Ober Hemmung der Invertinwirkung.

Von
Anselm Eriksson.

(Aue dem medizinisch-chemischen Institut in Upsala).
(Der’Redaktion zugegangen am 2*. Marz 1911))

Herstellung des Invertins.

Frische Pre3hefe wurde in einem Morser mit gewaschenem
Seesand und Wasser zerrieben. 1 kg Hefe setzte ich 11 destil-
liertes Wasser zu. Die breiformige Masse wirde dann im
Laufe eines Tages kraftig geschuttelt. Daraufwurde die Masse
durch ein Seihtuch geprefl3t, um die grobsten Partikel zu ent-
fernen. Das Abgeseihte wurde dann filtriert, ein Verfahren, das
lange Zeit in Anspruch nahm, da ja der Fitter von Sand
und Hefepartikeln verstopft wurde. Das Filtrat, das vollig klar
und von gelber Farbe war, gab Reaktion auf Eiweil3 mit Gerb-
sdure. Das Eiwei3 wurde nach Michaelis durch Schutteln
mit Kaolin entfernt. Vollig klar wurde das mit Toluol gesattigte
Mitrat der mit Kaolin behandelten Losung im Eisschrank auf-
bewahrt. Die Reaktion der auf diese Weise erhaltenen Enzym-
I6sung war stets eine saure und die LOosung gab positive Reak-
lion auf Phosphate. Um die Saure und andere Krystalloide zu
entfernen, wurde die FlUssigkeit 2—7 Tage dialysiert. Nach
zweitagiger Dialyse war gewdhnlich die saure Reaktion ver-
schwunden, ebenso fiel die Phosphatreaktion negativ aus. Di<
Enzymlosung wurde vor dem Gebrauch filtriert und mit Wasse
verdunnt.' ‘ v ‘L.

Bei den meisten Versuchen wurden Rohzuckerlésungen von
200 oiger starke verwendet, in einigen von 10°/0. Zu 20 ccm
Zuckerlosung nahm ich im allgemeinen 10 ccm Enzymldsung.

+ Die Zeit der Inversion wurde verschieden gewahlt. Meistens
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war bei den einfachen Versuchen eine Zeit von 3—4 Stunden
genligend, um starke Inversionswirkung zu erzeugen. Die Inver-
sion wurde in einem Thermostaten von Ostwald bei 37° ausge-
fihrt. Vor dem Mischen wurden die verschiedenen LoOsungen
in der Regel etwa V» Stunde vorgewdrmt, so daf} sie die
Temperatur des Thermostaten besalen.

Die InversionsgroRe wurde mil dem Polariskop bestimmt.
Die von Hudsonl) untersuchte bei der Invertzuckerbildung
auftretende Multirotation wurde durch Zusatz von einem Tropfen
Natronlauge vermieden, ein von O’Sullivan und Thompson
zuerst ausgefuhrtes Verfahren. Durch das Alkali wird zugleich
die Inversion aufgehoben. Die in nachstehenden Versuchen als
ein Mall der Inversionsgréfie angeflhrten Ziffern machen die
Differenz zwischen der Anfangsdrehung (a,) und der Drehung
beim Aufheben der Inversion (af) aus, also «0—«t.

A. Hemmung der Invertinwirkung infolge von Adsorption des
\Y Enzyms durch Kohle.

DaR feste Substanzen das Vermogen haben, Enzyme leicht
aufzunehmen, ist eine seil langem bekannte Tatsache und wurde
von verschiedenen Forschern fiir mehrere Félle nachgewiesen.

v. Wittich2) hat z. B. nachgewiesen, dal das Fibrin die
Fahigkeit hat, Pepsin zu adsorbieren. Eine ahnliche Adsorbier-
barkeit ist fur Papain Von Wurtz,8) fur Trypsin u. a von
Grutzner,4) von Benderewsky?5) fur Ptyalin nachgewiesen.
Szumowski*) hat die Adsorptionsféahigkeit des Fibrins flr
Lab, Diastase, Invertin, Maltase konstatiert, v. Heltzl,)
daB Pepsin sich an fein verteilter Kohle, Schmirgel, Ziegel-
steinpulver, Brlcke,8) dall Pepsin an frisch erzeugten Nieder-

") Hudson. Journ. Amer. Chem. Soc.. Bd. XXX. S. 1564 (190H>.

* v. Wittich. Pflugers Archiv, Bd. V. S. 448.

¥ W.iirtz. Compt. rend.. Bd. XCIII. S. 1104.

- Grutzner, Bresl. arztl. Zeitschrift. 1882, Nr. 17.

') Benderewsky. Virchows Archiv, Bd. CXXI. S. 554,

*» Szumowskif Die Adsorption der loslichen Fermente durch das
Fibrin. inaug.-Diss. Freiburg 1898.

5 V. Heltzl. zit. nach Dauwc.
") Bricke. Sitzungsber. d. k. k. Akad.. Bd. XL11l, S. (>0i. Wien.
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Schlédgen von BaS04, Ca3(P04) und Cholesterin heftet Hato-
marsten,*) dall es an Niederschldgen von MgGO03 und Fett-
sauren, A. Meyer,2)3da es an Niederschldgen von Blei und
Kupfer, Jacoby,5)*dalR es an Niederschldgen von,Uranylacetat
heftet, Glaessnerd) hat Lab und Pepsin durch Glas, Quarz-
sand, Starke, Lycopodium und andere pulverisierte feste Sub-
stanzen gehemmt.

Dauweb) hat die Adsorption von Pepsin, Lab und Emul-
sin gezeigt. Als Adsorptionsmittel dienten Ton, Quarzsand,
Marmor, Talcum, Glaspulver, Tierkohle, Kieselgur, Starke,
Cholesterin, Lecithin, Fibrin u. a., ' I,

Michaelis und Michaelis und Ehrenreichb) haben
die Bindung von Enzym durch Adsorption untersucht. Sie haben
I0r Invertin gefunden, dal® es von Kaolin nicht adsorbiert wird,
eine Tatsache, die bei der Reindarstellung des Invertins mit
Vorteil verwendet wird. Dagegen haben sie gefunden, daf} das
Invertin sich durch Kohle, Tonerde und Talcum (von diesem
jedoch nicht in alkalischer Flussigkeit) adsorbieren l&ft.

Prof. Hedin, unter dessen Leitung ich nachstehende
Untersuchung ausgefiihrt habe, hat zuerst nachgewiesen, dafR
die Adsorption von Enzymen durch feste Substanzen zu einer
Hemmung der Enzymwirkung Veranlassung gibt, auch wenn
die Enzymwirkung in der Gegenwart des Adsorbens stattfindet.
Derselbe hat auch die Gesetze untersucht, nach denen die
Hemmung von Trypsin-7) und Labwirkungg) infolge von Ad-
sorption durch Kohle stattfmdet. Er hat gezeigt, dal fur die
Hemmung von Trypsin und Lab durch Kohle die Reihenfolge
des Mischens der Agenzien von groler Bedeutung'ist, sowie
auch der EinfluB der Zeit und der Temperatur, bei welchen

) Hammarslen. Malys Jahicsber., Bd. Il. S. 118:
*) A, Meyer, Landwirtschaftl. Versuchsstationen. Hd.XXVII. S. 217
3) Jacoby, Diese Zeitschrift. Bd. XXX. S. 135.
,8) Glaessner-llofmeisters Beitr.. Bd. I. S. 1. 1902.

®) Dauwe. Hofmeisters Beitr., Bd. VI. S. 420.

