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V Ol'wort zum zweiten rreil. 

Bei del' Bearbeitung del' 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 llnd dem in del' biochemischen Technik stehenden Praktiker von 
Nutzen sein konnen. 

Das reichhaltige Material habe ieh in zwei Halften geteilt. 1m vor
liegenden ersten Absehnitt sind die hydrolysierenden Enzyme del' Ester, 
Kohlenhydrate und Glucoside behandelt; im bald folgenden zweiten Abschnitt 
werden die ubrigen Enzyme zusammengefasst. 

Del' Leser wird finden, dass die Substrate llnd ihre chemisehen Eigen
schaften und Umsetzungen ausfuhrlicher erwahnt sind, als dies in fruheren 
Darstellungen dieses Gebietes der Fall war. Es entsprieht dies meiner Uber
zeugung, dass der Ausbau einer moglichst breiten und vertieften konstitutions
chemisehen Grundlage fur die gesunde Entwieklung der Enzymologie von 
allergrosster Bedeutung ist. Ohne eine solehe Grundlage geht viel Arbeit 
ohne bleibenden Nutzen verloren. 

Es liegt in del' N atur der Sache, dass die Reaktionskinetik einen wesent
lichen Teil unserer Wissenschaft ausmacht; aber die Ergebnisse der theore
tischen Chemie konnen auf die enzymatischen Vorgange erst dann sachgemas::; 
angewandt werden, wenn die Art der stofflichen Veranderungen und der 
dabei beteiligten Komponenten erkannt ist. W 0 dies der Fall war, ist die 
auf die Ergebnisse del' physikalisehen Chemie gestutzte exakte Behandlung 
von Reaktionsgeschwindigkeiten und Gleichgewichten besonders in den letzten 
J ahren fruehtbar geworden. 

Durch die Anwendung diesel' quantitativen Methodik auf den lebeQden 
Organismus wird die Enzymchemie zur Entwicklung der Biologie und be
sonders der Medizin noch wesentlicher beitragen konnen, als dies bisher 
geschehen ist. Systematische Bearbeitungen der einzelnen Organe lind 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 zuruckgestellt in del' Hof£nung, in den nachsten Jahren mit grosseren 
Hilfsmitteln einige del' jetzt vorhandenen Lucken fullen und dann dieses 
Buch mit einem dritten Teil: "Uber enzymchemische Vorgange im Organismus" 
abschliessen zu konnen. 

Fur dies en dritten Teil bilden die beiden vorhergehenden gewissermassen 
die Voraussetzungen. 



VI Vorwort zur dritten Auflage. 

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

An aIle Leser richte ich die Bitte, durch Hinweise auf Versehen und 
Liicken an der VervoIlkommnung dieses Buches mitwirken zu wollen. 

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

Stockholm, im August 1922. 

H. v. Euler. 

V orwort zur dritten Auflage. 
Prinzipiell hat sich an der Anlage des Werkes nichts geandert. Ellt

sprechend den wesentlichen Fortschritten, welche die letzten 6 Jahre ge
bracht haben, musste abel' auch diesel' Band vollkommen umgearbeitet werden; 
auch Reihenfolge und Einteilung der Kapitel sind fast durchweg anders als 
in der 2. Auflage. Bei dem starken Anwachsen der Literatur hat sich eine 
Vel'grosserung des Umfanges des vorliegenden Abschnittes leider nicht ver
meiden lassen. 

An del' Bearbeitung des Wel'kes haben die Herren Dozenten K. J 0 S ep h
son, K. Myrback und K. Sjoberg teilgenommen, wodurch auch die be
sonderen Erfahrungen dieses Institutes voIlstandiger zum Ausdruck kommen 
konnten. 

Zahlreichen Fachgenossen habe ich wieder fiir fl'eundliche Ratschlage 
herzlich zu dank en. 

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

Grundziige del' Einteilung des zweiten Teiles. 
Bei der Einteilung des reichen Versuchsmateriales, uber welches die 

Enzymchemie jetzt schon verfiigt, sind dem Verfasser folgende Gesichtspunkte 
massgebend gewesen: 

Was bis jetzt an allgemeinen Gesetzen, Beziehungen und Regelmassig
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 Gerust unserer Wissenschaft werden muss. Eine moderne N atur
wissenschaft strebt zur Theorie nicht allein urn das Kausalitatsbedurfnis des 
Forschers zu befriedigen, sondern auch der nunmehr verbreiteten Einsicht 
folgend, dass die Theorie, indem sie die vielen, verschlungenen Einzel
beziehungen entwirrt und klarlegt, auch fur den Praktiker das zweck
massigste, Zeit und Energie sparende Mittel zur Beherrschung der Tatsachen 
bildet. 

Indessen ist das theoretische Lehrgebaude der Enzymologie erst im 
Werden. Zahlreiche Tatsachen stehen noch vereinzelt, und unter dies en ge
wiss auch solche, welche fur den Forscher, fur 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 fur die Ent
wicklung einer Wissenschaft oft gerade diejenigen Tatsachen von Wert sind, 
welche mit den gelaufigen allgemeinen Anschauungen nicht in Zusammen
hang oder in Ubereinstimmung gebracht werden konnen. In diesem Sinne sind 
im vorliegenden Band aIle Tatsachen zusammengestellt worden, welche dazu 
beitragen konnen, ein richtiges und vollstandiges Bild von den einzelnen 
Enzymen zu liefern. 

In der Uberzeugung, dass wir gar nicht oft genug auf die chemise hen 
Grundlagen unserer Wissenschaft zuriiekgehen konnen, ist bei jedem Enzym 
einleitend das Substrat und der ehemisehe Vorgang boi seiner Verwand
lung behandelt worden. 

Uber das Vorkommen der Enzyme werden nur insoweit Angaben 
gemacht, als solche fiir die Ohemie der Enzyme von Wert sind, in erster 
Linie fur die Wahl des Ausgangsmateriales bei der Darstellung von Enzym
praparaten oder fiir das Verstandnis der ehemisehen Aufgaben des Enzyms. 
Keineswegs ist also hinsiehtlieh der Angaben uber das Vorkommen eine VoIl
standigkeit angestrebt worden; man findet diesbeziigliche, sehr dankens-

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



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

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

Durchgehends ist versucht worden, wenigstens e i n e brauchbare Dar
stellungsmethode fUr jedes Enzym anzugeben. 

Unter den vielenMessungen iiber die Dynamik der Enzymreaktionen 
kann nattirlich nur ein kleiner Teil wiedergegeben oder ausfiihrlicher referiert 
werden; dabei sind ohne historische Rticksicht unter den jetzt vorliegenden 
Versuchsreihen einige zuverlassige und besonders typische Messungen aus
gewahlt worden. 

Auch tiber 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 Acidi ta t, deren Ausser
achtlassung friiher 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 gross en 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 dies em Prinzip noch vielfach ohne zwingenden Grund abgegangen. 

Ist der aus dem Substrat abgeleitete Name nicht eindeutig, so ist nach 
dem Vorschlag v~n E. O. von Lippmann 1 sowohl der Stoff, welcher zer
legt wird, als auch das (Haupt-)Produkt der Spaltung zur Namengebung heran
zuziehen; z. B. ware hiernach Amylo-Maltase das Enzym, welches Maltose 
aus Starke bildet. Da nun aber dieses Enzym keine Maltase ist, sondern 
vielmehr zur Klasse der Amylasen gehort, so ware es wohl zweckmassiger, 
einen solchen Stoff als Malto-Amylase zu bezeichnen. 

Enzyme, bei welchen nur die synthetische Wirkung bekannt ist, sollen 
nach einem Vorschlag des Verfassers 2 nach demjenigen Stoff bezeichnet 
werden, welchen sie bilden, und sie sollen als Katalysatoren von Synthesen 
durch die Endsilbe "ese" gekennzeichnet werden; demgemass ist Hexosen
Phosphatese (verkiirzt "Phosphatese") ein Enzym, welches die Synthese 

1 von Lippmann, Chern. Ber. 36, 331; 1903 und Chern. Ztg. 38, 81; 1914. - Vgl. 
auch Buchner und Meisenheimer, Chern. Ber. 38, 621; 1905. 

I Euler, H. 74, 13; 1911. 



Einfiihrung. 3 

von Hexose-Phosphorsaureestern aus anorganischen Phosphaten und gar
fahigen Hexosen katalysiert. 

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

Dies ist in obigemBeispiel auch sicher nicht derFalI; 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 Einfiihrung 
einer rationellen Namengebung schon zweckmassig ware. Emulsin, Zymase 
sind Bezeichnungen fiir gebrauchliche Enzympraparate, welche eine Anzahl 
verschiedener enzymatischer Stoffe enthalten; wiinschenswert ist stets die 
Angabe der Herkunft durch Bezeichnungen wie Mandelemulsin, Schweins
darmerepsin, Oberhefenzymase. 

Systematik. 
Als Grundlagen fUr die Systematik der Enzyme sind, da iiber die Natur 

der Enzyme selbst sehr wenig bekannt ist, die chemischen Reaktionen 
zu wahlen, welche durch die betreffenden Enzyme ausgelOst werden. Es ist 
nicht unwahrseheinlieh, dass man einmal die ZusammengehOrigkeit, welehe 
sieh aus der chemisehen Wirksamkeit ergibt, bei der Beschreibung der physi
kalischen und ehemischen Eigensehaften der Enzyme wiederfinden wird. 

Man kann folgende Hauptgruppen der Enzyme unterscheiden: 
1. Enzyme, welche Hydrolysen katalysieren und welehe man dem

gemass als Hydrolasen bezeichnen kann. 
2. Enzyme, welehe Spaltungen vollziehen, in deren Bruttoformel das 

Wasser nieht eingeht, z. B. OsH120s ~ 20aH 60 a• Will man diese Enzyme 
denjenigen der ersten Gruppe gegenuberstellen, so kann man sie Anhydrasen 
nennen. Eine ihrer wiehtigsten Gruppen bilden die Oxydo-Reduktionsenzyme, 
welehe zwischen zwei Stoffen den Ausgleich des Oxydationszustandes besehleu
nigen; der einfaehste Typus ist die Aldehyd-Mutase, die naeh der Formel 
wirkt: 

2 OHa ' OHO -7 OHa· O~OH + OHa' OOOH. 

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

3. In einer dritten Gruppe kann man dann diejenigen Enzyme zusammen
fassen, welehe an den auf Kosten molekularen und peroxydischen Sauerstoffs 
gesehehenden Oxydationen beteiligt sind. FUr die eingehendere Systematik 
dieser Gruppe Hegen noch keine geniigenden Unterlagen vor. 

1* 
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Die Hydrolasen. 
Eine Au£zahlung aller in der Literatur vorkommenden Hydrolasen, deren 

Individualitat zum Teil nicht geniigend sichergestellt ist, liegt nicht im Rahmen 
dieser Arbeit. Die £olgende Zusammenstellung bezweckt, einen allgemeinen 
Uberblick iiber die typischen Hydrolasen zu geben. 

Substrat 

E8ter 
Fettsaure-Ester 

Ester be80nderer organ. 
Slinren 
Gallussaure-Ester 

Chlorophyll 

Ester anorgan. Sauren 
Phosphorsaure-Ester 

Schwefelsaure-Ester 

Hohel·e Kohlenbydrate 
Cellulose 
Hemicellulosen 
tltarke, Glykogen 
Lichenin 
Inulin 
Pektinstoll'e 

Gluco8ide inkl. Polyo8en 
a-Glucoside } 

und 
a-Galaktoside 

P-Glucoside } 
j1-Galaktoside 

Fructoside 
Oxynitrile 
S-Glucoside 

Nucleinsauren und deren 
Spaltprodukte 

Carbaminderivate 
R· CO·NH·R' 
Harnstofl' 
Amide 

Arginin 
Di-Peptide 
Polypeptide und Peptone 

Produkte 

Sanren + Alkohole 
Fettsaure + Allwhole 

Gallussaure (auch anderer 
Gerbsauren) und Glucose 

Athylchlorophyllid + Phytol 

Phosphorsaure + hydroxyl
haltige Stofl'e 

Schwefelsaure + Phenole 

Cellulosedextrine 
Amylosen (Dextrine) 

Fructose 
reduz. Zuckerarten 

Hexosen und Glucosidreste 

{a-Glucose 
a-Galaktose Zucker-, 

Alkohol-
+ oder j1-Glucose 

p-Galaktose 
Fructose 

Phenolrest 

Aldehyd + HCN 
Glucose + HKS04 

+ CaH5NCS u. a. 

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

R· COOH+H2N· R' 
CO2+2 NHa 
Sauren + H2N . R 

Harnstofl' + Ornithin 
Aminosauren 
Aminosauren 

Enzym 

Esterasen 
Lipasen, Butyrasen 

Tannase 

Chlorophyllase 

Phosphatasen 

Sulfatasen 

Cellulase 
Cytase 
Amylasen und Glykogenasen 
Lichenase 
Inulinase 
Pektinase 

Hexosidasen 
a-Glucosidasen (Maltase, 

Trehalase u. a.) 
a-Galaktosidasen 

j1-Glucosidasen (Emulsin) 
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Die hydrolysierenden Enzyme 
der Ester, Esterasen. 

1. Kapitel. 

Lipasen, Butyrasen. 

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

Einfiihrung. 

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

H20 + R· 000· R'~R'OOOH+ HO' R'. 

Die Reaktion fiihrt zu definierten Gleichgewichten (Berthelot und 
Pean 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). 

N och schneller als unter der Einwirkung von dissoziierten Sauren 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 verlauft die Verseifung, im 
Gegensatz zur Hydrolyse, vollstandig 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 fiber die Hydrolysen durch HOI bei de Hemptinne 
und Lowenherz 1 , fiber Verseifungsgeschwindigkeit bei Reicher2. Da der 

1 Lowenherz, Zs f. physik. Chern. 15, 389; 1894. - Wettere Versuche fiber Hydro
lyse und Verseifung von Estern liegen vor von P a lorn a a (Ann. Acad. Scient. Fenn. A. 4; 
1913), sowie von L. S rn it h und Hug 0 0 Iss 0 n (Zs f. physik. Chern. 102, 26; 1922. - 118, 
99; 1925. - 125, 243; 1927), besonders von A. Skrabal, Monatsh. f. Chern. 1917-1927. 

2 Reicher, Lieb. Ann. 228, 257; 1885. 
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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 400. 
Ester k . 1O~ Ester k . 104 

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 Carbonsaureester als amphotere Elektrolyte. Es dauerte lange Zeit, 
bis man den Zusammenhang zwischen der im sauren und der im alkalis chen 
Medium verlaufenden Esterspaltung herstellte. Die theoretische Deutung der 
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Fig. l. Fig. 2. 

Ester als Ampholyte hat dazu gefiihrt, die Spaltung der Ester durch saure 
und basische Katalysatoren unter gemeinsamen Gesichtspunkten zu studieren. 
Die Grundzuge der Theorie sind im 1. Teil dieses Buches (3. Auf!., S. 133) 
angegeben. Seit dessen Erscheinen (1925) ist die Kenntnis der Esterspaltung 
durch die Untersuchungen von 1. Bolin 1, K. G. Karlsson 2, sowie Olander 
wesentlich vermehrt worden. Wie die Figuren 1 und 2 zeigen, verliiuft 
die k-pH-Kurve zu beiden Seiten des Minimums, das (fur Athylacetat) bei 
etwa pH = 5 liegt, vollkommen symmetrisch. Demgemass lasst sich die Ab
hangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit an der H'-Konzentration durch 
folgende Formel 3 ausdrucken, welche die experimentellen Daten von K. G. 
Karlsson sehr gut wiedergibt. 

ka5 = 4 .10-9 + 2,37' 10-3 h + 4,27 ·10-H /h. 

Darin bedeutet h die Konzentration der H -lonen. 

1 I wan B 0 Ii n, Zs anorg. Chern. 143, 201; 1925. 
2 K. G. K a r Iss 0 n, Zs anorg. Chern. 145, 1; 1925. Diss. Stockholm 1925. 
3 Euler u. Olander, Zs anorg. Chern. 152, 113; 1926. 
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K 
Ferner ist 2,37' 10-3 = rq2 K b (rq2 = spez. Reaktionsfahigkeit der Ester-

w 

Kationen) und 4,27 .10-14 = rql Ka (r~ = spez. Reaktionsfahigkeit der Ester
Anionen). 

N eutrale Ester mehrwertiger Sauren oder mehrwertiger Alkohole werden 
stufenweise gespalten, wobei jede Reaktionsstufe ihre besondere Geschwindig
keitskonstante besitzt. (VgI. Bd. 1, S. 129, Stu£enweise Reaktionen.) Siehe 
auch Ohristmann und H. B. Lewis, Jl BioI. Ohern. 47, 495; 1921. 

Glycerinester hoherer Fettsauren sollen im allgemeinen durch Alkali 
und durch Lipasen schneller versei£t werden als die entsprechenden Athyl
ester (H. H. Franck). 

Eine von Falk und Nelson!, sowie spater von Hamlin2 untersuchte 
Katalyse durch Aminosauren bedarf noch weiterer Aufklarung. 

Zu einer endgultigen, rationellen Einteilung der Esterasen auf Grund 
ihrer chemischen Wirksamkeit reicht das vorliegende experimentelle Material 
noch nicht aus. Dagegen empfiehlt sich noch die von Oonnstein3 vor
geschlagene Scheidung in zwei Gruppen: 

A. Tierische Esterasen, 

B. Pflanzliche Esterasen. 

Bei keiner dieser beiden Gruppen ist eine Einheitlichkeit gewahrleistet 
oder auch nur wahrscheinlich, wie unten naher ausgefuhrt wird. Beide 
Gruppen zeigen Unterschiede in der Wirksamkeit gegenuber verschiedenen 
Estern. Eine Trennung in 

1. Lipasen, welche die eigentlichen Fette und Ole (Triglyceride der hOheren 
Fettsauren) spalten, 

2. Butyrasen 4, welche vorzugsweise die Ester niedrigerer Fettsauren mit 
ein- oder mehrwertigen Alkoholen angrei£en, 

lag schon bei den pflanzlichen Enzymen nahe und scheint auch bei den ein
schlagigen Enzymen des Tierreichs berechtigt. Daran rcihen sich 3. die speziellen 
Esterasen. Nach Rona und Bien ent£alten im allgemeinen die Butyrasen 
ihre Wirkung im homogenen System, die Lipasen im heterogenen System, 
und tatsachlich scheint ein Zusammenhang zwischen Loslichkeit, Dispersitats
grad und Wirkungsbereich bei den Esterasen zu bestehen. 

1 Falk u. Nelson, JI Amer. Chern. Soc. 34, 828; 1912. 
2 Hamlin, JI Amer. Chern. Soc. 35, 624; 1913. 
3 Connstein, Ergebn. d. Pbysiol. 3, 194,; 1904. 
, Hinsicbtlich der N omenklatur bestehen gewisse Schwierigkeiten. Ein zusammcnfassender 

Name fiir die Enzyme, welche h6here, und diejenigen, welche niedere Ester spalten, erscheint 
wiinschcnswert; dcswegen bat Verf. die Bezeichnung "Esterase" als Sammelname gewahlt 
und bat die vorzugsweise auf niedere Ester eingestellten Enzyme "Butyrasen" genannt, ob
wobl diese fitr Buttersaureester nicht spezifiscb sind. Siebe bierzu J. Amaki, Tohoku, JI 
expo 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 1, noch ausgepragter 
aber in den en von Willstatter 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 Fettsaure
ester kriiftig spaltet. "Man kann das Pankreasenzym als eine Lipase be
zeichnen, die befahigt ist, auch einfache Ester gut zu hydrolysieren, und das 
Leberenzym als eine Esterase, die nur in geringem Masse befahigt ist, Fett 
zu spalten." (Nach unserer Nomenklatur ware 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 PankreassaH 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") ausgetibt wurde oder ob in dem Pankreas
saft mehrere esterspaltende Enzyme vorhanden sind. 

a) Einheitlichkeit der Lipase. 

Schon Terroine 2 konnte Anhaltspunkte daftir finden, dass in dem Pan
kreassaft nur ein esterspaltendes Enzym auf sowohl Fette wie niedere Ester 
wirkt. Auch Abderhalden und Weil beantworten die Frage tiber die Ein
heitlichkeit bejahend 3. Endgtiltig wurde die Einheitlichkeit der Pankreas
lipase in den Untersuchungen Willstatters bewiesen 4, dem wir den grossten 
Teil unserer Kenntnisse tiber dieses Enzym verdanken. 

Durch zuverlassige und voneinander unabhangige Methoden hat Will
statter die Hydrolysengeschwindigkeit von Fetten, von Tributyrin, Triacetin 
und Buttersauremethylester bestimmt. Das Verhaltnis der Geschwindigkeiten 
wurde verfolgt vor allem bei der Reinigung der Pankreaslipase, weiter bei der 
Wirkungsabnahme unbestandiger Enzymlosungen und bei Enzym16sungen 
aus Drtisen verschiedener Tierarten. Das Verhaltnis der Wirkungen wurde 

1 A. S. Loevenhart, Jl BioI. Chern. 2, 427; 1907. 
2 Terroine, Jl de Physiol. et Pathol. Gen. 13,857; 1911. 
3 Abderhalden u. Weil, Ferrnentf. 4, 76; 1920. 
4 Wills tatter u. Mernmen, H. 133, 229; 1924, siehe auch Wills tatter, Wald

schmidt-Leitz und Memmen, H.125, 140; 1923/24. 
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in den untersuchten Fallen 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 a b sol ute 
Spezifitat, d. h. sie spaltet Fettsaureester, unabhangig von deren Struktur 
und sterischer Isomerie. Willstatter hebt indessen hervor, dass eine deut
liche qua n tit at i v e Spezifitat vorhanden ist, indem namlich gewisse 
Substrate, wie Verbindungen mit verzweigter Kohlenstoffkette, sehr trage 
gespalten werden, andere sehr leicht. 

Zuerst sei betont, dass das Pankreasenzym (im Gegensatz z. B. zum Leber
enzym) eine ausgesprochene Lip as e ist, d. h. sie spaltet die eigentlichen 
Fette sehr rasch, niedere Ester dagegen nur schwierig. Dies wurde schon in 
del' zitierten sehr griindlichen Arbeit Loevenharts gezeigt. Willstatters 
unter allen Vorsichtsmassregeln ausgefiihrten neuen Versuche bestatigen 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 Buttersauremethylester nul' 4 mg, von Tributyrin 1 g, abel' von 
Olivenol sogar 106 g getrockneter Leber notig." 

Morel und Terroine 1 haben die Angreifbarkeit verschiedener Ester 
durch Pankreassaft verglichen. Die Spaltungsgeschwindigkeit del' Athylester 
del' ein- und zweibasischen gesattigten Fettsauren nimmt von del' Essigsaure 
und Malonsaure bis zur Buttersaure bzw. Glutarsaure zu, dann wieder ab, 
analog hat die Angreifbarkeit del' verschiedenen Essigester ihr Maximum 
beim Butylalkohol. Bei den Triglycerinestern steigt die Spaltbarkeit vom 
Triacetin bis zum Trilaurin und fallt dann stark bis zum Tristearin; leichter 
als dieses wird Triolein gespalten. 

Willsta tter wendet bei del' quantitativen Bestimmung del' Pankreas
lipase Olivenol an. Er hat einige andere Ole hinsichtlich ihrer Spaltbarkeit 
untersucht. Es zeigten sich zum Teil grosse Unterschiede. Erdnuss- und 
Sesamol wurden rascher, Ricinusol viel rascher verseift. 

Pankreassaft spaltet die Ester normaler Fettsauren bedeutend schneller 
als diejenigen del' entsprechenden Isosauren, was fiir die Katalyse durch HOI 
nicht zutrifft. Auch die Ester halogenierter Fettsauren werden angegriffen 
(Terroine, Abderhalden und Weil). 

In vielen alteren Untersuchungen ist die Bedeutung del' Aciditat, be
sonders abel' die von Willstatter erkannte grosse, je nach dem Substrat ver
schiedene Wirkung del' Aktivatoren auf die Geschwindigkeit del' Fett- und 
Esterspaltung, nicht beriicksichtigt; altere Versuche haben darum nunmehr 
nur historisches Interesse. 

1 Morel u. Terroine, JI de Physiol. et Path. gen. 14, 58; 1912. 
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Die Angaben von N e n c ki und L u d y 1, dass auch Salicylsaurephenylester 
(Salol) durch Pankreasenzym zerlegt wird, wurden nicht bestatigt; Chanoz 
und Doyon 2 erhieIten negative Resultate. Nach Loevenhart 3 ist zur 
Spaltung durch Amylsalicylase die Mitwirkung von Gallensalzen erforderlich. 
Morel und Terroine konnten an Methylsalicylat und Benzoat nur sehr 
schwache Wirkung erhalten. 

c) Stereoehemisehe Spezifitiit. 

Dakin4 hat entdeckt, dass eine Esterase eine stereochemische Spezifitat 
zeigen kann, dass sie also die eine Komponente eines racemischen Korpers 
schneller spaItet als die andere. Er untersuchte die Einwirkung der Leber
esterase auf racemische Ester der Mandelsauregruppe und beobachtete die 
optische Aktivitat der Verseifungsprodukte. Mit Pankreasenzym arbeitete 
O. Warburg 5 ; er wollte aber die asymmetrische Spaltung des Leucinesters 
auf die Wirkung proteolytischer Enzyme zuruckfuhren. Dber asymmetrische 
Spaltung von Dibromstearinsauretriglycerid siehe Neuberg und Rosen
berg 6• 

Die stereochemischEl Spezifitat von sowohl Leber- als Pankreasesterase 
hatWiIlsta tter wieder untersucht, und zwar hauptsachlichst unter Anwendung 
von Mandelsaurederivaten. Die Spezifitat ist, wie oben gesagt wurde, nie 
eine absolute, sondern beide Antipoden werden gespalten, obgleich mit sehr 
verschiedener Geschwindigkeit. Wir geben nach Willstatter folgende Zu
sammenstellung: 

Racemische Substrate 

Mandelsaureathylester . . . 
Mandelsauremonoglycerid . . 
Phenylmethoxyessigsauremethylester 
Phenylchloressigsauremethylester 
Phenylbromessigsauremethylester 
Phenylaminoessigsaurepropylester 
Tropasauremethylester 
Leucinpropylester . . . . . . 

Drehung der rascher verseiften Romp. 
Pankreaslipase Leberesterase 

+ 
+ 
+ 

d) Enzymmaterial; Darstellung und Reinigung. 

1. Frische Druse. 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 

Dass die zerkleinerte Pankreasdruse selbst eine starke fettspaltende 
Wirkung ausiibt, hat schon N encb 1886 gefunden. Steht Pankreassaft nicht 

1 L ii d y, Arch. expo Pathol. 325, 47; 1889. 
2 C han 0 Z u. Do yon, JI de Physiol. et Pathol. gen. 2, 695; 1900. 
3 Loevenhart, JI BioI. Chern. 2,391; 1906. 
4 D a kin, JI Physiol. 30, 253; 1903/04 und 32, 199; 1905. 
5 Warburg, Chern. 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 Verfugung, so soIl zur Fetthydrolyse frischbereitete Maceration der Pankreas
druse verwendet werden, wie Connstein empfiehlt und seitdem oft ge
schehen istl. 

Mit einem Pressaft hat v. Pesthy 2 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 pre sst in einer hydraulischen Presse bei 300 Atmospharen abo 

J. H. Lon g und Fen g e r3 haben versucht, den Pankreaspressaft durch Zcntrifugieren 
in Fraktionen zu zerlegell. 

2. Pankreassaft. 

Sehr geeignet fur Arbeiten uber Pankreasesterase ist der Pankreassaft, 
del'lsen enzymatische Wirkung diejenige von Pankreasextrakten erheblich 
ubertreffen kann. Anscheinend ist der Pankreassaft alIer hoheren Tiere 
wirksam, so z. B. von Rind, Schwein und Kaninchen4 • 

Sowohl die Menge des Pankreassekretes als auch dessen fettspaltende 
Wirksamkeit wird den Ergebnissen von Pawl ow und Walther zufolge durch 
Fettgenuss, z. B. Einfuhrung von Milch, stark angeregt. Dagegen fand Lom
broso s 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 6, sowie von Loevenhart und Souder 7 

verfahren. 

3. Trockenpraparate. 

Aus dem frischen Pankreas kann durch Entwassern leicht ein wirksames 
Trockenpraparat erhalten werden. 

Eine brauchbare Vorschrift hat Pottevin 8 angegeben. Nach dem gleichen 
Prinzip hat Dietz 9 gearbeitet. 

Pankreasdrusen vom Schwein werden in einer Fleischhackmaschine fein 
zerhackt; das Produkt wird so lange mit 96 Ofoigem, dann mit absolutem 
Alkohol behandelt, bis den Gewebsteilen das Wasser entzogen ist. Man zer
hackt nochmals mit der Maschine, urn einen noch hoheren Feinheitsgrad zu 
erreichen. Der Alkohol wird moglichst vollstandig entfernt und der Ruck-

1 Abderhalden u. Weil, Fermelltforsch. 4,76; 1920. 
2 v. Pesthy, Biochem. Zeitschr. 34, 147; 1911. 
3 Long u. Fenger, JI Arner. Chern. Soc. 37, 2213; 1915. - Siehe auch Long, Mary 

Hull u. H. V. Atkinson, ebenda 2.127. - R. A. Nelson u. Long, ebenda 39,1766; 1917. 
4 Rachford, JI PhysioI. 17, 72; 1891. 
5 U g 0 L 0 m b r 0 so, Arch. de Farrnac. spero 13, 73; 1912. 
6 Terroine, Biochern. Zs 23, 404; 1910. 
7 Loevenhart u.Souder, JI BioI. Chem. 2, 415; 1910. 
8 Pottevin, C. r. 137,378; 1904. 
9 Dietz, H. 52, 296; 1907. 
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stand im Soxhletschen Extraktionsapparat mit Ather vollstandig entfettet. 
Schliesslich saugt man den Ather ab und trocknet im Luftstrom. 

Die $0 hergestellten Enzympraparate erwiesen sich nach Dietz' An
gaben zunachst wenig haltbar, sie wurden mit der Zeit sauer. Urn dies zu 
verhindern, wurden dem Praparat die darin enthaltenen proteolytischen 
Enzyme mit Wasser entzogen. Man breitet zu dies em Zweck das Praparat 
auf ein grosses Nutschenfilter aus, iibergiesst mit kaltem Wasser und saugt 
stark abo Das Auswaschen geschieht so lange, bis das Filtrat mit verdiinnter 
Essigsaure keinen weisslichen Niederschlag mehr gibt. Das Wasser darf mit 
dem Praparat nicht lange in Beriihrung sein, weil dieses sonst aufquillt und 
das Filter verstopft; deswegen gibt man immer nur kleine Portion en Wasser zu, 
und lasst diese erst ab£liessen, ehe man neues Wasser aufgiesst. Man trocknet 
das Praparat mit Alkohol und Ather und macht es durch Sieben homogen. 

E. Baur1 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 Praparat wirklich trocken gehalten, so behalt es seine Wirk
samkeit wahrend Monaten unverandert bei. 

Bei der von Willstatter und Mitarbeitern ausgefiihrten praparativen 
Reinigung der Pankreaslipase 2 diente immer als Ausgangsmaterial die ge
trocknete und entfettete Pankreasdriise yom Schwein, und zwar wurde zur 
Entwasserung statt Alkohol Aceton und Ather verwendet. Aceton schadigt 
das Enzym nicht. Dagegen kann das oben angefiihrte Verfahren von Potte
yin zu erheblichen Aktivitatseinbussen fiihren. 

Beispielsweise wurden 16,5 kg Driisen mechanisch von Fett und Gewebs
fasern befreit, dann 4-5 mal durch die Fleischhackmaschine getrieben und 
dann portionenweise im M6rser mit Aceton verrieben, so dass im ganzen 
die Masse mit 30 Liter Aceton vermischt wurde. N ach 1-2 Stunden wurde 
filtriert, die Masse dann mit 30 Liter Aceton, dann mit 15 Liter ACBton + 
15 Liter Ather und schliesslich zweimal mit je 30 Liter Ather gewaschen. 
N ach Trocknen auf Filtrierpapier an der Luft wurde das Material in einer 
Schlagmiihle aufs feinste vermah]en und gesiebt. Sowohl der pulverige als 
der faserige Anteil enthalt viel Enzym (1,65 bzw. 0,68 kg) 3. 

4. Lipaselosungen. 

Aus frischer Pankreasdriise lasst sich die Lipase nur schwer extrahieren, 
besonders nicht durch Wasser. Mit Glycerin k6nnen wirksame L6sungen 

1 E. B a u r, Zs angew. Chern. 22, 97 u. 305; 1909. 
2 Will s ta t t er u. W al d s chmi d t-L eit z, H. 125, 132; 1922/23. 
3 Willstatter U. Waldschmidt-Leitz, 1. c. S.150. 
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gewonnen werden, sie eignen sich doch nicht fiir dieweitere Reinigung des 
Enzyms. Zu anderen Zwecken wurden solche L6sungen z. B. von Griitzner, 
Kastle und Loevenhart, Rona und Bien angewendetl. Bei Verdiinnen 
solcher Glycerinausziige mit Wasser treten grosse Niederschlage auf, die das 
Enzym mitreissen. Zum Teil auf Grund dieser Erscheinung wurde friiher 
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 2 sichergestellt, dass es vollkommen klare, 
sowohl Glycerin- als Wasserlosungen gibt, die keine Spur unl6s1icher Korper 
enthalten. Der grosse Einfluss allerlei physikalischer Faktoren auf die Wirkung 
der Lipase ist also wahrscheinlich nicht etwa als Anderung der Dispersitat 
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 Pankreastrockenpraparaten kann die Lipase sowohl mit Wasser 
als mit Glycerin extrahiert werden 2. Die dabei erhaltenen L6sungen ent
halten natiirlich auch Trypsin und Pankreasamylase. Die wasserigen Aus
ziige besitzen einen nur geringen Reinheitsgrad und sind sehr unbestandig. 
Eine Stabilisierung ist nur mit Glycerin gelungen. 

Haltbare und fiir die weitere Verarbeitung geeignete Losungen gewinnt 
man durch Extraktion der getrockneten Driise mit reinem oder wasserhaltigem 
Glycerin. Leicht gehen dabei z. B. 70-80% der Lipase in L6sung. (Sehr 
bequem erhalt man wirksame L6sungen durch Glycerinextraktion kauflicher 
Praparate, z. B. Pancreatin Rhenania 3.) Oft ist behauptet worden, dass die 
Lipase von Trypsin zerst6rt werde 4• Die schnelle Inaktivierung der Wasser
extrakte k6nnte 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 erklart werden kann 5. 

Willsta tter extrahiert die Lipase mit der 16fachen Menge 87°/q igem Glycerin 
4 Stun den bei 30°. Am best en wird dann der Riickstand durch Zentrifugieren 
beseitigt. Setzt man dann Wasser zu der triiben Glycerin16sung, entsteht 
ein Niederschlag. Durch Abfiltrieren desselben gewinnt man, allerdings unter 
Verlust an Enzym, eine ganz klare Lipaselosung. 

1 Griitzner, Pfliigers Archiv 12, 285; 1876. Kastle u. Loevenhart, Am. Chern. 
JI 24, 491, 1900. Rona u. Bien, Biochem Zs 64, 13; 1914. 

2 Willstatter u. Waldschmidt-Leitz, H. 125,132 und zwar 152 u. if. 
3 Engel, Hofm. Beitr. 7, 77; 1905. 
4 Terroine, Biochem. Zs 23, 404; 1910. Mellenby u. Wooley, JI of Physiol. 48, 

287; 1914. Shaw-Mackenzie, JI ofPhysiol. 49, 216; 1915. Tsuji, Biochem. J19, 53; 1915. 
ide Sou z a, Biochem. JI 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 - Essigsaure. Am geeignetsten ist die 
Tonerdesorte B als Sorptionsmittell. Beispielsweise wurden 500 cem eines 
truben Glycerinauszuges mit 2500 ecm Wasser geklart. Mit 750 ecm Tonerde
suspension (etwa 7 g AI20 a) wurden 90% der Lipase zusammen mit 24% der 
Amylase sorbiert. In der Zentrifuge wurde mit 20% Glycerin gewaschen. 
Dabei tritt eine betrachtliche Enzymzerstorung ein. Mit 21/3 basischem Ammon
phosphat wurde eluiert. In der Elution fand man 2/3 der angewandten Lipase, 
aber nur 3,5 Ofo der Amylase. Aus der Elution fallte man mit Ammonchlorid, 
Ammoniak und Magnesiumacetat die Phosphorsaure aus. Aus dem mit Essig
saure angesauerten 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. 
CUber die Einheiten siehe weiter unten.) 

