarrohrchen gestellt. Das
andere Ende des Agarrdhrchens fithrt in eine mit KCl-Losung
gefiillte Wanne, in die eine gesittigte Kalomelelektrode eintaucht.
Als Platinelektrode eignet sich ein Platindraht, der am Ende
etwas Platinblech trigt. Bequemer ist es, mit den in Glasrohren
eingeschmolzenen Platinelektroden zu arbeiten, die zur Aus-
riistung der Becherglaselektrode!) gehdren. Die Kalomelelektrode
bildet den negativen, die Platinelektrode den positiven Pol. Bei
Benutzung des Potentiometers nach E. Mislowitzer stellt man
den rechten Skalendrehknopf auf 800, den linken auf 0, schaltet
vorsichtig den Einschalter von 4 in Richtung K. Der Zeiger-
ausschlag geht nach rechts. Nun gibt man aus einer Mikrobiirette
in kleinen Portionen Bromat in den Becher, schiittelt nach jedem
Zufiigen einmal um und iiberzeugt sich nach jeder Portion durch
vorsichtiges Betatigen des Einschalters, daf der Zeiger noch
nach rechts ausschligt. Man kann auch den Einschalter auf
einer Mittelstellung zwischen 4 und E belassen und solange in
das Becherglas unter gelindem Umschiitteln Bromatlésung ein-
tropfen lassen, bis der Zeiger in die Néhe des Nullpunktes ge-
kommen ist. Steht der Zeiger beim Kinschalten nach E still,
oder bewegt er sich zum ersten Male nach links, so schiittelt man
das Becherglas gut um, wodurch er zumeist noch einmal nach
rechts zuriickkehrt. Die Titration ist beendet, wenn der Zeiger
nach dreimaligem Schiitteln von wenigen Sekunden Dauer im
Verlauf von 1 Minute beim Einschalten stets noch deutlich nach
links ausschligt. Beim Umschiitteln des Bechers liBt man die
Platinelektrode in der Fliissigkeit; man hélt das Becherglas in
der rechten Hand und mit den Fingern derselben Hand stiitzt
man die Elektrode.

Leerwert. Stellt man die Platinelektrode in die Ferrisalzlésung,
so wird das Potential gegeniiber der gesittigten Kalomelelektrode
gewdhnlich noch unter 800 Millivolt liegen, d. h., der Zeiger wird
beim Einschalten noch nach rechts schlagen. Gibt man tropfen-

1) Siehe Biochem. Zeitschr. Bd. 159, S.72. 1925.
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weise Bromatlosung hinzu, so wird nach wenigen Tropfen (zu-
meist nach zwei bis vier) der Endpunkt der Leertitration erreicht
sein, der Zeiger also auch nach 1 Minute noch bei der Einschal-
tung von 800 Millivolt nach links abweichen.

Die bis zu diesem Punkte verbrauchte Bromatmenge ist nach
Herstellung von neuen Losungen jedesmal festzustellen. Unter-
sucht man Losungen, die aufler Zucker noch sehr viele Salze
enthalten, oder will man den Zuckergehalt enteiweiiter physio-
logischer Fliissigkeiten feststellen, so ist es unumginglich nétig,
gich durch eine kurze Titration von der Grofle des Leerwertes
zu iiberzeugen.

Zu diesem Zwecke gibt man zunéchst die Eisensalzséurelosung,
dann die Reduktionsfliissigkeit und dann die Versuchslésung (in
dieser Reihenfolge) in einen Becher und titriert den Leerwert
aus. Man achte darauf, daf man genau diejenigen Losungs-
mengen auch zur Leertitration verwendet, die bei der Haupt-
bestimmung zur Anwendung kommen; man nehme also ebenso-
viel Eisensalzsiurelésung, die gleiche Menge der Reduktions-
lésung und vor allem auch dieselbe Menge des Blutfiltrats, des
Lebertiltrats oder der sonstigen Zuckerlosung, wie bei der wirk-
lichen Bestimmung.

Die aus physiologischen Fliissigkeiten stammenden Leer-
werte sind zumeist besonders hoch und daher zu beriicksich-
tigen.

Von den nach der Reduktion erhaltenen Bromatwerten sind
dann die Zablen, die bei der direkten Titration ohne vorher-
gehende Reduktion erhalten werden, also die Leerwerte, abzu:
ziehen.

Wiinschenswert ist es auch, sich von Zeit zu Zeit davon zu
iiberzeugen, daBl durch das Kochen der Reduktionslosung keine
Erhohung des Leerwertes erfolgt.

Man kann auch bei der Leerbestimmung immer so vorgehen,
dafl man die Reduktionslésung mit destilliertem Wasser zur vor-
geschriebenen Gesamtsumme verdiinnt, 3 Minuten im Sieden
hilt, abkiihlt, die Eisensalzsiurelésung zusetzt und nunmehr erst
mit Bromat titiriert.

Da aber die Titration ohne vorhergehendes Sieden der Re-
duktionsfliissigkeit, die direkte Titration, meistens mit der eben
beschriebenen véllig iibereinstimmt, ist die erstere als einfachere
und schnellere vorzuziehen.

Stérungen. Die auftretenden Storungen lassen sich als solche
der Reduktion und Titration erkennen.

Die Stérungen bei der Reduktion rithren von zu heftigem
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oder zu geringem Sieden her. Durch Auswahl der Asbestdraht-
netze, Regulierung der Bunsenbrenner und Erhitzen der Draht-
netze schon einige Zeit vor dem Aufstellen der Becher 1aBt sich
stets ein ungefdhr gleichzeitiger Siedebeginn und ein gleich-
méafiges, ruhiges Sieden ermoglichen.

Stérungen bei der Titration stammen wohl immer nur von
der Platinelektrode her. Hat man mehrere der oben erwihnten
Glasstabelektroden gebrauchsfertig vorritig, so wechselt man
gegebenenfalls nur die Elektrode aus. Starke Ammoniakdampfe
machen die Elektrode trige. Dasselbe wird durch Schwefel-
wagserstoff verursacht, doch lassen sich diese Gase ja stets ver-
meiden.

Die nicht im Gebrauch befindlichen Elektroden hilt man in
einer starken Bichromatschwefelsdurelésung. Die schlechten
Elektroden erhitzt man einige Zeit in diesem Gemisch.

Herstellung der Lésungen. 1. Reduktionslésung.

72 g Natrium citricum von Schering, chem. Fabrik a. Akt.,
Berlin, werden in ungefihr 140 ccm Aqua dest. unter Erhitzen
gelost, filtriert und abgekiihlt. 5,4 ¢ Natriumhydrat werden in
etwa 25 ccm Aqua dest. gelost, abgekiihlt und zur Citratlésung
hinzugegeben. 1,68 g Kupfersulfat ,zur Analyse“ werden in
25 ccm geldst und zu der alkalischen Citratlosung hinzugefiigt.
Das Ganze wird auf 200 ccm aufgefiillt.

2. Salzsdure-Eisenlosung.

Ferrisulfatlésung, 50 g Ferrisulfat, 200 g konzentrierte Schwefel-
sdure (1,84) werden auf 1 Liter mit Aqua dest. aufgefiillt. Davon
25 ccem und 225 cem konzentrierte Salzsdure (1,19) ergeben die
Salzsdure-Eisenlosung.

3. n/50 K-Bromatlésung und n/100 K-Bromatlésung; 0,783 g
K BrQ, in 1 Liter gelost, ergibt eine n/10-Lésung; n/50 und n/100
durch Verdiinnen der n/10. Titerstellung iiber Jodid und Thiosulfat.

Mikromethode.

Anwendungsgebiet: 0,24 bis 0,90 mg Glucose in 5 ccm Gesamtvolumen.
Auf die Volumina ist sorgsam zu achten!

Zuckerlosung, eventuell aufzufiillen auf . . . . 5,0 cm?®
Reduktionslésung . . . . . . . . . L 20 .
zusammen. 7,0 cm3
Eisen-Salzsgurelosung . . . . . . . . . . .. 3,0 cm?
Molaritit der Bromatlosung n/100.
Titrationswert . . . . . . . . . . . . . .. A,
Leerwert. . . . . . . . .. . .. e
Differenzwert. . . . . . . . . . . . . .. = gcm?

a ¢cm® Bromat = a-0,4 4 0,084 mg Glucose.

Rona, Fermentmethoden. 11
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Halbmikromethode.

Anwendungsgebiet: 0,60 bis 2,40 mg Glucose in 10 cm? Gesamtvolumen.
Auch hier sind die angegebenen Volumina genau einzuhalten!

Zuckerltsung, eventuell aufzufiillen auf . . . . 10,0 cm?®
Reduktionslésung . . . . . . . . . . . ... 40 ,
zusammen . 14,0 cm?
Eisensalzsdurelésung. . . . . . . . . . . .. 5,0 cm?®
Molaritédt der Bromatlésung n/50.
Titrationswert . . . . . . . . . . . . . .. A
Leerwert . . . . . . . . . . . ... . ',,,L .
Differenzwert. . . . . . . . . . . . . . .. a cm?

@ ¢cm3 Bromat = a-0,74 -} 0,2 mg Glucose.

Bestimmung der Maltase.

Zur Maltasebestimmung sind die oben angefithrten Reduk-
tions-Methoden auch brauchbar. Da Maltose ein geringeres Re-
duktionsvermogen besitzt als Glucose (vgl. S. 152), so wird mit
fortschreitender Spaltung der Maltose das Reduktionsvermdgen
der Mischung zunehmen. Der Grad der Zunahme der redu-
zierenden Kraft dient als MaB der Maltasewirkung.

Willstitter, Oppenheimer und Steibelt bedienten sich
der polarimetrischen Methode. Der optimale p, (6,1—6,8)
wird durch Zusatz von '/, , molar. Phosphatmischung, bestehend aus
gleichen Teilen 0,90 proz. KH,PO, und 1,20 proz. Na,HPO,-2 H,0,
eingestelltl). Die Maltose (Hydrat) wird als 10 proz. Losung
gebraucht und mit einem Gehalt von 20°/, des Puffers bei
30° im MeBkolben bereitet. 25 cm® dieser Mischung werden
mit Enzymlésung und Wasser von derselben Temperatur auf
das doppelte Volumen gebracht. Zur Polarisation werden 25 cm?
der 30° warmen Versuchslésung in 5 cm?® 2-n-Soda eingetragen.

Spez. Drehung vgl. S. 22. Die Drehung muf} im Verlaufe der
fermentativen Spaltung abnehmen.

Zur Untersuchung der Maltasewirkung des Blutserums und
der Leber verschiedener Tiere verfuhr Ch. Kusumoto?) wie
folgt: Proben von 5cem Blutserum oder 5ccm des wisserigen
Leberextraktes wurden mit 5cm3 einer 10 proz. Maltoselésung
und 0,2 cm® Toluol bei 30° gehalten. Unmittelbar nach Her-
stellung des Gemisches und dann nach bestimmten Zeiten wurden
die Proben enteiweit und ihr Drehungsvermégen bestimmt.
Angewandt wurde die EnteiweiBungsmethode nach M. Abeles?):

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 110, 8. 232. 1920.
2) Biochem. Zeitschr. Bd. 14, 8.217. 1908.
3) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 15, S.495. 1891.
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Die Proben wurden mit 25 cm?® einer 5 proz., unter Erwirmen
hergestellten Losung von Zinkacetat in 96 proz. Alkohol versetzt,
mit Alkohol im MeSkolben auf 50 ccm aufgefiillt, dann wurde
umgeschiittelt, durch ein trockenes Filter filtriert und das
Drehungsvermégen im 2 dm Rohr bestimmt. — Bei den Leber-
extrakten mufBiten, neben den mit Maltose versetzten Proben,
Proben ohne Maltose aufgestellt werden, in denen das Drehungs-
vermogen in gleicher Weise bestimmt wurde, wie bei den mit
Maltose versetzten Proben. Die bei ihnen gefundene Drehung
wurde von den bei den Maltoseproben gefundenen abgezogen.

BestimmungdesEmulsin. NachWillstdtterundCsédnyil).

Prinzip: Die bei der Spaltung gebildete Blausdure wird
abgedampft und die entstandene Glucose nach Bertrand be-
stimmt.

Ausfiihrung: Im Jenaer Rundkolben von !/, 1 Inhalt werden
10 cm?3 1,0 proz. Amygdalinlésung mit etwas Toluol, mit 2-—4 cm?3
Puffermischung (n/10 Acetatgemisch im Verhiltnis 20 Natrium-
acetat : 1 Essigsdure) und so viel Wasser versetzt, daB mit der
hinzuzufiigenden Enzymlésung das Volumen auf 20,0 cm3 kommt
und im Thermostaten auf 30,0° vorgewdrmt. Die Enzymlésung,
1—5 em?, enthaltend 0,5—5 mg Emulsin oder die Suspension der
Pflanzensubstanz, z. B. von 10 mg Pulver entolter Mandeln, wird
unter Umschwenken eingegossen. Die Zeitmessung wird in
der Mitte der EinfluBdauer begonnen. FEine Vergleichsprobe
zur Bestimmung der Eigenreduktion des Emulsins (die gering,
oft ganz unerheblich ist), wird daneben in gleicher Weise, nur
ohne Amygdalin angesetzt. Nach der Reaktionsdauer, gewthnlich
30—60 Min., wird die Emulsinwirkung durch Zusatz von héch-
stens 2 cm3 10 proz. Schwefelsdure unterbrochen. Dann wird die
Fliissigkeit zur Vertreibung der Blausdure 30 Min. der Dampi-
destillation unterworfen, und zwar so, da8 das Volumen tunlichst
unverdndert bleibt und dann die Bestimmung nach Bertrand
vorgenommen.

Beispiel?): Angewandt wurde ein mit Essigsdure angesiuerter
ammoniakalischer Extrakt aus entolten bitteren Mandeln (aus
20 g 500 cm3) und davon 0,2 cm® (1 cm?® der 5fach verdiinnten
Losung) zur Messung verwendet entsprechend 8 mg Mandelpulver.
Einwirkung auf 0,1 g Amygdalin wihrend 60 Min. Nach Ber-
trand wurden verbraucht 6,6 cm?® 0,156-n-Permanganatlésung.

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd.117, 8.172. 1921. — Willstatter u.
Oppenheimer: Ebenda Bd. 121, S.185. 1922.
?) Willstatter u. Csanyi: 1 c. S.178.

11*
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Daraus ergaben sich 33,4 mg Glucose, d. i. 47,5%/, Spaltung. Fiir
diese Spaltung wiirde 1 mg nach der Proportionalitit zwischen
Geschwindigkeit und Enzymmenge 480 Min. erfordern. —
Aus der Reaktionskurve der Amygdalinspaltung (vgl.a.a.0.Abb.2)
ergibt sich zum Spaltungsgrad von 47,5%  der Abszissenpunkt 15,6,
also zum Abszissenpunkt 17 der 50 proz. Spaltung die Zeit von
523 Min. Das ist der Zeitwert der aus 1 mg entdlter Mandeln
gewonnenen Emulsinlgsung (vgl. S. 139). Zur Bestimmung der
Emulsinausbeute ist der ,,Menge-Zeit- Quotient’‘ anzugeben, d. i.
der Quotient des in irgendeiner Form vorliegenden emulsinhal-
tigen Materials (mg) und seiner Wirkungszeit. Z. B. lieferten 20 g
Mandeln vom Zeitwert 480 (M:Z = 41,7) 0,556 ¢ Emulsin vom
Zeitwert 18 (M:Z = 30,6) Ausbeute 73,5%,.

Die quantitativ weit geringeren Wirkungen des Fermentes auf
andere Glucoside sind mit der 20—100fachen Menge (50—250 mg
Emulsin oder 500 mg Pulver von Mandeln) und in 6—40 Std.
auszufiihren. - Auch die Puffermenge wird vermehrt (gew6hnlich
auf 5 cm? n-Acetatmischung).

Die aus Prunasin und Amygdalin abgespaltene Blausdure wird
vorher durch Destillation mit Wasserdampf entfernt; in den Fillen,
wo keine Dampfdestillation notig ist, wurde die enzymatische
Reaktion durch Zufiigen der alkalischen Seignettesalzlosung unter-
brochen.

Vorteilhaft ist nach R. Willstatter und G. Oppenheimer
fir den Vergleich der enzymatischen Wirkungen durchwegs mit
aquimolekularen Mengen der Substrate die 50 proz. Spaltung
anzugeben.

Aquimolekulare Losungen der Substrate enthalten in 20 cm3:

0,2000 g Amygdalin (mit 3 H,0) Mol.-Gew. 511,3,

0,1155 g Prunasin Mol.-Gew. 295,1,

0,0794 g B-Methylglucosid mit 0,5 H,0O, Mol.-Gew. 203,1,

0,1164 g Helicin (mit 3/, H,0), Mol.-Gew. 297,61),

0,1119 g Salicin, Mol.-Gew. 286,1,

0,1002 g B-Phenylglucosid, Mol.-Gew. 256,1,

0,1064 g Arbutin, Mol.-Gew. 272,11).

Bestimmung nach B. Helferich?).

Prinzip: Die Drehungsinderung einer Salicinlésung bei 0°
wird bestimmt.

1) Die Kupferzahlen des Gemisches von Glucose + Hydrochinon neben
Arbutin, wie auch diejenigen des Gemisches Glucose + Salicylaldehyd
neben Helicin vgl. Willstédtter und Oppenheimer: 1. c., S. 187.

2) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 117, S. 159. 1921. — Helferich, B.,
P. E. Speidel u. W. Toeldte: Ebenda Bd. 128, S. 99. 1923.
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Ausfithrung: 2,5000 g Salicin werden im MeBkélbchen in
etwa 60 cm3® Wasser warm geldst, auf Zimmertemperatur ab-
gekiihlt, 12,5 cm? n/10 Na-Acetat und 10,0 cm® n/10 Essigséure
zugegeben und nach dem Abkiihlen bei 0° bis zu 100 cm3 auf-
gefiillt. Die H-Ionenkonzentration dieser Ldsung ist 1,7-10—5,
Zur Bestimmung werden 10 mg Emulsin mit 1 cm® Wasser
befeuchtet und nach 10 Min. mit 4 cm?® obiger Salicinlésung ver-
setzt. Die Anfangsdrehung (4) dieser Losung ist im 2-dm-Rohr fiir
Natriumlicht und 20°— 2,519, die Enddrehung (£) unter denselben
Bedingungen fiir vollstdndige Spaltung des Glucosids in Trauben-
zucker und Saligenin + 1,33%. Diese Glucosidlésung behalt ihre
Drehung bei Aufbewahren im Eisschrank unverdndert fiir lingere
Zeit bei. Konzentrierte Losungen von Emulsin sind manchmal
ziemlich stark geférbt, so daf man im 1- oder 0,5-dm-Rohr arbeiten
mul.

Zur Unterbrechung des Versuchs wird jedesmal festes Kalium-
carbonat, das sich fast momentan auflést, zugegeben, und zwar
0,2 g auf 5 cm? Glucosidiésung. Dadurch wird die Wirkung des
Fermentes unterbrochen und die Rotation des entstandenen
Zuckers stellt sich auf den Endwert ein.

Die Eigendrehung des Emulsins wird bei jedem Versuch fiir
die gleiche Konzentration nach Zugabe der gleichen Menge
Kaliumcarbonat besonders bestimmt und in Rechnung gesetzt.
— Die Wirksamkeit veranschaulicht gut die Berechnung fiir die

Zeit = lgi—g (wobei k die nach dem monomolekularen Reaktions-
verlauf berechnete Konstante ist); das ist die Zeit, die zur Spal-
tung von 50°/, des Glucosids bei den angewandten Konzentra-
tionen von Glucosid und Ferment notig ist, d. h.: Zeitwert eines
Préparates (vgl. S. 133).

K. Josephson bedient sich in einer neueren Arbeit!) eben-
falls der polarimetrischen Methode. Zur Aufhebung der Muta-
rotation wurden bei den Versuchen mit f-Methylglucosid, Salicin
und Helicin die Proben in 5 proz. Sodalésung einpipettiert; bei
der Spaltung des Arbuting wurde die Fermentwirkung durch
Sublimat (5 cm3 gesittigte Sublimatlosung zu jeder Probe von
15 ¢m3) unterbrochen. Die Polarisation der Proben geschah erst,
nachdem die Mutarotation der Glucose vollkommen beendigt war
- (3 Stunden).

1) Zeitschr. . physiolog. Chem. Bd. 147, S.1. 1925.
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Spez. Drehung einiger Glucoside und die Enddrehung bei
vollstandiger hydrolytischer Spaltung derselben.

| Faktor zur Berechnung
Glucosid Spez. Drehung | der Enddrehung
} aus der Anfangsdrehung
B-Methylglucosid . . . . — 32,6 ‘ — 1,49
Salicin. . . . . . . . . — 63,91 i — 0,517
Helicin . . . . ... . —6043 | —0,55
Arbutin . . . . . . .. — 64,3 | — 0,541

Die mikroquantitative Bestimmung von Blausiure,
pflanzlichen Blausdureverbindungen und Emulsin nach
Brunswik?).

Prinzip: Die bei der Fermentwirkung in Freiheit gesetzte
Blausture wird bei 30—40° durch einen Kohlenséurestrom in
schwach salpetersaures Silbernitrat abgeblasen. Das entstehende
Silbercyanid wird auf ein Asbestfilterrohrchen gebracht und mit
der Mikrowage gewogen.

Den benutzten Apparat zeigt Abb. 53.

Der Rezipient R, fiir ca. 5 cm3 Flissigkeit bestimmt, kann
durch zwei Hiéhne H, und H, abgeschlossen werden, um diesen
Teil des Apparates bei der Untersuchung der Fermentwirkung fiir
sich allein in einen Thermostat stellen zu konnen. Bei H,, dem
Hahnabschlufl des eingeschmolzenen, bis 1 ¢cm iiber den Boden des
Rezipienten reichenden Einblasershrchens wird der Rezipient mit
einem gewdhnlichen Kippschen Apparat zur CO,-Entwicklung —
mit einer Waschflasche mit AgNO,-Losung — verbunden. Nach
Filllung mit dem Untersuchungsmaterial wird der Rezipient durch
einen gut dichtenden Kautschukstopfen verschlossen und das
Ableitungsrohr bei H, mit einem paraffinierten Druckschlauch DS
an das Gaseinleitungsrohr @ angeschlossen. Dieses taucht in eine
bauchige Eprouvette £ ein, deren unterster Teil (5 cm) auf 7 bis
8 mm verengt ist. Das (aseinleitungsrohr besitzt zum Reinigen
und Durchspiilen eine obere Offnung, die wihrend der Bestimmung
an der verengten Stelle mit einem Tropfchen 5 proz. Salpeterséure
abgedichtet und dariiber mit einem kleinen Korkstopfen ver-
schlossen ist. Der etwas groflere Recipient R, ist fiir 10 cm? Fliis-
sigkeit bestimmt. Als Vorlage in der Eprouvette dient 1proz., mit
halogenfreier Salpetersiure leicht angesiuertes Silbernitrat. —
Der entstandene Silbercyanidniederschlag wird wie bei den Pregl-

1) Qesterr. botan. Zeitschr. Bd. 74, S. 58.
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schen Vorschriften zur Wiagung der Silberhalogenide behandelt.
Das Absaugen erfolgt wie S.118 bei der Phosphatbestimmung
beschrieben. Griindliches Nachwaschen abwechselnd mit Wasser
und 96 proz. Alkohol, Trocknen 5 Min. im ,,Regenerierungsblock*,
30 Min. langes Verweilen der Filterréhrchen vor der Wigung in
der Wage. — Der Rezipient (R, oder R,) taucht wihrend der Be-
stimmung in Wasser von 30—37°, die Eprouvette in ein grolleres
GefiB mit kaltem Wasser. — Der Zusatz von Fliissigkeiten (z. B. ver-
diinnter Séure zum Freimachen der HCN aus dem Material bzw.

Abb. 53. Apparat zur mikrogquantitativen Blausdurebestimmung (!/; der natiirl. GroBe).

Ry, bzw. R, Rezipienten. H; und H, Glashihne des Zu- und Ableitungsrohres, D § Druck-

schlauchverbindung. @ Gaseinleitungsrohr, E bauchige Eprouvette, mit 1 proz. Silber-
nitrat gefiillt.

zur Beendigung der Fermentreaktion) erfolgt durch den tiber H, be-
findlichen, erweiterten Glasansatz unter CO,-Druck. Zum quanti-
tativen Ubertreiben der Blausdure mufl bei dem kleinen Rezi-
pienten 21/,—3 Std., bei dem groBeren 4 Std. abgeblasen werden.
— Bei fermentativen, Blausiure liefernden Systemen kann durch
ein intermittierendes Abblasen withrend der Fermentwirkung die
Spaltungsausbeute betrichtlich erhoht werden. Als pj, -Optimum
fiir Emulsin wurde von Brunswik 4,74—6,56 gefunden.

Bestimmung der Lactase.

Auch hier werden die iiblichen Bestimmungsmethoden (Polari-
sation, Reduktion) angewandt.
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Willstatter und Oppenheimer?!) bestimmten die gebildete
Glucose nach Bertrand, indem sie 25 cm3 der 10proz. Losung
von Lactose (wasserhaltiger Milchzucker von [alp = + 52,539)
mit 10 em® Phosphatpuffer nach Sérensen im Verhdltnis
3.8 prim.: 6,2 sek. Salz (p,7; 1/, molar. Phosphat, d. i. 360 mg
NaH,PO,-2H,0 4175 mg KH,PO,} versetzten, mit der entsprechen-
den Enzymmenge (Hefelactase) und mit Wasser auf 50 cm?
brachten und die Reaktion bei 30° ablaufen lieen. Proben von
5 cm? wurden entnommen und zum Abbrechen der Enzymreaktion
in MeBkolben, die vorher mit 5 cm® 2-n-Sodalésung beschickt
waren, eingetragen. Ein Fiinftel des Gemisches wurde zur Zucker-
bestimmung verwendet. Der Sodazusatz ist ohne Einfluf auf
die Permanganatmengen.

Kupferzahlen der Gemische von Lactose und Glucose
+ Galaktose?)

Glucose Kupfer-
Lac’::[i):ise <+ Galaktose Pel‘n(l};n?l,lGO n Kl:lll)fer Mittelwert

¢ ccm g mg

1 0 6,10 6,15 62,1 62,6 62,35

0,9 0,1 6,30 6,35 64,1 64,6 64,35

0,8 0,2 6,60 6,65 67,2 67,7 67,45
0,7 0,3 6,90 6,90 70,2 70,2 70,2
0,6 0,4 7,15 7,15 72,8 72,8 72,8

0,5 0,5 7,45 7,50 75,8 76,3 76,15

0,4 0,6 7,65 7,70 77,9 78,4 78,15
0,3 0,7 8,09 8,09 82,3 82,3 82,3
0,2 0,8 8,38 8,38 85,3 85,3 85,3
1,0 9,00 9,00 91,6 91,6 91,6

Bestimmung der Amylase.

Grundsitzlich sind zwei Methoden zu unterscheiden. 1. Solche,
die die physiko-chemischen Anderungen des Substrates messen
(Stirkeverfliissigung, Nephelometrie) und 2. solche, die die ent-
standenen Abbauprodukte bestimmen (Reduktionsmethoden, Po-
larisation).

1) Zeitschr. f. physiolog Chem. Bd. 118, 8.170. 1921. .

2) Die Kupferzahlen wurden gewonnen, indem man 5 proz. Losungen
der Lactose (wasserhaltig) und der dquimolekularen Gemische von Glu-
cose und Galaktose in verschiedenen Verhiltnissen aus Biiretten in
25 cem Kolben einflieBen lieB, woraus nach Erwirmen auf 300 5 ccm
entnommen und auf 100 cem aufgefiillt wurden. Zur Bestimmung dien-
ten 20 ccm.
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Bestimmung der Amylase nach M. Olssont).
Prinzip: Die Viscosititsinderung einer Stirkel6sung wird
mittels der Zeit gemessen, die eine luftgefiillte Glaskugel in der
Starkelosung braucht, um eine bestimmte Strecke aufzusteigen.
Die Verfliissigung verlduft viel schneller als die Verzuckerung.
Apparate (Abb. 54): 3 gleiche Rohre D von 3,5 dm Linge und
1,7 cm innerem Durchmesser, mit einem durchbohrten Gummi-
stopfen verschlossen. Durch die Boh-
rung fiilhrt ein mit Gummischlauch

DB

von 6 mm Durchmesser.
Ausfiihrung: 22,5 g Kartoffel-

stirke werden in einer kleinen Menge

kalten Wassers aufgeschlammt, in 11

G
und Klemme versehenes Glasrohr. Die Y
3 Glasréhren D sind auf einer dreh- p £ A
baren Achse montiert und befinden
sich im Thermostaten. Im Innern der £l IF
Rohre befindet sich eine Glaskugel ,

|\8J

kochendes Wasser eingegossen, 1 Std.

am RiickfluBkiihler gekocht, durch o s

ein Tuch filtriert und in ein Wasser- L )
bad von 379 hineingestellt. Je 50 cm3 A

dieser Losung werden in die Glas- Abb. 54.

rohre D, in denen sich je eine Glas-

kugel befindet, eingefiillt; dazu 10 cm3 Acetatputfer (p, = 5,15)
und die gewiinschte Menge Enzymlésung (Malzamylase) —
bei tierischer Amylase die entsprechende p, und NaCl-Zusatz.
Alle Losungen miissen vorher auf 379 vorgewiarmt sein. Der
Gummistépsel wird schnellstens eingepreBt. Hierbei wird alle
Luft durch das Glasrohr entfernt und danach der am Glasrohr
befestigte Gummischlauch mit einer Klemme H zugemacht. Un-
mittelbar darauf wird die Achse B, welche die Rohren D triigt,
umgedreht. Die Rohren werden durch Fenster des Thermostaten A
betrachtet und die Aufsteigezeit der verschiedenen Glaskugeln
mittels Chronographen festgestellt.

Im Rohre D, (ohne Enzym) durchliuft die Kugel die Losung
in fast konstant 48 Sek. Im Rohre D, (mit Enzym) wird die Auf-
steigezeit Kontinuierlich kleiner, und die Losung hat schon in 1 Std.
die Viscositdt des Wassers beinahe erreicht, die einer Aufsteige-
zeit von 10 Sek. entspricht.

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 119, 8. 1. 1922, vgl. auch Zeitschr.
f. physiolog. Chem. Bd. 117, 8.91. 1921; Bd. 126, S. 29. 1923.
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Jodmethoden?).

Auch die Methoden, die sich der Verdnderung der Jod-
reaktion bedienen, beruhen wohl auf einer physiko-chemischen
Anderung des Substrates (Karrer).

Ausfithrung nach Wohlgemuth. Eine Reihe Reagensgliser
wird mit absteigenden Mengen der zu untersuchenden Ferment-
l6sung beschickt, zu jeder Fermentportion die gleiche Menge einer
1proz. Stirkelosung zugefiigt, dann die Glischen auf einmal auf
38—400 gebracht, nach einer bestimmten Zeit wieder abgekiihlt
und nun durch Zusatz von mehreren Tropfen /,,-n-Jodlésung
festgestellt, welche kleinste Fermentmenge noch imstande ist, die
angewandte Starkemenge bis zum Dextrin abzubauen. Als unterste
Grenze der Wirksamkeit (limes) ist dasjenige Gliaschen zu be-
zeichnen, in dem zum ersten Male die blaurote Farbe auftritt.
Die Enzymmenge wird daraus so berechnet, dafl die Anzahl cm3
einer 1proz. Stirkelésung bestimmt wird, die durch 1 cm?® Fer-
mentlosung unter den Bedingungen des Versuches bis zum Dextrin
total abgebaut wird.

Ausfiithrung nach Michaelis?): Man kocht 2,5 g lésliche
Stirke in 500 cm? 0,3 proz. NaCl-Losung auf und fiillt in 7 Erlen-
meyerkolben je 50 cm® davon ein. Auflerdem gibt man eine

Mischung von% prim. Phosphat (10 cm® 1 molar Phosphorsidure
-+ 10 ¢m?® n-NaOH - 10 cm3 dest. Wasser) und von ? sek. Phos-

phat (10 em® 1 molar Phosphors. 4 20 cm? n-NaOH) hinzu,
und zwar

Kolben Nr. 1 | 2| 3 a4l 5 | 6 | 7
’gprim_ Phosphat . .| 4,7 ‘ 4433 25 17 06 | 03
gsek. Phosphat. . .| 0,3 | 06 | L7 | 25 33 | 44 | 47

| i |

Nun fallt fnan etwa 30 Reagensgliser mit je 5cm?® einer
auBerst stark verdiinnten, ganz schwach hellgelben Lugolschen
Losung (etwa 1/1000 n-Jodlésung) und halt diese fiir die weitere

1) Vgl. Wohlgemuth, J.: Fermentmethoden 8. 39.

2) Michaelis: Prakt. d. phys. Chemie. §.132. Berlin 1922. Diese
Vorschrift von Michaelis dient zuniichst dazu, das p,-Optimum der Fer-
mentwirkung festzustellen.
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Untersuchung in Bereitschaft. In die 7 Erlenmeyerkolben gibt
man in Abstdnden von genau 2 Min. der Reihe nach je 5 cm3 eines
100-—1000fach verdiinnten Speichels. Dann entnimmt man aus
dem Kolbchen Nr. 4 (p, etwa 6,8) alle paar Minuten 5 cm?® und
gibt sie in ein Jodréhrchen. Zundchst wird eine blaue Farbe ent-
stehen, weiterhin eine violette, dann eine rote. Wenn die Farbe
rotviolett bis fast rot geworden ist, beginnt die eigentliche Reihen-
entnahme. Man entnimmt den 7 Kélbchen der Reihe nach in
Abstéinden von 2 Min. je 5 cm? und gibt sie in ein Jodrshrchen.
Das Resultat wird z. B. sein:

1}2}3&4567

blau ] violett | rot ‘ gelbrot; l rot rotviolett| violett

Die Wirkung ist also am weitesten fortgeschritten in Nr. 4
(pn = 6,8).

L. Michaelis und H. Pechsteinl) arbeiteten so, dal} sie
den fermentativen Prozef durch Zusatz von 10 cm3 1/,,,-n-Jod-
lésung unterbrachen. Eine so stark verdiinnte Losung wurde
angewandt, um die Versuchsfehler, die beim Pipettieren der Jod-
lésung entstehen kénnen, moglichst auszuschalten. Ein geringer
UberschuB8 von Jod ruft nimlich in einer von zwei gleich weit
abgebauten Starkelosungen bereits eine andere Farbennuance
hervor. Zu beachten ist die Beobachtung, daB im alkalischen
Gebiete eine mehr oder minder schnelle Entfarbung der anfing-
lichen Jodfarbung eintritt. Die Unterbrechung des Ferment-
prozesses erfolgte in diesem Gebiete durch mit Essigsdure an-
gesiuerte Jodlsung.

Bei der Bestimmung tierischer Amylasen ist darauf zu achten,
daB sich bei gleichzeitiger Anwesenheit von Maltase nicht nur
Maltose, sondern auch Glucose bildet.

Glucose neben Maltose 148t sich qualitativ durch Kupferacetat-
lésung (Barfoedsches Reagens) erkennen, die neutral von Mal-
tose iiberhaupt nicht, mit Essigsiure angesiuert erst bei 4 Min.
Kochdauer reduziert wird. — Beim Kochen mit Phenylhydrazin
gibt die Glucose gleich, die Maltose erst beim Abkiihlen einen
Niederschlag des Osazons.

Nephelometrische Methode nach Rona und van
Eweyk?).

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 59, 8. 75. 1914.

2) Biochem. Zeitschr. Bd. 149, S. 174. 1924.
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Prinzip: Als Substrat dient Glykogen, das sehr stabile kolloi-
dale Losungen bildet, deren Triibungsgrad streng proportional
ihrem Gehalt an Glykogen ist. Die Aufhellung infolge der Amy-
lasewirkung wird nephelometrisch gemessen.

Erforderliche Lésungen: 1. Glykogenlésung. Einem Ka-
ninchen werden etwa 50 cm? einer 50proz. Traubenzuckerlésung
mittels der Schlundsonde eingegossen. Nach 2—3 Std. wird das
Tier moglichst rasch durch Entbluten getotet, seine Leber her-
ausgeschnitten und diese nach Entfernen der Gallenblase kurz
mit kaltem Leitungswasser abgespiilt. Dann wird die Leber in
etwa walnufligrofle Stiicke zerschnitten und (in Stanniol ge-
wickelt) in eine Ris-Kochsalzkidltemischung gebracht, bis die
Stiicke festgefroren sind. Sie werden im Mérser unter Zusatz
von Kieselgur fein zerrieben. Der Leber-Kieselgurbrei wird mit
39/, Trichloressigsdure innig verrithrt und nach Zusatz von reich-
lich destilliertem Wasser abgenutscht. Das Filtrat, eine weifle
tritbe Flissigkeit, enthilt die Hauptmenge des Glykogens. Der
Riickstand wird noch einmal mit Wasser verrieben und zum
2. Male filtriert. Das 2. Filtrat, das noch betriachtlich triibe
ist, wird mit dem ersten vereinigt. Die beiden Filtrate werden
nun mit dem gleichen Volumen Alkohol versetzt und bleiben
iiber Nacht stehen; wihrend dieser Zeit setzt sich das Glykogen
als feinflockiger Niederschlag, der nirgends am Glase anklebt,
zu Boden. Nach dem Dekantieren wird der Niederschlag durch
Zusatz von destilliertem Wasser wieder gelost, die Lésung in
Zentrifugenglaser gebracht, in diesen durch hinreichenden Alko-
holzusatz das Glykogen ausgeflockt und durch Zentrifugieren
ausgeschleudert. Nach dem Abgieflen der iiberstehenden Fliissig-
keit wird das Glykogen wieder in Wasser gelost, mit Alkohol
ausgefillt und nochmals zentrifugiert. Nach 5maliger Wieder-
holung der Operation wird schlieflich der Riickstand mit abso-
lutem Alkohol verriihrt, scharf zentrifugiert, nach dem Ab-
gieBen des Alkohols mit Ather verriihrt und abgenutscht. Es
resultiert ein schneeweiBes, sehr feines Pulver, das in Wasser sehr
leicht stabile Suspensionen bildet, deren Viscositit gegeniiber
Wasser nicht mefbar erhoht und deren Triibung (Tyndallicht)
ihrer Konzentration streng proportional ist. Die Konzentration
der 0,3 proz. Ausgangslosungen wird mit 100 bezeichnet, so daf}
50 einer Konzentration von 0,15%, entspricht 1).

2. n/10 NaCl-Losung (fiir tierische Amylasen).

3. Phosphatpuffer.

4. Enzyml6sung (z. B. menschl. Speichel).

1) Kiufliches Glykogen ist nicht immer verwendbar.
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Ausfithrung: In eine Reihe von Mefizylindern von 100 com
werden je 91 cm3 einer Glykogenlésung von 0,39/, gebracht und
mit 1-—3 cm? Phosphatpuffer, sowie 1 cm? n/10-NaCl-Lésung ver-
mischt. Nach dem eventuell erforderlichen Auffiillen auf 95 cm3
werden die Zylinder in ein Ost-

waldsches Wasserbad mit Riihr- T ) +Pn 6,54
werk gestellt, dessen Temperatur | s N Pn =|6,55
379 + 0,05° betriagt und nach er- E ”\& >
folgtem Temperaturausgleich je %6 \\
5cm?® verdiinnten menschlichen —§, ~
Speichels unter guter Durch- X*

mischung rasch zugegeben. Nach © 20

einer halbf)n Minute werden aus Wi Wi 20, 70 0
jedem Zylinder 15 cm?3 des Reak- Abb. 55.

tionsgemisches entnommen und

in ein trockenes Fldschchen, das sich in Eiswasser befindet, ein-
gefiillt. Derartige Probeentnahmen werden in geeigneten Inter-
vallen wiederholt. Die eiskalten Proben werden moglichst bald
nephelometrisch untersucht.

Tabelle 2 (Abb. 55).

Um-
Zeit | Nephelo- | rech- z
in | meter [nung & - -10°K.105
Min. auf |

1ks. rechts| Proz. |

0,4 proz. Glykogenldsg. 91 em3 | 1/, | 20 | 23,4 | 100,0

2
Ferment 1:100. . . 5 , | 11|20 | 25:4] 920 | 8,0 725 | 327
Puffer n/3) . . . . 3 ,, 26120 284 83,0{17,0| 655 |308
NaCl (n/10) . . .. 1 ,, 63120 36,1 65,0350 555 296,316
86|15 | 33.4| 52,5 |47.5| 552 |326
p = 6,54 1191 12 | 34,5 40,8 59,2| 498 i326
Identische Versuchsanordnung| 1/, | 20 ’ 22,9 [ 100,0 |
11§20 | 25,0 91,8 8,2| 743 ‘336
pg = 6,55 421 20 ‘ 31,71 72,0 28,0 670 338[
63120 | 38,0 60,3 {39,7| 633 ‘347 337
86| 15 } 32,8 | 52,3 |47,7| 555 ]327J
119 12 ' 34,5| 39,9 (60,1 505 |336

Als Beispiel folge eine Tabelle (Tab. 2), in der die erste
Spalte die Zusammensetzung des Reaktionsgemisches und den
elektrometrisch bestimmten p, enthilt; die 2. Spalte gibt an,
zu welchem Zeitpunkt die Untersuchungsproben entnommen
waren, die 3. und 4. Spalte die Stellung des Nephelometers, bei
welchem auf der linken Seite die Vergleichs- und auf der rechten
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Seite die Untersuchungslosung eingefiillt wurde, die 5. Spalte die
Umrechnung der Nephelometerwerte, derart, daBl die Ausgangs-
konzentration des Glykogens gleich 100 gesetzt wurde. Die 6. die
prozentischen Abnahmen des Glykogengehaltes z, die 7. die Reak-

tionsgeschwindigkeit %-103 und die 8. die Reaktionskonstante K

der monomolekularen Reaktion.

Bestimmung der Pankreasamylase nach Willstatter,
Waldschmidt-Leitz und Hessel).

Die Hydrolyse von 0,25 g l6slicher Stdrke durch Pankreas-
amylase in 37 em?® bei 37° wird im Bereich der ersten 409/, ver-
folgt. Die gebildeten Aldehydgruppen werden mit der Hypojodit-
Titration gemessen. Die Amylaseeinheit (Am.-E.) berechnet sich

aus der Gleichung “

K= 1 log ,
t i

in der ¢ die Zeit, @ die Anfangskonzentration und ¢ — z die dem
Jodverbrauch entsprechende Menge Maltose ist. Fiir @ wird nicht
der Wert der effektiven Einwage (0,25 g), sondern die praktische
Verzuckerungsgrenze von 75°/, unter normalen Bedingungen, also
a = 0,1875 g genommen. Fir die Bestimmung der Amylase wer-
den am besten die Enzymmengen so gewéhlt, daf die Reaktions-
konstante zwischen 0,001 und 0,03 liegt; dann erfolgt in 7—30 Mi-
nuten die Hydrolyse von 10—309/, der Stérke.

Ausfihrung: In einer zylindrischen Standflasche mit ein-
geschliffenem Stopfen von 50 cm?® Inhalt werden 25 cm3? frisch
bereitete 1 proz. Losung von Kahlbaumscher 16slicher Stérke,
10 cm3 0,2-n-Phosphatpuffer, bestehend aus 5,1 cm?® 0,2-n-
KH,PO, und 4,9 cm?® 0,2-n-Na,HPO, + 2 H,0 (p, = 6,8), sowie
1 ¢m3 0,2-n-NaCl vermischt und im Thermostaten auf 37° gebracht.
Das Enzym fiigt man unter Umschiitteln hinzu, in Form des
trockenen Priparats aus dem Wigeglas oder einer Enzymlésung,
z.B. 1,00 cm3 aus der MeBpipette. Nach Ablauf von gewo6hnlich
10 Min. wird die Reaktion durch Zusatz von 2 cm? n- Salzsidure
unterbrochen. Man spiilt das Reaktionsgemisch mit wenig Wasser
in einen Erlenmeyerkolben und versetzt es mit Jod, und zwar
fir je 1 mg erwarteter Maltose mit 0,6 cm?® 0,1-n-Lésung, so-
dann tropfenweise unter Umschiitteln mit 0,1-n-Natronlauge,
deren Menge so zu bemessen ist, dafl nach Neutralisation der

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 126, 8. 143 (155). 1923.
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zugefiigten Salzsiure und Umwandlung des sauren Puffer-Phos-
phats in sekundéres, (wozu zusammen 30 cm3 erforderlich sind)
noch das 11/, fache vom Volumen der Jodlésung angewandt wird.
Nach 15 Min. langem Stehen wird mit verdiinnter Schwefelsdure
angesduert und das iiberschiissige Jod mit 0,1-n-Thiosulfatlgsung
zuriicktitriert.

Den Eigenverbrauch der Stirke sowie der Enzymlésung an
Jod ermittelt man zu gleicher Zeit durch eine Kontrollbestim-
mung. Zum Beispiel: 25 em3 1proz. Stirkelésung wurden mit
2 cm?® nHCL mit 10 cm3 0,2-n-Phosphatpuffer (p; 6,8) und 0,8 cm?
einer Losung von 1,0 cm® Glycerinauszug in 250 cm® Wasser
vermischt. Darauf fiigte man 10,01 ccm 0,1-n-Jodlésung und
45 e¢m3 0,1 n-NaOH hinzu und sduerte nach 15 Minuten mit
4 cm3 20proz. H,80, an. Zum Zuriicktitrieren mit 0,1-n-Thio-
sulfatlésung wurden verbraucht 9,41 cm3. Der Jodverbrauch betrug
also 0,60 cm3 Nach Abzug dieses Leerverbrauchs wird die ge-
fundene Jodmenge nach dem Verhéltnis 17,15 mg C,,H,,0,;:1 cm?
1/,on-Jod als Maltose berechnet.

2. Beispiel 1) : 0,80 cm? einer Losung, die aus 1,00 cm3 Pankreas-
glycerinauszug mit 250 cm?® Wasser bereitet war, wirkten unter
den angegebenen Bedingungen 10 Min. auf die Stirke. Nach dem
Unterbrechen der Hydrolyse durch Zufiigen von Siure wurde
bei der Titration des entstandenen Aldehydzuckers ein Verbrauch
von 2,29 (wiederholt: 2,23) cm? n/10-Jod gefunden. Die Kon-
trollbestimmung ergab fiir die angewandte Stirke und Enzym-
16sung einen Leerverbrauch von 0,53 cm3 (wiederholt:0,53 cm3)
n/10-Jod.

Aus dem verbrauchten Jod berechnet sich die gebildete Mal-
tose 30,2 (29,2) mg und die Reaktionskonstante

b= logy - 0I8T5 ¢ 0076

(wiederholt 0,0074). Diese Reaktionskonstante driickt zugleich die
Zahl der Amylaseeinheiten in der Analysenprobe aus.

Die Amylaseeinheit (Am.-E.) ist das 100fache derjenigen
Enzymmenge, fiir die unter den angegebenen Versuchsbedingungen
die Konstante der monomolekularen Reaktion gleich 0,01 ist. Die
Reaktionskonstante driickt daher die Zahl der Amylaseeinheiten
in der Analysenprobe aus. Wenn in einem weiteren Beispiel
0,5 mg Trockenpankreas aus Stérke in 10 Min. 78,6 mg Maltose

1) 1.e. 8.156.
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bildeten, so ist £ =0,0236 zu berechnen, und dies ist gleichzeitig
die Anzahl der Am.-E. in den angewandten 0,5 mg.

Eine Am.-E. ist in ungefdhr 2 cg getrockneter Pankreasdriise
enthalten. Als Mal3 fiir den enzymatischen Reinheitsgrad eines
Amylasepriparats schligt Willstatter den Amylasewert (Am.-W)
vor, namlich die Zahl von Amylase-Einheiten in 1 c¢g der Sub-
stanz.

Bei Anwendung pflanzlicher Diastase eriibrigt sich der Koch-
salzzusatz; p, ist durch Phosphat oder Acetat auf 5,0 einzustellen.

Bestimmung der Malzamylase nach Euler und
Svanberg?).

Wie die Wirkungsfahigkeit von Saccharasepriaparaten 148t sich
auch die der Maltasepriparate durch eine GroBe bestimmen,
die den Trockensubstanzgehalt der Enzymlosung (bzw. des Pra-
parates), die verzuckerungsfihige Substratmenge und die Reak-
tionsgeschwindigkeit % bei definierter Temperatur und Aciditat
der Losung enthilt. Es wird mit folgenden Volumverhéltnissen
gearbeitet:

25 cm3 meist 2 proz. Stirkelésung
10 ,, Phosphatgemisch (0,29 mol. Phosphat p, = 5,6)
1 ,, Enzymlosung

36 cm3

Die Versuche werden in 100-cm3-Erlenmeyerkolben aus-
gefithrt, die im Wasserbad auf konstanter Temperatur gehalten
werden. Das Enzym wird erst zugesetzt, wenn das Stiarkephosphat-
gemisch die Temperatur von 37° angenommen hat. In Zeit-
intervallen, die mit dem Chronoskop gemessen werden, geschieht
die Entnahme von Proben zu je 10 cm?® Fliissigkeit; sie werden in
10 cm? 5 proz. Sodaldsung einpipettiert, wodurch die Reaktion
vollstindig unterbrochen wird. Die einzelnen Proben werden
nach Bertrand titriert.

Es ist darauf zu achten, daB losliche Starke kein eindeutig
definiertes Substrat ist. Zu vergleichenden Messungen ist des-
halb stets dasselbe Substrat gleicher Verarbeitung zu benutzen.
Euler?) definiert sein Starkepraparat so, dall 1 g l6slicher Stirke
aus annihernd gesittigter Jodbenzol-Losung 18,5°/ Jod auf-
nimmt, und zwar nach 45 Min. langem Erhitzen auf 100°. Eine
in gleicher Weise durch Erhitzen vorbehandelte Losung von 1,109/,
dieser loslichen Stédrke in destilliertem Wasser zeigte bei 18° eine
relative Viscositdt von 1,10.

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 112, S. 193 (219). 1920/21.
2) Vgl. v. Euler, H. u. K. Myrbick: Arkiv f. Kemi Bd. 8, S. 1. 1921.
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Nach Euler und Svanberg ist die Verzuckerungsfihigkeit
k-g Maltose
. B tose : leku.
pro g Trockengewicht Sf = o Priparat’ wo k die monomoleku

1
lare Verzuckerungskonstante = 5 log- a—a~; , g Maltose die Anzahl

g Maltose bedeutet, die bei der durch % gemessenen Reaktion in
maximo gewonnen werden kann (75% ) und g Praparat die Menge
Enzympréparat, welche im Gesamtvolumen der Reaktionsfliissig-
keit gelost wurde. Fiir k nimmt man den Mittelwert aus mehreren
Bestimmungen. Fiir verschiedene Starkepriparate ist die Spalt-
barkeit (und damit %) verschieden.

Die Enzymkonzentration soll so gewahlt werden, dal} bei
0,25—1,0 g Stéarke in 36 cm3 Gemisch bei 37°, optimaler Aciditat
und Anwesenheit eines geeigneten Neutralsalzes die Reaktions-
konstanten 0,004—0,08 ergeben ; die Konzentration des Phosphat-
puffers ist in einem grofen Gebiet ohne Einfluf3.

Die Beziehung des Willstatterschen Amylase-Wertes (Am.-
W.) zu dem Eulerschen Sf. ist folgende: Die beliebigen g Mal-
tose der Eulerschen Formel werden durch die bestimmten der
Willstidtterschen GréBe (75°/, von 0,25 g Stirke = 0,1875 g
= 18,75 cg) dividiert, da der Am.-W. auf Zentigramme berechnet
ist, oder mit dem reziproken Wert 0,05333 multipliziert. Also
Am.-W. = S8f. >< 0,05333.

Bestimmung der Speichelamylase nach Pringsheim
und Gorodiskil),

Der Speichel wird nach einem Brotfriihstiick nach Verlauf
einer Stunde mit Hilfe eines Schwimmechens von ca. 3—5 cm
Durchmesser gesammelt. Es kommen 0,5, 2 oder 4 cm? Speichel
zu 5) cm?® einer 2proz. Losung von l6slicher Stirke (Kahlbaum)
mit 2%, NaCl, 20 ecm® Phosphatpuffer (3,8 cm3 1/, molar prim.
Kaliumphosphat und 16,2 em3 1/, molar sek. Natriumphosphat:
Pp= 6,2) bei Gegenwart von etwas Toluol zur Einwirkung. Die
Stirkelosung wird auf 37° erwarmt und bei dieser Temperatur ge-
halten. Zur Zuckerbestimmung werden 10 cm® der Losung zu
5proz. Sodalésung gegeben und nach Bertrand titiert.

Bestimmung der Leberamylasenach Holmbergh?): Als
Substrat dient eine Mischung von 20 cm3 2proz. 1osliche Stirke,
10 ecm3 0,29-n-Phosphatpuffer, 1 cm?® 1-n-NaCl-Lésung, die mit

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 140, S. 175. 1923.
2) Zeitschr., f. physiolog. Chem. Bd. 134. S. 68. 1924.

Rona, Fermentmethoden. 12
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Wasser auf 42 cm3 aufgefiillt und mit einigen Tropfen Toluol iiber-
schichtet werden. (p,= 6,9, Temperatur 37° + 0,1.)

Erlenmeyerkolben von je 160 cm? werden mit Puffer, Kochsalz-
16sung und Wasser versetzt und in den Thermostaten eingehéngt.
Die Lebersubstanz wird in kleinen Glasréhren (Schiffchen) in Wige-
réhren gewogen. Danach 14t man das Schiffchen in den Erlenmeyer-
kolben hineinfallen und schiittelt. Bei Verwendung frischer Leber-
substanz muf} die Zermahlung so fein sein, dafl keine groberen Ge-
websteilchen in der Suspension mehr umherschwimmen. Es werden
20 em® vorgewdrmte Stiarkelosung zugesetzt und der Kolben von
Zeit zu Zeit umgeschiittelt. Unmittelbar nach Zusatz der Stéarke-
l6sung wird eine Probe entnommen und als Blindwert bestimmt.
Nach bestimmten Zeitintervallen werden Proben von 10 cm? ent-
nommen und der Zucker (nach Enteiweillung) nach Bertrand
bestimmt. -

Die Fermente der alkoholischen Girung.

Die Vergérung von Zucker zu CO, und Alkohol als hauptsich-
liche Endprodukte setzt sich aus einer Reihe von nur z. T. bekann-
ten Reaktionen zusammen.

Ein von Neuberg aufgestelltes Garschema ist:

I. CgH,;,0¢ = 2 CH,.CO.COH + 2 H,0.

Glykose Methylglyoxal
II. 2.CH,:C(OH).COH+2 H,0=CH,0H.CHOH.CH,0H+CH;.CO.COOH.
Glycerin Brenztraubensaure
III. CH; .CO0.COOH = CH,.COH + CO,.
Acetaldehyd

1V. CH,.CO.COH -+ CH,.COH + H,0 — CH,;.C0.COOH +CH,.CH,0H.
Unter welcher Bedingung die Umlagerung der stabilen
Hexosen in reaktionsfahigere Kérper erfolgt, ist noch nicht sicher.
Von Hexosen sind nur 4 Zucker girfahig: Glucose, Mannose, Fruc-
tose und Galaktose. Die Galaktose wird schwerer vergoren als die
anderen Hexosen. Nach neueren Untersuchungen von Willstéatter
werden Saccharose, Laktose und Maltose direkt vergorent).

Darstellung von Hefeprefisaft nach Buchner?).
Die aus der Brauerei bezogene Hefe wird gewaschen, indem
sie auf ein Haarsieb gebracht und mit Wasser durch das
Sieb hindurch in hohe Gefifle geschwemmt wird. Nachdem

1) Vgl. Willstatter u. Steibelt: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 115,
S. 211. 1921. Willstéatteru. Oppenheimer: Zeitschr. f. physiolog. Chem.
Bd.118, S.168. Vgl. auch Willstiatter u. Bamann: Zeitschr. {. physiolog.
Chem. Bd. 152, 8.202. 1926. Ferner Willstatter u. Lowry: Zeitschr. f.
physiolog. Chem. Bd. 150, S. 287. 1925.

2) Zymasegdrung. S.59. Miinchen-Berlin. 1903.
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sich die Hefe zu Boden gesetzt hat, hebert man das dariiber-
stehende Wasser ab. Dieser Waschproze wird 2—3mal wieder-
holt, bis das Waschwasser klar und farblos bleibt. SchlieBlich
koliert man die Hefe durch ein Nesseltuch auf einem Filtrier-
rahmen. Zur Entwisserung wird die Hefe in dem gefalteten und
zusammengebundenen Koliertuch in ein Prefituch eingeschlagen
und in der hydraulischen Presse bei 50 Atmosphéren Druck 5 Min.
lang ausgepreft. Die entwisserte Hefe (noch mit etwa 709/,
Wassergehalt) wird in einer grofen Schale mit feinem Quarz-
sand und mit Kieselgur oder Infusorienerde im Verhaltnis
1000 g entwasserte Hefe, 1000 g Quarzsand und 200—300 g Kiesel-
gur mit den Hénden tiichtig gemengt und durch ein groBes Sieb
(9 Maschen auf 1 cm?2) geschlagen. Zur Zerreibung kommt das
staubtrockene, fast weile Pulver hierauf in Portionen von 300 bis
400 g in eine grof3e Porzellanschale von 40 cm Durchmesser und wird
so lange zerrieben, bis die teigig gewordene Masse sich von selbst
zusammenballt und von der Wandung der Reibschale abldst, was
fiir 300—400 g 21/,—3 Min. dauert. Zum Auspressen wird die
Masse (entsprechend 1 kg Hefe) nunmehr in ein starkes, baum-
wollenes, nicht appretiertes Preftuch (Segeltuch) eingeschlagen.
Das Prefituch wird vor dem Gebrauch mit kaltem Wasser griindlich
durchtrinkt und in der hydraulischen Presse bei 50 Atmosphiren
Druck von dem UberschuBl an Wasser befreit. Hierauf wird das
Hefegemisch in der hydraulischen Presse bei einem bis auf
300 Atmosphiren steigenden Druck ausgepreft. Der abflieBende
Saft tropft durch ein Faltenfilter in ein in Eiswasser stehendes
Gefdf. Aus 1 kg Hefe wird so gewéhnlich zwischen 450 und
500 cm? PreBsaft gewonnen. Der ausgeprefite Kuchen kann noch-
mals unter Zusatz von Wasser zerrieben und ausgepreBt werden.
Der gewonnene Saft behilt nur kurze Zeit seine Aktivitit.

Darstellung von Acetondauerhefe nach Buchner?).

Frische ausgewaschene Brauereiunterhefe wird bei einem Druck
von 50—100 Atmosphiren entwissert, 500 g davon zwischen den
Hinden zu einem groben Pulver verrieben und auf ein Sieb
(100 Maschen auf 1 cm?) verteilt. Nunmehr wird das Sieb in eine
flache Schale, in der sich 31 Aceton befinden, eingetaucht, und
dann wird durch Heben und Senken des Siebes in der Fliissigkeit
die Hefe unter Nachhilfe mit einem Biirstchen in 3—4 Min.
durch die engen Maschen geschwemmt. Die Hefe bleibt nach
dem Eintragen unter héufigem Umriithren noch 10 Minuten im

1) Zymasegirung S. 265. Vgl. auch R. Albrecht, E. Buchner und
R. Rapp: Ber. d. dtsch. chem. Ges. Bd. 35, S.2376 (1902).

12*
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Aceton liegen. Hierauf wird nach kurzem Absetzen die Fliissigkeit
grofitenteils abgegossen und die Hefe in einer Nutsche auf ge-
hirtetem Filtrierpapier unter kraftigem Anpressen mit einem ge-
eigneten Stempel mdoglichst trocken abgesaugt. Den daraufhin
grob zerkleinerten Hefekuchen iibergieBt man aufs neue in der
Schale mit 11 Aceton, riihrt 2 Min. durch und saugt die Fliissig-
keit wieder auf der Nutsche moglichst vollstindig ab. Die Masse
wird sodann grob gepulvert, in einer kleinen Schale mit 250 cm3
Ather iibergossen, 3 Min. durchgeknetet und auf der Nutsche
vom Ather befreit. Hiernach wird die Hefe auf Papier ausge-
breitet, !/,—1 Std. im Zimmer an der Luft gelagert und schlieB-
lich durch 24stiindiges Erwirmen im Trockenschrank bei 45°
vollig getrocknet. Die so gewonnene Acetondauerhefe stellt ein
fast weiles, staubtrockenes Pulver dar, das monatelang gut
wirksam bleibt.

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

Ein Eimer frischer Brauereihefe wird in einem Behilter von
mindestens 501 Inhalt mit langsam flieBendem Leitungswasser
ausgewaschen. Von Zeit zu Zeit rithrt man die Hefe mit einem
Stock um. Man wéscht, bis das Wasser klar und fast ungefirbt
ist und 148t darauf die Hefe gut absetzen. Hat man an demselben
Tag keine Zeit mehr, um sie abzupressen, so darf man sie fiir eine
Nacht in Wasser liegen lassen. Das obenstehende Wasser
dekantiert man und nimmt eine groBe Eisen-, Porzellan- oder
Tonschale, legt ein 5-mm-Sieb darauf, bedeckt es mit einem
diinnen Filtertuch und gieBt die Hefe darauf. Man 148t abtropfen
und preft in dem zusammengebundenen Filtriertuch mit einer
Handpresse, bis die Hefe so trocken ist, da8 man sie durch ein
5-mm-Sieb leicht durchsieben kann. Die durchgesiebte Hefe wird
in diinner Schicht (1-—1,5 cm) im Thermostaten bei 25—30° auf
Filtrierpapier trocknen gelassen, wozu 2 Tage nétig sind. Die
Temperatur der Trocknung scheint fiir die Garkraft der Trocken-
hefe nicht so wesentlich zu sein, wie sie es fiir die Garkraft der aus
den Trockenhefen bereiteten Macerationssifte ist. Mangelhafte
Zerteilung der Frischhefe fithrt bei den langsamen Trocken-
methoden zur Knollenbildung; diese miissen durch Absieben
entfernt werden. Allzu feine Verteilung der Hefe, wie beim Krause-
Verfahren, beeintrichtigt die Haltbarkeit, da die groBe Ober-

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 73, 8. 447. 1911. Zur Darstellung
vonTrockenhefe vgl. auch Sobotka, H.: Zeitschr.f. physiolog. Chem. Bd. 134,
S.10. 1924.
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flache Oxydation und Feuchtigkeitsaufnahme begiinstigt [So-
botkal)l.

Zur Darstellung von wirksamem Hefesaft werden 50 g Hefe
mit der 3fachen Menge Wasser in einer kleinen, ca. 500 cm?® fassen-
den Porzellan- oder Glasschale mit einem Glasstabe verriihrt,
bis die Mischung homogen wird, 2 Std. im Thermostaten bei 35°
oder 6 Std. bei 25° aufbewahrt und durch ein Papierfaltenfilter
filtriert. Im Sommer ist es ratsam, das Filtrat unter Eis-
kithlung aufzufangen.

Das p,-Optimum der Trockenhefegirung liegt nach Euler
und Myrbéck?) bei p, = 6,5 1 0,3; bei p, =5 ist die Gér-
geschwindigkeit nur 50°/, der maximalen.

Zum Zustandekommen der Gérung ist die Anwesenheit von
Phosphat unbedingt notwendig. Der Vorgang lafBt sich nach
Harden und Young durch die Gleichung darstellen:

2 C,H,,0, + 2 PO,HR, = 2 CO, + 2 C,H,0 + 2 H,0
+ CGH1004(PO4R2)2‘

Bei Géarungen mit Trockenhefe beginnt erst nach Ablauf einer
., Induktionsperiode‘ die CO,-Entwicklung (Hardenund Young).
Sie steigt bis zu einem Maximum pro Zeiteinheit; wenn alles freie
Phosphat verestert ist, sinkt die CO,-Ausscheidung wieder zu
einem konstanten Wert (Lebedew, Meyerhof). — Die Zeit,
die von Beginn des Versuchs bis zum FErreichen des Maximal-
wertes an CO, verstreicht, nennen Boysen-Jansen die , Akti-
vierungszeit‘‘. Diese Aktivierung ist nach Meyerhof durch Hexose-
phosphat bedingt 3).

Es sind auch Wasserstoffakzeptoren (z. B. Acetaldehyd)
fir die Zymasegirung notwendig (Neuberg). — Antiseptica,
wie Toluol, hemmen die Gérung in lebenden Hefezellen wie auch
die von Trockenhefe sehr stark, nicht aber die Gérung im Hefe-
preBsaft 4).

