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Vorwort. 
Bei der groJlen Bedeutung katalytischen Geschehens fiir die belebte Natur 

hat sich das Interesse an der Katalyse neuerdings stark von der technischen auf 
die biologische Seite verschoben, und man kann die zukiinftige Entwicklung der 
katalytischen Wissenschaft wahrscheinIich in der Hauptsache nach dieser 
Richtung hin erwarten. Es konnte nicht Aufgabe des "Handbuchs" sein, auf 
diese biologischen oder gar wissenschaftsgeschichtlichen und erkenntnistheore· 
tischen Zusammenhange naher einzugehen. Hierfiir sei auf die bekannten 
Sehriften MrrTASCHS verwiesen. Wohl aber konnte das "Handbuch" an der 
Biokatalyse als chemischer Erscheinungsform nicht voriibergehen. Ohne etwa 
ein Sammelwerk der Enzymforschung ersetzen zu wollen, sollten doch die 
wiehtigsten in ihrem Chemismus erkannten fermentativen Katalysen und be· 
Ronders Katalysatoren als solehe und yom katalytischen Standpunkt aus be 
handelt werden. Vollstandigkeit ist dabei nicht unsere Aufgabe. 

Ein einleitender Aufsatz gibt die allgemeinen Kennzeiehen des Gebiets an. 
Zwei groBe Hauptkapitel behandeln die beiden wichtigsten Hauptgruppen von 
Fermenten. Von den oben gestreiften zahlreichen Gebieten der Biologie, auf 
denen die Katalyse mehr Zukunftsbedeutung hat, durfte eines schon heute wegen 
der sich abzeichnenden grundlegenden Zusammenhiinge nicht iibergangen werden: 
das der Virusstoffe, die bier - wiederum ohne jeden Wettstreit mit speziellen Hand· 
biichem - auf ihre katalytische Rolle hin untersueht wurden. Endlich glaubte 
der Herausgeber, durch einen Artikel iiber Fermentmodelle die Erwartungen an· 
deuten zu miissen, die man seiner Ansieht nach auf diesem Gebiet an Modell· 
versuche zu kniipfen hat. 

1m ganzen soll das Erscheinen dieses biochemisehen Bandes in einem mehr 
physikalisch.chemisch eingestellten Handbuch einer Querverkniipfung im Wissen· 
schaftsbetriebe dienen, die sich schon oft ais ganz besonders fruehtbarerwiesenhat. 

At hen. im September 1941. 

G.-M. Schwab. 
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I. Znr Entwicklnng des Biokatalysator- nnd 
Fermentbegriffes. 

Die Lebensvorgange sind eng verkniipft mit chemischen Reaktionen, die sich 
innerhalb der Organismen abspielen und die zu ihrem groBten Teil katalytisch 
bedingt sind. So versteht man unter Biokatalyse diejenigen stofflich bedingten 
AuslOsungen, Beschleunigungen und Lenkungen chemischer Reaktionen, die 
direkt oder indirekt mit den Lebenserscheinungen zusammenhangen. Es waren 
vorziiglich "Oberlegungen iiber die Bildung organischer Verbindungen in der 
lebenden Natur, die BERZELIUS veranlaBten, den Begriff der Katalyse zu pragen. 
"Katalysatoren sind" - wie der bekannte Satz des schwedischen Forschers 
lautet - "Korper, die durch ihre bloBe Gegenwart chemische Tatigkeiten hervor
rufen, die ohne sie nicht stattfinden." Und den Bediirfnissen der Physiologie 
entsprach es, wenn BERZELIUS 1835 in seinen Jahresberichten schreibt: "Wir 
bekommen begriindeten AnlaB zu vermuten, daB in den lebenden Pflanzen und 
Tieren Tausende von katalytischen Prozessen zwischen den Geweben und Fliissig
keiten vor sich gehen." 

Nach der Definition von BERZELIUS ist es nur folgerichtig, wenn man zu den 
"Biokatalysatoren" oder "Wirkstoffen der belebten Natur" neben den Fer
menten, auf die man sich friiher ausschlieBlich beschrankte, auch die Hormone, 
Vitamine, Wuchsstoffe, Organisatoren, Gensubstanzen undneben diesen manche 
Elemente, die fiir die lebende Materie in Spuren unbedingt notwendig sind, 
rechnet. So wendet man heute den Ausdruck "Biokatalysator" auf aIle cheroi
schen Korper an, die im Organisrous durch ihre bloBe Gegenwart in geringen 
Mengen physiologische Wirkungen hervorrufen, indero sie etwa ZelIen zuro 
Wachsen und Teilen anregen, wie die Wuchsstoffe, oder die Heranbildung sekun
darer Geschlechtsmerkroale auslosen, wie die Sexualhormone. Der heuristische 
Wert dieser erweiterten Auffassung der Biokatalyse, die in neuester Zeit vor 
alIem durch A. MITTASCHS1 energischen Einsatz allgemeine Anerkennung ge
funden hat, liegt auf der Hand. Biologen wie Chemiker werden auf die stoffliche 
Natur aller Biokatalysatoren hingewiesen, und die Aufklarung des Chemismus 
biologischer Erscheinungen wird als vornehmstes Ziel physiologischer Arbeit an
zusehen sein. 

Dessenungeachtet kann die Aufgabe eines Handbuches der Biokatalyse -
solI Inhalt und Umfang nicht ins Uferlose gehen - nur in der Beschrei bung der
jenigen biokatalytischen Erscheinungen liegen, deren chemisc:fuer Reaktions
mechanismus bekannt ist oder doch wenigstens in seinen Umrissen festliegt. 
Und das sind ausschlieBlich die Fermentreaktionen, bei denen es zum Teil recht 
weitgehend gelungen ist, Einblick in die Art der chemischen Umsetzung zu ge
winnen. Wenn wir dariiber hinaus heute in der Lage sind, Beziehungen der 
Vitamine, Hormone und roancher Metallionen zu den Fermenten festzustellen, 
so ist das ein nicht hoch genug einzuschatzendes Ergebnis der biochemischen 

1 A.MITTASCH: Naturwiss. 24 (1936), 770; vgl. auch "mer katalytische Ver· 
ursachung im biologischen Geschehen". Berlin, 1936. 
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Forschung der letzten Jahre. Vitamine und Hormone sind in einigen Beispie1en 
alB Wirkungsgruppe oder alB Vorstufe von Enzymen, verschiedene Metallionen 
alB Glied einer Wirkungsgruppe erkannt worden. Diese Befunde werfen ein 
Licht auf den Aufbau der Enzyme und ihre Wirkungsweise und fiihren anderseits 
wohl die Vitaminwirkung auf in vitro feststellbare Fermentreaktionen zuriick. 

Nach dem heutigen Stand unseres Wissens kann ein Enzym als ein kolloider, 
organi8cher KatalY8ator be8timmter 8toftlicher N atur und 8pezi/i8chen ReaktionB
vermagens definiert werden. Die Enzyme werden von der lebenden Zelle gebildet, 
konnen aber in den meisten Fallen unabhangig von der lebenden Zelle ihre 
Wirkung ausiiben. In einigen allerdings wesentlichen Fallen ist die Abtrennung 
des Enzyms aus der lebenden Zelle bis heute nicht gelungen; daB dies in der 
unzulanglichen Methodik, nicht aber im Wesen dieser Enzymwirkungen begriindet 
ist, darf angenommen werden. 

Die Lehre von den Enzymen ist eng verkniipft mit der Lehre von der Katalyse, 
und die Vorstellungen, die man sich iiber den Mechanismus der Katalyse wahrend 
der letzten 100 Jahre gemacht hat, haben immer weitgehend die Vorstellungen 
iiber die Enzymwirkung beeinfluBt, wie auch umgekehrt die Enzymchemie be
fruchtend auf die allgemeine· Lehre von der Katalyse zuriickgewirkt hat. So 
hat die Katalysedefinition, die W. OSTWALD 1894 an Stelle derjenigen von 
BERZELIUS setzte, daB namlich "Katalyse die Beschleunigung eines langsam ver
laufenden chemischen Vorganges durch die Gegenwart eines fremden Stoffes" 
ist, auch fiir die Enzymchemie gegolten und besonders zum Studium der Enzym
kinetik angeregt. 

In den letzten beiden J ahrzehnten hat sich diese Begriffsfassung als zu eng 
erwiesen; denn neben solchen Reaktionen, fiir die die OSTW ALDsche Definition 
ohne weiteres zutrifft, gibt es zahlreiche katalytische Reaktionen, die in Ab
wesenheit des Katalysators niemalB beobachtet werden und bei denen die Art 
des Katalysators fur die Richtung der Reaktion maBgebend ist. WILLSTATTER1 

fordert deshalb, daB der OSTWALDSche Satz, der einmal aus thermodynamischen 
Erwagungen abgeleitet war, nicht wie ein Dogma festgehalten werden sollte; 
und auch MlTTASCH2 legt ein Wort dafiir ein, zu der alten Auffassung eines 
BERZELIUS zuriickzukehren, der von einer "Hervorrufung" spricht und auch 
schon an die Moglichkeit einer "Reaktionslenkung" gedacht hat. Mag auch die 
thermodynamische Definition die strengere sein, so ist nicht zu verkennen, daB 
diese freiztigigere Begriffsbestimmungen dem praktischen Bediirfnis in unmittel
barerer Weise entgegenkommen. 

Es sei also hervorgehoben, daB Enzyme die Stoffwechselprozesse im Organis
mus nicht allein in ihrer GeBchwindigkeit beeinfluBBen, Bondern daB sie auch fur 
die Richtung ihres AblaufeB entscheidend sind. Dabei gilt dennoch der Grund
satz, daB ein Katalysator nur dann eine Reaktion katalysiert, wenn ein Verlust 
an freier Energie eintritt; mit anderen Worten: die zu katalysierende Reaktion 
muB thermodynamisch moglich sein. So kann z. B. eine Verschiebung des 
wahren thermodynamischen Gleichgewichtes einer Reaktion durch die bloBe 
Anwesenheit eines Enzyms nicht erfolgen (vgl. fermentative Synthesen S. 44). 

Fermentative Reaktionen sind schon friihzeitig beobachtet worden. Der 
Begriff Fermentatio reicht weit zurUck; man hat mit ihm wohl hauptsachlich 
Garungserscheinungen bezeichnet, doch war er noch sehr unklar und auBerlich, 
so daB er auch als Sammelname fiir aile Prozesse, die mit einer Gasentwicklung 
einhergehen, benutzt wurde. Eine der altesten Beobachtungen einer fermen-

1 R. WILLSTATTER: Naturwiss. 16 (1927), 585. 
2 A. MITTASCH: NaturwisB. 24 (1936), 770; vgl. auch ,;Uber katalytische Ver

ursachung im biologischen Geschehen". Berlin, 1936. 

1· 
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tativen Reaktion ist die von SPALLANZINIl aus dem Jahre 1783, wonach Fleisch 
durch den Magensaft von Vogeln verfliissigt wird. DaB Starke durch wasserige 
Ausziige aus gekeimter Gerste hydrolysiert wird, stellte erstmala IRVINE 17852 

fest. Es folgte 1830 die Beobachtung der Hydrolyse des Amygdalins durch 
ROBIQUET und BOUTRON-CHA.l.ARn,3 die 1837 LIEBIG und WOHLER' eingehender 
beschrieben, ferner die Entdeckung eiweiBspaltender Fermente, des Pepsins 
durch SOHWANN,5 des TrYp8ins durch CORVISART. 8 1837 zog BERZELIUS7 auch 
die alkoholische Garung in die katalytischen Prozesse ein, und LIEBIG entwickelte 
in einer Reihe von Publikationen eine rein chemische Theorie der Enzymwirkung. 
Die sogenannte Zersetzungstheorie LIEBIGS,8 die die Fermentprozesse ooschrieb 
ala eine Storung des molekularen Gleichgewichtes der Substrate infolge eines 
chemischen Zerfalles der Fermente, ist die erste Theorie der Enzymwirkung. 

LIEBIGS Erklarungsweise, mit der auch noch modernere Anschauungen Zu
sammenhange zeigen (vgl. C. V. N.AGEL! 1879,9 der die Fermentreaktionen ·auf die 
"tThertragung von Bewegungszustanden", namlich von "Schwingungen der 
Atome und namentlich der Atomgruppen" auf die Substrate erklart, und 
J. BOESEKEN;lO der statt von Schwingungen von Elektronenbahnen spricht), 
wurde zunachst durch die von L. PASTEURll entwickelten Vorstellungen ver
drangt, durch dessen klassische Untersuchungen die engen Beziehungen mancher 
Fermentprozesse, wie der alkoholischen Garung, zur Lebenstatigkeit gewisser 
niederer Organismen aufgedeckt wurden. Solche Prozesse, wie die Garungs
und Faulnisprozesse, ordnete PASTEUR lediglich dem Stoffwechsel von Mikro
organismen zu, und er vertrat die Auffassung, daB sie nur innerhalb der lebenden 
Zelle vor sich gehen konnten. 

Seine Untersuchungen fiihrten zu einer Unterscheidung zwischen "un~ 
geformten Fermenten" oder Enzymen, wie Pepsin oder Diastase, die aus den 
lebenden Zellen abtrennbar sind, und geformten Fermenten, die mit der lebenden 
Zelle unlOsbar verbunden erschienen. E. BUCHNERllI gebiihrt das groBe Verdienst, 
die Einheitlichkeit des Fermentbegriffes wiederhergestellt und den Bann der 
vitalistischen Anschauungsweise, die eine groBe Beengung der chemischen 
Forschung bedeutete, gebrochen zu haben. Er fiihrte den Nachweis, daB auch 
einer der wichtigsten Vertreter der geformten Fermente, das. Ferment der alko
holischen GiLrung, sich unter geeigneten Bedingungen von der lebenden Zelle 
trennen liLBt und daB seine Wirkung in den PreBsii.ften der Hefe, unabhangig von 
der Gegenwart der Zellen selbst, demonstriert werden kann. Zwischen den Be
griffen "Ferment" und "Enzym" blieb also kein Unterscheidungsmerkmal und 
zwischen Enzym und lebender Zelle ke,ine Abhiingigkeit als die der Herkunft. 
PASTEURS Satz, daB die alkoholische Garung als Leben der Mikroorganismen 
ohne Sauerstoff angesehen werden kann, behielt, allgemeiner verstanden, Giiltig
keit; er ist eine biologische Tatsache, hat aber keine Bedeutung ffir die Gesetz
maBigkeiten, denen die Fermentreaktionen, z. B. die alkoholische GiLrung, ge-

l L. SPALLANZINI: Dissertazioni di fisica animale e vegetabile. Modena, 1783. 
S IRVINE, zit. bei PATEN, PERSOZ: Ann. chim. phys. 58 (1833), 73. 
8 RoBIQU"ET, BOUTRON-CHALARD: Ann. chim. phys. 44 (1830), 352. 
, J. V. LIEBIG, F. WOHLER: Liebigs Ann. Chem. 22 (1837), 1. 
IT. SCHW ANN: Milllers Arch. 1886, 90. 
• CORVISART: Z. rat. Med. (3), '1 (1857/58), 119. 
7 J. J. BERZELIUS: Lehrbuch der Chemie, Bd.6 (1837), 20. 
8 J. V. LIEBIG: J. prakt. Chern. N. F. 1 (1870), 35, 312. 
• C. v. N.lGELI: Theorie der Garung. MUnchen, 1879. 
10 J. BOESEKEN: Proc., Kon. Akad. Wetensch. Amsterdam 25 (1922), 210. 
11 L. PASTEUR: C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 46 (1859), 615; siehe auch "Die 

Alkoholgarung", Deutsch von GRIESSMATER, 2. Aufl. Stuttgart, 1878. 
11 E. und H. BUCHNER, M. HAHN: Die Zymasegarung. MUnchen, 1903. 
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horchen. BUCHNEBS Arbeiten stellten die chemische Fragestellung bei Enzym
studien wieder in den Y)rdergrund und leiteten so die modeme Enzymchemie ein. 

ll. Einteilung der Enzyme. 
Die allgemein iibliche Einteilung der Enzyme in hydrolysierende Fermente 

(Hy?rolasen) und in Desmola:sen vermag nur den ersteren, den Hydrolasen, eine 
chelbisch genau definierte Leistung zuzuschreiben. Die hydrolysierenden Fer, 
mente spa.lten ihre Substr~ unter Wasseraufnahme, wii.hrend man unter Des
molasen Enzyme versteht, die den Endabbau der unter Wirkung der Hydrolasen 
gelieferten Stoffe unter Zerschlagung und Oxydation der C-Kette besorgen~ Da 
dieser Endabbau im Gegensatz zu den hydrolysierenden Prozessen mit groBen 
Energieumsetzungen verbunden ist, diese biologisch auch im Mittelpunkt des 
Geschehens stehen, ordnet man diese Enzyme besser einem umfassenderen Be
griff unter und bezeichnet sie als Fermente des Energiestoffwechsels der Zelle. 
Hierzu gehOren insbesondere die Enzyme der Atmung,. Glykolyse und Girung; 
aber auch energieverbrauchende Aufbauprozesse gehoren dann hierher, wie der 
wichtigste Aufbauproze13, die Assimilation der Kohlensii.ure, d. i. die O"ber
fiihrung von CO2 und H 20 in Kohlehydrat, wobei die Energie, unmittelbar 
durch die Sonnenstrahlung geliefert, als Strahlungsenergie yom Blattfarbstoff 
aufgenommen und an die photochemische Reaktion weitergegeben wird. Bei 
der Mebrzahl anderer energieverbrauchender Aufbauprozesse wird die not
wendige Energie dUl'ch "KQppelung" mit gleichzeitig einherlaufenden Abbau
prozessElD geliefert werden mussen. Dies gilt z. B. ffir den Aufbau des Glykogens 
aus Milchsaure, bei dem der Energiebedarf durch gleichzeitige Verbrennung eines 
bestimmten Teiles der Milchsaure zu CO2 und H20 gedeckt wird. Auch die 
Assimilation des Stickstoffes, d. i. die Bindung des atmosphiirischen Stickstoffes 
zu EiweiJl durch gewisse im Erdboden vorkommende Bakterien (Azotobacter), 
erfordert erhebliche Energiezu£uhr, die durch Verbrennung von Kohlehydraten 
gelie£ert wird. Da diese biologischen Vorgange nur durch Zusammenwirkung 
ganzer Enzymsysteme zustande kommen, ist die chemische Aufgabe der dabei 
in Funktion tretenden Enzyme eine auJlerst verschiedene; der Begriff "Fermente 
des Energiestoffwechsels" ist also zunachst mehr biologisch als chemisch zu 
fassen. Doch stehen die Katalysatoren der Oxydoreduktion (Redoxasen) im 
Mittelpunkt des Energiestofiwechsels der lebenden Zelle; sie sind ahnlich zahl
reich gegliedert wie die hydrolysierenden Fermen~, und die biologische Oxy
dation verlauft uber zahlreiche Zwischenstufen, die bei einigen Prozessen, wie 
der Mi!chsaurebildung im Muskel und der alkoholischen Garung, zum groBten 
Teil erfa13t werden konnten. Ala weiteres wesentliches Glied der Enzyme des 
Energiestoffwechsels hebt sich die CarbOXylase hervor, ein Enzym, das die 
Decarboxylierung von IX-Ketosauren katalysiert. 

Unter Verzicht einer £eineren Unterteilung, die der speziellen Beschreibung 
der Enzyme vorbehalten bleiben soIl, kommt man zu fo1gender Einteilung der 
Fermente: 

I. Hydrol&sen. 

1. Fermente, welche die Bindung 0-0 spalten: 

&) E8terallen: 
Untergruppen: Lipa8en: Fettspaltende Fermente. 

PkoBp!w,tasen: Phosphorsaureeaterspaltende Fermente. 
8ulfaJaaen: SchwefeIsaureesterspa.ltendeFermente. 



6 

b) Oalrbohydrasen: 

A. SCHAFFNER: 

Tan1UUle: Tanninspaltende Fermente. 
OlUorophy1J&e: Chlorophyllspaltende Fermente. 

Urttergruppen: He:r08Ulaaen (Oligasen): Glukosid- und disaccharidspaltende 
Fermente wie Maltase, Lactase, Saccharase. 

PoZyasen: Amylasen, Cellulasen, Inulase, Pektinasen. 

2. Fermente, welche die Bindung C-N spalten: 

a) Pr0tea8en (Fermente des Eiweillabbaues): 
Untergruppen: P~ptUlaaen:l Dipeptidase, Aminopeptidase, Carboxypepti

dase, Prolinase4 Prolidase, Protaminase. 

b) AmUlaaen: 

Protei1UUlen: Pepsin, Trypsin, Chymotrypsin, Papainasen 
(Papain, Kathepsin). 

Untergruppen: Urease, spaltet Harnstoff in Ammoniak und Kohlensaure. 
Argi1UUle, spa1tet Arginin in Ornithin und Harnstoff. 
A8paragi1UUle, spaltet Asparagin in Asparaginsaure und 

Ammoniak. 
Histozym, spaltet Hippursaure in Benzoesaure und Glyko

koll. 
Purindeaamidaaen, spalten aus den Aminopurinen Am

moniak ab und fiihren sie in Oxypurine iiber. 
c) Nudeoaidaaen, spalten Nucleoside in die Kohlehydratkomponente und 

den Pyrimidin- bzw. Purinrest. 

3. Fennente, die die Bindung N-P losen: 
Phoaphami1UUlen, spalten aus Kreatin- und Argininphosphorsaure Phosphor-

saure abo . 

II. Enzyme des Energiestoffwechsels.2 

1. Enzyme der Oxydoreduktion: 

a) EiBenhaUigeFermente: Atmungsferment, Cytochrome, Peroxydase, Katalase. 
b) KupjerkaUige Fermente: Kartoffeloxydase. 
c) Gelbe Fermente (Flavinenzyme). 
d) Die Pyrirlin-Dehydrasen. 
e) Redoxasen unbekannten Aufbaues: 

Succinodikydrase, dehydriert Benisteinsaure zu Fumarsaure. 
Glyoxalase, fiihrt Methylglyoxal in Milchsaure iiber. 
Lucilerase, ein Enzym, das die Oxydation des Luciferins unter Ausstrahlung 

von Licht katalysiert. 
Uricase, ein Enzym, das Harnsaure oxydativ aufspaltet. 

1 Peptidasen werden von M. BERGMANN und Mitarbeitem [Science (New York) 81 
(1935), 180; J. bioI. Chemistry 118 (1936), 189; 118 (1937), 405, 781] alB Exopepti
dasen, Proteinaaen alB Endo~tidasen und ga.nz aJ1gemein Proteasen alB Peptidasen 
bezeichnet. Diese neue Bezelchnung ist experimentell begriindet, aber formal nicht 
gIiicklich, da der Ausdruck Exo- und Endoenzym anderweitig belegt ist und dort ei-
nen ga.nz anderen Sinn hat. . 

I Eine etwas andere, mehr die biologische Zusammenschaltung der Enzyme zu 
Enzymsystemen beriicksichtigende Einteilung diaser Enzyme werden wir in dem 
einschlAgigen Artikel von K. ELLIOTT in diesem Bande vorfinden. 
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2. Enzyme, die die C-C-Bindung 1000n: 
a) Oarboxylase, die IX-Ketosauren (Brenztraubensiure) in Aldehyd und CO. 

Rpaltet. 
Aldolase, katalysiert die Aldolkondensation und ihre Umkehrung. 

b) Oxynitrilase, spaltet ~nza1dehydcyanhydrin in Benzaldehyd und Blau
sii.ure. 

3. Andere Enzyme, die in den Energiestoffwechsel eingreifen: 
a) Fumarase, die das Gleichgewicht der Reaktion: Fumarsii.ure + HsO ~ 

Apfelsaure katalysiert. 
b) A8partase, die die Gleichgewichtsreaktion: Fumarsaure + NHa =<=~ Aspa

raginsaure katalysiert. 
c) Kohlensiiureanhydrase, die die COs-Entwicklung aus H2COa beschleunigt. 
d) Phosphorylase, das Enzym der Phosphatiibertragung von einem Phosphat

donator auf einen Phosphatacceptor. 

ID. Vorkommen ond Bildung der Fermente. 
Enzyme sind als Produkte lebender Zellen und als Katalysatoren ~der wich

tigsten chemischen Umsetzungen, die die Lebensprozesse begleiten oder bedingen, 
in allen Zellen des Tier- und Pflanzenreiches verbreitet. Uber die Bildung von 
!Fermenten durch die lebende Zelle lassen sich nur wenige begrundete Aussagen 
machen. Fermente werden wie andere Energie-, Bau- oder Wirkstoffe in der 
lebenden Zelle selbst gebildet. In einigen Fallen kann man nachweisen, daB ge
wisse groBere Bausteine zur Fermentsynthese manchen Organismen von auBen 
zugefUhrt werden mussen; so erwiesen sich die Vitamine der B-Gruppe, Aneurin 
und Laktoflavin, als prosthetische Gruppen von Fermenten, der Carboxylase 
und des gelben Ferments, zu deren Synthese der tierische Organismus nicht be
fahigt ist. In den meisten Fallen jedoch wird die Synthase der Fermente inner
halb eines Organismus vollzogen werden. 

Die Forschung wurde besonders auf solche FaIle hingelenkt, in denen bei 
Bedarf oft groBe Mengen von Enzym mehr oder minder spontan entstehen; z. B. 
bei der Keimung von Pflanzensamen oder bei der Anregung des tierischen Vel'
dauungstraktes durch psychische Baize. Dabei hat es sich herausgestellt, daB 
in vielen Fallen die aktiven Enzyme durch verschiedenartige Aktivierungs
mechanismen aus einer unwirksamen Form entstehen. So wird z. B. bei der 
Keimung von Gerste - wahrscheinlich durch proteolytische Vorgii.nge - ein 
Aktivator 1fir Amylase, die Amylokinase,1 gebildet, die die unwirksame Vorstufe 
der Amylase im ruhenden Samen in das aktive Enzym iiberfiihrt. Das Trypsi
nogen der Pankreasdriise wird nach den Untersuchungen der NORTHBOFSchen 
SchuleB durch einen autokatalytischen ProzeB in das aktive Trypsin verwandelt, 
ein ProzeB, der ausgelOst wird durch einen in der Darmschleimhaut des Diinn
darms vorkommenden Stoff - die Enterokinase.a 

In hOheren Organismen sinq die Bildungsstii.tten einiger Enzyme in be
stimmten Organen zu suchen, wahrend die Mehrzahl der Enzyme als ubiquitir 
l;U gelten hat. So gibt es eine Baihe von spezialisierten Zellen in den Organen 
noherer Tiere, welche zur Produktion und Sekretion einiger ffir ~immte Auf-

1 E. WALDSCHMIDT-LEITZ, A. PURR: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 208 (1931), 
117; vgl. jedoch den Artikel von H. KRAUT in diesern Bande des Handbuches bes. 
S.121. 

B M. KUNITZ, I. H. NORTHROP: J. gen. Physiol. 19 (1936), 991. 
8 E. WALDSCHMIDT·LEITZ: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 182 (1924), 181. 
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gaben vorgesehenen Enzyme, z. B. fiir die des Verdauuugstraktes, fahig sind. Die 
modernen Methoden der enzymatischen Histochemie, die von K. LINDERSTROM
LA,NG und Mitarbeitern1 ausgearbeitet worden sind, erlauben einen Einblick in 
die · Verteilung und den Bildungsort. von Enzymen in Geweben. 

Ala Beispiel fiihren wir das Problem an, das die Sekretion der Magenschleim
haut bietet: die Identifizierung der Zellen, die das Pepsin und die Salzsaure 
bilden. Es ist bekannt, daB beide Substanzen von den DrUsen des Fundusteiles 
abgeschieden werden. Ala typische Bauelemente dieser DrUsen treten vor allem 
Gruppen von Zellen auf, namlich Oberflachenepithelzellen (A), Hauptzellen (0) 

~ ~~O· ·· ·····: 
o 45 ~O 1,5 1,0 2,5 J,O 
I I I I I I I 

Absti/nd YOn der Obflrfl9'c/le mm 

Abb. 1. ]fundusdrUse [nach K. LINDER~TROH·LA~G 
und H. Ht'LTIIR, Ergebn Enzymforsch. S, (1934), 309, 

und zwar S. 327]. 

und Deckzellen (B), deren Anord
nung in Abb. 1 schematiach darge
stellt ist. 

Die drei Zelltypen sind nicht 
gleichmaBig iiber die ganze Lange des 
Driisenschlauches verteilt, sondern in 
Zonen besonderer Haufigkeit. Das 
Ergebnis des Versuches war, daB die 
groBte Pepsinmenge immer in den 
Teilen der Fundusschleimhaut gefun

den wird, in denen die Hauptzellen iiberwiegen, wahrend in die Zone der 
groBten Haufigkeit der Deckzellen das Maximum der . Salzsaurebildung fallt. 

Das Ziel der enzymatischen Histochemie ist aber weiter gesteckt, als nur 
Zellgruppen und bestimmte Enzymaktivitaten zu differenzieren. Die Aufgabe, 
die die enzymatische Histochemie letzten Endes zu losen hat, ist die Bestimmung 
der Enzymverteilung in der einzelnen Zelle. Denn der Zellinhalt stellt keineswegs 
eine homogene Masse dar; wir haben in man chen Fallen Hinweise, nach denen 
die Enzyme in der Zelle nicht gleichmaBig verteilt, sondern an morphologisch 
definierte Strukturelemente gebunden sind. Ala solche Enzymtrager werden 
haufig die durch Janusgriin vital farbbaren Mitochondrien angesehen;2 auch die 
Rolle des Zellkernes im Enzymhaushalt stand schon zur Diskussion namentlich 
in der cytologischen Literatur, ohne daB die Versuche methodisch befriedigen 
konnten. Auch bei diesem Problem hat die Kopenhagener Schule einen ersten 
erfolgreichen VorstoB gewa,gt. 8 Die Versuche, die an Seeigeleiern und Amoben 
angestellt wurden, konnten zwar zeigen, daB die bis jetzt untersuchten Enzyme, 
Dipeptidase und Katalase, nicht an bestimmten Orten der Zelle lokalisiert sind, 
sondern sich gleichmaBig in der hyalinen Grundsubstanz des Protoplasmas ver
teilen; aber da sie sich bisher auf ein geringes biologischcs Material und nur auf 
zwei enzymatische Individuen beschranken, ist vorderhand kein allgemeiner 
SchiuB daraus zu ziehen. Mit dem Fortschreiten in unseren Kenntnissen iiber 
den Aufbau des Protoplasmas wird diese Arbeitsrichtung jedoch als aussichts
reich anzusehen sein. 

Durch Anderung des Milieus, bzw. durch Reizung gelingt es in manchen Fallen, 
EinfluB auf die Bildung von Enzymen zu nehmen. Unter gewissen Bedingungen 
des Stoffwechsels scheinen manche Bakterien und Hefen in der Lage zu sein, 
bestimmte Enzyme anzureichern, bzw. neue Enzyme auszubilden, und bei hoher 
organisierten Geweben, wie den tierischen Driisen, kann sich unter dem EinfluB 

1 K. LINDERSTROM-LANG, H. HOLTER: Ergebn. Enzymforsch. S (1934), 309; 
Mh. Chern. 69 (1936), 292. 

Z E. S. HORNING: Ergebn. Enzymforsch. 2 (1933), 336. - V. KOEHRING: J. Morph. 
Physiol. 49 (1930). 45. - H. SHAPIRO: J. cellular comparat. Physiol. 6 (1935), 101. 

8 K. LINDERSTROM-LANG, H. HOLTEN: Ergebn. Enzymforsch. S (1934),309; Mh. 
Chem.69 (1936), 292. 
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von Reizstoffen das Verhii.ltnis, in dem die einzelnen Enzyme ausgeschieden 
werden, stark andern. So geht aus alteren Untersuchungen J. P. PAWLOWS1 

hervor, daB der relative Gehalt des pankreatischen Sekrets an den drei wich· 
tigsten Verdauungsenzymen, dem eiweiB-, dem fett· und dem starkespaltenden, 
der Zusammensetzung der verabreichten Nahrung nach ihrem EiweiB., Fett· 
und Starkegehalt in ausgepragtem MaBe entspricht. Den Saccharasegehalt der 
Hefe zu steigern, gelingt auf verschiedene Weise. EULER2 und Mitarbeiter er
reichten eine Anreicherung des Enzyms auf etwa den zehnfachen Betrag durch 
Ziichtung des Pilzes in einer Nahrlosung von hoher Zuckerkonzentration, wahrend 
WILLSTATTERs durch Garfiihrung mit minimaler Zuckerkonzentration - offen
bar eine Art Reizung - in kurzer Zeit zu einem noch besseren Resultat kommt. 
Neuerdings gibt WEIDENHAGEN' an, daB durch Einblasen von Luft in die Hefe· 
lOsung wahrend der Fiihrung bei minimaler Zuckerkonzentration eine noch 
schnellere und intensivere Invertinanreicherung festgestellt werden kann. 

Hefen, die an sich unvermogend sind, Galaktose zu vergaren, konnen durch 
Ziichtung in LOsungen dieses Substrats die Fahigkeit der Galaktosegarung er· 
langen. 6 Fiir die Ricl~.tung vieler Garungs. und Oxydationsreaktionen, die durch 
Bakterien und Schimmelpilze hervorgerufen werden, ist das Nahrmilieu maB
gebend. Wenn auch wenige eingehende Untersuchungen iiber den Enzymgehalt 
bei wechselndem Nahrmilieu vorliegen, so darf man doch annehmen, daB das 
Enzymsystem wenigstens teilweise yom Nahrsubstrat abhangig ist und die Ver
schiedenheit der Reaktionsprodukte sich von der Verschiedenheit der Enzym
systeme herleitet. Eine altere Untersuchung von JAKOBy6 z. B. zeigt die deut 
liche Abhangigkeit der Ureasebildung in Bakterien von der chemischen Zusammen. 
setzung der Nahrboden. Wahrend sich bei der Ziichtung auf d-Glukose, d·Galak. 
tose, dl-Glycerinaldehyd reichliche Mengen von Urease bilden, wird bei Ziichtung 
auf d·Fructose nur wenig, auf d-Mannose und anderen nur in Spuren Urease 
gebildet. Nach NILSSON? kann Awwbacter Chroococcum das Oxydoreduktions
system bei Ziichtung auf verschiedenen NahrbOden variieren. 

An dieser Stelle ist auch auf die Bildung del' sogenannten Abwehrfermente 
hinzuweisen, worunter nach E. ABDERHALDEN8 Fermente zu verstehen sind, die 
nach Eindringen von ihrer Struktur nach blutfremd zusammengesetzten organi
schen Verbindungen in das Blut im Blutplasma auftreten und auch im Harn 
erscheinen. Das Hauptinteresse ist hier Fermenten der Gruppe der Proteinasen 
zugewandt worden, ohne daB sich diese Erscheinung darauf beschranken wiirde. 
Gegeniiber allen bisher bekannten Proteinasen zeichnen sich die Abwehr
proteinasen durch ihre auBerordentlich feine spezifische Einstellung auf jene 
Substrate aus, die ihr Erscheinen bedingen. Nur jenes eiweiBhaltige Substrat 
wird namlich abgebaut, das, sei es durch Einspritzung, sei es durch Auflosung 

1 I. P. PAWLOW: Die Arbeit der VerdauungsdriiRen. S. 48ff. Wiesbaden, 1898. 
2 H. V. EULER, O. SVANBERG: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 106 (1919), 201; 

107 (1919), 269. 
3 R. WILLSTATTER. CH. D. LOWRY, K. SCHNEIDER: Hopfle.Seyler's Z. physiol. 

Chern. 146 (1925), 158. 
4 R. WEIDENHAGEN: Angew. Chern. 47 (1934), 581. Vgl. H. KRAUT in diesem 

Bande des Handbuches, S.67. 
6 H. V. EULER, R. NILSSON: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 143 (1925), 89. -

H. V. EULER. TH. LOVGREN: Ebenda 146 (1925). 44. - H. v. EULER, R. NILSSON: 
Ebenda 152 (1926), 249. 

6 M. JAKOBY: Biochem. Z. 79 (1917). 35; 80 (1917),357; 81 (1917), 332; 84 (1917), 
358. 

7 R. NILSSON: Arch. Mikrobiol. 7 (1936). 598. 
B E. ABDERHALDEN: Schutzfermente des tierisch('n Organismus. Berlin, 1912; 

Ergebn. Enzymforsch. 6 (1937), 189. 
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korpereigener Stoffe, in die Blutbahn gebracht worden ist. "Oberraschend ist das 
auf3erordentlich rasche Auftreten der Abwehrproteinasen; schon nach 24 Stunden 
und manchmal frillier sind sie nach parenteraler Zufuhr des Substrats im Serum 
bzw. Ham nachweisbar. 

Es ist auch gelungen, mit Hilfe einfach{lr Verbindungen Abwehrfermente zur 
Auslosung zu bringen.1 Bei parenteraler Zufuhr von Rohr- und Milchzucker, die 
beide blut- und zellfremd sind, kann der Organismus diese durch die Nieren ent
fernen. Es gelingt jedoch nach mehr oder weniger langer Zufuhr der genannten 
Disaccharide, dem Blutserum die Eigenschaft des Abwehrvermogens gegenfiber 
den genannten Disacchariden zu verleihen. 

Ahnlich ist der Befund E. ABDERHALDENS,2 wonach es gelingt, durch paren
terale Zufuhr von Polypeptiden, deren Aminogruppe besetzt ist, eine Carboxy
polypeptidasewirkung, die zuvor im Serum nicht nachweisbar ist, hervorzurufen. 

Die Abwehrproteinasereaktion findet Verwertung zur Diagnose von Schwan
gerschaft und Carcinom. Ferner kann die Reaktion verwandt werden zum 
Studium der Verwandtschaft bzw. Verschiedenheit der Proteine. 

Die Befunde fiber Bildung organismusfremder Enzyme in Bakterien, Pilzen 
und hoheren Organismen sind kaum abzuleugnen. Unbeantwortet ist bis jetzt 
die Frage geblieben, auf welchem Wege diese Bildung stattfindet. Die neueren 
Vorstellungen fiber den Aufbau von Enzymen (siehe S. 28) lassen die Moglich
keit von Umwandlungen verwandter Enzyme ineinander durch Auswechslung 
des kolloiden Tragers zu. Vielleicht ist in dieser Richtung' einmal die Losung 
dieses Problems zu suchen. 

IV. Anfgaben nnd Methoden der Fermentchemie. 
1m biologischen. Geschehen sind die Wirkungen der Fermente immer mehr 

oder minder neben· oder hintereinander geschaltet; immer ist daher in Zellen 
und Zellextrakten, welcher Art diese auch sein mogen, mit einem Gemisch 
zahlreicher Enzyme zu rechnen. Die Aufgabe der Enzymchemie ist es daher 
zunachst, die Wirkungen der einzelnen Fermente zu erkennen und eine Ab
trennung von Fermentindividuen nicht nur aus der lebenden Zelle, sondern 
auch aus den Fermentgemischen der Zellextrakte herbeizufiihren. Hierauf 
aufbauend wird das weitere Ziel der praparativen Enzymchemie in der Rein
darstellung von Enzymen liegen. Dem Wesen eines Grenzgebietes, wie es das 
Arbeiten iiber die Wirkstoffe der lebenden Natur darstellt, entspricht es, wenn 
die Aufgaben der Enzymchemie sowohl biologische als auch chemische sind; 
biologisch insofern, als es ZUlli Verstandnis physiologischer Vorgange notwendig 
erscheint, ihren Chemismus zu kennen, wozu auch gehort, den isolierten Ferment
reaktionen ihren biologischen Sinn zu erteilen, chemisch dann insofern, als das 
Wesen der Fermentreaktionen, die Natur der Fermente und ihre Eigenschaften 
zu studieren sind. Isolierung, Reindarstellung, Strukturerforschung der Enzyme 
und Aufklarung des Mechanismus enzymkatalytischer Reaktionen sind somit 
die vornehmsten Ziele der Enzymchemie. 

Auf die biologische Seite der Enzymologie kann in diesem Zusammenhang 
nur hingewiesen werden, um eingehender die chemischen Methoden und unsere 
Kenntnisse fiber die chemische Natur und die Wirkungsweise der Fermente 
schildern zu konnen. 

1 E. ABDERHALDEN, S. BUADZE: Fermentforsch. 13 (1932), 228, 291. 
2 E. ABDERHALDEN: Schutzfermente des tierischen Organismus. Berlin, 1912; 

Ergebn. Enzymforsch. 6 (1937), 189. 
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1. Die Isolierung der Enzyme. 
Die Isolierung der Enzyme aus der lebenden Zelle in moglichst quantitativer 

Ausbeute ist der erate, oft durchaus nicht einfa.che Schritt, der zur Da.rstellung 
hochaktiver gereinigter Enzyme fiihrt. 

Der Zustand, in dem die Enzyme vorkommen, ist maBgebend fiir die Art 
ihrer Gewinnung. Eine Reihe von Enzymen wird von der lebenden Zelle sezer· 
niert; so stellen z. B. Speichel, Magensa.ft, Pankrea.ss&ft, allgemein Ver· 
dauungssii.fte von Pflanzen und Tieren, femer Blutplasma und Ham enzymhaltige 
Sekrete bzw. K.6rpersifte dar. Auch Bakterien konnen unter Umstii.nden Enzyme 
sezernieren.1 Man bezeichnet solche Enzyme als exo-Enzyme, wiihrend man die 
nichtsezernierten, in der Zelle wirkenden Fermente e:n,do.Enzyme nannte. Diese 
Bezeichnung ist alt und wurde in einem Sinne veratanden, der heute nicht mehr 
gilt; man glaubte niimlich, daB endo.Enzyme von der lebenden Zelle nicht 
trennbar seien (siehe S. 4). 

Exo·Enzyme konnen gewonnen werden, indem man die sazernierten Sii.fte 
sammelt. Die Gewinnung von tierischen Verda.uungssii.ften, wie Pankreas· und 
Darmsaft, erfolgt durch Anlegung von Fisteln.1I Die in den Siiften vorkommenden 
Enzyme konnen in man.chen Fiillen identisch sain mit den Enzymen in Extrakten 
aus den betreffenden Organen.3 

Der lsolierung vonnichtsezernierten Enzymen aus der Zelle kann unter 
Umstiinden ein komplizierter Vorgang zugrunde liegen; denn es hat sich heraus. 
gestellt, daB die Fermente in einem wechselnden Zustand vorIiegen konnen -
leicht loslosbar aus den abgetOteten Zellen oder an unloslichen Triigern durch 
adsorptive Bindung festgehalten, so daB sie sich der Zelle nicht ohne weiteres 
mit LOsungsmitteln entziehen lassen. Dieser Erscheinung haben vor allem 
R. WILLSTATTER und M. ROHDEWALD in der letzten Zeit eingehende Studien 
gewidmet. Nach WILLSTATTER4 ist es zweckmiiBig, "die Abgrenzung der Be· 
griffe so vorzunehmen, daB endo.Enzyme diejenigen heiBen, die durch ihre 
Einlagerung UM Adsorption im ZeUgerii8t unloslich sind und die durch dessen 
Zeratorung, schon durch mechanische, freigelegt und losIich werden". Dagegen 
solI a.uf diejenigen Fiille, in denen die Enzyme an Protoplasma chemisch gebunden 
vorkommen, der Isegriff duma· Enzyme angewandt werden. "Desmo.Enzyme 
sind also unloslich durch die chemische Struktur der Komplexe, an die sie ver· 
ankert sind. c, FUr die in der Zelle 1&Zieh, vorhandenen Enzyme wird der Ausdruck 
Zyo·Enzyme angewandt. Die Unteracheidung der lyo·Enzyme von den durch 
Einlagerung im Zellgeriist unlosIichen endo· und von den protopla.smatisch 
gebundenen desmo.Enzymen entstammt dem Streben nach tieferer Kenntnis 
von der Verankerung und vom I.osungsverhalten der Zellenzyme. Aus desmo. 
Enzymen konnen durch Abbau der verankemden Substanz z. B. durch Autolysa 
lyo.Enzyme werden. Durch diesa ,experimentell begriindeten Anschauungen 
werden die 100lichen und die zugehorigen zellgebundenen Enzyme zu einer 
Einheit zusammengefaBt, indem ihre Unterschiede auf die Molekulargro.Be eines 
in gewissem MaBe varlablen Trii.gers sowie auf die Art ihrer Verkettung an den· 
salben zurUckgefiihrt werden; die spezifisch aktive Gruppe ist ihnen gemeinsam 
und bleibt bei ihren verschiedenen U'bergii.ngen unversehrt (siehe S.35). 

1 A.I. VIBTANEN, O. SUOLAXTI: Enzymologia. (Den Haag) 8 (1937), 62. 
I Siehe dazu: OPPENBEIKU·PINOUSSEN: Methodik der Fermentforschung. Leipzig, 

1929. 
• E. WALDSOHHIDT·LEITZ, J. WALDScmm>T·GBASER: Hoppe.Seyler's physiol. 

Chem. 188 (1927), 247. 
, R. WiLLs TATTER, M. ROBDEWALD: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 209 (1932), 

38; Enzymologia. (Den Haag) 1 (1936), 213. 
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Zur Trenhung von lyo- und desmo-Enzymen hat moh die Extraktion mit 
wasserfreiem Glycerin als eingutes Verfahren bewihrt.1 

Auf diesen untersohiedliohen Zustand der Enzyme ist bei der A1ifarbeitung 
lebenden Materials Riioksioht zu nehmen, und die zum Ziele fiihrenden Voi'llahmen 
werden dadurch dem Sinne Moh verstii.ndlioh. So sind die Ergebnisseder 1W!ssi
schen Untersuchungen von E. BUOHNEBB dabin zu deuten, daB die, Freilegung 
der Garungsenzyme nach der meohanischenZertriimmerung der Hefestruktur 
deshalb gelingt, weil der Zymasekomplex wenigstenszum Teil'in einer endo-Form 
vorliegt. Ahnlioh lii.llt sich aus frischer Muskulatur eine Reihevon glykolytisohen 
Fermenten dadurch gewinnen, daB man einen PreBsaft herstellt,3 ·indem man 
zerkleinerte Muskulatur unter Eiskiihlung mit Quarzsand verreibt, mit Kieselgur 
gut durchkn.etet und dann das PreBgut auspreBt. 

Allgemein laBt sich sagen, daB lyo-Enzyme moh duroh einfache :Extraktion 
der abgetoteten oder getrockneten Zellen mittels Wasser oder Glycerin gewinnen 
lassen, endo-Enzyme entweder erst nach weitgehender mechanischer Zertriim
merung der Zellmembranen oder aber durch enzymatische Freilegung, w8.hrend 
desmo-Enzyme ihre AblOsung von den festen Bestandteilen der Zelle nur durch 
enzymatische Freilegung erfahren konnen. 

Einige Beispiele mogen diese Eigenschaften der Fermente verde.u,tlichen. 
Die Enzyme, die in den Sekreten der tierischen und pflanzlichen Organismen, 
z. B. in den Verdauungssiiften, sich finden, sind nicht nur in diesen Sekreteri 
frei gelOst, sondern lassen mch unter Umstanden vor ihrer Sekretion aus dem 
frischen zerkleinerten oder getrockneten Zellmaterial zu einem groBeren oder 
kleineren Teil in Losung iiberfiihren. So wird von der Pankreasdriise des 
Schweines die Amylase fast vollstandig,' Trypsin zwischen 70 und 80%,6 Lipase 
dagegen zu hOchstens 3% inwasserfreies Glycerin abgegeben.8 Der Rest bleibt 
auch nach wiederholter Anwendung dieses LOsungsmittels ungelost zuriick. 
Das desmo-Trypsin kann dann durch neutrale Elektrolyte zum Teil, durch ver
diinnte Soda oder Salzsaure vollkommen in LOsung gebracht werden, wahrend 
dies bei der Pankreaslipase erst gelingt, wenn man die frische DrUse einige Tage 
dem ungeregelten Abbau durch ihre Enzyme iiberlaBt und dann erst extrahiert. 
Dieses Beispiel der drei wichtigsten Enzyme der Pankreasdriise zeigt, daB die 
Festigkeit der Bindung von Enzymen· an andere ZeIlbestandteile aIle moglichen 
Abstufungen zeigen kann, von einer lockeren Adsorption, die durch gelinde 
chemische Mittel, wie Zusatz von Elektrolyten oder ..Anderung der Wasserstoff
ionenkonzentration, aufgehoben werden kann, bis zu einer festen Adsorption, 
die erst durch enzymatischen Abbau des Adsorptionstragers gelost wird. 

Als Beispiel fur endo-Enzyme sei das Verhalten der Hefesaccharase7 erwahnt, 
die in der Zelle in nicht auflosbarem Zustand vorliegt; sie'ist weder aus der frischen 

1 R. WILLS TATTER, M. ROHDEWALD: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 208 (1932), 
258; 218 (1933), 77. - E. BAMANN, P. LAEVERENZ: Ebenda. 223 (1934), 1. - E_ 
BAMANN, J. N. MUKHERJEE: Ebenda 229 (1934), 1. 

B E. und H. BUCHNER, M. HAllN: Die Zymasegarung. Miinchen, 1903. 
8 G. EMlJEN, W. GRIESBACH, E. SCHMITZ: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 98 

(1914), 1. 
, R. WILLS TATTER, M. ROHDEWALD: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chem. 221 (1933), 

202. 
6 R. WILLS TATTER, M.RoHDEWALD : Hoppe. Seyler's Z.physiol.Chem. 218 (1933), 77. 
8 E. BAMANN, P. LAEVERENZ: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 228 (1934), 1. 
7 R. WILLSTATTER und Mita.rbeiter: Liebigs Ann. Chem. 421i (1921), 1. - R. WILL

STATTER, G. OPPENHEIMER, W. STEmELT: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 110 
(1920), 232. - W. GRASSMANN, T. PETERS: Ebenda 204 (1932), 135~ - R. WILL
STATTER, W. GRASSMANN: Biochem. Z. 208 (1928), 308; vgl. Artiikel H. KRAUT in die
sem Bande des Handbuches, S. 66. 
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nooh aus der abget,Qteten oder getrookneten Zelle loslioh ohne Autolyse. Das 
EnZytn, wird aber in den 100liohen Zustand iibergefiihrt entweder durch vollstii.ndige 
mechanische Zerteilung der Zellhaut, z. B. durch Zerreiben der Hefe mit Quarz
sand im gefrorenen Zustand, oder durch autolytische Vorgange oder zuletzt, 
unter Ausschaltung der Autolyse, durch Zugabe von Enzymen; und zwar kann 
die Saccharase aus den Zellresten entweder durch Amylasen oder durch Proteinasen 
freigelegt werden. Hieraus . ist zu schlie.Ben, daB der Bindungszustand des Hefe
enzyme von einem hochmolekularen Bestandteil der Zellmembran abhiingig 
ist, der sowohl zur Kohlehydrat- wie zur Proteinklasse gebOrt. 

Nach dem bereits Gesagten iiberrascht es nicht, daB die LOslichkeit des gleichen 
Enzym.s bei verschiedenen Tierarten versohieden sein kann. So wird das Histozyml 
leicht aus der Hundeniere, teilweise aus derjenigen des Schweines und garnicht 
aus der Pferdeniere herausgelost. 

Bei der praktischen Gewinnung von endo- und desmo-Enzymen spielen -
wie schon aus den angefiihrten Beispielen hervorgeht - autolytische Prozesse 
die bedeutendste Rolle. Die Autolyse, die Selbstauflosung der Zelle, tritt nach 
deren Abtotung unter der Wir\mng der nun ungehemmt und ungeregelt ein
setzenden enzymatischen Abbauvorgange ein. Nach dem Tode der Zelle erfahren 
offenbar .in£olge Auflosung der Zellstruktur verschiedene Enzyme, z. B. die At
mungsenzyme, eine Schwachung bzw. Inaktivierung, wahrend andere Enzyme, 
z. B. die proteolytischen, sogar unter Umstiinden eine Aktivierung erfahren 
konnen .. FUr den Verlauf der Autolyse ist die Art der Zelltotung von Bedeutung. 
Die gewohnliche, natiirliche Autolyse tritt nach dem Tode der tierischen oder 
pflanzlichen Zelle ein, wobei bald die autolytischen rrozesse durch die von Mikro
organismen hervorgerufenen iiberwuchert werden. Eine sterile Autolyse kann 
gewohnlich nur bei Anwendung von Antiseptika, wie Chloroform, Toluol, Essig
ester, durchgefiihrt werden. Da diese Antiseptika zugleich Zellgifte sind, so tritt 
durch sie die Abtotung der Zelle und demgemaB Autolyse ein. Diese sterile 
Autolyse ist die am meisten angewandte Methode. Die Autolyse kann reguliert 
werden durch Anwendung verschiedener Antiseptika und durch Einstellung bzw. 
Aufrechterhaltung bestimmter Wasserstoffionenkonzentrationen. Auch Plasmolyse, 
hervorgerufen durch Verreiben eines Zellbreies mit Salzen, fiihrt zu Autolyse. 

Bei der Freilegung der Enzyme mittels autolytischer Prozesse ist darauf zu 
sehen, daB die Enzyme nicht selbst durch eintretende Veranderungen des Milieus 
der ZerstOrung unterliegen. So haben WILLSTATTER und MitarbeiterB gezeigt, 
daB die Mal~ der Hefe, die gegen Saure sehr empfindlich ist, bei der gewohn
lichen Autolyse des Pilzes durch die entstehende Saure zum groBten Teil zerstort 
wird und daB man sie nur dann in guter Ausbeute von der Zellsubstanz abzutrennen 
vermag, wenn man dafiir Sorge tragt, die jeweils gebildete Saure zu neutralisieren. 

2. Methoden zur Enzymanreicherung und Enzymtrennung. 
Zur EnzymanreicherungundEnzymtrennungstehenzahlreicheMethoden zur Ver

fiigung, die je nach dem besonderen Fall angewandt und kombiniert werden miissen. 

a) Die fraktionierle Autolyse. 
Um Fermente in moglichst hohem Reinheitsgrad, also zusammen mit einer 

moglichst geringen Menge von Ballaststoffen, selektiv aus den Zellen und Geweben 
in LOsung iiberzufiihren, kann unter Umstii.nden eine fraktionierte Autolyse 

1 E. WALDSCHMIDT.LEITZ: Die Enzyme, S.80. Braunschweig, 1926. 
2 R. WILLST.lTTER, O. OPPENHEIMER, W. STEIBELT: Hoppe-Seyler'S Z. physiol. 

Chem. 110 (1920), 232; 111 (1920), 157. 
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von Vorteil sein. Die Auflosung der Zellinhaltsstoffe erlolgt namlich nicht 
gleichma6ig, sondern mit verschiedener Geschwindigkeit. So erfoIgt die Los
losung der Hefesaccharase1 nicht sofort nach der Verfliissigung der Hefe mit 
dem Ze1Igift, z. B. Toluol; ein Vorautolysat, reich an Ballaststoffen, kann nach 
zweistiindiger Autolysendauer abgetrennt werden, wii.hrend die Hauptmenge 
des Enzyms erst im Laufe eines Tages in LOsung geht. Bei der Autolyse werden 
unter Umstanden nicht alle Enzyme gleichma6ig freigelegt. Dies ermoglicht 
es z. B., die Proteinase und die Polypeptidase der Hefe l fast quantitativ zu 
trennen; die Proteinase ist schon nach 2'4-48 Std. vollig in LOsung gegangen. 
Zur Gewinnung der proteinasefreien Polypeptidase ist es nur notig, nach Ablauf 
dieser Zeit den Heferiickstand von der LOsung abzutrennen und nach gutem 
Waschen erneut mit Wasser und Zellgift der Selbstverdauung zu iiberlassen. 

Die Gewinnung der Einzelenzyme ist auch auf Grund der Erfahrung moglich, 
da6 durch Verinderullg der Autolysenbedingungen die Freilegung der Enzyme 
in ganz bestimmte Bahnen gelenkt wird. Man hat es also in der Hand, durch 
bestimmte Autolysenfiihrung, z. B. durch besondere Wahl des Zellgiftes und 
der Aciditat, die Freilegung des einen Enzyms zu fordern, dagegen die des anderen 
hintanzuhalten oder sogar vollig zu unterdriicken. So wird die Darstellung 
einheitlicher Dipeptidase und Aminopolypeptidase aus Hefe3 erzielt, wenn man 
zur Gewinnung der Dipeptidase die bei neutraler Reaktion in Gegenwart von 
Essigester oder Toluol gebildeten Autolysate verwendet, wii.hrend man zUr 
Darstellung der Polypeptidase die Autolyse zweckma6ig bei alkalischer Reaktion 
vornimmt. Die Freilegung der Polypeptidase kann dann au6erdem durch. Zusatz 
von proteolytischen Enzymen, insbesondere Papain, stark beschleunigt werden. 

b) Die fraktionierte Losl68ung aU8 den fe8ten Zellbe8tandtellen durch 
Anwendung ver8chiedener Lii8ung8mittel. 

Es wurde bereits weiter oben besprochen, da6 mittels wasserfreien Glycerins 
lyo-Enzyme von desmo- und endo-Enzymen getrennt. werden konnen, und als 
Beispiel die Trennung der pankreatischen Enzyme erwiihnt. ZurUnterscheidung 
verschiedener Amylasen in den Leukocyten haben WILLSTATTER und Mitarbeiter' 
ebenfalls die verschiedene LOslichkeit in Glycerin angewandt. Ferner gelingt 
eine Trennung der phosphatatischen Komponenten der Hefezelle schon durch 
Anwendung verschiedener LOsungsmittel; kann niimlich die Oberhefenphos
phatase mit Wasser aus der Trockenhefe ausgezogen werden, so gelingt dies nicht 
mit Glycerin.6 In diesem Losungsmittel ist die Oberhefenphosphatase unloslich, 
wahrend die anderen phosphatatischen Komponenten loslich sind. Aus getrockne
tem Material lassen sich durch Glycerin ganz allgemein reinere, besonders eiweiB
iirmere Ausziige gewinnen, die in vielen Fallen auch enzymatisch einheitlicher sind. 

c) Fraktionierte Fillung wiis8eriger Extrakte mit organischen Liisungsmitteln. 
Ein betrachtlicher, ja sogar Mchster Grad derReinheit kann unter Umstanden 

durch die Anwendung von Methoden erzielt werden, die die Loslichkeitsverhalt-

1 R. WILLSTATTER, K. SCHNEIDER, E. BAMANN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 
147 (1925), 248.-R. WILLBTATTEB,K. SCHNEIDER,E. WENZEL:Ebenda151(19~6),l. 

B W. GRASSMANN, H. DYCKEBHOFF: Hoppe-Seyler'S Z. physiol. Chern. 179 (1928), 41. 
8 W. GRASSMANN, L. KLENK: Hoppe-Seyler'S Z. physiol. Chern. 186 (1929), 26.-

W. GRASSMANN, L. EMDEN, H. SCHUELLER: Biochem. Z. 271 (1934), 226. 
, R. WILLSTATTEB, M. ROHDEWALD: Hoppe-Seyler'S Z. physiol. Chern. 221 

(1933), 13. 
i A. SCHAFFNER, F. KRUMEY: Hoppe-Seyler'S Z. physiol. Chern. 255 (1938), 145. 
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nisse des gesuchten Enzyms systematisch auswihlen. So fiihrt die flaktionierte 
FiiJIung wisseriger Extrakte mit organischen LOsungsmitteln, vor aJIem mit 
Aceton, Alkohol und Dioxan, zu Fraktionen mit hoher Wirksamkeit, und in 
manchen Fillen ist dadurch eine Trennung von Enzymen unschwer zu erreichen. 
So gibt z. B. GRASSMANN! eine Methode an, um Dipeptidase und Aminopolypepti
dase der Hefe durch fraktionierte Fallung mit Aceton zu trennen. BALLS und 
KOHLER! konnten die Aminopolypeptidase des Darmes mittels Acetonfallung 
in zehnfach hoherer Reihheit erhalten. 

Ein besonders gluckliches Beispiel der kombinierten Anwendung einer fraktio
nierten Loslosung aus dem Zellmaterial und einer fraktionierten Fallung mit 
organischen Losungsmitteln ist die Gewinnung der kristallisierten Urease. 1m 
Jahre 1926 gelang SUMMNER3 die Darstellung eines hochaktiven kristallisierten 
Praparats aus dem Mehl der Jackbohne. Entfettetes Jackbohnenmehl wird 
mit 31 vol.-%iger Acetonlosung bei 28° verriihrt und die Mischung filtriert. 
Das Filtrat wird im Kiihlschrank aufbewahrt, wobei ein Protein auskristallisiert. 
Diese Kristalle sind in Wasser loslich und konnen daraus dUTCh Zugabe von 
Aceton wieder zum Auskristallisieren gebracht werden. Sie besitzen hohe ureati
sche Wirksamkeit, die beim Umkristallisieren in gleicher Hohe erhalten bleibt. 

d) Fraktioniertes Auss8lzen. 
Durch AussaIzen bei verschiedenen Salzkonzentrationen kann man Ballast

stoHe oder umgekehrt auch hochwirksame Enzympraparate niederschlagen. 
Die dabei meist angewandten SaIze sind Magnesium- und Ammoniumsulfat. 
Durch Dialyse konnen die SaIze wieder entfernt 6 

werden. In den meisten Fallen kann eine Anrei
cherung des Enzyms auf diese Weise erreicht werden. 
In den letzten J ahren sind durch diese Methode vor 
allem in den Hinden von N ORTHBOP und seinen 'I

Mitarbeitern' mehrere Enzympriparate in kristalli
sierter und hochwirksamer Form erhalten worden, 
so das Trypsin, Chymotrypsin, Pepsin und ihre z 
Vorstufen, zu denen sieh neuerdings die kristalli
sierte Katalase dureh SUMMNER5 hinzugesellte, 
die aus Rinderleberextrakten dureh Zusatz von 

L""-. 
z '\. 

\ 
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'\ 
" AmmoniumsuHat beim Abklihlen erhalten wurde. ~1D ~75 1,40 

Zur Darstellung des reinen gelben Ferments Abb.2. Fraktionlerte AmmoniUmsul-

1\ 
wird ebenfalls neben a,nderen Vornahmen eine fatfllJlUDg von gelbem Ferment. 

Ammoniumsulfatfraktionierung durehgefiihrt.6 Be-
sonders seidarauf hingewiesen, daB man mittels fraktionierter Aussalzung die Ein
heitlichkeit eines Proteins bzw. Fermentproteins priifen kann. Fillt man ein homo
genes Protein mit Ammoniumsulfatlosungen von steigender Konzentration und 
tragt die in LOsung verbleibende Menge gegen den Logarithmus der Ammonium-

1 W. GRASSHANN, F. KLENK: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 186 (1929), 26. 
I A. K. BALLS, F. KOHLER: Hoppe-Seyler's Z. physioi. Chem. 205 (1932), 157; 

219 (1933), 128. 
B J. B. SUHHNER: J. bioI. Chemistry 76 (1928), 149; 79 (1928), 489; Ergebn. En

zymforsch. 1 (1932), 295. 
, J. H. NORTHROP: J. gen. Physiol.13 (1930),739. - J. H. NORTHROP, M. KUNITZ: 

Ebenda 16 (1932), 267; 18 (1935), 433; Ergebn. Enzymforsch. 2 (1933), 104. 
6 J. B. SUMMNER, A. L. DOUNCE: Soience (New York) 85 (1937), 366. 
S O. WARBUBG, W. CHRIsTIAN: Bioohem. Z. 204 (1932), 438; 267 (1933), 492. _ 

H. THEORELL: Ebenda 278 (1935), 263. - F. WEYGAND, H. STOCKER: Hoppe-Seyler's 
Z. physioi. Chem. 247 (1937), 167. 
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suliatkonzentrationen auf, so .erhii.lt man eine gerade Linie; liegt dagegen ein 
Proteingemisch vor, so ist die Kurve gekriimmt (Abb. 2). R. KUHN und P. DEs
NUELLE1 haben dies am Protein des gelben Ferments durchgefiihrt und gezeigt, 
daB man durch fraktionierte Ammoniumsulfatfii.llung besonders leicht zu einem 
einheitlichen Fermentprotein gelangt. 

e) Fraklionierte Fiillung beim isoeleklrischen Punkl. 
Da EiweiBkorper bei ihrem isoelektrischen Punkt am schwersten loslich 

sind, konnen sie aus ihren LOsungen durch Einstellung dieses Punktes ganz oder 
zum Teil ausgefallt werden. Auch Extraktion von Geweben oder Organen mit 
verdiinnter Saure oder Base fiihrt oftmals zu reineren LOsungen als Extraktion 
bei neutraler Reaktion. Aus wasserigen Extrakten konnen entweder Ballast
stoffe oder die aktiven Enzymfraktionen ausgefallt werden. Als Beispiel sei 
auf die Ausfallung von Apodehydrase (Zwischenferment) aus Hefeextrakten 
nach W ARBURG und CHRISTIAN2 mittels Kohlensaure hinge wiesen, die zugleich 
cine weitgehende Abtrennung von anderen Hefefermenten bedeutet. Ahnlich 
gelingt die Trennung der Hefeamylasen durch Fallung mit Essigsaure-Acetat
Puffer; die phosphaterfordernde Amylase wird namlich bei PH = 5,5 nieder
geschlagen, wahrend die phosphatunabhangige in Losung bleibt. 3 

Als Beispiel einer Ausfallung von Ballaststoffen unter Zuriicklassung einer 
reineren EnzymlOsung sei die Darstellung der sogenannten Oberhefenphosphatase 
erwahnt; aus Losungen dieses Enzyms (HeIeextrakte) kann ein groBer Teil der 
Ballaststoffe durch Fallung mit verdiinnter Essigsaure entfernt werden, ohne das 
Enzym zu schii.digen.4 

Zu beachten ist bei diesen Vornahmen allerdings, daB viele Enzyme gegen 
H- und OH-Ionen auBerst empfindlich sind. 

f) Enzymtrennung mittels Elektrophorese. 
Die Elektrophorese wurde in jiingster Zeit von H. THEORELL5 bei der Reini

gung des gelben Ferments angewandt. Das von W ARBUBG und CHRISTIAN1 

dargestellte gelbe Fermentpraparat war nur in bezug auf den Farbstoff rein. Es 
enthielt auBer dem Ferment groBe Mengen von hochmolekularen Verunreini
gungen, Proteine und besonders Polysaccharide. W ARBURG und CHRIsTIAN 
hatten die Frage offengelassen, ob der gelbe Farbstoff im Ferment an EiweiB 
oder an ein Polysaccharid gebunden war. THEORELL konnte das Ferment durch 
Kataphorese weiterreinigen, wobei sich herausstellte, daB das gelbe Ferment 
ein EiweiBkorper ist. Das Polysaccharid wurde entfernt, ohne daB irgendeine 
Anderung der Aktivitat oder der Lichtabsorptionskurve auftrat. 

Zweckmij,f3ig gebaute Kataphoreseapparate sind von THEORELL, MEYERHOF8 
und TISELIUS7 beschrieben worden. Die Benutzung der Kataphorese zur Enzym
reinigung und Enzymtrennung erscheint fiir die Zukunft vielversprechend. 
THORELL hat die Erscheinung der Kataphorese auch zum Studium des Reak
tionsmechanismus enzymatischer Reaktionen benutzt.8 

1 R. KUHN, P. DESNUELLE: Ber. dtsch. chern. Ges. 70 (1937), 1907. 
I O. WARBURG, W. CHRISTIAN: Biochem. Z. 2M (1932), 438. 
B A. SCHAFFNER, H. SPECHT: Naturwiss. 26 (1938), 494. 
~ A. SCHAFFNER, F. KRUMEY: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 255 (1938), 145. 
I H. THEORELL: Naturwiss. 22 (1934), 289; Biochem. Z. 278 (1935),263; 293; 275 

(1934), 1. 
• O. MEYERHOF U. W. MOHLE: Biochem. Z. 294 (1937), 249. 
7 A. TISELIUS: Biochemical J. 31 (1937), 1464. 
8 H. THEORELL: Biochem. Z. 275 (1934), 30. 
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g) Enzymreinigung und .treonung mittels der Adsorptioosmethodeo. 
Die Technik der Adsorption und Elution ist vor allem von WILLSTATTER 

und seinen Mitarbeitem1 entwickelt und dann in der Folge von vielen anderen 
Forschem angewandt worden. Sie ist die am allgemeinsten fiir die Reinigung 
von Enzymen und ganz besonders fiir die Zerlegung von Enzymgemischen an
wendbare Methode. Da ilire Ausfiihrung nicht durchaus einfach ist, sich vieimehr 
auf einen reichen Erfahrungsschatz griindet, soll ihr hier ein etwas breiterer 
Raum gewidmet werden. 

Die ersten Beobachtungen iiber Enzymadsorption gehen auf TH. SCHWANN1 

und auf E. BRCCKE3 zuriick .. Die Arbeiten von MICHAELIS' sowie von ISCOVESCO& 
erweckten neues Interesse fiir die Anwendung der Adsorptionsmethoden in der 
Enzymchemie. MICHAELIS unterschied zwischen mechanischer und elektro
chemischer Adsorption; die erstere kann als reine Funktion der Oberfliichen:
spannung angesehen werden, der letztere Vorgang beruht Mch MICHAELIS auf 
dem verschiedenen Ladungssinn des Enzyms und des Adsorbens. So ist Kaolin 
z. B. negativ geladen und adsorbiert basische Farbstoffe, Aluminiumhydroxyd 
dagegen positiv geladen und adsorbiert saure Farbstoffe. Substanzen, die von 
beiden Adsorbentien adsorbiert werden, sind Ampholyte. So ist Mch MICHAELIS 
Trypsin ein amphoterer Stoff, der sowohl von Kaolin als von Aluminiumhydroxyd 
adsorbiert wird. Aus ahnlichen Griinden schrieb MICHAELIS dem Invertin saure 
Natur zu, da es wohl durch Aluminiumhydroxyd, aber nicht durch Kaolin adsor
biert wird. Diese Beobachtungen fanden eine Bestatigung durch die Wanderungs
richtung der Teilchen im elektrischen Felde. Auf Grund seiner Beobachtungen 
sprach MICHAELIS den Gedanken aus, daB die Grundlage der Enzymadsorption 
eine chemische Reaktion ist. 

Diese Ansicht bleibt giiltig, obwohl sich der Gesichtspunkt geandert hat, 
unter dem diese Experimente betrachtet werden miissen. Die Schlu.Bfolgerungen 
MICHAELIS' machen die Annahme notig, daB die Ladungen der Enzymmolekiile 
unveranderlich sind und daB sie den Enzymen selbst zugehOren, nicht Stoffen, 
die etwa gleichzeitig mit ihnen adsorbiert sind. Das hat sich aber nicht immer 
als zutreffend erwiesen. WILLSTATTER6 hat in der Folgezeit gezeigt, daB die Ad
sorption von Invertin an Aluminiumhydroxyd oder Kaolin vom Reinbeitsgrad 
der EMymlosung weitgehend abhii.ngig ist.. Das bedeutet, daB die BegleitstoHe 
des Invertins (wahrscheinlich in Symplexbindung mit dem Enzym [siehe S. 35]) 
und nicht das Enzym selbst sein Adsorptionsverhalten und seine Kataphorese 
bestimmt haben. Invertin, das aus unreinen LOsungen nur schlecht von Alu
miniumhydroxyd adsorbiert wird, wird mit steigendem Reinbeitsgrad immer 
leichter adsorbiert. FUr die zahlreichen Beispiele auswahlender Adsorption erwies 
sich die Auffa88ung MICHAELIS', Mch der die Adsorption auf elektrochemischem 
Gegensatz beruhe, als zu eng. "Es ist gelungen, in Tonerden von allerschwichsten 
basischen und sauren Eigenschaften Adsorbentien von ausgeprigter Spezifitit 
aufzufinden. Trennung von Enzymgemischen durch· sogena.nnte Adsorbentien, 
z. B. das meta,Aluminiumhydroxyd, (AlOOH).." ist durch auswii.hlende Residual-

1 Siehe Zusammenfassung: H. KRAUT in "Methodik der Fermente", OPPENHEIMER· 
PINCU8SEN. Leipzig, 1929 .. 

I T. SCHWANN: Miillers Arch. 1886, 907. 
I E. BRUCKE: J. Pharmac. Chim. 2, III (1842), 273; S.·B. Akad. WiBB. Wien, 

Abt. IIa 43 (1861), 601. 
, L. MICHAELIS: Biochem. Z. 7 (1908), 488; 12 (1908), 26. - L. MICHAELIS, 

M. EHRENREICH: Ebenda 10 (1908), 283. 
I G. IsCOVESCO: C. R. Seances Soc. BioI. Filiales ABBociees 1 (1907). 770, 861. 
• R. WILLSTATTER, F. RACKE: Liebigs Ann. Chern. 427 (1922). Ill. 
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krafte bedingt, die hochmolekularen anorganischen wie organischen Stoffen eigen 
sind; me ist valenzchemisch, nii.mlich durch fein abgestufte Sekundarva.lenzkrafte 
zu erklii.ren. "1 

Aus dem vorher Gesagten geht hervor, daB das Adsorptionsverhalten eines En
zyms nur in einem bestimmten Milieu charakteristisch ist. In gereinigten Losungen 
zeigen Enzyme oft eine viel groBere Neigung zur Adsorption; und hier wird zum 
Teil auch die aktive Gruppe des Enzyms, wenn auch nicht allein, fiir das Adsorp
tionsverhalten verantwortlich sein.1I Diese Auffassung, daB die aktiven Gruppen 
des Enzyms selbst bis zu einem gewissen Grad das Adsorptionsverha.lten bestimmen 
konnen, geht mit der Beobachtung parallel, daB unlosliche Substrate eines En
zyms oft ala sehr spezifische Adsorptionsmittel dienen konnen. a 

Die. Adsorbierbarkeit eines Enzyms wechselt auBer mit der Natur der Adsor
bentien aber nicht nur mit der Reinheit der Losung, sondem auch mit deren 
Natur, mit ihrerVerdiinnung und ihrer Aciditat. Um die Adsorption eines Enzyms 
moglichst auswahlend zu gestalten, ist der EinfluB dieser Faktoren zu studieren . 

.x) Die ge brauchHchsten Adsorptionsmittel. 
Die am haufigst anwendbaren Enzymadsorbentien sind die verschiedenen 

Aluminiumbydroxyde; die groBe VieHaltigkeit dieser Substanzen macht as 
moglich, mit ihnen fast jede Enzymadsorption auszufiihren. In der Enzymchemie 
werden fast ausschlieBlich die von WILLSTATTER und Mitarbeitem beschriebenen 
Tonerdesorten angewandt. Ihre Darstellung sei deshalb kurz wiedergegeben. 

Aluminiumhydro:r;yd 0" Die heil3e Losung von 500 g Al.(SO,)a + 18 HaO in 
1 1 Wasser triigt man in einem Schu.13 in 6,5 I Ammoniumsulfat-Ammoniakwa.sser 
von 60° ein. Dieses Reagens enthli.lt 300 g Ammoniumsulfat und 420 ems 20%~es 
Ammoniak, d. i. 77,5 statt ber. 76,6 g Ammoniak. Dieser kleine 'Oberschu.13 ist notig; 
die Fliissigkeit mu.13 alkalisch bleiben. W8hrend des Fallens und eine weitere Viertel
stunde wird lebhaft geriihrt, wobei die Temperatur nicht unter 60° sinken soll. 
Die FiiJlung ist anfangs ungemein volwninos und wird erst wiihrend des Riihrens 
flockig. Man verdfumt auf 40 I wld dekantiert, wobei der Niederschlag sich zunii.chst 
rasch absetzt. Um noch vorhandenes oder wii.hrend des Auswaschens aus Ammoniwn
sulfat zuriickgebliebenes basisches Aluminiumsulfat vollends zu zerlegen, fiigt man 
zwn Waschwasser beim vierten Dekantieren einmal 80 cma 20%iges Ammoniak 
hinzu. Nach hii.ufigem Auswaschen (zwischen dem 12. und 20. Mal) wird die Wasch
fliissigkeit nicht mehr klar . Von da ab dekantiert man noch zweimal, wozu mindestens 
einige Tage erforderlich sind. Das Prii.parat 0" ist eine plastische Masse. 

Von besonderer Wichtigkeit ist es, daJ3 diesas Gel Alterungen unterliegt. die von 
groJ3em Einflu.13 auf das Adsorptionsvermogen sind. Das Prii.parat 0" ist erst nach 
zwei bis drei Monaten im voUen Besitz seiner Absorptionstftchtigkeit. Fiir das Ortho
hydroxyd 0 beschreibt WILLSTATTER5 au.l3er der Modifikation 0" noch zwei andere 
Modifikationen O(}l. und Op, die sich ineins.nder wnwandeln. 

Die Tonerdepra.parate der Sorte 0 stellen ihrer Zusammensetzung nach Ortho
hydroxyde von der Formel Al(OH}a dar. Von den Orthohydroxyden in Reaktions
verhalten und Zusammensetzung giinzlich verschiedene Tonerdegele erhiiJt man, 

1 R. WILLSTATTER, M. ROHDEWALD: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 226 (1934), 
103. 

S Vgl. F. WEYGAND und H. STOCKER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 247 
(1937), 167: "Es fii.llt auf, da.Ll diejenigen Adsorbentien das gelbe Ferment gut adsor
bieren, die auch fiir Lactoflavinphosphorsii.ure gute Adsorbentien sind. Offenbar liegt 
eine gerichtete Adsorption vor: Die Wirkungsgruppe des gelben Ferments ist derjenige 
Teil des Molekiils, der an die Oberflii.che der Adsorbentien gebunden wird." 

a R. WILLS TATTER, R. KUHN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 118 (1923), 53. -
E. WALDSCHMIDT-LEITZ, K. LINDERSTROM-LANG: Ebenda 188 (1927), 241. 

, R. WILLSTATTER, H. KRAUT: Ber. dtsch. chem. Ges. 68 (1923), 1118; 67 (1924), 
1089. 

I R. WILL8TATTER, H. KRAUT: Ber. dtsch. chem. Ges. 68 (1925), 2448. 
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wenn bei der FiiJ.lung von Aluminiumsulfat ein "OberschuB von sta.rkem Ammonia.k 
verwendet wird. Es treten nach KRAUT1 Polyhydroxyde auf, deren Wassergeha.lte 
unter dem des Trihydrats Iiegen und deren Bildung auf dem Austritt von Wasser 
aus mehreren Al(OH)a-Molekiilen beruht. Bei der Fiillung von Aluminiumsulfat 
mit einem "OberschuB von starkem Ammoniak in der Wirme enteteht Borte B, die 
bei lii.ngerem Erwirmen mit der Mutterlauge noch mehr Wa.sser verliert und in die 
Sorte A fibergeht. Die Tonerdesorte B entepricl1t na.ch KRAUT dem Dialuminium
hydroxyd (OH)aAI·O·Al(OH).; sie ist unbestindig und verwandelt sich auch bei 
gewohnlicher Temperatur .unter Wa.sser in die stabilere Modifika.tion eines Trihydrats, 
die na.ch den lWntgeninterferenzen ala Bayerit anzusprechen ist. 

Aluminiumhydrozyd B. 250 g AlI(SO,). + 18 HIO, gelOst in 750 em' Wa.sser, 
erwirmt man auf 480 und trigt die Losung auf eirunal unter stirkstem mecha.nischem 
Riihren in 2,51 auf 48° erwii.rmtes Ammoniak von 15 Gew.-% ein. Die Temperatur 
steigt auf 50° und wird unter fortgesetztem Riihren 1/. St. zwischen 48 und 50° 
gehalten. Die sehr volUttlinOse Fiillung wird wii.hrend des Riihrens etw68 diinner, 
aber nicht flockig. Man verdiinnt die Suspension im Filtrierstutzen auf 121 und 
wlischt unter mogIichst vollst8.ndigem Dekantieren bi.ufig mit Wa.sser. Vor dem 
vierten Dekantieren wird der Niederschlag zur Zerlegung noch vorhandener Spuren 
basischen Sulfate mit dem gleichen Volumen 15%igen Ammoniaks verriihrt und na.ch 
5 Min. auf 121 mit Wa.sser aufgefiillt. Am Tage der Fiillung muB mindestens noch 
die fiinfte Dekantation vorgenommen werden, da.mit da.s Prii.parat nicht fiber Na.cht 
mit dem starken Ammoniak in Beriihrung ist .. Am zweiten Tag wird 80 lange weiter 
deka.ntiert, bis da.s Wasser drei aufeinanderfolgende Male nicht mehr klar geworden 
ist (im ganzen 12-14mal). Wii.hrend der letzten Waschungen wird der Niederschlag 
immer konxpakter, 80 daJ3 am Ende die Waschfliissigkeit von dem ziemlich plastischen 
Gel vollsta.ndig abgeg088en werden kann. 

Aluminiumhydrozyd A.I Man hat die FiiJ.lung des Tonerdehydrats bei 55-60°, 
wie bei Sorte B angegeben, ausgefiihrt und 1/. St. kriftig geriihrt. Dann wird die 
Mischung, die man nicht von der Mutterlauge zu trennen bril.ucht, in einen 5-I-Kolben 
mit eingeschliffenem Kiihler umgefiillt und darin 48 Stn. in gelindem Sieden erha.lten; 
die Fliissigkeit bleibt dabei geniigend ammoniakaJisch, etwa 10%ig. Darna.ch wird 
die Suspension. im Dekantiertopf auf 121 verdiinnt und beim Auswaschen vor dem 
vierten Dekantieren mit Ammoniak verriihrt. Auch hier ist da.s Auswaschen beendet, 
wenn die Waschfliissigkeit dreimal nacheinander triib geblieben ist und yom plastischen 
Niederschlag restlos abgeg088en werden kann. 

Metaaluminiumhydrozyd von der Formel AZO(OH).' Werden die Ortho- und die 
Polyhydroxyde des Aluminiums mit Ammoniak unter rascher Steigerung der Tem
peratur auf 250 0 erhitzt, so bildet sich aus den ganz versohiedenen Galen da.sselbe 
neue, dessen Zusammensetzung der Forme! AlOOH entepricht. Zur Darstellung 
erhitzt man Gale des Aluminiumhydroxyds beliebiger Zusammensetzung im Ein
sohlullrohr mit 10%igem Ammoniak unter rasoher Steigerung der Temperatur 
8-9 Stn. auf 250°. Na.ch dem Erkalten entfemt man da.s Ammoni.a.k durch bi.ufiges 
Dekantieren. Das Metaaluminiumhydroxyd entspricht dem ROntgenspektrum na.ch 
dem Bauxit, den J. BOHM auf iiJmliche Weise kiinstlich hergestellt hat. 

AuBer den verschiedenen Tonerdesorten hat sich an Metallhydroxyden fUr 
manche Enzymadsorptionen Eisenhydroxyd, dargestellt nach fOlgender Vor
schrift,4 bewii.hrt: 

100 g Ferriammoniumalaun, in 200 em' Wasser gelost, wurden bei gewohnlicher 
Temperatur auf einmal unter lebhaftem Riihren in 800 em' Ammoniak-Ammonium· 
salzmischung eingetragen, die 10,8 g Ammoni.a.k und 27,5 g Ammoniumsulfat ent
hielt. So entstand eine gleichml:iJ3ige rotbraune FiiJ.lung, die noch eine ha.lbe Stunde 

1 H. KRAUT, W. HUlIME: Ber. dtsoh. chem. Gee. 64 (1931), 1697. 
I R. WILLSTATTER, H. KRAUT: Ber. dtsch. chem. Gee. i7 (1924), 1089. 
a R. WILLSTATTER, H:KRAUT: Ber. dtsch. chem. Gee. i8 (1925), 2458. 
, R. WILLS TATTER, H. KRAUT, W. F'BEMERT: Ber. dtsch. chem. Gee. i7 (1924), 

1491. 
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geriibrt wurde. Dann fiiUte man auf 4 I auf und dekantierte, wobei sich das Gel anfangs 
langsam und in hoher Schicht, spater rasch und niedrig absetzte. Nach den ersten 
Dekantierungen war es zweckmii.l3ig, zweimal einige Kubikzentimeter konzeptriertes 
Ammoniak zuzusetzen. Dadurch gelang es, das Gel von einem noch recht betracht
lichen Schwefelsii.uregehalt zu befreien. Bei den letzten Malen war das Waschwasser 
sehr triibe. 

Mit den Metallhydroxyden ist die Reihe adsorptionstiichtiger Stoffe nicht 
abgeschlossen. Vielfach angewandt wird Kaolin, femer Metalloxyde, wie Hii.matit 
und Aluminiumoxyd nach BROCKMANN, Fasertonerde sowie andere, natiirlich 
vorkommende StoHe, wie Bauxit, und Bleicherden. . 

Bereitung von Kaolin: Das am besten von einer Porzellanfabrik bezogene Kaolin, 
welches sehr gleichmiWig gemahlen, geschliimmt und da.nn gepreI3t ist, k8.nn nach 
WILLSTATTER und SCUNEIDERl in seiner Adsorptionstiichtigkeit durch Behandeln 
mit SalzS8ure sehr verbessert werden. 5'00 g Kaolin werden mit 1,51 reiner Salz
sii.ure gut vermischt und erwa.rmt, zunachst so langsam, daI3 es einen Tag bis zum 
beginnenden Kochen dauert, da.nn einen weiteren Tag zum lebhaften Sieden gebracht. 
Durch Verdiinnen und wiederholtes Dekantieren mit Wasser trennt man die eisen
haltige L6sung vom Kaolin ab und wiederholt noch dreimal die Behandlung mit 
Salzsii.ure. SchlieI3lich wird das Kaolin mit kaltem Wasser durch Dekantieren 
gewaschen. 

p) Ausfiihrung der Adsorption und Elution. 
Der Enzymlosung fiigt man das moglichst fein verteilte Adsorbens am besten 

in wasseriger Suspension zu und sorgt durch kriftiges Schiitteln fiir eine 
gleichmaf3ige Verteilung der Suspension. Das Adsorptionsgleichgewicht stellt 
sich meist sofort ein. Schon nach wenigen Minuten kann man die Restlosung 
vom Adsorbat durch kurzes, aber kriftiges Zentrifugieren tiennen. Die in einem 
Versuch adsorbierte Menge Enzym ermittelt man meistens durch den Enzymgehalt 
der Restlasung. 

Es gibt zwei Wege, eine Reinigung bzw. Tremlung von begleitenden Enzymen 
herbeizufiihren: Man wird entweder die BegleitstoHe adsorbieren und in der 
Restlosung dab gereinigte Enzym vorfinden, oder man hat die Moglichkeit, aus 
dem Adsorbens den adsorbierten Anteil des Enzyms wieder freizulegen, zu 
"eluieren". Die Elution gelingt entweder mit LOsungen von verandertem PH 
oder Init Mitteln, die das Adsorbens verandern. 1m allgemeinen haben sich ver
diinntes Ammoniak oder verdiinnte Essigsaure, insbesondere aber Phosphat
mischungen ala ElutionsInittel bewahrt; letztere wirken bei den Metallhydroxyden 
zugleich auf das Adsorbens ein unter Bildung von basischen Phosphaten, z. B. 
des Aluminiums oder des Eisens, und wirken deshalb besonders gut. Vor der 
Ausfiihrung der Elution wird das Adsorbat ein- bis zweimal gewaschen. Ala 
Waschfliissigkeit verwendet man gewohnlich etwa 20%iges Glycerin, das durch 
einige Tropfen Pufferlosung auf das PH eingestellt wird, bei dem die Adsorption 
vorgenommen wurde. Dabei wird das Adsorbat Inittels eines Glasstabes in der 
Waschfliissigkeit gleichmaf3ig suspendiert und in der Zentrifuge wieder ab
getrennt. Hierauf wird in gleicher Weise das gewaschene Adsorbat im Elutions
Inittel suspendiert. Die Elution edordert meist eine mef3bare Zeit; man lif3t 
deshalb die Suspension vor der Abtrennung auf der Zentrifuge einige Minuten 
stehen, wenn eine Zerstorung des Enzyms durch eine extreme Wasserstoffionen
konzentration nicht zu befiirchten ist. Zweckmaf3ig fiihrt man bei empfindlichen 
Enzymen die Adsorption und Elution unter Eiskiihlung aus. Die abgetrennte 
Elution wird, sofem es notig ist, Init verdiinnter Essigsaure bzw. mit verdiinntem 

1 R. W. STATTER, K. SCHNEIDER: Hoppe-Seyler'sZ. physiol. Chem. 138 (1924), 193_ 
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Ammoniak neutralisiert. Der eluierbare Enzymanteil wird durch Messung des 
Enzymgehaltes der Elution bestimmt. Aus dem Enzymgehalt der Adsorptions. 
restlosung und der F..Iution wird die prozentuale EnzymausOeute berechnet. 

Eine andere Form der Adsorption besteht darin, daB man den Niederschlag 
als Adsorbens in der Enzymlosung selbst entstehen laBt. AlB Beispiel sei die 
Invertinadsorption mit Bleiphosphatl erwahnt j der adsorbierende Niederschlag 
wird so erzeugt, daB man zu ammoniumphosphathaltigen Enzymlosungen die 
aquivalente Menge Bleiacetatlosung zugibt. Ahnlich laBt sich eo·Zymase aus 
aluminiumsulfathaltigen LOsungen durch Versetzen mit Ammoniak an das ent· 
stehende Aluminiumhydroxyd adsorbieren.2 

y) AdsorptionsmaB. 
Als MaB fiir die auswii.hlende Wirkung eines Ad!!orbens ist der "Adsorptions. 

wert" (A. W.) eingefiihrt worden.s Er ist gleich der Anzahl der Enzymeinheiten 
(siehe S.24), die von 1 g des Adsorbens unter den Versuchsbedingungen auf· 
genommen werden. Je hoher der Adsorptionswert in einem Versuchsansatz ge· 
funden wird, um so groBer ist die unter diesen Bedingungen zu erwartende Kon· 
zentrationssteigerung des Enzyms. 

15) EinfluB der Verunreinigungen auf die Adsorption von Enzymen. 
Wenn ein Enzym aus seiner reinen LOsung adsorbiert wiirde, miiBte die 

FREUNDLIcHsche Beziehung fiir die Adsorption einer reinen Substanz aus ihrer 
LOsung gel~n. Diese Beziehung verkniipft die Menge des adsorbierten mit der 
Konzentration des nichtadsorbierten Stoffes durch die Gleichung: 

1 

x=ac". 
x bedeutet hier die Menge der adsorbierten Substanz pro Gewichtseinheit des 
Adsorbens, also den Adsorptionswert. a und n sind Konstanten, und c bedeutet 
die Konzentration der noch in LOsung gefundenen nichtadsorbierten Substanz. 
Nun muB dieser Ausdruck auch Geltung haben fiir die Adsorption eines Enzym. 
begleitstoffes, vorausgesetzt, daB dieser Stoff entweder mit dem Enzym assoziiert 
ist oder daB er eine ii.hnliche Mfinitii.t zum Adsorbens besitzt wie das Enzym. 
Anderseits werden bei der Adsorption Substanzen, die ein anderes Adsorptions. 
verhalten haben, an der adsorbierenden Oberflii.che mit dem Enzym in Kon
kurrenz treten. Dieser Wettbewerb fallt mit verschiedenen Mengen von Ad· 
sorbens verschieden aus, weil das Verhaltnis von adsorbiertem Enzym zu ad· 
sorbierter Verunreinigung sich damit andert. Wenn man nun verschiedene 
Mengen eines Adsorptionsmittels zu einer Enzymlosung gibt, die iibrigen Be· 
dingungen aber unverandert laSt und fiir jeden Ansatz die Menge des in der 
Restlosung verbleibenden Enzyms bestimmt, ist es moglich, den Adsorptions. 
wert (x) mit der Restkonzentration (c) des Enzyms in Beziehung zu setzen und 
so eine Adsorptionsisotherme fiir das in Frage stehende Enzympraparat zu er· 
halten. Die entstehenden Kurven konnen drei Typen angehOren, die in Abb. 3 
gezeigt werden. 

Ku.rve 1 ist typisch fiir die Adsorption einer reinen Substanz aus ihrer LOsung. 
FUr diesen Fall ist die relative Tauglichkeit des Adsorptionsmittels um so groBer, 

1 R. WILLS TATTER, J. GRASER, R. KUHN: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Ch9m. 123 
(1922), 1. 

, H. v. EULER, K. MYRBACK: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 198 (1931), 219. 
a R. WILLSTATTEB, W. WASSERMANN: Hoppe-Seyier's Z. physiol. Chem; 123 

(1922), 181. 
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je kleiner die angewandte Adsorbensmenge ist. Eine solche Kurve zeigt an, daB 
das Enzym in reiner Form aufgenommen wird, oder aber, daB es mit einem Stoff 
assoziiert ist, der es in das Adsorbat begleitet und jedenfalls durch diese spezielle 

A.1v. f 

Adsorption nicht abgetrennt werden kann. 
In FiiUen, wie sie Kurve 2 veranschaulicht, 

kann das Ferment mit einigermaBen giinstigem 
Reinigungseffekt nur von kleinen Adsorbens
mengen aufgenommen werden (und deshalb nur 
aus Losungen, deren Restkonzentration an En
zym hoch ist). Es sind hier andere Stoffe in der 
LOsung vorhanden, welche durch ihre eigene Af
finitat zum Adsorptionsmittel die Oberflache des 
Adsorbens fast ausschlieBlich mit Beschlag be
legen, sobald die Konzentration des Enzyms nur 
wenig verringert ist (und dadurch seine Kon

Abb. 3. Adsorptlonslsotbermen (nach kurrenzfii.higkeit gegeniiber dem Fremdstoff ab-
H. KRAUT und E. BAUB1). geschwacht worden ist). 

Kurve 3 zeigt an, daB Fremdstoffe anwesend 
sind, deren Konzentration oder auch deren Affinitat zum Adsorptionsmittel 
groBer ist als die des Enzyms. Eine geringere Menge des Adsorbens nimmt 
daher sehr wenig yom Enzym, aber sehr viel Begleitstoffe auf. Mehr Ad
sorptionsmittel nimmt dagegen relativ mehr Enzym auf, und die Kurve 
fiihrt zu einem Optimum des Adsorptionswertes. Dariiber hinaus nimmt 
noch mehr Adsorptionsmittel nur noch einen geringen Anteil an Enzym auf, 
da ja die Enzymmenge beschrankt und die LOsung nun schon an Enzym 
verarmt ist. 

Wenn die Adsorptionsisotherme dem dritten Typ zugehOrt, ist es durch ge
eignete Wahl der BeQ.ingungen (besonders der Verdiinnung) oft moglich, den 
groBeren Teil der Begleitstoffe durch eine oder mehrere V oradsorptionen zu ent
femen, die einen sehr geringen Verlust an Enzym verursachen. Die Kurve 3 
beaagt, daB das Enzym aus konzentrierten LOsungen weniger auswii.hlend ad
sorbiert wird und daB folglich die Verdiinnung die Adsorption beeinfluBt. Diese 
Brgebnisse wurden an Invertinlosungen gewonnen, bei denen in sahr starker 
Verdiinnung die Adsorption auBerordentlich auswahlend ist. 

Die Bestimmung einer solchen Adsorptionskurve liefert hii.ufig einen wert
vollen Hinweis auf die Reinheit eines Enzymprii.parats und zeigt den Weg fiir 
die giiilstigsten Adsorptionsbedingungen. Es, steht natiirlich zu erwarten, daB 
ein und dasselbe Enzym aus der nii.mlichen wsung von verschiedenen Ad
sorbentien in sehr verschiedenem MaBe aufgenommen wird, da die Affinitaten 
des Ferments und der Begleitstoffe fiir die verschiedenen Adsorbentien ver
schieden sind und sich nicht immer in demselben Verhii.ltnis andern. 

8) EinfluB der Aciditat auf die Adsorption. 

Der EinfluB der Aciditat auf die Adsorption eines Enzyms wurde schon er
wii.hnt; auch die Eluierbarkeit eines Enzyms hii.ngt davon abo Insbesondere kann 
durch Aufstellung von Adsorptions-pH-Kurven in Erfahrung gebracht werden, 
pb zwei oder mehr Enzyme durch ein gegebenes Adsorptionsmittel getrennt 
werden konnen. Eine solche Kurve fiir Carboxypolypeptidase und pankreas. 
trypsin gibt Abb.4 wieder. Sie zeigt den Anteil der Enzyme, der aus einer 

1 H. KRAUT, E. BAUER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 164 (1927), 10. 
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wsung durch eine gleichbleibende Menge des Adsorptionsmittels, aber bei ver
schiedenem PH aufgenommen wird. Es ist ersichtlich, daB die Trennung dieser 
beiden Enzyme mit diesem Adsorbens (Oy) 50~---,-----,.--..,.----,----, 
nur in annahemd neutraler wsung mog-
lich ist. ~ 

~ Auch das Losungsmittel hat einen Ein- ~ 1I01---++--t----1I----"'rr----j 
fluB auf das Adsorptionsverhalten der En- ~ 
zyme. So hemmt die Gegenwart von ~ 
Glycerin gewohnlich die Adsorption, wah- .E.wI--4--+---=01---+--.t:-~~ 
rend die von Aceton und Alkohol sie be- ~ 
giinstigt. 

8 fLit 9 

C) Die chromatographische Adsorp- Abb.4. Adsorptlons-pu-Kurve ffir Carboxypoly-
tionsanalyse. peptidase und Pankreas-Protelnase. ' 

5 7 

Die Chromatographie,2 die eine speziell 
geartete Adsorptionsmethode darstellt, hat in der Enzymchemie selbstnoch wenig 
Anwendung gefunden, um so mehr aber bei der Reindarstellung von Co-Enzymen 
und Wirkstoffen wertvolle Dienste geleistet. E. ADLER und MICHAELIS 3 berichten 
Aon einer ersten Anwendung dieser Methode zur Trennung von Dehydrase und 
Flavinenzym, die aber nicht zu quantitative.n Ergebnissen fiihrte. L. ZECHMEISTER4 

und Mitarbeitem gliickte die Trennung einiger Enzyme des Emulsins, und zwar der 
IX-d-Glukosidase, IX-d-Galaktosidase und der Chitinase durch die chromato
graphische Adsorptionsanalyse. Die beiden letzteren Enzyme werden im Durch
lauf einer Bauxitsaule vorgef.unden, an der die IX-Glukosidase haften bleibt. Bei 
der Wiederholung des Adsorptionsversuches wird die IX-Galaktosidase fest· 
gehalten, wahrend die Chitinase von neuem in das Filtrat geht. Die adsorbierten 
Enzyme konnen fast ohne Verlust eluiert werden. EULER und ADLER5 beschreiben 
die Trennung von Co.Zymase und Codehydrase II durch die Adsorptionsanalyse. 
Die Codehydrase wird auBerordentlich fest an Aluminiumoxyd nach BROCK
MANN adsorbiert und findet sich demgemaB in den obersten Schichten der Ad· 
sorptionssaule, wahrend sich Co-Zymase leicht auswaschen laBt und im Wasch
wasser aufgefunden wird. Zuletzt berichteten SCHOBERL und RAMBACHER6 

iiber die Reinigung des Labfermentes durch chromatographische Adsorption. 
Fur die Zukunft scheint die Methode der chromatographischen Analyse auch 
fur die Enzymchemie erfolgversprechend. 

h) Selektive Enzymzerstorung durch H- und OH-Ionen und durch Hitze. 

DaB Fermente gegen H- und OH-lonen empfindlich sind, wurde bereits mehr
mals erwahnt. lhre Bestandigkeit gegen Aciditatsanderungtln ist aber oft so 
stark wechselnd, daB si~~ in vielen Fallen darauf eine Methode der Enzym
trennung griinden laBt. Ahnlich kann die Wirkung von Hitze auf Enzyme eine 
auswahlende sein. Es ist wahrscheinlich, daB die geringe Bestandigkeit gegen 
Aciditatsanderung und Hitzeeinwirkung auf Denaturierungsvorgange des hoch
molekularen EiweiBanteiles des Enzyms beruht. 

1 E. WALDSCHMIDT-LEITZ, A. PURR: Ber. dtsch. chem. Ges. 62 (1929), 2217. 
2 Allgemeine Darstellung siehe L. ZECHMEISTER, L. V. CHOLNOKY: Die chromato-

graphische Adsorptionsanalyse. 2. Aufl. Wien, 1938. 
3 E. ADLER, E. L. MICHAELIS: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 288 (1936), 261. 
, L. ZECHMEISTER, G. TOTH, M. BALINT: Enzymologia 5 (1938), 302. 
5 H. v. ~.uLER, E. ADLER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 288 (1936), 233. 
8 A. SCHOBERL, P. RAMBACHER: Biochem. Z. 805 (1940), 223. 
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Als Beispiel selektiver Enzymzerstorung durch H- und OH-Ionen sei auf das 
Verhalten der Phosphatasen hingewiesen.1 Die zwei isodynamen Phosphatasen 
tierischer Organe unterscheiden sich nicht nur durch verschiedene Abhangigkeit 
vom PH, sondern auch durch ihre Bestandigkeit; die alkalische Phosphatase ist 
nur bei neutraler oder schwach alkalischer Reaktion haltbar und verliert in saurem 
Milieu ihre Wirksamkeit, die saure Phosphatase wird aber im alkalischen Gebiet 
inaktiviert. Diese Empfindlichkeit ist so ausgepragt, daB sie eine Gewinnung 
der Einzelenzyme aus dem Gemisch durch auswahlende Inaktivierung ermog
licht. Nicht unahnlich liegen die Verhaltnisse auch bei den Phosphatasen der 
Hefe.2 

Eine Trennung durch besonders geleitete Thermoinaktivierung erreicht man 
bei lX-Glycerophosphatase und Pyrophosphatase3 der Hefe. Die lX-Glycero
phosphatase wird bei einer Temperatur zerstort, bei der Pyrophosphatase kaum 
angegriffen ist. 

i) Quantitative Enzymbestimmung. 

AIle Vornahmen, die die Darstellung und Reinigung eines Enzyms oder die 
Trennung von Enzymgemischen zum Ziele haben, miissen durch eine quanti
tative Bestimmung der betreffenden Fermente kontrolliert werden. Der Erfolg 
dieser Operationen hangt von der Moglichkeit einer quantitativen Enzym
bestimmung abo Nur bei einer beschrankten Zahl von Enzymen kann der Wirk
stoffgehalt einer Losung an einer charakteristischen Gruppe - meist Farbstoff
gruppe wie z. B. bei den porphyrinhaltigen Enzymen - bestimmt werden; in 
den iibrigen Fallen konnen wir Enzyme nur an ihrer katalytischen Wirksamkeit 
messen. Die erste Voraussetzung dafiir ist eine zuverlassige analytische Methode 
zur Bestimmung des noch vorhandenen Sublstrats oder der entstandenen Re
aktionsprodukte. 

Als allgemeines MaB fiir die Menge eines Enzyms ist von R. WILLSTATTER4 

die Bezeichnung "Enzymeinheit" eingefiihrt worden, deren Definition auf der 
Reaktionsgeschwindigkeit, mit der das Enzym unter bestirnmten, zwar fUr die 
einzelnen Ferrnente verschiedenen, aber unter sich stets gleichen auBeren Be
dingungen die Umsetzung des Substrats vollzieht. Als Mall fUr die enzyrnatische 
Konzentration eines Praparats, seinen Reinheitsgrad, dienen die "Enzyrnwerte", 
die bestimmt sind durch die Anzahl der "Enzyrneinheiten" in einer bestimmten 
Gewichtsmenge des Praparats. 

Die quantitative Bestirnrnung eines Enzyrns setzt also die Kenntnis des 
Reaktionsverlaufes unter den gegebenen Bedingungen und die Kenntnis der 
Beziehungen, die zwischen Enzymmenge und Umsatz (Enzyrnmenge-Umsatz
Kurven) bestehen, voraus. Sie kann sich in einfachen Fallen auf die Geschwindig
keitskonstante einer Reaktion erster Ordnung beziehen, in anderen Fallen 
bezieht sich das MaE auf die fur einen bestimrnten Umsatz des Substrats er
forderliche Zeit oder auf einen bestimrnten, in einer gegebenen Zeit gemessenen 
Urnsatz, aus ernpirisch ermittelten Zeit-Urnsatz-Kurven abgeleitet. Sie setzt ferner 
die Kenntnis der fur die betre£fende Enzymreaktion optimalen Wasserstoffionen
konzentration voraus und fordert die Anwendung einer zweckrnaBigen Tem
peratur sowie die einer zweckmaBigen Substratkonzentration. Diese Bedingungen 
mussen durch zahlreiche Versuche festgestellt werden. 

1 E. BAMANN, K. DIETRICHS: Ber. dtsch. chern. Ges. 67 (1934), 2019. 
2 A. SCHAFFNER, F. KRUMEY: Hoppe-Seylsr's Z. physiol. Chern. 250 (1938). 145. 
8 E. BAUER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 239 (1936), 135. 
, R. WILLSTATTER, R. KUHN: Ber. dtsch. chern. Ges. 1)6 (1923), 509. 
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Ein wichtiger Umstand, der die Geschwindigkeit enzymatischer Reaktionen 
zu beeinflussen vermag, betrifft die fur viele Enzyme kennzeichnende Abhii.ngig
keit ihrer Aktivitat von der Gegenwart aktivierender oder hemmender Begleit
stoffe; dabei kann es sich urn eine spezifische, chemische oder eine unspezifische, 
z. B. auf Adsorptionswirkung beruhende Erscheinung handeln. So ist fiir die 
Messung vieler Phosphatasen die Gegenwart einer bestimmten Mg-Ionenkonzen
tration, flir die Messung der Pankreasamylase eine bestimmte CI-Ionenkonzen
tration notwendig; in diesen Beispielen sind die optimalen Bedingungen verhalt
nismiiBig leicht auszuwahlen und einzuhalten. Andere Enzyme weisen wieder 
andere spezifische Aktivierungsmechanismen auf, deren Bedingungen bei der 
Enzymbestimmung zu berucksichtigen sind; so z. B. kann Papain nur in An
wesenheit bestimmter reduzierender Stoffe gemessen werden. Auch in solchen 
Fallen wird ein genaues Studium die optimalen Bedingungen feststellen konnen. 
Die Schwierigkeiten quantitativer Enzymbestimmung lieBen sich alle mehr oder 
minder leicht uberwinden, wenn nur die Reaktion reiner Enzyme mit reinen 
Substraten zu messen ware; dies ist aber in den seltensten Fallen moglich. So 
hangt die WiI:kung der Enzyme nicht nur von ihrer Menge und ihrem spezifischen 
Aktivierungszustand ab, sondem auch von der Gegenwart anderer aktivierender 
oder hemmender Stoffe, Dynatonen, wie WILLSTATTER1 sich ausdriickt, von 
Stoffen ferner, die ihrerseits wieder die Wirkung der Dynatonen aufzuheben ver
mogen, die WILLSTATTER Kompensatoren nennt, und schlieBlich von reversiblen 
und irreversiblen Anderungen am Enzymmolekul selbst, ohne daB wir diese 
Einfliisse irnmer mit Sicherheit ubersehen und unterscheiden konnen. 

In vielen Fallen kann der EinfluB hernmender oder aktivierender Stoffe aus
geschaltet werden durch "ausgleichende Aktivierung" oder "ausgleichende 
Hemmung" ,2 d. h. durch den Zusatz aktivierender oder hemmender Stoffe in 
einer solchen Menge, daB sie den EinfluB der in den einzelnen Praparaten, abel' 
in wechselnden Mengen bereits vorhandenen Stoffe auszuschalten erlaubt und 
eine vergleichbare Aktivitat des Enzyms gewahrleistet. Fiir die Prufung tierischer 
Lipase z. B. ist ein Ausgleich des wechselnden Aktivierungszustandes durch den 
Zusatz bestimmter, durch Adsorptionstuchtigkeit ausgezeichneter Stoffe, nam
lich von Eieralbumin und Kalkseife, erforderlich. 

Enzymchemischer Arbeit ist es im groBen ganzen gelungen, die MeBmethode 
so zu gestalten, daB eine Kontrolle del' Isolierungs- und Reinigungsvomahmen 
rnoglich wurde. Trotzdern ist bei allen Operationen nicht auGer acht zu.lassen, 
wie schwer es oft ist, mit Sicherheit auszusagen, ob die Menge eines Enzyms im 
Laufe eines Versuches zugenommen bzw. abgenommen hat oder ob die Anderung 
der gemessenen Aktivitat auf die Wirkung von Dynatonen, von Kompensatoren 
odeI' auf Veranderung des Enzymmolekiils zuri1ckzufiihren ist.3 

Die Schwierigkeit der Enzymbestimmung wachst, wenn es gilt, Aussagen 
iiber den Gehalt und den Zustand eines Enzyms in lebenden Zellen zu machen. 
Biologische Fragestellungen zwingen den Enzymchemiker, fermentative Re
aktionen im natiirlichen Milieu, d. h. entweder innerhalb des Organismus oder 
in einem Material zu verfolgen, das dem lebenden Zustand moglichst nahekommt. 
Hier macht sich dann der EinfluB der Zellpermeabilitat, der Begleitreaktionen 
und unbekannter Folgereaktionen bemerkbar; daher ist an die Ergebnisse solcher 
Versuche ein anderer MaBstab zu legen und ein Vergleich enzymchemischer 
Reaktionen innerhalb der lebenden Zelle mit denen in vitro nul' bedingt moglich. 

1 R. WILLS TATTER, M. ROHDEWALD: Enzymologia (Den Haag) 1 (1936), 213. 
2 R. WILLS.TATTER, E. WALDSCHMIDT-LEITZ, F. MEMMEN: Hoppe-Seyler's Z. 

physioL Chern. 126 (1923), 93. 
3 VgL R. WILLSTATTER: Ber. dtsch. chern. Ges. 69 (1926), 1. 
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Unter den Methoden, dib fiir die Untersuchung enzymchemischer Reaktionen 
in lebenden Zellen in Betracht kommen, fiihren wir vor allem die manometrische 
Messung der Atmung und Giirung von Zellsuspensionen und Ge~~beschnitten 
nach WARBURG1 an, lemer die von BJORKSTENS und MOTHES3 ausgebildete 
Vakuuminfiltrationsmethode, die darin besteht, daB Pflanzen oder Pflanzenteile 
in einer Substratlosung einem Vakuum ausgesetzt werden, worauf bei allmah
lichem Aufheben des Vakuums die Substratlosung in die Zellen eindringt; wenn 
nach gewissen Zeiten die Objekte analysiert werden, kann die Reaktionsfahigkeit 
der Zellsubstanzen mit dem eingebrachten Substrat festgestellt werden. Mit 
dieser letzteren Methode, die nur an pflanzlichem Material Anwendung fand, 
sind Durchstromungsversuche an iiberlebenden tierischen Organen zu vergleichen. 
Ane diese Methoden bringen im allgemeinen keine einzelnen chemischen Re
aktionen, sondem ganze Reaktionsfolgen zur Messung, deren Mechanismus und 
Aufeinanderfolge in den seltensten Fallen bekannt sind. 

Andersliegt es bei dem direkten spektroskopischen Nachweis von Fermenten 
und ihren Wirkungen in,Iebenden Zellen, der von WARBURG tmd Mitarbeitem' 
in einigen Fallen (Atmungsferment, gelbes Ferment) beschrieben wurde. Hier 
gelingt ~ie Bestimmung der "Wechselzahi" innerhalb der lebenden Zelle, d. h. 
der Haufigkeit, mit der das einzelne Enzymmolekiil mit dem Substrat in Wechsel
wirkung tritt. 

V. Der strnkturelle Aufbau der Fermente. 
1. Enzyme als Kolloide. 

"Ober den chemischen Bau der Enzyme gelang es in der letzten Zeit, sich 
eingehendere Vorstellungen zu machen. DaB die Enzyme hochmolekulare Korper 
mit den Eigenschaften von Kolloiden sind, darauf hat die Forschung von jeher 
hingewiesen. Die am weitesten gereinigten LOsungen der Hefesaccharase von 
R. WILLSTATTER und H. v. EULER zeigten charakteristischen TYNDALL-Effekt, 
Enzyme erwiesen sich fast durchgehend als nichtdialysabel, ihre Adsorptions
affinitaten reihten sie den oberflachenaktiven Stoffen ein, und andere Eigen
schaften wie Hitzeinstabilitat sprachen ffir einen komplizierten hochmolekularen 
Bau. Wieweit der hochmolekulare Charakter der Fermente durch beigemischte 
hochmolekulare Zellinhaltsstoffe vorgetauscht sein konnte, war indes nicht ganz 
zu ubersehen; einer genauen Bestimmung der TeilchengroBe stand die Un
einheitlicbkeit der Fermentpraparate im Wege. 

Am ersten hat die Methode der Molekulargewichtsbestimmung auf Grund 
der Diffusionsgeschwindigkeit, die auch ffir nichtreine Pritparate anwendbar 
ist, einige Anhaltspunkte ffir die GroBe von Fermentteilchen gegeben. Der Diffu
sionskoeffizient D steht zu dem gesuchten Molekulargewicht Minder einfachen 
Beziehung: D V17 = K, 

wobei nach L. W. OEHOLM5 ffir Wasser von 20° K = 7,0 zu setz~ri ist. 1m Fall 
der Hefesaccharase fanden so EULER und Mitarbeiter6 ein Molekulargewicht von 

1 O. W ARBURG: tiber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin, 1926. 
2 J. BJORXSTEN: Biochem. Z. 220 (1930), 1. 
S K. MOTHEs: Plants. 19 (1933), 117; Ber. dtsch. bot. Ges. 01 (1933), 31. 
, O. WARBURG, W. CHRISTIAN: Biochem. Z. 260 (1933), 499. - O. WARBURG, 

E. NEGELEIN:Ebends. 262(1933), 237. 
6 L. W. OEHOLM:: Z. physik. Chem. 0.0 (1904), 309. 
• H. V. EULER, S. KULLBERG: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 78 (1911), 335.-

H. V. EULER, H. HEDDINS, O. SVANBERG: Ebends. 110 (1920), 190. 
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20000. Es ist dabei zu bemcksichtigen, daB die gleiche Methode fiir Ovalbumin 
ein Molekulargewicht von nur 14000 ergab, einen Wert, der nach unseren heutigen 
Kenntnissen zu niedrig liegt. Von NORTHROl' und ANSONl ist dann eine ver
besserte und vereinfachte Methode zur Bestimmung von Diffusionskonstanten 
angegeben worden, wobei die Wanderungsgeschwindigkeiteines gelosten Stoffes 
durch eine diinne porose Membran zwischen zwei Losungen verschiedener Kon
zentration gemessen wird. In der Folgezeit wurde mit dieser Methode das Mole
kulargewicht mehrerer Enzyme bestimmt, mit dem Ergebnis, daB mit einer Aus
nahme - der Takaamylase, bei der AKABORl und KASIMOT02 ein kleines Mole
kiilgewicht zwischen 500 und 2000 finden - ein hohes, den EiweiBmolekiilen 
entsprechendes Moleku1argewicht bestimmt wurde. z. B. fiir Pepsin 36000, fiir 
Katalase 263000. 

Mit der Methode der Ultrazentrifugation, die vornehmlich von TH. SVED
BERGS entwickelt wurde, ist clann eine Reihe von Molekulargewichten der als 
einheitlich angesehenen kristallisierten Enzyme bestimmt worden. Ebenso hat 
man an diesen Enzymen osmometrische Messungen ausgefiihrt, und zuletzt hat 
man versucht, durch Bestimmung charakteristischer Gruppen oder Bestandteile 
auf die GroBe des Molekiils zu schlieBen. 

So wurde fiir das Molekiil des Pepsins mit fiinf verschiedenen voneinander 
unabhangigen Bestimmungsmethoden ein Teilchengewicht von 35000 in guter 
tThereinstimmung gefunden: 

Molekulargewicht des Pepsins: 

bestimmt durch osmometrische J.V1essung . . . . . . . . . . . . . . .. 35000 
aus dem Diffusionskoeffizienten .............. 36000 
aus der Sedimentationsgeschwindigkeit . . . . . . .. 35000 
aUS dem P·Gehalt (1 Atom P/Mol) ..••....•..• 40000 
aus dem CI-Gehalt (2 Atom ClfMol) ........... 35000 
aus dem S-Gehalt (10 Atom S/Mol) .......... 36000 

Das Molekulargewicht des gelben Ferments wurde aus dem Farbstoffgehalt, 
der von THEORELL4 zu 0,61-0,64 gefunden wurde, zu 73000 ± 4000 berechnet, 
wii.hrend KEKWICK und PEDERSEN5 mit Hilfe der SVEDBERGSchen Methode das 
Teilchengewicht zu 77000, bzw. mit der Diffusionsmethode zu 82000 bestimmten. 

FUr die kristallisierte Katalase6 ergab die Sedimentationsgeschwindigkeit ein 
Mol.-Gewicht von 250000-300000, die Diffusionsmethode 263000, der Eisen
gehalt ber Annahme von 4 Atomen Eisen auf 1 Mol den namlichen Wert,7 ftir 
die kristallisierte Urease W1.Irde nach SVEDBERG gemessen 473000,8 und fUr das 
kristallisierte Trypsin wieder 34000.9 

Die Werte, die fUr das Teilchengewicht der bisher untersuchten Enzyme ge
funden worden sind, ordnen sich den Werten ein, die SVEDBERG und seine Mit
arbeiter sowie andere Forscher mit anderen Methoden fiir Proteine fanden, wobei 
sie feststellen konnten, daB das Teilchengewicht einheitlicher Proteine 34500 
oder ein Vielfaches dieser Zahl ist. Die Messungen sagen nichts clamber aUS, ob 

1 J. H. NORTHROP, M. L. ANSON: J. gen. Physiol.12 (1929), 543. - J. W. McBAIN, 
T. H. LIU: J. Amer. chem. Soc. 58 (1931), 59. 

B S. AKABORI, K. KASIMOTO: Bull. chem. Soc. Japan 18 (1938), 291. 
8 TH. SVEDBERG: Kolloid-Z. 67 (1934), 2; Nature (London) 189 (1937), 1051. 
, H. THEORELL: Biochem. Z. 278 (1935), 279. 
I R. A. KEKWICK, K. O.PEDERSEN: Biochemic. J. 80 (1936), 2201. 
6 K. G. STERN, R. W. G. WYCKOFF: Science (New York) 87 (1938), 18. 
7 J. B. SUMMNER, N. GRALEN: Science (New York) 87 (1938), 284. 
S J. B. SUHMNER, N. GRALEN, J. B. ERIKSSON-QUENSEL: Science (New York) 87 

(1938). 395. 
9 M.KuNITZ, H. J. NORTHROP: J. gen. Physiol. 19 (1936), 9.91. 



28 A. SCHAFFNER: 

bier MakromolekUle oder Micellen vorliegen; man neigt heute dazu, diese eigen. 
tiimliche Erscheinung dadurch zu erkl"ren, daB sich die EiweiBteilchen als 
Micellen aus mehreren Makromolekiilen· des Mol.·Gewichtes 34500 zusammen· 
setzen, wobei die Verkniipfung dieser Makromolekiile zur Micelle durch lonen· 
bindung zwischen positiven und negativen Atomgruppen, zum Teil auch durch 
S-S·Bindung erfolgen kann. 

2. Nachweis der zusammengesetzten Natur der Fermente. 
Die nunmehr exakt ermittelten Wet1;e hoher Molgewichte fiir verschiedene 

Enzyme stehen in "Obereinstimmung mit den anderen Eigenschaften der Enzyme. 
die durchaus fUr Kolloide charakterlsti/lch sind. Mit dieser Feststellung des 
kolloidalen Charakters der Fermente ist indes nur eine Seite der chemischen Natur 
der Enzyme getroffen. Die Untersuchungen vor allem WILLSTATTERS und seiner 
Schule haben uns noch einen anderen gtoBen und wichtigen Tatsachenbestand, 
die Natur der Enzyme betreffend, vermit1;elt. Die vielen gelungenen Trennungen 
von Enzymen haben die spezifische Wirltungsweise der enzymatischen Kataly. 
satoren deutlich aufgezeigt und die Meinv.ng, daB Enzyme lediglich als Kolloide 
von besonderer Dispersitat anzusehen SEjien - eine Meinung, die in dem ein· 
gehenden Studium der Reaktionen an P!tasengrenzfliichen ihre Stiitze fand -
in den Hintergrund gedrangt.l 

Nach WILLSTATTERS2 Anschauung besteht das Molekiil eines Enzyms aus 
einem kolloiden Trager und einer rein chemisch wirkenden Gruppe. Die Fermente 
sind dadurch charakterlsiert, "daB sie eine reaktionsfahige, auf einen kolloiden 
Trager verankerte Gruppe enthalten; die reaktionsfahige Gruppe ist fiir die 
spezifische, auf dem Wege einer Enzymsubstratverbindung zustande kommende 
Aktivierung der SubstratmolekUle ausschI,a.ggebend, der kolloidale Trager scheint 
einigermaBen variabel, fUr die Bestandigkeit der aktiven Gruppe aber nicht ent· 
behrlich zu sein". 

Die Entwicklung der Enzymchemie hat dieser "Triigertheorie" WILLSTATTERS, 
die in friiheren ·Ansichten von PERRINs sowie von MATHEWS und GLENN' ihre 
Vorganger hat, im allgemeinen, wenn auch bisher nicht ganz widerspruchslos, 
recht gegeben. 

Verbindungen, die durch eine derartige Verkettung von zwei Komponenten 
durch Partialvalenzen gekennzeichnet sind, sind in der lebenden Natur weit· 
verbreitet; so reizte der Aufbau des Oxyhij,moglobins zu einem Vergleich mit dem 
Aufbau eines Enzyms, zumal es selbst eine enzymatische, namlich peroxydatische 
Wirkung zeigte. Die geringe peroxydatische Wirkung des Hamins wird durch 
Hinzutreten des EiweiBbestandteiles im Hamoglobin erheblich gesteigert, und 
die Oxyhii.moglobine verschiedener Tierarten zeigen in ihrer Wirkung als Peroxy. 
dase untereinander erhebliche Differenzen, die von WILLSTATTER und POLLINGE:R5 

mit den Unterschieden der Globinkomponente in Zusammenhang gebracht 
wurden. Nach diesem Beispiel konnte man annehmen, daB die aktive Gruppe 
(in unserem Fall das Hamin) die spezifische katalytische Wirkung bedingt, die 
Verkettung mit dem Trager aber ihre Intensitiit steigert und die feineren Unter· 

1 VgI. W. M. BAYLISS: The Nature of Enzyme Action. London, 1914.-A. FODOR: 
Das Fermentproblem. Dresden, 1930. . 

2 R. WILLSTATTER: Ber. dtsch. chem. Gas. 66 (1922), 3601; Naturwiss. 16 (1927). 
585. 

a PERRIN: J. Chim. physique 8 (1905). 102. 
, A. P. MATHEWS. T. H. GLENN: J. bioI. Chemistry 9 (1911), 29. 
5 R. WILLSTATTER, A. POLLINGER: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem. 180 (1923). 

281. 
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schiede der Spezifitit bewirkt. Noch deutlicher wurde die auBerordentliche 
Steigerung der Katalysatorwirkung durch den Einbau einer aktiven Gruppe in 
ein groBes Molekiil aufgedeckt, aIs es mch herauBBtellte, daB das Enzym Katalase 
Eisen in Form einer Eisen-Porphyrin-Verbindung enthalt. Folgende Zusammen
stellung gibt dariiber einen "Oberblick: 

1 Mol Fe++- bzw. Fe+++-Salze in wiisseriger Losung zersetzt in 1 Sek. 10-6 Mole HIO., 
1 Mol Hamin bzw. Mesohamin "" .. .. 1 .. 10-:" ". 
1 Mol Katalase . . . . . . . . . . . . . .... " .. 1 " 1 Q6 .. ... 

Ein bedeutender Fortschritt in unserer Kenntnis uber den allgemeinen Auf
bau der Enzyme wurde gewonnen, als es gelang, die Erscheinung der Enzym
aktivierung durch Co-Fermente dieser Auffassung der Enzymstruktur einzufugen. 
Es war seit langem bekannt, daB haufig aktive Fermentlosungen ihre Fahigkeit 
zu katalytischem Umsatz verlieren, wenn Hie einer Dialyse unterworfen werden, 
und daB sie die Fahigkeit bei der Wiedervereinigung des niedermolekularen, 
dialysablen Anteiles mit dem nichtdialysierten hochmolekularen Anteil zuriick
erhalten. Das in dieser Hinsicht alteste und bekannteste Beispiel ist das Ferment
system der alkoholischen Garung (Zymase). 

a) Die Pyridindehydrasen. 
HARDEN' und YOUNG1 fanden 1904, daB Hich gii.rfahiger HefepreBsaft durch 

Dialyse aufteilen lieB in zwei fiir sich garungsinaktive Anteile, die beim Zu
sammengeben wieder die urspriingliche Aktivitit zuriickerhielten. Den nieder
molekularen Anteil bezeichneten HARDEN und YOUNG aIs Co-Ferm~t der alko
holischen Garung, EULER und MYRBACK spater als Co-Zymase. Nach der EULER
schen Auffassung ist die Co-Zymase als die aktive oder katheptische Gruppe einer 
Dehydrase. anzusehen, die durch Dialyse aufgeteilt werden kann in ein nicht
dialysiertes hochmolekulares Tragermolekiil und in das niedermolekulare Co
Ferment. Die Forschung der letzten Jaltre konnte die Konstitution der Co
Zymase weitgehend aufklii.ren,2 Hie ist ein Diphosphopyridinnucleotid (siehe den 
Artikel ELLIOTT in diesem Bande, Dehydrasen), in dem ein bestimmter Molekiil
anteil, namlich Nicotinsaureamid, als eigentliche Wirkungsgruppe anzusehen ist. 
Der hochmolekulare, nicht dialysable Anteil wurde von E. NEGELEIN und H. J. 
W ULFF3 aus Macerationssaft von Trockenhefe isoliert und kristallisiert und erwies 
sich aIs ein Protein. Das aktive Enzym ist ein dissoziierendes Proteid, dessen 
prosthetische Gruppe Dihydropyridinnucleotid ist. Die Nucleotidkonzentration, 
bei der die Halfte des Proteids in Nucleotid und EiweiB nach der Gleichung: 

Proteid ~~ Nuc1eotid + EiweiB 

dissoziiert ist, betragt fiir das hydrierte Pyridinderivat 3 ·10-6 und fur das Dicht
hydrierte Pyridinderivat 9.10-5 Mol/Liter. Es besteht also ein Gleichgewicht; 
durch Zusatz von Co-Zymase oder Protein wird das Gleichgewicht nach dem 
Massenwirkungsgesetz nach links verschoben und die Menge des wirksamen 
Enzyms vermehrt. 

Das genaue Studium de:r Dehydrasen, bei deren Aufbau Pyridinnucleotide 
beteiligt sind, hat nun gezeigt, mit welchen Mitteln die feinabgestufte Spezifitat 
hierbei hervorgerufen wird. Zunachst ist der kolloide Trager - das Protein-

1 A. HARDEN, W. Y. YOUNG: J. Physiol. Proc. 1904; Proc. chern. Soc. 21 (1905), 
189. 

B H. v. EULER, H. ALBERS, F. SCHLENK: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 240 
(1936), 113, 1; 287 (19"36), 1. - 0. W ARBURG, W. CHRISTIAN: Biochem. Z. 276 (1934), 
464; 282 (1935), 157; 286 (1936), 156; 287 (1936), 291. 

a E. NEGELEIN, H. J. WULFF: Biochem. Z. 289 (1937), 436; 298 (1937), 351. 
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auswechselbar, aber nur unter Anderung der Spezifitii.t. Co-Zymase gibt mit 
dem von NEGELEIN isolierten Protein ein Enzym, das eine spezifische Acet
aldehydreduktase bzw. Alkoholdehydrase ist. Versucht man das Protein der 
Alkoholdehydrase fiii' die Dehydrierung eines anderen Substrats, etwa der 
Triosephosphorsii.ure oder der Milchsa.ure, anzuwendEm, so zeigt es sich vollig 
inaktiv. FUr diese Dehydrierungen sind andere spezifische Proteine notwendig, 
die sich gegenseitig nicht ersetzen konnen. "Dber diase spezifischen Proteine 
haben auBer der W ABBURGschen Schule EULER und ADLERl ausgedehnte Unter
suchungen ausgefiihrt. 

Anderseits existiert ein der Co-Zymase nahe verwandtes Co-Ferment, das 
sich von ihr nur durch ein Mehr von 1 Phosphorsauremolekiil unterscheidet, 
die sogenannte Co-Dehydrase II, ein Tri-phospho-pyridin-nucleotid.2 Auch dieses 
Co-Ferment geht durch Bindung an spezifische Proteintrii.ger in Enzyme iiber, 
die wiederum eine ausgesprochene Spezifitii.t zeigen. So wurde von E. NEGELEIN 
und W. GERISCHER3 ein Protein isoliert, das fiii' die Dehydrierung des ROBINSON
Esters zu Phosphohexonsii.ure spezifisch ist, wii.hrend Triphosphopyridinnucleotid 
im Verein mit anderen spezifischen . Proteinen Phosphohexonsa.ure und ihre 
Dehydrierungs- oder Dismutationsprodukte dehydriert.' 

Die Verhii.ltnisse bei den Pyridindehydrasen geben una ein ungefahres Bild 
iiber das Zustandekommen der spezifischen Wirkungsweise eines Enzyms. Ebenao 
wie der chemische Vorgang in allen von den Pyridindehydrasen katalysierten 
Reaktionen der gleiche ist (siehe S. 40), ist auch die Wirkungsgruppe immer der 
Pyridinanteil des Co-Ferments. Wir unterscheiden deshalb zwischen der aktiven 
oder prosthetischen Grlippe und der Wll'kungsgruppe. Die s~iellere Substrat
spezifitii.t kann durch feinere strukturelle Besonderheiten des kolloiden Tragers 
sowohl ala auch der katheptischen Gruppe bedingt sein. Eine durchdringende 
Erklarung fiii' die Erscheinung, daB ein verandertes Tragermolekiil eine Spezifi
tatsanderung hervorruft, steht noch aus. Vielleicht ist in der sogenannten 
"Zweiaffinitii.tstheorie" von EULER5 ein Hinweis fiir die LOsung dieses Problems 
gegeben, die annimmt, daB sich Enzyme mit ihren Substraten an zwei Stellen 
verbinden. 

b) Die Flavinenzyme. 
Den Pyridindehydrasen schlieBt sich eine Reihe anderer FaIle an, die sich 

der dualistischen Auffassung iiber den Strukturaufbau von Enzymen einordnen. 
Das bestuntersuchte Enzym in diaser Hinsicht ist das gelbe Atmungsfemient, 
das W ABBURG und CHRIsTIANS aus Hefe isolierten und das von THEORELL7 

rein dargestellt wurde (siehe S.4O). Anders wie die Pyridindehydrase ist das 
gelbe Ferment durch einfache Dialyse nicht in zwei Komponenten aufteilbar. 
Dagegen gelingt die ~ufteilung bei der Dialyse gegen verdiinnte Salzsaure; 
die Farbstofikomponente ist dann dialysabel, das farblose EiweiB nicht. Das 
Ferment lii.Bt sich aus seinen Komponenten resynthetisieren und hat dann, auf 

1 VgI. z. B. E. ADLER, H. v. EULER, W. HUGHES: Hoppe-Seyler's physiol Chern. 
262 (1938), 1. 

2 O.W ARBURG, W. CHRISTIAN, A. GRIESE: Biochem. Z. 282 (1935),157; 280 (1936), 
156; 287 (1936), 291. 

a E. NEGELEIN, W. GERISCHER: Biochem. Z. 284 (1936), 289. 
~ O. WARBURG, W. CHRISTIAN: Biochem. Z. 292 (1937), 287. 
S H. v. EULER, K. JOSEPHSON: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 188 (1924),279. 

- K. JOSEPHSON, H. v. EULER: Ebenda. 162 (1926), 85. - Vgl. auch A. K. BALLS, 
F. KOHLER: Ber. dtsch. chern. Ges. 64 (1931), 294. 

8 O. WARBURG, W. CHRISTIAN: Biochem. Z. 2M (1932), 438; 267 (1933), 492. 
7 H. THEORELL: Biochem. Z. 272 (1934), 155; 278 (1935), 263. - R. KUHN, 

H. RUDY, F. WEYGAND: Ber. dtsch. chem. Ges. 69 (1936), 1543. 
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gebundenen Farbstoff berechnet, genau dieselbe Aktivitat wie das nie gespaltene. 
Die Farbstoffkomponente ist inzwischen synthetisch zuganglich geworden;l 
sie erwies sich als Lactoflavin-5' .phosphorsaure und als identisch mit dem 
Vitamin B2• 

Protein 

Flav!nenzym. 

Mit der verhaltnismitBig leichten Zuganglichkeit dieses Korpers war die 
Moglichkeit gegehen, Variationen an ibm vorzunehmen, die einen Einblick in 
die Bedingungen der katalytischen Wirkungsweise und in die Bindungsverhalt
nisse mit der EiweiBkomponente gewahren sollten. 

Das Redoxpotential des gelben Ferments liegt wider Erwarten viel hOher -
urn 0,12 V - als dasjenige der aktiven Gruppe, der Lactoflavinphosphorsaure. 
Eo des gelben Ferments = 0,06 V bei PH = 7 und 20°. Der EinfluB des Trager
molekiils auf die Reaktionsfahigkeit der Wirkungsgruppe liegt also in diesem Falle 
klar zutage. Ohne die 6,7 -Methylgruppen existiert keine Fermentwirkung; 
diesel ben Gruppen hewirken eine maximale Negativitat des Redoxpotentials. 
Die Verschiebung einer Methylgruppe aus der 6- in die 5-Stellung oder aus der 
7- in die 8-SteHung vernichtet ebenfalls die Co-Fermentwirkung der Lactoflavin
phosphorsaure.2 Die Fahigkeit zur Bildung einer katalytisch wirksamen EiweiB
verbindung bleibt aber erhalten, wenn man die 6,7-standigen Methylgruppen 
durch den Tetramethylen- oder Trimethylenring ersetzt.3 Ferner ist die Bildung 
eines Flavinenzyms nur moglich, wenn die NH-Gruppe in 3-Stellung frei ist.' 
Nachst der freien NH-Gruppe in 3-SteHung ist die Struktur der hydroxyl
haltigen Seit.enkette in 9-Stellung und die stereochemische Anordnung ihrer 
Hydroxyle ausschlaggebend. Nur mit den von der d-Ribose und I-Arabinose 
abgeleiteten Farbstoffen ist eine Jj~ermentbildung moglich. Die Veresterung mit 
Phosphorsaure ist fUr die katalyt.ische Wirksamkeit nicht notwendig, aber fUr 
die Haft.festigkeit der Farbstoffe am Trager von Bedeutung. Der Unterschied 
in der Co-Fermentwirkung von Lactoflavin und Lactoflavin-5'-Phosphorsaure 
ist nur quantitativer Art. Er beruht auf der verschiedenen Lage der heiden 
Dissoziationsgleichgewichte: 

1. Lactoflavin + Trager ~~ Lactoflavin ... Trager, 
2. Lactoflavin-Phosphors. + Trager ~~ Lactoflavin-Phosphors .... Trager. 

Versucht man aus den vorliegenden Tatsachen eine Strukturformel des gelben 
Ferments abzuleiten, welche die Bindungsverhaltnisse der prosthetischen Gruppe 
an den Trager zum Ausdruck bringt, so kommt man zu der von KUHN und Bou
LANGER (siehe oben) aufgestellten Konstitutionsformel des gelben Ferments. 

1 R. KUHN, P. BOULANGER: Ber. dtsch. chern. Ges. 69 (1936), 1557. 
2 R. KUHN, P. DESNUELLE, F. WEYGAND: Ber. dtsch. chern. Ges. '70 (1937),1293. 
3 R. KUHN, H. VETTER, H. W. RZEPPA: Ber. dtsch. chern. Ges. '70 (1937), 1302. 
4 R. KUHN, H. RUDY: Ber. dtsch. chern. Ges. 69 (1936), 2557. 
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Der EiweiBkorper, der sich mit der Farbstoffgruppe zum gelben Ferment 
vereinigt, ist nach KUHN und DESNUELLE1 spezifisch; die Forscher berichten 
iiber die Zusammensetzung dieses Proteins. Von besonderem Interesse ist dabei 
der Gehalt an Hexonbasen, da die Lactoflavin-5'-Phosphorsaure nach obiger 
Strukturformel an zwei Stellen von basischen Gruppen der EiweiBkomponente 
gebunden wird. Tatsachlich ist auch die Summe von Histidin, Arginin und 
Lysin ziemlich hoch und betragt 24,7%, ist somit derjenigen im Hamoglobin 
(20,7%) sehr ahnlich. FELIX und MAGER2 berichten, daB Clupein, das basen
reiche Protamin aus Heringssperma, mit Lactoflavin-5'-Phosphorsaure sich zu 
einer Verbindung vereinigt, die Fermentcharakter aufweist. Eine gewisse Vertret
barkeit des Proteintragers ware also damach moglich, beruhend vermutlich auf 
einer strukturellen Gemeinsamkeit der auswechselbaren EiweiJlkorper. 

Die Lactoflavin-5'-Phosphorsaure spielt nicht nur im Aufbau des soge'nannten 
gel ben Ferments eine Rolle. Ahnlich wie bei den Pyridindehydrasen ist die 
Wirkungsgruppe des Flavins in andere Enzyme mit spezifischer EinstelIung auf 
ihre jeweiligen Substrate eingebaut. So erwies sich das Co-Ferment der d-Alanin
dehydrase nach WARBURG und CHRISTlAN3 als ein Flavin-Adenin-Nucleotid. 
"Durch Vereinigung dieses Di-Nucleotids mit verschiedenen spezifischen Proteinen 
entstehen gelbe Fermente, die viel reaktionsfahiger sind und andere physiologische' 
Funktionen haben als das in der Hefe entdeckte ,alte' gelbe Ferment." 

c) Der Aufbau der Carboxylase. 
Den beiden Enzymgruppen, den Pyridindehydrasen und den Flavinenzymen, 

schlieBt sich in ihrem strukturellen Aufbau auch die Carboxylase an. LOHMANN 
und SCHUSTER' haben das Co-Ferment der Carboxylase - die Co-Carboxylase -
in reiner kristallisierter Form erhalten. Es erwies sich als das diphosphorylierte 
Aneurin (Vitamin B2). Von seinem Trager, der bis jetzt noch nicht in reiner Form 
isoliert werden konnte, wird es durch alkalische LOsungsmittel abgetrennt. 

d) Der Aufbau der Katalase. 
Etwas anders schon liegen die Verhiiltnisse· bei der Katalase. Dieses Enzym 

wurde von SUMMNER und· DOUSEC5 in kristallisierter und einheitlicher Form 
isoliert. Das Enzym stelIt eine Verbindung von einem Protein mit einem Hamin6 

dar, ist also in seinem Aufbau mit dem Hamoglobin zu vergleichen, obwohl es 
in seiner Hamingruppe sowohl wie in seinem Proteinmolekiil Unterschiede zeigt.7 

Vergleicht man die katalatische Aktivitiit des Hamoglobins mit der der Katalase, 
so findet man einen enormen Unterschied: Hamoglobin ist nur geringfiigig 
wirksam,8 Katalase dagegen hat eine' etwa 1000fach so hahe Aktivitiit. 

Auch aus diesem Beispiel geht also die groBe Abhangigkeit der Spezifitiit 
von der Struktur der aktiven Gruppe und des Tragers hervor. Aber die Katalase 
und mit ihr alIe eisenhaltigen Fermente unterscheiden sich von den bisher be-

1 R.KUHN, P. DESNUELLE: Ber. dtsch. chern. Ges. 70 (1937),1907. 
2 K. FELIX, A. MAGER: Hoppe-Seyler's physioI. Chem. 249 (1937), 126. 
8 O. WARBURG, W. CHRISTIAN: Naturwiss .. 26 (1938), 210, 235; Biochem. Z. 296 

(1938), 294. 
, K. LOHMANN, PH. SCHUSTER: Naturwiss. 25 (1937), 26; Biochem. Z. 294 (1937), 

188. 
6 J. B. SUMMNER, A. L. DOUSEC: J. BioI. Chemistry 121 (1937), 417. 
6 K. ZElLE, H. HELLSTROM: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 192 (1930), 171. -

R. KUHN, D. B. HAND, M. FLORKIN: Ebenda 201 (1931), 255. 
7 K. G. STERN: J. bioI. Chemistry 112 (1936), 661. - D. KElLIN und Mitarbeiter: 

Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 122 (1937), 119; 121 (1936), 173; 124 (1938), 398. 
8 F. HAUROWITZ: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 198 (1931), 9. 
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sprochenen Enzymen der Pyridin- und Flavinreihe und der Carboxylase in der 
Haftfestigkeit der aktiven Gruppe anihrem Trager. Die Lostrennung des Hamins 
ist nicht ohne weiteres moglich und die Resynthese des Ferments aus den Kompo
nenten bisher nic~t gelungen. Die eisenhaltigen Fermente stellen oHenbar 
Proteide mit hauptvalenzmaBig gebundenen prosthetischen Gruppen (Haminen) 
dar, wahre:Q,d bei der ersten Gruppe der prosthetische Enzymanteillocker, viel
leicht nur salzartig gebunden ist. 

e) Der Aufbau hydrolysierender Fermente. 

AIle diese FaIle geben der dualistischen Theorie, wonach sich ein Ferment 
aus Trager und Wirkungsgruppe zusammensetzt, recht. So eindeutig ist der 
Beweis dafiir bisher nur bei den Enzymen der Oxydoreduktion und bei der 
Carboxylase gelungen. Bei den hydrolysierenden Enzymen haben sich dagegen 
lange Zeit keine sicheren Befunde ergeben, die, hinausgehend iiber die friiheren 
allgemeinen, der "dualistischen Theorie" zugrunde liegenden Erfahrungen fiir 
diese Auffassung beweisend gewesen waren. 1m Gegenteil weisen die Befunde 
von NORTHROP an den Proteasen und von SUMMNER an der Urease darauf hin, 
daB hier einheitliche spezifische EiweiBkorper an 8ich als Fermente wirken. 

1926 gelang es SUMMNER,l Urease in kristallisierter Form zu erhalten; die 
Darstellung kristallisierten Pepsins, Trypsins, Chymotrypsins und ihrer Vor
stufen durch NORTHROP 2 der Carboxypolypeptidase durch ANSON3 und des Papains 
durch BALLS' und Mitarbeiter folgten. Die erhaltenen Enzymkristalle verhalten 
sich in jeder Hinsicht wie EiweiBkristalle; sie lassen sich ohne Anderung der 
Wirksamkeit umkristallisieren. Daraus und aus ihrer hohen Wirksamkeit 
schlieBen ihre Entdecker, daB die Kristalle als reine, von BegleitstoHen befreite 
Enzyme anzusehen sind. Ein Entscheid allerdings, ob die kristallisierten Pro
teasen reine EiweiBkorper sind, die die WirkungsgrupPe in ihrem Molekiil selbst 
eingebaut haben, oder ob sie der dualistischen Theorie entsprechend doch eine 
besondere aktive Gruppe enthalten, die der bisherigen Untersuchung entgangen 
ist, laBt sich noch nicht treHen. Einige Befunde, die fiir den ersten Fall sprechen, 
mogen an dieser Stelle mitgeteilt sein. 

A. E. STEARN:; folgert aus Berechnungen von Aktivierungsenergien, daB 
gewisse Gruppen in gewohnlichen Proteinen imstande sind, eine katalytische 
Wirkung auf die Hydrolyse der C-N-Bindung auszuuben, wenn sie bezuglich 
des zu katalysierenden Systems passend angeordnet werden konnen. K. O. PE
DERSEN6 berichtet, daB hochmolekulare, schnellsedimentierende Proteine, wie 
Serumalbumin und Hamoglobin, durch niedermolekulare langsam sedimen
tierende EiweiBkorper, wie Clupein, zu kleineren Bruchstiicken aufgespalten 
werden. Von BERSIN7 ist ferner die Hypothese aufgestellt worden, daB als 
eigentliche aktive Gruppe im Papain eine Aminogruppe wirkt, welche durch eine 
benachbarte Thiolgruppe aktiviert sein muB. 

1 J. B, SUMNER: J. bioI. Chemistry 76 (1928), 149; 79 (1928), 489; Ergebn. 
Enzymforsch. 1 (1932), 295. 

2 J. H. NORTHROP: J. gen. PhysioI.13 (1930), 739.-J. H. NORTHROP, M. KUNITZ: 
Ebenda 16 (1932), 267; 18 (1935), 433; Ergebn. Enzymforsch. 2 (1933),104. 

3 M. L. ANSON: Science (New York) 81 (1935), 467. 
4 A. K. BALLS, A. LINEWEAVER, R. R. THOMPSON: Science (New York) 86 (1937), 

379. 
5 A. E. STEARN: J. gen. Physiol. 18 (1935), 171,301. 
6 K. O. PEDERSEN: Nature (London) 138 (1936), 363. 
7 T. BERSIN: Ergebn. Enzymforsch. 4 (1935), 68. 
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Bei einer besonderen Protease - der Dipeptidase aus Hefe - ist es inzwischen 
GRASSMANN l gelungen, eine Aufteilung in ein inaktives Protein und einen thermo
labilen,dialysierbaren Faktor zu erreichen. Proteasen allgemein als Nur-Proteine 
im Sinne obiger Auffassung anzusehen, ist also nicht mehr moglich. 

Aher auch im Falle des Pepsins sind Zweifel an der Einheitlichkeit dt>s Protein
molekiils geauBert worden. In Nacharbeiten alterer Arheiten gelang eS KRAUT 
und TmA,2 eiweiBarme amorphe Pepsinpraparate darzustellen, deren Wirksamkeit 
ebenso hoch ist wie jene des kristallisierten Pepsins, aber dieses Praparat 
hewirkt cine andersartige Aufspaltung des Caseins. Die heiden Forscher fassen 
das Ergebnis ihrer Arbeit folgendermaBen zusammen: "Mit der Auffindung der 
Verschiedenheit von kristallisiertem und eiweiBfreiem Pepsin ist ein grol3es 
Hindernis fiir die Anerkennung der NORTHROpschen Ansicht beseitigt, dal3 in 
den von ihm dargestellten Pepsinkristallen die proteolytische Aktivitat eine 
Eigenschaft des Proteinmolekiils selbst sei. Aber es erhebt sich jetzt erst recht 
die Frage, ob. es wahrscheinlich ist, daB in demselben tierischen Organ ein typi
sches Protein als peptisches Enzym dient und danehen fiir genau denselben 
Zweck und mit iiheraus ahnlichen enzytnatischen Eigenschaften eine ganz anders 
geartete chemische Verbindung. Die einfachste und zur Zeit auch widerspruch
loseste Annahme scheint uns zu sein, daB der Symplex beider Enzyme dieselbe 
aktive Gruppe besitzt und sie sich nur durch die Tragerkomponente unter
scheiden, die ihre Spezifitat modifiziert." 

Auch fiir andere hydrolysierende Fermente ist der Beweis ihres zusammen
gesetzten Aufbaues erbracht worden. So konnten H. KRAuT und W. V. PAN
TSCHENKO-JUREVICZ3 fiir die Leberesterase und Pankreaslipase zeigen, daB beiden 
Enzymen dieselbe aktive Gruppe gemeinsam ist, die sich mit spezifischen, die 
Lipase- bzw. Esterasewirkung bestimmenden Tragern vereinigt. Die Spezifitat 
wird hauptsachlich von dem Trager bestimmt, Leberesterase und Pankreaslipase 
besitzen dieselbe prosthetische Gruppe. DaB die Verhaltnisse bei einigen Phospha
tasen ahnlich liegen, berichten ALBERS und Mitarbeiter.4 In jiingster Zeit konnte 
D. ALBERS5 iiber eine vollstandige Trennung der alkalischen Nierenphosphatase 
in Protein und prosthetische Gruppe berichten. 

3. Die zusammengesetzte Natur der Fermente als ErkUirung ihrer 
Eigenschaften. 

Als Aufbauprinzip der Fermentmolekiile hat sich herausgestellt, daB sie 
zusammengesetzter Natur sind; dieses Aufbauprinzip heschrankt sich nicht auf 
eine bestimmte Gruppe von Enzymen, sondern gilt allgemeiner. Die kristalli
sierten Proteasen und die kristallisierte Urease konnen davon vielleicht eine Aus
nahme - eine im Sinne LANGENBECKs verstandliche Ausnahme - machen: 
In die!lem Sinne ware die tiefere Bedeutung der dualistischen Theorie - namlich 
daB eine aktive Gruppe von einem hochmolekularen Korper getragen wird, 
gleichgiiltig, wie fest diese aktive Gruppe in das ganze Enzymmolekiil eingebaut 
sein mag - auch nicht durchbrochen. Vgl. auch den Artikel SCHWAB-RoST, 
Fermentmodelle, in diesem Bande. 

Die Festigkeit der Bindung zwischen aktiver Gruppe und Tragermolekiil 
wechselt, wie wir gesehen haben: sie ist mehr oder weniger lose hei den Proteiden 

1 W. GRASSMANN. W. VOLMER, V. WINDBICHLER: Biochem. Z. 298 (1938), 8. 
a H. KRAUT. E. TRIA: Biochem. Z. 290 (1937). 277 .. 
3 H. KRAUT, W. V. PANTSCHENKO·JUREVICZ: Biochem. Z. 275 (1934). 114. 
, E. ALBERS, E. BEYER, A. BOHNENKAMP, G. MULLER: Ber. dtsch. chern. Ges. 71 

(1938), 1913. 
5 D. ALBERS: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 261 (1939). 43. 269. 
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der Pyridin. und Flavinreihe, der Carboxylase und einigen bis jetzt untersuchten 
hydrolysierenden Enzymen, sie ist sehr viel fester bei den Proteiden der Hamin· 
reihe und mag vielleicht bei den kristallisierten Protea.sen nicht mehr ohne 
irreversible Zerstorung des ganzen Enzymmolekiils losbar sain. Eindeutig aber 
kann festgestellt werden, daB die chemische Theorie der Enzymwirkung durch 
die Aufklarung der spezifischen chemischen Struktur vieler Enzyme aus 
allen Gruppen gegeniiber der Auffassung, Enzyme seien nur Kolloide von 
besonderer Dispersitat, den Sieg davongetragen hat. 

Weniger eindeutig lassen sich die Ergebnisse iiber die Auswechselbarkeit 
der Trager zusammenfassen, wahrscheinlich deshalb, weil hier mehrere Er· 
scheinungen zusammentreffen, die bis jetzt nicht immer auseinandergehalten 
werden konnten. WlLLSTATTERl hat versucht, auf experimentellen Grundlagen 
aufbauend durch Einfiihrung neuer Begriffe Klarheit zu schaffen. "Hochmoleku. 
!are Stoffe wie Enzyme, Proteine, Cellulose, Lignin, Lipoide, Pigmente" - so 
schreibt WlLLSTATTER - "betatigen ihre RestaHinitaten durch Bildung von 
Additionsprodukten spezifischer oder unspezifischer Art. Unter den entstandenen 
Verbindungen gibt es solche wie die Hamoglobine von stochiometrischer Zu· 
sammensetzung. FUr die durch Restallinitiiten (nicht von Verbindungen erster 
Ordnung, sondern) von kockmoZekularen Stollen oder selbst KompZexen gebildeten 
Verbindungen scklagen wir zur Erweiterung der KompZexckemie die Bezeicknung 
,Symplex' vor" ..• Dieser Begriff soll sowohl die Systeme umfassen, die aus einer 
prosthetisehen Gruppe mit einem hochmolekularen, kolloiden Trager bestehen, 
wie auch diejenigen, die sich aus mehreren hochmolekularen Komponenten zu· 
sammensetzen. 

Um fUr die Beziehung von aktiver Gruppe und Trager und fUr ihre Ver
einigung zum eigentlichen Enzym, dem Symplex, einfache Bezeichnungsmoglich
keiten zu haben, schlagen ferner KRAUT und Mitarbeiter2 vor, fUr die beiden 
Komponenten des Symplexes den Namen des betreffenden Enzyms mit geeig
neten Nachsilben zu verwenden. Es soll die aktive Gruppe durch die Nachsilben 
·agon, der Trager durch die Nachsilben .pheron bezeichnet werden. Die alteren, 
vielfach angewandten Ausdriicke Co·Ferment und Apo-Ferment decken sich im 
wesentlichen mit den Ausdriicken Agon und Pheron; fUr das vereinigte Enzym, 
den Symplex, ist der Ausdruck Hoioferment gebrauchlich. 

DaB die Trager unter Spezifitatsanderung des Enzyms ausgetauscht werden 
konnen, ist in vielen Fii.llen nachgewiesen (vgl. S.29-30 fUr die Pyridindehy
drasen), daB sie in manchen Fallen ohne Spezifitatsanderurig, aber mit Anderung 
der Intensitat ausgewechselt werden konnen, ist wahrscheinlich gemacht worden 
(vgl. das Beispiel des gelben Ferments S.32). Nach WARBURG3 ist das Protein 
der ROBISON· Ester-Dehydrase, des Triphosphopyridin-Proteids aus Hefe, 
chemisch verschieden von dem aus roten Rattenblutzellen; wahrscheinlich, so 
meint WARBURG, gibt as von jedem Proteid viele Variationen. Eine willkiirliche 
Anderung des kolloiden Tragers ist jedoch nicht moglich. 

Wieweit ein teilweiser Abbau des kolloiden Tragers, z. B. ein enzymatischer, 
ohne EinbuBe der Enzymwirksarokeit stattfinden kann, stand des ofteren zur 
Diskussion; nach unseren heutigen Vorstellungen scheint dies nicht unmoglich 
zu sein. 1m Trii.germolekiil sind es bestimmte Gruppen, die die Bindung mit der 
prosthetischen Gruppe herbeifiihren, und solange diese in ihrem Wesen nicht 
gestort sind, wird - so kann man annehmen - eine Enzymwirkung zu beob· 

1 R. WILLST.lTTER, M. ROHDEWALD: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chem. 226 (1934), 
103. 

S H. KRAUT, W. v. PANTSCHENKO-JUREVICZ: Biochem. Z. 276 (1934), 114. 
a O. WARBURG: Ergebn. ·Enzymforsch. 8 (1938), 210. 
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achten sein. Ergebnisse, die bei der Urease! gewonnen werden konnten, deuten 
darauf hin; femer ist der Nachweis von zwei Pepsinen, einem eiweiBhaltigen, 
kristallisierten und einem eiweiBarmen, amorphen Praparat (siehe S. 34), eine 
Stiitze fiir diese .An:sicht. DaB ein zu weitgehender Abbau des Tragerproteins 
zu einer Vernichtung der Enzymaktivitat fiihrt, ist allgemein bekannt und 
verstandlich. 

In jiingster Zeit berichtet KUNITZ2 von einem interessanten Abbau des 
Chymotrypsinmolekiils durch vorsichtige Hydrolyse, wobei drei kleinere Protein
molekiile entstehen; zwei davon sind Enzyme und sind in kristallisierter Form 
erhalten worden. Die neuen Enzyme sind verschieden yom urspriinglichen 
Chymotrypsin, was das Molekulargewicht, die Kristailform, die Loslichkeit und 
das Saurebindungsvermogen betrifft, identisch aber in den enzymatischen Eigen
schaften des Muttermolekiils, also: 

IX -Chymotrypsin 

~--1-----------~ 
(J -Chymotrypsin y-Chymotrypsin Inaktives Protein 

Durch Aufspaltung des urspriinglichen Chymotrypsins entstehen also neue 
Enzyme, offenbar mit gleicher Wirkungsgruppe, aber mit einem verkleinerlen 
Tragermolekiil. 

In einer Anderung des Tragermolekiils besteht auch der Dbergang von un
loslichem desmo-Enzym in lyo-Enzym (siehe S. 11), der so zu verstehen ist, 
daB durch LOsung eines Symplexes (Agon-Pheron-verankemde Substanz), z. B. 
durch Autolyse, lyo-Enzym (Agon-Pheron) entsteht. 

Der zusammengesetzte Aufbau des Enzymmolekiils laBt auBer der Erscheinung, 
daB so viele Enzyme mit ahnlicher Substratspezifitat existieren, auch die Er
scheinung der Isodynamik bei vielen Enzymgruppen leic:ttter verstehen. Iso
dyname Enzyme sind - nach einer Definition von WILLSTATTER3 - Enzyme, 
die dasselbe Substrat angreifen. Ein friih aufgefundenes Beispiel isodynamer 
Enzyme sind die Spermatolipase und Blastolipase der Ricinusbohne;4 wahrend 
der Keimung der Ricinusbohne verschiebt sich das pH-Optimum der lipatischen 
Wirkung von PH = 4,7 gegen den Neutralpunkt. Die Umwandlung der Spermato
lipase in Blastolipase tritt also wahrend der Keimung ein. Andere Enzym
gruppen, wie die der PhosphatasenS und der Amylasen, 6 reihten sich an. Es 
liegt nahe, auch hier die Erklarung der Erscheinung in einer Verschiedenheit des 
kolloiden Tragers zu suchen.7 

Die auffallende Unbestandigkeit mancher Enzympraparate, besonders hoch
gereinigter, erklaren KRAUT und PANTSCHENKO-JUREVICz8 ebenfalls aus dem 
zusammengesetzten Bau des Enzymmolekiils. Die Beobachtungen iiber die 

1 E. WALDSCHMIDT-LEITZ, F. STEIGERWALD: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 
196 (1931), 260. 

2 M. KUNITZ: J. gen. Physiol. 22 (1938), 207. 
8 R. WILLSTATTER, M. ROHDEWALD: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 229 (1934), 

255. 
, R. WILLS TATTER, E. WALDSCHMIDT-LEITZ: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 134 

(1921), 161. 
Ii E. BAMANN, K. DIETRICHS: Ber. dtsch. chern. Ges. 67 (1934), 2019. 
6 R. WILLSTATTER, M. ROHDEWALD: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 229 

(1934), 255. 
7 E. ALBERS, E. BEYER, A. BOHNENKAMP, G. MULLER: Ber. dtsch. chern. Ges. 71 

(1938), 1913. 
8 H. KRAUT, W. V. PANTSCHENKO-JUREVICZ: Biochern. Z. 276 (1934), 114. 
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Stabilitii.tsii.nderungen wii.hrend der Reinigung von Leberesterase zeigten namlich, 
daB das Gleichgewicht der Reaktion 

Agon + Pheron ~ Symplex 

offenbar so gelagert ist, daB neben dem Symplex noch erhebliche Anteile der 
freien Komponenten vorhanden sind, mit anderen Worten, daB die Gleich-

gewichtskonstante der Massenwirkungsgleichung K = (Ag~n) (~heron) nicht 
. ympex 

sehr klein ist. Das Enzymsystem kann also gegebenenfalls nicht( nur aus seinem 
Symplex bestehen, sondern auch von dem durch das Massenwirkungsgesetz 
geregelten Nebeneinander des Symplexes mit den freien Komponenten abhii.ngig 
sein. Jede Entfernung, sei es von Trager oder von Agon, leitet einen Symplex
zerfall ein, bis das neue Gleichgewicht erreicht ist. Bei vielen Enzymen sind 
nun das freie Agon bzw. das freie Pheron nicht bestandig. sondern lagern sich 
zum groBen Teil in offenbar nicht mehi' zur SympIexbildung befii.higte Produkte 
um. FUr die praparative Enzymchemie besonders bemerkenswert erscheint es, 
daB so durch Entfernung liberschiissiger Tragermolekiile das Enzym an Bestandig
keit verlieren kann. 

SchlieBlich wird auch die Erscheinung der Enzymadsorption auf Symplex
bildung zUrUckgefiihrt (siehe S. 17). "Es ware" - nach WILLSTXTTER1 - "nicht 
sinngemaB, den Begriff der Symplexe auf organische Stoffe zu beschranken. 
Vielmehr sind Systeme mit anorganischen Reaktionspartnern einzureihen. Die 
Enzymadsorption ist durch auswahlende Residualafiinitaten bedingt, die hoch
molekularen anorganischen wie organischen Stoffen eigen sind." Und wenn man 
mit WILLSTXTTER den SympIexbegriff noch weiter faBt, indem man die Reak
tionen der Enzyme mit Substraten, Aktivatoren und Hemmungskorpern selbst 
in das Gebiet der Symplexchemie einordnet, so sehen wir, wieweit die geschilderte 
und experimentell begriindete Auffassung liber den Aufbau der Enzyme die 
GroBzahl der Erscheinungen der Enzymc4emie annahernd zu deuten vermag. 

Vor Augen muB man sich dabei allerdings halten, daB an sich die otalytische 
Eigenschaft - wie wir wiesen - nicht auf groBe Molekiile beschrankt ist, und 
so ware es nicht durchaus verwunderlich, wenn die Zukunft Ausnahmen in dem 
allgemeinen Bauprinzip der Enzyme aufweisen wiirde. Die Befunde, die an der 
Takaamylase z. B. gemacht wurden, schreiben diesem Enzym ein verhii.ltnis
maBig kleines Molekiil zu. Auch die Nierenphosphatase scheint nach Befunden 
von ALBERS2 ein kleines Molekulargewicht zu besitzen, obwohl sie nach dem 
ilamlichen Forscher zusammengesetzter Natur ist. 

In allen den Fallen,· in denen das Tragermolekiil isoliert werden konnte, 
erwies es sich als ein Protein; es ist bis jetzt noch nicht erwiesen, ob Sto;ffe aus 
anderen Korperklassen ale Enzymtriger Verwendung finden konnen. Hinge
wiesen kann nur auf einige Befunde werden, nach denen es "eiweiBarme" Enzyme 
gibt:das eiweiBarme Pepsin nach KRAUT,S die Takaamylase nach AxABoRl,~ 
die Pankreasamylase nach WALDSCHMIDT-LEITZ und REICHEL,I ferner auf 
Enzymmodelle, bei denen als Trigersubstanz einer organischen Gruppe Cellulose-

1 R. WILLSTA.TTER, M. ROHDEWALD: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 110 (1934), 
103. 

t H. und E. ALBERS: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 181 (1935), 165. -
H. ALBERS und Mitarbeiter: Ber. dtsch. chem. Gas. 71 (1938), 1913. 

• H. KRAUT, E. TRIA: Biochem. Z. 190 (1937), 277. 
, S. AluBOBI, K. KAsIMOTO: Bull. chem. Soc. Ja.pan 18 (1938), 291. 
I E. WALDSCInIIDT-LEITZ, M. REICHEL: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 104 

(1932), 197. 
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faser verwendet werden konnte.1 Durch Substitution einer Diathylaminogruppe 
in Baumwollfaser entsteht ein sehr wirksamer Katalysator, mittels dessen sich 
CO2 aus Bromcamphocarbonsaure leicht abspalten und aus Cyanwasserstoff + 
+ Benzaldehyd ganz wie mit Emulsin Mandelsii.urenitril aufbauen laBt. 

VI. Wirkungsweise der Fermente. 
Die Kenntnisse fiber den Aufbau der Enzyme, die wir heute erlangt haben, 

geben uns auch einen tieferen Einblick in die Wirkungsweise der Fermente. Die 
Auffindung prosthetischer Gruppen im Enzymmolekiil erlaubt uns, eindeutigere 
V orstellunge~ iiber die Reaktion des Enzyms mit seinem Substrat zu bilden, 
und drangt die Vorstellung in den Hintergrund, nach der den enzymatischen 
Wirkungen nur besondere Dispersitatsverhii.ltnisse beliebiger Stoffe zugrunde 
Hegen. Wahrend friiher die Theorie, daB die Enzymreaktion iiber eine Enzym
Substrat-Verbindungvor sichgeht, nurindirekt zu beweisen war, geht man heute 
daran, die Enzym-Substrat-Verbindung direkt nachzuweisen. 

1. Die Theorie enzymatischer Zwischenverbindungen. 
Der Theorie enzymatischer Zwischenverbindung haben L. MICHAELIS und 

M. MENTEN2 zum erstenmal einen exakten Ausdruck verliehen. Sie benutzten 
als Grundlage ihrer Ableitungen das Massenwirkungsgesetz und die Annahme, 
daB sich in einer homogenen Primarreaktion ein Molekiil des Ferments mit 
einem Molekiil des Substrats verbindet. Die Dissoziationskonstante der Enzym
Substrat-Verbindung ist bestimmbar: Tragt man in einem Koordinatensystem die 
Geschwindigkeit der untersuchten Reaktion (Ordinate) gegen den negativen Loga
rithmus der Substratkonzentration (Abszisse) auf, so erhalt man S-formige Aktivi
tata-ps-Kurven, aus deren Wendepunkt die Dissoziationskonstante bestimmt wird. 

Auch aus der Form der spezifisch hemmenden Wirkung von Spaltprodukten 
des Substrats hatte sich ergeben, daB die erste Phase der Enzymwirkung in 
einer Bindung zwischen Enzym und Substrat bestehen muB. 

Der indirekte Nachweis einer Enzym-Substrat-Verbindung war mit diesen 
Methoden erbracht; eine Unterscheidung allerdings zwischen einer hauptvalenz
malligen und einer adsorptiven Bindung zwischen Enzym und Substrat war 
damit nicht getroffen; denn wie HITCHCOCK3 sowie R. WEIDENHAGEN und 
E. LANDT' zeigten, fiihrt die Anwendung der Adsorptionsisotherme fiir die 
Beschreibung von Fermentreaktionen zu Ausdriicken, die formal und inhaltlich 
den. auf der Grundlage des Massenwirkungsgesetzes von MICHAELIS gewonnenen 
Ausdriicken gleich sind. Die Massenwirkungskonstante der Enzym-Substrat
Verbindung wird zum Koeffizienten der "Adsorption" des Substrats am Enzym. 
Neuerdings hat W. LANGENBECKo fUr die Fermentmodelle seiner "Hauptvalenz
katalysatoren" Ableitungen gegeben, die den MICHAELISSchen Gleichungen analog 
sind, aber zum Ausdruck bringen wollen, daB die bei Fermentreaktionen auf
tretenden Zwischenverbindungen nur einen Bestandteil des zu spaltenden Sub
strata enthalten (vgl. den Beitrag SCHWAB-RoST: Fermentmodelle, in diesem 
Bande des Handbuches). 

Mit der Aufklar ungvieler Enzyme in ihrer Struktur, mit der Erfassung 
prosthetischer Gruppen im Enzymmolekiil ist auch die Diskussion iiber die 

1 G. BREDIG, F. GERSTNER: Biochem. Z. 250 (1932), 44; 282 (1935),88. - Vgl. den 
Beitrag SCHWAB-RoST: Fermentmodelle, in dlesem Bande des Handbuches, S. 545ff. 

2 L_ MICHAELIS, M. MENTEN: Biochem. Z. 49 (1913), 339_ 
a HITCHCOCK: J. Amer. chem. Soc. 48 (1926), 2870. 
, R. WEIDENHAGEN, E. LANDT: Z. Ver. dtsch. Zuckerind. 80 (1930), 25. 
6 W. LANGENBECK: Ergebn. Enzymforsch. 2 (1933), 330. 
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Reaktionsweise der Fermente in ein neues Stadium getreten. Der Nachweis 
von Enzym-Substrat-Verbindungen ist in manchen Fallen gelungen, die Reak
tionsweise einiger Enzyme weitgehend festgelegt. Die prosthetischen Gruppen 
in den strukturbekannten Oxydoreduktionsenzymen enthalten die Wirkungs
gruppen Eisen, Kupfer, Pyridin, Alloxazin. Durch reversible Anderung ihres 
Oxydationszustandes Ferro ~~ Ferri, Cupro ~~ Cupri, Pyridin ~~ Dihydropyridin, 
Alloxazin ~~ Dihydroalloxazin libertragen sie Elektronen oder Wasserstoff. Bei 
den hydrolysierenden Fermenten allerdings sind unsere Kenntnisse noch wenig 
liber theoretische V orstellungen hinausgelangt. 

2. Die Reaktionsweis~ der Haminfermente. 
Der Nachweis einer H 20 2-Haminverbindung gelang HAUROWITZ.1 In den 

peroxydatisch oder katalatisch wirksamen Haminlosungen sieht man nach 
Zusatz von H 20 2 keine Anderung der Farbe oder des Absorptionsspektrums. 
Der ZusammenstoB von Hamin und Hydroperoxyd fiihrt offenbar nur zu kurz
lebigen Addukten, die schnell zerfallen. Ersetzt man aber das Losungsmittel 
Wasser durch Pyridin, so gelingt es, die H 20 2-Haminverbindung zu stabilisieren; 
sie wird spektroskopisch nachweisbar. Nach HAUROWlTZ ist das H 20 2-Molekiil 
in dieser Verbindung aktiviert und wird leicht zu H 20 reduziert.2 Der hierzu 
notige Wasserstoff kann von einem zweiten Molekiil H 20 2 geliefert werden (kata-
latische Reaktion): H 20 2 + H 20 2 = 2 H 20 + O2, 

oder von einem anderen Wasserstoffdonator (peroxydatische Reaktion): 

H 20 2 + reduziertes Chromogen = 2 H 20 + oxydiertes Chromogen. 

Schon friiher haben KEILIN und HARTREE3 eine interessante Katalase
Peroxyd-Verbindung beschrieben. Katalasehamatin verbindet sich namlich mit 
Acid oder Hydroxylamin in reversibler Weise. Auf Zusatz von H 20 2 schlagt 
die grlinlichbraune Farbe der Losung der Katalase-Acid-Verbindung in Rot um; 
die intermediare Verbindung mit H20 2 wird gurch Acid stabilisiert. In dieser 
Verbindung ist das Ferrieisen der Katalase von H 20 2 zu Ferroeisen reduziert 
worden, und die Katalasewirkung ist deshalb verhindert, weil die Reoxydation 
der reduzierten Katalase durch molekularen Sauerstoff vom Acid verhindert 
wird. Der erste Teil der katalatischen Reaktion laBt sich also schematisch 
folgendermaBen formulieren: 

1. 4 Fe+++ + 2 H 20 2 - 4 Fe++ + 4 H + + 2 O2 ; 

ein Teil des entwickelten O2 dient zur Reoxydation des Eisens nach folgender 
Gleichung: 
2. 4 Fe++ +- 4 H + + O2 - 4 Fe+++ + 2 H 20; 

denn bei 02-Mangel bleibt die Reaktion auf der ersten Stufe stehen. 
Ahnlich wie bei der Katalase liegen die Verhii.ltnisse bei der Peroxydase, die 

ebenfalls ein Haminderivat4 darstellt. Auch hier ist ein spektroskopischer Nach
weis der H 20 2-Peroxydase als Enzym-Substrat-Verbindung gelungen.5 

1 F. HAUROWITZ: Enzymologia (Den Haag) 2 (1937), 9; 4 (1937), 139. 
B Interessanterweise k01l1lten BRDICKA und TRopp [Biochero. Z. 289 (1937), 301] 

nachweisen, daJ3 auch die kathodische Reduktion von HIO I zu H 20 durch Hamin 
katalysiert wird; in Gegenwart von Hamin begi1l1lt diese Reduktion bereits bei 
geringerer Spa1l1lung. 

3 D: KElLIN, E. F. HARTREE: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 121 (1936), 173. 
, R. KUHN, D. B. HAND, M. FLORKIN: Hoppe:-Seyler's Z. physiol. Chern. 201 

(1931), 255. 
5 D. KElLIN, T. MANN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 122 (1937), 119. 
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Ganz allgemein sind die Haminderivate (au.6er Katalase und Peroxydase 
noch das eisenhaltige Atmlmgsferment und die Cytochrome) geeignete Zwischen
katalysatoren. Ihre Ferriform iibernimmt die Elektronen organischer Ver
bindungen und die entstehende Ferroform gibt sie an O2 ab, z. B. nach der in 
folgenden schematischen Gleichungen dargestellten Oxydation von Bernstein
saure zu Fumarsaure: 

I. COOH-CHz-CHz-COOH + 2Fe+++ - COOH-CH=CH-COOH + 
II.2Fe++ + O2 _ 2Fe+++ + 0z--' .+ 2Fe++ + 2H+. 

III. O2 -- + 2 Hz + ~ Ha0 2• 

3. Die Reaktioosweise der Pyridio- uod Flaviofermeote. 
Die katalytische Wirkung der Pyridinfermente beruht auf dem Wechsel 

Pyridin ::;::::=": Dihydropyridin, und zwar, wie P. KARRER und Mitarbeiterl fest
legen konnten, ist es die Doppelbindung zwischen Stickstoff und Kohlenstoff, 
die bei der reversiblen Hydrierung verschwindet. Nach W ARBURG und CmuSTIAN2 
ist der Vorgang folgenderma.6en zu formulieren: 

CR CH 
/~ /~ 

HC C-CONHa HC C-CONRa 
II I + 2 R:;;:= II! + R+. 

RC~ ~CH HC~ /CR. 
N+ N 
I /0- I /0-
R-O-P~O R-O-P=O 

OR ~OR 
Die Substrate der dehydrierten Form der Pyridinfermente sind die wech

selnden Produkte der Glykolyse bzw. Garung: Triosephosphorsaure, Hexose
phosphorsaure, Phosphohexonsaure, Acetaldehyd. 

Die katalytische Wirkung der Flavinfermente beruht auf dem Wecnsel 
Alloxazin ::;::::=": Dihydroalloxazin: OH 

/ 
CHa-(CROH)8-CH2-0P~0 

I OH 
CR N N 

RaC-C# ~C/ ~C# ~CO 
I /I I I 

R3C-C~ /C~ ~C~ /NH 
CH N CO 

1 P. KARRER und Mitarbeiter: Relv. chim. Acta. 19 (1936), 811. 
a O. WARBURG, W. CHRISTIAN: Biochem. Z. 287 (1936),291; Relv. chim. Acta. 1& 

(1936), 79. 
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Das Substrat der dehydrierten Form sind die hydrierten Pyridinfermente; 
das hydriel'te Flavinenzym reagiert mit dem Luftsauerbtoff unter Riickbildung 
des dehydrierten Enzyms. 

In LOsungen von Flavinenzym und Pyridinnukleotiden tritt unter ge
wissen Bedingungen eine Farbe auf, die nur von. einer Verbindung der beiden 
Substanzen herriihren kann.1 

4. Radikale und Radikalketten bei enzymchemischen Vorgiingen. 
Bei den besprochenen Oxydoreduktionen werden im allgemeinen zwei H-Atome 

abgegeben oder aufgenommen. Untersuchungen von MrCHAELlS2 haben jedoch 
ergeben, daB die Reaktion in zwei Stufen ablaufen kann; es wird zunachst unter 
Aufriahme eines H-Atoms ein gefiirbtes Radikal gebildet, das durch Aufnahme 
eines zweiten H-Atoms in die farblose Leukostufe iibergeht. Dieser monovalenten 
Reduktion des Katalysators entsprache die monovalente Dehydrierung des 
Substrats zu einem radikalischen Monodehydrosubstrat nach folgendem Schema: 

H H H 
I I / I 

R-C-OH --4 R-C-O --4 R-C=O 
I -H I -H 
H H 

Substrat. Radikal. Dehydrosubstrat. 

HABER und WILLSTATTER3 haben diese begriindete Vorstellung iiber mono
valente Reaktionsweise zu einer allgemeinen Theorie der Enzymwirkung aus
gebaut. Damach reagieren derartige Radikalformen des Substrats unter Bildung 
von OH-Radikalen und diese mit unveriindertem Substrat unter Bildung von 
radikaijsiertem Dehydrosubstrat. Zur Veranschaulichung geben wir die durch 
Peroxydase katalysierte Oxydation des Pyrogallols durch RgOg. wie sie sich 
nach dieser Theorie gestalten wiirde, wieder: 

Peroxydase + O-OH - Desoxyperoxydase + 0-0 / 
-OH /-OH 

I I 
OH OH 

I. Radlkal. 

/ 

1. Kettenglied: (I=~H + HIO. = O:~ +"OH + HIO, Y I II. Radlkal. 

Kettenreaktion OH OH 
OXy-o-cblnOD. 

" {'1-0H 0-0/ 
2. Kettenglied: OR + 'C)-OH = -OH 

I I 
OR OR 

Die Reaktion kann auf diese Weise immer weitergehen, so daB duroh die mono
valente Reduktion eines einzigen Enzymmolekiils eine Radikalkette ausgelost 
und die Dehydrierung zahlreioher Substratmolekiile herbeigefiihrt wiirde. Das 

1 E. H.us: Bioohem. Z. 291 (1937), 79. 
t E. FRIEDHEIM:, L. MICHAELIS: J. bioI. Chemistry 91 (1931), 355. 
S F. HABER, R. WILLSTATTEB: Ber. dtsoh. ohern. Ges. 64 (1931), 2844. 
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bei der Ausgangsreaktion aus dem Enzym entstandene Monodesoxyenzym wiirde 
entweder durch selbstandige Autoxydationswirkung elementaren Sauerstoffes 
oder unter Beteillgung des Substrats regeneriert. 

Diese VorstelIung, daB biologische Oxydoreduktionen als Radikalketten ver
laufen, blieb indes nicht unwidersprochen. Die Annahme von OH·Radikalen 
ist mit der groBen Spezifitat der Dehydrasen, mit der Spezifitat ihrer Gifte und 
mit der Proportionalitat von Enzymkonzentration und Reaktionsgeschwindig
keit schwer in Einklang zu bringen.1 

5. Mechanismus der enzymatischen Hydrolyse. 
DaB alIer Wahrscheinlichkeit nach die hydrolysierenden Enzyme in ihrem 

strukturellen Aufbau sich den Fermenten der Oxydoreduktion anschlieBen, 
ist im vorhergehenden des langeren erortert worden; aber ihre strukturelle 
Aufklarung gestaltete sich schwieriger. Es ist kein Zufall, daB die Fermente 
der Oxydoreduktion Farbstoffe sind; denn die Farbe beruht auf dem Vorhanden
sein lockerer Elektronen, und es ist verstandlich, daB Verbindungen mit lockeren 
Elektronen geeignet sind, bei Oxydoreduktionen als Zwischenkatalysatoren, 
als Obertrager von Elektronen zu wirken. Der Farbstoffcharakter der Oxydo
reduktionsenzyme hat die Isolierung und Identifizierung der prosthetischen 
Gruppe bedeutend erleichtert. Bei den hydrolysierenden Reaktionen tritt eine 
Obertragung von Elektronen nicht ein; die hydrolysierenden Enzyme scheinen 
keinen ausgesprochenen }i'arbstoffcharakter zu besitzen. 

Ober den Mechanismus enzymatischer Hydrolysen besitzen wir aus diesen 
Grunden keine so gesicherten Kenntnisse. Altere Arbeiten gingen davon aus, 
etwas uber die haptophoren Gruppen des Substrats vor allem auf Grund von 
Hemmungsversuchen und ausgedehnten Spezifitatsuntersuchungen zu erfahren, 
um von hier aus auf die reaktionsfahigen Gruppen im Enzymmolekiil, mit deren 
Vermittlung die Bindung an das Substrat zustande kommt, schlieBen zu konnen. 
Nach der Meinung von EULER kommt z. B. fUr die Dipeptidase als prosthetische 
Gruppe eine Aldehyd- oder Ketogruppe in Frage,. deren Vereinigung mit der 
NH2-Gruppe des Dipeptides dann analog einer SCHIFFschen Base zustande kame. 
Weiterhin nahmen EULER und JOSEPHSON 2 in ihrer sogenallllten "Zwei-Affinitats
theorie" an, daB sich das Enzym nicht nur mit einer, sondern mit zwei Stellen 
des Substratmolekiils vereinigt. Untersuchungen von WALDSCHMIDT und Mit
arbeitern, vor allem von BALLS undKoHLER3 haben dallll alshaptophore Gruppe des 
Dipeptidmolekiils tatsachlich die freie NH2-Gruppe und die CO-NH-Gruppe 
festlegen konnen. Arbeiten von BERGMANN und Mitarbeitern4 stutzten diese Er
gebnisse. 

Der SchluB von den haptophoren Gruppen des Substrats auf die Wirkungs
gruppe des Enzymmolekills kann indes nicht eindeutig sein, sondern nur zu 
einer Arbeitshypothese fiihren. 

Von LANGENBECK5 stammt eine exakt formulierte Theorie iiber den Mechanis
mus enzymatischer Hydrolysen, die dieser Forscher auf ModelIversuche mit 
einfachen Katalysatoren bekannter chemischer Konstitution griindete (Naheres 
siehe Kapitel iiber Fermentmodelle). So nimmt LANGENBECK5 an - um an 
--~---~-.-

1 J. B. S. HALDANE: Nature (London) 130 (1932), 61. - G.-M. SCHWAB, B. Ro
SENFELD, L. RUDOLPH: Ber. dtsch. chern. Ges. 66 (1933), 661. 

2 Zum Beispiel H. v. EULER, K. JOSEPHSON: Hoppe-Seyler's Z. physio!. Chern. 157 
(1926). 122. 

3 A. K. BALLS, F. KOHLER: Ber. dtsch. chern. Ges. 64 (1931), 34. 
, M.BERGMANN, V.DUVIGNEAUT, L. ZERVAS: Ber.dtsch.chem. Ges. 62 (1929), 1909. 
$ W. LANGENBECK und Mitarbeiter: Ber. dtsch. chern. Ges. 67 (1934), 387, 1204; 

69 (1936), 514. 
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einem Beispiel diese Vorstellung zu erortern -, daB die Esterasen Hauptvalenz
katalysatoren mit aktiven alkoholischen Wirkungsgruppen (E-OH) sind; dann 
ergibt sich fiir die katalytische Spaltung von Estern die folgende Formulierung: 

0 0 
II II 

1. R-C-OR' + E-OH -+ R-C-OE + HO-R', 

0 0 
II /I 

II. R-C-OE + H 2O -+ R-C-OH + E-OH. 

Die Esterasen wiirden also nach dieser Vorstellung die Saurekomponente 
ihrer Substrate iibernehmen und sie auf H 20 iibertragen.1 Nach eimir Arbeits
hypothese von BERSIN2 soIl die Wirkungsgruppe des Papains eine Aminogruppe 
sein, welche durch eine benachbarte Thiolgruppe aktiviert sein muB (siehe S. 33). 
1m Sinne von LANGENBECK wiirde man die durch Papain bewirkte Hydrolyse 
der CO-NH-Bindungen des Substrats als eine Folge der Umamidierung zu 
betrachten haben: 

1. -CO-NH- + EnzymNH2 -+ -CO-NH-Enzym + H 2N-. 
2. -CO-NH-Enzym + HOH -+ -COOH + En~ym-NH2' 
Ein letztes Wort laBt sich ii ber diese interessanten und klaren V orstellungen 

heute wohl nicht sagen; weiteres experimentelles Material iiber den strukturellen 
Aufbau der hydrolysierenden Fermente wird auch hier Aufklarung bringen. 

6. Vergleich der Enzymkatalyse 
mit der homogenen und heterogenen Katalyse. 

Bei der Diskussion der Fermentreaktionen ist die chemische Betrachtungs
weise im Vordergrund gestanden; auf Grund der gebildeten Vorstellungen miiBte 
man die Enzymreaktionen den Erscheinungen der homogenen Losungskatalyse 
einordnen. Aber fUr das Enzymmolekul ist es charakteristisch, daB es von der 
GroBenordnung kolloider Stoffe ist. Die Fermente stehen bezuglich der GroBe 
der katalysierenden Einheiten zwischen den homogenen, molekulardispers 
verteilten und den heterogenen, ausgedehnte zusammenhangende Oberflachen 
aufweisenden Katalysatoren. Fur die Fermentreaktionen wurde deshalb der Aus
druck mikroheterogene Katalyse3 gepragt. Diese Mittelstellung zwischen homo
gener und hettorogener Katalyse, die sowohl in der Labilitat, der Selektivitat 
und den Aktivierungs- und Hemmungserscheinungen durch Zusatzstoffe als 
auch in der Kinetik zum Ausdruck kommt, entspricht durchaus dem geschilderten 
dualistischen Aufbau des Enzymmolekuls. 

Die Rolle des Enzymtragers konnen wir heute noch nicht genau definieren 
und verstehen. Bei der Beschreibung des gelben Ferments konnte berichtet 
werden, daB der Zusammentritt der prosthetischen Gruppe mit dem spezifischen 
Tragermolekiil eine Verschiebung des Redoxpotentials veranlaBt, also eine direkte 
Einwirkung auf die Wirkungsgruppe selbst austibt. Fur die Wirkung des Proteins 
im gelben Ferment fiihrt WARBURG4 zwei Grunde an: ,,1. Wenn das Alloxazin 
an das EiweiB gebunden wird, so wandert das Absorptionsspektrum der Wir-

1 Uber die Richtigkeit dieses speziellen Beispiels vgl. SCHWAB-RoST: Dieser Band 
des Handbuches, S. 581. 

2 T. BERSIN, H. KOSTER: Hoppe-Seyler'S Z. physiol. Chern. 2SS (1935), 59. 
8 G. BREDIG: Inorganic Ferments, Colloid. Chern. III. New York, 1928. 
, O. WARBURG: Ergebn. Enzymforsch. 7 (1938),210. 
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kungsgruppe um 20 mft naub Rot, was bedeutet, daB die Aktivierungsenergie 
des Alloxazins durch die Bildung an das EiweiB kleiner, die Reaktionsfihigkeit 
des Farbstoffes also groBer wird. 

2. In LOsungen von AIloxazinproteid und Pyridin-Nucleotid tritt unter ge
wiesen Bedingungen eine Farbe auf, die nur von einer Verbindung der beiden 
Substanzen herriihren kann.1 Wahrscheinlich also sind die Reaktionen zwischen 
Alloxazin und hydriertem Pyridin innermolekulare Proteidreaktionen. Dann 
versteht man, warum die nicht an EiweiB gebundenen Flavine mit den hydrierten 
Pyridin-Nucleotiden nicht reagieren." 

Wir haben femer den EinfluB des Tragers auf die Spezifitat der Enzymreak
tionen kennengelernt. Es wird also nicht gentigen, nur von einer Adsorptions
wirkung des Tragers auf das Substrat zu sprechen. Auch bei der Erklii.rung der 
heterogenen Katalyse ist man davon abgekommen, die an sich notwendige Ad
sorption als einzige wesantliche Funktion der groBen Oberflii.che des Katalysators 
anzusehen. Wesentlich scheint dort wie bier die raumliche Anordnung der 
aktiven Gruppe auf der Tragersubstanz zu sain. Das richtige Zusammenk1ingen 
zwischen aktiver Gruppe 'lInd Trager wird die Voraussetzung abgeben zur intra
molekularen ReaktioIi. Diese Vorstellung gibt uns ein annahemdes Verstandnis 
fiir die Selektivitat der Enzymwirkung {siehe auch Artikel "Fermentmodelle"}. 

7. Enzymreaktionen als Gleichgewichtsreaktionen. 
Fermentative Synthese. 

Enzymreaktionen sind Gleichgewichtsreaktionen; Enzyme katalysieren -
wie andere Katalysatoren - die Einstellung einer thermodynamisch moglichen 
Reaktion. Bei den meisten Hydrolysen liegt das Gleichgewicht ganz auf Seite 
der Spaltprodukte, bei einigen indes nicht unerheblich auf Seite der Synthese. 
Die Einstellung des Gleichgewichtes kann in diesen Fallen von beiden Seiten 
her erfolgen. . 

Als Beispiel fiir die Echtheit eines enzymatischen Gleichgewichtes seien einige 
Zahlen tiber das Glukosidgleichgewicht angefiihrt, die sich auf 1 %ige Glukose 
und die aquivalente Menge p"Methylglukosid in 30%igem Methylalkohol bei 
Anwesenheit von Emulsin beziehen.2 

Die polarimetrische Verfolgung der Emulsinwirkung ergab: 

Synthese Hydrolyse 

Zeit (Tage) DrehuDg 1m I DrehUllgllabnahme Drehung 1m I DrehUllgllzunahme 
2 dm·Bohr (Min.) (Min.) 2 dm-Bohr (MID.) (Min.) 

0 +64 0 -42 0 
1 +58 6 -36 6 
2 +48 16 -26 16 
4 +40 24 -18 24 
8 +28 36 - 6 36 

13 + 16 48 + 6 48 
18 + 12 52 + 10 52 

Nach 18 Ta.gen war sowohl bei der Synthese a.ls auch bei dar Hydrolyse der 
Endwert erreicht. Das Gleichgewicht, das in dem angefiihrten Beispiel bei 50% 

1 o. WARBUBG, W. CmuSTIAN: Biochem. Z. 287 (1936), 291; Helv. chim. Acta 19 
(1936), 79. 

B E. BOURQUELOT, M. BRIDEL: Ann. chim. phys. 28 (1913), 145. - E. BOURQUELOT: 
Ann. Chimie 7 (1917), 193. 
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liegt, ist abhangig von der Konzentration des Methylalkohols bzw. der Glukose; 
in einem 10%igen Methylalkohol betragt z. B. die Ausbeute an p-Methyl
glukosid 20%; in einem 5O%igen Methylalkohol dagegen 67%. 

Auch die Oxydoreduktionsreaktionen sind Gleichgewichtsreaktionen. Wir ver
weisen als Beispiel auf die schon erwahnte Acetaldehydreduktase:1 die Reaktion 

Dihydropyridin + Acetaldehyd ~ Pyridin + Alkohol 

ist umkehrbar. 
Die Lage des Gleichgewichtes bei enzymchemischen Reaktionen zugunsten 

der Spaltprodukte laBt manche biologische Synthese, die oft in groBem AusmaB 
eintritt, unerklart erscheinen. Man muB entweder annehmen, daB eine Synthese 
dadurch zustande kommt, daB der synthetisierte Antell schnell und dauernd durch 
weitere Umblldung aus dem Reaktionsgleichgewicht herausgenommen wird und 
dadurch das Gleichgewicht immer wieder auf die Seite der Synthese nachrlicken 
kann, oder daB die Synthese nicht direkt, sondern auf Umwegen erfolgt, auf dem 
die allenfalls ntitige Energie durch eine gekoppelte Reaktion geliefert wird. Des 
tifteren ist auch an eigene synthetisierende Enzyme gedacht worden, die nicht 
identisch mit den hydrolysierenden sein sollen; sofern bei dieser Vorstellung 
nicht an die "enzymatische Synthese auf Umwegen" gedacht wird, muB sie 
aus thermodynamischen Grunden zurUckgewiesen werden. In dieser Beziehung 
ist in der Literatur manche wertvolle Beobachtung einer falschen oder wenigstens 
undeutlichen Erklarung verfallen. Man darf wohl annehmen, daB die Verhii.lt
nisse in solchen Fallen, wo iiberraschenderweise und entgegen dem natiirlichen 
Gleichgewicht eine enzymatische Synthase mit Sicherheit nachgewiesen werden 
kann, sehr viel komplizierter liegen. 

Das gilt auch fiir die Ergebnisse, die mit der schOnen Methode der Vakuum
infiltration (siehe S. 26) erzielt werden konnten. Diese Methode wurde zuerst 
von BJORKSTEN2 und spater von MOTHES3 mit Erfolg zum Studium der Um
wandlungen von Proteinen in griinen Blattern angewandt. Interessante Dis
kussionen iiber den EiweiBauf- und -abbau schlossen sich diesen Versuchen an.' 
Aus dem an sich geringen experimentellen Material ergibt sich die Tatsache, 
daB die EiweiBsynthese abhii.ngig vom· Sauerstoffdruck und vom Redoxpotential 
des Milieus ist. Auch die EiweiBsynthese in der Hefezelle ist enorm abhii.ngig 
von reichllcher Sauerstoffzufuhr. 

A. KURSANOW5 hat die Methode der Vakuuminfiltration der Bestimmung 
von Invertin angepaBt und die hydrolysierende und die synthetisierende Wirkung 
des in dem lebenden Pfianzenteile wirksamen Enzymsystems damit festgestellt. 
Es ergab sich das iiberraschende Ergebnis, daB das Verhii.ltnis zwischen Synthese 
und Hydrolyse je nach Pflanzenart, Pflanzenteil und Jahreszeit um mehrere 
hundert Prozent wechseln kann. Wenn auf Grund solcher Befunde die Meinung 
vertreten wird,8 daB die Hydrolasen in der lebenden Zelle in zwei Formen vor
kommen, einer hydrolysierenden, die auch nach der Zerstorung der Struktur 
erhalten bleibt, und einer synthetisierenden, die an die Struktur des Protoplasmas 
gebunden ist, so muB demgegeniiber die ungeheure Kompliziertheit der Reak
tionen innerhalb der lebenden Zelle hervorgehoben werden, die einen solchen 
SchiuB voreilig erscheinen laBt. 

1 E. NEGELEIN, H. J. WULFF: Biochem. Z. 289 (1937), 436. 
a J. BJORKSTEN: Biochem. Z. 226 (1930),. 1; Planta 2 (1930), 75. 
8 K.MoTHES: Planta 19 (1933),117; Bel'. dtsch. bot. Ges. 61 (1933), 31. 
, Zum Beispiel C. VOEGTLIN, M. E. MAVER, J. M. JOHNSON: J. Pharmacal. expo 

Therapeut. 48 (1933), 241. 
6 A. L. KURSANOW: Biochimia 1 (1936), 269. 
6 A. J. QPARIN: Enzymologia (Den Haag) 4 (1937), 13. 
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Die Untersuchung1 der enzymatischen Synthese von Hexoseph08phorsaure
ester hat uns ein ungefahres Bild von der Kompliziertheit solcher Vorgange ver
mittelt. In Hefe- oder Mu~elextrakten konnen Synthese oder Hydrolyse dieser 
Ester oft in wechselndem Verhaltnis festgestellt werden. Es hat sich ein enger 
Zusammenhang zwischen Synthese von Hexosephosphorsaureester und Oxydo
reduktion von Triosephosphorsii.ure ergeben; das komplizierte Enzymsystem, 
das die Synthese vermittelt, hat mit den hydrolysierenden Enzymen, den Phos
phatasen, nichts zu tun. Die Synthese von Hexosephosphorsii.ureester erfolgt 
auf einem Umweg. In Untersuchungen besonders der MEYERHOFSchen Schule! 
wurde der Zusammenhang zwischen Oxydoreduktion und Phosphorylierung 
weitgehend gekliLrt. 

Wir haben Grund anzunehmen, daB auch andere biologische Synthesen, 
besonders naturgemaB solche, die groBere Mengen an Energie verbrauchen, auf 
Umwegen, gekoppelt mit energieliefemden Reaktionen, erfoigen. Hingewiesen 
sei nur auf die Glykogensynthese nach der MEYERHOF-PASTEUBSchen Reaktion, 
die in ihrem Verlauf zwar unbekannt ist, in ihrer energetischen Bilanz aber ver
stii.ndlich erscheint. 
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Carbohydrasen. 
Von H. KRAUT und M. ROHDEWALD. 

Einleitung. 
Die Carbohydrasen sind Fermente, die die Verbindungen der Kohlehydrate 

miteinander und die glykosidischen Ather der Kohlehydrate mit Alkoholen 
zerlegen. Die Wirkung der Carbohydrasen bezieht sich also stets auf die Hydro
lyse von atherartigen Bindungen, wie sie sowohl in den einfachen Glykosiden 
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.als auch in den langen Ketten der Polyosen vorliegen. Man unterscheidet zwei 
groBe Gruppen von Carbohydrasen: 

Die Oligasen und die Polyasen. 
Die Oligasen spalten sowohl die alkoholischen Glykoside wie die Verbindungen 

von wenigen Monosen miteinander, also z. B. IX- und p-Methyl- oder Phenyl
gluk08ide, Disaccharide, Trisaccharide usw. Die Polyasen spalten die hoch
molekularen Polysaccharide: Starke, Cellulose, Hemicellulosen usw. 

Die Grenze der Wirksamkeit der heiden Gruppen liegt bei einer Kettenlinge 
von sechs Monosen. Es ist bemerkenswert, daB die Cellohexaose Substrat sowohl 
-der cellulosespaltenden Cellulase wie der Cellobiase ist, die das Disaccharid aus 
Cellulose spaltet. Hier iiberschneiden sich.also die Wirkungsbereiche von Oligasen 
und Polyal!len; die Glukohexaose dagegen wird wohl noch von der starkespaltenden 
Amylase, aber nicht mehr von der IX-Glukosidase gespalten. 

Wahrend man friiher ffir die Spaltung fast aller Glykoside spezielle Enzyme 
.annahm, hat man in neuerer Zeit wenige unterscheidende Merkmale der Enzym
wirkung auf Grund des sterischen Prinzips des Zuckeraufbaues herausgearbeitet. 
Dadurch wurde nicht nur die Einteilung vereinfacht, sondern auch das Ver
stii.ndnis der die Enzymwirkung beeinflussenden Faktoren sehr gefordert. Dies 
wurde ermoglicht durch die gleichzeitigen Fortschritte in der Erkenntnis des 
Baues der Zucker, die als Substrate der Oligasen dienen. In der Aufklii.rung der 
hochmolekularen Polysaccharide sind zwar auch wesentIiche Fortschritte ge
macht worden, die auf das Verstandnis der Polyasen befruchtend gewirkt haben. 
Aber ebenso spiegelt sich in der Unsicherheit uriserer Kenntnisse iiber die Spezifi
tit und Wirkungsweise der Polyasen die immer noch bestehende Unsicherheit 
iiber die Struktur der Polyosen wider. 

FUr die Spezifitit der Carbohydrasen ist in erster Linie maBgebend die sterische 
und konstitutive Anordnung des glykosidisch verkniipften Zuckers: 

1. Nur die d-Formen der Zucker, nicht aber die l-Formen, werden gespalten_ 
2. Es gibt IX- und p-Glykosidasen, und zwar ist die IX- oder p-Anordnung 

am I-C-Atom streng maBgebend ffir die Angreifbarkeit durch die eine oder 
andere Enzymgruppe. 

3. Die Konfiguration der Monose selbst entscheidet iiber die Angreifbarkeit. 
Es gibt Glukosidasen, Fructosidasen und Galaktosid8.sen usw. Wahrend aber 
bei den IX-glykosidisch verkniipften Zuckern dieses dritte Spezifititsmerkmal 
-fiir die Wirkung je eines bestimmten Enzyms maBgebend ist, umfassen die 
p-Glykosidasen hierin einen weiteren Spezifitatsbereich. Dasselbe Enzym aus 
SiiBmandeln spaltet p-Glukoside, p-Galaktoside und diejenigen p-Pentoside, 
die in der Anordnung am 1., 2. und 3. C-Atom mit Glukose und Galaktose iiber
einstimmen. 

4. Die Lage der Sauerstoffbriicke ist entscheidend fiir die Spezifitat. Soweit 
die Ringkonstitution der betreffenden Zucker iiberhaupt bekannt ist, fand man 
nur bei den Pyranosiden der Aldosen, nicht aber bei den Furanosiden Spaltung. 
Umgekehrt wird bei der Fructose nur das Fructofuranosid gespalten. 

Mit diesen vier Unterscheidungsmerkmalen ist aber die individuelle Wirkung 
einer Carbohydrase bestimmter Herkunft noch nicht geniigend abgegrenzt. Es 
gibt innerhalb einer Gruppe, z. B. innerhalb der IX-Gluk08idasen, Unterschiede, 
die sich in der Reaktionsgeschwindigkeit gegeniiber verschiedenen Substraten 
auBern. Selbst bei ein und demselben Enzym, z. B. bei der Saccharase, wurden 
je naeh Herkunft, Ziichtung und Alter des Lebewesens, aus dem das Enzym 
stammt, Untersohiede der Spaltungsgeschwindigkeit beobachtet, die zeigen, 
daB die an einem bestimmten Prii.parat gemessene Spaltungsgeschwindigkeit 
keine vollig konstante Eigenschaft des betreffenden Enzyms ist. Unterschiede 
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in der Wirkung von Enzymen derselben Gruppe, die sich auf die Spaltungs
geschwindigkeit gegeniiber verschiedenen Substraten beziehen, nennt man ihre 
relative Spezifitat, im Gegensatz zu der in den vier allgemeinen Unterscheidungs
merkmalen sich auBemden absoluten Spezifitat. 

Die Unterschiede der relativen Spezifitat konnen so weit gehen, daB Substrate 
von dem einen Enzym der Gruppe mit normaler Geschwindigkeit gespalten 
~erden, wahrend ein Enzym derselben Gruppe, aber anderer Herkunft, iiberhaupt 
keine meBbare Beschleunigung der Spaltung dieser Substrate hervorruft. So 
spaltet die IX-Glukosidase der Hefe, die sog. Maltase, auch Saccharose, die ja 
einen IX-glykosidisch an Fructose gebundenen Glukoserest enthalt, wahrend die 
tierische Maltase und die Maltase aus SchiZ08accharomyces OCW8p0ru8 nur Maltose, 
aber nicht Saccharose spalten. 

Solange man die chemische Natur der Enzyme nicht kennt, ist es schlieBlich 
nur eine Definitionsfrage, ob man hier von verschiedenen Enzymtypen oder von 
Unterschieden der relativen Spezifitat innerhalb desselben Typus sprechen will. 
Wir werden im folgenden auch solche Falle noch unter die relative Spezifitat 
desselben Enzymtypus zusammenfassen, in d~nen ein Enzym bestimmter Her
kUllft bei gleicher absoluter Spezifitat gegeniiber einem bestimmten Substrat, 
das von anderen Enzymen derselben Gruppe gespalten wird, die Spaltungs-
geschwindigkeit 0 zeigt. . 

Zur Kennzeichnung der Bindungsverhii.ltnisse der Substrate wird das 
Zeichen < verwendet. Es bedeutet, daB derjenige Zuckerrest, nach dem die 
Spitze zeigt, der glykosidisch mit dem anderen verkniipfte Paarling ist. Z. B. ist 
in der Raffinose, die durch die Formel Fructose <> Glukose > Galaktose dar
gestellt wird, die Galaktose glykosidisch an die Glukose gebunden, wahrend 
Glukose und Fructose beide mit ihren reduzierenden Gruppen alleinander ge
bunden, also glykosidisch verkniipft sind. 

Man gelangt so zu folgender Gruppeneinteilung der Carbohydrasen: 

Einteilung der Carbobydrasen. 

Gruppenname der Enzyme I Gebriucbllche 
Enzymbenennungen 

I. Oligasen. 
I. p.h.Fructosidase Saccharase oder 

Invertin, Raffinase 

2. ,x·Glukosidase 

3. 8-Glukosidase 

4. ",-Mannosidase 

5. ",·Galaktosidase 

6. p.Gala.ktosidase 

Maltase 
Glukosaccharase 
Trehalase 
Melecitase usw. 
Emulsin 
Amygdalase usw. 
Gentiobiase 
Cellobiase 

Melibiase 

Lactase 

Substrate 

Saccharose, Raffinose, Gentianose, 
Stachyose, Verbascose, Hesperonal, 
8·h.Methylfructosid 
Maltose, Saccharose, Trehalose, 
Melecitose, Turanose, 
(X-MethYl.} lukosid 
",.Phenyl· g 

Gentiobiose, Amygdalin, Salicin und 
viele andere natiirliche p.Glukoside, 
p.Methyl., p.Phenylglukosid, fJ·Ga. 
laktoside, fJ·Pentoside, Cellobiose, Cel. 
lotriose, Cellotetraose, Cellohexaose 
Nur synthetische Mannoside, wie 
",.Methyl., ",.Phenyhnannosid 
Melibiose, Raffinose, ",.Methyl· 
galaktosid 
Lactose 
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GruppeDD&me der Enzyme Gebriuchllche 
~ymbenennungen 

Substrate 

n. Polyaaen. 
1. Amy1asen Amylase Stii.rke, Glykogen 

Glykogenase 

2. Glukanasen Cellulase Cellulose, Lichenin 

3. Hemicellulasen 

4. Pectinasen 
5 .. Chitinasen 

6. Fi'ilctanasen 

Lichenase 

MaDD8.Dase 
Galaktanase 
Xyl8.nase 

Inulase 

Hemicellulose, Mannan, Ga.laktan, 
Xylan 

Pectin 

Chitin 

Inulin, Poly1aevane 

I. Oligasen. 
1. P-h-Fruclosidase. 

Saccharase. 
Die p-k-Fructosidase der Hefe, die Hefesaccharase, friiher meist Invertin 

oder auch Invertase genannt, ist eines der bestuntersuchten Enzyme. Es spaltet 
den Rohrzucker in Fructose und Glukose. Eine /X-k-Fructosidase, die syntheti
sches /X-Methylfructofuranosid spaltet, ist von H. H. SOHLUBAOH und G. RAuCH
ALLESl im ABpef'giUus oryzae aufgefunden worden. Sie ist noch nicht naher 
untersucht. 

Spezifitlit der p-h-Fruetosidase. 
Das wichtigste Substrat der p-k-Fructosidase ist der Rohrzucker. Er wird 

von ihr an der fructosidischen Seite angegriHen. 
Die Konstitution der Saccharose ist durch W. N. HAWORTHz gesichert worden. 

Sie ist ein /X-I-Glukosido.[1,5]-2-p-Fructosid-[2,5]. Die Verkniipfung ist also 
zwischen dem aldehydischen C-Atom der Glukose und der Ketogruppe der 
Fructose erfolgt. Die Fructose bildet einen Furan-, die Glukose einen Pyranring. 

HO H 

0, ~"" HOHI~KG>L /CH.OH H~HO OH 

fHHO'fJ 0-- H iI 
o 

HO H CHaOH 

Dasp-Methylfructosid-[2,6] wird nicht angegriffen,a., wohl aberwird nachH; H. 
SOHLUBACH und G. RAUOHALLES1 das p-Methylfructosid-[2,5], also der Methyl
ather der k-Fructose von Saccharase gespalten. Von den Derivaten des Rohr-

1 Ber. dtsch. chem. Ges.68 (1925), 1842. 
a W. N. HAWORTH, E. L. HIRST: J. chern. Soc. (London) 1926,1858. - J. AVERY, 

W. N. HAWORTH, E. L. HIRST: Ebenda 1927, 2308. - W. N. HAWORTH, E. L. HIRST: 
Ebenda 1927, 1513, 2432. 

a E. FISCHER: Ber. dtsch. chern. Ges.27 (1894), 3479. 
, D. H. BRAKES: J. Amer. chern. Soc. 88 (1926), 1222. 
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zuckers konnen nur diejenigen, in denen die Fructose nicht noch anderweitig 
substituiert ist, gespalten werden, wii.hrend eine weitere Substitution der Glukose 
die Spaltbarkeit nicht aufhebt. Sie verii.ndert nur die Spaltungsgeschwindigkeit, 
beeinfluBt also die relative Spezifitii.t. Daher ist die Melecitose = Glukose <> 
Fructose> Glukose kein Substrat der Saccharase, wohl aber 

Raffinose = Galaktose < Glukose <> Fructose,l 
Gentianose = Glukose < Glukose <> Fructose, 
Stachyose = Galaktose < Galaktose < Glukose <> Fructose. 

Auch andersartige Substitution, z. B. Veresterung mit Phosphorsii.ure, ordnet 
sich in diesas Prinzip ein. So wird Hesperonal = Saccharosemonophosphorsiiure 
gespalten, weil die Phosphorsii.ure am Glukoserest sitzt. 

Theorien der Enzymwirkung. 

A. Die Theorie von L. MICHAELIS und M. L. MENTO.-

a) Ermittlung der .AlfinifiitBkonstante der Sacckarase-Rohrzucker- Verbindung. 

Die Art der Einwirkung der Enzyme auf ihre Substrate, also die Ursachen 
der Spezifitii.t sind gerade bei der Saccharase besonders studiert worden. Nachdem 
schon V.HENRYs die Zwischen-

~.~-------.--------.---------, reaktionskatalyse und das Massen
wirkungsgesetz zum Verstii.ndnis 
der Invertinwirkung herangezogen 
hatte, wurde die Abhiingigkeit der 
Inversionsgeschwindigkeit von der 1 
Rohrzuckerkonzentration'von MI-

~---------b~~----4-~----~ 
CHAELIS und MENTEN eingehend ~ o/IIWn, 

5 

untersucht, um hieraus eine Vor- ~ 
stellung des Reaktionsablaufes 1 
zwischen Saccharase und Saccha- ~ 
rose zu gewinnen. Die Ergebnisse ! 
ihrer Messungen, die mit einem 1-1--~~~-l----:=-'5~===:]a~ 
durch Kaolin gekliirten Auszug 
aus Backerhefe ausgefiihrt wur
den, sind in Abb. 1 dargestellt. 
MIOHAELIS und MENTEN gehen 
von der Annahme aus, daB die 
Saccharase mit dem Rohrzucker 
eine labile Verbindung eingeht, 
die in freies Ferment, Glukose 
und Fructose zerfii.llt. Es wird 

150 

Abb. t. Abhlinglgkeit der InversionsgeBChwlndlgkelt von der 
Rohrzuckerkonzentration. 

weiter vorausgesetzt, daB die Inversionsgeschwindigkeit des Rohrzuckers direkt 
proportional der Konzentration der Ferment-Rohrzucker-Verbindung ist. Nach 
dem Massenwirkungsgesetz gilt dann fiir die Vereinigung von Ferment und Rohr-
zucker: [S].[q,-tp] = Ks'rp 

oder [8] 
tp = q, [8] + Ks ' 

1 W. N. HAWORTH, E. L. HIRST, D. A. RUELL: J. chern. Soc. (London) 128 
(1923), 3125. - W. CHARLTON, W. N. HAWORTH: Ebenda 1927, 1527, 3146. 

Z Biochem. Z. 49 (1913), 333. 
8 Lois generales de l'action des diastases. Paris: Hermann, 1903. 
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wo [8] die molare Konzentration des freien Rohrzuckers, rp -die molare Konzen
tration des gesamten Ferments, fP die Konzentration des gebundenen Ferments, 
K. die Dissoziationskonstante der Ferment-Rohrzucker-Verbindung ist. 

Die molare Konzentration des freien Rohrzuckers [S] stimmt praktisch mit der 
gesamten vorhandenen Rohrzuckermenge iiberein, da immer nur ein sehr kleiner 
Teil des Substrates an das Ferment gebunden ist. Die Konzentration des ge
bundenen Ferments fP ist identisch mit der Konzentration der Ferment-Rohr
zucker-Verbindung. 

Die Anfangsgeschwindigkeit v der Inversion ist nach Voraussetzung propor
tional der Konzentration der Ferment-Rohrzucker-Verbindung fP. 

v = C'fP 
= C.rp [~L_ 

[8] + K. 

Da v in willkiirlichem MaB (namlich Drehungsabnahme pro Minute) gemessen 
wird, kann man fUr 1 Mol Saccharase 

setzen. Dann ist 
C~(p = l' 

[8] 
V = [8] + Ks' 

wo Vein beliebiges Vielfaches von v bedeutet. 
Diese Funktion ist formal dieselbe wie die Dissoziationsrestkurve einer Sallre 

[H'] e = ----_ .. _.- . 
[H'] +K 

Stellt man V als eine ]'unktion von log [8] dar, so erhii.lt man also die bekannte 
Form der Dissoziationsrestkllrve einer Saure. Die aus den Werten der Abb. 1 

berechnete Dissoziationsrestkurve ist in Abb. 2 
dargestellt. 

Derjenige Punkt der Kurve, dessen Ordi
nate = 1/2 ist, also der Parameter der Disso
ziationsrestkurve, entspricht der gesuchten Dis
soziationskonstantenK,. In dem angefiihrten 
Beispiel ist K, = 0,016. 

So1che Kllrven, die die Aktiv.itat einer be
stimmten Fermentmenge als Funktion des ne
gativen Logarithmus der reziproken Substrat
konzentration darstellen, bezeichnet man als 
AktiVltats-p.-Kurven. 

In den Versuchen von MICHAELIS und MEN· 
TEN war die V'bereinstimmung von K. aus 

Abb.2. Aktlvltlits-p,.Kurve (Dissozia- verschiedenen Versuchsreihen mit wechseln
tlonsrestkurve ). dem Fermentgehalt sehr gut, z. B.: 

Relative Fennentmenge ......... 0,5 
K, ............................ 0,0160 

1 
0,0167 

1 
0,0167 

2 
0,0167 

Hiermit wurde zum erstenmal ein Bild von der Affinitit eines Ferments zu 
seinem Substrat gegeben. Die Affirlititskonstante ist der reziproke Wert der 
Dissoziationskonstanten. Der Sinn dieser Affinitatskonstante ist folgender: 
Konnte man die Saccharase-Rohrzucker-Verbindung rein darstellen und in 
solcher Konzentration in Wasser losen, daB von dem undissoziierten Anteil 
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derselben 1 Mol im Liter enthalten ist, dann waren daneben in der LOsung 
VO,0167 = 0,133 Mol freie Saccharase und ebensoviel freie Saccharose vor
handen. 

Bei der Nachpriifung der Versuche von MIOHAELIS und MENTEN fanden 
H. v. EULER und J. LAURIN! zwar die GesetzmaGigkeit bestatigt, aber sie er
hielten einen anderen Wert fiir K .. namlich 0,026. Es erhob sich daher die Frage, 
ob es iiberhaupt fiir ein Ferment eine konstante Affinitat zu seinen Substraten 
gibt. R. KUHN 2 hat diese 1frage durch Untersuchung von Hefesaccharasen von 
verschiedener Herkunft und verschiedenem Reinheitsgrad beantwortet. Er 
zeigte, daG ein und dieselbe Hefesaccharase unabhangig von dem Reinheitsgrad 
der daraus hergestellten Prii.parate stets dieselbe Affinitat zum Rohrzucker 
besitzt. Dagegen schwankt in den von R. KUHN 2 untersuchten Beispielen die 
Affinitat der Saccharase von Hefe zu lIefe in weiten Grenzen, namlich von 0,016 
bis 0,040, also im Verhii.ltnis 1: 2,5 (siehe Tabelle 1). 

" 
Tabelle 1. ZU8ammenstellung einiger gemll88ener K,- Werte. 

InvertIn I DIsSOZlations-1 Afflnltatskon-
konstante K 8 stante 1: K 8 

1. Autolysat der Brennereihefe Rasse XII ........... . 
2. Priiparat aus amerikanischer Brauereihefe 

(± 0° = 6,3 Min.) ............................... . 
3. Autolysat aus Miinchener Lowenbrauhefe 

0,016 I 63 

0,020 I 50 

(± 0° = IdO Min.) ............................... . 0,029 35 
4. Daraus gewonnenes Praparat von ± 0° = 0,85 Min .. 0,029 35 
5. Aus einer anderen Hefelieferung der Lowenbrauerei 

stammendes Invertin vom Zeitwert 0,20 .......... . 0,040 25 

Die Unterschiede der Affinitiit sind so groG, daG man bei ganz genauen Be
stimmungen die Saccharaseeinheiten von der tatsachlich beobachteten auf die 
mittlere Affinitatskonstante von 50 (entsprechend K, = 0,020) umrechnen muG. 
Die Formel fiir die Umrechnung ist 

S. E.red• = S. E.llef•• ::'::;62-' 
worin n die Normalitiit der SaccharoselOsung bedeutet. in der die Wirksamkeit 
der Saccharase hestimmt wurtie. 

b) Die AI/inifiit zu den 8paUprodu1cten. 

Auf die Spaltung des Rohrzuckers durch Saccharase iihen die Produkte der 
Spaltung einen hemmenden EinfluG aus, und zwar hemmt Fruc1i9se mehr als 
Glukose. MIOHAELIS und MENTEN nehmen an, daG diese Hemmung auf der 
Affinitat der Spaltprodukte zu dem spaltenden Enzym beruht, so daG eine 
Konkurrenz zwischen dem Substrat und seinen Spaltprodukten um das Enzym 
eintritt. (Dies ist der Grund dafiir, daG man zur Bestimmung der Affinitiit 
zwischen Enzym und Substrat nur die Anfangsgeschwindigkeit der Spaltung 
benutzen kann.) 

Wenn sich die Fermentmenge f/J zwischen der Saccharosemenge [8) und der 
Fructosemenge [F) nach dem Massenwirkungsgesetz verteilt und q; die Kon-

1 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 108 (1919), 64. 
2 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 125 (1922/23), 28. 
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zentration der Saccharase-Rohrzucker-Verbindung und tp die der Saccharase
Fructose-Verbindung ist, dann gilt 

[8] (4)-rp-tp) = K, .'} 
[F) (4) ~rp -'I') = K F .'I' . (A) 

Durch Elimination von 'I' aus heiden Gleichungen erhilt man 

KF = ~F) ·K. . (B) 
[8] ( ~ - 1) - K, 

Sind "0 und " die ohne und mit Fructosezusatz heobachteten Anfangsgeschwindig
keiten, rpo und rp die entsprechenden Konzentrationen der Ferment-Substrat
Verbindungen, dann besteht gemiB VoraU88etzung die Beziehung: 

"0 : f.I = rpo : ,. 
'Po _ [8] 
T- [8] +K, 

Da 

ist, wird ." (j) • 'l! [8] 
rp = -;.;- . '0 = -;;;;-' [8] + K, .. 

Durch Einsetzen von 
(j) "0 [8] + K, 
~=v'-T8]-

in Gleichung (B) ergibt mch 
K .[F)·K, 

F = (8 + K,).(~ -1)" 
(C) 

AIle auf der rechten Seite der Gleichung (C) stehenden Ausdriicke konnen ex
perimentell hestimmt werden. Ala MittelweJ"t; aus mehreren Messungen in 0,1 n 
Rohrzucker ohne und mit Zusatz von 0,1 n Fructose erhielten MICHAELIS und 
MENTEN K F = 0,057. 

Ganz analog erhilt man fiir Glukose 
K _ [Ol]·K. 

GI- (). 
[8+K,]· ~-1 

(D) 

Die Messungen ergaben im Mittel 

K G1 = 0,088. 

Jedoch stellten L. MIc1IAELIs und P. RONAl und sp8.ter L. MICHAELIS und H. PECR
STEINs fest, daB nicht jede Hemmung einer Enzymreaktion auf AffinitiLt des 
Hemmungskorpers zum Ferment beruhen muB. Sie unterschieden zwei, Arten 
der Hemmung: 

1. Hemmung durch AffinitiLt des Hemmungskorpers zum Enzym, wodurch 
der Enzym-Substrat-Verbindung ein Teil des Enzyms entzogen wird. 

2. Hemmung durch Herabsetzung der ZerfallsgeschWindigkeit der Enzym
Substrat-Verbindung. 

1m Fall 1 tritt eine Verteilung des Ferments zwischen Substrat und Hem
mungskorper ein. Die Hemmung ist daher von dem Mengenverhiltnis zwischen 

Substrat und Hemmungskorper abhangig. Der Hemmungskoeffizient 11, . "0 - v, 
vo 

1 Biochem. Z. 60 (1914), 62. 
2 Biochem. Z. 60 (1914), 79. 
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wo "0 und " die Reaktionsgeschwindigkeiten ohne und mit Hemmungskorper 
sind, nimmt mit fallender Substratkonzentration zu. Wiederholt man die Be
stimmung von K .. indem man bei wechselnder Substratkonzentration eine kon
stante Menge Hemmungskorper zusetzt, so wird K. in der Weise erhOht, da8 
die Aktivitats-p.-Kurve eine Parallelverschiebung zur Abszisse erfahrt (siehe 
Abb.3). 

1m Fall 2, der Hemmung durch Herabsetzung der Zerfallsgeschwindigkeit, 
ist die Hemmung von dem Verh8.ltnis zwischenSubstratkonzentration und 
Hemmungskorperkonzentration unabhangig und richtet sich nur nach der Kon
zentration des Hemmungskorpers. Die Dissoziationskonstante der Enzym
Substrat-Verbindung K, bleibt unverandert. Ebenso andert sich der Hemmungs
koeffizient .", :rricht mit der Rohrzuckerkonzentration. Die Aktivitits-p,-Kurve 
erfihrt keine Parallelverschiebung, sondern emiedrigt sich um gleiche prozen-

1IJ(J 
I--~I'" 

..... ,- ..... 
~ ~-, 

.,' 1/ .. 
~. ,/ 

, / 
) ) 

II 01 

./ 
j 

) ~ 
50 

II lM' , i--'" 
~ ~ 

III ~ 

1/ ... -
~t.P 2 ., -l5ls] 0 

E-'~ 

t1fItb 2 1 -"'!~ 0 

Abb. 3. Hemmung durch Afflnitiit. Abb. 4. Hemmung durch Herabsetzung del Zerfalls-
Gestrlchelte Kurve: Aktlvitiita-p,-Kurve ohne Zusatz, KIlachwindlgkelt der Enzym-Substrat-Verblndung. 
auagezogene Kurve: Aktlvitlta-p,-Kurve mit Zuaatz. 

tische Betrage. Die Kurven mit und ohne Hemmung sind also affin (siehe 
Abb.4). 

W. GRASSMANNl hat darauf hingewiesen, da8 auch die zweite Art der Hem
mung darauf beruhenkann, da8 der Hemmungskorper eine Affinitit zum Enzym 
und zur Enzym-Substrat-Verbindung besitzt. Aus der Tatsache, da8 Substrat 
und Hemmungskorper nicht miteinander um das Enzym konkurrieren, kann 
nur geschlossen werden, daB die Bindung nicht an derselben Stelle erfolgt, 
an der das Substrat gebunden wlrd.. Die Herabsetzung der Zerfallsgeschwindig
keit ;konnte dadurch zustande kommen, da8 sich der Hemmungskorper an die 
Enzym-Substrat-Verbindung anlagert. Es ist daher nach GRASSMANN korrekter, 
die Ausdriicke: "Hemmung durch Affinitit" und besonders "Hemmung ohne 
Affinitit" fallenzulassen und zu unterscheiden zwischen Hemmungskorpem, die 
mjt dem Substrat um das Ferment konkurrieren, und BOlchen, die das nicht tun. 

Die Untersuchungen dieser Verhiltnisse bei der Hefesaccharase haben er
geben, da8 hier Fructose, /I-Glukose, ~-Galaktose und /I-Arabinose mit dem 
Rohrzucker um das Ferment konkurrieren, also nach der friiheren Ausdrucks
weise durch Affinitat hemmen, wihrend ~-Glukose, ~-Methylglukosid und 
Glycerin nur eine Herab&etzung der Zedallsgeschwindigkeit herbeifiihren. Ganz 
allgemein li8t sich 8&gen, da8 die Spaltbarkeit eines Disaccharids, die immer auf 
Affinitit des Enzyms zu dem DiB&ccharid beruht, stets die Affinitat des Enzyms 
zu einem der Spaltstiicke zur Voraussetzung hat. Aber umgekehrt braucht die 
AHinitit des Enzyms zu einer Monose nicht auch Affinitat zu einer Biose zur 
Fo1ge zu haben, an deren Aufbau diese Monose beteiligt ist. 

1 Neue Methoden und Ergebnisse der EnzymfOrSchung, S.50. Miinchen, 1928. 
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B. Die Theorie der Enzymwirkung im heterogenen System. 

Gegen die Theorie von MiCHAELIS und MENTEN ist vor aHem von W. M. 
BAYLISS,1 spiter von A. FODORs der Einwand erhoben worden, daB die Wirkung 
der Enzyme bei ihrer koHoidalen Natur sich nicht im homogenen System ab
spielt, wo das Massenwirkungsgesetz gilt, sondern im mikroheterogenen System, 
wo mit der LANGMUIRSChen Adsorptionsisotherme 

{}l=~--
K. +K1 c 

gerechnet werden muB, wobei {}l den von Molekiilen besetzten Bruchteil der 
pro Quadratzentimeter vorbandenen AdsorptionssteHen, KI und Ks Konstanten 
und c die Gleichgewichtskonzentration bedeuten. 

Es ist aber von D. HITOH<JO<JK3 und von R. WEIDENHAGEN und E. LANDT' 
gefunden worden, daB die mit Hille der Adsorptionsisotherme ermittelten Glei
chungen formal und inhaltlich mit den von MICHAELIS und MENTEN mit Hilfe 
des Massenwirkungsgesetzes ermittelten ubereinstimmen. 

CE = fIJ' sei die Oberflachenkonzentration in Mol/cm2 des wirksamen Enzyms 
auf der adsorbierenden Flache eines kolloiden Tragers. Dann ergibt sich fur 
die Oberflachenkonzentration c. des Substrats in Mol/cmll 

81 'n n K 1 [8] 
CS = -----w- = -N • K z + Kl [8] , 

wenn ;. die Oberflii.chenkonzentration der Adsorptionsstellen ist. Fur die 

Reaktionsgeschwindigkeit V = ~ i wird 

V= k'CE'CS 

V - k.flJI. n . _ __ KdS] 
- N Ks + Kl [8] . 

oder 

Setzt man fIJ = fIJ'·O 
(wobei 0 = Oberfl8.che in emll ist), 

und 

ferner 

so erhalt man 

n 1 
C=k· N '0' 

K K. 
3= K l ' 

, rS] 
f = C·fIJ [8] + Ka . 

K3 ergibt sich also hier als Quotient der beiden in der LANGMUIRSChen Gleiohung 
der Adsorptionsisotherme auftretenden Geschwindigkeitskonstanten Kl und K I , 

die von den Milieubedingungen weitgehend abhangig sind. Eine Hemmung, 
die naoh MiOHAELIS und RONA als Hemmung durch Affinitat bezelchnet wird, 
wiirde auf Grund der Annahme heterogener Katalyse analog ala Verdrii.ngung 
des an der Enzymoberflache adsorbierten Substrats durch den Hemmungs
korper erkl&.rt werden. 

1 The nature of enzyme action. 3. Aun .• S. 107ff. London: Longmans. Green u. Co .• 
1914; Biochemic. J. 1 (1906),175. tmd zwar 222-226; J. Phys. 46 (1913). 236. und 
zwar 251ff. 

s Fermentforsch.8 (1919). 193; 4 (1920).209; Das Fermentproblem. Dresden und 
Leipzig: Th. Steinkopff, 1922. 

3 J. Amer. chem. Soc. 48 (1926). 2870. 
C Z. Ver. dtsch. Zuckerind.80 (1930). 25. 
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C. Die Theorie von LANGENBECK. 

Ausgehend von seinen Versuchen mit Fermentmodellen der Esterase greift 
W. LANGENBECK1 eine Voraussetzung der MICHAELISSchen Theorie an, die von 
grundlegender Bedeutung ist. MICHAELIS und MENTEN setzen voraus, daB die 
Geschwindigkeit der Rohrzuckerhydrolyse proportional der Konzentration der 
Enzym-Substrat-Verbindung sei. W. LANGENBECK beobachtete aber bei seinen 
Esterasemodellen niemals die Bildung von Additionsverbindungen zwischen 
Katalysator und Substrat, sondern immer die Bildung eines Zwischenprodukts 
auf Grund einer doppelten Umsetzung. Er halt es daher auch bei den Enzym
reaktionen fiir wahrscheinlich, daB es sich urn eine doppelte Umsetzung handelt. 
Seine Theorie wird oft als Hauptvaleru heorie bezeichnet, diejenige von MICHAELIS 
und MENTEN als Nebenvalenztheorie. Dies ist jedoch, worauf G.-M. SCHWAB2 

hinweist, nicht der wesentliche Unterschied der beiden Theorien. Auch die Bildung 
einer Enzym-Substrat-Verbindung nach MICHAELIS und MENTEN kann durch 
Hauptvalenzbindung erfolgen. Wesentlich ist vielmehr, daB MICHAELIS und 
Menten als ersten Schritt eine Reaktion des Enzyms mit dem ganzen Substrat, 
LANGENBECK dagegen sofort eine Zerlegung des Substrats unter Bildung einer 
Verbindung zwischen dem Enzym und einer Komponente des Substrats annehmen 
nach dem Schema: kl 

AB + X ~-+ A X + B; 
k' 1 

AX --+ A + X, 
k. 

wo A B das Substrat, A + B die Spaltprodukte, X das Enzym, kl , kl ' und k2 
Geschwindigkeitskonstanhm der drei Reaktionen sind. 

FUr die Geschwindigkeit v der Gesamtreaktion erhii.lt LANGENBECK folgende 
Gleichung: _ ka [AB}· [X'] 

v - -lC--k'-- ------. 
_. + __ L [B) + [AB] 

kl kl 

Diese Gleichung ist vollkommen analog gebaut wie die von MICHAELIS und 
MENTEN. Nur haben die Konstanten einen anderen Sinn. Sie sind Geschwindig
keitskonstanten, wahrend die MICHAELIsschen Dissoziationskonstanten sind. 

FUr den Beginn der Reaktion wird 

V= [A B) _ 

[AB] + ka 
kl 

Auch diese Gleichung entspricht derjenigen von MICHAELIS und MENTEN: 

[8] 
V = 0lS] +K,' 

so daB auf Grund der Reaktionskinetik eine Entscheidung zwischen der Theorie 
von LANGENBECK und der von MICHAELIS und MENTEN nicht moglich ist. 

Die von F. SALZER und K. F. BONHOEFFER untersuchten Enzymreaktionen 
in schwerem Wasser (siehe S.I00) zeigen indessen einen Weg, zwischen den 
beiden Theorien zu entscheiden. Es ist namlich bekannt, daB allgemein die Ge
schwindigkeitskonstanten der Hydrolysen in schwerem Wasser kleiner sind als 
in leichtem Wasser. Die Hydrolyse von zahlreichen P-Glukosiden durch Emulsin 
verlauft bei hohen Substratkonzentrationen in schwerem Wasser langsamer als 

1 Ergebn. Enzymforsch., Bd. II, S. 314, und zwar 329ff. Leipzig, 1933. 
2 G.-M. SCHWAB: Catalysis, New York, 1937, und zwar S.337ff. 
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in gewohnlichem. Es handelt sich hier um Reaktionen nullter Ordnung, also 
um groBe AffinitiLt des Enzyms zum Substrat. In diesem Fall wird sowohl nach 
MICHAELIS und MENTEN wie nach LANGENBECK die Reaktionsgeschwindigkeit 
v = k2 [X]. Die Spaltung von p-Methyl-glukosid dagegen ist in verdunnter 
LOsung eine Reaktion erster Ordnung und wird nach SALZER und BONHOEFFER 
durch schweres Wasser beschleunigt. Hier ist die Reaktionsgeschwindigkeit 
nach MICHAELIS und MENTEN 

k 
V = Ie 1,-·k2 [A B][X], 

1 

nach LANGENBECK aber v :- kl [A B] [X]. Wahrend also die Reaktionsgeschwin
digkeit nach LANGENBECK proportional einer Geschwindigkeitskonstanten ist, 
ist sie nach MtcHAELIS und MENTEN das Produkt aus einer Geschwindigkeits-

konstanten k2 und aus dem Verhaltnis zweier Gleichgewichtskonstanten :;,. 

Nur diese Theorie laSt daher eine ErhOhung der Reaktionsgeschwindigkeit ver
stehen, namlich durch Erhohung der Enzym-Substrat-Affinitat. G.-M. SCHWAB l 

halt daher das Vorliegen einer Additionsverbindung von Enzym und Substrat 
im Sinne der Theorie von MICHAELIS und MENTEN fUr erwiesen. 

Gemeinsam bleibt immerhin fur alle drei Theorien das Ergebnis, daB die 
enzymatische Katalyse sich durch die Annahme von Zwischenprodukten berechnen 
laSt, sei es im homogenen System nach dem Massenwirkungsgesetz, sei es im 
heterogenen nach der Adsorptionsisotherme. 

Spezifitiitsbestimmung durch die Methode der Zeitwertquotienten nach 
R. WILLSTATTER und R. KUHN.2 

Um die Frage zu entscheiden, ob ein Enzym mehrere Substrate angreifen 
kann oder ob fur den Umsatz jedes einzelnen Substrats ein von den anderen 
unabhangiges Enzym notig ist, wurde von R. WILLSTATTER und seinen Mitarbeitem 
die Methode der Zeitwertquotienten entwickelt. Man ermittelt mit Enzym
praparaten verschiedener Herkunft oder verschiedenen Reinheitsgrades den 
Zeitwertquotienten, namlich das Verhaltnis der Spaltungsgeschwindigkeiten 
der verschiedenen Substrate. Gleichheit der Zeitwertquotienten beweist, daB 
die Spaltungen der verschiedenen Substrate auf ein und·dasselbe Enzym zuruck
zufiihren sind. Findet man dagegen in verschiedenem Ausgangsmaterial oder 
auf verschiedenen Stufen der Reinigung differierende Zeitwertquotienten, so 
weist dies auf eine Mehrzahlder die Substrate spaltenden Enzyme hin. 

Zur Entscheidung, ob die Spaltung von Saccharose und Raffinose durch 
Hefepraparate dem gleichen Enzym oder zwei Enzymen zuzuschreiben ist, 
hatten WILLSTATTER und KUHN die Zeitwertquotienten mit Hefen verschiedener 
HerkUIift gemessen und stark divergierende Quotienten gefunden. Z. B. war 
das Verhaltnis Saccharosespaltung : Raffinosespaltung in einer Brauereihefe = 5,1, 
in einer anderen = 12,3. Sie schlossen daraus zuerst auf eine Verschiedenheit 
von Saccharase und Raffinase. Ihre Versuche, durch Reinigung die Quotienten 
zu verschieben, schlugen aber fehl. R. KUHNS priifte die Frage emeut unter 
Berucksichtigung der jeweiligen Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeiten 
von der Substratkr lzentration. Er fand, daB die Abhangigkeit der Spaltungs
geschwindigkeit von der Rohrzuckerkonzentration in den verschiedenen Hefe
praparaten !nit der Abhangigkeit von der Raffinosekonzentration nicht tiber-

1 G.-M. SCHWAB: Catalysis, New York, 1937, und zwar S. 338ff. 
2 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 111) (1921), 180. 
3 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 121) (1922/23), 28. 
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einstimmte. Als er aber bei beiden Zuckem auf die Substratkonzentration 00 

extrapolierte, erhielt er aus allen Hefepraparaten, unabhingig von der Herkunft, 
stets das Verhiltnis von Saccharosepaltung zu Raffinosespaltung 

Q"I>=2. 
Das Verhiltnis der Dissoziationskonstanten ~: war konstant = 1: 16. Damit 

war die Identitat von Saccharase und Raffinase erwiesen (siehe Tabelle 2). 

Tabelle 2. Daa Verhiiltni8 der DiBsoziationBkonstanten. 

I 
Rasse II ....................... 4,8 0,016 0,24 

I 
15 2,0 

Danische Brennereihefe ......... 5,0 0,017 0,27 16 1,9 
M iinchener Brauereihefe ........ 8,3 0,040 0,66 17 1,9 

Das Verhii.ltnis der Affinitatskonstanten der Saccharase-Saccharose-Verbindung 
und der Saccharase-Raffinose-Verbindung ist zwar konstant = 1: 16, aber die 
absolute Hohe der Konstanten wechselt von Hefe zu Hefe. Von ihr hingen die 
bei beliebigen, wenn auch konstant gehaltenen Substratkonzentrationen gemesse
nen Spaltungsgeschwindigkeiten in ungleichem MaBe abo Man kann aber nur 
die bei aquimolekularen Konzentrationen der Enzym-Substrat-Verbindungen 
gemessenen Spaltungsgeschwindigkeiten wirklich vergleichen. Dies wird durch 
den von R. KUHN angewandten Kunstgriff der Extrapolation auf unendliche 
Substratkonzentrationen erreicht. Erst dadurch wird die Bestimmung der 
Zeitwertquotienten zu einer zuverlii.ssigen Methode zur Entscheidung der 
Spezifitat gegeniiber verschiedenen Substraten. 

Die relative Spezifitat des Ferments zu seinen zwei Substraten bedeutet: 
Wenn wir die Rohrzlicker-Saccharase-Verbindung und die Raffinose-Saccharase
Verbindung in reinem Zustand isolieren konnten und sie in solcher Konzentration 
in Wasser von 30° lOsten, daB die Konzentrationen der undissoziierten Enzym
Substrat-Verbindungen je 1 Mol pro Liter betriigen, so ware neben dem Tri-
saccharid V16 = 4 mal mehr £reie Saccharase in LOsung ala neben dem Di
saccharid. FUr jedes in Melibiose und Fructose zerfallende Raffinosemolekiil 
wiirden dann in der gleichen Zeit zirka zwei Robrzuckermolekiile in Glukose 
und Fructose gespalten. 

Vorkommen der Fructosidase. 
a) Allgemein.1 

Das wichtigste und besterforschte Vorkommen der Fructosidase ist das in 
den verschiedenen Heferassen. Sie fehlt nur dem Soorpilz (Sacc1uJromyce8 
albican8), dem SchizosaccharomyCe8 OCW8p0ru8, einigen Torulaceen und einigen 
Arlen des Pseudosaccharomyce8. 

Die Fructosidase findet sich in vielen Kryptogamen, vor allem in den Asper
gillusarten, wie AspergiUus niger, AspergiUus fJentii, auch im AspergiUus oryzae, 
femer il). PeniciUium glaucum. J edocH scheint das Vorkommen von Fructosidase 
in diesen Pilzen weitgehend kasuistisch zu sein, d. h. abhangig vom Nahrboden, 
auf dem sie geziichtet werden. Bakterien enthalten fast stets Fructosidase. 

1 Siehe Eingehendes dariiber in "Die Fennente und ihre Wirkungen" von C. 
OPPENHEIMER, Bu. 1, S. 545ff., Leipzig, 1925, und Suppl.·Bd. I, S. 206ff., Leipzig, 
1936. 

Hdb. d. Katalyse, III. Ii 
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In den Phanerogamen ist sie ubiquitar, d. h. sie kommt fast in allen Organen 
der hoheren Pflanzen vor. 

Die Fructosidase der hoheren Tiere (Darm- und Leucozytensaccharase) und 
der Wirbellosen ist noch wenig erforscht. 

b) Zustand der Fructosidase in der Hefezelle. 

Schon in den ersten Invertinarbeiten studierte WILLSTATTER1 den Zustand 
der Saccharase in der Hefezelle. Er kam zu dem Resultat, daB sie ein Endo
enzym ist. Es ist nur locker innerhalb der Zelle an das Zellgerust adsorbiert, 
kann aber die Zelle nicht verlassen, bevor die Zellmembran abgebaut ist. "Der 
Zucker diffundiert unbeschrankt zum Enzym, aber das Enzym vermag nicht 
durch die Poren der Membran hinauszudiffundieren." Die Zerstorung der Wande 
kann durch grundliche mechanische Zerkleinerung, z. B. durch Zerreiben mit 
Quarzsand, und durch enzymatischen Abbau erreicht werden. Der enzymatische 
Abbau vermag durch Enzyme der Hefe selbst, also durch Autolyse, vor sich 
zu gehen. Totet man die zelleigenen Fermente aber mit Essigester in der Warme 
ab, so geht keine Saccharase aus der Zelle heraus, wie aus Abbauversuchen 
hervorging. Nach Abtotung der zelleigenen Enzyme kann der enzymatische 
Abbau der Zellwande erfolgen: 

1. durch Papain,! vornehmlich, wenn es durch Blausaure aktiviert ist. 
Pepsin und Trypsin dagegen bewirken nur einen unvollkommenen Abbau der 
Zellmembran, sie vermogen die Hefeproteinasen nicht zu ersetzen; 

2. durch reine Malzamylase,3 frei von Proteinase, ohne Mitwirkung von 
Cellulase. Malzamylase laBt sich auch durch Takaamylase, jedoch nicht durch 
tierische Amylasen ersetzen. 

Die Tatsache, daB einerseits eine Proteinase, anderseits Amylase zum 
AufschluB der Zellwande befahigt ist, beweist, daB diese aus Kohlehydrat
EiweiB-Symplexen bestehen mussen. Ob man nun den Kohlehydrat-EiweiB
Symplex von der Kohlehydrat- oder EiweiBseite her abbaut: die Saccharase 
wird vollig freigelegt. Unter den Kohlehydraten spielt der Hefegummi eine 
wichtige Rolle. Es gibt in der Hefe ein den Hefegummi abbauendes Ferment, 
das nach H. KRAUT, F. EICHHORN und H. RUBENBAUER4 auch dann noch bei 
der Freilegung mitwirkt, wenn man die anderen abbauenden Enzyme durch 
Essigester in der Warme abgetotet hat. 

R. WILLSTATTER und M. ROHDEWALD5 wiederholten die rein mechanischen 
Zellzertrummerungsversuche unter Bedingungen, die eine Mitwirkung enzyma
tischer Vorgange fast unmoglich machten (namlich Zerreiben der Zellen mit 
Quarzsand unter flussiger Luft und kurzes Extrahieren mit elektrolythaltigem 
Wasser bei 0°). Sie erzielten wiederum Freilegung der Saccharase, ·deren Endo
enzymnatur somit gesichert erscheint. 

c) Vermehrung der Fructosidase in der Hefezelle. 

Die eraten Versuche in dieser Richtung stammen von H. v. EULER und 
seiner Schule.6 Durch Zuchtung des Hefepilzes auf einer Nahrlosung von hoher 

1 R. WILLS TATTER, F. RACKE: Liebigs Ann. Chern. 426 (1921), 1; 427 (1921), 111. 
2 R. WILLS TATTER, W. GRASSMANN: Biochem. Z. 203 (1928), 308. - W. GRASS-

MANN, T. PETERS: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 204 (1932), 135. 
3 W. GRASSMANN, T. PETERS: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 204 (1932), 135. 
, Ber. dtsch. chern. Ges. 60 (1927), 1644. 
5 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 209 (1932), 38. 
6 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 70 (1910/11), 279; 76 (1912), 388; 78 (1912), 

246; 79 (1912), 274; 84 (1913), 97; 88 (1914), 430; 89 (1914), 272; Biochelli. Z. 68 
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Rohrzuckerkonzentration und durch ofteres Auswechseln dieser N8.hrlosung 
gelang es ihm, eine Anreicherung der Saccharase in der Hefe auf etwa das Zehn
fache zu erreichen. R. WILLST.lTTER, CR. D. LoWRY und K. SOHNEIDEBl erzie1ten 
durch eine Giirliihrung mit minimaler Zuckerkonzentration noch bessere Erfolge. 
Durch langsames Zutropfen einer ZuckerlOsung in die Hefesuspension bleibt 
die Hefe in stii.ndiger Garbereitschaft. Sie wird dadurch in einen Reizzusta.nd 
versetzt, der den Pilz zur Produktion von Saccharase anregt. Es wurden hierbei 
Zeitwerte von 15 bis 20 erzielt, um das 16fache besser als im Ausgangsmaterial. 
Jedoch wird nur die Saccharase dabei vermehrt: Die Gii.rungsenzyme, Maltase 
und Proteasen bleiben unverandert. 

Eine praktische Verbesserung dieser "Stimulationsmethode" wurde von 
R. WEIDENHAGEN2 erzielt: Ohne mehrfache Abtrennung der Hefe von der Nii.hr
losung und durch Gii.rung bei minimaler Zuckerkonzentration unter gleich
zeitiger starker Liiftung erreichte er in einem Arbeitsgang innerhalb S-10 Stun
den eine zehn- bis fiinfzehnfache Anreicherung der Saccharase. 

Bestimmungsmethoden und Einheiten. 
Als Substrat zur Bestimmung der Saccharase dient Rohrzucker von der 

spezifischen Drehung [/Xur = 66,86°. Die Rohrzuckerinversion kann polari
metrisch oder reduktometrisch verfolgt werden.· Das optimale PH = 4,5-5,0 
wird im allgemeinen durch pcimii.res Kaliumphosphat eingestellt. 

1. Die rolarimetrische Methode. 
Es wird im Halbschattenapparat die Drehungsan.derung verfolgt, die der Rohr

zucker bei der Spaltung in Fructose und Glukose erleidet. Die Proben werden der 
Versuchslosung zu bestimmten Zeiten entnommen und in 2n Soda.lasung eingetragen. 
Diese bewirkt momentane Sistierung der Saccharasewirkung und gleichzeitig Auf
hebung der Mutarotation der Glukose. Die Aufhebung der Mutarotation ist erst 
nach 1/, Stunde beendet. Bei der Polarisation wird im Lichtstrahl der V-Linie des 
Natriumlichtes und bei 20° 
gearbeitet, do. die Drehung 
der Fructose temperaturab
hangig ist. Zur Berechnung 
des Spaltgrades aus einem 
bei der Polarisationstempe
ro.tur 20° o.bgelesenen Dre
hungswinkel dient die Bezie
hung: (X,. = - 0,317' (xu' wo
bei (Xu die Drehung zur Zeit 
t = 0 und (X", die Enddre
hung (nach 100%iger In
version) bedeutet.a 

Dann besteht folgende 
Beziehung: Die gefundene 
Drehungsabnahme «(Xo- (Xt) 
verhii.lt sich zur Drehungs
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Abb. 5. Zeltumsatzkurve der Saccharase. 
._ •• _ logarlthmlsche Kurve, __ bel 30° C experimentell er

mlttelte Kurve. 

abnahme fUr 100%ige Spaltung «(Xo - (X"') = z: 100. z ist der Spaltungsgrad. An 
Hand der von C. O'SULLIVAN und F. W. TOMPSON' experimentell ermittelten Zeit-

(1914),467; 67 (1914), 203; Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 97 (1916),286; Biochem. 
Z. 85 (1917/18), 406; Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 106 (1919), 201; 109 (1920), 65. 

1 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 146 (1925), 158. 
2 Angew. Chem.47 (1934), 581. 
8 OPPENHEIMER-KuHN: Die Fermente und ihre Wirkungen, Bd. I, S. 252. Leipzig, 

1925. 
, J. chern. Soc. (London) 07 (1890), 834. 

5· 



68 H. KRAUT und M. ROHDEWALD: 

umsatzkurve (Abb. 5) wird da.nn die Nulldrehungszeit (entsprechend 75,95% SpaJ
tung) bzw. die Zeit der 50%igen Spaltung ermittelt. 

2. Die reduktometrische Methode. 
Sie erfaJ3t die Spaltprodukte, die bei der Rohrzuekerinversion auftreten, alif 

Grund ihres Reduktionsverm6gens. 

a) Die Hypojoditmethode von R. WILLSTATTER und G. SCHUDEL.l Prinzip: 
Aldosen werden durch Hypojodit in alkalischer Liisung zu Glukonsiture oxydiert. 
Die Reaktion, verlli.uft stoehiometrisch. Die Zuckerl<isung wird mit einer iiberschiissi· 
gan Menge n/l0 Jodlosung in alkalischem Medium versetzt, na.ch 15-20 Minuten 
Einwirkungszeit angesii.uert und das iiberschiissige Jod mit Thiosulfat zuriicktitriert. 

b) Die Zuckerbestimmung nach G. BERTRAND· erfaJ3t Aldosen und Ketosen. 
Prinzip: FEBLINGSChe Losung wird durch die Zucker zu Kupferoxydul reduziert, 
das in Ferrisulfat galost wird. Das 80 entstehende Ferrosulfat wird mit Kalium· 
permanganat titrimetrisch bestimmt. 

3. Einheiten. 
1. Zeitwert na.ch C. O'SULLIVAN und F. W. TOMPSON.' Dieser ist auch von 

H. v. EULER und R. WILLSTATTER akzeptiert. Er gibt die in Minuten gemessene 
Zeit an, die 0,05 g getrooknete Hefe oder der dieser Menge entsprechende Hefea.uszug 
oder 0,05 g Praparat brauchen, um bei 15,5° C 4 g Rohrzucker in 25 emB L6sung, 
die 1 % NaH.PO, enthalt, bis zur Nulldrehung ffir Natriumlieht (bei 20° beoba.chtet) 
zu spaJten. 

2. Der Sacchara8ewert nach R. WILLSTATTER und R. KUHN' stellt das Reziproke 
des Zeitwertes na.ch C. O'SULLIVAN und F. W. TOMPSON dar. 

3. Ala MaJ3 ffir die Invertinmengen haben R. WILLSTATTER und R. KUHN' die 
Sacchaf'a8eeinheit eingefiihrt (S. E.). Die Sacchara.seeinheit ist die Enzymmenge 
in 50 mg invertinhaltiger Substanz vom Zeitwert 1 unter den Bedingungen der 
Definition von C. O'SULLIVAN und F. W. TOMPSON. 

4.Der VergleichBzeitwert na.ch R. WILLSTATTER und W. STEIBELT6 dient zum 
Vergleieh der Wirkungen von Fermentpraparaten auf verschiedene Zueker&rten 
und Glukoside. Die Nulldrehungszeit ist nitmlich nur ffir die Rohrzuckerinversion 
charakteristisch. D~ Vergleichszeitwert mU3t dagegen die ffir jade Hydrolyse angeb. 
bare Zeit, die ffir den Umsatz von 50% des vorhandenen Substrates n6tig ist. Ffir 
den Vergleich liWt man ein und dieselbe Fermentmenge in dem nimlichen Volumen 
bei gleieher Temperatur (30°) auf aquimolare Mengen der Substrate einwirken, 
wobei ffir jade Hydrolyse die optimale Aciditat einzustellen ist. Der V ~rgleiehszeit. 
wert fUr Invertin gibt an, wieviel Minuten 0,5 g trockene Hefe oder Praparat brauchen, 
um 1,1875 g Rohrzucker, die in 25 cm3 Losung enthalten sind, bei 30° zu 50% zu 
spalten. 

Zwischen Zeitwert und Vergleichszeitwert besteht die von R. WILLSTATTER, 
J. GRASER und R. KUHN· experimentell ermittelte Beziehung: 

Zeitwert = 166· Vergleiehszeitwert. 

In Anlehnung an die von R. WILLSTATTER bei. der Maltosespaitung benutzten 
und auf die Spaltung von Rohrzucker, Raffinose usw. iibertragenen Werte hat R. WEI· 
DEN:aAGEN7 vorgescbla.gen, ffir die Bestimmung aller Glykosida.sen als Normalbedin· 
gung festzulegen, daJ3 2,5 g Maltose oder die aquivalente Menge eines anderen Substrats 

1 Ber. dtsch. chem. Ges. 01 (1918), 780. 
I Bull. Soc. chim. France 86 (1906), 1285. 
a J. chem. Soc. (London) 67 (1890), 834. 
, Ber. dtseh. chem. Ges. 66 (1923), 509. 
a Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem.ll1 (1920), 157, 169. 
• Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chem.128 (1922), 1, und zwar 23. 
7 Z. Ver. dtsch. Zuckerind. 79 (1929), 599. 
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bei optimalem PH und 30° in 50 cms Gesamtvolumen mit einer Glykosidase behandelt 
werden. Ala Zeitwert solI die Zeit in Minuten bezeichnet werden, in der 1 g Enzym. 
material die 50%ige Spaltung des Substrats unter Normalbedingungen bewirkt. 
Die Enzymeinheit wird definiert als die Enzymmenge in 1 g Substanz yom Zeit· 
wert 1. Als Enzymwert solI immer die Zahl der Enzymeinheiten in 1 g Trocken· 
substanz verstanden werden. 

Der Saccharasewert nach WILLS TATTER ist die Zahl der Einheiten in 50 mg des 
nach den Bedingungen von O'SULLIVAN und TOMPSON gemessenen Enzyms. Dem 
entspricht jetzt der unter Normalbedingungen gemessene p.k·Fructosidasewert, der 
die Zahl der Einheiten in 1 g Substanz angibt. Beide sind durch dieselbe Beziehung 
verkniipft, welche schon von WILLSTATTER fiir den Saccharase·Vergleichszeitwert 
ermittelt wurde: 

p.k.Fructosidasewert = 166· Sa.ccharasewert. 

Fur die verschiedenen Einheiten ergibt sich infolge der unterschiedlichen Bezugs. 
menge (1000 mg und 50 mg) und der Verschiedenheit von Zeitwert und Vergleichs· 
zeitwert die Beziehung: 

p.k.Fructosidaseeinheiten = 8,3· Sa.ccharaseeinheiten. 

Die Inversi0n8fakigkeit (If) 
niert durch die Gleichung: 

nach H. v. EULER und O. SVANBERGl wird defi· 

If = k X gZucker 
gPraparat 

wo k den Rea.ktionskoeffizienten erster Ordnung bedeutet, g Zucker die bei der In· 
versionsbestimmung anwesende urspriingliche Rohrzuckermenge, g Prii.pa.ra.t das 
Trockengewicht der zur Inversionsbestimmung angewandten Fermentmenge. Zwischen 
Sa.ccharasewert und Inversionsfahigkeit besteht eine einfache Beziehung, die eine 
Umrechnung ermogIicht.2 

Darstellung und Reinigung. 
Zur Gewinnung freigeloster Saccharase, die ein ausgesprochenes Endoenzym 

(siehe S. 66) ist, ist es erforderlich, ihre Bindung innerhalb der Zellwande auf· 
zulosen. Als praparative Methode kommt hierfiir nur die Autolyse in Betracht, 
d. i. der enzymatische Abbau der Zellsubstanzen durch das Zusammenwirken 
der zelleigenen Fermente nach der Abtotung der Zellen. Zuerst wurde diesas 
Verfahren von C. O'SULLIVAN und F. W. TOMPSON3 angewendet, die scharf 
abgepreBte Hefe ohne jeden Zusatz monatelang in Pulverflaschen aufbewahrten, 
bis sie sich in eine schwere, gelbe Fliissigkeit umgewandelt hatte. C. S. HUDSON4 

verkiirzte diesen Vorgang auf wenige Tage dadurch, daB er die mit etwas Wasser 
verdiinnte Hefe durch Toluol abtotete und ver£liissigte. Auch die neuesten 
Verfahren der Freilegung bedienen sich des Abtotens durch Zellgifte, durch 
Toluol oder Essigester. Sie lassen aber den Vorgang der Autolyse nicht vollig 
unbeeinfluBt, sondem regeln die enzymatischen Prozesse durch Einstellen einer 
bestimmten Wasserstoffionenkonzentration. Die leitende Absicht dabei ist, 
das gesuchte Enzym, die Saccharase, moglichst volIstandig, neben fur aber 
moglichst wenig Ballaststoffe in Losung zu iiberfiihren. Nach R. WILLSTATTEB 
und F. RACKE5 beschleunigt man die Freilegung der Saccharase und hemmt die 
ihrer Begleiter, wenn man wahrend der durch Essigester oder Toluol eingeleiteten 
Autolyse die reichlich entstehende Saure durch Ammoniak oder Ammonium-

1 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 106 (1919), 201. 
2 R. WILLSTATTER, K. SCHNEIDER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Cham. 188 

(1923/24), 193. 
8 J. chem. Soc. (London) 07 (1890), 834. 
, J. Amer. chem. Soc. 86 (1914), 1566. 
& Liebigs Ann. Chem.425 (1920/21), 1; 427 (1921), 111. 
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phosphat abstumpft. Man!mnn die Autolyse weiter dadurch variieren, daB 
man den zuerst entstehenden invertinarmen Extrakt abtrennt, die Autolyse 
von neuem in Gang setzt und sie abbricht, sobald die Hauptmenge des Enzyms 
in Losung iibergefiihrt ist. R. WILLSTATTER, K. SOHNEIDER und E. WENZEL1 

wendeten zu dieser fraktionierten Neutralautolyse invertinreich geziichtete 
Hefe an. rhre Autolysate mit Saccharasewerten von 0,5 bis 1 sind ungefahr 
150mal reiner a.}s die nach HUDSON dargestellten Autolysate aus gewohnlicher 
(nicht invertinreich geziichteter) Hefe. Dies ist heute das beste Verfahren zur 
Gewinnung von hoch wirksamen und sehr reinen Autolysaten. 

200 g abgepreLlte Hefe werden in 41 Nahrlosung von 28° eingetragen, die je 8 g 
primaresKaliumphosphat und primares Ammoniumphosphat, sowie je 2 g Kaliumnitrat 
und wasserhaltiges Magnesiumnitrat enthalt. Die Temperatur wird unter dauernder 
Bewegung der Fliissigkeit auf 27° gehalten. 20%ige Rohrzuckerlosung tropft aus 
einer tubulierten Flasche durch eine Kapillare ein, und zwar so, daB 100 cm3 Losung 
je Stunde einflieLlen. Nach je 2-3 Stunden trennt man die Nahr16sung ab und er
neuert sie fiinf- bis siebenmal (Versuchsdauer zirka 17 Stunden). 1m aUgemeinen 
wird durch die Ziichtung ein Saccharasewert von mindestens 0,5 erreieht. Die ab
gepreLlte Hefe wird mit 25 em3 Toluol und 25 g feingepulvertem Diammoniumphosphat 
verriihrt und im Thermostaten bei 30° unter mehrfachem Umriihren aufbewahrt. 
N aeh einer Stunde verdiinnt man mit 250 cm3 Wasser und trennt nach zwei weiteren 
Stunden die saccharasearme Losung mit der Zentrifuge abo Den Heferiiekstand 
versetzt man mit 250 em3 Wasser und etwas Toluol und steUt ihn 12-24 Stunden 
in den Thermostaten. Nun enthalt die Losung etwa 85% der gesamten Saccharase. 
Man zentrifugiert, 'Verdiinnt mit der doppelten Wassermenge und faUt durch geringes 
Ansauern mit Essigsaure das in Losung gegangene native EiweiLl. Darnaeh besitzen 
die Autolysate Saecharasewerte von 0,5 bis l. Ein derartig giinstiger Reinheitsgrad 
wurde in den friiheren Praparaten erst dureh mehrere aufeinanderfolgende Reinigungs
maJ3nahmen erreieht. 

Zur Entfernung von niedermolekularen Begleitern verwendet man in der 
praparativen Enzymchemie sehr haufig die Dialyse, die im Falle der Saccharase 
meist nur geringe Wirksamkeitsverluste zur Folge hat. Als Membran konnen 
Cellophanschlii.uche oder Hammelblinddarme verwendet werden. Die oben 
beschriebenen Autolysate erreichen durch die Dialyse Saccharasewerte von 2 
bis 3. 

Das Verfahren der Adsorption ist gerade fiir die Reinigung der Saccharase 
von R. WILLSTATTER und seinen Mitarbeitern zu besonders hoher Vollkommen
heit entwickelt worden.2 R. WILLSTATTER und F. RAOKE3 adsorbierten die 
Saccharase an Tonerde und anschlieBend an Kaolin. (Das gereinigte Enzym wird 
zum Unterschied von dem rohen an Kaolin adsorbiert.) Aus den Adsorbaten 
wurde die Saccharase durch verdiinntes Ammoniak oder Diammoniumphosphat 
eluiert. Mit diesen Operationen war eine bedeutende Steigerung des Reinheits
grades verbunden, niimlich vom Saccharasewert 0,005 der damaligen Autolysate 
bis zum Saccharasewert 2 in den Kaolinelutionen. Die Adsorption des Invertins 
durch Kaolin fiihrt zu einer Trennung von Hefegummi, der dabei in seiner ganzen 
Menge in der MutterIauge zuriickbleibt. Spater wurde das Adsorptionsverfahren 
noch bedeutend verfeinert. Es wurde erkannt und von H. KRAUT und E. WENZEL' 
eingehend untersucht, wie der Grad der Adsorption und damitauch der Reinigungs
erfolg von der Konzentration der Enzymlosungen, von der Wasserstoffionen
konzentration, vom Wechsel in dem Adsorbens und von den vorhergehenden 

1 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 151 (1926). l. 
I V gl. Artikel SOHAFFNER in diesem Bande des Handbuches. 
a Liebigs Ann. Chem. 426 (1920/21), l. 
, Hoppe-Seyler'S Z. physiol. Chem. 188 (1924), 1; 142 (1925), 71. 
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Schritten der Reinigung abhangig ist. Haufig war es zweckmaBig, einen un
reineren Anteil vorweg zu adsorbieren, bzw. das Enzym nicht vollstandig, sondem 
nur Zll 80-90% an das Adsorbens zu binden. SchlieBlich wurde der VerIauf 
der Adsorptionsisothermen selbst auf den einzelnen Stufen der Reinigung als 
MaBstab dafiir benutzt, ob eine Wiederholung der Adsorptionen und Elutionen 
noch von einem Reinigungserfolg begleitet sein konnte. Als Adsorbentien wurden 
meist Alummiumhydroxyde bestimmter chemischer Konstitution! oder Kaolin 
verwendet, auBerdem Bleiphosphat, das man am besten in der Enzymlosung 
selbst aus Bleiacetat und Ammoniumphosphat entstehen laBt. Die Adsorption 
wurde so immer auswahlender gestaltet. Wahrend in den ersten Versuchen von 
R. WILLSTATTER und F RACKE 1 g Al20 S 0,15 Saccharaseeinheiten, also die 
Invertinmenge aus 10 g lebender Hefe aufnahm, wurde in den letzten Versuchen 
von R. WILLSTATTER und K. SCHNEIDERs mehr als das Tausendfache, namlich 
das Invertin von 12-14 kg Hefe von 1 g AlsOs aufgenommen. In der Elution 
besaB dieses Praparat den Saccharasewert 6,7. Bei der Wiederholung der 
Adsorption erhielt man die Adsorptionsisotherme eines reinen Stoffes. Die 
Grenze der Leistungsfahigkeit der Adsorptionsmethode war damit erreicht, 
allein die Invertinpraparate waren, wie die Analyse ergab, von Einheitlichkeit 
dennoch weit entfemt. Das beobachtete einheitliche Adsorptionsverhalten kam 
gar nicht dem Enzym selbst, sondem einem Aggregat zu, das aus dem Enzym 
und den ihm nachstverwandten Stoffen zusammen mit adsorptiv verbundenen 
Begleitstoffen bestand. Fiir solche adsorptiven Vereinigungen wurde spater 
von R. WILLSTATTER und M. ROHDEWALD der Ausdruck Symplex eingefiihrt.3 

Ihre besten Praparate frhielten R. WILLSTATTER, K. SCHNEIDER und E. 
WENZEL' durch Kombination mehrerer Reinigungsarten, z. B. fraktionierte 
Autolyse von invertinreich geziichteter Hefe, Alkoholfallung, Tonerdeadsorption, 
fraktionierte Adsorption mit Bleiphosphat. Sie wiesen Saccharasewerte zwischen 
9,6 und 10,9 auf. Wir beschreiben ein typisches Beispiel. 

1,51 frisch bereitetes Autolysat mit 21 Saccharaseeinheiten (siehe S. 70) wurde 
auf 0° abgekiihlt und mit n/1-Edsigsaure zu PH 5 angesauert. Beirn Vermischen 
mit dem gleichen Volumen Alkoho1 von - 20° fiel ein geringer Niederschlag aus, 
der durch eine 1 mm dicke Kieselgurschicht abgesaugt wurde. Die klare Losung 
wurde irn Vakuum auf 90 cm3 eingE iampft, dann adsorbierten 0,4 g Aluminium
hydroxyd Cy 90% der Saccharase. Die Elution wurde mit 4 g Diammoniumphosphat 
in 0,51 Wasser vorgenommen und ergab den Saccharasewert 7,3. Dann wurde ein 
zweites Mal mit so viel Aluminiumhydroxyd Cy versetzt, daJ3 zirka 25% adsorbiert 
wu,rden, und die Restlosung weiter verwendet. 

5 Saccharaseeinheiten dieser Restlosung wurden mit 0,1 g Diammoniumphosphat 
und 0,43 g Bleiacetat versetzt und abzentrifugiert. Nach dem Behandeln mit Di
ammoniumphosphat enthielt die Elution 2 Saccharaseeinheiten yom Saccharase
wert 4,3, die Restlosung 2,6 Saccharaseeinheiten yom Saccharase}Vert 11,9. (AIle 
Saccharasewertbestimmungen wurden in dialysierten Proben ausgefiihrt.) Auf 
1 Saccharaseeinheit dieses Praparats entfielen nur noch 0,18 mg Tryptophan. Die 
Bleiphosphatfallung fiihrte zu einer weitgehenden Abtrennung inaktivierter Anteile. 

Einen noch besseren Reinheitsgrad erzielten H. ALBERS und J. MEYER.5 

Sie autolysierten invertinreich geziichtete Hefe mit Toluol und lieBen das Autolysat 
4 Monate stehen. Nach dem Ansauem auf PH 4,0 fiel ein Niederschlag, der 

1 R. WILLSTATTER, H. :kRAUT: Ber. dtsch. chern. Ges. 66 (1923), 149, 1117; 
57 (1924), 58, 63, lO82. 

2 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 142 (1925), 257. 
3 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 226 (1934), 103, und zwar 109. 
, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 161 (1926), l. 
6 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 228 (1934), 122. 
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abfiltriert wurde. Aus derLosung adsorbierten sie 60% der Saccharase an 
Aluminiumhydroxyd Gr. Das Adsorbat wurde mit Wasser gewaschen und mit 
O,IO/Jger Ammoniaklosung voreluiert, sodann mit 0,5O/oiger Diammonium
phosphatlosung eluiert. Der Saccharasewert war 14,7. 

Nach M. ADAMS und C. S. HUDSON1 erweist sich Betain als ein gutes Adsorbens 
fiir Saccharase aus Hefeautolysaten. Das optimale PH fUr die Adsorption ist 4,1 
bis 4,3; fiir die Elution 5,3 und mehr. 

R. WEIDENlIAG;ENs verwendet Erdalkalihydroxyde zur Fii.llung der Saccharase 
auS Hefeautolysaten. Bei PH = 8 fallt Calciumhydroxyd 65%, Bariumhydroxyd 
75% und Strontiumhydroxyd 100% des Enzyms. Aus diesen Niederschliigen, 
die frei von Hefegummi sind, lii.Jlt sich die Saccharase leicht mit solchen Sauren 
eluieren, die unlosllche Erdalkallsalze bilden, z. B. mit Phosphorsaure bzw. 
primii.rem Ammoniumphosphat. Das ~bscheidungsverfahren mit Si,rontium
hydro;x:yd iibertrugen R. WEIDENlIAGEN und L. NENNINGER3 auch auf groJle 
Hefemengen und schlossen noch eine FaUung des Eluates mit Uranylacetat 
daran an. 

Die prii.pamtive Trennung von der cX-Glukosidase wird bei dieser behandelt. 

:Kinetik. 
Abhii.ngigkeit von der Enzymkonzentration. 

Den Verla.uf der Rohrzuckerspaltung durch Saccharase beobachteten zuerst 
O'SULLlVAN und ToMPSON' unter geniigend genau definierten Bedingungen 
(Phosphatpufier yom PH 4,5 und 15,5° C). Ihre Spaltungskurve ist auf S.67, 
Abb. 5 dargestellt. Sie entspricht annii.hemd, aber nicht vollstii.ndig derjenigen 
einer Reaktion erster Ordnung, wie von C. S. HUDSON° und von H. v. EULER und 
O. SVANBERG8 bestii.tigt wurde. Die Enzymwirkung gleicht also in dieser Hinsicht 
dem Verla.uf der Sii.urehydrolysedes Rohrzuckers. HUDSON variierte die Ferment
konzentration im Verhii.ltnis 1 : 8, EULER und Sv ANBERG sogar im VerhiiJtnis 1 : 40. 
Sie fanden die SC:uUTzsche Regel bestii.tigt, daJl das Produkt von Fermentkonzen
tration und Spaltungszeit konstant ist. R. WlLLSTATTER, J. GRASER und R. 
KUHN7 wiederholten die Untersuchung mit gereinigter Saccharase (Saccharase
wert 3). Sie variierten die Saccharasemengen im VerhiiJtnis 1 :20,2. In weiten 
Grenzen ist also die Inversionsgeschwindigkeit der Saccharasekonzentration 
direkt proportional. 

Abha.ngigkeit von der Substratkonzentration. 
Die ersten Untersuchungen iiber die Abhii.ngigkeit des Spaltungsverla.ufes 

von der Rohrzuckerkonzentration stellte E. DUCLAux8 1883 an. Er maJl die 
Spa.ltung mit gleichen Invertinmengen in 1(),.-.40O/oiger Rohrzuckerlosung und 
erkannte richtig, daB die Spaltungsgeschwindigkeit konstant sein miiJlte, wenn 
nicht die Reaktionsprodukte hemmen wiirden. FUr ihren EinfluB sind zahl
reiche Gleichungen aufgestellt worden, deren bestbegriindete diejenige von 
MICHAELIS und MENTEN ist. Sie haben vor allem die Affinitii.ten der Saccharase 
zum Rohrzucker und zu den Spaltprodukten nicht willkiirlich in die Reaktions-

1 J. Amer. chem. Soc. 60 (1938), 982. 
~ Z. Wirtschaftsgr. Zuckerind.86 (1936), 473. 
3 Z .. Wirtschaftsgr. Zuckerind. 89 (1939), 149. 
, J. chem. Soc. (London) 67 (1890), 834. 
I J. Amer. chem. Soc. 30 (1908), 1160, 1564. 
8 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 107 (1919), 269, 273. 
1 Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 123 (1922). 1. 
8 Microbiologie, Bd. II, S. 142. 1899. - Vgl. auch Chimie biologique. 1883. 
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gleichung eingesetzt, sondem in besonderen Versuchen direkt ermittelt. Ihre 
Gleichung lautet: 

K = _1_(1 + --.!_ + -~)a'ln _a_ + ~( .. 1 ___ 1 ____ ~) 
t a Kp KG! a-x t Ks Kp Koz' 

wo a die Anfangskonzentration der Saccharose, x die in der Zeit t umge
setzte Menge, K, die Dissoziationskonstante der Saccharase-Saccharose-Ver
bindung, KF die Dissoziationskonstante der Saccharase-Fructose-Verbindung, 
K GZ die Dissoziationskonstante der Saccharase-Glukose-Verbindung sind. 

Sie diskutieren diese Gleichung folgendermallen: 
Die Zeitgleichung der Saccharasewirkung ist die Summe einer logarithmischen 

und einer linearen Funktion. 1st die Affinitat ~um Substrat gleich den Affinitiiten 
zu den Spaltprodukten, so verschwindet das lineare Glied und die Gleichung 
geht tiber in 

Die Reaktion wird erster Ordnung. Da die Affinitat zum Rohrzucker und zu 
den Spaltprodukten, wie auf S. 59ff. erortert, bei der Saccharase wechselt, 
kann dieser Fall verwirklicht werden. Z. B. ware 

Kl = -Kl_- + ·Kl fur Ks = 0,03, Kp = 0,05, Km = 0,08. 
s p oz 

In dem von O'SULLIVAN und TOMPSON untersuchten Fall war dagegen die 
Affinitii.t zum Rohrzucker ein wenig groller als diejenige zu Fructose und Glukose. 

Ware die Affinitii.t zum Substrat sehr viel groller ala diejenige zu den Spalt
produkten, so konnte man 

lIn a "b x - -- gegenu er --
t a-x t'K, 

vemachlassigen. Man erhielte dann einen geradlinigen Reaktionsverlauf, wie es 
bei vielen anderen Enzymen tatsiichlich beobachtet wird. 

Es ist hervorzuheben, dall aIle Gleichungen dieser Art nur bei verhiiltnis
miillig niedrigen Rohrzuckerkonzentrationen Giiltigkeit haben. Die Gleichung 
von MICHAELIS und MENTEN gilt bis zu hochstens tI/a-molaren RohrzuckerlOsun
gen. Bei hoheren Konzentrationen sinkt die Reaktionskonstante bedeutend abo 
Nach den Messungen von A. J. BROWN1 kann man zwei ausgezeichnete Reaktions
bereiche unterscheiden. In verdunnten Losungen (bis ungefiihr 0,5% Rohr
zucker) kann man annahemd mit der Konstanten der Reaktion erster Ordnung 
rechnen. In konzentrierteren Losungen (5-20% Rohrzucker) sind dagegen 
die durch gleiche Fermentmengen in der Zeiteinheit umgesetzten absoluten 
Substratmengen einander gleich. Man mull daher in diesem Bereich die Konstante 
der ersten Ordnung noch mit der Rohrzuckerkonzentration multiplizieren, um 
zu den umgesetzten Mengen zu gelangen. Oberhalb 20% falIt, wie besonders 
von H. v. EULER und K. MYRBACK2 untersucht wurde, das Produkt k·c wieder abo 

Abhangigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration. 

Die Wirksamkeit der Saccharase wird, wie die aller Enzyme, von der 
Wasserstoffionenkonzentration stark beeinflullt. Schon C. O'SULLIVAN und 

1 J. chem. Soc. (London) 81 (1902), 373. 
I Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 12i (1922/23), 159. 
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F. W. TOMPSONl teilten mit, daB reproduzierbare Ergebnisse bei der Rohrzucker
spaltung nur erhalten werden konnten, wenn sie primares Kaliumphosphat 
dem Spaltungsansatz zusetzten. S. P. L. S0RENSEN2 fand die Erklarung dieser 
Erscheinung darin, daB durch dieses Salz einer mehrbasischen Saure eine be
stimmte Wasserstoffionenkonzentration, namlich die fiir Saccharase optimale, 
hergestellt wurde, wahrend die Natur des Salzes selbst ohne EinfluB war. Fiir 
solche Substanzen fiihrte er die Bezeichnung Puffer ein. Die ersten quantitativen 
Untersuchungen iiber die PH-Abhangigkeit der Rohrzuckerinversion wurden 
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von L. MICHAE:tIS und H. DAVIDSOHN3 

ausgefiihrt. Die Abhii.ngigkeit der rela
tiven Spaltungsgeschwindigkeit vom 
log der Wasserstoffionenkonzentration 
nennt man die Aktivitats-PH-Kurve. 
Sie ist in Abb. 6 wiedergegeben und 
zeigt ein breites Maximum zwischen 
PH 3,7 und 5,2. Der aufsteigende (al
kalische) Teil dieser Kurve entspricht 
der Dissozia,tionsrestkurve einer schwa
chen Saure, bzw. der Dissoziations-

0'0 .9 8 kurve einer schwachen Base. Zugun-
~/og[h.9 ~ II S 2 sten der Dissoziationsrestkurve einer ---

Abb. 6. Aktivitlits-Pn-Kurve der Saccharase. Saure spricht die elektrolytische Uber
fiihrbarkeit der Saccharase. Der Para

meter dieser Kurve gibt die Dissoziationskonstante (K = 2.10-7) dieser Saure 
an. MICHAELIS und DAVIDSOHN schlossen hieraus, daB der wirksame Anteil der 
Saccharase nur die undissoziierten Molekiile seien. 

Die Kombination dieser Ergebnisse mit der Aktivitats-p.-Kurve (siehe S. 58) 
fiihrte zu lang diskutierten Schwierigkeiten. Da namlich nach MICHAELIS und 
MENTEN zwischen Ferment und Substrat ein Massenwirkungsgleichgewicht 
angenommen wird, miiBte auch das zweite Gleichgewicht, dasjenige zwischen 
undissoziiertem Ferment und seinen lonen, von der Substratkonzentration 
abhangig sein. L. MICHAELIS und M. ROTHSTEm4 fanden aber experimenteIl, 
daB die Aktivitats-PH-Kurve von der Rohrzuckerkonzentration unabhangig 
ist. Sie stellten die Theorie auf, daB nicht die Saccharase selbst, sondem nur 
die Verbindung der Saccharase mit der Saccharose eine Saure sei, deren un
dissoziierte Molekiile spontan in Glukose, Fructose und Saccharase zerfallen. 
Es miiBte sich aber auch dann noch die Zahl der undissoziierten Molekiile mit 
steigender Rohrzuckerkonzentration vermehren. R. KUHN' nahm daher an, 
daB die Wasserstoffionenkonzentration nur die Zerfallsgeschwindigkeit der 
Enzym-Substrat-Verbindung beeinfluBt, wahrend das Gleichgewicht zwischen 
Enzym und Zucker unabhangig von der Wasserstoffzahl ist. 

H. v. EULER, K. JOSEPHSON und K. MYRBACK6 weisen demgegeniiber darauf 
hin, daB auch die Saccharase selbst in lonen dissoziiert, und diese Dissoziation 
mit derjenigen der Saccharase-Saccharose-Verbindung in einem Gleichgewicht 
stehen muB. 

1 J. chem. SOC. (London) 57 (1890), 834. 
2 Biochem. Z.21 (1909), 131, 279. 
3 Biochem. Z. 35 (1911), 386. 
, Biochem. Z.110 (1920), 217. 
6 Naturwiss. 11 (1923). 732; Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 125 (1922/23), 

28. 
8 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 134 (1923/24), 39. 
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Sie bezeichnen: 

Dann ist 

HES = undissoziierte Enzym-Substrat-Verbindung, 
ES' = Anionen der Enzym-Substrat-Verbindung, 
HE = freie Saccharase, 

E' = Anionen der freien Saccharase, 
H' = Wasserstoffionen, 
S = Rohrzucker, 
F = Gesamtkonzentration der Saccharase, 

also = [HES] + [HE] + [E'] + [ES']. 

IHE]'[S] = K 
[HES] Sf 

[H-]·[ES'] 
-rHES]- = Ka, 

[H'] ·[E'] , 
[HE]=Ka , 

[E'l' [S] _ K ' 
[ES'] - •. 
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Da nach den experimentellen Befunden auf der alkalischen Seite der Aktivitats
PH-Kurve keine Abhangigkeit von der Substratkonzentration besteht, nehmen 
v. EULER, JOSEPHSON und MYRBACK an, daB K. = K.' ist. Dann muB auch 
K a = K a' sein, und zwar nach MICHAELIS und ROTHSTEIN! = 3.10-7• Fiir 
die allein enzymatisch wirksamen undissoziierten Enzym-Substrat-Molekiile 
finden sie dann folgende Gleichung: 

[H'] [S] 
[HES] = F· [H']' [S] + Ka [S] + K. [H'] + K.·Ka 

Berechnen sie daraus die relativen Inversionsgeschwindigkeiten bei verschie
denem PH und verschiedener Rohrzuckerkonzentration, so erhalten sie die in 
der Tabelle 3 wiedergegebenen Werte. In der letzten Zelle sind die experimentell 
gemessenen Werte angegeben, die 
in sehr befriedigender Ubereinstim
mung mit den berechneten stehen. 
Eine weitere Stiitze ihrer Theorie 
ist, daB sie an einem hochaktiven 
Saccharasepraparat eine Dissozia
tion der GroBenordnung 10-7 be
obachteten, in geniigender Uberein
stimmung mit dem MICHAELISSchen 
Wert von 3.10-7 fiir die elektroly
tische Dissoziation der Saccharase
Saccharose-Verbindung. Das Ergeb
nis ihrer Betrachtungen ist also, daB 
die Unabhangigkeit der Aktivitats

Tabelle 3. Vergle·ich der theoretischen und der 
expfJrimentell ermittelten relativen I nver8ion8-

geschwindigkeiten. 

Konzentration des IBelative Inversionsgeschwindlgkeit 
Rohrzuckers I I I 
Normalitat PH - 512111 = 6 PH = 7 PH = 8 

0,200 100 80 I 26 I 3,3 
0,100 100 78 I 26 3,3 
0,050 100 80 j 26 : 3,3 
0,010 100 81' 26 I 3,4 

A~id:::t:~;- ~~~ -, :: i :: I :,4 
PH-Kurve von der Rohrzuckerkonzentration lediglich eine Folge der Gleichheit 
der Dissoziationskonstanten der Saccharase selbst und ihrer Verbindung mit 
dem Rohrzucker ist. 

Die angestellten Betrachtungen gelten, wie erwii.hnt, nur fiir den alkalis chen 
Ast der Aktivitii.ts-PH-Kurve. Auf der sauren Seite dagegen ist das Absinken 
der Spaltungsgeschwindigkeit nach K. JOSEPHSONII eine Folge der abnehmenden 
Affinitiit zwischen Saccharase und Rohrzucker. 

1 Biochem. Z.110 (1920), 217. 
2 Hoppe-Seyler'a Z. physiol. Chem. 184 (1922/23), 50. 
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FUr die experimentelle Ermittlung der Aktivitats-PH-Kurve ist der Hinweis 
notwendig,da/l nach R. WEIDENlUGEN1 die Gegenwart von Maltase den alkali
schen Ast der Kurve beein£lu/lt und die optimale Zone der Spaltbarkeit breiter 
erscheinen laIlt. Man muIl daher entweder ein Extraktionsverfahren wahlen, 
das die Maltase zerstort, oder mit gereinigten, maltasefreien Praparaten arbeiten 
(siehe S.88). Das PH-Optimum der reinen p-h-Fructosidase lag in den Ver
suchen von WEIDENHAGEN bei PH 4,7. 

Das PH-Optimum der Fructosidase der Hefen zwischen 4,5 und 5 ist immer 
wieder bestatigt worden. Dagegen verschiebt sich das optimaJe PH von Fructosi
dasen anderen Ursprungs haufig nach der alkalischen Seite hin. Zum "Oberblick 
sei eine Tabelle von E. HOFMANN2 in der gekiirzten Form nach C. OPPEN"HEIMER3 

gegeben (Tabelle 4). 

Gruppe 

Bakterien 

Tabelle 4. pH-Optima der pflanzlichen Saccharasen. 

An Ps 

Pneumokokken . . . . . . . . . . . 7,0 
Bakt. Coli. . . • . . . . . . . . . . . . 7,0 
Sulfatasebakterien . . . . . . . . 6,5 

Autor 

o. T. AVERY 
H. KARSTRih[ 
E. HOFMANN 

Hefen 

Spalthefen 

Untergarige Hefe ........ 4,2-4,6 S.P.L. S0RENSEN, L. MI-

SchizosaccharomyceB octospo- CHAELIS 

ruB u. a. . . . . . . . . . . . . . .. 4,5--5,0 E. HOFMANN 

Schimmelpilze Aspergillus niger . ........ . 5,2 
4,9 
5,2 
5,0 

N. N. IWANOFF c. s. 
E. HOFMANN 

" oryzae .....•.. 
Penicillium .............. . 

Phanerogamen Solanum indicum . . . . . . . . . 6,0 
Blatter verschiedener Baume 4,5-6,5 

E. HOFMANN 
H. v. EULER c. S. 

H. TAUBER, 1. S. KLEINER 
A. V. BLAGOVESCHENSKI 

Aktivierung und Hemmung der p-h-Fructosidase. 
"Ober Aktivatoren der Saccharase ist wenig bekannt. Nach J. M. NELSON 

und E. L. SAUL' steigern genuine Proteine die Wirkung reinster Saccharase
praparate, aber nicht beim PH-Optimum, sondern nur bei einem PH unterhalb 4. 
Dagegen gibt es zahlreiche Stoffe, die auf die p-h-Fructosidase einen hemmenden 
Ein£luB ausiiben. 

1. Ein/lufJ der Spaltprodukte der Saccharose und anderer Zucker. 
Die hemmende Wirkung von Fructose, Glukose und anderen Zuckern oder 

Glukosiden auf die Rohrzuckerspaltung sowie der verschiedene Mechanismus 
dieser Reaktionsverzogerung ist schon ausfiihrlich im Abschnitt "Theorien der 
Enzymwirkung" besprochen worden (S. 57ff.). 

2. Hemmung durch /reie Halogene. 
H. v. EULER und K. JOSEPHSON5 untersuchten die Einwirkung von Jod auf 

die Saccharase. Sie stellten fest, daB es sich um eine irreversible Vergiftung 
handelt, die durch Thiosulfat nicht aufhebbar ist. K. MYRBACK6 zeigte, daB hier 

1 Ergebn. Enzymforsch., Bd. II, S. 90, und zwar S. 92. Leipzig, 1933. 
2 Biochem. Z. 275 (1935), 320. 
3 Die Fermente und ihre Wirkungen, Suppl.-Bd. I, S. 225. Leipzig, 1935. 
, J. Amer. chern. Soc. 56 (1934), 1994. 
6 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.127 (1923), 99. 
6 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 158 (1926), 160; 159 (1926), 1. 
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zwei Reaktionen verlaufen: a) eine momentane Abschwachung der Invertin
wirkung um 40% infolge Bildung von Jodsaccharase, und b) eine langsame 
Weiterwirkung von Jod auf die Jodsaccharase infolge sekundarer Reaktionen, 
die bei PH 4...;-.4,5 am geringfiigigsten sind. Die Inaktivierungskonstante bei 
optimaler Aziditat ist kc = 30.10-4• 

Die Jodsaccharase selbst besitzt 60% Aktivitat der freien Saccharase, hat 
dieselbe Aktivitats-PH-Kurve und dieselbe Affinitat wie die Saccharase. Jod 
greift also anfangs nicht an den substratbindenden Gruppen an. 

Chlor und Brom haben Giftwirkung, jedoch bilden sie keine der Jodsaccharase 
entsprechenden Verbindungen mit der Saccharase. 

3. Hemmung durch Schu,ermetallsalze. 

Die Wirkung der Schwermetallsalze wurde zuerst von H. v. EULER1 unter
sucht. Sie wirken hemmend, Silber- und Quecksilbersalze stark, Kupfer-, 
Cadmium-, Thor- und Uransalze sehr schwach. Da die Hemmung reversibel ist -
sie wird durch Schwefelwasserstoff vOllig aufgehoben -, handelt es sich hierbei 
nicht urn eine Zerstorung des Ferments, sondern urn wahre chemische Gleich
gewichtsreaktionen unter Bildung unwirksamer Verbindungen. Quantitative 
Messungen lassen sich allerdings nur mit hochgereinigten Saccharasepraparaten 
anstellen. Sorgfaltige Untersuchungen auf diesem Gebiet hat K. MYRBACK2 aus
gefiihrt. Die Vergiftung durch Silberionen geht in der Weise vor sich, daB die 
Saccharase in ihrer Eigenschaft als schwache Saure mit den Silberionen ein 
schwach dissoziiertes Salz bildet. Da das hierbei durch Silber ersetzte Wasser
stoffion fiir die Enzymwirkung unentbehrlich ist, so tritt Inaktivierung ein. Die 
Reaktion ist von der Substratkonzentration unabhangig. Dies beweist, daB die 
Bindung des Zuckers an das Enzym, die durch eine basische Gruppe vermittelt 
wird, von der Bindungsstelle des Silbers vollig unabhangig ist. Die Abhangigkeit 
des Inaktivierungsgrades von der Giftmenge wird durch eine Dissoziationskurve 
dargestellt. Die Inaktivierung nimmt mit steigendem PH zu. Mit gleichen Silber
mengen betragt sie z.B. bei PH= 4,57 25% und bei 6,36 97%. Die Vergiftungs
kurven, bei verschiedenem PH aufgenommen, laufen dem absteigenden Ast der 

PH-Kurve parallel. Es herrscht also das Gleichgewicht: Jl~!~f'] = K Ag• 

E' bedeutet die Konzentration der freien und der von Rohrzucker gebundenen 
Saccharaseionen. 

Kupfer, Blei, Zink und Cadmium verhalten sich fast wie Silber und haben 
auch ahnliche Inaktivierungskonstanten. Dagegen sind Nickel, Kobalt, Mangan 
und die dreiwertigen Metalle Eisen, Aluminium, Chrom fast ohne Wirkung, da 
sie nur geringe Affinitat zum Enzym besitzen. 

Quecksilber wird wahrscheinlich an die basische Gruppe der Saccharase 
gebunden, denn die Vergiftung wird von der Substratkonzentration stark beein
fluBt. Vom PH ist sie weniger abhangig als die Silberinaktivierung. Zwar nimmt 
sie gegen die alkalische Seite des Optimums hin :lU, ist aber in der Gegend des 
PH-Optimums selbst fast unabhangig von der Wasserstoffionenkonzentration. 
Wahrscheinlich wird das Quecksilber in Form eines inneren Komplexsalzes an 
die Aminogruppe gebunden. Dafiir spricht, daB Quecksilber, im Gegensatz zu 

1 H. V. EULER, O. SVANBERG: Ferrnentforsch.8 (1921), 330; 4 (1921), 29, 142; 
Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 114 (1921), 137. - H. V. EULER, K. MYRBACK: 
Ebenda 121 (1922), 477; Ber. dtsch. chern. Ges. 1)1) (1922), 3583. - H. V. EULER, 
K. JOSEPHSON: Ebenda 1)1) (1922), 2416. - H. V. EULER, E. WALLES: Hoppe-Seyler's 
Z. physiol. Chern. 182 (1924), 167. - H. V. EULER: Angew. Chern. 41) (1932), 220. 

