Uber die Geschwindigkeit der Fermentreaktionen bei Zusatz

chemisch indifferenter Stoffe.
Von
Hermann Itraeiining.

+Aus dem physiologischen Institut zu Kiel.
(I>er Kedaktion zugegangen am 1«. Mai 1'KU.i

Ib(T don KinfluH der Kiektroiyten auf die Geschwindig-
keit der fermentreaktinnen liegen nicht wenig Versuche vor.
\\ ahr.'scheinlich kommt dabei zum Teil die chemische W irkung
der Elektrolyten auf die beteiligten Stoffe in betracht, zum
leil wuhl auch di<» Beeinflussung der kolloidalen Enzyme durch
elektrische Ladungen, und endlich mag die noch nicht naher be-
kannte sogenannte * Wirkung der Neutralsalze > bei der Reaktions-
geschwindigkeit eine Holle spielen. Cher den Einfluh chemisch
indifferenter Stoffe scheinen dagegen wenig Untersuchungen un-
geteilt zu sein. | nd doch ist das Studium dieser Vorgange
nicht ohne Interesse*. Die folgenden Versuche sollen einen
Beitrag zur Kenntnis des Einflusses liefern, welchen eine Ver-
anderung des Mediums auf den Verlauf der Enzymreaktionen
ausuibt. «

Glyzerin.

Die meisten \ ersuche wurden mit Glyzerin angestellt, da
es chemisch sehr indifferent ist, sich mit Wasser in allen Ver-
haltnissen mischt und ein leidliches Losungsmittel ist.

Dah Glyzerin die fermente nicht schadigt, sondern ein
.besseres Aufbewahrungsmittel- als Wasser fir dieselben ist. ist
bekannt (z. . ferini und Pernossil)); doch scheint es zum
Medium fur fermentative Prozesse nicht geeignet zu sein. Um
dies zu zeigen, wurde eine gesattigte Losung von Hohrzucker
in Glyzerin hergestellt und zu 25 ccm derselben 2 ccm einer

* Zeitsclir. f. Hyg.. lid Will. s. 1)) u. f |1sU .
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Losung sehr wirksamen Inverlins in Wasser zugesetzt. Dies
Gemisch wurde dann mehrere Stunden im Brutschrank bei
25—'10° gehalten. Nach Ablauf dieser Zeit fand sich Kkein
Invertzucker darin. Wahrenddessen wurden von Zeit zu Zeit
einige Kubikzentimeter der Losung entnommen und mit Wasser
verdinnt, ohne sonst einen Zusatz zu machen. In diesen Ver-
diinnungen, die ebenfalls auf 25—30° gehalten wurden, konnte
schon nach je einer halben Stunde reichlich Invertzucker naeh-
gewiesen werden. Daraus geht hervor, da das Ferment nicht
wesentlich verandert wurde, daR es aber in Glyzerin Entweder
gar nicht oder nur unendlich langsam wirkt.

Sobald Wasser zu dem Glyzerin zugesetzt wird, geht die
Reaktion vor sich, und zwar um so schneller, je mehr Glyzerin
durch Wasser ersetzt wird. Tabelle | gibt eine Bestatigung
hierfir. Der Versuch wurde so angestellt, dal} die Ldsungen
von Rohrzucker in Glyzerin und Wasser in Reagensglasern zu
gleicher Zeit mit je 2 ccm einer starken Invertinlésung
beschickt wurden und dann 11/* Stunden im Brutschrank bei
30u blieben. Dann wurden die Glaser 5 Minuten in kochendes
Wasser gesetzt, um das Ferment zu zerstdren, und polarimetrisch
der Fortschritt der Inversion bestimmt. (Die Versuche in Ta-
belle 10 wurden zu gleicher Zeit mit demselben Invertin und
in ganz gleicher Weise angestellt. Die dort verwendeten Hum-?
stofhneugen sind den hier verwendeten Glyzerinmengen &qui-
molekular). In allen in dieser Arbeit angegebenen Versuchen
wurden die Hnzymldsungen durch einige Tropfen Toiuol, die

Zuckerlésungen durch 1.2 °/o NaF vor der Einwirkung von Mikro-
organismen geschutzt.