1) Die Darstellung von guter Trockenhefe scheint am sichersten bei
Benutzung von untergiriger Bierhefe zu gelingen. Dagegen hat die Trocken-
hefe von obergériger Bierhefe den Vorteil, daBl diese an Co-Enzym arm ist.
Boysen-Jensen: Biochem. Zeitschr. Bd. 154, S.236. 1924.

%) Euler u. Myrbéack: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 131, S. 179,
1923.

3) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 102, 185, 1918, vgl. auch Euler
u. Myrbéck; Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 133, 264, 1924.

4) Vgl. hierzu Buchner: Zymasegirung; Euler, H. u. S. Kullberg:
Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 73, S. 85, 1911; Euler u. Johansson:
Zeitschr. . Chem. Bd. 85, 204, 1913 ferner Meyerhof: Zeitschr. f. phy-
ssiol. Cheérll. Bd. 102, 185, 1918 und vor allem Dorner, A.: Ebenda Bd. 81,

. 99. 1912.
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Das Co-Enzym.

Gewaschene oder dialysierte Trockenhefe ist entweder tiber-
haupt nicht wirksam oder besitzt nur einen kleinen Teil der
urspriinglichen Wirksamkeit. Durch Hinzufiigen des Wasch-
wassers oder der DialysierauBenfliissigkeit kann die urspriingliche
Aktivitdt wieder hergestellt werden. Aus Hefekochsaft oder nach
Meyerhof auch aus MuskelpreBsaft 146t sich ein Stoff gewinnen,
durch den die Géargeschwindigkeit um ein Vielfaches der urspriing-
lichen ansteigt (Co-Enzym oder Co-Zymase).

Darstellung des Co-Enzyms aus Hefekochsaft. Braucht
man ein Co-Zymasepraparat ohne Anspruch auf Reinheit, so gentigt
es, Hefe mit Wasser einige Minuten zu kochen. Man kann die
Mischung entweder direkt oder nach Filtration verwenden. Als
Ausgangsmaterial dient am besten ein durch fraktioniertes Fillen
von Hefeextrakten durch Alkohol und Ather erhaltenes Co-Zymase-
préparat ; zwischen 50 und 809/, Alkohol fillt das Co-Enzym ziem-
lich vollstindig aus [Euler und Myrbéck?)].

Man kann auch nach Euler und Karlsson') die Hefe in die
10fache Menge kochenden Wassers einriihren, 5 Min. lang kochen,
auf 60° abkiihlen und diese Temperatur 4 Std. lang halten. Das
Filtrat wird wie oben bei 10—15 mm Hg auf ungefihr 1/, des
Ausgangsvolumens eingeengt. Diese Losung wird mit der fiinf-
fachen Menge 95 proz. Alkohol gefillt. Oder man benutzt Trocken-
hefe, die mit der 10fachen Menge Wasser bei 60—70° 5 Std. lang
geriihrt wird. Das Filtrat wird bei einer Temperatur unter 50 °© und
unter vermindertem Druck eingeengt.

Zur griindlichen Reinigung 2) wird der nicht eingeengte Kochsaft
durch Zentrifugieren von Hefeschlamm befreit und mit Pb-Acetat
versetzt (zu Kochsaft aus 5 kg frischer Hefe wird etwa 200 g kry-
stallisiertes Salz genommen); p, etwa 6. Nach Filtration wird die
bleihaltige Losung mit Thymolphthalein und NaOH bis zur
schwachen Blaufiarbung versetzt. Die schwere Fallung setzt sich bald
zu Boden. Die groBte Menge der Flissigkeit, etwa 30 1, wird abde-
kantiert, der Rest wird scharf (8000 Umdreliungen pro Minute)
zentrifugiert. Der Bleiniederschlag wird mit Wasser geknetet
und durch ein feines Sieb getrieben und in die Suspension unter
Turbinieren ein kraftiger Strom H,S geleitet. Ist das Blei voll-
stindig in Sulfid umgewandelt, wird filtriert und das Filtrat auf
etwa 500 cm?® im Vakuum eingeengt. Mit dem eingeengten Filtrat

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 131, 8. 182; vgl. jedoch Euler u.
Karlsson: Ebenda: Bd. 123, S.99. 1922,

2) Euler u. Myrbick: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 138, S. I,
1924 u. Bd. 139, S.281. 1924,
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wird eine nochmalige Bleifillung mit méglichst wenig Salz vor-
genommen und die Losung wieder konzentriert.

Aus dieser Losung wird die Co-Zymase bei p; = etwa 6 mit
209/, Kieselwolframsdure gefallt. (Auch mit Tannin — 5 proz.
Losung — erhélt man wirksame Niederschlige.) Der Niederschlag
wird mit destilliertem Wasser tiichtig verrieben und danach vor-
sichtig Barytwasser zugegeben. Anfangs lost sich der Niederschlag,
und die Fliissigkeit farbt sich gewohnlich bldulich, bei weiterem
Zusatz von Baryt beginnt das weifle Bariumphosphorwolframat
auszufallen. Man fihrt sehr vorsichtig so lange mit dem Baryt-
zusatz fort, als noch eine Fallung entsteht und die Fliissigkeit eben
noch rotes Lackmuspapier blaut. Sie darf aber nicht so alkalisch
werden, dall Phenolphthalein gefiarbt wird.

Darstellung des Co-Enzyms nach Boysen-Jensen.
Abgeprelite obergirige Hefe!) wird mit dem halben Gewicht Wasser
versetzt. Nach 24 Std. wird das Ganze auf 60—70° erhitzt, nach
Abkiihlung filtriert, das Filtrat im Vakuum bei 50—60° zu Syrup
eingeengt.

Co-Zymase aus Muskelkochsaft nach Meyerhof2).

Hinterbeine von Frosch, Ratte oder Kaninchen werden fein
zerschnitten, mit dem gleichen Gewicht destillierten Wassers ver-
setzt und zum Kochen erhitzt. Der Extrakt (,,Muskelkochsaft‘)
wird abfiltriert. Das Kochen ist unerliBlich.

Co-zymasefreie Hefe.

Zur Untersuchung auf Co-Zymase mul} eine Hefe genommen
werden, die durch Waschen oder Dialysieren von Co-Enzym
befreit ist.

Nach Meyerhof3) wird Hefemacerationssaft von Lebe-
dew (siehe S. 181) durch eine Zsigmondysche Nutsche,
die aus Kollodium mit 969/, Alkohol hergestellt ist, ultrafiltriert.
Frische Filter sind am wirksamsten. Zur vollstindigen Ent-
fernung des Co-Fermentes mufl der Riickstand auf dem Filter
mit destilliertem Wasser so lange gewaschen werden, daf eine
mindestens 1000fache Verdiinnung der dialysierten Bestand-
teile des Riickstandes eintritt. Zur Priifung der Abwesenheit des

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 154, S. 237. 1924. Euler u. Myrbick:
Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 136, S. 107. 1924. Bd. 139, S. 284. 1924.

%) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 101, 8.165. 1917. Bd. 102, 8. 3, 1918.

3) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 101, S. 165 und Pfliigers Arch. f.
d. ges. Physiol. Bd. 170, S. 367.
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Co-Fermentes ist es nach Harden?) vorteilhaft, die Gérfahigkeit
auf Fructose allein und mit geringen Mengen von KH,PO, zu
priifen. Zusatz einer ganz geringen Menge von hexosediphosphor-
saurem Natrium leitet bei Anwesenheit schon von sehr wenig
Co-Enzym die Gérung ein (Meyerhof). Euler und Myrbick?)
bereiten ein zu Co-Zymasebestimmungen geeignetes Hefepriparat,
indem sie untergirige Bierhefe (einige kg) waschen, trocknen und
die getrocknete Hefe in verschlossenen Flaschen aufbewahren.
Zu jeder Versuchsreihe wird eine passende Hefemenge

EI:I: (10 g) abgewogen. Die Hefe wird mit Wasser verrieben,
quantitativ in eine gerdumige Flasche gespiilt, die
Flasche kriftig geschiittelt, die Hefe abzentrifugiert,
wieder in Wasser aufgeschlaimmt, geschiittelt, abzen-

% trifugiert. Die Hefe wird jetzt in etwas Wasser auf-
genommen, quantitativ in einen 100-cm3-MeBkolben
gespiilt, mit Wasser oder Phosphatlésung auf 100 cm3
verdiinnt. Mit einer Pipette konnen die gewiinschten
Heéfemengen, die beinahe frei von Co-Zymase sind, in
die Gérkolben gebracht werden. In dem Beispiel von
Euler und Myrbéck betrug das Volumen der Gér-
losung 20 cm, die Temperatur 30° die Phosphatmenge
0,35 g PO,, die Traubenzuckermenge 1,0 g; die Losung
| wurde zuerst mit CO, gesittigt; die entwickelte CO,
= wurde iiber Quecksilber aufgefangen und das Volumen

— ™

1 bei Zimmertemperatur gemessen.
a% & Darstellung nach Boysen-Jensen®). Es wird
obergirige Hefe benutzt, die meistens drmer an Co-
Abb. 56.  Enzym ist. Der Macerationssaft (durch Extraktion
der getrockneten Hefe mit 3 Teilen Wasser bei 35
bis 409 in 2 Std. dargestellt) wird in Kollodiumhiilsen nach
Sorensen dialysiert (Abb. 56). Eine breite Kolloidumbhiilse
wird in ein Gefd} eingehéngt, das mit destilliertem Wasser durch-
spilt wird (Einflufl unten, Abflufl oben). Die Flissigkeit inner-
halb der Hiilse wird durch einen Riihrer dauernd bewegt. Die
Dialyse soll moglichst schnell vonstatten gehen. Sie soll 24 Std.
nicht iiberschreiten. Die Temperatur wird auf 0—5¢ gehalten.
Boysen-Jensen ermittelt in folgender Weise den Co-
Enzymgehalt seiner Zymase (Die Zymase wurde dargestellt durch
Fallung des dialysierten Macerationssaftes mit 8 Teilen 96 proz.
Alkohol und 4 Teilen Ather; der Niederschlag wurde abgenutscht

1) Alcoholic Fermentation. S. 64. 1923.
2) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 131, S. 181. 1923.
3) Biochem. Zeitschr. Bd. 154, S. 235. 1924,
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und mit absolutem Alkohol und Ather gewaschen, und im Vakuum
iiber H,S0, getrocknet.): Es wird eine Mischung von 0,5 g Zymase
+ 0,5 g Dextrose + 0,5 mg mol. Hexosephosphat?) (in 5 cm?® Wasser
gel6st) - 2 cm® !/, molar. sekund. Kaliumphosphatlésung -- 3 cm3
1 proz. Acetaldehydlésung bereitet und die bei 25° in 10 Min.
entwickelte CO, bestimmt. Diese darf hochstens 1 mg betragen.

Zur Messung der Co-Enzymwirkung bestimmten Euler und
Karlsson?) die Girungsgeschwindigkeit, ausgedriickt durch die
pro Stunde entwickelte Anzahl cm® CO,. Die Aktivitdt des Co-
Enzympriparates (ACo) beziehen sie auf die Gewichtseinheit:

3
ACo cm? CO,/Stunde

Bestimmungsmethoden.

Als Methoden zur Bestimmung des Gérverlaufs kommen haupt-
séchlich 2 Gruppen in Frage. 1. Die Bestimmung des restierenden
Zuckers (titrimetrisch und polarimetrisch) und 2. die Messung
der entwickelten CO,. Bei Garungsversuchen im alkalischen Ge-
biet ist zu beachten, daBl die CO, als Bicarbonat oder Carbonat
gebunden wird.

Die CO, wird meistens gasvolumetrisch gemessen. Die Mes-
sung im Schrétter- oder Einhorn-Saccharometer ist ungenau
[Willstdtter-Steibelt?3)]. Das Gas wird meistens iiber Hg
aufgefangen, doch diirfte mit CO, gesittigtes Wasser, das mit einer
Schicht Erdosl bedeckt ist, fiir die meisten Zwecke gentigen [Hey -
duck¥)].

Bestimmung nach Willstdtter und Steibelt3). Als Gar-
ansatz dienten 20 cm3 einer 5proz. Losung von Glucose mit einer
0,2 g trockener Hefe entsprechenden Menge frischer Hefe. Séatti-
gung der Losung mit CO, bei der Versuchstemperatur, Anwendung
von Nihrstoffen (sieche S. 186), konstante Temperatur, gelindes
Schiitteln des GérgefiBes. Die Halbgérmenge (siehe S.191), der
Kohlenséure bei Zimmertemperatur (20°) und 720 mm Druck be-
trigt 144 cm3.

1) Dargestellt nach Harden und Young (vgl. S. 188) iiber das
Bariumsalz. Aus dem Bariumsalz wurde das Kaliumsalz durch Um-
setzung von 1,22 ¢ Bariumhexcsephosphat mit 0,7 g Kaliumsulfat unter
Zusatz von 10 ccm Wasser dargestellt; 5 cem der filtrierten Losung ent-
halten dann 1 mg Molekel, die Losung ist somit 1/; mol.

2) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 123, 8. 92.

3) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 115, S.219. 1921.

4) Zeitschr. f. Spiritusind. 1882, 8. 226, zit. nach Oppenheimer:
Die Fermente, S. 370.
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Fiir vergleichende Untersuchungen sollen die Hefen moglichst
unter gleichen Bedingungen gehalten werden (gleiche Ernidhrung,
Vorbehandlung, Lagerung). Als Nahrstoffe verwenden Will-
stdtter und Steibelt auf 0,2 g trockene Hefe

0,25 g KH,PO,,

0,2 g Acetamid oder 0,25 g Pepton,

0,025 g MgSO,-7 H,0 und

0,01 g CaS0O,-2 H,0.

Das Schiitteln der Gefifie wird durch eine Wasserturbine
oder einen kleinen Elek-
tromotor besorgt.

Apparatur: Durch
das entwickelte CO, wird
Hg verdréngt, das in
einem MeBzylinder auf-
gefangen wird. Der Gaso-
meter besteht aus einer
umgedrehten, mit einem
Gummistopfen  durch
Drahtligatur verschlos-
senen Saugflasche A4
(siehe Abb. 57). Sie ist
durch einen moglichst
kurzen ‘Gummischlauch

Abb. 57. mit dem beweglichen
Glasrohr B verbunden,
von dem ein nach unten umgebogenes Ablaufrohr abgezweigt
ist. Durch den Gummistopfen ist das mit einem Glashahn ver-
sehene Rohr C bis ganz oben in den mdoglichst vollstindig mit Hg
gefiillten Gasometer eingefiihrt. Das obere Ende der Glasréhre
muB zur Seite (links in der Abbildung) gebogen sein, damit, wenn
einmal Hg hineingelangt, dieses durch Neigen des Apparates durch
den Hahn abgelassen werden kann. Der Apparat wird durch B
mit Hg gefiillt; er wird, wihrend der Hahnstopfen entfernt ist,
mit dem Gérkolben verbunden. Der Druck dndert sich beim Auf-
fangen der Kohlenséure betrichtliche Zeit nur wenig, spater wird
er durch Neigen des beweglichen Rohres B ausgeglichen.

Harden, Thomson und Young!') verbinden die Flasche mit
der Gérflissigkeit mit einem mit Hg gefillten Azotometer und
messen das entwickelte Gas, nachdem die Fliissigkeit vorher mit
CO, gesattigt wurde. Das Quecksilberniveau im Reservoir wird

1) Harden: Alcoholic Fermentation. S. 28.
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durch einen Uberlauf konstant gehalten, wie es aus der Abb. 58
ersichtlich ist. Vor der Ablesung soll das Gérgemisch energisch
geschiittelt werden. Nach dem griindlichen Schiitteln wird die
Flasche in den Thermostaten zuriickgebracht, man wartet eine Mi-
nute und liest dann den Stand des Quecksilbers im Azotometer
ab. Die Ablesungen konnen alle 3—4 Minuten wiederholt werden.

Auch Euler und Josephson?) benutzen als Giransatz die
Vorschriften von Willstatter und Steibelt. Als Hefe dient
Frischhefe (Saccharomyces Marxianus). Die Giirkdlbchen befinden

sich in Thermostaten von 30° 4 0,02°. Sie enthalten 25 cm3
Losung mit einem Gehalt von 4°/, Hexose, also im ganzen 1g
Zucker, ferner rund 29/, PO, als gemischtes Phosphat von der
Aciditat p, = 4,5. Die Hefemenge entspricht 0,2 g trockener
Hefe. Das entwickelte CO, wird unter Schiitteln durch Capillar-
rohren in fein geteilte Biiretten geleitet und diese mit dem natiir-
lichen Feuchtigkeitsgrad bei 17° und Atmosphérendruck gemessen.
Die Halbgirmenge unter den geschilderten Bedingungen (17°,
760 mm) ist 136 cm?.

Bestimmung nach Warburg-Dorner?) und Meyer-
hof3) zugleich zur Methodik der Priifung auf Co-enzymfrei aus-
gewaschene Hefe (vgl. S.183). Als Apparate dienen Barcroft-
sche Blutgasometer. Die entwickelte CO, wird durch die Druck-
zunahme gemessen, die eine bestimmte Menge Hefesuspension

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 120, S. 42. 1922,

2) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 81, S.99. 1912. Vgl. auch War-
burg: Zeitschr. . physiolog. Chem. Bd. 76, S. 331. 1911.

3) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 102, S.185. 1917.
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oder Prefsaft in dem geschlossenen Raum des Apparates erzeugt.
Als Sperrfliissigkeit wird die Brodiesche Loésung (vgl. S. 106)
benutzt. Die Kohlensduremenge in Kubikzentimetern (0° 760 mm)
wird nach der Formel berechnet:

COJ— pv | apF
2710000 (1 + af) 10000

wo p die Druckzunahme in mm Manometerfliissigkeit (10000
= 1 Atmosphére) bedeutet, v Volumen des Gasraumes der Gé-
rungsgefafie, F angewandte Flissigkeitsmenge (z.B. 1,2 cm?®)
a Absorptionskoeffizient fiir Kohlensdure (bei 25%=0,76).

Bei den Untersuchungen von Meyerhof!) wurde der Hefe-
macerationssaft nach Lebedew benutzt. 0,5—0,6 cm® Saft
wurden durch Zusitze auf 1,0—1,2 em® gebracht. Die Druck-
zunahmen wurden alle 10—20 Min. gemessen. Es wurde eine
groBere Menge Phosphat zugegeben (0,1 cm® molar oder halb-
molar KH,PO,), am Anfang daher eine starke Steigerung der
Géarung, die nach 1—2 Std. abfiel.

Anmerkung: Darstellung der hexosephosphorsauren
Salze.

Das Hexosephosphat (Zymophosphat, Euler und Fodor) wird
meist als Na-Salz benutzt, indem nach Meyerhof!) das Calcium-
salz mit Na-Oxalat umgesetzt wird. Als Ca-Salz wird ,,Candiolin®
(Fr. Bayer u. Co.) benutzt. Zur Herstellung der Losung wird?)
4 proz. Ca-Hexosephosphat (0,8 g) mit Na-Oxalat (0,4 g) ge-
schiittelt und nach 3—6 Std. filtriert.

Die Darstellung des Bleisalzes des Hexosedi- und monophosphats
erfolgt nach Harden?) wie folgt: Festes Bariumacetat in einer dem
Natriumphosphat entsprechenden Menge wird wihrend der Gérung
der Losung hinzugefiigt und gelést, die Losung mit Baryt gegen
Phenolphthalein eben alkalisch gemacht und mit dem gleichen Vo-
lumen Alkohol versetzt. Der Niederschlag wird nach Stehen iiber
Nacht abfiltriert, mit 70 proz. Alkohol gewaschen, mit siedendem
absolutem Alkohol behandelt. Die unreinen Bariumsalze werden
mit 10 Teilen kalten Wassers gewaschen, wodurch das Barium-
hexosemonophosphat in Losung geht. Der Rest wird mit 200
Teilen Wasser gewaschen, wodurch das Bariumhexosediphosphat

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 102, S.1. 1918.
2) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. Bd. 170, S. 454.
3) Alcoholic Fermentation. S. 48.
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gelost wird. Die Hexosediphosphorsdure wird als Bleisalz durch
Zusatz von Bleiacetat niedergeschlagen, der Niederschlag wird
filtriert oder zentrifugiert, dann gewaschen. Der Bleinieder-
schlag wird in Wasser suspendiert, mit H,S zersetzt, das Fil-
trat im Luftstrom von H,S befreit, endlich mit Soda neutrali-
siert. Spuren von freiem Phosphat sind in diesem Stadium durch
Fillung mit Magnesiumacetat entfernbar. Die Bleifallung wird
zweimal wiederholt. Man erhalt das Salz von der Zusammen-
setzung C,H,,0,(PO,Pb),. — Der erste wisserige Auszug, der
das losliche Bariumhexosemonophosphat enthilt, wird mit ba-
sischem Bleiacetat behandelt, das unlosliche basische Bleisalz wird
filtriert, gewaschen, mit H,S zersetzt, vom Bleisulfid abfiltriert,
das Filtrat mit Baryt gegen Phenolphthalein neutralisiert. Man
filtriert nun wiederholt die Féallung mit dem basischen Bleisalz.
Weitere Reinigung erzielt man durch Zusatz von Quecksilber-
acetat zu der filtrierten Losung des Bariumsalzes in 109/, Alkohol
und neuerliche Fallung des Bleisalzes im Filtrat. Das Bariumsalz
wird endlich wiederholt in 10 proz. Alkohol gelost und das Filtrat
mit dem gleichen Volumen Alkohol gefillt.

Lebedew?!) behandelt die gekochte und filtrierte Gérungs-
flitssigkeit (dargestellt aus 150 g Trockenhefe in 11 Wasser, 210 g
Rohrzucker, 105 g eines Gemisches von 2 Teilen Na,HPO, und
1 Teil NaH,PO,) mit dem gleichen Volumen Aceton. Die aus-
geschiedene dicke, braune Flissigkeit wird, nachdem die iiber-
stehende Schicht abgegossen und Wasser zugefiigt wurde, noch
2—3mal mit Aceton behandelt. Zu der so gereinigten, dicken gelben
Fliissigkeit wird eine konzentrierte warme Losung von Bleiacetat
unter Unrithren hinzugefiigt. Es bildet sich sogleich eine gelbliche,
dicke Masse. Sie wird auf der Nutsche abgesaugt, mit schwacher Blei-
acetatlosung ausgewaschen, bis das Filtrat wasserklar ist und
Fehlingsche Losung nach Entfernung des Bleis nicht mehr
reduziert wird. Der ausgewaschene weifle Niederschlag wird in
einer Porzellanschale mit Wasser verrieben, man schiittelt 1 Std. im
Schiittelapparat, zersetzt mit H,S, vertreibt den H,S durch
Durchleiten von Luft, setzt Tierkohle zu und filtriert. Nimmt
man auf 200—250 cm? des Filtrates 20 g Phenylhydrazin und
ebensoviel 50 proz. Essigsdure und erwirmt man auf dem Dampf-
bade zum Sieden, so wird eine vollstindige Umwandlung des
Esters in das entsprechende Osazon herbeigefiihrt, das sich in der
Kilte ausscheidet.

Es sei hier noch die Reinigung des kiuflichen hexosephosphor-

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 28, S.226. 1910.
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sauren Caleiums (Candiolin) nach Neuberg und Sabetay!) mit-
geteilt. 10 g Candiolin werden in 64 cm?® 2nHCI unter Zusatz von
50 cm3 Wasser in der Kilte gelost, und dazu, ohne zu filtrieren,
unter Eiskiihlung 65—66 cm?3 2nNaOH tropfenweise hinzugegeben.
Beigemengte Phosphate (und eventuelle Spuren von hexosediphos-
phorsaurem Calcium) fallen dabei unloslich aus, von letzterem
jedoch nur wenig, da das Hexosediphosphat in kaltem Wasser
16slich ist. Man saugt ab, neutralisiert genau mit Salzséure. Die
klare Losung wird dann auf dem Wasserbade bis auf 70° erhitzt,
wobei sich das Calciumhexosediphosphat in gut filtrierbarer
Form abscheidet. Dasselbe wird abgesaugt und auf der Nutsche
mit heiBem Wasser ausgewaschen. Wenn leine eisgekiihlte
Losung in verdiinnter Séure nach gehoriger Verdinnung und Neu-
tralisation durch Ammoniak mit Magnesiamixtur keine Féllung
mehr gibt, ist das Salz rein.

Eine 16sliche Modifikation, die namentlich fiir enzymatische
Studien sehr brauchbar ist, gewinnt man wie folgt (Neuberg und
Sabetay: L c.): Das reine hexosediphosphorsaure Calcium wird
in moglichst wenig verdiinnter Milchséure geldst, mit Ammoniak
unter Eiskiihlung bis zur deutlichen Alkalinitdt auf Lackmus ver-
setzt; man filtriert, fillt mit Alkohol. Die amorphe, volumindse
Masse wird auf der Nutsche mit Alkohol bis zur Entfernung von
Ammoniak und dem auch im starken Alkohol leicht l5slichen
Ammoniumlactat gewaschen. Dieses mit Alkohol und Ather
gewaschene, an der Luft getrocknete Salz 16st sich glatt in Elis-
wasser.

Aus der unloslichen Modifikation des Calciumsalzes kann man
das 16sliche Kaliumsalz so bereiten, dafl man eine wésserige Sus-
pension mit etwas weniger als der berechneten Menge Dikalium-
oxalat digeriert. Das Ende der (durch Schiitteln unterstiitzten)
Umsetzung erkennt man an dem Verschwinden der Oxalationen.

Will man das Magnesiumsalz herstellen, das l6slicher als die
Calciumverbindung und weniger zersetzlich als die hexosediphos-
phorsauren Alkalien ist, so behandelt man die wésserige Suspension
des reinen Ca-Salzes mit der dquivalenten Menge wésseriger Oxal-
sdurelésung bis zum Verschwinden der Oxalat-Ionen. Nach Fil-
tration des Calciumoxalats neutralisiert man mit reinem Magne-
siumoxyd. Man leitet CO, ein, filtriert, gieB3t in die 4fache Menge
absoluten Alkohol. Das Magnesiumhexosediphosphat féllt dabei

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 161, S.240. 1925. Vgl. auch C. Neuberg
und E. Reinfurth: Biochem. Zeitschr. 146, S. 589, 1924 (Darstellung des
Phenylhydrazinsalzes des Hexosephosphorsiureosazons aus hexose-mono-
phosphorsaurem Barium).
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als kornige Masse aus, die abgesaugt wird. Man reinigt durch
Losen in Eiswasser und Féllen mit Alkohol.

MafBeinheit.

Nach Willstatter und Steibelt?!) wird die Gérwirkung durch
die Halbgirzeit ausgedriickt, d. h. durch die Anzahl Minuten, die
zur Entbindung von 50°/, der theoretischen CO,-Mengen unter den
oben (siehe S. 185 und 187) geschilderten Bedingungen nétig sind.

Carboxylase.

Die Carboxylase ist nach Untersuchungen von Neuberg und
Mitarbeitern ein Teilferment der Zymase. Uberall, wo Zymase
vorkommt, findet sich auch die Carboxylase. Sie katalysiert
den Zerfall der Brenztraubensiure in CO, + Acetaldehyd nach
folgender Gleichung:

CH,-CO-COOH = CO, + CH; - COH.

Sie wirkt ebenso auf eine groBle Reihe anderer aliphatischer
und aromatischer Ketonsduren 2).

Die Brenztraubensiuregirung ist gegeniiber der Zymasegirung
durch ihre groBere Widerstandsfahigkeit gegen alle &uBeren
Eingriffe gekennzeichnet. So z. B. wirkt sie noch in durch Erhitzen
auf 519 inaktivierten Hefesiften.

Auch ausgegorene und inaktivierte Sifte zeigen Carboxylase-
wirkung, da die Carboxylase des Co-Ferments zu ihrer Wir-
kung nicht bedarf. Auch gegen Gifte ist die Carboxylase we-
niger empfindlich als die Zymase.

Bei zellfreien Gérungen wird zur Pufferung ein Gemisch von
m-Brenztraubensdure und m-K,HPO, im Verhiltnis von 2:3
angewandt (p, = 5,32 bis 5,50). Am Ende der Géarung steigt der
p;, infolge der CO,-Abspaltung auf p, = 5,82 bis 6,20 [Neuberg
und May?).] (Die mit frischen Hefen angestellten Versuche sind
bei der sauren Reaktion vorgenommen worden, wie sie einer
etwa 1/,,-n-Brenztraubensdureldsung eigen ist.)

Bestimmung: Als Enzympriparat kénnen alle Hefen und
Hefepriaparate dienen, die Zymase enthalten.

Die Bestimmungsmethoden fiir die entwickelte Kohlensaure
sind die gleichen wie die oben geschilderten CO,-Bestimmungs-
methoden.

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 115, 8. 211. (219) 1921.
2) Vgl. Neuberg, C.: Biochem. Zeitschr. Bd. 71, S. 1. 1915
3) Biochem. Zeitschr. Bd. 140, S. 299 (304).
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Bestimmung des Acetaldehyds?).

Prinzip: Der entwickelte Acetaldehyd wird durch Zugabe
von NaHSO,; gebunden. Darauf wird mit Wasserdampf der Alde-
hyd aus dem mittels Calciumcarbonat zersetzten Aldehydsulfit-
Doppelsalz abdestilliert. Zu dem Destillat, das zur Reinigung
3mal redestilliert wird, kommt Hydroxylamin-Schwefelsdure, wo-
durch das Oxim und freie Schwefelsdure entstehen. Die ent-
stehende freie Sdure wird mit n/10 NaOH und Methylorange als
Indicator titriert. Der Leerverbrauch der Hydroxylamin-Schwefel-
siure an NaOH wird in einem Kontrollversuch ermittelt.

Die Methode zeigt fiir die fiir tierische Organe in Betracht
kommenden Mengen einen Verlust von etwa 9—109/,.

Neuberg und Gottschalk fanden, dafl die Acetaldehyd-
mengen bedeutend ansteigen, wenn Insulin dem Gemisch von
Leberbrei und sekundirem schwefligsaurem Kalk beigegeben wird
(vgl. Beispiel S. 193). Hier sei das Verfahren unter Benutzung
dieses Befundes (fiir Warmbliiterorgane) mitgeteilt.

Ausfithrung: Es werden drei Ansidtze gemacht. Der erste
dient als Kontrolle. Durchschnittlich werden 33 g Leberbrei
genommen, der in 100 cm? einer Tyrode-Phosphatlésung?) suspen-
diert wird. Die Phosphatlésung enthéalt 5,0 cm® m/3 NaH,PO,
und 2,0 cm?® m/3 Na,HPO, auf 100 cm?, p, = 6,5. Dazu kommt
1 cm? Insulin (Brand), sowie 2 g frisch gefilltes Calciumsulfit.
Ansatz 2 und 3 enthalten die gleichen Bestandteile und aulerdem
noch 1 g des auf die Féahigkeit zur Aldehydbildung zu priifenden
Stoffes (vgl. Beispiel S. 193). Jeder der drei Ansatze wird gut durch-
geschiittelt, in einen Brutschrank von 40° gestellt und des 6fteren
unter Liiften umgeschwenkt. Nach 21/, Std. wird zu jeder Portion
noch 0,5cm?®Insulin gegeben. Die Ansétzebleibenim ganzen 5 Std.im
Thermostaten. Nach dieser Zeit wird die Aufschwemmung in einen
zweihalsigen Destillationskolben (nach Claisen) iibergefithrt. Es
werden 3 g Calciumcarbonat hinzugegeben. Mit 10 ecm?® Wasser wird
nachgespiilt. Der Destillationskolbenist einerseits mit einem Dampf-
entwickler verbunden und andererseits mit einem absteigenden
Energiekiihler aus Glas, dessen unteres Ende in einen 2 cm?®
H,O enthaltenden 25-cm3.-MeBzylinder eintaucht. Diese Vorlage
befindet sich in Kis, der Claisenkolben in einem Kochsalzbade.

1) Neubergu. Gottschalk: Biochem. Zeitschr. Bd. 146, S. 164 u. 582.

2) Zusammensetzung der Tyrode-Losung: NaCl 8 g, KCl 0,2 g, CaCl,
0,2 g, MgCl 0,1 g, NaHCOg 1 g (dann in der urspriinglichen Vorschrift
NaH,PO, 0,05 g, Glucose 1 g), dest. Wasser zu 1 Liter. Der ohne be-
sondere Zusitze (z. B. Hexosephosphorsidure, d-Fructose, -d-Glucose) im

iiberlebenden Gewebebrei auftretende Acetaldehyd ist auf priaformiertes
Glykogen zuriickzufiihren.
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Der Schlauch zwischen Destillationskolben und Dampfentwickler
wird zunédchst mit einer Klemmschraube verschlossen. Nunmehr
hilt man das Kochsalzbad 10 Min. im Sieden, leitet durch die
koagulierte Masse nach Offnung des Quetschhahns Wasserdampf
und treibt im ganzen 25 cm? in die Vorlage tiber. Da hiufig etwas
H,S (vermutlich aus den Sulfthydrylverbindungen der Gewebs-
proteine herstammend), sich mit verfliichtigt, wird das Destillat
unter Zugabe von 2 Tropfen Bleiessig im Kiihlsysteme rektifiziert,
und zwar diesmal durch direkte Destillation auf dem Drahtnetz
(ohne Dampf). Um das NH, abzufangen, das sich bei der statt-
findenden Autolyse auch entwickeln kann, wird noch ein drittes
Mal tiber H,SO, (5 Tropfen einer 10 proz. Losung) destilliert.

Einige Tropfen des Destillates miissen sich mit 2 Tropfen
frisch bereiteter Nitroprussidnatriumlésung und 0,25 cm? 3 proz.
Piperidins tiefblau firben (Acetaldehydreaktion nach Rimini).

Die Bildung von Acetaldehyd in den Gewebszellen von Leber
und Muskulatur warmbliitiger Tiere 16t sich nach Neuberg und
Gottschalk?) gut, wie folgt, demonstrieren. Die Leber (etwa 12 g)
oder etwa 24 g Hinterschenkelmuskulatur eines soeben entbluteten
Meerschweinchens werden sogleich nach Entnahme mit einer
Schere so fein wie moglich zerkleinert und in 40 bzw. 60 cm?3
0,9 proz. NaCl-Losung suspendiert. Nach Zusatz von 3 g frisch-
gefalltem Calcinmsulfit (CaSO; 4+ 2 H,0) und 1 cm?® Toluol
oder Optochin?) (0,7g) bleibt das gut umgeschiittelte Gemenge in
einer mit Wattebausch verschlossenen Glasflasche 24 Std. bei 37°
stehen und wird wahrend dieser Zeit wiederholt durchgeschiittelt.
Die Aufschwemmung wird dann in einen Claisenkolben iiberge-
fithrt und, wie oben beschrieben, weiter verarbeitet.

Beispiele: 1. 50 g Leberbrei + 150 cm?® Tyrodephosphat-
losung (p; = 6,5) + 2,0 g Calciumsulfit; 5 Std. bei 40°.

Menge des gebildeten Acetaldehyds 1,37 mg. Derselbe Ansatz
+ 1 em? Insulin, nach 21/, Std. Zusatz von weiteren 0,5 cm?® Insulin.

Menge des gebildeten Acetaldehyds: 3,29 mg.

II3). 1. Ansatz. 26 g Leberbrei (Meerschweinchen) -+ 100 cm?
Tyrodephosphatlosung (p; = 6,5) + 1 cm?® Insulin (Brand) und
2,0 g Calciumsulfit, 40°.

Nach 2%/, Std. Zugabe von 0,5 g Insulin. Nach 5 Std. Destil-
lation iiber 5 g CaCO,.

1) Klin. Wochenschr. Bd. 2, S. 1458. 1923.

%) Bei kurzdauernden — 5 stiindigen — Versuchen ist die Zugabe
eines Desinfiziens nicht notig. Bei Anwendung der Optochinbase fiigt
Neuberg zu der Aufschwemmung auBer Calciumcarbonat noch 5¢
krystallisiertes Calciumchlorid.

3) Biochem. Zeitschr. Bd. 146, S. 179.

Rona, Fermentmethoden. 13
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Redestillation iiber 5 Tropfen verd. H, SO,.

Redestillation iiber 0,3 g PbCO,.

Vorlage 2 cm?® Wasser, Destillat, 15,0 cm?.

Probe nach Rimini (im aliquoten Teil) + -

12,0 cm?® Destillat 41,0 cm?® 2 proz. (NH,0H),H,S0,-Lisung,

Nach 60 Min. bei 30°.

Verbraucht 0,17 bis 0,07 = 0,10 cm? n/10 NaOH.

Acetaldehyd = 0,10-4,4-3/, = 0,55 mg.

2. Ansatz wie 1. mit Zugabe von 1 g Glykogen. Aufarbeitung
wie unter 1.

Destillat 15,0 cm® Probe nach Rimini --------

12,0 cm?3 Destillat + 1,0 cm32 proz. (NH, OH),H,S0O,-Lésung,
nach 60 Min. bei 30°.

Verbraucht 0,34 — 0,07 = 0,27 cm?® n/10 NaOH.

Acetaldehyd = 0,27-4,4-5/, = 1,485 mg.

3. Ansatz wie 1. mit Zugabe von 1 g a-Alanin. Aufarbeitung
wie unter 1.

Destillat 15,0 cm3. Probe nach Rimini 444+
12,0 cm?® Destillat 4+ 1,0 cm3® 2 proz. (NH,OH),H,SO,-Losung,
60 Min. bei 30°.

Verbraucht 0,32 — 0,07 = 0,25 cm?®n/10 NaOH.

Acetaldehyd = 0,25-4,4-5/, = 1,375 mg.

Glykolyse.

Bestimmung der Glykolyse. Als Bestimmungsmethoden
kommen in Betracht: 1. Die Bestimmung des restierenden Zuckers
und 2. die Bestimmung der gebildeten Milchséure. Letztere kann
durch chemische Methoden oder gasvolumetrisch bestimmt werden.

Bestimmung der Milchsdure im Muskelgewebe nach
Fiirth-Charnas, Ripper in der Modifikation nach
Hirsch-Kauffmannl), Embden?), Meyerhot3).

Prinzip: Die zerkleinerte Muskulatur wird durch Salzséiure
und Quecksilberchlorid nach Schenck enteiweilit; die in das
Schenckfiltrat mit iibergehenden stérenden Stoffe (Glucose, Lacta-
cidogen, Glykogen) werden durch Kupfersulfat und Calcium-
hydroxyd entfernt. Die Milchsiure wird in schwefelsaurer Losung
mit Permanganat zu Acetaldehyd oxydiert, das Acetaldehyd iiber-
destilliert, und in einer abgemessenen Kaliumbisulfitlosung auf-
genommen, die mit Jodlosung zuriicktitriert wird.

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 140, S. 25. 1924. Vgl. hierzu
Clausen: Journ. of biol. chem. Bd. 52, S.276. 1923.

2) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 143, S.297. 1925.
3) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. Bd. 204, S. 305. 1924.
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Erforderliche Losungen: 5proz. Sublimatlosung,

4 proz. kochsalzgesattigte Salzsaure,

0,5 proz. Schwefelséure,

n/500 Permanganatlésung,

n/200 Jodlosung,

n/50 Bisulfitldsung.

1 proz. Stérkel6sung.

Das Wasser zur Herstellung der Bisulfitlésung muB aus Jenaer
Kolben mit eingeschliffenem Stopfen (ohne Gummiverbindung)
iiber Baryt destilliert werden!). Die Vorratsflasche mufl unter
sorgfaltigem Schutz vor CO,, H,S und Alkoholddmpfen, sowie
vor Licht aufbewahrt werden. In diesem Falle ist der Titer der
kohlensgure- und metallspurenfreien Sulfitlosung, der gegen Jod-
l6sung mit 1 proz. KCl-Stérke (vgl. S. 273) eingestellt wird, fir
2—3 Wochen auf 2—39/, konstant. Die Losung soll vor dem Ge-
brauch erst 2 Tage auf Kis aufbewahrt werden.

10 proz. Kupfersulfatlosung.

Kalkmilch, die aus 50 g fein pulverisiertem Calciumoxyd und
200—220 cm?® destilliertem Wasser hergestellt wird. Das CaO
darf keine gréBere Menge Carbonat enthalten.

Ausfibrung?): Die Muskeln werden unter Vermeidung jeder
unnétigen Verletzung?®) oder Reizung sorgfiltig pripariert, sofort
in flissige Luft geworfen und in einer Porzellanschale mit einem
Porzellanpistill in der flissigen Luft zerkleinert. Wéahrend der Zer-
kleinerung werden die Muskeln in beste Verbandsgaze eingehiillt.
Das gewonnene, meist ziemlich grobkornige Muskelpulver wird in
ein Wégeglaschen geworfen, das mit dem doppelten des dem Mus-
kelgewicht entsprechenden Volumen 4 proz. kochsalzgesittigter
HCI gefiillt ist und dessen Gewicht vor dem Versuch unter Schliff-
deckelverschluf} festgestellt wird. Vor dem Einbringen des Muskel-
pulvers wird die Flissigkeit durch etwas eingegossene fliissige Luft
stark gekiihlt. Alle Teile der zerkleinerten Muskulatur werden
durch vorsichtiges Bewegen des Gefides mit der HCI in Beriihrung
gebracht, wobei die Muskulatur allmihlich auftaut. Das Gefil3
wird sobald als moglich mit seinem Schliffdeckel verschlossen, in
den Wageraum gestellt und, nachdem es dessen Temperatur
angenommen hat, gewogen, wodurch die angewandte Muskel-
menge ermittelt wird. Dann wird die EnteiweiBung nach Schenck
durch Zusatz von 20 cm?® 5 proz. Sublimat beendet. Nunmehr

1) Vgl. Meyerhof: Pfliigers Arch. . d. ges. Physiol. Bd. 188, 8. 117.
2) Nach Hirsch-Kauffmann: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 140,
S. 43. 1924,
3) Vgl. Meyerhof: Pfliigers Arch. £. d. ges. Physiol. Bd. 182, S.239. 1920.

13*
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bleibt die Fliissigkeit unter Ofterem Umschiitteln mindestens
16 Std. stehen, damit vélliger Diffusionsausgleich zwischen Nieder-
schlag und Fliissigkeit erfolgt. Alsdann wird durch trockene Filter
filtriert und das Hg in einem mdoglichst groBen Teil des Filtrats
durch H,S gefillt. Nach Abtrennung des Sulfidniederschlages
durch Filtration unter Verwendung eines trockenen Filters wird
der Schwefelwasserstoff rasch durch einen Luftstrom verjagt und
ein genau gemessener, aliquoter Teil des Filtrats (z. B. 30 cm?)
in einen MefBlkolben von 50 cm?3 pipettiert. Die Fliissigkeit wird
mit 4 cm?® 10 proz. Kupfersulfatlésung versetzt und dann unter
Verwendung von blauem Lackmuspapier als Indicator mit starker
Natronlauge anndhernd neutralisiert!), wobei kein Kupfer-
hydroxyd ausfallen soll. Nunmehr werden 10 cm? Kalk-
milch, die unmittelbar vor dem Gebrauch griindlich durch-
geschiittelt wird, hinzugefiigt und der Kolben bis zur
Marke mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Beim Zusatz
der Kalkmilch entsteht ein intensiv blauer Niederschlag.
Die Reaktion der Fliissigkeit mull jetzt stark alkalisch
sein. Nunmehr wird der Inhalt des MeBkolbens in einen
Erlenmeyerkolben iibergegossen und unter haufigem Um-
schiitteln etwa eine halbe Stunde stehen gelassen und dann
durch ein trocknes Gefil3 filtriert. Von der Kohlehydrat-
freiheit des Filtrates {iberzeugt man sich an einer kleinen
Abb. 50. Probe durch den negativen Ausfall der Reaktion mach

Molischz?). Ein méglichst grofer, genau gemessener ali-
quoter Teil des Filtrates — z. B. 35 cm® — wird in einen Jenenser
Kjeldahlkolben von etwa 200—300 cm? pipettiert, mit wenigen
Tropfen 25proz. H,80, gegen Lackmus neutralisiert und dann
noch mit soviel H,80, versetzt, dal der Schwefelséuregehalt der
Fliissigkeit anndhernd 0,5°/, betrigt.

Nach Hinzufiigen von etwas Talkum wird die Destillation be-
gonnen. Der Kolben ist mit einem doppelt durchbohrten Gummi-
stopfen verschlossen. Durch die eine Bohrung fiihrt das Perman-
ganatzufuhrrohr. Zum Zweck eines sehr regelméfBigen Tropfen-
flusses hat das ZufluBrohr die Form einer spitz ausgezogenen
Glasschleife 3) (vgl. Abb. 59). Die Spitze fithrt durch den Stopfen.
Zur Vermeidung des Eindringens von Wasserdampf oder Luft

1) Salkowski: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 3, 8.79. 1879. —Van
Slyke u. Fitz: Journ. of biol. chem. Bd. 32, 8. 455. 1917.

2) 0,5 cm® der Losung mit 1—2 Tropfen einer 10 proz. Lésung von
reinem a-Naphthol in reinem Alkohol, durchschiitteln und unterschichten
mit 1 ccm? reiner konz. H,80,. Auftreten eines violetten Ringes bedeutet

positiven Ausfall.
3) Vgl. Embden: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 143, S. 301. 1925.
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in das Rohr trégt das Rohr an der Biegungsstelle einen Sporn
aus massivem Glas. Das Glasrohr wird durch eine der Bohrungen
des den Kolben verschlieBenden Gummistopfens gesteckt und ist
mittels Gummischlauch mit einem Trichter verbunden, der die
(1/50on1) Permanganatlésung enthélt. An diese Hauptleitung ist
eine Nebenleitung angeschlossen, die durch T-Verbindung mit
der Tropfvorrichtung kommuniziert und oben ebenfalls in einen
Trichter miindet, der mit Wasser gefiillt ist. Der Permanganat-
trichter und der Wassertrichter sind durch Schraubenklemmen
verschliebar; in die gemeinsame Leitung ist ein Glashahn mit
schlitzférmiger Feineinstellung eingeschaltet. Vor Versuchsbeginn
wird von dem Wassertrichter aus die Tropfvorrichtung mit
Wasser gefiillt und, nachdem die Fliissigkeit zum Sieden ge-
kommen ist, die Tropfgeschwindigkeit mit Wasser genau ein-
gestellt und dann der Permanganathahn gedffnet und der Wasser-
hahn geschlossen. Die Tropfgeschwindigkeit wird so gewéhlt, da
die in dem Jenenser Kjeldahlkolben von 75—100 cm3 Inhalt
befindliche, lebhaft siedende Milchséurelosung genau das gleiche
durch eine Marke bezeichnete Volumen behélt. Im iibrigen soll
die Tropfgeschwindigkeit nur eine sehr geringe, die einzelnen
Tropfen moglichst klein sein, derart, dafl die Oxydation einer
Milchsduremenge von 3 mg etwa 1!/, Std. dauert. Trotz dieser
langsamen Oxydationsdauer und des lebhaften Siedens gehen
infolge der starken RiickfluBwirkung des etwa 20—25 cm langen
aufsteigenden Teiles des Destillationsrohres (Weite etwa 5 mm)
nur ungefahr 100 cm?® Wasser iiber. Durch die andere Stopfen-
bohrung geht ein zweimal rechtwinklig gebogenes Glasrohr. An
dem dem Glaskolben zugewendeten Ende sitzt ein Destillations-
aufsatz. Das absteigende Rohr ist an einen Schlangenkiihler
angeschmolzen. Das Lumen des Schlangenkiihlers soll tunlichst
eng sein. Oberhalb des Schlangenkiihlers ist ein rechtwinklig
abgebogenes Glasrohr mit eingeschliffenem Glashahn angeschmol-
zen, durch den hindurch der Kiihler nach beendeter Destillation
gespilt wird?). Der horizontale Schenkel des Destillationsrohres
soll nach der Seite des Kiihlers zu etwas geneigt sein. Als Vorlage
dienen 20 cm?® n/50 Kaliumbisulfitlosung, die mit etwa dem dop-
pelten Volumen destillierten eisgekithlten Wassers verdiinnt sind ;
die Vorlage wird andauernd von aulen mit Eis gekithlt. Es ist not-
wendig, daB die Milchsiurelssung wihrend der Uberfiihrung sich
dauernd in lebhaftem Sieden befindet und mit starker Flamme be-
heizt wird. Um die hierbei drohende Uberhitzung der Rénder (ein

1) Z.T. nach einer Anordnung, die sich in unserem Laboratorium
bewahrt hat.
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wesentlicher Faktor bei Milchsédureverlusten) zu vermeiden, wird
der Destillationskolben von der Flamme durch ein Stiick dicker
Astbestpappe von etwa 20 cm im Quadrat getrennt. Die Asbest-
pappe wird in der Mitte angefeuchtet und durch Kneten eine
dickwandige Hohlung hergestellt, in die die zu verwendende
KolbengrofBe genau hineinpaflt, und zwar so, daf der Fliissigkeits-
rand bei Verwendung einer Fliissigkeitsmenge von 20 cm?3® den
oberen Rand der Hohlung eben iiberragt.

Titriert wird mit n/100 oder n/200 Jodlésung. 1 cm? n/100 Jod
entspricht 0,45 mg Milchsiure.

Bestimmung im Blut: 20 cm?® werden mit 20 cm?3 4proz.
Salzsiure hamolysiert. Nachdem das Blut fast vollig lackfarben
geworden ist, wird die Enteiweiflung durch Hinzufiigung von 2 Vo-
lumen 5proz. HgCl,-Losung unter griindlichem Schiitteln aus-
gefiihrt. Ein méglichst grofer Anteil des entquecksilberten, Fil-
trates wird, genau wie es fiir die Muskulatur beschrieben, im
MeBkolben von 100 cm?® der Kupfer-Kalkfallung unterworfen und
wie oben weiterbehandelt. Hirsch-Kauffmann und Embden?)
weisen noch darauf hin, daB man bei Bestimmung von Milch-
sduremengen zwischen etwa 3,5 und 1,2 mg stets eine Fliissigkeits-
menge von nur 20 cm?® anwenden soll, da die Aldehydausbeute
bei groBeren Milchsdurekonzentrationen besser wird.

Die GréBe des Bestimmungsfehlers in reinen Milchséureldsungen
mit einem Milchsiduregehalt von 3—4 mg betragt durchschnittlich
etwa 49/,. Innerhalb der gleichen GroBe liegen die Fehler der Milch-
sdurebestimmung in der Muskulatur und im Blute, vorausgesetzt,
daB mindestens ein 3—4 mg enthaltender Filtratanteil schlieBlich zur
Uberfiihrung gelangt. Bei Beobachtung der Vorschriften von Emb -
den iibersteigt der Fehler der Bestimmungsmethode nicht 3—49/.

Methode nach Warburg?) (Glykolyse im
lebenden Gewebe).

Prinzip: Die Glykolyse wird gemessen durch eine volumetrische
CO,-Bestimmung in Barcroftmanometern. CO, wird in dqui-
molekularen Mengen durch die entstehende Milchséure aus Bicar-
bonatlésung in Freiheit gesetzt.

Herstellung von Gewebsschnitten: Die Herstellung der
Schnitte®) geschieht mit einem mit Ringerldsung?) befeuchteten

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 143, 8. 301. 1925.

2) Warburg u. Negelein: Biochem. Zeitschr. Bd. 142, 8. 317, 1923;
Bd. 152, 8.51 u.311; Negelein: Bd. 158, S.121. 1925.

3) Biochem. Zeitschr. Bd. 142, S.323. 1923.

4) ,Ringerlosung fiir Glykolyse‘: 100 cem NaCl, 2 cem KCl, 2 cem
CaCl, und 20 ccm NaHCO;-Losung (die dem Serum der betreffenden Tier-
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Rasiermesser. Das zu schneidende Organ wird auf Filtrier-
papier gelegt und an der das Papier berithrenden Fliche
mit Ringerlésung befeuchtet. Es werden immer eine Reihe
von Schnitten hergestellt. Die Schnitte werden in eine Glas-
schale gelegt, mit der Schere zu rechteckigen Scheiben zu-
rechtgeschnitten und im durchfallenden Licht verglichen. Man
kann so leicht die diinnsten und gleichm#Bigsten Schnitte er-
kennen. Durch Unterlegung von Millimeterpapier wird fest-
gestellt, wieviel Millimeterquadrate jeder Schnitt bedeckt und
daraus seine Fliche berechnet, die 30—50 mm? betragen soll.
Die Dicke der Schnitte soll 0,2—0,4 mm betragen. Um das
Volumen der Schnitte zu bestimmen, werden sie bei 1000 bis
zur Gewichtskonstanz getrocknet. Das Trockengewicht mit 5
multipliziert, gibt mit hinreichender Genauigkeit das Frisch-
gewicht und das Volumen. Das Verhéltnis Volumen: Flache gibt
die (mittlere) Dicke der Schnitte an. Beim Arbeiten mit Tu-
moren ist darauf zu achten, dafl die Schnitte frei von nekro-
tischen Teilen sind, die durch ihre gelbliche Farbe sich von dem
nichtnekrotischen weiflen Gewebe abheben.

Messung der Glykolyse nach Warburg?).

Die Apparatur (Wasserthermostat, Schiittelvorrichtung, Mano-
meter und der Trog) ist aus Abb. 60 und 61 ersichtlich. Uber
Ermittlung der Gefalkonstante (vgl. S.107). — In zwei Troge
I und II, deren Volumen um nicht mehr als 109/, differieren
soll, bringt man je einen Gewebsschnitt. In dem Troge I
befinden sich 0,5 cm® Ringerlosung, in dem Troge II 0,5 cm?®
einer Ringerlosung, der pro Liter 2 g Traubenzucker zugesetzt
sind. Die Schnitte sind in einer gréfleren Menge Losung vor-
gebadet, Schnitt I in zuckerfreier Ringerlésung, Schnitt IT in
zuckerhaltiger. Die Einsétze der Troge bleiben frei von Kalilauge.
Nachdem die Troge mit dem Barcroft manometer verbunden sind,
werden ihre Gasrdume mit einer Mischung von 5 Vol.-%/, CO,
und 95 Vol.-%/, Sauerstoff (oder 5 Vol.-°/, CO, und 95 Vol.-%/,

art isoton sind; arbeitet man z. B. mit Rattenorganen, so sind diese
Loésungen also dem Rattenserum isoton zu machen. Rattenserum gefriert
bei etwa — 0,566°; die isotone Stammbicarbonatlosung ist 0,15 molar, d. h.
1,3 proz.). Sie enthalt pro Liter etwa achtmal soviel NaHCO; wie die
,»Ringerlésung fiir Atmung‘. Die Konzentrationen der anderen Salz-
Issungen fiir Menschen- und Rattenserum sind: NaCl 9 promill., KCl
11,5 promill.,, CaCl, (wasserfrei) 12,2 promill. Vgl. Okamoto: Biochem.
Zeitschr. Bd. 160, S. 54. 1925,
1) Biochem. Zeitschr. Bd. 142, S.330. 1923,
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Luft oder 5 Vol.-%/, CO, und 95 Vol.-%/, N) gefiillt und Gewebs-
schnitte und Losungen durch Schiitteln mit dieser Gasmischung

ins  Adsorptionsgleichge-
wicht gebracht. Die Druck-
dnderung im Trog I = Hp
(Verbrauch an Atmungs-
0,, Bildung von Atmungs-
CO,, Bildung von Sduren
aus unbekannten Substan-
zen) dient dazu, um den
Nullpunkt fiir die in Trog IT
auftretende Druckénderung
festzustellen. Die Druckén-
derung im Trog II = Hyp
ist auBler durch dieselben
Umstédnde wie im Trog I

auf die Milchséurebildung aus dem Traubenzucker der Ringer-

16sung zuriickzufihren.

Die Kohlensduremenge, die durch Glykolyse ausgetrieben wird

Abb. 81. Atmungstrog, der
durch den Helmschliff H mit
dem Barcroftmanometer ver-
bunden wird. @ist ein mas-
siver Glasgriff, der zum Ein-
drehen des Troges in den
Helmschliff dient. N ist eine
feine, auf den Boden des
Troges aufgeschmolzene Glas-
nadel, die den Gewebsschnitt
G faBt. E ist ein Einsatz.

bei Druckédnderungen Hy bzw. Hpr und
den Gewebsschnitten vom Gewicht m,
bzw. m, ist in mm? gleich
Too, = (HII—lrlrlﬁg)K}}Io2
my
wo Ky, die Gefallkonstante fiir CO, des
Troges II bedeutet. 1 mm?® Kohlensidure
ist 0,004 mg Milchsidure dquivalent. Die
GroBe der Glykolyse wird ausgedriickt
durch den Quotienten

mg gebildete Milchsidure
mg Gewebe - Stunden

Als Gewicht des Gewebes wird das Trocken-
gewicht gesetzt, das nach volligem Trock-
nen bei 1000 resultiert.

a) Glykolyse unter anaeroben
Bedingungen?).
Sie ist einfacher zu berechnen, da die
gesamte in Freiheit gesetzte Kohlensidure
nur durch die Milchsdure aus dem Bicar-

1) Warburg, O.: Biochem. Zeitschr. Bd. 142, S. 316, 1923; Minami,
S.; Biochem. Zeitschr. Bd. 142, S. 334. 1923.
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bonat ausgetrieben ist und nicht ein Teil Atmungs-Kohlenséure
ist. Ihre Messung geschieht nach der Gleichung
xco, = hco, kco,,
wo hgp, gleich der beobachteten Druckiénderung % ist und Ko,
die GefiBkonstante bei 59, CO, und 95°/, N (8. 112) darstellt.
Als MaB fiir die GroBe der Spaltung bezogen auf die Zeit und die
Menge der Substanz (mg) gilt die Gleichung
oY — mm? Extrakohlensdure gebildet in Stickstoff

co: mg Gewebe X Stunden
(Extrakohlenséure in Stickstoff), wobei m die Anzahl mg Gewebe
als Trockensubstanz ist. Mit 0,004 multipliziert erhélt man den
Quotienten

mg Milchsdure
mg Gewebe x Stunden.

Um vollstandige Anoxybiose zu erhalten (gewdhnliche Ver-
unreinigung des CO,-N,-Gemisches etwa 0,75/, Sauerstoff), wird
das Gas auf dem Wege von der Bombe zur Ringerlésung durch
ein glithendes mit metallischem Kupfer gefiilltes Rohr geleitet.
Immer ist diese Reinigung erforderlich, wenn man mit isolierten
Zellen arbeitet, denn hier geniigt 1 Vol.-%/, O, zur Versorgung der
Zellen mit dem zur Atmung notwendigen Sauerstoff.

b) Glykolyse unter aeroben Bedingungen?).

Hier ist die manometrische Messung komplizierter. Der ent-
stehende Gasdruck ist abhingig von der entstehenden Atmungs-
kohlensiure, dem Atmungssauerstoff, der verschwindet, und der
Extrakohlensidure, der aus dem Bicarbonat durch die Milchsiure
ausgetriebenen CO,. Es bezeichnet zg, die Druckénderung durch
Sauerstoff (in mm3 = hg,- Ko,), *co, die Druckinderung durch
CO, (in mm? =h gg,- K¢p,) und y das Verhiltnis

¥c0z \1nd
1'02
h= h02 -{— hCOQ'
So bestehen nach Auflgsen nach zg, und z¢g, die Gleichungen:
keo, ko
Zo, (der veratmete Sauerstoff) = k [A’z—z"* s 1)
# ) kco, + 7 ko,
koo, - ko,
%co, (die gesamtein Freiheit gesetate Kohlensiure) = | kco, + ko, | 2)
200 0,
_ . 7 .

1) Warburg, O.: Biochem. Zeitschr. Bd. 152, S. 53 (1924).
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Zur Bestimmung von y werden zwei verschiedene Messungen
ausgefiihrt, wobei das zweite Mal unter sonst gleichen Bedingungen
nur unter Anderung des Volumens der Ringerlésung (vz), gearbeitet
wird. Indem wir die verinderten GroBen der 2. Gleichung mit
groBlen Buchstaben (K) bezeichnen und A und H die in gleichen
Zeiten beobachteten Druckénderungen bedeuten, bekommen wir
fiir y den Ausdruck:

Ko, koo, HKo,—hko, 3
- Ko, ko, hkeo,— HKco, )

Mit Hilfe dieser 3 Gleichungen kann die Aufgabe, Atmung und
Glykose in Gegenwart von Sauerstoff zu mes-
sen, geldst werden.

Man benutzt 3 Gefalle (Abb. 62) von un-
gefihr gleichem Inhalt A, B und C. Thr Raum-
inhalt einschlieflich Manometercapillare bis
zum Meniscus der Sperrfliissigkeit betragt
12—13 em3. Der Stopfen St ist bis zum Be-
ginn der Manometercapillare mit festem hoch-
schmelzendem Paraffin tiberzogen. Die GefaGe

A und B dienen zur Bestimmung von y, 22
CO,

' und %, In Gefil 4 kommen 3 cm3, in Ge-
—%/// fal B 8 cm?® Ringerlosung; es wird mit einem
s Gemisch von 5 Vol.-%/, Kohlensdure in Sauer-
Abb. 62. stoff gesittigt. In jedes der beiden Gefille
kommt ein Gewebsschnitt, am besten zwei

moglichst gleiche Halften ein und desselben Schnittes. Die Luft
wird durch die obige Gasmischung verdréngt und die Druckénde-
rungen, die in den beiden Gefidflen in gleichen Zeiten auftreten, ge-
messen. Ist dies geschehen, so werden die Schnitte aus den beiden
Gefallen herausgenommen, kurz mit destilliertem Wasser abgespiilt,
bei 1000 zur Konstanz getrocknet und in der Mikrowage gewogen.
Hat a mg Gewebe in Gefdll 4 die Druckdnderung A hervor-
gebracht und b mg Gewebe in Gefal B die Druckinderung H",

St

80 berechnet sich H nach der Gleichung H = H" %. H und &,

(die in gleichen Zeiten durch gleiche Schnittgewichte hervorge-
brachten Druckénderungen), werden in Gleichung (3) eingesetzt.
So erhdlt man ¥ und durch Einsetzen von y in (1) und (2) w,
und Zco, -

Gefal3 C dient als Thermobarometer. Es wird mit einigen cm?
Ringerlésung und dem Gasgemisch 5 Vol. CO, ¢/, in N, oder O, ge-
fullt.
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Zur vergleichenden Messung dienen die Quotienten:

mm3 verbrauchten Sauerstoffs

o A
Qo, mg Gewebe X Stunden (Atmung),
Q02 _ mm? Extrakohlensiiure, gebildet in O,
co; mg Gewebe x Stunden ‘

(Glykolyse unter aeroben Bedingungen), wobei ,,Extrakohlen-
siure’ = xgg, -+ 0y, indem angenommen wird, dall bei Gegenwart
von Traubenzucker die Atmungskohlensiure = — xg,.

In einer neuen Ableitung zeigt Warburg einen einfachen Weg zur Be-
stimmung von zco, und ¢, (der unbekannten Volumina der entstandenen
resp. verschwundenen Gasmengen), ohne die Einfilhrung von y. An der
Methodik #ndert sich dabei nichts.

Die Bezeichnungen (die mit groBen Buchstaben gelten fiir das At-
mungsgefif mit dem groBen Volumen Ringerlésung, die mit kleinen Buch-
staben fiir das Atmungsgefil mit dem kleinen Volumen Ringerlosung)
sind die folgenden:

H = beobachtete Druckanderung,
Hgo, = Druckinderung fiir CO,,

H02 = EE] EE] 02’
Koo, = GefidBkonstante fiir CO,,
KOz = 2 ’» 02'

Die beobachtete Druckinderung H setzt sich aus den Druckénderungen
fiir CO, und O, zusammen.

H:H002+H()2 ].) h:h002+h02 la)
ferner folgen aus
Xeog = H002'K002 Zcog = h002'k002
%oy = Hoy Ko, %oy = hoy- ko,
Lco Zco
Hepy = 272 o2 hooy = —% .2
o2 Ko, ) o2 keo, a)
— %oz _ %oz
H02 = K02 e 3) h02 koz . 33.;)
aus 1), 2), 3) folgt aus la), 2a), 3a) folgt
g
Zcog Toy Loy | Tog
H— Fooz 4 702 B o— Ycoz
K002 .Koz kcoz k02
z Z 03
Loog = K002<H — 7('('?) 4 Leog = k002<h “E)m) ... 4a)
2 2

aus 4 und 4a) folgt:
Toy = Koy koo Kooy H — kcoy+h)
Kooy koy — Koy kcos
Durch analoge Ableitung folgt:
Kooy koos (o, — H Koy)

Teog =
K002 : k02 - K02k002
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Wirkung der Blausiure auf Glykolyse.

Die Glykolyse ist gegeniiber Blausdure wenig empfindlich.
n/1000-Blausdure wirkt unter anaeroben Bedingungen nicht auf
die Glykolyse, wihrend dieselbe Konzentration die Atmung der
Carcinomzelle fast vollstandig hemmt. Die aerobe Glykolyse ist

also in Blausiure ebenso groll wie die anaerobe.