2 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 108 (1926), 160. 
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Silber, das Enzym gegen die Vernichtung durch saJpetrige Sa.ure schiitzt. Auch 
die Quecksilbervergiftung ist durch Schwefelwasserstc>ff vollig reversibel. 

4. EinflufJ der Neutralsalze. 

Die NeutralsaIze haben beim PH-Optimum einen sehr geringen EinfluB. Auf 
der sauren Seite des PH-Optimums gibt es iiberhaupt keine Saccharasehemmung, 
auf der alkalischen Seite ist die Hemmung spezifisch und folgt der lyotropen 
Reihe, ist also wohl eine kolloidchemische Wirkung auf den Trager. 

o. EinflufJ von freier 8alpetriger Saure.1 

Freie salpetrige Saure, ein typisches Reagens fiir die Aminogruppe, zersrort 
die Saccharase vollig, indem sie die Aminogruppe ausschaltet. Zucker, wie 
Saccharose, Fructose, p-Glukose, die Affinitat zum Enzym besitzen, schiitzen 
dasselbe vor der Vernichtung durch salpetrige Saure. Dies beweist, daB die 
Bindung der Saccharase an die Saccharose durch eine Aminogruppe bedingt ist. 

6. Osmiumtetroxyd. 

Osmiumtetroxyd wirkt stark inaktivierend durch Oxydation.1 

7. EinflufJ organiBcker Stolle. 

a) Alkohol. Sowohl Athyl- als auch Methylalkohol wirken hemmend. 
b) Formaldehyd. Formaldehyd wirkt schwach giftig, indem er nach einer 

Inkubationszeit mit der Aminogruppe des Enzyms zu einer Methylenverbindung 
zusammentritt.1 

c) Pikrinsa.ure. Die Pikrinsa.ure hemmt nach K. MYRBACK1 (ebenso wie die 
anorganischen Sauren Phosphorwolframsa.ure und Kieselwolframsaure) durch 
Bildung eines wenig dis80ziierten SaIzes der Aminogruppe. 

d) Ascorbinsii.ure. Gereinigte P-k-Fructosidase aus Hefe wird nach R. WElDEN
HAGENS durch Vitamin C in physiologischer Konzentration, besonders am Neutral. 
punkt, gehemmt. Diese Hemmung ist reversibel und kann durch kleinste Mengen 
von SH-Verbindungen (Cystein, Glutathion) sowie durch die entsprechenden 
Disulfidverbindungen (Cystin, SS-Glutathion), femer durch einige Aminosa.uren 
aufgehoben werden. 

e) Amine. Am wichtigsten ist die Hemmung durch "CarbonyIreagentien", 
wie Amine, da sich daraus Riickschliisse auf die Konstitution des Agons der 
Saccharase ziehen lassen (siehe Kapitel "Struktur"). Nach K. MYRBACK3 handelt 
es sich hierbei um eine sWchiometrische Reaktion der Carbonylgruppe des 
Enzyms mit den Aminen zu SCHIFFschen Basen. Nur die freie Base wirkt giftig 
auf die Saccharase, weil nur sie gebunden wird. Je starker die Base, desto starker 
die Bindung an das Enzym, wie nach MYRBACK aus den berechneten Dissoziations
konstanten der Verbindung Enzym-Amin hervorgeht. Die Inaktivierung ist 
vollig reversibel, z. R durch Zusatz von Zucker 9<ler anderen Aldehyden, die das 
Amin binden. Die Vergiftung ist unabhangig von der Substratkonzentration, 
setzt also an einer anderen Stelle ein als die Bindung des Substrats. Die Gift
wirkung beruht nicht darauf, daB die Verbindung Substrat-Enzym verhindert 
wird, sondem daB die Verbindung Amin-Enzym-Substrat nicht zerfallt. 

1 K. MYRBACK: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 108 (1926), 160. 
s Z. Wirtschaftsgr. Zuckerind. 86 (1936), 240, 482. 
3 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 168 (1926), 160. 
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EinfluB physikalischer Faktoren. 
a) Bestrahlung. 
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Ultraviolette Strahlen schadigen stark, besonders bei 270 mJ.l.l Die schadigende 
Wirkung der Radiumstrahlen wurde von R. G. HUSSEY und W. R. THOMPSON 2 

untersucht. 
b) Temperatur. 

H. v. EULER und Mitarbeiter3 untersuchten eingehend die Temperatur
empfindlichkeit der Saccharase und fanden, daB die Inaktivierungskonstante k" 
d. h. die Geschwindigkeit der Zerfallsreaktion erster Ordnung am geringsten bei 
PH 4 bis 5 ist. 

e) Schweres Wasser. 
Schweres Wasser (50-97,4% D20) wirkt nach E. W. R. STEACIE4 bei 30,25° 

zirka 25% verzogernd auf die Hydrolyse durch Saccharase. Wie von F. SALZER5 

und K. F. BONHOEFFER festgestellt wurde, hemmtschweres Wasser die Hydrolyse 
derjenigen p-Glukoside, die eine hohe Affinitat zur p-GlukosidaEe besitzen. Da die 
Saccharase eine hohe Substrataffinitat besitzt, folgt auch die Fructosidase der 
bei der P-Glukosidase gefundenen GesetzmaBigkeit. 

Dagegen verlii.uft die durch Wassers~offionen katalysierte Rohrzucker
spaltung in schwerem Wasser rascher als in gewohnlichem.6 

Struktur der Saccharase. 

Die umfangreichen Arbeiten iiber die Isolierung der Saccharase, die besonders 
von R. WILLSTATTER und von H. v. EULER mit ihren Mitarbeitern ausgefiihrt 
wurden, hatten zum Ziel, die chemische Natur der Saccharase kennenzulernen. 
Dieses Ziel ist noch nicht erreicht, weil bisher stets die mit fortschreitender 
Reinigung wachsende Unbestii.ndigkeit des Enzyms ein uniiberwindliches Hindernis 
bildete. Unsere Vorstellungen iiber die Struktur der Saccharase sind daher aus 
Beobachtungen iiber das Verhalten des Enzyms in noch unreinem Zustand, bzw. 
bei der Reinigung selbst gewonnen. Sie erstrecken sich einerseits auf den all
gemeinen Bau eines Enzyms, besonders die von R. WILLSTATTER gewonnenen 
Vorstellungen, und andererseits auf das Vorhandensein bestimmter chemischer 
Gruppierungen innerhalb des noch unbekannten Enzymmolekiils, wie sie vor 
aHem v. EULER und seine Schule erforscht haben. 

A. P. MATHEWS und J. H. GLENN' hatten schon 1911 auf Grund der Beob
achtung, daB ihre Saccharasepraparate sowohl Proteine wie Hefegummi hart
nii.ckig festhielten, die Ansicht geauJlert, daB diese beiden Bestandteile zusammen 
das Enzym bilden konnten, wobei sie dem Protein die enzymatische Wirkung, 
dem Hefegummi die Aufgabe, das Protein zu tragen, zuschrieben. Sicherlich 
haben weder von dem Protein noch von dem Hefegummi, die sie in Handen hatten, 
mehr als Spuren zu dem Enzym selbst gehort. Sie bildeten den Ballast, viel
leicht auch mit dem Enzym locker verbundene Schlepper ohne Zusammenhang 
mit der Enzymwirkung. 

1 G. GORBACH, K. LERCH: Biochem. Z. 219 (1930), 122; 285 (1931). 259. 
2 J. gen. Physiol. 9 (1925), 211. 
3 H. v. EULER, S. KULLBERG: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 71 (1911),134.-

H. v. EULER, H. LAURIN: Ebenda 108 (1919), 64; 110 (1920), 55. - H. v. EULER, 
K. MYRBACK: Ebenda 120 (1922), 61. 

, Z. physik. Chern., Abt. B 27 (1934), 6. 
5 Z. physik. Chern., Abt. A 175 (1936), 304. 
8 E. A.MoELWYN-HUGHES, K. F. BONIIOEFFER: Naturwiss. 22 (1934), 174. - E. A. 

MOELWYN-HuGIlES: Z. physik. Chern., Abt. B, 26 (1934). 272. 
, J. bioI. Chemistry 9 (1911), 51. 
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Auf Grund viel eingehenderer Studien und durch den Vergleich des Invertins 
von den rohen Auszugen bis zu den hochst gereinigten Praparaten gelangte aber 
R. WILLSTATTER1 wieder zu der Vorstellung, daB die Enzyme allgemein aus zwei 
Teilen bestehen, namlich aus einer rein chemisch wirkenden aktiven Gruppe und 
aus einem mit ihr durch Symplexbildung vereinigten Trager, der ein Kolloid 
und daher flir die Kolloidnatur der Enzyme verantwortlich ist. Nachdem diese 
Theorie bei der Aufklarung der Struktur des gelben Atmungsferments durch 
O. WARBURG und W. CHRISTIAN 2 ihre Bestatigung gefunden hat, spricht man 
statt von aktiver Gruppe besser von prosthetischer Gruppe, bzw. vom Co-Ferment 
oder Agon. Der Trager wird auch Apoferment oder Pheron genannt. Wahrend 
aber bei den in ihrer Struktur aufgeklarten Enzymen das Pheron sich stets als 
ein Protein mit bestimmten Eigenschaften erwies, ist es bei der Saccharase wahr
scheinlich, daB der Trager wechseln kann. 1m Verlauf· der Reinigungsoperationen 
gelang es namlich, sowohl proteinfreies, aber hefegummihaltiges, oder hefegummi
freies, aber proteinhaltiges Invertin von ungefahr demselben hohen Reinheitsgrad 
darzustellen. Beide Gruppen unter Erhaltung der Wirksamkeit vollig abzu
trennen, miBlang stets. R. WILLSTATTER kam daher zu dem SchluB,3 "daB von 
den chemisch definierten kolloiden Begleitstoffen, soweit die Versuche reichen, 
jeder einzelne unter Erhaltung der spezifischen Enzymwirksamkeit abgetrennt 
werden kann, und nach der Erfahrung von der Inkonstanz der Enzymaffinitaten 
ist es wahrscheinlich, daB die Natur der kolloiden Trager veranderlich ist." 
In80fern wird also ein EinfluB des kolloiden Tragers auf die Varianten der Affinitat 
fur moglich gehalten. Ein einzelner kolloider Trager scheint entbehrlich zu 
sein, aber nur dann, wenn der Saccharase ein anderer geeigneter zur Verfugung 
steht. 

Uber die Zugehorigkeit der Saccharase zu einer bestimmten Gruppe organi
scher Verbindungen ist eine Aussage noch nicht moglich. Jedoch laBt sich aus 
der Hemmung durch spezifische Gifte folgern, daB die Saccharase einen Ampho
lyten darsteIlt, was auch aus dem gleichen Adsorptionsverhalten gereinigter 
Hefepraparate gegenuber Tonerde und Kaolin hervorgeht. H. v. EULER und 
K. JOSEPHSON' unterscheiden auf Grund der Aktivitats-PH-Kurven zweierlei 
Gruppen: das Alkalisalz einer Aminosaure auf der alkalis chen Seite, deren 
Carboxylgruppe die katalytische Spaltung besorgen soIl, auf der sauren Seite 
ein Salz, dessen Kation Affinitat zum Substrat besitzt. Nach K. MYRBACK5 

handelt es sich hierbei urn eine Aminogruppe. Die Existenz dieser Aminogruppe 
ist sehr wahrscheinlich gemacht durch die zerstfirende Wirkung der salpetrigen 
Saure. . Auch die Inaktivierungserscheinungen durch Pikrinsaure, Phosphor
wolframsaure usw. sprechen flir das Vorhandensein einer basischen Gruppe im 
Enzym. DaB das Agon eine freie Carbonylgruppe enthalt, wird durch die Gift
wirkung von Aldehydreagentien, speziell von Aminen, gestutzt, die nach MYRBACK 
in vollig reversibler Reaktion SCHIFFsche Basen liefem. Die Hemmung wird 
durch Zusatz von Zucker oder Aldehyd wieder aufgehoben. Eben80 wie primare 
Amine hemmen Phenylhydrazin und Aminoguanidin, nicht dagegen Semi
carbazid, das nicht mit Aldehydzucker reagiert. MYRBACK vermutet deshalb, 
daB diese Carbonylgruppe einem Aldehydzucker angehOrt. 

Die gut gestiitzte Hypothese von K. MYRBACK, daB die aktive Gruppe der 

1 R. WILI.STATTER, K. SCHNEIDER, E. WENZEL: Hoppe-Seyler's Z. physiol. 
Chern. 151 (1926), 1. - R. WILI.STATTER: Ber. dtsch. chern. Ges.50 (1922), 3601. 

2 Naturwiss. 20 (1932), 688, 988; Biochem. Z. 2M (1932), 438; 21)7 (1933), 492. 
a Ber. dtsch. chern. Ges.1)9 (1926), 1, und zwar 12. 
4 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 151) (1926), 1. 
5 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 158 (1926), 160; 159 (1926), 1. 
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p-h-Fructosidase ein Kohlehydrat mit freier Aldehydgruppe ist, wurde von 
H. LETTREI aufgegriffen. Er vermutet. daB die Wasseriibertragung von der 
Aldehydgruppe selbst ausgefiihrt werden konnte nach folgendem Schema (wo 
RI-0-R2 das Substrat und Enzym -C=O das Enzym darstellen): 

I 
H 

/OH 
Enzym-C=O + HIO = Enzym-C-OH 

I 'H 
H 

/OH /OH 
Enzym-C~OH + RI-0-R. = [Enzym-C,,-OH ... R1-O-R2] 

H H 

= Enzym-C=O + R1-OH + R.-OH, 
I 

H 

wo ~ derjenige Zuckerrest ist, zu dem das Enzym Affinitat besitzt. 

Reversion der Wirkung. 

Die biochemische Synthese der Saccharose ist bisher noch nicht gelungen. 
Sie konnte auch nicht gelingen, solange man von n-Fructose ausging, die eine 
Fructo-Pyranose ist. Die zur Synthese notwendige Fructo-Furanose ist in 
freiem Zustand nicht bestandig. Sie lagert sich sofort in Fructo-Pyranose um. 

Eine noch nicht bestatigte enzymatische Rohrzuckersynthese wird von 
A. J. OPARIN und A. L. KURSSANOW2 beschrieben. 

Nach F. KLAGES und R. NIEMANN3 muB auch eine rein chemische Synthese 
des Rohrzuckers zur Zeit als unmoglich angesehen werden, da die Gleichgewichts
einstellung der Tetraacetylzucker Eltets ungiinstig verlauft und die Fructohalo
genosen sehr labiI und dabei reaktionstrage sind. Bei allen Versuchen erhielten 
Verfasser stets die lX,p-Verbindung = Isosaccharose. Nach ihrer Ansicht konnen 
auch A. PICTET und H. VOGEL' unter den von ihnen angegebenen Bedingungen 
keinen Rohrzucker erhalten hahen. 

2. IX-Glukosidase~ 
Das meist untersuchte Beispiel der IX-Glukosidasen ist die MaZtaBe, und zwar 

sowohl die der Hefe als auch die Gerstenma.ltase; ihr typisches Substrat ist die 
Maltose. 

Spezifitit der 1X-G1ukosidase. 

Die Arbeiten iiber die Spezifitat der Maltase haben unsere allgemeinen 
Kenntnisse iiber die Wirkungsweise der Carbohydrasen sehr bereichert. Es 
handelt sich dabei hauptsachlich um die Frage, ob die Saccharose von der 
IX-Glukosidgruppe her durch eine besondere Glukosaccharase oder durch ein all
gemein auf IX-Glukoside eingestelltes Enzym gespalten wird, das dann mit Maltase 

1 Angew. Chern. 60 (1937), 581. 
2 Chern. Ztrbl. 1988, II, 1795. 
3 Liebigs Ann. Chern. 629 (1937), 185. 
, C. R. Hebd. Seances Acad. Sci. 186 (1928),724. - Helv. chim. Acta 11 (1928), 436. 

Hdb. d. Katalyse, In. 6 
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und Glukosaccharase identisch sein muB. Die Entscheidung fur die letztere 
Annahme hat die Systematik der Carbohydrasen wesentlich vereinfacht. 

Die Substrate der (X-Glukosidase sind folgende: Maltose, /X-Methyl- und 
/X-Phenylglukoside, Turanose, Melecitose, Saccharose. Nach R. WILLSTATTER1 

werden allgemein die Phenolglukoside leichter und schneller gespalten ala die 
Methylglukoside. Sie eignen sich daher besonders fur Spezifitii.tsuntersuchungen. 

Die Maltose ist nach W. N. HAWORTH2 eine /X-Glukosido-4-glukose, in der 
beide Glukosereste normale Pyranosen sind. 

HOHIC 0 HORIC 
)_'" /t_~", 
H~H H~H '< OH H -II< - 0 -- OH H 

HO OH 
I I I 

R ORR OR 
... Haltose. 

Ebenso leiten sich die (X-Methyl- und Phenylglukoside VOJl der Gluko-Pyranose abo 
Die Turanose ist eine /X-Glukosido-6-fructose. 1m Trisaccharid Melecitose 

sind zwei /X-Glukosido-Reste mit Fructose verknupft, der eine an der reduzierenden 
C~2-Gruppe, wie in der Saccharose, der andere an einer nichtreduzierenden 
C-Gruppe, wie in der Turanose (entweder 5- oder 6-C-Atom). 

E. FISCHER3 fand, daB Hefeextrakte zur Spaltung von Maltose wie von 
anderen /X-Glukosiden befahigt sind. Er schrieb beide Wirkungen der Maltase 
zu. R. WILLSTATTER und W. STEIBEL-r4 beobachteten sehr groBe Schwankungen 
der Zeitwertquotienten von /X-Methylglukosid- und Maltosespaltung, so daB sie 
anfangs eine Verschiedenheit von /X-Methylglukosidase und Maltase vermuteten. 
R. WILLSTATTER, R. KUHN und H. SOBOTKA5 bestii.tigten die groBen Schwan
kungen derZeitwertquotienten bei ihren Untersuchungen mit /X-Methyl-, /X-.!thyl-, 
/X-Phenylglukosiden an den verschiedensten Bierhefen. Durch Extrapolation auf 
unendliche Substratkonzentration nach der Methode von R. WILLSTATTER und 
R. KUHN (S.64) konnten sie aber die von Hefe zu Hefe und von Substrat zu 
Substrat wechselnden Affinitatsbetrage ausschalten (siehe Tabelle 5), woraufhin 
sich Gleichheit der Zeitwertquotienten und damit die Identitat von /X-Glukosidase 
und Maltase ergab. Die Feststellung der Identitat bezog sich aber nur auf die 
Maltase aus Hefen. Gerstenmaltase zeigte ein ganz anderes Verhalten. Sie war 
gegenuber /X-Methylglukosid und gegenuber einer im reduzierenden Rest sub
stituierten Maltose (f1-Methyl-Maltosid) wirkungslos. J. LEmoWITz8 suchte nach 
einer Erklarung dafur, daB eine Anderung an der freien Glukosegruppe bei der 
Maltase der einen Herkunft zur Unspaltbarkeit fiihrt, wahrend die anderer Her
kunft auch diese Substrate spaltet. Er stellte die Theorie auf, daB es Maltasen 
gibt, die an der glukosidischen Seite, und solche, die an der Seite der freien Glukose 
die Maltose angreifen; er unterscheidet also Glukosido- und Glukomaltasen. 
Die Klarung dieser Verhaltnisse war von groBer Wichtigkeit, da das Spezifitats
prinzip der' Carbohydrasen neuerdings nur auf die glukosidisch verknupften 
Zuckerreste bezogen wird. Die Existenz einer Glukomaltase wiirde also das 

1 R. WILLSTATTER, R. KUHN, H. SOBOTKA: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 134 
(1924), 224. 

2 W. N. HAWORTH, ST. PEAT: J. chern. Soc. (London) 1926, 3094. 
a Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 26 (1898/99), 60. 
, Hoppe-Seyler'S Z. physiol. Chern. 106 (1919), 20l. 
5 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 134 (1924), 224. 
8 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 149 (1925), 184. 
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Tabelle 5. VergZeich der beobachteten ur&d reduzierten 
Enzymwertquotienten. I Methylglukosld/Maltoee PhenyJgluk08ld/Maltose 

Enzym aus 
(,10,14 I (,I .. I (,10,16 (,I. 

Lowenbrii.uhefe ........ 0,25 

I 
0,21 7,0 0,1 

Hofbrii.uhefe ........... 0,31 0,18 10,7 6,1 
Kopenhagener Hefe .... 0,56 0,28 - -
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allgemeine Spezifitii.tsprinzip durchbrechen. In die Gruppe der Glukomaltasen 
gebOrt Bach J. LEIBOWITZ und P. MECHLINSKI1 auch die Ta.ka.maltase aus A8per. 
giUUB oryzae mit dem PH·Optimum 4 bis 4,5. Auch sie schien weder t¥.Methyl. 
glukosid noch Maltosazon zu spalten. R. WEIDENHAGENI gelang aber der Nach· 
weis, daB Gersten· und Takamaltase, also die Glukomaltasen von LEIBOWITZ, 
wenn auch· nicht das Methylglukosid, so doch Phenylglukosid und andere ver· 
wandte aromatische Glukoside spalten. Die Theorie von LEIBOWITZ wurde 
schlieBlich noch dadurch widerlegt, daB R. WEIDENHAGEN3 mit sehr konzen. 
trierten Malzausziigen doch eine geringe Spaltung von IX.MethyIglukosid und 
H. PRINGSHEIM und F. LoEW' eine Spaltung von Maltoson und Maltobionsii.ure 
durch Takamaltase herbeifiihren konnten. Man ist daher berechtigt, auch die 
Maltasen der Gerste und des A8pergiUUB oryzae als Glukosidomaltasen aufzu. 
faasen. Allerdings muB man dann sehr bedeutende Unterschiede der relativen 
Spezifitii.t bei den Maltasen verschiedener Herkunft annehmen. Es ist darauf 
hinzuweisen, daB die Untersuchungen von WILLSTATTER und STEmELT iiber die 
Zeitwertquotienten der Maltose· und der IX.Methylglukosidspaltung tatsii.chlich 
groBe Affinitii.tsschwankungen fiir die Maltasen verschiedener Heferassen er· 
wiesen haben. 

Bevor die relative Spezifitii.t der Maltasen verschiedener Herkunft ihre LOsung 
gefunden hatte, war ein anderes Spezifitii.tsproblem von R. KUHN aufgewiesen 
worden.o Bei seinen Untersuchungen iiber die Hemmbarkeit der Saccharase 
durch ihre Spaltprodukte fand er, daB Hefesaccharase wohl durch p.Glukose 
und Fructose, aber nicht durch IX·Glukose, dagegen Takasaccharase stark durch 
IX-Glukose, jedoch gar nicht durch p-Glukose und Fructose gehemmt wurde. 
Er scbloS daraus, daB es zwei rohrzuckerspaltende Enzyme gibt, die er Fructo
saccharase und Glucosaccharase nannte. Die Fructosaccharase greift den Rohr
zucker an der fructosidischen Hii.lfte, das andere Enzym an der glukosidischen an. 
H. V. EULER und K. JOSEPHSON' traten dieser Zwei-Enzym-Theorie entgegen, 
da sie bei Anwendung einer Stockholmer Unterhefe meBbare Reaktionsverzoge
rung auch durch IX-Glukose fanden. Um die in diesen Versuchen aufgefundene 
Affinitii.t der Hefesaccharase zu Fruc~, IX· und p-Glukose erklii.ren zu konnen, 
begriindeteH. v. EULER? die Zwei-Alfinitats-Tkeorie: Das Enzym besitzt damach 
zwei Affinitatsstellen: Affinitatsstelle I, die sogenannte spezifische, vermittelt 
die Bindung an dem Fructoseanteil des Rohrzuckers und bildet so die Voraus· 
setzung fiir die Spezifitat iiberhaupt. Die Affinitii.tsstelle 2 greift an dem Glukose. 

1 Hoppe-Seyler'S Z. physiol. Chem.1M (1925), 64 . 
. 2 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.218 (1933), 255. 
8 Z. Ver. dtsch. Zuckerind. 78 (1928), 788. 
a Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 207 (1932), 241. 
i Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem.129 (1923), 57; Naturwiss.11 (1923), 732. 
8 Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 182 (1923/24). 301. 
7 Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 148 (1925). 79. 
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rest an. Sie laBt sich auch durch eine Reihe anderer Zucker absattigen, wodurch 
dann dar zur Spaltung notwendige tthergang von der Molekiilart J 

Fructose < > Glukose 
I 

I Saccharase I 
in die Molekiilart II 

Fructose < > Glukose 
I I 

I Saccharase I 
verhinderl wird. Dies bedingt die Hemmung. 

R. KUHN und H. MUNCH l priiften an vielen Hefesaccharasen den EinfluB 
der ~-Glukose und bestatigten in einer Reihe von Fallen die Hemmung. Sie 
fiihrlen aber spater diese Hemmung nicht auf Affinitat zwischen ~-Glukose und 
Enzym, sondem auf Herabsetzung der Zerfallsgeschwindigkeit zuriick.2 Man 
kann also auch ohne Annahme der Zwei-Affinitats-Theorie die beobachteten Er
scheinungen deuten. AuBer den Hemmungs- und Affinitatsmessungen wurde von 
KUHN noch ein anderes Kriterium herangezogen, namlich die Priifung von 
Derivaten des Rohrzuckers auf ihre Spaltbarkeit. Fructosaccharase muB aIle 
Derivate des Rohrzuckers spalten, in denen die fiir die Vereinigung mit dem 
Enzym maBgehende Fructosehalfte unheriihrl ist, also 

Rohrzucker = Glukose <> Fructose, 
Gentianose = Glukose < Glukose <> Fructose, 
Raffinose = Galaktose < Glukose <> Fructose, 
Stachyose = Galaktose < Galaktose < Glukose <> Fructose, 
Hesperonal = Phosphorsaure < Glukose <> Fructose. 

Dagegen darf die Glukosaccharase nur diejenigen Derivate spalten, bei 
denen die Glukose nicht blockiel't ist, z. B. Melecitose = Glukose <> Fructose> 
> Glukose. 

Tatsachlich greift gereinigte Hefesaccharase Melecitose nicht an, wohl aber 
Takasaccharase.3 

Die Losung des Problems wurde von R. WEIDENHAGEN erhracht.4 R. WILL
STATTER und E. B.AMANN5 hatten ein Trennungsverfahren fiir Saccharase und 
Maltase aus Hefe ausgearheitet. R. WEIDENHAGEN heohachtete nun, daB nach 
diesem Verfahren isolierte saccharasefreie Maltase zwar bei PH 4,5, dem Optimum 
der Fructoaidase, gegen Rohrzucker v6llig unwirksam ist, jedoch hei PH 7 eine 
erhebliche Spaltung des Rohrzuckers };Iewirkt. Er bewies damit, daB Gluko
saccharase nichts anderes als ~-Glukosidase ist. 

Dies war zugleich der starkste Beweis fiir seine Theorie, daB die Spaltung 
der Di- und Trisaccharide nur auf die Tatigkeit einfacher Glukosidasen zuriick
zufiihren sei. Demnach kann fiir die Spaltung der Maltose nur eine ~-Glukosidase 
verantwortlich sein, wahrend die Rohrzuckerhydrolyse entsprechend der KUHN
schen Annahme durch zwei verschiedene Enzyme bewirkt werden kann, namlich 
je nach der Angriffsstelle durch die tJ-h-Fructosidase (= Saccharase) odeI' durch 
die ~-Glucosidase (= Maltase = Glukosaccharase). 

Auch an den Trisacchariden, die sich vom Rohrzucker ableiten, bestatigt 
sich die Theorie von R. WEIDENHAGEN.6 Er findet die reine ~_Gl l{osidase ohne 

1 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 150 (1925), 220. 
2 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 168 (1927), 1. 
S R. KUHN, G. E. V. GRUNDHERR: Bel'. dtsch. chern. Ges. 59 (1926), 1655. 
« Z. Ver.· dtsch. Zuckerind. 78 (1928), 542. 
6 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 151 (1926), 273. 
6 Ergebn. Enzymforsch., Bd. I, S. 168, und zwar S. 174ff. Leipzig, 1932. 
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jede Wirkung auf Raffinose, wahrend die jJ-k-Fructosidase ihrerseits Melecitose 
gegeniiber wirkungslos ist. Die Melecitose wird von verdiinnten Sauren in 
Glukose und Turanose zerlegt (R. KUHN und G. E. v. GRUNDHERR)l, die IX-Gluko
sidase der Hefe (R. WEIDENHAGEN1, R. KUHN und H. MUNCH2) und des A8per
gillus oryzae dagegen bewirkt ihren Zerfall in die drei Monosen, indem der Angriff 
des Enzyms von beiden Seiten gleichzeitig erfolgt. Auch die von M. ROHDE
WALD 3 mit verschiedenen Schimmelpilzen ausgefiihrten Untersuchungen ergaben 
stets eine Totalhydrolyse der Melecitose. 

Die eingehende Untersuchung des V orkommens der beiden Enzymtypen in 
Aspergillen und Ponicillien ergab, daB die Ausstattung dieser Pilze in bezug auf 
Glukosidase und Fructosidase auch innerhalb derselben Art eine sehr wechselnde 
ist. Dadurch erklaren sich viele divergierende Befunde, vor allem in bezug auf 
Aspergillus oryzae. 

Die Theorie von WEIDENHAGEN bietet zweifellos die einfachste und klarste 
Losung der Spezifitat de:r Carbohydrasen. Jedoch gibt es auch Tatsachen, die 
gegen die Annahme einer einzigen IX-Glukosidase sprechen. Es sind namlich 
Maltasen aufgefunden worden, die wohl Maltose, aber nicht Rohrzucker spalten. 
E. HOFMANN' bestatigte den Befund E. FrSCHERS, daB die frische He£e und der 
Autolysesaft von Schizosaccharomyces octoSp01U8 nur Maltose angreift, der Auto
lyseriickstand dagegen auch Saccharose. Weitere Falle dieser Art wurden durch 
die Untersuchungen von H. KARSTROM5 bei einem Stamm von Bacterium coli, 
von I. S. KLEINER und H. TAUBER6 bei tierischen Maltasen (Speichel- und 
Brustdriisenmaltase), von N. IWANoFF, DODoWNA und TSCHASTUCHIN7 bei 
Champignons bekannt. In den anschlieBenden Auseinandersetzungen mit A. I. 
VIRTANEN8 und mit K. MYRB.A.CK9 konnte R. WEIDENHAGEN11I die Existenz von 
Maltasen, die keinen Rohrzucker spalten, nicht widerlegen. Wenn damit auch 
keineswegs seine Theorie aufgehoben wird, so bietet gerade die Maltase, mit 
deren Hilfe sie bewiesen wurde, ein charakteristisches Beispiel da£iir, daB inner
halb des Typus einer Glukosidase fiir individuelle Unterschiede der relativen 
Spezifitat bis hin zur volligen Nichtspaltung ein breiter Raum gelassen werden 
muB,u 

Vorkommen der IX-GlukosidaseP 

Sie findet sich sowohl im Pflanzen- als auch im Tierreich fast immer als 
Begleiter der Amylase. Am wichtigsten ist die Hefemaltase. Es gibt nur einige 
wenige Heferassen, in denen sie fehlt, so im Saccharomyces marxian-us, Saccha
romyces exiguus, Saccharomyces ludwigii und Pseudosaccharomyces. Auch in 

1 Ber. dtsch. chern. Ges. 59 (1926), 1655. 
2 ~oppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 163 (1927), 1. 
3 Uber pflanzliche und tierische Saccharasen. Dissertation. Miinchen, 1929. 
, Biochem. Z. 272 (1934), 417; 275 (1935), 320. 
6 Biochem. Z. 231 (1931), 399. 
6 J. bioI. Chemistry 99 (1932), 241. 
7 Fermentforsch. 11 (1930), 433. 
8 Biochem. Z. 235 (1931), 490. 
9 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 198 (1931). 196; 205 (1932). 248. 
10 Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 200 (1931), 279. 
11 Es folgten noch weitere Angriffe gegen die Spezifitatstheorie von R. WEIDEN

HAGEN unter Heranziehung anderer Substrate von K. und S. MYRBACK [Svensk 
kern. Tidskr.48 (1936), 64] und E. HOFMANN [Biochem. Z.285 (1936), 429; 287 
(1936), 271]. - Nach J. LEIBOWITZ und S. HESTRIN [Nature (London) 143 (1939), 
333] ist die Takamaltllse bei PH = 3,5 hitzestabil, die Takasaccharase dagegen wird 
vollig zerstort. 

12 Siehe Literaturangaben in C.OPPENHEIMER: Die Fermente und ihre Wirkungen, 
Bd. I, S. 576, und SuppI.-Bd. I, S. 249. 
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den Milchzuckerhefen ist sie nicht vorhanden. Sie findet sich ferner in zahl
reichen anderen Kryptogamen, so vor allem im AspergiU'tUI oryzae. Bakterien 
scheinen fast stets Maltase zu enthalten. 

In den hOheren Pflanzen kommt sie in den Samen, Friichten und Blii.ttern 
vor. Am wichtigsten ist die Gerstenmalzmaltase, die auch wegen ihrer ab
weichenden Spezifitat Beachtung verdient. 

In tierischen Organen findet sich Maltase stets neben der Amylase, so im 
Speichel, Darm, Pankreas, Leber, im Blut, in den Leukocyten. Die gegeniiber 
Raffinose wirksame Darmsaccharase faSt WEIDENHAGEN auch als £x-Glukosidase 
auf. 

Die Hefemaltase ist ebenso wie die Saccharase ein typisches Endoenzym. 
Sie ist jedoch lockerer an die Zellmembran adsorbiert als die Saccharase, denn 
sie geht bei der Autolyse rascher in LOsung als diese. 

Die Leukocytenmaltase ist zum Teil Lyomaltase, zum Teilliegt sie als Desmo
enzym vor.l 

Bestimmungsmethoden und Einheiten. 
1. Bestimmungsmethoden. 

Die Bestimmungsmethoden entsprechen den bei der Saccharase beschriebenen. 
Standardsubstrat ist Maltose. 

Bei der polarimetrischen Methode, die am meisten angewandt wird, errechnet 
sich die Enddrehung £x" aus der experimentell gefundenen Anfangsdrehung £Xo 

./,""-
./"-

,Iff""' 
it: 

i 
II 
o 

......- durch die Beziehung: 
52,5 

£X oo = £xo' 129,0' 
Dann gilt weiter: 

(£xo - £Xt) : (£xo - £x"') = x: 100, 

wobei £Xt die Drehung zur Stoppzeit t und x 
der Spaltungsgrad ist. 

Unter Zugrundelegung der Zeit-Umsatz
Kurve von R. WILLSTATTER, 'fR. OPPENHEIMER 

~kttons!t_15 ZO und W. STEIBELT,· die von R. WILLSTATTER 
Abb. 7. Zeitlicher Verlaufder Maltosespal- und E. BAMANN3 fur Hefeautolysate bestatigt 
tung durch Hefe und Hefeautolysat. wurde, wird die Zeit der 50<yJgen Spaltung 

ermittelt (Abb. 7). 
FUr Spezifitatshestimmungen sind die Phenol-£x-Glukoside wegen ihrer 

leichteren Spaltbarkeit den aliphatischen Glukosiden vorzuziehen. 

2. Einheiten . 
. a) Nach, R. WILLSTATTER. 

Der Zeitwert nach WILLS TATTER, OPPENHEIMER und STEIBELT ist die Zeit, die 
1 g getroeknete Hefe oder 1 g Hefepraparat braueht, urn bei 300 2,5 g Maltosehydrat 
zur HiUfte zu hydrolysieren, wenn diese mit 0,5 g Phosphatmischung vom PH = 6,8 
in 50 em' enthalten sind. 

Der Malta.sewert ist das 1000fache des reziproken Maltasezeitwertes, also die 
Zahl der Einheiten in 1 kg Trockenhefe. 

Die Maltaseeinheit ist die Enzymmenge in 1 g Troekensubstanz vom Zeitwert 1, 
also die Enzymmenge, die 2,5 g Maltosehydrat in 50 em8 bei 300 und bei PH = 6,8 

1 R. WILLSTATTER, M. ROHDEWALD: Hoppe-Seyler'S Z. physio!. Chern. 209 
(1932), 33. 

• Hoppe-Seyler's Z. physio!. Chern. 110 (1920), 232. 
a Hoppe-Seyler'S Z. physio!. Chern. 161 (1926), 242. 
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zu 50% in einer Minute spaltet. Man nennt sie die "scheinbare Maltaseeinheit" 
M· [e], da die Kinetik der Maltasepra.parate eine wechselnde ist. Der Ausdruck 
M.[e] ist zweckmii..I3ig noch duren Angabe der Kinetik zu ergiinzen, die der Be
rechnung zugrunde liegt, z. B. [ed bzw. [e.] je nach den Zeit-Umsatz-Kurven (siehe 
Kapitel Kinetik, Abb. 8; die Berechnunp: von M-[e1] basiert auf KurveA, die von 
M-[e.] auf Kurve B). 

b) Nach R. WEIDENHAGEN. 
WEIDENHAGEN hat die Bedingungen, die WILLSTATTER bei der Maltosespaltung 

anwandte, als Normalbedingungen fUr die Bestimmung von Glukosiden iiberhaupt 
festgelegt. Er akzeptiert die WILLSTATTERBchen Definitionen fUr Zeitwert und 
Enzym- bzw. Maltaseeinheiten. Jedoch bezeichnet er als Enzym- bzw. Maltasewert 
die Zahl der Einheiten in 1 g Trockensubstanz (statt in 1000 g). 

Darstellung und Reinigung. 
1. Die Hefemaltase. 

Diese wurde zuerst von BOURQUELO'P in der Hefe ermittelt. 1hr Nachweis 
bereitete anfangs Schwierigkeiten. Erst R. WILLST.iTTER, TIt.OPFENHEIMER 
und W. STEIBELT2 zeigten, daB die Unterschiede, die beziiglich der Exosmose 
aus der Zelle zwischen Saccharase und Maltase gefunden wurden, nicht auf einer 
geringeren LOslichkeit der Maltase gegeniiber Saccharase beruhen, sondem 
auf der maltasezerstOrenden und spaltungshemmenden Wirkung von Sauren, 
die bei Gegenwart von Zellgiften am Reaktionsort gebildet werden. Bei Gegen
wart eines Puffers oder bei standiger Neutralisation der auftretenden Saure 
lieBen sich maltasehaltige Ausziige gewinnen. R. WILLSTATTER und W. STEmEUJ..3 
arbeiteten ein Verfahren aus, das sich zum Nachweis der Maltase auch in der 
lebenden Hefe selbst eignete, namlich rasche AbtOtung der Hefe mit Essigester 
und Unschadlichmachung der gebildeten Saure durch Neutralisation. 

Die direkte Bestimmung sowie die "Oberfiihrung der Hefemaltase in Autolysate 
wurde durch R. WILLSTATTER und E. BAMANN4 vervollkommnet: Fiir beide 
Zwecke lieBen sie das Zellgift, am besten Essigester, einige Zeit unverdiinnt 
auf die Hefe einwirken. Erst nach vollstandiger Verfliissigung verdiinnten und 
neutralisierten sie. Sie wiesen auch nach, daB genau soviel Maltase in LOsung 
iibergefiihrt werden konnte, ala in der Hefe selbst nachgewiesen worden war. 

DarsteUung einer MaltaBelOsung mit Hille van EsBigester. 

Die scharf abgepreLlte Hefe verriihrt man mit Hilfe eines dicken Glasstabes in 
einer Pulverflasche mit Essigester (10 cm8 auf 100 g Frischhefe) bis zur Verfliissigung, 
die in etwa 5-10 Minuten vollstii.ndig wird. Die diinnbreiige Masse bleibt dann noch 
eine Zeitlang stehen, etwa 1/. Stunde, wahrend deren Saurebildung erfolgt und wieder 
nachlaLlt. Darauf wird mit Wasser verdiinnt und mit verdiinntem Amm,oniak neutrale 
Reaktion auf Lackmus hergestellt. Die Analyse herausgenommener Proben zeigt 
die zweckmii..I3ige Dauer der Autolyse an. Bei hOchstens eintigigem Stehen gehen 
95-100% der Maltase in Losung, in zu langer Versuchsdauer bei Zimmertemperatur 
kann die Ausbeute zuriickgehen. 

Um MaltaselOsungen von noch hoheren Reinheitsgraden zu gewinnen, empfiehlt 
es sich, wie fUr Invertin beschrieben, kurze Zeit nach der Verdiinnung mit Wa.sser 
durch Zentrifugieren die bei der HefeverfliiBsigung und kurz damach ausgetretenen 
Stoffe abzutrennen und die wieder mit Wasser und Essigester angesetzte Hefema.sse 
einen Tag der Autolyse zu iiberlassen. 

1 J. L'Anat. et Physiol. 22 (1886), 162. 
2 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.110 (1920), 232. 
8 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 111 (1920), 157. 
, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.101 (1926), 242. 
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Dar8teUung mit Hille von Diammoniumphosphat. 
Der Verlauf der Freilegung hangt vom Wa.ssergehalt der Hefe ab; 21 %ige Hefe 

ist zu feucht, scharf abgepre13te, die 25-27% Trockensubstanz enthii.lt, ist sehr ge. 
eignet. Die Gewinnung der Maltase und Saccharase ist so noch einfacher, man braucht 
nur die Frischhefe mit 10% ihres Gewichts an feinst gepulvertem Phosphat bis zur 
Verfliissigung zu verriihren und nach etwa einer Stunde mit Wasser, dem Zehnfachen 
auf Trockenhefe' berechnet, zu verdiinnen, wobei das Neutralisieren wegfallt. Ge
wol- _Jich ist die Maltase in 5-8 Stunden quantitativ in Losung iibergefiihrt. 

Die Maltase ist viel weniger bestandig aIs die Saccharase. Bei Zimmertempera
tur verschwindet die Maltase innerhalb weniger Tage. Wird sie dauernd bei 0° 
aufbewahrt, so ist sie mehr aIs eine Woche ganz haltbar. In allen Fallen beob
achtet man am zweiten oder dritten Tag bedeutende Erhohung des Maltase
gehaltes, der vielleicht durch Veranderung und Abscheidung eines reaktions
hemmenden Stoffes zu erkliiren ist. Nach Verlauf etwa einer Woche nimmt 
die Aktivitiit abo 

Die Reinigung der Hefemaltase ist nur von der Absicht geleitet worden, 
sie von der begleitenden Saccharase abzutrennen. Diese Trennung ist zuerst 
R. WILLSTATTE'R und E. BAMA.NN1 gelungen. Sie beruht auf dem verschiedenen 
Adsorptionsverhalten von Saccharase und Maltase gegenuber Tonerde. Es 
zeigte sich, daB gealtertes Tonerdegel AI(OH)3 (C')') 2 und noch besser ein Gel von 
der Formel AlOgH eine ausgesprochene Vorliebe fur die Maltase hat, dagegen 
Saccharase nur sehr wenig adsorbiert. Aus diesen Adsorbaten wird durch primiires 
Alkaliphosphat nur Saccharase, und zwar vollstiindig, eluiert, wiihrend man 
die Maltase mit schwach alkalischem Phosphat aus dem Adsorbat herauslosen 
kann. 

Die Trepnungsmethode wurde von R. WEIDENHAGEN3 noah verbessert. Er 
ersetzt das Aluminiumhydroxyd AlOliH durch das frische Polyaluminium
hydroxyd B, das noch groBere Leistungsfahigkeit bezuglich Adsorption der 
tX-Glukosidase besitzt, wenn es in sehr kleinen Mengen angewandt wird. "Bei 
Anwendung von 0,072 Glukosidaseeinheiten und 0,042 Fructosidaseeinheiten 
in 80 cma Volumen gelingt es mit nur 381 mg Adsorbens (auf Al20 a berechnet) 
nahezu 80% tX-Glukosidase gegeniiber nur 4% Fructosidase zu adsorbieren. 
Die Fructosidase liiBt sich durch die von WILLS TATTER und BAMANN einge
fiihrte Vorelution mit primiirem Kaliumphosphat fast vollstiindig entfernen, 
so daB zum SchluO enzymatisch einheitliche Glukosidaselosungen erhalten werden, 
die noch mindestens 70% der Wirkung des Hefeautolysates besitzen." 

2. Die Gerstenmaizmaltase. 

Maltasehaltige Malzausziige gewinnt man nach H. PRINGSHEIM, A. GENIN 
und R. PEREWOSKy4 folgendermaBen: 

170 g Darrmalz werden mit 600 cma Wasser und einigen Tropfen Toluol 
iibergossen und nach zweitiigigem Stehen im Eisschrank abgenutscht. 

J. LEIBOWITZ5 liiBt 350 g Trockenmalz mit 1 I Toluolwasser 24 Stunden im 
Eisschrank stehen. Die filtrierten Auszuge werden im kontinuierlich arbeitenden 
Dialysator von GUTBIER durch Pergamentpapier gegen flieBendes Wasser 2 bis 
4 Tage bis zum Verschwinden der reduzierenden Wirkung dialysiert. 

1 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 151 (1926), 273. 
2 Siehe Fu13note 1 auf S.71. 
a Ergebn. Enzymforsch., Bd. I, S. 168, und zwar S. 189. Leipzig, 1932. 
, Bi~chem. Z.164 (1925), 117. 
6 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 149 (1925), 184. 
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Kinetik. 
Die Kinetik der Maltosespaltung erwies sich nach den Untersuchungen von 

R. WILLST.lTTER, 'fR.OPPENHEI1tIER und W. STEmELTl von Hefe zu Hefe und 
von Substrat zu Substrat verschieden. Sie folgt nicht streng der Reaktions
gleichung erster Ordnung, gewohnlich fiUlt die Geschwindigkeit langsamer ab 
als nach dieser Ordnung. R. WILLSTATTER und E. BAMANN2 beobachteten, daB 
die gereinigte Hefemaltase einen anderen zeitlichen Verlauf aufweist. Ihre 
Wirkung faUt rascher ab (Abb.8). 

Es handelt sich hierbei nicht urn eine Zerstorung des reiner gewordenen 
Enzyms wahrend der Spaltung, denn das Produkt aus Enzymmenge und 
Reaktionsdauer bleibt konstant. Die Erscheinung ist derart, wie wenn die Maltase 
von einem ihrer Hemmung durch entstehende Glukose entgegenwirkenden 
Stoff befreit worden ware. Infolge der Veranderlichkeit der Kinetik ist es nicht 
moglich, eine fUr aIle Praparate giiltige Maltaseeinheit aufzusteUen. Die Autoren 
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Abb. 8. Verlauf der Maltosespaltung. A mit Abb. 9. Spaltung von Saccharose und Maltose durch IX· 

Autolysat, B mit gerein\iter Maltase. Glukosldase bel gleicher Enzymkonzentration. 

fiihren daher diescheinbare Maltaseeinheit M-[e] ein, die von den Vnter
schieden der Kinetik abhangt. 

Nachdem R. WEIDENHAGEN3 die rohrzuckerspaltende Fahigkeit der IX
Glukosidase entdeckt hatte, verglich er die Spaltungsgeschwindigkeit von Maltose 
und Rohrzucker durch die gleiche Konzentration der von Saccharase befreiten 
Hefemaltase beim PH = 6,9.4 

Man sieht aus Abb. 9, daB die reine iX-Glukosidase das Substrat Saccharose 
etwa mit der doppelten Geschwindigkeit spaltet ~ie das Substrat Maltose. 

EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration. 

Die PH-Optima der IX-Glukosidase verschiedener Mikroben und Phanerogamen 
sind von E. HOFMANN5 in einer Tabelle zusammengestellt worden (siehe Ta belle 6). 

Das optimale PH der Hefemaltase haben R. WILLST.lTTER und E. BAMANN2 
nochmals bestimmt und fanden es bei 6,75 bis 7,25 liegend. Von tierischen 
IX-Glukosidasen wirkt die Blutmaltase6 optimal bei PH = 6,6 und die Maltase 
der Brustdriise7 bei 6,8 bis 7. 

1 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 110 (1920), 232. 
2 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 151 (1926), 242. 
8 Z. Ver. dtsch. Zuckerim:.. 78 (192R), 542. 
, R. WEIDENHAGEN: Z. Ver. dtsch. Zuckerind. 80 (1930), 3i6. 
5 Biochem. Z.275 (1935), 320. 
8 T. KOKURYO: Maltase III. Jap. J. med. Sci., Sect. II 2 (1933), 161; Ber. 

ges. Physiolog. expo Pharmakologie 74 (1933), 144. 
7 I. S. KLEINER, H. TAUBER: J. bioI. Chemistry 99 (1932), 241. 
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Tabelle 6. PH-Optima der MaltaBen nach HOFMANN. 

Ferment hergestellt I 
aus Art PH Autor 

Bakterien 

Hefen 

Spalthefen 

Bact. coli ............... . 7 H. KARSTROM 
Bact. Delbrucki .......... . 
Sulfatasebakterien ....... . 6,5 } E. HOFMANN 6,2-6,5 

Untergarige Hefe . . . . . . . .. 6,2-6,8 t R. WILLSTATTER, R. 
" ......... 6,8 J KUHN und H. SOBOTKA 

Schizo8accharomyces Octo8PO' 
rus .................. . 

Schizo8accharomyces Pombe 
SchizOBaccharomyces mellacei 

4,5 E. HOFMANN 

Schimmelpilzen A8pergillus oryzae (Takadia-
stase) ................ . 4,5 J. LEIBOWITZ 

A8pergillus niger . ........ . 4,2-4,6 E. HOFMANN 

Phanerogamen Aus Gerstenmalz ........ . 4,5 
5,5 

J. LEIBOWITZ 
Solanum indicum ........ . H. TAUBER, I. S. KLEINER 

Nachdem R. WEIDENHAGEN1 gefunden hatte, daB die von Saccharase abge
trennte lX-Glukosidase bei PH = 7 eine erhebliche Rohrzuckerspaltung bewirkt, 
unterzog er auch die Abhangigkeit der Rohrzuckerspaltung durch lX-Glukosi
dase von der Wasserstoffionenkonzentration einer Untersuchung.2 
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Abb. 10. Akt!v!tats·pu-Kurven von 
.. -Glukosidase ( __ ) und (I-h-

Fructo.ldase ( ______ oj. 

Abb. 10 zeigt die Aktivitats-PH-Kurven reiner 
lX-Glukosidase und ,B-h-Fructosidase. lX-Glukosidase 
spaltet den Rohrzucker optimal zwischen PH 6 
und 7, ,B-h-Fructosidase zwischen 4 und 5. Ein 
gewohnliches Hefeautolysat, das lX-Glukosidase 
und ,B-h-Fructosidase nebeneinander enthalt, muB 
infolgedessen eine Aktivitats-PH-Kurve mit brei
terer Kuppe aufweisen als die reine ,B-h-Fruc
tosidase, die bei PH = 7 nur noch zirka 40% ihrer 
optimalen Wirksamkeit besitzt. 

Aktivierung und Hemmung. 

Bei optimalem PH sind nach L. MICHAELIS und 
P. RONA3 Neutralsalze ohne nennenswerten EinfluB. T. KOKURYO' findet Akti
vierung von Blutmaltase durch Kochsalz, auch durch Natriumfluorid. 

Alkohol wirkt giftig; Hefemaltase wird schon durch 10%igen Alkohol stark 
geschiidigt.5 

Hemmung der Hefemaltase durch Glukose wurde von E. F. ARMSTRON06 

aufgefunden; L. MICHAELIS und P. RONA3 stellten fest, daB es sich hierbei urn 
Hemmung durch Mfinitat handelt. Dieselben Autoren untersuchten auch die 
Hemmung der Hefemaltase durch Glycerin, die jedoch nur auf Herabsetzung 
der Zerfal1sgeschwindigkeit der Enzym-Substrat-Verbindung beruht. Hemmung 

1 Z. Ver. dtsch. Zuckerind. 78 (1928), 542. 
2 Z. Ver. dtsch. Zuckerind. 80 (1930), 378. 
a Biochem. Z.60 (1914), 62. 
, Siehe Ful3note 7, S.89. 
6 BOKORNY: Zbl. Biochem.19 (1918), 456. 
6 Proc. Roy. Soc. (London) 78 (1904), 516. 
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durch Glycerin fanden H. PR:mGSHEIM und E. THILOI auch bei der Malzmaltase. 
Nach R. WILLSTATTER und M. ROHDEWALD2 wird die eX·Glukosidase der Leuko
cyten schon durch lOO/Jges Glycerin total gehemmt. 

Synthese. 

Die Synthesen von Holosiden und Heterosiden sind nur katalytisch be· 
schleunigte Einstellungen echter Gleichgewichte, und zwar unter dem EinfluB 
derselben Fermente, die auch die Zerlegung bewirken. Entdeckt wurde die 
Synthese von Maltose durch Hefeausziige von CROFT HILL,S daneben entsteht 
aber noch ein Gemisch anderer Glukosidoglukosen (siehe Synthese von p.Gluko. 
siden). DaB hierbei wirklich Maltose gebildet wird, wurde von H. PRINGSHEIM 
und J. LEIBOWITz4 noch einmal mit gereinigter Hefemaltase bei 'PH = 6,4 
nachgewiesen. Nach P. MICHLIN und P. KOLESNIKOwD wird die Synthese von 
Maltose durch Hefemaltase durch Zusatz kleiner Mengen EiweiB um 20-30% 
erhOht. 

Methyl., Athyl. und n.Propylglukosid wurden von A. AUBRY undBouRQUEL00r6 
zuerst biochemisch dargestellt. Es fo1gten dann noch Monoglukoside mit Glykol 
und Glycerin. 

Die friihere Annahme der Bildung eines natiirlich nicht vorkommenden 
Disaccharids Isomaltose wird heute nicht mehr vertreten. 

Trehalase. 

Die Trehalose ist ein eX.Glukosidoglukosid mit einer von Maltose abweichen· 
den Gruppierung. Sie reduziert nicht. Die Vereinigung muB also an den beiden 
glukosidischen Gruppen erfolgt sein. Die gewohnliche Hefemaltase spaltet 
Trehalose nicht. Mit einigen Weinhefen, z. B. Mucor Rouxii, Monilia candida 
konnte LINDNER? dagegen Spaltung erzielen. Man nahm infolgedessen eine 
besondere "Trehalase" an. R. WEIDENHAGEN8 identifizierte die Trehalase 
mit der eX-Glukosidase, ebenso H. PRINGSHEIM,9 obwohl sie die Nichtspaltung 
der Trehalose durch gewohnliche Hefemaltase bestatigen muBten. Die Frage 
konnte nur durch eine nii.here Untersuchung der Trehalose spaltenden Weinhefe 
mittels der Methode der Zeitwertquotienten oder durch praparative Trennung 
von Maltase und Trehalase· entschieden werden. 

Das Emulsin dar siiBen Mandeln graift nach R. WEIDENHAGEN10 und nach 
B. HELFERIOHll, 12 die Trehalose an, aber nicht die Maltose. Nachdem B. HELFE. 
RICHII in SiiBmandelemulsin eine Glukosidase nachgewiesen hatte, die eX·Phenyl
glukoside, wenn auch langsam, spaltet, konnte man die Trehalase zur eX·Gluko
sidase rechnen, indem man ihr eine sehr spezielle relative Spezifitat zuschreibt, 
die gerade das typische Substratnicht mehr erreicht. 

1 Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem.208 (1928), 99. 
B Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 209 (1932), 33. 
I J. chem. Soc. (London) 78 (1898), 634. 
, Ber. d'tsch. chem. Gas. 67 (1924), 1576. 
I Chern. Ztrbl. 1988 I, 1991. 
8 J. Pharmac. Chim. (7), 9 (1914). 19. 62. 
7 Wschr. Brauerei 28 (1911), 61. 612. 
8 Z. Ver. dtsch. Zuckerind. 79 (1929). 115. 
• Hoppe·Seyler's Z. ph.rsiol. Chem. 202 (1931), 23; 207 (1932/33), 241. 
10 Z. Ver. dtsch. Zuckerind. 78 (1928), 788. 
11 Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 208 (1932). 91. 
11 Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem.216 (1933), 277. 
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S. IJ-Olukosidase. 
Die im Pflanzenreich weitverbreiteten IJ-Glukoside werden von einer groBen 

Anzahl Enzymen aus Pflanzen, Mikroorganismen und niederen Tieren zerlegt, 
die neben der Aufspaltung der IJ-Glukosidbindung oft wenig Gemeinsames haben: 
Manche scheinen nur auf glukosidisch verkniipfte Zuckerreste eingestellt zu 
sein, andere nur auf Verbindungen zwischen Aglucon und Zucker, wieder andere 
spalten beide Arten von IJ-Glukosiden. Man hat daher ofters Holosidasen und 
Heterosidasen unterschieden. Aber die Grenzen sind flieBend. Teils sind die 
IJ-Glukosidasen typische Desmoenzyme, wie die enzymatischen Begleiter der 
Herzglykoside in den Pflanzen, andere lassen sich leicht in wsung iiberfiihren, 
wie das Emulsin der siiBen Mandeln. Haufig iilt das Vorkommen der IJ-Gluko
sidasen nicht genau genug untersucht, um zu entscheiden, ob es sich bei den 
Spaltungen um die Wirkung mehrerer Enzyme handelt. Nur bei ganz wenigen 
Vorkommen der IJ-Glukosidasen, wie beim Emulsin der Siillmandeln, ist die Spezifi
tat an einer so grollen Zahl von Su bstratengepriift, dall man ihren U mfang beurteilen 
kann. Sicher ist, dall in den verschiedenen Vorkommen mit den groBten Unter
schieden der relativen Spezifitat gerechnet werden mull, haufig mit volliger 
Indifferenz gegeniiber sonst leicht spaltbaren Substraten. Der Grund, weshalb 
man aIle diese Enzyme zu einem einzigen Typus zusammenfallt,. ist, daB kein 
Enzym, das IJ-Glukosidbindungen spaltet, jemals eine lX-Glukosidbindung losen 
konnte. Wo dies, wie z. B. im Emulsin, beobachtet wurde, hat sich bei der 
naheren Untersuchung herausgestellt, daB ein Gemisch von lX- und {1-Glukosidase 
vorlag. Da die Aufteilung solcher Gemische erst in den letzten Jahren erfolgte, 
sind die Angaben der iilteren Literatur in dieser Beziehung mit Vorsicht zu 
bewerten. B. HELFERICH1 schlagt vor, den Namen Emulsin, der friiher den 
nichtaufgeteilten Gemischen zugelegt wurde, auch jetzt noch dafiir zu verwenden 
und jegliche pflanzlichen oder tierischen Extrakte der {1-Glykosidasen Emulsine 
zu nennen, z. B. Mandelemulsin, Luzernenemulsin, Schneckenemulsin. Fiir die 
aufgeteilten Gemische dagegen sind die internationalen Bezeichnungen {1- bzw. 
lX-Glukosidase usw. zu verwenden. 

Wie sich einerseits unter dem Typus der {1-Glukosidase eine groBe Zahl von 
Enzymen individueller Pragung der Spezifitat zusammenfindet, so ist ander
seits der Umfang der Spezifitat bei den einzelnen Enzymen haufig groBer als 
bei den iibrigen Carbohydrasen, z. B. den lX-Glukosidasen. Dasselbe einheit
liche Enzym aus SiiBmandeln spaltet Hexoside und Pentoside, substituierte 
und nichtsubstituierte Zucker, wenn auch mitgroBen Unterschiedender Spaltungs
geschwindigkeit. Welche Veranderungen der Konstitution und Konfiguration 
sich noch mit der Spaltbarkeit vertragen, ist besonders bei der {1-Glukosidase 
des Emulsins von B. HE1LFERICH1 • 2 untersucht worden. 

Bei der Beschreibung der {1-Glukosidase miissen die wenigen naher unter
suchten FaIle in den Vordergrund der Betrachtung gestellt werden. Das ungeheure 
Material von Einzelbeobachtungen, die noch nicht geniigend untersucht und 
untereinander verkniipft sind, laBt sich im Rahmen dieses Handbuches nicht 
wiedergeben. 

Spezifitiit der {1-Glukosidase. 

LIEBIG und WOHLER fanden bei der Untersuchung des Amygdalins der 
SiiBmandeln, daB der Mandelextrakt selbst das Amygdalin in Benzaldehyd, 
Glukose und Blausaure zerlegt. Sie nannten den wirksamen Stoff Emulsin. 

1 Ergebn. Enzymforsch., Bd. VII, S. 83. Leipzig, 1938. 
2 Ergebn. Enzymforsch., Bd. II, S. 74. Leipzig, 1933. 
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E. FIscHel entdeckte die Spaltbarkeit des von ihm dargestellten p.Methyl. 
glukosids durch das Emulsin und stellte zugleich fest, daB das cX·Methylglukosid 
von Emulsin nicht gespalten wird. Wie bei allen Carbohydrasen werden nur 
die natiirlichen d.Formen, aber nicht die Z·Formen der Glukoside angegriffen. 
AIle von Emulsin spaltbaren Glukoside galten von da ab als p.Glukoside. Tat. 
s8.chlich ist aber das Emulsin ein Gemisch von viel p. und ganz wenig cX·Glukosidase 
und anderen Enzymen, so daB fiir exakte Versuche der Spaltbarkeit eine spezielle 
Untersuchung der enzymatischen Einheitlichkeit der verwendeten Priiparate 
notwendig ist. 

Ob die Wirkung des Emulsins auf p.Glukoside verschiedener Konstitution 
einer eiIiheitlichen p.Glukosidase oder mehreren Enzymen zugeschrieben werden 
muB, ist von R. WlLLSTATTER mit G.OPPENHEIMER2 und mit R KUHN und 
H. SOBOTKA3 festgestellt worden. Nachdem sie mit der Zeitwertquotientenmethode 
anfii.nglich groBe Verschiedenheit beobachtet hatten, ergab die Extrapolation 
auf unendliche Substratkonzentration die vollige Einheitlichkeit der p.Glukosidase 
des Emulsins gegeniiber folgenden Substraten: synthetische aliphatische und 
aromatische p.Glukoside sowie die natiirlichen Glukoside Helicin, Amygdalin, 
Salicin. 

Das Amygdalin ist ein in den Mandeln vorkommendes p.d.Mandelsii.ure. 
nitriIglykosid der Gentiobiose. Bei der enzymatischen Spaltung entstehen 
2 Mol p.Glukose, 1 Mol Benzaldehyd und 1 Mol Blausii.ure. Friiher glaubte man, 
daB drei Enzyme an dieser Reaktion beteiligt seien. Zunii.chst sollte die Di· 
saccharidbindung durch eine spezifische Amygdalase unter Freisetzung von 
1 Mol p.Glukose gelost werden. Das zuriickbleibende AmygdonitriIglukosid 
oder Prunasin (nach ARMSTRONG4) sollte dann durch die Prunase in ein weiteres 
Molekiil fJ·Glukose und Mandelsii.urenitril gespalten werden. An der Umwand. 
lung des Mandelsii.urenitriIs in Benzaldehyd und Blausii.ure ist ein Enzym be. 
teiligt, das man OxynitriIase nannte. Es wird aber bezweifelt, ob es iiberhaupt 
die Spaltungsgeschwindigkeit erhOht. Auf jeden Fall bewirkt es bei der Um. 
kehrung der Reaktion, der Synthese von Mandels8.urenitriI aus Benzaldehyd 
und Blaus8.ure, die optische Aktivitii.t des ent- f(J(J 

stehenden Nitrils, wirkt also reaktionslenkend. 90 
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entsteht und keine Gentiobiose, kommt nach Abb. 11. Verlauf der Amygda1lnspaltung. 
R. WEIDENHAGEN5 durch die groBere Spaltungs. 
geschwindigkeit der Disaccharidbindung gegeniiber der Glukose.Aglucon. 
Bindung zustande . .Die Abb.ll zeigt -die erheblichen Unterschiede in der 
Wirkung des Enzyms auf die beiden p.Glukoside. Je nach der (bisher 

1 Ber. dtscb. chem. Ges.27 (1894), 2985. 
2 Hoppe,Seyler's Z. physiol. Chem. 121 (1922), 183. 
8 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 123 (1923), 33. 
, H. E. ARMSTRONG, E. F. ARMSTRONG, E. HORTON: Proc. Roy. Soc. (London) 80 

(1912), 359. 
6 Z. Ver. dtRch. Zuckerind. 79 (1929), 591. 
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unbekannten) Verkniipfungsstelle des zweiten Glukosidrestes mit dem ersten 
kann auch eine vollige Verhinderung der Glukose-Aglucon-Bindung durch 
die Substitution eintreten, wie die anschlieBend zu besprechenden Versuche 
von B. HELFERICH lehren. Ein Hindernis fiir die Gleichsetzung von Amygda
lase und Gentiobiase ist allerdings, daB die Hefe im allgemeinen nur das 
mit dem Aglucon verbundene Disaccharid zu Prunasin und Glukose und erst 
anschlieBend das Prunasin aufspaltet, aber gegen die freie Gentiobiose ohne 
Wirkung ist. Nach R. KUHNl gibt es zwar auch Hefen, die £reie Gentiobiose 
spalten, aber der Resistenz der freien Disaccharide gegen fJ-Glukosidasen begegnet 
man bei den genuinen Herzglykosiden so hiiufig, daB sie fast die Regel bildet. 
Zwischen fJ-Glukosidase aus Emulsin und aus Hefe bestehen also wieder die 
bekannten Unterschiede der relativen Spezifitat, deren Ursachen noch nicht 
erklarbar sind. 

Ein weiteres Substrat der fJ-Glukosidase, vielleicht das biologisch wichtigste, 
ist die Cellobiose, das Endprodukt der Einwirkung von Cellulase auf Cellulose. 
Die Cellobiase ist ein standiger Begleiter der Cellulase. Ihr Spezifitatsbereich 
umfaBt nach W. GRASSl\l:ANN2,3 neben der Cellobiose auch die natiirlichen hoheren 
Abbaustufen der Cellulose, namlich Cellotriose, Cellotetraose und Cellohexaose. Die 
Konstitution der Cellobiose ist nach HAWORT~ die einer fJ-Glukosido-4-glukose. 

H OH HOH2C 
I I I ° /-, -,,, ./-, -" 

H?/ OH H "" H H // H "'"OH 

~'i../~o--~ 
I 0 , I 

HOH2C H OH 
Cellobiose. 

Cellulasefreie Cellobiase wurde von W. GRASSMANN, L. ZECHMEISTER, G. 
T6TH und R. STADLER dargestellt.2 Sie fanden, daB sich die Spezifitatsbereiche 
beider Enzyme bei der Cellohexaose iiberschneiden. 

Die Cellobiase wird haufig neben der fJ-Glukosidase als ein besonderes Enzym 
aufgefaBt. Echte Hefen spalten namlich keine Cellobiose, wie umgekehrt die En
zyme mancher Schimmelpilze zwar Cellobiose, aber keine Gentiobiose spalten. R. 
WEIDENHAGENG erklart die beiden Enzyme fiir identisch. B. HELFERICH6 haIt 
die Identitat immerhin fiir moglich. Die sehr ausgepragten Unterschiede der 
relativen Spezifitat sind aber nicht zu iibersehen. 

Die Primverose, eine 6-fJ-Xylosidoglukose aus Primula veris, wird von der 
Primverase begleitet, die sich nach B. HELFERICH7 von der gewohnlichen fJ-Glu
kosidase z. B. der SiiBmandel nicht unterscheidet. 

Eingehende Untersuchungen iiber die Spezifitat der fJ-Glukosidase aus 
Emulsin sind von B. HELFERICH und Mitarbeitern7,8 mit synthetischen Alkyl-

1 Die Fermente und ihre Wirkungen, Suppl.~Bd. I, S. 274. Den Haag, 1935. 
2 W. GRASSMANN, L. ZECHMEISTER, G. T6TH, R. STADLER: Liebigs Ann. Chern. 

003 (1933), 167. 
3 W. GRASSMANN, R. STADLER, R. BENDER: Liebigs Ann. Chern. 1)02 (1933), 20. 
4 W. CHARLTON, W. N. HAWORTH, ST. PEAT: J. chern. Soc. (London) 129 (1926), 

89. - W. N. HAWORTH, CH. W. LONG, J. H. PLANT: Ebenda (1927), 2809. 
5 Ergebn. Enzymforsch., Bd. I, S. 168, und zwar S. 202ff. Leipzig, 1932. 
6 B. HELFERICH, R. GOOTZ, G. SPARMBERG: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chern. 200 

(1932), 201. 
7 Ergebn. Enzymforsch., Bd. II, S. 74, und zwar S. 84. Leipzig, 1933. 
8 Ergebn. Enzymforsch., Bd. VII, S. 83. Leipzig, 1938. 
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und Phenylglukosiden angestellt worden. Wegen der geringen Spaltbarkeit 
der Alkylglukoside wurden die Phenylglukoside bevorzugt. Die Verfasser substi
tuierten sowohl den Alkoholrest wie die Zuckerkomponente und gelangten zu 
klaren Ergebnissen fiber den EinfluB der Substitution. Wicbtiger aIs die Natur 
der Substituenten ist die Stelle, an der die Substitution erfolgt. Veranderungen 
am vierten und St:lchsten C-Atom der Zuckerkomponente beeinflussen zwar sehr 
stark die Spaltungsgeschwindigkeit, entscheiden aber nicht iiber die absolute 
Spezifitii.t, also die Spaltbarkeit iiberhaupt. Derartige Substituenten der CRsOR
Gruppe konnen Br, OCRa, CRa und R sein. Das heiBt also, daB auch Pentoside 
und lsopentoside gespalten werden, wenn sie am ersten, zweiten, dritten C·Atom 
mit der (J-Glukose iibereinstimmen. Das sind d-Xyloside, lsorhamnoside, 
Z-Arabinoside. Dagegen hebt jede Verii.nderung in der 2- oder 3-Stellung die 
Spaltbarkeit vollig auf. Die im folgenden wiedergegebenen Strukturmodelle 
veranschaulichen diese Beziehungen: 

Anderungen an 
CI und C6. 

OH Hl 
~I 

/ 01 I" 

H H R10 """ 8~ ~HR1~ ~O 
HO~ 

~I .1 
H R. 

8 

Anderungen an C 4 

~"" 
~ 

H 
/ __ 0 __ "" 

/ "" 'L/ 
I 
OR 

Rl kann ein Aglucon oder ein Zuckerrest sein. 
R. kann sain: 

CH.OH = p.d·Glukosid, 
CH.Br = p.d·Glukosidbromhydrin, 

CHa = p.d-Isorhamnosid, 
H = p-d·Xylosid. 

1. Substitution des OH in C.4-Stellung: p.d-Maltosid 
ist ebenfalls spaltbar. 

2. Austausch von R und OR an C-Atom 4 hebt 
ebenfalls die Spaltbarkeit nicht auf, so daJ3 p-d-Galaktosid 
und lX-l-Arabinosid gespalten werden. 

Anderungen am C-Atom 2, z. B. Vertauschung von R und OR zu ,B.Mannosid, 
heben die Spaltbarkeit auf, eben so Methylierung am dritten C-Atom. 1m Gegen. 
satz zu der sehr engen Spezifitat der IX-Glukosidase, deren Wirksamkeit durch 
jede Veranderung am Zuckermolekiil aufgehoben wird, ist also die Spezifitii.t 
der (J.Glukosidase viel breiter und selbst gegen manche erheblichen Verii.nderungen 
unempfindlich. 

Veranderungen der Substituenten am ersten C-Atom sind obne EinfluB auf 
die absolute Spezifitiit, wenn nur die ,B-Konfiguration iiberhaupt erhalten bleibt. 
Die Substituenten konnen sowohl andere Zucker wie auch aliphatische und 
aromatische Alkohole sein. Ihre Natur ist aber von groBtem EinfluB auf die 
relative Spezifitat. ,B-Phenylglukoside werden stets weit rascher gespalten 
aIs ,B-Methyl- und -!thylglukoside. Substitution im Benzolring wirkt verschieden, 
je nach der Stellung zur Rydroxylgruppe. 
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Einfiihrung der Methylgruppe in ortho-Stellung fordert, in meta- und para
Stellung verandert wenig die Spaltungsgeschwindigkeit. o-Methylphenolglukosid 
wird etwa zwolfmal schneller gespalten als Phenolglukosid selbst, wahrend 
m-Methylphenolglukosid nicht ganz doppelt so 'Schnell, p-Methylphenol
glukosid nur halb so schnell wie Phenolglukosid gespalten werden. 

Da ein Unterschied der absoluten Spezifitat der fJ-Glukosidasen gegen 
fJ-Glukoside mit Alkoholgruppen und fJ-glukosidisch verkniipften Di- und Tri
sacchariden nicht besteht, erscheint die friihere Unterscheidung zwischen den 
Saccharide spaltenden Holosidasen und den Alkoholglukoside spaltenden Hetero
sidasen iiberfliissig. Trotzdem ist es notwendig, zahlreiche fJ-glukosidisch ver
kniipfte natiirliche Heteroside und die sie begleitenden fJ-Glukosidasen fiir sich 
zu betrachten. Hier scheint es sich namlich um Sonderenzyme zu handeln, 
denen eine allgemeine fJ-glukosidatische Wirksamkeit nicht zugeschrieben wird. 
Haufig sind es ausgesprochene Desmoenzyme, die bisher iiberhaupt nicht in 
wsung iibergefiihrt werden konnten. 

Die Extrakte der Blatter von Prunus, Laurus, Salix enthalten eine P-Gluko
sidase, die von ARMSTRONG.1 Prunase genannt wurde. Sie ist im Gegensatz 
zum Emulsin der SiiIlmandeln bevorzugt auf die Spaltung von Heterosiden 
eingestellt; die Resistenz der Gentiobiose gegen diese Enzyme ist aber noch nicht 
sicher erwiesen. Umgekehrt ist es von den Extrakten der Rhamnusrinde, der 
Digitalis, des Strophantus bekannt, daJ3 sie aus den Glykosiden dieser Pflanzen, 
die aus Aglucon und Disaccharid bestehen, bevorzugt den einen Zucker abspalten, 
also die Disaccharidbindung losen. Sie sind aber gegeniiber den durch Saure
spaltung yom Aglucon abgetrennten Disacchariden vollkommen wirkungslos. 
Diese Verhaltnisse sind bei den Herzglykosiden in neuerer Zeit eingehend von 
A. STOLL und Mitarbeitem untersucht worden. Bei den Herzglykosiden sitzt 
zunachst an den Agluconen, die der Klasse der Sterine angehoren und die die 
eigentlichen Trager der Herzwirkung sind, ein Desoxyzucker, wie Rhamnose, 
Digitoxose oder Cymarose. Daran schliellen sich je nach der Lange der Zucker
kette noch Glukose oder weitere Desoxyzucker, die endstandig Glukose tragen, an. 

Die mit den Herzglykosiden vergesellschafteten Enzyme vermogen in keinem 
Fall die Bindung zwischen Aglucon und Desoxyzucker zu spalten, sie losen nur 
die Bindung zwischen Desoxyzucker und Glukose, spalten also Glukose ab, 
wahrend der andere Zuckerrest der Biose, der Desoxyzuckel', unspaltbar am 
Aglucon zuriickbleibt. Bei der sauren Hydrolyse dagegen wird die Bindung 
zwischen Aglucon und Desoxyzucker gelost, und man gelangt zu charakteristischen 
Disacchariden bzw. auch Trisacchariden. 

In der Meerzwiebel (Scilla maritima) wiesen A. STOLL, W. KREIS und A. 
HOFMANN2 ein glykosidspaltendes Enzym, die Scillarenase, nach, die das genuin 
in der Pflanze vorhandene Scillaren A durch Abspaltung eines Glukosemolekiils 
zu Proscillaridin abbaut. Erst durch ein besonderes Extraktionsverfahren gelang 
es iiberhaupt, das bis dahin unbekannte genuine Glykosid zu isolieren. 

Entsprechende Verhaltnisse finden sich nach A. STOLL und Mitarbeitern3 

auch bei den Digitalis-Glykosiden, wo die Digipurpidase und die Digilanidase 

1 H. E. ARMSTIWNG, E. F. ARMSTRONG, E. HORTON: Proc. Roy. Soc. (London) 
86 (1912), 359. . .. 

2 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 222 (1933), 24. - Dber enzymatische Zu
sammem;etzung und Spaltungsmoglichkeiten von Scilla maritima siehe auJ3erdem 
A. STOLL und Mitarbeiter: Helv. chim. Acta 16 (1933), 703; 17 (1934), 641, 1334; 
18 (1935), 82, 401, 644, 1247. 

3 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 236 (1935), 249; Helv. chim. Acta 16 (1933), 
1049, 1390; 17 (1934), 592, 790; 18 (1935), 12. 
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ebenfalls nur den endstandigen Glukoserest abspalten und sekundare unspaltbare 
Glykoside hinterlassen. 

Alle diese Enzyme sind ausgesprochene Desmoenzyme, also fest an die Zell
membran gebunden. 

A. STOLLl zog neuerdings auch die Strophantusherzgifte in den Kreis seiner 
Beobachtungen ein. Das genuine k-Strophantosid enthii.lt das Aglucon gebunden 
an den Desoxyzucker Cymarose, der noch mit zwei weiteren Glukoseresten ver
kntipft ist. Die begleitende Strophantobiase spaltet beide Glukosemolektile 
ab. Der endstandige Glukoserest dagegen kann auch durch lX-Glukosidase, Z. B. 
aus Hefe, abgespalten werden, und es entsteht dann das k.Strophantin-fJ, das 
man bisher fUr das genuine Glykosid ansah. Dies ist bisher der erste Fall, in dem 
es gelang, ein genuines Glykosid mit einem Enzym fremder Herkunft zu spalten. 
Wahrend auf das genuine Glykosid die fJ·Glukosidase der stiBen Mandeln ohne 
EinfluB ist, konnte STOLL zeigen, daB das durch Saurespaltung vom Aglucon 
befreite Trisaccharid zwischen Cymarose und Glukose auch vom Emulsin, 
wennschon langsam, gespalten wird. Damit ist der fJ-glukosidatische Charakter 
dieser Bindung erwiesen. Die Aufklarung der enzymatischen Beziehung hat hier 
also auch einen wichtigen Beitrag zur Konstitutionsermittlung dieser kompli
zierten Glykoside geliefert. Es ist bemerkenswert, daB das genuine k-Strophantosid 
das erste pflanzliche Glykosid mit einer erwieseI;len lX-glukosidischen Bindung 
ist und dementsprechend auch von einer lX-Glukosidase begleitet wird. Ein 
synthetisches Glykosid, das zugleich lX- und fJ-Verkntipfungen enthalt und von 
den entsprechenden Enzymen aufgespalten wird, ist das von B. HELFEBICH 
und W. REISCHEL2 ktirzlich dargestellte Hydrochinon-lX.d-glukosid-fJ-d-glukosid. 

STOLL stellte fest, daB auch Scillabiose (Rhamnose-Glukose) und Digilanido
biose (Digitoxose-Glukose) nach Abtrennung des Aglucons durch Emulsin 
spaltbar sind, und sogar leichter als Strophantobiose. 

Vorkommen der /J-Glukosidase. 
Sie findet sich in den Kryptogamen, vor allem in den Hefen. Gentiobiase 

soll in den meisten Hefen fehlen und Cellobiase tiberhaupt.3 Jedoch vermutet 
C.OPPENHEIMEB,' daB die negativen Resultate vor allem darauf beruhen, daB 
man zuviel mit intakten Hefezellen gearbeitet hat, die ffir Cellobiose und Gentio
biose schlechte Permeabilitatsbedingungen bieten. Nach Versuchen von C. 
NEUBERG und E. HOFMANN,6 die mit Milchzuckerhefen, Z. B. Saccharomyces 
/ragilis, Saccharomyces ke/ir, arbeiteten, lieBen sich Enzyme isolieren, die regel
maBig Cellobiose angriffen, wie auch fJ-Methylglukosid und Salicin. Diese Hefen 
waren jedoch in lebendem Zustand Cellobiose gegentiber wirkungslos. 

Ferner findet sich fJ-Glukosidase in den Schimmelpilzen, vor aHem in Asper
gillus oryzae,dessen kritftige Wirkung auf Amygdalin, Salicin, Aesculin, fJ-Methyl
glukosid zuerst von J. HATAN06 aufgefunden wurde. Auch cellobiosespaltende 
Wirkung trifft man nach H. PRINGSHEIM7 in zahlreichen Schimm~lpilzen an. 
Reindarstellung der Cellobiase aus Schimmelpilzengelang W. GRASSMANN, 
L. ZECHMEISTER, G. T6TH und R. STADLEB.8 ' 

1 A. STOLL, J. RENZ, W. KREIS: Helv. chim. Acta 20 (1937), 1484. - A. STOLL, 
J. RENZ: Enzymologia (Den Haag) 7 (1939), 362. 

2 Liebigs Ann. Chem.533 (1938), 278. 
3 E.FISCHER, G. ZEMPLEN: Liebigs Ann. Chem.360 (1909),1; 372 (1910),254; 

Abh. II, 494, 498. 
4 Die Fennente und ihre Wirkungen, Suppl.·Bd. I, S. 274. Leipzig, 1935. 
6 Biochem. Z. 256 (1932), 450. 
6 Biochem. Z.151 (1924), 498, 501. 
7 H. PRINGSHEIM, G. ZEMPLEN: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 62 (1909), 367. 
8 Liebigs Ann. Chern. 003 (1933), 167. 
Hdb. d. Katalyse, III. 7 
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/l-Glukosidase wird in vielen Bakterien angetroffen. 
In den hOheren Pflanzen ist p-Glukosidase ubiquitar. Dort findet sich Cello

biase immer neben Cellulase. p-Glukosidase ala Sonderenzym kommt bei den 
zahlreichen p-glykosidhaltigen Pflanzen vor, von denen schon eine Reihe ange
ffihrt wurden, z. B. zusammen mit den Herzgiften. Cellobiase ist besonders 
reichlich im Gerstenmalz vertreten. Mit solchen Extrakten ffihrte H. PmNGS
HEIMl eine partielle Trennung von Cellobiase und Cellulase durch. 

In den hOheren Tieren fehlen cellobiose- und gentiobiosespaltende Enzyme. 
Mit Autolysesiiften von Praparaten aus Pferdeniere und -leber vermochte 
E. HOFMANN! jedoch eine Reihe von p-Glukosiden (Salicin, Phloricin, p-Phenol
glukosid), auch p-PhenoIgalaktosid zu spalten. In den Wirbellosen, z. B. im Saft 
von Helix, ist p-Glukosidase reichlich vorhanden. 

Bestimmungsmethoden und Einheiten. 

Die quantitative Messung erfolgt polarimetrisch oder reduktometrisch. 

1. Einheiten nach R. WILLSTATTER. 

Die p-Gluko8ida8eeinheit nach R. WILLSTATTER, R. KUHN und H. SOBOTKA3 

ist jene Enzymmenge, die bei 300 20 cm3 0,2 n Losung der p-Glukoside in 1 Minute 
zu 50% spaltet. 

Der p-Glukosidal'lewert stellt die in 1 g Trockenpraparat enthaltene Anzahl 
der betreffenden Einheiten dar. 

2. Einheiten nach R. WEIDENHAGEN.' 

WEIDENHAGEN legt ala Normalbedingungen die von WILLSTATTER bei der 
Maltosespaitung benutzten Werte fest. (Siehe Einheiten der IX-Glukosidase. 
Dieselben Definitionen gelten auch fUr die P-Glukosidaseeinheit und den p
Glukosidasewert.) Ala Standardsubstrat der P-Glukosidase, das zum Vergleich 
der einzeInen Enzyme dienen solI, ffihrt WEIDENHAGEN das Salicin ein. 

3. Einheiten nach K. JOSEPHSON.o 

In Analogie zur Inversionsfahigkeit 11 von EULER ffi.hrt JOSEPHSON fur 
die /f .. Glukosidase die "Salicinspaltungsfiihigkeit Sal. I." ein, da die Spaltung 
des Sttlicins annahernd nach erster Ordnung verlauft. 

Sal I =~~~strat_ 
.. g Enzymprii.parat . 

FUr g Substrat = 1 folgt dann: 
k 

Sal. I. = gEnzymprii.parat. 

Es besteht die Beziehung: Sal. I. = 0,0605·p-Glukosidasewert. 

Darstelluog uod Reinigung. 

Eine wirkliche Trennung der in den "Emulsinen" vorliegenden Enzym
gemische ist noch nicht erreicht worden. 

1 H. PRINGSHEIM, A. BEISER: Biochem. Z.172 (1926), 411. 
Z Biochem. Z.287 (1936), 271. 
a Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 129 (1923), 33. 
I Z. Ver. dtsch. Zuckerind. 79 (l929), 599. 
Ii Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.141 (1925), 1. 
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1. Darstellung und Reinigung nach R. WILLSTITTER und W. CsANn.l 

Die enthiuteten suBen Mandeln werden zermalmt und abgepreBt, um die 
Hauptmenge des Ols zu entfemen, dann mit Ather extrahiert, getrocknet und 
fein gemahlen. Der Zeitwert dieser Pulver fUr AInygdalin liegt zwischen 400 
und 500. Dieses Pulver wird mehrfach mit verdiinntem Ammoniak extrahiert, 
durch Fii.llung mit Essigsaure werden diese Auszuge von Proteinen befreit. 
Dann erst erfolgt Fallung des Enzyms mit Alkohol. Zeitwerte der erhaltenen 
Praparate = 10 bis 18. 

2. Darstellung und Reinigung nach B. HELFERICH.lI 

Emulsin der suBen Mandeln wird mit Zinksulfatlosung extrahiert, dann 
mehrfach mit Aceton fraktioniert gefallt und aus wasseriger LOsung umgefallt. 
Spater wurde (nach dem Beispiel von WILLSTITTER bei der Peroxydase3) der 
erste Extrakt mit Tannin fraktioniert gefallt und aus dem fermenthaltigen Nieder
schlag das Tannin mit Aceton weggewaschen. Aus diesen Rohpraparaten wurden 
durch fraktionierte Fallung als Silberverbindung und Zersetzung mit Schwefel
wasserstoff reinere Praparr.t.e gewonnen. Man geIangte so zu Praparaten vom 
Glukosidasewert 10. 

1m Gegensatz zu den Rohpraparaten sind die Reinpraparate auch im luft
trockenen Zustand nicht sehr bestandig. 

Auch die reinsten Praparate zeigen noch EiweiBreaktionen. 

Kinetik. 
Der zeitliche VerIauf der Spaltung von p-Methylglukosid, Salicin, Arbutin 

und p-Phenylglukosid ist nach R. WILLSTITTER und G. OPPENHEIMER' erster 
Ordnung. Die Spaltung von Helicin dagegen ergibt abfallende Reaktions
konstanten erster Ordnung, was WILLSTITTER auf Hemmung durch den abge
spaltenen SalicyIaldehyd zuruckfuhrt.5 

EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration. 

R. WILLSTITTER6 fand das optimale PH der P-Glukosidase je nach der Art 
des Substrats schwankend zwischen 4,4 und 5,3. Optimales PH fUr die Amygdalin-
8paltung = 6. Nacb K. JOSEPHSON7 fallen die PH-Kurven fur Salicin- und 
Helicinspaltung sehr nahe zusammen. 

Aktivierung und Hemmung. 
1. EinflufJ versckiedener Zucker. 

E. F. ARMSTRONG8 untersuchte die Wirkung verschiedener Zuckerarten auf 
die Hydrolyse von P-Glukosiden und GaIaktosiden. Er fand, daB Glukose stark, 

1 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 117 (1921), 172. 
a "Die Spezifitat des Emulsins", Ergebn. Enzymforsch., Bd. II, S. 74. Leipzig, 

1933. 
8 R. WILLSTATTER, A. POLLINGER: Liebigs Ann. Chern. 430 (1923), 282. 
, Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 121 (1922), 183. 
5 Eine komplizierte Formel fiir die Geschwindigkeitskonstante des Emulsin

substratkomplexes (an Hand von 5 Butyl.p.Glukosiden entwickelt) stellten ST. 
VEIBEL und H. LILLELUND auf (Chern. Ztrbl. 1940 II, 2626). 

8 R. WILLSTATTER, G. OPPENHEIMER: Hoppe-Seyler'S Z. physiol. Chem.121 
(1922), 183. 

7 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 147 (1925), 1. 
8 Proc. Roy. Soc. (London) 73 (1904), 516. 

7· 
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Galaktose schwach und Fructose gar nicht hemmt. Nach R. KUHNl wird die 
Hydrolyse von Salicin und Helicin nur durch {3-, nicht aber durch IX-Glukose 
gehemmt. Auch K. JOSEPHSOl~1I studierte den hemmenden EinfluB.verschiedener 
Zucker. 

2. EinllufJ der Neutralsq,lze. 

Nach B. HELFEBICH und E. SCIDIITz-HILLEBRECH~ haben Kationen auf 
Reinpraparate keine Wirkung. Dagegen wird die Wirkung der {3-Glukosidase 
durch Anionen biB zu 300% gesteigert, und zwar etwa parallel der lyotropen 
Reihe. 

Die Salzaktivierung iBt am starksten bei optimalem PH und hangt von den 
Substraten abo 

3. EinllufJ organischer Stolle. 

Athyl- und Methylalkohol wirken hemmend, desgleichen Formaldehyd. 
Nach R. WEIDENHA.GEN3 wird {3-Glukosidase aus bitteren Mandeln in Form 

des Rohferments (Glukosidasewert 1,62) und eines nach HELFERICH geteinigten 
Praparats (Glukosidasewert 10,5) durch Ascorbinsaure nur schwach gehemmt. 
Ein weiter gereinigtes Praparat (Glukosidasewert 17,9) wurde jedoch stark 
(zirka 40%) gehemmt. 

4. Einwirkung von OZO?t. 

Ozop zersrort das Enzym.' 

.5. Einwirkung von OBmiumtetroxyd. 

Einwirkung von Osmiumtetroxyd auf SiiBmandel-Emulsin bewirkt nach 
B. HELFEBICH und F. VORSATZo starke Hemmung der {3-Glukosidase. Die Schadi
gung iBt im Gegensatz zu Ozon nicht proportional der zugesetzten Menge Osmium
tetroxyd. Sie ist keine einfache Oxydation, sondem muB einer Vereinigung 
des Ferments mit Osmiumtetroxyd zugeschrieben werden, die erst sehr viel 
langsamer eine Oxydation zur Folge hat. Die Schiidigung kann durch recht
zeitigen Zusatz von Schwefelwasserstoff zum Teil wieder riickgingig gemacht 
werden, ebenso durch Cystein. Diese Regeneration beruhb vermutlich auf der 
Reduktion des Osmiumtetroxyds, auch in seiner Verbindung.mit dem Ferment, 
zum Osmiumdioxyd. 

6. Einwirkung von schwerem Was8er. 

Ein Vergleich der Spaltungsgeschwindigkeiten einer Reihe von {3-Glukosiden 
in 1-5o/Jger Losung in schwerem und in leichtem Wasser bei PH = 4,7 ist von 
F. SALZER und K. F. BONHOEFFER6 durchgefiihrt worden. Die Ergebnisse finden 
sich in folgender Tabelle 7. Salicin wird in schwerem Wasser langsamer gespalten 
als in gewohnlichem, Methylglukosid dagegen schneller. Man sieht aus der Tabelle, 
daB mit wachsender Dissoziationskonstante das Geschwindigkeitsverhaltnis 
wachst, d. h. Glukoside mit hoher Affinitit zum Ferment werden in schwerem 
Wasser langsamer gespalten als in leichtem, Glukoside mit geringer Affinitat 
zum Ferment umgekehrt (s. auch S.63). 

1 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.127 (1923), 234. 
I Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.284 (1935), 54. 
8 Z. Wirtschaftsgr. Zuckerind.86 (1936), 482. 
, B. HELFERICH und Mitarbeiter: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.229 (1934), 

112; 283 (1935), 75. 
I Hoppe-Seyler's Z. physioL Chem.289 (1936), 241. 
e Z. physik. Chem., Abt. A 176 (1936), 202. 



7. Einwirkung 
phyBikalischer Fakto1'en. 

Ultraviolette Strahlen 
schii.digenReinenzyme star
ker als Rohenzyme. 1 

Struktur 
der !1-Glukosidase. 

Carbohydrasen. 101 

Tabelle 7. Verhaltni8 der Spaltung8geschwindigkeiten 
ver8chiedener {J-GlulcoBide in 8chwerem und in gew6hn

lichem Was8er. 

Substrate 

Salicin ............. . 
Protocatechualdehyd. 

glukosid .......... . 
Phenolglukosid ...... . 
p.Kresolglukosid .... . 
n.Butylglukosid ..... . 

I Ge8Chwlndlg'l 
keltsverhllltnls 

vD.O!vHIO 

0,66 

0,68 
0,74 
0,85 
1,04 

MICHABLls·Kon· 
stante in HIO 

KM (Mol/Liter) 

0,017-0,035 

0,04--0,065 
0,14 
0,22 

Auf Grund der Beain
flussung der Wirksamkeit 
der P-Glukosidase durch 
Anderung im Aglucon und 
im Zucker versucht sich 
B. HELFERIOH2 eine Vor- {J.Methylglukosid ..... 1,27 

J 0,60-1,12 
, 1,23 
I \ in DaO:O,63 

stellung von der Konsti-
tution dieses Enzyms zu 
machen. GegenAnderungen imAglucon ist diep-Glukosidase wesentlich unempfind. 
licher als gegen solche im Zuckeranteil. So setzt schon Ersatz der OH-Gruppe am 6-
C-Atom durch Methoxyl die Spaltbarkeit sehr herab, Veresterung des 6-Hydroxyls 
an Methansulfonsaure hebt sie vollig auf. HELFERIOH nimmt deshalb an, daJ3 der p
Glukoserest des Substrats sich in der fUr die Spaltung richtigen Weise an die dafur 
passende Stelle des Ferments, die Haftstelle, anlagern muJ3, bevor die Hydrolyse 
eintreten kann. Diese Anlagerung an die Haftstelle des Ferments wird durch 
Substitution am 6-C-Atom behindert, und zwar entsprechend der GroJ3e des 
Substituenten. Also folgert HELFERIOH, daJ3 die Haftstelle des Ferments dem 
P-d-Glukopyranosering weitgehend entsprechen muJ3, also vielleicht selbst ein 
Zuckerring ist. In einem dialysierten Reinferment findet er noch einen Kohle
hydratgehalt von 3,7%, errechnet als Glukose, und vermutet, daJ3 hierbei ein 
Gemisch bzw. eine Verbindung mehrerer Zucker vorliegt.3 

1m AnschluJ3 an die Untersuchungen von HELFERIOH diskutiert auch H. 
LETrRE' eine mogliche Formulierung des Agons der P-Glukosidase. "Hierbei 
ist die Annahme gemacht, daJ3 bei der BiIdung der Anlagerungsverbindung sich 
der Ring des Substrats so auf den des Ferments legt, daJ3 Ringsauersto£f und C 5 
in heiden sich decken. Dadurch kommen im Fall einer Verbindungsbildung 

1 B. HELFERICH, G. BRIEGER: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 221 (1933), 94. 
2 Ergebn. Enzymforsch., Bd. VII, S. 83, und zwar S. 92ff. Leipzig, 1938. 
8 B. HELFERICH, W. RICHTER, S. GRUNLER: Ber .. Verh. siichs. Akad. Wise. Leipz;ig, 

math.-physische Kl. 89 (1937), 385. 
, Angew. Chern. 00 (1937), 581. 
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die hydratisierte Aldehydgruppe des Enzyms und die zu spaltende C-O-R
Bindung im Substrat in rii.umliche Niihe, die den Reaktionsablauf ermoglicht." 
Es ware sehr wesentlich, durch eine vollstandige Strukturanalyse eines racemi
schen lX- oder p-Glukosids einen Anhalt hieriiber zu erhalten. 

Synthese von p-Glukosiden. 

Die Synthese von p-Methyl-, Athyl-, Propylglukosiden wurde zuerst von 
BOURQUELO-rl durchgefiihrt. Auch Cellobiose und Gentiobiose erhielt er durch 
Mandelemulsin.2 

Die Kinetik der synthetischen Wirkung von P-Glukosidase aus Emulsin auf 
Glukose und Methylalkohol hat K. J OSEPHSON3 untersucht. Die Geschwindigkeit 
der Synthese ist der Enzymkonzentration proportional. Die PH-Aktivitatskurven 
von Synthase und Hydrolyse stimmen iiberein. Die Affinitiitskonstante Glukose
enzym hat fast den gleichen Wert, wie er sich aus Hemmungsversuchen bei der 
Hydrolyse ergab. 

Beim Phenol-p-Glukosid liegt nach JOSEPHSON das Gleichgewicht fast ganz 
auf der Seite der Hydrolyse, so daB eine Synthese kaum nachzuweisen ist. 

BOURQUELOT hat ferner ein dem natiirlichen isomeres Salicin aus Saligenin 
biochemisch synthetisiert.' Zum Unterschied vom natiirlichen ist die Phenol
gruppe frei. Das erste natiirlich vorkommende Heterosid, das er darstellte, war 
das Geranylglukosid aus Geraniol und Glukose.5 

GILCHRIST8 stellte Glyceringlukoside dar. 
In neuerer Zeit wurde eine Reihe biochemischer Synthesen von Disacchariden 

und P-Glukosiden unter der Einwirkung von Emulsin von VINTILESCO und Mit
arbeitern durchgefiihrt: Gentobiose und Cellobiose,? 1,3-Butylenglykolglukosid,8 
Glykolmonoiithyliitherglukosid,9 p-Hexylglukosid,lo p-Cyclopentyl- und p-Cyclo
hexylglukosid.ll Ahn1iche Resultate erzielten B. HELFERICH und U. LAMPERT.12 

ST. VEIBEL und F. ERIKSEN13 synthetisierten chemisch und biochemisch eine 
Reihe von P-Alkylglukosiden. 

Bei der Einwirkung von Hefeenzymen auf Gleichgewichtsglukose erhiilt 
Dian Maltose und ein Gemisch von p-Glukosiden, das noch nicht ganz aufgeklii.rt 
ist. Nach H. PRINGSHEIM14 sollen Enzyme aus Unterhef~n Gentiobiose bilden, 
Biickerhefen oder Mandelemulsin dagegen die Revertose von HILL, deren 
Konstitution man nicht kennt. 

1 BOURQUELOT, BRIDEL: J. Pharmac. Chinl. (7), 6 (1912), 12, 569; (7), 6 (1912), 
13,56,97, 164, 193; Bull. Soc. Chinl. bioI. 72 (1912), 958, 1004. 

Z BOURQUELOT, HERISSEY, J. GOIRRE: J. Pharmac. Chinl. (7), 8 (1913), 441. -
BOURQUELOT, BRIDEL: C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 168 (1919), 1016. 

• Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 147 (1925), 155. 
, BOURQUELOT, H. HERISSEY: J. Pharmac. Chinl. (7), 8 (1913), 49. 
6 BouRQuELOT, BRIDEL: J. Pharmac. Chinl. (7), 8 (1913), 204. 
8 H. S. GILCHRIST, CL. B. PURVES: J. chern. Soc. (London) 127 (1925), 2735. 
7 J. VINTILESCO, C. N. JONESCO, A. KIZYK: Bull. Soc. chim. Romania 17 (1935), 

283. 
8 J. VINTILESCO, N. J. JOANlD: Bull. Soc. Chim. bioI. 14 (1932), 1228; Bull. Soc. 

chinl. Romania 14 (1932), 5. 
I Bull. Soc. Chinl. Rom. 16 (1934), 151. 
10 J. VINTILESCO, C. N. JONESCO, M. SALOMON: Bull. Soc. chinl. Romania 17 

(1935), 267. 
11 J. VINTILESCO, C. N. JONE8CO: J. Pharmac. Chim. 21 (1935), 241. 
12 Ber. dtsch. chern. Ges. 68 (1935), 2050. 
18 Bull. Soc. chinl. France 3 (1936), 277. 
1& H. PRINGSHEIM, J. LEIBOWITZ: Ber. dtsch. chem. Ges.57 (1924), 1576. -

H. PRINGSHEIM, J. BONDI, J. LEIBOWITZ: Ebenda 69 (1926), 1983. 
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4. I¥-Mannosidase. 
Die Wirkung der IX-Mannosidase ist bisher nur an synthetischen Heterosiden 

gepriift worden. Da bei der Mannose die KQnfiguration am KohleDStoffatom 1 
noch nicht sicher bekannt ist, bestehen jedoch Zweifel, ob es sich hierbei wirk
lich um IX-Mannoside handelt. Natiirliche Substrate der IX-Mannosidase sind bisher 
noch nicht bekannt. Die im Mandelemulsin aufgefundene IX-Mannosidase ist 
resistenter gagen hahere Temperatur als die p-Gluko~dase und 1ii.Bt sich dadurch 
von ihr trennen. Beim Erwarmen auf 70° wird die P-Glukosidase zerstort, 
die IX-Mannosidase bleibt erhalten. 

Auch die LX-Mannosidase spaltet das synthetische LX-Phenylmannosid leichter 
als das IX-Methylmannosid.1 Ihr optimales PH in gereinigtem Zustand ist 4,0. 

Biochemische Synthese von IX-Mannosiden wurde von H. lliBISSEYll durch 
Emulsin erzielt, und zwar mit Glykol, Glycerjn, Methyl-, Propyl-, Butylalkohol. 

5. I¥-Galaktosidase. 
Das Hauptsubstrat der LX-Qalaktosidase oder Melibiase ist das Disaccharid 

Melibiose, eine 6-IX-Qalaktosido-glukose, deren Konstitution von C1um..TON' 
und HAWORTH' sichergestellt wurde: 

HOR1Lo OR H 

Ho//iI ~I H~~ OR 
K.~-H H)I H 
R~-o-<Hs I R 

H OH OH 

Beide Monosen sind Pyranosen. Auch die Raffinose, die sich von der Melibiose 
durch Eintritt eines Fructosemolekws am C-Atom 1 der Glukose ableitet, ist 
durch IX-Galaktosidase spaltbar. Wahrend jedoch das Mandelemulsin die Raffinose 
leicht spaItet, wird diese von Hefemelibiase kaum angegriffen, 80 daB man zu
na.chst an zwei verschiedene Enzymeglaubte. Die "Qalaktoraffinase" des 
Emulsins, die die Raffinose in Qalaktose und Rohrzucker zerlegt, wurde von 
R. WlLLSTATTER und W. CsAN'Y[5 eingehender untersucht. Ihr PH-Optimum 
ist 4,1, wa.hrend R. WEIDENHAGEN8 fiir die Hefemelibiase 5,0 fand. In der Kinetik 
stimmen sie iiberein, die Spaltung von Raffinose und anderen Substraten ver
lauft na.mlich nach erster Ordnung. Beide Enzyme spalten daslX-Methylgalaktosid 
und auch das Osazon der Melibiose. Es ist also durchaus angangig, die quantita
tiven Unterschiede der Angreifbarkeit von Raffinose durch Melibiase des Emulsins 
und der Hefe auf verschiedene Affinitii.t, also auf relative Spezifitit, zuriick. 
zufiihren. WEIDENHAGEN schloB daher auch, daB GaIa.ktora.ffina.se und Hefen· 
melibiase identisch sind. 

1 B. HELFEBlCH, H. HEYNE, R. GOOTZ: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Cham. 114 
(1933), 139. 

B Bull. Soc. Chim. bioI. I) (1923), 501. - H. HiIusSEY, J. ClmYMOL: C. R. hebd. 
Seances Acad. Sci.17S (1924), 1372; J. Pharma.c. Chim.ID (1924), 441; Bull. Soc. 
Chim. bioI. 6 (1924), 186, 865. 

I W. CH.uu.TON, W. N. HAWORTH, W. J.IIICKINBOTTOM: J. chem. Soc. (London) 
1927, 1527. 

, W. N. HAWORTH, J. V. LOACH, CH. W. LONG: J. chem. Soc. (London) 1827,3146. 
I Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem.117 (1921), 172. 
• Z. Ver. dtsch. Zuckerind. 77 (1927), 696; 78 (1927), 99; 79 (1929), 115, 138. 
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B. HELFBRIOHl wies nach, daB die /X-Galaktosidase auch die Heteroside der 
pol-Arabinose spaltet, die konfigurativ genau der /X-d-Galaktose entspricht, 
nii.m1ich Methyl- und Phenyl-p-arabinosid. 

Die Melibiase kommt nur in Unterhefen vor, dagegen nicht in Oberhefen 
oder Milchzuckerhefen. 1m Aspergillus niger ist ihr Vorkommen adaptiv, d. h. 
sie tritt nur auf, wenn der Pilz in einer bestimmten Nii.hrlosung (RAULINsche 
Nii.hrlosung mit Zusatz von Raffinose) geziichtet wird.2 

In einigen Bakterien, z.' B. Bact. Delbrii.clci, wurde sie aufgefunden, in anderen, 
z. B. Bact. coli, fehlt sie.8 

Nach Ii. TAUBER. und I. S. KLEINER.' ist Melibiase in den Knollen von Solanum 
indicum vorhanden. 

R. WEIDENHAGEN,1i der sich mit der Hefemelibiase eingehender befaBte, 
stellte fest, daB rohe und gereinigte Melibiase sich in ihrer Kinetik unterscheiden. 
Infolgedessen lassen sich hier wie bei der Melibiase nur "scheinbare" Melibiase. 
einheiten bei Rohenzymen aufstellen. Die Einheiten nach WEIDENHAGEN 
sind die gleichen wie bei der /X-Glukosidase. 

O. p-Galaktosidase. 

Die wichtigsten natiirlichen Substrate der p.Galaktosidase sind: Lactose, 
Allolactose, Vicianose. 

Nach W. N. HAWORTH und CH. W. LONGS und G. ZEMPLEN7 hat die Lactose 
genau dieselbe Struktur wie Maltose und Cellobiose, nur anstatt der Glukose 
eine Galaktose in p-Bindung in der 4.Stellung an die andere Glukose gebunden. 
Beide Monosen sind Pyranosen. 

H OH HOH.C 

~H :~ H~~-O",~ 
HO~l_-O-- OR R OH 

I 0 ' 
HOHIC H OH 

Lactose. 

Allolactose ist eine 6-p.GaIaktosidoglukose (in der Frauenmilch enthalten). 
Sie wurde von HELFERICH8 synthetisch dargestellt. Die Vicianose ist /X·l
Arabinosidoglukose. 

E. F . .Am4sTRONG8 stellte auf Grund von Hemmungsversuchen die Be. 
hauptung auf, daB es zwei Lactasen gebe. Die eine sollte an der galaktosidischen 
Seite angreifen, die andere an der freien Glukose. Die GaIaktoIactase ist die 
der Milchzuckerhefen, die Glukolactase die der Phanerogamen (Emulsin) und 
der Tiere. Die Galaktolactase wird durch Galaktose, die Glukolactase durch 
Glukose gehemmt. KUHN kniipfte in seiner Gluko-Fructosaccharasen-Theorie 

1 Ergebn. Enzymiorsch., Bd. II, S. 82. Leipzig, 1933. 
I E. HOFMANN: Biochem. Z.278 (1934), 198. 
8 E. HOFMANN: Biochem. Z.272 (1934), 133. 
, J. bioI. Chemistry 106 (1934), 679. 
I Z. Ver. dtsch. Zuckerind. 77 (1927), 696; 78 (1927), 99. 
S J, chern. Soc. (London) 1927, 544. 
7 Ber. dtsch. chern. Ges.69 (1926), 2402. 
8 B. HELFERICH, H. RA.UCH: Ber. dtsch. chern. Ges.69 (1926), 2655. - B. HEL

FERICH, G. SPAlWBERG: Ebenda 66 (1933), 806. 
I Proc. Roy. Soc. (London) 78 (1904), 516. 
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an diesa Befunde von ARMSTRONG an (siehe S. 83£.). Es zeigte sich aber spiter, 
daB aus den Hemmungsversuchen aUein nicht auf die AHinitii.t des Enzyms 
geschlossen' werden kann. AuBerdem fand ARMSTRONG seIber, daB Emulsin, 
also die Glukolactase Galaktosidogalaktose angreift, was direkt gegen seine 
Theorie spricht. WEIDENHAGENllehnt die Theorie der Galaktosido- und Glukolac
tase ab, da das Lactosazon von heiden Lactasen, Hefe und Emulsin, gespalten wird,. 

B. HELl!'ERICH2 nimmt an, daB die p-Glukosidase des SiiBmandelemulsins 
auch p-Galaktoside zu spalten vermag. Er findet, daB die Schii.digung von SiiB
mandelemulsin durch Bestrahlung mit ultraviolettem Licht3 oder durch Oxy
dation mit kleinen Mengen Ozon bei beiden Enzymwirkungen parallel geht.' 
Er stellt bei vergleichenden Messungen ziemlich weitgehende 'Obereinstimmung 
der relativen Spaltungsfihigkeit fiir P-Glukoside und p-Galaktoside fest. AIle 
Prii.parate spalteten das Glukosid etwa zehnmal schneller als das Galaktosid. 

Nach HELl!'ERlCH und LAMPERT" geht auch die Spaltung von l-Arabinosiden 
der Spaltung von p-Galaktosiden durch SiiBmandelemulsin parallel. 

E. Ho~ findet aber, daB Milchzuckerhefen Galaktoside schneller 
angreifen als Glukoside. Ebenso verhilt sich das Enzym der Hagebutten um
gekehrt wie das der Mandeln, es spaltet Galaktoside stark, Glukoside bum 
(Spaltung von Phenol-Galaktosid 70%, Phenol·Glukosid 3%).7 Ebenso verhilt 
sich das Emulsin der Mandarinenkerne nnd der Sojabohne.8 

HELFElUCH und seine Schule9 fanden seIber, daB das Emulsin der Luzerne, 
Medicago sativa, sich ganz anders verhalt wie SiiBmandelemu1sin. In der Luzerne 
besteht das umgekehrte Verhiltnis von Galaktosidase: Glukosidase, namlich 
60: 1. Eine weitere Verschiedenheit besteht im Verhalten gegeniiber dem 
o-Kresol-p-galaktosid.1o Das Luzernenemulsin spaltet das o-Kresolderivat nicht 
schneller, sondern sogar langsamer als das Phenol-p-d-galaktosid, wahrend fiir 
SiiBmandelemulsin ja gerade die starke Spaltbarkeit von o.Kresol.p.d-glukosid 
und Galaktosid charakteristisch ist. Dem Luzernenemulsin ganz ahnlich verhilt 
sich das Kaffee-Emulsin.ll 

Die Frage beziiglich Identitat oder Verschiedenheit von P-Glukosidase und 
p-Galaktosidase ist also noch nicht klar entschieden. 

Vorkommen der p-Galaktosidase. 
Die p.Galaktosidase oder Lactase findet sich im Emulsin der Mandeln und 

verwandter Rosaceen, in vielen Mikroben, vor aHem in Milehzuekerhefen. in 
der Taka, in vielen Bakterien und tierischen Sekreten. 

Synthese. 
MICHLIN12 synthetisierte Lactose durch ein Enzym der lactierenden Milch

drUse von Kiihen. Die Komponenten miissen in 5OCYoiger Konzentration zu-

1 Z. Ver. dtsch. Zuekerind. 79 (1929), 115. 
2 Ergebn. Enzymforseh., Bd. VII, S.83, und zwar S.94. Leipzig, 1938. 
B HELIo'ERICII, BRIEGER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 221 (1933), 94. 
'HELFERICII, WINKLER, SCIIMITZ-HILLEBRECHT, BACH: Hoppe-Seyler's Z. 

physiol. Chern. 229 (1934), 112. 
i Ber. dtseh. chern. Ges. 6S (1935), 1266. 
6 Hioehem. Z. 266 (1932); 462. 
7 Bioehem. Z.267 (1934), 309. 
S Bioehem. Z.272 (1934), 420. 
t K. Hn,L: Her. Verh. HiiehH. Akad. Wiss. Leipzig, rnath.-phYHiHChe Kl. 86 (1934), 

115. 
10 HELlo'ERICH, SCHEIBER: Hoppe-Seyler's Z. phYriiol. Chern. 226 (1934), 272. 
11 HELFERICU, VORSATZ: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 287 (1935), 254. 
12 D. MICIILIN, M. LEWITOW: Biochern. Z.271 (1934), 448. 
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sammengebracht werden. Das GIeichgewicht liegt zwischen 12% und 30%, 
die Zeitdauer betragt 7-lO Tage. 

Milchzuckersynthese unter der _ Einwirkung von Milchdrusenschnitten er
zielten auch W. E. PETERSEN und 1. C. SHAW.l 

II. Polyasen. 
1. Amylasen. 

Die im Tier- und Pflanzenreich allgemein verbreiteten Amylasen spalten 
sowohl die tierischen als auch die pflanzlichen Reservekohlehydrate, das GIykogen 
und die Starke. 

Konstitution der Starke und des GIykogens. 
Die Bruttoformel dieser Polyosen ist (CfiH100S)",; das einzige Produkt der 

vollstandigen Saurehydrolyse ist GIukose. Fur die Kenntnis der Konstitution 
ist wesentlich, daB bei der enzymatischen Spaltung keine GIukose, sondern ein 
Disaccharid, die Maltode, entsteht. Auch bei vorsichtigem Abbau methylierter 
Starke erhielt HAWORTH Derivate der Maltose. Bei vollstandiger Methylierung 
und Hydrolyse fand er hauptsachlich 2,3,6-Tlimethylglukose.2 Er nimmt an, daB 
Starke und GIykogen aus ex-glukosidisch verknupften Maltosebausteinen bestehen. 
Da auch in der Maltose selbst die beiden GIukosen ex-glukosidisch verknupft 
sind, bestehen nach HAWORTH Starke und Glykogen nur aus ex-glukosidisch ver
bundenen GIukopyranoseresten. Auch die Berechnungen von K. FREUDENBERG3 

uber die optische Drehung der Starke sprechen fUr eine einheitliche ex-glukosidische 
Verknupfung. 

Vor einigen Jahren war die Annahme verbreitet, daB die hochmolekularen 
Naturstoffe aus einfachen Grundkorpern durch Aggregation, also durch zwischen
molekulare Krafte aufgebaut seien. Fur-Starke und GIykogen sollte ein GIucan 
CeHIOOS oder ein Maltoseanhydrid C12H20010 den Grundkorper bilden. Die 
Tatigkeit der Amylasen wurde darnach einerseits in der Losung der Neben
valenzen, anderseits in der Anlagerung von Wasser an das Zuckeranhydrid 
bestehen. Die Annahme kleiner Grundkorper und desaggregierender Enzyme ist 
veriassen. Die rontgenspektroskopische Untersuchung der Cellulose hat ergeben, 
daB sie aus langen Ketten von Glukoseresten besteht. Fur Starke und GIykogen 
ist ein analoger Bau sehr wahrscheinlich gemacht. Bei der Aufarbeitung der 
Hydrolyseprodukte methylierter Starke fand W. N. HAWORTH2 neben haupt
sachlich 2,3,6-Trimethylglukose ungefahr 4% 2,3,4,6-Tetramethylglukose. Er 
schloB, daB diese von den Endgliedern der GIukoseketten stammen, in denen 
eine OH-Gruppe mc!tr als in den Mittelgliedern vorhanden ist. So gelangte er 
fUr Starke zu Kettenlangen von ungefahr 25 GIukosegliedern, fUr GIykogen 
sogar von nur 12-18 Gliedern. Aus dem viskoshnetrischen Verhalten der Starke 
und ihrer Derivate sowie aus dem mechanischen Verhalten von Starkefilmen 
zogen aber K. H. MEYER und H. MARK' den SchluB, "daB man es in der Starke 
nicht mit langen geraden Maltoseketten zu tun hat, sondern daB diese Ketten 

1 Science (New York) 86 (1937), 398. 
2 W. N. HAWORTH: S.-B. Akad. Wiss. Wien, Aht. IIb 141) (1936), 920. 
B K. FREUDENBERG, W. KUHN, W. DURR, F. BOLz, G. STEINBRUNN: Ber. dtsch. 

chern. Ges. 68 (1930), 1510, und zwar 1526. - K. FREUDENBERG: Ebenda 66 (1933), 
177, und zwar 194. 

, Der Aufhau der hochpolymeren organischen Naturstoffe, S.212, 213. Leipzig, 
1930. 
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hier und da verzweigt sind".1 Auch STAUDINGER2,3 gelangte auf Grund des 
viskosimetrischen und osmotischen Verhaltens dieser Polyosen zu dem Ergebnis, 
daB ihre Molekiile nicht aus einfachen langen Ketten, sondern aus verzweigten 
Ketten bestehen und lOOO oder mehr Glukosegruppen enthalten. Die End
gliederbestimmung von HAWORTH ergibt nicht die gesamte Zahl der GIu
koseglieder, sondern die durchschnittliche Lange der Seitenketten. Wie aus 
den Endgliedern der Seitenketten bei der Methylierung Tetramethylglukosen 
entstehen, so aus den Verzweigungsstellen Dimethylglukosen. Auch diese 
sind von W. N. HAWORTH unter den Methylierungsprodukten aufgefunden 
worden.' 

Solche vielfach verzweigten Hochpolymeren von nicht mehr langlichem, sondern 
fast kugelformigem Bau nennt H. STAUDINGER5 Spharokolloide, die fadenformigen 
Hochpolymeren dagegen Linearkolloide. Die Cellulose ist ein typis her Vertreter 
der Linearkolloide, das Glykogen, das die meisten Verzweigungen aufweist, ist 
ein typisches Spharokolloid. Die Starke ist ein Mittelding zwischen beiden, aber 

H OH HO-H 
HOH,C-r::, /6!-CH20H I 

'bt ~ 0 '/"O,-CHaOH ergl 
2,3,4,6-Tetra· '-j ,,/ H 

methylglukose ~ i b /LH 
fi I ..-/ 
&l i /"H..-/ 
~ I , OI-CHaO 
8 I ~rgibt 2,3.DimethYigl~~~~-
01 ~/H 
~I 

~! 0 
~I !-H - /, "F-CH•OH 

HOH1C-(i 0 
CZ) (/H 

H-',,- 0 

" I_H 
O-lJ~-CHIOH 

----~------------~ 0 
ergibt 2,6.Dimethylglukose 

j-H 

o 
, H 

HOaH I-CH•OH 
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1 Siehe jedoch S. 112. 
I S .. B. Akad. Wiss. Wien, Abt. lIb 140 (1936), 920. 
8 H. STAUDINGER und Mitarbeiter: Ber. dtsch. chem. Ges. 69 (1936), 826; Liebigs 

Ann. Chem.627 (1937), 195. 
, F. M!CHEEL: Chemie der Zucker und Polysaccharide, S. 200, 300. Leipzig, 1939. 
6 Naturwiss.26 (1937), 673, und' zwar 680. 
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dem Glykogen im Bau ihn
licher ala der Cellulose. Die 
Formeln von Stiirke und 
Glykogen nach STAUDIN
GER sind auf S. 107 und 
108 ~edergegeben. 

Da das Endprodukt der 
enzymatischen Spaltung 
Maltose iBt, mull ein Unter
schied der Bindungen 
zweier aufeinanderfolgen
der Glukosereste angenom
men werden. HmsT1 sieht 
ihn in der raumlichen An
ordnung der Kettenglieder, 
indem die Ebenen be
nachbarter Pyranringe auf
einander senkrecht ate
hen. Auch FREUDENBERG2 

nimmt ein schraubenformi
ges Kettenmodell an . 

Die Starke kommt· in 
~ der Natur in zwei Formen ''\. ~ I ~or, als Amd ylls0seA des I Zellk-
1jO I>, mnem un a myope-

. ~ )"" /0 

~-D i S tin der HiillBubstanz der 
~ Starkekomer. Wii.hrend die 

+__----- .§ Amylose praktisch elektro-
&:1 lytfrei ist,' enthii.lt das 
:} Amylopektin Phosphor-

.. sa.ure und etwas Kiesel-
~ J . "0 ~ sii.ure, deren Rolle noch 

'" t> nicht ganz gekliirt ist (Ad-
'" 8 1 II: sorption oder Hauptvalenz-

il bindung !). Das Glykogen i, enthiilt noch mehr Phos-
::t: / '" ~ phat als das AmyJopektin. 
00 ~ 
~ I .c 

~ E-i1 ~ I :; 

'" / 0 ~ 
"<f'~ 

Spezifitlt der AmylaBen. 
Die Substrate aller 

Amylasen sind iiberein
stimmend Amylose; Amy
lopektin und Glykogen. 
Ebenso werden die hoheren 
Spaltproduktedieser Polyo
sen, die Dextrine, von allen 
Amylasen angegriffen. 

~o .. _oo::t:/ ~ 
~ +--------.~ 

Bei der Spaltung ist nie
maJsdasAuftreten von Glu

kose beobachtet worden; das Spaltprodukt ist vielmehr in allen Fallen Maltose (Kon-

1 F,. L. HIRST, M. M. T. PI ANT: J. chern. Soc. (London) 1932, 2375. 
2 K. FREUDENBERG: Angew. Chern. 47 (1934), 675. 
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stitutionsformel siehe S. 82). Die erheblichen Schwierigkeiten, die der Deutung der 
Amylasewirkung entgegenstehen, beruhen einmal darauf, daB die Spaltung mit sehr 
ungleicher Geschwindigkeit verlauft und hiiufig groBe, unspaltbare oder nur noch 
sehr Jangsam spaltbare Reste iibrigbleiben, die sogenannten Grenzdextrine, ferner 
darauf, daB die verschiedenen Methoden zur Bestimmung der Spaltung keines
wegs iibereinstimmen. Man beobachtet drei Erscheinungen der Amylasewirkung: 

1. VerfJiissigung (Abnahme der Viskositat), 
2. Dextrinierung (Verschwinden der blauen Jodreaktion), 
3. Verzuckerung (Auftreten des Reduktionsvermogens). 
Diese V organge verlaufen bei verschiedenem Enzymmaterial mit verschiedenem 

Geschwindigkeitsverhiiltnis. Stets ist die Abnahme der Viskositat in den ersten 
Stadien der Wirksamkeit am starksten, aber sie ist nicht immer von derselben 
Maltosebildung begleitet. Die blaue Jodfarbe bleibt manchmal fast bis zu Ende 
der Spaltung erhalten, in anderen Fallen geht sie sehr rasch in eine rotviolette 
Farbe iiber, bevor erhebliche Maltosemengen gebildet sind. Man hat diese 
Differenzen auf die Wirksamkeit verschiedener Amylasen zuriickgefiihrt. Solange 
man die Theorie vertrat, daB die Starke aus kleinen Maltoseanhydridbausteinen 
besteht, muBte man einerseits desaggregierende Enzyme annehmen, die die 
Nebenvalenzbindungen zwischen diesen Anhydriden IOsen (Verfliissigung und 
Dextrinierung), und andererseits hydrolysierende Enzyme zur Losung der Sauer
stoffbriicke im Maltoseanhydrid (Verzuckerung). Die moderne Kettentheorie des 
Starkeaufbaus erfordert als ersten Akt der Spaltung bereits eine chemische 
Reaktion, namlich hydrolytische Aufspaltung von Hauptvalenzen in den Ketten 
zur Zerlegung der Glukosidbindungen. Die Annahme desaggregierender Fermente 
ist nicht mehr erforderlich. Fiir das Bestehen der verschiedenen Amylasewirkungen 
muBte also nach anderen Ursachen gesucht werden. 

R. KUHN l verglich polarimetrisch die Starkespaltung durch Pankreas- und 
durch Malzextrakte. Er machte dabei die iiberraschende Beobachtung, daB bei 
der Mutarotation der gebildeten Maltose die Gleichgewichtsdrehung im Falle der 
Pankreasamylase durch Abnahme, im Falle der Malzamylase durch Zunahme des 
zuerst beobachteten Drehungswinkels erreicht wurde. Es bildet sich also durch 
Pankreasamylase zuerst IX-Maltose, durch Malzamylase II-Maltose. R. KUHN 
bezeichnete daher die beiden Amylasen als IX- und II-Amylase. Darnach konnten 
im Starkemolekiil IX- und p-Bindungen lniteinander abwechseln. Der Angriff 
von II-Amylase wiirde dann zu Maltose, also zu IX-Glukosidoglukose fiihren. 
Aber die IX-Amylase miiBte nicht Maltose, sondern eine II-Glukosidoglukose, die 
Cellobiose, liefern. Tatsachlich entsteht in beiden Fallen Maltose. KUHN erklart 
dies folgendermaBen: Von zwei benachbarten Glukosemolekiilen besitzt hochstens 
eines den normalen Pyranring, das andere ist alloiomorph, d. h. es enthiHt eine 
andere Sauerstoffbriicke. Hierfiir sprach, daB bei der Wirkung der IX-Amylase 
eine zweifache Veranderung des Drehungsvermogens beobachtet wird. Neben 
der Mutarotation der entstandenen Maltose verlii.uft eine mit starkem Anstieg 
des Drehungsvermogens begleitete Reaktion, die KUHN als intramolekulare Um
lagerung des alloiomorphen Zuckers deutet. Bei dem Angriff der II-Amylase auf 
die p-Bindung zwischen den Glukosidoglukosen erfolgt die Umlagerung des 
Sauerstoffringes im reduzierenden Glukoserest des primar entstehenden Di
saccharids und ist daher ohne EinfluB auf die Bindungsart der beiden Trauben
zuckermolekiile. Wenn dagegen die IX-Amylase die IX-glukosidische Bindung an
greift, muB die Ring-Isomerisierung im nichtreduzierenden Zuckerrest vor sich 
gehen. Neben dem NeuschluB des Sauerstoffringes edolgt nun am gleichen 

1 Liebigs Ann. Chem.443 (1925), 1. 



110 H. KRAUT Wld M. ROHDEWALD: 

Glukoserest der 1Jbergang der {I-Bindung in die lX-Bindung eines neuen Maltose
molekiils, was im intermediaren Anstieg des Drehungsvermogens zum Ausdruck 
kommt. 

Dieser Deutung widerspricht die moderne Auffassung der Starkekonstitution, 
die eine einheitliche lX-glukosidische Verkniipfung der Glukosereste annimmt, 
aber allerdings keine geniigende Erklarung fiir die bei der Wirkung von lX- und 
{I-Amylase beobachteten Tatsachen gibt. 

E. OHLSSONl untersuchte eingehender die amylolytiBche Wirkung des Gersten
maIzes und fand, daB hierbei ebenfalls zwei Amylasen beteiligt sind. Die eine 
Amylase vermag Starke schnell zu Dextrinen abzubauen, die nicht mehr von 
Jod geblaut werden, wahrend gleichzeitig nur eine relativ kleine Menge Maltose 
entsteht. Er nennt sie daher Dextrinogenamylase. Sie bildet bei der Spaltung 
primar lX-Maltose, iBt also identisch mit KUHNS lX-Amylase. Die andere Amylase 
vermag groBe Mengen Maltose (z. B. 90%) zu bilden, ohne daB die StarkelOsung 
die Eigenschaft verliert, sich mit Jod blau zu farben; sie wird Saccharogen
amylase genannt und entspricht der {I-Amylase von KUHN, denn sie bildet bei 
der Starkespaltung zunachst {I-Maltose. 

OHLSSON nimmt an, daB die Dextrinogen- (= lX-) Amylase das Starkemolekiil 
zunachst in groBe Dextrinmolekiile zerlegt, die dann weiter in kleinere Bruch
stiicke zerfallen, wobei zuletzt Maltose entsteht . .Bel der Hydrolyse mit Saccharogen
( = {I-) Amylase wird dagegen Maltose schon von Anfang an gebildet, indem 
von dem groBen Starkemolekiil einzelne Maltosereste abgespalten werden. Bei 
der Wirkung der Dextrinogenamylase verschwindet die Jodfarbung so bald, 
weil die Dextrine in kleinere zerlegt werden, wii.hrend bei der Saccharogenamylase 
ein zusammenhangender Starkerest und somit auch die Blaufarbung mit Jod 
fast bis zu Ende erhalten bleibt. 

Es gelang E.OHLSSON,1I eine Trennung der beiden Enzyme herbeizufiihren, 
da ihre Bestandigkeit in verschiedener Weise von Temperatur und Wasserstoff
ionenkonzentration abhangt. Unter Erhaltung der Typen trennten E. WALD
SCHMIDT-LEITZ und Mitarbeiter3 die beiden Amylasen durch auswahlende Ad
sorption. 

Wahrend OHLSSON die Angriffspunkte der lX- und {I-Amylasen auf verschiedene 
Stellen des Starkemolekiils verlegt, stellt sich G. A. VAN KLINKENBERG' vor, 
daB es zwei ganz verschiedene Starkearten, lX- und {I-Starke, gibt, die stets 
nebeneinander vorkommen. Er nimmt nicht wie R. KUHN ein Alternieren von 
lX- und {I-glukosidischen Bindungen in demselben Starkemolekiil an, sondern 
eine nur lX-glukosidisch und eine nur {I-glukosidisch aufgebaute Starke. Die 
{I-Amylase bildet nach seinen Beobachtungen aus loslicher Starke 64% der 
theoretisch moglichen Menge {I-Maltose, ohne daB die Jodreaktion dabei ver
schwindet. Das Restprodukt wird von der {I-Amylase nicht angegriffen, von 
der lX-Amylase gespalten. Umgekehrt bildet die lX-Amylase 36% Maltose, wobei 
die Jodreaktion verschwindet. IX-Starke gibt also die blaue Jodfarbe. Die weitere 
Verzuckerung geht sehr langsam vor sich, und zwar, wie VAN KLINKENBERG an
nimmt, durch allmahliche Umlagerung der {I- in IX-Starke. Seiner Annahme, 
daB in der natiirlichen Starke ein Gleichgewicht von 36% lX-Starke und 64% 
{I-Starke vorliegt, steht entgegen, daB in Starkepraparaten anderer Herkunft 

1 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 189 (1930), 17. - G. NORDH, E. OHLSSON: 
Ebenda 204 (1932), 89. 

B Hoppe-Seyler's Z. physio!. Chern. 189 (1930), 17. 
8 E. WALDSCHlllIDT-LEITZ, M. REICHEL, A. PURR: Naturwiss.20 (1932), 254. -

E. WALDSCHMIDT-LEITZ, A. PURR: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 218 (1932), 63. 
, Ergebn. Enzymforsch., Bd. III, S. 73. Leipzig, 1934. 
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andere Verhii.ltnisse fUr die Wirkung von IX- und tJ-Amylasen gefunden wurden. 
AuBerdem widerspricht seiner Theorie die von E. WALDSCHMIDT-LEITZ und 
M. REICHEL1 beobachtete Tatsache, daB ein definiertes niederes Spaltstiick der 
pankreatischen Starkeverdauung, namlich die Amylohexaose, sowohl von IX- als 
auch von /I-Amylase angegriffen wird, und zwar unter normaler Bildung von 
IX- bzw. tJ-Maltose. 

Auch M. SAMEC und E. W ALDSCHMIDT-LEITz2 , 3,' nehmen ~n, daB die blaue 
Jodfarbe auf eine bestimmte Struktur des StarkemolekiiIs zuriickzufiihren ist, 
die sie Amyloawylose nennen, wahrend die schwachere Rotfarbung der Erythro
amylose zukomme. Sie sehen aber hierin nur besondere Strukturelemente, 
wahrscheinlich durch verschiedene Lage der Sauerstoffbriicke bedingt, die auch 
in ein und demselhen Starkemolekiil vorkommen konnen. SAMEC stellt die 
Arheitshypothese auf, daB die IX-Amylase zuerst an denjenigen Sauerstoffatomen 
angreift, die fiir die Jodbindung verantwortlich sind, namlich an der Sauerstoff
briicke in den Zuckern selbst. Die tJ-Amylase dagegen soIl nur die glukosidischen 
A.therbrucken sprengen. Er schlieBt dies daraus, daB IX-Amylase viel schneller 
die jodbindende Funktion aufhebt aIs Glukosidbindungen offnet (Reduktion). 
Fiir die tiefer gehende Spaltung ist diese Spezifitat allerdings nicht maBgebend. 
IX-Amylase spaltet schlieBlich die Erythrokorper weiter auf, als es die tJ-Amylase 
vermag. Reine Erythroamylose wird iiberhaupt nur von heiden Amylasen zu
sammen total abgebaut, wahrend sowohl mit IX- als auch mit tJ-Amylase allein 
ein Rest hei 40-50% Spaltung zuriickbleibt. Die Amyloamylosen dagegen 
werden von beiden Amylasen praktisch vollig verzuckert, wenn auch langsam. 

E. WALDSCHMIDT-LEITZ und K. MAYERIi fanden in Gerste und Malz ein weiteres 
Enzym, das mit dem Abbau der Starke zusammenhangt, ohne eine Carbohydrase 
zu sein. Es ist die Amylophosphatase, die aus phosphorsaurehaltigen tierischen 
und pflanzlichen Starken Phosphat abspaltet. Sie konnte durch aUAwahlende 
Adsorption mit Tonerde Or und Kaolin von 
der Amylase abgetrennt werden. Ihr pH-Opti- I 
mum ist 5,6. Sie spaltet die gesamte Phosphor- ~ 
saure aus der Starke abo Es ist bemerkens- ~ 1~S 
wert, daB dabei eine erhebliche Abnahme der ~ 10 

Viskositat, und zwar proportional der Enzym- ~ 
konzentration, auftritt (siehe Abb. 12). Gleich- ~ S. 
zeitig bilden sich reduzierende Dextrine, aber j 
keine Maltose. Aus der Reduktionswirkung kann ~ ~/O~i1$8~7J,i1l1etkn-
man auf eine durchschnittliche Kettenlange der Abb. 12. Verflftsslgende Wlrkung der 
gebiIdeten Dextrine von 36 Glukosegruppen Amylophosphatase. 
schlieBen. Nach der Einwirkung der Amylophos-
phatase gibt das Reaktionsgemisch noch eine rein blaue Jodfarbung und laBt sich 
durch Amylase weiter zerlegen. Wie weit an der starken Viskositatsabnahme des er
sten Angriffs die Amylophosphatase beteiligt ist, laBt sich noch nicht iiberblicken. 

Die neueste Theorie iiber die Wirkungsweise· der Amylasen stammt von 
K. MYRBACK.6 Er geht davon aus, daB bei der .Einwirkung der Amylasen sehr 
verschiedene Reste, Grenzdextrine groBeren oder kleineren Umfangs entstehen, 

1 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 228 (1934), 76. 
t M. SAMEC, E. WALDSCHMIDT-LEITZ: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 208 

(1931), 16. 
8 M. SAMEC: Hoppe-Seyler'S Z. physiol. Chern. 286 (1935), 103. 
, M. SAMEC: Chemiker-Ztg. 68 (1939), 353. 
6 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 286 (1935), 168. 
a Atti X Congr. into Chim., Roma I) (1938), 129. 
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und stellt test, daB in jedem Molekiil eines Grenzdextrins sich eine einzige redu
zierende Gruppe vorfindet. MYRBACK nimmt an, daB die Starke nicht ausschlieB
lich aU8 Maltoseresten aufgebaut ist, sondern daB darin auch anders gebaute 
Molekiilteile vorkommen. Die Amylasen sollen jedoch nur BOlche Molekiilteile 
der Starke spalten, die der HA WORTHschen Formel entsprechen. Die p-Amylase 
kann nur an freien Kettenenden, nicht aber inmitten der Ketten zwischen zwei 
Anomalien angreifen. ~ie spaltet so lange ein Molekiil Maltose nach dem anderen 
ab, bis sie zu den Anomalien vordringt. Der Rest bleibt als hochmolekulares, 
starkeahnliches Grenzdextrin zuriick, meist im Umfang von etwa 40% der Starke. 
Die eX-Amylase dagegen greift auch mitten in den Ketten zwischen den Anomalien 
an und liefert infolgedessen keine starkeahnlichen, sondern niedrigmolekulare 
Grenzdextrine. Aus Ketten mit ungerader Zahl von Glukoseresten entstehen 
auch Trisaccharide, wie sie von PRINGSHEIM1 und PICTET2 beobachtet und naher 
untersucht wurden. Die PRINGSHEIMSche Theorie, daB die Grenzdextrine und 
BOgar die Maltose sekundare Gebilde seien, lehnt MYRBACK abo 

Nach neuesten Untersuchungen vQn K. H. MEYER3 enthalt nur das Amylo
pektin verzweigte Ketten, und zwar yom Mol.-Gew. 50000-1000000, die 
Amylos~ dagegen unverzweigte Ketten (Mol.-Gew. 10000-100000). Dies steht 
seiner Ansicht nach in gutem Einklang mit dem Befund von M. SAMEC und 
E. WALDSCHMIDT-LEITZ,4 daB die p-Amylase nur Amylose vollig zu Maltose 
hydrolysiert, mit Amylopektin dagegen hochmolekulare Restkorper liefert. Die 
Zweigstellen im Amylopektin sind inzwischen als eX-I-6-Bindungen erkannt 
worden.s . 

Ferner findet K. H. MEYER,8 daB. nur dem Amylopektin die Eigenschaft 
der "Vernetzung" zukommt, d. h. die Fiihigkeit, infolge der verzweigten Ketten 
dreidimensionale lose Netze zu bilden, die die Verkleisterung bedingen. 

Bestimmungsmethoden, Einheiten und Kinetik_ 

Die Bestimmung der Amylase kann von zwei Gesichtspunkten aus erfolgen: 

1. Man priift die Veranderungen bzw. Abnahme des Substrata, der Starke. 
2. Man miBt die Zunahme der Spaltprodukte, indem man das Reduktions

vermogen bestimmt. 

Die Abnahme des Substrats kann durch Bestimmung der Viskositatsanderung 
der Starke ermittelt werden. Hierzu werden nach LINTNER-SOLLIED? steigende 
Mengen. Starkekleister unter festgelegten Bedingungen zur Einwirkung gebracht 
und nach Unterbrechung des Versuches durch Erhitzen die physikalische Be
schaffenheit des Starkekleisters beobachtet. Die Methode wurde von T. CHRZASZCZ 
und J. JANICKI8 modifiziert. Auch das Verfahren von U. OHLSSON' wird viel 
angewandt. 

1 H. PRINGSHEIM, K. WOLFSOHN: Ber. dtsch. chern. Ges.57 (1924), 887. -
H. PRINGSHEIM, A. BEISER: Biochem. Z.I48 (1924), 336. - H. PRINGSHEIM: Ber. 
dtsch. chern. Ges.57 (1924), 1581. 

2 A. PICTET, P. STRICKER: H~lv. chim. Acta 7 (1924), 932. - A. PICTET, R. 
SALZMANN: Ebenda 7 (1924), 934; 8 (1925), 948. 

8 Naturwiss. 28 (1940), 397. 
, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 203 (1931), 16. 
A K. FREUDENBERG, H. BOPPEL: Naturwiss. 28 (1940), 264. - K. H. MEYER: 

Naturwiss. 28 (1940), 564. - K.MYRBACK, K.AHLBORG: Biochem.. Z. 307 (19-40), 69. 
e Naturwiss. 28 (1940), 722. 
7 Z. ges. Brauwes.26 (1903), 329. 
8 Biochem. Z.242 (1931), 30; 256 (1931/32), 252. 
I Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 126(1923), 29. 
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Ferner bedient man sich der nephelometrischen Methode, deren Prinzip darauf 
beruht, daB der TrUbungsgrad direkt proportional der Konzentration der Starke· 
losung ist. Sie wurde von P. RONA und C. VAN EWEYX1 fiir die Bestimmung von 
Speichelamylase eingefuhrt und von B. J. K.mJGSMANN2 verbeBSert. Durch An. 
wendung des PULFRICH·Photometers wurde sie fur Mikrobestimmungen ver· 
wElndbar gemacht. 

Die Veranderung der Starke kann auch durch die Bestimmung der Jodfarbung 
naeh WOHLGEMUrn3 verfolgt werden: Man laBt auf gleiche Mengen Starkelosung 
verschiedene Mengen Enzymlosung einwirken und beobaehtet naeh Ablauf einer 
bestimmten Zeit die Farbungen, die naeh Zusatz von Jod auftreten. Die kolori· 
metrische Jodbestimmung wurde vielfach verbessert, 80 z. B. von E. A. SYM.4 

Ane diese Methoden hiingen weitgehend vom Zustand der Starke ab, die 
ala Substrat verwandt wird, und geben infolgedessen stark differierende Werte. 

Die Zunahme der reduzief<lnden Spaltprodukte wird naeh den ublichen Ver· 
fahren der Zuekerbestimmung gemeBSen, namlich naeh der Methode von G. BERT. 
RAND5 oder der Hypojoditmethode von R. Wn.t.STATTER und G. SCHUDEL. 6 

Haufig werden auch Viskositat und Reduktion oder Jodfarbung und Reduktion 
gleiehzeitig verfolgt. Letzteres z. B. zur Bestimmung von (x. bzw. {J.Amylase 
nebeneinander. E. WALDSCHMIDT·LEITZ und M. REICHEL? bestimmten den 
Gesehwindigkeitskoeffizienten "Zuekerbildung und Jodfarbung" beim Farb· 
umschlag Blau bis Blauviolett und legten den Umschlagspunkt fiir die beiden 
als enzymatiseh einheitlieh angesehenen Amylasen fest, namlieh fiir (X.Amylase 
aus Malz bei II %, fiir {J.Amylase aus Gerste bei 103% Maltosebildung aus 
Amylo.Amylose. Die Malzamylase besitzt z. B. den Umsehlagspunkt bei einer 
Maltosebildung von 84,5%. Mit Hille einer Skala von willkiirlieher Misehung 
reiner (x. und {J.Amylase fanden sie, daB die Malzamylase einer Mischung'von 
1 (X.Amylase: 6 {J.Amylase am naehsten kommt, deren Umschlagspunkt bei 
82,1 % Maltosebildung liegt. 

Die AmylmJeeinheit (A. E.) stellt diejenige Menge tieriseher Amylase dar, die 
25 em3 1 %ige lOsliehe Starke KAHLBAUM, die mit 10 em3 0,2 n Phosphat vom 
PH = 6,8 und 1 em3 0,2 n NaCl in 37 em3 Reaktionsgemiseh enthalten sind, bei 
37 0 mit einer Gesehwindigkeit von 

1 a 
k=Tloga_x =1 

spaltet (a = 75% von 0,25 g Starke = 0,1875 g). Der Abbau der Starke folgt 
namlieh bis zu einer Spaltung von zirka 50% ziemlieh genau der Gleiehung der 
ersten Reaktionsordnung. Dies wurde von R. KUHNS fiir die Pankreasamylase 
und von ~. MYRBACK9 fiir die Speiehelamylase nochmala bestatigt. 1 Amylase
einheit ist in zirka 0,02 g getroekneter Pankreasdriise enthalten. Die Anzahl von 
Amylaseeinheiten in 0,01 g Trockenpraparat ist der Amylasewert (A. W.) dieses 
Praparats. Dies sind die BewertungsgroBen nach WILLSTATTER. 

Sie stehen zu dem von H. v. EULER10 fur Malzamylase eingefiihrten Wir. 
kungswert SI = ~gMaltose 

gPraparat 
1 Biochem. Z. 149 (1924), 174. 
I Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 280 (1934), 190. 
I Biochem. Z. 9 (1908), 1. ' 
, Biochem. Z. 268 (1932), l. 
& Bull. Soc. chim. France, Mem .• III. Ser. 86 (1906), 1285. 
8 Ber. dtsch. chern. Ges. 01 (1918), 780. 
7 Dissertation von M. REICHEL. Prag, 1932. 
8 Liebigs Ann. Chern. 443 (1925), 1. 
• Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 169 (1926), 1. 
10 H.v.EULER, O. SVANBERG: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chern. 112 (1921), 193. 
Hdb. d. Katalyse, III. 8 
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in einfacher Beziehung: A. W. = 81'0,05333. 

FUr die Verfiiissigung der Starke, viskosimetris.ch gemessen, haben J. J. 
WUJ.AMAN, E. W. CLARK, O. B. HAGER l die "liquefying power" (L. P.) ein
gefiihrt, nii.mlich die Stii.rkemenge in Gramm, die durch 1 g Enzymprii.parat 
bei 40° in einer Stunde verfliissigt wird. 

Fiir die Veranderung der Jodfarbe ist eine Einheit bisher noch nicht auf
gestellt worden. 

Vorkommen und Eigenschaften. 

Die Amylasen sind im Tier· und Pflanzenreich fast allgemein verbreitet. Die 
tierischen Amylasen (Pankreas-, Speichel-, Leukocyten-Amylase usw.) halt man 
fiir reine !X-Amylasen, nachdem G. GIESSBERGER2 seine nach der WIJSMANNSchen 
Diffusionsmethode festgestellten Befunde widerrufen hat. Taka-Amylase, nach 
R. KUHN3 reine !X-Amylase, muB auch nach neuesten Befunden von G. GIESS
BERGER2 wiederum ala solche aufgefaBt werden. 1m Gerstenmalz sind nach 
OHLSSON' beide Amylasen enthalten. In ungekeimter Gerste ebenso wie in 
anderen Samen (z. B. Roggen, Weizen, Hafer) kommt neben der p-Amylase nur 
inaktive !X-Amylase vor. 

a) Zooamylasen. 
1m tierischen Orgamsmus findet sich die Amylase vor allem in den Driisen, 

die Verdauungssekrete produzieren, wie Pankreas-, Speicheldriisen, und in solchen 
Organen, die Kohlehydrat speichern, wie die Leber. Sie unterscheiden sich von 
den pflanzlichen Amylasen in drei Punkten: 

1. durch groBere Temperaturempfindlichkeit, 
2. durch ein anderes pH-Optimum (zirka 6,8 gegen 4,7), 
3. durch Aktivierbarkeit durch Neutralaalze. 

eX) Die Pankreasamylase. 
Die Pankreasamylase wurde zuerst von WILLSTATTER und Mitarbeitern5 

enzymatisch einheitlich dargestellt; er trennte die drei wichtigsten pankreatischen 
Enzyme (Trypsin, Amylase und Lipase) mittels der Adsorptionsmethodik. Aus 
Glycerinausziigen von getrockneter Pankreasdriise wurde die Lipase mittels Ton
erde, aus der RestlOsung das Trypsin mit Kaolin, beides bei sa,urer Reaktion, 
entfernt. Dann wird die Amylase aus neutraler 50%ig wasserig-alkoholischer 
Lasung an Tonerde adsorbiert und gereinigt. Sie ist frei von Maltase. Ihre 
Isolierung wird durch ihre - verglichen mit der von Lipase und Trypsin - geringe 
Adsorbierbarkeit begiinstigt. In reinem Zustand wird die Pankreasamylase 
auch in neutraler wasseriger oder alkoholischer Lasung von Aluminiumhydroxyd 
und. Kaolin nicht mehr adsorbiert. Die reinsten Praparate von WILLSTATTER 
zeigen keine EiweiBreaktionen mehr, enthalten aber noch spurenweise Bei
mischungen von Kohlehydrat. Sie sind zirka 40mal so wirksam wie die von 
SHERMAN und Mitarbeitern dargestellten Prii.parate.6 SHERMAN7 bestreitet, daB 

1 Biochem. Z.268 (1933), 94. 
2 Proc., Kon. Akad: Wetensch. Amsterdam 38 (1935), 344. 
8 Liebigs Ann. Chern. 443 (1925), 1. 
, G. NORDH, E. OHLSSON: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 204 (1932), 89. 
-6 R. WILLSTATTER, E. WALDSCHMIDT-LEITZ, A. R. F. HESSE: Hoppe-Seyler's Z. 

physiol. Chern. 126 (1923), 143; 142 (1925), 14. 
8 H. C. SHERMAN lmd Mitarbeiter: J. Amer. chern. Soc. 33 (1912), ll95; 34 

(1912), 1104; 36 (1913), 1617, 1790; 37 (1915), 623, 643, 1305; 40 (1918), ll38; 41 
(1919), 1867; 42 (1920), 1900. 

7 H. C. SHERMAN, M. L. CALDWELL, M. ADAMS: J. Amer. chern. Soc. 48 (1926), 
2947. 
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sich die Amyla.sepraparate £rei von Eiweill erhalten lassen. Pankreasamylase 
sei entweder ein Eiweillkorper oder enthalte EiweiB als wesentlichen Bestand
teil. Eine spatere Nachpriifung von E. WALDSCHMIDT-LEITZ und M. REICHEL1 

fiihrte zu noch reineren Pankreasamylasepraparaten, die negative EiweillproOOn 
gaOOn und auch kein Kohlehydrat mehr enthielten. Die Pankreasamylase ist 
fast ausschlielllich als Lyoamylase in der DrUse enthalten. Nur 2-7% liegen als 
Desmoamylase vor. Durch Glycerin wird sie nur wenig gehemmt.2 Ihr PH
Optimum liegt bei 6,8. 

Die Bauchspeicheldriise vom Schwein ist amylolytisch am wirksamsten, 
wahrend die vom Ochsen, Schaf und Rind viel schwacher wirkt. 

(3) Die Speichelamylase. 

Den Mchsten Amylasegehalt des Speichels findet man beim ~enschen und 
Affen, einen erheblich niedrigeren beim Schwein. AlIe Carnivoren, wie Hund, 
Katze, Fuchs, sollen gar keine Speichelamylase besitzen. Die hauptsa.chlich 
Amylase liefernde Speicheldriise ist die Parotis. Das PH-Optimum der Speichel
amylase liegt OOi 6,8. Door den EinfluB von Neutralsalzen siehe S. 119. K. MYR
BACK3 reinigt die Speichelamylase durch Adsorption an Tonerde und Elution 
mit Phosphat. 

y) Die Leberamylase. 

Die Leberamylase reguliert durch den Abbau des Leberglykogens, der groBten 
Kohlehydratreserve des tierischen Organismus, den Blutzuckerspiegel, wobei 
die von ihr gebildete Malto3e durch die Lebermaltase weiter zu Glukose 
abgebaut wird. Den Mechanismus dieser wichtigen Funktion der Amylase 
untersuchten LESSER, PRZYLECKI, ferner WILLSTATTER und ROHDEWALD. 
E. J. LESSER' erklartedas NebeneinanderOOstehen von Glykogen und Amylase 
durch ra.umliche Trennung infolge Adsorption der Amylase an Proteine. ST. J. 
v. PRzYLECKlo zog auBerdem noch PH-Anderungen der Leberzellen und Kon
zentrationsa.nderungen von Aktivatoren und Paralysatoren zur Erklarung heran. 
R. WILLSTATTER und M. ROHDEWALD 6 fiihl'ten den Begriff del' "Dynatonen" 
ein, unter denen aIle die Enzymeinwirkung beeinflussenden zelleigenen Stoffe 
zu verstehen sind. In del' Hemmung del' Amylase durch Proteine und ihrer Akti
vierung durch Peptide sehen sie ein Mittel des Organismus, auch ohne ra.umliche 
Trennung en~Jmatische Prozesse in den Zellen aufzuhalten odeI' in Gang zu 
setzen. Den Dynatonen iibergeordnet ist ein weiteres System von Substanzen, 
die als Kompensatoren bezeichnet werden. Zu diesen gehoren im Fall der Leber
amylase Insulin und Adrenalin. Je nach dem Hemmungs- odeI' Aktivierungsgrad 
der Amylase wirken die Kompensatoren enthemmend oder desaktivierend, also 
ausgleichend auf den jeweiligen Zustand. Die zahlreichen sich widersprechenden 
Beobachtungen anderer Autoren tiber die Wirkung von Adrenalin und Insulin 
finden in dem wechselnden physiologischen Zustand del' untersuchten Amylasen 
eine ausreichende Erklarung. 

Das optimale PH del' Leberamylase liegt nach O. HOLMBERGH7 bei 6,9. Er 
findet die Pankreasamylase 4000mal wirksamer als die Leberamylase. Da aber 

I Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 204 (1932). 197. 
2 R. WILLSTATTER, M. ROHDEWALD: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 221 

(1933), 202. 
3 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 159 (1926), 1. 
4 Biochem. Z. 119 (1921), lOS. - E. J. LESSER, K. ZIPF: Ebenda 140 (1923), 439. 
6 Ergebn. Enzymforsch., Bd. IV. S. 191ff. Leipzig, 1935. 
6 Enzymologia (Den Haag) 1 (1936), 213. 
7 Hoppe-Seyler'S Z. physiol. Chern. 184 (1924), 6S. 

S* 
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Lebersubstanz hemmend auf Pankreasamylase wirkt, beruht der Unterschied 
wohl mehr auf dem Gehalt der Leberpraparate an Hemmungsstoffen. 

Die Leberamylase enthaIt bisweilen Beimengungen einer Phosphat erfordemden 
und durch Glycerin hemmbaren Amylase,l wie sie zuerst in den Leukocyten 
aufgefunden wurde. 

Nach P. OSTERN, D. HERBERT und E. HOLMES2 ist nur ein kleiner Teil des 
Glykogenabbaues in der Leber auf Amylasetatigkeit zuriickzufiihren (nicht 
mehr ala U,%), der groBere Teil des Glykogens solI durch PhosphoryIierung 
direkt in CORI-Ester iibergefiihrtwerden, der dann durch Phosphatabspaltung in 
Glukose verwandelt wird. 

()) Die MU8lcelamylase. 

Die Muskelamylase wurde eingehender zuerst von K. LOHMANN3 untersucht. 
Da der a.U8 Glykogen entstehende Zucker sehr schnell in Milchsaure umgewandelt 
wird, arbeitete er. vorwiegend mit Muskelextra.kten, in denen durch 15 Minuten 
langes Erwiirmen auf 37° das milchsaurebildende Ferment vernichtet wurde, 
wabrend das hydrolysierende erhalten bIieb. Die Reduktionswerte in mebreren 
Beispielen entsprachen anniihemd dem Abbau des gesamten Glykogens zu 
Glukose. Daneben isoIierte LOHMANN noch ein Trisaccharid. Ein ahDIiches 
Trisaccharid wurde von A. D. BARBOU:a4 als ausschIieBIiches Produkt der Muskel
extrakthydrolyse aufgefunden. Von anderen Autoren wird die Existenz dieser 
Triose bestritten. Nach J. K. PARNAS5 "geht i!1l Muskel keine Hydrolyse des 
Glykogens der Glykolyse voran, sondem eine Phosphorolyse, eine Umwandlung 
des Polysaccharids zu Hexosemonophosphat". P ARNAS bestreitet das Vorhanden
sein von Amylase im Skelettmuskel iiberhaupt. R. WILLSTA.TTER und M. ROHDE
WALDa wiederholten die Versuche von LOHMANN mit frischem und getrocknetem 
Muskel. Bei Anwendung von Jodessigsaure zur Sistierung der Milchsaurebildung 
wurden hohe Reduktionswerte erhalten, die weit iiber die Werte hinausfiihrten, 
die von Zuckerphosphorsauren gegeben werden konnten. 

E. M. MYSTKOWSKI? bestatigt das Vorhandensein von Amylase im Muskel, 
bestreitet aber ihre Teilnahme am glykogenolytischen ProzeB. 

e) Die Blutamylase. 

Die Serumamylase, deren Herkunft umstritten ist, gleicht nach W~ R. 
THOMPSON, R. TENNANT und C. H. WIESS vollig der Pankreasamylase. . 

In den Leukocyten wurden von R. WILLSTA.TTER und M. ROHDEWALD9 vier 
verschiedene Typen von Amylase (sogenannte Isodyname 1) aufgefunden, die 
sich durch ihr Verhalten gegeniiber Glycerin und Phosphat untersch,eiden. Jeder 
Typ existiert wiederum in einer loslichen und einer uDloslichen Form als Lyo
und ala Desmoamylase. Die vier Typen sind: 

1. durch Glycerin hemmbar und unabhii.ngig von zusatzIichem Phosphat, 
II. durch Glycerin hemmbar und Phosphatzusatz erfordemd, 

1 R. WILLSTATTER, M. ROHDEWALD: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.229 
(1934), 255. 

I Biochemic. J. 88 (1939), 1858. 
B Biochem. Z. 178 (1926), 444. 
, J. bioI. Chemistry 86 (1929); 29. 
6 Ergebn. Enzymforsch., Bd. "VI, S.57. Leipzig, 1937. 
• C. R. Trav. Lab. Carlsberg, Sar. chim. 22 (1938), 553. 
7 Enzymologia (Den Haag) 2 (1937/38), 152. 
8 J. bioI. Chemistry 108 (1935), 85. 
• Hoppe-Seyler's Z. physioi. Chem. 208 (1931), 189; 221 (1933), 13. 
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III. durch Glycerin nicht gehemmt, unabhangig von Phosphat, 
IV. durch Glycerin nicht gehemmt, Phosphatzusatz erfordernd. 
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Einige dieser Leukocytenamylasen vermogen mch ineinander umzuwandeln, 
so z. B. Lyoamy1ase I in Lyoamylase III. Die Konzentration der Amylase 
in der Pankreasdriise ist 40000-60000mal groBer als in den Leukocyten. Die 
Pankreasamylase entspricht dem Typ III. 

b) Phytoamylasen. 

ex) Die MaZzamy~e. 

Von den Phytoamylasen ist die Amylase der keimenden Gerste, die Malz
amylase, die wegen ihrer Vel'Wendung in der Brennerei und Brauerei von techni
scher Bedeutung ist, am eingehendsten untersucht worden. Die Malzamy1ase 
ist eine Mischung von ex- und P-Amy1ase, wobei die p-Amylase iiberwiegt. Bei 
der Keimung der Gerste tritt eine starke Zunahme von ex-Amylase, eine geringere 
von .p-Amylase ein. ex-Amylase ist nach E. W ALDSOHMIDT-LEITz, M. REIOHEL 
und A. PlJRRl in der ungekeimten Gerste nur in inaktivem Zustand vorhanden 
und solI wii.hrend der Keimung, ebenso wie die p-Amylase, durch die dabei 
gleichzeitig auftretende Amylokinase aktiviert werden. Statt durch die um
strittene Amylokinase mochte LUERS2 die Amylasezunahme wahrend der Kei
mung durch die Wirkung'von Aminosii.uren oder Peptiden erklii.ren, die durch 
die Proteinasen dabei reichlich entstehen. Dies deckt mch auch mit den Vor
stellungen von WILLSTATTEB bei der Leberamylase. 

Die Trennung von ex- und p-Amylase nach E. Om.sSON3 beruht darauf, daB 
die Bestandigkeiten von ex- und p-Amylase ill verschiedener Weise von Tempe
ratur und Wasserstoffionenkonzentration abhangen. 

Wird eine Malzlosung bei 0° mit Salzsii.ure bis zum PH = 3,3 angesii.uert, so 
ist nach 15 Minuten die Dextrinogenamylase praktisch vollig zersrort, wahrend 
von der Saccharogenamylase noch 70-80% erhalten geblieben sind. 

Wenn man aber eine Malzlosung bei PH = 6+7 15 Minuten bis auf 500 er
hitzt, so wird die Saccharogenamylase fast vollig zersWrt, wahrend von der 
Dextrinogenamylase noch etwa 75% erhalten bleiben. 

OHLSSON miBt die Dextrinogenamylase mit der Jodmethode nach WOHL
GEMUTH, die Saccharogenamylase reduktometrisch an Hand der Maltosebildung. 

Die Saccharogenamy1ase hat ein Optimum der Aktivitii.ts-PH-Kurve zwischen 4 
und 5,75, wahrend die PH-Kurve der Dextrinogenamy1ase eine optimale Zone 
bei 5,5+6 hat. 

G. A. VAN KLINKENBEBG' bestreitet die Einheitlichkeit der OHLSsoNschen 
Praparate und findet optimale Aktivitat zwischen PH = 5,65 und 5,85 fiir ex- und 
zwischen PH = 4,45 und 5,15 fiir P-Amy1ase. Nach O. HOLMBEBaH6 liegt das 
PH-Optimum reiner Malz-ex-Amy1ase zwischen 4,7 und 5,2, nach K. MYRBAOK8 

das PH-Optimum reiner p-Amy1ase aus Malz bei -5+6. 
WALDSOHMIDT-LEITZ und Mitarbeitem7 gelang eine Trennung der Malz

amy1asen unter Erhaltung beider Typen durch auswii.hlende Adsorption: ex-Amy-

1 Naturwiss. 20 (1932), 254. - E. WALDSCHMIDT-LEITZ, A. PURR: Hoppe-Seyler's 
Z. physiol. Chem. 208 (1931), 117. 

• H. LUERS, W. RUMMLEB: Wschr. Brauerei 60 (1933), 297; 62 (1935), 296. 
8 HopJ;e-Seyler's Z. physiol. Chem.189 (1930), 17. 
, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.209 (1932), 253. 
6 Biochem. Z. 286 (1933), 203. 
8 Biochem. Z. 268 (1933), 158. 
7 E. WALDSCHMIDT.LEITZ, M. REICHEL, A. PURR: Naturwiss. 20 (1932), 254. 
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lase wird aus Griinmalzextrakt bei PH = 3,S von Tonerde 0" nicht adsorbiert, 
p-Amylase dagegen vollst&ndig. Durch alkalische Elution kann sie aus dem Ad
sorbat in Freiheit gesetzt werden. Bei PH = 5,5 dagegen werden beide Enzyme 
adsorbiert. 

Wirksame Rohausziige von Malzamylase gewinnt man nach H. C. SHERMAN 
und M. D. SOJ;[LESINGER1 aus Trockenmalz oder Griinmalz durch Extraktion 
mit der dreifachen Gcwichtsmenge Wasser oder m/S50 primarer Alkaliph08phat-
100ung bei moglichst niedriger Temperatur. Eine wirkliche Reinigung der Malz
amylase im modemen Sinn ist noch nicht gelungen. Sie ist anscheinend sehr 
fest an groBere Symplexe, wahrscheinlich Polyose-Protein-Symplexe gebunden. 
Die Reinigungsoperationen fuBen auf der Ad80rptionsmethode von WILLTSATTER 
bzw. auf fraktionierter FiiJlung mit organischen LOsungsmitteln. LUERS2 ad
sorbiert an kolloidales Aluminiumhydroxyd und eluiert mit Phosphat. Elektro
dialyse erzielt nach LUERS8 Steigerung der verzuckemden Kraft auf das Zehn
fache, wii.hrend die verfliissigende gar nicht zunimmt. E. GLIMM und W. SOMMER' 
gelangten mit einem gealtert~n MaIzauszug zu einem Prii.parat von einem 4mY
lasewert von 5,S. Es ist frei von Kohlehydrat. SHERMANS5 hochgereinigte 
Prii.parate, vorwiegend P-Amylase, enthalten immer noah EiweiB. 

Die Trennung der Malzamylase von der sie begleitenden Maltase erfoIgt nach 
H. PRINGSHEIM8 entweder durch Kaolinadsorption oder einfacher7 durch Dialyse 
eines S7%igen MaIz-Glycerin-Extrakts. Der dialysierte Auszug ist £rei von Maltase. 

Die Trennung der Amylase von Phosphatase und Lipase erfoIgt durch Ton
erde 0" bei PH = 3,S.8 

P) Die Amyla8e der Samen. 

Die ruhenden Samen enthalten in aktiver Form nur die p-Amylase, so daB 
ihre wisserigen Ausziige als reine P-Amylase Verwendung finden konnen. Weizen 
enthilt besonder$ viel Amylase, der Amylasegehalt nimmt in der Reihenfolge: 
Weizen > Gerate > Roggen> Hafer ab.· 

Nach den ii.lteren Versuchen von J. S.FORD und J. M. GUTHRIE10 und J. L. 
BAKER und H. F. E. HULTONll liegt die Hauptmenge der Gerstenamylase in in
aktiver unloslicher Form vor, die durch Behandlung mit Papain bei der Extraktion 
freigelegt werden kann. Nach neueren Erkenntnissen handelt es sich hierbei 
zweifelloa um eine tlberlagerung von zwei Vorgii.ngen: 1. LOslichwerden von 
alttiver und inaktiver Desmoamylase durch proteolytischen Abbau von EiweiB
bindungen. 2. Entstehen von Aktivatoren bei dieser Proteolyse in Form von 
Peptiden und Amin08ii.uren. 

Jedoch tritt bei dieser Papainbehandlung nur eine Vermehrung von p-Amylase 
und nicht von IX-Amylase ein, wie neuere Versuche von K. MYRBAOK und 

1 J. Amer. chem. Soc. 86 (1913), 1617; 87 (1915), 643. 
I H. LUERS, E. SELLNER: Wschr. Brauerei 42 (1925), 97. 
a H. LUERS, R. LECHNER: Wschr. Brauerei 00 (1933), 49. 
, Bioohem. Z. 188 (1927), 290. 
I H. C. SHERll:AN, M. L. CALDWELL, S. E. DOEBBELING: J. bioI. Chemistry 104 

(1934), 501. 
• Biochem. Z. 164 (1925), 117. 
7 H. PluNGSHEIH, E. THILO: Bioohem. Z.208 (1928), 99. 
• M. SAKEO, E. W ALDSOHMIDT-LEITZ: Hoppe-Seyler's Z. physioi. Chem. tOI 

(1931), 16. 
I T. STENSTA1l, C. O. BJORLING, E. OHLSSON: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 

tte (1934), 265. 
18 J. Inst. Brewing 14 (1908), 61. 
11 J. chern. Soo. (London) It1 (1922), 1929. 



Carbohydrasen. 119 

S. MYRBACK1 best8.tigten. Die Papainbehandlung liSt sich a.lso keineswegs als 
"kiinstliche Keimung" auffassen, denn beim Keimen der Samen geht die El)zym
vermehrung ja vorwiegend in Form von l¥-Amylase vor sich, die nach H. LUERSI 
am dritten Keimtage auftritt. Vber die enzymatischen Verinderungen beim 
Keimen der Samen existiert eine umfangreiche Literatur, sie betriHt besonders 
die sehr kompIizierten Aktivierungs- und Hemmungsverhiltnisse der Samen
amylase. Die Gerstenamylase wurde hauptsachlich von MnBAcK,3 ClmzAszcz 
und J ANlCK I' untersncht. 

y) Die Amyla8en rkr Kryptogamen. 
Die Hefeamylase ist von A. GOTTSCHALK' naher untersucht worden. Der 

Nachweis gelang, nachdem er durch Auswaschen der Coenzyme die Girung 
sistiert hatte. 

Nachweis und Trennung einer ph08phaterforderoden und einer phosphat
unabhii.ngigen Amylase in der Hefe fiihrte A. SCHAFFNER' durch. Von den 
Schimmelpilzamylasen ist am wichtigsten die Takaamylase des AspergiU1UJ 
oryzae, die von OHLSSON? eingehend untersucht wurde. 

Aktivieruog uod Hemmung. 
EinllufJ der N eulralsalze. 

Die Amylasen sind in ihrer Wirksamkeit von der Anwesenheit von Neutral
salzen abhangig. Bei den pflanzlichen Amylasen wird die Abhangigkeit aber 
von dem Elektrolytreichtum der Praparate verdeckt. Bei den tierischen Amy
lasen, vor allem Speichel- und Pankreasamylase, beobachtet man regelmiSig 
eine mehr oder minder starke Beeinflussung sowohl aktivierender wie hemmender 
Natur durch die Neutralsalze. Die dadurch hervorgerufenen Unklarheiten 
wurden durch L. MICHAELIS und M. PECHSTEIN8 und spii.ter durch K. MYRBACK' 
beseitigt. 

MICHAJW:S machte die Entdeckung, daJ3 bestimmte Anionen mit dem Enzym 
zu sogenannten "Salzamylasen" von bestimmter Affinit8.t zusammentreten. 
N ach MYRBACK trifIt dies wohl fiir Cl', Br', J', NOJ' zu, jedoch nicht fiir Phosphat, 
Acetat und Sulfat. Auch WILLSTATTER10 fand Unabhii.ngigkeit der Pankreas
amylase von Phosphationen. 1m Gegensatz zu MICHAELIS stellte MYRBACK 
fest, daB auch die sa1zfreie Amylase zur Starkespa.ltung befah.igt ist, jedoch liegt 
ihr PH-Optimum bei 6,0-6,1. Sie besitzt bei diasem PH 40% der Wirksamkeit, 
die die Chloridamylase bei ihrem PH-Optimum von 6,8 entfaltet (siehe Abb. 13). 

Die Abhii.ngigkeit der Amylaseaktivitit von der Cl-lonenkonzentration 
zeigt Abb. 14. 

1 Biochem. Z. 286 (i936), 282. 
I H. LtfEBS, W. RUlIUILEB: Wschr. Brauerei 60 (1933), 297; 62 (1935), 296. 
• K. MYBBl.CX, B. ORTENBL.u>: Enzymologia (Den Haag) 1 (1936),280;2 (1937/38), 

305; 7 (1939), 176. . 
, T. CHRZASZCZ. J. JANIC][I: Biochem. rZ. 171 (1934), .02; 174 (1934), 274; 178 

(1935), 112; 281 (1935), 408; 188 (1936), 47; 188 (1936), 13. -T. COZA8ZCZ, J. SA
WICKI, Enzymologia (Den Haag) 4 (1937), 79. - J. JANIClU: Enzymologia (Den Haag) 
'; (1939), 182. . 

I Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 168 (1926), 216; 178 (1928), 139. 
• Naturwiss. 16 (1938), 494. 
7 E.0HL8S0N, T. SWlllTICHIlf (0. EDPELDT): Bull. Soc. Chim. bioI. 11 (1929), 

333; 10 (1933), 430. 
• Biochem, Z.69 (1914), 77. 
• Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. lit (1926), 1. 
10 R. WILLS TATTER, E. W.A.LI>SCIIXIDT-LEITZ, A. R. F.HBsSE: HOppEl-fleyler's Z. 

physiol. Chem. 116 (1923), 143. 
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Die Aktivitat steigt bis zu einem Zusatz von 0,01 n NaCI und bleibt dann statio
nar. Man kann daraus approximativ eine Affinitatskonstante Enzym-Chlorion 

berechnen. Zum Nitration hat die 
Amylase (nach MICHAELIS) eine sehr 
starke Affinitat. Trotzdem ist die 
Aktivitat dieser Verbindungnur etwa 
die Halfte von der Aktivitat der 
Chloridamylase. Da die Nitratamylase 
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Abb.13. PH·Aktlvltltts·Kurven der salzfrelen (0) Abb.14. Abbanglgkelt der Amylase von der 01'-
nnd der durch 01' aktlvlerten Amylase (x). Konzentratlon. 

bei gleichzeitig starkerer Affinitat zwischen Enzym und Anion weniger wirksam ist, 
wirkt sie auf die Chloridamylase hemmend. Br' und J' verhalten sich ahnlich wieCI', 
F' ist unwirksam. MICHAELIS glaubte, daB die verschiedenen Aktivitaten der "Salz
amylasen" auf verschiedenen Affinitaten derselben zum Substrat beruhen. Nach 
MYRBACK trifft dies nicht zu, da das Verhaltnis der Reaktionsgeschwindigkeiten 
von der Substratkonzentration unabhangig ist. 

Die Amylase ist ein Ampholyt. Die Elektrolyte schwache,n die sauren und 
verstarken die basischen Eigenschaften. Nach MYRBACK sind somit die Aktivi
tats-PH-Kurven Dissoziationsrestkurven eines Ampholyten. 

Von den tierischen Amylasen benotigt nur ein Typ zur Entfaltung seiner 
Wirksamkeit Phosphorsaure, namlich eine der Leukocytenamylasen. 

Nach R. WILLSTATTER und M. ROHDEWALD1 ist Ca" -Ion auf aHe tierischen 
Amylasen beim PH-Optimum ohne Wirkung, auBer auf Lyoamylase IV der Leuko
cyten, die dadurch aktiviert wird. E. WALDSCHMIDT-LEITZ und A. PURR2 beob
achteten anfangs mit ihrer aus Gerstenmalz gewonnenen Amylokinase auch 
Aktivierung von Pankreasamylase. Bei der Reinigung der Amylokinase fanden 
sie aber, daB die Aktivierung nicht auf die Amylokinase selbst, sondern auf 
daran haftendes Calciumsalz (vermutlich Calciumphosphat) zuruckzufuhren ist. 

Nach W. HAARMANN und K. BARTscHER3 ist fUr die Wirkung der Alkali
und Erdalkalichloride nicht nur das CI-Ion ma/lgebend, sondern auch das Kation. 
Die Kationen wirken den Chlorionen um so mehr entgegen, je niedriger das 
Atomgewicht der Metalle ist. 

Eine Theorie fiber den Reaktionsmechanismus zwischen Ferment, Substrat 
und Ionen bei der Hydrolyse von Starke stellte E. BAUER auf.' 

EinflufJ der Schwermetalle. 
K. MYRBACK5 hat nachgewiesen, daB die hemmende Wirkung der Schwer

metallionen ebenso wie bei der Saccharase auch bei Pankreas- und Speichel-
, 

1 Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 203 (1931). 189, und zwar 228. 
2 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 213 (1932). 63. 
8 Biochern. Z.283 (1936). 301. 
• J. Chim. physique 31 (1934). 535. 
6 Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 159 (1926), 1. 
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amylase auf einer stOchiometrischen Bindung dieser Kationen an Carboxyl 
beruht. Die hemmende Wirkung nimmt in der Reihenfolge Cu, Hg, Ni, Cd, Co, 
Pb, Mn abo Bei der Malzamylase liegen die Verhiiltnisse komplizierter. 

Ein/Zu(J organiBcher Stolle. 

a) Alkohol, Glycerin, Formaldehyd. 
Alkohol hemmt die Amylase im allgemeinen nur wenig.l Glycerin hemmt 

nur einen Teil der Leukocyten- und Leberamylasen.2 Formaldehyd fordert in 
geringer und hemmt in groBerer KOIl:zentration.3 

b) Proteine und EiweiBabbauprodukte. 
Die Untersuchungen von PRcZIT.oECKI' und von WIT.oLSTATTER6 liber hemmende 

und aktivierende Wirkung von Proteinen und Peptiden sind bereits bei der 
Leberamylase abgehandelt worden (siehe S. 115). 

Ein natiirlicher Hemmungskorper der Pankreasamyla.se wird nach H. DYCKER
HOFF, H. MIEHLER und V. TADsEN6 dadurch beseitigt, daB man die Ferment
losung mit festem Casein durchschlittelt, bzw. einen Caseinniederschlag in der 
LOsung erzeugt. Das Casein adsorbiert den Hemmungskorper, und die Amylase
wirkung wird bis auf das Sechsfache gesteigert. 

c) Das Komplement. 
Das "Komplement" von H. PruNGSHEIM, 7 eine aus Hefeautolysat dargestellte 

kochbestii.ndige Substanz, deren Gegenwart die Amylase auch zum Abbau des 
Grenzdextrins befiihigen solI, ist in der Literatur sehr umstritten und wird von 
R. WEIDENHAGEN8 abgelehnt, ebenso von G. A. VAN KLINKENBERG.8 

d) Die Amylokinase. 
Die Amylokina.se, von E. W ALDSCHMIDT-LEITZlO aus Malzausziigen isoliert, 

solI die Geschwindigkeit der Anfangsverzuckerung beschleunigen. Sie wirkt 
auf <x- und auf p-Amylase aktivierend, jedoch nur auf pflanzliche, nicht auf 
tierische. R. WEIDENHAGENll kann jedoch bei gereinigten Amyla.sepriiparaten 
keinerlei Wirkung der Amylokinase finden. Sie scheint also nur Hemmungs
korper bei unreinen Amyla.sepriiparaten zu beseitigen. 

e) Vitamin C. 
Nach A. PURR12 solI die Ascorbinsaure die pflanzliche p-Amyla.se hemmen, 

<x-Amylase dagegen nicht, wahrend die Dehydroascorbinsaure umgekehrt nur 

1 B. FILIPOWICZ: Biochemic. J.25 (1931), 1874. 
2 R. WILLSTATTER, M. ROHDEWALD: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 208 (1931), 

189; 221 (1933), 13; 229 (1934), 255. 
a TH. SABALITSCHKA, C. SCHULZE: Fermentforsch.8 (1925), 428. 
4 ST. J. V. PRCZILECKI: Ergebn. Enzymforsch., Bd. IV, S. 111. Leipzig, 1935. 
6 R. WILLS TATTER, M. ROHDEWALD: Enzymologia (Den Haag) 1 (1936), 213. 
8 Biochem. Z.268 (1934), 17. 
7 H. PRINGSHEIM, W. FUCHS: Ber. dtsch. chern. Ges. 56 (1923), 1762. - H. 

PRINGSHEIM, K. SCHMALZ: Biochem. Z. 142 (1923),108. - H. PRINGSHEIM, A. BEISER: 
Ebenda 148 (1924), 336. 

B R. WEIDENIIAGEN, A. WOLF: Z. Ver. dt;;ch. Zuckerind. 80 (1930), 866. 
8 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 212 (1932), 173. 
10 E.WALDSCHMIDT-LEITZ, A.PURR: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 208 (1931), 

117; 218 (1932), 63. - E. WALDSCHMIDT-LEITZ, M. REICHEL, A. PURR: NaturwiBB. 
20 (1932), 254. 

11 Z. Ver. dtsch. Zuckerind. 88 (1933), 505. 
12 Biochl'mic. J. 28 (1934), 1141. 
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die iX-Amylase hemme. R. WEIDENHAGEN1 dagegen fand, daB die Ascorbinsiure 
sowobl auf iX- als auch auf p-Amylase hemmend wirkt. Nach J. JANICKJI ist 
es die dehydrierte :I!'orm der Ascorbinsaure, die beide Amylasetypen stark hemmt. 
Bei Anwesenheit von Stoffen, die die Dehydrierung verhindern, z. B. Glutathion, 
Schwefelwasserstoff, unterbleibt die Hemmung. 

f) Spaltprodukt.e der Starke. 
DaB Maltose hemmend auf die Starkehydrolyse wirkt, ist schon lange be

kannt. Nach G. A. VAN KLINKENBERG3 wird die p-Amylase starker von p-Mal
tose, die iX-Amylase starker von iX-Maltose gehemmt. CH. REID' fand Hemmung 
von Blnt- und Malzamylase auch durch Glukose. 

Das {j'brigbleiben eines unspaltbaren Grenzdextrins beirn Abbau der Starke 
wurde anfangs mit der Hemmung durch die Spaltprodukte in Zusammenhang 
gebracht, da beim Wegschaffen der Maltose durch Garung die Spaltung bis zum 
Ende verlauft. Wahrscheinlich werden aber dabei auch die fiir Amylase nicht 
angreifbaren anders gebauten Molekiilteile beseitigt. 

Synthese. 
Eine Synthese von jodblauender Starke aus niederen Dextrinen durch Hefe

enzyme wurde von S. NISHIMURA5 und T. MmAGARA' aufgefunden. Ein Glykogen 
synthetisierendes Hefeprotein C ist ven W. KIESSLING? isoliert worden. Ein
wirkung dieses Proteins C auf CoRI-Ester (Hexose-l-Phosphorsaure) fiihrte zu 
einer 85%igen Aufspaltung dieses Esters in anorganisches Phosphat und Glykogen. 
KIESSLING wies das entstandene Glykogen durch Braunfarbung mit Jod, 
optische Drehung und Saurehydrolyse nacho A. SCHAFFNER' gelangte schon 
vorher bei der Trennung von Enzymsystemen aus Hefemazerationssaft zu 
ahnlichen Resultaten. Bei Zusatz von CORI-Ester zu Leberbrei, der durch 
Natriumfluorid vergiftet war, gelangte P. OSTERN9 zu Glykogen auf Grund des 
von SCHAFFNER und KIESSLING bei der Hefe zuerst aufgefundenen Gleich
gewichtes: 

CORI-Ester ~ Glykogen + Phosphat. 

G. T. CORl, C. F. CORI und G. SCHMIDT10 erhielten mit einem gereinigten 
Praparat aus Leberextrakt, einer von Phosphatase und Phosphoglukomutase 
befreiten Phosphorylase, gemaB obiger Gleichung zirka 82% Glykogen aus 
CORI-Ester. 

C. F. CORl, G. SCHMIDT, G. T. CORIll isolierten im Muskelextr.akt ebenfalls 
eine Phosphorylase, die mit CORI-Ester unter Zusatz von etwas Adenylsaure 
ein glykogenabnliches KoblehYdrat liefert. Dieses gibt mit Jod jedoch keine 
Braunfarbung, sondern Blaufarbung. 

17. 

1 Z. Wirtschaftsgr. Zuckerind. 86 (1936), 482. 
2 Enzymologia (Den Haag) '1 (1939), 182. 
I Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 209 (1932), 267. 
, J. Physiology, 76 (1932), 10. 
a Biochem. Z. 228 (1930), 161; 226 (1930), 264; 282 (1931), 156; 287 (1931), 133. 
t Proc. Imp. Acad. (Tokyo) 7 (1931), 2158; 8 (1932), 244; • (1933), 97; 11 (19315), 

7 Naturwiss.27 (1939), 129. 
I A. SCHAFFNER, H. SPECHT: Naturwiss.26 (1938), 494. - A. SCHAFFNER: 

Ebenda 27 (1939), 195. 
• P.OSTERN, D. HERBERT, E. HOLMES: Biochemic. J.88 (1939), 1858. 
10 J. bioI. Chemistry 129 (1939), 629. 
11 Science (New York) (N. S.) 89 (1939). 464. 
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Kohlehydratsynthese aus Milchsaure in Leberschnitten von Hungerratten 
fand R. 1AKANE.l 

Glykogenzuwachs vor dem Beginn der alkoholischen Garung bei Einwirkung 
frischer, lebender Hefe auf Glukose wurde von R. WILLSTATTER und M. ROHDE
WALD nachgewiesen,a desgleichen bei Einwirkung frischer Leukocyten3 und 
von Muskel ( auf Glukose. Wie weit bei dieser Glykogenbildung Amylasen 
beteiligt sind, ist nicht bekannt. 

EinfIu" physikalischer Faktoren. 
Die Warmeinaktivierung von Takaamylase besitzt nach H. YAMASHIK15 den 

Veriauf der elsten Ordnung. N ach SHERMAN6 soIl die Warmeinaktivierung auf einer 
Koagulation der Proteinanteile des Enzyms beruhen. Die Schutzwirkung der 
Arninosauren erklart er als Hemmung der auf die Koagulation folgenden Hydro
lyse. 

Die Abhii.ngigkeit der Regenerierung hitzeinaktivierter Takaamylase ver
folgte OHLSSON7 und fand sie rascher und voUstandiger bei saurer Reaktion. 
Langere Aufbewahrung ill der Warme verursacht irreversible Zerstorung. 

lTItraviolettes Licht schii.digt nach PINCUSSEN8 die Amylasen, wahrend 
nach K. KOSIERADZKI9 Kurzwellen von 2-15 Meter keinen EinfluB haben. 

Untersuchungen fiber den EinfluB des schweren Wassers sind von CALDWELL10 

und Mitarbeitern ausgefiihrt worden. Wahrend DaO auf die Starkespaltung 
durch gereinigte Pankreasamylase ohne merklichen EinfluB ist, fanden sie einen 
erheblichen EinfluB auf die Bestandigkeit der Amylase. Sie wird bei 25° in DaO 
wesentlich rascher zeratort als in gewohnlichem Wasser. Eine Untersuchung 
fiber Gerste, die in D20-haltigem Wasser (1-10%) eingeweicht wurde, ergab 
keinen EinfluB auf die Amylasebildung, wahrend konzentriertes D20 die Keimung 
und damit auch die Amylasebildung verhinderte.l1 

Sorgfaltig gereinigtes 99%iges schweres Wasser zeigte auch auf die Geschwin
digkeit der Hydrolyse von Starke unter Einwirkung von hochgereinigter Gersten
und Malzamylase keinen merklichen EinfluB. Dagegen verlauft die Inaktivierung 
dieser Pflanzenamylasen bei 65° in hochgereinigtem D20 um ein Mehrfaches 
langsamer als in gewohnlichem Wasser.12 

2. Glukanasen. 
Zu den Glukanasen gehoren Cellulase und Lichenase. Ihre Substrate sind 

die Glukane. 

1 Biochem. Z. 171 (1926), 403. 
I Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 247 (1937), 269. 
B Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 247 (1937), 115. 
• Enzymologia (Den Haag) 8 (1940), 1. 
& Acta Scholae med. Univ. imp. Kioto 18 (1934). 350-372; Ber. ges. Physiol. 

c.>xp. Pharmakol. 80 (1934), 512. 
• H. C. SHERMAN, Y. L. CALDWELL, N. Y. NAYLOR: J. Amer. chem. Soc. 47 

(1925), 1702. 
7 E. OHLSSON, O. EDFELDT: Bull. Soc. Chim. bioI. 16 (1933), 470. 
I L. P!NCU88EN und Mitarbeiter: Biochem. Z. 144 (1924), 366, 376; 162 (1924), 

405; 171 (1926), 1; 196 (1926), 79; 208 (1928), 334; 207 (1929), 410. 
t Biochem. Z.287 (1936), 265. 
11 M. L. CALDWELL, S. E. DOEBBELING, S. H. MANIAN: J.Amer.chem. Soc. 68 

(1936) 84. 
11 M. L. CALDWELL, S. E. DOEBBELING: J. bioI. Chemistry 128 (1938), '79. 
n M. L. CALDWELL, S. E. DOEBBELING, F. C. VON WICKLEN: J. Amer. chem. Soc. 

81 (1939), 125. 
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Struktur der Cellulose und des Lichenins. 
Auf Grund der Rontgendiagramme wiesen MEYER und M..utxl nach, daB die 

Cellulose aus Ketten von Cellobiose besteht, und zwar Ketten mit einer digonalen 
Schraubenachse. Entlang der Faserachse, naob je 10,3 A, kehrt Identitii.t wieder. 
lIAwORTHII stellte auf Grund seiner Methylierungsversuobe fest, daB die Ketten
glieder ausschlieBlich Glukopyranosen sind, die {J-glykosidisch miteinander 
verkniipft sind. Bei der Methylierung erhielt er in fast l00%iger Ausbeute 
2,3,6-Trimethylglukopyranose. Die echte native Cellulose hat nach den viskosi
metrischen Messungen von H. STAUDINGER3 eine Kettenlii.nge von 750-1000, 
nach neueren Messungen bis 2000 Glukosen.' Acetylcellulosen wie auch andere 
vorbehandelte Cellulosen und Kunstfasern haben verkiirzte Ketten. W. N. HA
WORTHo rechnet dagegen auch bei der nativen Cellulose mit kiirzeren Ketten. 
E. SCHMIDT8 glaubt sicher erwiesen zu haben, daB Cellulose an den Enden Carb
oxyle (als Lactone von Aldonsii.uren) enthii.lt und gelangt so zu einer Kettenlii.nge 
von 96 Glukosen. Die nachstehende Formel gibt die Struktur ·wieder. 

HO-H 
e<gibt •••••••• _ametbylgl""""'. G-CH,OH 

H I 
o 

H I H04] 
.8: !: 
~: 
S~ 
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cII~ 

!: Gl, 

ergibt 2,3,6.Trimethylglukose 
• 

(jCH10H 

H-'l 
o 

H_I 
HOH1C-O .:rgibt 2,3,O·Trimethylglukose 

-0 
HO-H 

Cellulose. 

Lichenin, das dieselbe Struktur wie Cellulose besitzen solI, hat nach H. STAU-

1 H. MARK: Ber. dtsch. chem.Ges. 69 (1926), 2982. 
I W. N. HAWORTH, E. L. HmsT, H. A. THOMAS: J. chem. Soc. (London) 1981, 821. 
8 Naturwiss.22 (1934). 797. 
, Naturwiss. 26 (1937), 673. 
& W. N. HAWORTH, H. MACHEMER: J. chem. Soc. (London) 1982,2270. 
e E. SCHMIDT und Mitarbeiter: Ber. dtsch. chem. Ges.6'1 (1934), 2037. 
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DINGER l eine Kettenlange von zirka 300 Glukosen und besitzt ein von der Cellu
lose verschiedenes Rontgenspektrum. 

Der hydrolytische Abbau der Cellulose mit rein chemischen Mitteln, z. B. 
mit iiberkonzentrierter Salzsaure nach R. WILLSTATTER und L. ZECHMEISTER,2 
fiihrt zu Glukose. 

Der enzymatische Abbau sowohl von Cellulose als auch von Lichenin liefert 
ausschlieBlich Cellobiose ala Endprodukt. Da in der Cellulose und im Lichenin 
nur gleiche Glukopyranoserebte vorliegen und keine alloiomorphen Zucker wie 
in der Starke, ist schwer einzusehen, warum die Cellulase nur zu jeder zweiten 
Glukose Affinitat besitzt. Man kann dies durch die digonale Schraubung der 
Faserachse erklaren, wodurch jede zweite Glukose eine besondere Lage hat. 

Spezifitiit. 

Die Identitat von Cellulase und Lichenase galt bisher als sehr wahrscheinlich, da 
cellulosespaltende Enzympraparate auch Lichenin angreifen und, umgekehrt. Die 
Wirkungsverschiedenheiten des gleichen Enzympraparats auf Cellulose und 
Lichenin, die GRASSMANN3, 4 auffand, erklarte er durch die verschiedenen Ober
flachenbedingungen der heiden Substrate; das kolloidal geloste Lichenin ist 
natiirlich leichter angreifbar als die unlosliche Cellulose. 

Die Cellulase ist spezifisch auf Glukane mit der Cellobiosebindung eingestellt, 
sie spaltet langere und kiirzere Ketten. Die untere Spezifitatsgrenze liegt bei 
der Cellohexaose,4 die sowohl von Cellulase ala auch von Cellobiase gespalten 
wird. Die Tetraose, Triose und Biose werden nur noch von Cellobiase, aher nicht 
mehr von Cellulase angegriffen. 

"UmgelOste" Cellulosen sind durch Cellulase wesentlich leichter spaltbar als na
tive Cellu]osen, wie z. B. Filtrierpapier, was wohl auf einer Anderung in der physi
kalisch-chemischen Behinderung der Oberflachenwirkung im heterogenen System 
beruht. Die Struktur der Oberflache ist maBgebend fiir den enzymatischen Angriff. 

Vorkommen der Glukanasen. 
In den hoheren Pflanzen kommen sie vor allem in den Samen der Getreide

arten vor. Lichenin findet sich namlich ala Reservekohlehydrat nicht nur in 
Flechten, sondem wurde von KARBERS auch in den verschiedensten arideren 
Pflanzen (Gerste, Hafer, Mais, Spinat, Bohnen usw.) entdeckt. Eingehender 
hat PRINGSHEIM6 die Glukanase des Gerstenmalzes untersucht. Emulsin enthalt 
wenig von diesem Enzym. 

Die Glukanasen sind in den Kryptogamen sehr verbreitet. Am besten unter
sucht ist die Cellulase des Aspergillus oryzae. Ferner kommt sie in Bakterien vor. 

Bei den Wirbellosen ist Lichenase aufgefunden worden, so im Darmsaft 
aller Schnecken und Raupen7 und in Wiirmem.8 

1 H. STAUDINGER, O. SCHWEITZER: Ber. dtsch. chern. Ges.63 (1930), 2317. 
2 Ber. dtsch. chern. Ges.62 (1929), 722. 
3 W. GRASSMANN, H. RUBENBAUER: Miinchener med. Wschr.1931, 1817. -

W. GRASSMANN, R. STADLER, R. BENDER: Liebigs Ann. Chern. 602 (1933), 20. 
, W. GRASSMANN, L. ZECHMEISTER, G. T6TH, R. STADLER: Liebigs Ann. Chern. 

603 (1933), 167. 
5 P. KARRER, M. STAUB, J. STAUB: Helv. chim. Acta 7 (1924), 159. 
8 H. PRINGSHEIM, A. BEISER: Biochem. Z.172 (1926), 411. - H. PRINGSHEIM, 

K. BAUR: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 173 (1928), 188. 
7 T. ULLMANN: Z. vergl. Physiol. 17 (1932), 520; Ber. ges. Physiol. expo 

Pharmakol. 70 (1933), 658. 
8 P. KARRER, H.ILLING: KolIoid-Z.86 (1925), Erg.-Bd. 91. 
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DarsteUung und Eigensehaften. 
Lichenase wird nach P. KARRERl aus dem Darmtraktus von Helix pomatia 

gewonnen und durch Dialyse und Acetonfallung gereinigt. Die Lichenase wird 
nicht an Kaolin, wohl aber an Tonerde adsorbiert. Optimales PH = 5,28, nach 
W. ZIESE2 4,5. 

Aus .Aspergillus oryzae (nicht aus kii.uflicher Taka) hat W. GRASSMANN 3 

ein sehr wirksames Cellulasepraparat gewonnen, das als Luizym im Handel ist. 
Die Lichenase von Malzausziigen wurde von H. ProNGSHEIM4 untersucht 

und·ohne Beseitigung der Cellobiase unter Anwendung der Adsorptionsmethode 
gereinigt.1i Reinigungsversuche wurden auch von G.OTT06 durchgefiihrt. Die 
Trennung der Lichenase von der sie begleitenden Cellobiase wird nach H. FRINGS
HElM und W. KUSENACK7 schondurch Alternlassen bei Zimmertemperatur 
(3-6 Monate) erreicht. Ebenso befreitenauch P.KAImER,M. STAUB und B. JOOS8 
die Schneckenlichenase von Cellobiase. Eine praparative Trennung von Lichenase 
und Cellobiase wird durch Adsorption der Cellobiase an Aluminiummetahydroxyd 
herbeigefiihrt.9 

Ais Lichenaseeinheit definiert P. KARRERlO diejenige Fermentmenge, die bei 
37° und PH = 5,28 1 g Lichenin (in zirka 1,5-2%iger LOsung) innerhalb 
2 Stn. zu 20% spaltet. 

Lichenasewert = Zahl der Einheiten in 100 mg Trockensubstanz. 
Lichenasevergleichseinheit (Li-e) ist diejenige Enzymmenge, die unter 

optimalen Bedingungen 32 mg Lichenin (wasser- und aschefrei) in 10 cm3 in 
2 Stn. bei 30° zu 25% spaltet. Sie ist 19,2mal kleiner als die von KARRER. 

Die Zeitumsatzkurve verlauft nach W. GRASSMANNll annahernd linear. 

s. Hemieellulasen oder Cytasen. 
Unter Hemicellulosen versteht man Polyosen mit anderen Zuckerbausteinen 

als Glukose. 
Auch bei den Xylanen, Mannanen und Galaktanen handelt es sich um lang

gliedrige Kettenmolekiile. Die entsprechenden Enzyme sind: Xylanase,Manna
nase, Galaktanase. 

Das Xylan des Espartograses, das am besten untersucht ist, ist hauptsachlich 
aus d-Xyloseresten aufgebaut, enthii.lt aber auf 18-20 von diesen einen l-Ara
binoserest.12 Die Verkniipfung der einzelnenXylosereste in 1,4-Stellung ist durch 
die Konstitutionsermittlung der als Zwischenprodukt auftretenden Xylobiose 
gesichert.18 Die verzweigten Ketten von Xylopyranosen tragen als endstandige 
Gruppen l-Arabofuranosereste. 

1 P. KARRER, M. STAUB, J. STAUB: Helv. chilD. Acta 7 (1924), 159. - P. KARRER, 
STAUB, WEINHAGEN, Joos: Ebenda 7 (1924), 144. 

I Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 208 (1931), 87. 
8 W. GRASSMANN, H. RUBENBAUER: Mlinchener med. Wschr.1981, 1817. 

W. GRASSMANN, R. STADLER, R. BENDER: Liebigs Ann. Chern. 502 (1933), 20. 
, H. PRINGSHEIM, K. SEIFERT: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 128 (1923), 284. 
5 H. PRINGSHEIM, K. BAUR: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 178 (1928), 188. -

H. PRINGSHEIM, E. TmLo: Cellulosechemie 11 (1930), H.5. 
8 Biochem. Z. 209 (1929), 276. 
7 Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 137 (1924), 264. 
S Helv. chilD. Acta 7 (1924), 154. 
D H. PRINGSHEIM, A. BEISER: Biochem. Z.172 (1926), 411. - W. GRASSMANN, 

R. STADLER, R. BENDER: Liebigs Ann. Chern. 502 (1933), 20. 
10 Relv. chim. Acta 6 (1923), 800. 
n W. GRASSMANN, R.STADLER, R.BENDER: Liebigs Ann. Chern. 002 (1933), 20. 
12 W. N. HAWORTH, E.L.HIRBT, E. OLIVER: J. chern. Soc. (London) 1934, 1917. 
13 BYWATER, HAWORTH, HIRST, PEAT: J. chern. Soc. (London) 1937, 1983. 
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Bei den M annanen unterscheidet man zwischen unloslichen, der echten 
~IJulose ii.hnlichen Ma.nnanen, wie z. B. dem SteinnuBmannan, und quellbaren 
Ma.nnanen, wie z. B. dem Salepschleim. 

Auch hier nimmt man lange Ketten von Ma.nnopyranosen in 1,4.Billdung 
an, die wahrscheinlich fJ·glykosidisch miteinander verkniipft sind. 

Der Hefegummi ist ein Polysaccharid aus Ma.nnose und Glukose. 
Die Struktur derGalaktane, die noch nicht rein isoliert wurden, ist unbekannt. 

Vorkommen und Eigenschaften. 
In den Phanerogamen spielen die Hemicellulasen vor aDem in den Samen 

zur AuflOsung der Zellwii.nde eine Rolle. 1m Malz wurde von PmNGSHEIM l 

eine Ma.nnanase aufgefunden. . 
Auch Mikroben enthalten vielfach Hemicellulasen. In Hefe ist MannanaBe 

nachgewiesen worden.2 Das ABpergillus oryzae.Praparat von GRASSMANN und 
Mitarbeitern3.' enthalt neben ~llulase auch Mannanase und Xylanase. Es wurde 
eine Trennung dieser Enzyme durchgefiihrt:4 Durch mehrtagige Dialyse wird 
zusammen mit der Inulinase die Mannanase entfernt, dann Xylanase und ~IJu· 
lase an Tierkohle adsorbiert. Aus dem Adsorbat wird nur Cellulase eluiert. 
T. ULLMANN5 fand Ma.nnanase bei allen untersuchten Schnecken und Raupen. 

Optimales PH fiir Xylanase aUB ABpergillus oryzae = 4,5,6 aus Malz = 5,0.7 

Xylose hemmt stark. 
4. Pectinasen. 

Den Pectinen liegt ein Geriist von kompliziert verbundenen d·Galakturon· 
sauren zugrunde, deren Hydrolyse durch die Pectinasen bewirkt wird. Die 
Pectinasen fUhren die Pectinsii.uren in Pectolnii.ure fiber, unter gleichzeitiger 
Abspaltung von Methanol, Essigsaure, Arabinose und Galaktose. Die Reaktion 
verlauft wahrscheinlich stufenweise. Dabei entstehen Calciumsalze der Pectin. 
und Pectolsauren, die zur Gelierung der Obstsii.fte fiihrell. 

Vber die Pectinasen selbst ist wenig bekannt, sie sind in Samen, Schimmel· 
pilzen und Mikroben weitverbreitet, auch Helixsaft enthiilt Pectinase. 

Bei der Fermentierung des Tabaks werden die Pectine durch zeIJeigene 
Enzyme unter Abspaltung von Methylalkohol umgewandelt. NEUBERG8 hat 
diese Verhiiltnisse eingehender untersucht. Ahnlich vollzieht sich die Fermen· 
tierung des Kaffees.9 

5. Chitinasen. 
Das Chitin ist der Geriiststoff vieler Wirbelloser, besonders der Arthropoden 

(Krebse, Insekten). 1m Pflanzenreich kommt es in Pilzen und Flechten vor. 
Der Beweis fur die Identitiit von tierischem und pflanzlichem Chitin ist auf 
physikalischem und chemischem Weg erbracht worden. 

1 H. PRINGSHEIlII, A. GENIN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 140 (1924), 299. 
2 H. KRAUT, F. EICHHORN, H. RUBENBAUER: Ber. dtsch. chem. Ges.60 (1927), 

1644. 
8 W. GRASSlllANN, R. STADLER, R. BENDER: Liebigs Ann. Chem.602 (1933), 20. 
4 W. GRASSlllANN, L. ZECHlIIEISTER, G. T6TH, R. STADLER: Liebigs Ann. Chem. 

508 (1933), 167. 
5 Z. vergl. Physiol. 17 (1932), 520; Ber. geB. Physiol. expo Pharmakol. 70 (1933), 

658. 
6 W. GRASSMANN, L. ZECHMEISTER, G. T6TH, R. STADLER: Liebigs Ann. Chem. 

303 (1933), 167. 
7 H. LUERS, W. VOLKA.MER: Wschr. Brauerei 46 (1928), 83. 
B C. NEUBERG, M. KOBEL: Biochem. Z.179 (1926), 459; 229 (1930), 455. -

C. NEUBERG, B. OTTENSTEIN: Ebenda 188 (1927), 217. - Tn. ANDREADIS: Ebenda 
211 (1929), 378. 

t A. PERRIER: C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 193 (1931). 547. 
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Das Ohitin hat eine celluloseahnliche Kettenstruktur, wie durch Rontgen. 
diagramme von K. H. MEYER l sichergestellt wurde. Der Kettenbaustein ist 
N.A(',etyl.d.glucosamin. Die Verknupfung der Baugruppen, Pyranosen in 
1,4.Stellung wie bei der Cellulose, wurde durch die Darstellung einer Chitobiose 
beim acetolytischen Abbau von BERGMANN2 sichergestellt. Dieselbe Biose 
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erhielten L. ZECHMEISTER und G. 
T6TH3 bei der Hydrolyse von 
Chitin mit uberkonzentrierter Salz· 
saure. 

Fur das Chitin gilt das neben· 
stehende Strukturbild. 

Die Okiti'IUUJe wurde von KAR· 
RER4 im Verdauungssaft von HeUx 
pomatia entdeckt. Sie spaltet das 
genuine Chitin nur langsam, das 
umgefallte Chitin dagegen schnel· 
ler. Das Endprodukt der Spaltung 
ist das N.Acetylglukosamin. Das 
PH' Optimum liegt bei 5,2. 

p.Glukosidasefreie Chitinase· 
praparate aus Mandelemulsin 
wurden von GRASSMANN° erhal· 
ten. Extrakte der auBeren Teile 
der Mandeln, die be80nders reich 
an Chitinase sind, behandelte er 
mit Tonerde Oy, die die p.Glukosi. 
dase adsorbiert. PH' Optimum der 
Chitinase = 5,2. Die Kinetik folgt 
annahemd der SCHuTzschen Regel. 
L. ZECHMEISTER, G. T6TH und M. 

BALINT6 erreichten ebenfalls eine Trennung von p.Glukosidase und Chitinase des 
Mandelemulsins, undzwar durch die chromatographische Analyse: Eine Bauxitsaule 
halt p.Glukosidase zuriick und laBt Chitinase passieren. Die so gewonnene Chiti· 
nase konnte nach L. ZECHMEISTER und G. T6TH7 wiederum in zwei Kompo. 
nenten zerIegt werden, von denen die eine genuines Chitin und die andere 
Abbaustufen des Chitins angreift. Erstere erhiilt jetzt den Namen "Chitinase", 
letztere "Chitobiase". Auch der chitinspaltende enzymatische Apparat der 
Weinbergschnecke8 lieG sich mit Hilfe der Chromatographie in Chitinase und 
Chitobiase aufspalten. Aspergillus orycae enthii.lt Chitinase. Chitinzersetzende 
Mikroorganismen befinden sich femer im Ackerboden. 

1 K.H.MEYER, G. W. PANKOW: Helv. chim.Acta 18 (1935),589; Ber. ges. Physiol. 
expo Pharmakol. 88 (1935), 170. 

• M. BERGMANN und Mitarbeiter: Ber. dtsch. chern. Ges.64 (1931), 2436. 
8 Ber. dtsch. chern. Ges. 64 (1931), 2028; 66 (1932), 161. 
, P. E:ARRER, A. HOFMANN: Helv. chim. Acta 12 (1929), 616. 
5 W. GRA8SMANN, L. ZECHMEI8TER, R. BENDER, G. T6TH: Ber. dtsch. chern. Gas. 

67 (1934), 1. 
• Enzymologia (Den Haag) 6 (1938), 302. . 
7 Fortschr. Chern. organ. Naturstoffe, Bd. II, S. 212, und zwar 226. Wien,1939; 

Enzymologia (Den Haag) 7 (1939), 165. 
• L. ZECHMEI8TER, G. T6TH: Naturwiss. 27 (1939), 367; Enzymologia (Den Haag) 

7 (1939), 170. 
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6. FruetaDasen. 
Die Substrate der Fruct&nasen sind das Inulin und andere Fructa.ne oder 

Polylaev~ne. Das Inulin ist eine hochpolymere Kette von zirka 30 Fructo
furanosen, die von 1 nach 2 glykosidisch verbunden sind. Der Konstitutions
beweis wurde von HAWORTH l durch die Methylierungsprodukte erbracht. Die 
Identitat von Fruct&nase und Saccbrase oder p-k-Fructosidase, die WEIDEN
HAGEN' proklamiert, 1st zu bezweifeIn, besonders seit GRASSMANN 3 fand, daB die 
Polyasen speziell zur Zerlegung langerer Ketten befahigt sind. 

H. PmNGSHEIM' reinigte die Inulase aus Aspergill'U8 niger durch Adsorption 
an Aluminiumhydroxyd B bei PH = 3,8 und Elution mit Phosphatpuffer bei 
PH = 6,8. Bei der Zerlegung des Inulins mit diesem Enzym entsteht nach 
R. WEIDENHAGEN 2 nur Fructose. Die in geringer Menge im Inulin aufgefundene 
Glukose ktinnte nach PRINGSHEIM4 das Endglied der Fructosekette bilden, wenn 
sie nicht bloJ3e Beimengung ist. 

Das sonstige Vorkommen der Inulase ist noch wenig untersucht. 

Esterasen. 
Von H. KRAUT und X. WEISCHER. 

Zu den Esterasen rechnet man die Enzyme, die die Bildung und Hydrolyse 
von Estern, also von Verbindungen zwischen Hydroxyl- und Sauregruppen 
katalysieren. Esterasen finden sich in fast allen tierischen und vielen pflanzlichen 
Organen und Sekreten, ebenso in allen Mikroorganismen. Man unterscheidet 
zwei groBe Gruppen: 

I. Esterasen, deren Substrate die Verbindungen von Alkoholen mit organischen 
Sauren sind; 

II. Esterasen, deten Substrate die Verbindungen von Alkoholen mit an
organischen Sauren sind. 

I. Esterasen, deren Substrate die Verbindungen von 
Alkoholen mit organisehen Sauren sind. 

Zu diesen gehoren einige Enzyme mit eng begrenzter Spezifitiit, namlich die 
Lecithasen, Cholinesterase, Cholesterinesterase, Tannase und Chlorophyllase. 
Neben diesEm fast nur auf ein einziges Substrat eingestellten Enzymen finden 
sich in dieser Gruppe die Lipasen, Enzyme mit sehr groBem Spezifita.tsbereich, 
die aile uberhaupt von Enzymen angreifbaren Ester organischer Sii.uren mit 
Alkoholen spalten, soweit sie nicht zu den angefiihrten flinf Arlen von Estern 
gehtiren (Tabelle 8). 

1 W. N. HAWORTH, A. LEARNER: J. chern. Soc. (London) 1928, 619. - H. D. K. 
DREW, W. N. HAWORTH: Ebenda 1928, 2690. - W. N. HAWORTH, H. R. L. STREIGHT: 
Helv. chim. Acta 10 (1932), 609. - W. N. HAWORTH, E. L. HIRST, E. G. V. PERCIVAL: 
J. chern. Soc. (London) 1982, 2384. 

2 Naturwiss. 20 (1932), 254. 
a W. GRASSMANN, R. STADLER, R. BENDER: Liebigs Ann. Chern. 002 (1933), 20. 
, H. PRINGSHEIM, P.OHLMEYER: Ber. dtsch. chern. Ges.60 (1932), 1242; 86 

(1933). 1292. 

Hdb. d. Katalyse, III. 9 
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Tabelle 8. Spezifitiit der E8tera8en, die Ester organiBcher Siiuren spalten. 

EDz)'Jlle Subatrate 

1. Lipasen .•..................... ',' .. Ester ein· und mehrwertiger Alkohole 
2. Lecithasen ..•..•.•••.....•........ Lecithin 
3. Cholinesterase ..........•....•..... Acetylcholin und andere Cholinei;ter 
4, Cholesterinesterase.................. Ester des Cholesterins 
5~ Tannase .......................... , Tannin und andere Ester aus verketteten 

Phenolcarbonsauren 
6. ChlorophyJlase ....... . . . . • . . . . . . . .. Chlorophyll und Phaophytine 

1. Lipasen. 
Spezifitiit. 

Substrate der Lipasen sind allgemein die Ester organischer Sauren, mit Aus
nahme der in Tabelle 8 unter Nr. 2-6 aufgefiihrten Substrate. Xnsoweit besitzen 
aile Lipasen dieselbe absolute Spezifitat (siehe den Abschnitt "Carbohydrasen", 
S.55). Allerdings ist die Geschwindigkeit der Spaltung von der Konstitution 
des Esters abhangig, und zwar sowohl von der Saurekomponente als auch von 
der Alkoholkomponente. 

Abhiingigkeit der Spaltung von der Konstitution der Siiurekomponente. 
Die Saurekomponente reicht von der Ameisensaure bis zu den hohen Fett

sauren der natiirlichen Fette, von der Benzoesaure bis zu Sauren mit komplizierten 
aromatischen und hydroaromatischen Ringsystemen. Ester aromatischer Carbon
sauren werden langsamer gespalten als die aliphatischer,l die Ester normaler 
Sauren rascher ala diejenigen mit verzweigter Kette.1l Die Geschwindigkeit der 
Spaltung wechselt sehr stark mit der Lange der Kohlenstoffkette der Siure. 
Ester ungesii.ttigter Carbonsauren werden langsamer gespalten als die der ent
sprechenden gesattigten Sauren.3 Von den Lactiden ist das der Milchsaure gut, 
das der Glykolsaure maBig spaltbar. Diphenylglykolid, Benzilid und Tetra
salicylid werden nicht gespalten. Nach E. BAMANN1 ist die Ursache hierlfu: die 
Verminderung der Affinitii.t der Carbonylgruppe des Esters zum Enzym durch 
die Nachbarschaft negativer Atomgruppen. Die affinitii.tsvermindernde Wirkung 
der sauren Gruppen macht sich auch bei den Estern mehrbasischer Sauren 
bemerkbar, die langsamer als die der entsprechenden einbasischen verseift werden. 
Die erste Alkoholkomponente wird wesentlich rascher abgespalten als die zweite.' 
Die Spaltung der Dicarbonsaureester ist um so langsamer, je geringer der 
Abstand der beiden Carboxylgruppen ist. Die Hydrolysengeschwindigkeit der 
Di8.thylester nimmt daher in der Reihenfolge Malonsaure-, Bemsteinsaure-, Glutar
saure-, Adipinsaureester zu, wihrend in der entsprechenden Reihe der einwertigen 
Sauren die Spaltbarkeit von Essigsaureathylester zum Capronsaureathylester 
und weiter zu den Palmitinsaure-, Stearinsaureathylestern regelmaBig abnimmt.5 

Abhlngigkeit der Spaltung von der Konstitution der Alkoholkomponente. 
AIle Lipasen bevorzugen Ester aliphatischer Alkohole vor den aromatischen. 

Die Abhangigkeit von der Kettenlii.nge ist bei der Alkoholkomponente geringer 

1 E. BAHANN, E. SCHWEIZER, M. SCIUlELLER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 
tSt (1933), 121. 

: R. WILLSTl.TTER, F. MEMMEN: Hoppe-Seyler'S Z: physiol..Chem. 183 (1924), 229. 
A.K.BALLS, M.B.MATLACK, I. W.TuCKER: J. blOl. ChemlStry122 (1937/38), 125. 

• E. C. HYDE, H. B. LEWIS: J. bioI. Chemistry 66 (1923). 7. 
6 E. BAMANN. E. RENDLEN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 288 (1936), 133. 
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als bei der Sii.urekomponente. Immerhin nimmt die Spaltbarkeit mit zunehmender 
Kettenlii.nge langsam abo Die Ester primirer .Alkbhole werden schneller &Is die 
sekundirer, die Ester tertiirer Alkohole iiberhaupt nicht von Lipasen angegriffen.1 

Auch bei den Glycerinestem werden die endstindigen prima.ren Hydroxylgruppen 
rascher &Is die mittlere sekundii.re freigelegt. So konnten bei der Hydrolyse von 
Tributyrin durch Pankreaslipase die drei Abbaustufen (txP' .Dibutyrin, p.Mono
butyrin, Glycerin) nacheinander erhalten werden.- Eine Substitution der Alkohol
komponente wirkt mch nur dann auf die Spaltungsgeschwindigkeit aus, wenn 
me an dem die Hydroxylgruppe tragenden C·Atom erfolgt, und zwar stets 
hemmend.3 

Alle diese Merkmale gelten gleichmii.Big fiir alle Lipasen. Dagegen veranlaBt 
die Wertigkeit der Alkoholkomponente bei den Lipasen verechiedener Herkunft 
die groBten Unterschiede der Spaltungsgeschwindigkeit. Es gibt zwei scharf 
geschiedene Untergruppen der Lipasen: die Esterasen im speziellen Sinn spalten 
bevorzugt Ester einwertiger Alkohole, die Lipasen im speziellen Sinn bevorzugen 
Ester mehrwertiger Alkohole, vor allem Glycerinester. Zu den Esterasen geharen 
die Leber· und Serumesterase und die Taka.esterase aus A8pergiUus oryzae. Zu 
den Lipasen geharen Pankreas· und Leukocytenlipase sowie die Lipase der 
Ricinussamen. Die Unterschiede im Auswahlvermogen der beiden Untergruppen 
sind sehr groB. So entsprechen Z. B. der Wirkung von 0,01 g getrockneter und 
entfetteter Pankreasdriise bei der Methylbutyratspaltung 0,004 g, bei der Tri· 
butyrinspaltung 1 g, bei der Olivenolspaltung sogar 106 g getrockneter Leber.' 

Do. beide Untergruppen dieselben Ester spalten, besitzen me dieselbe absolute 
Spezifitit. Sie unterscheiden mch aber im hachsteD. MaB durch die Spaltungs. 
geschwindigkeit ihrer Substrate aus der Kls.sse der ein- oder der mehrwertigen 
Alkohole, also durch ihre relative Spezifitit. 

Stereochemlsche Spezifitlt. 
Noch in einer zweiten Richtung gibt es bei den Lipasen Unterschiede dar 

relativen Spezifitit, nii.m1ich in bezug auf das Auswahlvermogen der optischen 
Antipoden. Die Carbohydrasen und Amidasen sind jeweils nur auf eine der 
stereochemiachen Koniigurationen eingestellt, entweder auf die d· oder auf die 
'-Form. Die Lipasen dagegen spalten beide Formen, aber mit verschledener 
Geschwindigkeit. Die Bevorzugung der einen oder der anderen Form hii.n~ 
vollig undurchsichtiger Weise von der Konstitution des optisch-aktiven Alkohols 
oder der Sii.ure ab und wechselt mit der Herkunft der Lipase, bei den tierischen 
Lipasen sogar von Organ zu Organ und von Tierart zu Tierart. Mit der Bavor. 
zugung der Ester ein- oder mehrwertiger Alkohole besteht kein Zusammenhang 
(Tabelle 9).5 

Die ereten Beobachtungen iiber stereochemische Spezifitii.t wurden von 
H. D. D.AKIN8 gemacht, der fand, daB Schweineleberesterase bei der Einwirkung 
auf das racemische Gemisch der beiden Mandelsii.ureithylester die a-Form 
rascher als die '.Form spaltet. Stellt man der Schweineleberesterase aber ,- und 
d.Mandelsii.urea.thylester getrennt zur Veriiigung, so wird der '.Ester schneller 
gespalten als der d-Ester. Dieses zunii.chst widerepruchsvolle Resultat fand eine 

1 ST. V. PRZYLlilCKI, E. A. SY.M: Enzymologia. (Den Haag) 6 (1939), 135. 
S A. I. VmTANEN, E. LINDEBERG: Suomen Kemistilehti (Acta chem. fenn.) 9, 

B. 2, 25./1. 1936. 
a A. K. BALLS, M. B. MATLACK: J. bioI. Chemistry 123 (1938), 679. 
, R. WILLSTATTER, F. MEMMEN: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem.13S (1924), 216. 
• P. RONA, R. AMMON: Ergebn. Enzymforsch. 2 (1933), 50. 
~ J. Physiology 80 (1904), 253; 32 (1905), 199. 

9· 
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Tabelle 9. Drehung tkr mscher im Racemat 1Je1'8eijten Komponente. 

HerkuDft der E~terue 

8chwelDe: I) J~ i J ! I .8 ~ ~ ~ m SubBtrat )l ~ 

t 7l 

t 1 ~ 
I:: 

I ! j ! 
.a ~ 

! ~ 

J 
~ 

1;11 
<Il 1:01 

Mandelsii.ure-methyl-ester ............... - + + + -
Mandelsii.ure-athyl ~ter ................. - + + + + + -
Mandelsii.dre-butyl-ester ................. + 
Mandelsaure-isoamyl-ester ............... + 
Mandelsii.ure-benzylester ............•... ; + 
Mandelsii.ure-monoglycerid ............... - + 
MilchBii.ure-athyl-ester ................... + 
Diithyl- u. lsobutyl-tartrat .............. - + _1 

Methylii.thylessigsaure-ii.thylester .......... + 
Methylbutylessigsii.ure-athylester ......... + 
Methylbenzylessigsa.ure-ii.thyleater ........ + 
Phenylmethoxyessigsaure-methylester ..... - + + 
Phenylii.thoxyessigsiure-ii.thylester ........ + 
Phenylchloressigsiure-methylester ........ - - + -
Phenylchloressigsiure-athylester .......... -
Phenylbromessigsiure-methylester ........ - -
Phenylaminoessigsiure-propylester ....... + + 
Tropasii.ure-methylester ••••••• 0' ••••••••• + - + -
Leucin-athylester ....................... + 
Leucin-propylester ........•............. + + 
Tyrosin-a.thylester ...................... -
n-Buttersa.ure-aeo. butylester ............. - +1, Athyl-phenyl-carbinyl-n-buttersa.ureester ... 

Erldii.rung durch R. WILLSTl.T'l'BR und Mitarbeiter.- Die Spaltungsgeschwindig
keit eines Esters setzt sich nimlich am zwei Faktoren ZUAmmen, aus der AHinitiit 
des Enzyms zum Ester und &U8 der Zerfa.llsgeschwindigkeit der Enzym-Ester
Verbindung. Nun geht aus den von H: H. WEBER und R. AMMON3 aufgestellten 
Aktivitits-p.-Kurven hervor, daB die AHinitiit des Ferments zum d-Ester be
deutend gro.Ber ist als die zum I.Ester. Umgekehrt ist aber die Zerfal1sgeschwindig
keit der l-Ester-Ferment-Verbindung groBer ala die der d-Ester-Ferment-Ver
bindung. Bei der Hydrolyse jeder Esterkomponente fUr sich findet infolge der 
gro.Beren Zerfallsgeschwindigkeit der I-Ester·Ferment· Verbindung eine schnellere 
Hydrolyse des I·Esters statt. Bei der Hydrolyse des Raoemats aber wird infolge 
der grt;8eren AHinitit des Ferments zum a.Ester fast allas Ferment von diasem 
Ester beansprucht, 80 daB er trotz der geringeren Zerfallsgeschwindigkeit seiner 
Ferment-Substrat.Verbindung rascher gaspalten wird. 

Mit dem ungleichen Verhii.ltnis von AHinitat wid Spaltungsgeschwindigkeit del' 

1 Nur Athyl-tartrat. 
2 R. WILLSTl.TTER, R. KUHN, E. HAMANN: Bel,. dtsch. chem. Ges. 61 (19'28), 886. 
8 Biochem. Z. 204 (1929), 197. 
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optischen Antipoden IiBt sich auch die noch merkwiirdigere Erscheinung er
kliren, daB gelegentlich die Bevorzugung der d- oder Z-Form im Racemat sich mit 
der Konzentration des Substrate in den Spaltungsa.nsitzen andert. So spa.ltet 
z. B. Menschen- und Schafleberestera.se in konzentrierter LOsung des Racema.te 

.J -1tJg 'l Z 

Leberesteraae dt'8 Scbaf'es. 

r-----~----~~~--~s·t 
, 

I -Iog/SI f 

Leberesteraae des Rlndel. 

t 

I 

Lebere8teraae des Kanlncheoa. 

Lebereateraae des Henschen. 

f 

t -q{Sl I 

Lebe_terase des Pferdes. 

Abb. 16. AkUvltAta-P,-Kurven der Spaltunaen von d- nnd l-Mandellllureester durch veraoh1edene Leberesteruen. 

ra.scher den do, in verdiinnter den Z-Ma.ndelsii.ureithylester. Der Grund dafiir liegt 
einersaite in den verschiedenen Formen der Aktivitits-p,-Kurven (siehe Abb.15), 
a.nderseits darin, daB die Spa.ltungsgeschwindigkeiten des d- und Z-Esters durch 
die Gegenwart des optischen Antipoden und der Spa.ltstiicke in sahr versohiedener 
Weise verindert werden. Unter den Spaltetiicken iibt besonders die Alkohol
komponente eine deutliche Wirkung auf die optische Spezifitit aus. So hemmt 
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der Zusatz von Alkohol vie! stitrker die Spaltung des Z-~ndeJ.sii,ureithylesters 
aJ.s die des d.Esters. Die Hemmung ist so groB, da.B sogar der bei der Spaltung 
gebildete Alkohol die Hydrolyse zugunsten der d.Verbindung verschiebt.1 In 
dieser Hinsicht unterscheidet sich die Esterase derMenschenleber grundlegend 
von del' Schweinelebere&terase,bei der eine solche Umkehr der Auswahl nicht 
statthat. SoJIwAB, B.AlU.NN und L~NZI haben die VerhiiJtnisse durch eine 
genaue kinetische Analyse geklii.rt mit dem Ergebnis, da.B die Hemmung der 
d.Ester.Sp8J.tung durch den I-Ester viel starker ist, als dessen Affinitat bei seiner 
eigenen Spaltung entspricht. Dies in Verbindungmit der unsymmetrischen 
Alkoholhemmung und dar spiter (S. 149) zu besprechenden Anomalie der Kinetik 
der d-Ester-Spaltung erklirt die Auswahlumkehr mit der Konzentration ebenso 
wie die Ausw&hlerhaltung bei der Durchspaltung. 

Das optische Auswahlvermogen einiger Esterasen kann durch Zusatz optisch
aktiver StoHe beeinfluBt werden. So ii.ndem Alkaloide da.s VerhiiJtnis der Um
sitze der Antipoden, mitunter bis zur volligen Umkehrung (Tabelle 10).8 

Tabelle 10. Einf1,ufJ oon AZkaloiden aUf die 8tereochemiBohe Bpezifitiit der Lebere8tera8e 
deB Menschen una deB Kaninchen8. 

(Vers.·Ansatz von 50 ccm, enthaltend in Verso 1-30,25 g, in Verso 4--6 0,50g rac. 
Mandels8.ureii.thylester und 2 g Phosphatpuffer PJ[= 7.) 

Reaktlons· I Besobleunl-
Vlll'Bucb Leberesterase Zuslue (100 mg) dauer SpaltuDg Hemmunll IIUDII [ .. ID der 

vom (Prozent) lIIandelBiure (Stundeu) der Re&ktion In Prozent 

1 Henschen - 3 20,0 - - + 7,9° 
2 Henschen Strychnin 11/. 19,5 - 95 -80,1° 
3 Henschen Cinchonin 21/, 18,5 - 23 - 27,3° 
4 Kaninchen - 3 20,2 - - + 1,2° 
5 Kaninchen Strychnin 3 18,6 8 - + 20,3° 
6 Kaninchen Chinidin 13'/, 18,5 80 - + 14,2° 

Tabelle n. Abhangigkeie deB optiaohen AUBWiihlenB oon der Vorbehandlung der Enzyme. 
(Die AnaJysenproben von 100 cmB enthalten in den Versuchen mit Menschenleber
esterase 0,50 g rao. Mandelsii.ure-a.thylester und 4,Og Phosphat PH = 7, in den Ver-

suchen mit Kaninchenleberesterase 1,0 g Ester Und 4,0 g Puffer.) 

Herkonft und Behandluug des Enzyma ::!- \ t"lD. der 
(Pro- lIIandel-
zent) I sliure 

1 Henschenleber 7: Ammoni&kaJ.ischer Auszug aus unvorbehan- I 
deltem Trockenprii.parat naoh Essigsil.uref8J.lung und Dialyse 14,5 - 2,4° 

2 Henschenleber 7: Ammonia.kaJischer Auszug aus gedorrtem 
Trockenpraparat naoh EssigsiurefiiJIung und Dialyse . . ... . 14,0 + 11,8 0 

3 Henschenleber 7: Ammoniakalischer Auszug aus autolysiertem 
Hackbrei naoh Essigsiurefallung und Dialyse. . . . . . . .. .. . . 15,0 -14,80 

4 Kaninchenleber 3: Ammoniakalischer Auszug aus unvorbehan-
deltem Trockenpriparat naoh Essigsiurefallung und Dialyse 7,1 - 6,00 

5 HenschenIeber 3: Ammoniakalischer Auszug alis ged6rrtem 
Trockenpraparat naoh EssigsiU1'E?fiiJIung und Dialyse .••. .. 7,3 + 10,1 0 

----
1 E. aAlIIA.NN: Bar. dtsch. chem. Gee. 62 (1929), 1538. 
I G .• M:. SCHWAB, E. BAlIIA.NN, P. LAEVERENZ: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem. 

216 (1933), 121. . 
• E. BAlIIANN,P. LAEVERENz:Ber. dtsch. chem. Ges. 68 (1930), 394, 2939. 
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Zur Erklirung dieser Erscheinung nehmen E. BAMANN und P. LAEvERENZ 

an, daB mch diesa Zusatzstoffe mit dem Enzym zu einem Symplex vereinigen. 
Dialysiert man die alkaloidhaltigen LOsungen, so erlangt das Enzym die urspriing
liche Konfigurationsspezifitit wieder, es erfolgt also eine Aufspaltung des Sym
plexes. tTherraschenderweise andert mch die optische SpezifitB.t gelegentlich 
durch geeignete BehandJung der Enzympriparate, z. B. bei der Autolyse und 
bei Reinigungsoperationen. Nach E. BAMAID{ und P. LAEvERENZ beruht die 
Veriinderung der optischen Spezifitit auf der Anlagerung von Abba.uprodukten, 
die mch bei der Herstellung der Priparate bilden {Tabelle 11). 

A. Lipasen 1m speziellen Sinn. 
Vorkommen. 

Die bevorzugt auf Fette eingestellten Lipasen kommen bei Tieren vor allem 
im Pankreas vor, auSt::ro.em im Magen und in den Leukocyten. Der Geha.lt an 
Lipase im Schweinepankreas hii.ngt vom Emii.hrungszustand abo Die Phyto
lipasen finden sich hauptsachlich in den Samen, besonders von Ricinus, weniger 
in denen der Euphorbiaceen und in den Sojabohnen. Auch A8pergillu8 niger 
und flaVUB und PeniciUium oxaZicum fuhren eine speziell auf Fett eingestellte 
Lipase. Die Bakterienlipasen sind noch wenig untersucht. 

a) Pankreaslipase. 
1. BeBtimmungsmetkoden una Einkeiten. 

R. WILLSTATTEB, E. WALDSCHMIDT-LEITZ und F. MuonrNl benutzten zur 
Bestimmung der Pankreaslipase die Olspaltungsmethode unter ausgleichender 
Aktiviel'1ll}g mit Calciumchlorid und Albumin, die 
eine Ausschaltung alles Zufilligen im lipatischen Sy
stem ermoglicht. Am besten liJ3t man die Spaltung 
im alkalis chen Gebiet bei 'PH = 8,9 beginnen und bei 
'PH = 5,5 enden. Die empirisch ermittelte Beziehung 
zwischen Enzymmenge und Spaltungsgrad ist in 
Abb. 16 dargestellt. 
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In einer weithalsigen Flasche von 30 ems Inhalt mit r 1t; 

gut eingeschliffenem GlasstQpfen bringt man das En
zymmaterial mit Wasser auf 10ema, fiigt2,5g Olivenol 'I- 12 
und 2 ema Puffer (bestehend aus 0,66 oma n Ammoniak 
und l,34oml nAmmoniumehlorid), dBIlIl 0,5 ema 2%ige 
Caloiumohloridlosung und zum Sohlul3 0,5 eml 3O/oige 
Albuminlasung zu. Es wird 3 Minuten lang gleiehmli.Big 
und krii.ftig mit der Hand geschiittelt und der Ansatz 
57 Minuten bei 30° aufbewahrt. 
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Zur Titration wird der Flascheninhalt mit 96 %igem AI
koho1 in einen Erlenmeyerkolbengespitlt, durch Vermischen 
mit Ather die Losungvervollstindigt undmit nl10 bis nil al. 

Abb. 16. LlpuemeJIIIII und Ver· 
koholischer Kalilauge bis zu einem deutlioh blauenFarbtQn ~. 
(IndikatQr Thymolphthalein) titriert. Der Alkaliwert des 
Puffers ist bei der Berechnung in Abzug zu bringen. 

Zur Erzielung einer besseren Emulgierbarkeit empfehlen L. VOGEL und P. L.u:· 
VERENZ· einen vermehrten Zusatz von Caleiumehlorid und Albumin und gleiehzeitig 
einen Zusatz von Natriumoleat. 

Der Lipasegehalt eines Priparats wird durch die Anzahl der Lipaseeinheiten 
angegeben. Eine Lipaseeinheit (L. E.) ist diejenige EnzymmAnge, die unter den 

1 Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 126 (1923), 93. 
I Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 284 (1935), 176. 
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BedirJguDsen des·Anaa.tzes bei 30° in einer Stunde 24% von 2,5 g Olivenol (Ver
eeifungaza.hl 185,5) spaltet. 

Daa MaS fUr den Reinheitsgrad ist der LipaBewerl (L. W.). Der Lipasewert 
iat die .Anza.hlder Lipaaeeinheiten in einem Zentigra.mm Substa.nz. 

Eine· sebr empfindliohe Methode, die sich besonders ffir die Bestimmung 
kleiner Enzymmengen eignet, haben R. WILLST.lTTER und F. MmooN1 nach 
dem staJagmom.etrischen. Verfa.hren von P. RoNA und L. MIcHAELIS· entwickelt. 
Sie beruht a.uf der Anderung derOberflii.chenspannung einer wisserigen Tri
butyrinl&ung bei der 8paltung, die man aus der Tropfenzahl staJagmometrisch 
bestimmt. 

Die durch Vorversuche ennittelte geeignete Enzymmenge wird mit der L6sung 
von 30 mg Ei&lbumin, 0,6 em' 2%iger CaJeiumehloridlOsung, 56 em' gesii.ttigter Tributy
rinlOSung und 2 em' Puffer (bestehend aus 1 Teil 2,5 n Ammonia.'k und 8 Teilen 2,5 
n Ammoniumchlorid), sowie 0,5 em' 2%iger NatriumoleatlOsung versetzt, 80 daB das 
gesamte Volumen 60 em' betrigt. Darauf wird 80gleieh die Anfangstropfenzahl 
gemeeeen und bei emer Temperatur von 20° deren Abnahme in Abstii.nden von 
20 Minuten~- bis viermal bestimmt. 

Der na.ch diaser Methode gemessene Lipasegehalt wird in Butyra.seeinheiten 
angegeben. Eine Bwtp'a8uinheit (B. E.) ist diejenige Enzymmenge, die unter 
den Bedingungen des .Ansa.tzes eine Abnahme der Tropfenza.hl der Tributyrin
JCi8ung um 20 in 60 Minuten bewirkt. 

Die Analysenprohen sind &tet8 80 zu wihlen, daB me nicht wesentlich hOher 
sind ala da.s Zweifa.ehe und nicht weniger ala ein Fiinftel der Butyra.seeinheit. 

Eine Lipa.seeinheit hat ungefihr 1000 Butyra.seeinheiten. Eine feste Beziehung 
besteht zwiachen den heiden Einheiten nicht. Sie schwankt etwas von Priparat 
su Pripa.rat. 

2. DarllelZung u7Ul Reinigung. 

Zur Da.rste1lung von Pa.nkrea.spripa.ratenB sind die DrUsen von Schweinen 
am geeignetsten, cia me lipatisch am wirksamsten sind. Man trocknet am besten 
da.s zerkleinerte Pa.nkrea.s mit Aceton und Ather und extrahiert das Enzym mit 
87CYoigem Glycerin. Die Abtrennung der begleitenden Enzyme Amylase und 
Trypsilierfolgt durch wiederholte Adsorption der Lipase an da.s basische Adsorbens 
Aluminiumhydroxyd B bei saurer Rea.ktion. 

Mit Wasser gekl&rter Glycerinauszug wird mit Essigsiiure anges8.uert und mit 
Tonerdesuspension B geschiittelt. Durch Zentrifugieren wird die RestlOsung vom 
Adsorbat entfernt;Sie enthiUt neben der Hauptmenge dar Amylase und dem ganzen 
Trypsin 10% der. Lipase. 

Das Adaorbat wird mit 20%igem Glycerin gewaschen und mit Ammonphosphat
lOsung eluiert. ;;ur Stabilisierung wird die Elution auf einen Glyceringehalt von 
600/0' gebracht. Die Elution enthiUt zwei Drittel der angewandten Lipase und etwa 
3% der anfangs vorhandl;men Amylase. . 

Zur emeuten Reinigung durch Adsorption an Tonerde muB die Phosphors/i.ore 
des EIuens nUt Magnesjamischung entfemt werden. Die Elution nach der zweiten 
Adsorption jet £rei von den begleitenden Enzymen und enthiiJt etwa 35% der ur
spriingliehen Lipasemenge. 

. Eine Abtrennung anderer Begleit8toffe und damit eine bedeutende Reinigung 
wird durch Adsorption an Kaolin bewirkt: 

1 Hoppe-Seyler's Z. physio1.Chem. 119 (1923), 1. 
• BiOOhem.' Z. 81 (1911), 345. 
, R. WILL8TITTBR, E. WALDSCJDlIDT-LEITZ: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 

116 (1923), 132. 
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Die Ammoniumphosphatelution aus dem zweiten Tonerdeadsorbat wird mit 
Wasser verdiinnt und mit Essigsa.ure angesauert. Darna.ch wird sie mit einer Auf
schliimmung von elektro08motisch gereinigtem Kaolin in Wasser geschiittelt. N ach dem 
Zeiltrifugieren wird das Adsorbat mit Ammoniumphosphat eluiert und zentrifugiert. 
Zur St&bilisierung bringt man die Elution wieder auf einen Glyceringehalt von 50%. 

Durch diesa Reinigungsschritte steigt der Lipasawert auf das Achtfache gegen
tiber dem der Tonerdeelution, auf das ungefii.hr 250fache von dem der DrUse. 
Er erfihrt noch eine geringe Steigerung durch Adsorption an Tristearin oder 
Cho1esterin : 

Nach Abscheidung der Phosphorsaure aus der Elution mit Magnesiamischung 
wird die Lipasel6sung mit Wasser verdiinnt und mit einer Suspension von Tristearin 
in 87%igem Glycerin geschiittelt. Zur Ermittlung des Reinheitsgrades wird das 
Adsorbat getrocknet und das organische Mittel mit Benzol, Alkohol oder Ather 
herausgel6st. 

MILLoN- und Ninhydrin-Probe sind nun ganz schwach positiv, die MOLIscH
Probe ist negativ. Mit Uranylacetat gibt die 9,01O/oige LOsung keine, mit Pikrin
sima eine schwache TrUbung. 

3. Abluingiglceit der Wirlcung von der Wa88er8to/lionenkonzentration. 

Die fOlgende Tabelle 12 gibt die Geschwindigkeitskonstanten k bei verschie
denem 'PH an.l Es ist ersichtlich, daB das Optimum der Pankreaslipase bei 
'PH = 7+8 liegt. 

Tabelle 12. Abhangiglceit der Ge8chwindigkeitslcO'fUltanten der Pankreaslipaae vom PH. 

PH 2,17 3,74 5,49 7,01 7,78 I 8,50 
k 0 0 0,00737 i 0,01218 0,01513 0,01244 

4. Kinetik. 

Die Wirkung der Lipase wird in hOherem Grade als die vieler anderer Enzyme 
von Begleitstoffen und vom Verteilungszustand (Viskositit und Emulgierung) 
beeinfluBt. Dennoch liBt sich die Quantitiit der Lipase in jedem Zustand durch 
Zusatz ausgleichender Aktivatoren und durch gleichmiiBiges, langes Schtitteln des 
Versuchsa.nsatzes erfassen. Auch die Kinetik der Lipase liiBt sich nur innerhalb 
eines ganz definierten Systems von Begleitstoffen, z. B. bei maximaler Aktivierung, 
beschreiben. 

Abb.17 und 18 geben den zeitlichen Verlauf der Hydrolyse von Olivenol mit 
verschiedenen Lipasemengen bei 'PH = 8,9 und PH = 4,7 wieder. 

Das Produkt von Enzymmenge und Zeitdauer ist nur innerhalb eines gewissen 
Bereiches der Verseifung konsiant. Bei liinger dauemden Spaltungsversuchen 
beeinfluBt die fortBchreitende Enzymzerstorung, hervorgerufen durch den Ein
fluB von Puffer und Substrat, die Kinetik. Die Abhiingigkeit der Triacetin
hydrolyse von der Lipasemenge gibt Abb.19 2 wieder. FUr einen Teil der Spaltungs
kurve hat die SCHuTzsche Regel X = k Vt Gilltigkeit (X = Spaltungsgrad), 
dann sinkt die Spaltungsgeschwindigkeit rasch abo 

Auf kinetischen Untersuchungen an Pankreaslipase hat E. A. SYM3 theo
retische Betrachtungen iiber Kontaktkorperkatalyse aufgebaut. Er nimmt an, 

1 P. RONA, R.PAVLOvro: Biochem. Z. 184 (1923), 108. 
I R. WILLST.lTTER, F. MEMlIIEN: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chem.1M (1924), 229. 
a Biochem. J. 24 (1930), 1265. 
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daB die anfangs geloste Lipase an der Phasengrenzfiache Fett-Wasser adsorbiert 
und dadurch erst wirksam wird. 

Aus der Hemmungder Tributyrinhydrolyse durch Fettsauren schlie.Ben 
HOLWERDA und Mitarbeiter,1 daB Fettsauren und Glycerid um den Platz in der 
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Abb. 17. Zeitlicher Verlauf der Hy
drolyse von OHven6i mit verschle
denen Lipasemengen (PH = 8,9). 

I 0,075 L. E., II 0,15 L. E., 
III 0,30 L. E., IV 0,60 L. E., 
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Abb. 18. Zeitlicher Verlauf der Hy
drolyse von Ollven6i mit verschle
denen Enzymmengen (PH = 4,7). 

I 0,29 L. E., II 0,58 L. E., 
III 1,16 L. E., IV· 2,32 L. E. 

,. 
12 

10 

f8 
1.6 

'I 

2 

Abb. 19. Verselfungsgeschwlndlg
kelt des Trlacetlns mit verschle

denen Enzymmengen. 

I 0,04 em·, II 0,08 em', 
III 0,16 em' und IV 0,32 em' 

Glyoorlnextrakt. 

Grenzschicht konkurrieren. Starken EinfluB auf die Verseifungsgeschwindigkeit 
hat der Verteilungszusta.nd. Die Spaltung von Triglyceriden nimmt mit der 
Schiitteldauer und -intensitat zu, bis optimale Verteilung erreicht ist. Nun 
findet man die Verseifungsgeschwindigkeit wenig oder gar nicht abhangig ,von 
der Triglyceridmenge. LaBt man Triglyceridmenge und Schiitteldauer konstant 
und variiert die Enzymmenge, 80 nimmt die Verseifungsgeschwindigkeit nicht 
proportional der Enzymmenge zu, 80ndem weniger stark; sie nahert sich schlieB
lich einem Grenzwert, bei dem die Phasengrenzflache mit Lipasekomplex ge
Bii.ttigt ist. 

Schon ftiiher ist beobachtet worden, daB die Spaltungsgeschwindigkeit des 
Fettes durch Lipase proportional der von den Fetteilchen gebildeten Oberflache 
und umgekehrtproportional dem Radius der Kiigelchen ist. 2 

5. Beein/l'U8sung durc"" pkyaikaliBcke Faktoren. 
Die Wirkung von Strahlen wird in der Literatur sehr verschieden geschildert, 

vermutlich desha.lb, weil die Wellenlange des verwendeten Lichtes meist nicht 
beriicksichtigt wurde. Arbeitet man mit monochromatischem Licht, so beob
achtet man, daB langwelliges Licht aktiviert, kurzwelliges dagegen hemmt.B 

Hohe Drucke zerstOren die lipatische Wirkung. Bei Einwirkung von 11000 bis 
13500 at auf pankreassa.ft war nach 30-40 Minuten die Fermentwirkung ver
schwunden.' 

Die Lipase hat bei ungefii.hr 40° ihre optimale Wirksamkeit. Trockenpraparate 

1 K. HOLWERDA, P. E. VERKADE, A. H. A. DE WILLIGEN: Recueil Trav. chim. 
Pa.ys-Bas 66 (1936), 43; 66 (1~37), 382. 

B A. C.FRAZER, V. G. WALSH: J. Physiology 'i8 (1933), 467. 
8 R. MURAKAMI: Bull. a.gric. chern. Soc. Japan 12 (1936), 115. 
, M. A. MACHEBOEUF, J. BASSET: Ergebn. Enzymforsch. 3 (1934), 303. 
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vertragen noch gut Temperaturen bis 75°. Dagegen tritt bei 55° Zerstorung ein, 
wenn die Lipase sich in gelOster Form befindet. Trockenpraparate, die 1 bis 
2 Stunden bei 115° erhitzt werden, erfahren einen Aktivitatsverlust, erlangen 
aber merkwiirdigerweise durch mehrtagiges Aufbewahren bei Zimmertemperatur 
fast ihre urspriingliche Aktivitat wieder.l A. K. BALLS, M. B. MATLACK und 
1. W. TUCKER! fanden, daB die Spaltung der hoheren gesattigten Triglyceride 
im Gegensatz zu der der niederen Triglyceride stark von der Temperatur abhangig 
ist. Bei 0-20° werden nur Glyceride mit Fettsauren bis zu 7 C-Atomen leicht 
gespalten, bei 40° auch solche mit 8-14 C-Atomen. 

6. Aktivierung und Hemmung. 
Eine besonders hervorstechende Eigenschaft der Lipasen ist die starke Ab

hii.ngigkeit ihrer Wirkung von fremden Stoffen. Da diese Stoffe, die man nach 
R. WILLSTATTER und M. ROHDEW ALD unter der Bezeichnung Dynatonen zusammen
faBt (siehe S.115), vielfach natiirliche Begleiter der Lipasen in tierischen und pflanz. 
lichen Geweben sind, geniigt eine einfache Bestimmung der Wirksamkeit z. B. eines 
Pankreasextraktes nicht, urn sich iiber seinen Gehalt an Lipase oder gar iiber den 
Zustand des extrahierten Organes zu informieren. Jede Anderung des Systems, 
in dem die Lipasen wirken, sei es bei der Extraktgewinnung oder im Verlauf 
von ReinigungsmaBnahmen, beeinfluBt auch die Wirksamkeit des Enzyms und 
entfernt uns weiter von dem Zustand der lebenden Zelle. Um zu erfahren, wieviel 
Lipase ein bestimmtes Praparat enthalt, ist nach R. WILLSTATTER, E. WALD
SCHMIDT-LEITZ und F. MElIIMEN3 ausgleichende Aktivierung oder Hemmung, 
aIso Uberwindung der zufalligen Einfliisse der Dynatonen auf die Wirksamkeit 
der Lipase in dembetreffenden Extrakt notwendig. 

Zu den natiirlichen Aktivatoren der Pankreaslipase gehoren Gallensalze, 
Aminosauren und die Salze hoherer Fettsauren, vor allem Kalksalze. Oleate sind 
wirksamer aIs Palmitate.' Natriumtaurocholat ist noch in der Konzentration 
von 1 : 500000 wirksam,5 l-Leucyl-glycyl-glycin aktiviert um 500-600%. Albumin 
hemmt die Rankreaslipase. Aus der gegenseitigen Beeinflussung von Natrium. 
glycocholat lind fettsauren Salzen bei ihrer Einwirkung auf Pankreaslipase hat 
K. HOLWERDA6 interessante Vorstellungen iiber das Zustandekommen von Akti
vierung und Hemmung entwickelt. 

Wirksamer !tIs die einzelnen Aktivatoren ist die Kombination von mehreren, 
z. B. Calciumoleat + Glycerin. In Kombinationen kann auch Albumin akti
vieren, so Calciumchlorid + Albumin oder Natriumglycocholat + Albumin. Am 
wirksamsten ist die Kombination Albumin + Natriumoleat + Calciumchlorid. 
R. WILLSTATTER, E. WALDSCHMIDT-LEITZ und F. MEMMEN nehmen an, daB die 
Wirkung der Dynatonen auf gemeinsamer Adsorption des Enzyms und des Sub
strats beruht. Tritt nur eineAdsorption des Ferments an den zugesetzten Stoff ein, so 
konkurriert er mit dem Substrat um das Ferment, er hemmt daher. Werden aber 
Ferment und Substrat adsorbiert, so wirkt dies im Sinne einer Erhohung der 
Ferment-Substrat-Affiniti1t, die nach MICHAELIS und MENTEN (siehe S. 57ff.) das 
MaB der Fermentwirkung ist. Diese Anschauung ist allerdings nach K. KRXHLING 
und H. H. WEBER7 nicht auf wasserlosliche Substrate der Pankreaslipase, wie 

1 E. A. Snl: Biochem. Z. 268 (1933), 304. 
Z J. bioI. Chemistry 122 (1937/38), 125. 
a Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem. 126 (1923), 93. 
, E. TRIA: Enzymologia (Den Haag) S (1937), 12. 
5 I. A. PARFENTJEV, W. C. DEVRIENT, B. F. SOKOLOFF: J. bioI. Chemistry 92 

(1931), 33. 
8 K. HOLWERDA: Biochem. Z. 296 (1938), 1. 
7 Biochem. Z. 298 (1938), 227. 
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Triacetin, ubertragbar, bei denen ebenfalls Aktivierung beobachtet wird. Sie 
fanden keine Anderung der Ferment-Substrat-Affinitit, 80ndem eine ErhOhung 
der Zerfallsgesehwindigkeit der Enzym-Substr&t-Verbindung. 

Ein gemeinsames MerkmaJ vieler Aktivatoren ist ihre Kapillaraktivitit. Je 
stirker sie die Oberflichenspannung erniedrigen, desto mehr aktivieren sie. Eine 
Ausnahme bilden nur Phenol und Resorcin.l Man nimmt da.rna.eh an, da.B die 
Aktivierung durch die Herabsetzung der Oberflichenspannung zwischen Enzym 
und Substr&t zueta.nde kommt. Bei einer bestimmten GroBe der Oberlliehen
spannung findet aber E. TRIAl! ein ~um der Aktivierung. 

Auch die Leberesterase wird von oberflichenaktiven Stoffen beeinfluBt. Sie 
wird im allgemeinen von denjenigen Stoffen. am meisten gehemmt,die die 
Pa.nkreasJipa.se am stirksten aktivieren.1 

Manche Pharmaka, besonders Alkaloide, sind von groBam Itemmenden Ein
fluB auf die Lipasen. Merkwiirdigerweise wirken manche dieser Stoffe gam: 
spezifisch auf die Lipa.sen bestimmter Herkunft, wihrend me andere nicht beein
flussen. P. RoNA und R. ADlo~ haben darauf eine Methode zur Unterscheidung 
von Lipa.sen aufgebaut. Pankrea.slipa.se wird von Cbinin stark gehemmt, nicht 
aber von. Atoxyl, das Leberesterase und ,Nierenlipa.se hemmt. Serumlipa.se wird 
von heiden Stoffen gehemmt. Allerdings ist die Hemmung oft nur eine Beein
flu88ung des Systems der die Lipa.sen begleitenden Dyna.tonen." Die Atoxyl
empfindlichkeit der Leberesterase verringert mch nimlich mit fortBchreitender 
Reinigung bis zur Unempfindlichkeit, und Coca.in hemmt nur die ungereinigte 
Magenlipa.se. Die Hemmung durch· Atoxyl ist reversibel, die durch Chinin nicht. 

Alkohole wirken hemmend auf alle Lipasen,1I ebenso Ketone.s Die Hemmung 
durch Ketone ist von der Einwirkungsdauer, Anza.hl der CO-Gruppen, Molekular
gewicht und Konstitution abhingig. Besonders stark hemmt Acetophenon. Noch 
mehr a.ls Ketone· hemmen die Aldehyde, am meistenBenzaldehyd und Heptyl
aldehyd. 1m aI1gemeinen gilt, daB die Hemmung durcharomatisohe Verbindungen 
groBar a1s durch aliphatische ist. Die Hemmung durch Halogenesaig8iuren fillt 
in der Reihenfolge J-Br-Cl. Auch Oxysi1iren 1'lemmen die P&Dkrea.slipa.se, am 
meisten Citronensii.ure, weniger Weinsii.ure, noch weniger Milchsl.ure.' 

Unter den anorganischen Stoffen hemmen vor allem die Schwermetal1salze und 
Halogenide. Die Hemmung nimmt in der Reihenfolge Cu-Co-FeDI-HglL-Fell, 
bzw. Fluorid-Jodid-Bromid--Chlorid, abo Kaliumcyanid wirkt aktivierend, am 
meisten in einer Konzentration von 6'10-' Mol.s 

Reduzierende Substanzen aktivieren die Pa.nkrea.slipa.se, 80 Cystein, Thio
glykolsiure und Natriumhydrosulfit, nicht aber Natriumsulfidund Natrium
bisulfit.·· Oxydierende Substanzenhemmen. Die Abatufung der Wirkung OOider 
Gruppen liJ3t mch nicht mit dem Redoxpotential in EinkJang bringen.' 

7. LtJO·UM ~. 
Der Zust&nd der Pa.nkreaslipaae in der ZeUeistvon E. BAHANN und P. LABvJl

uNZ'niher untersucht worden. 1m friachen Organ ist nur ein kleiner Tell der 

1 D. GLICK:, C. G. Kura: J. bioi. ~ t7 (193t), 6'75. 
I E. TBu.: Atti R. Accad. naB. Ljncei, ReDd. II (1916), 372. 
I Biochem. Z.lSl (1927), 49. .. 
, K. GYOTOK:U: Biochem.Z. 117 (1930), 279. 
I H. H. R. WEBER, C. G; KING: J. bioi. ChemiBtry 108 (1986), 131. 
6 S. S. WBINSTBIN, A. M. WYNn:: J. bioi. Chemistry lUI (1936/36), 649. 
7 G. PAJO'IL, M. MAXIII: Klin. Wsohr. 17 (1918), 1661. 
8 R.IToB, T. NAK:AVARU: J. Biochemistry 16 (1937), 187. 
• Hoppe~Seyler's Z. ph;Vaiol. Chem ... (1934), 1. 
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Lipase 10000ch; die Lyolipase, der weita.u8 groBte Tell, die Deamolipue, ist proto. 
plasmatisch verankert, sei es durch Hauptva,1enzbindungen oder durch Asso. 
ziationskra.fte (Restvalenzen, Nebenvalenzen) . .Als Unterscheidungsmerkmal dient 
die LOslichkeit der Lyolipa.se in l00O/oigem Glycerin, da.s der frischen oder der 
in ga.nz frischem Zusta.nd rasch mit AcetOn und Ather getrockneten DrUse nur 
0,1-3% der Lipase entzieht. Das Glycerin verhindert autolytische Prozesse, 
durch welche die Desmolipase in Lyolipue iibergefiihrt wird. Aufbewa.hren der 
DrUse vor der Extraktion mit Glycerin oder vor der Acetontrocknung, wii8serige 
Extraktlon der frischen oder der getrockneten DrUse, auch schon die Extraktion 
mit 5O%igem und sogar stirkerem GlyceriD. liBt den autolytischen Prozessen 
Spielraum. SchlieBlich ist die gesa.mte Lipase bei wiederholter Extraktion in 
Lyoform zu erhalten. 

Wihrend des Prozesses der 'Vberfiihrung der Desmo· in die Lyoform indem 
moh auch die Eigenschaften der Lyolipase. Die zuerst extrahierten Anteile sind 
viel starker durch Albumin + Natriumolea.t + Calciumchlorid aktivierbar als 
die zuletzt extrahierten. Die Aktivierbarkeit der mit lOO%igem Glycerin aus 
der frischen DrUse gewonnenen Lyolipase betr&gt z. B. 5000%, im dritten Extrakt 
nur noch 800%. Die nicht extrahierte Desmolipase liBt sich durch die Aktiva. 
toren nur auf ungefiihr die doppelte Wirksamkeit bringen. 

8. Synthe8e. 
Bei der Esterverseifung und Estersynthese stellt mch unabhingig von der 

Richtung ein von heiden Seiten erreichba.res Gleichgewicht ein.1 

Die Abb. 20 zeigt da.s Gleichgewicht bei der Spaltung und Synthese von 
n.Butyl.butyrat. Bei der Aufnahme der Aktivitits-p,.Kurve fUr die Synthese 
von n·Butyl.butyrat beobaohteten P. RoNA., 
R. AmrIoN und H. FISORGOLDI ein Maxi· 
mum der Synthesegeschwindigkeit bei mitt· 
leren Buttersii.urekonzentrationen. Sie konn· 
ten dies auf Zerstorung der Pankrea.s1ipase 
duroh die Buttersiure zuriickfiihren. Bei 
hOheren Fettsii.uren, z. B. Ela.idin. und 01. 
sii.ure, wurde ein derartiges Maximum nicht 
beobachtet. 

Buttersii.ure wird von Pankrea.slipase a.m 

" 

besten verestert, da.ma.ch Palmitin. und Abb. 20. Spaltllllll und Synthele von tI.Bu. 
Olsii.ure. Verzweigung der Kohlenstoff. tyl·butyrat dureh Llpue. 

kette verzogert die Synthase, ebenso , 
die Einfiihrimg eines Substituenten. Der EinfluB ist um so geringer, je weiter 
entfemt der Substituent von der Carboxylgruppe ist. Chlor in (X.Stellung bewirkt 
eine starke VerzOgerung, in p.Ste11ung nur eine geringe.a Auch zweibasische 
Sii.uren (Malon., Bernstein., Glutar., Phtha.lsii.ure) und Oxyaiuren (MUch. und 
Salicylsii.ure) konnten mit n.Butyla.lkohol verestert werden.' Von den primii.ren 
a.1iphatischen Alkoholen werden die drei ersten Glieder der homologen Reihe 
schlecht verestert, da. me da.s Ferment schii.digen. Sohwerer a.ls die primii.ren 
Alkohole werden die sekundii.ren, noch sohwerer die tertiii.ren Alkohole verestert. 
In der Veresterung normaler und der iBo·Alkohole beateht im Gegensatz zur 
Sii.urekomponente kein groJ3er Unterschied. Benzylalkohol wird sahr schlecht ver. 

1 P. RONA, R. AMMON: Biochem. Z. 249 (1932), 446. 
I Biochem. Z.241 (1931), 460. 
• P. RONA, O. MtiHLBOCK: Biochem. Z. 228 (1930), 130. 
, E. A. SYM. W. SWIATKOWSKA: Enzymologia (Den Haag) 2 (1937/38), 79. 
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estert. Mit der Verlangerung der Seitenkette (z. B. beim Phenylithylalkohol) 
steigt die Geschwindigkeit bedeutend. 

Erythrit wird langsamer als Glycerin verestert. Hoherwertige Alkohole, 
wie Ambit, Mannit, Inosit, ebenso auch Glukose werden nicht verestert.1 

Auch bei der Estersynthese zeigen die Lipasen ausgesprochene Konfigurations
spezifitat. So bildet z. B. Schweinepankrea.slipase den Amylester der. d-Milch
saureschneller ala den der Z-Milchsaure.1 Bei der asymmetrischen Synthesewurde 
ein gesetzmii.Biger "Gang" in der homologen Reihe beobachtet. Die Drehwerte 
der yom Fermen-:; gebildeten Ester nehmen von den hoheren Gliedem der homo
logen Reihe zu den niederen bin in einer bestimmten GesetzmaBigkeit zu.8 Auch 
gegeniiber geometrisch Isomeren verhii.lt sich die Pankreaslipase spezifisch, 
aber die Bevorzugung der Cis- und der Transform wechselt. Maleinsaure wird 
doppelt so schnell wie Fumarsaure synthetisiert. Bei Olein- und Elaidinsii.ure 
dagegen ist die Veresterungsgeschwindigkeit der Transform (Oleinsii.ure) etwas 
groBar als die der Cisform. Bei Eruca- und Brassidinsii.ure mit 22 C-Atomen 
werden Cis. und Transform gleich schnell synthetisiert.' 

Die Natur des Ltisungsmittels hat auf die Esterbildung starken EinfluB. 
1m System Buttersaure-Butylalkohol und im System Buttersaure-Cetylalkohol 
ist die Reaktionsgeschwindigkeit eine Funktion des Dipolmoments des LOsungs. 
mittelB. Die Esterbildung ist in apolaren Losungsmitteln, wie Tetrachlorkohlen
stoff und Benzol, schneller alB in polaren.6 

Zusii.tze aktivieren und hemmen die Synthese in ii.hnlicher Weise wie die 
Hydrolyse. Galciumchlorid, das sonst keinen EinfluB auf die Synthese hat, 
vermag die Hemmung durch Natriumfluorid vollstandig aufzuheben,8 wohl 
weil OaF. ausfallt. 

Starke Aktivierung durch Wasser zeigt die Synthase von Isoamylolea.t mit 
wasser:freier Pankrea.slipase, die infoIge des bei der Reaktion entstehenden 
Wassers autokatalytisch beschleunigt wird.7 

Bei der Veresterung verschiedener Substrate und in verschiedenen Losungs
mitteln wurde beobachtet, daB die Anfangsgeschwindigkeit der Rea.ktion mit 
wachsender Konzentration der Saure steigt. Auch mit wachsender Konzentration 
ces Alkohola steigt sie, aber nur bis zu einem Maximum, das bei der molaren 
Konzentration des Alkohols erreicht wird.s Die Oberfliche der Lipasepraparate 
(Komchengr6Ba des Trockenpulvers) hat in einem '\Im.S8erarmen Zweiphasen
system auf die Reaktionsgeschwindigkeit der Esterbildung starken EinfluB.9 

9. Struktur. 

FUr den Aufbau der Lipasen aus zwei Komponenten, dem Agon (der aktiven 
Gruppe) und dem Pheron (dem Trager), sprechen einige Versuche der Trennung 
und Wiedervereinigung, die allerdings schlecht reproduzierbar sind. Magen
lipase spalteten K. GYOTOKU und S. TERASHDrIA10 durch Chininlosung in zwei 
fiir sich unwirksame Bestandteile, deren Vereinigung die Aktivitat wieder her-

1 ST. J. V. PRZYLECKI, E. A. Snl: Enzymologia. [Den Haag] 6 (1939), 135. 
I P. RONA, R. AMMON: Biochem. Z. 217 (1930), 34. 
8 P.RONA, E.CHAIN: Biochem. Z. 21)8 (1933),480. 
, W. FABISCR: Biochem. Z. 284 (1931), 84. 
6 E. A. SYM: Enzymologia. (Den Haag) 2 (1937/38), 107. 
8 S. R. MABDASCHEW: Arch. Sci. bioi. 87 (1935), 399. 
7 E. A. SYM: Roczniki C4em. 14 (1934), 1418. 
8 E. A. SYM: Biochemic. J. 80 (1936), 609. 
• E. A. SYM: Biochem. Z. 268 (1933), 304. 
10 Biochem. Z. 217 (1930), 306. 
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stellte. O. RoSENHEIMl erbielt das Agon der Pankreaslipase dadurch, daB er 
das Pheron durch Erbitzen zerstorte, wii.hrend er das Pheron durch Ausfillen mit 
Wasser aus der Glycerinlosung anreicherte. 

Aus der Hemmung durch Ketone und der langsamen Spaltung saurer Ester 
ist geschlossen worden, daB das Agon mit der Carbonylgruppe reagiert.· W. LAN
GENBECK und J. BALTEsB vermuten, daB die reagierende Gruppe des Agons 
eine Hydroxylgruppe sei. (Ausfiihrliche Darstellung siehe bei der Struktur der 
Leberesterase. ) 

b) Magenlipase. 
Die Magenlipase entspricht in der Spezmtat der Pankreaslipase. Sie unter

scheidet mch von ihr nur in zwei Punkten, im PH-Optimum ihrer Wirksamkeit, 
das bei PH = 4+6 liegt (verschieden je nach Tierart) und in bezug auf ibre 
Aktivierung und Hemmung. Die Aktivierung durch Albumin und Calcium
chlorid ist wesentlich geringer als bei Pankreaslipase; die Hemmung durch 
Cocain kommt nurcler Magenlipase zu. AIle diese Unterschiede haben mch auf 
die Mitwirkung von Begleitstoffen zuruckfiihren lassen. Bei der Reinigung der 
Magenlipase beobachte
ten R. WILLSTATTER, F. 
HAUROWITZ und F. 
MEMMEN' das in Tab. 13 
wiedergegebene Anstei
gen des PH-Optimums, 
bis schlieBlich das Opti
mum der Pankreaslipase 
erreicht wurde. 

Gleichzeitig nahm die 

Tabelle 13. W irkung80ptimum und -minimum der Magen
lipase im Bereich zwischen PH = 4,7 und 8,6. 

LipaselOsung sus Mucosa . 
Gefiillt mit Essigsiiure .. . 
Elektrodialysiert ........ . 
Mit Kaolin gereinigt .... . 

Optlmum!'H 

5,5+6,3 
5,5+6,3 
6,3+7,1 
7,1+7,9 

8,6 
8,6 
4,7 
4.7 

Aktivierbarkeit durch Albumin und Calciumchlorid zu. Auch die Hemm
barkeit durch Cocain verschwindet mit der Reinigung. Beziiglich Akti
vierung und Hemmung besteht also zwischen Pankreaslipase und gereinig
ter Magenlipase kein Unterschied mehr.6 Nur eine Verschiedenheit zur 
Pankreaslipase ist durch Reinigung der Magenlipase nicht zum Verschwinden 
zu bringen. Bei der Spaltung von Mandelsaureathylester und Phenylchloressig
ester sind die ausgewihlten Antipoden entgegengesetzt denjenigen, welche die 
Pankreaslipase vorzieht.' 

Die K inetik entspricht der der Pankreaslipase. 
Die Magenlipase kommt in den verschiedenen Teilen des Magens in ungleicher 

Menge vor. Die Cardia ist wesentlich reicher als der Fundus. Die Magenscbleim
haut enthiLlt etwa 80% der gesamten Lipase. 1m ganzen ist der Magen lipasearm. 
Bei der OlivenOlspaltung entsprechen einem Gramm getrockneter Pankroos
druse etwa 1000 g getrockneter Magenschleimhaut des Schweines. 

Bestimmung8'T1/,6thode und Einkeiten. 
Wegen des geringen Enzymgehaltes benutzt man die stalagmometrische 

Methode der Tributyrinspaltung zur Bestimmung der Magenlipase.6 Da me sich 
nicht in jedem Zustand ausgleichend aktivieren mBt, werden nur scheinbare 
Enzymmengen gemessen, die dem jeweiligen Aktivierungsgrad entsprechen. 
Die scheinbare Enzymmenge bezeichnet man mit B.-(e). Sie ist definiert als 

1 J. Physiology 40 (1910). XIV. 
I D. R. P. MURRAY: Biochemic. J. 23 (1~29), 292. 
8 Ber. dtsch. chem. Gee. 67 (1934), 1204. 
, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 140 (1924), 203. 
6 R. WILLSTATTEB. F. MEMMEN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.13B (1924), 247. 
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die enzymatische Leistung, die eine gleiche Tropfenzahlabnahme bewirkt, wie 
die unter denselben Bedingungen (PH = ·8,6, Aktivierung durch Calciumolea.t 
und Albumin) aufgestellte Pankrea.slipaseeinheit (siehe S. 135). 

DarsteUung und lleinigung. 
Vom Cardiateii des Magens1 wird die Schleimhaut abgetrennt, zerkleinert und 

mit Aceton und Ather getrockpet. Das gemahlene Trockenpulver wird etwa eine 
Stunde mit der OOfachen Menge .. / (0 Ammoniak extrahiert. Die geringe Halt
barkeit des ammoniakalischen Extrakts wird durch leichtes Ansauem bis 
PH = 4,7 etwas verbessert. 

Durch starkeres Ansauem mit Essigsii.ure wird die Lipase ausgeflockt, wo
durch der Reinbeitsgrad auf das Drei- bis Vierfache des Rohauszuges ansteigt. 
Eine weitere Reinigung um das Zwei- bis Dreifache wird durch Elektrodialyse 
der in "/(0 Ammoniak gelosten und mit Essigsaure ne~tra.lisierten frischen Essig~ 
saurefallung erreicht. Als AuBenfliissigkeit dient "/11)0 Essigsaure. Nach kurzer 
Zeit erfolgt eine Ausflockung der Lipase. Durch eine Adsorption dieses in ganz 
verdiinntem Ammoniak gelOsten Niederschlages an Kaolin und Elution mit 
glycerinbaltiger Ammoniumphosphatlosung wird ein Inaktivator abgetrennt. 
Die schein bare Ausbeute ist daher trotz erheblicher Enzymverluste mehr als 
100%. Der Reinheitsgrad betragt nun das 125fache des getrockneten Magens. 

&. WILLSTATTER und E. B.Al!4ANN2 crzielten einen Fortschritt durch proteo
lytischen Abbau der begleitenden mucinhaltigen EiweiBstoffe mit Hefeprotease. 
Durch emeutes Fallen mit Saure und Wegadsorbieren von Begleitstoffen mit 
Kaolin und Tonerde erhielten sie schlieBlich Praparate von 3000fachem Rein
heit8grad im Vergleich mit dem getrockneten Magen, die aber sehr unbestii.ndig 
waren. MILLoN- und Tryptophanreaktion fielen negativ aus. 

c) Leukocytenlipase. 
Die Existenz einer Lipase in den Leukocyten, die lange angezweifelt wurde, 

ist von W. FLEISCHMANN3 bestatigt worden. Sie ist im Gegensatz zu der Lipase 
des Serums eine ausgesprochene "Lipase", sehr a.hnlich der Pankreaslipase be
ziiglich Spezifitit, Aktivierung und Hemmung.' Da das Fettspaltungsvermogen 
der Leukocyten nur gering ist, dient zur Bestimmung ihrer Wirksamkeit die 
manometrische Methode von P. RONA und A. LASNITZKI,1i bei der die durch 
Tributyrinspaltung gebildete Buttersii.ure .eine iquivalente Menge Kohlensii.ure 
aus einer BicarbonatlOsung freimacht,· die manometrisch mittels BARCROirTscher 
Manometer gemessen wird. 

Die Gewinnung der Leukocyten erfolgt am besten nach H. J. HAMBURGER' 
durch Injektion steriler KochsalzlOsung in die Bauchhohle des Kaninchens. 

d) Ricinuslipase. 
Von den Lipasen des Pflanzenreiches ist die Ricinuslipase am meisten unter

Imcht worden. Sie unterscheidet sich von der Pankreaslipase, der sie in der 
Spezi,fitat gleroht, durch ihre Unloslichkeit in allen LOsungsmitteln. Sie ist nur 
in der Desmoform bekannt, und zwar gebunden an die olhaltigen Bestandteile 

1 R. WILLSTATTEB, F. HA.UROWITZ, F. MEMMEN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 
140 (1924), 203. 

a Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 178 (1928), 17. 
a Biochem. Z. 200 (1928), 25. 
, M. SHODA.:Okayama-Igakkai-Zasshi (Mitt. med. Gas. Okayama) 1926, Nr.438, 

744; Ber. ges. Physiol. expo Pharmakol.. 88 (1927), 300. 
a Biochem. Z. lo)! (1924), 504; 178 (1926), 207. 
S Ab(ierhaldens Arbeitsmethoden, Bd.4, Teil 4, S. 957. 1927. 
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der Ricinussamen. Entfemt man das 01 z. B. durch Extraktion mit Ather oder 
Petrolather, so ist die Lipase wii.sserigen Reagentien gegeniiber sehr empfindlich. 
Bei der Keimung oder bei der Behandlung der Samen mit Pepsin geht die Ricinus
lipase in eine andere Modifikation iiber. Man nennt die Lipase der ruhenden 
Samen Spermatolipase, die der gekeimten Blastolipase. Die Blastolipase ist in 
den Trockenpraparaten stabiler als die Spermatolipase. Trocknungs- und Ent
fettungsoperationen gegeniiber erweist sie sich als unempfindlicher. WILLSTATTER 
schliellt daraus, dall die Blastolipase niedrigermolekular sei und durch Ver
anderungen des kolloidalen Tragers weniger beeinflullt werde. 

1. Be8timmungsmethode und Einkeiten. 

Die Ricinuslipase wird alkalimetrisch bestimmt durch Messung der Olivenol
spaltung beim optimalen PH = 4,7, bei 20° und einer Einwirkungsdauer von 
20 Minuten.l Die Methode liefert bis zu einer Spaltung von 45% richtige Werte, 
ohne dall ausgleichende ~tivierung erforderlich ware. 

In einem Standfliisehehen von 15-20 em3 Inhalt wird das Enzympraparat (in 
der Regel die 1,0 g rohem, ungesehiUtem Samen entspreehende Menge) mit 2,50 g 01 
vermiseht. Zu der auf 20° gehaltenen Misehung werden 2,00 em3 0,5 n Aeetatpuffer-
16sung vom PH = 4,7 zugegeben und das Flasehehen sogleieh 3 Minuten lang krii.ftig 
mit der Hand geschiittelt; dann bela13t man es noeh 17 Minuten im Thermostaten 
von 20°. Die gebildete Fettsaure wird naeh Herausspiilen mit 30 em3 Alkohol und 
Zugabe von 15 em3 Ather mit n Kalilauge und Phenolphthalein als Indikator ge
messen. Der Eigenverbraueh des angewandten Puffers und der Enzympraparate in 
alkoholiseher Losung ist abzuziehen. 

Das Mall fiir die Ricinuslipase ist die "Phytolipaseeinheit" (Ph. L. E.), d. i. 
diejenige Enzymmenge, welche unter den Bedingungen der Bestimmung 2,50 g 
Olivenol von der Verseifungszahl 185,5 in 20 Minuten zu 7,5% spaltet. 

Als Mall der enzymatischen Konzentration eines Praparats dient der "Pkyto
lipasewert" (Ph. L. W.), der bestimmt ist durch die Anzahl der Phytolipase
einheiten in 10 mg des Praparats. 

Die Phytolipaseeinheit entspricht etwa einer Pankreaslipaseeinheit. 

2. DarsteUung und Reinigung. 

Da die fettfreie Rieinuslipase gegen Wasser sehr empfindlieh ist, muB sie 
bei dessen Einwirkung mit Fett in Beriihrung bleiben. R. WILLSTATTER und 
E. W ALDSCHMIDT-LEITZl bereiteten eine fetthaltige Sahne dureh Zerreiben 
von 20 g gesehii.lten Ricinusbohnen(enthaltend 150 Ph. L. E.) unter allmahlichem 
ZufUgen von 140 cm3 Wasser in Portionen von 5-:-10 ems. Beirn Zentrifugieren 
bildete sich eine obere, ziemlich kompakte Sahne fiber einer fastklaren wii.sserigen 
LOsung und ein fester Bodensatz, der nochmals derselben Behandlung unter
worfen wurde. Die abgeschopfte Sahne enthiilt etwa 20% des Enzyms. Aus der 
Sahne lassen sich durch Lufttrocknung aktive Trockeripraparate gewinnen. 

Durch aufeinanderfolgendes Waschen der Enzymsahne mit 0,7O/oiger Natrium
carbonatlOsung, 0,5o/Jger Kalilauge und 0,5o/Jger Salzsaure wurde unter starken 
Verlqsten eine Verdreifachung der Konzentration gegeniiber der gewohnlichen 
Lipasesahne (das 50fache der rohen Samen) erreicht. Die Haltbarkeit der ge
reinigten Lipasetrockenpulver ist geringer als die der ungereinigten. Aueh die 
reinsten Priiparate enthalten noeh reiehlich Eiweill. 

1 R. WILLS TATTER, E. WALDSCHMIDT-LEITZ: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 
134 (1924), 161. 

Hdb. d. Katalyse, III. 10 
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3. AbMngig1eeit der W irkung von de, WaBBerswffUmenkonzentration. 
Das PH-Optimum der Spermatolipase liegt bei 4,7 his 5,0. 1m Phosphatpufier 

ist die Wirkung schwicher ala im Acetatpufier, im Citratpufier noch schwicher. 
Die bei· dem Keimungsvorgang aus der Spermatolipase gehildete Blastolipase 

T80bella 14. OUfJ6nOlspaUung durch RieinwUpaae.7 
(0,360 g Lipasesa.hne, 2,50 g 01, 2,00 em8 0,5 n Acetatpuffer 

von PH = 4,7; 20°.) 

I: bereoJmet CIlr 
Zeit Spa1tunl 

1 G I I (Mlnuten) (Prozent) fII' fII 
- --I: --I: ,-I: t log" a-fil VT 

2,5 I 3,1 0,0055 I 2,1 1,2 
5 6,0 0,0054 2,7 1,2 

10 9,6 0,0044 3,0 1,0 
20 15,7 0,0037 3,5 0,8 
40 26,3 0,0033 4,2 0,7 
80 40,9 0,0029 4,6 0,5 

160 57,0 0,0023 4,5 
I 

0,4 
320 66,6 0,0015 3,7 0,2 

hat ihr Optimum 
bei PH = 6,8. Bei 
diesem PH ist 
die Spermatoli
pase schon wir
kungslos. 

4. Xinetik. 
Die Tabelle 14 

zeigt ein starkes 
Ahsinken der Ron
stantenk in Spalte 
3. Der Rea.ktions
verlauf ist also 
nicht I. Ordnung. 
Nur im Anfangs
bereich der Spal

tung his zu etw80 6% besteht Proportionalitit zwischen Umaatz und Zeit (nullte 
Ordnung). 

5. Beeinjlw8'Ung durch pkyrikalisMe Faktoren. 

UV-Strahlen zersOOren infolge Ozonbildung die Ricinuslipase. ROntgen
strahlen sind wirkungslos.1 

Bei einer Temperatur von ungefii.hr 35 ° ist die lipatische Wirkung 80m stii.rksten, 
bei 50° wird sie vollig zerstOrt. Bei Gegenwart von 01 ist eine Temperatur von 
100° noch nicht stark schidigend.8 

6. AktitJierung una Hemmung. 
Durch oxydierende Stoffe, wie Luft und Wasserstoffsuperoxyd, erfii.hrt'die 

Wirkung der Ricinuslipase eine Verzogerung. Cystein und Glutathion hemmen 
oder aktivieren je nach Menge und PH.a Reduziertes Glutathion und Ascorhin
!!iure aktivieren. Die durch Oxydation inaktivierte Ricinuslipase wird durch 
diesa heiden Stoffe nicht rea.ktiviert.' 

Ammoniumaalze der Ellsig- und Zimtsii.ure hemmen, Acetylcholin versti.rkt 
etwas.5 Cholesterin beschleunigt die Hydrolyse, wahrscheinlich wegen Forderung 
der Emulgierbarkeit. 

Starke Hemmstoffe sind Chlorideund Acetate von Co, Cu und Hg, geringere 
die von Ph, Ni, Zn und Fe-chlorid, ,sehr schwache die Chloride und Acetate von 
Ca., Cr, Mn und Fe-acetat.' Natriumchlorid hemmt stark, una zwar proportional 
der Salzkonzentration. Vielleicht verii.ndert das zugesetzte Balz den Dispersiti.ts
grad des kolloidaIen Tragers.7 

1 E. CoUSIN, P. OBEACH: Bull. Trav. Soc. Pha.rma.c. Bordeaux 'io (1937), 12. 
I C. QpPENBEDrlEB: Die Fennente und ihre Wirkungen, Bd. I, S.506. 1925. 

, a E. TALUllYA: Bull. a.gric. chem. Soc. J80pan 11 (1935), 36. 
t R.ITOH: J. Biochemistry 20 (1937), 167. 
I M. PADOA, A. SPADA: Giom. BioI. 8oppl. Ind. chim. 8oliment. 8, 121. 
• H. E. LONGENECKER, D. E. HALEY: J. Amer. chem. Soc. 09 (1937). 2160. 
7 R. WILLSTl.TTEB, E. WALDSC1D4IDT-LEITZ: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 

184 (1924), 161. 
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7. Syntke8e. 
Wie bei Pankreaslipase stellt sioh auoh bei Rioinuslipase ein von beiden Seiten 

erreichbares Gleiohgewicht ein. Bei der Verseifung von Triolein und der Synthase 
aus den beiden Komponenten wurden nach 30Tagen 11 % Triolein vorgefunden.1 

Von den beiden Modifikationen der Rioinuslipase wirkt die Blastolipase viel 
starker synthetisierend ala die Spermatolipase. 

Bei dar Synthase von Estern duroh Ricinuslipase ist fiir die Esterifizierung 
eine bestimmte Mindestlange der C-Kette der Saurekomponente erforderlioh. 
Sa.uren mit weniger ala 7 C-Atomen werden nicht verestert. Die Abhingigkeit 
der Esterbildung von der Alkoholkomponente ist dagegen eine andere. Hier 
erhOht sioh das AusmaB der Esterbildung regelma.Big mit dem Molekulargewioht 
des Alkohols. Tertia.re Alkohole lassen sich nicht verestern.1 

Sekunda.re aliphatische Alkohole werden nioht verestert; wohl aber hydro
aromatisohe. Nach 12 Tp,gen war z. B. Cyclohexanol mit gesittigten und un
gesittigten Fettsauren zu 60% verestert. Methylierung des Cyolohexanols setzt 
die Ausbeute stark herab.3 

Duroh reduziertes Glutathion, Cystein und Asoorbinsaure wird die syntheti. 
sierende Wirkung der Ricinuslipase verlangsamt. 

B, Esterasen im speziellen Sinn. 
Vorkommen. 

Die bevorzugt auf Estel" einwertiger Alkohole eingestellten Lipasen, die 
Esterasen im speziellen Sinn, sind in fast allen tierischen Organen enthalten, 
besonders reiohlioh in der Leber. Mit Leberextrakten wurden :fast aIle Unter. 
suchungen iiber die spezielle Esterase ausgefiihrt. W8.hrend die Blutkorperchen 
Lipase fiihren, enth8.lt das Blutserum Esterase, moglicherweise ausgesohwemm.te 
Leberesterase. In hOheren Pflanzen ist keine Esterase gefunden worden~ dagegen 
in A8pergiUU8 O1'lIzae. 

a) Le beresterase. 
1. BeBtimmungBmet1wde und EiMeiten. 

Die meist angewandte Methode zur Bestimmung der Aktivitat der Leber
esterase ist die titrimetrische von R. WILLST.lTTBB und F. MmomN.' Do. naoh 
H. KRAUT und H. RUBENBAUEB& auch die bisher reinsten Pra.parate nicht durch 
Natriumoleat, Calciumohlorid und Albumin aktivierbar sind, kann die aus
gleichende Aktivierung unterbleiben. 

Einen l00-em8-Me13kolben mit 0,8 g neutral reagierenp.em reinem Methylbutyrat, 
20 eml Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer (1: 4; 2.5 n) und etwa 75 eml Wasser 
schiittelt man heftig durch, erwarmt ibn 5 Minuten im Thermostaten auf 30~, fiigt 
die Enzymprobe zu und fOOt auf 100 em8 mit Wasser von 30° auf. Dem fertigen 
Ansatz werden sogleieh 20 oml -entnommen, die man mit 10 em' ,,/, SalzsIiure ab· 
stoppt und mit ,,/, Natronlauge (IndikatOr Bromkresolpurpur) titriert. Nach 
1/. Stunde werden aberma.ls 20 eml entnommen, abgestoppt und aUB der Differenz 
des Laugenverbrauohes die freigewordene Buttersiure erreohnet. 

Eine E8tera8eeinheit (E. E.) ist diejenige Enzymmenge, die in 20 om3 des 
angegebenen Versuohsansatzes enthalten ist und in 60 Minuten 25% des Methyl
butyrats spaltet. 

1 R. W. JALANDEB: Biochem. Z. 86 (1911), 435. 
• L. VELLUZ: Bull. Soo. Chim. bioI. 16 (1934), 909. 
a L. VELLUZ, P. SAULEAU: C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 197 (1933), 277. 
, Hoppe-Seyler'S Z. physiol. Chem. 188 (192'4), 229. 
, Hoppe-Seyler'S Z. physiol. Chem. 178 (1928), 103. 

10* 
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Der Esterasewert (E. W.) ist bestimmt durch die Anzahl der Esteraseein
heiten in 10 mg Trockensuhstanz. 

2. Darstellung und Reinigung. 
Als Ausgangsmaterial dient gewohnlich die mit Aceton und Ather getrocknete 

Schweineleber. Das Trockenpulver wird 2 Stunden mit der 40fachen Menge nj,o 
Ammoniak extrahiert und filtriert. 

Die reinsten Praparate wurden nach H. KRAUT und W. VON PANTSCHENKO
JUREWICZl durchAdsorption an Bleiphosphat gewonnen, das sie in derEnzymlO
sung aus W%iger AmmoniumphosphatlOsung und dem doppelten Volumen 20o/oiger 
Bleiacetatlosung (in njlO Essigsaure) entstehen liellen. Zuerst wurden durch eine 
ausprobierte Menge Bleiphosphat zirka 25% des Enzyme mit viel Begleitstoffen 
wegadsorbiert. Nach einer zweiten Voradsorption von etwa 30% des noch vor
handenen Enzyms war der Reinheitsgrad das 20fache der getrockneten LebElr. 
Dann erfolgte die Hauptadsorption mit einer kleinen, ausprobierten Menge 
Bleiphosphat, die ungefahr 90% des noch verbliebenen Enzyms adsorbierte. 
Nach dem Zentrifugieren wurde das Enzym mit nj. Ammoniak eluiert. 

Der hOchste erreichte Esterasewert betrug 166, d. i. ungefahr das 80fache 
von dem des Trockenpulvers. 

3. Abhiingigkeit der W irkung von der. WaBserstoflionenkonzentration. 
Das PH-Optimum der Leberesterase des Rindes liegt bei der Spaltung von 

Estern einwertiger Alkohole zwischen 7,8 und 8,8, bei der Spaltung von Glycerin

Tabelle 15. Wirksamkeit der Leberesterase verschiedener 
Herkunft im Bereich zwischen PH = 6,1 und 10,4. 
(Als MaC fUr den Umsatz sind Kubikzentimeter nls 
KOH angegeben, die der aus Methylbutyrat ent

standenen Saure aquivalent sind.) 

Mensch Hund 

PH 
-----

Rind -v~~;:- Kaninchen Ver- Ver-
such 1 such 2 such 1 , such 2 

6,1 1,31 2,12 0,59 
7,0 1,53 2,92 1,30 0,78 0,62 0,73 
7,6 0,61 
8,3 1,29 0,79 
8,9 0,79 1,49 1,02 0,82 0,64 0,83 
9,5 0,80 

10,4 0,56 

estern aber bei 9,7.2 Seine 
Lage ist hei verschiedenen 
Tierarten nicht konsta~t, 
sondern schwankt,S wie die 
Tabelle 15 zeigt, zwischen 
7 und 9. 

Ob die Schwankungen 
des PH-Optimums auf Ver
schiedenheiten der Enzym
molekille zurUckzufiihren 
sind oder durch Begleit
stoffe verursacht werden, 
ist noch nicht untersucht 
worden. 

4. Kinetik. 
Die Kinetik der Leber-

esterase ist zum ersten Mal 
exakt von E. KNAFFL-LENz2 an der Rinderleberesterase untersucht worden. 
Bei der Verseifung von Estern einwertiger Alkohole in konstant alkalischem Be
reich wird der Reaktionsverlauf durch das einfache Zeitgesetz x = k·t (Reaktion 
nullter Ordnung) wiedergegeben. In gleichen Zeiten werden gleiche EstermElngen 
verseift. Gegen Ende der Reaktion sind kleine Abweichungen zu beobachten. 

Die in der Tabelle 16 angefiihrten Werte von kl sind nach der Gleichung 
dx dx 3/ . dx -([t=k(a - x), von k2 nach Tt=k(a- x) ·und vonksnachTt = k berechnet. 

1 Biochem. Z. 276 (1935), 114; 286 (1936), 407. 
2 E. KNAFFL-LENZ: Naunyn-Schmiedebergs Arch. expo Path. Phannakol. 97 

(1923), 242. 
a E. BAMANN, M. SCHMELLER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 188 (1929), 149. 
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KNAFFL-LENZ nimmt 
an, daB die Leberesterase 
zu ihrem Substrat groBe, 
zu den entstehenden Spalt
produkten geringe AHinitat 
hat. Solange das Substrat 
im 'ObersehuB vorhanden 
ist, vermag es das Fer
ment vollstandig zubinden. 
Wenn aber gegen Ende der 
Rea.ktion die Substratkon
zentration infolge der Spal
tung erheblich abgenom
men hat, maeht sich aueh 
die Affinitat zu den Spalt

Tabelle 16. K ineUle der E8ter8pa/,tung durchLebereateraae. 
Ansatz: 100cml O,045nAthlllbutyratmit O,6cmaLeber

eateraaelOaung. PH = 9,75. 

Spaltungazelt 

I II! I i 1 ' 10' I i.' 10· i •• 10· In Mlnuten 

49 1,28 1,36 0,634 2,61 
73 1,95 1,45 0,668 2,67 
88 2,43 1,55 0,707 2,76 

101 2,72 1,55 0,698 2,69 
131 3,58 1,68 0,740 2,73 
168 4,66 1,89 0,813 2,77 
183 5,05 1,95 0,819 2,76 
203 5,'34 2,11 0,861 2,78 
268 7,65 3,07 1,112 2,86 

produkten bemerkbar. Nun hat die logarithmisehe Gleiehung fiir den Reak-

tionsverlauf erster Ordnung k\· t = In ~ Giiltigkeit, da sieh die Kon-a-x 
zentration der Spaltprodukte in diesem Bereich nieht mehr stark andert. 

Umfassendere kinetisehe Messungen liegen fiir die Mensehenleberesterase 
vor. Hier stellten SCHWAB, BAMANN und LAEVERENZ1 fest, daB die Kinetik 
fiir die Spaltung von d- und l-Mandelsaure-athylester grundverschieden ist. 
Von "der" Kinetik dieser Esterase kann also gar nieht gesproehen werden. 
Der I-Ester bildet mit dem Enzym nicht nur eine Enzym-Substrat-Verbindung 
gewohnlieher Art, sondem bei hohen Esterkonzentrationen eine zweite, die zwei 
Molekeln Substrat an einer Bindestelle des Enzyms tragt und eine etwas geringere 
Zerfallsgeschwindigkeit besitzt. So kommt ein Maximum in der Aktivitats-p.
Kurve zustande. Der d-Ester zeigt dagegen normales Verhalten nach MICHAELIS 
und MENTEN. Die Spaltung der einfachen Enzym-l-Ester-Verbindung wird 
dureh den d-Ester ganz· unterdriickt, die der doppelten erheblieh gehemmt. 
Aueh hemmt der I-Ester seinerseitB die Spaltung seines Antipoden durch Affinitat. 
Mandelsaure ist ohne EinfluB, Alkohol hemmt beide Spaltungen, vorwiegend 
die des I-Esters. Da die Affinitaten, mit denen die Ester sieh gegenseitig hemmen, 
von denen ihrer eigenen Spaltungen versehieden sind, mussen wenigstens zwei 
verschiedene Arten von Haftstellen am Enzym mit verschiedener optischer 
Spezifitat vorliegen (siehe S. 152). 

