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Uber das Erhitzen von Enzymen.

In der einschlagigen Literatur finden sich eine ganze
Anzahl von Angaben Uber das Verhalten von Enzymen hdheren
Temperaturen gegentiber. Die Angaben sind hdufig sich wider-
sprechende: je nach der chemischen Reinheit des verwendeten
Fermentpraparates schwankt die Empfindlichkeit hoheren Tem-
peraturen gegeniiber. Die reinsten Enzyme erwiesen sich als
sehr thermolabil, so daR im allgemeinen der Schlufl gerecht-
fertigt erscheint: Die Thermolabilitat steht in einem umge-
kehrten Verhéltnis zur Reinheit eines Fermentes. Je weniger
verunreinigt ein gewonnenes Enzym ist, um so empfindlicher
wird es gegen steigende Hitzegrade. Da nun in quantitativer
Hinsicht an den FermentVerunreinigungen hauptsachlich Protein-
korper beteiligt sind — nur bei den allerreinsten Enzympréparaten
bleibt in einigen Féllen die Biuretreaktion aus —, so sind wahr-
scheinlich diese Eiweil3stofTe, oder schlechthin kolloide Sub-
stanzen, die Ursache flir eine gewisse Hitzeresistenz vieler
Enzyme. Immerhin sind die Warmegrade, die von solchen
mit Kolloiden verunreinigten Enzympréaparaten in Lésung er-
tragen werden, noch keine betrachtlichen. Uber 60° C. geht
die Resistenz zumeist nicht hinaus (ausgenommen das Papayotin,
das ein noch unaufgeklartes Optimum bei 90—95° C. haben
solli, so daR im grofRen Ganzen die Fermente zu den thermo-
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labilen Stoffen gerechnet werden. Die Tatsache, dal} die meisten
Enzyme durch die Koagulationstemperatur des EiweiRes voll-
stdndig vernichtet werden, dient wesentlich mit zur Unter-
stutzung der Annahme von der Proteinnatur der Enzyme.

\\ enn nun die ein Ferment fast stets verunreinigenden
EiweiRkorper je nach ihrer Menge modifizierend auf die Thermo-
labilitdt des betreffenden Enzymes einwirken, so konnte es
moglich sein, durch Eintrdgen eines Enzymes in eine kolloide
Loésung die Hitzeempfindlichkeit praktisch auszuschalten.

Ich arbeitete mit Trypsin fSchuehard), dessen Thermo-
labilitat in wésseriger Losung bekannt ist. Ich trug eine Messer-
spitze voll Trypsin in 10 ccm einer 5°/oigen Peptonldsung
schwach alkalisch) und erhitzte bis zum lebhaften Sieden. Nach
dem Erkalten setzte ich dieser gekochten Pepton-Trvpsinlésung.
(*ine Fibrinflocke zu, diese wurde in normaler Weise verdaut.
Lin Kontrollversuch mit in destilliertem Wasser erhitzten
Trypsin ergab, dall das Trypsin hierbei zerstort wurde.

Der Versuch ward in folgender Weise wiederholt: Eine
durch Kochen und nachtragliche Filtration vollkommen klar
hergestellte 5°/oige Peptonlosung (10 ccm) wurde mit 1 ccm
einer ebenfalls klar filtrierten, konzentrierten Trypsinldsung
ica. 50/0) versetzt. Das gut durchgeschittelte Gemisch wurde
im Reagenzrohre zum Sieden gebracht. Die vorher goldklare
Flussigkeit wird dabei regelmaRig in der Nahe der Siede-
temperatur triibe, es entsteht ein flockiger grauer Niederschlag,
der beim Erkalten sich langsam ballt und sich in kurzer Zeit
am Roden des Glases locker sedimentiert. Wurde die konzen-
trierte Trypsinlésung ohne Peptonwasserzusatz kurz aufgekocht,
so blieb sie klar; nachtraglich noch einmal mit Peptonwasser
erhitzt, trat ebenfalls keine Trubung der L&sung ein.

Ich trennte nun Niederschlag und Losung durch Filtration
und prufte sowohl den gut ausgewaschenen, in Alkali unlos-
lichen Niederschlag, wie auch die Losung auf die verdauende
Kraft gegenltber Fibrin: Die Fibrinflocke wurde in beiden
Fallen restlos geldst, das Filtrat verdaute jedoch betrachtlich
schneller.