°) Michaelis u. M. und Ehrenreich, Biochem. Zeitschrift. Bd. VII.
S 488 (1907). Bd. X. S. 283 (1908), Bd. XII, S, 2(1 11908)..

7) Hedin, Biochemical Journ., Bd. V.L S, 426 (190*>).

8) Hedin. Diese Zeitschrift, Bd. LX. S. 864 (1909).
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die Agenzien vermischt und aufbewahrt werden. Er hat auch
nachgewiesen, dal die Hemmung durch Kohle in bezug auf
die Einwirkung oben erwéhnter Faktoren mit der Hemmung
des Trypsins und Labs durch Serumalbumin Ubereinstimmt.

Es wurde also folgendes gefunden :

1. Wenn das Enzym und die hemmende Substanz zu-
nachst vermischt und einige Zeit aufbewahrt werden, und das
Substrat nachher zugesetzt wird, ist die Hemmung groRer, als
wenn Substrat und Hemmungskoérper vermischt und das Enzym
danni zugesetzt wird.

2. Die Hemmung wachst bis zu einer gewissen Grenze
mit der Zeit, wéhrend welcher Enzym + Hemmungskorper vor
dem Zugeben des Substrats aufbewahrt wird.

3. Die so gefundene konstante obere Grenze der Hem-
mung steigt mit der Temperatur, bei welcher die Mischung
Enzym + Hemmungskorper vor dem Zusatz des Substrats auf-
bewahrt wir:d.

4. Das einmal adsorbierte Enzym kann durch geeignete
Mittel von dem Adsorbens zum Teil wieder losgeldst und in
aktive Form udberfuhrt werden.

Hed in *) hat ndmlich gezeigt, dal z. B. Casein und Trauben-
zucker, die einer Mischung von Kohle und Lab zugesetzt werden,
die Fahigkeit haben, das von der Kohle aufgenommene Enzym
in aktive Form zu dUberfihren und zwar dadurch, daR jene
Substanzen das Enzym von der Kohle verdrdngen, indem sie
selbst von derselben aufgenommen werden.

Im groRBen und ganzen stimmen $uch nachstehende Ver-
suche dber die Hemmung der Invertinwirkung durch Kohle
mit den eben erwadhnten Versuchen Uberein.

Zuerst wurde geprift, ob die Fahigkeit der Kohle, Rohr-
zucker bezw. Invertzucker zu adsorbieren, die gefundenen Resul-
tate beeinflussen konnte. Diese Einwirkung war unter den von
mir gewéhlten Versuchsbedingungen geringer, als dal} der Ein-
fluk derselben auf die gemessene Drehung nachgewiesen werden
konnte. Ebenso wurde die mdgliche Fahigkeit des Filtrierpapiers,

) liedin. Diese Zeitschrift, Bd. LXIIIl. S. 143 (1909).
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das Enzym o6der den Zucker aufzunehmen, untersucht. Irgend
welche Einwirkung derselben auf die Drehung habe ich auch
nicht nachweisen konnen. Reinste, fein pulverisierte Knocheri-
koMe wurde bei diesen Versuchen gebraucht. Die Kohle wirde
in Wassersuspension zugesetzt.

Einfache Hemmung.

Versuch |.

Gleiche Volumina von Invertinlésung und 1 »/oiger Kohlen-
suspension wurden 2 Stunden bei 37° zusammen aufbewahrt.
Vor dem Zusetzen der Rohrzuekerlésung wurde die Kohle ab-
filtriert. Der Kontrollprobe wurde statt der Kohle Wasser zu-
gesetzt, so daR am Anfang des Versuchs die Konzentrationen
von Enzym und Zucker stets dieselben waren. Alle Lésungen
wurden bei 37° (oder der Inversionstemperatur) vorgewarmt.
Die Inversionszeit war 12 Stunden.

5 ccm Enzym -f- 5 ccm 1®oiger Kohlensuspension oder
Wasser -f- 20 ccm 20°/oiger Rohrzuckerlésung. '\

Kontrollprobe: Enzym + Wasser—+ Zuckerlosung0 23" -

Filtrat von delr Kohlenenzymmischung
+ Zuckerlosung 15,03°
Die Kohle hat also einen Teil des Enzyms an sich ge-

nommen und dadurch eine Hemmung der InvertinWirkung ver-
ursacht.

EinfluR der Reihenfolge des Mischens.

Versuch Il. .«

Die Mengenverhaltnisse in diesem Versuch waren die-
selben wie im Versuch I. Die Kohle war hier wahrend der
Inversion anwesend und wurde erst beim Schlufl? des Versuchs
wegfiltriert. In 2. wurde die Mischung von Kohle *f Enzym
1 Stunde vor dem Zugeben vom Substrat aufbewahrt; in 3.
wurde die Kohle unmittelbar nach dem Zugeben des Substrats
zugesetzt. Die Inversionszeit war 41/* Stunden.

5ccm Enzym -f- 5cem 1 °/oiger Kohlensuspension -)-20 ccm
20°/oiger Rohrzuckerlésung.
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1. Kontrollprobe ohne Kohle 8,63°
2. (Enzym -|- Kohle) 1 Stunde -|- Zucker 3,56°
3. Enzym -|- Zucker Kohle 7,47°.

Der EinfluR der Reihenfolge des Mischens lal3t sich hier
deutlich merken. In 2. ist die Umsetzung die geringste; hier
hat bereits vor dem Zugeben des Substrats die schwer rever-
sible Verbindung zwischen Kohle und Enzym stattgefunden.
Die Hemmung wird in diesem Falle eine kraftigere als in 3.,
wo das Substrat eine groliere Moglichkeit hat, das Enzym an
sieh zu nehmen. In 3. ist die Umsetzung fast ebenso grol3 wie
in 1., wo keine hemmende Substanz vorhanden ist.

, - Einflul der Zeit und Temperatur.

+ Versuch-40.
Die Mischungen von Invertin und Kohle (5 ccm Enzym-
I6sung 5 ccm 0,5°/oiger Kohlensuspension) wurden ver-

schiedene Zeiten UNC bei verschiedenen Temperaturen vor dem
Zusatz vom Substrat (20 ccm 20°/oiger Rohrzuckerlésung) auf-
bewahrt. Die Kohle war wahrend der ganzen Inversionszeit
zugegen, und erst am SchluR des Versuchs wurde dieselbe
wegtiltriert. Die Inversion geschah nach dem Aufbewahren
der Enzymkohlenmischung und dem Zugeben des Substrats
bei 37°. Die Inversionszeit 4 Stunden (die Ziffern geben wie
gewohnlich die Inversionsgrofie an).

Zeit des Aufbewahrens Inversion nach dem Aufbewahren
der Enzymkohlenmischung ' 1 bei !
4'4 . in Stunden 20° 3®
I — 5.51° _
rwro st s
194 6.53® 5,33° 11
Ol bsue
4 oo 6.07°
- 0i0 (Maximum von
' Hemmung)
“7-- 0 -0 583°

Aus diesem Versiich geht hervor, daf nach Erhalten der
Kohlenenzymmischung bei einer héheren Temperatur (37°) sich
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eine geringere Inversion ergibt, als bei einer niedrigen (20°).
Beim Erhalten der Mischung bei der niedrigen Temperatur (20°)
wéchst die Hemmung bis zu einer gewissen Grenze. Dies war
im obenstehenden Versuche bei der héheren Temperatur nicht
der Fall; in diesem nahm namlich die Hemmung, nachdem
sie an ihrem Maximum angelangt, wieder ab:

Hier ist allerdings zu bemerken, daR die Ziffern, die die
Inversion nach der Aufbewahrung der Enzymkohlenmischung
hei 20° &angeben, zu klein sind, und dal} hierdurch der Hem-
imjngsunterschied zwischen einer 20- und 37gradigen Aufbe-
wahrung zu wenig merkbar wird. Die bei 20° erhaltene Mi-
schung von Kohle und Emzym setzte ndmlich bet dem Zusatz
von der 37gradigen Zuckerlosung die Temperatur der ganzen
Mischung etwas herab, so dal} dieselbe 'zu Anfang der Inver-
sion nicht vollig 37° erreichte.

