Einwirkung von Ammoniakgas auf Invertase.
IV. Mitteilung.

AV Von

Theodor Panzer.

il)cr Ilfdaktion zugegangen am 2!*. Mar/.

In derselben Absicht, in welcher das Verhalten der Diastase
gegen Ammoniakgas gepruft wurde, sind auch die folgenden
Versuche unternommen worden. Sie sollten VVorversuche bilden
flr eine Versuchsreihe, welche tber das Verhalten von Ammo-
niakgas zu den mit Chlorwasserstoff behandelten Ferment-
praparaten AufschluR geben sollten. Sie sollten aber anderseits
auch ein Pendant zu der Untersuchung Uber die Einwirkung von
Ammoniakgas auf Diastase sein.

Die Methoden folgten peinlich bis ins Detail den bis-
herigen Untersuchungen. Ich brauche daher Uber diesen Punkt
kein Wort zu verlieren und verweise nur auf die friheren Unter-
suchungen.l) '

Verwendet wurde dasselbe Invertasepraparat, von welchem
Proben schon fur die Untersuchung mit Chlorwasserstoffgas
gedient hatten.

Dieses Praparat enthielt:

Stickstoff 5,57°lo
Asche 22.21°/0
Amidstickstoff 2,30°/0

Formoltitrierbaren Stickstoff 3,17 °lo

Aciditat entsprechend 100,.2 ccm Normallauge fir 100 g
Substanz.

Bei den im folgenden aufgestellten prozentischen Be-
rechnungen folge ich dem bisher beobachteten Grundsétze und
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100

berechne die prozentischen Werte auf 100 Teile unveréanderter
Substanz.

Behandlung mit Ammoniakgas.

Verwendete Menge !
des Invertasepréparates

Aufgenommenc

Ammoniakmenge

J

s | g
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In Prozenten :

Aufgen*»mmenes Ammoniak 117 3 102 . 307
Pas Praparat enthalt noch Ammoniak : | ! v/
am 1 Tage . ... + v v S 2,2 - 145
) L 149 | 0,49 —
> VeSCV %' ;. AV R — 0,27 0.47
Y . 0,62 | ‘0 " 05
0. .. . ... .. 057 0 —
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f oy o — 0 0
e 0,41 o 0
> 'v winv C S : 0.87 0 ' 0
P i ; 0 0
il . O-yS o 0

Durch die Behandlung mit Ammoniak ist das Aussehen
des Praparates nicht sichtlich verandert worden.

Die Ammoniakmengen, welche das Invertasepréparat auf-
genommen hat, schwanken wieder in den einzelnen Versuchen.
Sie sind bedeutend kleiner als die Chlorwasserstoffmengen,
welche von demselben Praparate aufgenommen worden sind,
dagegen grolRer, als die Ammoniakmengen, welche die Diastase-
praparate aufgenommen hatten.

So wie die Diastasepraparate gibt auch das Invertase-
praparat das aufgenommene Ammoniak beim Auspumpen rasch
wieder ab. Allerdings bleibt hier wie dort nach dem Aus-
pumpen. trotzdem die Praparate auf ihr friheres Gewicht
zuruckgekehrt sind, etwas zurick, was bei der Bestimmung
der Aciditat und bei der Formoltitrierung sich als Ammoniak-
derivat kenntlich macht und offenbar auf eine chemische Ver-
bindung zu beziehen ist, die das Ammoniak mit Bestandteilen
des Praparates eingegangen. Darum ist es strenggenommen
nicht ganz richtig, die Gewichtsdifferenzen vollkommen mit
der Aufnahme und Abgabe von Ammoniak zu identifizieren.
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Bestimmung der Aciditat.

Die als Auspumpversuche bezeichneten Versuche sind die
Auspumpversuche 11 und III.

Verwendete Menge Ammoniak- Normalflissigkeit verbraucht
des" gehalt zur zur
Invertaseprapatrates Neutralisation | Formoltitrierung
g g «Ccm ccm
0.5281 0.0225 — 0,335 2,142
0,6129 0,0223 —0,183 2,195
Auspum )versuche.

0.4850 0 0,451 1.,267
0.4005 0 0,448 1,342
In prozentischor Berechnung:
Ammoniak- Aciditat
gehalt nach der Behandlung! des urspriinglichen ; '
/ mit Ammoniak Praparates Alma,imc
Oo '
ccm ccm ccm
4,26 — 634 160,2 223,6
3,64 — 29,9 160.2 190,1
Auspumpversuche.

