Ober den EInfluB einiger anorganiechen Salie auf die Wirkung

der Panltreaslipase.

Von
C. A, Pekelharing.

(Der Redaktion zugegangen am 20. September 1912.>

Die Spaltung von Fett durch Panltreaslipase kann be-
kanntlich sowohl durch mehrere anorganische Salze als durch
Gallensauren geftrdert werden. Daraus geht aber noch nicht
hervor, daf man das Hecht hat, diese Wirkung immer der-
selben Ursache, einer sogenannten Aktivierung des Enzyms
zuzuschreiben.

DaR die erhohte Wirksamkeit der Pankreaslipase bei An-
wesenheit von Galle hauptsachlich von den darin enthaltenen
gallensauren Salzen bedingt wird, ist schon in 1891 von Rach-
fordl) nachgewiesen worden. Er fand, dar die Fettspaltung
mittels Pankreassaft des Kaninchens durch Zusatz einer Lo-
sung von Natriumglykocholat beinahe ebensoviel verstarkt wurde
als durch Zusatz von Galle. Spatere Forscher, insbesondere
Terroine, haben es wahrscheinlich gemacht, daR die Wirkung
der Gallensduren in einem unmittelbaren Einflu? aufdas Enzym
gelegen ist, daR hier also von einem Aktivator stricto sensu
gesprochen werden darf.2)

Pottevin,3) und besonders Terroine,4) neuerdings auch
Minami,5) haben nachgewiesen, dal auch mehrere Elektrolyte
die Hydrolyse von Fetten durch Lipase zu fdrdern imstande
sind. Die Art und Weise aber, in welcher die Elektrolyte ihren
Einflu® dabei geltend machen, ist, wie Terroine nachdrick-
lich hervorgehoben hat, vollig unbekannt geblieben.

*) Journ. of Physiol. Vol. XII, S. 88.

*) Biochem. Zeitschr., Bd. XXIII, S. 457.

3) Compt. rend. Acad. d. Sc. T. CXXXVJ, S. 767
# L c. S. 440.

5) Biochem. Zeitschr., Bd. XXXIX, S. 392.
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Die genannten Forscher haben fir ihre Versuche Pan-
kreassaft, oder Glycerinextrakte von Pankreas gebraucht,
Flussigkeiten, welche, auRer Lipase, noch eine Menge anderer,
In erster Linie eiweiRartiger Stoffe und zudem schon mehrere
Elektrolyte enthalten. Terroine hat versucht, die Elektrolyte
aus dem Pankreassaft mittels Dialyse zu entfernen, erreichte
aber damit seinen Zweck nicht, da der Saft infolge der Dia-
lyse seine lipolytische Wirksamkeit verlor.

Der Grund dieses Verlustes liegt, wie Rosenheim ge-
funden hat,l) nicht in Zerstérung des Enzyms bei der Dialyse,
oder in Diffusion der Lipase durch die Dialysatorwand hin-
durch, sondern in der Entfernung eines Coenzyms, welches
leicht diffundiert, hitzebestdndig und in verdinntem Alkohol
I6slich ist. Wird das Diffusat eingeengt und wieder dem Dia-
lysatorinhalt hinzugesetzt, so spaltet derselbe das Fett wieder
ebenso kraftig wie zuvor. Nicht nur mittels Dialyse kann das
Coenzym von der Lipase getrennt werden, sondern auch, wie
Rosenheim fand, durch Verdinnen des Glycerinextraktes des
Pankreas mit Wasser. Es bildet sich dann ein das Enzym
enthaltender Niederschlag, wahrend das Coenzym im Wasser
gel6st bleibt.