I Lipase- I AmYlaSe-I Trypsin-
einheiten einheiten wirkung 

Getrocknete Pankreasdriise . 2531 1469 2,71 
Roher Glycerinauszug . 2170 1472 1,35 
Geklarter Auszug 1800 1397 1,36 

Erste Tonerdesorption 
Restliisung 180 1068 1,42 
Elution 1210 51 0,19 

Zweite Tonerdesorption 
Restliisung 3 19 0,10 
Elution 634 0 0 

In diesem Versuch war die Lipase bei der erst en Elution etwa dreimal 
reiner als in dem geklarten Glyeerinauszug, und in der zweiten Elution etwa 
30mal reiner als in der Druse. Die nunmehr enzymatiseh einheitliche Pankreas
lipase kann man dureh Sorption an Kaolin weiter reinigen. Beispiel: Eine 
durch Ammonphosphatelution aus einem Tonerdeadsorbat gewonnene, glycerin
haltige Losung (1600 cem) wurde mit dem gleichen Volumen Wasser und mit 
40 eem n-Essigsaure 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 ausgefuhrt. Das triibe Zentrifugat wurde 
durch Filtrieren durch Kieselgur geklart. Es enthielt 65% von dem an
gewandten Enzym. Eine zweimal mit Tonerde und dann einmal mit Kaolin 
gereinigte Lasung hatte die 205fache Enzymkonzentration im Vergleich zum 
angewandten trockenen Drusenmaterial. Ein in dieser Weise gereinigtes 
Lipasepraparat 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. 1m Sorbat ist die Lipase nur wenig wirksam. Die sorbierte 
Menge Enzym bestimmt man durch Ermittlung der Wirksamkeit der Rest
lasung. Die Menge sorbierter Substanz bestimmt man dadurch, dass man 
das scharf getrocknete Sorbat mit Benzol behandelt und den unlaslichen 
Ruckstand wiegt. 

11ltratiltration: siehe auch Lagrange und Suare?, C. r. Soc. Bioi. 9G; 1927. 

e) Einfluss der Aciditat. 

Nach alteren Angaben von Grutzner und von Gamgee solI die Ex
traktion des Enzyms durch wasseriges Glycerin befardert werden, wenn dieses 
mit Soda schwach alkalisch gemacht ist. 

Was den Einfluss der Aciditat auf die Wirksamkeit des Enzyms betrifft, 
so liegen nach alteren Arbeiten von Nencki, Rachford und Fokin1 neuere 
Ergebnisse von E. Baur2 und von Terroine (1. c.) und mit modernerer 
Methodik angestellte von H. Da vidsohn 3 vor. Nach denselben liegt das 
Aciditatsoptimum der Pankreasesterase (Duodenalsaft vom Saugling, be
stimmt an Tributyrin mit der stalagmometrischen Methode) bei 3,2' 10-9, 

also pH = 8,5. 
D a v ids 0 h n berechnet hieruach die Sauredissoziationskonstante del' als Arnpholyten 

aufgefassten Pankreasesterase Ka = 1,0.10-7• 

Davidsohn fand in Lasungen saurer als pH = 5 keine Lipasewirkung, 
Rona und Bien dagegen eine recht betrachtliche Spaltung. Willstatter 
und Waldschmid t-Lei tz finden auch in saurer Lasung eine kraftige Spaltung 
und konnten sogar auf die Messung der Verseifungsgeschwindigkeit bei pH = 
4,7 eine Methode zur Bestimmung der Lipasemenge grunden. Es ist dabei, 
wie bei allen Bestimmungen von Lipasewirkungen, darauf zu achten, dass 
Begleitstoffe sehr stark die Reaktionsgeschwindigkeit zu beeinflussen ver
magen, und zwar so, dass ein Stoff, der in alkalischer Lasung fOrdert, in saurer 
Lasung hemmen kann und umgekehrt. In saurer L6sung wirken gewisse 
Begleitstoffe (Albumin) hemmend; es ist darum fur die Bestimmung n6tig, 

1 Fokin, Revue del' Fette und Harze·1904, 244. 
Z E. B a u r, Zs angew. Chern. 22, 97; 1909. E. B a u r hob wohl zuerst die ausschlag

gebende Bedeutung der Aciditat auf den Wirkungsgrad der Pankreaslipase scharf hervor. 
3 D a v ids 0 h n, Biochern. Zs 45, 284; 1912 und 49, 249; 1913. 
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noch Albumin zuzusetzen, urn die gereinigten Losungen unter denselben Ver
haltnissen untersuchen zu konnen, wie man die Druse oder die rohen Aus
zuge untersuchen muss. 

f) Aktivierungen und Hemmungen. 

1. Einwirkung von Galle. 

Es wurde friiher 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 1, v. Furth und Schiitz2, Donath3). Nach 
diesen Autoren wirken die Gallensalze auch insofern spezifisch, als weder 
die Magenlipase (Laqueur 4) noch die Darmlipase (Boldyreff5) durch die
selben beeinflusst wird. 

Sowohl die synthetische als die spaltende Wirkung der Pankreasesterase 
wird durch die Gallensalze befordert 6, wahrend andere Aktivatoren, wie die 
Salze der alkalischen Erden nur die Spaltung beeinflussen (Pekelharing 7). 

Zu dem Obigeu ist nun zuerst zu bemerken, dass nach den Untersuchungen 
von Willstatter und Mitarbeitern Stoffe je nach der Aciditat als Aktivatoren 
oder Hemmungskorper wirken konnen, dass also die Aktivierung durch Galle 
nur in einem gewissen Aciditatsgebiet beobachtet werden kann. Weiter be
haupten Willstatter, Waldschmidt-Leitz und Memmen s, dass die 
Wirkung von Aktivatoren nicht in einer Uberfiihrung eines Zymogens in ein 
Enzym liegen kann, denn ohne Aktivierung kann man mit Druse oder Aus
ziigen in saurer Lasung 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 9 und spater KiittnerlO 
schrieben dem Lecithin der Galle eine wesentliche Rolle zu; auch Loeven
hart und Souder (1. c.) fan den eine starke Beschleunigung durch Lecithin. 
Indessen zeigen die Versuche von O. v. Fiirth und Schii tzl1, dass die Wirkung 
der Galle nicht auf ihren Lecithingehalt zuriickgefuhrt werden kann. 

1 Mag nus, H. 48, 373; 1906. 
2 v. Fiirth n. Sehiitz, Hofm. Beitr. 9, 28; 1906. 
3 Don a t h, Hofm. Beitr. 10, 390; 1907. 
4 L'aquer, Hofm. Beitr. 8,281: 1906. 
5 Boldyreff, Zbl. f. Physiol. 18,460; 1904. - H. 50, 394: 1907. 
6 Siehe hierzu Ham s i k, H. 65, 232: 1910. - Don at h hatte negative Ergebnisse 

erhalten. 
7 Pekelharing, H. 81, 355: 1912. 
8 Willstatter u. Waldschmidt-Leitz u. Memmen, H. 125,93; 1923. 
9 Hewlett, John Hopkins Hosp. Bull. 16, Nr. 166. 

10 Kiittner, H. 50, 472; 1907. 
11 v. Fiirth u. Schiitz, Hofm. Beitr. 9, 28; 1907. 

Chemie d. Enzyme. II. 3. A. 2 
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Terroine (1. c.) hat an Triacetin die Wirkung der Gallensalze auf die 
Geschwindigkeit der Spaltung untersucht. Was die Konzentrationsfunktion 
der GIl-Hensalze betrifft, so ist dieselbe von Loev,enhart und Souder, 
von Donath und von Terroine untersucht worden. Letzterer Forscher 
kommt zu folgendem Resultat: 

Fur die Spaltung der Ester und Triglyceride von niedrig-mole
kularen Sauren gibt es, wie auch Loevenhart zeigte, ein Kon
zentra tionsoptimum der GaHensalze, und zwar unter den von Terroine 
gewahlten Bedingungen bei 0,33%. 

Fur den Fall der Hydrolyse von Triolein gibt es hingegen kein Opti
mum der Gallensalzkonzentration. Man beobachtet ein zuerst regelmassiges 
Zunehmen, das nach und nach abnimrrit und dann aufhort, was Donath 
schon gezeigt hat. (Siehe auch M. Shoda, JI of Biochem. 6, 395; 1926.) 

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

2. Deutung der Aktivierungserscheinungen. 

Obgleich Willstatter und Mitarbeiter darin mit Terroine uberein
stimmen, dass die Wirkung der Galle und anderer Aktivatoren nichtin einer 
besseren Emulgierung des Fettes liegt, halten sie seine Annahme nicht fur 
gerechtfertigt, dass die Galle eine direkte Wirkung auf das Ferment ausubt. 
Vielmehr sehen sie die fur 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 Driisenauszuge fallend. 
lIiermit 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 2• Die Zusammen
setzung solcher Adsorbate im FaIle von Lipase veranschaulicht Willsta tter 
folgendermassen: 

Calciumoleat 

/ "'-
Lipase Fett 

1 Bradley, JI BioI. Chern. 6,133; 1909. 
2 Hammarsten, Upsala liikar,efor. forhandlingar. 8, 63; 1872. 
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In einem solchen Adsorbat solI en die Bedingungen gtinstiger sein fur die 
Reaktion, als wenn das Enzym unmittelbar das Fett angreift. 

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

Calciumoleat-Albumin 

/ "'-Fett Lipase 

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

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

3. Wirkung verschiedener Aktivatoren. 

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

0,2 ccm Glycerinauszug aus Pankreas + 0 I 10 80 mg CaC12 

% Spaltung 4,0 7,4 19,4 23,4 
0,2 ccm desselben Auszuges + 0 10 40 80 mg glykocholsaures Natrium 
% Spaltung 4,0 10,0 18,5 ]9,5 
0,25 cern Pankreasauszug + 0 8 15 30 mg Albumin 
% Spaltung 6,0 15,4 17,0 19,5 
0,25 cern desselben Auszuges + 0 7 15 30 60 80 % Glycerin 
% Spaltung 6,0 9,2 12,7 14,4 17,5 17,2. 

Urn eine Au££assung von der gleichzeitigen Wirkung mehrerer Aktiva
toren zu geben, zitieren wir umstehende Tabelle von Willstatter, die sich 
auf 0,2 cern Glycerinauszug aus Pankreas bezieht. 

Bedenkt man nun, dass in der Druse sowohl Kalksalze als Eiweissto££e 
und wahrscheinlich noch andere aktivierende Sto££e vorkommen, die wahrend 
der Reinigungsoperationen in v-erschiedenem Gradeabgetrennt werden konnen, 
so ist es einleuchtend, dass ein Vergleich zwischen Lipasemengen in Druse 
und in gereinigten Praparaten nicht ohne weiteres moglich ist. Hier ist nun 
die Methode der ausgleichenden Aktivierung oder Hemmung nach Will
statter von grossem Nutzen (siehe unten). 

1 E.R. Dawson, Biochem. J121, 398; 1927. 

2* 
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Natrium
glykocholat 

mg 

10 
80 

10 
10 

10 
20 
30 
10 
10 

Albumiu 

mg 

90 
15 

15 
30 
60 
15 
30 
30 
15 
15 

Spaltung 

% 

4,0 
7,4 

19,4 
10,9 
19,5 
17,4 
17,2 
13,9 
13,6 
23,6 
27,2 
25,8 
20,8 
22,8 
21,2 
23,4 
23,4 

Uber andere einzelne Ak
tivatoren ist noch folgendes 
anzufUhren: Saponin aus Quil
lajarindeaktiviertnachFIlohrl 

in kleinen Mengen (Maximum 
2 %; evtl. besteht eme Be
ziehung zur Oberflachenspan
nung). - Den Einfluss der 
Alkaloide studierten Rona 
SOWle Smorodinzew und 
Danilow (Biochemische Zs 
181; 1927). 

Der von Rosenheim 2 

gefundene Aktivator ist noch 
nicht geklart. 

NachMinami 3 enthalten 
Blut, Leber und Muskel Ak-
tiva toren fur Pankreasesterase. 

Bemerkenswert ist, dass Chloroform, welches im allgemeinen Enzym
wirkungen nicht stort, die Esterase inaktivieren soIl. 

Eine Reihe von Lipoiden hemmen, z. B. Cholesterin; der Ein£luss von 
Lecithin ist noch nicht klargelegt 4• Nach Willstatter 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. expo Med. 47; 1925). 

Die sehr interessante Tatsache, dass der Pankreassaft eine mit der £ett
spaltenden Wirkung parallelgehende hiimolytische Wirkung ausubt (Friede
mann 5, Wohlgemuth 6, N euberg und Reicher 7) wird im 2. Kap. unter 
"Lecithinase" besprochen. 

Dass zahlreiche N eu tralsalze ausser dem oben genannten Calcium
chlorid die Pankreaslipase aktivieren, ist lange bekannt. Wie aus den Ver
suchen von Pottevin S, Kanitz, Terroine (1. c.), Minami 9, Pekelharing lO 

u. a. hervorgeht, sind besonders die Chloride wirksam. 

1 Flo h r, Ned. Tijdschr. Geneesk. 2, 1177; 1918. 
2 Rosenheim, J1 of Physiol. 40, XIV; 1910. 
3 Minami, Biochem. Zs 39, 392; 1912. 
4 Kuttner, H.50, 472; 1907. Daselbst altere Literatur. Ferner Terroine, Soc., 

BioI. 68, 439, 518, 666, 754; 1910. 
5 Friedemann, Dtsch. med. Wochenschr. 33, 585; 1907. 
6 Wohlgemuth, Biochem. Zs 4, 271; 1907. 
7 Neuberg u. Reicher, Biochem. Zs 4, 281; 1907. - Il, 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, del' zitierten Arbeit von Pekelharing entnommen, 
zeigt, dass es sich um ganz betrachtliche Aktivierungen handelt: 

4 ern Lipaselosung (nach Rosenheirn) wurden rnit Hilfe von wenig Natriurnearbonat 
in Wasser zu einern Volurnen von 200 cern gelost und in 4 Portionen zu je 50 cern geteilt; 
jede enthielt 1 cern neutrales Olivenol; zu drei davon wurden weehselnde Mengen NaCI bzw. 
aquiv. Mengen CaCI2, BaCI2 und MgCI2 zugesetzt; aIle Losungen wurden auf die gleiche Alkali
nitat, sehwach rosa Phenolphthaleinfarbung (sehlitzungsweise pH= 8), gebracht. Nach sechs
stiindiger Digestion wurdeu verbraucht: 

Zusatz ccrn 0,25 n. NaOH Zusatz cern 0,25 n. NaOH 

0,8 0,6 
2 g NaCI 2,4 100 rng CaCI2 1,4 
4 g NaCI 4,6 220 rng BaCI2 1,3 
6 g NaCl 4,4 185 rng MgCI2 2,7 

Falk 1 betont den grossen Unterschied zwischen Salzen 1-wertiger und 2-wertiger 
MetaIle (CaCl2). 

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

Bei hohe1'en Konzentrationen geht die beschleunigende Wirkung der 
N eutralsalze in eiDe hemmende uber. Der Hohepunkt del' Beschleunigung 
entspricht einer fur jedes Salz besonderen Konzentration, welche in der Reihe 
Chlorid, Bromid, Jodid, Fluorid stark abnimmt (Terroinc). 

Auch die Gallensalze uben zweuellos eine Salzwirkung aus, welche sich 
uber ihre Lipoidwirkung und ihre spezifische Wirkung superponiert; dies 
ware in kunftigen Untersuchungen zu berucksichtigen. 

Als anorganische Aktivatoren sollen auch die Mangansalze 
wirken (Magnus 2). 

Anorg8nische Gifte sind ausser NaF aIle Oxydationsmittel, besonders 
Ozon 3 und Permanganat, ferner HgCl2 und Arsensaure. 

Flu 0 I' nat r i u m. Eine besonders starke Wirkung auf Pankreasesterase 
ubt das Fluornatrium aus, wenn es auch vielleicht hinsichtlich seiner Wir
kungsart keine Sonderstellung gegenuber den anderen Alkalisalzen einnimmt. 
Seine stark hemmende Wirkung ist von Loevenhart und Peirce 4 studiert 
worden, welche aber auch angeben, dass minimale Mengen von NaF be
schleunigen. Die verzogernde Wirkung des Fluornatriums aussert sich 
auf niedrige Ester, wie Athylacetat, viel starker als auf die Glyceride 
der hoheren Fettsauren 5. fiber die Grenzen diesel' Wirkungen gehen die 

1 Fa 1 k, Jl BioI. Chern. 36, 229; 1918. 
2 Magn us, H.48, 376; 1906. 
3 Kastle, Publ. H. a. M. H. Hyg. Lab. Bull. 26. - Bioehern. Zb1. 5, 1181; 1906. 
4 Loeyenhart u. Peirce, Jl BioI. Chern. 2, 397; 1907. 
5 Arnberg u. Loevenhart, Jl BioI. Chern. 4,149; 1908. 
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Angaben der genannten Forscher und diejenigen von Terroine und Minami 
auseinander. Davidsohn 1 fand, dass Pankreasesterase gegen NaF sehr viel 
empfindlicher ist als Magenesterase. Da vidsohn konnte in den meisten 
Versuchen mit Pankreaslipase erst bei einer NaF-Konzentration von 1 :80000, 
in einem Versuch erst bei 1: 240 000 ein AufhOren der Hemmung beobachten, 
wahrend sich die Magenesterase etwa 50 mal 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 solI 
nach Davidsohn auf die Existenz zweier verschiedener Enzyme hindeuten, 
was er auch durch die Ungleichheiten der optimalen Aciditat und durch das 
verschiedene Verhalten gegen Gallensauren als bewiesen ansieht. 

Willsta tter 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 
Willsta tters hervorgehoben wurde, zur Vermeidung grober Fehlschliisse 
darauf zu achten, dass Begleitstoffe eine vollkommen falsche pH-Abhangig
keit und Aktivitat vortauschen kannen. Urn 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 Hemmungskarpern zusetzt. Willstatter bedient sich 
eines der folgenden Verfahren 2. 

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

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

3. Wie nach der 2. Methode beginnt die Spaltung in alkalischer Lasung 
unter Aktivierung. Wegen der unzureichenden Puffermenge wird die Lasung 
wahrend der Spaltung erst neutral, dann allmahlich sauer. Diese Methode 
hat sich in Willstatters Untersuchungen sehr bewahrt. 

1 D a v ids 0 h n, Biochem. Zs 45, 284; .1912. 
2 Wills tatter, 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 13 ccm, enthaltend 2 ccm Am
monchlorid-Ammoniakpuffer von pH = 8,9 und als Aktivatoren 10 mg CaCl2 

und 15 mg Albumin, die Spaltung nach einer Stunde bei 30°. Die Lipase
menge, die unter diesen Bedingungen eine Spaltung von 24% gibt, nennt er 
die Lipaseeinheit (L.-E.). Diese willktirliche Einheit dient genugend genau 
nur fur den Vergleich der aus einem Drlisenmaterial gewonnenen Praparate. 
Als Ausdruck fur den Reinheitsgrad eines Praparates gibt Wi II s tat t e r den 
Lipasewert (L.-W.) an. Der Li.pasewert ist die Anzahl Lipaseeinheiten in einem 
Zentigramm eines Praparates. 

h) Kinetik. 

Die alteren mit Esterasen angestellten Versuche beziehen sich in der Regel 
auf Systeme mit makroskopisch wahrnehmbaren Grenzflachen (Suspensionen). 
Es ist klar, dass aus solchen Versuchen nur mit der grossten Vorsicht Sehltisse 
tiber die Kinetik der Spaltung zu ziehen sind. Lipolytisch wirksame Glycerin
ausztige lassen sich nach A. Kanitz! aus Schweinepankreasdrusen gewinnen. 
Mit dies en hat Kanitz die Hydrolyse von Olivenol und Ricinusol verfolgt. 

Je 10 cern Olivenol werden in ReagenzgHisern mit 3,9 cern 0,10 norm. Natronlauge, 
0,25 cern 1 norm. CaCl2 und 1 cern Lipaseextrakt vermiseht und der Inhalt je eines Reagenz
glases wird naeh der ,lInter t verzeichneten Minutenzahl titriert. Die dabei verbrauchten 
Kubikzentimeter 0,10 norm. Natronlauge sind unter x angegeben. 

x x 
t x 

it t 
0 0,0 

70 9,2 0,131 1,10 
140 12,3 0,088 1,04 
288 19,0 0,065 1,12 
405 23,1 0,057 1,15 

1455 34,2 0,023 0,90 

Auch Engel 2 hat zum Teil mit Losungen gearbeitet, und zwar mit 
Glycerinauszugen von Pankreatin "absolut", Rhenania, wobei 6 g Pankreatin: 
24 Stunden lang mit 250 ccm Glycerin digeriert wurden, zum Teil auch, wie 
in folgendem Versuch, mit eingewogenem festem Pankreatinpraparat (hetero
genes System). Er kommt in seiner sorgfaltigen Untersuchung an Eigelb
Emulsion mit der gleichen Methodik wie Volhard und Stade (vgl. S. 10 u.ff.) 
zum Resultat, dass die S ch ti t z sche 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 Ka ni tz, H. 46, 482; 1905. 
2 Engel, lIofm. Beitr. 7, 77; 1905. 
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Fermentmengen die Verdauungsprodukte sieh verhalten wie die Quadrat
wurzeln aus den Verdauungszeiten. Fur ein und denselben Sait muss dem
naeh gelten: 

x=k-V Et. 
Dies ist bei Engels Versuehen aueh der Fall. 

4 Stunden 9 Stunden 25 Stunden 

Pankreatin x beob. x ber. 
x 

x beob. x ber. 
x 

x beob. x ber. 
x 

VEt v' Et VEt 
0,04 g 17,6 16,8 4,4 18,4 24,5 3,1 35,0 38,3 3,5 } 
0,09 g 20,9 24,5 3,5 36,3 35,0 4,0 58,2 53,0 38 Temp. 

, 41°. 
0,16 g 35,2 31,6 4,4 48,4 44,6 4,0 72,1 65,0 3,6 

Die Berechnung der Werte xber• ist nach der Arrheniusschen Formel (28) (Ed. I 
S. 164) mit der Konstanten n = 1,0 ausgeftihrt worden. Die Abweichungen sind, wie man sieht, 
nicht unerheblich. 

Schon vor Kanitz und Engel haben Kastle und seine Mitarbeiterl 
die Esterasespaltung niederer Ester kinetisch untersucht; zur Verwendung 
kamen triibe, durch Tuch filtrierte, wassrige Extrakte von Schweinepankreas. 

Rohrchen, welche 4 cern Wasser, 0,26 cern Athylbutyrat und 0,1 cern 
Toluol enthielten, wurden wahrend 5 Minuten auf 40 0 erwarmt. Dann wurde 
1 cern eines 10%igen Extraktes hinzugefiigt; naeh bestimmten Zeiten wurde 
mit 0,05 n. KOH titriert. P = E = Enzymmenge. 

Minuten x k .104 l(.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 ubrigens, dass die Beobaehtungs
fehler, vermutlich wegen der Schwierigkeit, so kleine Estervolumina genau zu 
pipettieren, sehr gross waren. 

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

Mit einiger Anniiherung schliessen sich die obigen Versuchszahlen der S eh u tz schen 
Regel, x = k v't an (Ed. I, S. 161). In der letzten Spalte finden sich die Werte l( P, die 
fruher nach Formel (28) l( Pt= a In (a) / (a - x) - x berecbnet wurden (Ed. I, S. 164). Dass 
diese Werte einigermassen konstant sind, diirfte nicht von Bedeutung sein. 

1 Kastle u. Loevenhart, Amer. Chern. JI 24,491; 1900. - Kastle, Johnston 
u. Elv 0 v e) ebenda 31, 521; 1904. 
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Hier wie bei allen anderen Enzymreaktionen dtidte man behaupten 
konnen, dass der Anschluss an die Schtitzsche Regel ein Zufall ist. Diese 
Regel entbehrt jede theoretische Sttitze, und in den Fallen, wo eine Enzym
reaktion scheinbar danach verlauft, sind die Versuche durch den Einfluss 
unbeachteter Faktoren entstellt. 

Wie Kastle und Loevenhart gefunden haben und seither mehdach 
bestatigt wurde, ist die Pankreaslipase stark saureempfindlich. Es wtirde sich 
wohl lohnen, zu untersuchen, ob nicht die Formel rur monomolekulare Re
aktionen auch hier recht angenahert gilt, wenn von vornherein durch Zusatz 
eines geeigneten Puffers die optimale Aciditat 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 1 die enzymatische Bildung von Mono- und 
Triolein beobachtet und studiert hatte - eine seiner Versuchsreihen ist be
reits in Bd. I, S. 314 mitgeteilt worden -, hat Dietz das Problem einer ein
gehenden quantitativen Bearbeitung unterwoden. 

Die t z 2 hat ein heterogenes System studiert; Pankreasesterase wurde 
in Form geschabter Gewebefasern von der Pankreasdrtise des Schweines in 
Amylalkohol emulgiert, welcher Wasser und Buttersaure bzw. Amylbutyrat 
gelost enthielt. 

Man erwartet zunachst die Geschwindigkeitsgleichung: 
dx 
<It = kl OSaure . 0 Alkohol- k2 OEster' OWassen 

wobei sich aIle Konzentrationen auf die "Enzymphase" beziehen. Die Kon
zentration von Wasser und Alkohol ist annahernd konstant, da durch die Vor
gange stets nur kleine Mengen verschwinden. Andererseits sollen sich die 
Stoffe zwischen Enzym und Fltissigkeit nach dem N ernstschen Verteilungs
satz verteilen, d. h. OEnzym = a . OLiisung. Die Proportionalitatsfaktoren, wie 
die konstanten Konzentrationen von Alkohol und Wasser, gehen in die 
kl-Werte ein, und man erhalt daher: 

dx 
<It = kl OSaure-k2 0Ester = k] (a-x) -k2x. 

Lost man nur wenig Wasser in Amylalkohol, so wird die Gegenreaktion sehr 
klein, und der Vorgang verlauft einfach nach: 

dx 
<It=k(a-x) 

Wle folgende Tabelle erkennen lasst: 

1 Pottevin, C. r. 136, 1152; 1903 u. 137, 378; 1904. - Ann. Inst. Pasteur, 20, 901; 1906. 
2 Dietz, H. 52, 279; 1907. Siebe aucb Bodenstein u. Dietz, Zs f. Elektrocb. 12, 

605 1906. 
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3,5% H2O 
a = 0,10 normal 

5,01 % H2O 
t Stundeu Millimol Saure k·IQ' t Stunden Millimol Saure 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 Wasilergehalten tiber, 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 Ofo H20. - 5,01 g Enzym 
Esterbildung Esterspaltung 

t Stunden Millimol Saure k1 ·104 t Stunden Millimol Saure 'k2 ·104 

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,()(j 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 00 16,25 
97,57 27,08 76 

00 16,25 82 

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

Gleichgewichtskonstante K = 90Ester = kk1 • 

Sliure 2 

Dies war zwar bei obigem Versuch der Fall; es wurde namlich gefunden: 

K - OEst~r - 5 2 d ~l - 82 - 5 1 - -,un - -,. 
OSliure ks 16 

Indessen zeigen die verschiedenen Versuchsreihen von Diet z, besonders 
diejenigen mit 8% Wasser, durchaus keine Ubereinstimmung; die Gleich
gewichtskonstanten K bzw. kl/~ nehmen ganz verschiedeile Werte an, Wle 
z. B. der Vergleich des folgenden Versuchs mit dem obigen zeigt: 
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80f0 H20. - 5,01 g Enzym 
Esterbildung Esterhydrolyse 

t Stunden Millimol Saure k1 • 104 t Stunden Millimol Saure k2 ·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 00 31,42 
96,95 31,72 

00 31,42 

Mittel 150 Mittel 72 

Proportionalitat 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 

{ 5,01 g 
10,02 g 

Konstanten x 10' 
kl k2 
150 72 
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 Saure als 
Katalysator einen ganz anderen Betrag erreicht, als bei Verwendung des 
Enzyms. Berechnet man die Gleichgewichtskonstante nach der Formel 

K = [Ester] [Wasse!l 
[Saure] [Alkohol] 

und setzt fur die mol are Konzentration des Wassers 4,44 und fur Alkohol 8,2 
(Zahlen, die fur 8% Wassergehalt gelten), so erhalt man fur das homogene 
System K = 3,2, wahrend die Enzymversuche ergaben: 

Anfangskonzentration = 0,05 n 
K = 0,70 

0,10 n 
1,2 

0,20 n 
1,8 

Eine erne ute Durcharbeitung dieser Verhaltnisse unter genauer Beruck
sichtigung der Aciditat und der Menge mitwirkender Aktivatoren ist er
forderlich. 

Besonders zu berucksichtigen ist bei weiteren Versuchen der Befund 
von Terroinel, dass Gallensalze nicht nur die Reaktionsgeschwindigkeit, 
sondern auch das Gleichgewicht im Endzustand andern. Es ist zu 
schliessen, dass die aktive Masse wenigstens einer Reaktionskompo
nente (Ester bzw. Saure) durch den Zusatz der Gallensalze geandert 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 Karper sei. Fur die Spaltung der Ester und Triglyceride niederer 
Sauren stellte Terroine ein Konzentrationsoptimum der Gallensalze iest. 

Auch Synthesen der hoheren Fettsauren durch Pankreasesterase (Pulver) 
sind durchgeiuhrt worden, und zwar des Amylesters der Stearinsaure von 
Pottevin, des Glycerinesters der Palmitin- und Stearinsaure von Hamsik1. 

Von den Versuchen Wi lIst a t t e r s, wo der Ein£luss aktivierender und 
hemmender Sto££e beachtet wurde, seien schliesslich einige angeiiihrt: 

Willstatter nndet in alkalischer Lasung iur kleine Spaltungen (unter 
24%) eine recht gute Proportionalitat zwischen Spaltung und Enzymmenge. 
Hierani grundet sich die Dennition der Lipaseeinheit. In saurer Losung 
(unter ausgleichender Hemmung) ist die Proportionalitat in dem untersuchten 
Gebiet (bis etwa 10% Spaltung) sehr streng. 

Was den zeitlichen VerI ani betri£it, so erwies sich das Produkt bei der 
Spaltung in alkalischer Losung aus der Enzymmenge und der Zeitdauer iur 
einen gewissen Spaltungsgrad als nicht konstant. Dies beruht unter anderem 
daraui, dass das Enzym wahrend der Reaktion geschwacht wird. Noch kom
plizierter ist der zeitliche Verlaui in saurer Lasung (unter Hemmung). Die 
Reaktionsgeschwindigkeit sinkt sehr stark mit der Zeit. Der Pniier allein 
(Acetat-Essigsaure) zerstart nicht das Enzym. Die entstehende Glsaure 
hemmt sehr stark, was durch besondere Versuche unter Zusatz dieser Saure 
gezeigt wurde; dabei wurde kontrolliert, dass die Olsaure die Wassersto££
ionenkonzentration nicht anderte. 

i) Wirkung der Temperatur. 

Nach den Untersuchungen von Kastle und Loevenhart (1. c.) an 
Athylbutyrat hat die enzymatische Spaltung dieses Esters einen recht kleinen 
Temperaturkoe££izienten (vg1. Bd. I, S. 277); zwischen 200 und 30 0 betragt 
der Quotient kt+10: kt rund 1,3; die Konstante A ist rund 5000. Nach Ter
roine solI der Temperaturkoeffizient der Hydrolyse ein wenig von der Natur 
des Substrates abhangig sein. Aus Terroines Zahlen iur Athylbutyrat iindet 
man kt+ 10: kt zu etwa 1,9 (zwischen 150 und 25 0) und A rund 11 000. Es 
wird eine "optimale Wirkungstemperatur" von etwa 400 angegeben. 

Der Temperaturein£luss ani das Enzym selbst und ani die Reaktion ist 
o££enbar bei wechselnder Aciditat untersucht worden. Aui die Temperatur
kurven, deren Koordinatenbezeichnung unvollstandig ist, sei hier nur ver
wiesen (1. c. S. 422 und 423). Bei 540 solI die Hydrolyse "iast Null sein". 

Hinsichtlich der Warmeempiindlichkeit des Enzyms selbst hat Terroine 
ebenialls Versuche angestellt. 

1 Hamsik, H. 71, 238; 1911. - 90, 489; 1914. 
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Nach diesem Autor verliert Pankreassaft, 10 Minuten lang auf 65 0 er
warmt, jede lipolytische Kraft. Versucht man aus den Zahlen Terroines 
die Inaktivierungskonstante (Bd. I, S. 246) zu berechnen, so gelangt man zu 
einem angenaherten Wert, kc = 1 ,10-2• Ob diese Ergebnisse bei optimaler 
Aciditat gewonnen sind, lasst sich schwer beurteilen. Jedenfalls scheint 
hiernach die Pankreasesterase bedeutend warmeempfindlicher zu sein als 
z. B. Saccharase. Vgl. hierzu Bd. I, S. 259 und 260. 

Terroine gibt ferner an, dass das Enzym gegen Erwarmung 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 kc = 3 '10-3 bei 40 0 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 
Begleitsto££e von einer durchgreifenden Bedeutung sind. 

II. Magencsterase. 

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 gross ere sein kann, und wenn sie also auch als 
"Butyrase" fungiert. 

Den Nachweis der Spaltung von N eutralfett im Magen verdankt man 
Marcet (1858) und Cash (1880). Bei Magenkrebs und Achylie solI der Magen
saft kein Fettspaltungsvermogen besitzen 2. 

Vorkommen. Es kann nunmehr als sichergestellt gelten, dass die Magen
lipase in der Sekretion des Magens selbst enthalten ist 3, 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 enthalt Lipase, was Ibrahim und Kopec 4 

beim Foetus nachgewiesen haben. Wirksame Glycerinextrakte sind mehrfach 
beschrieben worden. 

Nach Willsta tter, 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 B i c k e 1, Deutsche med. vVoch. 32, 1323; 1906. - Fa 11 0 i s e, Arch. 

internat. de PhysioI. 3, 396 und 4, 87; 1906. - He ins h e i mer, Deutsche med. W och. 32, 
1194; 1906. - London u. Wersilowa, H.56, 545; 1908. - Dass beim normalen Menschen 
DuodenalinhaIt in den Magen zuriickfliesst, betont auch O. G r 0 s s (Dtsch. Arch. Klin. Med. 
132, 121; 1920). 

4 Ibrahim u. Kopec, Zs BioI. 53, 201; 1906. 
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Enzym extrahieren. Mehr als aus der darunterliegenden Muskelschicht gewinnt 
man aus der Schleimhaut. Aus dem Cardiateile gewann Willstatter mehr 
Enzym als aus dem Fundusteil 1• 

Enzymmaterial und Darstellung. Die interessantesten Versuche sind 
mit Magensaft angestellt, welcher bekanntlich am besten mit der von 
Pawlow 2 angegebenen Methodik gewonnen wird (Bd. I, S. 9). Zu Versuchen, 
wo es sich darum handelt, kraftige, reproduzierbare Wirkungen zu erhalten, 
wendet man zweckmassig Pawlowschen Saft an. 

Inouye hat mit Glycerinextrakten von Magenschleimhaut iiberhaupt 
keine Wirkungen auf Fettemulsionen erhalten. Etwas erfolgreicher ist 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. 

Haufiger 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 mehrtagigem Stehen wirksam wird. Will
statter und Memmen finden dagegen, dass das Enzym in der Schleimhaut 
fertiggebildet ist und nicht als Zymogen vorhanden ist. 

Ein haltbares Trockenpraparat stellt Willstatter 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, lasst 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 Trockenpraparat aus Cardia ist 100-300 mal schwacher lipatisch 
wirksam als das Trockenpraparat aus Pankreas. 

Die erste Reinigung geschah durch Ausflocken mit verdiinnter Essig
saure. "Zur nachsten Steigerung des Reinheitsgrades diente die Elektro
dialyse, wobei die Aufl6sung der beschriebenen ganz frischen Essigsaure
fallung in nj40-Ammoniak nach dem Neutralisieren mit Essigsaure verwendet 
wurde." 

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

Eine weitere Reinigung der Magenlipase hat Wills ta tter 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. 

Aciditatsbedingungen. Uber die Saure- und Alkalienempfindlichkeit 
der Magenlipase hat Volhard (1. c.) die ersten eingehenderen Versuche an
gestellt. Mit der modernen Methodik von Sorensen und Michaelis hat 
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dann Davidsohn 1 die Magenesterase mit der Pankreasesterase und der 
Serumesterase verglichen. Die Versuche waren an Tributyrin mit der stalagmo
metri"schen Methode von Rona und Michaelis 2 (vgl. S. 45) ausgefiihrt. 
Davidsohn erhielt fur Lipase des Magensaftes menschlicher Sauglinge die 
Aciditatskurve der Fig. 1. 

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

1m allgemeinen erinnert die Kurve an die von So rens en u. Mi ch a elis fur Saccharase 
erhaltene (Bd. I, S. 63). 

Davidsohn zieht auch aus der obigen Kune analoge Schhisse wie Michaelis aus 
derjenigen fur Saccharase: Er fasst dieselbe als Dissoziationsrestkurve auf; indem er die 
Magenlipase als einen Ampholyten betrachtet, entnimmt er der Kune den Wert fur die 
Sauredissoziationsl,wnstante K = 4,5· 10-7, und schatzt die basische Dissoziationskonstante 
zu K = 10-12• 

Nach Davidsohn 3 und Salge4 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 SaIge, ebenda, 4,171; 1912. 
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Fur die Lipase des Pawlowschen Saftes aus dem kleinen Magen eines 
Hundes fand Takata l das Optimum pH = 5 -7. 

Man hat friiher die Verschiedenheit der Aktivitats-pH-Kurven als einen 
Beweis fUr die Verschiedenheit zweier Enzyme angesehen. In dies em Falle 
war man also aus dies em 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 Willsta tters, gezeigt, dass in besonderen 
Fallen die Aciditatsabhangigkeit, die man mit einem Enzympraparat findet, 
gar keine, dem Enzym selbst zukommende Eigenschaft ist, sondern von Be
gleitstoffen sehr stark beeinflusst wird. Es ist also nicht moglich, nur aus den 
Aciditatskurven auf Verschiedenheit von Enzymen zu schliessen. Daraus 
folgt unter anderem, dass die· oben angefuhrten Zahlen von Davidsohn 
uber die Dissoziationskonstanten des Enzyms ganz illusorisch sind. 

