Ober den Reaktionsverlauf bei Arginasewirkung.

Von
R. Eberhard Gross.

(Aus dem Institut fur Eiwei3forschung [Stiftung Behringer] d'ér Universitat Heidelberg.)
(Der Redaktion zugegangen am 21, Dezember 1920.)

Die von Kossel und Dakinl) entdeckte Spaltung des
Arginins durch Arginase in Ornithin und Harnstoff

NH*
HN= cy
+ HO0 =
NH
|
H,C + (CH.), * CHNH, + COOH
/NH,
CO  -fH,CNH,+(CH,), * CHNH, + COOH
NH,

ist nach obenstehender Formel eine bimolekulare Reaktion.
Wenn man aber mit Lésungen arbeitet, bei denen das Wasser
in sehr groRem UberschuB vorhanden jist, kann bei Hydro-
lysen bekanntlich die geringe Menge des chemisch verbrauchten
Wassers gegentber der grofen Quantitat des Ldsungsmittels
vernachlassigt werden. So ist anzunehmen, dal3 die Spaltung
des Arginins durch die Arginase sich wie eine monomolekulare
Reaktion verhalt, und dal3 die flir Reaktionen erster Ordnung
aufgestellten Gleichungen der Reaktionsgeschwindigkeit auf sie
anwendbar sind. Es mufte somit fur die Arginasewirkung
die Djfferentialformel gelten:

dt = t (a—x),

O Kossel und Dakin, Diese Zeitscbr. Bd. 41, S. 321 (1904).
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In der dx die in der unendlich kleinen Zeit dt umgesetzti*
Stoffmenge und a die urspringlich vorhandene Menge der Sub-
stanz bedeutet. Durch Integration geht diese Gleichung in
die der experimentellen Prifung zugéngliche Form

= konst

- log nat
t g

uber.

Bei den folgenden Versuchen war die Aufgabe, die Anwend-
barkeit dieser Formel auf die ArginaseWirkung zu untersuchen.

Zur Beobachtung der allmahlichen Spaltung des Arginins
durch die Arginase diente die Formoltitration nach SoOren-
senl). Ich folgte dabei der von Jessen-Hansen in Abder-
haldens Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden ge-
gebenen Vorschrift. Von den 4 im Argininmolektl enthaltenen
N-Atomen wird durch die Formoltitration nur das eine in der
a-Aminogruppe enthaltene N-Atom angezeigt, was 25% des
Gesamtstickstoffs nach Kjeldahl entspricht. Wird ein Molekil
Arginin vollig in Ornithin und Harnstoff zerlegt, so reagieren
nun von den 4 vorhandenen N-Atomen die beiden in der a- und
A-Aminogruppe des Ornithins, wéhrend der gebildete Harnstoff
wie vorher die Guanidingruppe des Arginins keinen Stickstoff an-
zeigt. Man findet jetzt 50 % des Gesamtstickstoffs bei der For-
moltitration wieder. Bei volligem Abbau des Arginins steigt also
der bei der Formoltitration gefundene Wert von 25 auf 50,
bzw. von 1 auf 2. Fur dazwischen liegende Werte laf3t sich
durch eine kleine Rechnung der prozentuale Abbau ohne weiteres
feststellen. Bei Versuchen von Edibacher*), in denen dieser
das Vorkommen oder Fehlen der Arginase in den verschiedenen
Tierorganen nachwies und den Einflud von fordernden und
hemmenden Momenten bei deren Wirkung studierte, hatte sich
die Formoltitration gut bewahrt, und es lag auf der Hand,
diese Methode auch bei den vorliegenden Beobachtungen der
kinetischen Verhaltnisse der Arginasewirkung anzuwenden. Bei
stets gleichmaRBiger Handhabung und gentigender Ubung in ihrer

0 SOrensen, Biochem. Zeitschr. Bd. 7, S. 43 (1907).
*)-Edlbacher, Diese Zeitschr. Bd. 95, S. 81 (1915) und Bd. 100,
S. 111 (1917).
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Anwendung kann man trotz ihrer nur beschrankten Genauigkeit
Werte erwarten, die ein gutes Bild Uber die zeitlichen Ver-
haltnisse der studierten Reaktion ergeben.

Es wurde mit einer Barytlosung titriert, von der 1 ccm
2,62 mg N entsprach.