Versuch V.

Die Mengenverhéltnisse und die Anordnungen waren in
diesem Versuche diejenigen wie im vorigen. Nur Wurde die
Kohle vor dem Zugeben des Substrats von der Mischung Enzym

-f- Kohle wegfiltriert. Die Inversionszeit war 3 Stunden.

Zeit des Aufbewahrern Inversion nach dein Aufbewahren
der Enzymkohlenmischung hcii L
in Stunden 20° 37«.
™ — v 3.50®
* 3-16° '
3.20®
> : | v- 0-60» (Maximum von
Hemmung)
3 3,62° 3.10®
o ono (Maximum von
Hemmung)

« 2,90°

Dies stimmt also in bezug auf das Resultat mit dem Ver-
sueh Ill Uberein. Die Tatsache, dafl die Kohle, wie im vorigen
Versuche, in der Losung wahrend der Inversion zugegen-bl.eibt,
beeinflult also nicht den Verlauf der Hemmung. DaR dagegen
die GroRe der Hemmung verschieden wird, je nachdem die
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Kohlenenzymmischung oder deren Filtrat auf den Rohrzucker
einwirkt, gebt aus dem folgenden Versuch hervor.

Versuch V.

Gleiche Volumina Invertinlésung und I°/oiger Kohlen-
suspension wurden 15 Minuten bei 370 zusammen aufbewahrt.
Dann wurde invertiert, einerseits mit dem Filtrat von dieser
Mischung, anderseits mit dem gleichen Volumen der nicht RI
tierten Mischung* Die Inversionszeit war 3 Stunden.

IOccm Kohlenenzymmischung oder deren Filtrat-+ 20 ccm
10°/oiger Rohrzuckerlésung.

Mit dem Filtrate 2,62°
Mit der nicht filtrierten Flussigkeit 4,42°.

Dies stimmt auch mit den Verhaltnissen bei Hemmung
der Trypsin- und Labwirkung durch Kohle. Mehr Enzym wird
wirksam, wenn die Kohle, die das Enzym aufgenommen hat.
wahrend der Inversion vorhanden ist, als wenn die Kohle vor
dem Zugeben des Substrats entfernt wird. Dal} dies nicht auf
einer Adsorption des Enzyms durch das Filtrierpapier beruht,
ist bereits nachgewiesen. Allem Anschein nach besitzt das
Substrat die Fahigkeit, einen Teil des von’ der Kohle aufge-
nommenen Enzyms zu aktivieren, was dadurch geschehen kann,
dal} das Subtrat das Enzym von der Kohle verdrangt und selbst
dasselbe an sich nimmt.

Abfiltrieren der Kohle zu verschiedenen Zeiten,
- nachdem das Substrat zugesetzt wurde.

‘Versuch ' V1,

Gleiche Volumina von Invertinlésung und 1°/oiger Kohlen-
suspension wurden 1 Stunde bei 37° vor dem Zusatz des
Substrats aufbewahrt. In 1. wurde die Kohle vor der Zugabe
des Subtrats durch Filtrieren entfernt; in den Ubrigen Fallen
wurde die Kohle nach dem Zugeben des Substrats zu ver-
schiedenen Zeiten nach dem Beginn der Inversion entfernt.

Die Inversionszeit war fur alle Proben 3 Stunden.

10 ccm Enzym Kohlenmischung oder Filtrat + 20 ccm
10°/oiger Bohrzuckerlésung!
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1. Filtrieren vor dem Zugeben von Substrat 3,17°
2. Filtrieren 10 Min. nach dem Zugeben von Substrat 3,05°
3., 1+, 25 * » » I » » g”o00
4. » 40 ¢ * » » ! » , 3340
5. » 60 » » » » Sy , 3370
6. * 180 * (die ganze Inversionszeit) 3,870
Kontrollprobe ohne Kohle 4,12°,

Hier wéare eine gleichmaBige Steigerung der Inversion
zu erwarten. In 2. und 3. ist aber die Inversionsgréfie etwas
gefallen, um erst dann zu steigen. Woran dies liegt, ist vorder-
hand nicht zu entscheiden. Wie ich weiter unten zeigen werde,
enthalt die Invertinlosung hemmende Substanzen, welche viel-
leicht auch zum Teil durch die Kohle aufgenommen werden
konnen. Nimmt man an, daR eine hemmende Substanz zun&chst
durch den Rohrzucker von der Kohle verdrangt wird, so wird
offenbar daraus eine Steigerung der Hemmung resultieren. Die
schlielliche Abnahme der Hemmung in den Versuchen Il und IV
wére vielleicht durch eine Aufnahme von hemmenden Sub-
stanzen seitens der Kohle zu erklaren.

- Versuch VII.

Die anfangliche Zunahme der Hemmung nach dem Zusatz
des Rohrzuckers ist auch aus folgendem Versuch zu ersehen,
der sich vom vorigen nur darin unterscheidet, dal3 die Zucker-
I6sung mehr konzentriert war und die Inversionszeit (12 Std.)
langer; 10 ccm Enzymkohlennofischung oder Filtrat-)- 20 ccm
20°/oiger Rohrzuckerldsung.

Filtrieren vor dem Zugeben des Substrats 15,63°
Filtrieren 45 Minuten nach dem Zugeben des Substrats 13,35»
=</01 » * » o » .ok [ > 13,50°

* 1001 > vt » 14 10°

x 150 ,.... » » » * » » pd o 14,85°

200 » oo ¥ » » =\ 15,00°

» 250" * A -’15 io0°

» 12 Stunden (die ganze Inversionszeit)’ , 19,10°

Kontrollprobe ohne Kohle ' , 23.00°.
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Fassen wir die Versuche mit Adsorption von Invertin
durch Kohle zusammen,’ linden wir folgendes:

1. Der EinfluR der Reihenfolge des Mischens. ist von
groller Bedeutung. Die Hemmung* ist starker, wenn die Kohle
einige Zeit vor dem Zugeben des Substrats mit dem Enzym
aufbewahrt wird, als wenn die Kohle nach dem Zugeben des
Substrats zugesetzt wird.

2. Im groRBen und ganzen wachst die Hemmung mit der
Zeit, wahrend welcher die Kohle mit Enzym aufbewahrt wird.

Beim Aufbewahren der Enzymkohlenmischung bei einer
niederen Temperatur (20°) wachst die Hemmung bis zu einer
gewissen Grenze. Bei einer héheren Temperatur (37 °) erreicht
die Hemmung ein Maximum* das doch wieder zurtickgeht.

