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Vorwort zum zweiten Teil.

Bei der Bearbeitung der speziellen Enzymchemie war es meine Absicht,
alle Einzeltatsachen und Beziehungen mitzuteilen, welche den mit Enzymen
Arbeitenden, dem Forscher auf diesem Sondergebiet, dem Biologen, dem
Mediziner und dem in der biochemischen Technik stehenden Praktiker von
Nutzen sein konnen.

Das reichhaltige Material habe ich in zwei Hilften geteilt. Im vor-
liegenden ersten Abschnitt sind die hydrolysierenden Enzyme der Ester,
Kohlenhydrate und Glucoside behandelt; im bald folgenden zweiten Abschnitt
werden die tibrigen Enzyme zusammengefasst.

Der Leser wird finden, dass die Substrate und ihre chemischen Eigen-
schaften und Umsetzungen ausfiihrlicher erw#ihnt sind, als dies in fritheren
Darstellungen dieses Gebietes der Fall war. Es entspricht dies meiner Uber-
zeugung, dass der Ausbau einer moglichst breiten und vertieften konstitutions-
chemischen Grundlage fiir die gesunde Entwicklung der Enzymologie von
allergrosster Bedeutung ist. Ohne eine solche Grundlage geht viel Arbeit
ohne bleibenden Nutzen verloren.

Es liegt in der Natur der Sache, dass die Reaktionskinetik einen wesent-
lichen Teil unserer Wissenschaft ausmacht; aber die Ergebnisse der theore-
tischen Chemie konnen auf die enzymatischen Vorgénge erst dann sachgemaiss
angewandt werden, wenn die Art der stofflichen Verdnderungen und der
dabei beteiligten Komponenten erkannt ist. Wo dies der Fall war, ist die
auf die Ergebnisse der physikalischen Chemie gestiitzte exakte Behandlung
von Reaktionsgeschwindigkeiten und Gleichgewichten besonders in den letzten
Jahren fruchtbar geworden.

Durch die Anwendung dieser quantitativen Methodik auf den lebenden
Organismus wird die Enzymchemie zur Entwicklung der Biologie und be-
sonders der Medizin noch wesentlicher beitragen koénnen, als dies bisher
geschehen ist. Systematische Bearbeitungen der einzelnen Organe uind Lebens-
prozesse, wie sie mir als Ziel vorschweben, liegen bis jetzt nur vereinzelt vor;
ich habe die Darstellung dieses schliesslich wichtigsten Teils der Enzymologie
noch zuriickgestellt in der Hoffnung, in den néchsten Jahren mit grosseren
Hilfsmitteln einige der jetzt vorhandenen Liicken fiillen und dann dieses
Buch mit einem dritten Teil: ,,Uber enzymchemische Vorginge im Organismus
abschliessen zu konnen.

Fiir diesen dritten Teil bilden die beiden vorhergehenden gewissermassen
die Voraussetzungen,



V1 Vorwort zur dritten Auflage.

In vorliegendem Band, wo Tausende von Einzeltatsachen referiert werden
mussten, habe ich mir 6fters von Fachgenossen Rat erholen miissen, und so
habe ich vielen Kollegen, besonders den Herren Barthel, Freudenberg,
O. Hammarsten, Neuberg, Pringsheim, Thunberg und Willstatter
bestens zu danken.

An alle Leser richte ich die Bitte, durch Hinweise auf Versehen und
Licken an der Vervollkommnung dieses Buches mitwirken zu wollen.

Schliesslich mochte ich nicht unterlassen, die Unterstiitzung meiner
Assistenten K. Josephson und K. Myrbéack dankbar zu erwihnen.

Stockholm, im August 1922.

H. v. Euler.

Vorwort zur dritten Auflage.

Prinzipiell hat sich an der Anlage des Werkes nichts gedndert. Ent-
sprechend den wesentlichen Fortschritten, welche die letzten 6 Jahre ge-
bracht haben, musste aber auch dieser Band vollkommen umgearbeitet werden;
auch Rethenfolge und Einteilung der Kapitel sind fast durchweg anders als
in der 2. Auflage. Bei dem starken Anwachsen der Literatur hat sich eine
Vergrosserung des Umfanges des vorliegenden Abschnittes leider nicht ver-
meiden lassen.

An der Bearbeitung des Werkes haben die Herren Dozenten K. Joseph-
son, K. Myrbéck und K. Sjoberg teilgenommen, wodurch auch die be-
sonderen Erfahrungen dieses Institutes vollstindiger zum Ausdruck kommen
konnten.

Zahlreichen Fachgenossen habe ich wieder fiir freundliche Ratschlige
herzlich zu danken.

Stockholm, im Juli 1928.
H. v. Euler.
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Ubersicht.

Grundziige der Einteilung des zweiten Teiles.

Bei der Einteilung des reichen Versuchsmateriales, iiber welches die
Enzymchemie jetzt schon verfiigt, sind dem Verfasser folgende Gesichtspunkte
massgebend gewesen:

Was bis jetzt an allgemeinen Gesetzen, Beziehungen und Regelmaéssig-
keiten bekannt gewesen ist oder bei der Durcharbeitung gefunden werden
konnte, ist im ersten Band dieses Buches zusammengestellt worden. Jener
Band sollte den Ansatz zu einer theoretischen Enzymologie bilden, welche
das feste Geriist unserer Wissenschaft werden muss. Eine moderne Natur-
wissenschaft strebt zur Theorie nicht allein um das Kausalitatsbediirfnis des
Forschers zu befriedigen, sondern auch der nunmehr verbreiteten Einsicht
folgend, dass die Theorie, indem sie die vielen, verschlungenen FEinzel-
beziehungen entwirrt und klarlegt, auch fiir den Praktiker das zweck-
missigste, Zeit und Energie sparende Mittel zur Beherrschung der Tatsachen
bildet.

Indessen ist das theoretische Lehrgebdude der Enzymologie erst im
Werden. Zahlreiche Tatsachen stehen noch vereinzelt, und unter diesen ge-
wiss auch solche, welche fiir den Forscher, fiir den Arzt und den Techniker
nicht minder wertvoll sind als andere, welche bereits ihren festen Platz in
der Theorie gefunden haben. Die Geschichte zeigt uns, dass fiir die Ent-
wicklung einer Wissenschaft oft gerade diejenigen Tatsachen von Wert sind,
welche mit den geldufigen allgemeinen Anschauungen nicht in Zusammen-
hang oder in Ubereinstimmung gebracht werden kénnen. In diesem Sinne sind
im vorliegenden Band alle Tatsachen zusammengestellt worden, welche dazu
beitragen konnen, ein richtiges und vollstédndiges Bild von den einzelnen
Enzymen zu liefern.

In der Uberzeugung, dass wir gar nicht oft genug auf die chemischen
Grundlagen unserer Wissenschaft zurtickgehen konnen, ist bei jedem Enzym
einleitend das Substrat und der chemische Vorgang bei seiner Verwand-
lung behandelt worden.

Uber das Vorkommen der Enzyme werden nur insoweit Angaben
gemacht, als solche fiir die Chemie der Enzyme von Wert sind, in erster
Linie fiir die Wahl des Ausgangsmateriales bei der Darstellung von Enzym-
praparaten oder fiir das Verstdndnis der chemischen Aufgaben des Enzyms.
Keineswegs ist also hinsichtlich der Angaben iiber das Vorkommen eine Voll-
stindigkeit angestrebt worden; man findet diesbeziigliche, sehr dankens-

Chemie d. Enzyme. II. 3. A. 1



2 Chemie der Enzyme. II. Teil. 1. Abschnitt.

werte Zusammenstellungen in dem bekannten Buch von C. Oppenheimer
und Kuhn: Die Fermente und ihre Wirkungen (Leipzig, 5. Aufl. 1924/26),
auf welches auch wegen sonstiger vorwiegend physiologisch oder historisch
interessanter Einzelheiten verwiesen sei.

Durchgehends ist versucht worden, wenigstens eine brauchbare Dar-
stellungsmethode fiir jedes Enzym anzugeben.

Unter den vielen Messungen iiber die Dynamik der Enzymreaktionen
kann natiirlich nur ein kleiner Teil wiedergegeben oder ausfiithrlicher referiert
werden; dabei sind ohne historische Riicksicht unter den jetzt vorliegenden
Versuchsreihen einige zuverlidssige und besonders typische Messungen aus-
gew#hlt worden.

Auch iiber den Einfluss der Temperatur findet man bei jedem Enzym
eine Auswahl der genauesten Angaben.

Hervorgehoben wurde die Bedeutung der chemischen Aktivatoren
und Paralysatoren, der Salze und besonders der Aciditét, deren Ausser-
achtlassung frither so viele Widerspriiche in der enzymologischen Literatur
verursacht hat.

Schliesslich findet man bei jedem Enzym die wichtigsten Methoden
zur Messung seiner Wirksamkeit zusammengestellt und besprochen.

Nomenklatur.

Bei der bereits grossen und sich rasch vermehrenden Zahl der bekannten
Enzymwirkungen ist eine rationelle Nomenklatur notwendig. Nach einem Vor-
schlag von Duclaux (vgl. Bourquelot, Les ferments solubles, Paris 1896)
wird der Name des Enzyms von demjenigen Stoff abgeleitet, auf welchen er
wirkt; so z. B. ist Lactase dasjenige Enzym, welches Lactose spaltet. Leider
wird von diesem Prinzip noch vielfach ohne zwingenden Grund abgegangen.

Ist der aus dem Substrat abgeleitete Name nicht eindeutig, so ist nach
dem Vorschlag von E. O. von Lippmann? sowohl der Stoff, welcher zer-
legt wird, als auch das (Haupt-)Produkt der Spaltung zur Namengebung heran-
zuziehen; z. B. wire hiernach Amylo-Maltase das Enzym, welches Maltose
aus Stdrke bildet. Da nun aber dieses Enzym keine Maltase ist, sondern
vielmehr zur Klasse der Amylasen gehort, so wire es wohl zweckméssiger,
einen solchen Stoff als Malto-Amylase zu bezeichnen.

Enzyme, bei welchen nur die synthetische Wirkung bekannt ist, sollen
nach einem Vorschlag des Verfassers? nach demjenigen Stoff bezeichnet
werden, welchen sie bilden, und sie sollen als Katalysatoren von Synthesen
durch die Endsilbe ,,ese’ gekennzeichnet werden; demgemiss ist Hexosen-
Phosphatese (verkiirzt ,,Phosphatese’) ein Enzym, welches die Synthese

1vyon Lippmann, Chem. Ber. 36, 331; 1903 und Chem. Ztg. 88, 81; 1914. — Vgl

auch Buchner und Meisenheimer, Chem. Ber. 38, 621; 1905.
2 Euler, H. 74, 13; 1911.



Einfiihrung. 3

von Hexose-Phosphorsiureestern aus anorganischen Phosphaten und gér-
fahigen Hexosen katalysiert.

Dieser Vorschlag bezweckte die Einfithrung einer kurzen und eindeutigen
Bezeichnungsweise; er soll keineswegs zum Ausdruck bringen, dass an rever-
sibeln Enzymreaktionen zwei entgegengesetzt wirkende Enzyme beteiligt sind.

Dies ist in obigem Beispiel auch sicher nicht der Fall; das organische Spalt-
produkt der Phosphatase ist eine andere Glucoseform als das Substrat der
Phosphatese.

Altere, allgemein angenommene Namen, wie Pepsin, Zymase, Trypsin,
Erepsin, sollen um so eher beibehalten werden, als es klar ist, dass hier keine
einheitlichen Enzyme vorliegen, sondern Enzymkomplexe, deren Kompo-
nenten zum grossten Teil noch nicht so genau definiert sind, dass die Einfithrung
einer rationellen Namengebung schon zweckmissig wire. Emulsin, Zymase
sind Bezeichnungen fiir gebriuchliche Enzympréparate, welche eine Anzahl
verschiedener enzymatischer Stoffe enthalten; wiinschenswert ist stets die
Angabe der Herkunft durch Bezeichnungen wie Mandelemulsin, Schweins-
darmerepsin, Oberhefenzymase.

Systematik.

Als Grundlagen fiir die Systematik der Enzyme sind, da tiber die Natur
der Enzyme selbst sehr wenig bekannt ist, die chemischen Reaktionen
zu wihlen, welche durch die betreffenden Enzyme ausgeldst werden. Es ist
nicht unwahrscheinlich, dass man einmal die Zusammengehorigkeit, welche
sich aus der chemischen Wirksamkeit ergibt, bei der Beschreibung der physi-
kalischen und chemischen Eigenschaften der Enzyme wiederfinden wird.

Man kann folgende Hauptgruppen der Enzyme unterscheiden:

1. Enzyme, welche Hydrolysen katalysieren und welche man dem-
gemiss als Hydrolasen bezeichnen kann.

2. Enzyme, welche Spaltungen vollziehen, in deren Bruttoformel das
Wasser nicht eingeht, z. B. CgHpOg = 2 CgHgO3. Will man diese Enzyme
denjenigen der ersten Gruppe gegeniiberstellen, so kann man sie Anhydrasen
nennen. Eine ihrer wichtigsten Gruppen bilden die Oxydo-Reduktionsenzyme,
welche zwischen zwei Stoffen den Ausgleich des Oxydationszustandes beschleu-
nigen; der einfachste Typus ist die Aldehyd-Mutase, die nach der Formel
wirkt:

2 CH,- CHO —~ CH;- CH,0H + CH;- COOH.

An diese Redoxasen sind vielleicht die enzymatischen Katalysatoren der
Aldolkondensation anzuschliessen.

3. In einer dritten Gruppe kann man dann diejenigen Enzyme zusammen-
fassen, welche an den auf Kosten molekularen und peroxydischen Sauerstoffs
geschehenden Oxydationen beteiligt sind. Fiir die eingehendere Systematik
dieser Gruppe liegen noch keine geniigenden Unterlagen vor.

1*
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Die Hydrolasen.

Eine Aufzihlung aller in der Literatur vorkommenden Hydrolasen, deren
Individualitiat zum Teil nicht gentigend sichergestellt ist, liegt nicht im Rahmen
dieser Arbeit. Die folgende Zusammenstellung bezweckt, einen allgemeinen
Uberblick iiber die typischen Hydrolasen zu geben.

Substrat

Produkte

Enzym

Ester
Fettsdure-Ester

Ester besonderer organ.
Siiuren
Gallussdure-Ester

Chlorophyll

Ester anorgan. Siuren
Phosphorsidure-Ester

Schwefelsiure-Ester

Héhere Kohlenhydrate
Cellulose
Hemicellulosen
Starke, Glykogen
Lichenin
Inulin
Pektinstoffe

Glucoside inkl. Polyosen
a-Glucoside
und }
a-Galaktoside

B-Glucoside
g-Galaktoside }

Fructoside

Oxynitrile

S-Glucoside

Nucleinséiuren und deren
Spaltprodukte

Carbaminderivate
R-CO-NH-R’
Harnstoff
Amide

Arginin
Di-Peptide
Polypeptide und Peptone

Siuren -+ Alkohole
Fettsdure 4+ Alkohole

Gallussdure (auch anderer
Gerbsduren) und Glucose
Athylchlorophyllid + Phytol

Phosphorsidure 4 hydroxyl-
haltige Stoffe
Schwefelsiure 4 Phenole

Cellulosedextrine
Amylosen (Dextrine)

Fructose
reduz. Zuckerarten

Hexosen und Glucosidreste
{a-Glucose

a-Galaktose Zucker-,
Alkohol-

B-Glucose oder

B-Galaktose Phenolrest

Fructose

Aldehyd + HCN

Glucose 4 HKSO,

~+ C3HNCS u. a.

Nucleotide, Nucleoside, Purin-
(Pyrimidin)-Basen+Ribose
(Hexose)

R.COOH+ H,N-R’
CO, +2 NH;,
Sauren + H,N - R

Harnstoff 4 Ornithin
Aminosiuren
Aminosiuren

Esterasen
Lipasen, Butyrasen

Tannase

Chlorophyllase

Phosphatasen

Sulfatasen

Cellulase

Cytase

Amylasen und Glykogenasen
Lichenase

Inulinase

Pektinase

Hexosidasen
a-Glucosidasen (Maltase,
Trehalase u. a.)
a-Galaktosidasen

B-Glucosidasen (Emulsin)
p-Galaktosidasen, Lactase
Saccharase
Nitrilasen
Sinigrinase

Nucleasen (Komplex)
Nucleotidasen
Nucleosidasen

Carbamasen
Urease
Asparaginase, Hippuricase
u. a.
Arginase
Dipeptidasen
Polypeptidasen



Einfiithrung.

Substrat Produkte Enzym
Proteine Eigentliche Proteasen
Proteine Aminoséuren Tryptase {Klnase- aktiviert

Proteine, Histone u. a.

Proteine

yvorverdaute“ Proteine (mit
freigemachten NH,-
Gruppen)

verschied. HyN-haltige Spalt-
produkte

Kinase- frei
Pepsin

tierische Organ-Proteasen

pflanzliche Proteasen (Bro-
melin u. a.)

Lab (Chymosin)



Die hydrolysierenden Enzyme
der Ester, Esterasen.

1. Kapitel.
Lipasen, Butyrasen.

Bearbeitet von H. v. Euler u. K. Myrhbick.

Einfiihrung.

Die allgemeine Wirkung dieser Enzyme besteht in der Katalyse
der Reaktion zwischen Carbonsdure-Estern und ihren Komponenten nach
dem Schema:

H,0 4+ R-CO0-R'ZR-COOH+HO R

Die Reaktion fiihrt zu definierten Gleichgewichten (Berthelot und
Péan de Saint Gilles): an ihr ist die Anwendbarkeit des Massenwirkungs-
gesetzes auf chemische Reaktionen zum erstenmal gezeigt worden (Guld-
berg und Waage, 1867; van’tHoff, 1877).

Die Einstellung des Ester-Gleichgewichts wird bekanntlich auch durch
Sauren katalysiert, und zwar ziemlich genau proportional der Konzentration
der H-Ionen (vgl. Bd. 1, S. 133).

Noch schneller als unter der Einwirkung von dissoziierten S#uren ver-
lauft die Spaltung in Gegenwart von Basen, und zwar proportional der Kon-
zentration der HO-Ionen. Man bezeichnet diese Reaktion als Verseifung.
Da durch die katalysierenden, HO-Ionen liefernden Basen die aus den Estern
entstehenden Sauren neutralisiert werden, so verlduft die Verseifung, im
Gegensatz zur Hydrolyse, vollstdndig bis zum Verbrauch des Esters oder
der Base.

Die verschiedenen Ester werden durch die gleichen Katalysator-Mengen
mit sehr verschiedenen Geschwindigkeiten gespalten. Man findet die ersten
vergleichenden Messungen tiber die Hydrolysen durch HCl bei de Hemptinne
und Lowenherz?!, iiber Verseifungsgeschwindigkeit bei Reicher? Da der

! Lowenherz, Zs f. physik. Chem. 15, 389; 1894. — Weitere Versuche iiber Hydro-
lyse und Verseifung von Estern liegen vor von Palomaa (Ann. Acad. Scient. Fenn. A. 4;
1913), sowie von L. Smith und Hugo Olsson (Zs f. physik. Chem. 102, 26; 1922. — 118,

99; 1925. — 125, 243; 1927), besonders von A. Skrabal, Monatsh. f. Chem. 1917—1927.
2 Reicher, Lieb. Ann. 228, 257; 1885.



1. Kap. Lipasen, Butyrasen. 7

Vergleich mit den bei den enzymatischen Spaltungen gewonnenen Zahlen
interessant ist, so setze ich einige Resultate von Lowenherz hierher:

Geschwindigkeitskonstanten k der Spaltung durch 0,1 n-HCI bei 40°,

Ester k-10* Ester k- 10t
Ameisensaures Athyl 1100 Essigsaures Methyl 55
Essigsaures Athyl 57 Essigsaures Athyl 57
Buttersaures Athyl 35 Essigsaures Propyl 56
Isobuttersaures Athyl 34
Valeriansaures Athyl 12
Benzoesaures Methyl 0,3 Essigsaures Phenyl 33

Die Carbonsiureester als amphotere Elektrolyte. Es dauerte lange Zeit,
bis man den Zusammenhang zwischen der im sauren und der im alkalischen
Medium verlaufenden Esterspaltung herstellte. Die theoretische Deutung der

Fig. 1. Fig. 2.

Ester als Ampholyte hat dazu gefiihrt, die Spaltung der Ester durch saure
und basische Katalysatoren unter gemeinsamen Gesichtspunkten zu studieren.
Die Grundziige der Theorie sind im 1. Teil dieses Buches (8. Aufl.,, 8. 133)
angegeben. Seit dessen Erscheinen (1925) ist die Kenntnis der Esterspaltung
durch die Untersuchungen von I. Bolin!, K. G. Karlsson?, sowie Olander
wesentlich vermehrt worden. Wie die Figuren 1 und 2 zeigen, verlduft
die k-pH-Kurve zu beiden Seiten des Minimums, das (fiir Athylacetat) bei
otwa pH = 5 liegt, vollkommen symmetrisch. Demgemiss ldsst sich die Ab-
héingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit an der H'-Konzentration durch
folgende Formel® ausdriicken, welche die experimentellen Daten von K. G.
Karlsson sehr gut wiedergibt.

kys=4-10"°+2,87-10*h + 4,27-10 **/h.
Darin bedeutet h die Konzentration der H -Ionen.

1 Iwan Bolin, Zs anorg. Chem. 143, 201; 1925.
2 K. G.Karlsson, Zs anorg. Chem. 145, 1; 1925. Diss. Stockholm 1925.
3 BEuler u. Olander, Zs anorg. Chem. 152, 113; 1926.
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K
Ferner ist 2,37-107° = rq, Eb— (rg, = spez. Reaktionsfahigkeit der Ester-

w
Kationen) und 4,27-10* = rq, K, (rq, = spez. Reaktionsfahigkeit der Ester-
Anionen).

Neutrale Ester mehrwertiger Sauren oder mehrwertiger Alkohole werden
stufenweise gespalten, wobei jede Reaktionsstufe ihre besondere Geschwindig-
keitskonstante besitzt. (Vgl. Bd. 1, S. 129, Stufenweise Reaktionen.) Siehe
auch Christmann und H. B. Lewis, Jl Biol. Chem. 47, 495; 1921.

Glycerinester hoherer Fettsduren sollen im allgemeinen durch Alkali
und durch Lipasen schneller verseift werden als die entsprechenden Athyl-
ester (H. H. Franck).

Eine von Falk und Nelson?, sowie spiter von Hamlin? untersuchte
Katalyse durch Aminosiuren bedarf noch weiterer Aufklarung.

Zu einer endgiiltigen, rationellen Einteilung der Esterasen auf Grund
ihrer chemischen Wirksamkeit reicht das vorliegende experimentelle Material
noch nicht aus. Dagegen empfiehlt sich. noch die von Connstein3 vor-
geschlagene Scheidung in zwei Gruppen:

A. Tierische Esterasen,
B. Pflanzliche Esterasen.

Bei keiner dieser beiden Gruppen ist eine Einheitlichkeit gew#hrleistet
oder auch nur wahrscheinlich, wie unten ndher ausgefithrt wird. Beide
Gruppen zeigen Unterschiede in der Wirksamkeit gegeniiber verschiedenen
Estern. Eine Trennung in

1. Lipasen, welche die eigentlichen Fette und Ole (Triglyceride der hoheren
Fettsduren) spalten,

2. Butyrasen4, welche vorzugsweise die Ester niedrigerer Fettsiuren mit
ein- oder mehrwertigen Alkoholen angreifen,

lag schon bei den pflanzlichen Enzymen nahe und scheint auch bei den ein-
schlidgigen Enzymen des Tierreichs berechtigt. Daran reihen sich 3. die speziellen
Esterasen. Nach Rona und Bien entfalten im allgemeinen die Butyrasen
ihre Wirkung im homogenen System, die Lipasen im heterogenen System,
und tatséchlich scheint ein Zusammenhang zwischen Léslichkeit, Dispersitits-
grad und Wirkungsbereich bei den Esterasen zu bestehen.

1 Falk u. Nelson, Jl Amer. Chem. Soc. 34, 828; 1912.

2 Hamlin, JI Amer. Chem. Soc. 35, 624; 1913.

3 Connstein, Ergebn. d. Physiol. 3, 194; 1904.

¢ Hinsichtlich der Nomenklatur bestehen gewisse Schwierigkeiten. Ein zusammenfassender
Name fiir die Enzyme, welche hohere, und diejenigen, welche niedere Ester spalten, erscheint
wiinschenswert; deswegen hat Verf. die Bezeichnung ,Esterase“ als Sammelname gewihlt
und hat die vorzugsweise auf niedere Ester eingestellten Enzyme ,Butyrasen“ genannt, ob-

wohl diese fiir Buttersdureester nicht spezifisch sind. Siehe hierzu J. Amaki, Tohoku, JI
exp. med. 8, 146; 1926.
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A. Tierische Esterasen.

Was die tierischen fett- und esterspaltenden Enzyme betrifft, so zeigten
sich schon in den Untersuchungen von A. S. Loevenhart?, noch ausgepriagter
aber in denen von Willstétter recht starke Unterschiede zwischen der
Pankreaslipase, welche vorwiegend auf die Hydrolyse der hohen Glyceride ein-
gestellt zu sein scheint, und dem Leberenzym, welches die niederen Fettsiure-
ester kriftig spaltet. ,,Man kann das Pankreasenzym als eine Lipase be-
zeichnen, die befihigt ist, auch einfache Ester gut zu hydrolysieren, und das
Leberenzym als eine Esterase, die nur in geringem Masse beféhigt ist, Fett
zu spalten. (Nach unserer Nomenklatur wire das Leberenzym also eine
Butyrase.)

Ohne weitere Versuche zur Systematisierung sollen im folgenden die fett-
und esterspaltenden Enzyme der einzelnen Organe beschrieben werden.

I. Pankreaslipase.

Den Nachweis der Fettspaltung durch den Pankreassaft verdankt man
Claude Bernard (1856). Verstehen wir also unter einer Lipase ein typisch
fettspaltendes Enzym, so war damit die Existenz der Pankreaslipase bewiesen.
Wenn aber dann gezeigt wurde, dass der Pankreassaft auch niedere Ester zu
spalten vermag, musste die Frage beantwortet werden, ob diese Wirkung von
demselben Enzym (,,einer Esterase’‘) ausgeiibt wurde oder ob in dem Pankreas-
saft mehrere esterspaltende Enzyme vorhanden sind.

a) Einheitlichkeit der Lipase.

Schon Terroine? konnte Anhaltspunkte dafiir finden, dass in dem Pan-
kreassaft nur ein esterspaltendes Enzym auf sowohl Fette wie niedere Ester
wirkt. Auch Abderhalden und Weil beantworten die Frage iiber die Ein-
heitlichkeit bejahend3. Endgiiltic wurde die Einheitlichkeit der Pankreas-
lipase in den Untersuchungen Willstidtters bewiesen?, dem wir den grossten
Teil unserer Kenntnisse iiber dieses Enzym verdanken.

Durch zuverlédssige und voneinander unabhingige Methoden hat Will-
stdatter die Hydrolysengeschwindigkeit von Fetten, von Tributyrin, Triacetin
und Buttersduremethylester bestimmt. Das Verhiltnis der Geschwindigkeiten
wurde verfolgt vor allem bei der Reinigung der Pankreaslipase, weiter bei der
Wirkungsabnahme unbesténdiger Enzymlésungen und bei Enzymlésungen
aus Driisen verschiedener Tierarten. Das Verhiltnis der Wirkungen wurde

1 A.S.Loevenhart, J1 Biol. Chem. 2, 427; 1907.

2 Terroine, J1 de Physiol. et Pathol. Gén. 13, 857; 1911.

3 Abderhalden u. Weil, Fermentf. 4, 76; 1920.

4 Willstatter u. Memmen, H. 133, 229; 1924, siehe auch Willstitter, Wald-
schmidt-Leitz und Memmen, H. 125, 140; 1923/24.
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in den untersuchten Fillen so iibereinstimmend gefunden, dass die Annahme
von mehreren Enzymen sehr unwahrscheinlich geworden ist.

b) Spaltung verschiedener Substrate.

Wie schon Abderhalden und Weil hervorgehoben haben, zeigt die
Pankreaslipase in bezug auf die untersuchten Substrate keine absolute
Spezifitat, d. h. sie spaltet Fettsiureester, unabhingig von deren Struktur
und sterischer Isomerie. Willstatter hebt indessen hervor, dass eine deut-
liche quantitative Spezifitit vorhanden ist, indem n#mlich gewisse
Substrate, wie Verbindungen mit verzweigter Kohlenstoffkette, sehr trige
gespalten werden, andere sehr leicht.

Zuerst sei betont, dass das Pankreasenzym (im Gegensatz z. B. zum Leber-
enzym) eine ausgesprochene Lipase ist, d. h. sie spaltet die eigentlichen
Fette sehr rasch, niedere Ester dagegen nur schwierig. Dies wurde schon in
der zitierten sehr griindlichen Arbeit Loevenharts gezeigt. Willstiatters
unter allen Vorsichtsmassregeln ausgefiihrten neuen Versuche bestitigen voll-
kommen Loevenharts Ergebnisse. ,,Um z. B. dieselbe Spaltung wie mit
0,01 g getrockneter und entfetteter Pankreasdriise zu erzielen, sind fiir die
Hydrolyse von Buttersiuremethylester nur 4 mg, von Tributyrin 1 g, aber von
Olivensl sogar 106 g getrockneter Leber notig.”

Morel und Terroine! haben die Angreifbarkeit verschiedener Ester
durch Pankreassaft verglichen. Die Spaltungsgeschwindigkeit der Athylester
der ein- und zweibasischen gesittigten Fettsduren nimmt von der Essigsiure
und Malonséure bis zur Buttersiure bzw. Glutarsiure zu, dann wieder ab,
analog hat die Angreifbarkeit der verschiedenen Essigester ihr Maximum
beim Butylalkohol. Bei den Triglycerinestern steigt die Spaltbarkeit vom
Triacetin bis zum Trilaurin und fillt dann stark bis zum Tristearin; leichter
als dieses wird Triolein gespalten.

Willstatter wendet bei der quantitativen Bestimmung der Pankreas-
lipase Olivensl an. Er hat einige andere Ole hinsichtlich ihrer Spaltbarkeit
untersucht. Es zeigten sich zum Teil grosse Unterschiede. Erdnuss- und
Sesamol wurden rascher, Ricinusél viel rascher verseift.

Pankreassaft spaltet die Ester normaler Fettsiuren bedeutend schneller
als diejenigen der entsprechenden Isosiuren, was fiir die Katalyse durch HCl
nicht zutrifft. Auch die Ester halogenierter Fettsiuren werden angegriffen
(Terroine, Abderhalden und Weil).

In vielen #lteren Untersuchungen ist die Bedeutung der Aciditit, be-
sonders aber die von Willstdtter erkannte grosse, je nach dem Substrat ver-
schiedene Wirkung der Aktivatoren auf die Geschwindigkeit der Fett- und
Esterspaltung, nicht beriicksichtigt; dltere Versuche haben darum nunmehr
nur historisches Interesse.

1 Morel u. Terroine, J1 de Physiol. et Path. gén. 14, 58; 1912.
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Die Angaben von Nencki und Liidy?, dass auch Salicylsiurephenylester
(Salol) durch Pankreasenzym zerlegt wird, wurden nicht bestitigt; Chanoz
und Doyon? erhielten negative Resultate. Nach Loevenhart® ist zur
Spaltung durch Amylsalicylase die Mitwirkung von Gallensalzen erforderlich.
Morel und Terroine konnten an Methylsalicylat und Benzoat nur sehr
schwache Wirkung erhalten.

¢) Stereochemische Spezifitit.

Dakin? hat entdeckt, dass eine Esterase eine stereochemische Spezifitit
zeigen kann, dass sie also die eine Komponente eines racemischen Kérpers
schneller spaltet als die andere. Er untersuchte die Einwirkung der Leber-
esterase auf racemische Ester der Mandelsduregruppe und beobachtete die
optische Aktivitdt der Verseifungsprodukte. Mit Pankreasenzym arbeitete
0. Warburg?; er wollte aber die asymmetrische Spaltung des Leucinesters
auf die Wirkung proteolytischer Enzyme zuriickfithren. Uber asymmetrische
Spaltung von Dibromstearinsduretriglycerid siehe Neuberg und Rosen-
bergs®.

Die stereochemische Spezifitit von sowohl Leber- als Pankreasesterase
hat Willst#tter wieder untersucht, und zwar hauptséchlichst unter Anwendung
von Mandelsdurederivaten. Die Spezifitdt ist, wie oben gesagt wurde, nie
eine absolute, sondern beide Antipoden werden gespalten, obgleich mit sehr
verschiedener Geschwindigkeit. Wir geben nach Willstéatter folgende Zu-
sammenstellung:

Drehung der rascher verseiften Komp.

Pankreaslipase = Leberesterase
Mandelsaureithylester . . . . . . —

Mandelsduremonoglycerid . . . . . —
Phenylmethoxyessigsduremethylester
Phenylchloressigsduremethylester
Phenylbromessigsiduremethylester
Phenylaminoessigsaurepropylester .
Tropasiduremethylester
Leucinpropylester .

Racemische Substrate

++4 1
+ 1+ +++

d) Enzymmaterial; Darstellung und Reinigung.
1. Frische Driise.

Dass die zerkleinerte Pankreasdriise selbst eine starke fettspaltende
Wirkung austibt, hat schon Nencki 1886 gefunden. Steht Pankreassaft nicht

1 Liidy, Arch. exp. Pathol. 325, 47; 1889.

2 Chanoz u. Doyon, Jl de Physiol. et Pathol. gén. 2, 695; 1900.

3 Loevenhart, J1 Biol. Chem. 2, 391; 1906.

¢ Dakin, J1 Physiol. 80, 253; 1903/04 und 32, 199; 1905.

5 Warburg, Chem. Ber. 38, 187; 1905 und H. 48, 205; 1906. — Siehe auch Abder-
halden, Sickel u. Ueda, Fermentf. 7, 91; 1923.

6 Neuberg u. Rosenberg, Biochem. Zs 7, 191; 1907.
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zur Verfiigung, so soll zur Fetthydrolyse frischbereitete Maceration der Pankreas-
drise verwendet werden, wie Connstein empfiehlt und seitdem oft ge-
schehen istl.

Mit einem Pressaft hat v. Pesthy? gute Resultate erzielt; er hackt
frisches, von Bindegeweben und Fett befreites Rindspankreas mit der Fleisch-
hackmaschine, zerreibt mit Quarzsand und ein wenig Wasser zu feinem Brei
und presst in einer hydraulischen Presse bei 800 Atmosphéren ab.

J. H. Long und Fenger? haben versucht, den Pankreaspressaft durch Zentrifugieren
in Fraktionen zu zerlegen.

2. Pankreassaft.

Sehr geeignet fiir Arbeiten tiber Pankreasesterase ist der Pankreassaft,
dessen enzymatische Wirkung diejenige von Pankreasextrakten erheblich
ibertreffen kann. Anscheinend ist der Pankreassaft aller hoheren Tiere
wirksam, so z. B. von Rind, Schwein und Kaninchen?.

Sowohl die Menge des Pankreassekretes als auch dessen fettspaltende
Wirksamkeit wird den Ergebnissen von Pawlow und Walther zufolge durch
Fettgenuss, z. B. Einfiihrung von Milch, stark angeregt. Dagegen fand Lom-
broso® keine Anpassung an die Nahrung.

Zur Gewinnung einer reichlichen Menge Pankreassaft wird dem Fistel-
hund nach Bayliss und Starling Sekretin eingespritzt. In dieser Weise

wurde mit Erfolg von Terroine® sowie von Loevenhart und Souder?
verfahren.

8. Trockenpréparate.

Aus dem frischen Pankreas kann durch Entwéssern leicht ein wirksames
Trockenpriparat erhalten werden.

Eine brauchbare Vorschrift hat Pottevin® angegeben. Nach dem gleichen
Prinzip hat Dietz® gearbeitet.

Pankreasdriisen vom Schwein werden in einer Fleischhackmaschine fein
zerhackt; das Produkt wird so lange mit 96°/yigem, dann mit absolutem
Alkohol behandelt, bis den Gewebsteilen das Wasser entzogen ist. Man zer-
hackt nochmals mit der Maschine, um einen noch héheren Feinheitsgrad zu
erreichen. Der Alkohol wird moglichst vollstindig entfernt und der Riick-

1 Abderhalden u. Weil, Fermentforsch. 4, 76; 1920.

2 v. Pesthy, Biochem. Zeitschr. 34, 147; 1911.

3Long u. Fenger, J1 Amer. Chem. Soc. 37, 2213; 1915. — Siehe auch Long, Mary
Hull u. H. V. Atkinson, ebenda 2427. — R. A. Nelson u. Long, ebenda 39, 1766; 1917.

4 Rachford, Jl Physiol. 17, 72; 1891.

5Ugo Lombroso, Arch. de Farmac. sper. 13, 73; 1912.

8 Terroine, Biochem. Zs 23, 404; 1910.

" Loevenhart u..Souder, J1 Biol. Chem. 2, 415; 1910.

8 Pottevin, C. r. 137, 378; 1904.

® Dietz, H. 52, 296; 1907.
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stand im Soxhletschen Extraktionsapparat mit Ather vollstindig entfettet.
Schliesslich saugt man den Ather ab und trocknet im Luftstrom.

Die so hergestellten Enzympréparate erwiesen sich nach Dietz’ An-
gaben zun#chst wenig haltbar, sie wurden mit der Zeit sauer. Um dies zu
verhindern, wurden dem Préparat die darin enthaltenen proteolytischen
Enzyme mit Wasser entzogen. Man breitet zu diesem Zweck das Priparat
auf ein grosses Nutschenfilter aus, iibergiesst mit kaltem Wasser und saugt
stark ab. Das Auswaschen geschieht so lange, bis das Filtrat mit verdiinnter
Essigsdure keinen weisslichen Niederschlag mehr gibt. Das Wasser darf mit
dem Priparat nicht lange in Beriithrung sein, weil dieses sonst aufquillt und
das Filter verstopft; deswegen gibt man immer nur kleine Portionen Wasser zu,
und lésst diese erst abfliessen, ehe man neues Wasser aufgiesst. Man trocknet
das Praparat mit Alkohol und Ather und macht es durch Sieben homogen.

E. Baur?! hackt die frischen, von ihrer Fett- und Bindegewebshiille
befreiten Schweinepankreasdriisen, iibergiesst den Brei mit der doppelten
Menge Alkohol, lasst 1 Tag stehen, koliert und presst stark. Die triibe Briihe,
welche die wirksamen Driisenzellen enthielt, wird mit Ather gefallt, der Driisen-
schlamm wird abgenutscht und mit Ather gewaschen.

Wird das Priparat wirklich trocken gehalten, so behilt es seine Wirk-
samkeit wihrend Monaten unverdndert bei.

Bei der von Willstatter und Mitarbeitern ausgefithrten praparativen
Reinigung der Pankreaslipase? diente immer als Ausgangsmaterial die ge-
trocknete und entfettete Pankreasdriise vom Schwein, und zwar wurde zur
Entwisserung statt Alkohol Aceton und Ather verwendet. Aceton schidigt
das Enzym nicht. Dagegen kann das oben angefiithrte Verfahren von Potte-
vin zu erheblichen Aktivitdtseinbussen fiihren.

Beispielsweise wurden 16,5 kg Driisen mechanisch von Fett und Gewebs-
fasern befreit, dann 4—5mal durch die Fleischhackmaschine getrieben und
dann portionenweise im Morser mit Aceton verrieben, so dass im ganzen
die Masse mit 30 Liter Aceton vermischt wurde. Nach 1—2 Stunden wurde
filtriert, die Masse dann mit 30 Liter Aceton, dann mit 15 Liter Aceton -
15 Liter Ather und schliesslich zweimal mit je 80 Liter Ather gewaschen.
Nach Trocknen auf Filtrierpapier an der Luft wurde das Material in einer
Schlagmiihle aufs feinste vermahlen und gesiebt. Sowohl der pulverige als
der faserige Anteil enthilt viel Enzym (1,65 bzw. 0,68 kg)3.

4. Lipaseldsungen.

Aus frischer Pankreasdriise ldsst sich die Lipase nur schwer extrahieren,
besonders nicht durch Wasser. Mit Glycerin kdnnen wirksame Losungen
1 E.Baur, Zs angew. Chem. 22, 97 u. 305; 1909.

2 Willstitter u. Waldschmidt-Leitz, H. 125, 132; 1922/23.
3 Willstdatter u. Waldschmidt-Leitz, 1. c. S. 150.
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gewonnen werden, sie eignen sich doch nicht fiir die weitere Reinigung des
Enzyms. Zu anderen Zwecken wurden solche Losungen z. B. von Griitzner,
Kastle und Loevenhart, Rona und Bien angewendet!. Bei Verdiinnen
solcher Glycerinausziige mit Wasser treten grosse Niederschlige auf, die das
Enzym mitreissen. Zum Teil auf Grund dieser Erscheinung wurde frither
behauptet, dass die Lipase unloslich sei, dass also auch die Glycerinausziige
nichts anderes als feine Suspensionen des Enzyms seien, die beim Wasserzusatz
koagulierten. Es ist jedoch nunmehr, besonders durch die Untersuchungen
der Willstatterschen Schule? sichergestellt, dass es vollkommen klare,
sowohl Glycerin- als Wasserlgsungen gibt, die keine Spur unléslicher Korper
enthalten. Der grosse Einfluss allerlei physikalischer Faktoren auf die Wirkung
der Lipase ist also wahrscheinlich nicht etwa als Anderung der Dispersitit
des Enzymes zu betrachten, sondern vielmehr als Forderung oder Hemmung
der Bildung der fiir die gleichzeitige Sorption von Enzym und Substrat ge-
eigneten Kolloidteilchen.

Aus den Pankreastrockenpréparaten kann die Lipase sowohl mit Wasser
als mit Glycerin extrahiert werden? Die dabei erhaltenen Lodsungen ent-
halten natiirlich auch Trypsin und Pankreasamylase. Die wisserigen Aus-
ziige besitzen einen nur geringen Reinheitsgrad und sind sehr unbesténdig.
Eine Stabilisierung ist nur mit Glycerin gelungen.

Haltbare und fiir die weitere Verarbeitung geeignete Liosungen gewinnt
man durch Extraktion der getrockneten Driise mit reinem oder wasserhaltigem
Glycerin. Leicht gehen dabei z. B. 70—809/, der Lipase in Losung. (Sehr
bequem erhalt man wirksame Losungen durch Glycerinextraktion k#uflicher
Praparate, z. B. Pancreatin Rhenania®.) Oft ist behauptet worden, dass die
Lipase von Trypsin zerstort werde® Die schnelle Inaktivierung der Wasser-
extrakte konnte hierauf beruhen. Moglich ist aber auch, dass das Trypsin
nur das als Lipaseaktivator wirkende Albumin spaltet. Jedenfalls sind die
rohen trypsinhaltigen Glycerinausziige sehr haltbar, was jedoch auch als eine
Hemmung der Trypsinwirkung durch das Glycerin erklirt werden kannSb.
Willstatter extrahiert die Lipase mit der 16fachen Menge 879/,igem Glycerin
4 Stunden bei 30°% Am besten wird dann der Riickstand durch Zentrifugieren
beseitigt. Setzt man dann Wasser zu der triilben Glycerinlosung, entsteht
ein Niederschlag. Durch Abfiltrieren desselben gewinnt man, allerdings unter
Verlust an Enzym, eine ganz klare Lipaselosung.

! Gritzner, Pfliigers Archiv 12, 285; 1876. Kastle u. Loevenhart, Am. Chem.
JI 24, 491, 1900. Rona u. Bien, Biochem Zs 64, 13; 1914.

2 Willstatter u. Waldschmidt-Leitz, H. 125, 132 und zwar 152 u. ff.

3 Engel, Hofm. Beitr. 7, 77; 1905.

4 Terroine, Biochem. Zs 23, 404; 1910. Mellenby u. Wooley, J1 of Physiol. 48,
287; 1914. Shaw-Mackenzie, Jl of Physiol. 49, 216; 1915. Tsuji, Biochem. J19, 53; 1915.

5 de Souza, Biochem. J1 10, 108; 1916.
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5. Reinigung.

Die Reinigung bezweckt zuerst die Abtrennung der Amylase und Tryptase,
dann die Steigerung des Reinheitsgrades. Beides wird durch Sorption und
darauffolgende Elution erreicht. Die Abtrennung der anderen Enzyme ge-
schieht durch Sorption der Lipase an Aluminiumhydroxyd, und zwar am besten
aus saurer Losung, beispielsweise 0,01 n-Essigsiure. Am geeignetsten ist die
Tonerdesorte B als Sorptionsmittell. Beispielsweise wurden 500 ccm eines
tritben Glycerinauszuges mit 2500 ccm Wasser geklart. Mit 750 ccm Tonerde-
suspension (etwa 7 g Al,05) wurden 90°/, der Lipase zusammen mit 249/, der
Amylase sorbiert. In der Zentrifuge wurde mit 20°/, Glycerin gewaschen.
Dabei tritt eine betriichtliche Enzymzerstérung ein. Mit 21/, basischem Ammon-
phosphat wurde eluiert. In der Elution fand man %/; der angewandten Lipase,
aber nur 3,5%, der Amylase. Aus der Elution fillte man mit Ammonchlorid,
Ammoniak und Magnesiumacetat die Phosphorsaure aus. Aus dem mit Essig-
sdure angesiduerten Filtrat wurde die Lipase wieder in derselben Weise mit
Tonerde sorbiert. Das nicht gewaschene Sorbat wurde mit Ammonphosphat
eluiert. Die Elution enthielt noch 35%, der angewandten Lipasemenge und
zwar frei von den in dem Driisenauszuge vorhandenen anderen Enzymen.
In der folgenden Tabelle ist das Ergebnis des Versuches zusammengefasst.
(Uber die Einheiten siehe weiter unten.)

Lipase- | Amylase- | Trypsin-
einheiten | einheiten | wirkung
Getrocknete Pankreasdriise . 2531 1469 2,71
Roher Glycerinauszug . . . 2170 1472 1,35
Geklarter Auszug . . . . 1800 1397 1,36
Erste Tonerdesorption
Restlosung . . e 180 1058 1,42
Elution . . . . . . . . 1210 51 0,19
Zweite Tonerdesorption
Restlésung . . . . . . . 3 19 0,10
Elution . . . . . . . . 634 0 0

In diesem Versuch war die Lipase bei der ersten Elution etwa dreimal
reiner als in dem geklarten Glycerinauszug, und in der zweiten Elution etwa
80mal reiner als in der Driise. Die nunmehr enzymatisch einheitliche Pankreas-
lipase kann man durch Sorption an Kaolin weiter reinigen. Beispiel: Eine
durch Ammonphosphatelution aus einem Tonerdeadsorbat gewonnene, glycerin-
haltige Losung (1600 ccm) wurde mit dem gleichen Volumen Wasser und mit
40 ccm n-Essigsdure versetzt und dann die Sorption mit 72 g elektroosmotisch
gereinigtem Kaolin vorgenommen. Nach Zentrifugieren wurde die Elution

1 Willstatter u. Kraut, Chem. Ber. 56, 149; 1923,
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unmittelbar mit Ammonphosphat ausgefiihrt. Das trilbe Zentrifugat wurde
durch Filtrieren durch Kieselgur gekliart. Es enthielt 65°/, von dem an-
gewandten Enzym. Eine zweimal mit Tonerde und dann einmal mit Kaolin
gereinigte Losung hatte die 205fache Enzymkonzentration im Vergleich zum
angewandten trockenen Driisenmaterial. Ein in dieser Weise gereinigtes
Lipasepriparat zeigte weder die Millonsche, noch die Molischsche Reaktion,
dagegen eine sehr schwache Ninhydrinreaktion.

Eine weitere Reinigung kann durch Sorption an Tristearin oder Chole-
sterin erzielt werden. Im Sorbat ist die Lipase nur wenig wirksam. Die sorbierte
Menge Enzym bestimmt man durch Ermittlung der Wirksamkeit der Rest-
losung. Die Menge sorbierter Substanz bestimmt man dadurch, dass man
das scharf getrocknete Sorbat mit Benzol behandelt und den unléslichen
Riickstand wiegt.

Ultrafiltration: siehe auch Lagrange und Suarez, C.r. Soc. Biol. 96; 1927.

e) Einfluss der Aciditit.

Nach &lteren Angaben von Griitzner und von Gamgee soll die Ex-
traktion des Enzyms durch wisseriges Glycerin befordert werden, wenn dieses
mit Soda schwach alkalisch gemacht ist.

Was den Einfluss der Aciditdt auf die Wirksamkeit des Enzyms betrifft,
so liegen nach dlteren Arbeiten von Nencki, Rachford und Fokin! neuere
Ergebnisse von E. Baur? und von Terroine (. ¢.) und mit modernerer
Methodik angestellte von H. Davidsohn?® vor. Nach denselben liegt das
Aciditatsoptimum der Pankreasesterase (Duodenalsaft vom Saugling, be-
stimmt an Tributyrin mit der stalagmometrischen Methode) bei 8,2-107°,
also pH = 8,5.

Davidsohn berechnet hiernach die Siuredissoziationskonstante der als Ampholyten
aufgefassten Pankreasesterase K, =1,0-10"".

Davidsohn fand in Losungen saurer als pH = 5 keine Lipasewirkung,
Rona und Bien dagegen eine recht betrichtliche Spaltung. Willstatter
und Waldschmidt-Leitz finden auch in saurer Losung eine kréiftige Spaltung
und konnten sogar auf die Messung der Verseifungsgeschwindigkeit bei pH =
4,7 eine Methode zur Bestimmung der Lipasemenge griinden. Es ist dabei,
wie bei allen Bestimmungen von Lipasewirkungen, darauf zu achten, dass
Begleitstoffe sehr stark die Reaktionsgeschwindigkeit zu beeinflussen ver-
mogen, und zwar so, dass ein Stoff, der in alkalischer Losung fordert, in saurer
Losung hemmen kann und umgekehrt. In saurer Losung wirken gewisse
Begleitstoffe (Albumin) hemmend; es ist darum fiir die Bestimmung nétig,

1 Fokin, Revue der Fette und Harze 1904, 244.

2 E. Baur, Zs angew. Chem. 22, 97; 1909. E. Baur hob wohl zuerst die ausschlag-
gebende Bedeutung der Aciditit auf den Wirkungsgrad der Pankreaslipase scharf hervor.

* Davidsohn, Biochem. Zs 45, 284; 1912 und 49, 249; 1913.
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noch Albumin zuzusetzen, um die gereinigten Losungen unter denselben Ver-
hiltnissen untersuchen zu konnen, wie man die Driise oder die rohen Aus-
ziige untersuchen muss.

f) Aktivierungen und Hemmungen.
1. Einwirkung von Galle.

Es wurde frither als bewiesen betrachtet, dass die Pankreaslipase in einem
an sich unwirksamen Zustande sezerniert und erst durch einen besonderen
Stoff aktiviert werde (Ubergang von Zymogen in Enzym). In mehreren
Arbeiten kam man zu dem Ergebnis, dass diese Aktivierung durch die Gallen-
salze zustande kommt (Magnus?, v. Fiirth und Schiitz? Donath?. Nach
diesen Autoren wirken die Gallensalze auch insofern spezifisch, als weder
die Magenlipase (Laqueur?) noch die Darmlipase (Boldyreff?) durch die-
selben beeinflusst wird.

Sowohl die synthetische als die spaltende Wirkung der Pankreasesterase
wird durch die Gallensalze befordert®, wihrend andere Aktivatoren, wie die
Salze der alkalischen Erden nur die Spaltung beeinflussen (Pekelharing?).
Zu dem Obigen ist nun zuerst zu bemerken, dass nach den Untersuchungen
von Willstéatter und Mitarbeitern Stoffe je nach der Aciditat als Aktivatoren
oder Hemmungskorper wirken konnen, dass also die Aktivierung durch Galle
nur in einem gewissen Aciditétsgebiet beobachtet werden kann. Weiter be-
haupten Willstdtter, Waldschmidt-Leitz und Memmen?8, dass die
Wirkung von Aktivatoren nicht in einer Uberfiihrung eines Zymogens in ein
Enzym liegen kann, denn ohne Aktivierung kann man mit Driise oder Aus-
ziigen in saurer Losung eine Lipasewirkung erzielen, die etwa so gross ist
wie die Spaltung unter Aktivierung in alkalischer Losung.

Die Frage, welche Bestandteile der Galle die aktivierende Wirkung
ausiiben, ist vielfach bearbeitet worden. Hewlett? und spater Kiittner1®
schrieben dem Lecithin der Galle eine wesentliche Rolle zu; auch Loeven-
hart und Souder (l. c¢.) fanden eine starke Beschleunigung durch Lecithin.
Indessen zeigen die Versuche von O.v. Fiirth und Schiitz, dass die Wirkung
der Galle nicht auf ihren Lecithingehalt zuriickgefithrt werden kann.

1 Magnus, H. 48, 373; 1906.

2 v. Fiirth u. Schiitz, Hofm. Beitr. 9, 28; 1906.

3 Donath, Hofm. Beitr. 10, 390; 1907.

4 Laquer, Hofm. Beitr. 8, 281; 1906.

5 Boldyreff, Zbl. f. Physiol. 18, 460; 1904. — H. 50, 394; 1907.

6 Siehe hierzu Hamsik, H. 65, 232; 1910. — Donath hatte negative Ergebnisse
erhalten.

? Pekelharing, H. 81, 355; 1912,

8 Willstitter u. Waldschmidt-Leitz u. Memmen, H. 125, 93; 1923.

® Hewlett, John Hopkins Hosp. Bull. 16, Nr. 166.

1 Kiattner, H. 50, 472; 1907.

"y Fiirth u Schiitz, Hofm. Beitr. 9, 28; 1907.

Chemie d. Enzyme. II. 3. A. 2
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Terroine (l. c¢.) hat an Triacetin die Wirkung der Gallensalze auf die
Geschwindigkeit der Spaltung untersucht. Was die Konzentrationsfunktion
der Gallensalze betrifft, so ist dieselbe von Loevenhart und Souder,
von Donath und von Terroine untersucht worden. Letzterer Forscher
kommt zu folgendem Resultat:

Fir die Spaltung der Ester und Triglyceride von niedrig-mole-
kularen Sduren gibt es, wie auch Loevenhart zeigte, ein Kon-
zentrationsoptimum der Gallensalze, und zwar unter den von Terroine
gewihlten Bedingungen bei 0,33°/,.

Fir den Fall der Hydrolyse von Triolein gibt es hingegen kein Opti-
mum der Gallensalzkonzentration. Man beobachtet ein zuerst regelméssiges
Zunehmen, das nach und nach abnimmt und dann aufhért, was Donath
schon gezeigt hat. (Siehe auch M. Shoda, Jl of Biochem. 6, 895; 1926.)

Besondere Sorgfalt hat Terroine auf den Nachweis verwendet, dass
die Gallensalze nicht, wie u. a. Bradley! behauptet hat, nur emulgierend
wirken. Thre beschleunigende Wirkung zeigt sich nédmlich am besten bei
allen an sich schon loslichen Substraten, wie Estern und Triglyceriden; sie
wirken also auch in Fillen, wo die Loslichkeit und die Homogenitit der zu
spaltenden Mischungen gar nicht beeinflusst werden konnen.

2. Deutung der Aktivierungserscheinungen.

Obgleich Willstdtter und Mitarbeiter darin mit Terroine {iiberein-
stimmen, dass die Wirkung der Galle und anderer Aktivatoren nicht in einer
besseren Emulgierung des Fettes liegt, halten sie seine Annahme nicht fiir
gerechtfertigt, dass die Galle eine direkte Wirkung auf das Ferment ausiibt.
Vielmehr sehen sie die fiir die Aktivatoren gemeinsame Wirkung darin, dass
sie Kolloidteilchen erzeugen, die adsorbierend auf Enzym und Substrat gleich-
zeitig wirken. ,,Calciumsalze erzeugen die Ausscheidung von Kalkseifen. Galle
und gallensaure Salze wirken auf Proteinsubstanzen der Driisenausziige fillend.
Hiermit ist das Verhalten von Albumin gegen die bei der Fettspaltung ent-
stehenden Seifen zu vergleichen. Eine besondere Stellung nimmt unter den
Aktivatoren das Glycerin ein, das erst in sehr hoher Konzentration wirkt.
Einerseits ist die Lipase ausgesprochen glycerinophil, andererseits ist Glycerin
imstande, grosse Mengen Seife zu losen, und diese wieder vermag Fett zu
adsorbieren.” Dass eine Seife Enzym zu adsorbieren vermag, hat schon im
Jahre 1872 O. Hammarsten am Labenzym beobachtet?. Die Zusammen-
setzung solcher Adsorbate im Falle von Lipase veranschaulicht Willstdtter
folgendermassen:

Calciumoleat
Lipase Fett

1 Bradley, J1 Biol. Chem. 6, 133; 1909.
? Hammarsten, Upsala likarefor. forhandlingar. 8, 63; 1872.
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In einem solchen Adsorbat sollen die Bedingungen giinstiger sein fiir die
Reaktion, als wenn das Enzym unmittelbar das Fett angreift.

Willstatter hat weiter zeigen kénnen, dass durch Kombination mehrerer
Aktivatoren grossere Steigerungen der Wirksamkeit erzielt werden konnen,
als von den einzelnen in noch so hoher Konzentration. Er erklirt dies durch
die Annahme komplizierterer Sorbate (vgl. Bd. I, S.209, 212u.242) vom Typus:

Calciumoleat—Albumin

/ N

Fett Lipase

(In einer dhnlichen Weise lassen sich auch viele Hemmungen durch die
verschiedensten Korper erkliren. Der hemmende Korper konkurriert mit
einem giinstig wirkenden Adsorbens. Dadurch wird dem wirksamen Sorbat
eine Komponente entzogen. Denkbar ist auch, dass ein Hemmungskérper
das Enzym in solcher Weise bindet, dass die spezifische Gruppe beeintrichtigt
wird.)

Die Athylbutyrat-Spaltung durch ein Pankreasenzym wird nach E. R.
Dawson! in alkalischer oder neutraler (nicht in saurer) Losung durch Amino-
sduren begiinstigt; Dawson nimmt Stabilisierung des Enzyms an.

8. Wirkung verschiedener Aktivatoren.

Die Aktivierung steigt mit der Aktivatormenge. Folgende Zahlen sind
der mehrmals zitierten Arbeit Willstatters entnommen:

0,2 ccm Glycerinauszug aus Pankreas 4+ 0 1 10 80 mg CaCl,

% Spaltung 40 74 194 234

0,2 ccm desselben Auszuges + 0 10 40 80 mg glykocholsaures Natrium
9% Spaltung 40 100 185 195

0,25 cecm Pankreasauszug 4+ 0 8 15 30 mg Albumin

9% Spaltung 60 154 17,0 195

0,25 ccm desselben Auszuges + 0 7 15 30 60 809 Glycerin

% Spaltung 60 92 127 144 175 172.

Um eine Auffassung von der gleichzeitigen Wirkung mehrerer Aktiva-
toren zu geben, zitieren wir umstehende Tabelle von Willstatter, die sich
auf 0,2 ccm Glycerinauszug aus Pankreas bezieht.

Bedenkt man nun, dass in der Driise sowohl Kalksalze als Eiweisstoffe
und wahrscheinlich noch andere aktivierende Stoffe vorkommen, die wihrend
der Reinigungsoperationen in verschiedenem Grade abgetrennt werden kénnen,
so ist es einleuchtend, dass ein Vergleich zwischen Lipasemengen in Driise
und in gereinigten Praparaten nicht ohne weiteres moglich ist. Hier ist nun
die Methode der ausgleichenden Aktivierung oder Hemmung nach Will-
stdtter von grossem Nutzen (siehe unten).

1 E.R. Dawson, Biochem. JI 21, 398; 1927.
2*
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- - Uber andere einzelne Ak-
Calcium- Natrium- 1 . ivat ot h foleend
chlorid glykocholat Albumin Spaltung tivatoren 1st noc . olgen fas

mg mg mg 9% anzufiithren : Saponin aus Quil-
lajarinde aktiviertnach Flohr!
1 - - ‘;’2 in kleinen Mengen (Maximum
10 . B 1924 2.0/0; evtl. besteht eine Be-
— 10 — 109 ziehung zur Oberflichenspan-
— 80 9— ig,i nung). — Den Einfluss der
N _ 12 172 Alkaloide studierten Rona
1 10 — 13:9 sowle Smorodinzew und
10 10 — 13,6 Danilow (Biochemische Zs
10 — 15 23.6 .
2 B 3 279 181; 1927).
40 — 60 25,8 Der von Rosenheim?
- 10 15 20,8 gefundene Aktivator ist noch
— 20 30 228 ioht ceklirt
- 30 30 212 nicht geklart.
1 10 15 234 NachMinami? enthalten
10 10 15 23,4 Blut, Leber und Muskel Ak-

tivatoren fiirPankreasesterase.
Bemerkenswert ist, dass Chloroform, welches im allgemeinen Enzym-
wirkungen nicht stért, die Esterase inaktivieren soll.

Eine Reihe von Lipoiden hemmen, z. B. Cholesterin; der Einfluss von
Lecithin ist noch nicht klargelegt. Nach Willstidtter ist die Hemmung
durch Cholesterin so zu deuten, dass bei der Sorption der Lipase daran die
aktive Gruppe besetzt wird. (Siehe auch Jedlicka, Zs ges. exp. Med. 47; 1925).

Die sehr interessante Tatsache, dass der Pankreassaft eine mit der fett-
spaltenden Wirkung parallelgehende hamolytische Wirkung ausiibt (Friede-
mann®, Wohlgemuth® Neuberg und Reicher?) wird im 2. Kap. unter
,,Lecithinase* besprochen.

Dass zahlreiche Neutralsalze ausser dem oben genannten Calcium-
chlorid die Pankreaslipase aktivieren, ist lange bekannt. Wie aus den Ver-
suchen von Pottevin® Kanitz, Terroine (l.c.), Minami® Pekelharing?®
u. a. hervorgeht, sind besonders die Chloride wirksam.

1 Flohr, Ned. Tijdschr. Geneesk. 2, 1177; 1918.

2 Rosenheim, Jl of Physiol. 40, XIV; 1910.

3 Minami, Biochem. Zs 39, 392; 1912.

4 Kiattner, H. 50, 472; 1907. Daselbst &ltere Literatur. Ferner Terroine, Soc.,
Biol. 68, 439, 518, 666, 754; 1910.

8 Friedemann, Dtsch. med. Wochenschr. 33, 585; 1907.

§ Wohlgemuth, Biochem. Zs 4, 271; 1907.

" Neuberg u. Reicher, Biochem. Zs 4, 281; 1907. — 11, 400; 1908.

8 Pottevin, C. r. 136, 767; 1904.

® Minami, Biochem. Zs 39, 392; 1912.

10 Pekelharing, H. 81, 355; 1912, — Hamsik, H. 71, 238; 1911.
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Folgendes Beispiel, der zitierten Arbeit von Pekelharing entnommen,
zeigt, dass es sich um ganz betrachtliche Aktivierungen handelt:

4 cm Lipaselosung (nach Rosenheim) wurden mit Hilfe von -wenig Natriumcarbonat
in Wasser zu einem Volumen von 200 ccm geldst und in 4 Portionen zu je 50 ccm geteilt;
jede enthielt 1 ccm neutrales Olivendl; zu drei davon wurden wechselnde Mengen NaCl bzw.
aquiv. Mengen CaCl,, BaCl, und MgCl, zugesetzt; alle Losungen wurden auf die gleiche Alkali-
nitit, schwach rosa Phenolphthaleinfirbung (schitzungsweise pH=8), gebracht. Nach sechs-
stiindiger Digestion wurden verbraucht:

Zusatz cem 0,25 n. NaOH Zusatz cem 0,25 n. NaOH
— 0,8 — 0,6
2 g NaCl 2.4 100 mg CaCl, 14
4 g Na(Cl 46 220 mg BaCl, 13
6 g NaCl 44 185 mg MgCl, 2,7

Falk! betont den grossen Unterschied zwischen Salzen 1-wertiger und 2-wertiger
Metalle (CaCly).

Die Fettsynthese wird durch diese Neutralsalze nicht beschleunigt,
sondern sogar gehemmt, wie Pekelharing nachgewiesen hat. Nach Ansicht
dieses Forschers besteht die Rolle der untersuchten Salze darin, dass dieselben
Fettsdure als Seife ausscheiden und so aus dem System entfernen, wodurch
die Spaltung weiter fortschreiten kann.

Bei hoheren Konzentrationen geht die beschleunigende Wirkung der
Neutralsalze in eine hemmende iiber. Der Hohepunkt der Beschleunigung
entspricht einer fir jedes Salz besonderen Konzentration, welche in der Reihe
Chlorid, Bromid, Jodid, Fluorid stark abnimmt (Terroine).

Auch die Gallensalze iiben zweifellos eine Salzwirkung aus, welche sich
iber ihre Lipoidwirkung und ihre spezifische Wirkung superponiert; dies
wire in kiinftigen Untersuchungen zu beriicksichtigen.

Als anorganische Aktivatoren sollen auch die Mangansalze
wirken (Magnus?).

Anorgsnische Gifte sind ausser NaF alle Oxydationsmittel, besonders
Ozon® und Permanganat, ferner HgCl, und Arsensdure.

Fluornatrium. Eine besonders starke Wirkung auf Pankreasesterase
iibt das Fluornatrium aus, wenn es auch vielleicht hinsichtlich seiner Wir-
kungsart keine Sonderstellung gegeniiber den anderen Alkalisalzen einnimmt.
Seine stark hemmende Wirkung ist von Loevenhart und Peirce? studiert
worden, welche aber auch angeben, dass minimale Mengen von NaF be-
schleunigen. Die verzégernde Wirkung des Fluornatriums &Hussert sich
auf niedrige Ester, wie Athylacetat, viel stirker als auf die Glyceride
der hoheren Fettsiuren® Uber die Grenzen dieser Wirkungen gehen die

1 Falk, J1 Biol. Chem. 36, 229; 1918.

2 Magnus, H. 48, 376; 1906.

3 Kastle, Publ. H. a. M. H. Hyg. Lab. Bull. 26. — Biochem. Zbl. 5, 1181; 1906.
* Loevenhart u. Peirce, J1 Biol. Chem. 2, 397; 1907.
5 Amberg u. Loevenhart, Jl Biol. Chem. 4, 149; 1908.
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Angaben der genannten Forscher und diejenigen von Terroine und Minami
auseinander. Davidsohn! fand, dass Pankreasesterase gegen NaF sehr viel
empfindlicher ist als Magenesterase. Davidsohn konnte in den meisten
Versuchen mit Pankreaslipase erst bei einer NaF-Konzentration von 1:80000,
in einem Versuch erst bei 1:240000 ein Aufhéren der Hemmung beobachten,
wihrend sich die Magenesterase etwa 50mal resistenter zeigte; an Magen-
lipase beobachtete Davidsohn bei Konzentrationen von 1:1600—1:3200
keine Hemmung mehr.

Die gefundene Verschiedenheit der beiden Esterasen gegen NaF scheint
nicht auf einem verschiedenen Gehalt an Ca-Salzen zu beruhen; sie soll
nach Davidsohn auf die Existenz zweier verschiedener Enzyme hindeuten,
was er auch durch die Ungleichheiten der optimalen Aciditdt und durch das
verschiedene Verhalten gegen Gallensduren als bewiesen ansieht.

Willstdatter hat bei der Besprechung der Magenesterase seine auf
moderneren Versuchen gegriindete Ansicht iiber die behauptete Verschieden-
heit von Magen- und Pankreasesterase dargelegt; auf diese sei hier verwiesen.

g) Bestimmung der Lipase.

Bei der Bestimmung der Lipase ist, wie besonders in den Arbeiten
Willstatters hervorgehoben wurde, zur Vermeidung grober Fehlschliisse
darauf zu achten, dass Begleitstoffe eine vollkommen falsche pH-Abhingig-
keit und Aktivitdt vortduschen konnen. Um richtige Resultate zu bekommen,
muss man durch besondere Massnahmen den Einfluss der Begleitstoffe aus-
schalten. Dies geschieht entweder so, dass man immer einen Uberschuss von
Aktivatoren oder von Hemmungskorpern zusetzt. Willstdtter bedient sich
eines der folgenden Verfahren2.

1. Bestimmung bei konstanter Aciditit pH = 4,7. Bei dieser Aciditit
hemmen die Begleitstoffe in der Driise. Bei der Bestimmung der Lipase-
menge in reineren Préparaten ist es deshalb notwendig, Albumin als Hem-
mungskoérper zuzufiigen.

2. Bestimmung bei einem konstanten pH von 8,9. Hier aktivieren die
Begleitstoffe. Bei Losungen, wo die Begleitstoffe ganz oder teilweise abgetrennt
sind, muss man Aktivatoren zusetzen (Albumin und Calciumchlorid). Um
den Einfluss der freigemachten Fettsdure zu eliminieren, muss man viel Puffer
anwenden, was indessen die reineren Lipaselosungen schidigen kann.

8. Wie nach der 2. Methode beginnt die Spaltung in alkalischer Losung
unter Aktivierung. Wegen der unzureichenden Puffermenge wird die Losung
wahrend der Spaltung erst neutral, dann allm#hlich sauer. Diese Methode
hat sich in Willstdtters Untersuchungen sehr bew#hrt.

1 Davidsohn, Biochem. Zs 45, 284 ;. 1912.
2 Willstatter, Waldschmidt-Leitz u. Memmen, H. 125, 93; 1923.
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Die Einzelheiten der Messung der nach den verschiedenen Zeiten er-
reichten Spaltung des Esters findet man in dem Abschnitt tiber Methoden
zur Messung der Wirkung der Esterasen.

Willstatter bestimmt im Volumen von 18 cem, enthaltend 2 ccm Am-
monchlorid-Ammoniakpuffer von pH = 8,9 und als Aktivatoren 10 mg CaCl,
und 15 mg Albumin, die Spaltung nach einer Stunde bei 80° Die Lipase-
menge, die unter diesen Bedingungen eine Spaltung von 249/, gibt, nennt er
die Lipaseeinheit (L.-E.). Diese willkiirliche Einheit dient gentigend genau
nur fiir den Vergleich der aus einem Driisenmaterial gewonnenen Praparate.
Als Ausdruck fiir den Reinheitsgrad eines Priaparates gibt Willstatter den
Lipasewert (L.-W.) an. Der Lipasewert ist die Anzahl Lipaseeinheiten in einem
Zentigramm eines Priparates.

h) Kinetik.

Die dlteren mit Esterasen angestellten Versuche beziehen sich in der Regel
auf Systeme mit makroskopisch wahrnehmbaren Grenzflichen (Suspensionen).
Es ist klar, dass aus solchen Versuchen nur mit der grossten Vorsicht Schliisse
iiber die Kinetik der Spaltung zu ziehen sind. Lipolytisch wirksame Glycerin-
ausziige lassen sich nach A. Kanitz! aus Schweinepankreasdriisen gewinnen.
Mit diesen hat Kanitz die Hydrolyse von Olivensl und Ricinusél verfolgt.