Auch die Bestimmung des Aminostiekstoffs nach D. van
Slyke *) wurde versucht. Diese Methode, besonders in ihrem
modernen Mikroverfahren, hatte den grol3en Vorteil geboten,
dald mit wesentlich kleineren Mengen des kostbaren Arginin*
hatte gearbeitet werden konnen. Auch bei dieser Methode
wird nur die a-Aminogruppe des Arginins angezeigt. Von den
nach der Spaltung entstehenden Reaktionsprodukten gibt aber
auch der Harnstoff nach der Ublichen Schittlungszeit von
20 Minuten geringe Mengen N an. Die gefundenen Werte
waren entsprechend regelmaldig zu hoch. Nach Angaben von
van Slyke soll der Harnstoff erst nach 2stadndigem Schiitteln
mit salpetriger Saure seinen gesamten N anzeigen, also kon-
stante Werte geben. Ein derartig langes Schutteln war bei
Reihenversuchen, wie sie die Aufgabe erforderte, nicht moglich.

Das zu den Versuchen dienende d-Arginin stellte ich aus
Arachin, dem Globulin von Arachis hypogaea, das nach Analysen
von Johns und ’Breese Jones?) 13,5 °/0 Arginin enthalt und
sich nach den von mir gemachten Erfahrungen sehr gut als
Ausgangsmaterial fur die Arginingewinnung8) eignet, nach dem
bekannten Silber-Barytverfahren von Kossei und Kutscher)
als Carbonat dar und verwandte es als Chlorid. Seine Rein-
heit priafte ich durch Vergleich des nach Kjeldahl bestimmten
Gesamtstickstoffs mit dem Formolstickstoff einer gleichgrof3en
Menge, die sich bei reinem Arginin wie 100 : 25 verhalten
mussen. Auch die quantitative Bestimmung des Aminostick-

) D. D. van Slyke, Journ. of Biol. Chem. Bd. 23, S. 407 (1915).

*) C. O. Johns und D. Breese J ones. Journ. of Biol. Chem. Bd. 36.
S. 491 (1918).

*) Das Rohmaterial zur Gewinnung des Arachins verdanken wir dem
liebenswirdigen Entgegenkommen der Bremen-Besigheimer Olfabrikin A.G.

in Bremen, die uns OlpreRkuchen der ErdnuB in dankenswerter Weise
UberlieRen.
4) Kossel und Kutscher, Diese Zeitschr Bd. 31, S. 165 (1900/01).



Uber den Reaktionsverlauf bei Arginasewirkung. 239

stoffs nach van Slyke wurde hier zum Vergleich heran-
gezogen.

Kjeldahl 5 ccm Argininchloridlosung . 38,22 mg N = 100 i
Foimoltitration 5 ccm ” . 917 mgN = 24 °
van Slyke I, ccm : . 985 mg N = 258.«/

Die kleine Abweichung bei der Formoltitration nach unten,
und bei der Methode von van Slyke nach oben, liegen inner-
halo der den beiden Methoden anhaftenden Fehlergrenzen.
Nehmen wir aus beiden Zahlen das Mittel, so erhalten wir
einen Wert, der uns die Sicherheit gibt, dal} wir es mit reinem
Arginin zu tun haben.

Die Arginasc wurde aus 250 g ganz frischer Kalbsleber
gewonnen, die durch die Hackmaschine getrieben und mit
Kieselgur vermengt in der Buchnersehen Presse bei 300
Atmosphéren Druck ausgeprelst wurden. Der Prel3saft wurde
dann unter standigem RduUhren in die finffache Menge Aceton
iIn feinem Strahl eingegossen. Der gebildete Niederschlag blieb
einige Stunden stehen, wurde dann auf der Nutsche abgesaugt,
mit Aceton, Alkohol und Ather nachgewaschen und im Ex-
sikkator getrocknet. Das getrocknete Praparat wurde fein
zerrieben und jeweils eine Arginaselosung so hergestellt, dal
auf 100 Teile Wasser 1 Teil Arginasepulver kam. Die Ferment-
Iosung wurde immer am Abend vor einem Versuch angesetzt,
Uber Nacht mit einigen Tropfen Toluol auf Eis gehalten und,
da sich nicht alles Arginasepulver l6st, kurz vor dem Versuch
filtriert. Wo andere Mengenverhaltnisse oder eine andere Dar-
stellungsweise des Fermentes gewadahlt wurden, ist dies bel
den betreffenden Versuchen erwéhnt.