0 93.0 160,2 67,2
‘0 91.3 160,2 68,9
Formoltitrierung.

In prozentischer Berechnung:
Formoltitrierbarer Stickstoff
nach der Behandlung mit des urspringlichen
Ammoniak Praparates Zunahme
°Jo *[>, oxfu
5,66 3,17 2.49
5,02 3,17 -.1.85
Auspumpversuche.
3,66 3.17 0,49
3,83

m m 0,66
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Die gefundenen Werte sollen an der Hand jener Be-
trachtungen diskutiert werden, welche bei der Einwirkung von
Ammoniak auf Diastasepriparate angestellt worden sind. Dem-
entsprechend will ich zundchst aus der Aciditdt und dem
formoltitrierbaren Stickstoff des urspringlichen Praparates jene
Menge von Ammoniak berechnen, welche von dem Praparate
zu Ammoniumsalz gebunden werden kann:

Ammoniak entsprechend der Aciditat: 1,73%/«»
Dem formoltitrierbaren Stickstoff: 3,86

Zu Ammoniumsalz gebunden: 5,69%

Vergleicht man mit dieser Zahl die Werte, welche fir
aufgenommenes Ammoniak gefunden worden sind, so liegen
diese mit einer einzigen Ausnahme niederer, ein Zeichen dafr,
da die Ammoniumverbindungen des Invertasepriparates schon
beim Uberleiten von Luft teilweise zersetzt werden. Die voll-
standige Zersetzung scheint dann beim Auspumpen zu erfolgen.

Um die Gewichtszunahme mit der Abnahme der Aciditat
und dem Zuwachs an formoltitrierbarem Stickstoff vergleichen
zu konnen, berechne ich wieder die der Gewichtszunahme als
Ammoniak betrachtet, sowie die der Aciditadtsabnahme &qui-
valente Stickstoffmenge.

1. D2, 3. 4, 5.
Ge- der Aci- der Zunahme an
wichts- Gewichtszunahme ditéats- Aciditatszunahme A
A .o formoltitrierbarem
zu- aquivalente ab- aquivalente
nahme | Stickstoffmenge  nahme  stickstolTmenge Stickstoff
°/0 «li ccm = °lo
4,26 3,50 223.6 3.27 2.49
3,64 2,90 190.1 2.66 1,85
Auspumpversuche.
o i " 67,2 0,94 0,49
o 0 68.9 0.97 0,66

Die Kolonnen 2, 4 und 5 miteinander verglichen, zeigen
nirgends Ubereinstimmung. Die genannten Veranderungen gehen

daher nicht in aquivalenten Verhéltnissen vor sich. Sie kdnnen
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auch nicht mit den Schemen, welche in der Abhandlung Uber
Ammoniakdiastase fir bestimmte Prozesse, wie Bildung von
Ammoniumsalz, von S&ureamid usw. aufgestellt worden sind,
zur Deckung gebracht werden. Ich finde auch keine Anhalts-
punkte, um die beobachteten Verdnderungen aus der Kombi-
nation mehrerer Prozesse zu erklaren.

Das eine aber ist klar: Da das Gesamtbild der Verande-
rungen nicht mit dem Bilde Ubereinstimmt, welches fiir die
Adsorption und fir die Bildung von Ammoniumsalz charakte-
ristisch befunden worden ist, so missen noch andere chemische
Prozesse stattgefunden haben. Diese Prozesse sind in den
Versuchen, bei welchen nicht ausgepumpt worden ist, andere,
als in den Auspumpversuchen.

Endlich verweise ich darauf, daB, wenn auch nicht gerade
zwei Kolonnen Ubereinstimmung zeigen, doch bei ein und der-
selben Art von Versuchen die Differenzen zwischen zwei Ko-
lonnen sich immer in derselben Richtung und ungefahr in
denselben GroRen bewegen. Dies ist gewill kein Zufall, Sondern
cs scheint mir darauf hinzuweisen, dall neben der Adsorption
und der Bildung von Ammoniumsalz nur ein oder einige wenige
Prozesse in Frage kommen.

Bestimmung des Amidstickstoffes.

Nachdem das Ammoniak durch Behandlung mit Magnesium-
hydroxyd entfernt worden war, lieferten die Bestimmungen
des Amidstickstoffes folgende Zahlen:

0,5579 g hatten aufgenommen 0,0220 g = 3,94°/« Ammo-
niak und lieferten 21,6 ccm Stickstoff bei 21,10 C. und 743,4 mm.