Tabelle 1.
. 1 | ‘
ca. 20°/oige
Glyzerin | [ ti ~
Rohrzuckerldsung Y Wasser [ nvertn Drelmngs
|
winkcl
cem ccm ccm rein

10 > 2 100 0:1

10 2.10 17> 2 1HO H»

10 1,220 H770 . ) {HD U\

10. 10 IHO HO
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Versuche mit anderen Fermenten ergaben dhnliche Resul-

tate. Die Versuchsanordnung mit Emulsin war der fir Invertin
geschilderten analog.

Tabelle 2.
Konzentrierte | | J
L Glyzerin Wasser | F.mulsin Drehungs-
Salicinlésung ; ‘
‘ winkel

ccm ccm ccm ccm

10 4.9 o,1 2 179 5t

10 2.45 7.55 2 178 95

10 — 10 2 . 178 54

Die folgenden Versuche mit Lab wurden ahnlich der von
Fuldl) angegebenen Methode angestellt: Die mit der'zu unter-
suchenden Mischung beschickten Reagensglaser wurden 5 Min.
iIm Wasserbad bei 37,8° vorgewarmt, dann bei einem Schlag (0)
des Metronoms 2 ccm einer Lablosung zugesetzt und die Gléser
im Takt der Schlédge des Metronoms im Wasserbad geschuttelt,
bis die Gerinnung eintrat. (Die Versuche der Tabellen 3,4, ¢
sind mit derselben Milch, demselben Lab, bei gleicher Tem-
peratur und zur selben Zeit angestellt.)

Tabelle 3.
Milch <ilyzerin Wasser Lat> (lerinnungszeit
ccm ccm ccim ccm
5 5 2 29.5
5 | ; 2 18
5 2 3 2 59
5 3 2 o 79.5
Tabelle 4
Milch - Ym Hlyzerin- Vg Lai» V7 3 (Ym + Vg + XI Gerinnungs- T
ccm ccm cem “\vn -fV/ zeit T Y
5 0 2 1 13.5 13.5
5 I 2 1.14 27.6 24.0
5 2 2 1.29 5« 43.1
5 ! » 2 1.45 102 70.0

Y Hofmeis ters Beitr. cheui. Hiysiol. u. Palhol. Bd 11, S. 171 (1902
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In Versuch 1 war nicht fir gleiche* Volumen gesorgt;
um die durch Verdinnung bewirkte Anderung der Lab-

wirkung aus/uschalten, ist das absolute VVolumen der jeweiligen
Labmenge berechnet (Kol. 4). Kame nur die Verdinnung
in Betracht, so muisste * (Kol. 5) konstant sein, wenn man
von der stérenden Wirkung der Verdinnung der Kalksalze
absieht (Fuld!)). Tabelle 5 zeigt, daR die Verdlinnung der

Kalksalze von relativ geringem Kinilu® ist. Aus dem (lang,

den Kol. f). Tab. 4, aufweist, erkennt man die verzdgernde
Wirkung des Otyzerins.

Tabelle 0.

Milch = Vm Lah = \7iWasser =Vw Vm+V/+Vwt | Gerinnungs- T

ccm ccm ccm  Vm-tVi)~ zeit T v
0 < |i | i | V> 195
b 0 | ! 1.11 17 . 14.9
5 | | 2 1.29 19 | 149
b o ;3 o 8 IM 28,5 1!’ 16,4
> | ol .
> 5 1.7 295 | 17a

Die folgenden Versucht* mit Pepsin wurden mit einer
ziemlich stark verdinnten Pepsinlosung angestellt. Di(i «Mette-!
sehen RO6hrchen® wurden nach den Angaben von Pawlow?2)
hergestellt. Die Reagensgléaser mit der zu prifenden Substanz
standen 24 Stunden bei Zimmertemperatur und wurden, wie
auch bei den anderen Versuchen, die sich Uber langere Zeit
erstreckten, oOfters geschuttelt. Vor dem Ablesen der verdauten
EiweilRzylinder wurden alle Rohrchen auf Fillrierpapier ge-
trocknet und dann in Reagensglaser mit destilliertem Wasser
gebracht, um die Einwirkung des Ferments gleichzeitig zu unter-
brechen. (Die Mengen des verdauten Eiweiles sind in | To mm
[Mikrometerocular O| angegeben.)

M Hofmeisters Beitrige zur ehern. Physiol, und Pathol., Rd. II.
S. 186 u. f. (1902).