Den Anweisungen Rosenheims folgend, habe ich fur
meine Versuche eine in folgender Weise bereitete Lipase ge-
braucht. Frisches, gut feingehacktes Schweinspankreas wurde
mit zwei Gewichtsteilen Glycerin angeriihrt und nach 24 stan-
digem Stehen kotiert. Aus diesem Extrakt kann, mittels Fil-
trieren durch zusammengeprel3ten Brei von Filtrierpapier, eine
nur wenig opalescente LOsung erhalten werden, welche aber
im lipolytischen Vermdgen beim urspringlichen Extrakt weit
zurlcksteht. Sie liefert zwar, nach Verdinnen mit Wasser,
einen Lipase enthaltenden Niederschlag, aber in viel geringerer
Menge, als der (infiltrierte Extrakt. Deshalb wurde fir die Be-
reitung des Enzyms das nur durch ein feines Tuch Kkotierte,
stark opalescente, aber auch bei langerem Stehen keinen, oder
einen sehr unbedeutenden Bodensatz liefernde Extrakt ge-

*) Proc. Physiol. Soc., Febr. 19., 1910, S. X1V, Journ. of Physiol.
Vol. XL.



EinfluR anorganischer Salze auf die Wirkung der Pankreaslipase. 357

braucht. Ein Teil hiervon, gewoéhnlich 30 ccm, wurde mit der
10 fachen Menge destillierten Wassers vermischt. Die Flussig-
keit ist dann stark triibe, der Niederschlag setzt sich aber nicht
immer gut ab. Dafir ist eine sehr schwach saure Reaktion
notig, welche durch Zusatz von ein paar Tropfen verdinnter
Essigsdure hergestellt werden kann. Es gentigt, daR die Flssig-
keit empfindliches blaues Lackmuspapier schwach rot farbt.
Bei starker sauren Reaktionen werden auch Trypsin und Tryp-
sinogen in nicht unbetrachtlicher Menge mitgeféllt. Am fol-
genden Tag wird die jetzt vollkommen klare Flissigkeit vom
weilBen Niederschlag abgehebert oder abgegosseh und von
300 ccm Wasser, wenn notig nochmals unter Zusatz von sehr
wenig Essigsaure ersetzt. Nach einiger Zeit wird wieder de-
kantiert und die Ubrigbleibende Flussigkeit mit dem Nieder-
schlag auf gehértetem Papier abgenutscht und auf dem Filter
noch einige Male mit destilliertem Wasser ausgewaschen. Der
Niederschlag, eine grauweie Substanz, welche sich, wenn
scharf abgesogen ist, leicht vom Filter nehmen a3t ist jetzt
gentigend von Elektrolyten befreit. Ich fand nach Verbrennen
der bei 110°C. getrockneten Substanz:
von 0,1521 g 0,0004 g Asche und
» 0,2761 g 0,0010g »

Diese Asche 10ste sich in kochender Salzsaure mit leicht gelber
Farbe, welche beim Verdinnen mit Wasser verschwand. Die
Losung wurde stark rot mit Rhodankalium und gab gar keine
Kalkreaktion. Die Asche bestand also wohl zum groRten Teil
aus Eisenphosphat, das nicht von vornherein vorhanden» son-
dern erst bei der Verbrennung gebildet worden war.

Der durch Verdinnen des Glycerinextraktes mit Wasser
entstandene Niederschlag ist in sehr verdinntem Alkali 16slich.
Derselbe 16st sich aber auch ohne Alkali in Glycerin. Der
vom Filter genommene Niederschlag wurde in einer kleinen
Reibschale mit reinem Glycerin zerrieben. Man erhélt so eine
tribe, dennoch praktisch homogene Losung, welche lange Zeit
aufbewahrt werden kann, ohne ihre Wirksamkeit einzubifen.
Mittels Filtrieren kann diese Losung ganz klar gemacht Werden;
sie wird dadurch aber viel weniger wirksam. Ich verwendete
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deshalb fiur meine Versuche die nicht filtrierte Losung. Zur
Losung des Niederschlages aus 30 ccm Pankreasextrakt wurden
20 ccm Glycerin gebraucht, sodal? die Konzentration des Enzyms
— mit Rucksicht auf den unvermeidlichen Substanzverlust bei
der Bereitung — ungeféhr gleich gemacht wurde derjenigen
des ursprunglichen Extraktes.

Das proteolytische und das amylolytische Enzym sind
beim Auswaschen so gut wie vollig entfernt. Die Glycerin-
I6sung greift Fibrin und gekochte Starke kaum merkbar an,
auch nach Zusatz von ein wenig Chlorcalcium. An Lipase
aber ist sie reich. Dennoch, ohne Zusatz von anderen Stoffen,
hat das Enzym nur eine &auRerst schwache Wirkung.