3. Der Rohrzucker besitzt die Fahigkeit, einen Teil des
von der Kohle aufgenommenen Enzvms zu aktivieren.

B. Hemmung der Invertinwirkung dil*ch Serum.

Bevor ich meine Versuche beschreibe, will ich in kurzen
Zugen eine Ubersicht Uber frihere Untersuchungen geben, die
eine unmittelbare Bedeutung fir die meinen haben konnen.
Dall normales Serum das Vermogen hat, die Invertinwirkung
zu hemmen, ist bisher in der Literatur wohl kaum erwéhnt
worden. Auf kunstliche Weise hat man betrelfs mehrerer
Enzyme hemmende Substanzen (Antikorper) in Serum herge-
stellt. Was das Invertin betrifft, haben Schitze und Bergelll)
versucht, ein Antiserum herzustellen, mit dem Vermdgen, die
Invertihwirkung zu hemmen. Diese Forscher injizierten wahrend
einer langeren Zeit — mehrerer Monate — Kaninchen kleine
Invertindosen (Invertin v. Merck) und glaubten ein Antiserum
hergestellt zu haben. Die Wirkung des Invertins auf Rohr-
zucker wurde in reduziertem Cu angegeben. lhre Ziffern zeigen
deutlich, dalR der Effekt des hergestellten Antiserums sehr
gering war; es gibt in ihrer Abhandlung keine Angabe betreffs

Reaktion der erhaltenen Sera und doch ist diese von

') Schitze und Borgetl Zeitschrift fir klin. Metjtiz. Bd. LXI,
S. :m (1907k - .
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groRer Bedeutung, da man weil}, wie stark auch sehr geringe
Mengen von Alkali bezw. Séure die Inversion des Kohrzuckers
mit Enzym beeinflussen kdnnen. Bei solchen Versuchen fliel
auch die Eigenschaft des normalen Berums, selbst in die Invertin-
Wirkung hemmend einzugreifen, in Rechnung genommen werdén.
Wie folgende Versuche zeigen, existiert ndmlich eine -solche
Hemmung und. somit ergibt sich auch die Mdglichkeit, daR
bereits normales Serum verschiedener Individuen verschieden
kraftig hemmt. Damit Versuche, auf kinstlichen' Weg Antisera
herzustellen, als bewiesend angesehen werden sollen, mufy man
verjungen, dal dér Unterschied der Wirkung zwischen normalem
Serum uhd Antiserum mehr auffallend, als in den Versuchen
von Schutze und Bergeil der Fall ist. Im allgemeinen dirften
wohl die Versuche, Antisera herzustellen* durch die Schwierig-
keit, in anderen Hinsichten véllig vergleichbare Verhéaltnisse
zwischen Kontrollsera und Antisera zu erhalten, sehr unsicher
werden. |

Dall normales Serum die Fahigkeit besitzt, Trypsin und
l.abWirkung zu hemmen, ist seit lange erkannt. Hedin,l) der
auch den Verlauf der Hemmung mit Serum und Eierklar einem
eingehenden Studium unterworfen hat, findet, daf. hier ungefahr
dieselben Faktoren, wie Dbei der Kohlenadsorption, von Be-
deutung sind. So spielt bei der Hemmung die Reihenfolge des
Mischens, die Zeit und die Temperatur eine groRRe Rolle. Die
hemmende Kraft des Serums auf Trypsin und- Labwirkung wird
im hohen Grade durch Einwirken von S&uren, z. B. Essigsdure
(Trypsin) und Salzsaure (Lab) herabgesetzt. Die Hemmung
erklart Hedin so, dal3, wie bei der Kohle, das Enzym irrever-
sibel oder nur schwer reversibel am Hemmungskorper in Serum
verfestigt wird, eine Verfestigung, die eine gewisse Zeit in
Anspruch nimmt und in ausgiebigerer Weise erfolgt, je hoher
die Temperatur ist. Da das Substrat vor seiner Zersetzung
mit dem Enzym sich verbindet, wird die am Hemmungskorper

% Hedin, Journ. of Physiol, Bd. XXXIT. S. S90 (1905).
Hedin, Biochemical Journ., Bd. I, S. 474 (1906).
Hedin, Diese Zeitschrift, Bd. LH, S. 412 (1907).
Hedin. Diese Zeitschrift. Bd. LX, S. 8fi (1909).
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verfestigte Enzymmenge geringer in Gegenwart von Substrat,
als ohne dasselbe. Durch Behandlung mit Sdure verliert das
Serum seine F&higkeit, das Enzym an sich zu verfestigen.

Ich lasse nun einen Bericht tber meine Versuche betreffs
der Fahigkeit nativen Serums, die Invertinwirkung zu hemmen,
folgen.

Im allgemeinen ist Ochsenserum verwendet worden. Dal}
auch z. B. Pferdeserum und Kaninchenserum hemmt, glaube
ich gefunden zu haben.

Die Ablesung von Serumldsungen im Polariskop ist sehr
schwierig infolge der Opalescenz des Eiweiles.

Einfache Hemmung.

ay Undialys-iertes Serum.
Versuch VIII. :

Ein Volumen Ochsenserum wurde mit 3 Volumen Wasser
verdinnt. Die alkalische Reaktion des Serums hemmt selbst die
Invertinwirkung. Auch sehr geringe Mengen Alkali tben eine
deletédre Wirkung auf Invertin aus. Das Serum wurde darum
mit Salzsdure neutralisiert. Eine Fehlerquelle, auf die man
auch achtgeben muB, ist die optisch aktive Eigenschaft des
Serums. Zu dem Zwecke wurde die Linksdrehung der ange-
wandten Serumlésiing bestimmt vor dem Beginn des Versuches.
Die Enzymltsung, von welcher das Eiweil} entfernt war, zeigte
keine optische Aktivitat. Alle Losungen wurden vorgewarmt
Serum und Enzym wurden vor dem Zugeben des Substrats
15 Minuten bei 370 aufbewahrt. Eine Kontrollprobe mit Wasser
anstatt Serum und mit derselben Inversionszeit wie der der
Serumprobe wurde ausgeftuihrt. Die Inversionszeit war 3 Stunden,

5 ccm Enzym -f- 5 ccm verdinntes Serum oder Wasser
+ 20 ccm 10'Voiger Rohrzuckerldsung.

Kontrollprobe ohne Serum 3,87°
Mit Serum ; 2,91°.

Diese Ziffern zeigen eine Hemmung, die zwar nicht so
ausgesprochen ist wie bei der Hemmung von. Trypsin und Lab
mit Serum, aber doch auffallend.
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b) Dialysicrtes Serum.
Versuch IXa.

Es ist klar, dal} die Sicherheit, vollkommen neutrale L0-
sungen zu erhalten, groRer ist, wenn diese stark dialysiert
werden. Folgender Versuch will die Einwirkung dialysierten
Serums zeigen. Das Serum wurde mit HCI neutralisiert und
dann einer 3t4gigen Dialyse unterworfen» Die Mengenverhéltnisse
und die Starke der Rohrzuckerlésung waren dieselben wie im
vorigen Versuch. Irgend eine quantitative Vergleichung mit
vorigem kann man natdrlicherweise nicht ausfuhren, daja die
Enzymlésung sich von Tag zu Tag leicht andert.

Kontrollprobe Ohne ISerum 5,32°
Mit Serum L, 2,90°.

Dieser Versuch, der mit derselben Anordnung wie im
vorigen ausgefuhrt ist, stiijnmt auch in bezug auf das Resultat
mit diesem.

EinfluR der Reihenfolge des Mischens.

Versuch IXb.

Auch folgende Ziffern wurden bei eben angefuhrtem Ver-
such erhalten. Die Agenzien werden in derselben Reihenfolge
angefihrt, in welcher sie zugesetzt wurden. In 3. wurde Hem-
mingskorper und Enzym 1 Stunde bei 3/°-vor dem Zugeben
des Substrats aufbewahrt. In 2. wurde der Hemmungskorper
unmittelbar nach dem Zugeben des Substrats zugesetzt. Die
Inversionszeit war 3 Stunden.