Beispiel 1): Rattencarcinom in Blauséure.
Ringerlosung - Cyomco; = 2,5 - 1072,

37,50
59, CO,, p, = 7,66

0,2/, Glucose,

V;=Volumen der Ringerlésung, V, = Volumen des Gasraumes
bis zum Meniscus der Sperrfliissigkeit.

Gefi B Gefi 4 Gefal C
10-3n-HCN | 10-*n-HCN | 59/, CO, in N,
50/y CO5in 0, | 5%,C0,in0, | ¥V, = 3,0,
Volumina in cm? V, =800 vV, =30 | vV, =107
V, =502 |V, =90 kco, =1,11
GefaBlkonstanten Ko, = 0,46 ko, =0,8 L
ingmm...... K¢o, = 0,89 kco, = 0,96
|
Schnittgewichte 7,10 mg 6,4 mg 6,82 mg
Druckéndg. i. 15 Min. | H = + 69,5 mm| A = 60,0 mm | hco,=-+52,5mm
0 —ysebr 0, _ Ny _
Q %y =+36 Vgroﬁ Q% =+ 351 Qo5 = + 34

Beispiel (aerobe und anaerobe Glykose)?2)
Rattenca. Qo,, ng)n und Qlc\%z
37,5° Ringerlésung, CnaHCO; = 2,5—1072,
0,29/, Glucose, 59, COy (pr = 17,66).

Gasraum 59/, CO, in O, - 59, CO,i. N,
GefaB A GefaB B | GefdB €
Volumina in cm? V=3 V=28 V=3,
V,=1054 | V,=5,07 , ¥V, =928
GefaBkonstanten ko, = 0,93 | Ko, = 0,47 kco, = 0,89
in gqmm kco, = 1,09 i Kco, = 0,89
Schnittgewichte 3,01 mg 3,32 mg 2,35 mg
Beobachtete |
Druckindg.in 15 Min. | 2 = 4+ 15 mm |H = + 15,5 mm| h¢o, = 17,5 mm
desgl. k=4 15mm |H = + 14,0 mm| h¢o, = 18,0 mm
desgl. h=+16mm |H = + 14,5 mm| h¢o, = 17,5 mm
y = — 3,65 ~
Qo,=—89 Qb= *+ 273
0 o
Q Co, =+ 23,7

1} Warburg, O., K. Posener u. E. Negelein: Biochem. Zeitschr.

Bd. 152, S. 338, Protokoll 8.
2) Biochem. Zeitschr. Bd. 152, S. 338, Protokoll 7.
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Schnittgewichte 1,86 mg 1,71 mg 1,81 mg
Beobachtete
Druckindg. in 15Min. | # = + 10,6 mm [H = +- 12,0 mm hco,=+16,0mm
desgl. h=+10,0mm H = + 9,0 mmAco,=-+15,0mm
desgl. h =4 11,5 mm |H = + 11,0 mm|, co,~+16,0mm
y = —1,36 0,
Qo, = — 4,05

Q gg,~ + 338

Q% =+257

Um in ein und derselben Blutprobe die Glykolyse und die
Atmung zu messen, verfuhr E. Negelein') wie folgt. Defibri-
niertes Blut wurde mit 5%, CO, in Sauerstoff gesittigt und zu
einem Teil so viel Blausdure hinzugefiigt, daf ihre Konzentration
1/ 000 2t War. (Dakleine Konzentrationen an Blausiure die Atmung,
nicht aber die Glykolyse hemmen, so sind in blausdurehaltigem,
mit Sauerstoff gesittigtem Blute die Bedingungen der Anaerobiose
gegeben.) Die Atmung wurde dann nach Warburg?) aus der
Druckabnahme am Manometer im Barcroft-Apparat, der Zucker-
verbrauch nach Hagedorn-Jensen bestimmt. Fiir jede Einzel-
messung geniigte 1 cm?® Blut, im ganzen also 6 cm® (Sauerstoff-
bindung ohne Blausdure, Zuckergehalt vorher und nachher ohne
Blausdure und mit Bldusiure). Zur Zuckerbestimmung wurde
1 em® Blut vor der Enteiweilung mit 4 com Wasser lackfarben
gemacht. Um den Sauerstoff- und Zuckerverbrauch auf die
Gewichtseinheit trockener Zellsubstanz reduzieren zu koénnen,
wurde das Zellvolumen in 1 cm® Blut im Héamatokriten er-
mittelt und das Sedimentvolumen durch 5 dividiert. Die aerobe
Glykolyse ergab sich dann aus dem Zuckerverbrauch, der
Versuchszeit und der Zellmenge. Bei der aeroben Glykolyse
muBte man den Zuckerverbrauch in der Atmung beriicksichtigen.
Dies geschah so, dal man den Sauerstoffverbrauch auf Zucker-
verbrennung umrechnete (1 Mol Sauerstoff =1/, Mol Zucker).
Der so berechnete Zuckerverbrauch wurde mit dem nach Hage-
dorn-Jensen gefundenen verglichen. War der aerob gefundene
Zuckerverbrauch ebenso grof§ oder kleiner als der aus der Atmung
berechnete, so wurde die aerobe Glykolyse gleich Null gesetzt
(normales bzw. andmisches Génseblut), war er groBer (wie im
Kaninchenblut), so ist eine aerobe Glykolyse vorhanden.

Schiittelt man glykolysierende Gewebe im Serum statt in
Ringerlésung, so setzt sich die entstehende Milchsdure zum Teil

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 158, S.131. 1925.

2) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 69, S.457. 1910.
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mit dem Bicarbonat des Serums, zum Teil mit dem Alkalipro-
teinat um unter Bildung freier Proteine. Es erscheint also nicht
eine der Milchsdure dquivalente Menge an freier Kohlensidure
sondern weniger. Man mul} also vorher die Verteilung der Milch-
sdure zwischen Alkalibicarbonat und Alkaliproteinat ermitteln.
Dies geschieht, indem man genau unter den Bedingungen des
Glykolyseversuchs in das Versuchsserum eine bekannte Menge
Milchsdure eintrigt und den Druck der entwickelten Kohlensdure
miBlt. Dabei miissen die eingetragenen Milchsduremengen so
bemessen werden, daB etwa ebensoviel Kohlensdure erscheint
wie bei dem Versuch mit dem Gewebe.

Eine derartige Messung gestaltet sich nach Negelein?) folgen-
dermaflen: In ein Gefall von der Form Abb. 48, S. 108 bringt man
1 ecm3 Serum und einen Gewebsschnitt, fiillt den Gasraum mit
5%/, Kohlensaure in Stickstoff, schiittelt so schnell, daB Gas und
Fliissigkeitsphase zu jeder Zeit praktisch im Absorptionsgleich-
gewicht sind. In der Zeit ¢ betrage die Druckzunahme infolge der
CO,-Entwicklung H mm. Nunmehr bereitet man zwei Gefille
der gleichen Form und Abmessungen vor, gibt in den Haupt-
raum R je 1 cm?® desselben Serums, in den Anhang 4 verschiedene
Mengen Milchséure [z. B. etwa 1—0,5-10—5 Mol pro cm3)], sattigt
mit 5 proz. CO, in Stickstoff, kippt, nachdem Druck und Tem-
peratur ausgeglichen sind, die Milchsdure aus 4 in B ein und
spiilt den Anhang A mehrmals durch Neigen des Gefilles
mit dem Serum aus; die Zunahme des CO,-Drucks betrage in
dem einen GefiB %,, in dem anderen h,, im allgemeinen 2,
wihrend sie beim Eintragen der Milchsédure in Ringerldsung 7,
betrigt. Multipliziert man das Mittel der h,/h-Werte (die fiir
kleine Milchsiuremengen fast unabhingig von der Menge der ein-
getragenen Milchsgure ist) mit H, der vom Gewebe hervorgebrach-
ten Zunahme des CO,-Drucks, so erhdlt man die Kohlenséure,
die der entwickelten Milchsdure dquivalent ist nach der Gleichung

Too, = };TO-H -K¢o,, worin also hy/h den Faktor bedeutet, durch

den die Saurebindung des Alkaliproteinats eliminiert wird. — Der
Wert dieses Faktors hingt von dem Eiweif- und Bicarbonatgehalt
und von dem p, der Seren ab und muB fiir jeden Fall besonders
ermittelt werden.

Bei der anaeroben Glykolyse eines Gewebsschnittes im Serum
kann die durch die Milchsiure ausgetriebene Kohlensdure durch
Bicarbonatbestimmungen ermittelt werden. Dabei wird die Ab-

1) Negelein: Biochem. Zeitschr. Bd. 158, 8. 127. 1925.
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nahme des Bicarbonats in der Ringerlé6sung mit den erscheinenden
Gasmengen verglichen. Zu diesem Zwecke werden 4 Gefifle, 0,
1, 2, 3 verwandt, wovon Gefdl 0 in B mit 1 cm?® Ringerlésung
beschickt als Thermobarometer diente. Gefd 1 wurde in B mit
1 em3 Ringerlésung beschickt, in A mit 0,2 em® 4 proz. Citronen-
siure, GefiBl 2, wurde in R mit 1 em® Ringerlésung beschickt und
auBerdem einem Gewebsschnitt, in 4 mit 0,2 cm? 4 proz. Citronen-
siure, Gefill 3 wurde wie GefiB 2 beschickt. Die so vorbereiteten
GefiBe wurden mit 59/, CO, in Stickstoff gefiillt und im Thermo-
staten bei 37,5° 10 Min. zwecks Temperatur- und Druckausgleich ge-
schiittelt. Die Zeit, zu der der Ausgleich beendet war, ist gleich ¢°. —
Bei t° wurde die Citronensdure aus dem Anhénger 4 der Gefifle 1
und 2 in den Raum R eingekippt, wobei die CO,-Mengen (mm?) B,
und B, im Gasraum erscheinen und manometrisch gemessen werden.
Gefil 3 wird eine passende Zeit, etwa 1 Std., weitergeschiittelt,
bis zur Zeit ¢, wobei der Druck H gemessen wird. Nach Ablesen
von H wird die Citronensidure aus dem Anhang 4 des Gefifles 3
in den Raum eingekippt, wobei die Kohlensduremenge Bj; erscheint.

Es besteht die Beziehung B} = B, —-—% (B;—B,)1), wo m, und

2
m, die Trocken-Gewebsschnittgewichte in mg im Gefill 2 bzw. 3
sind, Bj die chemisch gebundene CO, in Gefall 3 zur Zeit t° ist.
Ist B} — B, wihrend der Zeit & — t° gebildete CO,, so ist bei der
aeroben Glykolyse in Serum die entwickelte Milchsduremenge
nicht dquivalent der CO,-Menge xz¢o, = B3 — B;, sondern der

h
groBeren CO,-Menge x¢o, = »ho— (B} — Bj).

Nach dieser Anordnung wird die Glykolyse durch drei Bi-
carbonatbestimmungen gemessen. Diese Anordnung empfiehlt
sich auch bei der Messung der aeroben Glykolyse, besonders wenn
die Atmung gegeniiber der Glykolyse in Betracht kommt, mit dem
Unterschiede, dafl man im Gasraum 5%/, Kohlensdure in Sauer-
stoff einfiillt. Man beriicksichtigt dann den beim Schiitteln er-
scheinenden Druck H nicht, sondern iibersittigt zu den Zeiten
£9 und ¢’ mit Citronensdure und milt die entwickelte Kohlenséiure.
Die Differenz, korrigiert fiir gleiche Schnittgewichte, ergibt die
durch Milchsédure ausgetriebene Kohlensdure: o, = B; — Bj.

Ausfiihrlicher behandelt Warburg die manometrische Mes-

1) B; — B, ist gleich dem Bicarbonatverbrauch vom m, wahrend der
Ausgleichzeit minus der in m, chemisch gebundenen Kohlensaure - %"
2

(B; — B,) dasselbe, umgerechnet auf das Gewicht ms.
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sung des Zellstoffwechsels im Serum in einer spéteren Arbeitl).
Zur Klirung der Frage, welche Grofe dieser Bindung der frei-
werdenden CO, durch Eiweil, Phosphate usw. im Serum zu-
kommt, bespricht Verf. zunichst sehr ausfiihrlich ein ,,Serum-
modell“. Alle Grofen, die im folgenden eine Konzentration
ausdriicken, werden definiert als Kubikmillimeter in Kubikzenti-
meter LoOsungsmittel, wobei auch nicht gasférmige Stoffe, wie
Bicarbonat, Milchséure u. 4. als Séuredquivalentwasserstoff aus-
gedriickt werden : 1 Milligrammatom Sédurewasserstoff =22400 cmm.
Eine Reihe von GroBen (bei 38°) wird dann weiter definiert, die
zum besseren Verstdndnis an einem Sadugetierserum exemplifiziert
werden, das mit einer 5proz. CO, im Gleichgewicht steht.

f= 0,054 = Loslichkeit der CO,

. cmm CO,
 ccm Losungmittel < Normaldruck
p=470 = CO,-Druck in mm Brodie
B =460 = Konzentration des Bicarbonats (cmmm/cem)
p=<p= 254 = Konzentration der freien CO, (cmm/ccm)
c=485 = Gesamtkonzentration an Kohlensiure (p- £+ B)
[H']=4-10"8% = Wasserstoffionenkonzentration (: k- 1-%‘ , wobei
(pu="T,4) k=172-10""(p,= 6,14)
0 =10,0524 = Dissoziationsrest der Kohlensdure (—p£>
pp+ B

Bildet sich im Serum CO, oder Milchsiure, so wird ein Teil
davon als Bicarbonat oder Lactat gebunden, entgeht also der gas-
volumetrischen Messung, da fiir jedes undissoziierte Siuremolekiil
(SH) ein Molekiil CO, ,,retiniert* wird. Die Zunahme dieser retinier-
ten Siure pro Kubikzentimeter Serum bezeichnet Warburg als
die Retention A4 = (SH)/ccem Serum und untersucht weiterhin
die Abhangigkeit dieser Grofle vom Druck p (ausgedriickt in
Millimeter Brodie), also den Quotienten du/dp, der im Falle der
CO, identisch ist mit dem Quotienten d B/dp. Es ergeben sich
dabei Kurven, deren Verlauf leicht gekriimmt ist; bei 59/, CO,
ist der Quotient 0,1, d. h. 1 cem Serum retiniert bei 1 mm Druck-
zunahme 0,1 cmm CO,. Daraus ergeben sich ohne weiteres die
neuen Gefallkonstanten nach Art der fritheren. Es ist nimlich

du

Zogs = Peos I:kcoz + vF<%> ] = heoy " kcoy™, Wobei du die Retention
C-

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 164, S.481. 1925.
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der CO, im Serum und kg3 die neue GefdBkonstante darstellt.
Analog bei Milchsiure ¥gop = fcgs- [sz -+ Up(g—%g ] = hgoy - K5
M

Die weiteren Untersuchungen betreffen das Serummodell,*
d. h. eine Ringerlosung, die ein Dipeptid in gleicher Konzentra-
tion ¢’ enthilt wie die Gesamtkohlenséure (¢). Die Retention dieses
Modells fiir CO, ist bei physiologischer Salz- und Wasserstoff-
ionenkonzentration die gleiche wie im Serum, wobei gezeigt wird,
daB die Menge der dissoziierten CO, mit dem Dissoziationsrest des
Dipeptids und seiner Konzentration in Beziehung steht. Die
Konzentration des undissoziierten Dipeptids ist némlich gemal
Definition des Dissoziationsrestes % =o’-¢’, die Anderung Au
=o' ¢’ (9’ = Dissoziationsrest des Dipeptids). Die fiir Berech-
nung der GefdBkonstanten weiterhin nétigen Gréllen (dp), und
(dp)y werden berechnet aus dem Dissoziationsrest ¢ der Kohlen-
sdure und deren Konzentration ¢. Es bestehen ndmlich die Be-
zichungen: f-Ap — (g + o) (¢o + Acg) — 0gcy, B-Ap=codgy
+p04dc + ApAc, wobei ¢, und g, die Anfangskonzentration und
den anfinglichen Dissoziationsrest bezeichnen, Ac¢, und Ag,
die Anderung pro Ap. Fiir (4p), ergibt sich hierbei

Aulog + Ap) + codo
Ap)o=""5
(4. ﬂ(l_Qo‘AAQ)
. CodlQ
(Ap)u= Foos )
5(1—90_4‘90)‘}‘7(90’}‘4'@)

In der Praxis kann g, berechnet werden, da die Konzentration

_PB

pf+ B

damit ist auch H* fiir das Serum bestimmt. Bei einer Verdnde-

rung dieser GroBe dndert sich auch g, und es ist aus der Differenz

Ap, ferner Ap’, du und (dp), leicht zu berechnen: Das neue g ist
+

und far

der freien und der gebundenen Kohlensaure bekannt ist:

=_————, da bei physiologischer H* die Konstante K, ver-
H + K 1 H-|-
nachlissigt werden kann, o’ ist H 1 K. da K, ebenfalls ver-
. . S

n%ChlaSSIgt werden kann. H+ Kohlensiure Dipeptid von
Die nebenstehende Ta- K; =17,2-10-7 Ks=4-10-8
belle ist nach diesem 4,0-10-8 ‘ 0,05263 0,5000
Modus berechnet wor- 4,1 0,05388 0,5062
den fiir 38° und die 2 00012 T
Salzkonzentration einer 4:4 0:05759 | 0:5238
Ringerlésung. 4,5 0,05882 0,5294

Rona, Fermentmethoden. 14
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Ist z. B. bei dem Serummodell ¢ =485, ¢’=500 (in cmm/ccm),
00=0,0526, H* =4-10"8%, v, 8 und ke, = 0,907 und steigt der
Dissoziationsrest der Kohlensiure durch Zugabe von Séure bis
Ap = 0,00373, dann ist H" auf 4,3.107% gestiegen, o’ um
0,0181. Daraus folgt nach den bisher abgeleiteten Gleichungen

Auw=19,05 mm3, (4p),=45,5mm, (4p),= 31,6 mm, (%) =0,20
(4
fir Ap ca 486, (‘1%) ==0,29 fir Ap ca 32.
adp/u

Im natiirlichen Serum kann das zu einem bestimmten Wert
Ao der Kohlensdure gehérige Aw nicht berechnet werden. Zu
seiner experimentellen Bestimmung sollen hier zwei Verfahren
mitgeteilt werden.

Im HauptgefiB befindet sich Serum, in der Birne Milchséure,
gelost in 0,9proz. NaCl-Losung. Die Menge der Milchsiure ist
klein im Vergleich zum Bicarbonatgehalt des Serums, der Prozent-
gehalt CO, des Gasraumes ist bekannt. Sobald Absorptions-
gleichgewicht eingetreten ist, wird die Birne mit dem Serum
mehrfach ausgespiilt und der positive Druck h, der auftritt,
beobachtet. In einem Parallelversuch befindet sich in der Birne
nur NaCl-Losung; hier tritt infolge der Verdiinnung eine leichte
Druckabnahme auf, die zu der Druckzunahme des Versuchs hinzu-
gezihlt werden muB. H sei dann die Gesamtdruckzunahme, die
die Séure hervorbringt. Sind m mm3 Milchséure in v, cm?® Serum
eingekippt worden, so ist

Au—""H Ko 4, (po+h>ﬁH.K _ poﬁB’
" Bot )+ By T eor T o

F
wobei p, den Anfangsdruck der Kohlenséure und B, die Anfangs-
konzentration des Bicarbonats bedeuten. Durch beide ist auch
P, und ¢, gegeben, so daf die iibrigen GréBen berechnet werden
kénnen. Beispiel: Die Anfangsbedingungen waren B,= 455,
Po = 470, ¢, = 481, g, = 0,0528. Es erfolgte bei Ansiduerung von
1 cm? Serum mit 33,5 mm3 Milchsdure, die in 0,1 cm?® 0,9 proz.
NaCl-Losung gelost war, eine Druckzunahme von 16,1 mm; hieraus
folgt durch Berechnung in der vorher angegebenen Art Au
= 5,45 mm3, A4p=0,0047, (4p),= 50,2 mm?, (j—;—ﬁ) =0,108 fiir
4
Ap ca 50 mm. Die fiir Milchsdure giiltigen GroBen héngen von
der GroBe des GefiaBes und dem Volumen des eingefiillten Serums
ab, wie leicht gezeigt werden kann. Es ist fiir v, =8; Koo,
Au

=0,91:(Ap),,,= 39,3 mm und <2Tp>ﬂ=0,138 fiir Ap ca. 39; fir
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vp=1,1; Kgp==1,71: (A )z = 16,1 mm und <ZI ) = (0,338 fir
4, ca. 16 by

? Eine andere Mbglichkeit zur Bestimmung der Unbekannten
bietet der Verdiinnungsversuch. Andert sich namlich beim Ver-
diinnen von »,cm?® Serum mit e cm?® NaCl-Lésung (0,9°/,) der
Druck um % mm, so ist

Nu—_"Keor .
vyt e’
(o + 1) B . Pof
do= h'KLOZ PoB -+ By
ot B+ Bo= g B

wobei p, und B, die anfinglichen Werte sind, durch die auch g,
und ¢, gegeben sind (siehe oben). Die fiir die GefdBlkonstante ge-
suchten Quotienten du/dp sind also nach den bereits entwickelten
Formeln zu berechnen. Beim Versuch soll Ay, = p nicht kleiner
als 15 mm wegen der Ablesungsfehler und nicht gréBer als 40
bis 50 mm sein, damit keine zu groBe Anderung der Konzentra-
tionen (Bic. u. H+) eintreten.

Wegen der Nebenreaktion, die z. B. ein Teil der entstehenden
Milchséure mit Serumbestandteilen eingeht, ist die ausgetrie-
bene CO, der Milchsidure nicht dquivalent. Der Quotient ¢,
der bisher nur fiir diese, aus einer Ringerldsung ausgetriebenen
CO, galt, findet jetzt ausschlieBlich auf die neugebildete, also
z. B. bei einer Atmung entstehende CO, Anwendung, die ent-
stehende Milchsdure ist in dem Quotienten ¢, die gesamte Saure
in dem Quotienten §)s enthalten, so dal} die Gleichungen bestehen:

_ Leos 2 %3+ Teop
Q02 m- t; QCOZ m- t: QM—.mt’ QS— mt )
wobei m mg Gewebe (Trockengewicht), t Stunden, = die ent-
wickelte Menge mm3 Sauerstoff, Kohlensiure oder Milchsidure
bedeuten.

Beim Verfolgender Glykolyseim Blut durch Feststellung
der Zuckerabnahme verfuhren Rona und Wilenko1) so, daB sie
dem steril entnommenen, mit sterilen Glasperlen defibrinierten
Blut zunédchst, um gréBere Ausschlige im Zuckerumsatz zu er-
zielen, eine bestimmte Menge Traubenzucker zusetzten. Hohe

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 62, S.1. 1914.
14*
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Zuckerkonzentration bewirkt zunichst, bis zu etwa 0,5%, eine
Zunahme der absoluten Menge an zerstortem Zucker. Bei noch
héherer (schon bei ca. 19/,) ist die Glykolyse stark gehemmt. Die
H'-Konzentration des Blutes wurde durch Zugabe von Essig-
siure oder von primidrem Natriumphosphat erhoht (Hamolyse
darf nicht eintreten); Kontrollproben wurden mit einer ent-
sprechenden Menge Natriumacetat bzw. mit einem Gemisch von
primérem und sekundidrem Natriumphosphat versetzt. Bei einer
H-Tonenkonzentration von etwa 4—6-10—7 war die Glykolyse
bereits aufgehoben, bei einer von 2—3-10—7 ist sie gegen die Norm
deutlich herabgesetzt. Bei der H-Ionenkonzentration des Blutes
geht die Glykolyse anscheinend am besten vor sich. — Von Zeit
zu Zeit wurden Proben, die bei 370 gehalten wurden, zur Zucker-
bestimmung entnommen: Die Zuckerbestimmung erfolgte nach
Enteiweifiung des Blutes mit kolloidalem Eisenhydroxyd nach
Rona und Michaelis mit der Bertrandschen Methode. Vorteil-
hafter ist jedoch die Anwendung der Methode von Hagedorn-
Jensen.

Eiweillspaltende Fermente.

Pepsin.

Pepsin spaltet alle genuinen Eiweillkérper bei saurer Reaktion
bis zu Albumosen und Peptonen. Protamine, Polypeptide werden
nicht angegriffen?).

Darstellungsmethoden.

Darstellung nach Pekelharing?). Die Fundusmucosa
von 10 Schweinemégen wird zerhackt und mit 61 5 proz. Salz-

1) Uber die Systematik der proteolytischen Fermente vgl. Oppenheimer,
Die Fermente, S. 808. Nach neueren Untersuchungen (Waldschmidt-
Leitz: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 149, 8.211.1925) sind folgende Typen
proteolytischer Enzyme zu unterscheiden: Zur ersten Gruppe, den Pepti-
dasen, gehort das Erepsin, dessen spezifische Substrate einfache Peptide
z. B. Di- oder Tripeptide sind; eine zweite Gruppe umfaBt die Enzyme
vom Typus des nichtaktivierten Trypsins, dessen Wirkung bis jetzt auf
Pepton (ex albumine, Merck), auf Clupein, auf Thymushiston nach-
gewiesen worden ist; zu der dritten Gruppe gehort das aktivierte Trypsin,
also das System Trypsin + Enterokinase, zu der vierten Gruppe das Pepsin,
das auch das gegen Trypsin resistente Serumalbumin und Eieralbumin
schnell abbaut. Nur Mucin wird leichter von Tryptasen als von Pepsin gelost;
das liegt wohl an seiner stark sauren Natur resp.der festen Salzbindung
an die Chondroitingruppe, die bei schwach alkalischer Reaktion leichter
zerfallt. (Vgl. Oppenheimer: Die Fermente, 8. 839.)

2) Pekelharing, C. A.: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 22, S.233.
1896/97 und Bd. 35, S. 8. 1902.
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siure 5 Tage lang bei 37° digeriert. Dann wird zur Herstellung
eines geeigneten Filters in einen auf eine Saugflasche aufge-
setzten Trichter eine etwa 1 cm dicke, konisch abgeschliffene,
von zahlreichen Offnungen perforierte Ebonitplatte gelegt. Die-
selbe wird mit feuchtem Filtrierpapier bedeckt, und dann
wird unter Saugen ein diinner Brei von in Wasser fein zer-
riebenem Filtrierpapier daraufgegossen. Durch die so erhaltene,
2—3 em dicke, feste Schicht wird die zu filtrierende Fliissigkeit
durchgesogen. Die auf diese Weise véllig geklirte Verdauungs-
fliissigkeit wird dann 15—20 Std. gegen stromendes Leitungs-
wasser dialysiert. Dabei entsteht ein Niederschlag, der abzentri-
fugiert und in 0,2 proz. HCI gelost wird (am besten digeriert
man etwa 1 Std. bei 37° mit der Sdure). Die filtrierte klare
Losung wird gegen destilliertes Wasser wieder 15—20 Std. dialy-
siert. Der dabei entstehende Niederschlag wird abfiltriert, wieder
in 0,2 proz. HCI geldst, filtriert und wieder dialysiert. Der er-
neut entstandene Niederschlag wird wieder abfiltriert, mit wenig
destilliertem Wasser gewaschen, zwischen Filtrierpapier ausge-
preB3t, vom Filter genommen und iiber Schwefelsiure getrocknet.

Aus dem ersten Filtrat der mit Salzséure digerierten Mucosa
kann man noch einen groflen Teil des darin gelésten Fermentes
gewinnen, indem man die Flissigkeit mit basischem Bleiacetat
und Ammoniak behandelt. Der voluminése Niederschlag wird
filtriert, der Niederschlag vom Filter genommen, mit einer gesit-
tigten Oxalsdurelosung versetzt und vom Bleioxalat abfiltriert.

Die vom Bleioxalat abfiltrierte, dialysierte, und vom ausge-
schiedenen Pepsin befreite Losung enthélt noch viel Pepsin. Um
aus ihr das Ferment zu gewinnen, wird die Losung mit Ammon-
sulfat gesittigt, wobei ein klebriger, flockiger Niederschlag ent-
steht. Der feuchte Niederschlag wird 24—36 Std. gegen str-
mendes Leitungswasser, dann gegen 0,2proz. HCI dialysiert, der
im Dialysator gebildete Niederschlag abzentrifugiert, der Nieder-
schlag bei 37° in 0,2proz. Salzséure gelost und wie oben be-
schrieben behandelt.

Darstellung nach Hammarsten!). Hammarsten ver-
wandte zur Pepsindarstellung die Schleimhaut von Schwein, Kuh,
Pferd oder Hund; der Pylorusteil wurde immer abgetrennt und
nur der iibrige Teil der Magenschleimhaut, speziell vom Schweine-
magen nur die enzymreichere, dunkler gefirbte Mittelpartie
benutzt. Die Schleimhaut wird abgetrennt und in der Fleisch-

1) Hammarsten: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 108, S.243. 1919,
vgl. auch Z. physiol. Chem. Bd. 94, 291, 1915.
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miihle gemahlen. Beim Rinder- und Kalbsmagen wird die Driisen-
schicht mit einem Uhrglas abgeschabt. Die zerhackte bzw. abge-
schabte Schleimhaut wird 2—3 Tage unter mehrmaligem Um-
schiitteln in einem kalten Zimmer (8—10°) mit 0,2 proz. Salzséure
im Verhdltnis von 10 Teilen S&ure auf 1 Teil Schleimhaut be-
handelt und dann filtriert. Die Pferdemagenausziige waren immer
stark gefarbt. Das Filtrat mufl klar sein, was man durch wieder-
holtes Filtrieren erreicht. Dann wird das Filtrat bei gewthn-
licher Zimmertemperatur mit NaCl halbgesattigt, wodurch das
Enzym als hyaline Masse an die Oberfliche steigt. Die untere
Fliissigkeit wird abgehoben und die ausgefillte Masse zwischen
Filtrierpapier stark ausgeprel3t, zerschnitten und in der Kélte oder
bei Zimmertemperatur in 0,2 proz. Salzséure gelost, wozu lingere
Zeit notig ist; man nimmt auf 1 1 Auszug 150—200 cm?® der
0,2proz. Sdure. Die klar filtrierte Losung wird nochmals mit ge-
sattigter NaCl-Losung geféllt, in 0,2 proz. HCI gelost. Man dialysiert
gegen destilliertes Wasser, wobei eine gequollene Masse ausfallt,
und trocknet im Exsiccator (oder durch kurzdauernde Alkohol-
Atherbehandlung, was indessen weniger empfehlenswert ist).

Bei neugeborenen Kilbern oder jungen Saugkélbern ist folgen-
des Verfahren von Hammarsten recht brauchbar. Den Auszug
(wie oben bereitet) neutralisiert man mit !/, (zur Abséttigung der
grofiten Menge Saure) und dann mit !/,,-n-Lauge; die hierbei
auftretende Fallung wird nach 12—18 Std. abzentrifugiert, die
mit Wasser abgespiilte Fallung wird in 0,2 proz. HCl gelést und
mit dem gleichen Volumen geséttigter NaCl-Losung geféllt, dann
weiter wie oben behandelt. Das Filtrat von der Neutralisations-
fallung enthélt noch viel Enzym, das sich bei der Dialyse des Fil-
trates gegen Wasser zum grofen Teil mit der Eiweilifdllung aus-
scheidet. Diese durch Dialyse erhaltene, abzentrifugierte Féllung
wird ganz so wie die Neutralisationsfallung behandelt.

Aus Magensaft kann man nach Pekelharing das Ferment
gewinnen, indem man den filtrierten Magensaft etwa 40 Std. bei
einer nicht weit iiber 0° gelegenen Temperatur gegen destilliertes
Wasser dialysiert. Die triibe Fliissigkeit wird zentrifugiert, der
Bodensatz mit einem geringen Quantum der Fliissigkeit (der
groBere Teil wird abgegossen) auf ein kleines Filter gebracht, mit
wenig destilliertem Wasser gewaschen, vom Filter abgehoben
und im Exsiccator getrocknet. Um aus dem Filtrat weitere Mengen
zu erhalten, sittigt man dasselbe halb mit Ammonsulfat, befreit den
entstandenen Niederschlag durch Dialyse vom Salz, 16st ihn bei
370 in moglichst wenig 0,2 proz. HCl, dialysiert wieder, filtriert
den entstandenen Niederschlag und trocknet wie oben ausgefiihrt.
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Nachweis und Bestimmung.

Der Nachweis des Pepsins beruht auf der Fahigkeit des Fer-
ments, bei stark saurer Reaktion geronnenes Eiweill zu l6sen.
Man benutzt eine so stark salzsaure Reaktion (0,1—O0,2 proz.),
daB andere Fermente unwirksam werden. Als Eiweilsubstrat
nimmt man entweder hartgesottenes Hiihnereiweill oder ge-
kochtes Fibrin oder Elastin aus dem Nackenband (Ligamen-
tum nuchae) des Rindes, das man nach Abderhalden und
Strauch?) wie folgt darstellt. Die in 0,5 cm breite Streifen ge-
schnittenen Bander werden einen Tag mit 1 prozentiger KOH
digeriert, mit Wasser ausgekocht, 3 Tage in 1prozentige Essig-
sdure gelegt, nach nochmaligem Aufkochen einen Tag einer 5 pro-
zentigen HCI bei Zimmertemperatur ausgesetzt. Nach griindlicher
Wiasserung wird dann im Soxhlet mit Alkoholdther extra-
hiert?). — Nach einigen Stunden ist das betreffende Eiwei} (z. B.
Fibrin) in der salzsauren, das Pepsin enthaltenden Lésung ver-
daut. Selbstverstindlich kommt einer solchen Priifung nur die
Bedeutung einer ersten Orientierung zu. Als Kontrolle dient
immer eine unter gleichen Bedingungen, nur ohne Zusatz der
Pepsinlosung angesetzte Probe.

Es existiert eine grole Zahl von Methoden, die heute nur
noch historisches Interesse verdienen. Ein solche ist z. B. die
Methode von Mett, der eine HithnereiweiBlgsung in Capillaren
aufsog, sie durch Kochen koagulierte und aus der Lénge der ver-
dauten EiweiBlsdule auf die Fermentmenge schlo8.

Methode nach Gritzner3). Die Methode beruht darauf,
daB Fibrin, welches mit Farblosungen (Carmin, Spritblau) getrankt
ist, diese Farben bei der angewandten Siurekonzentration nicht
abgibt, dal aber der Farbstoff bei der Verdauung des Fibrins in L6-
sung geht. Mittels Vergleichsfarblésungen wird auf die Stérke der
Fermentlosung geschlossen. Sorgféltig ausgewaschenes, in Glycerin
aufbewahrtes Fibrin wird in einer 0,25—0,50 proz. ammoniaka-
lischen Carminlésung bis zur dunkelroten Farbe gefirbt. Bei den
Versuchen wird dieses Carminfibrin durch Auswaschen vom Gly-
cerin befreit, mit der 5—6fachen Menge 0,1proz. HCI iibergossen,

1) Zeitschr. . physiolog. Chem. Bd. 71, 8. 320. 1911.

2) Vgl. auch Abderhalden u. Wachsmuth: Zeitschr. f. physiolog.
Chem. Bd. 71, S.339. 1911.

3) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. Bd. 8, S.452. 1874 und Bd. 144,
S. 545. 1912. Waldschmidt, W.: Pfliigers Arch. {. d. ges. Physiol. Bd.
143, S.189. 1911,
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und nochmals mit der Schere zerkleinert. Eine kleine Portion
von diesen Flockchen wird in Reagensglisern mit 0,1 proz. HCL
und mit der zu priifenden Pepsinlésung iibergossen. Eine Kon-
trolle mit Sdure allein muBl jedesmal angestellt werden; das
Fibrin muf3 gleichméfig verrieben sein und jede Probe dieselbe
Fibrinmenge enthalten?). Smorodinzew und Adowa?) be-
nutzen zum Férben fiir einen Gewichtsteil des gut gewaschenen
und ausgepreBten Fibrins vier Gewichtsteile der 5 promill. Gly-
cerinlésung von Diphenylrosanilin (Ceresblau III, Spritblau-Bliu-
lich, Bayer & Co.).

Methode nach Volhardund Léhlein3). Die Methode beruht
darauf, daf} reines, unverdndertes Casein in Salzsédure (0,1proz.)
gelost durch Natriumsulfat vollstindig gefillt wird. Bei fort-
schreitender Peptonisierung der Caseinlésung nimmt die Acidi-
tdt des Filtrates zu, wenn man die Verdauung der Caseinlgsung
durch Aussalzen unterbricht und filtriert. Die durch das Na-
triumsulfat nicht mehr féllbaren salzsauren Peptone passieren
das Filter und verursachen die Aciditdtszunahme.

Ausfithrung: 100 g Casein werden in 1 1 aq. dest. unter
Schiitteln eingeweicht, sodann 80 cm? n-NaOH zugefiigt und mit
aq. dest. auf 2000 cm3 aufgefiillt; man wiarmt langsam an bis zur
vollkommenen Lésung und erhitzt dann rasch auf 85—90°, um
eventuelle Spuren proteolytischer Enzyme unwirksam zu machen;
nach dem Abkiihlen setzt man einige Tropfen Toluol zu. Diese
Caseinlésung ist lange haltbar. Als Digestionsgefafl dienen lang-
halsige Flaschen, welche mit Marken von 300 und 400 cm3 ver-
sehen sind. Man mifit aus einer Biirette genau 11 cm?® n-HCl in
die Flasche, filllt mit aq. dest. auf etwa 150 ccm auf und gibt
dann unter Schiitteln 100 cm? der beschriebenen Na-Caseinlésung
am besten aus einer durch T -Rohr mit der Vorratsflasche ver-
bundenen, umgekehrt eingespannten 100 cm? Pipette zu. Dann
wird eine beliebige, aber genau zu bestimmende Menge des zu
untersuchenden Magensaftes (oder einer anderen pepsinhaltigen
Lésung) zugefiigt, am besten, nachdem die Mischung schon vor-
her im Wasserbad von 40° erwidrmt wurde, und mit Wasser auf
300 aufgefiillt. Die Mischung wird beliebige, aber genau zu be-

1) Vgl. Hammarsten: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 74, S.142.
(152) 1911.

2) Smorodinzew und Adowa: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 149,
S. 173. 1925.

3) Miinch. med. Wochenschr. 1903, Nr. 49; S. 2129; Hofmeisters Ber.
Bd. 7, S. 120. 1906.
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stimmende Zeit, z. B. 1 Std. lang, im Wasserbad von 40° ge-
halten, dann wird mit 100 cm? 20 proz. Natriumsulfatlosung auf
400 aufgefiillt. Diese Losung unterbricht die Pepsinwirkung sofort
und fallt das bis dahin unverdndert gebliebene Casein in Flocken
aus, wihrend die entstandenen salzsauren Peptone bei der nun
folgenden Filtration ins Filtrat gehen. Die Aciditit von 100
oder 200 cm?® des Filtrats wird durch Titration mit */,,-n-NaOH
bestimmt. Von der Gesamtaciditdt des Filtrats wird die ein fir
allemal bestimmte, auf ihre Konstanz von Zeit zu Zeit zu priifende
Aciditat der Stammlésung subtrahiert; von der Restsumme ist
der Saurewert des zugesetzten Magensaftes noch abzuziehen. Als
Indicator dient Phenolphthalein.

Methode nach Fuld und Levison'). Edestan, das sich aus
Edestin bei der Einwirkung verdiinnter Séuren bildet, wird durch
die Wirkung des Pepsins vollstdndig in Albumosen iibergefiihrt,
die durch Kochsalz nicht mehr ausgeféllt werden, wiahrend das
nicht verdaute Edestan ausfallt.

Erforderliche Lésungen:

1. lpromillige Edestinlésung (0,1 g Edestin [Merck] wird in
100 ecm?® 0,03-n-HCl unter Kochen aufgelost, wobei sich reines
Edestin glatt 16sen soll).

2. Kochsalz in Substanz.

Ausfithrung: Die Fermentlosung des entsprechend (z. B.
20fach) verdiinnten Magensaftes wird in eine Reihe trockener
Reagensglaser mittels einer in Hundertstel em3 geteilten 1-cm3-
Pipette in fallenden Mengen eingefiillt. Rasch arbeitend bringt
man in diese Glaser nun die gewidhlte Menge Edestinlésung, z. B.
2 cm3. Man laBt die Proben 30 Min. bei Zimmertemperatur, trigt
festes Kochsalz in die Proben ein, schiittelt einmal um und sieht
zu, ob eine Triibung auftritt oder nicht.

Zur Berechnung der Pepsinwerte nimmt man die Anzahl cm3
Pepsinlosung, die eben noch ausreichte, 2 cm? Edestinlésung inner-
halb einer halben Stunde zu verdauen, und berechnet, wieviel cm?
der Edestinlgsung von 1,0 em? der Fermentlosung innerhalb einer
halben Stunde verdaut werden. Wenn also von der 20fachen
Verdiinnung der Fermentlosung 0,25 cm3 eben ausreichen, um
2 cm?® Edestinlosung zu verdauen, so ist die gesuchte Zahl 160.

Man bezeichnet demnach die Fermentlosung als 160fach.

1) E. Fuld und L. A, Levison: Biochem. Zeitschr. Bd. 6, S. 473.
1907.
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Modifikation nach Egel).

Ege bestimmt nicht die Fermentkonzentration, bei der die
Losung nach dem Salzzusatz noch klar bleibt, sondern er be-
stimmt einen bestimmten Tritbungsgrad nach Salzzusatz. Je
mehr Salzlosung zugesetzt werden mufB, bevor der bestimmte
Fallungsgrad eintritt, um so kréftiger war die Pepsinverdauung
und um so gréBer die Pepsinkonzentration.

Erforderliche Loésungen:

1. Edestinlosung: 8,00 g Edestin werden in etwa 1,51 H,0 auf-
geschiittelt; 300 g Weinsdure werden in etwa 2 1 Wasser gelost und
die Losung bis zum Kochen erwirmt. Man giefit die warme Wein-
siureldsung in die Edestinaufschlimmung, wodurch sich das
Edestin momentan 18st; darauf werden 40 cm® einer 1 proz.
Sublimatlésung (dieses hemmt die Pepsinwirkung nicht, da es
vom Edestin gebunden wird) zugesetzt. Es wird abgekiihlt und
bis zu 41 verdiinnt, danach filtriert.

2. 20 proz. NaCl-Losung.

3. Ammonsulfatlésung (70 g 4+ 100 cm?® Wasser).

4. Gummiarabicumlésung (0,5 g Gummi, 0,01 g Sublimat auf
100 cm?® Wasser).

Ausfithrung: Zu 10 cm?® der Edestinlésung werden je 0,1 bis
1,0 cm? der zu untersuchenden Fliissigkeit gegeben. Man arbeitet
immer mit 11 em?® Lésung, wird weniger als 1 cm® der Ferment-
lésung zugegeben, so wird mit Wasser auf 11 em3 aufgefiillt. Die
Verdauung findet in Reagensglisern — 21 mm Durchmesser —
bei 400 im Wasserthermostaten statt; nach Ablauf der Verdauungs-
periode, in der Regel nach einer halben Stunde, wird das Reagens-
glas etwa 5 Min. in kochendes Wasser gebracht, und dann ab-
gekiihlt.

Der p, der Losung betragt 1,5—1,6.

Man setzt 1 cm?® der Gummiarabicumlosung als Schutzkolloid
zu und titriert. Die Titration wird immer im Lauf derselben Zeit
(3 Min.) durchgefiihrt. Man beginnt die Titration mit der NaCl-
Losung, und wenn sie auch nach Zusatz 3,0 cm3 NaCl nicht been-
digt oder beinahe beendigt ist, setzt man sie mit (NH,),SO, fort.
ZweckmiBig ist es, zur Ablesung einen Lichtkasten mit gleich-
méfBiger Lichtquelle zu benutzen. Als Endpunkt der Titration
gilt der Fillungsgrad, der das Lesen einer hinter dem Glase ange-
brachten Schrift eben verhindert.

Zum Vergleich wird durch verschiedene Verdiinnungen eines

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 127, S.125. 1923.
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konstanten und moglichst reinen Pepsins (Armourpepsin) eine
Untersuchungsreihe hergestellt.

Beispiel: Reihe fiir eine 0,2 proz. Edestinlésung, /,stiindiger
Verdauungsversuch bei 40°.

. l (NH,), SO
Pepsin in y =10-3mg . 20 ¢/, NaCl } 4/2 Ot
Armourpepsin ‘ cm? ‘ g+ lgglgm Hz0
|
0 1,50 —_—
50 1,70 —
100 | 2,28 ; —
200 4,30 | —
200 3,00 | 0,40
200 — ‘ 1,15
400 — i 1,90
500 -— 2,25
600 — 2,55
700 —— 3,20
800 — ‘ 3,50
900 — ! 3,70
1000 — | 4,40
1400 — 7,40
1800 — 10,00

Methode nach Jakoby!). Die Fahigkeit des Pepsins, eine
triitbe Ricinlosung aufzuhellen, wird benutzt.

Erforderliche Lésungen: 1. 1 g Ricin (Vereinigte Che-
mische Werke Charlottenburg oder Merck) werden in 100 cm?
1,5 proz. Kochsalzlssung aufgeschwemmt.

2. 1/,on-HCL

3. Gekochter Magensaft.

4. Verdinnter Magensaft (1 cm?® Saft wird mit 100 cm? Aq.
dest. verdiinnt), oder sonstige pepsinhaltige Losung.

Ausfithrung: In eine Reihe z. B. 5 mit fortlaufenden Zahlen
versehene Reagensgléser fiillt man mit einer graduierten Pipette
je 2 cm? der Ricinlésung. Dann setzt man mit einer anderen Pi-
pette zu jedem Glas 0,5 cm3 1/,,-n-HCl hinzu, worauf sich simt-
liche Portionen stark triiben. Nun fiillt man in das erste Glischen
1 cm3? der aufgekochten Fermentlosung, in das zweite 0,9, in das
dritte 0,8, in das vierte 0,5 und in das fiinfte 0 cm3. Dann bringt
man von der Fermentlosung in Glidschen 1:0 cm?3, in 2:0,1 cm3,
in 3: 0,2cm3, in 4: 0,5 cm? und in 5:1,0 cm?3, so daf in jedem
Reagensglas insgesamt 3,5 cm?® Fliissigkeit enthalten sind. Hierauf
werden die Glaser zugekorkt und 3 Stunden in den Brutschrank

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 1, S. 53. 1906.
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gestellt. Ks wird festgestellt, bei welcher Verdiinnung das Ge-
misch eine vollkommen klare Loésung darstellt.

Methode nach L. Michaelis und Rothstein?). Zum
Nachweis der Fermentwirkung wird die Aufhellung eines durch
Sulfosalicylsdure getriibten Serums benutzt. Infolge der groBen
Stérke dieser Saure erhdlt man leicht die zur Pepsinwirkung opti-
male Wasserstoffionenkonzentration. In einem Reihenversuch
wird diejenige Verdiinnung der zu untersuchenden Pepsinlésung
aufgesucht, bei der die Aufhellung mit einer Kontrollferment-
losung iibereinstimmt.

Erforderliche Lésungen: 1.Sulfosalicylsdure-Eiweilllosung.
Menschliches Blutserum mit Wasser 12fach verdiinnt oder Ham-
melserum 15fach verdiinnt wird mit 10proz. Sulfosalicylsiure-
lésung unter Umriihren versetzt, bis Kongopapier eben violett
gefirbt wird; eine eben deutliche Violettfarbung entspricht etwa
Pr=2,0 bis 1,8, dem Optimum der Pepsinverdauung. Die Eiweil3-
l6sung ist dann dick milchig getriibt, ohne Flocken. Die Menge
der Sulfosalicylsiure betrigt 2/,—3/, der Menge des jeweils an-
gewandten unverdiinnten Serums.

2. 10 proz. NaCl-Losung.

Ausfithrung: Ineine Reihe von Reagensglidsern werden je 1 em3
der Fermentlosung in verschiedenen Verdiinnungen mit je 5cm3
der Sulfosalicylsdure- EiweiBmischung gebracht, ebenso wird 1 ¢cm3
der Kontrollfermentlosung mit 5 cm3 der EiweiBmischung ver-
mischt. Die Glaschen werden dann in ein Wasserbad von 38—40°
gestellt und die Aufhellung beobachtet. Wie bei der Labbestim-
mung (siehe diese), werden in einem Vorversuche erst grébere
Abstufungen der Fermentverdiinnung hergestellt, dann werden
feinere Abstufungen gewdhlt. Die feinere Reihe wird so an-
gesetzt, dafl von derjenigen Fermentmischung, welche sich im
Vorversuch als eben noch zu stark erwiesen hatte, in eine Reihe
von (laschen 1,0; 0,8; 0,64; 0,52 cm? eingefiillt, mit Wasser auf
1,0 cm?® aufgefiillt und dazu je 5 cm?® der Eiweilosung gegeben
werden. Die Aufhellung ist in der Regel nach 10 Min. soweit fort-
geschritten, daf Unterschiede in der Aufhellung deutlich werden.
Diejenige Verdiinnung, die der Kontrolle parallel geht, ist defi-
nitionsgemal3 gleich einer Pepsineinheit.

Herstellung der Pepsinkontrolle. Ein gutes festes Pep-
sinpriaparat wird mit der 10fachen Menge 10proz. NaCl-Losung

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 105, S. 60. 1920. Vgl. auch Dtsch. med.
Wochenschr. 1918, S.685. — Vgl. auch Hollstein: Cremers Beitr. Bd.2, S.11.
1922. — Vgl. auch Gyemant, A.: Biochem. Zeitschr. Bd.105, S.155. 1920.
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versetzt, etwa eine Woche bei Zimmertemperatur aufbewahrt,
filtriert, mit der gleichen Menge Glycerin versetzt und im Eis-
schrank aufbewahrt. Eine solche Losung ist unbegrenzt haltbar.
Von dieser Standardfermentlosung wird eine Verdiinnung zum Ver-
such hergestellt, so daf 0,25 cm® in 25 cm? destilliertem Wasser
(nicht aufgekochtes oder Leitfahigkeitswasser) gelost werden. Die
Abmessung dieser 0,25 cm® mull besonders sorgféltig geschehen
(Pipette 1 ecm? in 1/,y, geteilt, auf Ausblasen geeicht, auBen ab-
tupfen, mehrmals Aufsaugen und Ausblasen). Diese 100fache
Verdiinnung ist die Vergleichslosung; sie mull taglich frisch be-
reitet werden.

Methode nach Glassner?). Globin, das aus Rinderblut
dargestellt wird, wird aus salzsaurer Losung durch Ammoniak
gefillt. Nach Verdauung des Globins bleibt die NH;- Féllung aus.

Globinlosung?). 100 cm?® einer Hamoglobinlésung, die so
gewonnen wird, dall geschlagenes Rinderblut vom Serum be-
freit, mit phys. Kochsalzlosung 3—5 mal gewaschen und die Blut-
kérperchenaufschwemmung so lange mit destilliertem Wasser ver-
setzt wird, bis die Losung lackfarben ist. Dann wird mit 200 cm?
(96°/,) Eisessig versetzt, die Fliissigkeit in 21 destilliertes Wasser
eingetragen, die tiefbraune Losung in der Schiittelmaschine mit
stark aktiver Tierkohle 1 Std. lang geschiittelt und auf einer
Nutsche durch Papierwolle abgesaugt; nach 2—3maliger Wieder-
holung dieser Behandlung mit Tierkohle erhilt man eine nur
schwach gefirbte Losung, aus der durch Ammoniakzusatz das
Globin fast vollig weil} ausfillt. Das Globin wird auf dem Filter
mit wenig H,0 gewaschen und in 600 cm? 1/,,-n-HCl gelost.
Diese Losung kann durch Kochen sterilisiert werden und ist
monatelang haltbar.

Ausfithrung (fir die Bestimmung des Pepsins im Magen-
saft): Man gibt in ein Reagensglas 2 cm? filtrierten Magen-
saft, in 9 weitere je 1 cm3 !/,,-n-HCL. In das zweite Glas
kommt 1 em3 unverdinnter Magensaft, man mischt, ibertrigt
1 cm3® des Gemisches in Glas 3, mischt davon 1 em?3 in das
Glas 4 usw.; bei der Probe 10 giet man nach dem Mischen
1 cm3 weg. So erhilt man die geometrischen Reihen von 1/1,
1/2,1/4,1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512. In jedes Réhr-
chen wird 1 cm?® Globinlésung eingefiillt und nach gutem Mischen
werden die Glidser 15 Min. in ein Wasserbad von 40° eingesetzt.

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 127, S. 312. 1922,
2) Vgl. Straull u. Griitzner: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 112,
S.167. 1921.
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Nach Zusatz von 3—b5 Tropfen einer 10proz. Ammoniumchlorid-
I6sung wird das Globin mit je 1—2 cm? 1proz. Ammoniaks ge-
fallt. Es entsteht ein feinflockiger Niederschlag in den Réhrchen,
die noch Globin in unverdautem Zustand enthalten. Kontrollen
werden mit gekochtem Magensaft angestellt. Zur feineren Be-
stimmung wird auch hier eine Zwischenserie eingeschoben.

Methode von GroB?!). Aus einer sauren Caseinlosung wird
durch Zusatz von essigsaurem Natrium das Casein geféllt; die
Abbauprodukte des Caseins bleiben in Lésung.

Erforderliche Lésungen: 1. 1 promillige saure Caseinlésung.
1,0 g Caseinum puriss. nach Hammarsten wird mit 16 cm3
einer 25proz. Salzsiure (spez. Gew. 1,124) in 1 1 MeBkolben auf
dem Wasserbad gelost und mit destilliertem Wasser auf 1 1 auf-
gefiillt.

2. Eine 20proz. Losung von essigsaurem Natrium.

Ausfithrung: Eine Reihe von Reagensglisern wird mit ab-
steigenden Mengen des vorher filtrierten Mageninhaltes oder Pepsin-
I6sung beschickt, wobei die nétigen Verdiinnungen mit destillier tem
Wasser hergestellt werden kénnen. Dann werden zu jedem Glaschen
10cm?® der Caseinlosung (zweckméBig vorher auf 39-40° anwérmen)
zugegeben und die ganze Reihe wird auf 15 Min. in ein Wasserbad
von 38—40° gesetzt und dann das unverdaut gebliebene Casein
durch einige Tropfen konzentrierter Na-Acetatlosung ausgefillt.
Man bestimmt die geringste Menge an Magensaft, die in 15 Min.
alles Casein verdaut hat.

Berechnung: Als Pepsineinheit gilt diejenige Menge Magen-
saft, die noch imstande ist, 10 cm3 Caseinlésung in 15 Min. so zu
verdauen, daf auf Zusatz der Natriumacetatlosung keine Triibung
mehr auftritt und berechnet hieraus die Zahl der Einheiten fiir
1 cm® Magensaft. Fand man z. B., da 0,025 cm3 Magensaft
10 em3 Casein noch véllig verdauten, so enthilt der Magensaft

1 c oy .
0,025 = 40 Einheiten.

Methode nach Sérensen?). Auch die Methode, deren sich
Sorensen bei seinen Arbeiten iiber das p,-Optimum des Pep-
sins bediente, beruht auf der Ausfillung des unverdndert ge-
bliebenen Eiweiles. Er benutzte Acidalbumin als Substrat und
fillte mit einer Gerbsdure- oder Stannochloridlésung; im Filtrat
wurde dann der Stickstoff bestimmdt.

1) Berlin. klin. Wochenschr. 1908, Nr. 13, S. 643.
2) Biochem. Zeitschr. Bd. 21, S.288. 1909.
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Erforderliche Ldsungen: 1. Acidalbuminlésung, 1,25 proz.
1600 cm?® einer neutralen, etwa 4proz. Losung von genuinem
HiihnereiweiB werden mit 2640 cm?® Wasser und 800 em?® n-HCl
versetzt und die Mischung 22 Std. bei 37° gehalten. Dann
werden 30 em3 5 n-Salzsdure und 4 Std. spiter noch 50 cm3
5 n-HCl hinzugefiigt, wonach die Mischung noch 23 Std. bei
37° aufbewahrt wird.

2. Pepsinlésung z. B. 4 g Pepsin in 500 cm? 0,01 n-HClI (von
Soérensen wurde Pepsin ,,Langebek® benutzt).

3. n-Natriumacetat.

4. 0,1-n-NaOH.

5. 15 proz. Gerbsdurelésung oder nach Hedin?) 100 g Gerb-
séure, 50 g NaCl, 50 g Natriumacetat, 50 cm? Eisessig auf 11 H,0.

Oder 6. eine  Stannochloridlésung?). 50 g Zinn werden in
rauchender HCl gelost unter Zugabe von 1 Tropfen gelosten
Platinchlorids. Das Ganze wird bis zu 130 em® eingedampft,
auf 11 Wasser verdinnt und filtriert.

Ausfithrung: Fir jeden Versuch wurden 360 cm® Acid-
albuminlésung, 50 cm® Pepsinlgsung und 40 cm? einer passenden
Mischung von n-NaOH (zur Herstellung der verschiedenen
H-Tonenkonzentrationen) vermischt. Die Pepsinlésung wird nach
Vorwirmen der Versuchsfliissigkeit, die im Wasserbad von 37
bis 37,10 stand, zugegeben. Zu bestimmten Zeiten und nach un-
mittelbar vorhergehendem Umschiitteln werden Proben von je
30 cm® entnommen, die in eisgekiihlte 100 cm?3-Kolben einge-
gossen werden. Je nachdem mit Gerbsdure oder mit Zinnchloriir
gefillt werden soll, werden diese Kolben vorher mit 40 cm?® bzw.
mit 30 cm3 einer wisserigen Natriumacetatlosung von der Menge
NaOH, die zu der Neutralisation der in 30 em? Versuchsfliissig-
keit enthaltenen Menge Salzsidure erforderlich ist, beschickt. Die
Kolben fiir die Stannochloridproben enthalten auBerdem noch
CaCl, (15 cem einer 10 proz. CaCly-Losung). Spétestens 1 Std. nach
der Entnahme werden die Proben durch Zugabe von 20 cm?® Gerb-
siurelosung bzw. 30 cm3 Stannochloridlgsung unter gutem Schiit-
teln gefédllt. Nach eintidgigem Stehen wurden die Mefkolben
dann mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt und nach gutem und
wiederholtem Schiitteln noch einen weiteren Tag aufbewahrt,
dann wurde filtriert und in einem aliquoten Teil, gewShnlich in
50 cm3, der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. Nach Hedin
(l. c.) ist die Gerbsdurefillung der mit SnCl, vorzuziehen.

1) Hedinu. Masay: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd.100, S. 263. 1917.
2) Schjerning, H.: Zeitschr. {. analyt. Chem. Bd. 37, S.416. 1898.
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Methode nach Rona und Kleinmann?!). Prinzip: Der
Grad der Triibung eines Serum - Sulfosalicylsiuregemisches wird
vor und nach der Einwirkung der Fermentlosung auf das Serum
nephelometrisch bestimmt. Es besteht genaue Proportionalitit
zwischen Triitbung und Konzentration.

Erforderliche Lésungen: 1. Blutserum (Mensch) verdiinnt
mit 0,9proz. NaCl-Losung im Verhéltnis 1: 25.

2. HCI-Loésung von spez. Gew. 1,126 (25 proz.).

3. Natriumsulfosalicylicum in 20 proz. Lésung.

4. Fermentlosung; Pepsin Griibler oder D. A. B., wird mit
physiologischer Kochsalzlosung verdiinnt. Die Losung muf} klar
und farblos sein. Die notwendige Verdiinnung ist bei jedem
Pepsinpréparat erst durch einen Vorversuch zu ermitteln. (Z. B.
wurden 2 cm3 der Losung 1:500 bei einem Endvolumen von
67 cm® angewendet ; die Endverdiinnung war demnach 1 :17000.)

Ausfithrung: 20 em?® der Serumverdiinnung 1: 25 werden in
einen 150 cm? fassenden Erlenmeyerkolben einpipettiert. Hierzu
werden z. B. 7,5 cm® n-HCI gegeben. Die Menge HCI richtet sich
nach der gewiinschten Aciditdt. Die Mischung wird mit physio-
logischer Kochsalzlosung auf 75 cm3 aufgefiillt. In gleicher Weise
wird ein zweiter Versuch angesetzt. Beide FErlenmeyerkolben
kommen nun in ein Temperierbad mit mechanischer Riihrvorrich-
tung. Das Bad ist vorher auf 400 eingestellt. AuBler den Ver-
suchskolbchen kommen in das Temperierbad in Reagensglischen
zwei Fermentverdiinnungen von der Konzentration a und b, deren
Wirkung untersucht werden soll (oder zwei Fermentlosungen der-
selben Konzentration aber unter verschiedenen Bedingungen).
Wiahrend Substratlosung und Fermentlésung im Wasserbade vor-
wirmen, werden soviel Bechergliaser hergerichtet, wie Messungs-
punkte festgelegt werden sollen. Bei der meist tiblichen Zahl
von 7 Messungen miissen also bei Arbeiten mit 2 parallelen
Messungen fiir den gewdhlten Vergleich zweier Fermentkonzen-
trationen 28 Becherglédschen von je etwa 75 cm?® vorbereitet werden,
indem man sie aufs sorgfilltigste reinigt, mit destilliertem Wasser
spult und im Heizschrank trocknet. Nach Benutzung mit Ei-
weillosungen miissen sie stets mit Natronlauge zur Entfernung
der letzten Eiweillspuren ausgespiilt werden.

In die Becherglaschen werden je 5cm?® z. B. !/,,-n-NaOH
einpipettiert. = Diese Natronlauge dient dazu, um 5 cm?
der FEiweilllosung, die zur Festlegung eines Messungspunktes
im Verlauf der Spaltung dem Gemisch entnommen werden,

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 140, S.478. 1923.
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zu neutralisieren. Die Neutralisation ist notwendig, um die Fer-
mentwirkung plotzlich und vollstéindig zu unterbrechen.

Sind die Glaser vorbereitet und die Losungen im Wasserbad
temperiert, so werden mit einer in 1/,,, cm3 geteilten Pipette aus
beiden Erlenmeyerkélbchen zweimal je 5 cm® entnommen und je
4,85 cm?® von diesen in je ein Becherglas einpipettiert. Die riick-
bleibenden 0,15 cm?® werden verworfen. In die Bechergliser wer-
den 0,15 cm? destilliertes Wasser gegeben. In die zuriickbleibenden
65 cm? Eiweilllosung werden nunmehr unter Schiitteln des Kolbens
2 cm?® Fermentlésung mit sauberer Pipette eingefiillt. Der Kolben
wird hierbei geschiittelt und die Zeit des ZuflieBenlassens durch An-
stellen einer Stoppuhr markiert. In Abstéinden von 5 Min. werden
mittels genau kalibrierter Vollpipette (fir jedes Kolbchen ist wegen
der verschiedenen Fermentkonzentrationen eine besondere Pipette
zu benutzen) je 5 cm? der Eiweillésung den Kolbchen entnommen
und in die Bechergliser zu der Natronlauge gegeben. Es ist prak-
tisch, bei den Parallelkolben in Abstinden von 2 und 3 Min.
zu arbeiten. Vor jeder Entnahme wird die Ferment-Eiweildsung
mittels der Pipette gut durchgeriihrt.

Wenn man nach 7 Entnahmen, also z. B. nach 30 Min., den Ver-
such beendigt, mit man von dem im Erlenmeyerkolben zuriick-
bleibenden Fliissigkeitsreste von etwa 7 cm?® den p,,.

Die neutralisierten Eiweiflosungen kann man ruhig stehen
lassen oder, was empfehlenswert ist, gleich nephelometrieren. Zu
diesem Zweck werden sie mit je 5 cm3 25proz. HCl und 8 cm3
20proz. Na-Sulfosalicylatlésung versetzt, leicht umgeschiittelt, und
nach 3 Minuten im Nephelometer untersucht (vgl. Nephelometrie
S. 30).

Die nephelometrische Bestimmung bezieht sich auf die erste
Entnahme der noch ungespaltenen EiweiBlosung, deren Gehalt
als zu 1009/, angesehen wird.

In anderen Versuchen (zur Priifung des Einflusses der ver-
schiedenen Ionen auf die peptische Spaltung) wurde als Substrat
Albumin aus Pferdeserum!) benutzt. Dieses wurde so gewonnen,
daB Pferdeserum mit dem gleichen Volumen gesittigter Ammo-
niumsulfatlosung versetzt, das ausgefallene Globulin abfiltriert,
das Filtrat mehrere Wochen gegen flielendes, schliefllich gegen
destilliertes Wasser dialysiert wurde, bis es keine Ammonium-
bzw. SO,-Reaktion mehr zeigte. Die mit Toluol versetzte, meist
etwas triibbe Losung wurde vor Gebrauch klar filtriert. Die An-
ordnung der Versuche war: 2,5 cm® Serumalbuminlésung, 5 cm?