Die ohne Pepton gekochte konzentrierte Trypsinlésung

ou
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hatte ihre verdauende Kraft verloren, infolgedessen, auch die
vor Zusatz von Pepton erhitzte Trypsinportion. Ein nachtrag-
licher Zusatz von Peptonlésung zu schon erhitztem Trypsin
Ubte keinerlei Wirkung aus.

Anstatt Peptonwasser versuchte ich noch Gelatineldsungen
und Agar-Agarl) in bezug auf eine Schutzwirkung fir Trypsin
gegen Erhitzen. So wurden 10 ccm einer 2°/oigen Agarlosung
mit 1 ccm einer konzentrierten Trypsinlosung versetzt und
auf 100° C. gebracht. Nach Erkalten wurde Uber die feste
Agarmasse eine 0,3°/oige Na,C03-Losung geschichtet, der eine
Fibrinllocke beigegeben war. Das Fibrin ward bei Bruttempe-
ratur norinaliter gelost. Denselben Effekt hatte Gelatine; mit
einer 10°/oigen Gelatinelésung (neutral) auf 100° G. erhitztes
Trypsin behielt seine tibrinverdauende Wirkung bei. — Das
Arbeiten mit Gelatinelésungen fiihrte zur Auffindung eines Phano-
mens: Trypsin spaltet Gelatine bei 100° G. momentan bis
zu Tryptophan! Bei den verschiedenen Versuchen mit Gela-
tine war mir schon aufgefallen, dal die Gelatine nach einem
ganz kurzen Aufkochen mit Trypsin ihr Erstarrungsvermdgen?)
verliert, sie bleibt llussig. Es ist durch diese kurze, aber
allem Anscheine nach auferst heftige Reaktion mit dem Trypsin
bei 100° G. eine weitgehende strukturelle Modifikation, ver-
bunden mit einer chemischen Umsetzung, vor sich gegangen.
Schon wahrend des Erhitzens mit Trypsin entstand eine Triibung
der gelatindsen Flussigkeit. Nach dem Erkalten fiel ein starker
gelblicher Niederschlag aus. Auch unter stromendem Wasser
und nach tagelangem Stehen in der Kalte konnte eine derart

> Als Adsorbens fiir Enzyme wurde Agar-Agar verschiedentlich
gebraucht (vgl. Euler, Allgemeine Chemie der Enzyme. 1910, S. 57».
Das von einem Agarwitrfel adsorbierte Trypsin wird spater leicht wieder
an die umgebende'Flussigkeit abgegeben. Auf diesem Verhallen beruht
eine Methode von Eiranian zum Nachweis von Trypsin in Faeces
(Kiranian, Uber den Nachweis der Darmfermente, speziell des Trypsins,
in den Faeces, nebst einer neuen Methode desselben. Dissertation.
Halle 1909).

* W. M. Bayliss (Das Wesen der Enzym-Wirkung, 1910, S: 27,
erwahnt, dal eine Enzymwirkung (Trypsin) von o oder 0 Minuten bei
1l0* (. genuge, um die Erstarrungsfahigkeit der Gelatine zu vernichten.
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behandelte Gelatinelésung nicht mehr zum Erstarren gebracht
werden. Die Gelatine hatte die Eigenschaften eines Hydrogeles
verloren, schon an der Anderung der Viskositat der Fliissig-
keit nach der Reaktion mit Trypsin war diese Tatsache zu
erkennen.

Es ist somit die plotzliche Uberfilhrung einer Gelatine-
I6sung in einen irreversiblen Zustand durch Trypsin in der
Siedehitze festgestellt. — in rein chemischer Hinsicht war das
Auffallige, dal} eine solche Ldsung mit Essigsaure angesauert
und mit Bromwasser versetzt eine tief rotviolette Farbung gab
die typische Trypthophanreaktion.