Wie Rosenheim fand, wird es wirksam nach Ver-
mischung mit dem, vom Niederschlag getrennten, durch Ein-
engen konzentrierten Waschwasser, auch dann, wenn das Ein-
engen bei hoher Temperatur stattgefunden hat. Wahrend ich
Rosenheims Mitteilungen auch in diesem Punkt vollkommen
bestatigen konnte, weicht mein Befund in einer Hinsicht von
demjenigen Rosenheims ab, dall ich nédmlich das Vermdgen,
die Lipolyse zu férdern, auch nach Verbrennung nicht verloren
gegangen fand. Es ist dann aber nétig, die Asche in kochender
Salzsaure zu losen. Mit der neutralisierten Losung versetzt,
zeigt die Glycerinlésung des Enzyms — welche ich in der
Folge der Kirze halber einfach Lipase nennen werde — kraf-
tige Lipolyse.

Es ist, wenn nicht ausschlieRlich, dennoch an erster Stelle
der in der Asche vorhandene Kalk, welcher die Wirksamkeit
des Enzyms erhoht. Es ist leicht, sich von dem EinfluR sehr
geringer Kalkmengen auf die Lipolyse zu uberzeugen. Einige
Tropfen kaufliches Olivendl werden mit stark verdinnter Soda-
I6sung und einem Tropfen Lipase vermischt. Nach gutem Ver-
mischen, damit das Enzym, das in der schwach alkalischen
Flussigkeit gelOst bleibt, gleichmaRig verteilt werde, und nach
Zusatz von ein wenig Phenolphthalein werden in zwei Rohr-
chen gleiche Mengen der Emulsion gebracht. Dem einen Rohr-
chen wird Kalk, z. B, auf 5 ccm Flissigheit 1 Tropfen CaGil, 1°/n,
hinzugesetzt. Die rote Earbe, welche dadurch viel schwécher
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wird, oder sogar verschwindet, wird durch sehr vorsichtigen
Zusatz von Soda wieder derjenigen des anderen Rohrchens
gleich gemacht. Wenn jetzt die beiden Réhrchen auf Korper-
temperatur gebracht werden, sieht man, dal das Kalk ent-
haltende alsbald die rote Farbe verliert und allmélich saurer
wird, wahrend das andere im Lauf einer Stunde nicht oder
kaum abblalt. Es muR daftir gesorgt werden, dal die Reaktion
nur sehr schwach alkalisch gemacht wird, da das Enzym, zu*
mal bei Korpertemperatur, gegen Alkali sehr wenig widerstands-
fahig ist.

Es stellte sich also heraus, dal} zur ,,Aktivierung* der
nicht mehr Salz als ein wenig Natriumcarbonat enthaltenden
Enzymlésung nicht das Gemenge der aus dem Pankreasextrakt
in Wasser geldsten Stoffe zugesetzt zu werden braucht, sondern
dal Zusatz von Chlorcalcium dazu genlgt. Fur das genauere
Studium der Lipolyse verfuhr ich folgendermafRen.

3 bis 4ccm Lipase wurden mit etwa dem doppeltenVVolumen
0,2°/oiger Natriumcarbonatlésung vermischt, unter Zusatz
von Phenolphthalein mit Wasser bis zu 200 ccm verdinnt und
Uber 4 Flaschen von 150 ccm Inhalt gleichméfig verteilt Der
leicht opalescenten, kaum rot gefarbten Flissigkeit wurde auf
jede Portion von 50 ccm je 1 ccm neutrales Olivenol (kauf-
liches Olivendl, durch Ausschitteln der atherischen Ldsung
mit Natronlauge und Auswaschen mit Wasser von Fettsauren
befreit) zugesetzt. Zuvor waren die Flaschen mit der Substanz,
deren Einwirkung auf die Lipase untersucht werden sollte, be-
schickt. Wenn durch die Substanz OH-lonen gebunden wurden,
wurde die leicht rosa Farbe durch Sodazusatz in allen Vier
Flaschen wieder gleich gemacht. Die Flaschen wirden jetzt
mit Korkstopfen gut verschlossen, in einem auf 38°C. er-
warmten Thermostaten befestigt und darin gewdhnlich 6 Stunden
lang um eine horizontale Achse langsam gedreht; sodal
eine anhaltend gleichmaRige Mischung gesichert war. Dann
wurde der Sauregehalt mit "U-NaHO, nachdem jeder Flasche
50 ccm 92°/oigen Alkohols hinzugesetzt war, titriert.