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 150, S. 444. 1924.

Rona, Fermentmethoden. 15
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HCI fiinfmal so stark wie zum Versuch gewiinscht (z. B. 1/, n),
12,5 cm3 destilliertes Wasser (oder Salzlésung). Dann wurden die
einzelnen Proben mit destilliertem Wasser auf 23 ecm? aufgefiillt.
Aus der sorgfiltig durchmischten Lésung werden 5 cm?® (zur ersten
Entnahme nur 4,5 cm3 + 0,5 cm3 destilliertes Wasser verwandt)
entnommen, zu den restierenden 18 cm?® 2 cm? Fermentlosung ge-
fiigt. Sonst wie oben verfahren. Als ein weiteres Substrat bei
der nephelometrischen Messung der Eiweillspaltung diente Casein?).
Die Triitbung wird hier mit Chinidin hydrochlor. dargestellt. Die
Methode wird ausfiihrlich beim Trypsin (S. 258) geschildert.

Pepsinbestimmung in den Korpersaften.

Magensaft.

Man benutzt zur Pepsinbestimmung irgendeine der angegebenen
Methoden, die man in sinngemafBer Weise fiir den gegebenen Fall
varileren muf. Dabei ist zu beachten, dafl Pepsin in hohem
MaBe an die gewohnlichen Nahrungsmittel (Weibrot, Zwieback,
Fleisch) adsorbiert wird?). Die Adsorption ist sehr abhingig
von der Reaktion, sie ist maximal bei p, =3 bis 4, geringer bei
pp = 1 und gleich Null bei p, = 6,8. So erkldrt es sich, dal
anacide Magenséifte (p;, = 3,7) oft kein oder nur wenig freies Pepsin
enthalten.

Will man in einem Mageninhalt sowohl die freie als auch die
gebundene Pepsinmenge bestimmen, so kann man nach Ege?)
folgendermafien verfahren:

a) Freies Pepsin. Die Probe wird sehr gut durchgeschiittelt,
so daB} die festen Partikelchen gleichméBig verteilt sind und von
der Probe wird ein Teil auf ein kleines, dichtes Filter gegossen. Der
erste Teil des Filtrats wird verworfen. Wenn die Wasserstoffionen-
konzentration der Probe gréfer ist als 1072 [Giinzburgsche
Reaktion positiv?)], ist die freie Pepsinmenge gewohnlich groB3;
deshalb benutzt man dann 0,1 cm® von der Probe zur Analyse.
Ist die Giinzburgsche Probe negativ, so wird der gréBte Teil
der vorhandenen Pepsinmenge gebunden sein; in diesem Fall be-
nutzt man vorteilhaft 1,0 cm? der Probe. Die abgemessene Menge
wird zu 10 cm? Edestinlésung hinzugesetzt (ergédnzt durch n-Wein-
sdureldsung, so daB man immer mit 11 cm? Gesamtvolumen

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 155, S. 34. 1925.

2) Vgl. z. B. Ege, R.: Biochem. Zeitschr. Bd. 145, S. 66. 1924.

3) Reaktion nach Giinzburg: Einige Tropfen des Giinzburg-Reagens
(2 TL. Phloroglucin, 1 T Vanillin auf 30 TL. Alkohol) werden mit ebenso-
viel Tropfen des Mageninhalts in einer kleinen Porzellanschale iiber kleiner
Flamme verdunstet. Es entsteht ein roter Spiegel.
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arbeitet), geschiittelt und in ein Wasserbad von 40° gestellt.
Nach einer halben Stunde wird das Glas fiir 5 Min. in kochendes
Wasser gebracht, damit die Enzymspaltung unterbrochen wird,
und abgekiihlt. Dann wird 1 cm? Gummiarabicumldsung zugefiigt
und nach Ege titriert (vgl. S. 218).

b) Gesamtpepsin. 1 cm? des gut durchgeschiittelten Magen-
saftes nach der Probemahlzeit wird abgemessen, unter griindlichem
Schiitteln ein paar Minuten mit 19 cm?® Phosphatlésung gemischt
und unmittelbar darauf durch ein dichtes Filter filtriert. Die erste
durchlaufende Menge wird verworfen. Im Filtrat findet sich simb-
liches Pepsin in freiem Zustande; zu 10 cm?® Edestinlésung wird
1 cm? Filtrat gegeben. Die Zeit vom Zusatz der Phosphatlésung
bis zum Zusatz des Filtrats zu der sauren Edestinlgsung darf
keine 5—10 Min. iibersteigen, da das Pepsin bei der betreffenden
Reaktion nicht besténdig ist.

Die Phosphatlésung besteht aus gleichen Teilen priméren und
sekundédren Phosphats (p, = 6,8).

Fiir die Einzelheiten der Bestimmung siehe Eges Pepsin-
bestimmungsmethode S. 218.

Harn.

Zum quantitativen Pepsinnachweis im Harn kann man u. a.
die Edestinprobe nach Fuld (S. 217) bzw. Ege (8. 218) anwen-
den, oder man bestimmt nach Hedinl) den Stickstoff einer mit
der fermenthaltigen Harnlosung versetzten und danach mit Gerb-
sdure gefdllten Caseinlosung.

Erforderliche Losungen: 1. Harn. Der Harn wird filtriert,
3 Tage gegen flieendes Leitungswasser dialysiert. Das nach dem
Dialysieren erhaltene Volumen wird auf 3/, des Anfangsvolumens
mit Wasser aufgefiillt. Es werden immer je 25 cm?® der Losung
genommen.

2. Caseinlosung. 20 g Casein nach Hammarsten werden in
100 cm?® 0,1 n-NaOH und 400 cm? H,O unter Erhitzen auf dem
Wasserbade gelost. Das Volumen wird nach dem Erkalten auf
500 cm? aufgefiillt und mit Toluol versetzt.

3. Gerbsdurelgsung. 100 g Gerbsiure werden in Wasser geldst,
dazu 50 g Kochsalz und 50 g Natriumacetat, 50 cm3 Hisessig
zugefiigt und mit Wasser auf 1000 cm?® aufgefiillt.

4. 0,1-.n-Salzsiure.

Ausfiithrung: 25 cm® der Harnlésung werden mit 25 cm3
Caseinlosung - 15 cm?® 0,2-n-HCI versetzt (p, ca. 1,6). In Gegen-

1) Hedin, 8. C.: Zeitschr. f. physiolog. Chem. BRd. 112, S.252. 1921.
15*
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wit 20 cm? Gerbsdurelosung resp. bei EiweiBharnen mit 30 cm?
gefallt. Nach 8-—12 Std. wird filtriert, der Stickstoff in einem
Teil des Filtrats bestimmt und die Analysenzahl nach Abzug des
Kontrollwertes fiir das ganze Volumen der Fliissigkeit umgerechnet.
Als Kontrollosungen dienen !/, Std. auf dem Wasserbade er-
hitzte Harnlésungen.

Lab, Chymosin.

Als Lab wird das Ferment bezeichnet, das Milch oder calcium-
haltige Caseinlésungen zur Gerinnung bringt. Zur Zeit ist die Frage
nach der Identitdt von Pepsin und Lab, das von Hammarsten als
Chymosin bezeichnet wird, noch strittig!). Von Ivar Bang?)
wurde ein Labferment von Mensch und Schwein gewonnen; das
gich von dem aus Kélbermagen gewonnenen dadurch unterscheidet,
daB} es empfindlicher gegen Alkali ist und besténdiger gegen Hitze.
Er nannte es Parachymosin.

Darstellung.

Darstellung nach Wohlgemuth?3): Zwecks Herstellung
einer Lablosung koénnen die kéuflichen Priaparate verwendet
werden, z. B. das Labpulver von Witte. Hiervon werden 0,1 g
mit 50 cm?® Wasser 24 Std. unter hdufigem (nicht starkem) Um-
schwenken im Eisschrank digeriert. Das Ungeloste wird abzentri-
fugiert und die klare Losung mit dem gleichen Volumen reinsten
Glycerins versetzt. Eine solche Losung ist, in einer dunklen Flasche
und im Eisschrank aufbewahrt, lange Zeit gut haltbar. Man kann
auch die getrocknete Magenschleimhaut zur Herstellung wirk-
samer Lablosungen benutzen. Man extrahiert mit Glycerin oder
verdiinnter Salzsiure und neutralisiert dann.

Darstellung pepsinfreier Chymosinlésung nach Ham-
marsten?). Labmégen von Saugkilbern werden vom Darm und
von den drei anderen Magen getrennt, aufgeschnitten und griind-
lichst gespiilt. Der Pylorusteil wird entfernt. Nach griindlichem
Abspiilen der Schleimhaut mit Leitungswasser wird die Driisen-
schicht mit einem Uhrglas abgeschabt. Ein Teil der Driisenmasse
wird mit 10 Teilen 0,2proz. HCl 12-—24 Std. bei einer etwas

1) Uber die Theorien der Labwirkung vgl. Oppenheimer: Die Fer-
mente, S. 977. Vgl. besonders Hammarsten: Zeitschr. f. physiolog. Chem.
Bd. 130, S. 55. 1923.

2) Bang, Ivar: Pfligers Arch. f. d. ges. Physiol. Bd. 79, S. 425. 1900.

3) Wohlgemuth: Grundril der Fermentmethoden S. 162. Berlin 1913.

4) Hammarsten: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 56, S.18. 1908;
Bd. 74, S.142. 1911; Bd. 94, 8. 104. 1915; Bd. 121, S. 240 u. 261. 1922;
Bd. 130, S.55. 1923.
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iber 0° liegenden Temperatur unter hdufigem Umschiitteln dige-
riert. Danach wird filtriert, 100 cm?® des Auszuges mit etwa 1 g
Magnesiumcarbonat versetzt!) und einige Minuten geschiittelt.
Dann wird rasch filtriert und auf Pepsin und Chymosin gepriift;
die Behandlung des Filtrates mit Magnesiumcarbonat wiederholt
man so lange, bis dasselbe nur noch sehr schwach auf Fibrin
wirkt, dagegen kraftig Milch koaguliert. Gewohnlich erreicht man
dieses Resultat nach dreimaliger Behandlung mit Magnesium-
carbonat in weniger als 11/, Std. Koaguliert vom letzten Filtrat
1 cm® unverdiinnt (oder halbverdinnt mit Wasser) bei 38° in
1 Min. eine Caseinlosung, wihrend Fibrin nach 1 Std. zwar stark
gequollen, aber sonst kaum angegriffen ist, so ist das Filtrat
fir die weitere Behandlung brauchbar.

Nun wird das Filtrat schwach angesduert, mit einer Ldsung
von Cholesterin und Alkohol und etwas Ather rasch vermischt
und kréaftig geschiittelt. Man sammelt das Cholesterin auf
einem Filter, wascht mit Wasser, schlammt das Cholesterin sehr
fein in wenig Wasser auf, setzt Ather hinzu und schiittelt
schwach. Die untere wisserige Losung wird rasch von der oberen
dtherischen Cholesterinlosung getrennt und in eine groBe flache
Schale hineinfiltriert, damit ein Verdunsten des Athers erleichtert
wird. Eine solche Losung koaguliert Milch im Verhiltnis 1:5 in
5 Min. oder weniger, wihrend sie bei Gegenwart von 0,2 proz. HC]
gekochtes Fibrin im Laufe von 12 Std. bei Korpertemperatur
nicht merkbar verdaut.

Fiir Darstellung chymosinfreier Pepsinlsungen gibt Hammar-
sten an, dafl man die saure Enzymlosung bei 40° oder einer héheren
Temperatur erwdrmen soll?). Das Kélberchymosin wird hierbei
rascher als das Pepsin zerstért, man erhélt daher nach einiger Zeit
eineLosung, dienicht mehrlabend wirkt, wihrend sieEiweil3 verdaut.

Ein weiteres Verfahren von Hammarsten, aus Kalbsmégen
Enzymlosungen mit stark aufgehobener Parallelitit zwischen
Pepsin und Chymosin darzustellen 3), besteht in folgendem. Die
abgeschabte Driisenschicht des Labmagens wird mit der 5fachen
Menge reinem NaCl sorgféltig zerrieben und die homogene Masse
in diinner Schicht auf Glasplatten gestrichen, so daf3 sie bei Zimmer-
temperatur in ca. 12 Std. trocken wird. Die harte Masse wird zu
feinem Pulver zerrieben und im Exsiccator weiter getrocknet. Das
Driisen-Kochsalzpulver behandelt man mit Wasser( auf rund 40 g
Pulver 100 cm?), 146t das Gemenge bis zum folgenden Tag stehen

1) Vgl. Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 56, 8.53. 1908.

2) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 56, S. 61. 1908,
3) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 94, S.104. 1915,
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und zentrifugiert dann. So erhdlt man eine kochsalzgesittigte
Flissigkeit 4 und einen aus Driisenschlamm und etwas iiber-
schiissigem NaCl bestehenden Bodensatz B. Dieser Bodensatz ist
noch einmal mit gesittigter NaCl-Losung zu extrahieren. Das
Ferment aus A zeigt sowohl Lab- wie Pepsinwirkung, aber die
letztere ist sehr stark im Vergleich mit der Wirkung des aus B
erhaltenen Fermentes, das regelmifBig sehr schwach peptisch, da-
gegen stark labend wirkt. Es gelingt leicht, in beiden Fillen das
Ferment in fester Form auszuscheiden, wenn man die kochsalz-
gesittigte Losung mit 0,29/, HCl versetzt. Man verfihrt bei der
Verarbeitung von B so, dafl man in einem Glaszylinder den Boden-
satz mit 0,2proz. HCl behandelt, bis die Salzsiure mit NaCl ge-
sittigt ist. Nach einigen Stunden wird die Fillung zusammen
mit dem Driisenschlamm durch Leinwand abfiltriert und zwischen
Papier ausgeprefit. Die ausgepreBite, nach dem Trocknen im Ex-
siccator und Zerreiben pulverige Masse (Enzymfraktion B) ent-
hilt die Hauptmenge der Rohenzyme.

Die kochsalzgeséttigte Flissigkeit 4 laBt man bei Zimmer-
temperatur in flachen Schalen eintrocknen und behandelt die
Masse bei Zimmertemperatur mit 0,2proz. HCl, bis die Saure
mit Kochsalz gesittigt ist und nur wenig iiberschiissiges NaCl
ungeldst bleibt. Man erhilt so eine flockige Fillung, die abzentri-
fugiert und dann im Exsiccator getrocknet und pulverisiert wird
(Enzymfraktion 4). Man dialysiert das mit etwas Wasser auf-
geschlimmte Pulver aus 4 und B (auf 1 g Rohenzym mit etwa
30 cm® Wasser) 12 bis 18 Std. lang gegen 3—4mal gewechseltes
Wasser, nach beendeter Dialyse verdiinnt man mit mehr Wasser,
bis man eine Enzymlésung von passender Wirksamkeit erhélt.
Oft kann man mit 100—150 cm? auf je 1 g Pulver kréftig wirkende
Losungen erhalten.

Nach dem Auslaugen und Auswaschen mit Wasser kann man
den ungeldsten Riickstand bei Zimmertemperatur mit 0,1 proz.
HCI stehen lassen (auf je 1g Pulver etwa 100 cm?3 Siure) und
erhilt eine neue, oft kraftig wirkende Enzymlosung von Pepsin
und Lab, wobei das Verhiltnis der beiden Fermente wieder ein
anderes ist als in der aus B mit Wasser erhaltenen. — Man kann
die Anwendung von HCl bei dem Verfahren weglassen und das
salzgesittigte Extrakt A direkt gegen Wasser dialysieren; in
dhnlicher Weise kann man den Riickstand B ohne Siurezusatz
nach dem Aufschlammen in Wasser behandeln. Der obige Gang
fiihrt aber zu reineren Enzymlésungen?).

1) Vgl. auch Hammarsten: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 74, S. 142,
1911.
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Nachweis nach Michaelis und Rothstein1).

Durch Reihenversuche wird diejenige Verdiinnung der zu
untersuchenden Lablosung festgestellt, die in gleicher Zeit die
gleiche Wirkung zeigt wie eine bestimmte, stets reproduzierbare
Einheitsfermentlosung.

Nach Michaelis ist eine Pufferung der Milch nicht nur unnétig,
sondern sogar schédlich, da die Milch vermdge ihres Gehaltes an
Phosphaten und Casein ein so guter Puffer ist, da8 ihre % durch
alle praktisch vorkommenden Fermentverdiinnungen nicht meB-
bar gedndert wird, dafl aber ein Teil des Labs bei der Neutrali-
sierung durch die geringfiigigste alkalische Reaktion (beim Ein-
tropfen) mit ungeheuerer Geschwindigkeit irreversibel zerstort
wird2). Hinzukommt, daB die 2 der Milch in der Regel dem
Optimum der Labwirkung entspricht.

Erforderliche Lésungen. 1. Fermentlosung. Irgendeine
Vorbehandlung der zu untersuchenden Fermentlésung ist nicht
angebracht, solange die Bedingung erfiillt ist, daB diejenige Ver-
diinnung, die gleichzeitig mit der Kontrolle gerinnt, die Wasser-
stoffionenkonzentration der Milch nicht wesentlich #ndert.

2. Milch. Milch wird frisch gekocht, wieder abgekiihlt und
mit 1/;, Volumen einer CaCl,-Losung (10 g méglichst trockener
Krystalle von wasserhaltigem CaCl, auf 100 cm3 Wasser) versetzt.

3. Kontrollésung, sieche S.220 (die Glycerinstammlésung
10000fach zu verdiinnen, d. h. die Pepsinkontrolle mit destillier-
tem Wasser 100fach zu verdiinnen).

Ausfihrung: In eine Reihe von 5 Reagensglisern werden je
2 cm?® Wasser gebracht; in das erste Roéhrchen kommen 2 cm3
der zu untersuchenden Fermentlsung; nach Vermischen werden
diesem 2 cm® entnommen und in das zweite Réhrchen gebracht
usw. Jedes folgende Rohrchen enthilt also die halbe Ferment-
menge des vorangehenden. Nunmehr werden in ein weiteres Rohr-
chen 2 em3 der Kontrollsung und dann schnell hintereinander in
jedes Rohrchen 2 em® Milch gebracht. Die Mischung wird sofort
umgeschiittelt und die Gerinnung bei Zimmertemperatur beob-
achtet. Die Gerinnung der Kontrolle wird in der Regel zwischen
die zweier benachbarter Rohrchen der Reihe fallen. Je nach dem
Fermentgehalt der zu untersuchenden Losung wird man die zweite

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 105, 8. 60. 1920. Vgl. auch Dtsch. med.
Wochenschr. 1918, S. 685.

2) Vgl hierzu Hammarsten: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 121,
S.262. 1922,
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Versuchsreihe mit der unverdiinnten, 10fach, 100fach oder dgl.
verdiinnten Losung anfangen?).

Der Hauptversuch besteht in einer genaueren Austitrierung.
Angenommen z. B., die Gerinnung der Kontrolle sei zwischen der
100- und 200fachen Verdiinnung, aber viel nidher an der 100fachen
erfolgt, so wiirde man nun etwa eine 80fache Verdiinnung der zu
untersuchenden Losung herstellen. Von dieser fiillt man in eine
Reihe von 4 Reagensglidsern 2,0; 1,6; 1,3; 1,0 cm? und fiillt die
Rohrehen mit destilliertem Wasser alle auf 2 cm3 auf. Ein fiinftes
Roéhrchen wird mit 2 cm?2 der Kontrollfermentlésung gefiillt. Nun-
mehr werden in jedes Réhrchen 2 em? Milch rasch (fiir alle Rohr-
chen innerhalb 20—25 Sekunden) einpipettiert, und zwar in der
Reihenfolge Rohrchen I, IT, Kontrolle, ITI, IV. Da die Kontrolle
als mittelstes Rohrchen eingefiillt wird, ist der zeitliche Unter-
schied jedes Rohrchens gegen die Kontrolle im héchsten Falle
12 Sek., was in Anbetracht der gesamten Gerinnungszeit (bei
nicht zu warmer Zimmertemperatur 8—10 Min.) zu vernach-
lassigen ist. Féllt die Gerinnungszeit der Kontrolle mit der
eines Rohrchens der Reihe zusammen, so ist der Fermentgehalt
der zu untersuchenden Losung gleich dem Verdiinnungsgrad
dieses Rohrchens; fallt sie hingegen nicht zusammen, so wird
die der Kontrolle gleichwertige Verdinnung durch Interpolation
oder durch eine weitere, noch feiner abgestufte Verdiinnungsreihe
ermittelt. Die Interpolation geschieht unter Anwendung des Fuld-
schen Labzeitgesetzes, nach dem das Produkt aus Fermentkonzen-
tration und Zeit konstant ist.

Rona und Gabbe?) benutzten fiir ihre Untersuchungen nicht
Milch, sondern Trockenmilchpulver (Krause, Miinchen)3). An
jedem Versuchstage wurde durch Verreiben eine frische Loésung
dieses Pulvers hergestellt, und zwar dem Gehalte der natiirlichen
Milch an Trockensubstanz entsprechend 12 g Pulver auf 100 cm3
Wasser; die Losung wird kurz aufgekocht, nach dem Abkiihlen
filtriert. Als Regulator der [H'] dienten Acetatgemische: eine
1-n-Lésung von Natriumacetat wurde mit 1/;-n-Essigsdure in der
fiir die gewiinschte [H'] nétigen Menge versetzt und auf das dop-
pelte Volumen aufgefiillt. Von diesem Puffergemisch wird jedem
Gerinnungsversuch 1/, des Endvolumens (10 em3) zugefiigt. Die

1) Zur Labbestimmung vgl. noch Fuld: Biochem. Zeitschr. Bd. 4,
S. 54. 1907 und Blum u. Fuld: Biochem. Zeitschr. Bd. 4, S.62. 1907.

2) Biochem. Zeitschr. Bd. 134, S.39. 1922.

3) Fuld hat bereits bei seinen Untersuchungen kiinstliche Milch ver-

wendet.
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Konzentration in allen Versuchen an Natriumacetat war demnach
0,1 n. Die Versuche wurden in der Weise angestellt, dal} etwa
15 Reagensglischen mit je 2,0 cm3 Puffergemisch +- 5,0 cm?
destilliertem Wasser + 1,0 cm?® Fermentlosung beschickt wurden.
Als Ferment wurde Pepsin puriss. Griibler verwendet; es wurde
eine 10proz. Aufschwemmung in 10proz. Kochsalzlésung an-
gesetzt, diese nach achttdgigem Stehen bei oft wiederholtem
Schiitteln filtriert, das Filtrat mit Glycerin zu gleichen Teilen
versetzt. Die Fermentverdiinnung wurde so ausgewdhlt, daf} sie
bei der gewéhlten ,,Milch“-Verdiinnung bei Zusatz von 1,0 cm?3
CaCl, in 0,5-molarer Loésung in durchschnittlich 20 Min. zur
Gerinnung fithrte. Dann wurde in allen Rohrchen méglichst
schnell hintereinander 1,0 cm3 der betreffenden Milchverdiinnung
zugegeben; dies geschah in weniger als 1 Min. Der Zusatz von
1,0 cm3 CaCl, erfolgt sofort nach Zusatz der Milch. Das Ferment
wirkte stets bei Zimmertemperatur. (Bei 400 wird das Ferment
schon merklich zerstért.) — Die Umwandlung des Caseins in
Paracasein ist nur vollstindig bei p, 6,0—6,4.

Trypsin.

Das Trypsin spaltet die EiweiBkorper bei alkalischer Reaktion,
wie man bis zu den Untersuchungen von Waldschmidt-Leitz
annahm, bis zu den Aminosiduren?).

In der Bauchspeicheldriise findet sich das Ferment als Pro-
ferment. Die frische Pankreasdriise sowie ihr reines Sekret be-
sitzen keine tryptische Aktivitdt gegeniiber genuinen Proteinen.
Das Ferment wird durch einen Aktivator — nichtfermentativer
Natur — die Enterokinase, aktiviert. AuBerdem ist eine spon-
tane Aktivierung des Trypsins bei der Aufbewahrung der Pankreas-
driise zu beobachten. Es handelt sich hierbei um die Bildung
eines Aktivators aus der Driisensubstanz, der in seinem Verhalten
mit der Enterokinase weitgehend iibereinstimmt2). Durch Cal-
cium und durch andere Erdalkalisalze allein ist eine Aktivierung
nicht zu bewerkstelligen.

1) Vgl. hierzu S. 212.

2) Zeitschr. {. physiolog. Chem. Bd. 132, S.181. 1923; Bd. 142, 8. 217.
1925. Vgl. auch Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck: Zeitschr. f.
physiolog. Chem. Bd. 149, S.224. 1925. ,,Man gewinnt eine Vorstellung
von dem Vorgang der Trypsinaktivierung im tierischen Organismus und eine
Erklarung fiir die Anwesenheit der Enterokinase und des Erepsins in dem
Darmsekret, wenn man annimmt, daB die Pankreasdriise, die ja das
Trypsin zum Schutze gegen die Selbstauflésung in nichtaktiver Form aus-
bildet, mit diesem zugleich die gesamte, zu seiner Aktivierung notige Menge
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Darstellung.

Darstellung nach Michaelis?!). Ein relativ reines Trypsin-
praparat gewinnt man, wenn man irgendein kéufliches Trypsin-
praparat, z. B. Trypsinum puriss. Rhenania, mittels milchsaurem
Natrium und Milchsdure ausflockt. Man versetzt 100 cm?® einer
2proz. filtrierten Losung des Praparates mit 10 cm? '/,;-n-milch-
saurem Natrium und 10 c¢cm3? !/,,-n-Milchsdure. Der dabei ent-
stehende Niederschlag wird am néchsten Tage abzentrifugiert.
Er enthilt den grofiten Teil des vorhandenen Trypsins, dagegen
nur verschwindend wenig von den vorhandenen Eiwei- und
eiweilartigen Korpern. Das Koagulationsoptimum des aus Pan-
kreasextrakten fallbaren «-Nucleoproteids und die isoelektrische
Reaktion des Trypsins liegen praktisch bei derselben Wasser-
stoffionenkonzentration, und das ausgefillte ¢-Nucleoproteid ad-
sorbiert fast das gesamte Trypsin der Losung.

Darstellungnach WillstatterundWaldschmidt-Leitz?).
Mehrere Kilogramm frisches Schweinepankreas werden sauber pré-
pariert und 4—5mal durch eine Fleischhackmaschine getrieben. Der
diinne Brei wird in Reibschalen unter mehrmaligem Zugeben von
Aceton verrieben, bis man ungefihr die 5—6 fache Menge Aceton
zur Driisensubstanz gesetzt hat. Die Aufschwemmung wird por-
tionsweise in Flaschen gut durchgeschiittelt. Nach 1—2stiindigem
Stehen wird filtriert, der Filtrierriickstand von neuem durch
Schiitteln in den Flaschen und Filtrieren wie zuvor mit derselben
Menge Aceton, darauf mit der halben Menge Aceton und der halben
Menge Ather und schlieBlich zweimal mit je der doppelten Menge
Ather gewaschen. Das nun kérnige und pulverige Material wird
zerrieben, in diinner Schicht zwischen Filtrierpapier ausgebreitet
und an der Luft getrocknet. Das noch stark mit Fasersubstanz
durchsetzte Pulver wird in einer Schlagmiibhle aufs feinste ge-
mahlen und durch ein feinmaschiges Sieb geschiittelt; mit dem

der Enterokinase in unfertigem Zustande an das Sekret abgibt. Die Um-
wandlung der Aktivatorvorstufe in das fertige Produkt wiirde sich dann
unter Mitwirkung des ereptischen Enzyms nach adsorptiver Aufnahme
beider in den Zellen der Darmschleimhaut vollziehen und die beiden Stoffe,
Erepsin und Enterokinase, die sich in der Schleimhaut angehiuft finden,
konnten sie wiederum als Sekretionsprodukt verlassen, wenngleich sie ihre
eigentliche Entstehung der Pankreasdriise verdankten.

1) Michaelis L.: und H. Davidsohn: Biochem. Zeitschr. Bd. 144,
S.294. 1924. Vgl. auch Biochem. Zeitschr. Bd. 30, S. 481, 1910.

2) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 125, S. 132 (u. 150). 1923; Bd. 126,
S.143. 1922; Bd. 142, S.217. 1924,
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Siebriickstand muf das Mahlen und Sieben ofters wiederholt
werden. Der feine Anteil enthédlt die Hauptmenge der Driisen-
substanz. Der grobfaserige Anteil enthélt auch noch betricht-
liche Mengen an Driisensubstanz, deren Ablgsung mit mechani-
schen Mitteln aber nicht mehr gelingt. Die Ausbeute an ent-
fetteten trockenen Driisen betrigt fast !/, der gereinigten frischen
und die Ausbeute an feinem Driisenpulver 2/; des ganzen Trocken-
pankreas.

Die getrocknete Driise liefert mit reinem oder wasserhaltigem
Glycerin klare, an Lipase, Amylase und Trypsin reiche Lésungen.
Zur Trennung dieser 3 Fermente behandelt man einen Teil des
feinkérnigen Pulvers mit der 16fachen Menge 87proz. Glycerins
4—8 Std. lang bei 30°. Den Auszug filtriert man entweder unter
geringem Saugen auf der Nutsche durch ein doppeltes Filter (unten
Koliertuch, oben Filtrierpapier), oder man trennt zweckmifBiger
den Glycerinextrakt von der Hauptmenge der ungelésten Driisen-
substanz durch Zentrifugieren bei hoher Tourenzahl (eine halbe
Stunde bei 6000 Touren). Der Riickstand wird noch wiederholt
mit Glycerin ausgezogen. Der noch stark getriibte Glycerinextrakt
(Rohextrakt) wird durch Zusatz der 5fachen Menge Wasser und
nochmaliges Zentrifugieren geklirt. Es empfiehlt sich, diese
Klérung unmittelbar vor der weiteren Verarbeitung vorzunehmen,
da der wésserige Auszug wenig haltbar ist, wihrend der Rohextrakt
sich sehr lange hilt. Die Amylase wird der getrockneten Driise
durch Glycerin wie durch Wasser leicht entzogen, Trypsin wird
hingegen schwerer als die Lipase aufgenommen. In den Glycerin-
I6sungen findet man nur etwa die halbe tryptische Wirkung wie
in der getrockneten Pankreasdriise.

Aus den Glycerinausziigen 148t sich die Lipase durch Alumi-
niumhydroxyd und durch Kaolin leicht adsorbieren. Zu diesem
Zwecke macht man die Losung essigsauer und versetzt sie mit
Aluminiumhydroxyd, das dureh Fillen von Aluminiumsulfat mit
Ammoniak und darauffolgendem kurzem Aufkochen dargestellt
wird (Sorte B, vgl. S.141).

Bei der ersten Adsorption sind in der sauer reagierenden Rest-
16sung mit einem kleinen Teil der Lipase diastatisches und proteo-
lytisches Enzym zuriickgeblieben. Es bedarf nur einer Wieder-
holung des Adsorptions- und Elutionsprozesses, um Amylase und
Trypsin vollkommen von Lipase zu befreien.

Aus der Losung, die Trypsin und Amylase enthilt, adsorbiert
man das Trypsin mittels elektroosmotisch oder mit HCl gereinigtem
Kaolin. Die Begleitstoffe bewirken, daB bei der ersten Einwirkung
von Kaolin ein Teil der Amylase in das Adsorbens iibergeht. Aber
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dabei verarmt die Fermentlésung an den die Adsorption stérenden
Beimischungen. Dann 148t sich die Bindung durch Kaolin ver-
vollstindigen ohne weiteres Mitwandern der Amylase. Die Tren-
nung von Amylase und Trypsin 148t sich demnach durch zwei-
malige Einwirkung von Kaolin auf die schwach essigsaure (von
Alkohol freie) Losung durchfiithren, wobei sich die Verluste an
Amylase gewohnlich zwischen 20—40°/, bewegen. Aus den dabei
erhaltenen Kaolinadsorbaten 148t sich das Trypsin frei von Amy-
lase mittels ammonijakalischen Phosphats (100 cm?® 0,6 proz.
21/, bas. Ammonphosphat) eluieren.

Beispiel1): Angewandt wurde eine von Lipase befreite Enzym-
I6sung. 200 cm3 dieser Losung wurden mit 2,3 em3 n-Essigséure
angesduert und mit der Suspension von 4,8 g elektroosmotisch
gereinigtem Kaolin in 20 cm 3 Wasser geschiittelt, mittels Zentrifuge
210 cm3 Restlosung abgetrennt. Die Behandlung mit Kaolin wird
wiederholt. Aus den Kaolinadsorbaten 1aft sich das Trypsin
mit ammoniakalischem Phosphat freilegen. — Wegen der gegen-
iiber Kaolin empfindlichem Amylase ist es ratsam, die Operation
mit kleinen Mengen und so rasch wie mdglich auszufithren. Am
schonendsten wirkt das nach Willstatter und Racke?) mit
HCl ausgekochte und durch griindliches Auswaschen von Siure
befreite Kaolin (vgl. S. 142).

Nachweis und Bestimmung.

Zur oberflichlich orientierenden Priifung kann man eine der
dlteren Methoden [Auflésung einer mit Kongorot oder Spritblau?)
gefirbten Fibrinflocke] in entsprechend alkalischer Ldosung
anwenden. Fast alle unter Pepsin angefiihrten Methoden sind
mit entsprechender Anderung des p, auf Trypsin ibertrag-
bar. Eine solche, auch schon bei Pepsin abgehandelte modifi-
zierte Methode ist z.B. auch die von GroB4), von Fuld?) und von
Michaelis?) beschriebene. Die Methode beruht auf dem Prinzip, daB
aus einer diinnen Caseinlosung (0,19/, in 1 proz. Sodalosung) das
unverinderte Casein durch 1 proz. Essigsiure ausgefillt wird.
Man bestimmt entweder die Zeit, welche vergeht, bis eine der

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 126, S. 164. 1923.

2) Liebigs Ann.d.Chem. Bd. 425, S. 86. 1920/21.

3) Vgl. Smorodinzew und Adowa Biochem. Zeitschr. Bd. 153, 8. 14.
1924.

4) GroB: Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. Bd. 58, 8.157. 1908. —
Fuld: Ebenda Bd. 58, S. 468. 1908. — Michaelis: Biochem. Zeitschr.
Bd. 10, S.290. 1908.

5) Fuld, v. Bergmann u. K. Meyer: Berlin. klin. Wochenschr. 1908,
S. 1673. :



Trypsin. 237

Trypsinverdauung unterworfene Caseinlésung durch Essigséiure
nicht mehr getriibt wird, oder man bestimmt die Fermentver-
diinnung, bei der bei konstanter Zeit die Triibung ausbleibt.

Erforderliche Lésungen. 1. 1prom. Caseinlésung. 0,1 g
Casein (Hammarsten) wird in einem 200 cm? fassenden Becher-
glas mit 5 cm3 1/,,-n-NaOH und 25 cm?® destilliertem Wasser
versetzt, und auf dem Drahtnetz zum Sieden erhitzt. Nach ein-
maligem Aufkochen wird das Becherglas in einem Gefil mit
kaltem Wasser gekiihlt und die iiberschiissige Lauge mit 1/,-n-HCI
neutralisiert. (Hierzu sind etwa 4,5 cm? notig.) Die Losung wird
mit destilliertem Wasser auf 100 cm? aufgefiillt. — Oder man
16st 0,1 g Casein in 100 cm3 0,1 proz. Sodalosung unter Erwirmen.

2. Essigsiure, alkoholische Losung. (1 Teil Essigsidure, 49 Teile
Wasser, 50 Teile 96 proz. Alkohol.)

Ausfiihrung: 10 Reagensgliser werden mit absteigenden
Mengen der zu untersuchenden Fermentlésung beschickt, wobei
die Verdiinnungen mit destilliertem Wasser hergestellt werden. So-
dann werden zu jedem Gldschen 2cm? der 1prom. Casein-
l6sung zugesetzt, simtliche Glaschen firr 1 Std. bei 380 gehalten,
und nach dem Abkiihlen zu jeder Portion 6 Tropfen"der essig-
sauren alkoholischen Losung zugefiigt. Das unterste, noch voéllig
klare Glaschen dient zur Berechnung der Trypsinmenge.

Bei der Berechnung der Wirkung wird festgestellt, wieviel
Kubikzentimeter der Caseinlésung von 1,0 cm? der untersuchten
Fermentlosung innerhalb der Beobachtungszeit verdaut worden
wéren.

Methode von Palitzsech und Walbum?) (Modifikation der
Methode von Fermi).

Prinzip: Sie beniitzt als MaB den Grad der Verfliissigung von
Gelatine durch Trypsin.

Gelatinelosung: 1400 g gute Gelatine werden in ca. 2,51 lau-
warmen Wassers gelost und die zihe Fliissigkeit durch ein Sieb
gegossen; dazu gibt man ca. 2 g Thymol und 25 cm? ca. 5 n-Na-
triumhydroxydlésung. Die Losung wird auf 4000 cm? aufgefiillt,
in 200-cm3-Flaschen gefiillt und im Eisschrank aufbewahrt.
(100 g der von diesen Autoren benutzten Gelatinelosung mit
625 cm3® Wasser verdiinnt hatten einen p, = 5,8.) Zum Versuch
werden kurz vorher 200 g dieser 35 proz. Lésung abgewogen und
mit Wasser, in dem 15,5 g reine Borsdure als Puffer gelost sind,

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 47, S. 1. 1912. Fermi: Arch. f. Hygiene
Bd. 12, 8. 242, 1891 und Bd. 55, S. 142, 1906.
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auf 11 aufgefiillt. In den Versuchen werden 40 cm3 dieser Lo-
sung zu 50 cm?® verdiint.

Ausfihrung: Man fillt in 100 em3 Kjeldahlkolben je 40 cm3
der borsdurehaltigen Gelatinelosung. Dazu setzt man soviel
n-NaOH, daB die Kolben eine bestimmte und gleiche [H] haben,
insgesamt 8 cm3 Flussigkeit. Die Kolben werden ca. 20 Min. im
Thermostaten von 30° gewdrmt, worauf man 2 cm?der verdiinnten
(nicht vorgewirmten) Trypsinlésung zusetzt und gut schiittelt.
Nach Ablauf bestimmter Zeiten werden den Kolben je 5cm?
entnommen und in Reagensgliser (Durchmesser 21-—-22 mm)
eingefiillt, die in 1 cm3 Wasser eine zur genauen Neutralisation
der zugefiigten NaOH ausreichende Menge n-HCl enthalten und
die vorher 10 Min. in einer Mischung von Eis und Wasser standen.
Nach gutem Durchmischen wird die neutralisierte Gelatinemischung
15 Min. lang ohne Schiitteln abgekiihlt, wonach die Konsistenz
beurteilt wird. Es werden von den Verfassern 12 Grade der Ver-
fliissigung unterschieden.

0 bedeutet vollstindig starr; der Gelatineklumpen wird selbst
durch kréftiges Schiitteln nicht losgemacht.

1 bedeutet starr; durch starkes Schiitteln kann ein wenig los-
gel6st werden.

2 bedeutet starr; wird leichter zerrissen.

3 bedeutet starr; die Oberfliche bewegt sich beim Schiitteln.

4 bedeutet: wird leicht zerrissen.

5 bedeutet beinahe weich.

6 bedeutet weich.

7 bedeutet sehr weich.

8 bedeutet: beinahe halbfliissig.

9 bedeutet halbfliissig.

10 bedeutet dickfliissig.

11 bedeutet beinahe fliissig.

12 bedeutet diinnflissig.

Bestimmung nach Northrop?).
Prinzip: Die fortschreitende Hydrolyse der Eiweillkorper
wird an der Anderung der Leitfihigkeit einer Gelatinelosung (her-

gestellt nach Loeb) verfolgt?).
Gelatine nach Loeb3). 50g feinpulverisierter guter Gelatine,

1) Northrop: Journ. of gen. physiol. Bd. 4, S. 227.

2) Vgl. Henri, V. u. des Bancels: Cpt. rend. des séances de la soc.
de biol. Bd. 55, S. 563, 787, 788. 1903 und Bayliss W. M.: Arch. de biol.
Bd. 11, Suppl. 261. 1904

3) Loeb, J.: Die Eiweikérper. S. 39. Berlin, Julius Springer. 1924.
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deren p, etwa zwischen 6,0 und 7,0 liegt, werden in 31 einer m/128
Essigsdure von 10° eingetragen und héufig umgeriihrt. Nach
halbstiindigem Stehen wird die tiiberstehende Fliissigkeit ab-
gegossen und frische m/128-Essigsédure von 10° bis zum urspriing-
lichen Volumen zugesetzt. Dann wird wieder geriihrt, nach
30 Min. wieder dekantiert und die abgegossene Sduremenge durch
das gleiche Volumen destillierten Wassers von 5° ersetzt. Nach
gutem Umrithren wird die Gelatine abgenutscht und auf der
Nutsche 5mal mit je 11 Wasser von 5° gewaschen. Dann wird die
Gelatine in ein groBes Becherglas gebracht und auf dem Wasser-
bad auf etwa 50° erhitzt, wobei die Gelatine sich lost.

Erforderliche Losungen. 1. Gelatinelésung: Die nach
Loeb bereitete Gelatine (siehe oben) wird gewaschen, geschmolzen
auf einen Prozentgehalt von 59/, Gelatine gebracht und mit NaOH
zu einem p, von 6,3 titriert. Die Losung wird bis zu einem
Trockengewicht von 2,5 g auf 100 cm?® verdiinnt und geniigend
KCl zugefiigt, so daBl die Losung eine spezifische Leitfahigkeit
von 2-1073 reziproken Ohm bei 33° hatte. Nach Zusatz einiger
kleiner Thymolkrystalle wird die Lésung im Eisschrank auf-
bewahrt.

2. Trypsin. Von einem kéuflichen Trypsinpriparat (Nor-
throp benutzte Trypsin ,,Fairchild‘) werden 5 g in 50 cm? Wasser
aufgelost und bei 6° 18 Std. dialysiert. Der filtrierten L&sung
wird soviel KCl zugesetzt, dafi die spezifische Leitfihigkeit 2 - 10—3
betragt. Die Losung mul} jeden Tag frisch bereitet werden, da sie
ihre Wirksamkeit sehr schnell verliert.

Bestimmung der Leitfahigkeit. Der von Northrop
benutzte Apparat besteht aus einer Kohlrauschbriicke und
einem Widerstandskasten. Die Resultate bei der Briickenab-
lesung werden direkt ohné weitere Ausrechnung benutzt. Diese
Resultate stehen zu der tatsichlichen Leitfahigkeit in Bezie-
hung durch die Formel

A

*=1000—a®

in welcher X der Widerstand der Losung, 4 die Briickenablesung
und R der Widerstand des Widerstandskastens ist. Wenn die Ab-
lesungen immer in der Mitte des Kastens begonnen werden (bei
500), reprisentieren die ersten 10 oder 15 Briickenpunkte beinahe
gleiche Anderungen der Leitfahigkeit und kénnen als proportional
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der prozentualen Anderung der Leitfihigkeit betrachtet werden. Da
alle Losungen dieselbe Leitfahigkeit zu Beginn des Experimentes
haben und der Widerstand so gewéhlt werden kann, daf die
Briickenablesung im Beginn 500 in jedem Falle betragt, wird die
Anderung in der Briickenablesung von 500 zu 490 dieselbe Ande-
rung in der Leitfahigkeit jeder der verschiedenen Lésungen be-
deuten.

Leitfahigkeitsgefa. Die Abb. 63 zeigt das benutzte
Gefal, von dem man sich eine Anzahl herstellt. Das Gefial} ist
ein Jenenser Reagensglas (Northrop benutzt ,,Pyrex‘-Glas) von
ca. 40 cm3 Inhalt und 20 mm Durchmesser.
Die Elektroden bestehen aus Platindraht, sind
in diinne ,,Pyrex‘- oder Jena-Glasréhren ein-
geschmolzen, und an ihren 5 mm langen freien
Enden mit Platinschwarz iiberzogen. Die Glas-
réhren, die die Elektroden tragen, werden mit
Siegellack an den Seiten des Reagensglases
befestigt und danach mit Quecksilber gefiillt.
Die Entfernung zwischen den Elektroden wird
so gewihlt, daB alle Gliser dieselbe Konstante
haben, d. h. daB sie alle dieselbe Ablesung
zeigen, wenn sie mit derselben Losung ge-
fiillt sind. Die Einstellung auf die Konstante
3,5 erreicht man so, daB man den Siegellack
erwirmt und dann die Elektroden entfernt

Abb. 63. oder néhert.

Ausfithrung der Bestimmung. Von
der Gelatinelosung werden je 25 cm? in eine Reihe der Reagens-
gliiser pipettiert und diese im Wasserbad bei 33° +- 0,01° gehalten.
Die Leitfahigkeit wird von Zeit zu Zeit bestimmt, bis sie konstant
ist (gewohnlich innerhalb 20 Min.). 1 em?3 der Trypsinlésung, die vor-
her auf 339 und auf dieselbe Leitfahigkeit gebracht wurde, wird unter
sorgfaltigem Mischen hinzugefiigt. Bei einem p,, von 6,2—6,4 der Lo-
sung braucht man keinen Puffer, da dann bei der Verdauung der
Gelatine keine Anderung des p;, eintritt. Die Losung wird durch
Aufsaugen und ZuriickflieBenlassen mit einer warmen, trockenen
Pipette dreimal gut durchgemischt, wobei Luftblasen zu vermeiden
sind. UnregelmiBige Resultate kann man fast immer auf schlechtes
Mischen zuriickfiihren. Die Leitfahigkeit der Losung wird in be-
stimmten Zwischenriumen abgelesen, so dal auf je 1,5 oder 2 Teil-
strecken auf der Briicke eine Ablesung erfolgt, bis die Ab-
lesung 485 oder weniger betrigt. Die Zeit wird von dem
Punkt gerechnet, an dem das Trypsin zugefiigt wurde. Es ist
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zweckmiBig, eine Uhr mit einer Hundertstel-Stundeneinteilung
zu benutzen an Stelle einer gewdhnlichen. Wenn eine Trypsin-
l6sung von der gleichen Temperatur und Leitfihigkeit wie die
Gelatinelosung hinzugefiigt und die Mischung ohne Tempe-
raturschwankungen und ohne Luftblasen gehalten wurde, folgen
die Ablesungen einer stetigen Kurve. Wenn die erste Ablesung
nicht in dieselbe Kurve wie die folgenden fallt, wird die Kurve,
um den Nullpunkt zu finden, extrapoliert. Die Zeit, die notwendig
ist, um 10 Punkte zu bestimmen, wird durch Interpolation
gefunden. Das entspricht einer Leitféhigkeitsinderung von
0,0782 x 1073 reziproken Ohm und ist weniger als 10°/, der
totalen Spaltung, die durch Trypsin unter diesen Bedingungen
bewerkstelligt werden kann.

Bestimmung mit der Formoltitration nach Sérensen?).

Bei der Proteolyse kommt es hauptsichlich zur hydrolytischen
Losung amidartiger Bindungen unter Wasseraufnahme und zur
Bildung von Carboxyl- und Aminogruppen. Soérensen hat
durch Formolzusatz die vorhandenen bzw. gebildeten Amino-
gruppen neutralisiert und dadurch die Carboxylgruppe allein der
Titration zuginglich gemacht. Der Vorgang verliuft nach der
Gleichung:

CH, CH,
CH-NH, + HCOH > CH-N: CH, + H,0
COOH + KOH  COOK H,0.

Die Differenz zwischen denjenigen Siuremengen, die zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten in irgendeiner in Verdauung begrif-
fenen Fliissigkeit nach Formolzusatz titrierbar sind, wird somit
ein MaB fir die in dem betreffenden Intervall gelésten Peptid-
verbindungen abgeben. Die Wasserstoffionenkonzentration, bei
der die Neutralisation der Aminosiuren durch KOH zu Ende
verlauft, liegt bei p, =9 bis 9,5. Ein brauchbarer Indicator
ist Phenolphthalein, wenn zur stark roten Farbe titriert wird,
oder noch besser Thymolphthalein.

Fehlerquellen. Das Resultat wird fehlerhaft bei reich-
licherer Gegenwart von «-Prolin und Tyrosin, was bei den ge-
wohnlichen Proteinstoffen nicht der Fall ist. Harnstoff und

1) Sérensen: Biochem. Zeitschr. Bd. 7, S. 45. 1908. — Dargestellt nach
Jessen-Hansen: Handb. d. biol. Arbeitsmethoden, Abt. I, Teil 7, Heft 1,
S. 245.

Rona, Fermentmethoden. 16
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Formolzusatz wie vollig neutrale Stoffe. Sind gréBere Mengen
Ammoniak anwesend, so mull das Ammoniak vorher durch Destilla-
tion mit Baryt unter stark vermindertem Druck entfernt werden.
Die Eigenfarben der Lésungen sind ferner hinderlich bei der Wahr-
nehmung des Endpunktes der Titration. Man kann dann der Kon-
trollésung einen Farbton geben, der dem der zu titrierenden
Losung dhnlich ist (einige Tropfen einer Losung von 0,2 g Tro-
péolin 0 oder Tropéolin 00 oder Bismarckbraun, alle in Lésungen
von 0,2g in 11 Wasser). Wenn es sich um Saurespaltungspro-
dukte handelt, muBl man die Losung entfirben, wie unten ge-
zeigt wird.

Erforderliche Losungen. 1. Eine n/5-Losung von Natrium-
hydroxyd [oder Bariumhydroxyd]?).

2. Eine n/5-Losung von Salzsdure.

3. Eine Lésung von 0,5 g Phenolphthalein in 50 cm3 Alkohol
und 50 em3 H,O0.

4. Eine Formolldsung, die fiir jeden Versuch frisch hergestellt
werden mufl. 50cm3 kéufliches, 30—40 proz. Formaldehyd werden
mit 1 cm?® Phenolphthaleinlésung und danach mit n/5-Lauge bis
zum ganz schwachen rosa Farbton versetzt.

5. Eine Eiweillosung, z. B. eine 4 proz. Ldsung von Witte-
pepton.

6. Eine Pepsin- oder Trypsinlésung.

Die Vorbereitung der zu untersuchenden Lésung
besteht, falls keine Phosphor- oder Kohlenséure vorhanden ist,
in einer moglichst genauen Einstellung auf die schwach saure
Reaktion gegen Lackmuspapier. (Eine Vergleichsfliissigkeit,
bestehend aus gleichen Teilen 1/15 m primérem Kaliumphosphat
und 1/15 m sekundérem Natriumphosphat hat den erwiinschten
pr von 6,8.) Sind Phosphor- und XKohlensiure vorhanden,
so werden zu ihrer Entfernung 50 cm?® der zu analysierenden
Losung in einen 100-cm3-MeBkolben pipettiert und mit 1 ¢m3 Phe-
nolphthaleinlosung (0,5 proz. alkoholisch-wisserige Lésung) und
mit 2 g festem Bariumchlorid versetzt. Dann wird von einer gesét-
tigten Losung von Bariumhydroxyd zunéchst bis zur roten Farbe,
und dann noch weitere 5 cm?® zugegeben. Nach Auffiillen mit
Wasser bis zur Marke, gutem Umschiitteln und viertelstiindigem
Stehen wird durch ein trockenes Filter filtriert. 80cm? des Filtrates
(A) werden in einem 100 cm3-MeB8kolben mit 1/5 n-HCI gegen Lack-
muspapier neutralisiert und darauf mit ausgekochtem Wasser bis

1) Vgl. hierzu Sérensen, S. P. L.: Biochem. Zeitschr. Bd. 25, S. 1.
1901.
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auf 100 cm? verdiinnt. In gleich groBfen Teilen der neutralisierten
Flissigkeit bestimmt man teils das Ammoniak, teils die formol-
titrierbare N-Menge. Ist viel Ammoniak vorhanden, so wird dieses
aus dem Kklaren, roten Filtrat A im Vakuum abdestilliert (vgl.
S. 251), der Destillationsriickstand in einigen cm?® n-HCl gelost,
durch den Kolben CO,-freie Luft durchgesogen (um eine eventuelle
Spur von Kohlenséure auszutreiben), und dann die salzsaure Lo-
sung in einem 100-cm3-MeBkolben gegen Lackmuspapier neutrali-
siert, schlieflich mit CO,-freiem Wasser bis zur Marke nachgefiillt
und in einer passenden Menge (z. B. 40 cm?® entsprechend 16 cm?®
der urspriinglichen Fliissigkeit) die Formoltitrierung ausgefiihrt.

Ausfithrung. Entfirbung. Ist die Entfirbung notwendig
und liegt eine passend saure Fliissigkeit vor (d. h. in bezug auf den
Ssuregehalt ungefihr 1/;,-n), so werden 25 cm? derselben in einen
50-cm3-MeBkolben gebracht. Ist die vorliegende Losung nicht pas-
send sauer, nimmt man nur 20 cm3, und es werden je nach den Um-
stdnden z. B. 5 cm?®n/2-Salzsdure bzw. Natronlauge zugesetzt. Da-
nach werden ca. 4cm? 2n-Bariumchloridlésung (244g BaCl,-2 H,0
in 11 Losung) zugesetzt und nach und nach unter gutem und
héufigem Schiitteln (die letzten Male mul3 der Kolben wahrend
des Schiittelns geschlossen sein) 20 cm® ca. 1/3-n-Silbernitrat-
l6sung (56,7 g reines AgNOQ; in 11), am besten aus einem kleinen
MeBzylinder zugetrépfelt. Wenn der gebildete Schaum nach
kurzem Stehen sich gesetzt hat, wird kohlensdurefreies Wasser bis
zur Marke zugesetzt und iiberdies dem gebildeten Silberchlorid
entsprechend noch 4 Tropfen Wasser. Nach gutem Umschitteln
wird durch ein gewdhnliches 11 em-Filter filtriert, indem man
moglichst viel von dem Niederschlag auf das Filter bringt. Das
im Anfang triibe Filtrat wird vorsichtig wieder auf das Filter
gegossen. Mit einer passenden Menge (15—30 cm?) des vollig
klaren Filtrats wird dann nach vorherigem Neutralisieren gegen
Lackmuspapier die Formoltitration ausgefiihrt.

Die Titration: Man fithrt die Titration in 20 cm?® oder auch
etwas mehr (wenn wenig formoltitrierbarer Stickstoff vorhanden
ist) aus.

Um den Endpunkt der Titration scharf zu erkennen und um
den EinfluB der Formollosung zu eliminieren, benutzt man eine
Kontrollésung, welche folgendermalen herzustellen ist: Zu 20 cm3
oder, wenn fiir die Analyse ein anderes Volumen benutzt wird,
einem entsprechenden Volumen ausgekochten, destillierten Wassers
werden zuerst 10 cm3 der Formolmischung und danach ungefahr
halb soviel NaOH wiebei der eigentlichen Bestimmungzu verwenden

16
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ist, zugesetzt. Dann wird mit n/5-Salzsdure zuriicktitriert, bis
die Flissigkeit nach gutem Schiitteln eben einen schwach rosa
Farbton zeigt (p, = 8,3, erstes Stadium der Titraticn) und jetzt
ein Tropfen n/5-Lauge zugegeben, wodurch die Fliissigkeit deutlich
rote Farbe annimmt (p, = 8,8, zweites Stadium der Titration).

Die zur Untersuchung vorliegenden Losungen werden bis zu
dieser letzten Farbenstarke titriert, indem 10 cm® der Formol-
mischung zu 20 cm?® der Analyse zugesetzt werden und gleich
darauf n/5-Lauge, bis die Farbung stirker als die der Kontrollosung
erscheint; dann wieder n/5-Salzsiure, bis die Farbung schwicher
als die der Kontrollssung geworden ist, und schlieBlich wird
Lauge zugetrépfelt, bis die Farbstirke der Kontrollosung ganz
erreicht ist.

Wenn alle vorliegenden Losungen auf diese Weise titriert
worden sind (Phenolphthalein, zweites Stadium), werden der
Kontrollssung weiter 2 Tropfen zugefiigt, wodurch sie eine stark
rote Farbe annimmt (p, = 9,1, drittes Stadium). Die Titration wird
dann beendet, indem jeder Losung Lauge zugetropfelt wird, bis
die stark rote Farbe der Kontrollésung erreicht worden ist. Selbst-
verstindlich kann man auch sofort bis zum dritten Stadium
titrieren.

Titration mit Thymolphthalein. Wendet man statt des
Phenolphthaleins Thymolphthalein als Indicator an, dann ist
statt der oben unter 3. und 4. aufgefiihrten Fliissigkeiten zu be-
nutzen:

1. Eine Lésung von 0,5g Thymolphthalein (Griibler) in
11 93 proz. Alkohol und

2. eine Formolmischung, die jedesmal folgendermaflen frisch
zu bereiten ist: Zu 50 cm® Handelsformol werden 25 cm?® abso-
luter Alkohol, 5em?® Thymolphthaleinlésung und schlieBlich
n/5-Lauge bis zum schwach griinlichen oder bliulichen Farbton
zugefiigt.

Als Kontrollssung werden auch hier 20 cm3 ausgekochtes
Wasser verwendet. Es werden zuerst 15 em3 der Formolmischung
und etwa die halbe Menge Lauge, wie die bei den Bestimmungen
verwendete, zugesetzt ; dann wird mit n/5-Salzsdure zuriicktitriert,
bis die Losung bldulich opalisierend erscheint. Jetzt werden
2 Tropfen Lauge zugegeben, die der Fliissigkeit eine schéne und
blaue Farbe erteilen (p, = 9,45).

Bis zu dieser letzten Farbenstéirke werden die Losungen titriert,
indem 20 cm® der zu untersuchenden Lésung, 15 cm?® Formol-
mischung und gleich darauf ein kleiner UberschuBl an Lauge zuge-
setzt werden. Nach Zuriicktitration mit Salzsiure, wobei die Farbe
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schwicher werden soll als in der Kontrollosung, wird schlieflich
Lauge zugetropit, bis der Farbenton der Kontrollssung genau
erreicht ist.

Ist die zu titrierende Losung nur leicht geférbt, dann kann man,
wie frither bemerkt, die Titration dadurch verschirfen, daf man
den 20 cm?® Wasser der Kontrolle vor der Zugabe der Formol-
mischung einen dhnlichen Farbton erteilt, was sich mit den oben-
erwahnten Farblosungen erreichen 148t; oder man bedient sich
des von G. S. Walpolel) angegebenen kleinen Apparates. Der-
selbe besteht aus 2 Paar zylindrischen Glidsern mit ebenem Boden,
die in einem Gestell, wie es Abb. 64 zeigt, tiber-
einander angebracht sind. In C wird dann die
auf die Endfarbe der Titrierung eingestellte
Kontrollssung, in D Wasser und in 4 und B
gleiche Mengen 20 cm3 der zu titrierenden Lo-
sung gebracht, wonach man B mit der Formol-
mischung versetzt und die Titration in der
Weise vornimmt, dal man zu B so lange Lauge
usw. zugibt, bis man beim Durchsehen von oben
gegen eine weille belichtete Fliche unten die
selbe Farbennuance in 4 und B beobachtet.

Beispiel 2): 125 cm? einer 4 proz. Wittepepton-
16sung und 75 cm? einer 0,2 proz. Pankreatin- _~~
losung wurden mit Wasser auf 250 cm3 erginzt.
20 cm3 der Fliissigkeit enthielten 52,00 mg Ge-
samtstickstoff. Abb. 64.

Kontrollésung: 20 em3 ausgekochtes Wasser
+ 10em3 neutralisierter Formollgsung + 2 Tropfen Bismarckbraun.

Bei der sofort nach der Zubereitung vorgenommenen Titrierung
wurden verbraucht:

Kontrolle 1,50 cm3 1/5-n-NaOH  Versuch (20 cm3) 3,50 cm3 1/;-n-NaOH
140 ,, 1/,-n-HCL 045 ,, Y/g-n-HCI

0,10 cm? 1/;-n-NaOH 3,05 cm? 1/;-n-NaOH

Kontrolle 0,10 ,, '/5-n-NaOH

Verbrauch 2,95 cm?® 1/,-n-NaOH

1 cm?® n/5-Natronlauge entspricht 2,8 mg Stickstoff, die 2,95 cm?
demnach 8,26 mg, d. h. 15,9%, des Totalstickstoffs, die als
formoltitrierbarer Stickstoff vorhanden sind.

Nach 30 Std. wurden in derselben Weise verbraucht: 5,85 cm3
1/,-n-NaOH 16,38 mg N oder 31,5%, des Totalstickstoffes.

1) Walpole, G. 8.: Biochem. journ. Bd. 5, S. 212. 1910.
2) Jessen-Hansen, H.: 1 c. S. 258.
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Methode nach van Slyke?l).

Die Aminosiuren und Polypeptide reagieren mit salpetriger

Sédure nach folgender Gleichung

RNH, - HNO, = ROH + H,0 4 N,.

Der gebildete Stickstoff wird gasvolumetrisch gemessen. Den
Umfang einer Proteolyse miflt man so, daB man zunichst das
Substrat mittels HCl vollstandig hydrolysiert und den mit sal-
petriger Sdure reagierenden Stickstoff dieses Gemisches be-
stimmt; dann laBt man das Ferment auf eine entsprechende
Menge des Eiweilsubstrats eine bestimmte Zeit lang einwirken.
Aus der Differenz zwischen dem Stickstoff des Sdurehydrolysen-
gemisches und dem N, der nach der Spaltung durch das Ferment
mit HNO, gebildet wird, ist die GroBe der Verdauung ersichtlich.
Proteine reagieren nur mit einer Spur ihres Stickstoffgehaltes.

Die salpetrige Siure zersetzt sich in stark essigsaurer Losung
von selbst unter Bildung von Stickoxyd. Diese Reaktion wird bei
der Methode benutzt, um die Luft aus dem Apparat mittels Stick-
oxydes zu verdringen. Das Oxyd wird dann durch alkalische
Permanganatlésung in der Hempelschen Biirette absorbiert.

Erforderliche Loésungen. 1. Eiweillosung: z. B. eine
Edestinlosung, 6 g Edestin auf 150 cm?® Wasser. '

2. Pepsin- oder Trypsinlosung.

3. Kaliumpermanganatlosung. 50 g KMnO, und 25 g KOH
im Liter. Die Losung kann 6fter gebraucht werden. (Das Ver-
bindungsrohr zur Hempelschen Biirette ist wihrend des Nicht-
gebrauches mit Wasser, nicht mit der alkalischen Permanganat-
losung stehen zu lassen!)

4. Natriumnitrit. 30 g NaNO, in 100 cm?® Wasser. Das kéuf-
liche NaNO, enthilt oft Verunreinigungen, die Stickstoff entwickeln.
Deshalb mufl das NaNO, immer, bevor es gebraucht wird, gepriift
werden und, wenn nétig, eine Korrektur fiir das Reagens an-
gebracht werden. Handelt es sich darum, eine in Wasser allein
nicht 16sliche Aminosubstanz in Lésung zu bringen, so kann
Mineralsdure, aber nicht iiber !/,-n-Konzentration gebraucht wer-
den oder Essigsdure bis 500/ oder fixes Alkali bis 1n-Konzentration.

5. Eisessig.

6. 20 proz. Salzsiure.

Apparat. Die Zusammensetzung des Apparates ist aus Abb. 65
und 66 ersichtlich.
1) Darstellung nach van Slyke, D. D.: Handb. der biol. Arbeits-

methoden, Abt. I, Teil 7, S. 263. Vgl Ber. d. dtsch. chem. Ges. Bd. 43,
S.3170. Journ. of biol. chem. Bd. 9, S.185. 1911.
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Das GefdB8 D faBt 40—45 cm3, 4 ungefihr 35 cm3 und die
Biirette B 10 cm®. Das Desaminierungsgefi D muB mit einem
straffen Draht so fest von oben aufgehingt sein, daB die Draht-
schlinge um das Capillarrohr herum wie ein festes Zentrum wirkt.
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Abb. 65.