5 ccm Enzym -j- 5 ccm verdinntes Serum oder Wasser
-~ 20 ccm 20°|oiger Rohrzuckerlésung.

1. Kontrollprobe ohne Serum 5,32°

2. Enzym -f- Rohrzucker -f- Serum 3,400

3. (Serum -J- Enzym) 1 Stunde Rohrzucker 2,90°.

Aus diesem Versuch ist also zu ersehen, daR die Reihen-
folge des Mischens eine gewisse Rolle spielt. Die geringste
Wirkung wird erhalten, wenn die Reihenfolge ist: Hemmungs-
korper — Enzym — Substrat. Doch erhélt man a.uch eine be-
trachtliche Hemmung beim Mischen : Substrat — Enzym — Hem-
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mungskorper. Dies stimmt auch mit dem bei den Versuchen
Hedins dber Hemmung von Trypsin und Lab und den oben
beschriebenen Uber Kohlenadsorption gefundenen utberein. Der
EinfluR der Reihenfolge des Mischens geht auch aus folgendem
Versuche Hervor.

Einflu3 der Zeit und Temperatur.

Versuch X.

Ein Volumen mit Salzsaure neutralisierten Serums wurde
mit 3 Volumina Wasser verdinnt. Gleiche Volumina von Serum
und Enzymldsung wurden zu verschiedenen Zeiten vor dem
Zusetzen des Substrats bei 37° zusammen aufbewahrt. In 2.
wurde der Hemmungskorper unmittelbar nach dem Zusatz vom
Substrat zugesetzt. In der Kontrollprobe ohne Serum wurde
ein entsprechendes Volumen Wasser hinzugefugt. Die Inversions-
zeit war' 3 Stunden. ;v V;; ' | o

5 ccm verdinntes Serum oder Wasser + 5 ccm Enzym
-J- 20 ccm 10°,'oiger Rohrzuckerlésung'

1. Kontrollprobe ohne iSerum - 553«

2. Enzym -j- Rohrzuckesr -f- Serum Co 3,27°

i YENTVM a- Gambmiy 2 «in. aumewanri -j~ rionrzucker 2,3/

4 (Enzym -J- Serum) 2(L », » 1+ -- Rohrzucker 2,07°

5. (Enzym -j- Serum) 3C; - .» v -j- Rohrzucker 3,07°.
Versuch XL

Dieser Versuch wurde wie der vorige ausgefuhrt, jedoch
mit dem Unterschied, daR stark dialysiertes Serum von
derselben Verdinnung wie im vorigen benutzt wurde.

*1. Kontrollprobe ohne Serum - ' 5,32°
2. Enzym -t Rohrzucker -f- Serum : ‘ 3,10°
3. (Enzym Serum)15 Min. aufbewahrt -f-: Rohrzucker 3,21
4. (Enzym —+ Serum)30 > » -fl Rohrzucker3,13»
0. (Enzym -f- Serum)00 > » -f4 Rohrzucker2,00".

Dieser Versuch wie auch der vorhergehende zeigt, dal3 die
Hemmung mit der Zeit wachst, wahrend welcher die Mischung
von Enzym -]- Hemmungskoérper zusammen aufbewahrt worden
ist. Der vorhergehende Versuch deutet auch darauf hin, dal
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die Hemmung schlielRlich eine gewisse Grenze erreicht. Dies
sient man jedoch deutlicher aus folgendem Versuche.

Versuch XII.

Dieser Versuch soll den EinfluR der Temperatur, bei
welcher die Mischung von Enzym -(- Hemmungskorper vor
dem Zusatz des Substrats erhalten wird, zeigen. '

Dialysiertes Ochsenserum, mit 3 Volumen Wasser ver-
dinnt, wurde gebraucht. Zwei auf véllig, dieselbe Weise be-
reitete Mischungen von Enzym und Hemmungskdrper wurden
wahrend verschiedener Zeiten vor dem Zusatz, des* Substrats
aufbewahrt, die eine bei 12° die andere laei 37°.

Die Inversion wurde dann bei 37° ausgefiihrt und dauerte
3 Stunden.

5 ccm Enzym -|- 5 ccm verdunntes, dialysiertes Serum
~f- 20 ccm 20°,'oiger Rohrzuckerlésung.

Zeit des Aufbewahrens Inversion nach dem Aufbewahren
in Stunden bei 120 ' bei 370

A VAR B 12.15°

v 12.03* 11.95°

1 11 <700 (Maximum der
. . Hemmung)

2V i« o (Maximum der 19 7 - ;
11,95°

Die Hemmung waéchst also beim Erhalten der Mischung
von Enzym -|- Hemmungskorper bis zu einer gewissen Grenze
und die Hemmung wird relativ hoher, je héher die Temperatur
ist, bei welcher die Mischung erhalten wird. Es mag hier be-
merkt werden, dall in diesem letzten Versuch die-Mischung
von Enzym und Hemmungskérper, als sie dem Substrat, das
.eine Temperatur von 37° hatte, zugefiigt wurde, in den Fallen,
wo der Versuch die Einwirkung einer niederen Temperatur
zeigen will, selbst eine Temperatur von 12° besal} und alsa
die Temperatur der ganzen Mischung etwas herabsetzte. Darum
sind in diesem Versuch die Ziffern, die die Inversion bei Ein-
wirkung von der bei 12° erhaltenen Mischung angeben, ein
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wenig zu niedrig und also in diesem Falle die Hemmung in
der Tat geringer, als die Ziffern angeben.

Uberhaupt stimmen diese Resultate mit den von Hedin
bei Trypsin und Lab erhaltenen. Das hemmende Vermdgen des
Serums auf Invertin ist jedoch viel geringer, als auf Trypsin
und Lab.v

EinfluR der Sdure auf das hemmende Vermogen des
Serums.

Versuch XIII.

Hedin*) hat Serum mit Sdure behandelt und dabei ge-
funden, daR das hemmende Vermogen des Serums auf die
Trypsinverdauung bei Behandeln mit Essigsaure verloren geht.
Was die Hemmung .von Labwirkung betrifft, ist diese so gut wie
vollkommen bei Behandeln mit Salzsdure aufgehoben worden.

Folgender Versuch will den EinfluR der S&ure auf Serum
hinsichtlich der, Rohrzuckerinversion zeigen.

10 ccm diaiysiertes mit drei Volumina Wasser verdinntes
Serum wurde 1 Stunde bei 37° mit 2 ccm 1 °/oiger Salzsédure
behandelt. Nach dem Behandeln wurde mit 2 ccm &quivalenter
Natronlauge neutralisiert (A). Eine Kontrollprobe mit 10 ccm
Serum und 4 ccm entsprechender Neutralsalzlésung (B) wurde
ausgefihrt. Die Inversionszeit war 3 Stunden.

a ccm Invertin + 5 ccm Serummischung -f- 20 ccm
10° oiger Zuckerldsung.

Ohne Serum * 6,12°
Mit A (Behandlung mit HCI) 4,68°
Mit B (Neutralsalz) 4,11°

Diese Ziffern zeigen, dal das hemmende Vermogen des
Serums durch Behandlung mit HCI etwas herabgesetzt wird.
Die Saure vermag jedoch nicht dasselbe ganz aufzuheben,
wie das Verhéltnis bei Trypsin und Lab ist.