Ausnahmslos stellte es sich heraus, da auch in den nichts
mehr als Lipase, ein wenig Soda, Wasser und Ol enthaltenden



6ou C. A. Pekelharing,

Flaschen Saure frei geworden war. Die Menge war bei ver-
schiedenen Praparaten des Enzyms wechselnd, bei demselben
Praparat aber an verschiedenen Tagen dieselbe. Es ist nicht
gut anzunehmen, dal die Lipolyse in diesem Fall nicht von
der Pankreaslipase, sondern von Bakterien herrtihrte. Sie
zeigte sich auch, wenn der Flissigkeit 10 ccm Toluol hinzu-
gesetzt worden waren, und sie kam, auch ohne Toluol, schon
bei einem sehr geringen Sauregehalt zum Stillstand Dieser
betrug in zahlreichen Versuchen immer noch weniger als 1im-
normal, wahrend S6hngenl) fand, daR Bakterienlipase erst
bei Vso-n-Milchsaure zu wirken aufhort.

Hosenheim sucht die Erklarung der, wenn auch sehr
geringen Wirkung der Pankreaslipase ohne Zusatz von Co-
enzym in ungenigender Reinigung des Praparates. In Betracht
ziehend, dalR aber die von mir bereitete Lipase so gut wie
ganz von Elektrolyten befreit war und dal} es eben die Elektro-
lyten, insbesondere die Kalksalze des Pankreasextraktes sind,
welche die Wirkung der Lipase erhthen, habe ich die Mdog-
lichkeit einer anderen Erklarung erwogen.

Nachdem von mehreren Forschern nachgewiesen worden
ist, dal3 Lipase,“auch diejenige des Pankreas, nicht nur zur
Fettspaltung, sondern auch zur Synthese von Fett aus Fett-
saure und Glycerin imstande ist, darf die Hypothese gestellt
werden, dall die Wirkung dieses Enzyms auf FOrderung einer
Gleichgewichtsreaktion beruht — eine Hypothese, welche ins-
besondere durch die ausfihrliche Arbeit von Dietz8) gestitzt
worden ist. Wenn nun Lipase Ol spaltet bei Anwesenheit von
Kalksalz, ist immer eine auffallende Eigentimlichkeit zu be-
obachten, dal? ndmlich beim Drehen der Flaschen im Thermostaten
immer eine betrachtliche Menge von Kalkseife sich teilweise
als ein fester Belag gegen die Wand der Flasche, teilweise
auch als gallertige Klumpen in der Flissigkeit ausscheidet.
Dadurch drangte sich mir die Vermutung auf, dal die Fett-
spaltung schon, sobald eine geringe Menge von Fettsdure frei
geworden ist, zum Stillstand kommt, daf} infolgedessen die

*) Folia microbiologies, I, S. 199.
*) Diese Zeitschrift, Bd. 52, s! 279.
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Lipolyse in der salzfreien Ldsung zwar nicht ausbleibt, aber
bald aufhért und daR also die Wirkung des Kalksalzes darin
bestehen wirde, daR durch dasselbe die Fettsdure, je nachdem
sie frei kommt, in unléslicher Form aus der Lésung ausge-
schieden wird.

Aus folgenden Beispielen geht der EinfluR von GaClt her-
vor. Jedes Flaschchen enthielt 1 ccm Lipase in 50 ccm Wasser
mit Phenolphthalein und soviel Soda, daR die Flussigkeit eben
merkbar rosa gefarbt war. Nach 6 Stunden Schutteln im Ther-
mostaten bei 38° C. wurde bei der Titration gefunden:

| ohne Zusatz 0,2 ccm Wi-NaHO
mit 2 ccm CacCl,l1 <> 15 » »
Il ohne Zusatz 0,6 » >
mit 10 mg CacCl, 1,1 »
> 20 » > 1.4 » »
Il ohne Zusatz 0,9 » V
mit 10 mg CaCl? 2,0 » » V
IV ohne Zusatz 06 * »
mit 100 mg CaCl2 16 » »
> 200 » » 1,7 » »
> 400 * » 2,2 » »