Je 10 cem Olivensl werden in Reagenzglisern mit 3,9 cem 0,10 norm. Natronlauge,
0,25 ccm 1 norm. CaCl, und 1 cem Lipaseextrakt vermischt und der Inhalt je eines Reagenz-
glases wird nach der unter t verzeichneten Minutenzahl titriert. Die dabei verbrauchten
Kubikzentimeter 0,10 norm. Natronlauge sind unter x angegeben.

t X X X
t vt

0 0,0 — —
70 92 0,131 1,10
140 12,3 0,088 1,04
288 19,0 0,065 1,12
405 231 0,057 1,15
1455 34,2 0,023 0,90

Auch Engel? hat zum Teil mit Losungen gearbeitet, und zwar mit
Glycerinausziigen von Pankreatin ,,absolut’, Rhenania, wobei 6 g Pankreatin’
24 Stunden lang mit 250 cem Glycerin digeriert wurden, zum Teil auch, wie
in folgendem Versuch, mit eingewogenem festem Pankreatinpriparat (hetero-
genes System). Er kommt in seiner sorgfiltigen Untersuchung an Eigelb-
Emulsion mit der gleichen Methodik wie Volhard und Stade (vgl. S. 10 u.ff.)
zum Resultat, dass die Schiitzsche Regel bei der enzymatischen Fettverseifung
gilt, dass also bei gleicher Verdauungszeit die Verdauungsprodukte sich ver-
halten wie die Quadratwurzeln aus den Enzymmengen, und dass bei gleichen.

1 Kanitz, H. 46, 482; 1905.
2 Engel, Hofm. Beitr. 7, 77; 1905.
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Fermentmengen die Verdauungsprodukte sich verhalten wie die Quadrat-
wurzeln aus den Verdauungszeiten. Fiir ein und denselben Saft muss dem-
nach gelten:

x=k}/ Et.
Dies ist bei Engels Versuchen auch der Fall.
4 Stunden 9 Stunden 25 Stunden
Pankreatin  x beob. x ber. ——— x beob. X ber. —— x beob. x ber. x

VY Et VEt Y Et
0,04 ¢ 17,6 16,8 44 18,4 24,5 3,1 35,0 38,3 3,5
0,09 g 209 245 35 363 350 4,0 582 530 38 }1;"1‘{,11)-
0,16 ¢ 35,2 31,6 4,4 48,4 44,6 4,0 72,1 65,0 3,6 ’

Die Berechnung der Werte x.. ist nach der Arrheniusschen Formel (28) (Bd. I
S. 164) mit der Konstanten % = 1,0 ausgefiihrt worden. Die Abweichungen sind, wie man sieht,
nicht unerheblich.

Schon vor Kanitz und Engel haben Kastle und seine Mitarbeiter?!
die Esterasespaltung niederer Ester kinetisch untersucht; zur Verwendung
kamen tritbe, durch Tuch filtrierte, wissrige Extrakte von Schweinepankreas.

Riohrchen, welche 4 ccm Wasser, 0,26 ccm Athylbutyrat und 0,1 cem
Toluol enthielten, wurden wihrend 5 Minuten auf 40° erwirmt. Dann wurde
1 ccm eines 109/ igen Extraktes hinzugefiigt; nach bestimmten Zeiten wurde
mit 0,05 n. KOH titriert. P = E = Enzymmenge.

Minuten X k- 104 %P
5 (6,53) 135 (0,45)
10 (8,66) 91 (0,40)
15 8,53 60 0,26
20 9,54 50 0,24
25 10,67 50 0,24
30 (9,41) 33 (0,16)
60 17,32 32 0,28
120 25,35 24 0,32
180 28,36 18 0,28

Die nach dem Reaktionsgesetz 1. Ordnung berechnete Konstante k sinkt
stark und stetig. Eine Interpolation zeigt iibrigens, dass die Beobachtungs-
fehler, vermutlich wegen der Schwierigkeit, so kleine Estervolumina genau zu
pipettieren, sehr gross waren.

Die Geschwindigkeit der Esterspaltung fanden die Autoren angenihert
proportional der Enzymkonzentration.

Mit einiger Anndherung schliessen sich die obigen Versuchszahlen der Schiitzschen
Regel, x=k7/t an (Bd.1, S.161). In der letzten Spalte finden sich die Werte %P, dic
frither nach Formel (28) % Pt=aIn (a)/(a— x) —x berechnet wurden (Bd.I, S.164). Dass
diese Werte einigermassen konstant sind, diirfte nicht von Bedeutung sein.

1 Kastle u. Loevenhart, Amer. Chem. J1 24, 491; 1900. — Kastle, Johnston
u. Elvove, ebenda 31, 521; 1904.
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Hier wie bei allen anderen Enzymreaktionen diirfte man behaupten
konnen, dass der Anschluss an die Schiitzsche Regel ein Zufall ist. Diese
Regel entbehrt jede theoretische Stiitze, und in den Féllen, wo eine Enzym-
reaktion scheinbar danach verliuft, sind die Versuche durch den Einfluss
unbeachteter Faktoren entstellt.

Wie Kastle und Loevenhart gefunden haben und seither mehrfach
bestitigt wurde, ist die Pankreaslipase stark siureempfindlich. Es wiirde sich
wohl lohnen, zu untersuchen, ob nicht die Formel fiir monomolekulare Re-
aktionen auch hier recht angenihert gilt, wenn von vornherein durch Zusatz
eines geeigneten Puffers die optimale Aciditdt konstant gehalten wird.

Die Arbeit von Kastle und Loevenhart ist auch deswegen bemerkens-
wert, weil in derselben der enzymatischen Synthese der Ester Aufmerksam-
keit gewidmet worden ist.

Nachdem auch Pottevin! die enzymatische Bildung von Mono- und
Triolein beobachtet und studiert hatte — eine seiner Versuchsreihen ist be-
reits in Bd. I, S. 814 mitgeteilt worden —, hat Dietz das Problem einer ein-
gehenden quantitativen Bearbeitung unterworfen.

Dietz2 hat ein heterogenes System studiert; Pankreasesterase wurde
in Form geschabter Gewebefasern von der Pankreasdriise des Schweines in
Amylalkohol emulgiert, welcher Wasser und Buttersiure bzw. Amylbutyrat
gelost enthielt.

Man erwartet zunichst die Geschwindigkeitsgleichung:

dx
—dT = kl CSﬁ.ure : CAlkohol“‘ k2 CEsi;er : CWasser:

wobei sich alle Konzentrationen auf die ,,Enzymphase’ beziehen. Die Kon-
zentration von Wasser und Alkohol ist annihernd konstant, da durch die Vor-
ginge stets nur kleine Mengen verschwinden. Andererseits sollen sich die
Stoffe zwischen Enzym und Fliissigkeit nach dem Nernstschen Verteilungs-
satz verteilen, d. h. Cgpsym = @ . Crssung. Die Proportionalitdtsfaktoren, wie
die konstanten Konzentrationen von Alkohol und Wasser, gehen in die
k,-Werte ein, und man erhilt daher:
%XE = kl CSiure— kz CEstet = kl (a' ——-X) - kZX'
Lost man nur wenig Wasser in Amylalkohol, so wird die Gegenreaktion sehr
klein, und der Vorgang verlguft einfach nach:
dx

T k(a—x)

wie folgende Tabelle erkennen ldsst:

1 Pottevin, C.r. 136, 1152; 1903 u. 137, 878; 1904. — Ann. Inst. Pasteur, 20, 901; 1906.
2 Dietz, H. 52, 279; 1907. Siehe auch Bodenstein u. Dietz, Zs f. Elektroch. 12,
605 1906.
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a = 0,10 normal

3,59, HyO 5,01°/, H,0
t Stunden  Millimol Sdure k- 104 t Stunden  Millimol Siure k- 104

pro Liter pro Liter
0,00 100,00 — 0,00 100,00 —
2,50 97,06 64 2,00 94,12 130
9,57 87,10 62 5,53 87,82 100
14,35 80,84 64 10,33 76,38 120
24,45 69,74 63 15,17 67,54 120
31,88 62,38 63 25,20 52,04 120
47,89 48,32 65 32,58 43,18 120
55,27 43,56 64 48,83 31,38 120
76 67 33,94 60 55,92 28,80 110
100,42 23,98 62 77,73 22,16 100
384 8,12 63 385 10,96 120

Geht man zu hoheren Wassergehalten iiber, so stellt sich ein von beiden
Seiten erreichbarer Endzustand ein, und es wird die Geschwindigkeit der
beiden entgegengesetzten Reaktionen messbar. Einen solchen Fall gibt die
folgende Tabelle wieder.

6,5/, H,0. — 5,01 g Enzym

Esterbildung Esterspaltung
t Stunden  Millimol Siure k- 10% t Stunden  Millimol Siure  k,-10*
pro Liter pro Liter
0,00 100,00 — 0,00 0,00 —
3,90 93,74 72 6,67 2,50 18
10,52 80,83 90 19,73 6,50 18
13,75 77,50 89 32,65 8,08 15
23,32 65,00 84 68,10 12,50 15
29,25 59,17 83 94,30 13,08 16
36,20 53,33 82 142,31 14,00
47,97 45,00 81 215,50 15,00
71,68 33,34 81 oo 16,25
97,57 27,08 76
o 16,25 82

Nach dem Massenwirkungsgesetz soll gelten (wie Bd. I, Kap. 7, S. 295
u. ff. erwidhnt, bezeichnet Bodenstein mit K den reziproken Wert):

Gleichgewichtskonstante K = Oster _ &
CSﬁure k2
Dies war zwar bei obigem Versuch der Fall; es wurde namlich gefunden:
- CEster . k1 . 82 _
K= CSéure - 5’2 und lg— E - 5’1.

Indessen zeigen die verschiedenen Versuchsreihen von Dietz, besonders
diejenigen mit 8°/, Wasser, durchaus keine Ubereinstimmung; die Gleich-
gewichtskonstanten K bzw. k;/k, nehmen ganz verschiedene Werte an, wie
z. B. der Vergleich des folgenden Versuchs mit dem obigen zeigt:
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8%, H;0. — 5,01 ¢ Enzym

Esterbildung Esterhydrolyse
t Stunden  Millimol Séure k;-10* t Stunden  Millimol Siure kp-10°
pro Liter pro Liter
0,00 100,00 — 0,00 0,00 —
1,98 94,04 140 3,63 5,60 75
4,00 88,22 140 7,60 10,82 77
6,98 80,60 140 16,77 17,54 64
11,55 67,90 160 24,05 22,02 70
14,98 62,69 160 89,30 31,34
25,10 48,88 160 oo 31,42
96,95 31,72
oo 81,42
Mittel 150 Mittel 72

Proportionalitdt zwischen Reaktionsgeschwindigkeit und Enzymmenge,
welche schon Kastle und Loevenhart gefunden hatten, zeigte sich auch
hier, und zwar sowohl hinsichtlich der Spaltungs- als der Bildungsgeschwindig-
keit des Esters:

Wassergehalt Enzymmenge Konstanten X 10*
ky ko
89/ { 501 ¢g 150 72
0 10,02 g 280 140

Dieser Befund steht auch in Ubereinstimmung mit dem von Pottevin
{l. c. Bd. I).

Bemerkenswert ist, dass nach den Angaben von Dietz der Gleich-
gewichtszustand im homogenen System und bei Anwendung einer S#ure als
Katalysator einen ganz anderen Betrag erreicht, als bei Verwendung des
Enzyms. Berechnet man die Gleichgewichtskonstante nach der Formel

[Ester] [Wasser]

[Saure][Alkohol]

und setzt fiir die molare Konzentration des Wassers 4,44 und fiir Alkohol 8,2
(Zahlen, die fiir 8%/, Wassergehalt gelten), so erhilt man fiir das homogene
System K = 8,2, wéhrend die Enzymversuche ergaben:

Anfangskonzentration = 0,05 n 0,10 n 0,20 n
K =0,70 1,2 1,8

Eine erneute Durcharbeitung dieser Verhiltnisse unter genauer Beriick-
sichtigung der Aciditdt und der Menge mitwirkender Aktivatoren ist er-
forderlich.

Besonders zu beriicksichtigen ist bei weiteren Versuchen der Befund
von Terroine!, dass Gallensalze nicht nur die Reaktionsgeschwindigkeit,
sondern auch das Gleichgewicht im Endzustand #ndern. Es ist zu
schliessen, dass die aktive Masse wenigstens einer Reaktionskompo-
nente (Ester bzw. Saure) durch den Zusatz der Gallensalze geéindert wird.

1 Terroine, Biochem. Zs 23, 404; 1910.
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Unter den quantitativen Ergebnissen Terroines sei noch hervorgehoben,
dass die Wirkungsweise der Gallensalze stets dieselbe ist, welches auch der zu
spaltende Korper sei. Fir die Spaltung der Ester und Triglyceride niederer
Sauren stellte Terroine ein Konzentrationsoptimum der Gallensalze fest.

Auch Synthesen der hoheren Fettsduren durch Pankreasesterase (Pulver)
sind durchgefiihrt worden, und zwar des Amylesters der Stearinsgure von
Pottevin, des Glycerinesters der Palmitin- und Stearinsiure von Hamsik?™.

Von den Versuchen Willstatters, wo der Einfluss aktivierender und
hemmender Stoffe beachtet wurde, seien schliesslich einige angefiihrt:

Willstatter findet in alkalischer Losung fiir kleine Spaltungen (unter
249/y) eine recht gute Proportionalitit zwischen Spaltung und Enzymmenge.
Hierauf griindet sich die Definition der Lipaseeinheit. In saurer Lgsung
(unter ausgleichender Hemmung) ist die Proportionalitit in dem untersuchten
Gebiet (bis etwa 10°/, Spaltung) sehr streng.

Was den zeitlichen Verlauf betrifft, so erwies sich das Produkt bei der
Spaltung in alkalischer Losung aus der Enzymmenge und der Zeitdauer fir
einen gewissen Spaltungsgrad als nicht konstant. Dies beruht unter anderem
darauf, dass das Enzym wihrend der Reaktion geschwicht wird. Noch kom-
plizierter ist der zeitliche Verlauf in saurer Losung (unter Hemmung). Die
Reaktionsgeschwindigkeit sinkt sehr stark mit der Zeit. Der Puffer allein
(Acetat-Essigsdure) zerstort nicht das Enzym. Die entstehende Olsiure
hemmt sehr stark, was durch besondere Versuche unter Zusatz dieser Siure
gezeigt wurde; dabei wurde kontrolliert, dass die Olsiure die Wasserstoff-
ionenkonzentration nicht #nderte.

i) Wirkung der Temperatur.

Nach den Untersuchungen von Kastle und Loevenhart (l. c.) an
Athylbutyrat hat die enzymatische Spaltung dieses Esters einen recht kleinen
Temperaturkoeffizienten (vgl. Bd. I, S. 277); zwischen 20° und 80° betragt
der Quotient kg, 10° ky rund 1,8; die Konstante A ist rund 5000. Nach Ter-
roine soll der Temperaturkoeffizient der Hydrolyse ein wenig von der Natur
des Substrates abhiingig sein. Aus Terroines Zahlen fiir Athylbutyrat findet
man kyy10°ky zu etwa 1,9 (zwischen 15° und 259 und A rund 11000. Es
wird eine ,,optimale Wirkungstemperatur von etwa 40° angegeben.

Der Temperatureinfluss auf das Enzym selbst und auf die Reaktion ist
offenbar bei wechselnder Aciditdt untersucht worden. Auf die Temperatur-
kurven, deren Koordinatenbezeichnung unvollstindig ist, sei hier nur ver-
wiesen (. c¢. S. 422 und 423). Bei 54° soll die Hydrolyse ,,fast Null sein®.

Hinsichtlich der Warmeempfindlichkeit des Enzyms selbst hat Terroine
ebenfalls Versuche angestellt.

! Hamsik, H. 71, 238; 1911. — 90, 489; 1914.
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Nach diesem Autor verliert Pankreassaft, 10 Minuten lang auf 65° er-
wirmt, jede lipolytische Kraft. Versucht man aus den Zahlen Terroines
die Inaktivierungskonstante (Bd. I, S. 246) zu berechnen, so gelangt man zu
einem angendherten Wert, k, = 1-107% Ob diese Ergebnisse bei optimaler
Aciditdt gewonnen sind, lasst sich schwer beurteilen. Jedenfalls scheint
hiernach die Pankreasesterase bedeutend w#rmeempfindlicher zu sein als
z. B. Saccharase. Vgl. hierzu Bd. I, S. 259 und 260.

Terroine gibt ferner an, dass das Enzym gegen Erwirmung in Gegen-
wart von Gallensalzen noch empfindlicher ist als das davon freie Enzym, und
zwar konnte man aus seinen Zahlen fiir das durch Gallensalze aktivierte En-
zym die Konstante k. = 8-107° bei 40° annehmen.

Neue Versuche unter Anwendung einer einwandfreien Methodik zur Mes-
sung der lipatischen Wirkung sind wiinschenswert. Es ist natiirlich ohne
weiteres klar, dass auch fiir die Temperaturempfindlichkeit der Lipasen die
Begleitstoffe von einer durchgreifenden Bedeutung sind.

II. Magenesterase.

Die Magenesterase, die im Pawlowschen Magensaft vorkommt, ist
zweifellos eine eigentliche Lipase, d. h. sie spaltet Fett!, wenn auch die Wirkung
auf einfachere Ester eine grossere sein kann, und wenn sie also auch als
,,Butyrase® fungiert.

Den Nachweis der Spaltung von Neutralfett im Magen verdankt man
Marcet (1858) und Cash (1880). Bei Magenkrebs und Achylie soll der Magen-
saft kein Fettspaltungsvermogen besitzen2.

Yorkommen. Es kann nunmehr als sichergestellt gelten, dass die Magen-
lipase in der Sekretion des Magens selbst enthalten ist®, dass also der Duodenal-
saft hochstens einen Teil des im Magen wirksamen fettspaltenden Enzymes
liefert. Die wirksame Magenlipase wird vom Fundusteil abgeschieden (Vol-
hard).

Auch die Magenschleimhaut enthdlt Lipase, was Ibrahim und Kopec*
beim Foetus nachgewiesen haben. Wirksame Glycerinextrakte sind mehrfach
beschrieben worden.

Nach Willstatter, dem wir auch hier einige musterhafte Arbeiten
verdanken, kann man leicht aus den verschiedenen Teilen des Magens das

1 Volhard, Zs klin. Med. 42, 414; 43, 397; 1901. — Stade, Hofm. Beitr. 3, 291;
1902. — Fromme, Hofm. Beitr. 7, 51; 1905. — Zinsser, ebenda 7, 31; 1905.

2 v. Pesthy, Biochem. Zs 34, 147; 1911.

3 Siehe auch Bickel, Deutsche med. Woch. 32, 1323; 1906. — Falloise, Arch.
internat. de Physiol. 3, 396 und 4, 87; 1906. — Heinsheimer, Deutsche med. Woch. 32,
1194; 1906. — London u. Wersilowa, H. 56, 545; 1908. — Dass beim normalen Menschen
Duodenalinhalt in den Magen zuriickfliesst, betont auch O. Gross (Dtsch. Arch. Klin. Med.
132, 121; 1920).

4 Ibrahim u. Kopec, Zs Biol. 53, 201; 1906.



30 Die hydrolysierenden Enzyme der Ester, Esterasen.

Enzym extrahieren. Mehr als aus der darunterliegenden Muskelschicht gewinnt
man aus der Schleimhaut. Aus dem Cardiateile gewann Willstdtter mehr
Enzym als aus dem Fundusteil®.

Enzymmaterial und Darstellung. Die interessantesten Versuche sind
mit Magensaft angestellt, welcher bekanntlich am besten mit der von
Pawlow? angegebenen Methodik gewonnen wird (Bd. I, S. 9). Zu Versuchen,
wo es sich darum handelt, kriftige, reproduzierbare Wirkungen zu erhalten,
wendet man zweckmissig Pawlowschen Saft an.

Inouye hat mit Glycerinextrakten von Magenschleimhaut tiberhaupt
keine Wirkungen auf Fettemulsionen erhalten. Etwas erfolgreicherist Fromme
unter Volhards Leitung gewesen. Er hat mit der Schleimhaut von Schweine-
und Hundemagen gearbeitet, und zwar mit dem Fundusteil. Man kann ent-
weder die Magenschleimhaut-Trockensubstanz nach Verreiben mit Glycerin
auf Fettemulsion wirken lassen, oder die Verreibung mit verdiinntem Alkali
vornehmen.

Héaufiger ist frische Schleimhaut angewandt worden. Die Schleimhaut
wird einige Stunden nach dem Schlachten abgezogen, der Fundus- vom
Pylorusteil getrennt. Der Fundusteil wird fein zerhackt und durch Gaze
koliert. Er wird mit 2 Teilen Glycerin extrahiert; Fromme gibt an, dass
ein solcher Extrakt erst nach mehrtégigem Stehen wirksam wird. Will-
stdtter und Memmen finden dagegen, dass das Enzym in der Schleimhaut
fertiggebildet ist und nicht als Zymogen vorhanden ist.

Ein haltbares Trockenpriparat stellt Willstédtter folgendermassen dar:
Die gut gespiilten, durch Biirsten von Fett und Schleim befreiten Magen
werden, nachdem man die enzymarmen Oesophagus- und Pylorusteile ent-
fernt hat, in Cardiateil und Fundusteil zerlegt. Man trennt die Schleimhaut
von der Muskelhaut und zerkleinert jede fiir sich. Man verriihrt die Masse
mit der doppelten Menge Aceton, ldsst zwei Stunden stehen und legt das
Material in frisches Aceton. Das mit Aceton-Athermischung getrocknete
Material wird gemahlen. Aus 50 Magen junger Tiere wurde erhalten:

Aus Muskelhaut usw. 520 g Pulver.
Aus Cardia 96 g und aus Fundus 308 g.

Das Trockenpriaparat aus Cardia ist 100—300mal schwicher lipatisch
wirksam als das Trockenpraparat aus Pankreas.

Die erste Reinigung geschah durch Ausflocken mit verdiinnter Essig-
sdure. ,,Zur nichsten Steigerung des Reinheitsgrades diente die Elektro-
dialyse, wobei die Auflésung der beschriebenen ganz frischen Essigsdure-
fallung in n/40-Ammoniak nach dem Neutralisieren mit Essigsiure verwendet
wurde.

1 Willstatter und Memmen, H. 133, 247; 1924.
2 Pawlow, Die Arbeit der Verdauungsdriisen. J. F. Bergmann, Wiesbaden 1898.
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Wie Fromme finden auch Willstdatter und Memmen, dass die Ex-
traktion der Lipase aus dem Trockenpriaparat am besten mit schwachem Alkali
ausgefithrt werden kann. Sie finden indessen auch, dass man mit Glycerin
oder Wasser wirksame Losungen bekommen kann.

Eine weitere Reinigung der Magenlipase hat Willstéatter mit seinen
Adsorptionsmethoden ausgefiihrt. Als Sorptionsmittel wurde Tonerde an-
gewendet und zur Elution alkalisches Phosphat. Die Ausbeute war oft schein-
bar grosser als 100°/,, weil durch das Verfahren Hemmungsstoffe abgetrennt
werden. Die Bestimmung der Lipasemenge muss auch hier unter ausgleichender
Aktivierung geschehen.

Aciditiitsbedingungen. Uber die Siure- und Alkalienempfindlichkeit
der Magenlipase hat Volhard (l. c.) die ersten eingehenderen Versuche an-
gestellt. Mit der modernen Methodik von Sérensen und Michaelis hat

Fig. 3.

dann Davidsohn! die Magenesterase mit der Pankreasesterase und der
Serumesterase verglichen. Die Versuche waren an Tributyrin mit der stalagmo-
metrischen Methode von Rona und Michaelis? (vgl. S. 45) ausgefiihrt.
Davidsohn erhielt fiir Lipase des Magensaftes menschlicher Siuglinge die
Aciditdtskurve der Fig. 1.

Man sieht, dass die Magenlipase ein ziemlich breites Aciditéits-Optimum
im Gebiet pH = 5 — 3 besitzt.

Im allgemeinen erinnert die Kurve an die von Sorensen u. Michaelis fiir Saccharase
erhaltene (Bd. I, S. 63).

Davidsohn zieht auch aus der obigen Kurve analoge Schliisse wie Michaelis aus
derjenigen fiir Saccharase: Er fasst dieselbe als Dissoziationsrestkurve auf; indem er die
Magenlipase als einen Ampholyten betrachtet, entnimmt er der Kurve den Wert fiir die
Sauredissoziationskonstante K =45-10"7, und schiitzt die basische Dissoziationskonstante

zu K = 10712,

Nach Davidsohn?® und Salge* liegt die Aciditat des Sauglingsmagens
auf der Hohe der Verdauung durchschnittlich in einem Bereich von pH = 6—4;
die Lipase kann also darin gut zur Wirkung kommen.

1 Davidsohn, Biochem. Zs 45, 284; 1912.

2 Rona u. Michaelis, Biochem. Zs 31, 345; 1911.

3 Davidsohn, Zs f. Kinderheilk. 2, 420; 1911. — 4, 208; 1912.
4 Salge, ebenda, 4, 171; 1912.
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Fir die Lipase des Pawlowschen Saftes aus dem kleinen Magen eines
Hundes fand Takata! das Optimum pH =5 —T.

Man hat frither die Verschiedenheit der Aktivitats-pH-Kurven als einen
Beweis fiir die Verschiedenheit zweier Enzyme angesehen. In diesem Falle
war man also aus diesem Grunde zu der Anschauung gelangt, dass die Magen-
esterase eine andere sei als die Pankreasesterase. Es hat sich aber dann, vor
allem durch die Untersuchungen Willstatters, gezeigt, dass in besonderen
Fillen die Aciditdtsabhéngigkeit, die man mit einem Enzympréparat findet,
gar keine, dem Enzym selbst zukommende Eigenschaft ist, sondern von Be-
gleitstoffen sehr stark beeinflusst wird. Es ist also nicht mdglich, nur aus den
Aciditdtskurven auf Verschiedenheit von Enzymen zu schliessen. Daraus
folgt unter anderem, dass die- oben angefiihrten Zahlen von Davidsohn
iiber die Dissoziationskonstanten des Enzyms ganz illusorisch sind.

Willstatter konnte zeigen, erstens, dass fiir verschiedene Priaparate von
Magenlipase, zweitens fiir Praparate verschiedenen Reinheitsgrades aus dem-
selben Ausgangsmaterial, ganz verschiedene Aciditatskurven erhalten werden
konnen. In den Priparaten kommen nidmlich je nach der Darstellungsweise
verschiedene hemmende oder aktivierende Stoffe vor, und zwar solche, die
nur in gewissen Acidititsgebieten ihre Wirkung ausiiben. An sémtlichen
Praparaten aus Schweinemagen fand Willstédtter die Lipase weit wirksamer
in alkalischer Losung als in neutraler und noch mehr als in saurer. Das Ver-
hiltnis zwischen den Verseifungsgeschwindigkeiten in alkalischer und saurer
Losung ist jedoch fiir rohe Losungen kleiner als bei der Pankreaslipase.
Reinigt man aber die Magenlipase durch Tonerdesorption, so wird dadurch
ein Begleitstoff beseitigt, der in alkalischer Losung gehemmt hat. Dadurch
verschwindet der genannte Unterschied zwischen den beiden Lipasen.

Willstatter, Haurowitz und Memmen? fanden, dass ,,die Magen-
lipase, die in ihrer physiologischen Funktion, wenn sie iiberhaupt funktions-
wichtig ist, der Pankreaslipase gleicht, ihr auch in der Konstitutionsspezifitat
nahesteht, wihrend sie von Leberesterase stark differiert. Sie ist eine eigent-
liche Lipase. Ihr Vorkommen ist freilich quantitativ viel geringfiigiger als
das von Pankreaslipase:

1 g Pankreasdriise (getrocknet) spaltet im Zustande ausgleichender Akti-
vierung in 1 Stunde soviel Olivensl wie ungefihr 750 g Magenschleimhaut
des Hundes und z. B. 1000 g Magenschleimhaut des Schweines (getrocknet)
unter Bedingungen der optimalen Wirkung.

Haurowitz und Petrou® haben das pH-Optimum der Magenlipase
verschiedener Tiere untersucht. Sie konnten zuerst zeigen, dass auch die
Magenlipase des Menschen bei der Reinigung ein anderes Optimum erhilt,

1 Takata, Ber. ges. Phys. 10, 401; 1921. — Jl of Biochem. 1, 107; 1922.

2 Willstitter, Haurowitz u. Memmen, H. 140, 203; 1924.
® Haurowitz u. Petrou, H. 144, 68; 1925.
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und zwar wie die anderen Lipasen in der Nihe von pH = 8. Weiter kamen
die Autoren zu dem interessanten Ergebnis, dass das durch Begleitstoffe be-
dingte pH-Optimum der Magenlipase verschiedener Tiere je nach der Tierart
wechselt und fiir jede Spezies konstant ist: Fiir Raubtiere, Hasen und Ka-
ninchen bei pH = 5,5 — 6,3, bei anderen Nagetieren, Maulwurf, Pferd und
Schwein zwischen 7 und 8, bei Vogeln und Fischen in schwach alkalischer
Losung. Bei Menschen, Raubtieren und Nagetieren findet man die gréssten
Lipasemengen, bei Vigeln und Fischen weniger. Bei Wiederkduern und Tauben
konnten die Verfasser keine Magenlipase finden.

Durch die Untersuchungen in Willstdtters Laboratorium ist also gezeigt
worden, dass viele Eigenschaften der Lipase, die frither als Beweise fiir die
Existenz mehrerer Lipasen angenommen wurden, nur von den natiirlichen Be-
gleitstoffen der Enzyme vorgetiuscht sind. Vgl. W.und Bamann, H.173; 1928.

Die Einfliisse der begleitenden Stoffe erstrecken sich auf die pH-Ab-
hiingigkeit, wie auf das Verhalten gegen Adsorbentien, gegen Aktivatoren,
Hemmungskérper und Gifte, auf die Haltbarkeit, das Temperaturoptimum
und die Zerstorungstemperatur der Enzyme (H. 140, 205; 1924. — 178, 17;1928).

a) Spezifitit.

Der einzige Anhaltspunkt, der fiir eine Verschiedenheit der Pankreas-
und der Magenlipase nach Willstétters Untersuchungen? iibrig geblieben ist,
ergab sich aus der Untersuchung der sterischen Spezifitit. In der Konfigura-
tionsspezifitit gegeniiber Mandelsdureester und Phenylchloressigsiureester

erweist sich die Magenlipase als verschieden von .pankreatischer und von
hepatischer Lipase.

Drehungssinn des Spaltproduktes aus

Mandelsédureester Pl‘lenylchlor-
essigsdureester
Pankreaslipase —— —
Leberesterase + —
Magenlipase (Hund) + +
Magenlipase (Schwein) + ?
Magenlipase (Pferd) + nicht untersucht

Aktivatoren und Paralysatoren. Nach Laqueur? soll die Magenlipase
im Gegensatz zu Pankreaslipase von Galle nicht aktiviert werden. Will-
statter bemerkt hierzu, dass in Laqueurs Versuchen die Wirkung der Galle
an Magenlipase des Hundes in saurer Losung gepriift wurde und dass auch an
Pankreaslipase in saurer Losung keine Aktivierung durch Galle eintritt. In
alkalischer Losung aktiviert die Galle dagegen die Pankreaslipase intensiv,
es war daher zu untersuchen, wie sie sich in alkalischer Losung gegeniiber der
Magenlipase verhilt. Willstétter fand, dass sich auch die Lipase des Magens

1 Willstatter, Haurowitz u. Memmen, H. 140, 203; 1924.

2 Laqueur, Hofm. Beitr. 8, 281; 1906.

Chemie d. Enzyme. II. 3. A. 3



34 Die hydrolysierenden Enzyme der Ester, Esterasen.

unter diesen Verhiltnissen von Galle aktivieren lasst, nur war die Wirkung
kleiner und unregelméssiger, als bei der Pankreaslipase. Manche Priparate
wurden durch Natriumglykocholat aufs Doppelte oder Dreifache aktiviert,
andere nicht. Diese Priparate enthalten schon einen gallendhnlichen Akti-
vator, denn Willstatter konnte durch Reinigung des Enzyms durch Sorption
diesen Aktivator abtrennen, wonach die Losungen durch Galle aktivierbar
waren. Auch in diesem Ialle ist das verschiedene Verhalten der beiden
Lipasen auf Begleitstoffe zuriickgefiihrt worden.

Natriumoleat aktiviert stirker als Gallensalz, noch stirker aktiviert eine
Mischung von Oleat und Eiweiss. Eine solche Mischung dient zur ausgleichen-
den Aktivierung fiir die quantitative Bestimmung der Magenlipase nach
Willstatter.

NaF hemmt spezifisch Esterasen (Loevenhart und Pierce), aber
nach Davidsohn (Biochem. Zs 45) Magenbutyrase erheblich weniger als
Pankreashutyrase; letzterer Forscher fand fir die Spaltung von Tributyrin
bei einer Konzentration von 1 Teil NaF in 400 Teilen Wasser, also 0,259/,
oder 0,06 n, eine Hemmung von 66°/,.

Auch hier spielen natiirlich die Begleitstoffe eine grosse Rolle. Von grossem
Interesse sind hier weiter die Untersuchungen von Rona.und Mitarbeitern*
tiber die Vergiftung der Lipasen durch Chinin und Atoxyl. Zwischen den ver-
schiedenen Lipasen der Organe und des Blutes, sowie zwischen Priparaten
von verschiedenen Tieren fanden sie enorm grosse Differenzen der Giftempfind-
lichkeit. Ein empfindliches Enzym wird durch Mischung mit einem resistenten
nicht geschiitzt; Rona hilt die verschiedene Empfindlichkeit darum nicht fiir
Einflisse der Begleitstoffe, sondern fiir Eigenschaften der Enzyme selbst.
Willstdtter will indessen auch hier nur von Beimischungen vorgetduschte
Eigenschaften sehen2 Tatséchlich kann man durch Zumischung bestimmter
Stoffe eine resistente Lipase chininempfindlich machen.

b) Zeitlicher Verlauf und Dynamik der Fettspaltung durch Magensaft.

Eine grosse Anzahl ilterer Versuche verdankt man Volhard und seinem
Schiiler Stade3. Stade hat seine Versuche mit Eigelb als Substrat unter
Benutzung der Volhardschen Methodik (S. 60) ausgefiihrt, bei welcher die
Menge der abgespaltenen Fettsdure bestimmt wird. Ob stets die optimale
Aciditat eingehalten war, lasst sich schwer beurteilen.

Der entscheidende Einfluss der Aktivatoren war damals nicht bekannt,
weshalb die Versuche natiirlich auch aus diesem Grunde mangelhaft sein

1 Rona und Mitarbeiter, Biochem. Zs 111, 166; 118, 185, 213 und 232; 130, 225; 134,
108 und 118. — Rona u. H. E. Haas, 141, 222; 1923. —Rona u. Petow, 146, 144; 1924.
Rona u. Ammon, 181, 49; 1927.

2 Willstéitter u. Memmen, H. 138, 216; 1924.

3 Volhard, Zs klin. Med. 42, 414; 43, 397; 1901. — Stade, Hofm. Beitr. 3, 291 ; 1902.
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miissen. Uber den erreichbaren enzymatischen Endzustand ist nichts
festgestellt (vgl. Bd. I, S.3802) und auch iiber das natiirliche Gleichgewicht
bei Fetten sind wir wenig unterrichtet. Unter den von Stade gewéhlten Ver-
suchsbedingungen scheint die Reaktion nicht zu Ende zu verlaufen, wobei
moglicherweise auch eine Enzymhemmung durch die Spaltprodukte mitwirkt.

Dies geht auch aus den Versuchen iiber den zeitlichen Verlauf der Re-
aktion hervor (Stade, 1. c. S. 305), wie aus folgenden Figuren deutlich wird.
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Bei verhiltnisméssig geringen Fettmengen war die in vier Stunden ge-

bildete Sduremenge direkt proportional der angewandten Fettmenge, wie
folgende Tabelle zeigt:

Versuchsanordnung Enzymatisch ab-
gespaltene Fett-
Eigelblosung. Magensaft H,0 sduremengein %/,
cem ccm cem X

10,0 5 — 21,2

7,5 5 2,5 22,7

5,0 5 5,0 22,4

1,0 5 9,0 22,5

Bei griosseren Fettmengen wird prozentisch immer weniger Fettsiure
abgespalten.

Was den Einfluss der Enzymmenge auf die zu einer gewissen Zeit ge-
spaltene Substratmenge, bzw. auf die zur Erreichung eines gewissen Spaltungs-

3*
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grades erforderliche Zeit betrifft, so hat Volhard die Giiltigkeit der sog.
Schiitzschen Regel angenommen (Bd. I, S. 161)
x=x)E bzw. X=u 1t
(x = umgesetzte Substratmenge, E = angewandte Enzymmenge, t = Zeit).
Er hat in gewissen Versuchsreihen bei verh#ltnisméssig kleinen Spaltungen
eine recht gute Ubereinstimmung gefunden, die wohl ganz zufillig war.
Bei weitergehender Spaltung stimmt die Regel von Schiitz weniger
gut mit den in den Figuren 4 und 5 wiedergegebenen Zahlen Stades.
Arrhenius? hat die Versuchsreihe 10 nach der von ihm abgeleiteten Formel berechnet :

a -—x=u%Pt

aln

(a = anfingliche Substratmenge, P = E = Enzymmenge; siehe Bd. I, S. 162 u. ff.)

Stunden x beobachtet X berechnet
2 0,204 0,186 %»P =10
4 0,256 0,257
6 0,298 0,308
8 0,353 0,348

10 0,376 0,383
25 0,495 0,552
29 0,515 0,582
31 0,554 0,596
35 0,609 0,620
75 0,775 0,784

III. Leber-Esterase.

Leberesterase ist zuerst eingehend von Kastle? und Loevenhart?
und ihren Mitarbeitern, ferner von Ramond* untersucht worden. Neue Unter-
suchungen verdanken wir auch hier Willstitter.

Enzymmaterial. Die zerkleinerte Leber wird von Kastle? und Loeven-
hart mit angesiuertem Wasser extrahiert und das Extrakt filtriert, wobei
allerdings ein nicht unerheblicher Teil der Enzymwirkung verloren geht.

Auch mittels Glycerin ldsst sich Leberesterase geeignet extrahieren; wie
andere Enzyme, so soll auch diese Esterase in Glycerin jahrelang haltbar sein?®.

Dakin® zerreibt Schweineleber mit Kieselgur und Sand und zentrifugiert
zur Reinigung den durch hydraulisches Auspressen gewonnenen Saft, der
auf Eis mehrere Wochen haltbar ist.

Ahnlich arbeitet Peirce?; 100 g Schweineleber, mit Sand und Wasser
vermahlen und durch ein Tuch getrieben, werden mit destilliertem Wasser

1 Arrhenius, Immunochemie, Leipzig 1907, S. 82.

2 Kastle, Johnston u. Elvove, Amer. Chem. J1 31, 521; 1903.

8 Kastle u. Loevenhart, Amer. Chem. J1 24, 491; 1900. — Loevenhart, Jl Biol.
Chem. 2, 597; 1906.

¢ Ramond, Soc. Biol. 57, 342 u. 462; 1904. — Siehe auch Sieber, H. 55, 177; 1903.

5 Simonds, Amer. JI Physiol. 48, 141; 1919.

6 Dakin, J1 of Physiol. 32, 199; 1904.
? Peirce, J1 Biol. Chem. 16, 1; 1913.



1. Kap. Lipasen, Butyrasen. 37

auf ein Liter verdiinnt. Die mit Toluol versetzte Flissigkeit steht einen Tag
bei 879 dann mehrere Wochen bei Zimmertemperatur und wird dann filtriert.
Diese Enzymlésung wurde von Peirce 5—6 Tage in Kollodiumsscken dialy-
siert und filtriert. Dabei verlor die Losung 900/, ihrer Trockensubstanz und
gleichzeitig etwa 209/, ihrer Aktivitit, so dass die Reinigung betriichtlich war.
Die so bereitete Losung wurde nun mit Ammoniumsulfat halbges#ttigt, worauf
bis zur Klarheit filtriert wurde; der Niederschlag war inaktiv und wurde ver-
worfen. Das Filtrat wurde nun mit Ammoniumsulfat ganz gesittigt. Nach
Filtration erwies sich nun das Filtrat inaktiv. Der Niederschlag wurde in
Wasser aufgenommen und die Losung dialysiert, bis keine Triibung mit BaCl,
mehr eintrat. Diese hochgereinigte Losung enthielt in 15 ccm 4,8 mg Trocken-
substanz. 20 ccm dieser Losung in einem Totalvolumen von 560 cecm hydroly-
sierten 650 mg Athylbutyrat in 28,1 Minuten (Endaciditit: 10 ccm 0,05 n.-Séure
in 50 ccm Reaktionsmischung). Siehe ferner Rona: Biochem. Zs 32.

Kraut und Rubenbauer? schalten vor der Adsorption eine Dialyse
ein, durch welche Eiweisskorper entfernt werden.

Willstatter? stellt aus gemahlener Schweineleber mit Aceton und Ather
ein Trockenpréparat dar. Mit alkalischem Wasser geht viel Enzym in Losung,
aber auch viel Begleitstoffe, mit angesduertem Wasser weniger, aber reineres
Enzym. Mit Glycerin kann man leicht aus dem Trockenpriparat viel und
verhiltnismissig reines Enzym in Losung bringen.

Fiir die Reinigung des Enzyms hat Willstadtter seine Sorptionsmethoden
angewendet. Durch eine Sorption an Tonerde oder Kaolin mit Elution durch
verdiinntes Ammoniak konnte er leicht den Reinheitsgrad auf das 20fache
des Leberpulvers steigern. Durch Elektrodialyse? konnte eine weitere Reinigung
erzielt werden. Die gereinigten Losungen Willstétters waren in einigen
Fillen nicht haltbar. Rohe Losungen sollen dagegen im Gegensatz zu Pankreas-
lipase sehr haltbar sein?®.

a) Sperzifitiit.

Leberesterasen sind hauptséchlich an Estern niederer Fettsiuren unter-
sucht worden; gegen natiirliche Fette sind sie jedenfalls weniger wirksam als
die Magenlipase und pflanzliche Lipasen; einen diesbeziiglichen Vergleich an
verschiedenen Substraten findet man bei H. E. Armstrong und Ormerod?®.

Leberbrei spaltet Amylsalicylat (Magnus; Loevenhart, J1Biol. Chem. 2).

In den neuen Untersuchungen Willstatters, wo der Einfluss von Be-
gleitstoffen moglichst ausgeschaltet wurde, tritt auch deutlich hervor, dass

1 Willstatter u. Memmen, H. 138, 216 und zwar S. 233; 1924.

2 Vgl. auch Fricke u. Kaja, Chem. Ber. 57, 310; 1923/24.

3 Kastle u. Loevenhart, Amer. Chem. J1 24, 491; 1900. — Kastle, Johnston u.
Elvove ebenda 31, 521; 1904. — Knaffl-Lenz, Arch. exp. Pathol. 97, 242; 1922/23.

4 Kraut und Rubenbauer, H. 173, 103; 1928.

5 Armstrong u. Ormerod, Proc. Roy. Soc. 78, 376; 1906.
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die Leberesterase fiir hohe Glyceride sehr ungeeignet ist, fiir die Ester ein-
wertiger Alkohole wie die der Buttersdure dagegen sehr tauglich. Willstatter
findet, dass die Unterschiede so gross sind, dass man kaum annehmen kann,
dass die Leberesterase mit der Pankreaslipase identisch ist. Man miisste
dann die Mitwirkung unbekannter und dazu abnorm wirksamer Hemmungs-
korper oder Aktivatoren annehmen. Durch die Reinigung durch Sorption
werden die Eigenschaften der Leberesterase nicht wesentlich verindert.
Hierzu kommt nun auch die verschiedene stereochemische Spezifitit. Wir
weisen auf die Tabelle S. 33 hin.

Mit Esterase aus Schweineleber hat Dakin seiae interessanten asym-
metrischen Spaltungen der Mandelsdure ausgefithrt (Bd. I, S. 865).

Uber die optische Orientierung der Lipasen (vgl. Willstiatter S. 207)
geben Rona und Ammon folgende Tabelle:

Drehung der schneller ge-
Art der Lipase spaltenen Komponente des
Mandelsduremethylesters

Schweineleberlipase . . . . . . -+
Schweinepankreaslipase . —
Menschenleberlipase
Rinderleberlipase .
Meerschweinchenserumlipase
Takalipase .

1+

Dazu ist aber folgendes tiberraschendes Ergebnis von Rona und Ammon?
zu erwahnen: ,,Die sonst rechtsorientierte Schweineleberlipase greift trotzdem
den l-Ester mit viel grosserer Geschwindigkeit an als die beiden anderen
Modifikationen, deren Zerfallsgeschwindigkeiten tiberdies zusammenfallen. Es
ist die Spaltung des d- und dl-Esters um 42,7 9/, weniger gegeniiber dem
l-Ester. Zur Kontrolle dieses Ergebnisses wurde dieselbe Lipase (auch im
Pressaft) noch einmal in bezug auf ihr Verhalten gegeniiber racemischem
Mandelsguremethylester gepriift. Das verwendete Priparat von Schweine-
leberlipase erwies sich rechtsorientiert wie sonst.

»Diese merkwiirdige Tatsache liegt vielleicht in dem eigentiimlichen
Wesen des Racemats begriindet. Es konnte aber auch die Affinitat des
Ferments zu den beiden optisch aktiven Formen des Substrats verschieden
sein und ferner nicht parallel gehen mit den Zerfallsgeschwindigkeiten der
d- bzw. l-Substratfermentverbindungen.* ,

Optimale Aciditit. In dieser Hinsicht scheint die Esterase der Leber
der Pankreasesterase nahezustehen, mit einem pH-Optimum in der Néhe
von pH = 8. Willstatter bestimmt die Esterasewirkung der Leber bei
einem Anfangs-pH von 8,6 (Ammonpuffer). Fiir die niederen Ester kommt
vor allem die stalagmometrische Methode in Betracht.

1 Rona u. Ammon, Biochem. Zs 181, 49; 1927.
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Aktivatoren und Paralysatoren. Nach Willstatters Untersuchungen
sind die Erscheinungen der Aktivierung und Hemmung bei Leberesterase
ganz andere wie bei der Pankreaslipase. Diese wird, welches auch die Sub-
strate sein mogen, von gewissen Stoffen wie Gallensalzen und Calciumoleat
stark aktiviert. Diese wirken auf das Leberenzym gar nicht oder hemmen
sogar. Diese Verhiltnisse haben sich bisher bei der Reinigung nicht gedndert.
An Leberesterase hat Kastle! die Wirkung von zahlreichen anorganischen
Stoffen in #quivalenten Mengen untersucht.

Starke Giftwirkung wurde gefunden bei: Ozon, Chlor, Brom, Natrium-
fluorid, Succinylperoxyd, Jodcyan, Kaliumpermanganat.

Deutliche, aber schwicher hemmende Wirkung iiben aus: Sublimat,
Chromséure, Kupfersulfat und Perosmiumsiure.

Nahezu ungiftig sind nach Kastles Befund: Silbernitrat, Jodwasserstoff-
siure, Formaldehyd, Trikresol, Blausiure, Kaliumnitrit und Bernsteinsiure.
Ferner Toluol und Chloroform.

Wie schon angefiihrt wurde, hemmen nach Willstétter Natriumgly-
kocholat und Calciumoleat. Die Hemmung wird durch gleichzeitigen Zusatz
von Albumin vermindert. S. Ikoma? fand den Einfluss der Gallensiuren
auf die Fettspaltung je nach Art der Gallensduren verschieden; Cholssure
fand er noch bei 0,59/, fordernd.

Interessante spezifische Ilemmungen durch Ketocarbonsiureester haben
neuerdings Willstédtter, Kuhn und Memmen® beschrieben.

Uber die Einwirkung von Chinin und Atoxyl siehe Rona und Mitarbeiter.
Auch die nach Willstédtter gereinigten Lipasen zeigen dieselben Empfind-
lichkeiten gegen die Gifte. Rona hilt die Giftempfindlichkeit fiir eine von
dem Enzym selbst bestimmte Grosse, was Willstdtter? bezweifelt.

Eine die Millon- Reaktion gebende Substanz stabilisiert (Kraut, H. 178).

Temperatureinfluss (vgl. Bd. I, S. 277). Kastle und Loevenhart und
spiter Kastle, Johnston und Elvove haben den Temperaturkoeffizienten
der Athylbuatyratspaltung gemessen. Fiir die angegebenen Temperaturen
ergaben sich die untenstehenden Geschwindigkeiten und die daraus berechneten
Quotienten kgy19tks:

Temp. —10° 0° 100 200 300 400
v 0,70 226 3,89 5,27 6,96  (11,29)
kt + 10: kg 323 1,72 1,36 1,10 1,89(?)

Eine so starke Abnahme des Quotienten k¢ 10° ks fanden spiter Kastle,
Johnston und Elvove (l. c.) nicht; sie geben folgende Zahlen an:

1 Kastle, Hyg. Labor Treas Dep. Bull. Nr. 26; 1906.

2 S. Tkoma, J1 of Biochem. 6, 383; 1926.

3 Willstatter, Kuhn u. Memmen, H. 167, 303; 1927.

4 Rona u. Petow, Biochem. Zs 146, 28;1924. — Willstatter u. Memmen, H. 138,
216; 1924 und zwar S. 243. — Rona u. Ammon, Biochem. Zs 181, 49; 1927.
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Temp. 0° 10° 20° 30° 40°
k- 104 7,1 12,6 21,8 374 581
kt + 10: k¢ 1,77 1,73 1,71 1,55

Berechnet man aus diesen Zahlen den Koeffizienten Q der Temperatur-
formel (29) Bd. I, S. 245, so ergibt sich ein Mittelwert von rund Q = 9000.

b) Kinetik.

Auch hinsichtlich des zeitlichen Verlaufes der Esterspaltung verdankt
man die ersten Versuche Kastle und Loevenhart (1900), weitere Messungen
Kastle, Johnston und Elvove.

Wie bei den Versuchen mit Pankreasesterase schliessen sich die erhaltenen
Spaltungswerte der Formel fiir monomolekulare Reaktionen nicht
gut an; die Reaktionskoeffizienten 1. Ordnung fallen nimlich mit fort-
schreitender Reaktion; nach Auffassung der genannten Autoren riihrt dies
davon her, dass die entstehende Sidure hemmend wirkt; die von der Siure
nicht gestérte Reaktion betrachtet Kastle als monomolekular. In folgendem
Beispiel (Temp. 219) ist der Abfall von k, abgesehen vom 1. Wert, verhiltnis-
missig gering:

Minuten 30 60 64 97 121 132 198 204 361 467
X in cem (0,95) 1,30 145 1,80 2,05 225 275 290 3,50 3,80
k-10* (75) 54 57,5 50 47 49 4 47 38 35

Bei Variation der Esterkonzentration ist aber der Reaktionskoeffizient k
nicht, wie es bei monomolekularen Reaktionen sein sollte, von der Substrat-
konzentration unabhingig, sondern wurde um so kleiner gefunden, je grosser
die Esterkonzentration a war. Wie bei vielen anderen Enzymkonzentrationen
erwies sich hier k-a annshernd konstant.

Neue Versuche von dieser Art miissen unter Beachtung von Aciditit,
Hemmungs- und Aktivierungserscheinungen ausgefithrt werden. Zu erwdhnen
ist auch eine Dissertation von A. Schmidt!, in welcher die Spaltung der
Methyl- und Athylester der Morphinglykolsiure durch den Lebersaft des
Kaninchens studiert wurde. Der zeitliche Verlauf der Spaltung soll der Formel
folgen:

1 a

:—:1 ——
k=18 Pa—x

wo E die Enzymkonzentration bedeutet.

Schliesslich hat Peirce? eine gute dynamische Untersuchung der Athyl-
butyrathydrolyse durch Schweineleberesterase ausgefithrt. Auch er stellt fest,
dass die Reaktionskoeffizienten 1. Ordnung im allgemeinen abnehmen und
erkennt die Bedeutung der Aciditit fiir den Verlauf der Reaktion. ,,In einer

1 A. Schmidt, Uber eine Entgiftung durch Abspaltung der Methyl- und Athylgruppe

im Organismus. Dissert. Heidelberg 1901.
2 Peirce, JI Amer. Chem. Soc. 32, 1517; 1910.
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Losung vom gegebenen Volumen und gegebener Aciditét ist die zur Hydrolyse
einer bestimmten Menge Athylbutyrats erforderliche Zeit umgekehrt pro-
portional der Enzymkonzentration. Unter gleichen Aciditédtsbedingungen
hydrolysiert jedes Enzymteilchen dieselbe absolute Estermenge per Zeiteinheit,
unabhingig von der Konzentration des Enzyms.*

,,Bei einer gegebenen Enzymkonzentration ist die zur Hydrolyse einer
gegebenen Estermenge erforderliche Zeit abhingig von der Siurekonzentration
aber unabhiingig von der Esterkonzentration, falls diese grosser als 0,005 n.
ist. Bei jeder Aciditét hydrolysiert also eine gegebene Enzymmenge inner-
halb eines weiten Bereichs der Esterkonzentration sehr nahe die gleiche Menge
Athylbutyrat.*

Peirce versucht diese Tatsache mit dem Massenwirkungsgesetz durch
die Annahme in Ubereinstimmung zu bringen, dass Enzym und Ester zu
einer Zwischenverbindung zusammentreten, welche bei Esterkonzentrationen
iiber 0,005 n. den grossten Teil des Enzyms enthilt.

Siehe hierzu die Berechnungen von Michaelis und von van Slyke
und Cullen, Bd. I, S. 189 u. ff.

Die Messungen von Knaffl-Lenz! filhren zu Ergebnissen, die mit denen
von Peirce im Einklang stehen. Man findet fiir Leberesterase eine recht
genaue Proportionalitdt zwischen Zeit und Umsatz, was auch fiir ein Enzym
mit sehr grosser Affinitdt zum Substrat zu erwarten ist.

Synthese. Wie mit Pankreas hat Hamsik? auch mit Rindsleber Ester-
bildung (Aciditatsverminderung) beobachtet.

IV. Darmesterase.

Enzymmaterial. Auch hier kommt in erster Linie der sezernierte Saft
in Betracht, wie ihn Boldyreff® erhalten hat.

In zweiter Linie lisst sich die Lipase der Darmschleimhaut verwenden?,
welche aus dieser extrahiert werden kann.

Auch im Darminhalt (Meconium) menschlicher und tierischer Foten finden sich
Enzyme, welche sowohl Ester als Lecithin spalten (Pottevin, Ibrahim, Porcher und
Tapernoux).

Verhalten. Im allgemeinen scheint die Darmesterase der Pankreas-
esterase ganz nahe zu stehen. Soweit es sich um Duodenalsaft handelt, ist
tiberhaupt eine Scheidung hinsichtlich des Ursprunges schwierig.

Nach Kalaboukoff und Terroine (I. c¢.) wird Darmesterase durch
Gallenstoffe weniger energisch aktiviert als Pankreasesterase; dies kann aber

1 Knaffl-Lenz, Arch. exp. Pathol. 97, 242; 1922/23. — Nogaki, H. 152; 1926.

2 Hamsik, H. 90, 489; 1914.

2 Boldyreff, H. 50, 394; 1907.

* Umber u. Brugsch, Arch. f. exp. Pathol. 55, 164; 1906. — Rona, Biochem. Zs
23, 482; 1911.
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darauf beruhen, dass die untersuchte Darmesterase schon von vornherein
eine gewisse Menge Aktivator erhalten hat.

Uber evtl. Lokalisation im Darm siehe Frouin!, Camus und Nicloux?.

K. G. Falk3 nimmt auf Grund eigener Versuche zwei Esterasen im
menschlichen Duodenum an. Die eine, welche in der Regel nach Aufnahme
von Nahrung gefunden wurde, erwies sich aktiver gegen Triacetin als gegen
Athylbutyrat. Die andere, die anwesend war, wenn keine Nahrung auf-
genommen wurde, soll umgekehrt gegen Athylbutyrat wirksamer sein als
gegen Triacetin.

Neutralsalze iben in 1 n.-Losungen auf beide Enzyme ausgesprochene
Hemmungen aus, die in folgender Reihenfolge steigen: Chloride, Bromide,
Fluoride, Jodide.

Methyl- und Athyl-Alkohol sollen schon in 0,1 mol. Lésung hemmen.

V. Andere Esterasen der Gewebe.

Esterspaltung wurde in den Extrakten der meisten daraufhin untersuchten
Gewebe nachgewiesen (Loevenhartt, Pagenstecher®, Winternitz und
Meloy$é, Juschtschenko?’, Rona®, Freudenberg?, Porterl®, Bachll).
Die davon abweichenden Resultate von Sax1!2? sind nicht bestitigt worden.

Nach Pankreas und Leber, die am reichsten an Esterase sind, folgen
Milz, Lunge, Fett usw. in einer Reihenfolge, die bei verschiedenen Tieren
offenbar wechselt.

In Milz5, 8, 13, Lungen?, 14, Nieren?, 1, sowie in Thyreoidea?, Placental®
und in Muskeln?®, peripheren Nerven!’, Gehiin (T. Takasakal®), Fischfleisch
(Stockstad?®), meist qualitativ, nachgewiesen; auch im Verdauungstraktus
des Flusskrebses 20.

! Frouin, Soc. Biol. 61, 665; 1906.

2 Camus u. Nicloux, Soc. Biol. 68, 619; 1910.

3 Falk, J1 Amer. Chem. Soc. 36, 1047; 1914.

4 Loevenhart, Amer. J1 Physiol. 6, 331; 1902.

5 Pagenstecher, Biochem. Zs 18, 285; 1908.

¢ Winternitz u. Meloy, J1 Med. Research 22, 107; 1910.

? Juschtschenko, Biochem. Zs 25, 49; 1910: Uber fettsp. Enzyme der Schilddriise.
8 Rona, Biochem. Zs 32, 482; 1911

® Freudenberg, Biochem. Zs 45, 467; 1912,

10 A, E. Porter, Biochem. J1 10, 523; 1916.

1 A. Bach, Fermentf. 1, 151; 1916.

12 Sax]1, Biochem. Zs 12, 343; 1908.

13 Tanaka, Biochem. Zs 37, 249; 1911.

1 Sieber, H. 55, 177; 1908. — Saxl, 1. ¢. — Sieber u. Dzierzgowski, H. 62.
15 Battesti u. Baraja, Soc. Biol. 55, 820; 1903.

18 Savaré, Hofm. Beitr. 9, 141; 1908.

17 Ukai, Tohoku J1 of Exper. Medic. 1, 519; 1920.

18 Takasaka, Biochem. Zs 184, 330; 1927.

19 Stockstad, Tidskr. f. Kemi, 1920.

20 Paul Kriiger u. E. Graetz, Zoolog. Jahrb. 45, 463; 1928.
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a) Fettgewebe,

Extrahiert man frisches Schweinefett mit dem gleichen Gewicht Wasser
bei 40° 1 Stunde lang und filtriert den auf 85° abgekiihlten Auszug, so erhalt
man eine klare Losung, welche Athylbutyrat kriftig spaltet. Folgende Ta-
belle bezieht sich auf eine Messung des Verf.l, mit bei 17° ges. Athylbutyrat-
Iosung bei 35°.

Minuten ccm Barytlos. a—x k- 10t
0 0 2,70 —
2 0,3 2,40 256
6 0,75 1,95 235
9 1,05 1,65 237
16 1,65 1,05 250

Die, wie ersichtlich, schnelle Spaltung verlduft als Reaktion 1. Ordnung.

E. Freudenberg? fand im Fettgewebe eines frisch getoteten Hundes und
im Fett eines hungernden Kaninchens nur sehr geringe Fettspaltung (weniger
als 1%/, des Gesamtfettes pro Tag).

b) Milchdriisen.

Unter der naheliegenden Vermutung, dass in der Milchdriise eine be-
sonders kriftige Lipasewirkung zu finden sein sollte, hat Virtanen?® sowohl
Driise als Milch untersucht. Es zeigte sich indessen, dass die Lipasewirkung
von Milchdriisenextrakten sehr schwach ist. Mit Glycerinextrakten konnten
jedoch sowohl Spaltung als Synthese von Athylbutyrat konstatiert werden.
Die Spaltung von Milchfett war sehr schwach. Die Spaltung des Athylbutyrats
verlief annihernd nach der monomolekularen Formel. Bei und unter pH = 5
wurde keine Spaltung beobachtet; dagegen eine enzymatische Synthese auch
bei pH = 4.

¢) Tumoren verschiedener Organe.

Falk und Noyes vergleichen Uterustumoren mit normaler Uterus-
muskulatur, ferner Blasentumoren?.

d) Gesamte Tierextrakte.

Hier sei auf eine grossere Serie von Untersuchungen hingewiesen, in
welchen K. George Falk mit mehreren Mitarbeitern die esterspaltende
Wirkung ganzer Tiere (Kaninchen verschiedenen Alters®, Msuse, Aale€)

! Euler, Hofm. Beitr. 7, 1; 1905.

2 E. Freudenberg, Biochem. Zs 45, 467; 1912.

3 Virtanen, H. 137, 1; 1924.

4 K.G. Falk u. Helen M. Noyes, Jl of cancer res. 10, 146; 1926.

5 Helen M. Noyes, K. G. Falk u. E.J. Baumann, J1 gen. physiol. 9, 651; 1926.
6 K. G. Falk u. Helen M. Noyes, Jl gen. physiol. 10, 1 u. 359; 1927.
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untersucht. Auch der Einfluss der Temperatur auf solche Enzymgemische
wurde festgestelltl.

VI. Esterasen der Korperfliissigkeiten.
a) Blut.

Yorkommen. Ein esterspaltendes Enzym im Blut ist von Hanriot?
entdeckt worden; die Wirkung wurde zunichst am Monobutyrin gepriift. In-
dessen ist nach dem Befund von Rona und Michaelis® Blut auch imstande,
Tributyrin zu zerlegen, so dass sich die Annahme von Doyon und Morel*
und von Arthus® von der Existenz einer besonderen Monobutyrinase im
Blut wohl nicht mehr aufrecht erhalten lasst.

Uber die physiologische Rolle der Blutesterase herrscht noch keine
Klarheit; moglicherweise stammen die Blutesterasen ganz oder teilweise aus
Organen und Geweben®; vermutlich ist die Leber an der Fettregulation des
Blutes beteiligt. Bemerkenswert ist, dass die lipolytische Fahigkeit des
Blutes ansteigt, wenn nach Hungertagen grosse Fettmengen (Riibsl, Talg)
verfiittert werden (Abderhalden und Rona?). Der Gehalt des Blutes

an Fett zeigt iibrigens im Hungerzustande keine wesentliche Anderung
(E. Freudenberg?).

Uber die Bedeutung der Blutlipasen fiir den Fettstoffwechsel der Zellen siehe auch
G. Bayer, Zs Biol. 69, 365; 1919.

Die Anderungen des fettspaltenden Vermogens des Blutes bei verschiedenen Krankheiten
ist oft untersucht worden. Eine weitere Verfolgung verdient die Frage, ob eine Beziehung
zwischen der Verteilung der Esterasen im Korper und seiner Widerstandsfihigkeit gegen Tuber-
kulose besteht (Winternitz u. Meloy, JI Med. Res. 107; 1910. — Achard u. Clere,
Soc. Biol. 54, 1144; 1902 und 56, 812; 1904. — A. E. Porter, Biochem. J1 10, 523; 1916).

Die Esterase des Blutes ist irgendwie mit den Erythrocyten verkniipft,
da Doyon und Morel®, sowie Rona und Michaelis!® im Serum die enzy-
matische Wirkung im allgemeinen bedeutend schwicher fanden als im Blut.
Nur bei Meerschweinchen und Kaninchen ist Blut und Serum gleich, und
zwar sehr stark, wirksam.

! Helen M. Noyes, Loberblatt u. K. G. Falk, J1 biol. Chem. 68, 135; 1926.

2 Hanriot, C. r. 123, 753, 833; 1896 und 124, 778; 1897. — Soc. Biol. 48, 925; 1896.
— Hanriot u. Camus, C. r. 124, 235; 1897.

3 Rona u. Michaelis, Biochem. Zs 31, 345; 1911.

*Doyon u. Morel, Soc. Biol. 55, 682; 1903.

® Arthus, Jl de Physiol. Pathol. 4, 455; 1902.

¢ Weder Pankreas noch Schilddriise diirfte die Hauptquelle der Blutlipase bilden; siehe
v. Hess, J1 Biol. Chem. 10, 381; 1911.

? Abderhalden u. Rona, H. 75, 30; 1911. — Abderhalden u. Lampé, H. 78,
396; 1912. — Busquet u. Vischniac konnten im intravaskuliren Blut keine Fettspaltung
nachweisen (Soc. Biol. 83, 844; 1920).

8 E. Freudenberg, 1 c.

®Doyon u. Morel, Soc. Biol. 58, 616; 1905.

1" Rona u. Michaelis, Biochem. Zs 31, 345; 1911.



1. Kap. Lipasen, Butyrasen. 45

Optimale Aeciditit. Nach Rona! liegt das Optimum der Wirksamkeit
der Serumlipase zwischen pH = 7 und 8,6. Die Fig. 6 ist der Arbeit von
Rona und Bien? entnommen.

Das Optimum fallt also mit dem der Pankreasesterase recht nahe zusammen.

Kinetik. Rona und Ebsen® fanden die Reaktionskonstanten 1. Ord-
nung fir die Tributyrinspaltung (gemessen nach der Methode von Rona
und Michaelis, S. 62) nicht un-
abhingig von der Anfangsmenge des
Tributyrins, sondern ihr umgekehrt
proportional. Die Geschwindigkeit der % //
Esterspaltung war direkt proportional  os
der Enzymmenge. Der zeitliche Ver- /
lauf der Spaltung war mit Monobutyrin
als Substrat ein anderer als mit Tri-
butyrin, was kaum auffallen kann, da
in letzterem Falle eine stufenweise
Reaktion vorliegt.

Temperatureinfluss. Den Tempera- /
turkoeffizienten der Esterspaltung durch o2
Serumesterase hat Hanriot* mit dem- 01 I/
jenigen der Pankreasesterase verglichen;
er hat daraus Schliisse auf die Ver- 4 5 6 T oy 8
schiedenheit beider Enzyme gezogen, Fig. 6. Wirkungskurve der Serumlipase
die nicht mehr als einwandfrei gelten nach Rona u Bien.
konnen. — Zwei verschiedene Serum-
butyrasen mit verschiedener Temperatur-Empfindlichkeit und verschiedenem
Verhalten gegen Chinin nimmt auch Macco® an.

Uber Lecithinspaltung im Blut siehe S. 65.

Paralysatoren. Uber die Wirkung des Atoxyls (Na-Salz der p-Amino-
phenyl-arsinséure, H,N-CgH,-AsO(OH),) haben Rona und Mitarbeiter®
eingehende interessante Versuche angestellt. Fiir wechselnde Giftkonzen-
trationen wurde die Beziehung gefunden:

ky—kg
og B—logA

I~

oS
wn

Relative Wirksamkeit
= K
+

I~

= konst (x),

wo ks und kg die Geschwindigkeitskonstanten bei den Giftkonzentrationen A
und B bedeuten.

1 Rona, Biochem. Zs 33, 413; 1911.

2 Rona u. Bien, Biochem. Zs 59, 100; 1914 u. 64, 13; 1914.

3 Rona u. Ebsen, Biochem. Zs 39, 21; 1912.

¢ Hanriot, C. r. 124, 778; 1897.

5 Macco, Riv. di patol. sperim. 1, 448; 1926.

¢ Rona u. E. Bach, Biochem. Zs 111, 166; 1920. — Rona u. Gyorgy, ebenda 111,
115; 1920.
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Wirken auf verschiedene Enzymmengen dieselben Giftkonzentrationen,
so sind ‘die prozentischen Hemmungen bzw. die ,,Hemmungskoeffizienten**
hy =£§0—;~k 4 gleich. Also istki = konst.

0 0

Das 1. c. S. 188 formulierte Ergebnis: ,,Sowohl die absolute wie die rela-
tive Empfindlichkeit des Fermentes gegen das Gift ist bei den verschiedenen
Tierarten verschieden* diirfte durch den Zusatz: ,,in den entsprechenden
Seren‘ zu erginzen sein, da es sich in der erwihnten Untersuchung eben
um Seren, nicht um gereinigte Enzymlosungen handelt, also die iibrigen Be-
standteile der Seren die ,,Empfindlichkeit* wesentlich beeinflussen koénnen.
Es ist doch zu bemerken, dass Rona in neueren Untersuchungen gefunden
hat, dass nach Willstidtter gereinigte Losungen von Serumlipasen noch
ihre spezifische Giftempfindlichkeit beibehalten. Die Begleitstoffe, die mog-
licherweise mitspielen, sind also wahrscheinlich recht fest mit dem Enzym
gebunden. ,,Was die Vergleiche der hemmenden Wirkung einiger Gifte auf
das ungereinigte und dasselbe gereinigte Ferment anlangt, so konnte bei der
Serumlipase und bei Anwendung von 1- und d-¥-Cocain kein Unterschied
gefunden werden.‘

Rona betont (Biochem. Zs 181, 78), dass die Vergiftung der Serumlipase
mit d-¥-Cocain geméass der Freundlichschen Adsorptionsisotherme erfolgt.
Indessen scheint es zweifelhaft, ob damit eine Einsicht in den Vergiftungs-
vorgang gewonnen wird.

Trypaflavin fand Rona stark hemmend.

An Meerschweinchenserumlipase haben Rone und Ammon (Biochem.
Zs 181) neuerdings ausser Chinaalkaloiden noch Cocaine, Tropanderivate
und Adrenalin untersucht.

Den Einfluss von Metallsalzen auf Serumlipase haben Walbum und
Berthelsen? studiert, in Zusammenhang mit Walbums Untersuchungen
tiber Metallsalztherapie bei Tuberkulose u. a. Infektionskrankheiten.

Uber die Zunahme des Spaltungsvermogens des Serums fiir Tributyrin bei chronischer
P-Vergiftung siehe Avellone3 — Serumlipase bei pankreatischen Erkrankungen: Jedlié¢ka
(Zs ges. Med. 47).

b) Lymphe.
In den serésen Fliissigkeiten sollen, wie im Blute, Lipasen vorhanden
sein?.
¢) Milch.

Der Nachweis einer Esterase in der Milch ist von Gillet® und Hippius®
gefithrt worden.

1 Rona u. Ammon, Biochem. Zs 181, 49; 1927,

2 Walbum u. Berthelsen, Zs f. Immunititsf. 42, 1924.
3 Avellone, Riv. di patol. sperim. 1, 385; 1926,

¢ Garnier, Soc. Biol. 65, 1557; 1903.