Bei der Verseifung von Glycerinestem ist der Reaktionsverlauf ein anderer. 
Die Rea.ktionskonstanten erster Ordnung nehmen in konstant alkalis chen und 
konstant sauren Gebieten mit fortsehreitender Hydrolyse stark abo 

NOGAKII wies nacho daB die Reaktionsgeschwindigkeit im sauren Bereich 
durch beide Spaltprodukte, im alkalischen nur durch den Alkohol eine Ver
minderung erfahrt. 

5: Beeinll'U88Ung durch pkyBikaliBcke Faktoren. 
Bei etwa 40° liegt das Optimum der Wirksamkeit der Leberesterase. Die 

Angaben uber Zerstorung dureh Erwarmen sind schwankend. 

6. Aktivierung nnd Hemmung. 
Wie die Pa.nkreaslipase ist auch die Leberesterase in ihrer Wirkung stark 

abhangig von Fremdstoffen: Sie erfahrt ebenfalls eine Aktivierung durch Tauro-

1 Hoppe-Seyler's Z. physioJ. Chem. 216 (1933), 121. 
I Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 162 (1926), 101. 
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cholat, und zwar schon in sehr geringen Konzentrationen. Taurocholat vermag 
sogar die hemmende Wirkung von KupfersuHat zum Teil wieder aufzuheben.l 
Die bei der Pankreaslipase stark aktivierenden Zusatze von cholsauren SaIzen 
und Calciumoleat wirken dagegen bei Leberesterase stark hemmend. Albumin 
und Leucylglycylglycin sind wirkungslos. Seifen hemmen schon in geringen 
Konzentrationen.2, 3 

Adrenalin, CoHein, Pilocarpin, Nicotin, Trypaflavin und Homatropin4 ver
giften das Enzym, eben!lO das Schilddriisenhormon Thyroxin.& Chinin ist un
wirksam. Gagen Atoxyl zeigt das ungereinigte Ferment besondere Empfindlich
keit. DaB sein Wirkungsv~rmogen unter dem EinfluB von natiirlichen Begleit
stoHen steht, geht aus der Tatsache hervor, daB bei der Reinigung die Atoxyl
empfindlichkeit verschwindet. Die Hemmung durch Atoxyl kommt also nicht 
der Leberesterase selbst zu.· Auch ist sie im Gegensatz zur Hemmung durch die 
anderen genannten Verbindungen reversibel. 

Die Hemmung der Leberesterase durch primare gesa:ttigte aliphatische 
Alkohole wachst rasch mit der Verlangerung der Kohlenstoffkette, nach J. C. 
KERNOT und H.· W. HILLS' bei jedem hOheren Homologen um etwa da8 Dreifache. 
Erst die in Wasser unloslichen Alkohole, so Cetylalkohol, haben keine hemmende 
Wirkung mehr. Bei den Isomeren des Amylalkohols nimmt die Hemmung in 
folgender Reihenfolgeab: n-Amylalkohol, Isoamylalkohol, n-Propylmethylcarbinol, 
Diathylcarbinol, lsopropylmethylcarbinol, tert. Amylalkohol. D. GLICK und 
C. G. KINGS folgern hieraus, daB die Mfinitat des Hemmstoffes zum Enzym in 
dem MaBe abnimmt, wie die sterische Hinderung der OH-Gruppe wachst, und 
haIten daher die OH-Gruppe fiir die Haftstelle zwischen Enzym und Hemmstoff. 

Der hemmende EinfluB normaler fettsaurer SaIze steigt mit zunehmender 
Kettenlange bis zum Laurat und sinkt beim Palmitat und Stearat auf Null. Der 
Grund hierfiir liegt vielleicht in der Bildung von kolloidalen Aggregaten und in 
dem Absinken der Oberflachenspannung. Die Inaktivierung durch die Seifen ist 
geringer ala durch die entsprechenden Alkohole. Ungesattigte Sauren hemmen 
bedeutend sta.rker ala die entsprechenden gesattigten.9 

Die Anwesenheit einer Phenylgruppe im Molekiil verstarkt die Hemmung 
betrachtlich, das entsprechende gesiittigte Cyclohexylradikal hemmt weniger.' 
VergroBerung des Ringes vergroBert die Hemmung. Negative Substituenten 
emes Molekiils, wie ON, J, OH, SH, haben hemmenden EinfluB.lo Die auffallend 
groBe Hemmung des Hexylresorcins kommt wahrscheinlich durch Addition des 
hemmenden EHekts der heiden negativen OH-Gruppen, des ungesattigten Ringes 
und der aliphatischen Seitenkette zustande. 

Ketocarbonsiiureester, wie Phenylglyoxylsaureathylester und Oxalessigester 
hemmen. Die Hemmung der Leberesterase durch diese Stoffe wird darauf 
zuriickgefiihrt, daB die Mfinitat des Enzyms zu den Ketocarbonsiiureestern 
sehr groB, die Zerfallsgeschwindigkeit der Enzym-Ketosiiureester-Verbindung 

1 I. A. PARFENTJEV, W. C. DEVRIENT, B. F. SOKOLOFF: J. bioI. Chemistry 92 
(1931), 33. 

2 R. WILLSTATTER, F MEMMEN: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem. 138 (1924), 216. 
8 W. GERTLER: Fermentforsch. Hi (1936), 171. 
, P. RONA, R. AMMON: Biochem. Z. 181 (1927), 49. 
6 E. KEESER: Naunyn-Schmiedebergs Arch. expo Pathoi. Pharmakoi. 179 (1935), 

310. 
6 K. GYOTOKU: Biochem. Z. 217 (1930), 279. 
7 Hoppe-Seyler's Z. physioi. Chem. 222 (1933), 11. 
8 J. bioI. Chemistry 94 (1931/32), 497. 
9 H. H. R. WEBER, C. G. KING: J. bioI. Chemistry 108 (1935), 131. 
10 D. GLICK, C. G. KING: J. bioI. Chemistry 95 (1932), 477. 
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dagegen sehr klein oder Null ist. l Weder die Ketogruppe allein (Acetophe
non), noch die Estergruppe allein (Benzoesaureathylester, Phenylessigsiure
athylester) zeigen diesen Effekt. 

Urethane,2 die selbst von Leberesterase kaum hydrolysiert werden, hemmen 
die Methylbutyratspaltung stark, da das Enzym zu den Urethanen groBe Affinitat 
hat. Eine betrachtliche Hemmung verursachen Lactone der y-Oxybuttersaure 
und del' y-Oxyvaleriansiure, ferner Cumarin und Santonin.s 

Reduzierende Stoffe aktivieren Leberesterase, oxydierende hemmen.' Dies 
hat dazu gefiihrt, die Wirksamkeit der Leberesterase mit dem Vitamin C in 
Beziehung zu bringen. Bei der Behandlung der Leberesterase mit Luftsauer
stoff in Gegenwart von C-Vitamin fand gleichzeitig mit dem Riickgang der 
reduzierten Form des Vitamins eine Abnahme der Wirksamkeit des Ferments 
statt. ttber die Art der Beziehung ist jedoch bis jetzt nichts Bestimmtes 
auszusagen.6 Die Vermutung, daB Ascorbinsaure ein Bestandteil der. Esterase 
sei,6 konnte nicht bestatigt werden.7 

7. Lyo- und De8m0e8terase. 
Der gro.6te Teil der Leberesterase befindet sich in der Leber als Desmoenzym, 

d. h. verankert an Zellbestandteile.8 Nur 1 % liegt in Lyoform vor. Die Lyoform 
gewinnt man durch Extraktion des unter Eiskiihlung zerkleinerten frischen oder 
des mit Aceton und Ather getrockneten Organs mittels lOO%igen Glycer4Is. 
Del' "Vbergang des Desmoenzyms in die Lyoform erfolgt zum Teil schon bei der 
Einwirkung von Wasser, Elektrolyten, schwachen Sauren und Basen. Wasser
haltiges Glycerin (25-50%) bringt bei langer Einwirkungsdauer etwa 30--40% 
der Esterase in LOsung. Der Rest, der an hohermolekulare Trager verankert ist, 
ist nur durch autolytische Prozesse in Lyoesterase iiberzufUhren. 

Rascher entsteht die Lyoesterase aus den Trockenpraparaten. Es scheint, 
da.6 durch die Behandlung mit Aceton und Ather Symplexe der Zellsubstanz mit 
Lipoiden und anderen Stoffen gelost werden, was eine Freilegung enzymtragender 
Eiwei.6stoffe zur Folge hat. 

8. Syntke8e. 
Die Geschwindigkeit der Synthese durch Leberesterase ist abhangig von der 

Struktur der Alkohol- und Saurekomponente. Wie bei der Hydrolyse, ist das 
Ferment bevorzugt auf einwertige aliphatische und primare Alkohole eingestellt. 
Bedeutend schwerer werden die sekundaren Alkohole verestert, noch schwerer 
die tertiaren. Das Pankreasferment synthetisiert sowohl die hoheren als auch 
die niederen Glieder der Fettsaurereihe, die Leberesterase dagegen nur die ersten 
Glieder der homologen Reihe, die eigentlichen Fettsauren kaum. Athylalkohol 
wird nicht verestert, da er das Ferment schadigt.9 

Die Geschwindigkeit del' Synthese ist in gewissem Bereich der Enzymmenge 
direkt proportionaP 

Bei der Synthese optisch-aktiver Komponenten zeigt sich die Konfigura~ions-

1 R. WILLSTATTER, R. KUHN, O. LIND, F. MEMMEN: Hoppe.Seyler's Z. physiol. 
Chern. 167 (1927), 303. 

2 E. u. E. STEDMAN: Biochemic. J. 26 (1931), 1147. 
8 E. BAMANN, M. SCHMELLER: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chern. 194 (1931), 14. 
, SINKlCHI, KAYASHlMA: J. Biochemistry 28 (1938), 175. 
6 B. 1. GOLDSTEIN, S. P. BONDAREWA: Biochemic. J. [ukr.] 12 (1938), 91. 
6 W.V.PANTSCHENKO.JUREWICZ, H.KRAUT: Biochem.Z. 286 (1936), 407. 
7 H.KRAUT, A. WEISCHER: Biochem. Z. 306 (1940), 94. 
8 E. BAMANN, J. N. MUKHERJEE: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chern. 229 (1934-), 1. 
8 P. RONA, O. MUHLBOCK: Biochem. Z. 223 (1930), 130. 
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spezifitat der Leberesterase. Bei der Veresterung von d l-Xthylphenylcarbinol 
mit dl-MandeIsaure durch Menschenleberesterase wird das Carbinol asymmetrisch, 
die Mandelsii.ure symmetrisch verestert.1 Die ausgepragte Konfigurations
spezifitat bei der Hydrolyse von Mandelsaureestern wird also hei der Synthese 
nicht gefunden. In isomolaren Ansatzen aus l- und d-Mandelsaure und n-Butyl
alkohol wird stets mit gleicher Geschwindigkeit d- und l-Mandelsaurebutylester 
gebildet.2 

.Auch geometrisch Isomeren gegenuher verhalt sich die Leberesterase kon
figurationsspezifisch. Die Cisform (z. B. MaleinBii.ure) wird schneller verestert 
aIs die Transform (z. B. Fumarsaure).3 

Die synthetisierende Wirkung erfahrt durch Oxydation eine Verstarkung, 
durch Reduktion eine Verzogerung. 

9. Struktur. 
Aus den Hemmungserscheinungen lassen sich gewisse Schlusse auf die 

chemische Konstitution der Lipasen ziehen. D. R. P. MURRAY" vermutet,. daB 
eine fur die Spaltung wesentliche chemische Gruppe mit der Carbonylgruppe 
von Ketonen reagiert. E. BAMANN und E. RENDLEN5 halten die CO-Gruppe der 
Ester fur die Bindungsstelle des Enzyms, da negative Atomgruppen um so weniger 
hemmen, je weiter sie von der veresterten Carboxylgruppe entfernt sind. 

Die Vorstellungen uber die Struktur der Lipasen sind wesentlich davon 
beeinfluBt, daB sie eine Erklarung fur die Mannigfaltigkeit der Lipasen verschie
dener Herkunft hinsichtlich ihrer relativen Spezifitat zu geben haben. Insbeson
dere ist die Frage zu klaren, wie weit die Spezifitat eine Eigenschaft des Lipase
molekuls selbst, und wie weit sie von den BegleitsOOffen verursacht ist. Die 
Verschiebung des PH-Optimums der Magenlipase und das Verschwinden der 
Atoxylempfindlichkeit der Leberesterase bei der Reinigung, die Beeinflussung der 
stereochemischen Spezifitat durch optisch-aktive SOOffe lassen erkennen, daB 
selbst groBe Unterschiede in den Eigenschaften der Lipasen von den Begleit
sOOffen verursacht sein konnen. Aber immer bleiben noch erhebliche Reste von 
Unterschieden ubrig, fUr die man das Enzymmolekiil selbst als verantwortIich 
ansehen mull. 

Auf Grund der Anschauung, daB die Enzyme einen aus dem kolloidalen 
Trager oder Pheron und einer rein chemisch wirkenden aktiven Gruppe (Agon) 
aufgebauten Symplex bilden, lassen sich Unterschiede der Spezifitat entweder 
auf Unterschiede des Agons oder des Pherons oder auch auf die Art der Bindung 
der heiden Komponenten zuruckfuhren. Aus dem Studium der Reaktionskinetik 
(siehe S. 149) schIieBen G.-M. SCHWAB, E. BAMANN und P. LAEVERENZ,6 daB die 
Aoomgruppierung der Leberesterase, die den d-Mandelsaurooster spaltet, nicht 
identisch mit derjenigen ist, die den l-Ester spaltet, und sie vermuten, daB 
dasselbe Agon, je nach seiner Lage an demselben kolloidalen Trager, verschieden
artige Feldwirkungen ausubt. Da bei der AuOOlyse der Leberesterase oder beirn 
Erwarmen von Trockenpraparaten Anderungen der optischen Spezifitat eintraten, 
hatten schon fruher E. BAMANN und P. LAEVERENZ7 die Arbeitshypothese auf
gestellt, daB die Unterschiede des optischen Auswahlens nicht auf eine Verschieden-

1 P. RONA, E. CHAIN, R. AMMON: Biochem. Z. 247 (1932), 113. 
2 P. RONA, R. AMMON, H. A. OElKERS: Biochem. Z. 231 (1931), 59. 
B W. FABISCH: Bioohem. Z. 284 (1931), 84. 
, Biochemic. J. 23 (1929), 292. 
6 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 238 (1936), 133. 
t Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 216 (1933), 121. 
7 Ber. dtsch. chem. Ges. 63 (1930), 2939. 
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heit des Agons, also der reaktionsfahigen Gruppe selbst zuriickzufiihren sind, 
sondem auf seine wechselnde Verkniipfung mit bestimmten, seine Spezifitii.t 
beeinflussenden K6rpem. 

H. KRAUT und W. V. PANTSCHENKO-JUREWICZ1 folgem aus den Unterschieden 
der Stabilitii.t verschieden dargestellter Leberesteraseprii.parate, daB zwischen 
dem Agon, Pheron und Symplex der Lipasen ein Gleichgewicht besteht, das 

d h d "Ill. • k t [Agon] [Pheron] K b t' t wird E' urc as lJJ.H.ssenWll' ungsgese z --- -------- = es Imm . me [Symplex] 
Aufspaltung der Leberesterase in Agon und Pheron ist allerdings nicht gelungen, 
doch lieB sich das Pheron durch Schiitteln mit Kieselgur anreichem. Bei der 
Vereinigung von agonreicher Pankreaslosung mit pheronreicher Leberesterase
losung wurde ein deutlicher Zuwachs an Methylbutyratspaltung, aber nicht an 
Tributyrinspaltung beobachtet. KRAUT und PANTSCHENKO schlieBen daraus, daB 
Pankreaslipase und Leberesterase das gleiche Agon, aber verschiedenes Pheron 
besitzen. Ihr Versuch erklart auch den Befund von A. I. VmTANEN und P. Suo
lKALAINEN ," daB EinspritzQng von Pankreasli~ in die Blutbahn von Kaninchen 
einen Zuwachs an Leberesterase hervorruft. Das durch die Pankreaslipase zu
gefiihrte Agon verbindet sich in der Leber mit dem dort befindlichen Pheron zu 
Leberesterase. Indessen wiesen E. BAMANN und CH. FEICHTNER3 nach, daB die 
bei Vereinigung von Pankreas- und Leberesteraseprii.paraten neu gebildete Esterase 
sich in der Konfigurationsspezifitat von der urspriinglichen Leberesterase 
unterscheidet, so daB ein gewisser Unterschied der Bindung von Agon und Pheron 
gegeniiber der natiirlichen Esterase bestehen muB. Immerhin liefert die Annahme, 
daB die Spezifitat des Symplexes durch Veranderungen am Pheron beeinfluBt 
wird, eine Erklarung fiir die so sehr abgestufte relative Spezifitat der Lipasen. 

b) Takaesterase. 
Die Takaesterase aus A8pergiUus oryme stimmt in ihrer Spezifitat mit der 

Leberesterase iiberein. Sie hydrolysiert Tributyrin allerdings 60mal langsamer 
als Schweineleberesterase, aber 5500mallangsamer als Pankreaslipase. Besonders 
stark wirkt sie auf einfache Mandelsaureester ein.' Buttersaureester spaltet sie 
weniger gut. Wie die Schweineleberesterase spaltet sie racemische Ester asym
metrisch unter Bevorzugung des d-Esters.' P. RONA, R. AMMON und M. WERNER5 

errechneten aus den Affinitii.ts-p.-Kurven (siehe S.58) die Dissoziationskon
stanten und aus der maximalen Spaltungsgeschwindigkeit die Hydrolysen
konstanten. Dabei ergab sich, daB die Affinitat der Takaesterase zum d-Ester 
etwa 5malso groB ist wie die zum Z-Ester, und daB die Hydrolyse der Z-Ester
Ferment-Verbindung ungefii.hr doppelt so schnell erfolgt wie die der d-Ester
Ferment-Verbindung. 

Die folgende Tabelle 17' zeigt beziiglich Aktivierung und Hemmung deutliche 
Unterschiede gegenii ber Leberesterase. Seifen, die Leberesterase hemmen, sind hier 
wirkungslos. Albumin, das bei Leberesterase wirkungslos ist, hemmt Taka
esterase stark, und die Hemmung laBt sich nicht wie bei Pankreaslipase durch 
Calciumoleat aufheben. Calciumchlorid und Natriumglycocholat haben keinen 
EinfluB. Atoxy] , Kaliumcyanid und Natriumfluorid verursachen nur minimale 

1 Biochem. Z. 27& (1935), 114, 
I Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 219 (1933), 1. 
a Biochem. Z. 288 (1936), 70. 
, R. WILLSTATTER, H. Kmu.GAwA: HopPfl-Seyler's Z. physiol. Chern. 146 (1925), 

151. 
• Biochem. Z. 217 (1930), 42. 
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Tabelle 17. Einflu/3 von Zuaiitzen au! die Tributyrinapaltung bei PH = 8,6. 

Zusatz I. Leberesteras6 I Takaesterase I PankreasIipase 

Natriumoleat gehemmt kein EinfluLl aktiviert 
Calciumoleat stark gehemmt kein EinfluLl stark aktiviert 
Albumin kein Einfluf3 stark gehemmt stark gehemmt 
Albumin + ziemlich 

stark gehemmt stark aktiviert, fast wie 
Calciumoleat stark gehemmt mit Calciumoleat aHein 

Hemmungen, Chinin ist wirkungslos.1 Die Takaesterase ist bisher fur alle Unter. 
suchungen im ungereinigten Zustand verwendet worden. Vielleicht konnen wie 
bei der Magenlipase einige Unterschiede von der Leberesterase durch Reinigung 
zum Verschwinden gebracht werden. 

Das PH' Optimum liegt bei 8,6. Die Bestimmung der Wirksamkeit erfolgt 
stalagmometrisch oder titrimetrisch.2 

c) Serumesterase. 

In ihrer Spezifitat ahnelt die Serumesterase der Leberesterase. Fette werden 
nur sehr schwer hydrolysiert.3 

Zur Bestimmung der Wirksamkeit dient die stalagmometrische Methode der 
Tributyrinspaltung. Neuerdings ist auch eine elektrometrische Methode von 
C. CATTANEO und G. Scoz4 ausgearbeitet worden. 

Zur Reinigung wird die Esterase aus dem Serum mit Ammoniumsulfat aus· 
gefallt, der Niederschlag in Wasser gelost und die Losung gegen flieBendes Wasser 
dialysiert. Durch anschlieBende Adsorption an Aluminiumhydroxyd und Elution 
mit basischem Ammoniumphosphat gelingt eine Steigerung des Reinheitsgrades 
auf das 6-;.-16fache des Serums. 

Die optimale Temperatur ist 45°.5 Bei 70° tritt totale ZerstOrung ein.6 

UV·Licht wirkt hemmend. Dabei ist die Lichtwirkung um so deutlicher, je 
reiner das Ferment ist.? 

Bei einem PH von 7,8-;'-8,6 ist di~ Wirksamkeit maximaLB Der Reaktions· 
verlauf der Tributyrinspaltung wird durch die Gleichung einer Reaktion erster 
Ordnung wiedergegeben.6 Die Spaltungsgeschwindigkeit ist der Enzymmenge 
proportional. 

Aktivatoren sind fur die Serumesterase nicht bekannt. In ihrem Verhalten 
gegenuber Atoxyl und Chinin zeigt sie einen charakteristischen Unterschied zur 
Leberesterase. Menschenserumesterase wird durch Chinin starker, durch Atoxyl 
weniger gehemmt als Menschenleberesterase. Die Empfindlichkeit der Serum. 
esterase gegen beide Stoffe wechselt aber !nit der Tierart.9 Diese Unterschiede 
der Serumesterasen verschiedener Herkunft bleiben auch bei der Reinigung er· 
halten, scheinen also nicht durch Begleitstoffe bedingt zu sein.l0 Beide Vergiftungen 

1 I. OGAWA: Biochem. Z. 149 (1924), 216. 
2 R. WILLSTATTER, F. MEMMEN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 138 (1924), 

216. 
a H. PERSIEL: Dissertation. Miinchen, 1925. 
, Boll. Soc. ita!. Bio!. speriment. 12 (1937), 280. 
5 E. IANTRIA: Riv. patol. speriment. 2 (1927), 370. 
8 P. RONA: Biochem. Z. 33 (HH1), 413. 
7 S. HAYASKI: Biochem. Z. 195 (1928), 96. 
8 P. RONA, Z. BIEN: Biochem. Z. 59 (1914), 100. 
9 P. RONA, D. REINICKE:' Biochem. Z. 118 (1921), 213. 
10 P. RONA, H. PETOW: Biochem. Z. 146 (1924), 144. 
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sind irreversibel,l Aceton hemmt nur wenig und ungleichmii.Big. IX', p. und y.Oxy. 
buttersii.ure sind bei einer Konzentration von 1 : 2000 sehr giftig.2 Durch Natrium· 
oleat wird die Serumesterase ii.hnlich der Leberesterase nur wenig gehemmt.3 

Natriumtaurocholat,' Calcium-, Barium· und Magnesiumsalzen gegeniiber ist sie 
resistent. Von Natriumfluorid wird sie starker vergiftet ala Pankreaslipase.& 

2. Lecithasen. 
Einteilung und Spezifitit. 

1m Lecithin (siehe Strukturformel) sind zwei OH.Gruppen des Glycerins mit 
Fettsii.ure verestert, die dritte OH.Gruppe mit Phosphorsii.ure und diese wieder 
mit Cholin. 

Strukturformel des Lecithins: 

OH.OR 
I 
OHOR~ 
I #0 /OHa 
OH.OP (,0-011 •. OHa-N" OHa 

OH H6 OHa 

R und R1 sind ein gesii.ttigter und ein unge· 
sii.ttigter Fettsii.urerest. 

Der Abbau des Lecithins erfolgt durch zwei Typen von Lecithasen: LecithaseA 
zerlegt das Molekiil in die ungesittigte Fettsaure und Lysolecithin. Lecithase B 
spaltet Lysolecithin weiter in Fettsaure und den Glycerinphosphorsaureester des 
Cholins. Die Lecithase B vermag auch direkt Lecithin in Fettsauren und den 
Glycerinphosphorsii.ureester des Cholins zu hydrolysieren.8 , 7 Die gewohnlichen 
Fette werden durch die beiden Lecithasen nicht angegriHen.8 Umgekehrt vermag 
Pankreaslipase Lecithin und Lysolecithin nicht, zu hydrolysieren.9 Die Lecithasen 
spalten Hydrolecithin mit der gleichen Geschwindigkeit wie Lecithin, etwas 
langsamer Kephalin und synthetische Phosphatide. Bromiertes Lecithin wird 
rascher zerlegt ala das gewohnliche.10 Gesii.ttigtes Lecithin (Distearyllecithin) 
wird 'von Lecithase A nicht gespalten.l1 

Vorkommen. 
Lecithase A kommt frei von B in Schlangen. und Bienengift vor. Lecithase B 

findet sich reichli,ch in Reiskleie und A8pergiZlUB oryzae.8 Beide Lecithasen sind 
enthalten in Muskel, Pankreas, Leber, Niere und anderen Organen von Sauge. 
tieren, besonders reichlich in Darm- und Nierenextrakten. 1m arteriellen Blut 
ist keine Lecithase vorhanden, dagegen stete im Blut der Jugularvene und im 
Nebennierenvenenblut. Es wird angenommen, daB die Lecithase oder ein zu 

1 P. RONA, R. PAVLOVIC: Biochem. Z. 180 (1922), 225. 
2 J. BENEDIKT, O. MAYER: Biochem. Z. 286 (1936), 299. 
• T. J. MEJERSSON, T. J. WOLPJANSKAJA: Mad. expo [ukr.: Experimentalne 

Medizina] (1938), 37. 
, 1. A. PARFENTJEV, W. C. DEVRIENT, B. F. SOKOLOFF: J. bioI. Ohemistry 92 

(1931), 33. 
I P. RONA, Z. BIEN: Biochem. Z. 84 (1914), 13. 
I S. BELFANTI, A. CONTARDI, A. ERCOLI: Ergebn. Enzymforsch. I) (1936), 213. 
7 A. CoNTARDI, A. ERCOLI: Arch. Scienze bioI. 21 (193'5), 1. 
8 A.OONTARDI, A. ERCOLI: Biochem. Z. 281 (1933), 275; Arch. SCi(lUZe bioI. 

21 (1935), 1. 
I K. OGAWA: J. Biochemistry 24 (1936), 389. 
10 EARL JUDSON KING: Biochem. J. 28 (1934), 476. 
11 A.OONTARDI, P. L. LATZER: Biochem. Z. 197 (1928), 222. 
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ihrer Wirkung notwendiges Co-Ferment in der Nebenniere gebildet wird.1 Auch 
in einigen Bakterienist Lecithase gefunden worden.2 

Bestimm ungsmethode. 
Da die Lecithasepraparate noch nicht weit gereinigt sind und infolgedessen 

Enzyme enthalten, die andere hydrolytische Spaltungen des Lecithin
molektils bewirken, muB der eigentlichen Lecithasebestimmung stets eine Unter
suchung der moglichen Spaltungsprodukte vorangehen. Die Verseifung wird 
titrimetrisch bestimmt.3 Lysolecithin hat die Eigenschaft, eine starke Hamolyse 
der roten Blutkorperchen hervorzurufen; dies kann zur Bestimmung der Lecithin
spaltung verwendet werden.' 

Darstellung und Reinigung. 
Die Lecithase. A gewannen S. BELFANTI und C. ARNAUD!' aus wasserigem 

Pankreasextrakt. Sie wird mit Alkohol gefallt und getrocknet, ist in Wasser 
lOslich und enthalt keine reduzierenden Zucker. Mit Phosphorwolframsaure und 
Metallsalzen entsteht nur eine schwache Trtibung. 1m trockenen Zustand ist 
das Praparat gut haltbar, in Losung verliert es auch im Eisschrank bald seine 
Wirksamkeit.o 

Lecithase B3 wird aus zerkleinerter Reiskleie oder Reiskeimen mit Wasser 
extrahiert und mit Alkohol ausgefallt. Durch wiederholtes Auflosen in Wasser 
und Fallen mit Alkohol wird das Praparat frei von Cholln und fast frei von 
anorganischem Phosphat. Fallung mit Bleiacetatlosung und Zerlegung des 
Niederschlags mit Schwefelwasserstoff trennt die Lecithase B von dem Enzym, 
welches die Cholinabspaltung bewirkt. Zur Darstellung aus A8pergillu8 oryme 
verwendet man den PreBsaft eines sporenreichen Mycels. 

Eigenschaften. 
In ihrem PH-Optimum unterscheiden sich die Lecithasen scharf voneinander; 

das Aktivitatsoptimum der Lecithase A liegt bei PH = 6,8+7,0,' das der Leci
thase B bei PH= 3,3.3 

Das Temperaturoptimum ist 37°. 1m PH-Bereich von 5,7+6,8 tritt bei 
58-60° Zersti:irung ein. 

In den kinetischen Untersuchungen von H. KING, Earl J. KING und 1. H. 
PAGEl scheint der EinfluB anderer Enzyme, dLe auch aufspaltend auf das Lecithin
molektil einzuwirken vermogen, nicht beachtet worden zu sein, da nur die Ab
spaltung von Phosphorsaure gemessen wurde. 

Von den beiden Lecithasen wird nur die Lecithase B durch Physostigmin 
gehemmt.7 Morphin in Konzentrationen unter 0,02% wirkt auf Lecithase A 
fOrdernd, groBere Konzentrationen hemmen.8 In vielen Arbeiten tiber Aktivierung 
und Hemmung ist die Beeinflussung durch Zusatzstoffe nicht eindeutig der 
Lecithase zuzuschreiben. 

1 J. BLANCO: C. R. Seances Soc. BioI. Filiales Associoos 102 (1929), 463. 
Z T. TODA: Lecithasen der Bakterien. ZbI. Bakteriol., Parasitenkunde, Infektions

krankh. 117 (1930), 489. 
8 A. CONTARDI, A. ERCOLI: Biochem. Z. 261 (1933), 275; Arch. Scienze bioI. 21 

(1935), 1. 
, S. BELFANTI, C. ARNAUnI: Arch. italiennes BioI. 88 (1933), 157. 
6 K. OGAWA: J. Biochemistry 24 (1936), 389. 
a Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 191 (1930), 243. 
7 M. FRANCIOLI: Enzymologia (Den Haag) 8 (1937), 204. 
8 E. KEESER: Naunyn-Schmiedebergs Arch. expo PathoI. Pharmakol. 171 (1933), 

311. 



Esterasen. 

3. Cholinesterase. 
Strukturformel des Acetylcholins: 

CHa 
I CHI' CHIOOC' CHa 

HaC- N( 
I OH 
CHa 
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Cholinesterase spaltet Ester des Cholins, z. B. Acetylcholin (siehe Struktur
formel) in Cholin und Essigsaure. Auf Methylbutyrat hat das Ferment keinen 
Einflul3.1 Cholinphosphatase, die die Spaltung des Glycerinphosphorsaurecholin
esters in Glycerin und Cholinphosphorsaure bewirkt, ist mit Cholinesterase nicht 
identisch.2 

Die Spaltungsgeschwindigkeit ist eine Funktion der Saurekomponente. Bei 
Sauren mit gerader C-Kette nimmt sie mit der Lange der C-Kette zu. Butyryl
cholin wird schneller gespalten als Acetylcholin.1 Unlosliche Cholinester, wie 
Palmitylcholinchlorid, werden nicht angegriffen.3 Ein Wechsel im Anion (Chlorid, 
Bromid, Jodid, Perchlorat) ist auf die Hydrolyse ohne EinfluB. Durch Einfiihrung 
einer Seitenkette oder einer Hydroxylgruppe in die Saurekomponente wird die 
Hydrolysengeschwindigkeit verringert, l durch Halogene erhOht. Der Eintritt 
weiterer Methylgruppen in den CholinteiJ des Esters wirkt hemmend, besonders 
in p-Stellung. 1st aber der Stickstoff frei von Methylgruppen, wie im Acetyl
colamin, so tritt iiberhaupt keine Spaltung ein.4 Die Ester von Thiocholin und 
von p-Methylthiocholin werden rascher hydrolysiert als ihre Sauerstoffanalogen. 
Piperidin- und Pyrrolidinanaloge der Cholinester werden etwas langsamer 
gespalten als die entsprechenden Verbindungen mit offener C-Kette.3 

Optischen Antipoden gegeniiber erweist sich die Cholinesterase als kon
figurationsspezifisch. So wird von den optischen Isomeren des Acetyl-p-Methyl
cholins nur der d-Ester angegriffen.3 

Vorkommen. 
Die Cholinesterase ist im Organismus weit verbreitet. Sie wurde nachgewiesen 

in Gehim, 'Blut, Lymphe, Galle, Muskel, DarmschlElimhaut, Herzmuskel und in 
vielen Organen. Sie hat die wichtige Aufgabe, das im Organismus durch die 
Nerventatigkeit gebildete Acetylcholin, dem die "Obertragung der Nervenimpulse 
zugeschrieben wird, rasch zu vemichten, damit der Muskel emeut kontraktions
fahig wird. Da die Acetylcholinspaltung durch die graue Substanz des Riicken
marks wesentlich rascher verlauft ala durch die weiBe Substanz, schlieBt D. NACH
MANSOHN,5 daB die graue Substanz der "Obertrager der Nervenimpulse im Zentral
nervensystem ist. 

Bestimmungsmethode. 
Vnter den chemischen Methoden ist die von R. AMMON6 benutzte besonders 

gftnstig, bei der Kohlensaure durch die abgespaltene Essigsaure aus bicarbonat
haltiger Ringerlosung ausgetrieben und manometrisch bestimmt wird. In 

1 E. STEDMAN, E. STEDMAN, H. EASSON : Biochemic. J. 26 (1932), 2056; 81 (1937), 
1723; Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 121 (1936), 142. 

2 .M. F'RANCIOLI: Enzymologia (Den Haag) 8 (1937), 200. 
8 D. GLICK: J. bioi. Chemistry 125 (1938), 729; 180 (1939). 527. 
, R. AMMON: Ergebn. Enzymforsch. 4 (1935), 102. 
5 Nature (London) 140 (1937), 427. 
8 Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 288 (1934), 486. 
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neuester Zeit ist von D. GLIOK eine Mikromethode beschrieben worden, mit der 
noch die Hydrolyse von 1.10-8 Mol des Esters verfolgt werden kann.1 Meist 
benutzt man aber biologische Bestimmungsmethoden des Acetylcholins. 

Darstellung und Reinigung. 

Gewohnlich verwendet man zur Spaltung einfach die Extrakte der zerkleinerten 
Organe oder das verdiinnte Serum. 

Eine Reinigung der Cholinesterase aus dem Pferdeblutserum auf das 50- bis 
l00fache geIang durch fraktionierte FiiJIung der Begleitstoffe mit Ammonium
sulfat, partielle Denaturierung der Proteine durch Essigsaure, Adsorption an 
Aluminiumhydroxyd oder Eisenhydroxyd in essigsaurer Losung und Elution 
mit 0,025 n Ammoniak..· 

Eigenschaften. 

Bei einem 'PH von 8,0+8,5 wirkt die Cholinesterase maximal.· Das Temperatur
optimum ist 40°. Bei 50° beginnt die ZerstOrung.a 

Rontgenstrahlen haben keinen EinfluB.' 
Charakteristisch fUr die Cholinesterase istdie Hemmbarkeit durch Physo

stigmin. 1 'Y Physostigmin in 2 ccm Pferdeblut hemmt total. AhnIiche Wirkungen 
haben Prostigmin, Gynergen und .Muscarin. Atoxyl, Chinin, Strychnin, Atropin, 
Pilocarpin hemmen erst in wesentlieh gro.Beren Konzentrationen.6 Die Physo
stigminhemmung ist reversibel. So konnte K. MATTHEs8 dureh Dialyse wieder 
ein aktives Ferment erhalten. 

Vollig elektrolytfrei dialysierte Cholinesterase aus Pferdeserum ist wirkungs
los. Sie gewinnt ihre Aktivitit dureh Salzzusatz wieder. L. MASSART und 
R. DUFAIT7 sehen das Calcium fUr den physiologischen Aktivator der Cholin
esterase an. Die elektrolytfreie Cholinesterase aus Torpedo tnilgariB verhii.lt sieh 
iihnlieh. Bei ihrer Reaktivierung wirken die lonen in folgender Reihenfolge: 
Ba" < Ca" < Mg" < Mn··. Mn" wirkt z. B. in einer Konzentration von 1 'Y 
in 1 ecm 50, daB· die Spaltung des Acetylcholins in je 60 Minuten von 0,08 mg 
auf 13 mg erhOht wird. Einwertige Kationen (K' und Na') reaktivieren nur in 
wesentlieh groJ3eren Konzentrationen.8 Kupfer und Cobalt hemmen, Cadmium 
ist wirkungslos.7 

Da CU", Monojodessigsii.ure, Maleinsaure, Alloxan, oxydiertes Glutathion, 
also Stoffe, die mit SH-Gruppen reagieren, das Ferment inaktivieren, sehlieBt 
man, daB das Cholinesterasemolekiil eine SH-Gruppe enthii.lt. Dureh Jod in
aktivierte Cholinesterase kann dureh reduziertes Glutathion reaktiviert werden. 9 

Synthetische Eigensehaften konnten naehgewiesen werden, aber nur in 
geringem MaJ3e.4.10 Die Synthese aus Cholin und Natriumacetat erfii.hrt durch 
Physostigmin, Prostigmin und Natriumfluorid eine Hemmung. 

1 D. GLICK: J. gen. Physiol. 21 (1938), 289. 
B EDGAR U. ELLEN STEDMAN: Biochemic. J. 29 (1935), 2563. 
I D. GLICK: Proo. Soc. expo BioI. Med. 40 (1933), 140. 
, H. KWIATKOWSKI: Fermentforsch. 10 (1936), ]38. 
a D. NACHMANNSOHN: Nature (London) 140 (1937), 427. 
• J. Physiology 70 (1930), 338. 
7 Enzymologia (Den Haag) 6 (1939), 282. 
8 D. NACHMANsoHN: Nature (London) 140 (1940), 513. 
I D. NACHMANSOHN, E. LEDERER: Bull. Soo. Chim. bioI. 21 (1939), 797. 
10 R. AMMON. H.KwLU'KOWSKI: Pfliigers Aroh. gee. PhysioI. Menschen Tiere 28!1 

(1934). 269. 
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4. Cholesterinesterase. 
Strukturformel des CholesterineBters: 

CH· (CHa)·CHs·CHa• CHao CH· (CHs), 
I ' 

CH,CH.CH 
/ '-....1/ '-.... 

CHI C CHa 

I I I 
CH. CHs CH CH--CH. 

/ '-...1/ '-.... / 
CHi C CH 

I I I 
RCOOCH C CHi R = Alkylrest der Fettsii.ure. 

'-....cJ(.'c}( 
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Die Existenz dieser Esterase wurde ofters bezweife1t, do. es noch nicht gelang, 
sie von Lipase vollkommen zu trennen. Die Cholesterinesterase zerlegt die Ester 
des Cholesterins in Cholesterin und Fettsiure. Der Stearinsii.ureester ist im 
Gegensatz zum Olsii.ure- und Palmitinsii.ureester nicht spaltbar. W. KLEINl ver
mutet, daB Doppelbindungen in der Saurekomponente die Spaltung begiinstigen. 

Nach dem optimalen PH sind zwei Cholesterinesterasen zu unterscheiden, 
eine in neutraler und eine in saurer LOsung wirksame. Das Vorkommen der 
ersteren ist auf PlLnkreas beschrii.n:kt. Die fiir saure Losung kommt in den meisten 
Organen, wie Leber, Niere, Milz, Darmschleimhaut und im Serum vor. Ob der 
Unterschied der heiden CholesterinesteraSen den Enzymen zuzuschreiben oder 
nur durch Begleitstoffe bedingt ist, muB noch gepriift werden. 

Bestimmungsmethode. 
Fraies Cholesterin gibt mit Digitoninlosung einen Niederschlag, der nach seiner 

Auflosung in Eisessig photometrisch bestimmt wird. 
Zur Spaltung wil'd 1 ems kolloidale Cholesterinesterlosung (enthaltend 1,5 bis 

2,0 mg Ester in 1 emS) mit 0,8 ems Enzymlosung und 0,2 ems Puffer (2 nNatrium
acetat-E88igsaure-Puffer yom PH = 5,3 oder mI. Phosphatpuffer yom PH = 7,38) 
bei 37° versetzt. Das abgespaltene Cholesterin schiittelt man nach EnteiweiBung, 
Einda.mpfen und Alkoholzusatz mehrfa.ch mit Petrolather aus. Der Petroliither wird 
zur Troekne verdampft und der Riiekstand mit 1 ems 1 %iger alkoholischer Digi
toninlosung versetzt. Dann engt man auf 1/. emS ein und versetzt mit 2 ems Aeeton
Wa.BSer (1: 1) in der Warme. Der Niederschlag wird abzentrifugiert, mit Aeeton und 
Ather gewasehen, mit 3 ems Eisessig bei 60° gelost und mit 4 ems E88igsii.ureanhydrid 
und 0,1 ems konzentrierter Sehwefelsaure versetzt. Na.ch halbstiindiger Entwieklung 
der Farbe bei 37° wird am PULFRICH-Photometer gemessen. 

Reinigung der im sauren Gebiet wirksamen Cholesterinesterase. 
Die durch Ausziehen des zerkleinerten Organs mit physiologischer Kochsalz

lo~g gewonnenen Extrakte sind sehr instabil. Haltbarer sind die nach W. KLEINl 

mit einer Ather-Kohlensa.ure-Kii.ltemischung vorbehandelten und im Vakuum
exsiccator hergestellten Trockenpulver. Eine auf die Extraktion mit der 5fachen 
Menge physiologischer Kochsalzlosung folgende Adsorption an Tonerde C und 
Elution mit milO Phosphat yom PH = 7,4 reinigt auf das 6fache. Die Haltbarkeit 
ist wesentlieh groBer als die der Rohausziige. 

Dialyse ist zur Reinigung ungeeignet, da sie das Ferment inaktiviert. 

1 W. KLEIN: Hoppe-Seyler's Z_ physiol. Chem. 281 (1935), 125; 254 (1938), 1; 
259 (1939), 268. 
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Reinigung der im neutralen Gebiet wirksamen Cholesterinesterase. 

Das wie oben hergestellte Pankreastrockenpulver wird im SoxZetk mittels 
Ather extrahiert und das Enzym in der 5fachen Menge physiologischer Koch. 
salzlosung gelost. Mit 5Oo/oigem Aceton erfoIgt dann eine Fallung der gesamten 
Choiesterinesterase. Nach Trocknung des Niederschlages mit Aceton und Ather 
wird mit Wasser extrahiert, wobei ein Teil der Begleitstoffe ungelost zuriick. 
bIeibt. Die Reinheit ist gegeniiber dem Pankreasrohauszug um das 6-:-7fache 

J q 5 6 1 8 
PH -

Abb. 21. IIH-AbhAnglgkelt der ChoJe
sterinesterll8ll. 

gestiegen. Durch Dialyse wird auch diese Chole· 
sterinesterase irreversibel inaktiviert. 

Eigenschaften. 

Das Optimum der im Sauren wirksamen Chole
sterinesterase liegt nach W. KLEIN zwischen 
PH = 5,2 und 5,3 (siehe Abb. 21). Bei PH = 3 hOrt 
die Wirksamkeit vollstandig auf. Auch· nach der 
alkalischen Seite hin £alIt die Wirksa~keit steil abo 

Die Cholesterinesterase aus Pankreas hat kein 
ausgesprochenes Optimum. Zwischen 'PH = 6,3 
und 8,7 ist sie gleichmaBig wirksam. Nach der 
sauren Seite fallt die Wirksamkeit schnell. Bei 
'PH = 5,3, dem Optimum der anderen Cholesterin

esterase, ist die Cholesterjnesterase aus Pankreas fast wirkungslos. 
In den ersten 2 Stunden ist die Spaltungsgeschwindigkeit der bei PH = 5,3 

wirksamen Esterase sehr gering. Vielleicht wird ein Hemmstoff in dieser Zeit 
zerstort oder gebunden. Von da ab ist die Reaktion von der Substratkonzen
tration unabhangig. Zwischen Enzymmenge und Umsatz besteht annahemde 
Proportionalitat. Der Reaktionsverlauf IaJ3t eine Beeinflussung durch die Spalt
produkte nicht erkennen. 

Durch Zusatzstoffe sind beide Fermente leicht beeinfluJ3bar. Das im sauren 
Gebiet wirksame Enzym erfahrt durch Gallensauren und groJlere Konzentrationen 
von Olsii.ure eine Hemmung. Die bei der Spaltung gebildete Olsii.ure geniigt 
nicht, um zu hemmen. p-Aminoacetophenon hemmt schon in ganz niederen 
Konzentrationen. Calciumchlorid ist wirkungslos. Die Hemmungsversuche 
zeigen manches Gemeinsame mit der Pankreaslipase. 

Fiir die neutrale Cholesterinesterase ist Cholat ein echter Aktivator, der die 
Wirksamkeit um das Mehrhundertfache steigert. Ferner aktivieren Taurochol
saure, Desoxycholsaure, Linolsaure und Olsaure. Calciumchlorid hemmt. Die 
synthetisch hergestellten, kolloidal gelosten Ester sind nur in Gegenwart von 
Gallensaure spaltbar. 

Der Cholesterinesterase aus Leber fehIt jede esterbildende Wirkung. Bei der 
Synthese und Hydrolyse der Cholesterinester mit Pankreasenzym stellt sich von 
beiden Seiten ein echtes Gleichgewicht ein. Das 'PH.Optimum fiir die Synthese 
liegt bei 5,3. Die Veresterung verlauft am schnellsten mit Palmitin- und Olsii.ure, 
langsamer mit Stearin· und Buttersii.ure. Dehydroandrosteron und Dihydro. 
cholesterin werden mit der gleichen Geschwindigkeit wie Cholesterin, bedeutend 
langsamer dagegen Sitosterin, Stigmasterin und Ergosterin verestert.1 

1 G. SCHRAMM, A. WOLFF: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem_ 268 (1940), 61,73. 
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5. Tannase. 
Strukturlormel der Tannasesubstrate: 

OH 
HO('jOH I! (R = Alkoholrest). 

V 
CO OR 
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Substrate dieses Enzyms sind Ester, die als Saurekomponente aromatische 
Carbonsauren mit mindestens zwei phenolischen OH-Gruppen enthalten, z. B. 
Gallotannin, protokatechusaures Methyl, Methylgallat, Chebulinsaure.1 Nur darl 
die veresterte Carboxylgruppe nicht in Orthostellung zu einem phenolischen OH 
stehen (siehe Strukturlormel). 

Das Vorkommen des Enzyms scheint auf Pflanzen und Mikroorganismen 
beschrankt zu sein. Reichlich findet es sich nur in As-pergillen, Penicillien und 
Citromycesarten. 

Die Priifung auf den Tannasegehalt geschieht folgendarmallen: Auf 25 cm3 

m/so SubstratlOsung (Gallussauremethylester) vom PH = 5,5 (mit NaOH ein
gestellt) lallt man die Enzymlosung 24 Stunden hei 40° in Gegenwart von 5 cm3 

m/s sek. Citrat einwirken. Zu Anfang und nach Ablauf der Hydrolysenzeit wird 
eine Probe mit n/l0 Natronlauge und Bromthymolblau als Indikator auf PH = 7,0 
titriert und der Tannasegehalt aua der Differenz der heiden Titrationen er
rechnet. 

Nach H. DYCKERHOFF und R. ARMBRUSTER ist eine Tannaseeinkeit (T. K) 
die Enzymmenge, die unter obigen Versuchsbedingungen 1 Millimol Gallussaure
methylester in 24 Stunden zur Halfte spaltet. Eine Tannaseeinheit nach FREUDEN
BERG 2 ist die Menge Tannase, die I,OOOg als Methylestervorliegende Gallu8saure 
(= 1,082 g wasserlreier Methylester) in 2OOcm3 Wasser gelost, bei 33° in 24 Stun
den zur Halfte spaltet. 1 T. K nach DYCKERHOFF und ARMBRUSTER entspricht 
0,17 T. K nach FREUDENBERG. 

Zur Darstellung der Tannase wird nach K. FREUDENBERG das Mycel des auf 
Myrobalanen geztichteten Aspergillus niger mit der 10fach~n Menge verdtinnter 
Salzsaure 24 Stunden extrahiert. Durch Fallung mit Aceton und wenig Ather 
erhii.lt man jahrelang haltbare Trockenpraparate. Die TannaselOsung hefreit 
man von Lipase durch 10 Minuten langes Erhitzen auf 40° bei schwach alkalischer 
Reaktion, wobei die Lipase zerstort wird. 

Die Hydrolyse durch Tannase hat ein Optimum zwischen PH = 5 und 6 und 
folgt dem Gesetz der ersten Reaktionsordnung. Die Abhangigkeit der Geschwin
digkeitskonstante von der Substratkonzentration ist gering. 

Die Tannase zeigt auch synthetisierende Eigenschaften. So entsteht aus 
Gallussaure Digallussaure.3 

6. Chlorophyllase. 
Die Chlorophyllase, die von R. WILLSTATTER und A. STOLL4 in den grtinen 

Blattern aufgefunden wurde, bewirkt die Aufspaltung der Esterbindung eines 
der Carboxyle des Chlorophylls mit dem Alkohol Phytol. Bei Gegenwart anderer 
Alkohole findet eine Umesterung unter Ersatz des Phytols statt (Alkoholyse). 

1 H. DYCKERHOFF, R.ARMBRUSTER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 219 (1933),38. 
2 K. FREUDENBERG, F. BLUMMEL, TH. FRANK: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 

164 (1927), 262. 
3 M.NIERENSTEIN: Biochemic. J. 26 (1932),1093. 
4 Liebigs Ann. Chern. 378 (1910). 18; 380 (1911), 148. 

Hdb. d. Katalyse, III. 11 
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Die Wirkung der ChIorophy~se erstreckt mch nur auf das Chlorophyll und seine 
.nichsteJ1 Abk6mmlinge, die Phiophytine. 

Strnkturformel des Chlorophylls: 

H.C·C=C·CH=CH. H.C·C--C·CJI. 

I I H II II 
/C~N/C=C--C'N/C" 

/ ........................ / ~ 

HC,. /Mg...................... ~CH 
~ /N, ;N, ~ 

C C====C---C C 

I I I I I 
HaC·e=c·CH. CH C-C·ORa 

I "/H H 
CH. C 
I II 

H .. C.oOOC ° 
~ COOCH. 

Das Ferment findet mch in den grimen Teilen der Pflanzen, in jungen Blittem 
mehr ala in ilteren. Dunkelpflanzen enthalten wenig Chlorophyllase. 

Zur Bestimmung der Chlorophyllspaltung wird der aus Enzym, Substrat, 
Aceton und CalciumchloridlOsung bestehende Ansatz im Scheidetrichter mit 
Wasser und Ather ausgeschiittelt. Aus dem Ather fiihrt man das freie ChIoro
phyllid in wisserige KaJiJ.auge iiber, dienach dem AusschiitteJn zwecks St&bili
sierung mit Methylalkohol versetzt wird. Der nicht hydrolysierte Anteil des 
Chlorophylls in der '!therschicht wird mit konzentrierter methylalkoholischer 
KaJilauge verseift und das entstehende Chlorophyllinkalium mit Wasser extrahiert. 
Auch diese LOsung wird mit Methylalkohol versetzt. Beide ChIorophyllinsalz
losungen werden kolorimetrisch verglichen. 

Zur Darstellung von Chlorophyllasepraparaten sind die frischen Blatter von 
Heradeum 8pondyZium (Birenklau) , GaZeopBiB tetrakit (Hohlzahn), Stacky8 
8iltJatica (Waldziest) und Lamium rnaculatum (Taubnessel) wegen ihres hohen 
Chlorophyllasegehaltes besonders geeignet. Die von den Stielen befreiten Blatter 
werden in einer Steinwalzenmiihle zerkleinert und der Brei bei 250 at abgepreBt. 
Aus· dem PreBsaft wird das Enzym mit dem doppelten Volumen Alkohol gefa.nt, 
mehrfach mit Alkohol gewaschen und im Vakuum getrocknet. 

Bei PH = 5,9 zeigt die Chlorophyllase ein scharfes Maximum.1 Der Umsatz 
ist tier angewandten Enzymmenge proportional. Das Temperaturoptimum liegt 
in Athylalkohol bei ungefahr 20°, es ist also bedeutend niadriger als das aller 
anderen Enzyme. Durch Kochen des Enzympraparats in Alkohol findet nur 
langsame Zerstorung st&tt. 

ElektrQlyte beeinflussen das Wirkungsvermogen des Enzyms. Mit Wasser 
elektrolytfrei gewaschene Chlorophyllase ist unwirksam. Der Zusatz von Calcium
chlorid stellt die alte Wirksamkeit wieder her. Kupfersulfat wirkt hemmend, 
Kaliumcyanid nur in elektrolytarmen LOsungen. 

1 H. MAYER: Dissertation, Erlangen (NOACK). Planta 11 (1930), H. 2. 
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Die Chlorophyllase vermag das freie Chlorophyllid wieder mit Phytol zu ver
estero, jedoch nur in geringem AusmaB. Die Synthase wird durch Zusatz von 
Wasser gefordert. 

B. Esterasen, deren Substrate die Verbindungen von 
Alkoholen mit anorganischen Siuren sind. 

Nur die Ester zweier an~rganiScher Siuren sind enzymatisch spa.ltbar, 
namlich die der Ph08phorsiure und der Schwefelsii.ure. Es gibt daher unter 
den Esterasen, deren Substrate die Ester anorganiScher Sii.uren sind, nur zwei 
Gruppen: die Phosphatasen und die Sulfatasen. Nach ihrer Spezifitii.t unter
scheidet man die in Tabelle 18 aufgefiihrten Enzyme: 

Tabelle 18. S~ifitii,t der E8tera8en, die E8teranorgcmi8cher Sii.uren spalten. 

Enzyme 

1. Ph08phata.sen: 
a) Ph08phomonoestera.sen 
b) Phosphodiestera.sen 
c) Pyrophosphatasen 

d) Adenylpyrophosphatase 
e) Nucleophosphatase 
f) Metaphosphatase 
g) Triphosphatase 
h) Phytase 

2. Sulfatasen: 
a) Phenosulfatase 
b) Glukosulfatase 
c) Chondrosulfatase 
d) Myrosulfatase 

Substrate 

Phosphorsaureester 
Monoester der Orthophosphorsiure 
Diester der Orthophosphorsaure 
Ester dar Pyrophosphor8ii.ure und der Pyrophos-

phate 
Adenylpyrophosphorsaure 
Nucleotide 
Metaphosphate 
Triphosphate 
Phytin 

Ester dar Schwefels8.ure 
Aromatische Ester der Schwefels8.ure 
Schwefelsii.ureester einfacher Zucker 
Chondroitin- und Mucoitinschwefelsa.ure 
Schwefelsii.ureester der Senfolglukoside 

1. Phosphatasen. 
Die Pholilphatasen hydrolysieren aUBSchlieBlich Ester von Ph08phorsa.uren. 

Die friihere Annahme, daB sie auch Fettsaureester spalten, ist endgiiltig ver
lassen. 

Einteilung und Spezifitit. 

Die Phosphatasen, denen die einfache Funktion zukommt, die Hydrolyse 
von Ph08phorsaureestero zu beschleunigen, zeigen eine merkwiirdige Vielheit 
und Unbestimmtheit der Erscheinungen, die es schwierig macht, . ru" Zahl 
der an den bepbachteten Wirkungen beteiligten Enzyme zu erkennen. Auch 
findet man bei ihnen besonders bii.ufig die als Isodynamie bezeichnete Erschei
nung (sieht' S. 116), daB Enzyme derselben Spezifitat sich durch ihre Eigen
schaften, wie PH-Optimum, Bestandigkeit gegen Sauren oder Alkalien, Zer
setzungstemperatur u. a., unterscheiden. 

EinigermaBen gesichert ist der Befund, daB die Spaltung der Monoester 
der Phosphorsaure andere Enzyme bewirken, als diejenige der Diester. Man 
unterscheidet damach Ph08phomono- und Phosphodiesterasen. An dieser Tren
nung der Enzymindividuen wird sich niOOts andero, wennsich die Boob-
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achtung von R. HOTTA1 bestatigt, daB Phosphomonoesterasen auch manche 
Diester der PhosphOl'saure dann angreifen konnen, wenn die beiden Alkohol
radikale von verschiedener chemischel' Zusammensetzung sind. Triester der 
Phosphorsaure sind unspaltbar. 

1m allgemeinen gelten aIle Mono- und Diester der Orthophosphorsaure alB 
spaltbar. Doch zeigt die Unspaltbarkeit des Orthophosphorsaure-menthylesters, 
daB auch diese Regel niQht olme Ausnahme ist.2 Der Wirkungsbereich del' 
Phosphatasen ist also ein sehr weiter. Er reicht von den Methylestern bis zu 
den Estern langkettiger Alkohole, wie Cetylester 3", und umfaBt ebenso alipha
tische wie aromatische Ester. 

Von besonderer blologischer Bedeutung sind die Substrata aus derGruppe 
der Polyhydi-oxylverbindungen, wie die Glycerinphosphorsii.ure und die ver
schiedenen Hexose-mono- und -di-phosphorsaureester.3 Durch ihre Spaltung 
und Synthese greifen die Phosphatasen in den Kohlehydratstoffwechsel deor 
Zellen ein. Sie gehOren daher zum unentbehrlichen Bestand jeder lebenden 
Zelle. Auch der Aufbau der Knochen vollzieht sich stets unter Mitwirkung 
del' Phosphatasen. 

Die am meisten untElrsuchten Phosphatasen sind die Phosphomonoesterasen 
(oft auch Monophosphatasen oder einfach Phosphatasen genannt). Die Badin
gungen fiir ihre Wirksamkeit sind: 

1. Die Substrate mussen Ester der Orthophosphorsaure sein. 
2. Die Orthophosphorsaure solI nur mit einer Alkoholgruppe verestert sein. 
Es werden also Ester del' Zusammensetzung 

gespalten. 

R-O 
"H-O-P=O 
/ 

H-O 

Nach dem PH-Optimum sind mehrere isodyname Phosphomonoesterasen 
zu unterscheiden. 1m tierischen Organismus fanden E. BAMANN und W. SALZER 
vier solcher lsodyname mit den PH-Optima 4,5,5,6,4 und 9.5 Neuerdings werden 
auch noch zwei Phosphatasen yom gleichen PH-Optimum 9 durch ihr Ver
halten gegen Magnesium- und Kaliumcyanid unterschieden.6 Durch selektive 
lnaktivierung ist es moglich, diese Enzyme voneinander" zu trennen. Durch 
Zusatz von Essigsaure zu einem Gemisch von saurer und alkalischer Phosphatase 
kann z. B. die Wirksamkeit del' alkalischen vernichtet werden, so daB nul' die 
del' sauren ubrigbleibt. Umgekehrt laBt sich die saure Phosphatase selektiv 
durch Ammoniak zerstoren. Neben dem optimalen PH del' Wirksamkeit und 
del; Bestandigkeit unterscheiden sich die lsodynamen noch in del' Beeinflussung 
durch aktivierende oder hemmende Stoffe.' 

Die Hefephosphatase zeigt gegenuber den Phosphatasen aus tierischen 
Organen die Besonderheit, daB sie ~-Glycerophosphat leicht, fJ-Glycerophosphat 
nul' unbedeutend angreift.8 Hier ist also auch ein Unterschied der relativen 
Spezifitat vorhanden, da Nieren- und Leberphosphatase beide lsomere gleich 
gut spalten. Nach W. SCHUCHARDT9 trifft dies allerdings nicht immer zu 

1 J. Biochemistry 20 (1934), 343. 
2 K. P. JACOBSOHN, J. TAPADlNHAS: Biochem. Z. 230 (1930), 304. 
3 C. NEUBERG, J. WAGNER: Biochem. Z. 171 (1926), 485. 
, C. NEUBERG, K. P. JACOBSOHN: Biochem. Z.199 (1928), 498. 
5 Biochem. Z.288 (1936), 147. 
8 R. CLOETENS: Naturwiss.27 (1939), 806. 
7 E. BAMANN, K. DIEDERICHS: Bel'. dtsch. chern. Ges.67 (1934), 2019. 
8 A. SCHAFFNER, E. BAUER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 232 (1935), 66. 
e Biochem. Z. 286 (1936), 448. 
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Manche der von E. BAMANN und K. DIEDERICHS untersuchten Hefen spalteten 
sogar bevorzugt p-Glycerophosphat. Die Unterschiede der relativen Spezifitat 
erstreckten sich auch auf die Spaltungsgeschwindigkeit von Hexoseestern. Diese 
Ester greift die Hefephosphatase im Gegensatz zu den tierischen Phosphataseli 
nur sehr schwer an. 

Die zweite Gruppe der Phosphatasen bilden die Phosphodiesterasen, welche 
Phosphorsaure-di-ester in Phosphorsauremonoester und Alkohol spalten. Di.e 
Diesterasen spalten also niemals freie Phosphorsaure abo 

Wirkungsweise der Phosphodiesterasen: 

/ORl /ORl 
HO-P ~O + H20 ~ HO-P~O + R20H (Rl und R2 = Alkoholreste). 

OR2 OH 

Ob die Cholinphosphatase ein selbstandiges Ferment ist, dessen Spezifitat 
sich auf Abspaltung des ChoJins aus Lecithin beschrankt, ist noch umstritten. 

Cholinphosphatase: 
CH20R 
I 
CHORl 
1.,;0 /CHa 

+ H20 ~ CH20P~OH + CH2-CH2-N " CHs. 
OH I I CHa 

OH HO 
R und Rl sind je ein gesattigter und ein ungesattigter Fettsaurerest. 

Zweifellos selbstandige Individuen sind die Pyrophosphatasen, welche Ester 
der Pyrophosphorsaure und auch Pyrophosphate in Orthophosphorsaure
verbindungen uberfuhren. Es gibt drei Isodyname mit den PH-Optima 4, 5 und 9. 

Wirkungsweise der Pyrophosphatasen: 

/OR1 

HO-P=O 

~O 
HO-P~O 

" OR2 

(Rl und R2 = Alkoholreste). 

Eine Pyrophosphatase von ganz begrenzter Spezifitat ist die Adenylpyro
phosphatase. Ihr Substrat ist die Adenylpyrophosphorsaure, ein dreifach phos
phoryliertes Adenosin, aus dem das Enzym nur die zwei im Pyrophosphatrest 
verbundenen Phosphorsauremolekille abspaltet. Die gewohnlichen Substrate 
der Mono- und Pyrophosphatase sind gegen die Adenylpyrophosphatase resistent. 

Wirkungsweise der Adenylpyrophosph;ttase: 
1--0 --1 2 H 20 

Adenin-C-C--C-C-CH20POaH2 --~ 

1--0-1 
Adenin-C-C-C-C-CH20P03HZ 

H OHOH I H OHOH I 
o OH 
I 

H02P-0-P03H2 
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Die NucleopkosphataBe oder Nucleotidase spaltet ausschlieBlich Phosphor
siure aus den Nucleotiden abo 

N=C·NH. 
I I 

OC CH 

I " 

N=C·NH. 
I I 

OC CH 

I
H~~N-CH 

HC-OH + HIO-

I " i.H?-N-CH 

I H?-OH + HaPO, 

o HC-OH 
I 

o HC-O-PO.H. I I . 
-a-H 

I 
I-LH 

OR.OH 
Cytldyl8liure. 

I 
CHIOH 

Ein besonderes Enzym ist ferner die Phytase, deren Substrat das Phytin. 
dar Hexaphosphorsii.ureester des Inosits ist. 

HOP(OH). 
C 

(OH).POH~('fHOP(OH)1 
(OH).POHC)!CHOP(OH). 

HOP(OH). 
Pbytln. 

SchlieBlich sind noch zwei Enzyme zu erwii.hnen, die ebenso wie die Katalase 
nur anorgarusche Substrate besitzen: 

Die MetapkoBphatase fiihrt Metaphosphorsiure in Orthophosphorsiure iiber. 

° /OH // 
P~OH + HIO - HO-P~O. 

o OR 

Ein besonderes Enzym, TripkoBphatase, solI nach C. NEUBERG und H. A. FI
S0llER1 BaIze der Triphosphorsiure HoP 8010 in Orthophosphate iiberfiihren. 

HO" /OH 
p=o 

" /0 
HO-P~O + 2 HIO - 3 HaPO,. 

/0 

/P~O 
HO OR 

Stereochemische Spezifitii.t. 
Konfigurationsspezifitii.t ist bei den Phosphomonoesterasen beobachtet 

worden. Das Racemat der d, l-Bomeolphosphorsiure spalten die Organphosphatase 
und die pflanzliche Phosphatase in asymmetrischer Weise.1 Zuerst erfolgt die 

1 Enzymologia. (Den Haag) 2 (1937/38), 241, 360. 
t M. KUBOTA: Biochem. Z.226 (1.930), 452. 
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Spaltung des I·Esters, dann erst bei fortgeschrittenerHydrolyse die des d·Esters. 
Das AuswahlvermOgen wird durch Strychnin beeinflu8t. Takaphosphatase 
scheidet in Gegenwart von Strychllin nUT I. Borneol abo Bei der Hefephosphatase 
vermag das Gift sogar die auswii.hlende Wirkung umzukehren. Es ist bemerkens· 
wert, daB das Strychnin den tJmfang der Gesamtspaltung des Racemats nicht 
beeinfluBt, sondern nur das Verhii.ltnis der Spaltungsgeschwindigkeiten der 
beiden isomeren Formen verii.ndert. 

Die Pyrophosphatase zeigte sich bei der Spaltung von d l.Di.fenchyl.pyro. 
phosphorsaure konfigurationsspezifisch. Der abgespaJtene Fenchyla.lkohol war 
lavogyr.l 

Phospbomonoesterasen. 
Vorkommen. 

Die Phosphomonoesterasen sind im Tier· und Pfla.nzenreich weit verbreitet. Die 
alkalische Phosphatase vom PH·Optimum 9 und die saure vom optimalen PH = 5 
kommen in fast allen tierischen Organen vor, am meisten in Darmschleimhaut 
und Niere; dann fOlgen Leber, Gehirn, Pankreas, Muskel und Knochen. 1m 
Ham und Speichel ist nur die saure mit dem Optimum von PH = 5, im Blut 
die von 6,5 und in der Milch die alkalische vertreten. 1m Pflanzenreioh kommt 
die Phosphatase mit dem alkalischen PH·Optimum besonders reichlich in fett· 
haltigen Samen vor. Die Phosphatase vom PH-Optimum 6,5 findet sich in der 
Hefe, die von PH = 3+4 in .A8pergillu8 (YI'yzae und in anderen Ba.kterien, die vom 
PH = 5 in der Reiskleie. Enzympraparate aus griinen Blii.ttern zeigen da.s Vor· 
handensein der Phosphatase vom PH· Optimum 5 in allen untersuohten Pflanzen an. I 

Bestimmungsmethoden und Einheiten. 
Zur quantitativen Bestimmung der Phosphat-asen verwendet man mehrere 

Methoden der Phospbatanalyse. 
B. SCHMITZ8 bestimmte die frei gewordenePhosphorsiure auf gravimetrisohem 

Wege als Magnesium-Ammoniumphosphat. Von K. LoHMANN und L. JEN. 
DRASSIK" ist eine kolorimetrische Methode ausgearbeitet worden. FUr die Auswahl 
der Methoden ist aber maBgebend, ob die Spaltungsansii.tze einen Phosphat 
einschlieBenden Bodenkorper enthalten. Trifft dieszu, so wird die in Freiheit 
gesetzte Phosphorsiure mittels Magnesiamischung ausgefii.llt und die Menge 
der noch organisch gebundenen Phosphorsii.ure ermittelt. Man verasoht die 
organische Substanz mit Salpetersaure und bestimmt nun die Phosphorsiure, 
Z. B. nach R. WOyli duroh Molybdat.Magnesiamisohung, oder naoh A. NEUMANN' 
duroh Titration mittels Alkali, oder nach G. EJrmDBN7 duroh Stryohnin.Molybdat. 
fii.l1ung. 

Die Ermittlung der· Wirksamkeit ist auch mOglioh duroh Bestimmung der 
bei der Hydrolyse freiwerdenden Alkoholkomponen!A'. Z. B. durch Titration 
des Phenols,8 durch pyknometrisohe Bestimmung des Athylalkoholst oder duroh 
polarimetrische Bestimmung von Borneo1.10 

1 E. OCllIAI: Biochem. Z.268 (1932), 185. 
B P. PRATIlSI: Ann. Chim. applicata 2'1 (1937), 309. 
I Z. analyt. Chem. 40 (1906), 512. 
, Biochem. Z.178 (1926), 419. 
s Chemiker.Ztg, 21 (1897), 441. 
8 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.17 (1902/1903), 115; 48 (1905), 33. 
7 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 118 (1921), 138. 
S A. KOSSLER, E. PENNY: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 17 (1893), 117. 
t R. IWATsURu: Biochem. Z. 178 (1926), 348. 
10 C. NEUBERG, J. WAGNER, K. P. JACOB80HN: Biochem. Z.188 (1927), 227. 
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Infolge der groBen Abhii.ngigkeit der Ph08phatasen von ihren Begleitstoffen 
kennt man noah keiile Bestimmungsmethoden von allgemeiiler Giiltigkeit und 
<laher .. uch k.eine festen MaBeinheitim. Die folgenden Beispiele lassensich nicht 
ohne weiteres auf jades Enzymmateria1 iibertragen. 

E. B.uUNl( undE. RIEDE:t1 verwenden ein Reaktionsgemisch, daB neben dem 
Enzym Ig Natriumglycerophosphat 8Js Substrat, 20em'Puffer (Ammoniak-Ammo
niumeblorid, 1,1 Teile 2,5nAmmoniak und 1 Teil 2,511. Ammoniumehlorid bzw. Ci
tratlmffergemisch, 14 em' l-m-DinatriumeitmtIOsung + 6 ems n N atronlauge) und 
einige Tropfen Toluol·in 100 emS enth8Jt.Es wird bei 30° aufbewahrt. Zu Anfang 
desVersuchs BOwie na.ch den Spaltungszeiten enteiwei.l3t man Proben von je lOem3 

mit Trichloressigsiure und bestimmt die frei geword.ene Phosphorsii.ure aIs Strych
nin-Molybdat. 

Ala Phoaphoesteraseeinheit definieren BAMANN und RIEDEL die Enzym
menge, die iil eiilem Fiinftel obigen Versuchsansatzes . enthalten ist und unter 
den angegebenen Bedingungen iil 60 Minuten 2,5% des Glycerophosphats spaltet. 

Die Eiilheit der Phosphoesterase vom PH = 9 wird mit Ph.-E. [e]9 bezeichnet, 
diejenige vom 'PH = 5,5 mit Ph.-E. [e]6,6' 

A.SCHAFFNER und E. BAUER2 bestimmen die Wirksamkeit der Hefephos
phatase bei der optimalen Magnesiumkonzentl'ation. 

Ihre He/ephoaplwJa8eeinkeit ist die Enzymmenge, die bei eiiler IX-Glyeero
phosphatkonzentration entspreehend 7,5 mg organisoh gebundenem Phosphor 
fiir 25 ems Ansatz, bei eiiler Temperatur von 30° iil Gegenwart von 1/100 Mol 
MagneSiumsulfat und bei 'PH = 6,4 die Reaktionskonstahte k = 1 liefert. Die 
Messung solI nieht iiber eiile 5Oo/oige Hydrolyse des Esters ausgedehnt werden. 

M. MARTLAND und R. ROBISON3 definieren ala Einheit der alkaliscken Phos
phatasen diejenige Enzymmenge, die unter optimalen Bedingungen ('PH = 9, 
T = 35°, Magnesiumkonzentratioh == 0,001-0,006 Mol/I) iil eiiler Stunde aus 
1,0-1,5% .,iger Natrium-p-Glycerophosphatlosung erne Phosphatmenge freilegt, 
die 0,1 mg PhoSphor entspricht. Die Menge von 0,1 mg Phosphor soIl hOchstens 
eiilem lOo/oigen Umsatz entspreohen. 

Darstellung und Reinigung. 
Die Reinigung der Phosphatasen bereitete lange Zeit groBe Schwierigkeiten, 

da viele bei anderen ~ymen erfolgreiohen Reinigungsmethoden sioh bier als ganz
lich ungeeignet er'Wiesen. Man benutzte daher entweder eiilfaehe MazeratioD8safte' 
oder Extrakte aus Trockenpraparaten. Zu deren Herstellung wird del' Organ
brei auf Glasplatten bei 40" getrooknetti odeI' naeh H. ERDTMAN8 unter Zusatz 
von Toluol autolysiert, filtriert, mit Alkohol gefallt und del' Niedersehlag mit 
AIkohol und Ather getroeknet. Der ammoniakalisehe Extrakt aus dem Troeken
praparat . besitzt naeh H. ERDTMAN den doppelten Reiilheitsgrad des Auto
lysates. 

Aktivere Praparate erbielten H; undE. ALBERS? durch Autolyse von Sehweine
nieren mit dem Gemiseh von Toluol und Essigester. Del' Zusatz des Essigesters 
verhiildert eiil InlOsunggehen v.on Blutfarbstoff, wahrend die durch seine all
mihliche Hydrolyse verursachte Siuerung eine sehr selektive Freilegung del' 

1 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 229 (1934), 125. 
I Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 282 (1935), 66 .. 
I Biochemic. J. 28(1929), 237. 
, M. TOHlTA.: Bioehem. Z. 181 (1922), 161. 
I E. Fomw:: Biochem. Z.142 (1923), 282. 
• Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern . .172 (1927), 182. 
7 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.282 (1935), 165. 
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Phosphatasen herbeifiihrt . .Fraktionierte Fallung mit Alkohol (am besten 58 bis 
63 Vol.-%) bringt den Reinheitsgrad auf 40-80 Ph.-E.fmg. Baim Trocknen 
der noch stark eiwei.Bhaltigen Praparate im Vakuum iiber Calciumchlorid kristalli
siert Magnesium-Ammonium-Phosphat aus, wobei der Reinheitsgrad auf 
100 Ph.-E.fmg steigt, d. i. das 4000-5000fache gegeniiber dem Rohmaterial, 
das 400fache der Rohsiifte. Solche Praparate bestehen einheitIich aus der 
Phosphatase vom PH-Optimum 9,25. 

E. PFANKUC:a:1 reinigte Phosphatase aus Kartoffeln und Zuckerriiben eben
falls durch fraktionierte Alkoholfallung. Er erhielt dabei die wirksamsten Pra
parate einer pflanzlichen Phosphatase mit saurem PH-Optimum. 

Nach demselben Verfahren gewannen M. L. TAMAY·O und J. R. BLANC02 die 
Phosphatase aus Knochen. 

Die Reinigung der sauren Phosphatase aus Ham geschieht nach W. KUTSCHER 
und A. WORNERs durch Elektrodialyse, wodurch nach 12-24 Stunden die Phos
phatase ausflockt. Durch Wiederholung der Elektrodialyse erhielt man schIiell
Iich Praparate von 28 Ph.-E.fmg. 

Die Hefephosphatase gewinnt man aus getrockneter Bierhefe durch Extraktion 
mit Glycerin (1 : 5).' Zur Reinigung dialysiert man das Praparat im Eisschrank 
gegen Wasser und bringt es nach Entfemung des entstandenen Proteinnieder
schlages zur ErhOhung der Haltbarkeit auf den urspriingIichen Glyceringehalt. 

Zur Darstellung der Sojaphosphatase5 weicht 
man die Bohnen einen Tag in fliellendem Wasser ein 4fS.------.-..,.,--.----r--, 
und la.Bt sie zur Anreicherung der Phosphatase zwei Rl9 
Tage keimen. Dann werden die Bohnen getrock
net, geptilvert und mit der 5fachen Menge Wasser 
und etwas Toluol 2 Stunden extrahiert. 

Als Beispiel fiii' die Trennung zweier isody- 4fOl----t1f---+--I--\-+++--i 

namer Phosphatasen durch selektive Inaktivie- t 
rung sei die Phosphatase aus Aspergillus oryzae 
angefiihrt. Die TakaesteraselOsung spaltet Gly- c::. .... 
cerophosphat optimal bei PH = 4,1. Nach halb- ~ 
stiindiger Einwirkung von Ammoniak bei PH = 8 -1Il't--T-+--7'-+---+---\.l 
zeigt die Losung ein neues Optimum von PH = 6 
(Abb.22).6 

Lyo- und Desmophosphatasen. 

Nach E. BAMANN, E. RIEDEL und K. DIEDE
RICHS? liegt in den urspriingIichen Organen die 
Hauptmenge der Phosphatasen als Desmoenzym 
vor. Bei der Phosphatase der Schweineleber vom 
Wirkungsoptimum PH = 5,5 scheint aber die Bin
dung zwischen Enzym und Zellsubstanz besonders 
locker zu sein. Autolyse fiihrt in 24 Stunden bereits 
90% in Lyophosphatase iiber. 

1 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 241 (1936), 34. 
2 An. Soc. espafl.. Fisica Quim.84 (1936), 376. 

°2~-3~~~-~5~-+6--~ 
-Iog[ifj-

Abb. 22. PH·Verschlebung durch selek
tive Inaktlvierung. Aktlvitats-pu-

Kurven. 
I Unvorbehandelts Takalilsung: Ma· 
xlmum der phosphatischen Wirkung 
bel PH = etwa 4. II Takalilsung nach 
selektiver ZersWrung: es trltt die 
Wirkung des (6,2)-Isodynamen In 

Erschelming. 

3 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 288 (1936), 275. 
, A. SCHAFFNER, E. BAUER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 226 (1934), 245. 
& K. V. GIRl: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 246 (1937), 185. 
8 E. BAMANN, W. SALZER: Bioehem. Z. 287 (1936), 380. 
7 Hoppe.Seyler's Z. physiol.Chem. 280 (1934), 175 .. 
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'Die Freilegung der Phosphatase yom PH-Optimum 9,5 ist bedeutend 
schwieriger. Durch Autolyse bei alkalischer oder saurer Reaktion lassen sich 
nur 50% in LOsung bringen. 

Unter den Lyophosphatasen gibt as eine ganze Reihe von Fraktionen mit 
abgestuften Eigenschaften, die auf Verii.nderungen am. Phosphatasesymplex 
zurUckgefiihrt werden. Die Lyophosphatasen sind im Gegensatz zur Desmo
phosphatase leicht, aber in verschiedenem Umfang aktivierbar, Die Aktivier
barkeit ist um so starker, je leichter 100lich und je niedrigermolekular der Trager 
ist. Jeder nachfolgende ,Auszug eines Organs zeigt daher gegeniiber dem vorher
gehenden geringere Aktivierbarkeit. So betrug z. B. die Aktivierung einer nach 
2 Stunden abgetrennten Probe durch Magnesiumsalze 440%, die einer nach 
24 Stunden abgetrennten Probe nur 10%. Auch das VerhiiJtnis der Hydrolysen
geschwindigkeit von IX- und p-Glycerophosphat kann sich beim tJbergang von 
der Desmo- in die Lyoform verii.ndem.1 

Beeinflussung durch physikalische Faktoren. 
Weder ultraviolette noch ultrarote noch Rontgenstrahlen wirken auf Phos

phataselOsungen aus Rindernieren.2 Auch die Knochenphosphatase lieB keine 
BeeinfluBBung durch UV-Licht erkennen.3 

Das Temperaturoptimum ist 40°. lO Minuten langas Erwarmen der Nieren
phosphatase auf 50° verursacht keine Sch8.digung, dagegen zerstoren 7f,0 in 
lO Minuten das Enzym vollstii.ndig. Die Halbwertzeit, d. i. die bis zur halben 
Inaktivierung vergehende Zeit, betragt bei 60° 2,3 Minuten.' Eine reversible 
Inaktivierung durch Erhitzen beobachtete S. HERScBDORFER5 an der Phosphatase 
aus Milch. Halt man sie etwa 20 Minuten auf 63°, so zeigt sie nach langsamer 
Abkiihlung eine hahere Wirksamkeit als nach rascher. 

Optimale W asserstoffionenkonzen tration. 
Das PH-Optimum der Monophosphatasen wechselt stark mit ihrer Herkunft 

und derchemischen Beschaffenheit der Substrate. So liegt das Optimum der 
~ Takaphosphatase gegeniiber einwertigen ali-
~ phatischen und aromatischen Estern bei 
~ PH = 3, gegeniiber IX-Glycerophosphorsaure 
~ --..... , /--- bei PH = 5,5.8 

~ Die in Abb. 23 abgebildete Aktivitats-t PH-Kurve der Nierenphosphatase laBt nur 
'1 4Z ein einziges Optimum erkennen, da das Prapa-
l rat einheitlich aus der alkalis chen Phospho.-
~o.f tase besteht. Die meisten Praparate tieri-
.f ' scher Phosphatase zeigen dagegen mehrere 
~ ausgepragte PH-Optima infolge der Anwe-

1Z PH senheit mehrerer Isodynamer. In der Akti-
Abb. 2S. AktlvitAts-pB-Kurve der N1eren· vitats-PH-Kurve der Schweineleberphospha-

phosphatase. taae treten z. B. deutlich zwei Optima hervor 
(Abb.24). Das PH-Optimum 9 zeigen regel

mii.llig Phosphatasen aus tierischen Organen, Leukocyten, Geweben, Knochen und 
Milch, das PH-Optimum 5+6 die Phosphatasen aus Taka, Reis, Hefe und pflanz-

1 E. BAMANN, W. SALZER: Ber. dtsch. chern. Gas. 70 (1937), 1263 
s R.lwATSURU, K. NANJO': Biochem. Z. 800 (1938/1939), 429. 
B M. L. TAMAYO, F. SEGOVIA: An. Soc. espafi. Fisico. Quim. 84: (1936), 363. 
, H. u. E. ALBERS: Hoppe-Seyler'S Z. physiol. Chern. 282 (1935), 165~ 
I Enzymologia (Den Haag) 1 (1936/1937), 96. 
e H.KoBAYASBI: J.Biochemistry 6 (1926), 261; 8 (1927), 205; 10 (1928), 147; 11 

(1929), 173. 
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lichen Organen. Fur die Phosphatasen vom PH-Optimum 8-:-9 und 6 hat 
J. ROCHEI die Abhii.ngigkeit der Aktivitats-PH-Kurven von der Natur der 
Substrate eingehend untersucht (Abb.25). 
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Abb. U. PH-Abhlnglgkelt des Wlrkungsver
mijgens der Ph08plioesterasen In elnem am
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Abb.25. Aktlvltiits-PH-Kurven von Blutph08phatase bel 
Einwirkung auf verschiedene Substrate. 

A Phenylph08phat, 11 Fruktosediph08phat, a Fruktose
monoph08phat, D Glukosemonoph08phat. 

Fur die Monophosphatasen ist charakteristisch, daB sie nur in einem eng 
begrenzten PH-Bereich bestandig sind. Das Maximum der Bestandigkeit liegt 
im PH-Optimum .. 

Kinetik. 
Die groBe Empfindlichkeit der Phosphatasen gegenuber den Einflussen von 

Aktivatoren und Hemmungskorpern erstreckt sleh rricht nur auf den Umfang 
der Wirksamkeit uberhaupt, sondern auch auf den VerIauf der Spaltungs
reaktionen, also auf die Einzelheiten der Kinetik. Ein einheitliches Bild dieser 
Kinetik ist daher ebensowenig zu geben wie eine allgemein anwendbare Defi
nition der Phosphataseeinheiten und der Reinheitsgrade. Die Beschreibung muB 
vielmehr gerade auf die groBe Veranderlichkeit des Spaltungsablaufes hinweisen 
und zeigen, daB selbst groBe Unterschiede der Kinetik nur eine Folge der wech
selnden Zusammensetzung der die Phosphatasen begleitenden Stoffe sein konnen. 
E. BAMANN und E. RIEDEL,2 die die Kinetik der Schweineleberphosphatase ein
gehend studierten, fanden mit dem dialysierten Autolysat der sauren Phosphatase 
in gewissen Grenzen Proportionalitat zwischen Enzymkonzentration und 
Reaktionsgeschwindigkeit. Verwendeten sie statt des Dialysats die ungereirrigte 
Phosphatase, so zeigte sich eine Abnahme des Umsatzes mit steigender Enzym
menge, was auf eine Hemmung dureh begleitendes Phosphat zuruckgefuhrt 
werden konnte. Noch starker wird die alkalische Phosphatase durch anorganisches 
Phosphat gehemmt. Nach E. JACOBSEN3 setzt sich diese Hemmung aus zwei 
Komponenten zusammen: einer reJativen, die von dem Verhaltnis der Konzen-

1 Biochem_ J.26 (1931), 1724; Bull. Soc. Chim. bioI. 18 (1931), 841. 
Z Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 229 (1934), 125. 
8 Biochem. Z. 249 (1932), 21; 267 (1933), 89. 
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trationen des Substrats und des anorganischen Phosphats abhangig ist, und 
einer absoluten, yonder Substratkonzentration unabhangigen. JACOBSEN 
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Abb.26. Zeitlicher Verlauf der Glycerophosphatspaltung mit Leberphosphatase 1m alkalischen Geblet. 

stent die Hypothese auf, daB das Enzym zwei Bindungsstellen fur das Phosphat 
besitzt, dertln Besetzung in beiden Fallen das Enzym unwirksam macht. Die 
erste Bindungsstelle ist identisch mit der fur das s'ubstrat. Die Anzahl der 
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wirksamen und der unwirksamen En
zymmoleklile ist daher abhangig von 
dem Verhaltnis der Konzentration 
von Substrat und anorganischem Phos
phat. An die zwei~e Bindungsstelle 
vermag sich nur das Phosphat anzula
gem. Die dutch Besetzung meser Bin
dungsstelle hervorgerufene Hemmung 
ist daher von der Substratkonzen
tration u.nabhiingig und nur abhiingig 
von der Phosphatmenge. Wiihrend die 
absolute Hemmung mit abnehmen
der Wasserstoffionenkonzentration ab
nimmt, nimmt die relative zu. Die von 
E. JACOBSEN fur den EinfluB der Phos
phate auf den Spaltungsverlauf aufge
stellte sehr komplizierte Gleichung hat 
nur baschriinkte Gultigkeit. Die B?
deutung ihrer Konstanten ist unbe
kannt. 

Abb. 27. Zeitlicher Verlauf der Glycerophosphatspal 
tung durch Leberphosphatase 1m sauren Geblet. 

Bei der alkalischen Phosphatase 
aus Schweineleber fanden sich sonder
bare Beziehungen zwischen Spaltungs

geschwindigkeit und Substratkonzentration.1 Das ungereinigte Autolysat be
sitzt ein Maximum der Spaltungsgeschwindigkeit bei einer Substratkonzentra
tion von 1 %. Dialysiert man das Autolysat, so ist der Umsatz in einer 0,2%-

1 E. BAMANN, E. RIEDEL: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 229 (1934), 125. 
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igen Losung groBer als in der 1 %igen. Dieser Unterschied wird aufgehoben, 
wenn man dem dialysierten Autolysat Magnesiumchlorid zusetzt. 

Der Zusatz von Magnesiumchlol'id laBt dagegen die Aktivitats-p.-KUl'ven 
der sauren Phosphatase in rohen und dialysierten Autolysaten unverandert. 
Hier ist der Umsatz in 1 %iger SubstratlOsung stets groBer als in der O,2o/oigen. 
Erst Praparate der sauren Phosphatase von hoherem Reinheitsgrad werden 
von Magnesiumchlorid aktiviert, aber ohne Anderung des allgemeinen Verlaufes 
der Aktivitats-ps-Kurve. 

Den zeitlichen Verlauf der Glycerophosphatspaltung mit alkalischer und 
daUl'er Leberphosphatase zeigen die Abb. 26 und 27. Die Spaltungskurve der 
sauren Phosphatase hat den steileren Verlauf. Nach A. SCHAFFNER und E. 
BAUER l verlauft die Spaltung durch Hefephosphatase innerhalb nicht zu hoher 
Spaltungsgrade und bei nicht zu langen Versuchszeiten als Reaktion erster 
Ordnung. 

Aktivierung und Hemmung. 
Die Hemmung durch Phosphate ist bei der Erorterung der Kinetik in dem 

vorangehenden Kapitel bereits geniigend besprochen. 
Unter den Aktivatoren verdient das bei der Kinetik ebenfalls schon er

wahnte Magnesium besondere Beachtung, sowohl wegen des groBen Umfangs 
de,r Aktivierung als auch wegen der charakteristischen Unterschiede in der 
Aktivierbarkeit der isodynamen Phosphatasen. Die Aktivierung durch Magne
siumsalze hat zuerst H. ERDTMAN2 bei der Nierenphosphatase beobachtet. Er 
erwagt drei Moglichkeiten der Wirkungsweise dieses Aktivators: 1. Magnesium 
schiitzt das Enzym vor Zerstorung, 2. Magnesium hat eine groBere Affinitat 
zum Phosphat als das Enzym und hebt infolgedessen die Hemmung durch 
Phosphat auf, 3. Magnesium hat eine groBere Affinitat zum Enzym als das 
Phosphat und verhindert dadurch, daB das Enzym durch Bindung an das ge
bildete Phosphat inaktiviert wird. Die zweite Moglichkeit scheidet aus, da 
nach fur das Calciumion eine dem Magnesium ahnliche Wirkung haben miiBte. 
Calcium wirkt jedoch ganzlich anders, indem es bald aktiviert,3 bald hemmt, 
bald gar keinen EinfluB ausiibt.4 Auch bietet die zweite Deutung keine Erklarung 
dafUr, daB ein UberschuB an Magnesiumsalz hemmend wirkt. Das Magnesium 
ist demnach als ein spezifischer Aktivator der Phosphatasen anzusehen, der 
wahrscheinlich im Sinne der dritten ERDTMANschen Moglichkeit wirkt. Auch 
H. D. JENNER und H. D. KAy 5 nehmen an, daJl bei der Aktivierung durch 
Magnesium eine Magnesium-Enzyrn-Verbindung entsteht, die weniger empfind
Hch fUr die Hemmung durch Phosphat ist als das freie Enzym. Die Richtigkeit 
dieser Annahme wird dUl'ch C. G. HOLMBERGS Beobachtung erhartet, daB die 
aktivierende Wirkung des Magnesiums auf hochgereinigte Praparate zu Anfang 
der Reaktion Null ist, solange noch kein anorganisches Phosphat vorhanden ist.6 

Die Magnesiumeinwirkung ist von mehreren Faktoren abhangig und bei 
den isodynamen Phosphatasen sehr verschieden. So werden die meisten sauren 
Phosphatasen gar nicht von Magnesium beeinfluBt. Die saUl'e Hefephosphatase 
mit dem PH' Optimum 4 wird gehemmt. AIle alkalischen Phosphatasen werden 
von Magnesiumsalzen in bestimmten Konzentrationen aktiviel't, in hohen Kon· 

1 Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 282 (1935), 66. 
2 Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 172 (1927), 182; 177 (1928), 211. 
3 G. KUWABARA: J. Biochemistry 16 (1932), 403. 
4 E. BAMANN, E. RIEDEL, K. DIEDERICIlS: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chern. 280 

(1934), 175. 
Ii J. bioI. Chemistry 93 (1931), 733. 
6 Biochem. Z. 279 (1935), 145. 
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zentrationen dagegen gehemmt (VberschuBhemmung). Es gibt einen Bereich 
groBter Aktivierung, der bei der ~ochenphosphatase zwischen m/lOoo und 
mltooMagnesiumchlorid, bei Leberphosphatase zwischenm/lOO und mIlo liegt.l 

Der Grad der Aktivierung ist aber auch abhii,ngig von dem Verhaltnis der 
Konzentrationen des Magnesiums und des Substrats. FUr jede Spaltung gibt 
es ein giinstigstes Verhaltnis, bei dem die optimale Aktivitit der betreffenden 
Phosphatase erreicht 'wild. So ist z. B. bei Gegenwart von 0,10/00 Magnesium
IJhlorid die Spaltung einer O,2OjJgen GlycerophosphatlOsung groBer als dieeiner 
lOjoigen.1 Bei hohen Ma.gnesiumkonzentrationen und niederen Substratkonzen
trationen wird die "OberschuBhemmung besonders deutlich. . Die Rolle, die das 
Verhaltnis von Magnesium- und Substratkonzentration spielt, erldii.rt auch einen 
scheinbaren Widerspruch, der zwischen den Untersuchungen von :E. BAMANN 
und E. RIEDELl und von H. D. JENNER und H. D. KAyli bestand. Erstere fanden 
mit steigender Magnesiumkonzentration sti.ndig wachsende Aktivitii.t, letztere 
ein ausgesprochenes Maximum mit sta.rkem Absinken bei hOheren Magnesium
konzentrationen und eine ausgesprochene "OberschuBhemmung. JENNER und KAy 
hatten ihre Versuche bei niedriger Substratkonzentration angestellt, BAMANN 
und RIEDEL bei so hoher Substratkonzentration, daB weder eine "OberschuB
hemmung noch iiberhaupt ein Sinken der Aktivitii.t durch hohe Magnesium
konzentrationen eintrat. 

Sehr wesantlich fiir den Umfang der Aktivierung durch Magnesium ist der 
Zustand, in dem das Enzym vorliegt. Die Lyophosphatasen sind leichter aktivier
bar als die Desmophosphatasen. Mehrtii.giges Stehen der Lyophosphatasen 
bei alkalischer. oder saurer Reaktion lieB die Aktivierbarkeit von 3000% auf 
200% zuriickgehen.' Der Zustand des Enzyms beeinfluBt auch die Abhiingigkeit 
der Aktivierung von dem Verhaltnis dar Konzentrationen von Magnesium und 
Substrat. So wird bei den leichtest loslichen Lyophosphatasen selbst bei niedrig
ster Substratkonzentration und hochster Magnesiumkonzentration keine "Ober
schuBhemmung beobachtet. Bei ausgesprochenem Desmoenzym konnen dagegen 
bei derselben niedrigen Substratkonzentration schon wenige Milligramm 
Magnesiumsalz einen deutlichen Abfall der Reaktionsgeschwindigkeit verursachen. 
E. BAMANN wird hierdurch zu der Ansicht gebracht, daB die aktiven Stellen 
der Lyophosphatasen andersgelagert oder anders beeinfluBt sind aIs die der 
Desmophosphatasen, so daB ihre andere Wirkung wohl eine FOlge ihrer besonderen 
Lage an einem besonderen kolloidalen Trager ist. 

Ferner wird daB AusmaB der Aktivierung beeinfluBt von der Konstitution 
des Substrats. Die Spaltung von ,B-Glycerophosph.at durch eine Lyofraktion 
ist in Gegenwart von Magnesium etwa 4mal schneller als die des IX-Isomeren, 
wahrend ohne Magnesium beide etwa gleich schnell gespalten werden. 

R. CLOETENS5 versucht, die Untersohiede im Verhalten gegen MagnesiUIn 
zu interpretieren durch die Annahme von verschiedenen Gruppen im EiweiB
bestandteil des Enzymmolekiils, die Bindungsstellen fiir die Metallionen dar
stellen. Die isodynamen Phosphatasen sollen sioh eben durch diesa Gruppen 
unterscheiden. 

Ahnlich wie das Magnesium wirkt zweiwertiges Mangan aktivierend. Beide 
lonen vermogen durch Dialyse inaktiv gewordene Phosphatasen zu reaktivieren. 

1 E. BAMANN, E. RIEDEL: Hoppe-Seyler's Z. physioi. Chem.229 (1934), 125. 
I E. BAMANN, W. SALZER: Ber. dtech. chem. Gee."'O (1937), 1263, 
a J. bioI. Chem. 93 (1931), 733. 
, E. BAMANN, W. SALZER: Biochem. Z.28'" (1936), 380. 
5 Naturwiss. 28 (1940), 252. 



Esterasen. 175 

Die durch Mangan reaktivierte Enzymlosung unterscheidet sich aber von der 
durch Magnesium reaktivierten durch das Verhalten gegen Fluorid. Die Reakti· 
vierung der Hefephosphatase .durchMagnesium wird vollig durch Fluorid auf· 
gehoben, die Manganreaktivierung dagegen nicht. Da Magnesium mit Fluorid 
leicht Komplexe bildet, Mangan aber nicht, faBt CLOETENS die Fluoridhemmung 
als Komplexbildung auf. 

Die Angaben tiber die Wfrkungen des Fluorids auf die Phosphatasen sind 
fLllerdings schwankend. So wird nach S. BELFANTI, A. CONTARDI und A. ERCOLI1 

nur die saure Phosphatase aus Leber wid Niere durch Fluorid gehemmt, nach 
E. AUHAGEN und ST. GRZYCKI2 auch die alkalische Nierenphosphatase. Hefe· 
phosphatase scheint unempfindlich zusein. 

Kupfer' hemmt schon in einer Konzentration von m/noo. Eisen und Aluminium 
hemmen ebenfalls.' 

Durch Oxalat findet bei den sauren Organphosphatasen reversible Inaktivie. 
rung statt. Sie kann durch Dialyse oder durch Fii.llung des Oxalats mit Calcium. 
salzen aufgehoben werden. Auch durch Zusatz von Phosphat verschwindet 
die hemmende Wirkung des Oxalats. Man muB annehmen, daB das Phosphat 
die Oxalationen aus dem Enzymkomplex verdrangt.l Die alkalis chen Organ. 
phosphatasen erfahren durch Oxalat keine Beeinflussung, wohl aber die alkali· 
schen Knochenphosphatasen. Saure Organphosphatasen werden auch durch 
Trichloressigs8,ure, Blaus8,ure6 und Borsaure8 gehemmt. Der EinfluB von 
Arsenaten ist verschieden, Takaphosphatase wird aktiviert, Nierenphosphatase 
gehemmt.7 

Durch Oxydationsmittel werden die Phosphatasen wenig beeinfluBt, dagegen 
sind sie reduzierenden Substanzen gegenuber empfindlich. Nach A. SCHAFFNER 
und E. BAUER8 scheint es eine allgemeine Eigenschaft der Phosphatasen zu sein, 
daB sie bei ihrem optimalen PH eine Hemmung durch SH.Gruppen erfahren. 
Die Hemmung durch Cystein vergroBert sich mit fortschreitender Reinigung. 
Sie kann zum groBten Teii durch Behandlung mit Jodessigsiime oder mit Eisen· 
salzen aufgehoben werden.9 Gelegentlich zeigen Sulfhydrylverbindungen aller. 
dings ein entgegengesetztes Verhalten.5 Glutathion in physiologischen Konzen· 
trationen hemmt z. B. Nierenphosphatase selbst bei optimalem PH nicht, Thio. 
milchs8,ure hemmt nur wenig, Dithiodilactylsaure aktiviert ein wenig. 

SS.Gruppen (z.B.Cystin) hemmen im allgemeinen weniger als SH.Gruppen.10 

Abb. 28 zeigt den hemmenden Einflu.B von Cystin und Cystein auf den Reaktions· 
verlauf. Die Kurven lassen erkennen, daB auch die Art der Hemmung bei beiden 
verschieden ist. Bei Cystin ist die Starke der Hemmung in einfacher linearer 
Abhii.ngigkeit von dessen Menge, bei Cystein ist die Abhiingigkeit keine lineare. 
Ferner ist die Hemmung durch SH im Gegensatz zu der durch SS von der 
Einwirkungsdauer abhangig, also eine Zeitreaktion, die auch bei groBen Cystein. 

1 Biochemic. J.29 (1935), 517, 842. 
2 Biochem. Z.266 (1933), 217. 
8 S. EDLBACHER, W. KUTSCHER: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 199 (1931), 

200; 207 (11}32), 1. 
, M. MORn: Arb. III. Abt. anat. Inst. Kyoto, C. H. 4 (1933), 1; Ber. ges. Physiol. 

expo Pharmakol. 77 (1934), 323. 
6 H. KOSTER, TH. BERSIN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 231 (1935), 153. 
B H. ERDTMAN: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 172 (1927), 182. 
7 C. NEUBERG, J. LEIBOWITZ: Biochem. Z. 191 (1927), 460. 
8 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 226 (1934), 245. 
• E. WALDSCHMIDT·LEITZ, A. SCHARIKOVA, A. SCHAFFNER: Hoppe-Seyler's Z. 

physioL Chern. 214 (1933), 75. 
10 a. ALBERS: Ber. dtsch. chern. Ges.68 (1935), 1443. 
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mengen eine restliche konstante Wirksamkeit des Enzyms iibrig laBt. Wahr
scheinlich konkurriert das Cystin mit dem Substrat um das Ferment, wahrend 
die Reaktion des Cysteins mit dem Phosphatasemolekiil, vielleicht eine Reduk

tion, nicht an der Bin-
dungsstelle des Substrats 
erfolgt. Unreine Pri1pa
rate werden durch SH 
und SS nicht gehemmt. 
Entweder sind sie bereits 
maximal durch natiirliche 
Begleitstoffe gehemmt, oder 
die Begleitstoffe fangen die 
zugesetztenHemmungskor
per abo 

Durch Reduktion mit 
I.~.E;;;:-''--'''''''--'--''''''''--75 _J.....-'--'--...L..-1(J::!,,-:fo::-Tma~"-'"::":"r.'OfI·z.anS Wasserstoff in Gegenwart 
.r 20 I/(} 60 80 IIInEinwirkungsdauerl1esHzS von Pt- oder Pd-Asbest 

A bb. 28. Beelnflussung der Glycerophosphatapaltung durch Nleren
phosphatase durch Cystin und Cysteln. 

als Katalysator kann die 
Phosphatase bis auf ein 
Zehntel des urspriinglichen 

Wertes inaktiviert werden. Durch Einleiten von Sauerstoff kann diese Inakti
vierung wieder ganzlich riickgangig gemacht werden. Andere Reduktionen 
fiihren meist zu irreversibler Inaktivierung.1 

Ascorbins8.ure aktivierte in einigen Versuchen die tJ-Glycerophosphatspal
tung durch Serumphosphatase,2 in anderen nicht.3 Dagegen hemmte Dehydro
ascorbins8.ure stets,' be80nders stark in Gegenwart von Spuren von Kupfer. 
Die Hemmung durch Dehydroascorbins8.ure kann durch Glutathion, Cystin, 
Cystein, Schwefelwasserstoff, Natriumhydrosulfit und Kaliumcyanid aufgehoben 
werden. 1st die Ascorbinsaure iiber die Dehydrostufe hinaus oxydiert worden, 
Z. B. durch Oxydasen, so, iibt sie keine Hemmung mehr auf Phosphatasen aus. 

Bei der Untersuchllng iiber den EinfluB organischer Stoffe auf Takaphospha
tase Init dem PH-Optimum bei 3,2-:-3,8 fanden E. BAMANN und W. SALZER,!; 
daB Stoffe, die in cX-Stellung zu einer Carboxylgruppe eine Oxy- oder Oxo
gt'uppe besitzen, wie Citronens8.ure, aktivierende Wirkung haben. DerErsatz 
der Oxygruppe durch Wasserstoff, NHII oder Halogene bzw. tJ-Stellung der 
OH-Gruppe oder Fehlen der COOH-GrupPe fiihrt zur Unwirksamkeit. Daher 
aktivieren: Apfelsaure, Glykols8.ure, Milchsaure, Mandelsaure, unwirksam 
sind: Bernsteinsaure, Malonsaure, cX-Aminobuttersaure, Chloressigsaure, tJ-Oxy-
buttersaure, Xthanol und Phenol. . 

cX-Aminosauren wirken beschleunigend auf die Knochen- und Organphos
phatase.6 Die Aktivierung steigt Init der Anlinosaurekonzentration bis zu einem 
fUr aile AIninosauren gleichen Betrag. Das Gebiet der optimalen Konzentration 
wechselt aber bei den verschiedenen cX-Aminos8.uren. In noch groBeren Konzen
trationen wirken sie hemmend. Andere organische Stickstoffverbindungen 
aktivieren nicht. Es wird vermutet, daB die Wirkungsweise der cX-Aminosii.uren 
in einem Schutz des Enzyms vor Inaktivierung besteht. 

1 M.KIESE, A.B.HASTINGS: Science (New York) (N.S.)88 (1938), 242. 
2 S. J. THANNHAUSER, M. REICHEL, J. F. GRATTAN: J. bioI. Chemistry 121 (1937), 

697. 
8 E. J. KING, G. E. DELORY: Biochemic. J.82 (1938), 1157. 
, K. V. GIRl: Nature (London) 141 (1938), 119. 
6 Biochem. Z.288 (1936), 299. 
8 O. BODANSKY: J. bioI. Chemistry 114 (1936), 273; 115 (1936), 101. 
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Glycerin hemmt etwas, aber viel weniger als z. B. Phosphat.l 
Stark hemmen Gallensii.uren,· Farbstoffe wie Methylgriin, MethylenbIa.u, 

Trypaflavin.3 

Morphin hemmt zunehmend im Bereich von 0,002--0,2%.' Codein wirkt 
je nach Konzentration hemmend oder aktivierend.5 Miotin, das Esterasen stark 
hemmt, hat keinen EinfluB.8 

Von den gepriiften Hormonen hat nur Thyroxin einen EinfluB. Je Mch 
Konzentration wirkt es fordernd oder hemmend.7 

Ein natiirlicher Hemmstoff der Phosphatasen ist in Niere und Hefe gefunden 
worden. Er wurde dadurch entdeckt, daB die Aktivita.t der EnzymlOSungen 
beim Aufbewahren bis zu eir..em Endwert stiLndig anwuchs. Es wird angenommen, 
daB der Hemmstoff fermentativ abgebaut wird. Er emes sich als dialysabeJ.8 

Synthese. 
Die Phosphatasen sind in hohem MaBe zur. Synthase befii.higt. Knochen

phosphatase verestert Phosphat mit Glycerin, Glykol, Mannit, Glukose oder 
Fruktose.9 Durch Organphosphatase sind Synthe':l&n des Phosphats mit Glycerin, 
Athylglykol, Methyl- und Athylalkohol beobachtet worden.lO 

Auch bei der Synthese zeigt sich die verschiedene Spezifitii.t der Phosphatasen 
gegeniiber den (X- und p-Isomeren des Glycerophosphate; so synthetisiert die 
Nierenphosphatase bevorzugt die (X-Form.ll Auch die optische Spezifitat wurde 
durch asymmetrische Esterbildung von B. SUZUKI und T. MARUYAMAlll be
obachtet. 

Fiir" die biologisch so bedeutungsvolle Veresterung der Kohlehydrate mit 
Phosphorsii.ure nahm man lange Zeit besondere synthetisierende Enzyme, so
genannte Phosphatesen an. Diase Annahme ist verlassen. Man halt heute fast 
allgemein die spaltenden und die synthetisierenden Fermente fiir identisch. 

Struktur. 
Die Phosphomonoesterasen sind die einzigen Enzyme in der Gruppe der 

Hydrolasen, bei denen eine vollige Abspaltung des Agons vom Pheron durch 
Dialyse gelungen ist. Diese Abtrennung erfolgt in dem sogenannten kritischen 
PH-Intervall, in dem das Enzym seine Inaktivierung durchlauft. Die dialysierte 
Losung, welche die EiweiBkomponente enthalt, erfahrt durch Zusatz des ab
gespaltenen Agons eine Aktivierung. Ferner konnte durch Austausch der heiden 
Eru;ymkomponenten festgestellt werden, daB Nierenphosphata.se (alkalische Phos
phatase) und Oberhefenphosphatase (saure Phosphatase) das gleiche Agon besitzen. 
Die verschiedenen PH-Optima sind dann eine Folge verschiedener Pheronta.l3 

I A. SCHAFFNER, E. BAUER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Qham.231 (1935), 6~. 
a H. TAKATA: J. Biochemistry 14 (1931/32),61,439; 18 (1932), 83; 18 (1933), 63. 
8 R. IWAT8UBU, K. NANJO: Biochem. Z.801 (1939), Iii. 
, E. KEESER: Naunyn-Schmiedebergs Arch. expo Pathol. Pha.rma.kol. 187 (1932), 

267. 
6 E. KEE8ER: Naunyn-Schmiedebergs Arch. expo Pathol. Pharmakol. 171 (1933), 

3ll. 
e E. u. E. STEDMAN, C. S.: J. Biochemistry 28 (1932), 1214. 
7 B. HERB: Dissertation, MUnster, 1934; Ber. ges. PhysioI. expo Pharmakol. 81 

(1935), 645. 
8 H. u. E. ALBERS: Hoppe-Seyler'S Z. physiol. Chem.286 (1935); 47. 
9 M. MABTLAND, R. ROBISON: Biochemic. J.21 (19"27), 665. 
10 H. D. KAY: Biochemic. J.22 (1928), 855. 
llJ. COURTOIS: C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 207 (1938), 683 
12 Proc. Imp. Acad. (Tokyo) 8, Februarheft (1930), 67. 
13 H.ALBERS, E.BEYER, A.Bo:Q:NENKAMP, G. MULLER: Ber. dtsch. chem. Ges. 71 

(1938), 1913. 

Hdb. d. KataIyae, III. III 
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DaB der starke Aktivator der Phosphatase, das Magnesium, nicht das Agon 
des Enzyxns darstellt, wie des ofteren angenommen wurde, konnte von D. 
ALBnstbewiesen werden. Das Magnesium vermag namlich nur das Holoferment 
und nicht das Pheron zu aktivieren. 

Phosphodiesterasen. 

1m Schlangengiftkommt nach S. UZAWA! eine spezifische Diphosphatase 
wirkungsrein vor, die aus Diphenylphosphat nur ein Phenol und kein anorgani
sches Phosphat abspaltet. Das PH-Optimum dieser Phosphatase liegt hei PH 8,6. 
Die japanische Schule nimmt an, daB an fast allen anderen Fundorten die 
Monophosphatase von einer Diphosphatase begleitet ist, aher diese Anschauung 
ist noch nicht gesichert. R. HOTrA3'beobachtete, daB auch einige Diester durch 
Monophosphatase spaltbar sind, besonders dann, wenn die heiden Alkoholradikale 
von verschiedenem Typ sind. Nur Diphosphatase soIl dagegen solche Ester 
angreifen, die mit Alkoholen vom gleichen Typ verestert sind. 

E. WALDSCHMIDT-LEITZ und F. KOHLER,4 ferner W. KLEIN und A. R088I5 

konnten die von S. UZAWA Tertretene Anschauung der Existenz einer Di. 
phosphatase neben einer Monophosphatase nicht bestatigen. Dagegen gelang 
es in neuerer Zeit J. ROCHE und M. LATREILLE,s eine einheitliche Phospho
monoesterase darzustellen, die frei von Phosphodiesterase war. Dieser Befund 
spricht indirektauch fiir die Existenz der Phosphodiesterase. 

Pyrophosphatase. 
Die Sonderexistenz der Pyrophosphatase, die zuerst von japanischen 

Autoren7,8 bewiesen wurde, fand spater durch E.BAUER9 und E. BAMA:NN und 
H. GALLIO emeute Bestatigung. 

In tierischen Organen kommen drei isodyname Pyrophosphatasen vor mit 
den PH-Optima um 4, 6 und 8. Ferner wurden Pyrophosphatasen gefunden in 
keimender Gerste, siiBen Mandeln,ll Hefen12 und in Bakterien.13 

Die Bestimmung der Pyrophosphataseaktivitiit erfolgt nach denselben 
Methoden wie die der Phosphomonoesterasen. 

Darstellung. 
Tierische Organe werden durch Behandlung mit Aceton und Ather getrocknet 

und l/z Stunde mit der 20fachen Menge n/4o-Ammoniak oder n/4o-Essigsaure 
extrahiert. Anschlie.Bendwird der Extrakt dialysiert. Die unterschiedliche 
StabilitiLt der drei lsodynamen in den verschiedenen pa-Bereichen haben BAMANN 
und GALL benutzt, um die Pyrophosphatasen voneinander zu trennen. Ehenfalls 
gelang ihnen durch selektive Inaktivierung die Trennung der Pyrophosphatase von 
den Phosphomonoesterasen. Die saure und alkalische Phosphatase und die alkalische 

1 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.261 (1939), 43. 
Z J. Biochemistry 16 (1932), 19. 
B J. Biochemistry 20 (1934), 343. 
, Biochem. Z.268 (1933), 360. 
6 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.281 (1935), 104. 
6 Enzymologia (Den Haag) 3 (1937), 75. 
7 K. KURATA: J. Biochemistry 14 (1931), 25. 
8 H. TAKAHASHI: J. Biochemistry 16 (1932), 447. 
• Naturwiss. 23 (1935), 866. 
10 Biochem. Z. 293 (1937), 1. 
11 P. FLEURY, J. COURTOIS: Enzymologia (Den Haag) 1 (1936/37), 377. 
liE. BAUER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 239 (1936), 195. 
11 L. B. PETT, A. M. WYNNE: Biochemic. J.27 (1933), 1660. 



Esterasen. 179 

Pyrophosphatase werden nimlich im Gegensatz zur sauren Pyrophosphatase 
durch eine aufeinanderfolgende aIkaJische und saure Behandlung zerstOrt. 
Durch die Darstellung pyrophosphatasefreier Phosphomonoesterase und phospho~ 
monoestera.sefreier Pyrophosphatase ist die Existenz einer besonderen Pyro
phosphatase einwandfrei bewiesen worden. 

Eigenschaften. 
In ammoniakalischen AuszUgen linden sioh Pyrophosphatasen vom PH

Optimum 5,5--6,0 und 7,6--8,3. Die vom 'PH 4 wird durch Ammoniak zersoort. 
In die essigsauren Ausziige geht nur die von PH 5,5--6,0. Die Pyrophosphatase 
von PH 3,9-4,2 bleibt dagegen bei dieser Extraktion als Desmoenzym im Riick
stand. Die alkalische Pyrophosphatase ist in den essigsauren AuszUgen zeistort. 
Besonders die Lyoform erweist sich als sehr empfindlich gegen PH-Verschiebungen. 
Unterhalb'PH 3,5 werden alle Pyrophosphatasen rasch und irreversibel inaktiviert. 

Auch in der Aktivierbarkeit durch Magnesium unterscheiden sich die lso
dynamen. Die alkalische Pyrophosphatase verhiiJt sich wie die alkalische Mono
phosphatase; die saure Pyrophosphatase wird im Gegensatz zu sauren Mono
phosphatasen durch Magnesium aktiviert. Die Desmopyrophosphatase erfiihrt 
kaum eine Beeinflussung. Die Lyofraktionen sind wie bei den Monophosphatasen 
starker aktivierbar als die Desmoformen. Durch Vitamin C und Kupfersalze 
wird die Pyrophosphatase weniger gehemmt als die Phosphomonoesterase. 
Dies ist aber wohl weniger eine Eigenschaft der Pyrophosphata.sen als eine 
Stabilisierung des Vitamins C durch das Pyrophosphat.l 

Durch Hertzsche Wellen von A = 1,25 m wird die Pyrophosphatase aus 
Aspergillus oryzae in ihrer Wirkung auf Diphenylpyrophosphorsaure gefordert.z 

Adenylpyrophosphatase. 
Die Adenylpyrophosphatase spaltet aus dem Adenylpyrophosphat, einem 

3fach phosphorylierten Adenosin, nur die zwei im Pyrophosphatrest verkniipften 
Phosphorsauremolekiile abo Der dritte schwer hydrolysierbare Rest wird von 
ihr nicht angegriffen. Daher ist der von H. K. BARRENSClIEEN und S. LANG3 

vorgeschlagene Name AdenQsintriphosphatase irrefiihrend. Nach E. JAOOBSEN' 
wird die Adenylpyrophosphorsaure, wenn auch langsam, von der gewohnlichen 
Pyrophosphatase aufgespalten, wobei die Spaltung wegen der Anwesenheit 
von Monophosphatase vor dem dritten Phosphorsii.urerest nicht halt macht, 
Auch T. SATOJIi findet eine Spaltung von Adenylpyrophosphorsaure durch eine 
Kombinationvon Mono- und Pyrophosphatase, wii.hrend die getrennten Enzyme 
wirkungslos sein sollen. 1m Gegensatz dazu ist die Spezifitat der Adenylpyro
phosphatase streng. Sie spaltet keine anderen Pyrophosphate. 

Die Adenylpyrophosphatase findet sich hauptsii.chlich in der Leber, weniger 
im Muske!. 

Der Umfang der Spaltung wurde durch Bestimmung der gebiIdeten Ortho
phosphorsaure ermittelt. 

Darstellun,g. 
Da die Adenylpyrophosphata.se bei schwach saurer Reaktion und in Gegen

wart von Ammoniumchlorid weniger thermolabil ist ala die anderen Phosphatasen, 
mOt sie sich von ihnen durch selektive Inaktivierung trennen. Der zellfreie 

1 K. VENKATA. GIRl: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.2M (1938), 126. 
a A. DE PEREIRA FORJA.z: Congo Chim. indo Bruxelles 16 n (1935), 688. 
a BiQChem. Z. 268 (1932), 395. 
, Biochem. Z. 268 (1933), 302. 
I J. Biochemistry 21 (1935), 19. 
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Leberc..(~rakt wird mit einem Drittel seines Volumens an lO%iger Ammonium
chloridlosung versetzt und 6-7 Minuten bis 55° erwiinnt. Dabei tritt eine Aus
fii.llung von EiweiB mit der Adenylpyrophosphatase ein. Der Niederschlag 
wird abzentrifugiert, mit verdiinntem Ammoniumchlorid gewaschen, in Wasser 
aufgenommen und dialysiert, wobei das Enzym in LOsung geht. Das Praparat 
hat auf Glycerophosphat und Pyrophosphat keine Wirkung.1 

Eigenschaften. 
Das PH-Optimum andert sich mit der Darstellungsart. So zeigt die nach 

E. JACOBSEN· dargestellte Adenylpyrophosphatase aus Leber zwei ausgesprochene 
PH-Optima bei 8,2 und 9. Die oben beschriebene Adenylpyrophosphatase hat 
ihr Optimum bei 7,2. 

Die optimale Temperatur betragt beim optimalen PH 35°. 
Fiir die kfangszeiten der Spaltung besteht zwischen Fermentmenge und 

abgespaltenem Phosphat direkte Proportionalitat. 
Magnesiumchlorid und Magnesiumnitrat hemmen deutlich. Merkwiirdiger

weise hat Magnesiumsulfat aktivierenden Ein£lult DaB diese Aktivierung 
nicht dem Magnesium, sondem dem Sulfation zukommt, wurde dadurch bewiesen, 
daB die Sulfate des Natriums, Kaliums undAmmoniums ebenfalls aktivieren. In hO
heren Konzentrationen wirken aIle Sulfate hemmend. Calcium- und Borylliumionen 
hemmen stark.3 

Nuc)eophosphatase. 
Die Nucleophosphatase spaltet die Nucleotide in Nucleoside und Phosphor

saure. Die Existenz einer spezifischen Nucleophosphatase wird noch stark 
angezweifelt. Da die alkalischen und die sauren Phosphatasbn die Nucleotide 
ebenso wie andere Phosphorsaureester zu spalten vermogen, ist es nach H. 
BREDERECK6 nicht notig, eine besondere Nucleophosphatase anzunehmen. 
Umgekehrt ist nach W. KLEIN° die Nucleophosphatase befiihigt,. auch Glycero
phosphat anzugreifen. Fiir die Identitii.t der Nucleophosphatase mit den anderen 
Phosphatasen sprechen femer gleiches Vorkommen, ahnliche Hemmungs- und 
Aktivierungserscheinungen und gleiche PH-Abhangigkeit. Neuerdings ist es 
aber J. REIS6 gelungen, die Nucleophosphatase £rei von den gewohnlichen Phos
phatasen herzustellen, womit die Existenz einer besonderen Nucleophosphatase 
bewiesen ist. Diese Nucleophosphatase ist streng spezifisch auf solche Nucleotide 
eingestellt, die die Phosphorsaure am fiinften C-Atom der Ribose tragen. BRE
DERECK schlieBt, daB fiir die Nucleotide mit dem Phosphorsauremolekiil am 
dritten C-Atom wohl keine spezifische Nucleophosphatase anzunehmen ist. 

Am reichlichsten findet sich die Nucleotidspaltung in der Diinndarmschleim
haut des Kalbes,5 femer in der Lunge, im Nervengewebe6 und in der Leber.7 
Dann ist sie in Blattem, Wurzeln, Samen und Fruchten gefunden worden.' 

Die Fermentleistung wird an der Zunahme des anorganischen Phosphats 
gemessen. 

Darstellung und Reinigung. 
Merkwiirdig ist, daB die Verfahren zur Gewinnung von nucleotidspaltenden 

Losungen sich von denen zur Gewinnung von glycerophosphatspaltenden etwas 
unterscheiden. 

1 E. JACOBSEN: Biochem. Z.263 (1933), 302. 
B E. JACOBSEN: Biochem. Z.242 (1931), 292. 
8 H. K. BARRENSCHEEN, S. LANG: Biochem. Z.253 (1932), 395. 
, Ergebn. Enzymforsch. 7 (1938), 105. 
6 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 207 (1932), 125. 
6 Enzymologia (Den Haag) 2 (1937/38), 1l0. 
7 W. DEUTSCH: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 171 (1927), 264. 
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Die feinzermahlenen Organe werden mit der doppelten Menge 0,15% Ammo
niak enthaltenden 87%igen Glycerins 4-5 Stunden bei 40° extrahiert und 
dann filtriert. Das Glycerin wirkt bier iiJmlich wie bei der Pankreaslipase stabili
sierend. Zur Reinigung wird der Glycerinextrakt mit Essigsii.ure angesauert, 
wodurch bei PH = 4,7 eine EiweiBfraktion ausfii.llt, die fast das ganze Enzym 
enthalt. Die Fallung wird mit verdiinnter Natronlauge bis zu PH = 8,7 aufgenom
men. Der Reinheitsgrad steigt durch diese Reinigung auf das dreifache. 

J. REIS stellte seine spezifische Nucleophosphatase aus Nervengeweben her. 
Das mit Aceton und Ather gewonnene weiBe Pulver wird in Wasser suspendiert. 
Hieraus wird fast die ganze Nucleophosphatase durch n/50 Magnesiumchlorid nie
dergeschlagtln. Die alkalische Phosphatase bleibt dagegen in Losung. 

Eigenschaften. 
Die Angaben iiber die PH-Abhangigkeit sind wechselnd. W. DEUTSCH1 findet 

ein Maximum der Wirksamkeit bei PH = 8,7, P. A. LEVENE und R. T. DILLON2 

und W; KLEIN3 bei PH = 9,0-9,2. Die Nuc1eophosphatase ist auch im sauren 
Milieu wirksam. 1m sauren Bereich erfahrt sie ebenso wie die sauren Phosphatasen 
durch Magnesium keine Aktivierung. 

Zwischen Fermentmenge und Umsatz besteht in der ersten Stunde der 
Reaktionszeit annahernd lineare Abhangigkeit. Bei Ausdehnung auf 2 Stunden 
Versuchszeit andern sich die Verhaltnisse so, daB die Beziehung zwischen Ferment
menge und Umsatz sich durch die SCHuTzsche Regel ausdriicken laBt. 

Magnesium aktiviert. Die optimale Aktivierung liegt bei einer Konzen
tration von etwa 2,5'10-2 Mol/I. Die Rolle des Magnesiums beschrankt sich 
auch hier nicht nur auf Beseitigung der Phosphorsaure. Es ist also wie bei den 
anderen Phosphatasen ein spezifischerAktivator. Eine ahnliche Wirkung hat 
Calcium. Glycerin, Athylalkohol, Arsenate, Borate und Phosphate hemmen. 
Die Hemmung durch Arsenat ist wesentlich starker als die durch Phosphat.3 

Bemerkenswert ist, daB die Spaltung von Glycerophosphat und von Hexose
diphosphat durch Arsenat weniger gehemmt wird als die von Nucleotiden. 

Metaphosphatase. 
Die Metaphosphatase kommt besonders reichlich in Aspergillus oryzae, 

weniger in tierischen Organen (Leber und Niere) und in Hefe vor. 
Die V'berfiihrung der Meta- in die Orthophosphorsaure kann kolorimetrisch 

verfolgt werden, da reines Metaphosphat keine Molybdanblaureaktion gibt. 
Die Umwandlung der Meta- in die Orthoform erfolgt nicht iiber das Pyro

phosphat.' 
Triphosphatase. 

Die Triphosphatase wurde von C. NEUBERG und H. A. FISCHER5 in Asper
gillus oryzae, Hefe und tierischen Organen gefunden. Nur im sauren Gebiet 
ist dieses Enzym wirksam. 

Phytase. 
Vorkommen. 

Die Phytase findet sich hauptsaclJ.lich in Malz und Aspergillus niger, ferner 
in Niere, Muskel, Leber und Knochen. 

1 Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem. 171 (1927), 264. 
S J. bioI. Chemistry 88 (1930), 753. 
3 W. KLEIN: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem.218 (1933), 164. 
, T. KlTASATO: Biochem. Z. 197 (1928), 257; 201 (1928), 206. 
6 Enzymologia (Den Haag) 2 (1937/38), 241, 360. 
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Bestimmungsmethoden. 

Die Aktivitit der Phytase kann .gra.vimetrisch oderelektrometrisch gemessen 
werden.1 Bei der gewichtsana.lytischen Methode wird das aus dem Phytin ab
gespaltene anorganische Phosphat mit Molybdatrea.gens gefiillt und gewogen. 
Na.ch der zweiten Methode dient dieZunahme der Leitf8.higkeit, die eine Fo1ge 
der Abspaltung des anorganischen Phosphats ist, ala MaB der Wirksamkeit. 

Darstellung. 

Zur Darstellung der Phytase aus Griinmalz wird das Material fein zermah1en 
und 6Stunden mit Wasser extrahiert .. Nach dem Zentrifugieren wird da.s Enzym 
mit Ammonsulfa.t ausgef8J1t und abzentrifugiert. Da.s Enzym ist jetzt nicht 
m,ehr in Wasser l(imch. Man entfemt das anhaftende Ammonsulfat, indem 
man den Niederschla.g mit wenig Wasser anriihrt und 5 Stunden dia.lysiert. 
Der enzymha.ltige Niederschla.g wird abzentrifugiert und iiber Schwefelsii.ure 
getrocknet.1I 

Eigenschaften. 

Das PH-Optimum schwankt je nach Herkunft zwischen 5,6 und 3,1. Bei 
einer Temperatur von 48° ist die Wirksamkeit.am groBten. Die Phytasewirkung 
folgt dem einfachen Reaktionsgesetz von SCHUTZ.8 Von den Spaltprodukten 
Phosphorsii.ure und Inosit hemmt nul- das erstere. 

2. Sulfatasen. 
Einteilun.g und Spezifitiit. 

Sulfa.ta.sen spalten die Ester der Schwefelsii.ure.' Nach ihrer Substratspezifita.t 
sind vier Gruppen von Sulfatasen zu unterscheiden, na.m1ich die Pheno-, die 
Gluko-, die Chondro- und die Myrosulfatase. 

Die PhenoZsuljatase spaltet die schwefelsauren Ester der einfachen Phenole 
und Naphthole, der Dioxybenzole, der substituierten Phenole, wie.Nitrophenole, 
Phenolaldehyde und Phenolcarbonsiiuren, ebenso heterocyclische Schwefelsiiure~ 
ester, z. B. von o-Oxychinolin und Indoxyl. Carvacrol- und vanillinschwefel
sames KaJium sind ebenfa.lls spaltbar. Nieht gespalten werden die sehwefel
sauren Ester des AthyIa.lkohols, des AmyIa.lkohols, des m-Methyleyclohexanols, 
des dl-Bomeols und der Mandelsii.ure.6 Aliphatische und hydroaromatisehe 
Schwefelsii.ureester sind also nieht zerlegbar, femer solche Verbindungen, bei 
denen die Sehwefelsii.ure, wie bei dem Mandelsii.uresulfat in einer Seitenkette steht. 
Die cyclisehe Struktur allein ist demnach fiir die Spaltbarkeit nicht entseheidend. 
Die Spezifitit dieser Sulfatase erstreekt sieb also nur auf phenolische Sehwefel
sa.ureester. 

OSOaH o 
Aromatlsche SchwefelslLureeater. 

1 H. LUERS in C. OPPENHEIMER, L. PINCUSSEN: Methodik der Fermente, S. 756. 
1929. 

I L. ADLER: Biochem. Z. 76 (1916), 319. 
a H. LUERS, K. SILBEREISEN: Wschr. Brauerei 44, 263. 
, CL. FRoMAGEOT: Ergebn. Enzymforsch.7 (1938), 50. 
6. C. NEUBERG. J. WAGNER: Bioehem. Z. 174 (1926), 457; 161 (1925), 492. 
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Die GZukosultatase hydrolysiert nur die Schwefelsii.ureester von einfa.chen 
Zuckern,l,2 wahrend die Chondroitinschwefelsaure, die ebenfalls Schwefel
saurereste in den Glukoseestern eines komplizierten Molekuls enthalt, von 
Glukosulfatase nicht angegriffen wird. 

C6H 120 50S02K 
Glukosescbwefel8aure Ester. 

Die Chondroitinschwefelsaure der Knorpel und die Mucoitinschwtlfelsaure 
des Schleims werden von einem besonderen Enzym, der Clwndrosul/atase, an
gegriffen.3,4 Den Beweis fur die Nichtidentitat der Gluko- und· der Chondro· 
sulfatase erbrachte T. SODA.2 Er stellte glukosulfatasereiche Praparate her, 
die fast keine Chondrosulfatase enthielten. Die Praparate von B. TANK6,1 
welche beide Ester hydrolysieren, enthalten wohl beide Enzyme nebeneinander. 

CH,OSO,OH 
I 

CH,OSO.OR 
I 

HOCH HOCH 
I 

HC----
I 

HCOH 
I 0 

:rNHCOCH3 -' 

I 

I 
HC----I 

I 
HCOH 

I 0 
HCNHCOCH. 

I 
HC----' 

I 
I~~HI ~ 

I I I I Ifn I 
HC-C-C-C- C-COOH HC-C-C-C-C-COOH 

I 
I I I H 

H OHH 

-------------------o~~--

I I I I I 
\ H OHH H 

Cbondroltlnscbwefelsliure. 

Die M yrosulfatase wirkt nur auf Schwefe1sii.ureester der Senfolglukoside, 
z. B. auf Sinigrin, das esterschwefelsaure Kaliumsalz des AllylsenfOlglukosids 
(auch myronsaures Kalium genannt). Das Ferment spaltet aus den komplexen 
Thioglukosiden die am Sauerstoff der SenfoIgruppe haftende Schwefe~ure 
abo An der Aufspaltung dieses Substrata ist noch ein Enzym beteiligt.5 Der 
Glukosidrest wird namlich von einer Myrothioglukosidase abgespalten. Die 
Myrosulfatase wirkt nur auf den Schwefelsii.Ureester, wobei das Merosinigrin 
entsteht, das dann durch die Thioglukosidase in Thioglukose und SenfoI zerlegt 
wird. 

C.HllOa-S-C-N· CaHa 
I 
o· SO.OK 

Sin1grln. 

1 B. TANK6: Biochem. Z.24'i (1932), 486. 
2 T. SODA: J. Fac. Sci., Imp. Univ. Tokyo, Sect. 18 (1936), 
a C. NEUBERG, W. CAHILL: Biochem. Z.2'i5 (1935), 328. 
, C. NEUBERG, E. HOFMANN: Biochem. Z. 284 (1931), 345. 
6 C. NEUBERG, E. HOFMANN: Naturwiss.19 (1931), 484. 

149. 
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Stereochemische Spezifitat. 
Fiir den racemischen Schwefelsaureester des m-Methylcyclohexyl-p-phenols 

.fand F. WE1NMANN,1 daB beide Komponenten mit fast gleicher Geschwindigkeit 
gespalten, werden; eine stereochemische Spezifitat schien also nicht vorhanden. 
Sie konnte aber fiir andere Substrate von Cr.. FROMAGEOT2 bewiesen werden. 
Der aus dem racemischen Schwefelsaureester des p-sek.-Butylphenols abge
spaltene Alkohol war stets optisch aktiv und zwar rechtsdrehend. Dabei wirken 
die Phenosulfatasen aus Aspergillus oryzae und aus Schweineleber voIIig gleich
artig. 

Phenosulfatase. 
Vorkommen. 

Die Phenosulfatase wurde von C. NEUBERG und K. KURONOs in Aspergillus 
oryzae gefunden. Fast aIle tierischen Organe enthalten die Phenosulfatase. 
Em kriLftiges Spaltungsvermogen hat Gehim, dann folgen Niere, Leb~r, Duo
denum, Milz, Nebenniere, Lunge, Muskel, Diinndarm und Pankreas:4 

Bestimm ungsmethoden. 

Zur quantitativen Erfassung der WirksaInkeit dient die gravimetrische Be
stimmung der nicht abgespaltenen Schwefelsaure in Form von Bariumsulfat.5 Zur 
Vermeidung einer unspezifischen HydrolysJ durch die entstehendeSchwefel
saure gibt man zu den Ansatzen einen "OberschuB von Calciumcarbonat. Dieses 
Neutralisationsmittel ist durch Puffer nicht ersetzbar. Ein groBerer Zusatz von 
Toluol wirkt auf die Hydrolyse beschleunigend, da Toluol fiir das abgespaltene 
Phenol ein gutes Solvens ist.S Infolge der Gegenwart von Calciumcarbonat 
als Bodenkorper bestimmt man nicht die abgespaltene Schwefelsaure, sondem 
nach AusfaUung der anorganischen die noch in organischer Verkniipfung ver
bliebene Schwefelsaure. Dies hat den Vorteil, daB schon mit dem ersten Barium-
8ulfatniederschlag andere Substanzen, wie Phosphat und EiweiBkorper, mit
fallen, so daB die Wagung des zweiten Bariumsulfatniederschlages genauer wird.3 

Unmittelbar naeh Fertigstellung des Ansatzes (bestehend aus 1,5 g phenolester
schwefelsaurem Kalium, 150 ems Wasser, 2,0 g Takasulfatase, 6,0 g Calciumearbonat 
und 1,5 em3 Toluol) werden 10 em3 entnommen, diese mit 10 em3 alkaliseher Barium
chloridlosung versetzt, auf 50em3 mit Wasser aufgefiillt und nach 24stiindigem 
Stehen filtriert. Vom Filtrat werden 35 em3 mit Salzsaure zum Sieden erhitzt. Das 
dabei entstehende Bariumsulfat wird dureh Wagung ermittelt. Die Differenz zwi
schen diesem Anfangswert und dem jeweils ermittelten Gehalt an organisch gebun
dener Sehwefelsaure ist gleieh der dureh enzymatisehe Hydrolyse frei gewordenen 
Menge anorganiseher Sehwefelsaure. 

Darstellung. 

Zur Herstellung von Phenosulfatase maceriert man das Enzymmaterial 
6-8 Stunden unter Zugabe von 1 % Toluol mit dem doppelten Volumen Wasser 
qnd filtriert. Die Extrakte aus mit Acton und Ather gewonnenen Trocken-

1 Bioehem. Z.201) (1929), 214. 
2 Bioehem~ Z. 208 (1929), 482. 
8 Bioehem. Z. 140 (1923), 295. 
, L. ROSENFELD: Bioehem. Z. 157 (1925), 434. 
5 C. NEUBERG, J. WAGNER in C. OPPENHEIMER, L. PINCUSSEN: Methodik der 

Fermente, S. 760. 1929. 
6 C. NEUBERG, J. WAGNER: Bioehem. Z.161 (1925), 492. 
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praparaten1 und die Macerationssafte enthalten fast die ganze Wirksamkeit 
der frischen Organe. Hieraus ist zu schlieBen, daB diese Sulfatase kein Desmo
enzym ist. 

Eigenschaften. 
Das Optimum fur die Phenosulfatase aus Taka liegt bei PH 9.2 CL. HOMMER

BERG3 fand fUr die tierische Sulfatase ein PH-Optimum in der Nahe des Neutral
punktes. 

. Phosphate, Magnesiumsalze undPhenol hemmen. Daher ist Magnesium
carbonat als Neutralisationsmittel ungeeignet.' 

Glukosulfatase. 
Vorkommen. 

Die von T. SODA und CR. HATTORI5 entdeckte Glukosulfatase ist besonders 
weitverbreitet in Mollusken. Sie wird stets von der Phenosulfatase begleitet. 

Bestimmungsmethoden. 
Zur Bestimmung eignet sich die bei der Phenosulfatase angegebene Methode. 

Ferner ist es moglich, die Wirksamkeit durch die bei der Vergarung der Glukose 
durch Hf'fe gebildete Kohlensaure zu bestimmen. da der Schwefelsaureester 
selbst nicht vergoren wird. 

Darstellung. 
Die . mit Aceton getrockneten inneren Organe von V iviparis J aponicum 

und Oharonia lampas werden mehrere Tage mit Chloroformwasser bei 35° autoly
siert und dann zentrifugiert. Durch Aluminiumhydroxyd kann ein groBer Teil 
der Verunreinigungen wegadsorbiert werden. Eine weitere Reinigung gelingt 
durch Adsorption an Kaolin. 

Durch selektive Adsorption der Phenosulfatase an Stearinsaure laSt sich 
die Glukosulfatase von diesem Enzym trennen.8 

Eigenschaften. 
Das Optimum der ungereinigten GIUkosulfatase liegt bei PH = 7, durch 

Reinigung verschiebt es sich nach PH=5. Beim optjmalen PHist die Bestandigkeit 
am groBten. Das Temperaturoptimum ist *0°. Durch 20--30 Minuten langes 
Erhitzen bei 80° oder 5-10 Minuten langes Erhit~en auf 100° wird das Enzym 
vollstandig zerstort. 

Durch Glukose, Galaktose, Magnesiumsalze wird das Ferment schwach, 
durch Fluorid, Borat, Phosphat und Sulfat stark gehemmt.8 Es genugt eine 
Konzentration von 0,5 m Borat oder Phosphat, um die Enzymwirkung total 
aufzuheben. Die hemmende Wirkung der den Zuckern entsprechenden Alkohole 
ist schwacher ala die der Zucker. Unter den Hexosen hemmt Glukose am starksten, 
Maltose und Cellobiose hemmen noch starker als Glukose. Methyl- und Athyl
alkohol und Phenol sind wirkungslos. Monoacetonglukose aktiviert. 

1 C. NEUBERG, E. SIMON: Ergebn. PhysioI. 84 (1932), 896. 
2 SR. FUJITA, Y. HOSODA: Arb. III. Abt. anat. Inst. Kyoto C. H. 4 (1933). 130; 

Ber. gas. Physiol. expo Pharmakol. 77 (1934). 323. 
8 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 200 (1931), 69. 
, C. NEUBERG, K. LINHARDT: Biochem. Z.142 (1923), 191. 
, Proc. Imp. Acad. (Tokyo) 7 (1931), 269; Bull. chern. Soc. Japan 6. (1931), 258. 
8 T. SODA, F. EGAHI: Bull. chern. Soc. Japan 8 (1933), 148; J. chern. Soc. 

Japan 00 (1934). 256. 
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Chondrosulfatase. 
Das Vorkommen dieser Sulfatase ist auf Bakterien beschrii.nkt. Reichlich 

wurde sie in Erregern aus der Familie des Bakterium fluorescens non liquefaciens 
gefunden, ferner in B. pyocyaneus und B. proteus.1 . 

Die fiir die Praparate verwandten Bakterien werden bei 30° in Petrischalen 
auf Fleischextrakt-Pepton-Agar geziichtet. Zur Darstellung des Enzyms werden 
die Bakterien nach 2 Tagen mit keimfreiem Leitungswasser abgeschwemmt, 
zentrifugiert und auf der Zentrifuge gewaschen. Die Bakterienmasse wird· mit 
Alkohol-Ather (3: 1) verriihrt und ill das gleiche Gemisch eingegossdn. Nach 
5 Minuten wird abgesaugt und mit Ather nachgewaschen. Das erhaltene Trocken
pulver hat eine grauweiBe Farbe.2 Zu den Spaltungsversuchen wurde eine 
Suspension dieses Trockenpulvers verwendet. 

Die Wirksamkeit lii.Jlt sich nur aus der frei gewordenen Schwefelsaure. be
stimmen. Do. namlich die Chondroitinschwefelsaure von dem Neutralisations
mittel des Ansatzes zum Teil niedergeschlagen wird, ist die indirekte Bestimmung 
ungeeignet. 0,8 g chondroitinschwefelsaures Natrium in 50 cms Wasser wurden 
z. B. durch 0,5 g Enzymtrockenpulver in Gegenwart von Toluol bei 37° und 
beim PH-Optimum von 7 in 4 Tagen zu 19% gespalten. 

Myrosulfatase. 
Vorkommen. 

Die Myrosulfatase oder Myrosinase findet sich vornehmlich in den Cruziferen 
und deren nachsten Verwandten, besonders in SiMpis alba, dem weiJ3en Senf. 
Ferner kommt sie in tierischen Organen, besonders in der Leber vor.S Do. die 
Chondr08ulfatasepraparate auch myronsaures Kalium spalten, kann man 
schlieBen, daB die Myrosulfatase sich auch in Mikroben vorfindet.1 

Bestimmung. 
Die Bestimmung der Myr08ulfatase erfolgt wie bei der Phenosulfatase. 

Ala Substrat dient Sinigrin. 
Darstellung. 

Die Bamen des weiBen Senfs werden fein zermahlen, mit Wasser 1 Stunde 
extrahiert nnd dann zentrifugiert. Nach Waschen mj.t 70o/oigem Alkohol laBt 
man den Riickstand 12 Stunden in Wasser einweichen und filtriert darnach. 
Die Myrosinaselosung enthii.lt Sinalbin, das ist das atherschwefelsaure Salz. des 
p-Oxybenzylsenfolglukosids und der Base Sinapin. Durch die allmahliche 
Spaltung des Sinalbins enthii.lt die EnzymlOsung wechselnde Mengen von Ester 
und freier Schwefelsaure. Do. diese eine spatere Enzymbestimmung stOren wiirde, 
laBt man die LOsung unter Zugabe von Toluol 3-4 Tage im Eisschrank stehen. 
In dieser Zeit ist alles Estersulfat hydrolysiert.' 

Durch Fallung mit Mercuriacetat ist eine weitgehende Abtrennung der Thio
glukosidase, die die Myrosulfatase begleitet, gelungen. Zu diesem Zweck wird 
obige Enzymlosung mit Mercuriacetat bis zu einem Gehalt von Q,05% versetzt, 
abzentrifugiert und die RestlOsung mit 0,01 % Mercuriacetatlosung gefii.llt. 
Aus dem zweiten Niederschlag erhii.lt man durch Elution mit sekundii.rem 
Natriumph08phat und Ammoniak eine von Thioglukosidase freie Myrosulfatase. 

1 C. NEUBERG, W. CAHILL: Atti R. Accad. na.z. Lincei, Rend. (6), 22 (1935), 149. 
I C. NEUBERG, E. HOFMANN: Naturwias. 19 (1931), 484. 
S C. NEUBERG, J. WAGNER: Z. ges. expo Med.66 (1927), 334. 
, C. NEUBERG, J. WAGNER: Biochem. Z.174 (1926), 457. 
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Die Abtrennung ist jedoch mit einer erhebIichen Schidigung der Myrosulfatase 
verbunden.1 

Eigenschaften. 
Die Myrosulfatase hat einen breiten optimalen PH-Bereich von 5,4-7,4.1 

Bei PH 3 wird das Ferment bis zu 50% gaschidigt. Bei stark alkaIischer Reaktion 
tritt eine noch stirkere Schidigung ein.1 

Nuclessen. 
Von H. KRAUT und I. WEISCIIEB. 

An der Spaltung der Nucleinsi.i.uren ist eine ganze Reihe von Enzymen be
teiligt, die ganz verschiedenen Gruppen angehoren. 

Die Nucleotide be8tehen aus einer Base (Purin oder Pyrimidin), einem Kohle
hydrat (d-Ribose oder 2-Desoxyribose) und Phosphorsi.i.ure. Die Base ist mit 
dem Kohlehydrat verbunden, das Kohlehydrat wieder mit der Phosphorsi.i.ure. 
In den Nucleinsi.i.uren sind mehrere Nucleotide, z. B. vier oder fiinf miteinander 
verkniipft, wahrscheinlich sind auBerdem viele solcher Tetra- oder Pent&nucleotide 
zu einem Makromolekiil vereinigt. Man nimmt heute an, ohne jedoch einen 
sicheren Beweis zu hahen, daB die Verkniipfung der Nucleotide in den Tetra
und Pent&nucleotiden dadurch erfolgt, daB eine z~~ite Hydroxylgruppe des 
Zuckers mit der Phosphorsi.i.ure des ni.i.chsten Nucleotids verestert ist. Der 
Hefenucleinsi.i.ure schreibt man demnach folgende Struktur zu: 

HO" 
O/P-O~ibose-Guanin, 

HO /0 
O/P-O ;Ribose-Uracil, 

HO /0 
0/P-07Ribose-Cytosin, 

HO /0 
H~/P-O-Ribose-Adenin. 

Den Abbau dieses Molekiils katalysieren, wenn man von den oxydativen 
Abbaureaktionen absieht, folgende Enzyme: 

1. Polynucleotidasen zerlegen die Polynucleotide in einfache Nucleotide. 
2. Nucleotidasen losen die Esterbindung zwischen Zuck~r und Phosphorsi.i.ure. 
3. Nucleosidasen losen die Bindung zwischen Base und Zucker. 
4. Amint18en spa1ten die Aminogruppe aus Nucleotiden und Pyrimidinen abo 

Die ersten drei Gruppen von Enzymen, Polynucleotidasen, Nucleotidasen 
und Nucleosidasen faBte man bisher unter der Bezeichnung Nucleasen in eine 
groJ3e Gruppe zusammen. Da die Nucleotidasen aber typische Phosphatasen 
sind, erscheint as richtiger, sie zu diesen zu rechnen, da man allgemein die Enzym
gruppen Mch gemeinsamen Spezifiti.i.t8merkmalen einteilt. Hinzu kommt, 
daB mindestens die bei saurem PH optimal wirksamen Phosphatasen auch Nu-

l C. NEUBERG, O. V. SCHOENEBECK: Naturwiss.21 (1933), 404; Biochem. Z.280 
(1933), 223. 

B M. SANDBERG, O. M. HOLLY: J. bioI. Chemistry 96 (1932), 443. 
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cleotide spalten konnen. Die Nucleotidasen sind daher auf S. 180 bei den Phos
phatasen besprochen worden. Wenn wir die Polynucleotidasen noch gemeinsam 
mit den Nucleosidasen in der besonderen Gruppe Nucleasen behandeln, so nur 
deshalb, weil die esterartige Verkniipfung derNucleotide in den Polynucleotiden 
nicht sicher erwiesen ist. Die Nucleosidasen kann man zu den Glycosidasen 
rechnen, ihre Substrate unterscheiden sich aber von den Glykosiden dadurch, 
daB sie keine C-O-C-Briicke, sondern eine N-C-Briicke besitzen. Die Aminasen 
werden mit den Saureamidasen zur Gruppe Amidasen zusammengefaBt und auf 
S.271 behandelt. 

1. Polynucleotidasen. 
Die Aufgabe der Polynucleotidasen besteht in der Zerlegung der Poly

. nucleotide in Mononucleotide. 

Po!ynuc!eotld. Mononucleotld. 

Ob die Polynucleotidase eine Phosphodiesterase oder eine Phosphoamidase 
darstellt, ist bis jetzt noch unentschieden, da die Art der Verkniipfung in den 
Polynucleotiden nodi nicht sichergestellt ist. Sind die Mononucleotide unter
einander durch O-P-Bindung verkettet, so ist die Wirkung der Polynucleotidase 
eirie phosphatatische, sind sie durch P-N-Bindung verkniipft, so ist die Ferment
wirkung eine phosphoaniidatische. 

DaB die Polynucleotidase mit der Nucleophosphatase (Nucleotidase) nicht 
identisch ist, konnte W. KLEINl beweisen. Er lieB Darmschleimhaut auf Thymo
nucleinsaure in Gegenwart von Arsenat einwirken. Die Spaltung des· Substrats 
erfolgte dabei nur biszur Nucleotidstufe, da Arsenat die Polynucleotidase nicht 
hemmt, wohl aber die Nucleotidase. Auch P. A. LEVENE und R. T. DILLON2 

nehmen die Existenz einer Polynucleotidase neben der Nucleophosphatase an, 
da erstere von Fluorid starker gehemmt wird ala die letztere. 

Die wichtigsten Polynucleotide sind die Hefe- und die Thymonucleinsaure. 
Ob ffir die 8paltung dieser beiden Polynucleotide besondere Enzyme anzunehmen 
sind, ist noch nicht entschieden. 

Die Polynucleotidase wurde gefunden in Niere, Leber und Darm von Rind 
und Kaninchen,3 ferner in Reiskleie,4 Schimmelpilzen,5 Bakterien, 8iiBmandeln 
und Luzernensamen.8 

Zur Darstellung wird das Ausgangsmaterial zerkleinert und mit der vierfachen 
Menge Glycerin drei Tage bei Zimmertemperatur extrahiert, darnach durch Ver
bandmull filtriert und im Eisschrank aufbewahrt.3 

Wie bei den eigentlichen Phosphatasen, existieren auch hier isodyname 
Polynucleotidasen. So spaltet das Fermentpraparat aus Darmschleimhaut 
die Thymonucleinsaure bei PH = 8,5, das Praparat aus SiiBmandeln und LUlZernen
samen hydrolysiert Thymo- und Hefenucleinsaure bei PH = 4,5-5,0.5 

2. Nucleosidasen. 
Die Nucleosidasen sprengen die Glykosidbindung der Nucleoside zwischen 

Base (Purin bzw. Pyrimidin) und Kohlehydrat. Sie werden als Glykosidasen 

1 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.218 (1933), 164. 
2 J. bioI. Chemistry 96 (1932), 461. 
a K. MAKINO: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.232 (1935), 196. 
• C. A. CONTARDI, C. RAVAZZONI: Arch. itaI. BioI. 92 (1935), 64. 
6 H. OTANI: Act. Schol. Med. Kyoto 17 (1935), 323. 
8 H. BREDERECK: Ergebn. Enzymforsch. 7 (1938), 105. 
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bezeichnet. Nucleotide und Polynucleotide werden durch diese Fermente nicht 
angegriffen. Es ist zu unterscheiden zwischen Purinnucleosidasen, die bevorzugt 
.Purinnucleoside und zwischen Pyrimidinnucleosidasen, die bevorzugt Pyrimidin
nucleoside spalten. 

Beispiel fiir die Spaltung eines Purinnucleosids: 

N=C'NHg --0- N=C·NH2 

I I I OHOHI I I 
HC C-N--C-C-C-C-CHsOH + HIO ....... HC C-N-H + 

II II ;CH H H H H II II ;CH 
N-C-N N-C-N 

Adenosin. Ad~nin. 

lO~oHI 
+ HOC-C-C-C-CHIOH 

HHHH 
Ribose. 

Beispiel fUr die Spaltung eines Pyrimidinnucleosids: 

N=C'NHg -0- N=C'NHg I~~OHI I I I OHOHi I I H22 OC CH -C-C-C-C-CHsOH OC CH + HOC-C- C-C-CHsOH 
I H H H H I II I II H HH H 

N-CH HN-CH 
! I 

Cytidin. Cytosin. Ribose. 

Die Purinnucleosidase hydrolysiert Ribo- und Desoxyribonucleoside mit 
fast gleicher Geschwindigkeit. Fiir die Spaltung der Pyrimidinnucleoside existiert 
dagegen ein besonderes Enzym, die Pyrimidinnucleosidase. 1 • 2 Nach Y. KOMlTA3 

gibt es noch eine besondere Nucleosidase, die im Gegensatz zu den anderen gerade 
die Nucleotide angreift und in diesen die Purinbase von der Ribosephosphor
saure abspaltet. Sie wurde in tierischem Gewebe nachgewiesen und wird aus 
Kaninchenmuskulatur dargestellt. 

Vorkommen. 
Die Purinnucleosidase findet sich in fast allen Organen von Rind und Kalb, 

iiberwiegend in Milz, Lunge, Leber und Herzmuskel. 1m Darm und Blut kommt 

Tabelle 19. Vorkommen der Nucleosidase. 

Organ 

Milz ...................... . 
" (Rind} ............... . 

Lunge .................... . 
Lymphdriise .............. . 
Rates Knochenmark ....... . 

" " (Rind) . 
Leber .................... . 
Thymus ................... . 
Magenschleinlhaut .......... . 

I Spaltungin 
Prozenten 

52 
53 
47 
20 
23 
25 
46 
27 
24 

Organ 

Dannschleinlhaut .......... . 
" (bes. Fall) . 

Pankreas .................. . 
Niere ..................... . 
Haden (Stier) ............. . 
Herzmuskel ............... . 
Skelettmuskel ............. . 
Gehirn .................... . 

I Spaltung in 
Prozenten 

3 
15 
24 
22 
19 
42 
24 
22 

1 W. DEUTSCH, R. LASER: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 186 (1930). 1. 
2 W. KLEIN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.231 (1935), 125. 
3 J. Biochemistry 26 (1937), 405; 27 (1938), 23. 
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me bum vor.l Das Hauptvorko~en der Pyrimidinnucleosidase ist Niere und 
rotes Knochenmark.B Ein Bild ihrer relativen Ha.ufigkeit8 gibt Tabelle 19. 

In Pflanzen dagegen findet sich die Nucleosidase nur in geringer Menge.' 
Die von H.BREDEBEOK und Mitarbeitern5 dargestellten Emulsinpra.parate aus 
SiiBmandeln und Luzemensamen waren fast £rei von Nucleosidase. 

Bestimmung. 

Die Wirksamkeit der Pra.parate kontrolliert man, indem man das abgespaltene 
Kohlehydrat nach WILLSTATTER und SOHUDEL8 durch Oxydation mit Hypo
jodit bestimmt. Das EiweiB muB vorher durch Bleinitrat ausgefa.llt werden. 
'Oberschiissiges Bleinitrat und dem Ansatz zugefiigtes Arsenat entfemt man 
durch Natriumcarbonat. 

Die Bestimmung wird in Zentrifugenglii.sem (15 ems Inhalt) durehgefiihrt. 1m 
Gesamtvolumen von 5 eml befinden sieh 5 mg Substrat, 1 eml Fermentlosung und 
1 eml milO Arsena.tlosung. Die Versuchstemperatur ist 37°. Nach der Spaltung 
wird der Ansatz mit 2 eml 10%iger Bleinitratlosung gesehiittelt. und naeh einer 
halben Stunde abzentrifugiert. Dann werden 5 eml der Restlosung mit 3 eml 3 %iger 
Natriumearbonatlosung versetzt und nach einer weiteren halben Stunde abermals 
zentrifugien. 6 eml dieser Restlosung versetzt man mit 5 eml "/60 Jodlosung und 
tropfenweise mit 1,6 cma n/10 NaOH. Nach 30 Minuten sauert man mit 2 ema n HISO, 
an und titriert mit n / 100 N atriumthiosulfat. 

Darstellung.1 

Ein sehr haltbares Trockenpulver erhii.lt man durch Gefrieren des in Stiicke 
zerschnittenen Organs in Ather-C02-Mischung und Trocknen im Vakuumex
siccator. Ale gute Extraktionsmittel fiir Purinnucleosidase erwiesen sich Arsenat
und Kochsalzlosungen, die in etwa 2 Stunden die Hauptmenge des Enzyms in 
LOsung bringen. Man reinigt diese LOsungen durch wiederholte Adsorption an 
Tonerde Or bei schwaeh saurer Reaktion und Elution mit m/'lKJ Arsenatlosung 
von 'PH = 6,5-6,7. Fiir Pyrimidinnucleosidase ist Phosphat ein besseres Elutions
mittel. 

Die Elutionen sind im Gegensatz zu den Rohextrakten gut. haltbar. 

Eigenschaften. 

Das 'PH-Optimum der Nucleosidasen liegt fiir das Reinferment bei etwa 
6,5. Die 'PH-Kurve fii.llt naeh der sauren Seite hiD steil, nach der alkalischen 
Seite hiD dagegen allmii.hlich abo Fiir das ungereinigte Ferment fanden H. v. 
EULER und E. BRUNIUS7'PH 7,5 als optimal. 

Das Reinferment ist £rei von EiweiB und Phosphor.l 

Tabelle 208 zeigt den Verlauf cier Guanin-Desoxyribosidspaltung. Die Kon
stanten der Rea.ktion erster Ordnung nehmen mit wachsender Spaltung stark 

1 W. KLEIN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 281 (1~35), 125. 
I W. DEUTSCH, R. LASER: Hoppe-Seyler'S Z. physiol. Chem.186 (1929), 1. 
a Nach W. KLEIN: Hoppe-Seyler'S Z.physiol. Chem. 281 (1935), 125, bzw. in der 

abgeldirzten Form nach H. BREDERECK in Handbueh der Enzymologie, Bd. I, S.495, 
und zwar S. 502. Leipzig, 1940. 

, Y. JONO: Acta Seholae med. Univ. imp. Kioto 13 (1931), 211. 
6 H. BREDERECK, H. BEUCHELT, U. RICHTER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 

244 (1936), 102. - H. BREDERECK: Ber. dtsch. chern. Gas. 'i1 (1938), 408. 
B R. WILLSTATTER, G. SCHUDEL: Ber. dtsch. chern. Ges.61 (1918), 780. 
7 Ber. dtsch. ehem. Gas. 60 (1927), 1584. 
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abo Sie sinken im ersten Viertel der 
Re8.ktion um ungefii.hr ein Drittel des 
Anfangswertes. 

Tabelle 20. Zeitlicher Verlauf der 
Nucl608ida8ewirkung. 

Ein spezifischer Aktivator der Pu· 
rinnucleosidase ist Arsenation. Weni· 
ge~ gut aktiviert Phosphat. Das durch 
Dialyse gereinigte Enzym ist vollig un· 
wirksam, die Gegenwart von Arsenat 
Coder Phosphat) ist fiir die Entfaltung 
seiner Wirksamkeit unumgii.nglich not· 
wendig und bewirkt auJlerdem St&.· 
bilisierung des dialysierten Enzyms. 
Fiir die Pyrimidinnucleosidase ist 
Phosphat ein besserer Aktivator als 

Zeit I Tttriert I Spaltung In I 
In Mtnuteu· em' Prozenten imon. 

o 
3 
7 

15 
30 
60 

120 
480 

1440 

0,96 
1,77 
2,49 
3,29 
3,96 
4,45 
5,04 
6,22 
6,98 

13 
25 
38 
49 
57 
67 
86 
99 

0,020 
0,017 
0,014 
0,010 
0,006 
0,004 
0,002 
0,001 

Arsenat.1 Die Spaltprodukte hemmen. Kleine Mengen Hypoxanthin und 
Guanin setzen die Spaltung eines Purinnucleosids stark herab. Weniger 
hemmt Adenin, noch weniger Xanthin.l Deutliche Hemmung rufen auch Hefe· 
nucleinsaure und Harnsaure hervor.1I Nucleotide haben keinen EinfluB. Durch 
die Bindung der Nucleoside an Phosphorsaure wird also die AffinitiLt zum Enzym 
ganzlich aufgehoben. 

Auf die Pyrimidinnucleosidase hat Guanin keine hemmende Wirkung, was 
fiir die Existenz einer besonderen Pyrimidinnucleosidase spricht.1 

Proteasen. 
Von H. KRAUT und E. KOFRANn. 

Einleitung. 
Die Proteasen sind Enzyme, die Proteine oder ihre Bruchstiicke, Peptone 

und Peptide, hydrolysieren. Die Wirksamkeit der Proteasen beschrankt sich 
aUSBchlieBlich auf die LOsung der Bindungen von Peptidketten. Die Proteine 
sind aufgebaut aus ,x.Aminosaureresten, die durch 8aureamid. oder Saureimid. 
bindungen verkniipft sind. 

o H 
II I 

-C-N- oder 

o 
II 

-C-N< 

Auf diese Weise entstehen lange Ketten gleichen Bauprinzips. Die Moglichkeiten 
der SeitenkettenbiIdung durch Ankniipfung an die zweite Aminogruppe in Di. 
amino·monocarbonsauren oder an die zweite Carboxylgruppe in Monoamino·dicar· 
bonsiLuren werden nicht ausgenutzt. 

Man unterscheidet zwei groBe Gruppen von ProteaBen: die Proteinaaen, die 
allein natives EiweiB anzugreifen vermogen, und die Peptidaaen, die nur Pep. 
tone und Peptide spalten. Saureamidbindungen, die sich nicht in der Peptid. 
kette befinden, werden nicht von Proteasen gelost, sondern von den Amidasen, 
wie Urease und Arginase, die im nachsten Kapitel behandelt werden. 

1 W.KLEIN: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 2S1 (1935), 125. 
I H. v. EULER, E. BRUNIUS: Ber. dtsch. chern. Ges. 80 (1927), 1584. 
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Spezifitiit nod Eioteilung. 
Zur Hydrolyse der Peptidbindungen steht eine groBe Zahl von Enzymen 

zur Verfiigung, die sich nach Herkunft und enzymatischen Merkmalen, wie 
PH-Optimum, Aktivierbarkeit undHemmbarkeit unterscheiden. Ihre Spezifitat war 
friiher undurchsichtig, vor allem deshalb, weil sich die Spezifitatsbereiche der En
zyme zu iiberschneiden schlenen. Anfanglich unterschied man die Proteasen lediglich 
nach ihrer Herkunft. So gab TH. SCHW ANN 1836 dem peptischen Prinzip des 
Magensaftes den Namen Pepsin. Die eiweiBspaltende Wirkung des Bauch
speichels wurde dem "Trypsin" zugeschrieben, die Peptonspaltung durch Darm
saft dem "Erepsin". Fand man an anderen Stellen, z. B. in der Hefe, ahnliche 
Wirkungen, so sprach man von Hefetrypsin, Hefeerepsin usw. Ais ein Individuum 
mit besonderen EigenschaftEln, wie der Aktivierbarkeit durch Rlausaure, er
schlen das eiweiBspaltende Ferment des Milchsaftes von Carica papaia, das 
"Papain". Heute wissen wir, daB aIle dieseVorkommen Gemische verschiedener 
Proteasen enthalten. Nach mehrfacher Wandlung haben sich folgende Namen 
eingebiirgert: Das Gemisch der Pankreasproteasen nennt man Pankreatin, 
das des Diinndarms Erepsin, die Peptidasender Hefe Hefeerepsin. AIle anderen 
Namen, wie Pepsin, Kathepsin, Trypsin, Papain, sollen nur noch fiir enzymatische 
Individuen verwendet werden, woran sich leider nicht aIle Forscher hal ten. 

Eine Klarung der Spezifitat konnte erst eintreten, nachdem man gelemt 
hatte, aus den Enzymgemischen enzymatisch einheitliche Fraktionen herzu
stellen. FUr die Peptidasen wurden synthetische Substrate gefunden, womit 
ihr Spezifitatsbereich nach klaren Merkmalen abgegrenzt werden konnte. Bei 
den Proteinasen hingegen schien es lange, als ob sie nur hochmolekulare und 
synthetisch nicht darstellbare Substrate angriffen. Einige Zeit wurde sogar 
die Meinung vertreten, daB die Proteinasen gar keine hydrolysierenden, sondem 
desaggregierende Fermente seien, die durch Losung von Nebenvalenzbn die niedrig
molekularen Bausteine des hochmolekularen EiweiJles in Freiheit setzen soHten. 
Diese Meinung wurde verlassen, als nachgewiesen werden konnte, daB auch 
bei der Wirksamkeit der Proteinasen stets freie Amino- und Carboxylgruppen 
in gleicher Anzahl auftreten. Immerhin nahm man noch an, daB sie nur hochmole
kulare Substrate angreifen konnten. Erst die neueste Forschung, insbesondere M. 
BERGMANN, lehrte auch niedermolekulare synthetische Substrate der Proteinasen 
kennen und ermoglichte dadurch eine einfache und klare "Obersicht iiber die 
Spezifitatsverhaltnisse der pflanzlichen und tierischen Proteasen. Bei den 
Bakterienproteasen liegen die Verhaltnisse etwas anders; auch sind sie noch 
nicht geniigend erforscht. AHe Proteasen mit Ausnahme einiger Bakterien
proteasen spalten nur solche Peptidbindungen, die von l-Aminosaureresten ge
bildet sind. 

Die Peptidasen erfordem zu ihrer Wirksamkeit neben der zu spaltenden 
Peptidbindung entweder eine freie Amino- bzw. Iminogruppe oder eine freie 
Carboxylgruppe ode~ beides. Daher gibt es drei Gruppen von Peptidasen: 
Aminopeptidasen, Carboxypeptidasen und Dipeptidasen, letztere, weil die 
Nachbarschaft von freier Amino- und Carboxylgruppe nur bei den Dipeptiden 
gegeben ist. Die Unangreifbarkeit der nativen EiweiBkorper konnte darauf 
beruhen, daB sie keine freien Amino- bzw. Carboxylgruppen an den Enden der 
Peptidketten enthalten. 

Eine weitere Unterteilung der Peptidasen wird dadurch hervorgerufen, daB 
fiir manche Enzyme bestimmte Aminosaurereste im Substrat notig sind. So 
erfordert z. B. die Spaltung von Peptiden, die an Stelle der freien Aminogruppe 
die Iminogruppe des· Prolins enthalten, ein spezielles Enzym, die Prolinase .. 
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Ein anderes Enzym, die Prolidase, ist notwendig, um solche Peptidbindungen 
aufzuspalten, bei denen die Iminogruppe des Prolins in der zu spaltenden Peptid
bindung enthalten ist. 

Die Proteinasen benotigen keine freien Amino- oder Carboxylgruppen am 
Ende der Peptidketten. dagegen mindestens zwei benachbarte Peptidbindungen, 
von denen eine gespalten wird. Sie wurden frUber nach ihrem PH-Optimum 
und ihrem Aktivierungsverhalten eingeteilt. Man unterscheidet erstens die 
im schwach sauren Bereich optimal wirksamen und durch Blausaure oder SR
Gruppen aktivierbaren Papainasen, zweitens die im schwach alkalischen Bereich 
optimal wirksamen und durch einen natiirlichen Aktivator, die Enterokinase 
aktivierbaren Trypsinasen, drittens die im starksauren Gebiet optimal wirk
samen und keinen Aktivator benotigenden Pepsinasen. Neuerdings sind auch 
chemische Merkmale ihrer Spezifitat herausgearbeitet worden. So benotigen 
in der Peptidkette 

die Papainasen die Anwesenheit von Monoamino-dicarbonsauren mit freier 
zweiter Carboxylgruppe, 

die Trypsinasen die Anwesenheit von Diamino-monocarbonsauren mit freier 
zweiter Aminogruppe, 

die Pepsinasen die Anwesenheit von Tyrosin oder Phenylalanin. 
Wir kommen darnach zu folgender Ubersicht iiber die Proteasen: 

Tabelle 21. 

Proteasen 
offnen Peptidbindungen 

Peptidasen 

spaltenPeptoneund synthetische Peptide; 
benotigen endstandige NHz· bzw. 

OOOH·Gruppen 
I 

Oarboxypeptidasen 

benotigen: OOOH
Gruppen;Abwesen. 

heit von NHz• 
Gruppen 

Aminopeptidasen 

benotigen: NHs' 
Gruppen; Abwesen
heit von OOOH· 

Gruppen 

Dipeptidasen 

benotigen sowohl NH,- als auch 
OOOH-Gruppen 

Proteinasen 

spalten Proteineund synthetische Peptide; 
benotigen zwei benachbarte 

- -OONH-Gruppen 

Papainasen 

benotigen: Ab
wesenheit von 

NHz-Gruppen; be
vorzugen Peptide 
mit seitenstandiger 

Oarboxylgruppe 

Trypsinasen 

benotigen: seiten
standige NHz-

Gruppen von Di
amino-mono
carbonsauren 

Pepsinasen 

benotigen Tyrosin oder Phenylalanm! 
benotigen freie OOOH-Gruppen; bevor

zugen Peptide mit seitenstandiger 
OOOH-Gruppe 

Friiher nahm man an, daB der Unterschied von Proteinasen und Peptidasen 
darin liegt, daB jene aus nativem EiweiB groBe Spaltstiicke, die Polypeptide, 
erzeugen, also spezifisch auf hochmolekulare Substrate eingestellt seien. Erst 
diese Spaltstiicke sollten in der zweiten Abbaustufe durch Peptidasen bis zu 

Hdb_ d. Katalyse, III. 13 
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den Aminosauren abgebaut werden. Nach M. BERGMANN und C. NIEMANNl 
ist diesa Auffassung abzulehnen. Nur deshalb, weil die Proteine von hohem 
Molekulargewicht nur wenig oder keine freien endstindigen Amino- oder Carboxyl
gruppen enthalten, kann der Beginn des Abbaus nur von solchen Enzymen 
durchgefiihrt werden, die diese Gruppen nicht benotigen, namlich den Proteinasen. 
Das AusmaB der Spaltung v.on Proteinen durch Proteinasen ist nicht durch die 
Lange, sondem durch die Struktur der Ketten bedingt. Es konnen durch ihre 
Wirksamkeit auch Aminosauren frei werden, da freie endstandige Amino- oder 
Carboxylgruppen in den gebildeten Polypeptiden ein Weiterspalten durch 
Proteina,sen nicht immer verhindem. So fand H. O. CALVERyl bei Spaltung 
von kristallisiertem Eieralbumin mit Pepsin oder Trypsin Dipeptide und freie 
Aminosauren. Die Spezifitat der Proteinasen ist aber derart, daB sie niemals 
ein Protein ohne die Hille der Peptidasen vollig in die Aminosauren zerlegen 
konnen. 

Da aIle Protea.sen nur Peptidbindungen auflosen, nennen sie M. BERGMANN und 
C. NIEMANN al1gemein Peptidasen und unterscheiden die Proteinasen als Endopep
tidasen von den bisherigen Peptidasen als Exopeptidasen. Diese Benennung kann 
zu MiJ3verstandnissen fiihren, da man sonst unter Endoenzymen die nur innerhalb 
von Organen vorkommenden Enzyme, unter Exoenzymen die aus Driisen sezer
nierten Enzyme versteht. 

Die Polyaffinititstheorie. 
Die fast allgemein angenommene Vorstellung vom Wirken der hydrolysieren

den EnZyme betrachtet ala ersten Schritt die Bildung einer Additionsverbindung 
zwischen Enzym und Substrat. In dieser ist die Bindung zwischen den beiden 
Komponenten des Substrats labil, so daB unter Wasseraufnahme spontaner 
Zerfall in das freie Enzym und die beiden Spaltstucke eintritt. Diese von 
MICHAELIS und MENTEN fUr die Spaltung des Rohrzuckers durch Saccharase 
aufgestellte Theorie hat sich bei vielen Hydrolasen bewiLhrt. Die Hemmung 
durch Spaltprodukte wird durch die Annahme erklart, daB das fur das betreffende 
Enzym spezifische Spaltprodukt ebenfalls Affinitat zum Enzym besitzt und 
daher mit dem Substrat um das Enzym konkurriert. Zur Erklarung der kompli
zierteren Einzelheiten der Hemmungsvorgiinge hielten esK. JOSEPHSONundH. v. 
EULER3 fiir notwendig, eine Verwandtschaft des Enzyms auch zu dem anderen 
Spaltstuck anzunehmen. Sie kommen so zu der Zwei-Affinitiitstheorie der Enzym
wirkung, die das eine Spaltprodukt nur fur die Bindung, das andere auch fiir 
die Spaltung verantwortlich Macht. 

Nachdem erkannt war, daB bei den Peptidasen ganz bestimmte Atomgruppie
rungen fur die Spaltung notwendig sind, konnten M. BERGMANN, L. ZERVAS 
und Mitarbeiter' die optische Selektivitat der' Peptidasen ausschlieBlich auf 
Grund raumlicher Vorstellungen erklaren. Ihre Polyaffinitatstheorie fordert 
fur das Zustandekommen der Enzym-Substrat-Verbindung nicht nur eine oder 
zwei, sondem mindestens drei Haftstellen sowohl beim Substrat wie beim 
Enzym. Die raumliche Anordnung der betreffenden Atome oder Atomgruppie
rungen im Enzym und im Substrat muB derart sein, daB ihre Beriihrung moglich 
ist. Infolge der tetraedrischen Symmetrie des Kohlenstoffatoms laBt sich aber 

1 J. bioI. Chemistry 118 (1937), 781. 
2 J. bioI. Chemistry 112 (1935), 171. 
11 Hoppe.Seyler's Z. physioi. Chern. 143 (1925), 79. 
, Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem. 224 (1934), 11, 17, 26, 32; J. bioI. Chemistry 

109 (1935), 325; femer W. GRASSMANN, L.KLENK, T.PETERs-MAYR: Biochem. Z. 
280 (1935), 307. 
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eine Vielzahl differenzierter Haftstellen nicht symmetrisch unterbringen. Die 
Haftstellen des Enzyms und des Substrats mussen je in einer Ebene liegen, 
die Bindungsebene des Enzyms bzw. des Substrats genannt wird. Wenn Bindung 
und anschliellende Spaltung eintreten Rollen, mussen sich die beiden Bindungs
ebenen bis auf wenige A nahern konnen. Ragen aus einer Bindungsebene 
voluminose Atomgruppen heraus, so wird infolge sterischer Hinderung die 
Annaherung unmoglich. 

Bei der Dipept.idase hat man sich differente Haftgruppen in solcher Zahl, 
Beschaffenheit und Anordnung vorzustellen, daB sie mit der Carboxyl-, der 
Aminogruppe und der Peptidbindung des Substrats in Verbindung treten konnen. 
Fur die Anordnung dieser drei Haftstellen des Substrats machen BERGMANN 
und ZERVAS die Annahme, daB sich unter der Enzymwirkung die Amidform des 
Dipeptids -C-N- in die Imidform -C=N-

II I I 
o H OH 

nmlagert. Die lmidform kann aber sowohl in Trans- als auch in Cisform auftreten. 

Cis. 

HOOC", /H 
HO CIl: '" / '. 

H 'c::N ""R 

"'/ 
;C", 

NHa R' 
Trans. 

(1) 

Nur die Cisform betrachten die Autoren als das eigentliche Substrat der 
Dipeptidase. Dessen Bindungsebene ist dann gegeben durch das Sechseck 
HgN-C-C=N-C-COOH, wobei die beiden /X-C-Atome keine Haftstellen 
sind, aber in der Bindungsebene liegen. Beim Aufbau aus l-Aminosauren 
ragen auf der einen Seite der Bindungsebene die heiden H-Atome (/X und /X') 
hervor, auf der anderen Seite die voluminosen Radikale R und R'. Die 
Bindungsebene des Enzyms kann sich nur von der Wasserstoffseite an die 
Bindungsebene des Substrats annahern, da R und R' die Annaherung ver
hindern. 1m FaIle des d-Leucyl-l-glycins sind aber R' und /X' -H-Atom ver
tauscht, daher liegt die Isobutylgruppe zwischen den Bindungsebenen und 
verhindert Annaherung und Spaltung. 

H, /NHa HOOO", /H 

/C, /C."" 
HI? /C=====N H 

HC OH 

/'" HaC CHa 
I· Leucylglycln. 

HaC, /CHa 

CH 
I 

HaC, /NHa HOOC", /H 

/C, /C'" 
H HO/C====N H 

d-Leucylglycln. 

(2) 

Die Proteinasen brauchen nicht wie die Peptidasen eine freie Amino- oder 
Carboxylgruppe am Ende der Peptidkette, dafur zwei benachbarte CO-NH-

lS· 
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Gruppen. Ala 'Beispiel ffir die optische Spezifitat einer Proteinase wahlen wir 
Papain-Proteinase I und als ihr Substrat Benzoyl-Ieucyl-amid. 

H,C, ........ /" H....... /C,Hg 

;~ ;, ~ 
OC NH OC NH 

I I I I 
HsN CO . CaHa HIN CO . CaH 6 

Benzoyl-l-leuclnamld. Benzoyl-d-leuclnamld. 

Die dick mit dem asymmetrischen C-Atom verbundene Gruppe soll vor der 
Papierebene liegen, die mit einem unterbrochenen Strich verbundene Gruppe 
dahinter. In der Papierebene liegt das Fiinfeck N-C-C-N-C, das alle drei 
Haft&tellen enthalt. Da. die Reihenfolge der entsprechenden drei Haftstellen 
des Enzyms gegeben ist, kann die Annii.herung der Bindungsebene des Enzyms 
nur von der einpn Seite erfolgen. Liegt auf dieser Seite, wie beim Benzoyl-d
leucinamid, der groBe C,Hg-Rest, so hindert er Annaherung und Spaltung. 

Struktur der Proteine. 
1. Aufbau aUB Aminosluren und deren Verknflpfung. 

Ala Spaltstiicke der reinen Proteine sind bisher nur IX-Aminosauren erhalten 
worden, und zwar die in Tabelle 22 verzeichneten. Schon durch friihere Arbeiten, 
besonders von F. HOFMEISTER und TH.OURTIUS, war die Verkniipfung dieser 
Aminosauren durch Saureamidbindung, die sogenannte Peptidbindung, bekannt. 

HaN-CH. H 2C-COOH HzN-CH. CH.-COOH 
I + I --+ I! + H20 (4) 
COOH NHs CO-NH 

2 Glyoln. Diglyoin. 

E. FISCHER hat die Zahl der bis dahin bekannten Aminosauren bedeutend 
vermehrt und vor allem die experimentelle Darstellung von Peptiden nach 
mehrerell' Methoden gelehrt. Aus der Ahnlichkeit der von ihm dargestellten 
Polypeptide mit den Peptonen schloB er, daB diese Bindungsan ffir den Aufbau 
des EiweiBes charakteristisch ist. Er fiigt allerdings hinzu, "daB die einfache 
Amidbindung nicht die einzige Moglichkeit der Verkupplung im Proteinmolekiil 
ist". So hielt er das Vorkommen von Diketopiperazinen fiir wahrscheinlich, 
ebenso die Beteiligung der zahlreichen Hydroxylgruppen .an der Verkniipfung. 

Um die Bindungsverhaltnisse der Aminosii.urereste moglichst iibersichtlich 
darstellen zu konnen, bedienen wi.r uns im folgenden eines vereinfachten Schemas 
der Peptidschreibung, das sich besonders fur die Aufzeichnung der zahlreichen 
synthetischen Peptide bewahrt hat. FUr die Kennzeichnung der Aminosaure
reste verwenden wir folgende Sym bole: 

G •.• GIycin 
A ... Alanin 
V ••. Valin 
L ... Leucin 
II . . . lsoleucin 

Asp' ... Asparaginsaure 
GIu ... GIutaminsii.ure 
Ogl . . . Oxyglutaminsaure 
Pr ... Prolin 
Op ... Oxyprolin 

Pa ... Phenylalanin 
Ty ... Tyrosin 
Tr ... Tryptophan 
Se ... Serin 
Cy ... Cystin 
Ar ... Arginin 
Ly ... Lysin 
Hi . . . Histidin 

Sark . .. Sarkosin 
M . . . Monoaminosii.ure 

Boyl ... Benzoylgruppe 
Cbzo ... Carbobenzoxygruppe 
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Leucylglycin wird L-G geschrieben. Das Aminoende wird links, das Carboxyl. 
ende rechts angenommen. Der Bindestrich bedeutet immer eine -CONH
oder -CON<.Bindung, unabh8.ngig davon, ob eine Aminosaure oder ein 
anderer Baustein anschlieBt. Hippursaure wird also Boyl-G geschrieben. 

Die freien Carboxyl. oder Aminogruppen schreibt man niemals an. Ein NH., 
an das Carboxylende gestellt, bedeutet, daB dort Ammoniak aIs Amid gebunden 
ist, z. B. Glycinamid ... G-NH.; Iso.asparagm ... Asp-NH2' Hingegen 
wird normales Asparagin bzw. Glutamin, das das Ammoniak an der der IX· 

Aminogruppe nicht benachbarten Carboxylgruppe gebunden enth8.lt, 

Asp GIu 
,,1 ~I 

NH. NH. 

bzw. 

geschrieben. Die Bezeicbnung der optischen Komponenten, falls sie iiberbaupt 
gegeben wird, geschieht durch Vorsetzen von d, oder I, bzw. d,l vor das SymbQI 
des Aminosaurerestes ohne Bindestrich. d"I.Leucylglycin schreibt man also d,lL-G. 

Tabelle 22. Amino8auren. 

I. Einfache Monoaminos8.urE'n. 
CHa 
I 

HaC" /CH. 
CH. 
I 

CH. H.C-OH CH CH. 
I I I I 

HIG-NH. HC-NH. HC-NH. HC-NH, HC-NH. I . I I I I 
COOH COOH COOH COOH COOH 

Glykokoll (Glycln), AlaDlD, SerIn, vaUn, NorvaUn, 
... .Amlno-essIpIure. .. ·.Amlno·proplon· "·Amlno-/l-oxy· ... .Amlno-Iso· .. ·Amino-valerlan· 

dure. proplonBllure. vaierlanBllure. dure. 

CH. 
I 

HaC" /CHa HaC 
CHi 
I 

CH I CHi CHi CHa 
I HIC" /CH. I I I 
CHi CH CH. CHa H-C-OH 
I I I I I 

H-C-NHs H-'-C-NH. H-C-NH. H-C-NH. H-C-NH. 
I I I I I 
COOH COOH COOH COOH COOH 

Leucln, 
... AmIno·lso· 

lsoleucln, 
.. ·Amlno·/I·metbyl· 

Norlencln, 
.. ·Amino-capron· 

.. ·Amlno-butterBllnre. Tbreonln, 
.. ·Amino·/I-oxy· 

capronBllure. valerlanBllnre. dure. butterBllure. 

II. Aromatillche Monoaminosauren. 

CHs-<~ CH.~/ OH CHs-----C-] I --/ I ----....,.,--/- I 1/ 

H-C-NH. H-C-NH. H-C-NH, CH 
I I I" 

COOH COOH COOH NH 
Phenylalanln. Tyroaln, ,,·Oxyphenylalanln. Tryptophan, /I·Indolylalanln. 
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PabeUe 22 (FortIltZUfI(I). 

III. 

CHi-8H 
I 

HC-NH. 
I 
COOH 
cystetD., 

II-Thio-alanin. 

Arglnln, 

S ch wef elha I tige M onoaminosauren. 

CH.-8-8-CH. 
I I 

HC-NH. HC-NH. 
I I 
COOH COOH 

Cystln, 
DI-Thio-alanln. 

H.C-S-CH3 

I 
CHs 
I 

H-C-NH. 
I 
COOH 

Methionln, 
IX-Amino-y-(methyl-thio-)bnttersii.ure 

IV. Diaminomonocarbonsauren. 
HaC-NH. 

I 
CHI 
I 
CHI 
I 

.CH. 
I 

HC-NH. 
I 
COOH 

CH.--C--N 
I II II 

HC-NHs CH CH 
I " / 
COOH NH 

IX-Amino-d-guanidino-valerla.nsllure. 
Lysin, 

IX,.-Dlamino-capronsll.ure. 
Hlstldln, 

II-Imldazolyl-a1anln. 

HIC-CH-CO 
I I I 

H 2C NH NH 
I ,,/ 

HaC CO 
I 

HC-NHs 
I 

COOH 

o 
CHz-NH-C§ 

I " CHi NHs 

I 
CHI 
I 

HC-NHs 
I 
COOH 

?H 
CH.-O-NH-C 

I 'NH. 
CHI 
I 

HC-NHs 
I 
COOH 

Prolysln, Citrullln, Canavanln, 
.. -Amlno-c!-hydantoyl-vaieriansAure. <¥-Amino-"-carbanimyl-valerlansll.ure ..... Amlno-y-oxy-guanidyl-buttersliure. 

COOH 
I 

CHI 
I 

HC-NH. 
I 

COOH 

V. Monoaminodicarbonsauren. 
COOH 
I 

CHI 
I 

CHB 

I 
HC-NH. 

I 
COOH 

COOH 
I 

<?Ha 
I 

HC-OH 
I 

HC-NH. 
I 

COOH 
Asparaglnsll.ure, 

IX-Amino-bernstelnsll.ure. 
Glutaminsliure. 

",-Amlno-glutarsAure. 
Oxyglutaminsaure, 

IX-Amlno-Jl-oxy-g1utamure. 

VI. Iminocarbonsauren. 
HIC--:-CH. HO-CH-CH. 

I I I I 
HIC" /CH-COOH HsC" /CH-COOH 

NH NH 
Prolln, 

pyrroUdin-carbonsll.ure. 
Oxyprolln, 

Oxy-pyrrolldln-carbonsll.ure. 
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E. FISOBEB hatte den enzymatischen Abbau von EiweiBkorpem mit Pan
kreatin und Pepsin hauptsachlich dazu verwendet, die Aminosiuren als die 
urspriinglichen - nicht erst durch sekundire Umwandlung gebildeten - Hestand
teile der Proteine nachzuweisen. Zugleich dienten ihm die Pankreasenzyme 
zum Nachweis der enzymatischen Spaltbarkeit seiner synthetischen Polypeptide. 
Die Deutung der damaligen Versuche war dadurch erschwert, daB keine reinen 
Enzyme, sondem Gemische von wechselnden Bestandteilen zu den Spaltungs
ansatzen verwendet wurden. Erst ala WILLSTATTER und seine Schule die Auf
teilung der Enzymgemische mit Adsorptionsmethoden durchgefiihrt hatten, 
lieBen sich iiber den Umfang der Spaltu'ngen quantitative Aussagen machen. 
Nun zeigte sich, daB bei der Wirksamkeit aller proteolytischen Enzyme Carboxyl
und Aminogruppen stets in aquivalenten Mengen entstehen. Dies beweist, 
daB die Protea&en nichts ala Peptidbindungenspalten. 1m FaIle der Prollnpeptide 
bildet sich natiirlich an Stelle der Aminogruppe eine Iminogruppe. 

1m AnschluB an entsprechende Vorstellungen iiber den Bau der hochmoleku
laren Kohlehydrate (siehe S. 106) ist auch bei den Proteinen die Theorie aufgestellt 
worden, daB sie aus niedrigmolekularen Bausteinen durch Aggregation, also durch 
Nebenvalenzbindung gebildet werden. Man vermutete daher in den Proteinasen 
desaggregierende Fermente und hielt nur die Peptidasen fiir fahig, die niedrigmole
kularen Bausteine durch Offnung von Hauptvalenzen zu zerlegen. Diese Theorie der 
Proteine ist vor allem durch die Fortschritte der enzymatischen Forschung zu Fall 
gebracht worden. FUr jede einzelne Proteinase, namllch ffir Pepsin, Trypsin, 
Papain ist festgestellt worden,! daB bei ihrer Wirksamkeit stets -CO-NH-
Bindungen zerlegt werden. Ein nur desaggregierendes Enzym existiert nicht. 

Ala niedrigmolekulare Bausteine wurden von vielen Autoren Diketopiperazine 
angesehen; Sie bilden sich aus je zwei Aminosauren durch doppelte Peptid-
bindung: NH HOOC NH-OC 

/ 8 ~ / ~ 
H.C~ + /CH. -~ HIC~ /CH. + 2 HIO 

COOH HsN CO-lIN 
2 Glycln. Dlglyclnanhydrid. 

Ala aber WALDSCHMIDT-LEITZ wie auch ABDERHALDEN mit verschiedenen 
Proteinasen und Peptidasen die Spaltbarkeit einer ganzen Anzahl von Diketo
piperazinen priiften,2 fanden sie niemals eine Zerlegung. Damit ist die Annahme 
des EiweiBaufbaus aus Diketopiperazinen hinfiiJlig. 

Ein neuer VorstoB in dieser Richtung ging von 5mBATA3 und seiner Schule 
aus. Auf Grund der Beobachtung, daB Diketopiperazine aus Monoamino-dicarbon
sauren und .aus Diamino-monocarbonsauren durch Enzyme spaltbar sind, stellte 
5mBATA die Theorie auf, daB derartige Diketopiperazine einen wesentlichen 
Bestandteil beirn EiweiBaufbau bilden und von den Proteinasen gespalten werden. 
Diese Theorie veranlaBte eine groBe Zahl von Untersuchungen, in denen die 
grundlegende Beobachtung iiber die Spaltbarkeit bestritten wird.' Diketo-

1 E. WALDSCHMIDT·LEITZ und Mitarbeiter: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem~ 168 
(1936),68,99, 114; 171 (1927), 70, 290. - W. GRASSMANN, H. DYCKERHOFF: Ebenda 
179 (1928), 41. - H. H. WEBER, H. GOSENIUS: Biochem. Z.187 (1927), 410. -
K. FELIX, A. HARTENECK: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chern. 160 (1927), 103, und 
zwar 105. - S. P. L. SORENSEN, L. !4TscmoNI·WALTHER: Ebenda 174 (1928), 
251. - E. ABDERHALDEN, W. KRONER: Fermentforsch. 10 (1928), 12, und zwar 28. 

B E. WALDSCHMIDT·LEITZ, A. SCHAFFNER: Ber. dtsch. chern. Ges.68 (1925). 
1356. - E. WALDSCHMIDT.LEITZ, A. SCHAFFNER, H. SCHLATTER, W. KLEIN: Ebenda 
81 (1928). 299. - E. ABDERHALDEN, K. GOTO: Fermentforsch.7 (1923), 169. -
E. ABDERHALDEN, E. SCHWAB: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 171 (1927), 78. 

8 K. SHIBATA, Y. TAZAWA: ProC. Imp. Acad. (Tokyo) 12 (1936), 340. 
, E. ABDERHALDEN, F. LEINERT: Fermentforsch.16 (1937), 324. 
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piperazine mit sa.uren oder basischen Seitenketten sind nimIich unbestii.ndig. 
Die nach SHIBATA und Mitarbeitem von Pepsin spaltbaren ofinen Bich z. B. schon 
unter der Einwirkung der sa.uren Reaktion.1 In neuester Zeit fand E. ABDER
HALDEN· folgende Diketopiperazine unspaltbar durch Dipeptidase, Aminopepti
dase, Trypsin und Pepsin: d"'-Leucylglycylanhydrid, Glycyl-l-asparaginBii.urean
hydrid, Glycyl-Z-tyrosinanhydrid, Glycyl-l-glutaminsii.ureanhydrid, Glycyl-Z-tyro
sinanhydrid, l-Asparagyl-Z-asparaginanhydrid, Z-Glycyl-l"asparaginanhydrid. 

EbenfaJIs mit. dem Auftreten von ringformigen Anhydriden in EiweiBkorpern 
beschiftigten mch A.FoDORundMitarbeiter.8 Sie erhitzten Proteine in wasserfreiem 
Glycerin mehrere Stun~en auf 130°. Aus den entstandenen Produkten isolierten sie 
Substanzen von Molekula.rgewichten zwischen 741 und 4851, die Akropeptide genannt 
und fiir EiweiBbausteine angesehen werden. Auf Grund der Molekulargewichw, des 
COOH-Titers, des NH-Titers und des Fehlens von Aminostickstoff erteilte FODOR 
ihnen sehr prizise und komplizierte Formeln, in denen Ringe aus 4--6 Aminosii.ure
resten, entstanden durch Peptidbindung, mit gera.den Peptidketten verbunden sind. 
Auf solche Akropeptide aus verschiedenen EiweiBkOrpem liiBt er Proteinasen und 
Peptidasen einwirken und schlieJ31; aus den Spaltungsergebnissen auf deren Spezifitii.t! 

Von groBter Bedeutung fiir die Aufklii.rung der EiweiBstruktur sind dagegen 
die Untersuchungen THE SvEDBEBG8t iiber Ultrazentrifugierung von Proteinen. 
Das hohe Molekulargewicht der Proteine verhindert exakte Bestimmungen mit 
den sonst iiblichen Methoden, z. B. den kryoskopischen; es ist Bicher, daB die 
10 gefundenen Werte iiberhaupt keinenZusa.mmenhangmit demMolekulargewicht 
des EiweiBes baben. Erst der Methode von THE SVEDBERG verdanken wir 
Bichere KenntniB hieriiber. Mit Hilfe der Ultrazentrifuge erzeugt er ein Schwere
feld von sahr groBer Intensitit, in dem Bich die Molekiile entBprechend ihrem 
Gewicht verschieden schnell bewegen. Das Molekulargewicht kann nach zwei 
Methoden bestimmt werden,durch Bestimmung der Sedimentationsgeschwindig
keit, kombiniert mit der Bestimmung der Diffusionsgeschwindigkeit, oder durch 
Bestimmung des Sedimentatjonsgleichgewichtes, nach dessen Einstellung die 
Molekiile im Schwerefeld entBprechend ihrem Gewicht angeordnet sind. :ijur 
die zweite Methode kaun auch auf Mischungen von Substanzen verschiedenen 
Molekulargewichts angewandt werden, bei denen mch die Diffusion~kon8tante 
nur schwer ermitteln laBt. Die nach beiden Methoden gefundenen Molekular
gewichte stimmen, wie Tabelle 23 zeigt, gut iiberein. 

THE SVEDBERG kommt auf Grund seiner Molekulargewichtsbestimmungen 
ll<U folgenden GesetzmaBigkeiten des EiweiBaufbaus: 

1. Die LOsung eines Proteins ist entweder monodispers, d. h. sie enthii.lt nur 
eine einzige Molekiilart, oder paucidiBpers, d. h. me enthii.lt nur wenige MolekUl
arten. PolydiBperBitit kommt nur bei kiinstlich veranderten Proteine'n vor. 

2. Proteinsysteme sind wohldefiniertenDisBOziations- und Assoziations
reaktionen ausgesetzt, die durch PH-Verii.nderungen hervorgerufen und reverBibel 
sind. 1m Falle des Proteins von Helix pomatia besteht z. B. am isoelektrischen 
Punkt nur eine Molekiilart. Verandert man das PH, so werden Punkte erreicht, 
wo die geringste weitere Veranderung groBe Verii.nderungen des molekularen 
Zustande~ bewirkt. Das urspriingliche Molekiil zerfallt schrittweise in Hii.lften, 
Viertel, Achtel und Sechzehntel. 

1 R. ABDERHALDEN: Fermentforsch.16 (1937), 352. 
I Fennentforsch. 16 (1940), 182. 
8 A. FODOR: Kolloid-Z.68 (1933), 203. - A. FODOR, SONJA KUK: Ebenda 74 

(1936),66. - A. FODOR: Enzymologia (Den Haag) 1 (1936), 311. - N. LICHTENSTEIN: 
Ebenda 6 (1939), 201. 

, THE SVEDBERG: Kolloid-Z. 86 (1938), 119. 
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Tabelle 23. Molekulargewickte von EiweifJkOrpem nach THE SVEDBERG. 
8'0 = Sedimentationskonstante inderEinheit 10-18, reduziert auf Wasser und 20°C. 
D IO = Diffusionskonstante in der Einheit 10-7, reduziert auf Wasser und 20° C. 
M, = Molekulargewicht aus der Sedimentationsgeschwindigkeit und der Diffusion. 
M, = Molekulargewicht aus dem Sedimentationsgleichgewicht. 
M Hr = Molekula.rgewicht, berechnet aus der Hypothese einfacher Multipla. 

Name I Sill Dill M. Me M".,. 

Laktalbumin (¥ ••••••••••••••••• 1,9 10,6 17500 - 17600 
Cytochrom C ................... 1,89 10,13 15600 -
Myoglobin ..................... 2,04 11,25 17200 17500 

Zein .......................... 1,9 4,0 35000 - 35200 = 
Laktoglobulin .....•............ 3,12 7,27 41800 37900 2·17600 

Pepsin .....•.................. 3,3 9,0 35500 39200 
Insulin .....•....... < •••••••••• 3,47 8,20 40900 35100 
BENCE-JONES •••••••••••••••••• 3,55 - - 35000 
Ovalbumin .................... 3,55 7,76 43800 40500 

CO-Hiimoglobin (Mensch) ....... 4,5 6,9 63000 - 70400 = 
Serumalbumin (Pferd) .......... 4,5 6,17 70200 66900 4·17600 

Gelbes Ferment ................ 5,76 6,28 82800 77800 

Canavalin ..................... 6,4 5,1 113000 - 105600 = 
6·17600 

Serumglobulin (Pferd) .......... 7,1 4,05 167000 150000 140800 = 
.Antipneumokokkus-Serumglobulin 8·17600 

(Mensch) ................... 7,4 3,6 195000 -
Edestin ................•...... 12,8 3,93 309000 - 282000 = 
Excelsin 13,3 4,26 294000 16·17600 ....................... -
Katalase ...................... 11,3 4,1 248000 -
Hiimocyanin (PaUMwus) .•.••••• 16,4 3,4 446000 447000 422000 = 
Hiimocyanin (Helix pomatia, Spal- 24·17600 

tungskomponente) ........... .12,1 2,23 503000 -
Hiimocyanin (Busyccm, . Spaltungs-

komponente) ............... 13,5 3,29 379600 -
Urease ........................ 18,6 3,46 483000 -

Hiimocyanin (Helix pomatia, Spal-
tungskomponente) ........... 16,0 1,82 814000 797000 845000 = 

Hiimocyanin (HomaruB) .•••••••• 22,6 2,78 752000 803000 48·17600 

Erythrocruorin (Planorbis) .••••• 33,7 1,96 1636000 1539000 i690000 = 
Hiimocyanin (OalocariB) •• •••.••• 34,0 1329000 96·17600 - -

Chlorocruorin (8pirographiB) •• ~ .• 55,2 - - - 3380000 = 
Erythrocruorin (LumbricuB) ••••• 60,9 1,81 3140000 2946000 192·17600 

Hiimocyanin (Helix pcnnatia, 
Hauptkomponente) .......... 98,9 1,38 6630000 6680000 6760000 = 

Hiimocyanin (B'UBycon, Haupt- 1384.17600 
komponente) ••••••••• 0 ••••• 101,7 - - -
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3. Die Molekulargewichte der EiweiBkorper sind nicht regellos, sondem ganze 
Vielfache eines kleinsten Molekulargewichts, als welches 17600 angegeben wird. 
Am hii.ufigsten wird 35200 bzw. ein Vielfaches davon gefunden. 

Nachdem 80 gesicherte Vorstellungen iiber die GroBe der Proteinmole
ktile und iiber gewisse RegelmaBigkeiten ihrer Struktur gewonnen worden 
sind, richtet sich das Interesse emeut auf die Form ihrer Peptidketten. 
Bestehen sie nur aus geraden oder auch aus verzweigten Ketten? Die Moglich
keit der Verzweigung ist an der zweiten Carboxylgruppe der Monoamino-dicar
bonsauren und an der zweiten Aminogruppe der Diamino-monocarbonsauren ge
geben. Sie lieB sich priifen durch die enzymatische Spaltbarkeit synthetisch 
hergestellter Peptide. G-Asp ist durch Dipeptidase, G-G-Asp durch Amino
peptidase spaltbar.l Hingegen ist Asp, das mit der zweiten, der i¥-Aminogruppe 

IY 
G 

nicht benachbarten Carboxylgruppe der Asparaginsaure an Glycin gebunden 
ist, nicht spaltbar durch die Dipeptidase. Asp--G wird nur an der i¥-Bindung 

Iy 
G 

gespalten.2 Analog Hegen die Dinge bei der Glutaminsaure. Die Peptidverkniipfung 
an der zweiten Carboxylgruppe ist also eiweiBfremd. DieserwichtigeBefund HeB sich 
auch auf einem anderen Weg erhii.rten. Bekanntlich sind Asparagin und GIutamin 
die Amide der Asparagin- und der GIutaminsaure an den zweiten, der i¥-Amino
gruppe nicht benachbarten Carboxylgruppen. Keine der gepriiften Proteasen 
greift diese Amidgruppe an,3 es gelang sogar, die Amide (Asparagin und Glutamin) 
in guter Ausbeute aus enzymatischen EiweiBhydrolysaten zu isolieren.' 1st 
hingegen das Ammoniak an das der i¥-AminOgruppe benachbarte Carboxyl 
gebunden, so erweist es sich als durch Proteinasen abspaltbar. So wird das Ammo
niak aus Boyl-G-Ly-NH. durch Trypsin, aus Boyl-G-NH. durch Papain 
freigelegt. D .• 8 

DaB die s-Aminogruppe des Lysins im EiweiB ungebunden vorIiegt, geht 
aus seinem Verhalten sowohl gegen salpetrige Saure,7 wie bei der Renzoylierung8 

hervor. Fiir die Guanidogruppe des Arginins ist das gleiche aus deJIl Verhalten 
bei der Nitrierung zu erkennen.9 Von den Peptidasen werden die IX-Peptide 
des Lysins zerlegt, die s-Peptide dagegen nicht angegriffen.10 Rei der vorsichtigen 
Acetylierung und nachfolgenden Verseifung von Edestin (Hanfsamenprotein) 
und Cucurbitin (Kiirbissamenprotein) wurde festgestellt, daB die s-NH.-Gruppe 
des Lysins, der Guanidinrest des Arginins und der Imidazolrest des Histidins 
im nativen Molekiil frei vorliegen.ll 

Damit ist erwiesen, daB im EiweiIl keine verzweigten Peptidketten vorkommen. 
Das ganze Riesenmolektil bildet eine einzige unverzweigte Peptidkette von 

1 W. GRASSMANN, H. BAYERLE: .Biochem. Z.268 (1934), 214. 
B W. GRASSMANN, F. SCHNEIDER: Biochem. Z.218 (1934), 452. 
: W. GRASSMANN, O. MEYER: Hop~-Seyle~'s Z. physioI. Chern. 214 (1933), 185. 

M. DAlIIODARAN, CR. CmBNALL:' BiochemIc. J.26 (1932), 235, 1704. 
6 K. HOFFMANN, M. BERGMANN: J. bioI. Chemistry 180 (1939), 81. 
8 M. BERGMANN, L. ZERVAS, J. S. FRUTON: J. bioI. Chemistry 111 (1935), 225. 
7 SKRAUP: Mh. Chern. 27 (1906), 631. - D. VAN SLYKE, L. BIRCHARD: J. bioI. 

Chemistry 16 (1913), 539. 
B ST. GOLDSCHMIDT, A. KIN SKY : Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 188 (1921), 244. 
• A. KOSSEL, F. WEISS: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem.78 (1912), 402. 
10 E. ABDERHALDEN, F. SCHWEITZER: Fermentforsch. 12 (1931), 350. 
11 A. KIESEL, Z. KAIPOWA, S. SSOSSINA: Biochimja 2 (1937), 7l3. 
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mindestens 150 Kettengliedern. Die hydrophoben und hydrophilen Gruppen. 
die basischen und sauren Reste ragen ala 'Seitenketten aus dem Molekiil heraus. 

Das Ergebnis der enzymatischen Priifung des Kettenaufbaus besagt jedoch 
nicht, daB die Seitenketten gar keine Bindungen untereinander eingehen. Nur 
kommen dabei keine Peptidbindungen vor. Von andersartigen Bindungen ist die 
-S-S--Bindung, wie sie im Cystin und Glutathion vorliegt, Hingst bekannt. 
AuBerdem sind Esterbindungen der OH-Gruppen, besonders mit Phosphor
siiure, festgestellt. Die Seitenketten sind wohl auch der Ort, an dem die Ver
kniipfung mit den prosthetischen Gruppen in den Proteiden, sei es durch Haupt
oder Nebenvalenzen, erfolgt. 

Veriinderungen der Seitenketten spielen eine besondere Rolle bei der Denaturie
rung des Eiweil3es. Rierunter ist der irreversible Verlust der Wasserloslichkeit beim 
feuchten Erhitzen zu verstehen. Durch Denaturierung verlieren die Proteine die 
Fahigkeit zur Kristallisation, Antikorper ihre spezifischen Eigenschaften, Ramoglo
bine die Fiihigkeit zur Gasbindung, Viren und Enzyme ihre Aktivitat. Nach R. 
BULLl erfolgt die Denaturierung in drei Stufeu: Die eigentliche Ritzedenaturierung 
verliiuft bei einem bestimmten PH nach erster Ordnung und ist am geringsten am 
N eutralpunkt (also nicht am isoelektrischen Punkt des betreffenden Proteins); die 
zweite Stufe ist die Flockung des denaturierten Proteins, die dritte die Koagulation. 
Unmittelbar nach der Flockung sind noch aIle freien Amino- und Carboxylgruppen 
titrierbar. Nach einiger Zeit nimmt ihre Zahl ab, wobei aber keine Peptidsynthese 
eintritt. In der ersten Stufe erscheinen SR- und SS-Gruppen in vermehrter Zahl 
infolge innermolekularer Veriinderungen, die von der reversiblen Dissoziation ver
schieden sind. Peptidbindungen werden nicht zerstort, wohl aber losen sich Seiten 
kettenbindungen, die fUr die riiumliche Konfiguration der nativen Proteine wesent
lich sind. Ihre Bindung hatte die iibrigen Seitenketten vor weiterer Verkniipfung 
geschiitzt. Nach der Denaturierung kann die Peptidkette beliebige Formen anneh
men, wobei in der dritten Stufe der Denaturierung neue Seitenkettenbindungen 
entstehen.1 

Fiir die Chemie der Proteasen ist besonders wichtig, daB bei der Denaturierung 
keine Anderung der urspriinglichen Peptidbindungen eintritt. Denaturierte 
Proteine sind daher durch Proteasen ebenso spaltbar wie die nativen. 

2. Aufkllirung der Reihenfolge der Aminosiurereste durch 
enzymatischen Abbau. 

Die chemischen Methoden des EiweiJlabbaus haben den Nachteil, daB sie 
nur selten definierte Zwischenprodukte liefern, sondern bei geniigend langer 
Einwirkung bis zu den Aminosauren aufspalten. Auch die Hoffnung, durch 
enzymatische Hydrolyse definierte Zwischenprodukte zu erhalten, wurde lange 
Zeit nicht erfiillt, da man an Stelle der erforderlichen enzymatisch einheitlichen 
Praparate nur die natiirlichen Proteasengemische verwendete. Die fraktionierte 
enzymatische Hydrolyse von EiweiBkorpern in definierten Einzelstufen und eine 
genaue Feststellung der Leistungen der einzelnen Enzyme setzte eine Trennung 
dieser Gemische in enzymatisch einheitliche Fraktionen voraus. Nachdem die 
Aufteilung von R. Wn..LSTATTER und seiner Schule durch die Anwendung der 
Adsorptionsmethode verwirklicht war, konnten E. WALDSCHMIDT-LEITZ und 
seine Mitarbeiter den stufenmassigen Abbau erfolgreich verwirklichen. Sie lieBen 
Pepsin, Carboxypeptidase, Protaminase, Trypsin, Erepsin, Papain und Papain-

1 Cold Spring Harbor Sympos. quantitat. BioI. 6 (1938), 140. 
I A. E. MIRSKY: Cold Spring Harbor Sympos. quantitat. BioI. 6 (1938), 150. 
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Blausii.ure in wechselnder Reihenfolge auf Clupein,l Thymushiston2 und Casein3 

einwirken. Das Ergebnis dieser Untersuchungen ist, daB die Wirkung der einzel
nen Enzyme jeweils nach einer bestimmten Leistung zum Stillstand kommt, 
und daB die einzelnen Spaltungsleistungen der Enzyme in ganzzahligem Ver
hiiltnis zueinander stehen. Zum Teil sind die Spezifitatsbereiche vollig geschieden; 
manche Enzyme konnen sich auch in gewissent Umfang gegenseitig vertreten. 

Tabelle 24. Fra1ctionierte enzymatiBche Hydroly8e von Olupein und HiBton. 
(Hydrolyse von 0,142 g Clupein bzw. 0,1727 g Riston; enzymatische Leistungen 

[COOH. und NHz-Zuwachs] bezogen auf vollstii.ndige Hydrolyse.) 

I 
Reihenfolge der 

I 
Zuwachs iu cm" n I Lelstung 

I 
Lelstungs-substrat • Enzyme 

COOH NH. in Prozenten verhlUtnls 

Clupein Protaminase .... 0,90 0,90 20 1 
Trypsin ........ 2,67 2,36 60 3 
Erepsin ......... 0,94 0,96 20 1 

Clupein Protaminase .... 0,92 0,92 20 1 
Erepsin ........ 0,93 0,98 20 1 
Trypsin ........ 0,89 0,83 20 1 
Erepsin ........ 1,70 1,58 40 2 

Clupein Trypsin ........ 3,13 3,15 68 2 
Erepsin .......• 1,53 1,72 32 1 

Histon Pepsin ...•..... 0,75 0,76 10 1 
Protaminase .... 0,76 0,75 10 1 
Trypsin ........ 2,75 2,57 39 4 
Erepsin ........ (2,47)* (2,37)* (35)* (4)* 

Histon Pepsin ......... 0,70 0,73 10 1 
Erepsin ........ 1,42 1,65 20 2 
Trypsin ........ 2,12 2,07 30 3 
Erepsin .... , ... (2,45)* I (2,57)* (35)* (4)* 

• Hydrolyse nlcht zu Ende gefllhrt. 

Hierdurch ist bewiesen, daB zwischen dem enzymatischen. Abbau und der 
Saurehydrolyse ein prinzillieller Unterschied von groBer Wichtigkeit besteht. 
Der Saure gegeniiber sind aIle Peptidbindungen gleich spaltbar, die Enzyme 
IOsen je nach ihrer Natur nur ganz bestimmte Peptidbindungen. Die Unter
suchung synthetischer Peptide bestatigte die gewonnenen Erfahrungen.4. Das 
Pentapeptid L--G-G-G-Ty wird durch Carboxypeptidase und Erepsin 
im Verhaltnis 1: 3 gespalten, L--G-Ty im Verhiiltnis 1: 1. Entsprechende 
Befunde liegen von W. GRASSMAN"N mit Hefeproteasen vor. Die fraktionierten 
Hydrolysen eines Tetrapeptidso durch Aminopeptidase und Dipeptidase der Hefe 
stehen im Leistungsverhiiltnis von 2: 1, die eines Tripeptids von 1: 1. 

. 1 E. WALDSCHMIDT-LEITZ, A. SCHAFFNER, W. GRASSMANN: Hoppe-Seyler's Z. 
physiol. Chern. 106 (1926), 68. 

2 E. WALDSCHMIDT-LEITZ, E. SIMONS: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.156 
(1926), 99. 

B E. WALDSCHMIDT-LEITZ, G. KUNSTNER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 171 
(1927), 290. 

~ E. WALDSCHMIDT-LEITZ, W. GRASSMANN, H. SCHLATTER: Ber. dtsch. chern. Ges. 
60 (1927), 1906. - E. WALDSCHMIDT-LEITZ, A. SCHAFFNER, H. SCHLATTER, W. KLEIN: 
Ebenda 61 (1928), 299. 

5 W. GRASSMANN: Roppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 167 (1927), 202. - W. GRASS
MANN, H. DYCKERHOFF: Ebenda 175 (1928), 18. 
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Bei hOher molekularen EiweiBkorpern sind die Verhaltnisse kompIizierter 
und die Spaltungsergebnisse·schwerer zu iiberblicken. Vor allem stort, daB auf 
eine rasche Anfangsspaltung eine wochenlang sich hinziehende Annaherung 
an das Spaltungsende folgt. Immerhin gelang es H. O. CALVERY,l bei der 
Hydrolyse von kristallisiertem Eieralbumin zu ganzzahligen Spaltungsverhaltnissen 
zu kommen. Bei der Einwirkung von Pepsin auf Eieralbumin wird ein Drittel 
der Bindungen gooffnet. Dabei entstehen auch Dipeptide und freie Amino
sauren. Sowohl nachfolgende Amino- wie Carboxypeptidase spalten ein zweites 
Drittel. Dipeptidase offnet anschlieBend den Rest. Verwendet man statt Pep
sin reine tryptische Proteinase, darnach Carboxypeptidase (oder Amino
peptidase), darnach Dipeptidase, so sind die einzelnen Spaltungsleistungen 
etwas anders, namlich ein Drittel, ein Halb, ein Sechstel. Die Summe ist also 
wieder 100%. Protaminase nach Pepsin oder Trypsin spaltet beidemal ein 
ZwOlftel. Pepsin wirkt nicht mehr nach Trypsin und dieses nicht nach Pepsin. 
Die Wirkung von Papain-Blausaure ist doppelt so groB wie die von Pepsin 
oder Trypsin. Darnach wirkt weder Pepsin noch Trypsin. 

Etwas weniger durchsichtig, aber im ganzen entsprechend erwiesen sich die 
Verhaltnisse beim Abbau des Milchalbumins.2 

Nachdem erkannt war, daB die Proteinasen definierte Schnitte durch das 
EiweiBmolekiillegen, dereD. Anzahl bei verschiedenen Proteinasen in einem ganz
zahligen Verh8.ltnis zueinander steht, war es verlockend, durch das Studium 
der Spaltstiicke den Aufbau des EiweiBmolekws kennenzulernen. Zu dieser 
Untersuchung wurden Peptidasen und Arginase herangezogen. 

Die erste vollstandige Aufklarung gelang E. WALDSCHMIDT-LEITZ und 
E. KOFRANYI an einem EiweiB mit verhaltnisma.Big kleinem Molekiil, dem 
Clupein aus Heringssperma.3 Das Clupein gehort zu den Protaminen, die sehr 
viel basische Bausteine enthalten und nur in den Fischspermen gefunden werden. 
Es enthii.lt zwei Argininreste auf einen Monoaminosaurerestf Von den Mono
aminosauren sind 2/5 Serin und je 1/5 Prolin, Valin, Alanin. Nimmt man von 
diesen Aminosauren je eine im Molekiil an, so kommt man zu folgender Zu
sammensetzung: 10 Arginin, 1 Prolin, 2 Serin, 1 Alanin, 1 Valin. Das Molekular
gewicht liegt nach THE SVEDBERG zwischen 1700 und 3000. Die Addition der 
15 Reste ergibt 2021. Sie enthalten 45 N-Atome, von denen 14 zu Peptidbin
dungen gehoren. 

Protaminase, eine im Pankreas vorkommende Carboxypeptidase mit spe
zifischer Einstellung auf Arginin, gibt einen Zuwachs von 2 freien Amino
gruppen, spaltet also ein Siebentel der Peptidbindungen und legt 2 Arginin
reste vom Carboxylende der Clupeinkette her frei. Das entstandene Clupean 
wurde mit Alkohol ausgefii.llt. Es enthiilt noch 8 Argininreste, 1 Prolin und 
4 weitere MonoaminosiLuren mit insgesamt 37 N- und 12 Peptidbindungen. 
Trypsin spaltet 4 Peptidbindungen, also ein Drittel, und liLBt dabei 5 Peptide 
entstehen. Diesa lassen sich durch fortgesetzte FiLllung mit 80%igem Alkohol 
in eine leichter und eine schwerer loslich.e Fraktion zerlegen, von denen erstere 1/5, 
letztere lIe des Gesamtstickstoffs als Aminostickstoff enthii.lt. 

DaArginin4N-Atome enthii.lt, paBt auf den QuotientenAmino-N: Gesamt-N 
= 1 : 5 ein Dipeptid aus Arginin und einer Monoaminosaure, auf 1 : 9 ein Tripeptid 
aus 2 Arginin und einer Monoaminosaure. Die Argininbestimmung (als Flavianat 

1 J. bioI. Chemistry 102 (1933), 73; 112 (1935), 171. 
2 LILA MILLER, H. O. CALVERY: J. bioI. Chemistry 116 (1936), 393. 
8 Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 236 (1935), 181. - E. KOFRANYI: Disser

tation, BrUnn, 1935. 
, A. KOSSEL, H. D. DAKIN: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem. 41 (1904), 414. 
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nach Saurehydrolyse) hestatigte diese Annahme. Das VerhaItnis des Gesamt· 
stickstoffs der heiden Fraktionen ist 27 : 73, was besagt, daB auf 2 Dipeptide 
3 Tripeptide kommen. 

Ta.belle 25. Enzymati8ehe UnterB'UChung der OlupeinspaltstiJ.cke nach Einwirkung von 
Protaminase und Trypllin. ' 

I Dipepiid· I Trlpeptld
fraktlon fraktlon 

Amino-N : Gesamt-N .... _ .•• _ .•..•..•..•.....••.........•. 
Arginin : Monoaminosaure ..•....•......................•... 
Anteil (Prozente des Gesamt-N) ................•...•...... 

Spaltbarkeit (in Prozenten der Bindungen) durch: 
Arginase ..................••..••................•...•. 
Dipeptidase ...........•...••..........•........•...... 
Aminopeptidase ...............•........................ 
Carboxypeptidase ................•..................... 

Spaltba.rkeit der Guanidino.Gruppen des Arginirui (in Prozen
ten des vorhandenen) durch: 
Arginase ................••.........•....•....•........ 
Arginase nach Dipeptidase ............................ . 
Arginase nach Carboxypeptidase ••...................... 

L: 5 
1: 1 

27 

o 
100 

o 
o 

o 
100 

1:9 
2: 1 

73 

o 
o 
o 

50 

o 

50 

Die Tripeptidfraktion enthaIt das gesamte ProIin. Sie ist unspaltbar fiir 
Dipeptidase und Aminopeptidase. Da eine andere ErkJii.rung fehlt, wird ange· 
nommen, daB Arginin am Aminoende die Spaltbarkeit aufhebt. Carboxypeptidase 
spaltet ein Arginin vom Carboxylende ab, was durch Priifung mit Arginase he· 
statigt werden konnte. Die Formel wird daher Ar-M-Ar sein. Von den drei 
Monoaminosauren der drei Tripeptide ist eine Prolin. 

Die Dipeptidfraktion enthiilt zwei Dipeptide, die sich gegen Dipeptidase und 
Carboxypeptidase verschieden verhalten. Dipeptidase spaltet beide, Carboxy. 
peptidase nur eine. Als einzige Moglichkeit verschiedenen Baues bleibt Ar-M 
und M-Ar. 

Die fiinf Bruchstiicke sind also: 

M-Ar, Ar-M, Ar-M-Ar, Ar-M-Ar, Ar-Pr-Ar. 

Sucht man nach einer GesetzmaBigkeit, nach der das Trypsin spalten kann, 
so ergibt sich als einzige, die die vier Schnitte in gleicher Weise erklart, die Spal. 
tung zwischen je zwei Argininresten. Darnach ergibt sich· die Formel des 
Clupeans zwingend zu 

M-Ar-Ar-M-Ar-Ar-M-Ar-Ar-Pr-Ar-Ar-M, 

wobei die Stellung von Pr unter den Monoaminosiuren unhewiesen ist. Fiigt 
man nun die beiden durch Protaminase am Carboxylende abgeschnittenen 
Argininreste wieder an, so kommt man zu folgender Clupeinformel: 

M-Ar-Ar-M-Ar-Ar-M-Ar-Ar-&-Ar-Ar-M-Ar-Ar. 

In tJhereinstimmung mit dieser Formel und unter der Annahme, daB Trypsin 
zwischen zwei Argininresten spa1tet, muB die direkte Einwirkung von Trypsin 
auf Clupein statt auf Clupean 5 statt 4 Spaltungen ergehen, was durch den 
Versuch bestatigt wurde. 
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Zu einer anderen Clupeinformel gelangten K. FELIX und A. MAGER1, die an
nahmen, dal3 je 4 Argininreste und je 2 Monoaminosiiuren miteinander verbun
den sind. Sie erhielten namlich bei Siiurehydrolyse in kleinen Mengen ein Peptid 
aus 4 Argininresten. Ihre Auffassung stimmt aber im Gegensatz zur anderen Formel 
nicht mit der von BERGMANN gefundenen Spezifitiit des Trypsins (siehe S.246) iiberein. 

Bei komplizierten Proteinen liel3 sich eine so vollstandige Aufkliirung der Reihen
folge bisher noch nicht durchfiihren. Aus seinen Analysen der Aminosiiurezusam
mensetzung der Gelatine, bei denen er rund 1/3 G, 1/6 Pr und l/e Op fand, entwickelte 
M. BERGMANN2 die Vorstellung, dal3 die Gelatine nach einer der folgenden Formeln 
gebaut sei (x = unbekannt): 

I. -G-Pr-x-G-x-x-G-Pr-x-G-x-x-, 

II. -G-x-Pr-G-x-x-G-x-Pr-G-x-x-. 

w. GRASSMANN und K. RIEDERLE3 gelang es nun, aus einem Abbauprodukt 
der Gelatine, dem Glutokyrin, das man durch unvollstandige Saurehydrolyse 
darstellt, ein argininhaltiges Dipeptid und ein lysinhaltiges Tripeptid in aqui
molekularen Mengen zu isolieren. Das Tripeptid enthielt Prolin, Glycin 
und Lysin. Es wird von Prolidase aus Niere so gespalten, daB eine Peptid
bindung gelost wird. An der aufgesprengten Peptidbindung muB also der 
Iminostickstoff des Prolins beteiligt sein. Trennt man die Spaltprodukte 
mit Phosphorwol£ramsaure in eine Basenfraktion und eine Monoamino
saurefraktion, so laBt sich nachweisen, daB die Basenfraktion kein Peptid, 
sondern eine einheitliche Aminosaure, das Lysin, enthalt. Die Formel des Tri
peptids ist darnach Ly-Pr-G. Priift man die Einsetzbarkeit dieses Tripeptids 
in die beiden Gelatineformeln von BERGMANN, so findet man nur die zweite 
dafiir passend. Nach GRASSMANN und RIEDERLE enthalt also. die Gelatine 
folgende Aminosaureanordnung: 

-G-L-Pr-G-x-x-G-x-Pr-G-x-x-. 

Die auffallende Regelma.Bigkeit in der Reihenfolge der verschiedenen Amino
saurereste, wie sie hier und beim Clupein nachgewiesen wurde, ist auch bei 
anderen Proteinen beobachtet worden. So konnten M. BERGMANN und C. NIE
MANN' bei der Bausteinanalyse verschiedener hochmolekularer Proteine die 
Entdeckung machen, daB die molekularen Mengen der verschiedenen darin ent
haltenen Aminosauren sowohl zueinander als auch zur Gesamtzahl aller Amino
sauren in einem einfachen ganzzahligen Verhaltnis stehen und diese Gesamt
zahl durch 2n . 3m darstellbar ist. 

1m Rinderglobin und Rinderfibrin wurde als Gesamtzahl der Bausteine 
576 = 26 .32 gefunden, in Eieralbumin 288 = 25 .32.' Multipliziert man mit 
diesen Zahlen das durchschnittliche Molekulargewicht der darin enthaltenen 
Aminosaurereste (bei Eieralbumin 124), so kommt man zu einem EiweiBmolekular
gewicht von 35700. Diese Zahl kennen wir schon aus den Untersuchungen von 
THE SVEDBERG als das Mindestmolekulargewicht der Proteine (wenn man das 
seltene Vorkommen des Halben dieser Zahl vernachlassigt). Die Gesetzma.Big
keit, daB die Molekulargewichte von EiweiBkorpern sich durch 'V·288 ausdriicken 
lassen, ist die Folge von zwei Tatsachen: Erstens daB die Molekiile '/1·288 Reste 
enthalten, zweitens daB das mittlere Molekulargewicht der Bausteine etwa 120 ist. 

1 Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 249 (1937), 111. 
2 J. bioI. Chemistry 110 (1935), 471. 
3 Biochem. Z.284 (1935), 177. 
, J. bioI. Chemistry 122 (1938), 577. 
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Bei der Bausteinanalyse des Seidenfibroins nach Saurehydrolyse zeigt es sich 
daB der Antell des Glycins an der Gesamtzahl der Aminosauren 1/. ist, des 
Alanins 1/4, des Tyrosins 1/18' des Arginins 11m, des Lysins 1/648' des Histidins 1/2582' 

Tabelle 26. BaUBteinanalY8e des Seidenfibroins. 

I Gewlchts'l MoJekuIar-
Grammolektlle 

Amino- pto l00.g Protelne HAuflgkelt 
sliure prozent gewlcht 

gefunden berechnet1 

G ...... 43,8 75 0,5840 0,5840 1 ' II 
A ...... 26,4 89 0,2966 0,2920 1/, 
Ty ..... 13,2 181 0,0729 0,0730 1/18 

Ar ..... 0,95 174 0,0055 0,0054 1/118 

Ly ..... 0,25 146 0,0017 0,0018 l/m· 
Hi ..... 0,07 155 0,00045 0,00045 1/1681 

NachSpalte6 derTabeUe26 muB das Molekiil des Seidenfibroins mindestens 
2592 = 25 • 3' Aminosaurereste enthalten. Multipliziert man mit 84, dem Durch
schnittsmolekulargewicht der Bausteine des Seidenfibroins, so ergibt sich ein Min· 
destmolekulargewicht von 217700. Es faUt aus der Reiheder THE SVEDBERG· 
schen Zahlen heraus, da wegen des hohen Glycingehaltes auch das Durch. 
schnittsmolekulargewicht aus der Reihe der anderen herausfaUt. Als einfachste 
Erklarung dieser RegelmaBigkeit nehmen die Autoren einen Aufbau der Peptid. 
kette des Seidenfibroins nach bestimmtem Muster an: 

-G-A-G-Ty-G-A-G-Ar-G-A-G-x-G-A-G-x-
-(G-A-G-Ty-G-A-G-x-G-A-G-x-G-A-G-xh2 
-G-A-G-x-G-A-G-x-G-A-G-Ar-
-(G-A-G-Ty-G-A-G-x-G-A-G-x-G-xhs· 

Fiir x kann Ar, Ty und Hi stehen. . 
Die gefundenen Gesetzma,13igkeiten fassen M. BERGMANN und C. NIEMANN! 

in folgenden Satzen zusammen: . 

1. Die Gesamtzahl der Aminosaurereste im Molekiil betragt: Nt = 2'" 3m • 

2. Die Zahl der Reste einer bestimmten Aminosaure im Molekiil betragt: 
N£ = 2'" ·3m'. 

3. Die Haufigkeit der Reste der betreffenden Aminosaure im Molekiil betragt: 
F£ = 2""·3mll • 

4. m und n sind positive ganze Zahlen. 
5. n', m', nil und mil sind positive ganze Zahlen oder Null. 
6. n = n' + nil; m = m' + m". 

Bei der Untersuchung von Rinderhamoglobin,s dem SehneneiweiB Elastin' 
und dem Haut- oder BindegewebseiweiB Kollagen5 ergaben sich analoge Resultate. 
Auch stimmen sie mit den Ergebnissen der RontgeIl;analysen insofern iiberein, 
als diese eine Wiederholung bestimmter Bausteine in regelmaBigen Abstanden 
erkennen lassen.6 

1 Mit der Grundzahl 0,5840 (Zahl der Mole G in 100 g). 
2 J. bioI. Chemistry 122 (1938), 577. 
3 C. NIEMANN: Cold Spring Harbor Sypmos. quantitat. BioI. 6 (1938), 58. 
, W. H. STEIN, E. G. MILLER jr.: J. bioI. Chemistry 126 (1938), 599. 
6 F. SCHNEIDER: Collegium (Darmstadt) 1940, 97. 
• W. T. ASTBURY: Nature (London) 140 (1937), 968. 
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S. Strukturermittlung der Proteine dureh RDntgenanalyse.1 

Nach ihren Interferenzbildem unterscheidet sich die Gruppe der Faser· 
proteine (Seidenfibroin, Keratin, Myosin) prinzipiell von den kristallisierbaren, 
wasserloslichen Proteinen, wie Eieralbumin, Edestin, Pepsin. 1m ROntgenbild 
des Seidenfibroins findet man regelmaIlig eine Identitatsperiode von 7 A langs des 
Fadens. lJnter Zugrundelegung der bekannten Atomabstinde und Valenzwinkel 
erkannten MEYER und MARK, daIl dies dem doppelten Abstand einer Peptid. 
bindung von der nachsten entspricht. 

R 0 R 0 
I II I II 
CHNHC CHNHC 

.". / ". / " / ". /'''. / ". / ". / 
NH· C 0H NHi C CH NH 

II I : II I 
ORO R . ~ 

31/. A 

-- 7A 

Infolge des raumlichen Baues der Atome ist namlich erst nach zwei Pep. 
tidbindungen dieselbe raum1iche Anordnung wiederhergestellt. Die Struktur· 
ermittlung mit ROntgenstrahlen fiihrt also wieder zu der Erkenntnis, daB in 
den Proteinen lange Ketten von Aminosaureresten, verkniipft durch Peptid. 
bindungen, vorliegen. 

Erstaunlicherweise fand sich bei anderen Faserproteinen wie Keratin (Woll. 
eiweiB), Kollagen (BindegewebseiweiB), Myosin (MuskelfasereiweiB), in denen 
man dieselbe Peptidkette annehmen durite, eine Identitatsperiode von nur 
5,1 A. Dieser Unterschied innerhalb der Faserproteine fand eine glii.nzende 
Aufklii.rung durch ASTBURY. In Wasser bis zur doppelten Lange gedehnte Woll· 
haare (p.Keratin) zeigten dieselbe Identitatsperiode vo:p. 7 A wie Seidenfibroin. 
Sie verschwand, wenn man das Haar wieder zusammenschnellen lieB. ASTBURY 
nimmt an, daB im IX.Keratin, also im ungedehnten Haar, eine Faltung der Pep. 
tidkette infolge der Anziehung zwischen CO· und NH.Gruppen vorliegt, wie sie 
die Formel auf S. 210 darstellt. Vielleicht ist sogar durch Lactimbildung eine 
SchlieBung ~er Ringe zu Pseudo-diketopiperazinen erfolgt. Der berechnete 
Abstand dieser Ringe entspricht gerade der gemessenen Identitatsperiode des 
/X·Keratins von 5,1 A. 

Bei der Behandlung des gestreckten Haares mit Dampf besteht, ehe die 
Dehnung bleibend wird, kurze Zeit ein Zustand, in dem das losgelassene 
Haar sich nicht auf die Halfte, 80ndem auf ein Drittel, auf die 80genannte iiber. 
kontrahierte Form verkiirzt (siehe Formel auf S.210). 

AuBer den genannten Abstanden findet man. aus den ROntgenbildem aller 
Faserproteine noch zwei weitere charakteristische Identitatsperioden von 9,8 A 
und 4,65 A, die zueinander und zur Hauptkette im rechten Winkelstehen. Erstere 
entspricht der durchschnittlichen Lange der Seitenketten, letztere dem seitlichen 
Abstand der Hauptketten voneinander, die ASTBURY als Riickgratdicke der 
Hauptketten bezeichnet. 

In den wasserl6slichen, kristallisierten Proteinen hatte man ebenfalls auf. 
schluBreiche Interferenzen erwarten sollen. Man fand aber ein recht inhaJtsloses 

1 F. HALLE gibt in der Kolloid-Z. 81 (1937), 334 ein Sammelreferat mit 218 Litera
turnachweisen. 

Hdb. d. Katalyse, m. 
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merkontraktion 
I 

" 1 I... .. ..... ~/CO 
/C~/ +- ................................ ~/C~/CO /C~R/O k.... HN" 

OC N OC N OC NR /CRR'''; 

~ (OR)6 CRR :: ~ 6(OR) ~ CO OC,,~-< 
" / " / " .0" / " " / " ?R :lQ CRR N CO CRR NH CRR NH RRC, :~ 

1 1 1 1 ':X 
CRR C(OH) NR R' CR R· CR /CO :~ 

/ " / " / 1 I RN,.: OC N CRR , 
1 1 ORR CO CRR CO CRR .. ·: 

/,,/ /,,/ / 
HN (OH)C CRR OC N RaO OC NR Dehnung OC, " / " / 'cO I 1 ~ 1 ---~, 

CRR N RN C(OR) RaO HN CO Kon. ?R 
1 1 " / " " /" +--- RRC (OR)C NH CRR NH CRR NH traktion " / "cIiR ";\ 1 1 /CO 

'Oberkontrahiertes Keratin 
(11. Liinge). 

R·CH R'CR HN" 
1 I /CRR 

CRR CO CRR CO OC 
/,,/ /,,/ " 

.OC N OC NH NR 
.~ 1 I I RRC/ 
HN C(OR) HN CO " 

"cIiR"NH "akR"NH /CO 
I I "'-. RN" 

"LactiIn" ' --r "Lactam" 
Tautomerie 

Normales ",·Keratln 
(1/. Liinge). 

/CRR 

OC" 
?R 

RHO" 

':Ii /00 
HN 
Gestrecktes 
/I·Keratin 

(1ft Liinge). 

Rontgenbild ahnlich amorphen Korpern. Erst neuerdings wurde erkannt, daB 
die kristallisierbaren Proteine an der Luft 8Ofort das reichIich in ihnen ent· 
haltene Kristallwasser und damit auch ihre Kristallstruktur verIieren. Bleiben 
die Kristalle aber bei der Rontgenaufnahme in ihrer Mutterlauge, so findet man 
wirkIich die erwarteten spezifischen Kristalldiagramme, beirn kristallisierten Pepsin 
sogar Einkristalldiagramme. Die Identitatsperioden sind nach allen drei Raum
richtungen gleichmaJlig entwickelt und besitzen eipe Lange von ungefahr 40 A. 
Die typische Identitatsperiode von 7 A langs der Haupt- (Peptid-) Kette, die 
bei den Faser.diagrammen im Vordergrund steht, findet sich bei den kristalli
sierten Proteinen nicht. Man muB daher auf eine etwa kugelformige Gestalt 
der Proteinmolekiile schIieBen, in Ubereinstirnmung mit den Befunden THE 

SVEDBERGS, der aus den Diffusionsmessungen bei der Ultrazentrifugierung 
ebenfalls eine kugelformige Gestalt errechnet. Beim Insulin ist der Elementar
korper rhomboedrisch und hat eine Kantenlange von 44,3 A. Hieraus, aus der 
Dichte und dem Rhomboederwinkel kann man ein Molekulargewicht des 
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Elementarkorpers von 37000 errechnen, also von derselben GroBenordnung 
wie das von THE SVEDBERG zu 35000 ermittelte Grundmolekula.rgewioht der 
EiweiBkorper. 

Den Zusammenhang mit der Struktur der Faserproteine konnte AsTBURY 
erst aufdecken, a.ls er die Vorgange der Denaturierung Un Rontgenbild verfolgte. 
Wie schon beim Trocknen der Kristalle, so venchwindet erst recht bei ihrem 
Erhitzen die Kristallstruktur vollkommen; das ROntgenbild wird das einer 
amorphen Substanz. Aber es liefert nun die zwei charakteristischen Abstii.nde 
von 4,5 und von 10 A, die der Riickgratdicke und den Seitenkettenabstli.nden 
der Faserproteine entsprechen. Es gelang W. T. AsTBUBY, S. DIOKINSON und 
K. BAILEyl sogar, aus Edestin und Eieralbumin unter gleichzeitiger Denaturie
rung Faden herzustellen, die Elastizitii.t besaJ3en und in gedehntem Zustand 
das fiir ,8-Keratin typische Rontgenbild ergaben. 

Nun lassen sioh die gesamten Ergebnisse der Rontgenanalyse 1001icher Proteine 
zu einem einheitlichen Bild gestalten. In den feuchten Kristallen sind die Peptid
ketten des EiweiBes unter EinschluB von Kristallwasser durch Einfaltung zu 
einer komplizierten, kugelformigen Struktur gefiigt. Die Identitli.tsperiode 
entspricht dem Durchmesser des ganzen Molekiils. Durch den beim Heraus
nehmen aus der Mutterlauge eintretenden Wasserverlust unter Denaturierung 
treten an Stelle des Kugelaufbaus wirr verknii.uelte Ketten, die sich aber bei 
der Koagulation zu einer neuen kristallisierten Struktur strecken und parallel 
richten lassen. 

Die Faserproteine entsprechen demnach dem denaturierten Zustand der 
kristallisierbaren Proteine. 

Peptidasen. 
Zur Einteilung der Peptidasen wie der Proteinasen sind folgende Fragen 

zu bea.ntworten: 
1. MuD das der zu spaltenden Peptidbindung benachbarte C-Atom eine freie 

Aminogruppe tragen? 
2. 1st eine freie Carboxylgruppe in Nachbarschaft· der zu spaltenden Peptid

bindung n6twendig? 
3. 1st in unmittelbarer Nachbarschaft der Z\1 spaltenden Peptidbindung eine 

weitere Peptidbindung notwendig'l 
4. 1st ein freielt H-Atom an der Peptidbindung (Peptidwasserstoff) notwendig'l 
5. 1st an den der zu spaltenden Peptidbindung benachbarten C-Atomen 

(IX- und IX'-C-Atom) je ein freies H-Atom notwendig'l 
6. MuD die zu spa1tende Bindung der SubstTltte von den natiirlich vorkommen

den Aminosli.uren gebildet sein'l 
7. Sind besondere EiweiDbausteine gUnstig oder notwendig? 

/¥' -Wasser- Peptid- /¥-Wa.sser-
stoff wasserstoff stoff 

" t t t / 
CH--CO--NH--------HC" 

(HaN)' i i (COOH) 
0" -C-Atom /¥-C-Atom 

Peptida.sen nennt man diejenigen Proteasen, die zu ihrer Wirksamkeit der 
Anwesenheit freier endstindiger Amino- (bzw. lmino-) oder Carboxylgruppen 
bediirfen. Je nachdem, ob die eine oder die andere freie Gruppe oder beide 

1 Biochemic. J. 29 (1935), 2351. 
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erforderIich sind, teilt man sie in Amino-, Carboxy. oder Dipeptidasen. Ein 
weiterer Einteilungsgrund ergibt sich damach, ob die Peptidasen auf bestimmte 
Aminosaurereste, z. B. Leucin oder ProIin, angewiesen sind. 

Die Aufteilung der hydrolytischen Enzyme, die natives EiweiB nicht angreifen, 
nach chemischen Gesichtspunkten begann, als E. W ALDSOHMIDT-LEITZ, W. 
GRASSMANN und H. SCHLATTERl erkannten, daB manche Enzyme nur Dipeptide, 
andere nur Peptide mit mindestens 3 Aminosaureresten aufspalten. Der nachste 
Schritt der Aufteilung wurde von E. W ALDSCmDDT·LEITZ und Mitarbeiteml 

getan durch die Feststellung, daB ein Teil der Polypeptidasen einer, freien 
Aminogruppe, ein anderer einer freien Carboxylgruppe am Ende der Peptid. 
kette hadarf. Man unterschied nun Aminopolypepti~sen und Carboxypoly. 
peptidasen. Die Unspaltbarkeit der Dipeptide 'durch die beiden neuen Gruppen 
beruht darauf, daB jeweils die unmittelbare Nachbarschaft des zur Spaltung 
nicht benotigten Kettenendgliedes, aJso der Carboxy- bzw. Aminogruppe die 
Wirksamkeit aufhebt (oder doch sehr einschrankt). Da nicht die Kettenlange 
fur die Spaltung maBgebend ist, vielmehr schon die Besetzung der hindemden 
Gruppe mit irgendeinem anderen Substituenten Spaltbarkeit herbeifiihrt, ist 
die Bezeichnung Polypeptidasen iiberfliissig und verwirrend. Man unterscheidet 
besser nur noch Aminopeptidasen, Carboxypeptidasen und Dipeptidasen. 

Aminopeptidasen. 
Spezifitat. 

Die verbreitetste Gruppe sind diejenigen Peptidasen, die zu ihrer Wirksam
keit einel' freien Aminogruppe am Ende der Peptidkette bedurfen und von 
dem Aminoende her die Peptidkette aufspalten. Substituiert man die Amino
gruppe z. B. durch den Benzoylrest,3 p-Aminobenzoylrest,4 /l-NaphthaIinsulfo
rest,S oder auch durch die Methylgruppe,6 so wird das Substrat unspaltbar. 

Von der gew.ohnIichen Aminopeptidase unterscheiden sich drei Aminopeptida
sen mit beschrankter Spezifitat. Sie bedurfen namIich bestimmter Aminosauren 
als KettengIieder. M. J. JOHNSON und W. H. PETERSON8 fanden zuerst in 
Aspergillus parasitwus eine Aminopeptidase, die zwar L-G-G spalten konnte, 
aber gegeniiber G-G-G unwirksam war. Eine Leucylpeptidase wurde dann 
in tierischem Erepsin und schlieBIich in fast allen peptidasehaltigen Zellen au.6er 
in Brauereihefe und in einigen Schimmelpilzen nachgewiesen.7• 8 Sie ist im 
Gegensatz zu allen anderen Peptidasen durch Magnesiumsalze aktivierbar 
und unterscheidet sich von der gewohnlichen Aminopeptidase auch noch dadurch, 
daB sie durch die Nachbarschaft einer freien Carboxylgruppe in ilirer Wirksamkeit 
nicht gestort wird und daher auch Dipeptide spaltet. Nach HOLTER, LEHMANN
BERN und LINDERSTR0M-LANG ist sie identisch mit der sogenannten Dipeptidase II, 
die ebenfalls durch Magnesium aktivierbar ist (siehe Abschnitt Dipeptidase, 
S.232). 

1 Ber. dtsch. chem. Ges. 60 (1927), 1906. 
2 E. WALDSCHMIDT-LEITZ, W. KLEIN: Ber. dtsch. chem. Gas. 61 (1928), 640. -

Ferner E. ABDERHALDEN: c. s. Fermentforsch. 10 (1929),474, 481; 11 (1929), 104.-
E. WALDSCHMIDT-LEITZ, A. PURR: Ber. dtsch. chem. Gas. 62 (1929), 2217. 

3 E. WALDSCHMIDT-LEITZ, A. K. BALLS: Ber. dtsch. chem. Ges.68 (1930), 1203, 
1209. 

, E. ABDERHALDEN, E. RIESZ: Fermentforsch.12 (1930), 180. 
5 W. GRASSMANN, H. DYCKERHOFF: Ber. dtsch. chem. Ges. 61 (1928), 656. ' 
6 M. J. JOHNSON, W. H. PETERSON: J. bioI. Chemistry 112 (1935), 25. 
7 K. LINDERSTR(/JM-LANG: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem.188 (1929), 48. 
S M. J. JOHNSON, G. H. JOHNSON, W. H. PETERSON: J. bioI. Chemistry 116 

(1936), 515. 
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Zur besseren Unterscheidung bezeichnen Wll' m diesem der Spezifitat ge. 
widmeten Abschnitt die gewohnliche Aminopeptidase, da sie auch G-G-G 
spaltet, im Gegensatz zur Leucylpeptidase als G-Aminopeptidase, in den fol
genden Abschnitten einfach als Aminopeptidase. 

Peptide mit Prolin in der Nachbarschaft der zu spaltenden Bindung werden 
von den normalen Peptidasen nicht gespalten. Hierfiir sind zwei besondere 
Enzyme notig, die beide die Kette vom Aminoende her aufspalten, also zur Gruppe 
der Aminopeptidasen gehOren. 

Nach GRASSMANN, DYCKERHOFF und v. SCHONEBEOK1 greifen Glycerinextrakte 
aus Darmschleimhaut, Pankreas und Leber, ferner rohe Hefeautolysate P-G 
und P-G-G an. Gereinigte Trockenpraparate haben diese Fahigkeit verloren. 
Das Enzym wird Prolinpeptidase roer Prolinase genannt. Es spaltet alle Peptide, 
deren Aminoende aus Prolin besteht, auch Dipeptide. Steht der Prolinrest nicht 
am Aminoende, sondern innerhalb der Peptidkette oder am Carboxylende, so 
tritt ein anderes Enzym, die Prolidase, in Funktion.2 Sie ist im Gegensatz zu 
allen anderen Aminopeptidasen, auch der Prolinase, durch Cyanid nicht hemmbar; 
Bei der Hydrolyse der prolinreichen Proteine Kollagen und Gelatine werden 
mehr als ein Viertel aller Peptidbindungen von der ProIidase gespalten. 

1m Gegensatz zu Prolinase, ProIidase und Leucylpeptidase wird die G-Amino
peptidase durch die Nachbarschaft einer freien Carboxylgruppe gehemmt. 
Sie spaltet keine Dipeptide, wohl aber Dipeptidester und Dipeptidamide.8 Zur 
Priifung dieser Frage wurden auch Peptide der Amino-malonsaure (Ama) ver
wendet.' Das Diamid der Alanyl-amino-malonsaure war spaltbar, nicht aber 
die Alanyl-amino-malonsaure selbst und auch nicht das Amino-malonsaure-l
glycin-2-amid: 

A-Ama.-NH. Ama.-G 
I I 

NH. NH. 
Spaltbar. Nicht spaltbar. 

Ferner wird das Diglycid der Diamino-propionsaure 

HsN-CH.-CONH-CH.-COOH 
I 

H.N-CH.-CONH-CH. 

wohl von Dipeptidase, aber nicht von Aminopeptidase gespalten, da die freie 
Carboxylgruppe stort." 

Keine der vier Aminopeptidasen bedarf zu ihrer Wirksamkeit neben der 
zu spaltenden einet weiteren CO-NH-Gruppe. Daher sind sie nicht als Proteina
sen, sondern als Peptidasen anzusprechen. 

Die G-Aminopeptidase und die Leucylpeptidase spalten A-Sark-G nioht.6 

Sie bediirfen also freien Peptidwasserstoffs. Dagegen braucht die ProIidase 
naturgemaB keinen freien Peptidwasserstoff.8 Die Wasserstoffatome an den 

1 W. GRASSMANN, H.DYCKERHOFF, O. v. SCHONEBECK: Ber. dtsch. ohem. Ges.62 
(1929), 1307. - W. GRASSMANN: Collegium (Dresden) 11 (1934), 549. - E. ABDER
HALDEN, H. NIEBURG: Fermentforsch.18 (1933), 573; 14 (1933), 128. 

8 M. BERGMANN, J. S. FRUTON: Science (New York) 83 (1936), 306. 
8 W. GRASSMANN: Habil-Schr., S.89. Miinchen, 1928. - E. WALDSCHMIDT-

LEITZ, W. KLEIN: Ber. dtsch. chem. Ges.61 (1928), 640. 
, F. SCHNEIDER: Biochem. Z.298 (1938), 130. 
6 M. BERGMANN, J. S. FRUTON: J. bioI. Chemistry 117 (1937), 189. 
• M. BERGMANN, J. S. FRUTON: Science (New York) 88 (1936), 306. 
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IX-, IX' -C-Atomen sind nur wegen ihres geringen Raumbedarfs notwendig. Sie 
konnen zwar durch CHa, aber nicht durch gro.Bere Beste ersetzt werden.1 

Die Aminopeptidasen spalten nur Peptide aus der Z-Reihe mit Ausnahme 
einiger weniger Bakterienpeptidasen, die beide optischen Antipoden zu spalten 
vermogen.a 

Eine merkwiirdigeBeobachtung machte E. W ALDSomnDT-LEITZ bei der 
Untersuchung von tyrosinhaltigen Peptiden. Die G-Aminopeptidase ist nicht 
imstande, L-G-G-G-Ty zu spalten, solange nicht daB. Tyrosin (von Carboxy
peptidase) abgespalten ist.a Arginin am Aminoende scheint die Spaltung zu 
verhindern, denn Clupein und Clupean und die daraus entstandenen Tripeptide 
(siehe S. 206) werden nicht gespalten.' 

Darnach lassen sich die Bedingungen der Spezifitat folgendermallen zu
sammenfassen: 

1. Das eine C.Atom in Nachbarschaft zur Peptidbindung mull eine freie 
Amino- bzw. bei der Prolinase eine Iminogruppe tragen. 

2. Eine freie Carboxylgruppe in Nachbarschaft der zu spaltengen Peptid
bindung ist fiir alle Aminopeptidasen iiberfliissig. Sie verhindert sogar die 
Wirksamkeit der G-Aminopeptidase, die daher keine Dipeptide spaltet. Prolinase, 
Prolidase und Leucylpeptidase spalten auch Dipeptide. 

3. Eine weitere Peptidbindung in Nachbarschaft der zu spaltenden ist nicht 
notwendig. 

4. Peptidwasserstoff ist bei der Aminopeptidase, Prolinase und Leucylpeptidase 
notwendig, bei der Prolidase nicht. 

5. Die (X- und (X'-C-Atome miissen ein freies Wasserstoffatom tragen. Ersatz 
durch CHa hemmt stark, durch grollere Substituenten vollstandig. 

6. Dar sterische Bau mull derart sein, dall die (X- und (x' -H-Atome auf der 
einen, die Seitenketten auf der anderen Seite der Peptidbindung liegen. 

7. Die gewolinliche Aminopeptidase wird durch Arginin am Aminoende und 
durch Tyrosin am Carboxylende der Peptidkette an ihrer Wirksamkeit gehindert, 
80nst bedarf sie keiner besonderen Bausteine. Die Leueylpeptidase spaltet nur 
Leueyl-, Alanyl- und Valylpeptide. Die Prolinase bedarf einer ProIingruppe 
am Aminoende, die Prolidase einer Prolingruppe auf der Carboxylseite der zu 
tlpaltenden Bindung. 

Vorkommen. 
Die Aminopeptidase findet sieh fast in allen Zellen, und zwar stets in Be

gleitung von Dipeptidase. Die hauptsii.ehliehste Fundstelle ist der Diinndarm, 

1 ~1. BERGMANN, L. ZERVAS u. Mitarbeiter: Hoppe-Seyler's Z. physiol Chem. 224 
(1934),11,17,26,32; J. bioI. Chemistry lOB (1935),325. - W. GRASSMANN, L.KLENK, 
T.PETERS-MA,YR: Biochem. Z. 280 (1935), 307. 

B J. BERGER, M. J. JOHNSON, W. H. PETERSON: J. bioI. Chemistry 124 (1938).395. 
Neuerdings fand E. W,ALDSCHMIDT-LEITZ mit K.MA,YER, R.HATSCHEK, R.RA-us
MANN [Hoppe~Seyier's Z. physiol. Chem. 262 (1939). IV; 263 (1940), I; 267 (1940), 
79] mit dem Serum CareinomaWser eine Spa.ltung von d-Peptiden, z. B. von 
dL-G-G, die im normaJen Serum fehlt. Sie kann aueh bei normalen Individuen 
durch Injektion von dL-G-G hervorgerufen werden. Der Befund wurde yon H. 
HEBKEN und H.ERXLlilBEN [ebenda 2M (1940), 251], H.v.EuLER und B.SKAR
~Y:NSKI [ebenda. 266 (1940), 133], E.ABDERHALDEN ·und R.ABDERHALDEN [ebenda 
266 (1940), 253] bestatigt. Das Enzym erhieit den Namen d-Peptidase. Sein Auf
treten wird a.ls Abwehrreaktion aufgefaBt. 

a E. WALDSClDUDT-LEITZ: Chem. Weekbl. 27 (1930). 266. 
, E. W,ALDSCmt:IDT-LEITZ. E. KOFBANYI: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem. 236 

(1935), 181. 
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dessen Enzymgemisch als Erepsin bezeichnet wird,1 femer der Fundus. und 
Pylorus des Magens. Nach HOLTER und LnmEBSTB9ll-LAN'G ist die Konzen
tration der Aminopeptidase in der Pylorusschleimhaut eben80 groB )Vie in der 
Diinndarmschleimhaut.8 Das Pankreas enthiilt zwar dieselbe Aminopeptidase 
wie der Darm,1 aber nur in geringer Menge.' Auch im Blut ist Aminopeptidase 
vorhanden, im Serum,o in den Leukocyten, deren Enzymsystem dem des Pankreas 
entspricht,8 und in den Lymphocyten, die sich mehr an das Enzymsystem der 
anderen Organe anschlieBen.7 In der Hefe ist Aminopeptidase in groBer Menge 
enthalten.s 

Die Leucylpeptidase findet sich ebenfalls im Erepsin.8 Sie wurde nachgewiesen 
im Darm von Menschen, Ratten, Hiihnern, Wanzen, im Gewebe von Forellen, 
Hummem,10 in den Eiem des Wurmes Tubifex,1;l in den Bakterien histolyticus, 
botulinus,12 LeuC07W8toc mesenteroide8,13 Pseud0m0rta8 fluore8CeM und Rhizobium 
trifolii ;10 sie wurde nicht gefunden iil Brauereihefe, PeniciUium citrinum und 
terre8te und AspergiUus parasiticus.10 

Die Prolinase kommt in der Darmschleimhaut vor, im Pankreas, in der 
Leber, in rohen Hefeautolysaten.14 Sie ist empfindlicher als die Aminopeptidase 
und verschwindet daher hii.ufig beim Aufbewahren und Reinigen der Pri.i.parate. 

Prolidase ist im Gegensatz zur Prolinase nicht im Pankreas enthalten. Sie 
findet sich im Erepsin dar Darmschleimhaut und in der Hefe. lO 

Bestimmungsmethoden und Einheiten. 
Zur Bestimmung der Aminopeptidase im Erepsin und in der Hefe verwendet 

man die Spaltung des dlL-G-G. Die Ausarbeitung der Bestimmungsmethode 
stammt aus einer Zeit, in der das Vorhandensein einer besonderen Leucylpeptidase 
noch nicht bekannt war. Es ist daher fraglich, wieviel von den gemessenen 
Spaltungen diesem Enzym zuzuschreiben ist. Zur Unterscheidung der heiden 
Enzyme18 kann einerseits der Vergleich der Spaltungen von G-G-G und 
L-G-G dienen, anderseits die Dialyse, die die Leucylpeptidase durch Ent-

1 E. WALDSCHMIDT.LEITZ, A. K. BALLS, J. WALDSCHMIDT·GRASER: Ber. dtsch. 
chern. Ges.82 (1929), 956. 

z K. LINDERSTR9M.LANG: Bull. New York Acad. Med. 10 (1939), 719. 
B K. LINDERSTR9M·LANG, H. HOLTER, A. S. OHLSEN: Hoppe·Seyler's Z. physiol. 

Chern. 227 (1934), 1. 
• E. WALDSCHMIDT·LEITZ, J. WALDSCHMIDT·GRASER: Hoppe·Seyler's Z. physiol. 

Chern. 168 (1927), 247. 
Ii E. ABDERHALDEN, H.IIA.NSON: Fermentforsch.16 (1937), 382. 
8 R. WILLSTATTER, E. BAMANN, M. ROHDEWALD: Hoppe.Seyler's· Z. physiol. 

Chern. 186 (1929), 267; 204 (1932), 181. 
7 H. KLEINMANN, G. SCHARR: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chern. 261 (1932), 

275. - H. A. OELKERS, H. FISCHGOLD: Klin. Wschr.l0, I (1931), 205. 
8 W. GRASSMANN: Hoppe.Seyler's Z. physiol Chern. 167 (1927), 202. 
• M.J. JOHNSON, G.H. JOHNSON, W.H.PETERSON: J. bioI. Chemistry 118 (1936), 

515; 122 (1937), 89. 
10 J. BERGER, M. JOHNSON: J. bioI. Chemistry 188 (1940), 157. 
11 H. HOLTER, F. E. LEHMANN·BERN, K. LINDERSTR9M·LANG: Hoppe.Seyl~r's 

Z. physiol. Chern. 260 (1937), 237. 
11 E. MASCHMANN: Naturwiss.27 (1939), 819. 
13 J. BERGER, M.J.JOHNSON, W. H. PETERSON: J. bioI. Chemistry 124 (1938),395. 
1& W.GRASSMANN, H.DYCKERHOFF, O.V.SCHONEBECK: Ber. dtsch. chem. Gas. 82 

(1929), 1307. - W. GRASSMANN: Collegium (Darmstadt) 11 (1934), 549. - E. ABDER. 
HALDEN, H. NIEBURG: Fermentforsch. 18 (1933), 573; 14 (1933), 128. 

11 M. BERGMANN, L. ZERVAS, H. SCHLEICH: Bar. dtsch. chern. Gas. 86 (1932), 
1747; Hoppe·Seyler's Z. physiol. Ch~m. 212 (1932), 72. 

18 M. J. JOHNSON, G. H. JOHNSON, W. H. PETERSON: J. bioi. Chemistry 118 
(1936), 515. 
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femung von Magnesium inaktiviert, bzw. der Zusatz von Magnesium, der sie 
aktiviert. 

Die Aminopeptidase des Erepsins bestimmen E. W.ALDSCBMIDT-LEITZ und 
A. K. BALLS folgendermaBen: 1 

Von einer L6sung, die in 100cma 4,90g L-G-G, 40 cman / .-Ammoniak-Ammonium
chloridpuffer (1: 1) und 5 cms n-Essigsii.ure enthiiJ.t, werden 5 cm8 mit der Enzym
losung versetzt und eine Probe sofort in 90%iger alkoholischer Losung mit "/I-Kali
lauge titriert, eine zweite nach einer Stunde. Verdauungstemperatur 30°, PH = 8,0. 

Als Einheit der Aminopeptidase bezeiehnet man das l000faehe der
jenigen Enzymmenge, fiir die sieh der Quotient aus Umsatz (in Kubikzentimeter 
"/z-KOR) und Reaktionszeit (in Minuten) zu 0,001 ergibt .. 

Fiir die Bestimmung der Aminopeptidase in der Refe geben W. GRASSMANN 
und H. DYCKEBHOFF folgende Vorsehrift:z 

Man miOt die Einwirkung des Enzyms auf 49 mg L-G-G in einem Volumen 
von 2 ems bei 40° und PH = 7 bei Gegenwart eines Phosphat-Ammoniak-Ammonium
chloridpuffers der Zusammensetzung: 0,2cms 1/3 m-Phosphatpuffer vom PH = 7,0 
und 0,2cms 0,4n-Ammoniumehlorid. Substrat undEnzym werden vorher mit Ammoniak 
auf PH = 7,0 gebracht. Titration in 90%iger alkoholischerLosung mit 0,05n alkoholi
scher Kalilauge gegen Thymolphthalein als Indikator. 

Die Einheit ist das Fiinffaehe derjenigen Enzymmenge, die in einer .Stunde 
die Hiilfte der vorhandenen Peptidmenge in Leuein und Diglyein zerlegt. 

Zum Vergleieh von Leueylpeptidase und Aminopeptidase bestimmten M. J. 
JOHNSON, G. H. JOHNSON und W. H. PETERSON3 die Spaltung von L-G-G, 
A-G-G und G-G-G, indem sie je 1 em3 passend verdiinnter Enzyml6sung 
zu 2 ems 1/10 bzw. 1/20 m-SubstratlOsung zugaben. Spaltungstemperatur ist 40°. 
Als Puffer fiir die Einstellung von PH = 8 dient m /15-Borat. Titriert wird nach 
LINDERSTR0M-LAN'G mit "/15 Salzsii.ure in 9O%igem Aeeton. 

Die Prolinase bestimmen W. GRASSMANN, H. DYCKERHOFF und O. V. SCHONE
BECK,' indem sie 17 mg dZP-G (1/10 Millimol des Z-Peptids) in 1 em8 Versuehs
ansatz bei PH = 7,4 und 40° spalten. Die Titration erfolgt in 0,2 em3 naeh 
der Mikromethode von W. GRASSMANN und W. HEYDE.II 

FUr Prolidase dient G-P als Substrat.6 

Darstellung und Reinigung. 
Die Aminopeptidase gewinnt man meist aus Darmsehleimhaut oder Hefe. 

Wenn man ohne besondere Trennungsverfahren proteinasefreie, tierisehe Amino
peptidase erhalten will, verwendet man die Pylorussehleimhaut, die infolge 
ihrer age oberhalb der Pankreasgange noeh nieht mit Trypsin vermischt ist. 

Zur Darstellung nimmt man 1 m des obersten Stiicl~s eines Sehweinediinndarmes, 
entfemt durch Ausstreifen den Speisebrei, schlitzt den Darm auf und schabt die Schleim
haut a.b. Den Schleimhautbrei verriihrt man mit dem fiinffachen Volumen 87%igen Gly
cerins. Zum Gebrauchverdiinnt manmitdemgleichenVolumen Wasserund zentrifugiert. 
Eine erste Reinigung, vor allem von EiweiOballast hewirkt man durch Fii.llung mit 
n,Essigsii.ure (zirka 1,5% des Volumens). Aus dieser saure~ Losung nimmt Aluminium
hydroxyd Cy die Peptida.sen heraus, wii.hrend die Proteinasen in der Restlosung bleihen. 
Man versetzt z. B. 100 cms mit 1,5 cms n Natriumacetatlosung und 3 n Natrium
acetatessigsii.urepuffer vom PH 4 und 15 cms Tonerdesuspension (mit etwa 150 mg 

1 Ber. dtsch. chem. Ges.88 (1930), 1203. 
a Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 179 (1928), 41. 
8 J. bioI. Chemistry 118 (1936), 515. 
, Ber. dtsch. chem. Ges. 82 (1929), 1307. 
a Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.l83 (1929), 32. 
• M. BERGMANN, J. S. FRUTON: Science (New York) 83 (1936), 306. 
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AliOs)' Das abzentrifugierte Adsorbat wascht man zweimal mit 25%igem Glycerin, 
das einige Tropfen des Puffers enthii.lt, und eluiert dann mit 50 cma 0,2 n Phosphat. 
puffer yom PH 8,2, die 10 cma Glycerin enthalten. Die Elutionen enthalten noch 
80% der Wirksamkeit von Amino- und Dipeptidase, aber keine tryptischen Proteasen. 

Zur Abtrennung der Dipeptidase verwendet man nach E. W ALDSCHMIDT
LEITZ und A. K. BALLsl die Adsorption an gealtertes rotes Eisenhydroxyd, 
die die Hauptmenge der Dipeptidase entfemt. Den Rest bindet man an Hii.matit, 
der zwar sehr viel sehwii.eher, aber spezifiseher adsorbiert. 

300 ems des durch Essigsii.urefii.llung vorgereinigten, sauren Glycerinextrakts 
werden mit einer Eisenhydroxydaufschliimmung, enthaltend· etwa 300 mg Fe.Oa 
versetzt und abzentrifugiert. Man wiederholt dies noch fiinfmal mit je einem Fiinftel 
des Eisenhydroxyds und dann einige Male mit 60 mg Hima.tit, bis keine Dipeptidase 
mehr nachweisbar ist. 

Diese Methode wurde verbessert durch die Beobachtung ABDERHALDENS, daB 
Hamatit durch 14tii.giges Kochen mit destilliertem Wasser ein besonders starkes 
Adsorptionsvermogen fiir Dipeptidase erhii.lt. I 

Dureh Ausfii.llen mit 45% Aceton gelingt as naeh A. K. BALLS und F. KOHLER,s 
den Reinheitsgrad der Aminopeptidase aus den mit Eisenhydroxyd vorgereinigten 
LOsungen auf das Zehnfaehe zu steigem. 

Zur Gewinnung einer von Dipeptidase freien Aminopeptidase aus Hefe ver
wendet man die Beobaehtung von GRASSMANN und DYCKERHOFF, daB Dipeptidase 
dureh Chloroform zersWrt wird. Auf die Verfliissigung der frisehen Hefe mit 
Chloroform lassen W. GRASSMANN, L.EMBDEN und H. So1INELLER.eine Verdauung 
mit Papain zur rasehen Freil~gung der Aminopeptidase folgen, sodann ilire Aus
fii.llung mit Essigsii.ure, Abtrennung von Nueleinsii.uren mit Natriumacetat
Ammoniumsulfat und sehlieBlieh eine Dialyse. Auf diesa Weise erhii.lt man ohne 
umstii.ndliehe Adsorptionsmethoden Praparate von lOOOfaehem Reinheitsgrad 
gegeniiber dem Ausgangsmaterial. 

1900 g abzentrifugierte Hefe werden mit 150 cma Chloroform verfliissigt, mit 
II Wasser, etwas Toluol und 1,9 g Papain versetzt und durch Ammoniakzusatz 
dauemd auf PH = 7,4 gehalten. Nach 48 Stunden wird abzentrifugiert und die Losung 
mit etwa 400 cm' 2 n Essigsaure bis ZU PH 4,6 versetzt. Der das Enzym enthaltende 
Niederschlag wird abzentrifugiert, mit 1 I Wasser vom PH = 5 gewaschen, in 150 cma 
Wasser suspendiert und das Enzym durch Ammoniakzusatz bis zu sehwach alkalischer 
Reaktion in Losung gebracht. Das Ungeloste wird mit der Zentrifuge entfernt. Die 
Losung versetzt man mit 60 g Natriumacetat, laJ3t tiber Naoht stehen, zentrifugiert 
das d8.d.urch ausgefallte EiweiJ3 ab und sattigt nun mit kristallisiertem Ammoniumsulfat. 
Nach einigen Stunden zentrifugiert man den neuen Niederschlag ab und unterwirft 
die Losung in Fischblasen der Dialyse, erst 24 Stunden gegen flieJ3endes Leitungs
wasser, dann gegen destilliertes Wasser bis zum Verschwinden des Sulfats. Die 
dialysierte Losung enthielt z. B. 10000 Einheiten von 0,22 g Trockengewicht. 

Zur Darstellung von Leueylpeptidase5 verdiinnt man 50 ems Glycerinextrakt 
aus Sehweinediinndarmsehleimhaut mit 50 ems Wasser und fiigt 200 emS Aeeton 
zu. Der Niedersehlag wird abzentrifugiert, in 50 em3 Wasser suspendiert und 
die entstandene LOsung in der Zentrifuge geklii.rt. Sie wird mit 100 emS Alkohol 
und 50 mg Natriumaeetat behandelt. Nach lO Minuten wird der entstandene 

1 Ber. dtsch. chem. Ges.68 (1930), 1203. 
2 E. ABDERHALDEN, P. GREIF: Fermentforseh. 15 (1937), 3ll. 
a A. K. BALLS, F. KOHLER: Ber. dtsch. chern. Ges.64 (1931), 294. 
, Biochem. Z. 271 (1934), 216. 
6 M. J. JOHNSON, G. H. JOHNSON, W. H. PETERSON: J. bioI. Chemistry 116 

(1936), 515. 
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Niederschlag abzentrifugiert und wieder in 50 cm3 Wasser suspendiert. Die 
LOsung besitzt fast keine Wirksamkeit mehr gegeniiber Triglycin. 

Zum Arbeiten mit Prolinase wurden bisher nur die rohen Extrakte aus Darm
schleimhaut oder Hefeautolyaate verwendet. Die Prolidase der Darmschleim
haut1 begleitet die Aminopeptidase bei der Reinigung nach WALDSCHMIDT-LEITZ 
und BALLS bis· in die RestlOsungen der Eisenhydroxydadsorptionen. Sie ist 
dann frei von Dipeptidase und Prolinase. 

Eigenschaften. 
Aminopeptidase ist ein verhiiltnisma6ig stabiles Enzym, viel bestandiger 

ala Dipeptidase. In neutraler oder schwach alkalischer LOsung ist sie ziemlich 
haltbar, z. B. 18 Tage in glycerinfreier Losung unverandert,2 wahrend starker 
alkalische und saure Reaktion rasch zerstort. Auch Trockenpraparate werden 
leicht inaktiv.3 Nach P/2stiindigem Aufbewahren der Losung bei PH= 3 ist.nur 
noch ein Fiinftel, bei PH = 9 noch ein Drittel der Wirksamkeit vorhanden4, wahrend 
bei neutraler Reaktion in dieser Zeit kein Wirksamkeitsverlust eintritt. Hoch
gereinigte, vor aHem dialysierte Praparate sind weniger stabil.5,6 

Gegen Temperatursteigerung ist die Aminopeptidase sehr empfindlich. 
40° ist die obere Grenze der Bestandigkeit.7 

Auch die Leucylpeptidase ist nach den Beobachtungen von LINDERSTR0M
LANG wesentlich bestandiger als Dipeptidase. 

Prolinase ist in Glycerinextrakten aus Darmschleimhaut bei PH 6,0 monate
lang bestandig8 ; bei PH 5 und in nur 40%igem Glycerin deutliche Abnahme 
schon in einem Tag, bei PH 4 rasche Zerstorung. Bei schwach alkalischer Reaktion 
ist die Bestandigkeit geringer als die der Aminopeptidase, groBer ala die der 
Dipeptidase. 

Optimale W asserstoffionenkonzen tra tion. 
Die Aminopeptidase besitzt nach WALDSCHMIDT-LEITZ9 ein Maximum der Spal

tung fiir L-G-G bei PH = 7,0+7,2, fiir L-G-G-Ester dagegen bei PH = 8,0. 
Das Optimum ist alao abhangig von der Natur des Substrats. Jedoch sind diese 
wie zahlreiche andere Beobachtungen ausgefiihrt worden, bevor die Existenz 
einer besonderen Leucylpeptidase bekannt war. Wie aus Abb. 29 hervorgeht, 
liegen die PH-Optima der Leucylpeptidase etwas mehr im alkalischen Gebiet 
ala die der Aminopeptidase.10 Wahrscheinlich ist die Beobachtung von E. WALD
SCHMIDT-LEITZ und A. K. BALLs,u daB die Aminopeptidase fiir die Spaltung 
von L-G-G zwei Maxima bei PH 7,2 und 8,0 (nur bei kleinen Substratkonzen
trationen festzustellen) besitzt, auf die Beimischung von Leucylpeptidase zuriick
zufiihren. 

1 M. BERGMANN, L. ZERVAS, H. SCHLEICH, F. LEINERT: Hoppe-Seyler's Z. 
physiol. Chern. 212 (1932), 72. 

2 E. ABDERHALDEN, A. SCHMITZ: Fermentforsch.11 (1929), 104. 
8 W. GRASSMANN: Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden von E. ABDER

HALDEN, IV. Abt., Teil 1, S. 791}, 810. 1936. 
, E. WALDSCHMIDT-LEITZ, A. K. BALLS, J. WALDSCHMIDT-GRASER: Ber. dtsch. 

chern. Ges.62 (1929), 956. 
5 A. K. BALLS, F. KOHLER: Ber. dtsch. chern. Ges.64 (1931), 34, 294. 
6 A. K. BALLS, F. KOHLER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 206 (1932), 157. 
7 R. H. HOPKINS, J. A. BURNS: J. lust. Brewing 36 (1930), 9. 
8 W. GRASSMANN, O. v. SCHONBECK; G. AUERBACH: Hoppe,Seyler's Z. physiol. 

Chern. 210 (1932), 1, 9. 
9 E. WALDSCHMIDT-LEITZ, A. K. BALLS, J. WALDSCHMIDT-GRASER: Ber. dtsch. 

chern. Ges. 62 (1929), 956. 
10 J. bioI. Chemistry 116 (1936), 515. 
11 Ber. dtsch. chern. Ges.63 (1930), 1203 (1206). 
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Das PH-Optimum der Prolinase aus Darmsehleimhaut gegentiber Pr-G 
ist 7,6, gegentiber Pr-G-G 7,3,1 das der Hefeprolinase gegentiber Pr-A rund 8.2 

Zur Spaltung mit Prolidase 
werden Pufferlosungen vom 
PH 7,0+7,4 verwendet. 3 Anga- Aminopepltdase 
ben tiber das PH-Optimum sind 75t---t--+---t----t---f---+---l 
nieht vorhanden. 

Kinetik. 

FUr die Spaltung von Tri
peptiden dureh Aminopeptidase 
gebenA.K. BALLS und E. W ALD

SCHMIDT-LEITz' erste Ordnung 
an. Dies wird von M. J. JOHN
SON, G. H. JOHNSON und W. 
H. PETERSON5 fUr die Spaltung 
von Triglyein dureh die leueyl
peptidasefreie Aminopeptidase 
bestatigt, wahrend sie bei 
L-G-G-Spaltung linearen 
Verlauf beobachteten. Leucyl
peptidase spaltet sowohl 
L-G-G (bis zu 9O%iger 
Hydrolyse) wie A-G-G (bis 
zu 75o/Jger Hydrolyse) gerad
linig. J. J. MANsoUR-BEK6 fin
det bei der Aminopeptidase der 
Wirbellosen bis zu 60% Spal
tung direkte Proportionalitat 
zwischen Umsatz und Enzym
menge. 

~ 
~ 
{; ol---+---+---+--+--r::'l'l":~--i 
~ 
'$ 
~~--+--+---t--~~-r---r-1 

o 
5 

Abb. 29. Aktlvltats-PB-Kurven der Amlnopeptldllse und der 
LeucyJpeptldase. 

Aktivierung und Hemmung. 

Hierbei interessieren vor allem diejenigen Substanzen, denen gegeniiber 
die vier Aminopeptidasen ein verschiedenes VerhaIten zeigen. J od schadigt 
ane Aminopeptidasen,7 ebenso Sllberionen,8,9 denen gegeniiber die Prolinase 
am empfindlichsten ist. Cu .. 10 und Fe .. · 8 beschleunigen in kleinen Mengen 
(bis 10"""' m), in groBeren hemmen sie_ Fe" hemmt stets. Gegen Hg- und Ni
Salze ist Aminopeptidase sehr empfindlich.8 

1m Gegensatz zu der G-Aminopeptidase ist die L-Aminopeptidase durch 

1 W. GRASSMANN, O. V. SCHONEBECK, G. AUERBACH: Hoppe-Seyler's Z. physiol. 
Chern. 210 (1932), 1. - W. GRASSMANN, H. DYCKERHOFF, O. v. SCHONEBECK: Ber. 
dtsch. chem. Ges.62 (1929), 1307. 

2 A. FODOR, M. FRANKEL, S. KUK: Biochem. Z.229 (1930), 28. 
B M. BERGMANN, J. S. FRUTON: Science (New York) 88 (1936), 306. 
, Amer. J. Physiol. 90 (1929), 272. 
6 J. bioI. Chemistry 116 (1936), 515. 
8 Z. vergl. Physiol. 17 (1932), 168; 20 (1934), 343. 
7 W. GRASSMANN, L. EMBDEN, H. SCHNELLER: Biochem. Z.271 (1934), 216. 
8 E. ABDERHALDEN, G. EFFKEMANN: Fermentforsch.14 (1933), 27. 
8 E. ABDERHALDEN. H. NIENBURG: Fermentforsch.18 (1933). 573. 
10 E. ABDERHALDEN, R. MERKEL: Fermentforsch. 16 (1936), 1. 
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Mg" aktivierbar.1 Auch Mn" erweist sich als Aktivator.2 Neuerdings fand 
E. MASCHMANN,3 daB auch Co" aktiviert, wahrend Ni" ohne Wirkung ist. 

Formaldehyd hemmt aIle Aminopeptidasen vollig, im Gegensatz zu der 
formaldehydunempfindlichen Carboxypeptidase.4 Chloroform schadigt die 
Aminopeptidasen nicht,6 im Gegensatz zu Dipeptidase.6 Ebenso wird Amino
peptidase nicht von Lecithin und Kephalin gehemmt,7 wohl aber Dipeptidase. 
Schwefelwasserstoff schiidigt Aminopeptidase8 und Prolinase9 erheblich. Blau
saure zeigt ein unterschiedliches Verhalten. Sie schiidigt Dipeptidase, Amino
peptidase und Prolinase, 9 wahrend sie auf Prolidase nicht einwirkt.l0 

Die Aminopeptidase (bzw. das Gemisch von Amino- und Leucylpeptidase) 
wird bei der Einwirkung auf L-G-L von Glycin gehemmt,n dagegen bei der 
Einwirkung auf L-G-G12 nicht durch Glycin, Alanin, Leucin und Glutamin
saure. AIle Aminosauren, die durch einen Saurerest substituiert sind, wie Boyl-G, 
Brom-isocapronyl-G, p-Nitroboyl-G, Acetursaure, Phthalimid hemmen, ebenso 
Sarcosin.12 

Carboxypeptidasen. 
Vnter den Enzymen, die einer freien Carboxylgruppe bedurfen, sind bis 

heute mit Sicherheit drei verschiedene Individuen festgesteIlt: eine "tryptische" 
Carboxypeptidase aus Pankreas mit dem PH-Optimum von 8,13 eine wenig be
standige "katheptische" Carboxypeptidase aus Gewebssaften, besonders Milz und 
Leber, mit dem PH-Optimum von 414 und die sogenannte Protaminase,15 deren Sub
strate am Carboxylende der Peptidkette eine basische Aminosaure haben mussen. 

E. ABDERHALDEN und E. SCHWAB16 glaubten, eineweitere Gruppe von Carboxy
peptidasen unterscheiden zu mussen: die Acylasen, deren (nur synthetische) Sub
strate acylierte Peptide sind. Der gewichtigste Beweis fiir die Existenz dieser Sonder
enzyme schien, daB nach E. und R. ABDERHALDEN eine CarboxypeptidaselOsung bei 
56° viel rascher die Wirksamkeit gegen ,B-Naphthalinsulfonyl-G-Ty verlorals 
gegen Chloracetyl-L,17 Ais aber K. HOFMANN und M. BERGMANN18 die Versuche mit 
enzymatisch einheitlicher kristallisierter Carboxypeptidase aus Pankreas wieder-

1 H.HoLTER, F.E.LEHMANN-BERN, K_LINDERSTR0M-LANG: Hoppe-Seyler's Z. 
physioI. Chern. 21)0 (1937), 237. - M.J.JOHNSON, G.H.JOHNSON, W.H.PETERSON: 
J. biol.Chemistry 116 (1936), 515. - E.MAsCHMANN: Naturwiss. 27 (1939), 819. 

2 J. BERGER, M. J. JOHNSON: J. bioI. Chemistry 180 (1939), 641, 655. 
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holten, fanden sie eine ganz andere Ursache der beobachteten Uriterschiede im 
Verhalten bei der Erwarmung. FUr die Spaltung verschiedener Substrate sindnam
lich so verschiedene Mengen der Enzyme notwendig, daB die fiir die Anfangsspal
tung des einen Substrats (in diesem Fall des p-Naphthalinsulfonyl-G-Ty) not
wendige Menge Enzym fiir das andere Substrat (Chloracetyl-L) schon einen 
unkontrollierbar groBen "OberschuB bedeutet, so daB selbst eine umfangreiche 
ZerstOrung noch gar nicht beobachtet werden bnn. Verwendet man Enzym
mengen, die in gleichen Zeiten gleiche Spaltungen der verschiedenen Substrate 
ergeben, so ist auoh die Abnahme der Wirksamkeit beim Aufbewahren in der Warme 
identisch. Es ist also nicht notwendig, auf Grund der ABDERHALDENSchen Befunde 
besondere Acylasen innerhalb der Carboxypeptidasen anzunehmen. Wie weit das 
von A. K. BALLS und F. KOHLER! in Darmschleimhaut und Leber aufgefun
dene Enzym, das Chloracetylnitr!l-niline, Chloracetylalanin und Benzoyltriglycin 
spaltet, eine besondere Acylase ist, laBt sich noch nicht entscheiden. 

Spezifitat. 
Die groBen Unterschiede der Spaltungsgeschwindigkeiten verschiedener Sub

strate sind nach K. HOFMANN und M. BERGMANN! iiberhaupt ein Charakteristikum 
der tryptischen Carboxypeptidase. Cbzo-G-G wird von 0,5 mg kristallisierteril 
Enzym pro Kubikzentimeter LOsung nur langsam gespalten, Cbzo-G-A von 
0,08 mg/cms schnell. Fiir die rasche Spaltung von Cbzo-G-Pa und Cbzo-G-Ty 
werden dagegen nur 0,0003 mg Enzym pro Kubikzentimeter benotigt. Cbzo
Glu-:Pa und Cbzo-Glu-Ty werden ebenfalls von 0,0003 mg/cm3 gespalten, aber 
etwas langsamer. Die Spaltung von Cbzo--Glu-Pa-NHa ist soviellangsamer, 
daB man es als unspaltbar betrachten bnn: Die Substitution des Carboxyls ver
hindert also die Spaltung. Zwei Merkwiirdigkeiten sind noch zu verzeichnen: 

1. Boyl-G-Ly wird verhaItnismaBig leicht gespalten; besetzt man aber 
die e-Aminogruppe der Lysinkomponente, so wird das Substrat unspaltbar. 

2. Wahrend sonst freie Aminogruppen in Nachbarschaft zur Peptidbindung 
storen, sind Ty-Ty und G-Ty spaltbar. Die leichte Angreifbarkeit der Peptide 
mit aromatischen Aminosauren am Carboxylende iiberwindet also die Hemmung 
durch die benachbarte Aminogruppe. 

An weiteren Substraten sind anzufiihren: Sark-Ty, Boyl-G-L, Boyl
L-G, Boyl-G-Pa. Von Interesse ist, daB dieses Enzym das Glutathion 
Glu-Cy-G spaltet. 

Die Spezifitat der katheptischen Carboxypeptidase ist infolge ihrer Labilitat 
noch nicht naher untersucht worden. ABDERHALDEN und E. SCHWAB3 haben nur 
festgestellt, daB sie im Gegensatz zur tryptischen G-Ty nicht spaltet, wahrend 
Sark-Ty infolge der Methylierung der freien Aminogruppen spaltbar ist. Die 
Protaminase (auch Arginincarboxypeptidase genannt) greift vorzugsweise 
Peptide mit Argininresten4 am Carboxylende an, nach H. O. CALVERYo 
aber auch Peptide mit Lysin und Histidin. Dementsprechend werden von 
diesem Enzym auch Protamine wie Clupein und deren Saureprotone gespalten. 
Substitution der Aminogruppe z. B. im Benzylidenclupein4 hindert nicht, wohl 
aber Substitution der Carboxylgruppe wie in den Clupeinestern.6 Ob die Nachbar
schaft einer fr~ien Aminogruppe hindert, ist noch nicht untersucht. 

1 Ber. dtsch. chem. Ges.64 (1931), 34. 
a J. bioi. Chemistry 184 (1940), 225. 
a Fermentforsch. 18 (1933), 544. 
, L. WElL: J. bioI. Chemistry 106 (1934), 291. 
6 J. bioI. Chemistry 102 (1933), 73 (86). 
8 E. WALDSCHMIDT-LEITZ, F. ZIEGLER, A. SCHAFFNER, L. WElL: Hoppe·Seyler's 

Z. physiol. Chern. 197 (1931), 219. 



222 H.Kru.UT und E. KOFRANYI: 

Die Spezifitat der Carboxypeptidasen laBt sich damach folgendermaBen 
zusammenfassen: 

1. Eine freie Aminogruppe an dem der zu spaltenden Peptidgruppe benach
barten C-Atom ist nicht notwendig. Sie schlieBt im Gegenteil die Spaltung in 
vielen Fallen aus. Nur Dipeptide mit ca.rboxylendstandigem Tyrosin sind durch 
tryptische Carboxypeptidase spaltbar. 

2. Eine freie Carboxylgruppe in Nachbarschaft der zu spaltenden Peptid
bindung ist notwendig. 

3. Eine weitere Peptidbindung in Nachbarschaft der zu spaltenden Peptid
bindung ist nicht notwendig, aber auch nicht hindemd. 

4. Freier Peptidwasserstoff ist unerlaBlich. Chloracetyl-N-Methyl.Tyrosin 
wird im Gegensatz zum Chloracetyltyrosin nicht gespalten.1 

5. An dem ~-C-Atom mull ein £reies H-Atom vorhanden sein. An dem benach
barten C-Atom jenseits der Peptidbindung (dem ~'-C-Atom) ist das freie H-Atom 
ohne Bedeutung. Pyruvoyl-phenylalanin besitzt an Stelle des H-Atoms am 
/X'-C-Atom eine Ketogruppe. Trotzdem ist es von Carboxypeptidase spaltbar.1 

6. Da das Wasserstoffatom am /X'-C-Atom entbehrlich ist, ist auch seine 
raumliche Lage nebensachlich. Daher wird d:ry-ZAr mit gleicher Leichtigkeit 
angegriffen wie ZTy-ZTy.2 Es werden also auch solche Polypeptide von Carboxy
peptidase gespalten, die zwar am Carboxylende eine optisch-aktive natiirliche 
Aminosaure enthalten, aber in Nachbarschaft dazu die Antipoden einer natiir
lichen Aminosaure. 1st dagegen die Aminosaure am Carboxylende der d-Reihe 
angehOrig, so wird die Wirkung der Carboxypeptidase inhibiert. Das /X-Wasser
stoffatom muB eine bestimmte raumliche Lagerung aufweisen. 

7. Besondere Aminosauren sind fiir die absolute Spezifitat der tryptischen 
Carboxypeptidase nicht notwendig. Doch werden Peptide mit Tyrosin oder 
Phenylalanin am Carboxylende mit sehr viel groBerer Gesch'Yiudigkeit gespalten 
als andere. Bei der Protaminase sind dagegen bestimmte Aminosauren uner
lalllich. Das Carboxylende der Peptidkette mull eine Diamino-monocarbousaure 
biIden. 

Vorkommen. 
Die Carboxypeptidase findet sich reichlich im Pankreas,3 wo sie mit Trypsin 

vergesellschaftet ist. Man nennt sie daher tryptische Carboxypeptidase. Eben
falls im Pankreas ist die Protaminase enthalten.4 Beide Carboxypeptidasen 
sind auch in der Darmschleimhaut in kleinen Mengen vorhanden, die vermutlich 
aus dem Pankreas stammen. In den Geweben, hauptsachlich von Leber, Milz 
und Niere findet sich eine besondere Carboxypeptidase5 neben den katheptischen 
Proteinasen. Sie wird daher als kathep.tische Carboxypeptidase bezeichnet. 
Begleitet wird sie stets von einem groBen UberschuB an Dipeptidase und Amino
peptidase, von denen sie noch nicht getrennt werden konnte. Sie fehIt im Blut
serum, wahrend die polymorphkernigen Leukocyten aus Knochenmark geringe 
Mengen 'enthalten. 

In der Hefe ist eine schwache und sehr unbestandige Carboxypeptidase 
enthalten.1 

1 W. GRASSMANN: HabiI.-Schr., S. 149. MOOchen, 1928. 
B M. BERGMANN, L. ZERVAS, H. SCHLEICH: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 224 

(1934), 45. 
a Ber. dtsch. chem. Gas. 62 (1929), 2217. 
, E. WALDSCHMIDT-LEITZ, F. WEYLER, A. SCHAFFNER, L. WElL: Hoppe-Seyler'S 

Z. physiol. Chem. 197 (1931), 219. 
6 E. WALDSCHMIDT-LEITZ, A. SCHAFFNER, J. J. BECK, E. BLUM: Hoppe-Seyler's 

Z. physiol. Chem.188 (1930), 17. 
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Bestimmungsmethoden und Einheiten. 

Ala Substrat zur Bestimmung der tryptischen Carboxypeptidase dient nach 
E. W ALDsclIMIDT-LEITZ und A. PuRRl Chloracetyl-l-tyrosin. Sie aktivieren mit 
Enterokinase, was von den iibrigen Autoren unterlassen wird. Wegen der all
mihlichen Ausscheidung des freigesetzten, schwer 1000iehen Z-Tyrosins ist der 
Re&ktionsverlauf nicht vollig erster Ordnung. Daher empfehlen K. HOFMANN 
und M. BERGMANN als Substrat Carbobenzoxyglycyl-l-phenylalanin, mit dem 
die Hydrolyse durchaus nach erster Ordnung verlauft.2 

Zu 445 mg Cbzo-G-lPa fiigt man 2,5 eml m/s Phosphatpuffer vom PH = 7,6, 
1,5 cml n-Natronlauge und fliIlt mit Wasser auf 10 eml auf. 2 ems dieser LOsung 
bringt man mit der zu bestimmenden Enzymlosung und mit Wasser auf 5 ems. Man 
verdaut bei 25° und entnimmt zu Beginn, nach 1 und nach 2 Stunden je 1 ems zur 
Aminostiekstoffbestimmung nach VAN SLYKE. 100% Aufspaltung entsprieht einem 
Zuwa.chs von 0,7 mg Amino-N. Die Spaltung solI in 1 Stunde zwischen 10 und 30% 
betragen.1 

M. L. ANSON8 bestimmt die Spaltung nieht naeh VAN SLYKE, sondem mittels 
Formoltitration naeh S"RENSEN. Ala Substrate verwendet er teils Chloracetyl
tyrosin, teils ein Pepsin-Pepton aus Edestin. Bemerkenswert ist, daB Formol 
die Wirksamkeit des Enzyms nicht unterbricht, so daB die gesamte Bestimmung 
in Gegenwart von Formol durchgefiihrt wernen kann. 