Willstatter konnte zeigen, erstens, dass fur verschiedene Priiparate von 
Magenlipase, zweitens fur Praparate verschiedenen Reinheitsgrades aus dem
selben Ausgangsmaterial, ganz verschiedene Aciditatskurven erhalten werden 
konnen. In den Praparaten kommen namlich je nach der Darstellungsweise 
verschiedene hem men de oder aktivierende Stoffe vor, und zwar solche, die 
nur in gewissen Aciditatsgebieten ihre Wirkung ausuben. An samtlichen 
Praparaten aus Schweinemagen fand Willsta tter die Lipase weit wirksamer 
in alkalischer Losung als in neutraler und noch mehr als in saurer. Das Ver
haltnis zwischen den Verseuungsgeschwindigkeiten in alkalischer und saurer 
Losung ist jedoch fur rohe Losungen kleiner als bei der Pankreaslipase. 
Reinigt man aber die Magenlipase durch Tonerdesorption, so wird dadurch 
ein Begleitstoff beseitigt, der in alkalischer L6sung gehemmt hat. Dadurch 
verschwindet der genannte Unterschied zwischen den beiden Lipasen. 

Willstatter, Haurowitz und Memmen 2 fanden, dass "die Magen
lipase, die in ihrer physiologischen Funktion, wenn sie uberhaupt funktions
wichtig ist, der Pankreaslipase gleicht, ihr auch in der Konstitutionsspezifitat 
nahesteht, wahrend sie von Leberesterase stark differiert. Sie ist eine eigent
liche Lipase. Ihr Vorkommen ist freilich quantitativ viel geringfugiger als 
das von Pankreaslipase: 

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

Haurowitz und Petrou 3 haben das pH-Optimum der Magenlipase 
verschiedener Tiere untersucht. Si.e konnten zuerst zeigen, dass auch die 
Magenlipase des Menschen bei der Reinigung ein anderes Optimum erhalt, 

1 Takata, Ber. ges. Phys. 10, 401; 1921. - J1 of Biochem. 1, 107; 1922. 
2 Wills tatter, 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 Nahe 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: Fur 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 grossten 
Lipasemengen, bei Vogeln und Fischen weniger. Bei Wiederkauern und Tauben 
konnten die Verfasser keine Magenlipase finden. 

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

Die Einflusse der begleitenden Stoffe erstrecken sich auf die pH-Ab
hangigkeit, wie auf das Verhalten gegen Adsorbentien, gegen Aktivatoren, 
Hemmungskorper und Gifte, auf die Haltbarkeit, das Temperaturoptimum 
unddieZerstorungstemperatur der Enzyme (H. 140, 205; 1924.-173,17; 1928). 

a) Spezifitat. 

Der einzige Anhaltspunkt, der fur eine Verschiedenheit der Pankreas
und der Magenlipase nach Willstatters Untersuchungen l ubrig geblieben ist, 
ergab sich aus der Untersuchung der sterischen Spezifitat. In der Konfigura
tionsspezifitat gegeniiber Mandelsaureester und Phenylchloressigsaureester 
erweist sich die Magenlipase als verschieden von· pankreatischer und von 
hepatischer Lipase. 

Pankreaslipase 
Leberesterase 
Magenlipase (Hund) 
Magenlipase (Schwein) 
Magenlipase (Pferd) 

Drehungssinn des Spaltproduktes aus 

Mandelsaureester 

+ 
+ 
+ 
+ 

Phenylchlor
essigsaureester 

+ 
nicht untersucht 

Aktivatoren und Paralysatoren. Nach Laqueur2 soIl 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 verhalt. Willstatter fand, dass sich auch die Lipase des Magens 

1 Willstatter, Haurowitz u. Memmen, H. 140, 203; 1924. 
2 Laqueur, Hofm. Beitr. 8,281; 1906. 
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unter diesen Verhaltnissen von Galle aktivieren lasst, nur war die Wirkung 
kleiner und unregelmassiger, als bei der Pankreaslipase. Manche Praparate 
wurden durch Natriumglykocholat aufs Doppelte oder Dreifache aktiviert, 
andere nicht. Diese Praparate enthalten schon einen gallenahnlichen Akti
vator, denn Willstatter konnte durch Reinigung des Enzyms durch Sorption 
diesen Aktivator abtrennen, wonach die L6sungen durch Galle aktivierbar 
waren. Auch in diesem FaIle ist das verschiedene Verhalten der beiden 
Lipasen auf Begleitstoffe zuruckgefuhrt worden. 

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

NaF hemmt spezifisch Esterasen (Loevenhart und Pierce), aber 
nach Davidsohn (Bibchem. Zs 45) Magenbutyrase erheblich weniger als 
Pankreasbutyrase; letzterer Forscher fand fur die Spaltung von Tributyrin 
bei einer Konzentration von 1 Teil NaF in 400 Teilen Wa.sser, also 0,25% 
oder 0,06 n, eine Hemmung von 66%. 

Auch hier spielen naturlich die Begleitstoffe eine grosse Rolle. Von grossem 
Interesse sind hier weiter die Untersuchungen von Rona und Mitarbeitern 1 

uber die Vergiftung der Lipasen durch Chinin und Atoxyl. Zwischen den ver
schiedenen Lipasen der Organe und des Elutes, sowie zwischen Praparaten 
von verschiedenen Tieren fanden sie enorm grosse Differenzen der Giftempfind
lichkeit. Ein empfindliches Enzym wird durch Mischung mit einem resistenten 
nicht geschutzt; Rona halt die verschiedene Empfindlichkeit darum nicht fur 
Einflusse der Begleitstoffe, sondern fur Eigenschaften der Enzyme selbst. 
Wi 11 s tat t e r will indessen auch hier nur von Beimischungen vorgetauschte 
Eigenschaften sehen 2 • Tatsachlich kann man durch Zumischung bestimmter 
Stoffe eine resistente Lipase chininempfindlich machen. 

b) Zeitlicher Verlauf und Dynamik der Fettspaltung durch Magensaft. 

Eine grosse Anzahl alterer Versuche verdankt man Volhard und seinem 
Schuler Stade3 • Stade hat seine Versuche mit Eigelb als Substrat unter 
Benutzung der Volhardschen Methodik (S. 60) ausgefuhrt, bei welcher die 
Menge der abgespaltenen Fettsaure 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 naturlich auch aus dies em Grunde mangelhaft sein 

1 Rona und Mitarbeiter, Biochem. Zs 111, 166; l1S, 185,213 und 232; 130,225; 134, 
lOS und US. - Rona u. H. E. Haas, 141,222; 1923. -Rona u. Petow, 146, 144; 1924. 
H ona u. Ammon, 181, 49; 1927. 

2 Willstatter u. Memmen, H. 13S, 216; 1924. 
3 Volhard, ZsIdin.Med.42,4l±; 43, 397; 1901.- Stade, Hofm.Beitr.3,291; 1902. 
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miissen. Dber den erreichbaren enzymatischen Endzustand ist nichts 
festgestellt (vg1. Bd. I, S. 302) und auch iiber das natiirliche Gleichgewicht 
bei Fetten sind wir wenig unterrichtet. Unter den von Stade gewahlten 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 VerI auf der Re
aktion hervor (Stade, 1. c. S. 305), wie aus folgenden Figuren deutIich wird. 
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Bei verhaItnismassig geringen Fettmengen war die in vier Stun den ge
bildete Sauremenge direkt proportional der angewandten Fettmenge, wie 
folgende Tabelle zeigt: 

Versuchsanordnung Enzyrnatisch ab-
gespaltene Fett-

Eigelbliisung. Magensaft H2O sanrernengein 0/0 
cern I cern cern 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 grosseren Fettmengen wird prozentisch Immer weniger Fettsaure 
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 betri££t, so hat Volhard die Gwtigkeit der sog. 
Schutzschen Regel angenommen (Bd. I, S. 161) 

x =" -VE bzw. x = "1 v't 
(x = umgesetzte Substratmenge, E = angewandte Enzymmenge, t = Zeit). 

Er hat in gewissen Versuchsreihen bei verhaltnismassig kleinen Spaltungen 
cine recht gute Ubereinstimmung gefunden, die wohl ganz zufallig war. 

Bei weitergehender Spaltung stimmt die Regel von Schutz weniger 
gut mit den in den Figuren 4 und 5 wiedergegebenen Zahlen Stades. 

A r r hen ius 1 hat die Versuchsreihe 10 nach der von ihm abgeleiteten Formel berechnet: 

a 1n_a __ x= nPt 
a-x 

(a = anfangliche Substratmenge, P = E = Enzymmenge; siehe Bd. I, S. 162 u. ff.) 
Stunden x beobachtet x berechnet 

2 0,204 0,186 y.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. I~eber-Esterase. 

Leberesterase ist zuerst eingehend von Kastle 2 und Loevenhart 3 

und ihren Mitarbeitern, ferner von Ramond4 untersucht worden. Neue Unter
suchungen verdanken wir auch hier Wi II s tat t e r. 

Enzymmaterial. Die zerkleinerte Leber wird von Kastle 2 und Loeven
hart mit angesauertem Wasser extrahiert und das Extrakt filtriert, wobei 
allerdings ein nicht unerheblicher Teil der Enzymwirkung verI oren geht. 

Auch mittels Glycerin lasst sich Leberesterase geeignet extrahieren; wie 
andere Enzyme, so soIl auch diese Esterase in Glycerin jahrelang haltbar sein 5. 

Dakin6 zerreibt Schweineleber mit Kieselgur und Sand und zentrifugiert 
zur Reinigung den durch hydraulisches Auspressen gewonnenen SaH, der 
auf Eis mehrere W ochen haltbar ist . 

.Ahnlich arbeitet Peirce 7 ; 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. Chern. Jl 31, 521; 1903. 
B Kastle u. Loevenhart, Amer. Chern. Jl 24,491; 1900. - Loevenhart, Jl BioI. 

Chern. 2, 597; 1906. 
4 Ramond, Soc. BioI. 57, 342 u. 462; 1904. - Siehe auch Sieber, H. 55, 177; 1903. 
fi Simonds, Amer. J1 Physiol. 48, 141; 1919. 
6 Dakin, Jl of Physioi. 32, 199; 1904. 
7 Peirce, Jl BioI. C~em. 16, 1; HI13. 
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auf ein Liter verdiinnt. Die mit Toluol versetzte Fliissigkeit steht einen Tag 
bei 37°, dann mehrere Wochen bei Zimmertemperatur und wird dann filtriert. 
Diese Enzymlosung wurde von Peirce 5-6 Tage in Kol1odiumsacken dialy
siert und filtriert. Dabei verlor die Losung 90% ihrer Trockensubstanz und 
gleichzeitig etwa 20% ihrer Aktivitat, so dass die Reinigung betrachtlich war. 
Die so bereitete Losung wurde nun mit Ammoniumsul£at halbgesattigt, worauf 
bis zur Klarheit filtriert wurde; der Niederschlag war inaktiv und wurde ver
woden. Das Filtrat wurde nun mit Ammoniumsul£at ganz gesattigt. Nach 
Filtration erwies sich nun das Filtrat inaktiv. Del' Niederschlag wurde in 
Wasser aufgenommen und die Losung dialysiert, bis keine Triibung mit BaCl2 

mehr eintrat. Diese hochgereinigte Losung enthielt in 15 ccrn 4,8 mg Trocken
substanz. 20 ccm dieser Losung in einem Totalvolumen von 560 ccm hydroly
sierten 650 mg Athylbutyrat in 28,1 Minuten (Endaciditat: 10 ccm 0,05 n.-Saure 
in 50 ccm Reaktionsmischung). Siehe ferner Rona: Biochem. Zs 32. 

K r aut und Rub e n b au e r 4 schalten vor der Adsorption eine Dialyse 
ein, durch welche Eiweisskorper entfernt werden. 

Willstatterl stellt aus gemahlener Schweineleber mit Aceton und Ather 
ein Trockenpraparat dar. Mit alkalischem Wasser geht viel Enzym in Losung, 
aber auch viel Begleitstoi£e, mit angesauertem Wasser weniger, aber reineres 
Enzym. Mit Glycerin kann man leicht aus dem Trockenpraparat viel und 
verhaltnismassig reines Enzym in Losung bringen. 

Fiir die Reinigung des Enzyms hat Willstatter 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 2 konnte eine weitere Reinigung 
erzielt werden. Die gereinigten Losungen Wi 11 s tat t e r s waren in einigen 
Fallen nicht haltbar. Rohe Losungen sollen dagegen im Gegensatz zu Pankreas
lipase sehr haltbar sein 3. 

a) Spezifitlit. 

Leberesterasen sind hauptsachlich an Estern niederer Fettsauren unter
sucht worden; gegen natiirliche Fette sind sie jederualls weniger wirksam als 
die Magenlipase und pflanzliche Lipasen; einen diesbeziiglichen Vergleich an 
verschiedenen Substraten findet man bei H. E. Armstrong und Ormerod 5. 

Leberbrei spaltetAmylsalicylat(Magnus; Loevenhart, JlBiol.Chem.2). 
In den neuen Untersuchungen Willstatters, wo der Einfluss von Be

gleitstoffen moglichst ausgeschaltet wurde, tl'itt auch deutlich hel'vol', dass 

1 Willstatter u. Memmen, H. 138,216 und zwar S. 233; 1924. 
2 Vgl. auch Fricke u. Kaja, Chern. Ber. 57, 310; 1923/24. 
• Kastle u. Loevenhart, Amer. Chern. Jl 24, 491; 1900. - Kastle, Johnston u. 

E 1 v 0 v e ebenda 31, 521; 1904. - K n a ffl- Len z, Arch. expo Pathol. 97, 242; 1922/23. 
4 K r aut und Rub en b au e r, H. 173, 103; 1928. 
5 Armstrong u. Ormero d, Proc. Roy. Soc. 78, 376; 1906. 
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die Leberesterase flir hohe Glyceride sehr ungeeignet ist, flir die Ester ein
wertiger Alkohole wie die der Buttersaure dagegen sehr tauglich. Willstatter 
findet, dass die Unterschiede so gross sind, dass man kaum annehmen kann, 
dabs die Leberesterase mit der Pankreaslipase identisch ist. Man mlisste 
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 verandert. 
Hierzu kommt nun auch die verschiedene stereochemische Spezifitat. Wir 
weisen auf die Tabelle S. 33 hin. 

Mit Esterase aus Schweineleber hat Dakin seine interessanten asym
metrischen Spaltungen der Mandelsaure ausgeflihrt (Bd. I, S. 365). 

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

Art der Lipase 

Schweineleberlipase 
Schweinepankreaslipase 
Menschenleberlipase . 
Rinderleberlipase 
Meerschweinchenserumlipase 
Takalipase . . . . . . . 

Drehung der schneller ge
spaltenen Komponente des 

Mandelsauremethylesters 

+ 

+ 

+ 
Dazu ist aber folgendes liberraschendes Ergebnis von Rona und Ammon 1 

flU erwahnen: "Die sonst rechtsorientierte Schweineleberlipase greift trotzdem 
den I-Ester mit viel grosserer Geschwindigkeit an als die heiden anderen 
Modifikationen, deren ZerfaUsgeschwindigkeiten uberdies zusammenfallen. Es 
ist die Spaltung des d- und dl-Esters um 42,7 % weniger gegenuber dem 
I-Ester. Zur Kontrolle dieses Ergebnisses wurde dieselbe Lipase (auch im 
Pressaft) noch einmal in bezug auf ihr Verhalten gegenliber racemischem 
Mandelsauremethylester gepriift. Das verwendete Praparat von Schweine
leberlipase erwies sich rechtsorientiert wie sonst." 

"Diese merkwlirdige Tatsache liegt vielleicht in dem eigentumlichen 
Wesen des Racemats. begrlindet. Es konnte aber auch die Affinitat des 
Ferments zu den beiden optisch aktiven Formen des Substrats verschieden 
sein und femer nicht parallel gehen mit den Zerfallsgeschwindigkeiten der 
d- bzw. l-Substratfermentverbindungen." 

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

1 Rona u. Ammon, :eiochem. Zs 181, 49; 1927. 
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Aktivatoren und Paralysatoren. Nach Wills tatters Untersuchungen 
sind die Erscheinungen der Aktivierung und Hcmmung 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 Verhaltnisse haben sich bisher bei der Reinigung nicht geandert. 
An Leberesterase hat Kastle 1 die Wirkung von zahlreichen anorganischen 
Stoffen in aquivalenten Mengen untersucht. 

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

Deutliche, aber schwacher hemmende Wirkung uben aus: Sublitnat, 
Chromsaure, Kupfersulfat und Perosmiumsaure. 

Nahezu ungiftig sind nach Kastles Befund: Silbernitrat, Jodwasserstoff
saure, Formaldehyd, Trikresol, Blausaure, Kaliumnitrit und Bernsteinsaure. 
Ferner Toluol und Chloroform. 

Wie schon angefuhrt wurde, hemmen nach Willstatter Natriumgly
kocholat und Calciumoleat. Die Hemmung wird durch gleichzeitigen Zusatz 
von Albumin vermindert. S. Ikoma 2 fand den Einfluss der Gallensauren 
auf die Fettspaltung je nach Art der Gallensauren verschieden; Cholsaure 
fand er noch bei 0,5% fordernd. 

Interessante spezifische IIemmungen durch Ketocarbonsaureester haben 
neuerdings Willstatter, Kuhn und Memmen3 beschrieben. 

Dber die Einwirkung von Chinin und Atoxyl siehe Rona und Mitarbeiter. 
Auch die nach Willstatter gereinigten Lipasen zeigen dieselben Empfind
lichkeiten gegen die Gifte. Rona halt die Giftempfindlichkeit fur eine von 
dem Enzym selbst bestimmte Grosse, was Willstatter' bezweifelt. 

Eine die Millon - Reaktion gebende Substanz stabilisiert (K r aut, H. 173). 
Temperatureinfluss (vg1. Bd. I, S. 277). Kastle und Loevenhart und 

spater Kastle, Johnston und Eivove haben den Temperaturkoeffizienten 
der Xthylblltyratspaltung gemessen. Fur die angegebenen Tempera,turen 
ergaben sich die untenstehenden Geschwi.ndigkeiten und die daraus berechneten 
Quotienten kt+ 10: kt : 

Temp. 
v 

kt + 10: kt 

-10° 
0,70 

3,23 

00 100 200 300 400 
2,26 3,89 5,27 6,96 (11,29) 

1,72 1,36 1,10 1,89(?) 

Eine so starke Abnahme des Quotienten kt+lo: kt fanden spater Kastle, 
Johnston und EI vove (1. c.) nicht; sie geben foigende 4ah1en an: 

1 Kastle, Hyg. Labor Treas Dep. Bull. Nr. 26; 1906. 
2 S. I k 0 m a, Jl of Biochem. 6, 383; 1926. 
3 WillstlHter, Kuhn u. Memmen, H. 167, 303; 1927. 
4 Ro n a u. P eto w, Biochem. Zs 146, 28; 1924. - Will s t ii. tter u. Memm en, H. 138, 

216; 1924 und zwar S. 243. - Rona u. Ammon, Biochem. Zs 181, 49; 1927. 
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Temp. 
k·104 

kt + 10: kt 

0° 
7,1 

1,77 

10° 20° 30° 
12,6 21,8 37,4 

1,73 1,71 1,55 

40° 
58,1 

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 namlich mit fort
schreitender Reaktion; nach Auffassung der genannten Autoren riihrt dies 
davon her, dass die entstehende Saure hemmend wirkt; die von der Saure 
nicht gestorte Reaktion betrachtet Kastle als monomolekular. In folgendem 
Beispiel (Temp. 21°) ist der AbfaU von k, abgesehen vom 1. Wert, verhaltnis-
massig gering: 

Minuten 30 60 64 97 121 132 198 204 361 467 
x in cern (0,95) 1,30 1,45 1,80 2,05 2,25 2,75 2,90 3,50 3,80 

k·104 (75) 54 57,5 50 47 49 44 47 38 35 

Bei Variation der Esterkonzentration ist aber der Reaktionskoeffizient k 
nicht, wie es bei monomolekularen Reaktionen sein soUte, von der Substrat
konzentration unabhangig, sondern wurde urn so kleiner gefunden, je grosser 
die Esterkonzentration a war. Wie bei vielen anderen Enzymkonzentrationen 
erwies sich hier k· a annahernd konstant. 

Neue Versuche von dieser Art miissen unter Beachtung von Aciditat, 
Hemmungs- und Aktivierungserscheinungen ausgefiihrt werden. Zu erwahnen 
ist auch eine Dissertation von A. Schmidt!, in welcher die Spaltung der 
Methyl- und Athylester der Morphinglykolsaure durch den Lebersaft des 
Kaninchens studiert wurde. Der zeitliche VerI auf der Spaltung soIl der Formel 
folgen: 

1 a 
k= ,j-In--, 

t vE a-x 

wo E die Enzymkonzentration bedeutet. 
Schliesslich hat Peirce 2 eine gute dynamische Untersuchung der Athyl

butyrathydrolyse durch Schweineleberesterase ausgefiihrt. Auch er steIIt fest, 
dass die Reaktionskoeffizienten 1. Ordnung im allgemeinen abnehmen und 
erkennt die Bedeutung der Aciditat fur den Verlauf der Reaktion. "In einer 

1 A. Schmidt, Uber eine Entgiftung durch Abspaltung der ::\IIethyl- und Athylgruppe 
im Organismus. Dissert. Heidelberg 1901. 

2 Peirce, JI Amer. Chern. Soc. 32, 1517; 1910. 
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Losung vom gegebenen Volumen und gegebener Aciditat ist die zur Hydrolyse 
einer bestimmten Menge Athylbutyrats erforderliche Zeit umgekehrt pro
portional der Enzymkonzentration. Unter gleichen Aciditatsbedingungen 
hydrolysiert jedes Enzymteilchen dieselbe absolute Estermenge per Zeiteinheit, 
unabhangig von der Konzentration des Enzyms." 

"Bei einer gegebenen Enzymkonzentration ist die zur Hydrolyse einer 
gegebenen Estermenge erforderliche Zeit abhangig von der Saurekonzentration 
aber unabhangig von der Esterkonzentration, falls diese grosser als 0,005 n. 
ist. Bei jeder Aciditat hydrolysiert also eine gegebene Enzymmenge inner
haJb 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 enthli1t. 

Siehe hierzu die Berechnungen von Michaelis und von van Slyke 
und Cullen, Bd. I, S. 139 u. ff. 

Die Messungen von Knaffl-Lenz 1 fiihren zu Ergebnissen, die mit denen 
von Peirce im Einklang stehen. Man findet fiir Leberesterase eine recht 
genaue Proportionalitat zwischen Zeit und Umsatz, was auch fiir ein Enzym 
mit sehr grosser Affinitat zum Substrat zu erwarten ist. 

Synthese. Wie mit Pankreas hat Hamsik 2 auch mit Rindsleber Ester
bildung (Aciditatsverminderung) beobachtet. 

IV. Darmesterase. 
Enzymmaterial. Auch hier kommt in erster Linie der sezernierte Saft 

III Betracht, wie ihn Boldyreff3 erhalten hat. 
In zweiter Linie lasst sich die Lipase der Darmschleimhaut verwenden 4 , 

welche aus dieser extrahiert werden kann. 
Auch im Darminhalt (Meconium) menschlicher und tierischer F6ten :linden sich 

Enzyme, welche sowohl Ester als Lecithin spalten (Pottevin, Ibrahim, Porcher und 
Tapernoux). 

Verhalten. 1m allgemeinen scheint die Darmesterase der Pankreas
esterase ganz nahe zu stehen. Soweit es sich um Duodenalsaft handelt, ist 
iiberhaupt eine Scheidung hinsichtlich des Ursprunges schwierig. 

Nach KalaboukoH und Terroine (1. c.) wird Darmesterase durch 
Gallenstoffe weniger energisch aktiviert als Pankreasesterase; dies kann aber 

1 Knaffl-Lenz, Arch. expo Pathol. 97,242; 1922/23. - ~ogaki, H. 152; 1926. 
2 Hamsik, H. 90, 489; 1914. 
3 Boldyreff, H. 50, 394; 1907. 
4 Umber U. Brugsch, Arch. f. expo 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 FrouinI, Camus und Nicloux 2 • 

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

Neutralsalze iiben 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. Losung hemmen. 

v. Andere Esterasen der Gewebe. 
Esterspaltung wurde in den Extrakten der meisten daraufhin untersuchten 

Gewebe nachgewiesen (Loevenhart4, Pagenstecher5, Winternitz und 
Meloy6, Juschtschenko 7 , Rona 8 , Freudenberg9 , Porter10, Bachll). 
Die davon abweichenden Resultate von 8axP2 sind nicht bestatigt worden. 

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

In Milz 5, 8, 13, Lungen 8,14, Nieren 8,15, so:wie in Thyreoidea 7, Placenta 16 

und in Muskeln 8, peripheren Nerven 17, Gehirn (T. Taka"aka18), Fischfleisch 
(8 to c k s tad 19), meist qualitativ, nachgewiesen; auch im Verdauungstraktus 
des Flusskrebses 20. 

1 Frouin, Soc. BioI. 61, 665; 1906. 
2 Camus u. Nicloux, Soc. BioI. 68, 619; 1910. 
3 Falk, JI Amer. Chern. Soc. 36,1047; 1914. 
4 Loevenhart, Amer. JI Physio1. 6, 331; 1902. 
5 Pagenstecher, Biochem. Zs 18,285; 1908. 
6 Winternitz u. Meloy, JI Med. Research 22, 107; 1910. 
7 Juschtschenko, Biochem. Zs 25,49; 1910: Uber fettsp. Enzyme der Schilddriise. 
8 Rona, Biochem. Zs 32, 482; 1911. 
9 Freudenberg, Biochem. L:s 45, 467; 1912. 

10 A. E. Po r t e r, Biochem. JI 10, 523; 1916. 
11 A. B a c h, Fermentf. 1, 151; 1916. 
12 Saxl, Biochem. Zs 12, 343; 1908. 
13 Tanaka, Biochem. Zs 37, 249; 1911. 
14 Sieber, H.55, 177; 1908. - Saxl, 1. c. - Sieber u. Dzierzgowski, H. 62. 
15 Battesti u. Baraja, Soc. BioI. 55, 820; 1903. 
16 S a v are, Hofm. Beitr. 9, 141; 1908. 
17 Ukai, Tohoku JI of Exper. Medic. 1,519; 1920. 
18 Takasaka, Biochem. Zs 184,390; 1927. 
19 Stockstad, Tidskr. f. Kemi, 1920. 
20 Paul Kruger 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 35° abgektihlten Auszug, so erhalt 
man eine klare L5sung, welche Athylbutyrat kraftig spaltet. Folgende Ta
belle bezieht sich auf eine Messung des Verf. 1, mit bei 17° ges. Athylbutyrat-
15sung bei 35°. 

Minuten ccm Barytlos. a-x k .104 

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 verlauft als Reaktion 1. Ordnung. 
E. Freudenberg 2 fand im Fettgewebe eines frisch get5teten 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 Milchdruse eine be
sonders kraftige Lipasewirkung zu finden sein soUte, hat Virtanen3 sowohl 
Druse als Milch untersucht. Es zeigte sich indessen, dass die Lipasewirkung 
von Milchdrusenextrakten sehr schwach ist. Mit Glycerinextrakten konnten 
jedoch sowohl Spaltung als Synthese von Athylbutyrat konstatiert werden. 
Die Spaltung von Milchlett war'Sehr schwach. Die Spaltung des Athylbutyrats 
verlief annahernd nach der monomolekularen Formel. Bei und unter pH = 5 
wurde keine Spaltung beobachtet; dagegen eine enzymatische Synthese auch 
bei pH = 4. 

c) Tumoren verschiedener Organe. 

Falk und Noyes vergleichen Uterustumoren mit normaler Uterus
muskulatur, ferner Blasentumoren 4. 

d) Gesamte Tierextrakte. 

Hier sei auf eine gr5ssere Serie von Untersuchungen hingewiesen, in 
welchen K. George Falk mit mehreren Mitarbeitern die esterspaltende 
Wirkung ganzer Tiere (Kaninchen verschiedenen Alters 5, Mause, Aale 6) 

1 Euler, Hofm. Beitr. 7, 1; 1905. 
2 E. Freudenberg, Biochem. Zs 45,467; 1912. 
3 Vir tan en, H. 137, 1; 1924. 
4 K. G. Falk u. Helen M. Noyes, Jl of cancer res. 10, 146; 1926. 
:; Helen l'fLNoyes, K.G. Falk u. E.J. Baumann, Jl gen. physiol. 9,651; 1926. 
6 K. G. Falk u. Helen M. Noyes, JI gen. physiol. 10, 1 u. 359; 1927. 
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untersucht. Auch der Einfluss der Temperatur am solche Enzymgemische 
wurde festgestelltl. 

VI. Esterasen der Korperfiiissigkeiten. 

a) BInt. 

Vorkommen. Ein esterspaItendes Enzym 1m BIut ist von Hanriot 2 

entdeckt worden; die Wirkung wurde zunachst am Monobutyrin geprtift. In
dessen ist nach dem Befund von Rona und Michaelis 3 BIut auch imstande, 
Tributyrin zu zerlegen, so dass sich die Annahme von Doyon und Morel 4 

und von Arthus 5 von der Existenz einer besonderen Monobutyrinase im 
BIut wohl nicht mehr au£recht erhaIten lasst. 

Uber die physiologische Rolle der BIutesterase herrscht noch keine 
Klarheit; moglicherweise stammen die Blutesterasen ganz oder teilweise aus 
Organen und Geweben 6; vermutlich ist die Leber an der Fettregulation des 
Blutes beteiligt. Bemerkenswert ist, dass die lipolytische Fahigkeit des 
BIutes ansteigt, wenn nach Hungertagen grosse Fettmengen (Riibol, Talg) 
verfiittert werden (Abderhalden und Rona7). Der GehaIt des Blutes 
an Fe t t zeigt iibrigens im Hungerzustande keine wesentliche Anderung 
(E. Freudenberg8). 

Uber die Bedeutung del' BIutlipasen fUr den Fettstoft'wechsel del' Zellen siehe auch 
G. Bayer, Zs BioI. 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 del' Verteilung del' Esterasen im Korper und seiner Widerstandsfahigkeit gegen Tuber
kulose besteht (Winternitz u. Meloy, JI Med. Res. 107; 1910. - Achard u. Clerc, 
Soc. BioI. 54, 1144; 1902 nnd 56, 812; 1904. - A. E. Port e r, Biochem. JI 10, 523; 1916). 

Die Esterase des BIutes ist irgendwie mit den Erythrocyten verkniipft, 
da Doyon und Morel 9, sowie Rona und Michaelis10 im Serum die enzy
matische Wirkung im allgemeinen bedeutend schwacher fanden als im BIut. 
Nur bei Meerschweinchen und Kaninchen ist BIut und Serum gleich, und 
zwar sehr stark, wirksam. 

1 H e 1 e n M. No yes, Lob e I' b 1 at t u. K. G. Fa 1 k, JI bioI. Chern. 68, 135; 1926. 
2 Hanriot, C. r. 123,753, 833; 1896 und 124, 778; 1897. - Soc. BioI. 48,925; 1896. 

- Hanriot u. Camus, C. r. 124,235; 1897. 
3 Rona u. Michaelis, Biochem. Zs 31, 345; 1911. 
4 Doyon u. Morel, Soc. BioI. 55, 682; 1903. 
5 A I' t h us, JI de PhysioI. PathoI. 4, 455; 1902. 
6 Wedel' Pankreas noch Schilddriise diirfte die Hauptquelle del' Blutlipase bilden; siehe 

v. He s s, JI BioI. Chern. 10, 381; 1911. 
7 Abderhalden u. Rona, H. 75, 30; 1911. - Abderhalden u. Lampe, H. 78, 

396; 1912. - Bus que t u. Vi s c h n i a c konnten im intravaskularen BIut keine Fettspaltung 
nachweisen (Soc. BioI. 83, 844; 1920). 

8 E. F I' e u den bel' g, 1. c. 
9 D oy 0 n u. Mol' el, Soc. BioI. 58, 616; 1905. 

10 Rona u. Michaelis, Biochem. Zs 31, 345; 1911. 
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Optimale Aciditat. Nach Ronal liegt das Optimum der Wirksamkeit 
der Serumlipase zwischen pH = 7 und 8,6. Die Fig. 6 ist der Arbeit von 
Rona und Bien 2 entnommen. 

Das Optimum falIt also mit dem der Pankreasesterase recht nahe zusammen. 
Kinetik. Rona und Ebsen 3 fanden die Reaktionskonstanten 1. Ord

nung fur die Tributyrinspaltung (gemessen nach der Methode VOn Rona 
und Michaelis, S. 62) nicht un
abhangig von der Anfangsmenge des 
Tributyrins, sondern ihr umgekehrt 
proportional. Die Geschwindigkeit der 
Esterspaltung war direkt proportional 
der Enzymmenge. Der zeitliche Ver
Iau£ der Spaltung war mit Monobutyrin 
als Substrat ein anderer als mit Tri
butyrin, was kaum auffallen kann, da 
in letzterem FaIle eme stufenweise 
Reaktion vorliegt. 

Temperatureinfluss. Den Tempera
turkoeffizienten der Esterspaltung durch 
Serumesterase hat Hanriot4 mit dem
jenigen der Pankreasesterase verglichen; 
er hat daraus Schlusse auf die Ver-
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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 5 an. 

Dber Lecithinspaltung im Blut siehe S. 65. 
Paralysatoren. Dber die Wirkung des Atoxyls (Na-Salz der p-Amino

phenyl-arsinsaure, ~N' CSH4' AsO(OH)2) haben Rona und MitarbeiterS 
eingehende interessante Versuche angestellt. FUr wechselnde Giftkonzen
trationen wurde die Beziehung gefunden: 

kA-kB k 
B 1 A = onst (:It), og - og 

wo kA und kB die Geschwindigkeitskonstanten bei den Giftkonzentrationen A 
und B bedeuten. 

1 Ron a, 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. 

4 Hanriot, C. r. 124, 778; 1897. 
5 Maceo, Riv. di patol. sperim. 1,448; 1926. 
8 Rona u. E. Bach, Biochem. Zs 111, 166; 1920. - Rona u. Gyorgy, ebenda 111, 

115; 1920. 
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Wirken am verschiedene Enzymmengen dieselben Giftkonzentrationen, 
so sind die prozentischen Hemmungen bzw. die "Hemmungskoeffizienten" 

h ko - kA l' h AI . " k t A =--F-- g eIC·. so lSt k = ons. 
o 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 erganzen sein, da es sich in der erwahnten Untersuchung eben 
urn Sf/ren, nicht urn gereinigte Enzymlosungen handelt, also die ubrigen Be
standteile der Seren die "Empfindlichkeit" wesentlich beeinflussen konnen. 
Es ist doch zu bemerken, dass Rona in neueren Untersuchungen gefunden 
hat, dass nach Willstatter gereinigte Losungen von Serumlipasen noch 
ihre spezifische Giftempfindlichkeit beibehalten 1. 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-P-Oocain kein Unterschied 
gefunden werden." 

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

Trypafl&vin 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 am Serumlipase haben Walburn und 
Berthelsen2 studiert, in Zusammenhang mit Walbums Untersuchungen 
iiber Metallsalztherapie bei Tuberkulose u. a. Infektionskrankheiten. 

tiber die Zunahme des Spaltungsvermogens des Serums fur Tributyrin bei chronischer 
P-Vergiftung siehe A v ell 0 n e 3. - Serumlipase bei pankreatischen Erkrankungen: J e dl ic lea 
(Zs ges. Med. 47). 

b) Lymphe. 

In den serosen Fliissigkeiten sollen, wie 1m BIute, Lipasen vorhanden 
sein 4 • 

c) Milch. 

Der Nachweis einer Esterase in der Milch ist von Gillet 5 und Hippius 6 

gefiihrt worden. 
1 Rona u. Ammon, Biochem. Zs 181,49; 1927. 
2 Walbum u. Berthelsen, Zs f. Immunitatsf. 42,1924. 
3 A v e 11 0 n e, Riv. di patol. sperim. 1, 385; 1926. 
4 Garnier, Soc. BioI. 65, 1557; 1903. 
6 Gille t, JI de Physiol. PathoI. 4, 439; 1902. 
6 Hippius, Jahrb. Kinderheilk. 61, 365; 1905. 
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Hinsichtlich der von Da vidsohn 1 bestimmten optimal en Aciditat, etwa 
pH = 8, stimmt die Esterase der Frauenmilch mit der Pankreas- und Serum
esterase angenahert iiberein. 

In neuen Untersuchungen wurde bisweilen die Existenz der Milchlipase 
bestritten 2, in anderen £and man dagegen recht viel Lipase. Wie Virtanen 3 

gezeigt hat, riihren 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 einwandireien Versuchen konnte Virtanen die Existenz einer 
Esterase in Kuhmilch zeigen. Sie spaltet Athylbutyrat gut, Milchlett aber 
sehr schlecht. 

d) Harn. 

1m normalen Harn sollen Esterasen nur spurenweise vorhanden sein 
(Taniani, Hewlett 4). Letzterer Forscher £and, dass sie bei St6rungen 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 L6wy 5, Ruszt (1924)J, bei Rachitis 
(Hizume 6). 

Speichel soIl ebenfalls £ett- und esterspaltende Wirkung zeigen (K. S c h e e r , 
Klin. Woch. 7, 163; 1927. 