5 Gillet, J1 de Physiol. Pathol. 4, 439; 1902.

S Hippius, Jahrb. Kinderheilk. 61, 365; 1905.
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Hinsichtlich der von Davidsohn?! bestimmten optimalen Aciditit, etwa
pH = 8, stimmt die Esterase der Frauenmilch mit der Pankreas- und Serum-
esterase angendhert iiberein.

In neuen Untersuchungen wurde bisweilen die Existenz der Milchlipase
bestritten?, in anderen fand man dagegen recht viel Lipase. Wie Virtanen?
gezeigt hat, rithren die negativen Befunde davon her, dass man zur Unter-
driickung der Bakterienwirkung, die natiirlich grobe Fehlschliisse verursachen
kann, ungeeignete Antiseptica zugesetzt hat, die die Lipase ausser Tatigkeit
gesetzt hat. In einwandfreien Versuchen konnte Virtanen die Existenz einer
Esterase in Kuhmilch zeigen. Sie spaltet Athylbutyrat gut, Milchfett aber
sehr schlecht.

d) Harn.

Im normalen Harn sollen Esterasen nur spurenweise vorhanden sein
(Tanfani, Hewlett4). Letzterer Forscher fand, dass sie bei Storungen des
Pankreas in den Harn iibergehen; desgleichen bei vermehrtem Lipasegehalt
des Blutes bei Fieber und Leukocytenzerfall, ferner bei Nephritis, Ikterus
und bei Polyurien [Pribram und Loéwy®, Ruszt (1924)], bei Rachitis
(Hizume?®).

Speichel soll ebenfalls fett- und esterspaltende Wirkung zeigen (K. Scheer,
Klin. Woch. 7, 163; 1927.

B. Phytoesterasen.

I. Ricinuslipase.

Green” hat im Jahre 1890 in einer ausgezeichneten Abhandlung ,,On
the germination of the seeds of the Castor-oil plant (Ricinus- communis)“ auf
die Rolle einer Lipase bei der Keimung von olhaltigen Samen aufmerksam
gemacht, und etwa gleichzeitig ist auch Sigmund?® zu dhnlichen Ergebnissen
gekommen. Es handelte sich bei den Beobachtungen der beiden Forscher um
die Spaltung eigentlicher Fette und Ole. Auf diese Substrate iiben die pflanz-
lichen Esterasen (Lipasen) eine kriaftige Wirkung aus. H. E. Armstrong und
Ormerod® haben einen Vergleich zwischen der Wirkung einer pflanzlichen
(Ricinus) und tierischen Esterase auf verschiedene Substrate ausgefiihrt; dabei

1 Davidsohn, Biochem. Zs 49, 249 und zwar 274; 1913.

2 Palmer, J1 of Dairy Science. 5, 51; 1922.

3 Virtanen, H. 137, 1; 1924.

4 Hewlett, JI med. Research. 11, 377; 1904.

5 Pribram u. Lowy, H. 76, 489; 1912.

¢ Hizum e, Jahrb. f. Kinderkrankh. 106, 227; 1924.

7 Green, Proc. Roy. Soc. B. 48, 370; 1890.

8 Sigmund, Monatsh. f. Chem. 11, 272; 1900.

®H. E. Armstrong, Proc. Roy. Soc. B. 76; 606; 1905. — H. E. Armstrong und
Ormerod, ebenda 78, 376; 1906. — Siehe hierzu auch die Versuche von Falk, J1 Amer.
Chem. Soc. 35, 1904; 1913.
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zeigte sich, dass pflanzliche Esterasen vom Typus der Ricinuslipase, welche
eine hohe Wirksamkeit gegen eigentliche Fette besitzen, ,,niedere Ester ver-
héltnismissig trige spalten, wihrend z. B. wissrige Leberextrakte ,,niedere
Ester'* energischer spalten als Fette und Ole. Immerhin werden auch niedere
Ester von Ricinuslipase angegriffen, wie folgende Zahlen von Armstrong
und Ormerod zeigen:

Anzahl cem 0,2 n. NaOH,
entsprechend der bei 25° nach 68h enzymatisch gebildeten Siure.

Ester Leberesterase Ricinusesterase
Mandelsaures Athyl 14 2,0
Benzoesaures Athyl 39 0,8
Salicylsaures Methyl 0,3 0,4
Essigsaures Athyl 10,35 9,9

Auch Glycerinester sulfonierter Fettsiuren werden durch Ricinuslipase
gespalten®.

Wie Connstein, Hoyer und Wartenberg? denen man eine grund-
legende Arbeit tiber Pflanzenlipasen verdankt, gefunden haben, werden von
Ricinusenzym ,,sdamtliche, technisch in Betracht kommenden Fette*‘ gespalten,
allerdings nicht mit der gleichen Leichtigkeit. ,,Besonders in die Augen
springend war das Verhalten der Butter, denn dieses Fett setzte den Spaltungs-
versuchen einen recht erheblichen Widerstand entgegen.*

Enzymmaterial. Nach Connstein, Hoyer und Wartenberg kommt
die fettspaltende Wirkung nicht allen Pflanzensamen in gleich hohem Masse
zu und zwar sind die Samen der Euphorbiaceen und speziell der Ricinus-
arten in dieser Hinsicht den iibrigen untersuchten Samen wesentlich tiber-
legen. Die von den genannten Forschern angewandten Samen bestanden
aus 47,519/, Ricinusol, 289/, Schalen, 21—259/, Kuchen. Etwa dieselbe Zu-
sammensetzung finden Willstdtter und Waldschmidt- Leitz3.

Die Samen werden zweckmissig in entschiltem und entéltem Zustande
angewandt. Das Ricinusél kann man entweder kalt auspressen* oder kalt
extrahieren, ohne dem Enzym zu schaden; ,,insbesondere ist eine Behandlung
des Samens mit Ather oder Schwefelkohlenstoff vollig indifferent. Falk
und Nelson® wandten zur Extraktion Chloroform oder Tetrachlorkohlen-
stoff an.

Nicloux® verwendet zu seinen quantitativen Versuchen in Cottonsl
suspendiertes Cytoplasma, und Jalander? ist diesem Beispiel gelegentlich

1 Dubosc, Zitiert nach Zbl. f. Biochem. 22, 307; 1920.

2 Connstein, Hoyer u. Wartenberg, Chem. Ber. 35, 3988; 1902.
$ Willstatter u. Waldschmidt-Leitz, H. 134, 161; 1924.

* Tanaka, Jl Coll. Engin. Tokyo 5, 125; 1912.

5 Falk u. Nelson, JI Am. Chem. Soc. 34, 735; 1512.

6 Nicloux, Soc. Biol. 56, 701; 57, 84, 175; 1904..

7 Jalander, Biochem. Zs 36, 435; 1911.
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gefolgt. Beide Forscher geben auch Vorschriften zur Herstellung von fett-
freier, trockener und gereinigter Ricinuslipase.

200 g geschilte Ricinussamen werden fein zerstossen und mit 250 g Cotton-
o6l innig verrieben. Man filtriert durch einen Leinenbeutel und zentrifugiert;
dabei erhilt man einen Bodensatz von gréberen, unwirksamen Teilchen und
230—250 g Aufschlemmung. Diese wird entélt, indem man zunichst der
Aufschlemmung das gleiche Volumen Petrolather zumischt und absetzen
lasst. Nach dem Abdekantieren wird der Bodensatz vollstindig entolt. Die
als weisses Pulver erhaltene Trockenmenge Enzym betrigt 2,5—3°/, der ver-
arbeiteten Samenmenge.

Willstatter! hat neuerdings Verfahren zur Uberfiithrung der Lipasen,
besonders des Ricinusenzyms in haltbare, trockene Form angegeben; dieselben
bestehen in der Aufnahme der Lipasen aus Emulsionen und Suspensionen mit
chemisch indifferenten Stoffen von grosser spezifischer Oberfliche, z. B. mit
Kieselgur, Ton, Kaolin, Talk, Kohle oder Baryumsulfat.

Olfreie Priiparate sind zu empfindlich gegen Wasser und Reagenzien,
um fiir Reinigungsarbeiten geeignet zu sein. Willstédtter bereitet darum
nach demselben Prinzip wie Hoyer eine enzymhaltige Olsahne. Daraus wird
das Enzym z. B. mit Kieselgur abgetrennt.

Die Patentschrift? gibt u. a. folgendes Beispiel:

Aus 1 kg geschilten Ricinussamen wird durch Verreiben mit 14 kg Wasser eine Milch
hergestellt und diese bei einer Minutenumdrehungszahl von ungefihr 3000 zentrifugiert. Die
entstandene Sahne, die ihre lipatische Wirksamkeit beim Entfetten oder Trocknen einbiissen
wiirde, hebt man ab und verreibt sie innig mit 333 g Kieselgur. Das teigformige Gemisch
wird dann entweder in einer einzigen Operation durch Anrithren und Waschen mit Aceton,
Alkohol u. dgl. zugleich entfettet und getrocknet, oder es wird zuerst in Trocknungsapparaten
entwissert und dann durch Extraktion mit Losungsmitteln entdlt.

Spaltungsprobe: 0,2944 g Kieselgurlipase (entsprechend 1 g ungeschiltem Samen) ergaben
mit 2,5 g Riibol und mit 2 g Wasser bei 20° in 20 Minuten 18,59, Verseifung.

Ein shnliches Verfahren kann auch auf die Olsuspensionen nach Nicloux

angewendet werden.

Yorginge bei der Keimung. Nach Nicloux wirkt das von Ricinussamen
abgetrennte Cytoplasma zwar wie ein Enzym; da er aber fand, dass die aktive
Substanz von Wasser zerstért wird, sobald keine Schutzwirkung durch Fette
ausgeiibt wird, so zaéhlt er sie — auffallenderweise — nicht zu den Enzymen.

Von Sigmund und von Green wurde die Auffassung ausgesprochen,
dass in dem ruhenden Samen kein Enzym vorhanden sei. Green glaubt,
dass es als Zymogen im Samen vorgebildet ist. Connstein, Hoyer und
Wartenberg zeigten aber, dass das Enzym schon im Samen vorhanden ist,
dass man aber seine Wirkung vermisst, wenn man nicht die giinstige schwach-
saure Reaktion herstellt. Die Zunahme der Wirkung wihrend der Keimung

1 Willstatter u. Waldschmidt-Leitz, H. 134, 161; 1924.
2 D.R.P. Nr. 316504, Kl. 120, Gr. 26; 1918.

Chemie d. Enzyme. IL. 3. A. 4
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sollte also nur darauf beruhen, dass freigemachte Siure die Reaktion niher
dem Optimum bringt.

Die Verhialtnisse sind indessen viel komplizierter. Willstédtter fand,
dass, wenn man die Lipasewirkung bei der optimalen Reaktion pH = 4,7
(siehe unten) bestimmt, wihrend der Keimung eine stdndige Abnahme der
enzymatischen Wirkung beobachtet werden kann. Bestimmt man dagegen
die Wirkung bei neutraler Reaktion, kann man folgendes beobachten: Die
ruhenden Samen zeigen keine Wirkung. Wihrend der Keimung tritt aber eine
solche auf, erreicht einen ansehnlichen Betrag, und wird dann wieder etwas
kleiner. Nach 7tagiger Keimung findet man die Wirkung bei neutraler Re-
aktion sogar grosser als bel saurer. Willstétter schliesst aus diesbeziiglichen
Versuchen, dass die Lipase wéhrend der Keimung eine Verianderung erfahrt.
In dem ruhenden Samen ist die eigentliche Samenlipase, die ,,Spermato-
lipase** vorhanden, die ihr Aciditdtsoptimum bei pH = 4,7 hat. Wihrend
der Keimung geht diese Spermatolipase allm#hlich in die ,,Blastolipase‘
iiber, die Optimum bei neutraler Reaktion hat. Willstatter stellt sich diese
Verdnderung folgendermassen vor: Die Spermatolipase ist fest an ein Protein
(Trager) verankert. Es kann auch so sein, dass das Protein dem eigentlichen
Enzymmolekiil gehort. Der Triger bedingt viele Eigenschaften der Lipase,
unter anderem die Aciditdatsabhingigkeit. Wiahrend der Keimung wird das
Protein von den Samenproteasen verindert (gespalten). Der neue Triger
(das neue Enzymmolekiil) bedingt neue Eigenschaften, in diesem Falle bei-
spielsweise ein anderes Aciditdtsoptimum. Die Blastolipase diirfte nur eine
Durchgangsstufe darstellen, denn, wie oben gesagt wurde, vermindert sich
thre Menge, die ibrigens nie im Verhaltnis zur Menge der urspriinglichen
Spermatolipase betriichtlich ist, stetig von einem gewissen Stadium der Keimung
an. Die Bildung der Blastolipase tritt auch bei der von Hoyer beschriebenen
Darstellung ,,gesduerter Sahne* ein. Die Annahme, dass es sich hierbei um
einen proteolytischen Vorgang handelt, wurde durch besondere Versuche Will-
stiatters stark gestiitzt, wo gezeigt wurde, dass eine sozusagen kiinstliche
Keimung von enzymhaltiger Sahne durch Pepsinbehandlung herbeigefiihrt
werden konnte.

Der Einfluss der Saure, iiber den stark widersprechende Angaben vor-
liegen, fithrt nach Willstétter zu einer dhnlichen Erscheinung wie die Pepsin-
behandlung. Es gibt aber charakteristische Unterschiede.

Abgesehen vom Aciditdtsoptimum unterscheiden sich die Spermatolipase
und die Blastolipase noch beziiglich Haltbarkeit, Verhalten gegen Glycerin
usw. Die Blastolipase besitzt viel stirkere synthetische Wirkungen als das
unverinderte Samenenzym.

Reinigung der Ricinuslipase. Fir die Reinigung eignet sich eigentlich
nur die oben beschriebene enzymhaltige Olsahne. Herstellung von Trocken-
priaparaten, die, wie oben angefiihrt, durch Sorptionsmittel oder auch durch
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direktes, vorsichtiges Einengen im Faust-Heim-Apparat geschehen kann,
ist fiir die Reinigung ohne Wert, weil die unlésliche Lipase nicht wieder
aus den Sorbaten freigemacht werden kann. Fiir die Reinigung der Ricinus-
lipase sind aus demselben Grunde die gewohnlichen Sorptions- und Elutions-
methoden nicht anwendbar. Willstétter hat eine gewisse Reinigung dadurch
erreicht, dass er aus der Sahne gewisse Begleitstoffe herauslosen konnte.
Am besten wirkte in dieser Hinsicht verdiinntes Alkali. Verluste sind un-
vermeidlich; auch ist die so gewonnene Lipase viel instabiler als die urspriing-
liche Sahne. Die Priparate enthalten noch Proteine.

Acidititsoptimum. Wie oben ausgefiihrt, wirkt die Samenlipase in saurer
Losung. Aus den Messungen von Jalander berechnete S6rensen?! eine
optimale Aciditdt von pH = etwa 3. Verunreinigungen des Enzympriparates
haben indessen sicher die bereehnete Aciditit stark herabgesetzt. In Uber-
einstimmung mit Haley und Lyman? finden Willstdtter und Wald-
schmidt-Leitz das Optimum bei 4,7—5,0. Die Wirkung war am grossten
in Acetatpuffer, kleiner in Phosphat, noch kleiner in Citratlésungen. Zu nennen
sind hier einige dltere Versuche von Armstrong und Ormerod (l. c.) iiber
den Einfluss verschiedener Sauren. Sie fanden keinen Zusammenhang zwischen
der aktivierenden Wirkung verschiedener Siuren und ihren Dissoziations-
konstanten. Dies entspricht auch dem fritheren Befund von Hoyer3.

Konzentration der Saure 0,01 norm. 0,02 norm. 0,10 norm. 0,50 norm. K- 108
Essigsdure 5,45 14,9 14,6 13,6 1,8
Bernsteinsdure 2,80 14,6 15,4 12,2 6
Citronensiure 7,25 15,3 14,7 1,1 82
Weinsiure 6,95 15,4 ‘14,2 — 97

Die Art der zugesetzten Siduren scheint hiernach ohne erheblichen Einfluss
zu sein, was so gedeutet werden kann, dass durch sie nur der eigentliche Akti-
vator, vermutlich selbst eine schwache Siure, evtl. Milchsidure, freigemacht
wird. Es bleibt noch zu untersuchen, ob die zugesetzten Sauren auch in anderer
Weise wirken als durch Einstellung der optimalen Aciditdat. Wir weisen hier
auf die oben besprochenen Versuche Willstatters tiber die Sdurewirkung
hin. Willstdtter findet es moglich, dass zwischen Enzym und Siure ein
Additionsprodukt entsteht.

Aktivatoren und Paralysatoren. Tanaka? fand eine Beschleunigung durch
manche Neutralsalze in starken Losungen. Auch eine Untersuchung von
Falk5 ist zu nennen. Willstétter findet dagegen Natriumchlorid stark
hemmend. Die Hemmung steigt proportional der Salzkonzentration. Die von

1 Sorensen, Biochem. Zs 36, 435; 1911 und zwar 448.
2 Haley u. Lyman, JI Am. chem. Soc. 43, 2664 ; 1921.
3 Hoyer, Chem. Ber. 37, 1436; 1904.

¢ Tanaka, Jl Coll. Engin Tokyo 5, 142; 1912.

5 Falk, J1 Am. chem. Soc. 35, 601; 1913.

4*
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Tanaka gefundene Aktivierung durch Aminosduren konnte Willstidtter
auch nicht bestéitigen. Mehrere Autoren! haben eine Forderung durch Mangan-
salze beobachtet. In Willstitters Versuchen waren diese Salze, wenn das
Enzym unter optimalen Bedingungen untersucht wurde, indifferent. NaF
ist nach Connstein, Hoyer und Wartenberg ein starker Paralysator,
ebenso HgCl, und Formaldehyd. Chloralhydrat ist unschidlich.

Hervorzuheben ist die Wirkungslosigkeit der Gallensalze?.

Alkohol und Aceton verzogern3. Immerhin wirkt Ricinuslipase auf
Methylacetat auch in wassergesittigtem Ather und wissrigem Aceton<.

Einfluss der Temperatur. Ricinuslipase scheint zu den besonders hitze-
empfindlichen Enzymen zu gehéren. Connstein, Hoyer und Wartenberg
geben an, dass bei 50° die Fettspaltung gehemmt wird. Trockene Priparate
sind natiirlich weniger empfindlich®. Das Temperaturoptimum der Wirkung
liegt nach Willstatter und Waldschmidt-Leitz bei 85° Sie haben weiter
festgestellt, dass bei 50° die Lipase in Gegenwart wissriger Olemulsionen
vollig inaktiviert wird, wihrend sie nach Nicloux in trockener Olsuspension
Temperaturen bis 1009 vertragen soll.

Kinetik. Nicloux® verdankt man die ersten ausfiihrlicheren Versuche iiber
Ricinuslipase oder, wie der Verfasser sagt, tiber die lipolytische Wirkung des
Plasmas der Ricinussamen. Nicloux fand sein Priaparat unléslich in Wasser;
er emulgierte das Cytoplasma in dem zu hydrolysierenden Ol, meist Baumwoll-
6l, und setzt verdiinnte Essigsiure zu. Folgende Zahlen sind bei 18° erhalten.

¢ Min. 30 45 60 9 127 150 210 450
Hydrolys. in 9, 236 33,1 404 548 670 732 855  04d
k=g 0 0388 0387 0375 0382 0392 0381 0399 0278

Der Schiitzschen Regel folgen die beobachteten Zahlen nicht. Dagegen
gibt die fiir monomolekulare Reaktionen giiltige Formel den beobachteten
Gang der Hydrolyse ziemlich gut wieder.

Das Zeitgesetz der pflanzlichen Lipasen ist bald darauf auch von Conn-
stein, Hoyer und Wartenberg eingehend untersucht worden. Dieselben
haben zundchst die wesentliche Tatsache festgestellt, dass erhebliche Mengen
freier Siure notwendig sind, um die Lipase zur Wirksamkeit gelangen zu
lassen. (Vgl. oben die neuen Versuche Willstitters.)

Verreibt man nach Sigmunds Vorschrift (Monatsh. f. Chemie 11, 272;

! Hoyer, Chem. Zbl. 76, 582; 1905. — Falk u. Hamlin, J1 Am. chem. Soc. 35,
210; 1913. — Falk, Proc. Nat. Acad. Science 1, 136; 1915.

2 Donath, Hofm. Beitr. 10, 390; 1907.

3 Falk, J1 Am. chem. Soc. 35, 616; 1913.

4 Falk u. Nelson, J1 Am. chem. Soc. 34, 735; 1912.

® Falk, Proc. Nat. Acad. Science 2, 557; 1916.

¢ Nicloux, Soc. Biol. 54, 840; 1902.
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1890) pulverisierte Ricinussamen mit Wasser und iiberldsst sie wihrend
24 Stunden bet etwa 40° sich selbst, so beobachtet man tatsichlich nach Ab-
lauf dieser Zeit durch Titrieren des Gemenges das Auftreten geringer Mengen
Saure; liasst man solche Proben noch mehrere Tage stehen, so erfolgt nach
einiger Zeit ein sprungweises rapides Ansteigen der S#duremenge. Dieser
,,Sprung‘‘ tritt je nach der hoheren (35—40°) oder niedrigeren (15—20°)
Temperatur des Ansatzes bald frither (nach 2—3 Tagen), bald spiter (nach
4—6 Tagen) in Erscheinung.

5 g Ricinussamen mit 5 g 19yiger Chloralhydratlgsung verrieben und
bei 16° sich selbst tiberlassen:

Gefunden sofort nach 2 Tagen 4 Tagen 6 Tagen 8 Tagen
%/o Ricinusolsdure 1 3 52 59 59

Weitere Versuche behandeln den Einfluss der Enzymmenge, Substrat-
menge und den zeitlichen Verlauf der Spaltung. Die Versuchsbedingungen
waren indessen solche, dass keine sicheren Schliisse gezogen werden konnen.
A. E. Taylor, welcher Triacetin, den Essigsiureester des Glycerins, mit dem
Pulver von Ricinusbohnen hydrolysiert hat, fand einen Reaktionsverlauf,
wie bei monomolekularen Reaktionen. Er gibt folgende Resultate an, bei
welchen -1/,-, 1- und 2°/yige Losungen von Triacetin zur Anwendung kamen.
Die Konstanten k beziehen sich auf 18°.

t Stunden 4 8 16 24 28 32 40 48
o, Xbeob 009 0162 0287 0418 0489 0477 0623 0652
zlo k 109 96 92 98 104 88 106 96
Lo, Xbeob. 0083 0174 0338 0418 0488 0542 0609 065
fo 94 104 112 98 104 106 102 96
x beob. 0098 0174 0323 1431 0502 0485 0595 0,636

2% k 112 104 106 102 108 90 98 91

Wie es kommt, dass bei diesen Versuchen von Nicloux und Taylor
die hydrolysierte Menge Fett nach dem einfachsten Zeitgesetz, welches fiir
homogene Systeme gilt, berechnet werden kann, lasst sich nicht ganz iiber-
blicken. Es ist bei der Hydrolyse von Fetten und Triacetin um so auffallen-
der, als wir ja hier drei stufenweise verlaufende Hydrolysen haben, welche
wohl mit verschiedener Geschwindigkeit stattfinden.

Willstatter fand auch in seinen einwandfreien Versuchen, dass sich der
Reaktionsverlauf durch keine einfache Formel ausdriicken lasst. Die nach der
monomolekuldren Formel berechneten Konstanten sanken stetig. Die
Schiitzsche Regel galt nur in einem sehr engen Bereich mittlerer Spaltungs-
grade. Bis zu etwa 6%/, Spaltung bestand Proportionalitét zwischen Umsatz
und Zeit. (Beziiglich Glyceryltriacetat: Lorberblatt und K. G. Falk, Jl
Am. Chem. Soc. 48).

Nicloux hatte auch bei kleinen Enzymmengen E und Versuchszeiten
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die gespaltenen Substratmengen den Enzymmengen proportional gefunden.
Dies wurde durch Messungen von Jalander?! bestitigt.

Je 1,0 g Cottondl, 1 ccm 0,01 n. Essigsdure. Temperatur 22° Versuchsdauer 30 Minuten

(Tab. XX).

Enzymmenge E
(Ricinuslipase in
Aufschlemmung)

0,001
0,002
0,003
0,004
0,005
0,010
0,015
0,020
0,025

1,68
3,40
5,21
6,70
8,31

15,63

19,96

2218

23,05

Verbrauchte ccm
0,1 n. Natronlauge

Gespalten, 9/,

X

4,46

9,04
13,85
17,82
22,10
41,57
53,08
58,99
61,30

X

E

446
452
465
445
4,40
416
3,54
2,99
241

Jalander fand in der Regel einen befriedigenden Anschluss an die
Schiitzsche Regel, wihrend die Reaktionskoeffizienten erster Ordnung fielen.

Je 0,02 g trockene Ricinuslipase, 1,0 g Triolein, 1,0 ccm 0,01 n. Essigsiaure. Temperatur 20°.

Nach sorgfiltiger Emulsionierung wihrend der ganzen Versuchsdauer maschinell geschiittelt
(Tab. XXXIII).

Minuten
t
10
20
30
60
120
140

0,1 n NaOH

ccm
6,76
11,55
15,93
18,85
26,18
28,54

9/ gespalten
X
20,39
34,87
48,05
56,86
78,97
86,54

X
vt
6,4
7.8
87
73
72
517

t T a—x
100
930
939
60,6
56,2
357

Willstéatter und Waldschmidt-Leitz fanden die Zeiten gleichen Um-
satzes umgekehrt proportional den Enzymmengen.
streng bis zu einer Verseifung von 40—50°/, und Enzymmengen 1 : 4, und
nicht mehr ganz streng fir Enzymmengen 1 :16. Willstiatter schliesst,
dass bei der Ricinuslipase die Hemmung durch die Spaltprodukte weniger aus-
gepragt ist als bei der tierischen Lipase.

Synthetische Wirkungen. Taylor2, S. Iwanow3, Weltert, Jalander
(. c.) und Krauss® haben mit Ricinusenzym Synthesen durchfiihren kénnen,
wobei auch die Zwischenprodukte Mono- und Di-Olein beobachtet wurden
(Krauss). Der nachfolgende Versuch von Jalander zeigt, dass von beiden
Seiten her die gleiche Gleichgewichtslage erreicht wurde (Vers. 8).

1 Jalander, Biochem. Zs 36, 435; 1911.
2 Taylor, Publ. Univ. Calif. 1, 33; 1904.
*Iwanow, Bot. Ber. 29, 595; 1911.
* Welter, Zs angew. Chem. 24, 385; 1911.
® Krauss; Zs angew. Chem. 24, 829; 1911.

Diese Beziehung gilt
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Temperatur 20°. 5mal téglich je 2 Minuten lang geschiittelt.

A. Esterspaltung. B. Esterbildung.
0,01 ¢ trockene Ricinuslipase, 1,0 g Triolein, 0,01 g trockene Ricinuslipase, 0,957 g Olsiure
1 cem 0,01 n. Essigsiure 0,104 ¢ Glycerin, 1 ccm 0,01 n. Essigsiure
Dauer cem Ol gespalten Dauer cem Olsiure geb.
Tage 0,1 n. NaOH /o Tage 0,1 n. NaOH oy
15 29,51 89,02 15 30,31 11,16
30 29,30 88,37 30 30,35 11,04

Nach Iwanow wirkt das fettspaltende Enzym je nach der Samenreife
synthetisierend oder spaltend. Eine Untersuchung, welchen Einfluss hierbei
die Aciditdt des Mediums hat, wire in hohem Grade wiinschenswert.

Wir erinnern hier noch einmal an die Befunde von Willstatter und
Waldschmidt-Leitz, dass die Blastolipase stirkere synthetische Wirkungen
ausiibt als die Spermatolipase.

Was die Theorie dieses oder #hnlicher enzymatischer Gleichgewichte
betrifft, so diirfte es nunmehr eine der niichsten Aufgaben sein, die Grund-
annahme, dass enzymatische Reaktionen durch die Verbindungen zwischen
Enzym und Substrat vermittelt werden, auf umkehrbare Reaktionen mit
messbarer Gleichgewichtslage anzuwenden. Offenbar wird, wie Euler 1907
betont hat?, das natiirliche Gleichgewicht durch die Verteilung des Enzyms
zwischen Substrat und Reaktionsprodukt, im vorliegenden Fall zwischen
Ester und S#ure bzw. Alkohol, beeinflusst. Zur Klarung dieser Verhiltnisse
und zur Priifung, ob sich hier Reaktionsgeschwindigkeit und Gleichgewicht
durch die Annahme von zwei Affinititsstellen®? im Enzym und Substrat
beschreiben ldsst, sind weitere experimentelle Daten erforderlich.

Technische Anwendung. Die Ausarbeitung der enzymatischen Fett-
spaltung durch Phytolipasen als technisches Verfahren verdankt man Conn-
stein, Hoyer und Wartenberg. D.R.P. Kl. 23d 145 413 und 147 757;
1902. Ver. Chem. Werke Charlottenburg.

Die Trennung des Protoplasmas von anderen Bestandteilen des Ricinus-
samens, Ol und Aleuron, durch Zentrifugieren hat sich Nicloux patentieren
lassen. D. R. P. 188 511; 1904. — Ein weiteres Patent von Nicloux, D. R. P.
191118; 1905 betrifft den Zusatz von Calcium- und Magnesiumsulfat.

Siehe auch das Verfahren von Willstatter (S. 49) D. R.P. 316 504
(1919), 3. Beispiel.

II. Lipasen anderer olhaltiger Samen.

Ausser Ricinussamen sind noch zahlreiche andere 6lhaltige Samen unter-
sucht worden, so z B. Cocosnuss3, Colanuss%, Erdnuss (Arachis)®, Lein?,

1 Euler, H. 52, 146; 1907.

2 Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 9, Nr. 13; 1924. — Euler u. Josephson,
H. 166, 294; 1927.

3 Lumia, Malys Jahresber. iiber d. Fortschr. d. Tierchemie. XXVII. 1898, 724.

* Mastbaum, Chem. Zbl. 78, I, 978; 1907. — Driessen, Pharm. Weekblad. 46; 1909.

5 Dunlap u. Seymour, JI Amer. Chem. Soc. 27, 935; 1905.
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Mandeln! und besonders Sojabohnen? und Chelidoniumsamen3. Es sei ferner
auf die Arbeiten von Fokin% und Gerber5 verwiesen.

Fiir die Darstellung aus Sojabohnen gibt Falk zwei Arbeitsmethoden an:
1. Gelbe, gemahlene Sojabohnen werden in einem Soxhletapparat mit Ather
extrahiert, an der Luft getrocknet, gemahlen und gesiebt. 2. Man befreit
die Sojabohnen mit der Hand von ihren Schalen, mahlt die Kerne, extrahiert
mit Ather, trocknet an der Luft und siebt. Solche Sojapriparate hat Falk
gegen Glyceryltriacetat recht aktiv gefunden, viel weniger gegen Athylbutyrat.

Mit Enzym aus Chelidoniumsamen konnte Bournot® Monoolein und
Triolein synthetisieren.

II1. Esterasen in Pilzen und Mikroorganismen.

Eine Esterase in hoheren Pilzen beschreibt Zellner®. In niederen Pilzen

sind Esterasen zuerst von Gérard? und Camus® nachgewiesen worden.
Weitere Literatur iiber Pilzesterasen:

Biffen, Ann. of Bot. 13, 163; 1899.

Garnier, Soc. Biol. 55, 1490, 1583; 1903.

Spiekermann u. Bremer, Landw. Jahrb. 31, 81; 1902.

Laxa, Arch. Hyg. 41, 119; 1902.

Rouge, Zbl. f. Bakt. IL. 18, 404; 1907.

Deleano, Biochem. Zs 17, 225; 1909.

Aspergillus

Lactarius sanguifluus {

Rouge (l. c.) zieht aus seinen Beobachtungen iiber die Lipase des Lac-
tarius sanguifluus den Schluss, dass in verdiinnten Losungen die Enzym-
wirkung der angewandten Enzymmenge direkt proportional ist.

Deleano, der mit demselben Pilz gearbeitet hat, nimmt zwei Esterasen
an, die doch wenig charakteristische Unterschiede zeigen. Der Autor macht
auch Angaben iiber den Einfluss der Temperatur auf die Enzyme.

Eine moderne Untersuchung tiiber die Takaesterase verdanken wir
Willstatter und Kumagawa®. Wie schon Wohlgemuth' fand, finden
die Autoren, dass das Takaenzym gut niedere Ester spaltet, Fett aber sehr
schlecht. Sie ist in dieser Hinsicht noch ausgepréigter als die Leberesterase.
Sie zeigt optische Spezifitiat. Bei den vier untersuchten racemischen Sub-
straten stimmt sie mit der Leberesterase iiberein. Sie wird von Zusitzen
ganz anders beeinflusst als die tierischen Enzyme. Folgende Tabelle sei an-
gefiihrt:

1 Tonegutti, Staz. sperim. agrar. ital. 43, 723; 1910. — Chem. Zbl. 82, 1, 332; 1911.

2 Falk, JI Amer. Chem. Soc. 37, 649; 1915.

3 Bournot, Biochem. Zs 52, 172; 1913 und 65, 140; 1914. .

* Fokin, Chem. Zbt. 74, II, 1451; 1903. — 75, 11, 1617; 1904.

® Gerber, C. r. 152, 1611; 1911.

¢ Zellner, Monatsh. f. Chemie 27, 295, 1906. — Chemie d. hoheren Pilze. Leipzig 1907.

7 Gérard, C. r. 124, 370; 1897.

8 Camus, Soc. Biol. 49, 192, 230; 1897.

9

Willstitter u. Kumagawa, H. 146, 151; 1925.
1 Wohlgemuth, Biochem. Zs 39, 324; 1912.
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Zusatz Leberesterase Takaesterase  Pankreasesterase
Natriumoleat gehemmt kein Einfluss aktiviert
Calciumoleat stark gehemmt kein Einfluss stark aktiviert
Albumin kein Einfluss stark gehemmt stark aktiviert

Albumin 4 Calciumoleat  ziemlich stark gehemmt stark gehemmt  stark aktiviert

Das pH-Optimum findet Willstéatter bei 8,56—9,0. Zu demselben Resultat
kommt Ogawal.

In Hefen, welche ja unter geeigneten Umsténden sehr fettreich werden
konnen, sind vielfach Esterasen nachgewiesen worden.

Literatur tiber Fettspaltung durch Bakterien:

Jensen, Zbl. f. Bakt. II, 8, 11; 1902.

Sohngen, Folia Mikrobiol. I. Chem. Zbl. 82, II, 631; 1911.

Rubner, Arch. Hyg. 38, 67; 1900. — Huss, Zbl. f. Bakt. II, 20; 1908.

Fuhrmann, Bakterienenzyme; Jena 1907.

W. P. Thompson u. F. L. Meleney, Proc. Soc. exp. Biol. u. Med. 21, 360; 1924.
— JI exp. Med. 40, 233; 1924. Hamolytische Streptokokken.

G. Seliber, Bull. Inst. Lesshaft; 1927 (Tuberkelbakt.).

Bemerkenswert ist die Angabe von Sohngen, dass eine aus B. fluores-
cens, pyocyaneus, liquefaciens dargestellte, sehr sdureempfindliche Esterase
eine 5 minutenlange Erhitzung auf 100° tiberdauerte (?). Dem gleichen For-
scher zufolge soll die Bakterienesterase erst in 0,02 n.-Milchsdure zu wirken
aufhoren.

Die lipolytische Wirkung der Fices entstammt sicher wie auch Molnar? annimmt, zum
Teil den Bakterien.

Die synthetische Wirkung bakterieller Lipasen hat neuerdings N. van der
Walle® untersucht. Bac. pyocyaneus verestert Olsiure mit Propyl-, Iso-
butyl-, Amyl-, Hexyl-, Octylalkohol, Methylmotylcarbinol und Glycerin,
nicht aber mit Methyl-Athyl, Benzylalkohol. Buttersiure wird mit Glycerin
nicht verestert.

Staphylococcus aureus-Pulver wirkt synthetisch auf Olsdure + Glycerin,
ebenso Bac. prodigiosus.

C. Spaltung von Cholesterinestern und Wachsarten
(Cholesterase).

Der einwertige, sekundire cyclische Alkohol Cholesterin (Cholesterol)
bildet bekanntlich sowohl mit niederen alipathischen Sduren (Essigsdure
usw.), als besonders mit Palmitinsiure, Stearinsiure und Olséure, Ester,
welche neben freiem Cholesterin in pflanzlichen und tierischen Zellen und
Geweben verbreitet sind (Cholesterinester der Phosphorsdure siehe S. 104).

1 Ogawa, Biochem. Zs 149, 216; 1924.

2 Molnar, Deutsch. med. Woch. 43, 326; 1917.
8 van der Walle, Zbl. f. Bakt. II, 70, 369; 1927.
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Eine sichere Abgrenzung des Cholesterylester spaltenden Enzyms von
den in den gleichen Organen auftretenden, oben behandelten eigentlichen
Butyrasen und Lipasen ist noch nicht durchgefiihrt worden; es kann also die
Bezeichnung ,,Cholesterasen’ einstweilen nur mit einem gewissen Vorbehalt
gebraucht werden.

Dass Ester des Cholesterins durch ein in Leber, Niere und Milz enthaltenes
Enzym gespalten werden, hat zuerst Kenro Kondo? gezeigt, und dies wird
neuerdings von Toshiharu Nomura? bestétigt; diese Organe enthalten
auch Cholesterylester.. Dagegen besitzt Hirn, welches zwar Cholesterin, aber
keinen Cholesterinester enthilt, keine Cholesterase (Lorrain, Smith und
Mair3).

Entgegen den Angaben von Cytronberg? und von J. H. Schultz fand
Nomura im Blut keine Cholesterase. (Blutserum enthilt nach Handovsky?®
Cholesterinester und Cholesterin® im Verhiltnis 1 : 1.)

Eine enzymatische Synthese von Cholesterinestern gelingt nach Nomura
durch Saft und Extrakt des Pankreas (pH-Optimum bei 7); diese synthetische
Wirkung soll durch Galle verstirkt werden; Kaolin und Tierkohle adsorbieren
das Enzym reversibel.

Ob ein von anderen Esterasen verschiedenes wachsspaltendes Enzym
in den Lymphocyten vorkommt, wie durch Ergebnisse von Bergel? wahr-
scheinlich wird, bleibt weiteren Untersuchungen zur Entscheidung vorbehalten.

A. E. Porter® fand allerdings ziemlich weitgehende Unterschiede
zwischen Lipasen (Esterasen) und dem Enzym, welches die Ester hoherer
Alkohole (Lanolin, Cholesterylpalmitat, Cetylpalmitat u. a.) spaltet, und
welches sich neben Butyrasen und Lecithinase in zahlreichen tierischen
Organen findet.

Dieses Vorkommen einer Cholesterase wire bemerkenswert, weil die
Tuberkelbacillen eine wachsihnliche Substanz enthalten. Nach Porter (1. c.)
scheint die Resistenz verschiedener Organe mit ihrem Gehalt an Esterasen
in Beziehung zu stehen. So sind die Organe der Katze, welche wenig
empfanglich fir Tuberkeln ist, durchweg reich an Esterasen. Andererseits
ist bei allen Tierarten die Lunge sehr esterasearm.

Aus der gegen Tuberkelbacillen immunen Raupe der Wachsmotte ldsst
sich nach Fiessinger?® ein wachsspaltendes Enzym extrahieren.

1 Kenro Kondo, Biochem. Zs 26, 243 u. 27, 427; 1910.

2 Toshiharu Nomura, Tohoku, JI exp. med. 4, 677; 1924, — 5, 323; 1924.

3 Lorrain, Smith u. Mair, J1 Path. Bact. 16, 131; 1912.

4 Cytronberg, Biochem. Zs 45, 281; 1912. — J. H. Schultz, ebenda 42, 255; 1912.
®Handovsky, Lohmann u. Bosse, Pflig. Arch. 210, 63; 1925.

6 Methodik nach Windaus.

7 S.Bergel, Minch. med. Woch. 66, 929; 1919.

8 Porter, Miinch. med. Woch. 61, 1775; 1914. — Biochem. J1 10, 523; 1916.

® Fiessinger, Soc. Biol. 83,"147; 1920.
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D. Methoden zur Messung der Fett- und Ester-Spaltung.

Die Methoden zur Untersuchung der Fett- und Esterspaltung griinden
sich im wesentlichen auf zweierlei wihrend der Hydrolyse eintretenden Ver-
dnderungen der Reaktionslosungen:

1. Die Bildung freier Sdure(und freien Alkohols) aus dem Ester.
2. Die Anderung der Oberflichenspannung der Reaktions-
flissigkeit.
I. Titrationsmethoden.
a) Titrimetrische Bestimmung des Siduregehaltes.

Es handelt sich hierbei durchweg um alkalimetrische Titration mit
NaOH, zu welcher in der Regel 1°/yiges Phenolphthalein als Indicator ver-
wendet worden ist.

Soweit niedere Ester, in erster Linie Athylbutyrat, und einigermassen
klare Losungen von Enzym angewandt worden sind, stimmt die Methodik
mehr oder weniger vollstindig mit denjenigen iiberein, welche bei nicht-
enzymatischen Esterhydrolysen angewandt und mannigfach durchgearbeitet
worden sind. Die Anwendung dieser Methodik findet man besonders in den
Arbeiten von Kastle und Loevenhart (vgl. S. 86 u. ff.).

Auch wenn es sich um die Spaltung eigentlicher Fette und Ole handelt,
so kann die durch die Reaktion gebildete Sédure mittels Alkali direkt titriert
werden, wie dies in den Arbeiten von Dietz u. a. geschehen ist.

Im allgemeinen wurde zur Herstellung einer homogenen Lisung die
Fettemulsion vor der Titration mit Alkohol versetztl. In denjenigen Fillen,
in welchen das Enzym in fester bzw. in nicht vollstindig geloster Form zur
Anwendung gekommen ist, wie bei den Versuchen von Connstein, Hoyer
und Wartenberg (siehe S. 48), liefert nach der Erfahrung dieser Forscher
die Titration ,,niemals zu hohe, eher aber ofter zu niedrige Werte, da es sehr
schwer ist, die in dem Samengemenge enthaltende Fettsiure dem ersteren
bis auf die letzten Spuren durch Extraktion zu entziehen.

Beim Arbeiten mit pflanzlichen Lipasen werden die Samen geschilt,
durch Auspressen und Behandeln des Presskuchens mit Ather von Ol befreit
und fein gemahlen. Die gebildete Samenmilch wird in einer Zentrifuge von
den unwirksamen Bestandteilen des Samens getrennt. Man lésst sie 24 Stunden
stehen, unterdessen sammelt sich die enzymhaltige Emulsion, in welcher sich
die zur Aktivierung nétige Séure (Milchsdure) bildet, an der Oberfliche an
und kann abgehoben werden. Mit 5—10 g dieser Emulsion verrithrt man
100 g Ol und entnimmt der Mischung von Zeit zu Zeit Proben zur Titration.

Uber die Herstellung von Olemulsionen siehe auch Jalander (l. c.).

1 Siehe z. B. Kanitz, Chem. Ber. 36, 400; 1903. — H. 46, 482; 1905. — Terroine,
Biochem. Zs. 23, 404; 1910.
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b) Methode von Volhard-Stadel.

Volhard und seine Schiiler verwenden als Substrat Eigelbemulsion.
Die Titration nehmen sie nicht direkt mit einem aliquoten Teil des Reaktions-
gemisches vor, sondern sie schiitteln dieses, bzw. einen Teil desselben, mit
Ather und etwas Alkohol aus und titrieren einen gemessenen Teil des
Atherextraktes mit Natronlauge. Die Methode stellt sich also folgender-
massen:

Gleiche Mengen des Verdauungsgemisches werden in 100—150 cem
fassende Flaschen gebracht, mit 75 ccm Ather, zur Beschleunigung der Schich-
tung unter Zusatz von Alkohol? iibergossen und, gut verkorkt, gleich lang
maschinell geschiittelt.

Sobald sich nach Beendigung des Schiittelns der Ather von dem Ver-
dauungsgemisch getrennt und geklirt hat, werden 50 ccm desselben in ein
Kolbchen abgegossen, mit 75 ccm neutralisierten Alkohols versetzt und mit
wiassriger 0,1 n. NaOH titriert. Bestimmung I.

Zur Ermittelung der Totalmenge des anwesenden verseifbaren Fettes
werden nun 10 ccm n.-Natronlauge zugegeben und die Kélbchen 24 Stunden
unter dem Riickflusskiihler verseift. Die aus den Neutralfetten so gebildeten
Seifen werden durch 10 ccm 1 n. H,SO, gespalten, wobei gleichzeitig das tiber-
schiissige Alkali gebunden wird, und durch eine zweite Titration die Neutral-
fette als Fettsiuren bestimmt. Bestimmung II.

Die Berechnung geschieht nach der Formel I : (I ++ II) = x : 100.

Verwendet man nicht Eigelbemulsion, sondern Fett- bzw. Olemulsion,
so ist die Wahl des Oles und die Herstellung der Emulsion wesentlich fiir den
Verlauf der Spaltung. Umeda® empfiehlt Arachisél und gibt eine Methode
zur Herstellung einer gleichmissigen Emulsion an.

Eine titrimetrische Methode verwenden auch Willstatter, Waldschmidt-
Leitz und Memmen (H. 125) bei der Verfolgung der hohen Glyceride. Die
Titration geschieht in alkoholisch-dtherischer Lésung, mit Thymol-
phthalein als Indicator.

,,Zur Titration spiilt man nach Willstatter und Mitarbeitern die Re-
aktionsflissigkeit mit 96°/, Alkohol in einen Erlenmeyerkolben, so’ dass
das Volumen der alkoholischen Fliissigkeit 125 cm betridgt. An ihrer Ober-
fliche befinden sich Oltropfen, die Seife und Enzym einschliessen und die
Titration stéren wiirden; daher wird durch Vermischen mit 20 ccm Ather
die Losung vervollstandigt. In der alkoholisch-atherischen Fliissigkeit wirkt
die Lipase nicht weiter, wihrend in nur alkoholischem Medium ihre Wirkung
noch langsam fortschreitet.*

Besonders hingewiesen sei auf die Notwendigkeit, bei vergleichenden

! Stade, Hofm. Beitr. 3, 291; 1903.
% Siehe hierzu Engel, Hofm. Beitr. 7, 77; 1905.
3 Umeda, Biochem. J1 9, 38; 1915.
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Bestimmungen Aktivatoren in Uberschuss zuzusetzen, nimlich Calcium-
chlorid und Albumin (vgl. 1. ¢. 8. 108—111).

Bei Zusatz von Bicarbonat zur Reaktionslosung lassen sich die abgespaltenen Fettsiuren
nicht direkt titrieren. Die Methode von Abderhalden und Weill umgeht diese
Schwierigkeit, indem nach Beendigung des Versuches und Abkiihlen auf etwa 10° von dem
Pankreasgewebe, dem nicht gespaltenen Fett und dem unloslichen Natriumstearat abfiltriert
und das dem anfangs zugesetzten Bicarbonat entsprechende Volumen n/10 Schwefelsiure
hinzugefiigt wird. Durch kurzes Aufkochen am Riickflusskiihler wurde die frei gewordene
Kohlensdure entfernt. Die nach dem schnellen Abkiihlen auf Zimmertemperatur und Zusatz
von 3 Tropfen 19/,iger Phenolphthaleinlosung bis zur schwach rosa Firbung verbrauchte
Menge n/10 NaOH entsprach dann der aus dem Fett abgespaltenen Menge Sdure. Stearin-
sdure wurde noch direkt als Bleistearat bestimmt.

Eine vereinfachte Methode, die Lipasen im Duodenalinhalt zu bestimmen, vielleicht zu
klinischen Zwecken ausreichend, beschreiben Bondi u. Volk (Wien. klin. Woch. 32; 1919).

Mauban verwendet zur Bestimmung des durch direkte Duodenalsondierung gewonnenen
Pankreassaftes Fettgelatineplatten (Soc. Biol. 83, 130; 1920).

¢) Gasanalytische Methode von Rona und LasnitzkiZ

Der Nachweis der bei der Hydrolyse des Esters durch das Enzym gebildeten
Saure erfolgt auf gasanalytischem Wege, und zwar durch manometrische
Bestimmung der CO,-Menge, die aus der angewandten bicarbonathaltigen
Ringerlosung von der entstandenen Fettsiure in Freiheit gesetzt wird.

II. Bestimmung des gebildeten Glycerins.

St. v. Pesthy? hat bei seinen Versuchen, die mit Magen- und Pankreas-
enzym und mit Eigelb oder Olivendl als Substrat angestellt wurden, sowohl
die entstehenden Siuren titriert als auch das Glycerin nach Zeisel-Fanto
bestimmt.

Die Reaktionsfliissigkeit wurde verdiinnt, mit Essigsiure angesiduert und mit einer
109/, igen Losung von Phosphorwolframsiure im Uberschuss versetzt. Der hierbei entstandene
Niederschlag besteht aus gefilltem Eiweiss, das auch die Fette der Emulsion mit sich reisst.
Die Fliissigkeit wird auf einer Nutsche abgesaugt; es wird mit dest. Wasser gewaschen,
aus dem opalisierenden Filtrat die Phosphorwolframsiure mit Baryt gefillt, filtriert und im
Filtrat der iberschiissige Baryt durch CO, entfernt. Aus dem nunmehr barytfreien Filtrat
werden die Chloride durch frisch gefilltes Silberoxyd gefallt und durch Filtration entfernt.
Im eingeengten Filtrat wird nunmehr das Glycerin nach Zeisel und Fanto bestimmt?
Die Methode besteht bekanntlich darin, dass die Glycerin enthaltende Losung, mit JH
gekocht, fliichtiges Isopropyljodid gibt, das, in eine alkoholische Losung von AgNO; geleitet,
dort einen Niederschlag von AgJ bildet, welcher zur Wigung gebracht und auf Glycerin
berechnet wird.

III. Stalagmometrische Methode.

Die Titrationsmethoden zur Messung der Fettspaltung sind von SaxI5
einer, allerdings ibertrieben, abfilligen Kritik unterzogen worden, mit dem

1 Abderhalden u. Weil, Fermentf. 4, 86; 1920.

2 Rona u. Lasnitzki, Biochem. Zs 152, 504; 1924. — 163, 197; 1925. — 173, 207,
1926. — Rona, Fermentmethoden 1926, S. 106.

3 v. Pesthy, Biochem. Zs 34, 147; 1911.

4 Zeisel u. Fanto, Zs f. anal. Chem. 42, 549; 1903.

5 Saxl, Biochem. Zs 12, 343; 1908. Siehe auch E. Freudenberg, Biochem. Zs 45; 469
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Resultat, dass ,keine der bisher empfohlenen Methoden ein quantitatives
Studium der Esterspaltung gestattet, da die gewonnenen Werte entweder
bei kurzer Versuchsdauer so gering sind, dass sie kaum ausserhalb der Fehler-
grenzen liegen, oder aber bei langer Versuchsdauer durch die mit den Be-
stimmungsmethoden verbundenen Fehlerquellen getriibt werden.

Rona und Michaelis? haben zur Vermeidung dieses Ubelstandes eine
Methode ausgearbeitet, bei welcher sie Athylbutyrat als Substrat verwenden
und den Gang der Reaktion durch die Anderung der Oberflichenspan-
nung verfolgen, welche infolge der Esterspaltung eintritt. Diese
Methode ist nur unter Verwendung echter Losungen, also niederer Ester,
anwendbar; bei Verwendung von Fettemulsionen diirfte eine stalagmometrische
Methode, wie sie Izar (Biochem. Zeitschr. 40, 8390; 1912) vorgeschlagen hat,
nicht brauchbar sein.

Die Glycerinester -erniedrigen die Oberflichenspannung des Wassers
selbst in geringen Konzentrationen bedeutend, wihrend die Spaltprodukte
auf die Oberflichenspannung eine verhiltnismissig geringe Wirkung ausiiben2.
Die #usserst geringen Mengen Tributyrin, welche in wissrige Losung gehen,
gentigen schon, um die Oberflachenspannung des Wassers stark zu erniedrigen.

Als Messapparat eignet sich ein Traubesches Stalagmometer, mit welchem
die Tropfenzahl ermittelt wird, die sich beim Entleeren eines bestimmten
Volumens der Flissigkeit bildet; diese Tropfenzahl ist ein Mass der relativen
Oberflachenspannung.

Die Methode von Rona und Michaelis ist bald von Davidsohn? in
etwas abgednderter Form angewandt worden.

Davidsohn verfahrt zur Bestimmung der fettspaltenden Wirkung des
Magensaftes folgendermassen:

Der nach Probefrithstiick gewonnene und filtrierte Mageninhalt wird
2-, 4- und 8fach’ verdiinnt. Von diesen Verdiinnungen und evtl. dem un-
verdiinnten Saft werden 0,5 bzw. 0,75 und 1,0 ccm mit 60 ccm einer gesdttigten
wissrigen Tributyrinlésung versetzt. Es empfiehlt sich zun#chst, 4 Ver-
diinnungen mit je 4—5 Minuten Zwischenraum anzusetzen. Das Intervall
geniigt zu einer Messung und nach 60 Minuten sieht man, ob man weiter starkere
oder schwichere Verdinnungen wahlen muss. Eine Sattigung der Ldsung
mit Tributyrin tritt erst allm#hlich und nach kriftigem Schiitteln mit einem
grossen Uberschuss Tributyrin ein. Es muss jede neue Losung auf ihren

1 Rona u. Michaelis, Biochem. Zs 31, 345; 1911. — Rona, Biochem. Zs 32, 482;
1911 und Davidsohn, Biochem. Zs 45, 284; 1912 u. 49, 249; 1913.

2 Bei kinetischen Versuchen mit Glycerinestern, besonders im heterogenen System, ist
zu bedenken, dass die Konzentration des Esters an der Oberfliche des wéssrigen Losungsmittels
eine wesentlich andere ist, als im Inneren der Losung. Dieser Umstand muss auch bei einer
erneuten theoretischen Behandlung der Versuche von Dietz, Jalander u. a. beriick-
sichtigt werden. )

® Davidsohn, Berlin. klin. Woch. 49, 1132; 1913.
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richtigen Gehalt mit der Tropfmethode gepriift werden. Fir gleiche
Temperatur der verwendeten Fliissigkeiten ist zu sorgen. Die optimale
Aciditat wird durch einen Zusatz von 0,5 ccm !/; n. H,KPO, und 0,5 ccm
1/, n. HNa,PO, hergestellt.

Sofort nach dem Vermischen der Tributyrinlésung mit dem Magensaft,
und dann stets nach 20 Minuten, werden Proben abgefiillt und gemessen.
Die von Davidsohn benutzte Capillare war so beschaffen, dass der Wert
fir die Tributyrinlgsung 144, fir reines Wasser 94 Tropfen betrug. Die Spal-
tung der Tributyrinlgsung durch Magensaft geht nun so vor sich, dass zu-
néchst bis zu einem Wert von etwa 110 Tropfen
eine schnelle Anderung eintritt, die dann asym-
ptotisch bis ungefihr 100 Tropfen weiter verlauft. %

Die Capillare ist vor jedem Versuch mit einer
kleinen Menge der zu priifenden Fliissigkeit zu _" 4
waschen. 75 7

Willstétter und Memmen haben sich bei § 7
ihren Untersuchungen iiber Lipasen, soweit es sich /
um die Tributyrinspaltung handelte, der «® /
Methode von Rona und Michaelis bedient®. 38 /

,»Auf die ausgleichende Aktivierung der lipa- s
tischen Spaltung des Tributyrins griindet sich die Be- 4 /
stimmungsmethode mittels der stalagmometrischen 2z /
Messung. Zu diesem Ende wurde die Beziehung o

70 20 30 %0 50 60Min
zwischen Tropfenabnahme und Reaktionszeit unter Fig. 7.
den ausprobierten Bedingungen fiir eine Menge
Lipase aus Schweinepankreas untersucht, die einen einfachen Bruchteil der
durch Olspaltung definierten Lipaseeinheit ausmacht, némlich 0,001 L.-E. Ver-
gleichende Bestimmungen mit dieser Menge und mit 0,002 und 0,008 L.-E.
ergaben, dass unter den gewihlten Bedingungen der ausgleichenden Einfliisse
und innerhalb des fiir die Messung in Betracht kommenden Bereichs von
Lipasemengen die Proportionalitdt zwischen Reaktionszeit und Enzymmenge
genau Geltung hat.

Aus diesen Messungen mit den verschiedenen Mengen Lipase sowohl vom
Schweine wie vom Schafpankreas leitet sich eine und dieselbe Kurve her
(Fig. 7). Sie stellt fiir die als Einheit der stalagmometrischen Messung ge-
wéhlte Menge von 0,001 L.-E. die Abnahme der Tropfenzahl in verschiedenen
Zeiten dar. Die Beziehung der Einheit fir die Tributyrinspaltung zur Ein-
heit fiir die Olspaltung lasst sich nicht so gut verallgemeinern, dass sie fiir
Lipase jeglicher Herkunft gilt. Unabhingig von dieser Beziehung zur L.-E.
wird daher diejenige Enzymmenge als Einheit der lipatischen Spaltung des

24

|/

NN

1 Siehe hiezu Willstitter, Waldschmidt-Leitz u. Memmen, H.125, 93, u. zwar
96 u. 110; 1923. — Willstitter u. Memmen, H. 129, 1, u. zwar 22; 1923,
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Tributyrins gew#hlt, die eine Abnahme um 20 Tropfen, d. h. um etwa die
Halfte der Differenz zwischen den Tropfenzahlen von reiner Tributyrin-
lésung und von reinem Wasser in 50 Minuten bewirkt. Diese Menge wird als
Butyraseeinheit (B.-E.) bezeichnet. Um unbekannte Enzymmengen zu
messen, wihlen Willstdtter und Memmen die Analysenproben so, dass sie
nicht wesentlich hoher sind als das Zweifache und nicht weniger als ein
Fiinftel der B.-E.

IV. Titrimetrische Einstellung des Acidititsoptimums.

Im hiesigen Institut hat Knaffl-Lenz! zur Untersuchung der Butyrase-
spaltung eine Methode ausgearbeitet, welche darauf beruht, dass diejenige
Alkalimenge titrimetrisch gemessen wird, welche im Verlauf der Reaktion
zur Aufrechterhaltung der optimalen Aciditét oder einer anderen beliebigen
erforderlich ist.

In einem grossen elektrisch geheizten viereckigen Wasserthermostaten
mit Glaswéanden wurde eine Reihe von ausgedampften zylindrischen Hart-
glasréhren von 200 ccm Inhalt, deren Hals auf 1 cm verengt war, mit Hilfe
einer vertikal verschiebbaren Aufhéngevorrichtung eingesenkt. Oberhalb
der Rohren waren capillar ausgezogene Mikrobiiretten angebracht. Die Réhren
wurden gewdhnlich mit je 100 ccm Esterlgsung und der entsprechenden Menge
folgender Indicatoren versetzt: Thymolblau, Kresolrot, Phenolphthalein,
Kresolpurpur, Methylrot und Bromphenolblau und die Aciditdt jedes Um-
schlagpunktes wurde auf elektrometrischem Wege festgelegt. Wenn' die Lo-
sungen die Temperatur des Thermostaten angenommen haben, wird die Enzym-
losung (0,5—2 ccm) zugegeben. In kurzen (je nach der Geschwindigkeit der
Reaktion zu wihlenden) Zwischenriumen wird nun soviel carbonatfreie Natron-
lauge zugegeben, bis der urspriingliche Farbenton des verwendeten Indicators
wieder erreicht ist.

Man hilt auf diese Weise ohne Verwendung eines Puffers eine bestimmte
Aciditdat (in der Regel wird man die optimale wihlen) aufrecht.

Elektrotitrimetrische Methode von Rona und Ammon. In An-
lehnung an die Methode von Knaffl-Lenz bringt auch Rona die Wasser-
stoffionenkonzentration der Losung dauernd durch Zugabe von Alkali auf
die Ausgangskonzentration zuriick, verwendet aber zur Erkennung der kon-
stant zu haltenden Aciditdt nicht den Farbenumschlag eines Indicators,
sondern das mit Wasserstoffelektrode elektrometrisch gemessene Potential.

Extraktion und Bestimmung der héheren Fettsiuren. A. v. Szent-
Gyorgyi, Biochem. Zs 146, 226; 1924.

Eine Methode zum schnellen Nachweis von Phenolesterasen, die sich auf die Anwendung
von Guajacolcarbonat griindet, hat A. Bach? angegeben.

1 Knaffl-Lenz, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 97, 242; 1923.
2 A. Bach, Fermentf. 1, 151; 1915.



2. Kapitel.

Besondere, esterspaltende Enzyme
(Lecithinase, Tannase, Chlorophyllase).

A. Lecithinase (Lipinase).

Die Existenz eines besonderen Enzymes, welches Lecithin?,
OH

7
(?HzOPO——OCHz-CHz-N(CH3)3OH
CHOR

|
CH,OR (R = Palmitin-, Stearin-, Olsiure u. a.)

sowie Derivate desselben (und evtl. andere Phosphatide) hydrolytisch spaltet,
wurde von Cohnstein und Michaelis (1894), von Hamburger (1900)
und von F. H. Thiele? behauptet, welche dieses Enzym im Blut und Chylus
fanden. Im normalen Serum soll sich diese Lecithinase selten finden, sondern
an die geformten Elemente des Blutes (nicht an das Hamoglobin) gebunden
sein, wie dies auch bei der Esterase des Blutes der Fall ist (vgl. S. 44).

H. Muchs ,Lipoidasen“ sind chemisch nicht niher definiert. Auf einige Hypothesen
dieses Forschers werden wir im III. Teil zuriickkommen miissen.
Lipoidkonstanten im Serum: Achard, Grigaut u. A.Leblanc (C.r. 184, 843; 1927).

Lecithin wird von Enzymen des Magens®, des Pankreas* und des
Darmes?® kraftig angegriffen, auch von einem Enzym der Leber$, der Lunge
(Fr. Miller) und anderer Organe, ferner im Dotter des Hiihnereis?.

Kay® beobachtete Lecithin-Spaltung durch ein Nieren-Enzym, das er

1 Zur Kenntnis dieses Substrats siehe die Monographie von Hugh Maclean u. Ida
Smedley Maclean ,Lecithin and allied substances“. (Monographs on biochemistry London)
sowie die zahlreichen Experimentalarbeiten von Levene und I. Rolf u. Mitarbeitern in
J1 of Biol. Chemistry.

2 . H. Thiele, Biochem. J1 7, 275; 1913.

3 Schumoff-Simanowski u. Sieber, H. 49, 50; 1906. — Usuki, Arch. f. exp.
Path. 63, 270; 1910.

4 Paul Mayer, Biochem. Zs 1, 39; 1906. — Clementi, Arch. di Fisiol. 8, 399; 1910. —
Wohlgemuth, Biochem. Zs 39, 302; 1912.

5 Brugsch u. Masuda, Zs exp. Path. 9, 617; 1911. — Ugo Lombroso, Arch. di
Farmac. sper. 13, 73; 1912.

¢ Waldvogel, H. 42, 200; 1904.

7 Wohlgemuth, H. 44, 540; 1905.

8 H. D. Kay, Biochem. J1 20, 791; 1926.

Chemie d. Enzyme. II. 3. A. 5
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als verschieden von Nieren-Phosphatase betrachtet. Aciditits-Optimum
pH =17,0—74. Er gibt folgende Versuchsreihe an:

2 cem Nieren-Phosphatase-Losung
zu je 10 ccm Lecithin-Emulsion.

H nach 60 Std. H nach 60 Std.
P hydrolysiert hydrolysiert
6,0 0,047 l 7.8 0,117
7,0 0.130 8,2 0,109
7,4 0,142 9,25 0,079

Im Gegensatz zu P. Mayer und zu Wohlgemuth konnten Stassano
und Billon?, sowie auch Kalaboukoff und Terroine? keine Lecithin-
spaltung durch den Pankreassaft nachweisen. Kréftige Lecithinspaltung
bewirkt nach Akamatsu® die Takadiastase.

Lecithinase des Kobragiftes. Kyes? hat 1907 mitgeteilt, dass in
Mischungen von Lecithin und Kobragift eine hidmolytische Substanz in
Wirkung tritt. Dann hat Liidecke (in Willstdtters Laboratorium) nach-
gewiesen®, dass Kobragift aus Lecithin eine Fettsaure abspaltet;
es entsteht also durch die im Kobragift enthaltene Lecithinase
zundchst ein h#émolytisch wirksames Produkt. Durch weiter-
gehende Spaltung verschwindet dann der hamolytische Effekt wieder (Man-
waring®). Durch die Versuche von Liidecke, sowie von Dungern und Coca
war also gezeigt, dass die hémolytische Wirkung nicht durch das Lecithid
des Kobragiftes bewirkt wird. Kobragift verwandelt enzymatisch Lecithin
in das Phosphatid Lysocithin (Delezenne und Fourneau); diese Wirkung
wird im III. Teil ndher behandelt. Das Lysocithin bindet Cholesterin. Leci-
thin- bzw. lipinspaltende Wirkungen diirften auch in anderen tierischen Organen
eintreten konnen, wie iiberhaupt diese Enzymwirkung in Organen wie im Blut
von erheblicher physiologischer und pathologischer Bedeutung sein diirfte?,
die bis jetzt noch zu wenig Beachtung gefunden hat.

Bemerkenswert ist die hohe Temperaturstabilitat der Lecithinase
in saurer Losung, die schon aus Angaben von Kyes und Sachs® hervorgeht.

Immunhimolyse als Lipolyse. Man verdankt Neuberg? die Beobachtung,
dass eine Reihe natiirlich vorkommender Hédmolysine und Agglutinine Spaltung

1 Stassano u. Billon, Soc. Biol. 55, 482; 1903.

2 Kalaboukoff u. Terroine, Soc. Biol. 66, 176; 1909.

3 Akamatsu, Biochem. Zs 142, 186; 1923.

Kyes, Berl. klin. Woch. 1901. Biochem. Zs 4, 99; 1907.

Lidecke, Diss. Miinchen. 1905.

Manwaring, Zs f. Immunititsf. 6, 513; 1910.

H. Sachs, Tierische Toxine u. Immunititsforschung, in Kolle-Wassermann,
Handb. d. pathog. Mikroorg. 2. Aufl. 1913, II. Bd. 2. Hilfte, S. 793.

8 Sachs, Berl. klin. Woch. 1902—1904. — Morgenroth, ebenda 1905, Nr. 50.
? Neuberg u. E. Rosenberg, Berl. klin. Woch. 44, 54; 1907.

4
5
6

7
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von Lecithin und von Ricinusél bewirken. Wie schon im 1. Kap. erwéhnt, besteht
nach Neuberg und K. Reicher? fiir Magen- und Pankreassaft ein Parallelis-
mus zwischen Hamolyse und Fettspaltung; das gleiche gilt auch fiir baktericide,
antitoxische, cytolytische und bakteriolytische Sera® Auch Bergel® ver-
tritt die Auffassung, dass die Hdmolyse durch die Auflésung und Spaltung
der Membranlipoide veranlasst wird.

Olsen u. Goette?, welche die Serumhimolyse und -lipolyse verglichen hatten, kamen
zur Auffassung, dass ,das unter den verschiedenen Bedingungen iibereinstimmende Verhalten
zum mindesten sehr fiir einen weitgehenden Parallelismus dieser Serumwirkungen spricht.

Mit der Fragestellung, ,,0b die Immunhémolyse als eine Lipolyse auf-
gefasst werden kann in dem Sinne, dass durch die fermentative Wirkung
der Immunkérper Fette oder Phosphatide unter Freikommen von Fettsiuren
abgespalten werden, die dann durch ihre hdmolytische Wirkung die Lyse
der roten Blutkorperchen bedingen, haben Brinkman und v. Szent-
Gyodrgyi® eine Untersuchung ausgefiihrt, aus der hervorgeht, dass bei der
Immunhimolyse hohere Fettsduren nicht frei werden. Ferner
ist ,,nach vollstindiger Komplementablenkung die lipolytische Kraft des
Serums Monobutyrin gegentiber ungeschwicht erhalten‘. Das Komplement
kann also nicht mit der Lipase identisch sein.

Fiessinger und Clogne® nehmen in den Leukocyten neben der eigentlichen Lipase
noch eine Lecithinase an, indem sie angeben, dass letzteres Enzym erheblich thermostabiler
ist als die Lipase und dass es durch halbstiindiges Erhitzen auf 56—60° zerstort wird (?).
Die Reaktion dieser Lecithinase wird deutlich, ,wenn 2—4 Millionen Leukocyten auf 1 ccm
1100 Lecithinlgsung 10 Tage wirken“. Das Optimum der Lecithinspaltung soll in schwach
alkalischer Losung eintreten.

Methodik.

Man bestimmt die aus dem Substrat abgespaltene freie Fettsdure. Das Lecithin wendet
man in 2—3 9/ iger Emulsion an, die man durch Mischen der methylalkoholischen Lecithin-
1osung mit Wasser herstellt; der Methylalkohol wird durch kurzes Aufkochen entfernt.

Man titriert auf die enzymatisch gebildete Fettsiure mit NaOH und Phenolphthalein
nach Zusatz des 3fachen Volums Alkohol.

B. Tannase.

Hinsichtlich der Frage, welcher Enzymgruppe die Tannase zugezahlt
werden soll, haben sich E. Fischer und Bergmann folgendermassen ge-
dussert: ,,Mancher wird geneigt sein, darin (in der Spaltung der 1-Galloyl-
glucose) eine vollkommene Analogie mit der enzymatischen Spaltung der
gewohnlichen Glucoside zu sehen. Da aber das Emulsin ein Gemisch ver-
schiedener Enzyme ist, so besteht noch die Moglichkeit, dass die Abspaltung

1 Neuberg u. K. Reicher, Biochem, Zs 4, 281; 1907. — Miinch. med. Woch. 1907.

% Siehe auch Rosenheim, Proc. Physiol. Soc. J1 of Physiol. 40, VIII; 1910.

3 S.Bergel, D. med. Woch. 34, 1908, D. Arch. klin. Med. 106, 47; 1912. — Zs Immun.
13, 255; 1912 u. 27, 441; 1918.

4 Olsen und Goette, Biochem. Zs 112, 188; 1920.

®Brinkman u. v. Szent-Gyorgyi, Biochem. Zs 146, 212; 1924.

6 Fiessinger u. Clogne, C. r. 165, 730; 1917.

5*
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des Galloyls von einem besonderen Enzym, etwa einer Esterase, bewirkt wird.
Die Entscheidung der Frage, welches Enzym die Hydrolyse der 1-Galloylglucose
verursacht, erfordert eine besondere Untersuchung, die wir bisher nicht
unternehmen konnten.” Seitdem hat sich K. Freudenberg, dem man die
wichtigsten Beitrige zur Kenntnis der Tannase verdankt, dahin entschieden,
dass die Tannase gerade durch ihre Fahigkeit zur Esterspaltung charak-
terisiert ist?.