Die Einkeiten der trypti8chen Oarboxypeptidase werden je nach dem Substrat 
versehieden definiert. Nach E. WALDSCHMIDT-LEITZ und A. PURRl ist die 
Carboxypeptidaseeinheit das l000fache derjenigen Enzymmenge, fiir welehe 
sich unter den Bestimmungsbedingungen die Konstante der monomolekularen 
Reaktion zu 0,001 ergibt. K. HOFMANN und M. BERGMANN2 definieren die Einheit 
ala diejenige Enzymmenge, die gelost in 1 em3 einer LOsung von 0,05 Millimol 
Cbzo-G-Pa unter Standardbedingungen die Konstante der ersten Ordnung 
Ie = 0,002 ergibt. Eine Einheit entspricht ungefiLhr 1,1'Y des kristallisierten 
Enzyms. Naeh ANSON3 ist eine Einheit der Chloracetyltyrosinspaltung die
jenige Enzymmenge, die in 1 cm3 Versuchsansatz einen Saurezuwachs von 
1 MilliiLquivalent pro Minute bewirkt. Die ebenso definierte Einheit der Pepsin
Pepton-Spaltung verhii.lt sieh zu jener des Chloracetyltyrosins wie 1,27: 1. Reine 
kristallisierte Carboxypeptidase hat pro Milligramm N 0,083 ANsoN-Einheiten 
der Chloraeetyltyrosinspaltung. 

Die katheptisehe Carboxypeptidase wird mit Boyl-G-G unter Aktivie
rung mit Sehwefelwasserstoff bestimmt.4 

2,35 g Benzoyldiglyein = 1/100 Mol werden dureh Zugabe von 110 Natronlauge 
gelOst, mit Bromphenolblau als Indikator auf PH = 4,2 eingestellt und mit 40 ems 
110 Aeetatpuffer vom PH = 4,2 und Wasser auf 100 ems aufgefiillt. 2,5 ems davon werden 
mit der durch halbstiindiges Einleiten von Sehwefelwasserstoff bei neutraler Rea.ktion 
a.ktivierten und mit Wasser auf 7,5 ems verdiinnten Probe der Enzymlosung ver
setzt und im Thermostaten z. B. wa.hrend 12+24 Stunden bei 30° belassen. Man 
miLlt die Enzymwirkung durch den Zuwa.chs freier NH.-Gruppen nach VAN SLYKE; 
zu jeder Analyse ist eine Leerbestimmung auszufiihren. Die Enzymeinkeit berechnet 
sieh darna.ch aus dem Quotienten 

Umsatz in emI O,2nNH. 
Zeit in Minuten 

1 Ber. dtseh. chern. Gas. 62 (1929), 2217. 
I J. bioI. Chemistry 184 (1940), 225. . 
I J. gen. Physio!. 20 (1937), 781. 
, E. WALDSClDt:IDT-LEITZ, A. SCHIFFNER, J. J. BEK, E. BLUlrI: Hoppe-Seyler'S 

Z. physiol. Chem.188 (1930), 17. 
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Zur Bestimmung von Protaminase verwendet man Siiureproton nach A. 
KOSSEL,l das folgenderma.8en hergestellt wird: 

5 g Clupeinsulfat werden in 40 emS Wasser gelost und mit verdiinnter Sehwefel. 
saure auf 100 em' aufgefiillt, so daJ3 die Losung ~twa 10% Schwefelsaure enthiUt. 
Nach halbstiindigem Kochen wird rasch abgekiihlt und mit Natronlauge auf PH = 8 
gebracht. 

Die Bestimmung der Protaminase erfolgt nach WEILl mit 0,1 g des oben be· 
sehriebenenSubstratsbeipH=8 und 30°C. Verdauungszeit 1 Stunde. Der Zuwachs 
des Aminostiekstoffs wird nach VAN SLYKE gemessen. 

Die Einkeit der Protaminase nach L. WEIL2 entspricht derjenigen Enzymmenge, 
die hei der oben gegebenen Vorschrift in einer Stunde 1 cms N (von 20° und 
740 mm Hg, gemessen nach VAN SLYKE) freisetzt. Dieses MaS ist nur bis zu 
drei Einheiten anwendbar, die Spaltung wiichst bei hOheren Enzymkonzentratio. 
nen kaum noch an. 

Darstellung und Reinigung. 

Die tryptische Carboxypeptidase, die in Glycerinextrakten aus Aceton· 
Ather.getrocknetem Pankreas enthalten ist, befreit man nach E. WALDSCHMIDT. 
LEITZ und A. PURRS durch wiederholte Tonerdead80rption von der Proteinase. 
Letztere befindet sich in den Restlosungen, erstere in den Adsorbaten. Da sich 
die Protaminase auf diesem Wege nicht von der Carboxypeptidase trennen laSt, 
ist die Darstellung der kristallisierten Carboxypeptidase nach M. L. ANSON VO .. • 
zuziehen:4 

Die beirn Auftauen von gefrorenem Rinderpankreas ausgesehiedene Fliissigkeit 
wird mit 5 n Essigsiure bis zur bleibenden (}riinfarbung von Bromkresolgriin ver· 
setzt, 2 Stunden bei 37° aufbewahrt und dann mit Wasser auf das 20faehe verdiinnt, 
worauf das Enzym ausfallt. Naeh mehreren Stunden wird die tiberstehende Fliissig. 
keit abgehebert und verworfen, der Rest am anderen Morgen abfiltriert. Den Nieder· 
schlag suspendiert man in einem Fiinftel des urspriinglichen Volumens des Pankreas
saftes und verdiinnt ihn so weit, daJ3 die Suspension ungefahr 0,25 Einheiten nach 
ANSON pro Kubikzentirneter enthiilt. Man mgt so viel m/5 Bariumhydroxydl6s1mg 
unter dauerndem Riihren hinzu, da13 Phenolphthalein rosa gefarbt wird. Das noeh 
nieht Ge16ste trennt man mit der Zentrifuge ab und versetzt die L6sung mlt 
so viel n.Essigsaure, da13 sie eben triib wird. Man la13t sie unter gelegentliehem 
Umriihren bis zum Abend bei Zimmertemperatur, dann tiber Nacht im Eisschrank 
stehen und sammelt nach dem Abhebern die Kristalle mit der Zentrifuge. Zum 
Umkristallisieren wird in n/lo Natronlauge gei6st und bis zur Triibung mit Essig
saure versetzt. 

Nach zweimaligem Umkristallisieren andert sich die Wirkungsstarke nicht mehr, 
nach dreimaligem sind Dipeptidase und Amminopeptidase verschwunden, nach 
sechsmaligem auch Protaminase und Amylase. Spuren von Proteinase sind durch 
lange Verdauung eben noch nachzuweisen. 

Zur Darstellung der katheptischen Carboxypeptidase geht man von mit 
Aceton und Ather getrocknetem Orga!lpulver aus,s das man mit der zehnfachen 

I Dargestellt nach M. GOTO: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 37 (1902/03), 106. 
2 J. bioI. Chemistry 100 (1934), 291. 
3 Ber. dtsch. chem. Ges. 62 (1929), 2217. 
4 J. gen. PhysioI. 20 (1937) 663. 
5 E. W ALDSCHMIDT·LEITZ, A. SCHAFFNER, J; J. BEK, E. E. BLUM: Hoppe-Seyler's 

Z. physiol. Chem. 188 (1930), 17. 
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Menge Glycerin verriihrt und nach eintii.gigem Stehen filtriert. Die Ausschaltung 
der in groBem "OberschuB vorhandenen Dipeptidase und Aminopeptidase erfoIgt 
durch Vergiftung mit lo/Jgen neutralisiertem Kaliumcyanid. Nach dreistiindiger 
Einwirkung bringt man die Losung mit n F..ssigsii.ure auf PH = 4,0 und vertreibt 
die Blausiure durch Hindurchleiten von Luft. Um die Carboxypeptidase maximal 
zu aktivieren, wird SchwefelwasserstoH eingeleitet. 

Anf diese Weise kann man die katheptische Carboxypeptidase wohl von 
Di- und An$lopeptidase, nicht aber von den katheptischen Proteina.sen befreien. 

Die'iibliche Methode, zur Protamina.se zu geIa.ngen, geht von einem Pa.nkrea.s
glycerinextrakt aus, in welchem das Trypsin in inaktiver Form vorliegt.l 

Um zu vermeiden, daJ3 die Pa.nkrea.sdriisen aktiviert werden, miiSsen sie na.ch 
der Schla.chtung des Schweines sogleich entnommen, mit heiJ3em Wasser sorgfiltig 
abgespillt und von Blut und Fett befreit werden. Man dreht sie an Ort und Stelle 
durch die Fleischmiihle und versetzt sie mit Aceton, om Fett und Wasser zu entfemen. 
N a.ch mebrmaligem Wechsel des Acetons wird mit Ather zu Ende getrocknet. Hierauf 
wird in der Kugelmiihle zu einem feinen Pulver vermahlen und mit der zehnfa.chen 
Menge Glycerin versetzt. Na.ch einigen Tagen wird der Glycerinextrakt durch ein 
diekes Faltenfilter filtriert. 30 ems Glycerinauszug werden mit 30 cms Wasser und 
3,5 ems n Aeetatpuffer vom PH = 3,8 versetzt und etwa sechsmal mit je 3,0 ems 
Tonerdesuspension 0'1 (etwa. je 90 mg Al.Os) adsorbiert. Dadurch werden Di- und 
Aminopeptidase abgetrennt. Die Restlasung wird na.ch Neutralisation mittels 
nNatronlauge noeh etwa siebenmal der Adsorption mit je 5 ems Tonerde 0'1 (etwa 
je 150 mg Al.Os) ·unterworfen, om die tryptische Carboxypeptidase zu entfemen. 
Das inaktive Trypsin bleibt anwesend. 

Die Abtrennung des Trypsins von der Protaminase geIa.ng E. W ALDSOmaDT

LEITZ und E. KOJ'RANYI.1 Zu dem cli- und aminopeptidasefreien Gemisch der 
beiden Enzyme gibt man 1 % Eieralbumin und fii.llt mit diesem das Trypsin durch 
Zusatz der Hii.lfte des Volumens an Aceton, das nachher durch langes Durch
blasen von Luft sorgfii.ltig aus der !.Osung entfemt werden muB. 

Optimale W asserstoffionenkonzen tration. 
Das Wirkungsoptimum der tryptischen Carboxypeptidase liegt im schwach 

alkalischen Bereich, und zwar je nach Substrat zwischen 7,4 und 8,4. Die PH
Optima bei acylierten Peptiden liegen zwischen 8,0 und 8,4. Auch das PH
Optimum der Protaminase liegt um 8. 1m Gegensatz dazu betragt das PH
Optimum der katheptisehen Carboxypeptidase 4,2 (bei Verwendung von Boyl
G-G). 

Eigenschaften. 
Die katheptisehe Carboxypeptidase ist viel weniger stabil als die tryptische 

und ala das sie begleitende Kathepsin. 
In 15 Stunden veriiert sie bei PH = 10 die Hii.lfte ihrer Aktivitii.t und wird 

bei PH = 3 ganz unwirksam.3 Die katheptische Carboxypeptidase der Hefe ist 
noch unbestii.ndiger, sie konnte deshalb bieher nicht naber untersucht werden. 

Die kristallisierte. tryptische Carboxypeptidase verliert ihre Aktivitii.t beim 
Erhitzen erst bei der Koagulation; die Abnahme der Aktivitii.t ist der Denatu
rierung proportional. 

In glycerinhaltiger Losung is~ sowohl tryptische Carboxypeptidase als auch 
Protaminase sehr bestii.ndig. 

1 E. WALDSCHMIDT-LEITZ, F. ZIEGLER, A. SCHAFFN:F.lR, L. WElL: Hoppe-Seyler's 
Z. fhysiol. Chern. 197 (1931), 219. 

Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 222 (1933), 148. 
3 E. WALDSCHMIDT-LEITZ: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 188 (1930), 17; 

Amer. J. PhysioL 90 (1929), 549. 

Hdb. d. Katalyse, III. 15 
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Aktivierung und Hemmung. 

Die Einwirkung der Schwermetalle auf die Spaltung durch tryptische Carboxy
peptidase ist von der Art des· Substrate abha.ngigl (siehe Tabelle 27). 

Tabelle 27. Einwirk'U1YI4 1100 Sc1wJermetaJJ,en auf Carboxypeptidasen. 

Substrat lO-'m I lO-'m I lO-l m I lO-a m I lO-l m 
AgNOI AaOOC . CH. l'b(ooc· CH.>' FeCI. CU(OOC . CBs>. 

L-G-L 
Nicht 

Hemmung 0 Fordernng 0 untersucht 

Chloracetyl-Ty 
Starke Nicht Hemmung Hemmung Hemmung Hemmung untersucht 

Chloracetyl-L 0 
Nicht Hemmung Hemmung Hemmung untersucht 

Phthalyl-G-G 
Nicht Nicht Nicht o oder 

Hemmung I untersucht untersucht untersucht Fordernng 

Durch Formaldehyd wird Carboxypeptidase im Gegensatz zu Dipeptidase 
oder Aminopeptidase nicht gehemmt.e 

Merkwiirdig ist die Steigerung ihrer Wirkung durch niedere Alkohole.8 So 
wird die Spaltung von L-G-G durch Carboxypeptidase bei PH = 8,4 ge· 
£Ordert durch Methyl-, Athyl., n-Propylalkohol bis zu einer Konzentration 
von etwa 10%. Isopropyl- und Isobuty1alkohol fordem nur in Mengen unter 1 %. 

Das AusmaB der Hemmung durch Aminosauren (Spaltprodukte) ist von 
der Art des Substrate abhiingig.4 So wird die Spaltung von Boyl-L-G durch dA 
nicht beeinfluBt, aber in steigender Starke durch folgende Sauren gehemmt: 
Boyl-G < Bark < Pa = L < G < ZA = P-Aminobuttersaure und durch die 
Amine Colamin < IX- und p-Naphthylamin = p.Toluidin. Die Spaltung von 
Phenylisocyanat-G-L wird nicht beeinfluBt durch Sarkosin, Z-Valin, Colamin 
und p-Toluidin; IX- und p-Naphthylamin hemmen etwas; st8.rkere Hemmung 
erfolgt durch die Sauren ZL = P-Aminobuttersaure = PA = IA < dA < Boyl
dA = Pa = G < Boyl-G. Die Spaltung von L-G-L wird nicht beeinf1uBt 
durch Boyl-G, V, und etwas gehemmt durch dA, dL < dPa < G = A < dGlu. 
Von den untersuchten Dipeptiden hemmen G-L, G-V, A-V, G-G nicht, 
L-G etwas und G-Norvalin stark.s Die Spaltung von Chloracetyl-Ty wird 
durch L-G ebenfalls etwas gehemmt.1 

Schwefelwasserstoff schadigt die tryptische Carboxypeptidase im Gegensatz 
zu Amino- und Dipeptidase kaum oder gar nicht. Die katheptische Carboxy
peptidase wird durch SchwefelwasserstoH sogar atktiviert und scheint ohne 
Aktivator unwirksam zu sain. Ihr natiirlicher Aktivator, Zookinase, ist nach 
WALDSCHMIDT-LEITZ SH-Glutathion.8 

hie tryptische Carboxypeptidase wirkt im Gegensatz zu Trypsin bereits 
ohne Enterokinase.7 Nach WALDSCIDIIDT-LEITZ8 bewirkt die Enterokinase 

1 E. ABDERHALDEN, G. EFFKEMANN: Fermentforsch. 14 (1933), 2'1. 
I J. H. NORTHROP: The Harvey Lect.1984/86, 229. 
8 E. ABDERHALDEN, F. REICH: Fermentforsch.11 (1929), 64. 
, E. ABDERHALDEN und Mitarbeiter: Fermentforsch.10 (1928), 233. 
I E. ABDERHALDEN, O. HERRMANN: Fermentforsch. 10 (1928), 610 . 
•. E. WALDSCHMIDT.LEITZ, A. PURR, A. K. BALLS: NBturwiss. 18 (1930), 644. 
7 E. LEBRETON, F. MOCOROA: C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 192 (1931), 1492. 
8 E. WALDSCHMIDT.LEITZ, A. PuRR: Ber. dtsch. ohern. ~8. 62 (1929), 2217. 
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jedoch nicht nur eine Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit, 80ndem auch eine 
Erweiterung des Spezifitatsbereiches der tryptischen Carboxypeptidase. Dieser Be
fund sollte mit der reinen, kristallisierten Carboxypeptidase uberpruft werden. 

Erst nachdem es gelungen war, die Protaminase von dem inaktiven Trypsin 
zu trennen, konnte festgestellt werden, daB sie durch Enterokinase nicht aktiviert 
wir(f.1 Naoh WEIL2 sollen jedoch im Widerspruch dazu frisch bereitete Protaminase
losungen in geringem AusmaBe aktiviert werden. 

Natur der Carboxypeptidase. 
Die kristallisierte Carboxypeptidase von ANSON3 ist ein Globulin. Ihre 

Elementaranalyse ist: 52% C, 14,4% N, 7,2% H, 0,47% S, 0,00% P, 0,68% 
Asche. 0,20 mg geben dieselbe Farbung mit Phenolreagens wie 0,15 mg Tyrosin. 

Nach AGREEN und HAMMABSTEN' ist die Carboxypeptidase eine ziemlich 
starke Saure. Sie kann durch Kataphorese vom Trypsin getrennt werden. 

Dipeptidase. 
Spezifitat. 

Peptide, . die in der Hauptkette mehr ala 2 Aminosaurereste haben, werden 
von Dipeptidase nicht angegriffen. Daher ist der Name Dipeptidase berechtigt. 
Der Grund dafur ist, daB sowohl eine freie Aminogruppe wie eine £reie Carboxyl
gruppe in Nachbarschaft der Spaltstelle vorhanden sein muB. Benzoyliert man 
namlich in Dipeptiden die freie Aminogruppe der Peptidkette,6 so bOrt die Spalt. 
barkeit auf. Ebensowenig wird N-Methyl-L-G und Sark-Ty gespalten.6 

Amidiert oder decarboxyliert man die Dipeptide, so werden die Substrate un
spaltbar.7 Daher wird auch Glycyl-anilin nicht gespalten.8 

Die Unspaltbarkeit von G-Sark und G-Pr beweist die Notwendigkeit 
von Peptidwasserstoff.9 Fur aIle Prolinpeptide ist als be80nderesEnzym die 
Prolidase zustandig. 

Um die Frage zu priifen,.ob £reie Carboxyl- oder Aminogruppen bzw. weitere 
Peptidbindungen in der Seitenkette die Wirksamkeit beeinflussen, wurden 
Peptide mit zwei natiirlich nicht vorkommenden Aminosauren synthetisiert: 

CHaNH. 
I 
CHNH. 
I 
COOH 

D1amino-propionsiure (Dpr). 

COOH 
I 

HaN-CH 
I 
COOH 

Amlnomalonsiure (Ama). 

Ama-G wird durch Dipeptidase fast so schwer gespalten wie Asp-G. Offen
bar start .die freie Carboxylgruppe in der Seitenkette, denn nach ihrer Amidie
rung werden beide gut gespalten. G-Dpr wurde glatt gespalten; eine freie 
Aminogruppe in der Seitenkette stort also nicht. 

1 E. WALDSCHMIDT-LEITZ, E. KOFRANYI: Hoppe-Seyler'S Z. physioi. Chern. 222 
(1933), 148. 

S L. WElL: J. bioI. Chemistry 106 (1934), 291. 
a M. L. ANSON: J. gen. Physiol. 20 (1937), 663. 
, G. AGREEN, E. HAMMARSTEN: J. Physiology 90 (1937), 330. 
D E. WALDSCHMIDT-LEITZ: Amer. chern. Weekbi. 27 (1930), 266. 
8 M. BERGMANN: J. bioI. Chemistry 109 (1935), 325. 
7 W. GRASSMANN, H. DYCKERHOFF: Ber. dtsch. chern. Gas. 81 (1928), 656. 
8 A. K. BALLS, F. KOHLER: Ber. dtsch. chern. Gas. 84 (1931), 34. 
t E. ABDERHALDEN, E. SCHWAB, I. G. VALDE'CA8AS: Fermentforsch.13 (193;), 

396. - M. BERGMANN, L. ZERVAS: Hoppe-Seyler's Z. physioi. Chern. !l24 (1934). 11. 

15· 
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Interessa.nt ist die unbehinderte Spaltung der scheinbaren Tripeptide G-Dpr, 
III 
G 

Asp-G und Asp-A durch Dipeptidase. Vom Standpunkt der Ent.ymchemie 
;" I" 

G A 

aus sind dies also nicht Tripeptide, sondem Dipeptide, die in der Seitenkette 
durch weitere Aminosaurereste substituiert sind.1 

FUr die relative Spe1-ifitiit. d. h. fiir die Geschwindigkeit der Spaltung spielt 
die Natur der Aminosii.urereste eine groBe Rolle. Die AffinitiLt der Dipeptidase 
wii.chst von GG iiber AG zu LG, wobei der erste Schritt das 4+Pfache, der 
zweite mindestens das 10fache ausmacht. Diese Reihenfolge gilt in ii.hnlichem 
Umfang auch fiir die iibrigen Peptidasen.2 

Die SpezifitatBmerkmale sind damach folgendermaBen zu formulieren: 

l. Eine freie Aminogruppe an dem der zu spaltenden Peptidbindung be
nachbarten C...Atom is~ notwendig. 

2. Eine freie CarboxyIgruppe in Nachbarschaft zur Peptidbindung ist not
wendig. 

3. Eine zweite Peptidbindung in Nachbarschaft der zu spaltenden Peptid-
bindung verhindert die Spaltung (daher der Name). 

4. Freier Peptidwasserstoff ist notwendig. 
5. Je ein freies H-Atom an dem lX- und lX' -C-Atom ist notwendig. 
6. Nur ausl-Aminosauren oder aus Glycin aufgebaute Dipeptide sind spaltbar. 
7. Besondere EiweiBbausteine sind fiir. die absolute Spezifitat nicht maB

gebertd, sie spielen aber fiir die relative Spezifitat eine wesentliche Rolle. 

Es ist wichtig zu beachten, daB Dipeptide auch von Enzymen gespalten 
werden, die dem Merkmal 2, der Notwendigkeit einer freien CarboxyIgruppe in 
der Nachbarschaft der Peptidbindung, nicht entsprechen, also keine Dipeptid.asen 
sind. Das sind drei Enzyme aus der Gruppe der Aminopeptidasen, namlich 
Leucylpeptidase, Prolinase und Prolidase. Da sie zwar del:' Nachbarschaft der 
freien Carboxylgruppe nicht bediirfen, aber von ihr nicht gehemmt werden, 
spa1ten sie neben Polypeptiden auch die ihrer Natur entsprechenden Dipeptide. 

Vorkommen. 
Die Dipeptidase ist stets von Aminopeptidase begleitet. Sie besitzt unab

hiLngig von ihrem Vorkommen stets dieselbe Spezifitit, fast das gleiche Adsorp
tionsverhalten und das gJeiche PH-Optimum. Es gibt also vermutlich nur eine 
Dipeptidase, im Gegensatz zur Carboxypeptidase, wo plan ein tryptisches und 
ein katheptisches Enzym nach den Eigenschaften deutlich unterscheiden kann.3 

Die hauptBachlichsten tierischen Fundstellen der Dipeptidase sind der Diinn
darm' und die Fundusdriisen des Magens.5 1m Pankreas findet sie sich in ga
ringerer Menge.8 

1 F. SCHNEIDER: Biochem. Z.298 (1938), 130. 
S W. GRASSMANN, L. KLENK, T. PETERS-MAYR: Biochem. Z. 280 (1935), 370. 
8 E. WALDSCHMIDT·LEITZ, A. SCHAFFNER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 161 

(1925), 31. 
, E. WALDSCHMIDT·LEITZ, A. K. BALLS, J. \VALDSCHMIDT·GRASER: Ber. dtsch. 

chern. Ges. 62 (1929), 956. 
5 K. LINDERSTR0M·LANG: Bull. New York Acad. Med.lO (1939), 719. 
S E. WALDSCHMIDT·LEITZ, A. HARTENECIt: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 147 

(1925), 286; 149 (1925), 203. 
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Gemeinsam mit der Aminopeptidase und den katheptischen Proteinasen ist 
sie in tieriscben Organen, wie Milz,l Niere,· enthalten, im Blutserum3 nur ingeringer 
Konzentration. Auch in polymorphkornigen Leukocyten' ist sie enthalten. 

Weiter findet sie sich im Verdauungstrakt der Wirbellosen,5 in Schimmel
pilzen6 und im Malzextrakt.7 Ein Hauptvorkommen, aus dem sie hii.ufig praparativ 
dargestellt wird, ist die Hefe.8 Es gibt iiberhaupt wohl kaum ein Vorkommen 
von Proteasen, wo diese nicht in groBerem oder kleinerem Umfang von Dipeptidase 
und Aminopeptidase begleitet sind. 

Bestimmungsmethoden und Einheiten. 
Das gebrauchlichste Substrat fiir die Messung der Dipeptidase ist d,l-Leucyl

glycin. Man titriert den Zuwachs an Carboxylgruppen in alkoholischer LOsung 
mit Thymolphthalein als Indikator. Nach E. WALDSCHMIDT-LEITZ und A. 
SC1iAFFNER9 lost man dazu3,7645gdlL-G (=l/lOOMol der I-Form) in 4Ocm~ 
Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer vom PH = 8 und fiillt nach Zugabe von 5 cm3 

Essigsaure auf 10 em3 auf. Je 5 ems dieser LOsung werden mit der Enzymlosung, 
z. B. mit 5 ems 1 : 10 verdiinntem Glyeerinextrakt aus Darmschleimhaut, ver
setzt und eine Probe sofort, die andere naeh einer Stunde titriert. Die Differenz 
entsprieht der Enzymwirkung. Da die Spaltung naeh erster Ordnung verlauft, 
dient die Konstante 1 a 

k = t log a-x 

direkt als MaB der Enzymmenge. Die Dipeptida8eeinheit ist diejenige Enzym
menge, die die Konstante 1 ergibt. Das MaB der Reinheit ist der Dipeptidase
wert, namlich die Zahl von Dipeptidaseeinheiten in 1 g des getroekneten Praparats. 

Darstellung und Reinigung. 
Die Di~ptidase wird meist aus Hefe oder Darmsehleimhaut dargestellt. 

Die groBe praparative Schwierigkeit des Arbeitens mit Dipeptidase ist, daB sie 
immer von einem "ObersehuB an Aminopeptidase begleitet ist, die fur im ehemisehen 
Verhalten und besonders bei der Adsorption auBerordentlieh ahnelt, nur mit 
dem Untersehied, daB die Aminopeptidase wesentlieh stabiler ist. Die halt
bareren Glycerinextrakte sind den sehr unbestandigen wasserigen Extrakten 
vorzuziehen.10, 11 

In der Darmsehleimhaut12 finden sieh zwar vornehmlich Amino- und Di-

1 E. WALDSCHMIDT.LEITZ, E. DEUTSCH: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem.167 
(1927), 285. 

2 W. GRASSMANN, L. KLENK: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chem.188 (1929), 26. 
a W. GRASSMANN, W. HEYDE: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 188 (1930), 69.-

E. ABDERHALDEN, W. HANSON: Fermentforsch.16 (1937), 382. 
4 R. WILLSTATTER, E. BAMANN, M. ROHDEWALD: Hoppe.Seyler's Z. physiol. 

Chern. 186 (1929), 267; 188 (1930), 107; 204 (1932), 181. 
5 J.J. MANSOUR·BEK: Z.vergI.PhysioI. 17 (1932),153,168,187; 20 (1934), 343, 

361, 362. 
6 M. J. JOHNSON, W. H. PETERSON: J. bioI. Chemistry 112 (1935), 25. 
7 K. LINDERSTR0M·LANG, M. SATO: C. R. Trav. Lab. Carlsberg 17, Nr. 17 (1929), 

32. 
8 R. WILLS TATTER, W. GRASSMANN: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chern. 168 

(1926), 250. - W. GRASSMANN, W. HAAG: Ebenda. 167 (1927), 188. - E. ABDER
HALDEN, R. MERKEL: Fermentforsch.1O (1936), 1-

8 Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 101 (1926), 31. 
10 E. WALDSCHMIDT.LEITZ, A. SCHAFFNER, J. J. BEK, E. BLUM: Hoppe.Seyler's 

Z. physioI. Chern. 188 (1930), 17. 
11 W. GRASSMANN, L.KLENK: Hoppe.Seyler's Z. physioI. Chern. 186 (1930), 26, 36. 
12 E. WALDSCHMIDT-LEITZ, A. SCHAFFNER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 101 

(1926), 31. . 
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peptidase, aber auch geringe Mengen der aus dem Pankreas stammenden 
Proteasen. Man trennt die Dipeptidase von der Hauptmenge der begleitenden 
Enzyme durch Tonerdeadsorption nach der fiir die Aminopeptidase auf S.216 
gegebenen Vorschrift. 

Zu der nur sehr unvoUstii.ndigen Trennung der Dipeptidase von der Amino
peptidase adsorbiert man, wie bei der Aminopeptidase S.217 beschrieben, an 
Eisenhydroxyd und eluiert die Dipeptidase mit "/108elc. Phosphatlosung, die 
20% Glycerin enthii.lt.1 

Etwas besser gelingt die Darstellung einheitlicher Dipeptidase aus Hefe.2 

Man verfiiissigt 1 kg frischer PreJ.lhefe mit einer Mischung von 70 ems Toluol 
und 15 ems Essigester, versetzt mit 11 Wasser und trennt nach 1,5 Stunden eine 
peptidasefreie Vorfraktion abo 

Die Vorfraktion enthii.lt Stoffe, die die Adsorption der Dipeptidase an Polyalu. 
miniumhydroxydA verhindem. DieseBeobachtungniitzen W. GRASSMANN und W. HAAG 
zur Reinigung aus.S Sie versetzen 400 ems der Vorfraktion mit 80 ems fIll Aeetat· 
puffer yom PH = 5 und einer Suspension von 700 mg Tonerde A, verdiinnen aufs 
Vierfache und zentrifugieren abo Die so behandelte Tonerde wird spater verwendet. 

Nach dem Abtrennen der Vorfraktion wird die Hefe 20 Stunden bei PH = 6,4-:-6,8 
der Autolyse iiberlassen. Dann werden 300 ems der Losung mit Essigsaure auf zirka 
PH = 5 eingestent und mit 5 ems n Aeetatpuffer gleieher Reaktion versetzt; zu der 
l\fischung mgt man 20 ems einer Tonerdesuspension der Sorta 0" (etwa 360 mg Al.Oa) 
und zentrifugiert abo Nachher wird dreimal hintereinander mit je 360 mg der mit 
der Vorfraktion behandelten Tonerde A adsorbiert, wobei die Dipeptidase sich nur 
unwesentlieh vermindert. Die Restlosung wird zweimal hintereinander mit je 50 ems 
einer Suspension von gewohniiehem, nieht mit Salzs8.ure behandeltem Kaolin 
(1 ems = 300 mg Kaolin) versetzt und abzentrifugiert. 

120 ems der erhaltenen LOsung werden gensu neutralisiert und bei etwa 0° mit 
65 ems reinem Aeeton vermischt. Der sofort abgetrennte Niedersehlag (etwa 300 mg) 
wird verworfen. Auf weiteren Zusatz von 60 ems Aeeton zu der Losung erfolgt die 
Abseheidung von etwa 1 g eines Niedersehlages, der, mit Aeeton und Ather getroeknet, 
50% der angewandten Dipeptidase enthii.lt und frei von Aminopeptidase und 
Proteinase ist. 

Leider laBt sich die Vorschrift nieht mit jeder Hefesorte nacharbeiten. 

Eigensehaften. 
Dipeptidase ist unter allen proteolytischen Enzymen das unbestandigste, 

was mch bei der Darstellung unangenehm bemerkbar macht, aber zur Trennung 
von Aminopeptidase ausgenutzt wird.4 In wisseriger LOsung ist sie bei jedem PH 
und sogar bei 0° in 2 Tagen vollkommen verschwunden.5 Zusatz von Toluol 
stabilisiert etwas. Lii.;ngere Zeit haltbar ist das Enzym nur in glycerinhaltiger 
LOsung. Der Wirksainkeitsverlust bei Dialyse ist durch Glycerinzusatz aufzu· 
halten. Die Bestandigkeit ist am groBten bei PH = 6, wobei in Glycerin monate
lang kein Wirksamkeitsverlust auftritt.8 

Ohne Glycerin ist das PH-Optimum der BestiLndigkeit 7,8. Auf der alkalischen 
Seite ist der Wirksamkeitsverlust rascher als auf der sauren.7 Die Dipeptidase 

1 A. K. BALLS, F. KOHLER: Ber. dtseh. ehem. Ges. 64 (1931), 34. 
I W. GRASSMANN, L. KLENK: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.186 (1929), 26. 
8 W. GRASSMANN, W. HAAG: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 167 (1927), 188. 
, W. GRASSMANN, H. DYCKERHOFF: Ber. dtseh. ehem. Ges.61 (1928), 656. 
I K. LINDERSTRli'M·LANG, 1\1. SATO: C. R. Trav. Lab. Carlsberg 17, Nr. 17 (1929), 22. 
• W. GRASSMANN, O. v. SCHONEBECK, G. AUERBACH: Hoppe.Seyler's Z. physiol. 

Chem.210 (1932), l. 
v E. ABDERHALDEN c.s.: Fermentforseh.18 (1932), 408. - H.LuERS, L.MALSCH: 

Wschr. Brauerei 46 (1929), 265, 275. 
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der Wirbellosen ist so unbestiindig, daB sie aus keinem Adsorbat eluiert werden 
konnte. Auch die des Serums ist unbestiindiger ala die des Diinndarms. 

Gegeniiber hOheren Temperaturen ist die Dipeptidase sehr empfindlich. 
Schon bei 40° wird Malzdipeptidase rasch zerstort.1 Hingegen halt die Dipeptidase 
aus Organsaften (MUz, Lunge, Muskel) einstiindiges Erhitzen auf 56° ohne Verlust 
aus, nicht aber auf 60°.2 

Das PH-Optimum der Wirksamkeit schwankt etwas je nach der Herkunft 
des Enzyms und dem angewandten Substrat, niimlich zwischen 7,2 und 8,3. 

Aktivierung und Hemmung. 
Fiir Dipeptidase ist bisher kein ausgesprochener Aktivator bekannt ge

worden. Schwefelwasserstoff und Blausiiure wirken hemmend. 0,002 Molll 
HCN setzt die Aktivitiit je nach Alter und Herkunft der Praparate auf 0 bis 11, 
herab.3 "Oberhaupt wird Dipeptidase durch zahlreiche Stoffe in ihrer Wirksamkeit 
beeintrachtigt:' Calciumchlorid hemmt "lchon in Konzentrationen von 0,02 Mol/l,5 
Magnesiumchlorid sogar von 0,003 MoL m 12 MgCl2 hebt die Wirkung vollkommen 
auf,6 im Gegensatz zur Leucylpeptidase, die von Magnesiumsalzen aktiviert 
wird (siehe S.220). Von Anionen hemmen Sulfite, Phosphate, Pyrophosphate 
und vor allem Borate. m/100 Borat hemmt vollkommen.7 Hierauf ist besonders 
bei der Auswahl von Pufferlosungen Riicksicht zu nehmen. Schwermetalle 
hemmen ausnahmslos. Besondere Verhiiltnisse liegen nach K. LINDERSTlWM-LANG8 

beim Zink vor. Es hemmt in Mengen iiber 4·10-4 n. Die Hemmungen durch 
Zink und durch Blausiiure heben sich gegenseitig, offenbar infolge von Komplex
bildung, auf, und zwar vollstandig, wenn auf 1 Mol Zink 4 Mole HCN kommen. 
Wahrscheinlich beruht die kleine Aktivierung, die von Zinkspuren hervorgerufep 
wird, ebenfalls auf der Ausschaltung eines noch unbekannten, die Dipeptidase 
begleitenden Hemmungskorpers. 

Oxydationsmittel, wie Jod schiidigen das Enzym.' Formaldehyd verhindert 
die Wirkung der Dipeptidase durch Reaktion mit der Aminogruppe der Substrate. II 
Auch Aldosen hemmen, Fructose dagegen nicht.10 Geringe Mengen verschiedener 
Alkohole fordern etwas, groBere Mengen hemmen.ll Hohere Alkohole, schon 
Octylalkohol, sind ohne Wirkung. Niedere Fettsiiuren, mit Ausnahme von 
Ameisensaure, hemmen, ebenso Milchsaure, aber nicht Bemsteinsaure.12 Chloro
form schadigt Dipeptidase erheblich, Aminopeptidase nicht.13 Aldehydreagentien, 
wie Phenylhydrazin oder Anilin hemmen stark,!' 80 daB die Vermutung ausge
sprochen wurde, die Dipeptidase enthalte im Agon eine Aldehydgruppe. 

Lecit4in und Kephalih hemmen, und zwar in groBen Dosen vollstiindig,16 
was die Dipeptidase von der hierdurch nicht hemmbaren Aminopeptidase unter-

1 R. H. HOPKINS, J. A. BURNS: J. lust. Brewing 86 (1930), 9. 
2 F. STANDENATH: Fermentforsch.9 (1926/28), 18, 27. 
3 W. GRASSMANN, O. v. SCHONEBECK, G. AUERBACH: Hoppe-Seyler's Z. physiol. 

Chern. 210 (1932), 1. 
4 M. BERGMANN, W. F. Ross: J. bioI. Chemistry 111 (1935), 659. 
5 H. V. EULER, K. JOSEPHSON: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 161 (1926), 270. 
6 H. A. OELKERS: Biochem. Z.226 (1930), 185. 
7 H. V. EULER, Z. I. KERTECZ: Ber. dtsch. chern. Ges.61 (1928), 1525. 
8 Hoppe.Seyler's Z. physioI. Chern. 224 (1934), 121. 
9 J. H. NORTHROP: The Harvey Lect. 1984/86, 229 (240). 
10 E.WALDSCHMIDT-LEITZ, G.RAUCHALLES: Ber. dtsch. chern. Ges. 61 (1928),645. 
11 E. ABDERHALDEN, F. REICH: Fermentforsch.11 (1929), 64. 
12 O. BUDDE: Z. Kinderheilkunde 46 (1928), 195. 
13 W. GRASSMANN, H. DYCKERHOFF: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 179 

(1928), 41 (47). 
l' K. JOSEPHSON, H. V. EULER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 162 (1926), 85. 
15 P. RONDONI: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 207 (1932), 103. 
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scheidet. Coffein aktiviert etwas.1 /X.Naphthylamin begiinstigt die Spaltung von 
L-G, p.Naphthylamin hemmt. Blutserum hemmt ebenfalls.2 

Die Hemmung durch Spaltprodukte wird im folgenden Abschnitt behandelt. 

Die Affinitatsverhaltnisse der Dipeptidase und die Existenz 
zweier Dipeptidasen. 

Nach Beobachtungen von K. LINDERSTR0M·LANG3 ist das Verhaltnis Q der 
Spaltungsgeschwindigkeiten von Leucylglycin und Glycylglycin mit Darm· 
erepsinpraparaten ein sahr wechselndes. Es ist am kleinsten in frischen Praparaten, 
namlich 2,5, und steigt beim Altern der Praparate sowie bei verschiedenen 
Reinigungsoperationen an. Beirn graBten beobachteten Wert von 16 iiberwog 
also die L-G.Spaltung weit diejenige von G-G. Auch ist das PH·Optimum 
der Spaltung verschieden, namlich etwas hOher als 7 fur die G-G· und etwa 8 

JC .............. ....--G-6+~_---

fur die L-G.Spaltung. K,LINDER. 
STR0M·LANG schloB daraus, daB es 
zwei Dipeptidasen gibt, von denen 
die leicht zerstorbare Peptidase I 
beide Peptide etwa gleich schnell 
spaltet, wahrend die stabiIere Pepti. 
dase II L-G etwa 20mal rascher 
spaltet ala G-G. Mit Malzextrak· 
ten 'machten K. LIN DERSTR0 M.LANG 

10 
Jlinuferi-

und M. SAT04 dieselben Beobach· 
tungen und stellten zugleich fest, 

1211 daB Dipeptidase II auch L-Q-G, 
also ein Tripeptid spaltet. 

Abb.30. Hemmung der Dlppptidasespaltung von L-G 
und G-G durcb A1anln. 

(0 obne AJanin, x mit AIanin.) 

Demgegeniiber wiesen W. GRASS· 
MANN und L. KLENKS darauf hin, 
daB die Unterschiede der Ge· 

schwindigkeitsquotienten Q sich auch ohne die Annahme zweier Dipeptida· 
sen erklaren lassen. Die Spaltung von L-G wird namlich durch Zusatz 
von Aminosauren, wie Alanin oder Leucin, sehr wenig, die von G-G 
sahr stark gehemmt (siehe Abb.30). Sie konnten zeigen, daB dies auf 
der wesentlich geringeren Affinitii.t der Dipeptidase zum G-G als zum L-G 
beruht. Die Dissoziationskonstante der Dipeptidase-L-G.Verbindung (ge
messen mit Hefedipeptidase) durfte mindestens 60ma;l- kleiner sein als die der 
Dipeptidase-G-G-Verbindung. Die Affinitat der Dipeptidase sohwankt aber 
je nach Herkunft des Erizyms, so daB man, wie Tabelle 28 zeigt, i. B. bei Messungen 
in 6,04 n Losungen der Subs,trate ganz verschiedene Werte fur Q erhiiIt. Berechnet 
man aber nach dem Vorgang von R. KUHN (siehe S.64) das Verhaltnis der 
Spaltungsgeschwindigkeiten bei volliger Bindung des Enzyms an die Substrate, 
also durch Extrapolation auf unendliche Substratkonzentration, so findet man 
inguter "ObereinstimmungdasVerhaltnis der L-G- zur G-G-SpaltungQ", = 0,7. 
GRASSMANN und KLENK vermuten weiter, daB in dem natiirliohen Vorkommen 
und in den Enzympraparaten die Dipeptidase von wechselnden Mengen eines 
Hemmungskarpers begleitet ist, der die G-G-Spaltung infolge ihrer viel gerin
geren Substrataffinitat wesentlich mehr beeintrachtigt als die L-G-Spaltung. 

1 E. ABDERHALDEN, F. REICH: Fermentforsch. 11 (1929), 64. 
2 E. ABDERHALDEN: Fermentforsch. 10 (1928), 233. 
a Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 182 (1929), 151. 
, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 184 (1929), 83. 
Ii Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 186 (1929), 26. 
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Tabelle 28. Verschiedene Quotienten bei verschiedener H erkunft der Dipeptidase. 
(Angewandt 2cm3 mit 0,08 Millimol G-G bzw. 0,16Millimol d,l-L-G; PH7,8, 40°.) 

Spaltung (em' "/", KOH) ".(Kublk-
Enzym aus Substrat 15 I 30 I 45 I 60 I 120 I 180 

zentlmeter 
Q 

I In 

Mlnuten 30Mlnuten) 

........ { L-G 0,83 - 1,48 I 1,55 1,55 0,98 
} 1,4 

-
Niere G-G - 0,52 - 0,93 1,18 1,29 0,68 

Leber ........ { L-G 0,25 0,50 0,74 1,03 1,63 1,62 0,50 
} 2,5 G-G 0,10 0,20 0,29 0,41 0,68 0,90 0,20 

Hefe I ....... { 
L-G - 0,43 - 0,92 1,58 1,58 0,46 

. } 2,5 G-G -

I 

0,17 - 0,26 0,93 0,44 0,18 

Hefe II ....... { 
L-G 0,30 0,72 1,10 1,60 - - 0,76 

} 6,9 G-G 0,06 - 0,16 0,21 - . , - 0,11 

Die Berechnungen von GRASSMANN und KLENK lejden aber unter einer 
erheblichen Schwierigkeit. Die Reaktionsgeschwindigkeit der G-G"'Spaltung 

Jubsfraf- /(onzentrilfion- Substrilt- /(onzentriltlon -

~ 0/0 ~ 
<:S' 

100 

~~ ~~~~~ 
:i}. ~- <:S' "'- <:S' <:S' "'-

90 t 80 
70 

~6'0 
~50 
~Jl.0 

30 
20 

10 fO 

o -J 0 -J 0 -2~ ~-1 
<:i' <:S' 

'/og/})-

-2<-< -1 .... 
~ ~ 
0::,- <:S' 

/og[s]-

o 

Abb. 31. Aktlvltliu.-p.-Kurven der Dipeptidase. 

sinkt schon in einem Konzentrationsbereich des Substrats ab, der fiir die Ermitt
lung der Dissoziationskonstanten noch wesentlich ist (siehe die Aktivitats-p.
Kurven der Abb. 31, Iinke Halfte). Es ist daher notwendig, mit Hilfe der Tan
gentenmethode von L. MICHAELIS und M. L. MENTENI durch Veranderung des 
OrdinatenmaBstabes die ps-Kurven umzuformen (siehe Abb. 31, rechte Halfte). 
Um die fladurch hervorgerufene Unsicherheit zu vermeiden, wendet K. LINDER
STR0M-LANG eine neue Methode zur Messung des Affinitatsquotienten Q an. 
Er bestimmt die Spaltungsgeschwindigkeiten in einem Gemisch zweier Substrate 
(L-G und A-G) und sucht diejenigen Konzentrationen Cw und CAG au.f, bei 
denen das Enzym gleichmaBig auf beide Substrate verteilt ist. In diesein Fall 
miissen die Spaltungsgeschwindigkeiten Vw .j. AG fiir das Gemisch und VsLG bzw. 
VsAG fiir die doppelte Konzentration der Komponenten folgender Gleichung 
entsprechen: 

(1) 

1 Biochem. Z.49 (1913), 333. 
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.Fiir das Mischungsverhaltnis cLf}: CAf}, das die Gleichung (1) erfiillt, ist dann 

eLf} K LG 

cAG = K AG ' 
(2) 

womit man das Verhaltnis der Dissoziationskonstanten erfahrt. 
Das Verhaltnis der Spaltungsgeschwindigkeiten VIlAG: VIlLG, das der Glei

chung (1) entspricht, gibt dann den Quotienten der Spaltungsgeschwindigkeit 

der unabhii.ngig von der Konzentration der Enzymsubstratverbindung fiir ein 
einheitliches Enzym eine invariante GroBe darstellt. Die Messungen von LINDER
STR0:M-LANG ergaben, daB Qo bei drei verschiedenen Dipeptidasepraparaten 
zwischen 0,5 und 11 schwankt. Er halt daher an der Existenz zweier Dipeptidasen 
fest. Sein Verfahren besitzt, worauf W. GRASSMANN, L. KLENK und T. PETERS
MAYRl hinweisen, den Nachteil, daB es nicht die AHinitli.tskonstanten selbst, 
sondern nur ihr Verhaltnis zu ermitteln gestattet. Immerhin ist noch nicht 
geklart, weshalb die beiden Methoden ein so widersprechendes Ergebnis hatten. 

Inzwischen ist aber von JOHNSON2 tatsachlich ein zweites Enzym gefunden 
worden, das Dipeptide spaltet, allerdings ohne eine Dipeptidase zu Sein. Es 
ist die durch Magnesiumsalze aktivierbare Leucylpeptidase, eine Aminopeptidase, 
die Leucylpeptide ohne Riicksicht auf die Kettenlinge spaltet (siehe Amino
peptidasen S.212). Sie kommt auch im Darmerepsin vor und Wird von H. 
HOLTER, F. E. LEHMANN-BERN und K. LINDERSTR0M-LANG mit der sogenannten 
Dipeptidase II identifiziert.3 Insofern steht fest, daB es nur eine einzige Di
peptidase gibt. 

Es ist noch nicht bekannt, ob und wieweit durch die Gegenwart der Leucyl
peptidase die Affinitatsbestimmungen der Dipeptidase von GRASSMANN, KLENK 
und PETERS-MAYR (1. c.) beeinfluBt werden. Wenn in der Bierhefe, wie die 
vereinzelten Beobachtungen von JOHNSON, JOHNSON und PETERSON ergeben, 
die Leucylpeptidase iiberhaupt nicht vorkommt, ist der an Hefedipeptidase 
ausgefiihrte Teil der Messungen auf jeden Fall als gesichert anzusehen. Sie 
ergaben, daB die Affinitat der Dipeptide zur Dipeptidase im wesentlichen von 
dem die freie Aminogruppe tragenden Baustein bestimmt wird, und zwar steigt 
sie mit steigender GroBe des Alkylrestes in diesem Baustein, also GG < AG < 
< VG < LG. Der EinfluB der die Carboxylgruppe tragenden Bausteine AuBert. 
sich zwar in demselben Sinne, tritt aber quantitativ gegeniiber dem bestimmenden 
EinfluB der die Aminogruppe tragenden Molekiilhalfte in den Hintergrund. 

Die aus den Mfinitatsmessungen erschlossene . Reihenfolge wird bestatigt 
durch Hemmungsversuche mit Monoamino-monocarbonsauren.· Die hemmende 
Wirkung ist unter sonst gleichen Bedingungen von der Natur des Substrats 
abhangig und steigt in der Reihenfolge LG < AG < GG an. Unabhangig von 
der Art des Substrats falIt dagegen die hemmende Wirkung der Monoamino
monocarbonsauren in derReihenfolge L > V > A > Gab. Auch die Affinitat 
zu den Aminosauren nimmt also mit steigender Kettenlange zu, in Ubereinstim
mung mit der Affinitat der Dipeptidase zu den Dipeptiden. 

1 Biochem. Z. 280 (1935), 307. 
I M. J. JOHNSON, G. H. JOHNSON, W. H. PETERSON: J. bioI. Chemistry 116 

(1936),515. - M. J. JOHNSON: Ebenda 122 (1937), R9. - J. BERGER, M. J. JOHNSON, 
W. H. PETERSON: Ebenda 124 (1938), 395. 

a Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.21i0 (1937), 237. 
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Struktur der Dipeptidase. 
W. GRASSMANN, W. VOLMER und V. WINDBIOHLER1 ist es gelungen, Hefe

dipeptidase, wenn auch nicht vollstiindig, in Agon und Pheron aufzuspalten. 
Adsorbierten me LOsungen von gereinigten Dipeptidasepraparaten an Ton
erde 0r bei PH 5,0, so entspraehen die in den Restlosungen und in den Elutionen 
gefundenen Enzymmengen zusammenniemals der Aktivitat der Ausgangslosung. 
Durch Wiederv~inigung von Elution und Restlosung wird eine wechselnde, 
aber immer betrachtliche Steigerung der Wirksamkeit erreicht, wie Tabelle 29 
zeigt. Auch Fallung mit AmmoniumsuHat fiihrte eine teilweise Aufspaltung des 
Dipeptidasesymplexes in eine EiweiBkomponente und einen durch Ammonium
suHat nicht fallbaren, nach seinem Verhalten bei der Dialyse als niedermolekular 
anzusprechenden Bestandteil herbei. 

Ta.belle 29. GegenlJeuige Aktivierung von Reatlo8'Ungen urul Elutionen der Dipeptidase. 

Spaltung von L-G in em8 11/80 KOH. 

Nr. AUSI!&ngs- Restlilsung Elution 
Restlilsung + Elution _I Aktlvlerung 

lilsung berechnet I gefunden In Prozenten 

1 0,25 0,30 0,55 I 0,90 I 64 
2 1,50 0,48 0,25 0,73 0,95 

1 

30 
3 1,50 0,55 0,57 1,12 

I 
1,43 29 

4 0,00 0,20 0,20 0,45 125 

Fiir die erfo}gte Aufteilung ist beweisend, daB die geringe dipeptidatisehe 
Wirksamkeit des mit Ammoniumsulfat gewonnenen EiweiBniederschlages dureh 
Hefekochsaft verdoppelt und verdreifacht werden konnte. Das Agon ist also 
koehbestandig. Sehr iiberraschend ist, daB Praparate von Aminopeptidasen 
aus Hefe, die vollig unwirksam gegen L-G sind, durch Zusatz von Hefekochsaft 
starke Dipeptidasewirkung erhalten, also das Pheron der Dipeptidase enthalten 
miissen. Durch Zusatz von Hefekochsaft einerseits, Aminopeptidase oder Ammon
suHatnieder~chlag aus Dipeptidase anderseits konnte nachgewiesen werden, daB 
bei der Adsorption mit Tonerde 0r das Apo-enzym oder Pheron vorzugsweise in 
der Restlosung verbleibt, w8.hrend das Co-enzym odel' Agon zum groBten Teil 
adsorbiert und wieder eluiert wird. 

Proteinasen. 
Die Proteinasen sind dadurch eharakterisiert, daB sie zu ihrer Wirksamkeit 

der Naehbarschaft zweier Peptidbindungen im Substrat bediirfen, von denen nur 
eine gespalten wird. Freie Amino- bzw. Carboxylgruppen an den Enden der 
Peptidketten sind - im Gegensatz zu den Peptidasen - in keinem Fall not
wendig und sogar ofters sttirend. Manchmal iiberschneiden sieh die Wirksam
keiten von Proteinasen und von Peptidasen, besonders gegeniiber synthetischen 
Substraten. Die naheren sterischen Bedingungen der Wirksamkeit sind bei Be
sprechung der Polyaffinitatstheorie (siehe S. 194f.) geschildert. 

Die Unterteilung der Proteinasen erfolgte friiher nach Herkunft, PH-Bereich 
und Aktivierbarkeit. Man unterschied so das im sauren Bereich wirksame, eines 
Aktivators nicht bediirfende Pepsin aus Magenschleimhaut, das im alkalischen 
Bereich wirksame, der Enteroki1UUle zur Aktivierung bediirfende Trypsin des 
Pankreas, das aus Pflanzen stammende, durch Blausaure und Sulfhydrylverbin
dungen aktivierbare Papain und das ebenso wie Papain aktivierbare, im schwach 

1 Biochem. Z. 298 (1938), 8. 
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sauren Bereich wirkende Kathepsin aus tierischen Zellen. Durch die Auffindung 
synthetischer Substrate wurde erkannt, daB die Wirksamkeit meist an das Vor
handensein bestimmter Aminosiiuren gebunden ist. So gelang es, die Identitiit 
von Kathepsin und Papain sicherzustellen und die vollige Verschiedenheit des 
Chymotrypsins von Trypsin zu erweisen. Nach den heutigen Anschauungen gibt 
es, abgesehen von den gesondert zu besprechenden Bakterienproteinasen, folgende 
vier Typen von Proteinasen: 

1. Papainasen, 3. Chymotrypsin, 
2. Trypsinasen, 4. Pepsin. 

Papainasen. 
Die Papainasen finden sich in allen untersuchten pflanzlichen Zellen, in einigen 

besonders reichlich. Die Papainase des tierischen Organismus nennt man Kathepsin. 

Spezifitiit. 
In allen Vorkommen der Papainasen lassen sich zwei Wirkungsmechanismen 

durch den Umfang der Spezifitiit und das Aktivierungsverhalten so klar unter
scheiden, daB manche Forscher zu der Annahme zweier, stets vergesellschafteter 
Papainasen neigen, deren Trennung allerdings noch niemals gelungen ist. AIle 
Papain- und Kathepsinpriiparate spalten niimlich natives EiweiB, wie Casein, 
Gelatine, Hiimoglobin; manche sind auBerdem in der Lage, auch Peptone und 
synthetische Peptide, z. B. Hippurylamid, Cbzo-G-G, G-G-G-G-L-G 
und Boyl-Ar-NH2 zu spalten.1 Diese Fiihigkeit erlangen aIle Priiparate durch 
Zusatz von Aktivatoren, wie Cystein.Es stellte sich heraus, daB diejenigen Vor
kommen, welche ohne Aktivator Peptone spalten, einen naturlichen Aktivator, 
wahrscheinlich Glutathion enthalten. Man muB daher vielleicht zwei Papainasen 
verschiedener Spezifitiit, mindestens aber zwei getrennte Spezifitiiten der 
Papainasen unterscheiden: fur die nur in Gegenwart eines Aktivators verlaufende 
Spaltung von Peptonen und Polypeptiden und fUr die eines Aktivators nicht 
bediirftige Spaltung von nativem EiweiB. 

Die Spezifitiitsbedingungen, die sich auf natives EiweiB beziehen, sind nicht 
naher erforscht, diejenigen der aktivierten Papainase sind an synthetischen Sub
straten untersucht und haben folgende Merkmale: 

Freie Aminogruppen in der Nachbarschaft der zu spaltenden Peptidbindung 
storen die Wirksamkeit. In den meisten synthetischen Substraten ist daher die 
Aminogruppe durch die Carbobenzoxygruppe (Rest des Kohlensaureesters des 
BenzylalkoholsCsH CH2-O-C=O) oder durchBenzoyl besetzt (siehe Tabelle 30). 
1st aber die freie Aminogruppe von der zu spaltenden Peptidbindung genugend 
weit entfernt, so wird das Substrat, wenn auch langsam, gespalten, z. B. G-G
-G-G-L-G und G-G-L-G.2 Wo die Spaltung eintritt, ist nicht immer 
mit Sicherheit vorauszusagen. In den synthetischen Substraten mit Cbzo- nnd 
Boyl-rest tritt die Spaltung meist zwischen dem substituierten und dem nachsten 
Aminosiiurerest ein. In der Tabelle 30 ist die Spaltung durch einen unterbrochenen 
Strich angedentet.2, 3,4 In langeren Peptidketten kann auch mehrfache Spaltung 
eintreten, meist mit nngleicher Geschwindigkeit. In der Tabelle sind die bevor-

1 M. BERGMANN, W. F. Ross: J. bioI. Chemistry 114 (1936), 717. - M. BERG
MANN, J. S. FRUTON: Science (New York) 84 (1936), 89. - M. BERGMANN, J. S. 
FRUTON, H. FRAENKEL-CONRAT: J. bioI. Chemistry 119 (1937), 35. - M. BERGMANN, 
J.S.FRUTON: Science (New York) 86 (1937), 496. 

2 M. BERGMANN, L. ZERVAS: J. bioi. Chemistry 114 (1936), 7l1. 
3 M. BERGMANN, L. ZERVAS, J. S. FRUTON: J. bioi. Chemistry 111 (1935), 225. 
, M. BERGMANN, L. ZERVAS, J. S. FRUTON: J. bioI. Chemistry 116 (1935), 593. 
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zugten Spaltungsstellen mit I, die nii.chsten mit 2 bezeichnet. Bemerkenswert 
ist in dieser Hinsicht das Verhalten der Lysinpeptide mit benzoyliertem Amino
ende. 1st die e-Aminogruppe des Lysine frei, werden die Peptide in gleicher 
Weise wie Peptide ohne Lysin gespa.lten. Es wird also z. B. Boyl-G abgetren~t 
(Tabelle 30, Nr. 17). 1st aber die e-Aminogruppe des Lysine ebenfa.lls blockiert, 
so wird eine weitere Peptidbindung hinter dem Lysin getiffnet, und zwar schneller 
als die andere (Tabelle 30, Nr. IS). 

Nr. 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

II 

12 

13 

Tabelle 30. Syntheti8che SubBtrate der Papainase. 

Schnelle Spaltung: 

Cbzo-G -~ GIu-G-Athylester 

Boyl-G-'- G-GIu-Athylester 

Cbzo-G--'-GIu-NH. 

Cbzo-G-'-GIu-G 

Boyl-GIu-!-NH. 

Cbzo-G-'--G-G-'-L-G 

Boyl-G+ G-L-G 

Boyl-G..i...L-G 

Cbzo-L-G-'-G 

Boyl-G-:· NH. 

Boyl-G+ Piperidin 

Lang8ame Spaltung: 

Cbzo--G--,--G 

Cbzo-G--'-G-G 

Nr. 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 
21 

22 

Cbzo-G~G-G-G 

• 1 
Cbzo-GlUTG--:-G 

Boyl-G--'-Ly-NH. 

Boyl-G~ Ly-G 
.• ,1 

Boyl-G~Ly ;- G 
; ef . 

Cbzo 

Boyl-Ly--'-NH. 

Sehr lang8ame Spaltung: 

G-G-L-G 

G-G-G-L-G 

Keine Spaltung: 

G-GIu 

23 G-GIu-G 

24 
25 

26 

G-Glu-G-Athylester 
Cbzo--G-Sark-G-G 

Cbzo--dL-G-G 

27 G-GIu-Diketopiperazin 

.Die Spezifitat laBt sich wie folgt zusammenfassen: 
1. Eine freie Aminogruppe in Nachbarschaft der zu spaltenden Peptidbindung 

aWrt (Tabelle 30, Nr. 22, 23, 24). 
2. Eine freie Carboxylgruppe in Nachbarschaft der zu spaltenden Peptid

bindung ist weder sWrend noch notwendig (Tabelle 30, Nr. 12, 1O). 
3. Fiir die Spaltung sind zwei benachbarte Peptidbindungen erforderlich, 

von denen eine gespalten wird (Tabelle 30, Nr. 10,11, 12). 
4. Peptidw&8serstoff ist ntitig (Tabelle 30, Nr.25). 
5. /X'-Wasserstoff ist notwendig (Tabelle 30, Nr.26). 
6. Die Beteiligung von d-Aminosauren am Aufbau der zu spaltenden Peptid

bindung verhindert die Spaltung (Tabelle 30, Nr. 26). 
7. Besondere Aminosauren sind nicht notwendig, aber Peptide mit Mono

amino-dicarbonsauren werden bevorzugt, wenn die seitenstandige Carboxyl
gruppe frei ist (Tabelle 30, Nr. 1, 2, 3, 4, 5). 
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Vorkommen. 
Die Papainasen sind die einzigen Proteinasen der pflanzlichen ZeUen und 

Milchsafte. Am meisten untersucht ist das Vorkommen im Milchsaft des tropi. 
schen Melonenbaumes Carica Papaya L., dessen Proteinase den Namen Papain 
erhlelt. Da die charakteristischen Merkmale dieser Gruppe, die Spezifitat und 
die Aktivierung durch SH.Gruppen und Blausaure, zuerst an Papain studiert 
wurden, gab E. W ALDSCHMIDT·LElTZ der ganzen Gruppe die Bezeichnung 
Papainasen.1 Das Papain wurde identisch befunden mit dem Bromelin des 
Ananassa£tes,2 mit den Proteinasen des Kiirbisses und der gekeimten Gerste,3 
mit denen der Milchsa£te der Samen von Ricinua communi8,' der Blatter und 
Zweige von Ficua carica,'> der Artischocke Cynara cardunculus;6 ebenso sind die 
Proteinasen in den Sekreten der fleischfressenden Pflanzen N epenthe8 7 und 
Dr08era Papainasen. Nach SCHAEDE enthalten iiberhaupt aUe Pflanzen und 
Pflanzenteile dieses Enzym.8 In den Schlinmelpilzen9 und Hefen10 ist die Pa. 
painase die einzige Proteinase. In den Bakterien kommt sie ebenfalls vor (siehe 
S. 266), tritt aber gegeniiber anderen Proteinasen zuriick. 

Es schlen -darnach, ala ob die tierischen und pflanzlichen Proteinasen grund. 
satzlich verschieden seien, bis es R. WILLSTATTER und E. BAMANNll gelang, im 
Magensaft neben dem Pepsin eine zweite Proteinase aufzufinden, die den Namen 
Kathepsin erhielt und sich wie das Papain ala durch SH.Gruppen und Blau· 
saure aktivierbar erwies. Nachdem die Existenz dieser tierischen Papainase 
erkannt war, wurde sie auch in Lymphocyten12 und in allen tierischen Organen, 
so in Leber:13 Milz,12 Niere,14, Lunge,15 Muskel,16 Raut nachgewiesen. Die 
Papainasen sind die typischen Proteinasen des Zellinneren zum Unterschied von 
den sezernierteli Proteinasen Pepsin und Trypsin. 

Zu den Papainasen gebOrt auch das Ficin genannte proteolytische Enzym 
aus dem Latex einiger Ficusarten, das durch Cystein aktivierbar ist und Ascariden 
in vitro zu verdauen vermag.17 

1 E. WALDSCHMIDT.LinTZ: Vortriige aus dem Gebiete der Eiweillchemie, S.59. 
Leipzig, 1931. 

2 R. WILLS TATTER, W. GRASSMANN, 0. AMBROS: Hoppe.Seyler's Z. physiol. 
Chern. 161 (1926), 286. 

8 0. AMBROS, A. HARTENECK: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 184: (1929), 93. 
, 0. T. ROTINI: Ann. Lab. Ric. Ferm. SpaUa.nzani 1 (1930), 161; Bar. ges. Physiol. 

expo Pharmakol. 70 (1933), 771. 
6,,0. T. ROTINI: Ann. Lab. Ric. Ferm. Spallanzani 2 (1931), 299; Ber. ges. Physiol. 

expo Pharmakol. 70 (1933), 772. 
6 C. CHRISTEN, E. VIRASORO: Lait 10. (1935), 354, 496. 
1 J. DE ZEEUW: Biochem. Z.269 (1934), 187. 
8 R. SCHAEDE: Ber. dtsch. bot. Ges.62 (1934), 378. 
t K. OSHIMA: J. ColI. Agric., Sapporo 19 (1928), 135; Ber. ges. Physiol. expo 

Pharmakol. 4:6 (1928), 776. 
10 W. GRASSMANN, H. DYCKElUIOFF: Hoppe· Seyler's Z. physiol. Chern. 179 

(1928), 41. 
11 R. WILLSTATTER, E. BAMANN: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chern. 180 (1928/29), 

127. 
12 P. RONA, H. KLEINMANN: Bioohem. Z. 241 (1931), 283, 316. 
18 S. R. MARDASCHEW: Biochem. Z. 278 (1934:), 321. - G. Scoz, L. DE CAItO: 

Enzymologia (Den Haag) 1 (1936), 199. 
14 T. NISHINA: KurashikiZ. Hosp. 9, 149 (ja.p.); Ber.ges.PhyaiOl. e*P. Pharmakol. 

90 (1936), 163. 
16 E. GALANTE: Ann. di Clin. 20 (1930), 59; Ber. gas. Phpiol. ea:p.. Pharmakol. 

69 (1931), 590. 
16 S.FOMIN C.S.: Ukrain.Biochem.Z. 7(1935). 135; 8 (Ill",), 73; :0.. ges.Phlliol. 

expo Pharmakol. 92 (1936), 159; 98 (1936). 47. . 
17 B.H.RoBBINS: J. bioI. Chemistry 87 (1980), 251. - A.. W.u.U: J. AJ:ner. chem. 

Soc. 60 (1938), 493. . 
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Bestimmungsmethoden und Einheiten. 
Die erste quantitative Bestimmung des Papains ist von R. WILLSTATTER und 

W. GRASSMANN ausgearbeitet worden. l Sie erfolgte unter optimalen Bedingungen 
der Wasserstoffionenkonzentration und der Aktivierung durch Blausii.ure. 

Zu einer Misehung von 5 ems m/s Dinatriumeitrat und 2 ema 3%iger neutrali
sierter Blausii.urelosung (PH = 5) gibt man die Enzymlosung, die zwischen 5 und 
40 Einheiten enthalten solI, ergiinzt auf 20 em8 und beliiJ3t 2 Stunden bei 40°. Dann 
fiigt man 30 em8 Wasser, enthaltend 2 g Gelatine, hinzu und entnimmt sofort und 
nach 1 Stunde je 10 ems, die man mit 90 ems absolutem Alkohol versetzt und mit 
m!& Kalilauge titriert. 

Man entnimmt der in Abb. 32 wiedergegebenen Kurve die Anzahl der 
Papaineinheiten. Als Einheit fiir die Aufstellung dieser Kurve diente die Enzym
menge, die in 1 mg des verwendeten Standardprii.parats 
(Succus Oaricae Papayae MERCK) enthalten war. 

Zur Bestimmung des tierischen Kathepsins2 verwen
det man ebenfalls die Gelatinespaltung, jedoch bei 
PH = 4,0 und aktiviert nicht mit Blausii.ure, sondern 
durch Einleiten von Schwefelwasserstoff. Die Spaltung 
verlii.uft sehr langsam, weshalb man die Reaktionszeit 
auf 24 Stunden ausdehnt. 

Die Enzymprobe (z. B. 10 em8 Glyeerinauszug) wird 
dureh halbstiindiges EinIeiten von Sehwefelwasserstoff 
bei Zimmertemperatur und neutraler Reaktion a.ktiviert. 
Hierauf fligt man 5 ems S%ige Gelatine und soviel n Essig
saure (z. B. 1 emS) hinzu, daJ3 ein PH von 4,0 entsteht. Man 

o 20 

Abb. 32. Papainmenge und 
Umsatz bel der Hydrolyse 
von Gelatine (1 Stunde). 

flillt mit Wasser und soviel Glycerin, daJ3 die Losung daran zirka 25%ig wird, auf 
20 em8 auf und beliiCt 24 Stunden bei 30°. Der Zuwachs an Aminostiekstoff wird 
in 9 ems des Ansatzes naeh VAN SLYKE bestimmt. 

Die Kathep8ineinkeit ist die Enzymmenge, welche unter den angefiihrten Be
dingungen bei der Einwirkung auf 0,18 g Gelatine in 24 Stunden einen Zuwaehs 
von 2,5 mg Aminostkkstoff ergibt. 

Ein Naehteil dieser Bestimmungsmethoden ist ihre sehlechte Reproduzier
barkeit, die sowohl auf der ungleichen Zusammensetzung der Gelatine als auch 
auf der Weiterspaltung -der entstandenen Peptone dureh Peptidasen beruht. 
M. L. ANSON 3 benutzt daher die gut reproduzierbare Spaltung von denaturiertem 
Hii.moglobin, das er unter Standardbedingungen verdauen laBt. Er fallt das 
unverdaute Hamoglobin mit Trichloressigsaure und bestimmt die Menge der 
durch die Proteinase gebildeten und nicht mitfallenden Spaltprodukte durch 
das Phenolreagens von FOLIN und CIOCALTEU,4 das mit Tyrosin und Tryptophan 
eine Blaufarbung' gibt. Die Methode ist daher unabhangig davon, wieweit die 
urspriinglichen Spaltprodukte der Proteinase durch Peptidasen weiter aufgespalten 
werden. Sie ist mit leichter Abwandlung auch fiir Trypsinasen und Pepsinasen ver
wendbar, erfordert aber ein genaues Einhalten der sehr komplizierten Be
stimmungsbedingungen. 

Bei der Enzymbestimmung vergleicht man die Fii.rbung des Phenolreagens 
durch die Spaltprodukte mit derjenigen, die mit reinem Tyrosin entsteht. Die 

1 R. WILLS TATTER, W. GRASSMANN: Hoppe-Seyler's Z. physioi. Chem. 188 
(1924), 184. 

I E. WALDSCHMIDT-LEITZ, A. SCHAFFNER, J. J. BECK, E. BLUM: Hoppe-Seyler's 
Z. rhysioi. Chem. 188 (1930), 17. 

J. gen. Physiol. 22 (1938), 79. 
, J. bioI. Chemistry 'it) (1927), 627. 
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Einheit der Proteinasen ist diejenige Menge, die unter den Standardbedingungen 
dieselbe Farbung ergibt wie 1 Milliaquivalent Tyrosin. Die spezifische Aktivitat 
eines Enzympraparats definiert ANSON als die Aktivitat pro Milligramm Enzym
stickstoff. 

Da die Papainasen Gerinnung des MilcheiweiBes hervorrufen, kann man auch 
die Milchgerinnung zur Papainbestimmung verwenden. A. K. BALLS und 
H. LINEWEAVER1 stellten eine besondere Milchgerinnungseinheit der Papainasen 
auf. 

Darstellung und Reinigung. 

Zum Arbeiten mit pflanzlicher Proteinase verwendet man am besten den 
eingetrockneten Milehsaft des Melonenbaumes, der als Succus caricae papaya.e 
im Handel ist. Seine Reinigung durch Adsorptionsmethoden bereitete anfangs 
gi-oBe Schwierigkeiten, well das Enzym stets zusammen mit der Hauptmenge 
seiner Begleitstoffe in die Adsorbate und Elutionen ging. SchlieBlich gelang es 
H. KRAUT und E. BAUER2 durch Bleiphosphat, das sie in moglichst konzen
trierten Enzymlosungen aus Ammoniumphosphat und Bleiacetat entstehen lieBen, 
eine 4fache Steigerung des Reinheitsgrades bei geringen Enzymverlusten zu 
erreichen. Die vorher groBe Adsorbierbarkeit an Aluminiumhydroxyd war nach 
dieser Reinigung sehr vermindert, und zugleich war die Eluierbarkeit aus den 
Tonerdeadsorbaten fast verschwunden. Beides wurde wieder gewonnen, als man 
dem Papain Hefegummi als Co-Adsorbens zufiigte. Die besten nach diesem Ver
fahren gewonnenen Praparate besaBen den lOfachen Reinheitsgrad des Succus 
und waren im Vergleich zu dem jetzt zuganglichen kristallisierten Papain schon 
sehr rein. 

Zur,_ Herstellung des kristallisierten Papains verwenden A. K. BALLS und 
H. LINEWEAVER l nicht getrockneten, sondern frischen Milchsaft, aus dem sie 
das Enzym mit Wasser oder verdiinnter CyanidlOsung extrahieren. Durch 
Sattigung mit Natriumchlorid oder O,4fache Sattigung mit Ammoniumsulfat 
laBt sich hieraus das Papain ausfallen und nach mehrmaligem Umfallen kristalli
siert erhalten. Das Vorgehen im einzelnen gibt die Tabelle 31 wieder. In der 
Losung verbleibt ein Aktivator des Papains, der auch durch O,7fache Sattigung 
mit Ammoniumsulfat nicht ausgefallt wird. Aus der stark positiven Nitro
prussidreaktion kann man schlieBen, daB es sich um eine Sulfhydrylverbindung 
handelt. 

Zur Darstellung der Hefeproteinase bedient man sich nach W. GRASSMANN, 
H. DYCKERHOFF3 der durch PH-Einstellung gesteuerten fraktionierten Autolyse 
der Hefe, bei der man nach Abtrennung eines unwirksamen Vorautolysats die 
Proteinase frei oder fast frei von Aminopeptidase und Dipeptidase erhalt. 

F/s kg frische Hefe wurden mit Chloroform verfliissigt und in Pial 0,3%igem 
Ammoniak suspendiert. Nach 17stiindiger Autolyse wurde der Heferiickstand in 
der Zentrifuge abgetrennt, griindlieh gewaschen und erneut in 800 em3 Wasser sus
pendiert; die Suspension brachte man mit Essigsaure auf PH = 5,0 und iiberlie13 
sie weitere 5 Stunden der Autolyse unter Toluolzusatz. Dann trennte man in der 
Zentrifuge vom Riickstand ab und brachte die Losung zur Ausfauung der aus der 
Hefe aufgenommenen saurelosliehen anorganischen Phosphate mit Ammoniak kurze 
Zeit auf alkalische Reaktion(PH = 8,5). Die nach dem Abfiltrieren des Niederschlages 
erhaltene klare Losung wurde neutralisiert; "lie war frei von Dipeptidase und von 
Aminopeptidase und enthielt betrachtliehe Mengen an inaktiver Proteinase. 

1 J. bioI. Chemistry 130 (1939), 669. 
2 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 164 (1926). 10. 
a Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 179 (1928), 41. 
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Tabelle 31. Darstellung von kri8tallwrtem Papain. 

Material und Verfahren 

1 kg fliissiger Papaya-Latex ............ . 

II 0,04 m NaCN und 100 g Kieselgur fiigt 
man zu 11 Latex von 180 g Trocken
gewicht und riihrt 1 Stunde bei PH 6,5-;-7 
(griin mit BromthymoibIau). Nach der 
Filtration wird der FiIterkuchen zwischen 
PreJ3tiichern abgepreJ3t und die Fliissig· 
keiten vereinigt. 
Filtrat .......... , ................... . 

Filtrat 1 wird mit 2 m NaCN auf PH 9 ge
bracht (schwach griin mit ThymolbIau) 
und.zentrifugiert. Die iiberstehende Fliis
sigkeit wird mit 250 g Ammoniumsulfat 
auf je II versetzt, gekiihit und iiber Hyflo 
abIiltriert. 
73 g Niederschiag .................... . 

Niederschiag 2 wird in 600 ems 0,02 m NaCN 
gelost {PH 8-8,5} und zur Entfernung 
des Hyflo filtriert. Zum Filtrat gibt man 
60 g Kochsalz, kiihit und zentrifugiert in 
der KiiJte. Der Niedersehlag wird mit 
0,02 m NaCN von PH 6,4 auf 400 em3 und 
mit n/10 HCI auf PH 6,5 gebracht (gelbgriin 
mit Bromthymoiblau). 
Suspension .......................... . 

Suspension 3 wird 30 Minuten bei Zimmer
temperatur belassen und dann gekiihlt. 
Der gebildete kristalline Niederschiag 
wird nach 18 Stundfiln Stehen in der 
KiUte zentrifugiert bei 5°. Er wird in 
300 em8 neutralisierter 0,02 m NaCN
Losung von Zimmertemperatur gel6st 
und langsam mit 10 cm8 gesattigter Koch
salzlosung versetzt. 
Suspension der Kristalle ............. . 

Umkristallisation durch Wiederholen des 
Verfahrens wie bei Suspension 3. 
2. Suspension der Kristalle ........... . 

Fraktlon 
Nr. 

1 

2 

3 

4 

5 

Volumen 
der 

Fraktlon 
em' 

1540 

420 

310 

155 

Mllebgerlnnungs· 
elnhelten des Papalns 

pro mg total . I Proteln-N x 10-8 

17 200 

17 170 

15,5 39 

16,5 9,7 

22,5 4,5 

26 4,0 

Das Kathepsin der tierischen Organe ist nur schwer frei von Peptidasen zu 
erhalten, da es zwar in allen Zellen, aber steta nur in geringer Menge vorkommt. 
WALDSCHMIDT-LEITZ und Mitarbeiter1 verwenden daher beim Arbeiten mit 
Kathepsin Glycerinextrakte aus frischen oder_ acetongetrockneten Organen, in 
denen sie dieiibrigen Proteasen durch Vergiftung mit I %iger Kaliumcyanid-

1 E. WALDSCHMIDT-LEITZ, A. SCHAFFNER, J. J. BEK, E. BLUM: Hoppe-Seyler's 
Z. physiol. Chem.188 (1930), 17. 

Hdb. d. Katalyse, III. 16 
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IOsung ausschalten. Na.ch 3 Stunden ist die Vergiftung beendet. Man kann nun 
durch Ansii.uem mit Essigsiure bis zu PH = 4,0 und mehrstiindiges Durchleiten 
von Luft die iiberschiissige Blausaure vertreiben. 

Eigenschaften. 

Das kristallisierte Papain enthilt 15,5% Stickstoff und 1,2% Schwefel, aber 
keinen Phosphor. Es hat ein Molekulargewicht von rund 30000 (gemessen durch 
den osmotischen Druck). Be80nders auffallend ist seine leichte Aussalzbarkeit 
z. B. durch 2%ige Kochsalz- oder LithiumsuHatlosung in der KiUte. Es ihnelt 
den Prolaminen durch seine LOslichkeit in 70%igem Methyl- oder Athylalkohol. 
Der isoelektrische Punkt liegt oberhalb PH = 8. 

Das Kathepsin ist ein sehr bestindiges Enzym, wesentlich stabiler alB die 
begleitenden Peptidasen, be80nders in schwach saurer LOsung.1 Bei PH = 10 
dagegen verliert es in 15 Stunden die HiHte seiner Wirksamkeit. Glycerin
extra.kte aus tierischen Organ",n sind im Dunkeln ja.hrelang haltbar,2 ebenso der 
getrocknete B'UCCUB Oaricae Papayae. Die wasserigen LOsungen des Succus ver
lieren in 14 Tagen etwa 30% ihrer Wirksamkeit.3 Auch die Malzproteinase ist 
viel stabiler alB die Malzpeptidasen.' Glycerinextrakte verloren z. B. in 4 Wochen 
nur 20% ihrer Wirksamkeit. 

Die Proteinasen der Schimmelpilze sind nur beim PH ihres natiirlichen Vor
kommens stabil. So bleibt die Papainase des Aspergillus oryzae bei PH 6,4 und 
40° 9 Tage unverindert, wahrend me in starker saurer oder alkalischer LOsung 
l'8.8ch zerstort wird.6 Ebenso verhalt mch die Proteinase des A8pergillus para
riticus.' 

Auch die Thermostabilitat ist erstaunlich hoch. Getrockneten Papaya
Milchsaft kanil. man ohne Wirksamkeitsverlust 4.. Stunden auf 100° erhitzen;7 
LOsungen werden bei 60° in 15 Minuten kaum beeintrichtigt und erst durch 
Kochen rasch zerstort. Die Proteinase des Serums ist empfindlicher.8 Sie wird 
schon bei 60° rasch vernichtet. 

O. T. ROTINI und P. PARISI' untersuchten die energetischen Verhiltnisse der 
Wirksamkeit und der thermischen Inaktivierung bei den Proteinasen aus Samen, 
Schimmelpilzen und Bakterien. Sie fanden die Aktivierungsenergie der Koagu
lationsreaktion von Milcheiweill zu zirka 9500 cal, die der thermischen Inakti
vierung des Enzyms zu 70000-80000 cal. Bei PH = 6,6 lag das Temperatur
optimum der Wirksamkeit zwischen 60 und 68°. Oberhalb 70° trat rasche Zer
storung ein. Auch von anderen Forschem wird das Temperaturoptimum in ihn
licher Rohe gefunden, z. B. von S. VISC010 bei 70° fiir das Enzym am Carica 
papaya gegen Gelatine. 

,I E. WALDSCHKIDT.LEITZ, A. SCHAFFNER, J. J.BEK, E.BLUM: Hoppe.Seyler's 
Z. physioI. Chem. 188 (1930), 17. . 

• O. R. CAILLET: Proc. Soc. expo BioI. Med. 28 (1930/31), 357. 
a H. KRAUT, E. BAUER: Hoppe.Seyler's Z. physioI. Chern. 184 (1926/27), 10. 
, M. SATO:. Mem. Fac. Sci. Agric., Taihoku Imp. Univ. 9, Nr.2 (1934), 19. 
Ii K.OsmMA: J. ColI. Agric., Sa.pporo 19 (1928), 135; Ber. ges. PhysioI. expo 

Pha.rmakol. 48 (1928), 776. . 
• M. J. JOHNSON: Hoppe·Seyler's Z. physioI. Chern. 224 (1934), 163. 
r A. UNDEBRAIN: Milchwirtsch. Forsch.16 (1933), 433. 
8 SH. KIMURA: Tohoku J. expo Med. 7 (1926), 560; Ber. gas. PhysioI. expo 

Pharrma.kol. 89 (1927), 736. 
• P.PARISI: Ann. Labor. Ric. Ferm. Spalla.nza.ni 1 (1930),147; Ber.ges.Physiol. 

expo Pharmakol. 'it (1933), 126. - O. T. ROTINI: Ann. Labor. Ric. Ferm. Spallan. 
zani 1 (1930), 175, 191; Ber. ges. Physiol. expo Pha.rmakol. 70 (1933), 778. 

10 J. Arch. Sci. BioI. 9 (1926), 41; Ber. gas. Physiol. expo Pharmakol. 40 (1927),15. 



Proteasen. 243 

Optimale Wasserstoffionenkonzen tra tion. 
Die PH·Optima der Papaina.sen sind von der Natur der Substrate stark ab· 

hangig und schwanken in weiten Grenzen, nimlich· zwischen PH 3 und 8. Nach 
R. WILLSTATTER, W. GRASSMANN und O. AmID,osl ist das Spaltungsvermogen 
des Papains am graBten bei dem isoelektrischen Punkt des betreHenden Sub· 
strata. Sie finden dasselbe Verhalten beim Bromelin, der Papaina.se aus.Ana.na.s, 
w8.hrend die Kiirbispapa.inase sich etwas abweichendverhilt; Auch bei den 
Papaina.sen anderer Herkunft finden sich zahlreiche Abweichungen. Dies beruht 
z. T. darauf, daB bei unloslichen EiweiBkorpem der AngriH der Enzyme durch 
Quellung erleichtert wird,2 die bekanntlich am isoelektrischen Punkt ein Minimum 
hat. Bier ist al80 die gemessene Spaltungsgeschwindigkeit die Resultante zweier 
Wirkungen, die in entgegengesetzter Weise vom PH beeinfluBt werden. Auch 
mag die Mitwirkung von Peptidasen an der weiteren Aufspaltung das Ergebnis 
mancher Spaltungsversuche verschieben. 

Aktivierung und Hemmung. 
Der EinfluB von Neutralsa1zen ist im allgemeinen gering und lii.Bt sich ofters 

mit dem EinfluB auf den Quellungszustand des Substrata in Verbindung bringen. 
FUr die giinstige Wirkung von KBrOs, KJOs, (NH,).S.Os und NaBOa auf die 
Brotbereitung fand H. J0RGENSEN eine intere88&nte Erklii.rung.a Diese Sa.lze 
hemmen die Papaina.se dell Mehles, 80 daB keine Aufspaltung des fiir das "Auf. 
gehen" des Teigas notigen Weizenklebers erfolgt. 

Monojodessigsii.ure hemmt bereita in Konzentrationen von m/lOOO die kathep. 
tische Wirkung von Organschnitten und ·extrakten.' 

Ovalbumin hemmt nach M. J. J OHNSON° die Wirkung der Proteinase von Asper. 
giUU8 paraBiticU8 sehr erheblich. In O,5<yoiger Ovalbuminlosung sind 90% der 
Wirkung verschwunden. 

Von Schwermetallen werden die Papainasen im allgemeinen stark gehemmt, 
von manchen Schwermetallkomplexen, wie Ferro· und Ferricyankalium aber 
auch aktiviert. Diese Aktivierung ist nach W. GRASSMANN und F. SCHNEIDERs 
wohl auf eine ErhOhung der Zerfallsgeschwindigkeit der Enzymsubstratverbin
dungen zuriickzufiihren, ebenso die Aktivierung durch Zitronensii.ure und Brenz· 
traubensii.ure. 

Das besondere Charakteristikum der Papainasen ist ihre Aktivierung durch 
Sulfhydrylverbindungen, SchwefelwasserstoH und Blausii.ure, durch die sie sich 
von allen anderen Proteinasen unterscheiden. Dieses eindrucksvolle Verhalten 
hat zu zahlreichen Untersuchungen und Deutungsversuchen AnlaB gegeben. Es 
ist aber durch die Fiille der Beobachtungen nicht klarer, 80ndem im Gegenteil 
widerspruchsvoller geworden, 80 daB eine allgemein anerkannte Deutung dieser 
Aktivierung noch aussteht. Die Darstellung des kristallisierten Papains erofinet 
die Moglichkeit, unter .A.usschaltung der zahlreichen und unkontrollierbaren Ein· 
fliisse des Begleitaystems der Papaina.sen zu entacheidenden Versuchen zu ge. 
langen. Auch sind die meisten Untersuchungen am Papain ausgefiihrt und nur 
durch Stichproben das Verhalten der anderen Papaina.sen damit verglichen 
worden. Dabei zeigte sich im allgemeinen identisches Verhalten, aber auch 

1 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. un (1926), 307. 
S W. E. RINGER, B. W. GauTTElUNK: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.1M 

(1927), 112. 
• Biochem. Z. 280 (1935), 1. 
, D. MlCBLIN, W. RUBEL: Biochem. Z.280 (1933), 121. 
• Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.224 (1934), 163. 
• Ergebn. Enzymforsch. 0 (1936), 79. 
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einige deutliche Unterschiede. So wird Papain von /X.Sulfhydrylcarbonsauren 
aktiviert, die fiir Kathepsin Hemmungskorper sind.1 Umgekebrt wird Papain 
von Ascorbinsiure gehemmt,2 die das Kathepsin meist aktiviert.3 Bei Gegenwart 
von Fe" • Salzen, die ftit sich allein Papain hemmen, wirkt aber Ascorbinsiure 
ala Aktivator auch fiir Papain.' 

Die Aktivierung des Papains durch BlausiLure ist seit langem bekannt und 
von R. WILLSTATTE;R und Mitarbeitem6 naher untersucht worden. ·Sie fanden, 
daB BlausiLure ebenso wie Schwefelwasserstoff nicht nur die Reaktionsgeschwin
digkeit erhOht, sondem vor allem den Spezifititsbereich des Papains erweitert. 
Erst bei Gegenwart dieser Aktivatoren werden Peptone und synthetische Peptide 
fiir fapain angreifbar. W. GRASSMANN und Mitarbeiter fanden dann die Akti· 
vierung durch Sulfhydrylverbindungen und konnten einen natiirlichen'Aktivator 
der pflanzlichen Papainasen, die Phytokinase und den von E. W ALDSCHMIDT
LEITZ und Mitarbeitem8 aufgefundenen natiirlichen Aktivator des Kathepsins, 
die Zookinase mit Glutathion identifizieren.7 Sie schlossen daraus, daB Sulf· 
hydrylverbindungen - auch solche von unloslicher Art - natiirliche Akti
vatoren der Papainasen in den lebenden ZeBen seien. 

Eine erste Erklirung der Wirkung dieser Aktivatoren gab H. A. KREBs,& 
der annahm, daB es sich um Ausschaltung des hemmenden Einflusses der Schwer
metalle durch Komplexbildung handle. Dies trifft sicher in vielen Fiillen zu, 
aber es erklirt nur einen, und zwar nicht den wesentlichen Teil der Erscheinungen. 
TH. BEBSIN9 brachte die von ibm beobachtete reversible Inaktivierung des 
Papains durch Oxydationsmittel in Verbindung mit der Wirkung der SH·Ver
bindungen und stellte die Theorie auf, daB das Papain selbst eine SH.Gruppe 
enthalte, die fUr die enzymatische Wirkung unentbehrlich sei. Ihre Umwandlung 
in die S-S·Verbindung durch Oxydation liege der Inaktivierung zugrunde, die 
durch HCN, Glutathion, Cystein oder H 2S wieder riickgangig gemacht wird. Ala 
Beweis konnte er vor allem anfiihren, daB der Zusatz von Jod in stochiometrischer 
Reaktion die Wirksamkeit des Papains verhindert, und daB das gesamte Jod· 
bindungsvermogen der Papa.inpraparate ihrer enzymatischen Wirksamkeit 
parallel geht.10 Auch die bekannte Reaktion der SH.Verbindungen mit Jodessig. 
saure stimmt mit deren inaktivierender Wirkung iiberein. Femer paBt in dieses 
Bild, daB das dehydrierende System Dehydrogenase.Hypoxanthin.Peroxydase 
+02 das Papain inaktiviert, wahrend umgekehrt das Wasserstoff liefemde 
System Dehydrase.Bernsteinsiure inaktives Papain reaktiviert.l1 Die Wirkung 
der Blausaure und der Kombination von Ascorbinsaure oder Brenztraubensaure 
mit Fe" wird nach A. PuIm12 durch Vermittlung von disulfidhaltigen Begleit· 
stoffen erklart, die mit ibnen unter Bildung von SH-Verbindungen reagieren. 
Ala eiJl derartiger Hilfsstoff ist auch der von E. MASCHMANN aufgefundene 

1 E. MASCHlIIANN, E. HELlIIERT: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 222 (1933), 207. 
m H. J0RGENSEN: Biochem. Z. 280 (1935), 1. 
8 H. V. EULER, P. KARRER, F. ZEHENDER: Helv. chim. Acta 16 (1933), 710; 

17 (1934). 157. 
, A. PURR: Biochemic. J.29 (1935), 13. 
I R. WILLSTITTER. W. GRASSlIIANN: Hoppe·Seyler's Z. physioI. Chern. 188 

(1924).184. - R. WILLSTITTER, W. GRASSlIIANN, O. AlIIBROS: Ebenda lot (1926), 286. 
8 E. WALDSCHlIIIDT·LEITZ. A. SCHAFFNER, J. J. BEK, E. BLUlII:1 Hoppe·Seyler's 

Z. fhysiol. Chern. 188 (1930), 17. 
W. GRASSlllANN, H. DYCKERHOFF: Hoppe. Seyler's Z. physiol. Chern. 179 (1928),41. 

8 H. A. KREBS: Biochem. Z.220 (1930), 289. 
• Erllebn. Enzymforsch.4 (1935), 68; Biochem. Z.278 (1935), 340. 
10 TH. BERSIN: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 222 (1933), 177. 
11 TH. BERSIN: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chern. 220 (1933), 209. 
11 A. PURR: Biochemic. J.27 (1933), 1703. 
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Papa.inbegleitstoff X anzusehen,l der gemeinsam mit Fe" das inaktive Papain 
rea.ktiviert. 

Indessen war es nicht notwendig, auf Grund der BERBINschen Befunde die 
Anwelrenheit von SH-Gruppen im Molekul des Papains selbst anzunehmen. Eine 
andere Erkliirong sieht in der Wirkung der Aktivatoren die Einstellung eines 
bestimmten Redoxpotentials, von dem die Wirkung des Enzyms abhii.ngig sein 
solI .• Auch sie erkJii,rt samtliche Beobachtungen (mit Ausnahme der quanti
tativen und augenblicklich verlaufenden Reaktion mit Jodessigsaure, die iibrigens 
nach OKUMURA3 auch eine Rea.ktion mit einer Aldehydgruppe sein konnte). FUr 
diese Theorie sprach, daB da.s Papain im Gegensatz zu Beobachtungen von 
TH. BERBIN keine Sulfhydrylreaktion mit Nitroprussidnatrium gibt. 

Inzwischen konnte die Frage, ob Sulfhydrylgruppen im Papain vorkommen, 
durch die Untersuchungen des kristallisierten Papains entschieden werden. 
A. K. BALLS und H. LINEWEAVER' fanden im Molekiil des Papains zahlreiche 
S-Atome. von deneli. eines eine SH-Gruppe bildet. Diese SH-Gruppe besitzt 
die Besonderheit, daB sie mit Nitroprussidnatrium keine Farbung gibt. Denatu
riert man das Papainprotein mit starkem Alkali oder durch Kochen, so gibt es 
positive Nitroprussidreaktion. Wird jedoch das native Protein vor der Denaturie
rung mit J odessigsaure inaktiviert, so bleibt die Nitroprussidreaktion aus. Die 
Reaktion mit Jodessigsaure erfolgt also tatsachlich mit einer SH-Gruppe des 
Enzymmolekiils, und zwar wird gerade 1 Aquivalent Jodessigsaure verbraucht. 
Auch bei der Titration von denaturiertem Papain mit Jod in Hamstofflosung 
wird von den etwa 10 S-Gruppen des Molekiils nur eine entfemt. 

Es ist also nicht nur die Anwesenheit einer SH-Gruppe im Papain erwiesen, 
sondem auch festgestcllt, daB sie zur Wirksamkeit des Papains unentbehrlich ist. 
DaB gerade sie die Spaltung der Peptidbindung herbeifiihrt, ist damit nicht er
wiesen. Nach TH. BERSIN wird es sich wahrscheinlich statt urn die aktive Gruppe 
um eine "aktivierende" Gruppe im Sinne der LANGE~BECKschen Ferment
modelle& handeln. Vielleicht ist aber das Bestehen der SH-Gruppe nur aus 
sterischen Grunden erforderlich; die Bildung einer SS-Briicke konnte die An
naherung der Bindungsebenen von Enzym und Substrat verhindem. 

Vollig geklii.rt ist dam it die Wirksamkeit der Aktivatoren keineswegs. Es iet 
noch nicht verstandlich, warum das kristallisierte Papain, selbst wenn es in 
Gegenwart von Blausaure dargestellt, also reduziert ist, zu seiner Wirkung des 
emeuten Zusatzes von Blausii.ure bedarf.8 Man konnte vermuten, daB es doch 
die Einstellung eines bestimmten Redoxpotentials ist, die dadurch herbeigefiihrt 
wird. Aber dem steht entgegen, daB ein so krii.ftiges Reduktionsmittel wie 
Ascorbinsaure nicht dieselbe Wirkung besitzt, sondem noch des Fe" zur Akti
vierung bedarf.7 Eine andere Erklarung geben J. S. FRUTON und M. BERGMANN.S 

Sie vermuten, daB die Aktivatoren Co-Ferment-Funktionen besitzen. Fallte 
man nii.Dilich durch Blausaure aktiviertes Papain mit lsopropylalkohol aus, so 
erwies es sich nach dem Wiederauflosen als inaktiv. Es konnte mit Blausaure 
aktiviert und durch Ausfallen wieder inaktiviert werden. Beruhte die Aktivierung 
nur auf der Reduktion von SS-Gruppen, so ware dieses Verhalten nicht verstii.nd-

1 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 228 (1934), 141. 
2 P. KARRER, W. STRAUSS: C. R. Trav. Lab. Carlsberg, Ser. chim. 22 (1938). 255. 
8 S. OKUMURA: Bull. chern. Soc. Japan 13 (1938), 534. 
, Nature (London) 144 (1939). 513. . 
• W. LANGENBECK: Ergebn. Enzymforsch. 2 (1933), 315 (317). Vgl. Artikcl 

SCHWAB·RoST .. Fermentmodelle" im vorliegenden Bande. 
8 A. K. BALLS. H. LINEWEAVER: Nature (London) 144 (1939). 513. 
7 A. PURR: Biochemic. J. 29 (1935). 13. 
S J. S. FRUTON. M. BERGMANN: J. bioI. Chemistry 133 (1940). 153. 
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lich, wohl abet, wenn sich die Aktivatoren mit dem inaktiven Ferment zu der 
wirksamen Form verbinden. 

Die Identifizierung der natiirlichen Aktivatoren der Gewebsproteinasen mit 
Sulfhydrylverbindungen veranlaBte W. GRASSlrIAlili zu der Hypothese, daB die 
Proteolyse in den lebenden Zellen durch Vermittlung des Glutathions mit den 
Atmungsprozessen gekoppelt saP Vermehrte Atmung w'iirde dann durch den 
tlbergang von SH· in SS·Glutathion die Proteolyse verinindem, Reduktions· 
bedingungen dagegen sie beschleunigen. Dem steht allerdings entgegen, daB das 
Glutathion im Organismus oHenbar immer iiberwiegend in der reduzierlen Form 
vorliegta und daB zwar SH.Verbindungen aktivieren, aber SS.Verbindungen 
nicht hemmen,s so daB die Gieichgewichtsiage der heiden Formen keine Rolle 
spielt. 

Das Phenylhydrazw. nimmt unter den Dynatonen des Papains insofem eine 
Sonderstellung ein, als as die Spaltung mancher Substrate, z. B. Boyl-G-NH. 
und Cbzo-GIu-NH. verhindert, diejenige von Albuminpepton und von 
BoyI-Ar-NHa dagegenaktiviert. Die Aktivierung wurde jedoch nur 'boob· 
achtet, wenn das Papainprii.parat ein natiirlicher ungereinigter Extrakt war, der 
SH.Verbindungen als natiirliche Aktivatoren enthielt.' Gereinigte Papain. 
priparate waren nicht durch Phenylhydrazin aktivierbar. Addition von Blau· 
siure oder einem iiJmlichen Aktivator stellte abet die Aktivierbarkeit durch 
Phenylhydrazin wieder her. In Gegenwart eines groBen "OberschU8ses von 
Cystein wurde auch Cbzo-qIu-NH. durch Phenylhydrazin nicht gehemmt, 
sondem aktiviert. 

SchlieBlich ist noch eine merkwiirdige und bisher in der Enzymchemie noch 
nicht beobachtete Form der Aktivierung des Papains zu erwii.hnen, die von 
O. K. BEHRENS und M. BEBGMANNIi aufgefunden wurde, nii.mlich eine Akti· 
vierung durch Zusatz von anderen Substraten. G-NHs, GIu-NHs, aber auch 
G-lL und Ty-NH. sind fUr Papain unspaltbar. Sie werden aber von ibm an· 
gegriHen, wenn man AcetyI...;,...Pa-G zusetzt. BEHRENS und BERGMANN nennen 
derartige, aktivierende Substrate Co· Substrate, und sie vermuten, daB ihre 
Wirksamkeit auf der Bildung einer lii.ngeren Peptidkette, z. B. von Acetyl-Pa
-G-G-lL aus dem nicht spaltbaren G-lL und AcetyI-Pa-G beruht. 

Trypsinasen. 
Spezifitlit. 

FUr die tryptischen Proteinasen sind erst in den Ietzten Jahren syntbetische 
Substrate aufgefunden worden.6 Die Bedingungen der Wirksamkeit lassen sich 
noch mcht so vollstii.ndig wie bei den bisher behandelten Proteasen beschreiben. 
Spaltbar sind: Boyl-G-Ly-NHs, 

Boyl-Ly-NH., 
Boyl-At-NH •. 

1 W. GRASSMANN, O. V. SCHOENEBECK: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chern. 194 
(1930), 124. 

I R. BIERICH, A. ROSENBOHM: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chem. 216 (1932), 151; 
228 (1934),136; 281 (1935), 39. - W. QUENSEL, K. WACHOLDER: Ebenda 231 (1935), 
65. - S. LANG: Ebenda 284 (1935), 127. 

• E. HASCHMANN, E. HELMEBT: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chern. 216 (1933), 141; 
219 (1933), 99; 222 (1933), 215. 

, M. BERGMANN, J. S. FRUTON: Science (New York) 86 (1937), 496. 
I J. bioI. Chemistry 129 (1939), 587. 
• M. BERGMANN, W. F. Ross: J. Amer. chern, Soc. 68 (1936), 1503. - M. BERG· 

MANN, J. S. FRUTON, H. POLLOK: Science (New York) 86 (1937), 410. - K. HOF· 
MANN, M. BERGMANN: J. bioI. Chemistry 180 (1939), 81. 
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Das Gemeinsame dieser Substrate ist, daB sie eine Diamino·monocarbonsiure 
enthalten. Die zweite Aminogruppe des Lysine oder Arginins muB frei sein. 

Boyl-G-Ly-NH. und Boyl-Ly-NH. 
~ Ie 
Cbzo Cbzo 

sind unspaltbar. Samtliche friiher gepriiften synthetischen Substrate, die frei 
von Lysin und Arginin waren, wurden nicht gespalten. Ob eine freie Carboxyl. 
gruppe am Ende der Kette die Spaltung beeinfluBt, ist noch nicht bekannt, 
ebensowenig die Wirkung des Einbaues von d.Aminosauren, von Sarcosin, 
Prolin usw. Wir konnen daher nur zu folgenden Punkten unseres Spezifitii.ts. 
schemas der Prote&sen Angaben machen: 

1. Eine freie Aminogruppe in Nachbarschaft der zu spaltenden Peptidbindung 
ist nicht notwendig. 

2. Eine freie Carboxylgruppe in Nachbarschaft der zu spaltenden Peptid. 
bindung ist nicht notwendig. 

3. FUr die Spaltung sind zwei benachbarte Peptidbindungen erforderlich, 
von denen eine gespalten wird. 

4. Die zu spaltende Peptidbindung muB eine Diamino·monocarbonsiure als 
Baustein enthalten, deren zweite Aminogruppe nicht besetzt sein darf. 

Vorkommen. 

Der typische Fundort der Trypsinasen ist das Pankreas, in dessen Sekret daB 
TrypSin als fast inaktives Trypsinogen vorkommt.1 Das Trypsinogen wird bei 
der Pankreasautolyse oder nach der Sekretion in den Darm durch die dort an· 
wesende Enterokinase in das aktive Trypsin verwandelt.1I Das Vorkommen im 
Pankreas der Fische ist im Zusammenhang mit der Insulingewinnung naher 
studiert worden. Das Pankreas des Haifisches AcanthiaB wlgari8 enthalt daB· 
selbe Trypsin wie das der Saugetiere.3 Bei den Selachiem' enthii.lt daB eigentliche 
Pankreas kein Trypsin, wohl aber die Galle; die Leber fungiert in diasem Fall 
ala Hepatopankreas. 

Durch die Untersuchungen von R. WILLSTATTER, E. BAMANN und M. ROHDE· 
WALDD ist die Identitat der un alkalis chen Bereich wirksamen Proteinase der 
Leukocyten mit dem Pankreastrypsin erwiesen worden. 

Frillier nahm man an, daB die Leukocyten der Pflanzenfresser kein Trypsin 
enthalten. WILLSTATTER, BAMANN und ROHDEWALD6 fanden in den Leukocyten 
des Pferdes Trypsin, doch war es im Gegensatz zu dem der Hundeleukocyten 
inaktiv UIl.d wurde erst beim Aufbewahren oder durch Enterokinase aktiviert. 

Da das Pankreas in seinem gesamten enzymatischen Apparat, vor allem aber 
in seinen Proteasen eine recht weitgehende trbereinstimmung mit den der Leuko· 
cyten besitzt, diskutieren die Autoren die Frage, "ob wirklich die Pankreasdriise 
ebenfalls aIle die enzymatischen Komponenten selbstandig hervorbringt, genau 
so wie sie aus dem myeloitischen sowie dem sympathischen und monocytaren 

1 W. KUHNE: Virchow's Arch. pathol. Anatom. Physiol. kIin. Med.89 (1867), 
130. - R. HEIDENHAIN: Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 10 (1874), 557. 

I N. P. SCHEPOWALNIKOW: Diss., St. Petersburg, 1899; Ma.1ys J.29 (1900), 378. 
8 H. J. VONK: Z. vergl. Phys. I) (1927). 445. 
, H. BEAUVALET: C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 196 (1933). 1437. 
5 Hoppe.Seyler·s Z. physiol. Chern. 188 (1930). 107. - R. WILLSTATTER, M. 

ROHDEWALD: Ebenda !!04 (1932). 181. 
8 R. WILLSTATTER, E. BAMANN, M. ROHDEWALD: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chern. 

186 (1929). 85. 
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System in die Blutbahn geliefert werden, oder ob sich in der DrUse Auslese und 
Auflosung von Blutzellen vollzieht". . 

Die Speicheldriise besitzt neben reichlich Kathepsin auch etwas Trypsin, und 
zwar aktives;l im Speichel sind nur wenig Proteasen, wahrscheinlich aus zer
fallenden Leukocyten, enthalten, darunter mehr Trypsin als Kathepsin. Auch 
in der Milz kommt Trypsin neben dem Kathepsin vor. 

Noch nicht sicher entschieden ist die Frage, ob Trypsin bei Wirbellosen und 
beiPflanzen vorkommt. In den meisten Fallen handelt es sich bei den be
sohriebenen Vorkommen um Papainasen. Besser untersucht ist nur das Trypsin
vorkommen in der Crustacea M aia squinadoB und in der fleischfressenden Pflanze 
Pi1l{luicuZa vulgariB. 3 

1m Pankreas kommt neben dem Trypsin noch eine zweite Proteinase, das 
Chymotrypsin, vor, die sich im AdsorptioU8verhalten nioht von ihm unterscheidet, 
wohl aberdurch ihre groBere Thermolabilitii.t. Es hat im Gegensatz zu Trypsin 
die Eigenschaft, Milch bei Gegenwart von Ca-Salzen zu koagulieren.- Do, seine 
Spezifitat von der des Trypsins versohieden ist, wird es im AnschluB an das 
Trypsin gesondert behandelt. 

Bestimmung un~ Einheiten. 
Um das Trypsin, dessen Wirkso,mkeit nach Vorkommen und Alter der Pra

paro,te wechselt, genau bestimmen zu konnen, ist eine maximale Aktivierung 
durch die Enterokinase aus Darmschleimhaut notwendig. (Die Darstellung der 
Enterokinase wird weiter unten beschrieben.) 

Zur Bestimmung verwenden R. WILLS~ATTER, E. WALDSCHMIDT-LEITZ, S. 
DuNAITURRIA und G. KUNSTNER' 0,1 +0,2 ems Pa.nkreasauszug (oder entspreehende 
Mengen anderer Priparate), versetzen sie zur Aktivierung mit 0,5 em8 Enterokinase
lasung, bringen mit Wasser auf 3,0 emS und halten 30 Minuten bei 30°. Dann geben 
sie 5,0 cm' 6%ige Caseinlasung, 2 ems n Ammoniak-Ammoniumehlorid-Puffer (1: 1) 

." 

;5 

1,.. 

/ .... 
/ 

,.. 
V'" 

V 

dazu und bestimmen in einer ersten Probe sofort den 
Leerverbraueh, in einer zweiten Probe nach 20Minu
ten die Spaltung, indem sie jeweils den gesamten 
Ansatz mit 5 em8 Wasser und 15 ems absolutem AI
kohol in das TitrationsgefiU3 iiberspiilen und gegen 
TbymoJphthalein mit fll, Kalilauge titrieren. Man 
gibt erst Lauge bis zur deutliehen Blaufarbung hin
zu, dann 120 cms siedenden Alkohol, der das Casein 
ausfii.1lt und die Farbung aufhebt. Man titriert bis 
zum Auftreten des ersten griinlieh-blauen Farbtones. 

o 45 10 15 z,o 1,5 
EnzJ'meinheifen Die Trypsineinheit ist diejenige Enzymmenge, 

Abb. 33. TrypsImnenge und spa!- die unter den angegebenen Bedingungen eine 
tllJlll8K1'ad (20Mlnuten bel 30· C). Spaltung entsprechend 1,05 cm3 fI/5 Kalilauge be

wirkt. Die in einer Probe enthaltene Zahl von 
Einheiten entnimmt man dem in Abb. 33 wiedergegebenen Diagramm. 

Um den Aktivierungsgrad des Trypsins in einem bestimmten Vorkommen zu 
ermitteln, fUhrt man eine Best4umung moglichst rasch nach der Probenahme ohne 
Zusatz von Enterokinase, eine zweite mit Enterokinase wie oben beschrieben aus. 

1 R. WILLSTATTER, E. BAMANN, M. ROHDEWALD: Hoppe-Seyler's Z. physioI. 
Chern. 186 (1929), 85. 

I J. J. MANSOUR-BEK: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 17 (1932), 153. 
8 W. GRASSMANN: Habil.-Sehr. Miinehen 1928, S.46. 
, M. KUNITZ, J. H. NORTHROP: Science (New York) 78 (1933), 558. 
a Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 161 (1926), 191. 
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Eine exaktere, aber umstandlichere Bestimmu'lg ist die schon bei der Bespre
chung der Papainasen erwahnte Hamoglobinspaltungsmethode von M. L. ANSON.l 

Darstellung und Reinigung. 
Zur Gewinnung von Pankreastrypsin verwendet man die zerkleinerten, mit 

Aceton und Ather getrockneten Drusen von Schweinen. Will man inaktive 
Trypsinogenpraparate darstellen, so verfahrt man, wie bei Protaminase auf 
S. 225 beschrieben. Auch die Gewinnung der Glycerinextrakte aus dem Trocken
pulver und die Abtrennung der ereptischen Enzyme ist. dort ausfiihrlich ge
schildert. Nachdem man den Glycerinauszug durch Adsorption mit Tonerde Cr 
in saurer Losung VOn Amino- und Dipeptidase, darauf in neutraler VOn Carboxy
peptidase befreit hat, enthii.lt die Restlosung noch Trypsin und Protaminase. 
Man verwendet im allgemeinen das Trypsin in diesem Zustand. Da Glycerin 
die Wirkung des Trypsins beeintracbtigt, ist es besser, das Trypsin in der Kalte 
durch Zusetzen der Machen Menge Aceton und einer Messerspitze Kieselgur 
auszufallen und abzuzentrifugieren. Man lOst es sofort in wenig Wasser wieder 
auf. Derartige LOsungen sind allerdings nur kurze Zeit haltbar. Will man auch 
noch die Protaminase abtrennen, so muB man die Adsorption mit Cr noch mehr
fach wiederholen, was meist ohne groBen Trypsinverlust durchfiihrbar ist. Un
moglich ist auf diesem Wege die Abtrennung des Chymotrypsins. Man kann 
aber das Chymotrypsin zerstoren, indem man die gereinigten Trypsinlosungen 
rasch auf 100° erwarmt und wieder abkiihlt.2 Dies gelingt am besten beim 
raschen DurchflieBenlassen durch zwei Schlangenkiihler, von denen der eine mit 
stromendem Dampf erhitzt, der zweite mit Wasser gekiihlt wird. 

Nachdem J. H. NORTHROP und M. KUNITZ 1931 die Darstellung von kristalli
siertem Trypsin gelungen war, konnten sie neuerdings ein Verfahren ausarbeiten, 
das gestattet, in demselben Arbeitsgang kristallisiertes Chymotrypsin, Trypsino-
gen und aktives Trypsin darzustellen. . 

Darstellung von kristallisiertem Chymotrypsinogen, 
Chymotrypsin, Trypsinogen und Trypsin.3 

Das sofort nach dem Schlachten entnommene Rinderpankreas wird mit eiskalter 
0,25 n Schwefelsaure bedeekt. Naehdem Fett und Bindegewebe entfernt sind, wird 
die Bauehspeieheldriise dureh die Fleisehmiihle gedreht und in 6 I 0,25 n Sehwefel
saure 24 Stunden bei 5° stehengelassen. Nach dem Filtrieren dureh Gaze werden 
zu jedem Liter des Filtrates 242 g festes Ammoniumsulfat zugesetzt. Der so gebildete 
Niedersehlag wird abfiltriert und verworfen. Dureh Auflosen von 205 g festem N atrium
sulfat im Liter des Filtrates bilden sieh sehwere Niederschlage, die sieh im Laufe 
von 2 Tagen bai 5° absetzen sollen. Die iiberstehende Fliissigkeit wird abgehebert, 
der Rest dureh ein gehartetes Filter abgesaugt; es verbleiben etwa 100 g Niederschlag. 
Dieser wird in 300 em3 Wasser gelost, 200 cm3 gesii.ttigte Ammoniumsulfatlosung 
und 5 g Standard Super-Cel (ein aus Kieselgur bereitetes Filtrationshilfsmittel) zu· 
gefiigt und durch ein welches Filterpapier abgesaugt. Zu jedem Liter des Filtrates 
fiigt man 205 g fest,es Ammoniumsulfat; der gebildete Niederschlag A wird durch 
Abnutschen von der Fliissigkeit getrennt. Er besteht aus rohem Chymotrypsinogen, 
Trypsinogen und einem Hemmungskorper und wiegt zirka 90 g. 

K ristallisation von Ch ymotrypsinogen. 
Je 90 g des Niederschlages A werden in 135 em3 Wasser gelost, 45 em3 gesattigte 

Ammoniumsulfatlosung zugefiigt, hierauf durch tropfendes Hinzufiigen von 

1 J. gen. Physiol. 22 (1938), 79. 
2 E. WALDSCHMIDT·LEITZ, SH. AKABORI: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 228 

(1934),. 224. 
3 M. KUNITZ, J. H. NORTHROP: J. gen. Physiol. 19 (1936), 991. 
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5 n Natronlauge auf PH 5,0 eingestellt. 1m Laufe von 2 Tagen bei 20-250 bilden 
sieh Chymotrypsinogenkristalle. Die Mutterlauge wird duroh gehiirtetes Papier 
abgesaugt und enthiilt das Trypsinogen (Filtrat Tg). Der kristallinisehe FiIterkuehen 
wird erst mit 0,25 gesiittigter, dann mit konzentriener Ammoniumsulfatlasung ge
waschen; er wiegt zirka 25 g. 

Duroh kleine Mengen kristallisierten Trypsins wird das Chymotrypsinogen in 
Chymotrypsin ubergefiihrt.1 

KriBtalliBation von TrYp8inogen. 
Je 100 Cln8 des Filtrates Tg werden mit etwa 1 em8 5 n 8ehwefelsiiure auf PH 3,0 

gebraeht und mit 30,4 g festem Ammoniumsulfat versetzt, dureh gehartetes Filter
papier abgesaugt, das Filtrat verworfen. Den etwa 40 g betragenden Niedersehlag 
lost man in 120 em8 Wasser, fugt 40 0lD8 gesiittigte Ammoniumsulfatlosung zu und 
saugt durch ein weiehes Filterpapier abo Zu je 100 ems des Filtrates gibt man 100 ems 
gesattigte Ammoniumsulfatlosung, saugt den entstandenen Niedersehlag duroh ein 
gehartetes Filter von mindestens 18,5 em Durohmesser ab und waseht ihn sehr 
rasch mit einer gesiittigten Losung von Magnesiumsulfat in "'/50 Sehwefelsiiure, um 
den "(jberschul.3 von Ammoniumsulfat zu entfemen, ohne den Niedersehlag zu losen. 
Zu dem in 30 em8 0,4 m Boratpuffer (PH 9,0) bei 2+50 gelosten Niedersehlag wird 
soviel Boratpuffer tropfenweise hinzugefUgt, bis PH 8,0 erreieht ist. Hierauf setzt 
man das gleiehe Volumen gesiittigter Magnesiumsulfatlosung zu und Jallt bei 50 
stehen (LiiBung B). ' 

Nach 2+3 Tagen erscheinen dreiseitige Prismen von Trypsinogen. Wenn die 
Losung mit Trypsinogenkristallen geimpft werden kann, geht die Kristallisation 
viel schneller. (Dauert die Kristallisation langer als 4+5 Tage oder ist das Material 
teilweise aktiv, so erscheinen Trypsinkristalle.) Man nutseht bei 50 ab (FiUrat 0) 
und waseht die Kristalle (etwa 10 g) einige Male mit kalter, 0,5fach gesiittigter 
LOSWlg von Magnesiumsulfat in 0,1 m Boratpuffer vom PH 8,0 und schliellIieh mit 
gesiittigter Losung von Magnesiumsulfat in 0,1 n Essigsaure. Die Kristalle werden 
bei 50 getroeknet und aufbewahrt. Der getroeknete Filterkuehen enthalt gewohnlieh 
40% Trypsinogen neben 60% Magnesiumsulfat. 

Dureh Zugabe kleiner Mengen kristallisierten Trypsins oder von Enterokinase 
wird das Trypsinogen in aktives Trypsin umgewandelt. B 

KriatalliBation von TrYp8in. 
Losung B (etwa 100 em8 ) wird mit Trypsinkristallen geimpft und mehrere Tage 

bei 50 stehen gelassen.· Allmahlieh bildet sieh ein Niederschlag sehr kleiner Trypsin
kristalle. Der Niederschlag wird auf der Nutsche einige Male mit 0,5fach gesiittigter 
Magnesiumsulfatlosung in 0,1 n 8ehwefelsaure bei Zimmertemperatur gewaschen. 
Ausbeute 8 g Filterkuehen. 

Manehmal hat das kristallisierte Trypsin nur eine geringe spezifische Aktivitat. 
Der Grund dafiir ist die Gegenwart eines Hemmungskorpers, der durch Behand
lung mit Trichloressigsaure entfemt werden kann. 

Darstellung von Enterokinase. 

Die zur Aktivierung des TrypsIDs notige Enterokinase wird nach E. W ALD

SCHMIDT-LEITZ3 folgendermaBen gewonnen: 

Die dureh Absehaben des gesehlitzten 8ehweinedlinndarmes (nur der oberste 
Meter wird verwendet) erhaltene 8ehleimhaut wird mit Aeeton und Ather getroeknet 
und gepulvert. 10 g Darmpulver werden mit 500 em8 "'/u Ammoniak geschiittelt 
und 3 8tunden bei 37 0 gehalten. Die Losung wird bei 25-300 auf die Halfte einge-

1 M. KUNITZ, J. H. NORTHROP: J. gen. Physiol. 18 (1935), 433; Ber. ges. Physiol. 
clxp. Pharmakol. 87 (1935), 179. 

2 M. KUNITZ, J. H. NORTHROP: J. gen. Physiol. 19 (1936), 991. 
8 Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 142 (1925), 217. 
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engt. Fiir gewohnliche Trypsinbeatimmungen genUgt diese erepsinhaltige Losung. 
Die Hauptmenge der begleitenden Peptida.sen kann man durch Ansauem zerstoren. 
Man versetzt 100 cm' Kinaselosung mit 5 em' n Essigsaure und zentrifugiert nach 
2 Stunden den entstandenen Niederschlag abo 

Will man die Peptidasen quantitativ ausschalten, 80 erreicht man dies am 
besten durch Vergiften mit Sublimat.1 

Eigenschaften. 

Das Trypsin krista.1lisiert in trigonalen Plii.ttchen oder Nadeln. Es ist ein 
Albumin yom Molekulargewichtl 34000 und hat den isoelektrischen Punkt bei 
PH 7. Die LOslichkeit in reinem Wasser ist konstant und entspricht bei 5° einem 
Gahalt von 8 mg Stickstoff pro Kubikzentimeter. NORTHROP und KUNITZ 
schlieBen hieraus auf die Einheitlichkeit ihrer Prii.parate. In saurer LOsung wird 
das Trypsin durch 0,4fache Sii.ttigung mit AmmoniumsuHat noch nicht gefiiJIt, 
wohl aber durch 0,7fache Sattigung.8 

Das inaktive Trypsinogen unterscheidet sich yom Trypsin durch seine Un
loslichkeit in O,4£ach gesattigter AmmoniumsuHatlosung.' Es kristallisiert in 
kleinen dreiseitigen Pyramiden. Durch Stehenlassen in konzentrierter Magne
siumsulfatlosung, rascher durch Behandeln mit Trypsin oder Enterokinase geht 
es in aktives Trypsin fiber.' 

In den Leukocyten ist das Trypsin fiberwiegend in unloslichem Zustand vor
handen; Un Pankreas sind dagegen nur 20+30% Desmotrypsin. 1i 

Das Wirkungsoptimum des Trypsins ist 40°. 8 Das kritische Energieinkrement 
fiir die Wirkung ist 14400 ca.P 

Die Hitzeempfindlichkeit ist sehr yom Reinheitsgrad abhangig. Das gelo.ste 
kristallisierte Trypsin zeigt bei einem PH = 2 ein merkwiirdiges Verhalten.8 

Es wird durch Erhitzen auf 100° denaturiert und unwirksam, gewinnt aber die 
urspriingliche Form und die volle Aktivitat beim Abkiihlen auf 20° wieder. 
Oberhalb 60° ist das Enzym nur im inaktiven, unterhalb 20° nur in aktivem 
Zustand vorhanden. Dazwischen besteht ein Gabiet eines reversiblen Gleich
gewichtes zwischen dem aktiven und dem inaktiven Ferment, baw. zwischen dem 
genuinen und dem denaturierten Protein. 

GieBt man eine heiBe Trypsinlosung in kalte, halbgesii.ttigte Ammonium
sulfatlosung, so wird die denaturierte Form fixiert. II Wie bei allen denaturierten 
Proteinen, sind nun SS- und SH-Gruppen nachweisbar, die vorher maskiert 
waren. Bei langem Stehen in der Hitze wird die Inaktivierung irreversibel. Die 
Hitzeinaktivierung verlii.uft nach J.PAOE1o zwischen PH 6 und 8 nach erster Ord
nung und besitzt eine Aktivierungsenergie von rund 40000 cal. 

1 E. WALDSClUlIDT-LEITZ, G. KtlNSTNER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.171 
(1927). 290. 

B M. KUNITZ, M. L. ANSON, J. H. NORTHBQP: J. gen. Physiol. 16 (1932), 267. 
S M. KUNITZ, J. H. NORTHROP: Science (New York) 80 (1934), 190. 
, M. KUNITZ, J. H. NORTHROP: Science (New York) 80 (1934), 505. 
, R. WILLSTITTER, E. B.ilIANN, M. ROHDEWALD: Hoppe-Seyler's Z. physiol. 

Chern. 188 (1930), 107. - R. WILLSTITTER: Ebenda 204 (1932), 181. - R. WILL
STl'.!.'TER, M. ROHDEWALD: Ebenda 218 (1933), 77. 

• Ca. S. KOSCHTOJANZ, P. A. KORJUIEFF: Fermentforsch.14 (1934), 202. 
7 E. A. MOELWYN-HUGHES, J. PACE, W. C. McLEWIS: J. gen. Physiol. 18 (1930), 

323. 
8 J. H. NORTHROP, M. KUNITZ: J. gen. Physiol. 16 (1932). 313. - M. KUNITZ, 

J. H. NORTHROP: Ebenda. 17 (1934), 591. 
I J.H.NoRTHROP, M.KuNITZ: J.gen. Physiol.16 (1932), 323. 
10 Biochem. J. 24 (1930), 606; 26 (1931), 422, 1485. 



252 .H.KuUT und E.KoFRANYI: 

Die lnaktivierung durch weiche Rontgenstrahien foIgt dem einfachen Ex
ponentialgesetz der Reaktionen erster Ordnung und ist eine Funktion der Ioni
sation.I Das Trypsinion scheint auf elektrischem Wege neutralisiert zu werden. 

Das PH-Optimum der Wirksamkeit ist nicht scharf zu definieren, da es nach 
den "Befunden von KlJNITZ und NORTHROp2 die Resultante zweier entgegen
gesetzter Prozesse ist: Verstii.rkung der Ionisierung des Proteins mit zunehmender 
Alkalisierung, daneben aber lnaktivierung des Ferments. Das .optimum Hegt 
praktisch meist in der Gegend von PH 8. Die Spaltung von Fibrin dagegen besitzt 
zwei Optima, ein kleineres OOi PH 8, ein groBeres bei PH 11,3.3 

Das PH-Optimum der Bestii.ndigkeit Hegt im schwach sauren Gebiet bei 
PH 5 bis 6,5.' Die Zerstorung ist auf der alkalischen Seite viel rascher a18 auf der 
sauren. Merkwiirdig ist, daB das Bestandigkeitsoptimum des kristallisierten 
Trypsins in O,25fach gesiittigter AmmoniumsuHatlosung OOi pH 2 Hegt. 5 Man 
kann diese LOsungen ohne Zerstorung mehrfach zum Siede~ erhitzen.' 

Aktivieruog nod Hemmung. 
Durch die Untersuchungen von· W. KUHNE8 und von R. HEIDENHAIN7 ist 

seit langem OOkannt, daB die Pankreasdriise nicht das wirksame Trypsin, sondem 
seine enzyInatisch unwirksame Vorstufe, das Trypsinogen sezerniert, daB aOOr 
das DriisengeweOO nach kurzer Alterung einen wirksamen Extrakt liefert. J. P. 
PA WLOW und N. P. SOHEPOW ALNIKOW8 fanden im Sekret des Diinndarms einen 
natiirHchen Aktivator des Trypsinogens, der den Namen Enterokinase erhielt. 
tJber die Art und Weise, wie sich aus Trypsinogen mit Hille der Enterokinase 
das wirksame Trypsin bildet, entstand eine sehr wechselvolle Diskussion, die 
erst nach der Auffindung des kristallisierten Trypsfuogens und Trypsins ent
schieden werden konnte. J.1IAMBUOOER und E. HEKMA,9 denen sich DASTRE 
und STASSANOIO anschiossen, vertraten die Auffassung, daB sich die Enterokinase 
mit dem Trypsinogen in einer stochiometrischen Reaktion zu Trypsin verbinde. 
Die Enterokinase ware damach a18 ein Co-Ferment, a18 ein zur Fermentwirkung 
unentbehrlicher Hilfsstoff anzusehen. J. P. PAWLOW selbst und im AnscbluB 
an ibn auch W. M. BAYLISS und E. H. STARLINGll hielten die Enterokinase fur 
ein Enzym, die Umwandlung von Trypsinogen in Trypsin also fUr einen kata
lytischen Vorgang. E. WALDSCHMIDT-LEITZ12 glaubte di~ erstere Auffassung be
wiesen zu haben, als es ibm gelang, aus einem durch Enterokinase aktivierten 
Trypsinpraparat mittels Adsorption die Enterokinase abzutrennen, wahrend eine 
wenig aktive und durch neue Enterokinase weiter aktivierbare Fraktion in der 

1 H. CLARK, J. H. NORTHROP: J. gen. PhysioI. 9 (1925), 87. 
a M. KUNIrZ, J. H. NORTHROP: J. gen. Physiol. 17 (1934), 591. - Y. SCHAEFFE: 

Soc. BioI. 99 (1928), 581; Ber. ges. Physiol. expo Pharmakol. 47 (1929), 816. - L. SMO
RODINZEN, A. ADOV: Russki Fislol. Z. 10 (1927), 339; Ber. ges. Physiol. expo Phar
maltol. 44 (1928), 293. - K. G. STERN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 199 
(1931), 169. - H. J: VONK, P. A. ROELOFSEN, C. ROMIJN: Ebenda 218 (1933), 33. 

3 W. E. RINGER, B. W. GRUTTERINK: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.l06 
(1926), 275. - H. J. VONK, H. P. WOLVEKAMP: Ebenda 182 (1929). 175. - H. J. 
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6 P. RONA, H. KLEINMANN: Biochem. Z. 169 (1926), 320; 196 (1928), 177. 
S W. KUHNE: Virchow's Arch. pathol. Anatom. Physiol. klin. Med. 39 (1867), 130. 
7 R. HEIDENHAIN: Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 10 (1874), 557. 
8 Malys Jb.29 (1899), 378; Diss., St. Petersburg. . 
• J. Physiol. Pathol. gen. 4 (1902), 805. 
10 Arch. into Physiol. 1 (1904), 86. 
11 J. Physiology 30 (1904), 61. 
12 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 132 (1923/24), 181. 
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Restlosung zurUckblieb. Er fand auch im Pankreas selbst Enterokinase, dereD 
Wirkung die Spontana.ktivierung beim Aufbewa.hren des Pankreas erkl&rt. ID
dessen hat die Untersuchung des krista.llisierten Trypsinogens durch M. KUNITZ 
und J. H. NOBTHROPl endgiiltig die Umwandlung ~ enzymatischen Vorgang 
erwielM)n. Der Befund von E. W ALDScmaDT-LEITZ, der aJs eine Trennung von 
Trypsin in Trypsinogen und Enterokinase erschien, ist wohl ale eine Anreicherung 
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von HemmUIigSkorpem des Trypsins in der Restlosung und deren V'berwindung 
durch weitere Enterokinase zu erklii.ren. Nach KUNlTZ und NORTHROP wird 
Trypsinogen duroh Enterokinase bei PH 5-8 wid durch Schimmelpilzkina.se bei 
PH 2,5-4 mittels einer katalytischen Rea.ktion in Trypsin verwandelt. Der 
Betrag der Trypsinbildung ist proportional der Konzentration des Trypsinogens 
und der Konzentration des Aktivators und folgt dem Gesetz der ersten Ordnung. 
Aber auch Trypsin selbst vermag Trypsinogen zu aktivieren in einer Reaktion, 
die als autokatalytisch beschleuDigte zu einer S-fOrmigen Reaktionskurve fiihrt. 
Die Reaktion der Schimmelpilzkinase mit Trypsinogen verlii.uft bei einem PH, 
bei dem die Autokatalyse durch das gebildete Trypsin verschwindend gering 
ist. Sie liBt daher den Verlauf erster Ordnung ohne weiteres erkennen (siehe 
Abb. 34). Das PH-Optimum der Enterokinasewirkung Iiegt dagegen so nahe an 
dem des Trypsins, daB besondere VorsichtsmaBregeln, nitmIich ein PH zwischen 
5,5 und 6,0. eine T.emperatur von nur 50 und Trypsinogenkonzentrationen 
von nicht iiber 0,1 mg/cm3 erforderlich sind, um den VerIauf erster Ordnung 
herbeizufiihren und so die Proportionalititt zwischen Umwandlung und Kon
zentration der Enterokinase erkennen zu lassen (siehe Abb.35). Als enzymatisch 
erweiet sich die Reaktion auch dadurch, daB der endgiiltige Betrag des gebildeten 
Trypsins unabhitngig von der Menge der zugesetzten Enterokinase ist. 

Die autokata1ytische Aktivierung von Trypsinogen fiihr'!. im allgemeinen 
nicht zu ebenso hoher Aktivitii.t wie die Aktivierung durch Schimmelpilzkina.se 
und Enterokinase. KUNlTZ und NORTHROP erkannten, daB da.s Trypsin einen 
Teil des Trypsinogens in ein enzymatisch unwirksames Protein umwandelt, aus 
dem auch durch die beiden Kinasen. kein wirksames Trypsin mehr gewonnen 
werden kann. Diese Umwandlung ist proportional der Konzentration des ge
bildeten Trypsins, zeigt also ebenfalls den Verlauf einer autokatalytisch be-

1 M. KUNITZ, J. H. NORTHROP: Science (New York) 78 (1933), 558; 80 (1934), 
505; J. gen. Phy'siol. 18 (1935), 433; 19 (1936), 991; 21 (1938), 601. - Zusammen
f88Sung: M. KUNITZ: EllJlymologia (Den Haag) 7 (1939), 1. 
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schleunigten Reaktion (siehe Abb.36). Die Endkonzentration des gebildeten 
Trypsins ist ebenso wie die des unwirksamen Proteins proportional der urspriing. 
lichen Konzentration des Trypsinogens und unabhangig von der Konzentration 
des urspriinglich vorhandenen Trypsins, wie es fiir eine enzymatische Reaktion 
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Abb. 36. Umwandlung von Tryp
sinogen In Trypsin und unwirksames 

Protein durch Autokatalyse. 

verlangt werden muB. LaBt man Enterokinase bei 
hOherem PH, hOherer Temperatur und hOheren Tryp. 
sinogenkonzentrationen einwirken, so entsteht in· 
folge der Mitwirkung des gebildeten Trypsins ein 
mehr oder weniger groBer Betrag von unwirksamem 
Protein. Dies erklart das Ergebnis einiger friiherer 
Untersuchungen, wonach der Umfang der Aktivie· 
rung von Trypsinogen mit steigender Konzen· 
tration der Enterokinase zunimmt. 

Auch unter den Inhibitoren des Trypsins 
sind in erster Linie die natiirlich vorkommenden 
zu nennen. Trypsin wird allgemein von Albuminen, 
insbesondere von Eieralbumin, gehemmt, und 
zwar schon in verhi!.ltnismaBig kleinen Kon· 

zentrationen.1 Hierdurch unterscheidet es sich von Pepsin, das durch Albumin 
nicht beeinfluBt wird. In Pankreasextrakten ist ein natiirlicher Inhibitor des 
Trypsins enthalten, der vermutlich Proteinnatur besitzt. R. WILLSTATTER, 
E. BAMANN und M. ROHDEWALD 2 fanden auch in den Leukocyten da.s Trypsin 
gehemmt. Man kann die Menge des Hemmungskorpers in den Extrakten ver· 
mindern, indem man die Leukocyten vor der Extraktion mit Aceton wascht oder 
indem man einen rasch gebildeten Glycerinauszug von den Zellresten abtrennt. 
Die Zellreste allein besitzen sofort viel stiirkere tryptische Wirkung als die 
frischen Leukocyten des Pferdes, wahrend die rasch abgetrennte und schwach 
wirksame Glycerinlosung den Hemmungskorper enthi!.lt. Vereinigt man Zellreste 
und Glycerinauszug, so wirken sie zusammen viel schwacher, als sich aus den 
Einzelwerten berechnet, sogar schwacher als die Zellreste allein. Durch Entero
kinase fieB sich der Glycerinauszug der Leukocyten aktivieren. 

Einen Einblick in die Vorgange bei der Trypsinhemmung gewahrte die Auf· 
findung eines kristallisierbaren Inhibitors aus Pankreasextrakten durch M. KUNITZ 
und J. H. NORTHROP.3 Der Inhibitor hat die allgemeinen Eigenschaften eines 
Polypeptids. Er gibt einen schwachen Biurettest und wird durch Sattigung mit 
Magnesiumsulfat oder 0,7fache Sattigung mit Ammoniumsulfat ausgefallt, aber 
nicht durch 2,5%ige Trichloressigsaure, auch nicht beirn Erhitzen. Sein Mole
kulargewicht, bestimmt mit Hille des osmotischen Druckes, ist ungefahr 6000. 
Vermischt man den Inhibitor mit kristallisiertem Trypsin in molekularen Mengen 
bei PH 7,0, so nimmt die Aktivitat rasch ab und erreicht bei 6° in einer halben 
Stunde den Nullpunkt. Beim Aufbewahren bleibt die Verbindung im PH·Inter. 
vall von 7 +3 vollig inaktiv, bringt man die LOsung aber auf PH 1,0, so erscheint 
die Aktivitat rasch wieder und erreicht nach einer halben Stunde den vollen 
urspriinglichen Betrag. Dieser Zyklus kann beliebig oft wiederholt werden. Der 
Inhibitor reagiert offen bar mit dem Trypsin unter Bildung einer Additions· 
verbindung, die in saurer LOsung dissoziiert. Da Dissoziation und Kombination 
meBbare Zeit beanspruchen, kann es sich nicht um eine Ionenreaktion handeIn. 
Sehr wichtig ist, daB die Trypsin.Inhibitor. Verbindung durch Sattigung mit 

1 E. WALDSCHMIDT.LEITZ, K.LINDERSTR0M-LANG: Hoppe-Seyler's Z. physiol. 
Chern. 166 (1927), 24l. 

2 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 188 (1930), 107. 
a M. KmnTz, J. H. NORTHROP: J. gen. Physiol. 19 (1936), 991. 
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Magnesiumsulfat . kristallisiert erhalten werden kann. Aus der LOsung der Ver
bindung fillt Trichloressigsiure aktives Trypsin, wihrend der Inhibitor in der 
LOsung verbleibt. 

Einen im chemischen Verhalten, in der Reaktion mit Trypsin und in der 
Abtrennbarkeit durch Trichloressigsii.ure dem Inhibitor von NORTHROP und 
KUNITZ entsprechenden Hemmungskorper des Trypsins konnte A. SCHMITz! aus 
dem Blutplasma isolieren, nachdem er schon frillier erkannt hatte, daB das 
Plasmatrypsin in seinem natiirlichen Vorkommen durch einen Hemmungskorper 
blockiert sei. Dieser unterscheidet sich aber von dem im Pankreas vorkommenden 
dadurch, daB er nicht auch das Chymotrypsin hemmt. 1m Blutserum fand 
SCHMITZ einen weiteren Hemmungskorper, der sich von dem Plasmainhibitor 
dadurch unterscheidet, daB er mit dem Trypsin keine quantitative Reaktion 
eingeht, sondem eine Gleichgewichtsreaktion, die dem Massenwirkungsgesetz 
folgt. 

Die Hemmung betrifft offenbar nicht nur das wirksame Trypsin, sondem 
a.uch die Enterokinase und den Vorgang der Aktivierung. W. GRASSMANN, 
H. DYCKERHOFF und O. v. SCHOENEBECKS fanden niimlich, daB das Pankreas
trypsin durch kleine Mengen von Cystein oder Pyrophosphat dann gehemmt 
wird, wenn es mit Enterokinase unzureichend versehen ist. In Gegenwart eines 
Aktiva.toriiberschusses dagegen ertriigt das Enzym ohne die mindeste Ab
schwiichung seiner Wirksamkeit ein Mehrfaches derjenigen Cysteinmenge, die 
im Parallelversuch mit unzureichender Kinase zur vollstiindigen Hemmung des 
bereits wirksam gewordenen Enzyms ausreichend ist. Man kann sich dieses Ver
halten wohl nur so erkliiren, daB sich der Hemmungskorper zwischen Trypsin 
und Enterokinase verteilt, so daB ein nberschuB an Enterokinase das Trypsin 
vor der Hemmung schiitzt. Mit Cystin beobachteten dieselhen Autoren eine 
Steigerung der Wirksamkeit von noch nicht voll aktiviertem Trypsin. Glutamin
siiure, Asparaginsaure und Asparagin fordern nach L. FARBER und A. M. WINNE3 

auch das voll aktive Enzym. 
Nehen den natiirlichen Aktivatoren und Hemmungskorpem spielen die 

iihrigen Zusatze eine geringere Rolle. Die verstreuten Angaben der Literatur 
wurden neuerdings von FARBER und WINNE3 nachgepriift. Fiir die praparative 
Arbeit wichtig ist die Hemmung durch Glycerin. 2, 4, 8, 16% Glycerin bewirken 
10, 20, 40 und 73% Hemmung. Mono- und Disaccharide hemmen deutlich, so 
hemmte 0,5m Glukose zu 42%. Dextrin und Starke hemmen nicht. Triacetin, 
Tributyrin und Triolein hemmen stark, ebenso Natriumoleat (in 0,04 m LOsung 
74% Hemmung). Salze von Schwermetallen sind in 3.10-3 m LOsung ohne Ein
fluB. Calciumchlorid, Natriumcyanid, Kaliumferro- und -femcyanid fordern 
etwas. Nach E. LENK' ist die Wirkung der Neutralsalze, wie sie in Lederbeizen 
enthalten sind, nioht als Aktivierung anzusehen. Sie eluieren vielmehr das 
Trypsin aus seiner Bindung an Lederbestandteile. 

Chymotrypsin. 
Spezifitat. 

M. KUNITZ und J. H. NORTHROP5 entdeckten 1933, daB im Pankreasextrakt 
neben dem Trypsin noch eine zweite Proteinase mit vollig verschiedener Spezi-

1 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.255 (1938), 234. 
S Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chen.. 186 (1930), 183, 
3 Biochemic. J. 29 (1935), 2323. 
, (\sterr. Chemiker-Ztg., N. F. 39 (1936), 128. 
I Science (New York) 78 (1933), 558. 
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fitat vorhanden ist, das Chymotrypsin. Es laBt sich kristallisiert gewinnen. 
Sturin, Casein, Gelatine und Hamoglobin werden durch Chymotrypsin langsamer 
gespalten als durch Trypsin; das Casein wird jedoch durch Chymotrypsin weiter 
aufgespalten. Wahrscheinlich ist die Angriffsstelle eine andere als beim Trypsin.! 
Besonders auffallig ist die Labwirkung des Chymotrypsins, d. h. die Fahigkeit, 
Milch bei Gegenwart von Calciumsalzen zur Gerinnung zu bringen, die dem 
Trypsin vollstandig fehlt. 

Es gelang M. BERGMANN, J. S. FRUTON und H. POLLOK,2 synthetische Sub· 
strate fiir das Chymotrypsin zu gewinnen. Cbzo-Ty-G wird nur von diesem, 
nlcht von Trypsin gespalten, wahrend das Trypsinsubstrat Boyl-Ar-NH2 fur 
Chymotrypsin unspaltbar ist. 

Cbzo-G-Ty-G-NH2 wird auch von viermal umkristallisiertem Chymo
trypsin schnell gespalten. Es entsteht Cbzo-G-Ty, das nicht weiter auf· 
gespalten wird.3 In der folgenden Tabelle 32 werden einige synthetische Sub
strate aufgefiihrt; die punktierte Linie zeigt die Spaltstelle an. 

Tabelle 32. Synthp,tische Suo8trafe fur Chymotryp8in. 

Nr. I Nr. 

Schnelle Spaltung Lang8ame Spaltung 

Cbzo-G-Ty--'--G-NHz 
4 Cbzo-G-Pa-G-NHz 

1 5 Cbzo-Ty-G-G-NHz 

~ G-Ty,G-NHz Keine Spaltung 
6 Cbzo-Ly-G 

3 Cbzo-Ty-G-NHz 7 Obzo-G-Glu-G-NHz 
8 Boyl-L-L-G 
9 Cbzo-G-Ty 

Ob freie Amino- bzw. Carboxylgruppen an den Enden der Peptidketten die 
Spaltung verhindern, ist aus dem untersuehten Peptidmaterial nicht sieher zu 
ersehen. Aueh der EinfluB von d-Aminosauren, Sareosin, Prolin usw. ist nieht 
untersueht. Daher konnen wir nur zu folgenden Punkten unseres Spezifitats
schemas Angaben maehen: 

1. Eine freie Aminogruppe in Nachbarschaft der zu spaltenden Peptidbindung 
ist nicht notwendig (Tabelle 32, Nr. 1,3,4,5), aber auch nicht storend (Tabelle 32, 
Nr.2). 

2. Eine freie Carboxylgruppe in Nachbarsehaft der zu spaltenden Bindung 
ist nicht notwendig (Tabelle 32, Nr. 1, 2, 3, 4, 5). Sie scheint zu storen(Ta
belle 32, Nr. 9). 

3. FUr die Spaltung sind zwei benaehbarte Peptidbindungen erforderlich, von 
denen eine gespalten wird.' 

4. Die zu spaltende Peptidbindung muB Tyrosin oder Phenylalanin enthalten. 

Vorkommen. 
Chymotrypsin ist bisher nur im Pankreassaft gefundenworden. Es kommt 

dort ebenso wie das Trypsin in einer inaktiven Vorstufe, dem Chymotrypsinogen, 
vor. In dem nach WALDSCHMIDT-LEITZ gereinigten Trypsin betragt die 

1 M. KUNITZ, J. H. NORTHROP: J. gen. Physioi. 18 (1935), 433. 
z Science (New York) 86 (1937), 410. 
8 M. BERGMANN, J. S. FRUTON: J. bioI. Uhemist.ry 118 (1Q37), 405. 
, M. KUNITZ, J. H. NORTHROP: J. gen. Physioi. 18 (1935), 433. 
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ChymotrypBinmenge ungefihr ein Neuntel des anwesenden Trypsins.l Ob 
Bakterienproteina.sen, etwa die Pyocyaneus-Proteinase (Siehe S. 266), die 
gleiche Spezifitit wie da.s Chymotrypsin aufweisen, miiBte mit den synthetischen 
Peptiden untersucht werden. 

Bestim.mungsmethoden. 
Eine von M. KUNITZ· angegebene Bestimmungsmethode beruht darauf, daB 

eine konzentrierte Milchpulverlosung, die man durch ein enges Rohr flieBen liSt, 
plotzlich zu flieBen aufhort, wenn die Milch gerinnt. Es wird die Chymotrypsin-
100ung zu einer LOsung von Milehp,ulver in Acetatpuffer von PH 5,0 gegeben und 
in eirier graduierten Pipette ermittelt, wie la.ng~ die Milch ausflieBen kann, .ehe 
sie dureh Koa.guiation stoekt. Der reziproke Wert· der erforderlichen Zeit (in 
Minuten) ist ein MaS fiir die Labwirkung, die I em3 der EnzymlOsung auf 10 ems 
einer 2O%igen Milehpulverlosung ausiibt. 

Darstellung. 
Die Darstellung des kristallisierten Chymotrypsins und Chymotrypsinogens 

ist auf S. 249 im Zusammenhang mit der Bereitung des kristallisierten Trypsino
gens besehrleben worden. 

Aktivierung. 
Das kristallisierte Chymotrypsinogen liBt Sich dureh geringe Mengen Trypsin, 

jedoch nieht durch Enterokinase und nieht durch Chymotrypsin aktivieren.3 

Die Aktivierung des Chymotrypsinogens durch Trypsin erfolgt in einer Re!J.ktion 
erster Ordnung; die Reaktionsgesehwindigkeit ist proportional der Trypsin
konzentration und unabbii.ngig von der Chymotrypsinkonzentration. Sie hat ein 
Geschwindigkeitsmaximum bei PH 7,0+8,0 und ist mit einem Zuwachs von seehs 
prima.ren Aminogruppen verbunden. Do. keine Spaltprodukte gefunden wurden, 
nimmt man eine innere Umlagerung an. Der von M. KUNITZ und J. H. NOBTHROP 
gefundene kristallisierte Hemmungskorper des Trypsins hemmt auch Chymo
trypsin, aber 4mal schwacher ala Trypsin.· 

Eigenschaften. 
Das kristallisierte Chymotrypsin unterseheidet sieh vom kristallisierten 

ChymotrypSinogen durch seine Kristalliorm, seine optische Aktivitit und durch 
die ~ahl der freien Aminogruppen. Ferner ist das ChymotrypSin leiehter loslieh 
und leiehter zersetzlich als das Chymotrypsinogen, wii.hrend das Molekula.r
gewicht (osmometrisch gem~ssen zirko. 40000) unverandert ist.3 

Das Stabllititsoptimum des Chymotrypsins liegt bei 390 und PH 3,0-3,5. 
Bein isoelektrischer Punkt ist PH = 5,0. Denaturierung durch Ritze oder Siure 
und Pepsinverdauung zerstoren in gleichem MaS das Protein und die Aktivitit. 
Chymotrypsin ist gegen Saure viel empfindlicher ala TrypSin. LiSt man eine 
saure LOsung beider Enzyme 24. Stunden bei 37 0 stehen, wird das Chymo
trypSin vollig zerstart.8 Bei schwacher Hydrolyse geht das Chymotrypsin 
irreverSibel in neue Proteine fiber, von denen pound y-ChymotrypSin noeh 
enzymatisch wirksam sind und kristallisiert erhalten werden konnten. Ii p- und 

1 E. WALDSCHMID1-LEITZ, SH. AKABORI: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.228 
(1934), 224. . 

• J. gen. Physiol. 18 (1935), 459. 
B M. KUNITZ,J. H. NOBTHROP: J. gen. Physiol. 18 (1935), 433. 
, A. SCHMITZ: Hoppe-Sayler's Z. physiol. Chem.266 (1938), 234. 
I M. KUNITZ: J. gen. Physiol. 22 (1938), 207. 
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,,-ChymotrypsiJt unterscheiden sich von (X-Chymotrypsin nur in der Kristall
form und Zusammensetzung, nicht aber in der enzymatischen Aktivitit. 

Das Wirkungsoptimum gegen Casein liegt zwischen PH 8 und 9.1 

Pepsinasen. 
Spezifi tit t. 

In diese Gruppe gebOrt ein einziges Enzym, das Pepsin des Wirbeltiermagens. 
Es spaltet natives EiweiB bei stark saurer Reaktion sehr weitgehend und wahr
scheinlich an anderen Stellen als die Papainasen und Trypsinasen. Protamine 
werden von Pepsin nicht gespalten. Synthetische Substrate sind erst in neuester 
Zeit gefunden worden':' Das erste Beispiel war Cbzo--Glu-Ty, das wie die 
spater gefundenen synthetischen Substrate (siehe Tabelle 33) bei PH 4 wesentlich 
rascher gespalten wird als bei PH 2, dem Optimum der peptischen EiweiBspaltung. 
Samtliche spaltbaren Substrate enthalten entweder Tyrosin oder Phenylalanin. 
und mindestens eine freie Carboxylgruppe. Enthalt das Substrat eine weitere 
Carboxylgruppe durch Anwesenheit von Amino-dicarbonsauren, wie in Cbzo
-Glu-Ty oder G-Glu-Ty, so wird die Spaltung rascher. Dieser Effekt ver
schwindet wieder, wenn man eine Carboxylgruppe amidiert. Cbzo--Glu-Ty-NH2 

wird langsamer gespalten als Cbzo--Glu-Ty. 1st auch noch die zweite Carboxyl
gruppe der Dicarbonsauren amidiert, z. B. in Cbzo--Glu-Ty-NHs, so findet 

I 

NHs 
kehte Spaltung statt. Befindet sich die freie Carboxylgruppe nicht am Tyrosin 
selbst, sondem ist weiter von ihm entfemt, wie in Cbzo-Glu-Ty-G, so wird 
die Spaltung verlangsamt. Als Kettenbausteine sind l-Aminosii.uren erforderlich. 
Cbzo--lGlu-dPa wurde nicht gespalten. 1st das Tyrosin mit Jod substituiert, 
wie in Cbzo--Glu-DijodTy, so tritt keine Spaltung ein. 1m Einklang mit der 
Forderung der Spaltung durch saure Gruppen steht der Befund von A. KIESEL 
und T. JEWREINOVCE,3 daB acetyliertes Gliadin von Pepsin gespalten wird, 
wahrend die Spaltung durch Papain und Trypsin aufgehoben ist. 

Die Spaltungsbedingungen, soweit sie erforscht sind, lassen sich damach 
folgendermaBen formulieren (Tabelle 33): 

Tabelle 33. SynthetiBche SubBtrate fur Pepsin. 

Xr. I Xr. I 

Schnelle Spaltung: I Keine Spaltung: 

1 Cbzo-Glu : Ty 9 Cbzo-GIu-Glu 
10 Cbzo-GIu-DijodTy 

2 Cbzo-Glu-'--Pa 11 'Cbzo-GIu-G 
12 Cbzo-GIu-Ty-NH. 

3 G-Glu...i..Ty I 
NH. 

13 Glu-Ty 
Langaame Spaltung: 14: Boyl-Ly-NH. 

4 Cbzo-G-Ty 15 Boyl-G-Ly-NH. 
5 Cbzo-Ty-Ty 16 Boyl-Hi-NH. 
6 Cbzo-Glu-Ty-NH. 17 Boyl-G-Hi-NH. 
7 Cbzo-Glu-Ty-G 18 Boyl-Ar-NH, 
8 Cbzo-Pa--Glu 19 Cbzo-lGlu-dPa 

1 M. KUNITZ, J.H.NoRTHROP: J. gen. Physiol. 18 (1935), 433. 
2 J. S. FRUTON, M. BERGMANN: Science (New York) 87 (1938), 557; J. bioI. 

Chemistry 127 (1939), 627. 
3 Biochimia 4 (1939), 492. 
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1. Eine freie Aminogruppe ist nicht erforderlich (Tabelle 33, Nr. 1, 2, 4, 5, 
6, 7, 8), aber auch nicht storend (Tabelle 33, Nr. 3). 

2. Hingegen ist eine freie Carboxy1gruppe erforderlich (Tabelle 33, Nr.4, 6, 
12). Sie muB aber nicht in der Peptidkette liegen, sondem kann auch die seiten
st8.ndige Carboxy1gruppe einer Amino-dicarbonsii.ure sein (Tabelle 33, Nr. 6). 

3. Zwei benachba.rte Peptidbindungen sind erforderlich (Tabelle 33, Nr.3, 
13), von denen eine gespalten wird. 

6. Die zu spaltende Peptidbindung muB aus natiirlich vorkommenden Amino
sauren gebildet sein (Tabelle 33, Nr. 2, 19). 

7. Tyrosin oder Phenylalanin sind als Bausteine notwendig. Fordemd sind 
Amino-dicarbonsauren mit freien seitenstandigen Carboxylgruppen (Tabelle 33, 
Nr. 1,2,3). 

Vorkommen. 
Das Pepsin findet sich in samtlichen Wirbeltiermii.gen. Es fehlt1 den

jenigen Wirbeltieren, die wie die Fische der Gattung Cyprinoides keinen echten 
Magen besitzen. 1m iibrigen sind alle untersuchten Pepsine, z. B. die von Hunden, 
Fischen, Froschen, vollig iibereinstimmend. 1m Schweinemagen findet es sich 
hauptsachlich im Fundus. Cardii und Pylorus enthalten wenig Pepsin. 1m 
Duodenum findet sich noch etwas Pepsin in den BRAuERSchen Zellen. Bei 
Rindem liefert nur der Abomasus Pepsin. Es nimmt gegen den Pylorus zu mehr 
und mehr abo 

Die Drusen des Magena enthalten kein fertiges Pepsin, sondem die unwirk
same Vorstufe, das Pepsinogen.t,3 Sowohl das Pepsin als auch das Pepsinogen 
konnten in kristallisiertem Zustand gewonnen werden. Die Umwandlung in 
aktives Pepsin3 erfolgt unter der Einwirkung von Pepsin selbst (Autokatalyse), 
sobald PH 4,6 unterschritten wird. Bei diasem "Obergang wird aus dem Pepsinogen 
ein Teil abgespa1ten, der 15-:-20% des Stickstoffs enthiilt. 

Das kristallisierte Pepsin und das kristallisierte Pepsinogen ahneln einander 
im Absorptionsspektrum, im Tryptophan- und Tyrosingehalt und in der Ele
mentaranalyse. Unterschiede bestehen in der Kristalliorm, im Gehalt an Amino
stickstoff, in der spezifischen optischen Drehung und im isoelektrischen Punkt. 

Ein groBer Teil des Pepsins ist in der Magenachleimhaut als Desmopepsin' 
verankert. Es kann der rasch getrockneten DrUse nicht durch wasserfreies 
Glycerin entzogen werden, sondern erst nach seiner Umwandlung in Lyopepsin 
durch autolytische Vorgange. Soweit die Autolyse bei saurer Reaktion erfolgt, 
ist der 'Obergang von Pepsinogen in Pepsin notwendig damit verbunden. 

Bestimmungsmethode und Einheiten. 
Die Bestimmung des Pepsins leidet darunter, daB die Kinetik der Pepsin

spaltung mit der Art des Substrata, mit seiner Konzentration und mit der Rein
heit des Enzympraparata schwankt. Synthetische Substrate sind fiir die Be
stimmung bisher noch nicht verwendet worden. Nur bei Anwendung reiner 
Pepsinpraparate, kleiner Pepsin- und kleiner Substratkonzentrationen ist die 
Spaltung der Pepsinkonzentration proportional. Vergleichba.re Resultate konnen 
nach J. H. NORTHROp5 auch dann nur bei Benutzung der Anfangswerte der 

1, H. BAERNSTEIN, H. G. BRADLEY: J. bioI. Chemistry 87, XIV (1926). 
I R. EGE, J. OBEL: Biochem. Z. 280 (1935), 265. 
a R.M.HERRIOTT, J.M.NoRTHROP: Science (New York) 88 (1936), 469. 

R. M. HERRIOTT: J. gen. PhysioI. 21 (1938), 501. 
, R. WILLS TATTER, M. ROHDEWALD: Hoppe. Seyler's Z. physioI. Chem.208 

(1932), 258. 
, J. gen. PhysioI. 18 (1932), 41. 
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SpaJtung gewonnen werden. NORTHROP bestimmt da.her die in einer Minute 
er£olgende SpaJtung und definiert als Wirkung einer Pepaineinheit (P. U.}Prot.F 
den Zuwachs von 1 M.illiii.quivalent COOH pro Minute aus 6 cm3 5%iger 
Caseinlosung bei PH 2,5 und 35,5°. Den Zuwachs bestimmt er durch Formol
titration. 

Do. die Caseinspaltung nicht geradlinig genug verlauft, ist es' besser, die von 
NORTHROP aufgestellten Eichkurven zu verwenden. Genauere Ergebnisse liefert 
die Methode dar Hamoglobinspaltung nach M. L . .ANSON und A. E. MIRSKY,] 

die ffir aIle Pro..einasen gleichma.Big anwendbar ist und in ihrem Prinzip bei der 
Bestimmung der Papainasen (siehe S.239) schon geschildert wurde. 

Darstellung und Reinigung. 
FUr die Darstellung von Pepsin ist die' Gewinnung aus Magensaft zu wenig 

ergiebig. Auch die frischen Ausziige aus Magenschleimhaut enthalten, wie schon 
derEntdecker des Pepsins, TH. SCHWANN,II feststellte, verhii.ltnismaBig wenig 
Pepsin. Es ist notwendig, das Desmopepsin durch langere Selbstverdauung in 
Lyopepsin iiberzufiihren, was am besten nach dem Verfahren von C. A. PEKE!.

HARING3 geschielit. 

Dazu digeriert ~die zerkleinerte Sehleimhaut deeJ Fundus von zehn Sehweinen 
5 Tage lang bei 37° mit 61 0,5%iger Salzsaure. Der filtrierteExtrakt wird 24 Stunden 
gegen flie13endes Leiturtgswasser dialysiert. Der entstandene, pepsinreiehe Nieder
schlag wird abzentrifugiert, in 0,2%iger Salzsaure gelost und noch mindestens einmal 
der Dialyse und Losung in Salzsaure unterworfen. Der letzte Niederschlag wird mit 
Wasser gewaschen, zwischen Filtrierpapier abgepreat und im Exsikkator getroeknet. 

Aus der bei der ersten Dialyse hinterbleibenden L6sung kann man durch Blei
aeetatf8Jlung weitere Pepsinmengen gewinnen, im ganzen 150+200 mg Troeken
prii.parat aus zehn Sehweinemagen. 

O. HAMMARSTEN' fii.llt das Pepsin aus den sauren Ausziigen der Magen
schleimhaut nicht durch Dialyse, sondem durch H8Jbsa.ttigung mit Kochsalz. 
Hierauf wird in 0,2%iger Salzsa.ure gelost, die Fii.llung dureh Halbsa.ttigung mit 
KoehsaIz wiederholt und dann durch Dialyse von KochsaIz befreit. 

Zur Darstellung von kristallisiertem·Pepsin geht J. H. NORTB1wp5 yon einem 
schon sehr wirksamen Handelspraparat, dem Pepsin U. S. P. I: 10000 der Firma 
P ABKE & DAVIS aus. 

500 g dieses Pepsins werden in 500 em8 Wasser gelOst und mit. 500 ema n Sehwefel
saui'e versetzt. Unter UmrUhren' gibt man 1000 ema gesattigte Magnesiumsulfat-
10sung hinzu. Der entstandene Niederschlag wird abgesaugt, zweimal mit zwei Drittel 
gesil.ttigter Magnesiumsulfatl6sung gewaschen. Die Aktivitat,gemessen in Einheiten 
der NOBTHRopschen Methode der Caseinspaltung, betragt heim Ausgangsmaterial 
2,5 E. pro Gramm Trockengewieht, in den gewasehenen Niederscbliigen dagegen 
7,5 E. Zur weiteren Reinigung wird der Niedersehlag mit Wasser zu einer dieken 
.Paste verriihrt und mit soviel _I. Natronlauge versetzt, dal3 er sich eben vollstii.ndig 
16st (PH> 5,0). Man fa.Ut durch vorsiehtigen Zusatz von -/. SQhwefels8ure einen 
-schweren Niederschlag (PH ungefii.hr 3), liiat einige Stunden in der Kii.lte stehen und 
filtriert durch die Nutsche. Die Aktivita.t pro Gramm Troekengewicht ist nun auf 
10 E. gestiegen.Man verrUhrt bei 45° mit WaSser zu einer dieken Paste, lOst wieder 
vorsichtig in-I. Natronlauge und 1iiJ3t die Loaung in einem Bad von urspriinglieh 45° 

1 J. gen.Physiol. 18 (1932), 59; 22 (1939), 79. 
I TH. SOUWANN: Miiller's Arch. 1888, 90. - J. MULLER, TH. SOawANN: Ebenda 

1888, 66. 
a Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.22 (1897), 233; 86 (1902), 8. 
, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 108 (1919), 243, 264; 121 (1922), 240, 261. 
I J. gen. Physiol. 18 (1930), 739, 767. 
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langsam erkalten. Nach 3-4 Stunden bildet sich bei 30---35° ein schwerer kristallini
scher Niederschlag, den man nach weiterem Stehen bei 20° am anderen Morgen ab
saugt. Man wascht ibn erst mit wenig Wasser, dann mit halbgesattigter Magnesium
sulfatlos\wg und bewahrt ibn bei 5° C unter gesiittigter MagnesiumsulfatlOsung auf. 
Seine Aktivitat betragt 14 E. pro Gramm Trookengewioht. 

Zur weiteren Reinigung kann man den Niedersohlag, wie oben besohrieben, in 
"/a Na.tronlauge losen und durch Zusatz von "Ii Sohwefelsii.ure und Animpfen mit 
Pepsinkristallen bei 45 ° wieder auskristallisieren. 

Eigenschaften. 
Das kristallisierte Pepsin hat die allgemeinen Eigenschaften eines EiweiB

korpers. Es zeigt samtliche typischen Proteinreaktionen, wie Biuret-, MILLoN
und Xanthoproteinreaktion. Die Elementaranalyse ergibt etwas iiber 15% 
Sticketoff. Es enthii.lt wenig basische Aminosauren, wohl aber 10% Tyrosin 
und 2% Tryptophan.1 Der isoelektrische Punkt ist 'PH 2,7. Die optische Aktivitat 
bei 'PH 4- 5 ist (Xn = -70°. Das Molekulargewicht ist rund 36000. Das kristalli
merte Pepsin gibt das ROntgendiagramm eines Sphii.roproteins.2 . 

Die Aktivitat wiederholter Darstellungen war bemerkenswert konstant. 
Auf die Frage der Einheitlichkeit wird im Abschnitt iiber die Natur der kristaUi
sierten Enzyme (S.268) naher eingegangen. 

Acetyliert man mit Keten,3 so kann man drei Stufen der Acetylierung unter
scheiden. Zuerst werden pro Mol vier Acetyle aufgenommen, die primare Amino
gruppen besatzen, ohne daB die Aktivitat dadurch beeintrachtigt wird. Weitere 
drei 'Acetyle besetzen phenolische OH-Gruppen und verringern die Aktivitat 
auf 60%. Nach ihrer Abspaltung durch Saure oder Alkali ist das Pepsin wieder 
voU aktiv. Wird noch weiter mit Keten behandelt, so sinkt unter Aufnahme 
von 20+30 Acetylgruppen die Aktivitat auf 10%. 

Methylierung und Diazotierung betreffen ausschlieBlich die prima.ren Amino
gruppen und schwa.chen daher die Aktivita.t nicht. 

Das 'PH-Optimum der Stabilita.t des Pepsins ist 3,0+4,5.' Seine Zerstorung 
auf beiden Seiten diesas Bereiches verlauft nach erster Ordnung. Die Akti
vierungsenergie bei 'PH 3 und 5,5 ist 70000 cal. 

Die Grenzen der Hitzebestandigkeit sind nicht naher untersucht; NORTHROP 
fand die Inaktivierung bei 65 0 langsamer fallend, als der Reaktion erster Ord
nung entspricht.& 

Ultraviolett- und Radiumstrahlen zersWren.' 

PH-Optimum der Wirksamkeit. 
Das Optimum liegt fiir natives EiweiB in der Nahe von 'PH 1,8.7 Es schwankt 

etwas mit der Tierart, bei Fischen 2,2, bei FrOschen 1,4-1,7.8 Bemerkenswert 
ist das alkalischere Optimum der Spaltung von synthetischen Substraten ('PH 4,0), 
das im Abschnitt Spezifitat erwahnt wurde.8 

lP. A. LEVENE, J. H. HELBORGER: Science (New York) 78 (1931), 494. , 
B W. T. ASTBURY, R. LOMAX: J. ohem. Soc. (London) 1980, 846. - J. FAN-

KUCHEN: J. Amer. chem. Soo.06 (1934), 2398. 
a R.M.HERRIOTT: J.gen.Phy,siol. 19 (1937), 283. 
4 W. J. LOUGHLIN: Biochemic. J.27 (1933), 1779. 
6 J.H.NoRTHROP: Current Soi. 4 (1935), 370. 
8 J. H. NORTHROP: J. gen. Physiol. 17 (1934), 359. 
7 S. P. L. SORENSEN, JURGENSEN: Biochem. Z. !1 (1909), 131; 22 (1909), 352; -

L. MICHAELIS, H. DAVIDSOHN: Ebenda 28 (1910), 1. - J. H. NORTHROP: J. gen. 
Physiol. 1 (1919), 607; 8 (1920), 211; 0 (1922), 263. 

8 H. J. VONK: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.o (1927), 445. 
I J. S. FRUTON, M. BERGMANN: Science (New York) 87 (1938), 557. 
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Aktivierung und Hemmung. 
Die bei saurer Reaktion autokatalytisch beschleunigte Umwandlung des 

Pepsinogens in Pepsin ist bereita im Abschnitt "Vorkommen" auf S.259 be
schrieben. "Vber die Wirkung anorganischer StoHe ist wenig bekannt; Schwer
metalle hemmen im allgemeinen,l Jod zersWrt die Aktivitii.t,1I Chloralhydrat3 

und Cholesterin' hemmen. Manche Hormone, wie Adrena1in; Insulin, Pituitrin, 
fordem die Pepsinwirkung.s Hamstoff, Biuret und substituierte HamstoHe 
aktivieren betrachtlich.6 

Es ist haufig angenommen worden, dall das Pepsin in den Fundusdriisen 
von einem natiirlichen Hemmungskorper begleitet sei, der das lebende Gewebe 
vor der PepiJinverdauung schiitzt. Ob es ein derartiges Antipepsin gibt, ist noch 
nicht entsclrieden. Haufig mag das unwirksame Pepsinogen als gehemmtes 
Pepsin betrachtet worden sein. 

Der Mechanismus der Pepsinwirkung. 
Als erste ~ufe der Enzymwirkung sieht man nach MICHAELIS und MENTEN 

die Bildung einer Enzymsubstratverbindung an. Es gelang J. LOISELEUB,7 
diesen Vorgang durch Bestimmung des elektrokinetischen Potentials direkt 
mellbar zu machen. 

Die elektrische Ladung eines gelosten.Eiweillstoffes ist von den Dissoziations
verhii.ltnissen seiner ionogenen Gruppen abhii.ngig, und zwar im sauren Bereich 
von denen der .Am.inogruppen, im alka1ischen von denen der Carboxylgruppen. 
1m Verlauf der Hydrolyse mull sich daher die elektrische Ladung, vermehren, 
da.sich Carboxyl- und Aminogruppen neu bilden. LoISELEUR verwendete als 
Substrate 5%ige LOsungen von Edestin, Ovalbumin, Gelatine MERCK, isoelektri
scher Gelatine und Seidenfibroin mit Zusatz von f&/~o Salzsaure. Er fand, dall 
beim Vermischen von Enzym und Substrat safort ein starker Abfall des ,-Po
tentials eintritt,der der zugesetzten Enzymmenge proportional ist. Er riihrt 
von der Anlagerung des Enzyms an die Ladungsgruppen des Substrata her. 
In den nii.chsten Stunden fOlgt ein betrii.chtlicher Anstieg des '-Potentials, der 
mit der Hydrolysengeschwindigkeit parallel geht. Der Grad der Hydrolyse ist 
abhii.ngig von der GroBe des Anfangssturzes. Eine einzige Anfangsmessung 
gestattet, den gesamten Verlauf der Hydrolyse vorauszusagen. 

Die MessUDg des '-Potentials bei der Trypsinspaltung fiihrte zu denselben 
Ergebnissen.8 

Milchgerlnnung. 
Die Frage, ob die Milchgerinnung allgemein durch Proteinasen hervorgerufen 

wird, oder ob es besondere Labenzyme gibt, ist friiher viel diskutiert worden. 
Nach H. HOLTER' besteht die Milchgerinnung aus zwei vollstandig voneinander 

getrennten Vorgangen, von denen zwar der erste den zweiten auslost, aber inner
lich kaum mit ihm verkniipft ist. Der erste Schritt, der Angriff der Enzyme, 

1 H.HuMME: Diss.,Miinster, 1935; Ber.gas. Physiol. expo Pharmakol. 98 (1936), 87. 
I R. M. HERRIOTT: J. ~en. Physiol. 20 (1937), 335. 
a A.lIEwusCHKA, J. FORSTBR: Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Gas. 210 

(1932), 419. 
, I.REMESOW, D.MATROSSOWlTSCH: Z. ges. expo Med. 87 (1933), 623. 
I F.PERJUaov: Gel.Men:l. Kasan. Staatsuniv. H. 3/4 (1929),441; Ber.ges.Physiol. 

expo Pharmakol. 69 (1931), 630. 
• S. BANERJEE, H. K. SEN: J. India.n chen:l. Soc. 12 (1935), 740. 
7 J. LOISELEUR: C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 206 (1937), 1103; AnnaJes Fer

mentat.8 (1937), 575;4 (1938), 220. 
8 J. LoISELEUR: C. R. hebd. seances Acad. Sci. 208 (1939), 1355. 
• Biochen:l. Z. 2" (1932), 160. 
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erfolgt auf ein labiles System verschiedener Caseinogene; eines wirkt dabei ala 
Schutzkolloid fiir die anderen. Wird durch den Angriff des "labenden" Enzyms 
das Schutzkolloid abgebaut, so erfolgt der Einsturz des labilen Systems. Das 
in Paracasein umgewandelte Caseinogen flockt dann in der zweiten Phase bei 
Anwesenheit von Calciumsalzen aus; es handelt sich dabei nicht um einen enzy
matischen, sondern um einen kolloidchemischen Vorgang. 

Der Angriff auf das Schutzkolloid ist nicht auf ein einziges Enzym beschrankt, 
sondem kann von einer ganzen Reihe von Proteinasen geleistet werdeJ;l, so von 
Chymotrypsin, von Pepsin, von allen Papainasen, von Kathepsin und von vielen 
Bakterienproteasen. Man kann die Starke einer Proteinase ebensogut an der 
Labwirkung bestimmen wie an jeder anderen Methode; so J.H.NoRTHROP bei 
seinem kristallisierten Pepsin, A. K. BALLS und H. LINEWAEVER bei dem kristalli
sierten Papain,! E. WALDSCHMIDT-LEITZ und SR. AKABORI beim Chymotrypsin.2 

Dariiber hinaus gibt es ein spezielles labendes Enzym im Magen von Kii.lbern 
und jungen Ziegen, die Gh'l/mase, das sich von den anderen Proteinasen durch 
eine groBere Alkali- und eine geringere Hitzeresistenz unterscheidet.3 H. TAUBER 
und J. S. KLEINER gelangten mit den Methoden der Pepsinreinigung nach 
NORTHROP zwar nicht zu kristallisierten, aber zu sehr wirksamen Chymase
praparaten.4 

Sie extrahierten die sorgfiiltig isolierte und gereinigte Mucosa von Kalbsmiigen 
kurze Zeit mit 0,04 n HCl, dann wurde bei PH 5,4 dialysiert. Den Niederschlag, 
den sie bei der nun folgenden AlkoholfiiIlung erhielten, losten sie wieder in Wasser 
und fiiIlten zum zweitenmal mit Alkohol. Hierauf wurde rasch getrocknet. 

Die so erhaltene Chymase ist frei von Pepsin und 2000mal starker ala der 
erste Extrakt, lOOmal so stark wie gute kaufliche Praparate (1 :30000). Das 
PH-Optimum der Chymase betragt 5,4-;-6,0, wahrend das PH-Optimum fUr den 
gesamten Vorgang 6,5 ist. 

Ober die Art der Wirkung wissen wir fast nichts, auBer daB das Caseinogen 
in Casein umgewandelt wird. Es ist nicht einmal sicher, ob es sich um eine 
Protease handelt, vielleicht wirkt die Chymase als Phosphatase auf die zwischen 
den EiweiBkett,en briickenbildende Serin-Phosphorsaure ein. Mit feinster Me
thodik findet H. HOLTER, daB ein bis zwei CO-NH-Bindungen im Caseinogen
molekiil gelost werden. Ob diese winzige Wirkung nicht auf begleitende Pro
teinasen zuriickzufiihren ist, kann man nicht feststellen. Manche Autoren nehmen 
an, daB die Chymase mit dem von WILLSTATTER im Magen gefundenen Kathepsin 
identisch sein konne. Dafiir sprechen auBer dem PH-Optimum die eigenartigen 
Befunde von T. CHRZASZCZ und J. JANICKIo bei der Untersuchung der Wirkung 
dieses Enzyms auf ungekeimte Getreidesamen. Chymase legt namlich die Amy
lase ebenso frei wie Papain, wahrend Pepsin wirkungslos ist. 

Bakterienproteasen. 
Wahrend sich dll:s Proteasensystem der Schimmelpi1ze dem der Pflanzen, 

insbesondere dem der Hefen anschlieBt,6 finden wir bei den Bakterien Peptidasen 
nnd besonders Proteinasen, die sich weitgehend von denen der Tiere und Pflanzen 

1 J. bioI. Chemistry 180 (1939), 669. 
Z Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 228 (1934), 224. 
8 L. MICHAELIS, M.RoTHSTEIN: Biochem. Z. 105 (1920), 60. - O. HA10lA.RSTEN: 

Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 121 (1922), 261; 180 (1923), 55. 
, J. bioI. ChemIStry 96 (1932), 745; 104 (1934), 259. 
Ii Biochem. Z.278 (1935), 112; 281 (1935), 408. 
a M. J. JOHNSON: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. ~24 (1934), 163. - M. J. 

JOHNSON, W. H. PETERSON: J. bioI. Chemistry 112 (1935), 25. 
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unterscheiden. Wenn altere Arbeiten von einem "Pepsin" oder "Trypsin" der 
Bakterien reden, sind die Befunde mit der Ungenauigkeit der Bestimmungs
methode und der Klassifikation zu erklaren. Mit neuzeitlicher Methodik wurde 
niemals eine Pepsinase oder Trypsinase in Bakterien gefunden. Von bekannten 
Proteinasen kommt nur das Papain vor. Die Hauptmenge der Bakterien
proteinasen bilden aber Enzyme, die auBerhalb der Bakterienwelt nicht auf
treten. 

Lebhafte Kontroverse gab es fiber die Frage, ob die Bakterienproteinasen 
Exoenzyme oder Lyoenzyme sind. l Ersteres ware der Fall, wenn die Proteinasen 
von den Bakterien in das Nahrmedium sezerniert werden, letzteres, wenn sie 
wiihrend des Lebens innerhalb der Zellen verbleiben, aber beim Zerfall der Zell
wande sofort in LOsung gehen. Bei der Fiille der Befunde, die besagen, daB 
sich die Proteinasen nach wenigen Stunden in groBter Menge in den Kultur
filtraten finden, wahrend Peptidasen kaum nachgewiesen wurden, erhalt man 
doch den Eindruck, daB es sich zum Teil um Exoproteinasen handelt. Nur die 
Papainasen scheinen - wie auch bei den Tieren und Pflanzen - fiir ein Wirken 
innerhalb der Zelle bestimmt zu sein. 

Noch weniger als die Bakterienproteinasen ist das System der Bakterien
peptidasen umfassend untersucht. Sicher ist, daB sie Desmocharakter haben.2 

Es finden sich zahlreiche Einzelangaben, von denen eine Anzahl hier wieder
gege ben sei: 

Wichtig ist der Befund von J. BERGER, M. J. JOHNSON und W. H. PETER
SON,3 daB die Peptidasen von Leuconostox mesenterioides beide optische Antipoden 
von L-G, L-G-G, A-G, A-G-G zu spalten vermogen. Die Strenge der 
optischen Selektivitat gilt also erst fiir die Proteasen der hOheren Organismen. 
Die hier gefundenen Peptidasen werden - wie die Leucylpeptidase der Darm
schleimhaut - von Mg" aktiviert.' 

Die Aktivierung durch Cystein + Fe" wurde zuerst den Proteinasen der Bak
terien Olostridium hiatoZyticum, Ol. 8porogenes, Ol. Welchii, OZ. putrijieum, OZ. botulinum 
zugeschrieben.6 Die eingehenden Untersuchungen E. MASCHMANNS6 zeigen aber, 
daJ3 as die - in eine L-G-G-spaltende und eine A-G-spaltende trennbaren -
Aminopeptidasen sind. die fUr ihre Wirksamkeit Cystein + Fe" benotigen. Die 
Beimengung diaser Peptidasen zu der Proteinase scheint das Bild der letzteren ver
fiilscht zu haben. 

Ein ganz iihnlicher Fall lag bei den sogenannten Acidoproteolyten vor. Diese 
Baktei'ien (Mammococcus. Gastrococcus, Caseicoccus, Enterococcus) enthalten ein 
Enzymsystem, das Milch und Casein bei saurer Reaktion (PH 4-;..5) angreift.7 Es 
zeigte sich jedoch, daB die peptidasefreie Proteinase ihr Optimum bei PH = 7 hat. 
Sie wird von einer Dipeptidase begleitet, deren PH-Optimum bei 4,8 liegt. Diese 
Dipeptidase hat im Gegenqatz zu der so empfindlichen pflanzlichen und tierischen 
Dipeptidaseeine bemerkenswerte Resistenz gegen Wiirme. Sie wird bei 100 0 erst 
nach 20 Minuten ganz zerstort. 

1 Exoenzyme: A. I. VIRTANEi" J. TARNANEN: Naturwiss. 18 (1931),397; Hoppe
Seyler's Z. physioI. ()Jlem.204 (1932), 247. - A. I. VIRTANEN, O. SUOLANTI: Enzy
mologia (Den Haag) 2 (1937), 89. - Lyoenzyme: G. GORBACH: Arch. Mikrobiol. 1 
(1930), 537. - G. GORBACH, E. FIRCH: Enzymologia (Den Haag) 2 (1937), 92. 

2 W. KOCHOLATI, L. SMITH, L. WElL: Biochemic. J. 32 (1938), 1685, 1691. -
E. MASCHMANN: Biochem. Z. 295 (1938), 351. 

8 J. bioI. Chemistr~ 124 (1938), 395. 
, J. BERGER, M. J. JOHNSON: J. bioI. Chemistry 133 (1940), 157. 
6 W. KOCHOLATI, L. SMITH, L. WElL: Biochemic. J. 32 (1938), 1691. - L. WElL, 

W. KOCHOLATI, L. SMITH: Ebenda 33 (1938), 1339. 
8 Naturwiss. 27 (1939), 819. 
7 C. GORINI, W. GRASSMANN, H. SCHLEICH: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 205 

(1932), 133. 
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Den umfassenden Arbeiten E. MASCHMANNS gelang ea, aus den Kulturen 
verschiedener Stamme aerober und anaerober Bakterien die Proteinasen, die 
sioh duroh ihre Wirkungsbedingungen oder ihren Wirkungsbereioh untersoheiden, 
abzutrennen und von anderen Proteasen zu befreien. Wir sind daher in der 
Lage, ein gesohlossenes Bild von diesen Enzymen zu geben (Tabelle 34). 

1. Die Pyooyaneusproteinase1 ist unter anaeroben Bedingungen ohne Hills
stoff voll aktiv. Ihr Wirkungsbereioh ist umfassend (Ovalbumin, Pepton, auoh 
Clupein). Sie zeigt kein be80nders oharakteristisohes Verhalten gegen anorganisohe 
oder organisohe Zusatzstoffe. Von einem hohen Prozentsatz der normalen Seren 
wird sie mehr oder minder gehemmt. In den besten Praparaten lag sie fast 
l000mal reiner vor als im Kulturiiltrat. 

Fiir die von C. GORINI2 gefundenen Bakterien der sauren Labgerinnung 
(Aoidoproteolyten) ist oharakteristisoh, daB sie die Entstehung erheblioher Saure· 
mengen im Kulturmedium bewirken und ihre proteolytische Wirksamkeit bei 
PH 4-:-5 entfalten. Zentrifugiert man die BakterienmasBe und das ungeloste 
Casein ab, erhiilt man eine ProteinaselOsung, die gegen Gelatine bei PH = 7 
optimal wirksam ist und sioh nioht von der Pyooyaneusproteinase untersoheidet. 
Die begleitenden Peptidasen finden sioh aUBBohlieBlich in den Bakterienleibern, 
wahrend die Proteinasen in das Kulturmedium sezerniert werden. Blausaure 
aktiviert nicht, sondern hemmt gelegentlioh fast vollkommen, so bei den von 
C. GORINI, W.' GRASSMANN und H. SCHLEICH3 untersuchten Enterokokken. Das 
Enzym ahnelt in seinen Eigensohaften dem Chymotrypsin. Die Frage der 
Identitat sollte mit synthetisohen Substraten gepriift werden. 

2. Die Kollagenase4 aus Knltnrfiltraten verschiedener Gasbranderreger ist 
ebenfalls ohne Hilfsstoff bei PH = 7 optimal wirksam. Ihr Wirkungsbereich 
ist auf Gelatine beschrankt. Die Kollagenase ist ziemlioh stabil und konnte 
2000mal reiner ala das Ausgangsmaterial erhalten werden. 

3. Die Anaerobiase,6, 6 die bei einem bestimmten Redoxpotential und dem 
PH-Optimum von 7 wirkt, laBt sioh duroh IX- und p-SH-Verbindungen maximal 
aktivieren. Gegen manche Substrate ist sie auch durch Blausii.ure aktivierbar. 
niemala jedoch durch Ascorbinsaure und Ascorbinsiure + Fe". Sie Macht 
durchaus den Eindruck einer Papainase und scheint im Gegensatz zu den anderen 
Bakterienproteinasen ein Endoenzym zu sein. Gegen Clupein und Pepton ist 
die dialysierte Anaerobiase im Gegensatz zur ungereinigten unwirksam; erst 
nach Zugabe einer thermostabilen Substanz kann sie Clupein und Pepton spalten. 
Dieses Co-Ferment kann durch Pyridinnucleoside ersetzt werden. Es wirkt 
wasserstoffiibertragend.8 

4. Die Sporogenesproteinase4 wurde bisher nur im anaerob wachsenden B. 
Bporogenes gefunden. Sie konnte ungefihr auf das 350fache angereichert werden 
und ist iiberraschenderweise unter aeroben Bedingungen bei PH 7 ohne Hills
stoff voll aktiv. Sie ahnelt der Pyooyaneusproteinase, unterscheidet sich aber 
von dieser duroh ihren Wirkungsbereioh, ihr Verhalten gegen bestimmte Zusatz
stoffe und ihre. Labilitat. Wahrend das Spaltungsvermogen der Pyooyaneus
proteinase gegen Gelatine 2-:-3mal groBar ist als gegen Casein, Ovalbumin 

1 E. MASCmlANN: Biochem. Z.294 (1937), 1; 296 (1938), 351; 300 (1938), 89. 
• C. GORINI: Rev. d'Igiene e sanita Publica 1892/93; Giom. R. Soc. It. Ig. 1894; 

Atti R. 1st. Lomb. Sci. Lett., Rend. 1901, 1904, 1906, 1907, 1927; Atti R. Accad. 
naz. Lincei, Rend. 1902, 1915,1925; Milchwirtsch. Forsch. 1928; Lait 1930. 

8 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 206 (1931), 133. 
, E. MASCmlANN: Biochem. Z.800 (1938), 89. 
• Naturwiss. 26 (1938), 139. 
8 E. MASCmlANN: Na~urwiss. 27 (1939), 628. 
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und Pepton, ist die Sporogenesproteinase gegen Casein 8-16mal wirksamer 
als gegen Ovalbumin, Pepton und Gelatine. Clupein greift sie nieht an. Pyo
eyaneusproteinase ist dureh CitrOnensaure nieht hemmbar und sehr stabil, 
aueh in hoehgereinigtem Zustand. Sporogenesproteinase dagegen wird von 
Citronensaure gehemmt und ist aueh in ungereinigtem Zustand sehr labil. Sie 
wird dureh Blausaure und Cystein, allerdings erst bei m/loo, gehemmt. 

Reversion der Proteasenwirkung. 
Bei den anderen groBen Gruppen von Enzymen sind so zahlreiehe Beispiele 

enzymatiseher Synthesen beobaehtet worden, daB man die Wirkung der Enzyme 
allgemein in der Besehleunigung der Gleiehgewiehtseinstellung sieht, sei es 
bei der Spaltung des Substrates in seine Komponenten oder bei seiner Bildung 
aus diesen. Bei den Proteasen dagegen fehlte es bisher an jedem sieher erwiesenen 
Beispiel einer Synthase aus den natiirlichen Komponenten der Substrate. 

Ala eine Reversion der Pepsinwirkungwird haufig die 80genannte Plasteinbildung 
betraehtet, die darin besteht, daB Pepsin in Pe'ptonlosungen seh werlosliehe Substan
zen erzeugt.1 Ala Synthese sehien die Plasteinbildung erwiesen, als dabei das Ver
sehwinden von freien Aminogruppen, spii.ter sogar das gleiehzeitige und aquivalente 
Versehwinden von freien Carboxylgruppen festgestellt wurde. Allerdings ist der 
Umfang dieser Synthese auffallend gering. V. HENRIGUES und J. K. GULD
BAEX2." erhielten in elf Tagen aus einer 30%igen Losung von pepsinverdautem 
Eieralbumin eine 4%ige Abnahme des freien Aminostickstoffs. D. P. CUTH
BERTSON3 fand in einer pepsinverdauten 25%igen Caseinlosung naeh 48 Stunden 
eine Abnahme von 2%. Das PH-Optimum dieser Synthese solI 4,0 sein. Bisher 
ist jedoeh nieht erwiesen, daB die Plasteinbildung wirklieh mit der Abnahme des 
Aminostiekstoffs zusammenhangt. Von einer Parallelitat ist jedenfalls nieht 
die Rede. So ist der UInfang der Plasteinbildung aus 4O%igem Ovalbumin 
naeh H. WASTENEY und H. BOBSOOX' fast 40%. Das Plastein solI dem denatu
rierten EiweiB ahnlieh sein, gibt Biuretreaktion, ist unloslieh bei 'PH = 2+7 
und wird von Pepsin raseh verdaut. Andere Autoren geben an, daB die Plastein
bildung, die sie auch beim Trypsin beobachten, ohne eine Abnahme des Amino
stiekstoffs vor sieh geht. A. W. BLAGOWESTSCHENSKlo findet sogar mehr Amino
stiekstoff als in den Ausgangsprodukten. Naeh S. J. FALLEY8 ist das Plastein 
iiberhaupt kein Protein, sondern ein Gemisch von Abbauprodukten mit einem 
Molekulargewieht von 1000, wie es aueh dem Ausgangspepton zukam. Vielleicht 
handelt es sieh um eine Denaturieru~ unter Bildung neuer Seitenkettenbindun
gen, wofiir der von CUTHBERTSON beobaehtete reiehliche Cystingehalt des Plasteins 
besondere Moglichkeiten biet.et. 

Einen anderen Hinweis auf eine Reversion der Proteinspaltung in Geweben 
und Tumoren macht VOEGTLIN.7 Nach ihm bewirkt Sauerstoff nicht nur eine 
Hemmung der Autolyse, sondern geradezu eine Synthese von EiweiB, die der 
Dehydrierung der SH-Gruppen parallel geht. Werden die LOsungen dagegen 
mit Stiekstoff statt mit Sauerstoff durehblasen, 80 findet nur Hydrolyse statt. 

1 W. W. SAWULON: PfIiigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 86 (1901), 171. 
: Hoppe"Seyier's Z. physiol. Chem. 71 (1~1l), 4~5; 81 (1912), 439. 

D. P. CuTHBERTSON, S. L. TOHPSETT: BiochemIC. J. 26 (1931), 2004. 
, J. bioI. Chemistry 62 (1924), 15, 633, 675; 68 (1925), 563, 575. 
5 A. W. BLAGOWEsTSCHENsJO, G. W. JEBEMEJEW: Biochem. Z.270 (1934), 66. 
8 Biochemic. J.26 (1932), 99. 
7 C. VOEGTLIN, M. E, MAYER, J. M. JOHNSON: J. Pharmac. 48. (1933), 241. -

.M. E. MAVEB, J. M. JOHNSON, C. VOEGTLIN: U. S. Treas. Dept. Pub!. Health Servo 
Bull. Nr. 164 (1935). 
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TH. BEBSIN1 berichtet uber ahnliche Wirkungen des Papains bei Gegenwart 
von Cu-Ascorbinsaure und SS-Papain. A. W. BLAGOWESTSCHENSKI und M. P. 
J/lJRGENSEN2 bestatigen die Ergebnisse in Versuchen mit Weizenproteasen. 
H. H. STRAIN und K. LINDERSTB/lJM-LANG,3 sowie K. LINDERSTB/lJM-LANG und 
G. JOHANSEN' konnten aber bei exakter Versuchskontrolle die Angaben VOEGT
LINS nicht besta.tigen, und zwar bei Casein, Fibrin und Eieralbumin. Das Beliiften 
von Papainverdauungsprodukten mit hOherem S-Gehalt (Keratin) in Gegenwart 
von Papain erzeugt zwar ein geringes Anwachsen der mit Trichloressigsaure 
fii.llbaren Verbindungen; dies beruht aber nicht auf der Bildung von CO-NH
Bindungen, sondern hOchstwahrscheinlich auf der Bildung von SS-Briicken. 

Die einzig sicheren Synthesen mit Hille von Proteinasengelangen M. BERG
MANN und Mitarbeitern;o aJIerdings nur unter Zuhilfenahme von Anilin ala Kom
ponente. Unter den gleichen Bedingungen, unter denenHippurylamid (Boyl
G-NHz) durch Papain vollsta.ndig in Hippursaure und Ammoniakgespalten 
wird, wird aus Hippursaure und Anilin Hippurylanilin aufgebaut. Die Reaktion 
wird durch Cystein, Glutathion und Blausaure gefordert, nicht aber durch 
Cystin. Versetzt man Hippurylamid mit Papain und Anilin, so findet ein Aus
tausch von NHs gegen NH-CftHo statt. 

FUr diesen Aufbau mussen dieselben Bedingungen erfiillt sein wie fiir die 
Spaltung durch Papainase. So gelingt die Synthese weder mit nichtacylierten 
Aminosa.uren noch mit Benzoylsarkosin. In d-l-Gemischen werden nur die 
l-Aminosa.uren mit Anilin verbunden; J. S. FRUToN, G. W.IRVING jr., M. BERG
MANNS entwickelten aus dieser Beobachtung einneues Verfa.hren zur Trennung 
von Aminosaurerazematen. 1m Gegensatz zu der Bildung von Boyl-L-L
anilid aus Boyl-L und L-anilid entsieht aus Boyl-L und G-anilid nur 
Boyl-L-anilid unter Abspaltung von Glycin. Aus Aoetyl-Pa-Glu entsteht 
mit Anilin nur das Monoanilid;· die seitensta.ndige Carboxylgruppe bleibt frei. 
Ebenso wie mit Papain gelang eine Synthese mit Chymotrypsin.? Aus Boyl-Ty 
und G-anilid entstand dabei Boyl-Ty-G-anilid, wii.hrend Boyl-Ty-G-NH: 
.durch Chymotrypsin vollstii.ndig gespalten wird. 

Hieraus geht hervor, daB auch die Proteinasen zur Synthese befii.higt sind. 
Nur liegen offenbar bei den natiirlichen Substraten die Gleichgewichtsbedin
gungen so sehr auf der Seite der Spaltung, daB man im Versuch die Synthese 
nicht nachweisen kann. Mit den Peptidasen ist eine Synthese bisher noch nicht 
gelungen. 

Die Natur der krlstallisienen Proteasen. 
Seitdem J ~ H. NORTHROP aus Magenschleimhautextrakten ein kristallisiertes 

Protein mit starker Pepsinwirkung erhalten hatte, ist die DiskU:SSion, ob und 
wieweit dies eine Darstellung von kristallisiertem Enzym sei, noch nicht zu Ende 
gekommen. Nach ahnlichen Verfahren sind inzwischen mehrere kristallisierte 
Protea.sen: Trypsin, Chymotrypsin, Papain, Ficin nod Carboxypeptidase ge
wonnen worden. Allen diesen Verfahren ist gemeinsam der verhii.ltnismii.Big 
einfache Weg des Aussalzens mit Ammonium-, Natrium- oder Magnesiumsulfat, 

1 TH. BERSIN, H. KOSTER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.288 (1935) 59. 
B Bull. BioI. Mad. expo USSR 8 (1937), 232. 
8 C. R. Trav. Lab. Carlsberg, Ser. chim. 23 (1938),11; Enzymologia. (Den Haag) 7 

(1931), 241. 
& Enzymologia (Den Haag) 7 (1939), 239. 
5 M. BERGMANN, H. FIu.ENKEL-CONRAT: J. bioI. Chemistry 124 (1938), 1. -

M. BERGMANN, O. K. BEHRENS: Ebenda 124 (1938). 7. 
8 J. bioI. Chemistry 188 (1940), 703. 
7 M. BERGMANN, J. S. FRUTON: J. bioI. Chemistry 124; (1938). 321. 
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verbunde.n mit dem Einstellen bestimmter H-Ionenkonzentrationen. Gemein
sam ist auJ3erdem die verhii.ltnismiBig geringe Steigerung der Reinheit fiber 
das nach anderen Verfahren Erreichbare hinaus. Die kristallisierten Praparate 
fibertreffen die anderen wohl gelegentlich um ein Mehrfaches, manchmal aber 
fast gar nicht an Wirksamkeit. Dies widersprach der Erwartung, daB man sich 
auch bei den reinsten Prii.paraten der WILLSTATTEBSchen Schule noch weit yom 
Ziel der Reinigung entfernt befinde. Daher entstand sofort die Vermutung, 
daB 'die enzymatisch wirksamen kristallisierten Proteine nicht die reinen Enzyme 
selbst, sondern Adsorbentien fiir die an sie adsorbierten und nur Spuren ihrer 
Menge betragenden Enzyme seien. Diese Vermutung konnte J. H. NOBTHRO:p1 
durcb seine eingehenden Untersuchungen des kristallisierten Pepsins und Trypsins 
widerlegen. Er fand bei Pepsin eine gute, bei Trypsin eine immerhin noch aus
reichende "Obereinstimm~ von Menge und Wirksamkeit bei verschiedenen 
Darstellungen der kristallisierten Verbindungen, eine konstante LOslichkeit 
der Kristalle in Wasser und eine ffir so labile Verbindungen, wie es Enzyme sind, 
befriedigende Konstanz der Wirksamkeit beim Umkristallisieren bzw. Umfii.llen 
mit Ammoniumsulfat. Auch beim Durchtritt durch Membranen entsprachen 
sich die Diffusionskoeffizienten des Proteinsund der enzymatischen Wirksamkeit 
vollsta.ndig. Wichtiger noch ist die vollige Parallelitii.t des Verschwindens der 
Enzymwirkung mit der Denaturierung des EiweiBes bei der Behandlung mit 
Hitze, Saure und Alkalien oder p- und y-Strahlen. Besonders eindrucksvoll 
ist das Wiederauftreten der Enzymwirkung bei der reversiblen Alkalidenaturie
rung des kristallisierten Pepsins und der Hitzeinaktivierung des kristallisierten 
Trypsins im Gebiet zwischen 20 und 100°. Die ParaJIelitat von Inaktivierung 
und Denaturierung liBt sich nur erklii.ren, wenn den wirksamen Enzymen selbst 
EiweiBnatur Zukommt. 

Zu dieser Auffassung NOBTHROl'S schien die von R. WILLSTATTEB entwickelte 
Theorie der dualistischen Natur der Enzyme in Widerspruch zu stehen. R. 
WILLSTATTEB sieht in den Enzymen Symplexe, bestehend aus einer die eigent
liche Enzymwirkung verursachenden Atomgruppierung, die man ale aktive 
oder prosthetische Gruppe, zweckmii.Biger als Agon odet Co-Ferment bezeichnet, 
mit einem kolloiden Trager, besser Pheron oder Apoferment genannt~ Die Unter
schiede zwischen Lyo- und Desmopepsin fiihren R. Wn.r.sTATTEB und M. 
ROHDEWALD auf Unterschiede des Pherons hinsichtlich seiner LOslichkeit und 
GroBe zurUck und halten daher an :ihrer von NORTHROP abweichenden Auf
fassung fiber die Natur des Pepsins fest. Da schon frUher von E. BBucKE,2 
C. SUNDBERG3 u. a. eiweiBfreie oder eiweiBarme Pepsinpraparate dargestellt 
waren, vermuten me, "daB das eigentliche Pepsin oder aber Pepsin-Protein in 
einem FaIle (bei NOBTHROP) mit einem vielfachen Ballast von Fremdprotein 
(z. B. in fester LOsung) verdiinnt wire, ... im anderen FaIle (bei BBUCKE und 
SUNDBERG) mit einem vielfachen Ballast von andersartigen Fremdstoffen'·. 
Die Auffassung Wn.r.sTATTEBS meinten E. W ALDSCHMlDT-LElTZ und E. Ko
FBANn,' ferner H. DYCKERHOFF und G. TEWEs5 dadurch erwiesen zu haben, 
daB sie das gelOste Pepsin mit Edestin und anderen Pflanzenglobulinen versetzten 
und Kristalleder Pflanzenglobuline erhielten, die peptische Wirksamkeit besaBen 
und auch beim Umkristallisieren behielten. Sie glaubten, daB as sich hier um 

1 Siehe die zusammenfassende Abhandlung von M. KUNITZ: Enzymologia (Den 
Haag) '1 (1939), 1. 

I E. V. BRUCKE: Vorlesungen iiber Physiologie, 2. Aufl., Bd. I, S.299. 18'15. 
8 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 9 (1885), 319. 
, Na~urwiss; 21 (1933), 206. ' 
• Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem; 216 (1933), 93. 
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einen Austausch des urspriinglichen Pepsinpherons gegen PflanzenglobuIin handle. 
Indessen fand J. H. NORTHROP! eine andere Erkliirung dieser Beobachtungen. 
Bei der Autolyse derartiger Pepsin.GlobuIin.Verbindungen wird na~ch das 
Globulin durch die Pepsinwirkung abgebaut, ohne daB die Pepsinwirkung ver· 
schwindet. Man kann dann aus solchen LOsungen ebensoviel des urspriinglichen 
Pepsinproteins kristallisiert erhalten wie der noch vorhandenen peptischen 
Aktivitit entspricht. Auch laBt mch das urspriingliche Pepsin aus den Kristallen 
durch einfache Extraktion mit ft /, Schwefeooure bei 0° zuriickgewinnen. Die 
GlobuIinkristalle hatten also nicht nur das Pepsinagon, sondem das gesamte 
kristallisierte Pepsin "aufgenommen und verdankten diesem ihre peptische Wirk. 
samkeit. Es ist darnach kein Zweifel moglich, daB die Kristalle von NORTHROP 
wirklich "kristallisiertes Pepsin selbst sind. 

Die Frage allerdings, ob in den Kristallen das Protein allein das aktive Pepsin 
ist, oder ob die Kristalle em Symplex von Proteinpheron und Pepsinagon sind, 
bleibt aber auch nach dieser Feststellung noch offen. NORTHROP selbst MIt es 
fiir moglich, daB innerhalb des Molekiils noch neben dem Protein eine besondere 
aktive Gruppe in Analogie zum Hamoglobin vorhanden sei; nur seien eben 
proteolytische Eigenschaften und Proteineigenschaften beide Attribute desselben 
Molekiils. 

Die WILLSTATTERSche Anschauung von der dualistischen Natur der Enzyme 
ist inzwischeri von O. W ARBURG und W. CHRIsTIANs beim gelben Atmungsierment. 
von diesena undvon H. v. EULER und E. ADLER' bei den Dehydrasen I und II 
bewiesen worden. Diese Enzyme bestehen aus einer prosthetischen Gruppe, 
der Lactoflavinphosphorsa.ure bzw. Pyridinnucleotid.di. und .triphosphorsauren, 
verbunden mit spezifischen Proteinen. Nur die Vereinigung von prosthetischer 
Gruppe und Protein, also von Agon und Pheron, ergibt die wirksamen Enzyme. 
Bei den Hydrolasen wurde die Trennung und Wiedervereinigung von Agon und 
Pheron durch H. ALBERSD bei der Phosphatase verwirklicht (siehe S. 177). 
Schon vorher gelang H. KRAUT und W. PANTSCHENK08 eine Anreicherung der 
einen und der anderen Komponente bei der Leber. und Pankreasesterase (S. 153) 
und, was bier besonders interessiert, W. GRASSMANN, W. VOLMER und V. WIND· 
BICHLER? bei der Dipeptidase (siehe S.235). Wird Hefedipeptidase an Tonerde 
adsorbiert, so tritt eine Verschiebung der beiden Komponenten ein, so daB die 
Summe der Wirksamkeiten von Restlosung und Elution wesentlich geringer 
wird als die der Ausgangslosung, wii.hrend ihre Wiedervereinigung eine betracht· 
liche Steigerung der Wirksamkeit bis fast auf den urspriinglichen Betrag ergibt. 

Obwohl bei den kristallisierten Proteasen weder eineAufteilung in Agon 
und Pheron, noch auch nur eine Anreicherung der einen Komponente bisher 
gelungen ist, gibt es doch einige Hinweise dafiir, daB auch sie aus einem Symplex 
zweier Komponenten bestehen. Hierfiir spricht in erster Linie die Existenz 
mehrerer wohl unterscheidbarer Pepsine und Chymotrypsine. 

Aus den LOslichkeitskurven von fiinf Pepsinpraparaten verschiedenen Rein· 
heitsgrades sohlossen V. DESREUX und R. M. HERRIOTT,8 daB es mindestens 
drei bis vier aktive Pepsine gibt, die sich auBerdem in der Stabilitit und in der 

1 J. gen. Physiol. 17 (1933), 165. 
B Biochem. Z. 288 (1933), 377. 
a Biochem. Z. 292 (1937), 287. 
, Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chem.288 (1936), 233. 
I H. ALBERS, E. BEYER, A. BOHNENKAMP, G. MULLER: Ber. dtsch. chem. Ges. 71 

(1938), 1913. 
• Biochem. Z. 276 (1934), 114. 
7 Biochem. Z. 298 (1938), 8. 
8 Nature (London) 144 (1939), 287. 
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spezifischen Wirksamkeit unterscheiden. Eine dieser Komponenten ist das 
kristallisierte Pepsin von NORTHROP. In den Praparaten des Handels wechselt 
das Verhaltnis der Komponenten. Auch das kristallisierte Pepsin nach NORTHROP 
muB nicht unter allen Umstanden eine einheitliche Substanz sein, da EiweiB
korper die Fahigkeit zur Mischkriatallbildung in hervorragendem MaBe besitzen. 
So konnten sowohl G. AGREEN und E. HAMMARSTEN1 als auch A. TISELIUS, E. HEN
scHEN und S. SVENSSON2 durch Elektrokataphorese enzymatisch unwirksames 
Protein aus Losungen des kristallisierten Pepsins abtrennen und dadurch die 
Wirksamkeit des Restes erheblich steigem. 

Weiter ist bemerkenswert, daB das kristallisierte Chymotrypsin bei gelinder 
Hydrolyse in neue, ebenfalls kristallisierbare und enzymatisch wirksame Kristalle 
iibergeht, die sich in ihrer Kristallform und Zusammensetzung, nicht aber in 
ihrer Spezifitat unterscheiden.3 Ganz erhebliche Unterschiede der Zusammen
setzung wurden schlieBlich bei den verschiedenen Pepsinpraparaten festgestellt. 
J. H. NORTHROP fand in seinen Praparaten 0,08% Phosphor, wahrend PEKEL
HARING schon friiher phosphorfreie Praparate erhalten hatte. Die groBten Unter
'schiede der Zusammensetzung beobachteten H. KRAUT und E. TRIA.' ala sie 
kristallisiertes Pepsin nach NORTHROP mit eiweiBarmem Pepsin nach BRUCKE 
verglichen. Die Wirksamkeit beider Praparate war, bezogen auf den Stickstoff
gehalt, identisch, das N ORTHROP-Pepsin enthielt a ber 15 % Stickstoff, das BRUCKE
Pepsin nur 8%. In dem NORTHROp-Pepsin fanden KRAUT und TRIA 13% Tyrosin, 
in dem BRucKE-Pepsin weniger als 1 % Tyrosin. Bezieht man den Tyrosin
gehalt auf den Stickstoffgehalt und damit auf die enzymatische Aktivitat, so 
trifft im BRucKE-Pepsin auf die gleiche Wirksamkeit weniger als ein Viertel des 
Tyrosins als im NORTHROp-Pepsin. An Tryptophan enthalt das BRucKE-Pepsin, 
bezogen auf die Aktivitat, nur ein Siebentel des NORTHRoPschen. Die beiden 
Praparate sind also chemisch ganz verschiedene Individuen. Da sie beide aus 
demselben Ausgangsmaterial, namlich Pepsin von PARKE und DAVIS 1: 10000 
hergestellt waren, wiirde die unitarische Auffassung NORTHROPS zu dem unwahr
scheinlichen SchluB fiihren, daB ein Organ fiir denselben Zweck zwei ganz ver
schiedene chemische Substanzen produziert. Die Beobachtungen vertragen sich 
aber ohne Schwierigkeit!nit der dualistischen Annahme, daB das fiir die Spezifitat 
verantwortliche Agon mit verschiedenen Stoffen zu enzymatisch wirksamen 
Symplexen verbunden ist. 

Amidasen. 
Von H. KRAUT und E. KOFRANYI. 

Unter der Bezeichnung Amidasen faBt man eine Anzahl Enzyme zusammen, 
deren gemeinsames Merkmal die hydrolytische Abspaltung einer Amidogruppe 
von einem Kohlenstoffatom ist, das durch Doppelbindung mit Sauerstoff oder 
Stickstoff verbunden ist. 

-NH-C~O - -NHa + HO-C~O, 
-NH-C~N - -NHa + HO-C< 

N 
Dies trifft an sich in gleicher Weise auch fiir die Peptidasen und Proteinasen zu, 
weshalb manche die Amidasen und Proteasen zu derselben Gruppe rechnen. 

1 Enzymologia (Den Haag) 4 (1937), 49. 
2 Biochemic. J.82 (1938), 1814. 
3 M. KUNITZ: J. gen. Physiol. 22 (1938), 207. 
, Biochem. Z. 290 (1937), 277. 
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Die Abtrennung einer besonderen Gruppe Amidasen rechtfertigt sich aber da
durch, daB es sich hier durchweg um Enzyme mit ganz engem Spezifitatsbereich 
handelt, die nur ein einziges oder einige wenige Substrate zu spalten vermogen. 
Sie unterscheiden sich von den Proteasen dadurch, daB sie keine Peptidbindungen 
zwischen Aminosauren in der Hauptkette der Proteine spalten. Die Hippuricase 
spaltet wohl eine endstandige Peptidbindung der Hauptkette, aber nur dann, 
wenn der endstandige Partner ein einfacher Saurerest, also keine Aminosaure ist. 

Folgende Amidasen sind naher bekannt: 
1. Hippuricase spaltet acylierte Aminosauren, wie Benzoyl- oder Acetyl

glycin oder Glykocholsaure, in Aminosaure und Carbonsaure. 
2. Urease hydrolysiert ausschlieBlich Harnstoff, wobei die enzymatische 

Wirkung wahrscheinlich in der Bildung von Ammoniak und Carbaminsaure 
besteht. 

3. Asparaginase spaltet ausschlieBlich Asparagin in Ammoniak und Asparagin
saure. 

4. Glutaminase hydrolysiert Glutamin zu Ammoniak und Glutaminsaure. 
5. Arginase ist befahigt, Arginin in Harnstoff und Ornithin zu zerlegen. 

Auch einige nahe Verwandte des Arginins werden angegriffen. 
6. Histidase vermag den Imidazolring des Histidins unter Ammoniak

abspaltung zu sprengen. 
7. Die Nucleinaminasen spalten die Aminogruppen der Nucleinsauren und 

ihrer Abbauprodukte abo Ihre Spezifitat ist erstens bestimmt durch die Natur 
der Purin- bzw. Pyrimidinkomponente. So unterscheiden sich die Adenylver
bindungen spaltenden Enzyme von den Guanyl- oder Cytidylverbindungen 
spaltenden. AuBerdem aber spielt es eine Rolle, ob die Purin- oder Pyrimidin
komponente nur mit der Pentose oder mit der Pentosephosphorsaure verbunden 
oder schon von beiden durch Nucleotidasen und Nucleosidasen befreit ist. 

So spalten Adenylsaureaminase bzw. Guanylsaureaminase die Aminogruppe 
aus Adenylsaure bzw. Guanylsaure abo Besondere Enzyme sind Adenosinase 
und Guanase. Erstere desaminiert nur Adenosin (Adeninribosid), letztere sowohl 
Guanosin wie Guanin. Die Cytidylsaure und ihre Abkommlinge spaltenden 
Enzyme unterscheiden sich von den vorgenannten. Der Umfang ihrer Spezifitat 
ist aber noch unsicher .. 

Hippuricase. 
Spezifitat. 

Die Hippuricase, die man fruher melst als "Histozym" bezeichnete, nimmt 
eine Mittelstellung zwischen Peptidasen und Amidasen insofern ein, als sie in 
der Hauptkette gelegene -CONH--Bindungen zwischen natiirlichen l-Amino
sii.uren und Acylresten spaltet. Nicht gespalten werden echte Dipeptide (z. B. 
L-G),1,2 aber auch keine Acyl-p-Aminosaureverbindungen3 und keine Substrate 
mit d-Aminosauren.' 

Die meisten Benzoylverbindungen werden leicht gespalten: Boyl-L-G, 
Boyl-G, Boyl-G-G (mit abnehmender Geschwindigkeit).5 Keine Spaltung 
wurde beobachtet voil Derivaten des Phenylalanins,5 auch keine Spaltung von 

1 Zu den Abkiirzungen der Schreibung von Arninosauren und Peptiden siehe 
die Einleitung zom Abschnitt Proteasen, S.196. 

2 R .. WILLSTATTER, E. WALDSCHMIDT-LEITZ in C. OPPENHEIMER: Die Fermente 
und ihre Wirkungen, Suppl. 1, S. 595. 1936. 

8 J. A. SMORODINZEW: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.124 (1922), 123. 
, C. NEUBERG, K. LINHARDT: Biochem. Z. 147 (1924), 372. - C. HOPPERT: 

Ebenda 149 (1924), 510. 
6 H. OTANI: Acta Scholae med. Univ. imp. Kioto 17 (1935), 330. 
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Boyl-Asp, solange nicht die zweite Carboxylgruppe der Asparaginsaure blockiert 
'd 1 

Wll" • Boyl-Asp Boyl-Asp 
11' 

Boyl 
Unspaltbar. Spaltbar. 

Schwer spaltbar, von manchen Extrakten unspaltbar, erweisen sich 
die Derivate von Diamino-monocarbonsauren.1 Hingegen werden Acetylsar
kosin und Substrate ohne freie COOH-Gruppe (z. B. Acetyl-G-ester) glatt 
gespalten.2 

Acetyl- und Formylderivate werden langsamer angegriffen als Benzoyl
derivate.2 Bemerkenswerl ist der Befund,3 daB Glykocholsaure und langsamer 
auch Taurocholsaure durch Hippuricase Abbau erleiden. 

Vorkommen. 

Die Hippuricase findet sich vor aHem in der Niere hOherer Tiere. Ob sie auch 
in anderen Organen vorkommt, ist unsicher. 

In Pflanzen konnte sie nachgewiesen werden; in Schimmelpilzen3,4 und 
Streptokokken ist sie reichlich vorhanden.5 

Bestimmungsmethoden. 

Zur Bestimmung der Hippuricase kann die Spaltung der Hippursaure· durch 
alkoholische Titration oder durch die Methode von VAN SLYKE verfolgt werden. 
Da aber bei diesen Methoden proteolytische Vorgange miterfaBt werden, ziehen 
es R. WILLSTATTER und E. WALDSCHMIDT-LEITZ vor, die freigewordene Benzoe
saure mit Petrolather zu extrahieren und dann mit alkoholischer Lauge zu 
titrieren.6 

In 10 cm8 m Natriurnhippuratlosung und 2 cm8 0,2 m Phosphatpuffergemisch 
vom PH = 7,1 gibt man die meist glycerinhaltige Enzymlosung und die in einem 
Vorversuch ermittelte Menge Saure oder Lauge, die notig ist, urn Enzymlosung 
und gegebenenfalls auch Hippuratlosung auf PH = 7,1 zu bringen, dann soviel Gly
cerin. daJl nach Auffiillen mit Wasser auf 50 cm8 im ganzen ein Gehalt von 16% 
erreicht wird (Glycerin- und Phosphatgehalt. mull immer konstant gehalten werden. 
weil beide Zusatze die Enzymwirkung stark hemmen). Naeh Zugabe von 2 ems 
Toluol wird bei 30° aufbewahrt, am Ende der Reaktionszeit, gewohnlich 24, 48 
oder 96 Stunden, mit 10 ems 2 n Sehwefelsaure gestoppt und mit Petrolather extra
hiert. Die Extraktion findet am besten in Rapidextraktoren mit' RUhrwerk statt, 
in welchen siebei geniigender Destillations- und Riihrgesehwindigkeit in 3-;-.4 Stunden 
beendet ist. Naeh Zusatz von einer der Petrolatherlosung gleiehen Menge 96%igen 
Alkohols und von 2 em8 einer alkoholischen O,5%igen Thymolphthaleinlosung wird 
mit alkoholischer 0,2 n Kalilauge titriert. 

Als HiJYIYUricaseeinheit wird diejenige Enzymmenge gewahlt, die unter obigen 
Bedingungen in 24 Stunden 2 cm3 0,2 n Benzoesaure liefert. 

1 T. So: J. Biochemistry 12 (1930), 107. 
2 F. P. MAZZA, L. PANNAlN: Atti R. Aeead. Daz. Lineei, Rend. 19 (1934). 97. 
3 W. GRASSMANN. K. B. BASU: Hoppe-Seyler's Z. physioi. Chern. 198 (1931). 247. 
, A. W. BLAGOWESTSCHENSKl. K. A. NIKOLAEFF: ~iochem. Z. 276 (1935). 368. 
6 J. RElS, A. SWENSSON: C. R. Seances Soc. BioI. Filiales Associees 107 (1931), 

647; Ber. ges. Physiol. expo Pharmakoi. 64 (1932), 183. 
6 Siehe Handbuch dor Lebensmittelchemie, Bd. II, 2. Teil, S. 781. Berlin: Julius 

Springer, 1935. 

Hdb. d. Katalyse, III. 18 
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. Darstellung und Reinigung. 
Man gewinnt Hippuricase am besten aus frischen Hundenieren. Den Organ

brei extrahieren R. WILLSTATTER und E. WALDSCHMIDT-LEITZ einige Stunden 
mit dem dreifachen Volumen 87%igen Glycerins.1 

FUr die prii.parative Anwendung der Hippuricase ist es notwendig, sie von 
begleitenden proteolytischen Enzymen sowie von Esterase abzutrennen. Der 
Glycerinauszug aus Hundenieren, praktisch frei von Proteinase, kann von 
ereptischen Enzymen durch Adsorptions- und ElutionsmaBnahmen, denen eine 
Hitzebehandlung vorausgeht, gereinigt werden. 

Die Enzyml6sung wird 4 Stunden auf 70° erhitzt; dabei werden etwa 94% der 
ereptischen Enzyme und etwa 50% der Hippuricase zerstort. 50 ems des erhitzten 
Extraktes werden noch heiB in ein Gemisch von 50 ems n Natriumhippuratlosung 
von PH = 7,1 und 200 em' Wasser gegeben, gut durchgeschiittelt und der dabei 
entstandene Niederschlag abzentrifugiert. Die so gewonnene Losung wird bei PH 4,4 
mit Eisenhydroxyd adsorbiert (z. B. mit 10 cm' Eisenhydroxydsuspension, enthaltend 
18 mg Fe.O.). Das Adsorbat wird zweimal mit 30%igem Glycerin gewaschen, mit 
50 em8 30%igem Glycerin durchgeschiittelt, mit 0,5 cm8 n Ammoniak versetzt und 
zentrifugiert. Die Elution enthiilt das ganze Erepsin. Das Adsorbat wird nun noch
roals mit 30%igem Glycerin gewaschen, dann in 50 cms 30%igem Glycerin suspendiert. 
12 cms dieser Suspension enthielten in einem Beispiel 0,14 Hippuricase-Einheiten 
und waren frei von Erepsin und Esterase. 

Eigenschaften. 
DasPB-Optlmum der Hippuricase2liegt bei 6,8+7,0, fiir die Spaltung von 

Gallensii.urederivaten bei 8,0. Die Glycerinextrakte sind monatelang ohne Ver
minderung der Aktivitat haltbar. Hippuricase wird durch Cystein und Oxyda
tionsmittel gehemmt.3 

Reversion der Wirkung~ 
Durch Pferdenierenbrei wird nach H. WAELSCH und Mitarbeitemt Benzoe

sii.ure je nach dem Zusatz von Ammoniak oder Glykokoll zu Benzamid oder 
Hippursaure umgesetzt. Umamidierungen spielen bei der Synthese eine wichtige 
Rolle, da auch SH-Glutathion aIs Glycinlieferant auftreten kann. 

Urease. 
Spezifitat. 

Die Urease spaltet ausschlieBJich Harnstoff. Wahrscheinlich wird nur ein 
Molekiil Ammoniak enzymatisch abgespalten, wahrend die gebildete Carbamin
saure von selbst zerfallt.5 

AlIe geprUften Derivate des Harnstoffs erwiesen sitili aIs nicht spaltbar, 80 

Thioharnstoff, Methylharnstoff, Dimethylharnstoff, O-Methylisoharnstoff, 
Glukoseharnstoff, Athylurethan, Diii.thylmalonylhamstoff, Butyl-ii.thylen
malonylharnstoff; Kaliumcyanat, Cyanursaure.6 • 7 

1 Siehe Handbuch der Lebensmittelchemie, Bd. II, 2. Teil, S. 782. Berlin: Julius 
Springer, 1935. 

I T. So: J. Biochemistry 12 (1930), 107. 
S A. W. BLAGOWESTSCHENSKI, K. A. NIKOLAEFF: Biochem. Z. 276 (1935), 368. 
I H. WAELSCH, G. KLEPETAR: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 286 (1935), 92. 

- H. WAELSCH, A.BusZTIN: Ebenda 249 (1937), 135. 
6 J. B. SUMNER, D. B. HAND (R. G. HOLLOWAY): Proc. Soc. expo BioI. Med.27 

(1930), 292; J. bioI. Chemistry 91 (1931), 333. 
e R. BONNET, R. RAZAFIMAHERI: Enzymologio. (Den Haag) 1 (1936), 55. 
7 C. LENTI: Arch. Scienze bioI. 24 (1938), 169. 



Amidasen. 275 

Vorkommen. 
Urease ist in allen lebenden Zellen aufzufinden.1 Reiehlieh kommt sie nur 

in manehen Samen und Bakterien vor, bei den hOheren Tieren spielt sie eine 
geringe Rolle. Die reiehste Quelle der Urease ist die Jaekbohne (Oanavalia 
ensilormis), dann die Sojabohne (Soia glycine hispida) und die Wassermelone 
(Oitrullus vulgaris). Von Bakterien ist zu erwahnen der im faulenden Ham 
vorkommende Mikrococcus ureae,2 der Bae. proteua3 und der Staphylococcus 
aureus. In den Meeresbakterien' kommt sie bis zu 50 m Tiefe reiehlieh vor, ist 
aber noeh bis 1000 m Tiefe naehweisbar. 1m Tierreieh findet sie sieh vor allem 
in der Magensehleimhaut.5 

Bestimmungsmethode und Einheiten. 
Die Wirkung der Urease mi6t man entweder dureh Bestimmung des noeh 

V"orhandenen Harnstoffs mit Xanthydro16 oder meist durch Bestimmung des 
gebildeten Ammoniaks, das man nach Zusatz von Natriumcarbonat mit Luft 
iibertreibt. 

Nach H. v. EuLElt und E. BRUNIUS7 lost man z. B. 0,5 g emes Ureasepraparates 
in 25 ems Wasser. Davon gibt man 10 eml in 20 ems m Harnstofflosung + 50 eml 

0,5 m Phosphatmisehung von PH = 7,3 und fOOt mit Wasser auf 100 eml auf. Zur 
Messung stoppt man je 10 eml des Ansatzes durch Zusatz von 10 cms ,,/. Sehwefel
siiure ab, versetzt sie mit-20 cml Wasser und 20 eml 50%iger Kaliumcarbonatlosung 
und etwas Octylalkohol und treibt mit einem krii.ftigen Luftstrom das Ammoniak 
im Laufe einer Stunde bei 60° in die 40 cml "/10 SchwefeIsaure enthaltende Vorlage. 
Die unverbrauchte SchwefeIsaure wird mit "/10 Natronlauge zuriicktitriert. 

Eine brauchbare Mikromethode wurde von L. PINCUSSEN8 beschrieben. 
Die Einheit der Urease ist naeh J. B. SUMNERs diejenige Enzymmenge, die 

bei PH = 7,0, eingestellt mit 6,8% Na2HPO, und 2,8% KH~O, aus 3o/oiger 
Harnstofflosung in 5 Minuten bei 20° 1 mg Ammoniak abspaltet. 

Darstellung und Reinigung. 
Die Urease gewinnt man meist nach D.D. VAN SLYKE und G.E.CULLEN10 

durch Extraktion von entfetteten und feingemahlenen Soja- oder Jaekbohnen 
mit der 5faehen Menge Wasser. Naeh mehreren Stunden oder einein Tag fallt 
man die Enzymlosung mit der IOfachen Menge Aceton. Der getroeknete Nieder
schlag enthalt fast das ganze Enzym. So gewonnene Praparate finden zur Be
stimmung des Hamstoffes vielfaehe Verwendung. 

Die Urease war das erste Enzym, das in kristallisiertem Zustand im Ja.hre 1926 
dargestellt wurde_ J. B. SUMNER erhielt die Kristalle auf folgendem Wege:ll 

100 g feingemahlene J ackbohnen werden einige Minuten lang mit aoo cmS 

31,6%igem Aceton geschiittelt und abfiltriert. Das Filtrat wird sogleich iiber Nacht 
in eine Eiskiste gestellt_ Am anderen Tag werden die Kristalle, die 25% der Urease 

1 R. WASICKY, S. KRACH: Osterr. Bot. Z. 77 (1928), 271; Ber. ges. PhysioI. expo 
PharmakoI. 88 (1926), 470. 

2 L. MOLL: Hoim. Beitr. 2 (1902), 344. 
S S. UTZINO, M. JMAlZUMI, M. NAKAYAMA: J. Biochemistry 27 (1938), 257. 
4 C. E. Zo BELL, C. B. FELTHAM: Science (New York) 81 (1936), 234. 
• J. M. LUCK, T. N. SETH: Biochemic. J. 18 (1924), 1227; 19 (1925), 357. 
6 R. FOSSE: C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 168 (1914), 1076, 1432, 1588. 
7 Biochem. Z. 183 (1927), 1. 
8 Biochem. Z. 229 (1935), 233. 
9 J. bioI. Chemistry 69 (1926), 435. - J. B. SUMNER, D. B. HAND: Ebenda 76 

(1927/28), 149. 
10 J. bioI. Chemistry 19 (1914), 2, 211. 
11 Ergebn. Enzymiorsch. 1 (1932), 295. 

IS· 
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des Jackbohnenmebls enthalten, abzentrifugiert und zweimal mit 32%igem Aceton 
gewaschen. Dann werden sie in we~ Wasser gelost und von ungelosten Verunreini
gungen mit dar Zentrifuge befreit. Man setzt soviel Aceton dazu, daJ3 die Losung 
davon 32%ig wird, bringt sie in eine Eiskiste und fiigt ga.n:z allm8hlich einen in 
32%igem Aceton gelOsten Phosphatpuffer von PH 5,9+6,1 dazu. Wenn sich mehr 
als 1000 Ureaseeinheiten in 1 em· der wlisserigen Losung befinden, kann man die 
Urease auch durch Abkiihlen und Versetzenmit wiisserigem Phosphat- oder Citrat
puffer von PH 5,9+6,2 auskristallisieren.1 Dabei erhli.lt man wesentlich gro.Bere Kri
staDe als beim Umkristallisieren mit Aceton. 

Eigenschaften. 

Die kristallisierte Urease ist ein Globulin mit 16% N, 1,2% S, 1-2% Asche.:! 
Der isoelektrische Punkt ist PH = 5,0. Die Aktivitii.t ist 700-1400mal groBer 
ala die des Ausgangsmaterials.8 1 g enth8.lt 133000 Ureaseeinheiten und setzt 
in einer Sekunde 1 g Harnstoff um. 

Die MolekiilgrOBe konnte mittela Ultrafilter bestimmt werden.' Die TeiIchen 
passieren noch ungehindert Filter von 400 mp, Porenweite, wii.hrend sie von 
Filtem mit 30 mp, Porenweite vollig zurUckgehalten werden. Die KolloidteiIchen 
sind etwa 3mal so groB wie die der Blutproteine. In VbereinstimmuDg damit 
wird das Molekulargewicht nach THE SVEDBERG zu rund 480000 gefunden.' 

Das PH-Optimum der Wirksamkeit liegt um 7, schwankt aber je nach dem 
verwendeten Puffer. 1m Zitratpuffer ist es PH = 6,5, im Phosphatpuffer 7,6.8 

Die Urease ist sehr temperaturempfindlich.7 Bei 60-::-70° ist der Temperatur
koeffizient der thermischen Inaktivierung nur 800 cal pro Mol. 

Bei Belichtung steigt die Aktivitii.t der Urease mit der Intensitii.t des Lichtes, 
und zwar wirkt monochromatisches Licht in der Reihenfolge Violett <'Blau < 
< Griin < Rot < Gelb < WeiB < Ultraviolett.8 Bei Gegenwart von Eosin 
wird dagegen die Urease inaktiviert.9 

In schwerem Wasser verlii.~t die Spaltung langsamer.10 

Es ist bemerkenswert, daB die Urease auch noch in starkem Alkohol, z. B. 
von 60+80%, wirksam ist, wenn auch langsamer.ll Ihre LOsliohkeit in st&rkem 
Alkohol ist allerdings gering. , 

Die Urease wirkt bei Injektion sehr giftig.lI 0,3 mg kristallisierter Urease 
tOten ein Kaninchen. Die Giftwirkung beruht auf dem Freiwerden von NHs 
bei der Zersetzung des Blutharnstoffes, daher schiitzt die Injektion von Ham
stoff niOOt vor der Vergiftung.18 Wohl aber tritt bei wiederholter Injektion von 
kleinen Ureasemengen (anfangs 2+5 U. E.) eine Schutzwirkung ein, so daB 
schlieBlich das l000fache der letalen Dosis vertragen wird.n Diese von J. B. 

1 Ergebn. Enzymforsch. 6 (1937), 201. 
I J. B. SUMNER, D. B. HAND: J. Amer. chern. Soc. 61 (1929), 1255. 
• J. B. SUMNER: Ber. dtsch. chern. Ges. 68 (1930), 582. 
, P. GRABER, A. RIEGERT: C. R. Seances Soc. BioI. Filiales Associees 117 (1934), 

712. 
• J. B. SUMNER, N. GRALEN, 1. B. ERICSON-QUENSEL: Science (New York) 87 

(1938), 395; J. bioI. Chemistry 126 (1939), 37. 
• ST. F. HOWELL, J. B. SUMNER: J. bioI. Chemistry 104 (1934), 619. 
7 M. J. MAGARAK: Arch. Scienze bioI. 40, Nr. 1 (1938), 121. 
8 R. MURALUlI: BuD. agric. chern. Soc. Japan 18 (1937), 11, 51. 
• H. TAUBER: J. bioI. Chemistry 87 (1930), 625. 
10 W. BRANDT: Klin. Wschr. 16 (1937), 23. 
11 L. ROSENFELD: Biochem. Z. 104 (1925), 141. . 
II J. B. SUMNER, J~ST.KIB.K: Science (New York) 1981 11,102; J. bioI. Chemistry 

94 (1931), 21; 97 (1932), 87. 
18 M. RIGONI: Arch. Scienze bioI. 14 (1929), 203; 16 (1930), 29, 342. 
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SUMNER zuerst beoba.chtete Schutzwirkung beruht auf der Bildung einer Anti
urease, die sich von den anderen Serumbestandteilen trennen liBt.l Sie ist ein 
Globulin, das mit Urease eine schwerlosliche sWchiometrische Verbindung bildet. 

Aktivierung und Hemmung. 
Urease ist sehr empfindlich gegen Schwermetalle.1I Selbst die im Leitungs

wasser enthaltenen Spuren konnen sie vollstitndig inaktivieren. Am starksten 
inaktivieren Silbersalze bei guter Pufferung; die Reihenfolge3 ist Ag > Hg > 
> Cu > Zn >Cd > U > Au > Pb, viel schwacher Co > Ni > Ce > Mn (ge
priift an der kleinsten noch hemmenden Menge). 

Die Hemmung durch Schwermetalle laBt sich aufheben durch Cyanide, 
SH-Verbindungen und einige Aminosauren; darunter Glycin und Alanin. Arginin 
und Histidin dagegen sollen hemmen.' AuBerdem wird auch eine Paralysierung 
der Schwermetallvergiftung durch "Schutzkolloide" erreicht, wie Proteine, 
Gummiarabikum, Mastix, Starke, Aluminiumhydroxyd.6 

Fluoride8 und Jodide hemmen; es ist bemerkenswert, daB auch groBe Dosen 
Jod niemals eine vollige Hemmung herbeifiihren. Selenite und Selenate hemmen 
stark, ebenso Arsinoxyde, Phenylarsins8.ure und Monojodessigsiure.7 Alle 
Harnstoffderivate sind wirksame Hemmungskorper der Urease, ebenso Hydroxyl
amin.' 

Oxydationsmittel, wie O2, H1P2,8 Chinon9 usw., hemmen. Wenn die Hemmung 
50% der Ureasewirkung nicht iiberschreitet, kann sie durch Reduktion voll
kommen wieder aufgehoben werden. 9 Durch weitergehende Oxydation tritt 
ZersWrung ein. 

Glutathion, ThiosuHat und Bisulfit aktivieren bei 'PH = 7 stark, ebenso 
Succinodehydrase + Kaliumsuccinat.7 

"Oberraschend ist, da!3 Urease durch Andauen mit Papain aktiviert wird, 
und zwar fast so stark wie durch Kaliumcyanid. Nach TH. BERSINlo handelt es 
sich dabei um ZersWrung eines adsorbierten Hemmungskorpers. 

Natur der Urease. 
Nach PERLZWEIG8 und J. B. SmilNER9 ist Urease eine Thiolverbindung. 

Sie gibt die Nitroprussidreaktion. Die reversible Hemmung durch Oxydation 
kann man Bach dem Schema 2 SH ~ SS erklii.ren. Aus der Abha.ngigkeit der 
Aktivitit der Urease von der Gegenwart freier Thiolgruppen im Enzymmolekiil 
schlieBt J. WEISS,11 daB das Zwischenprodukt aus Enzym und Substrat ein 
Thiolcarbonsaureester seL 

Das Verhalten der kristallisierten Urease gegen eiweiBspaltende Enzyme 
ist widerspruchsvoll und hat zu vielen Diskussionen AnlaB gegeben. Sowohl 

1 J. ST. KIRK, J. B. SUMNER: J. Immunology 28 (1934), 495. 
• M. JACOBY: Biochem. Z. 78 (1916), 275; 104 (1923),316; 128 (1923), 80, 89, 95; 

140 (1923), 158. 
a E. G. SCHMIDT: J. bioI. Chemistry 78 (1928), 53. 
, T. TAKEUcm: J. Biochemistry 17 (1933), 47. 
I J. B. SUMNER: Ann. Rev. Biochem.4 (1934). 37. 
8 M. JACOBY: Biochem. Z.198 (1928), 163; 214 (1929), 368. 
7 TH. BERSIN, H. KOSTER: Z. ges. Naturwiss. Naturphilos. Gesch. Naturwiss. 

Med. 1 (1935), 230. 
8 W. A. PERLZWEIG: Science (New York) 1982, 76, 435; J. bioI. Chemistry 100 

(1933), LXXVII. 
I J. B. SUMNER, L. O. POLAND: Proc. Soc. expo BioI. Med.80 (1933), 553. 
10 Ergebn. Enzymforsch. 4 (1935), 68. 
II Chem. and Ind. 68 (1937), 685. 
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bei Pepsin wie bei Trypsin wird iibereinstimmend angegeben, daB kleine Enzym
mengen das EiweiB und die Aktivitat der Urease in demselben Umfang vermin
dem, groBe Enzymmengen dagegen die Wirksamkeit nicht beeintrachtigen. 
SUMNERl nimmt an, daB dabei das Ureasemolekiil nicht angegriffen werde, 
wa.hrend W ALDSOlIMIDT-LEITzll eine Abnahme der durch SuHosalicyIsaure 
f8.llbaren EiweiBmenge ohne Verminderung der Ureasewirkung beobachtet und 
daher annimmt, daB das EiweiBmolekiil der kristallisierten Urease nicht ala 
Ganzes fiir die Enzymwirkung notwendig sei. K. OPPENHEIMER8 halt es BOgar 
fUr moglich, daB ein Protein aus den Trypsinpraparaten an Stelle des abgebauten 
Ureaseproteins ala Pheron dienen kann. 

Reversion der Wirkung. 

Urease synthetisiert Hamstoff nach M. T8No' aus Ammoniumcarbamat + 
Ammoniumcarbonat. Die Synthese ist vom Redoxpotential abhii.ngig. Oxydations
mittel begiinstigen die Synthase, Reduktionsmittel die Spaltung. 

Asparaginase. 
Spezifitiit. 

Asparaginase spaltet Z-Asparagin in Asparaginsaure und Ammoniak: 

CO-NH. 
I 

HIC 
I 

HC-NH. 
I 

COOH 

COOH 
I 

HIC 
+ HIO -+ I + NHa • 

HC-NH. 
I 
COOH 

Die optische Spezifitat ist sehr streng, d-Asparagin ist unspaltbar.6 

Durch Asparaginase wird nur die Amidogruppe von derjenigen Carboxyl
gruppe abgespalten, die der IX-Aminogruppe nicht benachbart ist. Das IX- oder 
IBo-asparagin ist unspaltbar, das Diamid wird halbseitig angegriffen.8 Als nicht 
angreifbar erweisen sich femer: das decarboxylierte Asparagin = (J-Amino
propionamid, das der NH2-Gruppe beraubte = Succino-monoamid, femer die 
Amide der Oxyasparaginsaure.7 Auch Glutamin wird nicht angegriffen.8 

In "Obereinstimmung mit den Befunden, daB Asparaginase zu ihrer Wirkung 
BOwohl einer freien Carboxyl- ala auch einer freien Aminogruppe bedarf, wird 
das in EiweiB oder in Peptiden eingebaute Asparagin nicht angegriffen.9 

Die von SUZUKIlO beobachteten Spaltungen von Glycyl-Asparagin, Anhydro
glycyl-Asparagin, Pyrrolidincarbonsaureamid und Glukosamin sind, wie er 
selbst vermutet, wohl von anderen Enzymen hervorgerufen. 

1 J. B. SUMNER, J. ST. KIRK, ST. F. HOWELL: J. bioi. Chemistry 98 (1932), 543. 
8 E. WALDSCHMIDT-LEITZ, F. STEIGERWALD: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 

195 (1931), 260; 208 (1932), 133. 
a K. OPPENHEIMER: Die Fermente und ihre Wirkungen, Suppl.l, S.6OO. Den 

Haag: W. Junk, 1936. 
, J. Biochemistry 29 (1939), 361. 
II C. E. GROVER, A. CH. CHIBNALL: Bioohemio. J. 21 (1927), 857. 
8 W. GRASSMANN, O. MAYR: Hoppe-S~yler's .Z. physiol. Chern. 214 (1933), 185. 
7 A. ClI. CBIBNALL, R. K. CANNAN: BlooheIIUc. J. 24 (1930), 945. 
8 H. A. KREBS: Biochemic. J. 29 (1935), 1951. 
• M. DA.MODARAN: Biochemic. J.28 (1932), 235. 
10 Y. SUZUKI: J. Bi~bemistry 28 (1936), 57. 
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Vorkommen. 

Asparaginase findet sich in der Leber, aber auch in Muskel, Niere, Milz, 
Hoden und Blut von Sii.ugetieren und Vogeln.1 Die - vereinzelte - Angabe 
CLEMENTIS,B daJl sie bei Kaltbliitem und Wirbellosen fehlt, sollte nachgeprii£t 
werden. 

In hoheren Pflanzen kommt sie z. B. in Gerstensamen3 vor, ebenso in 
Schimmelpilzen' und Hefen.5 

Kinetik und Einheiten. 

Die Spaltung des Asparagine durch Asparaginase zeigt annii.hemd linearen 
Verlauf,6 die Geschwindigkeit ist der Enzymmenge proportional und von der 
Substratkonzentration zwischen 0,1 und 0,025 molJl unabhii.ngig. 

Ala Einkeit bezeichnen W. GRASSMANN und O. MAYR5 die Enzymmenge, 
die 0,5 mg Asparagin bei PH = 8 im Volumen von 10 cm3 bei 40° in 2 Stunden 
zu 50% spaltet. 

Darstellung und Reinigung. 

Eine durchgreifende Reinigung der Asparaginase ist noch nicht gelungen, 
dadieses Enzym au1lerordentlich wenig sii.urebestii.ndig und iiberdies sehr 
empfindlich gegen organische Fii.llungsmittel (Aceton) ist. Immerhin konnten 
W. GRASSMANN und O. MAYR5 aus Hefeautolysaten eine Asparaginase gewinnen, 
die wohl von Dipeptidase, nicht aber von sonstigen Peptidasen frei war. 

Eigenschaften. 

Das PH-Optimum der Asparaginase liegt wie das der Peptidasen bei etwa 8.' 
Bei PH 5,5 un'd 10,3 ist ihre Wirkung noch nachweisbar.7 

Aktivierung und Hemmung. 

Blausii.ure, Schwefel'wasserstoff, Pyrophosphat erweisen sich wie bei den 
Peptidasen ala Enzymgifte. Von Schwermetallen hemmt Ag und Hg.5 Die 
Asparaginase ist gegen Sii.!Jre und Aceton sehr empfindlich.8 Sie verliert beim 
Aufbewahren rasch an Wirksamkeit. 

Glutaminase. 
Spezifitii.t. 

Glutaminase ist ein von der Asparaginase verschiedenes Enzym, das im 
Zellverband, gekoppelt mit energieliefemden Reaktionen, vorwiegend syn-

1 SH. MIZUlIARA: Jap. J. Obstetr. Gynecol. 12 (1929), 296, 308; Ber. ges. Physiol. 
expo Pharmakol. 56 (1930), 53. 

I A. CLEMENTI: Arch. Farma.col. sperim. Sci. affini 41 (1926), 241. - A. CLE
MENTI, D. TOR'RISI: Boll. Soc. itai. BioI. speriment.5 (1930), 956. 

a C.E. GROVER, A.CH.CHIBNALL: Biochemic. J. 21 (1927), 857; Ber. ges. Physiol. 
expo Pharmakol. 60 (1931), 373. 

, D. BACH: Bull. Soc. Chim. bioI. 11 (1929), 119, 995, 1016. - K. SCHMALFUSS, 
K. MOTHES: Biochem. Z.221 (1930), 134. 

I Hoppe-Seyler's Z. physioi. Chem. 214 (1933), 185. 
8 Y. SUZUKI: J. Biochemistry 28 (1936), 57. 
7 W. F. GEDDES, A. HUNTER: J. bioI. Chemistry 77 (1928), 197. 
8 K. SCHMALFUSS. K. MOTHES: Biochem. Z; 221 (1930), 134. 
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thetisierend wirkt:1 

CONH. 
I 

HIC 
I 

COOH 
I 

HIC 
I 

HIC +H.O ~ H.C 
I 

HG--NH. 
I 
COOH 

I 
HG--NHB 

I 
COOH 

Aus dem Komplex herausgelOst, zeigt es reine Hydrolyse und spaltet dann 
Glutamin, langsam auch Isoglutamin, nicht abel' Asparagin, Benzoylglutamin 
und Dipeptide. 

Yorkommen. 
Die synthetisierende Wirkung del' Glutaminase findet sich nur in Niere, 

Retina und Gehirn, das hydrolysiel'ende Enzym auch in Milz und Leber.l Ihre 
Starke ist um vieles geringel' als die del' Asparaginase, in del' Leber 1/4, in del' 
Niere liiOO' In den Pflanzen kommt Glutaminase neben Asparaginase in wech
selnden Verhiiltnissen vor,2 nicht abel' in del' Hefe, wo letztere alIein nachge
wiesen wurde. 

Eigenschaften. 
nas PH-Optimum del' Synthese ist 7,2-7,4, das del' hydrolysierenden Leber

glutaminase abel' 8,8.1 Starke Hemmung bewirkt del' optische Antipode 
(d- Glutaminsaure). 

Reversion del' Wirkung. 
Synthese von Glutamin mit Nierenschnitten wird nur bei "OberschuB von 

Glutaminsaure, Init Retina auch bei "Oberschu13 von Ammoniak erzielt.1 Zer
riebene Organe geben keine Synthese. 

Arginase. 
Spezifitat. 

Die Arginase zerlegt Arginin in Ornithin und Harnstoff: 

H.G--NH-C< HIC-NH. 
I NH. I 

H,C H,C 
I I 

HIC + HsO --+ H.C 
I I 

HG--NH. HG--NH. 
I I 
COOH COOH 

Von den beiden optischen Antipoden wird im allgemeinen nul' del' rechts
drehende gespalten. In del' Literatur ist dadurch eine gewisse Verwirrung ent
standen, da13 das rechtsdrehende Arginin teils als do, teils als l-Arginin bezeichnet 
wird.3 Da aIle natiirlich vorkommenden Aminosiiuren del' l-Reihe angehoren, 

1 H. A. KREBS: Biochemic. J.29 (1935), 1951. 
2 G. SCHWAB: Planta 26 (1936), 579. 
8 d-Arginin: C. OPPENHEIMER: Die Fermente und ihre Wirkungen, SuppJ. 1. 

Den Haag: W. Junk, 1936. l-Arginin: F. F. NORD, R. WEIDENHAGEN: Handbuch 
del' Enzymologie. Lllipzig: Akademische Verlagsanstalt Becker und Erler, 1940. 
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schlieBen wir uns der Bezeichnung Z Ar fiir die rechtsdrehende Form an und 
schreiben zur Vermeidung von MiBverst8.ndnissen Z( + )Arginin. Die stereo
chemische Spezifitii.t der Arginase ist nur eine relative, denn die lOOOfache Menge 
Arginasel oder die lOOfache bei Gegenwart der aktivierenden Mangan- oder 
KobaltsaJze2 spaltet auch das natiirlich nicht vorkommende d(-)Arginin. 

FUr die Spezifitii.t der Arginase sind folgende Beobachtungen entscheidend: 
Ebenso wie Arginin wird Carbaminoarginin gespalten, und zwar in Ornithin 
und Carbaminsii.ure.3 Statt der Guanidinogruppe kann also auch die Carbamino
gruppe vorhanden sein. Andere Veranderungen an der Guanidylgruppe heben 
die Spaltbarkeit auf, z. B. Nitrierung, Methylierung oder Benzoylierung.' 

Eine freie Carboxylgruppe ist unbedingt erforderlich. Ester des Arginine 
werden nicht gespalten.& 

Die .x-Aminogruppe des Ornithinrestes ist fiir die absolute Spezifitii.t nicht 
entscheidend, wohl aber fUr die relative Spezifitat. Methyl-arginin6 und Arginyl
arginin7 werden gespalten, letzteres abernur an demjenigen Argininrest, der 
die freie Carboxylgruppe tragt. Die .x-Aminogruppe kann auch vollstii.ndig 
fehlen. Argininsaure (= .x-Oxy-~-Guanidino-valeriansaure&) und ~-Gua.nidino
valeriansaure2 werden ebenfalls gespalten, allerdings nur von groBen Enzym
mengen. Auch die Ersetzung der .x-Aminogruppe durch Alanin, wie im Octopin, 
hindert die Spaltung nicht.8 

Die Lange der Kohlenstoffkette, die das freie Carboxyl trii.gt, ist nicht wesent
lich. Glykocyamin wird in Harnsto££ und Glycin zerlegt; ebenso wird .x-Amino
~-guanidino-capronsii.ure gespalten.6 Zu erwahnen ist noch die Spaltung von 
Canavalin in Canalin und Harnstoff9 nach der Forme]: 

NH 
H.C-O-NH-e< + H.O -

I NH. 
HIC 

I 
HG-NH. 

I 
COOH 

H.G-O-NH. 
I 

HIC 
I 

HG-NH. 
I 
COOH 

Da die Arginase nur auf Arginin mit freier Carboxylgruppe einwirkt, kann man 
sie zur Bestimmung von Argininresten am Carboxylende von Peptidketten ver 
wenden. Ein Beispiel hierfiir ist auf S. 206 bei der Aufklii.rung des Clupeins 
angefiihrt. Weitere Beispiele aus einer Untersuchung von J. KRA.uS-RAGINS10 

enthii.lt Tabelle 35. 

1 S. EDLBACHER, A. ZELLER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.242 (1936), 253. 
8 L. HELLERMANN, C. CH. STOCK: J. bioi. Chemistry 126 (1938), 771. 
a A. HUNTER: Biochemic. J.82 (1938), 826. 
, K. FELIX, H. MULLER, K. DIRR: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 178 (1928), 

192. 
6 H. O. CALVERY, W. D. BLOCK: J. bioi. Chemistry 107 (1934), 155. 
8 K. FELIX, H. SCHNEIDER: Hoppe-Seyler's Z. physioi. Chem. 266 (1938), 

132. 
7 S. EDLBACHER, H. BUCHARD: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 194 (1931), 

69. 
B S. EDLBACHER, H. BAUR, G. KOBNER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.269 

(1939), 171. 
, M. KITAGAWA, Y. EGucm: Bull. agric. chem. Soc. Japan 14 (1938), 43. 
10 J. bioi. Chemistry 128 (1938), 765. 
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Ta.belle 35. Beatimmung von carboxylendstiindtigen Argininrll8ten mittelB Argina8e. 

Gefundenes Arglnln 
-------,------,---------------

I durch 
MaxImum I Trypsin 

Substrat 

Gelatine ............. . 
Casein ............... . 
EiereiweiB •........... 
Edestin ............ .. 

Substrat 

Gelatine .............. 
Casein ........•....... 
EiereiweiB ............ 
Edestin .............. 

Angewandt 
DIg 

250 
200 
200 
333 

nach voll
stindiger 

Sliure
hydrolyae 

DIg 

19,6 
9,35 
9,8 

47,2 

MaxImum 
vor 

Trypsin
elnwlrkung 

DIg 

0,6 
3,25 
0,9 
1,3 

nach angreltbar 
Trypsin- gemacht 

elnwlrkung fflr 
DIg Argin8se 

1

14,6 
9,4 
6,0 

33,5 

DIg 

14,0 
6,15 
5,1 

32,2 

Gefnndenes ArgInIn 

Durch 

Augewandt nach voll- lIIaxlmum lIIaxlmum Pepsin 
stindlger vor nach angreifbar 

DIg Sliure· Pepsin- Pepsin- gemaeht 
hydrolyse elnwlrkung einwirkung fnr 

DIg mg 
DIg I Arglnaae 

DIg 

250 19,6 0,35 2,58 2,23 
200 9,35 1,49 4,68 3,19 
200 9,8 0,62 3,0 2,38 
333 47,2 0,84 10,28 9,44 

Vorkommen. 

I 

durch 
Trypsin 

angreifbar 
gemacht 

In Prozenten 
des Gesamt

argInlns 

74,0 
100,6 
61,0 
71,0 

Durch 
Pepsin 

angrelfbar 
gemacht 

In Proaenten 
des Gesamt-

arglnlns 

13,0 
50,0 
31,0 
22,0 

Die Arginase ist im Tier. und Pflanzenreich weit verbreitet; fur Nachweis' 
ist dadurch erschwert, daB sie haufig gehemmt bzw. nicht aktiviert ist. Be· 
sonders reichlich ist sie in solchen Organen vertreten, die einen starken EiweiB· 
stoffwechsel haben, wie Niere,l Keimdriisen,l, 2, 3 Keimlinge von Pflanzen' 
und in Tumoren.5, 6, 7 Die groBten Mengen finden sich in den Lebem derjenigen 
Tiere, die Harnstoff als Endprodukt ihres EiweiBstoffwechsels ausscheiden, 
namlich Saugetiere, Amphibien, SchildkrOten und Fische. Nach der Theorie 
von H. A. KREBS und K. HENSELEIT 8 verlii.uft die Hams1i9ffbildung aus Ammoniak 
und Kohlensaure in der Leber auf folgendem Wege: 

1 S. EDLBACHER, P. BONEM: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 146 (1925), 
69. 

a S. EDLBACHER, H. ROTHLER: Hoppe-Seyler'S Z. physiol. Chem. 148 (1925), 
273. 

8 E. GIERHAKE j H. NASSE: Arch. Gynakol.148 (1931), 592; Ber. ges. Physiol. 
expo PharmakoI. 62 (1931), 631. 

, H. POLLER: Z. BioI. 86 (1927), 309. _ 
6 S. EDLBACHER, K. W. MERZ: Hoppe.Seyler's Z. physioI. Chern. 171 (1927), 

252. - S. EDLBACHER, J. KRAUS, F. LEUTHARDT: Ebenda. 217 (1933), 89. -
S. EDLBACHER, F. KOLLER: Ebenda. 227 (1934), 99. 

• G. KLEIN, W. ZIESE: Z. Krebsforsch. 87 (1932), 323; Hoppe-Seyler's Z. physiol. 
Chem.218 (1932), 217; 222 (1933), 187. 

7 E. WALDSCHMIDT-LEITZ, E. McDONALD: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 219 
(1933), 115. 

a KIin. Wschr. 1982 I, 757; Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 210 (1932). 33. -
M. WADA: Biochem. Z. 207 (1933), 1. 
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HaC-NH. 
I 

HIC 
I 

HIC 
I 

HC-NHI 
I 
COOH 
Ornlthln. 

co. 
+ NH; 

HsC-NH-a<H 
I NH. 

o 
H.C-NH-C( 

I NH. 
HIC 

I NHs 
HIC ----+ 

I 
HC-NH! 

I 
COOH 

Citrullln. 

HIC Arginase H2C 
I + HIO -+ I 

NH. 
+ O=C( 

NH. HIC H2C 
I I Hamswff. 

HC-NH. HC-NHz 
I I 
COOH COOH 

Arginln. Ornithln. 
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Dabei wirkt also Ornithin als Katalysator, der schon in ganz geringen Mengen 
groBe Umsatze herbeifiihrt, sobald die Arginase fiir die Beseitigung des ent
standenen Arginins unter Riickbildung des Ornithins sorgt. 

Bestimmungsmethoden und Einheiten. 

Um die Arginase zu messen, kann man entweder das restliche Arginin mit 
Flaviansaure (als schwerlosliches SaJz1) oder die Zunahme der Aciditat nach 
Zusatz von viel Alkohol und Aceton (Indikator Thymolblau2) oder den gebil
deten Harnstoff mit Urease bestimmen.s" Bei der letztgenannten Methode zer
soort man nach der gewiinschten Einwirkungsdauer (meist einer Stunde) die 
Arginase durch Zusatz von etwas Schwefelsaure und 15 Minuten langes Kochen 
und bestimmt dann, wie bei Urease (S.275) beschrieben, den Harnstoff mit 
Ureasepulver. Mikrobestimmungen sind von L. WEIL5, sowie von A. HUNTER 
und J. B. PETTIGREW6 ausgearbeitet worden. 

Als ArgiruuJeeinheit (A. E.) bezeichnet S. EDLBACHER' diejenige Enzym
menge, die in einer Stunde bei 38° aus 10 cms einer 1 %igen Argininlosung,die 
5 cms Glykokoll-Natronlaugepuffer von PH = 9,5 entMlt, 0,60 mg Harnstoff 
liefert. Diese Harnstoffmenge entspricht nach Zersetzung mit Urease 1 cm3 

til 50 Schwefelsaure. 

Darstellung und Reinigung. 

Meist bereitet man aus Kalbsleber einen BUCHNER-PreBsaft, indem man das 
in der Fleischmaschine zmUdeinerte Organ mit Kieselgur bis zur Bildung einer 

1 S. EDLBACHER, J. KRAUS, F. LEUTHARDT: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chern. 
217 (1933), 89. 

2 K. LlNDERSTR0M.LANG, L. WElL, H. HOLTER: Hoppe. Seyler's Z. physiol. 
Chern. 2SS (1935), 174. 

8 S. EDLBACHER, P. BONEM: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 146 (1925), 69. 
4 S. EDLBACHER, H. ROTHLER: Hoppe.Seyler's Z. physioI. Chern. 148 (1925), 264. 
5 L. WElL, M. A. RUSSELL: J. bioI. Chemistry 106 (1934), 505. 
6 Enzymologia. (Den Haag) 1 (1937), 341. 
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kriimeligen Masse durchknetet und dann bei 300 Atmosphiren Druck auspreBt.1 

Aus dem PreBsaft laBt sich mit Aceton ein haltbares Trockenpraparat ge-
winnen. . 

Um zu reineren Praparaten zu gelangen, gehen S. EDLBACB:ER und E. SIMONS· 
nicht von BUCB:NER-PreBsaft, sondem von einem Glycerinauszug aus frischer 
Leber aus (36stiindige Extraktioil mit der dreifachen Glycerinmenge unter 
haufigem Umschiitteln). Den Glycerinextrakt verdiinnen sia mit. der vierfachen 
Menge Wasser und adsorbieren mit Aluminiumhydroxyd Or (ungefahr 0,275 g 
Al20a auf 100 cms des verdiinnten Extraktes). Die das Arginin enthaltende 
Restlosung ist fast frei von Peptidasen. Der Reinheitsgrad ist gegeniiber dem 
Glycerinextrakt auf das 30fache gestiegen. 

Eigenschaften. 
Die Arginase befindet mch im Protoplasma der Zellen gelost, sie ist also 

ein Lyoenzym.a Das PH-Optimum ihrer Wirksamkeit ist im natiirlichen Vor
kommen 9.0-:-9,5,' wechselt aber je nach dem zugesetzten Aktivator. Bei Gegen
wart von Kobalt- und Nickelsalzen wird es nach 7,2-:-7,6 verschoben, durch 
Zusatz von Mangansalzen nach PH = 10,0.5 Diese PH-Optima stimmen mit den 
aus den potentiometrisch gemessenen Dis80ziationskonstanten der Arginin
Metallsalz-Komplexe berechneten iiberein. 

Das Optimum der Stabilitii.t liegt zwischen PH 6,6 und 7,8.8 Die Temperatur~ 
empfindlichkeit ist groB. Schon bei 40° tritt rasche ZersWrung ein.? 

Der zeitliche Verlauf der Argininspaltung foIgt nicht der Reaktion erster 
Ordnung.8 Infolge von Inaktivierung des Enzyms sinken die Umsii.tze wesent
lich rascher abo 

Aktivierung und Hemmung. 
Die Arginase ist zu ihrer Wirksamkeit auf die Gegenwart bestimmter Schwer

metallsalze angewiesen. Von ihnen wirkt Mangan weitaus am stii.rksten, aller
dings nur oberhalb von PH = 6,7, maximal bei PH = 10,0.5 Hier istdie Wirkung 
von "/300000 Mn" noch deutlich nachzuweisen; Kobalt- und Nickelsalze, ebenso 
Vanadium- und Cadmiumsalze wirken zwar in einer Konzentration von"/IOOO 
ii.hnlich wie Mangansalze (wenn auch mit anderem PH-Optimum), sind aber 
in der Konzentration von "/300000 vollig unwirksam.9 

Bei der Dialyse verlieren die Argininpraparate ihre Aktivitii.t und erlangen 
sie durch Zusatz von Mangansalzen wieder.lo Auch konnte in den bestgereinigten 
Prii.paraten Mangan in Mengen derselben GroBenordnung wie in der frischen 
Leber nachgewiesen werden.ll Man hii.lt daher das zweiwertige Mangan fiir den 
natiirlichen Aktivator der Arginase. 

1 S. EDLBACHER, H. ROTHLER: Hoppe-Seyler's Z.physiol. Chern. 148 (1925), 264. 
• Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 167 (1927), 76. 
a F. LEUTlLUIDT, F. KOLLER: Helv. chim. Acta 17 (1934), 1030. 
, S. EDLBACHER, P. BONEM: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 140 (1925), 69. 
a L. HELLERMANN, C. CH. STOCK: J. Amer. chern. Soc. 68 (1936), 2654; J. bioI. 

Chemistry 126 (1938), 771. 
8 A. HUNTER, J. A. Mo~: J. expo Phys. 28 (1933), 89, 119; Ber.ges. Physiol. 

expo Pharmakol. 77 (1934), 515. . 
7 A. HUNTER: J. expo Phys. 24 (1934), 177; Ber. ges. PhysioI. expo Pharmakol. 88 

(1924), 198. 
8 S. EDLBACHER, H.BURCHARD: Hoppe·Seyler's Z. phSSiol. Chem. 194 (1931), 

69. - F. LEUTHABDT, F. KOLLER: Helv. chim. Acta. 17 (1934), 1030. 
• S. EDLBACHER, H. BAUR: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 204 (1938), 275. 
10 S. EDLBACHER, H. BAUR: Na.turwiss. 28 (1938), 268. 
11 S.EDLBACHER, H.PINOSCH: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.260 (1937), 241. 
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Durch Blausii.ure wird Leberarginase vollig inaktiviert.1 Dialyse allein 
reaktiviert Dicht, dagegen Zusatz von Spuren von MangansuHat zur dialysierten 
LOsung. Durch .Ansii.uem, am schnellsten bei PH = 3,5, verliert die Arginase 
ihre Wirksamkeit.B Rasches Eintragen in PuHerlosung von PH = 9,5 und Zusatz 
vop Mn" fiihrt fast vollige Reaktivierung herbei. 

Wii.hrend die bisher beschriebenen Aktivierungen und Hemmungen unab
hii.ngig yom Reinheitsgrad der verwendeten Arginasepraparate sind, ist das 
Verhalten gegeniiber oxydierenden und reduzierenden Substanzen stark yom 
Reinheitsgrad der Arginase abhii.ngig, so daB sich in der Literatur die wider
sprechendsten Angaben finden. Wir gehen <laher von dem eindeutig feststell
baren VerhaJten der gereinigten Prapa.rate aus und erwii.hnen im AnschluB daran 
das Verhalten der ungereinigten Arginase. 

Gereinigte Arginase wird bei jedem PH von Schwefelwasserstoff und Thiol
verbindungen gehemmt.a Der Zusatz von Eisensalzen verhindert diese Hemmung. 
Roharginase wird von Thiolverbindungen zwar manchmaJ gehemmt, in den 
meisten Fii.llen aber bei bestimmten Wasserstoffionenkonzentrationen stark 
aktiviert. 

Gegen freien SauerstoH ist gereinigte Arginase vollig unempfindlich, wii.hrend 
fiir die Roharginase die. Schii.digung durch LuftsauerstoH typisch ist. Noch 
empfindlicher ist Roharginase gegen Oxydationsmittel. Es ist daher sehr iiber
raschend, daB gereinigte Arginase durch kleine Dosen vieler Oxydationsmittel 
krii.ftig aktiviert wird. GroBere Dosen wirken auch hier vergiftend. 

Solche Aktivierungen treten z. B. ein durch "/600 bis "/1'>0000 Kaliumpermanganat, 
O,()()~,OOO2% Hydroperoxyd, "/000000 Jod-JodkaJium und "/000 bis "/0000 
K8JiumpersuHat. Jod-Jodkalium wirk~ schon in einer Konzentration von 

/1'>0000 hemmend. Wihrend Reinarginase bei diesen Aktivierungen keines Sauer
stoHiibertragers bedad, wohl aber bestimmter Konzentrationen der Oxydations
mittel, wird die Roharginase nur durch bestimmte Redoxsysteme aktiviert, 
von denen wir folgende aufzii.hlen: 

Fe" oder Fe'" + Cystein + Luftsauerstoff,' 
Fe" + Cystin,' 
Fe' .. + Ascorbinsii.ure.o 

Vollig reduzierte oder vollig oxydierte Systeme, wie 

Fe" + Cystein in Wasserstoffatmospbare.' 
Fe' .. + Cystin,4 

Cystein5 oder Ascorbinsaure8 allein 

sind unwirksam. Wii.hrend man aus der Wirksamkeit des ascorbinsii.ure
baltigen Systems friiher auf einen Reduktionsvorgang schloB, nimmt man 
jetzt nach KLEIN und ZIESE3 an, daB es sicb stets um sauerstoffiibertragende 
Systeme handelt. 

1 A. ROSSI, A. RUFFO: Boll. Soo. ita!. BioI. speriment. U (1939), 227. 
S S. EDLBAOHER, H. PINOSOH: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 260 (1937), 

241. 
8 G. KLEIN,. W. ZIESE: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 222 (1933), 187; 229 

(1934), 209; Klin. Wschr. 1980 I, 205. 
, E. WALDSCHMIDT-LEITZ, L. WElL, A. PURR: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 

216 (1933), 64; Z. Elektrochem. angew. physik. Chern. 40 (1934), 483. 
6 P. KAmtER, F. ZEHENDER.: Helv. chim. Acta, 17 (1934), 737. 
8 S. EDLBACHER, FR. LEUTHARDT: Klin. Wsohr.1988, H.47. 
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Histidase. 
Spezifitit; 

Die Histidase spaltet Histidin in Glutaminsiure, Ameisensiure und Ammoniak: 

CH-~_ COOH 
II;UH I 
C----N CHi 
I I 
CHi + 4 H.O -+ CR. + HCOOH + 2NHa• 
I I 

HC-NH. HC-NH. 
II 
COOH COOH 

Zwei MolekUle Ammoniak werden allerdings nur bei Gegenwart von Natron
lauge abgeapalten. Bei Gegenwart von Soda wird nur ein Ammoniak in Freiheit 
gesetzt, und es bleibt ein labiles Zwischenprodukt bestehen, das S. EDLBAOHEB. 
und J. KRAusl fiir das Formy1glutamin halten, ohne daB es ihnen moglich war, 
es zu isolieren. 

Nur das natiirlich vorkommende l·Histidin ist durch Histidase spaltbar. 
Selbst bei Verfiitterung von d,l·Histidin werden 75-90% des d·Histidine im 
Harn wiedergefunden.1 Ale unspaltbar erwies sioo farner Methylhistidin, Imid
azolylmilchsiure, Histidinmethylester, Imidazo1.1 Histamin wird niOOt durch die 
Histidase, sondem durch die Histaminase gespalten, die jedoch keine Amidase ist.8 

Vorkommen. 
Histidase wurde bieher in den Lebem von Siugetieren, Gi.nsen, Hiihnem 

und FrOschen festgestellt, wo sie mit der Arginase vergesellschaftet, aber in 
lOOmal geringerer Menge ala diese vorkommt.l 

Die von B. BORGHI und C. TARANTINO' gefundene "Hauthistidase" ist keine 
Amidase; sie verbraucht bei ihrer Wirkung Sauerstoff und liBt den Imidazolring 
des Histidine Wlverindert. 

Bestimmungsmethode und Einheiten. 
Zur Bestimmung des Histidine fOOt man 2 ems "'/5 Histidinchlorhydratlosung 

mit 5 ems "'/5 Phosphatpuffer von 'PH = 8 und mit der Enzymlosung auf 20 em3 
auf. Das bei 380 freigesetzte Ammoniak wird nach FOLIN bestiinmt.1 

Eine HiatidaBeeinheit (H. E.) setzt untet diesen Bedingungen in 6 Stunden 
eine Ammoniakmenge frei, die 8 ems 11/60 Sehwefelsa.ure entsprieht. 

Darstellung und Reinigung. 
Mit Kochsalzlosung blutfrei gespiilte Katzenleber wird mit Quarzsand 

verrieben und mit der zehnfaehen Menge Wasser ausgezogen. Eine gewisse 
Reinigung erfolgt dureh Adsorption an Tonerde 0 r oder Kaolin bei saurer Beak· 
tion Wld Elution mit Phosphatpuffer.1 

Eigenschaften. 
Die Histidase besjtzt ein flaehes PH·Optimum bei PH = 8,0-9,0; bei 

PH = 5 zeigt sie noeh geringe Wirkung.1 

1 S. EDLBACHER, J. KRAus: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.191 (1930), 225. 
196 (1930), 268. 

B E. ABDERHALDEN, H. HANSON: Fermentforsch.16 (1937), 274. 
S E. W. MCHENRY, G. GARVIN: Biochemic. J.26 (1932), 1365. 
« Sperimentale 92 (1938), 89; Biochem. Z.806 (1940), 101. 
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Gegen Wii.rme ist sie verhii.ltnismii.J3ig bestii.ndig: eine Temperatur von 50° 
zerstort sie nicht, bei 70° dagegen tritt in 10 Sekunden starke Schii.digung ein. 

Aktivierung und Hemmung. 
Gonadotrope Hormone (Prolan) hemmen stark.l Daher findet man im 

Schwangerenharn yom zweiten Monat ab Histidin. 
Von Schwermetallen hemmen Cu, Cd, Zn in m/ lOOOO LOsung.a 

Nueleotidaminasen. 
a) Adenylsliureaminase. 

Spezifitii.t. 
Die AdenyIsii.ureaminase3 hat aIs einziges Substrat die Muskeladenylsii.ure 

oder ErgadenyIsii.ure, eine Adenin-9-ribosid-5-pho~phorsii.ure, die sie unter 
Abspaltung von Ammoniak in Inosinsaure = Hypoxanthin-ribosid-phosphor
saure iiberfiihrt: 

8 
IN=C-NBI 

I I , 
.HC IIC-N~. 

II II )CH 
aN-C-Ne 

, I 
IHC-

1 

tHJOH 
I 0 

aH~OH I 
,HC-

I 
sHaC-O-POaH. 

N=C-OH 
I I 

HC C-N 
II II )CH 
N-C-N 

I 
HC---I 
HJOH 

I 0 

H~OHI 
HC--

I 
H.C-O-P°aH. 

+ NBs· 

Wie vor allem die eingehenden Untersuchungen von G. SCHMIDT' erwiesen haben, 
ist sowohl die Stellung wie die Zahl der mit der Ribose veresterten Phosphor
sii.urereste ffir die Wirkung maBgeblich. Weder die Hefeadenylsii.ure = Synadenyl
sii.ure,1I die eine Adenin-ribosid-3-phosphorsii.ure ist, noch die Desoxyribose
adenyIsaure,6 ein Abbauprodukt der Zoonucleinsaure, werden von der Adenyl
saureaminase angegriffen. Auch die Adenylpyrophosphorsaure, die im Muskel 
viel reichlicher als AdenyIsii.ure vorkommt und auBer dem Phosphorsii.urerest 
noch einen Pyrophospqorsii.urerest an der Ribose trii.gt, ist kein Substrat der 
Adenylsaureaminase, ebensowenig das phosphorsii.urefreie Adenosin, dasvon 
einem besonderen Ferment, der Adenosinase gespalten wird. Ferner ist die 
Purinkomponente ffir die Spezifitii.t streng maBgebend. Weder Cytidinphosphor
sii.ure, die an Stelle des Purins das ebenso gebaute Pyrimidinderivat besitzt 
(Aminogruppe in 6-Stellung), noch die GuanyIsii.ure mit der Aminogruppe in 2-
Stellung am Purinkern werden angegriffen. 

1 R. KAPELLER, G. BOXE"R: Biochem. Z.298 (1937), 207. 
S S. EDLBACHER, H. BAUR, G. KOBNER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.260 

(1939), 171. -
8 G.EMBDEN, C.RIEBELING, G.E.SELTER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.l70 

(1928), 149. - G. EMBDEN, H. WASSERMEYER: Ebenda 179 (1928), 226. 
, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Cher;n. 179 (1928), 243. 
1\ G. EMDEN, G. SClIMIDT: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 181 (1929), 130. 
S W. KLEIN. S. J. THANNHAUSER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 224 (1934). 

252; 231 (1935). 96. 



288 H. KRAUT und E. KOFRANYI: 

Vorkommen. 
Die Adenylsaureaminase findet sich gemeinsam mit Adenosina.se im Muskel, 

zusammen mit Aden08inase, Guanylsaureamina.se und Guanase in der Leber. 

Bestimmung und Darstellung. 
Um die Wirksamkeit der Adenylsaureaminase zu messen, laSt man sie bei 

PH = 6,0 auf Adenylsaure einwirken und bestimmt nach der Versuchszeit das 
freigelegte Ammoniak durch tTherdestillieren und Titrieren. 

Zur Darstellung1 schiittelt man die zerkleinerte weiSe Muskulatur von 
Kaninchen dreimal mit dem vierfachen Volumen 0,85%iger KochsalzlOsung 
und saugt den fast keine Adenylsaureamina.se enthaltenden Extrakt iiber feuchter 
Gaze abo Der weiSe Riickstand wird mit dem Dreifachen des urspriinglichen 
Muskelgewichtes an 2%iger Natriumbicarbonatlosung eine Stunde geschiittelt, 
dann mit Essigsaure annahemd neutralisiert und durch Faltenfilter filtriert. 

Ohne die Vorextraktion mit physiologischer KochsalzlOsung hergestellte 
Praparate sind viel weniger rein, aber haltbarer. 

Durch Adsorption an Aluminiumhydroxyd Oy aus schwach essigsaurer Losung 
und Elution mit sekundarem Natriumphosphat laSt sich ein bedeutender Reini
gungseffekt erzielen. AuBerdem sind die Elutionen frei von Adenosins8.ure. 

Eigenschaften. 
Die Aktivita.ts-PH-Kurve1 der Adenylsaureaminase zeigt ein scharfes Maximum 

zwischen PH 5,7 und 6,1. Die Spaltung erweist sich bis zu 50% Umsatz als eine 
Reaktion erster Ordnung. 

Die Adenylsaureaminase wird durch Phosphate und durch Magnesiumsalze 
stark gehemmt. 

b) Guanylsiiureaminase.2 

Spezifitat. 
Die Guanylsaureaminase spaltet ausschlieSlich Guanylsaure = Guanin

ribosephosphorsii.ure. In Analogie zur Bildung von Inosinsaure aus Adeny1sii.ure 
durch die Einwirkung der Adenylsaureaminase miiBte das Spaltprodukt der 
Guanylsaure Xanthinribosephosphorsaure sein. Es tritt aber bemerkenswerter
weise bei der Einwirkung von Guanylsaureaminase steis auch eine Abspaltung 
des Purinrestes von der Zuckerkomponente ein. 

N=COH N=C~OH 

I I I I 
H2N-C C-N HO-C C-N 

" " >CH II II )CH 
N-C-N N-C-NH 

V + 
HC I Oil 

I I 
HCOH HC -----. 

I .0 + 2 H 20 -- i " + NHs· 

H~-O-P08HI I H~OH 0 

H? H~-O-POsHI \ 

HIC-OH HC-------' 
I 

HaC- OH 
1 G. SCHMIDT: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 170 (1928), 243. 
2 G. SCHMIDT: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 208 (1932), 185. 
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Die Spaltprodukte sind also Ammoniak, Xanthin und Ribosephosphorsaure, 
die als Bariumsalz isoliert werden konnte. 

Vorkommen. 
Die Guanylsaureaminase kommt in allen Organen mit Ausnahme des Muskels 

vor, der gerade die Adenylsaureaminase reichlich enthii.lt. Am meisten findet 
sie sich in der Leber. 

Eigenschaften. 
Das PH-Optimum der Guanylsiiureaminase ist PH = 5,3. Bei diesem PH ist 

die Guanase, deren PH-Optimum 9,2 ist, vollig unwirksam. Durch Spa,ttungs
versuche bei saurer Reaktion konnte daher bewiesen werden, daB Guanase 
und Guanylsaureaminase zwei verschiedene Fermente sind. Auch Wird Guanyl
saureamiilase durch Natriumfluorid schon in geringen Dosen (z. B. n 14(0) vollig 
gehemmt, wahrend bei Guanase fast die 100fache Menge Natriumfluorid zur 
volligen Inaktivierung erforderlich ist. 

Nucleosidaminasen. 
a) Adenosinase. 

Spezifitat. 
Die Adenosinase spaltet nach den Untersuchungen von G. SCHMIDTl die 

Aminogruppe des Adenosins = Adenin-9-ribosids. Da aus der Erg- und der 
Syn-adenylsaure durch Abspaltung von Phosphorsaure dasselbe Ribosid ent
steht, werden auch beide durch.die Einwirkung von Phosphatase und Adenosinase 
gleichmaBig in Hypoxanthin-9-ribosid iibergefiihrt. Die Aminogruppe des 
Adenins selbst wird von Adenosinase nicht angegriffen. Ein Adenin desaminieren
des Enzym scheiDt es iiberhaupt nicht zu geben. Der Extrakt von Muskel und 
anderen Organen graift nach P. GYORGY und H. ROTHLER2 zwar Adenosin selbst, 
aber Adenin so gut wie gar nicht an. Damit stimmt der Befund von O. MIN
KOWSKI3 iiberein, daB vom Hund nur das im Nucleinsauremolekiil chemisch 
gebundene, nicht aber das freie und giftig wirkende Adenin als Harnsa.ure bzw. 
Allantoin ausgeschieden wird. Da Hypoxanthin ohne Schwierigkeit in Harn
saure umgewandelt wird, muB gerade das Fehlen eines desaminierenden Enzyms 
das Adenin vor der Umwandlung schiitzen. AuBer Adenosin wird nur noch 
Adenindesoxyribosid desaminiert. 

Vorkommen. 
Adenosinase ist in den tierischen Zellen weit verbreitet, aber in sehr ver

schiedener Konzentration. Reichlich findet sie sich nur im Muskel und in der 
Leber. 

Bestimmungsmethode und Einheit.' 
Die Ade1W8inaseeinheit ist diejenige Enzymmenge, die in 60 Minuten aus 

8,0 mg Adenosin im Gesamtvolumen von 20 cms, die 10 cm3 n/5 Phosphatpuffer 
von PH = 6,2 enthalten, 0,01 mg Ammoniak abspaltet. 

Das gebildete Ammoniak wird nach Zusatz einer Suspension von gebrannter 
Magnesia mit Wasserdampf im Vakuum iiberdestilliert, in n/200 H2S04 aufge
fangen und der "Oberschull mit n/200 Natronlauge zuriicktitciert. Die Spaltung 
solI nicht mehr als 50% betragen. 

1 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.179 (1928), 243. 
B Biochem. Z.187 (1927), 194. 
a Naunyn-Schmiedebergs Arch. expo Pathol. Pharmakol. 41 (1898), 375. 
, G. SCIDlIDT: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.208 (1932), 185. 
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Darstellung. 
Die' Adenosinase ist zwar ein regelmaBiger Begleiter der Adenylsaureaminase 

im Muskel und in der Leber, aber sie ist ein sehwierig freizulegendes Desmoenzym, 
so daB die zur Darstellung der Adenylsaureaminase verwendete Extraktion 
mit Bicarbonat nur sehr geringe Ausbeuten an Adenosinase liefert. G. SCHMIDTl 

unterwarf daher die zerkleinerte Muskulatur einer Autolyse bei sehwaeh saurer 
Reaktion, wobei die Einstellung von PH 6,076,4 am besten mit einem Kalium· 
laetat.Milehsaurepuffer vorgenommen wurde. Noeh wirksamer fand er die 
Verdauung des Muskelbreis mit Papain, das weder Adenosinase noeh Adenyl· 
saureaminase angreift. 

Zur Trennung von Adenosinase und Adenylsaureaminase erwiesen sieh am 
besten PreBsafteaus Kaninehenmuskulatur.l Sie wurden aufs Fiinffaehe ver· 
diinnt und mit einem Fiinftel dieses Volumens an Aluminiumhydroxyd Cr 
(1 em3 = 0,011 g Al20 S) versetzt. Die Adenylsaureaminase wurde vol1standig 
oder fast volIstandig adsorbiert, wahrend die Adenosinase vollstandig in der 
Restlosung zuriiekblieb. Die Trennung der Adenosinase in Leberextrakten von 
Guanase wird bei dieser auf S.291 besehrieben. 

Eigensehaften. 
Das PH·Optimum der Adenosinase ist 6,2. Die Spaltung verlauft bis zu einem 

Umsatz von 50% geradlinig und ist unabhangig von LOsungsvolumen und 
Substratkonzentration. Silberionen hemmen die Adenosinase.2 

b) Guanase. 

Spezifitat. 
Die Guanase desaminiert naeh der eingehenden Untersuehung von G. SCHMIDT3 

im Gegensatz zur Adenosinase sowohl das Nueleotid Guanosin = Guanin· 
ribosid, wie das £reie Guanin. Es werden aber von ihr weder Guanylsaure noeh 
die Guaninderivate Guanidin, Arginin, Kreatin und Kreatinin angegriffen. 

Vorkommen. 
Die Guanase findet sieh in tierisehen Organen, wie Leber, MHz und Darm. 

Sie fehlt dagegen im Muskel,3 Naeh K. MAKINO wird sie im Darm von Kaninehen4 

und im Pankreas von Rindern5 nieht gefunden, wahrend Adenosin von diesen 
desaminiert wird. 

Bestimmungsmethode und Einheit.3 
Man lOst 44 mg Guanin in einem MeBkolbehen von 50 em3 Inhalt, das als 

Sehutzkolloid 10 em3 ().,5%ige Gelatinelosung enthii.lt, dureh tropfenweisen 
Zusatz der eben notwendigen Menge 33%iger Natronlauge. Dann fiigt man 
weiter 30 em3 0,5%iger GelatinelOsung zu und neutralisiert vorsiehtig mit 25%iger 
Salzsaure, bis Laekmuspapier eben gerotet wird, und flillt auf 50 em3 auf. 

Die Guanaseeinheit ist diejenige Fermentmenge, die in einem Gesamtvolumen 
von 20 em3 bei Anwesenheit von 10 em3 Borat-Salzsaurepuffer von PH = 8,7 
naeh SORENSEN aus 5 em3 der oben besehriebenen Guaninlosung bei 40° in 
30 Minuten 0,01 mg Ammoniak abspaltet. 

1 Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 179 (1928), 243. 
• W. KLEIN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 224 (1934), 244. 
a G. SCHMIDT: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 208 (1932), 185. 
, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 221) (1934), 151. 
6 J. Biochemistry 27 (1935), 97. 
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Die Bestimmung des Ammoniaks erfolgt, wie bei Adenosinase auf S. 289 
beschrieben. 

Darstellung und Reinigung. 
Die Guanase laSt sich aus der frischen zerkleinerten Leber durch Wasser 

oder Glycerin ausziehen. Geeigneter sind nach G. SCHMIDT Extrakte aus 
acetongetrockneter Kaninchenleber. Das Trockenpulver ist hygroskopisch und 
nur etwa 14 Tage unverandert haltbar. Man extrahiert das Pulver mit der 
20fachen Wassermenge bei 40° eine halbe Stunde. 

Zur Reinigung und zur Trennung von Adenosinase verwandte G. SCHMIDT 
die aufeinanderfolgenden Adsorptionen der Extrakte mit Ferri- und mit Alu
miniumhydroxyd. Von der Eisenhydroxydsuspension, die nach der Vorschrift 
von R. WILLSTATTER, H. KRAUT und W. FREMERyl hergestellt war und 2,55% 
Fe(OH)3 enthielt, wurde dem Leberextrakt ein Fiinftel seines Volumens zuge
setzt. Die abzentrifugierte RestlOsung enthielt noch samtliche Aminasen und 
wurde mit einem Fiinftel ihres Volumens an Tonerdesuspension Or versetzt 
(1 cms = 0,011 g AlIOs). 'IIh 8ek. Natriumphosphatlosung eluierte aus dem 
abzentrifugierten, die Aminasen enthaltenden Adsorbat BOwohl Guanase wie 
Adenosinase. Dagegen wurde mit '11/6 prim. Kaliumphosphatlosung ausschlieB
lich Adenosinase, hierauf mit '11/5 8elc. Natriumphosphatlosung fast nur Guanase 
eluiert. 

Guanaselosungen jeden Reinheitsgrades werden durch 10 Minuten langes 
Stehen bei 60° stark geschwacht, bei 65° vollig inaktiviert. Zwischen 20° und 50° 
nimmt die Wirksamkeit mit steigender Temperatur stark zu. 

Eigenschaften. 
Die Aktivitats-PH-Kurve der Guanase besitzt nach G. SCHMIDT ein breites 

Maximum der Guanosinspaltung zwischen PH 7 und 9,5 und ein nur wenig deut
licheres Maximum der Guaninspaltung bei PH 9,2. 

Die Geschwindigkeit der Ammoniakbildung aus Guanin ist unabhangig vom 
LOsungsvolumen und von der Substratkonzentration. Bis zu 50% Spaltung ist 
der Umsatz der angewandten Enzymmenge direkt proportional. 

Durch Fluoride wird nach den Versuchen von G. SCHMIDT die Guanase ge
hemmt, aber wesentlich weniger ala die Guanylsaureaminase. In Natrium
fluoridkonzentrationen von '11/(00 ist die Hemmung der Guanase eben bemerkbar, 
die von Guanylaaureaminase schon fast vollstandig. 'II/a Natriumfluorid hemmt 
Guanase noch nicht vollstandig. Nach W. KLEIN2 hemmen Silberionen schon 
in Konzentrationen von 10-2 Mol pro Liter vollstandig. 

Pyrimidinaminasen. 
Zur Desaminierung des Nucleotids Cytidylsaure3 und des Nucleosids Cytidin4 

zu den entsprechenden Uracilderivaten scheinen zwei verschiedene Enzyme 
notwendig zu sein. Die freie Base selbst wird wie Adenin iiberhaupt nicht 
enzymatisch desaroiniert.5 Wohl aber wird durch Hefeextrakte die Aminogruppe 
aus 5-Methylcytosin unter Bildung von Thymin abgespalten.6 

1 Ber. dtsch. chem. Ges. 67 (1924), 1491. 
3 Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem.224 (1934). 244. 
8 K. MAKINO: Hoppe-Seyler'S Z. physioI. Chem.226 (1934), 154. 
, G. SCHMIDT: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.208 (1932), 185. 
6 A. HAHN: S.-B. Ges. Morph. Miinchen 37 (1927), 1. - G. SCHMIDT: Hoppe

Seyler's Z. physiol. Chem.179 (1928), 243. 
8 A. HAHN, W. HAARMANN: Z. BioI. 80 (1926), 275. 
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IntroductiQn. 
A continuous use of energy is involved in the maintenance of the dynamic 

processes characteristic of life. By far the greatest part of this energy is primarily 
derived from solar radiation and is stored as latent chemical energy in the com
plex organic compounds synthesized by green plants and by certain autotrophic 
bacteria. (This photosynthesis is essentially an oxidation-reduction whereby 
CO2 is reduced to organic compounds, but the process will not be treated in this 
article.) The break-down of the organic compounds produced by photosynthesis 
provides the energy used by all higher organisms, animal and plant, and most 
micro-organisms. A few autotrophic bacteria, however, obtain their energy from 
the oxidation of inorganic materials. 

The main source of energy, at least in animal tissues, is provided by oxidative 
degradation of organic compounds. A number of non-oxidative' energy-yielding 
biological reactions are well known, such as the hydrolysis of creatine phosphate 
to creatine and phosphoric acid, but the energy for the necessary rebuilding of 
creatine phosphate is supplied by oxidative reactions. Considerable yields of 
energy are obtained by fermentation processes in which the total end products 
are not at a higher level of oxidation than the starting materials. But the cycles 
of reactions involved in fermentations always include oxidation-reduction steps. 
While oxido-reductions, as the main souroa of energy, support the dynamic 
processes of the cells, they are also concemed in other biological functions such 
as detoxification and luminescence. 

There are many biological oxidation-reduction reactions which take place 
without the intervention of oxygen. In anaerobic organisms the reaction with 
molecular oxygen is dispensed with. But in animal and most plant tissues, mole
cular oxygen is the ultimate oxidizing agent. The necessity for a continuous 
supply of oxygen to the animal organism to bring about the oxidation of organic 
fuel materials derived from foodstuffs, with a consequent liberation of energy 
essential for life, has been realized since' the work of LAVOISIER in 1770. The 
organic Bubstances oxidized in the tissues are, when isolated, nearly all quite 
stable to oxygen at ordinary temperatures, and do not undergo mutual oxido
reduction reactions when mixed. Study of the catalytic systems which bring 
about the oxidation-reduction reactions has been much accelerated during the 
'past 20 years. We now have a great deal of information about the catalysts 
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involved and some idea of the organization of the complex series and cycles of 
reactions which they bring about. 

It is impossible in a limited review to treat exhaustively a.1l biological oxido. 
reductions and the physico-chemical theory concerning them. The following 
chapters outline our present understanding of biological oxidQ-reduction mecha. 
nisms and summarize the main features of individual catalysts. The extensive 
early literatu.rel on oxidation-reduction catalysts is only briefly referred to and 
attention is given mainly to more recent work. 

The author wishes to express his gratitude to Dr. E. McDONALD, Director of 
the Biochemical Research Foundation, for his encouragement during the pre" 
paration of this article, and to Mrs. A. HIMMELBERGER-LoNGENBACH for her 
valuable help in preparing the manuscript. 