Die Versuche wurden im allgemeinen so ausgefuhrt, daf3
(ine klare neutrale i0°/oige Gelatinelésung mit 2 ccm einer
konzentrierten, ebenfalls vollkommen klaren Trypsinldsung in
einem Reagenzglase zusammengeflgt, Gber der Flamme bis zum
heftigen Sieden erhitzt und sofort unter stromendem Wasser
zum Erkalten gebracht wurde. Die ganze Manipulation kann
in etwa’einer halben Minute vorgenommen werden." In gleicher
W eise gibt eine mit Trypsin aufgekochte Peptonlésung Trypto-
phanreaktion.

Zur Kontrolle erhitzte ich wiederum die konzentrierte
Trypsinlésung fir sich und setzte sie dann einer Gelatine-?
bezw. Peptonldsung zu, die Reaktion blieb nunmehr aus, die
Gelatine behielt nach dem Aufkochen ihr Erstarrungsvermaogen,
es entstand kein Niederschlag in der Gelatine- bezw..Pepton-
I6sung, die Tryptophanreaktion trat nicht auf.

Auch der mit Trypsin zusammen gekochten Gelatineldsung
wurde nachtréglich Fibrin zugesetzt, es wurde, wie in den
ersten Versuchen mit Pepton und Agar, ebenfalls glatt gelost
bei schwach alkalischer Reaktion. SchlieRlich sei noch eines
kleinen interessanten Versuches Erwédhnung getan, der eine
ganz merkwurdige Hitzeresistenz des Trypsins betrifft. Trypsin
(Schuchard) wurde trocken in wasserfreies Glycerin einge-
tragen: durch kraftiges Umschitteln ward dann das Trypsin
auf das feinste in dem Glycerin verteilt; diese Suspension
wurde einige Minuten im Sieden erhalten. 1 ccm dieses Gly-
cerintrvpsingemisches wurde zu 10 ccm Na2CO03 (0,3%) hinzu-
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geflgt und dieser Verdauungsflissigkeit eine Fibrinflocke zuge-
setzt. Das Fibrin Ij wurde in normaler Weise bei Bruttemperatur
verdaut. Es hat demnach das in Glycerin eingetragene Trypsin
eine Temperatur von 292« C. (Siedepunkt des Glycerins] ohne
Schaden ertragen.

Von einer Erklarung der verschiedenen hier kurz mit-
geteilten .Tatsachen ist vorlédufig noch ganz abgesehen worden:
nur eine moglichst genaue Beschreibung schien angéngig. Da
wir kein einziges Enzym in der Hand haben, das mit Sicher-
heit als chemisch rein zu bezeichnen ist, so ware es miRig,
nach Hypothesen zu suchen, um Vorgange zu erkléren, bei
denen das diese Vorgédnge auslosende Agens selbst noch seinem
Charakter nach hypothetischer Natur ist.

Zur Sterilisation von Enzymen.

Bei Anstellung von Versuchen tber die spezifische Wirk-
samkeit irgend eines Fermentes ist es von groliter Wichtigkeit,
die Bakterien sicher auszuschalten. Man pflegt durch Zusatz
von Desinfizientien dieser Forderung Rechnung zu tragen. Die
Beigabe von Protoplasmagiften ist aber immer mehr als ein.
wenn auch notwendiges, Ubel erkannt worden. Die fermen-
tative Tatigkeit wird stets in etwas beeinfluf3t, zudem ist die
giftige Wirkung der verschiedenen Antiseptika nur eine relative.
Vom Thymol2) konnte ich nachweisen, daB es als Desinfiziens
fir Verdauungsversuche ungeeignet ist. Toluol, Chloroform
und Fluornatrium scheinen auch nicht unbedingt sicher eine
Ausschaltung der Bakterientatigkeit zu garantieren. Es ware
deshalb von \Y ert, w'enn man ohne Desinfizientien bei enzy-
mologischen Arbeiten, besonders bei einer meist langer an-
dauernden und wegen ihrer alkalischen Reaktion fiir Bakterien

I) Das Fibrin war gut; Uberdies wurde ein Versuch gleichzeitig
angestellt, ob sich das Fibrin nicht in Alkali bei Bruttemperatur spontan
auflést. Das Fibrin blieb jedoch unverandert, wahrend das in Glycerin
-f- Trypsin eingetragene vollkommen geldst war.