Altere Arbeiten: 1786 hatte Scheele Gallussiure in Gallipfeln ge-
funden. Robiquet nahm 1837 an, dass die Zersetzung der Gallapfel durch
ein in diesen enthaltenes Enzym bewirkt wird. Spater hielt er? das aus den
Gallapfeln extrahierte Enzym Pektase fiir das Gallussidure abspaltende Agens.
Den Nachweis, dass die Abspaltung der Gallussdure und Glucose (im wesent-
lichen) nicht durch ein Enzym der Gallapfel, sondern durch Pilze, und zwar
durch den von ihm beschriebenen Aspergillus niger-und durch Penicillium
glaucum bewirkt wird, verdankt man van Tieghems3,

1901 extrahierten Fernbach?* und Pottevin® Tannase aus Aspergillus;
sie fanden diesen Pilz reich an Tannase, falls man in der Raulinschen Nahr-
losung den Zucker durch Tannin bzw. durch Gallussiure ersetzt.

Substrat. Die hier in Betracht kommenden natiirlichen Substrate hat
Freudenberg® als ,hydrolysierbare Gerbstoffe den ,,kondensierten Gerb-
stoffen gegentibergestellt. Unter den hydrolysierbaren Gerbstoffen sind zu
nennen das ,,tiirkische® (aus Quercus infectoria) und das ,,chinesische‘ Tannin,
die Chebulinsgure, das Hamameli-Tannin und der gerbstoffartige Anteil der
Kaffeebohnen, die Chlorogenséiure?.

OH
HO.- <J> .CH: CH. (0.0 - C.H, - (OH), - COOH
Kaffeesdure Chinasdure
Chlorogensiure

1 Wie Freudenberg u. Vollbrecht hervorheben, sind die Tannasepriparate Enzym-
gemische, in welchen die Fihigkeit zur Spaltung des Rohrzuckers, der Cellobiose, Maltose
Stirke und des Inulins sowie eines Rhamnosids nachgewiesen werden konnte. — In Be-
ziehung zur Tannase steht vielleicht die ,Hadromase“, welche u. a. auch esterspaltende
Komponenten zu enthalten scheint; Czapeks’ Hadromal ist durchaus hypothetisch; der
enzymatische Abbau des Holzes verdient ndhere Untersuchung. Freudenberg u. Voll-
brecht, H. 116, 277; 1921.

2 Robiquet, Ann. d. Chim. et de Phys. (3) 39, 453; 1853.

van Tieghem, C. r. 65, 1091; 1867.

* Fernbach, C. r. 131, 1214; 1901.

5 Pottevin, C. r. 131,-1215; 1901.

¢ Siehe K. Freudenberg, Die Chemie der natiirlichen Gerbstoffe. Jul. Springer, Berlin
1920. Ferner Kollegium 1921, 11. . — Zs angew. Chem. 34, 247; 1921. — Abderhaldens
Handb. d. biolog. Arbeitsmethoden S. 471.

?Freudenberg, Chem. Ber. 53, 232; 1920.
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Ubergiinge zwischen den beiden Hauptgruppen der Gerbstoffe liegen
vor im Eichen-Gerbstoff!, im Holzgerbstoff der Edelkastanie? und anderen,
in welchen Gallussiure und besonders Ellagsiure mit kondensierten Systemen
esterartig verbunden sind.

B /CO-O\_QH
HO. <_>———<_> -OH Ellagsaure.
0H No.00”

Unter den synthetischen Substraten miissen als typisch hier genannt
werden:

Die 1-Galloyl-8-Glucose (= Glucogallin v. Gilson), Schmzp. 214—215°
korr., [a], = — 24,5, fiir welche Fischer und Bergmann® die Formel (I)
aufgestellt haben. Ihr entspricht eine 1-Galloyl-a-Glucose.

’—(.EH-O-CO-CGHZ(OH)3 (I)
CH.-0H
(l) CH-OH
L CH
CH:OH
CH,-OH
Die hoheren Galloylglucosen bis zur Penta-Galloylglucose
[(H0)306H2 * 00]5C6H700,
besonders die Penta-(m-digalloyl)-f-glucose, sind interessant wegen ihrer nahen
Beziehung zum chinesischen Tannin. Die Penta-[pentamethyl-m-digalloyl]}-

Glucose (II) ist ndmlich dem von Herzig? erhaltenen Methylotannin sehr
ghnlich.

—CH-OR Hier ist R = (1)
‘O(_}H-OR H OCH,
e @ oy om
¢ H O0——00.0 .
CH-OR CO \_ / OCH,
CH,OR H OCH,

Besonders hervorzuheben sind auch die krystallisierten und infolgedessen
gut definierten Gerbstoffe, und zwar ausser dem Hamameli-Tannin®, welches
wahrscheinlich eine Digalloylhexose ist, noch die Digalloylglucose aus
Chebulinsdure.

Der einfachste Vertreter der diesen Stoffen zugrunde liegenden Ester

1 Vollbrecht, Kollegium 1921, 394 u. 418.

2 Freudenberg u. Walpuski, Chem. Ber. 54, 1695; 1921.

3 E. Fischer u. Bergmann, Chem. Ber. 51, 1760; 1918,

* Herzig, Chem. Ber. 38, 989; 1905. — Monatsh. f. Chem. 30, 543; 1909.
°® K. Freudenberg, Chem. Ber. 52, 177; 1919.



70 Die hydrolysierenden Enzyme der Ester, Esterasen.

ist der schon krystallisierende Methylester der Gallussidure, welchen
Freudenberg und Vollbrecht neuerdings zur quantitativen Bestimmung
der Tannase angewandt haben (siehe S. 78 und 75).

Eingehender und gesondert zu studieren wire noch die enzymatische
Spaltung der Estergruppierung in den hexosefreien Didepsiden vom Typus
der m-Digallussidure z. B. in der o-Diorsellinsidure?.

Schliesslich kommen die reinen Monogalloyl-Glucoside in Betracht. Den
Grundtypus fiir diese Stoffe bildet die Glucosidogallussiure,

OH

C.H,04-0- /\_> .COOH

OH
welche durch Emulsin gespalten wird2. Glucose findet sich in natiirlichen
Gerbstoffen auch in echter Glucosidbindung (z. B. im Eichengerbstoff3).

Uber die verschiedenen Tannine siehe Freudenbergs Monographie
S. 78 u. ff. Besonders sei auch auf die beiden zusammenfassenden Abhand-
lungen von E. Fischer? verwiesen.

Yorkommen. Wie schon erwéhnt, wurde Tannase in Penicillium glaucum
und besonders in Aspergillus niger gefunden. Natiirlich sind dies nicht die
einzigen Vertreter aus der grossen Familie der Aspergillaceen, in welchen
sich die Fihigkeit zur Spaltung von Gallussiureestern findet oder hervor-
gerufen werden kann. Systematische Versuche fehlen noch. In héheren
Pilzen scheint das Enzym seltener aufzutreten®.

Das auf Gerbstoffe eingestellte Enzym wird in den Aspergillaceen und
demgemiss auch in ihren Extrakten von vielen anderen Enzymen begleitet;
gerade die Schimmelpilze sind ausserordentlich reich an den verschiedensten
Enzymen, wie z. B. aus den Arbeiten von A. W. Dox® hervorgeht?. Des
wegen ist auch die Unterscheidung und Trennung, die ,,biologische Reinigung**,
hier sehr schwer. .Der chemischen Reaktion nach wire das Enzym, welches
z. B. Gallussduremethylester spaltet, eine Esterase. Nun kommen in Schimmel-
pilzen Enzyme vor, welche sowohl Ester aliphatischer Fettsiuren als auch
eigentliche Fette und Ole spalten. Man findet Angaben dariiber z. B. bei
Sigmund8, ferner bei Camus® und Pottevin. Uber die Spezifitit der

1 E. Fischer u. Hermann Fischer, Chem. Ber. 47, 505; 1914.

2 Fischer u. Bergmann, Chem. Ber. 51, 1804; 1918.

* Freudenberg, Privatmitteilung.

4 E. Fischer, Chem. Ber. 46, 3253; 1913 und 52, 809; 1919.

5 Siche z. B. Hasendhrl u. J. Zellner, Monatsh. f. Chem. 43, 21; 1922.

6 A. W. Dox, Bull. 110. B. An. Ind. U. S. Dept. Agric. 1910. — JI Biol. Chem. 6, 461 ;
1909 u. a.

7 Siehe auch die Monographie von Wehmer in Lafars Handb. 2. Aufl. IV, 192.

8 Sigmund, Sitz.-Ber. Wien. Akad. d. W. 101, 549; 1892.

% Camus, Soc. Biol. 49, 192; 1897. — Harriot u. Camus, C. r. 124, 235; 1897.
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Tannase, evtl. der Tannasen ldsst sich also noch nichts sagen und ihr Wir-
kungsbereich muss erst festgestellt werden.

An der 1-Galloylglucose haben Fischer und Bergmann (Fischer,
Depside, S. 388) den Einfluss einiger typischen Enzympriparate eingehend
untersucht:

Emulsin wirkt wie bei den g-Glucosiden. Die durch die Spaltung frei
werdende Gallussiure verzogert gegen Ende stark. Durch Calciumcarbonat
kann schidlicher Saureiiberschuss vermieden werden, aber dadurch ver-
andert sich die Drehung der Losung schon ohne Enzym.

Phaseolunatase oder Linase (vgl. 7. Kap., Abschn. C. aus Phaseolus-
bohnen erwies sich aktiv, ebenso Auszug aus untergériger Hefe.

Losung von 0,3325 g lufttrockener 1-Galloylglucose in 14 ccm Hefenauszug (gepriift
gegen a-Methylglucosid) wurde mit 0,33 g CaCO; und Toluol unter Schiitteln bei 34° auf-
bewahrt. Drehung (im 5 em-Rohr) — 0,299 betrug nach 24 Stunden —0,08° und nach 3 Tagen
+ 0,15°% Aus der Losung werden nun 0,090 g Gallussiure isoliert.

Die Wirkung der Hefe auf Tannin ist noch nicht vollstindig aufgeklart.
Biddle und Kelley! haben in 4°/, Tanninlésung durch eine Reinkultur
von Hefe Girung hervorrufen kénnen, indessen verschwanden die Gerbstoff-
reaktionen nicht. Man kann daraus schliessen, dass die Didepsidbindung
durch Hefenenzyme nicht gelost wird, wohl aber die Esterbindung zwischen
Gallusssure und Zucker. Dies steht im Einklang mit dem Befund, dass Galloyl-
glucose durch Emulsin (8-Glucosidase) gespalten wird, nachdem nachgewiesen
ist, dass Kulturhefen B-Glucosidase enthalten. Es deutet auch darauf hin,
dass die Esterbindung zwischen Zucker und (aromatischen) Carbonséduren der
B-Glucosidbindung zwischen Zucker und Phenolresten konstitutiv nahe steht.

Digalloylglucose wird dagegen, wie Freudenberg und Fick? fest-
stellten, weder von Emulsin, Phaseolunatase noch von Hefen-
auszug angegriffen. Die genannten Forscher schliessen daraus, dass keiner
der beiden Gallussiurereste mit dem Zucker in derselben Beziehung steht,
wie die Gallussiure in der 1-Galloyl-g-Glucose. ,,Vielleicht liegt ein Derivat
der a-Glucose vor, wahrscheinlich aber ist die 1-Stellung des Zuckers un-
besetzt. Vermutlich haftet an dieser Stelle die Spaltséure.*

Enzymbildung. Wihrend es zweifelhaft ist, ob die kiinstliche Hervor-
rufung artfremder Enzyme in Mikroorganismen wihrend kiirzerer Perioden
tiberhaupt schon gelungen ist, liegen zahlreiche Beobachtungen und eine
Reihe von Untersuchungen vor, welche zeigen, dass viele niedere Organismen
durch geeignete Ziichtungs- und Ernidhrungsbedingungen zu gesteigerten
Enzymwirkungen bzw. gesteigertem Enzymgehalt per Zelle gebracht werden
konnen. Allerdings haben gerade die Versuche zur ,,Anpassung an Nihr-
substrate und also zur Bildung des dem ungewohnten Substrat entsprechen-
den Enzyms bei Hefen oft nicht zum erwarteten Resultat gefiihrt, wie eine

! Biddle u. Kelley, J1 Amer. Chem. Soc. 34, 919; 1912.
2 Freudenberg u. Fick, Chem. Ber. 53, 1728; 1920.
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kritische Sichtung der Literatur zeigt. Bei den Aspergillaceen aber sind die
starken Veréinderungen, welche schon durch geringe — zuweilen minimale —
Variationen der N#hrlgsung eintreten, sehr auffallend.

Als festgestellt kann die schon von Fernbach und von Pottevin be-
obachtete Tatsache betrachtet werden, dass die Fahigkeit von Aspergillus
niger zur Tanninspaltung dadurch steigt, dass dieser Pilz auf N#hrlgsungen
geziichtet wird, welchen Tannin (oder dhnliche Gerbstoffe, oder auch Derivate
der Gallussdure an Stelle von Kohlenhydraten) zugesetzt worden sind. Gleich-
zeitig nimmt das Wachstum des Pilzes zu, und auch der Gehalt an gewissen
anderen Enzymen, welcher iibrigens bei weitem nicht so konstant ist wie
bei der Hefel, steigt.

Welche Mengen zu diesem Zweck einer Nahrlosung, z. B. Czapeks,
zugesetzt werden diirfen, ohne dass die Steigerung in eine Hemmung der
Tannasebildung und des Zuwachses iibergeht, ist eine Frage, die nicht ohne
praktisches Interesse ist. Lewis Knudson?, der daraufhin eine Anzahl von
Aspergillaceen und Mucoraceen untersucht hat, kommt zum Resultat, dass
Aspergillus niger, Aspergillus flavus und Penicillium sp. Tanninzusitze am
besten vertragen. Aspergillus produziert mehr Tannase als Penicillium.

In einer Niahrlgsung, welche als Kohlenstoffquelle 2°/; Tannin enthilt,
erniedrigt nach Knudson ein Rohrzuckerzusatz die Abscheidung der Tannase.
,,Tannin ist als Stimulans fiir Tannasebildung wirksamer als Gallussiure.
In einer N#hrlgsung, welche 10°/, Zucker enthélt, nimmt die Tannasebildung
mit der Konzentration der Gallussdure zu.*

Die von Freudenberg und Vollbrecht?® friher gegebene Vorschrift
zur Bereitung der Nahrlosung fiir die Ziichtung des Aspergillus und fir die
Darstellung des Enzyms aus dem Pilz haben Freudenberg, Bliimmel und
Frank* neuerdings folgendermassen verbessert:

600 g auf Linsengrosse zerstossene Myrobalanen werden in 3 Liter destil-
liertem Wasser 10 Minuten gekocht, danach wird abgegossen und der Riick-
stand noch 3—4mal mit je 1 Liter heiss ausgezogen. Die Fliissigkeit wird mit
der Losung von 800 g Ammoniumsulfat, 9 g Dikaliumphosphat und 8 g Ma-
gnesiumsulfat versetzt und auf 12 Liter aufgefiillt. Die Flissigkeit wird auf
grosse, flache Schalen derart verteilt, dass die Schichtdicke mindestens 4 cm
betrigt. Auf diinnerer Schicht wichst der Pilz schlechter. Werden Flaschen
oder Kolben verwendet, so sind sie nicht mit Wattebduschen zu verschliessen.
Nach dem Animpfen mit einer Aufschlimmung von Sporen des Aspergillus
niger bleibt die Fliissigkeit 8 Tage bei 83° stehen. Es hat sich ein straffes,
weisses Mycel gebildet, das in diesem Zustand die beste Ausbeute an Tannase

1 Euler, Fermentf. 4, 242; 1921.

2 Lewis Knudson, Jl Biol. Chem. 14, 159; 1913.

® Freudenberg u. Vollbrecht, H. 116, 278; 1921.
*Freudenberg, Blimmel u. H. Frank, H. 164, 262; 1927.
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gibt. Bleibt es linger stehen, so wird es schon am 4. Tage schlaffer, beginnt
sich mit Sporen zu bedecken und verarmt an Tannase.

Darstellung. ,,Der abgehobene Pilz wird mit 6mal erneutem destilliertem
Wasser durchgeknetet und jedesmal mit der Hand ausgepresst. Der feuchte
Pilz wird mit 1 Liter destilliertem Wasser und 1 ccm Toluol zu einem diinnen
Brei angerieben und 24 Std. unter hiufigem Umriihren bei 20° sich selbst
iiberlassen. Nun wird durch eine Lage Kieselgur abgesaugt und gewaschen.
Das Mycel wird erneut mit !/, Liter Wasser und !/, ccm Toluol angeriihrt
und nach 2 Stunden abfiltriert. Die vereinigten Ausziige werden sofort im
Vakuum auf 30—50 ccm eingeengt (Badtemp. 409), durch Kieselgur geklart
und mit dem 5fachen Volum absoluten Alkohols versetzt. Die Tannase fillt
in hellen Flocken aus, die sich nach einigem Schiitteln filtrieren lassen. Das
Priparat wird noch zweimal in 20 ccm Wasser gelost und mit dem 5fachen
Volum absoluten Alkohols gefillt. Zuletzt wird mit Alkohol, dann mit Ather
nachgewaschen und im Exsiccator getrocknet. Falls das hellgraue Pulver
Fehlings Losung reduziert, muss es nochmals umgeféllt werden. — Es lohnt
sich gewdhnlich, auf der Nahrlgsung noch eine zweite Ernte (nach weiteren
8 Tagen) zu ziehen.”

Nach diesem Verfahren werden ungefshr %/; der im Mycel vorhandenen
Tannase isoliert.

Wirkungsbedingungen. Da bei der Spaltung des Gallussduremethyl-
esters die Gegenwart von Puffern die Schirfe der Titration herabsetzt, hatten
Freudenberg und Vollbrecht solche Mittel nicht verwendet, dadurch
auch das Aciditatsoptimum noch nicht genau festgelegt. Freudenberg,
Blimmel und Frank haben dann die Spaltungsgeschwindigkeit bei pH = 3
und pH = 4,6 verglichen und gefunden, dass die Tannasespaltung in dem
weniger sauren Bereich schneller vonstatten geht. Als geeigneten Puffer
geben die genannten Autoren gallussaures Strontium an (Strontium scheint
in Gerbstofflosungen im Gegensatz zu Alkalimetallen ,kein stark oxydierender
Katalysator zu sein‘). Es bewirkt unter den gewihlten Bedingungen keine
Fillungen und ldsst sich durch Schwefelsdure aus 50°/jiger Acetonlésung
quantitativ entfernen.

Bei der Zuckerabspaltung aus Gerbstoffen ist zu beachten, dass Tannin
die Wirkung der B-Glucosidase nicht unerheblich hemmt.

Kinetik. Freudenberg griindet die Wirksamkeitsbestimmung der Tan-
nase auf die Spaltung des Gallussiuremethylesters, eines in mancher
Hinsicht zweifellos sehr geeigneten Substrates. Er hat deshalb mit Voll-
brecht zunichst den Verlauf der Hydrolyse dieses Esters und des Tannins
verglichen.

Die folgende Tabelle bezieht sich auf 1,000 g Tannin, 1,082 g Gallus-
sduremethylester und 1,423 g Digalloylglucose. Diese Stoffe wurden wasser-
frei gewogen und in 800 ccm Wasser gelost; jede Losung gibt nach
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beendetem Abbau 1/;°/, Gallussdure, eine Konzentration, die sich friiher
bewshrt hatte. Titration in 20 ccm. Toluolzusatz. Temp. 80°. Gleiche
Enzymmengen.

Abbau in /.

Stunden 10 24 t 48 ’ 72 168
Digalloylglucose . | 192 | 299 | 40,0 l 485 | 740
Ester . .ol 181 | 205 | 299! 374 645
Chines. Tannin . 80| 110 | 135 ; 23,7 | 81,0

Wie man sieht, ist die Grossenordnung der Spaltung bei allen 3 Sub-
straten die gleiche. Was den Verlauf betrifft, so liegt die Wirkung auf den
Gallussiduremethylester bis zu etwa 50°/, Spaltung zwischen der Wirkung
auf Tannin und auf Digalloylglucose. Bel anderen Tannasepriparaten und
bei 40° wurden die gleichen Verhiltnisse gefunden. Beeinflusst wird der
Verlauf natiirlich dadurch, dass die Aciditdt der Losung mit der Zeit steigt.

Uber den Einfluss der Konzentration wurden zwei Versuchsreihen mit
verschiedenen Enzympraparaten angestellt, wobei Esterlésungen von /5, 1/,
1 und 2 Gallussiureprozenten mit soviel Tannase angesetzt wurden, dass
stets die gleiche Menge Enzym auf 1,082 g Ester kam.

,,Die Geschwindigkeit steigt mit der Verdiinnung und erreicht bei 1/,°/,
den Hohepunkt.”” Weitere Verdiinnung wirkt nicht beschleunigend, sondern
eher verzogernd auf den Abbau.

Beziehung zwischen Enzymmenge und Umsatz. ,,Der Abbau folgt nicht
dem Gang der monomolaren Reaktion; selbst die Beziehung der umgekehrten
Proportionalitit zwischen Enzymmenge und Zeiten gleichen Umsatzes ist
nur angenshert vorhanden, und auch das nur in dem eng umgrenzten Bereich
von 1 : 10 Teilen Tannase bei einer Reaktionsdauer unter 120 Stunden und
einer Spaltung von 30—70°/,. Nur bei kiirzerer Einwirkung kénnen Spal-
tungen unter 30°/, einbezogen werden.*

,,Da also keine strenge Proportionalitit vorliegt. oder mit anderen Worten,
das Produkt aus Enzymmenge und Zeiten gleichen Umsatzes nicht gentigend
gleich bleibt, muss die Zeit als Variable ausgeschaltet werden.” Dies tut
Freudenberg durch die Aufstellung einer ,,24-Stunden-Kurve. Der Um-
satz, den verschiedene Mengen ein- und desselben Tannasepraparates in
24 Stunden bewirken, wird auf die Ordinate aufgetragen, die Menge auf die
Abszisse.

Tannasemenge 0,01 '0,014‘ 0,02 . 003 | 0,04 | 005 ‘ 0,06 | 0,07 i 0,08 | 0,10
Prip. T | Abbau 9 | 205 | 273 | 349 | 462 | 534 | 595 | 647 | 690 | 727 | 800
Prip. 1T 103 252 | 315 | 358 53,5
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Soll Praparat IT mit I verglichen werden, so braucht nur der Umsatz
einer beliebigen Menge von II bei 33° in 24 Stunden festgestellt und auf der
Kurve I aufgesucht zu werden. Alsdann kann man unmittelbar ablesen,
welche Menge des Priparates I der angewandten von II entspricht.

I. Methoden zur Bestimmung der Tannase’.

Fischer hat den Verlauf der Tannase-Spaltung der 1-Galloyl-Glucose
polarimetrisch verfolgt, dann hat Freudenberg die Spaltung des Hamameli-
Tannins und der Digalloylglucose aus Chebulinsdure studiert. Diese Stoffe
sind schwer zuginglich und schwer loslich. Auch entstehen theoretische
Schwierigkeiten bei diesen Gerbstoffen dadurch, dass der Abbau iiber Mono-
galloylhexosen von unbekannten Drehungswerten hinwegfiihrt. Zundchst den
genannten Gerbstoffen kommen die Gallédpfeltannine in Frage. Sie sind zwar
zuginglich und 18slich, aber die Losungen triiben und farben sich oft beim
Abbau, ausserdem sind diese Stoffe amorph und weisen kein gleichmissiges
Drehungsvermogen auf.

Eine bessere Handhabe fand Freudenberg im Anstieg des Sauretiters,
und zwar, wie erwihnt, des Gallussiuremethylesters. Um die im Verlauf der
Spaltung eintretende Aciditatsinderung nicht zu gross werden zu lassen, wird
von vornherein Gallussiure, die zu 3/, mit Strontiumhydroxyd neutralisiert ist,
zugesetzt; bei pH = 4,8 — 4,4 macht die alkalimetrische Titration keine
Schwierigkeiten.

Rhind und Smith? haben in Nierensteins Laboratorium die Tannase
aus Aspergillus Luchuensis durch die Spaltung des Gallotannins bei 23°

folgendermassen bestimmt:

Eine angenihert 0,1 norm. KMnO,-Losung wird gegen Ammoniumoxalat gestellt. Dabei
dient Indigocarmin in 0,5%,iger schwefelsaurer Loésung als Indicator. Zunidchst muss der
KMnO,-Verbrauch durch das Indigocarmin festgestellt werden. Zur Gallotanninbestimmung
werden von 25 cem der Reaktionsmischung vor der Hydrolyse 4 cem mit 20 cem der 0,59
igen Indigocarminlosung auf 750 ccm verdiinnt und titriert. Der Rest wird 15 Minuten mit
1 g fettfreiem Casein geschiittelt und dann zweimal filtriert. Wenn alles Gallotannin entfernt
ist, wird wieder titriert; die Differenz zwischen den beiden Titrationen gibt die Gallotannin-
menge; 1 g Ammoniumoxalat = 0,4648 g Gallotannin. Nach der Hydrolyse wird der Nieder-
schlag der Gallussiure abfiltriert und der Rest an Gallotannin wie oben bestimmt.

Vielleicht 1dsst sich die alkalimetrische Titrationsmethode anwenden, die Knaffl-Lenz
in diesem Laboratorium zur Verfolgung der Athylbutyratspaltung ausgearbeitet hat (vgl.
S. 64), wobei der Luftsauerstoff leicht durch ein indifferentes Gas ersetzt werden kann.

II. Bestimmung der Wirksamkeit der Tannase; Spaltwert.
Freudenberg definiert den Spaltwert eines Tannasepraparates durch die
Anzahl Milligramme, die nétig sind, um bei 33° in 24 Stunden 1,082 g wasser-
freien Gallussiuremethylester (entsprechend 1,000 g Gallussiure), in 200 ccm

1 Qualitativ lisst sich die Hydrolyse der Tannine durch Vermischen mit 19/ iger Ge-
latinelésung verfolgen.
2 Rhind u. F. E. Smith, Biochem. J1 16, 1; 1922.
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Wasser gelost, zur Hilfte zu spalten. Die Priparate, deren Wirkung in der
Fig. 8 dargestellt ist, haben die Spaltwerte 35,4 und 86.

,,Zur Bestimmung des Spaltwertes an
einem Pridparate unbekannter Stirke wird
eine Probe von 50 ccm in der vorgeschrie-
benen Weise angesetzt (zwei Titrationen).
Liegt die gefundene Spaltung zwischen 20
und 65°/,, so lisst sich der Spaltwert aus der
Kurve I (Fig. 8) ablesen. Liegt das erste
Spaltergebnis ausserhalb des angegebenen
Bereichs, so ist der Versuch mit ent-
sprechend verédnderter Tannasemenge zu
wiederholen. Die Bestimmung wird in
den meisten Fillen genau genug sein. Es
gelingt jedoch leicht, den zweiten Versuch
in die Nghe von 509/, Spaltung zu fiihren
und alsdann einen dritten so anzusetzen,
dass er hart an 509/, trifft, und mit dem
zweiten Versuche den Wert 50 einrahmt.
Dann ist der Spaltwert unabhingig von
der Kurve I ermittelt.*

sTannase-Einheit“ nennt Freudenberg

die Menge Tannase, die 1,000 g als Methylester vor-

liegende Gallusséure (= 1,082 g wasserfreier Methyl-

Fig. 8. ester) in wissriger Losung, die 'in bezug auf die

Gallussdure halbprozentig ist, bei 33° in 24 Stunden

zur Halfte in Freiheit setzt (mg Substanz/Spaltwert = Anzahl Tannase-Einheiten). Die besten
Priparate enthielten 1 Tannase-Einheit in 15—20 mg.

III. Technische Anwendungen der enzymatischen Gerbstoffspaltung.

Zur Darstellung von Gallussdure hat Calmette! ein Verfahren be-
schrieben, nach welchem man tanninhaltige Losungen (Gallapfelextrakte)
mit einer Aspergillusrasse ,,Aspergillus gallomyces* impft und steril so liiftet,
dass der Pilz innerhalb der Fliissigkeit wéchst. Wie schon van Tieghem
gefunden hatte, ist Aspergillus enzymatisch gegentiber Tannin viel wirksamer,
wenn sich das Mycel nicht auf der Oberfliche der Nihrlosung, sondern im
Innern derselben entwickelt hat.

Nach Ullmann? werden zur Fabrikation von Gallussiure 100 kg grob
zerquetschte Gallen in auszementierten Gruben mit 10 Liter Wasser an-
gefeuchtet, in dem man 1 kg gewohnliche Béckerhefe aufgeschlimmt hat.
Nach kurzer Zeit tritt Gérung ein; die Gértemperatur soll 88° nicht iiber-

1 Calmette, D.R.P. KL 12q, 129, 164; 1902.
2 Ullmann, Enzykl. d. techn. Chem, 5, 617; 1917.
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schreiten. Aus dem vergorenen Brei wird die Gallussdure mit Ather-Alkohol
ausgeschiittelt.

C. Chlorophyllase.

Dieses von Willstdtter und Stoll! entdeckte Enzym spaltet aus dem
Chlorophyll den charakteristischen Alkohol, Phytol, ab, wobei, je nach dem
Losungsmittel, die betreffende Carboxylgruppe frei oder mit Athyl- bzw.
Methylalkohol wieder verestert wird, entsprechend den Formelgleichungen:

1. [032H300N4Mg](COzCH3)(CO2020H39) + H,0
Chlorophyll a
= [CyHg,0ONMg](CO,CH,)(COOH) + CpoHzOH
Chlorophyllid a Phytol
2. [CgHgON,Mg](CO,CHg)(CO,Co0Hyy) + CoH;OH
Chlorophyll a
= [C&H300N4Mg](0020H3)(00202H5) + CyH30H
Athylehlorophyllid a Phytol

Die Chlorophyllase konnte in allen untersuchten Pflanzenklassen nach-
gewiesen werden, Als Material fiir die praparative Anwendung des Enzyms
eignen sich aber nur wenige Pflanzen; besonders gut:

Heracleum spondylium, Galeopsis tetrahit, Stachys silvatica;
anwendbar sind auch:

Lamium maculatum, Datura stramonium und Melittis melissophyllum.

Sehr arm an Chlorophyllase sind: Gras, Platane, Brennessel.

Zwecks Alkoholyse und Hydrolyse durch Chlorophyllase ist die mog-
lichst frische, ungetrocknete Blattsubstanz mit dem Chlorophyllextrakt in Be-
rithrung gebracht worden. Indessen erfordert die Verarbeitung der unge-

trockneten Blitter infolge ihres Wassergehaltes ausserordentlich viel Losungs-
mittel.

Daher ist oft die Verwendung des Mehles der getrockneten Blétter vor-
zuziehen. Die Trocknung soll rasch erfolgen, in 1—2 Tagen, in diinn aus-
gebreiteter Schicht, bei Temperaturen von hochstens 40° und unter Vermeidung
von Sonnenlicht.

Die enzymatische Wirksamkeit der geeignetsten Pflanzen leidet erst bei
lingerem Aufbewahren des getrockneten Blattmehles; drei Jahre lang auf-
bewahrte Galeopsis- oder Heracleumblétter zeigten noch 1/, von der Wirk-
samkeit des frischen Vergleichsmateriales.

Zu kinetischen Versuchen ist als Chlorophyllase-Priaparat das Mehl der bei
Zimmertemperatur getrockneten Blitter nach zuerst raschem, dann erschopfen-

1 Willstatter u. Stoll, Lieb. Ann. 378, 18; 1911. — Siehe auch: Untersuchungen
iber Chlorophyll. Berlin 1913.
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dem Extrahieren des Chlorophylls mit 96°/jigem Alkohol verwendet worden,
mitunter auch einfach das Blattmehl ohne Vorbehandlung.

Die Menge des Enzyms bezeichnet Willstatter ,,mit dem Bruchteil
des Pflanzenmehles, welches dem Chlorophyllgehalt des bei dem Versuche
angewandten Extraktes entspricht* (vgl. hierzu l. c. S. 179).

Besonders bemerkenswert ist der Umstand, dass Chlorophyllase noch in
hochprozentigen Alkohollgsungen und in Gegenwart von viel Aceton wirkungs-
fahig ist.

I. Dynamik.

Die Versuche haben ergeben, dass die Koeffizienten k der monomoleku-
laren Reaktion mit zunehmender Zeit erheblich sinken. Dieser Abfall von k
erklirt sich zun#ichst durch die all-
méhliche Schwichung des Enzyms
und eines evtl. mitwirkenden Co-
Enzyms. Ferner ist zu bemerken,
dass die Chlorophyllase in einem
heterogenen System in Wirksam-
keit tritt, so dass die Diffusion
von Substrat und Spaltprodukten
den Gesamtverlauf der Reaktion
beeinflusst. Willstatter fithrt

folgende Beispiele an:

1. Hydrolyse.
Fig. 9. Heracleum, Exsiccator trocken,
mit ganzer Enzymmenge in 66 pro-
zentigem Aceton bei 20°. Verfolgung der Hydrolyse kolorimetrisch (siehe
S. 80).

Minuten X k- 10%
15 15 75,2
30 75 86,8
60 91 75,5
120 98 61,7

2. Athanolyse (Fig. 9).

a) Heracleum in 92°/jigem Alkohol bei 25°; 500 ccm Extrakt, 1,8 g
Chlorophyll enthaltend, mit 27,1 g Blattmehl angesetzt. Verfolgung der
Alkoholyse durch die Phytolzahl Z (sieche S. 80).

Z,=315
Stunden Zy X k-104
10 25,6 240 275
20 23,2 33,1 200
40 19,1 47,1 159

80 12,0 69,0 147
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b) Einfluss des Zusatzes von Wasser (Fig. 9).
Heracleur in 809/yigem Alkohol bei 25°. Anordnung und Methodik wie a.

Z,=380,6
Stunden Z X k.10
H 12,9 65,1 2107
10 7.4 81,0 1661
20 51 86,4 998

Der Wasserzusatz ruft also, wie auch aus der Figur hervorgeht, eine
starke Beschleunigung hervor.

Einfluss der Temperatur. Ein Temperaturoptimum der Athanolyse
wurde bei etwa 20° festgestellt.

Artspezifische Einfliisse. Bemerkenswert ist folgender Befund: ,,Die
an Chlorophyllase armen Pflanzen geben Extrakte, die bei der Alkoholyse
und Hydrolyse schlechter reagieren, als die zum Enzym gehérenden Extrakte.
Dieselben Pflanzen geben extrahierte Blattmehle, welche mit® den fiir die

Reaktion geeignetsten Losungen geringeren Umsatz bewirken als gutes Enzym-
material.*

Enzym und Substrat Hydrolysegrad nach 60 Min.
Brennesselmehl mit Brennesselextrakt 10 %
” » Heracleumextrakt 23%
Heracleummehl mit Brennesselextrakt 62 %
” , Heracleumextrakt 91 %

Synthesen. Besonders interessant ist die Durchfithrung der partiellen
Chlorophyllsynthese durch Chlorophyllase nach der Gleichung

Chlorophyllid Phytol
[C3oH 300N Mg ](CO,CH,)(CO,H)+CyoH,yOH
= [C35H300N,Mg](CO,0H;)(CO4CooHyy) + HaO
Chlorophyll

Chlorophyllid a wurde mit Phytol in Losung gebracht und mit etwas
Mehl chlorophyllasereicher Blatter versetzt. An der Abnahme des sauren An-
teiles, der aus atherischer Losung mit 0,02 n. KOH extrahiert wurde, konnte
die Synthese des neutralen Esters verfolgt werdenl.

Ferner hat Willstédtter mit der Chlorophyllase ,,den Schliissel fiir die
Beziehungen zwischen phytolhaltigem und phytolfreiem Chlorophyll gefunden.
Willstatter und Hug? haben aus isoliertem Chlorophyll mittels der Chloro-
phyllase das Athylchlorophyllid (, krystallisiertes Chlorophyll*‘) erhalten:

[C32H300N4Mg](0020H3)(002020H39) + CH;0H =
= [032H300N4Mg](COZCH?,)(COZCZHQ + CooHjyOH.

I Willstdtter u. Stoll, Untersuchungen iiber Chlorophyll (Monographie) S. 192.
2 Willstatter u. Hug, Lieb. Ann. 380, 210; 1911.
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II. Methoden.

1. Die Hydrolyse durch Chlorophyllase lasst sich mit einer von Will-
stiatter angegebenen! kolorimetrischen Methode bestimmen, die auf der
sauren Natur der freien Chlorophyllide beruht; diese kénnen nimlich aus
der #therischen Lisung mit verdiinntem KOH ausgezogen werden; die
alkalischen Ausziige werden mit Methylalkohol auf ein bestimmtes Volumen
gebracht. In einer zweiten Probe wird das im Ather zuriickgebliebene Chloro-
phyll mit methylalkoholischem Kali verseift und in gleicher Weise wie oben
verdiinnt. Die beiden Losungen werden im Kolorimeter verglichen. Fehler
+ 2 — 389/,

2. Die Alkoholyse kann an dem schwerloslichen Chlorophyllderivat,
das aus der alkoholischen Losung durch Einwirkung von Oxalsiure ab-
geschieden wird, ermittelt werden

a) durch Bestimmung der Phytolzahl, d. h. des Phytolgehaltes in Pro-
zenten?. Diese geschieht durch Verseifung mit methylalkoholischer Kali-
lauge und darauffolgender 5—6maliger Extraktion des Phytols mit Ather.
Aus der mit Wasser gewaschenen, getrockneten, hierauf mit Tierkohle be-
handelten #therischen Losung wird unter besonderen Vorsichtsmassregeln
der Ather abdestilliert, worauf das Phytol zur Wigung gebracht wird.

b) durch-quantitative Abspaltung der Methyl- und Athylgruppe mit
Jodwasserstoff nach dem Verfahren von Zeisel.

Chlorophyll und Ph#ophytin enthaltea ein Methoxyl und nehmen in
alkoholischer Losung unter Einwirkung der Chlorophyllase eine Athoxyl-
gruppe auf. Da in den teilweise umgewandelten Priparaten also sowohl Meth-
oxyl- als Athoxylgruppen vorhanden sind, ist es nicht zweckmissig, diese
anzugeben, sondern Willstétter fihrt die ,,Jodsilberzahl® ein:
gefundenes AgJ

Jodsilberzahl = angewandte Substanz

Aus den Jodsilberzahlen lésst sich die prozentische Menge umgewandelten
Chlorophylls nach Formeln berechnen, welche Willstatter und Stoll an-
gegeben und geprii{t haben.

1 Willstatter u. Stoll, Monographie S. 179 u. ff.

2 Willstatter, Hocheder u. Hug, Lieb. Ann. 871, 18; 1909 und 378, 31; 1910. —
Monographie 8. 308 u. 181.



3. Kapitel.
Phosphatasen und Sulfatasen.
Phosphatasen.

,,Phosphatasen’* ist die regelrecht gebildete Bezeichnung fiir diejenigen
Enzyme, welche organische Phosphate (Phosphorsdureester organischer Alko-
hole oder Alkoholderivate) spalten. Der Wirkungsbereich der verschiedenen
Enzympriparate ist experimentell noch nicht gentigend festgestellt, man muss
also einstweilen die Wirkungen auf die einzelnen Phosphorsiureester ge-
trennt behandeln, wenn auch ihre Spezifitit keineswegs sichergestellt ist, Die
wichtigsten dieser Ester diirften die

Kohlenhydratphosphorsiduren sein, deren Katalysatoren demgemiss

zuerst besprochen werden. Ausser der Kohlenhydratphosphatase (oder
den Kohlenhydratphosphatasen), fiir welche nunmehr auch eine syn-
thetische Wirkung nachgewiesen ist, existiert bekanntlich auch noch
ein Enzym, welches bisher ausschliesslich synthetisierend in Erscheinung
trat und fir welches deshalb der Name Phosphatese ziemlich all-
gemein angenommen worden ist.

Den Derivaten der Kohlenhydrate schliesst sich als Substrat die

Glycerinphosphorsdure an, besonders wichtig als Bestandteil des

Lecithins und iberhaupt der Phosphatide.

Schliesslich spielt die ebenfalls enzymatisch spaltbare
Inositphosphorsiure, das Phytin, in Pflanzen eine Rolle.

Uber die enzymatische Spaltung von

Phosphorsdureestern cyklischer Alkohole und Phenole sind

einige Tatsachen bekannt.

A. Kohlenhydratphosphatasen.

Als Substrate kommen hier in erster Linie in Betracht

Hexosediphosphorsdure und
Hexosemonophosphorsiduren.

Ferner Biosephosphorsiuren, besonders Saccharose-Phosphorsiure,
schliesslich die noch wenig erforschten Phosphate der hoheren Kohlen-
hydrate.

Pentosephosphorsduren spielen in Nucleotiden eine hervorragende
Rolle, indessen erscheint es geeigneter, die zugehérigen Enzyme in Zusammen-
hang mit den iibrigen Enzymen des Nucleinsiurestoffwechsels zu behandeln.

Chemie d. Enzyme. II. 3. A. 6
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I. Die Spaltung des Hexosediphosphorsiiureesters.

Ein den Hexosediphosphorsiureester spaltendes Enzym in der Hefe ist
von Harden und Young?! entdeckt worden, nachdem Iwanow? gefunden
hatte, dass ein bei der Girung gebildetes organisches Phosphat von Zymin
vergoren wird.

Die Reaktion, welche durch diese Phosphatase ausgelost wird, muss
nach Harden und Young folgendermassen formuliert werden:

06H1004(PO4R2)2 + 2H20 = Cﬁleos + 2PO4HR2.

a) Substrat.

Der Hexosediphosphorsiaureester, welcher bei der alkoholischen Géarung
der Zymohexosen entsteht, bzw. Salze desselben, sind von Harden und Young
entdeckt und beschrieben worden.

Die Abscheidung dieses dusserst interessanten Stoffes aus der Garungs-
fliissigkeit erfolgt am besten iiber das Bleisalz (Young)®. Robison * hat
1922 eine sehr gute Darstellungsvorschrift gegeben (siehe S. 90).

Die gleichzeitig entstehende Robisonsche Hexosemono - phosphorsiure
wird von der Hexosediphosphorsiure am besten durch Darstellung der Barium-
salze getrennt; das Hexose-mono-phosphorsaure Ba ist ndmlich leichtloslich
in Wasser.

Die freie Diphosphat-Estersdure kann aus dem Bleisalz mit Schwefel-
wasserstoff freigemacht werden. Sie ist nach Harden schwach optisch aktiv
[e],= + 3,4°. Meyerhof und Suranyi® haben die Dissoziationskonstanten

des als zweibasische Sdure fungierenden Esters (Harden-Youngsche Séure)
gemessen und geben folgende Tabelle an:

K, pK,
Phosphorsdure . . . . . . . . . . . . 1,99 6,81
Glycerinphosphorsdure . . . . . . . . . 1,40 6,33
Hexosediphosphorsiure . e 1,48 6,29
Hexosemonophosphorsdure, Robison . . . 0,94 6,11
Hexosemonophosphorsidure, Neuberg . . . 0,97 6,11

Wir wollen den Harden-Youngschen Hexosediphosphorséureester
der K iirze wegen als Zymophosphat bezeichnen. Beim Erhitzen mit Phenyl-
hydrazin liefert Zymophosphat ein Osazon (v. Lebedew), welches sich durch
die Untersuchung von Young und Lebedew als Osazon einer Hexose-

! Harden u. Young, Proc. Roy. Soc. 82, 327; 1910.

2 Leonid Iwanow, H. 50, 281; 1907. — Zbl. f. Bakt. II, 24, 1; 1909.
* W.J Young, Proc. Roy. Soc. 81, 528; 1909.

* Robison, Biochem. J1 16, 809; 1922.

Meyerhof u Suranyi, Biochem. Zs 178, 427; 1926.
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monophosphorsdure erwies!, das ein Phenylhydrazinsalz bildet. In der
Kalte bildet Zymophosphat mit Phenylhydrazin bzw. dessen Salz mit
2 Phenylhydrazinresten Hexosediphosphorsiaurehydrazon.

Embden, welcher 1914 das ,,Lactacidogen* im Muskel entdeckte, betonte
mit Laquer? die nahe Verwandtschaft des Lactacidogens zur Hexosedi-
phosphorsédure von Harden-Young. Embden und Laquer erhielten 1917
aus einem lactacidogenhaltigen Muskelextrakt das obenerwahnte Osazon
der Hexosemonophosphorsidure. Young erhielt aus seinem Ester durch Spaltung
Fructose, und manche Tatsachen sind auch als Stiitze fiir die Annahme, das
Zymophosphat sei ein Fructosediphosphorsiureester, in Anspruch genommen
worden3. Sicher ist, dass die Zymohexosen bei bzw. vor der Phosphorylierung
in eine andere Form umgewandelt werden.

Das Zymophosphat reduziert Fehlingsche Losung; allerdings ist die
Reduktionsfihigkeit geringer als die der Glucose, nach Harden (Monogr.
3. Aufl. S. 51) nur 339, derselben.

b) Verbreitung einer Zymophosphatase.

Einleitend sei nochmals hervorgehoben, dass es sich nur um den Gebrauch
einer verkiirzten Ausdrucksweise handelt, wenn im folgenden von ,,Zymo-
phosphatase’ gesprochen wird; ein solches Enzym ist weder gegen andere
»,Phosphatasen* noch gegen Esterasen und Glucosidasen abgegrenzt.

Die Entdeckung des Enzyms, welches das Zymophosphat in Hefepress-
saft spaltet, verdankt man Harden und Young#% Es hat sich seither gezeigt,
dass das Enzym in allen daraufhin untersuchten Hefearten enthalten ist.

Da es zur Erkennung der Hexosenkomponente des Zymophosphates
wiinschenswert war, mit kriftig wirkenden Enzymlésungen arbeiten zu konnen,
so versuchte der Verf. die Phosphatase in anderem Material als in Hefe in
grosseren Mengen und Konzentrationen zu gewinnen. Euler und Funke?
stellten zundchst fest, dass aus dem per os eingegebenen Calcium-Zymo-
phosphat im Verdauungstraktus von Kaninchen wenigstens 3/, unter Bildung
von freiem Phosphat zerlegt werden. Ahnliche Resultate wurden mit jungen
Hunden erhalten und es wurde festgestellt®, dass eine weitgehende Spaltung
im Darm (auch im menschlichen Darm) eintritt; letzterer Befund wurde bald

1 v.Lebedew, Biochem. Zs 28, 213; 1910. — 36, 248;1911.— W.J. Young, Biochem. Zs
32, 178; 1911, :

2 Embden u. Laquer, H. 93, 94; 1914. — Verf. wies 1913 (Sv. Kem. Tidskr. 25, 168)
darauf hin, ,dass auch bei der Glykolyse die Phosphate eine entscheidende Rolle spielen,
und dass man Grund hat zu vermuten, dass solche Kohlenhydratphosphorsiure-Ester als
Zwischenprodukte bei der Glykolyse auftreten‘.

3 W.T.J. Morgan, Biochem. J1 21, 675; 1927.

* Harden u. Young, Proc. Roy. Soc. B. 82, 321; 1910.

5 Euler u. Funke, H. 77, 488; 1912.

¢ Euler, Thorin u. D. Johansson, H. 79, 375; 1912.

6*



84 Die hydrolysierenden Enzyme der Ester, Esterasen.

darauf durch Plimmer! (an Katzendarm) bestitigt. Hervorzuheben ist
vielleicht noch die Beobachtung von Euler und Funke, dass defibriniertes
Blut Zymophosphat spaltet?. Euler fand 1912 die Niere als ein phospha-
tasehaltiges Organ (er benutzte Kaninchen- und Pferdeniere) und auch in
der Folge hat sich Niere als das wohl geeignetste Ausgangsmaterial fiir
Phosphatasedarstellung erwiesen (siehe unten).

Die Versuche des Verf. (H. 79, S. 876) waren unter moglichst peinlicher
Einhaltung aseptischer Bedingungen und unter Zusatz von Toluol ausgefiihrt.

25 ccm Extrakt von Pferdenieren und 25 ccm 5%gige Losung des Natriumzymophosphats

wurden gemischt und mit 0,5 ccm Toluol versetzt. Der Losung wurden von Zeit zu Zeit
Proben entnommen, welche die folgenden Zahlen ergaben:

Stunden 0 2 15 24 oo
in 10 ccm gMg,P,0, 0 0,0016 0,0054 0,0144 0,1321

Mit Thorin und D. Johansson wurde der Phosphatasegehalt der
Colibakterien festgestellt. Die ersten Beobachtungen iiber die Abspaltung
von Phosphorsiure aus organischen Phosphaten in Pflanzen verdankt man
Zaleski®. Dass die Zymophosphatspaltung sowohl mit Hafer? und Gersten-
und Lupinen-Samen als mit Blattern (Ahornbliattern) gelang (H. und B.
v.Euler?®) zeigt, dass diese Phosphatase ein stdndiger Bestandteil des Enzym-
systemes des Kohlenhydratabbaues ist. Harding® fand etwa gleichzeitig
Phosphatase in Ricinussamen und in einem pflanzlichen Emulsinpriaparat.
Auch Plimmer konnte Hexosediphosphat durch Ricinussamen spalten, ebenso
durch Kleie.

Pankreas und Leber fand Plimmer unwirksam; indessen bediirfen in
Riicksicht auf die geringe Stabilitit der Phosphatase diese Organe einer
diesbeziiglichen erneuten Untersuchung.

Durch die grundlegenden Untersuchungen Embdens” und seiner Schiiler
wurde u. a. gezeigt, dass ,,Hexosephosphorsidure aus Hefe als einzige von allen
untersuchten Substanzen den Umfang der Milchsdure- und Phosphorséure-
bildung (durch Muskelpressaft) zu steigern vermag*. Eine @hnliche Wirkung
fand gleichzeitig in Embdens Institut Hagemann?® mit Uteruspressaft.

1 Plimmer, Biochem. J1 7, 43; 1913.

2 Einstweilen sind im Blut die meisten Einzelbestandteile des Enzymsystems der
Glykolyse nachgewiesen worden, nimlich ausser der Mutase die Phosphatese und die Co-Zymase
(Euler u.Nilsson, H. 162, 63; 1926; siehe auch Virtanen u. Simola, Ann. Acad. Scient.
Fenn A. 26, Nr. 11, 1926). Ferner Kohlenhydratphosphate (Kay u. Robison, Biochem. J1
18, 755; 1924). Siehe auch Ph. u. G. P. Eggleton, Biochem. J1 21, 190; 1927.

8 Zaleski, Bot. Ber. 24, 285; 1906.

4 Euler u. Kullberg, H. 74, 26; 1911.

5 H.u. B. Euler, H. 92, 292; 1914.

8 Harding, Proc. Roy. Soc. B. 85, 418; 1912.

? Embden, Griessbach u. Schmitz, H. 93, 1; 1914.

8 Hagemann, H. 93, 54; 1915.
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Das Vorkommen der Phosphatase in Nieren bestitigte auch Tomital
und Kay? und zwar fand Kay in einer Kaninchenniere den Phosphatase-
gehalt in cortex doppelt so hoch wie in medulla. In menschlicher Niere war
das Verhiltnis 4 :1.

Eine eingehende Untersuchung der menschlichen Organe auf Phosphatase-

wirkung verdankt man Forrai®. Aus seiner Tabelle sei der folgende Auszug
mitgeteilt:

Gespaltenes Gespaltenés

Organ Zymophosphat Organ Zymophosphat
% %
Schilddriise . . . . . . . . . 66,5 Hoden . . . . . 55,1
Leber . . . . . . . . . .. 58,5 Amyloidniere . . 56,3
Leberkrebs . . . . . . . . . 443 Darm . . . . . 38,2
Milzmetastasen eines Magenkrebses 63,4 Herzmuskel . . . 28,5
Milz . . . . . . . .. ... 53,4 Serum . . . . . 10

Etwa gleichzeitig zeigte auch Takahashi* (mit Meerschweinchen als
Versuchstier) die Zymophosphatspaltung durch Muskel, Niere und Milz.

Robison und Soames® fanden die enzymatische Abspaltung einer der
beiden Phosphatgruppen des Zymophosphats sowohl in Nieren, Leber, Milz,
Pankreas, Darm als in Knorpelgewebe, Knochen und Zéhnen, und zwar wurden
verschiedene Tiere untersucht, nimlich Ratten, Kaninchen, Meerschweinchen,
junge Katzen und Hijhner.

Demuth® bestitigt in einer Untersuchung menschlicher Organe im
wesentlichen die friheren Befunde und fand die Hexosediphosphatase in
Sekreten und anderen Korperflissigkeiten (Speichel, Milch, Urin, Liquor
cerebrospinalis, Blutserum, letzteres von normalen Siuglingen und Rachi-
tikern), ferner in Knorpel von normalen und rachitischen Sauglingen (ge-
ringe Spaltung) und in Knochen derselben (stirkere Spaltung).

Im Anschluss hieran hat O. Jager?” die Spaltung von Hexosemonophosphat
durch Serum rachitischer Siduglinge untersucht.

¢) Darstellung.

Die von Euler® 1912 zuerst nachgewiesene Gegenwart einer Phosphatase
in Nieren wurde bald darauf von Plimmer (1.¢.1918) und dann in einer Reihe
weiterer Arbeiten bestitigt, zuletzt von Kay, welcher die Nierenphosphatase

Tomita, Biochem. Zs 131, 170; 1922.
Kay, Biochem, J1 20, 761; 1926.
Forrai, Biochem. Zs 145, 178; 1924.
Takahashi, Biochem. Zs 145, 178; 1924.
5 Robison, Biochem. J1 17, 286; 1923. — Robison u. Soames, 18, 740; 1924. —
Siehe auch Martland u. Robison, 21, 665; 1927.
¢ Demuth, Biochem. Zs 159, 415 und 166, 162; 1925.
7 0.Jager, Zs f. Kinderheilk. 44, 358; 1927.
8 Euler, H.79, 375; 1912.
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auch eingehender untersucht hat. Kay?! reibt zur Darstellung die Niere
(Schweinsniere) mit Sand und Chloroformwasser und lasst tiber Nacht stehen.
Am nichsten Tag wird unter Wasserzusatz aufgeriihrt und die Masse durch
Baumwolle filtriert; das Filtrat wird mit etwas NaOH auf pH =8,9 gebracht.
Uber den Wirkungsgrad seiner Losungen hat Kay keine Angaben mitgeteilt.

Erdtman? hat im Institut des Verf. Versuche zur Reinigung von Nieren-
phosphatase gemacht. Er geht ebenfalls von Schweinsniere aus. Er stellt
mit Alkoholither fettfreie Trockenpriparate dar, aus denen die Phosphatase
durch Schiitteln mit verdiinntem Ammoniak ausgezogen wird.

d) Wirkungsbedingungen.

Aciditiatsoptimum. An Hefen-Zymophosphatase ist das Aciditétsoptimum
noch nicht festgestellt; diesbeziigliche Messungen wiren wiinschenswert.
Fir die mit der Spaltung des Zymophosphates indirekt zusammenhéngenden
Synthesen dieses Stoffes haben Euler und Nordlund?® das Optimum pH=6,5
gefunden (vgl. S. 91).

Fir die Phosphatase menschlicher Organe liegen analoge Messungen von
Demuth (l. c.) vor, und zwar besonders an Leber, Milz, Muskel, Nerven Niere,
Pankreas, an Korperflissigkeiten, sowie an Knorpel und Knochen von Siug-
lingen. Knochen und Knorpel spalten bei Rachitis wesentlich stirker und es
zeigen sich Eigentiimlichkeiten des h-Optimums. Ob diese Verschiedenheiten
auf Variationen im Enzymmolekiil zuriickzufiihren sind, oder die Folge von
verschiedenartigen Begleitsubstanzen des Enzyms in den betreffenden Organ-
extrakten sind, ldsst sich aus den Angaben der erwihnten Mitteilung nicht
ersehen.

Aktivatoren und Paralysatoren. Embden* hat 1923 auf den starken Ein-
fluss hingewiesen, welchen Salze schon in mé#ssigen Konzentrationen auf das
Kohlenhydratphosphatgleichgewicht austiben. ,,Hierbei ordnen sich die Anionen
der Sauren in einer Reihe, die der Hofmeisterschen Reihe entspricht. Die
am stirksten quellungsbegiinstigenden (Rhodanid und Jodid) bewirken die
starkste Abspaltung von Phosphorsdure aus dem Lactacidogenmolekiil.*

Embden findet

eine erhebliche Steigerung der Spaltung durch Jodide und Rhodanide,

eine Steigerung der Synthese durch Fluoride®.

! H.D.Kay, Biochem. J1 20, 791; 1926.

2 H. Erdtman, H. 172, 182; 1927.

3 Euler u. Nordlund, H. 116, 229; 1921. — Euler, Myrbéck u. S. Karlsson,
H. 143, 243 1925.

* Embden, Naturw. 11, 985; 1923. — Embden u. Lehnartz, H. 134, 243; 1924, —
Embden u. Haymann, H. 137, 105 u. 154; 1924.

5 Nach Embden ,besteht eine weitgehende Ubereinstimmung zwischen denjenigen
Anionen, die spaltungsbegiinstigend auf den Lactacidogenstoffwechsel im Muskelbrei wirken
und denjenigen, die nach friiheren Untersuchungen von Carl Schwarz die Arbeitstihigkeit
von rohrzuckergeldhmten oder in der Losung gewisser Salze ermiideten Froschmuskeln wieder-
herstellen“. Hierauf kann in diesem Zusammenhang nicht néher eingegangen werden.
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Bei den Kationen:

Steigerung der Spaltung durch Mg.
Steigerung der Synthese durch Ca.
Hinsichtlich der Deutung dieser Wirkungen kann Verf. mit Embden nicht durchaus

iibereinstimmen. Unter Hinweis auf die Originalabhandlung sei als Grundzug der Embden-
schen Anschauung folgende Stelle angefiihrt:

wAuf die Frage nach dem zugrunde liegenden Mechanismus lisst sich eine eindeutige
Antwort erteilen: die jeweilige Wirkung der Salze entspricht durchaus dem
Grade ihrer Lyophilie. Es sind also in erster Linie Beeinflussungen des kolloiden
Zustandes, sei es der Fermente selbst, sei es ihrer Trigersubstanzen, anzunehmen, welche
eine Forderung oder Hemmung oder iiberhaupt die Richtung des biologischen Vorganges
bedingen.“ (Vgl. auch Embden, Naturwiss. L. ¢.)

Zu der Auffassung Embdens, dass bei den von ihm entdeckten Salz-
wirkungen ,,die Richtung eines reversibeln Fermentprozesses beeinflusst wird*,
ist zu bemerken, dass es nunmehr kaum mehr moglich ist, die Bildung des
Zymophosphats als die Reversion der

durch die Zymophosphatase beschleu- 50 g Unterhefe H. Zeit 3 Stunden.
nigten Reaktion aufzufassen. Das Spalt-

produkt des letzteren Enzymes ist mit Zusatz mg Py0s
dem Substrat der ersteren Reaktion eben

nicht identisch, und demgemass diirfte [;C(l) 1’66137;’67
die'Zymophosp.hatase, wenn sifa unter 0,5"/02NaF 114
geeigneten Bedingungen synthetisch auf 0,08 n CaCl, 1,69

a,f-Glucose und Phosphat wirkt, nicht
den Hardenschen Hexosediphosphorsidureester liefern, sondern ein davon
verschiedenes Hexosephosphat. Es erscheint daher als die einfachste Deutung
der Embdenschen Beobachtungen?, dass die Alkalifluoride dadurch den
Gesamtvorgang zugunsten der Synthese verschieben, dass

die Fluoride die Phosphatase stark hemmen. .

Euler, Myrbéack und S. Karlsson haben dafiir einige experimentelle
Belege gegeben, welche besonders zeigen, dass in Muskeltrockenpriparaten
der Phosphatumsatz durch NaF und Glykogen in genau der gleichen Weise
beeinflusst wird.

Im Gegensatz zu den Fluoriden befordern die Jodide die Spaltung
stark, die Bromide schwicher und die Chloride noch weniger.

Die erwahnten Ergebnisse, die Embden und seine Schiiler iiber den
Einfluss von Salzen auf das Kohlenhydratphosphatgleichgewicht mit Muskel-
enzymen festgestellt haben, konnten von Euler, Myrbéick und S. Karlsson?
hinsichtlich NaF an Hefeenzymen bestitigt werden. Von unseren Versuchen
fithren wir obenstehenden an (1. c. S. 247).

Eine entsprechende Serie fand gleichzeitig Lange hinsichtlich der

! Embden u ClL Haymann, H. 137, 154 und zwar 175; 1924.
® Kuler, Myrbidck u. S: Karlsson, H. 143, 243; 1925,
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Kationen: ,,Nach ihrer Einwirkung auf den Lactacidogenstoffwechsel im
lebensfrischen Muskel lassen sich die Glieder der Kationenreihe in zwei Gruppen
anordnen: solche, die eine Verschiebung des Fermentgleichgewichtes nach der
Seite der Synthese herbeifithren und solche, welche diese Eigenschaft nicht
besitzen, bzw. mehr oder weniger einer gegensatzlichen Wirkung fiahig sind.
Zu der ersten Gruppe wiirde man Ca, Ba und Sr, zu der zweiten Na, K, NH,
und Mg zu rechnen haben. Indessen halt Lange durch diese Einteilung die
Wirkungen der Kationen nicht hinreichend charakterisiert (1. c., S. 150).
Dass tiberschiissiges Phosphat den enzymatischen Phosphatumsatz stark
beeinflusst, fanden schon Harden und Young; inwieweit bei den diesbeziig-
lichen, bis jetzt vorliegenden Versuchen das Phosphat als Spaltprodukt der
Hydrolyse dem weiteren Fortschreiten dieses Vorganges nach dem Massen-
wirkungsgesetz entgegen wirkt und inwieweit bei diesen Versuchen die sekun-
ddren Phosphate nur die Alkalinitdt vergréssern, ldsst sich noch nicht sagen.
Organische Aktivatoren und Paralysatoren. H. Erdtman? stellte neuer-
dings fest, dass verschiedene tierische und pflanzliche Organe, Fliissigkeiten
(Harn) und Gewebe einen thermostabilen Stoff enthalten, welcher die Wirkung
der Phosphatase der Niere wesentlich beschleunigt, und zwar sowohl die
Spaltung des Glycerophosphates als des Zymophosphates (letzteres schwicher).
Die Wirkung des Aktivators hingt vielleicht zusammen mit der Hemmung
der Phosphatase durch das wihrend der Reaktion gebildete Phosphat; hierauf
deuten die folgenden abgerundeten Mittelwerte der Reaktionskonstanten.
Ohne Phosphat-Zusatz, mit Aktivator k = 0,05

’ ) ohne Aktivator 0,01
0,1 n.-Phosphat, mit Aktivator 0,01
0,1 n. ' ohne Aktivator 0,001

Zymophosphatase scheint in ihrer Wirkung durch manche Antiseptica, wie
Thymol und Toluol, geschwicht zu werden?2.

e) Kinetik.

Bevor quantitative Messungen iiber den Verlauf der Phosphatabspaltung
gemacht werden kénnen, ist vor allem die qualitative Feststellung notwendig,
iiber die anscheinend stufenweise Abtrennung der beiden Phosphatreste von
der Hexose. Es ist in dieser Hinsicht noch nicht einmal sicher, ob ein und
dasselbe Enzym die intermediire Bildung des Monophosphates bewirkt und
dann die Hexose freimacht, oder ob zwei Enzyme an dieser Spaltung mit-
wirken.

Nach den ausserordentlich interessanten Entdeckungen von Harden
und Young iiber die Rolle der Phosphate bei der alkoholischen Géarung?

1 H. Erdtman, H. 172, 182; 1927.
2 Euler u. D. Johansson, H. 80, 175; 1912.
8 Harden u. Young, Proc. Roy. Soc. B 77, 405; 1906.



3. Kap. Phosphatasen und Sulfatasen. 89

ist die Bildung des Zymophosphates, CgH;,04(PO,R,), mit dem ganzen Gér-
vorgang eng verkniipft. Diese enzymatische Synthese in der Hefe wird dem-
gemiss in Zusammenhang mit den iibrigen an der alkoholischen Gérung
beteiligten Vorgingen besprochen. An dieser Stelle sei nur folgendes hervor-
gehoben: Die einfachste Annahme konnte diejenige erscheinen, dass die ge-
nannte Synthese die Umkehrung derjenigen Reaktion ist, welche durch die
Zymophosphatase beschleunigt wird, dass also auch die Synthese durch die
Zymophosphatase katalysiert wird, wenn die geeigneten Reaktionsbedingungen
vorhanden sind. Einer solchen Annahme scheinen aber folgende Tatsachen
entgegenzustehen:

Das spezifische Substrat der Zymophosphatase wird in Fructose und
Phosphorsdure gespalten und ist als Fructosediphosphat anzusprechen. Als
Ausgangsmaterial zur Bildung des Zymophosphates sind siamtliche Zymo-
hexosen geeignet, aber die Bindung zwischen Glucose usw. an Phosphorséure
geschieht offenbar nicht direkt, sondern erst nach einer Umwandlung der
Hexose. Der Katalysator der Synthese ist von der eigentlichen Zymase
(im engeren Sinne) nur schwer abzuscheiden; vielleicht ist dies iiberhaupt
nicht in allen Heferassen moglich; jedenfalls halten Harden und Young die
enzymatische Synthese von Zymophosphat untrennbar mit der alkoholischen
Girung verkniipft, was die englischen Forscher durch die Gleichung zum
Ausdruck bringen:

2CaHy,0, + 2PO,HR, = 2C0, + 2C,H,0H + 2H,0 + CgH;,0,(PO,Ry),.

Aus der unterhalb 50° getrockneten Stockholmer Unterhefe H konnte ein
Extrakt gewonnen werden, welcher die Fiahigkeit besass, die Synthese zwischen
vorbehandelter Glucose oder Fructose zu vermitteln, welcher aber Zymo-
phosphat nicht spaltete!. Diese Tatsache beweist, dass die Bildung von Zymo-
phosphat keine einfache Umkehrung der Spaltung ist, sondern dass mit der
enzymatischen Bindung der Phosphorsiure wenigstens noch eine andere
Enzymwirkung, und zwar die Umwandlung der Hexosen, verkniipft sein muss.

Fir das bei der Synthese des Zymophosphates wirksame Enzym hat
Verf. 1911 die Bezeichnung ,,Phosphatese” vorgeschlagen2. Damit sollte,
wie mehrfach betont, iiber die Beziehung dieses Enzyms zur Phosphatase
nichts ausgesagt werden.

Zu untersuchen bleibt die Reversibilitit, also besonders die synthetischen
Wirkungen der Zymophosphatase. Es ist moglich, dass dieses Enzym die
synthetischen Wirkungen ausiibt, welche an Alkali-vorbehandelter Glucose
(Euler und Johansson® und an Dioxyaceton (v. Lebedew?; Euler und

1 Euler u. Kullberg, H. 74, 15; 1911.

2 Euler, H. 74, 13; 1911.

# Euler u. D. Johansson, H. 80, 205; 1912.
tv.Lebedew, Chem. Ber. 44, 2932; 1911,
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Johansson?!), Arabinose (Euler und Johansson?) beobachtet wurden. Siehe
auch S. 101 (Glycerophosphatasen).

Nach den wichtigen, bereits erwihnten Ergebnissen Embdens und
seiner Schule spielen auch bei Kohlenhydratumsatz im Muskel die Kohlen-
hydratphosphate eine wichtige Rolle. Hier scheint die Loslgsung der Phos-
phatese von den anderen Enzymen des Zuckerumsatzes leichter ausfiihrbar
zu sein. Systematische Versuche iiber das Verhéltnis der Wirksamkeit von
Enzympraparaten hinsichtlich der Aldehydmutation und der Phosphory-
lierung (E. Brunius) haben jedenfalls gezeigt, dass eine Parallelitit nicht
statthat. Daraufthin deuteten schon die Versuche von Brunius mit Hefe.

Durch die Beobachtung vonHarden und Robison? und durch die daran
anschliessenden wichtigen Versuche von Robison3® und seiner Mitarbeiter
(siehe S. 82) iiber die Bildung eines Hexosemonophosphates sind viel Ver-
suche iiber die Zymophosphatsynthese revisionsbediirftig geworden, weil in
vielen Enzymlosungen und Extrakten sich die, vermutlich reversibeln, Wir-
kungen der IHexosenmonophosphatase iiber die Bildung des Hexosediphos-
phates tiberlagern diirften. Solange nur die Konzentration des freien Phos-
phates verfolgt wird, konnen die Versuchszahlen immer die Resultate von
synthetischen und hydrolytischen Wirkungen sein.

In neueren Versuchen von Myrbédck und Runehjelm wurden die bei
der Giarung entstehenden Mono- und Diphosphate getrennt annihernd be-
stimmt. Es zeigte sich, dass die wihrend der Gérung isolierbare Hexose-
Monophosphorsidure (Robison) wenigstens teilweise als Zwischenprodukt bei der
Bildung des Diphosphates fungiert. Das Monophosphat wird ohne Cozy-
mase nicht vergoren; in Gegenwart von Cozymase verlauft seine Ver-
giarung schnell, und zwar ist, wenn die Hilfte des CO, entwickelt worden ist,
kein freies PO, entstanden, sondern es entsteht 1 Mol Diphosphat, wéhrend
ein Cg-Rest (= 2 C,-Resten) vergoren wird.

Nach Abschluss dieser Ubersicht erschien eine bemerkenswerte Unter-
suchung von Harden und Henley*, welche in Gérversuchen mit Hefesaft
und Trockenhefe das Verhiltnis CO,/Total-P verestert in einer gewissen Gir-
periode zu 0,9 fanden, wonach also etwa 10°/, des Phosphors ohne CO,-Ent-
wicklung verestert wiirden; hierbei entsteht vermutlich Monophosphat. Das
Verhiltnis CO,/Diphosphat finden Harden und Henley im Mittel zu 2,38,
mit betréichtlichen Schwankungen und sie schliessen, dass Diphosphat zunéchst
geméss der Harden-Youngschen Girungsgleichung gebildet und dann teil-
weise zu Monophosphat hydrolysiert wird.

1 Euler u. D. Johansson, H. 80, 205; 1912.

2 Harden u. Robison, Proc. Chem. Soc. 30, 16; 1914.
3 Robison, Biochem. J1 16, 809; 1922. — 17, 286; 1923.
* Harden u. Henley, Biochem. J1 21, 1217: 1927.
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f) Wirkungsbedingungen der Synthese (Phosphatese).

Acidititsoptimum. Das Optimum der enzymatischen Zymophosphat-
bildung durch Trockenhefe und frische Hefe liegt nach den Versuchen von
Euler und Nordlund? bei pH = 6,4. Die Fig. 10 stellt die Aciditiatskurven
dar, die mit Glucose und Fructose als Substrat gewonnen wurden.

