Einflu® der Reaktion auf die Ptyalinwirkung.

Von
W. E. Ringer und H. van Trigt.

(Mit drei Kurvenzcichuungen im Text.)

~Aus d«*m Laboratorium fir physiologische Chemie der Universitat Utrecht.)

(Der Hedaktion zugegangen am 25. November t»12.)

Der eine von uns (v. T.) hat sich im hiesigen Laboratorium
einige Zeit mit der Frage nach dem EinfluR der Diat auf die
Ptyalinaktivitat des Speichels beschéaftigt. Die Resultate anderer
Forscher auf diesem Gebiet sind zum Teil einander recht wider-
sprechende und auch van Trigts Resultate waren insoweit
nicht eindeutig, als zwar im allgemeinen ein Diateinflul aus
den Versuchen hervorzugehen schien, aber daneben von Zeit
zu Zeit ohne nachweisbare Ursache ganz aus der Reihe fallende
Werte erhalten wurden.

Nun konnen Aktivitatsschwankungen auf verschiedene
Weise zustande kommen. Die Enzymkonzentration kann sich
andern oder die «Aktivitdt» an sich kann zu- oder abnehmen
und Anderungen dieser Aktivitat konnten auch durch eine die
Enzymwirkung beeinflussende Konstitution des Milieus hervor-
gerufen werden. So konnte es z. B. sein, daB der Organismus
den geanderten Bedingungen sich, ohne Anderung der Enzym-
konzentration, nur mittels einer geeigneteren Zusammensetzung
des Milieus anpalite. Dabei war in erster Linie an die Kon-
zentrationen der die Reaktion beeinflussenden lohen, besonders
H- und OH-lonen, weiter auch CI- und andere lonen zu denken.
Auf jeden Fall war es erwinscht, erstens den EinfluR dieser
lonen genau zu kennen und zweitens Anderungen der Kon-

zentrationen dieser lonen zu verzeichnen, um die Resultate der
Versuche so viel wie moglich tbersehen zu konnen.
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Was nun den EinfluR der Wasserstoff- und Hydroxylioiien
auf die Ptyalinwirkung betrifft, so widersprechen auch hier
die bisherigen Untersuchungen einander sehr, indem der eine
die Wirkung von S&auren, der andere von Alkali gefordert glaubt.1)
Wir haben es denn auch fir erwinscht gehalten, diesen Ein-
fluR der fir die meisten Enzymwirkungen so wichtigen H- und
OH-lonen zu studieren.

Wir haben uns dabei im allgemeinen den von Sorensensg)
in seinen bahnbrechenden Arbeiten Gber den EinfluR der Wasser-
stoffionenkonzentration auf Enzymwirkungen (Invertin. Katalase,
Pepsin) verwendeten Methoden angeschlossen.

Der Gang der Untersuchung war folgender: Zur Dar-
stellung der gewiinschten H-lonenkonzentrationen wurden ver-
schiedene Puffergemische verwendet, und zwar Phosphatge-
mische, Citrat- und Acetatgemische. Alle VVersuche wurden bei 370
ImThermostaten ausgefuihrt (Temperaturschwankungen+0,050).

Als Substrat diente Amylum, als Enzym filtrierter Speichel.
Die Wirkung des Enzyms wurde durch Titration der Digestions-
flissigkeit nach Bertrand, weiter durch Polarimetrie und durch
die Jodreaktion bestimmit.

A. Versuche mit Phosphatlésungen.

In Erlenmeyer-Kolben von 300 ccm8} wurden gebracht
10 ccm einer Phosphorsaurelésung von 1,485 n. Dazu wurden
wechselnde Mengen Natronlauge von 0,5670 n und Wasser bis
zu einem Gesamtvolumen von 50 ccm gegeben. In jeden Kolben
kamen weiter 200 ccm einer Amylumldsung, welche immer in
ganz derselben Weise dargestellt wurde. 25 g getrocknetes
Amylum wirden mit einem Liter Wasser bis zum Sieden er-
hitzt und etwa eine Minute im Sieden erhalten, sodann abge-
kihlt und mit Wasser auf genau 2 | angefullt. Dann wurde

*) Man siehe die Literatur in Hammarstens Lehrbuch der
physiologischen Chemie.

*) Comptes rendus des travaux du Laboratoire de Carlsberg, 8« Vo-
lume, Ire Livraison, 1909.