Ich wahlte fur die Versuche eine fast neutrale Reaktion,
um der dem S&augerblut eigenen Wasserstoffionenkonzentration,
fur die von Hasselbalch und Lundsgaard!) ein Durch-
schnittswert von [H+]38,6q = 0,49 + 10*7 angegeben wird, mog-
lichst nahe zu kommen. Arginin sowie Arginaselésung wurden
zu diesem Zweck vor ihrer Vermengung mit Benitzung von
Azolithminpapier gegen eine S6rensensche Phosphatmischung
von gleichen molekularen Teilen prim, und sek. Phosphates

) Hasselbalch u Lundsgaard, Bioch.Zeitscbr.Hd.38,S.77(1912].
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([H+]87* == 10*“662) genau eingestellt. Die Temperatur war bei
allen VVersuchen durch einen Wasserthermostaten auf 37,20 fest-
gehalten und schwankte wahrend der Dauer der einzelnen Ver-
suche in keinem Palle um mehr als */10°. Um der gewéhiten
Temperatur gleich vom ersten Momente des Versuches ab
sicher zu sein, wurden die Ldsungen vor ihrer Mischung ent-
sprechend erwarmt.

Versuch 1.

Je 5 ccm Argininlosung, denen bei der Formoltitration
3,6 ccm Barytlauge entsprechen, + 5 ccm 1 °/ojge Arginase-
I6sung werden unter Zugabe von 10 Tropfen Toluol in kleinen
Erlenmeyerkdlbchen bei 37,2° gehaltenl). Nach den jeweils

angegebenen Zeiten kurzes Aufkochen und nach Abkihlung
Formoltitration. Als Kontrolle bei der Titration dienen Kolb-

chen mit je 5 ccm Wasser und 5 ccm Fermentlosung, die
ebenso wie die Proben behandelt werden. Aus der Menge
der verbrauchten Barytlauge ist in jedem Falle nach der
Gleichung k « j log nat — der Wert fur k berechnet wor-

den, wobei der Anfangswert a = 100 gesetzt wurde, so daf} X
die Argininzersetzung in Prozent bedeutet.

7eit  Gebrauchte  Arginin-

Nr. n Std ccm Baryt- zersetzungin K Anmerkungen
' l6sung 0% =X
1 0 3,6 0 —  Fermentzusatz erst nach

Zugabe von Formol, so
daf® Ferment unwirksam

ﬁ bleibt.
A \/4 3,8 5,6 0,239
'74 4.1 13,8 0,198
g 17* 4,25 18,0 0,132 —-
3 8 4,7. 30,4 0,127
5 6 5,25 45,6 0,101
9 9 55 52,8 0,083 —
24 6,2 72,0 003
24+ 2. 6,3 75,0 Nach 24 Std. erneut Zu-

satz von 5 ccm Ferment.
Nach 2 Std. titriert.

) In diesem und allen anderen Versuchen wurden die Kolbchen zu-
gekorkt.
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Man ersieht aus Versuch 1, dall man fur k keine Kon-
stante erhalt, sondern dal} die erhaltenen Werte mit zu-
nehmender Zeit dauernd fallen* Die Argininzersetzung geht
unter den gewdahlteh Bedingungen in 24 Stunden nur bis 72%b.
Die an Stelle von k gefundene Veranderliche sinkt in diesem
Zersetzungsbereich unter V4 ihres ersten Wertes. Weitere
Zugabe von 5 ccm Ferment nach 24 Stunden steigert den
ferneren Abbau in 2 Stunden nur auf 75%6. Setzt man die nach
24 Stunden noch vorhandene Argininmenge (100%%6—72%b)
= 100, und berechnet, wieviel Prozent davon durch die 5 ccm
neuen Fermentes in 2 Stunden abgebaut wurden, so ergibt sich
ein Abbau von 10,5°/0, wahrend zu Beginn des Versuches in
1V, Stunden 18% des vorhandenen Arginins abgebaut wurden.

Versuch 2.