Uber die Salzwirkung auf das Phosphatgleichgewicht, das sich mit
Hefen einstellt, ist noch wenig bekannt. Hinsichtlich der Vorginge im Muskel
wurde bereits auf die interessanten Befunde von Embden hingewiesen.
Besonders beachtenswert ist die Forde-

rung der Synthese durch Ca-Salze; es ? F \
ist moglich, dass das Dicalciumphosphat ’;,’:g:,’:};lm i
die reaktionsvermittelnden Molekiile bei \ :,‘_E;ng;:e
der Phosphorylierung bei der Synthese 15 \ I
bildet (vgl. auch H. 145, 184; 1925). 3

Aktivatoren und Hemmungsstoffe. :wb x\
Ausgewaschene Trockenhefe phosphory- \
liert Glucose oder Fructose nur bei § , l \
Zusatz von Co-Zymase. Nachdem dies k / \
bekannt geworden war, wurde von § Iy N\ x \
mehreren Autoren die Co-Zymase als ) "/— \2‘ \
Co-Phosphatese, d. h. als der spezifi- / / ) i
sche Aktivator der Phosphorylierung 7 f N
angesehen. Die Wirkung der Co-Zymase d \ \l\\
liegt aber, wie Euler und Myrback? %25 6 7 8 pn

zeigen konnten, in einem fritheren
Stadium, n#émlich in der enzymati-
schen Umwandlung der Gleichgewichtshexosen in die phosphorylierbare Form.

Die Phosphorylierung der Zymohexosen wird durch Antiseptica, Toluol,
Chloroform, Phenol begiinstigt?; in Gegenwart von Toluol lassen sich auch
mit manchen frischen Ilefen gute Ausbeuten an Zymophosphat erzielen.

Zeitlicher Verlauf der Phosphatbindung. Wie schon oben erwihnt, ist
die Deutung dieser Versuche noch unsicher; es ist nicht nachgewiesen worden,
ob das Verschwinden des freien Phosphates auf die Bildung eines Hexose-
diphosphorsaureesters oder der doppelten Menge Monophosphorsiureester
zuriickzufiihren ist.

Auch hier kommt CO,/PO4 in Betracht.

Ein bei optimalem pll von Nordlund?! ausgefithrter Versuch sei hier
wiedergegeben:

Fig. 10.

1 Euler u. Nordlund, H. 116, 229; 1921.
2 Euler u. Myrbick, H. 139, 15; 1924.
3 Euler u. D. Johansson, H. 80, 175; 1912.
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Versuchslosung: 20 g Glucose.
Kaliumphosphat (4 NaHCOs;).
110 ccm Wasser + 10 cem 2,59 ,iger Phenollésung.
10 g fein pulverisierte Trocken-Unterhefe.

Minuten 0 30 60 120 180 315
mg MgsP,0, 126 116 100 16 4 4
pH 6,3 6,1

Es ist eine bemerkenswerte, aber noch nicht ganz aufgeklirte Tatsache,
dass eine Zymophosphatanhdufung durch Trockenhefen nur gelingt, wenn
Unterhefen angewandt werden, nicht aber mit Brennerei-Oberhefen. Es
steht dies vermutlich damit in Zusammenhang, dass die Co-Zymase nur in
Unterhefen in einem solchen Zustand vorhanden ist, dass sie aus den trockenen
Priparaten ausgewaschen werden kann?.

Den Einfluss von Phenol auf die Phosphorylierung und Gé#rung hat
Brunius? vergleichend untersucht. Die kritische Grenzkonzentration des
Phenols fiir Inaktivierung und Gérung liegt sehr nahe iibereinstimmend bei
der gleichen Normalitiat, und zwar unter den von Brunius gewidhlten Be-
dingungen bei 0,07 n.-Phenol.

II. Hexosemonophosphatspaltung.

Hinsichtlich der enzymatischen Spaltung von Hexosediphosphat und
von Hexosemonophosphaten sind Verschiedenheiten angegeben worden, welche
die Annahme nahelegen, dass es sich um verschiedene Enzyme handelt.

Es ist bereits eine ganze Reihe von Hexosemonophosphorsiureestern
beschrieben worden und mehrere sind vollstandig charakterisiert.

1. Zunichst hat Neuberg? aus dem Calcium-Zymophosphat durch vor-
sichtige Hydrolyse mit Oxalssure ein Hexosemonophosphat gewonnen.
Der Neubergsche Monoester wird gespalten ausser durch frische Hefe (Neu-
berg) durch ein in zahlreichen tierischen Organen enthaltenes Enzym; Tomita4
wies es nach in Niere, Milz, Leber, Muskel, Noguchi® in Takadiastase.

2. Einen zweiten vom obigen verschiedenen Hexosemonophosphorséure-
ester erhielten Harden und Robison®. Dieser Ester ist optisch rechtsdrehend,
[¢],= + 25° und liefert bei der Spaltung einen rechtsdrehenden Zucker,
welcher sich mit Phenylhydrazin in Glucosazon tiberfiithren lisst.

8. Monophosphate mit hoheren Drehungen (Myrback u. Runehjelm)
werden analog enzymatisch gespalten.

! Euler u. Myrback, H. 117, 28; 1921.

2 Euler u. Brunius, H. 160, 242; 1926.

3 Neuberg, Biochem. Zs 88, 432; 1918.

* Tomita, Biochem. Zs 131, 170; 1922.

5 Noguchi, Biochem. Zs 143, 190; 1923.

$ Harden u. Robison, Biochem. J1 16, 809. — Robison, 17, 286; 1923. — Robi-
son u. Soames, 18, 740; 1924. — Kay u. Robison, 18, 755; 1924,



3. Kap. Phosphatasen und Sulfatasen, 93

Ein diesen Monophosphaten entsprechendes Enzym kommt in Hefe vor,
ferner in Emulsinpriaparaten. Im Tierreich ist es besonders in der ossifizieren-
den Knorpel reichlich vertreten, in wachsenden Knochen und in Zéhnen.
Das Nierenenzym studierte Eichholtz!; Leber
und Milz scheinen von diesem Enzym zu ent-
halten. Nach Takahashi? spaltet Knochen-
extrakt sowohl den Robisonschen wie den Neu-
bergschen Ester.

Uber die enzymatische Spaltung des Robison-
schen Esters macht auch O. Jager® Angaben. Das
pH-Optimum (Kinderblut-Serum, normal und rachi-
tisch) liegt bei 7,5—8,0. Das Enzym soll auch im
Harn vorkommen.

8. Weitere Hexose - Monophosphorsiureester
haben Komatsu und Nodzu?* dargestellt und
untersucht.

III. Saccharophosphatspaltung.

Djenab und Neuberg5 konnten die von
Neubergund H.Pollak®entdeckte Saccharomono-
phosphorsédure durch Hefen (untergirige und ober-
garige) und Hefenpresssifte spalten; sie nehmen die
Existenz einer besonderen Saccharophosphatase an?.

Das Substrat, die Saccharophosphorsiure bildet ein leichtldsliches Na-
triumsalz, Cj,HyO - PO;Na,, sowie ein leichtlgsliches Calciumsalz (Hesperonal-
natrium bzw. Calcium, Merck). Im Verlauf der Spaltung der 109/,igen Losung
des Calciumsalzes wird das freigemachte Calciumphosphat gallertartig ab-
geschieden. Ausser durch Hefen wird die Saccharomonophosphorsidure noch
durch ruhende, besonders durch olreiche Samen hoherer Pflanzen in Rohr-
zucker und Phosphat hydrolysiert (Ndmec und Duchon®). Ausserdem wurde
die Spaltung mit Blidttern von Solanum tuberosum durchgefiihrt. Tomita?®
hat das Saccharophosphat durch Organe, bzw.Organextrakte (besonders Niere

1 Eichholtz, Arch. exp. Pathol. u. Pharm. 111, 73; 1926.

%2 Takahashi, 146, 161; 1923,

30.Jager, Zs f. Kinderheilk. 44, 358; 1927.

fKomatsu u. Nodzu, Mem. Coll. Sci. Kyoto A 7, 377; 1924. — Nodzu, Jl of
Biochem. 6, 31 u. 49; 1926.

$Djenab u Neuberg, Biochem. Zs 82, 391; 1917.

¢ Neuberg u. H. Pollak, Chem. Ber. 43, 2060; 1910.

7 Unterschiede hinsichtlich der Vergarbarkeit des Zymophosphats und des Saccharo-
phosphats durch lebende Hefe kénnen mit der verschiedenen Permeabilitit der beiden Ester zu-
sammenhéngen; als zwingender Beweis fiir die Verschiedenheit der entsprechenden Phosphatasen
kann die Vergirbarkeit der Saccharophosphate durch lebende Hefen kaum herangezogen werden.

8 Némec u. Duchon, Biochem. Zs 119, 73; 1921.

® Tomita, Biochem. Zs 131, 161; 1922.

Fig. 11.
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und Leber, weniger durch Milz, Pankreas, Gehirn, Muskeln) spalten kénnen.
Forrai! hat die Zersetzung durch menschliche Organe, Pankreas und
Nebenniere, vorgenommen und auch Tumoren wirksam gefunden. Die gleiche
Wirkung zeigt menschliche Haut und Haut von Meerschweinchen (Wohl-
gemuth und Y.Nakamura?). Einen Fortschritt diesen Versuchen gegeniiber
bedeutet die Arbeit von Neuberg und M. Behrens?, in welchen die Ent-
phosphorylierung vermittels Pferdenierenextrakt so durchgefithrt wurde, dass
nicht nur die freie Phosphorsidure, sondern auch der Rohrzucker (der krystalli-
siert erhalten werden konnte) analytisch bestimmt wurde?. Bei Verwendung
von pflanzlichen Extrakten wird.die Rohrzuckerkomponente oft durch die
anwesende Saccharase zerlegt (Neuberg und Sabetay?).

Nach Djenab und Neuberg ist ihre Phosphatase sowohl in schwach
essigsaurer Losung als in neutraler und schwach alkalischer Losung wirksam.
Toluol schiadigt nicht.

7‘298 Folgender Versuch gibt eine Vorstellung
I vom zeitlichen Verlauf der Reaktion.
l 20 g Na-Saccharophosphat (schwach alkalisch) in
/ 400 ccm + 20 g Hefe OM + 20 cem Toluol.
/ »Wiahrend in 10,0 ccm der Ausgangslosung (460,0 ccm)
7 0,0663 g Gesamt-P,05 enthalten waren, ergab sich in je
/ zwei gut tbereinstimmenden Kontrollanalysen die Menge
//' des abgespaltenen anorganischen Phosphats in 10,0 ccm
>Ze Losung:
w1 Tage P,05

0,0258 g 38,9 %

0,0344 51,9

0,0385 58,1

0,0428 64,6

0,0442 66,7
er. 0,0663 —

NN W v DN

35 40 % 50 55 60 65 0
Abgespaltenes P00y in %.

Fig. 12.

o0 Ot W~

[e o)

Zum Schluss sind rund %/; des Saccharophosphats enzymatisch zerlegt worden, in gutem
Einklang mit anderen Versuchsresultaten mit Oberhefe XIL.“

Die obigen Zahlen und die obenstehende Figur zeigen, dass die Reaktion
auch bei der verhaltnismassig hohen Verdinnung des Substrates (5°/,) nur
bis zum Verbrauch von etwa 2/, des organischen Phosphates verlauft, was
auffallend ist, da dieser Endzustand kaum dem natiirlichen Gleichgewicht
entspricht. Auf die alkoholische Girung der Saccharophosphate kommen
wir bei der Besprechung der Girungsreaktionen zuriick.

! Forrai, Biochem. Zs 144, 149; 1924.

2 Wohlgemuth u. Y. Nakamura, Biochem. Zs 175, 216; 1926.

3 Neuberg u. M. Behrens, Biochem. Zs 170, 254; 1926.

4 Andererseits kann man aus Saccharosephosphat durch Hefesaccharase die Spaltung
in Fructose und Glucosemonophosphat vornehmen. Neuberg u. Sabetay. — Kuhn u.
Minch, H. 150, 232; 1925.

" Neuberg u. Sabetay, Biochem. Zs 162, 479; 1925.
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IV. Amylophosphatspaltung.

Die im Malz vorkommenden organischen Phosphate werden durch die
im gleichen Material befindlichen Phosphatasen gespalten!. Welche Bestand-
teile des Malzes hierbei die eigentlichen Substrate bilden, ist noch nicht voll-
stindig bekannt; sicher ist nur, dass sich Phytin unter diesen Phosphaten
befindet, und dass demgemiss die Phytase (siehe S. 101) an der enzymatischen
Abspaltung von PO, aus Malz beteiligt ist. Nach den bemerkenswerten Unter-
suchungen von Samec? enthélt aber Stdrke verschiedener Herkunft ein
Phosphat eines hoheren Kohlenhydratrestes; moglicherweise ist dieses Phos-
phat der wesentliche Bestandteil des Amylopektins. Jedenfalls kommt dieses
Substrat hier in Betracht und das entsprechende Enzym, das etwa als Amylo-
phosphatase zu bezeichnen wire, verdient eine eingehendere Untersuchung.

Adler nimmt im Malz mindestens 2 Arten von Phosphatasen an, ,von denen dic eine

unlésliche organische Phosphatkomplexe in Losung bringt, wihrend die andere anorganische
Phosphate bildet“.

Adler gibt ein Temperaturoptimum fiir die Phosphatasen bei 58° an.

,Die Phosphatasen sind ziemlich widerstandsfihig gegen eine Behandlung mit Alkohol
in der Hitze. Zur Vernichtung der Enzyme wendet man am besten eine Abkochung mit etwa
85%/pigem Alkohol an.“

»Die Enzyme, welche die loslichen Phosphate entstehen lassen, stellen praktisch nach
5 Stunden ihre Wirksamkeit ein; bei den die anorganischen Phosphate liefernden Enzymen
tritt dies erst mit 14 Stunden ein.“ In einem Extrakt von 1 Teil Malz mit 20 Teilen Wasser
findet der beste Abbau statt.

Die grosste Bedeutung kommt der Aciditit zu. ,Bei einem pH=>5,4 lasst sich die ge-
samte Phosphorsiure des Malzes in Losung bringen, wovon etwa 93/, anorganischer Natur
sind. Gegen Hydroxylionen sind die Phosphatasen weit empfindlicher als gegen Wasserstoff-
ionen. Bei stark saurer Reaktion geht aus dem Malz eine organische Phosphorverbindung
in Losung, das Phytin.“

Das Phosphat eines Kohlenhydrats ist zuerst von Northrop und J. M. Nelson® aus
Starke erhalten worden. Joh. Kerb? hat nach der Methode von Neuberg und Pollak
ein Stirkephosphat synthetisiert, welches 1,74°/; P enthielt. Daraus wurde beim Abbau durch
Amylase eine Ilexose-Mono-Phosphorsdure erhalten, iiber deren weitere Spaltung aber nichts
Niaheres bekannt geworden ist.

Uber eine direkte enzymatische Veresterung von Glykogen liegen bisher
keine Angaben vor.

V. Nucleotidasen.

Obwohl die Nucleotidasen als Enzyme des Nucleinsiureabbaues im Zu-
sammenhang mit den Nucleinasen zu behandeln sind, sei doch auch hier dieser
Enzymgruppe kurz Erwéhnung getan, da sie ja die Bindung zwischen einer
Kohlenhydratgruppe und Phosphorsiure spalten.

Es bleibt dabei bekanntlich die Verbindung von Kohlenhydrat (meist

1 Adler, Biochem. Zs 70, 1; 1915.

2 Samec, Kolloidchem. Beih. 6, 32; 1914.

3 Northrop u. J. M. Nelson, J1 Amer. Chem. Soc. 38, 472; 1916.
4 Joh. Kerb, Biochem. Zs 100, 3; 1919.
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Pentose und zwar Ribose) und Purin oder Pyrimidinbase iibrig. Die Namen-
gebung fiir diese Enzymgruppe stammt von Levene!, dem man ja auch in
allem wesentlichen die Kenntnis derselben verdankt.

Nehmen wir als Beispiel fiir ein Nucleotid eines aus der bis jetzt am besten
bekannten Gruppe der Ribose-Nucleotide, etwa Guanylsiure, so wire der Vor-
gang schematisch folgendermassen darzustellen:

. . Nucleo- . . .
Phosphorsiiure-Ribose-Guanin —--—-> Phosphorséaure 4+ Ribose-Guanin.

Die Stellung des Phosphatrestes in der Ribose ist bereits bei einem dieser
Nucleotide bekannt, ndmlich bei der Inosinsiure (Hypoxanthin-d-Ribosid-
d-Phosphorsiure, wo PO, am é-Kohlenstoffatom sitzt?!:

0C —NH
OH H H H H . |
| o NH.-C CH

O=P—O—CH2—C—C—C—C—~C\/\ I
| | N—C—N
OH l OH OH

Unsicher ist noch, ob das Hypoxanthin an der Stelle 8 oder 7 mit der
Ribose verbunden ist.

Die Phosphatgruppe wird aus der Inosinsdure verhiltnismissig langsam
abgespalten, die Inosinséure ist also in dieser Hinsicht recht stabil, was ver-
mutlich auch mit der Ribosephosphorsdure selbst der Fall ist?. Yama-
gawa hat verschiedene hierher gehérende Substanzen vergleichend mit
0,1 n-H,S0, bei 100° hydrolysiert und folgende Zahlen fiir die Abspaltungs-
geschwindigkeit der Phosphorsiure, ausgedriickt in monomolekularen Re-
aktionskonstanten, gefunden.

k- 108
Nucleinsgure . . . . . . . . . . . 1300
Guanosinphosphorsdure . . . . . . . 1770
Adenosinphosphorsiure . . . . . . . 1660
Uridinphosphorsdure . . . . . . . . 480
Inosinsdure. . . . . . . . . . . . 470
Hexothymidindiphosphorsdure . . . . . 726

In diesem Zusammenhang sei auf Messungen der Stabilitit verschiedener
Zuckerphosphorsiuren hingewiesen, welche Levene und Yamagawa? aus-
gefithrt haben.

Yorkommen. Nucleotidasen konnten Levene und Medigreceanu?

1 Levene u. Jacobs, Biochem. Zs 28, 127; 1910. — Chem. Ber. 44, 746; 1911,
2 Yamagawa, J1 Biol. Chem. 43, 339; 1920.

3 Levene u. Yamagawa, Jl Biol. Chem. 43, 323; 1920.

4 Levene u. Medigreceanu, J1 Biol. Chem. 9, 65 u. 389; 1911.
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in Presssiften von Leber, Niere, im Blut und Blutserum nachweisen; besonders
wurde der Darmsaft und der Auszug der Darmschleimhaut sehr wirksam be-
funden, Pankreasextrakt scheint nicht alle Nucleotide anzugreifen.

Ob die Nucleotidasen, welche die Phosphorsiure von Pyrimidinhexosiden,
bzw. von der darin enthaltenen Hexose, abspalten, z. B. von Thymonuclein-

sédure,
Hexose — Guanin

(HO)O = v P = O(0OH)
\Hexose/ !
Thymin
Zytosin
Hexose
(HO)O = 10 \P = 0(0H),

Hexose — Adenin

identisch sind mit denjenigen, welche Riboside angreifen, bleibt noch fest-
zustellen.

Amberg und Jones! bezeichnen das Enzym, welches Phosphorsidure aus Nucleinresten
(Nucleotiden) abspaltet als ,Phosphonuclease“, wihrend sie fiir die Enzyme, welche zur
Abspaltung von Purinbasen fithren, den Namen ,Purinnucleasen® vorschlagen. Die Annahme
von der unabhingigen Existenz der beiden erwahnten Enzyme griinden Amberg und Jones
hauptsichlich darauf, dass die Hundeleber zwar Phosphorsiure aus der Nucleinsiure
abspaltet, aber nicht Adenin. ,Denn wire letzteres der Fall, so miisste sich das so gebildete
Adenin als Endprodukt auffinden lassen, da diese Driise durchaus unfihig ist, Adenin
irgendwie weiter zu andern.“

Wir kommen auf die Spaltung der Nucleinsiuren, besonders auf die
Abspaltung der Basen bei der Behandlung der proteolytischen Enzyme wieder

zuriick 2.

B. Glycerinphosphatase.

In der Natur kommt Glycerinphosphorsiure als Spaltprodukt des Leci-
thins und anderer Phosphatide vor. Willstdtter und Liidecke® haben
zuerst gezeigt, dass die Glycerinphosphorséure des Lecithins optisch aktiv, und
zwar linksdrehend ist. Eine mit Willstétters Substanz vermutlich identische
Glycerinphosphorsiure haben Levene und Rolf* aus Cephalin isoliert.

Uber a-Glycerin-Phosphorsiure, CH,0H-CHOH-CH,-PO,H, und iiber
Di-Glycerin-mono-Phosphorsiure-Ester siehe E. Fischer und Pfahler (Ber. 53)
sowie Bailly®, tber die Glycerinphosphorsdure des Lecithins siehe Karrer
und Salomon®.

! Amberg u. Jones, H. 73, 407; 1911.

2 Siehe hierzu auch London u. Schittenhelm, H. 70, 10; 1910.

3 Willstatter u. Lidecke, Chem. Ber. 37, 3753; 1904; vgl. hieriiber auch Karrer
u. Salomon, Helv. 9, 3; 1926.

t Levene u. Rolf, J1 Biol. Chem. 40, 1; 1919.

5 Bailly, C.r. 183, 67; 1926.

$ Karrer u. Salomon, Helv. 9, 1; 1926. — Zur Synthese des Lecithins: Griin u.
Limpiédcher, 59, 1350; 1926.

Chemie d. Enzyme. II. 3. A. 7
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Die stark spaltende Wirkung einer lebenden Hefe auf das Natriumsalz
der Glycerinphosphorsiure ist zuerst von Neuberg und Karczag?! beschrieben
worden.

4,3 g glycerinphosphorsaures Na wurden mit 10 g Hefe XII des Berliner Inst. f. Girungs-
gewerbe und 200 ccm Wasser angesetzt. Wihrend 48 Stunden wurden bei 29° bei einem
Versuch fast 50°/,, bei einem anderen 42°/, des Gesamtphosphors des zugesetzten Substrates
in Freiheit gesetzt, wihrend in Kontrollversuchen ohne Hefe nur eine spurenweise Spaltung
erfolgte. Die Hefe allein lieferte bei den eingehaltenen Versuchsbedingungen nur etwa 49/,
des gefundenen anorganischen Phosphats.

Dieser Befund ist auch deshalb bemerkenswert, weil Na-Zymophosphat
durch lebende Hefe — aus einer noch nicht aufgeklidrten Ursache — nicht
gespalten wird.

Grosser und Husler zeigten, dass Darmschleimhaut? und Nieren-
zellen ein Enzym besitzen, das Glycerinphosphatlosung vollstandig spaltet,
und dass ein solches Enzym in geringerer Menge auch in den Lungen ent-
halten ist. Diese Resultate werden von Forrai bestitigt, der Glycerinphos-
phatspaltung ausserdem durch Nebenniere, Schilddriise, Hoden und Tumoren
beobachtete. Clementi® fand die Enzymwirkung auch im zellfreien Darm-
saft des Hundes. Leber? und Milz enthalten nur Spuren; Pankreas?, Muskel,
Herzmuskel und Blut wurden mit negativem Ergebnis untersucht. R. Schmidt
fand das Enzym im Mekonium.

Die Spaltung durch die tierische Glycerinphosphatase beschrankt sich
nach den genannten Autoren nicht auf die natiirliche, optisch-aktive Form,
die durch Verseifung des Lecithins gewonnen wird, sondern soll auch voll-
stdndig bei Anwendung des synthetischen, inaktiven Substrates verlaufen.
Ob dies bei allen Aciditdten der Fall ist, bleibt zu untersuchen.

Plimmer (vgl. 8. 99) erhielt Glycerinphosphathydrolyse auch mit
Trockenhefe, Ricinussamen und mit Kleie. Aus der Tatsache, dass aus Darm,
Niere und Lunge ein Glycerinphosphat spaltendes Enzym erhalten wird,
nicht aber aus Pankreas und Leber, schliesst er, dass die Phosphatase nicht
mit Lipase bzw. den Esterasen der ersteren Organe identisch ist. Er hebt
in dieser Hinsicht ferner hervor, dass das Enzym der Phosphatspaltung,
das sich in Ricinussamen findet, durch Wasser extrahiert werden kann, wahrend
die Ricinuslipase in Wasser unlgslich ist.

Falk und Sugiura? fanden in Ricinussamen eine wasserlgsliche Esterase,
welche mit der Glycerinphosphatase moglicherweise identisch ist.

Falk® hat dieses Enzym niher untersucht. Er fillt die filtrierten und dialysierten
wisserigen Ausziige mit Aceton. Der Aschegehalt der Substanz betrug 59%. Das Priparat

! Neuberg u. Karczag, Biochem. Zs 36, 60; 1911.

2 Grosser u. Husler, Biochem. Zs 39, 1; 1913. Bestiitigt von Plimmer, vgl. S.99.
3 Clementi, Arch. int. Physiol. 22, 121; 1923.

4 Falk u. Sugiura, JI Amer. Chem. Soc. 37, 217; 1915.

5 Falk, Proc. Nat. Acad. of Science, Boston, 1, 136; 1915.
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enthielt, aschefrei und trocken, 15,4—16,3% N und 0,36 bis 0,9% P. Die Substanz gab keine
Reaktion auf Kohlenhydrate, enthielt viel Tryptophan, viel aromatische Gruppen und Spur
von Tyrosin. Falk hilt das Enzym fiir ein Protein.

Né&mec! untersuchte die Samen folgender hoherer Pflanzen hinsichtlich
ihrer Fahigkeit, Glycerinphosphorsiure zu spalten. Der folgende Auszug aus
seiner Tabelle enthalt die Menge P,0; in °/,, welche mit 5 g Samen wihrend
48 Stunden bei 25° aus Glycerinphosphorsiure abgespalten werden.

Hordeum distichum . . 1,07 Lens esculenta . . . . 28,62
Secale cereale . . . . 115 Polygonum fagopyrum . 28,66
Avena sativa . . . . . 116 Helianthus annuus . . . 29,19
Lupinus angustifolius . 4,62 Pisum sativam . . . . 30,45
Zea Mays . . . . . . 14,73 Ricinus communis . . . 31,69
Vicia Faba . . . . . 16,69 Linum usitatissimum . . 32,32
Picea excelsa . . . . 17,50 Brassica napus . . . . 33,57
Prunus communis . . . 22,23 Raphanus sativus . . . 3419
Cannabis sativa . . . . 23,74 Sinapis alba . . . . . 41,34
Papaver somniferum . . 26,56 Glycine hispida . . . . 49,97

Dass die Spaltungsgrenze 50°/, nie iiberschritten wird, diirfte darauf
hindeuten, dass aus der synthetischen, also racemischen Glycerinphosphorsiure
nur die natiirlich vorkommende Form angegriffen wird, was besonders in
Riicksicht auf Grossers und Huslers Ergebnisse noch niherer Untersuchung
bedarf.

Die Wirkung mehrerer Organextrakte auf verschiedene organische Phos-
phate hat 1913 Plimmer in einer Tabelle zusammengestellt?, aus welcher
hier ein Auszug mitgeteilt sei.

Ricinus- Trockenhefe

Pankreas Leber Darm samen Zymin Kleie
Hexose-(Zymo-)phosphat . 0 + + + +
Glycerophosphat . . . . 0 -+ + + +
Athylphosphat . . . . 0 e =+ + + +
Diithylphosphat . . . . aee cee 0 0 . ces
Phytin . . . . . . . 0 0 0 + 0 -+
Thymusnucleinat . . . 0 + v +? -+

Seit dieser Zeit haben sich unsere Kenntnisse iiber Phosphatasen wesent-
lich erweitert und es wire nun eine dankenswerte Aufgabe, das Wirkungs-
bereich dieser Enzyme und den Grad ihrer Spezifitit endgiiltig festzustellen.

Eingehende und exakte Untersuchungen iiber enzymatische Glycero-
phosphatspaltung verdankt man H. D. Kay3, sowie Martland und Robi-
son®. Der erstgenannte Forscher arbeitete mit Nierenenzym, letztere mit
Knochenphosphatase. An Nierenenzym sind auch im Institut des Verfassers

1 Némec, Biochem. Zs 93, 94; 1918.

2 Plimmer, Biochem. J1 7, 43; 1913.

3 H.D. Kay, Biochem. J1 20, 791; 1926.
4 Martland u. Robison, Biochem. J1 21, 665; 1927.
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Versuche angestellt worden (H. Erdtman), welche sich besonders auf den
Nachweis eines Aktivators konzentriert haben (vgl. S. 88).
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Fig. 13.

A Wirkung auf Na-Hexosediphosphat (Borat-
Puffer). B Wirkung auf Na-Hexosediphosphat
(Glykokoll-Puffer). C Wirkung auf
Glycerophosphat (Glykokoll-Puffer).
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Fig. 14.
Knochenextrakt, 24 Stdn. gehalten in 0,4 9 igen
NaHCOg-Losungen, auf verschiedene pH gebracht.
Aktivitit des Enzyms gemessen durch Hydrolyse
von 0,1 norm. Na-Glycerophosphat in 2,5 Stdn.
bei pH=29,1, angegeben in Prozent der
urspriinglichen Aktivitat.

Darstellung. Zur Gewinnung
von wirksamen Enzympraparaten
aus Niere wird mit Wasser extra-
hiert. Das Eiweiss wird isoelek-
trisch ausgefillt. Reinigung durch
Adsorptionsmethoden haben bis
jetzt wenig Erfolg gehabt. Erdt-
man ist eine Anreicherung im
Extrakt im Verhaltnis 1:50 ge-
lungen. Die Nierenrinde ist sehr
viel enzymreicher als die Medulla
(14,2:2,1) (Kay).

Acidititsoptimum. Kay fand
das Optimum der Phosphatabspal-
tung, und zwar sowohl aus Hexose-
diphosphat (vgl. S. 86) als aus
Glycerinphosphat zwischen pH 8,8
und 9,2, und betont, dass fiir kein
anderes Enzym ein so weit im alkali-
schen Gebiet belegenes Optimum
bekannt ist. Nieren und Knochen-
enzym stimmen in dieser Hinsicht
iiberein. Es sei auf die Aciditits-
kurve Fig. 13 verwiesen. Mart-
land und Robison finden das
pH-Optimum fiir Knochenphos-
phatase bei pH = 8,4.

Substrate. Bemerkenswert ist
die Feststellung von Kay, dass
B-Glycerophosphat schneller hydro-
lysiert wird als das «-Salz. Casein
wird von der Glycerophosphatase
nur schwer angegriffen.

Sowohl die roten Blutkorper-
chen als das Plasma enthalten ein
Substrat fiir die Nierenphosphatase.
Wenn Nierenphosphatase auf das
Blut einwirkt, so werden die organi-

schen Phosphate des Plasmas hydrolysiert, nicht aber die Phosphorsaure-

ester innerhalb der Erythrocyten.
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Hinsichtlich der Kinetik ist das Ergebnis von Martland und Robison
zu bemerken, dass die Hydrolyse des Glycerophosphates durch anorganisches
Phosphat schon in geringer Konzentration gehemmt wird, nicht aber durch
Glycerin in #hnlichen Konzentrationen.

Martland und Robison wiesen die synthetischen Wirkungen der
Phosphatase nach an Mannit, Glykol, Glucose und Fructose.

Temperaturstabilitiit der Knochenphosphatase. Durch Messungen bei
38° unter verschiedenen pH-Bedingungen wurde gezeigt, dass schon von
pH = 8,5 an die Stabilitit der Phosphatase mit zunehmender Alkalinitit
stark abnimmt (Fig. 14).

C. Phytase.

Substrat. Das Phytin ist nunmehr als Inositphosphorsiure erkannt?,
und zwar kommen nach den Analysen 6 PO,-Gruppen auf 1 Molekiil Inosit,
CeH1,04, wonach also dem Phytin etwa die folgende Formel zukommt (Neu-

berg):
(¢

7N,
(HO)P  P(OH),
0 (V]
H([)——(‘)H
(OH), | | (OH),

O/I’—O—HC CH-O—P\

\P—O—H(‘J— --(})H—O——P/
(OH), (OH),

0

Die Synthese des Phytins aus Inosit und P,0; ist von Posternak? durch-
gefithrt worden.

Bemerkenswert ist, dass die Phosphorsiaure aus dem Phytin verhéltnis-
missig leicht abgespalten wird?2.

Uber die Art der Bindung der Phosphorsiure und die Stellen der freien
Hydroxylgruppen herrscht noch nicht véllige Klarheit. Die weite Verbreitung
des Phytins im Pflanzenreich ist durch die Arbeiten von U. Suzuki und
Yoshimura sowie von Schulze und Winterstein erkannt worden.

Dass das Phytin in den Pflanzen von einer spezifischen Phosphatase be-
gleitet wird, haben zuerst Suzuki, Yoshimura und Takaishi* angegeben,
welche fiir dieses Enzym den Namen Phytase vorgeschlagen haben5. Sie

1 Suzuki u. Yoshimura, Bull. Coll. Agric. Tokyo, 7, 495;1907. — Neuberg, Biochem.
Zs b, 443; 1907 und 9, 557; 1908. — Posternak, C. r. 169, 79; 1919.

2 Posternak, C. r. 168, 1216. — Helv. 4, 150; 1921.

3 Siehe hierzu Jegorow, Biochem. Zs 42, 432; 1912 und 61, 41; 1914.

% Suzuki, Yoshimura u. Takaishi, Bull. Coll. Agric. Tokyo, 7, 504; 1907.

8 Zaleski, Bot. Ber. 24, 285; 1906, hatte bereits darauf hingewiesen, dass aus 15slichen
Phosphorverbindungen in keimenden Samen Phosphorsiure freigemacht wird.
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konnten bei der enzymatischen Spaltung neben Phosphorsiure auch Inosit
nachweisen.

In Aspergillus niger und anderen Schimmelpilzen wurde Phytase von
Dox?! nachgewiesen.

Im Gegensatz zu Plimmer konnten Mac Collum und Hart? Phytin
durch Ausziige aus tierischen Organen (Leber und Blut, nicht Niere und
Muskel) spalten.

Vorkommen. Die oben genannten japanischen Forscher haben die Phy-
tase aus Reiskleie gewonnen. Sie ist, wie man jetzt weiss, in zahlreichen
Pflanzensamen (siehe auch Plimmer, S. 99) enthalten und kann z. B. aus
Griinmalz leicht dargestellt werden.

Die Wirkung einer Phytase im Bier ist durch W. Windisch und Vogel-
sang3 wahrscheinlich gemacht worden. In Gerste und Mais wiesen Vor-
brodt* sowie Liiers und Silbereisen die Phytase nach, in Weizenkleie
R. J. Anderson®. Demgemiss wird Phytin auch durch Weizenmehle
abgebaut (Collatz und Bailly®). Nach Starkenstein? soll Phytin und
Inosit und gleichzeitig Phytase nicht nur in allen griinen Pflanzen verbreitet
sein, sondern auch in tierischen Organismen (Muskel, Leber); allerdings ist
dabei kein Beweis fiir die Spezifitdt dieser tierischen ,,Phytasen‘‘ erbracht.
In 2 Jahre alten Ahornsamen fand R. J. Anderson® Phytase.

Niedere Pilze enthalten neben vielen anderen Enzymen auch Phytase,
und zwar fanden dieses Enzym

Dox und Golden (JI Biol. Chem. 10, 183; 1912) in Aspergillus niger,
fumigatus und clavatus,

Jegorow (H. 82, 231; 1912) in Penicillium crustaceum.

Darstellung. Suzuki und seine Mitarbeiter haben ihre Reiskleienphytase
mittels Alkohol geféllt. Adler® beschreibt seine Darstellungsweise aus
Griinmalz eingehender:

Das 14 Tage gekeimte Grinmalz wird gequetscht, 700 g davon werden 7 Stunden lang
mit 2,5 1 259, igen Alkohols extrahiert. Der von den festen Riickstinden abfiltrierte Extrakt
wird nun mit dem 3%, fachen Volumen 96 %igen Alkohols versetzt; der hierdurch entstehende
flockige Niederschlag setzt sich in 3 Stunden ab; er wird durch Filtration von der Fliissigkeit
getrennt und dann mit Alkohol und Ather gewaschen.

Liiers und Silbereisen!® geben folgende Vorschrift: Man geht von
Gerstengriinmalz aus, dessen Wachstum zwecks Enzymanreicherung auf

1 Dox, J1 Biol. Chem. 10, 183; 1911.

2 Mac Collum u. Hart, J1 Biol. Chem. 4, 497; 1908.

3 W.Windisch u. Vogelsang, Woch. f. Brau. 23, 516; 1906.
¢ Vorbrodt, Akad. Wiss. Krakau 1910. A. 414.

5 R.J. Anderson, Jl Biol. Chem. 20, 475, 483; 1915.

6 Collatz u. E. M. Bailly, JI Ind. a. Eng. Chem. 13, 317; 1921.
7 Starkenstein, Biochem. Zs 30, 94, 1911.

8 R.J. Anderson, Jl Biol. Chem. 43, 469; 1920.

? Adler, Biochem. Zs 75, 319; 1916. — Siehe auch Seite 95.

10 Liiers w.Silbereisen, Woch. f. Brau. 44, 263; 1927.
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16 Tage ausgedehnt wird. Das feuchte Griinmalz wird auf der Fleischhack-
maschine zerquetscht und 4 kg davon werden mit 12 Liter 25°/,igem Alkohol
10 Stunden unter Riihren digeriert. Die durch Abpressen erhaltene Losung
wird durch Zentrifugieren von mitgerissener Stirke getrennt und blank filtriert.
Aus 11,5 Liter Losung wurde das Enzym durch Zusatz von 30 Liter 96°/,igem
Alkohol in Form voluminéser Flocken ausgefillt, die sich in hohen Stand-
zylindern in kurzer Zeit absetzten. Die iiberstehende Losung wird abgehebert,
der Niederschlag auf der Zentrifuge mehrmals mit Alkohol und einmal mit
Alkohol-Ather und dann noch mit Ather aufgeschlimmt und zentrifugiert.
Nach dem Trocknen im Vakuum iber 4

Schwefelsdure wurden 30 g pulveriges, |- o Grar madh|Lders u Siberaisey

fast weisses Rohenzym erhalten. :_ /”‘\\
Optimale Aciditit. Adler (l. c.) 7, / «

fand pH = 5,4—5,5. — Liiers und L5} /

Silbereisen haben die Aciditits- ;

kurve genauer aufgenommen, und z— /

zwar mit verschiedenen Puffern. Die 4 2

Fig. 15 ist der Arbeit der genannten  0; m 5 3

Pu
Forscher entnommen.

Kinetik. Adler hatte unter opti-
malen Bedingungen bis zu 72%/, des angewandten Phytins zerlegen konnen.
Liers und Silbereisen versuchten ihre Versuchszahlen nach der Formel
fir monomolekulare Reaktionen zu berechnen; ,,doch wiesen diese k-Werte
einen starken Gang auf, so dass sich kein Mittelwert bilden liess. Auch eine
Reihe anderer Formeln ... lieferten immer nur stark abfallende k-Werte*.

Liters fand Anschluss an die Schiitzsche Regel (vgl. Bd. I, 3. Aufl,, S. 161), die also
hier als (rein empirische) Interpolationsformel brauchbar ist.

Einfluss der Temperatur. Adler gab als giinstigste Temperatur fir die
Phytinspaltung 56° an. Liiers und Silbereisen fanden ,ein sehr scharf

ausgepriagtes Temperaturoptimum von 48°‘. Den Temperaturkoeffizienten
der Phytasewirkung

Fig. 15.

kit 10
ky
berechnen Liiers und Silbereisen
fir das Temperaturintervall 28—88° zu 1,48
» o ” 38—48° | 1,78,

Die Moglichkeit ist in Betracht zu ziehen, dass der kleine Temperatur-
koeffizient mit der Labilitdt des Enzymes zusammenhingt.
Analytische Methoden. Die Bestimmung des Phytins haben besonders

Plimmer und Heubner, sowie Adler und Rippel eingehend bearbeitet
(siehe S. 104).
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D. Spaltung von Cholesterin-Phosphorsiureester.

Cholesteryl-Phosphat CyyHy,PO4 wurde von Euler und Bernton? aus Cholesterin und
Phosphoroxychlorid in Pyridinlosung dargestellt. Wie der folgende Versuch von G.Menzinsky
zeigt, wird die teilweise kolloide Losung dieses Phosphats von Nierenphosphatase weitgehend,
wenn auch langsam gespalten.

0,15 g Cholesterinphosphat in 10 cem Alkohol gelést und in 80 cem Wasser ein-
pipettiert. Aciditat: pH = 8,3.

Stunden 0 48 96
mg freies Py05 0,38; 0,37 2,11 3,48

E. Spaltung aromatischer Phosphorsiiureester.

Hier liegen einige Ergebnisse von Neubergund J. Wagner? sowie von R. Iwatsuru?
vor. Diphenylorthophosphorsaures Kalium, (CgH;).PO,K, sowie diphenylpyrophosphorsaures
Kalium (CgH;)oP20,K,, ferner die Dikaliumsalze der Monophenylorthophosphorséiure, (CgH;)PO 4K,
werden von einem in Aspergillus oryzac enthaltenen Enzym gespalten.

F. Messung der Hydrolyse organischer Phosphate.

In erster Linie kommen die Molybdatmethode? und die Fallung mit
Magnesiamischung in Betracht. Auch die Urantitration nach Neubauer
kann, wenn keine grosse Genauigkeit erforderlich ist, verwendet werden.

Eine auch zur Bestimmung von PO, in organischen Phosphaten viel-
fach brauchbare Methode hat Neumann?® angegeben. Fiir die Untersuchung
von Phytin ist eine Modifikation erforderlich (Plimmer und Bayliss®;
Heubner?).

Zur Verfolgung der enzymatischen Spaltung muss anorganisches Phosphat
neben den verschiedenen organischen Phosphaten bestimmt werden. Letztere
verhalten sich hinsichtlich der beiden hauptsichlichsten Fallungsmittel
(Magnesiamischung und Ammoniummolybdat) verschieden.

Wihrend es nach Vorbrodt®, Plimmer und Page® u. a. notwendig
ist, bei Arbeiten mit Phytinlgsungen die Molybdatmethode (bei 879 zu ver-
wenden (nach Heubner 1. c. kann dies ohne Stérung nur bei Anwesenheit
geringer Phytinmengen geschehen), kann man anorganisches Phosphat von
Casein®, von Glycerophosphat und von Zymophosphat durch Magnesia-
mischung trennen, und zwar unter Vermeidung hoherer Temperaturen.

1 Euler u. Bernton, Chem. Ber. 60, 1720; 1927.

2 Neuberg u. J. Wagner, Biochem. Zs 171, 485; 1926.

3 Iwatsuru, Biochem. Zs 173, 348; 1926.

4 Auf die Modifikation der Molybdatmethode von Benedict u. Theis sei besonders
aufmerksam gemacht.

5 Neumann, H. 37, 115; 1903. — 43, 32; 1905.

¢ Plimmer u. Bayliss, JI Physiol. 33, 439; 1906.

? Heubner, Biochem. Zs 64, 401; 1914.

8 Vorbrodt, Bull. Acad. Cracovie, A, 418; 1910.

? Plimmer u. Page; Biochem. J1 7, 163 ; 1913.
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Jedenfalls ist stets die Zersetzlichkeit desjenigen organischen Phosphates,
mit welchem man arbeitet, genau in Betracht zu ziehen.

Mikromethoden. In den letzten Jahren ist eine Reihe sehr brauchbarer
Methoden zur Bestimmung kleiner Phosphatmengen vorgeschlagen worden.
Das Prinzip der Kleinmannschen Phosphatbestimmung? als Alkaloidphos-
phomolybdat ist von Embden? mit Erfolg zu einer gravimetrischen Mikro-
methode ausgearbeitet worden. Dieselbe ist auch in diesem Laboratorium
in einer praktischen Ausfithrungsform von Myrb#ck?® verwendet worden.
Nach Erfahrungen von R.Nilsson geschieht bei der gravimetrischen Methode
die Enteiweissung auch von Hefepriparaten mit vollkommen befriedigender
Genauigkeit durch Fillung mit Trichloressigsiure (siehe hierzu Lohmann
und Jendrassik!!). Es sei ferner auf die Methoden von Lieb%, von
Benedict, sowie von Heubner® hingewiesen, ferner auf die Methoden von
Margarete Sorensen® und diejenige von M. Macheboeut?.

Martland und Robison® haben sich ebenfalls eines empfehlenswerten
Verfahrens bedient.

Eine colorimetrische Methode zur Bestimmung des Phosphates als
Phosphormolybdat griindet sich auf die von Taylor und Miller® gefundene
Tatsache, dass in einem Gemisch von Molybdénsdure und Phosphormolybdén-
saure nur die letztere durch Reduktionsmittel Molybdénblau bildet. Fiske
und Subbarow!®wenden als Reduktionsmittel Aminonaphtolsulfosiure (1, 2, 4
,,Bikonogen‘‘) an, und ihre Methode hat neuerdings vielfach Anwendung ge-
funden, z. B. durch Lohmann und Jendrassik!! bei Arbeiten mit Muskelsaft.

Sie enteiweissen 1 cem Muskelsaft mit 4 bis 6 cem 79/yiger Trichlor-
essigsiure, filtrieren nach 5 Minuten und versetzen einen aliquoten Teil (weniger
als 0,5 mg P,0; enthaltend) mit 5 ccm Molybdatlésung und Eikonogenlosung.

1 Kleinmann, Biochem. Zs 99, 19; 1919.

2 Embden, H. 113, 108; 1921.

s Myrbick, H. 148, 197; 1925,

4 Lieb, Pregl, Die Mikroanalyse, 2. Aufl. Berlin 1923.

5 Heubner, Biochem. Zs 64, 401; 1914.

¢ Marg. Sorensen, Medd. Carlsb.-Lab. 15, Nr. 10; 1925,

? Macheboeuf, Bull. Soc. Biol. 7, 464; 1926. — Recherches sur les composés phosphorés
du sang. Paris 1927.

8 Martland u. Robison, Biochem.Jl 18, 765; 1924. — Gaddum, Biochem. J1 20,
1204 ; 1926.

% Taylor u. Miller, J1 Biol. Chem. 18, 215; 1914.

0 Fiske u. Subbarow, Jl Biol. Chem. 66, 375; 1925.

1 Lohmann u. Jendrassik, Biochem. Zeitschr. 178, 419; 1926.
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Sulfatasen.

Ein Enzym, welches nach der Gleichung
R-0-S04K 4 H,0 = R-OH + HKSO,
Schwefelsdureester von Phenolen und Phenolhomologen (auch von Nitro-

phenolen) zerlegt,~wurde von Neuberg und Kurono! entdeckt.

,,Bemerkenswert ist nun die auswidhlende Wirkung der Sulfatase.
Sie aussert sich darin, dass die dtherschwefelsauren Salze der aliphatischen
Alkohole sowie der hydroaromatischen Verbindungen nicht angegriffen werden.
So sind die Kaliumsalze der Athyl- und Amylschwefelsiure, der m-Methyl-
cyclohexanol-Schwefelsiure, sowie der d- und l-Borneolschwefelsaure —
wenigstens gegen die bisher zur Verfiigung stehenden Fermentpriparate —
resistent. Hierin offenbart sich eine geéwisse Parallele zum physiologischen
Verhalten insofern, als die hydroxylhaltigen Verbindungen der hydro-
aromatischen Reihe im Tierkérper vorwiegend mit Glucuronsédure gepaart
werden.

Vorkommen. In Pilzen, besonders in Aspergillus oryzae und in Bakterien.

Das Trockenpriparat des Aspergillus oryzae, die Takadiastase, spaltet
Phenolsulfate ebenfalls2. Auch im tierischen Organismus hat Neuberg das
Enzym nachweisen kionnen, nimlich in Organen von Menschen, Kaninchen,
Meerschweinchen® 4. Niere liefert die kriftigsten Préparate.

Nach Wohlgemuth und Nakamura® in der Haut. Eine sehr lesens-
werte Darstellung der physiologischen Rolle der Sulfatasen hat Neuberg ge-
geben (Naturw. 12, 797; 1924).

,,Die tierische Sulfatase ist gleich dem Ferment der Pilze von der lebenden
Zelle abtrennbar; denn die durch Eintragen in Aceton gewonnenen haltbaren
Zubereitungen, z. B. Acetonniere und Acetonleber, spalten aufs deutlichste,
ebenso mit Ather entfettete Trockenpriparate.

Den Fortgang der enzymatischen Hydrolyse kann man leicht durch
Abnahme der in organischer Esterbindung vorhandenen Schwefelsiure fest-
stellen oder durch den Nachweis der losgelssten und bei neutraler Reaktion
abdestillierten oder durch Ausdtherung gewonnenen Phenole.

Euler und St. Erikson® haben in Erwégung gezogen, ob an der Wirkung
der Sinigrinase eine Sulfatase beteiligt ist. Diese Annahme wird durch
neuere Versuche von Neuberg und J. Wagner” gestiitzt.

1 Neuberg u. Kurono, Biochem. Zs 140, 295; 1923.

2 Neuberg u. Joachim Wagner, Biochem. Zs 161, 498; 1925.
3 Neuberg u. Simon, Biochem. Zs 156, 365; 1925.

¢ L. Rosenfeld, Biochem. Zs 157, 434; 1925,

8 Wohlgemuth u. Nakamura, Biochem. Zs 175, 226; 1926.

$ Euler u. St. Erikson, Fermentf. 8, 523; 1926.

7 Neuberg u. J. Wagner, Zs exp. Med. 56, 334; 1927.



Die hydrolysierenden Enzyme
der Kohlenhydrate und Glucoside.

4. Kapitel.

a-Glucosidasen.
Maltase (a-Methyl-Glucosidase), Trehalase.

Bearbeitet von Karl Josephson.

Nach Emil Fischer kénnen die Hexoside, d. h. 4therartige Verbindungen
der Hexosen vom Typus der Methylglucoside oder vom Typus der Maltose
(oder Trehalose) in zwei verschiedenen Reihen, die sog. «- und B-Reihen,
eingeteilt werden. Die Verschiedenheit dieser Reihen, welche auf die stereo-
chemische Verschiedenheit der in den Hexosiden eingehenden Zuckern zuriick-
zufithren ist, #ussert sich besonders ausgeprigt im Verhalten der Substrate
zu zwei verschiedenen Enzymgruppen, welche demgeméss als a- und g-Enzyme
bezeichnet werden.

Strukturchemisch unterscheiden sich die zur e- oder B-Reihe gehoren-
den Substrate durch die ungleiche Anordnung an der sog. glucosidischen
Gruppe?:

l |
H—C—O0—R R—0—C—H

l |
H—C—0H H—C—O0H

l |
OH—C—H | HO—C—H |

| { | :

a-Form (cis-) ﬂ-Form (trans-)

Zu der Reihe der a-Glucosidasen konnen ausser der Maltase (a-Methyl-
Glucosidase) und Trehalase auch die Mannosidase, welche spezifisch auf die
a- Alkyl-Mannoside eingestellt ist (Hérissey), sowie die Glucosaccharase
(Kuhn), welch letztere jedoch besser in Zusammenhang mit der gewdhn-
lichen Fructosaccharase behandelt wird, gerechnet werden.

1 Tanret, Bull. Soc. Chim. (3) 13, 733; 1895. — Béeseken, Chem. Ber. 46, 2612; 1913,

— Pictet, Helv. 3, 649; 1920. — Sielie auch E.F. Armstrong, Jl Chem. Soc. 83, 1305;
1903.
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A. Maltase (a-Methyl-Glucosidase).

E. Fischer! nahm an, dass ein- und dasselbe Enzym der Hefe, die Mal-
tase, sowohl Maltose wie auch andere a-Glucoside (z. B. a-Methylglucosid)
angreifen kann. Eine von Willstatter und Steibelt? unternommene Priifung
der enzymatischen Wirkungen verschiedener Hefen und ihrer Ausziige hat
dann ergeben, dass die Zeitwerte fiir Maltosespaltung und e-Methylglucosid-
spaltung kein konstantes Verhéltnis aufweisen:

Hefe Quotient der Hefe Quotient der
Zeitwerte Zeitwerte
Lowenbrau . 45 Weinhefe Assmanns- Anfangswert 2,5
Hofbrau . 3,4 hauser. . . { Endwert 3,2
\ . Anfangswert 0,9 | Brennereihefe M . 0,7
Spatenbriu . Endwert 1,1 Brennereihefe, Rasse II 1,0
Pschorrbriu .. Anfangswert 7,7 . Anfangswert 0,8
Frohberg, Unterh. Reink, Anfangswert 5,5 Brennereihefe,Rasse XII { Endwert 1,3
Weissbrau Tal. . . . 2,5 Brennereihefe, Kopen- Anfangswert 1,8
hagen . N { Endwert 1,1

Dass diese Schwankungen im Zeitwertquotienten jedoch nicht, wie Will-
stdtter und Steibelt angenommen hatten, in der Existenz einer von der
Hefemaltase verschiedenen Hefe-a-Methylglucosidase zu erkliren ist, geht
aus der wichtigen Arbeit von Willstdtter, Kuhn und Sobotka? iber die
relative Spezifitat der Hefemaltase hervor. Nach dem Vorbilde der Unter-
suchung tber ,,Saccharase- und Raffinasewirkung des Invertins“* wurde in
der Arbeit von Willstdtter, Kuhn und Sobotka ,,unter Beriicksichtigung
der von Hefe zu Hefe und von Substrat zu Substrat wechselnden Affinitéits-
betrage aus dem Verhiltnis der Enzymwerte auf das Verhiltnis der Enzym-
mengen geschlossen. Es ergibt sich dabei, dass bei gleicher Konzentration
der Enzym-maltose-, Enzym-a-methylglucosid- und Enzym-a-phenylglucosid-
Verbindungen auch das Verhiltnis der Zerfallsgeschwindigkeiten innerhalb
der Fehlergrenzen der Methode unabhiingig ist von der Herkunft der an-
gewandten Fermentlosung. Die Annahme E. Fischers von der einheit-
lichen Natur des auf Glucoside der a-Reihe eingestellten Hefeenzyms hat
also durch die neueren Ergebnisse der Forschung eine Bestéitigung erhalten.

Indessen hatte Fischer selbst mit Niebel3 gefunden, dass Pferde-
und Rinderserum, welche Maltose leicht spalten, a-Methylglucosid gar nicht
angreifen. Dieses Resultat hat Bierry® fiir Wirbeltiere bestitigt (eine Aus-

1 E. Fischer, H. 26, 60; 1898.

? Willstdatter u. Steibelt, H. 115, 199; 1921.

3 Willstatter, Kuhn u. Sobotka, H. 134, 224; 1924.

4 Kuhn, H. 125, 28; 1922/23.

5 E. Fischer u. Niebel, Sitz.-Ber. Preuss. Akad. 5, 73; 1896.
¢ Bierry, C. r. 149, 314; 1909.
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nahme war nur der Darm des Hundes, wo jedoch Bakterien mitgespielt haben
konnen). Levene und Meyer! fanden auch Gewebsextrakte wirkungslos.
Bei den tierischen Maltasen scheint also ein von der Hefemaltase abweichendes
Enzym vorzuliegen. Auch das Enzym von Schimmelpilzen sowie das von
einigen Weinhefen soll e-Methylglucosid nicht spalten.

Eine wichtige Bestidtigung der Annahme der Existenz verschiedener
Maltasen wurde erbracht durch die Beobachtung von Leibowitz?, dass eine
Gerstenmalzmaltase gegen a-Methylglucosid véllig unwirksam ist, und durch
die ganz dhnlichen Befunde von Leibowitz und Mechlinski® tiber die Un-
wirksamkeit des maltosespaltenden Enzyms aus Aspergillus oryzae (Taka-
maltase) gegeniiber a-Methylglucosid.

Die Verschiedenheit des Hefeenzyms von der gegeniiber a-Methylglucosid
unwirksamen Maltase soll nach Leibowitz dhnlich der von Kuhn beobachteten
Verschiedenheiten der sog. Fructo- und Glucosaccharasen sein. Im Gegensatz
zur ,,Glucosidomaltase’ der Hefe betrachtet er die gegen «-Methylglucosid
(wie auch gegen Maltosazon und «-Methylmaltosid mit verinderten Glucose-
resten aber unverianderten Glucosidoresten) unwirksame Maltase als eine
,,Glucomaltase®, angepasst an die reduzierende Glucosekomponente der
Maltose. Es scheint also festzustehen, dass wenigstens zwei Enzyme existieren,
welche die Maltose zu spalten vermdgen; von diesen ist die in den meisten
Hefen vorkommende Maltase auch zur a-Methylglucosidspaltung fahig. Ob
die beiden Maltasen in ihren Vorkommnissen streng geschieden werden kénnen,
steht jedoch noch nicht fest. Im Falle der Gluco- und Fructosaccharasen
1st dies nicht der Fall (siehe S. 138).

1. Substrate der Maltasewirkung.

Von den durch die Hefemaltase (a-Glucosidase) spaltbaren kiinstlichen
Glucosiden ist das von E. Fischer® 1893 entdeckte a-Methylglucosid das
wichtigste Substrat. Das a-Methylglucosid, Schmelzpunkt 166°, zeigt eine
spezifische Drehung [a], = +158,9°, wihrend die entsprechende f-Verbin-
dung [a], = —384,20 zeigt. Beide Isomere werden durch verdiinnte Siuren
hydrolysiert, und zwar das a-Glucosid etwas langsamer als das f-Glucosid.
Zwischen den beiden Isomeren stellt sich in methylalkoholischer Salzsiure
Gleichgewicht ein bei 77°/, des a-Glucosides und 23°/, des p-Glucosides.

Wie wohl zuerst von Simon?® vermutet wurde, entspricht die Isomerie

! Levene u. Meyer, JI Biol. Chem. 18, 469 ; 1914.

2 Leibowitz, H. 149, 184; 1925. — Vgl. Pringsheim u. Leibowitz, Biochem. Zs
161, 456; 1925,

3 Leibowitz u. Mechlinski, H. 154, 64; 1925.

4 E. Fischer, Chem. Ber. 26, 2400; 1893. — Vgl. E. Fischer, Chem. Ber. 28, 1145;
1895.

5J.L. Simon, C. r. 132) 487 u. 596; 1901. — Siehe auch Tanret, Bull. Soc. Chim.
(3) 33, 337; 1905.
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zwischen dem ¢- und B-Methylglucosid derjenigen zwischen den beiden Tanret-
schen Glucoseformen:

a-Methylglucosid [e], = +158,9°  «-Glucose [¢], = +111,2°
p-Methylglucosid [a], = — 84,2°  f-Glucose [e¢], = + 17,5°

Summe: 124,7° Summe: 128,7°

Diese Annahme steht mit der Giiltigkeit der sog. zweiten Hudsonschen
Regel® im besten Einklang und eine experimentelle Stiitze wurde erbracht
durch den Nachweis von E. F. Armstrong?, dass bei der raschen enzymatischen
Spaltung des a-Glucosides eine Glucose von hoher Anfangsdrehung erhalten
wird, wihrend f-Methylglucosid bei der Einwirkung von Emulsin eine Glucose
von niedriger Anfangsdrehung liefert. Es diirfte also als ziemlich sichergestellt
betrachtet werden konnen, dass aus a-Glucosiden a-Glucose, aus f-Glucosiden
B-Glucose abgespalten wird.

Maltose. Krystallisiert mit 1 Mol. H,O; die Zusammensetzung ist also
CioHp01 + H,0.

Drehung des Anhydrids: [el]y = +187,2%; das Drehungsvermdgen
ist abhéngig von der Konzentration und der Temperatur.

Fiir p=5—385 und t=15—385° gilt: [«], =140,8375—0,01837 p—0,095 t.

Drehung des Hydrates: [e¢]y = 180,5°. Maltose zeigt Mutarotation,
und zwar steigt die Drehung der frisch hergestellten Losung, was auf die
Herstellung eines Gleichgewichts zwischen einer a-Form (4 160° als Hydrat)
und einer f-Form (4 112° als Hydrat) zuriickgefithrt wird (Hudson?). Die
krystallisierte Maltose ist die f-Form.

Hinsichtlich der Konstitution der Maltose, welche seit 1919 allgemein
als eine Glucosido-6-Glucose galt, haben 1926 Irvine und Black?, sowie
Cooper, Haworth und Peat5 dargelegt, dass sie entweder einer Glucosido-
4-Glucose oder einer Glucosido-5-Glucose entspricht, je nachdem die Sauer-
stoffbriicke im Glucoseteil 1,5-Lage oder 1,4-Lage besitzt. Durch die Arbeiten
von Haworth und Peat® und von Zemplén? ist dann schliesslich die
Formulierung der Maltose als eine Glucosido-4-Glucose <1,5> wahrscheinlich
gemacht worden.

Die folgende Formel bringt also die Eigenschaften der Maltose am besten
zum Ausdruck:

1 Hudson Jl Amer. Chem. Soc. 31, 66; 1909.

2E.F.Armstrong, JI Chem. Soc. 83, 1305; 1903.

3 Hudson, JI Amer. Chem. Soc. 30, 1781; 1908. — Hudson u. Yanowski, J1 Amer.
Chem. Soc. 39, 1013; 1917.

4 Irvine u. Black, JI Chem. Soc. 1926, 862.

5 Cooper, Haworth u. Peat, JI Chem. Soc. 1926, 876.

¢ Haworth u. Peat, JI Chem. Soc. 1926, 3094.

? Zemplén, Chem. Ber. 60, 1555; 1927.
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CH,OH.CH-CHOH. - CHOH.CHOH.-C
° 1 0 !
« OH
o ﬁ
CH,OH-CH.CH- CH%H -CHOH - 9
|
Die Maltose enthélt eine Fehlingsche Losung reduzierende Gruppe und
zeigt tiberhaupt die Eigenschaften einer Aldose. Die Reduktionskraft gegen-
iiber Fehlingscher Losung betriagt etwa 61°/, der Reduktionskraft der
Glucose.
Durch starke Séauren wird Maltose viel langsamer hydrolysiert als Rohr-
zucker, aber schneller als a-Methylglucosid. Die folgenden relativen Spaltungs-
geschwindigkeiten sind nach E. F. Armstrong und Caldwell! berechnet:

Methylglucosid . . . . . ... .014
Maltose . . . . . . . I 1,00
Rohrzucker. . . . . . . . . . . 980

II. Tierische Maltasen.

Yorkommen. Die meisten, wenn nicht alle tierischen Organe und Flissig-
keiten, welche Starke spalten, enthalten auch Maltase; demgemiss geht der
Abbau der Starke teilweise bis zur Glucose. Der Umstand, dass der grosste
Teil der Stirke als Maltose gefunden wird, zeigt aber, dass die Wirksamkeit
und demgemiss vermutlich die Menge der Maltase in diesem Material im Ver-
gleich zur Amylase gering ist.

Im Speichel und im Pankreassaft findet man nur schwache Maltase-
wirkung. Im menschlichen Speichel soll die Maltase fast stets fehlen (Prings-
heim und Leibowitz?).

Im Darm wurde das Enzym von Bourquelot3, Shore und Tebb4,
Hamburger® und Rohmann® nachgewiesen und nsher untersucht. Nach
letzterem soll es sich im Jejunum in héherem Grad finden als im Ileum, was
mit den Befunden von Euler und Svanberg an Saccharase (siehe dort) in
guter Ubereinstimmung steht. Die Carnivoren sollen jedoch nach Osato?
keine ausgeprigten Verschiedenheiten in den verschiedenen Teilen des Darmes
aufweisen.

E.F. Armstrong u. Caldwell, Proc. Roy. Soc. B. 73, 526; 1904. — Siehe auch
E.F. Armstrong, The simple Carbohydrates and the Glucosides, 3. Aufl., 1919, 130; 4. Aufl.,
1924, S. 140.

% Siehe Oppenheimer-Kuhn, Lehrbuch der Enzyme, Leipzig 1927, 266.

3 Bourquelot, C. r. 97, 1000; 1883,

“Shore u. Tebb, JI of Physiol. 13, (19); 1892. — Tebb, ebenda 15, 421; 1894.

> Hamburger, Pflig. Arch. 60, 575; 1895.

®* Rohmann, Chem. Ber. 27, 3252; 1894. — Rohmann u. Nagano, Pfiig. Arch. 95,
533; 1903.

? Osato, Tohoku J1 of Exp. Med. I, 1; 1920.
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Lebermaltasen verschiedener Tiere haben Kusumoto!, Tebb und
Doxiades? untersucht.

Blutserum besitzt eine ziemlich starke Fihigkeit, Maltose zu spalten, wie
aus den Arbeiten von R6hmann3, Bial*, Hamburger, Tebb und be-
sonders von Fischer und Niebel® hervorgeht. Compton® fand das pH-
Optimum der Wirkung der Maltase im Blutserum des Hundes bei pH = etwa
6,6. Die tierische Maltase scheint ohne Wirkung auf ¢-Methylglucosid zu sein.

ITI. Maltase der Phanerogamen.

Im Malz findet man die diastatischen Enzyme meist von kleinen Mengen
Maltase begleitet. Auch die iibrigen amylasehaltigen Getreidearten diirften
Maltase enthalten. Besonders nachgewiesen ist dies hinsichtlich Mais von
Beyerinck?, welcher aus diesem Material ein Maltasepraparat dargestellt
hat, ferner von Geduld® und von Huerre®. Letzterer Forscher glaubte
im Embryo des Maises zwei Maltasen nachgewiesen zu haben, welche sich
durch ihre Loslichkeit und ihre Temperaturempfindlichkeit unterscheiden.
Auch im Samen von Fagopyrum (Buchweizen) fand Huerre zwei entsprechende
Maltasen. Schon E. Fischer!® hat die Moglichkeit hervorgehoben, dass die
Malzmaltase von der Maltase der Hefen verschieden ist.

Die Maltase des Gerstenmalzes ist in letzterer Zeit dank der Arbeiten von
Pringsheim und Leibowitz niher charakterisiert worden.

Pringsheim und Leibowitz! fanden, dass das maltosespaltende Enzym
in einer Lieferung von Trockenmalz der Byk-Guldenberg-A.-G., im Gegensatz
zu der Hefemaltase ihre stirkste Wirksamkeit bei pH = 4,5—5 entfaltet. Diese
Maltase war dann der Gegenstand einer eingehenden Untersuchung von Leibo -
witz12, der sie als eine Glucomaltase charakterisierte, da sie gegeniiber
a-Methylglucosid und S-Methylmaltosid unwirksam war.

Was die Kinetik der Spaltung der Maltose durch diese Gerstenmalz-
maltase betrifft, so wurden fast durchweg steigende Werte der nach der
Formel fiir monomolekulare Reaktionen berechneten Reaktionskoeffizienten
gefunden:

1 Kusumoto, Biochem. Zs 14, 217; 1908.

2 Doxiades, Biochem. Zs 32, 410; 1911.

3 Rohmann, Chem. Ber. 25, 3654 ; 1892.

4 Bial, Pfliig. Arch. 54, 72; 1893.

5 Fischer u. Niebel, Sitz.-Ber. Preuss. Akad. 5, 73; 1896.

¢ Compton, Biochem. J1 18, 173; 1924.

7” Beyerinck, Zbt. Bakt. II, 1, 221; 1895.

8 Geduld, Kochs Jahresber. 1891, 220.

® Huerre, C. r. 148, 300; 1908.

10§ Fischer, H. 26, 74; 1894. — Chem. Ber. 27, 3479; 1894.
U Pringsheim u. Leibowitz, Biochem. Zs 161, 456; 1925.
2 Teibowitz, H. 149, 184; 1925.
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Die spezifische Verschie-

denheit der Gerstenmalzmal-
tase und der gewdhnlichen

Hefemaltase ging auch daraus
hervor, dass unter den Be-
dingungen, bei denen man
nach Bourquelot! eine
weitgehende Synthese (bis zu
60°/,) mit dem Hefeenzym
erhalten kann, das Malz-
enzym tiiberhaupt keine Glu-
cosidsynthese verursachte.
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Malzauszug B, frisch.
Std. Spaltung 104 a
(® mg O % |7 %a—x
0 48,6 — —
2 49,8 3 66
4 51,2 6 67
8 53,4 12 69
24 63,8 34 75
32 68,0 44 79
48 74,5 62 87
72 81,2 80 97

1V. Maltase der Kryptogamen.

a) Hefenmaltase.

Vorkommen.

scheint, sehr verschiedene Mengen.

Die meisten Kulturhefen enthalten Maltase, aber wie es
Die Schwankungen der Maltasewerte,

welche man bei den verschiedenen Hefen findet, ist jedoch, wie aus der Unter-
suchung von Willstéatter, Kuhn und Sobotka? hervorgeht, nicht immer

allein durch die wechselnde
Konzentration der Maltase be-
dingt, sondern zu einem gewissen
Teil durch die wechselnde Affi-
nitdt der verschiedenen Hefe-
maltasen verursacht.
Als maltasefrei
angegeben:
Saccharomyces Marxianus
nach den Befunden von
E.Chr.Hansen, sowie
E. Fischer und Lind-
ner?; sowie S. exignus
(Hansen).
Saccharomyces apiculatus,

werden

Hefe Maltase- a-Methyl-
wert glucosidasewert
Kopenhagener . 3,28 3,84
(20. XII. 21) 3,22 3,71
Ottakringer . | 13,3 5,00
(13. 1. 22) . . l 4,55
Spatenbriu 30,3 8,54
(27. 1. 22) 30,3 8,40
Lowenbriu 37,0 7,52
(19. 1. 22) 7,46
Stadlauer . 0,1) ! (0,14)
Rasse XII (0,5) ) (0,19)
Rasse M . (0,7) 1 0,37)

Pseudosacch. apiculatus (Klocker).
Saccharomyces Ludwigii4, Willia anomala (Hansen) u. a.

Milchzuckerhefen, sowie die Kefirkorner scheinen auch frei von Maltase

zu sein.

Von den vielen Brennereihefen, welche sich bei der Maltasebestimmung

1 Bourquelot, Ann. de Chim. (9) 3, 287; 1915.

2 Willstitter, Kuhn u. Sobotka, H. 134, 224; 1924,
3 E. Fischer u. Lindner, Chem. Ber. 28, 3034; 1895.

4 Vgl. auch A. Gottschalk, H. 152, 132; 1926.

Chemie d. Enzyme. II. 3. A.
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als sehr arm an Maltase erwiesen haben, und doch Maltose vergiren konnen,
hat Willstatter! den Schluss gezogen, dass sie Maltose direkt ohne voran-
gegangener Hydrolyse vergiren konnen. Auch die maltasereichen Hefen
sind nach Willstatter und Bamann? imstande, die Maltose direkt zu ver-
giren. Bei pH = 4,5 ist ndmlich nach diesen Autoren die Maltasewirkung
ganz ausgeschaltet, withrend die Giarung des Malzzuckers mit voller Geschwin-
digkeit erfolgt.
Uber die Bestimmung der Maltase in Hefen siehe S. 128.