B. Phytoesterasen. 

I. Ricinuslipase. 
Green 7 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 61haltigen Samen aufmerksam 
gemacht, und etwa gleichzeitig ist auch Sigmund8 zu ahnlichen 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 kraftige Wirkung aus. H. E. Armstrong und 
Ormerod 9 haben einen Vergleich zwischen der Wirkung einer pflanzlichen 
(Ricinus) und tierischen Esterase auf verschiedene Substrate ausgefiihrt; dabei 

1 D a v ids 0 h n, Biochem. Zs 49, 249 und zwar 274; 1913. 
2 P a I mer, JI of Dairy Science. 5, 51; 1922. 
S Virtanen, H. 137, 1; 1924. 
4 Hewlett, JI med. Research. 11, 377; 1904. 
6 Pribram u. Lowy, II. 76, 489; 1912-. 
6 Hizume, Jahrb. f. Kinderkrankh. 106,227; 1924. 
7 Green, Proc. Roy. Soc. B. 48, 370; 1890. 
8 Sigmund, Monatsh. f. Chern. 11,272; 1900. 
9 H. E. Armstrong, Proc. Roy. Soc. B.76; 606; 1905. - H. E. A.rmstrong und 

Ormerod, ebenda 78, 376; 1906. - Siehe hierzu auch die Versuche von Falk, Jl Amer. 
Chern. Soc. 35, 1904; 1913. 
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zeigte sich, dass p£lanzliche Esterasen vom Typus der Ricinuslipase, welche 
eine hohe Wirksamkeit gegen eigentliche Fette besitzen, "niedere Ester" ver
haltnismassig trage spalten, wahrend z. B. wassrige 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 ccm 0,2 n. NaOH, 
entsprechend der bei 25° nach 68h enzymatisch gebildeten Saure. 

Ester Leberesterase Ricinusesterase 
Mandelsaures Athyl 1,4 2,0 
Benzoesaures Athyl 3,9 0,8 
Salicylsaures Methyl 0,3 0,4 
Essigsaures Athyl 10,35 9,9 

Auch Glycerinester sulfonierter Fettsauren werden durch Ricinuslipase 
ges palten 1. 

Wie Connstein, Hoyer und Wartenberg 2, denen man eine grund
legende Arbeit iiber Pflanzenlipasen verdankt, gefunden haben, werden von 
Ricinusenzym "samtliche, 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 iiber
legen. Die von den genannten Forschern angewandten Samen bestanden 
aus 47,51 % Ricinusol, 28% Schalen, 21-25% Kuchen. Etwa dieselbe Zu
sammensetzung finden Willstatter und Waldschmidt- Leitz 3 • 

Die Samen werden zweckmassig in entschaltem und entoltem Zustande 
angewandt. Das Ricinusol kann man entweder kalt auspressen 4 oder kalt 
extrahieren, ohne dem Enzym zu schaden; "insbesondere ist eine Behandlung 
des Samens mit Ather oder Schwefelkohlenstoff vollig indifferent". Falk 
und Nelsons wandten zur Extraktion Chloroform oder Tetrachlorkohlen
stoff an. 

Nicloux 6 verwendet zu seinen quantitativen Versuchen in Cottonol 
suspendiertes Cytoplasma, und J alander7 ist diesem Beispiel gelegentlich 

1 Dub 0 s c, Zitiert nach Zbl. f. Biochem. 22, 307; 1920. 
2 Conn stein, Hoyer u. Wartenberg, Chern. Ber. 35, 3988; 1902. 
• Wills tatter u. Waldschmidt-Leitz, H. 134, 161; 1924. 
4 Tanaka, Jl Coil. Engin. Tokyo 5, 125; 1912. 
5 Falk u. Nelson, Jl Am. Chern. Soc. 34,731>; 1912. 
6 Nicloux, Soc. BioI. 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 geschalte Ricinussamen werden fein zerstossen und mit 250 g Cotton-
01 innig verrieben. Man filtriert durch einen Leinenbeutel und zentrifugiert; 
dabei erhalt man einen Bodensatz von groberen, unwirksamen Teilchen und 
230-250 g Aufschlemmung. Diese wird entolt, indem man zunachst der 
Aufschlemmung das gleiche Vol urn en Petrol ather zumischt und absetzen 
lasst. N ach dem Abdekantieren wird der Bodensatz vollstandig entolt. Die 
als weisses Pulver erhaltene Trockenmenge Enzym betragt 2,5-3% der ver
arbeiteten Samenmenge. 

Willstatterl hat neuerdings Verfahren zur Uberfiihrung der Lipasen, 
besonders des Ricinusenzyms in haltbare, trockene Form angegeben; dieselben 
bestehen in der Aufnahme der Lipasen aus Emulsionen und Suspensionen mit 
chemisch indifferent en Stoffen von grosser spezifischer Oberflache, z. B. mit 
Kieselgur, Ton, Kaolin, Talk, Kohle oder Baryumsulfat. 

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

Die Patentschrift 2 gibt u. a. folgendes Beispiel: 
Aus 1 kg geschalten Ricinussamen wird durch Verreiben mit 14 kg Wasser eine Milch 

hergestellt und diese bei einer Minutenumdrehungszahl von ungefahr 3000 zentrifugiert. Die 
entstandene Sahne, die ihre lipatische Wirksamkeit beim Entfetten oder Trocknen einbiissen 
wiirde, hebt man ab und verreibt sic inuig mit 333 g Kiesclgur. Das teigformige G!)misch 
wird dann entweder in einer einzigen Operation durch Anriihren und Was chen mit Aceton, 
Alkohol u. dgl. zugleich eutfettet und getrocknet, oder es wird zuerst in Trocknungsapparaten 
entwassert und daun durch Extraktion mit Losungsmitteln entolt. 

Spaltungsprobe: 0,2944 g Kieselgurlipase (entsprechend 1 g ungeschaltem Samen) 'ergabell 
mit 2,5 g Riibol und mit 2 g Wasser bei 200 in 20 Minuten 18,5 % Verseifung. 

Ein ahnliches Verfahren kann auch auf die Olsuspensionen nach Nicloux 
angewendet werden. 

Vorgange 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 zerstort wird, sobald keine Schutzwirkung durch Fette 
ausgeiibt wird, so zahlt 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 wahrend der Keimung 

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

Chemie d. Enzyme. II. 3. A. 4 
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sollte also nur darauf beruhen, dass freigemachte Saure die Reaktion naher 
dem Optimum bringt. 

Die Verhaltnisse sind indessen viel komplizierter. Willstatter fand, 
dass, wenn man die Lipasewirkung bei der optimalen Reaktion pH = 4,7 
(siehe unten) bestimmt, wahrend der Keimung eine standige 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. Wahrend der Keimung tritt aber eine 
solche auf, erreicht einen ansehnlichen Betrag, und wird dann wieder etwas 
kleiner. N ach 7 tagiger Keimung findet man die Wirkung bei neutraler Re
aktion sogar grosser als bei saurer. Willstatter schliesst aus diesbezuglichen 
Versuchen, dass die Lipase wahrend der Keimmig eine Veranderung erfahrt. 
In dem ruhenden Samen ist die eigentliche Samenlipase, die "Spermato
lipase" vorhanden, die ihr Aciditatsoptimum bei pH = 4,7 hat. Wahrend 
der Keimung geht diese Spermatolipase allmahlich in die "Blastolipase" 
uber, die Optimum bei neutraler Reaktion hat. Willsta tter stellt sich diese 
Veranderung folgendermassen vor: Die Spermatolipase ist fest an ein Protein 
(Trager) verankert. Es kann auch so sein, dass das Protein dem eigentlichen 
Enzymmolekul gehort. Der Trager bedingt viele Eigenschaften der Lipase, 
unter anderem die Aciditatsabhangigkeit. Wahrend der Keimung wird das 
Protein von den Samenproteasen verandert (gespalten). Der neue Trager 
(das. neue Enzymmolekul) bedingt neue Eigenschaften, in diesem Fane bei
spielsweise ein anderes Aciditatsoptimum. Die Blastolipase durfte nur eine 
Durchgangsstufe darstellen, denn, wie oben gesagt wurde, vermindert sich 
ihre Menge, die ubrigens nie im Verhaltnis zur Menge der ursprunglichen 
Spermatolipase betrachtlich ist, stetig von einem gewissen Stadium cler Keimung 
an. Die Bildung der Blastolipase tritt auch bei der von Hoyer beschriebenen 
Darstellung "gesauerter Sahne" ein. Die Annahme, dass es sich hierbei um 
einen proteolytischen Vorgang handelt, wurde durch besondere Versuche Will
statters stark gestutzt, wo gezeigt wurde, dass eine sozusagen kunstliche 
Keimung von enzymhaltiger Sahne durch Pepsinbehandlung herbeigefuhrt 
werden konnte. 

Der Einfluss der Saure, uber den stark widersprechende Angaben VOf

liegen, fuhrt nach Willstatter zu einer ahnlichen Erscheinung wie die Pepsin
behandlung. Es gibt aber charakteristische Unterschiede. 

Abgesehen vom Aciditatsoptimum unterscheiden sich die Spermatolipase 
und die Blastolipase noch bezuglich Haltbarkeit, Verhalten gegen Glycerin 
usw. Die Blastolipase besitzt viel starkere synthetische Wirkungen als das 
unveranderte Samenenzym. 

Reinigung der Ricinuslipase. Fur die Reinigung eignet sich eigentlich 
nur die oben beschriebene enzymhaltige Olsahne. Herstellung von Trocken
praparaten, die, wie oben angefiilirt, durch Sorptionsmittel oder auch durch 
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direktes, vorsichtiges Einengen im Faust-Heim-Apparat geschehen kann. 
ist fUr die Reinigung ohne Wert, weil die" unlosliche Lipase nicht wiedel' 
aus den Sorbaten freigemacht werden kann. FUr die Reinigung der Ricinus~ 
lipase sind aus demselben Grunde die gewohnlichen Sorptions- und Elutions
methoden nicht anwendbar. Willstatter hat eine gewisse Reinigung dadurch 
erreicht, dass er aus der Sahne gewisse Begleitstoffe heraus16sen 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 Praparate enthalten noch Proteine. 

Aciditii.tsoptimum. Wie oben ausgefiihrt, wirkt die Samenlipase in saurer 
Losung. Aus den Messungen von Jalander berechnete Sorensen l eine 
optimale Aciditat von pH = etwa 3. Verunreinigungen des Enzympraparates 
haben indessen sicher die bereehnete Aciditat stark herabgesetzt. In lJber
einstimmung mit Haley und Lyman 2 finden Willstatter und Wald
schmidt-Leitz das Optimum bei 4,7-5,0. Die Wirkung war am grossten 
in Acetatpuffer, kleiner in Phosphat, noch kleiner in Citrat16sungen. Zu nennen 
sind hier einige altere Versuche von Armstrong und Ormerod (1. c.) iibeI1 
den Einfluss verschiedener Sauren. Sie fanden keinen.Zusammenhang zwischen 
der aktivierenden Wirkung verschiedener Sauren und ihren Dissoziations
konstanten. Dies entspricht auch dem friiheren Befund yon Hoyer3• 

Konzentration der Saure 0,01 norm. 0,02 norm. 0,10 norm. 0,50 norm. K·I0· 
Essigsaure 5,45 14,9 14,6 13,6 1,8 
Bernsteinsaure 2,80 14,6 15,4 12,2 6 
Citronensaure 7,25 15,3 14,7 1,1 82 
Weinsaure 6,95 15,4 "14,2 97 

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

Aktivatoren und Paralysatoren. Tanaka' fand eine Beschleunigung durch 
manche Neutralsalze in starken Losungen. Auch eine Untersuchtmg von 
Falk5 ist zu nennen. Willsta tter findet dagegen Natriumchlorid stark 
hemmend. Die Hemmung steigt proportional der Salzkonzentration. Die yon 

1 Sorensen, Biochem. Zs 36,435; 1911 und zwar 448. 
2 Haley u. Lyman, Jl Am. chern. Soc. 43,2664; 1921. 
3 Hoyer, Chern. Ber. 37, 1436; 1904. 
4 Tanaka, Jl CoH. Engin Tokyo 5, 142; 1912. 
5 Falk, Jl Am. chern. Soc. 35, 601; 1913. 

4* 
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Tanaka gefundene Aktivierung durch Aminosauren konnte Willsta tter 
auch nicht bestatigen. Mehrere Autoren 1 haben eine Forderung durch Mangan~ 
salze beobachtet. In Willstatters Versuchen waren diese Salze, wenn das 
Enzym unter optimalen Bedingungen untersucht wurde, indifferent. NaF 
ist nach Connstein, Hoyer und Wartenberg ein starker Paralysator, 
ebenso HgCI2 und Formaldehyd. Chloralhydrat ist unschadlich. 

Hervorzuheben ist die Wirkungslosigkeit der Gallensalze 2• 

Alkohol und Aceton verzogern 3 • Immerhin wirkt Ricinuslipase auf 
Methylacetat auch in wassergesattigtem Ather und wassrigem Aceton4• 

Einfluss der Temperatur. Ricinuslipase scheint zu den besonders hitze
empfindlichen Enzymen zu gehoren. Connstein, Hoyer und Wartenberg 
geben an, dass bei 50 ° die Fettspaltung gehemmt wird. Trockene Praparate 
sind natiirlich weniger empfindlich5• Das Temperaturoptimum der Wirkung 
Jiegtnach Willstatter und Waldschmidt-Leitz bei 35°. Sie haben weiter 
festgestellt, dass bei 50 ° die Lipase in Gegenwart wassriger lHemulsionen 
vollig inaktiviert wird, wahrend sie nach Nicloux in trockener Olsuspension 
Temperaturen bis 100 ° vertragen solI. 

Kinetik. N i c 10 ux 6 verdankt man die ersten ausfiihrlicheren Versuche iiber 
Ricinuslipase oder, wie der Verfasser sagt, iiber die lipolytische Wirkung des 
Plasmas der Ricinussamen. N icloux fand sein Praparat unloslich in Wasser; 
er emulgierte das Cy~oplasma in dem zu hydrolysierenden 01, meist Baumwoll~ 
01, und setzt verdiinnte Essigsaure zu. Folgende Zahlen sind bei 18 0 erhalten. 

t Min. 
Hydrolys. in % 

100 100 
k = -t-Iog100_x 

30 45 60 90 
23,6 33,1 40,4 54,8 

0,388 0,387 0,375 0,382 

127 
67,0 

0,392 

150 
73,2 

0,381 

210 
85,5 

0,399 

450 
94,4 

0,278 

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

Das Zeitgesetz der p£lanzlichen Lipasen ist bald darauf auch von Conn~ 
stein, Hoyer und Wartenberg eingehend untersucht worden. Dieselben 
haben zunachst die wesentliche Tatsache festgestellt, dass erhebliche Mengen 
freier Saure notwendig sind, urn die Lipase zur -Wirksamkeit gelangen zu: 
lassen. (Vgl. oben die neuen Versuche Willsta tters.) 

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

1 Hoyer, Chern. Zbl. 76, 582; 1905. - Falk u. Hamlin, Jl Am. chern. Soc. 35, 
210; 1913. - FaIk, Proc. Nat. Acad. Science 1, 136; 1915. 

2 Donath, Hofm. Beitr. 10,390; 1907. 
3 FaIk, JI Am. chern. Soc. 35,616; 1913.-
4 }i'alk u. Nelson, Jl Am. chern. Soc. 34, 735; 1912. 
Ii FaIk, Proc. Nat. Acad. Science 2,557; 1916. 
6 N i cl 0 U x, Soc. BioI. 54, 840; 1902. 
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1890) pulverisierte Ricinussamen mit Wasser und iiberlasst sie wahrend 
24 Stunden bei etwa 40° sich selbst, so beobachtet man tatsachlich nach Ab
lauf dieser Zeit durch 'ritrieren des Gemenges <;las Auftreten geringer Mengen 
Saure; lasst man solche Proben noch mehrere Tage stehen, so erfolgt nach 
einiger Zeit ein sprungweises rapides Ansteigen der Sauremenge. Dieser 
"Sprung" tritt jenach der hoheren (35-40°) oder niedrigeren (15-20°) 
Temperatur des Ansatzes bald frillier (nach 2-3 Tagen), bald spater (nach 
4-6 Tagen) in Erscheinung. 

5 g Ricinussamen mit 5 g l0f0iger Chloralhydratlosung verrieben und 
bei 16° sich selbst iiberlassen: 

Gefunden 

% Ricinusolsaure 

sofort 

1 

nach 2 Tagen 4 Tagen 

3 52 

6 Tagen 

59 

8 Tagen 

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 k6nnen. 
A. E. T a y lor, welcher Triacetin, den Essigsaureester des Glycerins, mit dem 
Pulver von Ricinusbohnen hydrolysiert hat, fand einen Reaktionsverlauf, 
wie bei monomolekularen Reaktionen. Er gibt folgende Resultate an, bei 
welchen l / 2-, 1- und 2°/oige L6sungen von Triacetin zur Anwendung kamen. 
Die Konstanten k beziehen sich auf 18°. 

t Stunden 4 8 16 24 28 32 40 48 

1/2% x beob. 0,096 0,162 0,287 0,418 0,489 0,477 0,623 0,652 
k 109 96 92 98 104 88 106 96 

x beob. 0,083 0,174 0,338 0,418 0,488 0,542 0,609 0,655 
1% k 94 104 112 98 104 106 102 9G 

x beob. 0,098 0,174 0,323 1,431 0,502 0,485 0,595 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. 

Willsta tter fand auch in seinen einwandfreien Versuchen, dass sich der 
Reaktionsverlauf durch keine einfache Formel ausdriicken lasst. Die nach der 
monomolekularen Formel berechneten Konstanten sanken stetig. Die 
S c h ii t z sche Regel galt nur in einem sehr engen Bereich mittlerer Spaltungs
grade. Bis zu etwa 6°1o Spaltung bestand Proportionalitat zwischen Umsatz 
und Zeit. (Beziiglich Glyceryltriacetat: Lor b e r b I at t und K. G. Fa 1 k, Jl 
Am. Chem. Soc. 48). 

N icloux hatte auch bei kleinen Enzymmengen E und Versuchszeiten 
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die gespaltenen Substratmengen den Enzymmengen proportional gefunden. 
Dies wurde durch Messungen von J alanderl bestatigt. 

Je 1,0 g Cottonol, 1 ccm 0,01 n. Essigsaure. Temperatur 22°. Versuehsdauer 30 l\linuten 
(Tab. XX). 

Enzymmenge E Verbrauehte cern Gespalten, °/0 x 
(Rieinuslipase in -
Aufsehlemmung) 

0,1 n. Natronlauge x E 

0,001 1,68 4,46 4,46 
0,002 3,40 9,04 4,52 
0,003 5,21 13,85 4,65 
0,004 6,70 17,82 4,45 
0,005 8,31 22,10 4,40 
0,010 15,63 41,57 4,16 
0,015 19,96 53,08 3,54 
0,020 22,18 58,99 2,99 
0,025 23,05 61,30 2,41 

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

Je 0,02 g troekene Ricinuslipase, 1,0 g Triolein, 1,0 eem 0,01 n. Essigsaure. Temperatur 20°. 
Naeh sorgfaltiger EmuIsionierung wahrend der ganzen Versuehsdauer masehinell gesehiittelt 
(Tab. XXXIII). 

Minuten 0,1 n NaOH % gespalten x 10' a 
-lg--

t eem x Vt t a-x 

10 6,76 20,39 6,4 100 
20 11,55 34,87 7,8 93,0 
30 15,93 48,05 8,7 93,9 
60 18,85 56,86 7,3 60,6 

120 26,18 78,97 7,2 56,2 
140 28,54 86,54 5,7 35,7 

Willstatter und Waldschmidt-Leitz fanden die Zeiten gleichen Um
,aatzes umgekehrt proportional den Enzymmengen. Diese Beziehung gilt 
streng bis zu einer Verseifung von 40-50% und Enzymmengen 1 : 4, und 
nicht mehr ganz streng fur Enzymmengen 1 : 16. Willstatter schliesst, 
dass bei der Ricinuslipase die Hemmung durch die Spaltprodukte weniger aus
gepragt ist als bei der tierischen Lipase. 

Synthetische Wirkungen. Taylor 2, S. Iwanow 3, Welter', Jalander 
(1. c.) und Krauss 5 haben mit Ricinusenzym Synthesen durchfiihren konnen, 
wobei auch die Zwischenprodukte Mono- und Di-Olein beobachtet wurden 
(Krauss). Der nachfolgende Versuch von J alander zeigt, dass von beiden 
Seiten her die gleiche Gleichgewichtslage erreicht wurde (Vers. 8). 

1 Jalander, Bioehem. Zs 36, 435; 1911. 
2 Taylor, Publ. Univ. Calif. 1, 33; 1904. 
• Iwanow, Bot. Ber. 29, 595; 1911. 
4 Welter, Zs angew. Chern. 24, 385; 1911. 
Ii Krauss; Zs angew. Chem. 24, 829; 1911. 
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Temperatur 20°. 5mal taglich je 2 Minuten lang geschiittelt. 
A. Esterspaltung. B. Esterbildung. 

0,01 g trockene IUcinuslipase, 1,0 g Triolein, 0,01 g trockene Ricinuslipase, 0,957 g Olsaure 

Dauer 
Tage 

15 
30 

1 ccm 0,01 n. Essigsaure 0,104 g Glycerin, 1 ccm 0,01 n. Essigsaure 
ccm 01 gespalten Dauer ccm Olsaure geb. 

O,ln. ~aOH % Tage 0,1 n. NaOH Ofu 
29,51 89,02 15 30,31 11,16 
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 Aciditat des Mediums hat, ware in hohem Grade wiinschenswert. 

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

Was die Theorie dieses oder ahnlicher enzymatischer Gleichgewichte 
betrifft, so diirfte es nunmehr eine der nachsten Aufgaben sein, die Grund
annahme, dass enzymatische Reaktionen durch die Verbindungen zwischen 
Enzym und Substrat v~rmittelt werden, auf umkehrbare Reaktionen mit 
messbarer Gleichgewichtslage anzuwenden. Offenbar wird, wie Euler 1907 
betont haP, das natiirliche' Gleichgewicht durch die Verteilung des Enzyms 
zwischen Substrat und Reaktionsprodukt, im vorliegenden Fall zwischen 
Ester und Saure bzw. Alkohol, beeinflusst. Zur Klarung dieser Verhaltnisse 
und zur Priifung, ob sich hier Reaktionsgeschwindigkeit und Gleichgewicht 
durch die Annahme von zwei Affinitatsstellen 2 im Enzym und Substrat 
beschreiben lasst, 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 145413 und 147757; 
1902. Ver. Chem. Werke Charlottenburg. 

Die Trennung des Protoplasmas von anderen Bestandteilen des Ricinus
samens, 01 und Aleuron, durch Zentrifugieren hat sich Nicloux patentieren 
lassen. D. R. P. 188511; 1904. - Ein weiteres Patent von Nicloux, D. R. P. 
191113; 1905 betrifft den Zusatz von Calcium- und Magnesiumsulfat. 

Siehe auch daB Verfahren von Willstatter (S. 49) D. R. P. 316504 
(1919), 3. Beispiel. 

II. Lipasen anderer olhaltiger Samen. 
Ausser Ricinussamen sind noch zahlreiche andere olhaltige Samen unter

sucht worden, so Z. B. Cocosnuss 3, Colanuss 4, Erdnuss (Arachis)S, LeinS, 
1 Euler, H. 52, 146; 1907. 
2 Euler, Sv. Yet. Akad. Arkiv f. Kemi 9, Xr. 13; 1924. - Euler u. Josephson, 

H. 166, 294; 1927. 
3 L u m i a, Malys Jahresber. iiber d. Fortschr. d. Tierchemie. XXVII. 1898, 724. 
4 Mastbaum, Chem. Zbl. 78, I, 978; 1907. - Driessen, Pharm. Weekblad. 46; 1909. 
5 Dunlap u. Seymour, Jl Amer. Chem. Soc. 27, 935; 1905. 
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Mandeln 1 und besonaers Sojabohnen 2 und ChelidoniumsameD 3. Es sei ferner 
auf die Arbeiten von Fokin4 und Gerber 5 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 be£reit 
die Sojabohnen mit der Hand von ihren Schalen, mahlt die Kerne, extrahiert 
mit Ather, trocknet an der Luft und siebt. Solche Sojapraparate hat Falk 
gegen Glyceryltriacetat recht aktiv gefunden, viel weniger gegen Athylbutyrat. 

Mit Enzym aus Chelidoniumsamen konnte Bournot3 Monoolein und 
Triolein synthetisieren. 

III. Esterasen in Pilzen und Mikroorgallismen. 
Eine Esterase in h5heren Pilzen beschreibt Zellner 6. In niederen Pilzen 

sind Esterasen zuerst von Gerard 7 und Camus 8 nachgewiesen worden. 
Weitere Literatur tiber Pilzesterasen: 

1 
B iff en, Ann. of Bot. 13, 163; 1899. 

. Garnier, Soc. BioI. 55, 1490, 1583; 1903. 
AspergIllus Spiekermann u. Bremer, Landw. Jahrb. 31, 81; 1902. 

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

{ Rouge, ZbI. f. Bakt. II. 18,404; 1907. 
Lactarius sanguifluus Deleano, Biochem. Zs 17, 225; 1909.' 

Rouge (1. c.) zieht aus seinen Beobachtungen tiber die Lipase des Lac
tarius sangui£luus den Schluss, dass in verdtinnten L5sungen 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 tiber den Ein£luss der Temperatur auf die Enzyme. 

Eine moderne Untersuchung iiber die Takaesterase verdanken wir 
Willstatter und Kumagawa 9• Wie schon Wohlgemuth10 fand, finden 
die Autoren, dass das Takaenzym gut niedere Ester spaltet, Fett aber sehr 
schlecht. Sie ist in dieser Hinsicht noch ausgepragter als die Leberesterase. 
Sie zeigt optische Spezifitat. Bei den vier untersuchten racemischen Sub
straten stimmt sie mit der Leberesterase iiberein. Sie wird von Zusatzen 
ganz anders beeinflusst als die tierischen Enzyme. Folgende Tabelle sei an
geftihrt: 

1 Tonegutti, Staz. sperim. agrar. ital. 43, 723; 1910. - Chern. Zbl. 82, I, 332; 1911. 
2 Falk, JI Amer. Chern. Soc. 37, 649; 1915. 
3 Bournot, Biochem. Zs 52, 172; 1913 und 65, 140; 1914 .. 
4 F 0 ki n, Chern. Zbt. 74, II, 1451; 1903. - 75, II, 1617; 1904. 
6 Gerber, C. r. 152, 1611; 1911. 
o Z ell n e r, Monatsh. f. Chemie 27, 295, 1906. - Chemie d. hOheren Pilze. Leipzig 1907. 
7 Gerard, C. r. 124, 370; 1897. 
8 Camus, Soc. BioI. 49, 192, 230; 1897. 
8 Willstatter u. Kumagawa, H. 146,151; 1925. 

10 Wohlgemuth, Biochem. Zs 39, 324; 1912. 
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Zusatz 
Natriumoleat 
Calciumoleat 
Albumin 

Leberesterase 
gehemmt 

Takaesterase 
kein Einfiuss 
kein Einfiuss 

Pankreasesterase 

Albumin + Calciumoleat 

stark gehemmt 
kein Einfiuss 

ziemlich stark gehemmt 
stark gehemmt 
stark gehemmt 

aktiviert 
stark aktiyiert 
stark aktiviert 
stark aktiviert 

Das pH-Optimum findet Willstatter bei 8,5-9,0. Zu demselben Resultat 
kommt Ogawa l . 

In Hefen, welche ja unter geeigneten Umstanden sehr fettreich werden 
konnen, sind viel£ach Esterasen nachgewiesen worden. 

Literatur tiber Fettspaltung durch Bakterien: 
J ens en, Zbl. f. Bakt. II, 8, ll; 1902. 
Sohngen, Folia Mikrobiol. I. Chern. Zbl. 82, II, 631; 1911-
Rub n e r, Arch. Hyg. 38, 67; 1900. - H u s s, Zbl. f. Bakt. II, 20; 1908. 
F u h r man n, Bakterienenzyme; J ena 1907. 
W. P. Thompson u. F. L. Meleney, Proc. Soc. expo BioI. u. Med. 21, 360; 1924. 

- Jl expo Med. 40, 233; 1924. Hamolytische Streptokokken. 
G. S eli b er, Bull. Inst. Lesshaft; 1927 (Tuberkelbakt.). 

Bemerkenswert ist die Angabe von Sohngen, dass eine aus B. £1uores
cens, pyocyaneus, liquefaciens dargestellte, sehr saureempfindliche Esterase 
eine 5 minutenlange Erhitzung auf 100 0 tiberdauerte (?). Dem gleichen For
scher zufolge soIl die Bakterienesterase erst in 0,02 n.-Milchsaure zu wirken 
aufhoren. 

Die lipolytische Wirkung der Faces entstammt sicher wie auch Mol n a r 2 annimmt, zum 
Teil den Hakterien. 

Die synthetische Wirkung bakterieller Lipasen hat neuerdings N. van der 
WaIlea untersucht. Bac. pyocyaneus verestert Olsaure mit Propyl-, Iso
butyl-, Amyl-, Hexyl-, Octylalkohol, Methylmouylcarbinol und Glycerin, 
nicht aber mit Methyl-Athyl, Benzylalkohol. Buttersaure wird mit Glycerin 
nicht verestert. 

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

C. Spaltung von Cholesterinestern und Wachsarten 
(Cholesterase ). 

Der einwertige, sekundare cyclische Alkohol Cholesterin (Cholesterol) 
bildet bekanntlich sowohl mit niederen alipathischen Sauren (Essigsaure 
usw.), als besonders mit Palmitinsaure, Stearinsaure und Olsaure, Ester, 
welche neb en freiem Cholesterin in pflanzlichen und tierischen Zellen und 
Geweben verbreitet sind (Cholesterinester der Phosphorsaure siebe S. 104). 

1 Ogawa, Biochem. Zs 149, 216; 1924. 
2 J\I 0 I n a r, Deutsch. med. W och. 43, 326; 1917. 
3 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 au£tretenden, oben behandelten eigentlichen 
Butyrasen und Lipasen ist noch nicht durchge£tihrt 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 l gezeigt, und dies wird 
neuerdings von Toshiharu Nomura 2 bestatigt; diese Organe enthalten 
auch Cholesterylester. Dagegen besitzt Him, welches zwar Cholesterin, aber 
keinen Cholesterinester enthalt, keine Cholesterase (Lorrain, Smith und 
Mair3). 

Entgegen den Angaben von Cytronberg 4 und von J. H. Schultz £and 
Nomura im Blut keine Cholesterase. (Blutserum enthalt nach Handovsky 5 

Cholesterinester und Cholesterin 6 im Verhaltnis 1 : 1.) 

Eine enzymatische Synthese von Cholesterinestern gelingt nach Nom ura 
durch SaH und Extrakt des Pankreas (pH -Optimum bei 7); diese synthetische 
Wirkung soU durch Galle verstarkt 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 7 wahr
scheinlich wird, bleibt weiteren Untersuchungen zur Entscheidung vorbehalten. 

A. E. PorterS 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 ware bemerkenswert, weil die 
Tuberkelbacillen eine wachsahnliche 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 fur Tuberkeln ist, durchweg reich an Esterasen. Andererseits 
ist bei allen Tierarten die Lunge. sehr esterasearm. 

Aus der gegen Tuberkelbacillen immunen Raupe der Wachsmotte lasst 
sich nach Fiessinger9 ein wachsspaltendes Enzym extrahieren. 

1 Kenro Kondo, Biochem. Zs 26, 243 u. 27,427; 1910. 
2 Toshiharu Nomura, Tohoku, Jl expo med. 4, 677; 1924. - 5, 323; 1924. 
3 Lorrain, Smith u. nIair, Jl Path. Bact. 16, 131; 1!Jl2. 
4 Cytronberg, Biochem. Zs 45,281; 1912. - J. H. Schultz, ehenda 42, 255; 1912. 
5 Handoysky, Lohmann u. Bosse, Pfliig. Arch. 210, 63; 1925. 
6 Methodik nach Windaus. 
7 S. Be r gel, liIiinch. med. 'Voch. 66, 929; 1919. 
B Porter, Miinch. med. Woch. 61, 1775; 1914. - Biochem. Jl 10,523; 1916. 
9 Fiessinger, Soc. BioI. 83,147; 1920. 
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D. Methoden zur Messung del' Fett- und Ester-Spaltung. 

Die Methoden zur Untersuchung der Fett- und Esterspaltung griinden 
sich im wesentlichen auf zweierlei wahrend der Hydrolyse eintretenden Ver
anderungen der Reaktionslasungen: 

1. Die Bildung freier Saure(und freien Alkohols) aus dem Ester. 
2. Die Anderung der Oberflachenspannung der Reaktions

fliissigkeit. 

I. Titrationsmethoden. 

a) Titrimetrische Bestimmung des Sauregehaltes. 

Es handeIt sich hierbei durchweg um alkalimetrische Titration mit 
NaOH, zu welcher in der Regel 1 %iges Phenolphthalein als Indicator ver
wendet worden ist. 

Soweit niedere Ester, in erster Linie Athylbutyrat, und einigermassen 
klare Lasungen von Enzym angewandt worden sind, stimmt die Methodik 
mehr oder weniger vollstandig 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. 36 u. ff.). 

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

1m allgemeinen wurde zur Herstellung einer homogenen Lasung die 
Fettemulsion vor der Titration mit Alkohol versetztl. In denjenigen Fallen, 
in welchen das Enzym in fester bzw. in nicht vollstandig gelaster 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 after zu niedrige Werte, da es sehr 
schwer ist, die in dem Samengemenge enthaItende Fettsaure dem ersteren 
bis auf die letzten Spuren durch Extraktion zu entziehen". 

Beim Arbeiten mit pflanzlichen Lipasen werden die Samen geschalt, 
durch Auspressen und Behandeln des Presskuchens mit Ather von 01 be£reit 
und £ein gemahlen. Die gebildete Samenmilch wird in einer Zentrifuge von 
den unwirksamen Bestandteilen des Samens getrennt. Man lasst sie 24 Stunden 
stehen, unterdessen sammeIt sich die enzymhaltige Emulsion, in welcher sich 
die zur Aktivierung natige Saure (Milchsaure) bildet, an der Oberflache an 
und kann abgehoben werden. Mit 5-10 g dieser Emulsion verriihrt man 
100 g 01 und entnimmt der Mischung von Zeit zu Zeit Proben zur Titration. 

tiber die Herstellung von Olemulsionen siehe auch J alander (1. c.). 

1 Siehe z. B. Kanitz, Chern. Ber. 36, 400; 1903. - H. 46, 482; 1905. - Terroine, 
Biochern. Zs. 23, 404; 1910. 
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b) Methode von Volhard-Stade 1• 

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

Gleiehe Mengen des Verdauungsgemisehes werden in 100-150 ecm 
fassende Flasehen gebracht, mit 75 ccm Ather, zur Besehleunigung der Schich
tung unter Zusatz von Alkohol 2 ubergossen und, gut verkorkt, gleich lang 
maschinell geschuttelt. 

Sobald sich nach Beendigung des Schuttelns der Ather von dem Ver
dauungsgemisch getrennt und geklart hat, werden 50 ccm desselben in ein 
Kolbchen abgegossen, mit 75 cern neutralisierten Alkohols versetzt und mit 
wassriger 0,1 n. N aOH titriert. Bestimmung 1. 

Zur Ermittelung der Totalmenge des anwesenden verseifbaren Fettes 
werden nun 10 cern n.-Natronlauge zugegeben und die Kolbehen 24 Stunden 
unter dem Ruek£lusskuhler verseift. Die aus den Neutral£etten so gebildeten 
Seifen werden durch 10 cern I n. H 2S04 gespalten, wobei gleichzeitig das uber
schussige Alkali gebunden wird, und durch eine zweite Titration die Neutral
fette als Fettsauren bestimmt. Bestimmung II. 

Die Bereehnung gesehieht 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 rur den 
Verlauf der Spaltung. Urn e d a 3 empfiehlt Arachisol und gibt eine Methode 
zur Herstellung einer gleichmassigen Emulsion an. 

Eine titrimetrischeMethode verwenden auch Willsta tter, Waldschmidt
Leitz und Memmen (H. 125) bei der Verfolgung der hohen Glyceride. Die 
Titration geschieht in alkoholisch-a therischer Losung, mit Thymol
phthalein als Indicator. 

"Zur Titration spult man naeh Willstatter und Mitarbeitern die Re
aktionsflussigkeit mit 96 0/ 0 Alkohol in einen Erlenmeyerkolben, so· dass 
das Volumen der alkoholisehen Flussigkeit 125 em betragt. An ihrer Ober
£laehe befinden sich Oltropfen, die Seife und Enzym einschliessen und die 
Titration storen wurden; daher wird dureh Vermisehen mit 20 ccm Ather 
die Lasung vervollstandigt. In der alkoholisch-atherisehen Flussigkeit wirkt 
die Lipase nieht weiter, wahrend in nur alkoholischem Medium ihre Wirkung 
noch langsam fortschrei tet." 

Besonders hingewiesen sei auf die N otwendigkeit, bei vergleiehenden 

1 Stade, Hofm. Beitr. 3,291; 1903. 
2 Siehe hierzu Engel, Hofm. Beitr. 7, 77; 1905. 
3 Umeda, Biochem. Jl 9, 38; 1915. 
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Bestimmungen Aktivatoren in Uberschuss zuzusetzen, namlich Calcium
chlorid und Albumin (vg1. 1. c. S. 108-111). 