*) Alle gebrauchten GlasgefaRe waren aus Jena-Glas ‘und wéahrend
15 Minuten ausgedampft.
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durch Glaswolle oder auch wohl Nesseltuch filtriert. Die Kolben
einer Versuchsreihe wurden mit derselben Amylumlésung ver-
sehen, bisweilen muRten denn auch 4 1 der Amylumlésung auf
einmal gemacht werden, so sind die Versuche einer jeden Reihe
untereinander ganz vergleichbar. Die Kolben mit Phosphat-
gemisch und Amylumlésung, zusammen 250 ccm, wurden vor-
gewarmt bis auf 37°, mit Bleibelastung und Porzellandeckel
versehen und in den Thermostaten auf 20—30 Minuten auf
ein Drahtnetz hingestellt, wobei das Niveau im Kolben einige
Zentimeter unter dem Wasserniveau dés Thermostaten sich
befand. Dann wurden 2 ccm der Enzymlésung zugegeben unter
energischem Schiutteln und 20 Minuten, wéhrend welcher Zeit
ofters geschittelt wurde, digeriert. Nach Ablauf dieser Zeit
wurde der Kolben in siedendes Wasser gebracht und darin
regelméaliig geschittelt. Wenn die Innentemperatur 90° war,
wurde Kolben mit Inhalt in kaltem Wasser abgekuhlt. Die
Enzymwirkung wurde also nicht in einem Momente abgebrochen,
aber die Kolben wurden immer in ganz derselben Weise be-
handelt und so waren Fehler in der Zeitbemessung der Diges-
tionszeit nicht zu befurchten.

Nach einigen Orientierungsversuchen wurden nun folgende
Versuchsreihen angestellt.

1. Versuchsreihe. Digestionsdauer 20 Minuten.

Die Wasserstoffionenkonzentrationen wurden in Loésungen
derselben Phosphatgemische, aber zu welchen anstatt 200 ccm
Amylumlésung und 2 ccm Enzymlésung 202 ccm Wasser gegeben
waren, bestimmt und zwar eiektrometrisch mit Normal-Kalomel-
elektroden und nach der Schaukelmethode Hasselbalchs,l)
nachdem sich auch in unserem Laboratorium gezeigt hatte,
daB in dieser Weise bei richtigen Elektroden genaue Resultate
erzielt werden koénnen. Die Temperatur war dabei 18°.

berechnet pro 100 ccm Digestionsflissigkeit. Die Drehungen
beziehen sich auf das 10 cm-Rohr und Zimmertemperatur.

* Biochemische Zeitschrift. Bd. 30, S. 317 (1910).
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1. Versuchsreihe. Enzym v. T., filtriert. Digestionsdauer 20 Minuten.

Phosphor- N

Jod-
Nr, Saure- NaoH 11%0. Amylum ESnié%/F:‘ «Bertrand» Dre- reak-  p
16sung | hung .
‘ | tion
, ccm cgm ccmt cem - ccm mg Cu
1 10 131266 200 2 71,10 — '\ 5186
9 10 13,726,3 200 2 182,15 5,6t»
3 10 14 26 200 2 212,30 — 5.80
4, 10 , 15 25 200 2 218,05 — - 822
0 10 16 24 200 2 21485 — — 640
6 10 18 22 200 2 176,50 . 6,78

2. Versuchsreine. Enzym v. T., filtriert. (Zu jeder Reihe wurde neues
Enzym und neue Amylumlésung verwendet.)
Digestionsdauer 20 Minuten.

Phosphor- Jod-
N os NaOH H*0 Amylum Enzym «Bertrand» Dre-
. sdure reak-  pn
ung
tion-
ccm ccm ccm  cecm  cCm mg Cu
l 10 14 26 200 2 170,35 — g -
2 10 145255 200 2 187,25 = — 5,96
3 10 15 25 200 2 185,70 — | —
4 10 155245 200 2 176,05 . 6,38
5 10 16 24 200 2 16885 1

3. Versuchsreihe. Enzym v. T., filtriert. pH in den Digestionslésungen
bestimmt.
Digestionsdauer 20 Minuten.

Phosphor- e q Dre- Jod-
NE caure NaOH H,0 Amylum Enzym «Bertrand» hI\L/JITQ reak- py
nuten tion
ccm ccm o ccm - cem ccm mg Cu

10 14 26 200 2 140,45 1928 blau 5,86
10 14,3257 200 2 146,85 1912 .o 6,04
10 14,6254 200 2 142,75  190% 6,13
10 149251 200 2 141,25 1920 ¢ 6,21
10 | 15,2‘5 8 200 1,r-2-jj 139,20 1928 6,26

g A W DD =
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4 Versuchsreihe. Enzym R., filtriert und mit 3 Volumen Wasser verdiinnt,

Nr.