Hier ist also zu ersehen, daR Serum eine betrachtliche
Hemmung auf Invertin ausiibt. Diese Tatsache ist bei friheren
Untersuchungen Uber Antisera gegen Invertin nicht in Rechnung

- Vorher zitiert. W'
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genommen worden, sowie auch nicht die Einwirkung der
Reihenfolge des Mischens der Agenzien, die bei Hemmung durch
Serum eine gewisse Rolle spielt. M C

C In der Invertinldsung selbst befindliche hemmende Substanzen.

Dal es in Enzymldésungen Substanzen geben oder z. B.
durch Erhitzen von Enzymlésungen Stoffe hergesteilt werden

konnen, welche die Enzymwirkung hemmen, ist hinsichtlieh
mehrerer Enzyme nachgewiesen. Uber deren Natur sind die
Angaben widersprechend. Es ist wohl anzunehmen, daf} diese
hemmenden Substanzen bei den Enzymreaktionen eine gewisse
Rolle 'spielen koénnen...1 v\,

Pollak!l) fand bei seinen Untersuchungen Uber die. ein-
heitliche Natur des Trypsins, dal eine erhitzte Enzymldsung
eine betrachtliche Hemmung auf das Trypsin austbte. Die Hem-
mung war nur gegen die Leimverdauung gerichtet,/ wahrend
die Verdauung von Serum nur wenig durch den Hemmungs-
korper beeinflut wurde. Die hemmende Substanz, die er Anti-
glutinase nennt, war kochbestandig und nicht aialysierbar.

Schwartz?) hat infolge der Untersuchungen von Pollak
auch andere Enzyme z. B. Pepsin in bezug aufin dem Enzym
selbst vorhandene hemmende Substanzen geprift. Er fand ein
thermostabiles Antipepsin von nicht proteinartiger Natur. Das
Autipepsin wird nicht beim Kochen gebildet, sondern es findet
sich als solches in der Enzymlésung praformiert. Der Hemmungs-
korper greift das Substrat nicht an. vV

Gramer und Beam3) haben Pepsin, Lab und Taka-
«liastase gepruft. Durch .Zusetzen von nicht zu stark erhitztem
Enzym zu nicht erhitztem haben sie eine Hemmung der Enzym-
wirkung gefunden. Auf 56_60- erhitzte Enzymidsiingen setzten
die Wirkung aktiven Enzyms herab. Die hemmende Substanz
wurde im allgemeinen bei 100° zerstért. Der Hemmungskorper

) Pollak. Hofmeisters Beilr., Bd. VI, S. Do.
Schwartz. Hofmeisters Beitr., Bd. VI,S. 521.

") Cramer und Bearn. Biochemie. Journ, Bd. Il. S.T74 (ItK»7). —
I'ioeed. of the Physiol, soc.. .lune 2. 1IWJ6. !

Uoppe Seykr’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXX1I. 22



dialysiert nicht durch Pergament. Der Proze3 beruht nicht
auf einem Antiferment. Méoglicherweise war eine Verbindung
zwischen Substrat und Hemmungskorper vorhanden.

Schlie8lich hat Porterl) enzymhemmende Substanzen in
Enzymldésungen nachgewiesen. Er untersuchte die Wirkung von
Kollodiummembranen auf Pepsin, Trypsin, Lab, Steapsin, Pty-
alin, Emulsin und Takadiastase. Lo&sungen von allen diesen
Enzymen, die Takadiastase ausgenommen, verloren bei Be-
rahren von Kollodiummembranen ihre EnzymWirkung und zeigten
dann, Ptyalin ausgenommen, eine hemmende Einwirkung auf
die entsprechenden Enzyme.

Folgende Versuche zeigen, daB auch in Invertinlésungen
hemmende Substanzen sich finden.

Einwirkung von gekochter Invertinlésung.

Wie in den Versuchen dber Hemmung mit Kohle und
Serum wurde darauf geachtet, daR in den zu vergleichenden
Proben stets dasselbe Volumen und dieselbe Konzentration von
Substrat und von Enzym vorhanden waren. Es ist auch von
Belang, Fehlerquellen, wie z. B. die saure Reaktion, zu elimi-
nieren. Wird namlich undialysierte gekochte Enzymlésung zu
gesetzt, ergibt sich eine beférdernde Einwirkung, die man einem
spezifischen Koenzym zuschreiben koénnte. Diese Forderung
der Inversion, liegt an der sauren Reaktion, die stets in Invertin-
I6sungen, die nicht dialysiert sind, vorhanden ist oder beim
Aufbewahren entsteht. Um die hemmende Substanz nachzu-
weisen, mull man also die Enzymlésungen der Dialyse unter-
werfen oder sie auf andere Weise neutralisieren. Die saure
Reaktion nicht nur neutralisiert die Wirkung des Hemmungs-
Korpers, sondern wirkt auch dariber hinaus fordernd.

In nachstehenden Versuchen waren die Enzymlésungen
wahrend verschiedener Zeiten (2—6 Tage) dialysiert worden.
Im allgemeinen war die hemmende Eigenschaft wahrzunehmen
ehe alle S&ure wogdialysiert war. Nach 2—3tagigem Dialy-
sieren wurde die grote Hemmung erhalten. Den Kontrol!

V Porter. Biochem. Zeitschrift, Rd. XXV, S. 301 (1910).
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proben ohne Hemmungskirper wurde *elne entsprechende Menge
Wasser zugesetzt. Die Enzymlésung wurde etwa 2—5 Min.
bei 100° gehalten. .

5 ccm aktives dialy”™iertes Invertin
'+ 0 » erhitztes L+

+ 20 » 20°/oiger Rohrzuckerldsung.

Versuch XVI. Inversionszeit 3 Std.
Kontrollprobe ohne Hemmungskorper 0,61°

Mit Hemmungskorper o 0,09°.
V' Versuch XIV. \/
Wie das vorige, aber mit kraftigerem akt. Enzym. Inversionszeit
4 Std. »
.. V. Kontrollprobe'. - 2,28° v y !

Mit Hemmungskorper 0,58°.

Versuch XV. Inversionszeit 4 Std.
I J Kontrollprobe 0,62°

Mit Hemmungskorper 0,07 ».

Versuch XVI. Inversionszeit 4 Std.
Kontrollprobe .
Mit Hemmungskorper 0,28°.

Aus diesem ist zu ersehen, daB gekochte dialysierte
Invertinlésungen eine kraftig hemmende Einwirkung auf das
aktive Enzym ausuben. Da ja in diesen Versuchen Erhitzung
bis 100° gebraucht wurde, muf3 man wohl annehmen, dal der
in dem Enzym gefundene Hemmungskorper thermostabil ist.

Zusetzen von Filtraten von mit Kohle behandeltem

Enzyme. . !

Aus oben beschriebenen Versuchen ist nicht zu ent-
scheiden, ob der Hemmungskorper als solcher in dem aktiven
Enzym sich findet oder erst durch Erhitzen gebildet wird. Ein
diese Frage zu entscheiden, mull man auf irgemj. eine Weise
das Enzym aus der LoOsung entfernen, ohne dieselbe zu er-
hitzen. Das Enzym durch Alkali zu zerstéren, ist nicht angangig,
da ja moglich wére, dall der Hemmungskorper selbst davon
beeinflult werden konnte. Um starke chemische Agenzien zu
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vermeiden, wurde das Enzym voéllig durch Kohle entfernt, dann
wurde das Filtrat von der mit Kohle behandelten Enzymlésung
auf sein Hemmungsvermogen gepruft. Um die férdernde Ein-
wirkung der sauren Reaktion zu vermeiden, wurde auch hier
das Enzym dialysiert. 10 cem dialysierter Invertinldsung wurden
mit 5 cem 4°/oiger Kohlensuspension vermischt und  _ |
Siunde bei 37° aufbewahrt. Die Menge der Kohle wurde so
mob gewéhlt, da das Enzym aus der Ldsung vollig entfernt
wurde. Es war fir das Resultat gleichgultig, ob die Enzym-
kohlenmischung bei einer niederen oder hoheren Temperatur
aufbewahrt wurde. Die auf diese Weise behandelte Enzym-
I6sung wurde durch doppelte Filter filtriert. Das Filtrat wurde
zu dem aktiven Enzym hinzugefugt. Die Inversion wurde bei
370 ausgefuhrt. Kontrollproben wurden aysgefihrt, um zu
zeigen, dall das Enzym durch die Adsorption von der Kohle
vollig entfernt war.- Die Inversionszeit war 3 Stunden.