Rei Zusatz von Bicarbonat zur Reaktionslosung lassen sich die abgespaltenen Fettsanren 
nicht direkt titrieren. Die :i\1ethode von Abderhalden und Weill umgeht diese 
Sehwierigkeit, indem naeh Beendigung des Versuches und Abkuhlen auf etwa 10° von dem 
Pankreasgewebe, dem nicht gespaltenen Fett und dem unloslichen Natriumstearat abfiltriert 
und das dem anfangs zugeRetzten Bicarbonat entsprechende Volumen n/l0 Schwefelsaure 
hinzugefUgt wird. Dureh kurzes A ufkochen am Rucktlusskuhler wurde die frei gewordene 
Kohlensaure entfernt. Die nach dem schnellen Abkuhlen auf Zimmertemperatur und Zusatz 
von 3 Tropfen 10/oiger Phenolphthaleinlosung bis zur schwach rosa Farbung verbrauchte 
Menge n/1O XaOH entsprach dann der aus dem Fett abgespaltenen Menge Saure. Stearin
siiure wurde noel! direkt als Bleistearat bestimmt. 

Eine vereinfachte Methode, die Lipasen im Duodenalinhalt zu bestimmen, vielleicht zu 
klinisehen Zwecken ausreichend, beschreiben Bon di u. V 0 I k (Wien. Idiil. Woch. 32; 1919). 

}\I a u ban verwendet zur Bestimmung des durch direkte Duodenalsondierung gewonnenen 
Pankreassaftes Fettgelatineplatten (Soc. BioI. 83, 130; 1920). 

c) Gasanalytische Methode von Rona und Lasnitzki2. 

Der Nachweis der bei der Hydrolyse des Esters durch das Enzym gebildeten 
Saure erfolgt auf gasanalytischem Wege, und zwar durch manometrische 
Bestimmung der CO2-Menge, die aus der angewandten bicarbonathaltigen 
Ringerlosung von der entstandenen Fettsaure in Freiheit gesetzt wird. 

II. Bestimmung des gebildeten Glycerins. 
St. v. Pesthy 3 hat bei seinen Versuchen, die mit Magen- und Pankreas

enzym und mit Eigelb oder Olivenol als Substrat angestellt wurden, sowohl 
die entstehenden Sauren titriert als auch das Glycerin nach Zeisel-Fanto 
bestimmt. 

Die Reaktionsflussigkeit wurde verdunnt, mit Essigsaure angesauert und mit ciner 
10 % igen Losung von Phosphorwolframsaure im Uberschuss versetzt. Der hierbei entstandene 
Niederschlag besteht aus gefalltem Eiweiss, das auch die Fette der Emulsion mit sieh reisst. 
Die Fliissigkeit wird auf einer Nutsche abgesaugt; es wird mit dest. Wasser gewasehen, 
aus dem opalisierenden Filtrat die Phosphorwolframsaure mit Baryt gefiillt, filtriert und im 
Filtrat der iiberschiissige Baryt durch CO2 entfernt. Aus dem nunmehr barytfreien Filtrat 
werden die Chloride durch frisch gefalltes Silberoxyd gefii1lt und durch Filtration entfernt. 
1m eingeengten Filtrat wird nunmehr das Glycerin nach Z e is el und Fan t 0 bestimmt 4. 

Die Methode besteht bekanntlich darin, dass die Glycerin enthaltende Losung, mit JH 
gekocht, fliichtiges Isopropyljodid gibt, das, in cine alkoholische Losung von AgNOa geleitet, 
dort einen Niederschlag von AgJ bildet, welcher zur Wagung gebracht und auf Glycerin 
berechnet wird. 

III. Stalagmometrische Methode. 
Die Titrationsmethoden zur Messung der Fettspaltung sind von Sax15 

einer, allerdings iib ertrieb en, abfalligen 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. - Ron a, Fermentmethoden 1926, S. 106. 
3 v. Pes thy, Biochem. Zs 34, 147; 1911. 
4 Zeisel u. Fauto, Zs f. anal. Chern. 42, 549; 1903. 
5 S a xl, Biochem. Zs 12, 343; 1908. Siehe auch E. F r e u den be r g, 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 Ober£lachenspan
nung verfolgen, welche infolge der Esterspal tung 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, 390; 1912) vorgeschlagen hat, 
nicht brauchbar sein. 

Die Glycerinester erniedrigen die Ober£lachenspannung des Wassers 
selbst in geringen Konzentrationen bedeutend, wahrend die Spaltprodukte 
auf die Oberflachenspannung eine verhaltnismassig geringe Wirkung ausiiben 2 • 

Die ausserst geringen Mengen Tributyrin, welche in wassrige Losung gehen, 
geniigen schon, urn 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 Fliissigkeit bildet; diese Tropfenzahl ist ein Mass der relativen 
o berflachenspannung. 

Die Methode von Rona und Michaelis ist bald von Davidsohn3 in 
etwas abgeanderter Form angewandt worden. 

Davidsohn verfahrt zur Bestimmung der fettspaltenden Wit-kung des 
Magensaftes folgendermassen: 

Der nach Probefriihstiick 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 gesattigten 
wassrigen Tributyrinlosung versetzt. Es empfiehlt sich zunachst, 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 schwachere Verdiinnungen wahlen muss. Eine Sattigung der Losung 
mit Tributyrin tritt erst allmahlich und nach kraftigem 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 OberfHiche des wassrigen Losungsmittels 
eine wesentlich andere ist, als im Inneren der Liisung. Dieser Umstand muss auch bei einer 
erneuten theoretischen Behandlung der Versuche von Dietz, Jalander u. a. beriick
sichtigt werden. 

S D a v ids a h n, Berlin. klin. W och. 49, li32; 1913. 
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richtigen Gehalt mit der Tropfmethode geprmt werden. Ftir gleiche 
Temperatur der verwendeten Fltissigkeiten ist zu sorgen. Die optimale 
Aciditat wird durch einen Zusatz von 0,5 ccm 1/3 n. HzKP04 und 0,5 ccm 
1/3 n. HN~P04 hergestellt. 

Sofort nach dem Vermischen der TributyrinlOsung mit dem Magensaft, 
und dann stets nach 20 Minuten, werden Proben abgeftillt und gemessen. 
Die von Davidsohn benutzte Capillare war so bescha££en, dass der Wert 
ftir die Tributyrinlosung 144, ftir reines Wasser 94 Tropfen betrug. Die Spal
tung der TributyrinlOsung durch Magensaft geht nun so vor sich, dass zu
nachst bis zu einem Wert von etwa 110 Tropfen 
eine schnelle Anderung eintritt, die dann asym- 2'1 

ptotisch bis ungefahr 100 Tropfen weiter verlauft. zz 
zo 

18 

Die Capillare ist vor jedem Versuch mit einer 
kleinen Menge der zu prtifenden Fltissigkeit zu 
was chen. 116 

Willstatter und Memmen haben sich bei ~111 
ihren Untersuchungen tiber Lipasen, soweit es sich 
um die TributyrinspaItung handelte, der 
Methode von Rona und Michaelis bedient!. 

~ 
t,12 
~ 
.. 10 

~ ;g8 
~ "Auf die ausgleichende Aktivierung der lipa- 6 

tischen Spaltung des Tributyrins grtindet sich die Be- II 

stimmungsmethode mittels der stalagmometrischen z 
Messung. Zu diesem Ende wurde die Beziehung 
zwischen Tropfenabnahme und Reaktionszeit unter 

o 

den ausprobierten Bedingungen ftir eine Menge 

) 

/ 
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V 
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Fig; 7. 

Lipase aus Schweinepankreas untersucht, die einen einfachen Bruchteil der 
durch Olspaltung definierten Lipaseeinheit ausmacht, namlich 0,001 L.-E. Ver
gleichende Bestimmungen mit dieser Menge und mit 0,002 und 0,003 L.-E. 
ergaben, dass unter den gewahlten Bedingungen der ausgleichenden Ein£ltisse 
und innerhalb des rur die Messung in Betracht kommenden Bereichs von 
Lipasemengen die Proportionalitat 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 rur die als Einheit der stalagmometrischen Messung ge" 
wahlte Menge von 0,001 L.-E. die Abnahme der Tropfenzahl in verschiedenen 
Zeiten dar. Die Beziehung der Einheit ftir die Tributyrinspaltung zur Ein
heit flir die Olspaltung lasst sich nicht so gut verallgemeinern, dass sie flir 
Lipase jeglicher Herkunft gilt. Unabhangig von dieser Beziehung zur L.-E. 
wird daher diejenige Enzymmenge als Einheit der lipatischen Spaltung des 

1 Siehe hiezu"\Villstatter, Waldschmidt-Leitz u. Memmen, H.125, 93, u.zwar 
96 u. 110; 1923. - Willstatter u. Memmen, H. 129, 1, u. zwar 22; 1923. 
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Tributyrins gewahlt, die eine Abnahme um 20 Tropfen, d. h. um etwa die 
Halfte der Di££erenz zwischen den Tropfenzahlen von reiner Tributyrin
losung und von reinem Wasser in 50 Minuten bewirkt. Diese Menge wird als 
Butyraseeinheit (B.-E.) bezeichnet. Um unbekannte Enzymmengen zu 
messen, wahlen Willsta tter und Memmen die Analysenproben so, dass sie 
nicht wesentlich hoher sind als das Zweifache und nicht weniger als ein 
Funftel der B.-E. 

IV. Titrimetrische Einstellung des Aciditatsoptimums. 
1m hiesigen Institut hat Kna££l-Lenz 1 zur Untersuchung der Blltyrase

spaltung eine Methode ausgearbeitet, welche darauf beruht, dass diejenige 
Alkalimenge titrimetrisch gemessen wird, welche im Verlauf der Reaktion 
zur Aufrechterhaltung der optimalen Aciditat oder einer anderen beliebigen 
erforderlich i"t. 

In einem grossen elektrisch geheizten viereckigen Wasserthermostaten 
mit Glaswanden wurde eine Reihe von ausgedampften zylindrischen Hart
glasrohren von 200 ccm Inhalt, deren Hals auf 1 cm verengt war, mit Hil£e 
einer vertikal verschiebbaren Aulliangevorrichtung eingesenkt. Oberhalo 
der Rohren waren capillar ausgezogene Mikroburetten angebracht. Die Rohren 
wurden gewohnlich mit je 100 ccm Esterlosung und der entsprechenden Menge 
folgender Indicatoren versetzt: Thymolblau, Kresolrot, Phenolphthalein, 
Kresolpurpur, Methylrot und Bromphenolblau und die Aciditat 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 wahlen den) Zwischenraumen wird nun soviel carbonatfreie Natron
lauge zugegeben, bis der ursprungliche Farbenton des verwendeten Indicators 
wieder erreicht ist. 

Man halt auf diese Weise ohne Verwendung eines Puffers eine bestimmte 
Aciditat (in der Regel wird man die optimale wahlen) amrecht. 

Elektrotitrimetrische Methode von Rona und Ammon. In An
lehnung an die Methode von Kna££l-Lenz bringt auch Rona die Wasser
sto££ionenkonzentration der Losung dauernd durch Zugabe von Alkali auf 
die Ausgangskonzentration zuruck, verwendet aber zur Erkennung del' kon
stant zu haltenden Aciditat nicht den Farbenumschlag eines Indicators, 
sondern das mit WasserstoHelektrode elektrometrisch gemessene Potential. 

Extraktion und Bestimmung del' hoheren Fettsaul'en. A. y. Szent
Gyorgyi, Biochem. Zs 146,226; 1924. 

Eine Methode zum schnellen Nachweis yon Phenolesterasen, die sich auf die Anwendung 
von Guajacolcarbonat griindet, hat A. B a c h 2 angegeben. 

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



2. Kapitel. 

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

A. Lecithinase (Lipinase). 
Die Existenz eines besonderen Enzymes, welches Lecithin!, 

OH 
/ 

CH20PO-OCH2 ·CH2 ·N(CHa)aOH 
I 

CHOR 
I 
CH20R (R = Palmitin-, Stearin-, Qlsaure 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 2 behauptet, welche dieses Enzym im BIut und Chylus 
£anden. 1m normal en Serum solI sich diese Lecithinase selten £inden, sondern 
an die ge£ormten Elemente des BIutes (nicht an das Hamoglobin) gebunden 
sein, wie dies auch bei der Esterase des Blutes der Fall ist (vgl. S. 44). 

H. M u c h s "Lipoidasen" sind chemisch nicht naher definiert. Auf einige Hypothesen 
dieses Forschers werden wir im III. Teil zuriickkommen mtissen. 

Lipoidkonstanten im Serum: A cha rd, Grig aut u. A. L e b la n c (C. r. 184, 843; 1927). 

Lecithin wird von Enzymen des Magens 3, des Pankreas 4 und des 
Darmes 5 kra£tig angegriffen, auch von einem Enzym der Leber 6, der Lunge 
(Fr. Muller) und anderer Organe, £erner ini Dotter des Hiihnereis 7• 

Kays 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) 
Bowie die zahlreichen Experimentalarbeiten von Leven e und I. R 0 If u. Mitarbeitern in 
Jl of BioI. Chemistry. 

2 F. H. Thiele, Biochem. Jl 7, 275; 1913. 
3 Schumoff-Simanowski u. Sieber, H. 49, 50; 1906. - lTsuki, Arch. f. expo 

Path. 63, 270; 1910. 
4 Paul Mayer, Biochem. Zs 1,39; 1906. - Clementi, Arch. di Fisioi. 8, 399; 1910.

W ohlgem u th, Biochem. Zs 39, 302; 1912. 
5 Brugsch u. Masuda, Zs expo Path. 9, 617; 1911. - Ugo Lombroso, Arch. di 

Farinac. spero 13, 73; 1912. 
6 W aId v 0 gel, H. 42, 200; 1904. 
7 Wohlgemuth, H. 44, 540; 1905. 
8 H. D. Kay, Biochem. Jl 20, 791; 1926. 

Chemie d. Enzyme. II. 3. A. 5 
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als verschieden von Nieren-Phosphatase betrachtet. Aciditats-Optimum 
pH = 7,0 -7,4. Er gibt folgende Versuchsreihe an: 

2 cern Xieren-Phosphatase-Losung 
zu je 10 cern Lecithin-Emulsion. 

pH nach 60 Std. pH nach 60 Std. 
hydrolysiert hydrolysiert 

6,0 0,047 7,8 0,117 
7,0 0,130 8,2 0,109 
7,4 0,142 9,25 0,079 

1m Gegensatz zu P. Mayer und zu Wohlgemuth konnten Stassano 
und Billonl, sowie auch Kalaboukoff und Terroine 2 keine Lecithin
spaItung durch den Pankreassaft nachweisen. Kraftige LecithinspaItung 
bewirkt nach Akamatsu3 die Takadiastase. 

Lecithinase des Kobl'agiftes. Kyes 4 hat 1907 mitgeteiIt, dass in 
Mischungen von Lecithin und Kobragift eine hamolytische Substanz in 
Wirkung tritt. Dann hat Liidecke (in Willsta tters Laboratorium) nach
gewiesen 5, dass Kobragift aus Lecithin eine Fettsaure abspaItet; 
es entsteht also durch die im Kobragift enthaltene Lecithinase 
zunachst ein hamolytisch wirksames Produkt. Durch weiter
gehende SpaItung verschwindet dann del' hamolytische Effekt wieder (Man
waring 6). Durch die Versuche von Liidecke, sowie von Dungern und Coca 
war also gezeigt, dass die hamolytische Wirkung nicht durch das Lecithid 
des Kobragiftes bewirkt wird. Kobragift verwandeIt enzymatisch Lecithin 
in das Phosphatid Lysoci thin (Delezenne und Fournea u); diese Wirkung 
wird im III. Teil naher behandeIt. Das Lysocithin bindet Cholesterin. Leci
thin- bzw. lipinspaItende Wirkungen diirften auch in anderen tierischen Organen 
eintreten kannen, wie iiberhaupt diese Enzymwirkung in Organen wie im Blut 
von erheblicher physiologischer und pathologischer Bedeutung sein diirfte 7, 

die bis jetzt noch zu wenig Beachtung gefunden hat. 
Bemerkenswert ist die hohe Temperaturstabilitat del' Lecithinase 

in saurer Lasung, die schon aus Angaben von Kyes und Sachs 8 hervorgeht. 
Immunhamolyse als Lipolyse. Man verdankt N euberg9 die Beobachtung, 

dass eine Reihe natiirlich vorkommender Hamolysine und Agglutinine SpaItung 

1 Stassano u. Billon, Soc. BioI. 55,482; 1903. 
2 Kalaboukoff u. Terroine, Soc. BioI. 66,176; 1909. 
3 Akamatsu, Biochem. Zs 142, 186; 1923. 
4 Ryes, BerI. klin. Woch. 1901. Biochem. Zs 4, 99; 1907. 
5 L ii dec k e, Diss. Munchen. 1905. 
6 :Manwaring, Zs f. Immunitatsf. 6, 513; 1910. 
7 H. Sachs, Tierische Toxine u. Immunitatsforschung, III Kolle-\Vassermann, 

Handb. d. pathog. Mikroorg. 2. Aufi. 1913, II. Bd. 2. Halfte, S. 793. 
8 Sachs, BerI. ldin. Woch. 1902-1904. - Morgenroth, ebenda 1905, Nr. 50. 
9 ~euberg u. E. Rosenberg, BerI. Idin. \Voch. 44, 54; 1907. 
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von Lecithin und von Ricinusol bewirken. Wie schon im 1. Kap. erwiihnt, besteht 
nach N eu berg und K. Reicher! fur Magen- und Pankreassaft ein Parallelis
mus zwischen Hamolyse und Fettspaltung; das gleiche gilt auch fur baktericide, 
antitoxische, cytolytische und bakteriolytische Sera2• Auch BergeP ver
tritt die Auffassung, dass die Hamolyse durch die AuflOsung und Spaltung 
der Membranlipoide veranlasst wird. 

Olsen u. Goette', welche die Serumhamolyse und -lipolyse verglichen hatten, kamen 
zur Aufi'assung, dass "das unter den verschiedenen Bedingungen iibereinstimmende Verhalten 
zum mindesten sehr fUr einen weitgehenden Parallelismus dieser Serumwirkungen spricht". 

Mit der Fragestellung, "ob die Immunhamolyse als eine Lipolyse auf
gefasst werden kann in dem Sinne, dass durch die fermentative Wirkung 
der Immunkorper Fette oder Phosphatide unter Freikommen von Fettsauren 
abgespalten werden, die daun durch ihre hamolytische Wirkung die Lyse 
der roten Blutkorperchen bedingen", haben Brinkman und v. Szent
Gyorgyi 5 eine Untersuchung ausgefuhrt, aus der hervorgeht, dass bei der 
Immunhamolyse hohere Fettsauren nicht frei werden. Ferner 
ist "nach vollstandiger Komplementablenkung die lipolytische Kraft des 
Serums Monobutyrin gegeniiber ungeschwacht erhalten". Das Komplement 
kann also nicht mit der Lipase identisch sein. 

Fiessinger und Clogne 6 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 
1/100 Lecithinlosung 10 Tage wirken". Das Optimum der Lecithinspaltung solI in schwach 
alkalischer Losung eintreten. 

Methodik. 

Man bestimmt die aus dem Substrat abgespaltene freie Fettsaure. Das Lecithin wendet 
man in 2-3 % iger Emulsion an, die man durch Mischen der methylalkoholischen Lecithin
losung mit Wasser herste~lt; der Methylalkohol w~rd durch kurzes Aufkochen entfernt. 

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

B. Tannase. 
Hinsichtlich der Frage, welcher Enzymgruppe die Tannase zugezahlt 

werden soll, haben sich E. Fischer und Bergmann foIgendermassen ge
aussert: "Manche! wird geneigt sein, darin (in der Spaltung der l-G-alloyl
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 Xeuberg u. K. Reicher, Biochem, Zs 4, 281; 1907. - Miinch. med. "\,"och. 1907. 
2 Siehe auch R 0 sen he i m, Proc. Physiol. Soc. JI of Physiol. 40, VIII; 1910. 
3 s. Bergel, D. med. Woch. 34, 1908, D. Arch. klin.Med. 106,47; 1912. - Zs Immun. 

13, 255; IjH2 u. 27, 441; 1918. 
4 Olsen und Goette, Biochem. Zs 112, 188; 1920. 
5 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 I-Galloylglucose 
verursacht, erfordert eine besondere Untersuchung, die wir bisher nicht 
unternehmen konnten." Seitdem hat sich K. Freudenberg, dem man die 
wichtigsten Beitrage zur Kenntnis der Tannase verdankt, dahin entschieden, 
dass die Tannase gerade durch ihre Fahigkeit zur Esterspaltung charak
terisiert ist l . 

Altere Arbeiten: 1786 hatte Scheele Gallussaure in GaUapfeln ge
funden. Ro biq uet nahm 1837 an, dass die Zersetzung der Gallapfel durch 
ein in diesen enthaltenes Enzym bewirkt wird. Spater hielt er2 das aus den 
Gallapfeln extrahierte Enzym Pektase fiir das Gallussaure abspaltende Agens. 
Den Nachweis, dass die Abspaltung der Gallussaure und Glucose (im wesent
lichen) nicht durch ein Enzym der Gallapfel, sondern durch Pilze, und zwar 
durch de~ von ihm beschriebenen Aspergillus niger· und durch Penicillium 
glaucum bewirkt wird, verdankt man van Tieghem3 • 

1901 extrahierten Fernbach4 und Pottevin 5 Tannase aus Aspergillus; 
sie fan den diesen Pilz reich an Tannase, falls man in der Raulinschen Nahr
losung den Zucker durch Tannin bzw. durch Gallussaure ersetzt. 

Substrat. Die hier in Betracht kommenden natiirlichen Substrate hat 
Freudenberg6 als "hydrolysierbare Gerbstoffe" den "kondensierten" Gerb
stoffen gegeniibergestellt. Unter den hydrolysierbaren Gerbstoffen sind zu 
nennen das "tiirkische" (aus Quercus infectoria) und das "chinesische" Tannin, 
die Chebulinsaure, das Hamameli-Tannin und der gerbstoffartige Anteil der 
Kaffeebohnen, die Chlorogensaure 7. 

<?H I 
HO.( "'/.CH: CH·CO·O ,CSH7·(OH)a.COOH 

- I 

Kaffeesaure Chinasaure 

Chlorogensaure 

1 Wie F r e u d e u be r g u. V 0 II b r e e h t hervorheben, sind die Tannasepraparate Enzym
gemisehe, in weIehen die Fahigkeit zur Spaltung des Rohrzuekers, der Cellobiose, Maltose, 
Starke und des Inulins sowie eines Rhamnosids naehgewiesen werden konnte. - In Be
ziehung zur Tannase steht vielleieht die "Hadrornase", welche u. a. auch esterspaltende 
Kornponenten zu enthalten seheint; C zap e k s' HadromaI ist durehaus hypothetisch; del' 
enzyrnatische Abbau des HoIzes verdient nahere Untersuehung. Fr e u den bel' g u. V 0 ll
b r e eh t, H. 116, 277; 1921. 

z Rob i que t, Ann. d. Chim. et de Phys. (3) 39, 453; 1853. 
'van Tiegh·em, C. r. 65, 1091; 1867. 
4 Fernbaeh, C. r. 131, 1214; 1901. 
5 Pottevin, C. r. 131,1215; 1901. 
6 Siehe K. F r e u den be r g, Die Chernie der natiirliehen Gerbstoffe. JuL Springer, Berlin 

1920. Ferner Kollegiurn 1921, 11.- Zs angew. Chern. 34, 247; 1921. - AbderhaIdens 
Handb. d. bioIog. Arbeitsrnethoden S. 471. 

7 Freudenberg, Chern. Ber. 53, 232; 1920. 
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Ubergange zwischen den beiden Rauptgruppen der Gerbstoffe liegen 
vor im Eichen-Gerbstoffl, im Rolzgerbstoff der Edelkastanie 2 und anderen, 
in welchen Gallussaure und besonders Ellagsaure mit kondensierten Systemen 
esterartig verbunden sind. 

/00.0" C?R 
/-" /-"'. RO· "'_/--"'_/ . OR Ellagsaure. 

OR "0.00/ 

Unter den synthetischen Substraten mussen als typisch hier genannt 
werden: 

Die 1-Galloyl-,B-Glucose (= Glucogallin v. Gilson), Schmzp. 214-215° 
korr., [a]~ = - 24,5, £ur welche Fischer und Bergmann3 die Formel (I) 
au£gestellt haben. 1hr entspricht eine 1-Galloyl-a-Glucose. 

-I ~R. 0 . 00· OaR 2(ORh (I) 
OR·OR 

O' 
1 ~R.OR 
_OR 

OR·OR 
OR2 ·OR 

Die hoheren Galloylglucosen bis zur Penta-Galloylglucose 
[(RO)a06R 2' 00]sOaR 70 6' 

besonders die Penta-(m-digalloyl)-,B-glucose, sind interessant wegen ihrer nahen 
Beziehung zum chinesischen Tannin. Die Penta-[pentamethyl-m-digalloyl]
Glucose (II) ist namlich dem von Rerzig4 erhaltenen Methylotannin sehr 
ahnlich. 

-I ~R.OR 
OR·OR 

O' 
1 ~R.OR 
-OR 

OR·OR 

Rier ist R = (II) 
~ qORa 

00· <=>. OORa ~ qORa . . /-'" 
R 0---'00· ,,_/. OORa 

. . 
R OORa 

Besonders hervorzuheben sind auch die krystallisierten und imolgedessen 
gut de£inierten Gerbstoffe, und zwar ausser dem Ramameli-Tannin 5, welches 
wahrscheinlich eine Digalloylhexose ist, noch die Digalloylglucose aus 
Ohebulinsaure. 

Der eilliachste Vertreter der diesen Stoffen zugrunde liegenden Ester 

1 V 0 lIb l' e c h t, Kollegium 1921, .394 u .. 418. 
2 Freudenberg u. Waipuski, Chern. Ber. 54, 1695; 1921. 
3 E. Fischer u. Bergmann, Chern. Bel'. 51, 1760; 1918. 
4 Herzig, Chern. Bel'. 38, 989; 1905. - MOl,latsh. f. Chem. 30, 543; 1909. 
5 K. Fr e ud e n b er g, Chern. Bel'. 52, 177; 1919. 
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ist der schon krystallisierende Methylester der Gallussaure, welchen 
Freudenberg und Vollbrecht neuerdings zur quantitativen Bestimmung 
der Tannase angewandt haben (siehe S. 73 und 75). 

Eingehender und gesondert zu studieren ware noch die enzymatische 
Spaltung der Estergruppierung in den hexosefreien Didepsiden yom Typus 
der m-Digallussaure z. B. in der o-Diorsellinsaure 1. 

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

OR 

welche durch Emulsin gespalten wird 2. Glucose findet sich in natiirlichen 
Gerbstoffen auch in echter Glucosidbindung (z. B. im Eichengerbstorf3). 

Uber die verschiedenen Tannine siehe Freudenbergs Monographie 
S. 78 u. ff. Besonders sei auch auf die beiden zusammenfassenden Abhand
lungen von E. Fischer 4 verwiesen. 

Vorkommen. Wie schon erwahnt, wurde Tannase in Penicillium glaucum 
und besonders in Aspergillus niger gerunden. N atiirlich sind dies nicht die 
einzigen Vertreter aus der grossen Familie der Aspergillaceen, in welchen 
sich die Fahigkeit zur Spaltung von Gallussaureestem findet oder hervor
gerufen werden kann. Systematische Versuche fehlen noch. In hoheren 
Pilzen scheint das Enzym seltener aurzutreten 5 • 

Das auf Gerbstoffe eingestellte Enzym wird in den Aspergillaceen und 
demgemass 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 6 hervorgeht 7• Des 
wegen ist auch die Unterscheidung und Trennung, die "biologische Reinigung", 
hier sehr schwer. ,Der chemischen Reaktion nach ware das Enzym, welches 
Z. B. Gallussauremethylester spaltet, eine Esterase. Nun kommen in Schimmel
pilzen Enzyme vor, welche sowohl Ester aliphatischer Fettsauren als auch 
eigentliche Fette und Ole spalten. Man findet Angaben dariiber z. B. bei 
Sigmund8, remer bei Camus 9 und Pottevin. Uber die Spezifitat der 

1 E. Fischer u. Hermann Fischer, Chern. Bel'. 47, 505; 1914. 
2 Fischer u. Bergmann, Chern. Ber. 51, 1804; 1918. 
• F r e u den b erg, Privatmitteilullg. 
4 E. Fischer, Chern. Ber. 46, 3253; 1913 und 52, 809; 1919. 
5 Siehe z. B. II a sen ii h rl u. J. Z ell n e r, Monatsh. f. Chern. 43, 21; 1922. 
6 A. ,Yo D ox, Bull. no. B. An. Ind. U. S. Dept. Agric. 1910. - JI Biol. Chern. 6, 461; 

1909 U. a. 
7 Siehe auch die Monographie von IV e h mer in La far s Handb. 2. Aufi. IV, 192. 
8 Sigmund, Sitz.-Ber. Wien. Akad. d. W. 101, 549; 1892. 
9 Camus, Soc. Biol. 49, 192; 1897. - Harriot U. Cam us, C. r. 124,235; 1897. 
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Tannase, evtl. der Tannasen lasst sich also noch nichts sagen und ihr Wir
kungsbereich muss erst festgestellt werden. 

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

Emulsin wirkt wie bei den P-Glucosiden. Die durch die Spaltung frei 
werdende Gallussaure verzogert gegen Ende stark. Durch Calciumcarbonat 
kann schadlicher 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 untergariger Hefe. 

Losung von 0,3325 g lufttrockener 1- Galloylglucose in 14 cern Hefenauszug (geprilft 
gegen a-Methylglucosid) wurde mit 0,33 g CaCOs und Toluol unter Schiitteln bei 34° auf
bewahrt. Drehung (im 5 cm-Rohr) - 0,29°, betrug nach 24 Stunden -0,08° und nach 3 Tagen 
+ 0,15°. Aus der Losung werden nun 0,090 g Gallussaure isoliert. 

Die Wirkung der Hefe auf Tannin ist noch nicht vollstandig aufgeklart. 
Biddle und Kelleyl haben in 4% Tanninlosung durch eine Reinkultur 
von Hefe Garung hervorrufen konnen, indessen verschwanden die Gerbstoff
reaktionen nicht. Man kann daraus schliesE en, dass die Didepsidbindung 
durch Hefenenzyme nicht gelOst wird, wohl aber die Esterbindung zwischen 
Gallussaure undZucker. Dies steht imEinklang mit dem Befund, dass Galloyl
glucose durch Emulsin (.B-Glucosidase) gespalten wird, nachdem nachgewiesen 
ist, dass Kulturhefen p-Glucosidase enthalten. Es deutet auch darauf hin, 
dass die Esterbindung zwischen Zucker und (aromatischen) Carbonsauren der 
p-Glucosidbindung zwischen Zucker und Phenolresten konstitutiv nahe steht. 

Digalloylglucose wird dagegen, wie Freudenberg und Fick2 fest
stellten, weder von Emulsin, Phaseolunatase n.och von Hefen
a us z ug angegriffen. Die genannten Forscher schliessen daraus, dass keiner 
der beiden Gallussaurereste mit dem Zucker in derselben Beziehung steht, 
wie die Gallussaure in der l-Galloyl-p-Glucose. "Vielleicht liegt ein Derivat 
der a-Glucose vor, wahrscheinlich aber ist die l-Stellung des Zuckers un
besetzt. Vermutlich haftet an dieser Stelle die Spaltsaure." 

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

1 Biddle u. Kelley, J1 Amer. Chern. Soc. 34, 919; 1912. 
2 Freudenberg u. Fick, Chern. Ber. 53, 1728; 1920. 
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kritische Sichtung der Literatur zeigt. Bei den Aspergillaceen aber sind die 
starken Veranderungen, welche schon durch geringe - zuweilen minimale -
Variationen der Nahr16sung 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 Nahr16sungen 
gezuchtet wird, welchen Tannin (oder ahnliche Gerbstoffe, oder auch Derivate 
der Gallussaure an Stelle von Kohlenhydraten) zugesetzt worden sind. Gleich
zeitig nimmt das Wachstum des Pilzes zu, und auch der Gehalt an gewissen 
anderen Enzymen, welcher ubrigens bei weitem nicht so konstant ist wie 
bei der Hefe 1, steigt. 

Welche Mengen zu diesem Zweck einer Nahr16sung, z. B. Czapeks, 
zugesetzt werden duden, ohne dass die Steigerung in eine Hemmung der 
Tannasebildung und des Zuwachses ubergeht, ist eine Frage, die nicht ohne 
praktisches Interesse ist. Lewis Knudson 2 , der daraufhin eine Anzahl von 
Aspergillaceen und Mucoraceen untersucht hat, kommt zum Resultat, dass 
Aspergillus niger, Aspergillus flavus und Penicillium sp. Tanninzusatze am 
besten vertragen. Aspergillus produziert mehr Tannase als Penicillium. 

In einer Nahrl6sung, welche als Kohlenstoffquelle 2% Tannin enthalt, 
erniedrigt nach Knudson ein Rohrzuckerzusatz die Abscheidung der Tannase. 
"Tannin ist als Stimulans fur Tannasebildung wirksamer als Gallussaure. 
In einer Nahrl6sung, welche 10% Zucker enthalt, nimmt die Tannasebildung 
mit der Konzentration der Gallussaure zu." 

Die von Freudenberg und Vollbrecht 3 frUher gegebene Vorschrift 
zur Bereitung der Nahrl6sung fur die Zuchtung des Aspergillus und fur die 
Darstellung des Enzyms aus dem Pilz haben Freudenberg, Blummel und 
Frank 4 neuerdings folgendermassen verbessert: 

600 g auf Linsengr6sse zerstossene Myrobalanen werden in 3 Liter destil
liertem Wasser 10 Minuten gekocht, danach wird abgegossen und der Ruck
stand noch 3-4mal mit je 1 Liter heiss ausgezogen. Die Flussigkeit wird mit 
der L6sung von 300 g Ammoniumsulfat, 9 g Dikaliumphosphat und 3 g Ma
gnesiumsul£at versetzt und auf 12 Liter aufgefullt. Die Flussigkeit wird auf 
grosse, flache Schalen derart verteilt, dass die Schichtdicke mindestens 4 cm 
betragt. Auf dlinnerer Schicht wachst der Pilz schlechter. Werden Flaschen 
oder Kolben verwendet, so sind sie nicht mit Wattebauschen zu verschliessen. 
Nach dem Animpfen mit einer Aufschlammung von Sporen des Aspergillus 
niger bleibt die Flussigkeit 3 Tage bei 33 0 stehen. Es hat sich ein straffes, 
weisses Mycel gebildet, das in dies em Zustand die beste Ausbeute an Tannase 

1 Euler, Ferrnentf. 4, 242; 1921. 
2 Lewis Knudson, Jl BioI. Chern. 14, 159; 1913. 
3 Freudenberg u. Vollbrecht, H. 116, 278; 1921. 
4 Freudenberg, Bliirnrnel u. H. Frank, H. 164,262; 1927. 
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gibt. Bleibt es Hinger 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 emeutem 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 haufigem Umriihren bei 20° sich selbst 
iiberlassen. Nun wird durch eine Lage Kieselgur abgesaugt und gewaschen. 
Das Mycel wird emeut mit 1/2 Liter Wasser und 1/2 ccm Toluol angeriihrt 
und nach 2 Stunden abfiltriert. Die vereinigten Ausiiige werden sofort im 
Vakuum auf 30-50 ccm eingeengt (Badtemp. 40°), d~rch Kieselgur g~klart 
und mit dem 5 fachen Volum absoluten Alkohols versetzt. Die Tannase falIt 
in hellen Flocken aus, die sich nach einigem Schiitteln filtrieren lassen. Das 
Praparat wird noch zweimal in 20 ccm Wasser gelost und mit dem 5fachen 
Volum absoluten Alkohols gefallt. Zuletzt wird mit Alkohol, dann mit Ather 
nachgewaschen und im Exsiccator getrocknet. Falls das hellgraue Pulver 
Fehlings Losung reduziert, muss es nochmals u,mgefallt werden. - Es lohnt 
sich gewohnlich, auf der Nahrlosung noch eine zweite Ernte (nach weiteren 
3 Tagen) zu ziehen." 

Nach diesem Verfahren werden ungefahr 2/3 der im Mycel vorhandenen 
Tannase isoliert. 

Wirkungsbedingungen. Da bei der Spaltung des Gallussauremethyl
esters die Gegenwart von Puffern die Scharfe der Titration herabsetzt, hatten 
Freudenberg und Vollbrecht solche Mittel nicht verwendet, dadurch 
auch das Aciditatsoptimum noch nicht genau festgelegt. Freudenberg, 
Bliimmel 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 gewahlten Bedingungen keine 
Fallungen und lasst sich durch Schwefelsaure aus 500f0iger Acetonlosung 
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 'ran
nase auf die Spaltung des Gallussauremethylesters, eines in mancher 
Hinsicht zweifellos sehr geeigneten Substrates. Er hat deshalb mit Voll
brecht zunachst den VerI auf der Hydrolyse dieses Esters und des, Tannins 
verglichen. 

Die folgende Tabelle bezieht sich auf 1,000 g Tannin, 1,082 g Gallus
sauremethylester und 1,423 g Digalloylglucose. Diese Stoffe wurden wasser
frei gewogen und in 300 ccm Wasser gelOst; jede Losung gibt nach 
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beendetem Abbau 1/3% Gallussaure, eine Konzentration, die sich fruher 
bewahrt hatte. Titration in 20 ccm. Toluolzusatz. Temp. 30°. Gleiche 
Enzymmengen. 