Chapter I. General Survey. 
Aspects of Oxidation-Reduction. 

In order to clarify the discussion it is necessary first to mention certain general 
aspects of oxidation-reduction processes, especially those aspects most useful in 
describing biological oxidationc. 

It must be remembered that oxidation and reduction cannot be separated, 
but are aspects of the same reaction. When a substance is oxidized, a substance 
must simultaneously be reduced. The substance reduced may. be oxygen, or some 
other compound; or different molecules of the same substance, or even diHerent 
groups within the molecule, may be oxidized at the expense of reduction of other 
molecules or groups. 

The oxidation of organic compounds may consist in the addition of oxygen 
atoms or the removal of hydrogen atoms. Conversion of an alcohol into an 
aldehyde is as much an oxidation as the conversion of the aldehyde into the 
corresponding carboxylic acid. 

With these considerations in mind the various types of oxidation-reduction 
have ~n classified2 by the following formal equations in which substance A is 
oxidized and substance B is reduced. 

a) 
b) 
c) 

d) 

AHII + B = A + BH2, 

A+BO=AO+B, 

A + HaO + B = AO + BHa, 

AH 2+ BO =A + H 20 + B. 

In types a) and d) the substance oxidized is a "hydrogen donator", in types 
b) and c) it is an "oxygen acceptor". Simple oxidations by oxygen might be 
considered as special cases of a) or b), with the equations ARs + 011 = A + H~I 
or AHII + 0 = A + HIIO, and A + 0 = AO. Type a) represents a transfer of 
hydrogen atoms, type b) a transfer of oxygen atoms, and types c) and d) the 
opposite aspects of a "hydrolytic oxidation-reduction". 

These equations merely represent the final results of the processes and nothing 

1 Reviews: KASTLE: Bulletin No. 59, Hygienic Laboratory, U. S. Public Health 
and Marine Hospital Service, Washington. - D. C. BATTELLI, L. STERN: Ergebn. 
PhysioI., bioI. Chern. expo PhannakoI. 12 (1912), 96. 

2 DIXON: BioI. Rev. bioI. Proc. Cambridge philos. Soc. 4 (1929), 352. 
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is assumed about the mechanism of the reactions. There may be no essential 
difference between the mechanisms involved in bringing about the various types 
of end results. But supporters of different theories of oxidation-reduction me
chanism have often chosen one or other of the equations as according best with 
their theory. 

According to one of the most important theories of the mechanism of oxi
dation, the theory of WIELAND, formulation according to a) is theoretically 
required. The majority of all oxidations of organic compounds involve a loss of 
hydrogen atoms. Even in ca.ses such as the oxidation of aldehydes it is possible 
to assume that the mechanism involves a preliminary hydrate formation with 
a subsequent loss of hydrogen atoms to yield the acid. Thus type a) is the most 
convenient representation of biological oxidation-reductions and is generally used 
in formulating reactions. Structural considerations make it difficult to picture 
most dehydrogen.8.tions occurring otherwise than by the splitting off of two 
hydrogen atoms simultaneously. 

Theories of the Mechanism of Oxidations. 
It is not intended here to consider at any length the physico-chemical theories 

of the process of oxidation-reduction, but certairi theories must be outlined since 
they have been the basis for a great deal of experimental work and with the 
help of them much of our knowledge of the catalysts of oxidation-reductions has 
been obtained. 

a) The Hydrogen Activation Theory of WIELAND. 

According to this theory, biological oxidation-reductions actually take place 
by direct transfer of hydrogen atoms from one molecule to another, that is, 
oxidations are essentially dehydrogenations and can best be represented as 
reactions of the type a) above. The theory of "hydrogen activation" was pro
posed to explain the occurrence of these dehydrogenations. Upon adsorption on 
the catalyst the molecule undergoing dehydrogenation has its configuration 
changed in such a way that its attraction for certain of its hydrogen atoms is 
weakened, and these atoms become active in reducing other substances. 

The foundation of WIELAND'S theoryl was his work on oxidations brought 
about by platinum or palladium black. In the presence of palladium black, 
oxygen being absent, many o/ganic substances in aqueous solution were oxidized 
and the palladium became charged with hydrogen. Glucose, for instance, in the 
absence of oxygen could be oxidized to COli' On admitting oxygen or a reducible 
substance, these became reduced and the palladium discharged; or the charged 
palladium would give off hydrogen on heating. This and other observations led 
WoIELAND to conclude that oxidation-reduotion processes among organic com
pounds are basically hydrogen transfers. In cases, such as the oxidation of 
aldehydes, when the oxidation results in the gain of an oxygen atom, he supposes 
that the compound loses hydrogen from a hydrated form. In this connection 
WIELAND quotes the fact that in benzene solution chloral cannot reduce silver 
oxide, wliereas chloral hydrate can do so. Aldehydes were among the substances 
which were found to charge palladium black with hydrogen. It should be noted 
that in the ca.se of the palladium model system, the palladium is acting both as 
catalyst for the activation of the organic compound and as primary hydrogen 
acceptor. 

1 Review: WIELAND: Ergebn. PhysioI., bioI. Chern. expo PharmakoI. 20 (1922), 477. 
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The work on the dehydrogenases (or dehydrases) begun by THuNBERGl 

brought strong support to the theory of hydrogen transport. THuNBERG showed 
that enzymes of animal tissues could induce the oxidation of numerous organic 
substances in the absence of oxygen, the hydrogen being transferred to a reducible 
4ye, methylene blue. As will be shown la.ter, a number of the dehydrogenases 
are actually unable to U8tl molecular oxygen a.s primary oxi~ agent or 
hydrogen acceptor. The majority of biologica.l oxidations can be conveniently 
viewed from WIELAND'S standpoint. 

Atomio hydrogen ha.s been shown by TAYLORS to react with oxygen to give 
hydrogen peroxide. Similarly "na.scent" hydrogen produced by electrolysiJI or 
by the action of acids on meta.ls, has been shown to react with oxygen in solution 
to give hydrogen peroxide. WIELAND found that a great many autoxidizable 
substances, such a.s hydra.zobenzene, indigo-white, and thiophenol, produce HsOs. 
These observations indicate that when oxygen acts a.s hydrogen acceptor, the 
first stage of its reduction is hydrogen peroxide. It wa.s therefore of imponance 
to the theory that TIroRJ..ows found that in the aerobio oxidation of xanthine 
or a.ldehyde, brought about by the milk enzyme, considerable amounts of 
hydrogen peroxide were formed. A number of enzymic oxidations in which 
hydrogen peroxide is formed are now known. (It is not a.lways easy to prove the 
production of hydrogen peroxide since it can itseH a.ct a.s hydrogen acceptor, 
being reduced to water, and it is readily destroyed by catala.se which is commonly 
present.) Though hydrogen peroxide formation accords well with WIELAND'S 
theory of hydrogen activation, the theory does not suggest that hydrogen atoms 
or ions are given off, but merely that they are rendered la.bile or "active" a.s 
a result of the adsorption of the compound on the cata.lyst. 

b) Oxygen Activation. 
1. EARLY theories. 

Oxygen activation theories were common among the earliest workers. SCHON
BEIN' considered that plant tissues and blood contained organic substances which 
ozonize oxygen and then combine with the ozone to give peroxides which ca.n 
oxidize other substances such as guaiacum. HOPPE-SEYLEB6 generalized the 
observation that putrefactive bacteria produce hydrogen and considered tha.t the 
oxidizing ferments in some way produce active or nascent hydrogen which ca.n 
react with molecula.r oxygen to give water and an atom of active oxygen, and 
the latter ca.n combine with oxidizable substances. 

BACH and CB:ODA~ in their studies of plant oxida.ses (laccase, tyrosina.se) 
considered that the oxidation of the substrate is caused by two systems, an 
"oxygenase" which is a substance which takes up oxygen to give a peroxide, and 
a. "peroxida.se" which activates this peroxide, or added hydrogen peroxide, to 
oxidize the substrate. The "oxygenase" wa.s later shown7 to consist of catechol 
or derivatives and an oxida.se. Under the influence of the oxida.se the cateohol 

1 THUNBERG: Skand. Arch. Physiol. 85 (1917), 163; 40 (1920), 1. - Review: 
AHLGREN: Ibid. 47 (1926), Suppl. 

I TAYLOR: J. Amer. chem. Soc. 48 (1926), 2840. 
a TlmRLow: Biochemic. J.19 (1925), 175. 
, SCHONBEIN: Arch. physiol. Heilk. 1858, 1. 
I HOPPE-SEYLER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem •• (1878), 1; Bar. dtsch. 

chem. Gas. 12 (1879), 1551. 
• BACH, CuODAT: Ber. dtsch. chem. Gee. 88 (1903), 606 and·otherpapers, 1902-1908 

in the same joumaJ. . 
7 See p.314. 
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or other polyphenol is oxidized to an o-quinone by molecular oxygen. The 
o-quinone being a strong oxidizing agent then oxidized the other substrates. 
Hydrogen peroxide with peroxidase could also oxidize the phenolic substrates 
studied. 

2. W ARBURG'S theory. 
Though developments of the last few years, especially work from his own 

laboratory, have considerably amplified and modified his view, WARBUltG'S 
original theory of cell respiration assumed great prominence and was the basis 
for much of the most important work on respiratory catalysis. 

The view-point of WARBURG was directly opposed to that of WIELAND. 
According to W ARBURG'Sl view of biological oxidations, activation of oxygen, 
not of hydrogen in the molecule to be oxidized, is the essential process of respi
ration. This activation is brought about by iron held in complex combination 
on cell surfaces. 

W ARBURG first studied the inhibitory effect of various narcotics such as 
urethanes and alcohols on cell respiration and came to the conclusion that their 
inhibitory power was proportional to their adsorption on active surfaces and that 
they simply prevented access of normal reactants to these surfaces at which 
respiration takes place. On the other hand the inhibition produced by certain 
substances, such as HCN and H 2S in low concentration, was very much greater 
than could be accounted for by general adsorption, and these substances were 
known to inhibit strongly most reactions catalyzed by iron. The respiration of 
sea urchin eggs, yeast, and birds' red blood corpuscles was inhibited by cyanide,2 
and various authors3 have shown that HON inhibits vital processes, especially 
respiration. 

WARBUltG then studied the behavior of a "cell model". He found that blood 
charcoal suspended in water was able to cause the oxidation by molecular oxygen 
of many substances, including some amino-acids, and the effects of narcotics 
and cyanide on this system were very similar to their actions on the cell.' He 
prepared iron-free charcoal by heating cane-sugar with silicate and found this 
inactive.s But if iron and an organic nitrogen compound were added before 
heating, the charcoal obtained was active. 

The importance of heavy metal is apparent in many oxidations. WARBUltG 
and SAKUMA showed that the autoxidation of cysteine is dependent upon traces 
of metal; cyanide inhibits it while additions of iron or copper accelerate it. 
Similar observations were made on the previously known6 oxidation of fructose 
in phosphate solution. Cyanide inhibits the enzymes of the phenol oxidase group. 
There are many other supporting examples. 

1 W.ARBURG: Collection of papers on this subject 1912-1927: -aber die katalytischen 
Wirkungen der lebendigen Substanz. Berlin: Julius Springer, 1928. 

2 W.ARBURG: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 66 (1910), 413; 70 (1910), 304. 
8 Review: HYMAN: Amer. J. Physiol. 48 (1919), 340. 
, See the article of SCHWAB and ROST on "Fermentmodelle" in this volume. -

WIELAND and BERGEL [Liebigs Ann. Chern. 439 (1924), 196] pointed out that the 
charcoal model oxidizes amino-acids (and a few substances such as oxalic acid) but 
does not oxidize fatty acids, glucose, succinic acid, etc. Amino-acids were oxidized 
to the imino-acid which was hydrolyzed to the aldehyde, NH8, and CO2, Thus the 
actual oxidation was a dehydrogenation, a loss of two H atoms. Further, dinitro
benzene could replace oxygen as hydrogen acceptor~ The catalysis is therefore not 
simply oxygen activation; the amino-acid is activated as by a dehydrogenase. 

5 It should be mentioned that, by heating cane-sugar without silicate, W ARBURG 
obtained an iron-free charcoal with appreciable activity, and this activity was not 
inhibited by cyanide. 

S MEYERHOF, MATSUOKA: Biochem. Z.1(jO (1924), 1. 



Biological Oxidation.Reduction Catalysts. 299 

W ARBURG found that CO inhibits cell respiration, that the CO competes with 
O. for the respiratory enzyme, and that light dissociates the CO compound, thus 
liberating the enzyme and diminishing the inhibition. The variation in effective· 
ness of light of different wave lengths in diminishing CO inhibition corresponds 
closely to the absorption spectrum of a CO.haemochromogen. W ARBURG con· 
eluded that the oxygen activating enzyme is a haem derivative, an iron. porphyrin. 
protein complex. In W ARBURG'S early view this haemochromogen.like oxygen· 
activating catalyst, varying slightly according to the organism, was the Bole1 respira. 
tory enzyme in the normal cell. He called it, therefore, the Respiratory Enzyme, "Das 
Atmungsferment", or "Das sauerstoffiibertragende Ferment der Atmung" 

Work by various other authors has emphasized the importance of iron, and 
of the respiratory enzyme, in determining the oxygen uptake of tissues, but has 
shown that its activity albne cannot account for the respiration. DIXON and 
ELLrOTTZ found that while the respiration of minced or sliced animal tissues in 
phosphate buffer or RINGER solution was largely inhibited by cyanide, a fraction 
of the respiration continued even in very high cyanide concentrations. But .ALTa 
found that the oxygen uptake of animal tissues in more normal, bicarbonate 
buffered, medium could be practically completely inhibited by cyanide, and 
W ARBURG maintained that the many dehydrogenases and other cyanide insensi· 
tive systems were artefacts, denatured residues of the "Atmungsferment". 
FLEISH' showed that the aerobic oxidation of succinic acid by "succinoxidase" 
preparations is completely inhibited by cyanide, but cyanide does not affect the 
reduction of methylene blue by the system. SZENT.GyOBGYI5 put forward the 
idea that the oxidation of succinate depends upon the co.operation of two 
enzymes one of which activates the oxygen and the other activates the organio 
molecule in the WIELAND sense. Some such modification of W ARBURG'S view was 
necessary, since otherwise a general combustion of cell constituents under the 
action of the unspecific oxygen activating enzyme might be expected. Various 
dehydrogenases such as those specific for lactic and citric acids were able to 
bring about the oxidation of their substrates with methylene blue as hydrogen 
acceptor but would not take up molecular oxygen directly. Certain oxidizing 
systems, like xanthine oxidase and tyramine oxidase, would use molecular 
oxygen but were apparently insensitive to HON and CO. It became evident 
therefore that respiratory mechanisms exist which are not dependent solely upon 
oxygen activation by the respiratory catalyst. 

Recently, W ABBURG has himself discovered oxidation enzymes other than the 
first respiratory enzyme and has largely elucidated their interaction. But the 
first respiratory enzyme maintains its essential role as the primary catalyst for 
reaction with oxygen. W ABBURG8 has calculated from spectroscopic observations 
of the rate of oxidation and reduction of cytochrome (see below) in yeast, that 
the whole oxygen uptake is mediated by cytochrome. Since oytochrome is 
oxidized by oxygen through cytochrome oxidase, which has been identified with 
the respiratory ferment, this result adds evidence that the respiratory ferment 
is responsible for practically all the .primary oxygen usage by cells.7 

1 WARBURG: Biochem. Z.188 (1925), 252; 201 (1928), 486. 
2 DIXON, ELLIOTT: Biochemic. J. 28 (1929), 812. 
3 ALT: Biochem. Z.221 (1930), 498. 
, FLEISCH: Biochemic. J. 18 (1924), 294. 
II SZENT.QyORGYI: Biochem. Z.160 (1924), 195. 
8 WARBURG: Naturwiss.22 (1934), 441. 
7 A number oj exceptions among micro.organisms are known; for instance the 

respiration of OhloreZla is insensitive to cyanide [ElIIERSON: J. gen. Physiol. 10 (1927), 
469]. If OkloreUa is supplied with glucose, the extra respiration is cyanide sensitive. 
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The nature of the respiratory ferment itself will be discussed in Chapter 2. 
Its relation to other oxidation-reduction mechanisms is outlined lower in this 
chapter. 

In the light of modern work the theory of "oxygen activation" has become 
obsolete. It is now recognized that oxygen does not oxidize the substrate directly, 
as a result of an ill-defined "activation" of oxygen by the enzyme, but the 
oxygen oxidizes a constituent of the enzyme molecule which then oxidizes the 
substrate. 

WARBu.BG used the term "Sauerstoffiibertragung" which describes the process 
better than "oxygen activation" though the latter expression has generally been 
used in translating WARBu.BG'S work. But "Sauerstoffiibertragung" is now known 
to be an incomplete description of oxidation catalysis since the enzyme enters 
into specific relation with the reductant as well as with the oxidant. In fact the 
term cannot properly be applied in many cases since many oxidation-reduction 
enzymes will not use oxygen as oxidant, and others will use a variety of com
pounds as oxidant as well as oxygen. 

e) Hydrolysis Theories. 
TB.A.UBE,l who was perhaps the first to think of enzymes as definite protein

like chemical compounds widely distributed in nature, believed that oxidation 
reduction enzymes belonged to two or three classes. The first clasS combined 
with molecular oxygen, which was then transferred to oxidizable substances. 
A second class occasioned the splitting of water molecules bringing. about a 
reaction of type c) (cf. p. 295). The hydrogen reduced a reducible substance or, 
in the case of putrefactive bacteria, was liberated as gas, the oxygen was trans
ferred to an oxidizable substance. BACHI also regarded biological oxidation re
duotion enzymes as occasioning either a direct combination with oxygen, or 
a splitting of water when molecular oxygen was not involved in the reaction. 

WIELAND'S dehydrogenation theory, when applied to the oxidation of sub
stances such as aldehydes which have first to be hydrated before hydrogen can 
be split off, may be also regarded as involving the splitting of water. There are 
other examples of oxidation-reduction in which a splitting of water may be 
regarded as essential. For instance KBllBS3 has recently shown that when acetate 
is oxidized to COlli by B. coli with fumarate as hydrogen aoceptor, part of the 
hydrogen and oxygen atoms must be derived from water to satisfy the equation. 

d) Physico-Chemical Theories. 
None of the above theories attempts to explain biological oxidations in 

physical chemical terms. The essential oxidation-reduction process can be re
garded as a transfer of electrons from the substance oxidized to the substance 
reduced. This view describes the oxidation-reduction of ionized systems such as 
inorganic salts very conveniently (e.g. Fe" --+ Fe'" + e). But while electron 
transfer is probably the basic event in oxidation-reductions, it does not provide 
a very convenient method for expressing the oxidation of organic substances, 
and only in recent years has enough been known concerning the details of bio
logical oxidations to allow us to consider the physical aspects of the processes 
satisfaotorily. It is, of course, possible to interpret all oxidations as eleCtron 

1 'rRAUBE: Ber. dtsch. chem. Ges. 10 (1877). 1984. * BA.CH: Arch. Soi. physiques natur. 86 (1913). 240; Ber. dtsch. chem. Ges~ 46 
(1913), 3864. 

B KREBs: Biochemic. J.81 (1937), 2095. 
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transfers or shifts. For instance a reaction of type a) may take place as follows: 

1. AH2~~A" + 2 H·. 

2. 
3. 

A" + B = A + B". 

B" + 2H·~BHIl. 
The reducing substance is ionized, giving off two hydrogen ions. The actual 

oxidation then takes place by transfer of electrons from the ionized reducer to 
the oxidant. The hydrogen ions follow the electrons to the reduced oxidant. The 
only difference from WIELAND'S view would be that the electrons and hydrogen 
ions pass separately instead of together. In many cases the active hydrogen 
atoms are acidic and some ionization can be expected. The hydrolysis and other 
theories of oxidation-reduction can also be transla.ted into electron transfer 
terms. 

The role of the catalyst according to the physico-chemical view can be of 
a.t lea.st two kinds. The catalyst may be a substance which is readily reduced by, 
that is accepts electrons from, the reducer, while the reduced catalyst is readily 
oxidized by, that is donates electrons to, the oxidizer. The catalyst transports 
hydrogen atoms or electrons from the reducer to the oxidizer. Or the catalyst 
may be a substance which adsorbs either or both of the substrates in such a way, 
a.nd subjects them to such physical forces, that hydrogen atoms or electrons 
become unstable on the reducer and readily pass to the oxidizer.1 Modem research 
on the enzymes and their coenzymes seems to indicate that many biological oxi
dations involve simultaneously both kinds of catalytic activity. 

These two types of catalysis have been combined in a recent theory of SZENT

GyORGYI. He and his school2 studied the metal catalyzed oxidations of a.scorbic 
a.cid and catechol by molecular oxygen. They indicated that both oxygen a.nd 
the ionized organic molecule are co-ordinated into a. single complex molecule. 
Within the molecule electron shifts occur, electrons passing from the organic 
residue via the metal to the oxygen. As a result the oxygen is reduced (i.e. its 
co-valent bonds are replaced by electrons), it leaves the complex a.nd combines 
with hydrogen ions of the external water, giving hydrogen peroxide or wa.ter; 
the organic molecule rearranges to give a stable oxidized form and leaves the 
complex. The formation of ionized complexes with iron and the mechanism of 
electron transfer from the organic molecule via 'the complex bound iron to 
oxygen, also bound to the iron, were studied and discussed some years pre
viously by SMYTHE.3 (ELLIOTT' had shown that the oxidation of cysteine was 
not catalyzea by free iron or copper, but by a complex of the metal with the 
organic compound.) Similar studies of the SZENT-GYORGYI school on sulfite oxi
dation suggested the same mechanism for this oxidation and it wa.s indicated 
that another molecule, particularly a nitrogen-containing compound can also be 
co-ordinated with the metal in the complex. This molecule may influence the 
properties of the complex in such a. wa.y tha.t the reaction is inhibited or accele
ra.ted. It was suggested that in this way the specific protein constituent of an 
enzyme may determine the properties of a metal complex and give rise to the 
specific character of the enzyme. It was further suggested tha.t, in many cases, 
hydrogen a.cceptors other tha.n oxygen may take part in the formation of these 

1 QUASTEL: Biochemic. J.20 (1926), 166. 
I BANGA. GERENDAS, LAKI, PORGES, STRAUB, SZENT-GYORGYI: Hoppe-Seyler's 

Z. physio!. Chem. 264: (1938), 147. 
8 SMYTHE, SCHMIDT: J. bio!. Chemistry 88 (1930), 241. - SMYTHE: Ibid. 90 

(1931), 251. 
, ELLIOTT: Biochemic. J.24 (1930), 310. 
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complexes and the electron transfers that occur within them. It may be dis· 
covered that dehydrogenases contain a metal amd depend upon it for their action. 

SZENT·GYORGYI'S tentative theory contains within it both the ideas of oxygen 
activation and hydrogen (or electron) transfer, and the two aspects of catalysis, 
the reversible oxidation and reduction of an intermediary (the metal) and the 
specific activating activity of the protein COIlRtituent of an enzyme. But recent 
work, mainly from the W ARBURG school,l shows that certain oxidizing enzymes 
do not contain metal in their prosthetic groups. The principle of the electron 
shifts through the prosthetic group in the complex, could, however, still be 
postulated. 

In most cases it is convenient to express the results of oxidation·reductions 
among organic compounds as transfers of hydrogen atoms. This mode of repre· 
sentation is most common in the literature and will in general be used in the 
remainder of this article. 

Oxidation-Reduction Carriers. 
a) Cytochrome. 

The work of KEn.IN II has largely cleared up the apparent contradiction 
between the two main views of biological oxidations, the ideas of oxygen actio 
vation and of hydrogen activation. KElLIN observed by spectroscopic methods 
the presence in most living cells, of a series of pigments which he called collectively 
"cytochrome". These pigments exist in oxidized and reduced forms. The oxidized 
forms show only a faint and indefinite spectrum but the reduced forms show 
strong absorption bands. In his original work he recognized three of these pig. 
ments, usually occurring together. In the reduced state four absorption bands 
were seen, a, b, c, andd; bands a, b, and c, were attributed respectivf'ly to cyto. 
chromes a, b, and c, while band d, appeared to be a. fusion of three bands, one 
being contributed by each of the cytochromes. 

KElLIN showed that if, for instance, a suspension of yeast cells is examined 
spectroscopically, the four bands of reduced cytochrome are clearly seen. On 
bubbling air through the suspension the bands dissappear but reappear again as 
soon as the bubbling is stopped or nitrogen is used instead of air. Similar results 
can be obtained with animal tissues. Evidently cytochrome is rapidly reduced 
by systems in the cell and the reduced cytochrome is rapidly re.oxidi:~ed in the 
presence of oxygen. Cytochrome must therefore act as an intermediary between 
reducing systems of the cell and oxygen, i.e. it may be regarded as a transporter 
of hydrogen from reducing substances to the oxygen. Since the processes are 
rapid it must play a considerable part in the respiration of the cell. 

KElLIN studied the action of respiration inhibitors such as those used by 
W ARBURG. The addition of the indifferent narcotics (which W ARBURG considered 
to act by covering surfaces, so preventing oxygen activation) prevents the 
reduction of cytochrome but does not inhibit its oxidation. For instance, if ethyl 
urethane is added to a yeast suspension, the cytochrome is at once oxidized and 
is not reduced again even in the absence of oxygen. The indifferent narcotics, 
therefore, do not act on the oxygen activating system of the cell but on its 
reducing systems. Cyanide, on the other hand, added to the suspension in very 
low concentration (MjlOOOO) completely inhibits the oxidation of the cyto· 
chrome, at least of forms a and c. The cytochromes a and c remain reduced and 

1 See for example, WARBURG,. CmuSTIAN: Biochem. Z.298 (1938), 150. 
a KEn.IN: Froc. Roy. Soc. (London), Ser. B 98 (1925), 312; 100, (1926), 129; 

104 (1929), 206. - Review: KEn.IN: Ergebn. Enzymforsch.2 (1933), 239. 
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do not become oxidized even when oxygen is bubbled through the suspension. 
Even if the cytochrome is first kept oxidized by bubbling air through the sus
pension and then a trace of cyanide is added, the reduction is immediate. Cya.nide 
does not inhibit the reducing systems. Cytochrome b appears to be autoxidiza.ble 
even in the presence of cyanide. For convenience the word cytochrome will denote 
components a and c in what follows, unless otherwise indicated. . 

It is evident that cyanide and the indifferent narcotics act on entirely diffe
rent systems. Cytochrome acts as a carrier between catalytic systems which 
reduce it and are inhibited by indifferent narcotics, and a catalytic system which 
oxidizes it with oxygen and which is inhibited by cyanide. The systems directly 
or indirectly responsible for the reduction of cytochrome proved to be the dehydro
genase systems.1 The catalyst responsible for the oxidation of reduced cytochrome 
proved to be the well-known "indophenol oxidase" which almost certainly is 
also identical with W ARBURG'S "Respiratory Enzyme". 

The evidence lor these conclusions was based on vanous observations inclu
ding the following: Dehydrogenases are inhibited by narcotics which prevent the 
reduction of cytochrome; they are not inhibited by cyanide, which does not 
inhibit cytochrome reduction. By washing a tissue with water, the reducing sub
strates for the dehydrogenases are removed and cytochrome reduction ceases; on 
adding known substrates such as succinate to the washed tissue the power to reduce 
cytochrome is restored. It was mentioned previously that FLEISCH had found tha.t 
"succinoxidase" preparations plus succinate would take up oxygen rapidly, or, 
in the absence of oxygen, would reduce methylene blue. When a little HeN was 
added the oxygen uptake ceased but the power to reduce methylene blue remained. 
KElLIN'S work .explains this. The succinic dehydrogenase is unable to react 
directly with oxygen, but can bring about the reduction of methylene ,blue. 
"Succinoxidase" preparations contain cytochrome and the indophenol oxidase. 
The indophenol oxidase is concerned in the utilization of molecular oxygen and 
cyanide inhibits its action. The cytochrome acts as intermediary or carrier bet
ween the dehydrogenase and the oxidase. 

The indophenol oxidase had long been known as a widely distributed enzyme 
which used oxygen to oxidize the "indophenol" or "nadi" reagent (IX-naphthol + 
+ dimethyl-p-phenylene diamine) to give indophenol blue,1 or p-phenylene diamine 
itself giving the diimine which was converted to dark colored products.3 KElLIN 
found that HCN and HIS inhibit respiration, the oxidation of cytochrome, and 
the production of indophenol blue or the oxidation of p-phenylene diamine, in 
the same way. Indifferent narcotics do not inhibit these reactions nor does pyro
phosphate, which is known to inhibit many iron-catalyzed reactions. W ARBURG 

has shown that carbon monoxide inhibits the respiration of yeast, that there is 
a "competition" between CO and oxygen, and that light removes the inhibition. 
In fact W ARBURG used this inhibition and the effects of light of different wave
lengths to characterize the "Respiratory Enzyme". KElLIN showed that the 
effects of CO and light were quite similar on the indophenol oxidase. 

Lately KEn.IN" has shown, that the oxidation of the "nadi reagent" or 
p-phenylene diamine is not catalyzed directly by the indophenol oxidase but 
that cytochrome acts as intermediary in these oxidations also. It thus appears 

1 .. Recent work has shown that very few dehydrogenasescan effect the reduction 
of cytochrome directly. See e.g. OGSTON, GREEN: Biochemic. J.19 (1935), 1983. 
Indirect reductions are discussed later. 

a ROlDUNN, SPITZER: Ber. dtsch. chem. Ges. 28 (1895), 567. 
8BATTELLI, STERN: Biochem. Z. 48(1912), 317. 
, KElLIN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 12& (1938), 171. 
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that the oxidase in question can catalyze the oxidation of only one type of sub
stance, namely the cytochromes. The use of the term "indophenol oxidase" is 
therefore being discontinued and the catalyst is now known as "cytochrome 
oxidase". The term "Respiratory Enzyme" is still used in certain cases especially 
as its identity with cytochrome oxidase is still doubted by some workers. As 
mentioned previously, W ARBURG has calculated from spectroscopic observations 
that the whole of the oxygen uptake of yeast is carried through cytochrome. 

b) Coenzymes I and n and Related Systems. 
I. Coenzymes I and II. 

Soon after THUNBERG'S work on the dehydrogenases it began to be realized 
that certain thermostable substances were necessary for their action. Even before 
the recognition of the dehydrogenases, BA.TTELLI and STERNl had shown that 
the respiration of WashEd muscle is increased by addition of an aqueous extract 
of the tissue. They called the material responaible "Pnein". MEYEBHOF2 showed 
a similar increase in respiration with a boiled extract, "Kochsaft", and while he 
recognized that K6chsaft contains oxidizable metabolites he gave evidence3 that 
it activated the oxidation of lactate and that the substance responsible for this 
activation also behaved as co-zymase, the coenzyme of alcoholic fermentation. 
LIPSCHITZ and GOTTSCHALK' showed that boiled extracts accelerated the reduc
tion of dinitrobenzene by a number of dehydrogenase systems. The early work 
was criticized by HOLDENli but definite evidence was finally produced by SZENT
GYORGYI and by EULER and NILSSON. SZENT-GYORGYI and BANGA.8 showed that 
the lactic dehydrogenase definitely requires the presence of a thermos£able 
dialyzable coenzyme for its activity, and that the coenzyme is a nucleotide.? 
EULER and NILSSON8 proved that for the oxidation of hexosediphosphate both 
an enzyme and a coenzyme are necessary. ANDERSSON9 showed that co-zymase 
will behave as the coenzyme of lactate and malate dehydrogenation. This co
enzyme has since been found by various workers to be necessary for the activity 
of a number of dehydrogenases (see page 320 and Chapter 6) and it has been 
shown16 to be identical with co-zymase. One of the main functions ll of co-zymase 
in alcoholic fermentation and in lactic acid formation by muscle is now known 
to be its activity in oxidation-reduction processes. 

W A.RBURG and CHRlSTIA.N12 obtained from red blood cells a coenzyme which 
was necessary for the activity of a hexosemonophosphate dehydrogenase (called 
by them "Zwi'lchenferment"). The coenzyme was isolated and shown to be a type 

1 BATTELLI, STERN: ABDERHALDENS Handbuch der biochemischen Arbeits-
methoden, Bd. 3, S. 444. 1910. 

2 MEYERHOF: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 101 (1918), 165; 102 (1918). 1. 
a MEYERHOF: Pfliigera Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 176 (1919), 20. 
'LIPSCHITZ, GOTTSCHALK: Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 191 

(1921), 1. 
6 HOLDEN: Biochemic. J.17 (1923), 361; 18 (1924), 535. 
S SZENT-GYORGYI: Biochem. Z.167 (1925), 50. - BANGA, SZENT-GYORGYI: 

Ibid. 246 (1932), 203; Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 217 (1933). 39. 
7 BANGA, LAXI, SZENT-GYORGYI: Hoppe-Seyler'S Z. physiol. Chern. 217 (1933). 39. 
a EULER, NILSSON: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 160 (1926), 234. 
8 ANDERSSON: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 217 (1933), 86. 
10 EULER,NILSSON:Hoppe-Seyler'sZ. physiol. Chern. 162 (1926), 264; 168 (1926), 

202. - EULER, MYRBlcK: Ibid. 166(1927). 28. 
11 Possibly another function is connected with the transference of phosphoric 

acid groups. EULER, ADLER: Hoppe-Seyler'S Z. physiol. Chern. 262 (1938), 41. 
12 WARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z.242 (1931), 216; 264 (1932), 438; 268 

(1933), 408; 282 (1935). 157; 287 (1936), 291. 
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of dinucleotide; its molecule consists of 1 mol. of nicotinic· acid amide, 1 mol. 
of adenine, 2 mols. of pentose and 3 mols. of phosphoric acid. Its activity depends 
upon the pyridine structure of the nicotinic acid amide. This group can be rever
sibly reduced and oxidized by taking up and losing 2 atoms 1)f hydrogen. It is 
reduced by the donator under the influence of the dehydrogenase and it is re
oxidized by a suitable acceptor, such as WABBURG and CB::B.Is'.ru.N's "Yellow 
Enzyme" (see next section). It thus behaves as a.. carrier or hydrogen transporter. 
W ABBURG and ClmIsTIAN called their coenzyme "the hydrogen transporting co
enzyme". This coenzyme which is present in yeast and other cells has since been 
found to act in conj unction with several dehydrogenases (seepage 320 and Chapter 6). 

Co-zymase had been largely purified and found to be a. nucleotide containing 
adenine by EULER and MnmAoK.1 AfJ;er the structure of the second coenzyme 
had been clarified, the schools of EULERlI and W ABBURG8 soon showed that the 
structure of co-zymase is very sim.il.a.r_ It is, in fact, the same except that co
zymase conta.instwo instead of three phosphoric acid groups. The two coenzymes 
have been caJIed by WABBURG "triphospho-pyridine-nucleotide" and "diphospho
pyridine-nucleotide". The diphospho-pyridine-nucleotide, co-zymase, behaves as 
a. carrier through reversible oxidation of its pyridine group, in the same way as 
does the triphospho-pyridine-nucleotide.4 For convenience EULER has introduced 
the terms "Coenzyme I" or "Co-dehydrogenase I" for co-zymase, diphospho
pyridine-nucleotide, and "Coenzyme II" or "Co-dehydrogenase II" for Wil
BURG and ClmIsTIAN'S triphospho-pyridine-nucleotide. EULER and AnLERIi have 
recently shown that in the presence of yeast enzymes and hexosedipholJphate, 
the two coenzymes are reversibly interconvertible. 

The coenzyme and the dehydrogenase form a dissociable complex8 and the 
reduction of the coenzyme takes place while the two are in combination thus: 

1. Coenzyme + dehydrogenase ~ coenzyme' dehydrogenase or, in W AB

BURG'S terminology; 
Co-Ferment + Zwischenferment ~ Wasserstoffiiberlragendes Ferment or, in 

EULER'S terminology; 
Co-dehydrase + Apo-dehydrase ~ Holo-dehydrase. 
2. Coenzyme· dehydrogenase + donator --+ dihydro-coenzyme· dehydrogenase 

+ oxidized donator. 
3. Dihydro-coenzyme' dehydrogenase ~ dihydro-coenzyme + dehydrogenase. 
The reaction catalyzed by a dehydrogenase between substrate and coenzyme 

is usuaJIy7 completely reversible, that is, reaction 2 is reversible, and, in the 
absence of other systems, an equilibrium is set Up.·,8 In the case of alcohol 
dehydrogenase, for instance, the reaction may be represented thus: 

alcohol 
Alcohol. + coenzyme...... ----'- aldehyde + reduced coenzyme. The 

dehydrogt11'/,Q,86 
dehydrogenase catalyzes the reaction in either direction. 

1 Review: MnmACK: Ergebn. Enzymforsch.2 (1933), 139. 
B EULER, ALBERS, SCHLENK: Hoppe-Seyler'S Z. physiol. Chem.240 (1936), 113; 

246 (1937), 64. 
a WARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z.286 (1936), 156; 287 (1936), 291. 
, EULER, ADLER, HELLsTROM: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.241 (1936), 

239. - WARBURG, CmuSTIAN: Biochem. Z.286 (1936), 81; 287 (1936), 291. 
Ii EULER, ADLER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 262 (1938), 41. 
I NEGELEIN, H.us: Biochem. Z.282 (1935), 206. 
7 Normal reversibility has not been found with formate and triosephosphate 

dehydrogenases with coenzyme I nor with hexosemonophosphate dehydrogenase 
with coenzyme IT (see Chapter 6)., . 

• WARBURG, CHRIsTIAN: Biochem. Z.286 (1936), 81. - GREEN, DEWAN: Bio
chemic. J. 81 (1937), 1069. 

Hdb. d. Katalyae, III. 110 
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The reduced coenzymes are not autoxidizible but their re-oxidation is brought 
about by several different systems. 

II. Dismutations . 

. Coenzyme, reduced by one substrate-dehydrogenase system,. can be re-oxi
dized by another substrate-dehydrogenase system which has a higher oxidation
reduction potential. For instance the following series of reactions were shown 
by EULER et al.1 to occur. 

Triosephosphoric acid+coenzymeI -phosphoglyceric acid + dihydro-coenzyme I 
Triosepho8phoric dehydrogenase. 

Acetaldehyde + dihydro-coenzyme I =" alcohol + coenzyme I 
Alcohol dehydrogenase. 

Actually the substrates react with the coenzyme-dehydrogenase (or dihydro
coenzyme-dehydrogenase) complexes, but since these are freely dIssociable, the 
reactions have been represented as being between substrate and coenzyme under 
the catalysis of dehydrogenase. 

The net result of these reactions is an oxido-reduction or dismutation between 
the two substrates, thus: 

Triosephosphoric acid + acetaldehyde - phosphoglyceric acid + alcohol. 

This reaction is of fundamental importance in alcoholic fermentation. 
EULER et al.2 also showed the similar reaction of importance in lactic a.cid 

production: 

Triosephosphate + pyruvate - phosphoglycerate + lactate. 

GREEN et cd.3 have shown a number of similar reactions which may be summa
rized as follows: 

1. tJ-Hydroxybutyric acid + ",-keto-acid;;;::~ acetoacetic acid + ",-hydroxy-
acid; 

2. ,B-hydroxybutyric acid + aldehyde ~ acetoacetic acid + alcohol; 
3. Aldehyde + ",-keto-acid ~ acid + ",-hydroxy-acid; 
4. ",-Glycerophosphate + .x-keto-acid ~ triosephosphate + .x-hydroxy-acid; 
5. Triosephosphate + .x-keto-acid - phosphoglycerate + .x-hydroxy-acid; 
6. Triosephosphate + triosephosphate - phosphoglycerate + .x-glycero-phos

phate. 

The coenzyme acts as a carrier between the two substrate-dehydrogenase 
systems allowing an equilibrium to be set up between the oxidized and reduced 
forms of the two substrates. 

In the dehydrogenation of succinate to fumarate, cytochrome acts as the 
first hydrogen acceptor and coenzyme is not normally associated with this re
action. But it is probable that succinic dehydrogenase can enter into relations 
with coenzyme I, since DEWAN and GREEN3 have shown that the following 

1 EULER, ADLER, HELLSTROM, KYRNING: Hoppe-Seyler's Z.physiol. Chem. 241 
(1936), 239; 242 (1936), 215. 

2 EULER, ADLER, GUNTHER, HELLSTROM: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem., 246 
(1936), 317. 

3 DEWAN, GREEN: Biochemic. J. 31 (1937), 1074). - GREEN, NEEDHAM, DEWAN: 
Ibid. 81 (1937), 2327. 
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reactions occur in the presence of succinic dehydrogenase, coenzyme I, and 
P-hydroxybutyrate or malate dehydrogenases. 

p-Hydroxybutyrate + fumarate ~ acetoacetate + succinate. 

Malate + fumarate ~ oxaloacetate + succinate. 

It has long been known that acetaldehyde undergoes a CANNIZZARO reaction 
in tissues, being converted into acetic acid and alcohoP and that the conversion 
is brought about by a soluble enzyme "aldehyde mutase".z Later the enzyme 
from yeast was shown to depend on the presence of co-zymase (coenzyme 1).3 
The nat1:ll'6 of mutase is not known but DIXON and LUTWAK-MANN' suggest 
that it is an enzyme with two active centers, one of which activates the aldehyde 
to undergo oxidation and the other activates it for reduction, and the coenzyme 
acts as hydrogen acceptor and donator for the two reactions. Alternatively 
ADLER et al. and DIXONS suggest that the mutase action may be due to two 
enzymes, alcohol dehydrogenase (aldehyde reductase), shown to be present, and 
an aldehyde dehydrogenase, linked by co-zymase. The aldehyde dehydrogen8lBe 
concerned, however, does not correspond to the known aldehyde oxidases. 

GREEN et al.' believed that each of the reactions 3 to 6 was brought about 
by a single enzyme which uses co-enzyme I. They called these enzymes "mutaBes" 
postulating a similar mechanism as for aldehyde mutase. However EULER and 
his co-workers7 have shown that actually two dehydrogenases are concerned in 
each case. They believe that even the apparent CANNIZZARO reaction 6 is brought 
about by the co-operation of triose dehydrogenase with glycerophosphate dehydro
genase and coenzyme. 

Other dismutations such as the conversion of pyruvate into lactate, acetate 
and COli' occur in cells,S but the catalysts responsible are not yet fully known. 

III. The Yellow Enzyme and Flavin.9 

WARBURG and CluusTIAN10 discovered in yeast a protein-containing yellow 
pigment which exists in oxidized and reduced forms. They showed that a system 
containing hexosemonophosphate, a "Zwischenferment" (dehydrogenase), their 
coenzynie (coenzyme II) and the yellow pigment would take up oxygen, the 
hexosemonophosphate being oxidized to phosphohexonic acid. The yellow pig
ment was shown to oxidize the reduced coenzyme, beingitseH reduced to a leuco
compound. This leuco-compound is autoxidizable; it transfers hydrogen atoms 
to molecular oxygen giving hydrogen peroxide while it is oxIdized back to the 
yellow pigment. It thus acts as a hydrogen carrier between coenzyme and oxygen. 
It can serve this function with both coenzymes 1 and JI and so can co-operate 
with a number of dehydrogenase systems.ll 

1 BATTELLI, STERN: Bull. Soc. Chim. bioI. 68 (1910), 742. 
2 PARNAS: Biochem. Z. 28 (1910), 274. 
3 EULER, BRUNIUS: Hoppe-Seyler's Z./hysioI. Chern. 176 (1928), 52. 
, DIXON, LUTWAK-MANN: Biochemic. .81 (1937), 1347. 
& DIXON: Enzymologia (Den Haag) I' (1938), 198. - See also ADLER, EULER, 

GUNTHER: Arh. Kern., Mineral. Geol., Ser. B 12 (1938), No. 54. 
• GREEN, NEEDHAM, DEWAN: Biochemic. J.81 (1937), 2327. 
7 ADLER, EULER, HUGHES: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 262 (1938), 1. 
8 See p. 486 and 505. 
8 Reviews: TuEORELL: Ergebn. Enzymforsch.6 (1937), 111. - WARBURG: 

Ibid. 7 (1938), 210. 
10 WARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z.204 (1932). 438; 266 (1933), 377. 
n EULER. ADLER: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 226 (1934), 195; 288 (1936), 

233. See Chapter 6. 
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TXEOBELLlfound that reduced yellow pigment oa.n also be oxidized by cyto
chrome c and he concluded that most of the hydrogen carried by the yellow 
pigment in tissues normally reaches oxygen through the cytochrome-cytochrome 
oxidase system, but when this is inhibited direct autoxidation takes place. 
(When the cytochrome system carries out the oxidation no hydrogen· peroxide 
is formed.) H lactic acid bacteria, cultivated anaerobically, are allowed to respire 
in air, the whole oxygen uptake is carried by the yellow enzyme.1 This'respiration 
is evidently unphysiological since the cells are adapted to anaerobic conditions, 
and in air they are gradually killed by the hydrogen peroxide formed. 

LAx:r3 found that reduced yellow enzyme can be oxidized by fumarate with 
succinic dehydrogenase. The hydrogen carried by yellow enzyme can therefore 
reach the cytochrome system through succinate oxidation (see pa.ge 317 and 
Chapter 8). 

TREOBELL1 and W~URG2.believed that the oxygen uptake catalyzed by the 
pigment is only a fraction of the total respiration of cells, but that the pigment 
participated in oxidation-reductions not involving oxygen uptake. EULEB et al' 
also considered this probable and their work indicated the following scheme. 

R·CHO + DT . Co = DT . COHB + R·COOH, 

DT . CoH I + F = DT . Co + FHI, 

DACo + FHs = DACoHI + F, 

DACoH. -t CHaCHO = DACo + CHaCH.OH, 

where R· CHO = triosephosphoric acid, R· COOH = phosphoglyceric acid, 
DT = triosephosphoric dehydrogenase, Co = cozymase, F = yellow enzyme 
(flavoprotein), J)A. = alcohol dehydrogenase. (The dissociation of the complex 
between coenzyme and dehydrogenase is ignored for the sake of simplicity.) 

The yellow enzyme acts as a carrier between the reduced coenzyme attached 
to one dehydrogenase and the coenzyme attached to another dehydrogenase. 
The end result of the chain of reactions is to briIig about the following reaction. 

Triosephosphoric acid + acetaldehyde - Phosphoglyceric acid + alc.ohol. 

As was shown above, the intervention of the yellow enzym~ does not seem 
to be necessary. Whether or not it plays a role in such oxido-reductions depends 
upon the rate of establishment of the various equilibria. According to BANGA 5 

the yellow enzyme does accelerate the following oxido-reduction. 

Malate + fumarate ~ Oxaloacetate + succinate. 

The yellow enzyme would also serve to bring about oxido-reductions between 
substances the dehydrogenases of which are specific for different coenzymes, 
since both coenzymes I and II can establish oxidation-reduction equilibria with 
the yellow enzyme. 

BANGA and SZENT-GYOBGnG obtained from heart muscle a reversibly oxi
dizable yellow pigment which they called "Cytofla.ve". Similar yellow pigments 

1 THEOBELL: Nature (London) 188 (1936), 687; Biochem. Z.288 (1936), 317. 
I WABBURG, CmuSTIAN: Biochem. Z.260 (1933), 499; 288 (1933). 377. 
8 LAKI: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.249 (1936). 61. 
, EULER, ADLER. HELLSTROM: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 241 (1936). 239. 
I BANGA: Hoppe-Seyler's Z. phYSlol. Chem. 249. (1937). 205. 
• BANGA. SZENT-GYORGYI: Biochem. Z.248 (1932). 203. - LAKI: Ibid. 286 

(1933). 202. 
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were shortly obtained from various sources.! Prepared from different sources 
they received the names lacto-, ovo-, hepq,to-, uro-, verdo-flavin, but the material 
from the different sources appears to De identical. The pigment is now generally 
called lactoflavin, riboflavin or simply flavin_ 

Free flavin can act as hydrogen acceptor in various dehydrogenations, being 
reduced to a leuco compound, and the leuco compound is re-oxidized by oxygen. 
However, it is not reduced directly by dehydrogenase + coenzyme but appa
rmtly only takes up hydrogen from the reduced yellow enzyme.2 Flavin can thus 
act as an extra intermediary between the yellow enzyme and oxygen. (Methylene 
blue can act in the same way, as an artificial intermediary.) It is not known 
whether free flavin is of importance in natural oxidation-reduction processes. 

Flavin is found free in milk, urine and fish retina, but in most animal tissues 
it occurs only to a small extent free but mostly bound in undialyzable form to 
a large molecular bearer.3 The yellow enzyme of WARBURG and CmuSTIAN is 
such a compound. Flavin is a combination of an alloxazin derivative and a pen
tose (ribose).' A phosphoric acid derivative of this alloxazin pentose is the prosthe
tic group of the yellow enzyme.s 

The activity of the flavin group of the yellow enzyme evidently depends upon 
the alloxazin residue which is reversibly reduced and oxidized, taking up and 
losing two atoms of hydrogen. THEoRELL6 showed that the phospho-flavin group 
could be separated from the protein by dialysis against weak acid. The phospho
flavin alone does not transfer hydrogen from reduced coenzyme, but combined 
with its specific protein it is active. It appears that the combination of phospho
flavin and specific protein is reversible. There is thus an analogy between de
hydrogenase-coenzyme and phosphoflavin-protein; but in the latter case the 
equilibrium is strongly in favor of the complex, the yellow enzyme. Like co
enzymes I and II, phospho-flavin is a type of nucleotide, alloxazin-ribose-phos
phoric acid, and WARBURG7 terms it "alloxazin-nucleotide" in contrast to the 
"pyridine-nucleotides", the coenzymes I and II. HAASS has produced evidence 
to show that in the reaction between dihydro-coenzyme (the pyridine nucleotide) 
and the alloxazin-nucleotide both are combined with the specific protein of the 
yellow enzyme. The protein may thus be regarded as an enzyme which brings 
about reaction between two substrates, pyridine and alloxazin nucleotides, ad
sorbing or otherwise combining with both of them. The pyridine body dissociates 
off readily and is also a substrate for dehydrogenases, the alloxazin body tends 
to remain bound. 

Whether or not the first yellow enzyme itself is of general importance for 
respiration is not known, especially since there is no evidence of its presence in 
animal cells, though other forms of bound flavin are known to be present. 

1 ELLINGER, KOSCHARA: Ber. dtsch. chern. Ges. 66 (1933), 315. -- KUHN, GYORGY, 
WAGNER-JAUREGG: Ibid. 66 (1933), 317. - Reviews: WAGNER-JAUREGG: Ergebn. 
Enzymforsch.4 (1935), 333; Angew. Chern. 47 (1934), 318. 

i WAGNER-JAUREGG, RUSKA: Ber. dtsch. chern. Ges. 66 (1933),1298. - WAGNER
JAUREGG, RAUEN, MOLLER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 224 (1934), 67, 78. -
EULER, ADLER: Ibid. 226 (1934), 195, 211. 

8 EULER, ADLER, SCHWTZER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 226 (1934), 88. 
, WARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z. 2M' (1933), 492; 21)8 (1933), 496. - STERN, 

HOLIDAY: Ber. dtsch. chern. Ges. 67 (1934), 1104.-KuHN, RuDY, WAGNER-JAUREGG: 
Ibid. 67 (1934), 892, 1125, 1298, 1770, 1950. 

I THEORELL: Biochem. Z. 271) (1934), 37; 271) (1935), 344. 
8 THEORELL: Biochem. Z.272 (1934), 155; 278 (1935), 263. 
7 WARBURG: Ergebn. Enzymforsch.7 (1938), 210. 
8 HAAS: Biochem. Z.290 (1937), 291. 



310 K. A. C. ELLIOTT: 

IV. Other Yellow Enzymes. Coenzymes of Amino-acid and Xanthine 
Oxidases. 

WARBURG and CHRISTIAN l have recently shown that the d-amino-acid oxi
dase is a new yellow enzyme consisting of a specific protein reversibly united 
with an alloxazin-adenine-dinucleotide. It differs from the first yellow enzyme 
both as regards the protein and the prosthetic group. (The coenzymes I and II 
are nicotinic acid-amide-adenine-dinucleotides; the prosthetic group of the first 
yellow enzyme is an alloxazin-mononucleotide.) The alloxazin-adenine-dinucleo
tide can combine with the protein of the first yellow enzyme or with another 
protein giving two other yellow enzymes having similar but not quite the same 
properties as the first yellow enzyme. The prosthetic group of xanthine (and 
aldehyde) oxidase also appears to be an alloxazin-nucleotide.2 The flavin-adenine
dinucleotide seems to be concerned in the oxidation of pyruvic acid.3 In this 
oxidation vitamin Bl (thiamin) pyrophosphate and not coenzyme I or II is 
concerned (see Chapter 7). 

In the remainder 0f this review "yellow enzyme" or "flavoprotein" without 
qualification will mean the first yellow enzyme. 

It is interesting to note that flavin, the ribose-alloxazin derivative which is 
a constituent of all the yellow enzymes, has been found to be the growth-pro
moting vitamin B2.4 

V. Coenzyme Factor, Diaphorase. 

The presence of WARBURG'S first yellow enzyme has not been shown in tissues 
other than yeast and certain bacteria and the mechanism by which oxygen can 
act as ultimate hydrogen acceptor in animal tissues for dehydrogenations depen
ding upon coenzymes has until recently been obscure. This problem has been 
cleared up by recent work of DEWAN and GJtEEN5 and EULER et al.6 These authors 
discovered independently an enzyme which catalyzes the oxidation of dihydro
<,oenzyme by cytochrome. Carriers such as flavin, adrenochrome, methylene blue 
or pyocyanine will act as hydrogen acceptors but not oxygen. Cytochrome is by 
far the most active acceptor, and through it and the cytochrome oxidase, rapid 
oxygen uptake can take place. The enzyme concerned, which has been called 
"Diaphorase" by EULER et al. and "Coenzyme factor" by DEWAN and GREEN, 
has been shown to be widely distributed in animal tissues5 ,7 and in microorga
nisms.s EULER et al.6 , 7 find that their preparations catalyze the oxidation only 
of reduced coenzyme I, while DEWAN and GREEN 5 give evidence that both 
coenzymes I and II are affected. ADLER et al. 9 have now found that there are 
two different diaphorases. 

It seems probable that insofar as substrates of coenzyme-dehydrogenases 
are oxidized by molecular oxygen, this takes place through the mediation of 
coenzyme and cytochrome with the new enzyme promoting the reaction between 

1 W ARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z. 298 (1938), 150, 368. 
2 BALL: Science (New York) 88 (1938), 131. 
3 LIPMANN: Nature (London) 143 (1939), 436. 
4 KUHN, WAGNER-JAUREGG: Ber. dtsch. chern. Ges.66 (1933), 1950. - EULER, 

KARRER, ADLEit, MALMBERG: Helv. chim. Acta 17 (1934), lI57. 
5 DEWAN, GREEN: Nature (London) 140 (1937),1097; Biochemic. J. 32 (1938), 626. 
6 ADLER, EULER, HELLSTROM: Svensk Vet. Ark. Kern., Ser. B 12, No. 38 (1937).

ADLER, EULER, HUGHES: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 202 (1938), 1. - EULER, 
HELLSTROM: Ibid. 252 (1938), 31. 

7 EULER, HASSE: Naturwiss. 26 (1938), 187. 
8 GREEN, DEWAN: Biochemic. J.32 (1938), 1200. 
9 ADLER, EULER, GUNTHER: Nature (London) 143 (1939), 641. 
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these two carriers. The reduction of methylene blue is very commonly used as 
a means of study instead of oxygen uptake, and it should be noted that the new 
enzyme is necessary for this reduction also; methylene blue simply replaCes the 
system cytochrome + cytochrome oxidase + oxygen. 

STRAUB, CORRAN and GREEN1 have very recently found that coenzyme factor 
is a type of yellow enzyme the prosthetic group of which is the same alloxazin
adenine-dinUcleotide which is present.in d-amino-acid oxidase. 

VI. Adrenaline and adrenochrome. 

GREEN et aZ.z found that adrenaline behaves like flavin, yellow enzyme, or 
methylene blue, as a carrier in enabling the lactate or malate dehydrogenase
coenzyme system to take up oxygen. GREEN and RICHTER1I have shown that not 
adrenaline itseH but a red o-quinone oxidation product, is the active cartier. This 
substance, which they call "adrenochrome", is produced by the oxidation of 
adrenaline, probably by the cytochrome-cytochrome oxidase system present in 
their preparations. (It can also be formed by the oxidation of adrenaline catalyzed 
by catechol oxidase.) This pigment presumably accepts hydrogen from reduced 
coenzyme I, being itself reduced to a leuco-compound. The leuco-adrenochrome 
can be re-oxidized either by the cytochrome-cytochrome oxidase system or by 
a different, cyanide insensitive, process which has not been further studied. In 
this latter method of oxidation, hyftrogen peroxide appeared to be formed. 

The systems found to react with adrenaline or adrenochrome were the lactic, 
malic, and ,8-hydroxybutyric dehydrogenase-coenzyme I systems. Systems which 
do not depend upon coenzyme were not influenced by adrenochrome (succinic 
dehydrogenase, IX-glycerophosphate dehydrogenase of rabbit muscle, lactic de
hydrogenase of yeast). It is not known whether coenzyme II systems are in
fluenced. In view of later work it is possible that adrenochrome does not oxidize 
dihydro-coenzyme directly but that the reaction is catalyzed by coenzyme factor. 

GREEN and RICHTER showed that adrenaline, or adrenochrome, produces an 
effect in vitro in a low concentration of the order of the concentration of adrenaline 
to be expected in blood after muscular effort, and they conclude that the carrier 
function of the hormone derivative may be of physiological importance. 

VII. Catechol-o-quinone. 

KUBOWITZ' has shown that the system, catechol oxidase-catechol-coenzyme 
II-dehydrogenase(Zwischenferment)-hexosemonophosphate, rapidly takes up 
oxygen. The oxidase oxidizes catechol to an o-quinone which is re-reduced by 
the dihydro-coenzyme. Since catechol oxidase is active in many plants, and 
catechol can also be oxidized by peroxidase + HIIOz, it is probable that the 
catechol-o-quinone system is an important link in plant oxidations by coenzyme 
dehydrogenases. 

VIII. Summary of coenzyme relations. 

The various types of coenzyme-determined oxidations may be represented by 
the following diagrams in which the arrows indicate the direction of hydrogen 
transfer, S1 and Sll represent different metabolite substrates. 

1 STRAUB, CORRAN, GREEN: Nature (London) 143 (1939), 119, 334. 
2 GREEN, BROSTEAUX: Biochemic. J. 80 (1936),1489. - GREEN: Ibid. 80 (1936), 

2095. 
a GREEN, RICHTER: Biochemic. J.31 (1937), 596. 
4 KUBOWITZ: Biochem. Z.292 (1937), 221; 299 (1938), 32. 
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yridin 
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Methylene blue can act as hydrogen acceptor in place of oxygen or of flavin, 
adrenochrome or cytochrome. Since it is readily re-oxidized by oxygen it can 
act as carrier for the uptake of oxygen. Methylene blue is reduced by dihydro
coenzyme only in the presence of the coenzyme factor or the yellow enzyme. 

c) Glutathione. 
Glutathione was isolated by HOPKINs l who crystaJlized it and showed that 

it is a tripeptide consisting of cysteine, glutamic acid and glycine. It readily 
undergoes oxidation with the production of a disulfide-lfuked double molecule. 
Most of its biological properties of special interest are expressed through its sulfur 
group, 80 its reduced and oxidized forms are commonly referred to by the con
venient abbreviations GSH and GSSG. 

Cells contain systems which vigorously reduce oxidized glutathione and 
systems which cause rapid oxidation of reduced glutathione by molecular oxygen. 
Glutathione, therefore, can act as a carrier. In fact the idea of a carrier was first 
put forward by HoPKINS in connection with glutathione. 

Tissues in which the enzymes have been inactivated by boiling, continue to 
reduce glutathione.B,s HOPKINS and DIXON!! showed that part of the reduction 
waS due to "fixed SH groups", i.e. -SH groups which cannot be washed away 
from insoluble protein. H to a preparation of washed and heated muscle protein, 
containing fixed -SH groups, a little impure GSSG is added, an oxygen uptake 
occurs as a result of the reduction of the GSSG followed by re-oxidation of the 
GSH formed. The total amount of oxygen taken up is far greater than the 
amolint required to oxidize the fixed -SH groups originally present 80 that it 
appears that protein itseH as well as its -SH groups is being oxidized. Possibly 
the fixed -SH groups behave as a carrier between glutathione and non-sulfur 
oxidizable groups within the protein. 

HOPKINS and ELLIOTT' studied the role of glutathione in the respiration of 

1 HOPKINS: Biochemic. J.15 (1921). 286; J. bioI. Chemistry 86 (1929), 269. 
B HoPKINS, DIXON: J. bioI. Chemistry i4 (1922), 529. 
8 BERNBEW, DIXON: Biochemic. J.22 (1928), 1259. 
, HOPKINS, ELLIOTT: Proc. Roy. Soc. (London), Sar. B 109 (1931), 58. 



Biological Oxidation-Reduction Catalysts. 313 

various chopped up tissues, especially liver. The glutathione is normally present 
in the tissue practically all in the reduced state, and a considerable amount of 
added GSSG can be reduced, even during aeration when oxidation is proceeding 
simultaneously with reduction. When aeration is continued, the reduction mecha
nisms become exhausted and the amount of GSH decreases due to oxidation. 
Thermolabile catalysts, probably certain dehydrogenases, are concerned to some 
extent since preliminary heating of the tissue slows the reduction and anows 
oxidative disappearance of GSH to occur at once and more rapidly. It seems 
clear that usual cell metabolites are at least partly responsible for the reduction 
in the liver, since, except in the case of the cat, depletion of liver reserves by 
withholding food causes the reduction of glutathione to be less marked and the 
oxidative removal to set in earlier. 

GSSG is not reduced by the succinic dehydrogenase system,1 but certain 
coenzyme-dehydrogenase systems have been shownz to reduce it. It is not known 
whether the dihydro-coenzymes reduce GSSG directly. 

Oxidation of re~uced glutathione by oxygen is catalyzed by iron or copper 
salts, or by iron in organic combination in haematin,8 in the presence of a third 
substance usually present as an impurity, whieh may either be cysteine' or 
cysteinylglycine.5 

HOPKINS and ELLIOTT found that heating their tissues to 70° did not inhibit 
the oxidation of GSH. Cyanide and pyrophosphate, known inhibitors of iron 
catalyses, did inhibit the oxidation. Carbon monoxide had no effect; this, the 
inhibition by pyrophosphate, and the thermostability, indicate that the cyto. 
chrome oxidase or respiratory enzyme is not responsible for the oxidation of GSH. 
No enzyme-catalyzed oxidation of GSH has been discovered. 

From the rate of oxidation of GSH in the tissue, after the exhaustion of 
reducing systems, Hol':lllNS and ELLIOTT calculated that the glutathione system 
could account for only a small fraction of the total oxygen uptake of the tissue. 

HOPKINs6 showed that glutathione is able to bring about the oxidation of 
unsaturated fats and fatty acids. The mechanism of this catalysis is obscure.e,7 

It does not seem that the glutathione is acting as a carrier in this case and its 
significance for tissue metabolism is not known. 

Interest in the carrier function of glutathione has been largely overshadowed 
by its iilteresting effects on non-oxidizing enzyme systems. These effects are 
outside the scope of this survey (see p. 243 ff.). 

d) Catechol-o-Quinone. 

It seems possible tha.t to some extent the place of the cytochrome-cytochrome 
oxidase system is taken, in some plants, by catechol deriva.tives and catechol 
(polyphenol) oxidase. 

P A.LLA.DIN8 studying the darkening of various plants which occurs when they 
are damaged, first suggested that this is due to the enzymic oxidation of a poly-

1 ELLIOTT: Biochemic. J.22 (1928), 1410. 
8 MANN: Biochemic. J. 26 (1932), 785. -MELDRUM, TARR: Ibid. 29 (1935), lOS.-

OGSTON, GREEN: Ibid. 29 (1935), 1983. 
a HARRISON: Biochemic. J.20 (1926), 217. 
, MELDRUM, DIXON: Biochemic. J. 24 (1930), 472. 
6 MAsON: J. bioI. Chemistry 90 (1931), 25. 
S HOPKINS: Biochemic. J. 19 (1925), 787. 
7 ALLOTT: Biochemic. J.20 (1926), 957. 
8 PALLADIN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.oo (1908). 207; Biochem. Z.18 

(1909), 151. 
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phenol. In the intact plant, or under anaerobic conditions, the oxidized poly
phenol is reduced again to the colorless compound. 

Many plants or their extracts have been shown to produce a b~ue color when 
treated with tincture of guaiacum. This reaction, which consists essentially of 
the oxidation of guaiaconic acid (present in the guaiacum) to a blue pigment, 
has been much used as a test for oxidases and peroxidase. 

BACH and CHODAT1 considered that the reaction consisted of the combination 
of an "oxygenase" with oxygen to give a peroxide, and the peroxide was then 
activated by peroxidase to oxidize the guaiacum. ONSLOW 2 showed that the 
"oxygenase" consists of an oxidizing enzyme and catechol (or a derivative). The 
oxidase caused the oxidation of the catechol. SZENT-GYORGYI3 showed that 
peroxidase is not necessary for the blueing of guaiacum. The catechol is oxidIzed 
by catechol oxidase to a product which even separated from the enzyme systems, 
blues guaiacum immediately. The product which blues guaiacum directly was 
shown to be an o-quinone. 3,4 In the oxidation of guaiacum, the quinone is reduced 
back to catechol. The blueing of guaiacum is thus a secondary oxidation per
formed by the o-quinone formed in the primary oxidation of catechol. RICHTER5 

showed the similar secondary oxidation of thiol compounds. He and ONSLOW 
and ROBINSON6 produced evidence that oxidation in plants of monohydric phenols 
to dihydric phenols (catechol derivatives) is brought about by o-quinones with 
a dehydrogenase. The dihydric derivative produced would be subject to the 
action of the oxidase with the production of more quinone. 

Peroxidase with hydrogen peroxide will also cause the oxidation of catechol, 
and it is known that hydrogen peroxide can be formed by various oxidizing 
systems, oxygen being reduced to hydrogen peroxide instead of to water. The 
o-quinone formed by the action of hydrogen peroxide and peroxidase, will, of 
course, also blue guaiacum. Many plants do not contain the catechol-oxidase but 
do contain peroxidase. 

Catechol-quinone thus acts as a carrier between 02-catechol oxidase or H 20 2-

peroxidase and guaiacum. (Peroxidase and hydrogen peroxide will also blue 
guaiacum without the mediation of catechol.) SZENT-GYORGYI showed that the 
quinone formed by the enzymic oxidation of catechol can be reduced again by 
substances in the plant. The catechol-quinone system is thus able to behave as 
an oxidation-reduction carrier.7 As was mentioned earlier, KUBOWITZ has shown 
that catechol-o-quinone can mediate the oxidation of reduced coenzyme. So it is 
probable that catechol, with systems which oxidize it, plays an important part in 
the respiration of many plants. 

e) Ascorbic Acid, Vitamin C.8 

SZENT-GYORGYI9 isolated from various plants, and from the adrenal cortex 
of animals, a crystalline substance which he called "hexuronic acid" and which 

1 BACH, CHODAT: Ber. dtsch. chem. Ges. 36 (1903), 606 and other papers, 1902-1908, 
in the same journal. 

Z ONSLOW: Biochemic. J.13 (1919), 1; 14 (1920). 535. 
3 SZENT-GYORGYI: Biochem. Z.162 (1925), 399. 
4 PUGH, RAPER: Biochemic. J. 21 (1927), 1370. 
5 RICHTER: Biochemic. J. 28 (1934), 901. 
6 ONSLOW, ROBINSON: Biochemic. J.22 (1928), 1327. 
7 SZENT-GYORGYI: Studies on Biological Oxidation. Leipzig: Johann Barth, 1937. 
8 Reviews: KING: Physiologic. Rev. 16 (1936), 238. - TAUBER: Ergebn. Enzym-

forsch. 7 (1938), 301. 
9 SZENT-GYORGYI: Nature (London) 119 (1927),782; Biochemic. J. 22 (1928),1387. 
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he found to be reversibly oxidizible. This substance was later shownl to be 
vitamin C; it has since been re·named "ascorbic acid" and been shown to be 
widely distributed in animal and plant tissues. 

Ascorbic acid is known to be oxidized by several different systems of bio
logical interest. SZENT-GYOBGYIIl showed that certain plants contain an enzyme, 
ascorbic oxidase, which catalyzes the oxidation by molecular oxygen. Ascorbic 
acid is not oxidized directly by hydrogen peroxide and peroxidase but its oxi
dation is readily mediated by phenol-a-quinone systems.3 

Phenolic substances are oxidized by the peroxidase system to the corres
ponding a.quinone& and these oxidize ascorbic acid. Of particular interest in this 
connection are phenolic plant pigments such as quercitine and eriodictyol or their 
glucosides.' Vanillin, which apparently also gives a quinone, also mediates the 
oxidation.6 The polyphenol oxidases also produce a.quinone derivatives which 
can oxidize the vitamin.8 In the oxidation of ascorbic acid by ascorbic oxidase, 
the hydrogen is transferred to oxygen giving primarily hydrogen peroxide, and 
this hydrogen peroxide with the peroxidase and the phenol can oxidize a further 
amount of the vitamin.' The cytochrome-cytochrome oxidase system can also 
oxidize ascorbic acid.7 , 8 

Tissues reduce oxidized ascorbic acid (dehydro.ascorbic acid) rapidly, but no 
dehydrogenase systems have been found which reduce the dehydro acid. However, 
glutathione and fixed -SH reduce dehydro.ascorbic acid rapidly. 7 , 8 

HOPKINslO has recently shown that ascorbic acid can act as an efficient carrier 
between oxygen + ascorbic oxidase preparations and glutathione. In the pre
sence of glutathione no dehydro-ascorbic acid accumulates since 'it is immediately 
reduced by the glutathione. There seems to be an enzymic catalyst which accele
rates the reduction of dehydro.ascorbic acid by glutathione. An enzyme catalyzed 
acceleration of the reduction of dehydro-ascorbic acid by cysteine has also been 
described.ll 

Like glutathione, ascorbic acid seems to have important effects on non
oxidizing. enzymes. Its role in respiration is not known but it seems to be linked 
with the equally unclear function of glutathione. 

f) Other Coenzymes and Carriers. 
Besides coenzymes I and II and the prosthetic groups of the yellow enzymes, 

several other coenzymes have been described. 
AUHAGEN12 showed that a coenzyme and magnesium ions are necessary for 

the activity of carboxylase, the non· oxidative enzyme of yeast which decomposes 

1 KING, WAUGH: Science (New York) 76 (1932), 357. - SVIRBELY, SZENT· 
GYORGYI: Nature (London) 129 (1932), 690. 

• SZENT·GyORGYI: J. bioI. Chemistry 90 (1931),385. - See also TAUBER, KLEINER, 
MISHKIND: Ibid. 108 (1935), 563; 110 (1935), 211. 

3 SZENT.GyORGYI: Nature (London) 119 (1927), 782; Biochemic. J. 22 (1928),1387. 
, HUZAK: Hoppe.Seyler's Z. physioI. Chem. 247 (1937), 239. 
5 TAUBER: Enzymologia (Den Haag) 1 (1936), 209. 
8 JOHNSON, ZILVA: Biochemic. J.31 (1937), 438. 
7 SZENT.GyORGYI: Biochemic. J.22 (1928). 1387. 
8 BALL: Biochem. Z. 296 (1938), 262. . ' 
8 BORSOOK, JEFFREYS: Science (New York) 88 (1936), 397. - SCHULTZE, STOTZ, 

KING: J. bioI. Chemistry 122 (1937), 395. 
10 HOPKINS, MORGAN: Biochemic. J. 80 (1936), 1446. - CROOK, HOPKINS: Ibid. 82 

(1938), 1356. 
n PFANKUCH: Naturwiss.22 (1934), 821. 
12 AUHAGEN: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chem.206 (1932), 149. 
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pyruvic acid to acetaldehyde and CO •. This coenzyme was isolated by LoHMANN 
and SCHUSTERl and shown to "De the pyrophosphate of thiamin (Vitamin B1). 

PETERSB has shown that Vitamin Bl is concerned in the oxidation of pyruvate 
by brain and lately LrPMANNs has indicated that thiamin pyrophosphate is 
a coenzyme of the pyruvic dehydrogenase of bacteria. ANNAU' believed that he 
had found another activator 9fpyruvic dehydrogenase, but he has lately shown 
that his activator is succinic acid. Succinic acid is part of a gener~ co-catalytic 
system (see next section and Chapter 8) and its effect is probably not peculiar 
to pyruvic dehydrogenase. 

1IAJmop and BARBONIi showed that methylene blue stimulates the oxidation 
of carbohydrate in red blood cells. WABBUBG et al.e showed that this effect (at 
least in part) was due to the oxidation of haemoglobin by the methylene blue to 
methaemoglobin. The leuco-methylene blue was re-oxidized by oxygen and the 
methaemoglobin oxidized carbohydrate under the influence of certain caWysts. 
Haemoglobin-methaemoglobin is thus capable of acting as a carrier. Respiration 
of red ceDs could be induced by adding haematins derived from haemoglobin or 
chlorophyll instead of methylene blue;7 The haematin oxidizes haemoglobin to 
metha.emoglobin, and the reduced ferro-haematin compound is re-oxidized by 
molecular oxygen. 

BERNHEIM and BEBNHEIM8 have shown that pyrrole., or" some derivative 
formed from it by the tissue, facilitates the aerobic oxidation of lactic and citric 
acids by washed liver suspensions. Apparently the pyrrole body acts as a carrier 
and its action depends upon some accessory catalysis which may be due to an 
iron complex. BEBNHEIM8 has shown that a.lloxanin very low concentration 
increases the respiration of ]iver "suspensions and markedly accelerates the oxi
dation of alcohol. 

Pyocyanine, a pigment produced by B. pyoeyaneua, can undergo reversible 
reduction to a. leuco form. It has been useful as an artificial carrier for studying 
reactions in vitro. A number of other pigments with reversible oxidation-reduc
tion properties are" knownlO and probably these pigments play roles in cell oxi
dation-reduction processes. 

g) Intermediary Metabolltes as Carriers. 
I. The four c8rrbon dica.rboxylic acid system of SZENT-GYOBGYI. 

Impressed by the contradiction between the fact that most of the oxygen 
uptake of cells appears to be dependent upon the cytochrome-cytochrome oxi
dase system, a.nd the fact that (until recently) the succinic acid-succinic dehydro
genase system was the only known enzyme system ~hereby cytochrome could 

1 LOHMANN, SCHUSTER: Bioohem. Z. 294 (1937), 188. 
B PETERS, SINCLAIB, THOMPSON: Biochemic. J.27 (1933), 1677, 1910; 28 (1934), 

916. . 
8 LIPKANN: Enzymologia. (Den Haag) 4 (1937), 65. 
, ANNAU: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem. 247 (1937), 248; 258 (1938), 127; 

257 (1939), 111. . 
6 HARROP, BARRON: J. bioI. Chemistry 79 (1928), 65; 81 (1929), 445; 84 (1929),83. 
e WABBUBG, KUBOWITZ, Cmu.sTIAN: Biochem. Z.227 (1930), 245; 285 (1931), 

240; 288 (1931), 131. 
7 WABBUBG, KUBOWITZ: Biochem. Z. 227 (1930), 184. 
8 BERNHEIM, BERNHEIM: J. bioi. Chemistry 92 (1931), 461. 
t BERNHEIM: J. bioI. Chemistry 128 (1938), 741. 
10 See e.g. HEWITT: Oxidation-~uction Potentials in Bacteriology and Bio

chemistry. London, 1936. 
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be reduced, SZ1IINT-GYOBGYI1 and his school developed a theory which may be 
represented by the following diagram: 

/umara8e 
r----' 

2H 1 t 2H It 2H 2H 
Donator ~ oxaloa.ceta.te~ malate -~ fumarate~ succinate ~ cytochrome -----+ Oz. 
s ma' . ""' '---..-' -. .J~ 
yste malic dMl/drogmlUe + lIeUow lUCCinic clJ/,ochrlml6 

+ eoetUl/1IU I. ellZl/1IU. ilehl/drogl'lltJle. ozidale. 

The tissue metabolites with their dehydrogenases and coenzymes (donator 
systems) reduce oxaloacetate to malate under the influence of malic dehydro
genase. The malate, still activated by its dehydrogenase, is then re-oxidized to 
oxaloacetate and the hydrogen is transferred, through coenzyme and yellow 
enzyme, to fumarate which is activated by succinic dehydrogenase. The succinate 
formed, still activated by its dehydrogenase, is re-oxidized to fumarate, the 
hydrogen being transferred via the cytochrome-cytochrome oxidase system to 
oxygen. The non-oxidizing enzyme, fumarase, maintains an equilibrium between 
malate and fumarate. Certain donator systems of higher oxidation-reduction 
potential, such as lactate-lactic dehydrogenase, reduce fumarl\.te directly, without 
the intervention of oxaloacetate-malate. 

The evidence for this theory will be discussed in a later chapter. It seems 
probable that this· chain of reactions must occur at least to some extent. It is 
in accord with the wide distribution and high activity of succinic dehydrogenase 
in animal tissues, and the rapidity with which tissues reduce oxaloacetate. 
KREBS has shown decisively that in B. coli the oxidation of various substrates 
takes place through the mediation of fumarate-succinate and possibly also 
through oxaloacetate-malate. But the recent discovery of coenzyme factor makes 
the theory unnecessary as an explanation of the original contradiction since it 
is now known that cytochrome can be reduced by many donators with their 
dehydrogenases through coenzyme and coenzyme factor. 

II. The citric acid cycle of KREBS. 
KREBS et al.2 have recently proposed a theory according to which many of 

the reactions of SZENT-GyORGYI'S system occur, but which involves an entirely 
different principle. KREBS' theory may be represented in the following diagram. 
The arrows in this diagram do not indicate the direction of hydrogen transfer 
but actual transformations of the compounds. 

carbohydrate derivative 

oxaloacetate ------'--1 ----~~ citrate 
t ' ________ 

mfte l~~ ... te 
fumarate iso-citrate 

i t 
succinate (oxalosuccinate Y) 

t ______ .x-ketoglutarate +-_____ J 
1 Review: SZENT-GYORGYI: Studies on Biological Oxidation. Leipzig: J. A. 

Barth, 1937. 
z KREBS, JOHNSON: Enzymologia (Den Haag) 4, (1937), 148; Biochemic. J.32 

(1938), 113. - KREBS, EGGLESTON: Ibid. 32 (1938), 913. 
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According to this scheme, in animal tissues, oxaloacetate undergoes a con
densation with the metabolite to be oxidized, forming citrate. A series of oxi
dations, catalyzed by known enzyme systems, then takes place, until oxalo
acetate is formed again and the carbon and hydrogen of the original externa1 
metabolite has been released as COs and water. Nothing is known of the mecha
nism of the initial synthesis of citrate and the scheme is still the subject of 
controversy. The evidence for it will be discussed later. 

A similar cycle of reactions has been shown by ELLIOT et al.1 to occur in kidney 
slices, but in this case the cycle merely represents a series of transformations 
whereby the members of the cycle are theIIl!!elves consumed and no Synthesis with 
an external molecule is mdicated. 

III. Hydroxy-keto-acids. 

Lactic acid is oxidized in most tissues to pyruvic acid, and pyruvic acid added 
to tissues is partly reduced to lactate by reducing systellli\ in the tissue. KREBS 
and J OHNSONs and ELLIOTT et al. a pointed out that the reversible lactate ~ pyru
vate system may therefore act as a carrier in tissue oxidation-reductions. KREBs! 
also showed that malate-oxaloacetate and IJ-hydroxybutyrate-acetoacetate can 
also act in this way. The carrier property of the malate-oxaloacetate system was 
originally observed by the SZENT-GYORGYI school when the theory of SZENT-
GYORGYI, mentioned above, was being developed. . 

IV. Formate-bicarbonate. 

According to KREBS' B. coli in bicarbonate-containing medium under 
anaerobic conditions brings abo~t the reaction 

CHao CO·COOH + RsO = CHa·COOR + HCOOH. 
Pyruvic acid. Acetic acid. Formic acid. 

He considers that this reaction takes place in the following manner 

CHa·CO·COOH + OR. + COs = CHa·COOH + COil + HCOOH. 

The COs or bicarbonate of the medium accepts hydrogen giving formate. Since, 
in the presence of oxygen B. coli brings about the oxidation of formate to COli 
(bicarbonate), the formate-bicarbonate system may act as a carrier in the oxi
dation of pyruvate and other substances. 

Types 01 Enzymic Oxidation-Reductions. 
Nomenclature and Classification of the Enzymes. 

BERTRANDI in his studies of oxidations by mechanisms in lac tree sap and in 
fungi, realized that there is not a single oxidizing.enzyme but a group of such enzymes, 
and he introduced the term "Oxidase" as a group name. This term fitted the current 
views that oxidizing enzymes acted primarily on oxygen, and it was used in much 
of the early literature. (The term "Peroxidase" was introduced in the early literature 
for enzymes which required the presence of peroxides.) Later the substrate acti
vation-hydrogen transfer theory of WIELAND, and the investigations of THuNBERG 

1 ELLIOTT, SCHROEDER: Biochemic. J.28 (1934), 1920. - ELLIOTT, BENOY, 
BAKER: Ibid. 29 (1935), 1937. 

a KREBS, JOHNSON: Biochemic. J.81 (1937), 645. 
3 ELLIOTT, GREIG, BENOY: Biochemic. J.81 (1937), 1003. 
, KREBS: Biochemic. J.81 (1937), 2095. 
I BERTRAND: Bull. Soc. chim. France 10 (1896), 791. 
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on methylene blue reduction in place of oxygen uptake, occasioned the introduction 
of the term "Dehydrase" by THUNBERG, though in literature in the English language the 
more descriptive term "Dehydrogenase" is now preferred. Certain oxidizing enZymes, 
however, are known to be unable to bring about the reduction of dyes and to use 
only oxygen as hydrogen acceptor, and these acquired the name "Aerobic Oxidase"l 
since the dehydrogenases were sometimes referred to by the term "Anaerobic 
Oxidase". 

Before the recent clarification of the carrier systems a number of enzyme pre· 
parations were known to cause either oxygen uptake or methylene blue reduction 
while others were found to cause the reduction of methylene blue but not of oxygen; 
these enzymes for a time were distinguished by the names "Aerobic (or Oxytropic) 
dehydrase" and "Anaerobic (or Anoxytropic) dehydrase". In many cases the enzymes 
classified as "Aerobic dehydrases" have since been shown to be dependent on carriers, 
the cytochrome system, or yellow enzyme, or diaphorase and the cytochrome system, 
for their oxygen uptake and so should fall into the class of "Anaerobic dehydrases". 

The term "Oxidone" was applied by BATTELLI and STERN to "oxidases" which 
could not be extracted from the cell structure with water. BACH and CHODAT'S '~xy. 
genase" has been resolved into an oxidase plus catechol derivative. Both these latter 
terms are obsolete and now seldom used. 

BERTRAND'S term "Oxidase" is now generally used for single enzymes which 
cause direct oxidation of metabolites by oxygen. It is also useful as a term for 
a complete. complex which oxidizes a metabolite by oxygen. For instance, 
"Succinoxidase" is a useful name for the complete succinate oxidizing system 
consisting of succinic dehydrogenase, cytochrome, and cytochrome oxida.se. 

The term "dehydrogenase" is now often used for all oxidation-reduction 
enzymes except perondase. but it is usually restricted to the enzymes which act 
upon cell metabolites and is not applied to cytochrome oxidase, coenzyme factor 
(diaphorase) or yellow enzyme which act upon carriers. In this article the term 
"dehydrogenase" is used almost exclusively for enzymes which cause reduction 
of coenzymes or cytochrome and not used for the direct oxidas,es which reduce 
oxygen directly. 

The terms introduced by THUNBERG for the enzymes which activate metabolites 
were "dehydrase" and "reductase". "Dehydrogenase" is adopted' as a more descriptive 
term. The following other names have been proposed and used: anaerobic oxid8.se, 
hydrogen transportase, oxidoreductase, redoxase, perhydridase, hydrokinase, hydrogen. 
kinase, water.splitting enzyme, and Zwischenferment. 

The following classification of the oxidation·reduction enzymic catalysts 
is ba.sedon the present knowledge of the types and mechanisms of the 
reactions catalyzed. 

Enzymes which promote direct reaction with oxygen. 

The enzymes of this group, the oxidases, may be subdivided into two classes, 
though the point of difference has not in all cases been closely investigated and 
may not be fundamental. 

a) Enzymes which catalyze oxidations with molecular oxygen as hydrogen 
acceptor but not with reducible dyes like methylene blue. Reduction of methylene 
blue or other dyes has not be~n shown with cytochrome oxidase (indophenol 
oxidase), uricase, the phenol oxidases, ascorbic oxidase,2 oxalic oxida.se-, or histamine 
'oxidase. 'The term "aerobic oxidase" has been used for this group. 

1 Review: RAPER: Physiologic. Rev. 8 (1928), 245. 
2 See however footnote 7 on page 371. 
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b) Enzymes which catalyze oxidations with either oxygen or dye as direct 
hydrogen acceptor. To this group belong xanthine and aldehyde oxidase, a-amino
acid oxidase, amine oxidase and yellow enzyme l and the glucose oxidase of 
.AapergiUU8. The glucose and amine oxidases do not reduce methylene blue but 
reduce other dyes. With this group the hydrogen transfer mechanism is apparent, 
i. e. the reaction is a dehydrogenation, and the term "aerobic dehydrogenase" 
has been used to distinguish the group. 

With the exception of cytochrome-oxidase, and possibly phenol oxidase, both 
groups reduce oxygen primarily to hydrogen peroxide. 

It is probable that enzymes of both groups activate the substrate, and possibly 
oxygen is also activated at the same enzyme in some such manner as that 
suggested by SZENT-GYOBGYi (page 301). The difference between the two groups 
may depend in some cases only on the oxidation-reduction potential of the 
substrate. For instance, the oxidation-reduction potential of methylene blue
leuco-methylene blue is lower than that of catechol-o-quinone so that the reduction 
of methylene blue by catechol is thermodynamically impossible. In other cases, 
there is no apparent thermodynamic reason why dyes should not be reduced. 

Oxidizing enzymes which do not cause direct reduction of oxygen. 

These enzymes have been called "anaerobic dehydrogenases" to distinguish 
them from the aerobic dehydrogenases, which can take up oxygen directly. 
Since the term "oxidase" is used to cover all enzymes causing direct oxidation 
by oxygen, enzymes causing reduction of Ccl.rriers will usually be referred to 
simply as dehydrogenases. 

The dehydrogenases are divided into the following groups: 
a) Enzymes which require no coenzyme but cause the transfer of hydrogen 

from their substrates to cytochrome. Succinic dehydrogenase is the best known 
member of this group. An lX-glycerophosphate dehydrogenase, lX-hydroxyglutaric 
dehydrogenase, a lactic dehydrogenase from yeast, and choline dehydrogenase, 
are also believed to be cytochrome oriented. Diaphorase may also be included in 
this group since it causes hydrogen transfer from its substrate, dihydro-coenzyme, 
to cytochrome. The first yellow enzyme causes reaction with cytochrome as well 
as directly with oxygen. 

b) Enzymes which cause the transfer of hydrogen from their substrate to 
coenzyme I (co-zymase, co-reductase I, diphosphopyridine nucleotide) or to 
coenzyme II (co-reductase II, triphosphopyridine nucleotide). 

Enzymes known to react with coenzyme I are lactic and malic dehydrogenases 
(perhaps identical but different from the above-mentioned lactic dehydrogenase 
of yeast), an lX-glycerophosphate dehydrogenase (different from the above
mentioned), and the dehydrogenases of alcohol, P-hydroxy-butyrate, formate, 
triosephosphate, citrate (tao-citrate), glucose and the glutamic dehydrogenase 
of liver and plants. 

Enzymes known to react with coenzyme II are the dehydrogenases of hexose
monophosphate, phosphohexonate, pentosephosphate, glucose, and the glutamic 
dehydrogenase of B. coli, yeast, and possibly of liver. 

It will be noticed that in the case of glucose dehydrogenase and possibly liver 
glutamic dehydrogenase, the same enzyme reacts with either coenzyme. The 

1 The inclusion of flavoprotein as an enzyme rather than as a non-enzymic carrier 
was, until recently, controversial. See THUNBERG's review, Ergebn. Enzymforsch. 'Z 
(1938), 162. Since xanthine oxidase and d-amino-acid oxidase now are known to be 
similar in constitution to the yellow enzyme, there is no longer any reason why the 
first yellow enzyme should be excluded from the category. of the enzymes. 
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gluta.mic dehydrogenases from different sources show different coenzyme 
specificities. 

Terminology of coenzyme systems. 
The coenzyme and the enzyme-protein combine together reversibly. The 

actual transfer of hydrogen from metabolite to coenzyme apparently takes place 
when the coenzyme is bound to the enzyme-protein. The W ARBUBG school 
therefore considers that the compound is the complete enzyme, and the protein 
and coenzyme are respectively bearer ("Trager") and prosthetic group of the 
whole enzyme.1 They therefore use the following terminology: "Zwischenferment" 
(Protein constituent) + Co-Ferment ~ Wasserstoffiibertragendes Ferment. 

The school of EULER has a similar view2 and they have proposed the following 
terminology: Apo-dehydrase (Protein constituent) + Co-dehydrase ~ Holo
dehydrase. 

WAB,BURG and CHmsTIAN'S "Wasserstoffiibertragendes Ferment" and 
EULER'S "Holo-dehydrase" may be regarded as the enzyme which causes the 
transfer of hydrogen from the metabolite to the yellow enzyme. These termino
logies are useful in representing the mechanisms of the reactions, but their use 
involves complications particularly when considering the action of diaphorase, 
the coenzyme-oxidizing enzyme. 

W ARBUBG and CHRISTIAN'S yellow enzyme is frequently referred to as "flavo
protein" and its enzyme character has not always been admitted.s In the opinion 
of its discoverers it is an enzyme consisting of a bearer (Trager), the protein con
stituent, and a prosthetic group, the phosphoflavin or alloxazin nucleotide. It 
is analogous to the "Wasserstoffiibertragendes Ferment" except that the pro
sthetic group ia more firmly bound to the protein. It catalyzes the transfer 
of hydrogen from reduced coenzyme to oxygen or cytochrome. This is perhaps 
a logical view since the "respiratory enzyme", peroxidase, catalase,. and other 
enzymes are known to consist of protein molecule and prosthetic group (haematin). 
But if this system is adopted, cytochrome which is always called a carrier, should 
perhaps be classified as an enzyme consisting of protein bearer and haematin 
prosthetic group, which catalyzes an oxidation-reduction between the prosthetic 
group of cytochrome oxidase and the (hypothetical) prosthetic group of, say, 
succinic dehydrogenase. On the other hand, if in the case of metabolite dehydro
genases the specific protein is called the enzyme, and the coenzyme is called a 
carrier, then it would perhaps be logical to call only the protein constituent of 
flavoprotein an enzyme and to call the alloxazin nucleotide a carrier. To be 
consistent we would then have to apply the term enzyme only to the protein 
part of the respiratory ferment, peroxidase and catalyse. 

When more is known of the structure and mechanisms of other enzymes it 
may be possible to develop a more rigid and unanimous terminology. It is possible 
that apparently simple enzymes such as succinic dehydrogenase may be shown 
to consist of a specific protein bearer and a separable prosthetic group. For the 
present we will use the term dehydrogenase for the protein constituent only. 
Occasionally the terms apo-dehydrogenase and holo-dehydrogenase will be used. 
WARBURG and CHRISTIAN'S first yellow catalyst will be called flavoprotein or 
yellow enzyme. 

Dismutation and Mutases. 
It was mentioned on pages 305-7 that a number of oxido-reduotions or dis-

mutations are brought about by coenzyme linked systems. Some of these appeared 
1 NEGELEIN, HA.A.8: Biochem. Z.282 (1.935), 206. 
2 EULER, ADLER: Hoppe-Seylers Z. physiol. Chern. 288 (1936), 233. 
3 See footnote 1, p. 317. 
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to be caused by single enzymes, mutases, with coenzymes, but it now seems more 
probable that in each case two ordinary coenzyme-linked dehydrogenases are 
concerned, one specific for each of the metabolites. (See chapter 6.) 

Unclassified Dehydrogenases. 
The activity of a number of enzymes which cause the oxidation of fatty 

acids, and other compounds, has been observed. These enzymes have not recieved 
suHicient study to allow of their classification. 

Pyruvic dehydrogenase seems to resemble the coenzyme dehydrogenases but 
acts with thiamin pyrophosphate instead of with the coenzymes I or II. 

Hydrogenlyase and Hydrogenase. 
STEPHENSON and STICKLAND recognized in bacteria three distinct "hydrogen

activating" enzymes. Besides the well known formic dehydrogenase, they found 
and studied an enzyme which they callad "hydrogenlyase" which causes the 
liberation of free molecular hydrogen and CO 2 from formic acid.l They produced 
evidence that there are also hydrogenlyases specific for substrates other than 
formate. Another enzyme which they called "hydrogenase"2 was found which 
activates molecular hydrogen for the reduction of oxygen, fumarate, nitrate, 
methylene blue or various other substances. 

Trans-Amination. 
BRAUNSTEIN and KRITZMANN 3 have discovered in animal tissues a type of 

reversible oxidation-reduction process in which a transfer of amino groups, as 
well as hydrogen transfer, takes place. One of the reactions studied is represented 
as follows: 

Oxaloacetate + Alanine :;::-~ Aspartate + Pyruvate. 

Tht! reaction occurs between any amino-acid and any (X-keto-acid provided 
one of them is dibasic. 

"STICKLAND Reaction." 
STICKLAND' has demonstrated, in certain anaerobic bacteria, that a dis

mutation occurs between amino-acids, and that in this reaction some amino
acids, e.g. alanine, valine, leucine, behave as hydrogen donators and others, 
e.g. glycine, proline, oxyproline, behave as hydrogen acceptors. }'or instance 
alanine and proline react together to give acetic acid, CO2 and NHa from the 
alanine, and the proline ring is opened by reduction to give d-aminovaleric acid. 
The enzyme systems responsible for these reactions are not known. Possibly a 
system of enzymes and carriers is responsible as in the dismutations with coen
zymes previously described. 

Peroxidase. 
Peroxidase is one of the most extensively studied enzymes. It was formerly 

believed to catalyze the oxidation of metabolites by organic peroxides. It is 
now known to be specific for hydrogen peroxide as oxidizing agent, or, with 
considerably decreased activity, for monosubstituted derivativcs such as ethyl
hydroperoxide. The enzyme is widely distributed in plant tissues and possibly 

1 ST1<~PlIENSON, STICKL.·DiD: Bioch(·mic. J. 26 (I !J32), 712. - Review: Sn~PIlENsON: 
EI'~wbll. Enzymforsch. (; (1\137), 139. 

2 STI,PIIES"SON, STICKLAND: Bioelwmic. J.25 (1\131), 205. 
a BRAl:":o.;S'rBIS, KmTZ~L\N.N: Natnrf' (London) 14-0 (1937), 503; Enzymologia 

(DI'n Haag) 2 (1\137), 12!1. - BRAl'NSnIN: Natul'l' (London) HlJ (1939), 609. 
l STH'KLANIl: BiocJwmit'. J. 2S (11:134), Ii4U; 21) (1935), 288, 889. 
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plays a role in oxidizing phenolic substances. It is scarcely, if at all, to be found 
in animal tissues. It does not appear to oxidize any of the common metabolites 
but oxidizes phenolic and aromatic amino compounds. Like the respiratory 
enzyme, it is a protein.haematin compound. 

Catalase. 

Until recently catalase was not classed as an ordinary oxidation catalyst. 
It has been known from early times as the enzyme which causes the decomposition 
of hydrogen peroxide to water and molecular oxygen without accomplishing the 
oxidation of any substrate. It is widely distributed in animal and plant tissues 
and its function has generally been considered to be simply to protect the tissues 
from the toxic effects of BIOs produced in oxidations, and to make available 
oxygen bound as HIlOz. It is a haematin containing enzyme. As is mentioned in 
the following section, it now seems that catalase can serve as a. catalyst for the 
oxidation of metabolites. 

Coupled or Successive Reactions. 

It has been mentioned that many oxidases with their substrates reduce oxygen 
to hydrogen peroxide. THURLOW! showed that in a system containing xanthine 
(or hypoxanthine) and xanthine oxidase in air, hydrogen peroxide accumulated 
at first and later disappeared again, as it was used up as an alternative oxidant 
to oxygen. But if peroXidase was added to the system the hydrogen peroxide 
could be used to blue guaiacum or to oxidize nitrite to nitrate. Thus in the presence 
of bot.h xanthine oxidase and peroxidase the oXidation of guaiacum could be 
coupled with the oxidation of xanthine, no addition of hydrogen peroxide being 
necessary. Similar coupled oxidations have been demonstrated with various 
oxidase systems as primary oxidations producing H 20. and adrenaline and other 
phenolic substances as substrates of the secondary reactions. These coupled 
reactions can take place even in the presence of catalase since peroxidase has a 
higher affinity for HaOa than has catalase. 

Another type of coupled reaction has been discovered by KElLIN and 
HARTREE.a Though catalase decomposes added hydrogen peroxide in such a way 
that no substrate is oxidized, KElLIN and HARTREE have shown that in the 
presence of systems which gradually liberate HaOa, catalase· containing pre
parations can induce the coupled oxidation of alcohol. It appears that some 
catalyst, presumably catalase itself, can catalyze the oxidation of alcohol by 
naBcent hydrogen peroxide. Systems studied which produced hydrogen peroxide 
in this form were various oxidase systems and substances such as barium peroxide, 
cerium peroxide, and ethyl hydroperoxide, which decompose in water liberating 
HaOs· 

In a system containing xanthine (aldehyde) oxidase + aldehyde + alcohol + 
catalase preparation, the oxygen uptake is far beyound the theoretical for 
the oxidation of the aldehyde to acid. Aldehyde is primarily oxidized to acid 
and nascent H 20 a is formed; the catalase causes this to oxidize alcohol to aldehyde. 
The aldehyde is then oxidized to acid by the aldehyde oxidase and oxygen 
producing more H 20 a. By means of this "cyclic reaction" a large amount of 
alcohol can be oxidized to acid. The aldehyde initially added is merely necessary 
to start the cycle. 

1 THURLOW: Biochemic. J. 19 (1925), 175. 
2 KElLIN, HARTREE: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 119 (1936), 141. 

21* 
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Carboxylase. 
This enzyme is found in high activity in yeast but is scarcely, if at all, to be 

found in animal tissues. It catalyzes the decarboxylation of I¥-ketonic acids 
yielding CO. and the corresponding aldehyde. It is thus not a catalyst of oxida
tions in the usual sense, but should be mentioned since it depends for its activity 
upon Mg" or Mn" ions and-upon a coenzyme. which has been shown to be the 
pyrophosphate of thiamin, vitamin BI.I Since thiamin pyrophosphate is also 
concerned in the oxidation of an I¥-ketonic acid, pyruvic acid, in animal tissues, 
it may be found that some oxidation-reduction process is concerned in the 
mechailism of decarboxylation. 

Methods.1I 

This survey should not be concluded without a brief summary of the types 
of. method used in the study of biological oxidations. 

Estimation of the Oxidizer. 
Oxygen uptake. 

Measurement of oxygen uptake is probably the commonest method of study. 
For this purpose gas analysis methods have been used, particularly by early 
workers, but the manometric method is now most widely used. Apparatus for 
manometric study has received much attention and a variety of types of apparatus 
for various purposes has been developed.3 

THUNBERG technique. 
This method consists in observing the reduction of certain dyes, such as 

methylene blue, in the absence of oxygen. Methylene blue is the most commonly 
used dye but in many cases it is necessary to use a dye of higher oxidation
reduction potential, and occasionally it is more informative to use a dye of lower 
potential. Work with dyes is most commonly done with the "THUNBERG tube" 
or some modification of it. This consists simply of a test tube 'With a side tube 
near the top and a greased stopper so arranged that the tube is easily evacuated, 
and if necessary, refilled with a gas. 

Methylene blue can replace, as hydrogen acceptor, either. oxygen or the 
cytochrome-cytochrome oxidase system + oxygen. The THUNBERG technique 
thus allowed the study of many dehydrogenase preparations which do not take 
up oxygen, before the systems necessary to allow oxygen uptake were recognized. 
The method has, however, the disadvantage that the dye, a completely un
physiological material, often exerts deleterious effects on enzymes. 

Carrier method. 
It is possible to study by the manometric method many systems which do 

not take up oxygen directly by using artificial carriers. Methylene blue or pyo
cyanine, for instance, added to the system may be reduced by the system and 
spontaneously reoxidized by oxygen. 

Estimation of the Reducer. 
In a few cases, such as with peroxidase or the indophenol oxidase (cytochrome. 

cytochrome oxidase), the reaction can be studied by the use of various reagents 

1 LOH!UNN, SCHUSTER: Biochem. Z. 294 (1937), 188. 
B Review: THUNBERG: Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden, Bd.4, 

2. Teil, S.2295. 1935. 
3 Review: DIXON: Manometric Methods. Cambridge, 1934. 
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which give colored oxidation products. G~cum tincture, benzidene, "nadi" 
reagent, pyrogallol and other compounds have often been used for this purpose. 

A great many quantitative chemical methods have been worked out for the 
estimation of reducing substrates and their oxidation products. These methods 
allow reactions to be followed by chemicall!onaJysis of samples. 

Conversely a number of enzymic methods have been developed for the estima
tion of metabolites. For instance, succinic acid is very conveniently estimated 
by measurement of oxygen uptake with preparations containing succinic dehydro
genase, cytochrome and cytochrome oxidase. 

Isolation. 
Much of the present knowledge of enzymes has only been achieved after the 

constituents of reacting systems,-enzymes,. coenzymes, and other carriers-have 
been separated from each other and put together under controlled conditions. 
The most diverse chemical and physico-chemical methods of isolation and puri
fication have been used. 

Inhibitors.1 

The action of inhibitors may be reversible or irreversible. There are non
specific inhibitors like the indifferent narcotics, which simply cover surfaces, and 
inhibitors specific for certain groups. For instance BCN, HIS, and in certafu 
cases, pyrophosphate, act on heavy metals. The structure of the prosthetic group 
of the "respiratory enzyme" was largely determined by the effects of light of 
different wave lengths in reversing CO inhibition. Certain dehydrogenases .~ 
specifically inhibited by compounds of similar structure to the normal substrate. 
Malonate for instance inhibits succinic dehydrogenase and SZENT-GYOBGYl'S 
theory is in part based on observations of this inhibition. 

By the use of certain inhibitors, e.g. arsenite, it is possible to divide respira
tion into sensitive and insensitive fractions and to study the fractions separately. 
The study of arsenite inhibition led SZENT-GYORGYI to the discovery of the 
coenzyme of lactic dehydrogenase. 

The use of inhibitors has provided much of our information concerning the 
structure of catalysts, the mechanism of their action and their interrelation with 
other systems, and the relative quantitative importance of the various catalysts 
in respiration. 

Spectroscopy. 
Much of the rapid advance in knowledge of tissue respiration mechanisms has 

been dependent upon spectroscopic observation. Many of the eatailysts concerned 
in biological oxidation processes are pigments showing marked absorption spectra 
which change according to the oxidation-reduction state of the pigment. By 
spectroscopic observation and measurement it has thus been possible to study 
catalysts which are present in very low concentration in the material at hand, 
or which cannot be extracted. The behavior of a catalyst in an oxidizing or 
reducing system can be observed spectroscopically without disturbing the system. 
The chemical nature and mechanism of action of various catalysts can be partly 
,jeduced from spectroscopic detection of the formation of complexes with added 
substances. 

By spectroscopic observations cytochrome was discovered and its function 
elucidated. The chemical nature of the "respiratory enzyme", cytochrome, per
oxidase, and catalase has been clarified, essential early clues to the structure of 
the coenzymes and yellow enzyme were obtained, and much information con-

I Review: DIXON,: Arch. expo Zellforsch. 16 (1934), 17. 
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cerning the actual proce81!e8 underlying the catalytic eHects of these substances 
has been obtained by spectroscopic study. 

Oxidation-Reduction Potential.l 
The oxidized and reduced forms of a few natural substances .such as pyo

cyanine and adrenaline which are capable of acting as respiratory catalysts or 
carriers, have been shown to constitute electromotively active reversible oxi
dation-reduction systems, showing definite electrode potentials. 

Most metabolites are electromotively inert even in the presence of an enzyme 
which catalyzes their oxidation or reduction. But the reversibility of many 
enzyme catalyzed reactions has been demonstrated. The potential of such systems 
can be roughly determined by their ability to reduce, or oxidize,. dyes of known 
potential. In many cases an enzyme will set up an equilibrium between the oxi
dized and reduced forms of its substrate and the oxidized and reduced forms of 
an electromotively active dye of suitable potential. In these cases the potential 
of the system can be determined by an electrode. 

Knowledge of potentials provides much information in determining the direc
tion in which reactions, such as the coenzyme-linked dismutations, will tend in 
setting up their equilibria and the possibility of carriers to mediate in successive 
reactions. 

Chapter 2. Enzymes causing direct reaction with oxygen. 
The oxygen-transporting enzyme.2 Cytochrome oxydase. 

Indophenol oxydase. 
The dominant role in respiration of W ARBURG'S Respiratory enzyme, which 

he latera renamed the "Oxygen transporting enzyme of respiration", has been 
discussed in the prev.iouB chapter. The nature of the catalyst will now be briefly 
discussed. 

Deductions from carbon monoxide inhibition. 
W ARBURG4 showed that in a mixture of oxygen and carbon monoxide the 

respiration of yeast cells is inhibited; on removing the CO or replacing it with 
an inert gas, the respiration rate returns to its original level. It was considered 
that the enzyme forms a compound with CO similar to one which it forms with 
oxygen. For convenience the compounds with oxygen and CO are represented 
as FeD. and FeeD respectively. 

The oxygen uptake rate of certain small respiring cells (MicrOCOCC'U8 candican8) 
was found to be independent of oxygen tension down to extremely low oxygen 
tensions:; It was therefore concluded that normally, practically all the enzyme is 
present in the oxidized form, FeO •. The extent of the inhibition by CO was 
found to depend upon the ratio of CO tension to oxygen tension. Presumably 
in the presence of CO only a fraction of the enzyme is present as FeD., the 
remainder being bound as FeeO, and, if the rate of respiration depends upon 
the amount of FeO., the degree of inhibition will depend upon the ratio FeeO/FeO •. 

1 Reviews: HEWITT: Oxidation·Reduction Potentials in Bacteriology and Bio
chemistry. London: P. S. King and Son, 1936. - MICHAELIS: Oxydations.Reduktion8. 
Potentiale. Julius Springer, 1933. - WUBMSEB: Ergebn. Enzymforsch. 1 (1932), 21. 

I Review: REID: Ergebn. Enzymforsch. 1 (1932), 325. 
3 WABBUBG, NEGELEIN: Biochem. Z. 244 (1932), 9. 
, WABBUBG: Biochem. Z. 177 (1926),471; 189 (1927), 354. - WABBUBG, NEGE. 

LEIN: Ibid. 198 (1928), 334. 
6 WABBURG, KUBOWITZ: Biochem. Z. 214 (1929), 5. 
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The relative affinity, k, of the enzyme for O2 and CO, where 

FeO. CO 
k = FeCO . -0;-'. 
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was estimated by measuring the oxygen uptake rate in the presence of known 
tensions of O. and CO, k being given by the equation: 

k __ n_. CO 
- I-n 0 1 ' 

where n = ~ , Ao = normal O2 uptake rate, A = O. uptake rate in CO + 0 1 
o 

mixture. This constant was found to be usually about 10 in yeast cells though 
it varied widely. It was considerably higher at 10° than at 32°. 

Illumination removes the CO inhibition of respiration.! Evidently the CO 
compound of the enzyme, but not the O2 compound undergoes a photochemical 
dissociation. The absorption spectrum of the CO compound could not be measured 
directly since the concentration of the enzyme in the cells is too low and abo 
sorption by other cell constituents would interfere. (Its concentration in baker's 
yeast, calculated from the amount of CO combined, is less than 4 X 10-7 g. iron 
per g. dried material.2) But since only light which is absorbed by FeCO can cause 
the dissociation of the CO compound, the 
absorption spectrum can be determined by 
measurements of respiration rates in the 
presence of CO under illumination by light 
of known intensity and of various wave 
lengths. 

The photochemical absorption spectra 
thus obtained with yeast and acetic acid 
bacteria were the same.!,3 (See Fig. I.) 

The spectrum resembled the absorption 
spectra of CO·haematin derivatives but was 
not quite tlie same as that of any kown CO· 
haematin derivative. W ARBURG' therefore 
studied the absorption spectra of CO com· 
pounds of haematin derivatives from va· 
rious sourcea. The closest approach to the 
spectrum of the respiratory enzyme was 
found with spirographis haematin combined 
with globin. This haematin was' obtained 
from chlorocruorin, the blood pigment of 
the polychaete worm Spirographis. The 
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Fig. 1. Photochemical absorption spectruJli 
of the CO compound or the oxygen trans· 
porting enzyme of respiration In BtJetcriu", 
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globin compound of phaeohaematin.b5 also had a closely similar spectrum. 
This haematin was obtained by reduction of chlorophyll.b with HJ. 

1 WABBURG: Biochem. Z. 177 (1926), 471; 189 (1927), 354. - WABBURG, NEGE· 
LEIN: Ibid 198 (1928), 339; 202 (1929), 202; 204 (1929), 49Q; 214 (1929),64. 

I WABBURG, KUBOWITZ: Biochem. Z. 208 (1928), 95. - WABBURG, NEGELEIN: 
Ibid. 198 (1928), 334. . 

3 KUBOWITZ, HAAS: Biochem. Z. 266 (1932) 247. 
, WABBURG, NEGELEIN, HAAS: Biochem. Z. 227 (1930),171. - WABBURG, CHBI· 

STlAN: Ibid. 286 (1931), 240. - WARBURG, NEGELEIN: Ibid. 244 (1932),9. 
i W ABBURG's pha.eohaematin·b is the iron compound of FISCHER'S pha.eopor. 

phyrin.b •. - FISCHER et al.: Liebigs Ann. Chem. 608 (1933), 1; 600 (1933), 83. 
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CHa CH :CH. CHa CH :CH, 
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HOOC COOH 
Protohaematln. The b&ematln of baemoglobln.1 

CH.· CHi CH.· CHi 
I I 

HOOC COOH 
Spirograpbis haematln.· 

The prosthetic group of the respiratory enzyme seems to be the iron compound 
of an oxidized haemoglobin porphyrin or a reduced chlorophyll porphyrin. 

It is presumed that an addition product is formed between the reduced, 
ferrous enzyme, and oxygen or CO, and that the "oxygenated" ferro-compound 
changes into the oxidized, ferric, compound which then oxidizes another com
pound (presumably the ferrous iron of reduced cytochrome). CO combines with 
the ferrous form of the enzyme but not with the ferric form. 

Analogous systems. 

The belief that the oxygen transporting enzyme is a haematin-protein compound 
which behaves with O2 and CO in the above way, was strengthened by obser
vations on other haematin compounds. 

Haematin, prepared from haemoglobin, contains ferric iron and this is readily 
reduced to the ferrous state by hydrosulfite, hydrazine, or cysteine.s The ferrous 
compound is autoxidizable. As is to be expected, the oxidation of cysteine (which 
is not autoxidizable) is catalyzed by haematin and derivatives. This catalysis 
is inhibited by HCN and HIS and by COf Ferrous haematin compounds have 

1 FISCHER: Z. angew. Chem. 44 (1931),617. - FISCHER, ZElLE: Liebigs Ann. 
Chem. 468 (1929), 98. 

a FISCHER, SEEMANN: Angew. Chem. 49 (1936), 461; Hoppe-Seyler's Z. physiol. 
Chem. 242 (1936), 133. 

3 CREMER: Biochem. Z. 192 (1928), 426. 
4 W ARBURG: Biochem. Z. 189 (1927), 354. - KREBS: Ibid. 204 (1929), 322. 
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long been known to form complexes with CO. Haemoglobin and artificia.lly 
prepared similar ferrous haematin-protein compounds l are readily "oxygenated", 
i.e. they add on molecular O2 which dissociates off again when the 0. tension 
is lowered, and they form CO compounds. The combination with globin seems 
to protect ferrous haematin (haem) from autoxidation and the change from 
oxygenated to the oxidized, ferric, form is prevented_ However, if methaemoglobin 
(ferric) is produced in red blood cells by the action of hydroxylamine, an oxyda1;ion 
of glucose occurs, apparently by reduction of the methaemoglobin; but reduced 
(ferrous) haemoglobin does not accumulate, so it seems that "nascent" haemo
globin is re-oxidized by the oxygen, i.e. it is autoxidizable_2 Presumably uncon
jugated reduced haematins also form oxygenated products but these change 
over to the oxidized form too rapidly for their detection to be possible. 

With haemoglobin it is well known that in the presence of O. and CO an 
equilibrium between HbO. and HbCO is set up. Probably a similar equilibrium 
exists between all oxygenated and carbon monoxide ferrous haematin compounds. 
But this equilibrium is upset if the oxygenated reduced haematin goes over into 
the oxidized form_ With ordinary haematin, therefore, the equilibrium can only 
be observed when the haematin is kept reduced, by cysteine for instance. The 
equilibrium can be observed by measuring the inhibitory effeut of CO on the 
catalysis of the cysteine oxidation, since the CO compound is catalytically in
active. 

As is to be expected, different haematin compoundS show different affinities 
for CO and 0._ In the presence of equal pressures of O. and CO, 99% CO-haemoglobin 
and 1 % oxyhaemoglobin are found, but the respiratory enzyme in yeast is only 
10% inhibited and 90% active. 

All CO-reduced haematin compounds are dissociable by light; the phenomenon 
was first discovered with haemoglobin.3 It was found that different types of 
haematin derivatives differ considerably in the light sensitivity of their CO 
compounds.4 With haemoglobin the light sensitivity is considerably lower than 
with the respiratory enzyme. Free haematin compounds have low sensitivity, 
but the compounds with nicotine or pyridine (haemochromogens) show appre
ciable sensitivity. The catalysis of cysteine oxidation by niootine haemochromogen 
is inhibited by CO and the inhibition partially removed by illumination.4 If the 
illumination is done with different wave lengths, a photochemical absorption spec
trum can be obtained in the same way as was done with the respiratory enzyme. 
The photochemical absorption spectrum found agrees with the spectrum ob
tained directly. I) 

Finally, haematin derivatives can show effects similar to the physiological 
action of the enzyme. Non-nucleated red blood cells in the presence of glucose 
show very little respiration, but, on the addition of haematins, oxygen uptake 
and CO 2 evolution take place.s The haematin oxidizes haemoglobin to methae
moglobin. The reduced haematin is re-oxidized by the air, the methaemoglobin 
is re-reduced by glucose and cell enzymes. The haemoglobin iron behaves in this 
model as an intermediary between haematin and reducing systems of the cells 
in the same way as does cytochrome in ordinary cells. 

1 WARBURG, NEGELEIN: Biochem. Z. 244 (1932), 9. 
2 WARBURG, KUBOWITZ, CHRISTIAN: Biochem. Z. 221 (1930), 494. 
3 HARTRIDGE, ROUGHTON: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 94 (1923), 336. 
4 KREBS: Biochem. Z. 204 (1929), 322. 
6 WARBURG, NEGELEIN: Biochem. Z. 200 (1928), 414. 
S WARBURG, KtrBOWITZ: Biochem. Z. 227 (1930), 184. 
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Cyanide and other inhibitors. 
The inhibition of the oxygen transporting enzyme by cyanide has been of 

great importance in showing the dominant role of the enzyme in respiration. 
The mechanism of this inhibition is different from that of CO. There is no sign 
of a competition between O2 and HCN for the enzyme since the inhibition is 
independent of the O2 pressure.1 . The cyanide apparently combines with the 
oxidized, ferric, form of the enzyme and prevents its reduction. It is known that 
haematin compounds in the ferrous state have a much smaller affinity for HCN 
than in the ferric state. For instance, HCN is bound very firmly in cyanmethaemo
globin, but cyanhaemoglobin is very dissociable, only being formed appreciably 
in the presence of a large excess of HCN. It seems that O2 oxidizes the ferrous 
form of the enzyme (through a momentary oxygenated state) to the ferric form. 
This is normally reduced by cytochrome, but if HCN is present a non-reducible 
complex is formed. Isocyanides and H 2S inhibit the enzyme probably in the same 
way as does HCN. Pyrophosphate does not inhibit the enzyme. 

Indophenol oxidase, cytochrome oxidase, and the respiratory enzyme. 
The indophenol oxidase!! was discovered by EHRLICH,S who found that a 

blue color was produced in the tissues when dimethyl-p-phenylene diamine 
and (¥-naphthol was injected into animals, and by ROHMANN and SPITZER" who 
showed this so-called "nadi" reaction in vitro with tissues and extracts. BATTELLI 
and STERN II studied the enzyme extensively by measuring the oxygen uptake 
in the oxidation of p-phenylene diamine (without (¥-naphthol). The indophenol 
oxidase has been found by numerous workers to be active in all aerobic organisms 
and tissues. A variety of reagents such as the nadi reagent, phenylene diamines, 
benzidine and polyphenols have been used a6 substrates. But in early work the 
enzyme was confused with phenol oxidases and also with various thermostable 
non-enzyme catalysts. The enzyme was always associated with insoluble material 
and was classified as an "oxidone" by BATTELLI and STERN. Drying with alcohol 
or acetone destroyed the enzyme. 

In the light of KElLIN'S work, (see Chapter 1, p. 303) it now seems clear that 
the indophenol oxidase is identical with cytochrome oxidase, and since these 
enzymes are affected by inhibitors, temperature, and drying, in exactly the same 
way as a true respiratory system of the cell,6 they are apparently identical with 
the respiratory enzyme of W ARBURG. Urethane and other narcotics do not 
affect the oxidase, but KElLIN has shown that these affect respiration by in
hibiting, the activity of the dehydrogenases and so preventing the reduction 
of cytochrome in cells. It also seems clear that cytochrome is the only substance 
oxidized directly by the enzyme,? the aromatic diamines and polyphenols being 
oxidized by the oxidized cytochrome. 

SHIBATA, TAlIIIYA, and co-workers8 considered at first that one component of 
cytochrome undergoes oxygenation and forms a complex with the other cytochromes, 

1 WARBURG: Biochem. Z. 189 (1927), 354. 
Z Review: ·FRANKE: EULER's Chemie der Enzyme, Bd. II, 3. Teil, S.401. 1934, 
3 EHRLICH: Da.s Sauerstoffbediirfnis des Organismus. Berlin, 1885. 
4 ROHMANN, SPITZER: Ber. dtsch. chern. Ges. 28 (1895), 567. 
5 BATTELLI, STERN: Biochem. Z. 46 (1912), 317, 342; 87 (1914), 443. 
S KElLIN: Ergebn. Enzymforsch. 2 (1933), 239; Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 

104 (1929), 206; 108 (1930), 418. 
7 KElLIN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 104 (1929),206. - KElLIN, HABTREE: 

Ibid, Ser. B 126 (1938), 171. - STOTZ, SIDWELL, HOGNESS: J. bioI. Chemistry 124 
(1938), 733. - ELLIOTT, GREIG: Biochemic. J. 82 (1938), 1407. 

8 SHIBATA: Ergebn. Enzymforsch. 4 (1935), 348. - YAlIt;AGUTCHI, TAMIYA, 
OGURA: Acta. phytochim. (Tokio) 9 U936). 103. - YAMAGUTCHI: Ibid. 10 (1937),171. 
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and that this oxygenated complex passes the oxygen on to the indophenol oxidase 
which is reduced directly by dehydrogenase systems,-no change of valency of 
cytochrome being involved. Later they admitted that cytochrome performs the usual 
function as intermediary, but postulated a new oxygen transporting enzyme which 
'undergoes oxygenation and passes the oxygen on to the indophenol oxidase. According 
to them CO and HCN act on different components of the respiratory system. These 
views and their experimental basis, have been studied and rejected by KElLIN.l 

STOTZ, ALTSCHUL and HOGNESSII have produced evidence to show that when 
cytochrome c is oxidized by O2 with the oxidase, both O2 and cytochrome are 
adsorbed on, or form a complex with, the oxidase. CO displaces 02 from the 
complex. 

Possible direct spectroscopic observations of the respiratory 
enzyme. 

W ARBUBG et al. 3 believed that they were able to observe the spectrum of the 
respiratory enzyme directly in strong suspensions of acetic acid bacteria and 
bakers' yeast which have a very high respiration rate and would be expected 
to contain the enzyme in high concentration. Under anaerobic conditions a band 
was seen at 589 mil which in the presence of CO shifted to 593 mil, about the 
position previously determined photochemically for a band of the CO-respiratory 
enzyme. The substance responsible for the band at 589 mil behaved as would 
~ expected of the respiratory enzyme; CO inhibited its oxidation, HCN in
hibited its reduction, presumably by combining respectively with the ferrous 
and ferric forms. Both these inhibitors prevent the oxidation of cytochrome and 
do not noticeably affect the bands of reduced cytochrome. In azotobacter' also, 
the respiratory enzyme was believed to be visible though the band of the reduced 
enzyme was at 632 mil instead of at 589 mil. 

KElLIN} however, considered that the bands observed by W ARBURG were 
due to forms of cytochrome and derivatives and not to the respiratory enzyme. 
The bands were visible in certain organisms which respired comparatively slowly. 
Various microorganisms show variations in the structure of cytochrome, and 
cytochrome a is easily modified and haemochromogens formed from it could 
combine with CO. 

Recently KEILINII has observed that, in a heart muscle preparation and in 
various other animal tissues and microorganisms, in the presence of a reducing 
agent, hydrosulfite, the band of cytochrome a is changed by CO and a band at 
$3 mil appears. It appears that cytochrome a consists of two components, 
one of which aa, is autoxidizable and combines with CO and HON while the other 
does not have these properties. KElLIN suggested that the component a3 may 
be in Some way responsible for the photochemical absorption spectrum obtained 
by W ABBURG. It might bethought that the component aa is cytochrome oxidase, 
the respiratory enzyme, but KElLIN does not believe this7 because cytochrome 
oxydase is found in cells devoid of cytochrome a, and because the three compo
nents of cytochrome could be oxidized in air while aa remained combined with CO. 

I KElLIN,HARTOE: P1'()(l. Roy. Soc. (London), Ser. B 125 (1938), 171. 
S STOTZ, ALTSOHUL, HOGNESS: J. bioI. Chemistry 124 (1938), 745. 
S WAllBURG, NEGELEIN: Biochem. Z. 282 (1933), 237. - WARBURG, NEGELElN, 

HAAS: Ibid. 288 (1933), 1. 
, NEGELEIN, GERISHER: Biochem. Z, 288 (1934), 1. 
• KElLIN: Nature (London) 182 (1933), 783; 188 (1934), 290. 
• KElLIN: Nature (London) 141 (1938), 840. 
7 Added to proof: See however KElLIN, HARTREE:ProC. Roy. Soc. (London), 

Ser. B 127 (1939), 167. 



332 K. A. C. ELLIOTT: 

Preparations. 
The theory of the W ARBURG school regarding the structure of the respiratory 

enzyme cannot be regarded as completely proved until the enzyme has been 
isolated.1 This has not so far been accomplished due to the fact that the enzyme 
is insoluble and cannot be separated from. tissue residues. Strongly a.ctive tissue 
preparations which are useful for study of the oxidase can be obtained froni 
heart muscle; but these contain certain dehydrogenases, cytochrome, and inert 
material. 

KElLIN and lIARTREE2 obtained strongly active cytochrome oxidase pre
parations from heart muscle. The minced and washed tissue was extracted by 
grinding with sand and phosphate buffer PH 7, the extract was centrifuged and 
the cloudy supernatant fluid was tteated with acetate buffer PH 4,5. The sediment 
obtained was suspended in phosphate buffer. STOTZ et at. 3 obtained suspensions 
free of cytochrome c by repeated acetate precipitation. 

KElLIN' suggests, on the following grounds, that· cytochrome oxidase may be 
a copper'protein compound. Copper salts rapidly oxidize all the componenti[! of 
cytochrome. The addition of copper to the culture media for yeast or to the diet for 
rats increases their indophenol oxidase activity. There is a rough parallelism between 
the intensity of the indophenol oxidase activity of tissue preparations, in the presence 
of excess cytochrome c and p.phenylene diamine, and their copper content. The 
only other known intracellular enzyme which has many properties in common with 
cytochrome oxidase is the polyphenol oxidase of plants which is a copper'protein 
compound. The CO inhibition of cytochrome oxidase in certain cells devoid of cyto. 
chrome a resembles that of polyphenol oxidase in being insensitive to light. 

Cytochrome oxidase and the total respiration. 
The cytochrome-cytOchrome oxidase system appears to play a dominant 

role in the respiration of most cells. ELLIOTT and GREIG5 have shown that all 
animal tissues tried contain more than enough cytochrome oxida.se to account 
for the full respiration rate observed in in vitro experiments. 

W ARBURG studied the CO inhibition of respiration and the photochemical 
absorption spectrum mainly with yeast. Effects of CO on the respiration of 
several other types of cell have been noted, but LASER' has shown that CO has 
no effect upon the Os uptake of animal tissues though it accelerates glycolysis. 
This lack of effect 'on respiration may mean merely that the oXidase is present 
in excess and the rate of respiration is limited by the amount of cytochrome 
and reducing mechanisms present.· Inactivation of some of the oxidase would 
not then affect the O2 uptake rate.? STOTZ,ALTSCHUL and HOGNESS8 find that 
heart cytochrome oxidase exerts its full activity at 70 mm O2 tension .but is 
only 60% active at 4Omm. But LASER9 has found that the O2 uptake rate of 
most sliced tissues is independent of O2 tension down to a low value. Again, the 

1 See discussion in KElLIN'S review: Ergebn. Enzymforsch. 2 (1933), 239. 
B KElLIN, RARTREE: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 126 (1938), 171. 
3 STOTZ, SIDWELL, ROGNESS: J. bioI. Chemistry 124 (1938,), 773. 
" KElLIN: Nature (London) 141 (1938), 840. 
& ELLIOTT, GREIG: Biochemic. J. 32 (1938), 1407. 
8 LASER: Biochemic. J. 81 (1937), 1677. 
7 W ARBURG calculated the relative O./CO affinity constant for the respiratory 

enzyme in yeast on the assumption that the activity of the oxidase ·limited the 
respiration rate. When the oxidase is relatively more active than the reducing me· 
chanisms a considerably higher ratio· of CO to O. tension would be nece888ry' to 
produce an inhibition of respiration and the donstant would appear to be higher. 

8 STOTZ, ALTSCHUL, ROGNESS: J. bioI. Chemistry 124 (1938), 745. 
9 LASER: Biochemic. J. 81 (1937), 1671. 



Biological Oxidation-Reduction Catalysts_ 333 

full activity of the oxidase, present in excess, may not be neceRBary to catctlyze 
the normal rate of O2 uptake. 

However, it is probable that the oxidase does not catalyze all the respiration 
of all cells. The respiration of certain micro-organisms is insensitive to· cyanide. 
Although the respiration of animal tiElsue, in bicarbonate medium, is largely 
inhibited by cyanide,l a fraction of the respiration especially in phosphate buffer 
or bicarbonate-free ringer solution is insensitive2 and may be of physiological 
significance. There are known to be systems in animal tissues which can take 
up oxygen directly, or through the yellow enzyme, or through other autoxidizable 
carriers, such as cytochrome b. Further cytochrome oxidase may not be respon
sible for all the cyanide sensitive respiration. Polyphenol oxidase, which is cyanide 
sensitive, and other systems may be more important than the c~ochrome oxydase 
system in plant tissues. 

Yellow enzyme.3 

W ARBURG and OHRISTIAN4 obtained from brewer~' yeast a yellow substance 
which they simply called "the yellow enzyme". From red blood cells or yeast 
they obtained a coenzyme and a "Zwischenferment". "Zwischenferment", 
coenzyme and yellow enzyme together cause the oxidation of ROBISON's 
hexosemonophosphate by oxygen. The "Zwischenfermtnt", which may be called 
hexosemonophosphate dehydrogenase, with the coenzyme, causes the transfer 
of hydrogen from the hexosemonophosphate to the yellow enzyme which is 
reduced to a leuco-compound. The leuco-yellow enzyme can then be re-oxidized 
by methylene blue or by oxygen. In the latter case hydrogen peroxide is formed. 
The activity of the enzyme is not inhibited by cyanide. 

Lactoflavin and the structure of the prosthetic group of the yellow enzyme. 
WARBURG and OH).tlSTIAN4 obtained the enzyme free from other pigments. 

On treatment with warm methyl alcohol or with methyl alcohol-HOI at room 
temperature, a greenish ye.llow pigment, the prosthetic group, separated from 
the colloidal bearer. On illuminating this substance in alkaline solution a chloro
form-soluble photo-derivative, later called lumiflavin or luminoflavin, was pro
duced. It was obtained in pure crystalline form having the formula 013Hl~,02' 
and on boiling it in barium hydroxide solution urea was split off. 

Yellow pigments had been obtained from milk5 (lactochrome) and from 
heart6 (cytoflave) before the discovery of the yellow enzyme. ELLINGER and 
KOSCHARA,7 and KUHN et al.8 studied water-soluble yellow-green fluorescing 
pigments from various sources, which they called lyochromes or flavines. The 
latter authors obtained a pure pigment of formula 017H20N,06' and they showed 
that it is a growth-promoting vitamin of the B2 group. The pigment has been 
obtained from all sorts of animal and plant sources (lacto-, ovo-, hepato-, verdo-, 

1 ALT: Biochem. Z. 221 (1930), 498. 
2 DIXON, ELLIOTT: Biochemic. J. 23 (1929), 812. -KISCH: Biochem. Z. 263 (1933), 

75. - VAN HEYNINGEN: Biochemic. J. 29 (1935), 2036. 
3 Reviews: TH];)ORELL: Ergebn. Enzymforsch. 6 (1937), Ill. - WARBURG: Ibid. 

7 (1938), 210. 
4 WARBURG, CHRISTIAN: Naturwiss. 20 (1932), 980; Biochem. Z. 2M (1932), 438; 

257 (1933), 492; 258 (1933), 496; 266 (1933), 377. 
I) BLEYER, KALLMANN: Biochem. Z. 155 (1925), 54. 
8 SZENT-GYORGYI, BANGA: Biochem. Z. 246 (1932), 203. 
7 ELLINGER, KOSCHARA: Ber. dtsch. chern. Ges. 66 (1933), 315. 
8 KUHN, GYORGY, WAGNER-JAUREGG, RUDY: Ber. dtsch. chem. Ges. 66 (1933), 

317, 576, 1034, 1950. 
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uro-flavines}. In every case the substance seems to be the same,! except where 
presumable breakdown products are also present, and this widespread pigment 
is now generally called lactoflavin, or riboflavin. 

Lactoflavin, like the prosthetic group of the yellow enzyme, also gave, on 
illumination in alkaline solution, a chloroform soluble derivative of formula 
C13H 12N 402' which yielded urea on heating in barium hydroxide solution.2 

Evidently the light treatment caused the splitting off of C4Hs0 4, presumably a 
carbohydrate group. STERN and HOLIDAy3 showed that methylated alloxazin 
derivatives had properties resembling those of lactoflavin and KARRER et al.' 
proved the alloxazin nature of lactoflavin by synthesizing 6,7-dimethyl.alloxazin 
which was identical with a new photo-derivative, lumichrome, produced by 
daylight from lactoflavin in aerated neutral solution. Shortly thereafter KUHN 

et al.s synthesized l~mi£lavin, 6,7,9-trimethyl-iso-alloxazin. 
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KARRER et al.6 found that the introduction of hydroxyl-containing side 
groups in the (9) position gave products susceptible to the photo-reaction. KUHN 

and WEYGAND7 and KARRER et al.s synthesized 6,7.dirnethyl-9-(I-l-arabityl-) 
isoalloxazin which possessed some vitamin activity and was at first thought 
to be lactoflavin. It was finally shown that lactoflavin itself was obtained when 
d-ribose instead of l-arabinose is linked to position (9).9 KARRER and MIERWEIN10 

have described an improved method of synthesis. 

1 \VAGNER-JAUREGG: Ergebn. Enzyrnforsch. 4 (1935),333. - THEORELL: Ibid. 
6 (1937), 111. 

2 KUHN, RUDY, WAGNER-JAUREGG: Ber_ dtsch. chern. Ges. 66 (1933), 1950. 
3 STERN, HOLIDAY: Rer. dtsch. chern. Ges. 67 (1934), 1104, 1352, 1442. 
4 KARRER, SCHOPP, SALOMON, SCHLITTLER, FRITZSCHE: Helv. chirn. Acta 17 

(1934), 1010. 
S KUHN, REINE}IUND, \VEYGAND: Rer. dtsch. chern. Ges. 67 (1934), 1460. 
6 KARRER, SALOllION, SCHOPP, SCHLITTLER: Helv. chirn. Acta 17 (1934), 1165. 

-- ILmRER, SCIILITTLER, BENZ, PFAEHLER: Ibid. 17 (1934), 1516. 
7 KUlIN, WEYGAND: Ber. dtsch. chern. Ges. 68 (1935), 216. 
g KARRER, t-lCIIOPP, BENZ, PFAEHLER: Bcr. dtsch. chern. Ges. 68 (1935), 216; 

Hdv. chirn. Acta IS (1935), 69. 
9 KARRER, SCHOPP, BENZ: Helv. chirn. Acta 18 (1935), 426. - EULER, KARRER, 

:\IAL~IBERG, SCHOPP, BENZ, BECKER, FREI: Ibid. 18 (1935), 522. - KUIIN, REINE
:\IUN!I, KALTSCIDIIDT, STRi)UELE: Ber. dt8ch. chern. Ges. 68 (1935), 1765. - GYORGY: 
Z. Vitarninfon,ch. 4 (1935), 233. 

10 KARRER, }!IERwEIN: H"lv. chirn. Acta 19 (1936), 264. 
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Lactoflavin crystallizes from aqueous or alcoholic solution in orange needles. 
Aqueous solutions fluoresce yellow.green but the fluorescence disappears in 
alkaline or acid solution. The redox potential of lactoflavin is Eo' = - 0,185 V 
at PH 7 and 20° or Eo = + 0,187.1 Lactoflavin and lumiflavin have very similar 
absorption spectra with maxima at 445, 365 (lactoflavin) or 350 (lumiflavin), 
and 265-270 mll.2 

The photolysis is a complicated reaction which is not fully understood. It 
appears that several steps are involved, the first of which is an inner molecular 
shift of hydrogen atoms, a dismutation, whereby the side chain is oxidatively 
removed. 3 

I t was II t first believed that lactoflavin itself is the prosthetic group of the yellow 
enzyme. However, it was found that lactoflavin would not combine with the 
free protein (see below) to give an active enzyme, and that the product obtained 
by splitting the enzyme with methyl alcohol contains a phosphoric acid group.' 
THEORELL5 obtained from the enzyme a lactoflavin.monophosphate, as a crystalline 
Ca salt, and found that it united with the free protein to give the yellow enzyme. 
A similar active lactoflavinphosphate was obtained from liver.' KUHN et al.' 
synthesized lactoflavin.5'.phosphoric acid which appeared to be identical with 
the prosthetic group of the yellow enzyme. Lactoflavin and its phosphoric ester 
are equally active as the vitamin, and LASZT andVERzAR8 indicate that if lacto
flavin is fed it is phosphorylated in the animal. 

The prosthetic group of the yellow enzyme, consisting of a nitrogenous ring 
compound, sugar group, and phosphoric acid group, is thus a type of nucleotide, 
and WARBUlW9 now refers to it as riboflavin-phosphoric acid or alloxazin (mono.) 
nucleotide. 

Preparation, composition and properties of yellow enzyme. 
W ARBURG and CHRISTIAN10 prepared the enzyme from maceration extract 

of washed dried brewer's yeast. The extract was shaken with lead subacetate 
and octyl alcohol, the precipitate removed and excess lead precipitated with 
phosphate. The enzyme was repeatedly precipitated with CO2 and acetone at 
0° and with methyl alcohol. Further purification was obtained by shaking the 
material in 1 % Nael with chloroform and octyl alcohol, removing the precipitate, 
and dialyzing. The solution was dried in vacuo. 

The yellow enzyme thus obtained was mixed with considerable amounts 
of large molecular impurities. THEORELLll obtained the enzyme pure and crystalline 
by cataphoresis followed by ammonium sulfate precipitations and dialysis, and 
he showed that it is a protein compound containing 0,3% of the pigment (as photo 
derivative). 

1 KmDi, BOUJ,ANOER: Bel'. dtsch. chern. GeR. 69 (1936), 1557. - BARRON, 
HASTINGS: J. bioI. Chemistry IOii (1934), 7. - STARE: Ibid. 112 (1935), 223. 

2 WARRUltG, CHRISTIAN: Biochf'rn. Z. 258 (1933), 496. - KUlIN, GYORGY, WAGNER
.JAUR}X;o: BpI'. dtHCh. chern. Gt·H. 66 (1933), 1034. 

3 KUHN, RLDY, "'AGNER-JAUREGG: BpI'. dhlCh. cliprn. GPH. 66 (1933), 1950. -
KOSCII.~HA: Hoppe-Seylpr'H Z. phyHiol. Chl'rn. 229 (1934), 103. - KARRER, KOEHNER, 
SAI.O~ION, ZEIIENDER, MJElt\n:IN: Hdv. chirn. Acta IS (1935), 26H, 480; 19 (1936), 26. 

4 THEORE!.I.: Biochern. Z. 27;) (l[):~4), 37. 
5 THEOREI.L: Biochern. Z. 27ii (1935), 344. 
6 Til EOltELL, KARRER, Seni;}'}', FREI: Hpl\'. chim. Acta 18 (1935), 1022. 
7 KUHN, RUDY, W1WOAND: Ikr. dbwh. chern. HC·H. 69 (193H), 1543, 1974. 
B LASZT, VERZ.'\R: Pfliigers Arch. g.'H. PhYRiol. MenHchen Tiere 236 (1935), 693. 
9 WARBt:RG: Ergt'hn. Em:yrnforilch. 7 (1[)38). 210. 
10 \\"ARLll·Itl;, C',IJ{/STL\N: BiochC'lTI. Z. 2;)7 (1933), 492. 
IJ 'J'IIEIJIU:LI.: NaturwisH. 22 (l!l3.), 2!:>\J; BioellPm. Z. 272 (1934), 155; 27S (1935), 21i3. 
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The pure yellow enzyme is unstable and cannot be dried, it can, however, 
be kept at 0° under saturated ammonium suHate solution. 

Treatment of solutions of the pure enzyme with three volumes of methyl 
alcohol causes the immediate formation of denatured protein with the liberation 
of the prosthetic group. (In the cruder preparations of W ARBlT.RG and CmuSTIAN 
the enzyme was more stable and organic solvents were used to precipitate it. 
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Apparently polysaccharide im
purities protected the enzyme). 
The enzyme shows an absorp
tion spectrum in which the 
three bands of lactoflavin 
appear but are shifted about 
20 mp toward the red. l The 
short wave band of lactoflavin 
is obscured by the protein 
band. (See Figs. 2 and 3.)2,8 

The enzyme has the ele
mentary analysis of a typical 
protein and the solubility 
characteristics of an albumen. 

200 .J(JO 'IOIJ SIlO mp Its isoelectric point is at 
Fig. 2. Absorption Spectrum of Lactoflavin. PH 5,22.3, 5 Below PH 4,5 

the enzyme is destroyed unless 
it is well cooled. The redox potential is given by KUHN and BOULAN
GER' as Eo' = - 0,06 V at PH 7. KEKWIcK and PEDERSEN5 estimated the 
molecular weight of the enzyme to be 77 000 or 82800 using ultracentri
fuge methods. One molecule contains one prosthetic group, since THEORELL 
found approximately the same molecular weight by estimating the pigment 
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group in known dry weights of pure enzyme and assuming 
one mol. pigmen t to one mol. enzyme. 

On dialysis 0 f a salt free solution of the enzyme against 
ric acid at 0°, THEORELL8 found that the pigN /50 hydrochlo 

ment group was 

.... 
"",,,-

~ 

removed. The protein remaining was dena
tured since it all precipitated on neutraliza
tion with alkali or phosphate. But if the acid 
was dialyzed away at 0° the denaturation of 
part of the protein was reversed, and normal 
protein could be separated from still dena
tured material by precipitating the latter 

26Q 3IIIJ t:Jenl:;eI':m", IMIJ 5IJ(J 5'10 with salts. The free native protein of the en-
Fig. 3. Absorption spectrum of the yellow zyme was apparently obtained. On treating 

pure enzyme solution with three volumes of 
methyl alcohol, the protein part was dena

tured and precipitated but the mother liquor retained the green fluorescing free 
pigment part. It was found that on joining solutions of the free pigment (!dter 

enzyme. 

1 WARBURG, CHRISTIAN: Naturwiss. 20 (1932), 980. - KUHN, GYORGY, WAGNER
JAUREGG: Ber. dtsch. chem. Ges. 66 (1933), 1034. - THEORELL: Biochem. Z. 278 
(1935), 279. 

B KUHN, GYORGY, WAGNER-JAUREGG: Ber. dtsch. chem. Ges. 66 (1933), 1034. 
3 THEORELL: Biochem. Z. 278 (1935), 263. 
4 KUHN, BOULANGER: Ber. dtsch. chem. Ges. 69 (1936), 1557. 
6 KEKWICK, PEDERSEN: Biochemic. J. SO (1936), 2201. 
8 THEORELL: Biochem. Z. 272 (1934), 155; 278 (1935), 263; 290 (1937), 193. 
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removal of the alcohol) and free protein, the fluorescence disappeared and the full 
activity of the enzyme appeared. The free protein part is more unstable than the 
enzyme and is rapidly destroyed at 38°. No other protein was found to combine 
with the pigment group to give the same enzyme. 

KUHN and BOULANGERl consider that the protein part of the enzyme is 
combined with the pigment not only through the phosphoric acid group but 
also through the NH in the 3 position. The redox potential of the enzyme (-0,06 V 
at PH 7 and 38°) is considerably higher than that of lactoflavin (--0,21 V). But 
while phosphorylation of the flavin, and other substitutions in the side chain 
scarcely affected the redox potential, substitutions in the ring nucleus caused 
large changes. The yellow enzyme does not fluoresce; lactoflavin does fluoresce 
except in alkaline solution when the NH group at 3 is blocked. 3-Methyl-lacto
flavin shows no vitamin activity presumably because the combination with 
the protein is hindered, KUHN and BOULANGER- find the following points of 
significance for the methyl groups at 6 and 7. Without these groups no vitamin 
action is found. The methyl groups cause a maximum negativity for the redox 
potential. 9-Methyl flavin is toxic, hym-oxyl groups in the side chain lower the 
toxicity, but the 6 and 7 methyl groups remove the toxicity. 

In a. system in which the yellow enzyme causes an oxygen uptake, it is found 
that anaerobically the yellow color disappears, aerobically it reappears and 
hydrogen peroxide is formed. Measurements of the oxygen uptake and the rate 
of reduction of the enzyme indicated that the oxygen uptake. depends upon 
the reduction and oxidation of the enzyme.3 The absorption spectrum of the 
yellow enzyme is that of an alloxazin. Luminoflavin can be reduced by palladium 
or platinum and hydrogen' and other reducing agents to the leuco-pigment, 
dihydro-Iuminoflavin, and this can be re·oxidized by oxygen, hydrogen peroxide 
being formed. The same applies to lactoflavin, and to the alloxazin nucleotide.5 

It is evident therefore that the enzyme behaves as a hydrogen trailsporter through 
the reversible reduction and reoxidation of its alloxazin group. 

Though the alloxazin ring in luminoflavin, riboflavin, and riboflavin phos
phoric acid is reduced by various reagents, it is only when the alloxazin nucleotide 
is combined with the specific protein that it can be reduced by th~ reduced 
coenzymes I and II.G, 7 Oxydation of the dihydro-coenzynies by yellow enzyme 
takes place at an extremely high rate, the oxidation of triphospho-dihydro-pyridin 
nucleotide being considerably faster than that of the diphospho-compound.7 

Through the oXidation of the reduced coenzymes the enzyme can catalyze oxi
dation of all the substances which are oxidized by dehydrogenase + coenzyme 
systems. The oxidation of reduced yellow enzyme can be brought about by 
oxygen, cytochrome, lactoflavin, methylene blue, or by oxidized coenzyme since 
the reaction between yellow enzyme and coenzyme is reversible. These oxidations 
have been discussed in Chapter 1. LAKI8 has found that fumarate with succinic 
dehydrogenase can oxidize leuco.yellow enzyme (see Chapter 8). 

When free alloxazin. is reduced, the reduction occurs in two steps with the 

1 KUHN, BOULANGER: Ber. dtsch. chem. Gas. 89 (1936), 1557. 
I KUHN, BOULANGER: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 241 (1936), 233. 
8 WARBURG, CmuSTIAN: Biochem. Z. 204 (1932), 438. 
, One molecule of hydrogen per molecule of luminoflavin gives the leucocompound. 

Under different conditions 3 mols. of hydrogen can be taken up. - W ARBURG, 
CHRISTIAN: Biochem. Z. 268 (1933), 496. 

5 WARBURG: Ergebn. Enzymforsch. 7 (1938), 210. 
• THEORELL: Biochem. Z. 278 (1935), 263. 
7 HAAS: Biochem. Z. 290 (1937). 21H. 
8 LAX!: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 249 (1936), 61. 

lIdb. d. Xatalyse, III. 22 
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intermediate formation of a monohydro-alloxazin radicall which is red in acid 
solution, green above PH 1. HAAS2 showed the formation of such an intermediate 
compound from yellow enzyme in the presence of pyridin-nucleotide and hydro
sulfite. 

Other yellow enzymes. 
The first yellow enzyme has been obtained in pure form only from yeast 

and has been observed only in yeast and in lactic acid bacteria.3 There is no 
direct evidence that it is present in all living cells. But lactoflavin or its phosphoric 
derivative appears to be generally present. It is found partly fret but mostly 
bound to an undialyzable bearer.' It is possible that the first yellow enzyme 
accounts for part of the bound flavin. 

Recently, W ARBURG and CmuSTIAN5 have isolated an alloxazin dinucleotide, 
a combination of riboflavin phosphoric acid and adenylic acid, and have shown 
its presence in yeast and in animal tissues. It has a very similar absorption spec
trum to that of lactoflavin or its phosphoric derivative. The estimations of the 
lactoflavin content of the tissues made by fluorescence determinations must 
have -included this dinucleotide. WARBURG and CmuSTIAN6 observe that the 
dinucleotide combines with four specific proteins to give four new yellow enzymes. 

They thus enumerate five yellow enzymes. 

1 Mononucleotide + protein 1 = Yellow enzyme 1 ...... . 
2 Dinucleotide + protein 1 = Yellow enzyme 2 ...... . 
3 Dinucleotide + protein 3 = Yellow enzyme 3 ... , ... . 

4 Dinucleotide 
5 (Dinucleotide) 

or derivative 

+ protein 4 = d-Amino-acid oxidase ... . 
+ protein 5 = Xanthinoxidase' ....... . 

Reacting with 

0.; Coenzymes I and II 
0.; Coenzymes I and II 
(Methylene blue); Co-

enzymes I and II 
0.; d-Amino-acids 
0.; Xanthin or aldehyde 

W ARBURG and CHRISTIAN8 separated the protein component from the first 
yellow enzyme by treatment with hydrochloric acid in ammonium sulfate solution, 
an improvement on THEORELL'S method. The protein so obtained combined with 
the alloxazin-dinucleotide to give yellow enzyme 2 which behaves similarly to 
yellow enzyme 1 in catalyzing the oxidation of coenzymes I and II though the 
oxygen uptake rate obtained with it is lower. 

HAAs9 obtained an enzyme, 3, from yeast which (lonsists of the dinucleotide 
and a new protein. This enzyme catalyzes oxidation by oxygen slowly. But it 
reduces methylene blue more rapidly than enzyme 1 and in the presence of the 
dye causes a more rapid oxygen uptake. The physiological oxidant for this 
enzyme is not known. d-Amino-acid oxidase and xanthin oxidase will be dis
cussed in later sections. 

STRAUB et al. IO have very recently found that coenzyme factor, dia.phorase, 
(see Chapter 5) is a type of yellow enzyme the prosthetic group of which is the 

1 STERN: Biochemic. J. 28 (1934), 949. - MICHAELIS, SHUBERT, SMYTHE: J. bioI. 
Chemistry 116 (1936), 587. 

2 HAAS: Biochem. Z. 290 (1937), 291. 
a WARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z. 260 (1933), 499. 
'. EULER, ADLER, SCHLOTZER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 228 (1934), 105; 

226 (1934), 87. 
6 WARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z. 298 (1938), 150. 
8 W ARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z. 298 (1938), 150, 368. 
7 BALL: Science (New York) 88 (1938), 131. 
8 W ARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z.298 (1938), 150, 368. 
8 HAAS: Biochem. Z. 298 (1938), 378. 
10 STRAUB, CORRAN, GREEN: Nature (London) 148 (1939), 76, 119, 334. 
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same alloxazine-dinucleotide. Possibly it is the same as the yellow enzyme 3 
of HAAS. 

Added to proof: STRAUB and CORRAN, GREEN and STRAUBl have isolated 
from heart muscle an alloxazine-adenine-dinucleotide-protein which appears to 
be diaphorase. 

FISCHER, ROEDIG and RAUCH2 find that the alloxazine-adenine-dinucleotide 
acts as the prosthetic group of fumarate hydrase (see Chapter 7). 

LrPMANN3 has found that the prosthetic group of an enzyme concerned in 
pyruvate oxidation can be removed and replaced by the alloxazine-adenine
dinucleotide. The oxidation of pyruvate depends on the presence of thiamin 
(vitamin Bt ) pyrophosphate and it is possible that thiamin pyrophosphate bears 
the same relation to LIPMANN'S enzyme as do coenzymes I and II to other yellow 
enzymes. 

CORBAN and GREEN' have described a flavoprotein found in milk; it catalyzes 
the oxidation of coenzyme I by methylene blue and its prosthetic group can act 
as the prosthetic group of d-amino-acid oxidase. 

A yellow enzyme can be obtained by combining THEORELL'S protein with a 
synthetic nucleotide in which arabinose replaces ribose.5 This artifica.l enzyme 
is not as active as the true enzyme. The arabinose nucleotide also shows some 
vitamin activity.6 

Xanthine and aldehyde oxidases, SCHARDINGER enzyme. 
Xanthine oxidase. 

Xanthine oxidase, which has been known for many years, brings about the 
oxidation of the purine bases hypoxanthine and xanthine to uric acid. 

HN-CO HN-CO HN-CO 

I I ! i I 
HC C-NH OC C-NH OC C-NH 
i-I )CH iii )CH ill )co 
N-C---N HN-C---N HN-C-NH 

Hypoxanthine. Xanthine. Uric acid. 

MORGAN, STEWART and HOPKINS? found that this enzyme is present in 
many tissues and in milk in high activity, and from the latter source DIXON 
et al.8 separated the enzyme and obtained it in high concentration by fractional 
precipitation with ammonium sulfate, charcoal treatment, adsorption on kaolin 
at 'PH 5 and elution with dilute bicarbonate. Various other preparations of the 
enzyme from milk9 and from liver10 have been described. 

MORGANll showed that xanthine oxidase has a curiously haphazard distribu-

1 STRAUB and CORRAN, GREEN and STRAUB: Biochemic. J. 88 (1939), 787, 793. 
2 FISCHER, ROEDlG, RAUCH: Naturwiss. 27 (1939), 167. 
3 LIPMANN: Nature (London) 148 (1939), 436. 
4 CORRAN, GREEN: Nature (London) 142 (1938), 149; Biochemic. J. 82 (1938), 

223l. 
6 KUHN, RUDY, WEYGAND: Ber. dtsch. chem. Ges. 69 (1936), 2034. 
6 KUHN, WEYGAND: Ber. dtsch. chem. Ges. 67 (1934), 2084. 
7 MORGAN, STEWART, HOPKINS: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 94 (1922), 109. 
S DIXON, THURLOW: Biochemic. J. 18 (1924), 971. - DIXON, KODAMA: Ibid. 20 

(1926), 1104. 
9 SBARSKI, MICHLIN: Biochem. Z. 174 (1926), 116. - TOYAMA: J. Biochemistry 

(Tokio) 17 (1933), 131. 
10 HARRISON: Biochemic. J. 28 (1929), 987. - ROBERTS: Ibid. 80 (1936), 2166. 
11 MORGAN: Biochemic. J. 20 (1926), 1282. 

22· 
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tion. It is strongly active in the livers of most animals but is absent in the 
livers of the dog, hedgehog and pigeon. It is present in the kidneys of the ox, ra.t 
and_birds, but absent in all other species tested. It is absent from heart and ske
letal muscle in all species. 

DIXON and THURLOW! showed that when the purine concentration is small, 
but optimal, hypoxanthine reduces methylene blue exactly twice as fast as does 
xanthine, and therefore, since the former must react with two molecules of 
methylene blue in order to become uric Btcid and the latter with only one, uric 
acid is produced from both at the same rate. The optimum PH is from 5,5-9,0. 

DIXON anq THURLOW! showed that the affinity of the milk enzyme for hypo
xanthine and xanthine is extremely high; the full rate of reaction is obtained 
in very low concentrations of purine, less than 3 X 10-5 M. Above this low con
centration of purine the rate of oxidation is decreased. This is apparently due 
to excessive adsorption of the purine On the enzyme preventing access of the 
oxidant. 

The enzyme oxidizes no substances other than purines2, 3 except aldehydes 
(see below). Among the purines COOMBS' found that besides hypoxanthine and 
xanthine only two closely related compounds,6,8-dioxypurine and 2-thio-6-
oxypurine are rapidly oxidized.5 Some of the purines closely conforming to the 
xanthine structure inhibit the activity of the enzyme, showing that they are 
adsorbed but not activated for oxidation. DIXON and LEMBERG6 have shown 
that the purified enzyme does not oxidize substances which contain purines in 
combination, such as inosine, inosinic acid, adenosine, adenylic acid, and co
zymase, though, in crude preparations of the enzyme, oxidation occurs as a 
result of liberation of hypoxanthine by other enzymes in the preparation. 

The enzyme is quite unspecific with regard to the hydrogen acceptor. DIXON7 

showed· that numerous substances will oxidize hypoxanthine in the presence 
of the enzyme: oxygen, hydrogen peroxide, methylene blue, indigoa. indophenols, 
alloxan, quinone, nitrates, chlorates, iodine, nitrobenzene, permanganate and 
others. 

When oxygen is the hydrogen acceptor, it is reduced primarily to hydrogen 
peroxide. This was shown by THURLOW8 who showed by the titanium test that 
in the presence of hypoxanthine, xanthine oxidase, and air, hydrogen peroxide 
was formed; it increased in amount at first and then gradually disappeared as 
the hydrogen peroxide itself acted as a hydrogen acceptor, being reduced to 
water. H milk peroxidase was added to the system the hydrogen peroxide would 
oxidize nitrite or guaiacum. Except in very low concentrations, hydrQgen per
oxide destroys the enzyme.9 

Using as mediators the very negative oxidation-reduction potential indi
cators methyl and benzylviologen, GREEN!O has shown the reversibility of the 

1 DIXON, THURLOW: Biochemic. J. 18 (1924), 976. 
2 MORGAN, STEWART, HOPKINS: Proc~ Roy. Soc. (London), Ser. B 94 (1922), 109. 
3 DIXON: Biochemic. J. 20 (1926), 703. 
, COOMBs: Biochemic. J. 21 (1927), 1259. 
5 For summary of purines tested see DIXON: Enzymologia (lJen Haag) It (1938), 

198. - Added to proof: KREBS, ORSTRi:»t:: Biochemic. J. 33 (1939), 984, find that 
purine is oxidized as rapidly as hypoxanthine. 

8 DIXON, LEMBERG: Biochemic. J. 28 (1934), 2065. 
7 DIXON: Biochemic. J. 20 (1926), 703. 
8 THURLOW: Biochemic. J. 19 (1925), 175. 
9 DIXON: Biochemic. J. 19 (1925), 507. - Minute amounts of hydrogen peroxide 

accelerated the action ofthe enzyme. BERNHEIM, DIXON: Biochemic. J. 22 (1928), 113. 
10 GREEN: Biochemic. J. 28 (1934), 1550. 
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xanthine oxidase system and finds that the oxidation of hypoxanthine to urio 
acid is a two·step reversible oxidation involving two equivalents at eaoh step. 
The potential at PH 7,0 for hypoxanthine. xanthine is Eo' = - 0,371 V, for 
xanthine·uric acid it is - 0,361 V. As is to be expected from the reversibility 
of the reactions, xanthine in the presence of the enzyme and the absence of 
oxygen is converted partly into hypoxanthine and uric acid. This dismutation. 
however, occurs only slowly. 

Xanthine oxidase is not inhibited by CO nor by HBS or pyrophosphate nor 
is it inhibited by cyanide in the same way as are iron catalyzed reaotions. The 
usual cyanide inhibition of iron catalyzed reactions is produoed instantaneouslyl, 
is reversible and depends on the concentration of cyanide. DIXON and KElLIN' 
have found that cyanide inhibits xanthine oxidase irreversibly, the action is 
slow and is ultimately complete at all cyanide conoentrations. Under certain 
conditions, purines can protect the enzyme from the cyanide. Since the cyanide 
inhibits the reduction of methylene blue as well as the oxygen uptake, it is evident 
that the enzyme itself, and not some oxygen.activating catalyst associated with 
it, is poisoned by cyanide. PHILPOT2 finds that xanthine oxidase, especially 
when purified, is sensitive to traces of Cu. The inhibition can be removed and 
the enzyme stabilized by adding glycine. Cyanide also reverses the inhibition 
before its own effect sets in. 

GREEN and DIXONS have shown that xanthine oxidase does not depend 
upon W ARBUBG and CmuSTIAN'S first yellow enzyme or lactoflavin for its ac
tivity and ANDERSSON' and DIXONS found that coenzyme is not necessary. 
BallG has stated that solutions of a strong preparation obtained by him are golden 
brown in color and show an absorption band between 400 and 500 mp,. This 
band disappears when hypoxanthine is added in the absence of air, and reappears 
on the admission of air. H the spectrum of the reduced enzyme is subtracted 
from that of the oxidized form, a speotrum is obtained which· is similar to that 
of the first yellow enzyme in having bands at 465 mp, and 370 mp,. A prosthetic 
group can be split off from a protein bearer, and this group has the bands of a 
flavin at 450 mp, and 375 mp,. The prosthetic group can be converted by W Alt

BURG and ClmISTIAN'S7 method into lumiflavin. It appears that xanthine oxidase 
is an alloxazine derivative.protein compound. WAltBURG andClmIsTIAN8 mention 
that the prosthetic group is probably an alloxazine dinucleotide. 
. Added to proof: It appears that ordinary flavin·adenine·dinucleotide alone 
is not the prosthetic grou p of xanthin oxidase, though the nucleotide can be 
obtained from the purified enzyme.9 The most active preparation caused an 
O2 uptake of 270c. mm. per hr. per mg. 

CORBAN, DEWAN, GORDON and GREENlO obtained a flavo·protein from milk 
which was highly active in oxidizing hypoxanthine, aldehyde, and dihydro· 
coenzyme 1. Drying or HCN destroyed the xanthine· aldehyde activity but 
not the diaphorase activity. A non·flavin colored group was also present. 

1 DIXON, KElLIN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 119 (1936), 159. 
2 PHILPOT: Biochemic. J. 32 (1938), 2013. 
3 GREEN, DIXON: Biochemic. J. 28 (1934), 237. 
, ANDERSSON: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 286 (1935), 217. 
I DIXON: Enzymologia (Den Haag) 6 (1938), 198. 
• BALL: Science (New York) 88 (1938), 131. 
7 WAR BURG, CHruSTIAN: Biochem. Z. 266 (1933), 377. 
S WARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z. 298 (1938), 150, 368. 
• J. bioI. Chemistry 128 (1939), 51. 
10 CORRAN, DEWAN, GORDON, GREEN:Biochemic. J. S3 (1939), 1694. 
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Aldehyde oxidase. 
It has long been known that milk contains an aldehyde oxidase, .known as 

SCHARDINGER'S enzyme since SCHARDINGER1 firllt observed the decolorization 
of methylene blue by formaldehyde in the presence of unboiled milk. All pre
parations of xanthine oxidase also oxidize aldehydes. In view of the specificity 
of xanthine oxidase towa.rd purines it seemed improbable that the same enzyme 
could also catalyze the oxidation of aldehydes. Nevertheless DIXON and THUR
LOW2 produced evidence that both oxidations are catalyzed by the same 
enzyme. 

There has been considerable controversy concerning this point but recent 
work of BOO,:'H,3 DIXON and KEILIN,4 and others establishes the fact that xan
thine oxidas(J and the SCHARDINGER enzyme and aldehyde oxidase in various 
animal tissues are identical. The question has been reviewed in detail by DIXON.S 

The following are some of the properties common to the aldehyde oxidase and 
xanthine oxidase. 

The distributions of the enzymes in different milks and tissues are the same; 
in embryonic development they appear simultaneously. They can never be 
separated and are affected in the same way by fractionation procedures, physical 
and chemical treatments and by inhibitors such as cyanide. Xanthine oxidase 
has a very high affinity for purines and consequently is inhibited by uric acid. 
Aldehyde oxidation is inhibited by uric acid to the same extent. Both enzymes 
are independent of the action of any coenzyme or other carrier and use the same 
oxidants. No additive effect is obtained with purine and aldehyde added together 
in optim-al concentrations,-on the contrary the two substrates compete with 
one another. 

The enzyme is able to cause the oxidation of all true aldehydes.6 The affinity 
of the enzyme for aldehydes is much lower than for the purines; maximum rate 
of oxidation was not reached with 0,6 M acetaldehyde2 and acetaldehyde does 
not inhibit the enzyme in ordinary concentrations. The aromatic alqehydes show 
a higher affinity than the aliphatic aldehydes. Formaldehyde destroys the enzyme. 
WIELAND and MACRAE,7 using cerous hydroxide as fixative, showed quantitatively 
that hydrogen peroxide is formed in the aerobic oxidation of aldehyde. 

It was mentioned above that xanthine oxidase can bring about a dismutation 
whereby xanthine is converted to hypoxanthine and uric acid. Since aldehyde 
is also a substrate for the enzyme it is to be expected that mixed dismutations 
of the following types should occur anaerobically. 

Uric acid + aldehyde -+ xanthine + acid, followed by.xanthine + aldehyde--+ 
-+ hypoxanthine + acid. 

These reactions have been demonstrated by BOOTHS in the absence of any 
carrier or enzyme other than xanthine oxidase. 

It might be thought that the enzyme would also bring about a dismutation 
of aldehyde itself thus, 

aldehyde + aldehyde --+ acid + alcohol. 

1 SCHARDINGER: Z. Unters. Lebensmittel I) (1902), 1113. 
2 DIXON, THURLOW: Biochemic. J. 18 (1924), 976. 
3 BOOTH: Biochemic. J. 29 (1935), 1732; 32 (1938). 494. 
, DIXON, KElLIN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 119 (1936), 159. 
6 DIXON: Enzymologia (Den Haag) I) (1938), 198. 
B BOOTH: Biochemic. J. 32 (1938),.494. 
7 WIELAND, MACRAE: Liebigs Ann. Chem. 483 (1930), 217. 
8 BOOTH: Biochemic. J. 29 (1935), 1732. 
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It was found, however, by DIXON and LUTWAK.-MANNI that the SCRARDINGER 
enzyme does not catalyze this reaction though the reaction is readily brought 
about by the enzyme or enzymes called mutase, in the presence of cozymase. 
The xanthine oxidase can carry out the two reversible reactions,-hypoxanthine '<"= 
~ xanthine, and xanthine '<"= uric acid, so a dismu~ation of xanthine is to be 
expected. But the enzyme catalyzes only the oxidation of aldehyde to acid and 
does not catalyze the reduction of aldehyde to alcohol. (This latter reaction is 
catalyzed by the alcohol dehydrogenase + coenzyme.) Therefore the SCHAR
DINGER enzyme is not to be expected to catalyze the dismutation of aldehyde. 
The mutase may be a single enzyme needing cozymase or it may be a system 
consisting of an aldehyde oxidase + alcohol dehydrogenase ("aldehyde reduc
tase") + coenzyme. But DIXONS has reviewed evidence to show that the xanthine
aldehyde oxidase is not part of the mutase system (see Chapter 6). 

Other aldehyde oxidases. 

Another type of aldehyde oxidase is known which does not also catalyze 
purine oxidation. BACHs showed that the potato contains an enzyme which 
rapidly reduces nitrate to nitrite in the presence of acetaldehyde. This enzyme was 
extracted by MICHLIN' and shown not to oxidize hypoxanthine. BEBNHEDl5 

purified the enzyme from potato juice by precipitation with ammonium 8uHate, 
charcoal treatment, and dialysis. He found that the enzyme will cause the oxida
tion of all aldehydes tried but not of a number of other compounds tested. 
Besides nitrate the system can reduce quinone, methylene blue and other dyes. 
The optimum PH was about 6,5. Probably oxygen can be reduced directly but 
a product of the aerobic reaction, possibly HsO I , rapidly inhibits the enzyme. 

BOOTHS found that uric acid does not inhibit this enzyme. This, and the fact 
that it does not cause xanthine oxidation makes it clear that the potato enzyme 
is different from xanthine oxidase. MICHLIN and SEVERIN7 have shown that 
the enzyme does not catalyze aldehyde dismutation. 

LEMBERG et al.8 have produced evidence that the livers of all animals tried 
except man and ox, contain more aldehyde oxidase than can be accounted for 
by the xanthine oxidase present and they conclude that another type of aldehyde 
oxidase is also present. The possibility that a coenzyme-determined aldehyde 
dehydrogenase exists in animal tissues is discussed in Chapter 6 (see Aldehyde 
Mutase). , 

It should be mentioned that BERNHEDl9 observed that above PH 8 acetaldehyde 
will reduce methylene blue in the presence of ordinary boiled protein. 

Added to proof: GORDON, GREEN and StmRAHMANYAN10 have purified an 
aldehyde oxidase from liver and find it is a flavin-adenine-dinucleotide-protein 
plus another colored body. 

1 DIXON,LuTWAK-MANN:Biochemic. J. 31 (1937), 1347;a.lsoBoOTH: Ibid. 
32 (1938), 503. 

2 DIXON: Enzymologia (Den Haag) 6 (1938), 198. 
B BACH: Biochem. Z. 62 (1913), 412. 
, MICHJ.IN: Biochem. Z. 186 (1927), 216. 
5 BERNHEIM: Biochemic. J. 22 (1928), 344. 
6 BOOTH: Biochemic. J. 29 (1935), 1732. 
7 MICHLIN, SEVERIN: Biochem. Z. 237 (1931), 339. 
8 LEMBERG, WYNDHAM, HENRY: Austral. J. expo BioI. med. Sci. 14 (1936), 

259. 
9 BERNHEIM: Biochemic .. J. 22 (1928), 344. 
10 GORDON, GREEN, SUBRAHMANYAN: Biochemic. J.34 (1940), 764. 
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Amino-acid oxldases. 
Increases in the respiration of animal tissues by amino-acids were first ob

served by MEYEBHOF et al.,1 REINWEIN1 and especially by KISCH.3 KIsCH found 
that many amino-acids increase the respiration of sliced tissues, especially kidney 
and liver, of various animals. BERNHEIM and BERNHEIM' showed the presence 
of a thermolabile catalyst in liver suspensions which caused the oxidation of 
proline and oxyproline by oxygen or methylene blue; the oxidation was not 
affected by cyanide. KREBS' showed that slices of various tissues, especially 
kidney and liver, bring about an oxidative deamination of the amino-acids. 
For instance alanine is oxidized to pyruvic acid and NHa• With rat kidney he 
found that the non-natural amino-acids of the d-series (d(-)alanine, d(-)'V'aline, 
d(+)leucine, etc.) were considerably more rapidly acted upon than the natural 
amino-acids. 

BERNHEIM and BERNHE:wG found that, while strong liver suspensions oxidized 
both d- and l-tyrosine, only the d-acid was oxidized by a dilute suspension. 
(Kidney suspensions oxidized only the d-acid.) The oxidation of l-tyrosine was 
inhibited by cyanide, but that of d-tyrosine was not. Evidently different systems 
were involved. The same authors8 obtained a somewhat purified enzyme from 
kidney, prepared by adsorption on celite or kaolin, which oxidized and deaminated 
a number of amino-acids, the unnatural isomers being preferentially oxidized. 
The oxidation involved one atom of oxygen indicating oxidation to the (X-keto
acid.7 The oxidation was not affected by cyanide; and methylene blue could 
replace oxygen as hydrogen acceptor. Preparations from liver, similarly purified, 
oxidized only proline, and proline was not deaminated by either liver or kidney 
enzyme. Evidently proline oxidase differs from the systems oxidizing the other 
amino-acids. Glycine was not oxidized by tissue suspensions or. enzyme pre
parations. 

That a separate enzyme exists also in kidney which oxidizes only proline has 
been shown by DAS.s He obtained by adsorption methods a preparation from 
pigs' kidney which caused the oxidation of proline much more rapidly than that 
of d-alanine or other amino-acids. The activity of this preparation was much 
increased by addition of a thermostable activator found in the preparation and 
in yeast. No known coenzyme was active. 

KREBs9 studied a large number of amino-acids and showed that different 
systems are involved in the oxidative deamination of the l-series and the d-series. 
The system responsible for oxidation of the natural l-amino-acids is inhibited 
by cyanide and by octyl alcohol, it is destroyed by drying and could not be 

1 MEYERHOF, LOHMANN, MEIER: Biochem. Z. 107 (1925), 459. 
t REINWEIN: Dtsch. Arch. klin. Med. 160 (1928), 278. 
8 KISCH: Biochem. Z. 288 (1931), 351; 242 (1931), 26, 436; 244 (1932), 436; 247 

(1932), 354, 365. 
, BERNHEIM, BERNHEIM: J. bioi. Chemistry 96 (1932), 325. 
5 KREBS: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 217 (1933), 191; 218 (1933), 157. 
8 BERNHEIM, BERNHEIM: J. bioI. Chemistry 111 (~35), 131. 
7 d-Tyrosine with less pure enzyme preparations and d- or l-tyrosine with liver 

suspensions absorbed up to four atoms of oxygen. In the case of d-tyrosine deamina
tion accompanied the taking up of the first oxygen atom and the oxidation after the 
first oxyge~ atom was inhibited by cyanide. Evidently other systems carry 
the oxidation of tyrosine beyond the ~-keto acid stage. The oxidation of 
l-tyrosine by liver suspensions does not involve deamination and it is inhibited from 
the start by cyanide. - BERNHEIM: J. bioI. Chemistry 111 (1935), 217. - FELIX, 
ZORN, DIBR-}{.ALTENBACH: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 247 (1937), 141. 

8 DAS: Biochemic_ J. 80 (1936), 1080, 1617. 
• KREBS: Biochemic. J. 29 (1935), 1620. 
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obtained in an extract. But the oxidation of the non-natural d-acids is not in
hibited by cyanide, octyl alcohol, or drying, and a clear extract was obtained 
which oxidized the d-acids but not the l-acids. A strong suspension of the ground 
up tissue will oxidize both types of amino-acids but in a dilute solution the 
activity toward the l-acids disappears. Evidently the oxygen uptake with the 
l-acids does not depend on a simple system of enzyme + substrate but other 
components must be involved and dilution diminishes the frequency of simul
taneous collision of all the substances concerned. 

KElLIN and HARTREEI studied the oxidation of dl-alanine by an extract of 
acetone-dried kidney cortex. With this substrate haH maximal velocity of oxygen 
uptake was obtained at a concentration of 0,005 M alanine. Hydrogen peroxide 
was formed during the aerobic oxidation. Though methylene blue could act 
as hydrogen acceptor its rate of reduction was much lower than that of oxygen. 
l( + ) Alanine was not oxidized and apparently was not adsorbed since it produced 
no inhibition of the oxidation of d( - )alanine. The enzyme caused the oxidation 
of N-mono-methyl alanine but neither N-dimethyl alanine nor <x-methyl alanine 
was oxidized nor did either affect alanine oxidation. The oxidation of the mono
methyl alanine resulted in the liberation of methylamine. The monomethyl 
derivative of tyrosine was not oxidized. RODNEY and GARNER2 have recently 
shown that fJ-alanine (fJ-amino-propionic acid) and i8o-leucine (fJ-amino-<x-hydro
xypropionic acid) are not oxidized by kidney or liver slices and that dl-serine 
(fJ-hydroxy-<x-amino-propionic acid) and dl-<x,fJ-diamino-propionic acid are 
attacked more slowly than is alanine (<x-amino-propionic acid). FELIX and ZORN3 
find that extract of acetone-dried kidney oxidizes the d-forms of alanine, valine, 
<x-amino butyric acid, nor-leucine, asparagine, phenylalanine, tyrosine, and di
hydroxyphenylalanine. Leucine and glutamic acid are slowly oxidized, arginine 
and serine only slightly. Glycine, lysine and all l-amino-acids are not oxidized. 
(The same preparation oxidized certaindiamines. The amino-acids and the amines 
are, however, not oxidized by the same enzyme,-see Amine and Diamine 
Oxidases.) 

d-Amino-acid oxidase is not inhibited by cyanide but it is inhibited irre
versibly, in a manner not understood, when incubated with H 2S in the presence 
of oxygen.' It is also inhibited by various tissue materials and extracts.,,5 

BERNHEIM et al.6 using their purified enzyme from kidney have isolated the 
<x-keto-acids formed by the oxidation of a number 9f non-natural amino-acids, 
and they have confirmed the fact that H 20 2 is formed. Proline and oxyproline, 
though oxidized, are not deaminated by rat liver in suspension? or by purified 
kidney enzyme6 , 8. Proline is oxidized by the purified enzyme, taking up one 
atom of oxygen and yielding an unidentified aldehyde. In tissue slices the oxida
tion evidently is carried further by other systems and glutamic acid is formed as 
an intermediate in further metabolism. 9 . 

1 KElLIN, HARTREE: Proc. Roy. ~oc. (London), Ser. B 119 (1936), 114. 
2 RODNEY, GARNER: J. bioI. Chemistry 126 (1938), 209. 
3 FELIX, ZORN: Hoppe-Seyler's Z. physioi. Chern. 268 (1939), 16. 
4 KElLIN, HARTREE: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 119 (1936), 114. 
5 KREBS: Biochemic. J. 29 (1935), 1620. 
6 BERNHEIM, BERNHEIM, GILLASPIE: J. bioI. Chemistry 114 (1936), 657. 
7 BERNHEIM, BERNHEIM: J. bioI. Chemistry 96 (1932), 325. 
8 l-Tyrosine, which is oxidized by the cyanide sensitive system in strong sus

pensions, is not deaminated. [BERNHEIM: J. bioI. Chemistry 111 (1935), 217. -
FELIX, ZORN, DIRR-KALTENBACH: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 247 (1937), 
141.] d-Tyrosine, like the other d-amino-acids, is deaminated. 

9 WEIL-MALHERBE, KREBS: Biochemic. J. 29 (1935), 2077. 
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WARBURG and CHRISTIAN1 have now found that the d-amino-acid oxidase, 
like the first yellow enzyme, consists of a protein combined with a prosthetic 
group containing alloxazin. 

The enzyme was obtained in an aqueous extract of acetone-dried sheeps' 
kidney cortex. Inactive material was precipitated at PH 3,8 and the enzyme 
thrown down by 1/3 saturation with ammonium sulfate. The protein component 
of the enzyme was separated from the prosthetic group by careful acidification 
(PH 2,8) of a 1/4 saturated ammonium sulfate solution of the enzyme. The ammo
nium sulfate prevents destruction of the protein by the acid. 

The prosthetic group was isolated, as the barium salt, from horse livers and 
kidneys and from yeast by processes involving a silver precipitation which se
parated it from the alloxazin mono-nucleotide of the first yellow enzyme. The 
substance had the empirical formula C27H31N9P2015 Ba and was evidently an 
alloxazin adenine dinucleotide. Satisfactory yields of adenine, isolated as the 
picrate, and of lumiflavin (from the alloxazin) were obtained from the substance. 
The substance showed an absorption spectrum closely similar to that of lactoflavin. 
Due to the presence of the adenine nucleus the band in the ultra-violet at 260 mft 
was more intense than that of lactoflavin. 

The dinucleotide could be reversibly reduced by platinum and hydrogen 
or by hydrosulfite. It combined with the free protein to give the active enzyme. 
In the presence of excess of the specific protein and alanine, I mg. of the dinu
cleotide caused an oxygen uptake of 35000 c. mm. per minute. 

By testing for the oxidation of alanine by heated extracts added to the specific 
protein, the presence of the dinucleotide was detected in yeast and in all tissues 
tried. But this does not mean that the amino-acid oxidase is universally present. 
The dinucleotide can act as prosthetic group for other enzymes. In horse liver, 
for instance, no amino-acid oxidase was found but plenty of the dinucleotide. 

NEGELEIN and BRoMEL 2 have recently purified the protein part of the d
amino-acid oxidase from acetone-dried sheep kidney cortex. The enzyme was 
extracted with pyrophosphate solution PH 8,3, inactive material was precipitated 
by heating to 38° at PH 5,1 and the enzyme was precipitated with ammonium 
sulfate. The prosthetic group was removed by the above mentioned method of 
W ARBURG and CHRISTIAN and the protein part purified by repeated selective 
denaturation of inactive material at 38° at slightly acid PH, and repeated frac
tional ammonium sulfate p'recipitations. The final solution was dried from the 
frozen state giving a solid c~ntaining 43% protein, the remainder being inorganic 
salt. It was believed that the protein was 70% enzymeprotein. In the presence 
of concentrations of the alloxazin dinucleotide and d-alanine high enough to 
give maximum activity, 1 mg. of the protein caused an oxygen uptake of 438 c. mm. 
per minute. 

The protein and the prosthetic group, in the oxidized form, combined together 
reversibly to give the enzyme; the equilibrium was strongly in favor of the com
bination but not so strongly as with the first yellow enzyme. As with the yellow 
enzyme, the combination of the prosthetic group with the protein caused the 
absorption bands of the prosthetic group to shift slightly towards the red. The 
reduced prosthetic group seemed to be firmly bound to the protein since, when 
excess of prosthetic group was present in. the absence of oxygen, alanine caused 
the reduction of an amount of prosthetic group equivalent to the amount of 

1 WARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z. 295 (1938), 261; 296 (1938), 294; 297 
(1938), 417; 298 (1938), 150. See also STRAUB: Nature (London) 141 (1938), 603; 
143 (1939), 76. 

2 NEGELEIN, BROMEL: Biochem. Z. 300 (1939), 225. 
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protein present and no more. On admitting oxygen the reduced prosthetic group 
was reoxidized and oxygen uptake occurred. 

While crude d-amino-acid oxidase oxidizes alanine to pyruvic acid, the 
combination of the pure alloxazin dinucleotide with the purified protein caused 
the production of acetic acid. This was due to the fact that no catalase was 
present in the pure materials and the hydrogen peroxide, produced in the primary 
oxidation, oxidized pyruvic acid to acetic acid and CO 2, 

W ARBURG and CHRISTIAN1 state that the enzyme oxidizes various amino
acids including proline, though work of the BERNHEIMS2 and DAS3 has suggested 
that there exists a Separate enzyme present in liver which oxidizes only 
proline. 

Though the d-amino-acid oxidase is very active in various tissues, especially 
kidney and liver, its function is not known. It is possible that the synthesis of 
amino-acids may yield racemic compounds and that while the l-amino-acids are 
used for protein synthesiS the d-amino-acids are oxidized. 

There are evidently several systems which cause amino-acid oxidation. 
Besides the d-amino-acid oxidase, there appears to be a different enzyme which 
oxidizes proline and there is at least one l-amino-acid oxidizing system. Possibly 
there are more than one. The oxidation of glutamic acid which will be discussed 
in Chapter 6 depends upon the presence of coenzyme. The dilution effect suggests 
that coenzymes are concerned in other l-amino-acid oxidations. In anaerobic 
bacteria (Olostridium) STICKLAND' has shown that certain amino-acids are 
oxidatively deaminated at the expense of the reduction of other amino-acids, 
and BERNHEIM et al.5 find thatB. proteus can oxidize, deaminate and decarb
oxylate various natural amino-acids, oxygen or methylene blue acting as the 
hydrogen acceptor. The catalyst responsible is inhibited by cyanide. 

BERNHEIM et al.6 have found that small amounts of pyrrole accelerate the 
oxidation of d-amino-acids by washed kidney suspensions. The mechanism is 
not clear. 

Uricase. 
In man and higher apes uric acid represents the last stage of pu

rine metabolism and is excreted. In all other mammals uric acid is lar
gely oxidized and excreted as the more soluble compound, allantoin.7 

There is one interesting exception, namely the Dalmatian coach dog in 
which only a frac- . 
tion of the uric HN -CO NHz 
acid is excreted I I H I 0 H 
as allantoin.s OC C-N OC C-N 

It has been I )CO + HIO + 0 ~ I I )CO + COl 
known for many HN-C-N HN-C-N 
years that mam- 'H H H 
malian tissues con- Uric acid. Allantoln. 

1 WARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z. 298 (1938), 150. 
B BERNHEIM, BERNHEIM: J. bioI. Chemistry 109 (1935), 150. 
3 DAS: Biochemic. J. 80 (1936). 1080, 1617. 
, STICKLAND: Biochemic. J. 28 (1934). 1746; 29 (1935). 288, 889. - See also 

WOODS: Biochemic. J. SO (1936), 1934. 
& BERNHEIM, BERNHEIM, WEBSTER: J. bioI. Chemistry 110 (1935), 165. 
8 BERNHEIM. BERNHEIM, MICHEL: J. bioI. Chemistry 126 (1938), 273. 
7 HUNTER, WARD: Trans. Roy. Soc. Canada. Sect. 4 18 (1919), 7. 
8 BENEDICT: J. Lab. olin. Med. 2 (1916), 1. - In spite of the low exoretion of 

allantoin it has been found that the livers of Dalmatian dogs are rich in Urioase. 
KLEMPERER. TRIMBLE. HASTINGS: J. bioI. Chemistry 125 (1938), 445; 
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tam an enzyme which catalyzes the oxidation of uric acid to allan
toin.l 

BATTELLI and STERN2 found that the enzyme is present in the liver and kidney 
of various mammals. In other tissues it is scarcely to be detected and it is not 
found in any tissue of man. In the oxidation of one molecule of uric acid ~ually 
one atom of oxygen was taken up and one molecule of CO2 was evolved: The 
ratio of CO2 evolved to O2 taken up was therefore usually 2, but the ratio was 
often less than this and varied somewhat with the age of the enzyme preparation. 
These variations were later explained by KElLIN and HARTREE (see below). 
The velocity of oxidation is dependent on the oxygen tension. These observations 
were later confirmed by GRYNBERG,3 who made a detailed study of the kinetics 
of the reaction. 

The enzyme activity is associated with difficultly soluble material.' Various 
bacteria act upon uric acid, and bacterial infection accounts for early reports 
of the preparation of soluble uricase. Suspensions showing strong uricase activity 
can readily be prepared. For example suspensions of powdered acetone·dried 
pig's liver or ox kidney have been used.S Clear active extracts can, however, be 
obtained by extraction with slightly alkaline solution.8 

Recently DAVIDSON 7 has reported the separation of a highly active uricase 
preparation from acetone·dried pig liver. The method involved extraction of 
inactive material at 'PH 7,4, extraction of the enzyme at 'PH 10, denaturation of 
inactive proteins at 55°, fractional ammonium sulfate precipitations, and dialysis. 
At 'PH 9 and in pure oxygen, 1 mg. of the material with uric acid caused an oxYgen 
uptake of 85c.mm. per minute. The preparation contained 0,15-0,20% of iron. 
It is almost colorless Q,nd probably not a haem compound. It is insoluble in water 
but soluble in borate buffer at 'PH 10. Its activity is dependent on the O2 tension. 
CO shows no specific inhibition. 

FELIX et al.8 found that at 'PH 8,9 the CO2 production was not as rapid as the 
uric acid breakdown; one atom of oxygen was absorbed per molecule of uric 
acid removed. At PH 9,9 CO2 production was more rapid. At 'PH 8,9 an oxidation 
product accumulated from which CO 2 was evolved at 'PH 9,9 in the presence of 
the enzyme preparation. This CO2 evolution occurred in the absence of oxygen. 
It therefore seems that the oxidation of uric acid and the CO2 evolution from the 
product of oxidation are separate reactions. On extraction of liver powder at 
'PH 8,9 a preparation was obtained which was rich in oxidase activity but relatively 
weak in the factor which causes decarboxylation. SCHULERD produced evidence 
that uric acid is oxidized first to oxy.acetylene.diurein·carboxylic acid and that 
this substance is decarboxylated to yield allantoin. 

Uricase has a remarkably high 'PH optimum. KElLIN and lIARTREEs found the 
optimum activity at about 'PH 9,3. These authors studied the oxygen uptake of 

1 SCHITTENHELM: Hoppe.Seyler's Z. physioi. Chern. 40 (1905), 121. - WIE· 
CHOWSKI, WIENER: Beitr. chern. Physioi. Path. 9 (1907), 295, and others. - Review: 
BATTELLI, STERN: Ergebn. PhysioI., bioI. Chern. expo Pharmakol. 12 (1912), 199. 

B BATTELLI, STERN: Biochem. Z. 19 (1909), 219. 
3 GRYNBERG: Biochem. Z. 286 (1931), 138. 
4 TRUSZKOWSKI: Biochemic. J. 24 (1930), 1341, 1349, 1359. 
6 KElLIN, HARTREE: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 119 (1936), 114. 
6 FELIX, SCHEEL, SCHULER: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 180 (1928), 90. -

lto: J. Biochemistry (Tokio) 14 (1931), 361. - TRUSZKOWSKI: Biochemic. J. 28 
(1934), 62. 

7 DAVIDSON: Nature (London) 141 (1938), 790; Biochemic. J. 82 (1938), 1386. 
8 FELIX, SCHEEL, SCHULER: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 180 (1929), 90. 
9 SCHULER: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 208 (1932), 237. - SCHULER, 

REINDEL: Ibid. 208 (1932), 248, 
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acetone-dried pig's kidney suspensions with uric acid. The enzyme is inhibited 
by cyanide and the inhibition is completely reversible. Carbon monoxide and H~S 
have little or no effect. Pyrophospha1ie slightly increases the activity. Traces of 
copper or iron are inhibitory. 

The enzyme is specific for uric acid and does not cause the oxidation of 
hypoxanthine.or xanthine nor of derivatives of uric acid. BRUNING et al.1 found 
that 4,5-g1ycol uric acid, 4,5.dimethyl uric acid, 1,- 3-, 7-, or 9-methyl uric 
acids, are not oxidized to allantoin in the body or in surviving liver of the dog. 
K.EIi:.IN and HABTBEE tested 16 mono-, di-, and tri-methyl or ethyl derivatives 
of uric acid and found none to be oxidized. But several of these substances act as 
competitive. inhibitors of the oxidation. of uric acid, which indicates that these 
substances react with the enzyme though they are not activated for oxidation. 

It had been showns that uricase will not use methylene blue as substrate; 
KEILIN and HABTBEE confirmed this and mentioned that. not even dyes of higher 
redox pOtential than methylene blue are reduced.s 

The oxidation of uric acid to allantoin in the presence of kidney suspension 
evidently occurs according to the following equation (the formation of an inter
mediate product of oxidation being n!'lglected). 

Uric acid + 2 HIIO + Os = allantoin + COli + HaOs. 

KEILIN and HABTBEE showed the quantitative formation of HIIOa by adding 
pbroxidase and p-phenylene diamine to the system. The H.OII formed then 
oxidized the diamine and the total oxygen ~ptake observed was equal to the 
theoretical for the above equation. In the absence of peroxidase and p-phenylene 
diamine the oxygen uptake corresponded, as in the early experiments of BATTELLI 
and STERN, to only a little more than one atom of oxygen per molecule of uric 
acid oxidized. This was due either to catalase in the preparation liberating 0. 
from Ha02' or to the HaO. itself being used as oxidizing agent by the uricase. 

Added to Fool: HOLMBERG' has obtained highly active uricase from pig liver 
containing very little Fe, 0,02%, and a trace of Zn, 0,13%. It is inhibited 
reversibly by HON, 10-& M, but not by HIS or NaNs. It contains no cata
lase .. The R. Q. indicates that only one enzyme is concerned and the reaction 
does not consist of an oxidation followed by a catalyzed decarboxylation. 

Amine Oxidase, Tyramine Oxidase, Adrenaline Oxidase. 
Tyramine Oxidase. 

HABE-BEBNHElM5 discovered in extracts from the livers of various mammals 
an enzyme which causes the oxidative deamination of tyramine (p-hydroxyphenyl
ethylamine) and phenylethylamine. Tyramine oxidase was found to be slightly 
active in kidney but absent in skeletal and heart muscle, lung and adrenals. The 
enzyme was ;not affected by 0,002 M cyanide or pyrophosphate. The maximum 
activity of the system was found in alkaline solution, at PH 10; at PH values 
higher than this the enzyne was rapidly destroyed. Methylene blue and other 

1 BBtl'NING, EINECKE, PETERS, RABL, VIEHL: Hoppe·SeYler's Z. physiol. Chem. 
174 (1928), 94. 

a PRZYLECKt, TRUSZKOWSKI: C. R. Seances Soc. BioI. Filiales Associ6es 98 (1928), 
789. 

3 The redox potential of the system, uric acid ~ oxidation product, is not 
known; it may be higher than that of any dye tried. 

, HOLMBERG: Biochemic. J. 88 (1939), 1901. . 
I HARE: Biochemic. J. 22 (1928), 968. -BERNHEIM (neeHABE): J. bioI. Chemistry 

98 (1931), 279. . 
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dyes were not reduced by the system (see below). Hydrogen peroxide was formed 
during the oxidation. Tyrosine, phenylalanine, dihydroxyphenylalanine, p-cresol, 
phenol, aniline, p-amino-phenol and adrenaline (but see below) were not attacked 
by the enzyme. 

Using unpurified liver extracts, only one atom of oxygen was taken up in 
neutral or alkaline solution while in more acid medium, PH 5,2, a total of four 
atoms of oxygen was taken up though the reaction proceeded more slowly. With 
dilute liver preparations two atoms were taken up in acid or in slightly alkaline 
medium. Evidently other systems were present which caused extra oxygen uptake 
or inhibited it in certain cases. These other systems appeared to be unstable since 
older enzyme preparations always caused two oxygen atoms to be taken up. 
Cyanide inhibited the uptake after the first oxygen atom. Under conditions in 
which two atoms of oxygen were taken up, the tyramine was oxidized to p-hydr
oxyphenylacetic acid. 

PHILl'OTl and KOHN2 confirmed the observations of HARE-BERNH1llIM con
cerning cyanide insensitivity and H 20 S production. They were unable to prepare a 
soluble enzyme. The rate of oxidation of tyramine by the enzyme was found to 
be dependent on the oxygen tension, being 200-250% greater in oxygen than in 
air. PHILPOT found that methylene blue and toluylene blue in low concentrations 
inhibit the enzyme. Other dyes showed no inhibition, and in the presence of 
tyramine the enzyme reduced o-bromophenolindophenol and o-cresolindophenol 
but not indigodi- and tetra-sulfonates. The redox potential of the system therefore 
lies between -0,046 V and +0,195 V. 

PHILPOT studied the extra oxygen uptake of liver slices and suspensions with 
tyramine and found that one atom of oxygen was taken up by the slices, two by 
the suspensions, per molecule of tyramine, and complete deamination occurred 
in each case. Aldehyde formation was detected and some p-hydroxyphenylacetic 
acid was found. She suggested that, in slices, the aldehyde formed undergoes a 
dismutation giving the acid and alcoJlOl without oxidation, whereas in suspensions 
the aldehyde is oxidized to p-hydroxyphenylacetic acid. 

KOHN used a suspension of the precipitate obtained by treating washed, sand
ground pig liver suspension with acetic acid. The enzyme suspension lost its 
activity after a few days and was inactivated by ammonium sulfate, alcohol or 
acetone, and by drying. Using this preparation one atom of oxygen was taken 
up and one. molecule of NHs was ij.berated per molecule of tyramine and these 
amounts were not affected by PH or the age of the preparation. The formation 
of an aldehyde was shown to occur and it was presumed that the main reaction 
was as follows: 

HOCaH,·CH 2·CH2·NHs + H 20 + O2 = HOCaH,·CHs·CHO + H S02 + NHs· 

According to this reaction, two atoms of oxygen are used but since the enzyme 
preparation contains catalase, the HaOB is broken down with the re-liberation 
of half the oxygen used. If peroxidase was added to the system, two atoIll8 of 
oxygen were absorbed and more tyramine was oxidized, probably in the benzene 
nucleus (see Peroxidase). Catalase caused the HIIO. to oxidize added alcohol (see 
Catalase). The extra oxygen uptake found by BERNHEIM and PmLPoT with liver 
suspensions was probably due to the further oxidation of p-hydroxyacetaldehyde 
by aldehyde oxidase, which would yield p-hydroxyphenylacetic acid, and by other 
oxidizing enzymes present. 

1 PHILPOT: Biochemic. J. 81 (1937), 856. 
Z KOHN: Biochemic. J. 81 (1937). 1693. 
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Besides tyramine the enzyme catalyzed the oxidation of p-phenylethylamine, 
the tertiary .amine, hordenine [p-OH·CaH4·CHs·CHs • N(CHs)2]' the aliphatic 
amine, iBo-amylamine, and, contrary to HARE's finding, the secondary amine, 
adrenaline [3,4(OH)s·CeHs·CH(OH) ·CHs·NH·CHs]' The maximum rate of 
oxidation was greater with tyramine and p-phenylethylamine than with the other 
substances. This work showed that the existence of amine and adrenaline oxidases 
as separate enzymes was unlikely. 

Adrenaline Oxidase. 
BLASCHIW, RICHTER and SCHLOSSMANN1 showed that, in the presence of 

oxygen, slices and extracts of liver cause the disappearance of added adrenaline. 
Active extracts, free of cells but containing granular material, prepared from 
sand-ground liver, caused adrenaline to be oxidized and rendered biologically 
inactive; four atoms of oxygen were taken up per molecule of adrenaline. In 
the presence of cyanide secondary oxidations were inhibited and only one atom 
of oxygen was taked up, all the adrenaline being biologically inactivated. The 
system responsible was found in the liver especially, and in the kidney and 
intestine of various mammals, but it is absent in muscle and spleen. 

The enzyme of liver extract was somewhat purified by dialysis, removal of 
glycogen by digestion with takadiastase, and precipitation with 30 % alcohol. 
The enzyme was insensitive to 10-8 M cyanide and was not inhibited by 80 % 
carbon monoxide. It was inhibited by octyl alcohol and ethyl urethane. The 
optimum PH was high· but could not be determined since autoxidation of the 
adrenaline became significant above PH 8. The naturall(-)adrenaline was oxidized 
about twice as rapidly as its optical isomer. Liver extracts also oxidized several 
substances related to adrenaline provided the group :::C-CHs-N= was present;2 
the enzyme therefore appeared to be a general amine oxidase. 

RICHTER3 has shown that the oxidation of adrenaline with the enzyme takes 
place as follows: 

+ + 
H01/U"CHOH' CH.NHzCHs + 0 - HOj''''''')CHOH' CHO + NHaCHs. 
HO HO" 

The enzyme studied by BLASCHKO et al. is different from catechol oxidase since 
it is not inhibited by cyanide, carbon monoxide or sulfhydryl compounds, but 
it! inhibited by narcotics, and the product of the reaction is colorless. However 
adrenaline is readily oxidized by catechol oxidase since it is ano-dihydric phenol; 
a colored product is formed in this oxidation. GREEN and RICHTER' have shown 
that adrenaline is also oxidized by the cytochrome-cytochrome oxidase system. 
The oxidation product with the cytochrome system and with catechol oxidase 
is adrenochrome (N-methyl-2,3-dihydro-3-hydroxyindole-5,6-quinone). Both these 
oxidations are inhibited by cyanide. The adrenochrome, an a-quinone, is active 
as a carrier, being reducible by coenzyme.dehydrogenase systemh. Adrenaline is 
also oxidized by various haematin derivatives as well as by the cytochromes, 
particularly cytochrome c. Adrenaline alone in buffer solution at PH 7,3 is aut· 
Olridizable, taking up 7 atoms of oxygen per molecule; evidently a series of 
o~dative reactions occur. But tissues contain inhibitors of this autoxidation. 
Whereas 10-8 M cyanide has little effect on the autoxidation, cyanide with 

1 BUSCHKO, RICHTER, SCHLOSSMANN: J. Physiol. 89 (1937), 6 P; 90 (1937), 1-
2 BLAscHKO, RICHTER, SCHLOSSMANN: J. Physiol. 89 (1937), 39 P. 
a RICHTER: Biochemic. J. 81 (1937), 20?2. 
• GREEN, RICHTER: Biochemic. J. 81 (1\J37), 596. 
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glutathione, cysteine, or to a less extent ascorbic acid, inhibits it.l Since only one 
atom of oxygen is taken up by tissue extracts in the presence of cyanide, the 
autoxidation process must be largely inhibited and this may be due to the effect 
of cyanide protecting the autoxidation inhibitors from oxidative destruction. 
When BLASCHKO et al. attempted to purify their enzyme preparations further by 
absorption on kaolin, the oxygen uptake of the preparation with adrenaline 
became abnormally high and colored products were formed; apparently aut
oxidation inhibitors were lost. 

Amine Oxidase. 

PuGH and QUASTEL2 found that slices and extracts of the liver, kidney, and 
brain of guinea pigs, and the liver and brain of rats, cause the oxidative deamina
tion of butylamine, heptylamine, iBoamylamine and, to a lesser extent, of propyl
amine. Ethylamine was scarcely attacked and methylamine not at all. One of 
the products from butylamine was a.cetoacetic acid. With isoamylamine, the 
formation of an aldehyde and iBoamyl alcohol was detected. 

BUSCHKO, RICHTER and Scm.OSSMANN3 have now shown fairly definitely 
that tyramine oxidase, adrenaline oxidase, and aliphatic amine oxidase, are 
identical. They used the oxidation of adrenaline and p-sympatol (4-0H·CsH 4 • 

·CHOH·CHII·NHCHs) as test for adrenaline oxidase, tyramine and p-phenyl
ethylamine for tyramine oxidase, and heptylamine and iBoamylamine for ali
phatic amine oxidase. The three oxidases were invariably found together in 
various tissues. All three were insensitive to cyanide but inhibited by octyl 
alcohol and thymol. When substrates from the different groups were present 
together they competed for the enzyme and the rate of oxygen uptake was not 
the sum of their individual rates of oxidation. 

The amine oxidase was strongly active in.the liver and intestine of mammals, 
leBS active in kidney, brain, and lung. It was present in the livers and intestines 
of the pigeon, tortoise, frog, and trout and in tissues of echinoderms and molluscs, 
but absent in other invertebrates, fungi, and plants. The relative rates with which 
the various amines were oxidized by enzyme preparations from different sources 
were usually the same but in some cases distinct differences were noted. These 
differences may mean that the enzymes from different sources show slight varia
tions in specificity. BUSCHKO et al.' tested 66 compounds with the enzymes from 
liver and intestine. Only compounds having an amino-group at the end of a carbon 
chain were oxidized_ Compounds such as methylamine and ethylamine were 
scarcely, if at all, oxidized. Compounds such as histamine (C3HaN II' CHa· CHI' NHs) 
in which the hydrocarbon chain is interrupted by a second polar group were not 
oxidized, nor were compounds with a substituent on the lx-carbon atom. The 
concentration of substrate giving half maximum oxygen uptake rate was found 
to be about 1,8 X 10-3 M for tyramine and 7,1 X 10-3 M for adrenaline. KOHNIi 
found about 0,5 X 10-3 M for tyramine, 5,0 X 10-3 M for hordenine and greater 
than 15 X 10-3 for adrenaline. 

A number of amines such as l-ephedrine [CaHIi' CHOH· CH(CHa)' NH· CHa] 
and other iBopropyl derivatives, and various tertiary amines, are not oxidized by 
the enzyme but have an affinity for it since they act as competitive inhibitors of 

1 See also HEARD, WELCH: Biochemic. J. 29 (1935), 998. 
B PUGH, QUASTEL: Biochemic. J. 81 (1937), 286. 
3 BLASCHKO, RICHTER, SCHLOS.BMANN: Biochemic. J. 81 (1937), 2187. 
, BLASCHKO, RICHTER, SCHLOSSMANN: Biochemic. J. 81 (1937), 2187. - BLASCHKO: 

J. Physiol. 98 (1938), 7 P. 
5 KOHN: Biochemic. J. 81 (1937), 1693. 
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the oxidation of oxidizable amines.1 Some slowly oxidizable amines such as 
hordenine (4-0H'CaH4,CHs,CHs'NH'CHa) show a relatively high affinity for 
the enzyme and decrease the rate of oxidation of other amines. 

RICHTEB!! showed that the oxidation of primary, secondary, and tertiary 
amines catalyzed by the amine oxidase takes place according to the following 
general equation: 

+ + 
R'CH!!'NHRS' + H.O + 011 = R'CHO + NHaR.' + HIIO., 

where R' = hydrogen or an alkyl group. Hydrogen peroxide formation had been 
shown by IIABE, PmLPOT and KOHN in the study of tyramine oxidase. RICHTER, 
using a sand-ground, dialyzed, suspension of liver material, identified ammonia 
formed from primary amines, methylamine from adrenaline, and methyl- and 
ethylamine from other secondary amines, and dimethylamine from the tertiary 
amine hordenine [4-0H·CsH4,CHz,CHs,N(CHs)lI). In experiments in which 
semicarbazide was present to prevent aldehydes from further oxidation or dis
mutation, the aldehydes were obtained and identified as their dinitrophenyl 
hydrazones, in some cases quantitatively. 

Since PmLPOT had shown that tyramine oxidation is a dehydrogenation in 
which dyes may be reduced, or oxygen reduced to HIIOs, RICHTER has suggested 
that the following equations may represent the mechanism of the oxidation: 

+ + 
R·CHs·NHRs' + O2 = R·CH: NRs' + HsOs, 

+ + 
R'CH: NRs' + H 20 = R'CHO + NH 2R s'. 

Such a mechanism seems necessary to explain the dehydrogenation of the tertiary 
amines, 

BERNHEIM et al.3 have found that the oxidation of various amines with washed 
liver suspensions is greatly accelerated by the addition of small amounts of pyrrole. 
The oxidation rate is still further accelerated by traces of methaemoglobin plus 
pyrrole. The effects were inhibited by cyanide or pyrophosphate. The mechanism 
of pyrrole activation is not known. 

The physiological function of amine oxidase is not definitely known. But 
it is known that bacteria which inhabit the intestine can form amines, many of 
which are toxic. The amine oxidase which is strongly active in intestine and 
liver may therefore be concerned with detoxification. Adrenaline is a potent 
hormone which i~ rapidly inactivated in the organism,possibly by the action of 
the amine oxidase. 

PUGH and QUASTEL4 and BLASCHKO et al.5 pointed out that amine oxidase is 
not the same as amino-acid oxidase since the distributions of the two enzymes 
in various tissues are different. Also, a competitivE' inhibitor (l-ephedrine) of amine 
oxidation does not inhibit amino-acid oxidation, and the oxygen uptake is 
additive when an amino-acid and an amine are present together.5 Histaminase, 
also, is a different enzyme from amine oxidase since it is inhibited by cyanide. 
The agent responsible for mescaline oxidation also appears to be different. The 
oxidation of choline, (CHs)sN(C2H 40H)' OH, appears to be brought about by 

1 It has been suggested. that the physiological effect of ephedrine is due to its 
inhibitory action on amine (adrenaline) oxidase. GADDUM, KWIATKOWSKI: J. Physiol. 
94 (1938), 87. 

2 RICHTER: Biochemic. J. 81 (1937), 2022. 
3 BERNHEIM, BERNHEIM, MICHEL: J. bioI. Chemistry 126 (1938), 273. 
, PUGH, QUASTEL: Biochemic. J. 81 (1937), 286. 
& See footnote 1, p. 354. 

Hdb. d. KatalYBe, III. 23 
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a dehydrogenase in cooperation with the cytochrome system and it will be dis
cussed in Chapter 4. 

Mescaline oxidation. 
BLASCHKO et aZ.1 noted that mescaline (3,4,5-trimethoxyphenylethylamine) is 

only slowly oxidized by amine oxidase, possibly as a result of the presence of the 
three methoxyl groups in the molecule. BERNHEIM and BERNHEIM2 confirmed 
this but found that rabbit liver rapidly oxidizes the substance. The system 
responsible was not found to b<: appreciably active in livers of other animals or 
in other tissues. Preparations from rabbit liver oxidized mescaline to the corre
sponding acid which was isolated and the theoretical amount of liberated ammonia 
was recovered. This catalysis was inhibited by pyrophosphate, borate, and 
cyanide, at concentrations which do not affect amine oxidase. A relatively high 
concentration of cyanide, 0,01 M, completely inhibited the oxidation. The rate 
of oxidation was dependent on the oxygen tension. Hydrogen peroxide was 
formed during the oxidation. 

Diamine oxidase, histaminase. 
BEST and McHENRy3 showed that various animal tissues, especially kidney 

and intestine, contain an enzyme, different from amine oxidase, which, in the 
presence of oxygen, causes the inactivation of the drug histamine. Active stable 
preparations were obtained by extracting fat and drying the tissue with acetone 
and- ether. The catalyst was destroyed by heating to 60°, and inhibited by low 
concentrations of cyanide. The optimum PH was about 7. Various ions markedly 
affected the activity; for instance calcium and citrate inhibited, phosphate 
accelerated the action. The enzyme caused the liberation of one molecule of 
ammonia per molecule of histamine.' The enzyme was completely inhibited by 
preservatives such as tricresol and sodium benzoate, and methylene blue also 
inhibited.5 McHENRY and GA VIN5 purified the enzyme somewhat by precipitation 
from an extract of kidney powder with tannic acid, or ammonium sulfate and 
adsorption on alumina. EDLBACHER and ZELLER6 adsorbed the enzyme on 
various adsorbents but satisfactory elution was not achieved; however the enzyme 
remained fully active in the adsorbed condition. They showed the formation of 
a carbonyl compound in the oxidation of histamine. 

ZELLER7 extracted the enzyme from acetone-dried pig's kidney powder with 
NaCI solution and dialyzed the extract. He found that two atoms of oxygen 
were rapidly taken up per molecule of histamine, followed by a slower absorption 
of a third atom. It seemed that the molecule of ammonia was liberated with the 
first oxygen atom taken up. The primary oxidation therefore seems to be as 

follows: R.CH 2 .NH2 + H 20 + O2 = R'CHO + H 20 2 + NHa• 

The hydrogen peroxide arising in the oxidation was decomposed by catalase 
present, but its formation was demonstrated. The reactions involved in the 
further oxygen uptake have not yet been studied. 

Maximum rate of oxygen uptake occurred with very low concentrations of 
substrate, 5 X 10--4 M histamine, and high~r concentrations were inhibitory. 

1 BLASCHKO, RICHTER, SCHLOSSlIIANN: Biochemic. J. 31 (1937), 2187. 
2 BERNHEIM, BERNHEIM: J. bioI. Chemistry 123 (1938), 317. 
3 ~EST, MCHENRY: J. Physiology 70 (1930), 349. 
4 McHENRY, GAVIN: Biochemic. J. 26 (1932), 1365. 
6 McHENRY, GAVIN: Biochemic. J. 29 (1935), 622. 
6 EDLBACHER, ZELLER: Helv. chim. Acta 20 (1937), 717. 
7 ZELLER: Helv. chim. Acta 21 (1938), 880, 1645; Naturwiss. 26 (1938), 578. 
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The enzyme caused oxygen uptake and ammonia liberation with histamine 
(p-iminazole-ethylamine, CaHaN2,CH2,CH2,NH2)' agmatine [aminobutyl guan
idine, NH2'(CH2)4-NH'C(NH)-NH2]' spermine [NHdCH2)3'NH'(CH2)4'NH, 
, (CH2h' NH2] and spermidine [NH2' (CH 2k NH ' (CH2]4 'NH2). Ethylene diamine 
[NH2,(CH2h'NH2] was scarcely attac~ed but trimethylene diamine [NH2' 
,(CH2b·NH2], putrescine [NHdCH2)4·NHJ and cadaverine [NHdCH2kNH2] 
were oxidized, the rate increasing with the length of the chain. The following 
were not deaminated or inactivated as drugs: tyramine, iminazole aldehyde, 
iminazole lactic acid, iminazole propionic acid, histidine,l tryptamine,2 adrenaline, 
amylamine, ephedrine. The diamino-carboxylic acids, histidine, ornithine, lysine, 
and arginine, corresponding to the amines histamine, putrescine, cadaverine, and 
agmatine, were not dea:minated. It was concluded that the enzyme is a diamin.e 
oxidase specific for compounds containing two strongly basic amino groups, 
one of which may be substituted. The distance between the basic groups affects 
the activity. 

Guanidine, methyl guanidine, dimethyl guanidine, tetra- and decamethylene 
diguanidine acted as competitive inhibitors, the inhibition increasing with the 
degree of methylation. Spermine, which was only slowly oxidized, was also a 
competitive inhibitor, 

The following considerations showed that the diamine oxidase is not identical 
with the d-amino-acid oxidase. Cyanide and semicarbazide in very low concen
tration, 0,0002 M, inhibits diamine oxidase but not amino-acid oxidase. The pre
paration from pig kidney scarcely attacked amino-acids while a preparation from 
rat kidney oxidized amino,acids but not diamines. 

The enzyme was inhibited strongly by low concentrations, 0,01 M-O,OOOI M, 
of hydroxylamine, semicarbazide, dimedon, bisulfite and thiocarbazide, These 
substances behaved as competitive inhibitors and it was concluded that the 
enzyme contains a carbonyl group which is concerned in the enzyme activity. 
Cyanide also sometimes inhibited and this was believed to be due to combination 
with the carbonyl group of the enzyme: but since cyanide could also combine 
with the reaction product the effect was complicated. Sodium azide inhibited 
after an induction period. Iodoacetate, fluoride and malonate did not inhibit. 

The enzyme could be considerably activated by a substance obtained from 
kidney extract by precipitation with ammonium sulfate, dialysis of the redissolved 
precipitate, and reprecipitation with acetone. The activator, which did not oxidize 
diamines alone, was thermolabile, non-dialyzable, and seemed to be a protein. 
Possibly the activator is the bearer protein of the oxidase and the usual enzyme 
preparation contained excess prosthetic group. 

Phenol oxidases. Phenolases.3 Polyphenol or catechol oxidase, 
tyrosinase, laccase. 

YOSHIDA'in 1883 showed that the discoloration of the sap of the lac tree on 
standing in air is due to an enzyme which he called laccase. BERTRAND5 found 
that the substrate of laccase in latex is a polyphenol, and that on oxidation of 
this substance a dark product is produced. He also found that the enzyme would 

1 GEBAUER-FUELNEGG, ALT: Proc. Soc. expo BioI. Med. 29 (1932), 031. 
2 WERLE, MENNICKEN: Biochem. Z. 296 (1938), 99. 
a Reviews: RAPER: Physioloc. Rev. 8 (1928), 245; E:rgebn. Enzyrnfon;ch. 1 (1932), 

270. - SUTTER: Ibid. 5 (1936), 273. 
4 YOSHIDA: J. chern. Soc_ (London) 43 (1883), 472. 
5 BERTRAND: C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 118 (1894), 1215. 

23" 
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cause the oxidation of many polyphenols such as catechol, pyrogallol and hydro
quinone,! and similar enzymes were present in very many plants.2 

Many plants, such as apples, pears, bananas, potatoes and mushrooms, become 
discolored when cut or otherwise damaged. PALLADIN 3 first suggested that this 
is due to the enzymic oxidation of a polyphenol and that in the intact plant or 
under anaerobic conditions the oxidized polyphenol is reduced again to the 
colorless compound. 

The phenol oxidases from various sources occupied a central position in the 
interest of early workers on oxidizing enzymes and various early theories of the 
mechanism of biological oxidations arose from the work on these plant enzymes.' 

The most discussed of the early theories was that of BACH and CHODAT.5 

According to this theory the phenol oxidases consisted of an "oxygenase" and a 
peroxidase. The oxygenase reacted with oxygen to give an organic peroxide 
which, under the influence of peroxidase, oxidized the substrate. This theory 
is now obsolete.6 Phenol oxidases have been prepared free of peroxidase, and 
peroxidase has been shown to act rapidly only with hydrogen peroxide. ONSLOW7 

showed that the "oxygenase" consists of an oxidizing enzyme and catechol 
(or a derivative). The enzyme caused the oxidation of catechol. The test used 
for polyphenol oxidase in the early work was the blueing of guaiacum tincture. 
SZENT-GYORGYI8 showed that peroxidase is not necessary for the blueing of 
guaiacum. The catechol is oxidized by the oxidase to a product which, even se
parated from the enzyme, blues guaiacum immediately. This product was shown 
to be o-quinone.8 ,9 

Tyrosinase, polypbenol oxidase, catechol oxidase, laccase. 
Tyrosinase was originally differentiated from laccase by BERTRAND since 

it oxidized tyrosine while laccase preparations did not. The term tyrosinase 
has since been used to describe enzyme preparations (other than peroxidase) 
which oxidize monohydric phenols. All such preparations also oxidize polyphenols. 
With the exception of laccase, all preparations which oxidize. polyphenols also 
oxidize monophenols though sometimes only after a lag period which can be 
abolished by adding a trace of catechol or a derivative. Both the terms tyrosinase 
and catechol (polyphenol) oxidase have been applied to enzymes from the same 
or similar sources, e. g. the potato enzyme. It seems that "tyrosinase" refers 
simply to activity in oxidizing monophenols, and "polyphenol" or "catechol 
oxidase" refers simply to activity in oxidizing polyphenols, and the different 
terms do not refer to different enzymes. However, it seems that laccase is a 
distinct, though similar, enzyme which shows polyphenol oxidase activity, does 
not oxidize monophenols, and can oxidize aromatic diamines directly. The en
zymes from different sources probably vary to some extent and it is possible 
that further work will show that the phenol oxidases cannot be classified into 
only the two groups "Tyrosinase-catechol oxidase" and "Laccase". At present 

1 BERTRAND: C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 120 (1895), 266; 122 (1896), 1132. 
2 BERTRAND: Series of papers in C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 121-145 (1895 

to 1907). 
3 PALLADIN: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 55 (1908), 207; Biochem. Z. 18 

(1909), 151. 
, Reviews: BATTELLI, STERN: Ergebn. PhysioI., bioI. Chern. expo Pharmakol. 12 

(1912), 132. - RAPER: Physioloc. Rev. 8 (1928), 245. 
6 BACH, CHODAT: Ber. dtsch. chern. Ges. 36 (1903), 606 and other papers. 
8 See for example PUGH: Biochemic. J. 23 (1929), 456. 
7 ONSLOW: Biochemic. J. 13 (1919), 1; 14 (1920), 535. 
8 SZENT.GYORGYI: Biochem. Z. 1'62 (1925), 399. 
B PUGH, RAPER: Biochemic. J. 21 (1927), 1370. 
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very considerable confusion exists in the literature concerning the specificities 
of the phenol oxidases. The crude enzymes from various sources vary in their 
properties and in their sensitivity to external influences.! Since, however, the 
pure enzymes from mushrooms and the potato have similar properties, and these 
enzymes and laccase contain copper, it seems probable that the various phenol 
oxidases do not differ in any fundamental respect. Many apparent differences 
in enzyme preparations from different sources may be due to different impurities. 

GRAUBARD2 differentiates three types 'of phenol oxidases, namely tyrosinase, 
a laccase from certain mushrooms which can oxidize diamines, and a catechol oxidase 
from sweet potato which does not oxidize monohydric phenols even on adding catechol. 

The enzymes will be discussed as a group in the following sections, and in
formation peculiar to tyrosinase action and laccase will be given in further sub
sections. 

Distribution.3 

These enzymes are widely distribute:! in higher plants4 and fungi,5 and they 
are present in some bacteria.6 Latex from various lac trees is rich in polyphenol 
oxidase, and the name laccase has usually been reserved for the enzyme from 
lac sap. Similar enzymes are present in latex from other sources? and in gum 
arabic.s Since plant (and animal) tissues contain reducing substances, such as 
ascorbic acid and glutathione, which can obscure the reaction by reducing the 
oxidation product, it is possible that the enzymes may be even more widely 
distributed in plants than was found by early workers using qualitative tests. 
In animal tissues these enzymes do not seem to be so widely distributed. Much 
of the early work3 concerning their distribution is uncertain since they have 
been confused with indophenol oxidase (cytochrome oxidase + cytochrome) 
and with inorganic catalysts. The mealworm, the larva of Tenebrio molitor, has 
been a standard source of tyrosinase. BHAGVAT and RICHTER9 have recently 
made a quantitative survey of polyphenol oxidase activity in the blood and 
tissues of various animals. Vertebrate tissues showed inappreciable activity and 
only in arthropods and molluscs, animals in which haemocyanine occurs, was 
strong activity found. In the crab the activity was mostly present in the leuco
cytes. Various authors3 have found phenol oxidases in leucocytes from a number 
of animals, and in pigmented skin and melanotic tumors. 

Purifications. 
Cell free preparations of phenol oxidase have been obtained by precipitation 

from plant press juice with ammonium or magnesium sulfate or alcohoPO WIELAND 

1 See e.g. RICHTER: Biochemic. J. 28 (1934), 901. - GRAUBARD: Enzymologia 
(Den Haag) 6 (1939), 332. 

2 GRAUBARD: Enzymologia (Den Haag) 6 (1939), 344. 
3 For references see FRANKE: EULER's Chemie der Enzyme II 3 (1934), 366, 385. 
4 BEGEMANN: Pfliigers Arch. ges. PhysioI. Menschen Tiere 161 (1915), 45. -

ONSLOW: Biochemic. J. 16 (1921), 107, 113. 
5 BOURQUELOT, BERTRAND: Numerous papers in C. R. Seances Soc. BioI. Filiales 

Associees 47-49 (1895-97) and in C. R. Seances Acad. Sci. 121-128, 188, 134, 187 
(1895-1903). 

8 HAPPOLD: Biochemic. J. 24 (1930), 1737. - BAUDRAN: C. R. hebd. seances 
Acad. Sci. 142 (1906), 657. - Roux: Ibid. 128 (1899), 693. 

7 SPENCE: Biochemic. J. 3 (1908), 165, 351. - CAYLA: C. R. Seances Soc. BioI. 
Filiales Associees 66 (1908), 128. 

8 STRUVE: Liebig's Ann. Chern. 168 (1872), 160. - BOURQUELOT: C. R. seances 
Soc. BioI. Filiales Associees 49 (1897). 25. 

8 BHAGVAT, RWHTER: Biochemic. J. 82 (1938), 1397. 
10 See, for example, BA.CH, SBARSKY: Biochem. Z. 84 (1911), 474. 
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and SUTTER! obtained from LactariU8 veUereU8 a considerably concentrated, 
stable, dry preparation free from peroxidase and catalase, by fractional precipita. 
~ion with alcohol and by dialysis. 

The potato oxidase, obtained by alcohol precipitation of aqueous extracts 
of the outer parts of potatoes2 was somewhat purified by RICHTER3 by ad. 
sorption on alumina at PH 6 and elution at PH 8. Recently KUBOWlTZ' has con· 
centrated the potato enzyme by precipitations with organic solvents, ammonium 
suHate, and metal salts, removal of impurities by adsorption on alumina, and 
heat denaturation of accompanying inert proteins. He found during the stages 
of purification that the enzymic activity was proportional to the copper content. 
The most active preparation obtained contained 0,19-0,20% Cu, and since the 
activity and copper content could not be increased, the material was presumed to 
be the pure enzyme. Added copper salts did not increase the enzyme activity. The 
enzyme was evidently a CU'protein complex; the copper could not be removed 
by dialysis, but treatment with acids liberated it. The oxygen uptake caused by 
1 mg. of this preparation under the test conditions used (see below) was 575 c. mm. 
per minute. The preparation contained 14,4% nitrogen. It was light yellow in 
color and showed an absorption band at 275 mp due to protein but no specific 
absorption bands. Its isoelectric point was at PH 5,4. It contained no catalase 
or peroxidase. The enzyme decreased in activity on drying, but in phosphate 
solution at PH 7,4 and at 0° it kept for months. 

KElLIN and MANN 5 have obtained what they believe ·to be practically pure 
catechol oxidase from the cultivated mushrooms, AgaricU8 or PsaJ.Ziota cam· 
pestris, which are very rich in the enzyme. The enzyme extracted from the tissue 
with water was purified by ammonium suHate precipitation, dialysis, precipi. 
tations with lead acetate, adsorptions on tricalcium phosphate gel, and fractional 
precipitation with acetone. The oxygen uptake caused by 1 mg. dry weight of 
the material under their test" conditions was 19000 c. mm. per minute. Dry 
:>reparations of the enzyme were not made; the solutions were colorless or 
yellowish. The material obtained in the later stages of purification contained no 
haematin and only faint traces of Fe or MIl. The less pure material contained 
large amounts of copper per unit of activity, but in the later stages of concentra· 
tion the amount of copper present became directly proportional to the enzyme 
activity. The final concentrate contained 0,30% Cu. The copper content of various 
haemocyanines varies form 0,173% to 0,26%,' and KElLIN and MANN consider 
it possible that their material, containing more copper than pure haemocyanine, 
is the pure enzyme. 

DALTON and NELSON? have obtained a crystalline copper.protein with high 
activity in oxidizing catechol and p.cresol (tyrosinase action) from LactariU8 
piperatU8. The enzyme was purified from aqueous extract of the mushroom by 
fractional precipitations with ammonium suHate, precipitation with acetone, 
and adsorption of impurities with alumina and bone charcoal. The crystals were 
deposited when the final solution was adjusted to PH 5 and stood in the cold. 
The crystals contained 0,25% copper and were insoluble in water, dilute acids, 
or salt solutions, but soluble in alkaline phosphate solution. 

Preparations of purified laccase are mentioned later. 

1 WIELAND, SUTTER: Bar. dtsch. chern. Ges. 81 (1928), 1060. 
B KElLIN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 104 (1929), 206. 
8 RICHTER: Biochemic. J. 28 (1934), 901. 
, K{l"BOWITZ: Biochem. Z 292 (1937), 221; 299 (1938), 32. 
6 K1l:ILIN, MANN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 126 (1938), 187. 
6 HERNLER, PHILIPPI : Hoppe-Seyler's Z.physiol. Chem.191 (1930), 23; 218 (1933),110. 
7 DALTON, NELSON: J. Amer. chem. Soc. 80 (1938), 3085. 
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Estimations. 
In early work the color formation with guaiacum tincture was used. in estim

ating polyphenol oxidases. SZlIlNT-QYOBGYI,l however, showed that this method 
is not suitable since the guaiacum is not oxidized directly; the o-quinone formed 
by the oxidation of catechol is responsible for the rea.ction. Preparations free 
of catechol do not blue guaiacum. In the estimation of laccase SUlIINOKUlU.1 

adapted the method used by WILLSTATTER for the estimation of peroxidase, 
whereby the amount of purpurogallin formed by the oxidation of pyrogallol is 
determined colorimetrically. WIELAND and SUTTER3 and RICHT~ determined 
manometrically the initial rate of Qxygen uptake per mg. preparation in the 
oxidation of the phenol. KEILIN and MANN used. both these principles. For 
instance their crude extract gave the following values: P. N. = 0,25-0,65, 
Q,.catechol = 600-1200, and the most concentrated enzyme had the values: 

• P. N. = 940, ~catechol = 1170000. 

P. N. = mg. purpurogallin fonned in 5 mins. per 1 mg. dry wt. of enzyme. 
Qo.catecbol = inItial rate of oxidation of eatechol in c. mm. O. per hour. per 1 mg. dry 
weight of enzyme. Temperature 20° in either case. 

ADAMS and NELSONIi also used. the manometric method to determine tyrosinase 
activity in the oxidation of p-cresol. They found it necessary to add small amountS 
of protein (gelatin) to overcome an inhibitory effect which occurs when the purified 
enzyme is diluted. A unit of activity was defined as the amount of enzyme which 
caused. an 0 1 uptake of 10 c. mm. per minute under the test conditions. 

KU»OWITZ6 used a new method involving an important principle. In the 
oxidation of catechol to o-quinone the enzyme is early inhibited by the toxic 
action of the quinone on the enzyme.7 But o-quinone will oxidize the dihydro
coenzymes I and II. He therefore measured manometrically the oxygen uptake 
of the following system: catechol oxidase, catechol, coenzyme II, "Zwischen
ferment" (hexosemonophosphate dehydrogenase) and hexosemonophosphate. 
He used only a trace of catechol which was oxidized by the oxidase to the 
o-quinone and immediately re-reduced by the,dihydro-coenzyme, and the oxidized 
coenzyme was re-reduced by the dehydrogenase and hexosemonophosphate. The 
catechol-quinone system acted as a. carrier and the substance ultimately oxidized 
was the hexosemonophosphate. The polyphenol oxidase + catechol in this 
system thus plays the same role as the yellow enzyme. Under the conditions of 
the test the rate of oxygen uptake was not affected by large changes in oxygen 
tension, hexosemonophosphate or coenzyme concentration. The rate was proportio
nal to the concentration of the catechol oxidase. The rate was also proportional to 
the amount of eatechol added; the specific activity determined by the method de
pends, therefore, on the conditions of the test and cannot be directly compared 
with either of the methods used by KEILIN and MANN. 

In simple oxidations catalyzed by catechol oxidase, the rate of oxygen uptake 
falls off rapidly. Evidently this is due to inhibition by the oxidation product. 
RICHTER' fOUlld that the oxidation of catechol proceeded steadily when substances 

1 SUNT.GyOBGYI: Biochem. Z. 162 (1925), 399. 
I SUMINOKUBA: Biochem. Z. 214 (1930), 292. 
8 WIELAND, SUTTER: Ber. dtsch. chem. Ges. 61 (1928). 1060. 
f RICHTER: Biochemic. J. 18 (1934). 901. 
I ADAMS. NELSON: J. Amer. chem. Soc. 60 (1938). 2472. - GRAUBARD. NELSON: 

J. bioI. Chemistry 111 (1935). 135. 
e KUBOWITZ: Biochem. Z. IDI (1937). 221; 299 (1938). 32. 
7 RICHTER: Biochemic. J. 28 (1934). 901. 
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which combine with the o-quinone were added, such as aniline and o-phenylene
diamine. SZENT-GYOBGYI,l measuring the activity of minced potato, added no 
extra catechol but kept the trace present reduced by adding ascorbic acid. KUDO. 
WITZ used only a trace of catechol and a coenzyme system to keep it reduced. 
ADAMS and NELSON2 used only a trace of catechol and added hydro quinone to 
re-reduce the o-quinone; hydro quinone is not directly oxidized by most poly
phenol oxidases. 

Optimum PH. 
The optimum PH for catechol oxidase and tyrosinase from potato and various 

plants, bacteria, and the mealworm, is between PH 6 and 8.3 WIELAND and 
SUTTER' found the optimum for hydro quinone oxidation by the enzyme from 
Lac.tariU8 vellereU8 at PH 4,6 but this may not have been the true optimum for 
the enzyme since hydro quinone was probably oxidized only indirectly (see 
below). The optimum for the pure potato enzyme of KUBOWITZ, under the condi
tions of his test, was PH 7. For the oxidation of guaiacol by laccase FLEURylI 
found the optimum between PH 6,7 and 8 depending upon the substrate con
CE:ntration; with pyrogallol as substrate SUMINOKURA 6 found the optimum for 
laccase at PH 6 independent of substrate concentration. Sodium chloride lowered 
the activity and shifted the PH optimum to 7,5.11 ,8 

Inhibitors. 
Strong inhibition of all the phenol oxidases by cyanide has been observed 

by many authors.7 KEILIN8 showed that the potato oxidase is inhibited by HaS. 
Carbon monoxide inhibits potato and mushroom oxidase, the inhibition depending 
upon the relative tensions of CO and O2, In 90% CO-I0% O2, at room tempera
ture, KElLIN found an 83% inhibition of catechol oxidation with crude potato 
enzyme8 and about the same for the pure mushroom enzyme.9 KUBOWITZ10 

obtained a 50% inhibition of his test respiratory system with pure potato enzyme 
in 90% CO. KEILIN8 found that the catechol oxidase differs sharply from cyto
chrome oxidase in that the CO inhibition is not affected by light. KEILINll has 
recently found that laccase differs from the other phenol oxidases in being insen
sitive to CO inhibition. 

RIOHTER12 found that resorcinol exerts strong inhibition on the activity of 
catechol oxidase from plants, mushrooms and mealworms, the extent of inhibi
tion varying with the source of the enzyme. Aromatic acids, especially m- and 

1 SZENT-GYORGYI, VIETORISZ: Biochem. Z. 238 (1931), 336. 
2 ADAMS, NELSON: J. Amer. chem. Soc. 60 (1938), 2474. 
3 RAPER et al.: Biochemic. J. 17 (1923), 454; 20 (1926), 69. - BUNZELL: J. bioI. 

Chemistry 28 (1916), 315. - STAPP: Biochem. Z. 141 (1923), 42. - GRAUBARD, 
NELSON: J. bioI. Chemistry 111 (1935), 757. 

, WIELAND, SUTTER: Ber. dtsch. chem. Ges. 61 (1928), 1060. 
& FlEURY: Bull. Soc. Chim. bioI. 6 (1924), 536; 7 (1925), 188. 
a SUMINOKURA: Biochem. Z. 224 (1930), 292. 
7 E.g. SCHONBEIN: J. prakt. Chem. 98 (1863), 323. - KASTLE, LOEWENHART: 

J. Amer. chem. Soc. 26 (1901), 536. - DETWITZ: C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 140 
(1907), 1352. - WIELAND, SUTTER: Ber. dtsch. chem. Ges. 61 (1928), 1060. -
MCCANCE: Biochemic. J. 19 (1925), 1022. - SUMINOKURA: Biochem. Z. 224 (1930), 
292. 

8 KElLIN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 104 (1929), 206. 
B KElLIN, MANN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 126 (1938), 187. 
10 KUBOWITZ: Biochem. Z. 292 (1937), 221; 299 (1938), 32. 
11 KElLIN: Nature (London) 143 (1939), 23. 
11 RICHTER: Biochemic. J. 28 (1934), 901. - See also GORTNER: J. bioI. Chemistry 

10 (1911), 901. 
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p.substituted acids also inhibit.l KASTLE and LOEWENHART2 found that hydr
oxylamine and hydrazine inhibit the guaiacum reaction with potato juice. FLEURY 3 

showed the same effects with these substances and hyposulfite, with laccase, but 
believed that these reagents simply reduced the pigment formed in the reaction. 
As mentioned above, chloride 0,02-0,1 M, inhibits laccase activity considerably 
and shifts the optimum PH. 

ADAMS and NELSON' find that the activity of purified enzyme from Psalliota 
campestris decreases on dilution so that the O2 uptake rate measured is not 
proportional to the amount of enzyme present. But the activity is maintained, 
and proportionality between O2 uptake rate and amount of enzyme is found, 
if small amounts of protein are added. 

The inhibition by the oxidation product has been mentioned above. 

Chemical nature. 
KUBOWrrz5 found that cyanide caused the copper to split off from the protein 

of his pure potato enzyme. By treating the enzyme, kept in a reduced state by 
the presence of catechol, in neutral solution with cyanide, and then dialyzing, 
he obtained an inactive copper· free protein. On adding copper salt to the protein 
solution the activity was completely restored. Copper or copper salt is thus the 
prosthetic group of the enzyme. None of the other metals tried-iron, cobalt, 
nickel, manganase or zinc-restored the activity. 

In the absence of substrate, carbon monoxide did not combine with the 
enzyme. But in the presence of catechol, which reduced the copper to the cuprous 
state, the enzyme took up half a molecule of CO per atom of copper.s This combi
nation was reversible and the CO could be removed by passing indifferent gases 
through the solution. The CO-compound was not dissociated by light and showed 
no specific absorption bands. Carbon monoxide did not split the copper from 
its combination with the protein. The carbon monoxide evidently combined 
with the copper since, on addition of cyanide, which removed the copper from 
the protein complex, the CO was liberated. 

On adding copper salt to the free protein, KUBOWITZ found that some copper 
combined with the enzyme in such a way that it did not contribute to the enzymic 
activity. He considers that some copper bound "to wrong places" on the protein 
accounts for the higher copper content of KElLIN'S pure enzyme. 

The copper content of KUBOWITZ' preparation is within the range 0,17 -0,26%, 
found for the copper content of haemocyanines obtained from various sources.7 

KUBOWITZ finds that the enzyme resembles haemocyanine strikingly except 
for the facts that haemocyanine is not catalytically active and combines with 
oxygen to give a blue compound with specific absorption bands. He was able 
to split haemocyanine into a protein and copper salt by treatment with cyanide 
and dialysis, and the protein so obtained would recombine with cuprous salt 
to give haemocyanine again. ROOTS showed that haemocyanine forms a carbon 
monoxide compound, half a molecule of CO being taken up per atom of Cu. 

1 LANDSTEINER, VAN DER SCHEER: Proc. Soc. expo BioI. Med. 24 (1927), 692. 
2 KASTLE, LOEWENHART: J. Amer. chern. Soc. 26 (1901). 539. 
3 FLEURY: C. R. seances Soc. BioI. FiIiales Associees 93 (1925), 931. 
• ADAMS. NELSON: J. Amer. chern. Soc. 60 (1938), 2472. 
S KUBOWITZ: Biochem. Z 299 (1938), 33. 
6 The experiments with carbon monoxide were done at one atmosphere CO 

tension. At the same tension of CO, cuprous ions take up I molecule CO per atom 
of Cu. 

7 HERNLER, PHILIPPI: Hoppe.Seyler's Z. physioI. Chern. 216 (1933), 110. 
B ROOT: J. bioI. Chemistry 104 (1934), 239. 
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(Since haemocyanine is a cupro-compound there was no need to add a reducing 
agent in order to form the CO compound.) The compound with CO is reversible, 
is split by cyanide, arid shows no specific absorption band. Haemocyanine com
bines reversibly with oxygen taking up haH a molecule of oxygen per atom of 
copperl and the blue oxygenated product shows an absorption band at 575 mp. 
KUBoWITz suggests that oxygen combines with the cuprous atom of both haemo
cyanine and polyphenol oxidase. The oxygenated compound is stable in the 
case of haemocyanine, but, with the oxidase, the oxidation of the cuprous atom 
to cupric occurs immediately. Haemocyanine and polyphenol oxidase thus bear 
to each other a similar relation to that which exists between haemoglobUi. and 
the original oxygen transporting enzyme of W ARBURG. 

Specificity for oxygen. 
The phenol oxidases appear to be specific for oxygen as oxidizing substrate. 

The fact that various catechol oxidase preparations have been obtained free 
of peroxidase activity shows that the oxidase will not use hydrogen peroxide 
as oxidant in place of oxygen. (Peroxidase + HIlOI oxidizes practically all 
phenolic compounds.) ONSLOW and RoBINSON2 found that the oxidase from 
potato and other plant sources, with catechol, appears not to be able to reduce 
methylene blue or other readily reducible dyes. This is to be expected from the 
fact that the redox potential of catechol-o-quinone is higher than that of the dyes. 

It appears that HaOa is not formed in oxidations catalyzed by phenol oxidases 
but the question is not definitely settled.s WIELAND and SUTTER' found no trace 
of HIlOIl formed with the oxidase from Lactarius veUereus though WIELAND and 
FISCHEB5 bad found HIIOB with a thermostable phenol-oxidizing catalyst in the 
same fungus. ONSLOW and ROBINSON,S on the other hand, detected HIIOIl in the 
oxidation of catechol with potato enzyme. Possibly a thermostable catalyst, 
other than catechol oxidase, was present in their preparation. Solutions of catechol, 
with no catalyst, oxidize slowly in air with the formation of HaOs.s 

Substrate specificity. 
The pure enzymes of KElLIN and MANN7 and KUBOWITZ8 oxidized o-dibydric 

polyphenols (catechol, 3,4-dibydroxyphenylalanine, dibydroxycinnamic acid, 
protocatechuic acid, adrenaline, pyrogallol) rapidly. Hydroquinone, resocinol, (p
and m-dibydric phenols) and ascorbic acid were hot oxidized. Oxidations of 
phenol and p-cresol occurred only after an induction period; tyrosine was oxidized 
about a thousand times more slowly than catecho1.8 

Impure preparations of the potato oxidase oxidize catechol and derivatives 
and also monohydric phenols such as p-cresol, m-cresol, phenol and tyrosine.8 

The rate of oxidation of monohydric phenols by the potato enzyme is increased, 
or an initial induction period is abolished, by the addition of a. little catechol 
or a derivative.8; 10 Crude mushroom preparation oxidizes catechol and deri-

I REDFIELD, COOLIDGE, MONTGOMERY: J. bioI. Chemistry 76 (1928), 196. 
2 ONSLOW. ROBINSON: Biochemic. J. 20 (1926). 1138; also RAPER, WOBMALL: 

Biochemic. J. 17' (1923). 454. 
8 DAWSON. LUDWIG: J. Amer. chern. Soc. 60 (1938), 1617. 
~ WIELAND, SUTTER: Ber. dtsch. chem. Ges. 61 (1928), 1060. 
5 WIELAND, FISCHER: Ber. dtsch chern. Ges. 69 (1926), 1180. 
• ONSLOW, ROBINSON: Biochemic J. 20 (1926), 1138. 
7 KElLIN, MANN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 126 (1938), 187. 
8 KUBOWITZ: Biochem. Z. 299 (1938), 32. 
8 ONSLOW, ROBINSON: Biochemic. J. 19 (1925), 420; 22 (1928), 1327. 
10 RICHTER: Biochemic. J. 28 (1934), 901. 
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vatives and p-cresol but not hydro-quinone_ l As will be discussed in the section 
on tyrosinase activity, the rapid action of cruder enzymes on monophenols and 
the effect of added catechol in abolishing the induction period, are probably due 
to the mediation of catechol-quinone. The enzyme oxidizes catechol rapidly 
to an o-quinone which then effects the oxidation of the monophenol. Since the 
pure mushroom and potato enzymes of KElLIN and KUBOWITZ do not oxidize 
hydro quinone at an appreciable rate it is possible that the oxidation of hydro
quinone studied by WIELAND and SUTTER (with Lactarius vellereus) and other 
workers may have been an indirect oxidation. However, GRAUBARD2 has found 
hydro quinone oxidation with purified enzymes (which he calls laccases) from 
certain mushrooms (Russula delica and foetens). Pure lac tree lac case oxidizes 
hydroquinone. 

Various other substances such as guaiacum, benzidine, haemoglobin, reduced 
coenzyme, ascorbic acid,I, 2 and sulfhydryl compounds3 can be oxidized by the 
enzyme-catechol-quinone system. 

Tyrosinase activity.' 
BOURQUELOT and BERTRAND5 found that an enzyme in the fungus Russula 

nigricans was able to oxidize tyrosine, yielding a black pigment, while laccase 
and peroxidase were unable to do this. The enzyme was found to be widely 
distributed in the vegetable kingdom and in some invertebrate animals. It has 
been the subject of much early8 and more recent work. BERTRAND7 found that 
the enzyme oxidizes many phenolic substances besides tyrosine but it appeared 
to differ in its specificity from the laccase studied by him. 

The commonest sources of the enzyme for the study of tyrosinase activity 
have been wheat bran, potato peelings, certain fungi, and the mealworm Tenebrio 
molitor. It can be prepared free from peroxidase from potato peelings or the 
juice of fungi by repeated precipitation with alcohol. From the mealworm it 
is prepared by extraction with chloroform water.s 

It was at first believed that tyrosinase has a deaminising action on amino
acids since CRODAT and SCRWEIZER9 found that in the presence of p-cresol and 
certain amino-acids, traces of ammonia and the aldehyde corresponding to 
the amino-acid were produced. The p-cresol was supposed only to prevent inter
action between the ammonia and the aldehyde. But HAPPOLD and RAPERlo found 
that more probably the deamination was not due to direct action of the enzyme_ 
Deamination occurred only in the presence of p-cresol, phenol, or catechol. The 
a-quinone oxidation products of these substances presumably acted upon the 
amino-acid. Hydroquinone and resorcinol did not bring about the effect. RAPER 
and W ORMALLll showed that no ammonia was liberated in the action of tyrosinase 

1 KElLIN, MANN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 121) (1938), 187. 
2 GRAUBARD: Enzymologia (Den Haag) I) (1939), 332. 
3 RICHTER: Biochemic. J. 28 (1934), 901. 
4 Review: RAPER: Ergebn. Enzymforsch. 1 (1932), 270. 
6 BOURQUELOT, BERTRAND: C. R. Seances Soc. BioI. Filiales Associees 47 (1895), 

582. - BERTRAND: C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 122 (1896), 1132. - BOURQUELOT: 
C. R. Seances Soc. BioI. Filiales Associees 48 (1896), SI1. 

8 Review: BATTELLI, STERN: Ergebn. PhysioI., bioI. Chem. expo PharmakoI. 12 
(1912), 177. 

7 BERTRAND: C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 140 (1907), 1352. 
8 RAPER: Biochemic. J. 20 (1926), 735. 
9 CHODAT, SCHWEIZER: Arch. Sci. physiques natur. 85 (1913), 140. 
10 RAPPOLD, RAPER: Biochemic. J. 19 (1925), 92. 
11 RAPER, WORMALL: Biochemic. J. 19 (1925), 84. 
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on tyrosine, and the final product of the reaction, melanine, contained more 
nitrogen than does tyrosine. The interaction of the enzyme or a-quinones with 
amino-acids is not yet fully understood. NORBUTANI1 found that amino-acids 
accelerate the oxygen uptake by phenols but do not affect the total oxygen used. 
Possibly the amino-acids reacting with the quinone remove its inhibitory effect. 
MCCANCE2 observed that catechol or p-cresol, in the presence of glycine, reduces 
met4ylene blue slightly and tyrosinase preparations accelerate this reduction 
but the reaction has not been explained. 

By introducing into the system aniline which combines with the a-quinones 
to give anilino compounds, PUGH and RAPER3 demonstrated that a-quinones are 
produced by the action of the enzyme from meal worms on phenol, m-cresol, 
p-cresol, catechol and homocatechol. Since phenol and catechol gave the aniline 
compound of a-benzoquinone, and m-cresol, p-cresol and homocatechol gave 
the aniline compound of homoquinone, it was apparent that tyrosinase acts 
on monohydric phenols to introduce a hydroxyl group in the a-position, and the 
catechol or catechol derivatives thus produced are oxidized to the corresponding 
a-quinone. 

No reactions were observed with resorcinol, phloroglucinol, guaiacol, a-cresol, 
orcinol, creosol, thymol and some other substances, possibly because the structures 
of these substances make the introduction of an extra OH group in the ortho 
position to the existing hydroxyl less easy. 

The mechanism of tyrosinase activity, the oxidation of monohydric phenols, 
has been the subject of much work and controversy and the question is not yet 
definitely settled. 

ONSLOW and ROBINSON 4 found that after treatment of potato enzyme pre
parations with charcoal the reaction with p-cresol scarcely occurred unless a 
trace of catechol was added. They concluded that the oxidation of monohydric 
phenols was a secondary reaction, that "tyrosinase" is actually c'1techol oxidase 
plus an a-quinone. The quinone acts on the monohydric phenol to produce an 
a-dihydric phenol, this is then oxidized by the oxidase to a-quinone which can in 
turn attack more monohydric phenol, being itself re-reduced to catechol. The 
catechol-quinone thus acts as a carrier between the oxidase and the monohydric 
phenol and increases in amount during the reaction. They also considered it 
possible that p-cresol was oxidized by H 20 2, produced in the oxidation of catechol, 
under the influence of peroxidase present in their preparations. PUGH5 found 
that the action of the meal worm enzyme on tyrosine and monohydric 
phenols is initially autocatalytic and that the initial lag period is lessened or 
abolished if 3,4-dihydroxyphenylalanine, or catechol, or boiled enzyme solution, 
is added. Though a-quinone or substances which give a-quinones do accelerate the 
oxidation of monohydric phenols, she could find no evidence that a-quinone is 
indispensible for monohydric phenol oxidation. She could find no evidence that 
tyrosinase consists of two enzymes, one catalyzing the oxidation of mono- to 
a-dihydric-phenols and another catalyzing the oxidation only of dihydric phenols. 
Hydrogen peroxide, in small amounts, "activates" the action of the enzyme on 
monohydric phenols.5 ,6 Possibly this is due to peroxidase, present in the pre-

1 NORBUTANI: J. Biochemistry (Japan) 23 (1936), 455. 
2 MCCANCE: Biochemic. J. 19 (1925), 1022. - PUGH: Biochemic. J. 28 (1934), 

1692. 
3 PUGH, RAPER: Biochemic. J. 21 (1927), 1370. 
4 ONSLOW, ROBINSON: Biochemic. J. 22 (1928), 1327. 
5 PUGH: Biochemic. J. 23 (1929), 456; 24 (1930), 1442. 
6 BACH: Ber. dtsch. chern. Ges. 39 (1906), 2126. - FURTH, JERUSALEM: Beitr. 

chern. Physiol. u. Path. 10 (1907), 131. 
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parations used, causing HaOa to oxidize some monohydric phenol to dihydric 
phenol which would diminish the lag period. RICHTERl used an enzyme from 
potato, free of peroxidase, and showed that peroxidase activity is not necessary 
for tyrosinase action. Potato juice or crude enzyme apparently contained traces 
of catechol; boiled juice would act like added catechol derivatives in hastening 
the oxidation of p-cresol by the pure enzyme. He found that substances, aniline, 
o-phenylenediamine, bisulfite, iodide, which combine with o-quinones, completely 
inhibited the oxidation of tyrosine and he considered this as evidence for the 
catechol-quinone mediation theory of ONSLOW and ROBINSON. GRAUBARD and 
NELSON2 were not able to confirm this point. They adduced evidence, from puri· 
fication and inactivation procedures, that the monohydric phenol oxidation by 
the potato enzyme is a direct oxidation and not dependent upon two enzymes 
nor necessarily requiring the mediation of o-quinone. Recently ADAMS and 
NELSON,3 working with enzyme from the mushroom Psalliota campestris, have 
been able to cause variations in the ratio of activity towards p-cresol and catechol 
by subjecting the enzyme to various purification procedures and partial adsorp
tions on kaolin and alumina. They concluded that different enzymes are con
cerned in the direct oxidation of mono· and dihydric-phenols. However, they were 
not able to make such partial separations with preparations from the mushroom 
Lactarius piperatus or the puff ball Calvatia cyathiformis. KUBoWlTz4 believed 
that only one enzyme was concerned since his purified polyphenol oxidase from 
potato oxidized tyrosine directly, though slowly, and oxidized p-cresol after an 
induction period. (Possibly the absence of autocatalytic effect with tyrosine and 
the. pure enzyme was due to further changes, which this amino-acid undergoes, 
preventing its acting, after the first step in its oxidation, as a catalyst like catechol
o-quinone.) KElLIN and MANNS found that on purification of the mushroom 
enzyme its specificity increased so that the purest material scarcely affected 
p-cresol except in high concentration of the enzyme and with a distinct lag period. 

It cannot yet be said definitely whether mono.hydric phenols can be oxidized 
directly by polyphenol oxidase or if there is a specific monophenol oxidase present 
in most phenol oxidase preparations. However, it is clear that purified poly
phenol oxidases oxidize monophenols directly much more slowly than poly
phenols. It is also established that substances which yield o-quinones can abolish 
the lag period and bring about rapid oxidation of monophenols in the presence 
of polyphenol oxidase. This effect is very probably due, as suggested by ONSLOW 
and ROBINSON, to the oxidation of monophenol by o-quinone to give dihydric 
phenol, the dihydric phenol then being rapidly oxidized by the enzyme yielding 
more o-quinone. But the mechanism of the oxidation of mono-hydric phenols by 
o-quinone derivatives is not known. Recently CALIFANO and KERTESZ,6 who 
have confirmed, with an enzyme from Sepia, the effect of o-dihydric phenol in 
removing the induction period involved in tyrosine oxidation, have suggested 
that the oxidation of tyrosine by o-quinone is non-enzymic. In the absence of 
enzyme the following equilibrium seemed to be set up. 

Tyrosine + o-quinone ;::::::: dihydroxyphenylalanine + catechol. 

However, if such a non-enzymic action occurs between o.quinone and mono· 

1 RICHTER: Biochemic. J. 28 (1934), 901. 
2 GRAUBARD, NELSON: J. bioI. Chemistry 111 (1935), 757. 
3 ADAMS, NELSON: J. Amer. chern. Soc. 60 (1938), 2474. 
, KUBOWlTZ: Biochem. Z. 299 (1938), 32. 
5 KElLIN, MANN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 125 (1938), 187. 
6 CALIFANO, KERTESZ: Nature [London] 142 (1938). 1036. 
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hydric phenol it is difficult to understand why GBAUB.ARD1 found no oxidation 
of p-cre801 by an enzyme from the sweet potato, BaJ,aJ,as batataa, even with added 
catechol. 

Laeease. 

YOSHIDA in 1883 discovered the enzyme, laccase, which causes the darkening 
and hardening of the latex (Japan lac) of the Japanese laquer tree, Rhus vernioilera, 
and BERTRAND studied the enzyme from the latex (Tonkin lac) of the Indo
Chinese laquer tree Rhus BUOOedanea.2 Laccase was the first polyphenol oxidase 
recognized. BERTRAND differentiated it from tyrosinase from many sources since 
it did not oxidize tyrosine to melanine. 

SUMINOKUBA 3 obtained preparations of laccase free from peroxidase and 
tyrosinase activity from the latex of Rhus vernioilera by modifications of 
BERTRAND'S2 original method. The urushiol (see page 367) was extracted with 
alcohol, the dried residue extracted with water and the enzyme precipitated 
with alcohol. . 

KElLIN and MANN4 have recently purified the enzyme from Rhus BUOOedanea. 
The latex was treated with acetone, the precipitate dried and extracted with 
water and the enzyme purified by a method similar to that used by them for the 
purification of the mushroom enzyme. Whereas the polyphenol oxidase was 
colorleBB, the laccase had a strong blue color which disappeared on adding sub
strate, on boiling, on treatment with cyanide, or with diethyl-dithio-carbamate. 
The activities of different preparations were proportional to t~eir copper content. 
The purest enzyme contained 0,154% Cu but no haematin, iron, or manganese. 
The preparation contained 55% of a polysaccharide. Assuming this to be impurity 
it was estimated that thepure enzyme contained 0,34% Cu. It was estimated 
that the pure enzyme would cause an O2 uptake of 40000 c. mm. per mg. per 
hour with p.phenylenediamine as substrate. 

The enzyme was inhibited by cyanide, HsS, azide, and diethyl-dithio-carb
amate, but unlike other polyphenol oxidases it was not inhibited by carbon 
monoxide. 

Like other phenpl oxidases, laccase causes the oxidation of polyphenols, but 
unlike other phenol oxidases the purified enzyme caused the oxidation of aromatic 
diamines, the oxidation of p-phenylenediamine being more rapid than that of 
catechol. Monophenols were not oxidized at all. Ascorbic acid was oxidized by 
the crude enzyme. The activity towards ascorbic acid decreased on purification 
but could be partly restored by adding traces of p-phenylenediamine but not 
of catechol (the mushroom enzyme oxidizes ascorbic acid through catechol). 
Hydroquinone was also mentioned as a substrate; this phenol is scarcely oxidized 
by the mushroom enzyme of KElLIN and MANN. 

Added to proof: KElLIN and MANN5 found that the laccases from the 
Indo-Chinese, Burmese, and Japanese laquer trees are all copper proteins 
containing a blue pigment the color of which is not determined by copper. 
The purest laccase preparation contained 0,24% Cu. 

GBAUBARD' classified purified enzymes from the mushrooms Rus8UZa deUca 
and foetens as laccases since they oxidized hydroquinone and p-phenylenediamine. 

1 GRAUBARD: Enzymologia (Den Haag) 6 (1939), 340. - See also ADAMS, NELSON: 
J. Amer. chem. Soc. 60 (1938), 2474. 

2 BERTRAND: C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 118 (1894), 1215. 
3 SUMINOKURA: Biochem. Z. 224 (1930), 292. 
, KElLIN, MANN: Nature (London) 143 (1939), 23. 
6 KElLIN, MANN: Nature (London) 146 (1940), 304. 
8 GRAUBARD: Enzymologia (Den Haag) Ii (1939), 332. 
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The enzyme preparations were observed spectroscopically to cause the oxidation 
of cytochrome c1 but added cytochrome c did not bring about cysteine oxidation 
with the enzyme nor did it accelerate hydro quinone or p-phenylenediamine 
oxidation. These results are not understood. 

Dopa-oxidase. 
BLOCH discovered2 an enzyme in the melanoblasts of the epidermis and other 

pigment forming tissues which causes the oxidation of 3,4-dihydroxyphenyl 
alanine ("dopa") to give a dark pigment. The enzyme could be extracted from 
the skin of new-born rabbits. The enzyme did not give a typical reaction with 
tyrosine, catechol, pyrogallol or a number of other mono-, di-, and trihydric 
phenolic substances. It formed melanine from 3,4-dihydroxyphenyl alanine and 
since this substance is an intermediate in the formation of melanine from tyrosine 
with tyrosinase, it is probable that the mechanism of melanine formation is the 
same. 

The enzyme was inhibited by H 2S but scarcely by cyanide. The optimum PH 
was 7,3. BLOCH and .SCHAAF3 find that the enzyme is specific in oxidizing 
l-3,4-dihydroxyphenyl alanine to melanine; it does not oxidize the optical isomer 
nor tyrosine. They believe it to be the enzyme responsible for pigment formation 
in the skin and that the physiological substrate is "dopa" or a closely related 
substance. Very little work has been done on dopa oxidase in extracts and its 
existence as an enzyme different from catechol oxidase or tyrosinase is not 
€stablished. 4 Catechol oxidase or tyrosinase has been extracted from rabbit 
skins 5 where it may be concerned in pigment formation. 

Products of oxidation. 
The yellow or red flesh of certain types of Boletus turns blue on injury. The 

red pigment, which BERTRAND 6 called boletol, has the constitution shown? and 
is oxidized by the oxidase in the fungus to hydroxy-anthra-diquinone-carboxylic 
acid (boletoquinone) which gives blue alkali salts. 

HOOC 0 
I II OR OR 

0"-/"-/) II Ii lOR 
" "-/'/~ 

II OR 

(j0R 
VC15Hz7 

Urushiol. 
o 

Botetol. 

The substrate of laccase in Japan lac is a catechol derivative, urushiol,S and 
the corresponding compound, laccol, of tonkin lac is the next higher homolog of 

1 See also SHIBATA: Ergebn. Enzymforsch. 4 (1935), 358. - MORI et al.: Acta 
phytochim. (Tokio) 10 (1937), 81. 

2 BLOCH: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 98 (1917), 226. - BLOCH, SCHAAF: 
Biochem. Z. 162 (1925), 181. 

3 BLOCH, SCHAAF: KHn. Wschr. 11 (1932), lOj also PECK, SOBOTKA, KAHN; Ibid. 
11 (1932), 14. 

4 See OPPENHEIMER: }<'ermente 2 (1926), 1791. - MULZER, SCHMALFUSS: Med. 
Klin.27 (1931),1099; 29 (1933), 732. - SCHMALFUSS: Biochem. Z. 263 (1933), 278. 

5 PUGH: Biochemic. J. 27 (1933), 475. 
8 BERTRAND: C. R. hcbd. Seances Acad. Sci. 12-1 (1897), 1355; 133 (1901), 1233; 

134 (1902), 124. 
7 KOGL, DEIJS: Liebigs Ann. Chern. 616 (1935), 10. 
B MAJIKA: Ber. dtsch. chern. Ges. 66 (1922), 172, 191. 
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urushiol.l On oxidation of these phenols the corresponding o-quinones are formed 
which then undergo further oxidations and polymerization. 

The production of melanine from tyrosine by tyrosinase from the potato 
or mealworm has been closely studied.s RAPER and WORMAL3 showed that the 
first step is an enzymic oxidative formation of a red substance; this changes t(, 
a colorless product as a result of a non-oxidative non-enzymic process, and this 
substance changes to melanine through an oxidative but non-enzymic reaction. 

RAPER' has indicated that the following series of reactions takes place. 

CH.· CH(NHz)' COOH 
A 

I I ----
'o"H 

Tyrosine. 

CH.·CH(NH.)·CO.H 
A 

l)OH OH 
3, 4-dlhydroXJPhenylaJanine. 

--+ Melanine 

Presumptive red substance. Presumptive colorless substance. 

The structure of melanine is not known. Its formation involves further 
oxidation. The production of indole derivatives is not peculiar to tyrosine since 
indole derivatives are formed when the enzyme acts on tyramine, 3,4-dihydroxy
phenylethyl amine,3,4-dihydroxyphenylethylmethylamine, and N -methyltyrosine. Ii 
On the other hand 2-methyl-, 3.methyl- and 2,5-dimethyltyrosine are not attacked 
by the enzyme,6 nor is p-hydroxyphenylpyruvic acid.7 

PuGH and RAPERS indicated that the oxidation of mono- and di-hydric phenols 
by the mealworm enzyme gave rise to o-quinones since, in the presence of aniline, 
anilino compounds were produced (see page 364). The monohydric phenols 
were evidently first oxidized to o-dihydric compounds and then further oxidized. 
The o-quinones are not the final products of the enzyme action. For their pro
duction alone, 2 atoms of oxygen would be required per molecule of monohydric 
phenol, and one per molecule of dihydric phenol. But PUGH and RAPER found 
in the absence of aniline an uptake of about 3 atoms of oxygen for monohydric 
phenols and 2 for catechol. ROBINSON and MCCANCE9 had found the same with 
the enzyme from Lactarius veUereus. WAGREICH and NELSON,lO using an enzyme 
from PsaUiota campestris, found that 2 atoms are taken up per molecule of 
catechol and they concluded that the oxidation produ9t is not o-quinone but 

1 BERTRAND, BROOKS: Bull. Soc. Chem. I}S (1933), 432. 
2 Review: RAPER: Ergebn. Enzymforsch. 1 (1932), 270. 
3 RAPER, WORMALL: Biochemic. J. 17 (1923), 454. 
4 RAPER: Biochemic. J. 20 (1926),735; 21 (1927). 89. - OXFORD. RAPER: J. chern. 

Soc. (London) 1927, 417. 
5 DULIERE. RAPER: Biochemic. J. 24 (1930). 239. 
B SCHMALFUSS, PESCHKE: Ber. dtsch. chem. Ges. 62 (1929). 2591. 
7 RAPER, WORMALL: Biochemic. J. 19 (1925), 84. 
8 PUGH. RAPER: Biochemic. J. 21 (1927), 1370. 
9 ROBINSON. MCCANCE: Biochemic. J. 19 (1925), 251. 
10 WAGREICH, NELSON: J. bioI. Chemistry 111) (1936), 459. 
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hydroxy-o-quinone.1 In agreement with this, KUBOWITZ,2 with his pure enzyme 

()~: + 20 -- HOO:~ 
from potatoes, found an oxygen uptake of 2 atoms of oxygen per molecule of 
catechol during the initial rapid reaction, or 3 atoms per molecule of p-cresol. 
After this stage oxygen uptake continued slowly_ No hydrogen peroxide was 
found at the end of his experiments. 

In the oxidation of the trihydric phenol, pyrogallol, PUGH and RAPER3 found 
3 atoms of oxygen absorbed per 2 molecules of substrate, the oxidation product 
being purpurogallin (see page 384). 

Function. 
It is probable that the polyphenol oxidase-polyphenol system performs in 

certain plant tissues a similar function to that of the cytochrome oxidase-cyto
chrome system. Long ago PALLADIN suggested that the oxidation products 
formed by catechol oxidase oxidize cell substances. 0- Quinone like other reducible 
dyes can act as hydrogen acceptor for various dehydrogenations. 0- Quinone 
reoxidizes the dihydro-coenzymes, and this important fact, observed by KUBOWITZ 
and made use of in his test, shows that the catechol-oxidase-catechol system can 
act as the "oxygen transporting" system for all the dehydrogenases which depend 
upon the pyridine nucleotides, coenzymes I and II. 

BOSWELL and WHITING' found that added catechol is rapidly oxidized by 
potato slices and its oxidation product then causes an inhibition of the normal 
respiration. It was assumed that the enzyme which was inhibited was catechol 
oxidase and the extent of the inhibition indicated that normally 66% of the 
respiration of potato slices was catalyzed by catechol oxidase. 

SZENT-GYORGYI and VIETORISZ5 found that minced potato tissue shows a. 
very much higher oxidase activity than is necessary to account for the respiration 
of the intact tissue. They suggested that the enzyme-catechol~quinone system 
may be concerned in the protection of the plant against damage. Quinones are 
known to have a strong bactericidal action and the tanning effect of quinones 
on protein may provide a protective surface over the damaged parts. PuGH' 
was able to extract catechol oxidase from the skin of rabbits where the enzyme is 
probably concerned in pigment formation. 

Other phenol oxidizing systems. 
BHAGVAT and RICHTER7 obtained from the blood of the crab a crystalline 

Cu-protein complex with catechol oxidase activity, which resembled, but was 
not the same as haemocyanine. This substance may have been an artefact 
produced from haemocyanme. It showed a much lower activity than true poly" 
phenol oxidase and a different substrate specificity. HaemClcyanine itself, from 
the snail, showed a similar pseudo-phenolase activity. Inorganic copper, nickel 

1 WAGREICH and NELSON believe that the anilinoquinones of PUGH and RAPER 
were fonned from the hydroxyquinones (absorption of 1 further atom of oxygen being 
involved) and not from the simple o-quinones. 

I KUBOWITZ: Biochem. Z. 299 (1938), 32. 
S PUGH, RAPER: Biochemic. J. 21 (1927), 1370. 
, BOSWELL, WHITING: Ann. Bot. N. S. 2 (1938), 867. 
I SZENT-GYORGYI, VIETORISZ: Biochem. Z. 288 (1931), 236. 
6 PuGH: Biochemic. J. 27 (1933), 475. 
7 BHAGVAT, RICHTER: Biochemic. J. 32 (1938), 1397. 

Hdb. d. Katalyse. III. 
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and cobfLIt and to a lesser extent iron and manganese, also· catalyze catechol 
oxidation appreciably. 

MANN and KElLINl have isolated two new copper.protein compounds, "haemato· 
cuprein" and "hepatocuprein", which have no catalytic activity and do not combine 
with oxygen. Ha.ema.tocuprein is a blue compound which was obtained in crystalline 
form from red blood corpuscles and serum of mammaJs. Hepatocuprein is almost 
colorleBS and was obtained from ox liver .. Both contain 0,34% Cu. 

Added to proof: DALTON and NELSON' obtained from Lactari'U8 piperatus a 
crysta.11ine protein containing 0,25% copper and having only slight enzyme activity 
though activity increased somewhat on standing in solution. 

A number of different systems have been confused with t.he polyphenol 
oxidases. BlllRTRAND3 obtained from lucerne a preparation which was inactive, 
but, on adding a manganese salt, very strong oxidizing activity was obtained. 
Since he had found manganese in a laccase preparation, he concluded that the 
polyphenol oxidase of plants was a manganese protein complex. However, EULER 
and BOLINt showed that the lucerne catalyst was a thermostable mixture of 
calcium salts of organic hydroxy acids and not an enzyme. Enzymes prepared 
later, free from manganese, were much more active than the lucerne catalyst and 
not activated by manganese. WIELAND aad FISCHER' obtained from LactariU8 
vellereU8 a preparation which oxidized hydro quinone but which was probably 
also a salt mixture since it was thermostable and dialyzable. (WIELAND and 
SUTTERs obtained a true thermolabile enzyme from the same fungus.) 

Other enzyme systems bring about the oxidation of phenols. With hydrogen 
peroxide as oxidant, peroxidase will oxidize directly almost all phenolic substances. 7 

The indophenol oxidase was formerly confused with the polyphenol oxidase 
due to the fact that crude preparations of both oxidize aromatic diamines and 
show the "Nadi" reaction, that is, the production of indophenol blue by the 
oxidationofa mixture of lX.naphthol and dimethyl.p.phenylene diamine. However, 
it has been shown that with the indophenol oxidase the reaction is given only 
through the mediation of cytochrome.s PUrified potato oxidase does not give the 
reaction unleBS catechol9 or other dihydric phenols1o are present. Laccase seems 
to oxidize diamines directly. 

Ascorbic acid oxidase.ll 
SZENT-GYORGYIlJ found an enzyme in cabbage leaves which oxidized the 

hexuronic acid discovered by him, and which he called "hexoxidase". (Hexuronic 
acid, later found to be vitamin 0, is now called ascorbic acid.) The enzyme could 
be obtained in the juice of the cabbage and precipitated by saturation with 
ammonium sulfate. The enzyme was not inhibited by low concentrations of 
cyanide 0,001 M, but was largely inhibited by 0,01 M cyanide. No other substance 

1 MANN, KElLIN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 126 (1938), 303. 
2 DALTON, NELSON: J. Amer. chem. Soc. 61 (1939), 2946. 
3 BERTRAND: C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 124 (1897), 1032. 
, EULER, BOLIN: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem. 67 (1908), 80; and later papers. 
I WIELAND, FISCHER: Ber. dtsch. chem. Ges. 69 (1926), 1181. 
8 WIELAND, SUTTER: Ber. dtsch. chem. Ges. 61 (1928), 1060. 
7 ELLIOTT: Biochemic. J. 26 (1932), 1281. 
8 KElLIN, HARTREE: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 126 (1938), 171. 
9 KElLIN.: Proc. Roy. Soc. (London), Sar. B 104 (1929), 206. 
10 RICHTER: Biochemic. J. 28 (1934), 901. 
11 Review: TAUBER: Ergebn. Enzymforsch. 7 (1938), 301. 
18 SZENT-GYORGYI: SCience (New York) 72 (1930), 125; J. bioI. Chemistry 90 

(1931), 385. 
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was found to be acted upon by the enzyme .. (Pyrogallol, catechol, quinol, gluta
thione. p-phenylene diamille and the "Nadi" reagent were tried.) The kinetics of 
the oxidation by his preparation led SZENT-GYORGYI to suggest that the oxidation 
of ascorbic acid was not direct but was mediated by an unknown substance in the 
enzyme preparation. 

TAUBER and KLEINERI obtained a strongly active preparation from squash, 
Ourcurbita maxima, by acetone precipitation of a water-alcohol extract. They 
found no evidence that ascorbic acid is oxidized indirectly through a mediator 
other than the enzyme. This was confirmed by SRINIVASAN 2 who obtained '1 

similar specific enzyme from the drumstick, M oringa pterygosperma, by fractional 
precipitation of the juice with ammonium sullate. TAUBER and KLEINER found 
that their enzyme did not oxidize mono- or di-hydric phenols,3 glutathione or 
various other substances tried. SRINIVASAN also showed that his enzyme was 
specific and that peroxidase and catechol oxidase do not catalyze ascorbic acid 
oxidation directly. His preparation was more sensitive to cyanide than that of 
SZENT-GYORGYI. Variations in cyanide sensitivity in different preparations have 
been noted by other authors.4 Enzymes which oxidize ascorbic acid have been 
found to be present in a large number of plants a,nd absent in others4.5• There 
seems to be little doubt that the enzymes from different sources are the same 
with only minor variations.4. 

The enzyme causes the oxidation of ascorbic acid to dehydro-ascorbic acid, 
and the reaction can probably be represented as follows: 

O=y-I 
COR I 

o + Os 

10H 
I 

HC--
I 

HOCHa 
I 

HsCOH 
I-Ascorbic acid. 

O=y-I 
O=C I 

I 0 + H Z0 2 

O=f I 
HC--

I 
HOCH 

I 
HaCOH 

Dehydro-ascorblc acid. 

Methylene blue cannot act as hydrogen acceptor in place of oxygen.6 • 7 The 
formation of hydrogen peroxide during the oxidation was observed by HUzAK.8 

The dehYdro-ascorbic acid formed can be reduced back to ascorbic acid by H zS.9 

However it readily undergoes further irreversible oxidations spontaneously.lo 

. 1 TAUBER, KLEINER: Proc. Soc. expo BioI. Med. 32 (1935), 577. - TAUBER, 
KLEINER, MISHKIND: J. bioI. Chemistry 110 (1935), 211. 

2 SRINIVASAN: Biochemic. J. SO (1936), 2077. 
a GRAUBARD, Enzymologia (Den Haag) I) (1939), 332, finds that preparations 

from squash oxidize pyrogallol, adrenaline, hydroquinone and catechol, though les8 
readily than ascorbic acid_ Perhaps phenol oxidase was present in his material. 

, JOHNSON, ZILVA: Biochemic. J. 31 (1937), 438. 
& STONE: Biochemic. J. 31 (1937), 508. - CHAKRABORTY, GUHA: Indian J. med. 

Res. 24 (1937), 839. - KERTESZ, DEARBORN, MACK: J. bioI. Chemistry 116 (1936), 717. 
S SZENT-GyORGYI:J. bioI. Chemistry 90 (1931), 385_- JOHNSON, ZILVA: Biochemic. 

J. 31, (1937), 438. . 
7 Added to proof: EBIHARA: J. Biochemistry 29 (1939), 199, 217; obtained 

methylene blue reduction with a purified ascorbic oxidase from cucumbers. 
8 HUZAK: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 247 (1937), 239. 
9 SRINIVASAN: Biochemic. J. 30 (1936), 2077. 
10 KERTESZ, DEARBORN, MACK: J. bioI. Chemistry 116 (1936). 717. 

24· 
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JOHNSON and ZILVA1 have investigated the structure specificity of the enzyme 
from cucumber. They found that compounds of the ascorbic acid series in which 
the oxygen ring engages a hydroxyl group to the right of the carbon chain (natural, 
l-ascorbic acid, d-arabo-ascorbic acid, l-gluco-ascorbic acid and Z-galacto-ascorbic 
acid) are oxidized at a higher rate than are their enantiomorphs, and with the 
latter the rate of oxidation falls off with time. Among the more slowly oxidizable 
group, the compounds with six carboh atoms are oxidized more rapidly than those 
with seven carbon atoms. 

The optimum PH for the enzyme varies from PH 5,3 to 5,9 according to the 
source and the buffer used.a The enzyme is inhibited by cyanide and HaS but 
is less sensitive to cyanide than is peroxidase which often accompanies it.3 It 
is destroyed by high concentrations of methyl or ethyl alcohol, but it is less 
sensitive to acetone. It is not inhibited by CO.' ENGELlIA,RDT and BUKIN' find 
maximum rate of 'oxidation with the cabbage leaf oxidase at very low ascorbic 
acid concentrations, about 10-' M. 

The rapid catalysis of the oxidation of ascorbic acid by copper was observed 
by SZENT-GYOBQYI when he first isolated the substance.5 BARRON et al. 6 found 
that oxidation of ascorbic acid. in vegetable fluids is catalyzed by traces of copper 
and haemochromogens. STOTZ, HARRER, and KING7 found that a mixture of 
copper salt with protein resembles closely the enzyme in its catalytic behavior 
in the oxidation of ascorbic acid. Such a mixture shows an optimum PH between 
5 and 6 and it is inactivated by heat or acid, the copper being apparently occluded 
by the denatured protein. Further, a number of copper inhibitors, such as di
ethyldithiocarbamate and 8-oxyquinoline sulfate, largely inhibited the activity 
of the vegetable enzyme. They therefore suggested that similar, but not necessarily 
identical, copper-protein complexes are responsible for the oxidase activity of 
plant juices and that ascorbic oxidase is not a true enzyme. But the partial 
specificity of the oxidase for l-ascorbic acid, mentioned above, is difficult to 
reconcile with a non-enzymic catalysis. STRAUB8 emphasized the fact observed by 
KING et al., that the addition of protein actually lowers the catalytic activity of 
the copper. He prepared a cucumber extract in which the oxidase activity was 
several times higher than the activity of the ash from the extract. H copper is 
responsible for the catalysis by the extract, the other must be bound with protein 
in such a way as to be more active. The oxidase of plant extracts thus seems to 
be an enzyme though it may consist of copper, as prosthetic group, combined 
with a specific protein. II 

SZENT-GYORGYI10 considers that the ascorbic acid-ascorbic oxidase system 
plays an important role in the respiration of plants which contain it. The ascorbic 
acid acts as carrier between oxygen with the oxidase and the substances which 
reduce dehydro-ascorbic acid. His enzyme from cabbage was only slightly in-

1 JOHNSON, ZILVA: Biochemic. J. 31 (1937), 1366. 
a TAUBER, KLEINER, MISHKIND: J. bioI. Chemistry 1}0 (1935), 211. 
3 SRINIVASAN: Biochemic. J. 30 (1936), 2077. 
, ENGELHARDT, BUKIN: Bull. Applied Botany (U.S.S.R.) 2 (1937), 255; Chern. 

Abstr. 83 (1939), 1767. 
6 SZENT-GYORGYI: Biochemic. J. 22 (1928), 1387. 
8 BARRON, BARRON, KLEMPERER: J. bioI. Chemistry 116 (1936). 563. 
7 STOTZ, HARRER, KING: J. bioI. Chemistry 119 (1937). 511; also SILVERBLATT, 

KING: Enzymologia (Den Haag) 2 (1938). 222. . 
8 STRAUB: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 2M (1938). 205 . 
• Added to proof: See LOVETT-JANISON. NELSON: J. Amer. chern. Soc. 62 (1940), 

1409; RAMASARU, DATTA. DOCTOR: Enzymologia (Den Haag) 8 (1940), 108. 
10 SZENT-GYORGYI: J. bioI. Chemistry 90 (1931" 385. 
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hibited by 0,01 % cyanide and he found the respiration of the cabbage leaf to 
be inhibited only 6% by this amount of cyanide. On the other hand, the respiration 
of the potato which contains phenol oxidase, is inhibited 60-75% by the same 
concentration of cyanide. 

Other ascorbic acid oxidizing systems. 

Besides ascorbic oxidase, two other enzyme systems are known to oxidize 
ascorbic acid in plant tissues. When he first isolated "hexuronic acid" (ascorbic 
acid), SZENT-GYORGYI1 oQserved that it was rapidly oxidized by hydrogen per
oxide with peroxidase in the presence of phenols. The peroxide with peroxidase 
oxidizes the phenols to o-quinones which in turn oxidize ascorbic acid. The hydrogen 
peroxide can be produced by the action of another oxidase system such as acet
aldehyde + aldehyde oxidase + oxygen. This oxidation of ascorbic acid by 
peroxidase + H 20 2 when substances capable of forming quinones are present as 
mediators, was confirmed by TAUBER. 2 HUZAK3 has shown that benzo-pyrane 
derivative plant pigments (flavones, flavanones, flavanoles) mediate the reaction 
between H 20 2 + peroxidase and ascorbic acid. Only pigments which are capable 
of being oxidized by catechol oxidase to o-quinones are active, but these and 
their glucosides are many times more active than catechol. It seemed likely, 
that, in the plant, ascorbic acid is oxidized directly by the oxidase with the forma
tion of HSOl! and that the H 20 2 with peroxidase and pigment oxidizes more 
ascorbic acid. The dehydro-ascorbic acid is re-reduced by mechanisms in the 
tissues, possibly through glutathione. 

As is to be expected, ascorbic acid is also oxidized in the presence of phenol 
oxidase + phenols, and JOHNSON and ZILVA4 found that this mechanism 
accounts for much of the ascorbic acid oxidation in the apple and potato, while 
some plants possess this mechanism as well as the direct oxidase. 

Glutathione and ascorbic acid. 
Glutathione and fixed -SH of tissue proteins5 • 6 reduce dehydro-ascorbic 

acid. Using a cauliflower extract which oxidizes ascorbic acid rapidly, HOPKINS 
and MORGAN 7 found that while glutathione was not oxidized directly, it was oxid
ized efficiently if ascorbic acid was present; no dehydro-ascorbic acid accumulated 
until the GSH was all oxidized. There seemed to be an enzyme present which 
accelerated the re-reduction of dehydro-ascorbic acid by the glutathione. The 
relative rates of the reactions concerned were affected by PH so that conditions 
could be obtained under which dehydro-ascorbic acid did accumulate. Enzymic 
reduction of dehydro-ascorbic acid by cysteine has been observed by PFANKUCH8 

in potato juice. HOPKINS and MORGAN point out that the system would have 
been regarded as a "glutathione oxidase" with ascorbic acid as a coenzyme, if 
the glutathione oxidizing ability of preparations containing ascorbic acid had 
been discovered before ascorbic acid and its oxidase were recognized_ 

1 SZENT-GYORGYI: Biochemic. J. 22 (1928), 1387. 
a TAUBER: Enzymologia (Den Haag) 1 (1936). 209. 
3 HUZAK: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 247 (1937), 239. 
4 JOHNSON, ZILVA: Biochemic. J. 31 (1937). 438. 
5 SZENT-GYORGYI: J. bioI. Chemistry 90 (1931), 385. 
6 BORSOOK, JEFFREYS: Scipnce (New York) 83 (1936), 397. -- SCHULTZE, STOTZ, 

KING: J. bioI. Chemistry 122 (1937), 395. 
7 HOPKINS, MORGAN: Biochemic. J. 30 (1936). 1446. - See also KERTESZ: 

Biochemic. J. 32 (1938), 621. - CROOK, HOPKINS: Biochemic .. r. 32 (1938). 1366. 
8 PFANKUCH: Naturwiss. 22 (1934). 821. 
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Dihydroxymaleic acid oxidase. 
It was observed by SZENT~GYORGYI and his schooP that, among a number 

of substances tried, only ascorbic acid, catechol and dihydroxymaleic acid gave 
a violet color with ferrous salts in neutral solution in the presence of oxygen; 
on reduction the color of the ferrous complex disappeared. This led them to 
expect that dihydroxymaleic acid, like ascorbic acid and catechol, may play a 
role in plant respiration. BANGA and SZENT-GYORGYI2 have now found that, 
when dihydroxymaleic acid is added to the juice of horse-radish root, a rapid 
oxygen uptake occurs and the dihydroxymaleic acid is oxidized. One atom of 
oxygen is taken up per molecule of the substrate. 

The oxidation of dihydroxymaleic acid is catalyzed by inorganic iron or 
copper at a considerable rate. But dihydroxymaleic acid alone in buffer, or 
with heated juice, or in the presence of the ash from the juice, took up oxygen 
only slowly. The catalysis by the juice therefore seemed to be due to an enzyme. 
No ascorbic oxidase or catechol oxidase was present in the juice. The enzyme, 
separated from some inactive material which precipitated on standing or on 
freezing and thawing, could be precipitated with acetone or alcohol. 

The enzyme was found to be strongly active in radishes, green paprika fruit, 
asparagus, rutabaga tuber, and green grass, and less active in cucumber, onion 
leaves and tuber, and rutabaga leaves. In rutabaga, cucumber, and grass, it 
was accompanied by ascorbic oxidase, and in grass catechol oxidage was also 
present. 

An enzyme preparation from sorrel,3 Rumex acetosa L., showed optimum 
activity at PH 4. This enzyme was inhibited completely by lO-4 M cyanide.' 
The enzyme oxidized dihydroxymaleic acid reversibly and hydrogen peroxide 
was formed. 

ROBEZNIEKS5 showed that dihydroxymaleic acid is not appreciably oxidized 
by hydrogen peroxide with peroxidase but it is rapidly oxidized if plant juice is 
also present. He therefore tested whether plant pigments and other substances 
can act as mediators between H 20 2 + peroxidase and dihydroxymaleic acid in the 
same way as they do with ascorbic acid. He found that there was a certain 
specificity for the mediator which differed in the two cases. The benzopyrane 
pigments were much less active with dihydroxymaleic acid, and catechol was 
almost inactive. p-Dihydric phenols and benzidine catalyzed both oxid~tions 
equally, benzidine being very active. 

Added to prool: The distribution and properties of the enzyme have been 
studied further by BANGA and PIm.IPPOT.8 

SWEDIN and THEORELI,7 have obtained highly purified preparations and find 
that the iron is reduced during dihydroxyntaleic oxidase activity while it re
mains oxidized during peroxidase activity. 

1 BANGA, GUENDAS, LAKI, PAPP, PORGEs, STRAUB, SZENT-GYORGYI: Hoppe-
Seyler's Z. physiol. Chem. 2M (1938), 147. 

I BANGA, SZENT-GTOBGTI: HOPJ?6-Seyler's Z. physiol. Chem. 266 (1938), 57. 
8 BANGA, PHILIPOTT, SZENT-GYORGYX: Nature (London) 142 (1938), 874. 
, BANGA and SUNT-GTOKGYI found no inhibition in horse-radish juice by cyanide; 

the discrepancy is not yet ex:pla.ined. • 
5 ROBlilINIEK8: Hoppe-Seyler'sZ. physiol. Chem. 266 (1938), 255. 
• BANGA, PHILIPPOT: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 268 (1939). 147; C. R. 

Seances Soc. BioI. FiliaJes Associ6es 180 (1939),775. 
7 SWEDIN, THEOBELL: Nature (London) 146 (1940), 71. 
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Oxalic acid oxidase. 
ZALESKI et al.1 observed the oxidative production of CO. from oxalic acid 

by wheat flour. Methylene blue, KNO" and H.O. could not replace oxygen as 
oxidant. The catalyst was not inhibited by cyanide or narcotics (e. g. urethane) 
but was inhibited by KJ, hydro quinone and quinone. STAEHELINa found that 
the enzyme is widely distributed in plant tissues and he obtained a stable dry 
preparation by alcohol precipitation from the press juice of helianthus leaves. 
HOUGET, MAYER and PLAN'TEFOL3 found high activity in mosses; the activity 
varied with the season, location and vegetative condition of the moss. They found 
that there is a pronounced optimum substrate concentration, that the enzyme 
is active with unneutralized oxalic acid and inactive in neutral solution, and that 
the enzyme is remarkably stable to heat and chemicals but is inhibited by iodide, 
ferro· and ferri.cyanide, phenylhydraZine and, in higher concentration, by 
hydroquinone. 

FRANKE and HASSE,' in an extensive study of the oxalic oxidase of the mOBS 
Hylorumium umbratum, have confirmed these observations. They obtained 
considerably concentrated preparations of the enzyme by grinding and extracting 
dried moBS with water, and dialyzing the solution or precipitating the enzyme 
with alcohol and ether. The dried alcohol· ether precipitate was initially com· 
pletely soluble in water but gradually became insoluble and inactive. Under the 
conditions of their test, 1 mg. of the preparation caused an oxygen uptake of 
300-600 c. mm. oxygen per hour. 

The oxidation of oxalic acid occurred according to the following equation: 

CaO,Ha + 0. = 2 CO2 + H.O •. 

The gas exchange, CO. evolution and 0. uptake, corresponded to this equation, 
and the H.O. formation could be shown quantitatively since the preparation 
contained very little catalase. 

No substance other than oxalic acid was found to be oxidized by the enzyme, the 
following baving been tested,-formic, acetic, malonic, malic and glutamic acids, 
leucine and glucose. In the absence of oxygen no dye was reduced or caused CO. 
evolution with oxalic acid and the enzyme. The following dyes were tried,
methylene blue, phenOBafranine, indigotetrasulfonate, 2,6.dichlorophenol.indo
phenol; none of these dyes caused any destruction of the enzyme. According to 
FRANKEIi there is no apparent thermodynamic reason why the dyes should not 
be reduced by oxalic acid. 

A pronounced optimum for the substrate concentration was found; this was 
about 0,003 M but the optimum varied, being higher with higher concentrations 
of enzyme, and higher, 0,02 M, with crude moBS preparations. The decrease 
in activity in higher oxalate concentrations was shown not to be due to enzyme 
destruction, and the variation of the optimum with enzyme concentration was 
not explained. Optimum activity was shown at the remarkably acid PH of 2,5. 
The rate of reaction was the same in air as in oxygen, but the rate was halved 
in 5% oxygen. The rate of reaction was increased by only about 20% when the 

1 ZALESKI, R1!lINJLUU): Biochem. Z. 88 (1911), 449. - ZALESKI, KmWARoVA: 
Ukrainisch. chem. J. 8 (1928), 139. 

I STAEHELIN: Biochem. Z. 96 (1919), 1. 
3 HOUGET, MAYER, PLANTEFOL: Ann. PhysioI. Physicochim. bioI. 4, (1928), 123; 

C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 186 (1927), 304. 
• FRANKE, HAsSE: Hoppe.Seyler's Z. physioI. Chern. 249 (1937), 231. 
I FRANKE: Biochern. Z. 268 (1933), 280. 
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temperature was increased from 26° to 38°,-possibly physical factors, such as 
diffusion rates, limited the reaction rate under the conditions of the experiments. 

The enzyme is unusually thermostable but while the enzyme in the moss, 
or washed, dried preparations from it, 'was scarcely affected by heating in water 
to 95° for 30 mins., the purified enzyme solution began to be destroyed at about 70°. 

Moss extracts evidently contain inhibitory substances, since after dialysis 
or alcohol-ether precipitation, apparent increases in activity occurred. Alanine 
and sodium chloride in 0,005 M concentration caused inhibitions of 65% and 
45% respectively with the dialyzed enzyme. It was found that the enzyme from 
moss gathered in the spring and summer was more sensitive than the enzyme from 
winter moss to inhibition by high concentration of substrate and by various 
salts, amino-acids and enzyme poisons. 

The activity of the enzyme was not inhibited by cyanide in low concentration; 
in 0,01 M cyanide slight inhibition occurred. Only partial inhibition occurred 
with 0,002 M HBS. Sodium azide inhibited no more than an equivalent concen
tration of NaCl. The narcotics, phenylurea, phenylurethane and chloral hydrate 
had little effect. However 75% inhibition was produced by the following substances, 
3 X 10-3 M hydroxylamine, 2 X 10-3 M quinone, 8 X 10-4. M hydroquinone, 
5 X 10-4 M diphenylamine, and 8 X 10-5 M potassium iodide, while hydrazine 
was inactive. It was pointed out that these strong inhibitOrs are "antioxidants" 
or inhibitors of chain reactions. 

THUNBERGl and FODOR and FRANKENTHAL2 found that oxalic acid caused 
the reduction of methylene blue in the presence of extract of the seeds of various 
plants. The activities observed were weak but may indicate that a dehydrogenase 
for oxalic acid exists which is different from the above described oxalic oxidase. 

Glucose oxidase. 
MULLER3 discovered in the moulds AspergiUus niger and Penicillium glaucum 

an enzyme which causes the direct oxidation of glucose. 
The mould was cultivated in glucose-containing medium and the enzyme 

was purified by precipitation from the press-juice with alcohol and ether, re
solution, dialysis, and re-precipitation with alcohol and ether. The dried material 
remained active for years. The preparation contained no polyphenol oxidase or 
peroxidase. Under the conditions of the test, 1 mg. of the preparation caused an 
oxygen uptake of about lOOc.mm. Oil per hour. 