DalR der Umfang der Lipolyse nicht proportional der Ver-
mehrung des Gehaltes an Kalksalz, ja nicht einmal regelméafig
zunahm, konnte nicht wundernehmen, nachdem der galler-
tige Seifenniederschlag bald mehr bald weniger Fett einschlief3t
und dasselbe so in wechselnder Masse der Einwirkung dés
Enzyms entzieht. Auch wird freie Fettsdure in dem Nieder-
schlag eingeschlossen. Es stellte sich ndmlich heraus, dal} beim
Tritrieren die FlUssigkeit tichtig geschuttelt werden mulfite.
Dabei zerfiel die zahe Kalkseife und wurde in einen grob-
flockigen Niederschlag verandert, welcher sich beim ruhigen
Stehen an der Oberflache der alkoholischen Flissigkeit sam-
melte. Beim Zerfallen der Seifenklumpen wurde, wie aus dein
Verschwinden der roten Farbe beim Schitteln hervorging,
Alkali gebunden.
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Dal tatsachlich GaGlj durch die Fettsdure zersetzt wurde»
folgt auch aus der Zunahme des Gehaltes der Flissigkeit an
H-lonen, dessen Bestimmung Herr Dr. Ringer die Glte hatte
auszufuhren.

Eine Losung von 4 ccm Lipase mit ein wenig Natrium-
carbonat in 400 ccm wurde Uber 4 Flaschen verteilt. Jede
Flasche wurde mit 1 ccm Ol beschickt. Nach 6 standiger Di-
gestion wurden jeder Flasche mittels der Pipette 50 ccm behufs
der CH-Bestimmung entnommen. Die Ubrigen 50 ccm» worin
sich nahezu alte Kalkseife befand, wurden in gewohnlicher

Weise titriert.

a) ohne Zusatz 0,6 ccm »A-NaHO, CH 8,1 x 10-8
b) mit 10mg CaCl2 1,0 » » » 6,6 X 10 ~T7
c) » 25 ¢ * 1,4» * »

d)» 50 » » 1,6 » » » 2,6 XIO*““6

Der Apparat lieR nur zu, mit drei H-Elektroden zugleich
zu arbeiten. Deshalb wurde die CH-Bestimmung von c) unter-
lassen.

Wahrend der groflite Teil der titrierbaren Saure in den
Flaschen geblieben war, zeigte dennoch die abpipettierte Fliissig-
keit von b) und d) eine sehr deutliche, mit dem Gehalt an
GaClj zunehmende Aciditat. Die Loésung enthielt also eine stark
dissoziierte Saure, welche in diesem Fall nichts anderes als
Salzsaure sein konnte.

Die Verstarkung der Lipolyse wird auch von sehr schwer-
I6slichen Kalksalzen hervorgerufen.

4 cem Lipase, nach Zusatz von 6 ccm 0,2°/oiger Na2CO05,
mit Wasser auf 200 ccm verdinnt, dber 4 Flaschen verteilt,
a) wurde nur mit 1 ccm Ol versetzt, b) auBerdem mit 2 ccm
I°/oiger Cad,, c¢) mit 2 ccm I°/oiger CaCl2 und mit 3 ccm
einer damit &quivalenten Kaliumoxalatlosung und d) mit dem
zentrifugierten und mit Wasser ausgewaschenen Niederschlag
durch Vermischung von 2ccm I°/oiger CaCl2-Lésung mit 3 ccm
der genannten Kaliumoxalatlésung erhalten. Nach 6 standiger
Digestion wurde gefunden:
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a) verbraucht 0,2 ocm n/«-NaHO

b) » 20 » »
C) » 0,9 »
d) : 1,0 »

Calciumcarbonat wirkt in derselben Weise. Hierbei konnte
aulerdem nachgewiesen werden, dal wahrend der Digestion
CO02 freigestellt wird.