Das GefaB 4 ist so angebracht, daB sein Schwerpunkt sich diesem
Zentrum nihert. Das GefiB D kann bereits durch eine gering-
tigige Bewegung von 4 zum Schiitteln gebracht werden. Infolge-
dessen wird das Verbindungsrohr von 4 zu D durch Spannung
oder Druck nicht gefihrdet. Um zu vermeiden, daB die Hihne
undicht oder bei heftigem Schiitteln lose werden, reibt man sie
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vorteilhaft mit einer Paste ein, die aus 1 Teil Gummi, 1 Teil
Paraffin, 2 Teilen Vaselin durch Erhitzen hergestellt wird. Mit
einer Triebwelle kann man abwechselnd sowohl das Desaminierungs-
gefdll D als auch die Hempelsche Biirette schiitteln. Die Klam-
mer am Ende der Triebstange und der Haken, an dem die Hem -
pelsche Biirette aufgehéngt wird, werden zweckméBig mit kleinen
Stiicken Gummischlauch iiberzogen. Als Triebkraft dient am
besten ein kleiner Elektromotor, der mit einem Widerstand fiir
3—4 Geschwindigkeiten versehen ist. Die
Triebwelle soll 300 bis 500 Umdrehungen in
der Minute machen. Es kann auch ein Wasser-
motor benutzt werden.
Ausfithrung. 1. Vertreibung der Luft
durch Stickoxyd. Wasser von F (vgl. Abb. 66)
fillt sowohl die Capillare g als auch die an-
dere Capillare bis ¢. — 4 enthilt soviel Eisessig,
daB ein Fiinftel des Volumens von D gefiillt
werden kann. Zur Bequemlichkeit ist dieses
Volumen in 4 mit einer Marke angezeigt. Den
Eisessig 1a8t man in D einflieBen, wihrend der
Hahn ¢ offen ist, damit die Luft aus D ent-
weichen kann. Dann fiillt man in 4 die Na-
triumnitritlosung ein, und zwar 148t man so-
viel einflieBen, dafl das Gefa D vollstdndig und
schlieBlich noch ein kleines Volumen iiber Hahn
a gefiillt wird. Das aus D vertriebene Gas wird
dabei bei ¢ eingeschlossen. D wird nun, wih-
rend a geoffnet, ¢ geschlossen ist, einige Sekun-
den lang geschiittelt. Das Stickoxyd, das sich
dabei augenblicklich ansammelt, 143t man dann
bei ¢ austreten. Hierauf wird das Schiitteln wiederholt. Die dabei
neuentstandene Menge Stickoxyd, die ebenfalls durch ¢ entweicht,
beseitigt die letzten Spuren von Luft. Nun bringt man D mit
dem Motor in Verbindung und laBt so lange schiitteln, bis nur
noch 20 cm?® Losung in D zuriickbleiben. Dieses Volumen ist
durch eine an D angebrachte Marke angezeigt. Hierauf schlieBt
man den Hahn a und stellt ¢ und f so, dafl die Verbindung
zwischen D und F hergestellt wird.

2. Zersetzung des Verdauungsgemisches. Von der zu analy-
sierenden Mischung miBt man je nach den vorliegenden Bedin-
gungen 10 cm?® oder weniger in dem graduierten zylindrischen
Gefall B genau ab. Die gewiinschte Menge Losung 1468t man dann
in das GefaBl D einflieBen, das mit dem Motor in Verbindung
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steht, und 148t schiitteln. Nach 5 Min. wird die Reaktion
beendet sein. Nur in solchen Féllen, wo native EiweiBkorper
vorliegen, die beim Desamidieren grobe Koagula erzeugen, die
beim Durchschiitteln der Mischung stérend wirken, kann es notig
sein, lingere Zeit zu schiitteln. Falls zum Analysieren eine viscose
Fliissigkeit vorliegt und die Gefahr besteht, dafl die Losung in F
iiberschiumt, so fiigt man durch B etwas Octylalkohol (Kahl-
baum-Octylalkohol [sekundér] I) hinzu, nachdem man daraus
die Fliissigkeit hat auslaufen lassen,

3. Absorption des Stickoxydes und Messen des Stickstoffs.
Sobald die Reaktion beendet ist, wird das Gas in D durch Hinzu-
lassen von Fliissigkeit aus 4 nach F getrieben und das Gemisch
von Stickstoff und Stickoxyd dann aus F in die Absorptionsbiirette
iibergefiihrt. Die Treibstange wird dann mit der Pipette ver-
bunden und diese nun 1 Min. lang durch den Motor geschiittelt,
wobei das Stickoxyd vollstéindig absorbiert wird. Der reine Stick-
stoff wird in F gemessen. Wihrend der letzterwahnten Ope-
rationen ist der Hahn a gedffnet, damit wihrend der Bildung von
Stickoxyd in D Fliissigkeit aus .D entweichen kann.

Priifung auf Vollstindigkeit der Reaktion. Zur
Priifung auf Vollstindigkeit der Reaktion treibt man den Stick-
stoff aus F durch ¢ aus; ¢ wird geschlossen und D mit F
verbunden. Das Gas, daB sich in der salpetrigsauren Lésung in
D wihrend der Absorption des Stickoxydes und des Messens des
Stickstoffs gebildet hat, wird ausgeschiittelt, nach F und dann
in die Hempelsche Biirette wie frither iibergetrieben. Nach Ab-
sorption des Stickoxydes sollte das Gasvolumen jetzt nicht mehr
betragen als dasjenige, welches man bei einem blinden Versuch
gewohnlich erhélt, ndmlich ungefihr 0,1 cm?3.

Nachdem nun nach Beendigung der Reaktion das Gas voll-
stindig aus D nach F iibergetriecben worden ist, lat man die
salpetrige Sdureldsung aus D durch den gedffneten Hahn d durch
ein AusfluBrohr abflieBen. B wird dann ausgespiilt und mit Fil-
trierpapier oder mit Alkohol und Ather getrocknet. Der Apparat
ist nun fiir eine neue Bestimmung vorbereitet.

Sobald man eine neue Nitritlssung benutzt, mufl eine blinde
Bestimmung vorgenommen werden, und zwar so, dall man unter
den iiblichen Bedingungen arbeitet, aber anstatt der Amino-
substanzlosung 10 cm3 destilliertes Wasser verwendet. Die Menge
Gas, welche man gewdhnlich bei einem blinden Versuch wéhrend
5 Min. erhilt, betrigt 0,3—0,4 cm® Ammoniak ist in groBeren
Mengen hinderlich bei der Reaktion ; man erhélt aber bei Gegenwart
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Dichte des feuchten, iiber Wasser

Gewicht von 1 cm3

b 10° 11° 120 ; 13° 140 150 16° 170

700 | 1,007 | 1,092 | 1,087 |

| 1,082 | 1,077 | 1,072 | 1,067 | 1,062
702 | 1,100 | 1,095 | 1,090 | 1,085 | 1,080 | 1,075 | 1,070 | 1,065
704 | 1.103 | 1,098 | 1,093 ‘ 1,088 | 1,083 | 1,078 | 1,073 | 1,068
706 | 1,106 | 1,101 | 1,096 | 1,091 | 1,086 | 1,081 . 1,076 | 1,071
!
t

708 | 1,109 | 1,004 | 1,009 | 1,094 | 1,089 1084 | 1,079 | 1074
710 | 1,012 | 1,008 | 1,103 | 1,098 | 1,093 | 1,087 | 1,082 | 1,077
712 | 1116 | L111 | 1,106 | 1,101 | 1,096 | 1,091 | 1,086 | 1,080
714 | 1119 | 1,014 | 1,109 | 1,04 | 1,099 | 1,094 ' 1,089 | 1,083
716 | L122 | 1117 | L112 | 1107 | 1,002 | 1,097 | 1,092 1,087
78 | 1125 | 1,020 | 1,115 | 1,110 | 1,005 = 1,000 @ 1,095 1,090
720 | 1,028 | 1,023 | 1,118 | 1,113 | 1,108 | 1,103 | 1,098 | 1,093
722 | 1131 | 1,27 | 1,122 | 1,116 | 1,111 | 1,006 , 1,101 | 1,096
724 | 1,135 | 1,130 | 1,125 | 1,120 | 1,114 | 1,109 | 1,104 | 1,099
726 | 1138 | 1,133 | 1,128 | 1,123 | 1,118 | 1,112 | 1,007 | 1,102
728 | 1,141 | 1,136 | 1,131 | 1,126 | 1,021 | 1,116 | 1,110 | 1,105
730 | 1044 | 1,139 | 1,134 | 1,029 | 1,124 | 1,119 | 1,114 | 1,108
732 | 1147 | 1,042 | 1,137 | 1,132 | 1,027 | 1,022 | 1,117 | 1111
734 | 1151 | 1,046 | 1,140 | 1,135 | 1,130 | 1,025 | 1,120 | 1,115
736 | 1,154 | 1,149 | 1,044 | 1,138 | 1,133 | 1,128 | 1,123 | 1,118
738 | 1157 | 1152 | 1,047 | 1,142 | 1,136 | 1131 | 1,026 | 1121
740 | 1,160 | 1155 | 1,050 | 1,145 | 1,139 | 1,134 | 1,029 | 1,124
742 | 1163 | 1,58 | 1,153 | 1,148 | 1,143 | 1,137 | 1,132 | 1,127
744 | 1166 | 1,061 | 1,056 | 1,151 | 1,146 } 1,041 | 1,135 | 1,130
746 | 1170 | 1,165 | 1,59 | 1,054 | 1,049 | 1,144 1,138 | 1.133
748 | 1173 | 1168 | 1,062 | 1,157 | 1,152 | 1147 | 1,142 | 1,136
750 | 1176 | L171 | 1,166 | 1,160 | 1,155 | 1,150 | 1,145 | 1,139
752 | 1179 | 1174 | 1,169 | 1,164 | 1,158 | 1,153 | 1,148 | 1,142
754 | 1182 | 1177 | 1,172 | 1,167 | 1,061 | 1,156 | 1,151 | 1,145
756 | 1185 | 1,180 | 1,175 | 1,170 | 1,065 | 1,159 | 1,154 | 1,149
758 | 1,189 | 1,184 | 1,178 | 1,173 | 1,068 | 1,162 | 1,157 | 1,152
760 | 1,092 | 1,187 | 1,181 | 1,176 | 1,171 | 1,165 | 1,160 | 1,155
762 | 1,195 | 1,190 | 1,185 | 1,179 | 1,174 | 1,69 | 1,163 | 1,158
764 | 1,198 | 1,193 | 1,188 | 1,182 | 1,177 | 1,172 | 1,166 K 1,161
766 | 1,201 | 1,196 | 1,091 | 1,186 | 1,180 | 1,175 | 1,170 | 1,164
768 | 1,205 | 1,199 | 1,094 | 1,189 | 1,183 | 1178 | 1,173 | 1,167
770 | 1,208 | 1,202 | 1,197 | 1,192 | 1,186 | 1,181 { L176 | 1,170

der fiir gewohnlich vorhandenen, verhaltnismaBig kleinen Mengen
von Ammoniak ganz gute Vergleichsresultate, falls die gleichen
Reaktionsbedingungen in Hinsicht auf Zeit, Temperatur und die
Konzentration der Lésungen genau innegehalten werden, so daf3
also die Menge des zersetzten Ammoniaks bei jeder Bestimmung
die gleiche ist. Fiir eine genaue Bestimmung des NH,-Stickstoffes
inVerdauungsfliissigkeiten usw. ist es ratsam, zuerst das Ammoniak
zu entfernen. Das Ammoniak kann bequem entfernt und bestimmt
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aufgefangenen, argonfreien Stickstoffs.

in Milligramm.

180 19° 20° 21° 220 230 240 250 b

1,057 | 1,051 | 1,046 | 1,041 | 1,036 | 1,030 | 1,025 | 1,019 | 700
1,060 | 1,055 | 1,049 | 1,044 | 1,039 | 1,033 | 1,028 | 1,022 | 702
1,063 | 1,058 | 1,052 | 1,047 | 1,042 | 1,036 | 1,031 | 1,025 | 704
1,066 | 1,061 | 1,056 | 1,050 | 1,045 | 1,039 | 1,034 | 1,028 | 706
1,060 | 1,064 | 1,059 | 1,053 | 1,048 | 1,042 | 1,037 | 1,031 | 708
1,072 | 1,067 | 1,062 | 1,056 | 1,051 | 1,045 | 1,040 | 1,034 | 710
1,075 | 1,070 | 1,065 | 1,059 | 1,054 | 1,048 | 1,043 | 1,037 | 712
1,078 | 1,073 | 1,068 | 1,062 | 1,057 | 1,052 | 1,046 | 1,040 | 714
1,081 | 1,076 | 1,071 | 1,065 | 1,060 | 1,055 | 1,049 | 1,043 | 716
1,084 | 1,079 | 1,074 | 1,068 | 1,063 | 1,058 | 1,052 | 1,046 | 718
1,088 | 1,082 | 1,077 | 1,072 | 1,066 | 1,061 | 1,055 | 1,049 | 720
1,001 | 1,085 | 1,080 | 1,075 | 1,069 | 1,064 | 1,058 | 1,052 | 722
1,004 | 1,088 | 1,083 | 1,078 | 1,072 | 1,067 | 1,061 | 1,055 | 724
1,097 | 1,091 | 1,086 | 1,081 | 1,075 | 1,070 | 1,064 | 1,588 | 726
1,100 | 1,095 | 1,089 | 1,084 | 1,078 | 1,073 | 1,067 | 1,061 | 728
1,103 | 1,097 | 1,092 | 1,087 | 1,081 | 1,076 | 1,070 | 1,064 | 730
1,106 | 1,101 | 1,095 | 1,090 | 1,084 | 1,079 & 1,073 | 1,068 | 732
1,109 | 1,104 | 1,098 | 1,093 | 1,088 | 1,082 | 1,076 | 1,071 | 734
1,112 | 1,07 | 1,102 | 1,096 | 1,091 | 1,085 | 1,079 | 1,074 | 736
L115 | 1,110 | 1,105 | 1,099 | 1,094 | 1.088 | 1,082 | 1,077 | 738
L118 | 1,113 | 1,108 | 1,102 | 1,097 | 1,091 | 1,085 | 1,080 | 740
1,121 | 1,116 | 1,111 | 1,105 | 1,100 | 1,094 @ 1,088 | 1,083 | 742
1,125 | 1,119 | 1,114 | 1,108 | 1,103 | 1,097 | 1,091 | 1,086 | 744
1,128 | 1,122 | 1117 | 1,111 | 1,106 | 1,100 | 1,094 | 1,080 | 746
LI31 | 1,025 | 1,020 | 1,114 | 1,09 | 1,103 | 1,097 | 1,002 | 748
1134 | 1,028 | 1,123 | L117 | 1,112 | 1,106 | 1,100 | 1,095 | 750
1,137 | 1,131 | 1,126 | 1,120 | 1,115 | 1,109 | 1,103 | 1,098 | 752
1,140 | 1,135 | 1,020 | 1,023 | 1,118 | 1,112 | 1,107 | 1,101 | 754
1,143 | 1,138 | 1132 | 1,127 | 1,121 | 1,115 | 1,110 | 1,104 | 756
1,146 | 1,141 | 1,135 | 1,030 | 1,024 | 1,118 | 1,113 | 1,107 | 758
1,149 | 1,144 | 1,138 | 1,133 | 1,127 | 1,121 | 1,116 | 1,110 | 760
1,152 | 1,147 | 1,041 | 1,136 | 1,130 | 1,024 | 1,119 | 1,113 | 762
L155 | 1,150 | 1,144 | 1,139 | 1,133 | 1,127 | 1,122 | 1,116 | 764
1,158 | 1,153 | 1,148 | 1,042 | 1,136 | 1,130 | 1,125 | 1,119 | 766
1,162 | 1,156 | 1,151 | 1,145 | 1,139 | 1,133 | 1,128 | 1,122 | 768
1,165 | 1,159 | 1,154 | 1,048 | 1,142 | 1,137 | 1,131 | 1,125 | 770

werden durch Destillation unter Zusatz von Calciumhydroxyd
unter vermindertem Druck. Nach der Destillation wird der Uber-
schuBl des” Calciumhydroxyds mit Essigsdure gelést. — Die zu
analysierenden Losungen sollen frei von Athylalkohol und Aceton
sein. — Zur Verminderung des Schiumens soll nicht Amylalkohol,
sondern Caprylalkohol (Octylalkohol, sekunddr I, Kahlbaum)
verwendet werden.

Zur Berechnung der Resultate diene obenstehende Tabelle.
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Die Zahlen mit 2 dividiert stellen die Gewichte des Amino-
stickstoffs in Milligrammen dar, die 1 cm® Stickstoffgas ent-
sprechen, wie man ihn bei der Einwirkung mit salpetriger Saure
und beim Messen iiber Wasser bei den angegebenen Temperaturen
und dem betreffenden Barometerstand erhalt.

Modifikation der Methode mit Benutzung des Mikro-
apparates. Durch eine geringfiigige Anderung der Form der Gas-
biirette wird die Genauigkeit des Ablesens so erleichtert, daf3 der Ge-
halt des ganzen Apparates auf ein Zehntel des oben beschriebenen
Inhalts reduziert werden kann, so da nur 1 em?® der Lésung fiir

die Bestimmung erforderlich ist. Die

Form der Biirette ist aus Abb. 67 er-

sichtlich. Der wesentlichste Unterschied

besteht darin, daB der Nullpunkt statt

am Boden des Hahnes in einem Capillar-

\\ rost angebracht ist, welcher sich einige

Millimeter unter dem Mafe befindet. Die

Biirette besitzt einen Inhalt von 3 cm3

und ist in Hundertstel Kubikzentimeter

eingeteilt mit ca. 1 mm weiten Teil-

strichen, so daB3 man durch Abschéitzung

der Zehntel der Einteilung bis 0,001 cm?
ablesen kann.

» Jede bekannte Aminosiure, die aus

Abb. 67. Eiweil durch Siurehydrolyse erhalten

worden ist, reagiert quantitativ mit einem

N-Atom, ausgenommen Lysin, das mit zwei N-Atomen reagiert,

und Prolin und Oxyprolin, die iiberhaupt nicht in Reaktion tre-

ten. Ferner mit Ausnahme des Tryptophans, das mit der Hilfte,

des Histidins, das mit einem Drittel, und des Arginins, das mit

einem Viertel des gesamten Stickstoffes reagiert. Asparagin re-

agiert nur mit seiner priméren Aminogruppe. — Bei den Poly-

peptiden wird das Stickstoffgas nur durch Reaktion mit der

einen freien NH,-Gruppe entwickelt. Nur die Glycylpolypeptide

geben statt 1 Mol 1,25 Mol N ab?).

'rmyml]unmu T

Berechnung. Der Umfang der abgelaufenen Proteolyse wird
nach folgender Gleichung berechnet:
100 (4 — 4)
A, — 4,
A bedeutet dabei den jeweils gefundenen Aminostickstoff; 4, den

1) Vgl. van Slyke: L c. S. 280.

Prozent der Hydrolyse =
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Aminostickstoff des unangegriffenen Proteins vor der Hydrolyse,
A, den Aminostickstoff nach vollstindiger Hydrolyse. Da 4,
verhédltnismaBig klein ist, kann es bei der Berechnung unberiick-
sichtigt bleiben, falls die Bedingungen eine experimentelle Be-
stimmung seines Wertes verhindern; z. B. wenn das unverdaute
Eiweill unloslich ist, dann rechnet man mit der Gleichung Hydro-
! 100 4

yse = 4,

Beispiel!): Verdauung von Edestin durch Trypsin. 150 cm3
Wasser, 6 g lufttrockenes Edestin, 0,5g Soda, 0,6 g Griiblers
Trypsin. Temperatur 37°. Von Zeit zu Zeit werden 5 cm3 fir
die Aminostickstoffbestimmung entnommen.

cm? N-Gas redu-
Stunden ziert auf 0° und %/, von N Udr;l(f? ng der oHy'
760 mm yse in %

0 1,972) 3,68 0,00

2 7,62 14,93 14,77

4 8,92 17,47 18,15

20 12,62 24,75 27,40

80 19,56 38,35 47.30
Vollstindige Hydro- !
lyse mittels Salz- |

sdure. . . . . . 40,25 79,00 | 100,00

Zur vollstindigen Hydrolyse werden die Proteine am RiickfluB3-
kithler mit 20 proz. Salzsdure (1 Volumen konzentr. HCl und
1 Volumen Wasser) gekocht, bis die Menge des Aminostickstoffes
das Maximum erreicht hat. Dieser Punkt wird bequem so bestimmt,
daB man in Intervallen von einigen Stunden mit einer Pipette
abgemessene Proben, die ungefidhr 0,1 g Stickstoff enthalten, ent-
nimmt und sie fiir die Aminobestimmungen auf je 10 cm? ver-
diinnt. Falls die Proben mehr als 1,00 em? betragen, soll die Séure
mit einer konzentrierten Losung von Alkali neutralisiert werden,
ehe sie bis auf 10 cm3 verdiinnt wird. Der Kolben, in dem die
Losung gekocht wird, soll tariert sein und vor der Entnahme
einer jeden Probe gewogen werden, um die Konzentrationsinde-
rung der Losung, die durch Verdampfung durch den Riickfluf3-
kiihler vor sich gehen kann, festzustellen.

1) Nach van Slyke: l.c. S.283.

2) 0,77 cm?® des Stickstoffs oder 1,59/, entstammen dabei dem Amino-
stickstoff des zugefiigten Trypsins. Vom Edestin selbst reagieren nur
2,4°/, Stickstoff mit der salpetrigen Séure.
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Bestimmung nach Willstatter?!).

Aminosiduren kann man ebensogut wie eine hohe Fettsdure
in alkoholischer Losung alkalimetrisch bestimmen. Wenn Salze
der Aminoséduren mit Mineralsduren vorliegen, so kann man
zuerst in wisseriger Losung auf neutral und dann nach Zusatz
von Alkohol wieder bis Phenolphthalein-Rotung titrieren. Ebenso
lassen sich Polypeptide unter Zusatz von Alkohol alkalimetrisch
bestimmen.

Bei der alkalimetrischen Bestimmung von EiweiBabbau-
produkten zeigt sich nun ein charakteristischer Unterschied hin-
sichtlich der Alkoholkonzentration, die zur Ausschaltung der
Aminogruppen oder der Hydroxylionen erforderlich ist. Bei
den Polypeptiden erreicht man dies schon durch 40proz. Alkohol;
ebenso bei Peptonen und Proteinen. Dagegen erfordern die
Aminosduren der aliphatischen Reihe oder von aliphatischem
Charakter sehr hohe Alkoholkonzentrationen, etwa 97°/,, zur
volligen Ausschaltung der Aminogruppe und Abséttigung der
Carboxylgruppe mit Alkalihydroxyd. Man muf3 daher auch das
Wasser der n-Lauge beriicksichtigen und ersetzt diese zweck-
miBig durch eine alkoholische Normallésung. Auf diese Ver-
schiedenheit der Alkoholkonzentrationen, die bei Aminosduren
und Polypeptiden zur Ausschaltung der Aminogruppe erforderlich
sind, griindeten Willstdtter und Waldschmidt-Leitz die
Methode, um in Gemischen dieser beiden Gruppen von Ver-
bindungen, wie sie beim enzymatischen Abbau der Proteine auf-
treten, den Anteil an Aminosduren und an Peptiden
alkalimetrisch zu bestimmen. Man verfahrt dabei wie folgt:

Man ermittelt die zur Neutralisation auf Phenolphthalein in
50proz. (a), in 97 proz. (b) alkoholischer Losung erforderliche Alkali-
menge. Der Alkalianteil # fiir Aminoséuren ist dann, da die
Mehrzahl derselben, und zwar die in den Mischungen im all-
gemeinen iiberwiegenden, in 50proz. alkoholischer Losung 289/,
der zu ihrer vélligen Absittigung erforderlichen Alkalimenge ver-
brauchen:

100 (b —a)

~ 100 — 28

Zur Erlduterung diene folgendes Beispiel?): Ein Pankreatin-
praparat (10 cm3 5 proz. Losung) wurde gepriift durch zweistiindige

und der Alkalianteil fiir Polypeptide = b — x.

1) Nach Willstétter: Handb. d. biol. Arbeitsmethoden, Abt. I, Teil 7.
S.289. — Willstiatter, R. u. E. Waldschmidt-Leitz: Ber. d. dtsch.
chem. Ges. Bd. 54, S.2988. 1921,

2) Willstatter, R.: 1. c. S.293.
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Einwirkung auf 0,5 g Globulin bei 30° unter Zusatz von 10 cm3
Pufferlésung von p, = 7,7 (5 em?® n/2 K,HPO,, 1 cm?® n-KOH
und 4 cm?® H,0). Da das Verfahren den Nachteil hat, viel Alkohol
zu erfordern, kann man sich 6fters mit der Konzentration von
90°/, begniigen.

Zu Beginn | Nach 2 Std. Differenz
In 50 proz. Alkohol . . . 0,37 | 1,30 0,93 cm® n-KOH
In 90 proz. Alkohol . . . 1,18 ; 2,44 1,26 ¢cm3 n-KOH

Vom Zuwachs der Aciditdt infolge der Trypsinwirkung ent-
100(1,26—0,93)
72
= 0,46 cm?® auf Aminosduren und b — x = 1,26 — 0,46 = 0,80 cm?3

auf Polypeptide.

fallen unter Zugrundelegung obiger Formel z =

Bestimmung nach Willstatter und Waldschmidt-
Leitzl).

Ausfithrung: Das zu bestimmende Trypsinpriparat (im all-
gemeinen zwischen 0,01 und 0,25 g getrocknete Driise bzw. die
daraus hervorgegangene Menge reineren Préparats) wird in ein
kleines zylindrisches Standfldschchen mit eingeschliffenem Stopfen
eingewogen; nach der etwa erforderlichen Vorbehandlung (z. B.
Kinaseeinwirkung) werden dann im Thermostaten von 30° 1,00 cm?3
n-Ammoniak-Ammonchloridpuffer von p, = 8,9 bei 30° (bestehend
aus 0,67 cm?®n-NH,(1-0,33 cm?3n-NH,) sowie 5,0 cm? einer 3 proz.,
auf 30° angewirmten Gelatinelésung (bzw. Pepton-, Albumin-
16sung) zugefiigt und gut durchgeschiittelt. Der p, dieser Gelatine-
Puffermischung (bei 309) ist 8,7.

Nach Ablauf der Bestimmungszeit (gewohnlich 60 Min.) wird
der Inhalt des Flischchens mit dem 9fachen Volumen absoluten
Alkohols in einen Erlenmeyerkolben iibergespiilt und nach Zu-
satz von 0,5 cm3 0,5proz. alkoholischer Thymolphthaleinlésung
auf je 100 cm3 Fliissigkeit mit 90 proz. alkoholischer 0,2-n-Lauge
unter kraftigem Umschiitteln titriert. Der Endpunkt der Titration
ist durch den ersten etwas grau-blauen Farbton gegeben und gut
erkennbar; nach Zusatz von 3 weiteren Tropfen (etwa 0,05 cm3)
der Normallésung wird dann die Farbe deutlich blau. Nach
einigen Minuten pflegt die Indicatorfarbe infolge einer weiteren
Hydrolyse ‘der Proteinsubstanz durch den Laugeniiberschufl wie-
der zu verschwinden.

1) Waldschmidt-Leitz: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 132, S. 181
(S. 201). 1924.
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Zu jeder Bestimmung ist eine Leerbestimmung auszufiihren,
deren Amnsatz analog dem der Hauptbestimmung erfolgt; die
der Enzymwirkung entsprechende Aciditdtszunahme ergibt sich
dann aus der Differenz der beiden Titrationen. Es empfiehlt sich
noch, bei Benutzung von Gelatine als Substrat dem Analysen-
gemisch vor dem Verdiinnen mit Alkohol etwas Chlorcalcium-
lésung, z. B. 0,50 cm® mit 20 mg CaCl,, zuzusetzen; man ver-
meidet so, dafl unangegriffene Gelatine sich bei der Ausfillung
durch den Alkohol zu gréferen Klumpen zusammenballt und
dadurch z.T. der Titration entgeht.

Der mogliche Fehler einer Titration ist auf + 0,04 cm3 n/5-
Lauge zu schéitzen, entsprechend ungefdhr 4+ 2 Tropfen der alko-
holischen Losung.

Modifikation der Willstatterschen Methode nach
Willstatter und Persiell).

Nach den Untersuchungen von Waldschmidt-Leitz tiber die
Enterokinase (vgl. S. 261) gelangt das Trypsin bei der adsorptiven
Trennung aus dem vollaktiven in den unvollstindig aktivierten
Zustand. Ferner entstehen aus der Driise sowohl als auch aus den
Ausziigen der Driise Hemmungskorper der Kinase, und die bei
der Verdauung entstehenden Abbauprodukte wirken wahrschein-
lich in gleichem Sinne. Es ist daher notwendig, den bei der
Trypsinbestimmung entstehenden Fehler der unvollstdndigen
Aktivierung des Enzyms durch Anwendung grofer Substrat-
mengen (Gelatine), kleiner, ausreichend aktivierter Enzymmengen
und kurzer Einwirkungszeit zu vermeiden.

Es ist auch zweckmifig, hohe Pufferkonzentrationen zur
Einstellung des p; zu vermeiden. Es wurde mit einer kleinen
Menge eines n-NH;-NH,Cl-Gemisches im Verhaltnis 1:2 vom
pp 8,9 (fir 30° eingestellt, das mit der angewandten Gelatine
einen p, von wenig iiber 8 ergibt.

Ein solcher Ansatz ist z. B.:

10 mg Driisenpulver in 1,2 cm?® Wasser, wihrend 30 Min. mit
0,3 cm? Kinaselosung aktiviert,

2,000 cm® n-NH;-NH,Cl-Gemisch 1:2 und 3,5 cm® Wasser,

5,0 cm?® 15 proz. Gelatineldsung,

20 Min. bei 37°.

Erforderliche Losungen. 1. 15proz. Gelatine. 37,5 g zer-
kleinerte gute Handelsgelatine werden in heilem Wasser gelost
und auf 250 cm?® aufgefiillt. Wenn sie aufbewahrt werden soll,

1) Zeitschr. . physiolog. Chem. Bd. 142, S.245. 1925.
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wird sie mit Thymol versetzt. Die Losung bleibt im Thermostaten
von 370 flissig.

2. Trypsinlésung. 1—2 g Pankreaspulver werden mit wenig
Wasser zu einem Teig verrieben, darauf langsam, schlieflich
schneller mit Wasser, insgesamt 100 cm?, angeriihrt und sofort
filtriert. Das einwandfreieste Material ist der erste Teil des Fil-
trats, der tryptisch unwirksam ist. Die Losung ist nicht haltbar.

3. Enterokinase. 5 g getrocknete Diinndarmschleimhaut (siehe
S. 261) werden mit 250 cm3 n/20-Ammoniak 2 Std. lang bei 30°
behandelt und der Auszug im Faust-Heimschen Apparat auf
das halbe Volumen eingeengt.

4. n-NH,;-NH,Cl-Puffer im Verhéltnis 1: 2.

5. Losungen zur Titration siehe S.254.

Als Trypsineinheit wird die tryptische Leistung bezeichnet,
die unter den vorgeschriebenen Bedingungen einen Aciditdts-
zuwachs entsprechend 2,00 cm?® 0,200-n-KOH hervorruft. Die
Bedingungen sind: Vorbehandlung bei 37° wiahrend 30 Min. mit
Enterokinase (0,3 cm?® Auszug 1:50 aus trockener Darmschleim-
haut); Substrat 0,75 g Gelatine; im Volumen von 12 ecm?® ent-
haltend 2,000 cm? n-NH,;-NH,Cl-Puffer 1:2; Dauer 20 Min. bei
370, Diese Einheit ist enthalten in ca. 10 mg Pankreaspulver oder
0,2 em? Glycerinauszug 1:16 oder 2 cm?® Wasserauszug 1:100.

Ausfiihrung. Die Enzymprobe, die ungefihr 10 mg des
Trockenpankreas entsprechen soll, wird in Fldschchen mit ein-
geschliffenem Stopfen von 15—25 cm? Inhalt mit 0,3 cm3 (10 Trop-
fen) Enterokinaselésung und mit Wasser auf 1,5 cm? gebracht, bei
verdiinnten Enzymlosungen auf 5,0 cm3, und zur Aktivierung eine
halbe Stunde auf 37° erwidrmt. Nach Auffilllung auf 5 cm3 Ge-
samtvolumen setzt man 2,000 cm?® der Pufferlésung hinzu, blést
rasch 5,0 cm3 im Thermostaten erwdarmte 15proz. Gelatinelosung
aus vorgewarmter Pipette hinzu und schiittelt kurz durch. Nach
20 Min. nimmt man die Flaschchen aus dem Thermostaten und
bricht die Reaktion durch Eingieflen in 55 cm3 siedenden ab-
soluten Alkohol ab. Das Gefafl wird mit weiteren 55 cm3 des
heilen Alkohols nachgespiilt, der zuvor mit einigen Tropfen
0,2-n-KOH eben alkalisch auf Thymolphthalein (0,5 cm? 0,5 proz.
Losung) gemacht worden ist. Man titriert sofort mit 0,2-n-alkoho-
lischer Kalilauge unter Schiitteln bis zum Auftreten eines grau-
blauen oder griinlich-blauen Farbtones. Uber die Einzelheiten
der Titrierung siehe S. 254.

Der von der gesamten Aciditdt der hydrolysierten Probe abzu-
ziehende Betrag fiir den Titer der Gelatine, des Enzympriparates
und des Puffers ist im Vergleichsversuch zu ermitteln. Das

Rona, Fermentmethoden, 17
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klumpenformige Ausfallen der nicht verdnderten Gelatine muf}
durch geschicktes, rasches Vermischen mit dem heien Alkohol
vermieden werden. Man gieft den Ansatz des Kontrollversuchs,
der dem Spaltversuch, abgesehen vom Fehlen der Gelatine, genau
nachgebildet und der genau gleich behandelt worden ist, in einen
weithalsigen Erlenmeyerkolben, spiilt mit wenig Alkohol nach und
neutralisiert nach Zusatz eines Tropfens Thymolphthalein mit
der Titrationslauge. Dann werden 5,0 cm? Gelatinelésung ein-
geblasen und rasch unter Umschwenken die restliche Haupt-
menge der 110 cm3 siedenden Alkohols hinzugegeben. Die Lisung
mubBl milchig triitb sein, es diirfen sich hochstens feine Fiaden
abscheiden. Die Alkoholmengen und die Temperaturen bei der
Titration miissen bei dem Spaltungsversuch und dem Kontroll-
versuch genau gleich gehalten werden (Fehler + 0,10 cm3).

Nephelometrische Bestimmung der Trypsinwirkung
nach P. Rona und H. Kleinmann?).

Die Bestimmung der Trypsinwirkung wird so vorgenom-
men, dafl in einem Gefdfle bestimmte Mengen von Natrium-
caseinatlésungen mit Wasser, Puffer und Fermentlosung ver-
mischt werden und die Mischung im Thermostaten der Spaltung
iiberlassen wird. In bestimmten Zeitabstinden werden der Mi-
schung gleiche Volumina entnommen. Die entnommenen Por-
tionen, in denen die Spaltung unmittelbar nach der Entnahme
unterbrochen wird, werden durch EinflieBenlassen in eine be-
stimmte Pufferlésung auf einen fiir die Analyse notwendigen p,
gebracht und mit einem Triibungsreagens (Chinidin) versetzt. Die
entstehenden Eiweitriibungen werden dann mit einer Entnahme
vor Fermentzusatz — die gleich 1009/, gesetzt wird, da sie noch
das ganze ungespaltene Eiweill enthdlt — verglichen. Die Spal-
tung wird in Prozenten ausgedriickt.

Erforderliche Losungen.

Caseinlésung. Diese wird durch Losen von 5 g Casein
(Hammarsten) in 12 cm® n/1-Natronlauge und Auffiillen der
Loésung mit Aqua dest. ad 2000 hergestellt.

Die Losung, deren p, nach der Herstellung etwa 8,82 ist,
wird unter Toluolzusatz im Eisschrank aufbewahrt. Die Losung
zeigt nach einiger Zeit Tritbung. Zum Versuch wird ein Anteil
durch quantitative Filter mebrmals filtriert. Wird er nicht voéllig
klar, so schadet das nichts, da sich das Casein im Versuchs-
system durch die Zugabe von Puffern véllig klar 16st.

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 169, 8. 320. 1926.
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Versuchspuffer. Als Puffer, der dem System zugesetzt wird,
ist je nach der gewiinschten Aciditit Phosphatpuffer (p, 5—8)
oder Glykokollpuffer (p, 8-——10) zu nehmen. Die Konzentration
der Puffer darf nicht zu groB sein, denn einmal soll die Salzwir-
kung auf die Fermente nicht unnotig stark werden und dann muf}
die Aciditit der Losung durch einen noch stirker konzentrierten
andern Puffer nach der Spaltung auf die fiir die Analyse not-
wendige Aciditét gebracht werden. Es wurden m/15-Puffer ver-
wandt, deren Konzentration, da sie im Versuch auf ca. das Drei-
fache verdiinnt werden, im System etwa 1/, mol. betrigt.

Als Vorlagepuffer, der die Entnahmen auf den fir die
Analyse notwendigen p, zu bringen hat, werden m/15-Phosphat-
puffer verwendet. Die Aciditét der Losungen, die fiir die Analyse
etwa 7,8 sein soll, wird bei einer Spaltungsaciditit von etwa
7,56—8,0 erhalten durch Anwendung eines Vorlagepuffers von
35,2 Teilen sekundidren und 4,8 Teilen primidren Phosphats. p,
dieses Puffers ist 7,78. Bei anderen Spaltungsaciditdten ist es not-
wendig, einen anderen Vorlagepuffer anzuwenden, um bei der Be-
stimmung in den Losungen eine Aciditédt von ca. 7,78 zu erzielen.

So wurden bei einer Spaltungsaciditéit von 5,76 ein Vorlage-
puffer vom p, 8,02 verwandt und in der Mischung 7,78 erreicht,
bei einer Spaltungsaciditit von 7,78 wurde ein Puffer von 7,70
verwandt und ergab 7,78, bei p, 8,02 Spaltung Vorlage 7,65, bei
9,5 Spaltung Vorlage 6,7.

Sollen variierende Acidititen zur Spaltung benutzt werden,
so ist der Vorlagepuffer zu erproben, der bei den spiter ange-
gebenen Mischungsvolumina den p, der endgiiltig zu analysie-
renden Losung auf ca. 7,78 bringt.

Chinidinlésung. Als Tribungsreagens dient eine hei3-
gesittigte Losung von Chinidinum hydrochloricum. Die gesittigte
Losung muf3, da sie sehr langsam auskrystallisiert, nach ihrer
Herstellung mindestens 12 Std. lang gestanden haben. Zum Ver-
such wird ein Teil der Losung abfiltriert.

Als Ferment dienten bei den Versuchen Aufschlimmungen
von Pankreatin Rhenania oder Pankreasdispert (Krause) in einer
Konzentration 1:20 mit Aqua dest. Die Aufschlimmung bleibt
unter gelegentlichem Umriihren ca. 10 Min. bei Zimmertemperatur
stehen, wird dann filtriert und mit Aqua dest. verdiinnt. Die ge-
eigneten Konzentrationen beispielsweise bei Pankreatin Rhenania
waren bei Spaltungen tiber 30 Min. etwa Verdiinnungen von 1 :3000,
bei Spaltungen iiber 2 Std. etwa 1:8000. Da diese Fermentlosung
im Versuchssystem noch ca. um das 10fache verdinnt wird, be-
trigt die endgiiltige Konzentration etwa 1:30000 bis 1:80000.

17*
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Durch HineinflieBenlassen der Entnahme in kochendes Wasser
wird die Fermentwirkung sofort unterbrochen.

Die Caseinlésungen flocken beim Kochen nicht aus. Jedoch
dndert sich die Beschaffenheit des Eiweifles mit der Kochzeit
derart, dafl die Triibungsreaktion mit Chinidin verschieden stark
ausfillt. Die Triibungsreaktion von Caseinlésungen mit Chinidin
ist bei gekochten Lisungen stirker als mit ungekochten. Diese
Anderung der Reaktionsart erreicht aber bei einer Kochzeit von
6 Min. ein Maximum, um dann konstant zu bleiben. Auch ist
die Anderung der Reaktion bei verschieden konzentrierten Ki-
weilllosungen voéllig proportional der Konzentration, so daB die
Proportionalitdt der Tritbung mit der Konzentration durch das
Kochen nicht beeinflulit wird.

Ausfithrung. In je einen 75 cm? fassenden MefBzylinder wer-
den 12,0 cm?® Caseinlgsung, 15 cm3 m/15-Phosphatpuffer (bei-
spielsweise bei einer Spaltung bei einem p, von 8,02 ein Puffer,
der aus 9,9 Teilen sekundéren und 0,1 Teil priméren Phosphates
besteht) und Wasser ad 46 cm? einpipettiert und vermischt. Der
Versuch soll z. B. 30 Min. dauern und 7 Abnahmen enthalten.
Es werden hierzu 28 grofie, ca. 25 cm?® fassende Reagensgliser
vorbereitet1l). Die Reagensgliser sollen eine Marke bei 20 cm?
Volumen tragen. Sie enthalten je 5 cm?® Wasser und stehen
in einem Wasserbade, das siedet.

Nunmehr werden aus jedem MeBzylinder 10 cm? entnommen,
je 4,5 werden in ein Reagensglas pipettiert und je 5,5 cm?® ver-
worfen. KEs werden bei dieser ersten Abnahme deshalb nicht
5 cm3 wie bei den spéteren entnommen, weil das System nunmehr
durch Zugabe von Fermentlosung verdiinnt wird.

Die Losungen bleiben genau 6 Min. in den Reagensglidsern im
siedenden Wasserbade und werden dann in kaltem Wasser ab-
gekithlt. Ebenso werden stets alle folgenden Abnahmen behan-
delt. Sie bleiben 6 Min. im Wasserbade, und werden dann abge-
kiihlt. Der Zusatz von Triitbungsreagens darf erst nach voélligem
Temperaturausgleich erfolgen. Die 4 MeBzylinder, die vor der
ersten Entnahme bereits in einem Wasserbadthermostaten auf 379
vorgewarmt worden waren, werden nunmehr zu einer genau mar-
kierten Zeit mit 4 cm3 klar filtrierter vorgewdrmter Fermentlosung
versetzt und mittels Pipette durchmischt. In Absténden von je
5 Min. werden — mit stets der gleichen Pipette — je 5 cm3? aus

1) Jeder Versuch enthélt 7 Bestimmungen. Wird die Wirkung der-
selben Fermentkonzentration unter verschiedenen Bedingungen miteinander
verglichen und wird jeder Versuch doppelt ausgefiihrt, so hat man 4 Ver-
suchsreihen.



Enterokinase. 261

jedem MeBzylinder entnommen und in die kochende Vorlage
gegeben. Nach der 7. Entnahme (nach 30 Min. Spaltung) bleiben
10 cm? Fliissigkeit als Rest, die zur p,-Bestimmung dienen.

Die gekochten Entnahmen konnen, sobald sie abgekiihlt sind,
sofort analysiert werden oder konnen zugestopft beliebig lang
aufbewahrt werden.

Zur Bestimmung kommen in die Reagensgliser 5 cm?® Phos-
phatpuffer m/15, der die Aciditdt der Losung auf 7,78 bringt.

Zu der Mischung werden 5cm3 der kalten gesittigten Chi-
nidinlésung gegeben. Das Volumen der Mischung wird durch Auf-
filllen mit Wasser bis zur Reagensglasmarke auf 20 cm3 gebracht.

Der Vergleich erfolgt von 3 Minuten nach der Reagenszugabe
an im Nephelometer nach Schmidt und Haensch (vgl. S. 30)
innerhalb von etwa 45 Min. gegen die erste Abnahme, deren
Konzentration gleich 1009/, gesetzt wird. Die Vergleichslésung
wird zweckmédfBig auf 20 gesetzt. Die Nephelometerablesungen
verhalten sich umgekehrt proportional den Konzentrationen.

Enterokinase.

Das Trypsin bedarfder Aktivierung durch Enterokinase, um héher
molekulare Proteine spalten zu kénnen ; in gewissen anderen Fillen,
so bei Histon, Protamin oder auch Pepton, wirkt aber das Trypsin
auch ohne Aktivator betrichtlich [Waldschmidt-Leitz)].

Uber die Spezifitit von Pankreastrypsin und Pankreaserepsin
(vgl. S. 265) gibt folgende Tabelle AufschluB.

— = keine nachweisbare, |- — positive, -}- |- = verstiirkte Hydrolyse.

|
. . Trypsin
Substrat Erepsin Trypsin ~+Enterokin.

. Alanylglyein . . . . . ..
Glycyltyrosin. . . . . . .
. Glyeylglycin . . . . . . .
. Glyeylalanin . . . . . . .
. Leucylglycin . . . . . . .
. Leucylalanin . . . . . . .
. Leucylglycylglycin

b+
FEErTld

. Pepton (ex albumine, Merck)
.Clupein . . . . .. ...
. Thymushiston . . . . . .

l
+++

EREGRE Bow aoomwo-
b T

:
Pl

L

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 149, S. 207. 1925.
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Trennung von Trypsin und Enterokinase.

Waldschmidt-Leitz?') hat nachgewiesen, dal die Wirkung der
Enterokinase auf Trypsin nicht als enzymatischer ProzeB3, sondern
als ein einfacher Aktivierungsvorgang aufzufassen ist. Es gelingt,
durch geeignete Adsorptionsmittel die Kinase aus dem Reaktions-
gemisch, aktiviertes Trypsin-Enterokinase, zu entfernen und so das
schon aktivierte Trypsin inaktiv, jedoch aktivierbar zu machen
(vgl. 8.263). Das Trypsin wird demnach in der Pankreasdriise
nicht in unfertiger Zymogenform gebildet und erst durch die
Enterokinase in aktives Enzym umgewandelt, sondern dem Ak-
tivator kommt nur die Bedeutung eines Hilfsstoffs zu.

Darstellung der Enterokinase.

Nach Waldschmidt-Leitz2). Vom obersten Abschnitt des
Schweinediinndarmes moglichst vieler Tiere schabt man die innerste
weiche Schleimhaut mit dem Messer so vorsichtig ab, dal sie
moglichst frei von Bindegewebe und Muskelfasern ist; die Masse
wird mit der dreifachen Menge Aceton gut durchgeschiittelt und
nach 2stiindigem Stehen filtriert. Der Filterriickstand wird
dann weiter durch Schiitteln mit der dreifachen Menge Aceton
und Filtrieren, darauf mit der 1!/,fachen Menge Aceton und
1%/,fachen Menge Ather und zuletzt zweimal mit je der drei-
fachen Menge Ather (immer auf das Gewicht der Ausgangssub-
stanz bezogen) gewaschen und auf Filtrierpapier an der Luft ge-
trocknet. Das feine farblose Pulver wird nach Mahlen in einer
Schlagmiihle mittels eines engmaschigen Siebes von beigemischter
Fasersubstanz befreit.

Die Kinase wird der Trockensubstanz (Darmpulver) mit
alkalischen Mitteln entzogen. Dazu werden z.B. 4,0 g des
Darmpulvers mit 225 cm3 87 proz. Glycerin geschiittelt und
40 Std. bei 30° aufbewahrt. Der Extraktionsriickstand wird mit
50 cm? 20 proz. Glycerin nachgewaschen und darauf 20 Std. mit
225 cm3 n/25 Ammoniak bei 30° behandelt. Man kann aber die
Dauer der Extraktion wesentlich abkiirzen; so empfiehlt sich
beispielsweise eine 3stiindige Behandlung mit etwa 0,05 n-Ammo-
niak, und zwar mit je 50 cm3 fiir 1 g des Trockenmaterials3). Zur
schnellen Vertreibung des (schédlichen) tiberschiissigen NH,; wird
die Losung darauf im Faust-Heimschen Apparat einem auf
30—359 erwirmten Luftstrom bis zum Verschwinden der alka-

1) Zeitschr.{. physiolog.Chem. Bd.132,S.181. 1923; Bd. 142, S.217. 1924.
2) Zeitschr. {. physiolog. Chem. Bd. 132, 8. 181, 204, 235. 1923.
3) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 142, S. 217 (223).
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lischen Reaktion unterworfen. Die so gewonnene Kinase ist
erepsinfrei. Damit ist ein Verfahren zur Trennung von Kinase
und Erepsin gegeben.

Die Kinase ist relativ gut (8 Tage) in wisseriger Losung bei
neutraler Reaktion und Glycerinzusatz haltbar. Durch Kochen
wird das Aktivierungsvermogen aufgehoben.

Die Kinase 148t sich durch Adsorption mittels Tonerde aus
saurer Losung sehr gut adsorbieren und so auch vom Trypsin
trennen. Von dem Adsorbat wird der Aktivator an alkalische
Phosphatlosung, die man zur Stabilisierung mit Glycerin versetzt,
wieder abgegeben. Durch diese Adsorption aus saurer Lésung
gelingt es, bereits aktiviertem Trypsin einen Teil seines Aktivators
zu entziehen und es so in der Adsorptionsrestlosung in eine inaktive,
aber aktivierbare Form iiberzufithren.

Um ein Trypsin-Kinasegemisch zu trennen, gibt Wald-
schmidt-Leitz folgendes Beispiel1):

2,5 g des Pankreastrockenpulvers wurden mit der zu voller
Aktivierung eben ausreichenden Menge von 2,40 cm? eines ammo-
niakalischen Kinaseauszugs, sowie 80 cm?® Thymolwasser 60 Min.
lang bei 30° extrahiert, dann wurde durch Zentrifugieren vom
Ungelosten getrennt.

Erste Adsorption: 40 cm3 des Extrakts, angesduert mit 0,50 cm3
n-Essigsdure wurden mit 10 cm? Tonerdesuspension (0,165 g Al,0,,
Sorte C, siche S.141) adsorbiert und das einmal mit 20 cm3
Wasser gewaschene Adsorbat mit 40 cm® von ,,Ammonium-
phosphat* (siehe S. 143) in den Zentrifugenglischen eluiert.

Zweite Adsorption: 45 cm3 der Restlosung von der ersten
Adsorption wurden nochmals mit 10 cm3 Tonerde adsorbiert,
das Adsorbat mit 40 cm3 Ammonphosphat eluiert. Durch Titra-
tion mittels alkoholischer Lauge orientiert man sich jeweils iiber
die Trypsinwirkung der aktivierten resp. inaktivierten und reakti-
vierten Losungen.

Ein noch reineres Priparat gewann Waldschmidt-Leitz
folgendermafien ?):

150 cm?® frisch bereiteter und von iiberschiissigem NH, be-
freiter Kinaseauszug (aus 3 g getrockneter Schleimhaut) fillte
er zunichst mit 7,5 em3 n-Essigsiure. Aus der Mutterlauge
schlug er die Kinase durch Zusatz von 2 1 96proz. Alkohol
nieder und 16ste die Fallung in 180 cm? 45 proz. Glycerins wieder
auf. Die Losung wurde 4 Std. im Eisschrank aufbewahrt, danach
mit 94,5 cm? 0,05-n-Essigsdure verdiinnt und nach Zugabe von

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 132, 8. 236. 1923,
%) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 142, S. 238. 1924.
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6,0 cm3 2 proz. Gerbsdurelosung gefallt (wobei ein Teil des Akti-
vators mit den Begleitstoffen niedergeschlagen wurde) und zentri-
fugiert.

Nach dem Neutralisieren des noch saueren Auszugs mit 7,8 cm?
n-NH; adsorbierte er die Kinase mit 8,8 cm® Tonerdesuspension-
praparat C (0,1452 g Al,O;) und eluierte aus dem Adsorbat durch
Behandlung mit 200 cm? 0,05-n-Phosphatmischung (p;, = 7,0, 43°/,
Glycerin enthaltend). Die mit 15 cm?® n-Essigséure angeséduerte
Elution unterwarf er einer weiteren Adsorption durch 100 cm3
einer Aufschlimmung von elektroosmotisch gereinigtem Kaolin
(5,66 g) und eluierte das Adsorbat mit 200 cm?3 0,05-n-Ammoniak,
welches 43°/, Glycerin enthielt.

182 cm?® der auf der Nutsche mittels Kieselgur geklirten
Elution unterwarf er 61/, Tag lang der Dialyse in sog. Fisch-
blasen und befreite sie dadurch von Glycerin und Salzen. Die
Losungen sind bei neutraler Reaktion und einem Glyceringehalt
von ca. 30°/, bei Zimmertemperatur wochenlang haltbar.

Bestimmung der Kinase.

Nach Willstdtter und Waldschmidt-Leitz. Die Bestim-
mungsmethode fiir den Aktivator ist die, da man die einer
bestimmten Menge inaktiven Trypsins erteilten proteolytischen
Wirkungen vergleicht, am besten gegeniiber Gelatine. Weil aber
aus der Driise Stoffe entstehen, die der Aktivierung entgegen-
wirken, ist der Vergleich von Préparaten verschiedener Herkunft
sehr schwierig. Um diese Schwierigkeit zu tiberwinden, geht
man nach Waldschmidt-Leitz?) so vor, daBl man einen Uber-
schufl an hemmenden Driiseninhaltsstoffen eine ,,ausgleichende
Hemmung* anwendet.

Die zur ausgleichenden Hemmung benutzten Driiseninhalts-
stoffe werden durch 7tdgige Extraktion frisch getrockneter Pan-
kreasdriisen mit 16 Teilen thymolhaltigen Wassers gewonnen.

ZweckméiBiger ist es jedoch, fir die Bestimmung einfach die
Aktivierung eines bestimmten, geeigneten Trypsinmaterials zu-
grunde zu legen. Als Einheit der Kinasemenge wiahlte Wald-
schmidt-Leitz?) das 1000fache derjenigen Aktivatormenge, die
0,062 g seiner Pankreasprobe in 1/,stiindiger Einwirkung bei 300
eine tryptische Wirkung entsprechend einer Aciditdtszunahme
von 0,90 cm® 0,2-n erteilte.

1) Zeitschr. £. physiolog. Chem. Bd. 142, S.219. 1924.
2) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 132, S.226. 1924.
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Erepsin.

Das Ferment der Darmschleimhaut, das von Cohnheim
gefunden und von ihm Erepsin genannt wurde, wirkt nach neueren
Untersuchungen von Waldschmidt-Leitz?!) nur auf Peptide.
Weder Pepton der peptischen Verdauung, noch Protamin oder
Histon, noch Casein, Fibrin, Gelatine, Gliadin oder Zein sind
durch Erepsin zerlegbar (vgl. Tabelle auf S.261). — Das Erepsin
der Pankreasdriise ist mit dem Erepsin der Darmschleimhaut
identisch. ,,Die Angaben der Literatur, daB} durch ereptisches
Enzym eine rasche Spaltung der Pepsinpeptone erfolge und daf
die aufeinanderfolgende Hydrolyse der Proteine durch Pepsin und
durch Erepsin so vollstindig sei wie ihr Abbau durch siedende
Séduren, sind zu streichen; die zugrundeliegende Beobachtung be-
zieht sich vielmehr auf die Einwirkung der drei proteolytischen
Enzyme von Pepsin, Trypsin und Erepsin“ (L. c. S. 210).

Fiir eine Verschiedenheit der beiden Fermente, des Darm-
erepsins und des Pankreaserepsins liegen keine Anhaltspunkte vor.

Darstellung.

1. Nach Cohnheim?). Er bediente sich zur Darstellung des
Erepsins der fraktionierten Aussalzung mit Ammonsulfat nach
Jakoby?). Von frisch entnommenem Darm wird die Schleim-
haut abgeschabt, mit Sand verrieben und wiederholt mehrere
Stunden mit physiologischer NaCl-Lésung extrahiert. 2 Teile
des Darmextraktes werden mit 3 Teilen konzentrierter Ammon-
sulfatlosung versetzt; es entsteht ein dicker Niederschlag, der
abfiltriert, in Wasser suspendiert und dialysiert wird. Eine kleine
Menge Eiweill und das Ferment gehen in Losung. Den unl6slichen
Riickstand kann man nochmals extrahieren.

2. Nach Raubitschek?). Er stellte sich nach Wiechowski
Trockenpulver der Schleimhaut her, indem er die mit physiolo-
gischer Kochsalzlosung zerriebene, mit Toluol versetzte und durch
ein enges Sieb geprefite Schleimhaut auf Glasplatten strich und
bei 34—40° 24 Std. lang trocknen lie. Die pulverisierte Masse
wird dann in der Kilte mit Toluol und Ather extrahiert und wieder
bei obiger Temperatur getrocknet, dann daraus das Ferment mit
Wasser extrahiert.

1) Waldschmidt-TLeitz: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 149, 8. 203.
1925. Ferner Waldschmidt-Leitz u. Schaffner: Zeitschr. {. physiolog.
Chem. Bd. 151, S.31. 1926.

2) Cohnheim: Zeitschr. . physiolog. Chem. Bd. 33, S.451. 1901.

3) Jakoby: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 30, S. 135. 1900. —

4) Raubitschek: Zeitschr. f. exp. Pathol. u. Therapie Bd. 4, 8. 675.
1907. Vgl. jedoch die Anmerkung auf S. 266.
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Trennung von Trypsin und Erepsin nach
Waldschmidt-Leitz?).

Die Methode beruht auf der verschiedenen Adsorption beider
Enzyme durch Tonerde. Nach mehrmaliger, z. B. dreimaliger
Wiederholung der Adsorption wird die Mutterlauge frei von
Erepsin gefunden, wihrend durch die Elutionen der Adsorbate
(mit verdiinntem Ammoniak oder besser mit Alkaliphosphat) das
Erepsin angereichert wird, ohne daf sich in ihnen tryptische
Wirkung nachweisen 146t.

Beispiel einer Trennung von Trypsin und Erepsin?).
22,5 em?® Glycerinauszug aus getrockneter Pankreasdriise wurden
mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt und nach dem Versetzen
mit 1,50 cm? n-Acetatpuffer von p, 4,7 mittels 6,0 cm3 Tonerdesus-
pension C (vgl. 8.141) (=62,4 mg Al,O,) adsorbiert; das Adsorbat
wurde mit 45 cm? 0,04-n-NH; (17%, Glycerin enthaltend) eluiert.
Ausbeute an Trypsin in der Mutterlauge 74°/,, in der Elution 09/ ;
an Erepsin in der Mutterlauge 64°/,, in der Elution 349/, —
2/, von der Mutterlauge der ersten Adsorption (35 cm3) wurden
erneut der Behandlung mit 4,0 cm® Tonerde (= 41,6 mg Al,0,)
unterworfen und das gewonnene Adsorbat wiederum mit 30 cm?3
glycerinhaltigem 0,04-n-NH, eluiert. — Ausbeute an Erepsin in der
Mutterlauge 54°/,, in der Elution 47°/,. — Die Halfte der Adsorp-
tionslgsung von der zweiten Vornahme (19 cm?) wurde dann mit
2,0 cm?® der Tonerde-Aufschlimmung (= 20,8 mg Al,O;) behandelt
und so der Rest des Erepsins aufgenommen; es hinterblieben nach
der Neutralisation 24 cm? trypsinhaltige Mutterlauge. Das Adsor-
bat wurde mit 15 cm? Elutionsfliissigkeit eluiert. Die Ausbeute an
Trypsin in der Mutterlauge war 949/, in der Elution 09/,; an
Erepsin in der Mutterlauge 0°/,, in der Elution 60°/,. Das ver-
schiedene Adsorptionsverhalten von Pankreaserepsin und Darm-
erepsin einerseits und Pankreastrypsin andererseits kommt un-
abhéngig von der Natur der begleitenden Stoffe zur Geltung, es
ist demnach auf eine verschiedene chemische Orientierung der

1) Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck: Zeitschr. f. physiolog.
Chem. Bd. 147, S. 303. 1925 und Waldschmidt-Leitz: Ebenda Bd. 149,
S. 214, 1925.

2) Waldschmidt-Leitz u. A. Harteneck: Zeitschr. f. physiolog.
Chem. Bd. 147, S.306. 1925. Man beachte aber, dall bei der geringen Be-
standigkeit des Erepsins die direkte Trocknung der rohen Darmschleim-
haut bei der Isolierung des Fermentes unangebracht ist, da diese mit
einer fast volligen Zerstorung des Erepsins verbunden ist. Wirksame
Fermentlosungen gewinnt man aus der Darmschleimhaut durch Extrak-
tion mit Glycerin oder wasserhaltigem Glycerin. (Waldschmidt-Leitz
und Schéffner: Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 151, S. 44. 1925.)



Erepsin. 267

enzymatischen Individuen zuriickzufithren. Auch durch Kaolin
wird das Krepsin bei saurer Reaktion gut adsorbiert.

Eine Vorreinigung der Enzymlosungen mit Essigsdure ist zur
Reinigung des Erepsins von Vorteil. Z. B.: 10,0 cm® Rohlésung
(d. i. mittels Wasser geklarter Glycerinauszug aus Schleimhaut)
wurden mit 1,0 cm3 0,1-n-Essigsdure gefillt; die mit der Zentri-
fuge abgetrennte Fallung wurde in 5,0 cm? 0,001 n-NH, (209/,
Glycerin enthaltend) gelost. Diese Losung enthielt 239/, der
urspriinglichen Erepsinmenge, wihrend in der Mutterlauge der
Fillung 649/, verblieben waren?).

Nachweis und Bestimmung.

Cohnheim?2) bediente sich zum Nachweis des Fermentes der
Biuretprobe. Eine Peptonlosung wird der Verdauung durch das
Ferment unterworfen. Als Pepton verwendete Cohnheim die
peptischen Verdauungsprodukte des Muskelfleisches, das wie folgt
verarbeitet wurde. Feingehacktes Rindfleisch, von Fett und Sehnen
befreit, wird 2 Tage mit warmem Wasser unter Zusatz von Chloro-
form und Toluol digeriert, das Wasser abgeprefit und der Riick-
stand wiederholt mit Alkohol und Ather behandelt. 100 g des luft-
trockenen Pulvers, das so erhalten wurde, wurden in 21 2 proz.
Oxalséiurelosung mit 6 g Pepsinum purissimum Griibler versetzt,
kraftig geschittelt, 11 Tage bei 37°, weitere 19 Tage bei Zimmer-
temperatur der Verdauung iiberlassen. Man filtriert, befreit das Fil-
trat von Oxalsdure mit kohlensaurem Kalk, filtriert diesen ebenfalls
ab und engt auf ca. 300 cm® ein. Die klare Losung gibt eine schone,
rein rote Biuretreaktion. Nach 24stiindiger Einwirkung des Fer-
mentes fallt man die unverédndert gebliebenen Eiweillkérper durch
Kochen aus und priift das Filtrat mittels Biuretreaktion, indem die
Losung bei stark alkalischer Reaktion tropfenweise vorsichtig mit
ca. 0,1 proz. Kupfersulfatlosung versetzt wird. Mit zunehmender
Spaltung wird die Probe immer schwicher und schlieflich negativ;
in einer unter gleichen Bedingungen angesetzten Kontrollssung
mit gekochtem Ferment erhilt man die starke Rotfarbung der
positiven Biuretprobe?).

Waldschmidt-Leitz fithrt die Bestimmung des Darm-

1) Zeitschr. . physiolog. Chem. Bd. 151, S.47. 1926.

2) Cohnheim: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 33, S.451. 1901.

3) Salaskin bestimmte bei seinen Versuchen mit Erepsin stets den N-
Gehalt 1. des durch Hitze koagulablen EiweiBes der Gesamtlésung,
2. des Filtrates, 3. den der durch Phosphorwolframsiure fillbaren Sub-
stanzen, 4. den des Filtrates der Phosphorwolframsiurefallung. Zeitschr.
f. physiolog. Chem. Bd. 35, S. 419. 1902.
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erepsin bei der optimalen Wasserstoffzahl (p, 7,8) aus. Zugrunde
liegt ihr die Einwirkung des Enzyms auf Glycylglycin, dessen
Hydrolyse durch die alkalimetrische Messung der freigelegten
Carboxyle in 85 proz. methylalkoholischer Lésung verfolgt wird?).

Ausfithrung der Bestimmung. 0,1320g Glycylglycin
= 0,001 Mol werden in 5,00 cm® 0,2 molar.Phosphatpuffer von
pn="1,8 aufgelést; die Losung wird durch Zugabe von 0,2 n-
NaOH, deren Menge (gewShnlich 1,80 cm3) in einem Vorversuch
nach Zugabe des Fermentes ermittelt wird, auf den gewiinschten
p,von 7,8 gebracht. Nun setzt man die zu priifende Fermentlosung
hinzu und 148t das auf 10,0 cm3 mit Wasser verdiinnte Reaktions-
gemisch im Thermostaten von 30°. Nach Ablauf der Versuchsdauer
wird die Enzymwirkung durch Eintragen in 130 cm?3 Methylalkohol
unterbrochen. Man titriert das Verdauungsgemisch nach Zusatz
von 1,0 cm? 0,5 proz. Thymolphthalein + 20 cm3 H,O (also bei
einem Methylalkoholgehalt von 85%) mit 0,2n 90 proz. alko-
holischer KOH bis zum Auftreten der ersten schwachblauen Indi-
catorfirbung (vgl. S.254). — Man hat zu jeder Bestimmung eine
Leeranalyse auszufithren, deren Alkaliverbrauch von dem des
Hauptversuchs in Abzug zu bringen ist; der verbleibende Acidi-
tiatszuwachs entspricht dann der entstandenen Menge Glykokoll.

Die Fermentmenge ist fiir eine Bestimmung so zu wéhlen, dafl
die (nach dem monomolekularen Verlauf berechnete) Reaktions-
konstante zwischen 0,005 und 0,0005 liegt, und die Messung soll
nicht iiber eine 60 proz. Hydrolyse des Peptids ausgedehnt werden.