Determinations of oxygen uptake, glucose disappearance, and acid formation, 
and isolation of Ca-gluconate, showed that the reaction consists in the simple 
oxidation of glucose to d-gluconic acid. (A little CO2 was evolved by the pre
paration but this was shown not to be produced from glucose oxidation.) 

Besides d-glucose, the enzyme caused the oxidation, at a lower rate, of 
d-mannose and d-galactose. No other substances were oxidized, the following 
having been tried: xylose, arabinose, fructose, dihydroxyacetone, calcium and 
sodium gluconate, sodium saccharate, glycerine, ethyl- and isopropyl-alcohol, 
and acetaldehyde. Lactose was not oxidized. Since the preparation contained 
saccharase, sucrose was attacked unless the saccharase was destroyed by warm
ing to 70° for 30 mins. Maltase also was present so that maltose was split and 
then oxidized. There appea.red also to be present a maltose oxidase. The maltose 
oxidase was more thermolabile than glucose oxidase. 

1 THUNBERG: Skand. Arch. Physiol. 04 (1928), 6. 
2 FODOR, FRANKENTHAL: Biochem. Z. 226 (1930), 417. 
3 MULLER: Biochem. Z. 199 (1928), 136; 201) (1929). Ill; 213 (1929). 211; 232 

(1931). 423. - Review: MULLER: Ergebn. Enzymforsch. 6 (1936), 259. 
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Glucose oxidase has so far been found only in Aspergillus niger and Peni. 
cillium glaucum. The amount of the enzyme present depends upon the culture 
medium. Aspergillus niger produced the enzyme when grown in the presence of 
glucose, mannose or fructose but not with arabinose, glycerine, dihydroxyacetone 
or tartaric acid. The ratio of the rates of oxidation of glucose and mannose was 
the same whether the culture medium contained glucose or mannose, so it was 
evident that the same enzyme was concerned in the oxidation of both hexoses. 
Glucose oxidase is possibly present in a number of other fungi and in acetic 
bacteria since these produce gluconic acid. 

The optimum 'PH for the enzyme activity was found to be about 6,0; FRANKE 

and LORENZI found the optimum about one unit lower. The formation of gluconic 
acid as the product of oxidation, makes it difficult to maintain a constant PH. 
Consequently if the PH at the start of an experiment is above 7,5 an apparent 
autocatalytic effect is shown as the acid formed lowers the PH towards the op
timum. To maintain a more constant PH calcium carbonate was added to the 
medium. The temperature coefficient for glucose oxidation by the enzyme seemed 
to be low; at 0-10° it was found to be 1,7, at 10-20°, 1,6 and at 20-30°, 1,0. 
Possibly physical factors such as diffusion limited the reaction rate under the 
conditions of the experiments. 

The enzyme lost half its activity in 30 mins. at 73° at the optimum PH. It 
was not inhibited by cyanide in low concentration; only in extremely high con· 
centration, 0,5 M, did cyanide cause 50% inhibition. No inhibition was found 
in the presence of 75% CO. FRANKE and LORENZ found no inhibition with H 2S, 
sodium azide or hydroxylamine. Bisulfite and hydrazine and narcotics caused 
appreciable inhibition at PH 4,4 but not at PH 7. 

FRANKE and LORENZ,! using a preparation from Aspergillus prepared in a 
similar manner to that of MULLER, have confirmed most of MULLER'S observa· 
tions. They found that maximal oxidation rate occurred with 0,5 M glucose, 
half maximal rate with about 0,026 M. The affinity of the substrate for the enzyme 
is thus unusually low for an oxidizing enzyme. The rate of oxidation was increased 
about 50% at 20° and about 100% at 30-37° when oxygen was used instead 
of air. (These increases may have been due to limited diffusion of oxygen into 
the solution under the conditions of the experiments. An appreciable temperature 
coefficient was found in oxygen but not in air.) 

When the action of catalase was inhibited by H 2S or NaN3 and the oxidation 
carried out at slightly acid reaction, the formation of hydrogen peroxide could 
be shown quantitatively. In the presence of these inhibitors (at PH 4,4) the 
oxygen uptake was more rapid and greater in amount due to the fact that H 20 2 

was being formed and not decomposed. When cyanide was used as catalase 
inhibitor instead of H 2S or NaN3, no increased oxygen uptake or H 20 2 formation 
was detected, but the reason for this difference is not clear. 

It was found that oxygen can be replaced as hydrogen acceptor by quinone 
or by a number of indophenol dyes but not by methylene blue or various other 
dyes. The oxydase + glucose is not able to reduce nitrate, nitro-compounds or 
dithiodiglycollic acid. There is no apparent thermodynamic reason why these 
compounds and dyes should not be reduced by glucose. 

Added by Editor: W. FRANKE and M. DEFFNER2 purified glucose oxidase still 
further (Qo. = 8000) and foun1 that most probably it is a yellow enzyme. 

Glucose is also oxidized under the influence of another enzyme, glucose de
hydrogenase, which will be discussed in a later chapter. 

1 FRANKE, LORENZ: Liebigs Ann. Chern. 532 (1937), 1. 
2 FRANKE, DEFFNER: Liebigs Ann. Chern. 041 (1939), 117. 
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Luciferase.1 

The phenomenon of bioluminescence is found among many types of animals 
plants, bacteria and fungi. Early observers noted that oxygen is necessary for 
the phenomenon and that it ceases when luminescent tissues or exudates are 
boiled. It has been demonstrated with a number of organisms that the lumines
cence is due to two substances, luciferase and luciferin. Luciferase was discovered 
by DUBOIS2 in 1885; its presence has been shown in a number of luminous animals 
and it presumably exists in many other organisms. It has the properties of an 
enzyme. Luciferin, also discovered by DUBOIS,a is'the material oxidized in the 
presence of luciferase; its oxidation product has been called oxyluciferin by 
HARVEY.' The luciferin of different luminous animals differs somewhat, and the 
luciferases of different animals are specific and only give light with luciferin 
from closely related forms and with no other substance, though a large number 
have been tried.5 

Most of the work on bioluminescence has been done on the extracellular 
luminescence of .the crustacean Oypridirw,. Luciferase and luciferin have been 
identified respectively with the colorless granules and the. yellow granules of 
the luminous gland cells in Oypridirw,. The following properties of luciferase and 
luciferin have been observed by HARVEY' and KANDA.? 

Oypridirw, luciferase is soluble in water, and in dilute salt, acid, or alkaline, 
solution, and insoluble in alcohols and fat solvents. It is non-dialyzable, destroyed 
by trypsin, and precipitated by phosphotungstic, tannic, and picric acids, by 
basic lead acetate, and by saturated ammonium sulfate. It behaves as an antigen 
when injected into rabbits.s It is therefore almost certainly a protein. It can be 
adsorbed on various adsorbents. 

Oypridirw, luciferin is soluble in water and in dilute salt, acid, or alkaline, 
solution and also in alcohols and acetone, but· it cannot be extracted from the 
animal with most fat solvents. After extraction from the animal with methyl 
alcohol, luciferin is soluble in· benzene, chloroform, ether and petrol ether. It 
is precipitated from aqueous solution by phosphotungstic acid and saturated 
(NH4)2S04' but it is not precipitated by picric acid. It is dialyzable and not 
destroyed by trypsin. It is readily adsorbed on various adsorbents. It oxidizes 
spontaneously in alkaline solution but it is stable for years in water solution in 
the absence of oxygen.9 It does not behave as an antigen in the rabbit.8 Its chemical 
nature is unknown but it does not seem to be a protein. The luciferase and luciferin 
of the mollusc Pholas dactylus10 and of the fireflyll differ in some respects from 
luciferase and luciferin of Oypridirw,. 

Both luciferase and luciferin are unharmed by drying. Rapidly dried organisms 
retain their power of luminescence for many years,9 the dry material giving light 
as soon as it is moistened. Luciferase is prepared by extracting the luminous 

1 Review: HARVEY: Ergebn. Enzymforsch. 4 (1935), 365. 
2 DUBOIS: C. R. Seances Soc. BioI. Filiales Associees 37 (1885), 559. 
3 DUBOIS: C. R. Seances Soo. BioI. Filiales Assooiees 37 (1885), 559; 4 Ser. 8 

(1887), 564. 
, HARVEY: J. gen. PhysioI. 1 (1918), 133. 
5 HARVEY: J. gen. Physioi. 1 (1918), 133; 4 (1922), 285; J. bioI. Chemistry 78 

(1928), 369. 
8 HARVEY: J. gen. PhysioI. 1 (1919), 269. 
7 KANDA: Amer. J. Physioi. 50 (1920), 544; 55 (1921), 1; 68 (1924), 435. 
8 HARVEY, DIETRICK: J. Immunology 18 (1930), 65. 
t HARVEY: Proo. Soo. expo BioI. Med. 26 (1928), 133. 
10 DUBOIS: Ann. Soc. Linn. (Lyon) 60 (1913), 81; 61 (1914), 161, 247. 
11 HARVEY: Amer. J. Physioi. 62 (1917), 342. 
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gland with water and allowing the solution to stand until the luciferin has been 
completely oxidized, the oxidation being accelerated by aeration, warmth, or 
by the addition of substancel!l such as saponin which appear to liberate adsorbed 
or occluded luciferin. The enzyme can be precipitated, together with other pro
teins and oxyluciferin, by (NH,).SO, and the precipitate redissolved and dia
lyzed,l or inert material may be precipitated with HgCl., leaving the luciferase 
in the solution.· 

Luciferin is prepared by extracting the luminous organ with hot water or 
by quickly heating a luminescent extract. The luciferase, but not the luciferin, 
is destroyed by the heat; but the heating must not be prolonged since autoxidation 
of the luciferin at high temperature is marked. ANDEBSON3 has concentrated the 
luciferin from dried powdered Oypridina very considerably by making use of 
the fact that an inactive benzoyl derivative of luciferin can be formed and reac
tivated by 0,5 M HOI. 

Luciferase and luciferin together produce light. Oytpridina luciferin can be 
oxidized by oxidizing agents without luciferase; in fact luciferin alone is spon
taneously oxidized at high tempera.tures more rapidly than with lucifera.se at 
low temperatures, but no light is emitted by the spontaneous oxidation.' It seems 
that while luciferin is the specific subetrate for the oxidizing enzyme luciferase, 
the production of light is connected with the enzyme rather than with the sub
strate. This is further proved by the fact that when luciferase and·luciferin, from 
different organisms, which show different colored luminescences, are mixed, the 
color of the resulting luminescence is the color observed with the organism 
supplying the luciferase.6 But the enzyme only emits light while it is catalyzing 
the oxidation of luciferin. If luciferin is oxidized by such agents as KaFe(ON)a 
in the presence of luciferase but in the absence of oxygen, there is no luminescence. 
Strong light causes the rapid oxidation of Oypridina luciferin but this oxidation 
does not result in luminescence.8 Luciferase does actually accelerate the velocity 
of the oxidation of luciferin by oxygen in a catalytic manner. The luciferase of 
one Oypridina will cause the oxidation of the luciferin from more than 100 Oypri
dinaB. 

The intensity of the luminescence depends upon the velocity of oxidation of 
luciferin by luciferase with oxygen. HARVEY? suggests that the energy of oxidation 
of luciferin to oxyluciferin excites luciferase molecules, which luminesce on return 
to the normal state. The spectra of luminous animals are assumed to represent 
the emission from the complex luciferase molecule and, as is to be expected, 
these spectra are very broad bands. Oypridina luciferase emits in a.region with a 
maximum at 480m,u.8 Studies on the quanta of light of this wave length produced 
per molecule of oxygen used, show that about 100 molecules of oxygen must 
react before one quantum of light appears and that therefore the emission of 
light is not an invariable accompaniment of the reaction of luciferin with luciferase 
and oxygen.9 . . 

AMBEBSONlo has shown that the intensit.y of luminescence (within certain 

1 HARVEY: J.gen.Physiol. 1 (1919), ~69. 
8 KANDA: Amer. J. Physiol. 00(1921), I. 
3 ANDERSON: J. gen. Physiol. 19 (1935), 301. 
'HARVEY: J. gen. Physiol. 1 (1918). 133; J. bioI. Chemistry 78 (1928), 369. 
5 HARVEY: Science (New York) 44 (1917). 241; Amer. J. Physiol. 70 (1924), 619. 
• HARVEY: J. gen. Physiol. 7 (1925), 679; 10 (1926), 103. 
7 HARVEY: J. bioI. Chemistry 78 (1928), 369. 
8 COBLENZ, HUGHES: U. S. Bur. Standards Sci. Pap. 21 (1926), 521. 
• HARVEY: J. gen. Physiol. 10 (1927). 875. 
10 AMBERSON: J. gen. Physiol. 4 (1922), 535. 
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limits) is determined by the velocity of luciferin oxidation and it falls off as the 
concentration of luciferin decreases. The initial intensity and the velocity constant 
for the decay, which follows the course of a first order reaction, is approxi
mately proportional to the luciferase concentration. The temperature coefficient 
is high, being about 2,7. The first second or two of the reaction is characterized 
by a brilliant flash the intensity of which is too high to accord with the course 
of the subsequent rea<?tion and is not fully understood. HARVEY and SNELLl 
have studied the kinetics of the reaction for these flashes and find that the velocity 
constant is affected by the amounts of both luciferin and oxyluciferin, both being 
adsorbed on the enzyme but light only being emitted when luciferin is activated 
for oxidation. 

ANDERSON! has found that the total light emitted under uniform conditions 
is approximately proportional to the amount of luciferin initally present and 
independent of the concentration of luciferase. The total light emitted decreases 
somewhat with increase in temperature, and decreases as the PH is decreased 
from PH 7,8 to 6,0. It is affected by the prese::J.ce of salts, 0,34 M NaCI for instance 
causes an increase. Under standard conditions total light emission may be used 
as a measure of luciferin and the velocity constant as a measure of luciferase. 

The activity of luciferase can be detected in extraordinarily dilute solution, 
one part in about 4 X 10' will give visible light.3 It is also active at extremely 
low concentrations of oxygen and the production of luminescence is a common 
test for the presence of traces of oxygen. HARVEY and MORRISON' estimated 
the minimum oxygen tension which would allow luminescence in luminous 
bacteria to be about 0,005 mm. Hg, corresponding to I g. of oxygen in 
3,7 X 109 ccm. of sea water. 

Oxyluciferin can be partially reduced back to luciferin by platinum or palla
dium and hydrogen, by sulfides and other reducing agents, and by yeast or 
bacteria.O No luminescence accompanies the reduction. ANDERSON8 finds that 
the products of oxidation of luciferin by luciferase and by oxidizing agents such 
as ferricyanide are different. The latter oxidation appears to be truly reversible 
while the luminous reaction gives products not readily reversible. The reversible 
oxidation has a redox potential about 0,01 V negative to quinhydrone, that is 
about + 0,32 V, at 'PH 6,8. Possibly the enzyme carries the oxidation further. 

TAYLOR7 found no inhibition of the luciferase-Iuciferin reaction in vitro with 
ethyl urethane; concentrations of 0,12-0,25 M increased the velocity constant. 
Cyanide, 10-4 M, inhibited the respiration of luminous bacteria 60%. without 
inhibiting the luminescence. SHO~ found no sign of inhibition of the lumines
cence of bacteria by carbon monoxide. 

It was mentioned that the materials used for most of the studies on bio
luminescence have been obtained from Oypridina. It has not been possible to 
obtain luminescenge from bacteria whose structure had been materially damaged." 
With certain coelenterates, luminescence occurs even after complete remova,), 

1 HARVEY, SNELL: Proc. Amer. Phil. Soc. 89 (1930), 303; J. gen. Physiol. 14 
(1931), 529. 

B ANDERSON: J. cellular comparat. Physiol. 3 (1933), 45. - See also STEVENS: 
J. gen. Physiol. 10 (1927), 859. 

a HARVEY: Science (New York) 61 (1923), 501. 
, HARVEY, MORRISON: J. gen. Physiol. 8 (1923), 13. 
I HARVEY: J'1.en. Physiol. 1 (1918), 133; 6 (1923), 275; 10 (1927), 385. 
I ANDERSON: . cellular comparat. Physiol. 8 (1936), 261. 
7 TAYLOR: J. cellular comparat. Physiol. 4 (1933), 329. 
8 SHOUP: Biologic. Bull. 66 (1933), 370. 
• KORR: Biologic. Bull. 88 (1935). 347. . 
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of oxygen; it is possible that oxygen is stored in a bound form in the photogenic 
granules of these organisms. l 

Chapter 3. Enzymes Causing Reactions with Hydrogen 
Peroxide. 

SCHONBEIN 2 in 1855 studied the break-down of hydrogen peroxide to oxygen 
and water by animal and plant tissues, and he discovered that tissue materials 
also behave like ferrous salts in causing hydrogen peroxide to turn guaiacum 
tincture blue. He considered that enzymic substances were responsible, but 
believed that the same enzyme catalyzed both the decomposition of hydrogen 
peroxide and its activation as an oxidant. It was nearly 50 years later that 
LOw3 showed that two different enzymes were concerned, namely peroxidase 
which activates hydrogen peroxide to oxidize various substances, and catalase 
which causes hydrogen peroxide to break down to water and oxygen. 

During the past forty years the enzymes peroxidase and catalase have been 
studied by innumerable workers. In this review only the main facts and more 
recent work concerning these two enzymes can be mentioned.4 

Peroxidase. 
Plant peroxidase. 

Intensive study of peroxidase began with the work of BACH and CHODAT on 
plant "oxygenase" and peroxidase. (See Chapter 1 and Phenol Oxidases in 
Chapter 2.) Most of the work on peroxidase has been done with the enzyme from 
plant sources since these often contain peroxidase in high activity and the enzyme 
from plants is readily separated from other oxidizing enzymes and catalase. 

Distri bu tion. 
Peroxidase seems to be present in all higher plants.s Occasional negative 

results can probably be ascribed to the presence, in the extracts tested, of reducing 
materials, e.g. ascorbic acid,6 or sulfhydryl compounds,? which obscure the test 
reaction. Seeds8 and fruit 9 contain the enzyme. Roots and tuberslO -particularly 
horseradish, turnips, radishes and potatoes-being rich in peroxidase, have been 
much used as sources of the enzyme. The enzyme is active in latex ,11 gum arabic 
and tragacanth.l2 Positive peroxidase reactions have been obtained with algae13 

1 HARVEY: Biologic. Bull. 51 (1926), 89. - HARVEY, KORR: J. cellular comparat. 
Physiol. 12 (1938), 319. 

2 SCHONBEIN: Verh. naturforsch. Ges. Basel 1 (1855), 339. 
3 Low: U. S. Dep. Agric. Washington (1901), No. 68. 
, For fuller details and references see EULER'S Chemie der Enzyme II 3, Munich 

1934. 
5 BOURQUELOT: C. R. Seances Soc. BioI. Filiales Associees 50 (1898), 381. -

BEGEMANN: Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 161 (1915), 45. - ONSLOW: 
Biochemic. J. 15 (1921), 107. 

• SZENT-GYORGYI: Biochemic. J. 22 (1928), 1387. 
7 ELLIOTT: Biochemic. J. 26 (1932), 10. 
B McHARGUE: J. Amer. chem. Soc. 42 (1920), 612. PALLADIN, MANSKAJA: 

Biochem. Z. 135 (1923), 143. 
, ONSLOW: Biochemic. J. 14 (1920), 541; 15 (1921), 113. 
10 SCHREINER, SULLIVAN: Bot. Gaz. 01 (1911), 273. 
11 SPENCE: Biochemic. J. 3 (1908), 165, 351. - CAYLA: C. R. Seances Soc. BioI. 

Filiales Associees 65 (1928), 128. 
18 STRUVE: Liebigs Ann_ Chem. 163 (1872), 160. - ROSENTHALER: Pharmaz. 

ZentralhaUe Deutschland 65 (1925), 709. 
13 REED: Bot. Gaz. 59 (1915), 407. 
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and lower fungil but not in higher fungi.2 Possibly reducing substances present 
obscured the tests in the latter case. Yeast contains a thermostable peroxidase8 
but it is not known whether a true peroxidase is present. Peroxidase rea.ctions 
are not given by some bacteria and in others a thermostable mechanism is 
responsible.' 

Purification. 

The enzyme has been purified by a number of methods. 

BACH and CHODAT' obtained the enzyme from horseradish press-juice by repeated 
fractional precipitation with alcohol; mostly inactive material was precipitated with 
lower concentrations of alcohol, and the enzyme was precipitated in high alcohol 
concentration. Alternatively, oils were first extracted from the minced tissue with 
96% alcohol, then the enzyme was extracted with 40% alcohol and precipitated with 
more alcohol. Later BACa8 increased the activity of enzyme solutions 50 times by 
ultrafiltration, but the highest activity obtained was P. Z. 36 (see below). EULER 
and BOLIN7 removed phosphate with baryta and other material with 33% alcohol, 
precipitated the enzyme with acetone, redissolved it in water, and after dialysis, 
fractionally precipitated the enzyme with alcohol. Much protein could be removed 
from the press-juice by 'heat coagulation, the enzyme being only partly inactivated. 
Variations of these methods were used by other workers. Precipitations of inactive 
material with colloidal ferric hydroxideS and basic lead acetateB have been used. 

, 
In the purification of peroxidase WILLSTATTER et al.10 developed the now 

well known methods of enzyme adsorption and elution. Sliced horse-radish (or 
turnip) was washed for several days with running tap water. This allowed low 
molecular material to dialyze away through the cell membranes; also a consider
able increase in the peroxidase content seemed to occur. After treatment with 
0,4% oxalic acid, which caused the peroxidase to be adsorbed on insoluble 
material, the tissue was minced. The acid was neutralized and the enzyme ex
tracted with barium hydroxide solution, the Ba was precipitated with CO2, and 
the enzyme fractionally precipitated with alcohol. This crude preparation was 
then subjected to a series of adsorptions on alumina and kaolin. It was adsorbed 
on alumina from 50% alcoholic solution and eluted with COs-saturated water; 
it was adsorbed on kaolin from dilute acetic acid solution and eluted with 1 % 
ammonia. By alternate ul;le of the two adsorbents, difficultly separable glucosides 
were removed. Finally the enzyme was precipitated with alcohol. In some cases 
the enzyme was precipitated with tannin, dissolved again in dilute acetic acid
alcohol solution, and subjected to further adsorptions. 

While the activity of fresh horse-radish was about P. Z. 0,2 (see below) and 
the crude preparation had P. Z. 130-260, WILLSTATTER et al. obtained, by the 
adsorption methods, dry preparations with activities up to P. Z. 3000, and 

1 PRINGSHEIM: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 92 (1909), 386. 
B CHODAT: Handb. bioI. arb. Meth. (4) 1 (1925), 330, 357. - BEGEMANN: Pfltigers 

Arch.ges. Physiol.Menschen Tiere 161 (1915), 45. 
3 KElLIN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 104 (1929), 206. 
, STAPP: Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde InfektionskrSnkh., Abt. 1 92 (1924), 161. 

- CALLow: Biochemic. J. 20 (1926), 247. - BERTHO, GLUCK: Liebigs Ann. Chem. 
494 (1932), 159. , 

, ;BACH, CHODAT: Ber. dtsch. chem. Ges. 86 (1903). 600. 
t BACH: Ber. dtsch. chem. Ges. 47 (1914). 2122, 2125. 
7 EULER. BOLIN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 61 (1909), 72. 
8 DELEANO: Biochem. Z. 19 (1909). 266. 
B BACH. TSCHERNIACK: Ber. dtsch. chem. Ges. 4'l (1908), 2345. 
10 WILLSTATTER, STOLL: Liebigs Ann. Chem. 416 (1918), 21. - WILLSTATTER: 

Ibid. 422 (1921). 47. - WILLS TATTER, POLLINGER: Ibid. 480 (1923). 269. - WILL
STATTER. POLLINGER. WEBER: Untersuchungen tiber Enzyme. Berlin. 1928. 
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solutions with activities up to P. Z. 4900 (calculated on dry weight). Very large 
losses, more than 90%, occurred in obtaining the highly active preparations. 

ELLIOTT l found a more convenient method than that of WILLSTATTEB. for 
obtaining crude preparations with activities up to P. Z. 212 or 300.2 The enzyme 
was precipitated from the juice and aqueous extracts of minced horse-radish by 
full saturation with ammonium sulfate; the enzyme was redissolved, and after 
dialysis, fractionally ptecipitated with alcohol. 

SUMNER and HOWELLs obtained peroxidase preparations of P. Z. 4OO-1100 
from fig sap. Rubber was centrifuged off, and dilute NaOH, acetic acid, and 
iodine in KJ, were added successively, the precipitate with each being removed. 
Excess free iodine was titrated with thiosulfate, the enzyme fractionally precipit. 
ated with (NH4)2S04' and the salt removed by dialysis. 

Estimation. 
The most commonly used method for determining peroxidase activity is that 

of BACH and CHODAT' as modified by WILLSTATTER and STOLL.5 According to 
this method the P. Z. ("Purpurogallinzahl") is the number of mg. of purpurogallin 
formed in 5 mins. at 20 0 by 1 mg. dry wt. of the enzyme preparation in 2 liters 
of water containing 5 g. of pyrogallol and 50 mg. HZOg. An amount of enzyme is 
chosen which will give 15-20 mg. purpurogallin. At the end of 5 mins. the reaction 
is stopped with acid, the purpurogallin extracted with ether and its amount 
determined colorimetrically by comparison with a standard solution of purpuro· 
gallin in ether. The P. Z. defines the activity per unit weight of a preparation, 
and the term P. E. ("Purpurogallineinheit") is used to express the amount of 
enzyme; 1 P. E. equals 1 mg. of P. Z. 1000 or 1 g. of P. Z. 1. 

Numerous modifications of the above method and many different methods 
have been used. The color formed in the oxidation of guaiacol has been determined 
colorimetically.6 WILLSTATTER and WEBER 7 used the oxidation of leuco·malachite 
green. Estimations have been based on the oxidation of iodide, hydro quinone, 
benzidine, or "nadi" reagent (iX-naphtol + p-phenylene diamine). These and other 
reactions are commonly used as qualitative tests for peroxidase. In all tests and 
estimations, very dilute H 20 2 has to be used, since stronger H 20 2 inhibits. 

Reactions catalyzed. 
In early literature it has frequently been stated that peroxidase can activate 

undetermined organic peroxides. Actually, however, plant peroxidase shows 
Il-Imost comp1ete specificity for hydrogen peroxide as oxidizing substrate. WIELAND 
and SUTTERs found that ethylbydroperoxide was about 1/5, peracetic acid 1/10 as 
active as H 20 2 in oxidizing pyrogallol with horseradish peroxidase_ Diethyl. 
peroxide was inactive. Dihydroxymethylperoxide and disuccinylperoxide caused 
no oxidation and considerably inhibited oxidation by H 20 2.9 

Plant peroxidase with H 20 2 oxidizes most of the substances which are oxidized 
by the polyphenol oxidases and indophenol oxidase (cytochrome + cytochrome 

1 ELLIOTT: Biochemic. J. 26 (1932), 1281. 
2 KElLIN, MANN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 122 (1937), 119. 
3 SUMNER, HOWELL: Enzymologia (Den Haag) 1 (1936), 133. 
4 BACH, CaODAT: Ber. dtsch. chern. Ges. 36 (1903), 600; 47 (1914), 2125. 
, WILLS TATTER, STOLL: Liebigs Ann. Chern. 416 (1918), 21. 
6 BACH, ZUBKOWA: Biochem. Z. 125 (1921), 283. - BANSI, UCKO: Hoppe-Seyler's 

Z. physiol. Chern. 157 (1926), 192. 
7 WILLS TATTER, WEBER: Liebigs Ann. Chern. 449 (1926), 156, 175. 
8 WIELAND, SUTTER: Ber. dtsch. chern. Ges. 63 (1930), 66. 
e Benzoyl peroxide can oxidize most peroxidase reagents (except guaiacol) without 

enzyme. DIXON: Biochemic. J. 28 (1934), 2061. 
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oxidase.)! ELLIOTT2 studied the reducing substrate specificity. His results and 
those of earlier workers showed that all types of phenolic substances tested, 
various diaminas, and iodide were oxidized.3 Nitrite and a number of substances of 
physiological interest-formate, acetate, oleate, glucose, fructose, glycerol, ethyl 
alcohol, acetaldehyde, glycine, glutamic acid, phenylalanine, tryptophane, histi
dine, brucine, pyrrole-were not oxidized. Formaldehyde, dihydroxyacetone and 
phenylglyoxal were oxidized by dilute HaOs without enzyme. 

The main product of the oxidation of pyrogallol is purpurogallin. WILL
STATTEB and HEISs' indicated that 3-hydroxy-o-quinone was first formed, this 
condensed with a second molecule of pyrogallol, and oxidations, rearrangement 
and decarboxylation followed, giving purpurogallin. 

OH Various HO OH 2 <::>OH -~ intermediate -~ ID-C)OH 
OH compounds OR 

Pyrogallol. PurpurogaiUn. 

Purpurogallin is not the only oxidation product; further oxidation of pur
purogallin by peroxidase and HaO. takes place.6 Oxidation of hydro quinone gives 
quinhydrone; catechol and homocatechol give o-benzoquinone and 3,4-toluquinone 
respectively;8 the "nadi" reagent gives indophenol blue; leuco-malachite green 
and leuco-phenolphthalein give the dyes. Oxidation of iodide gives free iodine. 
Benzidine gives diphenoquinone-diimine which combines with benzidine to give 
the blue complex. o-Phenylenediamine gives a diamino-phenazine. Guaiacol 
gives a red complex compound, tetraguaiacol. 7 Many phenols give colored products, 
some give white precipitates;8 the oxidation products have not generally been 
identified. 9 Tyrosine does not give melanin. 

Kinetics. 
The proportionality between enzyme concentration and rate of reaction has 

been repeatedly shown, with various substrates. In general the rate is constant 
during a short experiment but with pyrogallol the rate falls off, according to 
UOKO and BANSI,IO as a result of inhibition of the enzyme activity by purpurogallin. 

The optimum PH for peroxidase activity varies with the reducing substrate. 
With cresol and guaiacol, UCKO and BANSIIO found the optimum about PH 5 but 
with pyrogallol10, 11, 5 the optimum was about PH 8. BALLS and HAL~ found the 
optimum to vary from PH 4 to 7 with various other substrates. 

WILLSTATTEB and WEBEBllI found that while peroxidase activity may be 
destroyed by highH:Pa concentrations it is inhibited reversibly by increasing 
the HaOs concentration above a low limit. MANN13 showed that the rate of 

1 See GBAUBABD: Enzymologia (Den Haag) 0 (1939), 332. 
B ELLIOTT: Biochemic. J. 26 (1932), 1281. 
3 The specificity towards phenols and aromatic amines was studied by BALLS and 

HALE: J. bioI. Chemistry 107 (1934), 767. 
, WILLSTATTEB, HEIss: Liebigs Ann. Chern. 483 (1923), 17. 
6 BALLS, HALE: J. bioI. Chemistry 107 (1934), 767. 
8 PUGH, RAPER: Biochemic. J. 21 (1927), 1370. 
7 BERTRAND: C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 184 (1903), 124. 
8 ELLIOTT: Biochemic. J. 26 (1932), 10, 1281. 
• See RAPER: Physiologic. Rev. 8 (1928), 245. - BALLS, HALE: J. bioI. Chemistry 

107 (1934), 767. 
10 UCKO, BANSI: Hoppe-Seyler's Z. physioI.Chem.169 (1926),235; 164 (1927), 52. 
11 GETCHELL, WALTON: J. bioI. Chemistry 91 (1931), 419. 
11 WILLSTl.TTER, WEBER: Liebigs Ann. Chem. 449 (1926),. 156, 175. 
13 MANN: Biochemic. J. 26 (1931), 918. 
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oxidation of guaiacol increased with increasing H 20! concentration up to a 
definite optimum and fell off again with further increase in concentration. The 
optimum HsOs concentration increased somewhat with increasing guaiacol con
centration; with 0,0625% and 1% guaiacol the optimum HsOs concentrations 
were about lO-S,5 and 10-2 M respectively, at PH 4,7. For the reducing substrate, 
an optimum concentration was also found which varied slightly with the HsOs 
concentration. At·PH 4,7, with lO-2 M HsOs, ma~mum rate occurred with about 
0,06 M guaiacol, half maximum with 0,008 M.I With 0,06 M guaiacol, maximum 
rate was given by lO-2 M H S02 and half maximum by about lO-3 M H S0 2• 

Similar H 20 2 concentration effects were obtained with leuco-malachite green at 
PH 4, the optimum H S02 concentration being about lO-4 M and increasing 
somewhat with increasing leu co-dye concentration. Half maximum rate was 
reached with about 5 X 10-6 M HsOs. MANN considered that reaction occurs 
when HsOs is combined at one specific center of the enzyme and the reducing 
substrate is combined at two other centers. In the presence of excess H 20 S' the 
HsOs may compete also for a center for the reducing substrate thus preventing 
proper access of this substrate to the enzyme. With excess reducing substrate, 
two instead of one molecules may combine with the enzyme giving an inactive 
complex. 

WILLSTATTER and WEBERs and MANN found the temperature coefficient for 
peroxidase activity to be about 2. 

Activation and Inhibition. 
Peroxidase seems to be more thermostable than most oxidizing enzymes, but 

heating to 80-100° inactivates it. Many authors have observed that after in
activation by brief heating, the activity of the enzyme is slowly and partially 
regenerated.3 When dry preparations are dissolved and allowed to stand, con
siderable increases in activity, up to 50%, are often observed. Increases in activity 
have been observed after adsorption and under various conditions.' The cause 
of these increases is not clear; possibly under certain conditions colloidal particles 
become better dispersed and more enzyme molecules are freed for action. Highly 
purified preparations are usually very labile and Wn.LSTATTER believed that 
inhibitory substances are formed which are removed by adsorption or by further 
decomposition. 

Peroxidase is almost completely inhibited by very low cyanide or HsS con
centrations, about lO-5 M, and the inhibition is apparently irreversible. s Carbon 
monoxide does not inhibit.6 Hydroxylamine and hydrazine, 2 X 10-3 M inhibit 
68%.7 Zinc ionsS and uranium and thorium and HgClz,9 10-4 M, inhibit strongly 
while other kations have less effect.Io Various anions increase the activity, the 

1 Calculated from graphs. 
2 WILLSTATTER, WEBER: Liebigs Ann. Chern. 449 (1926), 156. 
3 See e.g. GALLAGHER: Biochemic. J.1S (1924),39. - BIEI?ERMANN, JERNAKOFF: 

Biochem. Z. 150 (1924), 477. - BACH, WILENSKY: Biochem. Z. 226 (1930), 482. 
4 WILLSTATTER, POLLINGER: Liebigs Ann. Chern. 430 (1923), 269. 
5 WIELAND, SUTTER: Ber. dtsch. chern. Ges. 61 (1928), 1060; 63 (1930), 66. -

GETCHELL, WALTON: J. bioI. Chemistry 91 (1931).419. - The apparent irreversibility 
may have been due to enzyme destruction by the aeration necessary to remove HCN 
or H 2S. 

8 ELLIOTT. SUTTER: Hoppe-Seyler's Z. physioi. Chern. 205 (1932), 47. 
7 WIELAND. SUTTER: Ber. dtsch. chern. Ges. 61 (1928), 1060. 
8 SMIRNOW: Biochem. Z. 105 (1925). 1. 
9 SMIRNOW (1. c.) found HgCla effective only in higher concentrations. 
lOGETCHEL. WALTON: J. bioI. Chemistry 91 (1931). 419. 

Hdb. d. Katalyse, III. 25 
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strongest effect, a 50% acceleration, being given by phosphate, 10-2 M.l Fluoride,2, 3 

azide,3 pyrrole, and pyridine inhibit considerably.4 Treatment with several phenols 
and aromatic amines, in the presence of H 20 2, inactivates the enzyme.s Passing 
a gas (air, CO, H 2) through a peroxidase solution causes rapid inactivation.6 

Chemical nature. 
Highly active peroxidase preparations have a bright reddish·brown color. 

WILLSTATTER et al. found that the iron content of their preparations increased 
at first with increasing activity but in highly active preparations, especially after 
tannin precipitation, the iron content was sharply decreased; their most active 
solid preparation (P. Z. 3070) contained only 0,064% Fe.? They concluded that 
iron was present only as impurity. Analyses? of their concentrated materials 
gave:-ash 4,4-8,8%, C 46-49,4%, H 7,4-8,6%, N 9,4-13,6%. 

KUHN et al.8 believed that peroxidase is a haematin compound since they 
found proportionality between total haematin content and peroxidase activity. 
Three preparations believed to be of P. Z. 1080, 1710, and 3400, contained 
respectively 0,038,0,060 and 0,105% haematin. The method of enzyme estimation, 
as published, was found later6 to represent the activity as 10 times too high and 
ELLIOTT and KEILIN9 found that a preparation of P. Z. 818 contained 1,05% 
total haematin, that is, much more than KUHN et al's. preparations.lO ELLIOTT 

and KElLIN found that up to about P. Z. 400 the haematin content increased 
proportionately to the activity but in more active preparations, P. Z. 660-800 
the haematin content per unit activity was considerably lower. The haematin of 
strong peroxidase was easily converted to protohaemin crystals which, with 
pyridine and Na 2S20 4, gave protohaemochromogen. The haematin in peroxidase 
was therefore probably identical with the haematin of haemoglobin. The question 
of the haematin nature of peroxidase was unsettled until KElLIN and MANN,3 

with stronger preparations, P. Z. 1000-1500 studied the combinations of per· 
oxidase haematin and indicated clearly that peroxidase itself is a haematin com
pound of the methaemoglobin type, but that crude peroxidase and probably 
purified enzyme contain other haematin bodies. 

KElLIN and MANN found that horse-radish peroxidase preparations, in slightly 
acid solution, showed an absorption spectrum with bands at 645, 583, 548 and 
498 mft, the band at 583 being very faint. That this spectrum belonged to a 
thermolabile protein-haematin compound was indicated by its irreversible dis
appearance on boiling or treatment with excess acid or alkali. In alkaline solution, 
PH 10, there were two bands, at 583 and 549 mft. These spectra belonged to 
compounds of trivalent iron. \Vith Na 2S20 4 the haematin was reversibly reduced 
and gave balHls at 594,5 and 558 m/-t. There was no strict proportionality between 
enzyme activity and the concentration of total haematin found after reduction 

1 S~nRNow: Bioclwm. Z. 155 (1925), I. 
~ GETclmLL, WALTOJ);: J. bioI. ChemiRtry fl1 (1931), 419. 

KElLIN, MANN: Proc. Hoy. Soc. (London), Ser. B 122 (1937), II!). 
ELLIOTT: Biochemic. J. 26 (1932), 1281. 
BALLS, HALE: J. bioI. Chemistry 107 (1934), 767. 

6 ELLIOTT, i'iUTTER: Hoppe-Spylpr';; Z. physiol. elWIn. 2(1.") (1932), 47. 
7 'YILL~TXTTER, POLUNGER: Liebig;.; Ann. Chem. 430 (l!l2:{1. 2[)9 
8 KUIIX, HAND, FLORKll'i: Hoppe-Reyl"l"s Z. physiol. Ch(·m. :WI (1931), 255. 
9 ELLIOTT, KElLIN: Proe. Roy. Soc. (London), 8er. 13 114 (19:l·I), 210. 
10 8V~INER and HOWELL, Ellz,vrnologiiL (Dcn Haag) 1 (Ul3Il), I:13, found about 

1 <Yo total hapmatill in fig snp ppI'oxid:ls(' of P. Z. JOO, and obs(,l'vpd a band 630 or 
640 mil which would eorref'pond to til(' himd at. fi42,5 (ELLIOTT, KElLIN) or 645 
(KElLIN, ~IANN) of llOrSl'-mciisll I)I'l'oxidn~,'. 
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and treatment with pyridine. But strict proportionality was found between 
activity (P. Z. 10 to 1500) and the haematin giving the above spectrum without 
treatment, as estimated by the intensity of the band at 645 mp. or the band of 
its fluoride derivative. The preparation of P. Z. 1000 contained 1,2% total 
haematin but it was not certain whether this was all peroxidase haematin. The 
haematin formed reversible compounds having characteristic spectra with the 
known peroxidase inhibitors, NaF, HCN, HaS and NO. It also seemed to combine 
with azide and hydroxylamine. CO gave a compound with reduced peroxidase. 
With HIOI, two distinct compounds were formed. With small amounts of H.O., 
1 molecule of HIOs seemed to combine per atom of peroxidase haematin iron, 
giving a compound with bands at 561 and 530,5 mp.. In the presence of excess 
HIOI a compound with strong bands at 583 and 545,5 mp. was formed. These 
compounds did not combine with CO, and on addition of NasS20 4 both gave 
reduced peroxidase haematin. Therefore the iron of peroxidase presumably 
remains in the ferric state when reacting with H.O •. Addition of ferricyanide 
had no effect. The two H 20 s compounds decomposed rapidly liberating per
oxidase (due to the presence of oxygen-acceptors in the strong solutions used 
and some catalase activity), and the decomposition was much accelerated by 
addition of acceptors like hydroquinone or pyrogallol. 

Pseudo peroxidases. 
Besides the thermolabile peroxidase, other haematin compounds such as 

haemoglobin, haematin, and cytochrome, have long been known to show peroxidase 
activity. For instance a test for blood pigment consists in the deep blue 
color produced from benzidine by traces of haemoglobin with strong H 20. in 
strong acetic acid. KEILINl has shown that haematin compounds showing per
oxidase activity are widely distributed in various organisms. These pseudo
peroxidases are, in general, thermostable and show their activity best in acid 
medium with strong RIOI-conditions which destroy true peroxidase. Under 
conditions in which true peroxidase is active they are incomparably less active 
than concentrated peroxidase preparations. WILLSTATTER and POLLINGERs found 
P. Z. 0,09-0,15 for haemoglobin. BANCROFT and ELLlOTT3 determined the activity 
of a number of haematin compounds under the normal conditions for peroxidase 
determination; the highest activity, P. Z. 0,39 was found with pyridine haemo
chromogen. The kinetics of the peroxidase activity of various haematin derivatives 
in oxidizing iodide, were studied by KUHN and BRANN.' 

Functions. 
The function of peroxidase was first suggested by experiments of THURLOW. 5 

She found that, when hypoxanthine was being oxidized by oxygen with xanthine
oxidase, the HIOI formed could oxidize nitrite or guaiacum tincture if milk 
peroxidase (see below) was present. Peroxidase thus caused a secondary or 
"coupled" oxidation. Later a similar coupled oxidation of an unidentified ether
soluble substance from milk was shown to occur. 8 Similar coupled oxidations have 
since been obtained with a number of aerobic oxidase systems as primary oxida-

1 KElLIN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 98 (1925), 312; 104 (1929), 206. 
a WILLS TATTER, POLLINGER: Hoppe-Seyler's Z. physio1. Chem. 130_ (1923), 281. 
3 BANCROFT, ELLIOTT: Biochemic. J. 28 (1934), 1911. 
« KUHN, BRANN: Ber. dtsch. chern. Ges. 69 (1926), 2370; Hoppe-Reyler's Z. 

physiol. Chem. 168 (1927), 27. 
G THURLOW: Biochemic. J. 19 (1925), 175. 
• HARRISON, THURLOW: Biochemic. J. 20 (1926), 217. 

25* 
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tions producing HIIOs. However, peroxidase does not cause the oxidation of 
ordinary foodstuff metabolites. SZENT-GVORGYI1 observed that certain reducing 
systems in plant juices prevent the oxidation of peroxidase reagents by HsOs 
until these systems have themselves. been oxidized. The main substance oxidized 
was ascorbic acid (hexuronic acid). Ascorbic acid was not oxidized directly by 
peroxidase but its oxidation was mediated by phenolic substances such as adren
aline.s Certain benzo-pyrane plant pigments especially the flavonoles, quercetine 
or eriodictyol or their glucosides were shown3 to be specially active. These sub
stances were oxidized by I1s02 and peroxidase to quinone derivatives and these 
in tum oxidized ascorbic acid. The H s02 formed by the direct oxidation of a 
molecule of ascorbic acid by ascorbic oxidase, was, by means of peroxidase and 
the pigment, caused to oxidize a further molecule of ascorbic acid. Dehydro
ascorbic acid is presumably reduced in the plant by other H acceptors so that 
ascorbic oxidase, peroxidase, the pigments, and ascorbic acid, can act as a primary 
oxygen transporting system for plant oxidations. A similar mechanism in which 
dihydroxymaleic acid and its oxidase were the primary source of H 20 s has been 
described:' In this system the flavonoles were not very active and the physiological 
mediator was not found. 

Peroxidase in animals. 
Peroxidase was formerly believed to be present in all animal tissues but· the 

reaction in most cases was probably due to the thermostable pseudo-peroxidases, 
haematin compounds of various kinds. The tests were generally made under 
conditions unsuitable for the detection of true peroxidase. Since catalase rapidly 
decomposed small amounts of HaOs, too strong HsOs was usually used or the 
tests were made in acid medium. 

BANCROFT and ELLIOTT5 determined the distribution of peroxidase in variouR 
animal tissues. Since the enzyme could not be separated from catalase without 
loss, the H 20 s concentration was maintained at the standard level in the estima
tions by continuous addition of a dilute H 20 2-pyrogallol solution. In brain, 
muscle, skin, cancer tissue, adrenal and mammary glands, serum and chick 
embryo, the activity was negligible. 

Kidney, liver and red bone marrow showed a little activity and the highest 
activity was found in spleen and lung (respectively P. Z. 0,07-0,11 and 0,0·4, on 
dry wt.). But by perfusing the organs the activity was all removed from liver 
and kidney. It seeme 1 probable that the activity of unperfused liver and kidney 
was due to haemoglobin and that most animal tissues, with the possible exception 
of spleen and lung, contain no true peroxidase at all. 

CZVHLARZ and FURTH8 found true peroxidase in leucocytes, lymphatic tissues, 
and semen. They observed the oxidation of iodide in dilute acetic acid, a condition 
under which peroxidase but not haemoglobin was active. The peroxidase activity 
of milk, first observed by ARNOLD,7 is due to a true peroxidase and this is the 
only animal peroxidase that has been closely studied. It is possibly derived from 
leucocytes. 

1 SZENT-GYORGYI: Biochemic. J. 22 (1928), 1387. 
2 See also TAUBER: Enzymologia (Den Haag) 1 (1936), 209. 
B ST. HUZAK: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 247 (1937), 239. - SZENT· 

GYORGYI: Studies in Biological Oxidation. Leipzig, 1937. 
, ROBEZNIEKS: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 21)1) (1938), 255. 
5 BANCROFT, ELLIOTT: Biochemic. J. 28 (1934), 1911. 
6 CZYHLARZ, FURTH: Hofm. Beitr. 10 (1907), 358. 
7 ARNOLD: Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. phllormaz. Ges. 219 (1881), 41, 
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Milk peroxidase was prepared by THURLOW l by removing casein and fat from 
milk by half saturation with (NH,).SO" and then precipitating the enzyme by 
full saturation. ELLIOTT2 modified the method of fractionation to obtain a prepara
tion almost free of catalase and containing less protein, and he studied the 
specificity and properties of the enzyme. The activity of his most active prepara
tion was less than P. Z. 5 and the enzyme has not been further purified. The 
activity of the milk used was P. Z. 0,02 (on whole wet wt.). Milk peroxidase 
showed similar reducing substrate specificity to that of the plant enzyme. It was 
unable to oxidize a large number of physiological substances, but unlike the 
plant enzyme it oxidized nitrite3,l and tryptophane. While all other phenols 
tested were oxidized with either enzyme; resorcinol was not oxidized with the 
milk enzyme but inhibited its action. 

The milk enzyme was most active between 'PH 4,2 and 8; some activity 
remained at PH 10 but at 'PH 3,5 it was inactive. (WILLSTATTER and WEBER'S 
leuco-malachite green method of determining plant peroxidase was carried out 
at 'PH 3,5.) Pyrrole, 0,01-0,02 M, strongly inhibited the enzyme; pyridine was 
also inhibitory. Solutions of milk peroxidase were brown, and a haemochromogen 
absorption spectrum appeared on treatment with Na.S20, and pyridine, but the 
preparations were too crude to consider this as evidence for the haematin nature 
of the enzyme. DIXON' found that, unlike the plant enzyme, milk peroxidase 
could use persulfate as oxidizing substrate. The enzyme is inactivated rapidly 
at 70-80°.5 

The peroxidase of leucocytes was obtained from pus or leucaemic blood by 
MEYER.6 He precipitated the material with alcohol, extracted lipoids with alcohol 
and ether, redissolved the residue and precipitated with (NH4).SO" redissolved 
again and precipitated with alcohol. NICOLAJEW 7 extracted the leucocytes of 
horse blood with 10% NaCl, obtaining clear active solutions. NICOLAJEW'S 
preparation was completely inactivated by heat and strongly inhibited by 
cyanide. Some activity remained after boiling MEYER'S preparation. 

Catalase.8 

The enzyme catalase, which causes the breakdown of hydrogen peroxide to 
water and oxygen, is one of the most widely distributed enzymes. It is present 
in invertebrate animals and in all the organs of vertebrates, liver, kidney, and 
mammalian erythrocytes being particularly rich in catalase. The catalase of 
erythrocytes is associated with the stroma. Leucocytes are rich in catalase but 
cell free serum is inactive. The blood of birds is poor in catalase while snake blood 
is rich. The catalase of milk may perhaps be ascribed to the presence of leuco
cytes. Most aerobic bacteria contain catalase, most anaerobes and some facultative 
anaerobes do not; but there are aerobes which lack catalase and anaerobes 
which contain it. Fresh yeast shows little catalase activity, but dried yeast is 
strongly active, though highly active extracts have not been obtained. Some 

1 THURLOW: Biochemic. J. 19 (1925), 175. 
2 ELLIOTT: Biochemic. J. 26 (1932), 10, 1281. 
8 HAAS, LEE: Biochemic. J. 18 (1924), 614. 
4. DIXON: Biochemic. J. 28 (1934), 2061. 
Ii Z~WA: Biochemic. J. 8 (1914), 656. - BOUMA, VAN DAM: Biochem. Z. 92 

(1918), 385. 
I MEYER: Miinchener med. Wschr. 60 (1903), 1489. 
7 NIOOLAJEW: Biochem. Z. 194 (1928), 244. 
8 Review: ZEliE: Ergebn. Enzymforsch. 8 (1934), 265. For full discussion, with 

references, of the distribution of catalase and a detailed review of work on the enzyme 
up to early 1934 see EULER'S Chemie der Enzyme II, 8 (1934), 2. 
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moulds but not all, contain the ~nzyme; higher fungi are strongly active. Catalase 
is widely distributed in all parts of all higher plants. Many attempts have been 
made to relate the catalase content of different organisms and tissues to the 
intensity of respiration or activity, to development, to climate, and to disturbances 
of physiological function, but no fundamental conclusions have been reached. 

Purifications. 
Catalase is soluble and extracts from various sources have been purified by 

a number of methods. The enzyme has been precipitated with alcohol from 
extracts of bacteria,! yeast,2 and wheat bran.3 

ZEILE' purified the enzyme from pumpkin seedlings which are especially 
rich in catalase. Pooled pumpkin cotyledons were ground with sand and alkaline 
phosphate solution. On centrifuging, three layers were formed-a layer of solid 
material, a layer of milky fluid, and a layer of creamy fluid. The middle milky 
layer, which contained most of the enzyme, was treated with 15% by volume of 
alcohol, shaken with chloroform and centrifuged. The cloudy supernatant fluid 
was clarified with animal charcoal and tricalcium phosphate. This solution, 
with k = 250 (see below), was the most active plant catalase preparation ob
tained, but its activity fell off considerably during one day's standing. Similar 
instability was found with aqueous extracts of the mushroom BOletU8 seaber 
which could- not be precipitated with alcohol or otherwise purified without much 
loss of activity.1) 

Catalase from animal sources is much more stable than the plant enzyme. 
Extracts have been obtained from ox and pig fat.s The enzyme has often been 
prepared from blood. TsucHIH.A.sm,7 for instance, precipitated haemoglobin 
and protein by shaking with chloroform, and purified the enzyme further by 
adsorption on tricalcium phosphate and elution with alkaline phosphate. The 
most active and stable preparations have been obtained from liver, horse liver 
being particularly suitable. HEN'NICHs8 precipitated inactive material from liver 
extract by adding half a volume of alcohol, and then precipitated the enzyme 
with more alcohol. The redissolved material was then purified by adsorptions 
on kaolin and alumina and elutions with alkaline phosphate. II EULER and 
JOSEPHSON10 precipitated inactive material from liver extract with half a volume 
of alcohol and adsorbed the enzyme from the solution directly. By adsorptions 
on alumina and kaolin, elutions with dilute NH3,11 and dialysis, they obtained 

1 JACOBY: Biochem. Z. 89 (1918), 350; 92 (1918), 129; 9& (1919), 123. - HAGI
HARA: Biochem. Z. 140 (1923), 171. 

2 ISSAJEW: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 42 (1905), 102; 44 (1905). 546. -
WAENTIG, STECHE: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 76 (1912), 177. 

3 MERL, DAIMER: Z. Unters. Lebensmittel 42 (1921), 273. 
4 ZElLE: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 19& (1931), 39. 
fi EULER: Hofm. Beitr. 7 (1906), 1. - ZElLE: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 

195 (1931), 39. 
S EULER: Hofm. Beitr. 7 (1906), 1. - BACH: Ber. dtsch. chem. Ges. 38 (1905), 

1878. 
7 TSUCHIHASHl: Biochem. Z. 140 (1923), 63. - See also KElLIN, HARTREE: Proc. 

Roy. Soc. (London), Ser. B 119 (1936), 141. 
8 HENNICHS: Biochem. Z. 14& (1924), 286; 171 (1926), 314. 
9 Between adsorptions it was necessary to dialyze away the elution medium. 

HENNICHS found considerable losses of enzyme by adsorption on the collodion mem
brane. EULER and JOSEPHSON avoided this by dialysis at low temperature; ZElLE 
[Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 19& (1931), 39] found that parchment did ·not 
adsorb the enzyme. 

10 EULER, JOSEPHSON: Liebigs Ann. Chem. 4&2 (1927), 158. 
n Elutions with NHa did not always succeed. 
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enzyme solutions of Kat. f. 43000 (see below). The activity of the original aqueous 
extract was about Kat. f. 600. Whole liver had an activity of about 60 on the 
dry weight.1 

ZEILE2 obtained preparations of about Kat. f. 30000, free of haemoglobin, 
by the following relatively simple procedure. Aqueous extraot of fresh minced 
liver was treated with half its volume of alcohol, the centrifugate was treated 
with the same amount of alcohol and shaken with chloroform. After centrifuging 
off the protein and haemoglobin precipitate, the enzyme was adsorbed on tri
oalcium phosphate and eluted with dilute alkaline phosphate, and the solution 
dialyzed in a parchment bag. 

KElLIN and IlARTREE3 further purified solutions obtained by ZElLE'S method 
by removing substances of molecular weight less than that of catalase by ultra
filtration. They obtained preparatiOl'R with activities up to Kat. f. 87000.' One 
mg. dry weight of this preparation evolved 011 from HIIOl! at the rate of 
16,4 X 108 c.mm./hour under the test conditions. 

STERN and WYOKOFF5 have obtained highly active solutions by fractional 
sedimentation with the ultracentrifuge. AGNER8 separated inert proteins with 
alcohol-chloroform and a.fter fractional precipitations with ammonium sulfate 
and alcohol, and dialysis, he adsorbed the enzyme on tricalcium phosphate at 
PH 5,5 in a chromatographic adsorption column and eluted it at PH 8. His pre
parations had activities of Kat. f. 55-60000. ffitrac;:entrifuge experiments in
dicated the presence of 15-20% impurity protein. 

SUMNER and DOUNOE 7 obtained crystalline catalase from beef liver. The 
minced tissue was extracted with dilute dioxane, and the enzyme was preci
pitated with more dioxane. After redissolving, glycogen was digested away with 
saliva and the enzyme was caused to crystallize by adding ammonium sulfate 
to the cold solution, or by dialyzing the solution. The enzyme was recrystallized 
by dissolving in phosphate buffer-NaCl solution at PH 7,4, brought to PH 5,3, 
and (NH4)IIS04 again added or the solution dialyzed. Repeated recrystallization 
had little effect on the activit.y. The product had a Kat. f. of 25-26000, or, 
occasionally 35000; the variations were ascribed to some failure completely to 
standardize the estimation method. 

DOUNOE and E'RAMPTON8 have recently succeeded in obtaining crystalline 
horse liver oatalase by slowly adding ammonium sullate to a 3% dioxane solution 
of purified enzyme. The activity of the crystals was Kat. f. 50-55000. The material 
was not believed to be completely pure. 

Estimation. 
While catalase catalyzes the breakdown of hydrogen peroxide, hydrogen 

peroxide causes destruction of the enzyme. The latter effect led early workers 
to believe that the enzyme was used up in the act of breaking down H 20 Il, and 
so the total amount of O2 liberated was used as a measure of the amount of 
catalase. Other workers determined the amount of Ogliberated in a given time, 
a method which is not usually valid in view of the peculiar kinetics of the system. 

1 HENNICHS: Biochem. Z. 146 (1924), 286; 171 (1926), 314. 
a ZElLE: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 196 (1931), 39. 
a KElLIN, HABTREE: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 121 (1936), 173. 
, Figures 10 timesgrea.ter than these were given in error in the original paper. 
6 STERN, WYCKOFF: J. biol. Chemistry 124 (1938), 573. 
8 AGNER: Biochemic. J. 82 (1938), 1702. 
7 SUMNER, DOUNCE: J. bioI. Chemistry 121 (1937), 417; 127 (1939), 439. 
8 DOUNCE, FRAMPTON: Science (New York) 89 (1939), 300. 
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The affinity of catalase for HIOI is low, so that with low concentrations of HIOI 
the enzyme is not saturated, small changes of HIOI concentration affect the rate 
of reaction and therefore the rate falls off as the HIOI concentration is decreased 
by the action of the enzyme. The rate changes with time, during the initial period 
before enzyme destruction is appreciable, according to the equation for a first 
order reaction: k = .! In _a_ 

t a-z' 
where t is the time in mins., a is the initial concentration of H 20 s, and a-x the 
concentration at time t. EULER and his schooP determined the constant, k, given 
by a known amount of catalase solution at 0° in a total of 50 ccm. of reaction 
mixture, containing 0,005-0,01 M HIO. solution and phosphate buffer at PH 6,8, 
by withdrawing samples at 5 min. intervals and estimating the HIIOs by per
manganate titration. (STERNS used iodide titration.) Un:1er these conditions of 
temperature and HIO. concentration, the enzyme destruction during the initial 
period is negligible and the constant k is a measure for the relative activity of 

solutions; the activity ofa given preparation is expressed as Kat. f. = (dr k wt ). 
This method for catalase determination is now used by most workers. g y . 

Kinetics. 
As a result of the destruction of the enzyme by HIIOs the constant, k, falls 

during the course of cataiase action. MORGULIS3 found that the equation for 
HIO. decomposition apparently changed from the first to the second 
order with increasing HIO. concentration. The course of HIlOs decomposition 
coupled with enzyme destruction has been studied by various authors.' The 
initial rate of HIlO t decomposition is proportional to the enzyme concentration, 
but, as a consequence of enzyme destruction, the activities found with high 
concentrations of enzyme appear to be relatively greater than with small con
centrations of enzyme, if the rates are determined over long time intervals. 

In low concentrations of HIlOz, with constant enzyme concentration, the rate 
is roughly proportional to the H.O. concentration. In higher HIOs concentration 
a maximum rate is reached.' Half maximum rate is reached with 0,025 (EULER) 
or 0,033 M HsOIl (STERN) with liver catalase. The affinity of catalase for H 20 s 
is thus considerably lower than that of peroxidase. Increasing the concentration 
above about 0,3 M causes a marked decrease in rate. HENNICHS believed that 
this was due to the extra rapid enzyme destruction while STERN considered that 
two, instead of one, molecules of HIOI became attached to the enzyme giving 
an inactive complex. However, ZEILE' does not consider that STERN'S View fits 
in with observations and mathematical formullttions of other workers. The 
optimum PH for catalase from various sources is about PH 7.7,8,9 WILLIAMS8 found 

1 EULER, JOSEPHSON: Liebigs Ann. Chern. 402 (1927), 158. - HENNICHS: Biochem. 
Z. 145 (1924}, 286; 171 (1926), 314. 

S STERN: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 204 (1932), 259. 
a MORGULIS: J. bioI. Chemistry 47 (1921), 341. 
'Y.hU.8AKI: Sci. Rep. Tokio Bunrika. Daigaku, Set. A 9 (1920), 13, 59, 75, 85. 

- NORTHROP: J. gen. Physio!. 7 (1925), 373. - MAXIMOVITCH, ANTONOMOWA: 
Hoppe-Seyler's Z. physio!. Chem. 174 (1928), 233. 

li HENNICHS: Biochem. Z. 140 (1924), 286. - EULER, JOSEPHSON: Liebigs Ann. 
Chern. 406 (1927),1. - WILLIAMS: J. gen. Physiol.11 (1927), 309. - STERN: Hoppe
Seyler's Z. physio!. Chem. 209 (1932), 176. 

8 ZElLE: Ergebn. Enzymforsch. 8 (1934), 265 .. 
7 MORGULIS: J. bio!. Chemistry 68 (1920), 547. - STERN: Hoppe-Seyler's Z. 

physio!. Chern. 204 (1932), 259. - MATSUYAMA.: Biochem. Z. 218 (1929), 123. 
8 WILLIAMS: J. gen. Physiol. 11 (1927), 309. 
t NOSAKA: J. Biochemistry (Japan) 8 (1928), 275, 301. 
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that liver catalase showed a distinct optimum of stability against H 20 2 destruction 
at 'PH 7, while NOSAKAI found no such optimum with blood catalase. 

Temperature coefficients of 1,2 to 1,5 between 0° and 25° have been found 
for the rates of decomposition of H 20 2 by catalase from various sources.2 For 
the destruction of the enzyme by H 20 Z' YAMASAKI found temperature coefficients 
of 1,4 to 1,85 for catalase from blood and various plants and WILLIAMS found 
about 6,5 for liver catalase between 15 and 20°. The temperature coefficient of 
enzyme destruction is thus generally higher than that for H 20 2 decomposition 
so that the optimum temperature for catalase activity over a long period is 
low.a However, with kidney catalase, NOSAKAI found the initial rate of H 20 2 

decomposition to increase with temperature up to about 40°; above 50° thermal 
inactivation of the enzyme is rapid.l • 4 Plant catalase is more thermolabile than 
animal catalase. MATSUYAMA found 50% inactivation of malt catalase at the 
optimum PH in 50 mins. at 40°. WAENTIG and STECHE 5 found complete inac
tivation of mushroom catalase at 30°. The thermolability of catalase increases 
with dilution. 6 

Inhibitors. 

The influence of very many substances on catalai-;c activity has been studied, 
and only some significant inhibitors can be mentioned here. 7 The strong, rever
sible inhibition by cyanide was known by SCHONBE[N. STERN found 50% in
hibition of liver catalase with 6,3 X 10-6 M HCN and with 8 X 10-6 M H 2S. 
CO does not normally inhibit (see below). Monoethylhydrogen peroxide is a 
competitive inhibitor. Hydrosulfite, cysteine, and SH-glutathione, hydrazine, 
hydroxylamine and phenylhydroxylamine, inhibit strongly, as also does sodium 
azide.8 Marked inhibitions have been found with formaldehyde, acetaldehyde, 
mustard oil, resorcinol, hydroquinone and various narcotics. SCHWAB, ROSEN
FELD and RUDOLPH9 compared the inhibition of catalase activity by phenols 
and alcohols with that of different photochemical oxidations and autoxidations, 
to check the validity of HABER-WILLSTXTTER'S chain theory (see p. 398), and 
found that, in discordance with this theory, the action on catalase and the 
other reactions was not uniformly the same. Very strong inhibitors are 
the ions of Hg, Pb, Bi, and Cu. Various neutral salts such as NaNOa, NaBr, 
KCIOa, CaCl 2 are appreciably inhibitory. BLASCRK010 has shown that inhibitions 
by azide, hydroxylamine, hydrazine, phenylhydrazine, monoethyl peroxide, 
perchlorate, resorcinol, and P- and m-phenylenediamine are reversible. Hg 
inhibition is partially reversible; chlorate inhibition is irreversible. 

Purified liver catalase keeps its activity for months in the cold, but crude 
extracts from various sources lose activity rapidly. 

1 NOSAKA: J. Biochemistry 8 (1928), 275, 301. 
2 YAlIIASAKI: Sci. Rep. Tokio Bunrika Daigaku, Sect. A 9 (1920), 13,59, 75,89. 

- WILLIAlIIS: J. gen. PhysioI. 11 (1927), 309. - NORDEFELDT: Biochem. Z. 109 
(1920), 236. - l\hTSUYAlIIA: Biochem. Z. 213 (1929), 123. - STERN: Hoppe-Seyler's 
Z. physioI. Chern. 204 (1932), 259. 

3 MORGULIS et al.: J. bioI. Chemistry 68 (1926), 520. 
, MORGULIS: J. bioI. Chemistry 68 (1926), 535. 
6 WAENTIG, STECRE: Hoppe-Seylel."s Z. physiol. Chern. 76 (1911), 177. 
8 HENNICHS: Biochem. Z. 145 (1924), 286. - KRUGER: Biochem. Z. 218 (1931), 36. 
7 For references and other data see STERN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 209 

(1932), 176; EULER'S Chemie der Enzyme II, 8 (1934), 52. 
8 KElLIN, HARTREE: Nature (London) 184 (1934), 933. 
• SCHWAB, ROSENFELD, RUDOLPH: Ber. dtsch. chern. Ges. 66 (1933), 661. 
10 BLASCHKO: Biochemic. J. 29 (1935), 2303. 
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BATTELLI and STERN1 believed there is a substance, "anticatalase", which 
is present in tissues, especially spleen, is often thermostable, and which causes 
oxidative destruction of catalase with O2 or methylene blue in slightly acid PH. 
They also described a thermolabile substance, "philocatalase", present especially 
in muscle, which reactivates catalase after anticatalase action. They further 
described a thermostable J,ativator of philocatalase which was present especially 
in liver and pancreas. The question whether these substances are specific agents 
has not been much studied by other authors. 

Chemical nature. 
ZElLE and HELLSTROM2 observed that highly active haemoglobin-free solutions 

of liver catalase showed a characteristic absorption spectrum with bands having 
maxima at about 629, 540 and 500 mI-" On treatment with hydrosuIfite, alkali, 
and pyridine, a typical haemochromogen spectrum appeared, identical with that 
obtained from blood haematin. On splitting off iron, by hydrazine and acetic 
acid treatment, the spectrum of protoporphyrin appeared. The haematin content 
of various preparations was determined spectrophotometrically after conversion 
to haemochromogen, and was found to be approximately proportional to the 
enzyme activity. Further evidence that the haematin nucleus was part of the 
enzyme molecule was given by experiments with cyanide. On addition of cyanide, 
1 mol. HCN to 1 mol. catalase haematin, the spectrum changed, giving two 
bands with maxima at 584 and 557 mI-" The cyanide-catalase complex was disso
ciable; on dilution a mixed spectrum appeared, and on removal of HON by 
aeration the spectrum of free catalase returned. At different enzyme and HON 
concentrations the extent of inhibition of catalase activity agreed with that to 
be expected from a mass action-determined combination of HON and catalase
haematin. The dissociation constant for the liver catalase-haematin-HON complex 
was found to be about 8,6 X 10-7• Optical measurements of the mixed spectra 
agreed approximately. Similar reversible complex formation was found with 
H 2S, the HIS-catalase compound showing bands at 640 and 580 m{t. Highly 
active enzyme preparations from pumpkin seedlings showed exactly the same 
absorption spectrum as the liver enzyme and the same bands in the presence of 
HON. However, the haematin of the plant enzyme was three times as active 
as the haematin in liver catalase, and the dissociation constant of the HON 
complex was different, being 2,9 X 10-7• 

Though the spectrum of catalase, resembling that of alkaline haematin, 
indicated the presence of trivalent iron, addition of hydrosulfite, which causes 
the reduction of aU other ferric haematin compounds, did not change the spectrum 
of catalase. 

KElLIN and HARTREE3 largely confirmed these results. Their highly active 
liver catalase solutions, obtained by ultrafiltration, contained large amounts 
of non-haematin iron which bore no relation to the enzyme activity; preparations 
obtained later,' by precipitating the enzyme with (NH4}gSO, and electrodialyzing 
the redissolved material, contained little non-haematin iron. No haematin com
pound other than catalase-haematin was present. Besides HON, HilS and ethyl-

1 BATTELLI, L. STERN: J. Physioi. Pa.thol. gen. 7 (1905), 919, 957; C. R. Seances 
Soc. BioI. Filiales Associoos 68 (1910), 811; Biochem. Z. 10 (1908), 275 .. - L. STERN: 
Biochem. Z. 182 (1927), 139. . 

2 ZElLE, HELLSTROM: Hoppe-Seyler's Z. physioi. Chern. 192 (1930), 171; 196 
(1931), 39. 

a KElLIN, HARmEE: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 121 (1936), 173. 
, KElLIN, HARTREE: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 124 (1938), 397. 
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hydroperoxide,l they foun~ that azide, hydroxylamine, hydrazine, ammonia, 
nitric oxide, and fluoride combine reversibly with catalase to give spectroscopi
cally well-defined compounds. 

KElLIN and HARTREE gave somewhat different figures for the absorption spectra 
maxima. For the free enzyme they found 629,5, 544, and 506,5 mil; for the HCN 
derivative 595,5 and 556,5 mil and for the HzS derivative 640,5, 587, 548 mil. STERNz 
found the first three bands of horse liver catalase at 622, 540, and 505 mil, and he 
found a further band at 405 mil and a band in the ultraviolet at 275 mil which was 
attributed to the protein part of the catalase molecule. SUMNER and DOUNCE3 found 
absorption bands of crystalline beef liver catalase at 627, 536, and 502 mil. 

STER~ showed that the haematin nucleus in catalase is identical with the 
protohaematin of haemoglobin and KEILIN and HARTREE pointed out that the 
haematin compound of catalase is very similar to methaemoglobin in the com
pounds it forms with inhibitors. 

SUMNER and DOUNCE3 believe that, besides haematin, the catalase molecule 
contains a second prosthetic group. On addition of hydrochloric acid to crystalline 
beef or lamb liver catalase, the coagulated protein turned blue,5 glacial acetic 
acid dissolved the protein giving a blue solution, and on adding acetone the blue 
substance and haematin remained in solution while protein precipitated. On 
evaporating the solution down, haemin crystals separated out leaving the blue 
material dissolved. Tests showed that the blue material resembled bilirubin but 
the substance was not identified. The blue substance was not present as such 
in the catalase molecule but was produced by adding strong acid to the catalase. 

AGNER6 found that horse liver catalase contains copper and suggested that 
copper is part of the catalase molecule. However, SUMNER and DOUNCE, and 
DOUNCE and FRAMPTON? find the copper content of recrystallized beef and horse 
liver catalase too low to be significant. 

STERN and WYCKOFF,8 from results obtained with the analytical ultra
centrifuge, estimated the molecular weight of horse and beef liver catalase to 
be between 250000 and 300000. SUMNER and GRAL-EN9 determined the sedi
mentation and diffusion constants and the partial specific volume of crystalline 
beef catalase and calculated that the molecular ",eight was 248000 (nearly 
4 times that of haemoglobin). By similar methods, AGNER6 found the molecular 
weight of horse liver catalase to be 225000. 

SUMNER and DOUNCE3 found the haematin content of crystalline beef catalase 
to be 0,46-0,54%. The molecule of beef liver catalase, with a molecular weight 
of 248000, must therefore contain 2 molecules of haematin and since SUMNER 
and DOUNCE found 0,09-0,10% total iron, there must be 2 further atoms of 
iron, presumably combined in the substance which gives the blue body. 

1 STERN: J. bioI. Chemistry 114 (1936), 473. 
2 STERN: J. gen. PhysioI. 20 (1937), 631; J. bioI. Chemistry 121 (1937), 561; 

Science (New York) 88 (1938), 263. - See also STERN: Hoppe.Seyler's Z. physioI. 
Chern. 212 (1932), 207. - ITOH: J. Biochemistry (Japan) 22 (1935), 305. 

3 SUMNER, DOUNCE: J. bioI. Chemistry 121 (1937), 417; 127 (1938), 439. 
4 STERN: J. bioI. Chemistry 112 (1936), 661; also SUMNER, DOUNCE: J. bioI. 

Chemistry 121 (1937), 417. 
6 The formation of blue material was previously observed by STERN [J. bioI. 

Chemistry 112 (1936), 661] and attributed to biliverdin present as impurity. 
8 AGNER: Biochemic. J. 82 (1938), 1702. 
7 DOUNCE, FRAMPTON: Science (New York) 89 (1939), 300. 
8 STERN, WYCKOFF: J. bioI. Chemistry 124 (1938), 573. 
" SUMNER, GRALEN: J. bioI. Chemistry 126 (1938), 33. 
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In purified horse liver catalase, KElLIN and HARTREEI found little non
haematin iron (total Fefhaematin Fe = 1,2). STERN and WYCKOFF2 found about 
1 % haematin in the strongest fractions obtained with the ultracentrifuge, and 
DOUNCE and FRAMPTON found 0,9% haematin with crystalline horse liver cata
lase, indicating that horse liver catalase has 4 haematin residues per molecule 
and 0,08-0,09% haematin iron. 

The color of SUMNER and DOUNCE'S3 beef liver catalase crystals depended 
on the illumination. Dilute solutions were yellow, strong solutions almost black. 
At PH 5,3 the crystals were almost insoluble. Solutions coagulated on boiling 
and gave all protein color tests. The isoelectric point was at PH 5,7. STERN 4 

found the isoelectric point of horse liver catalase to be at PH 5,58. 
AGNER5 reported that by dialysis against dilute HCI, catalase could be split 

into two inactive components, one dialyzable and the other not, and that the activity 
was regained on mixing the components. These results have not been confirmed. 6 

Though catalases from different sources seem to be essentially similar haem
atin compounds, they vary considerably in certain properties, the variations 
presumably depending upon variations of the protein part. Plant catalases are 
much more unstable than animal catalase. ZEILE and HELLSTROM found the 
activity of plant catalase, per unit of haematin content, three times as high as 
that of liver catalase. Beef liver catalase crystallizes more readily than horse 
liver catalase. The activity of crystallized, and presumably pure, beef liver catalase 
is lower than that reported for various horse liver preparations. As mentioned 
above, horse liver catalase may contain more haematin per molecule than does 
beef liver catalase. 

Pseudo-catalases. 
HALDANE7 calculated that 1 atom of catalase iron decomposes about lOS 

molecules of H 20 2 per second. Under the same conditions ordinary haematin 
iron decomposes 10-2 molecules and ferrous or ferric iron decomposes 10-5 mo
lecules of H 20 2.8 The catalase activities of a large number of different haematins 
and compounds of haematins with nitrogenous bases and proteins have been 
examined by various authors.9 The coupling of haematin with certain nitrogenous 
bases increases its activity somewhat, but in all cases the activity is extremely 
low compared with that of the enzyme catalase. Methaemoglobin which combines 
with H 20lo and resembles catalase in many respects11 has less than one millionth 
the activity of the enzyme. 

MALOWAN12 has recently described an lmmmal type of catalase in the seed of the 
avocado. Its optimum PH is about 10,5; it is inhibited by CO, only partially inhibited 
by H 2S and not inhibited by cyanide. 

1 KElLIN, HARTREE: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 124 (1938), 397. 
2 STERN, WYCKOFF: J. bioI. Chemistry 124 (1938), 573. 
3 SUMNER, DOUNCE: J. bioI. Chemistry 121 (1937), 417; 127 (1939), 439. 
4 STERN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 208 (1932), 86. 
6 AGNER: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem. 235 (1935), II. 
e TAUBER, KLEINER: Proc. Soc. expo BioI. Med. 83 (1935), 391. - SUMNER, 

DOUNCE: J. bioI. Chemistry 127 (1939), 439. 
7 HALDANE: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 108 (1931), 559. 
8 See STERN: Hoppe.Seyler's Z. physioi. Chem. 215 (1933), 35. 
g See e.g. KUHN, BRANN: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 167 (1927), 27. -

ZElLE: Ibid. 189 (1930), 127. - LANGENBECK et al.: Ber. dtsch. chem. Ges. 65 (1932), 
1750. - STERN: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chem. 215 (1933),35; 219 (1933), 105.
See the article by SCHWAB, ROST: "Fermentmodelle" in this volume. 

10 KElLIN, HARTREE: Proc.Roy.Soc. (London), Ser. B 117 (1935) 1. - HAURO. 
WITZ: Hoppe.Seyler's Z. physioi. Chem. 232 (1935), 159. . 

11 KElLIN, HARTREE: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 121 (1936), 173. 
12 MALOWAN: Enzymologia (Den Haag) 5 (1938), 89. 
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Mechanism of Action. 
BACH and CHODAT1 found that catalase (from mould) causes no O2 evolution 

with ethyl hydroperoxide and STERN2 found that ethyl hydroperoxide is a com
petitive inhibitor of liver catalase action on HzOa. More recently STERN3 has 
found that ethyl hydroperoxide is broken down by liver catalase, though more 
than 100 times more slowly than is H a0 2• No gas was evolved and the oxidation 
products were not id"entified. (Acetaldehyde and alcohol were believed to be 
formed but KElLIN and HARTREE' could not confirm this.) The optimum PH 
for ethyl-hydroperoxide breakdown was about 10, the temperature coefficient 
2,2-2,3. The concentration giving half-maximal velocity was 0,04 M, i.e. about 
the same as with H 20 2• As with H 20 a, high concentrations inhibited the rate. 
It was found that when ethyl hydroperoxide was added to catalase, the brown 
color changed to red in a few seconds and the spectrum of free catalase disappeared 
and two new bands, at 570 and 534,5 m,u appeared. In the course of a few minutes 
the peroxide was broken down and the color and spectrum of free catalase 
reappeared. It was believed that catalase and the peroxide combined together 
and the compound then decomposed yieldin.,g free catalase and reaction products. 
The compound formation appeared to be reversible and a very large relative 
concentration of the peroxide (about lOS mols. to I mol. catalase) was neoessary 
to keep all the catalase combined. It was assumed that, in catalase action 
on HzOz, similar compound formation and decomposition take place but that 
the decomposition is too rapid to allow the observation of the spectrum of the 
compound. . 

The spectrum of catalase is not affected by adding H 20 2 though the H 20 2 is 
rapidly decomposed. KElLIN and HARTREE5 also considered that the life of the 

-H 20 z-catalase compound is too short for spectroscopic detection. But they 
observed that azide and hydroxylamine, which inhibit catalase strongly, did 
not greatly change its absorption spectrum, and on addition of traces of H 20 a 
a new compound was formed which evidently contained ferrous iron since it 
combined with CO and reverted to the original azide- or hydroxylamine-catalase 
in the presence of oxygen or certain other oxidizing agents (but not ferricyanide). 
They concluded that catalase inhibitors belong to two groups-a) those like HeN 
and HzS which prevent formation of an intermediate reduced catalase-peroxide 
compound, and b) those like azide and hydroxylamine which stabilize the reduced 
intermediate compound. These experiments led them to suggest that normal 
catalase activity is accompanied by a change of valency of its haematin iron 
according to the following equations: 

4 Fe+++ + 2 H 20 2 = 4 Fe++ + 4 H+ + 2 O2 

4 Fe++ + 4 H+ + O2 = 4 Fe+++ + 2 H 20 

This reversible reduction is analogous to the reaction between FeCla and H.O., 
when' by ferric ion is reduced and, in the presence of IX,IX' -dipyridyl, gives rise to 
a pink compound. If the ferrous ion is not so fixed, it becomes reoxidized by O. and 
all thc H 20 2 jl'l eventually decomposed. 

1 BACH, CHODAT: Ber. dtsch. chem. Ges. 86 (1903), 1756. 
2 STERN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. (''hem. 209 (1932), 176. 
3 STERN: J. bioI. Chemistry 114 (1936), 473. 
, KElLIN and HARTREF: [Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 121 (1936), 173] 

could detect no aldehyde formation with dilute catalal'le free of other haematin com
pounds and free of alcohol. 

6 KEILIN,HARTREE: Proc.Roy. Soc. (London), Ser.B121(1936), 173;124(1938), 397. 



398 K. A. C. ELLIOTT: 

They showed that this is most probably the actual reaction mechanism, since the 
decomposition of H 20 2 by catalase did n()t proceed when oxygen was completely 
excluded. Carbon monoxide did not inhibit the activity of pure catalase in the 
presence of even small amounts of O2, which showed that the reduced enzyme 
has a much greater affinity for O2 than for CO. But some impure catalase prepara
tions, and preparations containing azide, cysteine, or SH-glutathione, showed a 
light-sensitive CO inhibition. Probably inhibition, by slowing up the reoxidation 
of the reduced enzyme, allowed the CO effect to be appreciable. 

The relation of the observations of KElLIN and HARTREE, on the mechanism 
of the reaction with H 20 2, to those of STERN on the reaction with ethyl-hydro
peroxide, have not yet been clarified. The possibility that catalase causes the 
decomposition of H 20 2 by initiating a chain reaction has been discussed by 
various authors.1 The mechanism as suggested by KElLIN and HARTREE does 
not indicate the initation of the chain reactions postulated. However, the original 
scheme suggested by HABER and WILLSTATTER 

Enzyme + H 20 2 ---+ Desoxyenzyme + H02 

H02 + H 20 2 --+ O2 + OH + H 20 
OH + H 20 2 --+ H 20 + 02H 

depends upon the initial re~uction of the catalase by H 20 2 which is what KElLIN 
andHARTREE believe occurs. However the unspecific chain carrier, OH, is postu
lated for catalase reaction and for various oxidations. This can not be reconciled 
with observed specific sensitivities to inhibitors.2 The chain, if it exists, must 
therefore have specific carriers. 

Function. Coupled oxidation. 
Hydrogen peroxide is formed in oxidations catalyzed by a number of oxidases 

and it has generally. been assumed that the function of catalase is to protect the 
cells from the toxic effects of accumulated H 20 2 and to liberate oxygen from H 20 2 

so that it may be available for further oxidations. STOLL3 has suggested that H 20 2 

is formed in chlorophyll photosynthesis and the liberation of oxygen is due to 
catalase. Since catalase decomposes ethyl hydroperoxide, STERN suggests that 
organic peroxides may be physiological substrates for the enzyme. 

KElLIN and HARTREE4 found that the addition of alcohols to mixtures of 
uricase and uric acid or d-amino-acid oxidase and d-amino-acids, doubled the 
oxygen uptake. Both enzyme preparations contained catalase. But with xanthine
aldehyde oxidase, which contained no catalase, and hypoxanthine or aldehyde, 
adding alcohol had no effect; if a little purified catalase was also added the oxygen 
uptake was more than doubled. Catalase with ordinary H 20 2 had no effect on 
alcohol, but with barium peroxide, cerium peroxide or ethyl hydroperoxide, 
alcohol oxidation occurred. These substances, like the oxidase systems, liberate 
hydrogen peroxide gradually in a nascent state. Apparently catalase caused the 
oxidation of alcohol by nascent hydrogen peroxide and could thus bring about a 
secondary or coupled oxidation of alcohol. The oxidation product was acet
aldehyde. An interesting "cyclic oxidation" was demonstrated. In the system, 
aldehyde oxidase + aldehyde + alcohol + catalase, aldehyde was oxidized to 

1 See e.g. HABER, WILLSTATTER: Ber. dtsch. chern. Ges. 64 (1931), 2844. -
STERN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 209 (1932),176. - WEISS: J. physic. Chern. 
41 (1937), 1107. 

2 SCHWAB, ROSENFELD, RUDOLPH: Ber. dtsch. chern. Ges. 66 (1933), 661. 
3 STOLL: Naturwiss. 20 (1932), 955. 
4 KElLIN, HARTREE: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 119 (1936), 141. 
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aoid with the formation of H 20 2, and this then oxidized alcohol to aldehyde 
which, in turn, was oxidized to acid. Thus the secondary oxidation supplied 
substrate for the primary oxidation and the oxygen uptake far exceeded that 
necessary for oxidation of the aldehyde originally present. The secondary oxida
tion of alcohol has since been used by seve"al authors 1 as a test for H 20 2 produc
tion in primary oxidations. Secondary oxidations by catalase may have physiol
ogical importance, particularly in animal tissues which lack peroxidase. 

Chapter 4. Carriers. 
Cytochrome.2 

About 50 years ago MAcMuNN3 described a pigment which he found in various 
tissues of many types of animals. This pigment, which he called myohaematin 
and histohaematin, shows a characteristic absorption spectrum of four bands 
which disappear when the pigment is oxidized. From pigeon muscle he extracted 
what he believed to be a modified form of the pigment and prepared from it 
haematin and haemotoporphyrin. 

This work was criticized and neglected until the main facts were eonfirmed by 
KElLIN.' He renamed the pigment cytochrome (i.e. cell pigment). He found that 
it is present not only in all animal tissues but in the tissues of plants and in bac
teria and yeast. It is absent in strict anaerobes. It is not a single simple haematin 
compound but consists of several haematin compounds united with protein 
compounds, the protein part largely determining the special behavior of the 
pigments. 

The absorption spectrum of reduced cytochrome can easily be seen with a 
pocket spectroscope in well illuminated living cells or organisms, the most con
venient material for study being bakers' yeast, aerobic bacteria and the thoracic 
muscles of insects. The spectrum observed consists usually of four bands a, b, c, 
and d. See :Fig. 4 from KEILIN.s 

Fig. 4. A bsorptlon spectrum of reduced cytochrome. 

The maximum intensity of these bands in bakers' yeast is at a) 603 mp" 
b) 565 mp" c) 550mp" and d) 523mp. The band d appears to be a fusion of two 
or three bands close together. The positions of these bands vary only' slightly in 
many other organisms. Three other bands in the less easily visible part of the 
spectrum have been observed at 449, 433, and 417 mp,.6 In the oxidized state 
cytochrome has a diffuse spectrum in which maxima are deteotable at 567 and 
529 mp" a spectrum resembling that of kathaemoglobin or parahaematin (oxidized 

1 E.g. PHILPOT: Biochemic. J. 31 (1937), 856. - KOHN: Biochemic. J. 31 (1937). 
1693. 

2 Review: KElLIN: Ergebn. Enzymforsch. 2 (1933), 239. 
3 MACMuNN: Philos. Trans. Roy. Soc. London 177 (1886). 267; J. Physiology 8 

(1887), 57; Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 13 (1889), 497. 
4 KElLIN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 98 (1925), 312; 100 (1926). 129; 104 

(1929). 206. 
6 KElLIN: Ergebn. Enzymforsch. 2 (1933). 239. 
6 WARBURG, NEGELEIN: Biochem. Z. 233 (1931). 486. 
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haematin combined with denatured protein or certain other nitrogenous com· 
pounds). 

The positions of the bands in different cells are fairly constant but their 
relative intensities vary. During the oxidation of cytochrome some bands may 
disappear before the othel"l'l; the spectrum may show bands a, b, c, and d or a, 
c and d, or only c and d. On the addition of urethane to cells shaken with air, 
bands a and c disappear while b remains. One of the components can be extracted 
and shows only bands c and d. There are thus three distinctly different cytochromes 
in most tissues, cytochromes a, b, and c, each showing an (X·band a, b, or c, and 
contributing to the composite p.band d. l 

The above described cy~ochrome spectrum is the most frequently met with. 
However there are variations in the types of cytochromes found among different 
organisms and tissues. 

In certain bacteria and some brewers' yeast the bands band c are replaced 
by one band, b l , at 557-560m,u and band d is shifted to 530 in,u.2 There seem 
to be several types of cytochrome a. In certain bacteria and in brewers' yeast 
the usual band a is missing but there are other bands, a l at 586-590 m,u and a 2 

at 628 m,u.a Shifts in the positions of the bands indicate that cytochrome a l 

and a2 combine with CO. KEILIN4 has recently obtained evidence that the normal 
band a in animal tissues, yeast and bacteria represents two pigments, one of 
which, a, is not autoxidizable and does not combine with HCN and CO, while 
the other, a3, is autoxidizable and combines with both. The CO compound of aa 
has a band at 593 m,u which is in the pORition occupied by the main band in 
the photochemical absorption spectrum of WARBURO. While KEILIN does not 
consider that cytochrome aa is the respiratory ferment he considers it possible 
that it may be responsible for the photochemical absorption spectrum. 

Cells of all aerobic organisms contain ordinary free protohaematin which can 
be detected spectroscopically by transforming it into CO·pyridine·haemochromogen 
by treatment with a reducing agent, pyridine and CO." KElLIN considers the unbound 
haematin to be the source of the cytochromes and other haematin compounds. If 
a haemochromogen prepared from haemin and pyridine or globin is repeatedly oxidized 
and reduced with ferrieyanide and hydrosulphite, a four banded spectrum resembling 
that of cytochrome appears. When KElLIN first obRerved cytochrome b1 he considered 
it to be a cytochrome precursor. Organil'lms and tissues containing it showed an 
incomplet.e cyt.ochrome spectrum but in more actively respiring or more mature 
tiRsues the spectrum of this haemochromogen was gradually replaced by the complete 
cytochrome spf'ctrum.5 

Cytochrome c. 
Cytochrome c is heat stable and readily obtained in solution. It can be ob· 

tained in a pure state and in large amounts by simple methods,6 and has therefore 
been more closely studied than the other cytochromes. KEILIN and HARTREE6 

extracted the pigment from minced heart muscle with 2,5% trichloracetic acid. 
After removal of some accompanying material by fractional precipitation with 

1 Apparently cytochrome a does not contribute to the {I-band d. - KElLIN: 
Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 106 (1930), 418. 

2 KElLIN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 104 (1929), 206; Nature (London) 133 
(1934), 290. 

3 WARBURG, NEGELEIN, HAAS: Biochem. Z. 262 (1933), 237; 266 (1933), 1. -
NEGELEIN, GERISCHER: Naturwiss. 21 (1933), 884; Biochem. Z. 268 (1934), 1. -
KElLIN: Nature (London) 132 (1933), 783; 133 (1934), 290. 

4 KElLIN, HARTREE: Nature (London) 141 (1938), 870. 
• KElLIN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 98 (1925), 312; 104 (1929), 206. 
8 KElLIN, HARTREE: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 122 (1937), 298. 
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ammonium sulfate, trichloracetic acid was added to bring the PH to 3,7, when the cy
tochrome became oxidized and precipitated out. The red solid was washed with am
monium sulfate solution, dissolveQ in water and dialyzed against 1 % NaOIsolution. 

THEORELL1 used H 2S04 for acidifying, and, after redissolving, baryta solution 
was added. The pigment became adsorbed on the BaSO 4 precipitate formed, 
and it was eluted with dilute HOI solution. 

Pure cytochrome c gives a strongly colored solution which, in the reduced 
state, has an absorption spectrum2,a with a simple IX-band at 550,Om,u, a complex 
/I-band at 520,0 mf.t and a simple intense band in the violet at 415,0 mf.t, and 
three bands in the ultra-violet. The oxidized form has a diffuse band at about 
530 m,u and an intense band in the violet at about 407 mf.t and two bands in the 
ultra-violet. The spectrum of reduced cytochrome does not change with 'PH, but 
oxidized cytochrome has an entirely different spectrum above PH 13 and below 
PH 2,5. 3 It was previously believed4,5 that cytochrome c combines with CO only 
above PH 12. Slight changes in the absorption spectrum, however, indicate that 
cytochrome c combines with CO at all PH values.s The CO compound is dissociated 
by light. 

Except for the fact that it is not autoxidizable at neutral PH, the behavior 
and spectrum of reduced cytochrome c is that of a typical haemt>chromogen, 
and oxidized cytochrome c has the spectrum of a parahaematin. As with other 
parahaematin compounds, a solution of cytochrome turns yellow-brown on boiling 
and the spectrum disappears; on cooling again the normal color and spectrum 
reappear.5 Reduced and oxidized cytochrome c are evidently respectively ferrous 
and ferric compounds. Oxidized cytochrome forms a compound with NO with 
well defined bands at 565 and 530 mI" 

Pure cytochrome c contains 0,34 % iron3, 5, 7 and has a molecular weight of about 
16500.3 By treating cytochrome c with hydrobromic and acetic acids HILL and 
KEILIN7 obtained ordinary protohaematin which could be converted into proto
porphyrin by removal of iron by several methods. By treatment of the cytochrome 
with hydrochloric acid in the presence of a reducer, such as S02' another porphyrin, 
porphyrin c, was obtained which seemed to be the unmodified porphyrin of cyto
chrome c, i.e., the prosthetic group of the cytochrome, with iron removed. 
THEORELL8 has shown that porphyrin c is an unusual type of compound consisting 
of a complex porphyrinpolypeptide combination containing sulfur. 'l'he poly
peptide groups are linked to the porphyrin ilUcleus by thiol ether groups; the 
remainder of. the protein component of the cytochrome is linked oy peptide 
linkages with the polypeptide groups. Thus cytochrome c is a combination of 
prosthetic group (iron-porphyrin) and protein linked together through sulfur. 

Added to proof: THEORELL9 now does not believe that the evidence for 
the thio-ether links is satisfactory; these may have been artefacts. See however 
ZElLE, MEYER.lO 

1 THEORELL: Biochem. Z. 298 (1938), 242. 
2 DIXON, KEILIN;HILL: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 109 (1931), 29. 
3 THEORELL: Biochem. Z. 286 (1936), 207. 
, KElLIN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 98 (1925), 312; 106 (1930), 418. 
6 KElLIN, HARTREE: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 122 (1937), 298. 
8 ALTSCHUL, HOGNE8S: J. bioI. Chemistry 124 (1938), 25. 
7 HILL, KElLIN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 107 (1930), 286. Added to 

proof: THEORELL and !KESSON [Science 90 (1939), 67] purified cytochrome c by 
electrophoresis and found 0,43% Fe. 

a THEORELL: Enzymologia (Den Haag) 4 (1937), 192;.Biochem. Z. 298 (1938), 242. 
9 THEORELL: Biochem. Z. 301 (1939), 201. 
10 ZElLE, MEYER: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem. 262 (1939), 178. 
Hdb. d. Katalyse, nr. 26 
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In neutral solution reduced cytochrome e is almost completely nonautoxid
izable but it becomes autoxidizable at PH 4 and at 'PH 13.1,2,3 It is not oxidized 
by iron salts, but it is readily oxidized by potassium ferricyanide, by copper 
salts, and, in low concentration in slightly acid medium, by R 20 2o',3 Strong 
H Il0 2 in alkaline medium destroys it. Biologically it is oxidized by cytochrome
oxidase; thus it is rapidly oxidized in contact with a heart muscle preparation 
and this oxidation is inhibited by traces of HCN or H 2S.' 

Oxidized cytochrome e can be reduced by cysteine, catechol, ascorbic acid; 
sodium hydrosulfite, p-phenylene mamine, and various other reducing agents.,,6 
Biologically it is reduced by the succinate + succinic dehydrogenase system, 
and by a few similar systems (see Chapter 5). 

The oxidation reduction potential of pure cytochrome c from heart muscle 
was found by STOTZ et al.e to be Eo' = + 0,26 volt at 'PH 5-8. BALLS and LAKl7 

find about the same value for the cytochrome c in muscle tissue.8 

The role of cytochrome c as a carrier between oxygen-cytochrome oxidase 
and reducing mechanisms, and the effects of HCN and CO on the activity of 
the system have bee~ studied spectroscopically9 and by oxygen uptake measure
ment with artificial systems consisting of heart oxidase, pure cytochrome c and 
reducing agents such as cysteine,' p-phenylene diamine, catechol, and hydro
quinone.10,l1 The inhibitions by RCN and CO are due to their combination with 
the oxidase and not to any effect on the cytochrome.12 

Cytochromes a and b. 

Less is known about cytochromes a and b since these pigments are insoluble. 
They are easily modified or destroyed.9 This is particularly true of a and may 
account for the number of a type cytochromes observed. In cells warmed above 
55°, cytochrome a decomposes, liberating a haematin compound which, on 
conversion to haemochromogen by reduction and adding pyridine, can be de
tected spectroscopically. Like c, cytochromes a and b are reduced by reducing 
agents such as hydrosullite13, 7,14. and by reducing systems in cells, and they are 
reoxidized on aerating the cells. Cytochromes a and b are reduced by coenzyme 
factor (see Chapter 5) and therefore can bring about the aerobic oxidation of 

1 KElLIN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 98 (1925), 312; 106 (1930), 418. 
I 'fimORELL: Biochem. Z. 286 (1936), 207. 
S KElLIN, HARTREE: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 122 (1937), 298. 
, KElLIN: Froo. Roy. Soc. (London), Ser. B 106 (1930), 418. 
5 BALL: Biochem. Z. 296 (1938), 262. 
• STOTZ, SIDWELL, HOGNESS: J. bioI. Chemistry 124 (1938), 11. 
7 LAKl: Hoppe-Seyler's Z. physioi. Chem. 204 (1938), 27. 
8 There is some disagreement about the correct value. COOLIDGE: J. bioI. Che

mistry 98 (1932), 755, found a value of + 0,26 but GREEN: Proc. Roy. Soc. (London), 
Ser. B 114 (1934), 423, with presumably purer but not completely pure material 
found + 0,127. LAKI: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 204 (1938), 27, indicated 
agreement with GREEN'S veJue for pure cytochrome, while 0 the potential of the 
pigment within the tissue was higher. 

, KElLIN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 104 (1929), 206. 
10 KElLIN, HARTREE: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 126 (1938), 171. 
11 STOTZ, SIDWELL, HOGNESS: J. b;oI. Chemistry 124 (1938), 733. 
12 STOTZ, ARTSCHUL, HOGNESS: J. bioI. Chemistry 124 (1938), 745. These authors 

do not believe that CO inhibits the carrier activity of cytochrome c, although ALT
SCHUL and HOGNESS: J. bioI. Chemistry 124 (1938), 25, had found that cytochrome c 
combines with CO at a.ll PH values. 0 

18 KElLIN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 104 (1929), 206; 98 (1925), 312. 
U STOTZ, SIDWELL, HOGNESS: J. bioI. Chemistry 124 (1938), 733. 
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the various substrates which are activated by. coenzyme-determined dehydro
genases. 

As mentioned above, there are several types of cytochrome a. Cytochrome 
as seems to be autoxidizable but the better known component, a, is apparently 
oxidized catalytically, since in the presence of cyanide it rema.ins reduced. 
Cytochrome b is autoxidizable; whether or not its oxidation can be catalyzed 
by cytochrome oxidase is not clear. All the components of cytoohrome can be 
oxidized in the tissue by H.O., ferricyanide, permanganate, and CuCI.. Cyto
chrome b is reduced by p-phenylene mamine and being autoxidizable can catalyze 
the oxidation of this compound even when the oxidase is inhibited or destroye<l,1 

Added to proof : KElLIN and lIARTREEI have produced evidence that oyto
ohrome a8 may· be identified with oytochrome oxidase but some of the 
evidence does not accord with this. 

BALLS estimated the redox potentials of the three oomponents of oytoohrome 
in heart muscle preparations by observing the formation and disappearance of 
the bands, in the absence of oxygen, in solutions containing oxidation-reduotion 
systems 6f known potential. He arrived at the following values: a: + 0,29, 
b: - 0,04, c: + 0,27 volts. 

W ARBUBG' concluded from calculations based on spectroscopic measurements 
of the rate of reduction of cytochrome in yeast cells,6 and manometric determina
tion of the rate of respiration, that the entire respiration of the cells goes througq 
cytochrome and that the four haematin compounds are linked in series. That is, 
he considers that oxygen oxidizes the oxygen transporting enzyme, which then 
oxidizes one cytochrome, which then oxidizes the second, and so on until the 
substrate-dehydrogenase systems are reached. BALL, therefore, suggests from 
his redox potential data, that the order is ;-<>xygen transporting enzyme
cytochrome a-cytochrome c-oytoOhrome b. The oxidation of b on the addition 
of oxidized c oan be observed. There is perhaps significance in the fact that c, 
the intermediate carrier between a and b, is soluble while a and b are not. 

The theory that the three cytochromes act in series is not generally accepted. 
STOTZ et al.8 believe that oytochrome oxidase catalyzes the oxidation only of 
cytochrome c, and that cytochrome a does not mediate oxidations of hydro quinone 
and other substances. Cytochrome b is autoxidizable and Can catalyze oxidations 
independently of the oxidase. The role of cytochromes a and b and their connection 
with the activity of cytoohrome c, are still obscure. 

Coenzymes I and 11.7 

The identity of the coenzyme of hexosediphosphate dehydrogenation with 
co-zymase, the coenzyme of fermentation, and the presence in co-zymase of 
an adenine nucleus, pentose, and phosphorus had been recognized by EULER 
and his co-workers.8 The acquisition of precise knowledge of the structure and 
function of coenzymes began in 1932 with the work of WARBURG and CmusTIAN 9 

on the respiring system-hexosemonophosphate, "Zwischenferment", coenzyme, 

1 KElLIN: Proc. Roy. Soc. (London). Ser. B 104 (1929). 206; 98 (1925). 312. 
I KElLIN. HARTREE: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 127 (1939). 167. 
3 BALL: Biochem. Z. 295 (1938), 262. 
, WARBURG: Naturwiss. 22 (1934), 441. 
• HAAS: Naturwiss. 22 (1934). 207. 
8 STOTZ. SIDWELL, HOGNESS: J. bioI. Chemistry 124 (1938), 733. 
7 Reviews: WARBURG: Ergebn. Enzymforsch. 7 (1938). 210. - THEORELL: Ibid. 

6 (1937). Ill. - EULER: Ergebn. PhysioI.. bioI. Chem. expo PharmakoI. 88 (1936). 1. 
8 Review: MYRBlcx:: Ergebn. Enzymforsch. 2 (1933), 139. 
• WARBURG. CHRISTIAN: Biochem. Z. 254 (1932), 438; 288 (1933). 377. 
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yellow enzyme. These authors isolated the coenzyme from red blood corpuscles 
and yeast and showed that it is reduced by hexosemonophosphate with "Zwischen
ferment" and re-oxidized by the yellow enzyme. 

Structure and mechanism nf action. 
By acid hydrolysis W ARBURG and CmusTIAN1 obtained a pyridine derivative, 

nicotinic acid amide, from their coenzyme, and it became clear that the activity 
of the coenzyme depends upon the pyridine nucleus. When treated with platinum 
a.nd hydrogen both the coenzyme and nicotinic acid amide take up 6 atoms of 
hydrogen per molecule to give a piperidine ring.2 Under the same conditions no 
other constituent of the coenzyme, neither adenine nor adenylic acid nor phos
phorylated sugar are hydrogenated. This hydrogenation is irreversible and the 
activity of the coenzyme is destroyed as a result. But if the coenzyme is reduced 
either by hexosemonophosphate and "Zwischenferment" or by hydrosnlfite, 
the reduction is reversible. This partially reduced coenzyme now takes up only 
four atoms of hydrogen with platinum and hydrogen and the reduction becomes 
irreversible. It was therefore coneluded that the activity of tbe coenzyme depends 
upon the reversible acceptance of 2 atoms of hydrogen. This was confirmed by 
the following observations. Dihydro-coenzyme shows a characteristic absorption 
band in the ultra-violet at 340 mI-" Trigonellin,3 the inner methyl betain of 
nicotinic acid amide, and the methiodide of nicotinic acid amide,' on reduction 
show bands of the same intensity at almost the same wavelength. The band of 
dihydro-coenzyme and of the dihydro-pyridinium compounds disappear irre
versibly in acid, reversibly on oxidation by the yellow enzyme. All 
the dihydropyridine derivatives fluoresce when irradiated with ultra-violet 
light. 

KA.ImER et 01,." showed that the hydrogenation of nicotinic acid amide methio
dide by hydrosulphite occurs as follows: 

H 
C 

Hd ~C'CONHa 
II 1 

HCXCH 

Had· J 

+2H 

H 
C 

/ ~ 
HC C·CONH. 

II I 
HC CH + HJ. 
V· 

I 
CHa 

According to the equation one molecule of acid is liberated. W ARBURG and 
CmusTIAN3 showed that on the reversible hydrogenation of coenzyme, one 
molecule of acid is set free. Since the coenzyme contained no other acid group, 
this liberated acid must be phosphoric acid. It was therefore concluded that 
the working group of the coenzyme is a pyridinium phosphate which is reversibly 
reduced in the manner shown by KARRER. (The liberation of a phosphoric acid 
group cannot, however, cause 1Io splitting of the phosphoric acid from the coenzyme 
molecule since the hydrogenation is reversible.) 

W ARBURG, CmuSTIAN and GRIESE8 showed that their coenzyme contained 

1 WARBURG, CHR~TIAN: Biochem. Z. 275 (1934), 112, 464. 
a WARBURG, CHRISTIAN, GRIESE: Biochem. Z. 279 (1935),143; 282 (1935),157. 
3 WARBURG, CHRISTIAN: Helv. chim. Acta. 19 (1936), E 79; Biochem. Z. 287 

(1936), 291. 
, KARRER, WARBURG: Biochem. Z. 285 (1936), 297. 
Ii KARRER, SCHWARZENBACH, BENZ, SOLMSSEN: Helv. chim. Acta 19 (1936), 811. 
8 WARBURG, CHRISTIAN, GRIESE: Biochem. Z. 282 (1935), 157. 
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one mol. of adenine, one mol. of nicotinic acid amide, two mols. of carbohydrate 
(at least half being pentose) and three mols. of phosphoric acid per molecule of 
coenzyme. Evidently the coenzyme is a di-nucleotide, triphospho-pyridine
nucleotide. Assuming that the seven molecules are bound together with the loss 
of six molecules of water and that both carbohydrate residues are pento8es the 
empirical formula would be Cu HssN7P 3013 and the molecular weight 743. 
Analysis and molecular weight determinations agreed with these figures. 

Soon after the work on the structure of W ARBURG and CmuSTIAN'S coenzyme, 
the other coenzyme, cozymase,l was separated by EULER et al,2 from free adenylic 
acid present in earlier preparations and obtained pure. It was found to contain 
nicotinic acid amide3 and analysis indicated an empirical formula of CUHB7014N7P. 
and the presence of one mol. of nicotinic acid amide, one mol. of adenine, and 
two mols. of pentosephosphoric acid.S,' Cozymase ill therefore a diphospho. 
pyridine.nucleotide. 

EULER and SCBLENK6 have summarized the evidence in favor of the following 
structures for the two coenzymes. 
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Co-zymase. Co-dehydrogenase I. 
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I 
CH. CHi 
I 1 
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I II I 

HO 0 0-
Co·-dehydrogenase II. 

Triphosphopyrldlne nucleotide. 

The known facts make these structures seem probable but proof by synthesis 
has not yet been provided. 

1 Review of earlier work: MYRBACK: Ergebn. Enzymforsch. 2 (1933), 139. 
S EULER, ALBERS, SCHLENK: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 240 (1936), 113. 

- EULER, SCHLENK: Ibid. 246 (1937), 64. 
3 EULER, ALBERS, SCHLENK: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 287 (1935), I; 

240 (1936), 113. - WARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z. physiol. Chern. 286 (1936), 
156. 

, EULER, SCHLENK: Svensk kern. Tidskr. 48 (1936), 135. 
5 EULER, SCHLENK: Naturwiss. 24 (1936), 794; Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 

246 (1937), 64. 
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The similarity in the composition of the two coenzymes made it seem certain 
that co-zymase, coenzyme I, must also act as a hydrogen transporter through 
reduction and re-oxidation of its pyridinium nucleus a.nd this was shown to be 
true by EULER, ADLER and HELLSTROM,l and by W ARBUBG and CHmsTIAN. 2 

Dihydro-coenzyme I like dihydro-coenzyme II has an absorption band at 340 mp.. 
Reduction of coenzymes. 

Both coenzymes are reducible by hydrosulphite and, in the presence of 
specific proteins, by various substrates. In the usual terminology these proteins 
are called dehydrogenases or apo-dehydrogenases (EULER). 

"Zwischenferment" from yeast, the first of these proteins to be isolated, 
causes the reaction: 

hexosemonophosphate + triphospho-pyridine nucleotide = phosphohexonic 
acid + triphospho-dihydropyridine nucleotide. 

NEGELEIN and HAASS studied the kinetics of this reaction by photometrically 
following the development of the absorption band of reduced coenzyme at 
345 mp.. They showed that the coenzyme and the protein combine together to 
give a dissociable compound and that only this coenzyme·protein complex 
reacts with the hexosemonophosphate .. Both the oxidized and reduced forms of 
the coenzyme form dissociable complexes with the protein. 

NEGELEIN and WULFF' studied, in the same way, the reaction: 

Alcohol + diphospho-pyridine nucleotide ;;;:::::::: acetaldehyde + diphospho-dihydro
pyridine nucleotide. 

This reaction, which is reversible, also depends on the presence of a specific 
protein, which they isolated from yeast, and the reaction in either direction takes 
place when the coenzyme or dihydro-coenzyme is in (reversible) combination 
with the protein. 

The coenzyme + protein can be regarded as active group and colloidal 
carrier and the activity of the combination is analogous to that of the yellow 
enzyme. However the alloxazin nucleotide + protein compound is far less disso
ciable than the coenzyme + protein compound. Ii 

A large number of specific proteins, dehydrogenases, which catalyze coenzyme 
reactions are now known (see Chapter 6). They show two types of specificity. 
Some are specific for coenzyme I, some for coenzyme II, and some seem capable 
of reacting with both. And they are highly specific for the metabolic substrate 
which is caused to reduce the coenzyme. It is most probable that the metabolite 
substrate, as well as the coenzyme, is combined with the dehydrogenase when 
the reaction takes place. 

The dehydrogenases and coenzymes are extremely active. For instance 1 mg. 
of NEGELEIN and GERISCHER'S purified "Zwischenferment" (hexosemono
phosphate dehydrogenase) in the presence of excess coenzyme, substrate and 
yellow enzyme, caused an oxygen uptake of 350 c. mm. per minute.B In the pre
sence of excess of the other substances, 1 mg. coenzyme caused an oxygen uptake 
of 1000 c.mm. per minute.? 

1 EULER, ADLER, HELLSTROM: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 241 (1936), 239, 
I W ARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z. 286 (1936), 81; 287 (1936), 291. 
3 NEGELEIN, HAAS: Biochem. Z. 282 (1935), 206. 
, NEGELEIN, WULFF: Biochem. Z. 278 (1937), 351. 
I THEORELL: Biochem. Z. 275 (1934), 30. 
• NEGELEIN, GERISCHER: Biochem. Z. 284 (1936), 289. 
7 WARBURG, CHRISTIAN, GRIESE: Biochem. Z. 282 (1935), 157. 
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ADLER et al,l have shown that when co-zymase is reduced by hydrosuUite 
a yellow intermediate reduction product is formed which is evidently the mono
hydro radical of the coenzyme. The substance is stable in dilute alkali in the 
absence of oxygen, especially in the presence of excess hydrosulfite. The yellow 
body reduces methylene blue directly. KARBER and BENZZ find that such semi
reduced products can be obtained from all quarternary pyridinium salts. 

OxidatioD of reduced coenzymes. 
Neither of the dihydro-coenzymes is autoxidizable, nor are they oxidized 

by methylene blue or cytochrome c.a They are oxidized by the yellow enzyme 
with oxygen or methylene blue' or by substrate + dehydrogenase systems or 
by the coenzyme factor, diaphorase, with cytochrome or methylene blue. The 
interrelations of the coenzymes with other oxidation-reduction systems have 
been described in Chapter L 

HAAss has shown that ferricyanide oxidizes the dihydro-coenzymes directly. 
QUASTEL and WHEATLEy6 have used ferricyanide in place of methylene blue 
for the study of dehydrogenases. Ferricyanide on being reduced acquires an 
equivalent of acidity so ~hat, when the reaction is carried out in bicarbonate 
buffered medium, the reaction can be followed by measuring the CO2 liberated 
from the medium by the acid formed. The ferricyanide method can be used to 
study coenzyme· dehydrogenase systems in the absence of diaphorase. 

DICKENS and McILWAIN? have shown that a number of phenazine compounds 
can mediate oxygen uptake with the system,-hexosemonophosphate + dehydro
genase + coenzyme II. In low concentrations the phenazines are much less 
efficient than is the yellow enzyme, but with relatively high concentrations 
oxygen uptake rates of the same order as with yellow enzyme can be obtained. 

Added to proof.- BORSOOK8 calculated the redox potential of cozymase at 
30° to be Eo = - 0,072 - 0,03 PH ± O,OOOS V. BALL and RAMSDEN9 found ex
perimentally Eo' = - 0,26 at PH 7,2. 

PreparatioDs. 
Coenzyme I was prepared by EULEB. et m.10 from yeast by a variant of methods 

of MYRBACK et m.ll Yeast was briefly heated with water to 80-85° and the extract 
treated with lead acetate. The precipitate was discarded and the coenzyme preci
pitated successively with mercuric nitrate, phosphotungstic acid, silver nitrate 
and cuprous chloride. The coenzyme was liberated from the Hg, Ag, and Cu salts 
with HzS, and from the phosphotungstate precipita1;e by shaking with H IIIS04, 

amyl alcohol. and ether. The material was finally precipitated with alcohol. 
It was about 60% pure and contained traces of coenzyme II, adenylic acid, and 
other impurities, though most of the coenzyme II was removed in the copper 
precipitation. A somewhat shorter preparation, omitting the Hg and Cu precipita-

1 ADLER, HELLSTROM, EULER: Hoppe·Seyler's Z. pbysiol. Chern. 242 (1936), 225. 
B KARRER, BENZ: Helv. chim. Acta 19 (1936), 1028 .. 
3 THEORELL: Biochem. Z. 288 (1936), 317. 
« WARBURG, CHRISTIAN, GRIESE: Biochem. Z. 282 (1935),157. - EULER, ADLER, 

HELLSTROM: Svensk kern. Tidskr. 47 (1935), 290; 241 (1936), 239. 
6 HAAS: Biochem. Z. 291 (1937), 79. 
8 QUA8TEL, WHEATLEY: Biochemic. J. 32 (1938), 936. 
7 DICKENS, McILwAIN: Biochemic. J. 32 (1938), 1615. 
8 BORSOOK: J. bioI. Chemistry 188 (1940), 629. 
8 BALL, RAMSDEN: J. bioI. Chemistry 131 (1939), 767. 
10 EULER, ALBERS, SCHLENK: Hoppe·Seyler's Z. physioI. Chern. 240 (1936), 113. 
n MYRBACK et al.: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 226 (1934), 131; 288 (1935), 

87, 148, 154. 
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tions, which ga.ve a product containing about 50% coenzyme, was described by 
GREEN et al,l 

EULER and SCHLENK2 purified the coenzyme apparently completely by 
precipitating impurities from the material of EULER et al. with baryta and with 
lead acetate. The coenzyme could also be purified by fractional adsorption of 
coenzyme II and other impurities on alumina :iIi a. chromatographic adsorption 
tubeS. 3. The coenzyme II could be eluted with dilute primary phosphate solution. 

Coenzyme II was prepared by W ARBURG et al.4 from cytolyzed horse red 
blood corpuscles. The process involved fractional acetone precipitation of inactive 
material, fractional precipitation with Hg acetate, precipitation of impurity with 
baryta followed by precipitation of the Ba salt of the coenzyme by adding alcohol, 
acetone precipitation of the coenzyme, solution in methyl alcohol-HCl and 
precipitation with acetic acid, solution in N acetic acid and fractional precipita
tion with Pb acetate. After decomposing the final Pb precipitate with HsS, the 
coenzyme was precipitated with alcohol-ether. 

W ARBURG and CmuSTIAN II prepared both coenzymes I and II and adenylic 
acid from red blood corpuscles. They started with the material obtained after 
acetone and Hg fractionation which contained all three substances, and made 
use of the facts that the Ba salt of adenylic acid is difficultly soluble in water, 
that of coenzyme II difficultly soluble in dilute alcohol, and that of coenzyme I 
easily soluble in dilute alcohol. 

The coenzymes are very stable in the dry state. They are easily soluble in 
water. In the oxidized form they are stable in dilute acid, especially at PH 3-4, 
but unstable in alkaline solution. The dihydro-coenzymes are very stable in dilute 
alkali but below PH 4 they are rapidly destroyed and the band at 340 m/" dis
appears irreversibly.s 

Estimations. 

To determine the activity of co-zymase (coenzyme I) preparations, MYRBACK7 

determined the CO. evolved by fermentation on adding a known amount of the 
material to a system containing washed dried yeast (apo-zymase), glucose, 
hexosediphosphate, and phosphate buffer PH 6,3-6,6. The term ACo gave the 
c. mm. CO. evolved per hour per gram dry coenzyme preparation at 30° in the 
presence of the above materials in definite concentrations. Different preparations 
of apo-zymase tend to give different ACo values,S and it is sometimes necessary 
to add MgCI 2• 

The activity of the first extract of yeast is about ACo = 500 I and that of 
the purest coenzyme of EULER and SCHLENK is about 650000.2 

To determine the activity of coenzyme II preparations, W ARBURG et at.9 

measured the O2 uptake of the system, yellow enzyme + "Zwischenferment" + 
+ coenzyme + hexosemonophosphate, with cyanide added to inhibit catalase 
present in the yellow em:yme preparation, and with concentrations chosen so 

• 1 GREEN, DEWAN, LELOIR: Biochemic. J. 81 (1937), 934. 
2 EULER, SCHLENK: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 246 (1936), 64. 
3 EULER, ADLER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 288 (1936), 233. 
• WARBURG, CHRISTIAN, GRIESE: Biochem. Z. 282 (1935), 157. 
6 WARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z. 287 (1936), 291. 
S MYRBACK, EULER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 188 (1924), 6. - EULER, 

ADI.ER, HELLSTROM: Ibid. 241 (1936),239; 242 (1936), 225. - WARBURG, CHRISTIAN, 
GRIESE: Biochem. Z. 282 (1935), 157. 

1 MYRBACK: Ergebn. Enzymforsch. 2 (1933), 144 . 
• 8 See EULER, ALBERS, SCHLENK: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 240 (1936), 113. 
S WARBURG, CHRISTIAN, GRIESE: Biochem. Z. 282 (1935), 157. 
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that the O2 uptake rate was proportional to the coenzyme concentration. Under 
the conditions chosen 1'Y of pure coenzyme II took up 1 c. mm. O2 per minute. 
The activity of other preparations was expressed in terms of the ratio of their 
activity to that of the standard pure material. 

Distribution and interconversion of coel1zymes I and II. 
EULER and ADLERl found coenzyme II as well as co-zymase in yeast, and 

W ARBURG and CHRISTIAN2 obtained both coenzymes from red blood corpuscles. 
That the coenzymes are present in plants and bacteria has been indicated by 
various authors working with coenzyme-determined dehydrogenases from these 
sources. EULER et al.3 have studied. the distribution of the coenzymes in rat 
tissues. The different tissues contained amounts varying from 160 to 215 'Y 
coenzyme I per gram fresh weight; blood contained 45 y per ccm. Coenzyme II 
was always present but in considerably lower concentration. Yeast contained 
250-500 y per gram coenzyme I and only a little coenzyme II. 

EULER et al.' have shown that, in the presence of apo-zymase, phosphate, 
and hexosediphosphate, with or without glucose, coenzyme II is partially con· 
verted to co-zymase (coenzyme I) and conversely, added coenzyme I is partially 
phosphorylated to give coenzyme II. Coenzyme II was not immediately effective 
in producing fermentation, but after a prolonged induction period, fermentation 
set in and co-zymase could be obtained from the extract. Added coenzyme I gave 
rise to coenzyme II which was active in the hexosemonophosphate-Zwischen
ferment-yellow enzyme system. The phosphorylation of coenzyme I to give 
coenzyme II also occured in the presence of adenosine triphosphate, Mg" and 
Mn"-ions, and an enzyme precipitated by CO2 from extract of dried yeast. The 
interconversion of the coenzymes took place more extensively under anaerobic 
conditions, indicating, possibly, that the processes occurred between the dihydro-
coenzymes. 

Other carriers. 
The interaction of a number of carriers with other oxidation-reduction systems 

has been discussed in Chapter 1. Ascorbic acid and catechol derivatives have 
been further discussed, in conjunction with their oxidases, in Chapter 2. Only a 
few more facts concerning carrier compounds will therefore be mentioned. 

Glutathione. 
HOPKINS5 succeeded in obtaining pure glutathione in large amounts by 

precipitation as the cuprous mercaptide. He showed that it is a tripeptide contain
ing glycine, glutamic acid, and cysteine, and KENDALL and MASON,8 and NICOLET? 
produced evidence that its structure is glutaminyl-cysteinyl-glycine. 

H.N . CH· CHI' CHI' CO· NH· CH· CO· NH· CH.· COOH 
l 1 

COOH H1CSH 

This structure was confirmed by synthesis by HARRINGTON and MEAD.8 

1 EULER, ADLER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 288 (1936), 233. 
2 WARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z. 287 (1936), 291. 
3 EULER, SCHLENK, HEIWINKEL, HOGBERG: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 

206 (1938), 208. 
4 EULER, ADLER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 252 (1938), 41. - EULER, 

BAUER: Ber. dtsch. chern. Ges. 71 (1938), 411. 
& HOPKINS: J. bioI. Chemistry 84 (1929), 269. - PIRIE: Biochemic. J. 24 (1930),51. 
8 KENDALL, MASON: J. bioI. Chemistry 88 (1930), 409. 
7 NICOLET: J. bioI. Chemistry 88 (1930), 389. 
8 HARRINGTON, MEAD: Biochemic. J. 29 (1935), 1602. 
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Though glutathione is readily oxidized and reduced by systems in tissues, 
it has not been found to show a normal oxidation-reduction potential. The reduc
tion potential of glutathione or cysteine appears to be determined only by the 
concentration of GSH and not to be affected by GSSG.l 

MELDRUM and DIXON 2 found that pure glutathione in neutral solution is not 
autoxidizible nor will the presence of iron or copper ions catalyze rapid oxidation. 
But, with early impure preparations, oxidation in the presence of iron or copper 
was rapid. It appeared that some impurity, with the metal, catalyzes the oxidation. 
Impure glutathione can be "stabilized" by treatment with muscle powder which 
removes the co-catalytic material. The impurity may be cysteine or cysteinyl
glycine.3 

Glutathione (GSH) is the specific coenzyme for the enzyme glyoxalase which 
brings about the internal oxidation-reduction of methylglyoxal to give lactic 
acid.' The glutathione forms a compound with the methyl-glyoxal which is then 
acted upon by the enzyme yielding lactic acid and free glutathione. 5 Cysteine is 
inactive in this reaction. 

Reduced glutathione and other thiol compounds activate or protect certain 
hydrolyzing enzymes, papain, cathepsin, urease. 6 These enzymes may depend 
for their activity upon fixed -SH groups in their molecules, and GSH may 
produce this group or protect it from oxication. It is also probable that thiol 
compounds combine with and remove metal inhibitors. Glutathione and other 
oxidizable substances, in the presence of heavy metal ions and oxygen, also 
activate arginase, but the mechanism of the activation is not understood. 

Ascorbic acid. 
Ascorbic acid was obtained in large amounts from paprika, Cap..~ic~tm ann'um, 

by SZENT-GYORGYI, SVIRBELY, and. BANGA.7 Its structure (see page 371) has been 
shown and the material has been synthesized by HAWORTH and HrnsT 8 and 
other workers.9 Ascorbic acid is reversibly oxidizable to dehydroascorbic acid, 
the redox potential being Eo' = +0,166 Vat PH 4,0 and +0,080 Vat PH6,4. JO 

Dehydroascorbic acid changes rapidly in neutral solution to another substance 
which is more strongly reducing and cannot be reduced back to the original 
vitamin.lo 

Ascorbic acid behaves like glutathione in activating or protecting certain 
enzymes. 

Adrenochrome. 
Adrenochromell is formed by oxidation of adrenaline by the cytochrome 

system, by catechol oxidase, and by an unknown cyanide insensitive system in 

1 DIXON, QUASTEL: J.chem. Soc. (London) 128 (1923),2943.- GREEN: Biochemic. 
J. 27 (1933), 678. - See also BORSOOK, ELLIS, HUFFMAN: J. bioI. Chemistry 117 
(1937), 281. 

2 MELDRUM, DIXON: Biochemic. J. 24 (1930), 472. 
3 MASON: J. bioI. Chemistry 90 (1931), 25. 
4 LOHMANN: Biochem. Z. 254 (1932), 332. 
6 JOWETT, QUASTEL: Biochemic. J. 27 (1933), 486. - PLATT. SCHROEDER: J. bioI. 

Chemistry 104 (1934), 281. 
8 Review: HELLERMANN: Physiologic. Rev. 17 (1937), 454. 
7 SVIRBELY, SZENT-GYORGYI: Biochemic. J. 27 (1933), 279. - BANGA, SZENT

GYORGYI: Ibid. 28 (1934), 1625. 
8 HIRST: J. Soc. chern. Ind. 1i2 (1933), 221. - HAWORTH, HIRST et al.: Ibid. 1i2 

(1933), 645; J. chern. Soc. (London) 1933, 1420. 
9 See KING: Physiologic. Rev. 16 (1936), 240. 
10 BORSOOK,DAVENPORT, JEFFREYS, WARNER: J. bioI. Chemistry 117 (1937), 237. 
11 GREEN, RICHTER: Biochemic. J. 81 (1937), 596. 
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tissues_ It has been obtained as red crystals and its constitution shown to be 
N-methyl-2,3-dihydro-3-hydroxyindole-5,6-quinone 

(YCHOH-CH.- NH·CHi 
HO~ 

HO~ 

O=i-CHOH 

I I ~CHI 
O=v-N 

CHa 
Adrenochrome. 

Adrenaline. 

It is a very unstable substance decomposing rapidly to colorless products in neutral 
solution; even the solid material kept in vacuum decomposes in a few weeks. It 
is reduced by coenzyme-dehydrogenase systems to a leuco-compound which is 
not adrenaline. Oxidation of leuco-adrenochrome occurs through the cytochrome 
system; it also occurs in the presence of cyanide and this may be autoxidation 
or due to an unknown Catalyst. 

Thiamin pyrophosphate. 
The coenzyme of carboxylase and pyruvic dehydrogenase has been shown 

(see Chapter 7) to be the pyrophosphoric ester of thiamin (vitamin B l ). WILLIAMS 
et al. and others l have shown that vitamin Bl has the following structure, and 
they have synthesized it. The vitamin is now called thiamin. 

N=C-NH •. HBr CHi 
I I /C=C-CH •. CH.OH 

CHa-C C-CH.-N I 
II II I ~C-S 
N-CH BrH 

Thiamin bromide hydrobromlde. 

LIPMANN I has shown that thiamin can be reduced, by hydrosuHite or by platinum 
black and hydrogen, with the uptake of two H atoms in the thiazole nucleus 
and the liberation of a.n acid group. The hydrogenation appears to take place 
in two steps. He has indicated that thiamin pyrophosphate probably mediates 
hydrogen transfer from pyruvate + pyruvic dehydrogenase to the alloxazin
adenine dinucleotide of the later yellow enzymes. Its function is thus similar 
to that of the coenzymes I and II. 

Pyocyanine. 
Pyocyanine is the blue pigment of B. pyocyaneU8. WREDE and STBACK3 

showed that pyocyanine is oxymethylphenazine and synthesized it; according 
to these authors it is bimolecular in glacial a.cetic acid. 

CHa 
I 

AJl"A I !i ., II 
~AA/ 

N II 
o 

1 WILLIAMS, CLINE: J. Amer. chern. Soc. 68 (1936), 1504; 69 (1937), 216. -
Reviews: WILLIAMS: Ergebn_ Vitamin- u .. Honnonforsch. 1 (1938),213; Ind. Engng. 
Chern. 29 (1937), 980. 

I LIPMANN: Nature (London) 188 (1936), 1097; 148 (1939), 436. - LIPMANN, 
PERLMANN: J. Amer. chern. Soc. 60 (1938), 2574. 

a WREDE, STACK: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 181 (1929), 58. 
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It is reversibly reducible to a leuco-compound, and the system gives a redox 
potential of Eo: = 0,06 Vat PH 7,4.1 At PH values below 6 the reduction occurs 
in two stages involving one electron each per single molecule. In acid PH pyocyanine 
is red, the semi-reduced material green, and the fully reduced product colorless. 

The redox potentials of catetlhol and adrenaline are given by BALL and CHEN2 

as Eo' = +0,33 and +0,34 V respectively at PH 7,7. CONANT and PAP
PENHEIMER3 find the redox potential of haemoglobin.methaemoglobin to be 
Eo' = +0,152V at PH 7. The oxidation-reduction characteristics of a number 
of other possible carriers are summarized by HEWlT'l'.' 

Chapter 5. Enzymes Causing Reduction of Cytochrome. 
Succinic dehydrogenase." 

"Succinoxidase." 

BATTELLI and STERN' showed that all animal tissues studied take up extra 
oxygen vigorously in the presence of succinic acid, malic acid being produced; 
the system responsible was readily inactivated at 60° and it was inhibited by 
cyanide in low concentration. Since the mechanism was insoluble they were able 
to wash away metabolites and many other enzymes from the minced tissue. In 
weakly alkaline solution succinoxidase itself could be extracted and OHLSSON? 
prepared active opalescent extracts by extracting washed minced horse muscle 
with alkaline phosphate. Strongly active preparations can be obtained by simply 
washing finely minced heart muscle or pigeon breast muscle and suspending in 
phosphate buffer. 

EINBECK8 showed that the succinoxidase of muscle causes the oxidation of 
succinic acid to fumaric acid with an uptake of 1 atom of oxygen per molecule 
oxidized, but that most enzyme preparations contain an enzyme, fumarase, 
which converts fumaric to malic acid. 

CH.· COOH CH· COOH 
I + 0 II 
CH.·COOH --~ CH 'COOH 
Succinic acid. Fumaric acid. 

CH.·COOH 
I 

HO'CH'COOH 
Malle acid.' 

Fumarase sets up an equilibrium between fumaric and malic a.cids, equilibrium 
being reached in the .presence of 3 molecules of malic to 1 molecule of fumaric 

1 FRIEDHEIM, MICHAELIS: J. bioI. Chemistry 91 (1931), 355. - ELEMA: Rec. 
Trav. chim. Pays.Bas 60 (1931), 807. 

S BALL, CHEN: J. bioI. Chemistry 102 (1933), 691. 
3 CONANT, PAPPENHEIMER: J. bioI. Chemistry 98 (1932), 57. 
, HEWITT: Oxidation.Reduction Potentials in Bacteriology and Biochemistry. 

London: King and Son, 1936. 
& Review: EULER: Chemie der Enzyme II, 8 (1934), 511. 
• BATTELLI, STERN: Biochem. Z. 80 (1910), 172. 
7 OHLSSON: Skand. Arch. Physiol. 41 (1921), 77. - OHLSSON'S method was 

studied and improved by LEHMANN [Skand. Arch. Physiot 68 (1929), 45] who also 
suggested a standard method for estimating the dehydrogenase activity by the 
methylene blue reduction technique .. 

8 EINBECK: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 90 (1914), 301; Biochem. Z. 96 
(1919), 296. 

8 I.Malic acid only is formed; DAKIN: J. bioI. Chemistry 62 (1922), 183. 
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acid.l LEHMANN and ALWALL2 showed that the fumarase can be removed by 
repeated extraction of minced muscle with water at 50°, and this fact has been 
made use of by other authors in preparing succinoxidase free of fumarase.s 

THUNBERG and others' showed that in the presence of washed muscle tissue 
or extracts, succinate rapidly reduces methylene blue. This reduction was not 
inhibited by cyanide. FLEISCHo and SZENT-GYORGYI 6 confirmed the observations 
that oxygen uptake, but not methylene blue reduction, is inhibited by cyanide. 
They concluded that, for oxygen uptake to take place, both succinate and oxygen 
must be "activated", by two separate mechanisms. The oxygen activating 
mechanism can be inhibited by cyanide, but the enzyme activating succinate is 
not inhibited. 

In the presence of cyanide, oxygen uptake occurs if methylene blue, or certain 
other dyes, is added; the succinate + dehydrogenase reduces the dye and the 
leuco-dye is spontaneously reoxidized by oxygen. Methylene blue thus substitutes 
for the oxygen activating system. KEILIN7 clarified the relation of the mechanisms 
concerned in succinoxidase activity by showing that succinate with its dehydro
genase reduces the components of cytochrome, and the reduced cytochrome is 
re-oxidized by the cyanide sensitive cytochrome oxidase Or respiratory enzyme. 
Apparently succinate with its dehydrogenase will reduce methylene blue and 
certain other dyesS as well as cytochrome. 

Since cytochrome oxidase is inhibited by carbon monoxide, it might be ex
.pected that the "succinoxidase" should be similarly inhibited, but this was not 
observed by DIXON.9 However, KEILIN7 pointed out that the dehydrogenase 
activity of DIXON'S preparations might be the limiting factor, and while CO 
inhibits the oxidase to some extent, enough activity might be left to re-oxidize 
the cytochrome as fast as it is reduced. Inhibition of aerobic succinate oxi!iation 
by CO has been observed in B. coli.1° 

Most preparations of succinic dehydrogenase contain cytochrome and cyto
chrome oxidase. But in suspensions of a number of different tissues the activities 
of the two enzymes are high while the cytochrome content is too low to mediate 
the full rate of oxidation; in such cases addition of cytochrome accelerates the 
oxygen uptake with succinate.ll 

Preparations. 
OGSTON and GREENl2 obtained somewhat purified succinic dehydrogenase pre

parations from heart and liver. Heart muscle was minced, washed, ground to a pulp 
with sand, and strained through coarse cloth. The turbid liquid was brought 

1 LEHMANN: Skand. Arch. Physiol. 68 (1929), 173. - WOOLF: Biochemic. J. 23 
(1929), 472. - BORSOOK, SCHOTT: J. bioI. Chemistry 92 (1931), 559. 

2 LEHMANN: Skand. Arch. Physiol. 68 (1930), 173. - ALWALL, LEHMANN: Ibid. 
61 (1931), 159. 

3 BORSOOK, SCHOTT: J. bioI. Chemistry 92 (1931), 535. - STOTZ, HASTINGS: 
Ibid. 118 (1937), 479. 

4 THUNBERG: Skand. Arch. Physiol. 36 (1918),163; 43 (1923), 275. - WIDMARK: 
Ibid. 41 (1921), 200. - OHLSSON: Ibid. 41 (1921), 77. 

5 FLEISCH: Biochemic. J. 18 (1924), 294. 
8 SZENT-GYORGYI: Biochem. Z. 160 (1924), 195. 
7 KElLIN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 104 (1929), 206. 
8 For a discussion of the effects on the oxygen uptake rate of various dyes of 

varying redox potential, see STOTZ, HASTINGS: J. bioI. Chemistry 118 (1937), 479. 
9 DIXON: Biochemic. J. 21 (1927), 1211. 
10 COOK, HALDANE, MAPS ON : Biochemic. J. 26 (1931), 534. 
11 ELLIOTT, GREIG: Biochemic. J. 32 (1938), 1407. 
12 OGSTON, GREEN: Biochemic. J. 29 (1935), 1983. 



414 K. A. C. ELLIOTT: 

to PH 4,6 and the precipitate suspended in phosphate buffer at PH 7,2. Liver was 
minced, extracted with RINGER solution, and the extract treated with two volumes 
of saturated ammonium sulfate solution. The precipitate was washed by re
suspension in saturated ammonium sulfate solution and suspended in phosphate 
bufier. The liver preparation evidently contained very little cytochrome since 
the oxygen uptake with succinate was very low. On adding cytochrome the rate 
of oxygen uptake was greatly increased with both preparations. 

A combination of the methods of OHLSSON and of OGSTON and GREEN has been 
described by WEIL-MALHERBEl for obtaining a partly purified stable dry prepara
tion. Finely minced, washed and sand-ground heart muscle is extracted with 
alkaline phosphate solution, the turbid extract is acidified to PH 4,6 and the 
precipitate dried in vacuum. The dry material ib suspended in phosphate buffer 
for use. 

These preparations contain cytochrome oxidase, and the dehydrogenase has 
not yet been obtained free of the oxidase. Since these preparations lack cytochrome, 
the rate of oxygen uptake with succinate can be much increased by the addition 
of cytochrome or of methylene blue or brilliant cresyl blue. The dyes are reduced 
by the dehydrogenase plus succinate and re-oxidized by oxygen without the 
intervention of cytochrome or the oxidase. 

Coenzymes and Carriers. 
Succinate with its dehydrogenase reduces all three components of cytochrome.s 

The system does not cause the reduction of oxidized glutathione.s The system 
does not depend upon a pyridine nucleotide coenzyme for its activity' but appar
ently the enzyme can interact with the coenzymes, since DEWAN and GREENS 
have found that succinic dehydrogenase plus fumarate can oxidize dihydro
coenzyme I, the fumarate being reduced to succinate. LAKI6 found that the 
dehydrogenase and fumarate can oxidize leuco-yellow enzyme. 

Recently A.HLGREN 7 found that small amounts of boiled aqueous extracts 
of various tissues increased the oxygen uptake of succinate with succinoxidase 
preparations, mainly by maintaining the initial high rate which otherwise fell off. 
The extracts had no effect on methylene blue reduction. The effects varied and 
could only be demonstrated during certain seasons of the year. HOPKINS et al.s 
have indicated that succinic dehydrogenase + succinate requires some new factor 
to enable the system to reduce cytochrome. Muscle residue, after thorough 
extraction with NaC! and LiCI solutions, was extracted with a bile salt solution. 
The clear or opalescent bile salt extract was precipitated with cold alcohol, and 
the precipitate extracted with 20% urea solution. The urea was dialyzed away 
and the material which then precipitated was suspended in water. This suspension 
with succinate could reduce methylene blue actively but it could not reduce 

1 WEIL-MALHERBE: Biochemic. J. 81 (1937), 299. 
8 KElLIN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 104 (1929), 206. - BALL: Biochem. Z. 

296 (1938), 262. Added to proof: POTTER a.n.d LOCKHART [Nature (London) 148 
(1939),942] consider that both cytochromes b a.n.d e a.n.d cytochrome oxidase are 
needed with the dehydrogeIlll8e to complete the succinoxidase system. EULER a.n.d 
HELLSTRihl [Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 260 (1939), 163] find cytochromes a, 
b a.n.d c are required a.n.d diaphorase increases the activity. 

3 HOPKINS, DIXON: J. bioI. Chemistry 64 (1922), 527. - ELLIOTT: Biochemic. J. 
22 (1928), 1410. 

4 ANDERSSON: Hoppe-Seyler's Z.·physiol. Chem. 226 (1934), 57. 
6 DEWAN, GREEN: Biochemic. J. 81 (1937), 1074. 
8 LAKI: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 249 (1937), 61. 
7 AHLGREN: Skand. Arch. Physiol. 80 (1938), 16. 
S HOPKINS, LUTWAX-MA.NN, MORGAN: Na.ture (London) 148 (1939), 556. 
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oxidized cytochrome c; it took up no oxygen on adding cytochrome c, though 
cytochrome oxidase was present in the preparation. A factor required for cyto
chrome reduction was lost in the bile salt extraction. None of the known coenzymes 
or other carriers could take the place of the factor. 

HORECKER, STOTZ, and HOONESSl have now found that traces of aluminium 
ion accelerate the oxygen uptake of succinoxidase preparations. The maximum 
effect was reached with about 5 y AI'" per ccm. and spectroscopic determina
tions showed that the preparations contained enough AI'" to account for the 
oxygen uptake observed without added AI···. It was found that AI'" did not 
affect either the activity of the cytochrome-cytochrome oxidase system nor the 
rate of methylene blue reduction. It seems possible, therefore, that AI'" may be 
the factor which HOPKINS et al. found necessary to link the dehydrogenase and 
cytoch~ome systems. Chromium was more active than aluminium, but it was 
present in the preparations in very low concentration. Various other trivalent 
cations were active but no activity was found with ferric ion. 

Added to prool.- STERN and MELNICK2 also find that the succinoxidase 
system requires an extra factor. This factor could be separated from heart 
extract and had a molecular weight of about 140000. 

Specificity. 
WEIL-MALHERBE'S material, with brilliant cresyl blue added as carrier, 

oxidized succinate rapidly and, considerably more slowly, lX-glycerophosphoric, 
d(-)glutamic, and l-lX-hydroxyglutaric acids. None of a number of other substrates 
tried was oxidized. However, the preparation probably contained other dehydrogen
ases since on the addition of coenzymes, similar preparations (precipitation at 
PH 4,6) bring about the oxidation of various other substances (see Chapter 6). 
THUNBER03 has tested a large number of substances and finds that succinic 
dehydrogenase will act only on succinic acid and, less actively, on methyl succinic 
acid. 

Inhibitors. 
Certain substances structurally related to succinic acid have an affinity for 

the enzyme and while not being themselves activated for oxidation, they are 
adsorbed on the enzyme and so prevent access of the oxidizable substrate, succinic 
acid. This "competitive inhibition" was first observed by QUASTEL and WOOL
DRIDGE4 in work on the succinic dehydrogenase of bacteria. Malonic acid (COOH· 
. CH2 • COOH) was found to exert a strong inhibitory action on succinic dehydro
genase, the extent of· inhibition depending on the relative concentrations of 
malonic and succinic acids. The inhibitory action of malonic acid has since been 
observed with the enzyme from different sources5 and by various authors. DAS6 

found that oxaloacetic acid (COOH·CO·CH 2 ·COOH) inhibits more strongly than 
does malonic acid; the oxidation product, fumarate, also inhibits, but only in 
higher concentration. Oxalic acid also inhibits but less markedly. THUNBERG? 

,found that various substituted succinic acids exert slight inhibition; even methyl 
succinate, though it can itself be oxidized, decreased the rate of reduction of 
methylene blue in the presence of succinate. 

1 HORECKER, STOTZ, HOGNESS: J. bioI. Chemistry 128 (1939), 251. 
2 STERN, MELNICK: Nature (London) 144 (1939), 330. 
3 THUNBERG: Biochem. Z. 268 (1933), 48. 
, QUASTEL, WOOLDRIDGE: Biochemic. J. 22 (1926), 689. 
6 QUASTEL, WHEATLEY: Biochemic. J. 26 (1928), II7. 
6 DAS: Biochemic. J. 81 (1937), 1124. 
7 THUNBERG: Biochem. Z. 268 (1933), 48. 
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Succinic dehydrogenase, like other dehydrogenases, is somewhat inhibited by 
narcotics such as alcohols I and the urethanes,! probably owing to their being 
strongly adsorbed and blocking the catalytic surface. Fluoride, 0,06 M, inhibits 
45%, selenite, 0,02 M, produces complete inhibition of the dehydrogenase.3 In 
0,02 M concentration, pyrophosphate inhibits succinic dehydrogenase strongly 
but inhibits none of a number of other dehydrogenases tested.' BANGA and PORGES6 

list a number of organic and inorganic compounds which inhibit the enzyme to 
varying degrees. Cyanide in low concentration has no effect on the dehydrogen
ase3,4. 

Succinic dehydrogenase undergoes another type of inactivation which is of 
unusual interest. HOPKINS et al.e found that when washed tissues are incubated 
anaerobically with oxidized glutathione (GSSG) at 'PJI. 7,4, the succinic dehydrogen
ase is largely inhibited and the inhibition becomes complete if the process is 
repeated with fresh GSSG solutions. On subsequent incubation with reduced 
glutathione (GSH) the activity of the enzyme is restored. They concluded that 
the enzyme depends for its activity upon. a fixed - SH group which can be 
oxidized, with inactivation of the enzyme, by GSSG and reactivated by reduction 
with GSH. They obtained further evidence of this by showing that the enzyme 
could also be inactivated by Cu and by maleic and iodoacetic acids, substances 
which are known to react with - SH groups. Alloxan, an oxidant of - SH groups, 
in low concentration, also inactivates the enzyme. Succinic, fumaric and malonic 
acids, all of which are adsorbed on the enzyme, protect it from the influence of 
GSSG. /X-Glycerophosphate dehydrogenase, which always accompanies succinic 
dehydrogenase, was not inactivated by GSH, nor were a number of other oxidizing 
enzymes. 7 EULER and HELLSTROM8 also conclude, from experiments with oxidiz
ing and reducing agents, that succinic dehydrogenase depends upon an - SHgroup 
for its activity. 

Kinetics. 
OHLSSON,9 and COOK and ALcOCKI~ found the optimum PH for the reduction of 

methylene blue by the succinic dehydrogenase of muscle and bacteria to be 
about PH 9, though it varies somewhat with the buffer used. The optimum PH 
for the oxygen uptake of bacterialo and washed musclell with succinate was about 
PH 7,6. L.uriS has shown that the PH optimum depends upon the dye used-with 
methylene blue the optimum was about PH 8,8 with I-naphtholsulfonate -
2,6-dichlorophenol-indophenol it was about 8,0 and with toluylene blue, 7,5. 

Half maximal rate of oxidation in the presence of methylene blue is obtained 
in very low succinate concentration, about 0,001 M.13 The maximum rate is 

1 GRONVALL: Skand. Arch. PhysioI. 44 (1923), 200. 
2 SVENSSON: Skand. Arch. PhysioI. 44 (1923), 306. - SEN: Biochemic. J. 26 

(1931), 849. 
3 STOTZ, HASTINGS: J. bioI. Chemistry 118 (1937), 479. 
, LELOIR, DIXON: Enzymologia (Den Haag) 2 (1937), 81. 
5 BANGA, PORGES: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem. 266 (1938), 159. 
a HOPKINS, MORGAN: Biochemic. J. 82 (1938), 611. - HOPKINS, MORGAN, 

LUTWAK-MANN: Biochemic. J. 82 (1938), 1829. 
7 RAPKINE has shown by similar methods that the system which, with coenzyme I, 

catalyzes oxido-reduction,. between triosephosphate and pyruvate depends upon a 
free -SH group: Biochemic. J. 32 (1938), 1729. 

8 EULER, HELLSTROM: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem. 266 (1938), 159. 
• OHLSSON: Skand. Arch. PhysioI. 41 (1921), 77. 
10 COOK, ALCOCK: Biochemic. J. 26 (1931), 523. 
11 WIELAND, FRAGE: Liebigs Ann. Chem. 477 (1929), 1. 
12 LAKI: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 264 (1938), 25. 
13 WIDMARK: Skand. Arch. Physiol. 41 (1921), 200. - QUASTEL, WHETHAM: 

Biochemic. J. 19 (1925), 520. 



Biological Oxidation-Reduction Catalysts. 417 

reached with about ten times this concentration. Very high concentrations 
cause some inhibition.1,2 The optimal concentration appears to be somewhat 
higher with oxygen than with methylene blue.2 

The temperature coefficient of succinic dehydrogenase activity is about 2,0.3,' 

Reversibility. 
QUASTEL and WHETHAM3 first showed that succinic dehydrogenase catalyzes 

a truly reversible reaction. They showed that washed bacteria catalyzed the 
oxidation of succinate with reduction of methylene blue and also the reduction 
of fumarate with oxidation of leuco-methylene blue.:; An equilibrium was set up 
between the four reacting components with a reproducible constant K, where 

K = [fuma.rate] [leuco-dye] 
[succinate] [dye) 

THUNBERG6 showed similar reversibility and found the same equilibrium 
constant with the dehydrogenase from muscle. Knowing the concentrations of 
the reactants at equilibrium and the electrometric data for the methylene blue 
system, THUNBERG calculated the redox potentiarl of the succinic-fumaric system. 
Later LEHMANN7 made direct measurements of the potential at equilibrium with 
the dye. There were some discrepancies between the results of these authors, and 
BORSOOK and SCHOTT8 made a thorough study of the reaction and showed by 
electrometric and thermochemical measurements that the enzyme behaves as 
a perfect catalyst. The potentials of the succinic-fumarate system at 37° are 
given by [succinic] 

E" = 0,430 -0,0615PH -0,0307 log· -[-r--' -] , umarlC 

whence the redox potentIal at PH 7,0, of an equimolar mixture of succinic and 
fumaric acids is Eo.' = 0,0 V. The redox potential is thus close to that of methyl
ene blue. 

Distribution. 
Succinic dehydrogenase has been found in all bacteria tried,' in moulds,lo 

in insects,ll and in tissues of all vertebrates.12 The enzyme is very active in liver, 
kidney, and heart, less active in skeletal muscle and most other tissues; spleen, 
pancreas, and certain cancer tissues contain little of the enzyme, and it is absent 
in blood.I3 In muscle the succinic and certain other dehydrogenases seem to be 
associated with the structural framework of the fibres. l4 

Added to proof: The dehydrogenase is present Limulus, Busycon, Homaru8, 
Loligo, and in Arbacia sperms but not eggs.16 

1 BATTELLI, STERN: Biochem. Z. 30 (1911), 172. 
2 ELf-IOTT. GREIG: Biochemic. J. 32 (1938). 1407. 
3 QUAST.EL. WHETHAM: Biochemic. J. 18 (1924). 519. 
, MAZZA. LAURENZA: Arch. Sci. bioI. (It.) 19 (1934). 496. 
5 Another mechanism ("fumarate hydrase") for the reduction of fumarate is 

described in Chapter 7. 
6 THUNBERG: Skand. Arch. Physioi. 46 (1925). 339. 
7 LEHMANN: Skand. Arch. Physioi. 58 (1929). 173. 
8 BORSOOK. SCHOTT: J. bioI. Chemistry 92 (1931). 535. 
e KENDALL. ISHIKAWA: J. infect. Diseases 44 (1929). 282. 
10 THUNBERG: Skand. Arch. Physioi. 38 (1916). 223; 85 (1917). 163; 40 (1920). 1. 
11 BATTELLI. STERN: Biochem. Z. 56 (1913). 59. 
12 See THUNBERG: Quart. Rev. BioI. 5 (1930). 318. 
13 BREUSCH: Biochem. Z. 291) (1938). 101. - ELLIOTT. GREIG: Biochemic. J. 82 

(1938). 1407. 
14 HOPKINS, MORGAN, LUTWAK-MANN: Biochemic. J. 32 (1938). 1829. 
16 BALL. MEYERHOF: J. bioI. Chemistry 134 (1940), 483. 

Hdb. d. Katalyse, III. 27 
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Function. 
According to various workersl the oxidation of succinate is an essential step 

in the oxidative metabolism of carbohydrate and other food-stuBs. SZlIINT
GYOBGTI and Kmi:BS and their co-workers have suggested that the succinoxidase 
system plays a special role in the catalysis of tissue respiration in general (see 
Chapter 8). 

I¥-Glyeerophosphate dehydrogenase (Cytochrome). 
MlIIYERHOF2 observed that glycerophosphoric acid, but not glycerine, is 

oxidized by washed muscle or liver, and AHLGREN3 showed that the glycero
phosphate system could reduce methylene blue. Like succinic dehydrogenase, 
glycerophosphate dehydrogenase is widely distributed and associated with 
insoluble tissue material. The two enzymes nearly always accompany each other 
in preparations and they show the same stability' but they are evidently diHerent 
catalysts. ALWALL6 found that the ratio of the rates of oxidation of succinate 
and of glycerophosphate by different tissues varied widely. AHLGREN8 found an 
additive effect on the rate of methylene blue reduction with succinate and glycero
phosphate together in optimal concentrations. 

Glycerophosphate dehydrogenase is present in all animal tissues tried;? 
it is even present in the lens of the eye which contains no succinic dehydrogenase.8 

It is present in bacteriaD and yeast2 and in certain seeds and pollen.lo 

Much of the early workll on glycerophosphate dehydrogenase, has become 
somewhat ambiguous since it now appears that there exist two different glycero
phosphate dehydrogenases. One of these has been shown by EULER et aZ.12 to de
pend for its activity upon coenzyme I and it will be discussed in the next chapter. 
The other apparently causes the direct reduction of cytochrome and has been 
studied by GREEN13 who gives the following information. 

To prepare the enzyme rabbit muscle is minced, washed, ground with sand, 
and the paste strained through coarse mesh cloth.l& The extract is brought to 
PH 4,6 with acetate buffer and the sediment obtained is suspended in phosphate 
buffer 'PH 7,2. The suspension keeps its activity for a few days at 0°. The sediment 
dried in vacuo is quite stable. If the enzyme suspension is centrifuged no activity 
is left in the supernatant fluid; the enzyme is apparently attached to insoluble 
particles. 

The enzyme could be prepared in the same manner from a number of different 
rabbit tissues. The most active preparation was obtained from brain, the least 

1 See for example: TOENNIESSEN, BRINKMANN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 
187 (1930), 137. - ELLIOTT et al.: Biochemic. J. 28 (1934), 1920; 81 (1937), 1021. 

I MEYERHOF: Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 176 (1919), 20. 
3 AHLGREN: Acta med. scand. 67 (1928), 508_ 
" ALWALL: Skand. Arch. Physiol. 00 (1929), 100. 
6 ALWALL: Skand. Arch. Physiol. 68 (1929), 65. 
e AHLGREN: Skand. Arch. Physiol. 47 SuppI. (1925), 1. 
7 ALWALL: Skand. Arch. Physiol. 68 (1929), 65. - THUNBERG: Ibid. 48 (1923), 

275. - DAVIES, QUASTEL: Biochemic. J. 26 (1932), 1672. 
8 AHLGREN: Skand. Arch. Physiol. 44 (1923), 196. 
• QUASTEL, WHETHAM: Biochemic. J. 19 (1925), 520. 
10 THUNBERG: Biochem.Z.206 (1929),109; Skand. Arch. Physiol. 46 (1924),137. 
11 Seo FRANKE: EULER'S Chemie der Enzymp II, 3 (1934), 586. 
12 I<~ULER, ADLER, GUNTHER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 249 (1937), 1. 
13 GREEN: Biochemic. J. 80 (1936), 629. 
l' The cloth used is called mmllin in England but corresponds to cheesecloth in 

America. 
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active from heart. Unlike succinic dehydrogenase, the glycerophosphate dehydro
genase is considerably more active in skeletal than in heart muscle. 

The enzyme preparation with (X-glycerophosphate takes up a little oxygen 
without added carrier but the rate is increased many times on the addition of 
cytochrome c. The preparation contains cytochrome oxidase ("indophenol 
oxidase", tested for by the oxidation of p-phenylene diamine). It is evident 
therefore that the complete system is as follows: IX-glycerophosphate, dehydro
genase-cytochrome-cytochrome oxidase, oxygen. As is to be expected, the 
oxygen uptake is completely inhibited by cyanide. l No sign of hydrogen peroxide 
formation was detected. 

Cytochrome could not be replaced by yellow enzyme, lactoflavin, glutathione, 
adrenaline, ascorbic acid nor coenzymes I and II; none of these substances affected 
the rate of oxygen uptake of GREEN'S preparation with IX-glycerophosphate. 
Increasing the oxygen tension also had no ~ffect. 

The enzyme with glycerophosphate reduces methylene blue anaerobically 
and methylene blue will act as carrier and cause oxygen uptake. The affinity 
for methylene blue is low and maximum oxygen uptake rate is not reached 
with less than 6 X 10-3 M methylene blue. Cytochrome causes rapid oxygen 
uptake in molar concentrations many times lower than are effective with methylene 
blue. Besides methylene blue, all reversible indicators with an Eo' at PH 7 higher 
than -0,2 V can be reduced by glycerophosphate with the dehydrogenase. 
The potential of the glycerophosphate system seems to be about - 0,25 V. 
The system reduces nitrate, but very slowly. 

The enzyme is speci~ic for the natural {-)IX-glycerophosphate. p-Glycero
phosphate, glycerol, 2-phosphoglycerate, and 3-phosphoglycerate are not oxidized. 

In the presence of 1,2 X 10-3 ~~f methylene blue, added as carrier, half ma
ximum oxygen uptake rate was obtained with 0,01 MIX-glycerophosphate. 
Half maximum rate of anaerobic methylene blue reduction, with 0,07 X 10-3 M 
methylene blue, was obtained with 0,001 M IX-glycerophosphate. The half op
timum substrate concentration evidently depends upon the conditions under 
which the system is acting. 

The activity of the enzyme varies li,ttle between PH 7,5 and 10,5 in phosphate 
buffer; it falls off rapidly below PH 6 and above PH 12. 

With methylene blue added as carrier, cyanide and sodium azide, about 
0,01 M, do not inhibit the oxidation rate.! The narcotics, ethyl urethane and 
octyl alcohol cause appreciable inhibition. Fluoride, 0,017 M, and iodoacetic 
acid, 0,0017 M, have very little effect. Though the enzyme does not activate 
3-phosphoglycerate and 2-phosphoglycerate for oxidation, these substances 
probably compete with the normal substrate for the enzyme surface since their 
presence causes an inhibition of the oxidation of IX-glycerophosphate. p-Glycero
phosphate shows no effect at all. 

Methylglyoxal was isolated, as the dinitrophenylosazone, after the oxidation 

1 OGSTON and GREEN [Biochemic. J. 29 (1935), 1983] had found no accE'leration 
of oxygen uptake on adding cytochroml', and only partial inhibition with cyanide, 
with preparations from muscle. Evidently their cruder preparations (no precipitation 
at PH 4,6) contained sufficient cytochrome and also contained the coenzyme-deter
mined dehydrogenase. The precipitated material of GREEN probably contains a trace 
of cytochrome which accounts for a small oxygen uptake varying in rate with different 
preparations, without cytochrome addition. 

2 Actually these reagents increaRe the oxygen uptake when dyes are USE'd as 
carriers. This may be due to the inhibition of catalase; HsOs accumulates instead 
of being broken down to Os and watt-r. WEIL·MALlIERBE: Nature (London) 140 
(1937), 725. 

27* 
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of /X-glycerophosphate by the enzyme preparation.1 However, it was shown that 
the first oxidation product is a triosephosphate, almost certainly glyceraldehyde
phosphate though dihydroxyacetonephosphate is possibly also formed. The triose
phosphates readily break down to give methylglyoxal and phosphoric acid. 

H.COH HC=O HC=O 

I + ° I + H I HCOH ----~ HCOH -~ HC=O + HaPO, 
I I I 

H.C-OPO.HlI HaC-OPO.H. CHa 
",-Glycerophosphate. Glyceraldehydephosphate. Methylglyoxal. 

The formation of methylglyoxal and free phosphate lagged behind the oxygen 
uptake. In the presence of cyanide the triosephosphate formed was stabilized as 
the cyanhydrin and the Ba salt of this was isolated, in an impure state, and identi
fied as triosephosphate by its breakdown products on hydrolysis. Treatment 
of the impure triosephosphate material with iodine seemed to yield phospho
glyceric acid, indicating that mostly glycera.ldehydephosphate was present. 

Using ordinary /X-glycerophosphate containing both optical isomeres the 
total oxygen uptake corresponded to exactly half the theoretical for oxidation 
to triosephosphate. With the natural (---) product, produced in muscle glycolysis, 
the theoretioal oxygen uptake occurred. Green presumed that the oxidation 
product is (+ )glyceraldehydephosphate since only this component of synthetic 
triosephosphate undergoes dismutations in muscle. 

This dehydrogenase does not cause glycerophosphate to reduce pyruvate 
or fumarate and does not catalyze any of the processes of glycolysis. Actively 
glycolyzing muscle juice does not contain this enzyme. The cytochrome-oriented 
/X-glycerophosphate dehydrogenase seems to be concerned only with oxidation 
and not with glycolytic processes. 

Choline dehydrogenase. 
BERNHEIM and BERNHEIM! found that acetylcholine increased the oxygen 

uptake of a suspension of rat liver, and th~ extra oxygen uptake was proportional 
to the amount of acetylcholine added. Pharmacological tests showed that the 
acetylcholine was destroyed. Acetate caused no oxygen uptake with the sus
pension, so it was concluded that choline was oxidized. Fluoride and physostigmine 
which inhibit liver esterases, completely inhibited the extra oxygen uptake in
dicating that acetylcholine is hydrolyzed ~efore oxidation.3 TROWELL' showed 
that choline causes increased oxygen uptake with liver slices, or washed liver 
mince, but the enzyme concerned could not be obtained in solution. 

MANN and QUASTEL5 found a large increase in oxygen uptake when choline 
(choline chloride) was added to a liver suspension or to liver slices. Using FLo
RENCE'S reagent to precipitate choline &>s the periodide, it was shown that 
choline disappearance accompanied the increased oxygen uptake. Some
what more than 1 atom of oxygen was taken up per molecule of choline dis
appearing (the PH of the buffer used being 7,4). From the reaction mixture, a 

1 The same product was isolated by JOHNSON after incubation of minced brain 
with lX-glycerophosphate. Biochemic. J. 80 (1936), 33. 

9 BERNHEIM, BERNHEIM: Amer. J. Physiol. 104 (1933), 438. 
3 These substances and urethane inhibit the dehydrogenase only in high con

centrations. BERNHEIM, BERNHEIM: Amer. J. Physiol. 121 (1938), 55. 
4 TROWELL: J. Physiology 86 (1935). 356. 
5 MANN, QUASTEL: Biochemic. J. 81 (1937), 869. 
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mixture of the reineckates of unchanged choline and betaine aldehyde was 
separated. The latter was obtained in pure form and identified by various chemical 
methods. The primary product of the oxidation of choline by the enzyme is 
therefore betaine aldehyde. 

+ + 
(CHa)aN· CH2 • CHzOH + 0 - (CHa)sN -CHs ' CHO 

Choline. Betaine aldehyde. 

In their earlier study BEBNHEIM and BERNHEIMl had found that about 1,5 
atoms of oxygen were taken up per molecule of choline. Recently these authorss 
purified the. enzyme somewhat by dialyzing the liver suspension and using the 
washed sediment suspended in phosphate buffer. They found that at PH 6,7 one 
atom of oxygen was taken up per plolecule of choline and at PH 7,8 two atoms 
were taken up. Chemical tests indicated that the product of oxidation at PH 6,7 
was betaine aldehyde, the product at PH 7,8 was betaine. At PH 7,8 little betaine 
aldehyde was found unless the test was applied before the oxidation was complete. 
Presumably at PH 7,8 choline is oxidized first to betaine aldehyde and then to 
betaine.. Synthetic betaine aldehyde could be oxidized by the suspension, but 
only at PH 7,8. Whether the same enzyme is resPonsible for both steps of the 
oxidation is uncertain. MANN et til.a added semicarbazide to the reaction mixture 
to fix the betaine aldehyde formed and obtained, at PH 7,4, approximately the 
theoretical oxygen· uptake for oxidation to betaine aldehyde. 

The dialyzed preparation of the BEBNHEIMS could also oxidize succinate, 
d-proline, tyramine, and, to a slight extent, xanthine, but did not act on a number 
of other substances tried. Succinate, proline, and tyramine can be oxidized by 
preparations which do not attack choline. Though choline is oxidized at the 
alcohol gronp, the enzyme responsible is distinct from alcohol dehydrogenase. 
Untreated liver suspension oxidized both choline and alcohol but the choline 
oxidase preparation was unable to oxidize alcohol. Conversely an extract of 
acetone-dried liver oxidized alcohol but not choline. 

MANN et til. showed that arsenocholine is oxidized· by the same enzyme. In 
the presence of semicarbazide one atom of oxygen was taken up, corresponding 
to oxidation to arsenobetaine aldehyde; in the absence of fixative roughly two 
atoms were taken up, arsenobetaine presumably being formed. A secondary 
reaction. also seemed to take place since a smell of trimethylarsine was produced 
and a volatile reducing substance was detected. 

Half maximum rate of increased oxygen uptake was obtained with about 
1,2 X 10-8 M choline and about 8 X 10-8 M a.rsenocholine. Arsenocholine has 
thus a considerably lower affinity for the enzyme than has choline. 

Though choline has little effec~ on the rate of reduction of methylene blue 
by untreated liver suspension, the BEBNHEIMS· found that methylene blue was 
reduced by their dialyzed preparation much more mpidly with choline than 
without, at both PH 6,7 and 7,8. QUASTEL and WHEATLJay4 showed that the 
enzyme with choline reduces ferricyanide. 

MANN and ~UASTEL6 found that the oxygen uptake of the enzyme preparations 
with chQllne is completely inhibited by 10-8 M cyanide.- In anaerobic experiments 

I BEBNIIEDI, BEBNHEDrI: Amer. J. Physiol. 104 (1933), 438. 
• BEBNIIEDI, BEBNHEDl: Amer. J. Physio!. 121 (1938), 55. 
I MANN, WOODWARD, QUASTEL: Biochemic. J. 82 (1938), 1024. 
, QUASTEL, WHEATLEY: Biochemic. J. 82 (1938), 936. 
I MANN, QuASTEL: Biochemic. J. 81 (1937), 869. 
• BEBNIIEDI, BBRNIIEDI [Amer. J. Physio!. 121 (1938), 55] found that high con

centrations of cyanide produced only a temporary inhibition. Presumably absorptitm 
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using ferricya.nide as hydrogen acceptor, MANN et al,l found no appreciable 
inhibition of the oxidation of choline or arsenocholine with low cyanide con
centration though 0,1 M cyanide had some effect. The latter authors found that 
well washed rat liver suspension with choline or arsenocholine immediately 
reduced added cytochrome c. On shaking the mixture with air the absorption 
bands of reduced cytochrome c were observed to disappear, but they reappeared 
on the removal of air. Neither the suspension nor choline alone reduced the cyto
chrome. It was concluded, therefore, that the choline oxidizing system consists 
of choline dehydrogenase, cytochrome, and cytochrome oxidase, the latter enzyme 
being the factor which is inhibited by cyanide. No coenzyme seems to be required 
since, with liver slices, QUASTEL and WHEATLEy2 found that choline, like succinate, 
reduced ferricyanide rapidly, whereas lactate, malate, and glycerate, required 
the addition of coenzyme before ferricyanide was reduced. MANN et al. found that 
prolonged dialysis of the enzyme preparation had little effect on its activity, 
and addition of coenzyme I after dialysis caused no increase in oxidation ra.te. 

The oxidation of choline is inhibited in the presence of ammonia. (ammonium 
chloride), trimethylamine, and betaine, and MANN et al. believe therefore that 
these substances compete with choline for the enzyme and that the affinity 
for the enzyme is determined by the> NRa group, though As may be substituted 
for N as in arsenocholine. The dehydrogenase seems to be readily destroyed by 
acetone, ammonium sulphate, or acidification. 

The choline dehydrogenase is active in rat and cat liver and kidney, but the 
activity in rat kidney is considerably less than in rat liver; it is absent in rat 
brain, skeletal and h~ muscle, spleen and blood, and in guinea-pig liver.a 
Prepara.tions from guinea-pig liver do not cause cytochrome reduction with 
choline, and do not oxidize arsenocholine.1 

Laetie dehydrogenase of yeast. 
ILumEN and NORBII~' showed that dried yeast with lactic a.cid reduced 

methylene blue and tha.t the product of oxidation was pyruvic acid. Aerobic 
oxidation of lactate by living yeast was found by FfrRTH and LIEBEN. 1i 

BIlRNHEIM6 obtained a slightly cloudly active extract by extracting acetone
dried yeast with NaJiPO 4 solution, and dialyzing the solution. A clear yellow 
solution of lactic dehydrogenase was obtained by HAHN et al,7 by rubbing up 
pressed yeast with ethyl acetate and shaking the suspension with water, ammonia. 
being added to keep the mixture neutral. ADLER and MICHAELISS obtained the 
enzyme as a dry powder by fractional precipitation with alcohol from HAHN's 
solution. HAHN and FISCHBACH" have purified the enzyme by adsorption on 
alumina. GURCHOT and LOWMANN10 obtained a soluble preparation in which 

of HCN by the alka.li used to a.bsorb CO2 lowered the HCN concentration in the 
medium. 

1 MANN, WOODWARD, QUASTEL: Biochemic. J. 82 (1938), 1024. 
I QUASTEL, WHIlATLllY: Biochemic. J. 82 (1938), 936. 
a BUNHEIM, BERNHEIM: Amer. J. PhysioI. 104 (19a3), 438; 121 (1938), 55. -

TROWELL: J. Physiology 86 (1935), 356. - MANN, QUASTEL: Biochemic. J. 81 (1937), 
869. 

, HARDEN, NORRIS: Biochemic. J. 9 (1915), 330. 
5 FURTH, LIEBEN: Biochem. Z. 128 (1922), 144; 182 (1922), 165. 
I BERNHEIM: Biochemic. J. 22 (1928), 1178. . 
7 HAHN, FISCHBACH, NIEMIlR: Z. BioI. 98 (1932), 121. 
I ADLER, MICHAELIS: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem. 286 (1935), 154. 
• HAHN, FISCHBACH: Z. BioI. 96 (1934), 155. 
10 GURCHOT, LOWMANN: Proc; Soc. expo BioI. Med. 8i (1936), 315. 
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much protein and debris was removed from macerated yeast by shaking with 
ether; the enzyme was precipitated with ammonium sulphate and dried. 

These extracts with lactate reduced methylene blue but took up no oxygen 
unless the dye was added as mediator. HAHN showed tha.t the oxidation product 
was pyruvate. 

BERNHEIM! found that his solution oxidized lactate and, slightly less rapidly, 
.:x-hydroxybutyrate but not any of the following: malate, P-hydroxybutyrate, 
fumarate, succinate, maleate, formate, citrate, glutamate, oxalate, acetate, 
tartrate, pyruvate, or glycerate. The rate of reaction increased with increasing 
lactate or .:x-hydroxybutyrate concentration up to 0,07 M; further increase had 
no effect. The extracted enzyme attacks l( + )lactate preferentially but not 
exclusively while intact yeast oxidizes both forms at the same rate.Z Possibly 
two different enzymes are involved or the intact yeast contains a racemizing 
agent. 

BIoRNHEIM found tha.t the activity of the enzyme toward lactate or .:x-hydroxy
butyrate was inhibited strongly by pyruvate, oxalate or glycerate. BOYLAND a 
has found that the dehydrogenase is inhibited by certain carcinogenic hydro
carbons, especially by the products of irradiation of these Bubstances. Arsenite 
inhibits the enzyme competitively; the extent of inhibition increases with de
creasing lactate concentration. The enzyme is not inhibited by cyanide, fluoride 
or bromoacetic acid.' 

BOYLAND and BOYLAND5 found the optimum PH for the enzyme in solution 
to be 6,2. 

The fact that protracted dialysis was involved in BERNHEIM'S preparation 
of yeast lactic dehydrogenase indicated that no coenzyme was concerned, and 
BOYLAND and BOYLAND5 showed that the solution contained no coenzyme which 
could activate the coenzyme-determined lactic dehydrogenase from muscle. 
ADLER and MICHAELIS' found no sign of activation of the yeast enzyme by ad
ditions of coenzyme I or coenzyme II and yellow enzyme. The yellow euyme will 
not mediate oxygen uptake in place of methylene blue.8 Glutathione does not 
act as mediator to enable the enzyme with lactate to take up oxygen.7 

OGSTON and GREEN8 found that while a preparation obtained from ground 
yeast took up small amounts of oxygen in the presence of lactate, the ra.te of 
oxygen uptake was considerably increased when cytochrome c was added and 
very greatly increased when cytochrome and a suspension of heart muscle nch 
in cytochrome oxidase were added. The oxygen uptake of this system and also. 
the rapid oxygen uptake of intact washed yeast with lacta.te, was inhibited by 
cyanide. It therefore appears that the yeast enzyme is connected with the oyto
chrome-cytochrome oxidase system and not with a coenzyme I or II 
system. 8 

W ARBUM and CHRIsTIAN' showed that pyruvate with an enzyme from yeast 

1 BERNHEIM: Biochemic. J. 22 (1928), 1178. 
I Ml:YERHOF, LOlDl.tlNN: Biochem. Z. 171 (1926), 421. 
3 BOYLAND: Biochemic. J. 27 (1933), 791. 
, ADLER, MICHAELIS: Ho~pe-Seyler's Z. physioI. Chem. 2a& (19315), 154. 
G BOYLAND, BOYLAND: Biochemic. J. 28 (1934), 1417. 
8 HAHN, NIEMD, FuYTAG: Z. Bioi. 86 (1935), 253. 
7 OGSTON, GREEN: Biochemic. J. 29 (1935), 1983, 2005. 
8 OGSTON and GREEN found that added coenzyme I produced Bome activation 

of the oxidation of lactate with the preparation used by them. It is therefore poBBible 
that yeast may contain a coeazyme-determined lactic dehydrogenase as well as the 
coenzyme-independent enzyme. 

8 WARBURG, CHBISTIAN: Biochem. Z. 287 (1936), 291. 
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oxidized dihydro-coenzyme I. It will be recalled that fumarate with the succinic 
dehydrogenase also could oxidize dihydro-coenzyme.1 

DIXON and ZEBJrASI state that they have obtained a purified yeast lactic 
dehydrogenase preparation which, with lactate, reduces methylene blue rapidly 
but does nQt react with the cytochrome oxidase-cytochrome c system. As with 
the succinic dehydrogenase, it appears that an extra factor is necessary for the 
reduction of cytochrome. 

The lactic dehydrogenase of muscle and a lactic dehydrogenase in bacteria. 
require coenzyme I and are discussed in the next chapter. 

I¥-Hydroxyglutaric dehydrogenase. 
TRUNBEBG3 found that IX-hydroxyglutarate reduced methylene blue in the 

presence of washed frog muscle. WEIL-M.u.RERBE' studied the enzyme responsible, 
using a preparation from pig heart. Washed, ground tissue was extracted with 
slightly alkaline medium, and the enzyme was precipitated (together with other 
enzymes) at PH 4,6. The material, dried in vacuo, maintained its activity well. 
For use it was suspended in veronal buffer, PH 8,2. The preparation with IX-keto
glutarate and pyocyanine, added as carrier, took up oxygen rapidly and con
tinuously for several hours. No ketone fixative nor coenzyme was necessary. 
Similar though less active preparations were obtained from all other tissues 
tried except spleen a.nd JENSEN sarcoma. 

The enzyme was specific for Z( - }IX-hydroxyglutarate; the d( + )compound 
was not attacked and did not inhibit the reaction with the l-compound. Half
maximum 0 1 uptake rate occurred with about 0,003 M IX-hydroxyglutarate; 
the full rate was given with 0,03 M substrate and further increase in concentra
tion had no effect. The optimum PH was 8,0-8,5, the rate fS.lling off rapidly in 
more alkaJine medium. 

Iodoacetate, 0,017 N, inhibited the reaction 82%, pyrophosphate, 0,017 N, 
inhibited 22%. Fluoride and arsenite had no effect. Oxalate, 0,03 N, inhibited 
83% and malonate, hydroxymalonate, maleate, citrate, and the oxidation 
product, IX-kefuglutarate, 0,05 M, had slight effects. Cyanide up to 0,1 N did 
not inhibit, and, in the presence of cyanide, extra oxygen uptake occurred as 
a result of the inhibition of cata.1a~. The production of HIIO Il, formed in the 
reoxidation of the carrier, pyocyanine, was shown. 

In the absence of cyanide, exactly 1 atom of oxygen was taken up per molecule 
of IX-hydroxyglutarate; the produ,ction of an IX-keto-acid was shown quantitatively, 
and the oxidation product, IX-ketoglutarate, was isolated as the dinitrophenyl-
hydrazone. COOH' COOH 

I I 
(CH.). (CH.). 
I +0---+ I 

HCOH C=O 
I I 
COOH COOH 

';'-hydroxyglotal'ic acid. ..-ketoglutaric acid. 

The dehydrogenase required no coenzyme. Addition of coenzyme I or II had 
no effect on hydroxyglutaric acid oxidation though they brought about oxidation 

1 DEWAN, Guu: Biochemic. J. 81 (1937), lO74. 
I DIXON, ZEBFA8: Na.ture (London) 148 (1939), 557. 
I TulnmERG: Ska.nd. Arch. Physiol. 40 (1920), 1. 
, WEIL-Mu.HERBE: Biochemic. J. 81 (1937), 2080. 
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of lactate and P-hydroxybutyrate by dehydrogenases present in the preparation. 
Of a number of reversible redox systems tested, phenazine dyes were the only 
efficient carriers in the ~-ketoglutarate system. Phenazine methochloride and 
ethochloride were as active as pyocyanine. Methylene blue, thionine, and other 
dyes were much less efficient though their redox potentials are more positive. 
The rate of O2 uptake by the system increased continuously with increasing dye 
concentration. Cytochrome c, yellow enzyme, adrenaline, ascorbic acid and 
glutathione did not act as carriers. (With the same preparation succinate was 
oxidized and cytochrome c increased the rate many times.) 

In the absence of added carrier, the preparation with hydroxyglutarate took 
up oxygen slowly. This oxygen uptake was not affected by cyanide, which shows 
that cytochrome oxidase was not involved. It was observed spectroscopically 
that cytochrome a, present in the preparation, was immediately reduced on 
adding hydroxyglutarate, and reoxidized on shaking with air. It seemed probable 
that the hydroxyglutarate system is in some way linked with the cytochrome 
system. 

From experiments on the anaerobic reduction of various dyes of known redox 
potentials, the redox potential of the hydroxyglutarate-ketoglutarate system was 
estimated to be about Eo' = -0,07 (PH 8,21). The reversibility could not 
be demonstrated directly, since dyes of this potential inhibited the reaction, but 
reversibility was shown by adding P-hydroxybutyrate, coenzyme I and keto
glutarate to the preparation. Acetoacetate was then formed by the oxidation of 
hydroxy butyrate by hydroxybutyric dehydrogenase, present in the preparation, 
and coenzyme, while the ketoglutarate accepted hydrogen from the dihydro
coenzyme. Evidently the ketoglutarate-hydroxyglutarate dehydrogenase system, 
like the fumarate-succinic dehydrogenase system, can oxidize dihydro-coenzyme. 

WEIL-MALHERBEI has shown that, in brain tissue, a dismutation takes place 
between 2 mols. of ~-ketoglutarate, whereby one is reduced to l(-)~-hydroxy
glutarate and the other is oxidized to succinate and CO2, Probably hydroxy
glutaric dehydrogenase is concerned in the reductive side of this dismutation. 

Coenzyme factor. Diaphorase. 
GREEN, DEWAN, and LELom2 observed that a suspension of the sediment 

obtained from washed ground heart muscle at PH 4,6, took up oxygen in the 
presence of coenzyme I and p-hydroxybutyrate, lactate or malate. (With lactate 
and malate, semicarbazide or hydrazine was used to fix the oxidation products 
which otherwise inhibit the reaction.) On adding cyanide no ox~n uptake 
occurred unless a carrier such as methylene blue was present. On the other hand, 
with a preparation from acetone-dried heart muscle, oxygen uptake occurred 
only when carrier was added. The oxidation of the substrate with a coenzyme
determined dehydrogenase occurs at the expense of the reduction of coenzyme to 
dihydro-coenzyme. Dihydro-coenzyme is not autoxidizable in the physiological PH 
range, and GREEN et al. concluded that the first dehydrogenase preparation, 
but not the acetone-dried material, contained a system which caused the oxidation 
of dihydro-coenzyme by oxygen and which was inhibited by cyanide and destroyed 
by drying. 

This system resembled the yellow enzyme in its action but the yellow enzyme 
is not affected by cyanide. GREEN and DEWAN 3 showed spectrophotometrically 

1 WEIL-MALHERBE: Biochemic. J. 31 (1937), 2202. 
I GREEN, DEWAN, LELOIR: Biochemic. J. 81 (1937), 934. 
3 GREEN, DEWAN: Biochemic. J. 81 (1937), 1069., 
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that the heart extract causes the oxidation of dihydro-coenzyme I by oxygen and 
that the activity is inhibited by cyanide and destroyed by boiling the extract. 

"M 'UtaBea". 
GREEN, NEEDHAM, and DEWANl found that a cl~ di&lyzed extract, obtained 

from acetone·dried skeletal muscle, With coenzyme I added, brought about dismutations 
between triosephosphate, triose or /¥-glycerophosphate, and /¥.ketonic acids. These 
reactions seemed to be caused by "mutaseiJ" and not by the cooperation of pairs 
of dehydrogenases since the extract, with coenzyme and the substrates, caused no 
reduction of methylene blue nor took up oxygen when methylene blue or other 
carriers were added. However, by adding a preparation containing the coenzyme 
factor, the presence of a triosephosphate dehydrogenase in the mutase solution 
could be demonstrated. This observation and the further work of DEWAN and GREEN 
made it unnecesB&ryl to postulate special mutases since it was possible to account 
for the dismutation of triosephosphate, for instance, with /¥.keto·acids, as being 
due to a known mechanism, the combined action of triosephosphate and lactate 
dehydrogenases with coenzyme as follows. 

Triosephosphate + coenzyme .... phosphoglycerate + dihydro.coenzyme 
Tri08ephOilphate dlibydrogeJlllle. 

~·Keto·acid + dihydro.coenzyme -. (¥.hydroxy.acid + coenzyme 
Lactate dehydrogeJlllle. 

DEWAN and GBEE~ prepared the new factor as a fine sediment obtained 
at PH 4,6 from sand.ground muscle suspension washed repeatedly with water 
a.nd phosphate buffer. The factor was associated with insoluble partio!es, ~hough 
some of these were so fine that only prolonged high speed centrifuging removed 
them from suspension. Exhaustive washing was necessary to remove most of 
the soluble dehydrogenases adhering to the insoluble particles. 

Using this preparation DEWAN and GREEN were able to show the presence 
of triosephosphate, triose, lactate and malate dehydrogenases in "mutase" 
preparations. The mutase solutions with coenzyme I and substrate reduced 
methylene blue in the presence of the coenzyme factor but not in its absence. 
The need for the factor for .the reduction of methylene blue or oxygen uptake 
was also shown with ,8-hydroxybutyrate, alcohol, and hexosemonophosphate 
dehydrogenases. Dehydrogenases present in muscle suspensions could be partially 
freed of coenzyme factor by heating to 55°, acetone drying, or filtration through 
charcoal and kieselguhr, though these methods were not uniformly successful. 
Sin~ the hexosemonophosphate dehydrogenase depends upon coenzyme II it 
appeared that the factor could catalyse the oxidation of both dihydro.coenzyme I 
and II. (See ,however, pages 428 and 429.) 

While dihydro-coenzyme alone reduced methylene blue only slowly, the 
addition of coenzyme factor caused extremely rapid reduction. Boiled factor 
had no such effect and it was evident that the factor preparation contains an 
enzyme which catalyzes this reaction. The factor also catalyzed the reduction 
of flavin or cytochrome by dihydro.coenzyme. Spectroscopic examination showed 
tha.t the factor preparation contained cytochromes a and b; on adding triose
phosphate, lactate, malate or glyceraldehyde (triose) to a mixture of dehydrogenase 
solution, coenzyme I, and factor, the bands of reduced cytochromes a and b 
appeared. 

1 GREEN, NEIlDHAlI, DEWAN: Biochemic. J. 31 (1937), 2327. 
2 See ADLER, EULER, HUGHEs: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 2ii2 (1938). 1. 
3 DIlWAN, GREEN: Nature (London) 140 (1937), 1097; Bioohemic. J. 82 (1938), 626. 
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When a less thorougblywashed factor preparation, which contained large 
amounts of cytochromes a and b and cytochrome oxidase, was mixed with de
hydrogenase, coenzyme, and triose or triosephosphate, rapid oxygen uptake 
occurred which was not increased by addition of carriers. The effect of. cyanide 
could not be tested in the presence of glyceraldehyde or triosephosphate since 
these form cyanhydrins. However, the less washed factor preparation contained 
lactate dehydrogenase and with lactate and coenzyme took up oxygen rapidly, 
and this oxygen uptake could be completely inhibited by 10-1 M cyanide. l 

When the factor preparation was dried with acetone all cytochrome oxidase 
activity was lost and cytochromes a and b largely destroyed. Such a preparation 
caused no oxygen uptak~ except on the addition of carriers. 

It appeared therefore that the factor preparations contain an enzyme which 
causes dihydro-coenzyme oxidation by cytochrome (or methylene blue or other 
carriers) and that the cytochrome is reoxidized by cytochrome oxidase and oxygen. 
The complete system which takes up oxygen can therefore be represented as 
follows, the arrows indicating the direction of H transfer: 

'Substrate ~ coenzyme......,. oytochromes a and b......,. 0 •. 
Dehydrogenase. Coenzyme factor. Cytochrome oxidase. 

Cytoohrome c appeared to take little part in the reaction since dihydrocoenzyme 
reduced it only slowly, and addition of large amounts of oytochrome c to the 
complete mixture caused no increase in rate of oxygen uptake. 

Added to Foot,' POTTER and LOCKHART·' consider that both cytoohromes b 
and c are required in the oxidation of dihydro-coenzyme. 

The cytochrome system was destroyed by acetone drying or inhibited by HeN 
and the actual coenzyme factor was not present in "mutase" preparations, clear 
solutions of dehydrogenases. The coenzyme factor was evidently an enzyme, 
since it was non-dialysable, and it was gradually destroyed by trypsin and rapidly 
destroyed at 55° or in acid or alkali. 

GREEN and DEWAN3 prepared coenzyme factor from baker's yeast. The yeast 
was ground with water in a special mill and the supernatant fluid after centrifuging 
was treated with ammonium sulfate. The sediment was twice resuspended and 
precipitated with ammonium sulfate. The sediment, suspended in phosphate 
buffer, was free from coenzyme-determined dehydrogenases and contained no 
yellow enzyme. The coenzyme factor from yeast, like that from muscle, was 
associated with highly peptized insoluble particles. 

The factor from yeast was active with dehydrogenase systems prepared from 
animal tissues or from yeast. The factor from yeast, like that from animal tissue, 
lost its ability to cause oxygen uptake after acetone treatment, drying, heating 
to 52°, digestion by trypsin, and subjection to mild acidity, PH 4,0, or alkalinity, 
PH 9,0. 

Simultaneously with the above described work of GREEN et aZ., and independ
ently, ADLER, EULER et aZ. made very similar observations.' From an alkaline 
phosphate extract of minced muscle, sediments were obtained by centrifuging, 
by adjustment to PH 5, a.nd by dialysing the resulting solution, leaving a residual 

1 A fairly large amount of cyanide has to be added since a small amount of 
pyruvate is formed by reaction with the coenzyme, and this is sufficient to form a 
cyanhydrin with, and remove, small amounts of cyanide. 

a POTTER, LOCKHART: Na.ture (London) 148 (1939), 942. 
3 GREEN, DEWAN: Biochemic. J. 32 (1938), 1200. 
, ADL:D, EULER, HELLSTROM: Svensk Vet. Akad. Ark. Kem., Ser. B 12 (1937), 

No. 38. - ADLER, EUL:D, HUGHES: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 262 (1938), 1. 
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clear solution. The sediments contained lactic and malic dehydrogenases and 
with coenzyme I and lactate or malate they reduced methylene blue. But both 
sediment and solution were required for methylene blue reduction by £x-glycero
phosphate. It was shown that the solution contained glycerophosphate dehydrogen
ase and that the sediments contained an enzyme which caused the oxidation of 
dihydrb-coenzyme by methylene blue.1 No yenow enzyme was present in the 
sediments. 

The activity of the new enzyme in causing methylene blue reduction was 
not inhibited by cyanide or iodoacetate. The sediments caused little or no oxygen 
uptake; evidently they contained little cytochrome and cytochrome oxidase_ 
They were able to cause reduction of cytochrome c by·dihydro-coenzyme, though 
DEWAN and GREEN had found little activity with cytochrome c. 

EULER and HELLSTROM 2 prepared the new enzyme from sand-ground heart 
muscle washed with NaCI solution_ The material was suspended in alkaline 
phosphate solution, centrifuged, iLnd the solution was treated at 0° with CO2 and 
1/4 volume of acetone. The precipitate obtained contained the enzyme.3 It also con
tained a little cytochrome and cytochrome oxidase. This material could be further 
purified by dissolving in 0,1 M ammonia, reprecipitating by 10-20% saturation 
with ammonium sulfate, and redissolving in ammonia solution, adjusting the 
PH to 7 with CO 2 and discarding the precipitate formed_ The preparation obtained 
by acetone precipitation kept well, but the enzyme was rapidly inactivated after 
ammonium sulfate precipitation. 

The enzyme was largely destroyed by drying and by heating to 52°. It was 
rapidly destroyed at PH 4,5. The purified enzyme solution showed no specific 
absorption bands above 300 mil. It was free from yellow enzyme, succinic de
hydrogenase, cytochrome, and cytochrome oxidase. 

The enzyme activity was determined by spectrometrically following the 
oxidation of dihydro-coenzyme by methylene blue. Since the oxidation by the 
cytochrome system is more rapid than by methylene blue, cyanide was added to 
inhibit cytochrome oxidase in preparations which contained this. 

The activity of the enzyme with methylene blue as hydrogen acceptor in
creased rapidly with PH up to a marked optimum at PH lO, and fell off suddenly 
with further increase in alkalinity.' It is noteworthy that dihydro-coenzyme is 
most stable in solutions as alkaline as PH 10. Cataphoresis experiments showed 
a marked increase in the mobility of the enzyme as the PH was raised toward 10 
suggesting that the increase in activity is associated with a dissociation step. 

The enzyme was inhibited by borate buffer. Copper in low concentration, 
2 X lO -5 M, inhibited markedly. Iodoacetate had no effect. 

Contrary to the conclusion of DEWAN and GREEN, EULER et al.2 ,5, 6 found 
that their purified 'enzyme was unable to cause the oxidation of dihydro
coenzyme II. Dihydro-desamino-coenzyme I could be oxidized by the system, 
though more slowly. 6 

1 The solution with glycerophosphate was observed spectroscopioally to oause 
reduotion of coenzyme, and on adding yellow enzyme, methylene blue reduction 
occurred. The sediments Caused dihydro-coenzyme to reduce methylene blue. 

D EULER,. HELLSTRi))t:: Hoppe-Seyler's Z. phYlliol. Chem. 262 (1938), 31. 
3 This purifioa.tion of the enzyme seemed to result in an inorease in the amount 

of enzyme; possibly an inhibitor is present in the orude extra.ot. 
, EULER and HELLSTROM at first believed the enzyme to be stable at PH 10 but 

this was not confirmed by EULER and GUNTHER: Naturwiss. 26 (1938), 676. 
6 EULER, HASSE: Naturwiss. 26 (1938), 187. 
• EULER, GUNTHER: Naturwiss. 26 (1938), 676. 
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EULER and GUNTHERl prepared the enzyme from autolyzed yeast extract 
by precipitation with ammonium sulfate and re-solution in dilute ammonia. 
Whether the enzyme solutions obtained by EULER et al. from animal tissue or 
from yeast are completely clear or consist of finely peptized suspensions, as in 
GREEN and DEWAN'S preparations, is not stated. 

ADLER et al.2 have proposed the name "Diaphorase" for the enzyme which 
transfers hydrogen from dihydro-coenzyme to methylene blue or cytochrome. 
It is probable that it plays an important role, in conjunction with the cytochrome 
system, in bringing about aerobic oxidation of the substrates of coenzyme
dehydrogenases. The enzyme has been found in various animal tissues,a,' red 
blood corpuscles, Ii bacteria3 and yeast. 

W ARBURG'S first yellow enzyme causes the oxidation of dihydro-coenzymes 
by methylene blue (or oxygen). But DEWAN and GREENs found the yellow 
enzyme to be far less active than the coenzyme factor. In the triosephosphate 
system, 1 mg. of crude factor from muscle had the same activity as 70 mg. pure 
yellow enzyme; 1 mg. of yeast preparation was equivalent to 20 mg. yellow 
enzyme. At first no flavin compound was found in the coenzyme factor prepara
tions. Recently, however, STRAUB, CORRAN, and GREEN? have identified coenzyme 
factor with a flavoprotein obtained by STRAUB8 from heart muscle. This substance 
which was extracted with dilute alcohol and salt so~ution and purified, contains 
the flavin-adenine-dinucleotide which is the prosthetic group also of the d-amino
acid oxidase and other enzymes. STRAUB et al. find that this yellow enzyme 
shows high diaphorase activity. It is reduced by dihydro-coenzyme I and re
oxidized by methylene blue. 

Added to proof: STRAUB and CORRAN, GREEN and STRAUB9 describe the 
preparation and properties of the heart flavoprotein. In the course of the 
purification the substance becomes soluble. 

ADLER, EULER, and GUNTHERlO have now found that there are apparently two 
diaphorases, diaphorase I which oxidizes only dihydro-coenzyme I and dia
phorase II which can oxidize dihydro-coenzyme II. Both appear to be compounds 
of flavin-adenine-dinucleotide. 

Yellow enzyme. 
(Flavo-protein. ) 

This enzyme has already been discussed in Chapter 2. Unlike diaphorase, 
the first yellow enzyme can cause direct oxidation of the dihydro-coenzymes by 
molecular oxygen. Since it can also react with cytochrome, it should be mentioned 
in this chapter. 

1 EULER, GUNTHER: Naturwiss. 26 (1938), 676. 
2 ADLER, EULER, GUNTHER: Svensk Vet. Akad. Ark. Kern. 12 (1938), No. 54. 
3 GREEN, DEWAN: Biochemic. J. 82 (1938), 1200. 
« EULER, HASSE: Naturwiss. 26 (1938), 187. 
6 EULER, GUNTHER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 256 (1938), 229. 
8 DEWAN, GREEN: Biochemic. J. 82 (1938), 626, 1200. 
7 STRAUB, CORRAN, GREEN: Nature (London) 148 (1939), 119, 334. 
8 STRAUB: Nature (London) 148 (1939), 76. 
t STRAUB, CORRAN, GREEN, STRAUB: Biochemic. J. 33 (1939), 787, 793. 
10 ADLER, EULER, GUNTHER: Nature (London) 148 (1939), 641. 
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Chapter 6. Dehydrogenases Causing Reaction with 
Coenzymes I and ll. 

Lactic dehydrogenase (coenzyme). 
Animal Tissues. 

In work on lactate oxidation the activity of a coenzyme was first clearly 
shown, and this discovery led to the elucidation of the mechanism of the oxidation 
of lactate and of many other substances. . 

MEYERHOF1 showed that added lactate increased the oxygen uptake of 
washed muscle especially when boiled extract of muscle or yeast was added. 
After much contradictory work by various authors SZENT-GYORGYI and BANGA 2 

showed definitely that the dehydrogenation of lactate by washed muscle as well 
as much of the residual respiration, depended upon a coenzyme. They purified 
the coenzyme, obtaining it as picrate after a long process involving precipitations 
with Hg and phosphotungstic acid, and showed that it was an adenine nucleotide. 
It was probably identical with cozymase, the coenzyme of yeast fermentation 
since cozymase could function as lactic coenzyme. ANDERSSON3 confirmed the 
identity of the coenzyme with cozymase by showing that the lactic coenzyme 
could replace cozymase in glucose fermentation. Since the elucidation of the 
relationships of this coenzyme and the coenzyme of W ARBURG and CHRISTIAN 
(coenzyme II) the coenzyme oflactic dehydrogenase (and various other dehydrogen
ases) has been known as coenzyme I. . 

Much of the early work' is confused since the following facts were not known 
or considered: 1. muscle lactic dehydrogenase requires the presence of coenzyme, 
2. the oxidation product, pyruvic acid, inhibits the reaction, 3. the lactic dehydro
genase of yeast is different from the enzyme from muscle and requires no coenzyme, 
4. with the coenzyme system, the reduction of methylene blue requires diaphorase, 
and for oxygen uptake, the cytochrome system, or an artificial carrier such as 
methylene blue, as well as diaphorase is necessary. 

Before the recognition of diaphorase, GREEN and BROsTREAux5 studied the 
properties of muscle lactic dehydrogenase plus coenzyme, and, except where 
other references are given, the following data are taken from their paper. 

The enzyme was obtained from pig heart. The tissue was minced, washed, 
suspended in phosphate buffer at PH 7 and ground with sand in a mechanical 
mortar. After straining through muslinS the fluid was strongly centrifuged and 
a sediment was obtained; the fluid was adjusted to PH 4,6 giving a second OIediment. 
Both sediments were active and were suspended in phosphate buffer PH 7,2 
for use.7 The dehydrogenase could be purified somewhat and obtained in almost 

1 MEYERHOF: Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 175 (1919), 20, 88. 
2 SZENT-GYORGYI: Biochem. Z. 157 (1925), 50, 60. - BANGA, SZENT-GYORGYI: 

Ibid. 246 (1932), 203; Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 217 (1933), 39. - BANGA, 
SZENT-GYORGYI, VARGHA: Ibid. 210 (1932), 288. 

3 ANDERSSON: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 217 (1933), 186. - See also 
ADLER, EULER, HELLSTROM: Nature (London) 138 (1936), 968. 

4 Review: FRANKE: EULER'S Chemic der Enzyme II, 3 (1934), 535. 
6 GREEN, BROSTREAUX: Biochemic. J. 30 (1936), 1489. 
• In England muslin means a coarse mesh cloth corresponding to cheesecloth in 

America. 
7 Various otht'r methods of preparation have been used. BANGA, et al. [Biochem. 

Z. 216 (1932), 203; Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 210 (1932), 228] used a sus
pension of frozl'n, washed, minced, pig heart. HOLMBERG [Skand. Arch. Physiol. 68 
(1934), 63] extracted washed horse or pigeon muscle with K 2C03 or K 2HP0 4 solution. 
BIRcn and MAN~ [Biochemic. J. 28 (1934), 622] precipitated the enzyme from the 
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clear solution by adsorption of impurities on kaolin or kieselguhr. Such a solution 
took up 457 c. mm. 011 per mg. dry weight under the conditions of the test. The 
enzyme could not be obtained in a dry state. . 

THmmERG1 first showed, that lactate with frog muscle reduced methy1ene 
blue ana.erobica.lly. GREEN and BROSTBEAUX found tho.t their suspensions with 
coenzyme and lactate took up oxygen for a short time when methylene blue was 
added as carrier. But when cyanide, about 0,15 M, was added to fix the pyruvate 
formed, the oxygen uptake proceeded rapidly and without falling off for 30 minutes. 
Hydroxylamine and hydrazine could be used in p1a.ce of cyanide. As became 
clear in later work the suspensions contained the coenzyme factor, otherwise 
no reaction with methylene blue and consequent oxygen uptake could have 
occurred. 

The rate of oxygen uptake fell off after some time, probably as a result of 
coenzyme destruction. The maximum initial rate was reached with 0,03 M 
lactate. Higher concentrations had no effect; half maximum rate was given 
by about 0,01 M lactate. (DAS,I using different conditions, see malic dehydrogen
ase, found the maximum activity reached omy with about 0,1 M lactate.) The 
rate was increased with increasing coenzyme concentration ~nding toward a 
maximum with large amounts of coenzyme. But the optimal coenzyme concentra
tion increased with increasing methylene blue concentration. The activity of the 
enzyme system was unusually sensitive to the constituents of buffer mixtures 
and since a variety of buffers was necessary to cover the range from PH 4-13 
the PH-activity curve was discontinuous. The optimal PH lay between 7 and 10. 
BOYLAND and BOYLAND3 found the optimum at about PH 9,3. They found a 
temperature coefficient of about 2 between 18 and 38°. 

Total oxygen uptakes were obtained corresponding to about 70% of the 
theoretical for 1 atom of oxygen per molecule of lactate used. Theoretical uptakes 
could not be reached since the rate fell off after the initial period. The oxidation 
product was evidently pyruvic acid. From the reaction mixture, after aeration 
with hydroxylamine used as fixative,4 the dinitrophenylhydrazone of pyruvic 
acid was prepared and identified. 

The enzyme suspension with coenzyme, cyanide, and methylene blue, caused 
the rapid oxidation of malate, fumarate, and P-hydroxybutyrate; P-hydroxy
propionate was oxidized more slowly and slight oxidation occurred with (X- and 
y-hydroxybutyrates. The failure of the enzyme plus coenzyme to oxidize 
(X-hydroxybutyrate rapidly was also found by HOLMBERG.5 The system oxidized 
l( + )lactate -but not d(-)lactate. The following substances were not oxidized: 
Lactamide, malonate, hydroxymalonate, glycerate, glycollate, mandellate, 
3-phosphoglycerate, 2-phosphoglycerate, gluconate, (X-glycerophosphate, acetate, 
alcohol, propionate, oxalate, acetaldehyde, pyruvate, citrate, serine, isoserine, 
and glucose. Differences in relative activity towards lactate, malate,S p-hydroxy
propionate, and ,B-hydroxybutyrate with enzyme preparations, which had been 

suspension of BANGA et al. with ammonium sulfate and obtained a stable dry soluble 
preparation. BOYLAND and BOYLAND [Biochemic. J. 28 (1934), 1417] obtained a 
clear active solution from heart by extracting acetone-dried ground heart with 
Na2HPO, solution and clarifying-the extract by filtration through kieselguhr. 

1 THUNBERG: Skand. Arch. Physiol. 40 (1920), 1. 
2 DAS: Biochemic. J. 31 (1937), 1116. 
3 BOYLAND, BOYLAND: Biochemic. J. 28 (1934), 1418. 
4 Dinitrophenylhydrazine does not precipitate pyruvic acid in the presence of 

excess cyanide. 
5 HOLMBERG: Skand. Arch. Physiol. 68 (1934), 55. 
G See, however, malic dehydrogenase. 
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treated with kaolin or kieselguhr, suggested that these substrates were attacked 
by different enzymes. The specificity of lactic dehydrogenase in muscle for 
l( + )lactic acid has been repeatedly observed,l 

The dehydrogenase was found to be specific for coenzyme I and quite inactive 
with coenzyme 11.2 Various other nicotinic acid derivatives were also found to 
be inactive. 

GREEN and BROSTREAUX made it clear that in the lactate oxidizing system, 
lactate with the dehydrogenase reduces coenzyme and the dihydro-coenzyme 
reduces methylene blue. Dihydro-coenzyme could be produced by incubating 
coenzyme with the enzyme, lactate, and cyanide. The dihydro-coenzyme pro
duced, after heat distruction of the enzyme, would reduce methylene blue, the 
rate being increased by the addition of yellow enzyme. ADLER et al,3 and GREEN 
and DEWAN' confirmed this by showing spectroscopically the reduction of the 
coenzyme by the dehydrogenase plus lactate. They also showed .the reversibility 
of the reaction by observing reoxidation of the dihydro-coenzyme by pyruvate 
and the dehydrogenase. 

EULER et al.5 found that the equilibrium 

Lactate + coenzyme :;:o:!: pyruvate + dihydro-coenzyme 

set up by the dehydrogenase lies far to the left, that is, in the absence of other 
oxidants, pyruvate tends to be reduced rather than lactate oxidized. Pyruvate 
is thus able to accept hydrogen, through coenzyme, from other substrates activ
ated by their dehydrogenases.5 , 6 In mediating this reduction at the expense 
of the oxidation of triosephosphate or lX-glycerophosphate, the coenzyme exercises 
its function in glycolytic lactic acid production. 

GREEN and BROSTREAUX found that besides methylene blue, pyocyanine, flavine 
and adrenaline could act as carriers to bring about oxygen uptake. Adrenaline was 
probably first converted to adrenochrome which acted as the carrier. Cytochrome c, 
glutathione, and ascorbic acid were inactive. The yellow enzyme gave only a slight 
effect,! probably because the preparation contained diaphorase; the reaction of the 
system dihydro-coenzyme-diaphorase-methylene blue-oxygen is more rapid than 
that of the system dihydro-coenzyme-yellow enzyme-oxygen. Cyanide, except in 
very high concentration, does not inhibit the dehydrogenase. But the extra oxygen 
uptake which occurs with slices of kidney and brain with added lactate was shown 
to be inhibited by cyanide. It was· concluded that other systems are concerned in 
the physiological oxidation of lactate. These are now believed to be diaphorase and 
the cyanide-sensitive cytochrome-cytochrome oxidase system 01' the system of SZENT
GYORGYI involving succinate, succinic-dehydrogenase and the cytochrome system 
(see Chapter 8). 

The inhibitory effect of pyruvate on the system was clearly shown. The 
small oxygen uptake which occurred in the first few minutes in the absence 
of fixative was strongly inhibited by 10-3 M pyruvate. In the presence of 0,15 M 
cyanide this amount of pyruvate had no effect but 10-2 M pyruvate inhibited 
strongly. The enzyme was slightly inhibited by high concentration of ethyl 

1 MEYERHOF, LOHMANN: Biochem. Z. 171 (1926),421. - BANGA, SZENT-GYORGYI, 
VARGHA: Hoppe-Seyler's Z. physioL Chem. 210 (1932), 228. - AHLGREN: Acta med. 
scand. 67 (1923), 508. 

2 See also ADLER, MICHAELIS:. Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 238 (1936), 261. 
a ADLER, EULER, HELLSTROM: Nature (London) 138 (1936), 968. -
, GREEN, DEWAN: Biochemic. J. 31 (1937), 1069. 
6 EULER, ADLER, GUNTHER, HELLSTROM: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 246 

(1937), 217. 
6 GREEN, NEEDHAM, DEWAN: Biochemic. J. 81 (1937), 2327. 
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urethane and no~ at all by 0,33 M cyanide, 0,08 M pyrophosphate, 0,33 M 
arsenious acid, or 0,02 M iodoacetate. (However, under different conditions, 
see malic dehydrogenase, DASl found considerable inhibition by 0,01 M 
arsenite and 0,13 M iodoacetatic acid; he also found inhibition by fluoride.) 
d(-)Lactate had no effect. Tartronate (hydroxymalonate) 0,03 M, inhibi
ted strongly. Evidently pyruvate and tartronate are adsorbed on the en
zyme and prevent access of lactate. It is noteworthy that d(-)lactatE> has 
:1.0 affinity for the enzyme. QUASTEL et al.2 have found considerable inhibition 
of various oxidations, particularly of lactate, in brain tissue by barbiturates and 
other soporifics and by certain amines. In the case of chloretone (trichloro-teTt.
butanole) it was shown that the inhibition increases with decreasing lactate 
concentration. The inhibition is evidently competitive. . 

The coenzyme-determined lactic dehydrogenase was shown by GRllEN and 
BROSTREAUX to be present in all the ·tissues of rat, rabbitS and pigeon tried. 

DEWAN and GREEN' prepared lactic dehydrogenase solution free of coenzyme 
factor (diaphorase) by centrifuging the suspensions used by GREEN and BRO
STREAUX and heating to 55°. This solution with lactate, coenzyme I, cyanide, 
pyrophosphate,'; and methylene blue, took up oxygen only when the factor was 
added. The "mutase" solutions of GREEN et al.8 which were clear dia.lY'J:ed extracts 
of the material precipitated by acetone from muscle extracts, were shown to 
contain lactic and other dehydrogenases without factor. The same applied to a 
clear solution obtained by ADJ.ER et al.7 from muscle extract after removal of 
precipitates formed at PH 5 and on dialysis. 

Bacteria. 
The presence of lactic dehydrogenase in various types of bacteria has been 

shown by QUASTEL et aZ.8 and others.9 Bacteria can oxidize lactate by reduction 
of methylene blue, nitrate, orehlorate, and the oxidation product has been shown 
to be pyruvate.!O,11 COOK and STEl'HENSON12 showed that lactate and other 
substances could also be oxidized by bacteria with oxygen uptake. Oxygen 
uptake but not methylene blue reduction is inhibited· by HON and CO.18 

BARRON and HASTINGS l' found that suspensions of gonococci which have 

1 DAS: Biochemic. J. 81 (1937). 1116. 
2 QUASTEL, WHEATLEY: Biochemic. J. 27 (1933),1600; Proc. Roy. Soc. (London). 

Ser. B 112 (1932), 60. - DAVIES. QUASTEL: Biochemic. J. 26 (1932), 1672. 
3 From rabbit tissues the enzyme could be extracted by grinding with sand and 

phosphate solution but not by grinding in water. . 
, DEWAN, GREEN: Biochemic. J. 82 (1938). 626. 
I The presence of pyrophosphate caused the initial velocity to be maintained for 

a longer period than in its absence. The effect was found with many coenzyme 
systems but it is not understood. GREEN. DEWAN, LELom: Biochemic. J. 81 (1937). 
934. - DEWAN. GREEN: Biochemic. J. 82 (1938). 626. 

e GREEN, NEEDHAM, DEWAN: Biochemic. J. 31 (1937). 2327. 
7 ADLER. EULER, HUGHES: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem. 262 (1938). 1. 
8 QUASTEL. WHETHAM: Biochemic. J. 19 (1925). 520. - QUASTEL, STEPHENSON, 

WHETHAM: Ibid. 19 (1925), 304. - QUASTEL, WOOLDRIDGE: Ibid. 19 (1925). 652. 
• DAVIS: Biochem. Z. 266 (1933). 90; 267 (1933). 357. - WIELAND. SEVAG: 

Liebigs Ann. Chem. 601 (1933). 151. - PIRIE: Biochemic. J. 28 (1934), 411. 
10 QUASTEL, STEPHENSON, WHETHA.M: Biochemic. J. 19 (1925). 304. 
11 AUBEL and GLASER find that in B. coli cyanide inhibits the reduction of nitrate 

but not of metliylene blue. A cyanide sensitive intermediate system must be involved 
in nitrate reduction. C. R. Seances Soc. BioI. FiliaJes Associoos 127 (1938). 473. 

19 COOK, STEPHENSON: Biochemic. J. 22 (1928). 1368. 
13 COOK. HALDANE, MAPSON: Biochemic. J. 26 (1931). 534. 
1& BARRON. HASTINGS: J. bioI. Chemistry 100 (1933). 155. 

Hdb. d. Katalyse, III. 28 
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been kept in ~e cold some time or dried and resuspended, loose their power to 
oxidize various substances but still oxidize lactate and, slightly less rapidly, 
/X-hydroxybutyrate. One atom of oxygen was taken up per molecule of lactate 
and the theroetical amount of pyruvate was formed. The maximum rate of oxygen 
uptake was reached with 0,027 M lactate. Between 25° and 35° the temperature 
coefficient was 2,2. In the presence of cyanide or HzS, or after heating to 52°, 
the a.bility to take up oxygt,n was lost but the dehydrogenase was still active 
a.nd the addition of cresyl blue or nicotine-haematin as mediator restored the 
power to take up oxygen. 

COOK and ALcOCKl found the optimum PH for lactate oxidation by B. coli 
to vary between 6,5 II.nd 9,3 according to the buffer used and the temperature 
and whether oxygen uptake or methylene blue reduction was studied. 

QUASTEL and WOOLDRIDGE2 observed considerable inhibition of lactate 
and other oxidations by washed B. coli with various salts. Barium inhibited 
strongly. Copper and mercury inhibited completely in low. concentration but 
the inhibition could be reversed by H 2S. They also found 3 that pyruyate and all 
substances containing the groups -CHOH· COOH or -CO· COOH had in
hibitory effects on the dehydrogenation of lactate by B. coli or STEPHENSON'S 
enzyme solution (see below). These substances apparently are adsorbed on the 
active center of the enzyme which activates lactate. With urethane, phenylurea, 
a.nd valeramide. in high concentration, BARRON and HASTINGS observed appre
ciable inhibition of the gonococcus dehydrogenase. 

STEPHENSON' obtained a. clear active solution from B. coli. The bacteria, 
grown on lactate-containing medium, were washed and allowed to autolyze. 
The solution was centrifuged and filtered through kieselguhr. The enzyme could 
be precipitated with ammonium sulfate. BARRON and HASTINGS5 obtained the 
enzyme from dried gonococcus by prolonged extraction with dilute pyrophosphate 
solution. 

The solutions of STEPHENSON and BARRON and HAsTINGS, with lactate, would 
reduce methylene blue and other dyes but took up no oxygen. With methylene 
blue, cresyl blue, or pyocyanine, added as carrier, oxygen uptl!ke took place 
with either preparation and the reaction was insensitive to cyanide. /X-Hydr
oxybutyrate was oxidized much less rapidly than lactate, by STEPHENSON'S 
preparation, and no oxidation took place with a number of possible substrates, 
including malate. GREEN and BROSTREAux' found no oxidation of malate or 
p-hydroxypropionate, both of which are oxidized by the enzyme preparation 
from muscle. 

The lactic dehydrogenase of B. coli has been shown by YUDKIN7 to be de
pendent upon coenzyme for its activity. Dilution of a suspension of bacteria 
resulted in disproportionate decrease in enzyme activity, but the activity could 
qe restored by adding heated bacterial suspension or coenzyme I. Similar results 
were obtainel with STEPHENSON'S enzyme solution.s 

1 COOK, ALcOCK: Biochemic. J. 26 (1931), 523. - Also COOK, STEPHENSON: 
Ibid. 22 (1928), 1268. 

Z QU'&STEL, WOOLDRIDGE: Biochemic. J. 21 (1927), 148, 1224. 
a QUASTEL, WOOLDRIDGE: Biochemic. J. 22 (1928), 689. 
, STEPHENSON: Biochemic. J.22 (1928), 605. 
'BABBON,)lAsTINGS: J. bioI. Chemistry 100(1933),155. 
• GREEN, :SROSTBEAUX: Biochemic. J. 80 (1936); 1489. 
7 YUDKIN: .Biochemic. J. 81 (1937), ·865. 
8 WAGNER-JAUREGG and MOLLER could detect no aetivity of yellow enzyme with 

lactic dehydrogen!l.Se of B. coli. Possibly their enzyme contained' diaphorase. Hoppe
Seyler's Z. physiol. Chem. 286 (1935), 216. 
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GREEN and BROSTREAUX1 state that while STEPHENSON'S enzyme solution 
from B. coli oXidized d( - )lactate more rapidly than l( + )lactate, the intact 
bacteria oxidize both forms at the same rate. Possibly two different dehydro
genases or a racemizing agent are present in intact bacteria. KATAGIRI and 
KITA..HA.RA.2 found that lactic acid bacteria which produce d-Iactic acid (Lactob. 
sake) contain a dehydrogenase specific for d-Iactate, and those which produce 
the I-acid (Leuconostoc) contain a dehydrogenase specific for l-lactate. The dl-Iactic 
acid former (Laetob. plantarum) contained only the l-specific dehydrogenase but 
it attacked both forms since it contained a racemizing enzyme; the "racemiase" 
could be inactivated by acetone-drying the bacteria. 

It seems that there exist different types of lactic dehydrogenase in bacteria 
and it is not known whether all are dependent upon coenzyme. The lactic de
hydrogenase of yeast, which does not depend upon coenzyme, has been mentioned 
in the previous chapter. Lactic dehydrogenase does not seem to be known among 
higher plants but active preparations have been obtained from seeds.3 

The redox potential of the lactate-pyruvate system has been determined by 
WURMSER et al.4 and BARRON and fusTINGs5 with bacterial enzyme and by 
SZENT-GYORGYI6 with heart muscle enzyme. The results indicate that the po
tential of the system is given by the following equation at 37°: 

, [lactic] E. = 025-0 307 log --~--. - -0 0615~. .. . , , (PyruVIC]' rl1 

~e value for Eo' at PH 7 is therefore -··0,18 V. 

Malic dehydrogenase. 
Oxida.tion of malic acid with various animal tissues was first observed by 

THuNBERG? and BATTELLI and STERN.s The dehydrogenase is present in bacteria9 

and in yeast10 and. mouldsll and in various plants and seeds. Ill, 13 

That a coenzyme is necessary for malate dehydrogenation was first suggested 
by FODOR,13 who found that extracts of seeds with malate reduced methylene 
blue when boiled yeast extract was added, and by UTEWSKI14 who found that 
thoroughly washed muscle caused malate disappearance much more rapidly 

1 GREEN, BROSTREAUX: Biochemic. J. 30 (1936), 1489. 
I KATAGIRI, KITAHARA.: Biochemic. J. 32 (1938), 1654. 
3 THUNBERG: Skand. Arch. Physiol. 48 (1925), 339. - GURCHOT: Proc. Soc. 

expo BioI. Med. 33 (1935), 285. 
, WURMSER, DE BOE: C. R. hebd. Seances Ac¢. Sci. 194 (1932), 2139. -

WURMSER, MAYER-REICH: Ibid. 196 (1933), 81; 198 (1933), 612. 
5 BARRON, HASTINGS: J. bioI. Chemistry 107 (1934), 567. 
I SZENT-GYORGYI: Biochem. Z. 217 (1933), 51. 
7 THUNBERG: Skand. Arch. Physiol. 24 (1910), 23. 
8 BATTELLI, STERN: C. R. Seances Soc. BioI. Filiales Associees 89 (1910), 552; Bio

chem. Z. 31 (1911), 478. 
• QUA.STEL: Biochemic. J. 18 (1924), 365, 519. - QUA.STEL, WHEATLEY: Ibid. 

26 (1931), 117. - WALKER et al.: Ibid. 26 (1931), 129. 
10 NEUBERG, TIR: Biochem. Z. 82 (1911), 323. - FODOR, FRANKENTHA.L: Ibid. 

248 (1932), 414. - ANDERSSON: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 217 (1933), 186. 
11 BERNHAUER, SIEBENAUGER: Biochem. Z. 240 (1931), 232. 
11 THUNBERG: Biochem.Z.206 (1929),109; Skand. Arch. Physiol. 48 (1924),137; 

74, (1936), 16. - NITZESCU, COSMA: C. R. Seances Soc. BioI. Filiales Associees 89 
(1923), 1247. 

18 FODOR, FRANKENTHA.L: Fermentforsch. 11 (1930), 469; Biochem. Z.2!6 (1930), 
417; 288 (1931), 268; 248 (1932), 414. 

U UTEWSKI: Biochem. Z. 228 (1930), 135. 
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when boiled muscle extract was added. The need for coenzyme was proved by 
ANDERSSON,! who found that addition of cozymase caused washed dried yeast 
or dialyzed wheat extract with malate to reduce methylene blue rapidly, and 
by HOLMBERG} who found that phosphate extracts of well washed muscle with 
malate reduced methylene blue rapidly on the addition of cozymase or SZENT
GYORGYI'S coenzyme (now known to be identical) or adenosine-triphosphate 
(which probably contained coenzyme). 

As is the case with lactic dehydrogenase, much of the early work3 on malic 
dehydrogenase has become obsolete since it has been recognized that a dialyzable 
coenzyme is necessary for the activity. 

GREEN' has studied the malic dehydrogenase of animal tissues extensively. 
The enzyme preparation used was the same as that used by GREEN and BRO
STREAUX in the study of lactic dehydrogenase. Under the conditions of the test 
1 mg. dry weight of the suspension took up 300-800c.mm. O2 per hour. As in 
the case of lactate oxidation, a rapid oxygen uptake, which lasted about 30 mins. 
before falling off, took place when enzyme,' coenzyme, methylene blue, and 
cyanide were present together. Cyanide had to be present in high concentration, 
0,25 M, in order to remove the inhibitory effect of the oxaloacetate formed in 
the oxidation. Semicarbazide, hydrazine, or hydroxylamine could be used to 
fix the oxaloacetate but they were not as well suited for the purpose as cyanide. 

The maximum rate of oxygen uptake was reached with about 0,03 M malate. 
Higher concentrations had no further effect; half maximum rate was given by 
about 0,01 M malate. These concentrations are the same as were found by GREEN 
and BROSTREAUX with lact::tte (but see DAS below). The rate increased with 
increasing concentrations of coenzyme, a very large amount of coenzyme evidently 
being necessary to give maximum activity. 

The enzyme was completely inhibited at PH 6 while it was still active in very 
alkaline solution, PH 10-13. BOYLAND and BOYLANDo found the optimum PH 
to be about 9,3. MCGAVRANS and RHEINBERGER6 found the <1ptimum PH of frog 
muscle enzyme at about 9. The optimum PH in extracts of different seeds 'seemed 
to vary.7 

That malate is primarily oxidized to oxaloacetate in yeast had been indicated 
by NEUBERG8 and in muscle by HAHN and liAARMANN.9 

o 
HOOC·CH2 ·CHOH·COOH -~ HOOC·CO·CH2 ·COOH. 

Malic acid. Oxaioacetic acid. 

Using cyanide as fixative, GREEN found that 1 atom of oxygen was taken up per 
molecule of malate added. The dinitrophenylhydrazone of oxaloacetic acid could 
be prepared from the reaction mixture when semicarbazide was used as fixative, 
and, by adding to the reaction mixture aniline citrate which liberates COs from 
oxaloacetate or its semicarbazone, oxaloacetate was shown to be produced in 
the theoretical amount. 

1 ANDERSSON: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 217 (1933), 186. 
2 HOLMBERG: Skand. Arch. Physioi. 68 (1934), 1. 
3 Review: FRANKE: EULER'S Chemie der Enzyme, Bd. II, 3. Teil, S. 560. 1934. 
, GREEN: Biochemic. J. 80 (1936), 2095. 
5 BOYLAND, BOYLAND: Biochemic. J. 28 (1934), 1417. 
8 MCGAVRANS, RHEINBERGER: J. bioI. Chemistry 100 (1933), 267. 
7 FODOR et al.: Biochem. Z. 288 (1931), 268. 
8 NEUBERG, GORR: Biochem. Z. 1M (1924), 495. 
9 HAHN, HAARMANN: Z. BioI. 87 (1928), 465; 88 (1929), 91, 587; 92 (1932), 355. 
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That the dehydrogenase causes the reversible reduction of coenzyme by malate 
has been shown spectroscopically by EULER et aU and by GREEN and DEWAN/.! 
EULER et aZ. found that, as with the lactic system, the equilibrium, 

malate + coenzyme ~ oxaloacetate + dihydro-coenzyme, 

lies far to the left, so that oxaloacetate tends to accept H from other coenzyme 
systems. Reduction of oxaloacetate to malate by yeast has been shown by 
NEUBERG,3 and BANGA4 has shown that it occurs very rapidly with animal 
tissues. GREEN et aU' have studied dismutations in which oxaloacetate acts as H 
acceptor. 

LAKI6 found the potential of the malate-oxaloacetate system to be 

Eo' = -0,17 V at PH 7 and 37°. 

GREEN found that the dehydrogenase is specific. or coenzyme I. 7 No appreciable 
activity was found with coenzyme II nor with various other nicotinic acid 
derivatives. 

As with lactic dehydrogenase, pyocyanine, lactoflavin or adrenaline (giving 
adrenochrome) could be used as carriers in place of methylene blue. The rate of 
oxygen uptake in each case incr(lased with increasing amounts of carrier up to s 
limiting concentration. Yellow enzyme gave only a slight effect which could be 
increased by increasing the oxygen tension; presumably reoxidation of· the reduced 
yellow enzyme is slow. Cytochrome c and oxidized glutathione were not reduced by 
the system.8 

Muscle adenylic acid and adenylpyrophosphoric acid inhibited the reaction 
markedly, presumably by competing with the coenzyme for the dehydrogenase. 
Arsenite, and especially pyrophosphate, increased the oxygen uptake, but the 
reason is obscure. Malonate, hydroxymalonate, oxalate, and iodoacetate, in 
concentrations greater than 0,03 M inhibited appreciably; maleate did not 
inhibit. Pyruvate and acetoacetate inhibited strongly. In the absence of fixative, 
10-3 M oxaloacetate inhibited completely. 

BANGA and SZENT-GYORGYI9 had found that, in the presence of tissue, glutamic 
acid rapidly removes oxaloacetate. DASlo therefore used glutamic acid to remove 
oxaloacetate and studied the reduction of indo-2,6-dichlorophenol-l-naphthol-2-
sulfonate by the malate system, using washed suspensions of various tissues. 
Under these conditions he found that maximum reduction rates were obtained 
with about 0,02 M malate and about 0,1 M lactate. The concentration of lactate 
which gives the full rate is thus higher than that of malate. Malate and lactate 
dehydrogenation were inhibited strongly by iodoacetate, and also by arsenite, con
trary to GREEN'S findings. l1 The inhibition of malate dehydrogenation by oxalo-

1 EULER, ADLER, GUNTHER: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 247 (1937), 65. 
2 GREEN, DEWAN: Biochemic. J. 31 (1937), 1069. 
3 NEUBERG, GORR: Biochem. Z. 154 (1924), 495. - Also FUJISE: Ibid. 236 (1931), 

231. 
4 BANGA: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chern. 244 (1936), 130. - Also MAYER: 

Biochem. Z. Hi6 (1925), 300j STARE: Biochemic. J. 30 (1936), 2257. 
6 GREEN, NEEDHAM, DEWAN: Biochemic. J. 31 (1937), 2327. 
8 LAXI: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chern. 249 (1937), 63. 
7 See also ADLER, MICHAELIS: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chern. 238 (1936), 261. 
8 The reduction of methylene blue and the other carriers by the reduced coenzyme 

depends upon the activity of diaphorase. Diaphorase apparently causes reduction of 
cytochromes a and b but not of c. 

9 BANGA, SZENT·GYORGYI: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 245 (1936), 113. 
10 DAS: Biochemic. J. 81 (1937), 1116, 1124. 
11 But in agreement with results of HOLMBERG: Skand. Arch. PhysioI. 68 (1934),1. 
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acetate was much stronger than the inhibition of lactate dehydrogenation by 
pyruvate; 50% inhibition of malate dehydrogenation was caused by about 
4 X 10-5 M oxaloacetate, and 50% inhibition of lactate dehydrogenation by 
10-3 M pyruvate. The reverse reactions, hydrogenation of oxaloacetate and 
pyruvate by leuco.dye in the presence of enzyme and coenzyme were inhibited 
equally and much less strongly by malate and lactate. 

Malate and lactate dehydrogenases are always found together in animal 
tissues but in spite of their similar properties GREENl, 2 considered them to be 
different enzymes since the ratio of the activities toward lactate and malate 
varied in different preparations and after treatment with kaolin and kieselguhr. 
QUASTEL and WHEATLEY3 considered the two enzymes distinct since, with lysed 
blood cells and coenzyme, hydroxymalonate inhibited the reduction of ferri
cyanide by lactate much more strongly than by malate. DAs' believes that the 
enzymes are identical. In the presence of various tissue preparations and coenzyme, 
with glutamic acid as fixative for oxaloacetate, rates of reduction of the dye by 
malate and lactate, both present in optimum concentrations, were always about 
the same. No additive effect was found with both substrates added together. 
Oxaloacetate inhibited the dehydrogenations of both malate and lactate to about 
the same extent. Both enzymes were inhibited by arsenite and iodoacetate. 
(Fluoride, however, inhibited only lactate dehydrogenation.) 

It seems likely that the lactic and malic dehydrogenases of animal tissues 
are identical. However, the lactic dehydrogenase in B. coli does not oxidize malate':' 
BERNHEIM'S dialyzed lactic dehydrogenase preparation from yeast (coenzyme 
independent) did not oxidize malate, though malate oxidation was obtained by 
GREEN and BROSTREAUX2 with their undialy-zed preparation. Yeast may therefore 
contain both a coenzyme-independent and a coenzyme-activated lactic dehydro
genase, the latter also acting on Inalate. 

Added to proof: STRAUBO has obtained crystalline lactic dehydrogenase 
from beef heart. This preparation showed no activity with malate. 

Fumarate is oxidized by preparations of malic dehydrogenase and the existence 
Qf a fumaric dehydrogenase in animal tissues had been suggested,s but GREEN l 

.showed that. the oxidation of fumarate is dependent upon the presence of fumarase 
which sets up an equilibrium between fumarate and malate.? QUASTEL and 
WHEATLEY8 also give evidence that the systems responsible for the dehydrogena. 
tion of malate and fumarate in bacteria are identical. 

Malic dehydrogenase of animals, plants and bacteria causes the oxidation 
of the natural Z(-)malate and is inactive toward d·Inalate.9 , 1 Maleic and di· 
hydroxymaleic acid are not oxidized.l 

Most of the work on malic dehydrogenase has been done with preparations 
containing diaphorase. The solutions containing lactic dehydrogenase (page 433) 
free from diaphorase also showed malic dehydrogenase activity, and in the pre-

1 GREEN: Biochemic. J. 80 (1936), 2095. 
2 GREEN, BROST~~AUX: Biochemic. J. 80 (1936), 1489. 
3 QUABTEL, WHEATLEY: Biochemic. J. 22 (1938), 936. 
4 DAB: Biochemic. J. 81 (1937), 1116. 
i STRAUB: Biochemic. J. S4 (1940), 483. 
8 SZENT.GyORGYI et al.: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 216 (1935), 1. 
7 This was confirmed from SZENT·GyORGYI'S laboratory. LAKI: Biochemic. J. 31 

(1937), 1113. 
8 QUASTEL, WHEATLEY: Biochemic. J. 26 (1931),117. - See also WALKER et al.: 

Ibid. 26 (1931), 129. 
8 HOLMBERG: Skand. Arch. Physiol. 68 (1934), 1. - THUNBERG: Biochem. Z. 

268 (1933), 48. - WALKER et al.: Biochemic. J. 26 (1931), 129. 
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sence of coenzyme, cyanide, and malate, reduced methylene blue or took up 
oxygen only when diaphorase was added. 

GREEN found strong malic dehydrogenase activity in all anima.! tissues 
tested. Malic acid dehydrogenation is an important step in the oxidative meta
bolism of carbohydrate and other foodstuffs l and it also seems to have a special 
role in the mechanics of tissue respiration, see Chapter 8. 

Added to proof: GALE and STEPHENSONII have obtained a colI-free prepara
tion from B. coli which causes reversible reaction of l-malate with coenzyme I. 

P-Hydl'oxybutyric dehydrogenase. 
That p-hydroxybutyrate is transformed in the animal body to acetoaceta.te 

has been known for many years. Among the early workers, WAKEMAN and 
DAKIN3 showed that this transformation could be brought about in the presence 
of oxygen by material precipitated from liver, extracts by ammonium su1fate. 
THUNBERG' showed that P-hydroxybutyrate in the presence of frog muscle 
reduces methylene blue. WISHART5 obtained alkaline phosphate extracts of 
rabbit liver and musc1ewhich reduced methylene blue with p-hydroxybutyrate. 
Studying the reduction of methylene blue by muscle, ROSLING6 found that after 
washi..ng the tissue with water it could oxidize lactate, tartrate, c:x-, and p-hydr
oxybutyrate weakly, but after washing with 0,9% NaCI, the activity toward 
p-hydroxybutyrate was very much greater than toward the other substrates, which 
suggested that p-hydroxybutyrate dehydrogenase is different from the dehydro
genases of the other substances. BANGA, LAKI and SZENT-GYORGYI7 showed 
that the reduction of methylene blue by washed heart preparation with p-hydr
oxybutyrate was activated by the same coenzyme preparation as was required 
for lactate oxidation. 

GREEN, DEWAN and LELOIR8 studied the dehydrogenation of P-hydroxy
butyrate extensively. 

The enzyme preparation used by GREEN et al. was the same as that used by 
GREEN and BROSTREAUX. and GREEN for the study of lactate and malate de
hydrogenation, namely the sediment obtained at PH 4,6 from a suspension of 
washed, ground pig heart. A mixture of the enzyme, coenzyme I, and P-hydroxy
butyrate took up oxygen directly without any added carrier or fixative for the 
oxidation product. The oxidation product, acetoacetate, did not inhibit the 
reaction nearly as strongly as oxaloacetate and pyruvate inhibit malate and 
lactate dehydrogenation. 

Though addition of fixative was not necessary to obtain oxygen uptake, the 
rate remained constant for a longer time if fixative was added. Hydrazine was 
most effective; semicarbazide and hydroxylamine were less satisfactory. 

Addition of cyanide in low concentration inhibited oxygen uptake but the 
oxygen uptake could be restored by adding methylene blue as carrier. As was 
later realized, the oxygen uptake depended on the presence of coenzyme factor, 
cytochromes a and b, and cytochrome oxidase. All these were present in the 

1 TOENNIESBEN, BBtNKMANN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 187 (1930), 137. 
- ELLIOTT et al.: Biochemic. J. 28 (1934), 1920; 29 (1935), 1937. - QUASTJ:L, 
WHEATLEY: Ibid. 25 (1931), 117. - WALKER et al.: Ibid. 25 (1931), 129. 

2 GALE, SEPHENSON: Biochemic. J. 88 (1939), 1245. 
3 WAKEMAN, DAKIN: J. bioI. Chelnistry 6 (1909), 373. 
, THUNBERG: Skand. Arch. Physiol. 40 (1920), 1. 
S WISHART: Biochemic. J. 17 (1923), 103. 
e ROSLING: Skand. Arch. Physiol. 45 (1924), 132. 
7 BANGA, LAKI, SZENT-GYORGYI: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 217 (1933), 43. 
8 GREEN, DEWAN, LELOIR: Biochemic. J. 81 (1937), 934. 
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enzyme preparation and cyanide inhibited cytochrome oxidase. Also drying 
the preparation destroyed cytochrome oxidase 80 that an added carrier was 
necessary with extracts of acetone dried muscle. With excess of cyanide, 0,3 N, 
the dehydrogenase itself was also inhibited 80 that no oxygen uptake occurred 
even with added carrier. In the absence of cyanide the oxygen uptake was not 
increased by adding carriers-methylene blue, yellow enzyme, flavin, or cyto
chrome c-the diaphorase~cytochrome system evidently being present in excess. 
In the presence of cyanide, methylene blue, flavin, adrenochrome, and, to a 
lesser extent, yellow enzyme would mediate oxygen uptake. 

The product of oxidation was shown to be acetoacetate. 

CHa·CHOH·CHs·COOH + 0 = CHa·CO·CHB·COOH. 

For each molecule of l-P-hydroxybutyrate, 1 atom of oxygen was taken up. 
For each atom of oxygen taken up 1 molecule of COs was produced when the 
acetoacetate formed was decomposed by aniline. In the presence of hydrazine 
the hydrazone of acetoacetic acid was formed; this was decomposed in alkali to 
acetone and hydrazine and the dinitrophenylhydrazone of acetone was prepared 
and identified. 

The maximum initial rate of oxygen uptake in the absence of fixative was 
reached with about 0,07 M substratel ; higher concentrations had no further 
effect. Half maximum rate was given by about 0,005 M; in the presence of hydr
azine, the half maximum concentration was 0,002 M. These half maximum con
centrations are considerably lower than the corresponding concentrations for 
malic and lactic dehydrogenations. The maximum rate was reached with a much 
lower coenzyme concentration than was the case with lactate and malate oxidation. 
The rate was proportional to the coenzyme concentration only at high dilutions 
of the coenzyme. The optimum PH was found to be about 7,3. 

It was observed with the lactic and malic dehydrogenases that pyrophosphate 
increases the dehydrogenation. The same effect occurred with P-hydroxybutyrate 
and it was shown that 0,0114 pyrophosphate does not increase the initial rate 
but causes the rate to be maintained for a longer time.2 The mechanism of the 
pyrophosphate effect is not explained; pyrophosphate could not replace coenzyme, 
fixative, or substrate. 

The dehydrogenase was appreciably inhibited by 0,06 M acetoacetate, 
pyruvate, oxaloacetate, or malonate. Arsenite and iodoacetate, 0,03 M, inhibited 
considerably. Urethane, 0,17 M, had no effect. ~aturation with n-octyl alcohol 
inhibited completely. Adenylic acid, 0,001 M, inhibited strongly. 

The enzyme appeared to be specific for l-p-hydroxybutyrate. With the 
l-substance the theoretical oxygen uptake occurred, with the dl-substance 
only half the theoretical. P-Hydroxypropionate, lX- and y-hydroxybutyrate, 
crotonate, butyrate and acetate were not oxidized appreciably. The preparations 
from heart oxidized lactate and malate, but preparations were obtained from 
other tissues which were active toward lactate and malate but not toward 
P-hydroxybutyrate. 

The enzyme depended specifically upon the presence of coenzyme I. Co
enzyme II was inactive. 

DAKIN a first indicated that the oxidation of p-hydroxybutyrate is reversible; 

1 ROBLING obtained maximum rate of methylene blue reduction with washed 
muscle with 1,0 M p-hydroxybutyrate. Skand. Arch. PhysioI. 46 (1924), 132. 

2 HOFF-J0RGENSEN, however, found some inhibition with 5 X 10-4 M pyro
phosphate. Skand. Arch. PhysioI. 80 (1938), 176. 

3 DAKIN: J. bioI. Chemistry 8 (1910),'97. 
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in the presence of liver, acetoacetate was reduced to Z-p-hydroxybutyrate. BANGA 
et al.1 concluded from experiments with dyes of negative redox potential that 
the p-hydroxybutyrate system was reversible and this was confirmed by GREEN 
et al. GREEN and DEWAN2 have shown spectrophotometrically that the enzyme 
catalyzes the reversible reduction of coenzyme I by ,8-hydroxybutyrate. 

GREEN et al. determined the redox potential of the p-hydroxybutyrate
acetoacetate system with enzyme and coenzyme using benzylviologen as electrode 
active substance.8 At PH 7,0 and 38° they found Eo' = - 0,282 V. HOFF
.T9RQENSEN' found Eo' = - 0,293. The potential of the system is thus consider
ably more negative than the lactate-pyruvate and malate-oxaloacetate systems. 
Pyruvate and oxaloacetate would therefore tend to be reduced by P-hydroxy
butyrate. DEWAN and GREEN° have produced dismutations in which the p-hydroxy
butyrate system reduced coenzyme and the dihydro-coenzyme was reoxidized 
by pyruvate, oxaloacetate or other substances with the proper dehydrogenases_ 

GREEN et al. consider that the redox potential of coenzyme-dihydro-coenzyme 
may lie below that of the lactate and malate systems and above that of the P-hydroxy
butyrate system. Then the great inhibitory action of oxaloacetate and pyruvate on 
the malate and lactate oxidations may be due to the fact that even with excess of 
malate or lactate the coenzyme exists more in the oxidized than in the reduced state. 
Since the rate of oxygen uptake or dye reduction must depend on the concentration 
of reduced coenzyme, almost complete inhibition would occur as soon as any of 
the keto-acid appears and tends to keep all the coenzyme oxidized. With the P-hydroxy
butyrate system, having a lower redox potential relative to that of coenzyme, a large 
amount of reduced coenzyme is always available and no inhibition occurs unless 
this is considerably diminished by great accumulation of acetoacetate. 

As mentioned above, the enzyme preparation used by GREEN et al. in the 
study of P-hydroxybutyrate dehydrogenase contained the coenzyme factor. 
The factor could be preferentially destroyed by heating the suspension to 55<> 
for 15 minutes.8 Whether a completely soluble enzyme can be obtained has not 
been mentioned. 

p-Hydroxybutyric dehydrogenase was detected by GREEN et al. in heart 
and skeletal muscle, liver, and kidney of pig. None was found in brain. Hearts 
of various animals were the richest source. The dehydrogenase has not been se
parated from other organisms but reduction of methylene blue by p-hydroxy
butyrate in the presence of bacteria has been shown by QUASTEL and WOOL
DRIDGE,? and breakdown of P-hydroxybutyrate has been observed in yeastS 
and moulds.9 

P-Hydroxybutyrate is formed in the oxidative breakdown of higher fatty 
acids by p-oxidation, and acetoacetate is known to be produced in the meta-

1 BANGA, LAKI, SZENT-GYORGYI: Horpe-Seyler's Z. physiol. Chem. 217 (1933), 43_ 
I GREEN, DEWAN.: Biochemic. J. 8 (1937), 1069. 
8 As in other systems of this kind three oxidation-reduction systems are involved,. 

P-hydroxybutyrate-acetoacetate, coenzyme-dihydro-coenzyme, and oxidized-reduced 
benzylviologen; the first system comes into equilibrium with the third through the 
media.tion of the second. But, with low concentrations of coenzyme and dye, the final 
equlibrium is determined by the P-hydroxybutyrate-acetoacetate system. 

, HOFF-J0RGENSEN: Skand. Arch. Physiol. 80 (1938), 176. 
6 DEWAN, GREEN: Biochemic. J. 81 (1937), 1075. 
8 DEWAN, GREEN: Biochemic. J. 82 (1938), 626. 
7 QUASTEL, WOOLDRIDGE: Biochemic. J. 19 (1925), 652. 
8 NEUBERG, TIR: Biochem. Z. 82 (1911), 325. - JUNG, MULLER: Helv. chim. Acta 

I) (1922), 239. 
B McKENZIE: J. chem. Soc. (London) 81 (1902), 1402, 1405; 88 (1903), 430. -

BIERRY, PORTIER: C. R. Seances Soc. BioI. Filiales Associees 166 (1918), 963, 1055. 
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bolism of pyruvate by animal tissues. The dehydrogenase may therefore serve 
a function in the metabolism of various foodstuffs. The metabolism of p-hydroxy
butyrate and acetoacetate in animal tissues has been extensively studied by 
QUASTEL et al,1ltnd KREBS and JOHNSON.2 The latter authors suggest that the 

p-hydroxybutyrate-acetoacetate system like the malate-oxaloacetate and lactate
pyruvate systems, can serve a role in the hydrogen transporting mechanisms 
of the cell. 

Alcohol dehydrogenase. 
(Aldehyde reductase~ 

Early work.3 

The power of micro-organisms to bring about the oxidation of ethyl alcohol 
to acetic acid has been known and made use of from early times. BUCHNER et al.4 

showed that acetone-dried or toluene-killed acetic acid bacteria caused the oxida
tion of ethyl alcohol to acetic acid; also propyl alcohol was oxidized. BATTELLI 
and STERN5 found that acetone-dried liver oxidized alcohol actively, kidney was 
less active, and other tissues scarcely at all active. In studying alcohol oxidation 
by acetic acid bacteria WIELAND6 observed the reduction of quinone or methylene 
blue in place of oxygen; this was the first recognition of an oxidizing enzyme as 
a "dehydrogenase". 

Alcohol oxidation has been observed in various kinds of bacteria,7 in moulds,S 
yeast,9 higher plants and seeds.10 MULLERll first obtained a dry soluble active 
preparation from yeast, by precipitation with alcohol-ether from extract of 
dried yeast. The enzyme system from various sources, seems to show a group 
specificity for alcoholsll , 12; ethyl alcohol is usually oxidized most rapidly but 
secondary alcohols and glycol are oxidized. Methyl alcohol is oxidized in some 
cases but not in others. Benzyl- and phenylethyl-alcohol are oxidized but not 
saligenin. Maximum oxygen uptake rate has been found to occur with 0,02 M, 
0,05 M, and 0,01 M ethyl alcohol with enzyme from liver, bacteria and yea.st 
respectively,l3 

A very large literature exists concerning the oxidation of alcohol by various 
organisms and tissues. Much of the early work has been concerned with the 

1 QUASTEL, WHEATLEY: Biochemic. J. 27 (1933), 1753; 29 (1935). 2773. -
JOWETT, QUASTEL: Ibid. 29 (1935), 2143. . 

2 KREBS, JOHNSON: Biochemic. J. 31 (1937). 645. 
3 Review: FRANKE: EULER'S Chemie der Enzyme, Bd. II, 3. Teil, S.573. 1934. 
4 BUCHNER. MEISENHEIMER: Ber. dtsch. chern. Ges. 86 (1903), 634. - BUCHNER. 

GAUNT: Liebigs Ann. Chern. 349 (1906), 140. 
5 BATTELLI, STERN: C. R. Seances Soc. BioI. Filiales Associees 67 (1909), 419; 

Biochem. Z. 28 (1910). 145. 
6 WIELAND: Ber. dtsch. chern. Ges.46 (1913). 3327. 
7 WIELAND. SEVAG: Liebigs Ann. Chern. 501 (1933). 151. - SEVAG: Ibid. 507 

(1933), 92. - QUASTEL. WHETHAM: Biochemic. J. 19 (1925). 520. - COOK: Ibid. 24 
(1930), 1538. 

8 BUTKEWITSCH, FEDOROFF: Biochem. Z. 219 (1930). 103. - CHRZASCZ et al.: 
Ibid. 250 (1932). 254. - BERN HAUER et al.: Ibid. 240 (1931). 232; 253 (1932). 16, 30. 

9 LUNDIN: Biochem. Z. 142 (1923), 454. - MEYERHOF: Ibid. 162 (1925). 43. 
10 ZALESKI: Biochem. Z. 69 (1914). 289. - THUNBERG: Ibid. 206 (1929). 109; 

Skand. Arch. PhysioI. 46 (1924), 37; 75 (1936). 46; 74 (1936), 16. 
11 MULLER: Biochem. Z.262 (1933), 239; 268 (1934). 152. 
12 BATTELLI, STERN: Biochem. Z. 28 (1910).145. -MIZASAWA: J. Biochemistry 18 

(1933), 243. - BERTHO: Liebigs Ann. Chern. 474 (1929). 1. - THUNBERG: Skand. 
Arch. Physiol. 46 (1924). 137. - MULLER: Biochem. Z. 238 (1931), 253. 

13 BATTELLI, STERN: Biochem. Z. 28 (1910).145. - WIELAND, BERTHO: Liebigs 
Ann. Chern. 467 (1928). 95. - WIELAND, CLAREN: Ibid. 492 (1932). 183. 
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effects of cyanide and other inhibitors on the oxygen uptake and with the question 
of whether one enzyme causes the oxidation of alcohol to acetic acid. As with the 
other dehydrogenases of this series, work done since the discovery of coenzymes 
and yellow enzyme has largely superseded early work_ Inhibitions of oxygen 
uptake by cyanidel and CO 2 are to be explained as due to inhibition of the cyto
chrome system or other metal-containing oxygen-activating mechanism; absence 
of cyanide inhibition3 " probably occurred where the yellow enzyme mediated 
oxygen uptake. Acetaldehyde is the primary oxidation product; when' further 
oxidation to acetic acid occurred, it was probably due to the action of aldehyde 
oxidase or to dismutations caused by aldehyde mutase. 

Yeast. 
ANDERSSON° first showed the activation of yeast alcohol dehydrogenase by 

cozymase. EULER and ADLER8 found that various preparations? from yeast, 
with alcohol, reduced methylene blue or lactoflavin rapidly only when cozymase 
(coenzyme I) and yellow enzyme were added. In the absence 01 methylene blue, 
immediate reduction of the yellow enzynte itself could be observed anaerobically, 
and its re-oxidation on admission of air. Oxygen uptake, like methylene blue or 
flavin reduction, occurred only in the presence of the whole system-alcohol, 
yeast enzyme, coenzyme, and yellow enzyme. The oxygen uptake was not in
hibited by cyanide. 

By a chromatographic adsorption method EULER and ADLER8 obtained 
coenzymes I and II from yeast, free from each other, and showed that the alcohol 
dehydrogenase depends specifically on coenzyme J.9 They showed that alcohol 
with the dehydrogenase reduces coenzyme, and that the dihydro-coenzyme is 
not autoxidizable nor will it reduce lactoflavin or methylene blue directly. But 
the dihydro-coenzyme reduces the yellow enzyme to the leuco-compound. The 
yellow enzyme transports the hydrogen to oxygen, methylene blue or lactoflavin. 
In the presence of the dehydrogenase and coenzyme, acetaldehyde addition 
caused visible re-oxidation of leuco-yellow enzyme, showing that the whole 
system is reversible. This was confirmed by EULER et aZ.lO by spectroscopic 
observation of the band at 460 mil of yellow enzyme. 

By spectrometric observation of the band of dihydro-coenzyme at 340 mil 
EULER, ADLER and HELLSTROMlO confirmed the reduction of coenzyme, and the 
reoxidation of dihydro-coenzyme by acetaldehyde or propylaldehyde in the 
presence of the enzyme. The reaction 

coenzyme + alcohol = dihydro-coenzyme + aldehyde 

1 WIELAND. BERTHO: Liebigs Ann. Chern. 467 (1928). 95. - TANAKA: Acta 
phytochim. (Tokyo) 6 (1931). 238. 

2 TAMIYA. TANAKA: Acta phytochim. (Tokyo) 6 (1930). 167. 
3 WIELAND. SEVAG: Liebigs Ann. Chern. 601 (1933). 151. 
4 MULLER: Biochem. Z.268 (1934). 152. 
6 ANDERSSON: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 217 (1933), 186; 22& (1934), 57. 
• EULER. ADLER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern_ 226 (1934), 196. 
7 The clearest results were given by a preparation containing very little coenzyme 

and yellow enzyme, obtained as follows. Dried and washed brewer's yeast (apo
zymase) was extracted at 30° with water; the centrifuged extract was treated with 
acetone in the cold, and the precipitate formed was washed with alcohol and dried. 

B EULER, ADLER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 238 (1936). 233. 
8 The alcohol dehydrogenase of peas is also specific for coenzyme 1. ADLER. 

SREENIVASAYA: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 249 (1937). 24. 
10 EULER, ADLER. HELLSTROM: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 241 (1936). 239. 
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showed a proper equilibrium constant, K, where 
K = (c-x) (a-x) 

x 2 

and c, a, and x are the concentrations of total coenzyme, alcohol, a,nd dihydro
coenzyme (= aldehyde). The constant increased with decreasing PH, the constants 
found at PH 7,7, 7,0, and 6,4 being respectively 0,8 X 104,1,9 X 104, and 7,8X 104 

(using purer preparations, EULER and HELLSTROM l later obtained lower con
stants: 1,25 X 103 at PH 7,77, 5,16 X 103 at PH 7,15, and 38,0 X 103 a,t PH 6,3). 
The reaction velocities were proportional to the enzyme concentration; the 
equilibrium constant was independent of the enzyme concentration. The high 
values for the reaction constant indicate that the equilibrium lies far to the left, 
that is, aldehyde tends to be reduced in the presence of traces of reduced coenzyme. 
The value of the equilibrium constant and the dependence on PH agreed with 
the observations that the dehydrogenation of alcohol is slower than the hydrogena
tion of aldehyde, and that the dehydrogenation is more rapid at high PH, the 
hydrogenation of aldehyde is more rapid at lower PH. The PH optimum for the 
reduction of methylene blue was found to be above 8,0.2 MULLER8 found the 
optimum at about PH 8-10 for the oxidation of i8opropyl alcohol. 

EULER and HELLSTROMl have shown that desamino-coenzyme I, in which a 
hydroxyl group replaces the amino group on the pyridine nucleus, behaves similarly 
to coenzyme I with alcohol dehydrogenase. But the reduction of desamino-coenzyme 
was much slower, especially at PH values below 7,7, and the equilibrium constant 
was correspondingly higher. 

EULER et al. believed that in alcoholic fermentation, the alcohol dehydrogenase 
and dihydro-coenzyme reduce aldehyde to alcohol, the dihydro-coenzyme being 
produced in the oxidation of triosephosphate to phosphoglycerate by 'triose
phosphate dehydrogenase and coenzyme. They mentioned the possibility that 
the yellow enzyme may mediate between the two systems-aldehyde + dehydro
genase + coenzyme, and triosephosphate + dehydrogenase + coenzyme - but 
this mediation does not seem necessary. Dismutations by these mechanisms have 
been discussed in Chapter 1. 

W ARBURG and CHmsTIAN4 have also indicated that alcoholic fermentation 
involves the reduction of acetaldehyde by dihydro-coenzyme I under the influence 
of a fermentation enzyme. The enzyme causing this reaction has heen isolated 
in crystalline form by NEGELEIN and WULFF.6• 6 The active protein was purified 
from extract of dried bottom yeast by removal of some inactive protein by mild 
heat, followed by a series of fractional precipitations with acetone, ammonium 
sulfate, and alcohol, and it was finally crystallized from ammonium sulfate solution. 
The pure protein contained no copper and only traces of iron which were probaply 
present as impurity. No absorption bands were shown other than those character
istic of protein. 

The activity of the protein was tested by measuring the oxygen uptake in 
a mixture containing alcohol, protein, coenzyme I, yellow enzyme, pyrophosphate 

1 EULER, HELLSTROM: Ark. Kern., Mineral. Geol., Ser. B 12 (1938), No. 55. 
2 A similar high value was found for alcohol dehydrogenase of peas. ADLER, 

SREENIVASAYA: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 249 (1937), 24: 
3 MULLER: Biochem. Z. 268 (1934), 152. 
4 WARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z. 287 (1936), 291. 
I) NEGELEIN, WULFF: Biochem. Z.289 (1937), 436; 293 (1937), 351. 
6 SREENIVASAYA has purified the enzyme from extract of dried yeast by preci

pitation with ammonium sulfate and adsorption on zirconium hydroxide. Nature 
(London) 139 (1937), 112. 
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buffer, and semicarbazide (to fix the aldehyde formed). Under the conditions of 
the test 1" of the protein caused about 2,5 c. mm. of oxygen uptake per minute. 
The protein was rapidly inactivated above PH 8,5 or below PH 5,0. Traces of 
copper inhibited it completely unless copper complex-forming substances such as 
glycine and yeast gum were present. 

According to the terminology used in this review, the protein of NEGELEIN and 
WULFF is "alcohol dehydrogenase". NEGELEIN and WULFF call it simply "a protein" 
which combines with diphosphopyridinenucleotide (coenzyme I) to give "aldehyde 
reductase" . 

NEGELEIN and WULFF studied spectrophotometrically the kinetics of the 
reduction of acetaldehyde to alcohol by dihydro-coenzyme, and the reverse 
reaction, under the influence of their protein, and analyzed their results mathe
matically. Like EULER et aZ., they found that the reduction of acetaldehyde is the 
more rapid reaction. Aldehyde has a much greater affinity for the enzyme than 
has alcohol. Maximum initial rate of coenzyme reduction (PH 7,9) was reached 
with about 0,3 M alcohol; maximum initial rate of dihydro-coenzyme oxidation 
was reached with about 2,5 X 10-3 M aldehyde. The constant arrived at by 
them, corresponding to the constant of EULER et aZ., was 1,35 X 103 at PH 7,9 
and 20°. Coenzyme and dihydro-coenzyme showed different affinities for the 
dehydrogenase. With low concentration of dehydrogenase, the dehydrogenase
coenzyme compound was half dissociated in presence of 9 X 10-5 M coenzyme; 
the corresponding concentration for dihydro-coenzyme was 3 X 10-5 M. 

By cataphoresis experiments EULER and HELLSTROM l have found the isoelectric 
point at about PH 5,2 for purified (not ~ed) alcohol dehydrogenase of yeast. 

MtiLLER2 found that the alcohol-ether precipitate from extract of dried yeast 
reduced methylene blue With all the aliphatic, monovalent, normal primary and 
'secondary alcohols tried, with the exception of methyl alcohol and iso-amyl
alcohol. Glycerol and erythrytol were not oxidized. Ethylene glycol and several 
other polyvalent alcohols were oxidized, possibly by a different enzyme. 

Added to proof,' NEGELEIN and BROMEL3 find that the "aldehyde reduc
tase" can cause dihyd:Fo-coenzyme I to reduce triose (dihydroxyacetone) to 
glycerol slowly. 

Yeast alcohol dehydrogenase is strongly inhibited by M/l000 iodoacetate.' 
It is strongly inhibited by Cu", Ag' and Hg" ions, 50% inhibition being obtained 
with 2 X 10-5 M metal; Zn" and Fe'" are less effective." 

WAGNER-JAUREGG and M?lLLER8 found that addition of reduced glutathione 
increased the activity of dialyzed extracts of washed yeast with coenzyme and 
alcohol in reducing methylene blue. HON had a similar effect, and oxidized 
glutathione had no effect, so the activation by GSH was believed to be due to 
combination with traces of heavy metal. 

Animal tissues. 
REICHEL and KOBLE? obtained an alcohol dehydrogenase preparation from 

liver by repeated acetone precipitation of liver extract, and they studied the 
oxidation of propyl alcohol; propyl aldehyde was the primary reaction product. 

1 EULER, HELLSTROM: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 248 (1937), 149. 
2 MULLER: Biochem. Z.268 (1934), 152. 
3 NEGELEIN, BROMEL: Biochem. Z.303 (1939), 231. 
, DIXON: Nature (London) 140 (1937),806. - ADLER, EULER, GUNTHER: Skand. 

Arch. Physiol. 80 (1938), 1. 
II EULER, ADLER: HOPEe-Seyler's Z. physiol. Chem.232 (1935), 10. 
e WAGNER-JAUREGG, MOLLER: Ho:rpe-Seyler's Z. physiol. Chem. 286 (1935), 222. 
7 REICHEL, KOBLE: Hoppe-Seyler s Z. physiol. Chem.286 (1935), 158. 
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LUTWAK·MANN1 studied the liver enzyme in the light of the recent work on 
coenzyme relations. Minced horse liver extract was heated to 52° to remove 
inactive protein and the enzyme was precipitated with acetone, redissolved, and 
re-precipitated with acetone. This material (acetone preparation) contained 
alcohol dehydrogenase and aldehyde mutase but apparently no aldehyde oxidase. 
Alternatively the enzyme was precipitated from the extract by ammonium 
sulfate. This precipitate could be redissolved, dialyzed and precipitated with 
acetone. 

The ammonium sulfate precipitate, with alcohol, reduced methylene blue 
only when coenzyme 1 was added. Coenzyme 112 and various other substances 
tried, were inactive. Addition of yellow enzyme had little eHect; the preparation 
evidently contained coenzyme factor (diaphorase). 

The acetone preparation contained some coenzyme, but even with extra. 
coenzyme added, it reduced methylene blue with alcohol only slowly unless 
coenzyme factor was added. The c{)enzyme factor used was a suspension of well 
washed, ground material from heart, liver, or other tissues, and contained no 
alcohol dehydrogenase. It was formerly believed that animal alcohol dehydrogen
ase is exceptionally unstable. This was shown to be due to the deterioration of 
the coenzyme factor especially in acetone preparations; the dehydrogenase itself 
rema.ined active for months. Heating liver extract to 52° destroys the factor. 
and an ammonium sulfate preparation from extract thus treated, also required 
addition of factor. 

The preparations with alcohol and coenzyme took up oxygen very slowly, 
even with added coenzyme factor from liver or skeletal muscle, unless a carrier 
such as methylene blue or pyocyanine was added. The uptake was somewhat 
accelerated when semicarbazide was added as aldehyde fixative. However, 
addition of washed heart suspension, which is rich in cytochrome oXidase, cyto
chrome, and the coenzyme factor, produced rapid oxygen uptake. 

The optimum 'PH for methylene blue reduction by the system was found 
at 7,6. REIOHEL and KOHLE found about 'PH 7 for the aerobic oxidation of propyl 
alcohol. 

In anaerobic experiments, with methylene blue alii hydrogen acceptor with no 
extra coenzyme fa.ctor added, or with added heart factor, acetaldehyde was shown 
to be the oxidation product from alcohol. When the reaction wa.s slow, as in the 
absence of added factor, the theoretical amount of aldehyde waa not found; 
evidently aldehyde mutase· and aldehyde oxidase in the preparations converted 
aldehyde to acetic acid. When liver factor was used, detection of acetaldehyde 
formation failed unaccountably. 

Propyl alcohol· reduced methylene blue with the enzyme system nearly as 
fast as ethyl alcohol. Amyl· and methyl alcohol were less strongly activated. 
No reaction occurred with saligenin, glycerol or l¥-glycerophosphate. Methyl 
alcohol had no eHect on the oxidation of ethyl alcohol. 

Large amounts of acetaldehyde or formaldehyde inhibited the reaction, the 
inhibition being partially reversible. The enzyme was not inhibited by MllOO 
iodoacetate whereas the yeast dehydrogenase is inhibited by M /1000 iodoacetate. 
Urethane, oxalate, Inaleate and pyrophosphate inhibited appreciably. Cyanide 
did not inhibit the dehydrogenase and sometimes accelerated methylene blue 
reduction, probably by fixing the aldehyde. 

1 LUTWAX-MANN: BiochemIc. J.82 (1938). 1364. 
B See also QUIBELL: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.2&1 (1938), 102. 
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Active alcohol dehydrogenase preparations could be obtained from liver, 
intestine and kidney, but brain and muscle gave negative results. 

LELOIR and MUNOZ l have studied the metabolism of alcohol by sliced animal 
tissues. Alcohol was oxidized by liver and kidney but not by other rat tissues. 
The aldehyde formed was mostly oxidized further to acetic acid and no aldehyde 
accumulated. 

BERNHEIM! found that alloxan in low concentration, 10-' M, caused a very 
great increase in the rate of alcohol oxidation by liver suspensions, while the 
oxidation of a number of other substances was unaffected. Various other reversibly 
oxidizable substances showed no comparable effect. The effect has not been 
explained. 

Bacteria. 
LUTWAK-MANN3 showed that coenzyme I is concerned in alcohol oxidation 

by acetic acid bacteria. Untreated suspensions of Acetobacter 8uboxydana oxidize 
alcohol vigorously and added coenzyme has little effect. But when a suspension 
was saturated with ammonium sulfate, and, after a few hours, thoroughly 
dialyzed, the addition of coenzyme increased the oxygen uptake with alcohol 
considerably. The optimum PH for the oxidation of alcohol by the bacterial 
enzyme was 4,5. The bacteria scarcely oxidized methyl alcohol' and methyl 
alcohol (0,3 M) largely inhibited the oxidation of ethyl alcohol. Oth6i' enzymes 
in the bacteria were not affected by methyl alcohol. Iodoacetate had Uttle or no 
effect on the bacterial oxidation. 

Redox potential. 
With the alcohol dehydrogenase system of yeast, in the presence of reversibly 

reducible dyes to establish equilibrium with electrodes, LEHMANN5 found tho 
redox potential of ethyl alcohol-acetaldehyde to be Eo' = -0,09 at ,;30° and 
PH 7,45 butWURMSER andFILITTI-WURMSER6 foundEo' = -0,237 at PH 7 and 
35°, for the ethyl alcohol system, and Eo' = --0,251 for the system isopropyl 
alcohol-acetone. 

Aldehyde mutase. 
BATTELLI and STERN 7 showed that animal tissues are able to catalyze the 

CANNIZZARO reaction, the dismutation between two molecules of aldehyde 
yielding a molecule each of alcohol and acid: 

R'CHO + R'CHO + HsO = R·CHsOH + R·COOH. 

PARNASB found that this reaction could be brought about by a soluble enzyme 
system from liver which he called "aldehyde mutase". 

REICHEL et al.e studied the dismutation of propionaldehyde by preparations 

1 LELom, MUNOZ: Biochemic. J.32 (1938), 299. 
2 BERNHEIM: J. bioI. Chemistry 123 (1938), 741. 
3 LUTWAK-MANN: Biochemic. J.32 (1938), 1364. 
, B. coli oxidizes ethyl and propyl alcohol but not methyl alcohol. QUAI:j'rEL, 

WHETHAM: Bioch",mic. J.19 (1925), 520. - COOK, STEPHENSON: Ibid. 22 (1928), 
1368. - Extracts of certain seeds can oxidize methyl alcohol while others cannot. 
THUNBERG: Skand. Arch. PhysioI. 76 (1936), 46. 

5 LEHMANN: Biochem. Z. 274 (1934), 321. 
• WURM8ER, FILITTI-WURMSER: C. R. Seances Soc. BioI. Filiales Associees 118 

(1935), 1027; J. Chim. physique 33 (1936), 577. 
7 BATTELLI, STERN: Bull. Soc. Chim. bioI. 68 (1910), 742. 
8 PARNAS: Biochem. Z.28 (1910), 274. 
• REICHEL, WETZEL: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 224 U934), 176. - REICHEL, 

KOHLE: Ibid. 286 (1935), 145. 
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obtained from liver extracts by repeated precipitation with acetone and mixed 
solvents, and re-extractions of the precipitate with water. Even under aerobic 
conditions propylaldehyde was dismuted quantitatively to the alcohol and acid, 
though oxidation of the aldehyde to acid occurred in the presence of methylene 
blue, quinone, or the cytochrome system. The optimum PH for the dismutation 
was about 7,5-7,8. Cyanide in high concentration, 1 M, caused only partial 
inhibition, probably by forming propionaldehyde cyanhydrin. REICHEL called 
the enzyme responsible "Aldehydrase". 

NEUBEBG and HmsCH1 showed mutase activity in yeast and EULER et al.ft. 
found that the enzyme was active in dried yeast and that it was dependent upon 
the presence of cozymase; the mutase of liver extracts was also activated by 
cozymase.3 

WIELAND4 believed that the enzyme was identical with aldehyde oxidase, 
the SCHARDINGER enzyme. He suggested that normally the enzyme causes 
aldehyde to be oxidized to acid, but, in the absence of other suitable hydrogen 
acceptors, other molecules of aldehyde accept the hydrogen and are reduced to 
alcohol. 

DIXON and LUTWAK-MANN6 have studied the mutase extensively with special 
reference to the question of its possible identity with aldehyde oxidase. 

The mutase was prepared from liver extract. Inactive material was precipitated 
with alcohol, and the enzyme precipitated with acetone-ether mixture and dried. 
The enzyme was purified by dialysis and precipitation of inactive protein at 55°, 
and reprecipitated by acetone-ether. For further purification the enzyme was 
adsorbed on tricalcium phosphate, eluted with alkaline phosphate, dialyzed, and 
precipitated. The mutase was soluble and stable in the dry form or in solution. 
Dismutation was followed manometrically by observing the CO2 liberated from 
bicarbonate buffer by the acid formed, and the results were confirmed by chemical 
estimations of aldehyde, acid and alcohol. Dismutation occurred aerobically as 
well as anaerobically. The purified enzyme showed no aldehyde oxidase activity; 
no oxygen uptake or methylene blue reduction took place even in the presence 
of cozymase, yellow enzyme or cytochrome c and cytochrome oxidase. Alcohol 
dehydrogenase also appeared to be absent. 

The activity of crude horse liver preparations was not increased by added 
cozymase. After long dialysis the activity was considerably decreased. and 
added cozymase considerably increased the activity, but the coenzyme could 
not be completely removed by dialysis. From dog liver, preparations were readily 
obtained which were completely inactive unless coenzyme was added. (Dog liver 
appeared to contain an enzyme which destroys coenzyme.) The activity of the 
mutase increased with increasing coenzyme concentration, tending to an asymptotic 
maximum. Coenzyme II, trigonellin, adenylpyrophosphate, and glutathione were 
inactive as activators. 

The initial velocity of reaction increased with increasing aldehyde concentra
tion; saturation did not seem to be nearly reached with the highest concentration 
0,06 M, tried. The initial velocity was proportional to the amount of enzyme. 
The optimum PH, about 7,7 .. was the same as was found by REICHEL and KOHLE. 

The dismutation proceeded most rapidly with acetaldehyde and propion-

1 NEUBERG, HIRSCH: Biochem. Z.96 (1919), 175. 
2 JOSEPHSON, EULER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 136 (1924), 49. - MYR-

BACK, JACOBI: Ibid. 161 (1926), 245. - EULER, MYRBACK: Ibid. 166 (1927), 28. 
3 EULER, BRUNIUS: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Ch'lm.176 (1928), 52. 
, WIELAND: Ber. dtsch. chem. Ges. 47 (1914). 2085. 
5 DIXON, LUTWAK-MANN: Biochemic. J.31 (1937). 1347. 
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aldehyde, less readily with higher aldehydes and scarcely at all with benzaldehyde, 
salicylaldehyde or piperonaL d-Glyceraldehyde reacted five times as rapidly 
as dl-glyceraldehyde which suggested that l-glyceraldehyde inhibits the enzyme. 
Formaldehyde also undergoes rapid dismutation.1 Methylglyoxal possibly 
underwent dismutation.2 

Mutase activity was completely inhibited by 0,01 M iodoacetate.3 Iodoacetate 
had little effect on aldehyde oxidase from milk. Incubation of the enzyme with 
0,01 M cyanide had no effect. Incubation with cyanide destroys aldehyde oxidase. 
By using iodoacetate or cyanide it was thus possible to poison either enzyme inde
pendently of the other. Phlorizin and fluoride, 0,01 M, had no action on the mutase. 

The mutase was shown to be different from the well-known aldehyde oxidase 
of milk and animal tissues, the SCHARDINGEB enzyme, by the following considera. 
tions. The SCHARDINGER enzyme from milk caused no dismutation of acetaldehyde 
or other aldehydes even with coenzyme added.' Though crude preparations 
contained both enzymes, the purified aldehyde mutase showed no aldehyde 
oxidase activity. Aldehyde oxidase was destroyed by cyanide, mutase was not; 
the mutase was inhibited by iodoacetate but not the oxidase. The mutase 
required coenzyme while the SCHARDINGER enzyme does not. The oxidase acts 
on both aliphatic and aromatic aldehydes while the mutase was inactive with 
the aromatic aldehydes. The aldehyde oxidase of potato also does not show 
mutase activity.5 

The possibility was considered that the mutase reaction may be catalyzed 
by two dehydrogenases with coenzyme acting as mediator according to the 
following equations: 

Aldehyde + coenzyme --+ acid + dihydro-coenzyme. (1) 
Aldebyde oxidase (dehydrogenase). 

Aldehyde + dihydro-coenzyme ~ alcohol + coenzyme. (2) 
Alcohol dehydrogenase. 

However, attempts to reconstruct the system with isolated aldehyde oxidase 
and alcohol dehydrogenase, together with coenzyme and various other possible 
mediators, were unsuccessful. Also active mutase preparations had been obtained 
which did not contain aldehyde oxidase and appeared not to contain alcohol 
dehydrogenase. DIXON and LUTWAK-lliNN therefore suggested that mutase is 
a special type of enzyme or enzyme system containing two active centers which 
activate aldehyde, one for oxidation by coenzyme and the other for reduction by di
hydro-coenzyme, neither center causing reaction with oxygen or methylene blue. 

Since the discovery of diaphorase, DEWAN and GREENO and EULER et al,7 
have shown that aldehyde mutase preparations do actually contain alcohol 
dehydrogenase but that purification has eliminated the coenzyme factor. On 

1 LUTWAK.MANN: Biochemic. J.32 (1938), 1364. 
2 The enzyme preparations contained glyoxalase which very rapidly converted 

methylgIyoxal into lactic acid unless all traces of glutathione, the activator for 
glyoxalase action, were removed from the enzyme and coenzyme preparations. 
Glyoxalase preparations free of mutase could be obtained but mutase could nQt be 
freed of glyoxalase. 

3 Crude preparations showed less effect since they contain glutathione which 
combines with iodoacetate. 

4 Positive results had been obtained by WIELAND [Ber. dtsch. chern. Ges.47 
(1914), 2085; WIELAND, MCRAE: Liebigs Ann. Chern. 488 (1930), 217] but these 
are criticized by DIXON and LUTWAK-MANN. See also BOOTH: Biochemic. J.82 
(1938), 503. - DIXON: Enzymologia (Den Haag) /; (1938), 198. 

6 MICHLIN, SEVERIN: Biochem. Z. 237 (1931), 339. 
8 DEWAN, GREEN: Biochemic. J.32 (1938), 626. 
7 ADLER, EULER, GUNTHER: Ark. Kern., Mineral. Geol., Ser. B 12 (1938), No. 54. 

Hdb. d. Katalyse, III. 29 
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addition of the factor the presence of the alcohol dehydrogenase can be shown 
by methylene blue reduction or oxygen uptake. The oxidation of dihydro
coenzyme by aldehyde with purified mutase preparations has been shown spectro. 
scopically by GREEN and DEWAN.1 Also methyl and propyl alcohol and glycerol 
were reversibly dehydrogenated. 2 

The alcohol dehydrogenase of animal tissues is not very sensitive to iodo
acetate (LUTWAX-MANN3). It is possible that the mutase system consists of 
alcohol dehydrogenase, coenzyme and a previously unknown coenzyme-determined 
aldehyde dehydrogenase which is sensitive to iodoacetate. GREEN et al.4 have 
in fact been able to cause dismutations between acetaldehyde and pyruvate, 
oxaloacetate and other substances; presumably aldehyde with the aldehyde 
dehydrogenase part of mutase, reduced the coenzyme, and pyruvate and oxalo
acetate with lactic and malic dehydrogenases reoxidized the dihydro-coenzyme. 

However, it has not been possible to prove directly the presence of an aldehyde 
dehydrogenase in purified mutase. It may exist but it would be difficult to 
detect. Though reduction of coenzyme by aldehyde may occur, reaction (1) of 
the above scheme, the dihydro-coenzyme would not be detected spectro
scopically since it would immediately be reoxidized by reaction (2). Even '\\-ith 
yellow enzyme added, nQ methylene blue reduction occurs with mutase (DIXON 
and LUTWAK-MANN), but again reduction of yellow enzyme by dihydro-coeI)Zyme 
may compete unfavorably with reaction (2), which is knQwn to tend strongly toward 
aldehyde reduction. Even though the presence of a coenzyme-deten,nined aldehyde 
dehydrogenase may eventually be shown, it cannot be aBBumed that no mutase exists 
until mutase has been separated into aldehyde and alcohol dehydrogenases.5 

Added to proof: REICHEL and BURKART8 have demostrated aldehyde de
hydrogenation with purified liver mutase preparations in the presence of co
enzyme and flavoprotein. 

Triose dehydrogenase. 
CLIFr and CoOK 7 found that a preparation from liver catalyzed the reduction 

of methylene blue by the trioses, dl-glyceraldehyde and dihydroxyacetone. The 
enzyme was obtained by precipitation with ammonium sulfate from a dialyzed 
extract of acetone-dried liver mince after some inactive protein had been separ
ated at PH 5,7; the precipitate was redissolved and dialyzed nearly free of 
ammonium sulfate. Competition experiments indieated that the preparation 
contained three distinct enzymes, one acting on the trioses, one on glucose, and 
one on hypoxanthine and acetaldehyde. With the trioses no catalysis of oxygen 
uptake occurred; the enzyme preparation partly inhibited the autoxidation 
which trioses show in phosphate buffer. Since oxygen uptake occurred with 
acetaldehyde and hypoxanthine but not with triose it seemed clear that a special 
triose dehydrogenase was present. 

LEBEDEVS and BOOTH' showed that giyceraldehyde reduces methylene blue with 
-~--

1 GREEN, DEWAN: Biochemic. J.31 (1937), 1069. 
B ADLER, EULER, GUNTHER: Ark. Kern., Mineral. Geol., Ser. B 12 (1938), No. 54. 
3 LUTWAK-MANN: Biochemic. J.32 (1938), 1364. - See also ADLER, EULER, 

GUNTHER: Skand. Arch. Physiol. 80 (1938), 1. 
, GREE!j, NEEDHAM, DEWAN: Biochemic. J.31 (1937), 2327. 
5 For fuller discussion see ADLER, EULER, GUNTHER: Ark. Kern., Mineral. Gool., 

Ser. B 12 (1938), No. 54. - DIXON: Enzymologia. (Den Haag) 0 (1938), 219. 
• REICHEL, BURKART: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 260 (1939), 134. 
7 CLIFT, COOK: Biochemic. J. 26 (1932), 1804. 
s-LEBEDEV: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 160 (1926), 97_ 
, BOOTlI: Biochemic. J.82 (1938), 494. 
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the aldehyde-xanthine oxidase of milk. Since this enzyme causes direct o"Ygen 
uptake with aldehydes it might have been expected that CLIFT and COOK'S preparation 
should take up oxygen with both acetaldehyde and glyceraldehyde. However, BOOTH 
found glyceraldehyde only weakly active with aldehyde oxidase, so presumably 
ordinary aldehyde oxidase in CLIFT and COOK'S preparation was not active enOUgh 
to show appreciable oxygen uptake with glyceraldehyde. . 

Both trioses reduce methylene blue in the presence of phosphate without 
enzyme, the rate being appreciable with dihydroxyacetone. The rate was greatly 
increased by the enzyme. With both trioses the rate continually increased with 
increasing triose concentration, the effect being most marked with dihydroxy
acetone. Maximum rate was nearly reached with 0,25 M dl-glyceraldehyde, 
half maximum rate with 0,04 M. It was considered probable that the methylene 
blue reduction with both trioses was catalyze"d by the same enzyme The actual 
substrate might be one of the trioses or a common enolic form. The continued 
increase in rate with increasing dihydroxyacetone concentration suggested that 
the factor limiting the rate of oxidation was a non-enzymic transformation of 
dihydroxyacetone into the actual substrate of oxidation. The oxidation product 
was presumed to be glyceric acitl. 

GREEN, NEEDHAM and DEWAN l found that their "mutase" solution, a dialyzed 
extract of acetone-dried muscle, with dl-glyceraldehyde, liberated CO 2 from 
bicarbonate buffer slowly but steadily when coenzyme I was added (but not 
without coenzyme). Presumably acid was formed by slow dismutation of glycer
aldehyde to glycerol and glyceric acid. With the "mutase", coenzyme, glycer
aldehyde, and pyruvate or oxaloacetate, a rapid CO 2 evolution took place as a 
result of acid formation by the following dismutation: 

Glyceraldehyde + pyruvate -~ glyceric acid + lactate. 

Production of glyceric and lactic acids was shown quantitatively. The dismuta
tion was inhibited by iodoacetate. With dl-glyceraldehyde only 50% was used up. 
Using partially resolved glyceraldehyde it was found that only d-glyceraldehyde 
was attacked. Glycollic aldehyde also seemed to undergo dismutation with 
itself and, less rapidly than glyceraldehyde, with pyruvate and oxaloacetate. 
Glyceraldehyde and glycollic aldehyde with the mutase preparation were shown 
spectroscopically to reduce coenzyme I. 

Since the "mutase" preparation of GREEN et al. has been shown to contain 
lactic and malic dehydrogenases2 it is probable that the dismutations of glycer
aldehyde and glycollic aldehyde with pyruvate or oxalacetate are due to cooperation 
between a glyceraldehyde dehydrogenase, coenzyme, and lactic or malic dehydro
genase. 

DIXON and LUTWAK-MANN 3 showed that their purified aldehyde mutase 
from liver, which contained no aldehyde-xanthine oxidase, caused dismutation 
to alcohol and acid with d-glyceraldehyde as well as with acetaldehyde, propionilJ 
aldehyde, formaldehyde. and, less rapidly, with higher aldehydes (not aromatic). 
ADLER et al.' showed that the aldehyde mutase solution contained a dehydro
genase active with glycerol. Therefore, as discussed in the section on aldehyde 
mutase, it seems probable that the dismutation of glyceraldehyde with itself 

1 GREEN, NEEDHAM, DEWAN: Biochemic. J.81 (1937), 2327. 
2 DEWAN, GREEN: Biochemic. J.82 (1938), 626. 
J DIXON, LUTWAK-MANN: Biochemic. J.81 (1937), 1347. - LUTWAK-MANN: 

Ibid. 82 (1938), 1364. 
4 ADLER,' EULER, GUNTHER: Ark. Kern., Mineral. Geo1., Ser. B 12 (1938), No. 54. 

29· 
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is due to cooperation between a glyceraldehyde dehydrogenase, coenzyme, and 
a glycerol dehydrogenase. 

The glyceraldehyde dehydrogenase and the postulated coenzyme-determined 
aldehyde dehydrogenase present in liver, in aldehyde mutase preparations, and 
in GREEN et al.'s muscle mutase preparations, may be the same enzyme having 
a group specificity for aldehydes. 

Formic dehydrogenase. 
BATTELLI and STERN! observed aerobic oxidation of formate by liver, and 

THUNBERG 2 found methylene blue reduction by formate with frog muscle.De
hydrogenation of formate has been observed with phosphate extracts of muscle 
and liver of guinea pig but not with human or ox muscle.3 Rat kidney appears 
not to metabolize formate.4 In bacteria5 and plant seeds,6 formic dehydrogenase 
is one of the most widespread and active enzymes. Some activity has been found 
in yeast? and moulds.8 

Bacteria. 
Formate oxidation by bacteria has been studied by QUASTEL and others 

using suspensions of non-proliferating ("resting") bacteria, or bacteria in which 
many other dehydrogenases were inactivated by toluene.9 With B. coli and other 
facultative anaerobes or aerobes, formate reduced methylene bluelo or nitratell 

or caused oxygen uptake.12 

For methylene blue reduction by formate with B. coli, COOK and ALCOCKl3 

found optimum activity from PH 7 to far into the alkaline region when using 
phosphate and other buffers, with borate buffer the optimum was not reached 
below about PH 9,5. Maximum oxygen uptake rate occurred at PH 6 and activity 
fell off sharply above PH 7,5; the difference was probably due to different PH 
susceptibility of the oxygen activating mechanisms. Maximum methylene blue 
reduction rate was reached with low formate concentration, about 10-4 M, 
half maximum with about 3 X 10-5 M.14 

COOK et al.15 found that cyanide in low concentration inhibited the aerobic 
oxidation of formate by B. coli but not the reduction of ..methylene blue. 
(Dilute cyanide inhibits the plant enzyme, see below.) CO also inhibited the 

1 BATTELLI, STERN: Biochem. Z.28 (1910), 145. 
2 THUNBERG: Skand. Arch. Physiol. 40 (1920), 1. 
3 WISHART: Biochemic. J.17 (1923), 103. - ROSLING: Skand. Arch. Physiol. 

45 (1924), 132. 
4 ELLIOTT, SCHROEDER: Biochemic. J. 28 (1934), 1920. 
5 QUASTEL, WHETHAM: Biochemic. J.19 (1925), 520, 645, 652. - QUASTEL: 

Ergebn. Enzymforsch. 1 (1932), 209. - KENDALL, ISHIKAWA: J. infect. Diseases 44 
(1929), 282. 

8 THUNBERG: Biochem. Z. 206 (1929), 109; Skand. Arch. Physiol. 74 (1936), 16. 
- FODOR, FRANKENTHAL: Biochem. Z. 225 (1930), 409, 417; 238 (1931), 268; 246 
(1932), 414. 

7 FODOR, FRANKENTHAL: Biochem. Z. 246 (1932), 414. - WIELAND, SONDERHOFF: 
Liebigs Ann. Chern. 503 (1933), 61. 

8 BERNHAUER, SLANINA: Biochem. Z.264 (1933), 109. 
9 QUASTEL, WOOLDRIDGE: Biochemic. J.21 (1927), 148; 22 (1928), 689. 
10 QUASTEL, WHETHAM: Biochemic. J.19 (1925), 520. - QUASTEL, WOOLDRIDGE: 

Ibid. 19 (1925), 652. 
11 COOK: Biochemic. J. 24 (1930), 1538. 
12 COOK, STEPHENSON: Biochemic. J.22 (1928), 1368. 
13 COOK, ALCOCK: Biochemic. J. 25 (1931), 523. 
14 QUASTEL, WHETHAM: Biochemic. J. 19 (1925), 520. - STEPHENSON, STICK

LAND: Ibid. 26 (1932), 712. 
15 COOK, HALDANE, MAPSON: Biochemic. J.25 (1931), 534, 880. 
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aerobic oxidation, but not dye reduction. The CO inhibition was not affected 
by light. The reduction of methylene blue was considerably inhibited by small 
amounts of !.amino.8.naphthol.4.sul£onate and 8.oxyquinolinesulfonate. Since 
these are known to form complexes with copper it was concluded that the dehydro
genase contains copper. Oxygen uptake was not inhibited but it was suggested 
that oxygen activation and not the dehydrogenase limits the aerobic reaction. 
QUASTEL and WOOLDRIDGE! observed inhibition of formate dehydrogenation 
after treatment with barium, with cyanide in high concentration, 0,2 M, or with 
small amounts of KMnO, and H 20 g• The inhibitions by the$El substances (except 
barium) could be partly reversed by treating the bacteria with cysteine or sul
fite. Complete inhibition occurred with dilute CuS04, (1/1000), and this could 
be fully reversed with HsS, Phenylhydrazine inhibited strongly; hydroxylamine, 
sulfite and semicarbazide had little effect. Phenylurethane had no effect on 
methylene blue reduction.2 QUASTEL and WOOLDRIDGE3 found the formic de
hydrogenase in B. coli exceptionally thermostable; heating to 57° for an hour 
had no effect on the activity. 

STICKLAND' obtained cell free formic dehydrogenase preparations from 
B. coli and B. typhoSU8. The bacteria were incubated with trypsin in the presence 
of NaF for 2-4 weeks. At first the activity towards formate, lactate and succinate 
increased, but later the latter two activities disappeared, largely as a result of 
destruction by fluoride, while the formic dehydrogenase became 5 times as active 
as in the intact cells. After centrifuging and filtering through a glass filter, an 
active suspension of cell debris was obtained. The activity was lost if the debris 
was removed by sharp centrifuging or by filtration through a SEITZ filter or 
kieselguhr. The suspension with formate reduced methylene blue but took rip 
no oxygen. 

OGSTON and GREEN° found some increased oxygen uptake with this prepara
tion and formate on adding yellow enzyme. It is therefore probable that the 
bacterial enzyme is coenzyme-determined. 

Added to proof: GALE6 finds that formic dehydrogenase of ground B. coli 
reacts through cytochrome b but can take up oxygen with cytochrome c 
and cytochrome oxida$e. It does not require coenzyme I or II. This enzyme 
should presumably be classified with the enzymes of Chapter 5. 

Plants. 
FODOR and FRANKENTHAL7 extracted peas and various cereals with water, 

precipitated the enzyme with acetone, and re·extracted the precipitate with 
phosphate solution at PH 6. The solution was further purified by shaking with 
kaolin. The solution still contained donators, but formate accelerated the me
thylene blue reduction or oxygen uptake. The plant enzyme was more thermo
labile than the bacterial, half the activity being lost by warming to 50° for 
30 mins. Boiled extracts of yeast or peas considerably increased the activity of 
their preparations, particularly after dialysis. 

ANDERSSON8 found that a dialyzed alkaline phosphate extract from peas 

1 QUASTEL, WOOLDRIDGE: Biochemic. J. 21 (1927), 1224. 
2 COOK, HALDANE, MAPSON: Biochemic. J. 25 (1931), 534. 880. 
3 QUASTEL. WOOLDRIDGE: Biochemic. J.21 (1927), 148; 22 (1928), 689. 
, STICKLAND: Biochemic. J.23 (1929), 1187. 
6 OGSTON, GREEN: Biochemic. J. 29 (1935), 1983. 
6 GALE: Biochemie. J. 88 (1939). 1012. 
7 FODOR, FRANKENTHAL: Fermentforsch.ll (1930). 469; Biochem. Z. 225 (1930).417. 
8 ANDERSSON: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 225 (1934), 57. 
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reduced methylene blue with formate only when co-zymase was added. The 
co-zynl8lle used contained some coenzyme II, but ADLER and SREENIVASAYAl 
showed that the dehydrogenase is specific for coenzyme I; any activity found 
with coenzyme II preparations could be accounted for by the amount of coenzyme I 
present as impurity. 

ADLER and SREENIVASAYAextracted peas with alkaline phosphate solution, 
precipitated the enzyme with ammonium sulfate, redissolved and dialyzed the 
solution. The opalescent light yellow solution contained an active alcohol de
hydrogenase as. well as formic dehydrogenase. Both activities fell off considerably 
during 10-20 days in the refrigerator. The preparation with formate and coenzyme 
took up little oxygen unless yellow enzyme was added; the rate increased with 
increasing yellow enzyme concentration. 

However, methylene blue reduction by the system was not affected by the addition 
of yellow enzyme. It was assumed that the preparation itself contained sufficient 
yello~ enzyme to catalyze the oxidation of dihydro-coenzyme by methylene blue 
but not by oxygen. More probably the reduction of methylene blue by dihydro
coenzyme was catalyzed by diaphorase present, but since diaphorase does not react 
with oxygen in the absence of the cytochrome system, addition of yellow enzyme 
was necessary for oxygen uptake. Addition of methylene blue increased the oxygen 
uptake rate even in the presence of yellow enzyme, probably because methylene 
blue can mediate oxygen uptake through diaphorase, and the action of yellow enzyme 
is slower than diaphorase. 

The reduction of coenzyme by the enzyme with formate was shown by spec
trophotometric observation of the absorption at 334 mp, by dihydro-coenzyme 
formed. More than 85% reduction occurred; at normal pressure no re-oxidation 
of dihydro-coenzyme by COil occurred. There was· thus no evidence that the 
reaction is reversible. 

Maximum rate of methylene blue reduction occurred with about 0,025 M 
formate, half maximum rate with 0,007 M. The optimum PH for methylene 
blue reduction lay between 5,5 and 6; below 'PH 5,5 the rate fell off sharply but 
the rate was not greatly decreased up to PH 8,5 or higher. 