Abbau in Ofo. 

Stunden I 10 
I 

24 I 48 
I 

72 
I 

168 
I 

Digalloylglucose 19,2 i 29,9 40,0 I 48,5 I 74,0 
Ester. 13,1 I 20,5 29,9 I 37,41 64,5 
Chines. Tannin 8,0 11,0 13,5 23,7 I 81,0 

Wie man sieht, ist die Grossenordnung der Spaltung bei allen 3 Sub
straten die gleiche. Was den Verlauf betri££t, so liegt die Wirkung auf den 
Gallussauremethylester bis zu etwa 50% Spaltung zwischen der Wirkung 
auf Tannin und auf Digalloylglucose. Bei anderen Tannasepraparaten und 
bei 40° wurden die gleichen Verhaltnisse gefunden. Beeinflusst wird der 
Verlauf naturlich dadurch, «;lass die Aciditat der Losung mit der Zeit steigt. 

Uber den Ein£luss der Konzentration wurden zwei Versuchsreihen mit 
verschiedenen Enzympraparaten angestellt, wobei Esterlosungen von 1/3, 1/2, 

1 und 2 Gallussaureprozenten mit soviel Tannase angesetzt wurden, dass 
stets die gleiche Menge Enzym auf 1,082 g Ester kam. 

"Die Geschwindigkeit steigt mit der Verdunnung und erreicht bei 1/2 % 
den Hohepunkt." W eitere Verdunnung 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 
Proportionalitat zwischen Enzymmenge und Zeit en gleichen Umsatzes ist 
nur angenahert 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 kurzerer Einwirkung konnen Spal
tung en unter 30% einbezogen werden." 

"Da also keine strenge Proportionalitat vorliegt, oder mit anderen Worten, 
das Produkt aus Enzymmenge und Zeiten gleichen Umsatzes nicht genugend 
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 

Prap. I 1 Abbau % 
Prap. II 

0,01 \ 0,014 I 

20,5 27,3 
10,3 

0,02 I 0,03 \ 0,04 I 0,05 I 0,06 I 0,07 i 0,08 I 

34,9146,2153,4159,511 64,7169,0 I 72,71 
25,2 31,5 35,8 I I 

0,10 

80,0 
53,5 
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SolI Praparat II 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 Praparates I der angewandten von II entspricht. 

1. Methoden zur Bestimmung der Tannase!. 
Fischer hat den VerI auf der Tannase-Spaltung der 1-GaJloyl-Glucose 

polarimetrisch verfolgt, dann hat Freudenberg die Spaltung des Hamameli
Tannins und der Digalloylglucose aus Chebulinsaure studiert. Diese Stoffe 
sind schwer zuganglich und schwer Ioslich. Auch entstehen theoretische 
Schwierigkeiten bei diesen Gerbstoffen dadurch, dass der Abbau uber Mono
galloylhexosen von unbekannten Drehungswerten hinwegfiihrt. Zunachst den 
genannten Gerbstoffen kommen die Gallapfeltannine in Frage. Sie sind zwar 
zuganglich und loslich, aber die Losungen truben und farben sich oft beim 
Abbau, ausserdem sind diese Stoffe amorph und weisen kein gleichma'3siges 
Drehungsvermogen auf. 

Eine bessere Handhabe fand Freudenberg im Anstieg des Sauretiters, 
und zwar, wie erwahnt, des Gallussauremethylesters. Um die im VerI auf der 
Spaltung eintretende Aciditatsanderung nicht zu gross werden zu lassen, wlrd 
von vornherein Gallmsaure, die zu 3/4 mit Strontiumhydroxyd neutralisiert ist, 
zugesetzt; bei pH = 4,8 - 4,4 macht die alkalimetrische Titration keine 
Schwierigkeiten. 

Rhind und Smith2 haben in Nierensteins Laboratorium die Tannase 
aus Aspergillus Luchuensis durch die Spaltung des Gallotannins bei 23° 
folgendermassen bestimmt: 

Eine angenahert 0,1 norm. KMn04-Losung wird gegen Ammoniumoxalat gestellt. Dabei 
dient Indigocarmin in 0,5% iger schwefelsaurer Losung als Indicator. Zunachst muss der 
KMnO,-Verbrauch durch das Indigocarmin festgestellt werden. Zur Gallotanninbestimmung 
werden von 25 ccm der Reaktionsmischung vor der Hydrolyse 4 ccm mit 20 ccm der 0,5 %
igen Indigocarminlosung auf 750 cem verdiinnt und titriert. Der Rest wird 15 Minuten mit 
1 g fettfreiem Casein geschiittelt und dann zweimal filtriert. Wenn alles Gallotannln 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 Gallussaure abfiltriert und der Rest an Gallotannin wie oben bestimmt. 

Vielleicht lasst 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 SpaJtwert eines Tannasepraparates durch die 

Anzahl Milligramme, die notig sind, um bei 33° in 24 Stunden 1,082 g wasser
freien Gallussauremethylester (entsprechend 1,000 g Gallussaure), in 200 ccm 

1 Qualitativ lasst sich die Hydrolyse der Tannine durch Yermischen mit 1 % iger Ge
latinelosung verfolgen. 

2 Rhind u. F. E. Smith, Biochem. Jl16, 1; 1922. 
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Wasser gelost, zur HaUte zu spalten. Die Praparate, deren Wil'kung in der 
Fig. 8 dargestellt ist, haben die Spaltwerte 35,4 und 86. 
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"Zur Bestimmung des Spaltwel'tes an 
einem Prapal'ate unbekannter Starke wird 
eine Probe von 50 ccm in del' vorgeschrie
benen Weise angesetzt (zwei Titrationen). 
Liegt die gefundene Spaltung zwischen 20 
und 65 Ufo, so lasst sich del' Sp;:tltwert aus der 
Kurve I (Fig. 8) ablesen. Liegt das erste 
Spaltergebnis ausserhalb des angegebenen 
Bereichs, so ist del' Versuch mit ent
sprechend veranderter Tannasemenge zu 
wiederholen. Die Bestimmung wird in 
den meisten Fallen genau genug sein. Es 
gelingt jedoch leicht, den zweiten Versuch 
in die Nahe von 50Ufo Spaltung zu fiihren 
und alsdann einen dritten so anzusetze:Q., 
dass er hart an 50% trifft, und mit dem 
zweiten Versuche den Wert 50 einrahmt. 
Dann ist der Spaltwert unabhangig von 
der Kurve I ermittelt." 

"Tannase-Einheit" nennt Freudenberg ~ I 
o f 510111 20 3D 'I() 5/) 60 70 80 go 100 die Menge Tannase, die 1,000 gals Methyl ester vor-

Tal/n~se in mg liegende Gallussaure (= 1,082 g wasserfreier Methyl-
Fig. 8. ester) in wassriger Losung, die 'in bezug auf die 

Gallussaure halbprozentig ist, bei 330 in 24 Stunden 
zur Halfte in Freiheit setzt (mg Substanz / Spaltwert = Anzahl Tannase-Einheiten). Die besten 
Praparate enthielten 1 Tannase-Einheit in 15-20 mg. 

Ill. Technische. Anwendungen der enzymatischen Gerbsto:ffspaltung. 
Zur Darstellung von Gallussaure hat Calmette1 ein Verfahren be

schrieben, nach welchem man tanninhaltige Losungen (Gallapfelextrakte) 
mit einer Aspergillusrasse "Aspergillus gallomyces" impft und steril so lUftet, 
dass del' Pilz innerhalb del' Fliissigkeit wachst. Wie schon van Tieghem 
gefunden hatte, ist Aspergillus enzymatisch gegeniiber Tannin viel wirksamel', 
wenn sich das Mycel nicht auf der Oberflache del' Nahrlosung, sondel'll im 
Innel'll del'selben entwickelt hat. 

Nach Ullmann 2 werden zur Fabrikation von Gallussaure 100 kg grob 
zerquetschte Gallen in auszementierten Gruben mit 10 Liter Wasser an
gefeuchtet, in dem man 1 kg gewohnliche Backerhefe aufgeschlammt hat. 
Nach kurzer Zeit tritt Garung ein; die Gartemperatur solI 38 0 nicht iiber-

1 Calmette, D.R.P. Kl. 12q, 129, 164; 1902. 
2 Ullmann , Enzykl. d. techno Chern. 5, 617; 1917. 
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schreiten. Aus dem vergorenen Brei wird die Gallussaure mit Xther-Alkohol 
ausgeschu ttelt. 

C. Chlorophyllase. 

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

1. [Ca2HaoON4Mg](C02CIIa)(C02C20Ha9) + lIsO 
Chlorophyll a 

= [Ca2HaoON,Mg](C02CHa)(COOH) + C20Ha90H 
Chlorophyllid a 

2. [Ca2HaoON,MgJ(C02CHa)(C02C20Ha9) + C2HsOH 
Chlorophyll a 

Phytol 

= [C32HaoON,Mg](C02CHa)(C02C2Hs) + C2oHaoOH 
Athylchlorophyllid a Phytol 

Die Chlorophyllase konnte in allen untersuchten Pflanzenklassen nach
gewiesen werden. Als Material fur 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
riihrung gebracht worden. Indessen erfordert die Verarbeitung der unge
trockneten Blatter infolge ihres Wassergehaltes ausserordentlich viel Losungs
mittel. 

Daher ist oft die Verwendung ded Mehles der getrockneten Blatter vor
zuziehen. Die Trocknung solI rasch erfolgen, in 1-2 Tagen, in dUnn aus
gebreiteter Schicht, bei Temperaturen von hochstens 400 und unter Vermeidung 
von Sonnenlicht. 

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

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

1 Willstatter u. Stoll, Lieb. Ann. 378, 18; 1911. - Siehe auch: Untersuchungen 
tiber Chlorophyll. Berlin 1913. 
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dem Extrahieren des Chlorophylls mit 96%igem Alkohol verwendet worden, 
mitunter auch einfach das Blattmehl ohne Vorbehandlung. 

Die Menge des Enzyms bezeichnet Will s tat t e r "mit dem Bruchteil 
des Pflanzenmehles, welches dem Chlorophyllgehalt des bei dem Versuche 
angewandten Extraktes entspricht" (vgl. hierzu 1. c. S. 179). 

Besonders bemerkenswert ist der Umstand, dass Chlorophyl1ase noch in 
hochprozentigen AIkohol1osungen 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 AbfaH von k 
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Minuten 
15 
30 
60 

120 

2. Athanolyse (Fig. 9). 

x 
45 
75 
91 
98 

erklart sich zunachst durch die all
mahliche Schwachung des Enzyms 
und eines evtl. mitwirkenden Co
Enzyms. Ferner ist zu bemerken, 
dass die Chlorophyl1ase in einem 
heterogenen System in Wirksam
keit tritt, so dass die Diffusion 
von Substrat und Spaltprodukten 
den Gesamtverlauf der Reaktion 
beeinflusst. Willsta tter fiihrt 
folgende Beispiele an: 

1. Hydrolyse. 
Heracleum, Exsiccator trocken, 

mit ganzer Enzymmenge in 66 pro
der Hydrolyse kolorimetrisch (siehe 

k .104 

75,2 
86,8 
75,5 
61,7 

a) Heracleum in 92%igem Alkohol bei 25°; 500 ccm Extrakt, 1,8 g 
Chlorophyl1 enthaltend, mit 27,1 g Blattmehl angesetzt. Verfolgung der 
Alkoholyse durch die Phytolzahl Z (siehe S. 80). 

Za= 31,5 

Stunden Z 
X x k .104 

10 25,6 24,0 275 
20 23,2 33,1 200 
40 19,1 47,1 159 
80 12,0 69,0 147 
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b) Ein£luss des Zusatzes von Wasser (Fig. 9). 
Heracleum in 80%igem Alkohol bei 25°. Anordnung und Methodik wie a. 

Za =30,6 

Stunden Zx x k .104 

5 12,9 65,1 2107 
10 7,4 81,0 1661 
20 5,1 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° iestgestellt. 

Artspezifische Einfliisse. Bemerkenswert ist iolgender Beiund: "Die 
an Chlorophyllase armen Pflanzen geben Extrakte, die bei der Alkoholyse 
und Hydrolyse schlechter reagieren, als die zum Enzym gehorenden Extrakte. 
Dieselben Pilanzen geben extrahierte Blattmehle, welche mit'den iiir die 
Reaktion geeignetsten Lasungen geringeren Umsatz bewirken als gutes Enzym
material. " 

Enzym und Substrat 
Brennesselmehl mit Brennesselextrakt 

" " Heracleumextrakt 
Heracleummehl mit Brennesselextrakt 

" 
" Heracleumextrakt 

Hydrolysegrad nach 60 Min. 
10% 
23% 
62% 
91% 

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

Chlorophyllid Phytol 

[Cs2H aoON 4MgJ (C02CHs) (C02H) +C20H s90H 
= [Cs2HsoON4MgJ(C02CHa)(C02C2oHs9)+ H20 

Chlorophyll 

Chlorophyllid a wurde mit Phytol in Lasung gebracht und mit etwas 
Mehl chlorophyllasereicher Blatter versetzt. An der Abnahme des sauren An
teiles, der aus atherischer Lasung mit 0,02 n. ROH extrahiert wurde, konnte 
die Synthese des neutralen Esters verlolgt werden 1. 

Ferner hat Willstatter mit der Chlorophyllase "den Schliissel iiir die 
Beziehungen zwischen phytolhaltigem und phytol£reiem Chlorophyll geiunden". 
Willstatter und Hug2 haben aus isoliertem Chlorophyll mittels der Chloro
phyllase das Athylchlorophyllid ("krystallisiertes Chlorophyll") erhalten: 

[Cs2HsoON4MgJ(C02CHa)(C02C20Hs9) + C2H50H = 

= [C32HsoON",MgJ(C02CHs)(C02C2Hs) + C2oHs90H. 
------

1 Willstatter u. Stoll, Untersuchungen fiber Chlorophyll (Monographie) 8.192. 
2 Willstatter u. Hug, Lieb. Ann. 380, 210; 1911. 
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II. l\Iethoden. 
1. Die Hydrolyse durch Chlorophyllase lasst sich mit einer von Will

s tat t e r angege benen 1 kolorimetrischen Methode bestimmen, die auf der 
sauren Natur der freien Chlorophyllide beruht; diese kannen namlich aus 
der atherischen Lasung 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 Lasungen werden im Kolorimeter verglichen. Fehler 
+2-3%. 

2. Die Alkoholyse kann an dem schwerlaslichen Chlorophyllderivat, 
das aus der alkoholischen Lasung durch Einwirkung von Oxalsaure ab
geschieden wird, ermiUelt werden 

a) durch Bestimmung der Phytolzahl, d. h. des Phytolgehaltes in Pro
zenten 2. Diese geschieht durch Verseifung mit methylalkoholischer Kali
lauge und darau££olgender 5-6maliger Extraktion des Phytols mit Ather. 
Aus der mit Wasser gewaschenen, getrockneten, hierauf mit Tierkohle be
handelten atherischen Lasung wird unter besonderen Vorsichtsmassregeln 
der Ather abdestilliert, worauf das Phytol zur Wagung gebracht wird. 

b) durch. quantitative Abspaltung der Methyl- und Athylgruppe mit 
Jodwassersto££ nach dem Verfahren von Zeisel. 

Chlorophyll und Phaophytin enthalteil ein Methoxyl und nehmen in 
alkoholischer Lasung unter Einwirkung der Chlorophyllase eine Athoxyl
gruppe auf. Da in den teilweise umgewandelten Praparaten also sowohl Meth
oxyl- als Athoxylgruppen vorhanden sind, ist es nicht zweckmassig, diese 
anzugeben, sonderu Willsta tter fiihrt die "Jodsilberzahl" em: 

J d ·lb hl gefundenes AgJ 100 OSI erza = .. 
angewandte Substanz 

Aus den Jodsilberzahlen lasst sich die prozentische Menge umgewandelten 
Chlorophylls nach Formeln berechnen, welche Willstatter und Stoll an
gegeben und gepriilt haben. 

1 Will s tat t e r ll. S toll, Monographie S. 17H ll. fl'. 
2 Willstatter, Hocheder u. Hug, Lieb. Ann. 371,18; IHOH und 378, 31; 1910. -

Monographie S. 308 u. 181. 



3. Kapitel. 

Phosphatasen und Snlfatasen. 

Phosphatasen. 
"Phosphatasen" ist die regelrecht gebildete Bezeichnung fiir diejenigen 

Enzyme, welche organische Phosphate (Phosphorsaureester organischer Alko
hole oder Alkoholderivate) spalten. Der Wirkungsbereich der verschiedenen 
Enzympraparate ist experimentell noch nicht geniigend festgestellt, man muss 
also einstweilen die Wirkungen auf die einzelnen Phosphorsaureester ge
trennt behandeln, wenn auch ihre Spezuitat keineswegs sichergestellt ist. Die 
wichtigsten dieser Ester diirften die 

Kohlenhydratphosphorsauren sein, deren Katalysatoren demgemass 
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 fiir welches deshalb der Name Phosphatese ziemlich all
gemein angenommen worden ist. 
Den Derivaten der Kohlenhydrate schliesst sich als Substrat die 

Glycerinphosphorsaure an, besonders wichtig als Bestandteil des 
Lecithins und iiberhaupt der Phosphatide. 
Schliesslich spielt die ebenfalls enzymatisch spaltbare 

Inositphosphorsiiure, das Phytin, in Pflanzen eine Rolle. 
Uber die enzymatische Spaltung von 

Phosphorsaureestern cyklischer Alkohole und Phenole sind 
einige Tatsachen bekannt. 

A. Kohlenhydratphosphatasen. 
Als Substrate kommen hier in erster Linie in Betracht 

Hexosediphosphorsaure und 
Hexosemonophosphorsa uren. 

Ferner B i 0 s e p h 0 s p h 0 r s a u r en, besonders Saccharose-Phosphorsiiure, 
schliesslich die noch wenig eriorschten Phosphate der hoheren Kohlen
hydrate. 

Pen t 0 s e p h 0 s P h 0 r s ii u r e n spielen in N ucleotiden eine hervorragende 
Rolle, indessen erscheint es geeigneter, die zugehorigen Enzyme in Zusammen
hang mit den iibrigen Enzymen des NucleinsaurestoHwechsels zu behandeln. 

Chemie d. Enzyme. II. 3. A. 6 
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I. Die Spaltung des Hexosediphosphol'sRul'eesters. 
Ein den Hexosediphosphorsaureester spaItendes Enzym in der Hefe ist 

von Harden und Youngl entdeckt worden, nachdem Iwanow 2 gefunden 
hatte, dass ein bei der Garung gebildetes organisches Phosphat von Zymin 
vergoren wird. 

Die Reaktion, welche durch diese Phosphatase ausge16st wird, muss 
nach H a r den und You n g folgendermassen formuliert werden: 

CSHl004(P04R2)2 + 2~O = C6H120 6 + 2P04H~. 

a) Substrat. 

Der Hexosediphosphorsaureester, welcher bei der alkoholischen Garung 
derZymohexosen entsteht, bzw. Salze desselben, sind von Harden und Young 
entdeckt und beschrieben worden. 

Die Abscheidung dieses ausserst interessanten Stoffes aus der Garungs
fliissigkeit erfolgt am besten iiber das Bleisalz (Young)3. Robison 4 hat 
1922 eine sehr gute Darstellungsvorschrift gegeben (siehe S. 90). 

Die gleichzeitig entstehende Ro bisonsche Hexosemono -phosphorsaure 
wird von der Hexosediphosph,orsaure am besten durch Darstellung der Barium
salze getrennt; das Hexose-mono-phosphorsaure Ba ist namlich leicht16slich 
in Wasser. 

Die freie Diphosphat-Estersaure kann aus dem Bleisalz mit Schwefel
wasserstoff freigemacht werden. Sie ist nach Harden schwach optisch aktiv 
[a]n= + 3,40. Meyerhof und Suranyi5 haben die Dissoziationskonstanten 
des als zweibasische Saure fungierenden Esters (Harden-Youngsche Saure) 
gemessen und geben folgende Tabelle an: 

Phosphorsaure . . . . 
Glycerinphosphorsaure . 
Hexosediphosphorsaure . 
Hexosemonophosphorsaure, Rob i son 
Hexosemonophosphorsaure, N e u be r g 

1,99 
1,40 
1,48 
0,94 
0,97 

6,81 
6,33 
6,29 
6,11 
6,11 

Wir wollen den Harden-Youngschen IIexosediphosphorsaureester 
der Kiirze 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-

1 Harden u. Young, Proc.Roy.Soc. 82,327; 1910. 
I Leonid Iwanow, H.50, 281; 1907. - Zbl. f. Bakt. 11,24,1; 1909. 
a W. J.~Young, Proc. Roy. Soc. 81, 528; 1909. 
4 Rob is 0 n, Biochem. Jl 16, 809; 1922. 

Meyerhof u. Suranyi, Biochem. Zs 178, 427; 1926. 
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monophosphorsaure erwiesl, das ein Phenylhydrazinsalz bildet. In der 
Kalte bildet Zymophosphat mit Phenylhydrazin bzw. dessen Salz mit 
2 Phenylhydrazinresten Hex 0 s e di p ho s pho rs a u rehy dra z 0 n. 

Embden, welcher 1914 das "Lactacidogen" im Muskel entdeckte, betonte 
mit Laquer 2 die nahe Verwandtschaft des Lactacidogens zur Hexosedi
phosphorsaure von Harden-Young. Embden und Laquer erhielten 1917 
aus einem lactacidogenhaltigen Muskelextrakt das obenerwahnte Osazon 
der Hexosemonophosphorsaure. Young erhielt aus seinem Ester durch Spaltung 
Fructose, und manche Tatsachen sind auch als Stiitze fiir die Annahme, das 
Zymophosphat sei ein Fructosediphosphorsaureester, in Anspruch genommen 
worden 3. Sicher ist, dass die Zymohexosen bei bzw. vor der Phosphorylierung 
in eine andere Form umgewandelt werden. 

Das Zymophosphat reduziert Fehlingsche Losung; allerdings ist die 
Reduktionsmhigkeit geringer als die der Glucose, nach Harden (Monogr. 
3. Auf!. S. 51) nur 33% derselben. 

b) Verbreitung einer Zymophosphatase. 

Einleitend sei nochmals hervorgehoben, dass es sich nur urn den Gebrauch 
einer verkiirzten Ausdrucksweise handelt, wenn im folgenden von "Zymo
phosphatase" gesprochen wird; ein solches Enzym ist weder gegen andere 
"Phosphatasen" noch g!')gen Esterasen und Glucosidasen abgegrenzt. 

Die Entdeckung des Enzyms, welches das Zymophosphat in Hefepress
saft spaltet, verdankt man Harden und Young4. 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 kraftig wirkenden Enzym16sungen arbeiten zu konnen; 
so versuchte der Ver£. die Phosphatase in anderem Material als in Hefe in 
grosseren Mengen lInd Konzentrationen zu gewinnen. Euler und Funke 5 

stellten zunachst fest, dass aus dem per os eingegebenen Calcium-Zymo
phosphat im Verdauungstraktus von Kaninchen wenigstens 3h unter Bildung 
von freiem Phosphat zerlegt werden. .Ahnliche Resultate wurden mit jungen 
Hunden erhalten und es wurde festgestellt6, dass eine weitgehende Spaltung 
im Darm (auch im menschlichen Darm) eintritt; letzterer Befund wurde bald 

1 V. L e bed e w, Biochern. Zs 28, 213; 1910. - 36, 248; 1911. - W . .T. Yo un g, Biochern. Zs 
32, 178; 1911. 

2 Ernbden u. Laquer, H.93, 94; 1914. - Verf. wies 1913 (Sv. Kern. Tidskr. 25,168) 
darauf hin, "dass auch bei der Glykolyse die Phosphate eine entscheidende Rolle spielen, 
und dass man Grund hat zu verrnuten, dass so\Che Kohlenhydratphosphorsaure-Ester als 
Zwischenprodukte bei der Glykolyse auftreten". 

3 W. T . .T. M 0 r g an, Biochern . .T1 21, 675; 1927. 
4 Harden u. Young, Proc. Roy. Soc. B. 82,321; 1910. 
6 Euler u. Funke, H. 77,488; 1912. 
8 Euler, Thorin u. D.Johansson, H.79, 375; 1912. 

6* 
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darauf durch Plimmer1 (an Katzendarm) bestatigt. Hervorzuheben ist 
vielleicht noch die Beobachtung von Euler und Funke, dass defibriniertes 
Blut Zymophosphat spaltet z. 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 fur 
Phosphatasedarstellung erwiesen (siehe unten). 

Die Versuche des Verf. (H. 79, S. 376) waren unter moglichst peinlicher 
Einhaltung aseptischer Bedingungen und unter Zusatz von Toluol ausgefuhrt. 

25 ccm Extrakt von Pferdenieren und 25 ccm 5%ige 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 

in 10 ccm gMg9P907 

o 
o 

2 

0,0016 

15 

0,0054 

24 

0,0144 

00 

0,1321 

Mit Thorin und D. Johansson wurde der Phosphatasegehalt der 
Colibakterien festgestellt. Die ersten Beobachtungen uber die Abspaltung 
von Phosphorsaure aus organischen Phosphat en in Pflanzen verdankt man 
Zaleski 3 • Dass die Zymophosphatspaltung sowohl mit Hafer 4 und Gersten
und Lupinen-Samen als mit Blattern (Ahornblattern) gelang (H. und B. 
v. Euler 5) zeigt, dass diese Phosphatase ein standiger Bestandteil des Enzym
systemes des Kohlenhydratabbaues ist. Harding 6 fand etwa gleichzeitig 
Phosphatase in Ricinussamen und in einem pflanzlichen Emulsinpraparat. 
Auch Plimmer konnte Hexosediphosphat durch Ricinussamen spalten, ebenso 
durch Kleie. 

Pankreas und Leber fand Plimmer unwirksam; indessen bedurfen in 
Rucksicht auf die geringe Stabilitat der Phosphatase diese Organe einer 
diesbezuglichen erneuten Untersuchung. 

Durch die grundlegenden Untersuchungen Embdens 7 und seiner Schuler 
wurde u. a. gezeigt, dass "Hexosephosphorsaure aus Hefe als einzige von allen 
untersuchten Substanzen den Umfang der Milchsaure- und Phosphorsaure
bildung (durch Muskelpressaft) zu steigern vermag". Eine ahnliche Wirkung 
fand gleichzeitig in Embdens Institut Hagemann 8 mit Uteruspressaft. 

1 Plimmer, Biochem. Jl 7, 43; 1913. 
9 Einstweilen sind im Blut die meisten Einzelbestandteile des Enzymsystems der 

Glykolyse nachgewiesen worden, namlich ausser der Mutase die Phosphatese und die Co-Zymase 
(Eul er u. Nil s son, H.162, 63; 1926; siehe auch Vi rtan en u. Sim 01 a, Ann. Acad. Scient. 
Fenn A. 26, Nr .. 11, 1926). Ferner Kohlenhydratphosphate (Kay u. Robison, Biochem. Jl 
18,755; 1924). Siehe auch Ph. u. G. P. Eggleton, Biochem. Jl 21, 190; 1927. 

3 Zaleski, Bot. Ber. 24, 285; 1906. 
4 Euler u. Kullberg, H.74, 26; 1911. 
5 H. u. B. Euler, H.92, 292; 1914. 
6 Harding, Proc. Roy. Soc. B. 85, 418; 1912. 
7 Embden, Griessbach u. Schmitz, H.93, 1; 1914. 
8 Hagemann, H.93, 54; 1915. 
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Das Vorkommen der Phosphatase in Nieren bestatigte auch Tomital 

und K ay 2, und zwar fand Kay in einer Kaninchenniere den Phosphatase
gehalt in cortex. doppelt so hoch wie in medulla. In menschlicher Niere war 
das Verhaltnis 4: 1. 

Eine eingehende Untersuchung der menschlichen Organe auf Phosphatase
wirkung verdankt man Forrai 3 • Aus seiner Tabelle sei der folgende Auszug 
mitgeteilt : 

Gespaltenes 
Organ Zymophosphat 

% 
Schilddriise 66,5 
Leber . . 58,5 
Leberkrebs 44,3 
Milzmetastasen eines Magenkrebses 63,4 
Milz. . . . . . . . . . .. 53,4 

Organ 

Hoden .• 
Amyloidniere 
Darm .. 
Herzmuskel 
Serum . 

Gespaltenes 
Zymophosphat 

% 
55,1 
56,3 
38,2 
28,5 
10 

Etwa gleichzeitig zeigte auch Takahashi 4 (mit Meerschweinchen als 
Versuchstier) die Zymophosphatspaltung durch Muskel, Niere und Milz. 

Ro bison und Soames 5 fanden die enzymatische Abspaltung einer der 
beiden Phosphatgruppen des Zymophosphats sowohl in Nieren, Leber, Milz, 
Pankreas, Darm als in Knorpelgewebe, Knochen und Zahnen, und zwar wurden 
verschiedene Tiere untersucht, namlich Ratten, Kaninchen, Meerschweinchen, 
junge Katzen und Hiihner. 

Demuth 6 bestatigt in einer Untersuchung menschlicher Organe im 
wesentlichen die friiheren Befunde und fand die Hexosediphosphatase in 
Sekreten und anderen Korperfliissigkeiten (Speichel, Milch, Urin, Liquor 
cerebrospinalis, Blutserum, letzteres von normalen Sauglingen und Rachi
tikern), ferner in Knorpel von normalen und rachitischen Sauglingen (ge
ringe Spaltung) und in Knochen derselben (starkere Spaltung). 

1m Anschluss hieran hat O. J ager 7 die Spaltung von Hexosemonophosphat 
durch Serum rachitischer Sauglinge untersucht. 

c) Darstellung. 

Die yon Euler 8 1912 zuerst nachgewiesene Gegenwart einer Phosphatase 
in Nieren wurde bald darauf von Plimmer (1. c.1913) und dann in einer Reihe 
weiterer Arbeiten bestatigt, zuletzt von Kay, welcher die Nierenphosphatase 

1 Tomita, Biochem. Zs 131, 170; 1922. 
2 Kay, Biochem, JI 20, 7S1; 1926. 
~ Fon'ai, Biochem. Zs 145, 178; 1924. 
4 Takahashi, Biochem. Zs 145, 178; 1924. 
5 Robison, Biochem. JI 17, 286; 1923. - Robison u. Soames, 18, 74D; 1924.-

Siehe auch Martland u. Robison, 21, 665; 1927. 
6 Demuth, Biochem. Zs 159,415 und 166, 162; 1925. 
7 O. Jager, Zs f. Kinderheilk. 44, 358; 1927. 
8 Euler, H.79, 375; 1912. 
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auch eingehender untersucht hat. Kayl reibt zur Darstellung die Niere 
(Schweinsniere) mit Sand und Chloroformwasser und lasst uber Nacht stehen. 
Am nachsten Tag wird unter Wasserzusatz aufgeruhrt und die Masse durch 
Baumwolle filtriert; das Filtrat wird mit etwas N aOH auf pH = 8,9 gebracht. 
Uber den Wirkungsgrad seiner Losungen hat Kay keine Angaben mitgeteilt. 

Erdtman 2 hat im Institut des Vel'£. Versuche zur Reinigung von Nieren
phosphatase gemacht. Er geht ebenfalls von Schweinsniere aus. Er stellt 
mit Alkoholather fettfreie Trockenpraparate dar, aus denen die Phosphatase 
durch Schutteln mit verdunntem Ammoniak ausgezogen wird. 

d) Wirkungsbedingungen. 

Aciditatsoptimum. An Hefen-Zymophosphatase ist das Aciditatsoptimum 
noch nicht festgesteUt; diesbezugliche Messungen waren wunschenswert. 
Fur die mit del' Spaltung des Zymophosphates indirekt zusammenhangenden 
Synthesen diesesStoffes habenEuler und Nordlund 3 das Optimum pH=6,5 
gefunden (vgl. S. 91). 

Fur die Phosphatase menschlicher Organe liegen analoge Messungen von 
De m u th (1. c.) vor, und zwar besonders an Leber, Milz, Muskel, N erven Niere, 
Pankreas, an Korper£lussigkeiten, sowie an Knorpel und Knochen von Saug
Iingen. Knochen und Knorpel spalten bei Rachitis wesentlich starker und es 
zeigen sich Eigentumlichkeiten des h-Optimums. Ob diese Verschiedenheiten 
auf Variationen im Enzymmolekul zuruckzufiihren sind, odeI' die Folge von 
verschiedenartigen Begleitsubstanzen des Enzyms in den betreffenden Organ
extrakten sind, Iasst sich aus den Angaben del' erwahnten Mitteilung nicht 
ersehen. 

Aktivatoren und Paralysatoren. Embden4 hat 1923 auf den starken Ein
fluss hingewiesen, welchen Salze schon in massigen Konzentrationen auf das 
KohIenhydratphosphatgIeichgewicht ausuben. "Hierbei ordnen sich die Anionen 
del' Sauren in .einer Reihe, die der Hofmeisterschen Reihe entspricht. Die 
am starks ten quellungsbegunstigenden (Rhodanid und Jodid) bewirken die 
starkste Abspaltung von Phosphorsaure aus dem Lactacidogenmolekul." 

Embden findet 
eine erhebliche Steigerung del' Spaltung durch J odide und Rhodanide, 
eine Steigerung del' Synthese durch Fluoride 5. 

1 H. D. Kay, Biochem. Jl 20, 791; 1926. 
2 H. Erdtman, H. 172, 182; 1927. 
3 Euler u. Nordlund, H. 116, 229; 1921. - Euler, J\1yrback u. S. Karl8son, 

H. 143, 243; 1925. 
4 Embden, Naturw. 11,985; 1923. - Embden u. Lehnartz, H. 134,243; 1924.

Embden u. Haymann, H. 137, 105 u. 154; 1924. 
5 Nach 1<~ m b den "besteht eine weitgehende tbereinstimmung zwischen denjenigen 

Anioncn, die spaltungsbegiinstigend auf den Lactacidogenstoffwechsel im Muskelbrei wirken 
und denjcnigen, die nach friiheren Untersuchungen von Carl Schwarz die Arbeitsfahigkeit 
von rohrzuckergelahmten oder in der Losung gewisser Salze ermtidcten Froschmuskeln wieder
herstellen". Hierauf kann in diesem Zusammenhang nicht naher eingegangen werden. 
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Bei den Kationen: 

Steigerung der Spaltung durch Mg. 
Steigerung der Synthese durch Ca. 

87 

Hinsichtlich der Deutung dieser Wirkungen kann Verf. mit Em b den nicht durchaus 
iibereinstimmen. Unter Hinweis auf die Originalabhandlung sei als Grundzug der Em b den
schen Anschauung folgende Stelle angeflihrt: 

"Auf die Frage naeh dem zugrunde liegenden Mechanismus lasst sich eine eindeutige 
Antwort erteiIen: die jeweilige Wirkung del' 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 Tragersubstanzen, anzunehmen, welche 
eine Forderung oder Hemmung oder iiherhaupt die Richtung des biologischen Vorganges 
bedingen." (Vg1. auch Embden, Naturwiss. 1. c.) 

Zu der Auffassung Embdens, dass bei den von ihm entdeckten Salz
wirkungen "die Richtung eines reversibeln Fermentprozesses beein£lusst wird" , 
ist zu bemerken, dass es nunmehr kaum mehr maglich ist, die Bildung des 
Zymophosphats als die Reversion der 
durch die Zymophosphatase beschleu- 5,0 g Unterhefe H. Zeit 3 Stunden. 

nigten Reaktion aufzufassen. Das Spalt
produkt des letzteren Enzymes ist mit 
dem Substrat der ersteren Reaktion eben 
nicht identisch, und demgemass durfte 
die Zymophosphatase, wenn sie unter 
geeigneten Bedingungen synthetisch auf 
a,p-Glucose und Phosphat wirkt, nicht 

Zusatz 

Hel 
H20 

0,5% NaF 
0,08 n CaCI2 

1,66; 1,67 
1,73 
1,14 
1,69 

den Hardenschen Hexosediphosphorsaureester 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, Myrback und S. Karlsson haben da£ur einige experimentelle 
Belege gegeben, welche besonders zeigen, dass in Muskeltrockenpraparaten 
der Phosphatumsatz durch NaF und Glykogen in genau der gleichen Weise 
beeinflusst wird. 

1m Gegensatz zu den Fluoriden be£ardern die J odide die Spaltung 
stark, die Bromide schwacher und die Chloride noch weniger. 

Die erwahnten Ergebnisse, die Embden und seine Schuler uber den 
Ein£luss von Salzen auf das Kohlenhydratphosphatgleichgewicht mit Muskel
enzymen £estgestellt haben, konnten von Euler, Myrback und S. Karlsson 2 

hinsichtlich NaF an He£eenzymen bestatigt werden. Von unseren Versuchen 
£iihren wir obenstehenden an (1. c. S. 247). 

Eine entsprechende Serie rand gleichzeitig Lange hinsichtlich -ner 

1 Embden u. C1. Haymann, H. 137, 154 und zwar 175; 1924. 
2 Euler, Myrback u. So 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 herbeifiihren und solche, welche diese Eigenschaft nich t 
besitzen, bzw. mehr oder weniger einer gegensatzlichen Wirkung fahig sind. 
Zu der ersten Gruppe wtirde man Ca, Ba und Sr, zu der zweiten Na, K, NH4 
und Mg zu rechnen haben. Indessen halt Lange durch diese Einteilung die 
Wirkungen der Kationen nicht hinreichend charakterisiert (1. c., S. 150). 