200 ccm Losung von 4 ccm Lipase mit ein wenig Soda.
In 4 Flaschen, a), b), ¢) und d), je 50ccm. in e) und d) war
zuvor je +200 mg frisch gefélltes Calciumcarbonat gebracht
(300 mg CaClg in Wasser gelost und mit Natriumcarbonat ge-
fallt; der Niederschlag wiederholt auf der Zentrifuge mit Wasser
gewaschen). Die Flussigkeiten, je mit 1 ccm Ol, 6 Stunden di-
geriert. Dann wurden a) und c) .sofort titriert. Durch b) und d)
wurde bei 25° C. eine Stunde lang ein CO,-freier Luftstrom
hindurchgefihrt, welcher dann je 50ccm ![llso-Barytwasser
passierte. Danach wurden auch b) und d) titriert. Das Baryt-
wasser von d) war stark, dasjenige von b) kaum getriibt. Nach
dem Absetzen des gebildeten Baryumcarbonats wurden je 40 ccm
der klaren Losung mit “/«-HCI titriert.

Das Ergebnis war:

a) verbraucht 0,6 ccm n/4-NaHO

b) » 06 » » und liefert 0,14 ccm “/«-CO,
C) ) 42 » »
d) » 3,7 » » » » 1,18. » »

Aus dem Calciumcarbonat war also eine nicht unbetracht-
liche Menge von Kohlensaure in Freiheit gestellt. Die gesamte
Aciditat von d) betrug 4,88 ccm nU gegen diejenige von c) 4,2.
Wenn nun auch beim Titrieren der digerierten, triben Flussig-
keit Fehler von 0,1, vielleicht sogar von 0,2 ccm nicht mit
Sicherheit auszuschlieBen sind, der hier gefundene Unterschied
ist ohne Zweifel auBerhalb der Fehlergrenzen gelegen. Die
Erklarung liegt aber auf der Hand. Wahrend der Luftdurch-
fihrung wurde die Flussigkeit zur Erleichterung der COfAus-
treibung auf 25° C. erwarmt. Infolgedessen konnte nun, weil
eben durch das Entweichen der Kohlensdure das Gleichgewicht
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wieder aufgehoben wurde, die Lipolyse aufs neue fortschreiten.
Jetzt konnte wieder Fettsaure durch das in UberschuR vor-
handene Calciumcarbonat festgelegt werden.

Meine Befunde in bezug auf den EinfluR von Kalksalzen
sind mit denjenigen von Terroine nicht Ubereinstimmend.
Dieser Forscher konnte keine, oder wenigstens keine nennens-
werte Vermehrung der Lipolyse unter dem EinflUsse von Kalk-
salzen beobachten. Die Verhdltnisse waren aber in Terroines
Versuchen anders als in den meinigen. Terroine digerierte
5 ccm Pankreassaft des Hundes mit 5 ccm Olivendl. Hier ent-
hielt also das Gemisch schon ohne irgend einen Zusatz Kalk
und dabei andere Elektrolyte, kolloide Bestandteile in grolRer
Menge und relativ wenig Wasser, wahrend in meinen Ver-
suchen die Lipase von den anderen Bestandteilen des Pankreas-
extraktes, besonders von den Elektrolyten, so gut wie méglich ge-
trennt und, in Glycerin gelést, mit viel Wasser verdinnt wurde.
In dieser Weise war, wie ich glaube, die Wirkung der Elektro-
lyten mit gréRerer Sicherheit nachzuforschen.d

Wohl fand Terroine die Fettspaltung erhéht nach Zu-
satz von Magnesium- und von Baryumchlorid. Das ist im Ein-
klang mit der Hypothese, dal die Enzymwirkung geférdert wird'
durch, das Festlegen der freigewordenen Fettsauren.

In dieser Hinsicht stimmte nun auch meine Erfahrung
mit derjenigen von Terroine Uberein, wie aus den folgenden
Beispielen hervorgeht.