Pu in den digerierten Lbosungen bestimmt.
Digestionsdauer 20 Minuten.

oLV
Phosphor- NaOH [1e0 Amy- En- «Bertrand »1 t?urr?g .
saure lum  zym vi.  Jodreaktion PH
ccm  f ccm ccm  mg Cu nuten
10 13 27 200 o Keine sichtbare etwa blau 4,5h
10 135:26,5 200 2 180,10 188 Dblau, Spur violett 5,33
10 14, m 200 2 234,80 186 violett, Spur blau 5,Hb
10 145255 200 2 24455 185 violett 6,05
10 15 25 200 2 285,40 186,5 violett, Spur blau 6,24
10 1451245 500 5 22360 188 violett blau 6,30
10 17 23 200 2 179,10 191,6 blau, Spur violett 6,61
© o0 P201200 5000 2 10540 195 blau 7,01

5. Versuchsreihe. Enzym D., filtriert® pu in den digerierten Lésungen bestimmt.

Nr

o O A WO N —

—
E3

IS

[ee)

Digestionsdauer 20 Minuten.

Phosphor- om0 ™ =" «Bertrand g
« » un -
saure 200 0 zym Mi_g Jodreaktion Pn
nuten
ccm ccm ccm ccm o ccm mg Cu
10 13,226,8 200 106,45 194 blau 4,90

10 13,5 2655 200
10 14 26 200
10 145255 200
10 [15 25 200
10 15,5 24.5 200
10 17 23 200
r_a. 120 20 200

194,50 190,8 blau, Spur violett 5,52
251,25 190 violett blau 5,83
270,10  189,7 violett, Spur blau 6,08
271.20 188 violett 6,19
265,55 191 violett, Spur blau 6,37
220,55 192 | violett blau 6,61
156,60 195 | blau 7,03

N NN D DD DN DD

Aus diesen Versuchsreihen geht hervor, dal mit Enzymen
verschiedener Herkunft (v. T., R, D.) und von sehr verschie-
dener Aktivitat (Enzym R. mulite stark verdinnt werden) eine
gleiche Beeinflussung der Wirkung des Enzyms durch die
hervortritt. Es war aber nicht unwahrscheinlich, daR der
Phosphatpuffer an sich einen Einflud ausubt. Es wurden
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darum zwei Versuchsreihen mit gleichem Enzym» aber a) mit

10 ccm Phosphorsaure» b) mit 2 ccm Phosphorsédure angestellt.

Sollte der optimale p” hier keine Anderung zeigen, so war ein

groRerer spezifischer PhosphateinfluR weniger wahrscheinlich.
6. Versuchsreihe. Enzym R. mit 3 Volumen Wasser verdinnt,

pH in den digerierten Lésungen bestimmt.
Digestionsdauer 20 Minuten.

Phosphor- am Amy- EnN- | Dre-
saure o 0 zym «Bertrand>! h,?,.r;? Jodreaktion |
ccm ccm  ccm cecm  CCM mg Gu. 1nUten ;
13,3126,7 v
10 200 2 149,40 198 blau 5,01
10 14 26 200 2 278,90  194,8 violett, Spurblau  5,8b
10 145255 200 2 282,95 190 violett 6,025
10 15 25 200 2 272,20 193 violett, Spur blau 6,24
10 17 23 200 2 217,95  197,3 blau, Spur violett  ({,596
2 26454 200 2 306,45 1913 violet| >,/2
2 27453 200 2 316,20  1w) violett 6,065
2 28452 200 2 312,20 189 violett 6,255
2 | 29451200 5 29875 191 violett, Spur blau 6,35
L 020 1324481200 2 233# 193 blau, Spur violett 6.47

Aus dieser Versuchsreihe geht hervor, dal3 bei 5facher

Verdinnung des Phosphatpuffers der optimale pjj steh nur sehr
unwesentlich verschiebt.

B. Versuche mit Citratldsungen.

275 g reinste Citronenséure (pro analysi) wurden in reines
Wasser gelost, 105 g NaOH (Mercks e natrio pro analysi)
zugegeben und bis aufein Liter mit Wasser angefullt. Wechselnde
Mengen dieser Citratlésung wurden mit wechselnden Mengen
NaOH-L6sung (0,5670 n) zusammengebracht und mit Wasser
bis auf 50 ccm angefullt. Im Gbrigen war der Gang der Ver-
suche wie bei den Phosphatmischungen.