5 ccm Invertin -~ 5 ccm Filtrat von kohlenbehandeltem
Enzym oder H20 + 20 ccm 20®/oigen Rohrzuckers.

Versuch XVII.
Kontrollprobe , il,70°
Mit Kohlenfdtrat 10,35°..
Das Kohlenfiltrat war in diesem Falle schwach sauer

wegen der kurzen Dialyse (2 Tage). Doch ist die Hemmung
deutlich; denn wie oben erwdhnt wurde, ist es nicht nétig, dal

alle Saure entfernt wird. Eine sehr schwache saure Reaktion
vermochte nicht den Hemmungskorper vollig zu neutralisieren.

Versuch XVIII.

Starkere Dialyse wurde bei diesem Falle benutzt. Das

Kohlenfiltrat war neutral, mit Lackmuspapier gepruft;
Kontrollprobe 7,10w
Mit Kohlenfiltrat 5,08°.

Also zeigt sich eine gréRere Hemmung, wenn man prak-
tisch neutrale Kohlenfiltrate benutzt. Die Hemmung tritt bei
Anwenden von Kohlenfiltrat zwar nicht so deutlich wie bei
Anwenden von erhitztem Enzym hervor. Die Ursache ist die,
dall die Losung des Hemmungskorpers durch den Zusatz von
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der Kohlensuspension mehr verdiunnt wird; Infolge dieser
Versuche ist zu behaupten, dal mindestens ein Teil des Hem-
mungskorpers als solcher in der Invertinliisung vorhanden ist
und nicht durch Erhitzen gebildet wird.

Es scheint, als ob Erhitzen keine Einwirkung auf den so
erhaltenen Hemmungskorper austibte.

Einwirkung von Dialyse auf die Hemmungskorper.

Bei den Versuchen uber den aiis dialysierten Lésungen
erhaltenen Hemmungskorper wurde beobachtet, daR verschieden
kraftig dialysierte Enzymldsungen verschieden stark hemmten.
Eine Reihe Versuche wurden deshalb mit Zusatz von ver-
schieden kréaftig dialysiertem Enzym ausgefiinrt; Eine gewisse
Menge frisch bereiteter Invertinlésung wurde in einem Dialyse-
schlauch eingeschlossen und Toluol wurde zugesetzt. Die Dia-
lyse wurde gegen destilliertes Wasser ausgefihrt. Das Wasser
wurde alle 1age gewechselt. Alle Tage wurde eine gewisse
Menge Enzymldsung aus dem Schlauch herausgenommen und
aufbewahrt. Alle Versuche wurden zu gleicher Zeit ausgefihrt.
Nachstehende Ziffern mufl man jedoch nur als approximalisch
vergleichbar ansehen. Es ist ndmlich sehr schwierig zu ver-
meiden, dal die Losung in dem Dialyseschlauch ihr Volumen
ein wenig verandert.

Die aus dem Dialyseschlauch herausgenommeneri Enzym-
I6sungen wurden mit Kohle behandelt, um das Enzym. zu
entfernen.

Zu 10 ccm Enzymlésung wurden 5 ccm 4°/'o iger Kohlen-
suspension hinzugefugt. Dann wurde filtriert. Die Filtrate von
der Kohlenbehandlung wurden aktivem Enzym zugesetzt. Das
Kohlenfiltrat und die Enzymldsung wurden 1 Stunde bei 37"

zusammen aufbewahrt. Das aktive EnZynt war wie gewohnlich
dialysiert.

Versuch XIX.

5 ccm Enzym -j- 5 ccm Filtrate -(- 20 ccm *20°/.>igen
Rohrzuckers. . ( oot
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t. Ohne Kohlenfiltrate 9,72°
2. Mit Kohlenfiltrat von undialysiertem Enzym 10,02°
3. * von 1 Tage dialysiertem » 7,76°

j o» 2 * » * - 7,11*
e * Sy o» 3 * * 8,03
0 = 4, * » . 8,33°
7. —>>>><<>> T >> . 8,33°
g * * » * 9 A : 7,18°

2. zeigt, daB das Filtrat des undialvsierten Invertins die
Inversion befordert und zwar durch ihre saure Reaktion, Dann
sinken die Werte herab. Dies ist so zu erklaren, dald die be-
fordernde Saure geschwind wegdialysiert, worauf die hemmende
Natur der Losung hervortritt. Dann steigt wieder die Enzym-
wirkung. Dies wird daraus erklart, dal die hemmende Sub-
stanz selbst dialysiert, wenn auch sehr langsam, eine Tatsache,
auf die auch folgender Versuch hindeutet.

Die invertierende Kraft, der Enzymlésung wurde nach

verschieden starker Dialyse geprift n
Versuch XX.

Das aktiveEnzym, undialysiert 3,43°

- » > 1Tag dialysiert 2,580
ol * * » 2 Tage » 2,53°
» » | x 3 » - 2,81°
» » D 4 'y » 2,960
» » 5 b=V b 2,98°

Die Erklarung: dieses Verhaltnisses ist dieselbe wie im
vorigen Versuch. Die anfangliche starke Enzymwirkung beruht
auf der sauren Reaktion. Die Saure dialysiert dann geschwind
weg und die Wirkung wird herabgesetzt. Die Wirkung steigt
wieder, denn der Hemmungskorper wird durch die Dialyse,
obschon viel langsamer als die Saure, entfernt.

Einwirkung von Dialysate.

Oben erwahnte Versuche deuten darauf hin, daR das
hemmende Prinzip in der Invertinlosung dialysierbar ist, denn
das Konhlenfiltrat von stark dialysiertem Enzym hemmt weniger
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als das nach kurzerer Dialyse. Dall die hemmende, Substanz,
wenn sie dialysierbar ist, durch Dialyse mit grof3erer Schwie-
rigkeit als z. B. Phosphate entfernt wird, ist leicht zu ersehen.
Nach etwa 2tdgigem Dialysieren wird die Phosphatreaktion
negativ. Die hemmende Substanz dagegen kann man sogar
nach 6—9 tdagigem Dialysieren in der Losung aufweisen.