The reduction of methylene blue as well as the oxygen uptake with the formic 
dehydrogenase system was almost completely inhibited by 10-3 M cyanide. 
The dehydrogenation of alcohol by the same preparation was not inhibited. This 
is the only known case of a coenzyme dehydrogenase being inhibited by cyanide. 
The only other case of a cyanide inhibition of a dehydrogenase-type enzyme is 
the aldehyde-xanthine oxidase, in which case the inhibition takes time to set in.1l 
The formic dehydrogenase was not appreciably inhibited by 8-oxyquinoline or 
pyrophosphate, which form complexes with copper and iron respectively. The 
cyanide inhibition did not therefore appear to indicate the activity of a heavy 
metal in the dehydrogenase. It seemed possible that cyanide reduced an essential 
-SS- group to - SH, but aSQorbic acid + Fe·· and reduced glutathione did not 
inhibit but rather activated the enzyme slightly. Possibly the cyanide reacted 
with a carbonyl group. QUASTEL and WOOLDRIDGE found that phenylhydrazine 
and strong cyanide inhibited formic dehydrogenation by B. coli but other carbonyl 
reagents were inactive. The fact that CoOK et aZ. found no inhibition of the formic 
dehydrogenase of B. coli by dilute cyanide but definite inhibition with 8-oxy
quinoline may indicate that the formic dehydrogenase of bacteria is different 
from that of plants.3 

1 ADLER, SBEENIVABAYA:Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.249 (1937). 24. 
I DIXON, KElLIN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 119 (1936), 159. 
a FODOR and FRANKENTHAL found no cyanide inhibition of the reduction of 
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With the enzyme from peas, with coenzyme, yellow enzyme and formate, 
ADLER and SREENIVASAYA found the R.Q., the ratio of CO2 evolved to O2 

uptake, to be 2,Oj indicating the following reaction between formic acid and 

oxygen: HCOOH + 1/2 O2 = H20 + CO2, 

Since the re-oxidation of leuco-yellow enzyme involves H 20 2 production, they 
believe that actually the R. Q. is 1 and a molecule of H 20 2 was formed per 
molecule of formate oxidized but that the H 20 2 was immediately broken down 
to water and oxygen by the catalase present in their enzyme preparation. The 
complete oxidation of formate to CO2 and water by bacterial and plant enzyme 
has' been shown by previous authors.l 

Citric or iso-citric dehydrogenase. 
BATTELLI and STERN 2 observed the energetic aerobic oxidation of citric 

acid by various mammalian tissues, and 'I'HUNBERG3 first showed the reduction 
of methylene blue by citrate with washed frog muscle. Reduction of methylene 
blue by citrate has since been observed with most animal tissues.' Metabolism 
of citrate has also been found with bacteria,5 mould6 and yeast.? THuNBERG and 
others8 found oxidation to occur with extracts of seeds of Oucumis sativa and 
Echinocystis wbata but not with many other seeds. WAGNER-JAUREGG and RAUEN9 

obtained active extracts from white beans and orange seeds. 
BERNHElMlO obtained a clear enzyme solution from liver. Acetone-dried liver 

mince was extracted with water and the extract dialyzed. This solution contained 
haemoglobin. By half saturation with ammonium sulfate the enzyme could be 
precipitated largely free of haemoglobin but activity was lost during slow filtration. 
At full saturation the enzyme was precipitated together with pigment but filtration 
was rapid and the activity was preserved. Other tissues gave similar but less 
active preparations. 

BERNHEIM'S enzyme solution with citrate reduced methylene blue or m-dinitro
benzene but not nitrate, and no oxygen was taken up. The preparation seemed 
to be specific for citrate.ll No reduction occurred with lactate, malate, fumarate, 

methylene blue by the enzyme from plants. The reason for the difference from ADLER 
and SREENIVASAYA'S results is not clear. Biochem. Z.226 (1930), 409. 

"1 COOK, STEPHENSON: Biochemic. J.22 (1928), 1368. - COOK: Ibid. 24 (1930), 
1538. - STICKLAND: Ibid. 23 (1929), 1187. - STEPHENSON, STICKLAND: Ibid. 26 
(1932), 712. - FODOR, FRANKENTHAL: Biochem. Z. 246 (1932), 414. - BERNHAUER 
and SLANINA found that AapergiUus niger produced oxalate in 40% yield from formate. 
Whether this was due to a direct oxidation of formate is not certain. Biochem. Z. 
264 (1933), 109. 

2 BATTELLI, STERN: C. R. Seances Soc. Biol. Filiales Associees 69 (1910), 552; 
Biochem. Z. 31 (1911), 478. 

3 THUNBERG: Skand. Arch. Physiol. 40 (1920), 1. 
4 THUNBERG: Skand. Arch. Physiol. 43 (1923), 275. - AHLGREN : 'Acta ophthalmol. 

(Kj0benhavn) 6 (1927), 1. - DAVIES, QUASTEL: Biochemic. J. 26 (1932), 1672. -
ROSLING: Skand. Arch. Physiol. 40 (1924), 132. 

5 BUTTERWORTH, WALKER: Biochemic. J.23 (1929), 926. 
6 CHALLENGER, SUBRAMANIAN, WALKER: J. chem. Soc. (London) 1927, 200, 3044. 
7 WIELAND, SONDERHOFF: Liebigs Ann. Chem.499 (1932), 213; 603 (1933), 61. 
8 THUNBERG: Biochem. Z.206 (1929), 109. - OSTBERG: Skand. Arch. Physiol. 

62 (1931), 81. - BROMAN: Ibid. 64 (1932), 171. - See also FODOR et al.: Biochem. 
Z.226 (1930), 417; 238 (1931), 268; 246 (1932), 414. 

9 WAGNER-JAUREGG, RAUEN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 233 (1935), 215. 
10 BERNHEIM: Biochemic. J.22 (1928), 1178. 
11 If alkaline phosphate was used for the extraction instead of water the solution 

contained some succinic dehydrogenase and xanthine (aldehyde) oxidase. Later 
HARRISON [Biochemic. J.25 (1931), 1011, 1016] found that similar preparations 
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maleate, ex-hydroxybutyrate, tartrate, formate, acetate, oxalate, glutamate, 
saccharate, acetaldehyde or succinate. Aconitic acid (trans form, see below) 
caused no reduction but seemed to inhibit citrate oxidation by competitive 
adsorption on the enzyme. 

For the reduction of methylene blue a sharp optimum concentration of 
citrate was found at 1,5 X lO-3 M. In higher concentrations the reaction fell 
off; 0,25 M inhibited strongly. BATTELLI and STERN found a similar optimum 
concentration for the O2 uptake with horse muscle. AHLGREN! found maximum 
methylene blue reduction rate with 3 X lO-3 M citrate with washed frog muscle, 
but, no inhibition with higher concentrations. 

THUNBERG2 obtained citrate dehydrogenase in alkaline phosphate extracts 
of cucumber seeds; the extracts also dehydrogenated malate, alcohol, and to 
a lesser extent other substances. With the cucumber seed extract, THUNBERG 
found maximum rate of methylene blue reduction with about 4 X lO-5 M 
citrate". DANN3 found half maximum rate reached with about 8 X lO-5 M citrate 
at 35° and 1,7 X lO-5 M at 25°. The extremely high affinity of citrate for the 
cucumber enzyme enabled THUNBERG and others to use cucumber seed extracts 
for estimations of citrate. WAGNER-JAUREGG and RAUEN4 found an optimum 
concentration at about 4 X lO-3 M for the oxygen uptake with cucumber enzyme 
plus coenzyme and yellow enzyme, the rate being lower in higher citrate con
centration. DANN found a temperature coefficient of 1,65 between 25° and 35° 
for the reduction of methylene blue. 

Both the animal and the plant citric dehydrogenases show maximum rate 
of methylene blue reduction between PH 7 and 10.5 

BATTELLI and STERN showed that the aerobic oxidation of citrate is inhibited 
by cyanide; they also found inhibitory effects with aldehydes and arsenite in 
low concentrations, and with chloride, but little effect with fluoride. The reduction 
of methylene blue is not inhibited by cyanide.6 COLLETT et aU found strong 
inhibition of the frog muscle dehydrogenase with selenite and tellurite and 
certain cyclic arsenicals, less strong with arsenite. 

ANDERSSON8 found that a dialyzed phosphate extract of cucumber seeds, 
with citrate, reduced methylene blue only on the addition of a preparation of 
cozymase. WAGNER-JAUREGG and RAUEN 6 found that alkaline phosphate ex
tracts (not dialyzed) of cucumber seeds, white beans, and other seeds, with 
citrate, reduced methylene blue more rapidly when WARBURG and CHRISTIAN'S 
coenzyme was added and still more rapidly if yellow enzyme was added. The 
extracts probably contained nearly sufficient coenzyme but insufficient yellow 
enzyme. The reaction in presence of phosphate extract of frog muscle was also 
stimulated by coenzyme and yellow enzyme.9 It cannot yet be stated whether 

de4Ydrogeuate hexosediphosphate and glucose; however the enzymes responsible 
were shown to be different. 

1 AHLGREN: Skaud. Arch. PhysioI. 47 (1925), SuppI. 1. 
2 THUNBERG: Biochem. Z. 206 (1929), 109. 
3 DANN: Biochemic. J. 25 (1931),177. - See also BROMAN: Skand. Arch. PhysioI. 

64 (1932), 171. 
, WAGNER-JAUREGG, RAUEN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 237 (1935), 227. 
6 Me GAVRAN , RHEINBERGER: J. bioI. Chemistry 100 (1933), 267. - DANN: 

Biochemic. J. 25 (1931), 177. 
8 WAGNER-JAUREGG, RAUEN: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 233 (1935), 215. 
? COLLETT et al.: J. bioI. Chemistry 100 (1933), 271. 
8 ANDERSSON: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem. 217 (1933), 186. 
9 Dialyzed extract plus coenzyme showed no activation by yellow enzyme unless 

boiled extract was added. Possibly dialysis caused loss of the requisite coenzyme l, 
and the coenzyme II preparation added contained too little coenzyme I. 
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the citric system depends upon coenzyme I or II. The cozymase used by AN
DERSSON probably contained some coenzyme II and the coenzyme used by 
WAGNER-JAUREGG contained coenzyme 1.1 

With cucumber seed extract WAGNER-JAuREGG and RAuEN 2 showed that 
addition of yellow enzyme enabled the system to take up oxygen. Added coenzyme 
increased the velocity. They found that about 1 atom of oxygen was taken up 
and 1 molecule of CO 2 evolved per molecule of citrate. It had previously bcen 
suggested that the primary product of citrate metabolism is acetone-dicarboxylic 
acid (p-ketoglutaric), produced either by dehydrogenation and decarboxylation, 
or by splitting of citrate to acetone-dicarboxylate and formate, these substances 
undergoing subsequent oxidations. 

WALKER et 01.3 identified acetonedicarboxylate in cultures of moulds and bacteria 
in citrate solution. With liver and kidney,' with muscle,· and with yeast,' citrate 
addition has been shown to cause COs evolution even anaerobically. It seemed possible 
that a non-oxidative splitting gave acetonedicarboxylic acid which decomposed 
liberating CO2• More probably oxidation occurred anaerobically with tissue substances 
acting as hydrogen acceptors.7 WIELAND and SONDERHOFF6 considered it probable 
that a primary splitting of citric into acetonedicarboxylic and possibly formic acids 
occurred and these substances underwent oxidation aerobically. However, they 
could not detect any acetonedicarboxylic acid formation. MULLER8 found no acetone
dicarboxylate formed from citrate with cucumber and yeast preparations and LANG
ECKER" found none with liver. REICHEL andNEEFI0 recently found acetonedicarboxylic 
and formic acids produced with liver preparations, but MARTIUSll believes that not 
acetonedicarboxylic but lX-ketoglutaric acid was estimated by their method, and 
he could not confirm the formation of formic acid. 

WAGNER-JAUREGG and RAUEN found no sign of acetonedicarboxylic acid or 
acetone formation with cucumber extract, nor was added acetonedicarboxylic 
acid attacked by the enzyme system aerobically. With preparations from liver 
and cucumber seeds (with added coenzyme and yellow enzyme), acetonedicarb
oxylate caused no methylene blue reduction and formate reduced methylene 
blue much more slowly than citrate. Splitting of citrate therefore does not precede 
the oxidative attack on citrate. Negative results were also given by the cucumber 
enzyme with several other possible split or transformation products of citrate. 
But iso-citrate was found to be dehydrogenated with even greater speed than 
citrate, the addition of yellow enzyme similarly accelerating the reaction. 

MARTIUS12 has shown that the main course of citrate oxidation is probably 
as follows: 

1 See EULER, ADLER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 238 (1936), 233. 
2 WAGNER-JAUREGG, RAUEN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 237 (1935), 227. 
3 WALKER, SUBRAMANIAN, CHALLENGER: J. chern. Soc. (London) 1927, 200, 3044. 

- BUTTERWORTH, WALKER: Biochemic. J.23 (1929), 926. 
4 BATTELLI, STERN: C. R. Seances Soc. BioI. Filiales Associees 69 (1910), 552; 

Biochem. Z.31 (1911), 478. 
5 THUNBERG: Skand. Arch. Physiol. 24 (1910), 73. 
6 WIELAND, SONDERHOFF: Liebigs Ann. Chern. 499 (1932), 213; 003 (1933), 61; 

520 (1935), 150. Most of the results attributed to yeast were found to be due to bacteria. 
SONDERHOFF, DEFFNER: Ibid, 626 (1936), 132. 

7 See HAHN, HAARMANN: Z. BioI. 89 (1929), 332. 
8 MULLER: Biochem. Z.276 (1935), 347. 
• LANGECKER: Biochem. Z.273 (1934), 47. 
10 REICHEL, NEEF: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 240 (1936), 163. 
11 MARTIUS: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 257 (1938), 29. 
12 MARTIUS: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 247 (1937), 104. 
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A non-oxidative phase occurs whereby citrate is first dehydrated to cis-aconitate 
and then re-hydrated to iso-citrate-an enzyme similar to fumarase (fumarate ~ 
~ malate) being responsible. This is followed by dehydrogenation whereby 
oxalosuccinate is probably first formed but undergoes spontaneous decarboxyla
tion to £x-ketogh,ltarate. In the presence of other enzymes, £x-ketoglutarate can 
then be oxidized and de carboxylated to give succinate which would undergo 
further changes. Like iso-citrate, cis-aconitate even in low concentration could 
replace citrate in methylene blue reduction. (Trans-aconitate is not oxidized 
and inhibits citrate oxidation.I ) With BERNHEIM'S preparation from liver it was 
shown that anaerobically cis-aconitate is transformed to citrate; the reverse reaction 
could presumably also occur. The oxidation product of iso-citrate, namely £x-keto
glutarate, was isolated in good yield and its dinitrophenylhydrazone identified when 
citrate was incubated with BERNHEIM'S enzyme and methylene blue. KREBS2 has 
shown the formation of £x-ketoglutarate from citrate by tissue suspensions. 

Added by Editor: According to W. FRANKE and M. DEFFNER3 citric acid 
is oxidised anaerobically by bacteria to give acetic acid and oxaloacetic acid. 

An equilibrium between citrate, cis-aconitate and iso-citrate in animal tissue 
suspensions and in cucumber and bean seed extracts was shown by BREUSCH,4 

and he confirmed the formation of £x-ketoglutarate. Even in anaerobic conditions 
disappearance of these s~bstances occurs in tissue suspensions, probably by 
dismutations with other substances, but MARTIUS5 found that the dehydrogenation 
could be inhibited by selenite or toluene without affecting the hydration enzyme. 
He showed that at equilibrium only about 9% iso-citrate was present, but that 
before equilibrium is reached as much as 40% iso-citrate may be temporarily 
formed from citrate as a result of different affinities of the three substances for 
the hydration enzyme. The hydration enzyme and fumarase are similar in distri
bution, stability; and sensitivity to various reagents. However, some differences 
in distributioI;l indicated that they are not identical. Citric dehydrogenase seems 
therefore to consist of the hydrating enzyme, "Aconitase", and iso-citl'ic de
hydrogenase; the latter presumably depends upon a coenzyme. MARTIUS dis
cussed the probability that acetic acid and the other products of citrate meta
bolism found by various authors, may be formed from £x-ketoglutarate. 

According to KREBS (see Chapter 8) citrate, or iso-citrate oxidation, is an 
essential step in the oxidative metabolism of carbohydrates. 

1 TERADA: J. pharmac. Soc. Japan 511 (1924), 697. - BERNHEIM: Biochemic. J. 
22 (1928), 1178. 

2 KREBS: Enzymologia (Den Haag) 4 (1937), 148. 
3 DEFFNER:LiebigsAnn.Chem 536(1938\ 44; DEFFNER, FRANKE, ibid. Ml (1939), 85. 
, BREUSCH: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 260 (1937), 262. 
5 MARTIUS: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 267 (1938), 29. 
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Added to proof: 'rhe iso-citric dehydrogenase has been found in all animal 
tissues examined and has been thoroughly studied by ADLER, EULER, GtTNTHER 
and PLASS.l It is specific for coenzyme II and requires Mn" or Mg" ions. Iodo
acetate inhibits the dehydrogenase, pyrophosphate inhibits by removing the 
Mn" or Mg" ions. Similar observations were made with the enzyme from 
peas and from yeast by EULER, ADLER, GUNTHER and ELLIOTT.2 

",·Glycerophosphate dehydrogenase. 
(Coenzyme.) 

In the previous chapter a glycerophosphate dehydrogenase was discussed 
which was shown by GREEN to react directly with the cytochrome system and to 
be independent of coenzjme. EULER et a.l.3 found that extracts of acetone-dried 
muscle powder contain a dehydrogenase which causes the oxidation of glycero
phosphate by coenzyme I (co-zymase). The dihydro-coenzyme formed could be 
rapidly re-oxidized by adding triosephosphate (glyceraldehydephosphate or 
dihydroxyacetonephosphate). Evidently an enzyme in the extract set up the 
following equilibrium: 

Glycerophosphate + coenzyme ""'== triosephosphate + dihydro-coenzyme. (I) 
Dehydrogenase. 

As with the alcohol, lactic and malic systems, the equilibrium lay far to the left. 
The dihydro-coenzyme could also be reoxidized with the muscle extract plus 
pyruvate. The extract contained lactic dehydrogenase and under its influence 
pyruvate was reduced to lactate while the dihydro-coenzyme was reoxidized 
to coenzyme. Thus with the cooperation of the two enzymes and coenzyme I 
the following dismutation was brought about: 

Glycerophosphate + pyruvate ~ triosephosphate + lactate. (2) 
ADLER et at.' believe that the product of the oxidation of glycerophosphate by 

this enzyme must be dihydroxyacetonephosphate. Natural glycerophosphate belongs 
to the l-series; it camlOt be produced by direct reduction of the natural d-glycer
aldehydephosphate but must be formed by asymmetric reduction of dihydroxy
acetonephosphate. Conversely the oxidation product of glycerophosphate must be 
dihydroxyacetonephosphate. 

The coenzyme-activated iX-glycerophosphate dehydrogenase system has been 
studied by EULER, ADLER and GUNTHER.s Finely minced rat muscle was ground 
in alkaline phosphate solution with .sand and str~ined. The extract was brought 
to PH 5,5 with acid phosphate and the sediment obtained was suspended in 
phosphate solution. This preparation contained lactate, malate, and iX-glycero
phosphate dehydrogenases. 

The suspension with glycerophosphate and coenzyme I reduced methylene 
blue and took up oxygen rapidly. Without coenzyme addition the reactions 
occurred but were much slower, which indicated that GREEN'S coenzyme-inde
pendent dehydrogenase was present but in only small amount. The suspension 
itself contained no appreciable amount of coenzyme. 

Coenzyme II could not replace coenzyme 1. The coenzyme II preparation 
used contained some coenzyme I and the methylene blue reduction rate corres-

I ADLER, EULER, GUNTHER, PLASS: Biochemic. J. 33 (1939), 1028. 
2 EULER, ADLER, GUNTHER, ELLIOTT: Enzymologia (Den Haag) 4 (1939), 337. 
3 EULER, ADLER, GUNTHER, HELLSTROM: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 246 

(1937), 217. 
, ADLER, EULER, HUGHES: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 262 (1938), 1. 
& EULER, ADLER, GUNTHER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 249 (1937), 1. 
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ponded only to that expected from the coenzyme I presen~. Addition of yellow 
enzyme to the system increased the methylene blue reduction rate only slightly 
since the enzyme suspension presumably contained yellow enzyme or, as later 
realized, diaphorase. However, if an amount of yellow enzyme sufficient to 
show a yellow color was added and methylene blue omitted, the reduction (de
colorization) of the yellow enzyme could be observed in the absence of air. No 
reduction occurred without coenzyme or substrate. 

In the absence of systems which oxidized dihydro-coenzyme, the reaction 
between glycerophosphate and coenzyme reached an equilibrium according to 
equation (I). The rate of reduction of coenzyme and the position of the equilibrium 
were dependent on 'PH. 

The reduction of coenzyme was followed spectrometricaJly by measuring the 
light extinction at 334 m", due to the absorption band of dihydro-coenzyme near 
that wave length (340m",). Between PH 6,9 and 7,6 the rate of reduction of coenzyme 
and the amowlt of dihydro-coenzyme present at equilibrium, increased rapidly;. 
above PH 7,6 increase in alkalinity had less effect. The equilibrium constant K [for 
equation (1) reversed], is given by the equation 

K _ (c-x) (g-x) 
- Xl ' 

where c is the total coenzyme concentration, 9 the inital concentration of (-)I¥-glycero
phosphate and x the dihydro-coenzyme concentration at equilibrium. The constants 
found were 6,3 X 10', 0,33 X 10' and 0,17 X 10' at PH 6,9, 7,6 and 8,1 respectively. 
Similar observations were made with the lactic and malic systems; with these the 
constant at PH 7,2 was considerably higher, that is, there was much less reduction 
of coenzyme by lactate or malate at equilibrium and much greater tendency for 
pyruvate and oxaloacetate to be reduced by dihydro-coenzyme. 

In a later paper, ADLER et al. l point out that the position of the equilibrium is 
also dependent on secondary reactions. The dihydroxyacetonephosphate formed 
can be converted partly into glyceraldehydephosphate, the triosephosphates can be 
partly converted into hexosediphosphate by zymohexase present in the enzyme 
preparation, and the triosephosphates can be oxidized further by triosephosphate 
dehydrogenase. The significance of the measured equilibrium constants in such a. 
mixed system is therefore doubtful. 

GREENS found that his glycerophosphate dehydrogenase, prepared from 
rabbit muscle by precipitation at 'PH 4,6, showed no activation on adding coen~ 
zyme and GREEN and DEWAN3 could detect spectroscopically no reduction of 
coenzyme by the preparation with glycerophosphate. EULER et al., however, 
found that a similar preparation contained the coenzyme-activated dehydro
genase as well as GREEN'S cytochrome-determined dehydrogenase, the former 
being actually several times more active since methylene blue was reduced much 
more rapidly when coenzyme was added." But there was no doubt that the coen
zyme-independent dehydrogenase exists since no coenzyme I could be detected 
in the preparation to account for the methylene blue reduction with glycero
phosphate and no added coenzyme. Further, the addition of pyruvate or oxalo
acetate inhibited the reduction of methylene blue by the coenzyme system since 
the dihydro-coenzyme reduced these substances instead of methylene blue 
(lactic and malic dehydrogenases being present in the suspension), but pyruvate 

1 ADLER, EULER, HUGHES: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.202 (1938), 1. 
2 GREEN: Biochemic. J.80 (1936), 629. 
3 GREEN, DEWAN: Biochemic. J.81 (1937), 1069. 
" GREEN and GREEN and DEWAN had found no coenzyme-reducing glycerophos

phate dehydrogenase in their preparations probably because, as a result of more 
thorough washing and grinding, the soluble coenzyme-dehydrogenase was removed. 
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and oxaloacetate had no effect on the reduction time observed in the absence 
of coenzyme. 

Preparations from liver, kidney and brain all showed much more rapid 
methylene blue reduction with glycerophosphate in the presence of coenzyme 
than in its absence. 

ADLER et al,1 were able to separate muscle extract into sediments, obtained 
at PH 5,5, and a dialyzed solution from which material precipitable at PH 5,5 
or by dialysis had been separated. The suspended sediment, with coenzyme, 
showed lactic and malic dehydrogenase activity but no glycerophosphate de
hydrogenase activity, thus proving that the glycerophosphate dehydrogenase 
is distinct from the lactic or malic dehydrogenase. GREEN'S dehydrogenase was 
associated only with the first insoluble sediment obtained, and only in small 
amount. The sediment. and the solution together, with coenzyme, caused the 
reducti.on of methylene blue by glycerophosphate, but not separately. The sediment 
contained diaphorase which catalyzes the oxidation of dihydro-coenzyme by 
methylene blue or cytochrome. (The sediment also contained lactic and malic 
dehydrogenases so that it could cause methylene blue reduction by lactate or 
malate with only coenzyme added.) The solution, which contained very little 
diaphorase, was found to contain glycerophosphate dehydrogenase2 as could 
be shown by spectroscopic observation of the reduction of coenzyme by glycero
phosphate or by adding yellow enzyme and noting the reduction of methylene 
blue by glycerophosphate. 

/X-Glycerophosphoric acid was considered by EMBDEN et al.3 to be an inter
mediate in lactic acid production from carbohydrate in animal tissues. In EMBDEN'S 
scheme glycerophosphate donated hydrogen to pyruvate giving triosephosphate 
and lactate [equation (2)]. This dismutation was observed by MEYERHOF and 
KIESSLING' with (-)/X-glycerophosphate and further studied by EULER et al.,5 
but MEYERHOF and KIESSLING8 later considered that the reaction goes too 
slowly and that the main lactate yielding reaction is the following dismutation: 

Triosephosphate + pyruvate -+ Phosphoglycerate + lactate. (3) 

Phosphorylated carbohydrate breaks down to triosephosphate which undergoes 
dismutation with pyruvate; the phosphoglycerate formed passes through a 
number of stages finally yielding pyruvate and phosphoric acid, and the pyruvate 
reacts with more triose phosphate giving lactate and providing phosphoglycerate 
to start the cycle again. 7 

In the absence of a hydrogen acceptor such as pyruvate (at the start of the 
glycolytic process for instance), two molecules of triosephosphate can undergo 
dismutation to yield /X-glycerophosphate and phosphoglycerate. This dismutation 
can be brought about as follows: 

Triosephosphate + coenzyme -+ phosphoglycerate + dihydro-coenzyme (4) 
Triosephosphate dehydrogenase. 

Triosephosphate + dihydro-coenzyme -+ glycerophosphate + coenzyme (5) 
Glycerophosphate dehydrogenase. 

1 ADLER, EULER, HUGHES: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 252 (1938), l. 
2 The solution obtained by ADLER et al. also contained some soluble lactic de-

hydrogenase. 
3 EMBDEN, DEUTICKE, KRAFT: Klin. Wschr.12 (1933), 213. 
, MEYERHOF, KIESSLING: Biochem. Z.260 (1933), 40. 
5 EULER, ADLER, GUNTHER, HELLSTROM: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 240 

(1937), 217. 
8 MEYERHOF, KIESSLING: Biochem. Z.283 (1935), 83. 
7 Review: OCHOA: Chern. and Ind. 57 (1938), 720. 



462 K.A.C.ELLIOTT: 

EULER et aU suggest that the main function of the coenzyme-determined 
glycerophosphate dehydrogenase is to catalyze the reduction of triosephosphate 
in the above dismutation; the equilibrium tends in the direction of triosephos
phate reduction rather than glycerophosphate oxidation. On the other hand 
they suggest that GREEN'S enzyme causes the reoxidation (by oxygen, through 
the cytochrome system) of the glycerophosphate formed, to give triosephosphate 
which can then undergodismutation again. In this way it would be possible 
for the whole of the triosephosphate to be converted into phosphoglycerate. 

GREEN' could find no appreciable dehydrogenase in glycolyzing muscle extracts, 
and since only the coenzyme-independent dehydrogenase had been recognized, 
DEWAN and GREEN3 believed that no dehydrogenase is concerned in the observed 
dismutation between glycerophosphate and pyruvate. They suggested that a different 
type of enzyme, a "mutase", in cooperation with coenzyme, brings about the dis
mutation; the mutase was supposed to consist of an enzyme with two active centers 
each activating one of the reactants to react with coenzyme. GREEN et al.' studied 
a number of dismutations brought about by extract of acetone-dried muscle and 
believed that 'mutases distinct from dehydrogenases but depending upon coenzyme 
may be concerned. However, they and ADLER et al.' discovered that the glycerophos
phate and other coenzyme dehydrogenase systems require the presence of the coenzyme 
oxidizing factor before the dehydrogenase activity can be shown by methylene blue 
reduction or oxygen uptake. In the presence of this factor glycerophosphate dehydro
genase activity could be demonstrated in the preparations showing mutase activity. 
The presence of lactic dehydrogenase could also be shown and EULER et al. believe 
that the dismutation between glycerophosphate and pyruvate (or the other ex-keto
acids studied by GREEN et al.) takes place according to the reactions (6) and (7). 

Glycerophosphate + coenzyme, --+ triosephosphate + dihydro-coenzyme (6) 
Glycerophosphate dehydrogenase. 

Dihydro-coenzyme + pyruvate -~ coenzyme + lactate 
I,actic dehydrogenase. 

(7) 

The same conclusion was reached by QUASTEL and WHEATLEy6 who demonstrated 
the presence of glycerophosphate dehydrogenase in dialyzed extract of ace~ne-dried 
rabbit muscle. They used ferricyanide in place of methylene blue. Since ferricyanide 
oxidizes dihydro-coenzyme directly there was no need foJ;' diaphorase in the system. 

Iodoacetic acid, a known inhibitor of the glycolytic process, was believed by 
GREEN et al. to inhibit the mutase action and glycerophosphate dehydrogenation 
but ADLER et al. 0, 7 state that iodoacetate does not affect the glycerophosphate 
dehydrogenase. 

A soluble glycerophosphate dehydrogenase depending on coenzyme for its 
activity has been obtained by W AGNER-JAUREGG and RAUEN8 from cucumber 
seeds. Their preparation evidently contained little diaphorase and the addition 
of yellow enzyme was .necessary to produce rapid methylene blue reduction. 
OGSTON and GREEN9 mentioned a fully soluble preparation obtained from yeast 
by grinding plasmolyzed yeast in a high speed ball mill, centrifuging, and pre-

1 EULER, ADLER, GUNTHER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 249 (1937), 1. 
2 GREEN: Biochem. J.80 (1936), 629. 
3 DEWAN, GREEN: Biochemic. J.81 (1937), 1074. 
, GREEN, NEEDHAM, DEWAN: Biochemic. J.31 (1937), 2327. 
6 ADLER, EULER, HUGHES: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.252 (1938), 1. 
6 QUASTEL, WHEATLEY: Biochemic. J.82 (1938), 936. 
7 ADLER, EULER, GUNTHER: Skand. Arch. Physiol. 80 (1938), 1. 
S WAGNER-JAUREGG, RAUEN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 287 (1935), 233. 
~ OGSTON, GREEN: Biochemic. J.29 (1935), 1983; 80 (1936), 629. 
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cipitating with ammonium sullate. This material caused the oxidation of 
(-}-x-glycerophosphate and did not appear to be linked with the cytochrome 
system. 

Triosephosphate (hexosediphosphate) dehydrogenase. 
EULER and NILSSON l found that washed air-dried yeast and washed dried 

(alcohol-ether) rat muscle suspensions reduced methylene blue with hexose
diphosphate when preparations of cozymase were added. With dried top yeast, 
which contained sufficient cytochrome, hexosediphosphate and cozymase caused 
increased oxygen uptake-with bottom yeast containing little cytochrome practi
cally no oxygen uptake occurred although methylene blue reduction was rapid.2 

Cyli:nide inhibited the oxygen uptake of top yeast but not the dehydrogenation 
with methylene blue as acceptor. With aqueous extracts of liver, addition of 
hexosediphosphate accelerated methylene blue reduction and when the extract 
was dialyzed the reduction occurred only when cozymase was added.3 

THUNBERG' showed methylene blue reduction by hexosediphosphate with 
extracts of seeds. EULER and NILSSON5 found that dialyzed alkaline phosphate 
extracts of jute seeds reduced methylene blue with hexosediphosphate only 
when cozymase was ii.dded. By adding cozymase to alkaline phosphate extracts, 
ANDERSSON8 was able to show the presence of hexosediphosphate dehydro
genase in the seeds of many plants in which it had been missed by THUNBERG. 

HAHN and lIAARMANN7 showed that muscle mince oxidized hexosediphos
phate yielding pyruvate. IlARRISON8 found that BERNHEIM'S9 citric dehydrogenase 
preparation from liver (the ammonium sullate precipitate from extract of acetone
dried tissue) reduced methylene blue also with hexosediphosphate. The enzyme 
responsible was, however, shown to be different from the citric dehydrogenase 
since additive effects were obtained with the two substrates together in optimal 
concentrations. A preparation was obtained from rat muscle, by precipitation 
with ammonium sullate from an aqueous extract of minced tissue, which was 
relatively much more active toward hexosediphosphate than citrate. From ox 
liver a clear solution could be obtained which could be passed through a Chamber
land candle without loss of activity. The preparations caused methylene blue 
reduction but not oxygen uptake. Presumably these preparations contained 
coenzyme, diaphorase and zymohexase (see below). 

Much of the early work on hexosediphosphate or triosephosphate dehydrogen
ase is confused. The preparations of the coenzymes of fermentation, cozymase 
and adenylic acid, then available, were impure and led to misunderstanding of 
their special functions. The dehydrogenase has been studied specially with regard 
to its function in alcohol and lactic acid production in yeast and muscle and 
these complex processe~ have only recently been clarified.lO 

Hexosediphosphate, 1,6-fructofuranose diphosphate,. which is produced in 

1 EULER, NILSSON: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 160 (1926), 234; 162 (1927). 
72; Skand. Arch. PhysioI. 59 (1930), 201. 

2 EULER, NILSSON, RUNJEHELM: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 169 (1927),123. 
3 EULER, NILS.SON, RUNJEHELM:lIoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 167 (1927).221. 
4 THUNBERG: Biocherrl. Z. 206 (1929), 109; Skand. Arch. Physiol. 74 (1936). 16. 
i EULER, NILSSON: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 194 (1931). 260. 
8 ANDERSSON: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 210 (1932). 15. 
7 HAHN. HAARMANN: Z. BioI. 90 (1930). 231. 
8 HARRISON: Biochemic. J. 25 (1931). lOll. 
9 BERNHEIM: Biochemic. J.22 (1928), 1178. 
10 Reviews: l\:IEYERHOF: Ergebn. Enzymforsch. 4 (1935). 208. - OCHOA: Chern. 

and Ind. 57 (1938). 720. 
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fermentation or glycolysis from glucose or glycogen, is split reversibly and very 
rapidly by "zymohexase", which is present in muscle and yeast extracts, into 
two molecules of triosephosphate.1 (Both triosephosphates, dihydroxyacetone
phosphate and d( + )glyceraldehydephosphate are formed, but glyceraldehyde 
phosphate is rapidly changed, reversibly, into dihydroxyacetonephosphate.2 In 
alcoholic and lactic acid fermentation the following dismutations occur: 

Triosephosphate + acetaldehyde --+ phosphoglycerate + alcohol, 
Triosephosphate + pyruvate ---+ phosphoglycerate + lactate. 

A1so triosephosphate can undergo dismutation with itself: 

Triosephosphate + triosephosphate __ phosphoglycerate + glycerophospha:te. 

The d(-)3-phosphoglycerate· formed undergoes a series of transformations 
yielding pyruvate,3 which, in alcoholic fermentation, breaks down to acet
aldehyde. Glycerophosphate, as mentioned in previous sections, can be reoxidized 
to triosephosphate. 

Yeast. 
EULER et al.4 showed that acetone precipitates from washed dried yeast 

extract or yeast autolysates reduced methylene blue with dihydroxyacetone
or _glyceraldehydephosphate when cozymase and yellow enzyme were added.5 

The reduction of coenzyme I by the enzyme and dihydroxyacetonephosphate 
was obb6rved spectroscopically.s Coenzyme II was inactive. Cyanide, 0,04 M, 
caused some inhibition, presumably by formation of cyanhydrin with the triose
phosphate. The optimum PH for methylene blue reduction was on the alkaline 
side of PH 8. 

The above preparations also contained alcohol dehydrogenase. However, 
when preparations from dried yeast were half saturated with (NH4)2S04' pre
cipitates were obtained which reduced methylene blue with alcohol but were 
much less active 'with hexosediphosphate or triosephosphate (coenzyme and 
yellow enzyme were always added). The triosephosphate and alcohol dehydrogen
ases were therefore not identical. Three-quarters saturation with (NH4)2S04 of 
preparations from certain yeasts gave precipitates which were active with di
hydroxyacetonephosphate but inactive with hexosediphosphate; the zymohexase 
necessary to produce triosephosphate from the latter substance was evidently 
lost. It was shown that only those preparations which split hexosediphosphate to 
triosephosphate were able to reduce methylene blue on the addition of hexosedi
phosphate. No preparation could dehydrogenate hexosediphosphate and not 
triosephosphate. It was thus evident that hexosediphosphate was not directly 
dehydrogenated but had first to be split to triosephosphate. 

Since triosephosphate and its dehydrogenase reduce coenzyme I, and acet
aldehyde with alcohol dehydrogenase, present in the same preparation, rapidly 

1 MEYERHOF, LOHMANN: Biochem. Z.271 (1934), 90; 273 (1934), 415. 
2 MEYERHOF, KIESSLING: Biochem. Z. 279 (1935), 40. - MEYERHOF: Bull. Soc. 

Chim. biol. 20 (1938), 1083. 
3 MEYERHOF, KIESSLING: Biochem. Z. 276 (1935), 239. 
, EULER, ADLER, HELLSTROM: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 241 (1936), 239; 

Svensk Vet. Akad. Ark. Kern., Ser. B 12 (1936), No.6. - EULER, ADLER, KYRNING: 
Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 242 (1936), 215. 

6 Some yeast preparations contained sufficient yellow enzyme. 
S The reverse reaction. re-oxidation of dihydro-coenzyme by phosphoglycerate, 

was reported but this was not confirmed (see page 468). 
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oxidized dihydro-coenzyme I, EULER et al. concluded that the oxido-reduction 
in yeast occurs by the following two reactions. . 

Triosephosphate + DT.coenzyme _ phosphoglycerate + DT.dihydro.coenzyme 
Acetaldehyde + J)A.dihydro.coenzyme - alcohol + J)A.coenzyme 

where DT and J)A are the triosephosphate and alcohol dehydrogenases (apo. 
dehydrogenases). The yellow enzyme possibly mediated hydrogen transfer 
between the two dehydrogenase. coenzyme complexes (holo.dehydrogenases), but 
this did not seem to be essential since the same coenzyme molecule can readily 
pass from one dehydrogenase (apo.dehydr:lgenase) to the other. 

Animal tissues. 
MEYERHOF and KIESSLING l showed that solutions of the acetone precipitate 

from aqueous extract of rabbit muscle bring about the dismutation between 
hexosediphosphate, or triosephosphate, and pyruvate yielding phosphoglycerate 
and lactate. (Sodium fluoride was added to inhibit breakdown of phosphoglycerate 
to pyruvate and phosphate.) MEYEBHOF and OHLMEYER2 and EULER et al.B found 
that, with well dialyzed solutions, this reaction scarcely occurred unless cozymase 
was added. The rate of reaction increased with increasing coenzyme concentration. 

GREEN et al.' showed that clear dialyzed solutions of the acetone precipitate 
from aqueous extract of muscle caused hexosediphosphate (which gives triose· 
phosphate) to undergo oxido·reductions with itself or with various lX·keto.acids, 
provided coenzyme was presellt. (The enzyme solution contained traces of 
coenzyme which could not be removed by dialysis, but treatment with charcoal 
largely removed the coenzyme and the necessity for coenzyme could then be 
clearly demonstrated.) Working with a manometric method and bicarbonate 
buffer they followed the reactions by observing CO2 liberation by extra acid 
groups formed in the reactions. In the presence of fluoride, addition of hexosedi· 
phosphate caused some CO2 evolution due to the dismutation: 

Triosephosphate + triosephosphate- phosphoglycerate5 + lX·glycerophosphate. 

On the addition of pyruvate, the CO2 evolution was much more vigorous, the 
following reaction occurring: 

Triosephosphate + pyruvate _ phosphoglycerate5 + lactate. 

The reaction proceeded at the same rate in the presence or absence of oxygen. 
In the absence of fluoride, phosphoglycerate breaks down to pyruvate, so hexose· 
diphosphate alone gave considerable CO2 evolution as a result of both the 
above reactions. Oxaloacetate could replace pyruvate, yielding malate instead 
of lactate.s Results of chemical estimations of lactate or malate and· of 
phosphoglycerate and lX-glycerophosphate agreed with the COli evolutions 
observed in the reactions. Oxidation of triosephosphate was shown to occur also 
with lX-keto butyrate and mesoxalate. 

1 MEYERHOF, KIESSLING: Biochem. Z.283 (1935), 83. 
s MEYERHOF, OHLMEYER: Biochem. Z.290 (1937), 334. 
3 EULER, ADLER, GUNTHER, HELLSTROM: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 240 

(1936), 217. 
, GREEN, NEEDHAM, DEWAN: Biochemic. J.31 (1937), 2327. 
5 Phosphoglycerate has one more acid group than triosephosphate. 
6 The reaction of triosephosphate with oxaloacetate has been shown to take 

place in pigeon muscle and frog muscle. SZENT-GYORGYI: Hoppe-Seyler's Z. physiol. 
Chern. 244 (1936), 105. - PARNAS, SZANKOWSKI: Enzymologia (Den Haag) 3 (1937), 
220. 

Hdb. d. Katalyse, III. 30 
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By introducing cyanide, which combines with triosephosphate and IX-keto
acids, it was possible to demonstrate, manometrically and by chemical estimations, 
the reversal of the above mddo-reductions. That is, phosphoglycerate and 
l( + )lactate, l(-)malate, or IX-hydroxybutyrate reacted to give triosephosphate 
and pyruvate, oxaloacetate, or IX-keto butyrate. Considerable liberation of free 
phosphate accompanied the reversed reactions indicating that the reactions were 
complex (see below). 

EULER et aU had assumed that the dismutation in muscle extract occurs as 
follows: 

Triosephosphate + D-coenzyme ~ phosphoglycerate + D-dihydro-coenzyme, 
Pyruvate + D-dihydro-coenzyme.,;::-::>: lactate + D-coenzyme. 

D represents the dehydrogenase concerned in each reaction; it might be the 
same or different for the two reactions. 

GREEN et al. showed spectroscopically the oxidation of dihydro-coenzyme by 
pyruvate, oxaloacetate and IX-keto butyrate, and the reverse reactions, in the 
presence of the muscle extract. On the addition of coenzyme factor and methylene 
blue or the cytochrome system 2 the presence of lactate, malate, IX-glycerophos
phate, and also triosephosphate dehydrogenase activity could be detected by 
oxygen uptake. Iodoacetate, 0,005 M, completely inhibited the oxido-reductions 
but it was shown that only the triosephosphate dehydrogenase part of the system 
was inhibited. However, reduction of coenzyme by triosephosphate could not 
be demonstrated, presumably because triosephosphate with IX-glycerophosphate 
dehydrogenase, present in the enzyme solution, immediately reoxidizes dihydro
coenzyme, that is. the above mentioned dismutation of triosephosphate with 
itself occurs. Reduction of coenzyme has since been shown with the enzyme 
prepared from brain (page 468). GREEN et al. did not decide whether the oxido
reductions were due to cooperation between pairs of dehydrogenases or whether 
they were brought about by "mutases", single enzymes catalyzing both the 
oxidative and reductive phases of the reactions. 

Active triosephosphate "mutase" solutions were obtained from heart and 
skeletal muscle, intestine, brain, kidney, lung and liver. 

ADLER and HUGHES 3 confirmed the existence of a triosephosphate dehydrogen
ase in muscle extract, using a clear solution4 obtained from an alkaline phosphate 
extract of muscle after removal of sediments which formed on adjusting to PH 5 
and on dialysis. The extract with coenzyme and hexosediphosphate5 reduced 
methylene blue provided diaphorase (one of the sediments) or, less actively, 
yellow enzyme was present. GREEN et al. had noticed that their acetone prepara
tion from brain caused oxido-reduction between triosephosphate and pyruvate 
but not between IX-glycerophosphate/and pyruvate. ADLER and HUGHES showed 
that the brain preparation contained triosephosphate and other dehydrogenases 
hut little IX-glycerophosphate dehydrogenase and the latter enzyme was com
pletely lost on keeping the solution 10 days at 0°. Such a solution could not cause 
the dismutation of triosephosphate with itself although oxido-reduction with 

1 EULER, ADLER, GUNTHER, HELLSTROM: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 24{) 
(1936), 217. 

2 DEWAN, GREEN: Biochemic. J. 32 (1938),626. 
3 ADLER, HUGHES: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chern. 203 (l938), 71. 
4 The same solution as was used to show "'-glycerophosphate dehydrogenase 

tree of diaphorase. ADLER, EULER, HUGHES: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 252 
(1938), 1. 

5 Zyrnohexase was present. 
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pyruvate still occurred (coenzyme being added). It was therefore clear that for 
the "mutase" actions two enzymes were concerned. The dismutation of triose
phosphate with itself requires triosephosphate dehydrogenase and glycero
phosphate dehydrogenase; the oxido-reduction between glycerophosphate and 
pyruvate requires the glycerophosphate and lactate dehydrogenases; the oxido
reduction between triosephosphate and pyruvate requires triosephosphate and 
lactate dehydrogenases. (The extracts from both brain and muscle contained 
lactate and triosephosphate dehydrogenases.) 

With horse blood corpuscles, coenzyme, and hexosediphosphate, OOSTON 
and GREEN l found that glutathione can mediate oxygen uptake, though not as 
efficiently as yellow enzyme. 

RAPKINE 2 has recently produced evidence that the enzyme system in muscle 
extract which causes oxido-reduction between triosephosphate and pyruvate 
depends for its activity upon an -SH group. The activity of the system was 
lost on incubation with oxidized glutathione and could be restored by treatment 
with reduced glutathione or cysteine. Iodine and cuprous oxide both rapidly 
inactivated the system, but subsequent treatment with H 2S caused partial 
reactivation after iodine treatment and complete reactivation after cuprous 
oxide treatment. Methylene blue which does not react with -SH groups had no 
effect. Since the oxido-reduction is probably brought about by cooperation of 
triosephosphate and lactate dehydrogenases and since HOPKINS et al.3 found no 
sign that the lactic dehydrogenase (among others) depends upon an -SH group, 
it must be concluded that the triosephosphate dehydrogenase depends for its 
activity upon a free -SH group in its molecule. This accords with the fact that 
the triosephosphate dehydrogenase is exceptionally susceptible to iodoacetate 
poisoning,' iodoacetate being known to react with -SH groups. 

Coenzyme reduction and phosphate esterification. 
NEEDHAM et al.5 showed that, in dialyzed solutions of acetone precipitate 

from muscle extract, the oxido-reduction between triosephosphate and pyruvate 
could be coupled with a synthesis of adenylpyrophosphate from adenylic acid 
and free phosphate. The formation of adenylpyrophosphate was dependent upon 
the oxido-reduction since, when the latter was inhibited by dilute iodoacetate 
or lack of coenzyme, the esterification of inorganic phosphate did not occur. 
It appeared that, under optimal conditions, one molecule of phosphate was 
esterified when one molecule each of triosephosphate and pyruvate interacted. 
Esterification of phosphate was not necessary for the oxido-reduction since the 
oxido-reduction proceeded in the absence of adenylic acid. In the presence of 
adenylic acid and phosphate the esterification could be inhibited by arsenate 
while the oxido-reduction proceeded. Arsenate evidently inhibited the mechanism 
which couples the two processes. Coupled phosphate esterification was also 
obtained in the dismutation of triosephosphate with itself, in the oxido-reduction 
with oxaloacetate, and in the aerobic oxidation of triosephosphate which 
occurred when a heart preparation containing coenzyme factor and the cyto
chrome system was added. But oxidation of dihydro-coenzyme by pyruvate, 
and oxido-reductions which did not involve triosephosphate oxidation, produced 

lOGSTON, GREEN: Biochemic. J.29 (1935), 1983. 
2 RAPKINE: Biochemic. J.32 (1938), 1729. 
3 HOPKINS; MORGAN, LUTWAK-MANN: Biochemic. J.32 (1938), 1729. 
4 See ADLER, EULER, GUNTHER: Skand. Arch. Physiol. 80 (1938), 1. 
6 NEEDHAM, PILLAI: Biochemic. J. 31 (1937), 1837. - NEEDHAM, Lu: Ibid. 32 

(1938), 2040. 
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no esterification. It was concluded that the phosphate esterification was coupled 
with the reduction of coenzyme I by triosephosphate and triosephosphate dehydro
genase. The presence of adenylic acid and phosphate had an activating effect 
on the oxido-reduction of triosephosphate with pyruvate.1 

_MD'ERHOF et aZ.2 showed that combination of phosphate with adenosine
diphosphate accompanies coenzyme I reduction . by triosephosphate with 
"protein B" of yetst. "Protein B" is a component of the fermentation system 
of yeast which W ABBURG and CHRISTJAN3 obtained from extract of dried yeast 
by precipitation with acetone after first removing a precipitate' formed at 
PH 4,6. Protein B contains triosephosphate, but not glycerophosphate, dehydrogen
ase. They found very little reduction of coenzyme unless phosphate and a phos. 
phate acceptor such as adenosinediphosphaie was present. In the. presence of 
arsenate, 2,5 X lO-5 M, however, the reduction of coenzyme tended to be 
complete, and no phosphate esterification occurred; addition of phosphoglycerate 
caused no reoxidation of dihydro-coenzyme although reoxidation by acet
aldehyde occurred ·readily. The oxido-reduction between triosephosphate and 
acetaldehyde in the presence of coenzyme and protein B was also accompanied 
by phosphate esterification· though oxidation of dihydro-coenzyme by aldehyde 
was not connected with phosphate esterification. In the presence of arsenate 
the oxido-reduction could take place without esterification. 

Using the brain extract prepared according to ADLER and HUGHES, free 
of glycerophosphate dehydrogenase, ADLER and GUNTHER5 were able to show 
!,pectrophotometricaUy the reduction of coenzyme I by triosephosphate. The 
reaction reached an equilibrium where only 30% of the coenzyme was reduced 
at PH 7,5. The equilibrium reached was not simply due to the reversibility 
of the reaction-trlosephosphate + coenzyme ~ phosphoglycerate + dihydro
coenzyme-since addition of phosphoglycerate did not cause reoxidation of 
dihydro-coenzyme even if dimedon was used to fix the triosepltosphate formed.' 
This reverse reaction must be possible in muscle extract since GREEN et aZ. 
(page 465) observed reduction of phosphoglycerate by lactate and coenzyme, 
but the brain extract seemed to lack a mechanism concerned with phosphate 
transfer which necessarily accompanies the reaction. Phosphate was present 
in the medium and addition of adenosinediphosphate did not affect either the 
rate or extent of coenzyme reduction. Increase in phosphate concentration 
decreased the rate. Pyruvate added to the mixture immediately reoxidized the 
dihydro-coenzyme since lactic dehydrogenase was present in the extract and 
this reaction is uncomplicated. When more coenzyme was added, more dihydro
coenzyme w.as formed but the percentage of dihydrocoenzyme fell. The triose
phosphate concentration had little effect. The concentration of enzyme solution 
affected the velocity of the reaction but not the final equilibrium. Increasing 
the PH from 6,4 to 7,5 increased both the rate and the amount of coenzyme reduc
tion. Fluoride had little effect. Incubation of the extract with lO-3 M iodoacetate 
inhibited the reaction completely. 

1 See also PILLAI: Biochemic. J.82 (1938), 1961. 
2 MEYERHOF, SCHULTZ, SCHUSTER: Biochem. Z.293 (1937), 309. - MEYERHOF, 

OHLMEYER, MOHLE: Ibid. 297 (1938), 90. 
a WARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z.287 (1936), 291. 
, This precipitate contained "protein A", another constituent of the fermentation 

system. 
6 ADLER, GUNTHER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 263 (1938), 143. 
e EULER, ADLER, and HELLSTROM [Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 241 (1936), 

239] had found a reoxidation of dihydro.coenzyme by phosphoglycerate with yeast 
enzyme, but this could not be confirmed by ADLER and GUNTHER. 
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ADLER and GUNTHER confirmed the ·results of MEYERHOF et ale with yeast 
extracts, showing only partial reduction of coenzyme and increase in reduction 
on the addition of adenosinediphosphate. Increase in PH increased the reduction 
without adenosinediphosphate but lowered the effect of adenosinediphosphate. 
As with brain extract, addition of extra coenzyme gave extra dihydro-coenzyme; 
extra hexosediphosphate had little effect. Increase in phosphate concentration 
up to 0,4 M inhibited the reaction very strongly, with or ·without.adeninenucleotide. 
Manganese, a known constituent of the fermentation complex, increased the effect 
of adeninenucleotide. In the presence of arsenate the reduction of coenzyme 
became complete, whether or not adeninenucleotide was present. Iodoacetate 
inhibited the reduction whether arsenate was presbnt or not.1 

The reaction between triosephosphate and coenzyme I is thus distinguished 
from other dehydrogenations in that it is not truly reversible and yet does not 
go to completion, except in the presence of arsenate. The mechanism of the 
coupling with phosphate esterification and the arsenate effect are not yet known. 

EULER and ADLERz have indicated the possibility that phosphorylation of 
coenzyme I to give coenzyme II may also be connected with the activity of triose
phosphate dehydrogenase. There are also indications that phosphorylation of vitamin 
Bl in yeast to give co-carboxyla.se, may be connected with triosephosphate dehydro
genation, but it is possible that adenylic acid acts here as intermediate phosphate 
transporter.3 

Adedd to proof: MEYERHOF' has shown that, with brain as well as with 
musle, phosphorylation of a phosphate acceptor occurs in the dismutation of 
triosephosphate with pyruvate. 

WARBURG and CHRISTIAN,5 and NEGELEIN and BROMEL6 have isolated 
from yeast a crystalline protein believed to be the pure "oxydierendes Gar
ferment". In the presence of this the following reactions occur. 

d-glyceraldehydephosphate + inorganic phosphate ~ I,3-diphosphoglyceral-
dehyde, (I) 

I,3-diphosphoglyceraldehyde + coenzyme I ~ I,3-diphosphoglyceric acid 
+ coenzyme I· H 2• (2) 

Reaction (1) is apparently non-enzymic. The actual dehydrogenation occurs 
with the triose-diphosphate. Arsenite can replace the inorganic phosphate. The 
product of reaction (2) i~ then arsenious-phosphoglyceric acid and, since this 
breaks down to phosphoglyceric acid and arsenious acid, reaction (2) with 
arsenite goes to completion. 

Hexosemonopbospbate dehydrogenase. 
"Zwischenfermen t." 

Reduction of methylene blue by various hexosemonophosphates with muscle 
extract was shown by BROMAN.7 DEUTICKE8 found methylene blue reduction by 
hexosemonophosphate with extracts of jute seeds and he found that muscle 

1 See also ADLER, EULER, GUNTHER: Skand. Arch. Physiol. 80 (1938), 1. 
2 EULER, ADLER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 262 (1938), 41. 
3 LIPSCHITZ, POTTER, ELVEHJEM: Biochemic. J.32 (1938), 474. 
• MEYERHOF: Bull. Soc. Chim. bioI. 20 (1938), 1335. 
5 WARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z. 301 (1939), 221; 303 (1939), 40. 
• NEGELEIN, BROMEL: Biochem. Z. 301 (1939), 135; 303 (1939), 132. 
7 BROMAN: Skand. Arch. Physio!. 69 (1930), 25. 
8 DEUTICKE: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 192 (1930), 193. 
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adenylic acid (which presumably contained BOme coenzyme) had an activating 
effect. 

Oxidation of glucose by mammalian red blood corpuscles in the presence of 
methylene blue or methaemoglobin1 or certain other haematin compounds had been 
shown by HARROP and BARRoNa·and by WARBURG et al.3 WARBURG and CHRISTIAN' 
found that a clear solution from cytolyzed red blood corpuscles was unable to oxidize 
glucose, but the solution with methylene blue or methaemoglobin,l took up oxygen 
with the hexosemonophosphate of ROBISON (glucopyranose-6-monophosphate). 
Evidently cytolysis resulted in loss of the mechanism respoIlBible for phosphorylation 
of glucose which necessarily precedes oxidation. 

WARBUBn and CHmSTIAN'S analysis of the mechanism of hexosemonophos
phate oxidation led to the discovery of coenzyme II and the first yellow enzyme 
and our whole present understanding of the mechanism of coenzyme systems. 

WARBURG and CHRISTIAN I) first separated two fractions from cytolyzed 
blood cells, a "Ferment" and a "Coferment". Ferment, coferment and hexose
monophosphate .together took up oxygen. With methylene blue or methaemo
globin (only the kind formed by the action of phenylhydroxylamine on haemo
globin) the rate was increased. In view of later work, it must be presumed that 
these ferment and coferment preparations from blood corpuscles contained 
yellow enzyme or diaphorase or other mediators to account for the reaction with 
methylene blue or oxygen. 

Intact blood cells, or the cytolysate obtained from them, did not take up much 
oxygen with hexosemonophosphate unless methylene blue or methaemoglobin was 
present. But the mixture of ferment, coferment and hexosemonophosphate respired 
without addition. W ~BURG and CHRISTIAN first suggested that "over-activation" 
occurred in the synthetic system so that O. uptake could take place without mediation. 
But WAGNER-JAUREGG et al.1 made observatioIlB with muscle extracts which suggested 
that the red cells· contained an inhibitor of oxygen uptake which was not present 
in the ferment and coferment· separated from the cytolysate. 

To obtain the ferment, rat blood cells7 were cytolyzed with little water; the haemo
globin crystallized out carrying the ferment with it. The ferment was eluted from 
"the crystals by washing with a little water, and the solution was dialyzed. To obtain 
"the coferment, cytolyzed horse blood cells were shaken with chloroform and alcohol; 
"the centrifugate from the haemoglobin precipitate WQ·S treated with alcohol and ether. 
The precipitate obtained was extracted with water and heated to 60° which pre
cipitated and inactivated various enzymes leaving the coferment in solution. Both 
ferment and coferment could be dried without loss of activity. 

W ARBURG and ClmISTIAN8 described two coenzymes, "Coferment I" and "Co
ferment II" obtained from blood cells. These are not to be confused with coenzyme I 
(C04yma.se, diphosphopyridine nucleotide) and coenzyme II (triphosphopyridine 
nucleotide: actually this is "Coferment I"). HexosemonophQsphate, Zwischenferment 
and "Coferment I" required added yellow enzyme for oxygen uptake to take place. 
"Coferment II" was obtained from crude blood cell coferment by fractional precipita-

1 Methaemoglobin was produced from haemoglobin present by adding phenyl
hydroxylamine. 

I HARROP. BARRON: J. bioI. Chemistry 79 (1928), 65; 81 (1929), 445; 84 (1929),83. 
a WARBURG, KUBOWITZ, CBRIBTIAN: Biochem. Z.227 (1930). 185, 245; 236 

(1931), 240; 238 (1931). 131. 
, WARBURG. ClmISTIAN: Biochem. Z.238 (1931), 131; 242 (1931), 206. 
5. WARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z.242 (1931), 206. 
I W AGNER-J AUBEGG, MOLLER, RAUEN: Hoppe-Seyler's Z. physioi. Chem. 231 

(1935), 55. 
7 Guinea. pig or horse cells could be used but the low solubility of rat haemoglobin 

made rat cells most suitable. 
8 W ARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z. 266 (1933), 378. 
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tion with acetone or by mercury precipitation, after removal of inactive material 
with lead acetate. Hexosemonophosphate, Zwischenferment and "Coferment II" 
took up oxygen without yellow enzyme and the uptake was inhibited by cyanide 
but not by CO. This system accounted for the O2 uptake with crude coferment and 
ferment of blood cells described in the first paper, lack of cyanide inhibition, there 
reported, was due to the fixation of cyanide by methaemoglobin present in raw 
coferment. Later it was mentioned l (in a foot note) that "Coferment II" is a mixture 
of "Coferment I" and glutathione. 

W ARBURG and CHRISTIAN2 next prepared a hexosemonophosphate oxidizing 
system consisting of three factors, Ferment, an oxygen-transporting ferment, 
and Coferment. The Ferment (dehydrogenase) was obtained from bottom yeast 
by fractional precipitation from extract of dried yeast by dilution with CO 2-

saturated water. The oxygen transporting ferment, yellow enzyme, was also 
obtained from bottom yeast extract; inactive material was precipitated with 
lead subacetate, excess lead removed with phosphate, and the solution was con
centrated, dialyzed, and clarified by centrifuging. The Coferment was obtained 
as before from blood cells, but was purified. Inactive material was precipitated 
with barium acetate and the Coferment precipitated with zinc acetate; after 
removal of Zn by H 2S the coferment was obtained in protein-free solution. 

Hexosemonophosphate was oxidized when all three factors were present. 
The reduction of the yellow enzyme to a colorless state by the substrate + Ferment 
+ Coferment, and its reoxidation by oxygen or methylene blue were observed. 
In subsequent work, WABBURG and CHRISTIAN called the Ferment "Zwischen
ferment". It is a typical coenzyme-determined dehydrogenase. The Coferment 
is now known as coenzyme II or triphosphopyridine nucleotide. The yellow 
enzYJlle from yeast, and coenzyme II, have been purified, and their nature, 
properties, and mechanism of action have been elucidated, largely by WARBURG 

and CHRrSTIAN.3 

WARBURG and CHRISTIANl showed that their purified coenzyme could not 
replace boiled yeast extract (containing co-zymase and other coenzymes) in 
restoring fermentation of dialyzed yeast juice, and yeast juice contained very 
little of the coenzyme for the hexosemonophosphate system. EULER and ADLER 

showed that hexosemonophosphate dehydrogenase is activated only by W ARBUM

and "CmusTIAN'S coenzyme (coenzyme II) and not by coenzyme I. 

EULER et al.4 showed that W ARBURG and CHRISTIAN'S coenzyme from blood cells 
will not replace co-zymase in activating alcohol dehydrogenase, and EULER and 
ADLER6 found that purified co-zymase from yeast, which was active with alcohol 
dehydrogenase, was inactive with the hexosemonophosphate system. Co-zymase 
preparations previously used,s activated both systems but EULER and ADLER' showed 
that these contained both coenzyme3. EULER et al.8 further showed spectrometrically 
that alcohol and hexosemonophosphate dchydrogenases, when present together 
with their substrates, act independently of each other in reducing coenzymes I and II 
respectively. 

1 WARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z.274 (1934), 112. 
2 WARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z.2M: (1932), 438. 
3 WARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z.266 (1933), 377; 282 (1935), 157; 287 

(1936), 291. 
4 EULER, ADLER, SCHLENK, GUNTHER: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 233 

(1935), 120. 
5 EULER, ADLER: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 231) (1935), 164. 
6 EULER, ADLER: Hoppe-Seyler'~ Z. physioI. Chern. 226 (1934), 196. 

EULER, ADLER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 238 (1936), 233. 
EULER, ADLER, HELLSTROM: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 241 (1936), 239. 
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When the oxiiation of hexosemonophosphate was allowed to proceed to 
completion in the presence of pure (see below) Zwischenferment, coenzyme 
and yellow enzyme, and the HaOs formed was decomposed by the addition of 
catalase, WABBURG and CHRISTIAN l found that exactly 0,5 mol. Os were taken 
up per' molecule of hexosemonophosphate. a It was concluded that hexosemono
phosphate was oxidized to phosphohexonic acid. From larger scale experiments 
phosphohexonic acid (6-phosphogluconic acid) was isolated as the barium salt 
and identified. Some acetaldehyde was also produced. 

In the presence of Zwischenferment, hexosemonophosphate and coenzyme 
reacted to give phosphohexonic acid and dihydro-coenzyme. This reaction could 
be followed by measuring the CO2 evolved from bicarbonate buffer by the extra. 
acid groups of phosphohexonic acid.3 The dihydro-coenzyme could then be 
reoxi~ed by adding yellow enzyme. The reduction of the coenzyme was also 
shown by the development of the absorption band of dihydro-coenzyme II at 
345 mp, (340 mp,'). 

Using purified Zwischenferment from yeast and coenzyme from blood cells, 
NEGELEIN and HAAs5 studied the kinetics of the reduction of coenzyme by 
hexosemonophosphate, by photoelectric observation of the development of the 
absorption at 345 mp,. They concluded that coenzyme, both the oxidized and 
the reduced forms, and dehydrogenase combine reversibly giving the "hydrogen
transporting enzyme" (EULER'S "holo-dehydrogenase"), according to the following 
equation, using their terminology: 

Co-ferment + Zwischenferment ~ wasserstoffiibertragendes Ferment. 

The coenzyme in the combination can be reduced by the substrate; the dihydro
COenzyme formed dissociates away from the combination allowing more coenzyme 
to combine with Zwischenferment and be reduced. 

The rate of reduction of coenzyme was proportional to the concentration 
of Zwischenferment. The rate increased with increasing hexosemonophosphate 
concentration tending to a limiting rate above 0,07 M. The initial rate increased 
with increasing coenzyme concentration up to about 0,1 mg./c. cm. (1,3 X 10-4 M) 
under the conditions chosen (1,5 y Zwischenferment/c. cm.); further increase in 
coenzyme concentration had no effect on the initial rate. In the course of the 
reaction the rate fell off, the rate at any time being proportional to the unreduced 
coenzyme present (substrate present in excess). The fall in rate was due to the 
accumulation of dihYdro-coenzyme; added dihydro-coenzyme decreased the 
rate by the expected amount. The dihydro-coenzyme competes with coenzyme 
for combination with the Zwischenferment. Mathematical analysis of the results 
showed that with the low Zwischenferment concentration used, the Zwischen
ferment-coenzyme compound was half dissociated in the presence of 1,1 X 10-5 M 
coenzyme. Coenzyme and dihydro-coenzyme seemed to have equal affinity for 
the Zwischenferment. The mathematical analysis did not indicate that the 
oxidation of hexosemonophosphate to phosphohexonate by the system is reversible. 

Phosphate inhibited the reaction considerably, apparently by competition 6 
• __ ~...J.... .. ___ _ 

1 WARBURG, CHRISTIAN, GRIESE: Biochem. Z. 282 (1935), 157. 
B With the crude "Coferment" and "Ferment" from blood corpuscles about 

1,5 mol. of 0. were taken up and CO. and acetaldehyde were formed. W ARBURG, 
CHRIS.TIAN: Biochem. Z. 242 (1931), 206. 

3 ReduQed coenzyme also has an extra acid group. W ARBURG, CHRISTIAN: Biochem. 
Z. 287 (1936), 291. 

, WARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z.287 (936), 291. 
6 NEGELEIN, HAAS: Biochem. Z.282 (1935), 207. 
6 See also THEORELL: Biochem. Z.276 (1935), 416. 
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with the coenzyme for theZwischenferment; with 0,0125,0,05 and 0,2 mg./c. cm. 
coenzyme, 0,1 M phosphate inhibited respectively 76%, 33% and 0%. Iodide 
in low concentration inhibited very strongly.l The dehydrogenase is strongly 
inhibited by heavy metal ions; EULER and ADLER2 found 50% inhibition with 
7,6 X 10-5 M CU". 

NEGELEIN and GERISOHER3 purified the enzyme from extract of washed 
dried bottom yeast. Inactive material was precipitated at PH 4,6 and the solution 
kept at PH 9 and 30° for some hours to inactivate certain destructive mechanisms. 
After two fractional precipitations with ammonium sulfate, the enzyme solution 
was heated to 40° to precipitate some inactive material. After dialysis the enzyme 
was precipitated with dilute alcohol at PH 4,8. The enzyme at this stage of purity 
was insoluble at the isoelectric point and was twice precipitated at PH 4,8 without 
alcohol. By evaporation from the frozen state the enzyme .could be obtained, 
with some loss of activity, as an almost colorless powder which was stable at 0°. 

With hexosemonophosphate, coenzyme, and yellow enzyme, 1 mg. of the 
purified enzyme caused an uptake of 350 c. cm. O2 per minute, under the con
ditions of the test. In the test cyanide was added to inhibit the breakdown of 
H 20 2 by catalase associated with the purified enzyme. The original yeast extract 
caused an uptake of 0,7 c. mm. O2 per minute and contained activity equivalent 
to 230-430 mg. of purified enzyme per liter (150 g. dry weight). The yield of 
purified substance was 8,5%. The purified enzyme contained 13,3% nitrogen. 
It was easily soluble in water, but precipitated at the isoelectric point, though 
impurities and salts hindered precipitation. In solution, considerable inactivation 
occurred in one day at 0°, though, with less purified material, some impurity 
(possibly yeast gum) protected it. In 20-30% ammonium sulfate solutions it 
was more stable. It was destroyed at 60° within 15 mins. By cataphoresis ex
periments the isoelectric point was found to be at PH 4,82. The isoelectric point 
for the enzyme from rat blood cells was found by THEORELL4 to be at PH 5,85. 

WAGNER-JAUREGG et al.5 obtained "Zwischenferment" from frog muscle by 
extracting the minced tissue with phosphate buffer PH 6,4 and precipitating 
the enzyme by dilution and saturation with CO 2, This preparation with substrate, 
coenzyme, and yellow enzyme, reduced methylene blue but took up no oxygen. 
It was believed that the preparation contained an inhibitor which acted aerobi
cally; addition of their preparation to the yeast Zwischenferment with the 
complete system, inhibited the oxygen uptake. 

ADLER et al.6 mention that a hexosemonophosphate dehydrogenase, dependent 
upon coenzyme II, was found in B. coli. 

RUNNSTROM et aU observed some oxidation of hexosediphosphate, as well 
as the monophosphate, by autolysate of blood cells with methylene blue, but no 
oxidation of a number of other common metabolites. WAGNER-JAUREGG et al.5 

found reduction of methylene blue by hexosediphosphate with yeast and muscle 
Zwischenferment plus coenzyme and yellow enzyme, but the rate was not 
as great as with the monophosphate. 

1 DICKENS, McILWAIN: Biochemic. J.32 (1938), 1615. 
2 EULER, ADLER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 232 (1935), 10. 
a NEGELEIN, GERISCHER: Biochem. Z. 284 (1936), 289. 
4 THEORELL: Naturwiss. 22 (1934), 290. 
5 WAGNER-JAUREGG, MOLLER, RAUEN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 231 

(1935), 55. 
6 ADLER, HELLSTROM, GUNTHER, EULER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 266 

(1938), 14. 
7 RUNNSTROM, LENNERSTRAND, BOREL: Biochem. Z. 271 (1934), 15. 
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DICKENS and McILWAINl found that both the ROBISON ester (glucopyranose-
6-monophosphate) and the NEUBERG ester (fructofuranose-6-monophosphate) 
were oxidized in the presence of Zwischenferment from yeast, coenzyme II and 
yellow enzyme, but the NEUBERG ester was relatively much less rapidly attacked 
when phenazine methochloride was used instead of yellow enzyme. Possibly the 
yellow enzyme used contained some other enzyme or perhaps the phenazine 
inhibited action on the NEUBERG ester. WABBURG et al.,2 however, mention 
th!Lt the NEUBERG ester is scarcely attacked even when using the yellow 
enzyme; on the other hand WAGNER-JAUREGG et al.s using yellow enzyme 
found the NEUBERG ester actively oxidized with Zwischenferment from yeast 
'lr frog muscle. The substrate specificity of the purified enzyme has not been 
tested. 

MELDRUM and TARR,' using enzyme from blood cells or yeast, found that 
the hexoseruonophosphate system reduced oxidized glutathione. Since GSH 
could be reoxidized by oxygen, glutathione could mediate oxygen uptake in 
place of yellow enzyme. However, the oxygen uptake rate was lower than WAR
BURG and CHBISTIAN had found with yellow enzyme or methylene blue, the rate 
being limited by the rate of reoxidation of GSH. Cysteine could also mediate 
oxygen uptake. The mechanism of the reduction of glutathione is not known. 
Presumably it can be reduced by dihydro-coenzyme, perhaps under the influence 
of a catalyst like diaphorase. 

RUNNsTROM et al.5 found indications that oxidation of hexosemonophosphate 
by blood cell cytolysate is accompanied by phosphate esterification. 

Phosphohexonic acid and Pentosephosphoric acid dehydrogenases. 
WARBURG et al.B had observed that extract of dried yeast decomposes phos

phohexonic acid with evolution of COs and LIPMANN8 showed that this was due 
to reactions involving oxygen uptake. WARBURG and CHBISTIAN 7 showed that 
phosphohexonic acid, the oxidation product of hexosemonophosphate with 
Zwischenferment, can be further oxidized in steps by successive additions 01 
two new protein fractions, coenzyme II and yellow enzyme being present. 

The protein fractions were obtained from extract of dried yeast. Material 
which precipitated at PH 4,6 was removed and the enzymes were freed of destruc
tive agents by heating to 50° in haH saturated (NH')2S0, at PH 7,8. The enzymes 
were precipitated with (NH4hS04' redissolved, and after dialysis "protein frac
tion I" was precipitated with methyl alcohol. This fraction was fUrther purified 
by methyl alcohol precipitations and removal of a precipitate formed at PH 5,2, 
and dried by evaporation of the frozen solution. The methyl alcoholic solution 
after removal of fraction I was frozen and evaporated dry giving "protein frac
tion II". 

Phosphohexonic acid and coenzyme II did not react alone or in the presence 
of purified Zwischenferment, and no oxygen uptake occurred when yellow 

1 DICKENS, McILwAIN: Biochemic. J. 32 (1938), 1615. 
a WARBURG, CHRISTIAN, GRIESE: Biochem. Z.282 (1935), 157. 
3 WAGNER-JAUBEGG, MOLLER, RAUEN: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 281 

(1935), 55. 
, MELDRUM, TABB: Biochemic. J.29 (1935), 108. - See. also OGSTON, GREEN: 

Ibid. 29 (1935), 1983. 
& RUNNSTBOM, LENNERSTBAND, BOREl: Biochem. Z.271 (1934), 15. 
I LIPMANN: Nature (London) 138 (1936), 588. -See also ENGEL'HARDT,BARKlIASH: 

Biokhimiya 3 (1938), 500. . 
7 W ABBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z. 287 (1936), 440; 292 (1937), 287. 



Biological Oxidation-Reduction Catalysts. 475 

enzyme was added. But in the presence of "protein fraction 1" a vigorous reaction 
occurred, CO. was evolved and the coenzyme was reduced; with yellow enzyme 
added, oxygen uptake took place. About 0,6 mol. of 01 was taken up per molecule 
of phosphohexonic acid, and somewhat more CO. was evolved. (No H 20. was 
formed; catal8$ was presumably present.) The oxidation involved no liberation 
or bidding of phosphate. Oxidation products were separated by precipitations 
with lead acetate, mercury acetate and lead subacetate. A phosphopentose acid 
and possibly. phosphoglyceric acid seemed to be produced. 

Protein fraction II caused no reaction with phosphohexonic acid, coenzyme, 
and yellow enzyme. But if it was added to the mixture of phosphohexonate, 
protein fraction I, coenzyme, and yellow enzyme, after their reaction was nearly 
ended, 2 more mols. of O. were rapidly taken up and somewhat more than 2 mols. 
of CO. evolved. The phosphopentose acid produced under the action of protein 
fraction I, seemed to be the main substrate for protein fraction II. 

If boiled yelloSt extract, fructose, or glucose, was added to the complete system 
with both protein fractions and phosphohexonate, a total of 12 atoms of oxygen 
instead of 5 WIloS taken up, and an equal amount of CO. evolved. No reaction occurred 
in the absence of phosphohexonate. The reaction has not yet been explained. 

DICKENSl obtained preparations from extract of dried yeast by precipitation 
with acetic acid at PH 4,6 or by fractional precipitation by dilution and saturation 
with CO2• Both preparations oxidized hexosemonophosphate2 and phospho
gluconate (phosphohexonate) in the presence of coenzyme II and yellow enzyme 
or phenazine methochloride. Coenzyme I was inactive in both oxidations. Gluconic 
acid was not oxidized. The phosphohexonate oxidizing system, with phenazine 
methochloride as carrier, showed a broad PH optimum at 6,3-7,3. Phosphate had an 
inhibitory effect which increased with increasing concentration; 0,25 M phosphate 
inhibited 57%. Cyanide did not inhibit; with small amounts of enzyme, cyanide 
seemed to stabilize the system and prevent the reaction rate from falling off. 
For 1 mol. of phosphogluconate about 0,5 mol. of O2 were taken Up.3 From the 
reaction mixture a Ba-salt was isolated the analysis of which corresponded to 
a mixture of the salts of ketophosphohexonic acid and an oxidative decarboxyla
tion product from this, a phosphopentonic acid. 

When less pure coenzyme II preparations were used, the oxidation proceeded 
further, but the course of the oxidations and the nature of the catalysts concerned 
were not clarified. A product which was probably phosphoerythronic acid and 
two pentose derivatives were isolated. 

DICKENS showed that extract of dried yeast oxidizes d-ribose-5-phosphoric 
acid vigorously, and, to a less extent, d-arabinose- and xylose-5-phosphoric 
acids.' A dialyzed preparation from the extract was inactive without coenzyme II. 
More than 1 m.ol. of O2 was taken up and an equal amount of CO2 was evolved 
per molecule of ribosephosphate. Laked blood cells with methylene blue oxidized 
hexosemonophosphate, phosphohexonate, and, at a low rate, ribosephosphate, 
but not arabinose-or xylose-phosphate. 

1 DICKENS: Nature (London) 1S8 (1936), 1057; Biochemic. J. 82 (1938), 1626. 
B Though the Zwischenferment prepared by NEGELEIN and GERISCHER does not 

oxidize phosphohexonate, DICKENS was unable to obtain an enzyme active toward 
phosphohexonate but inactive toward hexosemonophosphate. Presumably prot,ein 
fraction I of W ARBURG and CHRISTIAN also shows both activities. 

3 RIO. was not formed even when catalase was inhibited by cyanide. It is possible 
that R.O. formed in the oxida.tion of one molecule of leuco-yellow enzyme imme
diately oxidized a second molecule of leuco-yellow enzyme. 

, When phenazine methochloride was added as carrier the latter two substrates 
were not oxidized. The specificity seemed to depend somehow on the carrier. 
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DICKENS 1 considers that the oxidative breakdown of carbohydrate proceeds 
through hexosemonophosphate and phosphohexonate, and involves an oxidative 
decarboxylation yielding pentosephosphate which is further oxidized. 

MELDRUM and TARR2 using an early Zwischenferment preparation which 
contained phosphohexonic dehydrogenase found that the phosphohexonic system 
could reduce glutathione. 

Glucose dehydrogenase. 
Liver. 

HARRISON3 discovered a glucose dehydrogenase in the precipitate obtained 
by saturating a dialyzed extract of acetone-dried liver with ammonium sulfate. 
The material was dissolved and freed of salt by dialysis. The solution could 
be passed through kieselguhr or a porcelain candle without loss of activity. 

The preparation with glucose reduced methylene blue but took up no oxygen 
unless methylene blue was added as mediator. Maximum rate of reaction occurred 
with 0,25 M glucose, and higher concentrations inhibited slightly; 0,07 M glucose 
gave half maximal rate. At PH 6-8 the activity was constant; at high PH values 
the rate of dye reduction was increased, mostly by the activity of other sytems 
in the preparation. Cyanide, 0,003 M, iodoacetate, 0,001 M, fluoride, 0,01 M, 
and toluene did not inhibit. Precipitation with acetone or alcohol inactivated 
the enzyme. The enzyme did not attack fructose, galactose, or arabinose. 

For one molecule of glucose oxidized about 0,5 mol. of O2 were taken up 
(methylene blue as mediator). The oxidation product was shown4 to be d-gluconic 
acid; this substance was isolated in 60% yield from the reaction mixture as the 
Ca salt and identified. 

MANN° found that when the enzyme was precipitated by half (instead of 
full) saturation with ammonium sulfate, it showed little activity unless an activator 
was added. The activator was present in the alcohol precipitate from boiled liver 
extract. HARRISON 6 prepared the enzyme relatively free of coenzyme. Extract 
of acetone-dried liver was dialyzed, inactive material was precipitated at PH 5,7, 
~nd the enzyme was twice precipitated by half-saturation with ammonium sulfate. 
The preparation dried in vacuo was stable, contained little pigment, and gave 
clear solutions. The preparation also contained the dehydrogenases of alcohol, 
hexosediphosphate, citrate and glutamate in varying amounts.? 

By saturating the filtrate from the first precipitation of the enzyme with 
ammonium sulfate, a precipitate containing the coenzyme was obtained; this 
was dissolved, heated to 100° to remove protein, and dried.s The enzyme with 
glucose and coenzyme reduced methylene blue rapidly; in the absence of added 
coenzyme the reductioIf was slow. ANDERSSON9 found that co-zymase could act 
as the coenzyme of glucose dehydrogenase, he demonstrated the presence of 
co-zymase in HARRISON'S coenzyme preparation, and he concluded. that the 
active principle of MANN'S and HARRISON'S coenzymes was co-zymase. EULER 

1 See also ENGEL'HARDT, BARKHASH: Biokhimiya 3 (1938), 500. 
2 MELDRUM, TARR: Biochemic. J. 29 (1935), 108. 
3 HARRISON: Biochemic. J. 20 (1931), 1016. 
, HARRISON: Biochemic. J. 26 (1932), 1295. 
5 MANN: Biochemic. J. 26 (1932), 785. 
6 HARRISON: Biochemic. J. 27 (1933), 382. 
7 QUIBELL: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 251 (1938), 102. 
8 The coenzyme was dialyz!tble. Adsorption on protein prevented its removal in 

the initial dialysis and caused. its precipitation with sat]lrated (NH,)sSO •. After heat 
coagulation of the proteins, the coenzyme was not precipitated by (NH.)sSO,. 

9 ANDERSSON: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 220 (1934), 57. 
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et aZ.1 showed that glucose dehydrogenase was also activated by WARBURG and 
CHRISTIAN'S coenzyme the activity being. greater than could be accounted for 
by the amount of co-zymase present in the coenzyme material used. DAS2 con
firmed this with coenzyme II preparations from blood cells and from yeast but 
showed that co-zymase, completely free of coenzyme II, was also active. Evidently 
glucose dehydrogenase can use either coenzyme I or II unless there exist two 
different glucQse dehydrogenases in the same tissue. DAS showed that ILumISON'S 
coenzyme preparation contained coenzyme II as well as co-zymase. Using coen
.zymes I and II completely free of each other QUIBELL3 found that in equal 
concentrations both coenzymes are equally active. The reduction of coenzyme I 
was shown spectroscopically. 

ADLER and EULER' showed that addition of yellow enzyme accelerated the 
methylene blue reduction by the dehydrogenase, glucose, and co-zymase, and that 
added yellow enzyme caused the system to take up oxygen rapidly without 
methylene blue. The reduction of methylene blue without added yellow enzyme 
must have been due to the presence of some yellow enzyme or diaphorase in 
the preparation. 

HARRISON5 found that his dehydrogenase preparation oxidized glucose 
aerobically when cytochrome c and a heart muscle preparation of cytochrome 
o~dase were added.s Presumably glucose with the dehydrogenase reduced coen
zyme, and dihydro-coezyme was reoxidized by cytochrome under the influence 
of diaphorase? or some other catalyst present in the preparations; the reduced 
cytochrome would then be reoxidized by cytochrome oxidase and oxygen. 

The dehydrogenase is strongly inhibited by heavy metal ions. EULER and 
ADLER8 found a 50% inhibition with 1,8 X 10-5 M Cu"; the inhibition could 
be removed by adding cyanide. 

MANN9 found that glucose with glucose dehydrogenase can reduce oxidized 
glutathione. As in the case of methylene blue reduction, the reaction with gluta
thione was accelerated by the coenzyme. OGSTON and GREEN,lO however, found 
that glutathione was very inefficient in mediating oxygen uptake, probably be
cause the re.oxidation of reduced glutathione was slow. Presumably dihydro
coenzyme can reduce glutathione, but whether a catalyst is necessary is not 
known. Red blood cells with glucose also reduce glutathione.ll 

HARRISON12 obtained evidence that the activity of glucose dehydrogenase 
is dependent upon an aldehyde group in the enzyme molecule. The dehydrogenase 
was completely and irreversibly inactivated on incubation with the aldehyde-xan
thine oxidase from milk. The destruction occurred only when a hydrogen acceptor, 
oxygen or methylene blue, was present, and it occurred in the presence or absence 

1 EULER, ADLER, SCHLENK, GUNTHER: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 288 
(1935), 120. 

a DAS: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 288 (1936), 269. 
3 QUIBELL: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 261 (1938), 102. 
4 ADLER, EULER: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem. 282 (1935), 6. 
5 HARRISON: Biochemic. J. 26 (1931), 1016. 
8 OGSTON and GREEN [Biochemic. J. 29 (1935), 1983] could not confirm this 

result, but COOLIDGE [J. bioI. Chemistry 128 (1938), 451] considers that this was due 
to an inhibitory substance present in certain cytochrome c preparations. 

7 DEWAN and GREEN, however, found their coenzyme factor (diaphorase) active 
with cytochromes a and b but inactive with c. Biochemic. J. 82 (1938), 626. 

8 EULER, ADLER: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chem. 282 (1935), 10. 
9 MANN: Biochemic. J. 26 (1932), 785. 
100GSTON, GREEN: Biochemic. J. 29 (1935), 1983. 
11 MELDRUM: Biochemic •• J. 26 (1932), 817. 
12 HARRISON: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 118 (1935), 150. 
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of coenzyme. At PH 6, bisulfite 0,01-0,001 M, caused immediate, reversible in
hibition which seemed to be due to competition with the glucose for the enzyme 
since the inhibition increased with decreasing glucose concentration. At PH 7,6, 
bisulfite caused no inhibition, which was to be expected since aldehyde-bisulfite 
compounds are decomposed in slightly alkaline solutions. 

Bacteria_ 
QUASTEL et aU showed that various bacteria reduce methylene blue with 

glucose. YUDKIN2 found that the activity of suspensions of B. coli in reducing 
methylene blue with glucose fell off disproportionately on diluting the suspensions. 
Addition of heated stronger suspensions, which were inactive alone, increased 
the activity of dilute suspensions. It was concluded that the bacteria contain a 
thermostable coenzyme the concentration of which becomes too low in dilute 
suspensions. Cozymase from yeast, was found to activate the dilute suspensions; 
HARRISON'S liver coenzyme was also active. Heated bacterial suspension was 
active with the liver dehydrogenase and could act as coenzyme in fermentation 
by apozymase. It was concluded that the coenzyme in bacteria was identical 
with cozymase. W ARBURG and CHRISTIAN'S crude coenzyme was also active but 
it was believed that this was due to the presence in it of cozymase. More probably 
the bacterial dehydrogenase, like the liver enzyme, is active with either 
cozymase or coenzyme II. The coenzyme-determined glucose dehydrogenase 
was found in several other types of bacteria. Coenzyme also greatly increased 
the oxygen uptake of the bacteria with glucose. 

The glucose dehydrogenase of bacterial suspensions shows certain differences 
from the liver preparations. The enzyme of bacteria is completely inhibited by 
toluene3 while the enzyme extracted from liver is unaffected. The liver enzyme 
showed optimal activity with 0,25 M glucose while the bacterial enzyme is fully 
active in extremely low glucose concentrations, less than 10--4 M.4 

Glutamic acid dehydrogenase. 
THUNBERG found that among the amino-acids, glutamic acid was the only 

one to reduce methylene blu~ rapidly with washed muscle mince5 and with 
extracts from plant seeds.8 With bacteria, QUASTEL et al.7 showed that glutamic 
acid is more active as hydrogen donator than other amino-acids. The activity 
of glutamic acid with various a,nimal tissues has been shown by a number of 
workers.8 

WEIL-MALHERBE9 found that l(+)glutamic acid was the only natural amino
acid metabolizM by brain slices; /X-ketoglutarate and NH3 were the primary 
oxidation products. cl(-)glutamate was not oxidized by slices, but extracts 
from acetone-dried brain oxidized it more rapidly than the l( + )form. Kidney 
and tumor slices oxidized both forms. Presumably cl(-)glutamate is att.acked 
by the cl-amino-acid oxidase descri.bed in Chapter 2, while l( + )glutamate is 

1 QUASTEL et al.: Biochemic. J. 19 (1925), 645, 652; 21 (1927), 148. 
2 YUDKIN: Biochemic. J. 27 (1933), 1849; 28 (1934), 1463. 
3 QUASTEL, WOOLDRIDGE: Biochemic. J. 21 (1927), 148. 
4 QUASTEL, WHETHAM: Biochemic. J. 19 (1925), 645. 
6 THUNBERG: Skand. Arch. Physiol. 40 (1920), 1; 74 (1936), 16. 
ft THUNBERG: Biochem. Z. 206 (1929), 109. 
7 QUASTEL et al.: Biochemic. J. 19 (1925), 645, 652. 
8 ROSLING: Skand. Arch. Physiol. 46 (1924), 132. - FLEISCH: Biochemic. J. 18 

(1924), 294. - QUASTEL et al.: Ibid. 26 (1932), 725, 1672. 
8 WEIL.MALHERBE: Biochemic. J. 30 (1936), 665. 
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oxidized, at least partly, by the coenzyme (pyridine-nucleotide)-determined 
glutamic dehydrogenase. 

ANDERSSONl showed that the activity of dialyzed extracts from wheat grain 
dehydrogenated glutamic acid only when cozymase was added. 

Animal tissues. 
EULER et aJ.2 have made an extensive study of the glutamic acid dehydro

genase of animal tissues. The enzyme preparation used was a dialyzed extract 
from acetone-dried liver. The enzyme could be purified by precipitation with 
ammonium sulfate or with acetone or alcohol, and further purified by adsorp
tion oli alumina and elution with alkaline phosphate solution. 

The preparation with l( + )glutamate and cozymase reduced methylene 
blue; addition of yellow enzyme was not necessary though it accelerated methylene 
blue reduction with purified enzyme. Oxygen uptake occurred only when me
thylene blue was added as carrier, yellow enzyme being much less effective_ 
The preparation appeared to contain diaphorase, which enabled the reduced 
coenzyme to be oxidized by methylene blue, but lacked the cytochrome system 
necessary for oxidation by oxygen. Protein-bound flavine was present but since 
it did not oxidize dihydro-coenzyme with oxygen, it could not be ordinary yellow 
enzyme. 

From the reaction mixture of an aerobic experiment, <x-ketoglutarate was 
isolated as the dinitrophenylhydrazone. About 1 mol. <x-ketoglutarate and 1 mol. 
NHs were produced per 0,5 mol. O2 taken up.s The reaction appeared to consist 
of a dehydrogenation of glutamic acid by coenzyme with the dehydrogenase, 
giving the imino-acid, followed by spontaneous hydrolysis of the imino-acid 
giving <x-ketoglutarate and NHa; both reactions were reversible. 

COOH 
I 

(CHz)z 
I + coenzyme :;::= coenzyme' Hz + 

HC-NHs dehydrogenalle 
I 

COOH 
Glutamic acid. 

COOH COOH 
I I 

(CHz)s (CHs)s 

COOH 
I 

(CHI)! 
I 

C=NH 
I 

COOH 

, + H20~::::;; I + NHa 
C=NH C=O 
I I 
COOH COOH 

",-ketoglutaric acid. 

(1) 

(2) 

The rate of reduction of methylene blue (or oxygen uptake with methylene blue 
added) was decreased by adding NHjI or ketoglutarate, and the decrease with 
both added together was greater than the sum of their individual effects. The 
imino-acid concentration was evidently increased as a result of the reverse 

1 ANDERSSON: Hoppe-Seyler's Z. physio!. Chern. 217 (1933), 186. 
2 EULER, ADLER, GUNTHER, DAB: Hoppe-Seyler's Z. physio!. Chern. 21)4 (1938), 61. 
3 Methylene blue was present as carrier. Reoxidation of the leuco-dye gives H,O, 

but this was evidently destroyed by catalase present. If cyanide was added to inhibit 
catalase, the rate and amount of oxygen uptake were approximately twice as great. 
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reaction (2) and the presence of extra imino-acid decreased the rate of coenzyme 
reduction by reaction (1). 

Reduction 01 coenzyme by glutamate with the enzyme was shown spectro
metrically. The rate increased as the PH was increased from PH 6,4 to 8,4. With 
0,1 M glutamate, an equilibrium was reached at PH 7,1 with only 71 % reduction 
of the small amount of coenzyme added; at PH 8,4 the reduction went nearly 
to completion. Additions of ketoglutarate and NHs slowed the reduction and 
equilibrium was reached with less coenzyme reduction. 

With increasing NHs concentration, the percentage coenzyme reduction 
was decreased, but above about 0,01 M further increase in NHs had little effect 
since practically all ketoglutarate present was converted to the imino-acid. By 
working in the presence of excess ammonia it was therefore possible to study 
reaction (1) without the interference of reaction (2). A reproducible equilibrium 
constant K was found for reaction (1) where 

K _ (g-x) (c-x) . 
- Xl , 

c = initial concentration of coenzyme, 
.g = initial concentration of glutamate, 

c-x = equilibrium concentration of (oxidized) coenzyme, 
g-x = equilibrium concentration of (oxidized) glutamate. 

The equilibrium constant decreased with increasing PH, indicating that the 
velocity of dehydrogenation of glutamate is decreased and the velocity of re
duction of the imino-acid is increased in lower PH. As with other reversible de
hydrogenase systems, the constant found was high, 0,55 X 104 at PH 7,3. The 
equilibrium of reaction (1) therefore lies far to the left, that is, the imino-acid 
tends to be reduced by any dihydro-coenzyme present. 

The reversal of reactions (1) and (2), the reductive amination of ketoglutarate, 
was demonstrated by spectrometric observation of the oxidation of dihydro
coenzyme by ketoglutarate and NBs in the presence of the enzyme. The reaction 
did not occur with ketoglutarate or NHs separately. The rate of reaction, which 
was proportional to the amount of enzyme present, showed a PH optimum at 
PH 7,5. The occurrence of the PH optimum was due to the facts that higher PH 
favors the production of iminoacids by reaction (2) while lower PH favors the 
rapid reduction of the imino-acid by reaction (1). The production of glutamic 
acid from ketoglutarate and NHa was confirmed by estimations of amino-nitrogen.1 

The reductive amination of ketoglutarate was also shown to occur in coupled 
systems where alcohol or glucose with their dehydrogenases reduced the coen
zyme, and the dihydro-coenzyme formed, in the presence of glutamic dehydro
genase, reduced the imino-acid which was formed from ke.toglutarate and NHs. 

The liver enzyme with ketoglutarate and NHs was found to oxidize dihydro
coenzyme 112 as well as dihydro-coenzyme 1. ' 

The enzyme showed a complete specificity for l( + )glutamic acid. Glutathione, 
a glutamic acid peptide, aspartic acid (COOH·CHs·CHNHs·COOH), various 
5 C amino-acids and a number of other amino-acids and peptides were not at
tacked. No keto-acid other than .x-ketoglutarate underwent reductive amination 
with the system, and monoethylamine could not replace ammonia. The oxime, 
semicarbazone, and hydrazone, of ketoglutaric acid were not acted upon. The 

1 Only 50% of the theoretical yield was found, possibly because the glutamic 
acid produced underwent other reactions. 

I It was shown that coenzyme II was not converted into coenzYJlle 1. 
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enzyme preparations contained glucose and alcohol dehydrogenases and probably 
others, but the glucose enzyme was largely removed on purification, and alcohol 
dehydrogenase could be obtained free of glutamic dehydrogenase. 

l(-)Aspartate and dihydroxyacids inhibited the reaction with glutamate, 
probably as a result of competitive adsorption on the enzyme. 

The enzyme was not inhibited by 0,01 M cyanide, iodoacetate, fluoride or 
arsenite. 

Liver and kidney extracts showed strong glutamic dehydrogenase activity. 
Extracts of other tissues contained the enzyme but in much lower activity. 

It was concluded that the glutamic acid dehydrogenase plays an important 
role in the synthesis of amino· acids from IX-keto-acids in the tissues. BRAUNSTEIN 
and KRrrzMANN I have shown that in the presence of all tissues, glutamate (or 
aspartate) reacts with other IX-keto-acids producing IX-ketoglutarate (or oxalo
acetate) and the amino-acid corresponding to the original IX-keto-acid. This 
"Umaminierung" is reversible. EULER et a~. believe that the ketoglutarate formed 
can then be reductively aminated again giving more glutamic acid. The dihydro
coenzyme necessary would be produced by the glucose, triosephosphate, and 
other dehydrogenase systems. The glutamate-lX-ketoglutarate system would 
thus act as a mediator in the production of all the amino-acids from free NBs 
and the IX-keto-acids produced in tissue metabolism. 

Simultaneously with the above work, DEWAN 2 studied the enzyme from 
liver, and also showed that IX-ketoglutarate and NHa are the reaction products, 
that the reaction is reversible, and that only glutamic acid is attacked, and he 
found a Similar distribution of the enzyme in various tissues. DEWAN obtained 
the enzyme by precipitation at 'PH 4,6 from the extract from acetone-dried liver 
or kidney. The preparation contained diaphorase (coenzyme factor) and it pro
duced rapid oxygen uptake with coenzyme I and glutamate when a preparation 
containing cytochromes a and b and cytochrome oxidase, or yellow enzyme, 
or pyocyanine, or methylene blue, were added. The rate of oxygen uptake in
CI'f"AtSed with increasing concentra.tions of dehydrogenase, coenzyme, substrate, 
or carrier, up to a limiting concentration in each case. Half maximum rate was 
reached with 0,0075 M glutamate. With pyocyanine as carrier, the optimum 
'PH for oxygen uptake was 7,3. A preparation free of diaphorase was obtained 
by starting with the acetone precipitate from cold aqueous extract of kidney, 
instead of with whole acetone-dried tissue. This material with substrate, coen
zyme and carrier took up little oxygen unless a coenzyme factor preparation 
was added. 

Contrary to the conclusion of EULER et al., DEWAN found that coenzyme II 
could not replace coenzyme I in the reduction of methylene blue by the glutamic 
system. EULER et al. showed only the reoxidation of dihydro-coenzyme II by the 
enzyme' with ketoglutarate and NHa and themselves gave3 negative results 
with coenzyme II in the oxidation of glutamate. 

B. coli. 
The glutamic dehydrogenase of B. coli was studied by ADLER et al." They 

used either suspensions of the bacteria or an opalescent cell-free solution obtained 

1 BRAUNSTEIN, KBITZMANN: Nature (London) 140 (1937), 503; Enzymologia 
(Den Haag) 2 (1937), 129. 

2 DEWAN: Biochemic. J. 82 (1938), 1378. 
3 ADLER, DAS, EULER, HEYMAN: C. R. Trav Lab. Carlsberg 22 (1938), 15. 
4 ADLER, HELLSTROM, GUNTHER, EULER: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 266 

(1938), 14. 
Hdb. d. Katalyse, III. 31 
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by a.1terna.te freezing and tha.wing of the cells, followed by grinding with sand 
and centrifuging. Both the suspension and the cen-free solution with glutamate 
reduced methylene blue, and the rate was increased by adding coenzyme II 
while coenzyme I had little eHect. Addition of yellow enzyme increased the rate 
somewhat. The solution contained no ordina.ry yellow enzyme since it did not 
oxidize dihydro-coenzyme directly with oxygen, but it contained coenzyme 
factorl since added methylene blue caused rapid dihydro-coenzyme oxidation. 
Maximum rate of methylene blue rejluction was obtained with 0,075 M glutamate, 
half maximum rate with about 0,02 M. 

Like the animal enzyme, the bacterial dehydrogenase was specific for l( + )glut
amate; d(-)glutamate was oxidized, but much more slowy and independently 
of added coenzyme. IX-Ketoglutarate and ammonia were shown to be the reaction 
products. The reversibility of the reaction was demonstrated by inhibition of 
methylene blue reduction by the reaction products and by spectroscopic observa
tion of the reduction of coenzyme II and its reoxidation by ketoglutarate plus 
NH3 in cell free enzyme solutions/A 

The constant for the equilibrium of reaction (1) was measured in the same 
way as with the liver enzyme and iound to be about 2,5 X 10.' The glutamic 
system was presumed to be concerned in amino-acid synthesis in B. coli in the 
same way as in liver; the necessary dihydro-coenzyme II could be produced by 
the hexosemonophosphate system found to be active in B. coli. Glut,amic de
hydrogenase could not be found in the lactic acid bacteri!lo, Thermobact. helveticum. 

Yeast. 
The glutamic dehydrogenase of yeast was studied by EULER et al.3 Some, 

but not all, preparations of yellow enzyme from yeast were found to contain 
glutamic dehydrogenase. The preparations for the study of the dehydrogenase 
were obtained from bottom yeast which had dried slowly allowing proteolysis 
to occur. The extract from the dried yeast was treated with 002 and acetone 
giving a precipitate which contained the dehydrogenase and yellow enzyme. 
By autolysis of fresh pressed yeast with ethyl acetate and precipitation with 
alcohol and ether, preparations of the dehydrogenase were obtained which 
contained very little yellow enzyme. The enzyme could be purified by adsorption 
on alumina and elution with alkaline phosphate. 

The enzyme behaved in essentially the same way as that from B. coli. It 
was specific for coenzyme II' and showed the same substrate specificity. For 
the reduction of methylene blue by the system the optimum PH was 8,0. 
Cyanide, 0,01 M, did not inhibit. IX-Keto-glutarate and ammonia were shown 
to be the reaction products5 and the reversibility of the reaction was demon-

1 This factor seemed to be different from diaphorase as previously described by 
EULER since dihydro-coenzyme II is oxidized in this case, while EULER'S diaphorase 
acts only on dihydro-coenzyme I. However, GREEN's coenzyme factor seemed to 
act on both re<luced coenzymes. 

2 With cell suspensions the reduction and reoxidation of coenzyme could not be 
observed, possibly because only a small amount of the coenzyme added penetrated 
the cells or was adsorbed on cell surfaces and was acted upon. Similar results were 
givcn by yeast suspensions with alcohol or aldehyde and coenzyme I. 

3 EULER, ADLER, STEENHOF-ERIKSEN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 248 
(1937), 227. - EULER, GUNTHER, EVERETT: Ibid. 21)1) (1938), 27. 

, The acetone-CO. preparation oxidized glutamate to some extent yielding NHa 
without coenzyme addition; the mechanism responsible was not studied. 

5 The experiment was made with glutamate, coenzyme II, and the acetone-COl 
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strated. As with the other dehydrogenases the equilibrium of reaction (1) lay far 
to the left. The reversal of the reaction, that is, the reductive amination of 
ketoglutarate, could be coupled with the oxidation of hexosemonophosphate by 
hexosemonophosphate dehydrogenase and coenzyme II. Yeast was shown to 
contain the mechanism for "Umaminierung'! of glutamic acid with iX-keto-acids, 
so it was presumed that the glutamic system mediates amino-acid synthesis 
also in yeast. 

Plants. 

DAMODORAN and NAIR! found that maceration extracts from certain sprouting 
seeds reduce methylene blue with l( + )glutamic acid but with none of a number 
of other amino-acids. The enzyme could be precipitated by saturation of the 
extract with (NH4)2S04' Maximum rate was reached with 0,045 M glutamate; 
half maximum with about 0,01 ],f. The optimum PH was about 8,0. Cyanide,' 
0,005 M, did not inhibit. One atom of oxygen was taken up per molecule of 
glutamate and eX-ketoglutarate was shown to be the oxidation product. Of 12types 
of seedlings tried only 3 gave active extracts, but no coenzyme was added and 
it is possible that some extracts lacked the necessary coenzyme . 

. ADLER et al.2 found that the press juices from a number of higher plants 
(rutabaga, carrots, celery, radish, cabbage, cucumber, peas) contain glutamic 
dehydrogenase. The enzyme was activated by coenzyme I and not by coenzyme II. 
The juice contained alcohol dehydrogenase and a number of other enzymes but 
oxidized no amino-acid other than l( + )glutamic acid. d(-)Glutamic acid was not. 
oxidized but inhibited the activity with the natural acid. 

KERTESZ3 has shown the reversibility of the reaction with the plant enzyme. 
Since plants were found to contain the mechanism for "Umaminienmg", the 
glutamic system may mediate amino-acid synthesis also in plants. 

Besides coenzyme I there appeared to exist another thermo,.;table activator of 
glutamic dehydrogenase in plant tissues. However, the increased rak of dye reduction 
was found to be due to lX-hydroxy-acids which were oxiflized by enzymes in the 
extracts (plus coenzyme) to lX-keto-acids. In the presence of glutamate thc lX-keto
acids were removed by "Umaminiernng~' and the oxidation of the ,,-hydroxy-acids 
was accelerated. 

The glutamic acid dehydrogenases from different sources are thus closely 
similar in properties yet differ in their coenzyme specificity. The enzyme from 
plants uses coenzyme I, the enzyme from B. coli and yeast uses coenzyme II, 
and the enzyme from animal tissues uses coenzyme I and perhaps also coenzyme II. 
The reason for these differences is not known. 

precipitate which contained both dehydrogenase and yellow enzymp. The O2 uptake 
corresponded to the equation: 

glutamate + 1/2 O2 = ketoglutarate + NHa + H20. 

No H20 2 was produced though no catalase was present and HeN had no effect. 
It was suggested that H20! formed in the oxidation of one molecule of leuco-yellow 
enzyme immediately oxidized a second molpCI!lp of leuco-yellow pnzyme. 

1 DAMODORAN, NAIR: Biochemic. J. 32 (1938), 1064. 
2 ADLER, DAS, EULER, HEYMAN: C. R. Trav. Lab. Carlsberg 22 (1938), 15. -

Am,ER, GUNTHER, EVERETT: Hoppo-Seyler's Z. physiol. Chem. 2iiii (1938), 34. 
a KERTESZ, quoted by ADLER ct nl.: Hoppe-Seyler's Z. phy"iol. CIl('m. 2iii) (1938). 

34. 

31· 
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Chapter 7. Unclassified Enzymes. 
Pyruvic acid dehydrogenase. 

Animal Tissues. 
THUNBERGl found that pyruvate cau~ed methylene blue reduction with 

washed frog muscle.2 MEYERHOF3 and others4 have shown that pyruvate is 
oxidized by various animal tissues and it is now well known that pyruvate oxida
tion is an important step in the oxidation of various biological materials by 
many types of organisms. 

PETERS et aP discovered that the- oxidation of pyruvate by mashed brains 
of polyneuritic pigeons was increased in the presence of very small (2y in3c. cm.) 
additions of vitamin B I . Similar results were obtained. with pigeon kidney,6 
with rat brain7 and with chicken brain and kidney.s 

The structure (see Chapter 4) of vitamin Bl has been worked out by 
WILLIAMS et al. and others.9 The vitamin has been synthesized, and it is now 
generally called Thiamin. 

Co-carboxylase, the coenzyme of yeast carboxylase which causes the non
oxidative break down of pyruvic acid to acetaldehyde and CO 2, has been shown 
by LOHMANN and SCHUSTERlO to be the pyrophosphoric ester of vitamin B i . 

PETERS and SINCLAmll found that the presence of pyrophosphate increases 
the effect of the vitamin on brain respiration. Animal tissues do not decarboxylate 
pyruvic acid without oxidation,12 and it seemed likely that thiamin pyrophosphate 
might be the coenzyme of pyruvate oxidation. Synthesis of the pyrophosphate 
from the vitamin by tissue preparations has been reported by various authors.IS 
OCHOA and PETERS14 found that there is more co-carboxylase than free vitamin 
present in various tissues, and that the co-carboxylase content is much reduced 
in the Bcavitaminous condition and increased again when the vitamin is admin
istered. Nevertheless, though LOHMANN and SCHUSTER indicated that the 
vitamin pyrophosphate could replace the free vitamin in increasing oxidation 
by polyneuritic brain, PETERS15 found that the pyrophosphate was much less 
active than the free vitamin, though he had indicated that the free vitamin 

1 THUNBERG; Skand. Arch. Physiol. 40 (1920), 1. 
2 THUNBERG also observed that pyruvate can cause a partly irreversible decolori

zation of methylene blue without tissue. LIPMANN [Skand. Arch. Physiol. 76 (1937), 
186] showed that this reaction occurs only on illumination and not in the dark. 
LIPMANN also found that, on illumination, pyruvate is oxidized by ferric iron with 
CO2 liberation, and iron can catalyze oxygen uptake. 

J MEYERHOF: Chemische Vorgange im Muskel. Berlin, 1930. 
4 See e.g. TOENNIESSEN, BRINKMANN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 187 

(1930), 137. - ELLIOTT et al.: Biochemic. J. 28 (1934), 1920; 29 (1935), 1937; 31 
(1937), 1003, 1021. 

5 PETERS, THOMPSON: Biochemic. J. 28 (1934), 916. 
8 THOMPSON: Biochemic. J. 28 (1934), 909. 
7 O'BRIEN, PETERS: J. Physiology 86 (1935). 454. 
8 SHERMAN, ELVEHJEM: Amer. J. Physiol. 117 (1936), 142. 
9 Review: WILLIAMS: Ergebn. Vitamin- u. Hormonforsch. 1 (1938). 213. 
10 LOHMANN, SCHUSTER: Biochem. Z. 294 (1937), 188. 
11 PETERS, SINCLAIR: Biochemic. J. 27 (1933), 1910. 
12 See e.g.: ELLIOTT et al.: Biochemic. J. 28 (1934). 1920; 29 (1935), 1937; 31 

(1937), 1003. - LIPMANN: Skand. Arch. Physiol. 76 (1937), 255. 
13 EULER, VESTIN: Naturwiss. 25 (1937), 416. - TAUBER: Enzymologia (Den 

Haag) 2 (1937), 171. - LOHMANN. SCHUSTER: Biochem. Z. 294 (1937). 188. -
PETERS: Biochemi •. J. 31 (1937), 2240. 

14 OCHOA, PETERS: Biochemic. J. 32 (1938). 1501. 
15 PETERS: Biochemic. J. 31 (1937), 2240. 
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reacts with some unknown substance before it can act in pyruvate oxidation.1 

Possibly added vitamin pyrophosphate does not penetrate the cells while the 
free vitamin does and becomes phosphorylated within the cells.2 

LlI'MANNs observed the reduction of methylene blue by pyruvate with 
suspensions of washed brain tissue.' Maximum rate of reduction occurred with 
low pyruvate concentration, 10-3 M; the rate fell off only when the concentration 
of pyruvate was nearly equivalent to that of the methylene blue. The reduction 
was inhibited practically completely by lO-3 M arsenite. (KREBS5 had shown 
that arsenite inltibits oxidation of tX-keto-acids by sliced tissues.) Bromoacetate, 
10-2 M, caused only slight inhibition and fluoride none. Under anaerobic con
ditions without methylene blue, dismutation of pyruvate to lactate, acetate and 
CO2 occurred. In the presence of methylene blue the pyruvate seemed to be 
oxidized to acetate and CO2, Addition of vitamin Bl usually had no effect on the 
oxidation or dismutation with suspensions of avitaminous brain. 

ANNAU 6 had shown that addition of pyruvate and fumarate together increased 
the respiration of minced liver more than the sum of their individual effects. 
In the absence of fumarate, acetone and acetoacetate were formed. It waR believed 
that fumarate was part of the normal catalytic system (see Chapter 8) and it was 
considered that acetoacetic acid represented an abnormal product formed from 
pyruvate when fumarate was lacking. Later he 7 found that methylene blue 
reduction by pyruvate, in the presence of washed suspensions of pig kidney or 
pigeon muscle, was accelerated by a thermostable activator which was found 
in the washings from minced kidney. The activator was isolated and found to 
be succinic acid. Succinate in low concentration, 10-' M, definitely accelerated 
reduction by pyruvate. Washed minced tissue and pyruvate (methylene blue 
added as supplementary carrier) took up some oxygen, which was believed to 
be due to traces of succinate in the washed tissue, but addition of 5-10 r of 
succinate in 9 c. cm. increased the rate appreciably, 100 r doubled the rate, and 
the extra O2 uptake was much more than corresponded to succinate oxidation 
alone. One atom of oxygen was taken up and one mol. of COs evolved per mol. 
of pyruvate oxidized. It was concluded that the oxidation of pyruvate in tissues 
is necessarily mediated by the succinate-fumarate system (possibly by the whole 
oxaloacetate-malate, fumarate-succinate system). 

LOHMANN and SCHUSTER had found that the presence of Mn" or Mg" ions 
was necessary for the decarboxylation of pyruvate by carboxylase and co
carboxylase. ANNAU and ERDOS found that small additions of MgCl2 stimulated 
pyruvate oxidation. 

Added to prool: BANGA, OCHOA and PETERS 8 have now shown that co
carboxylase and not the free vitamin is concerned in pyruvate oxidation in 

1 PETERS, RYDIN, THOMPSON: Biochemic. J. 29 (1935), 53. 
I OCHOA and PETERS found that the decarboxylation of pyruvic acid by washed 

yeast plus co-carboxylase is stimulated by the free vitamin. The reason for this is 
not known_ Added to proof: WESTENBRJNK and VAN DoRP [Nature (London) 146 
(1940), 466] find that this is due to inhibition by thiamin of phosphatase which 
destroys co-carboxylase. 

a LIPMANN: Skand. Arch. Physiol. 76 (1937), 255. 
, Experiments were carried out in the dark to avoid the photochemical reaction 

between pyruvate and the dye. 
I KREBS: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern_ 1U7 (1933), 191. 
• ANNAU: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 244 (1936), 145. 
7 ANNAU, MAHR: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 247 (1937), 248. - ANNAU: 

Ibid_ 268 (1938), 127. - ANNAU, ERDOS: Ibid. 257 (1939), 111. 
8 BANGA, OCHOA, PETERS: Biochemic. J.88 (1939).1109, 1980. - OCHOA: NIj.

ture (London) 144 (1939), 834; 146 (1940), 747; 146 (1940), 267. 
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brain tissue. Inorganic phosphate, adenine nucleotide, Mn or Mg, the C, 
dicarboxylic acids and perhaps coenzyme I are also concerned in pyruvate oxidation 
by pigeon brain dispersions. Kidney cortex also requires C, and adenylic acid. 
The oxidation of pyruvate is accompanied by esterification of phosphate. 

KREBS and JOHNSON l showed that under anaerobic conditions slices of 
various animal tissues, especially t.estis, metabolize pyruvic acid by means of 
a dismutation yielding lactic and acetic acids and CO2 according to the following 
equation. 

2 CH3 ·CO·COOH + H:P --->- CHa·CHOH·COOH + CHa·COOH + COs. 

Other /X-ketonic acids appeared to be metabolized in a similar way. ELLIOTT et al.s 
at the same time observed the dismutation with testis but only to a slight extent 
with other tissues. Though all tissues produced lactate from added pyruvate 
to some extent, this was probably by reduction by other systems. The rate of 
ttnaerobic CO. evolution from pyruvate was not rapid enough, except with 
testis, to account for the whole rapid aerobic pyruvate removal as due to dis
mutation. Evidently the tissues are capable of removing pyruvate by oxidation 
and by dismutation. Possibly the essential reaction in both dismutation and 
oxidation is an oxidative decarboxylation of pyruvate to acetate and COli; in 
dismutation other molecules of pyruvate act as hydrogen acceptor, in aerobio 
oonditions oxygen is the ultimate hydrogen aooeptor. 

The pyruvio acid dehydrogenase of animal tissues has not been obtained in 
solution or separated from complicating meohanisms. The primary oxidation 
products are not definitely known. Acetio acid and COs may be formed in a. 
simple system, but products such as succinate3 and acetoacetate' have often 
been found in the complex tissue preparations.studied.o 

Bacteria. 
BARRON and MILLERS found that suspensions of washed fresh Gonococcus 

with pyruvate take up oxygen. One atom of oxygen was used per molecule of 
pyruvate oxidized and COlli and acetic acid were produced. Neither acetoaoetio 
acid, a {I-ketonio aoid, nor levulinio acid, a y-ketonic aoid, was oxidized. Formic, 
acetic, propionic, butyrio, succinic, oxalic, malonic and citrio acids, acetaldehyde, 
alcohol, glycerol and a number of amino-acids, were not oxidized. Laotate was 
oxidized but by a different system, since the mechanism for lactate oxidation 
was stable while the power to oxidize pyruvate was rapidly lost on keeping the 
suspensions, even at 0°. The bacteria with pyruvate also reduced methylene 
blue and other dyes. The maximum rate of oxygen usage occurred at about 
PH 7,0. Between 27° and 37° the reaotion showed a temperature coeffioient of 
about 2,9. Cyanide, 2 X 10 -3 M, inhibited the oxygen uptake partially, but HsS and 
CO (COlO. = 8) had no effect. Pyrophosphate, 6,6 X 10-2 M, gave 90% inhibi-. 
tion and fluoride, 10-2 M, 75% inhibition. Urethane, 0,22 M, saturated phenylurea, 
valeronitrile, 0,1 N, valeramide, 0,1 M, and octyl alcohol caused nearly complete 
inhibition; acetonitrile was less effective. Strong inhibitions were caused by 

1 KREBS, JOHNSON: Biochemio. J. 81 (1937), 645. - See also WEIL-MALHERBE: 
Biochemic. J. 81 (1937), 2202. . 

2 ELI,IOTT, GREIG, BENOY: Biochemic. J. 81 (1937), 1003. 
3 WEIL.MALHERBE: Biochemic. J. 81 (1937), 299. - KREBS, JOHNSON: Ibid. 81 

(1937), 645. - ELLIOTT, GREIG: Ibid. 81 (1937), 1021. 
« EMBDEN, OPPENHEIMER: Biochem. Z. 41) (1912), 186. - ANNAU: Hoppe-Seyler's 

Z. physiol. Chem. 224 (1934), 141. - EDSON: Biochemic. J. 29 (1935), 2082. 
5 ~ee also LONG: Biochemic. J. 32 (1938), 1710. 
• BARRON, MILLER: J. bioI. Chemistry 97 (1932), 691. - BARRON: Ibid. 113 

(1936), 695. 
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very low concentrations, 3 X 10-11 M, of quinone, 2,6-dichlorophenol-indophenol 
and other dyes and, in higher concentrations, 10-3 M, by dimethylamine and a 
number of phenols. These substances are believed to inhibit chain reactions l 

but their effects in this case may be directly on the enzyme. 
KREBSS found that Gonococcus, Staphylococcu8 aure'U8 and alb'U8, and Strepto

COCC'U8 faecrili8, (but not a number of other bacteria) brought about a dismutation 
of pyruvate yielding lactate, acetate and CO •. 3 He found that the anaerobic CO. 
evo]ution was, if anything, greater than the aerobic, and he concluded that the 
whole pyruvate metabolism occurred through the dismutation, and that the 
oxygen uptake observed aerobically was due to reoxidation of the lactate produced. 
(The rate of dismutation with Staphylooocc'U8 was increased up to ten times by 
additions of boiled yeast extract, but the cause of this activation was not found.) 

BARRON and LYMAN'" confirmed the dismutation of pyruvate by G!mococc'U8 
and StaphyloCQCC'U8 but showed that aerobically direct oxidation also occurred.1I 

With one strain of StreptococcuB haemolytic'U8 pyruvate was oxidized aerobically 
to acetic acid and CO. while an~robically the dismutation to acetic and formic 
acids occurred. The ratio of the rates of oxidation to dismutation varied con
siderably between GonocaCC'U8, Streptococc'U8 and various strains of Staphylooocc'U8. 
From washed Staphylooocc'U8 aure'U8 an acetone-dried preparation was obtained 
which oxidized pyruvate, lactate and formate, but Waf' unable to cause 
dismutation. 

The O2 uptake of the bacteria with pyruvate could be increased by adding 
thiamin pyrophosphate but not appreciably with free thiamin. The vitamin 
pyrophosphate also accelerated the dismutation slightly. 'IIILLS8 had shown 
that free thiamin added to suspensions of Staphylococc'U8, grown in a medium 
containing minimal .amounts of the vitamin, stimulated both oxidation and 
dismutation of pyruvate. BARRON and LYMAN showed that Staphylooocc'U8 can 
synthesize co-carboxylase and the effects of added free thiamin with Staphylo
OOCC'U8 were attributed to the co-carboxylase synthesized from it. 

DAVID7 found that acetone-dried B. delbrii.ckii were unable to oxidize or ferment 
glucose but could oxidize lactate and pyruvate rapidly. The oxidation of pyruvate, 
unlike that of lactate, did not require the addition of methylene blue as carrier. 
LIPMANN 8 found that this material causes a slow anaerobic dismutation of 
pyruvate but the aerobic oxidation of pyruvate to acetate and CO. is considerably 
more rapid. AUBAGEN8 had shown that co-carboxylase could be separated from 
dried yeast by washing with slightly a1kaline (PH 7,8) phosphate solution. 
Similarly LIPMANN found that extraction of the acetone-dried bacteria with 
phosphate buffer, PH 8, removed the coenzyme of pyruvate oxidation. The 
extracted material, resuspended in Quffer at PH 6, was inactive but could be 
reactivated by the washings or by boiled tissue extracts or by co-carboxylase, 

1 JEU, ALYEA: J. Amer. chem. Soc. 00 (1933), 575. 
2 KREBS: Biochemic. J. 81 (1937), 6(11. 
3 In B. coli pyruvic acid undergoes an internal dismutation yielding acetic and 

fonnic acids. NEUBERG: Biochem. Z. 87 (1914), 90. - COOK: Biochemic. J. 24 (1930). 
1526. - MAZZA, CIMMINO: Arch. Scienze Bioi. (Napoli) 20 (1934), 486. 

, BARRON, LYMAN: J. bioi. Chemistry 127 (1939), 143. 
• The O. uptake was more rapid than the anaerobic CO. evolution. Fluoride did 

not inhibit lactate oxidation nor pyruvate dismutation. but it inhibited pyruvate 
oxidation. HIS inhibited lactate oxidation but not pyruvate oxidation. 

8 HILLS: Biochemic. J. 82 (1938), 383. 
7 DAVID: Biochem. Z. 28'7 (1933), 357. 
S LIPMANN: Enzymologia. (Den Haa.~) 4 (1937). 65. 
9 AUHAGEN: Hoppe-Seyler's Z. physlOJ. Chem. 204 (1932). 149. 
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but not by the free vitamin. Co-carboxylase was extremely active; 1 'Y caused 
an O2 uptake of 35 c. mm. in 30 mins. under the conditions of the test. The coenzyme 
could not be extracted at PH 6, and only incompletely at PH 7, and it seemed 
that the active enzyme-coenzyme complex was not dissociated at PH 6. However, 
increasing amounts of coenzyme gave continually increasing activity. Clear 
evidence of a stoichiometric combination of enzyme and coenzyme was not 
obtained. The increase in rate was not proportional to the amount of coenzyme 
added. 

With washed preparations reactivated with co-carboxylase, anaerobic dis
mutatIon of pyruvate scarcely occurred. But the system with pyruvate reduced 
methylene blue, and COz was evolved in equivalent amount to the dye reduced. 
The optimum PH was about 6; above PH 7 the rate was low. 

It was found that in the absence of free phosphate no oxidation of pyruvate 
occurred. The reaction rate was proportional to the amount of phosphate present 
up to about 5 X 10-3 M. Arsenate could replace phosphate and was, in fact, 
more active. LlPMANl{l has now found that the oxidation of pyruvate by dry 
B. tle1Iwiickii is coupled with esterification of free phosphate.- Phosphorylation 
of added adenylic a:cid occured during the oxidation. 

LIl'MANNl has also found tha.t dismutation of pyruvate can be accelerated 
by adding riboflavin and pe concludes that the dismutation consists of oxidation 
of pyruvate by the pyruvic dehydrogenase system and reduction of pyruva.te by 
lactic· dehydrogenase, with flavin acting as hydrogen carrier between the two 
systems. The pyruvic dehydrogenase plus its coenzyme is involved in 
both cases and phosphate esterification was found to occur also in the dis
mutation. 

LlPMANN3 found that· thiamin is readily reduced by platinum-black and 
hydrogen, or by hydrosulfite. Two H atoms were taken up per molecule and 
an acid group was liberated. This reaction is very similar to those which occur 
with coenzymes I and II. It seems likely therefore that thiamin pyrophosphate 
may behave like the other coenzymes in accepting hydrogen from pyruvate at 
the dehydrogenase. He had observed- that flavinphosphate caused an increase 
in the O2 uptake of dried washed B. tle1Iwiickii plus thiamin pyrophosphate. 
Recently he i has obtained, by treatment of phosphate extracts from the bacteria 
with ammonium sulfate at PH 3, a protein fraction which catalyzes pyruvate 
oxidation only on adding thiamin pyrophosphate and the flavin-adenine-di
nucleotide (prosthetic group of d-amino-acid oxidase, diaphorase, and other 
yellow enzymes). Presumably the protein fraction contains a pyruvic dehydrogen
ase (apo-dehydrogenase) and a protein which forms a yellow enzyme with the 
dinucleotide; the latter enzyme causes reoxidation of the reduced thiamin pyro
phosphate. 

In B. coli, KREBS· has found that the fumarate-succinate system plays an 
important part in mediating the oxidation of pyruvate and other substances. 

1 LIPJU.NN: Nature (London) 148 (1939), 281. 
a Possibly arsenate inhibits phosphorylation and causes the reduction of thiamin

pyrophosphate to proceed without phosphate esterification in the same way as occurs 
witk the triosephosphate-coenzyme I system (see Triosephosphate Dehydrogenase). 

3 LIPMANN: Nature (London) 188 (1936),1097. - LIPMANN, PERLMANN: J. Amer. 
chem. Soc. 60 (1938), 2574. 

, LIPMANN: Enzymologia (Den Haag) 4 (1937), 65. 
Ii LIPMANN: Nature (London) 148 (1939), 436. 
• KREBS: Biochemic. J. 81 (1937), 2095. 
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Fatty acid and other dehydrogenases. 
Acetate was found by THUNBERG 1 and AHLGREN2 to reduce methylene blue 

weakly with washed muscle. Some activity has been observed with alkaline 
phosphate extracts of muscle and liver.a,' Oxidation of acetate occurs rapidly 
in some a.ninial tissues6 and slowly in micro-organisms,·,7 but very little is known 
of the mechanisms responsible. A bimolecular dehydrogenation has often been 
suggested to account for some formation of succinate which occurs when acetate 
is oxidized.? 

PhQsphate extracts Qf rabbit liver3 and guinea pig and frQg muscle! have 
been shown to reduce methylene blue with propionate. With unwashed QX muscle, 
HAHN et al.8 fQund a production of pyruvate frQm prQpionate. QUASTEL et al.9 

shQwed weak methylene blue reductiQn by prQpiQnate and butyrate with bacteria. 
Oxidations Qf butyrate and crotonate by sliced liver have been studied by JOWETT 

and QUASTEL.10 THuNBERG and AIn.GBEN found SQme methylene blue reduction 
by butyrate and valerianate with washed muscle. 

Higher fatty acids. TANGL and BERENDll fQund that mixtures Qf bile and 
pancreas extract brought abQut desaturation of fats. QUAGLIARIELLQ12 fQund 
that bile took up extra oxygen with Na stearate. Cyanide inhibited the O. uptake. 
BEREND13 has purified an enzyme frQm pancreas which causes desaturatiQn Qf 
tristearin or stearate, no. additiQn of bile being necessary. A diluted glycerol 
extract frQm dried pancreas was washed with ether to remove fat and the enzyme 
precipitated with alcohQl. Much protein was removed with 0,5% acetic acid and 
the enzyme extracted with bicarbonate solutiQn. The enzyme was adsorbed Qn 
kaolin and eluted with dilute ammQnia. The unit Qf activity of the enZyme 
was given as that amount which in 12 hQurs increased the iodine uptake Qf 50 mg. 
Qf tristearin by 1 mg. The mQst active eluate contained 2765 unitsjlOO c. cm. 
Active preparations were also Qbtained from liver. Oxygen uptake was not 
studied. 

MAzZA and STOLFIu extracted liver mince with phosphate buffer 'PH 7,5, and 
after shaking the extract (toluene added) for a day with oxygen to use up H 
donators present, obtained extra oxygen uptake when stearate or palmitate was 
added. The Qxygen uptake was inhibited by cyanide and fluoride. Quinone and 
methylene blue could act as H acceptors. Active extracts Qf kidney were also 
obtained.16 With liver extracts dehydrogenation of oleic acid was obtained. 

1 THUNBERG: Skand. Arch. PhysioI. 40 (1920), 1. 
I A.m.GREN: Skand. Arch. PhysioI. 47 (1925), SuppI. 1. 
3 WISHART: Biochemic. J. 17 (1923), 103. 
4 WIELAND, FRAGE: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 186 (1930), 195. 
& See e.g.: ELLIOTT et al.: Biochemic. J. 28 (1934), 1920; 29 (1935), 1937; 81 

(1937), 1003. 
e QUASTEL et al.: Biochemic. J. 19 (1925), 520, 652. - COo.K, STEPHENSON: Ibid. 

22 (1928), 1368. 
7 BUTKEWITSCH, FEDORo.FF: Biochem. Z. 219 (1930), 87. - WIELAND, SOl{DER' 

HOFF: Liebigs Ann. Chem. 499 (1932), 213; 508 (1933), 61. - See FRANKE: EULER's 
Chemie der Enzyme, Bd. II, 3. Teil, S. 501. 1934. 

8 HAHN etal.: Z. BioI. 90 (1930), 231; 92 (1932), 355; Hoppe.Seyler's Z. physiol. 
Chem. 209 (1932), 279. 

• QUASTEL et al.: Biochemic. J. 19 (1925), 520, 652; 20 (1926), 166. 
10 Jo.WETT, QUASTEL: Biochemic. J. 29 (1935), 2143. 
11 TANGL, BEREND: Biochem. Z. 282 (1931), 181. 
n QUAGLIARIELLQ: Atti R. Accad. naz. Lincei, Rend. 18 (1932), 387. 
13 BEREND: Biochem. Z. 280 (1933), 490. 
14 MAZZA, STOI,FI: Atti R. Accad. naz. Lincei, Rend. 17 (1933), 476. 
1& MAZZA: Atti R_Accad. naz. Lincei, Rend. 18 (1933), 461. 
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B. coli were found I to oxidize stearate, oleate, and palmitate; heated bacteria 
were inactive. Methylene blue could act as H acceptor. 

QUAGLIARIELL02 found that slices of adipose tissue can act on higher fatty 
acids oxidizing existing double bonds or forming new double bonds. 

GRANDE 3 found some reduction of 1.naphthol.2.sulphonate.2,6.dichloro. 
phenol by stearate and palmitate with extracts of certain seeds. 

Added to proof: LANG et aZ.' have described an enzyme from animal tissues 
which dehydrogenates higheI- saturated fatty acids and appears to use 
adenylic acid as coenzyme. SUMNER and DOUNCE5 extracted from beans an 
enzyme which oxidizes carotene and unsaturated fats and fatty acids with 
oxygen givin peroxides. 

Gluconate and Glycuronate. LEHMANN 6 found that glycuronare accelerated the 
reduction of methylene blue with washed dried yeast, but phosphate extracts 
from dried yeast were inactive. MULLER 7 has found that gluconate also acts 
as a donator with dried yeast. Extraction of the dried yeast with phosphate 
solution containing 9% NaCI gave preparations which were sometimes active 
with gluconate, sometimes with glycuronate. It was concluded that different 
enzymes were concerned. Cozymase did not seem to activate either enzyme. 

Hydrogenase. 
It has long been known that some bacteria are capable of oxidizing hydrogen 

gas by molecular oxygen 8, 9 and that in certain species nitrate' can replace oxygen.9 

TAUSZ and DoNATH10 found that B. aliplwiicum liquefaciens grown autotrophically 
on hydrogen, oxygen and carbon dioxide, can reduce methylene blue with hydrogen. 

STEPHENSON and STICKLANDll found that washed suspensions of a number 
of bacterial species activate hydrogen to reduce oxygen, methylene bl~, nitrate 
or fumarate. They called the enzyme responsible "Hydrogenase". In the reduction 
of methylene blue, hydrogenase showed optimum activity at PH 6,3. It was not 
inhibited by cyanide. Urethane inhibited it appreciably, and shaking with 
oxygen inactivated it. The enzyme was not found in baker's yeast or in heart 
muscle. 

The production of sulfide by bacteria is well·knownl2 and the reduction 
of sulfate to sulfide by certain bacteria at the expense of organic compounds 
has been shown.13 STEPHENSON and STICKLAND14 found hydrogenase in a sulfate· 

1 MAZZA: Atti R. Accad. naz. Lincei, Rend. 17 (1933), 1086; 20 (1934), 113. 
2 QUAGLIARIELLO: Atti R. Accad. naz. Lincei, Rend. 18 (1933), 461. 
3 GRANDE: Skand. Arch Physiol. 69 (1934), 189. 
& LANG: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chern. 261 (1939), 240. - LANG, MAYER: 

Ibid. 261 (1939), 249; 262 (1939), 120. - LANG, ADICKES: Ibid. 262 (1939), 123. 
CREMER: Ibid. 263 (1940), 240. 

5 SUMNER, DOUNCE: Enzymologia (Den Haag) 7 (1939), 130. 
6 LEHMANN: Biochem. Z. 272 (1934), 95. 
7 MULLER: Skand. Arch. Physiol. 80 (1938), 328. 
B KASERER: Zbl. Bakteriol., Parasitenktmde Infektionskrankh., Abt. II 16 (1906), 

681. - GROHMANN: Ibid. 61 (1924), 256. 
B NIKLEWSKI: Zbl. Bakteriol., Parasitenktmde Infektionskrankh., Abt. II 40 

(1914), 430. 
10 TAUSZ, DONATH: Hoppe-Seyler's physiol. Chern. 190 (1930), 141. 
11 STEPHENSON, STICKLAND: Biochemic. J. 26 (1931), 205. , 
12 BEIJERINK: Zbl. Bakteriol., Parasitenktmde Infektionskrankh., Abt. II 1 

(1895), 1. 
13 VAN DELDEN: Zbl. Bakteriol., Parasitenktmde Infektionskrankh., Abt. II 11 

(1904),81, 113. - ELION: Ibid. 68 (1924),58. -- BAARS: Dissertation. Delft, 1930. 
1& STEPHENSON, STICKLAND: Biochemic. J. 26 (1931), 215. 
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reducing organism hom river mud, and showed that this organism with hydrogen 
could reduce sulfate, sulfite, and thiosulfate, to sulfide. 

SOHNGEN,1. studying methane formed by bacteria from fatty acids, found 
quantitative reduction of Ca formate to methane and Ca carbonate, and FIsCHER 
et al.l found reduction of CO to methane by hydrogen with a culture from mud. 
STEPHENSON and STICKLANnB obtained an organism in pure culture which, 
with hydrogen, reduced CO., CO, formate, formaldehyde, and methyl alcohol 
to methane. Only I-carbon compounds were reduced. The organism also con
tained formic dehydrogenase and hydrogenlyase. Possibly formate was decomposed 
to CO. and HI and the COa was then reduced to methane. Presumably, besides 
hydrogenase, mechanisms for the activation of COs or other substrates are 
necessary for the production of methane. 

Reduction of nitrate to ammonia by some types of bacteria has long been 
known to occur.' WOODS5 found hydrogenase in OZ. welckii and showed that 
washed suspensions of this organism and of one strain of B. coli, with hydrogen, 
could reduce nitrate, nitrite, or hydroxylamine, quantitatively to ammonia. 
Nitrite and hydroxylamine seemed to be intermediate products in the reduction 
of nitrate. STEPHENSON and STICKLAND8 found reduction of nitrate only to 
nitrite with the bacteria used by them. It is evident that othAr mechanisms 
besides hydrogenase are concerned in these reductions. 

QUASTEL et al.7 showed that nitrate can be reduced to nitrite a.t the expense of 
oxidation of va.rious substrates (e.g. lactate). AUBEL' has obtained reduction of nitrate 
t,o NHa with glucose as donator. Such oxido-reductions are presumably carried 
out by the cooperation of a dehydrogenase, a carrier,' and a nitrate activating 
mechanism.Io 

GREEN and STICKLANDll showed that the hydrogenase of B. coli catalyses 
the reaction, Ha;::.=- 2 H' + 2 e, in a completely reversible way. They studied 
the reaction between methylviologen and H. in the presence of the bacteria, 
colorimetrically and potentiometrically, and found that the reduction potential 
was the same as that given by palladium black. The hydrogenase system is the 
most negative reversible redox system described in living cells. 

HydrogenlY8se.12 

The liberation of molecular hydrogen by bacterial action was first studied 
by POPOFF;18 he noticed that hydrogen was produced in the fermentation of Ca 
formate. HOPFE-SEYLER14 showed that equivalent amounts of Ha and CO. were 
liberated from formate. FRANKLAND et at.15 found Ha and CO. among the products 

1 SOHNGEN: &oueil Trav. chim. Pays-Bas 29 (1910), 238. 
B FISCHER, LIESKE, WINZER: Biochem. Z. 286 (1931), 247; 240 (1932), 2. 
3 STEPHENSON, STICKLAND: Biochemic. J. 27 (1933), 1517. 
, STOKLASA, VIDEC: Zbl. Bakteriol., PsrssitenkWlde Infektionskrankh., Abt. II 

14 (1905), 102; 21 (1908), 620, 879. 
Ii WOODS: Biochemic. J. 32 (1938), 2000. 
8 See footnote 11, p. 490. 
7 QUASTEL, STEPHENSON, WHETHAM: Biochemic. J. 19 (1925), 304, 660. 
B AUBEL: C. R. Seances Soc. BioI. Filiales Associees 128 (1938), 45. 
• See GREEN, STICKLAND, TARR: Biochemic. J. 28 (1934), 1812. 

10 QUASTEL, WHETHAM: Biochemic. J. 18 (1924), 519. - STICKLAND: Ibid. 20 
(1931), 1543. 

Jl GREEN, STICKLAND: Biochemic. J. 28 (1934), 898. 
U Review: STEPHENSON: Ergebn. Enzymforsch. 6 (1937), 139. 
18 POPO}'F: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 10 (1875), 113. 
l' HOPPE-SEYLER: Hoppe-Seyler's Z. physioI. Chern. 12 (1876), 1. 
16 FRANKLAND et al.: J. chern. Soc. (London) 61 (1892), 254, 432, 737. 
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of fermentation of carbohydrates by B. ethaceticus and deduced that the gases 
arose in the decomposition of formate which was an intermediate product of 
fermentation; when gas evolution was checked by sealing the vessels, more 
formate was found. PARKES and JOLEYMAN1 found equivalent amounts of CO2 

and HB evolved from glucose or formate by a number of bacterial species grown 
on a medium which contained formate. Yeasts did not liberate gas from formate. 

STICKLAND2 proved that the liberation of hydrogen from formate was not 
due to the activity of formic dehydrogenase. A preparation obtained by treatment 
of B. coli with trypsin, reduced methylene blue actively with formate but could 
produce no free hydrogen. B. typh08US was found to contain the dehydrogenase 
but produced no hydrogen. 

Previous observations on hydrogen evolution had been made with growing 
bacteria. STEPHENSON and STICKLAND3 found that non-proliferating, washed 
B. coli, which had been grown in medium containing formate, liberated COB: 
and Hs from formate. They studied the kinetics of the reaction by manometric 
methods and called the enzyme responsible "Formic hydrogenlyase". 

The possibility that hydrogenlyase action is due to the joint action of formic 
dehydrogenase and hydrogenase was disproved by the facts that B. lacti8 aerogenu, 
grown in the presence of formate, contained hydrogenlyase and formic dehydrogenase 
but no hydrogenase, and B. di8par contained the dehydrogenase and hydrogenase 
but no hydrogenlyase. 

In the presence of 0,03 M formate the optimum PH was 7,0; with 0,01 M 
and lower concentrations the optimum was PH 6,3.' At PH 7, maximum rate 
was reached with 0,1 M formate, half maximum with 0,01 M. Toluene, 1% 
fluoride, 2% urethane, 10-3 M cyanide and CO at 1 atmosphere pressure, in
hibited completely. 

The reversibility of the hydrogenlyase reaction was demonstrated by WOODS." 

H·COOH ~~ Hz + COs· 

B. coli, in bicarbonate buffer in an atmosphere of mixed CO. and H2, used up H2 

and CO. and produced formic acid in equivalent amounts. The rate of this reaction, 
at constant PH, increased with increasing COs pressure up to 0,25 atmosphere. 
Since the amount of bicarbonate had to be varied to maintain constant PH, it 
was impossible to tell whether COli or bicarbonate concentration determined 
the rate. The concentrations of the reactants at equilibrium were determined 
at 25° and 38° and the free energy change (-171 cals.) and heat of reaction 
(-5407 cals.) for the decomposition of formate were calculated. The results 
agreed, within the usual limits, for the values (-742 and -2854 oa]s.) calculated 
from known thermodynamical data. 

FARKAS and YUDKIN,· by experiments with heavy water, attempted to determine 
the course of forme,te decomposition. They found that the reactions 

HCOONa + HIO ~ HCOOH + NaOH; 

HCOOH ~ HI + CO. 

oannot represent the true course but that the decomposition must involve the primary 
production of atoms and radicals. 

1 PARKES, JOLEYMAN: J. chem. Soc. (London) 79 (1901), 386. 
a STICKLAND: Biochemic. J. 28 (1929), 1187. 
a STEPHENSON, STICKLAND: Biochemic. J. 28 (IQ32), 712. 
, STEPHENSON: Ergebn. Enzymforsch. 8 (1937), 143. 
I WOODS: Biochemic. J. 80 (1936), 515. 
• FARKAS, YUDKIN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 116 (1934), 373. 
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The presence of hydrogenlyase in bacteria depends upon the conditions of 
their cultivation. YUDKIN1 found that continous aeration generally completely 
inhibited enzyme production. (Once the enzyme was formed it was not decomposed 
by aeration.) The presence of glucose in the culture medium was necessary with 
B. cloacae and formate or glucose with B. coli or B. lactiaaerogenes. The ptesence 
of formate did not affect the growth of B. coli. and studies2 of the course of 
production of hydrogenlyase.in relation to growth indicated that the production 
of the enzyme was not due to a process of "natural selection". Some constituent 
of broth seemed necessary for the survival of the enzyme in B. coli and B. cloacae 
since active washed suspensions could not be obtained with these bacteria grown 
in glucose-containing inorganic medium. 

Since all substances which yield hydrogen by bacterial action also yield 
formic acid, it has been assumed that hydrogen is liberated only from formate. 
However, STEPHENSON and STICKLAND3 adduced evidence that B. coli with 
glucose can produce hydrogen by some other mechanism. B. coli grown in the 
absence of formate usually produced hydrogen slowly from glucose and none 
from formate, and the action proceded at maximum velocity with 0,01 M glucose 
whereas with formate decomposition, the velocity is halved at 0,01 M formate. 

Hydrogenlyase has not been found in plant or animal tissues nor in yeast 
or moulds. 

Ethylene hydrase, fumarate hydrase. 
FISCHER et al.' found that yeast and bacteria are able to bring about the 

hydrogenation of lX,,B-unsaturated primary alcoho]s, aldehydes, and ,ketones. 
Active extracts of yeast were obtained which hydrogenated compounds such as 
cinnamylalcohol or crotylalcohol at the expense of oxidations by coenzyme 
systems such as the alcohol or hexosemonophosphate dehydrogenase system. 
The ethylene derivative was evidently activated by an "ethylene hydrase". 
It seemed that yellow enzyme could mediate the transfer of hydrogen from the 
substrate + dehydrogenase + coenzyme to the ethylene derivative,since added 
yellow enzyme accelerated the transfer and leuco-yellow enzyme was shown 
to be reoxidized by crotylalcohol and the yeast extract. The reduction of the 
ethylene compounds with the extract could also be brought about by leuco-dyes 
of strongly negative potential. 

FISCHER and EYSENBACHO found that yeast extracts, which contained no 
succinic dehydrogenase (no reduction of methylene blue with succinate), could 
catalyze the reduction of fumarate to succinate by leuco-dyes. The enzyme 
responsible, which they called "fumarate-hydrase", was obtained from dried 
yeast by extraction with water at 37°. Mter discarding a precipitate obtained 
with. lead acetate, the enzyme was precipitated with CO2 and acetone. (The 
method was similar to that used for the preparation of yellowenzyme.6) The 
enzyme was further purified by adsorption on alumina and elution with alkaline 
phosphate, and it was finaUy precipitated by saturation with (NH4)2S04' The 
preparation contained yellow enzyme and alcohol-dehydrogenase. It gave a clear 
yellow solution. 

The enzyme with fumarate rapidly oxidized leuco-yellow enzyme and the 

1 YUDKIN: Biochemic. J. 26 (1932), 1859. 
2 STEPHENSON, STICKLAND: Biochemic. J. 27 (1933), 1528. 
3 STEPHENSON, STICKLAND: Biochemic. J. 26 (1932), 712. 
, FISCHER et al.: Liebigs Ann. Chern. 013 (1934),260; 520 (1935),52; 522 (1935), 1; 

529 (1937), 84, 87. 
5 FISCHER, EYSENBACH: Liebigs Ann. Chern. 530 (1937), 99. 
6 WARBURG, CHRISTIAN: Biochem. Z. 266 (1933), 377. 
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formation of succinate was shown. It is thus evident that fumarate with this 
enzyme can act as hydrogen acceptor, through the yellow enzyme, for all the 
coenzyme-determined dehydrogenase systems. 

The enzyme activity was studied by observing the reoxidation of leuco-Janus 
red by fumarate. It could not be decided whether the enzyme caused fumarate 
to be reduced directly by the leuco-dye or whether yellow enzyme mediated the 
hydrogen transfer, since the enzyme preparations always contained some yellow 
enzyme. Possibly dihydro-coenzymes can reduce fumarate with the enzyme 
directly, but this also cannot be decided until the enzyme can be separated from 
yellow enzyme. Thorough dialysis had no effect on the activity of the enzyme 
preparation, which indica¥ that no dialyzable coenzyme was necessary for 
the hydrase activity. 

Between 10° and 50° the enzyme action had a temperature coefficient of 1,7. 
The optimum PH was about 7,0, but this could not be accurately determined due 
to flocculation of the enzyme above PH 7,5 and change in redox potential of the 
dye in acid medium. 

The rate of reaction was directly proportional to the enzyme concentration. 
The rate did not vary with concentrations of fumarate from 10-1 to 10-4 M and 
only fell off when the fumarate present was less than equivalent to the dye 
present. 

The rate of dye reoxidation was strongly dependent on the redox potential 
of the dye used. The leuco-forms of dyes with Eo' values below -0,20 V, (Janus 
red, Rosindulin GG, methylene violet) were reoxidized at the same rate; those 
with values between -0,20 and -0,08 (nile blue, indigo disulfonate, indigo
trisulfonate) were slowly and incompletely reoxidized, and leuco-indigo tetra
sulfonate (-0,046) and leuco-methylene blue (-0,011) were not reoxidized at all 
although thermodynamically this should be possible and has been shown to occur 
with succinic dehydrogenase as catalyst. 1 Presumably fumarate hydrase contains 
a mechanism of low redox potential. Leuco-yellow enzyme was active with the 
system though its redox potential is only -0,06 V;2 it was assumed that the free 
leuco-flavinphosphate (Eo' = -0,185 V), dissociated from its protein bearer, 
carries out the reduction. 

The fumarate hydrase is distinctly different from succinic dehydrogenase. 
Succinic dehydrogenase with fumarate can reoxidize leuco-methylene blue 
whereas the hydrase cannot. Succinate is known to inhibit the reoxidation of 
leuco-dye by fumarate, but succinate up to 0,5 M did not inhibit the reoxidation 
of leuco-Janus red by fumarate with the hydrase. Malonate, a well-known in
hibitor of succinic dehydrogenase, had no effect on the hydrase. The hydrase 
was not inhibited by cyanide, iodoacetate, or fluoride. 

The hydrase preparations were able to catalyze the hydrogenation of the 
ex,p-unsaturated primary alcohols (crotylalcohol, cinnamylalcohol, geraniol) by 
leuco-Japus-red, but the . rates were considerably lower· than with fumarate. 
Malate was reduced only with cruder preparations, presumably after conversion 
to fumarate by fumarase in the preparations. Maleate was reduced. Mucona,te, 
itaconate, crotonate, cinnamate and oxaloacetate were not reduced. 

Added to tproo/: FISCHER, ROEDIG and RAuca3 find that fumarate hydro
genase, which is present in plants as well as yeast and bacteria, can be 
separated by acid in (NH')2S0, solution into a protein and a prosthetic 
group. Alloxazine-adenine-dinucleotide will act as prosthetic group. 

1 QUASTEL, WHETHAM: Biochemic. J. 18 (1924), 519. 
2 KUHN, BOULANGER: Ber. dtsch. chern. Ges. 69 (1936), 1557. 
3 FISCHER, ROEDIG,RAUCH: Naturwiss. 27 (1939),167; Angew. Chern. 61 (1938), 82. 
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Glyoxalase. 
NEUBBBG I and DAKIN and DUDLEy2 found that plant and animal tissues 

cause added methylglyoxal or phenylglyoxal to undergo an internal oxido
reduction yielding lactic or mandelic acid. 

R'CO'CHO + H 20 -+ R·CHOH·COOH. 

NEUBERG and KOBELs fo.und that the enzyme responsible requires a coenzyme, 
and LoHMANN' sho.wed that this coenzyme is glutathio.ne (GSH). Aqueo.us ex
tracts o.f muscle and liver lo.st their glyo.xalase activity o.n dialysis or aeratio.n; 
the activity of dried yeast and bacteria was also. lo.st on washing, and the activity 
was restored by additions o.f GSH. Oxidized glutathio.ne, cysteine and vario.us 
o.ther co.mpo.unds were inactive. The o.ptimllm PH was 6,5-7,5. 

Jo.WETT and QUASTEL5 found high glyoxalase activity in red blood cells. 
The activity was lo.st on lysis due to dilution of the glutathione o.f the cells. They 
showed that glutathione and methylglyoxal combine to.gether reversibly and 
suggested that this co.mpound 'breaks down to lactate and GSH in the presence 
o.f the enzyme. PLATT and SCHROEDER8 using aceto.ne-dried yeast studied the 
kinetics o.f the reactIo.n and added evidence that the methylglyo.xal-GSH com
pound is the substrate fo.r the enzyme. Io.do.acetate was shown to inhibit glyo.xaiase 
activity by combining with GSH; it had no effect o.n the enzyme. Similar results 
were o.btained with the enzyme in extracts from animal tissues.? 

DAKIN and DUDLEY found that pancreas co.ntains a powerful inhibito.r o.f 
glyo.xaiase activity. This antiglyo.xalase, which was studied by a number o.f 
wo.rkers, was fo.und by GIRSAVICIUS8 to exert its effect by destroying the coen
zyme, glutathione, apparently by a hydrolytic splitting o.f the tripeptide. 
SCHRo.EDER et al.' fo.und that kidney extracts also co.ntain the agent in high 
activity tho.ugh it is no.t active in kidney slices; kidney slices actually sho.W 
strong glyoxalase activity. They proved that kidney antiglyoxalase is an enzyme 
which hydro.lyzes gJutathio.ne witho.ut affecting the enzyme itself. Pancreas 
contained this factor and seemed also to co.ntain another antiglyoxalase which 
acted upon the enzyme itself. 

In early theories on biological lactic acid production from carbohydrate, 
glyoxalase was believed to play an active part, but according to mo.dern theories 
glyoxylase is not necessary for glycolysis and the role of this enzyme is obscure. 

Aminopherases.10 

Trans-aminatio.n. 

BRAUNSTEIN and KIuTZMANN10,l1 have found that a type of reversible oxyda
tion-reduction process, in which a transfer of amino-groups as well as hydro.gen 

1 NEUBERG: Biochem. Z. 49 (1913), 502; 01 (1913), 484. 
S DAKIN, DUDLEY: J. bioI. Chemistry 14 (1913), 155, 423. 
3 NEUBERG, KOBEL: Biochem. Z. 203 (1928), 463. 
, Lo.HMANN: Biochem. Z. 204 (1932), 332. 
6 Jo.WETT, QUASTEL: Biochemic. J. 27 (1933), 486. 
8 PLATT, SCHRo.EDER: J. bioI. Chemistry 104 (1934), 281. 
7 PLATT, SCHRo.EDER: J. bioI. Chemistry 106 (1934), 179. 
8 GIRSAVICIUS: Biochem. Z. 260 (1933), 278. 
B WOODWARD, PLATT MUNRO, SCHROEDER: J. bioI. Chemistry 109 (1935), 11. -

SCHROEDER, PLATT MUNRO, WElL: Ibid. 110 (1935), 181. - SCHROEDER, WOODWARD: 
Ibid. 120 (1937), 209. 

10 Review: BRAUNRTEIN: Nature (London) 143 (1939), 609. 
11 BRAUNSTEIN, KRITZMANN: Enzymologia (DC'nHaag) 2 (1937), 129,; Biochimia 

2 (1937), 242, 860; 3 (1938), 590, 693; 4 (1939), No.2. 
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atoms occurs, takes place in most animal tissues, and in plants and micro-or
ganisms. l •• The following equations represent types of these trans-aminations: 

COOH·CHII·CHNHII·COOH + CHs·CO·COOH ~::>: COOH·CHII·CO·COOH + 
Aspartic acid. Pyruvic acid. Oxaioacetlc acid. 

+ CHs·CHNHs·COOH 
Alanine. 

Glutamic acid. Pyruvic acid. 

~ COOH·CHs·CHs·CO·COOH + CHs·CHNH2 ·COOH 
.. ·Ketoglutarlc acid. Alanine. 

For transamination to occur, one of the reactants must be a dicarboxylic ~-amino
or ~-keto·acid, or a compound having similar electrostatic qualities such as 
phosphoserine, cysteic or homocysteic acid. The other reactant must be an 
~-amino- or ~·keto·acid other than glycine; glycine p- and I'.amino. or keto.· 
acids, simple amines, aldehydes, ketones, and peptides, do not react. The process 
occurs selectively, and possibly exclusively, with the naturall-amino-acids. 

By means of trans-amination reactions, small amounts of amino- or keto
dicarboxylic acids can act as mediators in amino-group transfers between pairs 
of monocarboxylic amino- and keto-acids. In such cases, that is when the con
centration of amino- or keto-dicarboxylic acid is low, the reaction is competitively 
inhibited by saturated dicarboxylic acids (oxalic, malonic, glutaric, adipic).s 

Two different aminopherases have been prepared in cell-free solution. Though 
muscle pulp acts with both glutamic and aspartic acids, KruTzMANN' obtained 
an enzyme preparation, glutamic aminopherase, which acts on glutamic but 
not on aspartic acid. Washed minced muscle was extracted with 1 % KHCOs, 
the extract was warmed to 37° and adjusted to PH 4,2. The material which 
precipitated was suspended in phosphate buffer for use. The enzyme could be 
further purified by filtering the suspension through alundum, coagulating inactive 
protein by heating to 60°, precipitating the enzyme with (NH')2S0 4' and dialyzing. 
The optimum PH for the enzyme activity was 7,5. The second enzyme preparation 
obtained from muscle by KRITZMANN5 (by a method not yet describ3d) acts on 
aspartic acid in the presence of a thermostable activator or coenzyme contained 
in tissue extracts. This preparation also acts on glutamic acid, but KruTzMANN 
mentions a preparation from a vegetable source which acts on aspartic and not 
on glutamic acid. The aspartic aminopherase is more readily extracted than the 
other enzyme and more labile. The glutamic enzyme appears also to depend 
on a coenzyme which is less readily dissociated away. 

In Chapter 6 (Glutamic dehydrogenase) the studies of EULER, ADLER et al.l 
were described which showed that ~-ketoglutaric acid and NHs can undergo a re
ductive combination in the presence of dihydro-coenzymes and glutamic dehydro
genase, yielding glutamic acid. The glutamic acid can then transfer .the amino 
group to various ~-keto-acids. VIRTANEN and LAINE2 indicated that in leguminous 
root nodules, nitrogen, newly fixed as hydroxylamine, combines with oxalo
acetic acid to give oximino-succinic acid which is reduced to aspartic acid. 

1 EULER, ADLER, et al.: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 2M (1938), 61; 260 
(1938), 14, 27, 34. 

2 VIRTANEN. LAINE: Nature (London) 141 (1938). 748. 
3 BRAUNSTEIN: Nature (London) 148 (1939). 609. 
4 KRITZMANN: C. R. (Doklady) Acad. Sci. USSR 21 (1938), 42; Biochimia 3 

(1938), 603. 
5 KRITZMANN: Nature (London) 143 (1939), 603. 



Biological Oxidation-Reduction Catalysts. 497 

The aspartic acid can then transfer the amino-group to other keto-acids. 
The nature of the d-amino-acid oxidase is now well known. BRAUNSTEIN l 

suggests that the oxidative deamination of the natural l-amino-acids may be 
due to co-operation of aminopherases and glutamic and aspartic dehydrogenases 
in the presence of catalytic amounts of the respective dicarboxylic acids. 

Oxidation and reduction of inorganic materials. 
A great variety of oxidations and reductions of inorganic materials can be 

brought about by various types of bacteria.· Oxidations of sulfur, sulfide, thio
sulfate, thiocyanate, ferrous salts, ammonia, nitrate and carbon monoxide (also 
methane) and reductions of carbon dioxide, nitrate, sulfate, selenate, selenite, 
tellurite and phosphate are well-known. Nitrogen fixation involves nitrogen 
reduction; photosynthesis by plants and bacteria involves COli reduction. Little 
is known of the mechanisms concerned in these reactions and in many other 
oxido-reductions and discussion of them is beyond the scope of this review. 

Chapter 8. Catalytic Systems Involving Intermediate 
Metabolites. 

While certain non-enzymic substances, such as the cytochromes and the 
pyridine-nucleotide coenzymes, are known only as hydrogen carriers between 
oxidizing and reducing systems, it has lately been realized that some substances, 
which were known principally as intermediate products of the breakdown of 
foodstuffs, also take part in the catalytic processes which bring about energy 
yielding oxidations of such foodstuffs. 

The four carbon dicarboxylic acid (C.) system of SZENT-OYl)RGYI.3 

Most of the work on this subject by the SZENT-GYOBGYI school was done with 
coarsely minced pigeon breast muscle or with fine dispersions of muscle, this 
material being chosen on account of its high respiratory activity and ready 
availability. 

The succinate-fumarate theory. 
The evidence of cyanide inhibition and spectroscopic studies has shown that 

most of the oxygen uptake of the cell takes place through the a.ctivity of the 
"respiratory enzyme" of W ARBUBG, or cytochrome oxidase, which oxidizes 
cytochrome (the !arious cytochromes being spoken of collectively), the cyto .. 
c~me bemg reduced again by other constituents of the cell. But suooinate 
with its specific dehydrogenase was, until recently, the only dehydrogenase 
system known to reduce cYtochrome. Succinic ~hydrogenase is remarkably 
active in many tissues and GOszy and SZENT-GYOBG~ suggested thatsuccina.te
fumarate with the dehydrogenase acts as a link between other metabolites and 
the cytochrome-cytoohrome oxidase system. (This system will be referred to 
as the WKS, the WARBUBG-K1m.rN System.) They suggested that the meta-

1 Review: BRAUNSTEIN: Nature (London) 148 (1939), 609. 
I See STEPHENSON: Bacterial Metabolism. London, 1939. 
3 Review: SZENT-GYOBGYI: Studies on Biological Oxidation. Leipzig: J. A. Barth, 

1937. 
, GOSZT, SZENT-GYORGYI: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 21!4 (1934-), 1. 

Hdb. d. Katalyse, III. 32 
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bolites activated by their dehydrogenases reduce fumarate to succinate which 
is then reoxidized by the WKS. 

SZENT-GYORGYI et al.1 , 2 found that the respiration of muscle suspensions was 
increased, or rather stabilized at the initial high rate, by the addition of a little 
fumarate, whereas it fell off otherwise, apparently as a result of 1088 by diffusion 
into the medium of fumarate originally present in the tissue. The added fumarate 
was not oxidized away. Addition of malonate, a specific inhibitor of succinic 
dehydrogenase, diminished the rate of respiration. 

The malate-oxaloacetate theory. 
However, it was found that the malonate inhibition could be overcome by 

, adding fumarate. That is, with added fumarate, respiration continued at the 
normal rate in spite of the inhibition of succinate oxidation. Since this observation 
seemed to disprove the succinate-fumarate theory, SZENT-GYORGYI etal.2 suggested 
that the 0 4 acids derived from fumarate could act as catalysts. They found that 
oxaloacetate behaved like fumarate in stabilizing the respiration. Reduction of 
added oxaloacetate, to give fumarate and malate, occurred very rapidly in the 
tissue. Oxidation of added fumarate to oxaloacetate could be detected when the 
reducing mechanisms were partly inhibited by arsenite or when the oxaloacetate 
formed was fixed by hydrazine. From the muscle tissue a strongly active "fumarate" 
(malate)3 dehydrogenase preparation was obtained. So it was suggested that the 
ma1ate3-oxaloacetate oxidation acted catalytically. This system, however, does 
not react directly with the WKS, but a thermolabile "Zwischensubstanz'" 
appeared to be present which acted as intermediate hydrogen transporter between 
malate-oxaloacetate and the WKS. 

The united theory. 
Neither of these two theories took into account the wide distribution and 

high activity of the non-oxidizing enzyme, fumarase, which establishes an equilib
rium between fumarate and malate. Fumarase was present in all the tissue 
preparations used.. But by uniting5 the two theories, all the observations could 
be fitted together, especially since an explanation of the fumarate + malonate 
effect was found. According to this theory the hydrogen from the tissue donators, 
activated by the relevant enzymes, reduces oxaloacetate to malate under the 
influence of malic dehydrogenase. The malate, still activated by its dehydrogenase, 
is then reoxidized to oxaloacetate and the hydrogen is transferred to fumarate, 
activated by succinic dehydrogenase. Coenzyme I presumably mediates these H 
transfers. The succinate formed, still activated by its dehydrogenase, is re
oxidized to fumarate by the WKS. The united theory is represented as follows. 
(See Chapter 1 page 317 for a different method of representing it.) 

1 GOszy, SZENT-GYORGYI: Hoppe-Seyler's Z. physio!. Chem_ 224 (1934), 1. 
2 ANNAU, lJANGA, GOszy, HUSZAx, LAKI, STRAUB, SZENT-GYORGYI: Hoppe

Seyler's Z. physiol. Chern. 286 (1935), 1. - ANNAU, BANGA, BLAzs6, BRUCKNER, 
LAKJ, STRAUB, SZENT-GYORGYI: Ibid. 244 (1936), 105. - See also: STARE, BAU
HANN:, Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 121 (1936), 338. 

a At first it was believed. that fumarate, not malate, was oxidized to oxaloacetate. 
See however, GREEN: Biochemic. J. 80 (1936), 2095. - LAKI: Ibid. 81 (1937), 1113. 

4 Though SZENT-GYORGYI [Hoppe-Seyler's Z. physio!. Chern. 244 (1936), 105, see 
p.107] later considered. the evidence for the existence of the "Zwischensubstanz" 
to have been incorrect, such a. catalyst, diaphorase, is now known to exist. 

6 LAKI, STRAUB, SZENT-GYORGYI: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 247 (1937), 1. 
- SZENT-GYORGYI: Ibid. 249 (1937), 211. 
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COOH COOH COOH COOH 
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CO HCOH CH CHi 
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Oxaloacetlc. MaI1c. Fumaric. Succinic. 
Activation by malic Activation by succinic 

dehydrogenase. dehydrogenase. 

Fumarase established an equilibrium between fumarate and malate maintaining 
the right proportions of these substances. 

Measurement of the redox potential of malate·oxaloacetate1 and experiments 
with isolated systems2 showed that such stepwise oxidations are thermodynam. 
ically possible. STRAWs demonstrated the transfer of hydrogen from malate to 
cytochrome through fumarate·succinate. 

The difficulty over the malonate + fumarate effect was explained as follows.~ 
Malonate inhibits succinate oxidation because, while it is not itseH oxidized, 
it is more readily adsorbed on the dehydrogenase than is succinate. But fumarate 
has a greater affinity for the enzyme than has malonate, so it can be adsorbed, 
activated, and reduced to succinate. The succinate formed does not in general 
leave the enzyme surface before it is reoxidized by the WKS. Some succinate 
must escape, and, being unable to compete with the malonate for return to the 
enzyme surface, it accumulates. In this way the fumarate is gradually removed 
from activity and inhibition of respiration sets in early if there is only the original 
trace otfumarate in the tissue, but no inhibition occurs for ~ long time if excess 
fumarate is added. 

BANGAi fractionated ground muscle suspensions. She obtained a sediment con· 
taining the WKS, succinic and malic dehydrogenases, and other enzymes, and 
a fluid containing the thermostable donator, coenzymes~ and an "activator". The 
"activator" was a protein which was separated by repeated acetone precipitation 
and appeared to be the dehydrogenase of the donator. The donator could be 
replaced by hexose mono· or di· phosphate, which is split prior to dehydrogenation 
into triosephosphate.7 Washed enzyme suspension + crude coenzyme + activo 
ator + hex08ephosphate gave a system which respired strongly especially if 
an extra trace of fumarate was added, but the oxygen uptake rate varied and 
usually was not equal to that of normal respiration. But on adding yellow enzyme 
the oxygen uptake reached a very high rate. It was believed that yellow enzyme 
was necessary to mediate the transfer of H from the malate·oxaloacetate system 

1 LAKI: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem. 249 (1937), 63. 
I GREEN: Biochemic. J. 80 (1936), 2095. 
3 STRAUB: Hoppe·Seyler's Z. physiol. Chern. 249 (1937), 189. 
, DAS: Biochemic. J. 81 (1937), 1124. - STRAUB: Hoppe.Seyler's Z. physiol. 

Chem. 249 (1937), 189. 
a BANGA: Hoppe.Seyler's Z. physioI. Chem. 249 (1937), 183, 205. - See also: 

GREVILLE: Biochemic. J. 81 (1937), 2274. 
• GBEVILLE found that Mg ions are necessary for proper respiration. Preswnably 

these were present in the coenzyme fraction. 
7 BANGA and SZENT·GyORGYI [Hoppe. Seyler's Z. physiol. Chem. 262 (1938), 275] 

have shown that hexosediphosphate is rapidly split to triosephosphate by zymo· 
hexa.se in the sediment. Triosephosphate can replace hexosediphosphate in the syStem, 
the O. uptake, oxaloacetate reduction, and methylene blue reduction by triose· 
pho~hate ocurring at about the same rate as with hexosediphosphate. The "activ· 
ator' contains triosephosphate dehydrogenase and also a usually less active "'. 
glycerophosphate dehydrogenase. 

32· 
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to the fumarate-succinate system and that traces of yellow enzyme already 
present in the mixture accounted for the activity when no extra yellow enzyme 
was added. Yellow enzyme has a redox potential between those of succinate
fumarate and malate-oxaloacetate, it is reduced by the malic system, and LAxIl 
showed that it is oxidized by fumarate with succinic dehydrogenase. It has since 
been shown 2 that fumarate + succinic dehydrogenase can oxidize dihydro
coenzyme; in malate oxidation coenzyme is reduced to dihydro-coenzyme and 
there does not seem to be any absolute necessity for yellow enzyme to mediate H 
transfer. Possibly interpolation of yellow enzyme, or diaphorase, between coen
zyme and fumarate may facilitate H transport. 

Dye reduction. 
STRAUB and BANGA3 have shown that C, substances mediate not only oxygen 

uptake via the WKS but also the reduction of methylene blue and other dyes 
by unwashed muscle, liver, or kidney tissues, or by washed tissue + "activator" + 
+ coenzyme + hexosediphosphate. If the succinic dehydrogenase was inhibited 
by malonate, or if a dye of redox potential too negative to be reduced by succinate, 
but reducible by malate, was used, reduction still occurred but was slower. A 
remarkable observation followed. With such a negative dye the rate of reduction 
was accelerated by malonate; the fumarate formed by reduction of oxaloacetate 
evidently accepted H from the reduced dye, i.e. reoxidized it, unless the fumarate
succinate system was inhibited by malonate. 

BANGA found that malonate often had no effect on the rate of methvlene 
blue reduction by well washed tissue + "activator" + coenzyme + he';cose
diphosphate. However, after dialysis of the tissue addition of a trace of fumarate 
accelerated it, and malonate inhibited. It seemed that, even after washing, 
traces of C, remained in the tissue (not enough for normal respiration) and these 
could only be removed by prolonged dialysis and that the dye reduction, which 
is slower than O2 uptake, is limited not by the C, system but by other factors. 
SZENT-GYORGYI' believes that succinate-fumarate and malate-oxaloacetate are 
firmly held by the enzymes in a permanently activated condition, that in each 
case they were dealing not with a dehydrogenase and substrate but with a 
"transportase" consisting of a protein (the dehydrogenase) and a prosthetic 
group (C, compound). Like the prosthetic group of the yellow enzyme, C, can 
dissociate off. When excess of succinate, for instance, is present, the succinate 
will continually displace fumarate from the dehydrogenase and rapid oxidation 
of succinate to fumarate can occur. 

It is not yet known whether many other cases of dye reduction by dehydro
genases with coenzymes and their substrates actually take place through the C, 
system. Recently ANNAUo has shown that succinate is necessary in the reduction 
of methylene blUe by pyruvate with washed tissue suspensions. 

PASTEUR reaction. 
In the light of this work SZENT-GYORGYIII proposed an hypothesis to explain 

why, in many tissues, lactic acid accumulates under anaerobic conditions but 

1 LAKI: Hoppe-Seyler's Z. physio!. Chern. 249 (1937), 61. 
2 DEWAN, GREEN: Biochemic. J. 81 (1937), 1074. 
3 STRAUB: Hoppe-Seyler's Z. physio!. Chern. 249 (1937), 189. - BANGA: Ibid. 

249 (1937), 200. . 
, SZENT-GYORGYI: Hoppe-Seyler's Z. physio!. Chern. 249 (1937), 211. 
5 ANNAU et al.: Hoppe-Seyler's Z. physio!. Ohern. 247 (1937), 248; 208 (1938), 

127; 267 (1939), 111. 
II SZENT-GYORGYI: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 244 (1936), 105. 
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not under aerobic conditions (PAS'.I;EUR Reaction). LAKIl showed that when 
oxaloacetate was added to muscle extract it was reduced to fumarate and malate 
while pyruvate was formed by oxidation of a donator, presumably triose (triose
phosphate). The pyruvate was later oxidized away. Pyruvate is also known to 
be an intermediate in anaerobic lactate formation from carbohydrate (via triose
phosphate). It was therefore assumed that, under both anaerobic and aerobic 
conditions, tissues cause triosephosphate to be dehydrogenated, losing 2 H atoms, 
and rearranged to give pyruvate. Anaerobically pyruvate itseH accepts the 2 H 
atoms giving lactate. Aerobically oxaloacetate takes up the hydrogen giving 
malate, but this is re-oxidized by the fumarate-succinate-WKS-02 system so that 
a supply of oxaloacetate is maintained. The pyruvate aerobically undergoes 
further oxidation to CO2 and H.O and resynthesis to carbohydrate. DAS2 and 
LAKI,3 who consider the lactic and malic dehydrogenases of animal tissues to 
be identical, find that oxaloacetate has a greater affinity for the enzyme than has 
pyruvate, and so would be reduced preferentially to pyruvate as long as the 
supply of oxaloacetate is maintained. 

Salt and tissue eoncentration effects. 
The respiration of minced tissues and the effect of fumarate are considerably 

affected by the composition of the medium. With minced muscle, liver, and 
kidney, STRAUB and ANNAu4 had found the effects less marked in RINGER solution 
than in plain phosphate buffer, but this was probably due to the fact that the 
RINGER solution contained Ca, whereas the phosphate buffer did not. Ca in very low 
concentration inhibits the respiration and fumarate effect with minced tissues.6, 8, 7 

With disintegrated liver, ELLIOTT and·ELLIO~ found that the respiration was 
low and fumarate had no effect unless an adequate concentration of univalent 
anion (normally chloride) was present in the medium. The effects of NaCI and 
malate only occurred when the suspension of tissue was fairly concentrated, about 
1/10 on wet weight. With more dilute suspensions, other components of the 
respiratory system were apparently diluted to less than the optimum con
centration.s 

The system in various tissues and the metabolites oxidized through the 
system. 

Most of'the work on this subject has been done with pigeon muscle, but 
the main observations have been confirmed with liver and kidney, by ANNAu9 

and BANGA10 and by STARE.n Malonate inhibits the respiration of minced liver 
and kidney, and small amounts of added fumarate cause large increases in, and 
stabilization of, the respiration rate of these tissues. Fumarate is oxidized to 
oxaloacetate and added oxaloacetate is rapidly reduced to' malate. Liver and 

1 LAKI: Hoppe·Seyler's Z. physioI. Chern. 244 (1936), 142. 
2 DAs: Biochemic. J. 31 (1937), 1124. 
3 LAKI: Hoppe.Seyler's Z. physioI. Chern. 249 (1937), 57. 
, S'fRAUB, ANNAU: Hoppe.Seyler's Z. physioI. Chern. 236 (1936), 42, 58. 
G GREVILLE: Biochemic. J. 30 (1936). 877. - KREBS. EGGLESTON: Ibid. 32 

(1938). 913. 
8 J.~LLIOTT. ELLIOTT: J. bioI. Chemistry 127 (1939), 457. 
7 Ca" had no effect on intact diaphragm (GREVILLE) or on sliced liver or kidney 

(KREBS; ELLIOTT. ELLIOTT). 
8 See also: KREBS. EGGLESTON: Biochemic. J. 32 (1938). 913. 
I ANNAU: Hoppe.Seyler's Z. physioI. Chern. 236 (1935), 58. 
10 BANGA: Hoppe·Seyler's Z. physioI. Chern. 201-1 (1936). 130. 
11 STARE: Biochpmic. J. 30 (1936). 2257. 
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kidney suspensions behaved similarly to muscle in the reduction of dyes.! GBE
VILLE2 showed fumarate and malonate effects with sliced brain and intact dia
phragm.. Nitrophenols increase tissue respiration and GBEVILLE indicated that 
the extra. respiration also goes through the fumarate system. 

SZENT-GYOBGW considers it probable that not all metabolites are oxidized 
through the whole C, system. Some may reduce fumarate to succinate directly 
without the mediation of oxaloa.cetate-malate. Lactate, for instance, has about 
the same redox potential as malate and so would not be expected to reduce 
oxaloacetate. 

The expe~ents of BANGA' with fractionated tissue materials showed that 
hexosephosphates (triosephosphate) and, usually less actively, lX-glycerophosphate 
are oxidized through the system. She also mentioned that alcohol, citrate, and 
lactate were oxidized by the system and their oxidation inhibited by malonate, 
but whether oxidation of these substances required the whole system, or only 
fumarate-succinate, was not determined. ANNAUIi showed that the presence of 
fumarate is necessary for the normal oxidation of pyruvate by liver sus
pension. 

Determinations of R. Q.6.7.8 and acid disappearance7 have shown that, 
with minced tissues, the effect of added fumarate or malate is almost entirely 
catalytic, though, when larger amounts of these substances are added, they 
are themselves oxidized away to some extent.9 Usually the R. Q. is about unity 
indicating that mostly carbohydrate materials are being oxidized. GBEVILLE8 

showed that fumarate is concerned in the oxidation of glycogen by muscle dis
persions but that normally not more than 70% of the respiration brought about 
by fumarate is due to oxidation of carbohydrate. With livers of fasted rats 
ELLIOTT and ELLIOTT 7 found low R. Q. values for the extra respiration caused by 
adding malate, indicating that added malate was catalyzing the oxidation of 
non-carbohydrate material, probably fat derivatives. 

What proportion of the normal respiration of v~ous tissues is carried through 
the C" system is not decided. BANGAIO found that certain malignant tumors 
reduce oxaloacetate (or pyruvate) scarcely at all. BLAzs611 found the same with 
embryo tissue. ELLIOTT et al.llI found that certain tumors are deficient in succinic 
dehydrogenase. However, BOYLAND and BOYLAND13 found slight effects of fum
arate and malonate with different tumors. ELLIOTT et al.,14 in studies with sliced 
tissues, showed that the C4 substances are rapidly oxidized away by kidney 

1 STRAUB: Hoppe-Seyler's Z. physioi. Chem. 249 (1937), 189. 
2 GREVILLE: Biochemic. J. 80 (1936), 877. 
3 SZENT-GYORGYI: Hop:e.e-Seyler's Z. physiol. Chern. 249 (1937), 211. 
, BANGA: Hoppe-Seyler s Z. physiol. Chem. 249 (1937), 183. - BANGA, SZENT

GYORGYI: Ibid. 262 (1938), 275. 
5 ANNAU. Hoppe-Seyler's Z. physioi. Chem. 244 (1936), 145. 
8 STARE, BAUMANN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 121 (1936), 338. - BANGA: 

Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 244 (1936), 130. 
7 ELLIOTT, ELLIOTT: J. bioI. Chemistry 127 (1939), 457. 
8 GREVILLE: Biochemic. J. 81 (1937), 2274 . 

. • See also: STRAUB: Hoppe-Seyler's t;. physiol. Chern. 236 (1935), 42. - INNES: 
Biochemic. J. 80 (1936), 2040. - ANNAU, STRAUB: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem_ 
247 (1937),252. 

10 BANGA: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 244 (1936), 130. 
11 BLAzs6: Hoppe-Seyler's Z. physioi. Ohern. 244 (1936), 138. 
12 ELLIOTT, GREIG: Biochemic. J. 82 (1938), 1407. - ELLIOTT, BENOY, BAKER: 

Ibid. 29 (1935), 1937. 
13 BOYLAND, BOYLAND: Biochemic. J. 30 (1936), 224. 
14 ELLIOTT etal.: Biochemic.J. 28 (1934),1920; 29 (1935),1937; 81 (1937),1003; 

83 (1939), 443. 
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cortex, but, with liver and all other sliced tissues tried, added fumarate had 
little effect on the respiration. However, negative results with sliced tissues do 
not disprove a catalytic role of 04' In sliced tissues the cells can probably retain 
their original optimal supply of 0 4, Added malate might be oxidized to oxalo
acetate to a small extent but any accumulated oxaloacetate would inhibit further 
malate oxidation, and the rate of respiration would continue to be limited by 
the rate at which oxaloacetate is reduced by donator systems or otherwise removed. 
Nearly all tissues, except certain tumors, contain enough succinic dehydrogenase 
and WKS to account for the whole normal respiration through the 0 4 system.l 

KREBS2 produced evidence that in B. coli fumarate catalyzes the oxidation 
of glucose, malate, lactate, acetate, glycerol, glyceraldehyde, butyrate, pyruvate, 
acetoacetate, l( + )glutamate and molecular hydrogen. The oxidation of lactate, 
malate, and formate was not necessarily catalyzed by fumarate but most of the 
aerobic oxidation of the other substances seemed to be mediated by fumarate
succinate. Oxaloacetate also appeared to be a hydrogen carrier. 

It is now known that diaphorase, coenzyme factor, makes possible the transfer 
of hydrogen from donators, activated by coenzyme-determined dehydrogenases, 
directly to the WKS without the mediation of the 0 4 system. Though most 
diaphorase preparations contain succinic dehydrogenase, POTTER3 has recently 
found that malonate does not inhibit. oxidation of dihydro-coenzyme by a dia
phorase preparation (containing cytochrome and cytochrome oxidase) and additions 
of fumarate did not accelerate diaphorase action. There does not seem, therefore, 
to be any necessity for the 0 4 system. Nevertheless there is sufficient evidence 
to show that the 0 4 system does playa part in respiration and the relation between 
mediation by the 0 4 system and by diaphorase remains to be determined. 

The Citric Acid Cycle of KREBS. 

KREBS et al.' found that added citrate or isocitrate behaved similarly to the 0 4 

substances in catalytically promoting the respiration of pigeon muscle suspensions, 
especially if glycogen, hexosediphosphate or IX-glycerophosphate was also added. 
MARTIUSS had shown that a liver preparation causes the conversion of citrate 
through cisaconitate to isocitrate and that this is oxidized, probably via oxalo
succinate, to IX-ketoglutarate. IX-Ketoglutarate was believed to be oxidizable to 
succinate which in turn can be further oxidized to fumarate and oxaloacetate. 
Since citrate promoted respiration catalytically, that is, caused a greater O2 

uptake than its own oxidation could account for, KREBS and JOHNSON believed 
that citrate was oxidized and regenerated. When arsenite or malonate was added, 
it was found that citrate disappeared. Arsenite inhibits the oxidation of· IX-keto
acids and, in the presence of arsenite, accumulation of .x-ketoglutarate in the 
expected amount was found. With malonate, to inhibit succinat.e oxidation, 
the expected amount of succinate was found. Finally, on incubating oxaloacetate 
with minced muscle anaerobically, they found a synthesis of citrate. The two 
additional 0 atoms were presumed to have come from carbohydrate derivatives. 
They suggested therefore that a cycle of reactions takes place according to the 

1 ELLIOTT, GREIG: Biochemic. J. 32 (1938), 1407. For further discussion of the 
effects of fumarate and succinate with sliced tissues, see GREIG, MUNRO, ELLIOTT: 
Biochemic. J. 33 (1939), 443. 

2 KREBS: Biochemic. J. 31 (1937). 2095. 
3 POTTER: Nature (London) 143 (1939), 475. 
, KREBS, JOHNSON: Enzymologia (Den Haag) 4 (1937), 148. - KREBS, EGGLE

STON: Biochemic. J. 32 (1938),,913. 
5 MARTIUS: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 247 (1937), 104. 
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following diagram, the net effect of which is the complete oxidation of the carbo
hydrate derivative 

Carbohydrate derivative 

oxaloacetatc -~ ~----~-~ citrate 

i I ~---~~~ - -~ 

malate I or cisaconit.ate 

i --~ ,j. e-~ 

fumarate isocitrate 

t 
succinate oxalosuccinate 

t (X-ketoglutarate +----~~-j 

According to this scheme, succinate can arise from added oxaloacetate both by 
oxidation via citrate or by reduction via malate. As was therefore to be expected, 
they found that aerobically, added malonate increased the yield of succinate 
from oxaloacetate by prcventing further oxidation, while anaerobically, malonate 
decreased the yield of succinate by interfering with fumarate reduction. All the 
substances of the citric add cycle were equivalent in maintaining the respiration 
of muscle mince. The cycle appeared to be active also in brain, liver, kidney, 
and testis, but not in yeast or B. coli. 

KREBS and EGGLESTON 1 found that boiled muscle extract,2 presumably 
containing coenzymes and donators, sometimes increased the effect of adding 
substances of the cycle and that the addition of traces of insulin3 with the muscle 
extract caused a further great increase in the respiration of minced musele. 'fhe 
effect, which was most marked with citrate, appeared more as a stabilization 
of the initial high rate over a long period than as an actual increase in the init
ial rate. 

KREBS' theory has been criticized by BREUSCH.' BREUSCH confirmcd thp 
transformation of citrate to <x-ketoglutarate, but he was unable to confirm the 
synthesis of citrate from oxaloacetate and donator substances. He indicated that. 
the citrate found arose artificially from a condensat.ion product which is formed 
when oxaloacetate is neutralized in strong solution. Also he found that citrate 
added to the tissue disappeared without regeneration. 

ELLIOTT and ELLIOTT5 found that the respiration of liver suspensions (in the 
presence of proper NaCI concentration) was approximately equally accelerated 
by small additions of lactate a,nd pyruvate as well as by citrate and the other 
members of KREBS' cycle. It seems likely that added citrate, <x-ketoglutarate, 
and pyruvate, are oxidized yielding the C4 substances, and that the C1 substa,nces 
formed act as cata,lysts in the manner suggested by SZENT-GYORGYI. The relation 
of iUlSulin to the catalytic system is not yet known. 

Added to prool: In later papers KREBS6 has shown that added pyruvate is oxi
dized through the citric acid cycle in pigeon muscle and he has indicated that pyru-

1 KREBS, EGGLESTON: Biochemic. J. 32 (1938), 913~ 
2 Also STARE, BAUMANN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 121 (1936), 338. -

GREVILI_E: Biochemic. J. 31 (1937), 2274. 
a Zn insulinate could not be used since traces of Zn inhibited tho reRpiration. 
4 BnEuscII: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 250 (1937), 262. 
5 J<:LLIOTT, ELLIOTT: J. bioI. Chemistry 127 (1939), 457. 
S KnEB:",EGGLESTOX: Bioelwmic. J.34(1940),442. - KREBS: Ibid.34(1940),460,775. 
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va.te is the normal carbohydrate derivative which undergoes this mode of break
down in the tissue. He harmonizes his theory with that of SZENT-GYORGYI by in
dicating that the oxidations involved in the citric acid cycle are mediated by 
oxaloacet.ate-malate in the manner suggested by the SZENT-GYORGYI school. 

Keto-Acids - Hydroxy-Acids. 
Tissue slices cause the oxidation of added lactate primarily to ,pyruvate, 

but added pyruvate becomes partly reduced to lactate. 1 KREBS and JOHNSONa 
and ELLIOTT et al.1 pointed out that the lactate-pyruvate system may act as a 
mediator of H transport between systems which reduce pyruvate and the system 
which reoxidizes lactate. 

In the anaerobic dismutation of pyruvate by tissues and by bacteria, one 
molecule of pyruvate is oxidized to acetate and CO2 while another molecule 
of pyruvate accepts hydrogen, being reduced to lactate (see Chapter 7, Pyruvic 
Dehydrogenase). The lactate can be reoxidized to pyruyate and the cycle can be 
repeated. Pyruvate thus acts as a carrier for the oxidation of pyruvate itself. 

Pyruvate + pyruvate + HaO - lactate + acetate + CO2, 

Lactate + 1/2 O2 - pyruvate + H 20. 
~sides pyruvate, other keto-acids may act as carriers. In various sliced tissues 
KREBS and JOHNSON showed the occurrence of dismutative oxidations of pyruvate 
by acetoacetate and oxaloacetate, these substances being reduced to p-hydroxy
butyrate and malate respectively. Further, .x-ketoglutarate could be oxidized 
by acetoacetate giving succinate, CO2, and p-hydroxybutyrate. WEIL-MA!.nERBE3 
showed the dismutation of .x-ketoglutarate with itself in brain tissue, succinate, 
CO2 and .x-hydroxyglutarate being formed. All these reduced substances, lactate, 
P-hydroxybutyrate, .x-hydroxyglutarate and malate, are known to be re-oxidiza hIe 
by tissues under aerobic conditions and the systems concerned in the reductions 
and re-oxidations have been considered in previous sections. 

These dismutations were shown to occur anaerobically. It is probable that 
t.hey also occur in the presence of oxygen and that keto-hydroxy-acid mediates 
aerobic oxidation of keto-acids. However, direct oxidation of keto-acids certainly 
takes place as well (see section on Pyruvic Dehydrogenase). 

The probable carrier function of keto-hydroxy-acids is not limited to oxida
tions of keto-acids themselves. In Chapter 6 dismutations whereby pyruvate 
and oxaloacetate accept hydrogen from triosephosphate, .x-glycerophosphate 
ahd p-hydroxybutyrate were discussed. The oxaloacetate-malate reaction is an 
essential part of SZENT-GYORGYI'S scheme and is probably involved in a variety 
of oxidations. It is evident that other keto-acids may playa similar role. 

Other Systems. 
The process whereby glutamate-.x-ketoglutarate and aspartate-oxaloacetate act 

as transporters of amino groups between amino- and .x-keto-acids by transamination 
was discussed in Chapter 7 and under Glutamic Dehydrogenase in Chapter 6. 

The suggestion of KREBS4 that formate-bicarbonate acts as a mediator of hydro
gen transfer in bacterial oxidations (see Chapter 1 page 318) should also be mentio
ned in this section. There is no direct evidence for this interesting possibility. 

1 ELLIOTT, GREIG, BENOY: Biochemic. J. 31 (1937), 1003. 
2 KREBS, J OlINSON: Biochemic. J. 31 (1937), 645. 
3 WEIL-MALHERBE: Biochemic. J. 31 (1937), 2202. 
t KREBS: Biochemic. J. 31 (1937). 2095. 
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I. Gescbicbtlicher Oberblick fiber die Entwicklung der 
Virusforscbung. 

Als ViruBstofte bezeichnet man filtrierbare, Krankheiten iibertragende 
Agenzien, die kleiner sind als die im Lichtmikroskop nachweisbaren Mikro
organismen und die sich im Gegensatz zu den meisten Mikroorganismen nicht 
auf kiinstlichen Nahrboden, sondem nur in einem intakte und lebende Zellen 
enthaltenden Medium kultivieren lassen. Man identifiziert und unterscheidet 
Virusstoffe durch die Krankheiten, die sie hervorrufen. 

Die Anfange der Virusforschung gehen auf IWANOWSKI1 zuriick, der im 
Jahre 1892 feststelIte, daB der Saft mosaikkranker Tabakpflanzen auch nach 
Filtration durch ein CHAMBERiLAND-Filter noch infektiOs war, obwohl solche 
Filter alle bis dahin bekannten Lebewesen zuriickhielten. Eine einleuchtende 
Erklarung fiir die Erscheinung, daB auch durch Hartfilter filtrierte Fliissigkeiten 
infektioses Material enthalten, konnte IWANOWSKI nicht geben. 

BEIJERINK,2 der 6 Jahre spater die Versuche von IWANOWSIU nachpriifte, 
konnte eindeutig feststelIen, daB der Saft mosaikkranker Tabakpflanzen, durch 
Porzellanfilter filtriert, infektios, aber mikroskopisch und kultureIl steril war, 
daB eine kleine Virusmenge ausreicht, um zahlreiche Blatter krank zu machen, 
und daB aus diesen kranken Blattern wieder Material gewonnen werden kann, 
urn unbegrenzt viele neue Pflanzen zu infizieren, d. h. daB sich das filtrierte 
Agens in der Tabakpflanze stark vermehrt. BElJERINK konnte femer feststeIlen, 
daB das filtrierbare Agens der Mosaikkrankheit auBerhalb der Wirtspflanze 
zwar existenzfahig ist, daB es sich aber nur in d~r Pflanze vermehren kann. 

Ungefahr gleichzeitig mit den Arbeiten von BEIJERINK fanden WFFLER 
und FROSCH,3 daB auch die Ursache der Maul- und Klauenseuche des Rindes 
in einem filtrierbaren Agens zu suchen sei. 1901 deckten dieselben Forscher 
auch das Gelbfieber als Viruskrankheit auf, und in der darauffolgenden Zeit 
nahm die Zahl der Infektionsstoffe dieser Art im schneIlen Lauf zu. Die Zahl 
der bekannten Virusarten hat heute 100 bereits liberschritten. Viruskrankheiten 
kommen sowohl im Pflanzen- als im Tierreich vor. 

Einigte man sich verhaltnismaBig rasch liber die experimentellen Tatsachen 

ID. IWANOWSKY: Bull. Acad. Imp. Sci. de St. Petersbourg, Nouv. Serie III, 85 
(1894), 67; Zbl. BakterioI., Parasitenkunde Infcktionskrankh., Abt. II 5 (1899), 250. 

2 M. W. BEIJERINK: Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde Infektionskrankh., Abt. II 
li (1899), 27, 310. 

3 F. LO}'FLER, P. FROSCH: Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde Infektionskrankh., 
Abt. I, Orig. 28 (1898), 371. 
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in der Virusforschung, SO war der Streit iiber die Natur der pathogenen Stoffe 
von allem Anfang an urn so heftiger. BEIJERINK kam auf Grund seiner'Versuche 
zu der Meinung, daB die Mosaikkrankheit des Tabaks ala eine infektiose Krankheit 
betrachtet werden miisse, welche nicht durch Mikroben hervorgerufen wird, 
sondem durch einen wasserlOslichen, nichtkorpuskularen Stoff. Besonders der 
Umstand, daB das krankheitserregende Agens sich nur in der lebenden Wirts
pflanze vermehren kann, war nach seiner Meinung mit der gelOsten oder fliissigen 
Natur des Agens besser vereinbar als mit dar Vorstellung von mikroskopisch 
unsichtbaren Organismen. 1m Gegensatz dazu vertraten LOF]l'LER und FROSCH 
die Auffassung, daB die Viruserkrankungen von spezifischen, vermehrungsfahigen 
und submikroskopischen lebenden Erregem ausgehen. 

So war schon von allem Anfang an das Problem der Vi1'U8lor8chung gestellt: 
Handelt es sich urn Mikroben, welche kleiner sind ala die bekannten, durch 
Hartfilter nicht passierenden Bakterien oder handelt es sich um geloste, molekular
disperse Substanzen, welche in die Wirtszelle eindringen und von dieser reprodu
ziert werden, oder handelt es sich endlich um lebende und vermehrungsfahige 
"Molekiile" 1 

Zunachst schien fast allen Forschem - unter dem EinfluB der Denkrichtung 
ihrer Zeit - die Annahme kleinster Mikroben die wahrscheinlichste und 
rationalste Erklii.rung, insbesondere ala NOCARD und Roux1 nachweisen konnten, 
daB die Peripneumonie der Rinder durch einen Mikroorganismus hervorgerufen 
wird, der zwar noch mikroskopisch sichtbar, dessen Dimensionen aber weit 
kleiner waren als die AusmaBe der damals bekannten Bakterien und der auch 
durch nicht allzuharte Filter filtrierbar war. Dieser aufgefundene tibergang 
von den normalen, im Mikroskop sichtbaren Bakterien zu den unsichtbaren 
und filtrierbaren Virusstoffen machte die Existenz solch kleinster Mikroben 
nicht mehr unwahrscheinlich. 

Der etwas in den Hintergrund getretene, wenn auch nie verstummte Streit 
iiber die belebte oder unbelebte Natur der Virusstoffe wurde indes neu aufgerollt, 
als die Forschung auf neue!). Wegen zu neuen Resultaten vorstieB. 

Zunachst gab die Entdeckung der Bakteriophagen durch F. D'HERELLE2 
auch der Virusforschung neue Anregungen. F. D'HERELLEs Hypothese, daB eine 
parasitare Erkrankung der Bakterien die Bakteriolyse hervorrufen wiirde, stieB 
auf Widerspruch. Zwischen Virusstoffen und Bakteriophagen bestehen genug 
Parallelen; auch die Bakteriophagen sind mikroskopisch nicht sichtbar, sind 
filtrierbar, konnen unbegrenzt iibertragen werden und vermehren sich nur in 
Anwesenheit lebender Zellen. Man begann deshalb auch die Bakteriophagen 
zu den Virusstofien zu ziihlen, und wenn auch die neue Forschungsrichtung 
keine prinzipiell neuen Gesichtspunkte in die Virusforschung brachte, so war 
doch das Problem neuerdings aufgerollt und zur Diskussion gestellt. 

Unsere Kenntnisse iiber die Natur und iiber die Eigenschaften von Virus
stoffen sind dann besonders durch zwei Ereignisse vertieft worden: 1m .Jahre1935 
gelong e8 W. M. STANLEY,3 er8tmals das TabakmoBailcvirus in einheitlicher und 
1cristallisierter Farm darzustellen. Das Taba1cmo8ai1cvirus erwie8 sich in chemi8cher 
H insicht als ein N ucleoproteid. Ferner 1connte durch moderne phY8i1calische M ethoden 
eine einwandlreie TeikhengrofJenbe8timmung der verschiedenartigen Virusstolle 
durchgeliihrt werden. 

Bisher hatte man Virusstoffe nur an ihrer Wirkung erkennen konnen; dazu 
gcniigten ganz geringe Mengen, die aber in einem nichts weniger als reinem 

1 NOCARD, Roux: Ann. lnst. Pasteur 12 (1898), 240. 
2 F. D'HERELLE: C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 166 (1917), 373. 
3 W. M. STANLEY: Science (New York) 81 (1935), 644. 
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Zustand vorlagen. Urn iiber die Natur und iiber die Eigenschaften von Virus· 
stoffen besonders in chemischer Hinsicht etwas auszusagen, mullte eine Reinigung 
und Konzentrierung der Virusstoffe erfolgen. Die Bemiihungen darurn fiihrten 
zuerst beim Tabakmosaikvirus, spater auch bei anderen Virusstoffen zu dem 
iiberraschenden Ergebnis, daB der infektiOse Stoff ein Nuc1eoproteid ist, das 
kristallisiert und das ohne Aktivitatsanderung umkristallisiert werden kann. 

Die GroBenbestimmung der Virusteilchen erfolgte auf drei verschiedenen 
Wegen und fiihrte dabei zu gut iibereinstimrnenden Werten (vgl. Tabelle 1, 
S. 522): durch Ultrafiltration, durch die Methoden der Ultrazentrifugation 
und durch Ultraviolettphotographie. Sie zeigte, dall die Virusstoffe sehr unter· 
schiedliche GroBen besitzen und daB die kleinsten Viruli>arten die Dimensionen 
von Eiweillmolekiilen aufweisen. 

Ais Mall fiir die Grolle der Viruselemente wird gewohnlich der Durchmesser 
angegeben unter der vereinfachenden, aber durchaus nicht immer zutreffenden 
Voraussetzung einer spharischen Gestalt. Wir finden fiir die filtrierbaren In· 
fektionserreger Durchmesser von 300...;.-10 mft, z. B. fUr das Psittacosisvirus 
250...;.-300 mft, fiir das Tabakmosaikvirus 30 rnft und fiir das Maul· und Klauen· 
seuchevirus 10 mft. 1m Vergleich zu diesen Virusstoffen ist der Durchmesser 
der kleinsten bekannten Bakterien, etwa des Bact. Prodigwsu8, 650...;.-750. mft, 
andererseits der Durchmesser von EiweiBmolekiilen wie Hamocyanin 24 mft oder 
Oxyhiimoglobin 5...;.-6 mft. Zwischen den maximalen und den minimalen Virus· 
dimensionen bestehen also sehr erhebliche Differenzen, was fiir eine Heterogenitat 
der Virusstoffe spricht. So werden die grolleren Virusarten von verschiedenen 
Seiten als Mikroben, zum Teil auch als Bakterien angesehen; eine Abgrenzung 
der Virusarten gegen Infektionsstoffe, welchen man diese Bezeichnung nicht 
zuerkennt, ist auch heute noch nicht mit Sicherheit festgelegt. 

Aber auch abgesehen von Virusstoffen grollerer Dimension, bei denen es 
fraglich erscheinen mag, wo sie einzureihen seien - wie die Erreger der Peri· 
pneumonie der Rinder oder der Psittacose -', herrscht keine Sicherheit dariiber, 
ob die filtriel'baren Infektionserreger einem einheitlichen Typ oder verschiedenen 
Wesenskategorien angehoren. Indes braucht auf Diskussionen dariiber hier 
urn so weniger eingegangen werden, als wir uns hier bewuBt auf die Virusstoffe 
mit kleiner und kleinster Partikelchengrolle beschranken wollen. Auf diese 
konzentriert sich heute das Interesse sowohl in biologischer als in chemischer 
Hinsicht. Sie sind in ihrer GroBe den EiweiBmolekiilen nahestehend, wie die 
folgende Zusammenstellung zeigt, und unter ihnen finden sich auch die rein 
dargestellten und kristallisierten Virusproteine. 

Vlrusarten Hoiekulargewlcbte 

Tabakmosaikvirus .......................... 43000000 
Latenter Mosaikvirus der Kartoffel . . . . . . . . . .. 26000000 
SHoPE-Papillomvirus ........................ 25000000 
Hamocyanin (aus Busycon) .................. 6700000 
Gelbfiebervirus ............................. 4300000 
Tabak-Ringfleckvirus. . . . . . . . . . . . . . . . . .. . . . . . 3400000 
Poliomyelitisvirus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 700000 
Maul- und Klauenseuchevirus .. . . . . . . . . . . . . . . 400000 
Hamoglobin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69000 

NaturgemaB hat die Darstellung kristallisierter Virusproteine, die genaue 
GroBenbestimmung der Virusstoffe und die Moglichkeit einer Sichtbar!pachung 
der Virusarten im Ultraviolett· bzw. im Ultramikroskop die alte Frage, ob die 
Virusstoffe lebende Agenzien mit besonders kleinenAusmaBen, ob sie vielleicht einen 
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"Obergang von belebter zur unbelebten Natur darstellen, oder ob sie zuletzt 
tatsachlich unbelebter Natur sind, in einem ganz neuen Licht erscheinen lassen. 
Die Identifizierung einiger Virusstoffe als 'chemische Individuen spricht zunachst 
fUr ihre unbelebte Natur. Da wir indes mit dieser Feststellung noch nichts 
liber den Mechanismus der Neubildung des Virusstofies im Wirtsorganismus 
erfahren, so erscheint die Frage noch nicht prinzipiell gelOst, sondern nur auf 
einer anderen Ebene von neuem gestellt. 

1m folgenden solI liber die Darstellung der kristallisierten Virusstofie, liber 
ihre chemischen, physikalischen und biologischen Eigenschaften berichtet 
werden, um daran anschlieBend die Theorien liber die Virusneubildung im Wirts
organismus naher zu diskutieren. 

ll. Bestimmung der Virusaktivitiit. 
Die wichtigste und hervorstechendste Eigenschaft der Virusstofie ist ihre Akti

vitat, die sich durch ihre Infektiositat, d. h. Ansiedlung, Wachstum und Vermehrung 
in geeigneten Wirtsorganismen auBert. Die infolge der Infektion meist eintreten
den, auBerlich sichtbaren Veranderungen und Zerstorungen des Wirtsorganismus 
sind die Grundlage fiir den quantitativen Virusnachweis, der, da ja nur die biolo
gisch wirksamen, also aktiven Viruselemente erfaBt werden konnen, den Sinn 
einer Aktivitatsbestimmung hat. Das Prinzip der Methode liegt in der Er
reichung derjenigen Grenzverdlinnung, mit der eine pathologische Veranderung 
gerade noch festgestellt werden kann, bzw. in der Auswertung bestimmter 
glinstiger Verdiinnungsgrade der Viruslosungen. Bei der Anreicherung und 
Reindarstellung von Virusstoffen kann die erreichte Konzentrierung nur durch 
quantitative Aktivitatsbestimmungen verfolgt werden; somit ergibt sich bei 
dem heutigen allgemeinen Interesse an der lsolierung neuer Virusproteine die 
Bedeutung der zu behandelnden Methoden. 

Die bei der quantitativen Virusbestimmung angewandten Methoden, welche 
die Menge von aktivem Virus in "Konzentrationen" oder in "Partikelzahlen" 
liefern, sind durchaus der bakteriologischen Methodik entlehnt: 

1. Titrierung durch fortschreitende Verdiinnung, d. h. die Ermittlung der 
hochsten Verdiinnung, durch welche noch eine bestimmte, von der Anwesenheit 
aktiver Viren abhangige Wirkung erzielt werden kann. 

2. Zii.hlung der Viruskolonien, die mit geeigneten Verdlinnungen auf den 
empfii.nglich gemachten' Hautgeweben von Tieren und Pflanzen (bzw. auf 
Bakterienfilmen) hervorgebracht werden. 

A. Die Tltrierung durch Ermittlung der infekti6sen Grenzverdilnnung. 
Die Viren rufen als vermehrungsfahige Keime, d. h. im Prinzip ganz unab

hii.ngig von der einverleibten Dosis, Infektionen und pathologische Erschei
nungen hervor. Wir konnen ihnen wie den Bakterien die potentielle Fii.higkeit 
zuschreiben, daB ein einziges Viruselement in einem empfan~lichen Wirt eine 
schwere, ja letale Erkrankung bewirkt. So hat die Titrierung der Infektiositat 
eines virushaltigen Substrats auf jeden Fall den Sinn einer Zahlung der ent
wicklungsfahigen Keime. Die Methode hat heute nur noch flir tierpathogene 
Virusarten Bedeutung. 

Die Titrieru'ng basiert im wesentlichen auf dem von KROMBHOLZ und LORENZI 
sowie HALVORSON und ZIEGLER! ausgearbeiteten Verfahren der mikrobiellen 

1 E. KROMBHOLZ, W. LORENZ: Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde Infektionskrankh~. 
Abt. I, Orig. 104, Beiheft (1927), 277; 114 (1929), 138. 

B H. O. HALVORSON, N. R. ZIEGLER: J. Bacteriol. 25 (1933), 101. 
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Titerbestimmung an Bakterien. Darnach wird das infizierende Agens fort
schreitend so weit verdiinnt, bis bei einer gewissen Serie (Grenzverdiinnung) 
ein Teil der angeset~ten Versuche Infektion, ein anderer Teil keine Infektion 
erkennen laBt. Das Ergebnis dieser und noch folgender Verdiinnungsgrade dient 
als Ausgangspunkt fiir die mathematische Auswertung. 

So haben DOERR und SEIDENBERGl das Hiihnerpestvirus ausgewertet. 
Der bei dieser Methode durch die Serienversuche sich ergebende groBe Tier
verbra~ch kann bei der Vaccinebestimmung dadurch umgangen werden, daB 
dem gleichen Versuchstier (Kaninchen) zahlreiche Einzeldosen intracutan inji
ziert werden konnen, weil in diesem FaIle die infektiose Dosis an der Eintritts
stelle lokalisiert bleibt.2,3 

"Ober die quantitative Bestimmung durch Ziichtung im Gewebeexplantat 
oder der Chorioallantois des bebriiteten Hiihnereis berichten Arbeiten von 
Cox' sowie BURNET und GALLOWAy.5 

Auswertung von Bakteriophagens'U8pensionen nach Al>PELMANs und WERTHE
MANN. Nebeneinernoch spater zu besprechenden Methode der Bakteriophagen
titrierung durch Zahlung der "M.ches vierges" (siehe S. 512) steht auch eine 
Bestimmung vonAl>pELMANS8 Und WERTHEMANN7 durch fortschreitende Verdiin
nung zur Verfiigung. Man verdiinnt das Ausgangsmaterial in Zehnerpotenzen 
durch sterile Nahrbouillon, beimpft von jeder Verdiinnung ein ROhrchen mit 
einer Suspension lyosensibler Bakterien, deren Menge moglichst konstant ge~ 
halten werden solI. Die nach einiger Zeit durch die Phagenvermehrung ein
setzende Lyse klm die sich anfanglich durch Bakterienwachstum triibende 
Fliissigkeit. Die Dichte der Phagensuspension, d. h. der Titer des Lysins, ergibt 
sich aus dem Verdiinnungsgrade des Ausgangsmaterials im letzten der ge
klii.rten ROhrchen. SinngemaB angewandt kann die erwahnte Methode von. 
KRoMBHOLZ und LORENZ auch bier durch eine entsprechende Anzahl von Parallel
versuchen eine sicherere Grundlage fiir die statistische Auswertung schaffen. 

Bei der Phagenauswertung nach KRUEGER,s der bei moglichster Ktmstant
haltung aller beeinflussenden Faktoren die Zeit bestimmt, welche zur Erreichung 
der fiir die Lyse erforderlichen Phagenkonzentration notwendig ist, muB man 
von der nicht in vollem Umfang bewiesenen Vorauf'lsetzung ausgehen, daB diese 
Zeit bei konstanter Ausgangskonzentration der Bakterien nur von der anfang
lichen Phagenmenge abhangen kann. Auch die Bakterienvermehrung, von der 
ja die Vermehrung der Phagen bestimmt wird, miiBte dann als immer konstanter 
Faktor angesehen werden konnen. 

B. Die Zlhlung der Viruskolonien. 
Nach Herstellung einer geeigneten Verdiinnung wird den vorhandenen Keimen 

die Moglichkeit geboten, sich auf einer Infektionsflache getrennt voneinander 
zu fixieren. An den Eintrittsstellen aktiver Viruselemente zeigen sich sodann 
infolge der Vermehrung Infektionsherde, die sogenannten "Kolonien", die bei 
maBiger Anzahl sehr exakt ausgezii.hlt werden konnen. 

1 R. DOERR, S. SEIDENBERG: Z. Hyg. Infekt.-Krankh.119 (1936), 1. 
2 A. GROTH: Z. Hyg. Infekt.-Krankh. 92 (1921), 129. 
8 R. F. PARKER, TH. M. RIVERS: J. expo Medicine 64 (1936), 439. 
, H. Cox: Proc. Soc. expo BioI. Med.33 (1936), 607. 
a F. M. BURNET, I. A. GALLOWAY: Brit. J. expo Pathol. Hi (1934), 105. 
e R. APPELHANS: C. R. Seances Soc. Bio!. Filiales Associees 86 (1921), 1098. 
7 A. WERTHEHANN: Arch. Hyg. Bakterio!' 91 (1922), 255. 
8 A. P. KRUEGER: J. gen. Physio!. 18 (1930), 557. 
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1. Die Poekenziihlung auf der Kaninchenhaut. 
Die quantitativen Auswertungen der Vaccine auf der Kaninchenhaut basieren 

auf der mehr qualitativen Methode von CALMETTE und GUERINl,2, wobei die 
Wirkung von Lymphe nach Einreiben auf frisch rasierte Riickenhautstellen 
von Kaninchen gepriift wurde. Demgegeniiber suchen die darauf aufbauenden 
Methoden von SOBERNHEIM3 und HERZBERG4 im Sinne quantitativer Auswertung 
die Hautstellen durch Ritzen derart zu praparieren, daB die Haftung jedes 
infektionstiichtigen Keimes einigermaBen gewahrleistet ist. 

Wahrend SOBERNHEIM sich begniigt, verschiedene Lymphverdiinnungen (1: 1000, 
2000, 5000, 10000) auf nur maLlig geritzten (scarifizierten) Riickenhautfeldem aus
zuwerten, tritt bei HERZBERG das Bestreben, durch ausgiebige Scarifikation die Auf
nahmebereitschaft soweit wie moglich zu steigem, noch deutlicher hervor: Fiir die 
lmpfung mit jeder Lymphverdiinnung werden je zwei 9 ems groLle enthaarte Haut
stellen mit einem Gitter von lmpfritzen (je 20 langs und quer) prapariert. Der fiir 
die Auszahlung giinstige Verdiinnungsgrad, der etwa 15+30 Pusteln pro Hautfeld 
ergeben solI, wird zur Einsparung von Versuchstieren zuvor wenigstens a.nnii.hemd 
bestimmt. 

Auf Methoden, welche auf Koloniezahlung in der infizierten und ausreichend 
scarifizierten Comea beruhen, sei hier nur hingewiesen': SOBERNHEIM3 und HERZ
BERG6,8 am Kaninchen, GINS am Meerschweinchen.7 

2. Die Zihlung der Lisionen auf der Chorioallantois des bebrUteten 
Hfthnerembryos. 

Sogenannte "pock-counting" -Methode. 
Diese von F. M. BURNET und Mitarbeitern8 aus dem Institute of Research 

in Pathology and Medicine, Melbourne, mitgeteilte Methode wurde in den letzten 
Jahren auf eine stattliche Anzahl von Virusarten angewendet. Wegen der Be
sonderheiten der Membran (z. B. Feuchtigkeit) ist mit dem storenden Auftreten 
von Sekundarlasionen zu rechnen. Die Zuverlassigkeit der Methode hii.ngt weiter 
in hohem MaJ3e von der Virusart ab und innerhalb dieser wieder von dem Grade 
der Anpassung an das Wachstum in der Chorioallantois. 

S. Die "tAches vierges". 
Die Mches vierges oder "plages" nach n'HERELLE sind kleine, meist kreis

runde Aussparungen in einem Bakterienrasen, hervorgerufen durch die herd
formigen Auswirkungen der Bakteriophagenvermehrung. Bei dem von 
n'HERELLE9 stammenden Verfahren geht man in folgender Weise vor: 

Eine konzentrierte Aufschwemmung lyosensibler Bakterien wird tropfenweise 
zu einem ROhrchen mit 10 cm3 Nahrbouillon zugesetzt, bis man nach dem Grade 
der entstehenden Triibung (Vergieich mit einer Standardsuspension) einen Keirn
gehalt von etwa 250 Millionen pro Kubikzentirneter erreicht hat. Zu dem Bouillon
rohrchen fiigt man sodann eine geringe Menge eines zehn Tage alten Lysins hinzu 

1 A. CALMETTE, C. GUERIN: Ann. lnst. Pasteur 10 (1901), 161. 
2 C. GUERIN: Ann. Inst. Pasteur 19 (1905), 317. 
3 G. SOBERNHEIM: Weich. Erg. Hyg. 7 (1925), 133. 
, K. HERZBERG: Z. Immunitatsforsch. expo Therap.86 (1935), 417. 
6 K. HERZBERG: Zbl.Bakteriol., Parasitenkunde Infektionskrankh., Abt. l, 

Orig. 106 (1927), 57. 
• K. HERZBERG: Klin. Wschr.1932, 2064. 
7 A. GINS: Dtsch. med. Wschr.61 (1925), 1515. 
S F. M. BURNET: Handbuch der Virusforschung, S.419. Wien: Julius Springer, 

1938. 
• F. n'HERELLE: Le bacteriophage et son comportement. Paris, 1926. 
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und entnimmt nach guter Durehmischung 0,01 em3 mit einer kalibrierten PlatinOse. 
Diese Menge wird auf einer Agl)rfla.che gleiehmaLlig ausgestriehen. Nach 18stiindigem 
Stehen bei 37° C werden die Locher im Bakterienrasen gezahlt. Verwertbsr sind 
nur Agarplatten mit distinkten, mafJig zahlreiehen und daher leicht zii.hlbsren tAches 
vierges. Diese Forderung wird nur dureh Anwendung auLlerst stark verdiinnter 
Lysine erfiillt; im anderen FaIle erhalt man ganz kahle Nahrbodenoberfl8.chen oder 
unzahlbar dieht nebeneinander stehende oder ineinander iibergehende Locher. 

4. Die Titrierung phytopathogener Virusarten durch Ausziihlung der 
nekrotischen Liisionen auf infizierten Bliittern. 

a) Allgemeines. 
Die quantitative Auswertung der Aktivitat phytopathogener Virusarten ist 

von besonderer Bedeutung, weil zahlreiche Vertreter gerade dieser Gruppe als 
hochmolekulare Proteine in reinem Zu. 
stande gewonnen werden konnten. War 14()() LisiIJiNIn 
bis zum Jahre 1929 die Bestimmung nur 
durch die Methode der infektiOsen Grenz· 
verdiinnung maglich (eine Versuchspflanze f6tNJ 

pro Impfprobe, Verfahren von MCKmNEyl 
und HOLMES2), so wird heute unter groBer fIHJO 

Ersparnis an Versuchspflanzen nur noch 
die Zahlung der Erkrankungsherde infi· 
zierter Blatter zur quantitativen Vnter· 1200 

suchung herangezogen. 
Die bei der Methode von McKINNEY 

und HOLMES erzielten Symptome einer " 
Allgemeinerkrankung von Nicotiana taba· 
cum durch Infektion mit Tabakmosaik· 
virus nahmen augenscheinlich ihren Aus· 
gang von lokalen nekrotischen Liisionen, 
sogenannten Primaraffekten, an der In- 600 

fektionsstelle. Bei einigen anderen Nico
tiana-Arten erwiesen sich diese aber als 
die einzige auBerlich sichtbare patholo
gische Reaktion der Pflanzen.3 Infolge 
dieser Lokalisation ist die "infizierte Ein-

o 

.. _ .. -
1IIIJ(JIJ 1(J(J(JfJ(J 

heit" nun nicht mehr die ganze Pflanze, 
sondern das Blatt. Bei fortschreitender 
Verdunnung mit Wasser ist die Abnahme 
der mit dem Ausgangamaterial erzielten 
Lasionen zunachst rapid, wird aber immer 
mehr proportional der Verdiinnung, so 
daB ein weiter Konzentrationsbereich fiir 
exakte Auswertungen benutzt werden 
kann (siehe Abb. 1). Schiitzungsweise ist 
ein Versuch mit einer Pflanze von N. glu

Abb. 1. Infektlonseffekt von Verdiinnungen des 
Tabakmosalkvlrus auf N. glutiflOBa. Die Anzahl 
der Liisionen stellt einen Mittelwert der pro 
Pflanze erzielten Llisionen dar, wenn 5 Bliitter 
je Pflanze beimpft wurden (naOO F. O. HOLMBst). 

tinosa an Genauigkeit dem Versuch an einigen hundert Exemplaren von N. ta
bacum mit der alten Methode (McKINNEY und HOLMES) gleichzusetzen. 

1 H. McKINNEY: J. agrie. Res. 30 (1927), 1. 
2 F. O. HOLMES: Bot. Gaz. 86 (1928), 66. 
a F. O. HOLMES: Bot. Gaz. 8'7 (1929), 56. 
Hdb. d. Katalyse, III. 33 
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b) Spezielle Technik der Auswertung phytopathogener Virusarten. 

IX) Die I mp/ung der Bliitter. 
Die Eintrittspforten fUr die Keime sind zweifellos verwundete Blattzellen. 

Die Verwundung wurde zun8.chst durch Stichimp/ung mit feinen in die Virus
losung getauchten Insektennadeln, spater aber vorteilhafter und gleichmaBiger 
durch die F1iie1IR:n,impfung durch Einreiben mit einem von der Viruslosung durch
trinkten Stiick Zeug erreicht.1 Scarificationen, die durch Ritzen mit feinen 
Nadeln erzielt werden, erweisen sich als bedeutend weniger vorteilhaft, selbst 
wenn die Verwundung erst nach dem Aufreiben der virushaltigen Fliissigkeit 
geschieht .. DaB bei einer derartigen Methodik auf die genaue Dosierung der Keime 
verzichtet werden muB,2 ist belanglos, da bei gleichbleibender Impftechnik 
(Offnung der gleichen Anzahl von Eintrittspforten) fUr vergleichende Unter
suchungen verschiedener Viruskonzentrationen die Zahl der auftretenden Liisionen 
nur von der relativen Keimzahl abhiingig iat. 

Zur Entfemung eventuell zellschiidigender Substanzen (Glycerin als konser
vierender Zusatz) aus der Impffliissigkeit empfiehlt sich ein nachhaltiges Ab
spiilen der geimpften Blatter, umso mehr als dadurch keine Vermindenmg der 
Lasionen eintritt. 

Vorversuche ermitteln das geeignete Verdiinnungsintervall bei ungereinigten 
oder nur unvollkommen gereinigten LOsungen; beim Vergleich der Aktivitat 
gereinigter Virusproteine konnen jedoch bestimmtere Angaben gemacht werden. 
So erweist sich nach LoRING3 fiir das Tabakmosaikvirusprotein beim Variieren 
der Konzentration von 10-11 bis 10-4 g Virusprotein pro Kubikzentiineter 
10-41 g/cm3 als die giinstigste Verdiinnung. 

(J) Wakl (ler W irtBp/lamen und deren . Bliitter. 
Die Wahl der Wirtspflanzen ist vor allem abhangig von der zu untersuchenden 

Virusart, dann von der Moglichkeit, nekrotische Herde, isolierte Erkrankungen 
ganzer Blatter oder aber eine Allgemeininfektion der ganzen Pflanze zu erzielen. 

Fiir Tabakmosaikvirus erwiesen sich nach HOLMES" von 73 untersuchten 
PflanZenarten nicht weniger ala 46 empfanglich. Aus folgenden Griinden gab 
HOLMES N icotiaM glutinosa vor allen anderen den Vorzug. Die lokalen Infektions
herde konnen schon nach 4-;-5 Tagen endgiiltig geziihlt werden, was selbst bei 
einer groBen Anzahl von Liisionen pro Blatt in diesem FaIle noch gut moglich 
ist. Weiter ist die Gefahr einer ungewollten Verschleppung wegen der verhaltnis
maBig geringen Vermehrung des Virus in dieser Pflanze sehr beschrankt. Fiir 
die Sommermonate bietet neben der Moglichkeit einer schnelleren Aufzucht 
der Versuchspflanzen Phaseolu8 vulga~ den Vorteil groBerer Genauigkeit. 
Bei gleichbleibender Technik konnte so noch 10% Unterschied in der Konzen
tration von Tabakmosaikvirus festgestellt werden gegeniiber 20% bei Verwendung 
von N. gluti1W8a. 

Zur Ausschaltung von Schwankungen in der Einpfanglichkeit verschieden 
alter Versuchsp£lanzen der gleichen Art zieht HOLMES die Pflanzen in Topfen 
bis zur Bliitezeit; in diesem Entwicklungsstadium zeigen wenigstens fiinf Blatter 
eine zum Infektionsversuch geeignete GroBe. Bis auf diese werden alle anderen 
Blatter und auch die Bliitenendknospe entfemt, wodurch auch die mit ihrer 
Stellung am Stengel variierende Empfanglichkeit der Blatter der gleichen Pflanze 

1 F. O. HOLMES: Bot. Gaz. 8'1 (1929), 56. 
I J. CALDWELL: Ann. appI. BioI. 20 (1933), 100. 
a H. S. LORING: J. bioI. Chemistry 121 (1937), 637. 
" F. O. HOLMES: Phytopathology 28 (1938), 58. 
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einigermaBen ausgeglichen werden solI. Nach BES~ durchlaufen die Blatter 
einen Empfanglichkeitszyklus: Blatter mittleren Alters sind am geeignetsten. 
Auch die beiden Hii.Hten eines Blattes besitzen nicht zu vemachlii.ssigende indi
viduelle Differenzen. 

Da man demnach stets mit Unterschieden der Pflanzen, der Blatter einer 
Pflanze und der beiden Blatthalften zu rechnen haben wird, die nicht ausge
Flchaltet werden konnen, wurde man den Verhii.ltnissen durch Einfiihrung von 
Methoden unter Beriicksichtigung der" WahrscheinIichkeitsrechnung gerecht. 

Methode der kaJben BTiitter. Ihre Entwicklung durch SAMUEL und BALDI 
zielte darauf ab, zwei Viruskonzentrationen in moglichst befriedigender Weise 
miteinander vergleichen zu konnen. Sie impfen zu diasem Zwecke die rechten 
Hii.lften von 40-:-50 Blattem mit der LOsung I, die linken HaHten mit der 
wsung II. Die gleiche Prozedur wird an weiteren 40-:-50 Blattern nochmals 
vorgenommen, nur daB nun Ltisung I links und Losung II rechts aufgetragen 
wird. Der Vorteil dieser Methode, die sich wegen ihrer hohen Genauigkeit all
gemein durchzusetzen vermochte, liegt darin, daB sie den Vergleich von zwei 
Vkuskon1.entrationen auf der gleichen Blattflii.che erlaubt. Auch wird der Ein
fluB eventueller Unterschiede in der Empfanglicbkeit der beiden Blatthii.lften 
durch den Seitenwechsel der verwendeten Losungen ausgeschaltet. 

Zum exakten Vergleich von mehi' als zwei Viruskonzentrationen dient die Methode de8 
,)ateinisckenQuadrate8"na.chYouDENundBEALE.8DieAutorenubertragendabeisiimtli
che der zu priifendenKonzentrationen auf jede Versuchspt1a.nze und jede derverfugbaren 
Blattstellungen, z. B. fiinf Konzentrationen auf fiinf Pflanzen mit je fiinf Blattern. 

Wie wir gesehen haben, lauft die Bestimmung der Aktivitii.t eines virushaltigen 
Substrata auf die Zahlung der entwicklungsfahigen Keime auf Grund ihrer 
Infektiositiit hinaus. Die AusmaBe dieser Keime sind dabei ebenso belanglos 
wie ihr wa.hres Wesen (Molekiile oder komplizierter gebaute Gebilde). Die not
wendige Voraussetzung bei den zwei besprochenen Methoden war die Annahme, 
daB ein einzelnes aktives Viruselement infolge seiner Vermehrungsfii.higkeit 
auch imstande ist, eine Allgemeinerkrankung, bzw. dufch seine Lokalisierung 
einen selbstiindigen Infektionsherd hervorzurnfen. Theoretisch kann keinem 
einzelnen der Keime diese Fahigkeit abgesprochen werden; trotzdem sind Fest
stellungen fiber die absolute Keimzahl eines Substrats nur ala grobe Annaherungs
werte aufzufassen. Verschiedene Methoden liefern nii.mlich oftmals recht ab
weichende Ergebnisse, und selh8t die Verdiinnungen der gleichen virushaltigen 
Fliissigkeit zeigen nicht bei jeder Konzentration proportionales Verhalten bei 
der Zii.hlung der entwickelten Kolonien. Als Ursache ffir diese Erscheinungen 
sind im wesentlichen aufzuffihren: Inhomogene Verteilung der Virusteilchen 
im Substrat, Ungenauigkeiten in der Dosierung sehr kleiner Fliissigkeitamengen. 
Aktivitiitsschadigungen durch die Beschaffenheit der Verdunnungsflussigkeit. 
weiter Faktoren, welche nicht die Fortentwicklung jedes verimpften Keimes 
gewii.hrIeisten, sowie auch solche, welche die Entwicklung mehrerer Keime an 
einer Stelle Iokalisieren, schlieBlich Differenzen in der Empfii.nglichkeit der 
verwendeten Testobjekte der gleichen Art. 

III. Darstellung der Virusproteine. 
Mit der fortschreitenden Erkenntnis der Proteinnatur der Viru88toffe ergab 

sich rein historisch zunachst die Anwendung chemischer Mittel fiir die Rein-

1 R. I. BEST: Austral. J. expo BioI. med. Sci. 16 (1937), 65. 
S G. SAMUEL. J. G. BALD: Ann. appl. BioI. 20 (1933), 70. 
• W. J. YOUDEN, H. P. BEALE: Contr. Boyce Thompson Inat.6 (1934), 437. 
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darstellung der Virusproteine, wie sie ganz allgemein in der EiweiBchemie ge
briiuchlich sind. Zu den aus dem kolloidalen Charakter dieser Korperklasse 
sich ergebenden Schwierigkeiten gesellt mch aber fUr erfolgreiches Arbeiten hier 
noch die Notwendigkeit, dem Protein seine charakteristische und doch meist 
so subtile Aktivitiit zu erhalten. Eine groBe Amahl der in der vorgezeichneten 
Riohtlmg untemommenen Versuohe ergaben daher notwendigerweise zuerst 
eine nur unvollkommene, verlustreiche Reinigung verbunden mit einer unver
hii.ltnismiiBig groBen EinbuBe an Aktivitiit. Die Kronung der Bemiihungen 
wurde ala erstem STANLEY! im Jahre 1935 zuteil durch die Darstellung des 
Tabakmosaikvirus in einheitlioher und kristallisierter Form; sie wurde durch 
entsprechende Sichtung des im Laufe der Zeit gesammelten Erfahrungsmateriala 
und in Anlehnung an die von NORTHROP bei Arbeiten mit Enzymen so erfolgreich 
angewandten Methoden der Proteinohemie moglich. In der Folgezeit lieBen 
sioh die so entwickelten Methoden auf eine ganze Amahl von stabilen Virusarten 
iibertragen. Die Reindarstellung der unstabilen blieb aber der Methode der 
mtrazentrifugierung vorbehalten, die weit schonendere Versuchsbedingungen 
mit schneller und bequemer Arbeitsweise verbindet. 

Ala Ausgangsmaterial dienen die in gefrorenem Zustande zerkleinerten 
Pflanzenteile oder tierischen Gewebe, von denen naoh Auftauen eine das infektiose 
Agens enthaltende Fliissigkeit gewonnen wird. Zur Vorreinigung von begleiten
den groberen Verunreinigungen wird durch geeignete Filtrierung oder auf einer 
gewohnlichen Zentrifuge gekliirt. FUr den weiteren Arbeitsgang stehen zur 
Verfiigung: 

A. Chemische Methoden. 
Das Virusprotein wird von den iiblichen EiweiBfiillungsmitteln nieder

geschlagen. Ala solche kommen hauptsiichlich Ammoniumsulfat, Bleiaoetat, 
Alkohol, Ather und Aceton in Frage; daneben haben Safranin, Magnesiumsulfat 
oder Bariumacetat nur untergeordnete Bedeutung. Da durch alie diese Agentien 
das Virusprotein eine groBere oder geringere EinbuBe an Aktivitiit erleidet, 
sind dabei mogliohst schonende Bedingungen, wie niedrige Temperatur, geeignete 
Wasserstoffionenkonzentration und nicht zu hiiufige Wiederholung der chemischen 
Operationen zu beachten. 

Das weitaus am meisten angewandte Fiillungsmittel ist Ammoniumsulfat. 
Die Virusaktivitiit begleitet die Globulinfraktion in stiirkerem MaBe ala die 
Albuminfraktion. Mebrmalige Fallung mit meist sinkender Salzkonzentration 
befreit sukzessive von inaktivem Protein und Pigmentstoffen. Bleiacetat wird 
zur Entfemung von Pigment ala Fiillungsmittel angewandt, ist jedoch die Ursache 
einer betriichtlichen Inaktivierung. Seine Anwendung kann, wenn junge Pflanzen 
alB Ausgangsmaterial dienen, ganzlioh entbehrt werden. Ala giinstig erweist 
sich die Verwendung von Calciumoxyd an Stelle von Bleiacetat. Fallung mit 
Alkohol und Aceton erscheint allgemein bei nicht zu hohen Konzentrationen 
geeignet, zur Trennung von der Albuminfraktion besonders ein Alkohol-Ather
Gemisch. Das Ansiiuem mit Essigsiiure liefert meist im Verein mit anderen 
Fallungsmitteln eine gute Abtrennung der Virusaktivitiit. Gleiches gilt fUr die 
Einstellung auf den isoelektrischen Punkt mittelB Pufferlosungen (beim Tabak
mosaikvirus z. B. bei PH = 3,4), wobei man sich die spezifische Unloslichkeit 
der Virusproteine an diesen Punlcten zunutze macht. 

AnschlieBend seien noch einige Methoden von umstrittenem Werte angefiihrt. 
Die der Arbeitsweise mit Enzymen nachgebildete Methode, mit Adsorbentian 

1 W.M.STANLEY: Science (New York) 81 (1935).644. 
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(Aluminiumhydroxyd, Eisenhydroxyd, Kaolin und Holzkohle) den Virusstoff 
zu adsorbieren, fiihrte besonders mit Aluminiumhydroxyd zu den widersprechend
sten Ergebnissen. Offenbar hii.ngt der Erfolg weitgehend von der Einhaltung 
der genauen Arbeitsbedingungen ab, so daB die V-ersuche oft sehr schwer reprodu
zierbar sind. Beachtung als brauchbare Durchgangsstufe (Tei1reinigung) kann 
der Versuch finden, die virusenthaltende LOsung mit Calciumsulfat zu sattigen 
und dieses sodann mit Alkohol zu fiillen.1 Hitzekoagulation bei Temperaturen 
von 70° C und mehr wurde zur Entfernung von Verunreinigungen angewandt,2 
doch wird durch diese Behandhing das aktive Protein zweifellos nicht ganz 
ungeschadigt gelassen. Namhafte Autoren3 benutzten auch in einem weiter 
fortgeschrittenen Stadium der Reinigung Trypsinvetdauung zur Beseitigung 
eines Teiles des inaktiven Proteins; allerdings miissen dann anschlieBend sowohl 
die Spaltstiicke aIs auch das zugesetzte Enzym wieder entfernt werden. 

Allen hier angefiihrten Methoden kann nur die Bedeutung von Teiloperationen 
im Arbeitsgang zur Reindar.stellung von Virusproteinen zuerkannt werden; 
erst mit der geeigneten Auswahl und Zusammenstellung derselben erreicht man 
den gewiinschten Erfolg. Als Beispiel sei nun hier die von STANLEy4 angewandte 
Methode zur ersten Isolierung des Tabakmosaikvirus wiedergegeben: 

Das erkrankte Pflanzenmaterial wird in gefrorenem Zustande zerkleinert und 
nach dem Auftauen und Einstellen auf PH = 7 auf einer Fruchtpresse abgepreJ3t. 
Nach Filtrieren durch eine Cellitschicht und Einstellung der Wasserstoffionen
konzentration auf PH = 5 werden pro Liter Extrakt 200 g festes Ammoniurnsulfat zu
gesetzt, das gefallte Globulin durch ein Faltenfilter abgetrennt, in Wasser gelost, 
die Losung auf PH 8 eingestellt und durch eine Hyflo Standard-cel-Schicht filtriert. 
Hierauf wird wiederum mit 20% Ammoniumsulfat gefiillt usw. und so der ganze Um
fallungsvorgang zwei- bis viermal wiederholt, wobei ein praktisch farbloses Filtrat 
der letzten Globulinfallung erhalten wird. Zur weiteren Entfernung von Pigment 
im Niederschlag wird eine Losung enthaltend 0,5-.;-2 Gewichtsprozent der Globulin
fraktion auf PH 8 eingestellt und pro Gramm Globulin 3 cm3 einer 20%igen BIeiacetat
losung zugefiigt. Nach griindlichem Durchmischen filtriert man durch eine Cellit
schicht und das Filtrat nach Einstellen auf PH 4,5 neuerlich durch eine solche. In 
dem klar gelben Filtrat sind nun keine Virusaktivitat und nur geringe Mengen in
aktiven Proteins nachzuweisen. Das virushaltige Protein auf dem Filter wird mit 
geniigend Wasser in eine 1-';-2%ige Suspension gebracht, auf PH 8 eingestellt und 
filtriert; das so erhaltene Filtrat ist opaleszierend und praktisch farblos. Nun ist 
es moglich, das Globulin durch Zusatz von gesattigter Ammoniurnsulfatlosung bis zur 
beginnenden feinen Triibung zu fallen und dann unter Riihren die Abscheidung durch 
langsames Zulassen einer LOsung von 5% Eisessig in halbgesattigter Ammoniumsulfat
losung bis zur Erreichung von PH 4 zu vervollstii.ndigen. Die Aktivitat einer 0,1 %igen 
Losung des so erhaltenen, in langen N adeIn kristallisierenden Proteins war der des 
Ausgangsmaterials annahernd gleich, das etwa 500mal soviel EiweiLl enthielt. Somit 
ist also eine Aktivitatssteigerung der Substanz urn annahernd das 500fache erzielt 
worden. Der Vergleich des Praparates mit solchen auf dem Wege der Ultrazentri
fugierung dargestellten erweist aber, daLl sehr wahrscheinlich infolge der Behandlung 
mit Bleiacetat nur etwa 1 % oder noch weniger in aktiver Form vorliegt. 

Wesentlich die gleichen Methoden wurden in der Folgezeit von einer AnzahI 
Forschern zur Isolierung des Tabakmosaikvirusproteins aus verschiedenen 

1 L. W. JANSSEN: Z. Hyg. Infekt.-Krankh. 119 (1937), 558. 
2 F. C. BAWDEN, N. W. PIRIE: Brit. J. expo Pathol. 18 (1937), 275. 
3 L. F. MARTIN, H. H. McKINNEY, L. W. BOYLE: Science (New York) 86 (1937), 

380. 
• W. M. STANLEY: Science (New York) 81 (1935), 644. 
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Pflanzen angewandt.1, 2, 3, 4, 5 Ferner gelang BAWDEN und PmIE die Darstellung 
des Cucumbermosaikvirus 3 und 4,6 des latenten Kartoffelmosaikvirus7 und des 
Erregers der "bushy.stunt"-Krankheit der Tomaten.8 Nach den Ergebnissen 
von SMADEL und WALL,9 die reine Praparate von Vaccine.Elementarkorperchen 
durch Kombination niedrigtouriger Zentrifugierung und tryptischer Verdauung 
in geringer Menge erhielten, ist der Darstellung grii.6erer Mengen der Weg gewiesen. 
Erwahnt sei noch die Gewinnung weit gereinigter Praparate des Erregers der 
Maul· und Klauenseuche10 und vorbereitende Arbeiten mit dem Poliomyelitis
virus. l1 Die Isolierung des Staphylococcus.Bakteriophagen durch NOETHROpl2 
fiigt auch einen Vertreter der Gruppe der Bakteriophagen in die Reihe der 
isolierten Virusproteine ein. 

B. Darstellungsmethode mittels der Ultrazentrifuge. 
Zweifellos ist bei der chemischen Methode der Isolierung von Virusproteinen 

selbst bei stabileren Virusarten mit betrachtlichen Verlusten an Aktivitat zu 
rechnen. Weiter kann auch bei hau£iger Wiederholung der Reinigungsoperationen 
ein geringer Rest von niedrigmolekularem inaktivem Protein (etwa 1%) nicht 
entfernt werden. Au.6erdem steht fest, daB das Virusprotein durch die chemischen 
Methoden, wenn auch nur geringftigig, so doch verandert wird; in diesem Sinne 
wirkt der Wechsel des PH zwischen 4,5 und 7 oder die Fallung mit 30%igem 
Ammoniumsulfat. Sind diese Einfltisse auch bei rascher Arbeitsweise und bei 
moglichst niedriger Temperatur unmerklich, so treten sie doch bei langerer Dauer 
der Operationen besonders bei Zimmertemperatur sofort deutlicher in Erscheinung. 
SchlieBlich konnten weniger widerstandsfahige Virusarten hOchstens teilweise 
gereinigt und begrenzt konzentriert werden; in keinem einzigen FaIle gelang 
eine Isolierung eines solchen Virusproteins in aktiver und kristallisierter Form. 
Die notwendigen entsprechend milden Reinigungs· und Isolierungsbedingungen 
wurden dann durch Anwendung der hochtourigen Differentialzentrifugierung 
verwirklicht. Die fortschreitende Technik lieferle in der Erbauung einfacher 
und wohlfeiler Ultrazentrifugen ein Mittel, um auch an die Konzentrierung und 
erfolgreiche Reinigung der kleinsten und instabilsten Virusproteine heranzugehen 
(vgl. dazu die Bakteriophagenisolierung mittels niedrigtouriger Zentrifugierung13). 

Die von BISCOE, PICKELS und WYCKOFF14 konstruierte und spaterverbesserte15 
praparative Ultrazentrifuge gestattet eine Fltissigkeitsmenge von etwa 150 emS 
auf einmal zu verarbeiten. Sie benutzt als Antriebskraft eine Modifikation 
der Luftturbine von HENRIOT und HUGUENARD,t6 wie sie von BEAMS17 entwiekelt 

1 F. C. BAWDEN, N. W. PIRIE, J. D. BERNAL, J. FANKUCHEN: Nature (London) 
188 (1936), 1051. 

2 L. F. MARTIN, H. H. McKINNEY, L. W. BOYLE: Science (New York) 86 (1937), 
380. 

3 F. C. BAWDEN, N. W. PmIE: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 128 (1937), 274. 
4 H. S. LORING, W. M. STANLEY: J. bioI. Chemistry 117 (1937), 733. 
5 W. M. STANLEY: Harvey Lect. 88 (1938), 170. 
6 F. C. BAWDEN, N. W. PmIE: Nature (London) 189 (1937), 546. 
7 F. C. BAWDEN, N. W. PIRIE: Nature (London) 141 (1938), 513. 
8 F. C. BAWDEN, N. W. PmIE: Brit. J. expo PathoI. 19 (1938), 251. 
9 J. E. SMADEL, M. J. WALL: J. expo Medicine 66 (1937), 325. 
10 C. W. JANSSEN: Z. Hyg. Infekt.·Krankh. 119 (1937), 558. 
11 H. BROWN, J. A. KOLMER: Proc. Soc. expo BioI. Med. 37 (1937), 137. 
12 J. H. NORTHROP: J. gen. Physiol. 21 (1938), 335. 
13 M. SCHLESINGER: Biochem. Z.264 (1933), 6. 
14 J. BISCOE, E.G.PICKELS, R. W. G. WYCKOFF: J. expo Medicine 64(1936).39. 
15 R. W.G. WYCKOFF. J. B. LANGSDIN: Rev. sci. Instruments 8 (1937), 74. 
16 E. HENRIOT, E. HUGUENARD: C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 180 (1925), 1389. 
17 J. W. BEAMS, F. G. PICKELS: Rev. sci. Instruments 6 (1935), 299. 
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wurde. Der Oberteil des Rotors besteht aus einem besonders geformten Leicht
metallblock, der zur Aufnahme einer Anzah! Celluloidbehii.lter ausgebohrt ist. 
Da er sich in einem Vakuum draht, das stundenlanges Laufen ohne Erhitzung 
gestatten BOll, wird die Verdampfung der Flussigkeit durch einen vakuumdichten 
Deckel verhindert. Die maximalen Felder liegen zwischen dem 250000- und 
300000fachen des Schwerefeldes, was durch 55000 bis 60000 Umdrehungen in 
der Minute erreicht wird. Durch aufeinanderfolgendes Zentrifugieren bei ver
schiedenen Geschwindigkeiten konnenEiweiBstoffe (Mol.-Gew. groBer ala 30000) 
von anderen Substanzen befreit und die schweren Virusproteine von denen mit 
niedrigerem Molekulargewicht getrennt werden (Differentialzentrifugierung). 
Den gleichen Zwecken dient auch die Ultrazentrifuge von BAUER und PICKELS.l 

Das Tabakmosaikvirusprotein kristallisiert wegen der verMltnismii.Big groBen 
Menge, die in infizierten Pflanzen gebildet wild, direkt aus dem PreBsaft aus;2 
im allgemeinen wird man aber doch zur Reir.igung die Differentialzentrifugierung 
anwenden mussen. 1m folgenden sei kurz die Arbeitsweise von STANLEY bei 
der lsolierung des Tabakringvirus wiedergegeben,3 die wegen der besonderen 
Instabilitii.t dieses Proteins bei Temperaturen um den Gefrierpunkt ausgefuhrt 
werden muB. 

Das erkra.nkte Pflanzenmaterial (z. B. tiirkische Tabakpflanzen) wird in ga
frorenem Zustande zermahlen und nach dem Auftauen und Erwarmen auf 40 C in 
einem Raurne von gleicher Temperatur unter Zusatz von sekundarem Natriurnphos
phat durch mehrera Schichten Verbandsgaze gepreBt und sodano durch Spezialfilter 
filtriert. Von der resultierenden Fliissigkeit werden im ganzen 120 cm3 in den 
Celluloidbechem (je 15 cm3 pro Behalter) der auf 00 C vorgekiihlten Zentrifuge 
F/a Stunden lang bei 30000 Umdrehungen pro Minute zen~rifugiert. Die Hiilfte 
der liberstehenden, praktisch von Virusaktivitat freien Losung wird abpipettiert, 
der Rest abdekantiert. Sofort suspendiert man das griinlich gefti.rbte Sediment in 
Q,Ol m Phosphatpuffer von PH 7 und zentrifugiert a.uf einer normalen Winkelzentrifuge 
etwa I/S Stunde bei 3000 Umdrehungen. Die liberstehende klare Fliissigkeit wird 
wiederum der obigen Ultrazentrifugierung unterworfen und so der Wechsel zwischen 
hoch- und niedrigtouriger Zentrifugierung zwei- bis viermal wiederholt. Nach der. 
Ultrazentrifugierung muB eine proteinfreie Fliissigkeit liber einem farblosen Sediment 
erhalten werden. J ede Ultrazentrifugierung bezweckt durch Aggregierung kolloidal 
verteilten Materials und dessen Sedimentierung zusammen mit dem'loslichen Virus
protein die Trennung von niedermolekularen Substanzen in der iiberstehenden Fliissig
keit; jede niedrigtourige Zentrifugierung die Scheidung des aggregierten Materials 
und der Pigmente von dem hochmolekularen loslichen Virusprotein. Die Menge des 
so gewonnenen reinen Praparates betragt von verschiedenen Pflanzen 0,005 bis 
0,05 mg pro Gramm Ausgangsmaterial und iibertrifft die Infektiositat des PreBsaftes 
urn das 10000Ofache. In diesem FaIle konnten Kristalle nicht erzielt werden, doch 
berichtet derselbe Autor liber die Gewinnung von Kristallen auf ahnlichem Wege.' 

AuBer bei Stammen des Tabakmosaikvirus war die Methode unter anderem 
noch beim Cucumbermosaikvirus 3 und 4,5 beirn latenten Tabakmosaikvirus6 

und von tierpathogenen Virusarten beim Erreger des SHoPEschen Kaninchen
papilloms? und des Rous-Sarkoms8 erfolgreich. 

Die Einheitlichkeit der auf die eben besprochenen Arlen dargestellten Pra.-

1 J. H. BAUER, E. G. PICKEL8: J. expo Medicine 64 (1936), 503. 
2 R. W. G. WYCKOFF, R. B. COREY: Science (New York) 84 (1936), 513. 
3 W. M. STANLEY: J. bioI. Chemistry 129 (1939), 405. 
4 W. M. STANLEY, R. W. G. WYCKOFF: Science (New York) 85 (1937), 181. 
6 W. C. PRICE, R. W. G. WYCKOFF: Nature (London) 141 (1938), 685. 
II H. S. LORING, R. W. G. WYCKOFF: J. bioI. Chemistry 121 (1937), 225. 
7 J. W. BEARD, R. W. G. WYCKOFF: Science (New York) 85 (1937), 201. 
8 A. CLAUDE: Science (New York) 87 (1938), 467. 
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parate ist naturgema.B abhii.ngig von der benutzten Methode (Verunreinigungen: 
etwa Fremdeiwei8 oder anorganische SaJze); sie ist, was die TeilchengroBe 
anbetriHt, praktisch vollkommen bei der Darstellung mit der Ultrazentrifugen
methode (Priifung auf der analytischen Ultra.zentrifuge, siehe S. 525). Als weiterer 
Beweis fUr Einheitlichkeit ka.nn geltend gemacht werden, daB bii.ufiges Um
kristallisieren und fraktionierte Krista.llisa.tion in der Kii.lte bei den chemisch 
dargestellten Pra.paraten ohne Verlust an Aktivitii.t durchzufiihren ist (LoRING 
und STANLEY am Tabakmosa.ikvirusprotein1). Selbst mogliche Beimengungen 
anderer Virusa.rten gleicher GroBe und 8Jmlicher Eigenschaften, die schwer 
mit Sicherheit erkennba.r sind, lassen sich bei geeignetem Verfahren auf Grund 
verschiedener Stabilitit abtrennen (siehe S. 530, 532). 

C. Zusammenhang zwischen Protein und Virusaktivitit. 
Die Frage, ob die dargestellten Proteine auch wirklich alB die im Ausgangs

material vorhandenen Virusarten anzusprechen sind, kann heute mit groBer 
Sicherheit bejaht werden. Die Ursache fiir die Aktivitit ist keinesfalls aJIein 
im hochmolekuIa.ren Bau der Proteine zu suchen. Das Hii.mocyanin aus Helix
blut z. B., da.s mit einem Molekula.rgewicht von 6700000 in die GroJ3enQrdnung 
der Virusproteine einzureihen ist, zeigt keinerlei Anzeichen einer Infektions
fiiJrlgkeit. Die Aktivitit liegt vielmehr in dem besonderen Feinbau des Protein
molekiils begriindet und ist somit eine untrennbare Eigenschaft deBBelben. 
Dafiir konnen Un wesentlichen folgende Beweise beigebracht werden. 

Tabakmosaikvirusprotein zeigte, gltiichgiiltig aus welchen erkrankten 
Pfla.nzen da.s Prii.pa.rat isoliert oder wie oft es umkristallisiert worden war, das
selbe physikalische, chemische, serologische und biologische Verhalten.1 Auf 
den AUsgang des Versuches hatte auch die Verwendung von Pflanzen, deren 
normale Proteine keinerlei serologische Verwandtschaft aufweisen (Tabak und 
Phlox), keinen EinfluB. Zudem sind die Eigenschaften der Proteine von der 
Art der Darstellung unabhii.ngig. 

Bei Untersuchung der Eigenschaften von V.arietaten des Tabakmosailtvirus, 
z. B. des Aucubamosa.ikst&mmes, der sich biologisch vom normalen Tabak
mosa.ikvirus unterscheidet, fanden sich trotz "Obereinstimmung in den meisten 
aller Eigenschaiften doch geringfiigige Abweichungen in der LOslichkeit, im iso
elektrischen Punkt, der SedimentationskonBtanten (185,10-18, T. M. V.: 174.10-18) 

und in der Fii.llung mit Clupeinsulfat;B Diese Tatsache beweist die innige Be
ziehung der chemischen und biologischen Eigenscha.ften der Virusproteine. 

Wenn die Aktivitit von einer Verunreinigung, die am Protein adsorbiert 
ist, oder von einer abdissoziierba.ren Gruppe deBBelben herriihrte, muBte es mog
lich sein, durch Zentrifugieren bei verschiedenem PH Protein und aktiven Be
sta.nclteil zu trennen. DaB dies nicht der Fall ist, zeigte STANLEY3 am Tabak
mosa.ikvirus im PH-Bereich zwischen 2 und 8, wobei er stets die Aktivitat der 
LOsung proportional ihrem Gehalte an hochmolekularem Protein fand. 

Ferner erweist die Einwirkung chemischer und physikalischer Einflusse, 
auf die im :Ka.pitel IV (S. 521ff.) noch na.her eingegangen wird, daB da.s Sch\\inden 
dar Aktivitit zweifellos mit einer Vera.nderung des Proteinmolekiils (ZerfaJI, 
Blockierung) einhergeht. Bei der unter gewissen Bedingungen moglichen Reakti
vieruug wird aJIem Anschein nach das intakte MolekUl wiederhergestellt. So 

1 H. S. LOBING, W. M. STANLEY: J.obiol. Chemistry 117 (1937), 733. 
I R. W. G. WYCXOFF, J. BISCOE, W. M. STANLEY: J. bioI. Chemistry 117 (1937), 

57. - F. C. BAWDEN, N. W. PuUE: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 128 (1937), 274. 
• W. M. STANLEY: J. bioI. Chemistry 117 (1937), 755. 
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fanden BEST und SAMUEL,l daB nach kurzer Einwirkung einer molekillzersroren
den Wasserstoffionenkonzentration (PH 9) durch schnelles Einstellen des Neutral
punktes teilweise eine Reaktivierung des Proteins stattfindet. Ross und 
STANLEy2 deuten die reversible Inaktivierung des Tabakmosaikvirusproteins 
durch Formaldehyd mit einer Blockierung von biologisch wirksamen NH2-

Gruppen, deren Freilegung die Wiedererlangung der Aktivitiit zur Folge hat. 
Von physikalischen Einfliissen sei erwiihnt, daB nach den Untersuchungen von 
DUGGAR und HOLLANDER3 das Absorptionsspektrum des Proteins im Ultraviolett 
nahezu vollig mit dem Zersrorungsspektrum der Aktivitiit iibereinstimmt. 

IV. Cbemiscbe ond pbysikaliscbe Eigenschaften der 
gereinigten Virusproteine. 

A. Die Molekillgr(s8e der Virusproteine. 
Die Summe der gewonnenen Erfahrungen leitet zu dem Schlusse, daB den 

Elementarteilchen einer bestimmten Virusart wie allen EiweiBkorpem innerhalb 
gewisser Stabilitiitsgrenzen (PH der LOsung) ein konstanter, eng begrenzter 
GroBenbereich zugeordnet werden kann. Beweis dafiir ist die Tatsache, daIl 
Messungen der verschiedensten Autoren an der gleichen Virusart sehr gut iiber
einstimmen, selbst wenn verschiedene Methoden in Anwendung kamen.' Ab
weichungen der einzelnen MeBresultate sind entweder auf eine von der Kugel
gestalt abweichende Form der Teilchen oder auf wiihrend der Reindarstellung 
erfolgte Veriinderungen zuriickzuruhren. So extreme Verschiedenheiten der 
Partikel, wie sie NORTHROpS auf Grund von Diffusionsversuchen beim Staphylo
coccus-Bakteriophagen feststellen konnte (Mol.-Gew. 300000000 bis herab zu 
50(000) und die er auf Dissoziation des Molekiils bei steigender Verdiinnung 
zuriickfiihrte, fanden bislang keine Bestiitigung durch die iiblichen Methoden 
der Molekulargewichtsbestimmung. 

Diese basieren auf der Ermittlung der TeilchengroBe entweder indirekt mit 
Hilfe der Methoden der analytischen Ultrazentrifugierung und der Ultrafiltration 
oder bei groBeren Virusformen direkt mit Hilfe der Ultraviolettmikroskopie. 
Die Resultate der Messungen werden auf den Durchmesser unter der vereinfachen
den Voraussetzung kugeliger Gestalt bezogen. DaB diese gerade fiir die meisten 
pflanzlichen Virusproteine nicht ·zutrifft (sie haben eine langgestreckte Gestalt, 
vgl. S. 525), ist eine Erkliirung friiher widersprechend erscheinender Resultate 
verschiedener Bestimmungsmethoden. 

Der Gesamtbereich der Virusproteine ist durch die Grenzen 10 und 250 ml' 
anniihemd gegeben, was im FaIle sphiirischer Gestalt Molekulargewichten von 
400000 (kleinste Form des Staphylococcus-Bakteriophagen, Maul- und Klauen
seuchevirus) bis zu 2300000000 (Vaccine-Elementarkorperchen) entspricht. 
Die isolierten Pflanzenvirusproteine weisen Molekulargewichte von etwa 3,4 Mill. 
(Tabakringvirus nach STANLEy8) bis 42,5 Mill. (Tabakmosaikvirus nach 
LAUFFER7) auf bei einem mittleren Teilchendurchmesser von 19+40 mI'. Zum 
Vergleich sei hier das Hamocyanin aus Helixblut mit einem Molekulargewicht 
von 7 Mill. und einem Durchmesser von 24 ml' herangezogen. 

1 R. J. BEST, G. SAMUEL: Ann. appi. BioI. 23 (1936), 509. 
B A. F. Ross, W. M. STANLEY: J. gen. Physiol. 22 (1938), 165. 
8 B. M. DUGGAR, A. HOLLANDER: J. Bacteriol.27 (1934), 219, 241. 
, Niiheres siehe W. J. ELFORD: Handbuch der Virusforschung, S. 126. Wien 

1938. 
I J. H. NORTHROP: J. gen. Physioi. 21 (1938), 335. 
e W. M. SUNLEY: J. bioI. Chemistry 129 (1939), 405. 
7 M. A. LAUFFER: Science (New York) 87 (1938), 469. 
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1. Molekulargewichtsbestimmung mit der Ultrazentrifuge. 
Zwei Verfahren stehen hier zur Verfiigung: a) Bestimmung auf Grund der 

Sedimentationsge8chwindigkeit unter Voraussetzung kugeliger Teilchen mit 
gleichformiger, ungehinderter Bewegungsmoglichkeit. Die GroBe des Molekular
gewichtes folgt dann aus dem nach dem STOKEsschen Gesetz errechneten Teilchen
radius. 

b) Bestimmung auf Grund des Sedimentationsgleich{}ewichtes. Bei entsprechend 
geringerer Umdrehungsgeschwindigkeit bewirkt in einem gewissen Stadium das 
Auftreten eines volligen Ausgleichs zwischen Sedimentation und Diffusion die 
Herstellung eines Gleichgewichtszustandes. Das Molekulargewicht kann ganz 
unabhangig von der Teilchenform unter Beriicksichtigung des stationaren 
Konzentrationsgefalles gegen die Achse hin - Messung optisch wahrend der 
Zentrifugierung nach THE SVEDBERGl - berechnet werden. 

Eine befriedigende "Obereinstimmung zwischen beiden Methoden wird 
allerdings nur erzielt werden, falls die Voraussetzung kugeliger Molekiilgestalt 
wenigstens annahernd zutrifft. So erhielten McFARLANE und KEKWICK2 fiir 
das Molekulargewicht des "bushy-stunt"-Virus nach Methode a 8,8 Mill., nach b 
7,6 Mill. Fiir atabchenformige Molek"iile ergeben sich erst nach Ermittlung des 
Langen-Breitenverhaltnisses (siehe S. 525) verlaBliche Molekulargewichte mit 
Hilfe der Sedimentationsgeschwindigkeit. Folgende Zusammenstellung gibt 
einige der bisher gewonnenen Daten wieder: 

Tabelle 1. 

Virus Durchmesser 
I 

Sed.-Konst. I Mol.-Gew. in I Antor Inm.u 8 .. • MIJJIonen 

Tabakringfleck ........ 19 115.10-13 3,4 STANLEY (1939) 
Latentes Kartoffelmosaik 9,8 X430 4 113'10-13 26 LORING und 

WYCKOFF (1937) 
Bushy-stllD.t .......... 28 146.10-13 8-;.-9 McFARLANE und 

KEKWlCK (1938) 
Tabakmosaik ......... 12,3 X 430 4 174.10-13 42,5 LAUFFER (1938) 
Cucumbermosaik ...... 12,3 X430 4 175.10-13 17? PRICE und 

WYCKOFF (1938) 
SHoPEsches Papillom .. 40 250.10-13 25 BEARD und 

WYCKOFF (1937) 
Staph. Bakteriophage .. 80-;.-90 650.10-13 300 WYCKOFF (1938) 

2. Molekulargewichtsbestimmung durch Ultrafiltration. 
Diese ist 1907 von BECHHOLD5 begriindet worden und dient ganz allgem~in 

zur Erforschung disperser Systeme durch die verschiedenen Siebeigenschaften 
von Gelmembranen mit abgestufter Porenweite. GroBtenteils mit ihrer Hille 
sind Kenntnisse iiber die TeilchengroBe der Virusarten hauptsachlich durch 
ELFORD gesammelt worden. Fiir die Bestimmungen sind erforderlich: 

a) Eine Reihe von reproduzierbaren Membranen mit abgestufter Porenweite 
von etwa I tt abwarts, die bei angemessener mechanischer Festigkeit chemisch 
verhaltnism~.Big widerstandsfahig sind. Ala solche werden meist Kollodium-

1 T. SVEDBERG: Kolloid-Z. 67 (1934), 2. 
2 A. S. McFARLANE, R. A. KEKWlCK: Biochemic. J.82 (1938), 1607. 
3 8 ao = Sedimentationsgeschwindigkeit in cm/sec bei 1 dyn im Medium von 

der Dichte und Viskositat des Wassers bei 20° C. 
, Stabchenform. 
5 H. BECHHOLD: Z. physik. Chern. 60 (1907), 257. 
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membranen verwendet (Eisessig-Kollodium-Membranen, Porenweite 50 -:-l000m",; 
Alkohol-!ther-Kollodium-Membranen, maximaler Porendurchmesser 100 m",; 
ELFORDS "Gradocol"-Membranen;l Membranfilter von ZSIGMONDY und BACH
MANNi). 

b) Kenntni8 der Besonderheiten der FiUration durch solche feinporigen Gebilde. 
Die einzelnen Poren, weder in Richtung noch Querschnitt einheitlich, konnen 
oftmals 1000mallanger als weit sein. Bei den submikroskopischen Abmessungen 
ist es unter solchen Umstanden verstandlich, da.6 Blockierungen der Filter
kanale und Oberflaehenadsorption eine wesentliche Rolle spielen. Von Wichtig
keit sind daher die Einhaltung giinstigen Filtrationsdruckes und optimaler Tem
peratur (25 0 0), sowie eine vorausgehende Klii.rung der zu filtrierenden LOsung, 
ferner ihr PH (U nlasliehkeit des Proteins am isoelektrisehen Punkt !), der Elektrolyt
gehalt und die Anwesenheit kapillaraktiver Substanzen, welche die Filtrierbarkeit 
ganz au.6erordentlieh erleiehtern. AlB Medium hat sieh bei Beachtung aller 
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Abb.2. FUtratlonsendpunktskurve. 

dieser Umstande die sogenannte HARDLY-Briihe (PH = 7,6) wegen ihrer Stabili
sierungsfahigkeit und der minimalen Adsorptionseffekte als besonders gtinstig 
erwiesen. 

e) Kenntnis des ZusammenMnges der Porenweite und der TeilchengrofJe. 
<X) FiUrationsendpunkt. Unter Einhaltung der jeweils experimentell zu er

mittelnden giinstigsten Bedingungen wird aus einer Reihe von Membranen mit 
fortschreitend feinerer Porung diejenige bestimmt, die praktisch aIle Virus
partikeln zuriickzuhalten vermag. Das Resultat einer solchen Versuchsreihe 
veranschaulicht eine sogenannte Endpunktskurve (vgl. Abb. 2). 

(3) Beziehung zwi8chen Filtrationsendpunkt und Teilchendurchmesser. Eine 
Gleichsetzung des Teilehendurehmessers mit der Grenzporenweite ist nur in 
der Nahe von 1000 mp. zulassig, nur dort ist der Quotient der beiden Gra.6en 
F = 1. Mit fortsehreitender Verfeinerung der Porung sinkt er aber, bis er sehlie.6-
lich bei etwa 20 m", den Wert 1/3 erreieht hat. Bezeiehnet man mit P den Partikel
durchmesser und mit d die Porenweite, so laBt sieh die Beziehung aufstellen 

p=F·d. 

1 W. J. ELFORD: J. Pathol. Bacteriology 34 (1931), 505. 
2 R. ZSIGMONDY, W.-BACHMANN: Z. anorg. aUg. Chern. 103 (1918), 119. 
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fiber die Werte von F gibt die folgende Zusammenstellung Auskunft:1 

FaktorF 

0,33-:-0,50 ....... . 
0,50-:-0,75 ....... . 
0,75-:-1,00 ....•... 

Porenwelte 

10-:- 100 mfl 
100-:- 500 " 
500-:-1000 " 

THORNRERRy2 hat 13 PfIanzenviren unter ubereinstimmenden Bedingungen 
mit "Gradocol-Membranen" gepruft mid bei allen einen ahnlichen Endpunkt 
bei 40 mp" entsprechend einem Durchmesser von etwa 13-:-20 mp, feststellen 
konnen. Es ist dabei aber zu beachten, daB sich naturgemaB von Stabchen
formen nur der Querschnittsdurchmesser ergeben kann. 

Untersuchungen mit gereinigten Pflanzenvirusproteinen3 ergeben wahrschein
lich infolge Aggregation der Teilchen in fibereinstimmung mit Beobachtungen 
an Bakteriophagen' zu hohe Werte fur den Teilchenradius. 

3. Molekulargewichtsbestimmung durch IDtraviolettmikroskopie. 
Durch Verwendung von ultraviolettem Licht wird das Auflosungsvermogen 

des Mikroskops fiir Teilchen bis herab zu einer GroBe von 75 mp, (bei normalem 
Licht 200-:-250 mp,) ausgedehnt. Somit ist die direkte Sichtbarmachung und 
Ausmessung wenigstens der groBeren Virusarten (75-:-250 mp,) erschlossen. 

Zwei Methoden konnen fiir die Betrachtung verwendet werden, die direkte 
Durchleuchtung und die Dunkelfeldbeleuchtung. Die Leistungsfahigkeit der 
ersteren beruht im wesentlichen auf dem verschiedenen Absorptionsvermogen 
von Protein und Einbettungsmittel und hangt somit von der GroBe dieses Unter
schiedes abo Die zweite verwendet die Lichtbeugung, die stets an Stellen optischer 
Diskontinuitat auftritt. Bei Abwesenheit von Fluoreszenzerscheinungen scheint 
wohl der Durchstrahlungsmethode der Vorzug zu gebiihren, besonders in der 
Nahe der Auflosungsgrenze, wo die Beugungsbilder die tatsachliche Teilchen
groBe erheblich ubertreffen. Es empfiehlt sich aber, beide Methoden neben
einander zu verwenden. Bei Untersuchung ungereinigten Ausgangsmaterials 
ist es unerlaBlich, durch Anlegen von Parallelpraparaten aus nichtinfiziertem 
Gewebe die Verwechslung der Viruselemente mit anderen Partikeln nach Tun
lichkeit auszuschalten. 

BARNARD5 fand fiir die Vaccine-Elementarkorperchen mit 150-:-170 mp, 
einen Durchmesser, der mit den Resultaten der Ultrafiltration (150 mp,) und 
Ultrazentrifugierung (180 mp,) in guter Obereinstimmung steht. Eine Bestatigung 
der weit geringeren Dimensionen der Pflanzenviren liefern die erfolglosen Ver
suche von HOLMES,6 ihre Anwesenheit in PreBsaften infizierter Pflanzen nach
zuweisen. Die Ergebnisse von Untersuchungen von SMITH und DONCASTER7 

an gereinigte~ Praparaten des Kartoffelvirus X erharten die Befunde der Ultra
filtration, wonach Pflanzenvirusproteine in gereinigtem Zustande einen groBeren 
Durchmesser zu besitzen scheinen als in ungereinigtem. Die angenommene 
Aggregation wird offenbar durch das Auffinden von Aggregaten mit etwa 200 mp, 
Durchmesser, die augenscheinlich aus Einzelkorperchen von zirka 70 mp, GroBe 
bestchen. 

1 W. J. ELFORD: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 112 (1933), 384. 
2 H. H. THORNBERRY: Phytopathology 25 (1935), 938. 
3 F. C. BAWDEN, N. W. PIRIE: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 128 (1938), 274. 

Brit. J. expo Pathol. 19 (1938), 66. 
, W. J. ELFORD, C. H. ANDREWS: Brit. J. expo Pathol. 13 (1932), 446. 
6 J. E. BARNARD: Brit. J. expo Pathol. 16 (1935), 129. 
8 F. O. HOLMES: Bot. Gaz.86 (1928), 59. 
7 K. M. SMITH, J. P. DONCASTER: Parasitology 27 (1935), 523. 
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4. PrIlfung der Virusproteine auf Einheitliehkeit in der Ultrazentrifuge. 
Das von STANLEY erstmalig mit chemischen Methoden hergestellte Tabak

mosaikvirusprotein ergab Mch SVEDBERG in der analytischen Ultrazentrifuge 
unscharfe Sedimentationsgrenzen und war somit in bezug auf die Sedimentations
konatanten als durchaus inhomogen anzusprechen. DaB die Heterogenitat 
zweifellos erst durch die chemischen Operationen wahrend der Isolierung bewirkt 
wurde, bewiesen ERIKSSON- QUENSEL und SVEDBERGl durch weitere chemische 
Behandlung der Praparate, wobei eine standig steigende Inhomogenisierung 
eintrat. In der Tat zeigten Praparate, hergestellt mittels der Ultrazentrifuge 
oder besonders milder chemischer Agentien, in tibereinstimmung mit unbe
handeltem Material eine scharfe Sedimentationsgrenze bei der Ultrazentrifugen
analyse und damit eine einheitliche Sedimentationskonstante von 174 '10-13•2 

Diese Homogenitat, die sich in destilliertem Wasser etwa zwei Monate hindurch 
erhalten laBt, verschwindet aber wegen der Empfindlichkeit des gereinigten 
Virusproteins gegen SalzlOsungen selbst niedriger Konzentration schon bei 
kurzem Stehen in 0,1 m Phosphatpuffer. Solche Praparate zeigen dann ganz 
wie auf chemischem Wege dargestellte neben der normalen Komponente noch 
eine hOhermolekulare mit der Sedimentationskonstante 200'10-13, was auf 
eine Aggregation der Molekiile Ende an Ende hindeutet (siehe S. 524). 

5. Trennung von Virusproteinen auf der Ultrazentrifuge. 
Sie gelingt nicht nur auf Grund verschiedener chemischer oder physikalischer 

Beeinflussung verschiedener Virusarten (siehe S. 530,532), sondem bei ungleicher 
MolekiilgrOBe oder -form mit Hilfe der Ultrazentrifugierung. GRATIA und MANILa 
gelang es, Tabakmosaikvirusprotein von Phagenprotein auf diese Weise zu 
trennen. Schon nach einmaliger Operation war die Virusaktivitii.t vollkommen 
niedergeschlagen; der Phagentiter im Sediment betrug 10-6, in der iiberstehenden 
Fliissigkeit dagegen noch 10-3• 

6. Die MolekUlform der Virnsproteine. 
In gleicher Weise wie bei den EiweiBkorpem im allgemeinen konnen auch 

bei den Virusproteinen Spharo- und Linearproteine unterschieden werden, deren 
Form wie iiblich aus Messungen der Sedimentationskonstanten, der Viskositii.t, 
Stromungsdoppelbrechung uod aus Untersuchungen im Ultramikroskop hervor
geht. 

BARNARD4 gelangte fUr groBere Virusarten (Vaccine, Gefliigelpocken usw.) 
zur Vorstellung kugeliger Formen, ebenso SCHLESINGER5 fur Bakteriophagen. 
Bei kleineren Molekiilen kommt daneben hiiufig die stii.bchenformige Gestalt 
vor. TAKAHAsm und RAWLINSS konnten fUr Tabakmosaikvirus auf Grund der 
Stromungsanisotropie die Stii.bchenform wahrscheinlich machen. LAUFFER? 
errechnete aus Viskositii.tsmessungen das Langen-Breitenverhii.ltnis dieses 
Virus zu 35 (430: 12,3); ein ebenfalls auftretender Wert 63 bestii.tigte neuerdings 
die vermutete Aneinanderlagerung der Molekiile Ende an Ende beim Aggre
gationsvorgang, um so mehr als auch die hierfiir zu erwartende Sedimentations-

1 I. ERIKSSON-QUENSEL. TH. SVEDBERG: J. Amer. chem. Soc. 68 (1936), 1863. 
2 R. W. G. WYCKOFF, J.BISCOE, W.M. STANLEY: J. bioI. Chemistry 117 (1937),57. 
3 A. GRATIA, P. MANIL: C. R. Seances Soc. BioI. Filiales Associees 126 (1937), 903. 
, J. E. BARNARD: J. microsc. Soc. m 62 (1932), 233. 
& M. SCHLESINGER: Biochem. Z. 278 (1934). 306. 
6 W. N. TAKAHASHI, T. E. RAWLINS: Science (New York) 80 (1937), 103. 
7 M. A. LAUFFER: Science (New York) 87 (1938), 469; J. bioI. Chemistry 128 

(1938), 443. 
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konstante von 202.10-13 mit der tatsachlich beobachteten (200 ,10-13) schr gut 
ubereinstimmt (siehe S.525). FRAMPToNI dagegen hielt noch vor kurzem aile 
derartigen Aussagen iiber Gestalt und GroBe des Tabakmosaikvirus wegen der 
bei den Messungen auftretenden Anomalien fiir nicht sicher bewiesen. Neuere 
Untersuchungen mit dem mtramikroskop an den von STANLEY erhaltenen 
Kristallnadeln werden von KAUSCHE2 dahin gedeutet, daB hier linear und lateral 
aggregierte stabchenformige Teilchen von molekularem Charakter zu Para
kristallen vereinigt sind. 

Eine mehr oder minder kugelige Gestalt kommt dagegen z. B. den Molekiilen 
des in Rhombendodekaedem kristallisierenden "bushy-stunt"-Virus zu, wie 
McFARLANE und KEKWICK3 aus der fehlenden Stromungsdoppelbrechung und 
den ahnlichen Ergebnissen der Molekulargewichtsbestimmung aus Sedimen
tationsgleichgewicht und Sedimentationsgeschwindigkeit folgern. 

B. Die chemische Zusammensetzung der gereinigten Virusstoffe. 
Soweit bis heute Analyscn der isolierten und gereinigten Virusstoffe vor

liegen, geht daraus hervor, daB sie Nucleoproteide sind. 
Das Tabakmosaikvirusprotein entliii.lt 48% C, 7,3% H, 16% N, 0,6% P 

und 0,24% S. Die beiden Elemente Phosphor und Schwefel konnen durch 
Dialyse bei PH 9,3 nicht entfernt werden. Der Schwefel verteilt sich zu 0,14% 
auf Cystin- bzw. Cysteinschwefel, 0,04% Methioninschwefel und 0,070,04% 
Sulfat-Schwefel. 1m aktiven Virusprotein sind keine Sulfhydrylgruppen nach
weisbar, wohl aber treten solche bei der Denaturierung in Erscheinung.' 

Das Virusprotein wird durch die gebrauchlichen EiweiBfailungsmittel, wie 
Trichloressigsaure, Phosphorwolframsaure, Gerbsaure, Bleiacetat, Alkohol, 
Aceton und Ammonium- oder Magnesiumsulfat, gefiillt. Die Proteinkomponente 
des Nucleoproteids ist nach STANLEy5 ein Globulin. 

Durch Versetzen einer TabakmosaikvirusloBung mit 475 Teilen Eisessig 
wird die Nucleinsaure abgespalten.6 Auch durch Erhitzen einer Virusprotein
IOsung auf 75° tritt Abspaltung der Nucleinsaure ein, gleichzeitig denaturiert 
das EiweiB und verliert seine Virusaktivitat. Der Nucleinsauregehalt des Tabak
mosaikvirusproteins ist ungefahr 5%. Die Virusnucleinsaure zeigt weitgehend 
die Eigenschaften und die Zusammensetzung der Hefenucleinsaure, also einer 
Ribonucleinsaure. Desoxypentosen sind nicht vorhanden. Als Hydrolysen
produkte der Tabakmosaikvirusnucleinsaure wurden von LORING? Guanin, 
Adenin, Cytosin und Uridylsaure isoliert. Nach BAWDEN und Pm:IE6 ist indes 
die Virusnucleinsaure hohermolekular als die Hefenucleinsaure, da sie im Gegen
satz zu dieser nicht dialysabel ist. 

Auch die Elementaranalysen des latenten M osaikvirusproteins sprechen fur 
ein Nucleoproteid mit 6% Nucleinsaure. Es enthiHt 47,8% C, 7,6% H, zirka 
16% N, 0,6% P, 1,1 % S und 3,673,9% Kohlehydrate. Nach LORING8 sind die 
chemischen Eigenschaften dieses Virusproteins ganz analog denen des Tabak
mosaikvirusproteins, obwohl die biologischen Eigenschaften sehr verschieden 
sind. Bei der Spaltung mit Eisessig wird eine Nucleinsaure mit den Loslichkeits-

1 V. L. FRAMPTON: Phytopathology 29 (1939), 495. 
2 G. A. KAUSCHE, H. RUSKA: Biochem. Z.303 (1939), 221. 
3 A. S. McFARLANE, R. A. KEKWICK: Biochemic. J.32 (1938), 1607. 
, A. F. Ross, W. M. S.TANLEY: J. Amer. chern. Soc. 61 (1939), 535. 
5 W. M. STANLEY: J. bioI. Chemistry 121 (1937), 205. 
8 F. C. BAWDEN, N. W. PIRIE: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 123 (1937), 274. 
7 H. S. LORING: J. bioI. Chemistry 130 (1939), 251. 
8 H. S. LORING: J. bioI. Chemistry 126 (1938), 455. 
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eigenschaften der Hefenucleinsiure £rei. Das Verhaltnis Kohlehydrat: Phosphor 
ist bei dieser Virusnucleinsaure jedoch doppelt so groB wie bei der Hefenuclein
saure. 

Das Tabalcringlleckvirus, das der kleinste der bisher isolierten und unter
suchten Virusstoffe ist (Molekulargewicht 340(000), enthii.lt im Vergleich zum 
Tabakmosaikvirusprotein ungewohnlich viel, ungefahr 40%, Nucleinsiure, das 
ist etwa achtmal soviel wie beim Tabakmosaikvirus.1 

Auch das Oucumbermosaikvirus nach BAWDEN und PnuE2 Bowie das SHOPE
PapiUomvirus nach BEARD und WYCKOFF' sind ihrer Zusammensetzung nach 
Nucleoproteide. 

Komplizierter als die Pflanzenviren sind die Elementarkorperchen des 
Vacciniavirus zusammengesetzt, die dem Typus der groBen Virusstoffe angehoren 
(Durchmesser der Partikelchen zirka 175 mp.); doch zeigen sie nach MoFARLANE' 
ein hohes MaB von physikalischer und immunologischer Homogenitat, deshalb 
solI auch kurz an dieser S~lle iiber die Zusammensetzung dieses groBeren Virus
stoffes berichtet werden. 1935 ste11ten HUGHES, PA.BKER und R~ groBere 
Mengen gereinigter Vacciniaelementarkorperchen dar und untersuchten deren 
chemische Zusammensetzung; sie fanden EiweiB, atherlosliche Substanz und 
wechselnde Mengen Kohlehydrate. Die Substanz war schwefelfrei. Auch nach 
MoFA.RLANE enthii.lt gereinigtes Vacciniavirus EiweiB, Kohlehydrat, atherlOs
liche Substanz und Nucleinsii.uren. Aus dem getrockneten Material konnen 
mit Benzol oder Ather die Lipoidsubstanzen (Cholesterin und Fett) zum Teil 
extrahiert werden, ohne die Sedimentationskonstante oder die Infekti6nsfahigkeit 
zu ii.ndem. Das mit Ather extrahierte Virus enthii.lt noch 9% Lipoidsubstanz 
und zeigt einen Phosphorgehalt von 2%. Die Lipoidsubstanz kann mit Alkohol 
oder Alkohol undAther ganz entfemt werden, aber nur unter Vernichtung der Virus
aktivitat. Wird das mit Ather vorextrahierte Virus mit 1 %iger NazCOa-LOsung 
behandelt, so geht die gesamte Nucleinsiure und 40% des Kohlehydrates in 
LOsung. Gleichzeitig zerfallt der Riickstand in ganz verschieden groBe Teilchen. 

Aus alIem geht hervor, daB die Zusammensetzung des Vacciniavirus doch 
sehr viel komplizierter ist und schon eher .Ahnlichkeit mit der von Bakterien 
zeigt als mit der gereinigter Pflanzenviren niederen Teilchengewichtes. 

Bakteriopkagen. In ihrer Zusammensetzung stehen die Bak.teriophagen 
den gereinigten Pflanzenviren sehr nahe. Das gereinigte Material, das NORTHROp· 
aus gelosten Staphylococcenkulturen erhielt, hat die Zusammensetzung eines 
Nucleoproteids; es enthaIt 41,8% C, 5,2% H, 14,1 %N, 5,0% Pund 1,5% Glukose. 

Aus dieser kurzen ZusammenstelIung der chemischen Zusammensetzung 
der bisher untersuchten Virusstoffe geht herv'Or, daB die einheitlichen Pflanzen
viren sowie die Bakteriophagen Nucleoproteide sind. Eine allgemeine Vber
tragung dieser Befunde auf aIle Virusarten ist jedoch nicht zulassig, wie das 
Beispiel des Vacciniavirus zeigt, das komplizierter aufgebaut ist. Doch ist es 
wahrscheinlich, daB in der Folgezeit noch eine Reihe anderer Virusarten mit 
kleinem Teilchengewicht als Nucleoproteide erkannt werden konnen. 

Die Konfiguration der im Tabakmosaikvirus enthaltenen Aminosauren ent
spricht der l-Form, also der in normalen Proteinen vorkommenden natiirlichen 

1 J. JI. BAUER, E. G. PICKELS: J. expo Medicine 84 (1936), 503. 
2 F. C. BAWDEN, N. W. PIRIE: Nature (London) 189 (1937), 546; Brit. J. expo 

Pathol. 18 (1937), 275. 
a J. W. BEARD, R. W. G. WYCKOFF: Science (New York) 86 (1937), 201. 
, A. S. McFARLANE, M. G. McFARLANE: Nature (London) 144 (1937), 376. 
Ii T. P. HUGHES, R. F. PARKER, T. M. RIVERS: J. expo Medicine 82 (1935), 349. 
8 J. H. NORTHROP: Science (New York) 86 (1937), 479; J. gen. Physiol. 21 (19311), 

335. 
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Form. Diese in der letzten Zeit gemachte Feststellungl ist von Interesse in bezug 
auf den von KOGL2 erhobenen Befund, nach dem Proteine der Carcinomzelle 
einen gewissen Gehalt an d-Aminosauren aufweisen, der diese Proteine wider
standsfahig gegen die normalen Enzyme des EiweiBabbaues macht, so daB da
durch ein hemmungsloses Wachstum der Carcinomzelle moglich gemacht werden 
soil. Eine allgemeine Giiltigkeit fiir das Wachstum anderer pathologischer 
EiweiBkorper hat dieser Befund, auf den sich vielleicht eine chemische Vor
stellung iiber die autokatalytische Fortpflanzung von pathogenen Proteinen 
griinden lieBe, demnach nicht. 

c. Der EinfluB chemischer Agentien auf die Virusaktivitit. 
1 Die Wirkung von EiweHSfiillungsmitteln auf die Virusaktivitiit. 

Eine ganze Reihe chemischer Reagentien ruft bei ihrer Einwirkung auf 
Virusstoffe deren Inaktivierung hervor. An erster Stelle in dieser Hinsicht stehen 
die EiweiPliilZungamittel. Dabei ist fiir die Auffassung, daB die Virusaktivitat 
im Proteinmolekiil selbst verankert ist, besonders die Tatsache bemerkenswert, 
daB nicht nur VirusstoHe durch die gebrauchlichsten EiweiBfallungsmittel 
niedergeschlagen werden konnen, sondem daB aus mehreren dieser inaktiven 
Niederschlage durch Entfemung des Fallungsmittels das aktive Virus zuriick-
gewonnen werden kann. . 

Reagentien, die Proteine irreversibel denaturieren, wie z. B. Alkohol oder 
Ather, rufen auch irreversible Inaktivierung des Virus hervor, wahrend in den 
Fanen, in denen das Reagens keine Denaturierung des EiweiBmolekiils herbei
fiihrt, es auch moglich ist, die Virusaktivitat ganz oder teilweise zuriickzuerhalteri. 

DaB Virusstoffe durch Ammonium- bzw. Magnesiumsulfat gefallt und aus 
den Fallungen in aktiver und gereinigter Form isoliert werden konnen, davon 
war schon :oMlhrmals die Rede. Theoretisch ist in dieser Hinsicht das Verhalten 
der Virusproteine gegeniiber Schwermetallsalzen, wie Silbernitrat, Mercuri
chlorid oder basischem Bleiacetat, wichtiger. KRUEGER und BALDWIN3 zeigten 
zuerst an einem Staphylococcus-Bakteriophagen, daB dieser mit Mercurichlorid 
quantitativ gefii.llt werden konnte, daB die FiiIlung inaktiv war und daB durch 
Zerlegen des Quecksilberniederschlages mit Schwefelwasserstoff die Aktivitiit 
vollkommen wiederhergestellt werden konnte. Ganz iihnlich verhiilt sich das 
Tabakmosaikvirusprotein. VINSON und PETRE' reinigten das Virus durch FiiIlung 
mit basischem Bleiacetat; sie erhielten inaktive Niederschliige, aus denen nach 
Entfernung des Bleiions wieder das aktive Virus entstand. Nach STANLEYo 
falit aus Viruslosungen mit wenig Silbernitrat das Silbersalz des Proteins, welches 
keine Aktivitat besitzt, nach der Dialyse des Silberions aber wird das Virus
protein praktisch wieder voll aktiv. GroBere Mengen Silbernitrat geben einen 
unloslichen Komplex von denaturiertem Protein, das dann nicht mehr reakti
viert werden kann.' 

Ein anderes EiweiBfallungsmittel, das in der Viruschemie des ofteren ange
wandt wird, ist das Safranin. VINSON? konnte mit Safranin Tabakmosaikvirus-

1 G. SCHWAMM, H. MULLER: Naturwiss.28 (1940), 223. - W. M. STANLEY: 
Physiologic. Rev. 19 (1939), 524. 

2 F. KOGL, H. ERXLEBEN: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem.268 (1939), 57; 
261 (1939), 154. 

3 A. P. KRUEGER, D. M. BALDWIN: J. gen. Physiol. 17 (1934), 499. 
, C. G. VINSON, A. W. PETRE: Contr. Boyce Thompson Inst.3 (1931), 131. 
6 W. M. STANLEY: Phytopathology 26 (1935), 899. 
a J. C. WENT: Phytopathol. Z.10 (1937), 480. 
7 C. G. VINSON: Phytopathology 22 (1932), 965. 
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protein in ina.ktiver Form niederschlagen und den Niederschlag mit LoYDS·Rea,. 
gens zerlegen, wodurch die Aktivitit wieder zurilckgewonnen wurde. 

Bis zu einem. gewissen Grade gebOrt hierher auch da.s Verhalten der Virus
stoffe gegeniiber Adsorptions,.m.tteln. Virusstoffe konnen durch Tonerd.e oder 
Kaolin iJmlich adsorbiert und durch geeignete lfisungsmittel ana. dem Adsorbat 
eluiert werden wie Enzyme.1 

Die Wiedergewinnung der Virusaktivitii.t aus ina.ktiven Komp]exen des V.irus 
mit eiwei.Bfii.llenden Mitteln zeigt, wie innig die Aktivitit mit der Eiwei.Bnatur 
des Virus verbunden ist. Die Widerstandsfii.higkeit des Virus gagen Reagentien 
wie Quecksilberchlorid ist anderseits ein weiterer Hinweis dafiir, da8 die Virus· 
stoffe nicht den Bakterien zuzurechnen sind. 

2. Die Wirkung von Oxydationsmitteln anI Virusstoffe. 
Gegen Ozydationsmitte'l sind die Viru88toffe im aJIgemeinen aehr empfindlich. 

KaJiumperma.nganat oder Wa.sserstoffsuperoxyd vernichten die Aktivitit des 
Tabakmosa.ikvirus aehr rasch. Manche Virusa.rten sind 80 empfindJich, da8 lie 
durch bloBes Stehen an ~er Luft ~tiviert werden. Demgegeniiber besitzen 
reduzierende Substanzen, wie ~in oder Natriumsulfit, ausgesprochene 
Schutzwirkung gagen oxydierende Substanzen. Ja, Z:m:SSEB und SEASTon,· 
femer PEBDRAuS machten sogar die aehr interessante Beobachtung, daB Herpes. 
virus, das durch Stehen an der Luft inaktiviert war, mittels Cystein wieder 
reaktiviert werden konnte. Eine tiefergreifende Oxydation, wie Hie etwa durch 
Kaliumpermanganat hervorgerufen wird, ist irreversibel; der Versuch einer 
Wiederherstellung des urspriinglichen Molekiils wiirde auf uniiberwindliche 
Hindernisse stoBen. DaB aber eine geringfiigige oxydative Anderung schon 
eine Velnichtung der .Aktivitit hervorruit, die durch Reduktion w.ieder zurilck· 
gewonnen werden kann, zeigt wiederum, wie die Aktivitit von der Feinstruktllr 
des Molekiils aelbst abhii.ngt. 

Manche Viren sind empfindlich gegen die photodynamische Reaktion ver· 
schiedener Reagentien, z. B. Methylenblau. Die Inaktivierung durch Methylen. 
blau in Gegenwart von Licht scheint einer oxydierenden Wirkung zuzuschreiben 
zu aein, weil sie in Abwesenheit von Sauer&toff oder in Anwesenheit von redu· 
zierenden Mitteln, wie Cystein, nicht eintritt. 

s. Die Wirkung von Formaldehyd aul Virusstoffe. 
Die lnaktivierung von Viru88toffen aUrM F01"I1UiW,eAyd wurde besonders von 

Ross und STANLEY' untersucht. Durch geeignete Behandlung mit Formaldehyd. 
werden alIe Virusstoffe inaktiviert, wobei ~ chemischen und besonders die 
aerologischen Eigenschaften weitgehend erha.lten bleiben; deshalb wird Form· 
a.ldehyd zur Darstellung immunisierender Agentien aehr hii.ufig in der Praxis 
angewandt. 

Nach Ross und STANLEY reagiert Formaldehyd alIer Wahrscheinlichk;eit 
nach mit den primii.ren Aminogruppen des Virusproteins; denn man· findet, 
daB der Aminostickstoffgehalt des mit Formaldehyd. inaktivierten Tabakmosa.ik· 
virusproteins betrii.chtlich niedriger ist ala der des aktiven Proteins(nach VAN 
SLYKE gasometrisch sowie mittels Ninhydrin kolorimetrisch gemessen). AuJ3er 

1 E. FRANKEL, E. MISLOWITZEB: Z. Krebsforsch.19 (1929), 491. - E. MAsCH· 
KANN, B. ALBBECHT: Hoppe.Seyler's Z. physiol. Chem.l96 (1931). 241. - J. B. 
MURPHY, E. STlJ.RII. A. CLAUDE. O. M. Hm.M:ER: J. expo Medicine H (1932), 91. 