20 ccm der Citratlésung mit Wasser bis auf 250 ccm
angefullt hatte einen pj| = 4,915.
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7. Versuchsreine. Enzym U. unverdlnnt. in den digerierten Ldsungen
gemessen. |
Digestionsdauer 20 Minuten.

Dre_ . 1 ' ; L

Citrat iN&OHjH,O!AIny En- * Bertrand» hung

N\ tum zym Jodreaktion  pn

, | Mi- i

" em } cem cem'cfm ccm  mg Cu  nuten .
i 10 1,16 3884 200 2 38,90 1200 blau 5,17
2 10 735 32,65 200 2 96,70 ' 1973 blau 5,53
3 10 1240 2760 200 o 180,65 195,7 blau, Spur violett 5,83
4 10 14,70 2530 200 2 227,15 1 193.6 violett, spur blau 6,00
5 10 1596 24,04 200 2 214.05 1192 violett 6,09
6 10 173* 22,68 <200 2 28450 | 1925 violettrol 6,22
‘[ 10 18,03 21,97 200 2 308,00 190,3 rot 6,28
8 10 1955 2045 200 2 343,80 ; 188 hellrot oW

Die optimale Reaktion wurde hier nicht erreicht, sie ist
im Vergleich mit den Versuchen mit Phosphatpuffern jedenfalls
stark nach den kleineren Wasserstoffionenkonzentrationen ver-
schoben. Weiter ergibt sich, dal} die Citratgemische einen stark
hemmenden Einflul} austben, das sehr aktive Enzym R.-hier un-
verdiinnt verwendet, gibt keine besonders hohe Digestion. Diese
Hemmung scheint bei denweniger sauren Lésungen abzunehmen.

s. Versuchsreihe. Enzym R. unverdinnt, pn in den digerierten Losungen

gemessen,
Digeslionsdauer 20 Minuten.

Oy Amy- En- Dre-
nr, Citrat NaOH H.0 | ym «Bertrand» hMuin_g jodreaklion  pp

cciii - ccm  ¢cm ccm  ccm mg Cu  nuten

10 147 253 200 247,60 195 blauviolett 5,99
2 10 1957 <2043 200 357,15 189 rotvtolett 6,49
3 rlo 19,94 20,06 200 ' 380,15 189 rot, Spur violett 6,526
4 .0 2040 196 200 380,65 188 rotbraun 6,62
5 10 21,3 187 200 896,00 187 rotbraun 6,73
Wi 10 221 179 200 358,65 187  rot, Spur violett 7,09
71 0 128 170 [ 200 18315 ° 197 blau, spur violett 7,425

N PO DD DN
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9. Versuchsreihe.
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Citrat NaOH H,0

ccm ccm

ol

5,0

8,20
9,78
10.20
10.65
10.90
11,05
11,30

11,60

*

S O o1 o1 o o1

Enzym R., mit 1 Volumen Wasser verdinnt,
PH in den digerierten Lésungen gemessen.
Digestionsdauer 20 Minuten.

Amy- En

lum zym

sfccm ccm  ccm

40
36,8
35,22
34,80
34,35
34,10
33,95
33,70

33|'4|0

200
200

200,

200
200
200
200
200

200

2
2
2
2
2
2
2
2

>

AVAS

«Bertrand»

mg Cu

| 81,35
139,70
158.10
147,85
128,45
107,95

90,05

60,90

Dre-

hung
Mi-

nuten

202,7

; 200

Jodreaktion

blau

491

Mil

o

5,80
6-26

197 blau, Spur violett 6,55

199.3
201
202,7
204
204,5

Keine sichtbare 205

Redaktion

blau

1l*

>

»

o)

blau, Spur violett 6,74

6,85
7,046
7,11
7,41
1.497

Aus diesen Versuchen geht hérvor, dal der optimale pjj
bei den Citratmischungen nach den kleineren Wasserstoffionen-
konzentrationen verschoben ist, dal} diese Verschiebung aber
bei kleineren Citratkonzentrationen geringer ist.

C. Versuche mit Acetatlésungen.

Eine Natriumacetatlosung (170 g pro Liter) wurde mit
wechselnden Mengen

wurden einige Bestimmungen von pu in reinen Acetatmischungen

ausgefuhrt.

Losung von Na-Acetat Essigsdure etwa 1°/0

ccm

10
10
10
10
10

CCm

0

2

5
to

20

Wasser

ccm

115

113
110

105
95

I°/oiger Essigsaure versetzt.