Zu Versuch 2 diente eine 2% ige Fermentlosung und eine
Argininlosung, von der 5 ccm 4,3 ccm der Barytlosung ent-

sprachen. Temp. 37.2. Die Ubrigen Bedingungen waren die-
selben wie in Versuch 1.

Zeit Gebrauchte  Arginin-

Nr. . Toq  Com Baryt- zersetzung Anmerkungen
05 idsung oy =+

1 0 4,3 0
2 \/* 4.6 6,96 0,289
8 7. 4.8 11,6 0,246 —
4 1 5.2 20,8 0,234 -
5 2 5,8 34,8 0,214 —
6 4 6,45 50,0 0,176 —
T 8 71 65,2 0,132 —
8 24 7,55 75,6 0,059
9 24 + 11, 7,65 78,0 Nach 24 Std. Zugabe'von
5 ccm neuen Fermentes.
Titration nach | 1/j Std.
10 24 + 57, 79 83,6 Wie bei 9. Titration nach

v 57, Std.

Auch hier erhalten wir keine Konstante, sondern beob-

achten ein dauerndes Fallen fur k, das nach 24 Stunden ca. 7»
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXI1L 17
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des ersten Wertes erreicht. Der Abbau ist nach £4 Stunden
auch hier unvollkommen und nur bis zu 75,6 % vorgeschritten.
Neuer Zusatz von Ferment ergibt nach 1% Stunden einen
weiteren Abbau auf 78°/o, nach 5% Stunden auf 83,6%.
Setzen wir wieder wie bei Versuch 1 die nach 24 Stunden
noch unversehrte Argininmenge (100%—75,6%) = 100, so
erhalten wir Werte von 9,8% Abbau innerhalb 1% Stunden,
und von 32,8% innerhalb- 5% Stunden. Beide Werte bleiben
hinter den entsprechenden zu Anfang des VVersuches weit zurtick.

Versuch 3.

Um festzustellen, oh das Ferment vielleicht schon allein
durch 24standiges Erwarmen auf die Temperatur von 370 in
seiner Wirksamkeit beeintrachtigt wird, wurden in| Versuch 3
5 ccm Argininlosung mit 5 ccm 19%iger. Arginaselosung, die
aber vorher 24 Stunden auf 370 erwarmt worded waren, zu-

sammengegeben und nach 1 Stunde titriert.

Zeit Gebrauchte Arginin-

Nr. ccm Baryt-  Zersetzung
in Std. . :
I6sung in % = X
1 0 4,3 0
2 1 5,2 20,8

Da es sich um die gleiche Arginin- und FermentlGsung
wie in Versuch 2 handelt, so kdnnen die beiden nach 1 Stunde

gefundenen Werte hier und dort ohne weiteres miteinander
verglichen werden. lhre Gleichheit beweist, daf} ein 24 stan-
diges Erwarmen auf 37° die Wirksamkeit des Fermentes in
keiner Weise beeintrachtigt.

In den bisherigen Versuchen war die Wasserstoffionen-
konzentration des Reaktionsgemisches nicht durch Beifligung
eines Puffers festgehalten, jedoch waren, wie schon eingangs
erwahnt, Arginin- wie Arginaselosung vor Beginn der Ver-
suche gegen ein Sorensensches Phosphatgemisch 1:1 unter
Anwendung von Azolithminpapier genau eingestellt worden.
Vor Ausflihrung der Titration wurde die Reaktion jedesmal
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gepruft, und innerhalb der Versuchsdauer von 24 Stunden eine
merkliche Anderung der Reaktion nicht beobachtet. Um aber

jeden Irrtum nach dieser Richtung auszuschliel3en, ist in dem
folgenden Versuch 4 die Wasserstoffionenkonzentration durch
Zugabe eines Sarensenschen Phosphatgemisches 1:1 fixiert,
Da die Anwesenheit von Phosphaten die Formoltitration un-
moglich macht, so mul3 die Phosphorsaure in jedem Palle vor
der Titration quantitativ entfernt werden. Ich bin auch hier
den Vorschriften von Jessen-Hansen in Abderhaldens Hand-
buch der biochemischen Arbeitsmethoden gefolgt.