Jedesmal wurden wieder 4 ccm Lipase mit Hilfe von wenig
Natriumcarbonat in Wasser zu einem Volumen von 200 ccm ge-
I6st und in 4 Portionen, je 50ccm, geteilt. Zu drei davon
wurde CaClt, BaCl* oder MgGl4 in aquivalenten Mengen hinzu-
gesetzt. Die schwach rosa Farbe, welche durch alle diese Salze
zum Verschwinden gebracht wurde, wurde mittels ein wenig
Soda wieder hervorgerufen. Nach 6 standiger Digestion wurde
verbraucht:

| ohne Zusatz 0,6 ccm*4-NaHO
mit 100 mg CaCl* 1,4 >
» 220 » BaCl, 13 *
» 185 » MgClt 2,7 »
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Il ohne Zusatz 0,5 ccm n/4-NaHO
mit 200 mg CaCl4  *2,0 » *
» 4-40 » BaClA 16 » »
» 370 » MgClI, 3,7 »

Il ohne Zusatz 05 * >
mit 100mg CaCl* 0,9 »
» 220 » Bad, 1,1 %

» 185 » MgCI2 25 »

Die Magnesiumseife setzte sich nicht als eine so z&he*
gallertige Masse ab, wie die Baryum- und Calciumseifen und
konnte also nicht soviel Ol einschlieRen und der Einwirkung des
Enzyms entziehen. Daran glaube ich die kraftigere Wirkung
des Magnesiumsalzes zuschreiben zu dirfen.

Bekanntlich kann die Fettspaltung auch von Natrium*
salzen verstarkt werden. Auch hier beruht, meiner Auffassung
nach, die Wirkung auf die Ausscheidung von Fettsauren als
unlésliche Seifen. Natriumoleat wird von LAsungen verschiedener
Natriumsalze in geniigender Konzentration gefallt, wéahrend
es in sehr schwachen Salzlésungen, ebenso wie in Wasser mit
Opalescenz geldst wird.

In der Absicht, anndhernd Uber die Loslichkeit urteilen
zu konnen, habe ich mir eine L6ésung von Natriumoleat her-
gestellt durch Versetzen einer alkoholischen Ldsung von reiner
Olsaure mit Natronlauge bis zur deutlich alkalischeu Reaktion.
Von dieser Losung wurden je 5 Tropfen gemischt mit 20 ccm
Salzlésung. Dann wurde sofort filtriert. Je nachdem die Fal-
lung vollstdndiger war, wurde das Filtrat weniger tribe ge-
funden.

NaCl 4°/0 Filtrat klar

/ 2°/o »  schwach opalescent
NaBr 6°/o *  Klar
»  4°/o »  schwach opalescent
»  2°lo »  tribe
NaJ 7,6°/o »  klar

* 3,8°/o ¥ tribe
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXXI. 24
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NaF 3°/0 Filtrat klar

¥ 1,5«/. triibe
CaClj 0,2 /. > klar
» 0,1e/. o klar
» 0,05%/0 > stark triibe
MgCl, 0,4»/. Klar
y  0,2»/. > klar
v 0,1»/. > Klar
KCI 4»]. »  tribe
» 2»]. »  stark getribt

Der fordernde EinfluR dieser Salze (NaJ und NaF ausge-
nommen) auf die Lipolyse war mit diesen Befunden in Einklang,
KCI, welches Seife viel weniger gut fallt als Natriumsalze, hatte
auch auf die Fettspaltung einen viel schwacheren EinfluR.

Die Versuche wurden in der gewohnlichen Weise an-
gestellt. Jedesmal wurde 50 ccm Lipase-Olgemisch, mit oder
ohne Salzzusatz, 6 Stunden digeriert und dann titriert.

| ohne Zusatz, verbraucht 0,8 ccm »|.-NaHO

mit 2 g NaCl > 24 -~
> A > 4,6
- 6. . 44
II' ohne Zusatz » 0,8 » X
mit 2 g KCI 05 » v o
45 > ” 1,3 >
6. > » 20 >
Il ohne Zusatz . 0,5
mit 2 g NaCl Vo 1,3
6. NaBr. -..» 1,6
3,89 NaJ 0,9
IV ohne Zusatz . 05 - » ,
mit 3 g NaCl » 23 . .
= 9., NaBr 35
~ 11,49 NaJ .. ,.. 0,8

Wenn die Flussigkeit NaJ enthielt, nahm sie wahrend
der Digestion eine gelbliche Farbe an. DaR dann die Fettspaltung
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jedesmal sehr unbedeutend war, wird wohl dem Freiwerden
von Jodium zuzuschreiben sein. NaF vermehrte die Spaltung
ein wenig, in viel geringerem MaRe aber als NaCl, NaBr.