Zuerst

Pli

7,55
6,25
5.856
5,54
5,26

A
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Nachdem also die Acetat-Essigsaure-Kurve bestimmt war,
wurde folgende IOte Versuchsreihe angestellt. Enzym R. mit
3 Voi. Wasser verdinnt, pjj in den digerierten Ldsungen

bestimmt.
Digestionsdauer 20 Minuten.
=0
Essig- Amy- En- Dre-
nr, Acetat H,0 «Bertrand» hung .
saure | lutn zym vi.  Jedreaktion  py
ccm  ccm  ccm ccm  ccm mg Cu nuten
1 20 0 30 200 2 47,60 tribe blau 7,297
2 20 1 29 200 2 137,65 202 blau, Spur violett 6,65
3 20 2 28 200 2 182,65 199 blauviolett 6,00
r 20 4 2 200 2 221,05 198 blauviolett <2l
5 20 56 24,4 200 2 222,05 195 violettblau |6,106
6 20 7 23 200 2 221,55 197 violettblau ;5,98
7 20 12 18 200 2 200,05 199 blauviolett 1078
8 20 BO: o 200 2 118,20 200 blau 5,37

Ph

Fig. I.
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Sehen wir uns die Kurven der Phosphatversuche an
(Fig. I), so sehen wir, dal’ die optimale Reaktion bei allen Ver-
suchen bei etwa ph=6,10 liegt. Die elektrometrischen Be-
stimmungen wurden bei 18° ausgefihrt. Eine Phosphatlésung,
sehr in der Nahe dieser optimalen, wurde auch bei 370 gemessen.

10 ccm Phosphorsaure, 14,5 ccm NaOH, 225,5 ccm Wasser
bei 18° im Mittel pH=6,03 bei 37° pH=5,929
in reinem Wasser pjj=7,070 in reinem Wasser pH=8,796.

Also konnen wir die optimale Reaktion bei 37° auf

Ph= 6,10—0,101 =6,00 setzen.

Fig. II.
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Aus Figur Il sehen wir, daR die optimale Reaktion in
den konzentrierteren Citratlésungen bei pu=6,83, in den ver-
dienteren Citratlosungen (Kurve 1X) bei pH=6,55 liegt. Da
diese ph bei 18° bestimmt wurden, so wurde auch hier eine
Citratlosung, sehr in der N&he der optimalen (mit 10ccm Citrat-
I6sung) bei 37° gemessen.

Citratlésung: 10 ccm  Citratlosung, 21,3 ccm NaOH,
218,7 ccmm Wasser

bei 18°, pu=6,73 bei 37°, pH=6,765.

Die optimale Ph in den konzentrierteren Citratldsungen
ist also bei 37° pH=6,86, in den verdinnteren also wahr-
scheinlich bei etwa Ph=6,58.

Das Optimum ist in den Citratlésungen bedeutend nach
der neutralen Seite verschoben. Dies mull einem spezifischen
EinfluR des Citrats zugeschrieben werden, weil bei verdihn-
teren Citratmischungen die optimale Reaktion sich derjenigen
der Phosphatversuche nahert. Weiter hemmen die Citratlo-
sungen die Ptyalinwirkung, wie z. B. daraus hervorgeht, dal
in Versuchsreihe VIII das &aulierst aktive Enzym R. unverdinnt
nicht sehr viel hohere «Bertrand»-Zalen gab als in Versuchs-
reihe 6 mit 3 Volumina Wasser verdiunnt. Die Hemmung
scheint an der Seite der kleineren pij etwas grof3er als an der
anderen Seite zu sein, daher die Verschiebung des Optimums.
Die Hemmung geht aus folgendem Versuch deutlich hervor:

Versuch 11: Enzym R. mit 1 Vol. Wasser verdinnt.
Digestionsdauer 20 Minuten.

a) 50 ccm Wasser, 200 ccm Amylum, 2 ccm Enzym,
«Bertrand» 318,20 mg Cu. Die elektrometrische pn-Be-
stimmung war hier nicht moglich, die Reaktion war aber gegen
Lackmuspapier ganz neutral, also Ph (18°) etwa 7,07.

b) 10ccm Phosphorséaure, 20,6ccm NaOH, 19,4ccm H20,
200 ccm Amylum, 2 ccm Enzym; «Bertrand» 245,05 mg Cu.
Reaktion (aus der Phosphatkurve bestimmt) pH=7,07 (18°).

c) wie b, aber 16,25 ccm NaOH und 23,75 ccm  H20,
«Bertrand* 425,15 mg Cu, pH=6,50 (18°).