* |n einer binnen kurzem erscheinenden Arbeit.
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als Nahrboden sehr geeigneten tryptischen Verdauung, Auskommen
konnte. Dieses ist zu ermoglichen, sobald es geldnge, sowohl
das lerment, wie auch das der Fermentwirkung zju unter-
werfende Objekt durch Hitze steril zu bekommen. — Nach*
den Beobachtungen der vorhergehenden Mitteilung ist nun eine
Hitzesterilisation von Trypsin prinzipiell mdglich. Ein kleiner
Versuch erhéartet diese Annahme. Ich nahm eine in der be-
schriebenen \\ eisehergestellte Peptontrypsinlésung, impfte diese
mit einer sporogenen Bakterienform und kochte das Ganze
einmal auf. Ein Kontrollréhrchen blieb unaufgekocht. Beide
Rohrchen wurden sodann bei 28« C. 24 Stunden belassen:
in dem Kontrollréhrchen hatte schon eine Triibung eingesetzt,
die erhitzte LoOsung war vollkommen Klar.» In dieser waren
samtliche vegetativen Stdbchen durch das kurze Aufkochen
vernichtet, nur die Sporen waren am Leben geblieben, die jetzt
zu keimen begannen. Es wurde deshalb diese Lésung noch-
mals kurz aufgekocht, um die jungen Keimstibchen abzutoten,
die sich innerhalb der 24 Stunden aus den Sporen entwickelt
hatten. Die so behandelte Losung blieb weiterhin klar, eine
Bakterienentwicklung stellte sich auch nach langerem Aufbe-
wahren nicht ein. Trotzdem ist es sehr wohl mdoglich, dal
manchmal noch Bakteriensporen ungekeimt bleiben, sodal? die
Losung nur relativ steril zu nennen ist. Ein drittes Erhitzen
nach weiteren 18—24 Stunden mufte dann diese letzten Bak-
terienkeime entfernen. Soweit das Prinzip einer fraktionierten
Sterilisation von Enzymen. Ich schlug verschiedene Wege ein
um eine solche in praxi durchzufihren.

Einmal kann man sich die schon mitgeteilte Tatsache
zunutze machen, dal} Trypsin eine Temperatur von 292« C. in
Glycerin ohne starkere Schadigung ertragt.'

Sodann wurde der Versuch gemacht, Trypsin in Gelloidin
suspendiert zu sterilisieren. Ich verteilte Trypsinpulver in einer
Losung von Gelloidin in Alkohol&ther. Diese Mischung lief? ich
in einer offenen kleinen Petrischale abdunsten, schnitt das
restierende feste.Celloidin, in das nun das Trypsin eingeschlossen
war, in kleine Tafelchen, die in strémendem Dampfe zweimal
10 Minuten sterilisiert wurden. Eingetragen in steriles Wasser
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diffundiert aus solcherart hergestellten Tafelchen das Trypsin
schnell heraus, die verdauende Kraft ist erhalten, wie durch
Versuche mit Fibrin bei alkalischer Reaktion sich zeigen lieR.

Fm ganz sicher zu arbeiten, empfiehlt es sich, zun&chst
das trockene Fermentpr@parat vorzubehandeln. Man kann das
Trypsin in trockenem Zustande bis auf 160° C. ohne Schaden
erhitzen.l) Fin Erhitzen auf 125° C. wéhrend 10 Minuten ge-
nlgt fur unsere Zwecke vollauf, zumal da Bakteriensporen auch
bei 100° C. mindestens 1 Stunde erhitzt werden mussen,?)
um sicher abgetttet zu werden, und auch sicher die verschie-
denen Trypsinpréaparate sich in bezug auf die Resistenz gegentiber
100° wechselnd verhalten.