1. Isolierung und Darstellung der Hefenmaltase.

In den #lteren Vorschriften (E. Fischer3, Lintner und Krober?, sowie
Croft Hill%) wird ibereinstimmend erwiahnt, dass es notwendig ist, die Hefe
zur Extraktion von Maltase zu trocknen. Rohmann$ erhitzte sogar seine Hefe
vor der Extraktion wihrend einer Stunde auf 105—110°.

E. Fischer extrahierte die getrocknete Hefe bei 30—35° mit Toluol-
wasser. Croft Hill verwendete zur Extraktion 0,1°/,ige Natronlauge unter
Toluolzusatz.

Alle diese Methoden scheinen jedoch nur verhéltnisméssig schwache Mal-
taselosungen ergeben zu haben.

Dass die Extraktion der Maltase aus Hefen im allgemeinen auf grossere
Schwierigkeiten gestossen ist als die Extraktion von Saccharase, beruht nicht
auf der Schwerloslichkeit des ersteren Enzyms. Der Unterschied zwischen
Saccharase und Maltase beruht nach Willstatter darauf, ,,dass in der Hefe
nach ihrer Abtotung, z. B. durch Chloroform oder Toluol, durch enzymatische
Vorgiinge Bildung von S#ure eintritt, durch welche die Maltase zerstort wird,
etwa in dem Masse, wie sie in wissrige Losung tibergeht. Willstatter
gelang es, aus frischer Bierhefe starke Maltaselosungen durch Behandlung
mit Wasser unter Zusatz von Toluol bei Zimmertemperatur darzustellen, wenn
die auftretende Siure durch Ammoniak neutralisiert wurde. Auch getrocknete
Hefe gibt nach diesem Verfahren der Neutralextraktion mindestens ebenso
wirksame Losungen als nach den Angaben der Literatur.

,,Da bei der Herstellung von Maltaselosungen die beiden Vorgénge: Dif-
fusion des Enzyms aus der Hefezelle und seine Zerstorung durch zugleich
entstehende Sdure einander entgegenwirken, so ist die Schadigung entweder
durch Alkalizusatz in dem Masse der Saureproduktion oder durch ein im
Uberschuss zugefiigtes unlosliches Neutralisationsmittel zu vermeiden.*

! Willstatter u. Steibelt, H. 115, 211; 1921.

2 Willstiatter u. Bamann, H. 152, 202; 1926.

3 E. Fischer, Chem. Ber. 27, 3479; 1894; 28, 1429; 1895; H. 26, 60; 1898.
*Lintner u. Krober, Chem. Ber. 28, 1050; 1895.

5 Croft Hill, J1 Chem. Soc. 73, 634; 1898; 83, 578; 1903.

¢ Rohmann, Chem. Ber. 27, 3251; 1894.
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Willstéatter, Oppenheimer und Steibelt! geben folgende Beschreibung
einer Darstellung:

»88 g gewaschene und abgepresste untergirige Miinchener Bierhefe wurden unter Zusatz
von Toluol mit 132 cem Wasser (entsprechend 20 g Trockenhefe + 200 cem Wasser) geschiittelt.
Die Fliissigkeit reagierte zunichst neutral, mitunter 50 Minuten lang, manchmal ist schon
nach 5—6 Minuten die Reaktion deutlich sauer. Bei den verschiedemen Hefeproben sind
erheblich differierende Alkalimengen erforderlich und auch etwas verschiedene Mengen je
nach der Weise und Hiufigkeit des Neutralisierens. Am besten ist es, hiufig neutrale Reaktion
auf Lackmus durch vorsichtigen Zusatz von verdiinntem Ammoniak herzustellen, was bei einer
Extraktionsdauer von 6 Stunden, z. B.

nach 6 20 55 130 180 360 Minuten
0,6 0,3 12,6 10,5 3,6 4,9 cem 1%oiges Ammoniak,

also im ganzen 32,5, in einem anderen Beispiel 41,8 ccm erforderte. Bei weiterer Extraktion
geniigt es, alle 2—3 Stunden die immer geringer werdende Siureproduktion unschidlich zu
machen. ,Bequemer und annihernd ebenso giinstig ist es, die Flissigkeit durch Zusatz von
Magnesiumcarbonat oder dergl. konstant bei fast neutraler Reaktion zu erhalten. Dagegen
entstehen viel schwichere Enzymlosungen, wenn man die Hefe unter anfinglichem Zusatz
bestimmter Mengen von Alkali extrahiert, wie Croft Hill vorschreibt...“

Um Maltase aus getrockneter Hefe zu bereiten, ist das Erhitzungsverfahren von
Hill unnétig.

220 g Trockenhefe werden mit 200 ccm Wasser und mit Toluol angeschiittelt; die
Fliissigkeit reagiert sauer und in diesem Fall wird zur Neutralisation sofort ein bedeutender
Teil der iiberhaupt erforderlichen Alkalimenge verbraucht. Die Maltaselosung wird am besten
nach etwa eintigigem Stehen abfiltriert; die Zeitwerte einiger Darstellungen gehen aus dem
folgenden Auszug aus Willstidtters Tabelle 4 (1. c. S. 240) hervor:

Extraktions- 19/,ig. NH, Drehungs- Maltose- Zeitwert
dauer fir 20 ¢ Hefe | abnahme spaltung %,
Stunden cem in 30 Min. | in 30 Min. Min.
1 18,6 1,61° 25,1 140
19 23,2 2,22 346 7
15 24.2 2,42 378 55
5 — 2,05 32,0 82

Einen weiteren Fortschritt erzielten Willstitter und Steibelt? durch
die Erkenntnis, dass es sich bei der Gewinnung der Maltase nicht um die
Einstellung einer giinstigen Wasserstoffionenkonzentration in der wassrigen
Loésung handelt, dass vielmehr das Stérende hier die Erzeugung und die
Wirkung von Séure in der Hefezelle selbst ist.

,»,Das Neutralisationsverfahren zur Gewinnung von Maltase aus Frisch-
hefe wird daher noch verbessert, wenn man durch Verflissigung der Hefe
mittels Chloroform beschleunigte Bildung und Abwanderung der Saure herbei-
tilhrt und dann nach Neutralisieren der entstandenen und unter zeitweiligem
Neutralisieren der weiter auftretenden Siure die Maltaselosungen fertig-
stellt.*

1 Willstatter, Oppenheimer u. Steibelt, H. 110, 232; 1920.
2 Willstatter u. Steibelt, H. 111, 167; 1920.

8%
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Willstéatter und Bamann?! verbesserte die Darstellung der Maltase-
lsungen so, ,,dass man aus Frischhefe in 3—8 Stunden 95—100°/, des in der
Hefe nachgewiesenen Enzyms in wissrige Losung von Zeitwerten 12—2,
also Maltasewerten 88—500 iberfithrt’*. Wéahrend also frither die Versuche
iber Isolierung der Maltase den Eindruck? hervorrufen konnten, dass ,,die
Maltase sehr schwer aus der Hefe abtrennbar® sei, geht aus den neuen ver-
gleichenden Versuchen iber die Auflosung von Saccharase und Maltase her-
vor, ,,dass die Maltase sogar rascher als die Saccharase freigelegt und in Losung
tibergefiihrt wird*.

Die Methode der Darstellung von Willstédtter und Bamann fihrt ohne
vorangegangener Trocknung zu Maltaseldsungen, welche bei Anwendung des
Verfahrens der osmotischen Zerstérung der Hefe mittels Diammonphosphat
nach 8 Stunden rund 959/, der Maltase neben rund 409/, der Saccharase ent-
halten, oder bei Anwendung des Verfahrens der Abtétung mit Essigester in
8!/, Stunden etwa 78°, der Maltase der Hefe neben etwa 449/, der
Saccharase.

Isolierung der Maltase mit Hilfe von Essigester. ,,Die scharf abgepresste
Hefe verrithrt man mit Hilfe eines dicken Glasstabes in einer Pulverflasche
mit Essigester (10 ccm auf 100 g Frischhefe) bis zur Verfliissigung, die in etwa
5—10 Minuten vollstindig wird. Die diinnbreiige Masse bleibt dann noch
eine Zeitlang stehen, etwa 1/, Stunde, wihrend deren Saurebildung erfolgt
und wieder nachldsst.”” Darauf wird mit Wasser verdiinnt und mit verdiinntem
Ammoniak neutrale Reaktion auf Lackmus hergestellt. Bei hochstens ein-
tigigem Stehen gehen nach den zitierten Autoren 95-—100°/, der Maltase
in Losung; in zu langer Versuchsdauer kann jedoch die Ausbeute zuriick-
gehen.

Noch bessere Resultate konnen erhalten werden, wenn, wie bei der Sac-
charase beschrieben, kurze Zeit nach dem Verdiinnen mit Wasser die zuerst
gelosten Stoffe durch Zentrifugierung abgetrennt werden und die wieder
mit Wasser und Essigester angesetzte Hefe einen Tag der Autolyse tber-
lassen wird.

Isolierung der Maltase mit Hilfe von Diammonphosphat. ,,Der Verlauf
der Reinigung héingt vom Wassergehalt der Hefe ab; 21°/,ige Hefe ist zu feucht,
scharf abgepresste, die 25—27°/, Trockensubstanz enthélt, ist sehr geeignet.
Die Gewinnung der Maltase und Saccharase ist so noch einfacher, man braucht
nur die Frischhefe mit 109/, ihres Gewichtes an feinst gepulvertem Phosphat
bis zur Verflissigung zu verrithren und nach etwa 1 Stunde mit Wasser, dem
10fachen auf Trockenhefe berechnet, zu verdiinnen, wobei das Neutralisieren

wegfillt. Gewohnlich ist die Maltase in 5—8 Stunden quantitativ in Losung
ibergefiihrt.

1 Willstédtter u. Bamann, H. 151. 242; 1925/26.
3 Siehe Euler u. Josephson, H. 120, 42 und zwar 56; 1922.
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2. Bestdandigkeit und Zunahme der Maltasewirkung
in den Autolysaten.

Die Maltase ist in den Autolysaten bei Zimmertemperatur und bei noch
hoherer Temperatur verhiltnismissig instabil. In den Autolysaten, welche
Willstdtter und seine Mitarbeiter als Ausgangsmaterial zur Darstellung des
Invertins verwendeten, verschwand die Maltasewirkung beim Altern bei 80°
stets schon in 1 Tag, beim Stehen bei Zimmertemperatur oft in einigen Tagen.
Beim Aufbewahren der Losungen bei 0° waren dagegen die Maltaselosungen
mehr als eine Woche ganz haltbar.

Bei Aufbewahrung solcher Maltaselosungen bei 00 haben Willstatter
und Bamann in mehreren Fillen bedeutende Erhohung der Maltase-
wirkung beobachtet. Die Aktivitdtssteigerung, beginnend am 2. oder 3. Tage,
war nicht mit einer Anderung der Kinetik der Maltosespaltung verbunden.
Die Aktivitiatssteigerung, welche bis um 67°/, betrug, kommt nach den zi-
tierten Autoren, vielleicht dadurch zustande, ,,dass ein mit der Maltase ver-
gesellschafteter reaktionshemmender Begleitstoff verindert oder abgeschieden
wird . .. Eine andere Moglichkeit fiir das Zustandekommen der Aktivitits-
zunahme wire die Neubildung von Enzym aus einer Vorstufe. Mit dieser
Hypothese steht indessen schlecht in Einklang, dass die Maltasemenge bei
der Auflosung aus der Hefe anscheinend konstant bleibt und dass die Hefe
unter Bedingungen sehr reichlicher Saccharasebildung, némlich bei Gér-

fihrung mit niedriger Zuckerkonzentration, in nur geringem Masse ihren
Maltasegehalt vermehrt.*

3. Trennung von Maltase und Saccharase.
Verhalten der Maltase zu den verschiedenen Adsorptionsmitteln.

Kaolin. Michaelis und Rona® beobachteten schon 1918, dass die Mal-
tase von der Saccharase in den Hefeautolysaten getrennt werden kann,
und zwar durch Behandlung der Autolysate mit Kaolin. Dieses Adsorptions-
mittel adsorbiert ndmlich die Maltase in bedeutender Menge aus den Auto-
lysaten, wihrend die Saccharase unter diesen Bedingungen fast ganz zuriick-
bleibt. Dieses Ergebnis wird von Willstdtter und Bamann? neuerdings
bestatigt. Sie fanden z. B., dass die Maltase aus einem stark hefegummi-
haltigen Autolysat schitzungsweise zu mehr als °/;, adsorbiert wurde, wenn
gleichzeitig nur 3/, von der Saccharasemenge mitadsorbiert wurden.

Die Anwendbarkeit des Kaolins zur Trennung der beiden Hefeenzyme
wird jedoch in hohem Masse beschréinkt durch die geringe Stabilitit der Maltase
in den Kaolinadsorbaten. Diese Enzymzerstorung, welche schon Willstatter,

1 Michaelis u. Rona, Biochem. Zs 57, 70; 1913.
2 Willstdtter u. Bamann, H. 151, 273; 1925/26.
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Oppenheimer und Steibelt! beobachtet haben, scheint sehr rasch zu ver-
laufen. Willstatter und Bamann fanden in einem Falle nur 14, in einem
anderen Falle 20°/, der adsorbierten Maltasemenge, wenn die Adsorbate
sofort bei 0° untersucht wurden.

Tonerdehydrate. Alle untersuchten Gele von Aluminiumhydroxyd adsor-
bieren nach Willstdatter und Bamann verhdltnisméssig mehr Maltase
als Saccharase. ,,Das Verhalten der vier verschiedenen Tonerdegele ist nach
den Versuchen der Tab. 2 (in der zitierten Arbeit) so abgestuft, dass die Be-
vorzugung der Maltase ansteigt von lange gealterter Tonerde C zum frisch
dargestellten Gel Al(OH),, weiter zum némlichen, aber kurz gealterten Gel
und noch mehr zum Gel von der Formel AIO,H. Der Adsorptionswert dieses
Tonerdegels fiir Maltase betrigt nur etwa /5 von dem der gewdhnlichen Ton-
erde C, aber Invertin wird von AlO,H aus den Autolysaten mit mindestens
25mal schlechterem Adsorptionswert aufgenommen, als von gewdhnlicher
Tonerde.*

Die Haltbarkeit der Maltase in den verschiedenen Tonerdeadsorbaten
ist bemerkenswert; die Anwendbarkeit der Tonerde zur Reinigung der Mal-
tase wird also durch die geringe Stabilitit des Enzyms nicht vermindert wie
beim Kaolin.

Bereitung des Tonerdegels A10,H.2 Die in der 7. Mitteilung ,,Uber
Hydrate und Hydrogele* von Willstitter, Kraut und Erbacher? beschrie-
benen Orthohydroxyde und andere Tonerdegele werden mit Ammoniak unter
rascher Steigerung der Temperatur auf 250° erhitzt. Das entstehende Alu-
miniummetahydroxyd bildet ein graustichiges, eher plastisches als flockiges
Gel ohne basische oder saure Eigenschaften.

Die Bildung des Metahydroxyds aus verschiedenen Tonerdegelen geht
aus der folgenden Tabelle hervor.

Bildung von Aluminiummetahydroxyd aus verschiedenen Tonerdegelen mit
Ammoniak (10%) bei 2500 (AlO,H enthidlt 17,6% Hy0 ber. auf AlLO;).

Wasser- Dauer des Erreichte Zusammensetzung

Nr Sorte gehalt Erhitzens
’ vor Beginn Substanz Al,04 H,0
% Stunden g g %
1 o zentr. etwa 53 16 0,20734 0,17491 18,5
2 a dekant. 60,6 9 0,13332 0,11225 18,8
3 B8 zentr. 43,2 Ty 0,11332 0,09577 18,3
4 8 dekant, 54,4 16 0,10429 0,08794 18,6
5 A etwa 26 16 0,27223 0,23175 17,5

1 Willstitter u. Steibelt, H. 110. 232, und zwar 240; 1920.
2 Willstiatter, Kraut u. Erbacher, Chem. Ber. 58, 2458; 1925.
3 Willstitter, Kraut u. Erbacher, Chem. Ber. 58, 2448; 1925.
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Die selektive Adsorptionswirkung des Aluminiummetahydroxyds geht aus
der folgenden, ebenfalls der Arbeit von Willstdtter, Kraut und Erbacher
entnommenen Tabelle hervor.

Adsorption der Saccharase und Maltase aus Hefeautolysaten
durch Tonerdegele.

Enzymmenge in Angew. Adsorbierte Menge
Auto- Ad-
Nr lysaten angew. 10 ccm sorbens Menge Maltase | Saccharase
M.-{e;] S.-V.-E. gAl;0, ungefihr %

5 1 0,0426 0,5350 AlO H 0,6400 %10 0

6 1 0,0426 0,5350 AlO.H 1,2800 8/10 0

3 1 0,0385 0,5350 8 0,0995 |10 0,3
10 1I 0,0377 0,6600 AlO.H 0,6400 %0 0
13 111 0,0490 0,5190 8 0,1500 °/10 4,8
11 st 0,0490 0,5190 y 0,1560 810 12,5
26 v 0,0311 0,3160 AlO.H 0,1600 810 2,6
27 v 0,0189 0,3160 AlO.H 0,4800 8/10 3,7
24 v 0,0222 0,3160 8 0,0995 810 6,0
21 v 0,0329 0,3160 o 0,1322 810 9,8
22 v 0,0329 0,3160 « 0,1990 /10 50,2
16 v 0,0262 0,31€0 y 0,0800 A 27,2

Beispiel fiir die Befreiung der Maltase von Saccharase (Nr. 10 der obigen
Tabelle). 10 ccm Hefeautolysat II wurde mit Tonerdegel von der Formel
AlO,H (entsprechend 0,64 g AL,O,) versetzt. Das mit Wasser bei 0° gewaschene
Adsorbat enthielt weniger als 1°/, von der Saccharase. Die Restlosung
enthielt noch ungefihr '/; der angewandten Maltase, die Hauptmenge wurde
im Adsorbat nachgewiesen.

Bei Wiederholung mit demselben Tonerdegel und dem Autolysat I (0,0416
M.-[e;]) * wurde die Maltase in drei Anteilen adsorbiert. Das erste Adsorbat
(0,32 g Al,O;) sollte nach der Analyse der Restlosung, die noch genau dem
ersten Zeitumsatzgesetze folgte, 25°, der Maltase enthalten. Die daraus
mit 26 ccm 1°/yigem Diammonphosphat bei 0° gewonnene Elution folgte der
zweiten Kinetik (siehe S. 123 u. ff.) und ergab den Gehalt von 0,009 M.-[e,].

4. Trennung der Maltase und Saccharase
durch auswihlende Elution.

Sowohl Saccharase wie Maltase kénnen aus den Adsorbaten durch Phos-
phatgemisch von pH = 6,8 oder noch leichter mit Diammonphosphat eluiert
werden. Zur Verminderung der Inaktivierung der Maltase wird bei 0° ge-
arbeitet.

Ein grosser Unterschied zwischen den beiden Enzymen ergibt sich bei
Anwendung von prim#irem Phosphat als Elutionsmittel. Mit diesem

1 Uber die Bedeutung von M.-[e;] und M-[e,] siehe S.128.
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Elutionsmittel wird namlich die Saccharase viel leichter als die Maltase aus
dem Tonerdeabsorbat ausgeltst; die Hauptmenge der adsorbierten Maltase
bleibt im Adsorbat zuriick und lisst sich dann durch Diammonphosphat frei
von Saccharase in Losung bringen. Hierauf griindet sich die Trennung der
beiden Hefenenzyme aus Adsorbaten, welche beide Enzyme enthalten.

1.Beispiel (invertinreiches Adsorbat): Ein Adsorbat (Tonerde C; 0,1665 g
Al,0,), das 0,230 S.-V. E. und etwa 0,0111 M.-[e;] enthielt, wurde zweimal
mit 0,5 ¢ Kaliummonophosphat behandelt. Die beiden Elutionen enthielten
77 bzw. 17,1°/, der Saccharase, aber nur etwa 0,000613 bzw. 0,00023 [e,] von
der Maltase. Beim nachfolgenden Behandeln des Adsorbates mit 0,5 g Di-
ammonphosphat (0°; 80 Minuten) wurde eine Elution erhalten, welche keine
bestimmbare Saccharasemenge, dagegen 0,00605 M.-[e,], d. i. nach der
Beziehung zwischen [e,] und [e,] reichlich 3/, des angewandten Enzyms.

2. Beispiel (invertinarmes Adsorbat). Die Trennung wird bei Anwendung
einer mehr auswihlend wirkenden Tonerdesorte, ndmlich kurz gealterter
Tonerde, zur Bildung des Adsorbates erleichtert. Das im vorliegenden Bei-
spiel als Ausgangsmaterial verwendete Adsorbat enthielt auf 0,0430 M.-[e;].
nur 0,0208 S.-V. E. Aus diesem Adsorbat wurde durch einmalige Elution
wihrend 1'/, Stunden bei 0° durch 0,5 g priméres Phosphat die ganze Saccha-
rasemenge ausgelést, von nur 0,00067 M.-[e,] begleitet. Die folgende Be-
handlung mit 0,5 g Diammonphosphat bei 0° wahrend 30 Minuten lieferte
eine Maltaselosung, welche 0,0529 M.-[e,], d. i. scheinbar mehr als 100°/, der
im Adsorbat vorhandenen Maltasemenge, enthielt.

»Um die auswihlende Elution umgekehrt zur Befreiung der Saccharase
von Maltase anzuwenden, bieten die Autolysate aus invertinreicher Hefe das
beste Ausgangsmaterial. Die mit gewohnlicher Tonerde daraus gewonnenen
Adsorbate enthalten Saccharase und Maltase in einem fiir die Elution der
reinen Saccharase mit primérem Phosphat sehr giinstigen Verh#ltnis.*

5. Acidititsbedingungen.

Michaelis und Rona! fanden fiir Maltase einer untergirigen Bierhefe das
Aktivitats-pH-Optimum bei pH = 6,1—6,8 und den vermutlich besten Punkt
bei 6,6 bei Anwendung von Maltose als Substrat. Die Resultate mit «-Methyl-
glucosid waren hiervon unbedeutend abweichend, ndmlich mit der optimalen
Zone bei pH=5,8—6,6, und zwar schien pH = 6,2 den Maximalpunkt der
pH-Kurve auszumachen. Zu &hnlichen Resultaten kamen Willstdtter
und Steibelt2, jedoch konnten sie weder fiir die Maltosespaltung noch a-Me-
thylglucosidspaltung im Gebiet pH = 6.0—6,8 iiber die Fehlergrenze hinaus-
gehende Unterschiede beobachten.

Von diesen Resultaten etwas abweichende Ergebnisse haben neuerdings

1 Michaelis u. Rona, Biochem. Zs 57, 70; 1913; 58, 148; 1913/14.
2 Willstatter u. Steibelt, H. 115, 199, und zwar 202; 1921.
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pH-Abhéngigkeit der Hefemaltase.
(Nach Willstdtter u. Bamann.)

Versuchs- pH . .
reihe (kolorimetrisch Reaktionszeit v Drehungsabnahme Spaltung
Nr. bestimmt) Min. ) %

1 { 6,8 40,3 91,5 1373 2,80 3,94 447 43,8 61,6 70,0
l 75 46,0 92,5 139,0 3,09 385 4,39 483 60,3 68,6
|
| 5,5 60,8 109,1 212,5 0,53 0,70 0,96 8,3 10,9 15,0
| 6,1 62,0 114,3 2135 1,70 2,15 2,87 26,6 33,6 44,9

2 ] 6,8 59,0 106,01 211,3 2,01 2,60 3,48 314 40,7 54,5
| 7,5 62,6 1084 212,77 2,05 2,61 3,35 32,0 40,8 52,4
k 8,3 63,0 112,7 213,55 0,43 0,45 0,50 67 170 178

Willstédtter und Bamann?! mitgeteilt. Das Optimum der Maltosespaltung
liegt némlich nach diesen Autoren bei pH = 6,75—7,25; pH =6,1 ist schon
erheblich ungiinstiger als neutrale Reaktion und 7,5 viel giinstiger als 6,1.

Die aus den Zahlen der zweiten Ver-
suchsreihe in dieser Tabelle gezeichnete

Kurve ist in der Fig. 16 wiedergegeben. %7 = ~oC

Die abweichenden Resultate von w o/’ \\“ ‘
Willstatter und Steibelt konnen & / \‘
nach Willstdtter und Bamann viel- %30 + 1o
leicht auf unzureichende Puffermengen S /

zuriickgefithrt werden. Die von diesen
letzteren Forschern benutzten Enzym-
losungen waren Autolysate aus Hefe,
welche durch Verfliissigung mit Essig- 50 60, W0 80
ester (Versuchsreihe 1) oder durch frak- Fig. 16. pH-Abhingigkeit der Maltase.
tionierte Autolyse (Versuchsreihe 2) dar-
gestellt waren. Versuche mit gereinigten Maltaselosungen liegen noch nicht vor.
Der Einfluss von Neutralsalzen ist nach Michaelis und Rona
(Biochem. Zs 57, 70, und zwar 76) kein irgendwie nennenswerter. Calcium-
salze sollen indirekt hemmen, vielleicht durch pH-Verschiebung durch Aus-
fiallen einer schwachen Saure.

\
\
\
[}
Vol
\
\
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6. Kinetik.

Der zeitliche Verlauf der Maltosespaltung, sowie der a-Methylglucosid-
spaltung hat sich bei den bis jetzt vorliegenden Untersuchungen sehr
verschieden erwiesen. Hinsichtlich der ilteren Arbeiten sei nur auf die
Originalarbeiten von Lintner und Kréber? E. F. Armstrong3 und

1 Willstdatter uw. Bamann, H. 151, 242; 1926.
2 Lintner u. Xrober, Chem. Ber. 28, 1050; 1895.
3 E.F. Armstrong, Proc. Roy. Soc. 73, 500; 1904.
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R. O. Herzog! hingewiesen. Willstitter und Steibelt? fithren als Beispiel
der Kinetik bei der Spaltung des a-Methylglucosids die folgenden Zahlen an:

Minuten Drehungsabnahme Umsatz 9/,
10 0,37 7,6
20 0,60 12,3
40 1,00 20,4
60 1,31 26,7
100 1,76 35,9
160 2,25 45,9
240 2,60 53,1
340 2,95 60,2

Die aus dem Beispiel in der obigen Tabelle und zwei weiteren Versuchen
abgeleitete Reaktionskurve ist in der Fig. 17 wiedergegeben.
20 ,,Bel vielen Hefen von normalem

T Enzymgehalt entspricht der Verlauf

60 T __.- der Glucosidspaltung der ermittelten
X ey . . .

= | /’ Reaktionskurve. Bei Hefen, die auf

Swo — )’ a-Methylglucosid schwach wirken, er-

& )r gibt sich der Zeitwert bei lingerer Ver-

20—+~ ’ . suchsdauer giinstiger als bei kurzer.*

/. Zj{j‘j,’,,f,;"’;r, - ,,,zr,;’,g’fj,i,‘,zf,’,” Diese Erscheinung fithrt Willstiatter

0 2 ,L Y — 710 72 auf Enzymzuwachs zuriick, auf post-

Fig. 17. Stunden mortale Neubildung des Enzyms im

Laufe der langen Bestimmungsdauer.
In solchen Fillen wird ein Zeitwert fiir den Bestimmungsanfang extrapoliert
und ein zweiter fiir das Bestimmungsende ermittelt (vgl. z. B. Tabelle
S. 108).

In der Arbeit von Willstétter, Kuhn und Sobotka? finden sich Ver-
suche mit a-Athylglucosid und o-Phenylglucosid als Substrate. Mit dem
ersten Glucosid als Substrat war Proportionalitit von Enzymmenge und
Reaktionsgeschwindigkeit im gepriiften Bereich 1: 10 genau erfiillt; zu dem-
selben Resultat waren Willstdtter und Steibelt unter Anwendung des
a-Methylglucosids als Substrat gekommen. Die Kinetik der Hydrolyse des
a-Athylglucosids folgt bald dem Gesetz fiir monomolekulare Reaktionen,
bald verlauft die Zeit-Umsatzkurve wesentlich flacher. Als Beispiele werden
von Willstatter, Kuhn und Sobotka zwei Versuche mit Extrakten aus
Lowenbrauhefe und ein mit einem Auszug aus sog. Ottakringer Brauerei-
hefe angefiihrt. Die in derselben Arbeit angefiithrte Tabelle iiber den zeit-
lichen Verlauf der Spaltung des a-Phenylglucosids zeigt, dass in diesem Falle
die Hydrolyse des aromatischen Glucosids bis zur 509/yigen Spaltung sehr

1 R.0.Herzog, Chemisches Geschehen im Organismus, Zs f. allg. Physiol. 4, 193; 1904.

2 Willstatter u. Steibelt, H. 115, 199; 1921.
3 Willstatter, Kuhn u. Sobotka, 134, 224; 1924.
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nahe der von Willstatter und Steibelt fiir die Hydrolyse des a-Methyl-
glucosids mitgeteilten Kurve erfolgt.

Die Hydrolyse der Maltose fanden Willstdtter, Oppenheimer
und Steibelt! unter Anwendung zwei verschiedener Hefeausziige in Uber-
einstimmung mit dlteren Angaben der Literatur langsamer als monomolekular
verlaufend. Die beiden Versuchsreihen haben die zitierten Autoren graphisch
dargestellt (Fig. 18).

Enzymkonzentration und Umsatz finden Willstatter, Oppen-
heimer und Steibelt auch unter Anwendung der Maltose als Substrat in
ziemlich weiten' Grenzen genau proportional:

Enzymmenge Mi Drehungs- Maltose- Versuchs-
cem in 50 cem inuten abnahme © spaltung °/o bedingungen
2 150 2,19 34,2 ,
5 60 2,20 344 | ¥ige Maltose-
10 30 2,21 345 16sung bei 30

Bemerkenswert sind nun die Befunde von Willstdtter und Bamann?
iiber die Anderung der Kinetik der Maltosespaltung bei Reinigung des

Enzyms. Die Hefen und Autolysate %

folgten in allen von diesen Autoren P
untersuchten Fillen (5 Proben von s AT b
Bierhefen ; 30—60°/, Maltosehydro- 7 V[ ....... T
lyse) genau der Zeit-Umsatzkurve, 60 77 e

die in TFig. 18 (Vers. 1) wieder- 5 p i

gegeben wurde. Die so bei ver- 4 ;’y(

schiedenen Hefeproben und Auto- | ¥ /

lysaten beobachtete Abweichung 0 &-;9( '
von dem monomolekularen Re- { | o et Verfaud o aren Reafion
aktionsverlauf folgt die Maltase ’”y --l--ZI'V”'j“"/’

nach Willstitter und Bamann oz « 6 6 w 2 % % B2 2
nicht mehr im Zustande ihrer Ad- Fig. 18.

sorbate an Tonerde und der daraus
gewonnenen Elutionen. Diese Erscheinung beruht nicht etwa auf Zerstérung
des in hoherem Reinheitsgrade empfindlicheren Enzyms. ,,Dieses ist ndmlich
vielmehr in der Zuckerlosung vollkommen geschiitzt. Man findet namlich
ebenso genau wie mit Autolysaten auch noch mit den aus Tonerdeadsorbaten
gewonnenen Elutionen von Maltase, deren enzymatischer Reinheitsgrad be-
deutend gesteigert ist, fiir gleichen Spaltungsgrad das Produkt aus Enzym-
menge und Reaktionszeit konstant.*

,»Schon durch Eintragen von Tonerde in eine rohe Maltaselosung wird die
Anderung des zeitlichen Verlaufs der Maltasewirkung herbeigefiihrt. Ein

1 Willstatter, Oppenheimer u. Steibelt, H. 110, 232; 1920.
2 Willstiatter u. Bamann, H. 151, 242; 1926.
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Beispiel gibt dafiir ein Autolysat, das mit einer zur Adsorption von 50—60°/,
gentigenden Menge Tonerde C versetzt wurde.*

Anderung der Kinetik einer Maltaselosung auf Zusatz von Tonerde.

Versuch A mit 10 ccm Autolysat, entspr.

Versuch B nach Zusatz von 0,066 g Al,O
1 ¢ Trockenhefe, in 100 cem Maltoselgsung na usatz von § 2V

Reaktionszeit | Drehungs- o Reaktionszeit | Drehungs- 0
Min. abnahme © Jo Spaltung Min. abnahme © /o Spaltung
29,0 2,36 36,9 29,0 2,23 34,9
58,3 3,15 49,3 58,3 2,97 46,4
130,0 4,40 69,0 130,0 3,30 51,6

Die Anderung der Kinetik bei Zusatz der Tonerde geht besonders deut-
lich aus. der Fig. 19 hervor, in welcher die obere Kurve den Versuch A in
der obigen Tabelle darstellt, und die untere
Kurve den Versuch B darstellt.

/ A ,Die gesamte Maltase, von der nur

ein Teil an Tonerde adsorbiert ist, folgt

A I einem anderen Zeitgesetz und demselben

7 gehorchen auch die Elutionen aus Tonerde,

/ und zwar drei verschiedene von Will-

/ stdtter und Bamann gepriiften Beispiele.

Die zitierten Autoren betonen, dass die

// beobachtete Erscheinung derart ist, wie

/ wenn die Maltase bei dem Zusatz der

Tonerde von einem ihrer Hemmung durch

’ entstehenden Glucose entgegenwirkenden

Reaktionsas 5. 0 o B0 Stoff befreit worden wire.

Fig. 19. Allein die Filtration gea}terter Auto-

lysate kénnen gentigen, eine Anderung der

Kinetik zu bewirken; beim Stehen der Filtrate #nderte sich dann die

Kinetik im entgegengesetzten Sinn. Diese Anderung der Kinetik wurde
jedoch nicht. bei frisch dargestellter Hefeautolysate beobachtet.

Bei den Tonerdeadsorbaten kann die Kinetik von wechselnder Art sein.
Einige zeigen die Kinetik der ersten Kurve, andere die der zweiten. Auch
die Restlosungen nach Adsorption sind hinsichtlich der Kinetik sehr wechselnd.

Bei der quantitativen Bestimmung der Maltase muss diese wechselnde
Kinetik berticksichtigt werden. Siehe hierzu S. 128.

Einfluss der Substratkonzentration. Hinsichtlich des Einflusses der
relativen Mengen Enzym und Substrat liegen Versuche mit Maltose von
E. F. Armstrong?! vor.

1 E.F.Armstrong, Proc. Roy. Soc. 73, 500; 1904.
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Rona und Michaelis haben ihre Messungen dazu benutzt, die Disso-
ziationskonstante der Verbindung der Methylglucosid—Glucosidase zu be-
rechnen, und zwar in der gleichen Weise wie Michaelis dies frither fir die
Dissoziationskonstante Rohrzucker—Saccharase getan hat. Man findet diese
Berechnung im I. Teil dieses Buches, S. 141ff. ausfiihrlich referiert. Die
Autoren geben folgenden Zahlenwert an:

[ Glucosidase-Glucosid ]
[Glucosidase] - [Glucusid]

Eingehende Versuche iiber die Aktivitits-[S]-Kurven der Wirkungen
der Hefemaltase auf Maltose, a-Methylglucosid und e-Phenylglucosid, ver-
dankt man Willstdtter, Kuhn und Sobotka (I. c.). Aus ihren Versuchs-
daten werden die folgenden Werte von Ky (Affinitdtskonstante) und K,
(Dissoziationskonstante) der verschiedenen Enzym-Substratverbindungen be-
rechnet.

= 11,1 = Ky

Dissoziationskonstante K, Affinititskonstante Ky
Auszug aus 1- - - -
g Maltose Methy l Pheny.l Maltose Methy.I Pheny}
glucosid | glucosid glucosid | glucosid
Lowenbriuhefe 0,12 0,075 0,050 8,3 13,3 20,0
Hofbriuhefe 0,145 0,028 0,021 6,9 35,7 47,6
Kopenhagener Hefe . 0,30 0,037 — 3,3 27,0 -

Es liegt also die bemerkenswerte Tatsache vor, dass die Affinitit der
Maltase zur Maltose geringer ist als die Affinititen des Enzyms zu den beiden
kiinstlichen Glucosiden der aliphatischen und aromatischen Reihe.

Uber die wegen der wechselnden Affinitit eintretenden Verschiebungen
der Enzymwert- Quotienten bei Anderung der Substratkonzentration und bei
Ubergang von einer Hefe zu einer anderen siehe I. Teil, S. 855—856. An dieser
Stelle findet sich auch das Ergebnis der Untersuchungen tiber den Vergleich
der Saure- und Enzymhydrolyse der verschiedenen Substrate der ¢-Glucosidase.

Hemmung durch Glucose und andere Zuckerarten. E. F. Armstrong?
hat den Einfluss von Glucose und anderen Zuckerarten experimentell und
theoretisch behandelt. Er fand die Hemmung durch Glucose erheblich, durch
Galaktose schwach und durch Fructose nicht messbar.

Prozent der Spaltung

5%/, Maltose + 5%, Maltose +
5%, Fructose | 5%, Galaktose

Zeit in Std. 5%, Maltose +

59/, Maltose 5%/ Glucose

l
|
3 25,6 l

25,8 ’ 25,2 14,0
5 340 348 28,8 18,0
24 73,8 ! 75,2 ‘ 64,0 23,0

1 E.F. Armstrong, Proc. Roy. Soc. B. 73, 516; 1904.
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Herzog und Kasarnowski fanden abweichend hiervon die Hemmung
durch Fructose betriachtlich. Lactose zeigte keine Hemmung.

Michaelis und Ronal haben aus ihren Versuchen mit a-Methylglucosid
als Substrat unter Anwendung der von Michaelis und Menten abgeleiteten
Formel (siehe I. Teil, S. 149; Formel 10 M) die Dissoziations- bzw. Affinitéts-
konstante der Glucose-a-Glucosidaseverbindung berechnet. Die Versuche
sind unter Variation der Glucosidkonzentration ausgefiihrt und haben Werte
zwischen 0,15 und 0,22 (Mittel 0,19) fiir das Verhéltnis zwischen den Disso-
ziationskonstanten der Glucose-Maltaseverbindung und der Glucosid-Maltase-
verbindung ergeben. Die Affinitdtskonstante des Enzyms zur Glucose war
also rund fiinfmal grésser als zum «-Methylglucosid. Es scheint von
erheblichem Interesse zu sein, dass Josephson? bei Untersuchung der
B-Glucosidase zu einem ganz #hnlichen Wert des Quotienten Ky .o..*
KI\I‘_‘,_I\Mhylglucosid gekommen ist.

Kuhn?® fand die Hemmung durch die f-Form der Glucose unbedeutend
grosser als durch die a-Form. Inwieweit die Hemmung durch die erste oder
zweite der mutameren Formen unabhingig von der Substratkonzentration-
ist, wurde noch nicht untersucht.

7. Temperatur.

Stabilitit des Enzyms. Die Maltase erweist sich sowohl in der Hefe, als
auch in Extrakten, als eines der labilsten zuckerspaltenden Enzyme; die Zer-
storung macht sich schon bei gewéhnlicher Temperatur bemerkbar, wenn
nicht die optimale Aciditdt eingehalten wird. Dies geht z. B. aus Versuchen
von Michaelis und Rona? hervor, nach welchen ein Uberschreiten des Opti-
malpunktes sowohl nach der sauren, als nach der alkalischen Seite hin stark
schiadigt. Willstdtter hat erkannt, dass diese Labilitit im sauren Gebiet
die fritheren Darstellungsmethoden wesentlich beeintrichtigt hat.

Bei 00 sind die Maltaselosungen nach Willstdtter und Bamann® recht
stabil. (Uber die Aktivitatssteigerung in rohen Maltaselosungen siehe
S. 117)

Temperaturkoeffizient der Maltosespaltung. Aus den Versuchsdaten von
Lintner und Kréber® wurde der Temperaturkoeffizient k4 19: k¢ im Tem-
peraturintervall 20—380° zu etwa 1,4 berechnet. Q der Arrheniusschen Formel
= 6500 (I. Teil, 8. 277). Fiir das Temperaturintervall 10—20° berechnet sich
key10t kg = 1,90; Q = 10 600.

1 Michaelis u. Rona, Biochem. Zs 60, 62; 1914.

2Josephson, H. 147, 1, und zwar S. 100, Fussnote; 1925.

* Kuhn, H. 127, 234; 1923.

4 Michaelis u. Rona, Biochem. Zs 57, 70, und zwar 79; 1913.

5 Willstdtter u. Bamann, H. 151, 242, und zwar 269; 1925/26.
¢ Lintner u. Krober, Chem. Ber. 28, 1050; 1895.



4. Kap. a-Glucosidasen. 127

8. Enzymbildung.

In welchem Grad die Maltase in der Hefe durch Vorbehandlung mit
verschiedenen Nihrsubstraten angereichert werden kann, steht bis jetzt
noch nicht fest. Im hiesigen Laboratorium sind Messungen an einer Hefe
angestellt worden, welche von vornherein so gut wie gar keine Maltase-
wirkung zeigte. Weder Vorbehandlung mit Phosphat, noch mit Losungen
von starkem Peptongehalt oder hoher Maltosekonzentration konnte eine be-
deutende Verstarkung der untersuchten Enzymwirkung hervorrufen. Unter
den Bedingungen der Saccharaseanreicherung von Willstéatter, Lowry jr.
und Schneider! wird der Maltasegehalt der Hefe kaum geéndert.

9. Methoden zur Messung der Wirksamkeit.

Was die analytischen Methoden zur Verfolgung der Maltasewirkung
betrifft, so kommt zunichst die Bestimmung der Anderung des Reduktions-
wertes bei der Hydrolyse der Maltose- oder «-Glucosidlosungen in Betracht.

Einfacher und in vielen Féllen genauer ist die polarimetrische Verfolgung
der Maltose- und Glucosidspaltung. Willstétter, Kuhn und Sobotka (l. c.)
fanden bei vergleichenden Analysen des Reaktionsverlaufs nach G. Bertrand
und nach der polarimetrischen Methode bei der Hydrolyse von a-Methyl- und
a-Athylglucosid Differenzen in dem Sinne, dass nach der Kupfermethode
weniger Glucose gefunden wurde. Die Differenz wurde so gedeutet, dass bei
der Anwendung von Hefeausziigen eine chemische Reaktion des Zuckers mit
Inhaltstoffen der Hefe eintrat, wodurch der Reduktionswert der Losungen
verkleinert wurde. Willstéatter, Kuhn und Sobotka haben sich deshalb
der polarimetrischen Bestimmungsmethode bedient.

Zeitwert. In den &lteren Arbeiten aus Willstatters Laboratorium
wurde der Wirkungswert verschiedener Hefen und Hefeausziige ausgedriickt,
durch die Zeit in Minuten, die 1 g trockene Hefe oder die daraus bereitete
Lésung braucht, um 50 ccm einer 5°/yigen Maltoselosung oder die dquivalenten
Mengen anderer a-Glucoside bei pH = 6,8 (60 mg Na,HPO, 2H,0 + 45 mg
KH,PO,) und 30° zur Hilfte zu spalten.

Willstétter, Kuhn undSobotka (l.c.) bezeichnen nun das tausendfache
des reziproken Zeitwertes als Maltasewert (M.-W.), welcher der enzymati-
schen Konzentration proportional ist.

Willstatter und Bamann (H. 151, 252) definieren: , Maltaseeinheit,
und zwar scheinbare, die mit M.-[e] bezeichnet werden soll, sei die Enzym-
menge in 1 g Trockensubstanz vom Zeitwert 1, also die Enzymmenge, welche
2,5 g Maltosehydrat in 50 ccm bei pH = 6,8 und bei 80° zu 509/, in 1 Minute
spaltet.*

I Willstatter, Lowry jr. u. Schneider, H. 146, 158; 1925
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»M.-W. ist die im 1000fachen der unserer Bestimmung zugrunde liegenden
Menge enthaltene Anzahl von Einheiten, also die Anzahl in 1 kg Trockenhefe.

,,Der Ausdruck M.-[e] ist zweckmiissig noch durch Angabe der Kinetik
zu erginzen, die der Berechnung zugrunde liegt; [e;], [e;] sind nach den
Zeitumsatzkurven von Fig. 4 und Fig. 6 (der zitierten Arbeit) bezeichnet.
(Vgl. auch Fig. 19, S. 124.)

,,Aus dem Vergleichszeitwert des Invertins, der unter dhnlichen Bedin-
gungen wie der Maltasezeitwert bestimmt wird?!, leitet sich die Saccharase-
vergleichseinheit ab, S.-V.-E., das ist die Enzymmenge, die 2,875 g Rohr-
zucker in 50 ccm bei 80° und bei pH = 4,3 zu 50°/, in 1 Minute spaltet.*

,»1 M.-[e;]" ist in etwa 80—40 g Trockenbierhefe vom Maltasezeit-
wert 80—40 oder vom Maltasewert 38—25 enthalten, 1 S.-V.-E. (entsprechend
0,12 S.-E.), z. B. in 2 g Trockengewicht vom Invertin-Vergleichszeitwert 2
(entsprechend Zeitwert 333).%

Untersuchung der Hefe auf Maltasegehalt. Die Wirkung der frischen
Hefe auf Maltose bei Gegenwart abtotender Mittel gibt nach Willstétters
Befund noch kein Mass fiir ihren Maltasegehalt. ,,Fiirs erste sind die Maltase-
zeitwerte, die sich fiir die Hefe bei verschiedenen Pufferzusitzen und bel
einem bestimmten Pufferzusatz fiir verschiedene Versuchsdauer ergeben,

nicht durchweg konstant. . ... Die enzymatische Wirkung der Hefe 1st unter
diesen Umsténden ferner von dem abtétenden Mittel, z. B. Chloroform oder
Toluol in merkwiirdigem Masse abhingig. .. .. ¢

Die entscheidende Verbesserung der Methodik, welche Willstatter
eingefithrt hat, besteht darin, dass man zuerst rasche Verflussigung der Hefe
bewirkt, die Siurebildung und Sdureabgabe der Hefe also auf einen kurzen
Zeitraum zusammendringt, und dann erst verdiinnt, neutralisiert und den
Phosphatpuffer hinzufiigt.

~ ,,Unter den abtotenden Mitteln ist Toluol wegen seiner zu langsamen
Wirkung unanwendbar. Chloroform ist nicht das giinstigste, weil das Er-
gebnis zu stark von seiner Menge abhéngt und die optimale Menge sehr niedrig
1st, so dass leicht Differenzen vorkommen kénnen. Am geeignetsten ist Essig-
ester. Auch hier ist ein Einfluss der Menge auf die Maltasewirkung deutlich,
aber er ist nicht so gross.”

Die von Willstatter und Steibelt (H. 111, S. 168) ausgearbeitete
Methode ist demgemiss folgende:

11 g Hefe werden im Becherglas mit 1 cem Essigester versetzt und mit
einem Glasstab 4—6 Minuten lang verrieben, bis die Verfliissigung vollstindig
geworden. Darauf wird die Hefe mit 20 ccm Wasser durchgeriihrt und als-
bald tropfenweise mit !/;, n.-Ammoniak unter stetigem Riihren bis zur neu-
tralen Reaktion versetzt, die man durch Tipfeln auf hellblaues Lackmus-

1 Willstatter u.Steibelt, H. 111, 157, und zwar 169; 1920; W illstatter, Graser
u. Kuhn, H. 123, 1 und zwar 23; 1922.
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papier mit Vergleichsproben von destilliertem Wasser feststellt; erforderlich
waren 7—9 ccm. Man wartet 10 Minuten und vervollstindigt, wenn es nétig
ist, die Neutralisation mit etwa 1,5 ccm. Die Hefesuspension wird nun in
einen 50 ccm-Messkolben -iibergefithrt, der knapp ausreicht. Zum Versuch
entnimmt man nach sorgfiltigem Umschiitteln 20 ccm, die mit 5,0 g wasser-
haltiger Maltose und dem Puffer (120 mg Na,HPO,-2H,0 4 90 mg KH,PO,)
ohne weiteren Zusatz eines antiseptischen Mittels auf 100 ccm gebracht werden.
Messungen werden in zwei Intervallen ausgefiihrt, und zwar so, dass eine der
Beobachtungen moglichst in die Néhe von 50°/, Maltosespaltung fiihrt, z. B.
mit 40 und 80 Minuten Versuchszeit.

Durch die von Euler und Josephson! mitgeteilte Erérterung itiber die
Frage der direkten Malzzuckergirung angeregt, haben neuerdings Will-
statter und Bamann? ,,die fiir die Bestimmung der Maltase massgebenden
Umstinde genauer nachgepriift. Das analytische Verfahren der zweiten Mit-
teilung hat sich dabei vollkommen bestidtigen und noch sicherer gestalten
lassen‘. Auch ist es Willstédtter und Bamann gelungen, genau so viel
Maltase in Losung zu iiberfithren, als die Analyse der Hefe ergeben hat.

Willstéatter und Bamann ergénzen die Versuchsbedingungen dahin, dass
sie zur Bestimmungslosung 5—6 Tropfen Toluol auf 100 ccm zusetzen, #hn-
lich wie schon Willstdtter und Steibelt?® speziell bei maltasearmen Hefen
einen weiteren Zusatz von Gift zur Bestimmungslosung notig fanden. Wihrend
die frithere Vorschrift Behandlung mit Essigester fiir die Dauer von 4—6
Minuten anrdt (siehe oben), halten Willstatter und Bamann es fiir vor-
sichtiger, die Verflissigung 10—15 Minuten dauern zu lassen, dann zu ver-
diinnen und mit Ammoniak zu neutralisieren. Die angegebene Puffermenge
erginzen die zitierten Autoren auf 1 g Phosphatmischung fiir 100 ccm Be-
stimmungslésung ; die Wasserstoffzahl bleibt dann optimal bis zum Ende der
Analyse trotz der proteolytischen Vorgénge.

Bestimmung mit Hilfe von Diammonphosphat. ,,Die Hefe lidsst sich sehr
gut allein mit Diammonphosphat abtoten und verflissigen.** Hierzu verreibt
man 10 g abgepresste Hefe (Trockengewicht nicht unter 25°/;) mit 1 g fein-
gepulvertem Diammonphosphat bis zur vollstandigen Verflissigung, die in
8—10 Minuten erreicht ist. Verdinnung mit Wasser auf 50 ccm; hiervon
je 20 ccm in die Maltoselosung.

Die Verflissigung kann auch mit 10°/, vom Gewicht der Frischhefe an
Natriumchlorid durchgefithrt werden.

Unter Zugrundelegung der ergdnzten Maltasebestimmungsmethode haben
nun Willstdtter und Bamann* die fritheren Ergebnisse iiber direkte Maltose-

1 Euler u. Josephson, H. 120, 42; 1922.

2 Willstitter u. Bamann, H. 151, 242; 1926.

3 Willstitter u. Steibelt, H. 115, 218; 1921.

4 Vgl. auch Willstatter u. Bamann, H. 152, 202; 1926.

Chemie d. Enzyme. II. 3. A. 9
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vergdrung ergidnzt. ,,Die fritheren Beobachtungen mit praktisch maltase-
freien Hefen lassen sich auch durch den Nachweis erginzen, dass unsere ge-
wohnlichen Bierhefen ebenfalls imstande sind, Maltose ohne vorangehende
Hydrolyse durch die Wirkung einer besonderen Komponente des Zymase-
komplexes zu vergéren.

10. Spezifitat der Hefemaltase.

Dass das maltosespaltende Enzym der Hefe auch zur Spaltung der e-Gluco-
side des Methyl- und Athylalkohols, des Phenols usw. befihigt ist, haben wie
erwahnt Willstitter, Kuhn und Sobotka durch Messung der Affinititen
zu den verschiedenen Substraten wahrscheinlich machen kénnen.

Hinsichtlich der Bedeutung der Konstitution des Zuckerteils in den
kiinstlichen Glucosiden fiir die Spaltbarkeit durch die e-Glucosidase (Mal-
tase) der Hefe haben neuerdings Helferich, Klein und Schafer! interessante
Beobachtungen mitgeteilt. Die Autoren fanden, dass die folgenden Abkémm-
linge des a-Methylglucosids nicht gespalten werden:

a-Methylglucosid-6-chlorhydrin,
a-Methylglucosid-6-bromhydrin,
Anhydro-a-methylglucosid,
a-Methyl-d-isorhamnosid,
a-Methylglucosid-6-methylather.

Vergleicht man diese Resultate mit denen von E. Fischer an entsprechen-
den Verbindungen der A-Reihe hinsichtlich Verhalten zur g-Glucosidase,
so findet man, dass die e-Glucosidase aus Hefe empfindlicher ist gegen Ande-
rungen ihres Substrates als die f-Glucosidase aus Emulsin. Das p-Methyl-
d-isorhamnosid erwies sich nédmlich durch Emulsin spaltbar. Wie Helferich
betont, besteht freilich die Méglichkeit, dass es sich nicht um véllige, sondern
nur um relative Nichtspaltbarkeit der ¢-Verbindung handelt2, dass also dieser
Unterschied nur ein — recht erheblicher — quantitativer, kein qualitativer ist.

Maltosazon wird durch Hefemaltase gespalten?®.

11. Synthetische Wirkungen.

Im I. Teil dieses Buches ist bereits auf Bourquelots und seiner Mit-
arbeiter erfolgreiche Arbeiten hingewiesen worden, durch welche die enzy-
matischen Synthesen iiberhaupt am Beispiel der Methylglucoside wesentlich
geklart worden sind. Ein Versuch zur Darstellung von a-Methylglucosid ist
bereits im I. Teil, S. 815, referiert worden, ebenso Bourquelots Unter-
suchung tiber die Lage des Gleichgewichts und dessen Abhingigkeit von der
Konzentration der Komponenten.

1 Helferich, Klein u. Schifer, Chem. Ber. 59, 79; 1926.
2 Vgl. Josephson, H. 147, 1 bes. 148; 1925.
3 Neuberg u. Saneyoshi, Biochem. Zs 36, 44; 1911.
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Besonders bemerkenswert ist, dass eine identische Gleichgewichtslage
von beiden Seiten her erreicht worden ist.

Drehung Reduz. Zucker
Anfang  Ende Ende
Hydrolyse . . . . . -+ 3024’ 2024/ 0,208
Synthese . . . . . +10 4" 4 202 0,216

Zur Austiihrung der enzymatischen Synthese des a-Methylglucosids in
grosserem Massstab empfiehlt es sich, die Versuchsbedingungen in Uberein-
stimmung mit den von Aubry! angegebenen Vorschriften zu arbeiten, wobei
jedoch vielleicht die Darstellung des Enzyms aus der Hefe besser nach den
Vorschriften von Willstdtter gemacht wird.

Zu 1800 g reinen Methylalkohols, der sich in einer 10-Literflasche befindet, fiigt man

500 g Glucose, gelost in 4 Liter dest. Wassers. Man schiittelt und setzt die vorher filtrierte

Maceration (3 Liter enthaltend 10°/, getrocknete Unterhefe) zu, schiittelt von neuem und
erginzt das Gesamtvolumen auf 10 Liter.

Man liasst die Mischung bei Zimmertemperatur stehen, bis die urspriingliche Drehung
+ 5°18" auf etwa + 11° gestiegen ist. Die Isolierung und Reinigung des Glucosides geschieht
nach den in Teil I, S. 316 erwihnten Angaben.

Das ebenfalls durch E. Fischer? bekannt gewordene e-Athylglucosid
ist enzymatisch durch Bourquelot synthetisiert worden.

Ausserdem beschreibt Bourquelot mit seinen Mitarbeitern die Synthesen
der a-Glucoside folgender einwertiger Alkoholradikale:

Propyl Butyl
Allyl Isobutyl.

Schliesslich wurde die biochemische Synthese von a«-Monoglucosiden
durchgefiihrt mit folgenden mehrwertigen Alkoholen3:

Glykol, Isopropylglykol, Glycerin,

Disaccharidsynthesen. Die erste beobachtete enzymatische Synthese in
vitro ist die von Croft Hill4 beschriebene Disaccharidbildung in einer 40°/yigen
Glucoselosung unter der Einwirkung eines maltasehaltigen Hefepriparates.
Hill deutete diese Synthese als eine Bildung der Maltose, wihrend O. Emmer-
ling? sie als eine Bildung von einer Isomaltose ansah. Im I.Teil, S.313 wurde
die auf Grund dieser und @hnlicher mit Emulsin und Kefirlactase gewonnenen
Ergebnisse von Armstrong ausgesprochene Vermutung, dass ,,Enzyme ge-

rade diejenigen Molekiile aufbauen, welche sie nicht zu spalten vermogen,
besprochen.

1 Aubry, Theése. Paris 1914, 8. 19. — Vgl. Bourquelot, Ann. de Chim. (9), 111, 287, 1915.

2 E. Fischer, Chem. Ber. 26, 2400; 1893. — Beziiglich der enzymatischen Spaltung
siehe E. Fischer, Chem. Ber. 27, 2985; 1894.

® Siehe Bourquelot, Bridel u. Aubry, C. r. 161, 41; 1915 (Glycerin). — Bour-
quelot, Ann. Chim. (9) 4, 310; 1915.

¢ Croft Hill, JI Chem. Soc. 73, 634; 1898; Chem. Ber. 34, 1380; 1901.
5 Emmerling, Chem. Ber. 34, 600; 2206; 1901.

o*
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Dass dieser Satz nicht mehr aufrecht erhalten werden kann, geht besonders
aus den neuen Ergebnissen von Pringsheim, Bondiund Leibowitz?! hervor.
Unter Anwendung eines nach Willstatter dargestellten Maltasepraparates
aus Hefe haben diese Forscher die Synthese in einer 40°/;igen Glucoseldsung
bei 87° wahrend vier Wochen fortdauern lassen. Nach der Vergirung der
nicht revertierten Glucose durch Saccharomyces Marxianus konnte Maltose
aus dem alkoholischen Anteil gewonnen werden, wéhrend die sog. Revertose
zugleich mit den Verunreinigungen der Lisung durch Alkohol gefallt wurde.
Unter den von Pringsheim, Bondiund Leibowitz angewandten Versuchs-
bedingungen (pH = 6,4) trat die Menge der Revertose weit hinter der der Maltose
zuriick. Kuhn und v. Grundherr? fanden, dass bei wechselnder Aciditit
zwei Maxima fiir die Geschwindigkeit der Reduktionsabnahmen unter der
Einwirkung von Ausziigen aus Lowenbriau- und Sinnerhefe auftreten. Das eine
Maximum wurde bei pH etwa 4—5 gefunden, gefolgt von einem Minimum
bei pH 6,5 bis 6,8 und einem zweiten Optimum bei pH = 7,3—7,5. Offenbar
handelt es sich um die Wirkung mindestens zweier verschiedener Enzyme.
Nach dem Befund von Willstiatter und Bamann, dass das pH-Optimum
der Maltosespaltung bei pH etwa 6,75—7,25 liegt, und dass pH = 7,5 fiir die
Spaltung giinstiger als 6,1 ist, scheint es dem Verfasser wahrscheinlich, dass
das von Kuhn und v. Grundherr bei pH = 7,3—7,5 gefundene Optimum
der Synthese der Maltose zugeschrieben werden kann. Schon aus den Er-
gebnissen von Bourquelot und Aubry3 iiber die Synthese des a-Methyl-
glucosids scheint hervorzugehen, dass fiir Synthese und Spaltung nahe iiber-
einstimmende Aciditdtsoptima gelten; dasselbe trifft auch bei der Synthese
des B-Methylglucosids durch Emulsin zu, wie Josephson? gezeigt hat. Die
Méglichkeit, dass auch andere Enzyme auch bei der angegebenen Aciditét
synthetisierend wirken konnen, scheint jedoch nach den Befunden von Bondi
und Leibowitz nicht ausgeschlossen. Sie fanden n#mlich bei pH = 6,6
unter Anwendung eines Trockenpriparates aus untergiriger Hefe der Schloss-
brauerei Schoneberg eine Synthese eines Disaccharids, welches sie als Gentio-
biose identifiziert haben.

b) Takamaltase.

,,Takadiastase’ aus Aspergillus oryzae enthilt eine Maltase, deren
Wirksamkeit nach einigen von Josephson 1922 ausgefiihrten vorldufigen
Messungen eine ganz andere pH-Abhingigkeit als die Hefemaltase zeigt. Es
wurde namlich gefunden, dass die Maltosespaltung noch bei pH = rund 4,0

! Pringsheim, Bondi und Leibowitz, Chem. Ber. 57, 1576; 1924.
2 Kuhn u. v. Grundherr, Chem. Ber. 57, 1852; 1924.

3 Bourquelot u. Aubry, C. r. 161, 184; 1915.

4 Josephson, H. 147, 155; 1925.
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recht bedeutend war. Leibowitz und Mechlinski! haben neuerdings ge-
zeigt, dass diese Takamaltase einen sehr breiten Wirkungsbereich hat (2,5 bis

8,0) und als Optimum der Wirkung haben sie pH = 4,0—4,5 angegeben.

Aktivitits-pH-Kurve der Takamaltase.
10 cem 1,259,ige Maltoselosung + 10 ccm Pufferlosung + 5 cem Enzymlosung (379).
Titrationen mit je 5 ccm.

o Relative
pH Minuten mg Cu Zuwachs 0 k- 104 Ge-
Spaltung schwindigkeit
25 0 27,9 — — —
300 29,8 L9 7,7 1,16 } 16,1
1200 33,4 5,5 22,4 0,92
30 300 32,7 48 19,5 3,14 } 3
1200 414 13,5 54,6 2,86 g
35 300 36, 9,0 35,0 6,24
’ 1200 48,0 20,1 81,7 6,15 } 86,2
40 240 35,9 8,0 32,5 7,08
’ 480 413 134 54,5 7,16 } 99,0
45 240 36,0 8,1 32,9 7,22 } 100
480 413 13,4 545 7,16
50 240 35,1 7.2 20,3 6,27
’ 480 40,3 12,4 50,4 6,34 } 87,6
55 300 36,5 8,6 35,0 6,23
’ 480 | 401 12,2 49,6 6,20 } 86,4

Die eingehende Untersuchung dieser Takamaltase durch Leibowitz
und Mechlinksi hat ihre vollstindige Ubereinstimmung mit der im Gersten-
malz gefundenen Glucomaltase ergeben. Das Takaenzym ist also véllig un-
wirksam gegeniiber a-Methylglucosid und Maltosazon, ,,offenbar infolge der
Modifizierung des Glucoseteils der Maltose durch den Eintritt der Phenyl-
hydrazinreste, eine Substitution, die die Wirkung des auf den Glucosido-
teil eingestellten Fermentes (a-Glucosidase bzw. Glucosidomaltase) nicht
zu verhindern vermag*‘.

Hinsichtlich der Kinetik der Maltosespaltung durch die Takamaltase ist
noch zu erwahnen, dass Leibowitz und Mechlinski eine gute Anschliessung
an die Formel fiir monomolekulare Reaktionen auch bei Anwendung durch
Dialyse und Alkoholfallung gereinigter Priparate gefunden haben. Pro-
portionalitdt zwischen Spaltungsgeschwindigkeit und Enzymkonzentration
ist auch vorhanden.

Die Aktivitat der Takapraparate gegeniiber Maltose driicken die Autoren
durch die Formel Mf = ___—k‘g Maltose

g Enzymprip.
Giltigkeit dieses Ausdruckes ermittelt zu haben. Fiir das Ausgangsmaterial

aus, ohne jedoch die Grenzen der

1 Leibowitz u. Mechlinski, H. 154, 64; 1925.
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ergab sich Mf = 0,0058—0,0067 (50 ccm 0,5°/, Maltoselssung); die durch
Dialyse und Alkoholfillung gereinigten Priparate zeigten Mf = 0,081 bzw.
0,046.

B. Trehalase.

Substrat: Die Trehalose, C;;H,,0y; + 2H,0. Schmelzpunkt des Hydrates
97 (nach Lippmann 1089, des Anhydrides 203° (Lippmann?), liefert
bei der Hydrolyse 2 Molekiile Glucose und ist also isomer mit der Maltose.
Die Drehung betrigt nach Hudson [e]}, = + 197° fiir das Anhydrid und
+178° fiir das Hydrat.

Trehalose zeigt nicht Mutarotation, reduziert Fehlingsche Losung nicht
und bildet auch kein Osazon; sie enthilt also keine Gruppe, welche Aldehyd-
reaktionen gibt. Demgemiss kann die Konstitution des Disaccharids durch
folgende Formel dargestellt werden, wobei nur noch die Lage der Sauerstoff--
briicken willkiirlich bleibt:

o

CH,OH. CH . CHOH - CHOH - CHOH - CH\O

CH,OH-CH-CHOH. - gHOH- CHOH.CH/
! |

Theoretisch moglich sind drei Diglucosen vom Trehalose-Typus:

a, a; B, B; e B
Hudson? nimmt auf Grund der Drehung an, dass die Trehalose die
a, a-Form darstellt. Die 8, B-Trehalose liegt vielleicht in dem von E. Fischer
und K. Delbriick® aus Aceto-Bromglucose und Silberoxyd gewonnenen
amorphen Priparat vor; das dritte Isomer stellt wahrscheinlich das neuer-
dings von Schlubach und Maurer* durch Kondensation der geschmolzenen

Tetracetylglucose mit Chlorzink als Kondensationsmittel erhaltene Disaccha-
rid dar.

Vorkommen. Bourquelot, welcher die Trehalase zuerst benannt und
beschrieben hat®, fand dieselbe in Schimmelpilzen, und zwar zunéchst in drei
Arten, namlich Aspergillus niger, Penicillium glaucum und Volvaria speciosa,
spiter in Polyporus sulphureusé. Mit Hérissey wies er das gleiche Enzym
in zahlreichen Hymenomyceten nach?, besonders in Azaricineen, Boletusarten
(und zwar teilweise sowohl im Fuss als im Hut), in Russula delica usw.

E. Fischer konnte das Vorkommen eines spezifischen, Trehalose spalten-
den Enzyms bestitigen, und zwar nahm er Trehalase auch in Reinhefen

1 Lippmann, Chem. Ber. 45, 3431; 1912. — Vgl. Schukow, C. 1900, II, 948.

2 Hudson, J1 Amer. chem. Soc. 38, 1566; 1916.

3 E.Fischer u. Delbriick, Chem. Ber. 42, 2776; 1909.

4 Schlubach u. Maurer, Chem. Ber. 58, 1178; 1925.

5 Bourquelot, C. 1. 116, 826; 1893. — Bull. Soc. Mycol. 9, 49, 189, 230; 1893.

6 Bourquelot u. Hérissey, Bull. Soc. Mycol. 10, 235; 1895.
" Bourquelot u. Hérissey, Soc. Biol. 57,409; 1904. — Bull. Soc. Mycol. 21, 1; 1905.
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vom KFrohbergtypus an’. Kalanthar? untersuchte verschiedene Hefen
auf ihren Trehalasegehalt, ebenso Bau3; dieser Forscher fand ,,iiber die Gegen-
wart eines spezifischen, Trehalose spaltenden Enzyms in untergériger Hefe
kein sicheres Resultat’* und hilt es nicht fiir angebracht, ein solches fiir die
echten Hefen, soweit sie untersucht sind, anzunehmen. Die unregelmissigen
Resultate diirften hauptsachlich in den Méngeln der angewandten Methodik
ihren Grund haben.

Vergirung von Trehalose wurde auch noch von Went in Monilia sito-
phila, von Rommel und Sitnikoff in Amylomyces « und y, von Lindner?
in zahlreichen Weinhefen, in Monilia candida und in Mucor Rouxii beobachtet.
Nach den von Willstdtter an Maltose und neuerdings auch an Saccharose
gewonnenen Ergebnissen ist es nicht unwahrscheinlich, dass auch die Trehalose
einer direkten Vergirung ohne vorhergehende Hydrolyse unterliegen kann,
so ‘dass die Vergirungsversuche von Bau, Lindner u. a. iilber die Gegenwart
oder Abwesenheit einer Trehalase an sich noch nichts aussagen wiirden.

N. N. Iwanoff® hat neuerdings Trehalose in Myxomyceten gefunden;
besonders reich an Trehalose war Reticularia Lycoperdon. Die enzymatische
Spaltung des Zuckers konnte er durch Trockenpriparate aus verschiedenen
Myxomyceten nicht erreichen; dagegen war das Enzym im unreifen Frucht-
korper des Myxomycetes Lycogola zugegen.

Ob Trehalase im Grinmalz gebildet wird, oder ob, wie Bourquelot
annimmt, die spaltende Wirkung des Griinmalzes auf der Gegenwart von
Schimmelpilzen beruht, steht noch nicht fest.

Im Tierreich fanden sowohl Bourquelot und Gley® (Darmsaft), als
besonders Fischer und Niebel? Trehalase; auffallend wirksam gegen
Trehalose war das Blut des Karpfens; bei den meisten sonst untersuchten
Tieren zeigte das Blutserum spaltende Fiahigkeit gegen Maltose, nicht aber
gegen Trehalose.

Darstellung. Bourquelot (C. r. 1893) ziichtete Aspergillus auf Raulin-
scher Losung. Nach eingetretener Sporenbildung hebt man das Mycel ab,
wischt es, zerreibt mit Sand und lasst mit Alkohol 6 Stunden stehen. Man
sammelt die Masse auf einem Filter und trocknet im Vakuum. Das getrocknete
Material wird zur Gewinnung des Enzyms mit Wasser verrieben und stehen
gelassen; den filtrierten Extrakt fallt man mit Alkohol. Diese Fallung wird
wieder durch Filtration von der Mutterlauge befreit, mit Alkohol gewaschen
und im Vakuum getrocknet.

1 E.Fischer, Chem. Ber. 28, 1429; 1895.

2 Kalanthar, H. 26, 88; 1898.

3 Bau, Woch. Brau. 16, 305; 1890 und 32, 141; 1915. Biochem. Zs 73, 340; 1916. —
Siehe auch Lafars Handbuch 4, 421; 1906.

4 Lindner, Woch. Brau. 17, 713; 1900 und 28, 612; 1919.

5 N.N.Iwanoff, Biochem. Zs 162, 455; 1925.

¢ Bourquelot u. Gley, Soc. Biol. 47, 515; 1895.

7 Fischer u. Niebel, Sitz.-Ber. Preuss. Akad. d. Wiss. 75, 73; 1896.
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Dem von der Nihrlosung abgehobenen Mycel soll man durch destilliertes
Wasser im Verlauf von mehreren Tagen Trehalase entziehen konnen.

Acidititsoptimum. Nach Bourquelot in schwach saurer Losung (0,0039/,
H,80,); auch hierin scheint sich das Enzym von der Maltase zu unterscheiden,
die ein annihernd neutrales Medium bevorzugt; genauere Messungen fehlen.