Um das aus der Enzymlésung Wegdialysierte hinsichtlich
der hemmenden Substanz zu untersuchen, wurde ein Dialyse-
schlauch mit destilliertem Wasser gelullt, und mit frisch be-
reiteter undialysierter Enzymlésung umgeben. Die Enzymldsung
wurde 2—3mal erneut. Nach etwa 2tdgigem Dialysieren wurde
die Flissigkeit in dem Dialyseschlauch geprift. Diese Flissig-
keit sollte nun die in der Enzymlésung dialysierbaren Sub-
stanzen enthalten. Auch in diesem Falle mul? man natir-
licherweise genau darauf achten, daR die Flussigkeit vor dem
I ntersuchen neutral ist. Das so erhaltene Dialysat reagiert
namlich sauer, eine Tatsache, die die Inversion fordern sollte,
In nachstehenden Versuchen wurde das pialysat mit NH* nder
NaOH neutralisiert. Das Neutralisieren ist sehr schwierig aus-
zufthren, da ja selbst ein sehr winziger UberschuR von Alkali
eine hemmende Wirkung ausiibt. Im allgemeinen wurde nur

viel Alkali hinzugefligt, dal eine &uBerst schwache saure
Reaktion erhalten wurde.
5 ccm Invertin + 5 ccm Dialvsat oder Wasser -T 20 ccm
0 oiger Hohrzuckerldsung.
Versuch XXI.
3 Stunden Inversion. Das Dialysat mit NH3 neutralisiert. |
Kontrollprobe ohne Dialysat 12,85° «
Mit Dialysat , 8,28°.
{ Versuch XXII. * *./
+ Stunden Inversion. Das Dialysat mit NH* neutralisiert.
Kontrollprobe ohne Dialysat . 8,080
Mit Dialysat 5,00°.
Versuch XXIII.
\ Stunden Inversion. Das Dialysat mit NHS neutralisiert.
Kontrollprobe ohne Dialvs&t 6,91°
Mit Dialysat 2,28°.
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Versuch XXIV.
4 Stunden Inversion. Das Dialysat mit NaOH neutralisiert.
Kontrollprobe ohne'Dialysat 7,49°.
Mit Dialysat 1,39°.
Versuch XXV.
4 Stunden Inversion. Das Dialysat mit NH3 neutralisiert.
Kontrollprobe ohne Dialysat 12,59°
Mit Dialysat 7,76°;

Hieraus ist zu ersehen, dal das Dialysat viel kraftigt
als das Filtrat von mit Kohle behandeltem Enzym hemmt. Das
Neutralisieren des Dialysats braucht nicht vollstandig zu sein,
um kraftige Hemmung hervorzurufen. Daraus ist die Schluf3-
folgerung zu ziehen, daR die hemmende Substanz (oder viel-
leicht mehrere hemmende Substanzen, denn sehr schwierig ist
zu entscheiden, ob das hemmende Prinzip einheitlich ist) die
Fahigkeit besitzt, durch Pergament zu diffundieren. Es ist jedoch
aus oben beschriebenen Versuchen leicht ersichtlich, dal3 ihre
Diffusionsfahigkeit nicht so grof3 ist, wie z. B. die der in der
Enzymldsung vorhandenen Saure oder anderer Krystalloido.
wie Phosphate u. a. Auch das Dialysat hemmt nach Erhitzen
auf 100°; dessen hemmende Fahigkeit scheint jedoch bei starkem
Erhitzen etwas herabgesetzt zu werden.

Einwirkung der Reihenfolge des Mischens.

Man kann nur fragen, auf welche Weise der in der
Enzymlésung vorhandene Hemmungskorper seine Wirkung ans-
Ubt. Verbindet er sieh mit dem Enzym? Die Hemmung mit
Serum und Kohle, wie oben nachgewiesen ist, liegt an einer Ver-
festigung zwischen Hemmungskorper und Enzym.

Versuch XXVI. j

Um diese Frage etwas zu beleuchten, wurde folgend» !
Versuch angestellt. Der Hemmungskdrper wurde durch Be-
handeln von dialysiertem Invertin mit Kohle hergestellt. 20 ccm
Enzym wurden bei 37° mit 10 ccm 4°/oiger Kdhlensuspension
aufbewahrt. Dann wurde filtriert. In 2. wurden 5 ccm dieses
Filtrates mit 5 ccm aktivem Enzym bei 37° 1 Stunde aut
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bewahrt. Dann wurde das Substrat (20-ccm 20A\Viger Rphr-
zuckerlésung) zugelugt. In 3. wurde der Hemmungskorper,
5 ccm Kohlenfiltrat, unmittelbar nach dem Zusetzen-Von Substrat
hinzugelugt. Die Ldsungen hatten alle am Anfang des Versuchs
dieselbe»Temperatur, 37°. Dann wurde bei 37" invertiert. Die
Inversionszeit war 4 Stunden.

1. Kontrollprobe ohne Hemmungskorper 11,93
2. (Enzym -|- Hemmungskorper) 1 Std. + Substrat 4,85°
3. Enzym -f* Substrat -(- Hemmungskorper 4730

Ahnliches Resultat ergibt sich auch bei Benutzung von

erhitztem Enzym. Die Reihenfolge des Mischens spielt beit«
Anwenden dieses Hemmungskorpers offenbar nicht dieselbe
Holle, wie bei Hemmung mit Serum, 6(jer Kohle. Man muR

also annehmen, daR in diesem Falle die Hemmung nicht wie
bei Serum und Kohle stattfindet, wo die Reihenfolge eine wichtige
Rolle spielt.

Zusammenfassung/ .

Das Invertin kann durch Kohle aus seiner Ldsung vollig
oder zum Teil aufgenommen werden Bei der hierdurch er-
zeugten Hemmung der Invertinwirkung ist die Reihenfolge des
Mischens der Agenzien von grof3er Bedeutung. Die Hemmung
wird stérker, wenn die Kohle einige Zeit vor dem Zusetzen
des Substrats mit dem Enzym aufbewahrt wird, als wenn die
Kohle unmittelbar nach dem Zusetzen des Substrats- hinzu-
gefugt wird.

Im grofien und ganzen wéchst die Hemmung mit der Zeit,
wahrend welcher die Kohle mit dem Enzym aufbewahrt wird.
Beim Aufbewahren der Enzymkohlenmischung bei; der niederen
Temperatur (207) Waéchst die Hemmung bis zu einer gewissen
Grenze. Bei der hoheren Temperatur (37°) erreicht die Hem-
mung ein Maximum, das jedoch wieder ein wenig herabgeht.

Das Substrat besitzt die Fahigkeit, einen Teil des von
der Kohle aufgenommenen Enzyms zu aktivieren..

Normales Serum besitzt auch die Fahigkeit, die Invertin-

wirkung zu hemmen. Auch bei Seruni spielt die: Reihenfolge
des Mischens der Agenzien eine Rolle, doch keine So grolie
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wie bei der Adsorption durch Kohle. Die Hemmung wird
groRer, je langere Zeit die Serum-Enzymmischung vor dem Zu-
setzen des Substrats aufbewahrt wird. Bei Anwendung von
Serum wachst die Hemmung bis zu einer gewissen Grenze
mit der Zeit und Temperatur, wahrend welcher die Serum-
Enzymmischung vor dem Zusetzen des Substrats aufbewahrt
wird. Hier liegt jedoch ein Unterschied von der Hemmung durch
Kohle vor. Bei der Kohle sank die Hemmung, als sie ihr
Maximum erreicht hatte, bei der hoheren Temperatur wieder
etwas herab.

In der Invertinlosung finden sich Hemmungskoérper. Die
in der Invertinldsung gefundenen Hemmungskorper sind als
solche mindestens zurrt Teil in dem Enzym praformiert und ent-
stehen nicht, wie andere beschriebene Hemmungskorper, beim
Erhitzen des Enzyms.

Sie werden gar nicht, oder nur wenig, durch Erhitzen
bis auf 100° beeinfluf3t.

Sie werden mindestens zum Teil nicht durch Kohle auf-
- genommen.

Die Hemmungskorper diffundieren, aber nur langsam,
durch eine Membran.

Sie verfestigen sich nicht, wie z. B. Kohle und Serum,
ai\ dem Enzym, um ihre Wirkung ausuben zu konnen.