*I Vergl. Pawlow, Arbeit der Yerdauungsdriisen (1898).
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Tabelle 0.
Glyzerin \g Pepsin —Vp Vg-f-Vi’*  ~VerdautesKiweilR=k
ccm ccm | Mittel aus je H Versuchen! KXV
? 1 51 51
(15 5 14 20 28.0
10 5 1.2 22 20.4
15 5 13 1H 25 4
2.0 5 M 15 21.0
5.0 5 10 11 17.0
4.0 5 18 0 10.8

Iti \ ersuch G bestand ebenfalls nicht gloiencs Volumen,
deshalb ist in Kol. 4 das absolute Volumen gleicher Pepsin-
mengen bciéchnot. Kol. » gibt die Verlangsamung der Ver-
dauung durch Glyzerin an.

Es folgen Versuche mit Trypsinldsung. Sie wurden in
gleicher Weise wie die mit Pepsin angeordnet, nur standen
hier die Keagensglaser 24 Stunden im Brutschrank bei BI,6°.
IMe in labolie.7, 14, to, 17 angefiihrten Versuche wurden mit
dem gleichen Trypsin, zu gleicher Zeit und unter gleichen Be-
dingungen ausgefiinhrt.

Tabelle 7.

Glyzerin Trypsin Wasser Verdautes Kiwoift
ccm ccm CCm Mittel ausjo 8 Versuchen
= 5 4 . 50

! 5 5 28
2 5 2 It
5 5 { 7.0

labelle S gibt Zahlen fir dit* Verlangsamung der W irkung
dos Hofeprobsafles (Zymase) durch Glyzerinzusatz, sie sind
einei Arbeit von .lakob Mcisenheimer*) entnommen.

') Diese Zeitschrift. Bd. XXXVII. S. 520.
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Tabelle 8.
20 ccm HefepreR-  Rohrzucker  Tymol Versuchs-  GO2 in g nach
) dauer Erwarmen und
<aft verdunnt mit in g in g L
in Stunden Luftduretileiten
500 mn Glyzerin-
I6sung 10°/0 5 0.2 22 0.08
><)0 ccm Huhner- )
o] 0.2 21 0.27

miweil3lésung 10° u

Endlich seien noch einige Versuche mit Hefe erwéahnt.
Da es sich hier jedoch um lebende Zellen handelt, die in ein
fremdes Medium versetzt wurden, so sind die Verhéltnisse
nicht ganz mit den vorhergehenden auf eine Stufe zu stellen,

Zu diesen Versuchen wurden Garréhrchen mit der zu
untersuchenden Ldsung gefillt. Die Meie war mehrmals mit
Leitungsvvasser gewaschen und schlieBlich ein grof3erer Teil,
mit etwa der doppelten Menge Wasser versetzt, in ein Keagens-
I'ohr gegeben. Mit einer Pipette wurden jedesmal ’2 ccm der
Mischung, die vor jeder Entnahme Kkraftig geschuttelt wurde,
entnommen. Aus der Pipette wurde sie ebenfalls'in-die Gér-
rohrchen gespritzt und mit der Lésung geschuttelt. Dann wurden
alle Proben gleichzeitig in den Brutschrank bei 26,t>° gestellt.
Die Versuche in Tabelle 11 und 12 wurden in derselben Weise
angeordnet, jedoch war die Konzentration der Hefe in Versuch 01,
Oll, 11 und 12 nicht die gleiche.

Tabelle 0.

i j

10° oige Kolir- .
Glvzerin Wasser Hefe

2 ccm C.O, ] ccm CO,

zilrkerlésung i i entmﬁgkeh entwickelt
nach Minuten  nach Minuten
I Vor- 3 1,5 2.0 2
3 0.5 3.5 2 > 08
such
— \ 2 43 *50
s-ii - V
1 To*
Il Ver- 3 1.5 2.5 2
> 0.5 3.5 2 55 (»5
such
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Harn stol'f.

Die Versuche, in denen ein Teil des Wassers durch Harn-

stoff ersetzt wurde, zeigten ebenfalls
Reaktion.