Versuch 4.
Je 5 ccm Argininlésung, denen 4,3 ccm unserer Baryt-
lauge entsprechen, werden mit 10 ccm eines V16 mol. Phds-
phatgemisches 1:1 und 5 ccm einer 1%igen Fermentlosung

versetzt. Die Kontrollen enthalten 5 ccm Wasser, 10 ccm
Phosphatmischung und 5 ccm Ferment. Temp. 37,2.

7eit  Gebrauchte  Arginin-

Nr. instg oM Baryt- zersetzungin  «k Anmerkungen
|6sung % = X

1 0 4,3 0 M

2 2 5,7 32,4 0,196 —

3 4 6,0 392 0,124 )

4 8 6,75 56,8 0,105

5 24 7,25 68,4 0,046

6 24+ 2 7,4 72,0 - -

Nach 24 Std. Zugabe von
5 ccm neuen Fermentes.
Titration nach 2 Std,

1 24 +4 1,75 80,0 —  Wie 6. Titration n. 4 Std*
| 24-1-6 7,9 84,0 —  Wiee. Titration n. 6 Std.
| 24 -f-8 79 84,0 —  Wies. Titration n. 8 Std.

Der Versuch 4 ergibt ein ganz ahnliches Resultat wie
die vorhergehenden Versuche ohne Pufferbeigabe: keine Kon-
stante, sondern fallende Werte fir k und einen Abbau des
Arginins innerhalb 24 Stunden nur bis zu 68,4°/o. Eine neue
Zugabe von Ferment nach 24 Stunden steigert den Abbau in
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6 Stunden auf 84%. Uber diesen Wert hinaus geht die

Reaktion nicht.

Versuch 5 sollte dartber Aufschlul geben, ob der Abbau
des Arginins bei langerer Dauer der Fermenteinwirkung nicht
doch noch hohere Werte erreicht. Um gleichzeitig sicher zu
gehen, dal} der bisher beobachtete mangelhafte Argininabbau
nicht etwa durch eine Eigentimlichkeit des angewandten
Arginasepraparates bedingt sei, wurde diesmal eine Frosch-
leberbreisuspension verwendet, die folgendermalien hergestellt
war: 3,4 g ganz frische Froschleber wurden mit Quarzsand
verrieben, in 30 ccm destilliertem Wasser aufgeschwemmt und

nach den friuher fur die Fermentlosung gestellten Regeln neu-
tralisiert. Von dieser Suspension kamen je 5 ccm zur Ver-

wendung.
Versuch 5.

5 ccm Argininldésung, die 4,3 ccm Barytlauge entsprechen,
+ 5 ccm Froschlebersuspension +10 Tropfen Toluol, je in
kleinen Erlenmeyern bei 37,2°.

*) Probe: Kontrolle:
5 ccm  Argininlésung 5 ccm Wasser
5 ccm  Suspension 5 ccm Suspension

nach 40 Stunden titriert

8,6 ccm  Barytlauge 0,7 ccm Barytlauge
0,7 ccm

Diff. 7,9 ccm Barytlauge

b) Probe: Kontrolle:
5 ccm  Argininlésung 5 ccm Wasser
5 ccmji - Suspei sion 5 ccm Susponaigp

nach 6 Tugen titriert

8,6 ccm  Barytlauge 0,7 ccm Barytlauge
0,7 ccm

Diff. 7,9 ccm Barytlauge.

Der gleichbleibende Wert von 7,9 ccm Barytlauge ent-
spricht einem Argininabbau von 84%. Der mangelhafte Ab-
bau ist also unabhéngig von Art und Darstellungsweise des
Fermentes.

Das Resultat der bisher geschilderten VVersuche— Sinken
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der fUr k berechneten Werte im Laufe der Reaktion, unvoll-
standiger Abbau des Arginins auch bei langerer Einwirkung
des Fermentes, verlangsamter und ebenfalls unvollkommener
Fortgang der Reaktion bei Zugabe von frischem Ferment —
a3t die Mdoglichkeit einer Fermenthemmung durch die End-
produkte Harnstoff und Ornithin zu. Die folgenden Versuche
erbrtern diese Maoglichkeit.