Dass tiberschtissiges Phosphat den enzymatischen Phosphatumsatz stark 
beeinflusst, fan den schon Harden und Young; inwieweit bei den diesbeztig
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
daren Phosphate nur die Alkalinitat vergrossern, lasst sich noch nicht sagen. 

Organische Aktivatoren und Paralysatoren. H. Erdtman 1 stellte neuer
dings fest, dass verschiedene tierische und pflanzliche Organe, Fltissigkeiten 
(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 schwacher). 
Die Wirkung des Aktivators hangt vielleicht zusammen mit der Hemmung 
der Phosphatase durch das wahrend der Reaktion gebildete Phosphat; hi'erauf 
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, geschwacht zu werden 2. 

e) Kinetik. 

Bevor quantitative Messungen tiber den Verlauf der Phosphatabspaltung 
gemacht werden konnen, ist vor allem die qualitative Feststellung notwendig, 
tiber 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 intermediare 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 tiber die Rolle der Phosphate bei der alkoholischen Garung 3 

1 H. Erdtman, H. 172, 182; 1927. 
2 Euler u. D. Johansson, H. 80,175; 1912. 
3 Harden u. Young, Proc. Roy. Soc. B 77, 405; 1906. 
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ist die Bildung des Zymophosphates, CSHlO04(P04R2)2 mit dem ganzen Gar
vorgang eng verkniipft. Diese enzymatische Synthese in der Hefe wird dem
gemass in Zusammenhang mit den ubrigen an der alkoholischen Garung 
beteiligten Vorgangen 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 sol chen Annahme scheinen aber folgende Tatsachen 
entgegenzustehen: 

Das spezifische Substrat der Zymophosphatase wird in Fructose und 
Phosphorsaure gespalten und ist als Fructosediphosphat anzusprechen. Als 
Ausgangsmaterial zur Bildung des Zymophosphates sind samtliche Zymo
hexosen geeignet, aber die Bindung zwischen Glucose usw. an Phosphorsaure 
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 uberhaupt 
nicht in allen Heferassen moglich; jedenfalls halten Harden und Young die 
enzymatische Synthese von Zymophosphat untrennbar mit der alkoholischen 
Garung verknupft, was die englischen Forscher durch die Gleichung zum 
Ausdruck bringen: 

2CsH120 S + 2P04HR2 = 2C02 + 2C2H 50H + 2H20 + CSHlO04(P04R2)2· 

Aus der unterhalb 50 0 getrockneten Stockholmer Unterhefe H konnte ein 
Extrakt gewonnen werden, welcher die Fahigkeit besass, die Synthese zwischen 
vorbehandelter Glucose oder Fructose zu vermitteln, welcher aber Zymo
phosphat nicht spaltete 1 . Diese Tatsache beweist, dass die Bildung von Zymo
phosphat keine einfache Umkehrung der Spaltung ist, sondern dass mit der 
enzymatischen Bindung der Phosphorsaure wenigstens noch eine andere 
Enzymwirkung, und zwar die Umwandlung der Hexosen, verknupft sein muss. 

Fur das bei der Synthese des Zymophosphates wirksame Enzym hat 
VerI. 1911 die Bezeichnung "Phosphatese" vorgeschlagen2. Damit sollte, 
wie mehrfach betont, uber die Beziehung dieses Enzyms zur Phosphatase 
nichts ausgesagt werden. 

Zu untersuchen bleibt die Reversibilitat, also besonders die synthetischen 
Wirkungen der Zymophosphatase. Es ist moglich, dass dieses Enzym die 
synthetischen Wirkungen ausubt, welche an Alkali-vorb"ehandelter Glucose 
(Euler und J ohansson 3) und an Dioxyaceton (v. Lebedew 4 ; Euler und 

1 Euler u. Kullberg, H. 74, 15; 1911. 
2 Euler, H. 74, 13; 1911. 
3 Euler u. D. Johansson, H. 80,205; 1912. 
4 Y. Lebedew, Chern. nero 44,2932; 1911. 
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Johansson 1), Arabinose (Euler und J ohanss on 1) beobachtet wurden. Siehe 
auch S. 101 (Glycerophosphatasen). 

N ach den wichtigen, bereits erwahnten Ergebnissen Em b den s und 
seiner Schule spielen auch bei Kohlenhydratumsatz im Muskel die Kohlen
hydratphosphate eine wichtige Rolle. Hier scheint die Loslosung der Phos
phatese von den anderen Enzymen des Zuckerumsatzes leichter ausftihrbar 
zu sein. Systematische Versuehe tiber das Verhaltnis der Wirksamkeit von 
Enzympraparaten hinsichtlieh der Aldehydmutation und der Phosphory
lierung (E. Bruni us) haben jedenfalls gezeigt, dass eine Parallelitat nieht 
statthat. Daraufhin deuteten schon die Versuehe von Brunius mit Hefe. 

Dureh die Beobachtung vonHarden und Ro bison 2 und durch die daran 
anschliessenden wichtigen Versuche von Robison 3 und seiner Mitarbeiter 
(siehe S. 82) tiber die Bildung eines Hexosemonophosphates sind viel Ver
suche tiber die Zymophosphatsynthese revisionsbedtirftig geworden, weil in 
vielen Enzymli:isungen und Extrakten sich die, vermutlich reversibeln, \Vir
kung en der Hexosenmonophosphatase tiber 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 Myrback und Runehj elm wurden clie bei 
cler Garung entstehenden Mono- und Diphosphate getrennt annaherncl be
stimmt. Es zeigte sich, class clie wahrencl cler Garung isolierbare Hexose
Monophosphorsaure (Ro bison) wenigstens teilweise als Zwischenproclukt bei del' 
Bilclung cles Diphosphates fungiert. Das Monophosphat wird ohne Cozy
mase nicht vergoren; in Gegenwart von Cozymase verlauft seine Ver
garung schnell, uncl zwar ist, ~enn die Halfte des CO2 entwickelt worden ist, 
kein freies P04 entstanden, sondern es entsteht 1 Mol Diphosphat, wahrencl 
ein C6- Rest (= 2 C3- Resten) vergoren wird. 

Nach Abschluss dieser Ubersicht erschien eine bemerkenswerte Unter
suchung von Harden und Henl ey 4, welche in Garversuchen mit Hefesaft 
und Trockenhefe das Verhaltnis CO2/Total-P verestert in einer gewissen Gar
periocle zu 0,9 fanden, wonach also etwa 10% des Phosphors ohne CO2-Ent
wieklung verestert wtirclen; hierbei entsteht vermutlich Monophosphat. Das 
Verhaltnis CO2/Diphosphat finden Harden und Henley im Mittel zu 2,38, 
mit betrachtlichen Schwankungen und sie sehliessen, dass Diphosphat zunachst 
gemass der IIarden-Youngschen Garungsgleiehung gebilclet und clann teil
weise zu Monophosphat hydrolysiert wird. 

1 Euler u. D. Johansson, H. 80,205; 1912. 
2 Harden u. Rohison, Proc. Chern. Soc. 30,16; 1914. 
3 Rob i son, Biochern. JI 16, 809; 1922. - 17, 286; 1923. 
• Harden u. Henley, Biochern. JI 21,1217: 19-27. 
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f) Wirkungsbedingungen der Synthese (Phosphatese). 

Aciditlitsoptimum. Das Optimum der enzymatischen Zymophosphat
bildung durch Trockenhefe und frische Hefe liegt nach den Versuchen von 
Euler und Nordlund l bei pH = 6,4. Die Fig. 10 stellt die Aciditatskurven 
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 Vorgange im Muskel 
wurde bereits auf die interessanten Befunde von Embden hingewiesen. 
Besonders beachtenswert ist die Forde· 
rung der Synthese durch Ca-Salze; es 
ist moglich, dass das Dicalciumphosphat 
die reaktionsvermittelnden Molekule bei 
der Phosphorylierung bei der Synthese 
bildet (vgl. auch H. 145, 184; 1925). 

Aktivatoren und Hemmungsstoffe. 
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Ausgewaschene Trockenhefe phosphory
liert Glucose oder Fructose nur bei 
Zusatz von Co-Zymase. Nachdem dies 
bekannt geworden war, wurde von 
mehreren Autoren die Co -Zymase als 
Co-Phosphatese, d. h. als der spezifi
;sche Aktivator der Phosphorylierung 
angesehen. Die Wirkung del' Co-Zymase 
liegt abel', wie Euler und Myrback 2 6 7 8 PH 

zeigen konnten, in einem fruheren F' 1 19. 0. 
Stadium, namlich in del' enzymati-
.schen Umwandlung der Gleichgewichtshexosen in die phosphorylierbare Form. 

Die Phosphorylierung der Zymohexosen wird durch Antiseptica, Toluol, 
Chloroform, Phenol begunstigt 3 ; in Gegenwart von Toluol lassen sich auch 
mit manchen frischen IIefen gute Ausbeuten an Zymophosphat erzielen. 

Zeitlicher VerIauf der Phosphatbindung. Wie schon oben erwahnt, ist 
die Deutung diesel' Versuche noch unsicher; es ist nicht nachgewiesen worden, 
ob das Verschwinden des freien Phosphates auf die Bildung eines Hexose
diphosphorsaureesters oder der doppelten Menge Monophosphorsaureester 
zuruckzufuhren ist. 

Auch hier kommt CO2/P04 in Betracht. 
Ein bei optimalem pH von Nordlund l ausgefuhrter Versuch Sel hier 

wiedergegeben: 

1 Euler u. Nordlund, H. 116,229; 1921. 
2 Euler u. Myrback, H. 139, 15; 1924. 
3 Euler u. D. Johansson, H. 80,175; 1912. 
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Versuchs16sung: 20 g Glucose. 
Kaliumphosphat (+ NaHC03). 

110 ccm Wasser + 10 ccm 2,50f0iger Phenollosung. 
10 g fein pulverisierte Trocken-Unterhefe. 

Minuten 
mg Mg2P201 

pH 

o 
126 
6,3 

30 
116 

60 
100 

120 
16 
6,1 

180 
4 

315 
4 

Es ist eine bemerkenswerte, aber noch nicht ganz aufgekHirte Tatsache, 
dass eine Zymophosphatanhaufung 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 
Unterhe£en in einem solchenZustand vorhanden ist, dass sie aus den trockenen 
Praparaten ausgewaschen werden kann 1. 

Den Ein£luss von Phenol auf die Phosphorylierung und Garung hat 
Brunius 2 vergleichend untersucht. Die kritische Grenzkonzentration des 
Phenols fijr Inaktivierung und Garung liegt sehr nahe iibereinstimmend bei 
der gleichen Normalitat, und zwar unter den von Brunius gewahlten 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 urn verschiedene Enzyme handelt. 

Es ist bereits eine ganze Reihe von Hexosemonophosphorsaureestern 
beschrieben worden und mehrere sind vollstandig charakterisiert. 

1. Zunachst hat N euberg 3 aus dem Calcium-Zymophosphat durch vor
sichtige Hydrolyse mit Oxalsaure ein Hexosemonophosphat gewonnen. 
Der N e u b erg sche Monoester wird gespalten ausser durch £rische He£e (N e u -
be r g) durch ein in zahlreichen tierischen Organen enthaltenes Enzym; Tom ita 4 

wies es nach in Niere, Milz, Leber, Muskel, Noguchi 5 in Takadiastase. 
2. Einen zweiten yom obigen verschiedenen Hexosemonophosphorsaure

ester erhielten H a r den und Rob i son 6. Dieser Ester ist optisch rech tsdrehend, 
[aJD = + 25° und lie£ert bei der Spaltung einen rechtsdrehenden Zucker, 
welcher sich mit Phenylhydrazin in Glucosazon iiberfiihren lasst. 

3. Monophosphate mit hoheren Drehungen (Myrback u. Runehjelm) 
werden analog enzymatisch gespalten. 

1 Euler u. Myrback, H. 117, 28; 1921. 
2 Euler u. Brunius, H. 160,242; 1926. 
3 N e u b erg, Biochem. Zs 88, 432; 1918. 
4 Tom ita, Biochem. Zs 131, 170; 1922. 
5 Xoguchi, Biochem. Zs 143, 190; 1923. 
6 Harden u. Robison, Bi<lchem. JI 16, 809. - Robison, 17, 286; 1923. - Robi

son u. Soames, 18, 740; 1924. - Kay u. Robison, 18, 755; 1924. 
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Ein diesen Monophosphaten entsprechendes Enzym kommt in Hefe VOl', 
ferner in Emulsinpraparaten. 1m Tierreich ist es besonders in der ossifizieren
den Knorpel reichlich vertreten, in wachsenden Knochen und in Zahnen. 
Das Nierenenzym studierte Eichhol tzl; Leber 
und Milz scheinen von dies em Enzym zu ent
halten. N ach T a k a has h i 2 spaltet Knochen
extrakt sowohl den Ro bisonschen wie den N eu
be r g schen Ester. 

2S f--+--\--+-

Uber die enzymatische Spaltung des Ro bison- 201----t--B:;>H*I--l-,<71 

schen Esters macht auch O. J ager 3 Angaben. Das 
pH-Optimum (Kinderblut-Serum, normal und rachi
tisch) liegt bei 7,5-8,0. Das Enzym solI auch im §1S 1----t---Jl-i!'I+~j,-07/· 

Harn vorkommen. . ~ 

3. Weitere Hexose - Monophosphorsaureester fr 
haben Komatsu und Nodzu4 dargestellt und 1'0 
untersucht. I----f--I--H~~--i--i 

III. Saceharophosphatspaltung. 
Djenab und Neuberg 5 konnten die von 

N euberg und H.Pollak 6 entdeckte Saccharomono
phosphorsaure durch Hefen (untergarige und ober
garige) und Hefenpresssafte spalten; sie nehmen die 
Existenz einer besonderen Saccharophosphatase an 7. 

o 1 2 3 'I 3 
-Zeff in jlunden 

Fig. 11. 

Das Substrat, die Saccharophosphorsaure bildet ein leichtlosliches Na
tl'iumsalz, 012H210' P03Naz, sowie ein leichtlOsliches Oalciumsalz (Hesperonal
natrium bzw. Oalcium, Merck). 1m VerI auf del' Spaltung del' 100f0igen Losung 
des Oalciumsalzes wird das freigemachte Oalciumphosphat gallertartig ab
geschieden. Ausser durch Hefen wird die Saccharomonophosphorsaure noch 
durch ruhende, besonders durch olreiche Samen hoherer Pflanzen in Rohr
zucker und Phosph&t hydrolysiert (Nemec und Duchon 8). Ausserdem wurde 
die Spaltung mit Blattern von Solanum tuberosum durchgefuhrt. Tomita 9 

hat das Saccharophosphat durch Organe, bzw.Organextrakte (besonders Niere 
1 Eichholtz, Arch. expo Pathol. u. Pharm. 111, 73 ; 1926. 
2 Takahashi, 146, 161; 1923. 
3 O. Jager, Zs f. Kinderheilk. 44, 358; 1927. 
4 Komatsu U. Nodzu, Mem. ColI. Sci. Kyoto A 7,377; 1924. - Nodzu, Jl of 

Biochem. 6, 31 u. 49; 1926. 
5 Djenab u. N e uberg, Biochem. Zs 82, 391 ; 1917. 
6 Neuberg u. H. Pollak , Chern. Ber. 43, 2060; 1910. 
7 Unterschiede hinsichtlich der Ve r gar bar k e i t des Zymophosphats und des Saccharo

phosphats durch lebende Hefe konnen mit der verschiedenen Permeabilitiit der beiden Ester zu
sammenhangen; als zwingender Beweis fur die Verschiedenheit der entsprechenden Phosphatasen 
kann die Vergarbarkeit der Saccharophosphate durch lebende Hefen kaum herangezogen werden. 

8 Nemec u. Duchon, Biochem. Zs 119, 73; 1921. 
9 Tom i ta, Biochem. Zs 131, 161; 1922. 
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und Leber, weniger durch Milz, Pankreas, Gehirn, Muskeln) spalten kannen. 
Forrai 1 hat die Zersetzung durch menschliche Organe, Pankreas und 
N ebenniere, vorgenommen und auch Tumoren wirksam gefunden. Die gleiche 
Wirkung zeigt menschliche Haut und Haut von Meerschweinchen (Wohl
gemu th und Y. N akam ura 2). Einen Fortschritt dies en Versuchen gegenuber 
bedeutet die Arbeit von Neuberg und M. Behrens 3, in welchen die Ent
phosphorylierung vermittels Pferdenierenextrakt so durchgefuhrt wurde, dass 
nicht nur die freie Phosphorsaure, sondern auch der Rohrzucker (der krystalli
siert erhalten werden konnte) analytisch bestimmt wurde 4 • Bei Verwendung 
von p£Ianzlichen Extrakten wird . die Rohrzuckerkomponente oft durch die 
anwesende Saccharase zerlegt (N e u bel' g und Sa bet a y 5). 

Nach Djenab und Neuberg ist ihre Phosphatase sowohl in schwach 
essigsaurer Lasung als in neutraler und schwach alkalischer Lasung wirksam. 

7 

6 

s 
+ 
3 
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1 

J 

/ 

//" 

V ./ 

35 frO ~ 50 55 (JO 65 1'0 
Abuespallenes P,O, in %. 

Fig. 12. 

Toluol schadigt nicht. 
Folgender Versuch gibt eine Vorstellung 

vom zeitlichen VerI auf del' Reaktion. 
20 g Na-Saccharophosphat (schwach alkalisch) in 

400 cern + 20 g Hefe OM + 20 cern Toluol. 
"Wiihrend in lO,O cern der Ausgangsliisung (460,0 cern} 

0,0663 g Gesarnt-P.05 enthalten waren, ergab sich in je 
zwei gut iibereinstirnrnenden Kontrollanalysen die Menge 
des abgespaltenen anorganischen Phosphats in lO,O cern 
Losung: 

Tage P 2O. 
1 0,0258 g 38,9% 
2 0,0344 51,9 
3 0,0385 58,1 
5 0,0428 64,6 
8 0,0442 66,7 

00 ber. 0,0663 

Zurn Schluss sind mnd 2/3 des Saccharophosphats enzyrnatisch zerlegt worden, in gutem 
Einklang mit anderen Yersuchsresultaten mit Oberhefe XII." 

Die obigen Zahlen und die obenstehende Figur zeigen, dass die Reaktion 
auch bei del' verhaltnismassig hohen Verdunnung des Substrates (5 Ofo) nul' 
bis zum Verbrauch von etwa 2/3 des organischen Phosphates verlauft, was 
auHallend ist, da diesel' Endzustand kaum dem l1aturlichen Gleichgewicht 
el1tspricht. Auf die alkoholische Garul1g der Saccharophosphate kommel1 
WIr bei der Besprechung del' Garul1gsreaktionel1 zuruck. 

1 Forrai, Biochern. Zs 144, 149; 1924. 
2 Wohlgemuth u. Y. ~akamura, Bioehem. Zs 175,216; 1926. 
• Neuberg u. M. Behrens, Biochern. Zs 170,254; 1926. 
4 Andererseits kann man aus Saccharosephosphat durch Hefesaccharase die Spaltung 

in Fructose und Glucosernonophosphat vornehmen. N e u be r g u. Sa bet a y. - K u h n u. 
Miinch, 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 1. Welche Bestand
teile des MaIzes hierbei die eigentlichen Substrate bilden, ist noch nicht voll
standig bekannt; sicher ist nur, dass sich Phytin unter diesen Phosphaten 
befindet, und dass demgemass die Phytase (siehe S. 101) an der enzymatischen 
Abspaltung yon P04 aus Malz beteiligt ist. Nach den bemerkenswerten Unter
suchungen von Samec 2 enthalt aber Starke verschiedener Herkunft ein 
Phosphat eines hoheren Kohlenhydratrestes; moglicherweise ist dieses Phos
phat der wesentliche Bestandteil des Amylopektins. Jedenfalls kommt dieses 
Substrat hier in Betracht mid das entsprechende Enzym, das etwa als Amylo
phosphatase zu bezeichnen ware, verdient eine eingehender~ Untersuchung. 

A die r nimmt im ::\1alz mindestens 2 Arten von Phosphatasen an, "von denen die eine 
unlosliche organische Phosphatkomplexe in LosuJ;lg bringt, wahrend die andere anorganische 
Phosphate bildet". 

A dIe r gibt ein Temperaturoptimum flir die Phosphatasen bei 58° an. 
"Die Phosphatasen sind ziemlich widerstandsfahig gegen eine Behandlung mit Alkohol 

in der Hitze. Zur Vernichtung der Enzyme wendet man am besten eine Abkochung mit etwa 
858/ oigem Alkohol an." 

"Die Enzyme, welche die IOslichen Phosphate entstehen lassen, stellen praktisch nach 
5 Stunden ihre '\Virksamkeit ein; bei den die anorganischen Phosphate liefernden Enzymen 
tritt dies erst mit 14 Stun den ein." In einem Extrakt von 1 Teil Malz mit 20 Teilen Wasser 
findet der beste Abbau statt. 

Die grosste Bedeutung kommt der Aciditat zu. "Bei einem pH = 5,4 lasst sich die ge
samte Phosphorsaure des ::\Ialzes in Losung bringen, wovon etwa 930/ 0 anorganischer Natur 
sind. Gegen Hydroxylionen sind die Phosphatasen weit empfindlicher als gegen Wasserstoff
ionen. Bei stark saurer Reaktion geht aus dem ::\'Ialz eine organische Phosphorverbindung 
in Losung, das Phytin." 

Das Phosphat eines Kohlenhydrats ist zuerst von Northrop und J. ::\1. Nelson3 aus 
Starke erhalten worden. Joh. Kerb 4 hat nach der Methode von Neuberg und Pollak 
ein Starkephosphat synthetisiert, welches 1,74% P enthielt. Daraus wurde beim Abbau durch 
Amylase eine IIexose-Mo.no-Phosphorsaure erhalten, tiber deren weitere Spaltung aber nichts 
Xaheres bekannt geworden ist. 

Uber eine direkte enzymatische Veresterung von Glykogen liegen bisher 
keine Angaben vor. 

V. Nucleotidasen. 
Obwohl die Nucleotidasen als Enzyme des Nucleinsaureabbaues 1m Zu

sammenhang mit den Nucleinasen zu behandeln sind, sei doch auch hier dieser 
Enzymgruppe kurz Erwahnung getan, da sie ja die Bindung zwischen einer 
Kohlenhydratgruppe und Phosphorsaure spalten. 

Es bleibt dabei bekanntlich die Verbindul1g von Kohlel1hydrat (meist 

1 Adler, Biochcm. Zs 70, 1; 1915. 
2 Sam e c, Kolloidcherri. Beih. 6, 32; 1914. 
3 Xorthrop u. J.l\1.Xelson, JIAmer.Chem.Soc. 38, 472; 1916. 
4 Joh. Kerb, Biochern. 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 Guanylsaure, so ware der Vor
gang schematisch folgendermassen darzustellen: 

. . Nucleo- h R'b G . Phosphorsaure-Rlbose-Guamn ~d Phosp orsaure + 1 ose- uamn. 
tl ase 

Die Stellung des Phosphatrestes in der Ribose ist bereits bei einem dieser 
Nucleotide bekannt, namlich bei der Inosinsaure (Hypoxanthin-d-Ribosid
~-Phosphorsaure, wo P04 am f5-Kohlensto££atom. sitzt1: 

OO-NH 
OH H H H H 7 I I 
I I I I! NH·O OH 

O=P-O-OH2 -O-C-C-O-C( II II 
I I I I ~N-O-N 
OH OH OR 

~-O--

Unsicher ist noch, ob das Hypoxanthin an der Stelle 8 oder 7 mit der 
Ribose verbunden ist. 

Die Phosphatgruppe wird aus der Inosinsaure verhaltnismassig langsam 
abgespalten, die Inosinsaure ist also in dieser Hinsicht recht stabil, was ver
mutlich auch mit der Ribosephosphorsaure selbst der Fall ist 2• Yama
g a w a hat verschiedene hierher gehOrende Substanzen vergleichend mit 
0,1 n' ~S04 bei 100 0 hydrolysiert und folgende Zahlen fiir die Abspaltungs
geschwindigkeit der Phosphorsaure, ausgedriickt in monomolekularen Re
aktionskonstanten, gefunden. 

Nucleinsaure 
Guanosinphosphorsaure 
Adenosinphosphorsaure 
Uridinphosphorsaure . 
Inosinsaure. . . . . 
Hexothyrnidindiphosphorsaure . 

k'lOa 

1300 
1770 
1660 
480 
470 
726 

In dies em Zusammenhang sei auf Messungen der Stabilitat verschiedener 
Zuckerphosphorsauren hingewiesen, welche Levene und Yamagawa3 aus
gefiihrt haben. 

Vorkommen. Nucleotidasen konnten Levene und Medigreceanu 4 

1 Levene u. Jacobs, Biochern. Zs 28, 127; 1910. - Chern. Ber. 44, 746; 1911. 
2 Yarnagawa, JI BioI. Chern. 43, 339; 1920. 
3 Levene u. Yarnagawa, Jl BioI. Chern. 43, 323; 1920. 
4 Levene u. Medigreceanu, Jl BioI. Chern. 9, 65 u. 389; 1911. 
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in Presssaften von Leber, Niere, im Blut und Blutserum nachweisen; besonders 
wurde der Darmsaft und der Auszug der Darmschleimhaut sehr wirksam be
funden, Pankreasextrakt scheint nicht aIle Nucleotide anzugreifen. 

Ob die Nucleotidasen, welche die Phosphorsaure von Pyrimidinhexosiden, 
bzw. von der darin enthaltenen Hexose, abspalten, z. B. von Thymonuclein
saure, 

Hexose - Guanin 
(HO)O = p( P = O(OHh 

Hexose/ 

I 
"'-Thymin 

/Zytosin 
/ Hexose",-

(HO)O = P P = O(OH)2 
""-Hexose - Adenin 

identisch sind mit denjenigen, welche Riboside angreifen, bleibt noch fest
zustelIen. 

Am be r g und Jon e s 1 bezeichnen das J;~nzym, welches Phosphorsaure aus X ucleinresten 
(Nucleotiden) abspaltet als "Phosphonuclease", wahrend sie fUr die Enzyme, welche zur 
Abspaltung yon Purinbasen fiihren, den Namen "Purinnucleasen" vorschlagen. Die Annahme 
yon der unab hangigen Existenz der beiden erwahnten Enzyme griinden Am be r g und Jon e s 
hauptsachlich darauf, dass die Rundeleber zwar Phosphorsaure aus del' Nucleinsaure 
abspaltet, aber nicht Adenill. "Denn ware letzteres der Fall, so miisste sich das so gebildete 
Adenin als Endprodukt auffinden lassen, da diese Driise durchaus unfahig ist, Adenin 
irgendwie weiter IIU andern." 

Wir kommen auf die Spaltung der N ucleinsauren, besonders auf die 
Abspaltung der Basen bei der Behandlung der proteolytischen Enzyme wieder 
zuriickZ• 

B. Glycerinphosphatase. 

In der Natur kommt Glycerinphosphorsaure als Spaltprodukt des Leci
thins und anderer Phosphatide vor. Willsta tter und Liidecke 3 haben 
zuerst gezeigt, dass die Glycerinphosphorsaure des Lecithins optisch aktiv, und 
zwar linksdrehend ist. Eine mit Willsta tters Substanz vermutlich identische 
Glycerinphosphorsaure haben Levene und Rolf'" aus Cephalin isoliert. 

Dber a-Glycerin-Phosphorsaure, CH20H-CHOH-CHz' PO",H2 und iiber 
Di-Glycerin-mono-Phosphorsaure-Ester siehe E. Fischer und Pfahler (Ber. 53) 
sowie Bailly5, iiber die Glycerinphosphorsaure des Lecithins siehe Karrer 
und Salo mon 6 • 

1 Amberg u. Jones, H.73, 407; 1911. 
2 Siehe hierllu auch London u. f-lchittenhelm, H.70, 10; 1910. 
3 Willstattel' u. Liidecke, Chern. Bel'. 37, 3753; 1904; ygl. hieriiber auch Karrer 

u. Salomon, RelY. 9, 3; 1926. 
4 Levene u. Rolf, JI BioI. Chern. 40, 1; 1919. 
5 Bailly, C. l'. 183, 67; 1926. 
6 Karrer u. Halomon, Relv. 9, 1; 1926. - Zur Synthese des Lecithins: Griin u. 

Limpacher, 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 Glycerinphosphorsaure ist zuerst von N euberg und Karczag 1 beschrieben 
worden. 

4,3 g glycerinpbospborsaures Na wurden mit 10 g Hefe XII des Berliner lnst. f. Garungs
gewerbe und 200 cern Wasser angesetzt. Wiibrend 48 Stunden wurden bei 29° bei einem 
Versuch fast 50%, bei einem anderen 42% des Gesamtpbosphors des zugesetzten Substrates 
in Freibeit gesetzt, wahrend in Kontrollversuchen obne Hefe nur eine spurenweise Spaltung 
erfoigte. Die Hefe allein lieferte bei den eingehaltenen Versucbsbedingungen nur etwa 4% 
des gefundenen anorganischen Phosphats. 

Dieser Befund ist auch deshalb bemerkenswert, weil N a-Zymophosphat 
durch lebende Hefe - aus einer noch nicht aufgeklarten Ursache - nich t 
gespalten wird. 

Grosser und Husler zeigten, dass Darmschleimhaut2 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 bestatigt, der Glycerinphos
phatspaltung ausserdem durch Nebenniere, Schilddriise, Hoden und Tumoren 
beobachtete. Clementi 3 fand die Enzymwirkung auch im zell£reien Darm
saH des Hundes. Leber2 und Milz enthalten nur Spuren; Pankreas 4, Muskel, 
Herzmuskel und BIut wurden mit negativem Ergebnis untersucht. R. S chmi d t 
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 solI auch voll
stan dig bei Anwendung des synthetischen, inaktiven Substrates verlaufen. 
Ob dies bei allen Aciditaten der Fall ist, bleibt zu untersuchen. 

Plimmer (vgl. S. 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 identiseh ist. Er hebt 
in dieser Hinsieht ferner hervor, dass das Enzym der Phosphatspaltung, 
das sieh in Rieinussamen findet, durch Wasser extrahiert werden kann, wahrend 
die Ricinuslipase in Wasser unloslich ist. 

Falk und Sugiura4 fanden in Ricinussamen eine wasserlosliche Esterase, 
welche mit der Glycerinphosphatase moglicherweise identiseh ist. 

Falk" hat dieses Enzym naher untersucht. Er fallt die filtrierten und dialysierten 
wasserigen Ausziige mit Aceton. Der Aschegehalt der Substanz betrug 5 %. Das Prllparat 

1 Neuberg u. Karczag, Biochem.Zs 36, 60; 1911. 
2 Grosser u. Husler, Biocbem. Zs 39, 1; 1913. Bestiitigt von Plimmer, vgl. S.99. 
3 C I erne n t i, Arch. into Physiol. 22, 121; 1923. 
4 Falk u. Sugiura, JI Amer. Chern. Soc. 37, 217; 1915. 
5 F a I k, 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 halt das Enzym fur ein Protein. 

N emec1 untersuchte die Samen folgender hoherer Pflanzen hinsichtlich 
ihrer Fahigkeit, Glycerinphosphorsaure zu spalten. Der folgende Auszug aus 
seiner Tabelle enthalt die Menge P20 5 in %, welche mit 5 g Samen wahrend 
48 Stunden bei 25 0 aus Glycerinphosphorsaure abgespalten werden. 

Hordeum distichum 1,07 Lens esculenta 28,62 
Secale cereale 1,15 Polygonum fagopyrum 28,66 
Avena sativa . 1,16 Helianthus annuus . 29,19 
Lupinus angustifolius 4,62 Pisum sativum 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 34,19 
Cannabis sativa . 23,74 Sinapis alba 41,34 
Papaver somniferum 26,56 Glycine hispida . 49,97 

Dass die Spaltungsgrenze 50% nie liberschritten wird, dlirfte darauf 
hinde:uten, dass aus der synthetischen, also racemischen Glycerinphosphorsaure 
nur die natiirlich vorkommende Form angegriffen wird, was besonders in 
Rlicksicht auf Grossers und Huslers Ergebnisse noch naherer Untersuchung 
bedarf. 

Die Wirkung mehrerer Organextrakte auf verschiedene organische Phos
phate hat 1913 Plimmer in einer Tabelle zusammengestellt 2, aus welcher 
hier ein Auszug mitgeteilt sei. 

Hexose-(Zymo-)phosphat . 
Glycerophosphat . 
Athylphosphat 
Diathylphosphat . 
Phytin ...• 
Thymusnucleinat 

Pankreas Leber 

o 
o 
o 

° o ° 

Darm 

+ 
+ 
+ 
0 

° + 

Ricinus- Trockenhefe 
Kleie samen Zymin 

+ + + 
+ + + 
+ + + 
0 

+ ° + 
+1 + 

Seit dieser Zeit haben sich unsere Kenntnisse liber Phosphatasen wesent
lich erweitert und es ware nun eine dankenswerte Aufgabe, das Wirkungs
bereich dieser Enzyme und den Grad ihrer Spezifitat endgiiltig festzustellen. 

Eingehende und exakte Untersuchungen liber enzymatische Glycero
phosphatspaltung verdankt man H. D. K ay 3, sowie Martland und Robi
son4• Der erstgenannte Forscher arbeitete mit Nierenenzym, letztere mit 
Knochenphosphatase. An Nierenenzym sind auch im Institut des Verlassers 

1 Nemec, Biochem. Zs 93, 94; 1918. 
B Plimmer, Biochem. Jl 7, 43; 1913. 
3 H. D. Kay, Biochem. Jl 20, 791; 1926. 
4 Martland u. Robison, Biochem. Jl 21, 665; 1927. 

7* 
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Versuche angestellt worden (H. Erd tman), welche sich besonders auf den 
Nachweis eines Aktivators konzentriert haben (vgI. S. 88). 

0.6 
nadl H.D.Kay 

'I 

~ 
I 

I 

I , 

/7 
/ rr" 

-~ 0.1 

~ 
'l 

I 
I 

I 

0\ 
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Darstellung. Zur Gewinnung 
von wirksamen Enzympraparaten 
aus Niere wird mit Wasser extra
hiert. Das Eiweiss wird isoelek
trisch ausgefallt. Reinigung durch 
Adsorptionsmethoden haben bis 
jetzt wenig ErfoIg gehabt. Erdt
man ist eine Anreicherung im 
Extrakt im Verhaltnis 1: 50 ge
lungen. Die Nierenrinde ist sehr 

5 6 7 8 9 PH 10 viel enzymreicher als die Medulla 
Fig. 13. 

A Wirkung auf Na-Hexosediphosphat (Borat
Puffer). B Wirkung auf Na-Hexosediphosphat 

(Glykokoll-Puffer). C Wirkung auf 
Glycerophosphat (Glykokoll-Puffer). 

100 ...... 

~ 
na.ch Marl/and 

u. Robison 

I\. 

\ 
80 

\ 
1 

JO 
8,0 8.5 

Fig. 14. 

" 
9,0 9,5 

Knochenextrakt, 24 Stdn. gehalten in 0,4 %igen 
NaHCOa-Losungen, auf verschiedene pH gebracht. 
Aktivitat des Enzyms gemessen durch Hydrolyse 
yon 0,1 norm. Na-Glycerophosphat in 2,5 Stdn. 

bei pH = 9,1, angegeben in Prozent der 
urspriinglichen Aktivitat. 

(14,2: 2,1) (Kay). 
Aciditatsoptimum. Kay fand 

das Optimum der PhosphatabspaI
tung, und zwar sowohI aus Hexose
diphosphat (vgI. S. 86) als aus 
Glycerinphosphat zwischen pH 8,8 
und 9,2, und betont, dass· fur kein 
anderes Enzym ein so weit im alkali
schen Gebiet belegenes Optimum 
bekannt ist. Nieren und Knochen-
enzym stimmen in dieser Hinsicht 
uberein. Es sei auf die Aciditats
kurve Fig. 13 verwiesen. Mart
land und Robison finden das 
pH-Optimum fur Knochenphos
phatase bei pH = 8,4. 

Substrate. Bemerkenswert ist 
die Feststellung von Kay, dass 
fJ-Glycerophosphat schneller hydro
lysiert wird als das a-Salz. Oasein 
wird von der Glycerophosphatase 
nur schwer angegri£fen. 

Sowohl die roten Blutkorper
chen als das Plasma enthalten ein 
Substrat fur 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 Ro bison 
zu bemerken, dass die Hydrolyse des Glycerophosphates durch anorganisches 
Phosphat schon in geringer Konzentration gehemmt wird, nicht aber durch 
Glycerin in ahnlichen Konzentrationen. 

Martland und Robison wiesen die syn thetischen Wirkungen der 
Phosphatase nach an Mannit, Glykol, Glucose und Fructose. 

Temperaturstabilitat der Knochenphospbatase. Durch Messungen bei 
38° unter verschiedenen pH-Bedingungen wurde gezeigt, dass schon von 
pH = 8,5 an die Stabilitat der Phosphatase mit zunehmender Alkalinitat 
stark abnimmt (Fig. 14). 

C. Phytase. 
Substrat. Das Phytin ist nunmehr als Inositphosphorsaure erkanntl, 

und zwar kommen nach den Analysen 6 P04-Gruppen auf 1 Molekul Inosit, 
C sH120 6' wonach also dem Phytin etwa die folgende Formel zukommt (N eu
berg) : 

Die Synthese des Phytins aus Inosit und P20 5 ist von Posternak 2 durch
gefiihrt worden. 