Einfluss der Temperatur. Bei der Untersuchung der wissrigen Enzym-
losung fand Bourquelot von 53° an beziiglich Trehalosespaltung eine
Schwichung, bei 63° vollstindige Zerstérung; dagegen bleibt die Maltase-
wirkung bis gegen 64° unverindert und verschwindet erst zwischen 74°—759.
Diesen Angaben muss natiirlich eine grosse Unsicherheit anhaften, besonders
da sich jedenfalls nur eines der beiden Enzyme bei der Aciditit des Stabilitats-
maximums befunden haben diirfte. Auch erscheint die Stabilitat der Maltase
auffallend hoch. Immerhin ist es natiirlich wohl moglich, dass die beiden
Enzyme sich hinsichtlich ihrer Temperaturbestdndigkeit unterscheiden. Tre-
halase soll nach Bau (1905) beim Trocknen der Hefe recht wenig stabil sein.

Anhang.
Spaltung und Synthese von «-Galaktosiden und «-Mannosiden.

Durch luftgetrocknete Unterhefe hat Bourquelot und Mitarbeiter eine
Synthese von «-Galaktosiden (Methyl-1, Athyl-2, Propylgalaktosid®) ge-
funden. Die Galaktoside werden auch gespalten. Die enzymatische Natur
der Prozesse, welche zur Bildung und Spaltung der a-Galaktoside fiihrt, ist
nicht klargestellt. Die gewohnliche Lactase kann hier nicht wirksam gewesen
sein, da sie einerseits nicht in Bierhefen vorkommt, andererseits nur f-Galak-
toside zu spalten und synthetisieren vermag. Dagegen scheint die Melibiase
hier eventuell titig zu sein, da nach neueren Ergebnissen von Haworth
die Melibiase eventuell eine a-Galaktosido-Glucose ist.

Durch ein Enzym der Luzerne kionnen a-Mannoside gespalten und syn-
thetisiert werden. Von beiden Seiten konnte Hérissey* nach langer Ein-
wirkung des Enzyms denselben Gleichgewichtszustand erreichen. Die Ge-
winnung des a-Methyl-Mannosids ldsst sich auch aus dem Mannan des Johannis-
brots direkt durch Einwirkung der Mannanase und Mannosidase in Methyl-
alkohol durchfiihren; dabei wirkt zuerst die Mannanase hydrolysierend auf
dem Mannan, und die entstandene Mannose wird unter Mitwirkung der Manno-
sidase mit dem Methylalkohol gekuppelt.

Die ¢-Mannoside scheinen auch von einem Bestandteil des Mandelemulsins
sehr langsam gespalten zu werden (Hérissey)5.

1 Hérissey u. Aubry, Jl de Pharm. et de Chim. (7) 9, 225; 1914.

2 Hérissey u. Aubry, Jl de Pharm. et de Chim. (7) 9, 327; 1914.

3 Bourquelotu. Aubry, Jl de Pharm. et de Chim. (7) 14, 193; 1916. C.r. 163, 312; 1916.

4 Hérissey, C.r. 172,766, 1536; 1921. 173, 1406; 1921. 175,1110; 1922, 176,779; 1923. —

Hérissey u. Cheymol, J1 de Pharm. et de Chim. (7) 29, 441; 1924. C.r. 178,123, 1372; 1924.
5 Vgl. hierzu die Ergebnisse von E.Fischer, Chem. Ber. 27, 3482; 1894; 28, 1429; 1895.



5. Kapitel.
Saccharasen.
Bearbeitet von Karl Josephson.

Substrat: Rohrzucker, C,Hy0;;, krystallisiert in grossen monoklinen
Krystallen ohne Wasser; zeigt in wéssriger Losung vom Prozentgehalt
p = 4 — 18 die Drehung

[a], = 66,87 — 0,0155 p,
ziemlich unabhéngig von der Temperatur.

Die Hydrolyse in die Komponenten Glucose und Fructose erfolgt durch
Sauren bei diesem Zucker schneller als bei der Maltose.

Die Formel des Rohrzuckers ist von W. N. Haworth und E. L. Hirst?
neuerdings folgendermassen modifiziert worden:

0
CH,OH - CH. CHOH - CHOH - CHOH - CH
O
D
CH,OH - CH.- CHOH - CHOH - € CH,0H
| |

Mit Hilfe ihrer Beobachtungen bei der Spaltung des h-Methylfructosids
durch Saccharase haben weiter Schlubach und Rauchalles? geschlossen,
dass die im Rohrzucker vorkommende Fructosereste in g-Form vorliegt.
Hiernach kénnte man also den Rohrzucker als

a-Glucosido-<1,5>-f-fructosid-<2,5>
formulieren.

Bei der Hydrolyse wiirde demnach primdr amylenoxydische a-Glucose
und butylenoxydische S-Fructose entstehen; dieselben sollen zum Teil in
mutameren Formen, wie auch hinsichtlich der Fructose in den entsprechenden
amylenoxydischen Formen umgewandelt werden, bis das gewdhnliche Gleich-
gewicht zwischen den verschiedenen Formen der reduzierenden Monosen
sich eingestellt hat. Fir die Methodik ist die schon von O’Sullivan und
Tompson?® beriicksichtigte Tatsache wesentlich, dass wegen dieser Um-
lagerung der primdr entstehenden Monoseformen die optische Drehung des

1W.N.Haworthu. E.L. Hirst, JI Chem. Soc. 1926, 1858. — Vgl. ferner W.N. Haworth,
E.L.Hirst u. V. 8. Nicholson, JI Chem. Soc. 1927, 1513. — J. Avery, W.N. Haworth
u. E. L. Hirst, J1 Chem. Soc. 1927, 2308.

2 Schlubach u. Rauchalles, Chem. Ber. 58, 1842; 1925.

3 0’Sullivan u. Tompson, J1 Chem. Soc. 57, 834; 1890.




138 Die hydrolysierenden Enzyme der Kohlenhydrate und Glucoside.

Hexosegemisches nicht bestidndig ist, sondern (besonders schnell durch Zu-

satz von OH" und H'-Ionen) im positiven Gebiet sinkt, im negativen Gebiet
ansteigt.

Verschiedenheiten und Einteilung der Saccharasen.

Sowohl mit tierischen als mit pflanzlichen Organextrakten und Siften
lassen sich starke rohrzuckerspaltende Wirkungen erzielen. Es hat sich in
der letzten Zeit ergeben, dass diese Enzyme wesentliche Verschiedenheiten
aufweisen, welche auf Verschiedenheiten hinsichtlich der Spezifitit zurtick-
gefiihrt werden miissen. Dieser Spezifitdtsunterschied tritt besonders bei der
Priifung von Rohrzuckerderivaten, welche entweder die Fructosekomponente
oder die Glucosekomponente unverdndert haben, klar zum Vorschein. Bei
unveridndertem Fructoserest, z. B. Raffinose, ist die Spaltbarkeit durch die
sog. Fructosaccharasen nicht aufgehoben, wihrend z. B. die Melezitose,
welche die Fructosekomponente des Rohrzuckers mit einem zweiten Glucose-
molekiil verkettet hat, durch die Fructosaccharasen nicht angegriffen wird.
Umgekehrt scheinen die Verhéltnisse bei den sog. Glucosaccharasen zu
liegen: Raffinose wird durch Glucosaccharase nicht angegriffen, die Spalt-
barkeit der Melezitose durch Glucosaccharase (Kuhn) steht nach Bridel!
noch offen (siche S. 216).

Der Spezifitiatsunterschied zwischen den Fructo- und Glucosaccharasen
kann auch im Verhalten der Enzyme zu den Spaltungsprodukten des Rohr-
zuckers hervortreten, wenn auch nicht so stark ausgeprigt, wie man urspriing-
lich angenommen hat. Wir kommen hierauf weiter unten zuriick.

Die experimentell festgestellte Verschiedenheit der verschiedenen Saccha-
rasen besteht nach R. Kuhn? darin, dass die Fructosaccharasen sich an den
Fructoserest des Rohrzuckers und der Rohrzuckerderivate mit unverénderter
Fructosekomponente anlagert, wihrend die Glucosaccharasen sich an dem
Glucoserest anlagern. Nach einer von Euler und Josephson?® entwickelten
Theorie soll aber nach dieser ersten Anlagerung des Enzyms an die éine
Substratkomponente eine Umwandlung des entstandenen reaktionsvermit-
telnden Molekiils erster Ordnung in einer solchen zweiter Ordnung eintreten,
wobei vielleicht auch der zweite Zuckerrest im Substrat in Reaktion mit
dem Enzym tritt.

Die Saccharasen wirken also entweder als Fructo- oder als Glucosaccha-
rasen. Sie sind aber in ihren natiirlichen Vorkommnissen nicht so streng ge-
schieden, wie urspriinglich von Kuhn angenommen wurde. Im folgenden
behandeln wir die tierischen und pflanzlichen Saccharasen getrennt und letztere
werden weiter in die Saccharasen der Phanerogamen und der Kryptogamen

1 Bridel und Aagaard, Soc. Biol, 9, 884; 1927.

2 R. Kuhn, H. 129, 57; 1923. — R. Kuhn u. H. Minch, H. 150, 220; 1925 und 163,
1; 1927,

3 Euler u. Josephson, H. 166, 294; 1927.
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eingeteilt. Nur die letzteren sind zum Teil so genau untersucht, dass man
unter ihnen Fructo- und Glucosaccharasen unterscheiden konnte.

A. Tierische Saccharasen.

Yorkommen. Hinsichtlich Organen hoherer Tiere ist in erster Linie
der Darm zu nennen; jedenfalls kommen andere Organe im Vergleich zum
Wirksamkeitsgrad des Darmes kaum in Betracht!. Vandevelde?2 beobachtete
Rohrzuckerspaltung durch Pankreasextrakt. Die Angabe von Jona3, dass
der nach Reiz durch Rohrzucker abgesonderte Speichel Saccharase enthélt,
schien Nachpriifung zu verdienen. Der Effekt war gering. Bemerkenswert
ist, dass die rohrzuckerspaltende Wirkung des Blutes hoherer Tiere sehr klein
ist; wir kommen spiter hierauf zuriick. — Niedrigere Tiere: Wie zu ver-
muten ist, enthilt die Honigblase der Bienen Saccharase?; Erlenmeyer5
hat das Enzym zuerst im Bienenspeichel gefunden. Aber auch in anderen
Insekten ist Saccharase nachgewiesen worden (Axenfeld 1903; Piéron
1907). Der Verdauungstraktus von Schnecken enthilt neben vielen anderen
Enzymen auch Saccharase.

Darmsaccharase.

Was die Lokalisation des Enzyms betrifft, so ist die Frage noch un-
erledigt, ob und in welchem Grade die Saccharase im Darm-Saft (Fistelsaft)
vorkommt, ferner in welchen Zellen der Darmmucosa die Bildung und evtl.
Abscheidung des Enzyms erfolgt.

Die ersten, 1877 von Cl. Bernard angestellten Versuche zeigten schon,
dass die Rohrzuckerspaltung durch die Darmschleimhaut jedenfalls stiirker
katalysiert wird als durch den Darmsaft. Bei &lteren Versuchen mit Darm-
saft vom Menschen haben allerdings Demant, Vella, Busch und Leube,
1902 auch Nagano, invertierende Wirkung gefunden; quantitative Angaben
werden aber nur von Busch gemacht, der sein Resultat an einer mit Darm-
fistel versehenen Patientin gewonnen hat.

Einen noch schiarferen Unterschied fanden Rohmann$, sowie Tubby
und Manning?. Menschlicher, mittels einer Fistel gewonnener Darmsaft
invertiert nicht oder in #usserst geringem Grad, wogegen die Darmschleim-
haut eine ausgesprochene Wirksamkeit besitzt.

! Die Angaben von Robertson (Edinburgh Med. J1 39, 2; 1894) iiber das allgemeine
Vorkommen von Saccharasen sind nachzupriifen.

2 Vandevelde, Biochem. Zs 23, 324; 1909.

3 Jona, J1 of Physiol. 40, 21; 1910.

“ H.Petersen, Pflig. Arch. 145, 121; 1912. — Saccharase im Honig: v. Fellenberg,
Mitt. Leb. u. Hyg. 2, 369; 1912; daselbst Literatur. — Caillas, C. r. 170, 589; 1920. —
Kinetische Untersuchungen mit Honigsaccharase haben Nelson und Mitarbeiter mitgeteilt.

5 Erlenmeyer, Sitz-Ber. Bay. Akad. 1874, 205.

¢ Rohmann, Pflig. Arch. 41, 424; 1887.

“Tubby u Manning, Guys Hospital Rep. 48, 271; 1892
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Tierversuche. Von vornherein muss nach E. Fischer! beriicksichtigt
werden, dass bei der Generalisierung auf diesem Gebiet grosse Vorsicht ge-
boten ist. Es wurden ndmlich von verschiedenen Autoren an verschiedenen
Tieren ganz voneinander abweichende Resultate gefunden.

Mehrere der in den 80er Jahren mit ,,Darmsaft’* ausgefithrten Versuche
sind iibrigens wegen der ungeeigneten Methodik sowie wegen unzureichender
Angabe tiber die Lage des untersuchten Darmstiickes kaum verwertbar.

Mit Darmsaft erhielten Bastianelli sowie Lafayette B. Mendel
beim Hund Inversion.

Demgegentiber stehen die genaueren, ebenfalls am Hundedarmsaft mittels
Jejunumfistel gewonnenen Resultate von Réhmann und Nagano? bei
welchen sich nur eine sehr schwache Inversion ergab, sowie negative Er-
gebnisse von Lehmann?® am Darmsaft der Ziege.

Mit Darmmucosa vom Hund wurde Rohrzuckerspaltung erzielt von
Griinert?, der sie in frischem Zustand, und von Kriiger®, der sie nach
dem Trocknen als Pulver verwendet hat®.

Bierry? verdankt man neuere sorgfiltige Versuche, die ebenfalls am
Hund angestellt sind, und zwar

1. mit natiirlichem Darmsaft, wie er durch eine Dauerfistel ausgeflossen

war,

2. mit solchem Darmsaft, nachdem er durch Zentrifugieren geklirt

worden war,

3. mit zentrifugierten Darmmacerationen.

Bierrys Ergebnis ging dahin, dass der reine ,,physiologische Fistel-
saft nicht invertiert. Die Wirksamkeit des triitben unzentrifugierten Saftes
ist auf die Gegenwart von Darmschleimhautzellen zuriickzufithren. Wirksam
sind demgemiss auch Macerationssifte der Darmschleimhaut.

Man kann der Literatur wohl das Ergebnis entnehmen, dass der Darm-
saft, wenn er Rohrzucker spaltet, im allgemeinen im Vergleich zu der Darm-
schleimhaut wenig wirksam ist, soweit nicht besondere Reizung durch
Rohrzucker eintritt®. Nach W. Koskowsky (JI Pharm. and Exp. Thera-
peutics 26, 413) bewirkt subcutane Injektion von Histamin Steigerung des
Saccharasegehaltes des Diinndarmsaftes am Fistelhunde.

1 E. Fischer u. Niebel, Sitz.-Ber. Preuss. Akad. d. Wiss. 75, 73; 1896. Diese Autoren
haben an verschiedenen Tieren leider nur das Duodenum untersucht.

2 Rohmann u. Nagano, Pflig. Arch. 95, 533; 1903.

3 Lehmann, Pflig. Arch. 33, 180; 1884.

4 Grinert, Zbl. f. Physiol. 5, 285.

 Kriiger, Zs f. Biol. 37, 229; 1899.

8 Siehe auch Miura, Zs f. Biol. 32, 266; 1895. — Getrockneten Schweinsdarm haben
H.T.Brown u. Heron aktiv gefunden, Jejunum und Ileum gleichmissig.

? Bierry, Biochem. Zs 44,415, 1912. — S. auch Bierry u. Frouin, C.r. 142, 1565; 1906.

8 Siehe hierzu auch E.v.Knaffl-Lenz, H. 119, 60; 1922,
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Es ist dann die Rolle der Lymphocyten zu erwigen. Die enzyma-
tische Wirksamkeit isolierter Lymphocyten ist von Mancini! und von
Tschernoruski? studiert worden, aber einen evtl. Gehalt an Saccha-
rase haben diese Autoren nicht mitgeteilt. Man weiss, dass die Mucosa des
Dinndarmes ziemlich reich an Lymphocyten ist; aber zu einer Schitzung
ihrer Zahl per Fliacheneinheit Darmschleimhaut reichen die vorliegenden
Angaben nicht aus. Immerhin diirften die oben erwihnten Versuche nicht
wesentlich von den Lymphocyten beeinflusst sein.

Nach einer von Euler und Svanberg? gedusserten Ansicht wird die
Rohrzuckerspaltung im Darm durch ein Enzym vermittelt, welches nicht —
oder wenigstens nicht direkt — in wissrige Losung geht, und welches also
an der Oberfliche der Mucosa bzw. von Mucosabestandteilen wirkt.

In der histologischen Literatur wird, wenn die enzymatische Wirkung des Darmes be-
handelt wird, in der Regel nur von den Lieberkiihnschen Driisen gesprochen. Uber die
Zahl der Lieberkiihnschen Driisen per Oberflicheneinheit Darmwand scheinen in der histo-
logischen Literatur bis jetzt keine genauen Angaben vorzuliegen. Nach mikroskopischen
Schnitten ldsst sich schitzen, dass auf 1 qem Darmwand rund 100 Lieberkiihnsche Driisen
kommen, wobei die Zotten beriicksichtigt sind. Wegen der Kergringschen Falten ist aber
die Oberfliche der Mucosa grosser, als die an der dusseren Darmwand vorgenommene Aus-
messung ergeben hat, und zwar etwa um 150°/,, so dass auf den Quadratzentimeter rund 250
Lieberkiihnsche Driisen kommen.

Sieht man von dem Sekret dieser Driisen ab, so wire mit ihrer wirksamen Oberfliche
zu rechnen. Als Dimension_en findet man in der Regel angegeben 0,4—0,3 mm Linge und
einen Durchmesser an der Offnung von im Mittel 60 @. Die Oberfliche einer Lieberkiihn -
schen Driise kann im Mittel auf 0,1 qmm geschitzt werden. Indessen kann keineswegs die
Gesamtoberfliche der Lieberkihnschen Driisen als aktive Oberfliche fiir die enzymatische
Wirkung in Betracht kommen.

Rechnet man nur den oberen Rand der Lieberkiihnschen Driisen als wirksame Kon-
taktfliche, so erhélt man abgerundet fiir jede Driise 0,008 qmm Oberfliche, also per qem Darm
0,75 qmm, oder bei einer Mucosaoberfliche des Jejunums von 1500 gcm rund 10 qem wirksame
Driisenoberfliche.

Zum Vergleich kann angegeben werden, dass 1 g der eingehend untersuchten Unter-
hefe H eine Oberfliche von 26 000 qecm besitzt.

Euler und Svanberg (I. c.) haben die Verteilung der Saccharase in
den verschiedenen Teilen des menschlichen Darmes untersucht und stellen
ihre Resultate in folgender Tabelle zusammen, in welcher k die Inversions-
konstanten (gemessen bei 32°) bezeichnen:

Darmteil Linge Fliche k L 108
qem
Duodenum, Pylorusteil . . . . . . . . 9 cm 81 gem 0,011 13,5
Duodenum, Pankreasteil . . . . . . . 8 80 ., 0,015 19
Jejunum, 1,5 m distal vom Duodenum . . 12 48 0,024 50
Jejunum, 1—30 c¢cm vom Duodenum . . . 6 42 0,037 88
Ileum, Abschnitt vor Eintritt ins Caecum . 6 42 0,0015 4

1 Mancini, Biochem. Zs 26, 140; 1910.
2 Tschernoruski, H. 75, 216; 1911
3 Euler u. Svanberg, H. 115, 43; 1921,
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Es geht aus den obigen Zahlen auch hervor, dass der Saccharasegehalt
des menschlichen Ileums pro Quadratzentimeter Darmwand nur etwa 5%/,
desjenigen des Jejunums betrigt.

Zum Vergleich sei angegeben, dass der Wert 10°-k/qcm fiir den mitt-
leren Teil eines Schweinsdarms zu 5 gefunden wurde.

Berechnet man den gleichen Wert fiir Unterhefe H, so ergibt sich fiir
k-10% pro Quadratzentimeter der Wert 2,4.

Aciditiitshedingungen. Nach den eingehenden Messungen von Sérensen,
Michaelis u.a.liegt das Aciditdtsoptimum der Hefensaccharase bei pH = 4,5.
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Fig. 20.

Da andererseits die H'-Konzentration
des Darmsaftes von Auerbach und
Pick zu h = 0,5 10"° angegeben wird,
so war es von allgemeinem Interesse,
die Wirksamkeit der Darmsaccharase
bei diesem Sduregrad zu untersuchen.
Dabei zeigte sich, dass in dieser Hin-
sicht zwischen dem rohrzuckerspalten--
den Enzym des Darms und dem der
Hefe betriachtliche Unterschiede be-
stehen. Dieselben gehen am deut-
lichsten aus vorstehender Figur her-
vor, welche zeigt, dass die Saccharase
des Menschendarms ihr Aciditats-

optimum bei pH = 5 — 7 besitzt, also bei einer H'-Konzentration, welche
etwa 50mal kleiner ist, als die fiir Hefensaccharase normale.
Die mit Darmextrakt erhaltenen Inversionskonstanten sind die folgenden:

Anfingl. Schliessl. K Relative
pH pH Geschwindigkeit
4,5 5,25 0,00372 100
6,6 6,84 0,00372 100
7,5 7,48 0,00291 78
8,0 7,95 0,00213 57

Kinetik. Euler und Svanberg (. c.) haben ihre Versuche teils direkt
mit fein zerschnittenem normalem Darm angestellt, teils mit Darmextrakt.
Im ersteren Fall waren die absoluten Geschwindigkeiten grosser, die Reaktions-
koeffizienten 1. Ordnung, k = 1/t Ilnaja —x, gaben eine geniigende Kon-
stanz, wie folgendes Beispiel zeigt (1. c. Beilage 13):

Stunden
0
20
29
168

Drehung k
2,40
0,29 0,023
0,09 0,022
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Bei Anwendung von Darmextrakt fielen die k-Werte kleiner aus und
nahmen im allgemeinen im Verlauf eines etwa 1 Tag dauernden Versuchs
ab, vermutlich infolge der Labilitdt des- Enzyms; siehe auch Euler und
Myrbiack?.

Einfluss der Temperatur. Da sich hinsichtlich der optimalen Aciditéat
deutliche Unterschiede zwischen Darm- und Hefesaccharase ergeben hatten,
wurde von Euler und Myrbéack?! auch die Temperaturstabilitit der Darm-
saccharase ngher studiert. Wurde der Darmextrakt 1 Stunde auf verschiedene
Temperaturen (bei optimaler Aciditdt) erhitzt, so ergab sich:

Erhitzungstemperatur 180 450 500 520 550
Inversionskonstante k-10% 28 23 15 7 0.

Berechnet man hieraus den Inaktivierungskoeffizienten k¢-10* nach der
Formel (32)

1. k,
ko= T log &’
(sieche Teil I, S. 247), so erhilt man:
Erhitzungstemperatur 180 450 500 520 559

Inaktivierungskoeffizient kg 10* 0 0 31 86 oo,

Mit einer Losung von Hefensaccharase von #hnlicher absoluter Wirk-
samkeit erhalt man:

Erhitzungstemperatur 18% 500 55°  58°  60,5°
Inaktivierungskoeffizient kq-10¢ 0 0 19 45 161.

Die Temperatur der halben Inaktivierung bei einstiindiger Erhitzung er-
gibt sich aus den erwdhnten Messungen fiir

Darmsaccharase 510
Hefesaccharase 58,39,

Man findet also einen Temperaturunterschied in der Stabilitét der beiden
Enzyme von tiber 7% Auch bei verschiedenen Hefe-Saccharaselosungen findet
man Schwankungen in der Termostabilitit, welche jedoch geringer als die
hier gefundenen Unterschiede sind (siehe S. 190 u. ff.).

B. Saccharasen der Phanerogamen.

Vorkommen. Die ausserordentlich grosse Verbreitung der Saccharase
im Pflanzenreich geht besonders aus einer Arbeit von Kastle und Clark?
hervor. Dieselben fanden Saccharase nicht nur in solchen Pflanzenteilen,

1 Euler u. Myrbick, H. 115, 68; 1921.
2 Kastle u. Clark, Amer. Chem. J1 30, 422; 1903.
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welche Rohrzucker als Reservestoff enthalten, sondern weit allgemeiner, tiberall
da, wo Stdrke oder Inulin aufgespeichert wird.

Man findet Saccharasen in griinen Blattern (z. B. von Tropaeolum?,
Tabak?, Kartoffel> Polyscias nodosa), Friichten?, besonders in Kérnern der
Gramineen?®, in Pollen®, in Stengeln, Knollen (Kartoffel), seltener in Wurzeln
und Riiben.

Bei Untersuchung des Enzymgehalts in den Blidttern einiger stérke-
freiler Monokotyledonen hat Chapman? Saccharase in Schneegléckchen
(Galanthus nivalis) und Lauch (Allium porrum) nicht aber in Zwiebel (Allium
cepa) gefunden. Nach einer Untersuchung von Colin und de Cugnac?® ent-
halt besonders die Gruppe der Graminaceen, welche Livulosane als Vorrat
ablagert, viel Saccharase in dem Stengel.

Besonderes Interesse verdient die Verteilung der Saccharase in der
Zuckerriibe, welche zuerst von Robertson, Irvine und Dobson?® dann
von Ruhland?® und von H. Collin!? studiert worden ist. In der Riibe von
Beta vulgaris wird unter normalen Verhiltnissen keine Saccharase angetroffen,
und zwar weder im 1. noch im 2. Jahr; sehr saccharasereich sollen dagegen
die Betabliatter sein; der Enzymgehalt des Stammes nimmt vom Blatt bis
zur Wurzel ab.

Die Eigenschaften der Saccharase in Bananen haben K. G. Falk und
Mc Guire!? untersucht. Sie geben an, dass eine lgsliche Saccharase mit
dem pH-Optimum bei 3,5—4,5 und eine unldsliche Saccharase mit dem Opti-
mum bei pH = 4—4,5 vorliegt.

Darstellung. In der Regel ldsst sich ein saccharasehaltiger Saft durch
Auspressen des frischen Materials gewinnen; derselbe enthalt aber oft oxy-
dierende Enzyme und Polyphenole und ldsst sich deswegen nicht immer
direkt zu Versuchen benutzen. Es empfiehlt sich also, die Saccharase durch
Alkohol oder Aceton aus dem Presssaft auszufillen, oder aber das Pflanzen-
material zu trocknen und dann mit Wasser oder einer verdiinnten Phosphat-
l6sung zu extrahieren.

I Brown u. Morris, Trans. Chem. Soc. 63, 604; 1893.

2 Qosthuizen u. Shedd, J! Amer. Chem. Soc. 35, 1289; 1913. — Mosca, Gazz.
chim. ital. II, 431; 1913.

3 Doby, Biochem. Zs. 71, 495; 1916.

¢ Besonders genau untersucht ist das Enzym der Dattel, und zwar von Vinson, Jl
Amer. Chem. Soc. 30, 1005; 1908 sowie das Enzym der Bananen.

5J. 0'Sullivan, J1 Chem. Soc. 77, 691; 1900.

% van Tieghem, Bull. Soc. Bot. France 33, 216; 1886.

7 Chapman, Biochem. J1 18, 1388; 1924,

8 H. Colin u. de Cugnac, C. r. 182, 1637; 1926.

® Robertson, Irvine u. Dobson, Biochem. J1 4, 258; 1909.

10 Ruhland, Zs Ver. D. Zuckerind. 1912, 1.

1 H. Collin, C. r. 160, 777; 1915.

12 K. G. Falk u. Mc Guire, Jl Gen. Physiol. 3, 595; J1 Biol. Chem. 54, 665; 1923. —
J1 Amer. Chem. Soc. 45, 1539; 1923.
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Die von Vinson (l. c.) studierte Dattelsaccharase soll erst bei der Reife
loslich werden, wihrend die unreifen Friichte das Enzym an einen unlds-
lichen Stoff gebunden enthalten.

Kinetik. Einige Versuche mit Saccharase aus Kartoffelknollen teilt
Doby (1. ¢.) mit.

C. Saccharasen der Kryptogamen.

I. Hefensaccharase.

YVorkommen. Ein Rohrzucker hydrolysierendes Enzym findet sich in
den meisten Hefen, sehr wahrscheinlich ausnahmslos in den Kulturhefen
unserer G#rungsgewerbe und in den eigentlichen Weinhefen. Saccharomyces
albicans (Soorpilz), Schizosaccharomyces octosporus, viele Formen von Saccha-
romyces apiculatus, sowie einige Torulaceen sollen frei von Saccharase sein.

Hinsichtlich des Nachweises von Saccharase in girfihigen Hefezellen
ist zu erwihnen, dass die Vergirbarkeit des Rohrzuckers moglicherweise fiir
die Anwesenheit der Saccharase nicht beweiskraftig ist. Nimmt man néamlich
mit Willstatter und Steibelt!, sowie mit Willstatter und Lowry jr.2
an, dass Disaccharide auch direkt der Vergédrung unterliegen konnen, so
ist die Vergirung eines solchen Zuckers an sich kein Beweis fiir die Gegen-
wart des betreffenden hydrolysierenden Enzyms. Bei Priifung auf Saccharase
sollte also die G#rung durch Zusatz von Antiseptica gehindert werden, was
man friher in der Mehrzahl der Félle nicht getan hat. Sicher muss man von
denjenigen Hefen, welche Rohrzucker nicht, wohl aber Glucose vergiren,
annehmen, dass sie keine Saccharase enthalten; nach Willstatter fehlt
ihnen aber ausserdem die spezifische Rohrzuckerzymase (oder ihr Co-Enzym).

Bei zahlreichen Formen von Saccharomyces apiculatus hat Klécker
1913 Vergéarbarkeit von Rohrzucker nachgewiesen. Es wire nach dem oben
Gesagten noch festzustellen, ob in diesen Formen nur die Vergirung erfolgt
oder ob dieselben auch Saccharase enthalten?®.

Uber die Methodik der Saccharasebestimmung in frischen Hefen siche
S. 205. In der nachstehenden Tabelle sind die Inversionsfihigkeiten der in
hiesigem Laboratorium untersuchten Hefen aufgenommen.

Uber Steigerung des Saccharasegehaltes der Hefe siehe I. Teil, S. 897 ff.,
sowie unten (S. 148 u. 195).

Isolierung der Saccharase. Eine ausgezeichnete Kritik der Methoden zur
Isolierung der Saccharase aus der Hefe verdankt man Willstatter, dessen
Darstellung wir hier folgen.

Die verschiedenen Isolierungsmethoden unterscheiden sich im wesent-
lichen darin, dass nach den einen der Zellinhalt ohne enzymatischen

1 Willstatter u. Steibelt, H. 115, 211; 1921,
* Willstdtter u. Lowry jr., H. 150, 287; 1925.
8 Beziiglich Torula-Arten siehe Will, Zbt. Bakt. (2) 21, 386, 459; 1908 und 34, 1; 1912,

Chemie d.Enzyme. II. 3. A, 10
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Ubersicht iiber die bis jetzt bestimmten Inversionsfihigkeiten verschiedener Hefen.

Zellenzahl Bestimmungslésung g % Abs Inv
Nr. Hefe per g Trok-| ¢ Rohrzucker Trok- y k ci
. 1
kengewicht com . e Hefe kengew. Zellenzahl (Mittel)
1 | Unterhefe H. . . .. 0,16 - 10" | 17° | 20—~60 | 4—10 | 8—16 }0,1—0,5 30 0.05—0,65 - 10'° | 20—125-10"¢] 10-107**
2a | Brennerei-Oberh. SB| 0,30 - 10** | 17° |60—100| 5—10 | 8—10 | 0,2—1 30 0,1—0,26 - 10*° 7—27-107¢ 3-1071
2b » ’» R 0,26 - 10" | 17° 60 4,8 8 0,3—0,4 25 0,23—0,26 - 10" | 35—46 10 | 8,5 -107**
3 | Brau.-Oberh. Grénw. - 17° 60 4,8 8 1 ccm Rohhefe 0,24 - 10" 37,5-107¢) 7,5 107"
4 | Brau.-Unterh. ,, - 17° 60 48 8 1 ccm Rohhefe 0,22 - 10%° 59,5 +1074| 18,0 - 1072
5 | Lab. Kultur S.ellips. | 0,47 - 10** | 30° 100 10 10 0,29 (30) 1,36 - 10 6510 *| 4,8-107**
6 | TorulaHansen(Svb.)| 25 -10" | 18° 100 8 8 - - 31.5 - 10" 40-1074}0,11 -10°*?
. - 17° 60 4,8 8 - - 0,29 - 10" 30-107¢ 510712
7 | Sacch. thermantiton { - 190 | 100 8 8 - - 0,28 - 10%° 25-107¢| 7-10
8 | Sacch.Marxianus 0,72—10" | 17° 60 4,8 8 — - 0,76 - 10'° 0,73-1077| 4,6 -107*¢

1, 2a, 3—7 Euler, Svanberg und Laurin. — 2b und 8 Euler und Josephson.

Abbauvorgang von den Zellwinden bzw. von den festen und unléslichen
Bestandteilen der Zelle abgetrennt wird, wihrend er nach den anderen Ver-
fahren durch enzymatische Reaktionen chemisch verdndert wird,
ehe man ihn von den Heferesten entfernt.

Die erstgenannten Methoden (Michaelis, Meisenheimer) zielen darauf hin, durch
Zerstorung der Zellstruktur die Saccharase, welche von der lebenden Hefe nicht an Wasser
abgegeben wird, in Losung tiberzufithren. Die Ergebnisse sind, wie Willstédtter?! betont, stets
unbefriedigend, ,weil sich die Saccharase in solchem geschiitzten Zustande oder derart mit
hochmolekularen organischen Verbindungen vergesellschaftet vorfindet, dass sie nicht wasser-

loslich ist“.

,,Die Methode, durch enzymatische Abbauvorginge die Saccharase frei
und 16slich zu machen, ldsst sich so gestalten, dass die frische Hefe unverdiinnt
der langdauernden Autolyse iberlassen wird (C. O’Sullivan und F. W.
Tompson)?2, oder dass sie dabei unter missiger Verdiinnung mit Wasser der
Wirkung eines antiseptischen und abtétenden Mittels unterworfen wird (C. S.
Hudson?, Rapid autolysis).”

»Die Hefeverflissigung durch abtotende Mittel bewirkt an sich keine
Abgabe des Enzyms an Wasser. Und je nach dem dabel angewandten Zell-
gift werden die enzymatischen Vorginge verschieden geleitet, so dass ...
der chemische Apparat der Saccharasefreilegung entweder geschont (Toluol)
oder geschadigt wird (Essigester); daher ist nur im ersten Fall die durch Hefe-
verfliisssigung beschleunigte Autolyse fiir die Saccharasegewinnung brauchbar.*

Unter den angegebenen Methoden ist somit die beschleunigte Autolyse
weitaus am giinstigsten. C. S. Hudsons Vorschrift haben Willstatter
und Racke? eingehend untersucht und verbessert, indem sie das Ziel der pripa-
rativen Methode aufstellten, ,,den enzymatischen Vorgang der Invertin-

1 Willstéitter u. Racke, Lieb. Ann. 425, 1; 1921.
2 C. O'Sullivan u. F. W.Tompson, J1 Chem. Soc. 57, 834; 1890.

3 (C.S. Hudson u. H.S. Paine, J1 Amer. Chem. Soc. 32, 774; 1910. — C.S. Hudson,
ebenda 36, 1566; 1914.

4 1. Abh. Lieb. Ann. 425, 1; 1921. IL Abh. Lieb. Ann. 427, 111; 1921.
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freilegung von der allgemeinen Selbstauflésung der Hefe zu trennen und so
zu leiten, dass das Invertin vollstandig in Losung geht, zusammen mit mog-
lichst wenig von anderen Inhaltsstoffen der Hefe.

Folgende Arbeitsweisen kommen nunmehr in Betracht:

1. Verfahren von Hudson (rasche Autolyse bei Anwendung
von Toluol).

Die frische Presshefe wird in das gleiche bis doppelte Gewicht Wasser
eingetragen, mit 5—10°/, ihres Gewichtes an Toluol vermischt und nach
kriftigem Durchschiitteln, das man alle Tage wiederholt, bei Zimmertemperatur
etwa 7 Tage der Autolyse iiberlassen. Nach wenigen Stunden setzt unter be-
trichtlicher Gasentwicklung Selbstgirung ein, die bis zum folgenden Tage
beendet ist. Nach einer Woche filtriert man die Hefeflissigkeit ab. Der
abfiltrierte Auszug betrigt etwa 1400 cem fiir 1 kg 20—22°/ iger Frischhefe
(oder bei Anwendung von 2 Teilen Wasser 2100 ccm), d. i. ungefahr 809/,
der entstandenen Hefefliissigkeit, und sein Trockengewicht 85—123 g. Den
Zeitwert (vgl. S. 208) fanden Willstdtter und Racke 160—206 bei An-
wendung von Brauereihefen vom Zeitwert 230—850.

2. Verfahren der raschen Autolyse mit (Essigester +) Toluol
unter Neutralisieren mit Ammoniak oder Ammonphosphat nach
Willstatter und Racke.

Das Verfahren hat den Vorzug giinstigerer Saccharaseausbeute und etwas
grosserer Reinheitsgrade. Die Frischhefe wird nach dem  Eintragen in das
gleiche (oder doppelte) Gewicht Wasser durch Versetzen mit Toluol und
Essigsdureester (je 50 ccm auf 1 kg) verflissigt. Willstatter beginnt bald die
auftretende Sdure mit verdiinntem Ammoniak zu neutralisieren und vervoll-
stindigt die Neutralisation in den ersten Stunden oft und weiterhin am ersten
Tage noch einige Male. Die Auflosung der Saccharase erfordert 3—4 Tage.
Um die Enzymlosung filtrierbar zu machen, muss man sie mit Essigsdure neu-
tralisieren, wodurch ein sehr starker Eiweissniederschlag entsteht, und ldsst
noch eine Stunde lang stehen. Dann lassen sich ungefihr 1500 ccm (aus
1 kg Hefe mit gleichem Gewicht Wasser) abfiltrieren mit meistens grosserem
Saccharasegehalt, als derjenige der Hefe war, und mit einem Trockengewicht
von 57—85 g. Der Zeitwert einer solchen Losung, auf Trockenriickstand
bezogen, betrug 114—142. Die weitere Reinigung zeigt keinen Unterschied
gegeniiber dem Hudsonschen Verfahren. Durch die Féllung mit Bleiacetat
verminderte sich das Trockengewicht auf 47 (in mehreren Beispielen), wihrend
sich der Zeitwert auf 70—90 verbesserte.

Die Anwendung von Ammoniumphosphat ist gleichméssiger, die Auto-
lysenflissigkeit in diesem Falle schon ohne Behandlung mit Essigsiure be-
sonders gut filtrierbar, Reinheitsgrad und Saccharaseausbeute pflegen hoher
zu sein. Man verwendet fiir 1 kg Frischhefe 25 g (NH,),HPO,. Die filtrierte
Saccharaselosung wird entweder direkt mit Bleiacetat von Phosphorsidure

10%
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und Proteinen befreit oder man fillt zuerst mit Magnesiumchlorid die Phos-
phorsiure aus und enteiweisst das Filtrat mit Bleizucker, in diesem Fall mit
einer viel geringeren Menge.

8. Das Verfahren der raschen Autolyse bei neutraler Reak-
tion nach Willstatter und Schneider! (VIII. Abh., S. 266) besteht in
der Einwirkung von Chloroform auf unverdiinnte Hefe, Verdiinnen und Neu-
tralisieren erst nach der Verfliissigung und Autolyse in 1—2 Tagen. Die
Autolysate haben bei 90°/, Ausbeute ungefihr dreimal giinstigere Zeitwerte
als die Trockenhefe; Hefen 315, 264, Autolysate 99, 86.

4. Rasche Autolyse mit Toluol und Essigester ohne Neutrali-
sation. Im hiesigen Laboratorium? hat sich folgendes einfache Verfahren
bewéhrt: Die frische evtl. durch Gérung vorbehandelte Hefe (80°/, Wasser-
gehalt) wird mit Toluol und dem von Willstdtter vorgeschlagenen Essig-
ester wihrend 4 Tagen verflissigt. Filtration durch viele Faltenfilter. Aus-
gehend von Hefe vom mittleren Zeitwert 250 gelangen wir zu einem Saft
vom Zeitwert 110—120, also If = 0,4, wobei etwa 70°/, des Gesamtsaccharase-
gehaltes der Hefe gewonnen werden.

5. Die Methode der fraktionierten Autolyse nach voran-
gegangener Saccharaseanreicherung durch Gérfithrung bei nied-
riger Zuckerkonzentration (IX.? und X. Abh.* von Willstdtter und
Mitarbeitern).

Gérfithrung. 200 g abgepresste Hefe werden in 4 Liter N#hrsalzlgsung
eingetragen, die in 10 Liter-Filtrierstutzen auf 28° vorgewdrmt ist. Sie ent-
hilt je 8 g priméres Kaliumphosphat und priméres Ammonphosphat, sowie
je 2 g Kaliumnitrat und wasserhaltiges Magnesiumnitrat. Die Fliissigkeit
wird mit mechanischer Riithrung in starker Bewegung gehalten. Das Gefiss
befindet sich in einem elektrisch geheizten Bade, das die Temperatur wihrend
der Versuchsdauer auf 27° halt. 20°/,ige Rohrzuckerlésung tropft aus einer
tubulierten Flasche durch eine Capillare ein und zwar so, dass 100 ccm Losung
(10°/y Zucker, bezogen auf das Gewicht der abgepressten Hefe) in einer Stunde
einfliessen. Nach je 2—3 Stunden trennt man zweckmissig die Hefe von der
alkoholhaltigen Fliissigkeit und erneuert die N#hrlosung. Man kann nach
den ersten 2 Stunden noch leicht dekantieren, nach einer Fiihrung von 8 Stunden
gewohnlich nicht mehr, oder nur manchmal auf Zusatz von kaltem Wasser.
Dann pflegen Willstédtter und Mitarbeiter die Abtrennung mit der Zentri-
fuge auszufiihren, zweckmissig mit einer Uberlaufzentrifuge von Haubold.
Zumeist wird die Fiihrung so vorgenommen, dass in 5—8 Stunden 50—809/,
Zucker eintropfen, sodann durch eine engere Capillare weitere 10—209/, iiber

1 Willstatter u. Schneider, H. 142, 257; 1925,

2 Josephson, Arkiv f. Kemi 8, 26; 1922/23. — Euler u. Josephson, Chem. Ber.
56, 446, 1097; 1923; 57, 299, 859; 1924; 59, 1129; 1926.

3 Willstatter, Lowry jr. u. Schneider, H. 146, 158; 1925.

¢ Willstdtter, Schneider u. Bamann, H. 147, 248; 1925,
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Nacht. Die iibliche Versuchsdauer betrigt etwa 17 Stunden, die giinstigsten
Werte wurden allerdings erst nach noch etwas lingerer Fiithrung erreicht.

Beispiele fiir die Invertinvermehrung bei Garfihrung
mit geringster Zuckerkonzentration.

Zeitwert Erreichte Zeitwerte wihrend der .
Nr der Aus- Gérfithrung Invertin-
) vermehrung
gangshefe Zwischenbestimmung Endwert
1 148 3 Stunden 40°/, Zucker 36 17,5 8,5 fach
2 165 3 ” 30%, , 42 15 1) R
3 216 3, 450, , 41 18 12
4 278 3 ” 400, , 41 19 147
5 290 1/, 20°, , 21 21 138

Fraktionierte Autolyse: ,,340 g invertinreiche Hefe, die abgepresst 28,59/,
Trockengewicht hatte, enthielt beim Zeitwert 19,4 83 S.-E., etwa soviel als
5 kg gewohnliche Hefe. Die Hefe, vorgewarmt im Thermostaten, verriihrten
wir bei 30° kriiftig mittels eines dicken Glasstabes mit 85 ccm auf 800 erwirmtem
Toluol. Die Verfliissigung, die bei Zimmertemperatur Stunden erfordern wiirde,
erfolgte in 45 Minuten und zwar so, dass der Brei recht diinnfltissig war. Man
verdiinnte mit 340 ccm Wasser von 30°. Es ist fiir die Gewinnung eines hoch-
wertigen Autolysates giinstig, mit dem Abtrennen noch etwa 1—1'/, Stunden
zu warten. Dann filllten wir zu 1 Liter auf und trennten mittels der Zentri-
fuge die Hefertickstéande ab, die noch mit 1 Liter Wasser von 30° ausgewaschen
wurden. Der abgetrennte Verfliissigungssaft mitsamt dem Waschwasser ent-
hielt in unserem Beispiel 13,8/, des angewandten Invertins und 17,4 g Trocken-
substanz, d. i. 229/, des Hefentrockengewichts, so dass also der Zeitwert dieser
ersten Fraktion 80,5 betrug.”

»,Die Heferiickstinde werden sogleich mit 840 ccm toluolgesittigtem
Wasser von 800 unter Zusatz von Toluol aus den Zentrifugenbechern heraus-
gespiilt. Die Autolyse nimmt im Thermostaten bei 80° ihren Fortgang. Nach
beispielsweise 5 und 7 Stunden entnehmen wir, um den zeitlichen Verlauf der
Freilegung zu verfolgen, Proben von 5 ccm, die klar filtriert zur Bestimmung
des Vergleichswertes! angewandt werden. 1/,, spiter !/, ccm reicht dafiir .
Die Ausbeuten sind danach, eingerechnet das Invertin der abgetrennten
Flissigkeit, bei idealer Filtration 81 und 889/, des angewandten Hefeinvertins.*

»An diesem Punkt, in anderen Beispielen bei einem etwas spiteren,
aber unter Vermeidung unnétig langer Dauer, wird die Autolyse abgebrochen . . .
Vor der Isolierung der Losung wird der diinne Brei zur Beseitigung von etwas
gelostem Eiweiss vorsichtig unter tiichtigem Umrithren mit n/20-Essigsidure
angesiuert, und zwar bis zur Rotfarbung von Lackmus. Dann siuert man noch
etwas mehr an; man stellt namlich mit Methylrot auf pH = 8,5—4 ein. Dafiir

1 Willstdtter, Graser u. Kuhn, H. 123, 1 und zwar S. 24; 1922,
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waren 220 ccm der Essigsdure erforderlich. Das Autolysat wird mittels der
Zentrifuge von den Heferiickstinden abgetrennt®, und mit geglihtem Kiesel-
gur geklirt. Nach dem Filtrieren wird mit verdiinntem Ammoniak neutral
gemacht.

Das im obigen Beispiel gewonnene Autolysat enthielt 64°/, des Gesamt-
invertins der angewandten Hefe. Der Zeitwert des Autolysates war 2,6 (S.-W.
= 0,385).

Die Anwendung des oben beschriebenen Freilegungsverfahrens lasst sich
noch mehr verbessern durch Neutralisation und Neutralhalten der verflissigten
Hefe (Willstétter, Schneider und Wenzel!, XII. Abh.). Die zumeist
von Willstdtter, Schneider und Wenzel angewandte Methode besteht in
der Abtotung der invertinreichen Hefe mit Toluol bei 80°, , Verdiinnen mit
gleichem Gewicht Wasser nach 1 Stunde und Neutralisieren mit verdinntem
Ammoniak, Abtrennung der neutral gehaltenen Vorfraktion nach zwei weiteren
Stunden, Freilegung des Invertins in einem Arbeitstag oder einem ganzen
Tag bei 80° mit einer Ausbeute von 95°, des nach der Abtrennung noch vor-
handenen oder ungefihr 859/, des gesamten Invertins. Das mit der doppelten
oder vierfachen Wassermenge verdiinnte Autolysat wird zundchst mit der
Zentrifuge abgetrennt und zweckmissig erst danach durch geringes Ansduern
mit Essigsdure von Eiweiss vollstindig befreit.*

Allgemeines iiber Reinigung der Saccharasepriparate.

Verfolgung der Reinigungsarbeit. Sowohl beim Ausarbeiten von Reini-
gungsverfahren als bei der Reinigung von Losungen zu praparativen Zwecken
ist es unerldsslich, die Wirksamkeit der Substanz per Gewichtseinheit stéindig
zu verfolgen. Die Masseinheiten der Saccharase findet man S. 202 u. ff. aus-
tithrlich besprochen, ndmlich den ,,Zeitwert'* nach O’Sullivan und Thomp-
son, die ,Inversionsfahigkeit* nach Euler und Svanberg, sowie die
,,Saccharase - Einheit* (S.-E.) und ,,Saccharase-Wert“ (S.-W.) nach Will-
statter.

Reinigung der Saecharase durch Adsorption. Die dlteren Methoden, die
Saccharase in den Autolysaten ausschliesslich durch Fillung und Dialyse
von den Verunreinigungen zu befreien, fithrt zwar zu einer gewissen Steige-
rung des Reinheitsgrades, die grossen Fortschritte bei der Reinigung treten
aber nur bei der selektiven Adsorption des Enzyms selbst durch beispiels-
weise Tonerdehydrat oder Kaolin und darauffolgendem Loslosen (Elution)
des Enzyms aus dem Adsorbat ein.

Hinsichtlich des Verhaltens der Saccharase zu den verschiedenen Ad-
sorptionsmitteln ist die zuerst von Willstatter und Racke? gefundene

1 Willstatter, Schneider u. Wenzel, H. 151, 1; 1926.
2 Willstiatter u. Racke, Lieb. Ann. 425, 1; 1921, 427, 111; 1921.
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Tatsache von grosser Bedeutung, dass die Adsorptionsverhdltnisse der
Saccharase von den Begleitstoffen abhingig ist. Man findet die Saccharase in
den Autolysaten ,,mit einem grossen Vielfachen komplizierter organischer Ver-
bindungen vergesellschaftet, nicht einfach im Zustand eines Gemisches, sondern
durch Krifte verbunden, wie sie auch in den Adsorptionsverbindungen mit
unloslichen Adsorbentien wirken. Die Begleitstoffe der Saccharase in den
Hefeausziigen sind ihrer Zusammensetzung nach durchaus nicht konstant,
sondern man kann die Autolyse des Pilzprotoplasmas verschieden leiten,
so dass die Natur der amphoteren Stoffe aus der Klasse der Proteine und
Proteinabbauprodukte ungemein schwankt. Davon ist das Verhalten gegen
Adsorbentien und im Adsorbate abhingig. ,,Daher sagt die Adsorptions-
analyse oder die elektrische Uberfithrung iiber die Natur des Ferments nichts
aus, sondern sie ldsst nur erkennen, ob in dem aus einem Ferment und seinen
jeweiligen Begleitstoffen gebildeten Additions- oder Adsorptionsprodukt die
Saure- oder Basennatur iiberwiegt.*

Einen gewissen Erfolg hinsichtlich der selektiven Adsorption hatte Kull-
berg! im hiesigen Laboratorium mit kolloider Eisenlésung erzielt; indessen
blieb die Ausbeute bei seinen Vorversuchen gering. Es ist zuerst Willstatter
und Racke gelungen, durch Anwendung von Aluminiumhydroxyd als Ad-
sorptionsmittel wesentliche Fortschritte in der Reinigung von Saccharase-
I6sungen zu erzielen. Auch iiber die Zerlegung von Adsorbaten haben
Willstatter und Racke wichtige Tatsachen gefunden; sie bezeichnen die
Zerlegung der Adsorbate als ,,Elution*'; diese beruht auf ,,die Uberwindung
der kleinen Affinitatsbetrige, die in den Adsorbaten wirken, durch etwas
starkere Affinititen’. Diese Elution ist besonders durch schwache Alkalien,
wie Ammoniak von 0,01—0,1°/, bzw. sekundire Alkaliphosphate durch-
zufithren; auch durch Rohrzucker + priméres Alkaliphosphat; in vielen
Fallen auch mit primirem Alkaliphosphat allein (Trennung von Maltase),
liess sich die Saccharase aus dem Tonerdeadsorbat eluieren.

yDie Zusammensetzung und demzufolge das Verhalten der Adsorbate ist von den Be-
dingungen ihrer Bildung abhingig. Wenn das Invertin aus dem wissrigen Hefeauszug bei
Gegenwart von Ammoniak adsorbiert wird, ... so verhilt sich das Adsorbat anders als nach
der Darstellung aus ammoniakfreier, am besten acetonhaltiger Losung. Das Invertin ist im
ersteren Falle aus dem Adsorbat gar nicht durch Ammoniak eluierbar. Dem Adsorbat fehlen

entweder Stoffe, die beim Eluieren mitwirken, oder es enthilt zusammen mit dem Invertin
Stoffe, die es fester an das Aluminiumhydroxyd binden.*

Begleitstoffe beider Art kommen in den Adsorbaten vor; Willstdtter unterscheidet
sie als ,Koadsorbientien“ und ,Koeluentien“.

Zur Deutung der gefundenen Tatsachen nimmt Willstitter an, dass das Adsorbendum
an das Adsorbens sowohl unmittelbar gebunden, wie auch durch Vermittlung eines Koadsorbens
gebunden auftritt; die verschiedenen Iille werden durch folgende Formeln zum Ausdruck
gebracht:

1 Euler u. Kullberg, H. 73, 335; 1911. — Vgl. Euler u. Svanberg, H. 107, 269,
290; 1919.
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Koadsorbens ---- Adsorbens

1L EnZ)\rm
“Koeluens
(eluierbar durch Ammoniak)
II. I11.
Enzym --- Koadsorbens --- Adsorbens Enzym --- Adsorbens
(nicht eluierbar durch Ammoniak) (eluierbar durch Ammoniak).

Hinsichtlich des Verhaltens von Kaolin zu Saccharase hatte Michaelis?
gefunden, dass dieses saure Adsorptionsmittel zwar Proteine nicht aber Saccha-
rase adsorbiert. Willstitter und Racke machten dann die Beobachtung,
dass zwar unreine Saccharase in den rohen Autolysaten nicht adsorbiert wird,
wihrend nach vorangegangener Reinigung mit Tonerdeadsorption also bei
hoheren Reinheitsgraden das Enzym von Kaolin gebunden wird. Wie spéter
Willstdtter und Wassermann? fanden, ist es moglich, die bei der Kaolin-
adsorption stérenden Einfliisse der Begleitstoffe, mit denen das Enzym asso-
ziiert ist, durch sehr grosse Verdiinnung und unter Einstellung einer geeigneten
Aciditst auszuschalten, so dass die Saccharase unmittelbar aus den Hefe-
autolysaten durch Kaolin adsorbiert wird. Willstdtter und Schneider?
gingen dann einen Schritt weiter, indem sie in stark essigsaurer Losung (bis
zu 109/, Essigséiure) das Enzym mit Kaolin ohne das Autolysat zu verdiinnen,
adsorbieren konnten.

In diesem Zusammenhang moge hier

das Verhalten der Saccharase zu Sorptionsmitteln
niher beschrieben werden.

Bei der Sorption von Enzymen an festen Oberflichen handelt es sich,
wie im I. Teil, S. 98 u. ff. betont wurde, im allgemeinen um chemische Re-
aktionen. Vermutlich werden dabei schwach saure oder schwach basische
Gruppen des Enzympréparates neutralisiert. Uber solche Oberflichenreaktionen
zwischen chemisch definierten Stoffen ist noch wenig bekannt, so dass die
Anwendungen der Sorption zur Reinigung von Saccharaselosungen noch
empirisch sind. Wegen der allgemeinen Bedeutung der Sorptionsvorgénge
fir die Enzymchemie gehen wir hier naher auf die besonders durch Will-
stdatter bekannt gewordenen Tatsachen ein.

a) Allgemeines.

Wirksamkeit des Enzyms im Adsorbat. Michaelis? hat zuerst nach-
gewiesen, dass die Saccharase im Zustand der Adsorptionsverbindung mit
Tonerdehydrat oder Eisenhydrat noch wirksam ist. Dieses Ergebnis ist von
Meyerhof, Nelson und Mitarbeiter, Willstdtter und Kuhn, wie auch im

1 Michaelis, Biochem. Zs 7, 488; 1907.

2 Willstatter u. Wassermann, H. 123, 181; 1922.

? Willstatter u. Schneider, H. 133, 193; 1924,
* Michaelis, Biochem. Zs 7, 488; 1907/08.
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hiesigen Laboratorium bestitigt worden. Nach Willstatter und Schneider?
ist die Saccharase auch im Kaolinadsorbat wirksam, wihrend bei den Blei-
fallungen von Willstatter, Graser und Kuhn? manchmal Hemmung der
Enzymwirkung gefunden wurde. In den Bleifdllungen findet man beispiels-
weise nur 10—179/, des wirklichen Invertingehalts, von dem 86°/, eluiert
werden konnten. In diesem Falle hat man wahrscheinlich mit einer Hemmung
durch das Schwermetall von #hnlicher Art wie z. B. die Hemmung durch
Silber- oder Quecksilbersalzen zu tun.

In den Adsorbaten scheint die Saccharase meistens weniger bestindig
als in wissriger Losung (pH optimal) zu sein. Die bei der Kaolinadsorption
oft sofort erfolgende teilweise Saccharasezerstorung schreitet nach Will-
statter und Schneider nur langsam im Adsorbat weiter.

Adsorptionswert. Das Adsorptionsvermogen eines Adsorptionsmittels fiir
Saccharase kann man nach Willstatter zweckméssig durch den ,,Adsorp-
tionswert'* ausdriicken. Die urspriingliche Definition des AdsorptionsWertes
haben Willstdatter und Wassermann?® folgendermassen modifiziert: Der
Adsorptionswert gibt die Saccharasemenge in M.-Z.-Q. (,,Menge-Zeit-
Quotienten’’; Inversion von 4 g Rohrzucker zur Nulldrehung) an, die von 1 g
Adsorbens unter bestimmten Bedingungen aufgenommen wird, wobei die
Angaben fir Tonerde auf Al,O,, nicht auf Al(OH); bezogen werden. Da
nunmehr der Ausdruck M.-Z.-Q. durch ,,Saccharase-Einheit'* (8S.-E.) ersetzt
ist%, so sollte auch bei der Definition des Adsorptionswertes S.-E. anstatt
M.-Z.-Q. eingesetzt werden.

,Fir eine gegebene Sorte von Tonerde ist der Adsorptionswert in erster
Linie von der Zusammensetzung der Enzymlésung, ferner von den Enzym-
konzentrationen vor der Adsorption und nach Einstellung des Gleichgewichtes
abhéngig.” Die Angabe des Adsorptionswertes muss also mit der Angabe des
Volumens der Enzymlésung in Kubikzentimeter, das die Saccharase-Einheit
(1 S.-E.) enthélt, und des Bruchteils der Enzymadsorption ergénzt werden.

In vielen Fillen kann man sich an die Aktivitdt der Enzymlosung vor
und nach der Adsorption halten und die Inversionseinheiten (gemessen durch
die Inversionskonstante k bei bestimmten Bedingungen) angeben, welche durch
1 g Sorbens unter gegebenen Bedingungen aus der Losung entfernt werden.

b) Die wichtigsten Sorptionsmittel.
1. Aluminiumhydroxyde.

Bei der Anwendung des Tonerdehydrats zur Adsorption der Saccharase
und anderen Enzymen beobachtet man grosse Unterschiede der Wirk-
samkeit. Die verschiedenen Eigenschaften der in verschiedener Weise

1 Willstdtter u. Schneider, H. 133, 193; 1924,

2 Willstéatter, Graser u. Kuhn, H. 123, 1; 15; 1922,

3 Willstatter v. Wassermann, H. 123, 181; 1922,
4+ Willstéatter u. Kuhn, Chem. Ber. 56, 509; 1923.
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erhaltenen Tonerdepriaparate lassen sich nach Willstdtter und Kraut nicht
allein auf Dispersititsunterschiede zurtickfithren, sondern auf verschiedene
chemische Eigenschaften der Priparate, welche verschiedene chemische Ver-
bindungen darstellen. Man verdankt Willstdtter und Kraut! eine ein-
gehende Untersuchung der Tonerdehydrate, insbesondere ihr Verhalten zur
Saccharase.

Aluminiumhydroxyd A, durch Fillen von Aluminiumsulfat in der
Hitze mit auf 50° erwirmtes 20°/;iges Ammoniak und nachfolgendes lang-
dauerndes (2 Tage) Erhitzen mit Ammoniak dargestellt, stellt nach dem Aus-
waschen eine gelbliche, ziemlich kompakte und zihe Masse dar, welche sich
in warmer 85% iger Salzsdure nur langsam auflost.

Aluminiumhydroxyd B stellen Willstéatter und Kraut in folgender
Weise dar: 250 g Al,(SO,); + 18 H,0 in 750 ccm Wasser erwirmt man auf
559 und triagt die Losung auf einmal unter starkstem mechanischem Riihren
in 2,5 1 auf 55° erwirmtes Ammoniak von 15 Gew.-°/, ein. Die Temperatur
steigt auf 58° und wird unter fortgesetztem Riihren kurze Zeit (héchstens
1/, Stunde) zwischen 55° und 60° gehalten. Die sehr volumingse Féllung wird
wahrend des Digerierens etwas diinner, aber nicht eben flockig. Man ver-
diinnt die Suspension im Filtrierstutzen auf 12 1 und wischt unter moglichst
vollstindigem Dekantieren hiufig mit Wasser. Am besten vor dem vierten
Male wird der Niederschlag zur Zerlegung noch vorhandener Spuren basischen
Sulfats mit 1%/, 1 15°/igen Ammoniak verrithrt. Dann wischt man so lange
aus, bis das Wasser drei aufeinanderfolgende Male nicht mehr klar geworden
ist. Wahrend der letzten Waschungen wird der Niederschlag immer kom-
pakter, so dass am Ende die Waschfliissigkeit von dem am Boden klebenden
plastischen Gele vollstandig abgegossen werden kann. An diesem Zeichen
erkennt man, dass das Auswaschen geniigt. Das Tonerdehydrogel B ist gelb-
lich weiss, plastisch, und in 85%yiger Salzsiure viel leichter 15slich als Pré-
parat A.

Aluminiumhydroxyd C. Die heisse Losung von 500 g Aly(SOgy); +
18 H,0 in 1 1 Wasser wird auf einmal in 6,5 1 Ammoniumsulfat-Ammoniak-
Wasser von 60° eingetragen. Dieses Reagens enthalt 300 g Ammoniumsulfat
und 430 ccm 20°/,iges Ammoniak. Wghrend des Fillens und eine weitere
Viertelstunde wird lebhaft gerithrt, wobei man die Temperatur nicht unter
60° sinken lasst. Man verdiinnt auf 40 1 und dekantiert. Beim vierten Dekan-
tieren wird zum Waschwasser 80 ccm 20°/;iger Ammoniak hinzugefiigt. Nach
héufigem Auswaschen (zwischen dem zwolften und zwanzigsten Mal) wird
die Waschfliissigkeit nicht mehr klar, wonach man noch zweimal dekantiert.
Das Priparat ist ein ziemlich plastisches Gel, welches sich in 85%iger

1 Willstitter u. Kraut, Chem. Ber. 56, 149, 1117; 1923; 57, 58, 1082; 1924; 58
2448, 2458; 1925.
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Salzséure in der Wirme sofort 16st. Es zieht CO, stark an. Das Préparat ist
auch in Alkalien leicht 16slich.

Von diesen Priparaten wurde frither ausschliesslich das Praparat A von
Willstédtter und Racke benutzt. Nunmehr verwenden Willstdtter und
Schneider! das mehr reaktionsfihige Priparat C. Ein von Willstédtter,
Kraut und Erbacher dargestelltes Tonerde-Gel von der Zusammensetzung
AlO - OH ist ein sehr schlechtes Adsqrbens fiir Invertin. Es wird zur Trennung
der Maltase und der Saccharase verwendet? (siehe S. 118).

Die urspriinglichen Adsorptionswerte, welche Willstdtter und Racke
mit ihren Hefeautolysaten erreichten, entsprechen der Grossenordnung 0,15
tiir die Zahl der von 1 g Al,O; aufgenommenen Enzymeinheiten. ,,Die Adsorp-
tionswerte sind dann durch Beriicksichtigung der fiir die Adsorption jeweils
geeigneten Verdiinnung und optimalen Aciditdt, durch fraktionierte und
mehrmals wiederholte Anwendung des Adsorbens und andere methodische
Verbesserungen auf mehr als das Tausendfache, auf A.-W. > 200 gesteigert
worden®. Nun enthilt 1 g Al,O; die Saccharase von 12—14 kg frischer Brauerei-
hefe, von 3—38/, kg Trockenhefe. Wenn ein gutes Invertinpriparat von Ton-
erde mit diesem Adsorptionswert aufgenommen wird, so hat das von 1 g Ad-
sorbens gebildete Adsorbat das Gewicht von 2!/, g.*

Hinsichtlich der Bedeutung der Aciditidt bei der Adsorption der Saccha-
rase an Tonerdehydrat liegt eine Versuchsreihe von Euler und Myrbéck? vor.

10 ccm Enzymlosung (If = 7) + 0,009 ¢ Al(OH); in 3 ccm.

pH . .. ... ... . 3,25 3,75 4,45 625 77 etwa9
/o adsorb. Saccharase . . . . 30 46 78 893 T 46,5

Es zeigte sich also ein ausgesprochenes pH-Maximum der Adsorption
bei etwa 6.

Im angefiihrten Versuch wiirden von 0,01 g Al(OH); aus der untersuchten
Losung etwa 0,014 Inversionseinheiten adsorbiert werden kénnen.

H. Kraut und E. Wenzel?, sowie Willstdtter und Schneider?® finden
auch die maximalen Adsorptionswerte bei pH = 5—6.

2. Kaolin.

Das fein verteilte Hlandelspraparat wird nach Willstatter und Racke
geeignet stundenlang in 209/yiger Salzsdure ausgekocht und dann weitgehend
mit destilliertem Wasser durch Dekantieren ausgewaschen, bis es sich schliess-
lich zum Teil kolloid verteilt. Durch diese Behandlung soll das Adsorptions-
vermogen des Kaolins erhoht werden.

1 Willstédtter u. Schneider; VIII. Abh. iiber Invertin, H. 142, 257; 1924/25.
2 Willstiatter u. Bamann, H. 151, 273; 1926.

3 Euler u. Myrbéick, H. 127, 115; 1923.

4 H. Kraut u. E. Wenzel, H. 142, 71; 1925.

® Willstatter u. Schneider, H. 142, 257; 1925.
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Fiir die Verarbeitung vorbehandelter, frischer Autolysate oder Saccha-
raselésungen hoheren Reinheitsgrades ist nach Willstdtter und Schneider
(5. Abh.) eine sehr weitgehende Vorbehandlung des Kaolins mit heisser,
konzentrierter Salzsdure, die eine betrichtliche Zersetzung des Tonerde-
silicats und eine gewisse Beladung mit Chlorwasserstoff zur Folge hatte,
vorteilhaft.

,500 ¢ Kaolin wurden mit 1,6 Liter reiner Salzsiure vom spezifischen Gewicht 1,18
gut vermischt und erwirmt, zunichst so langsam, dass es einen Tag bis zum beginnenden
Kochen dauerte, dann einen weiteren Tag zum lebhaften Sieden. Durch Verdiinnen und
wiederholtes Dekantieren mit Wasser trennte man die eisenhaltige Losung vom Kaolin ab und
wiederholte noch dreimal diese Behandlung mit Salzsiure, so dass im ganzen 14 Tage dafir
notig waren. Schliesslich wurde das Kaolin fiir alle Versuche“ in der fiinften Abhandlung
»it kaltem Wasser nur so weit ausgewaschen, dass das Wasser fast keine saure Reaktion
mehr zeigte, wihrend aber eine kleine Probe des Kaolins auf Lackmuspapier noch stark saure

Reaktion aufwies.”

,,Bei den gealterten, aber keinen Reinigungsoperationen unterworfenen
Autolysaten, wie sie fiir das Verfahren der Invertindarstellung von Will-
statter und Wassermann dienen, hat die Beschaffenheit des Kaolins sehr
wenig Einfluss.“ Dieses Ergebnis ist auf den Gehalt der Autolysate an Protein-
substanzen zuriickzufithren, die eine Schutzwirkung ausiiben.

Wihrend der Adsorptionswert des Kaolins bei frischen Autolysaten in
n/20-essigsaurer Losung ungefihr 0,008 betrigt, steigt er beim Altern der
Autolysate auf 0,06—0,12. Bei der Adsorption von gereinigten Losungen
mit dem Zeitwert = 0,2 ist der Adsorptionswert zum Werte 1,6—1,7 gewachsen.
Die reineren Saccharasepridparate ergeben jedoch bei der Kaolinadsorption
oft grosse Verluste.

Willstéatter und Wassermann?, sowie Willstdtter und Schneider?
haben sich auch elektro-osmotisch gereinigten Kaolins bedient.

Bei den im hiesigen Laboratoriam von Josephson ausgefithrten Reini-
gungsversuchen wurde das Kaolin einfach 5 Stunden mit 18—879/,iger Salz-
sgure im Kolben unter Riickflusskiihler ausgekocht und dann mehrmals
durch Dekantieren bis zum Verschwinden der Cl’-Reaktion des Waschwassers
gewaschen.

3. Bleiphosphat.

Durch in der Losung entstehendes Bleiphosphat lasst sich die Saccha-
rase adsorbieren. Nach Willstatter und Schneider? soll es dabei moglich
sein, inaktivierte Saccharase von aktiver abzutrennen. ,,Die ersten Fraktionen
des Phosphatniederschlags enthielten das wenigst aktive Enzym.*

,,Der Niederschlag wurde hiufig so erzeugt, dass man fiir einen gewissen
Anteil des Enzyms die ausprobierte Menge von Ammonphosphat in die

! Willstdtter u. Wassermann, H. 123, 181; 1922,

2 Willstidtter u. Schneider, H. 133, 193; 1924. (V. Abh.)
2 Willstatter u. Schneider, H. 151, 1; 1926. (XII. Abh.)
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konzentrierte Invertinlosung aus der Biirette einfliessen liess, sodann aus einer
zweiten unter heftigem Schiitteln die #quivalente Menge Bleiacetat. Der
Niederschlag bildet eine feinflockige Suspension, ein kleiner Teil aber blieb
milchig und war in der Zentrifuge nicht zu kliren.”” Bei der Fraktionierung
der Saccharase mit Bleiphosphat haben Willstdtter und Schneider Ver-
schiebung des Tryptophangehaltes der Invertinpriparate beobachtet.

4. Andere Sorptionsmittel.

Kohle. Michaelis und Ehrenreich! fanden, dass Saccharase von
Kohle sowohl in alkalischer als in neutraler oder saurer Losung adsorbiert
wird. Die Bindungsverhiltnisse zwischen Saccharase und Kohle haben an-
schliessend hieran A. Eriksson? sowie Nelson und Griffin® untersucht.

Bemerkenswert ist Erikssons Angabe, dass er eine bedeutende Elution
der Saccharase durch Rohrzucker erzielt hat. Die abweichenden Resultate
von Nelson und Griffin kénnen wohl durch Verschiedenheiten der in der
Losung in grossen Mengen vorhandenen Verunreinigungen veranlasst sein.