Einflu® der Reaktion auf die Ptyalinwirkung. 495

d) 10 ccm Citrat, 19,55 ccm NaOH, 20,45 ccm HfO,
2cecm Enzym, 200 ccm Amylum. «Bertrand» 221,55 mg Cu,
pH=6,468 (18°).

Aus diesem Versuch geht hervor, dal} bei neutraler Re-
aktion die Phosphatmischung deutlich hemmt, die Reduktion
sinkt von 318 bis auf 245 mg Cu. Weiter sieht man aber,
daB bei einer Reaktion Ph=6,5!) die Citratmischung im Ver-
gleich mit der Phosphatmischung sehr stark hemmt, die Kupfer-
zahl sinkt auf etwa die Halfte. Also die Phosphatmischungen
hemmen die EnzymWirkung (wie auch aus Versuchsreihe 6
hervorgeht, in der die Kupferzahlen in den verdinnteren
Phosphatldésungen hoher sind als in den konzentrierteren), aber
die Citratmischungen hemmen weit starker.

Fig. in.

Aus der Versuchsreihe mit Acetatmischungen (siehe
Fig. 111) sehen wir, daB hier die optimale Reaktion bei pjj = 6,1
(18°) liegt. Bei 37° wurde hier fur pH=6,028 gefunden. Das
ist also dieselbe Reaktion als bei den Phosphatmischungen.

*) Neutrale Reaktion lait sich mit Citratlésungen schwierig her-
steilen.

Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXX1lI. 33
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Hieraus konnen wir vermuten, dal beide Mischungen die Enzym-
wirkung in der nédmlichen Weise beeinflussen. Folgender Ver-
such 12 bestatigt diese Vermutung: (Enzym R. mit 1 Vol. Wasser
verdunnt). -

a) 10ccm Acetat, 5ccm Essigsaure, 35ccm H80, 200ccm
Amylum, 2ccm Enzym: «Bertrand» 489,20mg Cu, pH=5,886.

b) 10 ccm Phosphorsaure, 14 ccm NaOH, 26 ccm H8O,
200ccm Amylum, 2ccm Enzym: «Bertrand* 483,50mg Cu,
pH=5,886.

Wir sehen also, dal} bei der gleichen Reaktion pH==5,886
Phosphat- und Acetatmischung die Enzymwirkung in ganz der-
selben Weise beeinflussen. Wie wir oben sahen, hemmt die
Phosphatmischung, also mul3 die Acetatmischung in derselben
Weise hemmen.

Fassen wir die bisherigen Resultate zusammen, so kdnnen
wir sagen, daB die diastatische Wirkung des Ptyalins stark
von der Wasserstofllonenkonzentration abhangig ist. Phospat-
mischungen und Mischungen von Acetat und Essigsdure ben
einen hemmenden EinfluR aus; in diesen Mischungen ist die
optimale Reaktion durch pfj=6,00 gegeben (37°). Aus den
Kurven kdnnen wir schlielen, dal’ bei Reaktionen, gegeben durch
pH+=4,5 und7,5 die, diastatische Wirkung nahezu unterdrickt ist.

Citratmischungen hemmen noch weit starker; in den sau-
reren Losungen scheint die Hemmung am grofiten zu sein.
Daher ist die Lage des Optimums von der Konzentration der
Losung an Citrat abhangig; im Vergleich mit der Lage in den
Phosphat- oder Acetatmischungen ist das Optimum betrachtlich
nach der neutralen Seite verschoben, was aus der starkeren
Hemmung in den saureren Losungen erklarlich ist.

W'ir haben beim Ptyalin also einen ahnlichen Einflu der
Reaktion auf die Enzymwirkung gefunden, wie Sorensen "und
auch Michaelis mit seinen Mitarbeitern bei anderen Enzymen
als Pepsin und Invertin beobachteten.l)

Wir haben uns dann die Frage gestellt, ob man die
hemmende Wirkung groRRerer Wasserstoffionenkonzentrationen

¥) Sorensen, 1 c.,, Michaelis, Biochem. Zeitschr., Bd.B6, S.386;
Bd 36, S. 280.



EinfluR der Reaktion auf die Ptyalinwirkung. 497

einer Schadigung des Enzyms zuschreiben muf3. Man kodnnte
sich ndmlich vorstellen, daR im allgemeinen H-lonen begiin-
stigend wirken, dal aber bei groReren Aciditdten das Enzym
geschéadigt wird und daher die Kurve der Enzymwirkung wieder
absteigen mubB.