I H. ZINSSER, C. V. SEASTONE: J. Immuno1Ggy'18 (1930); 1. 
8 J. R. PERDRAU: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 109 (1931), 304. 
, A. F. Ross, W. M. STANLEY: J. gen. Physiol. II (1938), 165. 

Hdb. d. Xatalyae, m. 
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Aminogruppen verschwinden bei der Inaktivierung mit Formaldehyd noch die 
Gruppen, die mit dem FOLINSchen Reagens in Reaktion treten (wahrscheinlich 
die Indolkeme des Tryptophans). Diese Formaldehyd-Amino-Verbindung kann 
zu einem guten Teil durch Dialyse bei PH 3 wieder in ihre Komponenten zerlegt 
werden, wobei.ein Zuwachsan Aminogruppen und gleichzeitig damit eine weit
gehende Reaktivierung des Virus erfolgt. 

Diese Reaktivierung des Tabakmosaikvirusproteins aus der inaktiven Form
aldehydverbindung bringt nach der Auffassung von STANLEY den strengen Be
weis dafiir, daB die Virusaktivitii,t eine spezifische Eigenschaft des Proteins 
ist, und gibt gleichzeitig auch einen gewissen Einblick in die Beziehung zwischen 
chemischer Struktur des Proteins und seiner biologischen Eigenschaften. Die 
Tatsache, daB die Verbindung des Formaldehyds mit dem Virusproteinmolekiil 
den Verlust der Virusaktivitat hervorruft und daB die Entfernung des Form
aldehyds die Wiedergewinnung der Virusaktivitat zur Folge hat, kann kaum 
anders gedeutet werden ala so, daB die Aktivitat eine spezifische Eigenschaft 
des Proteins ist. 0 

Auch in manch anderer Hinsicht schlie8t sich die Reaktionsweise der Virus
stoffe eng an die der Proteine an. Das zeigt sich z. B. in ihrem Verhalten gegen 
Harnstoff. In Hamstofflosungen zerfallen manche Eiwei8korper in kleinere 
Bruchstiicke.1 Auch das Tabakmosaikvirusprotein zeigt diese Eigenschaft;2 
die dabei entstehenden Eiwei8bruchstiicke haben dann keine Virusaktivitatomehr. 

Von der Enzymchemie her kennen wir die stabilisierende Wirkung des 
Glycerins auf biologisch wirksame Eiwei8korper; diese Wirkung des Glycerins 
finden wir bei vielen Virusstoffen wieder. 

4. Trennung von Virusstoffen mittels chemischer Agentien. 
Ahnlich .wie in der Enzymchemie Trennungen von Fermentgemischen auf 

Grund der verschiedenen Stabilitat der einzelnen Wirkstoffe gegeniiber chemischen 
Agentien moglich sind, sind auch Virusstoffe in ihrer Reaktionsfahigkeit so fein 
abgestuft, daB. man einzelne Virusstoffe durch selektive chemische Inaktivie
rungo zu unterscheiden und zu trennen vermag.3 

Uberblicken wir noch einmal die Reaktionen, die Virusstoffe mit den ver
schiedenen chemischen Agantien eingehen, so geht daraus hervor, da8 sie sich 
wie Proteine verhalten, daB ihre Aktivitat mit der Proteinnatur eng verkniipft 
ist und daB eine Zuordnung der Virusstoffe zu Bakterien oder bakterienahnlichen 
Organismen mit ihrer Reaktionsweise nicht in Einklang zu bringen ware. 

D. Der Einflut3der Wasserstoffionenkonzentration auf das Infektions
verm6gen und auf die Stabilitiit des Virusproteinmolekills. 

Das bedeutsame Ergebnis der Untersuchung der Virusstoffe vermittels der 
Ultrazentrifuge war zunachst die Feststellung, daB auch die Virusstoffe genau 
wie die Proteine wohldefinierte Molekiilgro8en, die gereinigten Pflanzenviren 
insbesondere Molekiile in der Gro8enordnung von Proteinen besitzen.' Aber 
die Sedimentationsanalyse erschlie8t noch andere Moglichkeiten fiir einen 
Vergleich von Virusstoff und Protein. 

Anderungen des PH nach der sauren oder alkalischen Seite fiibrt bei vielen 
EiweiBstoffenzur Entstehung neuer Molekiile mit neuen Sedimentationskonstan-

1 N. F. BUKK: J. bioI. Chemistry 120 (1937), 63. 
2 W. M. STANLEY, M. A. LAUFFER: Science (New York) 89 (1939), 345. 
a W. B. ALLINGTON: Phytopa.thology 28 (1938), 902. 
, J. H. BAUER, E. G. PICKELS: J. expo Medicine 64 (1936), 503. 
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ten, die in der Ultrazentrifuge mit groBer Genauigkeit gemessen werden konnen.1 

So zeigtz. B. das Hamocyanin von Helix pomatia bei einem bestimmten 'PH 
einheitliche Teilchen mit dem Molekulargewicht 6740000. Anderung des 'PH 
fiihrt zu einer Dissoziation des MolekiiIs, die in diesem und in anderen FaIlen 
reversibel ist, sofern die Alkali- bzw. Saurewirkung nicht zu weitgehend war. 
Eine ganz ahnliche Abhangigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration zeigen 
nun auch die Virusstoffe. 2,3 Dabei geht die Vernichtung der Virusaktivitat 
eng parallel mit dem Zerfall des Proteinmolekiils, der durch die jeweilige Fest
stellung der Sedimentationskonstante bestimmt wird. FUr das Tabakmosaik
virusprotein ist die Abhangigkeit der Aktivitat und der Sedimentationskonstante 
von der Wasserstoffionenkonzentration aus der folgenden Abb. 3 ersichtlich. 

Virusaktivitat und Sedimentationskonstante andern sich bei einer Wasser
stoffionenkonzentration zwischen 'PH 2 und 'PH 8 innerhalb von 24 Stunden 
nicht. Unterhalb 'PH 2 und iiber 'PH 8 wird die Aktivitat sehr rasch vernichtet 
unter gleichzeitigem Zerfall des hochmolekularen Proteins. Diese Erscheinung, 
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Abb. 3. lIH·Stabilltlitsberelch des Tabakmosalkvlrusproteins, gemessen an der Vlrusakt1vitiit ( __ ) und an 
der Sedlmentatlonskonstante ( ____ .). Nach W.K. STANLEY. 

daB die Virusaktivitat gerade bei der Wasserstoffionenkonzentration verschwindet, 
bei der das Proteinmolekiil unstabil wird, ist zu erwarten, wenn die Virusaktivitat 
eine Eigenschaft des intakten Proteinmolekiils ist. Noch eindeutiger wiirde 
sich diesbeweisen lassen, wenn es geIange, die Dissoziation des Proteins unter 
gleichzeitiger Reaktivierung des Infektionsvermogens reversibel zu gestalten, 
wie wir es bei zahlreichen anderen EiweiBkorpern kennengelernt haben. BEST 
und SAMUEL' finden in der Tat eine gewisse, aIIerdings kleine Reaktivierung 
einer bei 'PH 9 inaktivierten Tabakmosaikviruslosung, wenn sofort nach der 
Inaktivierung die Losung auf 'PH 7 eingestellt wird. KAuscm:ll hat dieses Problem 
neuerdings aufgegriffen und kann im, sauren Gebiet oberhalb 'PH 2 bedeutende 
Reaktivierungseffekte feststellen, wahrend im alkalischen Bereich sowie unter
halb 'PH 2 das Virus irreversibel geschadigt ist. Wenn auch in dieser Hinsi<lht 
noch keine abgeschlossenen Ergebnisse vorliegen, so deuten die bisherigen Befunde 
der Reaktivierung doch auf eine enge Analogie mit anderen EiweiBkorpern •. 
Dar Vergleich des 'PH-Stabilitatsbereiches der Virusaktivitat mit der des Proteins 
zeigt aber jedenfaIls, daB die Virusaktivitat eine spezifische Eigenschaft des 
hochmolekularen Proteins ist. 

1 R. W. G. WYCKOFF: J. bioI. Chemistry 122 (1937), 239; 128 (1939), 729. 
2 H. S. LORING: J. bioI. Chemistry 128 (1938), 455. 
3 A. S. McFARLANE, R. A. KEKWICK: Biochemic. J. 82 (1938), 1607. 
, R. J. BEST, G. SAMUEL: Ann. appi. BioI. 28 (1936), 509. 
a G. A. KAUSCHE: Naturwiss.28 (1940), 61. 
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Die PH-Stabilitatsbereiche der einzelnen Virusa.rten sind zum Teil rlemlich 
verschieden. KAuSCHE! benutzt diese Besta.ndigkeitsunterschiede der Virusarten 
zu ihrer Trennung. So wird Tabakmosaikvirus in 4 Tagenbei PH 9,9 vollig 
inaktiviert, wii.hrend KartoHel-X-Virus nicht vera.ndert wird. Diese feinabgestufte 
Empfindlichkeit gegeniiber H- bzw. OH-Ionen ist eine allgemeine Eigenschaft 
von Proteinen; wir finden sie ganz i.i.hnlich beianderen biologisch Wirksamen 
EiweiBkorpem, bei den Fermenten, wo sie in gleicher Weise zur Trennung von 
Enzymgemischen mit Erfolg angewandt wird. 

Eine 'Obersicht dber die PJI-Stabilitatsbereiche einiger Virus8toffe bringt 
folgende Abb. 4. 
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Abb.4.. PH-StabUltAtaberelch der AktivltAt des Tabakmosalkvlrus, Tabakrlngf1eckvlr und Iatenten MOIIIIlk
virus von KartotTeln. Nach W. M. STANLBY. 

E. Die Wirkung von Enzymen auf Virusstoffe. 
Versuche, die Angreifbarkeit von VirusstoHen durch Enzyme festzustellen, 

wurden seit langem mit der Absicht ausgefiihrt, iiber ihre Proteinnatur :Ni.i.heres 
aussag~n zu konnen. Denn man kann sich ja kaum einen eindringlicheren Beweis 
fUr die Proteinnatur eines biologischen WirkstoHes denken als diln, daB er durch 
proteolytische Enzyme abgebaut und inaktiviert wird. Merkwiirdigerweise waren 
die Ergebnisse dieser Versuche lange Zeit widerspruchsvoll, zum Teil deshalb, 
weil in den friiheren Arbeiten uneinheitliche Enzympraparate verwandt worden 
sind. Neuere Versuche von Pmm und STANLEy2 zeigten, daB Tabakmosaikvirus
protein von kristallisiertem Trypsin nicht abgebaut wird, obwohl zunachst 
lnaktivierung eintritt, die aber durch Entfemung des Trypsins wieder aufge
hoben werden kann. STANLEy3 untersuchte die Wirkung des Trypsins auf das 
Tabakmosaikvirusprotein naher und fand, daB Trypsin wie iibrigens auch andere 
Proteine, die ihren isoelektrischen Punkt etwas im alkalischen Bereich Hegen 
baben, wie Glooiu ,;cler Trypsinogen, mit dem Virus inaktive Komplexe bilden, 
die mit Si.i.uren wieder zenailen. 

Von kristallisiertem Pepsin wird dagegen Mosaikvirus inaktiviert. Die 
Wirkung des Pepsins auf das Virusprotein wurde bei PH = 3 untersucht, da 
hohere Wasserstoffionenkonzentration die Aktivitat vernichtet; die Enzym
wirkung ist dort proportional der Enzymkonzentration und der Zeit und steigt 
mit der Veroauungstemperatur, ist aber sehr klein, 80 daB es nicht sicher erscheint, 
ob der gemessene Wert nicht doch von der Saurewirkung herriihrt, die versti.i.rkt 
wird durch die leichtere enzymatische Angreifbarkeit des denaturierten Proteins_ 

1 G. A. KAUBCHE: Naturwiss.26 (1938), 219; Angew. Bot. 20 (1938), 246. 
I A. PmIE: Brit. J. expo Pathol. 16 (1935), 497. 
a W. M. STANLEY: Phytopathology 24 (1934), 1055, 1269. 
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Nach BAWDEN und Pmml wird das latente Mosaikvirus von KartoHeln 
durch kristallisiertes Trypsin und Pepsin zerstort. 

MERILI)I untersuchte die Wirkung kristallisierten Trypsins und Chymo. 
trypsins auf tierische Virusarten. Pferdeencephalitisvirus wird durch Chymo. 
trypsin, nicht aber durch Trypsin, Vaccinevirus langsam durch Trypsin, nicht 
durch Chymotrypsin, ToIlwutvirus durch beide Enzyme und Schweineinfluenza. 
virus durch keines von beiden inaktiviert. MERILL vergleicht die Wirkung dieser 
beiden Enzyme auf Virusarten mit der auf Bakterien; lebende Bakterien werden 
darnach nicht angegriffen. 

Wenn auch auf Grund bisher vorliegender Untersuchungen nicht aIle Virus· 
stoffe durch proteolytische Enzyme abgebaut und inaktiviert werden, so zeigen 
anderseits die positiven Ergebnisse eindeutig, daB es Virusstoffe mit Protein· 
natur gibt. FUr die FaIle mit negativem Ergebnis braucht deshalb noch kein 
sehr viel komplizierterer Bau angenommen zu werden; wir kennen eine Reihe 
von EiweiBktirpern, die nicht ohne weitetes der enzymatischen Proteolyse anheim
fallen. 1m allgemeinen laBt sich feststeIlen, daB sich die Virusstoffe in die proteo
lytisch schwer angreifbaren Proteine einreihen. 

Von Interesse ist ein von PFANKUCH und KAUSCHW mitgeteilter Befund, 
nach dem das Tabakmosaikvirus und das Kartoffel-X-Virus durch Phosphatase. 
praparate aus Ruben und Kartoffeln inaktiviert werden, vermutlich deshalb, 
weil die Esterphosphorsaure in den Nucleoproteiden abgespalten wird. 

F. Die Wirkung physikalischer KrAfte auf die Virusstoffe. 

Die Wirkung physikalischer Krafte auf die Virusstoffe laBt eine Unterschei
dung zwischen lebender oder toter Materie viel weniger zu aIs etwa die Wirkung 
chemischer Agentien, wo die Befunde ganz eindeutig fiir eine reine Proteinnatur 
der Virusstoffe sprechen. Das mag davon herriihren, daBlebendes Protoplasma 
und isolierte EiweiBktirper gegenuber diesen Kriiften die namlichen Reaktionen 
zeigen. 

Die meisten Virusstoffe werden durch Temperaturen zwischen 55 und 75°, 
durch Bestrahlung mit ultraviolettem Licht 'Oder mit Rtintgenstrahlen inakti
viert.' Es gibt aber betrachtliche Unterschiede in der EmpIiudlichkeit der ver
schiedenen Virusstoffe gegenuber diesen Einfliissen. Tabakmosaikvirus ist 
besonders im ungereinigten Zustand schr stabil und wird im gereinigten Zustand 
erst bei 75° inaktiviert; bei anderen Virusarten wieder ist die Hitzeinaktivierung 
kaum exakt zu verfolgen wegen ihrer allgemeinen Empfindlichkeit besonders 
gegenuber oxydierenden Stoffen: so wird Cucumbermosaik- und Tabakringfleck
virus schon durch Stehen bei Zimmertemperatur wii.hrend 5 Stunden inaktiviert. 
Bemerkenswert ist, daB aUe untersuchten Virusarten einen hohen Temperatur
koeffizienten haben, wie er auch fUr die Hitzedenaturierung von EiweiBktirpern' 
bekannt ist. 

Versuche uber die lnaktivierung von Virusstoffen durch Bestrahlung mit 
ultraviolettem Licht bzw. Rtintgenstrahlen zeigen, daB dabei ungefii.hr die 
namliche Energie verbraucht wird wie bei der lnaktivierung von Bakterien.5,8 

1 F. C. BAWDEN, N. N. PIRIE: Brit. J. expo Pathol. 17 (1936), 64. 
2 M. H. MERILL: J. expo Medicine 64 (1936), 19. 
3 E. PFANKUCH, G. H. KAUSCHE: Biochem. Z.801 (1939), 223. 
, W. M. STANLEY: Handbuch der Virusforsbhung, S. 452. Wien, 1938. 
5 F. L. GATES: J. gen. Physiol.18 (1929), 231; J. expo Medicine 60 (1934), 179. 
B T. M. RIVERS, F. L. GATES: J. expo Medicine 47 (1928), 45. 
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STANLEY konnte feststellen, daB Tabakmosaikvirusprotein dabei viele seiner 
charakteristischen physikalischen, chemischen und VOl' allem serologischen 
Eigenschaften beibehalt. Auch bei einigen tierischen Virusstoffen konnte durch 
.Bestrahlung Inaktivierung unter gleichzeitiger Erhaltung einer betrachtlichen 
immunisierenden Wirkung erreicht werden. 

1m Gegensatz zu amerikanischen und englischen Autoren berichten KAUSCHE 
und STUBBEl von gro.Ben Aktivierungseffekten am Tabakmosaikvirus durch 
ROntgen- und y-Strahlen, ein Befund, del' nach diesen Autoren selbst nicht 
verallgemeinert werden darf. Neben diesel' quantitativen .Anderung des Tabak
mosaikvirus kann KAusCHE2 auch eine qualitative Veranderung dann feststellen, 
wenn die Bestl'ahlung des hochgereinigten Virus nicht in LOsung odeI' fester 
Substanz, sondem an lebenden Blattern, die das Tabakmosaikvirus enthalten, 
vorgenommen wird. Es tritt nach KAUSCHE eine mit Rontgenstrahlen induzierte 
"Mutation" des Tabakmosaikvirus ein, die sich bei del' Weiterverimpfung konstant 
erhalt. Das ware eine Erscheinung, die sich den bei Genen beobachteten Effekten 
gleichsetzen lieBe. Damit ist freilich das Tabakmosaikvirusprotein noch nicht 
aIs lebender Organismus anzusehen; del' Versuch zeigt nur wieder, wie eng 
Virussubstanz mit lebender Substanz in manchen Eigenschaften verwandt ist. 

V. Biologische Erscheinungen bei der Virusbildung und 
Viruserkrankung. 

A. Die biologischen Vermehrungsbedingungen der Virusstoffe. 
Die Tatsache allein, daB eine Virusvermehrung nur bei Anwesenheit lebender 

pflanzlicher oder tierischer Zellen moglich ist, bedeutet, daB zwischen Virus 
und Wirtszelle die engsten Beziehungen bestehen miissen. Welche Rolle jedoch 
der lebenden Zelle, sei sie nun isoliert als Einzeller odeI' im Verbande eines 
Organismus oder in Gewebsexplantaten, in denen die Ziichtung vieler Virus
arten heute milglich ist, zuzuschreiben ist, dariiber konnen wir uns nul' allgemeine 
Vorstellungen machen; eine genaue Kenntnis des Mechanismus der Virusbildung 
fehlt uns. Mit den Theorien del' Virusbildung werden wir uns im nachsten Kapitel 
auseinanderzusetzen haben; hier sei nur kurz iiber die biologischen Bedingungen, 
soweit sie bekannt sind, berichtet. 

Samtliche VerP1lche, eine Virusvermehrung unter Verwendung von (z. B. 
durch Hitzeeinwirkung, wiederholtes Gefrieren und Wiederauftauen, Anaerobiosis 
odeI' Autolyse) abgeWtetem Gewebe zu erziehm, fiihrten ausnahmslos zu vollig 
negativen Resultaten. Auch ist es bisher niemaIs in einwandfreier und iiber
zeugender Weise gelungen, das intakte Gewebe durch frische, zellfreie Gewebs
extrakte als Nahrsubstrat fiir die Virusziichtung zu ersetzen. Einzelne, an-
8cheinend erfolgreiche Ziichtungsversuche auf zellfreien Medien hielten weder 
del' Kritik stand, noch konnten sie durch Nachpriifung bestatigt werden. So 
berichtet OLITZKy3 iiber die erfo1greiche Ziichtung des Virus der Mosaikkrankheit 
des Tabaka in BEBKBFliILD-Filtraten von pflanzlichen Gewebsextrakten. Bei 
einar Nachpriifung diesel' Befunde stallen jedoch OLITZKY und FORSBECK4 selbst 
fest, daB eine Virusvermehrmig in diesen zellfreien Medien wahrscheinlich nur 

1 G. A. KAUSCHE, H. STUBBE: Naturwiss.26 (1938), 740. - G. A. KAUSCHE: 
Ebenda. 28 (1938), 741. 

t G. A. KAUSCHE: Naturwiss.27 (1939), 501. - E. PFANKUCH, G. A. KAUSCHE, 
H. STUBBE: Biochem. Z. 804 (1940), 238. 

3 P. K. OLITZKT: J. expo Medicine 41 (1925), 129. 
4 P. K. OLITZKT, FOB8BECK: Science (New York) 74 (1931), 483. 
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durch eine Virusaktivierung unbekannter Art vorgetauscht. sei. Ahnlich ver
liefen Untersuchungen an Vaccinevirus,l Herpes- und Gelbfiebervirus,2 Hiibner
pestvirus,3 Psittacosisvirus4 und Fleckfieberrickettsien.5 Wie weit diese negativen 
Resultate auf die mangelhafte Methode zuriickzufiihren sind bzw. wie weit 
sie in der Natur der Virusstoffe selbst begriindet sind, mag dahingestellt sein. 
Die Mehrzahl der Forscher steht heute auf dem Standpunkte, daB die Virus
vermehrung unabanderlich an die Gegenwart lebender Zellen gekniipft ist, daB 
also Virusstoffe als Erzeugnisse des infizierten Wirtsorganismus zu gelten haben. 
Dafiir spricht auch, daB die optimalen Bedingungen fiir die Virusvermehrung 
in Gewebsexplantaten in wachsenden und proliferierenden Zellen zu findensind 
und die Vermehrung in ruhenden Zellen, wenn iiberhaupt, nur schwach, in den 
meisten Fallen aber gar nicht stattfindet. 

KRUEGER und FONG6 haben die Verhaltnisse in dieser Beziehung bei den 
Bakteriophagen eingehend studiert und sind dabei allerdings zu dem Ergebnis 
gekommen, daB die Bedeutung, die man friiher dem Ba'kterienwachstum als 
einer wesentlichen Bedingung fiir die Phagenbildung beigemessen hat, fraglich 
geworden ist. Unter normalen Bedingungen bei 'PH 7,4 und 36° zeigt sich die 
Phagenbildung abhiingig vom Bakterienwachstum; die Abhiingigkeit wird auBer
dem durch den Stillstand der Phagenbildung bei plotzlicher Abstoppung des 
Bakterienwachstums durch veranderte Bedingungen, z. B. durch sehr geringe 
Temperatur, wahrscheinlich gemacht. Aber diese Abhiingigkeit ist nach KRUEGER 
doch nur eine scheinbare; denn die beiden Erscheinungen konnen voneinander 
getrennt werden. Wenn namlich die Bakterienbildung durch Einstellung auf 
PH 6 und auf eine Temperatur von 28° gestort ist, schreitet nichtf?destoweniger 
die Phagenbildung in erheblichem MaBe fort. KRUEGER teilt auch Beobachtungen 
mit, wonach gewisse zellfreie Ultrafiltrate von Bakterienpraparaten in Phagen
kulturen einen Zuwachs von 100% hervorrufen konnen. 

Diese Befunde KRUEGERS aus letzter Zeit zeigen, daB iiber die Verkniipfung 
von Phagen- und Bakterienwachstum vielleicht doch noch nicht das letzte 
Wort gesprochen ist. DaB ein Zusammenhang besteht, ist nicht zu bezweifeln; 
daB dieser Zusammenhang im allgemeinen in der Bereitstellung von Energie 
und Baumaterial fiir die Phagenbildung besteht, kann wohl angenommen werden. 
Wenn es einmal gelingt, diesen im einzelnen unbekannten, Energie und Baustoffe 
liefernden Mechanismus von der Zelle loszulosen, ist vielleicht auch an eine Phagen
bzw. Virusvermehrung auBerhalb der Zelle zu denken. 

1m groBen ganzen ist das Wachstum eines Virus auf einen jeweils hestimmten 
Wirtsorganismus eingestellt, so daB man annehmen muB, daB auch der Energie 
und Baustoff liefernde Mechanismus jeweils ein mehr oder minder spezifischer 
sein wird. Streng gilt diese Abhiingigkeit von der Art des Wirtes jedoch nicht. 
STANLEY und LORING7 war es moglich, dasselbe Mosaikvirusprotein, das zuerst 
aus tiirkischen Tabakpflanzen isoliert worden war, auch aus anderen, mit dem
selben Virus infizierten Pflanzenarten darzustellen, und zwar zunachst aus 
Tomatenpflanzen; spiiter wurde es auch aus infiziertem Spinat, Phlox und Petunia 
gewonnen, also aus Pflanzenspezies, die im System schon ziemlich weit von 

1 G. H. EAGLES: Brit. J. expo Pathol. 16 (1935), 188. - RIVERS, WARD: J. expo 
Medicine 57 (1933), 51. 

2 E. HAAGEN: Zbl. Bakteriol., Parasitenkunde Infektionskrankh., Aht. I, Orig. 
129 (1933), 237. 

3 C. HALLAUER: Z. Hyg. Infekt.·Krankh. 115 (1933), 616. 
4 MCCALLUM: Brit. J. expo Pathol. 17 (1936), 472. 
6 CL. NIGG, K. LANDSTEINER: J. expo Medicine 00 (1932), 563. 
8 A. P. KRUEGER, J. FONG: J. gen. Physiol. 21 (1937), 137. 
7 W. M. STANLEY, H. S. LORING: Science (New York) 83 (1936), 85. 
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der urspriinglichen Wirtspf!anze abstehen. Umgekehrt konnen verschiedene 
Virusproteine aus dem nimlichen Wirtsorgailisinus isoliert werden, eine biolo
gische Tatsache, die - wie wir spitel" bOren werden - fiir die Theorie der Virus
bildung nicht ohne Bedeutung ist. So konnte ST.A.NLEY1 zeigen, daB vier ver
schiedenen Stammen des Tabakmosaikvirus vier differente hochmolekulare 
Virusproteine entsprechen. Auch kennt man Fii.lle, 'wo ein und dieselbe Pflanze 
gleichzeitig mit zwei oder mehreren Virusarten infiziert ist. z. B. der Tabak 
mit Mosaikvirus und Ringfleckvirus. 

Die Tatsache, daB es mehrere Stamme oder Varianten ein urul de88elben 
Vi1'U8 gibt, z. B. des Tabakmosaikvirus oder des X-Mosaikvirus der KartoHel, 
kann man mit der Annahme zu erkliren versuchen, daB bei der Produktion 
von MilIionen Molekiilen eines bestimmten Virusproteins es sich ereignen konne, 
daB gelegentlich eines eine etwas abweichende Struktur hat, ohne seine Ver
mehrungsfihigkeit einzubiiBen, wodurch ein neuer Stamm entstinde, ein 
Phinomen, das der Mutation analog wire. KOHLER2 konnte aus einer Linie 
des X-Mosaikvirus der Kartoffel vier Varianten isolieren, welche sich voneinander 
nicht durch die Qualitat, wohl aber durch die Intensitat der pathogenen Aus
wirkung unterscheiden; dabei handelt es sich um zufillig entstandene Varianten. 
KA.USCH~ dagegen konnte, wie schon friiher erwihnt (siehe S.534), eine mit 
ROntgenstrahlen induzierte "Mutation" des Tabakmosaikvirus feststellen. Damit 
ist zum erstemnal eine experimentelle Erzeugung eines vom urspriinglichen 
Virus verschiedenen Stammes moglich geworden, die oHenbar auf eine Anderung 
an den Proteinmolekiilen z~ckzufiihren ist. 

B. Biologische Eigenschaften der Virusproteine. 
1. Die serologischen EigeDscbaften. 

Die serologischen Eigenschaften der Virusproteine sind - das ist der haupt
sachlichste Befund in dieser Richtung - verschieden von denen der normalen 
ZelleiweiBkorper. Die Immunochemie sagt aus, daB zwar nicht alle chemischen 
Differenzen hochmolekularer Proteine in ihrer serologischen Spezifitii.t zum 
Ausdruck komme'n miissen, daB aber vorhandene serologische Unterschiede 
ausnahmslos auf Verschiedenheit der chemischen Struktur beruhen. Es besteht 
<laher die Moglichkeit, die Virusproteine durch serologische Reaktionen zu 
identifizieren und sie von den EiweiBstoHen des WirtBorganismus zu unter
scheiden. Tatsii.chlich konnten CHESTER' und andere Forscher6 konstatieren, 
daB das kristallisierte Tabakmosaikvirusprotein Antigencharakter besitzt, indem 
es im Kaninchenorganismus Prazipitine erzeugt, welche mit den LOsungen 
des gereinigten Virus wie auch mit dem QuetBchsaft infizierter Blii.tter, aber 
nicht mit dem Extrakt aus normalen Blii.ttem reagieren; dementBprechend 
miBlangen auch alIe Versuche, in dem Salt normaler Pflanzen das hochmolekulare 
Virusprotein, sei es auch nur in Spuren, chemisch durch die Ultrazentrifuge 
oder auch spektralanalytisch nachzuweisen. 

DaB die immunisierende Fahigkeit des Virueproteine auch dann erhalten 
bleibt, wenn es inaktiviert, d. h. seiner Infektiositii.t beraubt wird, darauf iet 

1 w. M. STANLEY: J. bioI. Chemistry 117 (1937), 755. 
I E. KOHLER: Na.turwiss.26 (1937), 669. 
a G. A. KAUSCHE: Naturwiss.27 (1939), 501. - E. PFANKUCH, G. A. KAUSCHE, 

H. STUBBE: Biochem. Z. 804 (1940), 238. 
, K. S. CHESTER: Phytopa.thology 26 (1938), 715, 778. - SEASTONE, H. S. 

LORING, K. S. CHESTER: J. Immunology 88 (1937), 407. 
Ii G. J. LAVIN, W. M. STANLEY: J. bioI. Chemistry 118 (1937). 269. 
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weiter oben schon binge wiesen worden. Sowobl Tiere wie Pflanzen konnen 
eine spezifische Immunitat gegen Virusinfektion durcb ttbersteben der Virus
krankheit erwerben. Es sind aber keineswegs aIle Viruskrankbeiten, die immuni
sierend wirken. Auch die Erscbeinung der natiirlicben Resistenz kennen· wir 
bei Viruskrankheit.en. 

2. Verlnderungen des EiweiBstoffweebsels in erkranklen Wirtsorganismen. 
Die Veranderungen des Eiwei/lstoffwecbsels, die bei Viruserkrankungen 

eintreten, sind fUr die Theorie der Virusbildung von besonderer Bedeutung 
und wurden deshalb von verschiedenen Forschem naber untersucht. 

Nach der Infektion mit Mosaikvirus treten im EiweiBgehait der erkrankten 
Tabakspflanzen groBere Verii.nderungen ein, und zwar nimmt nach MARTIN, 
BALLS und MCKINNEY! in der ersten Phase der Krankheit das normale Protein, 
das zum Teil durch Trypsin Ieicht verdaulich ist, ungefabr in der Menge ab, 
die der des neugebildeten Vi
rusproteins entspricht (siehe 
AQb. 5). In der nachsten Phase 
tritt eine sebr rasche Anhau
fung des Virusproteins ein; die 
Proteinsyntbese als Ganzes 
wird beschleunigt, der Gehalt 
des normalen Proteins steigt 
wieder ungefii.br auf die ur
spriinglicbe Robe. Dann tritt 
ein pIotzlicher Stillstand in 
der Virusvermehrung ein, 
dem ein allmii.hlicher AbfalI 
foigt. 

Diese Verminderung des 
Virusproteins bei Iangerer 
Einwirkung des Infektions
stoffes muB Faktoren zu
gescbrieben werden, die eine 
weitere Bildung nativer Vi
rusproteine bescbrinken. 

f(J 

Abb. 5. l'rotAllnverinderungen 1m Laure din' MosaikkraDkbe1t 
(WlBkoD8ln-Bavanna-Tabak). Nach L. Jr. MABTIJI, A. BALLS und 

McKrBlOlyl. 

Mosa.ikresistente Tabakarten zeigen qualitativ den gleicben Effekt; jedocb 
erreicbt das Virusprotein bei ibnen nur ein niedrigeres Maximum, und aucb 
die Abnabme des Virusgebaites setzt friiber ein. Eine iuBerst resistente Tabak
sorte beantwortete die Virusinfektion mit einer Emiedrigung des Gesamtstick
stoffes und einer Emiedrigung des Gebaltes an unloslicben Stickstoffverbindungen 
obne gleicbzeitige Bildung von meBbaren Virusmengen. Die Folge einer Virus
infektion bei resistenten Pflanzen scbeint also eine Bescbrinkung der Protein
synthese zu sein, weIcbe eine irgendwie meBbare Anhaufung des Virusproteins 
nicht eriaubt. 

Nacb RIscmwv und SMIRNOVAIl geht in Tomatenpflanzen, die mit Tabak
mosaikvirus infiziert sind und stickBto/frei emii.brt werden, die Virusbildung 
trotzdem weiter, und das Virus erreicht scblieBlicb in diesen Pflanzen ebenden
selben Titer wie in normal emahrten KontrolIpflanzen; das wird so gedeutet, 

1 L. F. MARTIN, AK. BALLS, H. H. McKINNEY: J. bioI. Chemistry 180 (1939), 687. 
2 .Y. L. RISCHKOV, V. A. SMmNOVA: C. R. (Doklady) Acad. Sci. USSR 28 (1939), 

95; zitiert nach Chem. Zbl. 1940 I, 575. 
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daB naeh dem Stiekstoffentzug das Virusprotein in starkerem MaBe auf Kosten 
des normalen EiweiBes gehildet wird als in normal ernahrten Pflanzen. 

VI. Theorien tiber Virusentstehung und Virusvermehrung. 
A. Das Problem der Virusbildung. 

Wir haben bisher die DarsteHung der kristallisierbaren Virusstoffe, ihre 
physikalisehen, ehemisehen und biologisehen Eigensehaften kennengelernt und 
daraus den gereehtfertigten Eindruek bekommen, daB die Aktivitat phyto
pathogener Virusstoffe auf das engste mit einem hoehmolekularen Protein 
verkntipft ist. Die Wirkung ehemiseher und physikaliseher Krafte auf die Virus
stoffe, der Verlust der Virusaktivitat bei der Denaturierung des Proteins und 
vor aHem das Verhalten der Virusstoffe bei der Ultrazentrifugation, wobei eine 
Abtrennung des aktiven Proteins mit bestimmter hoher Sedimentationskonstante 
von anderen, unwirksamen Proteinen mit niedrigen Sedimentationskonstanten 
erfolgt, und viele andere Eigensehaften der isolierten und kristallisierten Virus
proteine spreehen so eindeutig fUr die Proteinnatur der phytopathogenen Virus. 
stoffe, daB ein Zweifel daran kaum mehr moglieh ist. Anderseits steHen sieh 
aber die als kristallisierende Proteine abgesehiedenen Virusstoffe als Krankheits
erreger in Analogie mit Bakterien oder Mikroben, und man mtiBte sie, biologiseh 
gesehen, als Lebewesen betraehten, die sieh innerhalb eines geeigneten Organis
mus rapid vermehren konnen. 

Trotzdem wir also tiber Virusstoffe verhaltnismaBig viel wissen, ihre Rein
darsteHung gelungen ist, ihre ehemisehen und physikalischen Eigensehaften 
untersucht werden konnten, ist tiber den Mechanismus ihrer Entstehung und 
Vermehrung sehr wenig bekannt. War vor der Isolierung der Virusproteine 
und ihrer genauen GroBenbestimmung die Frage vorgelegen: kleinste Lebewesen 
oder unbelebter Stoff, der vom Wirtsorganismus erstmals infolge eines un
spezifischen Reizes erzeugt wird und dann eine Abweichung vom normalen 
Stoffwechsel hervorruft, die mit der Neubildung des reizenden Stoffes einher
gebt, so lautet heute die Frage: Kann ein Proteinmolekul die Funktion eines 
lebenden Organismus so weit ubernehmen, daf.J es sich innerhalb einer W irtszelle 
vermehren kann - oder tritt doch die Vermehrung des V irusmolekUls durch Reizung 
des W irtsorganismus in dem oben angedeuteten Sinn ein. In diesem letzteren 
Fall miiBte es sich urn einen autokatalytischen Vorgang handeln, der in seinem 
Mechanismus unbekannter Natur ist, bei dem aber das Virus die Rolle des Auto
katalysators tibernimmt. Diese letztere Anschauung, daB die Virusvermehrung 
als ein autokatalytischer ProzeB zu betraehten sei, der aus einem veranderten 
Stoffwechsel des infizierten Wirtsorganismus seine Energie und sein stoffliches 
Material bezieht, wird heute vielleicht von der Mehrzahl der Antoren1, 2, 3, 4, 5 

als die wahrscheinlichste angesehen. 

B. Die Mijglichkeit der spontanen Entstehung von Virusstoffen. 
Diese VorsteHung tiber die Virusvermehrung hat dann auch zur Folge, die 

Entstehung des ersten Keimes solcher autokatalytischer Reaktionsketten in 

1 R. DOERR: Handbuch der Virusforschung, S. 33. Wien, 1938; Klin. Wschr.2, 
I (1923), 909. 

2 H. H. DIXON: Nature (London) 130 (1937), 153. 
3 W. M. STANLEY: Phytopathol. Z.26 (1936), 305. 
4 H. H. DALE: Huxley Mem. Lect. 1935. 
5 J. H. NORTHROP: Science (New York) 86 (1937), 479; J. gen. Physiol. 21 (1938), 

335. 
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den Wirtsorganismus zu verlegen. Die alte Frage der Generatio spontanea wurde 
ja von SPALLANZANI und von PASTEUR in negativem Sinne beantwortet. Hier 
im FaIle der Bildung von Virusproteinen erscheint es uns aber eher denkbar, 
daB durch irgendwelche unspezifischen Faktoren pathologische Anderungen des 
Stoffwechsels hervorgerufen werden konnen, welche als zufallige und erstmalige 
Produkte hochmolekulare und reizend wirkende Proteine liefern, die als Keime 
von Reaktionsketten dienen und durch die eine endlose Serie spezifischer fiber
tragungen moglich gemacht wird. 

Es fehlt auch nicht an Beobachtungen, daB Viruskrankheiten spontan, d. h. 
ohne Infektion, entstehen konnen. So ist der Herpes librilis des Menschen 
eine ofters ohne nachweisbare Infektion auftretende Viruskrankheit ;1,2 A.hnliches 
gilt fiir den Hiihnertumor, fiir den sich nach Rousa keine exogene Infektion ver
muten liWt. Ferner liegen Angaben vor, daB in Bakterienkulturen spontan 
Eakteriophagen auftreten konnen. Diese Beobachtungen sind, wenn auch nicht 
widerlegt, so doch nicht unwidersprochen geblieben, so daB man sie als zwar 
nicht unwahrscheinlich, aber doch noch nicht bewiesen ansehen muB. An den 
phytopathogenen, kristallisierten Virusproteinen ist eine spontane Virusent
stehung jedenfalls noch nicht nachgewiesen worden. Der Durchfiihrung eines 
exakten Beweises der spontanen Virusbildung stellen sich jedenfalls methodisch 
groBe Schwierigkeiten in den Weg. Die experimentelle Erzeugung von Virus
krankheiten auf unspezifischem Wege, durch Reizung physikalischer oder 
chemischer Natur ist vielleicht die Methode, mit der am sichersten der Nachweis 
einer spontanen Virusentstehung zu erbringen ware. In der Tat gelingt auch 
anscheinend die experimentelle, unspezifische Erzeugung von Hiihnersarkom, 
von Herpes fibrilis und einigen anderen tierischen Virusarten.4 DaB diesen Be
obachtungen im allgemeinen doch nicht das gebiihrende Gewicht beigelegt 
worden ist, mag, neben der Uns'icherheit der Beobachtungen selbst, daran liegen, 
daB von einer Verallgemeinerung dieser Befunde nicht die Rede sein kann. 

c. Die Virusvermehrung als autokatalytische Reaktion. 
Ais ein autokatalytischer ProzeB kann das Leben selbst bzw. seine als 

charakteristisch geltenden Eigenschaften: die Vermehrung und das Wachstum, 
angesehen werden; umgekehrt ist aber eine quantitative Vermehrung nicht 
ein definitives Kriterium fur die Gegenwart lebender Zellen. Wir kennen eine 
Reihe autokatalytischer Vorgange, die als Teilprozesse in l~benden Zellen eine 
Rolle spielen und auch in vitro festgestellt werden konnen. In einigen Fallen 
ist der Mechanismus solcher autokatalytischer Reaktionen bekannt, bei anderen 
biologisch wichtigen Reaktionen ist er noch uniibersichtlich. 

So kann man auf die autokatalytische Verm3hrung von Hexosediphosphat 
bei der zellfreien Garung hinweisen, die nach folgender Bilanzgleichung 'vor sich 
geht: 

1 Hexosediphosphat + 2 Glukose + 2 Phosphorsaure = 
= 2 Hexosediphosphat + 2 Alkobol + 2 CO 2, 

Diese Gleichung wurde im wesentlichen von HARDEN und YOUNG 1904 auf
gestellt, sie besagt, daB zellfreier Hefemacerationssaft Glukose in Abwesenheit 
von Hexosediphosphat nicht vergart, daB mit einer Spur von Hexosediphosphat 

1 R. DOERR, E. BERGER: Handbuch der path. Mikroorg., Bd. VIII, Teil 2, S. 1415. 
1930. - R. DOERR: Handbuch der Virusforschung, S. 42. Wien, 1938. 

2 O. NAEGELI: Miinch. med. Wschr. 1936 I, 339. 
3 P. Rous: Amer. J. Cancer 28 (1936), 233. 
4 H. MUNTER: Zbl. Hyg, 23 (1931), 1. 
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die Reaktion ins Rollen kommt und daB nach Verbrauch dar Glukose bzw. 
del' Phosphorsii.ure ebensovielHexosediphosphat neu gebildet ist, ala Glukose 
vergoren wurde. Wir wissen heute, daB das dabei mitwirkende reaktions
vermittelnde Enzymsystem in zahlreiche Komponenten aufgeteilt werden kann, 
deren Reaktionsweise die autokatalytische Vermehrung des Hexosediphosphates 
verstiindlich macht.1 

Sahr oft wird mit del' autokatalytischen Vermehrung von Virusstoffen die 
Bildung proteolytischer Enzyme aus ihren Vorstufen, wie sie nach Arbeiten 
von NORTHRO:pS und Mitarbeitern VOl' sich geht, in Vergleich gesatzt. 1m speziellen 
Fall del' Bakteriophagen wird von NORTHROl> selbst da.rauf Bezug genommen. 
NOBTHROl' und KUNlTZ3 haben gezeigt, daB ala Enzyme wirksame EiweiBkorper 
durch einen autokatalytischen Vorgang aus einer unwirksamen Vorstufe ent
stehen. So wird Chymotrypsinogen, das in kristallisierter Form aus Pankreas
drUsen dargestellt werden kann und proteolytisch selbst vollig un~ksam ist, 
durch eine Spur aktiven Chymotrypsins in das wirksame Enzym verwandelt. 
Dies blieb nicht del' einzige Fall. KUNITZ und NORTHROP' beschrieben auch 
die Aktivierung von Trypsinogen zu Trypsin duroh kleine Mengen Trypsin 
und ebenso die Verwandlung von Pepsinogen zu Pepsin durch kleine Mengen 
Pepsin. Es ist also ein in vitro sich abspielender und einigermaJ3en iibersehbarer 
Fall verwirklicht, daB ein Protein (Chymotrypsin, Try.psin, Pepsin) - allerdings 
aus einer oHenbar schon sahr iihnlichen Vorstufe - die eigene Neubildung 
hervorruft. 

Dabei ist as £iiI' unsere Betrachtung nicht sehr wesentlich, ob die kristalli
sierenden Proteasen - wie es ihrem Verhalten entsprechen wiirde - reine EiweiB
korper sind, die die Wirkungsgruppe in ihrem Molekill selbst eingebaut haben, 
odeI' ob sie 'der dua1istischen Theorie del' Enzymwirkung entsprechend (siehe 
den Aufsatz jm vorliegenden Band: SCHAFFNER: Allgemeines iiber Biokatalyse) 
eine besondere, allenfalls abtrennbare aktive Gruppe enthalten. 

Nach NORTHROPSI Meinung konnen sich auch die Bakteriophagen aus einer 
Vor8tufe, die in normalen ZeUen anwe8end ist, autokatalytiBch bilden, ganz analog 
den von ihm untersuchten proteolytischen Enzymen. Dar einzige Unterschied 
zwischen Phage und "normalen" Enzymen odeI' Proteinen bestiinde nach 
NORTHROl' nul' darin, daB del' Phage nicht in allen Kulturen enthalten ist. Wenn 
das del' Fall wire, miiBte man den Phagen ala ein normales Enzym betrachten 
und die Feststellung machen, daB die Kulturen leicht autolysieren. Die 
charakteristische Eigenschaft von Bakteriophagen und von Virusstoffen wire 
darnach nicht die, daB sie sich in Gegenwart Iebender Zellen vermebren, da viele 
andere Stoffe dies auch tun, sondern daB Zellen, welche vorker wedel' Phagen 
noch Virus bilden konnen, dieses ruuk I mpfung mit dem wirksamen Agens tun 
konnen: NORTHROl' glaubt jedoch. daB auch diesa Eigenschaft allgemeiner ist, 
als man annimmt, und daB viele Substanzen, die sich Mch del' Impfung in 
lebenden Zellen vermehren, gefunden werden konnten, wenn es nur moglich 
ware, zuerst Zellen zu erhalten, die nicht schon etwas von del' Substanz in sich 
tragen. 

Die Entstehung del' proteolytischen Enzyme aus ihren Vorstufen, z. B. 
des Pepsins aus dem Pepsinogen in einer autokatalytischen Reaktion, ist nun 
Mch NORTHROl' keine synthetische Reaktion, 80ndern eine hydrolytiBche. Die 
Vorstufe des aktiven Enzyms, das Pepsinogen dagegen muB zuerst synthetisiert 

1 O. MEYERHOF, W. KmsSLING, W. SCHULZ: Biochem. Z. 292 (1937), 25. 
B J. H. NORTHROP: J. gen. Physiol. 21 (1938), 335. 
a J. H. NORTHROP, M. KUNITZ: J. gen. Physiol. 18 (1935), 433. 
, M. KUNITZ, J. H. NORTHROP: J. gen. Physiol. 19 (1936), 991. 
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werden. Wir haben guten Grund anzunehmen, daB die Synthese eines Proteins 
aus den Bausteinen - obwohl dariiber noch Dunkel herrscht - Energie ver
braucht und daB sie nur in einem organisierten System stattfindet, das die 
Energie liefert und auf dem passenden Weg der Reaktion .zufiihrt. Ein solches 
organisiertes System ist die Zelle. Auf diese Weise wird von den Zellen der 
Magenschleimhaut auch die inaktive Vorstufe des Pepsins aufgebaut werden, 
die dann in einer autokatalytischen Reaktion in das aktive Enzym umgewandelt 
wird. 

Durch einen ahnlichen Mechanismus wird nach NORTHROP auch die Ver
mehrung von Bakteriophagen und Virusstoffen in Gegenwart lebender Zellen 
zu erklaren sein. Die Zellen synthetisieren ein "normales" inaktives Protein. 
Wenn ein aktiver Bakteriophage oder ein aktives Virusteilchen einer Zelle 
eingeimpft wird, so wird das inaktive Protein, der "Pro-Phage" oder "das Pro
Virus", durch eine autokatalytische Reaktion in den aktiven Phagen bzw. in das 
aktive Virus iibergefiihrt. Dieser Entstehungsmeohanismus wiirde die Tatsaohe 
erklaren, daB Bakteriophagen sich mit groBer Gesohwindigkeit nur in Gegen
wart lebender Zellen bilden, da nur in diesen Syn,these der Vorstufe eintritt; 
denn naturgemaB ist die Menge des "Pro-Phagen", die zu einer bestimmten 
Zeit in der Zelle vorhanden ist, jeweiIs gering, und daher ist da.s Ausbleiben oder 
jedenfalls ein starkes Absinken der Phagenvermehrung in Abwesenheit Ie bender 
Zellen erklarlioh. Umgekehrt aber kann man dooh erwarten, daB unter gewissen 
Bedingungen auch in nioht waohsenden Zellen soviel "Pro-Phage" vorhanden 
ist, daB eine Vermehrung des Phagen noch bemerkbar ware. KRUEGER und 
FONGl konnten solohe Bedingungen auch tatsaohlioh realisieren, bei denen 
Phagenwaohstum ohne Bakterienwaohstum eintrat (vgl. S.535). 

Soweit die Anschauungen NORTHROPB iiber die Vermehrung der Bakterio
phagen und Virusstofie. Der nachstliegende Einwand gegen diese Ansohauung 
ist vielleicht der, daB ein und der namliche Wirtsorganismus sehr zahlreiohe 
Vorstufen fiir versohiedene Virusstoffe enthalten miiBte, da er ja duroh viele 
Yirusstoffe infiziert werden kann; das soheint unwahrscheinlich 1'U sein. Aber 
wenn man auch den verschiedenen "Keimen" eiDe verschiedene Wirkung auf 
die namliche Vorstufe zubiIligen mag, so daB aus einer Vorstufe versohiedenartig 
wirkende Stoffe hervorgehen, so spreohen noch einige andere Tatsaohen gegen 
eine uneingeschrankte Annahme der NORTHROpschen Ansicht. 

In den meisten Fallen sind die Virusstoffe gegeniiber dem normalen EiweiB 
hohermolekular; so iibertrifft z. B. das Tabakmosaikvirusprotein mit seinem 
Molekulargewioht von 42 Millionen bei weitem die MolekiilgroBen der normalen 
Pflanzenproteine. Es miiBte also die Bildung des Virusstoffes duroh Aufbau 
aus kleineren Bausteinen erfolgen und nicht durch eine Hydrolyse aus einer 
vielleioht hohermolekularen Vorstufe. 

Gesunde Tabak- oder Tomatenblatter liefern bei der Extraktion hoohmoleku
!are Nucleoproteide, die aber nicht aIs Vorstufen etwa des Tabakmosaikvirus 
anzusehen sind, einmal weil sie sioh in chemischer Hinsicht auffallend davon 
unterscheiden und ferner weil sie sich in vitro nicht aktivieren lassen, wie Pepsino
gen durch Sporen von Pepsin aktiviert wird. Einen solchen Aktivierungseffekt 
in vitro miiBte man aber erwarten, sobald nur irgendwelohe bemerkbare An
reicherung der Vorstufe gelungen ist. 

Fiir die Theorie der Virusvermehrung in der Wirtspflanze ist die Frage nach 
dem Proteingehalt erkrankter Pflanzen und nach dem Anteil des Virusproteins 
am Gesamtprotein von Wichtigkeit.2 Aus dem Verlauf der Virusbildung in der 

1 A. P. KRUEGER, J. FONG: J. gen. Physiol. 21 (1937), 137. 
2 W.M. STANLEY: Phytopathology 26 (1936), 318; J. bioI. Chemistry 121 (1937), 205. 
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Tabakpfianze, wie er von MARTIN, BALLS und McKINNEY beschrieben wird 
(siehe S. 537), kann nur fiir das erste Stadium auf eine autokatalytische Um
wandlung eines normalen Proteins in das Virusprotein geschlossen werden. 
Die Virusbildung unter gleichzeitiger Abnahme des normalen EiweiBes kann 
nach MARTIN, BALLS und MCKINNEyl aber ebensogut dadurch zustande kommen, 
daB zwei nebeneinander herlaufende Reaktionen, von denen die eine zur Synthese 
des normalen, die andere zur Synthese des Virusproteins fiihrt, um das beschrankt 
zur Verfiigung stehende Baumaterial in Wettbewerb treten. Der ganze Ablauf 
der Virusbildung spricht eher fiir ein komplexeres Geschehen, alses die einfache 
Umwandlung eines inaktiven Proteins in ein aktives Protein darstellt. DaB 
normale Proteine zur biologischen Synthese des Virusproteins herangezogen 
werden konnen, darauf weisen zwar neben den oben erwahnten Befunden, noch 
andere Ergebnisse hin. So tritt bei stickstoffreier Ernahrung der mit Tabak
mosaikvirus infizierten Pflanzen ein Wachstum des Virus ausschlieBlich auf 
Kosten des normalen EiweiBes ein und erreicht schlieBlich dieselbe Konzentrat.ion 
wie in normal ernahrten Kontrollpflanzen.2 

Andererseits werden zur Synt.hese des Virusproteins auch niedermolekulare 
Bausteine auf irgendeine Weise herangezogen. Bei Infiltration infizierter Tabak
blatter mit Eieralbuminhydrolysat vermehrt sich das Tabakmosaikvirus sehr 
rasch. Dieser Befund, zusammen mit dem von MARTIN, BALLS und MoKINNEY 
erhobenen, spricht dafiir, daB die EiweiBbildung in den erkrankten Pflanzen 
aus einfachen Substraten gesteigert ist, daB also das Virusprotein aus diesen 
einfachen Bausteinen aufgebaut werden kann. 

Die experimentelle Entscheidung, ob Virusproteine dabei ausschlieBlich iiber 
die Stufe des normalen Proteins oder aber durch selbstandige Synthese erzeugt 
werden, ist vorderhand nicht moglich. 

So sehen wir, daB das Problem der Virusvermehrung in das Problem der 
biologischen EiweiBsynthese einmiindet. Bei jeder Proteinsynthflse - also auch 
bei der normalen - finden wir, daB die schon vorhandenen Organproteine 
den eigenen strukturellen Typus aufbewahren, daB jedes Organprotein als Organi
sator und Vorbild fiir die eigene Neubildung dient. Die kristallisierenden Virus
proteine unterscheiden sich nur darin von normalen EiweiBkorpern, daB sie 
pathologische Produkte sind und daB sie sich von den Zellen loslOsen konnen 
und, in andere Zellen eintretend, dort ihre hohe Fahigkeit zur Entfaltung bringen, 
die synthetischen Vorgange zu lenken und die eigene Struktur den sich neu
bildenden Proteinen aufzupragen. 

In dieser Ilinsicht sind die Virusproteine ofters mit den Genen verglichen 
worden. Eine Theorie der Selbstreproduktion der Gene und demzufolge auch 
von ganzen Chromosomen hat DEHLlNGER3 gegeben, indem er annahm, daB 
die Chromosomen eine kristaUgitterahnliche Struktur besitzen und daher bei 
der Anlagerung von neuer Materie die erwahnte Struktur ganz analog wie beim 
Kristallwachstum derselben aufgezwungen wird. Auch die Virusproteine sollten 
darnach stark aktive, determinante Gruppen besitzen, die die synthetischen 
Vorgange bei den Wirtszellen stimulieren und ihre eigenen molekularen Gitter 
den entstehenden Proteinen auferlegen. Man hat sogar die Virusstoffe schlecht
hin als "errabunde Gene" bezeichnet, d. h. als mit organisatorischen Eigenschaften 
ausgestattete Molekiile, die im Gegensatz zu den Genen die Zelle verlassen konnen. 

1 L. F. MARTIN, A. K. BALLS, H. H. McKINNEY: J. bioi. Chemistry 130 (1939), 687. 
2 V. L. RISCHKOV, V. A. SMIRNOVA: C. R. (Doklady) Acad. Sci. USSR 23 (1935), 

95; zitiert nach Chern. Zbi. 1940 I, 575. 
3 K. DEHLINGER: Naturwiss. 23 (1935), 558,26 (1937), 138. - K. SOMMERMEYER, 

K. DEHLINGER: Physik. Z. 40 (1937), 67. 
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Die organisatorischen Fahigkeiten eines Virus bestehen bloB in der Wiedergabe 
seiner eigenen Struktur, die Gene besitzen auch die Moglichkeit, die Ausbildung 
der Organ- und Zellencharaktere zu beeinflussen. Die Virusstoffe haben im 
allgemeinen eine zellschadigende, einige (Bakteriophagen) eine zellauflosende 
Funktion. Die Gene sind dagegen physiologisch morphogenetische Einheiten. 
Allerdings kennen wir auch Virusarten, wie das Roussche Hiihnersarkom, die 
Zellen zur Wucherung bringen. In einigen solchen Fallen ist eine wirkliche 
organisatorische und ausdifferenzierende Funktion des Agens nicht zu verkennen, 
die die Ahnllchkeit mit einer Art abnormem Gen verstarkt. 

Der Vergleich von Virusstoffen mit Genen gewinnt auBerdem noch chemisches 
und biologisches Interesse durch die Feststellung, daB beide biologischen Ein
heiten Nucleoproteide sind und daB an beiden durch Rontgenstrahlen Mutationen 
induziert werden konnen. 

Noch einen anderen Komplex biologischer Erscheinungen kennen wir, welcher 
ebeufalls durch die Bildung von spezifisch gepragten Proteinen gelrennzeichnet 
ist: die Antikiirperbildung. Nach einer neueren Ansicht von HAlffiOWITZ1 besteht 
der Vorgang der Antikorperbildung in einer durch die determinanten Gruppen 
der Antigene gestorten und besonders gelenkten Synthese gewisser Fraktionen 
der Blutplasmaproteine, der Globuline namlich, und diese anormalen, spezifisch 
gepragten Globuline treten dann als Antikorper im Blut auf. Als determinante 
Gruppen wirken nun hauptsachlich stark polare Gruppen (NH 2-, COOH-Gruppen) 
der Antigenmolekiiloberflache (Exogruppen), die eine deformierende oder um
bauende Funktion auf einen Bezirk der Globulinmolekiiloberflache ausiiben. 
Auch hier haben wir es also mit einer Beein£lussung der Proteinsynthese durch 
fremde Stoffe zu tun, die eine eigene Struktur dem entstehenden Protein auf
erlegen. Der Vorgang ist dabei wahrscheinlich auf einen kleinen Bezirk des 
Globulinmolekiils beschrankt, der aber geniigt, das Globulinmolekiil in emen 
wirksamen Antikorper umzuwandeln, der wegen einer raumlichen Anpassung 
gewisser Molekiilbezirke sich dem Antigen nahern und mit ihm Bindungen ein
gehen kann. "Die Oberflache des neuen Globulinteilchens wird also dem deter
minanten Oberflachenbezirk des Antigens angepaBt sein wie etwa eine Galvano
plastik einer kompliziert geformten Elektrode." 

Bei der Antikorperbildung ist die Umwandlung, die das normale Protein
molekiil erfahrt, eine verhiiltnismii.Big beschrankte, sehr viel beschrankter ala 
bei der Genreproduktion und wahrscheinlich auch beschrankter als bei der 
Virusbildung. Die Virusproteine scheinen die synthetischen Vorgange im Wirts
organismus viel tiefer zu beeinflussen. Man sieht aber aus dem Vergleich mit 
der Gen- und Antikorperbildung, daB in dar Biologie mehrere der Virusbildung 
nahverwandte Probleme existieren. 

Die neue Ara der Virusforschung - eingeleitet durch die Isolierung kristalli
sierter Virusproteine und durch die exakte GroBenbestimmung der Virusteilchen 
- steht heute vor der Frage: Durch welche Krafte entstehen so groBe Mengen 
eines neuartigen Proteins aus den normalen Proteinbestandteilen der Zelle 1 

Die Erklarung NORTHROPS, die Virusvermehrung als eine einfache auto
katalytische Umwandlung einer in normalen Zellen vorhandenen Vorstufe an
zusehen, befriedigt nicht ganz. Die Virusbildung scheint komplexer zu sein, 
tiefer in den Eiweillstoffwechsel des Wirtsorganismus einzugreifen, der Energie 
und stoffliches Material zum Aufbau des Virusproteins liefert, wobei sie durchaus 
im weiteren Sinne katalytisch und autokatalytisch bedingt sein wird. Aus einer 
besseren Kenntnis der allgemeinen Eigenschaften der EiweiBkorper heraus wird 

1 F. HAUROWITZ: Klin. Wschr. 1987 I, 257; Kolloid-Z. 74 (1936), 208. 
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die Virusbildung einmaJ verstindlich werden. Das Problem der "organisierten" 
EiweiBsynthese hat von der Virusforschung her eine neue Anregung bekommen. 
Dabei ist fUr die Frage der Proteinsynthese die EntsOOeidung. ob VirusstoHe 
lebender oder unbelebter Natur sind, vielleicht nicht einmal von grundlegender 
Bedeutung. Unter dem Eindruck der Entdeckung STANLEYS und der Kenn
zeichnung mehrerer VirusstoHe aIs verhiltnismiBig niedermoleku1a.rer EiweiB
korper ha;ben viele Forscher die Vorstellung. VirusstoHe aIs Lebewesen aufzu
fassen, aufgegeben, wogegen andere Forscher, die die biologischen Er
scheinun~en in den Vordergrund stellten, in heftige Opposition traten. Der 
Haupteinwand gegen die Theorie von der unbelebten Natur der Virusstoffe, 
der insbesondere von A. G~TI.A.l und seinen Mita;rbeitern vorgebracht worden 
ist, iSt der, daB selbst diejenigen Virusa;rten, fiir welche die mikrobielle Natur 
als be80nders unwahrscheinlich gilt, also die phytopathogenen Virusarten und 
die Bakteriophagen, ihren urspriinglichen Charakter bei der serienmaBigen Vber
tragung wahren, und zwar auch dann, wenn die Wirtsspezies wechselt. Diese 
serologische Spezifitat, welche unabhii.ngig vom Wirt konstant bleibt, ist fiir 
GRATIA. der Beweis, daB VirusstoHe FremdstoHe in spezifisch korpereigene 
Substanz umzusetzen und damit wie lebende Wesen zu assimilieren vermogen. 
DaB diese Beweisfiihrung nicht geniigend zwingend ist, davon wurde des ofte~n 
gesprochen; jedoch .darf man bei allen chemischen Erfolgen den biologischen 
Standpunkt niOOt unberiicksichtigt lassen. Von STANL:n2 selbst wird heute 
eine gegeniiber seiner urspriinglichen Ansicht etwas geanderte Stellungn.ahme 
eingenommen: Virusproteine seien darnach mit einem intramolelcu1n.ren 8truktur
typuB ausgestattet, der ihre lebensihnliche Eigensoha;ft - die Organisationskraft 
- bedingt, im Gegensatz zu den hoheren Organismen, die einen intermolelcu1n.ren 
8trukturtypuB besitzen. Viren sind Zellparasiten; sie sind einem endozellulii.ren 
Leben angepaBt und haben eine funktionelle Degradation erfahren, indem sie 
wahrsOOeinlich die meisten StoHwechselaufgaben der Wirtszelle anvertraut 
haben. Es ist die Zelle des hOheren Organismus, die sozusagen das parasitare 
Wesen ziichtet, ibm z. B. die zur Synthese notige Energie durch den eigenen 
StoHwechsel liefert. Es gibt dabei viele Stufen der Anpassung, die sich im 
verschiedenen Verhalten der filtrierbaren VirusstoHe widerspiegeln. 

Mit dieser Anschauung ist gewissermaBen eine Annaherung der gegenseitigen 
Standpunkte eingetreten; der Gegensatz zwischen "lebend" und "nichtlebend" 
verringert siOO. Man greift zuriick auf die schon von BEIJERINK erwiihnt;:.e Mog
lichkeit eines "lebenden Molekiils". So verschwommen dieser Ausdruck auch 
sein mag, 80 kann er doch in dem gegebenen Augenblick einen geeigneten Blick
punkt fiir die Forschung abgeben. Abgesehen aber von aller Theorie stellt das 
Virusprotein - mag man ibm das Pradikat ,,lebend" oder "nichtlebend" zu
billigen - gegeniiber der enormen Kompliziertheit einer organisierten Zelle eine 
isolierte chemische Einheit da;r, die chemischer Untersuchung zuganglich ist. 
Der Chemiker wird deshalb die HoHnung nicht aufgeben konnen, daB mit der 
weiteren Erforschung der Virusproteine auoh ein tieferer Einblick in den Mechanis~ 
mus ihrer Bildung und Vermehrung moglich sein wird, der zugleich das allgemeine 
Problem der biologischen EiweiBsynthese einer LOsung naherbringen wird. 

1 A. GRATIA: C. R. Seances Soc. BioI. Filiales Associees 114 (1933), 1382; "Les 
Ultravirus" ed. p. LEPINE U. LEVADITI, S. 109. Paris, 1938. - A. GRATIA, P. MANIL: 
Annalea Fermentat.4 (1938), 26. 

a W. M. STANLEY, H. S. LOlUNG: Properties of purified viruses, IV. Congr. in
tern. Path. compo Rom, S. 45. 1939. 
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Einleitung. 
Unter einem Fermentmodell versteht man im allgemeinen ein anorganisches 

oder organisches Katalysatorsystem, das den Bau und die katalytische Wirkung 
eines naturlichen Ferments in einer oder mehreren Beziehungen nachahmt. Die 
Beziehungen zwischen den :Fermenten und den Katalysatoren der anorganischen 
Chemie waren schon BERzELIUs bekannt, da seine Schopfung des Katalyse
begriffs im Jahre 1836 an die "Obereinstimmung von Fermentreaktionen und an
organischen katalytischen Reaktionen geknupft war'! 1m einfachsten Sinne ist 
darnach jede Katalyse ein "Modell" einer fermentativen Wirkung_ Es wird sich 
jedoch als zweckmaBig erweisen, den Begriff des "Fermentmodells" nach ver
schiedenen Anforderungen hin einzuschranken. Erst dann kann man einen 
Katalysator als Fermentmodell bezeichnen, wenn zwischen Ferment und Modell 
eine gewisse "Obereinstimmung in der chemischen Reaktion und ihrem physi
kalisch-chemischen VerIauf besteht. Ferner soIl das Fermentmodell in seinem 
Aufbau, zumindest, in bestimmten physikalischen oder chemischen Eigenschaften 
eine Analogie zu dem abgebildeten Ferment aufweisen. 

Die baulichen Eigenschaften der Fermente sind nach dem heutigen Stand der 
Vorstellungen 2 folgende: 

1. Kolloidale Verteilung, womit eine katalytische Wirkung in mikrohetero
genem (oder makroheterogenem) System verbunden ist. 

2. Zweiteilung des Ferments in Trager und reaktionsfahige Gruppe_ 
Diese Theorie wurde zunachst von WILLSTATTER aufgestellt und im folgenden 

auch begrundet. Der Trager des Ferments besitzt kolloidale TeilchengroBe und 
ist fur die kolloide Natur des ganzen Ferments verantwortlich. Auf ihm ist die 
reaktionsfahige Gruppe, auch prosthetische oder Wirkgruppe genannt, ver
ankert. Diese ist nach WILLSTATTERS Ansicht der katalytisch wirksame Ferment
moiekiiIteil, weichen der Trager nur stabilisiert. In manchen Fallen ist, wie fUr 
die Lipasen nachgewiesen wurde, der Trager auch an der Bindung des Substrats 
maBgebend beteiligt. W. LANGENBECK stimmt in der Ansicht uber die eben ge
nannte Zweiteilung des Ferments mit WILLSTATTER iiberein, zerlegt jedoch die 
reaktionsfahige Gruppe ihrerseits noch einmal. Sie soIl darnach aus einer oder 
mehreren "aktiven Gruppen" bestehen, die unmittelbar mit dem Substrat in 
Reaktion treten. Ihre Reaktionsfahigkeit gegenuber dem Substrat wird verstarkt 
durch eine wechselnde Anzahl "aktivierender Gruppen", die selbst nicht un
mittelbar mit dem Substrat reagieren_ Sie bleiben wiihrend der katalytischen 
Fermentreaktion unveriindert und wirken auf den ReaktionsverIauf nur mittelbar 
ein, indem sie den aktiven Gruppen die hohe Wirksamkeit verIeihen, die fUr die 
Fermente charakteristisch ist. Zum Vergleich fuhrt LANGENBECK3 •4 die Theorie 
der chromophoren und auxochromen Gruppen in organischen Farbstoffen von 
O. N. WITT an. 

Die du.alistische Theorie des Fermentaufbaues ist fUr die Carboxylase, die 
Proteasen und die Fermente der Oxydoreduktion2•5 erwiesen.6 

Dies sind die strukturellen Eigenschaften der Fermente, deren Nachahmung 

1 A. MITTASCH: Die katalytische Verursachung im biologischen Geschehpn. 
Berlin, 1935. 

2 A. SCHAFFNER: Allgemeines liber Biokatalyse. Handbuch der Katalyse, Bd. III, 1. 
3 W. LANGENBECK: Fermentmodelle. Ergebn. Enzymforsch.2 (1933), 314. 
4 W. LANGENBECK: Z. angew. Chern. 41 (1928), 740; Dieorganischen Katalysatoren 

und ihre Beziehungen zu den Fermenten. Berlin, 1935; Ergebn. Physiol., bioI. Chern. 
expo PharmakoI. 85 (1933), 470. 

5 TH. BERSIN: Kurzes Lehrbuch der Enzymologie. Leipzig, 1938. 
8 V gl. die vorhergehenden Aufsiitze dieses Bandes. 
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im Modellversueh Analogieaussagen tiber den Zusammenhang von Bau und 
lVirkung bei den Fermenten selbst anstrebt. Auf der anderen Seite kann das 
Modell mehr der Aufgabe dienen, den Ohemismus der fermentativen Reaktion 
naehzuahmen und dadureh Aussagen tiber die Chemie der Wirkgruppe zu er
mogliehen. In beiden Hinsiehten ist eine mehr oder weniger vollkommene Ab
bildung im Modell denkbar. 

Wird nun die Forderung erfiillt, daf3 der ehemische Meehanismus der "Modell
reaktion" gleieh oder sehr iihnlieh der Fermentreaktion ist, bei tJbereinstimmung 
vieler Nebenerseheinungen (Hemmung dureh Alkaloide, Vergiftung dureh aus
gesproehene Katalysatorgifte wie Hg··, Blausaure und andere, Aktivierungs
energie, groBe Wirksamkeit bei niedriger Konzentration des Katalysators, enorm 
groBe Oberflaehenentwicklung), so soIl hier der Begriff des "Fermentmodells" an
gewandt, dieser also weiter gefaBt werden, als I. .. ANGENBECK das in seinem Artikel 
iiber Fermentmodelle getan hat.! LAKGENBECK fordert, daB das Fermentmodell 
dem Ferment in jeder Hinsieht, besonders in seinen chemischen Eigensehaften, 
gleiehen solI. Damit werden von vornherein aIle anorganisehen Modelle aus
gesehlossen. Ferner sollen sieh die ehemisehen Eigensehaften auf das Konsti
tutionsproblem der Fermente unmittelbar an wenden lassen, womit gesagt ist, 
daB weitgehende ehemisehe tJbereinstimmung im Aufbau bei Modell und Ferment 
herrschen soIl, vor aIlem soIl sieh die Zweiteilung in aktive Gruppe und Trager 
zeigen. Es wird an anderer Stelle (S. 574ff.) noeh ausfiihrlieher auf die Ferment
modelle W. LANGENBECKS eingegangen werden, die natiirlieh die weitergehenden 
Forderungen des Verfassers erfiillen. 

Aber unseres Eraehtens sind, wie im folgenden gezeigt wird, hinsiehtlieh der 
Erforsehung der Fermentreaktionen und des Aufbaues der Fermente auch Ferment
modelle wertvoll, die noeh "unzulanglieh" sind und nur in einer oder wenigen 
Eigensehaften Beziehungen zum abgebildeten natiirliehen :Ferment haben. Vor 
allem ist die mangelnde Spezifitiit vieler Fermentmodelle anzufiihren: sie kata
lysieren oft nur unter vielen anderen Reaktionen auch solehe, die dureh Fermente 
katalysiert werden. Am wenigsten spezifiseh erweisen sieh hier die kolloiden 
Metalle als Fermentmodelle (S. 550), dann aueh die anderen angefiihrten an
organischen Katalysatoren. Eine besondere Gruppe von Fermentmodellen be
faBt sieh mit der modellmaBigen Abbildung von sfereochemisch-spezijischen Auf
und Abbaureaktionen, die ja fiir die fermentativen Prozesse des lebenden Organis
mus von aussehlaggebender Bedeutung sind. Diese Gruppe soIl an dieser Stelle 
bereits kurz hervorgehoben werden, cia speziell die anorganischen Vertreter der 
stereochemisch-spezifischen Katalysatoren mit den natiirliehen Fermenten 
keinerlei chemische Ahnlichkeit aufweisen, aber doch hinsichtlich der Rolle des 
Triigers bei der stereochemischen Auswahl wertvoIle R.iieksehliisse auf die natiir
lichen Fermente erlauben. 

Der Wert eines Fermentmodells besteht ja nieht in volliger tJbereinstimmung, 
d. h. Synthese des natiirliehen Ferments. Da die Untersuehung der Vorgange 
in der lebenden Zelle, die fast aussehlie13lieh auf fermentativer Wirkung beruhen, 
keiner einzigen brauehbaren Forsehungsmethode entraten kann, darf man gerade 
den einfaehsten Fermentmodellen einen gewissen heuristisehen Wert fiir die 
Enzymforsehung nieht abspreehen. Diese einfaehsten Modelle zeigen vielleicht 
nur in einer Eigensehaft Anklange an das natiirliche Ferment, oder ahmtm, wie 
die asymmetri:!eh wirkenden Katalysatoren, nur eine, aber iiberaus srezifisehe 
enzymatische Wirkung nach, die an Hand der Modellreaktion nun getrennt 
studiert werden kann. Der Wert von FermentmcdeIlen steigert sieh natiirlich 

1 W.LANGENBECK: Fermentmodelle. Ergebn. Enzymforsch. 2 (1933), 314. 
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mit der Vervollkommnung des Angleichs an das Ferment, so daB man schlieB
lieh hochentwickelte Fermentmodelle gewisserma..Ben als synthetische Fermente 
wird bezeichnen konnen. Ein natiirliches Ferment konnte ja bisher weder ganz 
analysiert werden, noch gelang eine synthetischeDarstellung; ilUr die genaue Unter
suchung von Einzelteilen natiirlicher Fermente, wie einiger Cofermente und Hamin~ 
abkommlinge, ist bisher gelungen. Daher wird auf diesem Gebiet der Modellversuch 
noch eher erlo1greich sein als die direkte chemische Konstitutionsermittlung. 

Die bisher angegebenen Fermentmodelle und die damit angestellten Re
aktionen konnen die katalytische und flBymmetrierende Wirksamkeit des lehenden 
Organismus nur hochst unvollkOmmtlll nachahmen, da die Modelle unseres 
Wissens viel zu einfach und daher zu unspezifisch bzw. unselektiv wirken konnen. 
Nach der SchloB- und Schliisseltheorie von E. FIsCHER kann hier rein bildlich 
gesagt werden, daB die Fermentmodelle mit sehr einfach gebauten Schliisseln 
verglichen werden miisben, die nicht nur ein bestimmtes verwickeltes Kunst
schloB offnen, sondem die aIle moglichen einfachen Schlosser leicht, aber eben 
nicht einwandfrei offnen. Das natiirliche Ferment gleicht dann einem sehr 
kompliziert _gebauten Sohliissel, der nUT ein sorgfaltig und spezifisch gearbeitetes 
SchloB zur Offnung bringt. In einer Forderung konnen wir jedoch W. LANGEN

BECK beistimmen, die auch den Wert der Fermentmodelle beleuchtet, nii.mlich 
wenn er sagt: 

"Eine Enzymtheorie bnn erst dann ala gesichert gelten, wenn sie modell
maBig verwirklicht und damit chemisch gestiitzt ist." 

Einteilung der Fermentmodelle. 
Eine zwanglose Einteilung der Fermentmodelle ergibt sich aus dem Grad 

der Ahnlichkeit zwischen Ferment und Modell. In vielen Fallen tragt diese Ein
teilung auch der geschichtlichen Entwicklung der Fermentmodelle Rechnung. 
1m einzelnen solI bei der Besprechung beriicksichtigt werden: 

Obereinstimmung: 
1. 1m kolloidalen Zustand. 
2. 1m zweiteiligen Aufbau aus Trager und reaktionsfahiger Gruppe, das 

heiBt: Wieweit laBt sich die dualistische Theorie. der Enzyme bereits im Modell 
verwirkllchen 1 

3. In Spezifitat und Selektivitat der Reaktion. 
Wahlt ein Ferment oder sein Modell aus verschiedenen Substraten nur eines 

vor anderen aus, nennt man diese Eigenschaft Spezifitat, wahrend die Eigenschaft 
der typischen Reaktionslenkung (ein Substrat) in eine von mehreren Richtungen 
Selektivitat genannt sei. Hierunter sind vor allem optisch auswahlende Re
aktionen zu nennen, bei welchen entweder aus einem Racemgemisch die eine 
Komponente vorwiegend abgebaut wird (Substratspezifitat) oder bei einer 
asymmetrischen Synthese aus einem stereochemisch inaktiven Stoff ein asym
metrisches Aufbauprodukt vorwiegend synthetisiert wird (Reaktionsselektivitat). 

4. 1m Reaktionsmechanismus, der fiir manche Fermentmodelle zum Vergleich 
mit dem natiirlichen Ferment genauer behandelt werden solI. Hier sind zu 
nennen: Reversible und irreversible Hemmung und Vergiftung, Temperatur
abhangigkeit der Katalyse, Verbrauch und Alterung des Katalysato1"s. 

5. Abweichungen des Fermentmodells yom abgebildeten natiirlichen Ferment. 
6. Aussagen aus dem Modell iiber das Ferment. 

Folgende Tabelle 1 gibt in kurzen Ziigen die Einteilung der Fermentmodelle 
und die wichtigsten Merkmale derselben wieder. 
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I. Kolloidale Metalle und Metalloxyde als Fermentmodelle. 
"Anorganische Fermente." 

Die Entwicklung der Platin- und anderer Edelmetalle in metallischer Form 
und kolloidaler Phase als "Fermentmodelle" geht bis in die Anfange der Kenntnis 
katalytischer Wirkungen iiberhaupt zuriick, wie bereits in der Einleitung auf 
S. 546 erwahnt worden ist. Nach der vergleichenden Zusammenatellung der ge
schichtlichen Entwicklung von Katalyse und Fermentkatalyse, die una MIT
TASCH in seinem Buch "tiber katalytische Verursachung im biologischen Ge
schehen"l (vgl. a.2) gibt, vermutete bereits1818 THENARD Beziehungen zwischen 
der Platinkatalyse des Wasserstoffsuperoxyds und animalischen bzw. vege
tabilischen Sekretionen. Die Beziehungen wurden von BERZELIUS 1832 
genauer ausgesprochen, der die Enzyme im Vergleich mit den Platinmetallen 
dann als "Katalysatoren" bezeichneiR.. Ein paar Jahrzehnte spater nannte dann 
CH. F. SCHONBEIN 3 die Zersetzung des Wasserstoffsuperoxyds durch die kata
lytische Wirkung des Platins den "Prototyp jeder Fermentation". Allerdings 
war man damals noch nicht dariiber hinausgekommen, daB man jede Katalyse 
eben als Modellreaktion der fermentativen Wirkung ansah, ohne zunachst auf 
eine spezielle Fermentreaktion naher einzugehen und ohne jede Kenntnis des 
Aufbaues der Fermente. 

Erst als man sich iiber den Zustand der Fermente etwas klarer wurde, vor 
allem die kolloidale Verteilung festgestellt wurde, auf deren groBer Oberflachen
entwicklung die enorm starke Wirkung der Fermente ja teilweise beruht, konnte 
man auch in bezug auf den Verteilungszustand die Modelle den natiirlichen 
Fermenten ahnlicher gestalten. Nach der gleichzeitigen Entwicklung der kata
lytischen Reaktionskinetik konnte man dann auch hierin Vergleiche zwischen 
Modellen und Fermenten ziehen. 

Aus der WI. OSTWALDschen Schule hervorgehend, hat G. BREDIG in vielen 
Arbeiten das Verhalten kolloidaler Metalle und Metalloxyde studiert und sie in 
der katalytischen Wirkung mit den natiirlichen Fermenten verglichen. BREDIG 
sprach 1900 auch zum erstenmal bewuBt den Namen "Fermentmodelle" aus.'·5 
Auf Grund der vielen Analogien zwischen den Fermenten und den kolloidalen 
Metallen nannte BREDIG letztere direkt "Anorganische Fermente". Dadurch 
sonte jedoch nicht zum Ausdruck gebracht werden, daB Fermente und Metall
sole in allen chemischen und physikalischen Eigenschaften iibereinstimmen 
miissen, wie BREDIG selbst ausdriicklich hervorgehoben hat. Es besteht nur eine 
modellmaBige Ahnlichlceit, auf die im folgenden naher eingegangen wird, vor 
aHem im kolloidalen Verteilungszustand und der katalytischen Wirksamkeit. 
Die tibereinstimmungen gingen aHerdings in Anbetracht der Kenntnisse zu Be
ginn des 20. Jahrhunderts iiberraschend weit. 

Darstellung der Metallsole. 
Die chemischen Darstellungsmethoden koHoidaler Metallosungen wurden von 

BREDIG gerade fiir seinen Zweck abgelehnt, da durch die Anionen der angewandten 

1 A. MITTASCH: Die katalytische Verursachung im biologischen Geschehen. 
Berlin. 1935. 

2 A. MITTASCH, E. THEISS: Von DAVY und DOEBEREINER bis DEACON. ein halbes 
Jahrhundert Grenzflachenkatalyse. Berlin, 1932. - A. MITTASCU: Kurze Geschicht.e 
dpr KatalYRe in Praxis und Theorie. Berlin, 1939. 

3 CII. F. SCHONBEIN: J. prakt. Chern. 100 (1868). 202. 
, G. BREDIG: Physik. Z.2 (1900). 7. 
5 G. BREDIG: Inorganic Ferments. Colloidal Chemistry, Vol. II. New York. 1928. 
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loslichen Metallsalze und durch die notwendigen Reduktionsmittel Stoffe in das 
Sol gelangten, die die katalytische Reaktion und deren quantitative Auswertung 
merklich storen konnen. BREDlC'- entwickelte1,2,3 fiir seinen Zweck eine Zer
staubungsmethode der reinen Metalle im Lichtbogen, der unter Wasser mit 
neutraler oder schwach alkalischer Reaktion zur Ziindung gebracht wurde. Dahei 
ging das zu zerstauhende Metall im umgehenden Wasser kolloidal in LOsung. 
Nach Abfiltrieren von den groheren Metallpartikelchen kam das meist tief dunkel 
gefarbte Sol zur Verwendung. Mit diesen kolloidalen Metallsolen konnte BREDIO 
gewisse Fermentwirkungen der Katalasen, Oxydasen und Dehydrasen bis zu 
einem bestimmten Grad nachahmen (Schrifttum undZusammenfassung hei G. BRE
DlG,4 auBerdem die Einzelarbeiten von G. BREDJG und Mitarbe:tem3, 5, e, 7, 8, 9). 

Die kolloidalen Metalle als Modell der Katalase. 
Eingehend wurden die Modellwirkungen der Metallsole als "Katalasen" unter

sucht. Als erste gemeinsame Basis zwischen Ferment und Modell ergab sich die 
ungeheure Oherflachenentwicklung heider, die die Metallsole noch iIi. groBter 
Verdiinnung wirksam sein laBt, ebenso wie die Fermente. Ausdriicklich wurde 
dabei von BREDIG betont, daB die 
katalytische Wirkung nicht al"lein 
vom kolloidalen Verteilungszustand 
abbangig ist. In nebenstehender 
Tabelle 2 sind die von BREDIG und 

1 Grammatom 
bzw.lMol 

seinen Mitarbeitern gefundener. Ver- Pt ......... . 
diinnungen aufgefiihrt, die noch eine Au ........ . 
bemerkbare Zersetzung des Wasser- ~~o.· : : : : : : : 
stoffsuperoxyds verursachen. C020 3 ••••••• 

Zum Vergleich mit den kolloi- CuO •........ 
dalen Losungen reiner Metalle sind Pb02 ••••••• 

in der Tabelle 2 noch die Ver

Tabelle 2. 

reagiert nocb in Litern 

70 X lOS 
lOS 

26 X lOS 
10 X lOS (in alk. LOsung) 
2 X lOS (in alk. Losung) 

lOS 
1()5 

diinnungszahlen fiir kolloidale Metalloxyde wiedergegehen, die in derselhen GroBen
ordnung liegen. Sie wurden ebenfalls in den Untersuchungen von BREDIG und 
seinen Mitarbeitern festgestellt. 10 

Die tJbereinstimmung zwischen der Katalase und ihren "Modellen" erstreckt 
sich nach den referierten Arbeiten noch auf die Hemmung der Reaktions
geschwindigkeit durch zu hohe H 20 2-Konzentration, die namlich bei zu groBer 
Steigerung die Katalase irreversibel zerstort. Eine ahnliche Beobachtung konnte 

1 G. BREDIG: Z. angew. Chern. 11 (1898), 951. 
2 Siehe FuIJnote 5, S. 550. 
a G. BREDIG, R. MULLER VON BERNECK: Anorganisehe Fermente I. Z. physik. 

Chern. 31 (1899), 258. 
4 G. BREDIG: Physik. Z. 2 (1900), 7. 
6 G. BREDIG, K. IKEDA: Anorganische Fermente 11. Z. physik. Chern. 37 (1901),1. 
6 G. BREDIG. W. REINDERS: Anorganische Fermente III. Z. physik. Chern. 37 

(1901). 323. 
7 G. A. BROSSA: Anorganische Fermente IV. Z. physik. Chern. 66 (1909). 162. 
8 G. BREDIG, F. SOMMER: Anorganisehe Fermente V. Z. physik. Chem.70 

(1910), 34. 
9 TH. BLACKADDER: Anorganisehe Fermente VI. Z. physik. Chern. 81 (1912). 385. 
10 In noeh graSerer Verdiinnung wirken losliche Eisensalze bei der Wasserstoff

superoxydzersetzung. Die fermentahnlichen Wirkungen geloster anorganischer 
Salze [z. B. W. BIEDERMANN: Z. angew. Chern. 87 (1924). 71], auch in Kombination 
mit Aminosauren [H. HAHN: Z. angew. Chern. 39 (1926), 1148], sollen jedoeh in 
vorliegender Zusammenfassung der Fermentmodelle auIJer acht gelassen werden 
(siehe S. 547ff.). 
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nun auch an kolloidalem Silber und Mangandioxyd gemacht werden, die durch 
zu groBe H 20 2-Konzentration ebenfalls inaktiv werden (wahrscheinlich durch 
chemische Veranderung des Katalysators). 

Weiter konnte BREDIG zeigen, daB sich bei seinen "anorganischen Fermenten" 
dieselben irreversiblen Anderungen der Wirksamkeit finden wie bei den natiir

Gift 

HaS ....... . 
HCN ....... . 
HgCl ....... . 
Hg(CN) •..... 
J' (in KJ) .. 
NH.OH·HCI. 
Anilin ...... 

As.Os ·•···• • co ........ . 
HCI. ....... . 
NH,CI .... .. 
HN"°3······ . 
HzSO, ..... . 

KNOs••••••• 
KCIOs ..... . 

Tabelle 3.1 

Platlnsol 

1/S60000 molar 
5 X 10-8 " 

4 X 10-7 " 

5 X 10-6 " 
15 X 10-8 " 

4 X 10-6 " 

2 X 10'" " 
2 X 10-2 " 

sehr stark 
1/8000 molar 
1/ zoo " 

keine Vergiftung 

" " 
" " 
" " 

Blutkatalase 

10-6 molar 
10-'" " 

5 X 10-7 " 

1/soo " 
2 X 10-6 " 

12,5 X 10-6 " 
2,5 X 10-3 " 

iiber 5 X 10'" " 
keine Vergiftung 

10-6 molar 
10-3 " 

4 X 10-6 
2 X 1O-1i " 

2,5 X 10-5 
2,5 X 10-5 

Verdiinnungen, die die Reaktionsgeschwindigkeit auf 
die Halfte herabsetzen. Die angewandte Pt-Menge be

trug meist 100· 10-7 g-Atome Pt. 

lichen Fermenten, z. B. 
beim Altern, bei Zu
satzen und namentlich 
bei den sogenannten 
Vergiftungserscheinun -

gen der Katalysatoren 
und der Fermente. Vber
einstimmend hemmen 
manche Gifte reversi
bel, z. B. Blausii.ure, und 
manche irreversibel, also 
ohne Erholung, wie 
Quacksilbersalze. Die 
zur Vergiftung der Kata
lysatoren notwendigen 
Mengen sind in beiden 
Fii.llen auBerst gering. 
Nicht immer bestelit je
doch eine "Obereinstim
mung in der Vergiftung 
bei Ferment und Mo
dell, wie in Tabella 3 
gezeigt wird. 

Die katalytische Wirksamkeit der Metall80le und der natiirlichen Katalase 
wird durch die OH-Ionenkonzentration, also durch den PH-Wert der Losung in 

o 1 

Abb. 1. AbbAnglgkelt der katalatlachen Wlrlrung des 
kolloldalen PlatJns vom NaOH-Gehalt der Lllsuug 
(nach G. BBJlDIG und R. MtlLLJIR VOIl' BJIRlI'IICK). 

O~-'1r-·,r---~f~--~1----~ 
1.f0 70 ijj) JO 

1/Om18/ NaOIl 
Abb. 2. Abbllngigkelt der katalatlzchen Wlrkung des 
Emulslns vom NaOH-Gebalt der LlIsung (nach G. 
BBIIDIO. R. MtlLLJIR VOIl' BJlRNiliCK und J. J ACOB80N). 

ahnlicher Weise merklich beeinfluBt. Das Maximum der katalytischen Aktivitat, 
das in Abhangigkeit von der OH-Ionenkonzentration bei Ferment und Modell 

1 G. BUDIG: Inorganic Ferments. Colloidal Chemistry, Vol. II. New York, 1928. 
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zu beobachten ist, liegt natiirlich nicht bei demselben PH, jedoch zeigen die 
Abliii.ngigkeitskurven (Abb. 1 und 21,2) eine bemerkenswerte AhnIichkeit. Ver
gleichsweise entspricht der optimalen NaOH-Konzentration bei kolloidalem Platin 
von etwa 0,1 n ein Wert bei der Mandelkatalase von l!tsO n. 

Die kolloidalen Metalle als Modell der Redoxasen. 
In einer anderen Arbeit beschMtigen sich G. BUDIG und F. SOMMERs mit 

der Modellwirkung des kolloidalen Platina als Redoxase. In der modernen 
Enzymchemie spielen ja die Fermente der Oxydoreduktion eine wichtige Rolle. 
Die speziell untersuchte Reaktion war die Entfiirbung von Methylenblau durch 
Formaldehyd unter der katalytischen Wirkung eines in roher Milch anwesenden 
Ferments, die sogenannte SCHARDINGEBBChe Reaktion. 

BREDIG und SOMMER fassen diese Reaktion als eine "Obertragung des Wasser
stoffs vom Formaldehyd auf das Methylenblau auf, die iihnlich wie durch das 
SClIARDINGEBBche auch durch das "anorganische Ferment" Platin katalysiert 
wird. Letzteres entfiirbt als Kolloid in· alkalischer Losung sogar schon bei 
Zimmertemperatur sofort die blaue Losung. Dieselbe Beschleunigung der Ent
fiirbung durch Spuren von Alkali wurde auch bei dem Milchenzym beobachtet. 
Die Analogie zwischen diesem speziell den Redoxasen angehorenden Ferment 
und seinem "Modell" erstreckt sich noch auf verschiedene Vergiftungserschei
nungen, vor allem durch Blausiiure und Mercurichlorid. Jedoch zeigte sich wie 
bei der Katalase und ihren Modellen auch hier nur in einigen Fallen eine solche 
"Obereinatimmung in den Giftwirkungen. 

Nach H. O. ALBREOHT wirken kolloidales Platin und Mangandioxyd auch 
katalytisch bei der Luminolreaktion,' auf diespiiter noch ausfiihrlicher bei 
(S.572) den Haminfermentmodellen eingegangen wird. (Vgl. Pt und MnOz als 
Peroxydasemodelle! ) 

Die kolloidalen Metalle als Modell von Carhoxylasen und Mutasen. 
Die hochdispersen Metalle zeigen nach E. MULLER und Mitarbeitern auch 

die Fiihigkeit, ahnlich wie Carboxylase5 Brenztraubensaure in Acetaldehyd und 
COs zu spalten, wirken also auch als Carboxylasemodelle. Ein weiteres Analogie
beispiel ist die Spaltung von Formaldehyd,6 die BREDIG ala Modellreaktion der 
Mutase anfiihrt, da nach alteren Arbeiten von H. WIELAND 7 das Ferment der 
CANNIZZAROschen Reaktion z. B. von Salicylaldehyd als Mutase bezeichnet wird. 
Der katalytische Zerfall der Ameisensaure in Hz und CO2, der sowohl in Faul
schlamm unter der Wirkung von pflanzlichen Fermenten wie auch in Anwesen
heit von kolloidalem Osmium zu beobachten ist,8 soIl schlieSlich der Vollstiindig
keit wegen angefiihrt werden (Osmium als Dehydrasemodell). 

1 G. BrumIG. R. MULLER VON BERNECK: Anorganische Fermente 1. Z. physik. 
Chem.81 (1899), 258. 

• J. JACOBSON: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.16 (1892), 340 . 
. 3 G. BREDIG. F. SOlllMER: Anorganische Fennente V. Z. physik. Chern. 70 (1910), 

34. 
, H. O. ALBRECHT: Z. physik. Chem. 186 (1928). 321. 
I E. MULLER, F. MULLER: Z. Elektrochem. angew. physik. Chem. 81 (1925). 45. 
I E. MULLER. F. MULLER: Ber. dtsch. chem. Gas. 64 (1921), 3214; Z. physik. 

Chem. 107 (1923). 347; Z. Elektrochem. angew. physik. Chem. 81 (1925). 41. 
7 H. WIELAND: Ber. dtsch. chem. Gas. 47 (1914), 2085. 
8 E. MULLER: Z. Elektrochem. angew. physik. Chern. 28 (1922). 307. - E. :MULLER. 

J. KEIL: Ebenda 29 (1923), 396; - E. :MULLER. F. MULLER: Ebenda 80 (1924), 493. 
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Kritik der BREDIOschen "anorganischen Fermente". 
Nach einer SchluBbetrachtung von G_ BREDIO selbst sind zwischen den 

natiirlichen Fermenten und ihren anorgamschen Modellen folgende gemeinsame 
Eigenschaften festzustellen: 

1. Starke katalytische Wirksamkeit. 
2. Ein kolloidaler, oft labHer Zustand mit enormer Entwicklung freier Ober

fliiche, die ofters irreversible Veranderungen erleidet. 
3. Die .Fahigkeit, bestimmte Substanzen durch Bildung einer Zwischen

verbindung oder durch Adsorption zu binden. 
Aus diesen Obereinstimmungen heraus nennt BREDIO die anorganischen 

Metallsole Fermentmodelle. Die vielen Obereinstimmungen sind in der Eigen
schaft der Fermente und dieser Modelle als in mikroheterogener Phase wirkender 
Katalysatoren begriindet und stiitzen damit die damals aufkommende Auf
fassung der Fermente als kolloidaler Katalysatoren. 

Wir vermissen aber heute bei diesen "anorganischen Fermenten" vor allem 
noch die Zweiteilung der natiirlichen Fermente in Trager und Wirkgruppe. 
Gelatine als Schutzkolloid, das in den Versuchen iiber die SCHARDINoERSche 
Reaktion zur Stabilisierung des Platinsols zugegeben wurde, kann in diesem 
Zusammenhang kaum als ein Trager im eigentlichen Sinn aufgefaJ3t werden 
(S.546 u_ 556). Moglicherweise ist ein Vergleich mit sekundaren kolloidalen 
Tragern der Fermente erlaubt. (Die natiirlichen Fermente besitzen in manchen 
Fallen neben dem katalytisch wirksamen Gesamtfermentkomplex auch noch 
andere angelagerte, hochmolekulare Molekiilgruppen, die den Kohlehydraten und 
EiweiJ3stoffen angehoren_ Diese konnen jedoch vom eigentlichen .Ferment ge
trennt werden, ohne dessen katalytische Wirksamkeit zu beeintrachtigen. N ur die 
Stabilitat wird mit zunehmender Entfernung der sekundaren Trager verringert.) 

Bei den Metallsolen als }<'ermentmodellen vermissen wir ferner auch nahezu 
jede chemische und absolut jede stereochemische Spezi/itiit. Die genannten 
Beispiele der Modellreaktionen zeigen, daB ein und dassel be Metallsol - meist 
kolloidales Platin - die verschiedensten Fermentreaktionen modellmiiBig ver
wirklichen kann. Unterschiede in der Wirksamkeit zwischen den einzelnen 
Metallsolen gegeniiber einem bestimmten Substrat konnen nicht entfernt als Ab
bild der nat\irlichen Spezifitat gewertet werden. 

Diese Vielseitigkeit der BREDIGSchen Metallsole schrankt ihre heuristische 
Bedeutung etwas ein, wenn sie auch zur Erforschung der kolloidalen und kata
lytischen Eigenschaften der Fermente einen wertvollen Beitrag geleistet haben, 
da ja die Untersuchungen der kolloidalen Metalle durch BREDIU in die friiheste 
Entwicklung der Enzymforschung fallen. 

Kolloidale Metallhydroxyde als Phosphatasemodelle. 
Von E. BAMANN und M. MEISENHEIMER1 ,2 sind in einer Reihe von neueren 

Arbeiten (1938) Phosphatase-ahnliche Wirkungen verschiedener Metallhydroxyde 
beschrieben worden. Diese Katalysatoren spalten aus Phosphorsaureestern, 
Pyro-, Poly- und Metaphosphaten Orthophosphorsaure abo Die Erscheinung, 
daB bei natiirlichen Fermenten die Katalysatorsubstratverbindung groBere Be
standigkeit aufweist als der Biokatalysator allein, wird speziell yom Lanthan
hydroxyd modellmiiBig wiedergegeben.3 Wiihrend jedoch den Biokatalysatoren 

1 E. HAMANN, M. MEISENHEIMER: Her. dtsch. chern. Ges.71 (1938), 1711, 1980, 
2086, 2233. 

2 E. HAlIIANN: Angew. Chern. 52 (1939), 186. 
3 E. HAMANN, M. MEISENHEIMER: Ber. dtsch. chern. Ges.71 (1938), 1711. 
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ein beschrankter, spezifischer Wirkungskreis zukommt, vermissen wir auch hier 
diese Spezifitat bei den phosphatatisch wirksamen anorganischen Katalysatoren, 
was E. BAMANN selbst hervorhebt, da einem Metallhydroxyd die katalytischen 
Fahigkeiten verschiedener "Phosphatasen" (Phosphoesterase,l Metaphosphatase,2 
Pyro- und Polyphosphatase3 zukommen. Auch hier beschrankt sich die "Ober
einstimmung zwischen Modell und Ferment auf die Tatsache katalytischer 
Wirksamkeit in kolloidaler Form. 

II. Heterogene anorganische Mischkatalysatoren. 
Almuugsmodelle. 

Mehrfach wurde bei der Erforschung der enzymatischen Vorgange versucht, 
modellmaBig die Oxydation organischer Verbindungen, wie sie der pflanzlichen 
und tierischen Atmung entspricht, nachzuahmen und auf die Konstitutions
probleme speziell der Atmungsfermente anzuwenden. Nach den vielen Arbeiten 
von O. WARBURG, H. WIELAND und anderen ist der Vorgang der Atmung in 
Tier und Pflanze durch eine langere Folge von Hydrierungs- und Dehydrierungs
reaktionen gekennzeichnet, die im folgenden4 kurz wiedergegeben werden soIl. 
Beispielsweise wird bei der Oxydation eines Zuckers zuniichst aus diesem Wasser
stoff abgespalten, und zwar in einfacher stochiometrischer Reaktion zwischen 
phosphorylierter Glukose und einem eisenfreien Ferment, das eine speziell 
Wasserstoff aufnehmende Gruppe enthii.lt. Dieses erste Hydrierungsprodukt 
kann den aufgenommenen Wasserstoff nicht an Sauerstoff ubgeben, sondern 
wird von einem zweiten eisenfreien Ferment, dem sogenannten "gel ben Ferment" 
dehydriert, wobei dieses gelbe Ferment in die farblose Leukobase iibergeht. Ob
wohl diese zweite hydrierte Verbindung an sich den Wasserstoff an den Sauer
stoff der Luft abgeben konnte, wird dieser Weg seiner geringen Geschwindigkeit 
wegen nur von wenigen einzelligen (also primitiven) Organismen beschritten. 
Bei den iibrigen Organismen wird im folgenden in den Oxydationsvorgang ein 
ganzes System von Haminen eingeschaltet, von denen jedes infolge der Wertig
keitBanderung seines Eisenatoms ebenfalls ein Redoxsystem, d. h. einen Wasser
stoffiibertrager darstellt, bis endlich erst das letzte Hamin die Oxydation des 
Wasserstoffs durch den Sauerstoff der Luft katalysiert. Die eisenhaltigen Fer
mente als Zwischenstufen des Atmungsvorganges sind durch ihre hohe Blau
saureempfindlichkeit gekennzeichnet und dadurch und spektroskopisch nach
gewiesen. Vermutlich bezweckt dieses angegebene komplizierte Schaltungs
prinzip einer Reaktionsbeschleunigung, daB die einzelnen Redoxsysteme thermo
dynamisch nach der Lage ihrer Oxydationspotentiale geordnet sind, wodurch 
eine sparsame und dosierbare Energieentwicklung gewahrleistet wird. 

Das Kohlemodell von O. W ARBURO. 

O. WARBURG fiihrte in den Jahren 192J5 und 19246 an Kohle als Modell des 
Atmungsferments Oxydationsversuche mit EiweiBstoffen (Cystein) durch. Sain 
Katalysator war zunachst technische Blutkohle und im weiteren Verlauf seiner 
Untersuchungen Verkohlungsprodukte aus Hamin und verschiedenen Farb
stoffen, die von Natur stickstoffhaltig waren und technische Verunreinigungen 

1 E. :8AMANN, M. MEISENHEIMER: Ber. dtsch. chem. Ges.71 (1938), 1711, 1980. 
2 E. BAMANN, M. MEISENHEIMER: Ber. dtsch. chem. Ges.71 (1938). 2086. 
3 E. BAMANN, M. MEISENHEIMER: Ber. dtsch. chem. Ges.71 (1938), 2233. 
, Siehe z. B. K. NOACK: " Angew. Chem. 49 (1936), 673. 
5 O. WARBURG: Biochem. Z. 119 (1921), 134. 
8 O. WARBURG, W. BREFELD: Biochem. Z. 145 (1924), 461. 
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an Eisen von etwa 0,1 % enthielten. Der speziell durch Verkohlung des Hamins 
hergestellte Katalysator kann jedoch, wie hier vorweggenommen werden solI, in 
seinen katalytischen Fahigkeiten nicht mit dem Hamin verglichen werden, 
worauf auf S. 557 noch genauer eingegangen werden solI. Die Verkohlung des 
Hamins, auch der anderen genannten Verbindungen, fuhrt schlleBlich zu einer 
stickstoff- und eisenhaltigen Kohle, die erwiesenerma.Ben sehr aktiv ist, die aber 
nicht aus an Kohle adsorbiertem bzw. partiell verkohltem Hamin besteht (vgl. 
FRANKENBURGEB1). Der Kohlekatalysator von O. W'ARBURG stellt einen rein 
anorganischen heterogenen Mischkatalysator dar. 

Der Zustand des Eisens auf del' Kohle ist nicht ohne EinfluB auf die kata.
latischen und peroxydatischen Eigenschaften des Eisen-Kohle-Katalysators, 
wie R. KUHN und A. W-+SSEBMANN zeigen konnten.z Vergleicht man namlich 
WARBURGS Kohlemodell mit einem Katalysator, der durchAdsorption von 
Eisenionen an Kohle erhalten wird, so ergeben sich wesentliche Unterschiede in 
der Beeinflussung der katalatischen und peroxydatischen Fahigkeit, die bei 
den Verfassern in folgender Zusammenstellung angefiihrt werden: 

Autol I Zustand des Elseus ! Kata1atlsche Wkg. !peroxYdatlsche Wkg. 

KUHN I Adsorption I Enorme Aktivierung I Hemmung 
W ARBURG Einbettung Aktivierung Aktivierung 

Die Art der Adsorption scheint darnach die katalytischen Fahigkeiten eines 
derartigen Katalysators wesentlich zu beeinflussen, und zwar die katalatische 
und die peroxydatische Eigenschaft in ganz verschiedenem MaB. Einer ahnlichen 
Feststellung derselben Autoren2 werden wir auch bei der Besprechung der Hamine 
als Fermentmodelle (S.574) begegnen. 

Fiir das Problem der Fermentmodelle ist beim W ARBURGschen Kohlemodell 
die Zweiteilung des Katalysators in reaktionsfiihige, aktive Zentren (an Stickstoff 
gebundenes Eisen) und ainen adsorbierenden Grundstoff (Aktivkohle = "Trager") 
bemerkenswert, was wir unter der erforderlichen Einschrankung mit Wirkgruppe 
und Trager bei den natiirlichen Fermenten vergleichen konnen. Aus Hemmungs
versuchen mit Narkoticisgeht die rein adsorbierende Wirkung der Kohle hervor, 
die Heinmung erklart sich durch die Verdrangung des oxydierbaren Substrata 
durch die Narkotika nach MaBgabe von deren Adsorption an der Kohle. Auch 
die katalytisch vollkommen unwirksame Silikatkohle erweist sich ala ein gutes 
Adsorptionsmittel. Aus Vergiftung8ver8uchen mit Blausaure, die die kataly
sierenden Eisenatome des Katalysators vergiftet, und dem vorher Gesagten geht 
hervor, daB Adsorption und Aktivierung bzw. Oxydation an verschiedenen 
Stellen des Kohlekatalysators vor sinh gehen, was eben die Zweiteilung in 
"Trager" und "Wirkgruppe" im Vergleich zu den natiirlichen Fermenten nahe
legt. 1m Reaktionsverlauf hat das W ARBuRGsche Modell insofern zu enzyma
tischen Prozessen Beziehlingen, als es die Oxydation wenigstens von Cystein 
ohne merklich erhOhte Temperatur zu beschleunigen vermag. Allerdings besteht 
in der Art des Energieumsatzes zwischen dem Fermentsystem und allen seinen 
modellma.Bigen Abbildem ein groBer Unterschied. Beim Modell wird die durch 
Oxydation gewonnene Energie in Wiirme umgesetzt, wahrend der lebende 
Organismus aus dieser Energie Arbeit leisten kann. Doch ist dies wohl keine 
Funktion des Atmungssystems selbst, sondem der angeschlossenen Systeme, die 
die Dehydrierungsprodukte der Glukose (Milchsaure) weiter verarbeiten. 

1 W. FRANKENBURGER: Die Fermentreaktionen unter dem Gesichtspunkt der 
heterogenen Katalyse. Ergebn. Enzymforsch. II (1934), 1. 

I R. KUHN, A. WASSERMANN: Ber. dtsch. chem. Ges. 61 (1928),1550. 
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An sein Kohlemodell schlieBt O. W ARBU"RG in der Fragestellung nach dem 
Oxydationsmechanismus in der lebenden Zelle eine nach dem heutigen Stand 
der Kenntnisse zu einfache Theorie der Atmung an, der sein einfaches Modell 
natiirlich entspricht. Die zwei Mittel, mit denen die Atmungskatalyse vor sich 
geht, waren darnach Adsorption und Schwermetallkatalyse, die Zellatmung ein 
kapillarchemischer Vorgang, der an den eisenhaltigen Oberflachen der festen 
Zellbestandteile vor sich geht. Fiir die Haminseite wenigstens der, wie oben 
gekennzeichnet, verwickelteren Reaktionsiolge haben wir also hier ein recht 
hiibsches Modell vor uns. 

Die Oxydation wird bei diesem Modell allerdings nicht durch Substratakti
vierung am Katalysator, sondern lediglich durch Sauerstoffaktivierung und Oxy
dation des adsorbierten Cysteins durch den aktivierten Sauerstoff verursacht. 
Die aus diesem Modell auf die Atmung iibertragene Vorstellung der Atmungs
vorgange als Schwermetallkatalyse trifft also nicht durchgangig zu, wenn auch 
die Haminfermente als Schwermetallkatalysatoren am Atmungsvorgang der 
lebenden Zelle einen wesentlichen Anteil haben. Zusammenfassend laBt sich 
W ARBURGS Kohlekatalysator als Atmungsmodell rechtfertigen, das einen Teil
vorgang in vereinfachter Weise modellmaBig wiedergibt, ohne auf die die natiir
liche Spezifitat bedingende Aktivierung auf der Substratseite einzugehen. 

Eine "Obereinstimmung mit gewissen natiirlichen Fermenten besteht fiir das 
Kohlemodell auch im Aufbau wegen der Wirkung in heterogener Phase, da 
bestimmte Fermentprozesse (der Desmoenzyme) ebenialls an diemakrohetero
gene Phase gebunden sind. 

Ein makroheterogener Katalysator braucht also nicht von vornherein mit den 
Eigenschaften des Baues natiirlicher Fermente in Widerspruch zu stehen, was 
bier gesagt auch fiir aIle anderen heterogenen Fermentmodelle gilt. Die "Ober
einstimmung der heterogenen Modelle und der natiirlichen Fermente braucht 
eben nicht so weit zu gehen, daB die anorganischen Katalysatoren dieser Gruppe 
lyophile Kolloide waren wie die ebenfalls in heterogener Phase wirkenden Des
moenzyme und deren bestes Modell, der Faserkatalysator von G. BREDIG. In 
der feinen Verteilung und groBen Oberflachenentwicklung der aktiven Bezirke 
lassen sich die heterogenen Fermentmodelle mit den natiirlichen Fermenten 
dennoch vergleichen. 

Nach Versuchen von E. BAUR und K. WUNDERLyl (hier auch Literaturangabe 
liber friihere Arbeiten E. BAURS) sehien Kohle auch die Fahigkeit zu besitzen, 
Aminosauren hydrolytisch zu spalten, also als "Aminolasemodell" zu wirken. 
Diese Folgerungen, die E. BAUR und Mitarbeiter aus ihren Versuchen ziehen, 
erscheinen jedoch hochst zweifelhaft, da die Versuche von H. WIELAND2 ein
gehend nachgepriift wurden mit dem Ergebnis, daB der Abbau der Aminosallren 
an der Kohle durch den Sauerstoff erfolgt, der fest an der Kohle haftet und nur 
sehr schwer entfernt werden kann. Die Kohle stellt also auch hier ein "Dehydrase"
Modell dar, analog dem WARBURGschen Atmungsmodell. 

Heterogene Hydroxydkatalysatoren von A. KRAUSE. 

Verschiedene Hydroxyde von leicht Wertigkeitsschwankungen unterliegenden 
Metallen haben den Fermentprozessen ahnliche katalatische und peroxydatische 
Wirkungen. Eine Katalasewirkung des amorphen Orthoferrihydroxyds ist durch 
die Arbeit von L. A. WELO und O. BAUDISCH bekannt geworden,3 zu der nach 

1 E. BAUR, K. WUNDERLY: Bioehem. Z. 262 (1933), 300. 
2 H. WIELAND, I. DRISHAUS, W. KOSCHARA: Liebigs Ann. Chern. 018 (1934), 203. 
3 L. A. WELO, O. BAUDISCH: Chern. Reviews 16 (1934), 85. 
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den Untersuchungen von A. KRAUSE und Mitarbeitern auch eine Peroxydase
wirkung hinzukommt. l Die beiden genannten Fermentwirkungen des Ferri
hydroxyds als Modell wurden auch auf ihre Hemmungen hin untersucht, wobei 
sich herausstellte, daB die peroxydatische Wirkung des amorphen Orthoferri
hydroxyds durch Blausaure vergiftbar ist, nicht dagegen durch Kohlenoxyd. 2 

Dies erinnert an die Eigenschaften des "Atmungsferments", dessen iihnliches 
Verhalten gegeniiber Blausaure und Kohlenoxyd von O. WARBURG3 festgestellt 
wurde. 

ModellmaBig wird die Katalase- und Peroxydasewirkung auch vom Hydroxyd 
bzw. Oxyd des zweiwertigen Kupfers gegeben.' Auch die Mischkatalysatoren 
aus den Hydroxyden des Kupfers und Eisens einerseits und den Hydroxyden 
von Magnesium und Kupfer anderseits sind Modelle von Katalase und Peroxydase, S 

die gegeniiber den einfachen Hydroxydkatalysatoren eine Steigerung der 
katalytischen Wirksamkeit aufweisen. Sie konnen als Vorstufen zu dem an
schlie Bend zu referierenden Modell aufgefaBt werden. Am wirksamsten erwies 
sich namlich der Dreistoffkatalysator aus den Hydroxyden des dreiwertigen 
Eisens, zweiwertigen Kupfers und des Magnesiums, iiber den A. KRAUSE und 
Mitarbeiter erst in neuester Zeit (Anfang 1939) berichtet haben.6 Dieser Misch
katalysator stellt das letzte Glied der Entwicklungsreihe der Katalysatoren 
KRAUSEs dar. Die Herstellung erfolgt durch gemeinsame Ausfallung der amor
phen Hydroxyde und geniigendes Auswaschen, so daB von dem fertigen Kata
lysator bei der weiteren Verwendung keine Ionen mehr an die umgebende Losung 
abgegeben werden, vor allem kein Mg··. Die Wirksamkeit des Modells erweist 
sich als abhangig von der Zusammensetzung; eine Mischung im Verhaltnis 
Fe: Cu: Mg = 1: 0,3: 0,3 hat die besten katalytischen Eigenschaften. 

Anmerkung: Aus dem angegebenen Verhaltnis der Metalle bei der Fallung der 
Hydroxyde ergibt sich im fertigen Katalysator ein Verhaltnis von Fe:Cu:Mg = 
= 1: 0,31 :~,22, was mit Auswaschung von Magnesiumhydroxyd zu erkUiren ist. 

Vergleicht man zunachst die katalatischen Eigenschaften des "Dreistoff
katalysators" mit denen von Fe··· (in Ionenform), Hamin, der natiirlichen 
Katalase und den kolloidalen Metallen, so riickt der Dreistoffkatalysator tat
siichlich auf Grund seiner Wirksamkeit in den Kreis fermentartiger Stoffe und 
iibertrifft in seiner Wirkung viele organische und anorganische Fermentmodelle 
(siehe Tabelle 4). 

Tabelle 4 (aus TH. BERSIN7 und A. KRAUSE8 ). 

Bei 0° C zersetzt in wiisseriger Losung in einer Sekunde: 
I.Mol Fe··· bzw. Fe·· ................ 10-5 Mole HaOa 
1 " Hiimin......................... 10-a ,. " 
1 " Katalase....................... 1()11 " " 

Bei 37 0 C zersetzt im Mischkatalysator in einer Sekunde: 
1 Mol Fe (als Hydroxyd) .. . . . . . . . . . . .. 10-1 Mole HaO. 

In Hinblick auf den geschilderten AtmungsprozeB im lebenden Organismus 
(S. 555) sind die peroxydatischen Eigenschaften des KRAusEschen Dreistoff-

I.A. KRAUSE, M. GAWRYCHOWA: Ber. dtsch. chern. Ges. 70 (1937), 439. 
a A. KRAUSE,~. ALASZEWSKA, A. SOBOTA: Ber. dtsch. chern. Ges. 71 (1938). 2392. 
3 O. WARBURG: Angew. Chern. 41) (1932), 1. 
, A. KRAUSE, F. KOPCZYNSKI, J. RAJEWSKI: Ber. dtsch. chern. Ges.71 (1938). 

1229. 
5 A. KRAUSE. A. SOBOTA: Ber. dtsch. chern. Ges.71 (1938). 1296. 
8 A. KRAUSE: Ber. dtsch. chern. Ges. 72 (1939). 161. 
7 TH. BERSIN: Kurzes Lehrbuch der Enzymologie. Leipzig, 1938. 
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katalysators als Fermentmodell der Atmung von besonderem Interesse, da ahn
lich wie die Reihenfolge der verschiedenen Stufen des Atmungscyklus auch 
die einzelnen Metallhydroxyde ein gekoppeltes, kompliziertes Redoxsystem dar
stellen, wie KRAUSE und Mitarbeiter in ihren Untersuchungen! selbst hervor
heben und durch folgenden Reaktionsmechanismus der Oxydation der Ameisen
saure durch Wasserstoffsuperoxyd andeuten: 

1. "Anlocken" der HCOOH-Molekiile an die Oberflache des Katalysators: 

OH OH·HCOOH 
I I 

Mg + HCOOH -+ Mg 
I I 
OH OH 

2. Dehydrierung des Cu(OHh durch H 20 2 : 

OR H 0 
/ 0 / 

Cu + 0 -+ Cu I + 2 H 20. 

"OR H "0 

3. Dehydrierung des Eisen-III-hydroxyds durch Kupfer-II-peroxyd: 

I 
Fe-OH 
I 
o 
I 
Fe-OH 
I 

0" 
+ !/Cu 

o 

I 
Fe-O 

I I 
-+ 0 . 

I I 
Fe-O 
I 

+ CU(OH)2' 

4. Dehydrierung der Ameisensaure durch Eisen-Ill-peroxyd: 

I 
Fe-O 
I I 
o ' 
I I 
Fe-O 
I 

+ 

RCOOH· OH 
I 

Mg 
I 

OH 

-+ 

I 
Fe-OH RO 
I I 
0 + Mg + CO2 , 

I I 
Fe-OR RO 
I 

Wenn auch der angegebene Reaktionsmechanismus nicht in allen Einzel
heiten gesichert ist, so diirfte er doch in seinen Grundziigen als richtig anzusehen 
sein, zumal das Auftreten der Metallperoxyde chemisch-analytisch wahrschein
lich gemacht wurde. Es entspricht der Erfahrung, daB auch in homogener Phase 
die peroxydatischen Eigenschaften des Eisens durch Kupfer verstarkt werden.2 

Der von KRAUSE gebrauchte Ausdruck "Kettenmechanismus" soUte aUerdings 
Heber durch "Reaktionsfolge" ersetzt werden, da in vorliegendem Handbuch als 
"Kettentrager" reaktionsiibertragende Substratderivate anzusehen sind, die 
nach dem Umsatz verschwinden und die den Katalysator nicht enthalten (Bd. I, 
S. 53 u. 245). 

Vom Standpunkt der Fermentnachahmung aus ist hier der groBe Fortschritt 
erreicht, daB tatsachlich eine Reaktionsfolge vorliegt, in der, wie im naturlichen 
Atmungssystem, jeweils ein Glied das nachfolgende dehydriert, allerdings mit 
H 20 2 statt O2 als Endakzeptor. Die Anfangsstufe, das "Anlocken" des Substrats 

1 A. KRAUSE: Ber. dtsch. chern. Ges. 72 (1938), 161. 
2 V gl. Artikel SCHMID in Band II dieses Handbuches. 
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durch das Magnesiumhydroxyd; kann wohl nichts anderes sein als Adsorption, 
also dieselbe Funktion, die in W ARBURGS Modell die Kohle, in der Natur das 
Tragerskelett ausiibt. Chemisch ist das vorliegende Modell vom Atmungssystem 
weitgehend verschieden, nicht so sehr vielleicht von natiirlichen Peroxydasen 
und Katalasen. KRAUSE l selbst hebt die Moglichkeit hervor, daB das gemein
same Auftreten und die synergetische Wirkung von Eisen und Kupfer in vielen 
pflanzlichen Organismen auf dieselben Vorgange zUrUckgeht, die sein Modell 
wiedergibt. 

Ill. Homogene asymmetriscbe Fennentmodelle. 
A. SCHAFFNER sagt in seinem Artikel "Allgemeines iiber Biokatalyse"l von 

den Fermenten, daB sie nicht nur als Katalysatoren geschwindigkeitsbestPnmend 
wirken, sondern daB ihnen ein spezifisches Wirkungsvermogen eigen ist. Sie 
lenken eine Reaktion in eine bestimmte Richtung (Reaktionsselektivitat). Die 
bisher behandelten Fermentmodelle lieBen, wie schon auf S. 554 fUr die "An
organischen Fermente" betont worden war, eine bestimmte Spezifitat und Salek
tivitat vermissen, sie bildeten modellmaBig und mehrfach auch reaktionskinetisch 
fermentative Reaktionen in einfacher Weise abo 

FUr die natiirlichen Fermente ist eine besonders charakteristische Art der 
Spezifitat die stereochemische, auch optische Spezifitiit genannt bei abbauenden 
Prozessen, denen bei Aufbauprozessen (Synthesen) die stereochemische oder 
optische Selektivitat entspricht (siehe S. 548). 

a) Organische Basen als asymmetrische Fermentmodelle. 
Von Seite der Enzymforschung ist man den Vorgangen bei asymmetrisch 

verlaufenden Fermentreaktionen durch die Untersuchungen von R. WILL
STATTER, R. KUHN und E. BAMANN nahergetreten (Schrifttum siebe 3). Von der 
physikalisch-chemischen Seite aus war es der erste wesentliche VorstoB fiir die Er
forschung der stereochemischen Spezifitat der lebendenZelle, als eSBREDIG undMit
arbeitern gelang, die asymmetrische Fermentwirkung mit organischen Katalysato
ren genau bekannter Zusammensetzung und Struktur "modellmaBig" nachzuah
men. Solche Katalysatoren BOllten dann aus einem Gemisch von d- und 
l-Form des optisch aktiven Substrats den einen Antipoden rascher als den 
anderen abbauen (asymmetrische Analyse) oder aus einem optisch inaktiven 
Material bei der Darstellung eines optisch aktiven Stoffs die eine oder andere 
Form rascher aufbauen (asymmetrische Synthese), so daB nach einer gewissen 
Zeit aus einem zupachst optisch neutralen System die eine optisch aktive Form 
im trberschuB iibrigbleiben oder neu entstehen sollte. Voraussetzung muBte eine 
echte KataZyse sein, bei welcher der das Enzym modellmaBig nachahmende Kata
lysator "beliebig" groBe Substratmengen im gewiinschten Sinn in optisch aktive 
Reaktionsprodukte umwandeln kann. 

Die modellmaBig abgebildete Reaktion ist der decarboxylierende Abbau ge
wisser racemischer Ketocarbonsauren durch die auslesende (stereochemisch spezi
fische) Wirkung eines "Oarboxylase" genannten Ferments. Durch Verwendung 
von katalytisch wirkenden Alkaloiden bekannter Struktur und Zusammensetzung 

1 A. KRAUSE: Ber. dtsch. chern. Ges.72 (1939), 161. 
Z A. SCHAFFNER: Allgemeines liber Biokatalyse. Handbuch der Katalyse, Bd. III, 1. 
3 G.-M. SCHWAB, E. BAMANN, P. LAEVERENZ: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 

215 (1933), 121. 
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a.n Stelle des Ferments konnten G. BBEDIG und K. FAJANS1.1l aus einem race
mischen Gemisch, von a- und l-Camphoca.rbonsaure gewisse Mengen der optisch 
aktiven Saure und optisch aktiven Camphers erhalten: 

CHi 

/CI~ 
/ ~ 

HIC C=O 
I HaC·C·CH. I -4 Campher + co •. 

HIC~ I / CH-COOH 

',,- / 
C 
H 

Die organisohen Katalysatoren dieser Reaktion, also die Fermentmodelle, 
waren Ohinin und das diesem stereoisomere Ohinidin. Einen in derselben Rich
tung liegenden weitaus swkeren Effekt konnte BBEDIGmit CBEIGHTON8.' ffir 
den Abbau der Bromcamphocarbonsaure erzielen, der durch die swkere Drehung 
dieser Saure bedingt war. Die an sich geringen Unterschiede im Abbau der 
a-Form und I-Form hatten hier einen deutlicheren optischen Effekt zur Folge. 

Aus dem experimentellen Material (im Jahre 1910) anderer Autoren und den 
Ergebnissen der asymmetrischen Abbauversuche mit organisohen Basen ergibt 
sich4 eine vergleichende tibt'rsioht fiber asymmetrisohe Abbaureaktionen mit 
natiirliohen Fermenten und den vorher geschilderten Fermentmodellen. 

Bevorzugt abgebaut werden: 

d-Camphocarbonsaure durch Niootin, 
Chinidinj 

l-Camphooarbonsaure duroh Cinchonin, 
Chinin; 

1f1(} 

WJ 6(J 80 'ff/(} f1I) 1WJ 
min 

Abb. 3. JIllt Chlnln. 

a-MandeIsaure durch Sohizomyceten 
und Weinhefej 

I-MandeIsaure duroh Penicillium glau
cum, A8pergillus mucor. 

100 

'If} 60 60 ffI(J fZII·1WJ 
min 

Abb. 4. lIIIt ChlnldIn. 

Abb. 3 und 4. Unterschled In der Zenetzungsgeschwlndlgkelt der d·BromcamphooarbolllliLure und der I·Siture 
mit ChInIn bzw. ChlnldIn aIs Katalysator (nach "I. 

Analog der einfachen Camphoca.rbonsaure wird die Bromcamphocarbonsiure 
duroh Chinin bzw. Chinidin abgebaut. 

Ebenso wie bei in der Natur verlaufenden enzymatischen Prozessen lauft die 

1 G. BREDIO. K. FAUNS: Ber. dtsch. chern. Ges.41 (1908). 752. 
2 K. FAUNS: z~ physik. Chern. 78 (1910). 25. 
3 G. BREDIG, H. CREIGHTON: Z. physik. Chern. 81 (1913). 543. 
, W. PABTAGANOFF: Z. physik. Chern. 112 (1924). 448. 
6 P. RONA, F. REUTER: Bioohem. Z.249 (1932). 455. 

Hdb. d. Katalyse, nI. 36 
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Spezifitii.t der Auswahl durch ein Maximum, um dann wieder abzunehmen 
(Abb. 3 und 4). 

Auch die asymmetrische Synthese wurde in Analogie zu enzymatischen Syn
thesen durch Katalysatoren bekannter Zusammensetzung in homogener Phase 
modellmaBig verwirklicht. L. ROSENTHALER1 hatte in den J ahren 1908 und 1909 ge· 
zeigt, daB unter der katalytischen Wirkung von Emulsin die Synthese des 
Mandelsaurenitrils aus Benzaldehyd und Blausaure asymmetrisch ve!lauft; es 
entsteht dabei optisch aktives Mandelsaurenitril. Bei der modellmaBigen Nach
ahmung dieser Fermentwirkung durch BREDIG erwiesen sich wieder die genannten 
optisch aktiven organischen Basen als Modelle, die die Synthese ebenso wie das 
Ferment asymmetrisch katalysierten.2,3 Die Vbereinstimmung zwischen Fer
menten und den Modellkatalysatoren (Chinin und Chinidin) erstreckt sich also 
auf die Substratspezifitat und Reaktionsselektivitat. Da selbst durch einfache 
organische Bailen, wie Anilin, die CO2-Abspaltung aus Camphocarbonsaure kata
lysiert wird, hier natiirlich symmetrisch, so ist der Schlu13 erlaubt, da13 der 
speziell katalytisch wirksame (aktive) Teil in Analogie zu der Wirkgruppe .der 
Fermente in einer N-haltigen Gruppe zu suchen ist, wie spater auch W. LANGEN
BECK bei seinen Carboxylasemodellen schlie13t "(vgl. S. 576). Vergleichen wir nun 
die organischen Basen als-Modelle mit einem Idealferment auf die Zweiteilung 
in Trager und Wirkgruppe, so konnen wir vielleicht das ganze Molekiil des Modell
katalysators als "Trager" ansprechen, an dem die im VerhaItnis zu den natiir
lichen Fermenten sehr kleine Wirkgruppe, die Aminogruppe, angelagert oder 
eingelagert ist. Jedenfalls ist in den Fermenten und ihren hier gezeigten Modellen 
nebender rein katalytischen Wirkung dieser Qruppe auch eine spezifisch und selektiv 
dirigierende Kraft vorhanden, die im asymmetrischen Rumptmolekiil zu suchen ist. 

Modell und Ferment unterscheiden sich aber hier durch die Wirksamkeit in 
homogener Phase, d. h. durch den gro!3enordnungsma13igen Unterschied der Ge
samtpartikel, der in einem Fall den Katalysator in homogener Phase (organische 
Base), im anderen }'all in mikroheterogener Phase wirken la13t (Ferment). Die 

Ta belle 5. 

I Organisehe I I Drehung mit 
Ausgangsstoff Kataly.atoren Drehung I Emulsin 

Zimtaldehyd { 

Anisaldehyd 
Citral 

Piperonal 
Acetaldehyd 

Chinidin .. . 
Chinin .... . 
Chinidin .. . 
Chinin .... . 
Chinin .... . 
Chinin .... . 

+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

Trennung von Wirkgrupre 
und Trager ist bei den be
schriebenen Modellen natiir
lich mehr eine begriffliche als 
eine strukturelle, wie schon 
oben dargelegt wurde. 

Interessieren wird noch. 
daB sich bei der Untersu
chung weiterer Nitrilsynthe
sen aus verschiedenen Aldehy
den undBlausaure durchEmul

sin'.1i und durch Chinin bzw. Chinidin keine Analogie der erhaltenen Drehungs
richtungen hera,usgestellt hat (Tabelle 5). 

Nach Versuchen von V. K. KRIEBLE8 gibt es auch bei der fermentativen 
Synthese des Mandelsaurenitrils verschieden selektive Fermente, die d- bzw. 
l-Nitril erzeugen. 

1 L. ROSENTHALER: Biochem. Z.14 (1908). 238; 17 (1909), 257. 
2 G. BREDIG, P. S. FISKE: Biochem. Z.46 (1912), 7. 
3 G. BREDIG: Verhandl. d. naturw. Vereins Karlsruhe XXV (1913). 
, G. BREDIG, M. MINAEFF: Asymmetrische Synthese durch Katalysatoren als 

Modell der Fennentwirkung. Festschrift der Techn. HochschuIe Karlsruhe. 1925. 
5 G. BREDIG, M. MINAEFF: Biochem. Z.249 (1932). 241. 
8 V. K. KRIEBLE: J. Amer. chern. Soc. Sli (1913), 1643. 
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Wie schon ROSENTHAI.ER1 gezeigt hat, geht die bei der asymmetrischen Nitril
synthese durch katalytische Wirkung von Ferment erreichte optische Aktivitat 
nach einiger Zeit des Versuches wieder zuriick, durchlauft also ein Maximum, 
wahrend der Gesamtumsatz 
(Kontraktion) ungestOrt wei
terlauft. Dasselbe Ergebnis 
erhielten BREDIG und MINA
EFF2 auch Jiir die Modell
reaktion, wie in Abb. 5 dar
gestellt wird. 

Da eine Racemisierung des 
Katalysators weder beim Fer
ment noch bei dem Modell 
wahrscheinlich ist, muB es 
sich um eine wechselseitige 
Verdrangungshemmung der 
Antipoden handeln (siehe 
auch SCHWAB, BAMANN und 
LAEVERENZ3). Die Analogie 
zwischen Ferment und Mo
dell erstreckt sieh also hier 
sogar auf Feinheiten der 
Reaktionskinetik, eine starke 
Stiitze fiir die Identitat der 
Wirkgruppen. 

Q z 3 5 
!age 

Abb. 5. Zeitlicher Verlauf der optischen Drehung und des Gesalllt· 
umsatzes bel der Mandelsiiurenitrilsynthese mit optisch aktiwJI 

Katalysatoren (Jlarh 2). 

Zur Erganzung der homogen wirkenden organischen asymmetrischen Ferment
modelle der Schule BREDIG ist noeh eine Untersuchung von R. WEGLER4 an
zufiihren. Darnaeh katalysiert Brucin die Veresterung von Phenylathylalkohol 
asymmetrisch, steUt also ein Modell einer asymmetrischen Esterase dar. Auch 
von W. LANGENBECK,5 dessen systematische Untersuchungen iiber organisehe 
Katalysatoren als Fermentmodelle spater gebraeht werden sollen, ist in letzter 
Zeit ein Beispiel asymmetrischer Katalyse durch einen organischen Katalysator 
bekannter Zusammensetzung, namlich l-Alanin, beigebracht worden. Zunachst 
ist LANGENBECK die Herstellung und Anwendung seiner wirksameren Carboxy
lasemodelle in optisch aktiver Form noch nicht gelungen, sondern nur l-Alanin 
wurde zu dcn ersten Versuchen als Katalysator verwendet. Das Substrat der 
Reaktion ist eine rx-Ketocarbonsaure, die sich iibrigens von den von BREDIG 
und Mitarbeitern angewandten Substraten nur in der Carboxylgru'ppe der Seiten-

1 L. ROSENTIIALER: Biochem. Z. 50 (1913), 486. 
2 G.BREDIG, M.MINAEFF: Biochem. Z.249 (1932). 241. 
3 G.-M. SCHWAB, E. BAMANN, P. LAEVERENZ: Hoppe.Seyler's Z. phYHiol. Chern. 

21& (1933), 121. 
4 R. J. WEGLER: Liebigs Ann. Chern. 498 (1932). 62. 
5 W. LANGENBECK, G. THIEM: Ber. dtsch. chern. Ges.69 (1936), 248. 
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kette untersoheidet, die nioht direkt, sondern unter Zwischensohaltung einer 
Ketogruppe an das CamphermolekUl angelagert ist. Diese Camphoglyoxylsaure 
Helene mit l-Alanin ala Katalysator einen Oxymethylencampher, der deutlioh 
linksdrehend war. Es zeigte sioh, daB der sioh von natiirliohem Campher ab
leitende Antipode der verwendeten Saure duroh das in der Natur vorkommende 
l-Alanin langsamer gespalten wird als die stereoisomere Saure. 

Bemerkenswert ist an allen diesen homogenen asymmetrischen Modellen ein 
Umstand, den wir in noch soharferer Auspragung an den heterogenen asym
metrisohen Katalysatoren wiederfinden werden: daB namlioh (siehe S.566) 
die reaktionsbeschleunigende Wirkung auf eine kleine prosthetisohe Gruppe 
lokalisiert ist, die an sioh symmetrisch gebaut ist, wahrend die asymmetrisohe 
Lenkung oder Substratauswahl an einer anderen Stelle, namlioh dem Trager
molektil oder einem asymmetrisohen Atom desselben, lokalisiert ist. Immerhin 
konnen wir jetzt sohon den SchluB ziehen, daB ein asymmetrierendes Ferment 
nioht nur natiirlich selbst asymmetrisch gebaut sein muB, sondern auch den, 
daB diese Asymmetrie tiber gewisse intramolekulare raumliche Abstande h41weg 
wirken kann. 

b) Anorganisches asymmetrisches Fermentmodell. 
Aus den Untersuchungen von Y. SHIBATA und Mitarbeitern ist auoh ein an

organisches asymmetrisches Fermentmodell bekannt geworden, das in homogener 
wsung die katalytisohe Wirkung einer Oxydase naohahmt. Bei der Einwirkung 
des optisoh aktiven Kobaltkomplexsalzes1 

(COIl en zNH sCI) Br 

auf ein optisoh inaktives Gemisoh von d- und l-3,4-Dioxyphenylalanin2 wird 
durch den l-Katalysator die Verbrennung des l-Alanins leiohter katalysiert als 
die der d-Verbindung. Naoh der Oxydation erhalt man die Rechtsdrehung der 
iibrigbleibenden d-3,4-Dioxyphenylalaninkomponente. Durch denselben Kata
JysatorS wird auoh bei der Oxydation von Catechin eine asymmetrische Wirkung 
verursacht. Die Oxydation verlauft auch in diesem Fall asymmetrisch, indem 
das d-Kobaltkomplexsalz das Rechtscatechin schneller als das Linksoatechin 
katalytisch oxydiert. Durch das l-Komplexsalz wird entsprechend d-Catechin 
langsamer oxydiert. Das racemische Komplexsalz oxydiert aber auffallender
weise d-Catechin ebenfalls mit geringer Geschwindigkeit, statt mit einer mittleren. 
Dieser Befund kann unserer Meinung nach, wenn nicht durch Bildung racemischer 
Doppelionen, dann wiederum durch gegenseitige Hemmung der Antipoden er
klart werden. 

In seiner Spezifitat und den eben genannten reaktionskinetischen Eigenheiten 
stebt dieses Modell den organischen Stickstoffbasen nahe und, insofern es Metall 
und Stickstoff enthalt, auch den Raminen und dem W ARBURGschen Kohle
modell. Was die Zweiteilung von Trager und Wirkgruppe angeht, so hangt aUes 
davon ab, ob auoh hier die stickstoffhaltige Gruppe Trager der Wirkung ist, 
also ein auBerer Substituent, oder aber das Kobaltatom selbst, was fUr eine Oxy-

1 en = Athylendiammin. 
Zur Oxydasewirkung von Kobaltamminen vgl. auch die Arbeit von C. E. M. 

PUGH, wonach nur wenigen derartigen Komplexsalzen eine Oxydasewirkung zuzu
schreiben ist [C. E. M. PUGH: Biochemic. J.27 (1933), 480]. 

2 Y. SHIBATA, R. TSUCHIDA: Chern. Zbl. 1929 II, 2043; Bull. chern. Soc. Japan 4 
(1929), 142. 

3 Y. SHIBATA, Y. TANAKA, S. GODE: Chern. Zbl. 1932 I, 532; Bull. chern. Soc. 
Japan 6 (1931), 210. 
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dation wahrscheinlicher ist. In diesem Fall ware die Wirkgruppe zugleich das 
Asymmetriezentrum. Das entsprache dann allerdings weder den sonstigen 
Modellen noch den natiirlichen Fermenten, wie man sie sich nach deren Aus
sagen vorzustellen hat. In Analogie zu den hii.minartigen Fermenten und Modellen 
(S.571) wird man am ehesten anzunehmen haben, daB der Verbi1lllung eines 
Elements der VIII. Gruppe mit basischem Stickstoff besondere Bedeutung als 
prosthetischer Gruppe zukommt. 

IV. Triigerspezifiscbe Fermentmodelle. 
a) Anorganisehes, heterogenes Modell. 

Einen wichtigen Beitrag in der Reihe der Fermentmodelle stellt der in den 
Untersuchungen von G.-M. SCHWAB, L. RUDOLPH und F. ROST aufgefundene 
asymmetrische Quarzmetallkatalysator dar.l,s Die Spaltung von racemischem 
sekundiremButylalkohol durch Kupfer, Nickel und Platin erhii.lt dadurch einen 
optisch auswii.hlenden Charakter, daB diese Metalle auf optisch aktivem Quarz 
ala "Trager" lokalisiert werden. Aus dem Racemgemisch wird bei der ana.eroben 
Dehydratisierung ~ /OH ~ /H 

/C" --+ /C=C" + H.O 

und der bei dieser 
Zersetzung 

HIC. CHI HICI H 

Reaktion nebenher laufenden anaerobell 

HaC" /OH HaC" 
C --+ /C=O + H. 

HIC; "H H,C. 

dehydrierenden 

und der aeroben Oxydation (Dehydrierung durch Luftsauerstoff) 

HaC" /OH HaC" 
/C" + 1/.0. ---+ /C=O + HIO 

H,C. H H,C. 

durch den Katalysator eine Komponente bevorzugt herausgespalten.I ,2 

Die im Mchsten Fall erreichte Spezifitii.t des ausw8.hlenden katalytischen Ab
baues betrug etwa 10%. Vergleicht man die durch einen Rechtsquarzkatalysator 
erhaltene Drehung bei der Dehydratation und der Oxydation, 80 erhii.lt man fiir 
die drei angewandten Metalle folgendes Schema: 

Cn Ni l't 

Dehydratation ···············1 - I -Oxydation . . . . . . . . . . . . . . . . . ..' + -
I (nicht bestimmt) 

Diesa Umkehrung der Auswahl bei Wechsel des Metalls zeigt einwandfrei, daB 
nicht die Adsorption des Substrats am asymmetrischen Teil des Katalysators, 
sondem vorwiegend die Zerlegung, also die Kontaktaktivierung des Substrata 
spezifisch erfolgt. Darin erblicken die Verfassar den Beweis, daB sich die Asym
metrie des Quarzes zum mindesten noch auf den Pha.sengrenzbezirk Cu-Quarz 
erstreckt. 

1 G.-M. SCHWAB, L. RUDOLPH: Naturwiss.20 (1932), 363. 
2 G.-M. SCHWAB, F. ROST, L. RUDOLPH: Kolloid-Z. 68 (1934), 157. 
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Eine gewisse Analogie zu den Abbaureaktionen durch Emulsin und die 
organischen Basen als Katalysatoren ergibt sich aus dem zeitlichen VerIauf 
der Drehung wahrend des Versuchs, die wie bei jenen ein zeitliches Maximum 
durchlauft, um dann durch Racemisierung des Substrats und Spezifitatsabnahme 
des Katalysators wieder abzusinken. Die optische Inaktivierung des Katalysators 
ging aus einem Versuch hervor, bei dem dasselbe Substrat durch Anwendung 
cines frischen Katalysators weiter oxydiert wurde; dabei stellte sich eine Addition 
der Drehungen, die man mit einem Katalysator erhielt, heraus, wie aus folgenden 
Abbildungen herv.orgeht (Abb. 6 und 7). 

r +o,ro 
o 
.~ 
!;>, 
~ +o,os 

~ 
~o,~o~--~s----~~~--~~~--~m~ 

ZeillilJ'tvnden -
Abb.6. Zeitlicher Verlauf der Drehung bei der Oxy· 
dation von sek. Butylalkohol an mit Platin ver· 

stiirktem Rechtsquarz (nach '). 

a 
.~ -410 

~ 
~ 
~ -o,os 

1:. o,~ ~......,.-.I. ____ -L ____ ....J.-____ :':-__ _ 

o 5 ~ $ M 
ZeiflilJ'fvnuen_ 

Abb. 7. Drehungsverlauf bel der Oxydation von sek. 
Butylalkohol an mit Kupfer verstilrktem Rechtsquarz 

unter Erneuerung des Katalysators (nach 1). 

Da weder durch reines Quarzpulver (nicht durch Metall aktiviert) noch durch 
Metall allein oder auf amorphem Quarzglaspulver eine optisch spezifische Katalyse 
durchgefiihrt werden konnte, ist gerade das gegebene System Quarz/Metall als 
Katalysator erforderlich. Die Analogie zwischen diesem rein anorganischen 
heterogenen Modell und einem naturlichen Ferment liegt vorzugsweise in der 
Trennung in: 

katalytisch wirksame Gruppe (Metall = Wirkgruppe) und 
asymmetrischen Trager (Quarz = asymmetrisches Skelett). 

Das Tragerskelett ist in diesem .Fall nicht wegen eines asymmetrisch substi
tuierten Atoms optisch selektiv, sondern infolge einer asymmetrischen Gitter
struktur, und die Verfasser betonen, daB hier erstmals eine asymmetrische Kata
lyse ohne Zuhilfenahme eines asymmetrischen MolekuIs gelungen ist. Dies ist 
von gewisser Bedeutung fur die Frage nach dem ersten Auftreten der Asymmetrie 
in der belebten, also fermentativen Welt; fur die Frage des heutigen Entstehens 
der Fermente ist das Modell belanglos, da die organische Natur den haufiger 
realisierbaren Weg uber asymmetrische Kohlenstoffatome verfugbar hat. Die 
Bedeutung des Modells liegt in unserem Rahmen vielmehr darin, daB hier ein
wandfrei Trager und Wirkgruppe getrennt werden konnen und daB ebenso ein
wandfrei der Trager allein die Asymmetrie des Systems milbringt und sie der W irk
gruppe au/zwingt. 

Bei der Fragc der Anordnung der aktiven Gruppen auf der Tragersubstanz 
kommt W. FRANKENBURGER bei den natiirlichen Fermenten2 zu der Annahme, 
daB: "ein Charakteristikum der enzymatischen Katalysatoren darin zu sehen ist, 
daB in ihren Oberfliichen die aktiven Gruppen in einem jeweils optimalen Abstand 

1 G .. M.SCHWAB, F.RoST, L.RuDOLPU: Kolloid·Z. 68 (1934), 157. 
2 W. FRANKENBURGER: Die Fermentreaktionen unter dem Gesichtspunkt der 

heterogenpn Kataiysp. Ergpbn. Enzymforsch.3 (1934), 1. 
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angeordnet sind. Dabei scheint die Moglichkeit zu bestehen, daB in organischen 
Riesenmolekiilen, welcha aus einer Vielheit haupt- und nebenvalenzmaBig ge
bundener und verketteter Einzelmolekiile aufgebaut sind, Oberflachen entstehen, 
in welchen die endstandigen Gruppen der Molekiilketten in einer jeweils besonders 
geeigneten flachenhaften Anordnung vorliegen. Hier ware also nicht von einem 
an der Oberflache des Tragers adsorbierten ,Fermentmolekiil' zu sprechen, 
sondern von einer Ferment/lache, aufgebaut als Querschnitt verschiel'lener Molekiil
ketten". 

Vom mikroheterogenen Zustand der natiirlichen Fermente auf den echt 
makroheterogenen Zustand des eben referierten Quarzkatalysators iibertragen, 
wiirde dieser Fermentflache dann modellmaBig die heterogene Quarzmetall
oberflache entsprechen, diel nur dann ihre hOchste katalytische Wirksamkeit 
und Spezifitat zeigt, wenn die Bedeckung des Quarzes durch das Metall unter
halb einer annahernd uniatomaren Schichtdicke gehalten wird, so daB moglichst 
viel Grenzzone QuarzjMetall an der Oberflache liegt und asymmetrisch abbauen 
kann. 

Der asymmetrierende EinfluB des Tragers auf den Gang der Katalyse ist 
auch bei den folgenden Katalysatoren als Fermentmodellen hervorzuheben. 

b) Organische makroheterogene Modelle. 
Der organische asymmetrische Katalysator Chinin bzw. Chinidin wirkt in 

homogener Losung, hat also nicht die wichtigste Eigenschaft des biologischen 
Komplexes, eines Fermentsystems. Deshalb hat BREDIG mit GERSTNER und 
LANG2,3 die homogen wirkenden Basen durch natiirliche Faser als kolloidalen 
Trager ersetzt, auf welcher als aktive Gruppe eine basische stickstoffhaltige 
Gruppe verankert wurde. Dieses neue FaBerrrwdell besitzi nach BREDIG folgende 
Eigenschaften : 

1. Es besteht nur aus organischen Stoffen bekannter Zusammensetzung, 
nainlich aus einem aktiven Molekiilteil, der auf einem kolloidalen Trager ver· 
ankert ist. 

2. Dieser Katalysator wirkt als Modell der Carboxylase bei der CO2-Ab
spaltung aus Ketocarbonsauren. 

3. Er wirkt stark katalytisch und asymmetrisch selektiv beim synthetischen 
Aufbau von Mandelsaurenitril (Emulsinmodell). 

Wie sich als erstes Ergebnis herausgestellt hatte,2 hat auch Seidenfibroin
faser und tierische Wollfaser carboxylatische Eigenschaften. Da jedoch die 
basischen Eigenschaften dieser Fasern nicht so ausgeprii.gt sind wie bei dem 
endgiiltigen substituierten CelIulosefasermodelI, war auch ihre Wirksamkeit ala 
Modelle der Carboxylase unbedeutend, fiir die ja nach Arbeiten von CREIGHTON 
u. a. 4 ,5 die basischen Eigenschaften maBgebend sind. 

Wesentlich starker basisch erwiesen sich also die aus Baumwolle hergestellten 
Fasern von Aminacellulose, aber sie besaBen immer noch bei Zimmertemperatur 
eine kaum meBbare katalytische Wirksamkeit. Deshalb wurde diese Aminofaser 
durch Einfiihrung einer Diii.thylaminogruppe in starkem MaGe aktiviert. Der 
Unterschied in den Wirksamkeiten geht aus Abb. 8 und 9 hervor. 

G.-M. SCHWAB, F. ROST, L. RUDOLPH: Kolloid-Z.68 (1934), 157. 
G. BREDIG, F. GERSTNER: Biochem. Z.250 (1932), 414. 

3 G. BREDIG, F. GERSTRER, H. LANG: Biochem. Z.282 (1935), 88. 
t G. BREDIG. H. CREIGHTON: Z. physik. Chern. 81 (1913), 543. 
5 W. PASTAGANOFF: Z. physik. Chern. 112 (1924), 448. 
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Bei der f\bbaureaktion der Camphocarbonsaure ist eine optische Aktivierung 
allerdings nicht erhalten worden. Der Faserkatalysator wirkt zwar als Carboxy-
1asemodell sehr stark katalytisch, aber nicht optisch spezifisch. Ala optisch 
selektiver Katalysator betatigte sich jedoch der letztgenannte Faserkatalysator 
bei der Synthese von Mandelsaurenitril mit einer erreichten Spezifitat von 22%. 
Dabei erwies sich dieses Modell als etwa ebenso wirksam wie die friiher bespro
chenen organlschen homogenen Katalysatoren Chinin und Chinidin. 

DaB tatsachlich die substituierte Aminogruppe die katalytisch aktive Gruppe 
ist, entsprechend der Wirkgruppe der natiirlichen Fermente, geht aus ergebnis-
1000n Versuchenmit reiner, nicht substituierter Faser hervor. Ebenso ist es ge
lungen, die Aminofaser durch Zusatz eines trberschuBBes an Chloressigsaure, also 
Zerstorung der Aminogruppe, katalytisch zu inaktivieren. 

Versuche von G. BREDIG und Mitarbeitem mit dem Faserkatalysator1 iiber 
Abgabe von katalytisch wirksamen und asymmetrierenden Teilen von der Faser 
an die umgebende Fliissigkeit zeigen, daB zwar die LOsung nach einer gewissen 
Dauer des Versuchs und damach erfolgtem Abfiltrieren der restlichen, ver
brauchten Faser katalytisohe Aktivitat besaB, die sich auf die ohemisohe Zer
setzung der Faser duroh das sauere 
Substratzuriiokfiihren lieB (der ka-

110 

50 fS'fJ 

nR 
150 

Abb. 8. KataIytlsche W1rksamkelt von tieri- Abb. O. KataIytlsche Wlrklamkelt von DIIIthylamlnoeellu-
echen .,aaern (80°). . loee (40°). 

Abb.8 und 9. Reaktlon: OO.·Abspaltuna aUI BromC&lDJlhocarbonslLure (nach I). 

talysierende Basenanteil wird abgespalten); die weiter mit dem Filtrat angestellte 
Oxynitrilsynthese wurde jedooh nioht mehr asymmetrisoh beeinfluBt. FUr die Oxy
nitrilsynthese erinnert also der Faserkatalysator an ein intraoellulares Enzym, das 
nicht oder nut schwer in voller Wirksamkeit in LOsung zu bringen ist. An natiir
lichen Fermenten hatten namlioh NEUBERG und Mitarbeiter festgestellt (Schrift
tum bei G.BREDIG und Mitarbeiter2), daB der stereochemisch spezifische Verlauf 
manoher fermentativer Vorgange an die lebende Zelle und eventuell auch nooh an 
die abgetotete (also wohl an die Strukturelemente der Zelle) gebunden ist, wahrend 
der Mazerationssaft der Zelle nur nooh katalysierend, aber nicht asymmetrierend 
wirkt.3 Nach dem Befund von BREDIG, GEBSTNER und LANG wirkt die Diathylami
nogruppe, solange sie im Komplex an die Faser gebunden ist, asymmetrierend. So
bald sie jedoch von der Faser duroh Hydrolyse oder irgendeinen anderen chemischen 
Vorgang als Diathylamin in LOsung gebracht ist, vermag sie zwar noch auf Grund 
ilirer basisohen Eigenschaften katalytische, aber nioht mehr stereochemisch 
selektive Wirkungen zu entfalten. BREDIG und GEBSTNER veranschaulichen 
diese VerhiiltniBse, indem sie sich auf ilirer Grundlage ein Modell einer Art 
Mazeration der lebenden Zellwand zurechtlegen, das natiirlich kein Modell der 

1 Faserkatalysator = Diathylaminocellulosefaser. 
• G. BREDIG, F. GERSTNER, H. LANG: Biochem. Z. 28~ (1935), 88. 
3 Siehe auch iiber "Lyo- und Desmo.Enzyme" E. BAHANN, W. SALZER: Lyo. 

11nd Desmo-Enzyme. Ergebn. Enzymforsch. '1 (1938), 28. 
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Tatigkeit der intakten Zelle sein kann: Sie denken aus ihrem Faserkatalysator 
ein dichtes Gewebe (Diaphragma oder Filter) hergestellt. Wird hierdurcheine 
Losung des Substrats (Benzaldehyd und Blausaure im Fall der Modellbetrachtung) 
langsam durchfiltriert, so wird die austretende Fliissigkeit das Gewebe als eine 
Losung von zum Teil optisch aktivem, im Gewebe synthetisiertem Mandelsaure· 
nitril verlassen. In dem MaBe aber, als die das kiinstliche Gewebe passierende 
Fliissigkeit die aktive Gruppe von den .Strukturelementen der Gewebefaser durch 
Hydrolyse u. dgl. losli:ist, wird das Gewebe und das Filtrat zwar noch immer 
katalytisch·synthetisch Nitril erzeugen konnen, aber das Filtrat wird mit fort· 
schreitender LoslOsung der Wirkgruppen aus dem Katf,lysatorkomplex keine 
oder nur sehr geringe asymmetrierende Wirkung bei der Katalyse mebr zeigen, ge· 
radeso wie ein zur asymmetrischen Katalyse nicht mehr fahiger Mazerationssaft. 

Die geschilderten Vorgange der fermimtativen Wirkung bei einer Art Maze· 
ration lassen sich jedoch, wie oben gesagt, mit einer normalen Zelltatigkeit, ob 
abbauend oder synthetisierend, nicht vergleichen. Die normale lebende Zelle 
verliert erstens im' Laufe ihrer Tatigkeit nicht an katalysierender oder asym· 
metrierender Fahigkeit, da inaktiv gewordene Fermente sicher abgebaut und so 
dem katalytischen ProzeB entzogen, anderseits neue intakte asymmetrische Fer· 
mente nachgebildet werden. Zweitens ist die in der Zelle hervorgerufene Asym. 
metrie ihrer Erzeugnisse vielvollstandiger. Die im lebenden Organismus hervor. 
gebrachte optische Aktivitat hat ja schon immer durch ihre Vollstandigkeit 
unsere Bewunderung erregt. 

Verdienstvollerweise haben BREDIG und GEBSTNER mit LANG1 ihren Faser· 
katalysator als Fermentmodell nach zwei Richtungen hin weiter untersucht. 
Die asymmetrierende katalytische Wirkung bei der Oxynitrilsynthese konnte 
zunachst auch bei anderen Substraten als Benzaldehyd verwirklicht werden. 
Die verwendeten Aldehyde sind auBer Citral dieselben, die in Tabelle 5 auf 
S.562 aufgefiihrt wurden. Die erhaltene Drehung ist in allen Fallen negativ. 
Gegeniiber dem Chinin2 erweist sich die Selektivitat des Fasermodells als ent· 
gegengesetzt, da aus Zimtaldehyd und Piperonal rechtsdrehende Nitrile erhalten 
worden waren. Dazu mochten wir sagen, daB aus einer moglichen 'Oberein. 
stimmung einer erhaltenen Drehungsrichtung bei gleichem Substrat, aber ver· 
schiedenem organischem Katalysator kaum eine Aussage iiber den Elementar· 
vorgang zu machen ist. Unsere Kenntnis iiber die absoluten Konfigurationen 
und die tatsachlichen raumlichen Verhaltnisse bei der Katalyse, speziell bei den 
fermentativen Prozessen, ist dazu noch zu unvollkommen. In diesem Zusammen. 
hang wird interessieren, da.63,4 beim Abbau von racemischem Mandelsaurenitril 
durch Emulsin vorwiegend die l.Komponente, bei der Synthese durch dasselbe 
Ferment jedoch die d.Komponente des Nitrils entsteht. 

Von besonderer Bedeutung fiir das Konstitutionsproblem der natlirlichen 
Fermente im Hinblick auf die prosthetische Gruppe und ihre chemischen Eigen. 
schaften sind Versuche liber die katalytische Wirksamkeit verschieden substi· 
tuierter Baumwollfasern. Diese Versuche sind also systematische Untersuchungen 
liber ein Fermentmodell mit verschiedenen aktiven Gruppen (Tabelle 6). 

Tertiare Basen als Substituenten an der Faser verursachen trotz mancher 
Falle von katalytischer Wirkung keine asymmetrierende Katalyse, ebenso nicht: 

1 G. BREDlG, F. GERSTNER, H. LANG: Biochem. Z.282 (UI35), 88. 
t G. BREDlG, M. MINAEFF: Asymmetrische Synthese durch Katalysatoren als 

Modell der Fermentwirkung. Festschrift der Techn. Hochschule Karlsruhe. 1925. 
3 L. ROSENTHALER: Biochem. Z. 19 (1909), 186; 26 (1910), 7. 
, K. FEIST: Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges.246 (1908). 509; 247 

(1909), 542; 248 (1910), 101. 
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Tabelle 6. 

Katalytisch aktlve Gruppe I Kontraktlon1 in I Drehung dl'8 
stammt aus . Kubikzentimeterl Oxynltrlls 

Ammoniak ....... . 
Methylamin ...... . 
Athylamin ....... . 
n-Butylamin ..... . 
iso-Butylamin .... . 
Benzylamin ...... . 
Bomylamin ...... . 
Anilin ........... . 

Dimethylamin .... . 
Diathylamin ...... . 
Dipropylamin .... . 
Diisobutylamin ... . 
Diisoamylamin ... . 
Piperidin ......... . 
Coniin ........... . 

0,30 
0,60 
1,32 
1,18 
1,20 
0,50 

'9 1,20 
0,00 

1,08 
1,52 
1,27 
1,38 
1,45 
0,95 
1,05 

-0,25 
-1,38 
-0,35 

0,00 
0,00 

-0,11 
-I,ll 
-0,77 
(+ 0,051) 
-0,81 
-0,39 
-0,52 

Pyridin, Chinolin, Nicotin und 
Chinin. Aus der Tabelle 6 ergibt 
sich zunachst, daB die erhaltenen 
optisch aktiven Oxynitrile auffal
lenderweise aIle Iinksdrehend 
sind, ihr Verseifungsprodukt, die 
Mandelsaure, ist damit immer 
rechtsdrehend. Es zeigt sich fer
nerhin, daB vor allem die Ein
fiihrung der Aminogruppe einer 
sekundaren Base in die Cellulose
faser dieser meistens stark kata
lytische (in der Tabelle durch die 
Kontraktion angegeben) und 
stark asymmetrierende (Drehung) 
Eigenschaften verleiht. Dabei 
scheint es nach den Versuchen 
gleichgiiltig, ob es sich um cycIi-
sche oder acyclische Basen han

delt. Auffallend ist der groBe, sterisch bedingte Unterschied in der asymmetrieren
den Wirkung zwischen Butylamin und Isobutylamin bei gleichem Stickstoffgehalt 
und annahernd gleicher katalytischer Wirksamkeit. Sonst ruft die Substitution von 
Aminogruppen primarer Basen zwar auch noch katalytische, aber merkIich seltener 
asymmetrierende Eigenschaften des Modells hervor. AhnIich erweisen sich 
tertiii.re Basen an Cellulosefaser substituiert als gute Katalysatoren, aber ohne 
stereochemische Selektivitat. Wenn die Verfasser sagen,2 daB sich neben der 
katalytischen Wirkung auch der Asymmetrierungsvorgang am Stickstoffatom 
der Aminogruppe abzuspielen scheint, kann man diese Aussage vielleicht (nach 
S. 564 und 566) verbessern und dies so ausdriicken, daB sich die Asymmetrie 
der Faser auf die reaktionsfahige Gruppe ubertragt, so daB diese selektiv zu 
synthetisieren vermag. Auf Zusammenhange mit der Vbertragung aktivierender 
Eigenschaften bei den organischen Fermentmodellen von W. LANGENBECK soIl 
an dieser Stelle hingewiesen werden (S. 575). 

Wiederum muB die Feststellung gemacht werden, daB der Faserkatalysator 
von BREDIG jedoch keine SUhstratspezifitiit besitzt, wie sich beirn Abbau von 
d- und l-Bromcamphocarbonsaure herausgestellt hat, obwohl die Faser an sich 
optisch spezifisch zu adsorbieren vermag (Versuche von C. W. PORTER3). Als 
Grund dafiir konnen wir vermuten, daB die Bromcamphocarbonsaure wahr
scheinIich ein ungeeignetes Substrat darstellt. Es ware in diesem Zusammen)Iang 
interessant zu untersuchen, wieweit eine Substratspezifitat des Fasermodells 
gegeniiber anderen racemischen Substraten, speziell vielleicht gegeniiber race
mischem Mandelsaurenitril, festzustellen ware, dessen asymmetrischer Abbau 
durch Emulsin und andere Basen als Katalysatoren bekannt ist. 

v. "Homogene" organische Fermentmodelle. 
Mit systematischer Steigerung der Wirksamkeit. 

Eine Trennung der hier genannten "homogenen" organischen Ferment
modelle von den bereits unter III a (S.560) besprochenen asymmetrischen 

1 Die Kontraktion der Losung ist dabei ein Mall des Gesamtumsatzes ohne Riick
sicht auf den asymmetrischen Effekt. 

I G. BREDIG, F. GERSTNER, H. LANG: Biochem. Z.282 (1935), 88. 
a C. W. PORTER, H. K. IHRIG: J. Amer. chern. Soc. 40 (1932), 1990. 
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organischen FermentmodeHen empfiehlt sich aus dem Grund, da die Autoren, 
vor aHem W. LANGENBECK, spezieH die Anderung der katalytisch wirksamen 
Gruppe untersucht haben, um so VOn rein chemischer Seite her durch Versuche 
.an Fermentmodellen dem Konstitutionsproblem der natiirlichen Fermente naher
zukommen, indem sie gewissermaBen den Weg zu einer Synthese eines "kilnsf
lichen Ferments" beschritten. Derartiger systematischer Substituierung in bezug 
auf die aktive Gruppe sind wir schon bei BREDIG, GERSTNER und LANG begegnet,l 
die die Substitution verschiedener Aminoderivate in Cellulosefaser, allerdings 
nicht so bewuBt wie W. LANGENBECK, zu einer Steigerung ausbauen wonten. 

Bevor wir auf dessen Arbeiten eingehen, sind noch einige andere Modelle 
dieser Gruppe zu besprechen. 

a) Eisenhaltige Fermentmodelle (Hamin nnd Derivate) nnd ihre 
Vorstnfen. 

Bekanntlich enthalten bestimmte Gruppen VOn Fermenten, namentlich die 
typischen katalatischen, peroxydatischen und manche oxydatischen Fermente, 
Metallatome, meist Eisen, in organischer Bindung. Es konnte im Verlaufe der 
Enzymforschung gezeigt werden, daB diese Fermente Eisenporphyrinverbin
dungen (Hiimine) als prosthetische Gruppen besitzen, wie in der Zusammenfassung 
des Atmungsvorgangs auf S. 5552 schon auseinandergesetzt wurde. 

Hiimin allein stellt bereits ein Fermentmodell mit bekannter chemischer Zu
sammensetzung da,r, das katalatische, peroxydatische und oxydatische Eigen
sehaften besitzt (vgl. Tabelle 4 auf S. 558). Ais Katalysatormodell der Katalase 
zeigt Hamin aHein die gleiche Abhangigkeit der relativen Wirkungswerte VOn 
der Substratkonzentration und yom PH wie sein Vorbild, die natiirliche Katalase. 

Die ModeHeigenschaften des Hamins als Oxydasemodell sind, mit der Wir
kung der natiirlichen Fermente verglichen, nur gering. Nach ausfiihrlichen 
Untersuchungen VOn R. KUHN und K. MEYER3 lassen sich ungesattigte Fett
sauren, Ergosterin und Polyene der Carotinreihe durch Hamin katalytisch oxy
dieren, sofern das geeignete Losungsmittel zugegen ist. 

Bekannt war schon friiher, daB Leinol, Cystein und Benzaldehyd katalytisch 
oxydierbar sind (Schrifttum bei R. KUHN, K. MEYER3), jedoch nicht die physio
logischen Brennstoffe wie Glukose, Fructose, Methylglyoxal und Dioxyaceton.4 

Eine Beeinflussung der katalytischen Wirkung durch das Losungsmittel 
wurde von vielen Autoren festgesteHt (5,6,7,8 und andere). Ob in einer der
artigen Losungsmittelbeeinflussung eine modeHmaBige Ahnlichkeit mit der 
Wirkung von Co-Fermenten oder Aktivatoren gegeben ist, ist zu bezweifeln, da 
sich Co-Fermente sonst stets als fermentartige Glieder von Reaktionsfolgen in 
der Art von S. 555 herausgestellt haben. 

Die starke Blausiiureemp/indlichkeit kommt der GroBenordnung nach der 
des Atmungsferments gleich, vor aHem hei der Oxydation von Cystein und Benz
aldehyd. Bei Leinol und Olivenol ist aher das pflanzliche Ferment nicht blau
saureempfindlich. Dieser Befund an einem "Fermentmodell" bekannter Zu-

1 G. BREDIG, F. GERSTNER, H. LANG: Biochem. Z. 282 (1935), 88. 
2 Siehe z. B. K. NOACK: Angew. Chern. 49 (1936), 673. 
3 R. KUHN, K. MEYER: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 181) (1929), 193. 
4 W. FRANKENBURGER: Die Fermentreaktionen unter dem Gesichtspunkt der 

heterogenen Katalyse. Ergebn. Enzymforsch. 8 (1934), 1. 
5 W. LANGENBECK: Fermentmodelle. Ergebn. Enzymforsch.2 (1933), 314. 
6 K. FAJANS: Z. physik. Chern. 78 (1910), 25. 
7 G. BREDIG, H. CREIGHTON: Z. physik. Chern. 81 (1913), 543. 
8 W. PASTAGANOFF: Z. physik. Chern. 112 (1924), 448. 
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sammensetzung legt mit Feststellungen von O. WARBURG,l R. EMERSON2 und 
nach L. GENEVOIS3 die Vermutung nahe, daB die Grundatmung der untersuchten 
Pflanzenobjekte vorwiegend eine Fett- und Olatmung ist. Das erklart, warum 
die Unempfindlichkeit der Atmung gegenuber Blausaure bei alternden Pflanzen 
und hlillgernden Pflanzenorganen, die relativ fettreich sind; besonders hervor
tritt. Die Oxydation von Fetten durch tierische Fermente (in Schnitten und 
tierischem Gewebebrei) ist nach DIXON und ELLIOTT 4 ebenfalls durch Blausaure 
nicht vergiftbar, woraus sich eine direkte Analogie zwischen tierischer und 
pflanzlicher Atmung ergibt. Es ist ferner der SchluB erlaubt, daB die Fett
atmung nicht auf haminhaltige Fermente zuruckzufUhren ist, wie aus der Hem
mung von Hamin durch Blausaure hervorgeht. Auf diesem Gebiet erlaubt also 
der Modellversuch ziemlich unmittelbare Schlusse. 

Hamin als Peroxydasemodell. 
Bei der Oxydation von 3-Aminophthalsaurehydrazid (Luminol) durch 

Wasserstoffsuperoxyd tritt ein blaues Leuchten auf, das teilweise als Modell 
der Biolumineszenzvorgange, teils aus anderem Interesse schon von D;l.ehreren 
Autoren untersucht wurde. Das blaue Leuchten erfahrt durch naturliche pflanz
liche Peroxydase (aus Kartoffel5 und Meerrettich 8) eine katalytische Aktivierung; 
dieselbe Wirkung haben als einfachere Peroxydasemodelle Mn02 und Platin in 
kolloidaler Form,'; sowie Blut5 und besonders kraftig Hiimin.7 Ais Vorstufe zu 
Hamin als Peroxydasemodell kann ein von H. TmELERT und P. PFEIFFER unter
suchtes einfacheres Eisenkomplexsalz gelten,S das Salicylaldenydathylendiimin
ferrichlorid: 

C>-o O-_/~ -< ,,+/ )-_/ 
'" ..... Fe..... / 

CH=N N=HC 
I I 

HC--·CH 
H H 

Wie Versuche uber die Beeinflussung des Luminolleuchtvorgangs gezeigt 
haben, ist die Intensitat des Leuchtens als Ausdruck fUr die Wirksamkeit des 
Katalysators stark abhangig vom Bau des Komplexsalzes; die hier genannte 
und in ihrer' Strukturformel wiedergegebene Verbindung zeigt die Wirkung des 
Leuchtens besonders, allerdings in geringerem MaGe ala Hamin selbst. 

Als Peroxy'dase erinnert das genannte Eisenkomplexsalz an das Oxydase
modell von Y. 5mBATA (S.564), ein Kobaltkomplexsalz, dessen Metallatom 
ebenfalls wenigstens teilweise an Sticks~off gebunden war, der einer Athylen
gruppe zugehOrte; beim Eisensalz als Diimin, beim Kobaltsalz als Athylendiamin. 
Ebenso ist bekanntlich beirn Hamin das Eisenatom an Stickstoff gebunden. 

Die Analogie der Wirkgruppedes Kobaltkomplexsalzes scheint also doch 
auch chemisch sinnvoll zu sein, wie bereits auf S. 565 ale moglich hingestellt 
worden war. 

1 O. WARBURG: Biochem. Z. 100 (1919), 230. - E. NEGELEIN: Biochem. Z. 166 
(1925), 203. 

2 R. EMERSON: J. gen. Physiol. 10 (1927), 469. 
3 L. GENEVOIS: Biochem. Z. 191 (1927), 147. 
4 M. DIXON, K. A. C. ELLIOTT: Biochemic. J.23 (1929), 812. 
6 H. O. ALBRECHT: Z. physik. Chern. 136 (1928), 321. 
6 R. J. WEGLER: J. prakt. Chern. 148 (1937), 135. 
7 K. GLEU, K. PFANNSTIEL: J. prakt. Chern. 146 (1936), 137. 
8 H. THIELERT, P. PFEIFER: Ber. dtsch. chern. Ges.71 (1938), 1399. 
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Die katalytische Wirkung des Hamins und seiner Derivate wurde nun von 
O. SCHALES naher untersucht, wobei fiir das Problem der Fermentmodelle be
deutungsvolle Ergebnisse erzielt wurden.1 

Durch verschiedene Arbeiten von R. KUHN und L. BRANN2 und W. LANGEN
BECK3 ist bekannt geworden, daB die katalatische und peroxydatische Wirkung 
des Hamins erhebliche Anderungen erleidet, wenn am Haminmolekul kleine 
chemische Anderungen vorgenommen werden. O. SCHALES errechnete aus den 
Angaben der verschiedenenAutoren (Schrifttum bei O. SCHALESl) folgende Wir
kungen fur die verschiedenen Parahamatine, deren tabellarische Vbersicht (aus 
O. SCHALESl) in Tab. 7 wiedergegeben wird: 

Tabelle 7. 

Parahimatln aus 

Hamin ................................ . 
Pyridinhiimin .......................... . 
4(5)-Methylimidazolhamin ............... . 
4(5)-Phenylimidazolhiimin ............... . 
p-Methoxy -4,5-phenylimidazolhiimin ...... . 

Peroxydase· 
wlrkung 

I 
5 
7 

14 
15 

Katalase· 
wlrkung 

1 
1,4 
4,5 
1,1 
0,3 

Die Steigerung der Leuchtintensitat bei der Luminolreaktion, die SCHALES 
besonders untersucht hat, weist nun nicht, wie man zunachst vermuten mochte, 
Zusammenhange mit der peroxydatischen, sondern mit der katalatischen Wirk
samkeit auf. Analog ist fur Mesohamin, das starke Katalaseeigenschaften hat,' 
eine Erhohung der Lumineszenzintensitat nachgewiesen worden. Nach Angaben 
von K. G. STERN5 errechnet O. SCHALES far die Aktivitaten der Parahamatine 
folgende Katalaseaktivitaten, die in folgender Tabelle 8 mit den von ibm selbst 
gefundenen Lumineszenzwerten verglichen werden sollen. 

Parahitmatln aus 

Pyridinhamin .............. . 
l-Histidinhamin ............ . 
Methylimidazolhamin ....... . 
Nicotinhamin ....... _ ...... . 
Histaminhamin ............ . 
Hamin .................... . 

Tabelle 8. 

I KataJase· I 
aktivitat I 

lHiimatln = 1) i 

1,17 I 
1,41 I 
1,44 
1,93 
2,71 

6,3 
7,3-8,3 

7,9 
7,3 
8,4 

I· 
Lumineszenzlntensitat in em 

Galvanometeraussehl. 

I nach 1 Min. nach 10 Min. 

46 0,9 

35,2 0,65 
16,6 3,1 

SchlieBlich sei noch erwahnt, daB Mesohamin und Chlorhamin eine weitaus 
hohere katalytische Steigerung der Luminolintensitat hervorrufen. 

Es ergibt sich also aus diesen Versuchen eine starke Strukturabhangigkeit 
der katalatischen, peroxydatischen und oxydatischen Eigenschaften des Hiimins 
und seiner Derivate aIs Fermentmodelle. Das ist ein Beweis dafiir, wie oft kleine 

1 O. SOHALES: Ber. dtsch. chern. Ges. 72 (1939), 167. 
2 R. KUHN, L. BRANN: Ber. dtsch. chern. Ges.59 (1926), 2370; Hoppe-Seyler's 

Z. physiol. Chern. 168 (19~7), 27. 
3 W. LANGENBEOK, R. HUTSOHENREUTER, W. ROTTIG: Ber. dtsch. chern. Ges. 65 

(1932), 1750. 
4 K. ZElLE: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 189 (1930), 127. 
5 K. G. STERN: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 215 (1933), 35. 
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Anderungen im Modell wie auch im Ferment die katalytischen Fiihigkeiten 
weitgehend qualitativ und quantitativ beeinflussen. Dadurch wird natiirlich, 
wie wir auch spater bei den Fermentmodellen von W. LANGENBECK sehen werden, 
die modellmallige Konstitutionsaufklarung der natiirlichen Fermente sehr er
schwert. 

Nach FRANKENBURGER1 gibt die Feststellung von 0. SCHALES und anderen 
Autoren vielleicht einen Fingerzeig dafiir, in welcher Weise der Haminrest in 
der Katalase und Peroxydase an h6her molekularen Substanzen verankert sein 
kann. DemgemaB k6nnte auch die gesteigerte peroxydatische Wirksamkeit des 
Hamoglobins darauf beruhen, daB darin das Hamin mit den Histidinbausteinen 
des Globins verkniipft ist. 

Ahnlich wie die katalytische Leistungsfahigkeit der Hamine durch Ver
kniipfung mit anderen organischen Verbindungen (z. B. Aminosauren), die eine 
MolekiHvergrof3erung bewirken, und vor aHem mit hochmolekularen Trager
substanzen (bei den natiirlichen Fermenten) ganz auBerordentlich erh6ht und 
selektiver gestaltet wird, konnte von R. KUlIN und A. WASSERMANN festgestellt 
werden, dall bereits eine Adsorption des Hamins an weniger spezifisch gestalteten 
Oberflachen eine Anderung der katalytischen Wirkung zur Folge hat.2 Darnach 
wirkt Hamin an Kohle adsorbiert starker katalatisch als reines Hamin, wahrend 
jedoch die peroxydatische Wirksamkeit durch die Adsorption merklich herab· 
gesetzt wird. Die durch die Kohle bedingten Veranderungen der Katalase- und 
Peroxydasewirkung des Hamins sind also keineewegs gleichsinnig (vgl. auch 
S.556). 

b) Haminfreie organische Fermentmodelle. 
"Organische Hauptvalenzkatalysatoren" von W. LANGENBECK. 

Der Grundgedanke, der W. LANGENBECK bei seinen Untersuchungen geleitet 
hat, ist folgender: 3 LANGENBECK halt es nicht fiir wahrscheinlich, daB die 
Enzyme die einzigen Stoffe mit enzymatischer Wirkung sind, sondern es soUten 
sich noch andere, vor aHem kiinstliche organische Stoffe finden oder darstellen 
lassen, die mehr oder weniger enzymatisch aktiv sein konnen. Wenn man also 
systematisch organische Katalysatoren synthetisch darstellt und ihre Wirkungen 
untersucht, so mussen sich allmahlich allgemeine Prinzipien herausstellen, nach 
denen Enzyme aufgebaut sein konnen. Daruber hinaus soUte man Aussagen 
uber Strukturelemente einzelner Enzyme machen konnen, wenn man die Fer
mcntmodelle mit den entsprechenden abgebildeten Fermenten genau vergleicht. 
Neu war jedenfalls der Gedanke bei W. LANGENBECK, sich nicht auf die kata
lytische \Virksamkeit einfacher, bekannter Verbindungen oder bckannter Natur
stoffe zu beschranken, sondern zu dem oben genannten Zweck besonders geeignete 
neue Stoffe als "passende Fermentmodelle" zu synthetisieren. Vergleichsweise 
sind ahnlichen Gedankengangen auch andere Autoren gefolgt, die aber zu Sub
stitutionsreaktionen einfache oder in der Natur gegebene Verbindungen verwandt 
und die Abhangigkeit der katalytischen Wirkung von der Konstitution unter
sucht hatten. (Siehe z. B. BREDIGS Faserkatalysator, S. 570, und die Hamin
modelle, S. 573. Zur Vollstandigkeit sind in diesem Zusammenhang die Arbeiten 
von B. KISCH zu nennen,4,S der die oxydative Aminosauredesaminierung durch 

1 W. FRANKENBURGER: Die Fermentreaktionen unter dem Gesichtspunkt der 
heterogenen Katalyse. Ergebn. Enzymforsch. 3 (1934), 1. 

2 R. KUHN, A. WASSERMANN: Ber. dtsch. chern. Ges.61 (1928), 1550. 
3 W. LANGENBECK: Z. Elektrochem. angew. physik. Chem.40 (1934), 485. 
4 B. KISCH: Biochem. Z. 236 (1931), 380; 242(1931),1; 247 (1932),371; 249(1932),63. 
6 B. KISCH: Nicht enzymatische Zwischenkatalysatoren. Handbuch der Bio-

chemie (von OPPENHEIMER), Erg.-Werk, Bd. I, Teil I, S. 563. Jena, 1933. 
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Chinon und dessen Derivate beschrieben und modellmaf3ig mit der desaminieren
den Wirkung VOn natiirlichen Fermenten, insbesondere Von einem oxydierten 
Adrenalin, verglichen hat. Vor allem hebt er die Abhiingigkeit der Spezifitat 
VOn der Konstitution des Katalysators hervor; wahrend z. B. Glykokoll VOn 
Oxyhydrochinon gut abgebaut wird, verhalt sich Pyrogallol als Katalysator 
derselben Reaktion vollig inaktiv.) 

W. LANGENBECK befaBte sich fast ausschlieBlichl (siehe auch W. LANGENBECK2) 

mit haminfreien, von ihm als Hauptvalenzkatalysatoren bezeichneten, katalytisch 
wirksamen organischen Verbindungen. Zuniichst ist der Ausdruck "Hauptvalenz
katalysator" naher zu erlautem, da nach Auffassung von LANGENBECK nur solche 
Katalysatoren eine vollige Analogie zu haminfreien Fermenten aufweisen konnen. 
Der Name s"U zum Ausdruck bringen, daB die Bindung des katalytisch um
gesetzten Sub~trats in den Zwischenstoffen (Katalysator-Substrat-Verbindung) 
durch organische Hauptvalenzen bewirkt wird. Allerdings trennt dieses Merkmal 
die LANGENBECKschen Katalysatoren nicht unbedingt und scharf von anderen 
Katalysatoren. In der alteren Enzymchemie werden die Enzymsubstratverbin
dungen oft als Anlagerungs- und Molekiilverbindungen angesehen und fiir die 
Beschreibung ihres Auftretens das Massenwirkungsgesetz und das ihm wesentlich 
gleiche LANGMUIRSChe Adsorptionsgesetz herangezogen. Darin liegt jedoch keine 
Aussage iiber die Bindungsart, vielmehr ist anzunehmen, daB die Substrat
verbindung, die zu einem katalytischen Effekt fiihrt, in allen Falien3 von Art 
und Starke einer chemischen Hauptvalenz ist. Was LANGENBECKS Katalysatoren 
auszeichnet, ist vielmehr, daB diese Bindung konstitutionschemisch genau 
bezeichnet und im Formelbild durch einen Valenzstrich eingetragen werden 
kann. 

Ober die Fermente bildete sich LANGENBECK eine eigene Arbeitshypothese, 
die bereits in der Einleitung auf S. 546 kurz angefiihrt worden ist. Es schien 
ihm unwahrscheinlich, daB die prosthetische Gruppe der Fermente ein kleines 
Molekiil sein solite. (Siehe auch die bekannten prosthetischen Gruppen: das 
gelbe Ferment, Hamin und andere bei A. SCHAFFNER in ."Allgemeines iiber Bio
katalyse".4) Es wird deshalb angenommen,l daB die prosthetische Gruppe ein 
groBes Molekiil ist, dessen einzelne Teile eine verschiedene Funktion ausiiben. 
Den Schliissel zum Verstandnis der Fermentwirkungen sieht LANGENBECK in 
der Erscheinung der Aktivierung. 

Einfache gesattigte organische Verbindungen und Gruppen, die an sich wenig 
reaktionsfiihig sind, lassen sieh dadurch aktivieren, daB man sie mit einer un
gesattigten Gruppe verkniipft. Fiir die Zwecke der Katalyse erweist cs sieh 
dabei als vorteilhaft, daB die aktivierende Gruppe nicht unmittelbar neben der 
Gruppe zu stehen braucht, die aktiviert, also chemisch reaktionsfiihig gemacht 
werden solI. Die chemische Aktivierung ist bei den Hauptvalenzkatalysatoren 
zugleich eine katalytische Aktivitatssteigerung, da das Substrat ja chemisch ge
bunden werden soll. In diesem Fall ist also chemische Reaktionsfiihigkeit und 
katalytische Aktivitat identisch. Ebenso wie gesattigte C-Verbindungen ziemlich 
reaktionstrage sind, "leitet" eine gesattigte Kohlenstoffkette die Aktivierung 
einer geeigneten ungesiittigten Gruppe sehr schlecht. Man kennt aber Gruppen, 

1 W. LANGENBECK: Fermentmodelle. Ergebn. Enzymforsch. 2 (1933), 314. 
2 W. LANGENBECK: Z. angew. Chern. 41 (1928), 740; Die organischen Katalysa.

toren und ihT"~ Beziehungen zu den Fermenten, Berlin, 1935; Ergebn. Physiol., 
bioI. Chern. expo Pharmakol. 36 (1933), 470. 

3 G.-M. SCHWAB, H. S. TAYLOR, R. SPENCE: Catalysis from the Standpoint of 
Chemical Kinetics, p. 338f. New York, 1937. 

4 A. SCIIAF]'NER: Allgemeines tiber Biokatalyse. Handbuch der Katalyse, Bd. III, 1. 
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die befahigt sind, die Aktivierung weiterzuleiten, das sind C=C-Bindungen, 
besonders die konjugierten, und die aromatischen Keme. Auf Grund der 
allgemeinen Aktivierungserscheinungen in der organischen Chemie macht sich 
W. UNGENBECK nun yom Bau der Fermente folgende Vorstellungen: 

Die prosthetische Gruppe enthii.lt eine oder wenige aktive Gruppen, die un
mittelbar mit dem Substrat in Reaktion treten. Sie werden reaktionsfahig ge
macht durch eine Zahl von aktiviererulen Gruppen. Diese reagieren nicht unmittel
bar mit dem Substrat, sie bleiben wahrend der Fermentreaktion vollig unver
andert und wirken auf den Reaktionsverlauf mri- mittelbar ein, indem sie der 
oder den aktiven Gruppen die hohe Wirksamkeit verleihen, die fiir die Fermente 
charakteristisch ist. 

Diese Arbeitshypotheb6 soIl ein Hilfsmittel darbieten, um die Synthese von 
Fermentmodellen zu ermoglichen und schlieBlich zu einem synthetischen Fer
ment fiihren. 

Auch die Hemmungserscheinungen an natiirlichen Fermenten machen die 
Anwesenheit von aktivierenden Gruppen neben den katalytisch aktiven wahr
scheinlich. Unter den Hemmungskorpern lassen sich namlich zwei Arten unter
scheiden, substratabhangige und substratunabhii.ngige. L. MICHAELIS und 
P. RONA \ deuten den Unterschied dadurch, daB sie bei den substratabhangigen 
Hemmungskorpern eine Affinitat zur aktiven Gruppe annehmen, bei reversibler 
gegenseitiger Verdrangung von Substrat und Hemmungsstoff. Die substrat
unabhangigen Hemmungsstoffe sollen durch Milieuanderung die katalytische 
Reaktion verlangsamen, wobei nach neuerer Ansicht der WILLsTATTER-Schule 
diese Milieuanderung durch eine Anlagerung dieser Hemmungsstoffe zweiter 
Art an das Fermentmolekiil gedeutet wird. Nach W. LANGENBECK erfolgt eben 
diese Anlagerung an die aktivierenden Gruppen, deren aktivierende Wirkung 
damit herabgesetzt oder ganz zum Verschwinden gebracht werden soIl. Je nach 
der Zahl der aktivierenden Gruppen ist die Hemmung durch die Hemmungs
stoffe zweiter Art nicht vollstiindig, sondern geht auch bei hoher Konzentration 
des Hemmungsstoffes nur bis zu einem gewissen Grenzwert. Da nach Annahme 
mehrere aktivierende Gruppen im Molekiil vorhanden sein konnen, legt die Aus
schaltung einer oder weniger derselben die aktlve Gruppe und damit die Katalyse 
nicht vollig lahm. Eine derartige stufenhafte Hemmung wird nach EULER auch 
bei irreversiblen Hemmungen beobachtet. 

Wir haben die Grundlagen der LANGENBECKSchen Theorie iiber die Fermente 
aus dem Grund so ausfiihrlich berichtet, da sie ein Beispiel dafiir geben, wie 
Erfahrungen aus der Fermentchemie und aus der Chemie bekannter organischer 
Verbindungen, vor allem zusammen mit den Ergebnissen miihsamer Unter
suchungen iiber Fermentmodelle, eine Theorie iiber den Bau der Fermente hervor
bringen konnen. 

1. Carboxylase-Modelle.s 
Mechanismus der Modellreaktion. 

BeobachtungsgemaB laSt sich Phenylglyoxylsaure mit Anilin katalytisch in 
Benzaldehyd und Kohlendioxyd spalten; dazu ist jedes primare Amin grund-

1 L. MICHAELIS, P. RONA: Biochem. Z. 60 (1914), 62. 
S Schrifttum: W. LANGENBECK, R. HUTSCHENREUTER: Z. anorg. aUg. Chern. 188 

(1930), 1. - W. LANGENBECK, R. HUTSCHENREUTER, R. JUTTEMANN: Liebigs Ann. 
Chern. 481) (1931), 53. - W. LANGENBECK, R. JUTTEMANN, F. HELLRUNG: Ebenda 
499 (1933), 201. - Zusammenfassung: W. LANGENBECK: Fermentmodelle, Ergebn. 
Enzymforsch. 2 (1933), 314; siehe auch Z. angew. Chern. 41 (1928), 740; Die organi
schen Katalysatoren und ihre Beziehungen zu den Fermenten, Berlin, 1935; Er
gebn. PhysioI., bioI. Chern. expo PharmakoI. 31) (1933), 470. 
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satzlich befahigt, wahrend sekundare und tertiiire Amine vollig unwirksam sind. 
Ebenso kann die genannte Saure durch andere lX-Ketosauren, besonders Brenz
traubensaure, ersetzt werden. LANGENBECK gibt nun als Mechanismus seiner 
Modellreaktion folgenden KreisprozeB an: 

+R-CO-COOH 
I. X-N=CH-R -E~'~:=:::-:-:::=.:: .. =-::l' R-CHO 

+ + 
II. C02 +-- R-C-COOH 

II 
N-X 

III. X-NH2+R-CO-COOH ~ ___ ~~r 
Die lX-Ketosaure (Gleichung III) verbindet sich mit dem Amin X-NH2 zu 

einer substituierten Iminosaure. Dies ist die einleitende Reaktion (III), von da 
ab beginnt die eigentliche Katalyse. Die Iminosaure spaltet CO2 ab (Gleichung II), 
geht dabei in Aldehydimin iiber und dieses setzt sich mit dem Substrat, iiber
schiissiger Ketosaure, wieder zu Iminosaure urn (Gleichung I). Das Aldehydimin 
wird also stets regeneriert und ist deshalb der wahre Katalysator. 

Die systematische Aktivierung 
der Fermentmodelle. 

Eine wichtige Forderung an Fer
mentmodelle ist die groBtmogliche An
naherung ihrer Eigenschaften an die 
des Ferments; vor allem sollte die Ak
tivitat moglichst gesteigert werden, 
was LANGENBECK durch seine syste
matische Aktivierung erreichen will. 
Speziell bei seinen Aminderivaten als 
Modellen der Carboxylase ist LANGEN

BECK durch schrittmaBiges Vorgehen 
bei der Einfiihrung aktivierender Grup
pen zu beachtlichen Ergebnissen ge
kommen. Schon die Nebeneinander
stellung verschiedener N-haltiger 
Grundstoffe, die LANGENBECK dann 
des weiteren aktiviert hat, zeigt die 
verschieden groBe katalytische Wirk
samkeit, wie innebenstehender Abb. 10 
(aus W. LANGENBECK1) gezeigt werden 
soIl. 

Die Aktivitaten der Grundstoffe kon-
nen nun noch weiter gesteigert werden, 

Mo/C0z. 
~ Alo! Kilft1/gS3for 

f()(}D 70D 

z - r-- r-

r- r- t-- I-

I I 
II J/l E I 

o 

1 

I ][ 

ClfJNHz CHz-NHz , 
E IL r 
~ 6XCH-NHZ 

('y-CH-NHz CH-NHz 'c-o 
V I ;C-O " 

COOH HH HH COOH 

~ lIlI7st1tz In den ersten 5 AI/flvten 

===:J 6e$3lTltvlTlSilfz 

Abb. 10. Systematische Aktivierung der Aminogruppe 
wie folgende Tabelle 9 zeigen soIl (aus W. (Grnndstoffe). 

LANGENBECK1). Die Namen in Kursiv-
schrift bezeichnen darin die Grundstoffe jeder " Generation" , also die Katalysatoren, 
die als Ausgangsstoffe fUr eine Serie von Substitutionen dienten. Die Zahlen unter 
den Formeln geben an, wieviel Mole Phenylglyoxylsaure von dem betreffenden 
Katalysator in den ersten 5 Minuten bei der angegebenen Temperatur gespalten 
werden. 

2 W. LANGENBECK: Fermentmodelle. Ergebn. Enzymforsch.2 (1933), 314. 

Hdb. d. Katalyse, III. 37 
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In einer neueren Arbeitl 
aktivierten LANGENBECK und 
Mitarbeiter den in Tabelle 9 
zuletzt angefiihrten Kata.1ysa.. 
tor 6,7 ·Benzo·3·aminooxindol 
( = 3.Amino.~-na.phthoxindol) 
weiter, denn es hatte sich 
ala vorteilhaft erwiesen, den 
Naphthalinkern in das Kata· 
lysatormolekiil einzufiihren. 
Neben der erreichten hohen 
Aktivierung . hat man im 
Naphthalinkern eine groBere 
Anzahl von freien Stellen zur 
weiteren Substitution zur Ver· 
fiigung. Es gelang dabei, durch 
Einfiihrung der OH.Gruppe 
in :verschiedenen Stellungen 
(siehe Tabelle 10) die akti
vierende Wirkung besonders 
fein abzustimmen. Die Mes
sung dieserdrei Katalysato
ren (Tabelle 10) gab interes
sante Unterschiede, die durch 
die Stellung der OH.Gruppe 
bedingt sind: 

H 
r 

N1-C.=O 
I I WCa- NH• 

, I 
6 H 

3-Amlno-.. -naphthoxlndol. 

Die Hydroxylgruppe in 8·Stel· 
lung war nur sehr schwach 
wirksam, in 7-Stellung ent
sprach die Wirksamkeit etwa. 
der des Gnmdkorpers ohne 
OH-Gruppe, und in 6-Stellung 
war die Wirksamkeit doppelt 
so groB. Das Amin erwies 
sich demnach nach Angabe1 

ala Carboxylasemodell etwa 
4000mal so aktiv wie das ein
fache Methylamin. Auch die 
Einfiihrung der Methylgruppel 

1 W.LANGENBECK, F.HELL
RUNG, R. JUTTEMANN: Liebigs 
Ann. Chern. 612 (1934), 27~. 

B W.LANGENBECK, O. GOD
DE: Ber. dtsch. chern. Ges. 70 
(1937). 669. 

37· 
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Tabelle 10. Aktivitatswerte der Derivate des 3-Amino-lX
naphthoxindols . 

-Katalysator 

:3 -Amino-IX-naphthoxindol 
6-0xY-IX-naphthoxindol •....... 
7-0xY-IX-naphthoxindol ....... . 
8-0xY-IX-naphthoxindol ....... . 
5-Methyl-lX-naphthoxindol 
6-Methyl-lX-naphthoxindol 

I Aktivltatswert (37 0 C) 

0,64 (Grundstoff) 
1,48 
0,79 
0,20 
1,18 
1,59 
1,32 

in das 3-Amino-lX-naphtho
xindol brachte gute Ergeb
nisse, erhOhte vor allem 
gegeniiber den OR-Deri
vaten die Stabilitat des Ka
talysators. In Tabelle 10 
sollen die Aktivitatswerte 
der OR- und CR3-Derivate 
der oben genannten Ver
bindung zusammengestellt 
werden. 

Die 6-Stellung scheint 
darnach eine bevorzugte 

Stellung fiir die systematische Aktivierung zu sein. 

7 -Methyl-IX-naphthoxindol ..... 
8-Methyl-lX-naphthoxindol 1,00 

Wenn W. LANGENBECK jedochl sein starkstes Carboxylasemodell mit einem 
peptidspaltenden Ferment vergleicht (1 g setzt bei 37° C und in 1 Min. 1,25'10-3 

Mole Ketosaure um; 1 g kristallisiertes Pepsin spaltet bei 35,5° C 28.10-3 Aqui
valente Peptidbindungen) und dem Ferment eine nur mehr 22mal so groBe 
Wirksamkeit zuschreibt, so muB dazu gesagt werden, daB sich ein peptidspalten
des Ferment und ein Carboxylasemodell nicht so direkt grammweise miteinander 
vergleichen lassen. Auch ein Vergleich zwischen natiirlicher Carboxylase und 
den organischen Modellen2 ist nicht genau iibersehbar, da ja die Struktur, vor 
allem MolekulargroBe der Carboxylase nicht bekannt ist. Nur groBenordnungs
maBig haben solche Vergleiche vielleicht einen Wert. 

In der Kinetik der organischen Katalysatoren W. LANGENBECKS zeigt sich 
manche tJbereinstimmung mit natiirlicher Carboxylase. Charakteristisch ist fUr 
beide 3 die Reaktionshemmung durch den bei der Reaktion entstehenden Aldehyd. 
Da die Reaktionsgeschwindigkeit der CO2-Abspaltung von der Substratkonzen
tration unabhangig ist, ist zwar die zweite Teilreaktion, fiir den Fall der Modelle 
speziell die Decarboxylierung, geschwindigkeitsbestimmend. FUr die Aldehyd
hemmung ist jedoch die erste Teilreaktion verantwortlich zu machen, da bei 
dieser als einer Gleichgewichtsreaktion das Gleichgewicht durch den entstehenden 
Aldehyd nach links verschoben wird (Reaktionsgleichung I auf S.577). Auch 
die Nebenreaktion der Acetoinbildung, die bei der Einwirkung von Rete auf die 
Brenztraubensaurevergarung beobachtet werden konnte, konnte von DIRSCHERL4 
bei der Spaltung von Brenztraubensaure durch Carboxylasemodelle nachgewiesen 
werden. Nach den Arbeiten von E. MULLER5 laBt sich Brenztraubensaure auch 
durch kolloidales Osmium katalytisch decarboxylieren, wobei jedoch kein Acetoin 
entsteht. Die LANGENBECKschen Carboxylasemodelle stehen also den Fermenten 
viel naher als die Metallkolloide als "anorganische Fermente". 

Die letzte tJbereinstimmung zwischen Carboxylase und ihren Modellen ist 
eine weitgehende Spezifitiit. LANGENBECK fiihrt einige Beispiele von Spezifitat 
organischer Katalysatoren an: 

Isatin dehydriert Aminosauren, nicht aber wie Palladium Alkohole, Aldehyde 
und Phenole. 

Acetaldehyd hydratisiert Dicyan zu Oxamid, nicht aber wie R-Ionen andere 
Nitrile, Ester, Amide und Acetale. 

1 W.LANGENBECK,F.HELLRUNG,R.JUTTElIIA:-<N :LiebigsAnn.Chern.512(1934),276. 
2 W. LANGENBECK: Angew. Chern. 45 (1932), 97. 
3 W. LANGENBECK: Fermentrnodelle. Ergebn. Enzyrnfor:-;ch.2 (1933), 314. 
• W. DmSCIIERL: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chern. 201 (1931), 78. 
5 Eo MULLER, F. MULLER: Z. Elektrochern. angew. physik. Chern. 31 (1925), 45. 
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Die LANGENBECKschen "Carboxylasen" besitzen ahnliche Spezifitat wie die 
angefiihrten Katalysatoren. Sie spalten z. B. keine p.Ketosauren, da sie ale 
Aldehydimine kaum mehr basische Eigenschaften haben (vgl. die Ferment· 
modelle von BREDIG: Die organischen Basen Chinin und Chinidin u. a.). Ebenso 
wird Trimethylbrenztraubensaure weder von Carboxylase merklich angegriHen,l 
noch auch von den organischen "Hauptvalenzkatalysatoren". Somit erweisen sich 
die genannten Carboxylasemodelle anderen Katalysatoren an Spezifitat weit 
iiberlegen; z. B. den Haminen, die bekanntlich ale Modelle der Oxydase, Katalase 
und Peroxydase zu wirken vermogen, wobei die Zahl der verarbeitbaren Sub· 
strate ziemlich groB ist. Die groBere Spezifitat, vor allem gegeniiber den schwer· 
metallhaltigen Fermentmodellen, erklart W. LANGENBECK daduroh, daB orga· 
nische Gruppen meist nur mit wenigen anderen Gruppen leicht reagieren konnen, 
wahrend von Schwermetallkatalysatoren organischer Natur (Hamin und seinen 
Derivaten) sehr verschiedenartige Verbindungen leicht komplex gebunden und 
damit katalytisch aktiviert werden konnen. AuBerdem wachst bei den "Haupt· 
valenzkatalysatoren" die Spezifitat mit zunehmender systematischer Aktivierung. 

Ais Endergebnis seiner Arbeiten stellt W. LANGENBECK heraus, daB man ale 
Wirkgruppe der natiirlichen Carboxylase mit groBer Wahrscheinlichkeit eine 
aktivierte Aminogruppe anzunehmen hat. tJber die Natur der aktivierenden 
Gruppen lassen sich jedoch noch keine Aussagen machen, da vor allem iiber eine 
mogliche aktivierende Wirkung des (adsorbierenden) kolloidalen Tragers noch 
keine exakten Beobachtungen vorliegen. 

2. Esterasemodelle. 
Sein Schema der "Hauptvalenzkatalyse", wonach bei katalytischer Bildung 

zweier Reaktionsprodukte eines davon schon bei der Bildung der Zwischenstoffe 
abgespalten wird (im obigen Beispiel der Aldehyd), wandte W. LANGENBECK nun 
auch auf das Problem der organischen katalytischen Esterhydrolyse an2,3,4,5, 

wobei ale Esterasemodelle reaktionsfahige Alkohole dienen sollten, deren leichte 
Umesterung die Esterspaltung katalytisch beschleunigen sollte. 

Wenn diese Umesterung als Reaktionsmechanismus der Esterasemodelle 
(siehe jedoch spater) auch nachgewiesen ware, so wiirde allerdings gerade das 
gegen eine weitgehende Analogie der alkoholischen Modelle mit natiirlichen 
Esterasen sprechen. Wie SCHWAB6 gezcigt hat, ist namlich im Gebiet kleiner 
Substratkonzentrationen, d. h. erater Ordnung der Reaktion, die gemessene Ge. 
schwindigkeitskonstante ein reine kinetische Konstante, ohne eine Gleich. 
gewichtskonstante ala Faktor zu enthalten. Durch sehweres Wasser miiBte 
eine solche Konstante unter allen Umstanden verkleinert, die Reaktion also 
gehemmt werden. BONHOEFFER und SALZER7 fanden jedoch fiir ahnliche enzy· 
matische Hydrolysen, namlich Glukosidspaltungen durch Emulsin, auch Be· 
schleunigungen durch schweres Wasser. Diese konnen nur durch ein vorge
lagertes Gleichgewicht, bei erster Ordnung also nur durch Bindung des gesamten 
Substrats an das Ferment nach MICHAELIS.MENTEN, erklart werden. 

1 C. NEUBERG, F. WEINMANN: Biochem. Z.200 (1928), 473. 
2 W. LANGENBECK, J. BALTES: Ber. dtsch. chern. Ges.67 (1934), 387. 
3 W. LANGENBECK, J. BALTES: Ber. dtsch. chern. Ges.67 (1934), 1204. 
, W. LANGENBECK, F. BAEHREN: Ber. dtsch. chern. Ges.69 (1936), 514. 
5 W. LANGENBECK, K. HOLSCHER: Ber. dtsch. chern. Ges. 71 (1938), 1465. 
8 G .. M. SCHWAB: Catalysis from the Standpoint of Chemical Kinetics, p. 338£. 

New York, 1937. 
7 K. F. BONHOEFFER, W. SALZER: Z. physik. Chern., Aht. A 176 (1936), 304; 

Naturwiss. 28 (1935), 867. 
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Aber hiervon ganz abgesehen, sind auch die Versuche, die LANGENBECK und 
BALTES tiber die katalytische Beschleunigung der Esterspaltung mit verschiedenen 
"Katalysatoren" verOffentlichten, von mehreren Seiten stark angegriffen und 
als unrichtig widerlegt worden. S. C. OLIVIERI hat zur Berichtigung der ersten 
Esterasenarbeit LANGENBECKS einwandfrei nachgewiesen, daB der von letzterem 
als Esterasemodell verwendete Katalysator Benzoylmethanol iiberhaupt auf die 
Verseifung von Methylbutyrat keinerlei katalytischen EinfluB hat. Die Ein· 
wande LANGENBECKS2 konnte spater S. C. OLIVIER (1. c.) in der gleichen Weise ent· 
krii.ften. Einige Zeit nachher haben auch JONESCU und COTANI3 durch exakte 
Versuche die Esterasemodelle LANGENBECKS widerlegen konnen. Beide fassen 
das Ergebnis ihrer Arbeit in folgenden Worten zusammen: 

"Die Arbeit von LANGENBECK tiber die Beschleunigung der Esterhydrolyse 
durch Esterasemodelle wurde in alkalischer Losung bei konstantem PH nach der 
Technik des Verfassers wiederholt. Dabei haben wir festgestellt, daB die Methode 
zu ungenau ist, um Schliisse tiber eine katalytische Fahigkeit des Benzoyl. 
carbinols zuzulassen. Durch ErhOhung der Methodengenauigkeit (die allerdings 
wiederum von LANGENBECK angezweifelt wird· [d. Ref.]), konnte festgestellt 
werden, daB das von LANGENBECK und BALTES vorgeschlagene Esterasemodell, 
das Benzoylcarbinol, nicht fahig ist, die Hydrolyse oder Synthese der Ester zu 
katalysieren und demnach mit natiirlichen Esterasen nichts gemein hat." 

Es eriibrigt sich daher bis auf weiteres, naher auf die Esterasemodelle ein· 
zugehen. 

Von dieser Sonderfrage abgesehen, sei aber hier auf die grundsatzliche 
Wichtigkeit des von LANGENBECK eingeschlagenen Wegs zur Erforschung der 
nach klassischen Methoden schwer zuganglichen Fermentkonstitution hin
gewiesen. Er stellt wohl die zielbewuBteste Anwendung des Gedankens der 
Fermentmodelle dar, wie er ja auch seine letzte Entwicklung gewesen ist. Natiir· 
lich wird man erst dann mit einiger Wahrscheinlichkeit auf das Ferment selbst 
riickschlieBen konnen, wenn nicht nur Vbereinstimmung in Reaktionsmechanis
mus, Hemmbarkeit und ahnlichen Eigenschaften erreicht ist, sondern auch in 
den (physiologischen) Arbeitsbedingungen des Katalysators, worauf nicht durch
wegs Wert gelegt wurde. Da diese Fragen wohl wieder weitgehend Trii.gerfragen 
sind, diirfte hier eine Ergii.nzung der homogenen organischen Modelle durch Kom
bination mit den Trii.germodellen besprochener Art zwar nicht zur Ferment· 
synthese, aber doch zur Fermentnachahmung in allen wesentlichen Eigen-
8chaften und damit zu wichtigen biochemischen Erkenntnissen fiihren. Es er
scheint den Verfassern demnach, daB auf dem Gebiet Ger Fermentmodelle noch 
wese~.tliche und ausschlaggebende Schritte in schon begangenen Richtungen zu 
tun sind und Erfolg versprechen. 

1 S. C. OLIVIER: RecueiI Trav. chim. Pays·Bas 64 (1935), 322, 599. 
J W. LANGENBECK: Ber. dtsch. chem. Ges.68 (1935), 776. 
3 C. N. JONESCU, I. COTANI: Ber. dtsch. chern. Ges. 'i1 (1938), 1367. 
, W. LANGENBECK, K. HOLSCHER: Ber. dtsch. chern. Ges. 71 (1938), 1465. 
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i -, DEUTICKE, KRAFT 461. 
I -, GRIESBACH, SCHMITZ 1 2. 
-, OPPENHEIMER 486. 
-, RIEBELlNG, SELTER 

287. 
-, SCHMIDT 287. 
-, WASSERMEYER 287. 
-, S. GRASSMANN. 
EMERSON 299, 572. 
ENGELHARDT, BUKIN 372. 
ENGEL'HARDT, BARKHASH, 

474, 476. 
ERCOLI, S. BELFANTI. 
-, S. CONTARDI. 
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EULER, ADLER, HELL
STROM, KYRNING 306. 

-, -, KYRNING 464. 
-,-, SCHLENK, GUNTHER 

471, 477. 
-, -, SCHLOTZER309, 338. 
-, -, STEENHOF-ERIK· 

SEN 482. 
-, ALBERS, SCHLENK 29, 

305, 405, 407f. 
'-, BAUER 409. 
-, BOLIN 370, 382. 
-, BRUNIUS 190f.,275, 307, 

448. 
-, GUNTHER 428f. 
-, -, EVERETT 482f. 
-, HASSE 310, 428f. 
-, HEDDINS, SVANBERG 

26. 
-, HELLSTROM 310, 414, 

416, 428, 444f. 
-, JOSEPHSON 30, 42, 80, 

83, 74ff., 390, 392. 
-, KARRER, ADLER, 

MALMBERG 310. 
-, -, MALMBERG, 

SCHOPP, BENZ, BEK
KER, FREI 334. 

-, -, ZEHENDER 244. 
-, KULLBERG 26, 79. 
-, LAURIN 59, 79. 
-, LOVGREN 9. 
-, MYRBACK 21, 29, 73, 

77, 79, 304f. 
-, ROTHLER 282ff. 
-, SIMONS 284. 

ERDOS, S. ANNAU 
ERDTMAN 168, 173, 
ERIKSEN, S. VEIBEL. 
ERIKSSON -QUENSEL, 

I -, NILSSON 9, 304, 463. 

-, ZELLER 281, 354. 
EDSON 486. 
EFFKEMANN ,S. ABDERHAL-

DEN. 
EGAMI, S. SODA. 
EGE, OBEL 259. 
EGGLESTON, S. KREBS. 
EGUCHI, S. KITAGAWA. 
EHRENREICH, S. MICHA-

ELIS. 
EHRLICH 330. 
EICHHORN, S. KRAUT. 
EINBECK 412. 
EINECKE, S. BRUNING. 
ELEMA 412. 
ELFORD 521, 523f. 
-, ANDREWS 524. 
ELION 490. 
ELLINGER, KOSCHARA 309, 

333. 
ELLIOTT 301, 313, 3-'0, 

381, 383£., 386, 389, ~ 

175. i -, -, RUNJEHELM 463. 
-, SCHLENK 405, 408. 

SVEDBERG 525. 
-, S. SUMNER. 

ERXLEBEN, S. HERKEN. 
-,S. KOGL. 

EULER 42, 46, 66, 68, 76f., 
79, 83, 389f., 393, 403, 
412. 

-, ADLER 23, 270, 304£., 
307, 309, 321, 409, 
443, 445, 457, 469, 
47lf., 477, 496. 

-, -, GUNTHER 418,437. 
-, -, -, DAS 479. 
-, -, -, ELLIOTT 459. 
-, -, -, HELLSTROM 306, 

432, 459, 461, 465f. 
-, -, HELLSTROM 305, 

308, 310, 406ff., 443, 
464, 468, 471. 

-, -, HEIWINKEL, HOG-
BERG 409. 

-, SKARZYNSKI 214. 
-, SVANBERG 9,72, 77, 113. 
-, VESTIN 484. 
-, WALLES 77. 
-,s. ADLER. 
-, S. FRANKE. 
-, S. JOSEPHSON. 
EVERETT, S. EULER. 
VAN EVEYK, S. RONA. 
EYSENBACH, S. FISCHER. 

FABISCH 142, 152. 
FAJANS 561, 571. 
-, S. BREDIG. 
FALLEY 267. 
FANKUCHEN 26l. 
-, S. BAWDEN. 

F ARBI:R, WINNE 255. 
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FARKAS, YUDKIN 492. 
FEDOROFF, S. BUTKE· 

WITSCH. 
FEICHTNER, S. BAMANN. 

FEIST 569. 
FELIX, HARTENECK 199. 
-, MAGER 32, 207. 
-, MULLER, DIRR 28l. 
-,SCHEEL, SCHULER 

348. 
-, SCHNEIDER 281. 
-, ZORN 345. 
~, -, DIRR - KALTENBACH 

344£. 
:FELTHAM, s. Zo BELL. 
FILIPOWICZ 1~1. 

FISCHBACH, S. HAHN. 

FISCHER 56, 82, 85, 93, 
198, 327f., 493, 548. 

-, E YSENBACH 493. 
-, LIESKE, WINZER 491. 
-, ROEDIG, RAUCH 339, 

494. 
-, SEEMANN 328. 
-, ZElLE 328. 
-, ZEMPLEN 97. 
-, S. WIELAND. 
FISCHGOLD, S. OELKERS. 

-,s. RONA. 

FISKE, S. BREDIG. 
FLEISCH 299, 303, 413,. 

478. 
FLEISCHMANN 144. 
FLEURY 360f. 
-, COURTOIS 178. 
FLORKIN, S. KUHN. 

FODOR 28, 62, 200, 436, 
455. 

-, FRANKEL, KUK 218. 
-, FRANKENTHAL 376, 

435, 452ff. 
-,KUK 200. 
FOLIN, CIOCALTEU 239. 
FOMIN 238. 
FONG, S. KRUEGER. 
FORD, GUTHRIE ll8. 
FORRAI 168. 
FORSBECK, S. OLITZKY. 
FOSSE 275. 
FRAENKEL 265. 
-, S. BERGMANN. 

FRAENKEL-CONRAT, S. 
BERGMANN. 

FRAGE, S. WIELAND. 

FRAMPTON 526. 
-, S. DOUNCE. 

FRANCIOLI 156f. 

Namenverzeichnis. 

FRANK, S. FREUDENBERG. 
FRANKE 357, 375, 418, 

430, 436, 442, 489. 
-, DEFFNER 377, 458. 
-, EULER 330. 
-, HASSE 375. 
-, LORENZ 377. 
-, S. DEFFNER. 

FRANKEL, S. FODOR. 

FRA.NKEL, MISLOWITZER 

529. 
FRANKENBURGER 556, 

566, 571, 574. 
FRANKENTHAL, S. FODOR. 

FRANKLAND 491. 
FRAZER, WALSH 138. 
FREI, S. EULER. 

-, S. THEORELL. 
FREMERY, S. WILLS TATTER. 
FREUDENBERG 106f. 
-, BLUMMEL, FRANK 161. 
-, BOPPEL 112. 
-, KUHN, DURR, BOLZ, 

STEIN BRUNN 106. 
FREUNDLICH 21. 
FREYTAG, S. HAHN. 

FRIEDHEIM, MICHAELIS 41, 
412. 

FROMAGEOT 182, 184. 
FROSCH, S. LOFFLER. 

FRUTON, BERGMANN 245, 
258, 261. 

-, IRVING,.BERGMANN 268. 
-, S. BERGMANN. 
FUCHS, S. PRINGSHEIM. 
FUJISE 437. 
FUJITAF 185. 
FURTH, JERUSALEM 364. 
-, LIEBEN 422. 
-, S. CZYHLARZ. 

GADDUM, KWIATKOWSKI 

353. 
GALANTE 238. 
GALE 453. 
-, STEPHENSON 439. 
GALL, S. BAMANN. 
GALLAGHER 385. 
GALLOWAY, s. BURNET. 
GARNER, S. RODNEY. 

GARVIN, S. MCHENRY. 

GATES 533. 
-, s. RIVERS. 

GAUNT, s. BUCHNER. 

GAWRYCHOWA, s. KRAUSE. 
GEBAUER, FUELNEGG, 

ALT 355. 

GEDDES, HUNTER 279. 
GENEVOIS 572. 
GENIN, s. PRINGSHEIM. 

GERENDAS, s. BAN GA. 
-, S. SZENT-GyORGYI. 

GERISCHER, S. NEGELEIN. 

GERSTNER, s. BREDIG. 

GERTLER 150. 
GETCHEI,L, WALTON 384ff. 
GIERHAKE, NASSE 282. 
GIESSBERGER 114. 
GILCHRIST, PURVES 102. 
GILLASPIE, S. BERNHEIM. 

GINS 512. 
GIRl 169, 176, 179. 
GIRSA VICIUS 495. 
GJALDBAEK, S. HENRI-

GUES. 
GLASER, s. AUBEL. 
GLENN, S. MATHEWS. 
GLEU, PFANNSTIEL 572. 
GLICK, KING 140, 150. 
GLIMM, SOMMER 118. 
GLUCK, s. BERTH'0. 

GODE, s. SHIBATA. 

GOIRRE, s. BOURQUELOT. 

GOLDSCHMIDT, KIN SKY 

202. 
GOLDSTEIN, BONDAREW A 

151. 
GOOTZ, s. HELFERICH. 

GORBACH, :UERCH 79. 
GORDON, GREEN, SUB-

RAHMANY AN 343. 
-, S. CORRAN. 
GORINI 266. 
-, GRASSMANN, SCHLEICH 

264, 266. 
GORR, S. NEUBERG. 
GORTNER 360. 
GOSENIUS, S. WEBER. 
GOSZY, s. ANNAU. 

-, s. SZENT-GYORGYI 

497f. 
Go TO 224. 
-, S. ABDERHALDEN. 

GOTTSCHALK 119. 
-, s. LIPSCHITZ. 
GRABER, RIEGERT 276. 
GRALEN, s. SUMNER. 

GRANDE 490. 
GRASER, s. WILLSTATTER. 

GRASSMANN 61, 204, 213, 
215, 218, 220, 222, 248. 

-, BASU 273. 
-, BAYERLE 202. 
-, BERTHO 46. 



GRASSMANN, DYCKERHOFF 

14, 199,204,212, 216f., 
220,227, 23Of., 238, 240, 
244. 

-, -, SCHONEBECK 213, 
215£., 219, 255. 

-, EMBDEN, SCHNELLER 

14, 217, 219. 
-, HAAG 229f. 
-, HEYDE 216, 229. 
-, KLENK 14f., 229£., 

232f. 
-, -, PETERS-MAYR 194, 

214, 228, 234. 
-, MAYR 278f. 
-, ME YER 202. 
-, PETERS 12, 66. 
-, RIEDERLE 207. 
-, RUBEN BAUER 125f. 
-, SCHMITZ 218. 
-, SCHNEIDER 202, 243. 
-, SCHOENEBECK 246. 
-, -, AUERBACH 218ff., 

230f. 
-, STADLER, BENDER 94, 

125ff. 

Namenverzeichnis. 

GREEN, STICKLAND, TARR 

491. 
-, STRAUB 339. 
-, B. CORRAN. 

-,B. DEWAN. 

-, B. GORDON. 

-, B. OGSTON. 

-, B. STRAUB. 

GREIF, B. ABDERHALDEN. 

GREIG, MUNRO, ELLIOTT 

503. 
-, B. ELLIOTT. 

GREISE, B. W ARBURG. 

GREVILLE 499, 50lf., 504. 
GRIESBACH, S. EMBDEN. 

GRIESE, B. W ARBURG. 

GROHMANN 490. 
GRONVALL 416. 
GROTH 511. 
GROVER, CHIBNALL 278f. 
GRUNDHERR, B. KUHN. 

GRUNLER, B. HELFERICH. 

GRUTTERINK, B. RINGER. 

GRYNBERG 348. 
GUERIN 512. 
--, B. CALMETTE. 

GUHA, s. CHAKRABORTY. -, VOLMER, WINDBICH

LER 34, 235, 270. 
-, ZECHMEISTER, TOTH, 

STADLER 94, 97, 125, 
127f. 

i GUNTHER, B. ADLER. 

-,B .• EULER. 

GURCHOT 435. 

-, B. GORINI. 

-, B. '" ALDSCHMIDT-
LEITZ. 

-, B. WILLS TATTER. 

GRATIA 544. 
-, MANIL 525, 544. 

-, LOWMANN 422. 
GUTBIER 88. 
GUTHRIE, S. }<'ORD. 

GYORGY 334. 
-, ROTHLER 289. 
-,So KUHN. 

GYOTOKU 140, 150. 
GRATTAN, S. TUANNHAU- -, TERASHIMA 142. 

SER 176. 
GRAUBARD 357, 363, 366, 

371, 384. 
-, NELSON 359f., 365. 
GREEN 311, 340, 402, 410, 

418f., 436, 438, 460, 
462. 498f. 

-, BROSTEAUX 311, 430, i 

434f., 438. 
-, DEW AN 305. 425, 427, . 

432, 437, 441, 450, 460 .• 
-, -, LELOIR 408, 425, 'i 

433, 439. 
-, DIXON 341. 

HAAG, S. GRASSMANN. 

HAAGEN 535. 
HAARYANN, BARTSCUER 

120. 
-,8. HAHN. 

HAAS 41, 309, 337f., 403, 
407. 

--, LEE 389. 
-,~. KUBOWITZ. 

-,~. NEGELEIN. 

--,~. W ARilURG. 

HABER, WJLLSTXTT~:R 41, I' 

398. 
-, NEEDHAM, DEWAN HAGER, tl. WILLAMAN. 

306f., 426, 432f., 437, HAGIIIARA 390. 
450f., 462, 465. HAHN 291, 489. 

-, RICHTER 311, 351, 410. -, FISCIIBACII 422. 
-, STICKJ.AND 491. ! _', -, NIE~IER 422. 
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HAHN,HAARMANN 291,436, 
457, 463. 

-, NIEMER, FREYTAG 423. 
-, B. BUCHNER. 

HALDANE 42, 46, 396. 
-, s. COOK. 

HALE, B. BALI.S. 

HALEY, S. LANGENECKER. 

HALLAUER 5.35. 
HALLE 209. 
HALVORSON, ZIEGLER 510. 
HAMBURGER 144. 
-, HEKMA 252. 
HAM MARS TEN 260, 263. 
-, s. AGREEN. 

HAND, B. KUHN. 

-, S. SUMNER. 

HANSON, B. ABDERHALDEN. 

HAPPOLD 357. 
--, RAPER 363. 
HARDEN , NORRIS 422. 
-, YOUNG 29. 
HARE 349. 
--, PHILPOT, KOHN 353. 
HARE-BERNHEIM 350. 
HARRER, s. STOTZ. 

HARRINGTON, MEAD 409. 
HARRISON 313, 339, 387, 

455, 463, 476f. 
HARROP, BARRON 316, 470. 
HARTENECK, B. AMBROS. 

-,B. FELIX. 

-, S. WALDSCHMIDT-

LEITZ. 

HARTREE, B. KElLIN. 

HARTRIDGE, ROUGHTON 

329. 
HARVEY 378ff. 
--, DIETRICK 378. 
-, KORR 381. 
-, MORRISON 380. 
-, SNELL 380. 
HASSE, B. EULER. 

--, S. FRANKE. 

HASTINGS, s. BARRON. 

-, S. KIESE. 

--, S. KLElIIPERER. 

-, S. STOTZ. 

HATANO 97. 
HATSCHEK, H. W ALl>-

SCHMIDT-LEITZ. 

HATTORI, B. SODA. 

HAUROWITZ 32, 39, 396, 
543. 

-, s. WILLS'l'A'rTER. 

HAUSMANN, s. 'VALV

SCHJIHD'l'-LEI'l'Z. 



590 

HAWORTH 106f. 
-, HmST 56, 410. 
-, -, OLIVER 126. 
-, -, PERCIVAL 129. 
-, -, RUELL 57. 
-, -, THOMAS 124. 
-, LEARNER 129. 
-, LOACH, LONG 103. 
-, LONG, PLANT 94. 
-, -, ZEMPLEN 104. 
-, MACHEMER 124. 
-,PEAT 82. 
-, STBEIGHT 129. 
-,s. AVERY. 
-, s. BYWATER. 
-, s. CHARLTON. 
-,S.DREW. 
HAYASKI 154. 
HEARD, WELCH 352. 
HEDDINS, S. EULER. 
HEIDENHAIN 247, 252. 
HEIDUSCHKA, FORSTER 

262. 
HEISS, S. WILLSTATTER. 
HEIWINKEL, S. EULER. 
HELBORGER, S. LEVENE. 
HELFEBICH 91£., 94, 99f., 

104f. 
-, BRIEGER 101, 105. 
-, GoOTZ, SPABlIIBERG 94. 
-, HEYNE, GOOTZ 103. 
-, LAMPERT 102, 105. 
-, RAUCH 104. 
-, REISCHEL 97. 
-, RICHTER, GRttNLER 101 
-, SCHEIBER 105. 
-, SCHlIIITZ-HILLEBRECHT 

100. 
-, SPABMBERG 104. 
-, VORSATZ 100, 105. 
HELLERMANN 410. 
-, STOCK 281, 284. 
HELLBUNG, S. LANGEN-

BECK. 
HELLsTROM, EULER 465. 
-,s. ADLER. 
-,s. EULER. 
-, S. ZElLE. 
HELMER, S. MURPHY. 
HELMERT, S. MASCHlIIANN. 

HENNICHS 390ff., 393. 
HENRIGUES, GJALDBAEK 

267. 
HENRIOT, HUGUENARD 

518. 
HENRY 57. 
-, s. LEMBERG. 

Namenverzeichnis. 

HENSCHEN, S. TISELIUS. 
HENSELEIT, S. KREBS. 
HERBERT, S. OSTERN. 
HERELLE 508, 512. 
HWSSEY 103. 
-, CHEYMOL 103. 
-, S. BOUBQUELOT. 
IlERKEN, ERXLEBEN 214. 

I 
HERNLER, PHILIPPI 358, 

361. 
HERR 177. 
HERRIOTT 259, 26lf. 
-, NORTHROP 259. 
-, S. DESBEUX. 
HERRMANN, S. ABDERHAL-

DEN. 
HERSCHOORFER 170. 
HERzBERG 512. 
HESSE, S. WILLSTATTER. 
HESTBIN, S. LEIBOWITZ. 
HEWITT 316, 326, 412. 
HEYDE, S. GRASSMANN. 
HEYMAN, S. ADLER. 
HEYN, S. VONK. 
HEYNE, S. HELFEBICH. 
VAN HEYNINGEN 333. 
HICKINBOTTON, s. HA-

WORTH. 

HILL 102, 105. 
-, KElLIN 401. 
-,s. DIXON. 

HILLS 487. 
-, S. KERNOT. 
HIRSCH, s. NEUBERG. 

HIRST 410. 
-, !'LANT 109. 
-,S. AVERY. 
-, S. BYWATER. 
-, S. HAWORTH. 
HITCHCOCK 38, 62. 
HOFF-J0RGENSEN 440f. 
HOFMANN 76, 85, 89f., 98, 

105. 
-, BERGMANN 202, 220f., 

223, 246. 
-, S. NEUBEBG. 
-,S. STOLL. 

HOFMEISTER, CUBTIUS 196. 
HOGBERG, s. EULER. 

HOGNESS, S. ALTSCHUL. 
-, S. HOBECKEB. 
-,S. STOTZ. 

I HOLDEN 304. 
HOLIDAY, S. STERN. 

I HOLLANDER, S. DUGGAR. 
HOLLEY, S. SANDBERG. 

HOLMBERGH 115, 117, 173, 
349, 430£., 436£l. 

HOLMES 513f., 524. 
-, S. OSTEBN. 
HOLSCHER, S. LANGENBECK. 
HOLTER 262f. 
-, LEHMANN-BERN, LIN

DERSTR0M-LANG 220, 
234. 

-, S. LINDEBSTB0M-LANG. 
HOLWERDA 139. 
-, VEBKADE, DE WILLIN-

GEN 138. 
HOMMERBERG 185. 
HoPKINS 312£., 315, 409-. 
-, BURNS 218, 231. 
-, DIXON 312, 414. 
-, ELLIOTT 312£. 
-, LUTWAK-MANN, MOR-

GAN 414. 
-, MORGAN 315, 373, 4H;-. 
-, -, LUTWAK-MANN 

416£., 467. 
-,s. CROOK. 
-, S. MORGAN. 
HOPPE-SEYLER 297, 491. 
HOPPERT 272. 
HOBECKEB, STOTZ, HOG-

NESS 415. 
HORNING 8. 
HOTTA 178. 
HOUGET, MAYER, PLAN-

TEFOL 375. 
HOWELL, S. SUMNER. 
HunSON 69£., 72. 
-, S. ADAMS. 
HUFFMAN, S. BORSOOK. 

HUGHES, PARKER, RIVERS 
527. 

-,S. ADLER. 
-, S. COBLENZ. 
HUGUENARD, S. HENBIOT. 
HULTON, S. BAKER. 
HUMME, S. KRAUT. 
HttlllME 262. 
HUNTER 281, 284. 
-, MORELL 284. 
-, PETTIGREW 283. 
-, WARD 347. 
-, S. GEDDES. 
HUSSEY, THOMPSON 79. 
HUTSCHENBEUTER, S. 

LANGENBECK. 

I HuzAK 315, 371, 373, 388. 
-,S. ANNAU. 

I HYDE, LEWIS 130. 
HYMAN 298. 



ImuG, a. PORTER. 
IKEDA, a. BBEDIG. 
lLLING, a. KAItBER. 
INNES 5()2. 
IRVINE 4. 
IRVING, a. FBUTON. 
IscoYESCO 17. 
ISHIKAWA, a. KENDALL. 
ISSAJEW 390. 
bOH 146, 395. 
-, NAKAMABU 140. 
IWANOFF 76. 
-, DODOWNA, TSCHASTU· 

CIDN 85. 
IWANOWSKY 507. 
IWATSUBU 167. 
-, NANJO 170, 177. 

JACOBI, a. MYBBACK. 
JACOBSON 171f., 179f. 
JACOBSOHN, TAPADINHAS 

164. 
-, a. NEUBERG. 
JACOBSEN 552f. 
JACOBY 9, 277, 390. 
JALANDER 147. 
JANICKI 119, 122. 
-, a. ~ASZCZ. 
JANSSEN 517f. 
J ANTBIA 154. 
JEFFREYS, a. BOBSOOK. 
JENDRASSIK, a. LOHMANN. 
JENNER, KAy 173f. 
JEBEMEJEW, s. BLAGO-

WESTSCHENSKI. 
JEBNAKOFF, s. BIEDER-

MANN. 
JERUSALEM, s. FURTH. 
jEU, ALYEA 487. 
JEWBEINOVCE, s. KIESEL. 
JMAIZUM:I, s. UTZNO. 
J OANID, s. VINTILESCO. 
JOHANSEN, a. LINDER-

STBSM-LANG. 

JOHNSON 234, 242f., 263, 
420. 

- PETERSON 212, 215ff., 
. 219f., 229, 234, 263. 

-, ZILVA 315, 371ff. 
-, a. BERGER. 
-,a. KREBs. 
-,a. MAYER. 
-,a. VOEGTLIN. 

JOLEYMAN, a. PARKES. 
JONESCO, OOTANI 582. 
-; a. VINTlLEsco. 
JONO 190. 

Na.menverzeichnis. 

I Joos, a. KARBER. 
J9RGENSEN 243f. 

1
-, a. BLAGOWESTSCHEN. 

SKI. 
JOSEPHSON, 75, 98f., 102. 
-, EULER 30, 194, 231. 
-,a. EULER. 
JOWETT, . QUASTEL 410, 

442, 489, 495. 
JUDKIN 478. 
JUNG, MULLER 441. 
JURGENSEN, a. SSRENSEN. 

KAHN, a. PECK. 

KAIPOWA, a. KIESEL. 
KALLM:ANN, a. BLEYER. 

KALTSCHlIIDT, a. KUHN. 
KANDA 378f. 
KAPELLEB, BOXER 287. 
KARBER 40, 126. 
-,BENZ 407. 
-, lLLING 125. 
-, KOEBNEB, SALOMON, 

ZEHENDER, MlEBWEIN 
335. 

-, MlEBWEIN 334. 
-, ScHLITTLER, BENZ, 

PFAEHLER 334. 
-, SOHOPP, BENZ 334. 
-, -, -, PFAEHLEB 334. 
-, -, SALOMON, SCHLITT-

LEB 334. 
-, SCUWABZENBACH 404. 
-, STAUB 125f. 
-, -, Joos 126. 
-, STRAUSS 245. 
-, W ARBUBG 404. 
-, WEINHAGEN, Joos 126. 
-, ZEHENDER 285. 
-,a. EULER. 
-, a. THEoBELL. 
KABsTBOM 76, 85, 90. 
KAsnER 490. 
KAsIM:OTO, a. AKABOBI. 
KASTLE 295. 
-, LOEWENHABT 360f. 
KATAGIBI, KITAHABA 435 . 
KATSCIDONI-W ALTER, a. 

SORENSEN. 

KAUSCHE 531f., 534, 536. 
-, RUSKA 526. 
-, STUBBE 534. 
-, a. PFANKUCH. 

KAy 177. 
KAYASIDM:A, a. SINKICHI. 

KEESEB 150, 156, 177. 
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KEIL, a. MULLER. 
KElLIN 32, 302f., 330 ff. , 

358, 360, 370, 382, 387, 
399ff., 402f., 413f. 

-, lIABTBEE 39, 323, 
330ff., 345, 348f., 370, 
390f., 393f., 396ff., 
4OOff. 

-, KUBOWITZ 363. 
-, MANN 39, 358ff., 362f., 

365f., 383, 386. 
-,a. DIXON. 

-, a. ELLIOTT. 
-,a. HILL. 
-,a. MANN. 
KEKWICK, PEDERSEN 27, 

336. 
-, a. McFARLANE. 
KENDALL 409. 
-, IsHIKAWA 417, .452. 
KEBNOT, HILLs 150. 
KERTESZ 373, 483. 
-, DEARBORN, MACK 37J. 
-, a. CALIFANO. 
KIESE, HASTINGS 176. 
KIESEL, JEWBEINOVCE 

258. 
-, KAIPow A, SSOSSINA 

202. 
KIESSLING 122. 
~,a. MEYEBHOF. 
KIM:uBA 242. 
KING 314, 410. 
-, DELORY 176. 
-,PAGE 156. 
-, WAUGH 315. 
-,a. GLICK. 
-, a. SCHULTZE. 
-, a. SILVEBBLATT. 
-, a. STOTZ. 
-,a. WEBER. 
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STAUB, S. KARRER. 
STAUDINGER 107f., 124. 
-, SCHWEITZER 125. 
STEACIE 79. 

N amenvel'Zeichnis. 

STEARN 33. 
STECHE, s. W AENTIG. 
STEDMAN 151, 177. 
-,B. EDGAR. 
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-, -, HOWELL 278. 
-, POLAND 277. 
-, S. HOWELL. 
-,So KIRK. 
SUNDBERG 269. 
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SZENT-GYORGYI 299, 301, 
304, 314£., 317, 320, 
325, 356, 359f., 370ff., 
381, 388, 413, 430, 435, 
438, 465, 497f., 500, 
502, 506. 
-, BANGA 304, 333. 
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Cholesterin, Konstitution 159. 
Cholesterinesterase 159f. 
Choline, oxida.tion 421. 
- dehydrogenase 420. 
Cholinesterase 157f. 
Chondroitinschwefelsii.ure, Konstitution 

183. 
Chondrosulfata.se 186. 
Chorioallantois bei der Virusziihlung 512. 
Chromatographische Adsorptionsanalyse 

23. 
Chymase 263. 
Chymotrypsin 255. 
-, Abbau 36. 
-, Aktivierung 257. 
-, Bestimmung 257. 
-, Darstellung 257. 
-, Eigenschaften 257. 
-, kristallisiertes 33, 249. 
-, Spezifitiit 255. 
-, Vorkommen 256. 
Citrate as carrier 317. 
Citric acid cycle .317, 503. 
- (isocitric) dehydrogenase 455. 
- - -, mechanism of action 457f. 
Classification of enzymes 319. 
Clupein, enzymatische Aufklii.rung 204. 
Coagulation, s. Gerinnung. 
Cobaltium, s. Kobalt. 
Codehydrase II, Abtrennung durch Chro-

matographie 23. 
Co-dehydrogenase, s. Coenzyme. 
Coenzyme factor 310. 
- -, s. a. Diaphorase. 
- 'reduction and phosphate esterification 

467. 
- relations, summary 311. 
- systems, terminology 321. 
Coenzyme I, equilibrium with alcohol 444. 
Coenzyme-determined (lactic) dehydro-

genases 430. 
Coenzymes, definition 321. 
- of succinic dehydrogenase 414. 
-, various 315. 
Coenzymes I and II, carrier function 304. 
- - - -, chemical nature 305. 
- - - -, distribution 409. 
- - - -, estimations 408. 
- - - -, function 305. 
- - - -, interconversion 409. 
- - - -, mechanism of action 404. 
- - - -, preparations 407. 

Coenzymes I and II, reduction 406. 
- - - -, reoxidation 407. 
- - - -, structure 405. 
-, s. a. Coferment. 
Coferment, Begriff 35. 
- und Triigertheorie 29. 
-, s. Coenzyme(s). 
Colloidal, s. Kolloid. 
Colonies, s. Kolonien. 
Colour, s. Farbe. 
Compensators, s. Kompensatoren. 
Complement, s. Komplement. 
Complex theory of biocatalysts 301. 
Constitution, s. Konstitution. 
Contraction, s. Kontraktion. 
Copper in phenol oxidase 36-1. 
CORI-Ester 122. 
Counting of Virus, s. Zii.hlung. 
Coupled reactions with catalase 398. 
- - with enzymes 323. 
- - in glycolysis 469. 
Cozymase, Abtrennung durch Chromato-

graphie 23. 
- als prosthetische Gruppe 29. 
Cream, s. Sahne. 
Cristallisation, s. Kristallisation. 
Cryptogames, s. Kryptogamen. 
Cyclic reaction with enzymes 323. 
Cytasen 126f. 
Cytochrom, ReaktionsW:!lise 40. 
Cytochrome 399. 
-, absorption spectrum 399. 
-, carrier function 302f., 317. 
-, chemical nature 401. 
-, chemical properties 402. 
-, enzyme character 321. 
-, redox potential 402f. 
-, relation of spectrum to respiratory 

enzyme 331. 
- a and b 402. 
-!J 400. 
- oxidase, contribution to total respi-

ration 332f. 
- -, relation to respiratory enzyme 330. 
- -, terminology 304. 
Cytoflave 308. 

Darm, Enzyme im 65, 86, 125, 155, 157, 
159, 167, 184, 188£., 213ff., 228, 290. 

-. s. a. intestine. 
Darstel1ung von Adenylpyrophosphatase 

179. 
- - Amidasen 274f., 279, 283, 286, 

288ff. 
- - Aminopeptidase 216. 
- - Carboxypeptidase 224. 
- - Chlorophyl1a.se 162. 
- - Cholinesterase 157. 
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Darstellung von Chymotrypsin 249, 257. 
- - Dipeptidase 229. 
- - P,h.-Fructosidase 69. 
- - Glucanasen 126. 
- - IX-Glucosidase 87. 
- - p-Glucosidase 98. 
- - Glucosulfatase 185. 
- - Leberesterase 148. 
- - Lecithase 156. 
- - Magenlipase 144. 
- - Myrosulfatase 186. 
- - Nucleophosphatase 180. 
- - Nucleosidasen 190. 
- - Pankreaslipase 136. 
- - Papainasen 240. 
- - Pepsinasen 260. 
- - Phenolsulfatasen 184. 
- - Phosphomonoesterasen 168. 
- - Phytase 182. 
- - Pyrophosphatase 178. 
- - Ricinuslipase 145. 
- - Tabakmosaikvirus 517, 519. 
- - Trypsinase 249, 257. 
- - Virusproteinen 515. 
-, s. a. Preparation. 
Deamination, oxidative - of amines 352. 
Defensive enzymes, s. Abwehrfermente. 
Debnung von Faserproteinen 209. 
Dehydra.se (an)aerobic 319. 
-, definition 3,19. 
Dehydrasemodell 565. 
Dehydrasen, zusammengesetzte Natur 

29f. 
Dehydrases, nomenclature 292. 
-, study with methylene blue 297. 
Dehydrogenases, (an)aerobic 319f. 
-, causing reaction with Coenzymes I 

and II 430. 
-, (not) coenzyme-determined 320. 
-, definition 319. 
-, meaning of the term 321. 
-, not reducing oxygen 320. 
-, study with methylene blue 297. 
-, unclassified 322. 
Denaturierung von Virusproteinen 528, 

533. 
Desaminierung, s. Deamination. 
Desmoenzyme 11. 
Desmolasen 7. 
Desmo- und Lyoesterasen der Leber 151. 
- - Lyophosphatasen 169. 
Destruction, s. Zerstorung. 
Deuterium, s. Heavy water. 
Dextrinierung der Starke 109ff. 
Dextrinogen 110. 
Dialyse der Saccharase 70. 
Diamine oxidase 354, s. a. Histaminase. 

Diaphorase 310, 425. 
-, action 427. 
-, chemical nature 311, 429. 
-,name 429. 
-, PH-influence 428. 
-, preparations 426ff. 
-, relation to "mutases" 426. 
- a.s yellow enzyme 338f. 
Diffusionsgeschwindigkeit als Mal3 des 

Molekulargewichts 26. 
Dihydromaleic acid oxidase 374. 
Diketopiperazine als EiweiJ3bausteine 199. 
Dipeptidase 227. 
-, MfinitatsverhiUtnisse 232. 
-, Aktivierung 231. 
-, Aktivitats-p.-Kurven 233. 
-, Bestimmung 229. 
-, Darstellung 229. 
-, duale Struktur 34. 
-, Eigenschaften 230. 
-, prosthetische Gruppe 42. 
-, Spezifitat 227. 
-, Struktur 235. 
-, Vorkommen 228. 
.- I und II 232. 
Dismutation by Coenzyme 306. 
-, enzyme system of - 32lf. 
- - - - for aldehyde 343. 
Disproportionierung, s. Dismutation. 
Distribution of C,-system 501. 
- - catalase 389. 
- - choline dehydrogenase 422. 
- - coenzymes I and II 409. 
- - dihydromaleic acid oxidase 374. 
- - flavin 333. 
- - glucose oxidase 377. 
- - P-hydrobutyric dehydrogenase 

439, 441. 
- - hydrogenase 493. 
- - laccase 366. 
- - lactic dehydrogenase of animals 

433. 
- - phenol oxidase 357. 
- - plant peroxidase 381. 
- - rcspiratory enzyme 332. 
- - succinic dehydrogenase 417. 
- - tyramine oxidase 349. 
- - uricase 348. 
- - xanthine oxidase 339. 
-, s. a. the variOl· organs, s. a. Vor-

kommen. 
Dissoziationskonstante der Enzym-Sub-

strat-Verbindungen 38. 
Donator of hydrogen 295. 
Dopa (dihydroxy phenylalanine) 367. 
- oxydase 367. 
Duale Natur der Proteasen 270. 
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Dualistislihe Theorie der Enzyme 28. 
Dye reduction by C"systems 500. 
Dynatoneri., Begriff 25. 

Einheit der Aminopeptidase 216. 
- - Amylase 113. 
- _. Carboxypeptidase 223. 
- - Dipeptidase 229. 
- - p,h·Fructosidase 67. 
- - ~·Galactosidase 104. 
- - Glucanasen 126; 
- - ~·Glucosidase 86. 
- - p.Glucosidase 9S. 
- - Leberesterase 147. 
- - Magenlipase 143. 
- - P8.nkreaslipase 135. 
- - Papainasen 239. 
- -. Pepsinasen 259. 
- - Phosphomonoesterase 16S. 
- - Ricinuslipase 145. 
- - Trypsinasen 24S. 
Einheiten, s. a. Units. 
Einheitlichkeit der Virusproteine gemiW 

der Vltrazentrifugierung 525. 
Einteilung, s. Classification. 
Eisen, s. Iron. 
Eisenhydroxyd als Adsorbens 19. 
EiweiB, enzymatische Synthase 45. 
- als Wirkgruppe dar Proteasen 33. 
-, s. Proteine, proteins. 
EiweiBarme Enzyme 37. 
EiweiBiiillung und Virusaktivitiit 52S. 
EiweiLlstoffwechsel bei Viruserkrankung 

537. 
Electron transfer in oxidation reduction 

processes 301. 
Elektrophorese zur Enzymtrennung 16. 
Elution 20. 
Emulsin 91. 
-, Chromatogr8ophie 23. 
-, enzymatische Zusammensetzung 91, 

103, 105. . 
-, Gleichgew'ichtseinstellung 44. 
-, s. fJ·Glucosidase. 
Emulsinmodell 37f., 563, 56S. 
Endoenzyme 11. 
Energiestoffwechsel 5. 
-, Enzyme des - 6. 
Energy in biOchemical processes 294. 
Enterokinase 7. 
-, Darstellung 250. 
-, Wirkung 253. 
Enzymchemie, Aufgaben 10. 
-, Geschichte 3i. 
-, Methoden 10ff. 
Enzyme, Abtrennung 13. 
-, Adsorption 17ff. 
-, Anreicherung 13. 

Hdb. d. KatalYll8. m. 

Enzyme, Aufklirung der Proteine 203. 
-, Begriff 3. 
-, Bibliographie 46. 
-, Bildung 7. 
-, duale Natur 34. 
-, dualistische Theorie 28, 546. 
-, Eigenschaften 34. 
-, Einteilung 5. 
-, eiweiBarme 37. 
-, Isolierung 11. 
-, Molekulargewicht 26. 
-, quantitative Bestimmung 24, s. a: die 

einzelnen Enzyme, s. a. Bestimmung. 
-, struktureller Aufbau 26. 
-, Vorkommen 7, s. a. die einzelnen 

Enzyme, s. a. Vorkommen. 
-, Wirkung auf Virusstoffe 532. 
-, Wirkungsweise 38ff. 
-, zusammengesetzte Natur 28. 
-, Zusammenhang mit homogener und 

heterogener KataIyse 43. 
-, s. a. Aktivierung, Bestimmung, Dar· 

stellung, Einheiten, enzymes, Hem· 
mung, Kinetik, physika.lische Ein· 
fliisse, Spezifitiit, Struktur, Synthase, 
Vorkommen, Wasserstoifionenkon· 
zentration. 

Enzymeinheit, Definitionen24. 
Enzymes causing reaction with hydrogen 

peroxide 381. 
- of inorganic redox processes 497. 
-, nomenclature and classification 31Sif. 
-, s. a. Activation, Chemical nature, Di· 

stribution, Estimation, Enzyme, In· 
hibition, Kinetics, PH' Influence, Pre· 
parations, Reversion of action, Spe
cifity, Units. 

Enzymmodelle 37. 
-, s. a.. Fermentmodelle. 
Enzymreaktionen als Gleichgewichte 44. 
Enzym-Substrat-Verbindungen 195. 
Enzymwirkung, Theorie 57. 
Equilibrium, s. Gleichgewicht. 
Erythroamylose 111. 
EBterasemodell 563. 
-, organisches 5S1. 
Esterasen 129. 
-, Aktivierung 149. 
-, Bestimmung 147. 
-, Beziehungen zu Lipasen 34. 
-, Darstellung 14S. 
-, Einheiten 147. 
-, Einteilung 5, 129. 
- im engeren Sinne 147. 
-, Hemmung 150. 
-, Kinetik 14S. 
-, Lyo· und Desmo· - 151. 

811 
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Esterasen, PK-Einflu13 148. 
-, physikaJische Einfliisse 149. 
-, Reaktionsweise 43. 
-, Reinigung 148. 
-, synthetische Wirkung 151. 
-, Vorkommen 147. 
Esterasen, einzelne: 
- anorganischer Ester 163. 
-, Chlorophyllase 161. 
-, Cholesterinesterase 159. 
-, Lecithase 155. 
- organischer Ester 129. 
-, Phosphatasen 163. 
- des Serums 154. 
-, SuHatasen 182. 
- der Taka 153. 
-, Tannase 161. 
Esterification coupled with Coenzyme 

reduction 467. 
Estimation of catalase 391. 
- - coenzymes I and II 408. 
- - oxidisers 324. 
- - phenol oxidase 359. 
- - plant peroxidase 383. 
- ..:.... reducers 324. 
-, s. a. Bestimmung. 
Ethylene hydrase 493. 
Exoenzyme 11. 
-, Gewinnung 11. 
Expansion, s. Dehnung. 

Factor, Coenzyme - 310, s. a. Diaphorase. 
Faktor, s. Factor. 
FiiJIung, fraktionierte 14. 
-, -, am isoeleku-ischen Punkt 16. 
Farbe der Oxydo-Reduktionsfermente 42. 
Farbstoff-, s. Dye-. 
Faserkatalysatoren aJs Fermentmodelle 

567. 
Faserproteine, Struktur 209, 211. 
Fatty acid dehydrogenase 489. 
Ferment, s. Enzym. 
Fermentation, alcoholic 444. 
-, s.Girung. 
Fermente, anorganische 550. 
Fermentmodelle 545. 
-, Begriff 546. 
-, Einteilung 548. 
-, Hemmung 576. 
-, heterogene anorganjache 555. 
-:, homogene asymmetrische 560. 
-, '1tomogene organische 570. 
-, kolloide Hetalle und Oxyde 550. 
-, organische 576. 
-, trigerspezifische 565. 
-, Wert 547, 582. 
Ferric, s. Eisen·. 
Fetts8.ure, s. Fatty acid. 

Fibi'e, s. Faser. 
Filtrationsendpunkt bei Ultrafiltration 

523. 
Filtrierbarkeit der Virusstoffe 507. 
Flavin, carrier function 309. 
-, s. Yellow enzyme. 
Flavinenzyme, Reaktionswbise 40. 
-, dualer Aufbau 30. 
-, Struktur 31. 
Flavines 309. 
Flavoprotein, s. yellow enzyme. 
Foot and mouth disease, s. Maul- und 

Klauenseuche. 
Formaldehy~, Verha.lten gegen Virus· 

proteine 529. 
Formate as carrier 318, 505. 
Formiat, s. Formate. 
Formic dehydrogenase 452. 
- - of bacteria 452. 
- - of plants 453. 
Four carbon dicarboxylic acid system 497. 
Fructanasen 129. 
p,h.Fructosidase 56. 
-, Aktivierung 76. 
-, Bestimmung 64, 67. 
-, Darstellung 69. 
-, Einheiten 68. 
-, Freilegung 66. 
-, Hemmung 76. 
-, Kinetik 72. 
-, PK-Einflu13 74. 
-, physikalische Einfliisse 79. 
-, Spezifitiit 56. 
-, Struktur 79. 
-, synthetische Wirkung 81. 
-, Theorie der Wirkung 56. 
-, Vermehrung in der Hefe 66. 
-, Vorkommen 65. 
-, Zustand in der Hefe 66. 
Fumarate as carrier 317. 
- hydrase 493, relation to INOOinic de· 

hydrogenase 494. 
Fumarate·succinate theory 497. 

Qalactoraffinase 103, s. a. ",·Galacto· 
sidase. 

",·Galactosidase 103. 
p.Galactosidase 104. 
-, synthetische Wirkung 105. 
-, Vorkommen 105. 
""tl-Galactosidase, Reinigung duroh 

Chromatographie 23. 
Gii.rung, Mechanismus 40. 
-, s. a. Fermentation. 
Gekoppelte Reaktionen, s. eoupled reo 

actions. 
Gelatine, enzymatische Strukturunter

suchung 207. 
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Gelbes Ferment, Darstellung 15. 
- -, Elektrophorese 16. 
- -, Molekulargewicht 27. 
- -, Redox-Potential 31. 
- -, Trager 32, 43. 
- -, s. a. yellow enzyme. 
Generation, s. Urzeugung. 
Gerinnung der Milch 262. 
G1eichgewichte, enzymatische Einstel-

lung 44. 
- zwischen Agon und Pheron 37. 
G1ucanasen 123. 
-, Darstellung 126. 
-, Eigenschaften 126 .. 
-, Spezifitli.t 125. 
-, Vorkommen 125. 
G1uconate as H-donator with yeast 490. 
~-Glucosidase 81. 
-, Aktivierung 90. 
-, Bestimmung 86. 
-, Darstellung 87. 
-, Einheiten 86. 
-, Hemmung 90. 
-, Kinetik 89. 
-, PH-Einflu13 89. 
-, Reinigung 87. 
-, Spezifitat 81. 
-, synthetische Wirkung 91. 
-, Vorkommen 85. 
P-G1ucosidase 92. 
-, Aktivierung 99. 
-, Bestimmung 98. 
-, Darstellung 98. 
-, Einheiten 98. 
-, Hemmung 99. 
-, Kinetik 99. 
-, PH-Einflu13 99. 
-, physikalische Einfliisse 101. 
-, Reinigung 98. 
-, Spezifitli.t 92f. 
-, synthetische Wirkung 102. 
-, Vorkommen 97. 
~,d-G1ucosidase, Reinigung durch Chro-

matographie 23. 
Glucose dehydrogenase 476. 
- - of bacteria 478. 
- - of liver 476. 
- oxidase 376f. 
Glucosulfat&se 185. 
G1ucuronate as H-donator with yeast 490. 
Glutamic acid, equilibriwn with Co-

enzyme 480. 
- - dehydrogenase 478. 
- - - of animal tissues 479. 
- - - - bacterium coli 481. 
- - - - plants 483. 
- - - - yeast 482. 

Glutaminase 279. 
Glutathione as carrier 409. 
-, constitution 409. 
-, mechanism of oxidation 420. 
- in muscle glycolysis 467. 
-, reaction with (dehydro) ascorbic acid 

373. 
-, role in respiration 312f. 
Glycerophosphate dehydrogenase 459. 
- -, cytochrome oriented 418. 
- - role in glycolysis 461. 
G1ykogen, Konstitution 108. 
-, Synthese und Abbau 46. 
G1ykolyse, Mechanismus 40. 
Glyoxalase 495. 
Grenzverdtinnung, infektiOse von Virus-

losungen 510f. 
Group, s. Gruppe. 
Gruppe, prosthetische 28. 
Guanase 290. 

Haematins 328ff. 
Haematocuprein 370. 
Haemocyanine, phenol oxidase acticity 

369. 
Haemoglobin, physiological action 329. 
Haftstellen am Enzym 194. 
Halbe Blatter, Methode der - - 515. 
Hiimatine als Peroxydasemodelle 573. 
Hamin, Einwirkung auf H.O. 39. 
- als Oxydasemodell 571. 
- ais Peroxydasemodell 572. 
Haminfermente, Reaktionsweille 39. 
Hiiminkohle ais Atmungsmodell 554. 
Haptophore Gruppe und Wirkgruppe 42. 
Hauptvalenzkatalysatoren, Begriff und 

Einwii.nde 575. 
Hauptvalenzkatalyse, Fonnulierung 38. 
Hauptvalenztheorie der Fermentwirkung 

63. 
Heavy water in hydrogenlyase action 492. 
- -, s. a. schweres Wasser. 
JIefe, Enzyme der - 65, 86, 97,104,167, 

178, 188, 215, 222, 229. 
-, s. a. yeast. 
Hemicellu1asen 126, s. a. Cytasen. 
Hemmung, ausgleichende 25. 
- durch Begleitstoffe 25. 
- als Symplexbildung 37. 
- aIs Beweis fUr Zwischenverbindungen 

38. 
- von Amidasen 277, 279, 2IW, 287. 
- - Aminopeptidase 219. 
- - Amylasen 120f. 
- - Carboxypeptidase 225. 
- - Cholinesterase 158. 
- - Dipeptidase 231. 
- - Fennentmodellen 571, 576. 



612 Sachverzeichnis. 

Hemmung von P,k-Fructosidase 76. 
- -..: - durch Mfinitit 60. 
- - - - Herabsetzung der Zerfalls-

geschwindigkeit 60, 77. 
- -:- - - Schwermetalle 77. 
- - - - SpaJtungsprodukte 59£., 76. 
- ~ /X-Glucosidase 90. 
- - P-Olucosidase 99. 
.,- - Leberesterase 150. 
- - Lecithase 156. 
- - Pa.nkreaslipase 140. 
- - Papainasen 243. 
- - Pepsinasen 262. 
- - Phosphomonoesterase 173. 
'- - Ricinuslipase 146. 
~ - Trypsinasen 251-
Henmiung(s}, s. a. inhibitor (-ion). 
Hepatocuprein 370. 
Heterosidasen, Begriff 92. 
Hexosediphosphate dehydrogenase, s. 

triose phosphate dehydrogen.ase. 
Hexosemonophosphate dehydrogenase 

469. 
...:.... -, preparation 473. 
Hexosephosphorsaureester, enzymatische 

Synthase 46. 
Hexosidase 370, s. a. ascorbic acid oxidase. 
Hippuricase 272. 
Histaminase 354f., s. a. Diamine oxidase. 
Histidase 286. 
Histoohemie, enzymatische 8. 
Histon, enzymatische Aufklii.rung 204. 
Holodehydrasen 321-
Holoferment, . Definition 35. 
Holosidasen, Begriff 92. 
Hormone 2, 3. 
Host plant, s. WirtsPfla.nze. 
Hydrases 493. 
fI-Hydrobutyric dehydrogenase 439. 
~ -, distribution 439, 441. 
- -, inhibition 440. 
- -, kinetics 440. 
-'- -, specifity 440. 
Hydrogen activation theory 296 .. 
Hydrogen ion, s. PH·influence. 
Hydrogen peroxide, enzymes causing reo .. 

a.ctioW! with - - 381. 
- -, formatiQn on dehydrogenations 

297. 
- -, s. a. Hydroperoxyd. 
Hydrogenase 322,' 490. 
Hydrogenlyase 322, 491. 
Hydrolasen, Einteilung5. 
-, Umkehrbarkeit der Wirkung 45. 
Hydrolyse, enzymatische, Mechanismus 
. 42. 
-, eniymatisches Gleichgewicht 44. 

Hydrolysierende Fermente 47. 
Hydrolysis theory of oxidation·reduction 

300. 
Hydrolytic oxidation· reduction 295. 
Hydroperoxyd, Reaktion mit Hii.min 39. 
Hydroxy·acidsaB carriers 505. 
Hydroxydkatalysatoren alB Katalase· und 

Peroxydasemodelle· 557. . 
/X·Hydroxyglutaric dehydrogenase 424f. 
Hydroxy.keto.acids as carriers 318. 
Hypoxanthine, constitution 339. 

hnpfung von BIattem mit Virus 514. 
:Qidophenol oxidase 303. . 
- -:-' identity with cytochrome oxidase 

304. 
- -, phenol oxidase effect 370. 
- -, relation to respiratory enzyme 330. 
Infection, s. Impfung. 
Infektiondurch Virusverdiinnungen 513. 
Inhibition of adrenaJine oxidase 352. 
- - alcohol dehydrogenase 445. 
- -'- amine oxidase 352£. 
- - ascorbic acid oxidase 372 . 
~ - e&talase 393. 
- - citric dehydrogenase 456. 
- - glucose dehydrogenase 477. 
- - glucose oxidase 377. 
- - glyoxalase 295. 
- - histaminase 354. 
- - p.hydrobutyric dehydrogenase 

440. . 

- - /X.hydroxyglutaric deh1drogena.se 
424 .. 

- - laccase .366. 
- - lactic dehydrogenase of animals 

433. 
- ....,. -- -:- of yeast 423. 
- - malic dehydrogenase. 437. 
- - oxalic acid oxidase 376. 
- - phenol oxidase 360. 
- -.:. plant peroxidase 385. 

. - - pyruvic acid dehydrogenase 486. 
- -. respiratory enzyme 326f., 330~ 
- - succinic dehydrogenase 415. 
_. - triose phosphate dehydrogenase 

466. 
- - xanthine oxidase 340. 
-, s. a. Hemmung. 
Inhibitors in the investigation of enzyme 

nature 325. 
Inorganic material, oxidation by en· 

zymes 497. 
-, s. anorga.nisch. 
Intermediate metabolites 497. 
-, s. a. Zwischen·. 
Intestine, enzymes of - 352ff. 
-, s; a. Dann. 
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Inulin 129. 
InveJ"tin, Meohanismus der Adsorption 17. 
-, s. P,k-Fructosidase. 
Iron, role in oell respiration 298. 
l80Citric dehydrogenase, s. citrio de-

hydrogenase. 
Isodynamik, Begriff, Erklarung 3~. 
Isoelektrischer Pun:kt, fraktionierte FaI

lung am - - 16. 
Isolation of enzymes, coenzymes eoc. 325. 
-, s. a. Darstellung, Kristallisation, Pre

paration. 

Kartoffel, s. potato. 
Kai-toffehnosaikvirus, latentes, chemische 

Zusammensetzung 526. 
-, -, Darstellung 518. 
-, -, Molekulargewicht 522. 
-, -, PH-EinfluB 532. 
Katalase, dualer Aunmu 32. 
-, kristallisierte 15. 
-, Molekulargewicht 27. 
-, Reaktionsweise 39. 
-, s. a. Catalase. 
Katalasemodell 551, 558. 
Katalysator, s. Catalyst. 
Katalyse, Begriff 2, 3. 
- bei den Viruskran:kheiten 506. 
Kataphorese zur Enzymtrennung 16. 
Keime, Zahlung der Virus - 515. 
Keto-acids as carriers 505. 
(X-Ketoglutarate as carrier 317. 
Ketosii.uren, s. Keto-acids. 
Kettenreaktion, s. Chain reaction. 
Kidney, enzymes of 340, 344, 348, 352, 

354, 388f., 417, 422, 481, 501. 
-, s. a. Niere. 
Kinetics of ascorbic acid oxidase 371. 
- - alcohol dehydrogenase 445. 
- - C& system 501. 
- - catalase 392. 
- - citric dehydrogenase· 456. 
- - glucose oxidase 377. 
- - (X-glycerophosphate dehydro-

genase 419. 
- - p-hydrobutyric dehydrogenase 

440. 
- - hydrogeruyase 492. 
- - oxalic acid oxidase 375. 
- - plant peroxidase 384. 
- - pyruvic acid dehydrogenase 485. 
- - succinic dehydrogenase 416. 
- - triose dehydrogenase 451. 
Kinetik der Aminopeptidase 219. 
- - Amylase 113. 
- - Carboxylasemodelle 580. 
- - P,k-Fructosidase 72. 
- - (X-Galactosidase 104. 

Kinetik der Gluca.nasen 126. 
- - /X-Glucosidase 89. 
- - P-Glucosidase 99. 
- - Leberesterase 148. 
- - Ntlcleosidasen un. 
- - Pa.nkreaslipase 137. 
- - Phosphoinonoesterasen 171. 
Ko-, s. Coo. 
Kobaltsalz alsOxydasemodeli 564. 
Kohle, s. Charcoal. 
Kohle-Fermentmodell 555. 
Kohlenmonoxyd, s. Carbon monoxide. 
Kolloidchemle der Enzyme 26. 
Kolloide Hydroxyde als Phosphatase-

modelle 554. 
- Metalle alB Fermentmodelle 550. 
- - - -, Darstellung 550. 
- - - -, Carboxylasewirkung 553. 
- - - -, Kata1a.sewirkung 551. 
- - - -, Kritik 554. 
- - - -, Mutasewirkung 553. 
- - - -, Redoxasewirkung .553. 
Kolonien von Viruskeimen, Zahlung 551. 
Kompensatoren, Begriff 25. 
Komplement der Amylase 121. 
Komplex, s. Complex. 
Konstitution der Ester, EinfluB auf 

Spaltbarkeit 130. 
Kontraktion von Faserproteinen 209. 
KBEBS' theory 503. 
KristaIlisation von Chymotrypsin 249. 
- - Fermenten 33. 
- - Papain 241. 
- - Trypsin 250. 
Kryptogamenamylasen 119. 
Kupfer, s. Copper. 

Lab 263. 
Labferment, Reinigung durch Chromato-

graphie 23. 
Laccase 355f., 366. 
-, distribution 366. 
-, preparation 366. 
-, products 367. 
-, relation to phenol oxidase 356. 
-, specifity 366. 
-, substrate 367. 
Lactate as carrier 318. 
Lactic acid, anaerobic accumulation 500, 

s. P ASTEUB reaction. 
- dehydrogenase of animal tissues 430. 
- - - - -, activation 43U. 
- - - - -, carriers 432. 
- - - - -, PH-influence 431. 
- - - - -, relation to malic de-

hydrogenase 438. 
- - - - -, reversibility 432. 
~ - - - -, specifity 431. 
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Lectic dehydrogenase, bacteria 433ff. 
- -, coenzyme-determined 430. 
- -, Coenzyme I-determined 424. 
- - of yeast 422. 
- - - -, cytochrome orientation 423. 
Lactoflavin, absorption spectrum 336. 
-, constitution 334. 
-, PH-influence 336. 
-, photolysis 335. 
- as prosthetic group of yellow enzyme 

333. . 
Lactose, Konstitution 104. 
Lateinisches Quadrat, Methode der Virus

bestimmung 515. 
Leber, Enzyme der - 86, 98, 114, 147, 

155, 159, 167, 179, 181, 184, 186, 
188f., 213, 222, 238, 279f., 286, 288ff. 

-, s. a. Liver. 
Leberamylase 115. 
Leberesterase 147. 
-, Stabilitat 147. 
-, stereochemische Spezifitii.t 133. 
Lecithasen 155f. 
Lecithin, Konstitution 155. 
Leukocytenlipase 144. 
Lichena.se 123, s. R. Glucanasen. 
Lichenin 124£. 
Limiting, s. Grenz-. 
Lipasen 130. 
-, Beziehungen zu Esterasen 34. 
- im speziellen Sinne 135. 
-, Spezifitii.t 130. 
- -, stereochemische 131. 
-, Vorkommen 135. 
- der Leukocyten 144. 
- des Magens 143 f. 
- des Pankreas 135. 
- - -, Aktivierung 139. 
- - -, Bestimmung 135. 
- - -, Darstellung 136. 
- - -, Einheiten 135. 
- - -, Hemmung 139. 
- - -, Kinetik 137. 
- - -, PH-Einflufl 137. 
- - -, physikalische Einfliisse 138. 
- - -, Reinigung 136. 
- - -, Struktur 142. 
- - -, synthetische Wirkung 141. 
- - -, Zustand in der Zelle 140. 
- des Ricinus 144ff. 
Liver, enzymes of 339, 343f., 348f., 35H., 

388f., 417, 420, 445, 455, 476, 481, 
483, 489, 501. 

-, s. a. Leber. 
I.6sungsmittel fiir Enzymisolierung 14. 
Luciferase 378ff. 
Luciferasemodell 572. 

Luciferin 378f. 
Lumiflavin 334. 
Luminescence 378. 
Luminolreaktion 572. 
Lyoenzyme 11. 
Lyo- und Desmoesterase der Leber 151. 
Lyo- und Desmolipase 140. 
Lyo- und Desmophosphatasen 169. 

Maceration, s. Mazeration. 
Magen, ~nzymeim 135, 143, 189,228,259. 
Magenlipase 143. 
Malate as carrier 317f. 
Malate-oxaloacetate-theory 498. 
Malic dehydrogenase 435. 
- -, action 436. 
- inhibition 437. 
-, properties 436. 
- relation to lactic dehydrogenase 438. 
Maltase, Abtrennung durch Autolyse 13. 
-, s. a. (X. Glucosidase. 
Maltose, Konstitution 82. 
- oxidase 376. 
Malz 117. 
Malzamylase 117. 
Mannane 127. 
(X.Mq.nnosidase 103. 
Manometric methods 324. 
Manometrie als enzymologische Methode 

26. 
Massenwirkungsgesetz fiir Enzymreak

tionen 38, 57. 
Maul· und Klauenseuche-Virus, Ge-

schichte 507. 
- - -, Durchmesser 509. 
Mazeration im Modellversuch 568. 
Mealworm, enzymes 357, 363, 368. 
Mechanism of catalase action 397. 
Mechanismus von Hydrolysen 42. 
- - Oxydoreduktionen 39. 
Mehlwurm, s. Mealworm. 
Melibiase 103, s. a. (X-Galactosidase. 
Melibiose, Konstitution 103. 
Mescaline, enzymatic oxidation 354. 
Metaaluminiumhydroxyd als Adsorbens 

19. 
Metabolism, s. Stoffwechsel. 
Metabolites as carriers 316ff. 
- intermediate 497. 
Metaphosphatase 181. 
Methods of biological oxidation study 324. 
Methylene blue in biological oxidation 

study 324. 
Micellen der Proteine 28. 
Mikroheterogene Katalyse, Begriff 43. 
Milchgerinnung 262. 
Milchsaure, s. lactate, lactic. 
Milk, enzymes of - 339, 388f. 
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Milk, peroxidase 389. 
Modelle 37. 
Modellfennente, s. Fennentmodelle. 
Models, s. Enzymmodelle, Fennent· 

modelle. 
Molekulargewicht von EiweiOkorpern 20 1. 
- - Virusproteinen 509. 
- - - mit der Ultrafiltration 522. 
- - - -- - Ultraviolettmikrosko· 

pie 524. 
- - - - - Ultrazentrifuge 522. 
Molekulargewichtsbestimmung der En~ 

zyme 26. 
- - - durch Diffusion 26f. 
- - - mit der Ultrazentrifuge 27. 
Molekiile, lebende 544. 
Molekiilfonn der Virusproteine 525. 
MolekiilgroOe der Virusproteine 521. 
Moos, s. Moss. 
Moss, enzymes of - 375. 
Muscle, enzymes of - 332, 340, 349, 388, 

417£.,422,430,460,463,484,489,496. 
Muskel, Enzyme im - 116,155,157, 167, 

179, 181, 184, 189, 238, 279, 288ff. 
Muskelamylase 116. 
Mutasemodell 553. 
Mutases in glycolysis 462. 
-, mechanism 307. 
-, relation to diaphorase 426. 
-, s. Aldehyde mutase, dismutations. 
Mutation von Virusstoffen 534, 536. 

"Nadi" reaction 370. 
- reagent 303, 325. 
Narcotics, effect on respiration 298. 
Niere, Enzyme der - 98, 155, 181, 184, 

188f., 222, 229, 238, 273, 279£., 282. 
-, s. a. kidney. 
Nierenphosphatasen, Molekulargewicht 37. 
Nomenclature of oxidation·reduction 

enzymes 318. 
- of dehydrases 292. 
-, s. a. tenninology, Einteilung. 
Nucleasen 187. 
-, Nucleosidasen 188. 
-, Polynucleotidasen 188. 
-, Spezifitat 187. 
Nuclei, s. Keime. 
Nucleophosphatase 180f. 
Nucleoproteide als Virusproteine 526f. 
Nucleosidaminasen 289. 
Nucleosidasen 188. 
-, Begrif£ 6. 
-, Bestimmung 190. 
-, Darstellung 190. 
-, Eigenschaften 190. 
-, Vorkommen 189. 
Nucleotidaminasen 287. 

Oligasen 56. 
-, Begriff 54. 
Organische Basen ali! Carboxylasemodelle 

560. 
Overcontraction, s. "Oberkontraktion. 
Oxalessigsii.ure, s. oxaloacetate. 
Oxalic acid oxidase 375f. 
Oxaloacetate as carrier 317 f. 
Oxaloacetate.malate·theory 498. 
Oxidases, (an)aerobic 319. 
-, classification 319. 
-, definition 318. 
-, hydrogenating dyes (aerobic dehydro-

genases) 329. 
-, not dye-detennined 319. 
Oxidation·reduction, general aspects 295. 
-, s. a. Redox. 
- catalysts 292. 
- potential 326. 
Oxidiser, estimation 324. 
Oxydasemodell 564, 571. 
Oxydationskatalysator-Modelle 553. 
Oxydoreduktion, Enzyme 6. 
-, enzymatisches Gleichgewicht 45. 
Oxydoreduktionsfennente, Radikal-

mechanismus 41. 
-, Wirkgruppen 39. 
Oxygen activation theory 297. 
- - -, early theories 297. 
- - -, W ARBURG's theory 298. 
-, biological role 294. 
- transporting enzyme 326. 
Oxygenase of BACH 297,314. 
Oxysauren, s. Hydroxy-'acids. 

Palladium as dehydrase model 296. 
Pancreas, enzymes of - 417, 489, 495, 

s. a. Pankreas. 
Pa.nk'teas, Enzyme des - 86, 114, 135, 

155, 159, 167, i84, 189, 213, 215, 222, 
228, 247, 256, 290. 

-, s. a.. Pancreas. 
Pa.nkrea.samylase 114, eiweWa.nne 37. 
Pa.nkreas-enzyme 12. 
Pankreaslipase 135. 
Papain, kristallisiertes 33. 
-, Reaktionsweise, Wirkgruppe 43. 
Papainasen 236. 
-, Aktivierung 243. 
-, Bestimmung 239. 
-, Darstellung 240. 
-, Eigenschaften 242. 
-, Hemmung 243. 
-, PH-EinfluO 243. 
-, Spezifitat 236. 
-, Vorkommen 238. 
PASTEUR reaction 500. 
Pectinasen 127. 
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Penicillium, Enzyme im - 65, 135. 
-, enzymes of - 376. 
Pentosephosphoric acid dehydrogenase 

474. 
Pepsin, Bildungsort 8. 
-, eiweillarmes 37. 
-, kristallisiertes 15, 33. 
-, Wirkgruppe 34. 
Pepsinasen 258. 
-, Aktivierung 262. 
-, Bestimmung 259. 
-, Darstellung 260. 
-, Eigenschaften 261. 
-, Hemmtmg 262. 
-, Mechanismus der Wirkung 262. 
-, PH-Einflul3 26l. 
-, Spezifitat 258. 
-, Vorkommen 259. 
Peptidasen, Begriff 193. 
-, Darstellung durch Autolyse 14. 
-, fraktionierte F8JIung 15. 
-, Spezifitat 211. 
-, einzelne: Aminopeptidasen 212. 
- -, Carboxypeptidasen 220. 
- -, Dipeptidase 227. 
Peptidbindung 196, 202. 
Peroxidase 381. 
- of animals 388. 
-, functions 387. 
-, generalities 322f. 
- of milk 389. 
- - plants 381. 
- - - absorption spectrum 386. 
- - - activation 385. 
- - - plants, chemical nature 386. 
- - - distribution 381£. 
- - - estimation 383. 
- - - inhibition 385. 
- - - kinetics 384. 
- - - pseudo- 387. 
- - - purification 382f. 
- - - reactions catalysed 383. 
-, pseudo-- 387. 
- role in respiration 314. 
Peroxydase,Radikalmechanismus 41. 
-.-, Reaktionsweise 39. 
Peroxydasemodell 559, 572. 
Pflanzen, Enzyme in hoheren - 86, 98, 

117,125,127, 167, 186, 188,238, 275, 
s. a. plants. 

PH-Einflul3 auf Enzymadsorption 22. 
PH-influence on ascorbic acid oxidase 372. 
- - diaphorase 428. 
- - glucose oxidase 377. 
- - (X-glycerophosphate dehydro-

genase 419. 
- - hydrases 494. 

PH-influence on hydrogenlyase 492. 
- - lactic dehydrogenase of animals 

431. 
- - - - of yeast 423. 
- - phenol oxidase 360. 
- - uricase 348. 
- - xanthine oxidase 340. 
- - yellow enzyme 336. 
PH influence, s. a. Wasserstoffionen-Ein-

fluJ3. 
Phenol oxidase, chemical nature 361. 
- -, distribution 357. 
- -, estimation 359. 
- -, inhibition 360. 
- -, optimum PH 360. 
- -, oxygen uptake 368ff. 
-_,physiological function 369. 
- -, products of oxidation 367ff. 
- -, purifications 357f. 
Phenol oxidases 356. 
- oxidising systems, other 369f. 
Phenolsulfatase 184f. 
Pheron, Begriff 35. 
-, Gleichgewichtmit Agon (s. d.) 37. 
Phosphaminasen, Begriff 6. 
Phosphatasemodelle 554. 
Phosphatasen 163. 
-, Darstellung aus Hefe 16. 
-, Einteilung 163. 
- der Hefe 14. 
- - -, Trennung 24. 
-, Isodynamik 36. 
-, prosthetische Gruppe 34. 
-, Spezifitat 163. 
-, Trennung saurer und alkalischer - 24. 
-, einzelne: Adenylpyrophosphatase 179. 
-, -, Metaphosphatase 181. 
-, -, Nucleophosphatase 180. 
-, -, Phosphodiesterasen 178. 
-, -, Phosphomonoesterl}Sen 167. 
-, -, Phytase 181. 
-, -, Pyrophosphatase 178. 
-, -, Triphosphatase 181. 
Phosphodiesterasen 178. 
Phosphohexonic acid dehydrogenase 474. 
Phosphomonoesterasen 167. 
-, Aktivierung 173. 
-, Bestimmung 167. 
-, Darstellung 168. 
-, Hemmung 173. 
-, Kinetik 171. 
-, Lyo-und Desmo- - 169. 
-, PH-Einflu/3 170. 
-, Struktur 177. 
-, synthetische Wirkung 177. 
Phosphorylierung, Kopplung mit Oxydo

reduktion 46. 
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Physico-ohemical theories of oxydo-re. 
duction 300. 

Physikalische Einfliisse auf fJ,h-Fructo-
sidase 79. 

- - - fJ-Glucosidase 101. 
- - - Leberesterase 149. 
- - - ·Pankreaslipase 138. 
- - - Phosphomonoesterasen 170. 
- - - Ricinuslipase 146. 
- - - Virusproteine 533: 
Phytase 18H. 
Phytoamylasen 117. 
Phytopathogene Virusarten, Bestimmung 

513. 
Plants, enzymes of higher - 355, 357, 

374, 381, 390, 409, 452, 483, 495, s. a.
Pflanzen. 

Plasmolyse 13. 
Plastein 267. 
Pnein 304. 
Pock counting method zur Viruszahlung 

512. 
Pockenzah1ung zur Virusmessung 512. 
Poliomyelitisvirus, Molekulargewicht 509. 
Polyaffinitiitstheorie 194. 
Polyasen, Begriff 54. 
-, Beschreibung 106ff. 
Polynucleotidasen 188. 
Polyphenol oxidase 356. 
- -, relationstophenoloxidase356,365. 
- -, s. a. Phenol oxidase. 
Porenweite von Ultrafiltern und 

Teilchengro.l3e 523. 
Potato, s. Kartoffel. 
- oxidase 358. 
Potential of oxido-reduction 326. 
Precipitation, s. Fallung. 
Preparation of adrenaline oxidase 351. 
- - alcohol dehydrogenase 446. 

aldehyde mutase 448. 
aldehyde oxidase 343. 
amino-acid oxidase 346. 
aminopherases 496. 
ascorbic acid oxidase 370f. 
catalase 390. 
citric dehydrogenase 455. 
Coenzymes I and II 407. 
Diaphorase 426ff. 
glycerophosphate dehydrogenase 

459. 
- - IX-glycerophosphate dehydrogenase 

418. 
- - glucose dehydrogenase 476. 
- - glutamic acid dehydrogenase 479, 

481. 
- - hexose monophosphate dehydro

genase 473. 

Preparation of histaminase 354. 
- - laccase 366. 
- - lactic dehydrogenase of yeast 422. 
- - oxalic acid oxidase 375. 
- - phenol oxidases 357f. 
-- - plant peroxidase 382. 
- - respiratory enzyme 332. 
- - succinic dehydrogenase 413. 
- - triose dehydrogenase 450. 
- - tyrosinase 363. 
- - uricase 348. 
- - yellow enzyme 335. 
-, s. a. Darstellung. 
Primverase 94, s. a. fJ-Glucosidase. 
Pro-Phage des Bakteriophagen 541. 
Prosthetic group, s. Wirkgruppe. 
Prosthetische Gruppe 575, s. a. Wirk-

gruppe. 
Proteasen 191. 
- der Bakterien 263. 
-, Einteilung 6, 193. 
-, EiweiJ3 als Wirkgruppe 33f. 
-, kristallisierte 268. 
- und Milchgerinnung 262. 
-, Peptidasen 211. 
-, Polyaffinitatstheorie 194. 
-, Proteinasen 235. 
-, Reversion der Wirkung 267. 
-, Spezifitat 192. 
Protein, s. Eiwei.l3. 
- B of yeast 468. 
Proteinasen 235. 
-, Begriff 193f. 
-, Chymotrypsin 255. 
-, Papainasen 236. 
-, Pepsinasen 258. 
-, Trypsinasen 246. 
Proteine, Denaturierung 211. 
-, Einheitlichkeit 215. 
-, Elementarkorper des Gitters 21Of. 
-, enzymatische Aufklarung 203. 
-, Faserproteine 209. 
-, gesetzma.l3iger Aufbau 207. 
-, Konstitution 191, 196ff. 
-, kristallisierbare 210. 
-, Micellarstruktur 28. 
-, Molekulargewicht 201. 
-, Rontgenanalyse 209. 
Prunase 93, 96, s. a. fJ-Glucosidase. 
Pseudocatalases 396f. 
Pyocyanine, carrier function 316. 
Pyridindehydrasen, Struktur 29. 
Pyridinfermente, Reaktionsweise 40. 
Pyridinnucleotid, Reaktion mit Alloxazin-

proteid 44. 
Pyrimidinaminasen 290. 
Pyrophosphatase 178f. 
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Pyruvate as oarrier 318. 
Pyruvio acid dehydrogenase 484. 
- - - animal tissues 484. 
- - - bacteria. 486. 

Quarz-Metall-Katalysator aIs Fennent
modell 565. 

Radikale bei Enzymrea.ktionen 41. 398. 
Redox potential of alcohol-aldehyde 447. 
- - - ascorbic acid 410. 
- - - carriers, various 412. 
- - - Coenzymes I and II 407. 
- - - Cytochromes 402f. 
- - - P-hydrobutyric acid 441. 
- - - (¥-hydroxyglutaric acid 425. 
- - - lactic acid 435. 
- - - lactoflavin 335. 
- - - pyruvic acid 435. 
- - - succinic acid 417. 
Reduction. biological 292. 
- of coenzymes 406. 
-, s. a. oxidation. 
Reindarstellung, s. Da.rstellung, Kristalli

sation, Isolation, preparation. puri
fication. 

Respiration, s. Atmung. 
Respiratory enzyme 326. 
- -. absorption spectrum 327_ 
- -, affinities to O. and CO 327. 
- -, carbon monoxide inhibition 326. 
- -, cyanide inhibition 330. 
- -, direct spectroscopic observation 

331. 
- -, light reactivation 327. 
- .....:... preparations 332. 
- -. tenninology 304. 
- -. s. a. Atmungsfennent. 
Reversion of action: citric dehydrogenase 

458. 
- - - hydrogenlyase 492. 
.:...... - - lactic dehydrogenase of ani-

mals 432. 
- - - succinic dehydrogenase 417. 
- - -, s. a. Synthase. 
Ricinuslipase 144. 
RoBISON -Ester-Dehydrase, Protein der -

35. 
Rohrzucker, Konstitution 56. 
Rontgenanalyse der Cellulose 124. 
- des Chitins 128. 
- des Glykogens 108. 
- der Proteine 209. 
- der Starke 107. 

Saccharase, Anreioherung 9. 
-, Darstellung durch Autolyse 14. 
-,Isolierung 13. 

Saccharase. s. jt.h·Fruotosida.se. Rohi'· 
zuoker. 

Sahne mit Lipase 145. 
Saliva, s. Speiohel. 
Salt effects on C, system 501. 
Salting out, s. Aussa.Izen. 
Salzamyla.sen 119. 
Samenamyla.sen 118. 
Sauerstoff. s. Oxygen. 
Scarification 512. 
SCHARDINGER enzyme 342. 
Schweres Wa.sser und Estera.semodelle 

581. 
- - bei Hydrolysen 63, 100, 581. 
- -, s. a. Heavy water. 
ScilIa.renase 96, s. fJ·Glucosida.se. 
Sedimentationsgleichgewicht und -ga· 

schwindigkeit der Virusstoffe auf der 
Ultrazentrifuge 522. 

Seed, s. Samen. 
Seide als Carboxyla.semodell 567. 
Seitenketten im EiweiBaufbau 203. 
Selektivitat und Tragerwirkung 44. 
Serumestera.se 154. 
SHoPE.Papillomvirus, Darstellung 519. 
-, Molekula.rgewioht 509, 522. 
Side chains, s. Seitenketten. 
Silk, s. Seide. 
Sinigrin 183. 
Solvent, s. LOsungsmittel. 
Specifity of amine oxidase 352. 
- - amino·acid oxidase 344f. 
- - ascorbic acid oxidase 37lf. 
- - C, system 501. . 
- - choline dehydrogenase 421. 
- - citric dehydrogenase 456. 
- - glucose oxidase 376. 
- - glutamic acid dehydrogenase 48C. 
- ~ (¥.glycerophosphate dehydro. 

genase 419 . 
- - histaminase 355. 
- - hydrogenase 490f. 
- - p·hydroxybutyric dehydrogenase 

440. 
- - laccase 366. 
- - lactic dehydrogenase of animale 

431. 
- - - - - bacteria. 435. 
- - oxalic acid oxidase 375. 
- - phenol oxidase 362f. 
- - plant peroxidase 383. 
- - succinic dehydrogenase 415. 
- - tyramine oxidase 351. 
- - uricase 349. 
- - xanthine oxidase 340. 
- - yellow enzyme 337. 
-. s. a. Spezifitat. 
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Spectroscopy of enzyme systems 325£. 
- - respiratory enzyme 331. 
-, s. a. Spektroskopie. 
Speichel, Enzyme im 86, 115, 167, 248. 
Speichelamylase 115. 
Spektroskopie der Enzyme 26. 
Spermatolipase, Isodynamik 36. 
Spezifitat von Amidasen 272, 274, 278ff., 

286ff. 
- - Aminopeptidasen 212. 
- - Amylasen 108. 
- - Carboxylasemodellen 580. 
- - Carboxypeptidasen 220. 

Chymotrypsin 255. 
- - Dipeptidasen 227. 
- - Fermentmodellen 547f. 
- - -, stereochemische 560. 

p,h·Fructosidase 56. 
- - Glucanasen 125. 
- - tX·Glucosidasen 81. 
- - p·Glucosidasen 92. 
- - Lecithasen 155. 
- - Lipasen 130. 
~ - -, stereochemische 131. 
- - Nucleasen 187. 
- - Papainasen 236. 
- - Pepsinasen 258. 

Peptidasen 211. 
- - Phosphatasen 163. 
- - Proteasen 192. 
- - Sulfata8en 182. 
- und Trii.gerwirkung 44. 
- - Trypsinasen 246. 
-, s. a. Specifity. 
Spirographis haematin, constitution 328. 
Starch, s. Starke. 
Starke, Konstitution 106. 
-, tX· und {J. - 110. 
Stereochemische Spezifitiit von Ferment· 

modellen 560f£., 565, 570. 
- - der Leberesterase 149. 
- - der Lipasen 131. 
- - der Phosphatasen 166. 
- - der Sulfatasen 184. 
STICKLAND reaction 322. 
Stoffwechsel 5. 
Stoffwechselsubstanzen, s. Metabolites. 
Stomach, s. Magen. 
Strophantus, enzymatische Spaltung der 

Glucoside 97. 
Structure, s. Konstitution. 
Struktur der Enzyme 28. 
- - Amidasen 277. 
- - Carboxylase nach Modellversuchen 

581. 
- - Carboxypeptidase .. 227. 
- - Dipeptidase 235. 

Specifity of p,h.Fructosidase 79. 
- - p. Glucosidase 101. 
- - Leberesterase 152. 
- - Pankreaslipase 142. 
- - kristallisierten Proteasen 268. 
- - Virusproteine 526£., 529. 
-, s. a. Chemical nature. 
Stufenreaktion, s. successive reaction. 
Substitution, Einflu.f3 auf die Spezifitiit 

der P-Glucosidase 95. 
- an Fermentmodellen 569, 574ff. 
Substrataktivierung am Atmungsmodell 

557. 
- am Fermentmodell 565. 
Successive reactions with· enzymes 323. 
Succinate as carrier 317. 
Succinate.fumarate·theory 497. 
Succinic dehydrogenase 412. 
- -, action 412f. 
- -, coenzymes and carriers 414. 
- -, distribution 417. 
- -, function 418. 
- -, inhibitors 415. 
- -, kinetics 416. 
- -, preparations 413. 
- -, relation to fumarate hydrase 494. 
- -, reversibility 417. 
- -, specifity 415. 
Succinoxidase 412, s. Succinic dehydro. 

genase. 
Sulfa.tasen 182. 
-, Chondrosulfatase 186. 
-, Glucosulfata.se 185. 
-, Myrosulfatase 186. 
-, -, Eigenschaften 187. 
-, Phenolsulfatase 184. 
Sulfhydrylgruppen im Papain 245. 
Symplex bei Adsorption 37. 
-, Begriff 35. 
-, Begriffserweiterung 37. 
Synthese von Enzymen 7. 
-, enzymatische 44. 
-, -, Erklarung 45. 
- durch Amidasen 274, 280. 

Amylase 122. 
Cholinesterase 158. 
p·Galactosidase 105. 
IX·Glucosidase 91. 

- - p-Glucosidase 102. 
- - p,h·Glucosidase 81. 
- - Leberesterase 151. 
- - Pankreaslipase 141. 
- - Phosphomonoesterase 177. 
- - Proteasen 267. 
- - Ricinuslipase 147. 
-, s. a. Reversion of action. 
SZENT GYORGY'S Theory 497. 
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Tabak, Fennentation 127. 
Tabakmosaikvirus, Bestimmung 513. 
-, chemische Natur 509. 
-, - Zusammensetzung 526. 
-, Darstellung 517, 519. 
-, Durchmesser 509. 
-, EiweiLlstoffwechsel des Wirts 537. 
-, Geschichte 507. 
-, Molekulargewicht 509, 522. 
-, Molekillfonn 525. 
-, Mutation 534, 536. 
-, Px-Einflu13 530f. 
-, Protein 520. 
-, Reindarstellung 508, 517. 
-, Thennostabilitat 533. 
-, Trennung von Bakteriophagen 525. 
-, Verhalten gegen Enzyme 532. 
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