Josephson fand bei einer gereinigten Enzymlosung mit If = 51 keine
Adsorption der Saccharase durch Kohlepulver.

Organische Sorptionsmittel. Mastix ist nach Michaelis und nach Will-
statters Befunden unwirksam. Die Sorption der Saccharase durch Kollodium
ist bei der Verwendung von Kollodiumsécken zur Dialyse manchmal hinder-
lich. Es scheint jedoch, dass Saccharase in gereinigtem Zustand nicht sorbiert
wird, sondern nur dann, wenn sie mit fremden sorbierbaren Gruppen (Ko-
adsorbentien nach Willstatter) behaftet ist.

Tannin. Unter iiblichen Bedingungen gibt Saccharase keine Fillung mit
Tannin; beim Abkiihlen auf 79 tritt jedoch nach Willstatter und Schnei-
der (12. Abh.) Triibung ein, die bei 4° dichter wird und bei 0° die Form eines
weissflockigen Niederschlags annimmt. Die Bestiéndigkeit der Saccharase
gegen Tannin ist bei gewodhnlicher Temperatur ziemlich gering; nur durch
rasches Arbeiten bei tieferen Temperaturen gelingt es, beim Studium der Wir-
kung des Tannins die Enzymzerstérung in méssigen Grenzen zu halten. Es
st bemerkenswert, dass die Adsorption der Saccharase an Tonerde durch die
Gegenwart des Tannins nicht gestort wird. Man kann daher das Enzym leicht
vom Tannin trennen, sei es beim Verarbeiten der Tannatfillung, die in der
Kailte aufgelost und mit Tonerde versetzt wird, oder bei der Isolierung
der Saccharase aus der Mutterlauge der Féllung nach starker Verdiinnung.
Die Tanninbehandlung ist brauchbar zur Trennung der Saccharase von

! Michaelis u. Ehrenreich, Biochem. Zs 10, 283; 1908.

2 A. Eriksson, H. 72, 313; 1911.

#J.M. Nelson u. Griffin, JI Amer. Chem. Soc. 38, 1109; 1916.
¢ Josephson, Arkiv f. Kemi, Bd. 8, Nr. 26; 1922/23,
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Hefegummi; der Tryptophangehalt des Invertins hat sich jedoch vor und
nach der Tanninbehandlung als gleich gross erwiesen.

¢) Elution der Saccharase aus den Adsorbaten.

Dass Rohrzucker eine eluierende Fihigkeit besitzt, wurde von O. Meyer-
hof! entdeckt, welcher Saccharase aus seiner Verbindung mit Eisenhydroxyd
durch Rohrzuckerlgsung freimachen konnte. Es scheint aber besonders nach
den Studien von Willstatter? und Michaelis3, dass die ablésende Wirkung
des Rohrzuckers nicht streng spezifisch ist und ferner, dass keineswegs ein
Enzym allgemein von seinem Substrat eluiert wird. FEinen bedeutenden
Unterschied findet man auch zwischen der Wirkung des Zuckers allein oder
in Gegenwart von Phosphat- oder Citratpuffer mit pH = 4,5. Bei Gegenwart
des Puffers ist die Auslosung der Saccharase aus dem Adsorbat schneller und
vollstandiger. (Dies steht wahrscheinlich damit in Zusammenhang, dass
prim#res Phosphat eluierend wirken kann.) Die Elutionserscheinungen sind
auch von der Natur der Adsorbate, von ihrem Gehalt an Begleitstoffen,
wesentlich abhingig.

Die meist anwendbaren Elutionsmittel sind schwache oder sehr ver-
diinnte Basen, wie sekundire Alkaliphosphate, Arseniate oder Citrate, ver-
diinntes Ammoniak (0,01—0,1%,; oft 0,02 n) oder verdiinnte Sodaldsung
(pH = 8—10). Wihrend die Phosphate oder Arseniate im allgemeinen bei
der Elution aus den Tonerdeabsorbaten am zweckmissigsten sind, verwendet
man im allgemeinen Ammoniak oder Sodaldsung zur Einstellung der fiir die
Elution aus den Kaolinadsorbaten giinstigen schwachen Alkalinitit.

Auch bei der Elution mit puffernden Salzen oder Alkalien machen sich
die Begleitstoffe der Saccharase geltend.

Nach Willstdatter und Bamann® kann man bei der Trennung der
Saccharase und Maltase von dem Umstand Gebrauch machen, dass nur das
erste Enzym durch priméres Kalium- oder Natriumphosphat gut eluiert wird.

d) Die Methoden der Saccharasereinigung.

Die Versuche zur Reinigung der Saccharase durch Adsorptionsmethoden,
und zwar unter Anwendung von Aluminiumhydroxyd und Kaolin als Ad-
sorptionsmittel, welche in der 1. Mitteilung von Willstdatter und Racke?®
beschrieben wurden, fithrten zu Priparaten mit Zeitwerten 0,55—0,50. Das
Verfahren von Willstdtter und Racke begann mit einer Vorreinigung der
durch rasche Autolyse gewonnenen Hefeautolysate mit Kaolin in aceton-

1 0. Meyerhof, Pfliig. Arch. 157, 251; 1914.

2 Willstdtter u. Racke 1. ¢. — Willstédtter u. Kuhn, H. 116, 53; 1921.
3 Michaelis, Biochem. Zs 115, 269; 1921.

* Willstitter u. Bamann, H. 151, 273; 1926.

5 Willstdtter u. Racke, Lieb. Ann. 425 1; 1921.
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haltiger Losung, wodurch sich gewisse hartnickig anhaftende Proteine besei-
tigen liessen. Darauf folgte die erste Adsorption mit Aluminiumhydroxyd.
Diese wurde im allgemeinen in schwach saurer, 28°/, Aceton enthaltender
Losung vorgenommen. Die Elution aus dem Tonerdeadsorbat gelang mit
0,049/,igem Ammoniak. Nach Einengen der so gewonnenen Lisung wurde
durch Aceton gefallt, das noch grosse Mengen von Hefegummi enthaltende
feste Priparat wieder in Wasser gelost und bei schwach essigsaurer Losung
mit Kaolin adsorbiert. Elution mit verdiinntem Natriumbicarbonat, Ein-
engen im Faust-Heim-Apparat und Dialyse in Fischblasen.

In der 2. Mitteilung zur Kenntnis des Invertins von Willstatter und
Racke?! sind die Freilegung der Saccharase aus der Hefe, sowie die Adsorp-
tionsmethoden weiter untersucht. Hierbei wurden Invertinpriparate von
ghnlicher Konzentration wie die in der ersten Arbeit beschriebenen er-
halten.

In der 3. Mitteilung haben Willstatter, Graser und Kuhn? eine ganz
neue Methode der Saccharasedarstellung ausgearbeitet, welche die Isolierung
durch Fallung mit Bleiacetat verwertet; dabei wurden sog. gealterte Autolysate,
in welchen durch die proteolytischen Wirkungen der Hefeproteasen die Proteine
der rohen Invertinlgsung weitgehend abgebaut sind, aufgearbeitet wurden.
,»Die Wiederholung der Adsorption von Invertin durch die Bleiacetatfillung,
am besten mit der Reinigung durch Aluminiumhydroxyd kombiniert, fiihrt
zu Invertinlosungen vom Zeitwert 0,35—0,2.“ Die Untersuchung bezweckte
vor ‘allem die Fraktionierung nach dem Phosphorgehalt. ,,Die reineren In-
vertinlosungen, z. B. vom Zeitwert 0,35, wurden von Bleiacetat nur noch teil-
weise gefallt. Der Phosphor geht zum grossen Teil in die Fillung, die Rest-
losung enthélt das Invertin sehr phosphorarm.“ Bei der Fraktionierung
wurden Enzymlésungen mit den Zeitwerten 0,50, 0,29, 0,20 und den Phos-
phorgehalten 0,006, 0,02 und 0,027/, erzielt:

Der Gang der Methode geht aus dem folgenden Beispiel hervor.

Das Autolysat war nach rascher Autolyse wihrend 6!/, Monaten gealtert.
Zeitwert 180. 26,5 Liter wurden mit 930 g Bleizucker, das ist 759/, der Menge,
die in einem Vorversuch zur vollstindigen Niederschlaghildung benotigt
wurden, versetzt. Der Niederschlag enthilt das gesamte Invertin. Zentri-
fugieren und Waschen mit destilliertem Wasser. Zur Elution dienten zweimal
61/,—T7 Liter 0,5°/yige Dikaliumarseniatlésung, die noch 0,05°/, freies NH; ent-
hélt. Nach Kldarung mit Kieselgur werden die 14 Liter Elution mit Essigsdure
schwach angesduert, mit 5,6 Liter Alkohol versetzt und mit 59 g Aluminium-
hydroxyd adsorbiert. Zentrifugierung und dreimalige Waschung, dann Elution
zweimal mit im ganzen 12 Litern 0,1°/yigem Ammoniak. Zeitwert der Elution
2,75. Nach Eindampfen in Vakuum zweite Bleifillung (20 g Bleizucker),

1 Willstatter u. Racke, Lieb. Ann. 421, 111; 1921.
* Willstatter, Graser u. Kuhn, H. 123, 1; 1922,
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wobei 799/, sorbiert wurden. Elution und dann eine dritte Bleiacetat-
fallung ergab schliesslich nach der Enddialyse ein Priparat mit dem Zeit-
wert 0,29. Die Verarbeitung der Restlosungen ergab andere Priparate mit
etwas schlechteren Zeitwerten.

Die Methode von Willstéatter und Wassermann? (4. Abh.) ist darauf
gegriindet, dass durch sehr grosse Verdiinnung der Saccharase und Einstellung
geeigneter Aciditdt die bei der Kaolinadsorption stérenden FEinfliisse der
Begleitstoffe in den Hefeautolysaten ausgeschaltet werden, so dass die Saccha-
rase unmittelbar aus den Hefeautolysaten durch Kaolin, und zwar sogar aus-
withlend adsorbiert werden kann. Bei der Verarbeitung von 5 Liter Autolysat
(M.-Z.-Q. 12,9), die mit 200 Liter n/20-Essigsiure auf die geeignete Aciditat
gebracht waren, konnten Willstitter und Wassermann durch 125 g elektro-
osmotisches Kaolin 86°/, von der Saccharase, entsprechend dem Adsorptions-
wert 0,088, adsorbieren. Die mit 0,05°/, Ammoniak erhaltenen, vereinigten
Elutionen, 2,5—38 Liter, enthielten Invertin von M.-Z.-Q. 9,78. Nach An-
siuerung mit Essigsdure wurde mit Kieselgur geklirt. Eindampfung unter
stark vermindertem Druck und Dialyse. Zeitwerte der so gewonnenen Pré-
parate 0,48—0,75.

Es konnte auch die Methode von Willstdtter und Racke (Isolierung
mit Tonerde) dank den Beobachtungen iiber ausw#hlende Adsorption ver-
bessert werden, wobei schon nach der ersten Tonerdebehandlung Priparate
von @hnlichem Reinheitsgrad wie frither erst nach dem Fillen und Adsorbieren
mit Kaolin gewonnen wurden.

Noch einen Schritt weiter gingen hinsichtlich der Adsorption mit Kaolin
Willstéatter und Schneider? (5. Abh.). Sie adsorbierten einfach aus einem
beliebigen Autolysat, ohne es zu verdiinnen, die Saccharase mit Kaolin, in-
dem sie so stark ansduerten, als bei kiirzester Operationsdauer von dem En-
zym noch vertragen wird. Die einmalige Adsorption mit Kaolin (jedoch nach
Vorreinigung durch Alkoholfillung) fiihrte dabei in einem Beispiel zu Invertin
vom Zeitwert 0,284, die Kombination mit einmaliger Adsorption durch Ton-
erde zum Zeitwerte 0,178 bzw. 0,163 (If = 342 bzw. 374). Bei der Anwendung
dieses Verfahrens erwies sich die von Euler und Josephson® angewandte
Vorreinigung der Autolysate durch Alkoholfillung als sehr niitzlich. ,,Fir die
direkte Adsorption des Inverting mit Kaolin ist eine Vorreinigung bei jungen
Autolysaten unentbehrlich, bei gealterten nicht notwendig*, aber oft vor-
teilhaft.

In der 8. Abhandlung zur Kenntnis des Invertins war es fiir Willstétter
und Schneider? ein leitender Gedanke, die Adsorptionsmethode fiir Invertin

I Willstatter u. Wassermann, H. 123, 181; 1922.

2 Willstitter u. Schneider, H. 133, 193; 1924,

3 Euler u. Josephson, Chem. Ber. 56, 446 u. 453 u. 1097; 1923. Josephson,
Arkiv f. Kemi, 8, 26; 1922/23.

4 Willstédtter u. Schneider, H. 142, 257; 1925.
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dadurch zu vervollkommnen, dass das priparative Verfahren in engem Zu-
sammenhang mit den von H. Kraut und E. Wenzel! veroffentlichten
Untersuchungen ,,Uber Enzymadsorption* ausgefithrt wurde. ,,Die Adsorp-
tionsmethode ist namlich so geleitet worden, dass sich das Verhalten des En-
zyms gemiss den nach H. Freundlich? ermittelten Adsorptionskurven mehr
und mehr dem Adsorptionsverhalten eines reinen Stoffes genidhert hat.....
Die systematische Anwendung der Tonerdeadsorption auf die frischen Neutral-
autolysate (nach Kaolinadsorption und darauffolgender Eiweissfillung) hat
bei den zahlreichen Wiederholungen des Verfahrens bis zur Grenze seines
Leistungsvermogens unter den heute bekannten Bedingungen zu dem Ende
gefiihrt, dass sich das Invertin wie eine einheitliche Substanz verhilt, wenn es,
ohne erheblichen Aktivititsverlust zu erleiden, den Saccharasewert 5 erreicht
hat. ... Wenn diese Anwendung nicht zu einer héheren Steigerung der Enzym-
konzentration gefiihrt hat, so trigt daran die Vergesellschaftung des Enzyms
mit einem wahrscheinlich grossen tryptophanhaltigen Peptidkomplex schuld.*

,,Die mit unseren Priparaten beobachteten Adsorptionskurven sind in
Wirklichkeit nicht diejenigen des Invertins selbst, sondern sie sind durch
das Adsorptionsverhalten eines invertinfithrenden Begleitstoffes oder adsorptiv
verbundenen Gemisches von Begleitstoffen bedingt.

In der 9. Abh. beschreiben Willstatter, Lowry jr. und Schneider?
die neue Methode der Saccharaseanreicherung, welche wir schon auf S. 148
mitgeteilt haben. Die durch diese Gérfithrung der Hefe bei niedriger Zucker-
konzentration bedingte Verschiebung des Verhiltnisses der Saccharase zu
anderen Enzymen und sonstigen Inhalts- und Abbaustoffen der Hefe wird
dann durch das neue Verfahren der fraktionierten Autolyse von Willstatter,
Schneider und Bamann* (10. Abh.) noch gesteigert. (Siehe hierzu S. 149.)

Die durch fraktionierte Autolyse saccharasereicher Hefe gewonnenen
Hefeausziige haben sich als ein giinstiges Material fiir die Darstellung von
Invertin im Reinheitsgrade von ungefihr S.-W. 5 erwiesen. ,,Aus frischem
Autolysat vom Zeitwert 3,6, n/5-Essigsdure, bei einer Verdiinnung 1 S.-E. in
1/, Liter, 1 oder 4 Liter, wurde das Invertin von Kaolin mit dem hohen
Adsorptionswert 0,22 aufgenommen. Die Elution mit 0,5%,iger Diammon-
phosphatlosung ergab 77°/, Ausbeute. Nach der Ausfillung von Phosphor-
siure und der Dialyse, die ohne Verlust verlief, besass das Invertin den Zeit-
wert 0,177 (S.-W. 5,65). Dieser Reinheitsgrad verbesserte sich gar nicht bei
einer darauffolgenden Reinigung mit Tonerde.

Adsorption des Invertins aus Rohrzuckerlésung? Ein Autolysat vom
Zeitwert 2,5 wurde durch Alkoholféllung unter gleichzeitiger Bildung von

1 H. Kraut u. E. Wenzel, H. 133, 1; 1923/24; 142, 71; 1925.
2 H. Freundlich, Kapillarchemie, III. Aufl. Leipzig 1923, S. 2321
3 Willstéatter, Lowry jr. u. Schneider, H. 146, 158; 1925,
4 Willstatter, Schneider u. Bamann, H. 147, 248; 1925,
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Tricalciumphosphat vorgereinigt. Die erhaltene Saccharaselésung vom Zeitwert
0,68 erreichte, in iiblicher Weise mit Tonerde gereinigt, den Zeitwert 0,24. Von
diesem Priaparat wurden 6,4 S.-E. in 278 ccm Wasser mit 330 ccm 209/iger
Rohrzuckerlgsung versetzt und nach Umschiitteln 88 ccm Tonerdesuspension
(0,114 g AlLO;) in die Losung eingetragen. Das Adsorbat wurde nach
Abzentrifugierung mit Diammonphosphat eluiert. Die Tonerde hatte mit
A.-W. 44 (fast ebenso wie in rohrzuckerfreier Losung) gewirkt und 809/, des
Enzyms aus der Zuckerlosung aufgenommen. Die Elution enthielt 4,70 E.,
also 989/, der adsorbierten Menge. Zeitwert nach Dialyse und Elektrodialyse
0,157 (S.-W. 6,35). Fast unveridnderter Tryptophangehalt.

Bei einem anderen Versuch wurde in Gegenwart von Rohrzucker und
primérem Phosphat mit Tonerde adsorbiert. Die Elution zeigte nach Dialyse
und Elektrodialyse S.-W. 8,55 (Zeitwert 0,117 * 0,02). Diese Methode scheint
jedoch keineswegs allgemein anwendbar zu sein, indem in anderen Beispielen
der Adsorptionswert der Tonerde durch die Zusitze stark erniedrigt wurde,
wie ja auch Rohrzucker + prim. Phosphat, wie vorher erwiahnt wurde, als
Elutionsmittel verwendet werden kann.

Die 12. und letzte Abhandlung zur Kenntnis des Invertins von Will-
statter, Schneider und Wenzel® versucht die Adsorptionsmethode noch
weiter zu entwickeln, nachdem durch die neue Methode der fraktionierten
Autolyse der saccharasereichen Hefe unter Neutralisation Autolysate mit
Zeitwerten zwischen 2 und 1 geschaffen worden sind. Um mit Invertin kiinftig
zu arbeiten, empfiehlt es sich nach Willstdtter, wenn Beimischungen von
Hefegummi und von Peptiden nicht storen, einfach die so erhaltenen, noch
dialysierten Autolysate anzuwenden (Zeitwert nach Dialyse rund 0,4). Zu
Priaparaten von hoherem Reinheitsgrade gelangt man (ohne Dialyse des
Autolysates) am einfachsten durch einmalige Adsorption an Kaolin (Abh. 10)
oder zweckmissig durch Fallung mit Alkohol, einmalige Adsorption an Ton-
erde und Dialyse der Elution wie im folgenden Beispiel.

Das frisch bereitete Autolysat (1,5 Liter, 20,9 S.-E., Zeitwert 1,15) wurde
bei 0° nach Anséuerung mit 5 ccm n/1-Essigsidure (pH = 5) mit dem gleichen
Volumen auf —20° gekiihlten Alkohols vermischt. Die entstandene Suspension
wurde durch 2 Filter, die mit einer 1 mm dicken Schicht von Kieselgur be-
deckt waren, gesaugt. Beim Verriihren des Gurs mit Wasser erhielt man 370 ccm
Lésung (20,7 S.-E.) vom Zeitwert 0,45. Die Losung wurde auf 92 ccm ein-
geengt und bei dieser hohen Konzentration mit 0,40 g Tonerde 18,7 E. adsor-
biert. Die Elution (Diammonphosphat) enthielt 13 S.-E.; die Dialyse und
Elektrodialyse bewirkte 14°/, Verlust. Zeitwert danach 0,158.

Mittels der Adsorption an anteilweise gefdlltem Bleiphosphat gelang es
Willstitter, Schneider und Wenzel in einer Anzahl von Fillen, wenn
auch durchaus nicht in allen untersuchten Beispielen, die enzymatische

1 Willstédtter, Schneider u. Wenzel, H. 151 1; 1926.
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Konzentration der Saccharase hoher zu steigern, an denen sich die Leistungs-
fahigkeit der bisherigen Methoden erschopft hatte. Bei zwei bestédndigen
Priparaten waren die Hochstwerte nach dem Bleiphosphatverfahren S.-W. 9,6
und 9,7. In einem anderen Beispiel wurde ein Pridparat erhalten, welches
wegen der geringeren Besténdigkeit bei der Dialyse und Elektrodialyse nach
dem Bleiphosphatverfahren, einen Saccharasewert von 5,0 besass [da aber
keine Tritbung eingetreten und keine Filtration vorgekommen war, leiten die
Verfasser den S.-W. 11,9 (Zeitwert 0,084) fiir die gewonnene Restlosung ab].

Die Geschichte des Priparates vom Saccharasewert 9,70 war die folgende:
,,Autolysat vom Zeitwert 1,12 (20 E.) wurde nach dreitdgigem Altern bei Zim-
mertemperatur nach dem Verfahren der dritten Abhandlung ohne Phosphat-
zusatz mit Bleiacetat gefallt. Die Restlosung, die bleifrei war, enthielt 17,0 E.
und wurde der Adsorption mit Tonerde unterworfen. Das Material fiir die
Bleiphosphatfillung betrug 6,75 E. vom S.-W. 5,75, 3,4°/, Tryptophan ent-
haltend. Mit dem Bleiphosphat aus 0,22 g und 0,33 ¢ Ammonphosphat fielen
1,03 und 2,67 S.-E. aus, die zusammen beim Eluieren Invertin vom S.-W. 4,17
lieferten; 8,0°/, Tryptophan. Die Restlosung enthielt 8,05 E., nach Dialyse
und Elektrodialyse 3,02 E., der S.-W. betrug 9,70 (Zeitwert 0,103), der Trypto-
phangehalt 3,5%/,.

Nach Willstétter, Schneider und Wenzel erméglicht auch das Tannin-
verfahren, ,,den Reinheitsgrad von Invertinpriparaten, an denen die Reini-
gung mit Kaolin und Tonerde ein Ende erreicht zu haben scheint, noch weiter
zu steigern‘‘.

Beispiel: 2,5 S.-E. (S.-W. 7,04, Tryptophangehalt 5,8°/,) wurden auf
8,4 ccm eingedampft und auf 0° abgekiihlt; ,,auch die Losung von 0,82 g Tannin
in 3 ccm stand in Eis. Den Becher einer Zentrifuge fiillten wir mit Calcium-
chloridlésung von —15° und befestigten darin mit Korkstiicken ein kleines
Zentrifugenglas. In diesem nahmen wir die Fillung vor, um sofort zu zentri-
fugieren. Den Niederschlag von zidher Konsistenz verriihrte man mit Wasser
von 0° Die tribe Fliissigkeit enthielt zufolge der sofort ausgefiihrten Be-
stimmung 1,64 E., die Restlosung 0,14 E., der Verlust betrug also 28°/,. Mit
Tonerde wurden bei 0° 1,48 E. adsorbiert und mit Diammonphosphat 1,46 E.
eluiert. Fiir das Invertin der Elution berechnet sich aus der gemessenen Wir-
kung und dem Trockengewicht nach der Dialyse und Elektrodialyse der S.-W.
9,43 (Zeitwert 0,106); infolge kleiner Verluste bei beiden Dialysen besass aber
das Invertin vor der Elektrodialyse nur den S.-W. 8,34 und am Ende 8,07.
Der Tryptophangehalt war 5,99/,.“

Will man die unzweifelhaft recht umsténdliche und nicht bei allen Hefe-
lieferungen reproduzierbare Saccharaseanreicherung der Hefe durch Gér-
fithrung und die fraktionierte Autolyse umgehen, so empfiehlt es sich nach den

11%
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Erfahrungen von Josephson, zur Gewinnung von Saccharaselgsungen mit
If = 250—350 (S.-W. etwa 4—6) die Reinigung des Autolysates mit einer
Alkoholfdllung zu beginnen. Dann wird mit Kaolin (auch bei Gegenwart von
Rohrzucker) adsorbiert, wonach die Tonerdebehandlung folgt. Ein Beispiel
soll die von uns angewandte, wie es scheint allgemein brauchbare Methode,
erliutern?.

Das durch rasche Autolyse der Hefe (If = 0,2) gewonnene Autolysat
wurde zuerst unter Kiithlung mit Alkohol geféllt (auf je einen Liter Autolyse-
gaft 1—1,25 Liter 95°/yiger Alkohol). Die durch Extraktion der entstandenen
und abzentrifugierten Fallung erhaltene Losung wurde dann in Gegenwart
von 89/, Rohrzucker und 0,5 n.-Essigsiure durch 47 g Kaolin sorbiert. Die
Elution mit insgesamt 600ccm 0,02 n.-NH; ausgefiihrt, enthielt 95°/, der vor
der Adsorption vorhandenen aktiven Saccharasemenge. Die in der stark
essigsauren Losung bei gleichzeitiger Anwesenheit von Rohrzucker durch-
gefithrte Adsorption war also nur mit sehr geringem Aktivitatsverlust ver-
bunden. Zur weiteren Reinigung wurde die Losung in 8/yiger Rohrzucker-
l6sung mit Tonerdehydrat adsorbiert. Die Anwesenheit des Rohrzuckers
bei der Adsorption hatte auch diesmal den Adsorptionswert der Tonerde kaum
beeintrichtigt. In der Elution nach der Tonerdeadsorption, mit 0,5°/y Na,HPO,
ausgefithrt, wurden 739/, der aktiven Saccharase wiedergefunden.

Die Elution wurde dann einer 9 Tage dauernden Dialyse in Kollodium-
membranen gegen destilliertes Wasser unterworfen. In der dialysierten Losung
waren 609/, von der vor den Adsorptionen vorhandenen aktiven Saccharase-
menge noch in aktiver Form vorhanden. Die Aktivitdtsbestimmung der so
ohne Eindampfung und ohne Elektrodialyse gewonnenen Losung ergab If =
820. Setzt man nach dem Vorgange von Willstétter die Aktivitdt vor der
Dialyse, das Trockengewicht nach derselben in die Berechnung von If ein,
so wiirde man If zu 855 gefunden haben.

Eigenschaften der gereinigten Saccharasepriparate.

Die durch Adsorptionsmethoden gereinigten Saccharasepréaparate, welche
bei den Saccharasewerten 5,9—6,7 etwa 2000mal enzymatisch reiner sind als
die Hefe, ist nach Willstdtter? zusammengesetzt aus:

»a) Enzymatischer Substanz, nimlich Saccharase selbst, weiteren polyosen-
und glucosidespaltenden und anderen Enzymen und aus Substanzen, die den
aktiven Enzymen am nichsten verwandt sind, nachweislich Zersetzungs-
produkten (inaktiviertem Enzym) und wahrscheinlich Vorstufen. Fir die

1 Euler u. Josephson, B. 59, 1129; 1926. Altere Mitteilungen: Josephson, Arkiv
f. Kemi 8, 26; 1922/23. Euler u. Josephson, Chem. Ber. 56, 446, 1097; 1923; 57, 299,
859; 1924; H. 145, 130; 1925.

2 10. Abh. H. 147, 248; 1925. — Vgl. Chem. Ber. 59, 1; 1926. J1 Chem. Soc. 1927, 1359.
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Abtrennung der einem Enzym am nichsten verwandten Stoffe ist die Adsorp-
tionsmethode bisher noch wenig ausgebildet.

b) Fremden Stoffen, die vom Zerfall des Hefeprotoplasmas herriihren.
Sie tiben eine Schutzwirkung auf das Invertin aus, mit dem sie adsorptiv zu-
sammenh#ingen. Obwohl nicht die einzelnen Begleitstoffe, wie Hefegummi,
Tryptophanpeptid oder Tyrosinpeptid, eine spezifische Bedeutung haben
und das Enzym ihre Gesellschaft zu wechseln vermag, so hat doch ihre Ab-
trennung Bestindigkeitssturz oder -abnahme zur Folge.*

"~ Da die einzelnen Begleitstoffe der Saccharase selbst in den reinsten Pré-
paraten wechseln konnen, so miissen auch die Reaktionen der verschiedenen
Priparate wechseln. Nur findet man einige Reaktionen, welche sehr oft positiv
ausfallen, wie z. B. die von Euler und Josephson entdeckte Tryptophan-
Reaktion in den meisten Saccharasepriparaten. Einige Saccharasepréparate
geben jedoch diese Reaktion nicht, so dass Willstéatter schloss, dass das
Tryptophanpeptid nur einer der hartnéckigsten Begleiter ist.

In allen untersuchten Saccharasepriparaten hat man Stickstoff als
ein charakteristisches Element gefunden. Dasselbe gilt hinsichtlich des von
Euler und Josephson in Saccharasepriparaten gefundenen Schwefels,
wenn auch die Zahl der auf Schwefel gepriiften Préparate nicht so
gross ist.

Viele Saccharasepriparate scheinen die Reaktion von Molisch auf
Kohlenhydrate zu geben, wenn auch Kohlenhydrate nach Willstatter nur als
Verunreinigung vorhanden sind. Dasselbe gilt fiir die phosphorhaltigen Be-
gleitstoffe gewisser Préparate.

,,Die Erscheinung der Enzymspezifitdt, die Beobachtungen tiber Zer-
setzung und Stabilisierung gereinigter Invertinlosungen und besonders die
Einfliisse der Verteilung auf die enzymatische Wirkung, die bei anderen En-
zymen gefunden wurden‘‘, haben Willstatter! zu der Auffassung gefiihrt,
,,dass das Molekiil eines Enzyms aus einem kolloiden Tréager und einer
rein chemisch wirkenden aktiven Gruppe besteht.” Diese Annahme
heischt nach Willstédtter, Schneider und Wenzel? eine Erginzung, die
nach dem nun vorliegenden analytischen Material gegeben werden kann. Die
gewonnenen Erfahrungen machen es wahrscheinlich, dass die Natur des kol-
loiden Tréagers verdnderlich ist. ,,Ein einzelner kolloider Triger ist entbehr-
lich, wenn dem Enzym ein anderer geeigneter zur Verfiigung steht; das Enzym
vermag seine Aggregate zu wechseln.” Diese neue Erginzung bringt die
von Willstdtter vertretene Auffassung in nahe Ubereinstimmung mit
der schon 1924 von Josephson? in folgender Weise formulierten Anschauung
der Stockholmer Schule: ,,Ungleichheiten in Zusammensetzung und somit

1 Willstatter, Chem. Ber. 55, 3601; 1922,

2 Willstatter, Schneider u. Wenzel, H. 151, 1; 1926.
3 Josephson, H. 136, 224, und zwar S. 230; 1924.
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Reaktionen (Eiweissreaktionen) konnen auch durch verschiedene Bausteine
in verschiedenen Saccharasen erkldart werden® ..., indem ,,die kleineren Bau-
steine des gewaltigen Enzymmolekiils wechseln konnen‘‘, wobei zu dem Enzym-
molekiil natiirlich auch gerade der zur Erhaltung der Aktivitit notwendige
kolloide Triger gerechnet wurde.

Im Gegensatz zu Willstdtter, der nunmehr nur ,,die chemisch wir-
kende aktive Gruppe‘ als das eigentliche Saccharasemolekiil ansehen will,
obwohl er auch findet, dass ,,es noch nicht als erreichbar erscheint, diese
aktive Gruppe ,,unter Erhaltung der Wirksamkeit von den schiitzenden
Kolloiden vollkommen abzutrennen, haben Euler und Josephson ihre
Ansicht iiber die Natur des kolloiden Trégers der aktiven Gruppe néher prizi-
siert. Euler und Josephson finden namlich, dass dieser Teil des ,,Saccharase-
komplexes von proteindhnlicher Natur zu sein scheint.

Eine Ahnlichkeit zu Proteinen haben Euler und Josephson! gesehen

1. in seinem Dispersitidtsgrad;

2. in seiner kolloiden Beschaffenheit;

8. in dem Umstand, dass die quantitative Untersuchung der Wirme-
inaktivierung auch hochgereinigter Priparate der Warmedenaturation vieler
Proteine sehr nahe kommt; eine wesentlich andere Wiarmeempfindlichkeit
noch reinerer Priaparate ist bis jetzt nicht festgestellt worden;

4. in dem Stickstoffgehalt.

Hinsichtlich des Stickstoffgehalts der Saccharasepriparate liegen die
Befunde folgendermassen: Willstidtter und Schneider geben in der 7. Arbeit
,,Zur Kenntnis des Invertins'’ fiir Priparate von If tber 200 Werte von 6
bis 10°/, N an, in der 8. Abhandlung 4,88—10,6°/; N. In der letzten (12.) Ab-
handlung sind 5 hochaktive Priparate analysiert worden:

S-W. 500 970 962 500 4,55
(11,9)
o, N 820 892 952 990 7,72

Die Analyse der von Euler und Josephson?in ihrer 6. Mitteilung iiber
Saccharase beschriebenen Priparate hatte das folgende Ergebnis gegeben:

Amino-N Tryoto-
. Gesamt-N vor | nach ypro S
Praparat If der Hydrolyse phan
0/0 0/0 | 0/0 0/0 0llo
LaKA 3 303 10,3 0,92 6,3 6,5 1,4
7aKA*4 320 10,8 0,96 7,8 4,2 —

1 Siehe z. B. Euler u. Josephson, H. 145 130, und zwar S. 133; 1925.
2 Euler u. Josephson, Chem. Ber. 59, 1129; 1926.

3 Aus Lowenbrauhefe.

* Aus Unterhefe H.
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Unser Ergebnis hinsichtlich der Bindungsart des Stickstoffs in den Saccha-
rasepriaparaten, dass der Stickstoff zu dhnlichem Betrage wie in Proteinen
in Form von Peptid-N vorhanden ist, hat Willstéatter nicht widerlegt; so-
lange nicht gezeigt worden ist, dass der Stickstoff z. B. im Préaparat mit S.-W.
9,70 und dem N-Gehalt 8,929/, zum grossen Teil nicht in Peptidbindung vor-
liegt, miissen wir annehmen, dass auch ein solches hochaktives Priparat zu
einem grossen Bruchteil aus proteindhnlichen Stoffen aufgebaut ist und dass
diese Stoffe zum grossen Teil den kolloiden Tréager bilden.

Seit der Entdeckung des Tryptophans in gereinigten Saccharasepriaparaten
von Euler und Josephson! ist die Untersuchung des Tryptophangehalts
der verschiedensten Priaparate von grosser Bedeutung fiir die Kennzeichnung
und fiir den Vergleich der Invertinpriparate und fiir die Leistungsfihigkeit
der Adsorptionsmethoden bei den Arbeiten von Willstdtter und seinen
Mitarbeitern geworden. Willstédtter, Schneider und Wenzel? schreiben
in ihrer letzten abschliessenden Mitteilung: ,,Es ist auch jetzt noch nicht
moglich, auf einfache, leicht reproduzierbare Art die Saccharase vom trypto-
phanhaltigen Peptid zu befreien. Indessen sind wir, wie frither, auch in dieser
Arbeit, und zwar bei der Bleiphosphatadsorption einer Fraktion des Invertins
vom S.-W. 0,81 (indirekt bestimmt 4,17) begegnet, die das Enzym vollkommen
frei von Tryptophan- (wie von Tyrosin-)Peptid enthielt*‘2. Schon in der ersten
Mitteilung, wo Euler und Josephson ihre ersten Befunde hinsichtlich des
Tryptophans in Saccharasepraparaten mitgeteilt haben, wurde auch ,aus-
driicklich betont®‘, dass die Zahlen hinsichtlich des Tryptophangehalts usw.
sich nur auf bestimmte Saccharasepriparate beziehen und dass die Analysen
anderer Saccharasen von anderer Herkunft unbedingt erforderlich waren,
um eine Entscheidung tiber die Zusammensetzung des Enzyms zu erméglichen.

Die umstehende Tabelle enthilt einige Analysenergebnisse aus dem Stock-
holmer und dem Miinchener Laboratorium hinsichtlich des Tryptophans.

Hinsichtlich des Aschengehaltes ist zu erwihnen, dass die neueren dialy-
sierten bzw. elektrodialysierten Priparate nur einen ganz geringen Aschen-
gehalt besitzen, bei einigen der letzten Priaparate aus Willstdtters Labora-
torium z. B. 0,54 und 0,45°/, Asche. Einen Aschengehalt von nur 0,13/, be-
obachteten Euler und Josephson* bei einem Priparat mit If = 213 (242).

Mit dem sehr aschearmen Préaparat mit If = 213 (242) haben Euler
und Josephson elektrometrisch die Stdrke des Préparates als Sdure und
als Base zu bestimmen versucht. Das Préparat zeigte tatséichlich amphotere

1 Euler u Josephson, Chem. Ber. 57, 859; 1924.

2 Willstéatter, Schneider u. Wenzel, H. 151, 1, und zwar S. 5; 1926.

3 In der 10. Abh. ,Zur Kenntnis des Invertins“ haben Willstitter, Schneider u.
Bamann (H. 147, 248;: 1925) hervorgehoben, dass ,wenn Invertin zum Beispiel eine sehr
starke Beimischung von 'Tryptophanpeptid mitschleppt (9,2, Tryptophan), zeigt es gegen
Tonerde das Verhalten eines homogenen Stoffes“.

4 Euler u. Josephson, H. 133, 279; 1924. — Chem. Ber. 57, 299; 1924,
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Tryptophangehalt einiger Saccharasepriparate.

) Trypto-
Zitat Darstellungsweise It SW. phan
des Priparates o
/o
Kaolin-Tonerdeadsorption 225 3,7 5,25
Euler u.Josephson, l 241 nd0 5.56
" . n » bl £ £)
Chem. Ber. 57, 859; 1924 | ’ 245 il 551
Euler u.Josephson, . y 303 5,0 6,5
Chem. Ber. 59, 1128; 1926 . ” 320 5,3 4,2
Willstitter u.Schneider, Y ” 405 6,67 8,9
H. 142, 257; 1924 { ) ) 253 4,16 0
Willstiatter, Schneider Alkoholfallung, Tonerde-
u. Bamann, H. 147, 248; adsorption . . . . . 520 8,55 8,6
1925
Dial. Autolysat. Kaolinads. 315 5,18 0,7
Restlosung nach Bleifillung 49 0,81 0
Willstidtter, Schneider ) » " 307 5,05 2,0
uw. Wenzel, H.151, 1; 1926 » » 304 5,0 3,9
11,9
, . , 590 9,7 3,6
,, ” . 459 7,55 5,8

Eigenschaften, und zwar wurden die Dissoziationskonstanten geschitzt zu Ka
etwa 10" und Kp etwa 10™ ™.

Eine wichtige Stiitze fiir die Auffassung der Stockholmer Schule, dass
die aktive Saccharase ein hochmolekularer Stoff ist, bzw. dass die Aktivitit
der Saccharase mit einem hochmolekularen Komplex fest verbunden ist,
liefern die direkten Versuche, das Molekulargewicht durch Diffusionsmessungen
zu bestimmen. Diese Versuche zeigen unzweideutig, dass sich ,,die aktive
Gruppe® wenigstens bei den bis jetzt untersuchten Reinheitsgraden an oder
in einem hochmolekularen Komplex (Dzo = 0,047—0,050) befindet. Der be-
rechnete Wert des Molekulargewichts (etwa 20 000) konnte allerdings die
Grosse einer Anzahl miteinander assoziierter Saccharasemolekiile kennzeichnen,
aber Versuche mit Préparaten von verschiedenen Reinheitsgraden und Dar-

Diffusions-
If Priparat von Koeffizient | M =49 :D?
I D (209
11; 5—7; 7| Euler, Hedelius, Svanherg? 0,047 22 000
84; 342 Euler u. Ericson? 0,0488 20 600
168 Euler u. Josephson? 0,0476 21 600
198 (220) | Euler u. Josephson?® 0,0500 19 600

1 Euler, Hedelius u. Svanberg, H. 110, 190; 1920.
2 Euler u. Ericson, Koll. Zs 31, 3; 1922.
3 Euler, Josephson u. Myrbiack, H. 130, 87; 1923.
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stellungsweisen zeigen, dass der Dispersititsgrad sich mit dem Reinheits-
grad im untersuchten Gebiet nicht merkbar #ndert, wie aus vorstehender
Tabelle hervorgeht.

Mit dem vorher erwihnten Priparat mit If = 213 (242) haben Euler
und Josephson?! Viscosititsmessungen bei verschiedener Aciditidt angestellt.
Das Minimum der Viscositit (isoelektrischer Punkt) wurde bei pH = 4,5 ge-
funden.

Uber die von Euler vnd Svanberg und besonders von Myrback
gezogenen Schlussfolgerungen hinsichtlich der verschiedenen durch ,,Enzym-
gifte'* nachweisbaren Atomgruppen in Saccharase siehe S. 171 u. ff.

Acidititsbedingungen.

Im I. Teil dieses Buches sind die iiber die Aciditétsbedingungen der
Saccharase ermittelten Tatsachen eingehend besprochen worden, da die Unter-
suchungen der Saccharase in dieser Hinsicht fiir das Studium anderer Enzyme
vorbildlich gewesen sind.

Es sei hier also zunichst nochmals auf die Kurven von Sérensen und
von Michaelis verwiesen (Teil I, Fig. 11 und 12, S.63 und 65), aus welchen
hervorgeht, dass die ,,optimale Zone‘* im Aciditétsgebiet pH etwa 3,5—5 liegt.

Es erscheint bemerkenswert, dass nach Euler und Myrback? wie auch
nach Willstétter, Graser und Kuhn?® die mit viel weitergehend gereinigten
Priaparaten (bis zum If-Wert 100) gefundenen Aciditdtskurven gleich den
dlteren mit dem unreineren Material erhaltenen Kurven sind. Wegen dieser
Unabhéngigkeit der Lage des Aciditatsoptimums vom Reinheitsgrad des
Enzyms erscheint es wahrscheinlich, dass die diesbeztiglichen Verschieden-
heiten der Losungen von Darmsaccharase* wie auch den Saccharasen in Asper-
gillus oryzae®, Aspergillus flavus® und Penicillium glaucum? nicht auf ver-
schiedene Reinheitsgrade, sondern auf verschiedenen Eigenschaften
verschiedener Enzyme zuriickgefithrt werden konnen.

Die theoretische Deutung und die quantitative Berechnung der Aciditéts-
kurve von Euler, Josephson und Myrbéck ist schon im I. Teil S. 67 ein-
gehend besprochen. Durch die gegebene Theorie wird der Verlauf des alkali-
schen Astes der Aktivitats-pH-Kurve beschrieben.

Der saure Ast der pH-Kurve, in welchem Gebiet Josephson® mit einer-

1 Euler u. Josephson, H. 133, 279; 1924,

2 Euler u. Myrbick, H. 120, 61; 1922.

3 Willstiatter, Graser u. Kuhn, H. 123, 1, und zwar S. 60; 1922.
4 Euler u Svanberg, H. 115, 43; 1921.

5 Leibowitz u. Mechlinski, H. 154, 64, und zwar S. 80; 1926.

8 Josephson, H. 138, 144; 1924.

"Euler, Josephson u. Séderling, H. 139, 1; 1924.

8 Josephson, H. 134, 50; 1924.
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Anderung der Affinitit zwischen Enzym und Substrat rechnet, ist hier-
nach von der Konzentration des Substrates abhingig.

Nimmt man an, dass die Bindung des Rohrzuckers an der Saccharase
durch eine basische Gruppe vermittelt wird! 2, an welcher die Salzbildung
die Bindungsméglichkeit fir den Rohrzucker bestimmt, so kann man, wie
Myrbick? gezeigt hat, den ganzen Verlauf der Aktivitdts-pH-Kurve durch
die folgende Formel beschreiben.

Rel. Aktivitit — 1 :

K K K
L |1+ 55 1+ o).
{ ) [T\ rom
In dieser Formel bedeuten also K, bzw. K;, die saure und basische Disso-
ziationskonstante der Saccharase und der Saccharase-Rohrzuckerverbindung,

K, die gemessene Affinitdtskonstante beim optimalen pH; [H], [OH] und
[S] die Konzentration der Wasserstoff- und Hydroxylionen und die Kon-

K
zentration des Substrates. Ist pH > etwa 4, wird —> sehr klein und die

OH

Formel geht in den Ausdruck von Euler, Josephson und Myrbéck iiber.

Salze und Paralysatoren. Inaktivierungserscheinungen.

Einfluss von Neutralsalzen. Gegen die neutralen Halogenide und Sulfate
der Alkalien, alkalischen Erden und seltenen Erden (z. B. Thoriumsulfat) ist
Saccharase wenig empfindlich. Dies wird auch durch moderne Versuche von
Fales und Nelson? gezeigt, nach welchen sich die Wirkung von NaCl erst
in 2-norm. Losung geltend macht, wenn der pH-Wert optimal ist. Es diirfte
sich hier um eine der nichtenzymatischen ,,Neutralsalzwirkung* verwandte
Erscheinung handeln?. Stirker wird diese Salzwirkung ausserhalb des Aciditits-
optimums. Am alkalischen Ast der pH-Kurve besteht die Salzwirkung in
einer Horizontalverschiebung der Kurve. Eine weitere Untersuchung der
frelen Basen Ca(OH),, Ba(OH),, Mg(OH), und der seltenen Erdbasen bei
z. B. pH = 6 wire erwiinscht.

Unter dlteren Untersuchungen ist noch diejenige von Cole® zu erwéhnen;
aus neueren Messungen glaubte Neuschlosz® schliessen zu konnen, dass
die Neutralsalze vom Enzym adsorbiert werden und dadurch die Ladung und
den Dispersitiatsgrad herstellen. Diese Theorie ist jedoch kaum mit unserer
Deutung der Aciditidtskurve vereinbar.

1 Euler u. Josephson, H. 155, 1, und zwar S. 10; 1926; Chem. Ber. 59, 1129, und
zwar §. 1132: 1926.

2 Myrbick, H. 158, 160 und zwar S. 233; 1926.

3 Fales u. Nelson, JI Amer. Chem. Soc. 37, 2769; 1915. — Vgl. Myrbédck, Arkiv
f. Kemi Bd. 8, Nr. 29, S. 30; 1923. '

4 Siehe hierzu Michaelis, Biochem. Zs 115, 269; 1922.

5 Cole, J1 of Physiol. 30, 281; 1904.

6 Neuschlosz, Pfliig. Arch. 181, 45; 1920.
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Schwermetallsalze. Die Wirkung von Quecksilber-, Silber- und Kupfer-
ionen ist zuerst eingehend von Euler und Svanberg! studiert worden.
Sie stellten unter anderem fest, dass die sehr starke Giftwirkung, welche Queck-
silber- und Silbersalze auf Saccharase ausiiben, quantitativ reversibel ist.
Euler und Myrback? haben hinsichtlich der Inaktivierung durch Ag-Salze
gezeigt, dass die Kurve Inaktivierungsgrad-Giftmenge eine Dissoziations-
kurve ist. Es wurde weiter gefunden, dass bei Acidititen pH >>38,5 der
Vergiftungsgrad von der Substratkonzentration unabhingig ist, was so ge-
deutet werden muss, dass die Bindung des Zuckers von der Bindung von Ag
unabhiéngig ist, d. h. an einer anderen Gruppe im Enzymmolekiil stattfindet.
Die Versuche sind in volligem Einklang mit der von Myrbéck? gemachten
Annahme, dass Silber an Stelle des Wasserstoffatoms tritt, dessen Dissoziation
(nach der Theorie von Euler, Josephson und Myrbéack) den alkalischen
Ast der Aktivitats-pH-Kurve bestimmt.

Es ist bemerkenswert, dass der Reinheitsgrad des Enzyms (bis zum If-
Wert 200) nur eine ganz untergeordnete Rolle hinsichtlich des Vergiftungs-
grades spielt, wie aus der folgenden, der Arbeit von Myrbéck entnommenen
Tabelle hervorgeht. Inwieweit die Inaktivierung in hoherem Grade von den
im Praparat mit If = 200 noch vorhandenen

Verunreinigungen abhingig ist, lasst sich Inaktivierung zu 50%,.
natiirlich aus diesem Versuchsmaterial (Ag)

nicht ableiten. pH =17 If — 200

Es ist von Interesse, dass die theoreti- ]

schen Berechnungen aus der Vergiftung i’z 5. }gjs ‘. ing
mit Silberionen, hinsichtlich der moleku- 513 2.10-6 10 ¢
laren Konzentration der Saccharase bei 5,6 1078 8-1077
kinetischen Versuchen, zu einem Hochst- 6,1 5-1077 4-1007

wert von etwa 10° fiihren®.

Das Silberdquivalent der Saccharase® berechnet Myrbédck zu rund 5000.

Im Hinblick auf die von Euler und Josephson vertretene An-
sicht iber die Proteinihnlichkeit der Saccharase sind die von Myrbick
hervorgehobenen grossen Ahnlichkeiten im Verhalten der Saccharase zu Silber
usw. mit den von J. Loeb® gefundenen Verhiltnissen bei der Silberbindung
der Gelatine bemerkenswert.

Viel schwicher als Silber werden Kupfer, Blei, Zink und Cadmium nach

1 Euler u. Svanberg, Fermentforschung 1920, 1. Mitt. 3, 330. Siche daselbst dltere
Angaben. — 3. Mitt. 4, 90. — 6. Mitt. 4, 142,

2 Euler u. Myrback, H. 121, 177; 1922. — Myrbick, Arkiv f. Kemi, Bd. 8, Nr.29;
1923.

® Myrbéack, H. 158, 160, und zwar S. 1721f.; 1926.

4 Vgl. Josephson, H. 147, 1, und zwar S. 56; 1925. — H. 157, 115; 1926.

® Siehe hierzu auch Euler u. Josephson, Chem. Ber. 56, 453, und zwar S. 455; 1923.

¢ J. Loeb, Proteins and the Theory of colloidal behavior, New York 1922.
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den Versuchen von Myrb#ck an die Saccharase gebunden. Die Dissoziations-
konstanten wurden berechnet zu

Kag Kcu Kpp Kzn Koea
107 26-107* 2,7-100° 34-10* 5,7-107*

Hinsichtlich der Inaktivierung der Saccharase durch Quecksilbersalze
wurde gefunden, dass der Inaktivierungsgrad nicht wie im Falle der Silber-
inaktivierung unabhingig von der Konzentration des Rohrzuckers ist. Hieraus
kann man entweder mit Myrb#ck schliessen, dass die inaktivierenden Queck-
silbersalze sich an die (basischen) substratbindenden Gruppen des Enzyms
anlagern oder auch, dass die Anlagerung der Quecksilbersalze an das
Saccharasemolekiil eine Herabsetzung der Affinitétskonstante der Saccharase-
Rohrzuckerverbindung mit sich bringt; daneben kénnte auch die Zerfalls-
geschwindigkeit in &hnlicher Weise wie bei der Silberinaktivierung herab-
gesetzt werden. FEine genaue Berechnung der quantitativen Verhiltnisse bei
der Vergiftung durch Quecksilbersalze wird auch durch die ungentigenden
Kenntnisse der Dissoziationsverhaltnisse der Quecksilbersalze selbst erschwert.
Die nebenstehende Tabelle zeigt die

Relative Aktivitit ($=100) Inaktivierung bei verschiedenen Rohr-

S . .
ohne Hg mit Hg zuckerkonzentrationen (S), bei pH = 3,62
0.146 70 2 und bei einer Hg-Konzentration 5-107 n.
0.202 87 53 Der Vorgang bei der Metallvergiftung
0,585 94 78 der Saccharase kann wegen der eintreten-

den Komplexbildung quantitativ elektro-
metrisch verfolgt werden. Bei vergleichenden Messungen an zahlreichen Sub-
stanzen (Euler und Svanberg) wurde ein starkes Bindungsvermégen fiir
Ag™ beim Eieralbumin von Sérensen, bei Cystein und bei Nucleinséure
gefunden. Die elektrometrisch gemessene Bindung des Silbers an Cystein
weist jedoch keine‘solche Abhingigkeit von der Aciditit in dem in Frage
kommenden Gebiete auf, wie man bei Saccharase findet?!.
Uber die Selbstregeneration der Saccharase bei Hg-Inaktivierung. Schon
im I. Teil S. 181 sind die Befunde von Euler und Svanberg? iiber die Selbst-
regeneration der Saccharase nach Hg-Inaktivierung und die durch die neueren
Versuche von Euler und Myrbéck?® gestiitzte Deutung derselben eingehend
behandelt. Bemerkenswert ist nun der Befund von Myrb#ck?, dass auch in
reineren Enzymldsungen zwar keine Selbstregeneration eintritt, dass aber
nach Zusatz von Gelatine (wie auch bei Zusatz von NaCN) eine zeitlich be-
dingte Regeneration der mit Hg inaktivierten Saccharase eintritt. Aus den
Versuchen wurde weiter der Schluss gezogen, dass die Bindung des Queck-

! Myrbick, Arkiv f. Kemi, Bd. 8, Nr. 29; 1923.

2 Euler u. Svanberg, Fermentforschung 3, 330; 1920/21.
8 Euler u. Myrbick, Zs exp. Med. 33, 483; 1923.

¢ Myrbick, H. 158, 160, und zwar S. 226ff.; 1926.
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silbers an Saccharase unmessbar schnell verlduft, aber die Ablosung des Metalls
eine gewisse Zeit fordert. Nach Myrbick weisen die Erscheinungen bei der
Regeneration der Hg-vergifteten Saccharase durch HCN bemerkenswerte
Analogien mit den bei gewissen Enzymen (wie Papain) beobachteten Akti-
vierungen durch Blausiure auf.

Salpetrige Siure. Aus den Versuchen von Myrback geht hervor, dass
die Saccharase sehr empfindlich gegen salpetrige Séure ist. Aus den Ver-
suchen bei verschiedener Aciditét scheint hervorzugehen, dass nur die freie
Sdure, nicht aber ihre Salze inaktivierend wirken. Es ist jedoch nicht aus-
geschlossen, dass der beobachtete Acidititseinfluss auf einer Veréinderung
der empfindlichen Gruppen im Enzym (wie z. B. der Dissoziationszustand
von Aminogruppen) beruht. Von besonderem Interesse ist die Tatsache,
dass Zuckerarten wie Fructose, Glucose (und Invertzucker) eine Schutz-
wirkung gegen die Einwirkung der salpetrigen Saure zeigen. Lactose und
Maltose zeigen dagegen keine oder jedenfalls geringere Schutzwirkung als
Glucose und Fructose. Es verdient vielleicht hervorgehoben zu werden,
dass die Schutzwirkungen von Fructose und Glucose von ganz &hnlicher
Grossenordnung sind, obwohl die Bindung der Fructose und der Glucose
(wenigstens der «-Form der Glucose) zur Hefesaccharase vielleicht ver-
schiedenartig ist (siehe unten).

Myrbiack schliesst aus seinen Versuchen, dass die Inaktivierung durch
salpetrige Sdure in der Einwirkung von HNO, auf die Gruppe R-NH, im Enzym
besteht, und weiter, ,,dass wenigstens eine der substratbindenden Gruppen
der Saccharase eine Aminogruppe ist, die auch die basischen Eigenschaften
des Enzyms bestimmt‘.

Pikrinsiure, Phosphorwolframsiure und Kieselwolframsiure. In saurer
Losung (pH <C4,5) tritt durch Pikrinsdure eine nicht unbetrichtliche In-
aktivierung ein, und zwar ist der Inaktivierungsgrad von der Konzentration
des Rohrzuckers bei der Inversion abhingig, wodurch wahrscheinlich ge-
macht wird, dass sich das Enzym zwischen Zucker und Gift verteilt. Myr-
back fiihrte die Inaktivierung auf die Bildung eines wenig dissoziierten Salzes
zwischen der Pikrinsdure und einer substratbindenden Aminogruppe der
Saccharase zuriick. Die Dissoziationskonstante dieses Salzes wurde zu K, =
0,00025 * 0,00005 berechnet.

Ahnliche Verhaltnisse liegen bei Phosphorwolframsiure und Kiesel-
wolframséure vor, bei welchen man jedoch neben der reinen Salzbildung mit
einer zeitlich fortschreitenden irreversiblen Inaktivierung rechnen muss.
Die Inaktivierung durch Phosphorwolframsgure ist sehr gross. Bei pH = 2,9
war durch Zusatz von 0,5 mg Phosphorwolframsiure die relative Reaktions-
geschwindigkeit bei einem Versuch auf etwa 15°/, herabgesetzt.

Anorganische Nichtelektrolyte. Wasserstoffsuperoxyd zerstért nur un-
bedeutend; in hoherem Grade inaktiviert Ozon; ein Sauerstoffstrom,
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enthaltend 0,2 mg O,, in 5 ccm Enzymlosung eingeleitet, liess aus einer
Losung vom Zeitwert etwa 5 in wenigen Minuten 81°/, der Aktivitat ver-
schwinden.

Wie zuerst Euler und Landergren? gefunden haben, inaktiviert Jod
die Saccharase stark und zwar irreversibel. Euler und Josephson? haben
dann gezeigt, dass die Zeit der Einwirkung des Jods auf die Saccharase (,,In-
kubationszeit'‘) auf den Grad der Inaktivierung von Bedeutung ist. Die erste
Einwirkung des Jods erfolgt momentan, wobei die Aktivitit auf rund die
Hailfte herabgesetzt wird. Dann schreitet die Inaktivierung langsam weiter.
Die Geschwindigkeit dieser zweiten Phase der Jodinaktivierung ist nach
Myrback® von der Aciditiat abhiangig. Dagegen hat die sog. Jodsaccharase
dieselbe Acidititskurve wie die nicht inaktivierte Saccharase, wie Euler und
Josephson gezeigt haben. Durch die Einwirkung des Jods wird auch die
Affinitdt zum Rohrzucker nicht verindert.

Die Jodempfindlichkeit der Saccharase ist so gross, dass 1 g-Atom Jod
die Wirksamkeit von 20 000 g Invertin von If = 230 auf die Hilfte erniedrigt.
Hinsichtlich der Natur der ersten Phase der Jodinaktivierung haben Euler
und Josephson die Moglichkeit hervorgehoben, dass sie z. B. in einer Konden-
sation von 2 SH-Gruppen zu -S-S- bestehen konnte. Die Annahme einer
Jodierung von Ringkohlenstoff (Myrbiack) liegt ebenfalls im Bereich der
Moglichkeit?®.

Auch Brom® und Chlor? inaktivieren, und zwar ausserordentlich schnell.

Osmiumtetroxyd wirkt nach Myrback stark inaktivierend.

Organische Hemmungskorper. Bei der Untersuchung von Euler und
Svanberg?® haben sich unter den organischen Saccharase-,,Giften‘‘ besonders
Anilin und p-Toluidin als sehr wirksam erwiesen. Die Zusammenfassung ihrer
Resultate ist, dass die Reaktion zwischen Saccharase und dem Amin (Anilin
und dessen Derivate) ein Dissoziationsgleichgewicht ist, vergleichbar mit dem
zwischen Amin und einem gewdhnlichen Aldehyd. Es wurde mit Anilin,
p-Toluidin und o-Aminobenzoesiure festgestellt, dass die Reihenfolge der
Inaktivierung der Reihenfolge der Affinitit der Amine zu Formaldehyd bei
der Bildung der sog. Schiffschen Basen entspricht. Die Inaktivierung tritt
weiter momentan ein, und sie ist von der Substratkonzentration unabhingig,
so dass ,,der Zucker bei der Anilinvergiftung der Saccharase nur schwache
Schutzwirkung ausiibt*. Hieraus konnte man also den Schluss ziehen, dass

! Svanberg, Arkiv f. Kemi Bd. 8, Nr. 6; 1921.

2 Kuler u. Landergren, Biochem. Zs 131, 386; 1922.

8 Euler u. Josephson, H. 127, 99; 1923.

4 Myrbick, 1. c. S. 2361

5 Vgl. hierzu Blum u. Strauss, H. 112, 111; 1921.

§ Euler u. Josephson, H. 127, 99; 1923.

7 Myrbéack, L c. 5. 2361
8 Euler u. Svanberg, Fermentforschung 4, 29; 1920/21.
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das Amin sich nicht an die fiir die Affinitit zwischen Enzym und Substrat
massgebenden Gruppen anlagert. Eine teilweise Regeneration durch gewisse
Aldehyde wurde erzieltl.

Wichtig fiir die Beurteilung der Aminvergiftung war die Feststellung
von Rona und Bloch?, dass der Aciditiat eine Bedeutung fiir die Vergiftung
zukommt. Mit Chinin fanden sie, dass die Giftwirkung nur von der freien
Base ausgeiibt wird. Euler und Myrbéck?® fanden dann ganz &hnliche Ver-
hiltnisse bei der Inaktivierung durch die aromatischen Amine.

Die fritheren Versuche sind von Myrbéck? wesentlich erweitert worden.
Ausgehend von der Feststellung, dass nur die freie Aminbase, nicht das Salz, an
das Enzym gebunden wird, wurde
die bei verschiedenen Aciditidten
sich einstellenden Gleichgewichte
zwischen Saccharase und Anilin
berechnet. Die so gewonnenen
Vergiftungskurven (Fig. 21) sind
mit der Aktivitits-pH-Kurve der
Saccharase gleichformig. Hieraus
kann man schliessen, dass die
Saccharase, sei sie undissoziiert
oder als Base oder Siure dissoziiert,
bei jeder Aciditit Amine gleich
stark bindet; d. h. die Atomgruppe
des Enzyms, die mit der Amin-
gruppe reagiert, verdndert sich in
dem untersuchten pH-Gebiet nicht Fig. 21.
mit der Aciditdt. Aus allem geht
hervor, dass die Ubereinstimmung zwischen Aminvergiftung der Saccharase
und der Schiffbasen-Bildung sehr gross ist.

Aus der folgenden Formel lassen sich die Dissoziationskonstanten der
Saccharase-Aminverbindungen berechnen:

K - [OH]-A-R
- [OH+K,]-[100—R]
K, = basische Dissoziationskonstante des Amins.
R = relative Aktivitit des Enzyms,
A = Konzentration des Amins.

1 Uber Reaktivierung Amin-inaktivierter Saccharase durch reduzierende Zuckerarten siehe
Euler u. Josephson, H. 152, 1; 1926. Aldosen reaktivieren stirker als Ketosen, wie
auch echte Aldehyde stirker reaktivieren als Ketone.

2 Rona u. Bloch, Biochem. Zs 118, 185; 1921.

3 Buler u. Myrbéack, H. 125, 297; 1923. — Myrback, Arkiv f. Kemi, Bd. 8, Nr.32;
1923.

4 Myrbédck, H. 158, 160, und zwar S. 2581f.; 1926.
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In der folgenden Tabelle sind die von Myrb#ck durchgefiihrten Be-
rechnungen nach dieser Formel zusammengestellt. Die Werte von K sind
die von Myrbick bestimmten.

. .. Dissoziations- Dissoziations-
Dissoziations-
konstante der konstante der
. konstante des . .
Amin . Enzym-Amin- | Amin-Lactose-
Amins: - ind )
loo Kb verbindung: verbindung:
° log K log K1,
Anilin . . . . . . . — 9,48 — 3,48 —
p-Toluidin . . . . . — 9,07 — 3,68 —0,75
m-Toluidin . . . . . — 9,34 —4,05 — 110
o-Toluidin. . . . . . — 9,564 — 3,26 — 0,46
p-Chloranilin . . . . — 10,24 — 1,85 — 0,80
m-Chloranilin . . . . — 10,60 — 2,62 — 1,03
o-Chloranilin . . . . — 11,64 — 1,41 — 0,29
p-Bromanilin. . . . . — 10,28 — 1,70 — 0,64
m-Bromanilin . . . . — 10,68 — 2,59 — 0,82
o-Bromanilin. . . . . — 11,68 — 1,34 + 0,30
p-Aminobenzoesdure . . — 11,80 — 1,09 —0,19
m-Aminobenzoesiure . . — 11,44 — 2,28 —0,72
o-Aminobenzoesiure . . — 12,20 — 0,51 etwa + 1
p-Anisidin. . . . . . — 8,74 — 3,28 —_
p-Aminobenz. Athyl . . — — 1,04 —
o-Aminobenz. Methyl . — — 0,46 —

Hinsichtlich der Regelméssigkeiten innerhalb dieser Reihe ist hervor-
zuheben, dass von den 8 Isomeren jedes Anilinderivates die Metaverbindungen
am stirksten inaktivieren, danach folgen die Para- und schliesslich die Ortho-
verbindungen. Auch zeigt sich eine gewisse Parallelitat zwischen Basenstérke
und Inaktivierungsgrad.

Nach Myrback wird die Affinitdt des Formaldehyds zu den Aminen
nicht von demselben Gesetze beherrscht, indem keine solche Abhingigkeit.
der Dissoziationskonstante von der Konstitution des Amins existiert; da-
gegen kann man bei dem System Amin-Lactose dieselben Regelméssig-
keiten wie bei der Saccharase wiederfinden. Diese Tatsachen stehen also in
Ubereinstimmung mit der Anschauung von Myrb#ck, dass ein Aldoserest
im Saccharasemolekiil die Amine bindet.

Bei Phenylhydrazin wurde die Diss.-Konstante der Saccharase-Phenyl-
hydrazin-Verbindung zu K = 0,014 berechnet. Die Inaktivierung durch Phenyl-
hydrazin wird jedoch mit der Zeit grosser. Hydroxylamin wirkt viel
schwicher inaktivierend. Semicarbazid war ohne Wirkung. Aminoguanidin
inaktiviert recht stark. Da weiter Cyanwasserstoff nur schwache Wirkung hat
und SO, ohne Wirkung ist (Euler und Svanberg, Myrback), so ist ersicht-
lich, dass das Verhalten der Saccharase zu den Aldehydreagenzien
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gut mit der Annahme des Vorkommens einer d&hnlich wie in den
Zuckern umgestalteten Aldehydgruppe vereinbar ist.

Saccharase und Aldehyde. Formaldehyd ist nur schwach inakti-
vierend (Euler und Svanberg, 1. c.). Die Inaktivierung ist grosser bei
grosserer Alkalinitit (Euler und Myrb#ack)l. Auch Acetaldehyd wirkt
hemmend (Euler und Josephson)2 Durch Zusatz von Glucose kann die
Bindung zwischen der Saccharase und dem Aldehyd teilweise aufgehoben
werden. Es ist deshalb wahrscheinlich, dass die Bindung des Aldehyds an
einer glucosebindenden Gruppe des Enzyms erfolgt?.

Ubrige organische Stoffe. Ohne Wirkung erwies sich Benzylalkohol,
welcher von Landergren in Riicksicht auf die Ergebnisse von Macht?
und von Jacobson® untersucht wurde.

Eine langsam verlaufende, vermutlich irreversible Zerstérung des En-
zyms tritt mit m- und p-Nitrophenol ein, wie eine interessante Studie von
Rona und Bach® ergeben hat.

Bei Untersuchung der Einwirkung narkotischer Gifte auf Saccharase
fand Meyerhof? eine reversible Hemmung, welche steigend in den homo-
logen Reihen gefunden wurde. Rona, Airila und Lasnitzki® haben die
kombinierte Wirkung solcher Narkotica und Chinin untersucht, wobei sie
eine Schwichung der Wirkung eines Giftes (Verdringung) durch das Zu-
fiigen des anderen fanden.

Die fritheren Untersuchungen von Rona und Bloch (1. ¢.), durch welche
die Bedeutung der Aciditét bei der Vergiftung durch Chinin nachgewiesen
wurde, haben Rona, van Eweyk und Tennenbaum? auf mehrere Alkaloide
der Atropin-, Cocain- und Morphingruppe ausgedehnt. Die untersuchten
Alkaloide hemmen nur als freie Basen; die Hemmung ist vollig reversibel
und geht bei Anderung der Aciditit ins saure Gebiet zuriick; die Hemmung
wurde weiter proportional dem Logarithmus der Konzentration des Alkaloids
gefunden.

Verhalten zu organischen Losungsmitteln.

Wir haben hier zwei Tatsachengebiete zu unterscheiden. Einerseits wird
die Enzymwirkung durch den Zusatz von organischen, mit Wasser misch-
baren Losungsmitteln verlangsamt, zweitens wird Saccharase in Gegenwart
von organischen Losungsmitteln mit einer gewissen Geschwindigkeit zerstort.

1 Euler u. Myrbéack, H. 125, 297; 1923.

2 Euler u. Josephson, H. 132, 301; 1923/24.

3 Euler u. Josephson, H. 152, 31; 1925/26.

4 Macht, JI of Pharm. 11, 263; 1918.

5 Jacobson, Soc. Biol. 83, 255 u. 1054; 1920.

S Rona u. Bach, Biochem. Zs 118, 232; 1921.

" Meyerhof, Pfligers Archiv 157, 251; 1914.

8 Rona, Airila u. Lasnitzki, Biochem. Zs 130, 582; 1922.

? Rona, van Eweyk u. Tennenbaum, Biochem. Zs 144, 490; 1924.

Chemie d. Enzyme. II. 3. A. 12



178 Die hydrolysierenden Enzyme der Kohlenhydrate und Glucoside.

1. Inversionsgeschwindigkeit in wissrig-alkoholischen Lo-
sungen. Steigert man in Saccharaseldsungen unter sonst konstant gehaltenen
Konzentrationsbedingungen den Gehalt an Athylalkohol, so nimmt die enzy-
matische Inversionsgeschwindigkeit, wie schon O’Sullivan und Tompson?
tiir kleine Alkoholmengen gefunden haben, mit steigendem Alkoholzusatz
stark ab. Genaue Untersuchungen iiber den Einfluss des Athylalkohols auf
die Inversionsgeschwindigkeit durch Saccharase verdankt man C. S. Hudson
und Paine2 Thr Ergebnis geht aus der Fig. 22 hervor.
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Mit einem Priparat von hoherem Reinheitsgrad (If = 140) hat Joseph-
son® den Einfluss des Alkohols auf die Inversionsgeschwindigkeit untersucht
und eine véllige Ubereinstimmung mit der von Hudson und Paine ermittelten
Kurve gefunden:

9/y Athylalkohol . . 0 2 5 10 20
Rel. Inv.-Geschw. . . 100 82 72 56 35

Bei diesen Versuchen kann die irreversible Zerstérung der Saccharase durch
den Alkohol keinen Einfluss auf die Inversionsgeschwindigkeit gehabt haben,
da das angewandte Enzympriaparat unter den gewédhlten Versuchsbedingungen
in Alkohol unter 209/, nicht irreversibel inaktiviert wird (vgl. unten).

Auch andere Alkohole sowie Aceton setzen die enzymatische Inversions-
geschwindigkeit stark herab. So ist z. B. in 70°/,igem Glycerin die Inver-
sionsgeschwindigkeit sehr gering.

2. Irreversible Inaktivierung der Saccharase durch Alkohol
und Aceton. Die erste eingehende Untersuchung hieriiber haben Hudson
und Paine (I. c.) ausgefiihrt, deren Messungen ein sehr scharfes Maximum
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