Folgender Versuch zeigt aber, dal wenigstens in der
Zeit unserer Versuche (alle oben beschriebenen Versuche
wurden mit einer Digestionszeit von 20 Minuten angestellt)
von Schadigung nicht gut die Rede sein kann.

Versuchsreihe 13.

Folgende Phosphatmischung wurde hergestellt:

IOcem Phosphorsaure, 13ccm Natronlauge, 27 ccm Wasser.

Dann wurden 25 ccm Enzym R. mit 25 ccm Wasser ver-
diinnt, dieses verdinnte Enzym wurde dann zur Phosphat-
mischung gefiigt und sofort 2 ccm zu einer Amylum-Phosphat-
mischung gegeben zur Bestimmung der Aktivitat des Enzyms.
Die Enzym-Phosphatmischung wurde dann im Thermostaten bei
37° gehalten und von Zeit zu Zeit 2 ccm zu einem Digestions-
versuch herausgenommen. Den Amylum - Phosphatldsungen
wurde die aus den Phosphatversuchen gefundene optimale Re-
aktion gegeben und 20 Minuten digeriert. In die Kolben fir
die Digestionsversuche kamen:

10 ccm Phosphorsaure, 14,5 ccm Natronlauge, 25,5 ccm
Wasser, sodann 200 ccm Amylum. Sie wurden vorgewarmt
und wie immer etwa eine halbe Stunde auf 37° erhalten, be-
vor das Enzym zugegeben wurde. pH der Enzymmischung
5,502. (180),

Versuchsreihe 13. Digestionsdauer 20 Minuten.

Zeit der Erwdarmung (39°) PH der
NI der Enzymmischung «Bertrand» Drehung digerierten
Minuten mg Cu Minuten  LGsungen
| 0 177,55 194,3 6,06
2 8,75 179,10 = -
3 16,75 179,10 193,0 6.00
4 41,75 179,10 — .
5 88,75 179,10 193,0 6,075
« 178,75 181,60 1y =2 —
7 268,75 179,10 193.0 5,975

33+
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Wir haben dann bei grolierer Aciditat noch eine Ver-
suchsreihe angestellt.

Versuchsreihe 14.

Enzymmischung: 10 ccm Phosphorsdure, 12 ccm Natron-
lauge, 28 ccm Wasser. Hierzu kamen 25 ccm Enzym R. mit
25 ccm Wasser verdinnt.

Die Amylumldsungen enthielten alte wieder 10 ccm Phos-
phorsaure, 14,5ccm Natronlauge, 25,5ccm Wasser und 200ccm
Amyluin, 20 Minuten digeriert.

Pu der Enzymmischung 4,095.

Zeit der Erwarmung (37)0 PH der
*
Nr. der Enzymmischung «Bertrand™ Drehung digerierten
Minuten mg Cu Minuten ~ LOsungen
1 , 0 wv- 155,00 201,0 5,98
18 147,85 201,7 6,04
47.5 139,70 199,0 6,02
Neue Knzymmisihung aus dem-
selbon Knzym R. hergcstellt
4 0 162,25 199,3 6,03
5 138 113,10 201,5 6.08
fi 373 56,30 203 6,08

Aus diesen Versuchen sehen wir, dall in den Enzyme
Phosphatmischungen, in welchen das Enzym viermal ver-
dinnt ist, bei 37° bei einem pn=5,5 keine merkliche Scha-
digung des Enzyms stattfindet, dagegen bei einem pH=4,l wird
das Enzym allmahlich geschadet.

Da aber alle im vorigen beschriebenen Versuche bei
einer Digestionsdauer von 20 Minuten angestellt wurden, und
in dieser kurzen Zeit die Schadigung sehr gering ist, kann
man die absteigenden Aste der Kurven in Fig. I, 11 und Il

an der Seite der kleineren Pu nicht der Schadigung des Enzyms
zuschreiben.

Wir haben sodann die mogliche Schadigung des Enzyms
nach der anderen Seite, also bei gréRerem py, studiert.
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Versuchsreihe 15.

Enzymmischung: 10 ccm Phosphorséure, 27 ccm Natron-
lauge, 13 ccm Wasser. Hierzu kamen 25 ccm Enzym R. mit
25 ccm Wasser verdinnt.