Noch in anderer Weise wurde die aus den beschriebenen
Versuchen abgeleitete Folgerung geprift, dal die untersuchten
Elektrolyte die Lipolyse nicht durch Einwirkung auf das Enzym
selbst fordern, sondern durch das Unschadlichmachen einer
der Spaltungsprodukte der Fettsaure.

Von einer die Lipase im wahren Sinne des Wortes ak-
tivierenden Substanz mulR erwartet werden, dafd sie ihren Ein-
fluR sowohl bei der Synthese von Fett aus Fettsdure und
Glycerin, als bei der Spaltung geltend machen wird. Das ist
dann auch, wie Hamsik nachgewiesen hat,l) in bezug auf die
Gallensauren tatsachlich der Fall. Wenn aber die anorganischen
Salze nur ihre Bedeutung der Fallung von Seifen entlehnen,
so konnen sie die Synthese nicht férdern, sondern muf3 viel-
mehr eine Hemmung davon erwartet werden.

Ich verfuhr folgenderweise:

Glycerin wurde mit Olsaure und Upase bei 38° C. im
Thermostaten unter anhaltendem, langsamem Schiitteln digeriert
und zwar jetzt, da die Versuche gewohnlich 24 Stunden oder
noch langer dauerten, unter Zusatz von Toluol. Am Anfang
versuchte ich die Aciditatsbeslimmung beim Beginn des Ver-
suches mittels Titration eines sofort nach der Mischung der
Flussigkeit entnommenen, abgemessenen Teils. Dabei wurden
aber grobe Fehler gemacht, da es mir nicht gelang, die Flussig-
keit, auch nach tlichtigem Schiitteln, wahrend des Abpipettierens
in gleichmaRiger Mischung zu erhalten. Darum wurden jedes-
mal Mischungen von Glycerin und Olsdure, genau so wie die,
welche digeriert werden sollten, hergestellt und zwar in der
Absicht, Uiber die beim Abmessen der Olsaure gemachten Fehler
urteilen zu koénnen, in duplo. Diese beiden Proben wurden
dann sofort titriert.

In allen Versuchen wurde gebraucht: 10ccm Glycerin,
2 ccm Olséaure, 2 ccm Lipase und 3 ccm Toluol, mit oder ohne

Salzzusatz.

") Diese Zeitschr., Ba. 65, S. 232.
24*



A. Pekelharing, EinfluR anorganischer Salze usw.

Ich gebe hier einige Resultate.

ccm n/4-NaHO

Zusatz
Sofort nach 24 Std. nach 48 Std.
i 0 %gg 172 13,9
200, rag CaCl* 23,1 23,4
i 0 230 18 195
100 mg CaCi; 7o 23,3 23,0
. 23.5
10 rag CaCl* 19,3
HO " 204 |
50V 22,1
v 0 S 17,2
10 mg Bad* 18,8
80 ,, » 22,0
KW, - 23,7

Es wurde also nicht nur keine Erhéhung der Synthese,
sondern sogar eine starke Hemmung gefunden, in scharfem
Gegensatz zu den Beobachtungen nach Zusatz von aus Rinds-
galle bereiteten Plattnersehen Krystallen.

Zusatz Sofort  nach 10 Std. nach 24 Std. nach 48 Std.
| 0 ggg 15,1 149
100 rag gallens. S. 10,4 9,5
11 0 ggg 198 167
100 mg gallens. S. 14,2 11,2

Es ist also nicht zu bezweifeln, dafl bei der Lipasewir-
kung Calcium-, Baryum-, Magnesium- und Natriumsalze eine
ganz andere Rolle spielen als die Gallensauren. Die Rolle der
genannten Salze besteht, wie ich aus dem Mitgeteilten glaube
folgern zu dirfen, darin, dal} dieselben Fettsaure als Seife
ausseheiden und so aus den bei der Reaktion beteiligten Stoffen
ausschalten und in dieser Weise das Enzym zur weiteren
Spaltung des Fettes instand setzen.