Die meisten Fermentpraparate des Handels sind zudem
sehr keimarm, wie ich mich (berzeugen konnte an verschie-
denen Handelstrypsiuen und flinf Papayotinpréparatcn. Die in
den trockenen Praparaten eventuell vorhandenen Sporen kénnen
nach folgendem Verfahren ohne Zerstérung der Fermente ab-
getdtet werden. Ich Iéste das Trypsin in wenig sterilisiertem
Aqu. «lest, und lieB die Lésung 12—24 Stunden bei 30° C.
stehen, um sie darauf sterilem, noch flissigem Agar (2°/0) zu-
zusetzen. Der Agar ist zuvor zweckmaélig gleich in dem Gefalie,
in welchem man den Verdauungsversuch vorzunehmen wunscht
— etwa in einem Erlenmeyer-Kolben von entsprechender
GroRe —, dreimal (an drei aufeinanderfolgenden Tagen) in
stromendem Dampfe sterilisiert. In diesem GelédlRe wird dann
Agar  Trypsinlésung nochmals an zwei Tagen einige Minuten
lang auf 100° C. gehalten.;)

Ist der Trypsinagar fertig sterilisiert, so wird in den mit

) Oppenheimer, Fermente, Spezieller Teil, PJ10. S. 1%.

*) Arthur Meyer, Praktikum der botan.Bakterienkunde, 1903. $.4.

") Es ist auch rotlich, die Agarmasse vor der Verwendung durch
Wassern so weit wie mdoglich zu reinigen. Es geschieht dieses am besten,
indem man sich gleich eine groRere. Agarportion herstell!, nocli hei3 in
eine grolle Kryslallisierschale gieldt, erstarren L&Rt und destilliertes Wasser
dartuber schichtet. Nach 2—3 Wochen sind unter wiederholtem Wechseln
des Wassers alle wasserloslichen Stoffe aus dem Agar herausditTundiert.
Will man nun den Agar verwenden, so schneidet man die zu bendtigende
Menge aus der Gesamtmenge heraus, 16st und sterilisiert wie Ublich.
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Watte verschlossenen Erlen meyer-Kolben, auf dessen Hoden
der Agar in einer diinnen Schicht aufliegt, unter Bertcksichtigung
der bei bakteriologischen Arbeiten Ublichen Kautelen, steriles
\ erdauungsalkali eingebracht, nebst der zu verdauenden sterilen
Substanz. W o es nicht darauf ankommt, undenaturiertes Eiweil3
zu verwenden, da bieten sich in gekochtem Fibrin und koa-
guliertem Huhnereiweild gentigend durch Hitze sterilisierte Sub-
stanzen. Handelt es sich aber um die im allgemeinen’zur Ver-
wendung gelangende maoglichst unveranderte «Fibrinfloeke*, so
muf3 ein anderer Weg des Keimfreimachens eingeschlagen werden.

Versuche einer aseptischen Verdauung in vitro.

Den Vorzugen, die das Blutfibrin als Testobjekt fur pep-
tische und tryptische Verdauung geniel3t, stellen mancherlei
Nachteile gegeniber. Die grute Schwierigkeit bereitet seine
keimfreie Aufbewahrung, ohne es dabei wesentlich zu ver-
andern. Die Ubliche Aufbewahrung in Glycerin ist unsicher.
Die stets am Fibrin in Menge haftenden Bakteriensporeo werden
in Glycerin nicht vernichtet. Dann auch ist das Entfernen des
Glycerins vor der jeweiligen Benutzung des Fibrins lastig und
erhoht, geschieht es nicht mit sterilem Wasser, tUberdies noch
den Keimgehalt des Fibrins. Unter Chloroformwasser oder
Alkohol aufbewahrt, liegen die Verhaltnisse kaum anders.- Chloro-
form st kein absolut sicheres Antiseptikum. Auch: erleidet
das Fibrin schlielich durch die Einwirkung des Chloroforms
Veranderungen, Alkohol, in den Konzentrationen, in denen
er wirklich antiseptisch wirkt, ist auch nicht indifferent fur das
Fibrin. Da beide durch Auswaschen entfernt werden'missen,
ware auch hier wieder die Gefahr einer nachtraglichen Infektion
gegeben. BV *

Um all diese Ubelstande zu beseitigen und um somit ohne
sonderlichen Eingriff in die Struktur des frischen Fibrins dieses
keimfrei zu erhalten, versuchte ich die von v. Tappeinerl) und