Das zu den weiteren Versuchen bendtigte d-Ornithin
wurde aus d-Arginin, das dieselbe Herkunft wie das bisher
verwendete hatte, durch 24stiindige fermentative Spaltung
mittels Kalbslebersuspension bei 37° gewonnen. Die Dar-
stellung des Ornithins aus dem Reaktionsgemisch geschah
durch Ausfallung mittels Phosphorwolframsdure und weitere
Isolierung nach dem Vorgang von Herzog!) mit dem Rossel-
Kutschersehen Silberbarytverfanren. Das Praparat wurde
dann weiter als Pikrat gereinigt, nach Wiederholung des
Silberbarytverfahrens als Carbonat gewonnen und, wie ur-

sprunglich das Arginin, nach Neutralisation als Chlorhydrat
angewandt.

1. Versacke, bei denen na der Argininldsung vor der Zugabe des
Fermentes Harnstoff sngesetst wurde.

In Versuch 6 ist die Harnstoffzugabe so bemessen, M
von vornherein so viel Harnstoff zugegen ist, als bei vollkom-
menem Abbau des Arginins entstehen wirde. In Versuch 7
sind nur 23 der entsprechenden Menge zugesetzt. In Ver-
such 6 entsprechen 5 ccm Argininlosung 4,3 ccm Barytlosung,
In Versuch 7 5 ccm der Argininlosung 4,8 ccm der Baryt-
[osung. 17® Fermentlésung, je 10 Tropfen Toluol, Tempe-
ratur 37,2°.

Versuch 6.
a) Mit Harnstoffzugabe.
Probe: Kontrolle:
0 ccm Argininlésung 5 ccm Wasser
5 ccm 1% ige Harnstofflosung 5 ccm Harnstofflosung
5 ccm Fermentlésung 5 ccm Fermentlésung

") Herzog. Diese Zeitsckr.Bd. 86, S. 525 (1901/02).
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nach 24 Stunden titriert

Probe:

7,4 ccm Barytlosung
0,35 ccm

Diff. 7,05 ccm Barytlosung = 64% Abbau.

Kontrolle:
0,35 ccm Barytlésung

b) Ohne Harnstoffzugabe.

Probe: Kontrolle ;
5 ccm Argininlosung 5 ccm Wasser
5 ccm Wasser 5 ccm \Wasser

5 cem Fermentlosung 5 ccm Fermentlosung

nach 24 Stunden titriert

7,6 ccm Barytlosung
0.4 ccm

Diff. 7,2 ccm Barytlosung = 67,2% Abbau.

0,4 ccm Barytlosung

Versuch 7.
a) Mit Harnstoffzugabe.
Probe: Kontrolle :
5 ccm Wasser 5 ccm Wasser
5 ccm 0,8%ige Harnstofflésung 5 ccm 0,8%ige Harnstoff-
) |6sung
5 ccm Fermentldsung 5 ccm Fermentlosung

naeh 24 Stunden titriert

| ccm Barytlosung 0,5 ccm Barytlosung
0,5 ccm,
Dirt 8,45 ccm Barytlosung = 76% Abbau.

b) Ohne Harnstoffzugabe.

Probe : Kontrolle :
5 ecm Argininlosung 5 ccm Wasser
10 ccm Wasser 10 ccm Wasser
5 ccm Fermentlésung 5 ccm Fermentldsung

nach 24 Stunden titriert

9,0 ccm Barytlosung 0,5 ccm Barytldsung
0,5 ccm

Diff. 8,5 ccm Barytlosung = 77,2% Abbau.
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2. Versuche) bei denen su der Argininlésung vor der Zugabe des
Fermentes Ornithin zugesetst wurde.

In Versuch 8 sind 2/3 der Ornithinmenge zugesetztt die
bei volligem Abbau aus der angewandten Argininmenge ent-
stehen wirden, in Versuch 9 doppelt soviel als in Versuch 8.
In beiden Versuchen entsprechen 5 ccm der angewandten
Ornithinmenge 6,4 ccm der Barytlosung, 5 ccm der Arginin-
losung 4,8 ccm der Barytlosung. 1°/0 Fermentlosung, je
10 Tropfen Toluol, Temperatur 37,2°.

Versuch 8.
a) Mit Ornithinzugabe.
) Probe: Kontrolle
5 ccm Argininlésung 5 ccm Wasser
5 ccm Ornithinlésung 5 ccm Ornithinldsung
5 ccm Wasser 5 ccm Wasser
5 ccm Fennentidsupg 5 ccm Fermentlosung
nach 24 Stunden titriert
14,5t5 ccm Barytldsung 6,7 ccm Barytldsung

6,7 ccm ”
Biff. 7,65 ccm Barytlosung = 59,2% Abbau.

b) Ohne Ornithinzugabe.