Als ,,Erepsin-Einheit** bezeichnet Waldschmidt-Leitz das
1000fache derjenigen Fermentmenge, fiir die sich unter den ange-
wandten Bedingungen die Reaktionskonstante 0,001 ergibt; diese
selbst driickt also die Anzahl der Erepsineinheiten in der analy-
sierten Probe aus. — Der ,,Erepsin-Wert ist die Anzahl Erepsin-
einheiten in 1 g des Préparats.

Methode mnach Abderhalden?). Abderhalden ver-
wandte zur Erepsinbestimmung synthetische Peptide, die von
Trypsin nicht angegriffen werden konnen. Angewandt wurden
d-Alanyl-d-Alanin und d-Alanyl-l-Leucin. Der Nachweis dieses
Abbaus von Peptiden kann bequem mittels Polarimetrie bestimmt

werden3).
Polarimetrische Methode nach Abderhalden und
1) Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 151, S. 42. 1926.
2) Abderhalden: Fermentforschung Bd. 7, S. 61. 1923.
3) Uber die Anwendung der Refraktometrie und Interferometrie zur
Verfolgung des fermentativen Abbaus vgl. S. 22, 28.
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Koelker?). Sie lieBen auf Dipeptide, die die Ebene des polari-
sierenden Lichtes schwach drehen, das Ferment einwirken, wobei
das Dipeptid in einen optisch stirker aktiven Komponenten ge-
spalten wird. Als Substrat dienten d-Alanyl-d-Alanin und d-
Alanyl-1-Leucin (letzteres ist weniger geeignet), die mnach
E. Fischers Vorschrift dargestellt wurden?2).

Ihr Polarimeter besaB3 ein Rohr, das von einem Metallmantel
umgeben war, durch das man Wasser einer bestimmten Tempe-
ratur leiten konnte; das Innenrohr, das die Verdauungsfliissigkeit
enthielt, besal einen Tubus, durch den man ein Thermometer
einfithren konnte. Der Tubus gestattete es auch, zur Verhinderung
der Fiulnis Toluol aufzuschichten. Nach Einfiilllung des Ferment-
polypeptidgemisches wird die Drehung sofort abgelesen (bei 37%);
in bestimmten Intervallen wird die Ablesung wiederholt.

Beispiele. 0,45 g d-Alanyl-d-Alanin in 6 cm?® Darmsaft gelost:

Drehung bei Beginn des Versuches — 1,380
nach 8 Stunden — 1,01°

» 9 » — 0,930

,» 24 » — 0,130

Der Darmsaft selbst zeigte eine Drehung von — 0,07°.

0,6 g d-Alanyl-d-Alanin in 5,7 cm® HefepreBsaft 4 2,3 cm3
physiologischer Kochsalzlgsung gelost:

Drehung nach 3 Min. — 1,230
7

. — 1,090
13 ,, —0,910
19 ., —0,720
26 , — 0,460
31, —0,290
37 ,, —0,110
39, —0,060
42 ., —0,000
50 ,, -+ 0,100

Gewebsproteasen (Autolyse).

Ein Organ, das aus dem Blutkreislauf ausgeschaltet wird, ver-
daut sich unter geeigneten Bedingungen selbst; es verféllt der
Autolyse.

Zum Nachweis der Autolyse benutzt man entweder den Organ-
preBsaft oder den Macerationssaft. Nach Salkowski?) wird das

1) Abderhalden u. Koelker: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 51,
S.294. 1907; Bd. 54, S. 363. 1908. Vgl.auch Abderhalden,E.:Handb. d.
biol. Arbeitsmethoden Bd. 5, S. 575. 1911.

2) Ber. d. dtsch. chem. Ges. Jg. 40, S. 954. 1907.

3) Salkowski: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 63, 8. 136. 1909. Vgl.
auch Kikkoji, T.: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 63, 8. 109. 1909.
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vom Blut befreite Organ in einer Fleischmaschine zu einem feinen
Brei verrieben und der Brei unter Zusatz von Chloroformwasser
(1 Teil Organbrei, 10 Teile Chloroformwasser) im Brutschrank sich
selbst iiberlassen. Das gesittigte Chloroformwasser wird durch
Schiitteln von 5 em?® Chloroform mit 1 1 Wasser und nach-
herigem Filtrieren hergestellt.

Nachweis nach Rona und Mislowitzerl). Sie ent-
nahmen dem frischgetoteten, moglichst entbluteten Tier sofort
sterile Leberstiickchen, die in steriles Stanniolpapier gewickelt
und dann in eine vorbereitete Kéiltemischung gelegt wurden.
Wihrend die Leber gefriert, werden die Pufferlésungen (Phosphat-,
Acetat- usw. Puffer zur Herstellung gewiinschter H-Ionenkon-
zentrationen. Das Optimum liegt bei p;, 3,6—3,8) aufgekocht und
in sterile Erlenmeyerkdlbchen von etwa 50 cm® Inhalt getan. Die
vollig durchfrorene Leber wird in kleine Stiickchen geschnitten
und durch einen sterilisierten Latapie gedreht. Der Leberbrei
wird in einem sterilisierten Erlenmeyerkolben von etwa 150 cm3
aufgefangen; durch Zufiigen von sterilem Wasser und gutes
Schiitteln wird eine gleichméaflige Suspension hergestellt, von
der in jedes der obigen Kolbchen eine bestimmte Menge ein-
pipettiert wird. Zum SchluBl kommen noch wenige Tropfen To-
luol in jedes Kélbchen, die dann in den Brutschrank gestellt wer-
den. Aus diesen Kélbchen werden sofort und dann in bestimm-
ten Zeitabschnitten 2 oder 4 em® entnommen, in ein Becherglas
mit 20 cm3 destilliertem Wasser getan, gegen Neutralrot neutrali-
siert, dann kurz aufgekocht. Nach erfolgter Koagulation werden
5 cm?® einer zehnfach verdiinnten 5% igen kolloidalen Eisenhydr-
oxydlésung unter starker Bewegung der Fliissigkeit allmihlich zuge-
geben und mit wenigen Tropfen einer gesdttigten Losung von Kalium-
sulfat ausgeflockt. Der Inhalt des Becherglases wird dann quan-
titativ unter Nachspiilen mit destilliertem Wasser in einen MeB-
zylinder gespiilt und auf ein bestimmtes Volumen gebracht. Nach
einigem Stehen wird durch ein trockenes Filter filtriert und in
einem Anteil des Filtrats der N nach der Mikro-Kjeldahlmethode
in der Anordnung von Bang (siehe diese) jedoch in der GriBen-
ordnung 0,2-0,7 mg N bestimmt (vgl. S. 271).

Dann erfolgte noch eine Bestimmung des ,,peptidgebundenen‘
Stickstoffs mit Hilfe der Séurehydrolyse mit einer vorhergehenden
und einer nachfolgenden Amino-N-Bestimmung nach der Folin-
schen Methode. (vgl. S. 276).

1) Rona u. Mislowitzer: Biochem. Zeitschr. Bd. 140, S.517. 1923;
Bd. 146, S.1 u.26. 1924.
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Die zu analysierenden Rest-N-Mengen wurden in ihrer GréfBen-
anordnung so bemessen, dal sie stets das 10—20fache des blin-
den Stickstoffs ausmachten. Der gesamte Reststickstoff war
das MafBl der Autolyse. Als Reststickstoff wird derjenige N
betrachtet, der nach der Hitzekoagulation und Ausfillung aller
Kolloide mit Hilfe des kolloidalen Eisenhydroxydes noch in
Losung bleibt. Die Leerbestimmungen, die stets mit allen fir
die Hauptbestimmungen gebrauchten Losungen in den richtigen
Mengen eingestellt wurden, ergaben 0,015—0,020 mg N.

Um die einzelnen Fraktionen dieses Rest-N genau festzustellen,
wurde der Amino-N nach Folin, der NH;-N nach Bang, der
Harnstoff-N nach der Ureasemethode bestimmt.

Beispiel fiir die Anordnung der Versuche: 18,0 g Leberbrei,
dazu 125 cm3 destilliertes Wasser. In 5 cm? dieser Suspension
sind 1,21 mg ,,Anfangs‘“-Rest-N. In je 7 Kolben werden je 10 cm3
dieser Suspension gegeben, ferner je 10 cm?® Pufferlésung (in Kol-
ben 1—4 1/15-m-Phosphatgemisch, in Kolben 5—7 1/10-m-Acetat-
gemisch. Die 7 Kolben kommen fiir 48 Std. in den Brutschrank
(419; nach 24 und 48 Std. (in der Nédhe des Optimums nach
kiirzeren Zeiten) werden aus jedem Kolben 2 X 2 cm3® zur
Rest-N-Bestimmung entnommen und je 4 ¢cm?® zur p,-Bestimmung.

Ein Versuchsbeispiel fiir die N-Verteilung:

Leberbrei. p,=3,9, Milchsdurepufferung. Gesamt-N = 12,2 mg.

Anfangswert 3 Std. 6 Std. 26 Std.
e i T AR

mg | %) | mg | % | mg | °%*) | mg | %)
Gesamt-Rest-N. | 0,85 7,0 | 3,30 [ 27,51 4,71 | 38,6 | 6,91 56,6
Amino-N . . .}0,195| 1,6 |062 | 5,1 ] 1,19 9,8 1,20 9,8
NH;-N . .. .]010 |etwal]0,3 |. 25| — — 10,50 4,0
Harnstoff-N . .|0,10 |etwal] 0,105 etwal|] — ‘ — 10,125 | etwa 1

Stickstoffbestimmung nach der Mikro-Kjeldahlmethode in der
Anordnung von J. Bang.

Prinzip: Der Stickstoff der organischen Substanz wird durch
Kochen mit konzentrierter H,SO, unter Zusatz von Kaliumsulfat
und Kupfersulfat in Ammoniak iibergefiihrt, das von der iiber-
schiissigen H,80, gebunden wird. Durch Zusatz von iiberschiis-
sigem Alkali wird das Ammoniak freigemacht und mit Wasser-
dampf in eine titrierte Schwefelsdurevorlage iiberdestilliert. Die
iiberschiissige H,S80, der Vorlage wird zuriicktitriert. Durch Aus-

1) Prozent vom Gesamt-N.
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fillung des koagulablen Eiweill und Bestimmung des N im Filtrat
erhilt man den Rest-N. J. Bang gibt folgende Vorschrift zur
Bestimmung kleiner N-Mengen nach Kjeldahl'):

Nach Uberfiihrung des zu analysierenden Stoffes (am besten in
Lésung) in einer Menge, die gewdhnlich einige Hundertstel mg N
enthalten darf, in einen gereinigten, 50 cm? fassenden langhalsigen
Kjeldahlkolben setzt man 1 cm?3 (bei groBeren Mengen 2—3 cm?)
reine konzentrierte H,S0, hinzu, ferner einige Tropfen 10 proz.

: Kupfersulfatlosung  (als

Katalysator). Man erhitzt

anfangs vorsichtig, bis

alles Wasser verjagt ist,

spiter etwas stirker, bis

die Losung farblos oder

rein griingelb erscheint.

Dann 148t man erkalten,

setzt etwa 10 cm?® Wasser

hinzu und schiittelt einige

Male um, bis sich eine

eventuell gebildete Aus-

scheidung wieder gel6st

hat. Inzwischen wird durch

den Destillationsapparat

(Abb. 68) behufs Reini-

gung ein Wasserdampf-

strom hindurchgeleitet. Ist

dies geschehen, so wird ein

kleines Spitzglas von etwa

20 cm® Inhalt mit 1 cm3

1/200-n-H,80, (wenn -erforderlich mehr) unter das Abflufirohr

des Apparates gestellt. Die Spitze des Rohres soll in die Titrier-
sdure eintauchen.

Der Kjeldahlkolben wird erst, nachdem er griindlich erkaltet
ist, mit dem Destillationsapparat verbunden und eine bewegliche
Stativplatte darunter befestigt. Nun 14t man Natronlauge (33 proz. ;
3 cm3) durch den Trichter vorsichtig einlaufen und stellt die Ver-
bindung des Kjeldahlkolbens mit dem vorher erhitzten Koch-
kolben her, der mit destilliertem, angeséduertem Wasser dreiviertel
voll gefiillt und mit Siedesteinen versehen ist. Die Wasserzu-
leitung zu dem kleinen Kiihler wird vorher getffnet und mog-
lichst stark gekiihlt, Jetzt wird der Brenner unter den Koch-

1) Bang, J.: ,,Mikromethoden®. 2. Aufl. S.22. 1920.
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kolben gestellt und der Inhalt desselben bis zu lebhaftem Sieden
erhitzt. Nach 2 Min. langem Sieden senkt man das Spitzglas,
bis die Spitze des AbfluBrohres leicht zugéinglich geworden ist,
spritzt diese mittels Spritzflasche ab und priift mit Lackmus-
papier, ob alles Ammoniak iibergegangen ist. Ist dies nicht der
Fall, so spritzt man das Lackmuspapier in das Spritzglas ab,
laBt noch 10 Tropfen iibergehen, 6ffnet die Verbindung zwischen
Destillationsapparat und Kochkolben und nimmt dann den
Brenner weg. Wird das Lackmuspapier auch dann noch blau
gefdrbt, so spritzt man es ab und setzt die Destillation fort, wobei

die Spitze nicht mehr
in die Saure einzu- —> = %
tauchen braucht.

Zum Destillat setzt =
man 2cm? 5 proz. Ka- i
liumjodidlésung und
0,1 cm3® — 2 Tropfen
— 4 proz. Kalium-
jodatlésung?)  und
5 Min. spiter 2—3
Tropfen Starkelo- &
sung?). Man titriert
mit  1/200 - n - Thio-
sulfatlésung bis farblos (1 em3 Sdure = 0,07 mg N).

Zur Kontrolle miissen Leerbestimmungen angesetzt werden,
bei denen die Anordnung die gleiche ist, wie die beschriebene, nur
daBl statt der Untersuchungsfliissigkeit destilliertes Wasser be-
nutzt wird.

Nach Folin kann man die Stickstoffbestimmung mittels
Durchsaugen von Luft so ausfithren, da man die Apparatur,
wie es die Abb. 69 zeigt, benutzt3). Es wird eine Waschflasche
mit konzentrierter H,SO, vorgeschaltet (Abb. links). Die Ver-
aschung geschieht, wie oben beschrieben. Die Vorlage wird wie-
der mit der abgemessenen Menge H,SO, beschickt. Dann wird

f__)

I
I

i
|

(i

Abb. 69.

1) Die Titriersgure kann schon vorher mit dem KJO;, versetzt werden:
man gibt 5,0 em? 1/, n-H,80, und 20 em? 1/,;;-n-KJO; in einen 100-cm3-
MeBkolben und fiillt bis zur Marke auf.

%) Die Starkelosung wird so bereitet, daB 1 g lésliche Stirke in einem
Probierrdhrchen mit etwa 10—15 cm? heilem Wasser iibergossen wird.
Nach Umschiitteln erhitzt man vorsichtig iiber freier Flamme bis alles
gelost ist. Darauf verdiinnt man unmittelbar mit gesattigter KCl-Losung
auf 100 cm?, schiittelt um und filtriert, wenn notig. Diese Stirkelésung
ist haltbar.

3) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. Bd. 55, S.203.

Rona, Fermentmethoden. 18
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die Saugpumpe angestellt. Man l6st die Verbindung zur Wasch-
flasche und gibt durch einen Trichter die 33 proz. NaOH
zum Austreiben des NH; zu und verbindet wieder mit der
Waschflasche. Die Saugstirke soll 5 Blasen in der Sekunde be-
tragen. Man saugt 1 Std. lang ammoniakfreie Luft durch.
Zur Beschleunigung kann man das Reaktionsgefill in Wasser
von 60° stellen, wihrend man die Vorlage mit flieBendem Was-
ser kiihlt.

Anhang: Enteiweiflung.

Nach Schenck?).

Reagenzien: 2 proz. HCl, 5 proz. Sublimatlésung. — 50 cm3
eiweiBhaltige Fliissigkeit (z. B. Blut) werden mit 50 cm3® Wasser
vermischt und darauf mit 100 cm3 2 proz. Salzsdure und 100 cm?
5 proz. Sublimatlésung versetzt. Man filtriert am néchsten Tage,
leitet H,S ein, filtriert wieder und stellt das Volumen fest. Die
Entfernung des H,S erfolgt mittels Durchleiten von Luft.

Mit Trichloressigséure.

Reagenzien: 12 proz. Trichloressigsdure, Octylalkohol. In ein
MeBkélbchen von 50 em3, worin sich 25 cm3 Wasser befinden,
werden 7—8 cm3 Blut (oder eine andere eiweillhaltige Fliissigkeit)
unter stindigem Bewegen des Kolbchens gegeben. Man setzt
1—2 Tropfen Octylalkohol zu und unter leichtem Umschiitteln
langsam 12—13 cm® Trichloressigsdure. Die Mischung bleibt
10 Min. lang stehen. Das ausgeflockte Eiweill wird dann scharf
abzentrifugiert.

Mit Natriumwolframat nach Folin und Wu?).

Reagenzien: 10 proz. Natriumwolframat, Na,WoO,, 2 H,0.
Das kaufliche Salz enthilt oft zuviel Soda, 1 g soll nicht mehr
als 0,4 cm? n/10-Séure gegen Phenolphthalein verbrauchen. Salze,
die gegen Phenolphthalein sauer, gegen Lackmus alkalisch reagieren,
eine andere Zusammensetzung haben und schwer léslich sind,
werden in der Wirme gel6st, nach dem Abkiihlen mit soviel Lauge
versetzt, daB Phenolphthalein eben gerdtet wird und die Farbe
wenigstens 3 Min. lang bestehen bleibt.

2/,-n-Schwefelsiure, 18,47 cm® konzentrierte Séure (d = 1,84)
auf 1000 cm3.

2-n-Schwefelséure.

Die abgemessene Blutmenge wird in einem Gefafle vom 15 bis

1) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. Bd. 55, S. 203.
2) Folin u. Wu: Journ. of biol. chem. Bd. 38, 8. 81. 1919, Beschrei-
bung nach Hoppe-Seyler-Thierfelder S.787.
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20fachen Rauminhalt mit dem 7fachen Volumen destillierten
Wassers verdiinnt — die Pipette wird dabei mit dem Wasser
nachgespiilt —, mit 1 Volumen der Wolframatlésung,- dann
unter Schiitteln mit 1 Volumen 2/;-n-Schwefelséiure versetzt.
Nach Verschlielen des Gefifles mit einem Gummistopfen wird
einige Male heftig geschiittelt, wobei die Fallung rot- bis dunkel-
braun werden muf}. Ist dies nicht der Fall, so ist zuviel Oxalat
(20 mg sind schon reichlich fiir 10 cm® Blut) oder Citrat (ganz
geringe Menge gentigt) vorhanden; man setzt dann tropfenweise
2-n-Schwefelsdure zu, schiittelt jedesmal kriftig, liBt einige
Minuten absitzen und fahrt fort, bis die Koagulation vollstindig
ist. Die Mischung ist anndhernd neutral, 10 cm3 verbrauchen
0,1—0,2 cm? n/10-Lauge. Kongo soll nicht gebldut werden. Mehr
als 10 Tropfen Lauge sollen nicht gebraucht werden. Gelingt die
EnteiweiBBung nicht gleich, so verarbeite man lieber eine neue Blut-
menge. Man filtriert durch ein Faltenfilter oder die Mischung
wird 2—3 Min. im kochenden Wasserbad gehalten und dann
zentrifugiert. Man braucht fir 10 cm?® Blut weniger als 1 g Na-
triumwolframat. Die Féllung ist vollstindiger als diejenige durch
Trichloressigsiure; sie schlieBt weder Harnssure noch Kreatinin,
Harnstoff, Aminosiuren und Zucker ein.

Enteiweilung nach Rona und Michaelis mittels
kolloidalem Eisenhydroxyd.

Im Blutserum?). 5 ¢cm3 Blutserum werden auf das 12—14 fache
mit destilliertem Wasser verdiinnt, das Volumen genau notiert
und 4 cm? Ferrumoxyd. dialysat. (5proz. Liq. ferri oxydati dial.,
nicht Liq. ferri oxychlorati Pharm. Germ.) tropfenweise unter leb-
haftem Schiitteln zugegeben und filtriert. Zufiigen einer ge-
ringen Menge eines Elektrolyten (MgSO,, Natriumphosphat) ist
von Vorteil. Das wasserklare, eiweil- und eisenfreie Filtrat kann
weiter zur Zuckerbestimmung (nach Bertrand oder Hage-
dorn-Jensen) benutzt werden.

Im Gesamtblut. Eine abgemessene oder abgewogene Blut-
menge (3—4cm?® oder 3—4 g) wird mit destilliertem Wasser
15—20fach verdinnt und in diinnem Strahl unter Umschiitteln
mit der kolloidalen Eisenldsung (5 proz.) versetzt (auf 1g Blut
3—4 cm?®). Die Mischung bleibt 10 Min. lang stehen, wird dabei
haufig geschiittelt, wobei schon reichlich Eiwei-Eisen ausflockt.
Jetzt setzt man ca. 0,1—0,2 g feingepulvertes Magnesiumsulfat
oder Kaliumsulfat zu und schiittelt kriftig 1—2 Min. lang. Es

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 7, S. 332, 1908; Bd. 14, S. 479, 1908.

18*
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wird filtriert, wobei das Filtrat klar und farblos sein soll. Ist
das Filtrat noch durch Hémoglobin gefarbt, so kann man noch-
mals wenige Tropfen der Eisenlésung zusetzen. Das wasserklare
Filtrat kann, falls nétig, mit wenigen Tropfen Essigsiure ange-
siuert unter vermindertem Druck bei ca. 45° Wasserbadtempera-
tur weiter eingeengt werden. Die EnteiweiBung mit Eisen kann
auch mit der Hitzekoagulation kombiniert werden (vgl. S. 148).

EnteiweiBung mittels Kaolin nach Michaelis und
Ronal).

5 cm?® Blutplasma oder Blutserum werden mit der 15fachen
Menge Wasser versetzt, mit Essigséure schwach angesiduert (etwa
soweit, bis die anfénglich entstehende Triibung sich wieder auf-
zuhellen beginnt). Zu der Fliissigkeit, deren Volumen genau fest-
gestellt wird, fiigt man dann auf je 100 cm? Fliissigkeit 20—25 g
Kaolin in kleinen Portionen unter stetem Umschiitteln zu; danach
wird abgesaugt. Die Fliissigkeit filtriert leicht und vollig klar.
Spuren von Kaolin, die das Filter passieren, entfernt man am
besten nach dem Einengen durch Filtrieren. Man engt, falls
nétig, im Vakuum nach Feststellung des Volumens ein und
filhrt wieder quantitativ in einen MeBkolben iiber.

Bestimmung des Aminoséurenstickstoffs nach Folin?2).

Prinzip: Die Methode beruht auf der Farbreaktion, die Amino-
séuren mit §-Naphthochinonsulfosiure in alkalischer Lésung geben.

Darstellung von f-naphthochinonsulfosaurem Natrium.

Man bringt 100 g f-Naphthol in ein Becherglas von 11
Inhalt, setzt 300 cm® 10 proz. NaOH-Lésung hinzu und riihrt
mit einem Glasstabe um, bis véllige Losung erfolgt ist (etwa 10 bis
15 Min.). Dann werden 50—55 g Natriumnitrit in einem Becher-
glas von 41 Inhalt mit 600cm? Wasser versetzt und geschiittelt,
bis alles gelost ist (etwa 3—5 Min.). Die alkalische Losung von
p-Naphthol wird in das Becherglas von 4 1 Inhalt, das die Nitrit-
l6sung enthilt, gegossen und mit etwa 100 cm?® Wasser nachgespiilt
und zu der Mischung von Naphthol und Nitrit werden 800 g
zerkleinertes Eis gegeben. Dann werden 200 cm?® kalter, ver-
diinnter (10 proz.) Schwefelséure in einem Mefzylinder abgemessen
und langsam an der Seitenwand des Becherglases, das die Reaktions-
l6sung enthédlt, herabgegossen, indem man wihrend des Ein-

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 7, S. 330. 1908.

%) Folin: Journ. of biol. chem. Bd. 51, 8. 377. 1922. Darstellung nach
Mandel-Steudel: Minim.-Methoden d. Blutuntersuchung. S. 31. Berlin-
Leipzig 1924.
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gieBens kréaftig und dauernd mit einem Glasstabe umriihrt. Man
rithrt nach Zusatz der Schwefelsdure noch etwa 1—2 Min. lang.
Dann gibt man nochmals 200 cm? Schwefelsdure in der gleichen
Weise zu und ebenso ein drittes und viertes Mal, bis 800 cm? H,SO,
verbraucht sind. Die Mischung im Becherglas soll danach eine
deutliche und dauernde Reaktion auf Kongopapier geben.

Beim Zusatz der Saure bildet sich ein gelber Niederschlag.
Allméhlich verwandelt sich die ganze Reaktionsfliissigkeit in eine
gelbe Paste. Der Niederschlag mufB eine leicht griinliche Farbung
haben; ist er ausgesprochen griin, so wird die Ausbeute weniger
gut. Man laBt nach dem Zusatz des letzten Quantums Saure
1 Std. lang stehen.

Nun wird durch einen Biichnertrichter von 20 em Durch-
messer unter méBigem Saugen filtriert und mit etwa 1500 cm?®
kalten Wassers nachgewaschen. Der Niederschlag (Nitroso-Naph-
thol) wird dann in eine gerdumige Abdampfschale gespritzt, 100 g
Natriumbisulfit und 50 g Natriumsulfit werden dariiber gestreut.
Man verrithrt gut; der Niederschlag geht in Losung. Es wird
sofort durch eine doppelte Lage Filtrierpapier von einem geringen
schwarzen Riickstand abgenutscht und mit wenig Wasser nach-
gewaschen. Das Filtrat und das Waschwasser werden sofort, um
starke Farbung zu vermeiden, in einen 5-1-Kolben gebracht oder in
eine weithalsige Flasche aus dunklem Glas, die 2000 cm® Wasser
und 500 cm3 konzentrierte Salzséure enthilt. Man bedeckt mit
einem Trichter und 148t 36 Std. im Dunkeln stehen. Der Kolben
tiillt sich mit einem Netzwerk weiler Nadeln, die eine geringe
Menge gefiarbter Verunreinigungen enthalten, um so mehr, je
langer die Losung dem Licht exponiert war. Man spritzt den
Niederschlag (1-Amino-2-Naphthol-4-Schwefelsdure) mit wenig
Wasser auf ein grofles Stiick Filtrierpapier und von da in
ein Becherglas von 3—41 Inhalt. 100 g Natriumnitrat werden
dariiber gestreut. Nun werden 100 cm? konzentrierter Salpeter-
sdure mit 350 cm® Wasser verdiinnt und die ganze Menge der lau-
warmen Fliissigkeit in das Becherglas gegossen. Die Reaktion
beginnt sofort unter Entwicklung von Stickoxyd. Ohne zu rithren
iiberlaBt man die Fliissigkeit 10 Min. lang sich selbst. Dann riihrt
man grindlich einige Minuten lang durch und 148t wieder
20—30 Min. stehen.

Tritt keine sichtbare Reaktion auf den Zusatz der Salpeter-
sdure ein, so liegt der Grund dafiir moglicherweise in der Gegen-
wart von Natriumcarbonat in dem benutzten Natriumnitrat. Ist
nach einiger Zeit gar keine Reaktion eingetreten, so setze man
noch 1--5 em3 konzentrierter Salpetersidure hinzu. Nach einer
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halben Stunde wird durch eine Saugflasche abfiltriert (Durch-
messer der Filtrierfliche 15 cm) und mit etwa 1000 cm?® 10 proz.
NaCl nachgewaschen.

Das schwachbraune Produkt auf dem Filter ist das gewiinschte
Natriumsalz der 1-2-4-Naphthochinonsulfosidure, das noch weiter
gereinigt werden mubB.

Um das Salz vollig zu reinigen, wird der noch feuchte Nie-
derschlag in eine gerdumige Porzellanschale gebracht und mit
200 g gepulvertem Borax und 450 cm® Wasser versetzt. Man
mischt mit einem Pistill durch, bis sich alles bis auf wenige
Flocken aufgelost hat; dann wird langsam abgenutscht und mit
100—150 cm?® Wasser nachgewaschen. Wahrend der Filtration
werden 850 cm® 95proz. Alkohol und 150 cm?® konzentrierte
Salzsfure in einen Kolben gebracht und unter der Wasserlei-
tung gekiihlt. -Das Filtrat, in dem das Chinonderivat und Bo-
rax gelost sind, wird in ein Becherglas von 41 gebracht, dann
werden zu dem abgekiihlten, salzsauren Alkohol einige Tropfen
Brom zugesetzt. Nach Auflosung des Broms wird die Alkohol-
lésung zu der im Becherglas befindlichen Fliissigkeit gegossen
und schnell und kréftig einige Augenblicke umgeriihrt. Man laft
5 Min. stehen. Nach Ablauf dieser Zeit ist alles Chinonderivat
ausgefallen.

Es wird abgenutscht und mit 700—800 cm?® 10 proz. NaCl
nachgewaschen und noch einmal, wie oben, umkrystallisiert, nur,
daB am SchluB die Waschung mit NaCl-Lésung unterbleibt. Statt
dessen wird mit 300—400 cm3 Alkohol und 200 cm?® Ather ge-
waschen.

Zvur Probe ant Reinheit dienen folgende Versuche:

Farbe: Man bereite eine 1 proz. Loésung des Chinonderivates
in Wasser und vergleiche sie mit der Farbe einer 0,5-n-Lsung von
Kaliumbichromat, wenn die letztere auf 20 mm im Colorimeter
eingestellt ist. Die Chinonderivatlésung mufl dann eine Ablesung
von 26—27 ergeben.

Gefarbte Zersetzungsprodukte: 2 cm?® frischbereiteter
1 proz. Chinonlésung kommen in ein Reagensglas und werden
auf 25 cm? verdiinnt. Dann setzt man hinzu: 1cm3 50 proz. Essig-
siure, sodann 1 ecm3 15 proz. Natriumthiosulfatlésung. Die Losung
wird im Laufe weniger Sekunden so ausbleichen, daf man nur
eine schwach gelbliche Farbung erkennen kann, wenn man der
Liange nach durch das Reagensglas sieht.

Ammoniak: 10 cm?® der Chinonlosung, wie oben, bringt
man in einen kleinen Kolben, setzt etwa 2 g Permutit hinzu
und schiittelt langsam etwa 3—4 Min. Man dekantiert und
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wischt mit destilliertem Wasser vier oder fiinfmal nach, bis die
gelbe Farbe ganz verschwunden ist. Dann setzt man zu dem
Permutitpulver einige Tropfen 10proz. Natriumhydroxydlésung,
5 cm3 Wasser, 5 cm? NefBlers Reagens. Es darf keine gelbe Fir-
bung auftreten.

Ferner sind folgende Losungen erforderlich.

Natriumcarbonatlésung: 50 cm? fast gesattigter Soda-
I6sung werden auf 500 verdiinnt. 20 cm® 0,1-n-HCl werden mit
dieser Sodalosung mit Methylrot als Indicator titriert. Die Soda-
16sung wird nun so verdiinnt, dal 8,5 cm? 20 ¢m3 0,1-n-HCI ent-
sprechen.

Essigsaure Acetatlosung: 100 cm?® 50proz. Essigsdure mit
dem gleichen Volumen 5proz. Na-Acetat verdiinnt.

Na-Thiosulfatlésung: 4proz. Losung des krystallisierten
Salzes.

Aminosdurevergleichslésung: Eine Lgsung von Glykokoll,
Leucin, Phenylanalin oder Tyrosin, die 0,07 mg Stickstoff im
Kubikzentimeter enthélt. Die Aminoséure wird in n/10-HCI geldst
und bis zum gewiinschten Volumen aufgefiillt, nachdem man vor-
her noch 0,2 proz. Na-Benzoat zugegeben hat. Die Losung ist
unbegrenzt haltbar. Oft wird es zweckmifig sein, sich eine Vor-
ratslosung herzustellen, die 0,1 mg N im Kubikzentimeter enthilt.
Glykokoll enthalt 18,68°/, N, man muB also 0,5353 g auf 1000 cm3
auffiillen, um eine Lésung zu erhalten, die 0,1 mg N in 1 cm3
enthalt.

Ausfiihrung der Bestimmung: 10cm3 der zu untersuchen-
den eiweilifreien Losung (z. B. Blutfiltrat) kommen in ein groBes
Reagensglas, das eine Marke bei 25 cm3 tragt. In ein anderes Reagens-
glas von gleicher Grofe kommt 1 cm? der Aminovergleichsldsung,
darauf in jedes Glas ein Tropfen Phenolphthalein. Zu der Ver-
gleichslésung fligt man nun 1 em? der Sodalésung von bekanntem
Gehalt, zu der zu untersuchenden Lésung setzt man sie tropfen-
weise zu, bis sie dieselbe rétliche Farbe hat, wie die Vergleichs-
lésung. Die Vergleichslosung wird zweckmaBig ebenfalls bis auf
ca. 10 cm3 mit destilliertem Wasser verdiinnt. Dann kommen
2 om?® der frischbereiteten 0,59/, Chinonlésung zu jeder Probe; es
wird gut umgeschiittelt und bis zum néchsten Tage an einem
vollig dunklen Ort stehen gelassen. Am anderen Tage werden
zunichst 2 cm?® Essigsidure-Acetatgemisch und dann 2 cem? der
Thiosulfatlosung zugegeben. Hierdurch wird der UberschuB8 an
Reagens entfirbt. Nun wird bis zur Marke 25 aufgefiillt, um-
geschiittelt und im Colorimeter verglichen. Die Vergleichslosung
wird auf 20 eingestellt.
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Berechnung: Stand der Vergleichslsung
Stand der Versuchslosung

X7 = mg Amino-

siurestickstoff in 100 cm?® Fliissigkeit.

Abwehrfermente.

Im Serum sind ganz spezifische Proteasen beschrieben worden,
die in der Norm nicht vorkommen und die in Zusammenhang
gebracht werden mit dem Ubertreten von kérperfremden oder
blutfremden Eiweilistoffen ins Blut, die Abwehrfermente Abder-
haldens. Von Abderhalden sind verschiedene Verfahren zum
Nachweis des proteolytischen Abbaues angegeben worden?!). Er-
wahnt seien hier die folgenden Methoden:

Am einfachsten 146t sich der Abbau nach E. Abderhalden
wie folgt zeigen2): Man gibt steriles Serum zu einem gekoch-
ten Organsubstrat in ein steriles Rohrchen, verschlieBt es mit
einem sterilen Stopfen und bewahrt es bei 37° auf. Es han-
delt sich z. B. um Serum einer Schwangeren 4 Placenta. Das
Serum wird schon nach wenigen Stunden triibe; die Triibung
nimmt immer zu. Das Substrat quillt auf, wird an seiner Ober-
ilaiche durchscheinend und zerfillt oft in kleine Teilchen. Serum
von nicht-Schwangeren bleibt klar.

DasDialysierverfahren. Prinzip: Eiweill diffundiert nicht
durch tierische Membranen hindurch, dagegen sind schon die
héheren Abbaustufen dialysierbar. Als Dialysierhiilsen werden
Schleicher u. Schiill-Hiilsen verwendet. Die Priifung der Ab-
bauprodukte im Dialysat kann mittels der Biuret- oder der
Ninhydrinreaktion geschehen. Bei der Biuretprobe gibt man zu
den mit Natronlauge durchmischten Dialysaten je 1 cm?3 einer sehr
verdiinnten wésserigen Kupfersulfatlgsung (1 : 500) am besten mit
einer Pipette entlang der Wand, so daB eine Uberschichtung er-
folgt. Bei der Ninhydrinprobe werden die mit 10 cm?® Dialysat
beschickten Reagensgliser mit 0,2 cm?® einer 1 proz. wisserigen
Ninhydrin- (Triketohydrindenhydrat-) Losung versetzt und (mit
einem Siedestab) intensiv 1 Min. gekocht. Sind EiweiBabbau-
produkte (Peptone, Aminosiuren) im Dialysat, so entsteht eine
Blaufarbung. — Das zu priifende Organ mufl blutfrei, das Serum
mufl frei von Hdmoglobin und von Formelementen sein. Alle

1) Genaue methodische Angaben findet man in Abderhalden, E.:
Abwehrfermente des tierischen Organismus. 2. Aufl. 1913 und in Abder-
halden, E.:,,DieAbderhaldensche Reaktion*“1922. Berlin: Julius Springer.

2) Fermentforschung Bd. 5, S. 163. 1921. Med. Klinik, 1921, Nr. 48.
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Manipulationen sind unter streng aseptischen und antiseptischen
Kautelen durchzufiihren.

Die optische Methode. Man gibt in ein Reagensglas 1 cm3
absolut hdmoglobinfreies, steriles ‘Serum, dazu 1 cm3® einer
5—10proz. Peptonlésung aus dem betreffenden Organ. Man giel3t
das Gemisch in ein 2 cm?® fassendes Polarisationsrohr und be-
stimmt das Drehungsvermégen des Gemisches, nachdem es 37°
angenommen hat. Man verfolgt dann das Drehungsvermégen in
bestimmten Zeitabschnitten.

Andere Methoden zum Nachweis des Abbaues sind die refrakto-
metrische und die interferometrische (siche Allgem. Teil S. 22
und 28).

Zum refraktometrischen Nachweis von Abwehr-
fermenten?!) verwenden F. Pregl und M. de Crinis nicht
trockene Organpréiparate, sondern es werden gleiche Mengen
Trockenpréparate mittels kochender physiologischer Kochsalz-
I6sung vorgequollen. Nach 1 Std. wird die Salzlosung mdoglichst
vollstindig entfernt und dann erst in die Glaschen, in denen die ge-
quollenen Organtrockenpraparate sich befinden, die gleiche Menge
Serum (2,3 cm?) gegeben, gut durchgeschiittelt, nach 5 Min. der
Brechungsindex bestimmt (vgl. Allgem. Teil). Die zweite Messung
erfolgt nach 24 Std. — Pregl und de Crinis haben die Methode
auch zu einem mikroanalytischen Nachweis der Abwehrfermente
ausgearbeitet. In ein kleines Glischen von 4—6 mm Durchmesser
und 3—4 cm Lange werden 0,01 g des Trockenorgans gegeben;
das Glédschen wird mit kochender 86 proz. NaCl-Losung gefiillt,
1 Std. stehen gelassen. Zusatz eines Krystdllchens Thymol stért
die Bestimmung nicht. Die Kochsalzlésung wird dann mog-
lichst vollstindig abgesaugt. Nun 148t man 3—4 Tropfen Serum
aus einer frisch ausgezogenen Capillare in das Glaschen einflieBen,
verschlie8t es luftdicht mit einem Gummistopsel und schwenkt
gut um. Nach 5—10 Min. zentrifugiert man und entnimmt daraus
mit einer neuen Glascapillare ein Tropfchen, bringt es auf das
Hilfsprisma und bestimmt den Brechungsindex. Nach 24 stindigem
Stehen bei Zimmertemperatur erfolgt die zweite Bestimmung.

Uber die Fehlergrenzen der Methode vgl. Kupelwieser?).

Zu dem interferometrischen Nachweis von Abwehr-
fermenten gibt P. Hirsch?) folgende Vorschriften.

1) Fermentforschung Bd. 2, S.58. 1917. Vgl. auch Loewe, F.: Op-
tische Messungen. Steinkopff 1925.

2) Biochem. Zeitschr. Bd. 131, S.413. 1922,

%) Hirsch, P.: ,,Die Abderhalden-Reaktion*“. Berlin: Julius Springer
1925. Vgl. auch Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 91, S. 440. 1914.
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In ein steriles Zentrifugenglas bringt man den Inhalt (5 mg)
einer Ampulle Organsubstrat, hierzu kommen 0,5 cm3 Serum, das
vom niichternen Patienten stammt, vollkommen hdmoglobinfrei,
nicht chylés und steril sein mufl und mit Vuzin versetzt wurde.
[Das klare Serum wird mit einer Losung von Vuzinum hydro-
chlor. (1:500) in einer Menge versetzt, dafl eine Vuzin. hydro-
chlor.-Konzentration 1:10000 in dem Serum erhalten wird.]
Das Glaschen wird mit einem sterilen Gummistopfen luftdicht
verschlossen und mit zwei gleichen Roéhrchen, die je 0,5 cm? des
gleichen Serums ohne Substratzusatz enthalten und die als Ver-
gleichsfliissigkeiten dienen, auf 24 Std. in den Brutschrank gesetzt.
Sollen mehrere Organe auf Abbau gepriift werden, so sind ent-
sprechend viel Zentrifugierglischen mit je 5 mg des betreffenden
Organsubstrates und je 0,5 cm® Serum anzusetzen. Nach Ablauf
des 24stiindig. Brutschrankaufenthaltes werden simtliche Réhr-
chen zwecks Entfernung des Kondenswassers umgeschiittelt, scharf
zentrifugiert und die klaren Zentrifugate derart interferometrisch
untersucht, daB die mit Substrat aufbewahrten Serumproben
gegen die Vergleichsproben unter Benutzung der besonders fiir
diese Untersuchungen angegebenen Mikrokammer nach Hirsch-
L6we ausgemessen werden. Die beiden ohne Substrat aufbewahr-
ten Serumproben werden am Schlusse simtlicher Messungen gegen-
einander ausgemessen. Es darf bei dieser Messung keinerlei Diffe-
renz festgestellt werden. Diese Ausmessung dient zur Serum-
kontrolle, einmal zur Feststellung etwaiger Verdunstung der Ver-
gleichsserumprobe beim Ausmessen der verschiedenen bebriiteten
Sera, zum anderen zur Kontrolle fiir etwaige bakterielle Ver-
unreinigungen. (Vgl. auch S. 28.)

Proteolytische Pflanzenfermente.

Fiir die proteolytischen Pflanzenfermente gelten im ganzen die-
selben Bedingungen, wie sie bei den Siften tierischer Herkunft
beschrieben wurden. Man erhilt sie aus Samen (Hafer, Gerste,
Pferdebohnen), aus gekeimten Samen, aus Pilzen (Hefe). Beson-
ders wirksam ist die im Handel erhiltliche sogenannte Taka-
diastase, die ,,ein ganzes Arsenal von Fermenten® (Neuberg) ent-
hilt, ein Produkt des Aspergillus oryzae. Auch das Papayotin
oder Papain, das sich im Milchsaft, sowie in den Friichten und
Blattern von Carica papaya (Melonenbaum) findet, enthilt proteo-
lytisch gut wirksame Enzyme. (Siehe unten.)

Aus Hafer kann man sich nach Aron u. Klempin?) eine wirk-

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 9, S. 163. 1908.
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same Proteasenlosung herstellen, indem man den geschroteten
Hafer 10—12 Std. in der Kugelmiihle in einem Gemisch gleicher
Teile Wasser und Glycerin zermahlt, den festen Riickstand in
einer festen Filterpresse auspreBt und das ablaufende Filtrat in
hohen Zylindern durch Sedimentieren klirt. Die Flissigkeit wird
abgehebert und mehrmals filtriert.

Papain.

Papain, der eingetrocknete Saft des Melonenbaumes (Carica
papaya L.), spaltet sowohl native Eiweilkorper als auch bei
Behandlung mit Blausiure Peptone, die ohne Blausdurebehand-
lung nicht angegriffen werden.

Die Beziehungen zwischen der Spezifitdt des Trypsins und
des Papains und der EinfluBl der spezifischen Aktivatoren auf
diese werden am besten durch folgende Tabelle [Waldschmidt-
Leitz')] veranschaulicht.

(Die Angaben bedeuten: — = keine nachweisbare, 4 = posi-
tive, 4+ + = verstirkte Hydrolyse.)

Substrat
Enzym e - —
Gelatine Pepton | Dipeptid
Trypsin . . . . . . .. .. — + ‘ —_
Trypsin -+ Enterokinase . . . + | ++ ‘ —
Papain + Blausiure . 4 1 + -
Papain . . . . . ... .. -+ — —

Das p,-Optimum des Papains liegt bei 5 mit einem steilen
Abfall nach der sauren Seite hin. Die optimale Temperatur
betrigt 65—70° [Willstdtter-GraBmann2)]. Nach fritheren
Angaben von C. Delezenne, H. Monton und E. Pozerski
soll die Geschwindigkeit der Papainwirkung bei 80—90° ihren
Hohepunkt erreichen.

Die Wirkung der Blauséure ist am stirksten, wenn das Ferment
mehrere Stunden damit vorbehandelt wird. Die Zahl der abge-
spalteten COOH-Gruppen (titriert mit alkoholischer Lauge nach
Willstatter) steigt dann bis auf den dreifachen Wert gegeniiber
dem ohne HCN-Behandlung. Durch Vertreibung der Blausiure
aus dem Reaktionsgemisch wird das Papain inaktiviert und ist
durch erneuten HCN-Zusatz wieder aktivierbar; dieser Vorgang
gleicht auch hierin der Trypsinaktivierung durch Enterokinase.

Darstellung: Benutzt wird das ‘Mercksche Priparat.
Durch Behandlung mit Blausidure bei 40° werden zuerst die

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 149, S. 212, 1925.
2) Zeitschr. . physiolog. Chem. Bd. 138, S. 184. 1924,
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begleitenden EiweiBkoérper abgebaut. Die Versuche wurden so
ausgefiibrt, daf man z. B. 10 cm?® 3 proz. Kaliumcyanidlésung mit
HCl auf Methylrot neutralisiert, mit 225 mg Papain und 25 em3
1/5-m-Dinatriumeitrat auf 50 cm3 bei 40° brachte. Davon wurden
10 cm?® sofort entnommen und mit 2 g Gelatine in 50 cm?® bei
40° 11/, Std. in Reaktion gebracht; zur Titration dienten 10 cm3.
Weitere Proben der bei 40° gehaltenen Blausdure-Papainlésung
wurden nach 30, 60 usw. Min. entnommen, um unter denselben
Bedingungen die Proteolyse zu messen.

Die Beseitigung der Blausidure aus der aktivierten Enzym-
I6sung durch Luftstrom oder Dialyse oder am besten durch Ein-
dampfen der Losung im Vakuum jauf etwa !/, hinterliBt das
Enzym in nichtaktiviertem, wieder aktivierbarem Zustand.

Reinigung durch Alkoholfillung.

Es wurden z. B. 6 g Papain in 400 cm® Wasser unter Zusatz
von Blausdure entsprechend 1,5 g Blausdure (wasserfrei) 3 Tage
lang bei 400 digeriert. Zur Fallung des Papains wurde die Losung
auf eine Alkoholkonzentration von 809/, gebracht. Der Nieder-
schlag wurde abzentrifugiert, im Wasser gelost und im Vakuum
von den Resten der Blausdure befreit. Die Losung enthielt das
Papain in 959/, der angewandten Menge und fast zweieinhalb-
fachem Reinheitsgrad.

Reinigung durch Adsorption.

Aus ammoniakalischer Losung wird das Papain von Tonerde
adsorbiert, und zwar am besten von Tonerde C (siehe S. 141) aus
alkoholischer Losung. Mit n/20-Essigsdure oder auch durch Wasser
kann es aus dem Adsorbat eluiert werden.

1g Enzym wird von 0,5 g Al,O; in 250 cm3 Losung, die mit
Ammoniak genau neutralisiert ist und 45°/, Alkohol enthilt,
adsorbiert. Mit 250 cm3 n/20-Essigsdure, die 30 mg Ammonsulfat
zur Vermeidung der Auflésung von Tonerde enthilt, wird das
Enzym zu 79°/, des angewandten Anteils eluiert.

Bestimmung: Die abgewogenen Papainmengen werden mit
25 mg Blausdure in 20 cm?® Volumen vereinigt, entweder so, daB3
man sofort das Substrat (beste Gelatine) zusetzt und auf 40°
erwirmt, oder so, dall man zuerst 2 Std. lang bei 40° die Aktivie-
rung maximal werden 148t (ohne Gelatine). In beiden Fillen wird
das Enzym, das auch mit 5 cm?® m/5-Citratputfer und Toluol ver-
setzt ist, im 50 cm3-MefBkolben mit 30 cm?® 6,6 proz. Gelatine (2 g)
versetzt gewdhnlich bei einer Temperatur von 400. Je 10 cm?
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werden zu bestimmten Zeiten in 90°/, Alkohol enthaltender Lo-
sung mit '/;-n alkoholischer KOH titriert. Der Alkoholzusatz
wird so ausgefithrt, daBl er als absoluter Alkohol von der Tempe-
ratur 50° zugesetzt wird, weil sonst die Gelatine stark klumpt.
Als Indicator dient Thymolphthalein (das mit Citrat scharf, mit
Phosphatpuffer unscharf umschlagt). Die Ausfithrung der Titra-
tion siehe S.254.

Beispiele: I. Hydrolyse ohne und mit Blausid ve. 3,6 g Gela-
tine mit 8 cm? Acetatpuffer (1: 1) in 50 cm?; zur 1 ration dienen
je 5,0 em3, Temperatur 300. Die Zahlen bedeuten 1, 1-KOH.

Stunden Tage
Enzym e —
Y | 12 |4 | 8 | 24| 4 | 8
0lg. . ... 0,08 | 0,20 | 0,32 | 0,40 | 0,52 | 0,81 | 121 = —
02g. . . .. 0,20 | 0,32 ; 0,45 | 0,58 | 0,78 | 1,00 | 1,32 ’ —
04g. .. ..1021] 033 | 049 | 0,62 | 0,80 | 1,02 | 1,35 | —
0,2gu. 10 mg | i
N. . 0,62 ’ 091 | 1,32 | 1,75 | 2,19 | 2,80 | — | 4,08

II. Hydrolyse mit Vorbehandlung und ohne Vorbehandlung
durch Blausdure.

1. Hydrolyse von 0,4 g QGelatine in 10 cm3 bei 40° wihrend
2 Std. Aktivierung mit 5 mg Blausiure ohne Vorbehandlung.
Citratpuffer (p, = 5,0); gemessen mit !/;-n-KOH.

Enzymmenge mg Reaktionsdauer in Stunden
fiir 0,4 g Gelatine |——— — - ———— ——
in 10 cm3 Y| 1 o1y, | 2
2 017 | 030 | 05 | 066
4 0,31 * 0,59 | 0,76 \ 1,06
10 057 | 091 | 1,23 1,51
15 08 L1l ‘ 1,50 1,82
20 071 1,16 | 152 1,88

2. Derselbe Ansatz wie 1. wihrend 4 Std. mit 2 stiindiger Vor-
behandlung durch 5 mg Blauséure.

Enzymmenge Reaktionsdauer in Stunden
(mg) 04 g Gela- }— ————  — — T
tine in 10 cm3 Yoo 1 [ 1y, | 2 l 4
1,25 0,26 ‘ 0,50 0,66 0,82 1,14
2.5 0,61 0,97 | = 1,40 1,77
5 0,87 1,26 154 | 177 2,20
10 1,24; 1,22 | 1,77; 1,68 | 2,02 2,20 2,62
20 1,50 1,96 — | 248 2,76
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Amidasen.

Unter diesem Namen sollen hier einige Fermente abgehandelt
werden, deren gemeinsames Charakteristicum die Spaltung der
Bindungen zwischen Stickstoff und Kohlenstoff ist?).

Uber Purinamidasen vgl. S.297.

Urease.

Urease ist das Ferment, das die Zerlegung von Harnstoff in CO,
und NH, katalysiert.

Darstellung (aus Sojabohnen) nach Jakoby u. Sugga?):
Sojabohnen werden in der Kaffeemiihle zermahlen und, wenn
notig, noch im Morser zerstoBen. Das Mehl wird in eine grofe
Nutsche gefiillt, deren Abflul man durch einen Gummischlauch
mit Klemme verschlieBt. Auf das Mehl wird Petroldther aufge-
gossen, 1 Std. darauf gelassen, dann die Klemme gedffnet und
der Ather abgesaugt. Diese Prozedur wird sechsmal wiederholt.
Das entfettete Mehl wird auf Glasplatten ausgebreitet, iiber
Nacht lufttrocken gemacht und mit dem fiinffachen Volumen
Wasser 16—24 Std. in den Eisschrank gestellt. Die obenstehende
milchige Fliissigkeit wird abgesaugt oder abzentrifugiert, die er-
haltene Fliissigkeit in Schalen mit flachem Boden gegossen und
bei Zimmertemperatur im Faust-Heimschen Apparat durch
Uberleitung eines Luftstromes getrocknet. Das so erhaltene Pul-
ver ist in Wasser fast ganz, wenn auch schwer l6slich.

Bestimmung: Zur Bestimmung wird meist die Titration des
gebildeten NH ; benutzt. Die beste Methode der NH ;-Bestimmung
ist nach Lovgren die Folinsche Methode (vgl. S. 273), die unten
in der Modifikation von Lovgren?) beschrieben wird. Zu den
anderen Methoden ist zu bemerken, daf nach L6 vgren bei héherer
Temperatur der Harnstoff selbst durch die schwichsten Basen
angegriffen wird. Wegen der dauernden Anderung des p, durch
das entstehende NH; mufl entweder eine sehr starke Pufferung
vorgenommen werden oder man mufl mit sehr verdiinnten
Harnstofflssungen arbeiten 3).

Prinzip: Das Ammoniak wird durch Alkalikarbonat frei-
gemacht und durch einen, mittels H,SO, ammoniakfrei gewaschenen
Luftstrom in die Saurevorlage iibergefiihrt.

Austfiithrung: Der Reaktionskolben bleibt wiahrend des ganzen
Versuches mit der Sdurevorlage einerseits und mit der Wasch-

1) Vgl. Oppenheimer: ,,Die Fermente*, 8. 777.

2) Biochem. Zeitschr. Bd. 69, S.116. 1914.

3) Vgl. Lovgren: Biochem. Zeitschr. Bd. 119, S.215. 1921; Bd. 137,
S. 206. 1923.
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flasche mit H,SO, andererseits luftdicht verbunden (Abb. 70). Ein
schwacher Luftstrom wird dabei stetig mittels einer gewdhnlichen
Wasserstrahlpumpe durch die Apparate gesogen. Die Einleitungs-
rohre sind in ihrem untersten Teil zu einer kleinen Kugel ausge-
blasen, in der sich 7 gleichgroBe kleine Locher befinden. Durch den
Gummistopsel des Reaktionskolbens geht ein mit Hahn ver-
sehenes Trichterrohr, in das 40 cm3 einer gesittigten Pottasche-
losung gegossen werden. Nach der beabsichtigten Spaltungszeit
wird der Hahn gedffnet und, nachdem die Pottascheldsung in die
Reaktionsmasse geflossen ist, rasch wieder zugedreht. Die K,CO;-
Losung bricht die Fermentreaktion momentan ab. Eine Viertel-
stunde spiater wird der Luftstrom zu seiner vollen Stirke an-
gelassen. Die Zeit der nétigen Durchlifftung ist abhingig von

Trichter-
oM.
Jir K, (G @Q'

Tricher-
rohr

=Fir 300,

mit Zinkblech

Vorlage Reaktronskolben Reaktionskolben Vorlage
Abb. 70.

Temperatur, Menge des Ammoniaks, Stirke der Base und Stérke
des Luftstroms. Nach Ablauf der notigen Zeit (meistens gentigt
eine halbe Stunde) wird der Luftstrom vorsichtig abgebrochen,
die Saurevorlage freigemacht, das Einleitungsrohr mit destillier-
tem Wasser abgespiilt und der UberschuB an Saure in der Vor-
lage durch n/10-NaOH mit Methylrot als Indicator moglichst
schnell zuriicktitriert. Der Umschlag ist auf 0,01 cm?® 0,1-n-NaOH
(= 0,017 mg NH,;) scharf zu sehen. Das Schdaumen wird durch eine
Schicht Paraffinol verhindert.

Histozym.

Das Ferment katalysiert den Zerfall von Hippurséure in Benzoe-
siure und Glykokoll. AuBlerdem wirkt es auf eine Reihe der Homo-
logen. Es wird hauptsichlich aus der Niere von Schwein und
Hund dargestellt, findet sich aber auch bei Pilzen [Takadiastase
nach Neuberg und Mitarbeitern?)].

1) Neuberg u. Rosenthal: Ebenda Bd. 145, S. 186. 1923. Neuberg
u. Linhardt: Ebenda Bd. 147, S. 372. 1924.
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Das Histozym spaltet aufler Hippursdure Acetylglycin,
a-Benzoylalanin, 1-Benzoylleucin, d-«-Benzoylaminobuttersiure,
ferner Glykokoll- und Taurocholsdure; es.spaltet nicht §-Ben-
zoylalanin, f-Benzoylaminobuttersiure, Benzoylaminoisobutter-
sdure, l-x-Benzolaminobuttersdure (Smorodinzew).

Darstellung nach Smorodinzew!): Das Organ wird mog-
lichst bald nach der Entfernung aus dem Koérper durch die Blut-
gefille mit physiologischer Kochsalzlosung durchspiilt, in der
Fleischhackmaschine zerkleinert und 3—4 Tage lang mit 10 Volu-
mina Alkohol extrahiert.

Nach dem Abfiltrieren des Alkohols trocknet man den Riick-
stand an der Luft, extrahiert ihn im Soxhletschen Apparat mit
Ather, pulverisiert und siebt ihn durch ein feines Sieb. Das
Organpulver dient als Fermentpriparat.

Bestimmung: Eine bestimmte Menge Substrat (meist in
1/20-mol-Lésung) wird mit dem Ferment auf 20 cm3 gebracht,
dazu gibt man 5cm3 Toluol. Smorodinzew benutzt 50 cm?
fassende Kolben aus blauem (Jena-) Glas, verschlieft mit einem
mit Paraffin tibergossenen Pfropfen. Das gut verschlossene Gefifl
kommt bei 390 in den Thermostaten und wird 6fter umgeschiittelt.
Nach einer bestimmten Zeit werden zu jedem Kolben je 5 cm?
einer 5proz., wisserigen Sublimatlosung zugesetzt ; das Ganze wird
vorsichtig bis zum Kochen erwérmt. Nachdem die Fliissigkeit
abgekiihlt ist, filtriert man 20 cm?® ab, sduert diese Portion mit
Salzsdure bis zur Reaktion auf Kongo an und extrahiert sie vier-
mal durch je 5 Min. langes Umschiitteln mit 20 cm? Petroleum-
dther (Siedepunkt 60%) im Scheidetrichter. Die 4 Atherausziige
werden vereinigt, zur Entfernung des Schaumes mit einer kleinen
Menge Alkohol versetzt, mit 20 cm?® Wasser gewaschen und durch
ein trockenes Filter in einen gewogenen Kolben filtriert. Der
Ather wird aus dem Kolben mit einem trockenen Luftstrom ver-
trieben. Der Kolben bleibt iiber Nacht im Exsiccator. Die Benzoe-
sdure bleibt in Form nadelférmiger Krystalle (Schmelzpunkt 121
bis 1229) zuriick und kommt so zur Wégung.

Arginase 2).
Das Ferment katalysiert den Zerfall von Arginin in Ornithin
und Harnstoff nach der Gleichung

1) Smorodinzew: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 124, S. 123. 1923.
Vgl. auch Neuberg und Noguchi: Biochem. Zeitschr. Bd. 147, S. 370.
(Spaltung von Phenacetursiure.)

2) Kossel u. Dakin: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 41, 8.321.
1904; Bd. 42, S.181. 1904.
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NH
A
NH,- C NH,
AN /
NH —CH,-CH,-CH,-CH + H,0
AN
COOH
Arginin
NH, NH,
/ /
=CO + NH,-CH,-CH,- CH,- CH
AN AN
NH, COOH
Harnstoff Ornithin

Guanidinessigsdure und Guanidinpropionsdure werden nicht ge-
spalten. .Aus d-l-Arginin spaltet das Ferment 1-Arginin abl), nur
die d-Form wird abgebaut. Nach Edlbacher?) findet es sich in
der Leber der hoheren Tiere, es fehlt aber in der Leber von Vogeln
und Reptilien. Beim Huhn enthélt die Leber ménnlicher Tiere
reiche Mengen Arginase, die von weiblichen meistenteils keine.
Hoden von Hihnen, Taubern, Stier, Hund und Meerschweinchen
enthalten reichlich Arginase, Kélberhoden hingegen nur wenig3).
Auch in Pilzen und in héheren Pflanzen findet sie sich [Kiesel?)].
Hefe sowohl wie Sojabohnen enthalten keine Arginase [Edl-
bacher?)].

Darstellung®). Zur Untersuchung dient meistens Leber-

1) Riesser: Zeitschr. {. physiolog. Chem. Bd. 49, S.210. 1906.

2) Edlbacher: Zeitschr. {. physiolog. Chem. Bd. 100, S. 111. 1917.

3) Edlbacher, S. u. Bonen: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 145,
S. 69. 1925.

4) Kiesel: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 75, S. 169. 1911; Bd. 118,
S. 267. 1921.

5) Vgl. Edlbacher: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 100, 8. 115. 1917.

6) Darstellung des Arginins nach Kossel u. Grofl (Zeitschr. f.
physiolog. Chem. Bd. 135, S. 167. 1924): Ungefahr 250 g des moglichst
gut gereinigten Eiweiflstoffes (Edestin aus Hanfsamen, Gelatine) werden
durch 18stiindiges Kochen mit 33 vol.-proz. H,SO, hydrolysiert, der
grofite Teil der Sdure durch Kalk oder Baryt entfernt und die Niederschlage
ergiebig ausgewaschen. Den Reaktionsprodukten fiigt man eine starke wisse-
rige Losung der Flaviansaure (ca. 4 Gewichtsteile auf je 1 Gewichtsteil der
zu erwartenden Argininmenge) zu. Man 1a8t die Fliissigkeit 3 Tage an einem
kiihlen Ort stehen, saugt die Krystallmasse ab, wischt mit kaltem Wasser nach
und bringt den Filterriickstand mit der 2-—3fachen Gewichtsmenge Wasser,
dem man eine kleine Menge Flaviansiure zugefiigt hat, in einen Kolben,
um ihn 2 Std. auf dem Wasserbade zu erhitzen. Das nach 24stiindigem

Rona, Fermentmethoden. 19
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preBsaft [z. B. werden 500 g ganz frische Kalbsleber in der
Hackmaschine zerkleinert, mit Kieselgur gut verrieben und in der
Buchnerpresse bei 300 Atmosphéren ausgepre3t]. Statt LeberpreS-
saft kann man auch Leberextrakt benutzen, (die feinzerhackte
Leber wird mit der vierfachen Menge 0,2proz. Essigsiure extra-
hiert, 10—20 Std. im Brutofen digeriert, und filtriert), der in
feinem Strahl in die -zehnfache Menge Aceton eingegossen wird.
Der gebildete Niederschlag wird dann auf der Nutsche abgesaugt,
mit Aceton, Alkohol und Ather nachgewaschen und im Exsiccator
iiber H,SO, getrocknet. Das so gewonnene Pulver wird fein zer-
rieben. Es ist im Wasser nicht ganz 16slich. Man benutzt 1 Teil
Pulver auf 100 Teile Wasser, 1at iiber Nacht mit einigen Tropfen
Toluol auf Eis stehen und filtriert kurz vor dem Versuch. Das
Ferment ist auch in wésseriger Losung ziemlich besténdig.

Bei ihren Untersuchungen iiber das Vorkommen der Arginase
in verschiedenen Organen verfuhren Edlbacher und Bonen so,
daB eine bestimmte Menge des zu priifenden Organs (z. B. 1g)
mit der mehrfachen Menge Quarzsand 5 Min. lang verrieben wurde;
mit 50 ccm Wasser wurde dann eine Suspension hergestellt, die nach
5 Min. langem Stehen von den gréberen Partikeln abgegossen wurde.

Nachweis: Zum Nachweis wird meistens die Formoltitration
(siehe S. 241) des gebildeten Ornithins benutzt. Im Arginin ist
nur das «-N-Atom formoltitrierbar, Harnstoff reagiert nicht, und
da Ornithin mit beiden Amidogruppen reagiert, so mul} also der
doppelte Wert des Formolstickstoffes nach der vollendeten Hydro-
lyse des Arginins erscheinen.