Tabelle 10.
Rohrzucker- Harnstoff- Inverlin-
I6snng ca. 20°'o ldsung UI0 ¢ lUsung
ccm ccm ccm
10 10 2
10 5 2
10 2.5 2
10

10

eine Verlangsamung der

Wasser | Drehungs-
cem | winkel
190 34

5 189 05
7.5 188 27

10 180 81
[ n '

Auch dber die Einwirkung von Harnstoffzusatz auf die
(i&rung durch lebende Hefe sei ein Versuch angefluhrt.

Tabelle 11.

Rohrzucker-  Harnstoff- |

) , ~ Wasser  Hefe
lisung 10°» llsung 50" o |

ccm ccm - cem ccm
3 ' 3 »
3 0.5 j 35 2
3 oo 2
Tabelle 12.
Rohrzucker-  Harnstoff- 1 rj 1 %

lisung 10"o lusung 50°,0 Wasser  Hefe

cecm rein ccm ccm
2 2 f
3 4 2

Zeit bis zur Zeit bis zur
Entwickelung Entwickelung
von 2 ccm COX von 4 ccm CO,

in Minuten in Minuten
73 90
55 70
10 59

CO0,-Entwickelung

nach 18 Stunden: Spuren
r 18 » 1 ccm
y 4 x : 53
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Traubenzucker.

hj« folgen analoge Versuche mit Traubenzuckerzusatz.
Das Resultat ist ebenfalls eine Verlangsamung. «ler Reaktion:

Tabelle 13.

T _ Traubenzucker- Wasser Verdauteé EIWGIB :
rypsin l6sung 40% Mittel aus je 8 Ver-
ccm ccm ccm suchen

3 * 50
3 1 3 30,8
3 9 1% 20
3 3 1 13,4

Ferner liegen Versuche von Nirenstein und Schiffl)
Uber die Einwirkung von Traubenzuckerzusatz zu Pepsinsalz-
aurelésung auf die Verdauung in Mett eschen |

Tabelle 14.
Traubenzucker Verdauung

o, mm

0 %
3,05
3,00
8 2,70

ie °
20 1.75

Die folgenden Versuche verdanke ich de
Dr. R. 0. Herzogs. Um zu zeigen, dal} die Unterschiede nicht im
Wesen der Metteschen Methode liegen, wurden Versuche an-
gestellt, in denen die Geschwindigkeit der Proteolyse durch
Viskositat nach Kossel-Spriggs?) gemessen wurde. Drei

Archiv fir Verdauungskrankheiten, Bd. X1V, S.590. Fir die Uber-
sendung eines Sonderabdruckes der Arbeit, die mir liler unzugénglich
war, spreche ich Herrn Dr. Schiff meinen aufrichtigen Dank aus.

*) Diese Zeitschrift. Bd. XXXV, S. 400 '1902).
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annahernd gleiche Ostwaldsehe Viskosimeter wurden mit
gleichen Mengen i"/oiger Uelatine, der 0°/0, 14°/0 und 28%
Traubenzucker zugesetzt war, und Pepsin beschickt. Die Appa-
laie [>lieben im Ostwaldsehen Thermostaden bei 30°. Von
Zeit zu /eit wurde die innere Reibung gemessen. Es ergab
sich, daB die Zeiten, von wann an die Viskositdten sich nicht
mehr anderten, sich etwa verhielten wie [ : 3 : 5.

Rohrzucker.
Tabel lo [fj.
Trypsin - Bnlir/.uckerldsung 20ul \Wasser mm verdauten EiweiRes
rem ccm cem Mittel aus je H Versuchen
8 — i 51
8 ! 3 35
8 0 0 30
8 8 ! 21
La Kl ose.

| her den hinlluB von Laktosezusatz auf die Invertierung
einer 7Vigen Rohrzuckerlésung gebe ich Zahlen, die einer
Arbeit Rrownsl) entnommen sind.

Tabelle 1(3.
% Laktose Invertzucker in g
0 2,072
2,052
10 2,052
20 1,893

Allen angegebenen \ ersuchen ist gemeinsam, dal in einer
Losung von Ferment, umsetzbarer Substanz und Wasser die
Reaktion des Ferments verlangsamt wird, wenn das Wasser
durch einen anderen, chemisch indifferenten Stoff ersetzt wird.
Lnd zwar wird die Reaktion umsomehr verlangsamt, je mehr
\\ asser ersetzt wird, tim schlielflich bei Ersetzung allen Wassers