Y v. lappeiner und Jodl'bauer. Die sensibilisierend«/ Wirkung
nuoreseierender Substanzen, 1iK)7. S. f06i,
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seinen Schilern eruierten Tatsachen Uber die sensibilisierende
Wirkung fluorescierender Substanzen auf Mikroorganismen, En-
zyme usw. fiir die Frage der Fibrinsterilisation nutzbar zu machen.
So sind u. a. auch von v. Tappeiner und .lodlbauer Versuche
uber die Wirkung lluorescierender Stolie auf Spaltpilze aus-
gefihrt. Es wurden nach diesen Untersuchungen Proteus vul-
garis binnen 1—2 Tagen bei zerstreutem Tageslichte durch
die Gegenwart von 0,01—0,05 °/o Methylenblau in einer Bouillon-
kultur getotet. Eosin,’0.1°/o, wirkte betrachtlich langsamer,
erst nach 10 Tagen waren in diesem Falle die Bakterien ver-
nichtet. Diese Tatsachen nun lassen sich direkt verwenden
fur die Sterilisation von Fibrin.

Das frische Fibrin wird in weite Stopselgefale mit de-
stilliertem Wasser geftllt, dem einige Tropfen Eosin oder besser
noch Methylenblau zugesetzt werden. Die GefélRe werden dom
Sonnenlichte an mehreren aufeinanderfolgenden Tagen exponiert,
wie sie dann auch weiterhin stets bei Tageslicht aufbewahrt
werden. Die Gefdlle durfen mir zu etwa 2 3 geflllt sein, damit
die relativ niedrige Flussigkeitsschicht gentigend mit Sauerstoff
in Berthrung kommen kann.

Dieses lichtsterilisierte Fibrin diente mir nur zur Durch-
fihrung aseptischer Verdauungsversuche. Das Fibrin hatte zum
Teil vier Wochen in Eosinwasser gelegen, ohne sichtbare Ver-
anderung; es speichert den Farbstoff reichlich und halt ihn
sehr fest, erst bei der Verdauung wird er wieder frei. Bevor
die Flocke zu zerfallen beginnt, zeigt daher schon das Frei-
werden des Farbstoffes das Einsetzen des Verdauuungsprozesses
an. Das sterile Fibrin mull unter Beobachtung der notigen
VorsichtsmalRregeln (flambierte Pinzette usw.) aus dem Auf-
bewahrungsgefal? in das dem Verdauungsversuche dienende
Gefdll Ubertragen werden (z. B. in ein mit Agartrvpsin in oben
geschilderter Weise beschicktes Erlenmeyer-Kdlbchen).

Hierbei besteht immerhin hoch eine Gefahr durch Luft-
infektion, besonders bei (Jbertragung groRerer Fibrinmengen.
Wourde letzteres notwendig, so schlug ich einen anderen Weg
ein; ich brachte die nétige Fibrinmenge in einen Erlenmeyer-
Kolben mit der entsprechenden Flissigkeitsmenge und setzte
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gleich hierzu die fluorescierende Substanz. Der Erleninever-
Kolben wurde, wie (blich, dem Lichte ausgesetzt und nach
der Lichtsterilisation das sterile Ferment zugesetzt und der
Kolben ins Dunkle (Brutschrank) verbracht. Das Trypsin hatte
ich wieder in Agar fraktioniert sterilisiert, nur dieses Mal in
kleinen Probierréhrchen (4-5 cm lang, 0,3—0.4 cm breit),
die mit Watte verschlossen waren. Ein solches Rohrchen, das
etwa zu 2/3 mit Trypsinagar gefillt ist, wird der Verdauungs-
fliissigkeit zugesetzt, indem es kurz vor dem Einbringen in
den Erlenmever-Kolben in der Flamme sterilisiert wird: der
ebenfalls sorgfaltig abgebrannte Wattepfropf wird dabei' schnell
entfernt. Aus einem solchen Rohrchen diffundiert das Trypsin
in die Verdauungsflissigkeit in kurzer Zeit hinein. — Solcher
Art angesetzte Verdauungsversuche ohne Beigabe von Anti-
septicis verliefen in vollkommen normaler Weise. Auch nach
wochenlangem Stehen waren keine Bakterien wahrzunehmen.
Die Farbung der Verdauungsflissigkeit beeintrachtigt in keiner
Weise die Ubersicht tber das Versuchsbild. Ein chemischer
EinfluR durch die fluorescierenden Substanzen auf den Gang
der Verdauung dirfte wohl kaum bei der auRerordentlichen
Verdinnung des Stoffes in Frage kommen.