Beispiel 1):

Organ: Kalbslebersuspension. 5g der ganz frischen Organe

Stehen in der Kilte ausgeschiedene flaviansaure Arginin wird abgenutscht,
wie oben gewaschen und dann wie folgt in das Carbonat tibergefithrt. Das
Argininsalz wird mit 33 vol.-proz. H,S0, im Paraffinbad bis zur volligen Lo-
sung gekocht, die nach Abkiihlen ausgeschiedene Flaviansiure nach 24 Std.
abfiltriert. Die schwefelsauren Lésungen werden mit Tierkohle entfirbt,
die farblose Losung durch Atzbaryt von H,S0,, durch Kohlensiure vom
Baryt befreit und zur Krystallisation des Carbonats stark eingeengt. —
Oder man scheidet die Flaviansiure als Baryt ab. Man 16st zu diesem Zwecke
das in heiem Wasser ausgelaugte flaviansaure Arginin mit Hilfe von
etwas NHj in einer grofleren Menge Wasser bei Wasserbadtemperatur und
fiigt zu der heiBlen Fliissigkeit einen UberschuB einer wisserigen warmen
Atzbarytlosung, die die Flaviansiure fast vollig niederschligt. Um den
letzten Rest des Farbstoffs zu entfernen, wird die Flissigkeit mit H,S0,
angesiuert, von einem geringen Niederschlag (unzersetztes Argmmﬂawanat)
abfiltriert, mit Tierkohle gekocht. Aus der farblosen Losung des Arginin-
sulfats wird das Arginin als Carbonat gewonnen. Vgl. auch Pratt, O. E.:
Journ. Biol. Chem. Bd. 67, S. 351. 1926.
1) Edlbacher: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 95, S. 81. 1915.
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wurden zerkleinert, mit Quarzsand verrieben, 25 cm? destilliertes
Wasser zugesetzt, umgeschiittelt und ca. 10 Min. im Reagensglas
absetzen gelassen. Die tiber dem Bodensatz stehende feine Sus-
pension wurde abgegossen, durchgeschiittelt und je 5 cm?® davon
in kleine Erlenmeyerkolben abpipettiert.

a) Probe b) Kontrolle
5 cm® Suspension 5 cm® Suspension
5 ,, Argininlésung (mit 5 ,, Wasser

10,08 mg formoltitrierbarem N in 10 cm3) 2 ,, Toluol
2 ,, Toluol

6 Std. im Brutschrank digeriert.

5 cm® Formolmischung 5 cm?® Formolmischung
(50 cm3® Formol -+ 1 em3 0,5 proz. Phenolphthalein
Titration mit 1/;-n-NaOH bis zur starken Rotfirbung

Verbrauchte 1/5-n-NaOH verbrauchte 1/;-n-NaOH
3,9 cm3 0,6 cm
*036 33

Differenz 3,3 cm?® = 9,24 mg Formol-N.

In Prozenten gefunden 185,99/, (Arginin-N == 1009/,

berechnet  200,0/,.

Nach 14 stiindigem Digerieren 196°/,. Eine noch weitere Spal-
tung gelang nicht.

Neuerdings verwenden Edlbacher und P. Bonen?) die
Urease-Methode zum Nachweis des gebildeten Harnstoffs. Fol-
gendes Beispiel schildert das Verfahren. Je 50 cm3? einer etwa
2 proz. Arginincarbonatlésung werden in je einen MeBkolben von
250 cm?® gefiillt, mit 1/,,-n-H,80, bzw. /,;-n-NaOH auf den
gewiinschten p, (Optimum der Arginase p, = 9,5 bis 9,8) ge-
bracht, mit 100 cm?® Pufferlésung (z. B. Glykokoll-NaOH) von
demselben p; und dann mit je 50 cm? der Fermentlosung versetzt.
(Diese wird so hergestellt, da8 je 1 g Fermentpulver mit je 100 cm3
destilliertem Wasser verrieben wird und nach Zusatz von Toluol
nach 12stiindigem Stehen im Brutschrank bei 38° filtriert wird.)
— Man fiillt auf 250 cm? auf und kontrolliert den p,-Wert. Die
Koélbchen kommen nun in den Thermostaten, und man entnimmt
zu bestimmten Zeiten Proben von je 20 cm3. Das Ferment wird
durch kurzes Aufkochen zerstort, nach dem Abkiihlen auf p, =17 neu-
tralisiert, Phosphatpuffer von gleichem p, (und Toluol) zugesetzt,
der gebildete Harnstoff mit Urease zerlegt und das gebildete Am-
moniak durch Destillation und Titration bestimmt (vgl. S. 286).

Als Arginaseeinheit (A.E.) wird diejenige Menge Arginase
bezeichnet, die aus 10 cm3 einer 1 proz. Arginincarbonatlosung,

1) Zeitschr. f. physiol. Chem. Bd. 145, S. 71. 1925.
19*
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die mit 5 cm3 Glykokoll-NaOH-NaCl auf p, 9,5 gepuffert ist, bei
38° in 60 Min. so viel Harnstoff bildet, daf bei der Zerlegung
durch Urease 0,34 mg NH, (= 1 ecm? 0,02 n-H,S0,) geliefert wer-
den. Die Genauigkeit der Bestimmung schwankt um 4+ 1A.-E.,
bei hoheren Werten um + 3—4 A.-E. — Die genauesten Werte
werden zwischen 4—30 A.-E. erhalten?).

Nucleasen.

" Die Nucleinséiuren, die im Organismus in salzartiger Bindung
an EiweiBkorper vorkommen, werden von einer Reihe mehr
oder weniger gut bekannter Fermente katalysiert. Die Los-
l6sung der Eiweillkomponente wird den bekannten Eiweilfer-
menten des Verdauungstraktus zugeschrieben. Die Nucleinsduren
sind Phosphorsdureester mit Kohlehydraten der 5- oder 6-C-Reihe,
die ihrerseits Purin bzw. Pyrimidinkérper glucosidartig gebunden
haben?).

Der fermentative Abbau vollzieht sich in mehreren Stufen:

1. Das Polynucleotid wird von Fermenten (Polynucleoti-
dasen oder Nucleinasen) in einfache Nucleotide gespalten, indem
die Zwischenverbindungen gelost werden.

2. Die Nucleotide werden von Phosphatasen gespalten (Nucleo-
tidasen) nach folgendem Schema:

PhS — KH — Purinbase — PhS + KH - Purinbase 3).

3. Die Puringlucoside werden von Glucosidasen (Nucleo-
sidasen) in ihre beiden Komponenten zerlegt. Bisher sind nur
Fermente bekannt, die die Glucoside mit Adenin und Guanin als

Paarlinge spalten?).
4. Diese Aminopurine werden desaminiert, aus Adenin ent-
steht dabei Hypoxanthin, aus Guanin Xanthin (Purinami-

dasen).

5. Ein Teil der Desamidierung vollzieht sich schon vor der
Abspaltung des Kohlehydrats, indem aus Adenosin Inosin und aus
Guanosin Xanthosin entsteht, die dann weiter hydrolysiert

werden 5).

1) Edlbacher u. Rothler: Zeitschr. . physiolog. Chem. Bd. 148,
S. 264. 1925.

2) Vgl. hierzu Oppenheimer: Die Fermente. S. 766.

3) PhS = Phosphorsiure, KH = Kohlehydrat.

4) Vgl. u. a. Levene u. Medigreceanu: Journ. of biol. chem. Bd. 9,
S. 65 u. 389. 1911.

5) Vgl. Thannhauser u. Ottenstein: Zeitschr. f. physiolog. Chem.
Bd. 114, S.17. 1921.
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Weiterhin wird durch eine Xanthinoxydase bei Luftzutritt das
Hypoxanthin zu Xanthin und das Xanthin zu Harnséure oxy-
diert. Die Harnsdure kann nun wieder durch das urikolytische
Ferment weiter abgebaut werden.

Aus diesem Schema ist ersichtlich, dafl das friiher als ,,Nucle-
ase’ bezeichnete Ferment ein Gemenge von verschiedenen Teil-
fermenten ist und dall die bei dem Verfolgen der Wirkung der
,»Nuclease* benutzten Verfahren entweder nur Teilvorgénge oder
Endprodukte eines komplizierten Reaktionsablaufes erfal3t haben.

Trotzdem sollen hier einige &ltere Arbeitsweisen, die sich mit der
Spaltung des Nucleinséiuremolekiils befassen, Erwdhnung finden.

Aus tierischen Organen erhélt man nucleasehaltige Extrakte
durch wisserige (mit Toluol resp. Chloroform versetzte) Ausziige
(durch Extraktion bei Zimmertemperatur wahrend 1—2 Std.), die
koliert und filtriert werden, oder man prefit das Organ mit einer
Handpresse oder hydraulischen Presse aus. — Trockenprédparate
stellte F. Sachs?!) wie folgt dar: 570 g Pankreas wurden mit Sand
und Kieselgur zerrieben und mit der Buchnerpresse ausgepreft.
Der gewonnene Saft (100 cm?) wurde sofort mit Ammonsulfat bis
zur Séttigung versetzt, der entstandene Niederschlag abfiltriert
und mit Alkohol und Ather getrocknet. Das so gewonnene Pulver
enthélt die Nuclease.

Zum Nachweis der Spaltung versetzte Sachs 50 cm3
Pankreasextrakt mit 50 cm? einer 4proz. Losung des «-nuclein-
sauren Natriums, und lie§ 2—3 Tage (mit Toluol) im Brut-
schrank (37—389 stehen. Nach Ablauf dieser Zeit wurde das
Gemisch filtriert, das Filtrat zur Beseitigung etwa noch vorhan-
dener Nucleinsdure mit H,SO, versetzt. Der dabei etwa aus-
gefallene Niederschlag wurde abfiltriert, darauf wurden aus dem
Filtrat die Purinbasen mit Quecksilbersulfatlosung?) gefallt. Der
so entstandene Niederschlag wurde abgesaugt, in Wasser auf-
geschwemmt und unter Zusatz von etwas Salzsiure mit H,S
zerlegt. Man filtriert, befreit das Filtrat durch Durchleiten von
Luft von H,S und féllt mit ammoniakalischer Silberlésung 3); der
entstandene Silberniederschlag wird abfiltriert, gut ausgewaschen,
in Wasser aufgeschwemmt und unter Zusatz von HCI in der
Wairme zersetzt. Nach Abfiltrieren des AgCl werden durch das
Filtrat einige Blasen H,S geleitet und dann wieder filtriert. Das

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 46, S. 337 (348). 1905.

2) Diese wird bereitet, indem man 500 cm?® 15 vol.-proz. H,SO, erhitzt
und 75 g Quecksilberoxyd in der heiflen Fliissigkeit 16st.

3) Man lost 26 g Silbernitrat in iiberschiissigem NH; und fiillt mit
destilliertem Wasser auf 11 auf.



294 Nucleasen.

letzte Filtrat wird zur Abscheidung der Krystalle von salzsauren
Purinbasen eingedampft. Die Krystalle wurden mit Alkohol und
Ather getrocknet und gewogen.

Tschernoruzki!) bestimmt den bei der Spaltung frei-
gewordenen anorganischen Phosphor.

Pighini?) hat eine optische Methode vorgeschlagen. Die von
ihm verwandte Nucleinsdurelosung wurde so bereitet, dafi 1,60 g
Nucleinsiure Merck in 100 cm® physiologischer Kochsalzlgsung
(0,85 proz.) gelost und 12 Tropfen Ammoniak (oder 25—30 Tropfen
5proz. NaOH) zugesetzt werden. Von dieser Losung werden 20 cm3
mit 2 cm3 Serum oder einer anderen klaren Fermentlosung versetzt.
sofort und nach bestimmten Zeiten polarisiert. Am besten ver-
folgt man sowohl die Spaltung wie auch die Drehungsénderung
bei 379, — Lost man 2,0g Nucleinsdure (Boehringer) in 80 cm3
Wasser unter Zusatz von soviel KOH oder NH;, daf} gerade deut-
lich alkalische Reaktion auf Lackmus besteht, und fiillt auf 100 cm?
auf, so ist die Rechtsdrehung im 2-dm-Rohr genau gleich einer
3,0 proz. Traubenzuckerlésung. Besonders bequem ist die An-
wendung des Boehringerschen nucleinsauren Natriums, das
sich v6llig klar in Wasser 16st (2 proz. Lésung dreht wie eine 2,9 proz.
Traubenzuckerlésung) 3).

Darstellung von Nucleosidase nach P. A.Levene?).

Die Organe (Milz, Niere, Pankreas [2 kg]) werden frei von
Blut gewaschen, zermahlen und mit 41 1/,-m-Phosphat nach
Soérensen (p, = 7,0) extrahiert. Mittels einer Presse werden die
Organe ausgeprefit. Bei Nieren werden die zerkleinerten Organe
erst 24 Std. bei 400 der Autolyse iiberlassen. Der durch ein Nessel-
tuch abfiltrierte Saft wird nochmals 24 Std. bei 40° zum gleichen
Zweck aufbewahrt. Durch Eisenhydroxyd in alkoholischer L&-
sung wird das Ferment adsorbiert. Man bringt zu diesem Zweck
den Organsaft auf einen Volumenprozentgehalt von 20/, Eisenhydr-
oxyd und 20/, Alkohol. Der Niederschlag, der hemmende Sub-
stanzen enthéilt, wird abzentrifugiert und das Filtrat nochmals der
Eisenhydroxyd-Alkoholbehandlung unterworfen (4 cm?® Eisenhydr-
oxyd und 1 cm?3 95proz. Alkohol auf 10 cm3 Filtrat). Der Nieder-
schlag, der das Enzym enthalt, wird wieder abzentrifugiert. Aus
dem Adsorbat wird das Enzym durch Na,HPO, von p, = 8,76

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 44, S. 352. 1912.

2) Zeitschr. {. physiolog. Chem. Bd. 70, S. 85. 1910.

3) Neuberg, C.: Biochem. Zeitschr. Bd. 30, S. 505. 1911.

%) Levene, P. A.,, M. Yamagawa u. J. Weber: Journ. of biol. chem,
Bd. 60, S. 693ff. 1924. — Levene u. Weber: Ebenda S. 707.



Nucleasen. 295

oder NaOH von demselben p, wahrend 30 Min. eluiert. Diese Be-
handlung wird nochmals wiederholt. Die Elution wird neutrali-
siert und unter vermindertem Druck bei 35° C auf ein kleines
Volumen konzentriert.

Aus dieser Losung kann das Enzym durch einen grofBien
UberschuB trockenen Acetons gefillt werden. Das Prazipitat
wird schnell an der Saugpumpe filtriert und unter vermindertem
Druck iiber Schwefelsédure oder Calciumchlorid getrocknet. Dieses
Praparat behdlt praktisch iiber 10 Monate die ganze Aktivitat.
Es enthilt noch gegen 769/, Asche. Bei der Dialyse verliert das
Préparat seine Wirksamkeit. Eine weitgehende Befreiung von
anorganischen Bestandteilen unter Erhaltung der Aktivitdt ge-
lingt dadurch, dafl das Praparat auf einen p;, von 1,2 gebracht wird.
Bei diesem p, flockt es als ein leicht filtrierbarer Niederschlag
aus. Zu diesem Zwecke werden z.B. 20 g des Préparates in
der 10fachen Menge Wasser gelost und mit HCI (1 : 5) auf einen
s von 1,2 gebracht. Der gebildete Niederschlag wird abzentrifu-
giert, mit Aceton und trockenem Ather gewaschen und im Vakuum
vollends getrocknet.

Bestimmung: Als Substrat dient Adenosin. Der Fortschritt
der Hydrolyse des Adenosins wird verfolgt durch Bestimmung der
gebildeten Ribose in bestimmten Zwischenrdumen.

Ausfiithrung: Beispiel (1. c. S.701). 0,5 g trockenes Enzym
und 0,15 ¢ Adenosin werden in 25 cm?® Sorensens Phosphat-
puffer (p, 7,5; 1/, mol. Phosphat) geldst. Als Konservierungs-
mittel dient Toluol. Wenn die Losung bei der Temperatur von
370 eine bestimmte Zeit gestanden hat, wird sie in einen 150-cm3-
MeBkolben gefiillt. Es wird Phosphorwolframséure bis zur Marke
zur Féllung des Adenins zugefiigt. Die Fillung bleibt itiber
Nacht im Eisschrank stehen. Dann wird abfiltriert und der Zucker
in 60 cm?® des Filtrats mittels Reduktion bestimmt.

Um einen auf Nucleoside wirksamen Organauszug zu erhalten,
sind Thannhauser und Ottenstein!) wie folgt verfahren.
Moglichst, frische, fein zerkleinerte Leber wird in Wasser auf-
geschwemmt (auf 800 g Leberbrei 1600 cm3 dest. Wasser) und
16 Std. turbiniert. Das triibe Filtrat (600 ccm) wird mit 1,5 g
Nucleosid (Adenosin, Guanosin oder Xanthosin), das in 300 bis
500 ccm Wasser gelost wurde, versetzt; dann leitet man (unter
Zusatz von 20 ccm Chloroform und einigen Tropfen Oktylalkohol)
bei 39° 3 Std. Luft durch. Man enteiweifit durch Aufkochen bei
schwach essigsaurer Reaktion und gibt noch zur vollstindigen Ent-

1) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 114, 8.20. 1921.
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eiweiung nach dem Erkalten 1,5proz. kaltgesittigte Uranylacetat-
16sung (zu 920 cecm Filtrat 370 ccm) hinzu. Nach 12stiindigem
Stehen wird vom Uranylacetatniederschlag abfiltriert, das Filtrat
im Vakuum auf ca.800 cm? eingeengt und die Fliissigkeit zur Iso-
lierung der Nucleoside und Purine nach Kriiger-Schmidt ge-
fallt. Zu diesem Zweck wird die Fliissigkeit mit 200 g Natrium-
acetat und 480 g Natriumdisulfitlésung versetzt, aufgekocht, zur
siedenden Losung 640 cm? 10 proz. CuSO, zugegeben und 3—4 Min.
im Kochen erhalten. Der heiBfiltrierte und gewaschene Kupfer-
niederschlag wird (in ca. 500 ccm Wasser) in der Hitze durch H,S
zerlegt und heil filtriert.

Die Trennung der freien Purine und der Nucleoside in dem
Filtrat geschah durch Fillung der kochenden Fliissigkeit mit
heilem bas. Bleiacetat und darauf folgender Fillung des Filtrats
mit bas. Bleiacetat und Ammoniak. Die freien Purine sollen sich
hierbei im ersten, die Nucleoside in dem ammoniakalischen Blei-
niederschlag befinden. Um die Trennung vollstandiger zu gestalten,
wird das Filtrat von dem mit H,S zersetzten ammoniakalischen
Bleiniederschlag zur Trockene eingeengt, mit wenig Wasser auf-
genommen, und den hierbei ungeldst gebliebenen Teil gibt man
zu den aus dem ersten Niederschlag isolierten Purinen zu. Das
mit H,S zersetzte Filtrat wird im Vakuum auf 200 cm? eingeengt
(eventuell ausgefallenes Xanthin oder Harnsidure abfiltriert), auf-
gekocht, mit heiller Bleiessiglosung so lange versetzt, bis kein
Niederschlag mehr entsteht und noch ca. 30 ccm Bleiessig zu-
gegeben. Der ausfallende Bleiniederschlag enthilt im wesent-
lichen die Purine. Es wird heil vom Bleiniederschlag abgesaugt,
das Filtrat mit ca. 5—10 ccm 25proz. Ammoniak versetzt. Der
nunmehr ausfallende Niederschlag soll die Nucleoside enthalten.

Zur Trennung der einzelnen Purine wurde nach Kriiger und
Salomon das gewichtskonstant gewogene Gesamtpuringemisch
zweimal mit 10 proz. HCl auf dem Wasserbade abgedampft, die
Salzsiure durch mehrmaliges Abdampfen mit Wasser und zwei-
maliges Abdampfen mit 96 proz. Alkohol vertrieben. Das zuriick-
bleibende trockene Pulver wird mit Wasser bei 400 digeriert, iiber
Nacht stehen gelassen, abfiltriert und salzsiurefrei gewaschen.
Im Riickstand befinden sich Harnsiure und Xanthin, im Filtrat
die eventuell noch vorhandenen anderen Purine.

Zur Trennung der Harnsédure und des Xanthins wird die Harn-
sure durch Salpetersiure zerstért und das Xanthin als Nitrat zur
Krystallisation gebracht.

Der zweite (die Nucleoside enthaltende) Niederschlag wird in
Wasser suspendiert, mit H,S versetzt, das Filtrat im Vakuum ein-
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geengt und im Exsiccator {iber H,S80, nahezu vollstindig ein-
gedunstet. Hierbei krystallisieren die Nucleoside aus. Das Kry-
stallisat wird in einigen Kubikzentimetern heilen Wassers gelost,
vom Ungel6sten (freie Purine) abfiltriert. Aus der Losung krystalli-
sieren die Nucleoside aus.

Die desamidierenden Fermente (Adenase und Gua-
nase) wurden so gewonnen?), dal der Organbrei (aus Milz, Leber
vom Rind) mit der 4—5fachen Menge Wasser und etwas Chloro-
form 4 Std. verriihrt, die durch mehrstiindiges Stehen abgesetzte
Flussigkeit koliert, filtriert und zum Versuch verwendet wurde.
Man kann auch das Ferment aus dem Organauszug (z. B. Milz-
extrakt) mit konzentrierter Ammonsulfatlésung aussalzen; am aus-
giebigsten ging die Féllung bei einem Sattigungsgrad von 669/,
vor sich2). Der dabei gewonnene Niederschlag wurde in Wasser
(500—800 cm?) suspendiert, mit etwas Chloroform versetzt und
das Ganze !/,—1 Std. in die Schiittelmaschine gebracht. Dann
wurde so lange gegen flieBendes Wasser dialysiert, bis kein
Ammoniak mehr nachweisbar war, was meist 6—8 Tage erfor-
derte. Schlieflich wurde filtriert und das Filtrat direkt zu den
Versuchen benutzt?3).

Bei dem Nachweis von Harnsdure in den Gewebs-
ausziigen haben Steudel und Suzuki?) diese mit wolframsaurem
Natrium nach Folin enteiwei3t (z. B. 2830 g Milzbrei mit 2000 cm?
Wasser verdiinnt, dann mit 2830 cm3 10proz. Losung von wolfram-
saurem Na und 2830cm? 2/,-n-H,S0, versetzt). Zu 51Filtrat wurden
41 Folinscher Silberlactatlésung®) zugefiigt, der Ag-Niederschlag
wurde abfiltriert, gewaschen und mit HCl zersetzt. Die Unter-
suchung ergab, daB auch, wenn man die EnteiweiBung in der Kilte
vornimmt, in dem Gewebsauszug Kérper vorhanden sind, die die
Phosphorwolframsiure in alkalischer Losung reduzieren und so
Harnséure vortduschen. (Die Folinsche Harnsiuremethode ist dem-
nach hier nicht anwendbar.) Ebensowenig ist nach Steudel dieMur-
exidprobe fiir Harnséure beweisend, denn eine ganze Reihe anderer

1) Schittenhelm: Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 42, S.254. 1904.

2) Ebenda Bd. 43, S.228. 1904.

3) Uber Adenase und Guanase vgl. Jones, W. u. M. C. Winternitz:
Zeitschr. . physiolog. Chem. Bd. 44, 8.1. 1905 und Bd. 60, S.180. 1905;
ferner Levene: Americ. journ. of physiol. Bd. 12, 8. 277.

%) Zeitschr. . physiolog. Chem. Bd. 119, S.169. 1922.

%) 100 g Silberlactat werden in 700 cm3 Wasser gelost. Ferner wer-

den zu 100 cm? 85 proz. Milchséure 100 cem 10 proz. NaOH gegeben, diese
Losung zu der Silberlactatlésung gefiigt und auf 11 aufgefiillt.
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Kérper der Puringruppe geben solche Farbenreaktionen, besonders
wenn sie vorher nicht sehr sorgfiltig chlorfrei gewaschen sind. In
normalen, frischen Organen findet sich auch keine Harnsiure;
erst sekundir werden die primér vorhandenen Nucleinbasen
Guanin und Adenin, besonders bei Durchliftung der Extrakte
in Xanthin, Hypoxanthin, endlich in Harnsdure iibergefiihrt?).

Zur Bestimmung der Harnsédure in Organen verfuhren
His und Hagen ?) wie folgt. 50—500 g Organbrei werden in groBen
Kolben mit 21 Wasser und 10 cm? konzentrierter H,SO, 12 Std.
lang so erhitzt, daB die Fliissigkeit niemals ins Sieden kommt. Die
Flussigkeit wird nach 12 stiindigem Stehen durch groBie Falten-
filter filtriert, der Riickstand noch zweimal mit 0,5 vol.-proz.
H,S80, 2—3 Std. in der Wérme extrahiert. Die vereinigten Fil-
trate werden mit soviel Barythydrat versetzt, als der zugesetzten
H,S80, entspricht. Man filtriert, fiigt zu dem Filtrat Lithiumcar-
bonat bis zur neutralen Reaktion hinzu und neutralisiert, wihrend
der Niederschlag sich absetzt (am besten bei 30—40°), von Zeit
zu Zeit von neuem mit Essigsidure. Eine Probe der iiberstehenden
Fliissigkeit darf weder mit Baryt noch mit Lithiumcarbonat eine
Triibung geben. Ist dies eventuell durch nachtréglichen Zusatz
erreicht, so wird filtriert und mit heiBem Wasser mehrfach nach-
gewaschen. Man dampft das Filtrat ein, filtriert von den aus-
geschiedenen Albumosen ab und fallt die Harnsdure als harn-
saure Silbermagnesia aus.

Zur Herstellung von wésserigen Extrakten aus Rinderleber,
die auf Xanthin gut wirkende Oxydase enthalten, vgl. Burian?).

Zur Darstellung von urikolytischen Fermentlésungen
empfiehlt Schittenhelm %), das mit Quarzsand verriebene Organ
(z. B. Rinderniere) mit Wasser, und zwar mit der Halfte des Brei-
volumens mehrere Stunden zu schiitteln und zu kolieren, die Ko-
latur mit einer gesdttigten Losung von Uranylacetat zu versetzen
unter gleichzeitigem Hinzufiigen einer Mischung von Natriumecar-
bonat und Natriumphosphat, so daBl die Losung stets alkalisch
bleibt, so viel, bis sich grobe Flocken bilden. Man filtriert, ver-
reibt den Filterriickstand in 500—800 cm3? 0,2proz. Sodalésung,
laBt dann ca. 12 Std. stehen. Das Filtrat enthilt das Ferment
und kann direkt zum Versuch verwandt werden.

1) Vgl.Landmann, G.: Zeitschr.f. physiolog. Chem. Bd. 92, S.416. 1914.
2) Zeitschr. . physiolog. Chem. Bd. 30, 8.350. 1900.

3) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 43, 8. 497. 1904/05.

4) Zeitschr. f. physiolog. Chem. Bd. 45, S.161. 1905.
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Battelli und Stern!) verfahren bei ihren Untersuchungen
iber Urikase im Tiergewebe wie folgt. Das feinzerriebene
Gewebe wird mit 2,5 Volumen leicht alkalisch gemachten Wassers
versetzt und wihrend 15 Min. umgerihrt. Das Ganze wird durch
ein Tuch gepreBt, zentrifugiert; zu der so erhaltenen triiben
Fliissigkeit fiigt man 2,5 Volumen Alkohol zu. Man zentrifugiert
nun sehr schnell (da der Alkohol das Ferment schidigt), wéscht
den Bodensatz mit Ather und trocknet ihn an der Luft. Dieses
Verfahren liefert sehr gute Resultate bei Benutzung der Pferde-
leber oder der Rinderniere. 2—3 g dieses Praparates konnen in
1 Std. 0,2 g Harnséure zersetzen, wenn der Versuch in Gegen-
wart von Luft ausgefilhrt wird; in reinem Sauerstoff ist die
Menge der zersetzten Harnsdure 2—3mal so groBl. — Die in
der Leber des Pferdes und der Niere des Rindes enthaltene Uri-
kase 1aBt sich leicht mit Wasser oder physiologischer Kochsalz-
16sung extrahieren, wihrend die Urikase der Hundeleber zum
groBten Teil an den Zellen haftet. Die Urikase lafit sich gut
24 Std. lang in schwach alkalisch reagierendem wiisserigem Aus-
zuge aufbewahren. Zur Messung der Urikasewirkung bestimmen
Battelli und Stern die Menge der bei der Harnsdureoxydation
entstandenen Kohlenséure.

ZurDarstellungdes beidem Abbauder Harnsidureent-
stehenden Allantoins entfernt man nach Wiechowski?) aus
dem Filtrat der Silberfallung (vgl. S.297) das iiberschiissige Silber
durch H,S, vertreibt den Schwefelwasserstoff und engt die Losung
ein. Falls eine kleine Probe der Lésung mit Phosphorwolframséure
einen Niederschlag gibt, versetzt man die ganze Losung mit der ge-
rade ausreichenden Menge Phosphorwolframséure (10 proz. Losung)
und laBt mindestens 1 Std. stehen. Dann filtriert man ab, entfernt
die tiberschiissige Phosphorwolframsiure mit der entsprechenden
Menge Bleicarbonat, versetzt mit Bleiacetat; das Filtrat von der
Bleifallung wird mit H,S behandelt, ferner bei Anwesenheit von
Chlor die essigsaure Losung mit Silberacetat versetzt und mit H,S
behandelt. Zu dem mit chlorfreier NaOH genau neutralisierten
Filtrat setzt man von einer 0,5 proz. Quecksilberacetatlésung, die
mit Natriumacetat geséttigt ist, so viel zu, daB kein Niederschlag
mehr entsteht. Der abfiltrierte und mit Wasser gewaschene
Niederschlag wird mit H,S zersetzt. Aus dem vom Quecksilber-
sulfid und H,S befreiten Filtrat scheidet sich beim Einengen das

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 19, S. 219 (233). 1909.
2) Hofmeisters Beitr. Bd. 9, S. 247. 1907 und Bd. 11, S.109. 1907;
vgl. auch Hunter: J. of biol. chem. Bd. 28, 8.371. 1916/1917.
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Allantoin in kleinen glinzenden Prismen aus (Schmelzpunkt
23490 unter Zers.).
Katalase,

Die Katalase katalysiert den Zerfall von H,0, in Wasser und
Sauerstoff. Sie findet sich fast in allen pflanzlichen und tierischen
Geweben und Flissigkeiten.

Darstellung von Blutkatalase nach Tsuchihashil?).

15 em? frischgeschlagenen Bluts (angewendet wurde Blut von
Kaninchen) werden vom Serum abgetrennt. Blutpulver ist zwar
auch brauchbar, es steht aber an Wirksamkeit dem frischen
Blute nach. Die Blutkorperchen werden dreimal mit physio-
logischer Kochsalzlosung gewaschen, dann von der Waschfliissig-
keit abgetrennt und mit destilliertem Wasser bis auf 150 cm3
aufgefiillt (10%/,). Die so himolysierte Blutfliissigkeit wird filtriert,
das Filtrat (100 cm3) mit 20 cm?3 Chloroform in einen Scheidetrichter
von etwa 660 cm? Inhalt gebracht und etwa 6 Min. stark geschiit-
telt. Das Gemisch wird zentrifugiert und die obenstehende Fliissig-
keit filtriert. Aus dieser Losung wird das Ferment mittels frisch-
gefillten dreibasischen Calciumphosphats?) zusammen mit dem
Hémoglobin adsorbiert. Die Menge des zur Adsorption not-
wendigen Phosphats muBl in Vorversuchen ausprobiert werden,
ebenso die nachher zur Elution angewandte Menge m/150-
Na,HPO,. Z.B.werden 25 cm? Ca,(PO,),-Suspension zentrifugiert,
das Wasser dekantiert und der Bodensatz mit 50 cm? eines Blut-
kérperchen-Chloroformauszuges verrithrt, nach 10 Min. zentri-
fugiert und filtriert. Der Niederschlag wird sechsmal mit 50 cm3
destilliertem Wasser gewaschen und von demselben abgetrennt.
Zur Elution wird der Niederschlag mit 50 em3 !/,; -m-Na,HPO,
versetzt, wihrend 15 Minuten mehrfach umgeriihrt und abfiltriert.
Die Elution ist wasserklar, gibt mit Sulfosalicylsiure eine ganz
schwache Triibung und mit Salpetersidure und Silbernitrat fast
keine Tritbung mehr.

Darstellung von Leberkatalase nach Battelli und
Stern?) und Hennichs?).

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 140, S. 63. 1923.

2) Darstellung des CazPO, — 7,6 g Nay;P0O,-12H,0 und 6,57 g
CaCl,-6 H,O werden in je 100 cm?® Wasser gelost und die beiden Lésungen
zusammengegeben. Der Niederschlag wird mit destilliertem Wasser ver-
setzt, gut umgertihrt, nach dem Absetzen das Wasser abgesaugt. Dies
wird bis zur Cl-Freiheit wiederholt. Dann wird der Niederschlag vom
Wasser abzentrifugiert und mit Wasser auf 150 cm?® aufgefiillt. Diese Sus-
pension ist in einer gut verschlossenen Flasche im RHisschrank mehrere
Wochen haltbar.

3) Ergebn. d. Physiol. Bd. 10, S. 544.
%) Biochem. Zeitschr. Bd. 145, S. 286. 1924.
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1 kg fein zermahlene Pferdeleber wird mit 1000 cm3 Wasser
extrahiert und durch ein Koliertuch gegeben. Das Filtrat wird
mit der doppelten Menge 96 proz. Alkohols bei Gefriertemperatur
gefillt. Die Fallung (etwa 40 g) wird an der Luft getrocknet und
im Vakuumexsiccator bei Lichtabschlull aufbewahrt. 6 g der
Alkoholfillung werden mit 300 cm?® Wasser 3 Std. lang geschiittels,
wobei sich 5—109/, lésen.

Zur Adsorption wird salzsdurebehandeltes Kaolin (Trocken-
pulver) — das Kaolin wird mit starker Salzsdure mehrere Stunden
gekocht und bis zur negativen Chlorreaktion dekantiert — be-
nutzt. Dabei wurde etwa fiinfeinhalbmal soviel Kaolin wie
Enzym Trockensubstanz angewandt. Die Adsorption erreichte
ihr Maximum bei p, 5. Das Enzym behélt in der Bindung an
Kaolin seine Aktivitdt. Als Eluens kommt Phosphatpuffer zur
Anwendung (p; 7,6). Durch Tonerde wird die Katalase eben-
falls stark adsorbiert.

Bestimmungsmethoden.

Als Methoden kommen 1. die Titration des nicht verbrauchten
H,0, mit Permanganatlosung nach der Gleichung 2 KMnO,
+ 5 H,0, 4 4 H,80, = 2 KHSO, + 2 MnSO, + 8 H,0 + 5 O,
oder 2. die gasvolumetrische Messung des entwickelten Sauerstoffs
in Betracht.

Zu 1. Hennichs macht folgenden Ansatz: Totalvolumen
50 cm3, wovon H,0,-Losung, 35 cm? einer etwa 0,02-n-Losung (aus
Perhydrol Merck). Puffer: 10 cm? 1/;;m Phosphat (p, 6,8), so
dall die Reaktionsmischung 1/,,, molar mit Bezug auf das Phos-
phat ist; mit Wasser bis zu 50 cm3 aufgefiillt. Die Menge Enzym
wird so bemessen, dafl nach 5, 10, 15, 20 und 25 Min. gut bestimm-
bare Werte zu erhalten sind. Die Temperatur wird durch Eis
auf 0° gehalten. Die Wasserstoffperoxydlosung wird téglich etwa
gegen 0,005-n-KMnO, eingestellt, die wiederum gegen Sérensens
Natriumoxalat gestellt wird.

Nach Tsuchihashi (L e¢. S.65): Gesamtvolumen 110 cm?
Substrat: 100 cm® einer *!/;0.n-H,0,-Losung, die als Puffer
10 cm3 einer Mischung von /;; m-Na,HPO, und !/;,; m-KH,PO,
enthilt (p, = 7). Alle Losungen werden in schmelzendem Eis
auf ca. 20 abgekiihlt. In der Kontrolle werden statt der 10 cm3
Fermentlosung 10 cm® Phosphatpuffer angesetzt. Nach Ablauf
der gewiinschten Zeit kommen zu jedem Ansatz 20 cm? einer
20 proz. H,S0,-Lésung. Es wird mit 1/,, n-KMnO, titriert.

Zu 2. nach Morgulis!). Die entwickelte O,-Menge wird in

1) Journ. of biol. chem. Vol. 47, S. 341, 1921.
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Eudiometerréhren gemessen. Als Apparatur dient eine Schiittel-
vorrichtung, auf der die Reaktionsgefifle (Erlenmeyerkolben)
befestigt werden. Die Kolben sind durch doppelt durchbohrte
Gummikorken verschlossen. Durch die eine Bohrung fiihrt ein
kurzes Glasrohr, welches mittels gelenkiger Gummischlauchver-
bindung mit einem am anderen Ende nach oben aufgebogenen
Glasrohr verbunden ist. Das aufgebogene Ende des Glasrohrs
taucht in das Eudiometerrohr. Das Eudiometerrohr ist mit Wasser
gefiillt und taucht in eine Wasserwanne. Durch die andere Boh-
rung des Stopfens fithrt der Hals eines Glassyphons, der zur Auf-
nahme der H,0,-Losung dient und der innerhalb der Flasche
unter dem Stopfen angebracht ist. Mittels eines sich in dem Hals
bewegenden graduierten Stempels kann die gewiinschte H,0,-
Menge in den Kolben gedriickt werden. Doch ist bei schnellem
Arbeiten diese letzterwdhnte Einrichtung unnétig. Die entwickelte
Gasmenge wird alle 5 Min. registriert und so lange geschiittelt,
bis keine Gasentwicklung mehr stattfindet. Das Reaktions-
volumen betrigt gewohnlich 50 cm3, die Temperatur 20—21° C.

Beispiel [nach Rona und Damboviceanu?)] zugleich zur
Demonstration der Neutralsalzwirkung. Ansitze: H,0,-Lésung
(8%/,) je 50 cm3 liefert bei 21,20 750,5 mm Hg 58,23 cm3 O,,
Phosphatpuifer je 2,0 cm? (1/3 mol., p, = 6,85). Fermentlésung
5,0 cm? (1:1000), und zwar in folgenden Verdiinnungen: in 1. in
50 cm?® destilliertes Wasser (p, des Gemisches 6,65); in 2. in
5,0 cm® 0,154 mol. NaCl-Losung (p, des Gemisches 6,63); in 3.
in 5,0 cm?® einer Losung von 0,154 mol. NaCl, 0,0025 mol. KCI
und 0,0018 CaCl, (p, des Gemisches = 6,11); in 4. in 5,0 cm3
einer Losung von 0,154 mol. NaCl. 0,0025 mol. KCl, 0,0018 mol.
CaCl, 0,0011 mol. NaHCO; (p;, des Gemisches = 6,58). Vor Beginn
des Versuches steht das Ferment 30 Minuten in der jeweiligen
Losung. p, nach Schlufl der H,0,-Spaltung in allen Réhren 6,9.

Zahlen in der Tabelle: cm3 O, (21,2° und 750,5 mm).

Nach 1 2 ! 3 4
5 Minuten. . . . . . . .. 23,0 9,6 9,8 17,6
10 ., .. 34,4 18,2 17,6 27,2
15 . 41,0 24,6 23,2 34,0
25 . e 482 | 30,8 28,6 41,0
30 L e 496 | 32,2 29,6 42,8

Die Abb. 71 zeigt die reversible Giftwirkung des KCN auf die
Katalase?).

1) Biochem. Zeitschr. Bd. 134, S. 32, Tabelle XX1I.
2) Rona, Fiegelu.Nakahara: Biochem. Zeitschr. Bd. 160, 8.272.1925.
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Hennichs schligt vor, die Wirksamkeit der Katalase anzu-
geben durch
_ Reaktionskonstante

Katf. = z .
g Enzympréparat

Tyrosinase.

Das Ferment oxydiert Tyrosin (und andere hydroxylierte
Benzolderivate) und fiihrt zur Bildung eines dunklen Farbstoffes.

ZumNachweisdes g %4
Fermentes wird der L] ZI
r” el
PreBlsaft oder das o i
wiisserige  Extrakt / ) L]
des auf Tyrosinase =060 "4
zu priifenden Mate- 3% / /
. . 50
rials mit Soda neu- (
tralisiert, und dazu |,

ganz wenig Tyrosin
gefiigt. Bei Anwesen-  3p / /

heit der Tyrosinase
farbt sich die Losung 20

(am besten bei Brut- / /
schranktemperatur) " ed
in wenigen Stunden, - el
beziehungsweise im ¢ W 2w W W 0 &n M/%teng”

Verlaufe einiger Tage Abb. 71. Abszisse: Zeit in Minuten. Ordinate: Ent-
: wickelter Sauerstoff. I KCN 0,001 n. II ohne Salz.
jenachdem Ferment- IIT KC10,000n IV KON 0,005 n.

gehalt orangegelb bis

dunkelbraun bis schwarz. Statt Tyrosin kann man tyrosinhaltige
Polypeptidel), ferner p-Kresol und Adrenalin (1 promillige Lo-
sung) zum Nachweis der Tyrosinase anwenden.

Oft ist es notig, die Tyrosinasewirkung durch Zusatz von Kataly-
satoren zu beschleunigen. Hierzu dienen Wasserstoffsuperoxyd?)
(0,5 ccm einer 0,05 proz. H,0,-Losung zu etwa 10 ccm Ferment-
l6sung), ferner Mangansulfat, Ferrosulfat in sehr schwacher Kon-
zentration (zu 0,02°9/,).

Wirksame Tyrosinaselosungen liefern die Puppen des Wolf-
milchschwirmers3) (Deiliphila elpenor und euphorbiae); ferner
Mitteldirme hungernder Mehlwiirmer?) (Tenebris molitor) und die

1) Abderhaldenu. Guggenheim: Zeitschr.{. physiolog. Chem. Bd. 54,
S. 331. 1907 und Bd. 57, S.329. 1908.

2) Bach: Ber. d. Dtsch. chem. Ges. Bd. 41, S. 216. 1908.

3) Fiirth u. Schneider: Hofm. Beitr. Bd. 1, S.234. 1902.

4) Biedermann: Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. Bd. 72, 8. 105. 1898.
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Driise des Tintenfisches. Fiir pflanzliche Tyrosinasen liefert die
Pilzgattung Russula das beste Material. Man kann aber auch
Kartoffelschalen benutzen.

Zur Bestimmung der Tyrosinase dienen u. a. die Me-
thoden von Bach?!) und von Raper und Wormall.

Methode von Bach.

Das aus dem Tyrosin gebildete Melanin wird durch Permanga.-
natlésung wieder entfirbt; auf diese Weise kann seine Menge
titrimetrisch bestimmt werden.

Man bringt 10 ccm Fermentlésung mit 10 cem Tyrosinlésung
(0,05 g Tyrosin in 100 ccm einer 0,04 proz. Natriumcarbonat-
l6sung durch Erhitzen gelést) zusammen, gibt 30 ccm Wasser zu
und stellt das Gemisch auf 24 Std. in den Brutschrank. Nach
Ablauf dieser Frist wird das Gemisch mit 1 cem 10 proz. H,SO,
angesduert und mit 0,002 n-Permanganatlésung bis zur Entfér-
bung titriert. Die Permanganatmengen, die zur Entfirbung der
urspriinglichen, braunlich gefdrbten Fermentlésung erforderlich
sind, werden abgezogen.

Methode von Raper und Wormall?).

Es werden Gemische von Tyrosin-Tyrosinase in gepufferten
Losungen hergestellt, von Zeit zu Zeit Proben entnommen und
nach Ausfillung des Melanins und Zerstorung der Tyrosinase die
Menge des nicht umgewandelten Tyrosins bestimmt.

Ausfithrung: Zu 300 cem einer 0,05 proz. Tyrosinlésung in
einem Phosphatpuffer wurden 30 com (dialysierter) Kartoffelsaft
hinzugefiigt, ferner Toluol. Diese Proben wurden im Thermostaten
bei 209 gehalten und ein konstanter Luftstrom wurde hindurchge-
leitet. Von Zeit zu Zeit wurden 20 cem der Losung entnommen, um
daran die noch nicht umgewandelte Tyrosinmenge zu bestimmen.
Dies geschah auf folgende Weise. Die entnommenen Proben wurden
mit 0,5 cem einer 10 proz. Essigsdure versetzt und aufgekocht, um
das Ferment zu zerstéren und das Eiweill zu koagullieren und um
das gebildete Melanin auszuflocken. Die Flasche wurde dann mit
Watte verschlossen, 2 Tage stehen gelassen, dann filtriert, der
Melaninniederschlag mehrere Mal mit heiflem Wasser gewaschen,
um alles anhaftende Tyrosin daraus zu entfernen. Dann wurde
das Filtrat mit 1ccm 10 proz. Natriumcarbonat alkalisch ge-
macht, die Losung gekocht, die Flasche mit Watte verschlossen,

1) Ber. d. Dtsch. chem. Ges. Bd. 41, S. 216. 1908.
2) Biochem. Journ. Bd. 17, S. 454. 1923.
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24 Stunden stehen gelassen, um auch die Vorstufen des Melanins
in Melanin umzuwandeln; dann wird 1 cem einer 10 proz. Essig-
sdure hinzugefiigt, die Losung gekocht, nach einigen Stunden
filtriert. Hierauf wurde das Tyrosin nach der Methode von Mil-
larl) bestimmt. Von dem so erhaltenen Wert wurde der Wert
einer, kein Tyrosin, sondern nur Pufferlésung und Kartoffelpref3-
saft enthaltenden Kontrollprobe subtrahiert.

Bestimmung des Tyrosins: Zu jeder Tyrosinlésung wurde
10 cecm NaBrO, (0,0056 molar, 0,8502 g pro Liter ; 1 eem = 0,001527 g
Tyrosin), 2 ccm 50 proz. KBr-Losung und 7,5 proz. 20 proz. HCl-
Losung hinzugefiigt, die Flasche verkorkt und 20 Min. stehen
gelassen. Hierauf wurden 2 cm 10 proz. KJ hinzugefiigt und das
freie Jod mit !/;,-n-Na,S,0,-Losung titriert?2).

Von anderen Oxydasen seien noch kurz erwihnt.

Die Lakkase3), eine in dem gelben Rindensaft des tonkinesi-
schen Lackbaumes (Rhus vernicifera) aber auch in vielen anderen
Phanerogamen und Pilzen vorhandene Oxydase, die auf aroma-
tische Verbindungen mit mindestens zwei Hydroxyl- oder Amido-
gruppen im Kern wirkt.

Bertrand trennt Tyrosinase und Lakkase aus Russula delica
wie folgt4). Russula delica wird mit Chloroformwasser bei
Zimmertemperatur extrahiert, der abfiltrierte Extrakt mit Alkohol
im Verhdltnis von 2: 3 versetzt. Der dabei entstehende Nieder-
schlag wird abfiltriert und das Filtrat bei einer 50° nicht iiber-
schreitenden Temperatur eingeengt. Es enthilt die Lakkase und
oxydiert Hydrochinon und Pyrogallol kréftig, nicht aber Tyrosin.
Der Alkoholniederschlag wird mit Chloroformwasser extrahiert,
die Loésung mit Alkohol gefillt und der Niederschlag in Wasser
gelost. Diese Losung enthilt ausschlieBlich Tyrosinase.

Salicylase?).
~_ Das Ferment katalysiert die Umwandlung von Salicylaldehyd

1) Vgl. hierzu Fiirth und Fleischmann: Biochem. Zeitschr. Bd. 127,
S. 143, 1921.

%) 1 cem 1/;4-n-Natriumthiosulfatlésung entsprechen 0,0127 g Jod und
0,0127 g Jod entsprechen 0,002517 g NaBrO,.

3) Bertrand: Bull.soc. chim. Serie 3, Bd. 13, S. 361. 1896; Serie 3,
Bd. 17, S. 621. 1897.

%) Comptes rend. Bd. 123, S. 460. 1896 (nachWohlgemuth: Ferment-
methoden 8. 267).
S 15) 1SSaélskowski, E.: Virchows Arch. f. pathol. Anat. u. Physiol. Bd. 147,

R ona, Fermentmethoden. 20
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in Salicylsdure. Es ist in Milz, Pankreas, Leber und Lunge und
in der Nebennierenrinde des Rindes enthalten.

Der Nachweis beruht darauf, dafl Salicylsiure mit Eisen-
chlorid eine dunkelblaue Farbe gibt, wihrend Salicylaldehyd
mit Eisenchlorid nicht reagiert.

Eine Isolierung des Fermentes aus frischer Rinderleber hat
M. Jacoby?) ausgearbeitet. Der Rinderleberbrei wird mit dest.
Wasser (unter Toluolzusatz)extrahiert, der kolierte und filtrierte Ex-
trakt zu 25%/,mit gesittigter Ammonsulfatlésung versetzt. Von Soda-
I6sung wird stets so viel hinzugefiigt, da die Fliissigkeit schwach
alkalisch reagiert und deutlich nach Ammoniak riecht. Vom Nie-
derschlag wird abfiltriert, das Filtrat auf 331/, proz. Sittigung mit
Ammonsulfat gebracht, nach 24 Stunden filtriert, das Filtrat auf
60 proz. Sattigung mit Ammonsulfat gebracht. Der dabei ent-
stehende Niederschlag enthélt die Aldehydase. Der Niederschlag
wird nach 24 Std. abfiltriert, in destilliertem Wasser aufgenommen,
nach einigen Stunden filtriert, das klare Filtrat mit 95 proz.
Alkohol versetzt (h6chstens bis 30 %/,), bis gerade ein gut abfiltrier-
barer Niederschlag entsteht. Der sofort abfiltrierte Niederschlag
wird 5—6 mal mit kleinen Mengen dest. Wasser (mit einigen
Tropfen verdiinnter Sodalésung) extrahiert, die Ausziige werden
vereinigt. Um die Losung von Eiweill zu befreien, wird sie bei
schwach sodaalkalischer Reaktion mit einer verdiinnten Lésung
von Uranylacetat versetzt ; das wasserklare Filtrat oxydiert Salicyl-
aldehyd kriftig zu Salicylsdure.

Peroxydase aus Meerrettich.

Darstellung von Willstdtter und Stoll2). Meerrettich
(56 kg) werden quer zur Wurzelachse in Scheiben von 1—1,5 mm
Dicke geschnitten, 4—6 Tage gegen flieBendes Leitungswasser
dialysiert, nachher trockengesaugt, dann in 10 1 Wasser, das 40 g
krystallisierte Oxalsdure enthilt, 4—6 Tage digeriert; dabei wird
das Ferment fast quantitativ niedergeschlagen. Die Schnitzel
werden dann abgeprefBt, zu einem diinnen Brei zermahlen, der Brei
wird mit 71 Wasser vermischt, auf einem Koliertuch abgesaugt
und mit Wasser, das zu 1 0/00 mit Oxalsiure versetzt ist, gewaschen.
Die Masse wird stark abgepreBt und der PreBriickstand mit 11
1/, bis 1/,gesittigter Bariumhydroxydlésung verrithrt. Nach
1/,stiindiger Behandlung mit Barytlosung trennt man den peroxy-
datisch nur miBig wirksamen Vorextrakt von dem PreBkuchen.

1) Zeitschr. . physiolog. Chem. Bd. 30, S.135. 1900.

2) Annalen der Chemie. Bd. 416, S. 21; Bd. 422, S. 47; Bd. 430, S. 269.
1917/18.
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Der Prellkuchen wird zur Isolierung des Fermentes von neuem
mit 1/, 1 bei 200 geséttigtem Bariumhydroxyd verrieben. Auf
diese Weise gewinnt man einen sehr wirksamen Fermentauszug.
Dieser wird sofort unter Schiitteln in einer Stopselflasche mit
CO, bis zur schwach sauren Reaktion behandelt, dann mit 9/,
seines Volumens 96 proz. Alkohol versetzt. Die Peroxydase
bleibt dabei in Losung. Nachdem die Losung eine Nacht im Kis-
schrank gestanden hat, 148t sich das Ferment durch eine Schicht
von grobem Talk iiber einem Koliertuch klar absaugen. Diese
wisserig-alkoholische Fermentlosung wird im Vakuum bei 300
auf 50—-70 cm3 eingeengt, durch eine diinne Talkschicht filtriert
und schlieBlich die Peroxydase durch Vermischen mit der 5fachen
Menge absoluten Alkohols gefallt.

Zur weiteren Reinigung wird das Rohprodukt in etwa der
10fachen Menge Wasser gelost, mit dem 5fachen Volumen Al-
koliol gefallt. Vorteilhaft ist es hierbei, die Losung durch eine
geringe Menge Schwefelsdure ganz schwach sauer zu machen.

Zur Isolierung der Peroxydase von einem sie begleitenden
N-haltigen Glucosid wird die wisserige Losung mit Quecksilber-
chlorid behandelt. So wurden z. B. 7,5 ¢ Rohprodukt in 150 cm?
Wasser gelost, zweimal je 10 cm3 0,5 proz. Quecksilberchlorid-
16sung zugefiigt. Die gelatinose Losung gab mit 10 cm? einer
5 proz. Calciumchloridlésung einen dichten Niederschlag, von dem
die bréunliche Fermentlosung durch ein Koliertuch abgesaugt
wurde. Das Filtrat wird mit dem 6fachen Volumen Alkohol
gefillt, die Suspension abzentrifugiert, das Sediment mit etwas
96 proz. Alkohol aufgeschlemmt, mit 100 cm?3 absolutem Alkohol
verdiinnt, wieder abzentrifugiert, auf einem gehirteten Filter
abgesaugt, in 20 cm?® Wasser verrieben, vom Ungeldsten abzentri-
fugiert. Das Ferment féllt beim Verdiinnen der wésserigen Losung
mit der 6fachen Menge Alkohol in braunen Flocken aus. Man
148t iiber Nacht bei 09 stehen, zentrifugiert und wiederholt das
Losen und Fallen. SchlieBlich wird die zentrifugierte Ferment-
lésung im Vakuum eingeengt, das Ferment mit dem 6fachen
Volumen Alkohol niedergeschlagen, zentrifugiert und der Nieder-
schlag auf einem gehéirteten Filter gesammelt.

Eine sehr weitgehende Reinigung des Fermentes gelingt durch
wiederholte Adsorption durch Kaolin und Tonerde und Féllung
mit Tannin. Der Gang einer solchen Reinigung soll in folgendem
Beispiell) skizziert werden. Die Peroxydase (aus Riiben, in dem
Beispiel 0,818 g) wird mit Wasser auf 11 gebracht und mit Essig-

1) Willstatter und Stoll: Annalen der Chemie. Bd. 430, S.269.
1917/18.

20%*
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sdure bis auf 1/50-n versetzt. In die eiskalte Losung werden in
kleinen Anteilen 20 g elektroosmotisch gereinigtes Kaolin ein-
getragen, das Adsorbat wird rasch abgesaugt, in 600 c® Eis-
wasser eingetragen. Dann bringt man die Lésung durch langsames
Zufiigen von n-NH, auf 0,1 NH,. Die gelbe Elution wird abge-
saugt und eingeengt. Diese Losung wird auf das Volumen
von 11 und 509/, Alkohol gebracht und mit Aluminiumhydroxyd
(Sorte A, 3,2 g) adsorbiert. Die unter Einleiten von CO, gewon-
nene Elution wird auf 70,5 cm? eingeengt. — Die Adsorption mit
Aluminiumhydroxyd wie auch die Elution wird wiederholt und
dann eine Tanninfallung eingeschoben. Zu diesem Zwecke werden
z. B. 29 em? einer, wie oben geschildert, gereinigten Ferment-
lésung mit 1 proz. Tanninlésung in kleinen Anteilen versetzt, die
hellbraune Fallung von der Mutterlauge getrennt, die Tannin-
fallung in 100 cm® Wasser suspendiert, mit 2 cm® n-Essigsiure
angesduert und durch Zusatz von Alkohol (25 cm?®) vollstindig
gelost. Die Losung wurde dann verdiinnt, aus ihr die Peroxydase
mit 3 g elektroosmotischem Kaolin entfernt, das Adsorbat mit
0,1 proz. Ammoniak zerlegt. Die mit Essigsdure neutralisierte
Elution wurde wieder aus 50 proz. Alkohol mit AlL,O; adsorbiert.
Die Elution wird eingeengt und mit Alkohol geféllt.

Bestimmung der Peroxydasewirkung nach Will-
statter und Stoll. Die Fermentreaktion wird in einem Zeit-
raum von gewohnlich 5 Minuten bestimmt und dann durch An-
sduern mit Schwefelséure stillgelegt. Das aus Pyrogallol gebildete
Purpurogallin wird ausgeéthert und colorimetrisch ermittelt.

2,01 destilliertes Wasser von 20° worin 5 g reinstes Pyrogallol
gelost sind, werden im Rundkolben, der sich im Wasserbade von
derselben Temperatur befindet, kriftig geriihrt. Man tragt etwa
10 cm® einer 5 proz. Hydroperoxydlésung (aus Merckschem
Perhydrol verdiinnt) mit einem Gehalt von genau 50,0 mg H,O,
in die Pyrogallollosung ein und dann im Augenblick des Ver-
suchsbeginns die Peroxydase, z. B. 0,25 mg von dem Rohprodukt
bis 0,02 mg des gereinigten Fermentmaterials in Form von 1 bis
5 cm?® Losung aus 5 mg Ferment in 100—500 cm?® Wasser. Nach
genau 5 Minuten wird die Reaktion durch Eintragen von 50 cm?3
reiner eisenfreier verdiinnter Schwefelsdure unterbrochen und die
Losung ohne lingeres Stehen drei- bis viermal erschépfend aus-
gedthert. Die &dtherische Losung (200—500 cm?®) wird in einem
Colorimeter mit einer Vergleichslsung verglichen, die 100 mg
aus Alkohol und Ather umkrystallisiertes Purpurogallin im Liter
Ather enthilt.

Die in irgendeinem Peroxydaseprédparat vorhandene Ferment-
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menge wird durch die Purpurogallinzahl gemessen, d.h. die
Menge Purpurogallin in mg, die von 1 mg Fermentpraparat im
Medium von 5 g Pyrogallol + 50 mg H,0, gelost in 21 Wasser
von 20° in 5 Minuten gebildet wird.

Die Fermente der Blutgerinnung.

Die Gerinnung des Blutes ist ein Prozell in mehreren Phasen,
dessen erste Phase die Entstehung des Fibrinfermentes des Throm-
bins [aus Thrombokinase, Thrombogen und Kalksalzen!)], die
zweite die Umwandlung des Fibrinogens in Fibrin darstellt ?).

Gewinnung des Nativplasmas.

Das Plasma wird ohne weiteren Zusatz von den Blut-
koérperchen durch Zentrifugieren mittels paraffinierten Instru-
mentariums getrennt. Zur Gewinnung von Nativplasma werden
durch Punktion der Armvene ohne bzw. mit geringer vorheriger
Stauung, die aber vor der Blutentnahme wieder gelost werden soll,
mittels paraffinierter (Paraff. solid. 2 Teile, Paraff. liquid. 1 Teil)
Kaniile und Spritze mindestens 4 cm3 Blut entnommen und in ein
paraffiniertes Gléaschen nach vorheriger Abnahme der Kaniile und
ohne Bildung von Schaum gebracht und sofort mit etwa
2000—3000 Touren 5 Min. zentrifugiert. Das Plasma wird ‘mit
paraffinierter Pipette abgehoben3).

Gewinnung von Fibrinogenléosungen [Modifikation der
Methode von Hammarsten nach Nolf4)].

Zur Gewinnung ist Pferdeplasma am geeignetsten; das Blut
wird in Na-Oxalatlosung aufgefangen (die Konzentration des
Salzes in Blut soll 0,2—0,5%, betragen). Das Blut wird scharf
abzentrifugiert, das abgehobene, vollig zellfreie Plasma auf 0°
abgekiihlt und bei niedriger Temperatur filtriert. Das Plasma bleibt
bei 0° eine Nacht stehen, wobei ein nucleoproteidhaltiger Nieder-
schlag ausfillt, der Proferment (also wohl Thrombogen und Throm-
bokinase) enthilt, und der entfernt wird. Das eiskalte, filtrierte
Plasma wird mit wenig verdiinnter Essigséiure gegen Lackmuspapier
neutralisiert. Dann wird reines, kalkfreies Kochsalz zugesetzt, bis

1) Vgl. jedoch Stiiber, F. u. F. Focke: Biochem. Zeitschr. Bd. 154,
8.77. 1924.

2) Uber die Theorien der Blutgerinnung. Vgl. Oppenheimer: Die
Fermente. S.1178.

3) Vgl. hierzu Starlinger: Biochem. Zeitschr. Bd. 140, S. 220, 1923.

4) Nach Morawitz: Abderhaldens Handb. Bd. 5, S. 254. 1912,
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die Fliissigkeit ein spez. Gew. von 1,110 angenommen hat (Halb-
sattigung). Das Fibrinogen féllt hierbei in grofen, sich zusammen-
ballenden Flocken aus. Diese kénnen leicht aus dem Plasma in
eine dem Plasma gleiche Menge destillierten Wassers eingetragen
werden. Das destillierte Wasser soll eine Spur Na-Oxalat, etwas
Kochsalz und 5 cm? einer gesattigten Sodalosung enthalten. Man
nimmt (namentlich beim Rinderplasma) also die Fallung des Fibrino-
gens stets bei neutraler, die Losung bei leicht alkalischer Reaktion
vor. Die erste Fallung des Fibrinogens 16st sich unter Umriithren meist
schnell und vollstandig. Vom Ungelosten filtriert man ab. Nun wird
die Kklare, leicht alkalische Fliissigkeit durch vorsichtigen Zusatz
verdiinnter Essigsdure wieder gegen Lackmus neutralisiert. Bildet
sich dabei ein leichter, grobflockiger Niederschlag, so ist sie durch
Gaze zu filtrieren. Das Filtrat wird abgekiihlt und in derselben
Weise mit Kochsalz gefillt wie das Plasma. Der zweite Nieder-
schlag kann, wenn er an Masse gegen den ersten zuriicksteht, in
etwas weniger Wasser iibertragen werden. Man fihrt in dieser
Weise mit Fillen und Losen des Fibrinogens fort. Doch soll das
Wasser, in dem man den dritten Niederschlag auflost, keinen
Oxalatzusatz mehr enthalten. Der vierte Niederschlag wird in
einer Wassermenge gel6st, die dem 4.Teil der urspriinglichen
Wassermenge entspricht. Dem Wasser hat man vorher (5—6 Trop-
fen' auf 300 cm?) gesittigte Sodalosung zugesetzt. Man fiigt
noch soviel NaCl zu, dal} die Salzkonzentration ungefahr 1°/,
betrigt. Die Fibrinogenlésung bleibt bis zum nichsten Tage
bei 0° stehen und wird durch Leinen koliert. Aus 11 Plasma er-
halt man ungefiahr 150—500 cm?® Fibrinogenlésung. Sie wird zum
Versuch mit der 5—10fachen Menge 1 proz. NaCl-Lésung ver-
diinnt. Die Losungen sollen nur auf Zusatz von Thfombin gerinnen.

Quantitative Fibrinogenbestimmung nach Starlingerl).

Der Brechungswert von Plasma (Nativplasma oder kiinstlich
schwer gerinnbar gemachtes Plasma) wird refraktometrisch be-
stimmt, dann das Plasma zur Gerinnung gebracht und der Bre-
chungswert des Serums bestimmt. Die Differenz (eventuell noch
unter Abziehung des Brechungswertes der Zusitze) gibt den
Fibrinogengehalt.

Die Verwendung von Nativplasma gibt die besten Werte
(iiber Gewinnung siehe oben 8. 309). Die Versuchsdauer soll dabei
vom Beginn der Blutentnahme an gerechnet 15—20Min. nicht iiber-
schreiten. Das zentrifugierte Plasma wird mit paraffinierter

1) Starlinger: Biochem. Zeitschr. Bd. 140, S.203. 1923 (hier auch
Beschreibung fritherer Methoden).
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Pipette abgehoben und nach vorheriger Beschickung des Hilfs-
prismas in ein frisches Gléschen zur Gewinnung von Serum iiber-
tragen. Es empfiehlt sich, wihrend der Refraktometrie des Nativ-
plasmas die Temperatur des Wasserbades in den ersten Minuten
tief (etwa auf 10°) zu halten, wodurch eine raschere Abkiihlung
des eingeschlossenen Plasmas erfolgt, und erst nach 3—4 Min. auf
17,5% zu erhéhen. Bei guter Technik, die vor allem in peinlichster
Sauberkeit (Staubfreibeit) der zur Verwendung kommenden
Gefille besteht, gelingt es auf diese Weise fast ohne Ausnahme,
die Bestimmung des Brechungsvermdgens vor Eintritt der Gerin-
nung, die in der Regel etwa 15—20° nach Fiillung des Refrakto-
meters erfolgt, zu Ende zu fithren. Die Umrechnung auf Eiweil3
erfolgt unter Zugrundelegung des Verhéltnisses: 0,1 Skalenteil des
Refraktometers =0,0215 g-9/, Eiweil (Fehlerbereich -+ 0,02 g-9/,).

Als gerinnungsverhindernder Salzzusatz ist am besten
Na-Citrat zu verwenden, das bis zur Konzentration von
0,29, als Pulver eingetragen wird!). Der Eigenbrechungs-
wert des Salzes ist dann vom Gesamtbrechungswert abzuziehen,
und zwar 0,4 Skalenteile der Pulfrichschen Skala pro 0,19/,
Salzkonzentration. Zur Gewinnung von Serum wird das Citrat-
plasma 5 Min. auf 55° erwidrmt, zentrifugiert und das Serum von
neuem im Refraktometer untersucht.