> fnurn- °f die Cliem. iSoc.,, Rd. HI (Trans.), S. 882 (1902;.
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unendlich langsam zu werden. In der Literatur habe ich
2 Angaben gefunden, die mit diesem Resultat nicht ganz Uber-
einstimmen: H. R. Weil35 konnte eine wesentliche Reeinlluss-
ung der Fibrinverdauung durch Pankreaspulver bei Zusatz von
25° 0 Traubenzucker nicht konstatieren. Vielleicht liegt das
zum feil daran, dall bei seinen Versuchen nicht stets gleiche
Aciditat bestand. Tabelle KI, die bei neutraler Reaktion, der
LOosung gewonnen wurde, gibt eine deutliche VerzOogerung der
Trypsinwirkung durch Traubenzuckerzusatz. 1 Arnheim?2)
land bei Zusatz von Dextrose, Milchzucker oder Dextrin eine;
Rel'érderung der Autolyse der Leberfermente. Ls lat sich
denken, daR die Enzyme (anes Organs, in dom sich stets Kohle-
hydrate befinden, diesen gegeniiber eine Sonderstellung vor den
anderen Enzymen einnehmen.

Im Vorhergehenden wurde der Zusatz derjenigen chemisch
indifferenten Stolle zum Lo6sungsmittel untersucht, welche in
Wasser gut léslich sind. Es bleibt, noch die Wirkung der sog.
colloidallosiichen, chemisch indifferenten’ Stoffe zu betrachten
ubrig. Uber diese Stolfe sei kurz folgendes erwahnt:

11. R. Weil3l) und 1. Arnheim2) fanden eine Reschleu-
nigung der Trypsinverdauung respektive der Autolyse der Leber-
lermente bei Zusatz von (iummi arabicum. Rei dem Versuch
von If. R. Weil3 war allerdings wiederum die Aciditat nicht
konstant. Mugdan3) fand die PepsinVerdauung durch (iummi
arabicum stark verzOgert. Tabelle 17 gibt ebenfalls (ane Ver-
langsamung durch Gummi arabicum und zwar der Trypsinver-
dauung bei neutraler Reaktion:

Tabelle 17.
Trypsinlosung (iummi arabicum  Wasser Verdautes Kiwcil3
ccm ccm ccm Mittel aus je 8 Versuchen
3 4 f)0
it ! 3 21
3 2 2 2(1
3, » 1 1H !

*) Hiese Zeitschrift, Itd. XL. S. INH.
*) Diese Zeitschrift, Itd. XL. S. 238.
\i Iterl. kliii. Wochenschr.. 1831, Xr. 32.
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Hei Zusatz von EiweiB zu Enzymldsungen landen A.
Harden.l)] Meisenheimer2) u. a. eine Beschleunigung der
Reaktion. Nirenstein und Schiff3) haben dagegen -einen
geringen hemmenden EinfluR auf die Pepsinverdauung nach
Mette gefunden.

Man sieht also, daB hei Zusatz colloidaler Substanzen die
Krgebnis.se nicht so einfach sind, als bei Zusatz von wasser-
I0slichen Stoffen. Ks liegt das sicher an den Komplikationen,
die das heterogene Svstem gegeniiber dem homogenen mit
sieh bringt.

Nach den bisher vorliegenden Versuchen kann man daher
wohl den Satz aufstellen: eine Fermentreaktion geht um
so langsamer vor sich, je mehr das Wasser des Me-
diums durch einen chemisch indifferenten, in Wasser
I6slichen Stoff ersetzt wird.

Kurz sei auf folgende Konsequenz dieses Satzes hinge-
wiesen: Ks kann die hemmende Wirkung der Spaltungsprodukte
auf den Ablauf der Fermentreaktion nicht dadurch ganz be-
seitigt werden, dall die Spaltungsprodukte durch andere Fer-
mente* weiter gespalten werden, wie es z. B. bei der Eiweil-
verdauung der Fall ist, obgleich sie dann nach dem Massen-
wirkungsgesetz keinen Einflu? mehr haben.

Zum Schluf mochte ich Herrn Dr. R. 0. Herzog fir
die Anregung und Unterstitzung bei der Arbeit den herzlichsten
Dank aussprechen.

M Bert. Bor. d. deutsch, ehern. Ges.. Bd. 36, S. 715 (1903).
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 520 (1903).
n Arch, fir Verdauungskrankh., Bd. 24, S. 588.