0,5502 g hatten aufgenommen 0,0236 g = 4,29°/0 Ammo-
niak und lieferten 19.0 ccm Stickstoff bei 20,6° C. und 744,2 mm,

In Prozenten:

Amidstickstoff
Ammoniakgehalt mit Ammoniak _ urspringliches
behandeltes Praparat | Praparat
3,94 2,15 l 2,30. "
1.29 1 1.93 : 3,20%.

r: r ' V 29*
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Die mit Ammoniak behandelten Préaparate entwickelten,
nachdem das Ammoniak durch Magnesiumhydroxyd entfernt
worden war, weniger Stickstoff als das ursprtuingliche Praparat.
Die Differenzen sind allerdings gering, doch weisen sie auf
einen besonderen chemischen Prozel3 hin. Die Bestimmung
des Amidstickstoffs bei Diastasepraparaten ergab gerade das
umgekehrte Verhaltnis, indem die mit Ammoniak behandelten
Diastasepraparate mehr Amidstickstoff aufwiesen als die ur-
sprunglichen Diastaseprdparate. Demnach muR3 auch der che-
mische Prozeld, auf welchen die Verminderung des Amidstick-
stoffs bei der Invertase hinweist, ein anderer sein, als der
Prozel3, welcher durch die Vermehrung des Amidstickstoffs bei
Diastasepraparaten angezeigt wird.

Prufung der Fermentwirkung.

Von mehreren Versuchen, die dasselbe Resultat gezeigt
haben, will ich nur einen anfuhren:

0,2195 g Invertase hatten aulgenommen 0,0138 g = 6,06°/.»
Ammoniak.

Kontrolle: 0,2 g Invertase.

Dauer Mit Ammoniak behandeltes
Kontrolle

des Versuches Invertasepraparat
Beginn . . . . . . 8,2 o 8,4
V* Stunde..................... 7.0 «0

o

1 D e 5.« 4.8
V/t Stunden . . . .1 4,0 8,5

2 oo 1 8.1 A 2,0 V-

Daran schliefe ich noch einen Versuch, zu welchem das
ausgepumpte Praparat vom Auspumpversuche | verwendet
Worden ist.

0,1945 g Invertase hatten aufgenommen 0,0087 g == 4,47%
Ammoniak und beim Auspumpen wieder abgegeben.

Kontrolle: 0.2 g Invertase.
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Dauer Mit Ammoniak behandelt«
Beginn . . . . . . . ) Q>
Stunde................... 71 . tyt
1 A 5,8 7,0
le* Stunden . . . . . 4.4 0.0
2 3,1 1 52

Die Versuche, als deren Beispiel der erste angefiihrt
wurde, ergaben, dafl durch die Einwirkung von Ammoniak
allein keine Schadigung der FermentWirkung erzeugt worden
ist. Es scheint sogar, als ob das mit Ammoniak behandelte
Praparat etwas besser wirken wirde als das urspringliche
Praparat.

Dagegen ist in dem Auspumpversuche deutlich eine Scha-
digung der Fermentwirkung zu erkennen. Es ist klar, dal} der
chemische Prozel3, welcher die Schadigung der Fermentwirkung
hervorgerufen hat, erst wahrend des Auspumpens vor sich ge-
gangen ist, und es liegt nahe, zu vermuten, dal} der schadigende
chemische Prozel3 eine Anhydridbildung ist, zumal da ja auch
als Grund tir die Vernichtung der Fermentwirkung durch Chlor-
wasserstoff eine Anhydridbildung erkannt worden ist.

Die Anhydridbildung in dem Auspumpversuche ‘hat die
vorausgegangene Ammoniakeinwirkung zur Bedingung, weil auch
das urspriingliche Praparat wegen seiner Hygroskopizitat standig,
d. i. monatelang im Vakuum Uber Schwefelsdure aufbewahrt
worden ist. ohne seine Wirksamkeit.einzubfRen. Man darf daher
vermuten, daf diese Anhydridbildung die Bildung eines bestan-
digen Saureamids aus Ammoniumsalz ist, und da demnach zur
invertierenden Wirkung freie Carboxylgruppen notwendig sind

Die Resultate der vorliegenden Untersuchung fasse ich
in folgende Satze zusammen:

1. Bei der Einwirkung von Ammoniakgas gehen die Be-
standteile des Invertasepraparates mit Ammoniak a,uBer der
Bildung von Ammoniumsalz noch andere chemische Verbin-
dungen ein. Durch diese anderen chemischen Verbindungen