Hirudinplasma wird durch Zusatz von Hirudin in Substanz
zum Blut gewonnen. Das Hirudin beeinflufit die Brechung nicht.
Doch ist zu bemerken, dafl das Hirudin in vielen Fillen einen Teil
des Fibrinogens irreversibel stabilisiert, d.h. es gelingt weder
durch Spontangerinnung noch durch Erwirmen auf 559, diejenige
Menge Fibrinogen auszuféllen, die man im gleichen Plasma, mit
anderer Methodik gepriift, nachweisen kann.

Es ergeben sich aber auch Unterschiede zwischen den Werten
des aus dem Salzplasma abgeschiedenen Fibrinogen und des aus
Nativplasma gewonnenen. Deshalb ist bei jeder Blutprobe zweck-
méiBig 1. die Differenz der Werte zwischen Nativplasma und
seinem Serum als auch 2. die Differenz zwischen Salzplasma und
Salzserum zu bestimmen.

Gewinnung des Fermentes (Thrombin).

a) Nach Schmidt?). Man ldBt eine bestimmte, nicht zu
kleine Blutmenge spontan gerinnen. Sobald Serum abgepreft ist,
wird dieses mit dem 20fachen Volumen 95 proz. Alkohols gefillt.

1) Als gerinnungshindernde Salzminima sind fiir Natriumoxalat 0,19/,
fir Natriumfluorid 0,29/,," fiir Natriumcitrat 0,1—0,29/, anzunehmen.
2) Nach Morawitz: Abderhaldens Handb. Bd. 5, S.275. 1911.
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Man kann den Niederschlag so lange unter Alkohol aufbewahren,
bis man ihn verwenden will. Zum Versuch wird der Alkohol ab-
filtriert, der Niederschlag zwischen Filtrierpapier ausgepref3t, ge-
trocknet und mit Wasser oder physiologischer NaCl-Losung ex-
trahiert. Bei kurzer Extraktion geht neben dem Thrombin nur
wenig Eiweill in Losung.

b) Nach Howelll). KEine grofBere, durch Schlagen von
Schweineblut gewonnene Fibrinmenge wird in flieBendem Wasser
bis zur volligen Hémoglobinfreiheit gewaschen. Das erfordert
mehrere Stunden und muf3 von Zeit zu Zeit durch Kneten mit der
Hand unterstiitzt werden. Die weifle Fibrinmasse wird dann
moglichst fein zerteilt und fiir 2—3 Tage im Eisschrank mit 8 proz.
Kochsalzlosung extrahiert, dann zuerst durch Gaze, spiter
durch Filtrierpapier filtriert. Das etwas triibe, stark thrombin-
haltige Filtrat wird zur Entfernung der Eiweilkérper mehrfach
tiichtig mit dem halben Volumen Chloroform durchgeschiittelt
und filtriert, wobei der Chloroformniederschlag auf dem Filter
bleibt. Diese Prozedur, die man mit der Schiittelmaschine vor-
nehmen kann, ist solange fortzusetzen, wie das Filtrat noch triibe
ist oder beim Kochen eine deutliche Féllung gibt. Endlich gewinnt
man eine wasserklare, nahezu eiweilifreie Losung, die immer noch
ziemlich viel Thrombin enthalt (gepriift mit einer Fibrinogen-
16sung).

Um dieses Thrombin in einen haltbaren Zustand iiberzufiihren,
1aBt man geringe Mengen (5—10 cm3) bei 35—40° moglichst schnell
im Uhrglischen eintrocknen. In diesem Zustand hilt es sich
unbeschrinkt. Zum Gebrauch wird das Trockenpulver in physio-
logischer NaCl-Losung gelost. Das Thrombin wird aus diesen
Losungen durch Halbséttigung mit Ammonsulfat niedergeschlagen.

¢) Vereinfachte Bleibtreu-Atzlersche Thrombindar-
stellungsmethode von Tsunoo?). Das Thrombin 148t man
durch Casein adsorbieren, indem man 1 g Casein in 100 cm? Serum
im Schiittelapparat auflost. Darauf wird das Casein durch
30 proz. Essigsdure ausgefillt. Man verdiinnt auf das 2—3fache
Volumen mit Wasser, dekantiert die obenstehende Fliissigkeit
ab, verdiinnt wieder auf dasselbe Volumen und filtriert oder
zentrifugiert, trocknet dann die Fillung im Exsiccator und
pulverisiert. Das getrocknete Pulver wird dann. sehr fein zer-
rieben und in Wasser aufgelost (10 g Pulver, Wasser 90,0 cm3,
unter Zusatz von n-NaOH bis zur neutralen Reaktion gegen

1) Howell: Americ. journ. of physiol. Vol. 26, S.1. 1910 (zit. nach
Morawitz: Handb. d. biolog. Arbeitsmethoden V, Bd. 1, 8.276. 1911.
2) Tsunoo: Pfliigers Arch.f. d. ges. Physiol. Bd. 205, S.255. 1924.



Die Fermente der Blutgerinnung. 313

Lackmus). Es wird weiter n-NaOH zugesetzt, und zwar 1 Vo-
lumen n-NaOH auf 9 Volumina der Lésung. Jetzt wird Wasser
zugegeben, und zwar die halbe Menge der Losung, vermindert
um eine hinzuzufiigende n-Essigsiuremenge. Die Menge der
Essigsédure soll doppelt so grol sein wie die hinzugesetzte n-NaOH.-
Menge. Nach Zusatz von 94proz. Alkohol (1 Volumen Alkohol
auf 3 Volumina Flissigkeit) 143t man 1 Std. stehen und zentri-
fugiert 60 Min. stark. Die zentrifugierte Thrombinlésung wird
entweder noch an demselben Tage oder nach weiterer Aufbewah-
rung mit einer geringen Menge n-NaOH (z.B. 0,5 cm3 auf 15 cm3
Thrombinlésung) und mit Phosphatpuffer (p,=6,5 bis 6,6) ver-
setzt, so dafl das Volumen der Losung auf das Doppelte ge-
bracht wird. Ist beim Aufbewahren ein Niederschlag entstan-
den, so wird er abzentrifugiert. Die Thrombinlésung kann ohne
nennenswerte EinbuBle ihrer Wirksamkeit aufbewahrt und spiter
zum Versuch benutzt werden.

Bereitung von Thrombokinase nach Morawitzl).

Das Gewebe (Thymus, Lymphknoten, Leber) wird sehr sorg-
faltig entblutet, gereinigt und zerkleinert. Der Organbrei wird
mit der gleichen Kochsalzlésung /,—'/, Std. in der Maschine
geschiittelt, die Mischung mehrere Stunden im Eisschrank auf-
bewahrt und dekantiert. Die triibe aussehende Kochsalzldsung
wird direkt zu Gerinnungsversuchen verwendet. Sie verliert beim
Aufbewahren ihre Wirksamkeit sehr schnell. Die Kinase bedarf
zu ihrer Wirkung der Ca-Ionen.

Thrombinbestimmung nach Wohlgemuth2).

Prinzip: Absteigende Mengen Fibrinferment werden mit
gleichen Mengen Fibrinogen zusammengebracht und die kleinste
Menge Fibrinferment wird ermittelt, die noch imstande ist, in der
Fibrinogenlésung ein Gerinnsel zu erzeugen. Die Methode ist in
erster Reihe fiir frische Fermentlosungen, also beispielsweise ganz
frisches Serum bestimmt.

Erforderliche Lésungen: 1. Frisches Fibrinferment (fri-
sches Serum), 2. Fibrinogenlésung.

Als solche dient Magnesiumsulfatplasma, das so bereitet wird,
dafl man 3 Teile frisches Blut mit 1 Teil Magnesiumsulfatlésung
(28 proz.) mischt, tlichtig durchschiittelt und durch scharfes

1} Abderhaldens Handb. Bd. 5, 1. Teil, S.278. 1911.
?) Wohlgemuth: Fermentmethoden S.320. Berlin 1913. Biochem.
Zeitschr. Bd. 25, 8.79. (1910).
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Zentrifugieren das Plasma von den Blutkérperchen trennt. Dieses
Plasma hilt sich im Eisschrank wochenlang, ohne seinen Gehalt
an Fibrinogen wesentlich zu éndern. Zu dem Versuch wird eine
10fache Verdiinnung desselben verwandt, die man sich fiir jeden
Versuch unter Benutzung von 1 proz. NaCl-Losung frisch aus dem
Plasma bereiten mub.

3. 1 proz. kalkfreie Kochsalzlésung.

Ausfiihrung: Eine Reihe mit fortlaufenden Zahlen versehener
Reagensgléser wird mit absteigenden Mengen der zu untersuchen-
den Thrombinlésung beschickt, und zwar in der Weise, dafl man
in das erste Glaschen 1,0 cm3, in das zweite 0,5 cm3, in das dritte
0,25 cm?, in das vierte 0,125 cm® usw. bringt und daB fiir die
hierbei notwendigen Verdiinnungen ausschliefilich 1 proz. Koch-
salzlssung verwandt wird. Hiernach werden je 2 cm? der ver-
diinnten Fibrinogenlosung zu jedem Gléschen zugefiigt, die Glas-
chen durchgeschiittelt und auf 24 Std. in den Eisschrank gestellt.
Wihrend dieser Zeit geht die Umwandlung des Fibrinogens in
Fibrin in den einzelnen Gléschen nach MaBgabe der jeweils vor-
handenen Fibrinfermentmenge vor sich. Nach Ablauf der Frist
nimmt man die Gliaschen aus dem Kisschrank heraus und stellt
nun, ohne zu schiitteln, nur durch vorsichtiges horizontales Neigen
eines jeden Rohrchens fest, wo eine Gerinnung stattgefunden hat
und wo nicht.

Methoden zur Bestimmung der Gerinnungszeit.

Vorbemerkungen: Bei den allermeisten Methoden wird die
Zeit bis zum ersten Eintreten sichtbarer Gerinnungserscheinungen
gemessen. Diese Methoden haben alle den unvermeidbaren Fehler
der weitgehend willkiirlichen Festsetzung dieses Punktes. Weiter
ist der Gerinnungseintritt nichtunabhingig vonder Temperaturund
von der Vorbehandlung des Blutes (Beriihrung mit Fremdkérpern,
CO,-Gehalt, Vermischung des Blutes mit Gewebssaft).

Methode von Fuld?l).

Prinzip: In einem U-férmigen Glasrohrchen wird eine Schrot-
kugel durch Pendelbewegung innerhalb des Blutes hin- und her-
geschleudert. Die Zeit von der Gewinnung des Blutes bis zum
Aufhéren der Bewegung der Kugel infolge der Gerinnung wird
gemessen.

Apparatur: Am oberen Ende des Pendels eines Metronoms
ist ein U-féormig gebogenes Glasréhrchen befestigt; ein Schenkel

1) Berlin. klin. Wochenschr. 1912. Nr. 28.
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ist ein wenig trichterformig erweitert. Im Innern des Rohrchens
befindet sich eine kleine frei bewegliche Schrotkugel. Das U-
Rohrchen taucht in ein Wasserbad (von 37°9).

Das U-Roéhrchen wird vor dem Versuch sorgfaltig gereinigt
und an der Luft getrocknet. Der Blutstropfen, der mit der
Franckeschen Nadel aus dem mit Benzin gereinigten Ohrldppchen
oder der Fingerbeere entnommen wird, wird von dem trichter-
férmigen Teil mit einer kurzen, schleudernden Bewegung in den
horizontalen Teil des U-Rohrs befordert. Hierauf 148t
man durch den schmalen Schenkel des Rohres, das
man vertikal hilt, die Schrotkugel in Blut fallen,
verschlieBt das eine Ende mit einem Stopfen und be-
festigt moglichst schnell das Rohrchen an dem Ende
des Pendels. Das Uhrwerk wird eingeschaltet. Durch
die Bewegung des Pendels wird die Kugel durch
das Blut geschleudert. Der Moment, bei welchem
die Bewegungen der Kugel aufthéren, gibt den Be-
ginn der Gerinnung an. Man stellt nun sofort das
Uhrwerk durch eine besondere Arretiervorrichtung s
ab und notiert den Zeitpunkt der Gerinnung. Als
Beginn des Versuchs ist der Zeitpunkt, in welchem
das Blut aus der Stichwunde tritt, zu rechnen.

Methode nach Heubner und Ronal).

Prinzip: Die Gerinnungszeit wird an der Aus-
fluBgeschwindigkeit des Blutes aus einer engen Glas-
capillare gemessen.

Apparatur: Das Koagulometer besteht aus  abh. 72.

4 glisernen Teilen, von denen 2 durch Schliff, die ibri-
gen durch Gummischlauch aneinandergefiigt werden (vgl. Abb. 72).

A. Die Tropfpipette ist das wesentlichste Stiick, sie dient
zum Aufsaugen des fliissigen Blutes und zur Beobachtung des
Abtropfens. Sie besteht aus einer Ampulle (1) von etwa 10 cm3
Inhalt, einem abwirts davon angesetzten, ziemlich engen und
langen Abtropfkanal (2) und einem oberhalb der Ampulle an-
gesetzten Hahn (3).

B. Das Einsatzgefal3 bildet eine kleine Flasche, in deren Hals
das untere Ende der Tropfpipette eingeschliffen ist (4). Sie tragt
aullerdem ein senkrecht aufsteigendes Glasrohr (5), damit sie unter
Wasser getaucht werden kann, ohne die Kommunikation mit der
Luft zu verlieren. Das Gefdaf} dient ausschlieBlich zum Auffangen
des abtropfenden Blutes.

1) Heubner u. Rona: Biochem. Zeitschr. Bd. 130, S. 463. 1922,
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C. Die Aufsatzcapillare ist ein kurzes, capillares Glasrohr mit
einer sehr fein ausgezogenen Strecke, die dem Nachstrémen von
Luft in die Tropfpipette groflen Widerstand bietet und dadurch
das Abtropfen verlangsamt; sie wird durch ein Stiick Gummi-
schlauch mit der gefiillten Pipette verbunden.

D. Das Schutzréhrchen dient lediglich zur Verhiitung des
Einsaugens von Staub in die verengte Strecke der Aufsatzcapillare
und dadurch bedingter Anderungen des Widerstandes; es wird
lose mit Watte ausgestopft (6) und kann mit der Aufsaugcapillare
dauernd durch ein Stiick Gummischlauch verbunden bleiben.

Ausfithrung der Bestimmung: Aus einer Vene, die nur
kurze Zeit gestaut sein darf, werden in der iiblichen Weise durch eine
Rekordspritze etwa 5 cm3 Blut entnommen, dabei wird die Zeit des
Beginns und Ende des Ubertritts von Blut in die Spritze vermerkt;
die Mitte zwischen beiden wird als Anfangspunkt fiir die Gerin-
nungszeit notiert. Aus der Spritze wird das Blut ohne Verzug in
ein sauberes Porzellanschilchen entleert, daraus in die trockene
und vollig saubere Tropfpipette aufgesogen, deren Hahn dann
geschlossen wird. Spritze, Schéilchen und Pipette sollen auf 37°
vorgewdrmt sein. Die gefiillte Tropfpipette wird bei geschlossenem
Hahn in das Einsatzgefd gesetzt, darauf in ein Wasserbad mit
destilliertem Wasser getaucht; endlich wird auf die Pipette die
Capillare nebst Schutzréhrchen gesetzt. Die Temperatur des
Wasserbades soll konstant 37° betragen. Wenn der gefiillte und
fertig zusammengestellte Apparat ruhig und senkrecht in dem
Wasserbad steht, kann der Hahn gedffnet werden; man braucht
sich damit nicht zu tiberhasten, der Zeitpunkt ist an sich gleich-
giilltic und mufl nur vor dem Eintritt der Gerinnung liegen.
Erwartet man eine sehr langsame Gerinnung, so hédlt man den
Hahn zweckméfBigerweise linger geschlossen oder schlieBt ihn
voriibergehend wieder. Man becbachtet das Abtropfen des Blutes,
das in regelmiBigen Intervallen von einigen Sekunden erfolgt.
Werden die Intervalle langer, so verschirft man die Aufmerksam-
keit, indem man den Fall jedes letzten Tropfens mit der bereit-
liegenden Uhr vergleicht; wenn eine Minute lang kein Tropfen
mehr gefallen ist, so kann man abbrechen und den Augenblick
des letzten Tropfenfalls als Endpunkt der Gerinnungszeit notieren.
Die Ablesung kann mit Leichtigkeit auf 5 Sek. genau gemacht
werden.

Die Reinigung des Apparates wird am besten nach Been-
digung einer Bestimmung sofort vorgenommen, wéihrend das Koa-
gulum noch weich und schliipfrig ist. Man 16st die Pipette vom
Einsatzgefd und der Aufsatzcapillare, zieht den Glashahn heraus,



Die Fermente der Blutgerinnung. 317

verschlieBt die Offnungen des Hahnlagers mit den Fingern und
saugt am oberen Ende der Pipette; dadurch zieht sich gewohnlich
der in dem langen Abtropfkanal der Pipette befindliche Teil des
Gerinnsels in die Ampulle zuriick; hiufig kann nun, besonders
mit Hilfe eines kriftigen Wasserstrahls, das Gerinnsel in toto
durch die Hahnoffnung ausgespiilt werden. Sonst wird es mit
einem feinen Draht zerkleinert. Die Pipette kommt mehrere
Stunden in Chromschwefelsiure, dann wird sie griindlich gewéssert,
mit Alkohol durchspiilt und mittels eines warmen Luftstromes
getrocknet.

Methode von Frisch und Starlinger?).

Verfasser benutzen Glasréhren von 20 cm Lange und 3 mm Lu-
men, die in Abstinden von 3 mm kalibriert und an einem Ende
etwas verjiingt sind. Sie sind zu zweit in einem Glasmantel mon-
tiert, aus dem nur die beiden Enden der Réhrchen hervorragen.
Der Glasmantel wird mit Wasser von 200 gefillt. Das Blut wird
aus der Vene mit Hilfe paraffinierter Spritze entnommen, in ein
paratfiniertes Glasschilchen entleert und von da in ein oder (zwecks
Kontrolle) in beide Rohrchen aufgesaugt. Dann bleiben die
Rohrchen in horizontaler Lage, werden nur jede Minute einmal
soweit geneigt, daB ein Blutstropfen hervorquillt, der durch
Filtrierpapier entfernt wird. Beim Zuriicklegen wird der Apparat
jedesmal um 180° um seine Lingsachse gedreht, damit keine
Sedimentierung der Blutkérperchen in den Réhrchen erfolgt.
Bleibt bei der Priifung am Filtrierpapier ein Fibrinfaden hingen,
so wird dies als Beginn der Gerinnung, flieft kein Tropfen mehr
aus, als Ende der Gerinnung notiert. Die Bestimmung erfordert
fiir ein Rohrchen 1,5 ccm Blut.

Methode von Wohlisch 2).

Die die Gerinnung beeinflussenden Faktoren wie Temperatur,
Beriihrung mit Fremdkorpern, Bewegung werden durch Verwen-
dung eines besonderen Thermostaten und mdoglichst gleich-
méliges Bewegen konstant gehalten.

Apparatur: Der Thermostat ist in der Abb. 73 im Léngs-
schnitt gezeichnet. Er besteht aus einem auf 4 FiiBen ruhenden
Blechkasten mit doppelten Seitenwinden und doppeltem Boden.
Der Aullenmantel M des Apparates dient zur Aufnahme des Heiz-
wassers, dessen Temperatur durch ein von oben hineinragendes

1) Wien. klin. Wochenschr. Bd. 34, S. 344. 1924,
2) Zeitschr. f. d. ges. exp. Med. Bd. 27, S. 61. 1922.
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Thermometer Th, kontrolliert wird. Durch eine unter den Thermo-
staten gestellte kleine Gasflamme kann die Wassertemperatur
geregelt werden. Das herausnehmbare Dach D des Apparates ist
zur Vermeidung von Wirmeverlusten ebenfalls doppelwandig und
mit einer Offnung in Form eines kurzen Rohrstutzens versehen
Der Apparat hat 2 Doppelfenster, das eine F; an der Vorderwand
zur Beobachtung des Innenraumes, das zweite F,, dem ersten
genau gegeniiberliegend, an der Hin-

terwand zur Beleuchtung des Innen-

raumes durch Tageslicht oder durch

eine kiinstliche Lichtquelle. Die Fen-

ster sind als Doppelfenster ausgebildet.

zwecks besserer Wérmeisolierung.

Wihrend das hintere Fenster fest ein-

gekittet ist, liegt das vordere Fenster

in einer doppelwandigen Blechtiir 7,

die den Zugang zum Innenraum des

Apparates gestattet. Sowohl die Tiir

als auch das Dach des Apparates er-

lauben mittels einer Gummidichtung

einen luftdichten Verschlufl. Das feste

Anpressen der Tiir und des Daches

wird durch drehbare Riegel besorgt.

Dicht iiber dem Boden des Appa-

rates ist in horizontaler Lage eine

schmale, zylindrisch geformte Gliih-

birne B angebracht, die als Wérme-

quelle fiir das Innere dient, um die-

ses durch kurzes Einschalten des

Stromes schnell auf die gewiinschte

Temperatur bringen zu kénnen. Dicht

unterhalb der Mitte der Tiir fiihrt

unter luftdichtem AbschluB quer durch

den Apparat von vorn nach hinten eine

horizontale Metallachse A, deren vor-

deres Ende als Griff ausgebildet ist, mit dem man die Achse in ihren
Lagern drehen kann. Die Achse trigt im Innern des Apparates
abnehmbar aufmontiert eine Blechscheibe mit hochgebogenen
Seitenrindern. Diese Scheibe dient als Unterlage fiir eine Petri-
schale und diese wiederum zur Aufnahme der Brillengléser Br
fir den Gerinnungsversuch. In Hohe der Petrischale wird die
rechte Seitenwand von einem kurzen Rohr durchsetzt. Durch
dieses hindurch folgt mittels einer langeren Kaniile das Ein-
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spritzen des Blutes in die Gléser. Das Rohr ist tiir gewShnlich
durch einen Gummistopfen verschlossen.

Durch Drehen der Achse kann man ein seitliches Neigen der
Glaser zum Zweck der Kontrolle des Gerinnungsvorganges bewerk-
stelligen. Die Fenster liegen mit ihrem unteren Rande gerade in
Héhe der Petrischale, so daB man sehr flach iiber die Blutober-
fliche hin gegen die Lichtquelle visieren kann. Durch die mit
dem durchbohrten Korken versehene Offnung des Deckels fiihrt
ein langes moglichst empfindliches Thermometer T%,. Um Ver-
dunsten des Blutes wihrend der Gerinnung zu verhindern, wird
durch eine mit Wasser getrinkte Wattelage, auf der die Brillen-
gliser stehen, die Luft mit Wasserdampf gesittigt. Die Brillen-
gliser sind bikonkave Gliser von — 10,0 Dioptrien innerer Kriim-
mung und ca. 4 cm Durchmesser.

Ausfiihrung: Man stellt zwei, sorgfiltig mit destilliertem
Wasser, Alkohol und Ather gereinigte Brillengliser in Richtung
der Achse hintereinander in die Petrischale, verschlieit die Tir
und bringt das Wasser im Mantel und die Luft im Beobachtungs-
raum auf die gewiinschte Temperatur. Man wartet einige Zeit,
damit die Glaser ebenfalls die richtige Temperatur annehmen
kénnen. Dann Venenpunktion mit trockener, sauberer Spritze
und Einspritzen der gleichen Anzahl Tropfen (gleicher Neigungs-
winkel der Kaniile!) Blut durch die seitliche Offnung in jedes
der beiden Gliser (0,75 oder 1,0 cm3). Die Tropfen sollen auf die
tiefste Stelle der Glaser fallen. Dann Verschlieien des Eintropf-
rohres. Notieren der Zeit. Jede Minute einmal sanftes Neigen
des Schilchens nach beiden Seiten, wobei darauf zu achten ist,
daB das Blut nicht durch UberflieBen seine urspriingliche kreis-
formige Berithrungsfliche mit dem Glase vergrofert. Der Zeit-
punkt, in welchem bei Neigung des Schilchens nicht die geringste
Bewegung der Oberfliche des Blutes mehr wahrzunehmen ist,
wird als Ende der Gerinnung vermerkdt.

Methode von Wohlisch und Pieritz?).

Prinzip: Die Zeit wird bestimmt, die bis zum Auftreten einer
flockigen Triitbung im himolysierten Blut verstreicht.

Ausfiithrung: Die Methode erfordert keine besondere Appa-
ratur. Man bedarf nur eines kleinen Wasserbades, eines kleinen
in das Wasserbad passenden, metallenen Reagensglasstanders,
einiger Reagensgliser, einiger Glasstibe, eines Thermometers und
einer moglichst hellen Lampe.

1) Zeitschr. £. d. ges. exp. Med. Bd. 27, S. 82. 1922.
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Die Reagensglaser sollen méglichst von gleicher Weite sein.
Die Gliser werden mit gleichen Mengen destillierten Wassars
gefiillt und kommen dann in das im Wasserbad befindliche Ele-
agensglasgestell. Das Wasser des Bades soll mit der endgiiltigen
Flissigkeitsmenge in den Reagensglisern das gleiche Niveiu
haben. Die Gliser bleiben einige Zeit im Bade, bis sie die ge-
wiinschte Temperatur angenommen haben.

Dann entnimmt man durch Punktion aus der Armvene Blut
und gibt in jedes der Glaser durch Abzdhlen der Tropfen, wobei
streng auf die gleiche Haltung der Nadel zu achten ist, die gleiche
Menge Blut. Nach dem Einspritzen des Blutes nimmt man je
zwei Gliser zusammen aus dem Wasserbad, hélt sie zur Beobach-
tung gegen die Lichtquelle und vermischt durch mehrmaliges
Auf- und Abbewegen eines Stempels das Blut mit dem Wasser,
bis eine gleichmiBig rote Losung entstanden ist. Man stellt die
Glaser ins Wasserbad zuriick und notiert den Zeitpunkt des Ver-
suchsbeginns. Jede Minute beobachtet man das Blut vor der
Lichtquelle unter zweimaligem langsamen Auf- und Abbewegen
des Riihrers (Glasstibe von ca.15 cm Linge und 4 mm Dicke,
deren unteres Ende stempelartig zu etwa 8 mm auseinander ge-
preBt ist). Das Riihren soll gleichmafig oft in derselben Weise
vorgenommen werden. Der Beginn der Gerinnung verrit sich
durch das plotzliche Auftreten einer feinen Triibung. Der Ein-
tritt der Gerinnung 148t sich bei Zusatz von Serum genau ebenso
scharf bestimmen, wie bei dem Versuch ohne Serumzusatz.

Logarithmentafel (vgl. dazu 8. 54).
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Arginin-Darstellung (nach Kossel
und GroB3) 289.

Autolyse 269ff.

— -Nachweis (nach Salkowski,
nach Rona und Mislowitzer)
269, 270.

Autolysensaft 125.

Bach, Tyrosinase-Bestimmung nach
304.

Bang, Mikro-Kjeldahl-Stickstoff-
bestimmung nach 271.

Battelli und Stern, Leberkatalase
nach 300.

— und Stern, Uricase- Untersu-
chung im Tiergewebe nach 299.

Bertrand, Glucose-Bestimmungnach
144.

—, Invertzucker-Reduktionstabelle
nach 150.

Bestimmung, Acetaldehyd- (nach
Neuberg und Gottschalk) 191.

—, Adenase- (nach Levene) 295.

—, Aminosiurenstickstoff- (nach
Folin) 276.

—, Amylase- 1681f.

—, Blauséure- (nach Brunswik) 166.

—, der Blutgerinnungszeit (nach
Fuld, nach Heubner und Rona,
nach Frisch und Starlinger, nach
‘Wohlisch, nach Wohlisch und
Pieritz) 314.

—, Emulsin- (nach Brunswik) 166.

—, Emulsin- (nach Willstatter und
Csényi, nach Helferich) 163,
165.

21
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Bestimmung, Enterokinase- (nach
Willstatter
und Waldschmidt-Leitz) 264.

—, Erepsin- (nach Cohnheim, nach
Waldschmidt-Leitz, nach Abder-
halden) 267, 268.

— der fettspaltenden Fermente 96£f.

—, Fibrinogen-(nachStarlinger)310.

— der Gérung (nach Warburg-Dor-
ner, nach Meyerhof) 187, (nach
Willstatter und Steibelt) 185.

—, gasanalytische, fiir Lipase (nach
Rona und Lasnitzki) 106.

— Glucose-~ (nach Bertrand) 144.

— Glucose (nach Hagedorn-
Jensen, nach Willstitter und
Schiibel) 153.

—, Glycerophosphatase- (nach Neu-
berg und Karczag) 122.

—, Glykolyse 194ff.

— Glykolyse- im Blut (nach Rona
und Wilenko) 211.

—, Glykolyse-, im lebenden Ge-
webe (nach Warburg) 198, 199.

—, Harnséure- in Organen (His und
Hagen) 298.

—, Histozym- (nach Smorodinzew)
288.

—, Katalase (nach Hennichs, Tsu-
chihashi Morgulis, Rona und
Dambowiceanu) 301, 302.

—, Lab- (nach Michaelis-Rothstein,
nach Rona und Gabbe) 231.

—, Lactase- (nach Willstatter und
Oppenheimer) 168.

—, Leberamylase- (nachHolmbergh)
177,

—, Maltase- (nach Kasamoto) 162.

—, Malzamylase- (nach Euler und
Svanberg) 176.

—, Milchsaure-, im Muskelgewebe
(nach Fiirth-Charnas, nach Rip-
per, Modifikation nach Hirsch-
Kauffmann,Embden und Meyer-
hof) 194.

—, nephelometrische, fiir Amylasen
(nach Rona und van Eweyk) 172.

—, nephelometrische der Trypsin-
wirkung (nach Rona und Klein-
mann) 258.

-

-

-

—, Pankreasamylase- (nach Will-
stitter, Waldschmidt-Leitz und
Hesse) 174.

—, Pepsin-, in Korpersaften 226.

Sachverzeichnis.

Bestimmung, Pepsin- im Magen-
saft 226.

—, Pepsin- (nach Mett, nach
Griitzner, nach Volhard wund

Lohlein, nach Fuld und Levi-
sohn, nach Jacoby) 215, 216,
217, 219.

—, Pepsin- (nach Michaelis und
Rothstein, nach GliBner, nach
GroB, nach Sérensen, nach Rona
und Kleinmann) 220, 221, 222,
224.

—, Peroxydase- aus
(nach Willstatter
306.

—, Phosphor- (nach Lieb) 116.

—, Phosphorsiure- (nach Embden)
120.

—, Ricinuslipase- (nach Willstitter-
Waldschmidt-Leitz) 105.

—, Saccharase- 144.

—, Speichelamylase- (nach Prings-
heim und Gorodiski) 177.

—, stalagmometrische, fiir Lipase
(nach Rona und Michaelis) 96.

—, Stickstoff- (nach Folin) 273.

—, Stickstoff-  (Mikro - Kjeldahl-
methode nach Bang) 721.

—, Thrombin- (nach Wohlgemuth)
313.

—, titrimetrische, fiir Lipase (nach
Willstatter, nach Knaffl - Lenz)
100.

— kleiner Traubenzuckermengen
(nach Moeckel u. a.) 147.

—, Traubenzucker- (nach Michaelis)
148.

—, Traubenzucker-elektrometrische
(nach Mislowitzer) 157.

—, Trypsin- (nach Palitzsch und
Walbum, nach Northrop, nach
Sérensen, nach van Slyke, nach
Willstatter und Waldschmids-
Leitz, nach Willstdtter und Per-
siel) 237, 238, 241, 246, 254,
255, 256.

—, Tyrosinase- (nach Bach, nach
Raper und Wormall) 304.

— der Ureasewirkung (nach Lov-
gren) 286.

— der Wasserstoffionenkonzentra-

Meerrettich
und Stoll)

tion (mit Indicatoren, nach
Sérensen, nach Michaelis) 58,
60.



Sachverzeichnis.

Bimolekulare Reaktion 43.

Birnen-Elektrode (nach Michaelis)
74.

Blausédure-Bestimmung (nach Bruns-
wik) 166.

— und Glykolyse 204.

— und Papain 285.
Bleibtreu-Atzlersche Thrombindar-
stellungsmethode, vereinfacht

von Tsunoo 312.

Blut, Glykolyse-Bestimmung im
198.

Blutgerinnungs-Fermente 309ff.

Blutgerinnungszeit-Bestimmung
(nach Fuld, nach Heubner und
Rona, nach Frisch und Star-
linger, nach Wdohlisch, nach
Wéhlisch und Pieritz) 314.

Blutkatalase-Darstellung (nach Tsu-
chihashi) 300.

Boysen-Jensen, Co-Fermentdarstel-
lung nach 183.

—, Darstellung Co-zymasefreier
Hefe nach 184.

Brunswik, Mikro-Bestimmung des
Emulsins nach 166.

Buchner, Acetondauerhefe-Darstel-
lung nach 179,

—, Hefeprefisaft-Darstellung nach
178.

Biirker, Colorimeter nach 35.

Carboxylase 191ff.

Chinhydron-Elektrode 76.

Chloroform zur Fermentkonservie-
rung 14.

Chromophotometer (nach Plesch) 36

Chymosin 228ff.

— -Darstellung (nach Hammarsten)
228.

Clark und Lubs, Puffermischung
nach 57.

Co-Ferment 182ff.

Co-Fermentdarstellung (nach Boy-
sen-Jensen) 183,

— -Fermentdarstellung aus Hefe-
kochsaft 182,

Cohnheim, Erepsin-Bestimmung und
-Nachweis nach 267.

—, Erepsin-Darstellung nach 265.

Colorimeter (nach Duboscq, nach
Biirker) 34, 35.

Colorimetrie 34ff.
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Darmlipase-Darstellung (nach Ham-
sik) 95,

Darmsaccharase 135.

Darstellung von Acetondauerhefe
(nach Buchner) 179,

— von Allantoin (nach Wiechowski)
299.

— von Arginase (nach Edlbacher
und Bonen) 289,

— von Arginin (nach Kossel und
GroB3) 289.

— von Blutkatalase
chihashi) 300.

— von Chymosin(nachHammarsten)
228.

— von Co-Ferment (nach Boysen-
Jensen) 183.

— von Co-Ferment aus
182.

— von Co-zymasefreier Hefe (nach
Boysen-Jensen) 184,

— von Darmlipase- (nach Hamsik)

95.

— von Emulsin (nach Willstitter
und Csényil) 137.

— von Emulsin aus Pflaumen-
kernen (nach Helferich) 138.
— von Enterokinase (nach Wald-

schmidt-Leitz) 262.

—- von Erepsin (nach Cohnheim,
nach Raubitschek, nach Wald-
schmidt-Leitz) 265, 266.

— von HefepreBsaft (nach Buch-
ner) 178.

— von Hefesaft und Trockenhefe-
(nach von Lebedew) 180,

— hexosephosphorsaurer Salze 188.

~— von Histozym (nach Smorodin-
zew) 288.

— von Lab (nach Wohlgemuth) 228.

— von Lactase (nach Willstatter)
139.

— vonLactase (nach E. Fischer) 139.

— von Leberkatalase (nach Bat-
telli und Stern, nach Hennichs)
300.

— von Lipasen:

Pankreaslipase 89.
Leberlipase 93.
Magenlipase 94.
Serumlipase 95.
Ricinuslipase 96.

— von Maltase (nach Willstitter,
Oppenheimer und Steibelt) 135.

21*
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Darstellung von Nucleosidase (nach
Levene) 294.

~— von Pankreasamylase (nach Will-
stiatter, Waldschmidt-Leitz und
Hesse) 141.

— vonPapain (nachWillstatter) 283.
— von Pepsin (nach’ Pekelharing,
nach Hammarsten) 212, 213.

— von Peroxydase aus Meerrettich
(nach Willstatter und Stoll) 306.

— von Saccharase aus Hefe (nach
Hudson, nach Euler und Jo-
sephson, nach Willstitter und
Mitarbeitern) 123, 124, 125, 126.

— von Speichelamylase (nachPrings-
heim und Gorodiski) 141.

— von Thrombin, vereinfachte
Bleibtreu-Atzlersche  Methode
von Tsunoo 312,

— von Thrombokinase (nach Mo-
rawitz) 313.

— vonTrypsin (nach Michaelis, nach
Willstatter, Waldschmidt und
Leitz) 234.

— von Urease (nach Jakoby und
Sugga) 286.

— urikolytischer Fermentlosungen
(nach Schittenhelm) 298.

Desamidierende Fermente (Adenase,
Guanase) 297.

Dialyse und Filtration 4.

Dialysier-Verfahren von Abwehrfer-
menten 280.

Diastase 140ff.

Drehung, spezifische, aktiver Sub-
stanzen 20.

Duboscq, Colorimeter nach 34.

Edlbacher und Bonen, Arginase-
Darstellung nach 289.

Ege, Modifikation der Bestimmungs-
methode von Fuld und Levison
218.

Eichung der Gefale zur gasanaly-
tischen Bestimmung 107.

Einheit, Amylase- 175.

—. Arginase- 291.

—, Lipase- 102, 100.

—, Enterokinase-264.

— fiir die Garwirkung 191.

—, Saccharase- 134.

—, Trypsin-25.

Eintauchfilter (nach Giemsa) 10.

Sachverzeichnis.

Eisenhydroxyd, kolloidales,
eiweilung mittels 275.

Eiweiflspaltende Fermente 212ff.

Elektrode, Ableitungs- und Bezugs-
72.

—, Chinhydron- 76.

—, Kalomel-, Herstellung 72, 73.

Elektrodialyse (nach W. Pauli, nach
Freundlich und L. Farmer-Loeb)
12, 13.

Elution und Adsorption 3.
Embden, Milchsiure-Bestimmung
im Muskelgewebe nach 194.

—, Phosphorsidure-Bestimmung
nach 120.

Emulsin 137,

—— -Bestimmung (nach Willstatter
und Csanyi, nach Helferich, nach
Brunswik) 163, 165, 166.

— -Darstellung (nach Willstatter
und Csényi) 137.

—— Darstellung aus -Pflaumenkernen
(nach Helferich) 138.

—, Zeitwert 139,

EnteiweiBung (nach Schenck, nach
Rona und Michaelis) 274, 275,
276.

Enterokinase 261ff.

— -Bestimmung (nach Willstatter
und Waldschmidt-Leitz) 264.

—, Fermenteinheit fiir 264.

— -Trennung von Trypsin 262.

Enzym siehe Ferment.

Erepsin 2651f.

— -Bestimmung und -Nachweis
(nach Cohnheim, nach Wald-
schmidt-Leitz, nach Abderhal-
den) 267, 268.

—, Glycylglycin-Spaltung durch 44.

— -Trennung vom Trypsin (nach
Waldschmidt-Leitz) 266.

Esterasen 89ff., 114ff.

Euler und Josephson, Saccharase-
Darstellung aus Hefe 125.

— und Svanberg, Malzamylase-Be-
stimmung nach 176.

Extraktions-Mittel von Fermenten2.

Ent-

Faust-Heimscher Trockenapparat 2.

Fermente-Affinitatskonstanten 52,

Fermenteinheit vgl. Einheit.

Fermentmafle und Fermenteinhei-
ten 51.
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Fibrinogen-Bestimmung (nach Star-
linger) 310.

Fibrinogenlésungen- Gewinnung
(nach Hammarsten und Nolf)
309.

Filter, Eintauch- (nach Giemsa) 10.
— -Geréte und -Vorrichtungen (nach
Bechhold-Konig; der Firma

Schott) 12.

Filterrohrchen (nach Pregl) 118.

Filtration und Dialyse 4.

Fischer, E., Lactase-Darstellungnach
139.

Folin, Aminosiurestickstoffbestim-
mung nach 276.

—, Stickstoff-Bestimmungnach 273.

Formoltitration nach Sorensen 241.

Freundlich und L. Farmer Loeb,
Elektrolyse nach 13.

Frisch und Starlinger, Blutgerin-
nungszeit-Bestimmung nach317.

Fruchtzucker, spezifische Drehung
von 22.

Fiirth-Charnas, Milchsiure-Bestim-
mung im Muskelgewebe nach
194.

Fuld, Blutgerinnungszeit-Bestim-
mung nach 314,

— und Levison, Pepsin-Bestim-
mungsmethode nach 217.

—, Reihenanordnung nach 15.

Giarschema (Neuberg) 178.

Garung, alkoholische 178 ff.

—, Bestimmung (nach Willstétter
und Steibelt) 185.

Géarung, Bestimmung (nach War-
burg-Dorner, nachMeyerhof) 187.

Galaktose, (Reduktionstabelle nach
Bertrand) 151.

d-Galaktose, spezifische Drehung
von 22,
Gasanalytische Bestimmung  fiir

Lipase (nach Rona und Las-
nitzki) 106.

Gaskette, Wasserstoffionenkonzen-
trationsmessung (nach Michaelis)
62£f.

Gelatinelésung,
Loeb 238,

Gewebe, glykolysierendes, Serum-
wirkung auf 205,

—, lebendes,Glykolyse-Bestimmung
im (nach Warburg) 198, 199,

Herstellung nach
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Gewebsproteasen 269ff.

Giemsa, Eintauchfilter nach 10.

GlaBner, Pepsin-Bestimmung nach
221.

Glucose siehe Glykose

Glycerin, Fermentldslichkeit in 3.

Glycerophosphatase 121.

— -Bestimmung (nach Neuberg und
Karczag) 192.

Glycylglycin-Spaltung durch Erep-
sin 44.

Glykolyse 194ff.
— unter anaeroben und aeroben Be-
dingungen 200, 201.

— -Bestimmung 194 ff.

— -Bestimmung imBlut (nach Rona
und Wilenko) 211.

— -Bestimmung im lebenden Ge-
webe (nach Warburg) 198, 199.
— und Blausiure 204.

Glykose -Bestimmung
trand) 144.

— neben Maltose, Bestimmungsme-
thode 171.

GroB, Pepsin-Bestimmung nach 222.

Griitzner, Pepsin-Bestimmung nach
215.

Guanase und Adenase 297.

Giinzburgsche Reaktion 226.

(nach Ber-

h = Wasserstoffzahl 53.

Hagedorn-Jensen, Traubenzucker-
Bestimmungsmethode 153.

Halbschatten-Polarisationsapparat
17.

Hammarsten, Chymosin-Darstellung
nach 228.

— und Nolf, Fibrinogenlésungen,
Gewinnung nach 309.

—, Pepsin-Darstellung nach 213,

Hamsik, Darmlipase-Darstellung
nach 95,

Harn, Pepsin-Nachweis im (nach
Hedin) 227.

Harnséure-Bestimmung in Organen
(nach His und Hagen) 298.

— -Nachweis in Gewebsausziigen
(nach Steudel und Suzuki) 297.

Hedin, Pepsinnachweis im Harn
nach 227,

Hefe, Acetondauer-, Darstellung
(nach Buchner) 179.

—, Co-zymasefreie, Darstellung
(nach Boysen-Jensen) 184,
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Hefeautolysate-Verarbeitung 127.

Hefeprefsaft-Darstellung (nach
Buchner) 178,

Hefesaft, Co-Fermentdarstellung
aus 182.

— und Trockenhefe-Darstellung
(nach von Lebedew) 180.

Helferich, Emulsin-Bestimmung
nach 165.

—, Emulsin-Darstellung aus Pflau-
menkernen nach 138.

Hennichs, Katalase-Bestimmung
nach 301.

—, Leberkatalase-Darstellung nach
300.

Heubner und Rona, Blutgerinnungs-
zeit- Bestimmung nach 315.
Hexosephosphorsiure 4122, 181, 188.
Hirsch, interferometrischer Nach-
weis von Abwehrfermenten nach

281.

Hirsch-Kauffmann, Milchsiure-Be-
stimmung im Muskelgewebe nach
194.

His und Hagen, Harnsidure-Bestim-
mung in Organen nach 298.

Histozym 287.

Holmbergh, Leberamylase-Bestim-
mung nach 177.

Hoppe-Seyler, Speichel-Gewinnung
nach 14]1.

Howell, Thrombin-Gewinnung nach
312.

Hudson, Saccharase-Darstellung
nach 124,

Indikatoren 59ff.

— -Methode zur Wasserstoffionen-
konzentrationbestimmung 58.

Interferometrie 28ff.

Interferometrischer Nachweis von
Abwehrfermenten (nach Hirsch)
281.

Inversionsfahigkeit von Invertin
133, 134.

Invertin siehe auch Saccharase 123.

— -Konzentration, MaBe fiir 132ff.

— und Wasserstoffionen 47.

Invertzucker (Reduktionstabelle
nach Bertrand) 150.

Jakoby, Pepsin-Bestimmungsme-
thode nach 219.

Sachverzeichnis.

Jakobi und Sugga, Urease-Dar-
stellung nach 286.

Jod-Methode bei Amylasen (nach
Wohlgemuth, nachMichaelis) 170.

Josephson, Bestimmung des Emul-
sins nach 165.

Kalomel-Elektrode, Herstellung 72,
73.

Kaolin-Enteiweilung (nach Michae-
lis und Rona) 276.

—, salzsdurebehandeltes 141.

Katalase 300ff.

— -Bestimmungsmethoden  (nach
Hennichs, nach Tsuchihashi,
nach Morgulis, nach Rona und
Damboviceanu) 301, 302.

Kinetische Messungen 42.

Knaffl-Lenz, Bestimmungsmethode
fiir Lipase nach 102.

Kohlehydratspaltende Fermente 123.

Kollodium, Dialysiermembranen
aus 4

— -Dialysierschlauch-Herstellung
(nach Michaelis und nach Tren-
delenburg) 6.

Kompensationsschaltung (nach
Poggendort) .65.

Konduktometrie 38ff.

Konservierung von Fermenten 14.

Kossel und GroB, Arginin-Darstel-
lung nach 289.

Kusumoto, Bestimmung der Mal-
tase nach 162.

Lab 228ff.

— -Darstellung (nach Wohlgemuth)
228.

— -Nachweis (nach Michaelis und
Rothstein, nach Rona und Gab-
be) 231, 232.

Lactase 139ff.

— -Bestimmung (nach Willstatter
und Oppenheimer) 168.

— -Darstellung (nach E. Fischer,
nach Willstatter) 139.

— -Zeitwert 140.

Lakkase 305.

Laktose, (Reduktionstabelle nach
Bertrand) 152.

Lampe (nach Airila und Komppa) 17.

Lampen fiir den Polarisationsappa-
rat 16.

Latapie, Organzerkleinerung mit 1.



Sachverzeichnis,

Lebedew, von, Trockenhefe und
Hefesaft-Darstellung nach 180.

Leberamylase 143.

— -Bestimmung (nach Holmbergh)
177.

Leberkatalase-Darstellung (nach
Battelli und Stern, nach Hen-
nichs) 300.

Leberlipase-Darstellung (nach Will-
statter und Memmen) 93.

Leitfahigkeit von Kaliumchloridls-
sungen 42.

—, molare 42.

—, spezifische 41.

Leitfahigkeitsmessung 38.

Levene, Nucleosidase-Darstellung
nach 294.

Lieb, Phosphorbestimmung nach116.

Lipase:

Pankreas- 89.
Leber- 93.
Magen- 94.
Serum- 95.
Ricinus- 96.

Lipase-Einheit 102.

— -Einheit fiir Tributyrinspaltung
100.

—, Leber-, Athylbutyrat-Spaltung
durch 43.

—, Ricinus-, Bestimmung (nach
Willstatter und Waldschmidt-
Leitz) 105.

— -Trennung von Amylase und
Trypsin 142.
Loeb, Gelatinelssung nach 238.

Mc Ilvaine, Puffermischung nach 58.

Magenlipase-Darstellung (nach Will-
statter und Memmen, nach Will-
stitter, Haurowitz und Mem-
men) 94.

Magensaft, Pepsin-Bestimmung im
226.

Maltase 135ff.

— -Bestimmung, polarimetrische
(nach Willstatter, Oppenheimer
und Steibelt) 162.

— -Darstellung (nach Willstétter,
Oppenheimer und Steibelt) 135.

-- -Trennung von Saccharase (nach
Willstéatter und Bamann) 136.

Maltose neben Glucose, Bestim-
mungsmethode 171.
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Maltose, (Reduktionstabelle nach
Bertrand) 152.

—, spezifische Drehung von 22.

Malzamylase 144.

— -Bestimmung (nach Euler und
Svanberg) 176.

Meerrettich, Peroxydasen aus 306.

Membran, Dialysier-, aus Kollo-
dium 4.

Mett, Pepsin-Bestimmungmethode
nach 215.

Meyerhof, Co-Zymase aus Muskel-
kochsaft nach 183.

—, Gérungs - Bestimmung
187.

—, Milchséure-Bestimmung im
Muskelgewebe nach 194.

Michaelis, Jodmethode bei Amylasen
170.

—, Puffermischung nach 54.

~—, U-Elektrode nach 75.

— und Rothstein, Lab-Nachweis
nach 231.

— und Rothstein, Pepsin-Bestim-
mung nach 220.

—, Trypsin-Darstellung nach 234.

Mikro-Kjeldahl-Stickstoffbestim-
mung nach Bang 271.

Mikro-Zuckerbestimmung 16.

Milchsédure-Bestimmung im Muskel-
gewebe (nach Fiirth-Charnas,
nach Ripper, Modifikation nach
Hirsch-Kauffmann, Embden und
Meyerhof) 194.

Milchzucker, spezifische
von 22.

Mislowitzer, elektrometrische Zuk-
ker-Bestimmung nach 157.

—, Potentiometer nach 70.

Moeckel, kleine Traubenzucker-
mengen-Bestimmung nach 147.

Molare Leitfahigkeit 42.

Monomolekularer Reaktions-Ver-
lauf oder Reaktion erstér Ord-
nung 42.

Morawitz, Thrombokinase-Darstel-
lung nach 313.

nach

Drehung

Morgulis, Katalase-Bestimmung
nach 301.
Muskelgewebe, Milchsaure-Bestim

mung im (nach Fiirth-Charnas,
nach Ripper, Modifikation nach
Hirsch-Kauffmann, Embden und
Meyerhof) 194.
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Muskelkochsaft, Co-Zymase aus
(nach Meyerhof) 183.
Mutarotation von Traubenzucker 21.

Nachweis von Abwehrfermenten
(nach Abderhalden) 280.

—, Autolyse- (nach Salkowski, nach
Rona und Mislowitzer) 269, 270.

—, Erepsin- (nach Cohnheim, nach
Waldschmidt-Leitz, nach Abder-
halden) 267, 268.

—, Harnséure-, in Gewebsausziigen
(nach Steudel und Suzuki) 297.

—, interferometrischer, von Abwehr-
fermenten (nach Hirsch) 281.

— von Nuclease-Spaltung (nach
Sachs) 292.

—, refraktometrischer, von Abwehr-
fermenten (nach Pregl und de
Crinis) 281.

Natriumwolframat, Enteiweifung
mittels 274.

Nephelometer (nach Kleinmann) 31.

Nephelometrie 30ff.

Nephelometrische Bestimmungsme-
thode fir Amylase (nach Rona
und van Eweyk) 172. Fiir Pepsin
und Trypsin (nach Rona und
Kleinmann) 224, 258.

Neuberg und Karzcag, Glycero-
phosphatase-Bestimmung nach
122.

Nicolsches Prisma im Polarisations-
apparat 18.

Nonius am Polarisationsapparat 20.

Northrop, Trypsin-Bestimmung
nach 238.

Nucleasen 292ff.

Nucleosidase-Darstellung (nach Le-
vene) 294,

Nucleoside in Organausziigen (nach
Thannhauser und Ottenstein)
295.

Olsson, Amylase-Bestimmung nach
169.

Ostwald, Ultrafilter nach 9.

Oxydasen 305.

pr = Wasserstoffexponent 53.
Palitzsch und Walbum, Trypsin-
Bestimmung nach 237.

Sachverzeichnis.

Pankreasamylase- Bestimmung (nach
Willstatter, Waldschmidt-Leitz
und Hesse) 174.

Pankreasamylase-Darstellung (nach
Willstitter, Waldschmidt-Leitz
und Hesse) 141.

Pankreaslipase 891f.

~— -Darstellung (nach Rosenheim,
nach Willstitter und Wald-
schmidt-Leitz) 90.

Papain 283ff.

— -Darstellung (nach Willstétter)
283.

Paralysatoren und Aktivatoren 88.

Pauli, Elektrodialyse nach 12.

Pekelharing, Pepsin-Darstellung
nach 212.

Pepsin 212ff.

— -Bestimmung in Kérpersaften 226.

— -Bestimmung im Magensaft 226.

— -Bestimmungsmethoden (nach
Mett, nach Griitzner, nach Loh-
lein und Volhard, nach Fuld und
Levison, nach Jacoby, nach
Michaelis und Rothstein, nach
GlaBner, nach GrofB3, nach Séren-
sen, nach Rona und Kleinmann)
215, 216, 217, 219, 220, 221,
222, 224,

— -Darstellung (nach Pekelharing)
212.

—, freies, 226.

—, Gesamt- 227.

— -Nachweis im Harn (nach Hedin)
2217,

—, Serumalbumin-Spaltung durch
45.

Peroxydase aus Meerrettich 306£f.

Pflanzenfermente,  proteolytische
2821f.

Phosphatase 114ff.

Phosphor-Bestimmung (nach Lieb)
116.

Phosphorsdure-Bestimmung (nach
Embden) 120,

Physikalische Methoden 16£f.

Plasma-Gewinnung 309.

Plesch, Chromophotometer nach 36.

Polarimetrie 16.

Polarimetrische Methode (nach Ab-
derhalden und Koelker) 268.

Polarisations-Rohr 16.

— -Rohr zur Beobachtung bei be-
stimmten Temperaturen 16.



Sachverzeichnis.

Polarisationsapparat, Halbschatten-
17.

Potentiometer (nach Mislowitzer) 70.
Pregl und de Crinis, Nachweis von
Abwehrfermenten nach 281,
Pringsheim und Gorodiski, Speichel-

amylase-Bestimmung nach 177.
— und Gorodiski, Speichelamylase-
Darstellung nach 141,
Prisma, Hilfs-, im Refraktometer 27.
Proteolytische Fermente 212.
— Pflanzenfermente 282 ff.
Puffer-Mischungen (nach Sirensen,
nach Michaelis, nach Mcllvaine,
nach Clark und Lubs) 54, 55,57,58.
Pulfrich, Refraktometer nach 23.

Raper und Wormall, Tyrosinase-Be-
stimmung nach 304.
Raubitschek, Erepsin-Darstellung
nach 265.
Reaktion, bimolekulare 43.
— nullter Ordnung 42.
Refraktometer (nach Pulfrich) 23.
Refraktometrie 22£f.
Refraktometrischer Nachweis von
Abwehrfermenten (nach Pregl
und de Crinis) 281,
Regulatoren bei Wasserstoffionen-
konzentration 53, 54.
Reihenprinzip 15.
Ricinuslipase-Bestimmung (nach
Willstéatter und Waldschmidt-
Leitz) 105.
— -Darstellung (nach Willstéitter
und Waldschmidt-Leitz) 96,
Ripper, Milchsiure-Bestimmung im
Muskelgewebe nach 194,

Rohrzucker-Spaltung durch Inver-
tin 44,

—, spezifische Drehung von 21.

Rona und Ammon, Bestimmung der
lipolytischen Wirkung nach 103,

— und van Eweyk, nephelometri-
sche Methode nach 172,

— und Gabbe, Lab-Nachweis nach
232.

— und XKleinmann, nephelometri-
sche Trypsinwirkung nach 258

— und Kleinmann, Pepsin-Bestim-
mung nach 224.

— und Lasnitzki, gasanalytische
Lipase-Bestimmung nach 106,
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Rona und Michaelis, EnteiweiBung
mittels koll. Eisenhydroxyd 275,
mittels Kaolin 276.

-— und Michaelis stalagmometrische
Lipase-Bestimmungsmethode
nach 96.

— und Mislowitzer, Autolyse-Nach-
weis nach 270.

~— und Wilenko, Glykolyse-Bestim-
mung im Blut nach 211.

Rosenheim, Pankreaslipase-Dar-
stellung nach 90.

Saccharase (siche auch Invertin) 123.

— -Bestimmung 144,

—, Darm- 135.

— -Darstellung aus Hefe (nach
Hudson, nach Euler und Jo-
sephson, nach Willstatter und
Mitarbeitern) 123, 124, 125, 126

— -Einheit 134,

— -Trennung von Maltase (nach
Willstatter und Bamann) 136,

Saccharasewert 133.

Saccharophosphatase 122,

Sachs, Nuclease-Nachweis nach 293.

Salicylase 305.

Salkowski, Autolyse-Nachweis nach
269.

Schenck, EnteiweiBlung nach 274.

Schmidt, Thrombin-Gewinnung
nach 311.

Serum und glykolysierendes Ge-
webe 205.

Serumalbumin-Spaltung durch Pep-
sin 45.

Serumlipase-Darstellung 95.

Slyke, van, Trypsin-Bestimmung
nach 246, :

Smeorodinzew, Histozymdarstellung
und -Bestimmung nach 288.

Sérensen, Pepsin-Bestimmung nach’
222.

—, Puffermischungen nach 55,

~—, Trypsin-Bestimmung nach 241.

Sorbose Reduktionstabelle (nach
Bertrand) 151.

Speichel-Gewinnung (nach Hoppe-
Seyler) 141.

Speichelamylase-Bestimmung (nach
Pringsheim und Gorodiski) 177

— -Darstellung (nach Pringsheim
und Gorodiski) 141.
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Spezifische Drehung aktiver Sub-
stanzen 20.

— Leitfdhigkeit 41.

Stalagmometrische Lipase-Bestim-
mungsmethode (Rona und Mi-
chaelis) 96.

— Methode (nach Rona und Mi-
chaelis), Modifikation (nachWill-
stitter und Memmen) 100.

Starlinger, Fibrinogen-Bestimmung
nach 310.

Steudel u. Suzuki, Harnsiure-Nach-
weis in Gewebsausziigen nach297.

Stickstoff, Aminosiduren-Bestim-
mung (nach Folin) 276.

— -Bestimmung (nach Folin) 273.

— -Bestimmung  (Mikro-Kjeldahl-
methode nach Bang) 271.

— -Bestimmung (Tabellen) 250, 251.

Stromschliissel nach E. Miiller 78.

Sulfatase 122.

Temperatur und Fermente 52.
—und Umsatz. 46,
Temperatukoeffizient 46.
Temperaturkonstanten 46.
Thannhauser und Ottenstein, Nu-
cleoside in Organausziigen nach
295.
Thermostaten, Temperatur-Kon-
stanthaltung in 53.
Thrombin-Bestimmung (nach Wohl-
gemuth) 313.

— -Darstellung, vereinfachte

Bleibtreu-Atzlersche = Methode
von Tsunoo 312.

— -Gewinnung (nach  Schmidt,
nach Howell, nach Tsunoo)
311, 312.

Thrombokinase-Darstellung (nach
Morawitz) 313.

*Thymol zur Fermentkonservierung
14.

Toluol zur Fermentkonservierung
14.

Tonerde-Adsorption der Saccharase
129,

— -Priparate 141.

Traubenzucker s. a. Glykose.

— -Bestimmung (nach Michaelis,
nach Bertrand, nach Hagedorn-
Jensen, nach Willstétter, nach
Moeckel u. Frank) 148, 153, 155.

Sachverzeichnis.

Traubenzucker-Bestimmung, elek-
trometrische, (nach Mislowitzer)
157.

—, spezifische Drehung von 21.

Trennung, Lipase-, von Amylase und
von Trypsin 142.

—, Maltase-, von Saccharase 136.

Trichloressigsdure, Enteiweilung
mittels. 274.

Trypsin 233ff.

—, Amylase- und Lipase-Trennung
142.

— -Bestimmungsmethoden (nach
Palitzsch und Walbum, nach
Northrop, nach Sorensen, nach
van Slyke, nach Willstétter, nach
Willstatter und Waldschmidt-
Leitz, nach Willstatter und Per-
siel, nach Rona und Kleinmann)
237, 238, 241, 246, 254, 255, 256,
258.

— -Darstellungsmethoden  (nach
Michaelis, nach  Willstatter,
Waldschmidt und Leitz) 234.

— -Einheit 257.

— -Trennung von Enterokinase 262

— -Trennung von Erepsin (nach
Waldschmidt-Leitz) 266.

— -Trennung von Lipase und Amy-
lase 235.

Tsuchihashi, Blutkatalase-Darstel-
lung nach 300.

—, Katalase-Bestimmung nach 301.

Tsunoo, vereinfachte Bleibtreu-Atz-
lersche Thrombin-Darstellungs-
methode von 312.

Tyrode-Losung 192.

Tyrosinase-Bestimmung (nach Bach,
nach Raper und Wormall) 304.

U-Elektrode (nach Michaelis) 75.

Ultrafilter-Darstellung (nach W.
Ostwald, nach Wha) 9, 10.

Unterhefe-Vorbehandlung 127.

Urease 286ff.

Urikase im Tiergewebe (nach Bat-
telli und Stern) 299,

Urikolytische Fermentlosungen,
Darstellung 298,

Vergleichszeitwert fiir Invertin 133.
Volhard und Léhlein, Pepsin-Be-
stimmungsmethode nach 216.



Sachverzeichnis.

Waldschmidt-Leitz, Enterokinase-
Darstellung nach 262.

—, Erepsinbestimmung und -Nach-
weis nach 267.

—, Trypsin-Trennung von Erepsin
nach 266.

Warburg-Dorner, Gérungsbestim-
mung nach 187.

— Glykolyse-Bestimmung im le-
benden Gewebe nach 198, 199.

Wasserbad, Temperatur-Konstant-
haltung im 53.

Wasserstotfexponent 53.

Wasserstoffionen- Aktivititskurve
46, 47.

Wasserstoffionenkonzentration 46,
531f.

— und Invertin 47.

— -Messung mittels Gasketten (nach
Michaelis) 62ff.

-, optimale 79.

Wasserstoffzahl-Symbol 53.

‘Wha, Ultrafilter nach 10.

Widerstandskapazitat 41.

Wiechowski, Allantoin-Darstellung
nach 299.

Willstéatter,
nach 139.

—, Papain-Darstellung nach 283.

—, Trypsin-Bestimmung nach 254.

— und Bamann, Saccharase-Tren-
nung von Maltase nach 136.

— und Csdnyi, Emulsin-Bestim-
mung nach 163.

— und Csdnyi, Emulsin-Darstellung
nach 137.

—, Haurowitzund Memmen, Magen-
lipase-Darstellung nach 94.

— und Memmen, Leberlipase-Dar-
stellung nach 93.

— und Memmen, Magenlipase-Dar-
stellung nach 94.

— und Memmen, Modifikation der
stalagmometrischenBestimmung-
methode (nach Rona und Mi-
chaelis) 100.

— und Mitarbeiter, Saccharase-Dar-
stellung aus Hefe 126.

— und Oppenheimer, Lactase-Be-
stimmung nach 168.

Lactase-Darstellung
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Willstitter, Oppenheimer und Stei-
belt, Bestimmung der Maltase
162, Darstellung der Maltase
135. .

—- und Persiel, Bestimmung des
Trypsins 256.

— und Schiibel, Traubenzucker-
Bestimmungsmethode 155.

— und Steibelt, Gérungs-Bestim-
mung nach 185.

— und Stoll, Darstellung und Be-
stimmung von Peroxydasen aus
Meerrettich nach 306, 307.

— und Waldschmidt-Leitz, Pan-
kreaslipase - Darstellung nach
90

— und Waldschmidt-Leitz, Ricinus-
lipase-Bestimmung nach 105.
— und Waldschmidt-Leitz, Ricinus-

lipase-Darstellung nach 96.

—— und Waldschmidt-Leitz, Trypsin-
Bestimmung nach 255.

— und Waldschmidt-Leitz, Tryp-
sin-Darstellung nach 234.

—, Waldschmidt-Leitz und Hesse,
Pankreasamylase-Bestimmung
nach 174.

—, Waldschmidt-Leitz und Hesse,
- Pankreasamylase-Darstellung
nach 141.

Wohlisch, Blutgerinnungszeit-Be-
stimmung nach 317.

— und Pieritz, Blutgerinnungszeit-
Bestimmung nach 319.

Wohlgemuth, Jodmethode bei Amy-
lasen nach 170.

Wohlgemuth, Lab-Darstellung nach
228.

—-, Thrombin-Bestimmungnach 313.

Xylose,(Reduktionstabelle nach Ber-
trand) 151.

Zeitwert-Bestimmung :
fir Invertin 132,
fir Emulsin 139,
fiir Lactase 140,
Zymophosphat (Euler und Fodor)
188.