Die. Amylummischungen enthielten alle wieder 10ccm
Phosphorsaure, 14,5 ccm Natronlauge, 25,5 ccm Wasser und
200 ccm Amylum.

PH der Enzymmischung: 8,718 (18°).

Digestionsdauer 20 Minuten.

Zeit der Erwdrmung der PH der
Nr.  Enzymmischung auf 37> ¢Bertrand» Drehung oo rjerten
Minuten mg Cu  Minuten  LOsungen
1 0 142,20 —
2 29,5 147,35 f1,02
3 55,5 147,35 —
4 103,5 147,35 — —
5 255,0 140,70 —
« 380.5 134,5» —  Ke§ -

Also auch bei einem pj|=8,72 ist die Schadigung noch
sehr gering und ist nur nach mehreren Stunden etwas merk-
lich. Wir sehen also, daR in dem Reaktionsgebiet der im
vorigen beschriebenen Versuche bei einer Digestionszeit von
20 Minuten die Schadigung keine Rolle spielen kann. Dazu
kommt noch, dal3 bei diesen Versuchen (pu etwa zwischen
4,5 und 7,5) das Enzym mit Substrat in der Lésung sich be-
fand, also gegen Sch&digungen wahrscheinlich noch mehr ge-
schitzt war.

Es war also wahrscheinlich, daB auch bei langerer Di-
gestionszeit die Lage der Reaktion der optimalen Enzymwirkung
sich nicht merklich verschieben sollte. Folgende Versuchsreihe
bestatigt diese Vermutung.

Versuchsreihe 16.

Durch Vorversuche wurde ermittelt, wieviel das Enzym R.
verdiinnt werden muRte, um bei einer viel langeren Digestions-
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zeit von 100 Minuten die Digestion auf eine gunstige, nicht
zu grolle Hohe zu bringen.

Es zeigt sich, daR dazu das Enzym R. mit etwa 7 Vol.
Wasser verdinnt werden mufte.

10. Versuchsreihe. Enzym R. mit 7 Volumen Wasser verdlnnt,
Ph iii den digerierten Lo6sungen bestimmt.
Digestionsdauer 100 Minuten.

1y "W K

Phosphor- Amy- En- ¢ (" ;[ Dren
) NaOH H:0 - :
séure lum zym «Be.r>tr|:\z;1\? d\;) hl\‘jl’:g Jodreaktion  pjj
ccm  ccm cem ccm cem mg Cu M
10 ia 27 200 2 Keine sichtbare yppe blau 4,31
10 IH5 2655 200 2 162,70 196 blau, Spur violett 5,48
Z_LO 14 26 200 2 213,90 1935 violett, Spur blau 5,80
10 145 255 200 2 216,40 1935 violet‘t, Spur blau! 6,10
10 155 245 200 2 198,50 195 blauviolett 6,34
10 17 23 200 2 149,40 198 blau. Spur violett- 6,64
10 20 20 200 2 7725 200 blau 6,99

Hieraus geht hervor, dall die optimale Reaktion nur un-
wesentlich sich gedndert hat, vielleicht ist die Lage des Op-
timums em wenig nach der sauren Seite hin verschoben, aber
die Grole der Verschiebung fallt ganz innerhalb der Ver-
suchsfelder.

Zunéchst soll jetzt der Einflu? der Ladung des Enzyms
auf seine Wirkung studiert, also die Lage des isoelektrischen
Punktes bestimmt werden.

Zusammenfassung.

* Die Lage der fur Ptyalin optimalen Reaktion wurdevin
Phosphat-, Citrat- und Acetatmischungen bestimmit.

In Phosphat- sowie in Acetatmischungen wurde bei einer
Digestionszeit von 20 Minuten und bei 37° hierfir pH=6,00
gefunden. In Citratlésungen zeigte sich die Lage der optimalen
Reaktion von der Konzentration des Puffersystems abhangig.
In Vergleich mit den genannten Regulatorgemischen war in
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Citratgemischen die optimale Reaktion nach der neutralen
Seite hin verschoben.

Wirkung in gleicherweise, Citratldsungen hemmen weit starker,
zumal die Hemmung hier bei den kleineren pH stark ist.

Bei den verwendeten Reaktionen (etwa zwischen 4,5 und
7,5) ist von einer Schadigung des Enzyms innerhalb der Di-
gestionszeit (20 Minuten) nicht die Rede.

Es zeigte sich, dafl bei funfmal langerer Digestionszeit
(100 Minuten) die Lage der optimalen Reaktion in Phosphat-
mischungen sich nicht wesentlich verschoben hatte.