Probe: Kontrolle:
5 ccm Argininldsung 5 ccm Wasser
10 ccm Wasser 10 ccm Wasser
5 ccm Fermentldsung'! 5 ccm Fermentlésung
nach 24 Stunden titriert
9,0 ccm Barytlosung 0,5 ccm Barytlosung
0,5 ccm ]

Piff. 8,5 ccm Barytlosung = 77,2% Abbau.

Versuch 9.
a) Mit Ornithinzugabe.
Probe : Kontrolle:
5 ccm Argininlésung 5 ccm Wasser
10 ccm Ornithinlésung 10 ccm OrnithinlGsuiig

5 ccm Fermentldsung 5 ccm Fermentlds™'g
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nach 24 Stunden titriert

Probe: Kontrolle:
19.8 ccm Barytlosung 12,8 ccm Barytlosung
12.8 ccm , y

Diff. 7,0 ccm Barytlosung = 45,6 % Abbau.

b) Ohne Ornithinzugabe.

Probe: Kontrolle:
5 ccm Argininlésung 5 ccm Wasser
10 ccm Wasser 10 ccm Wasser
5 ccm Fermentlosung 5 ccm Fermentlésung

nach 24 Stunden titriert

9,0 ccm Barytlésung 0,5 ccm Barytlésung
0,5 ccm,

Diff. 8,5 ccm Barytlosung = 77,2% Abbau.

In den beiden Versuchen ergibt sich eine starke Beein-
trachtigung des Abbaus durch das zugesetzte Ornithin, die
In Versuch 9 entsprechend der grof3eren Ornithinmenge noch
wesentlich starker hervortritt als in Versuch 8. Gegen diese
starke Verminderung.des Abbaus durch Ornithinzusatz kommt
die minimale Beeintrachtigung von 1 bzw. 3°/» durch Harn-
stoffzusatz in Versuch 6 und 7 nicht in Betracht.

3. Versuche, bei denen zu der Argininlosung vor der Zugabe des
Fermentes Harnstoff und Ornithin zugesetzt wurden.

In Versuch 10 wurden nur 13,4°/o der Ornithinmenge,
die bei volligem Abbau entstehen wirde, dagegen die gesamte
entsprechende Harnstoffmenge zugesetzt, in Versuch 11 je */,
der mdoglichen Harnstoff- und Ornithinmenge. In Versuch 10
entsprechen 5 ccm Arginin 4,3 ccm der Barytlésung, 5 ccm
Ornithin 1,15 ccm der Barytlosung, in Versuch 115 ccm Ar-
ginin 4,8 ccm der Barytlosung, 5 ccm Ornithin 6,4 ccm Baryt-
losung. 1°/« Fermentlosung, je 10 Tropfen Toluol, Tempe-
ratur 37,2°.
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Versuch 10.
a) Mit Harnstoff- und Ornithinzugabe.
Probe: Kontrolle:
5 ccm Argininlésung 5 ccm Wasser
5 ccm Ornithinlésung 5 ccm Ornithinldsung
5 ccm I°/oige Harnstofflosung 5 ccm 1°0ige Harnstofflosung
5 ccm Fermentldsung 5 ccm Fermentlésung

nach 24 Stunden titriert

8,2 ccm Barytlosung 1,4 ccm Barytlosung
1,4 ccm*

Diff. 6,8 ccm Barytlésung = 58°/o Abbau.

b) Ohne Harnstoff- und Ornithinzugabe.

Probe: Kontrolle:
5 ccm Argininlésung 5 ccm Wasser
5ccm Fcrmentlésung 5 ccm Fermentldsung
nach 24 Stunden titriert
7,6 ccm Barytlosung 0,3 ccm Barytlosung

0,3 ccm,
Jiff. 7,3 ccm Barytlésung = 6tt,6°/o Abbau.

Versuch 11.
a) Mit Harnstoff- und Ornithinzugabe.
Probe: Kontrolle:
5 ccm Argininlésung 5 ccm Wasser
5 ccm Ornithinldsung 5 ccm Omithinlésung
5 ccm 0,8%ige Harnstofflosung 5 ccm 0,8°/oige HarnstofilOsg.
5 ccm Fermentlosung 5 ccm Fermentlosung
nach 24 Stunden titriert
13,9 ccm Barytlésung 6,5 ccm Barytlosung

6.5 ccm

Diff. 7,4 ccm Barytlosung = 54% Abbau.

b) Ohne Harnstoff- und Ornithinzugabe.

Probe: Kontrolle:
5 ccm ~.rgininlésung 5 ccm Wasser
10 ccm Wasser 10 ccm Wasser

5 ccm Fermentldsung 5 ccm Fermentlosung
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nach 24 Standen titriert

Probe: Kontrolle:
9,0 ccm Barytlésung 0,5 ccm Barytlésung
0,5 ccm,

Diff. 8,5 ccm Barytlésung = 77,2% Abbau.

Versuch 8 (Ornithinzusatz allein) und Versuch 11 (Omithii*-
und Harnstoffzusatz) lassen sich ohne weiteres miteinander
vergleichen) da bel ihnen gleich viel Ornithin angewandt wurde
und die Fermentlésung sowie die Argininlosung die gleichen
waren. Es tritt dabei eine noch etwas deutlichere Hemmung
der Arginasewirkung durch Ornithin + Harnstoff als durch
Ornithin allein in die Erscheinung.

Zusammenfassung.

In vorstehenden Versuchen hat sich gezeigt, dall man
bei Anwendung der fir monomolekulare Reaktionen gultigen

Formel k = — log nat auf die Argininspaltung durch

Arginafee keine Konstante erhalt, sondern an ihrer Stelle Werte,
die mit der Dauer der Reaktion abnehmen. Diese Verhéltnisse
gelten bei der in den Versuchen gewahlten [H+]870 = 10~8M.
Ich zweifle nicht an der Moglichkeit, dal® sich bei der Wahl
anderer Wasserstoffionenkonzentrationen und Temperaturen
andere Verhaltnisse ergeben, wollte mich aber auf die An-
wendung einer Wasserstoffionenkonzentration, die der des
Saugerblutes recht nahe liegt, beschranken.

In den Versuchen hat sich weiter ergeben, daf3 die fermen-
tative Zerlegung des Arginins nicht zu Ende gelangt, sondern
dalR die Reaktion bei rund 70—85% Abbau stehen bleibt.
Auch nach Zusatz von frischem Ferment geht die Reaktion
nur in beschranktem Malie weiter und kommt bald zum Still-
stand. Auch Edlbacher spricht in seiner eingangs zitierten
Arbeit an einer Stelle, wo er Arginasewirkung beobachtet,
nur von einem »fast* vollkommenen Abbau. Und in den von
ihm aufgeflhrten Tabellen findet sich in keinem Fall ein
Abbau, der 100% erreichen wiirde. Seine Versuche sprechen
also im gleichen Sinne.
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Bei der Untersuchung, wie weit die bei der Reaktion
gebildeten Endprodukte Harnstoff und Ornithin an der Beein-
trachtigung der Reaktion schuld sind, fand sich, dal der
Zusatz von Harnstoff allein die Reaktion nicht nennenswert
beeinflulit, wahrend ein Zusatz von Ornithin allein eine starke
Herabsetzung des Abbaus verursacht. Diese Beeintrachtigung
tritt noch etwas deutlicher hervor, wenn man beide End-
produkte zusammen einwirken laf3t. Die Tatsache, dal von
den beiden Reaktionsprodukten im wesentlichen nur das eine
(Ornithin) hemmend wirkt, spricht meines Erachtens dafir,
dal? wir es bei dem Stillstand der Reaktion nicht mit der
Erreichung eines echten chemischen Gleichgewichtes zu tun
haben, sondern mit einem Endzustand (Tammannl)), bei dem

vor Erreichung eines chemischen Gleichgewichtes das Ferment
unwirksam wird.

Diese Arbeit habe ich auf Veranlassung von Herrn Prof.
A. Kossei ausgefihrt, und es ist mir eine angenehme Pflicht,

ihm fur die vielen Anregungen und Unterstiitzungen wahrend
der Arbeit an dieser Stelle meinen warmsten " *
sprechen

*) G. Tammann, Diese Zeitschrift Bd. 16, 8. 271 (1891).