Bemerkenswert ist, dass die Phosphorsaure aus dem Phytin verhiiltnis
massig leicht abgespalten wird 3. 

Uber die Art der Bindung der Phosphorsiiure und die Stellen der freien 
Hydroxylgruppen herrscht noch nicht vollige 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 4 angegeben, 
welche fur dieses Enzym den Namen Phytase vorgeschlagen haben 5• Sie 

1 Suzuki u. Yo shimura, Bull. ColI. Agric. Tokyo, 7, 495; 1907. - N eu berg, Biochem. 
Zs 5, 443; 1907 und 9,557; 1908. - Posternak, C. r. 169,79; 1919. 

2 Posternak, C. r. 168, 1216. - Relv. 4, 150; 1921. 
a Siehe hierzu J ego row, Biochem. Zs 42, 432; 1912 und 61, 41; 1914 . 
.. Suzuki, Yoshimura u. Takaishi, Bull. ColI. Agric. Tokyo, 7, 504; 1907. 
5 Z al e ski, Bot. Ber. 24, 285; 1906, hatte bereits darauf hingewiesen, dass aus loslichen 

Phosphorverbindungen in keimenden SaJllen Phosphorsaure freigemacht winl.. 
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konnten bei der enzymatischen Spaltung neben Phosphorsaure auch Inosit 
nachweisen. 

In Aspergillus niger und anderen Schimmelpilzen wurde Phytase von 
Do x 1 nachgewiesen. 

1m Gegensatz zu Plimmer konnten Mac Collum und Rart 2 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 o.urch W. Windisch und VogeI
sang 3 wahrscheinlich gemacht worden. In Gerste und Mais wiesen Vor
brodt 4 sowie Liiers und Silbereisen die Phytase naeh, in Weizenkleie 
R. J. Anderson 5 . Demgemass wird Phytin auch durch Weizenmehle 
abgebaut (Collatz und Bailly6). Nach Starkenstein 7 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 Spezifitat dieser tierischen "Phytasen" erbracht. 
In 2 Jahre alten Ahornsamen fand R. J. Anderson 8 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 mger, 
fumigatus und clavatus, 

Jegorow (R. 82, 231; 1912) in Penicillium crustaceum. 
Darstellung. Suzuki und seine Mitarbeiter haben ihre Reiskleienphytase 

mittels Alkohol gefallt. Adler 9 beschreibt seine Darstellungsweise aus 
Griinmalz eingehender: 

Das 14 'rage gekeimte Griinmalz wird gequetscht, 700 g davon werden 7 Stunden lang 
mit 2,5 1 25 % igen Alkohols extrahiert. Der von den festen Riickstanden abfiItrierte 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 Silbereisen10 geben foigende Vorschrift: Man geht von 
Gerstengriinmalz aus, dessen Wachstum zwecks Enzymanreicherung auf 

1 Do x, Jl BioI. Chem. 10, 183; 1911. 
2 Mac Collum u. Hart, Jl BioI. Chem. 4, 497; 1908. 
a W. Windisch u. Vogelsang, Woch. f. Brau. 23, 516; 1906. 
'Vorbrodt, Akad. Wiss. Krakau 1910. A.414. 
5 R. J. Anderson, Jl BioI. Chem. 20, 475, 483; 1915. 
6 Collatz u. E. M. Bailly, Jl Ind. a. Eng. Chem. 13,317; 1921. 
7 Starkenstein, Biochem. Zs 30, 94, 1911. 
8 R. J. Anderson, Jl BioI. Chem. 43, 469; 1920. 
9 A dIe r, Biochem. Zs 75, 319; 1916. - Siehe auch Seite 95. 

10 Liiers u.<Silb e<r-eis en, Woch. f. Brau. 44, 263; 1927. 
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16 Tage ausgedehnt wird. Das feuchte Grunmalz 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 Starke getrennt und blank filtriert. 
Aus 11,5 Liter Losung wurde das Enzym durch Zusatz von 30 Liter 96%igem 
Alkohol in Form voluminoser Flocken ausgefallt, 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 aufgeschlammt und zentrifugiert. 
N ach dem Trocknen im Vakuum iiber 
Schwefelsaure wurden 30 g pulveriges, 
fast weisses Rohenzym erhalten. 

Optimale Aciditat. Adler (1. c.) 
fand pH = 5,4-5,5. - Liiers und 
Sil b er eis en haben die Aciditats-

... 
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kurve genauer aufgenommen, und 2 

~ zwar mit verschiedenen Puffern. Die 1 

Fig. 15 ist der Arbeit der genannten 03 

Forscher entnommen. 
Kinetik. Adler hatte unter opti
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Fig. 15. 

malen Bedingungen bis zu 72% des angewandten Phytins zerlegen konnen. 
Luers und Silbereisen versuchten ihre Versuchszahlen nach der Formel 
fur 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-W erte" . 

Liiers fand Anschluss an die Schiitzsche Regel (vgl. Bd. I, 3. Aufi., S. 161), die .also 
bier als (rein empirische) Interpolationsformel braucbbar ist. 

Einfluss der Temperatur. Adler gab als gunstigste Temperatur fiir die 
Phytinspaltung 56° an. Luers und Silbereisen fanden "ein sehr scharf. 
ausgepragtes Temperaturoptimum von 48°". Den Temperaturkoeffizienten 
der Phytasewirkung 

kt +10 

k;-
berechnen Luers und Silbereisen 

fiir das Temperaturintervall 28-38° zu 1,48 

" " " 38-48° " 1,78. 

Die Moglichkeit ist in Betracht zu ziehen, dass der kleine Temperatur
koeffizient mit der Labilitat des Enzymes .zusammenhangt. 

Analytische Methoden. Die Bestimmung des Phytins haben besonders 
Plimmer und Heubner, Bowie Adler und Rippel eingehend beatbeitet 
(siehe S. 104). 
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D. Spaltnng von Cholesterin-Phosphorsanreester. 
Cholesteryl-Phosphat C2vH47P04 wurde von E u 1 e r und Be r n ton 1 ans Cholesterin und 

Phosphoroxychlorid in Pyridinlosung dargestellt. 'Vie der folgendc Versueh von G. Men z ins ky 
zeigt, wird die teilweise kolloide Losung dieses Phosphats von Nierenphosphatase weitgehend, 
wenn aueh langsam gespalten. 

0,15 g Cholesterinphosphat in lO cern Alkohol gelost und in 80 cern Wasser ein
pipettiert. Aeiditat: pH = 8,3. 

Stunden 
mg freies P20S 

o 
0,38; 0,37 

48 
2,11 

96 
3,48 

E. Spaltung aromatischer Phosphorsaureester. 
Hier liegen einige Ergebnisse von ~ e u b erg und J. W a gn e r2 sowie von R. I w a t sur u 3 

vor. Diphenylorthophosphorsaures Kalium, (CeHs)2P04K, sowie diphenylpyrophosphorsaures 
Kalium (C6H5)2PIl07Kz, ferner die Dikaliumsalze der Monophenylorthophosphorsaure, (C.Hs)P04K2, 

werden von einem in Aspergillus oryzae el1thaltenen Enzym gespalten. 

F. Messung der Hydrolyse organischer Phosphate. 
In erster Linie kommen die Molybdatmethode4 und die Frulung mit 

Magnesiamischung in Betracht. Auch die Urantitration nach Neubauer 
kann, wenn keme grosse Genauigkeit erforderlich ist, verwendet werden. 

Eine auch zur Bestimmung von P04 in organischen Phosphaten viel
fach brauchhare Methode hat Neumann 5 angegeben. Fur die Untersuchung 
von Phytin ist eine Modifikation erforderlich (Plimmer und BayIiss 6 ; 

Heubner?). 

Zur Verfolgung der enzymatischen Spaltung muss anorganisches Phosphat 
neben den verschiedenen organischen Phosphaten hestimmt werden. Letztere 
verhalten sich hinsichtlich der heiden hauptsachlichsten Fallungsmittel 
(Magnesiamischung und Ammoniummolybdat) verschieden. 

Wahrend es nach Vorbrodt 8, Plimmer und Page 9 u. a. notwendig 
ist, hei Arbeiten mit Phytinlasungen die Molybdatmethode (bei 37°) zu ver
wenden (nach Heubner 1. c. kann dies ohne Starung nur bei Anwesenheit 
germger Phytinmengen geschehen), kann man anorganisches Phosphat von 
Caseins, von Glycerophosphat und von Zymophosphat durch Magnesia
mischung trennen, und zwar unter Vermeidung haherer Temperaturen. 

1 Euler u. Bernton, Chern. Ber. 60, 1720; 1927. 
2 Neuberg u. J. Wagner, Biochem. Zs 171, 485; 1926. 
a Iwatsuru, Biochem. Zs 173,348; 1926. 
4 Auf die ·Modifikation der Molybdatmethode von Ben e die t u. The issei besonders 

aufmerksam gemacht. 
S Neumann, H.37, 115; 1903. - 43,32; 1905. 
8 Plimmer u. Bayliss, JI Physiol. 33, 439; 1906. 
v Heubner, Bioehem. Zs 64,401; 1914. 
8 V 0 r b rod t, Bull. Acad. Cracovie, A, 418; 1910. 
8 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 J ahren ist eine Reihe sehr brauchbarer 
Methoden zur Bestimmung kleiner Phosphatmengen vorgeschlagen worden. 
Das Prinzip der Kleinmannschen Phosphatbestimmung1 als Alkaloidphos
phomolybdat ist von Embden 2 mit Erfolg zu einer gravimetrischen Mikro
methode ausgearbeitet worden. Dieselbe ist auch in dies em Laboratorium 
in einer praktischen Ausftihrungsform von Myrback 3 verwendet worden. 
N ach Erfahrungen von R. Nil s son geschieht bei der gravimetrischen Methode 
die Enteiweissung auch von Hefepraparaten mit vollkommen befriedigender 
Genauigkeit durch Fallung mit Trichloressigsaure (siehe hierzu Lohmann 
und Jendrassikll). Es sei ferner auf die Methoden von Lieb 4 , von 
Benedict, sowie von Heubner 5 hingewiesen, ferner auf die Methoden von 
Margarete Sorensen6 und diejenige von M. Macheboeuf7. 

Martland und Robison 8 haben sich ebenfalls eines empfehlenswerten 
Verfahrens bedient. 

Eine colorimetrische Methode zur Bestimmung des Phosphates als 
Phosphormolybdat grtindet sich auf die von Taylor und Miller 9 gefundene 
Tatsache, dass in einem Gemisch von Molybdansaure und Phosphormolybdan
saure nur die letztere durch Reduktionsmittel Molybdanblau bildet. Fiske 
und Sub bar 0 w10 wenden als Reduktionsmittel Aminonaphtolsulfosaure (1, 2, 4 
"Eikonogen") an, und ihre Methode hat neuerdings vielfach Anwendung ge
funden, z. B. durch Lohmann und J endrassik ll beiArbeiten mit Muskelsaft. 

Sie enteiweissen 1 ccm Muskelsaft mit 4 bis 6 cem 7%iger Triehlor
essigsaure, filtrieren nach 5 Minuten und versetzen einen aliquoten Teil (weniger 
als 0,5 mg P 205 enthaltend) mit 5 cem Molybdatlosung und EikonogenlOsung. 

1 Kleinrnann, Biochern. Zs 99, 19; 1919. 
2 Ernbden, R.1l3, 108; 1921. 
I Myrback, R.148, 197; 1925. 
4 Lieb, Pregl, Die Mikroanalyse, 2. Auf I. Berlin 1923. 
5 R e u b n e r, Biochern. Zs 64, 401; 1914. 
6 Marg. Sorensen, Medd. Carlsb.-Lab. 15, Nr.lO; 1925. 
7 Ma ch e b 0 euf, Bull. Soc. BioI. 7, 464; 1926. - Recherches sur les composes phosphorlls 

du sang. Paris 1927. 
8 Martland u. Robison, Biochern. Jl 18,765; 1924. - Gaddurn, Biochern. Jl 20, 

1204; 1926. 
9 Taylor u. Miller, Jl BioI. Chern. 18,215; 1914. 

10 Fiske u. Subbarow, Jl BioI. Chern. 66, 375; 1925. 
11 Lohmann ~. Jendrassik, Biochern. Zeitschr. 178,419; 1926. 
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Sulfatasen. 
Ein Enzym, welches nach der Gleichung 

R'O'SOaK + H20 = R'OH + HKS04 

Schwefelsaureester von Phenolen und Phenolhomologen (auch von Nitro
phenolen) zerlegt,--wurde von Neuberg und Kurono! entdeckt. 

"Bemerkenswert ist nun die auswahlende Wirkung der Sulfatase. 
Sie aussert sich darin, dass die atherschwefelsauren Salze der aliphatischen 
Alkohole sowie der hydroaromatischen Verbindungen nicht angegriffen werden. 
So sind die Kaliumsalze der Athyl- und Amylschwefelsaure, der m-Methyl
cyclohexanol-Schwefelsaure, sowie der d- und I-Borueolschwefelsaure -
wenigstens gegen die bisher zur Verfiigung stehenden Fermentpraparate -
resistent. Hierin offenbart sich eine gewisse Parallele zum physiologischen 
Verhalten insofern, als die hydroxylhaltigen Verbindungen der hydro
aromatischen Reihe im Tierk6rper vorwiegend mit Glucuronsaure gepaart 
werden." 

Vorkommen. In Pilzen, bes('mders in Aspergillus oryzae und in Bakterien. 

Das Trockenpraparat des Aspergillus oryzae, die Takadiastase, spaltet 
Phenolsulfate ebenfalls 2 • Auch im tierischen Organismus hat N euberg das 
Enzym nachweisen k6nnen, namlich in Organen von Menschen, Kaninchen, 
Meerschweinchena, 4, Niere liefert die kriiftigsten Praparate. 

Nach Wohlgemuth und Nakamura5 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 Trockenpraparate." 

Den Fortgang der enzymatischen Hydrolyse kann man leicht durch 
Abnahrne der in organischer Esterbindung vorhandenen Schwefelsaure fest
stell en oder durch den Nachweis der losgelosten und bei neutraler Reaktion 
abdestillierten oder durch Ausatherung gewonnenen Phenole. 

Euler und St. Erikson 6 haben in Erwagung gezogen, ob an der Wirkung 
der Sinigrinase eine Sulfatase beteiligt ist. Diese Annahme wird durch 
neuere Versuche von N e u be r g und J. Wag n e r 7 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. 
4 L. Rosenfeld, Biochem. Zs 157, 434; 1925. 
5 Wohlgemuth u. Nakamura, Biochem. Zs 175,226; 1926. 
6 Euler u. St. Erikson, Fermentf. 8, 523; 1926. 
7 Neuberg u. J. Wagner, Zs expo 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 k6nnen die Hexoside, d. h. atherartige Verbindungen 
der Hexosen vom Typus der Methylglucoside oder vom Typus der Maltose 
(oder Trehalose) in zwei verschiedenen Reihen, die sog. a- und ,B-Reihen, 
eingeteilt werden. Die Verschiedenheit dieser Reihen, welche auf die stereo
chemische Verschiedenheit der in den Hexosiden eingehenden Zuckern zuriick
zufiihren ist, aussert sich besonders ausgepragt im Verhalten der Substrate 
zu zwei verschiedenen Enzymgruppen, welche demgemass als a- und ,B-Enzyme 
bezeichnet werden. 

Struktutchemisch unterscheiden sich die zur a- oder ,B-Reihe geh6ren
den Substrate durch die ungleiche Anordnung an der sog. glucosidischen 
Gruppe 1 : 

H-f-O-Rl 
H-C-OH 

I . 
OH-C-H I 

I 
a-Form (cis-) 

R-O-~-H 1 
H-C-OH 

I 
HO-C-H 

I 
p-Form (trans-) 

Zu der Reihe der a-Glucosidasen k6nnen ausser der Maltase (a-Methyl
Glucosidase) und Trehalase auch die Mannosidase, welche spezifisch auf die 
a-Alkyl-Mannoside eingestellt ist (Herissey), sowie die Glucosaccharase 
(Kuhn), welch letztere jedoch besser in Zusammenhang mit der gew6hn
lichen Fructosaccharase behandelt wird, gerechnet werden. 

1 Tanret, Bull. Soc. Chim. (3) 13,733; 1895. - Biieseken, Chern. Ber. 46, 2612; 1913. 
- Pictet, Relv.3, 649; 192.0. - Siehe auch E. F. Armstrong, Jl Chern. Soc. 83, 1305; 
1903. 
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A. Maltase (a-Methyl-Glucosidase). 

E. Fischer l 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 Willsta tter und Steibelt 2 untemommene Prtifung 
der enzymatischen Wirkungen verschiedener Hefen und ihrer Ausztige hat 
dann ergeben, dass die Zeitwerte fUr Maltosespaltung und a-Methylglucosid
spaltung kein konstantes Verhaltnis aufweisen: 

Hefe Quotient der Hefe Quotient der 
Zeitwerte Zeitwerte 

Lowenbran 4,5 Weinhefe Assmanns-
. { Anfangswert 2,5 

Hofbrau 3,4 hauser. Endwert 3,2 

{ Anfangswert 0,9 Brennereihefe M . 0,7 
Spatenbrau Endwert 1,1 Brennereihefe, Rasse II 1,0 
Pschorrbrau Anfangswert 7,7 

Brennereihefe,Rasse XII { 
Anfangswert 0,8 

:Frohberg, Unterh. Reink. Anfangswert 5,5 Endwert 1,3 
Weissbrau Tal. 2,5 Brennereihefe, 

. ~op.en~ { 
Anfangswert 1,8 

hagen . Endwert 1,1 

Dass diese Schwankungen im Zeitwertquotienten jedoch nicht, wie Will. 
statter und Steibelt &ngenommen hatten, in der Existenz einer von der 
Hefemaltase verschiedenen Hefe-a-Methylglucosidase zu erklaren ist, geht 
aus der wichtigen Arbeit von WilIstatter, Kuhn und Sobotka3 tiber die 
relative Spezifitat der Hefemaltase hervor. Nach dem Vorbilde der Unter
suchung tiber "Saccharase- und Raffinasewirkung des Invertins" \I wurde in 
der Arbeit von Willstatter, Kuhn und Sobotka "unter Berticksichtigung 
der von Hefe zu Hefe und von Substrat zu Substrat wechselnden Affinitats
betrage aus dem Verhaltnis der Enzymwerte auf das Verhaltnis 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 Verhaltnis der Zerfallsgeschwindigkeiten innerhalb 
der Fehlergrenzen der Methode unabhangig 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 Bestatigung erhalten. 

Indessen hatte Fischer selbst mit Niebe}5 gefunden, dass Pferde
und Rinderserum, welche Maltose leicht spalten, a-Methylglucosid gar nicht 
angreifen. Dieses Resultat hat Bierry 6 ftir Wirbeltiere bestatigt (eine Aus-

1 E. Fischer, H.26, 60; 1898. 
2 Willstatter u. Steibelt, H.1l5, 199; 1921. 
3 Willstatter, Kuhn u. Sobotka, H. 134, 224; 1924. 
4 Kuhn, H. 125, 28; 1922/23. 
6 E. Fischer u. Niebel, Sitz.-Ber. Preuss. Akad. 5, 73; 1896. 
6 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 solI a-Methylglucosid nicht spalten. 

Eine wichtige Bestatigung der Annahme der Existenz verschiedener 
Maltasen wurde erbracht durch die Beobachtung von Leibowi tz2, dass eine 
Gerstenmalzmaltase gegen a-Methylglucosid vollig unwirksam ist, und durch 
die ganz ahnlichen Befunde von Leibowitz und Mechlinski3 uber die Un
wirksamkeit des maltosespaltenden Enzyms aus Aspergillus oryzae (Taka
maltase) gegenuber a-Methylglucosid. 

Die Verschiedenheit des Hefeenzyms von der gegenuber a-Methylglucosid 
unwirksamen Maltase solI nach Leibowitz ahnlich der von Kuhn beobachteten 
Verschiedenheiten der sog. Fructo- und Glucosaccharasen sein. 1m Gegensatz 
zur "Glucosidomaltase" der Hefe betrachtet er die gegen a-Methylglucosid 
(wie auch gegen Maltosazon und a-Methylmaltosid mit veranderten Glucose
resten aber unveranderten 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 vermogen; 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 konnen, 
steht jedoch noch nicht fest. 1m FaIle der Gluco- und Fructosaccharasen 
ist dies nicht der Fall (siehe S. 138). 

J. Substrate der Maltasewirkung. 
Von den durch die Hefemaltase (a-Glucosidase) spaltbaren kunstlichen 

Glucosiden ist das von E. Fischer4 1893 entdeckte a-Methylglucosid das 
wichtigste Substrat. Das a-Methylglucosid, Schmelzpunkt 166°, zeigt eine 
spezifische Drehung [aJn = +158,9°, wahrend die entsprechende p-Verbin
dung [a In = -34,20 zeigt. Beide Isomere werden durch verdunnte Sauren 
hydrolysiert, und zwar das a-Glucosid etwas langsamer als das p-Glucosid. 
Zwischen den beiden Isomeren stellt sich in methylalkoholischer Salzsaure 
Gleichgewicht ein bei 77% des a-Glucosides und 23% des P-Glucosides. 

Wie wohl zuerst von S i m 0 n 5 vermutet wurde, entspricht die Isomerie 

1 Levene u. Meyer, Jl BioI. Chern. 18,469; 1914. 
2 Leibowitz, H. 149, 184; 1925. - Vgl. Pringsheirn u. Leibowitz, Biochern. Zs 

161, 456; 1925. 
3 Lei b owi t z u. Me eh 1 in ski, H. 154, 64; 1925. 
4 E. Fischer, Chern. Ber. 26, 2400; 1893. - Vgl. E. Fischer, Chern. Ber. 28, 1145; 

1895. 
Ii J. L. S i rn 0 n, C. r. 132, 487 u. 596; 1901. - Siehe auch Tan ret, Bull. Soc. Chim. 

(3) 33, 337; 1905. 
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zwischen dem a- und p-Methylglucosid derjenigen zwischen den beiden Tanret
schen Glucoseformen: 

a-Methylglucosid [a]D = +158,90 

p-Methylglucosid [a]J) = - 34,2° 
a-Glucose [a]J) = +111,20 

P-Glucose [a]D = + 17,50 

Summe: 124,7° Summe: 128,70 

Diese Annahme steht mit der Giiltigkeit der sog. zweiten Hudsonschen 
Regel1 im besten Einklang und eine experimentelle Stiitze wurde erbracht 
durch den Nachweis von E. F. Armstro ng2, dass bei der raschen enzymatischen 
Spaltung des a-Glucosides eine Glucose von hoher Anfangsdrehung erhalten 
wird, wahrend p-Methylglucosid bei der Einwirkung von Emulsin eine Glucose 
von niedriger Anfangsdrehung liefert. Es diirfte also als ziemlich sichergestellt 
betrachtet werden k6nnen, dass aus a-Glucosiden a-Glucose, aus p-Glucosiden 
p-Glucose abgespalten wird. 

Maltose. Krystallisiert mit 1 Mol. H20; die Zusammensetzung ist also 

C12H220n + H20. 
Drehung des Anhydrids: [a]~ = +137,2°; das Drehungsverm6gen 

ist abhangig von der Konzentration und der Temperatur. 
Fiir p=5-35 und t=15-35° gilt: [a]D=140,375-0,01837 p-O,095 t. 
Drehung des Hydrates: [a]~ = 130,5°. Maltose zeigt Mutarotation, 

und zwar steigt die Drehung der frisch hergestellten L6sung, was auf die 
Herstellung eines Gleichgewichts zwischen einer a-Form (+ 160° als Hydrat) 
und einer p-Form (+ 112° als Hydrat) zuriickgefiihrt wird (Hudson 3). Die 
krystallisierte Maltose ist die P-Form. 

Hinsichtlich del" Konstitution der Maltose, welche seit 1919 allgemein 
als eine Glucosido-6-Glucose galt, haben 1926 Irvine und Black4, sowie 
Cooper, Haworth und Peat 5 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 Peat6 und von Zemplen 7 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 H u d son Jl Amer. Chern. Soc. 31, 66; 1909. 
2 E. F. Armstrong, J1 Chern. Soc. 83,1305; 1903. 
3 Huds on, Jl Amer. Chern. Soc. 30, 1781; 1908. - Hud s on u. Yanowski, Jl Amer. 

Chern. Soc. 39, 1013; 1917. 
4 Irvine u. Black, Jl Chern. Soc. 1926, 862. 
5 Cooper, Haworth u. Peat, Jl Chern. Soc. 1926,876. 
6 Haworth u. Peat, Jl Chern. Soc. 1926, 3094. 
7 Zemp1en, Chern. Ber. 60, 1555; 1927. 
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OH20H. OR· OHOR· OHOH· OHOH· OH 
. I 0 I~ OH 

/0 Y 
OH20H· OH· OH· OHOR· OHOH· OH 

I 0 I 

Die Maltose enthalt eine Fehlingsche L6sung reduzierende Gruppe und 
zeigt iiberhaupt die Eigenschaften einer Aldose. Die Reduktionskraft gegen
iiber Fehlingscher L6sung betragt etwa 610f0 der Reduktionskraft der 
Glucose. 

Durch starke Sauren wird Maltose viellangsamer hydrolysiert als Rohr
zucker, aber schneller als a-Methylglucosid. Die folgenden relativen Spaltungs
geschwindigkeiten sind nach E. F. Armstrong und OaldwelP berechnet: 

Methylglucosid 

Maltose .. 

Rohrzucker. 

II. Tierische Maltasen. 

.0,14 

.1,00 

.980 

Vorkommen. Die meisten, wenn nicht aIle tierischen Organe und Fliissig
keiten, welche Starke spalten, enthalten auch Maltase; demgeroass geht der 
Abbau der Starke teilweise bis zur Glucose. Der Umstand, dass der gr6sste 
Teil der Starke als Maltose gefunden wird, zeigt aber, dass die Wirksamkeit 
und derogemass vermutlich die Menge der Maltase in diesem Material im Ver
gleich zur Amylase gering ist. 

1m Speichel und im Pankreassaft findet man nur schwache Maltase
wirkung. 1m menschlichen Speichel solI die Maltase fast stets fehlen (prings
heim und Leibowitz 2). 

1m Darm wurde das Enzym von Bourq uelot3, Shore und Te b b', 
Hamburger5 und Rohmann6 nachgewiesen und naher untersucht. Nach 
letzterem soIl es sich im Jejunum in hOherem Grad finden als im Ileum, was 
mit den Befunden von Euler und Svanberg an Saccharase (siehe dort) in 
guter Ubereinstimmung steht. Die Oarnivoren sollen jedoch nach Osat0 7 

keine ausgepragten Verschiedenheiten in den verschiedenen Teilen des Darmes 
aufweisen. 

1 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. Aufi., 
1924, s. 140. 

2 Siehe Oppeuheimer-Kuhn, Lehrbuch der Enzyme, Leipzig 1927, 266. 
3 Bourquelot, C. r.97, 1000; 1883. 
4 S h 0 r e u. T ebb, Jl of Physio!. 13, (19); 1892. - T ebb, ebenda 15, 421; 1894. 
5 Hamburger, Pflug. Arch. 60,575; 1895. 
6 Rohmann, Chern. Ber. 27, 3252; 1894. - Rohmann u. Nagano, Pflug. Arch. 95, 

533; 1903. 
70s at 0, Tohoku Jl of Exp. Med. I, 1; 1920. 
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Lebermaltasen verschiedener Tiera haben Kusumoto 1, Tebb und 
Doxiades 2 untersucht. 

Blutserum besitzt eine ziemlich starke Fahigkeit, Maltose zu spalten, wie 
aus den Arbeiten von Rohmann 3 , Bial 4 , Hamburger, Tebb und be
sonders von Fischer und Niebel 5 hervorgeht. Compton 6 fand das pH
Optimum der Wirkung der Maltase im Blutserum des Hundes bei pH = etwa 
6,6. Die tierische Maltase scheint ohne Wirkung auf a-Methylglucosid zu sein. 

III. Maltase der Phanerogam en. 
1m Malz findet man die diastatischen Enzyme meist von kleinen Mengen 

Maltase begleitet. Auch die ubrigen amylasehaltigen Getreidearten diirften 
Maltase enthalten. Besonders nachgewiesen ist dies hinsichtlich Mais von 
Beyerinck 7, welcher aus diesem Material ein Maltasepriiparat dargestellt 
hat, ferner von Geduld 8 und von Huerre 9 • 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 H uerre zwei entsprechende 
Maltasen. Schon E. FischerlO 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 niiher charakterisiert worden. 

Pringsheim und Leibowitz ll fanden, dass das maltosespaltende Enzym 
in einer Lieferung von Trockenmalz der Byk-Guldenberg-A.-G., im Gegensatz 
zu der Hefemaltase ihre starkste Wirksamkeit bei pH = 4,5-5 entfaltet. Diese 
Maltase war dann der Gegenstand einer eingehenden Untersuchung vonLeibo
witz12, der sie als eine Glucomaltase charakterisierte, da sie gegeniiber 
a-Methylglucosid und ,B-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 fur monomolekulare Reaktionen berechneten Reaktionskoeffizienten 
gefunden: 

1 Kusumoto, Biochem. Zs 14, 217; 1908. 
2 Doxiades, Biochem. Zs 32, 410; 1911. 
3 Rohmann, Chern. Ber. 25, 3654; 1892. 
4 BiaI, Pfliig. Arch. 54, 72; 1893. 
5 F i s c her u. N i e bel, Sitz.-Ber. Preuss. Akad. 5, 73; 1896. 
6 Compton, Biochem. JI 18, 173; 1924. 
7 B eyerin ck, Zbt. Bald. II, 1, 221; 1895. 
8 Geduld, Kochs Jahresber. 1891,220. 
9 Huerre, C. r. 148,300; 1908. 

10 E. Fischer, H. 26,74; 1894. - Chern. Ber. 27, 3479; 1894. 
11 Pringsheim u. Leibowitz, Biorhem. Zs 161,456; 1925. 
11 Leibowitz, H. 149, 184; 1925. 
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Die spezifische Verschie
denheit der Gerstenmalzmal
tase und der gewohnlichen 
Hefemaltase ging auch daraus 
hervor, dass unter den Be
dingungen, bei denen man 
nach B 0 u r que lot 1 eme 
weitgehende Synthese (bis zu 
60%) mit dem Hefeenzym 
erhalten kann, das Malz
enzym uberhaupt keine Glu
cosidsynthese verursachte. 

l\Ialzauszug B, frisch. 

Std. 
(t) 

rng Cu 
Spaltung 

° 2 
4 
8 

24 
32 
48 
72 

48,6 
49,8 
51,2 
53,4 
63,8 
68,0 
74,5 
81,2 

IV. lUaltase der Kryptogamen. 

a) Hefenmaltase. 

% 

3 
6 

12 
34 
44 
62 
80 

1

104 a 
-10"-

t "a- x 

66 
67 
69 
75 
79 
87 
97 

Vorkommen. Die meisten Kulturhefen enthalten Maltase, aber Wle es 
scheint, sehr verschiedene Mengen. Die Schwanknngen der Maltasewerte, 
welche man bei den verschiedenen Hefen findet, ist jedoch, wie aus der Unter
suchung von Willstatter, Kuhn und Sobotka 2 hervorgeht, nicht immer 
allein durch die wechselnde 
Konzentration der Maltase be
dingt, sondern zu einem gewissen 
Teil durch die wechselnde Aifi
nitat der verschiedenen Hefe
maltasen verursacht. 

Als maltasefrei werden 
angegeben: 

Saccharomyces Marxianus 
nach den Befunden von 
E. Chr. Hansen, sowie 
E. Fischer und Lind
ner 3 ; sowie S. exignus 
(Hansen). 

Hefe 

Kopenhagener 
(20. XII. 21) 

Ottakringer 
(13. I. 22) 

Spatenbrau 
(27. I. 22) 

Lowenbrau 
(19. I. 22) 

Stadlauer . 

Rasse XII 

Rasse l\I 

Maltase-
1 a-l\Iethyl-

wert glucosidasewert 

3,28 3,84 
3,22 3,77 

13,3 5,00 
4,55 

30,3 8,54 
30,3 8,40 

37,0 7,52 
7,46 

(0,1) (0,14) 

(0,5) (0,19) 

(0,7) (0,37) 

Saccharomyces apiculatus, Pseudosacch. apiculatus (Klocker). 
Saccharomyces Lndwigii 4, 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 Chirn. (9) 3,287; 1915. 
2 Will s tat t e r, K u h n u. Sob 0 t k a, H. 134, 224; 1924. 
3 E. Fischer u. Lindner, Chern. Ber. 28, 3034; 1895. 
4 V gl. auch A. Go tt s c hal k, H. 152, 132; 1926. 

Chemie d. Enzyme. II. 3. A. 8 



114 Die hydrolysierenden Enzyme der Kohlenhydrate und Glucoside. 

als sehr arm an Maltase erwiesen haben, und doch Maltose vergaren konnen, 
hat Willstatter1 den Schluss gezogen, dass sie Maltose direkt ohne voran
gegangener Hydrolyse vergaren konnen. Auch die maltasereichen Hefen 
sind nach Willstatter und Bamann 2 imstande, die Maltose direkt zu ver
garen. Bei pH = 4,5 ist namlich nach diesen Autoren die Maltasewirkung 
ganz ausg~schaltet, wahrend die Garung 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 alteren Vorschriften (E. Fischer3, Lintner und Krober4, sowie 
Croft Hillo) wird iibereinstimmend erwahnt, dass es notwendig ist, die Hefe 
zur Extraktion von Maltase zu trocknen. Rohmann 6 erhitzte sogar seine Hefe 
vor der Extraktion wahrend 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. 

AIle diese Methoden scheinen jedoch nur verhaltnismassig schwache Mal
taselosungen ergeben zu haben. 

Dass die Extraktion der Maltase aus Hefen im allgemeinen auf gross ere 
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 
Vorgange Bildung von Saure eintritt, durch welche die Maltase zerstort wird, 
etwa in dem Masse, wie sie in wassrige Losung iibergeht". Willstatter 
gelang es, aus frischer Bierhefe starke Maltaselosungen durch Behandlung 
mit Wasser unter Zusatz von Toluol bei Zimmertemperatur darzustellen, wenn 
die auftretende Saure 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 Vorgange: Dif
fusion des Enzyms aus der Hefezelle und seine Zerstorung durch zugleich 
entstehende Saure einander entgegenwirken, so ist die Schadigung entweder 
durch Alkalizusatz in dem Masse der Saureproduktion oder durch ein im 
Uberschuss zugefiigtes unlosliches Neutralisationsmittel zu vermeiden." 

1 Wills tatter u. Steibelt, H. 115, 211; 1921. 
2 Willstatter u. Barnann, H. 152, 202; 1926. 
3 E. Fischer, Chern. Ber. 27, 3479; 1894; 28, 1429; 1895; H. 26, 60; 1898. 
'Lintner u. Krober, Chern. Ber. 28,1050; 1895. 
5 C r 0 f t Hill, Jl Chern. Soc. 73, 634; 1898; 83, 578; 1903. 
6 Ro hrnann, Chern. Ber. 27, 3251; 1894. 
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Willstatter, Oppenheimer und Steibeltl geben folgende Beschreibung 
einer Darstellung: 

"88 g gewaschene und abgepresste untergarige Miinchener Bierhefe wurden unter Zusatz 
von Toluol mit 132 eem Wasser (entspreehend 20 g Trockenhefe + 200 ccm Wasser) geschiittelt. 
Die Fliissigkeit reagierte zunachst neutral, mitunter 50 Minuten lang, manehmal ist schon 
nach 5-6 Minuten die Reaktion deutlich sauer. Bei den verschiedenen Hefeproben sind 
erheblich differierende Alkalimengen erforderlich und auch etwas verschiedene Mengen je 
nach der Weise und Haungkeit des N eutralisierens. Am besten ist es, haung neutrale Reaktion 
auf Lackmus durch vorsichtigen ZU:satz von: verdiinntem AmmQniak herzustellen, was bei einer 
Extraktionsdauer von 6 Stun den, z. B. 

360 Minuten nach 6 
0,6 

20 
0,3 

55 
12,6 

130 
10,5 

180 
3,6 4,9 ccm l°joiges Ammoniak, 

also im ganzen 32,5, in einem anderen Beispiel 41,8 ccm erforderte. Bei weiterer Extraktion 
geniigt es, aIle 2~3 Stunden die immer geringer werdende Saureproduktion unschadlich zu 
machen. "Bequemer und annahernd ebenso giinstig ist es, die Fliissigkeit durch Zusatz von 
Magnesiumearbonat oder derg1. konstant bei fast neutraler Reaktion zu erhalten. Dagegen 
entstehen viel sehwachere Enzymliisungen, wenn man die Hefe unter anfangliehem Zusatz 
bestimmter Mengen von Alkali extrahiert, wie C r 0 ft Hill vorschreibt ... " 

Urn Maltase aus getrockneter Hefe zu bereiten, ist das Erhitzungsverfahren von 
Hill unniitig. 

,,20 g Trockenhefe werden mit 200 eem Wasser und mit Toluol angeschiittelt; die 
Fliissigkeit reagiert sauer und in diesem Fall wird zur Neutralisation sofort ein bedeutender 
Teil der iiberhaupt erforderlichen Alkalimenge verbraueht. Die MaltaselOsung wird am besten 
naeh etwa eintagigem Stehen abnltriert; die Zeitwerte einiger Darstellungen gehen aus dem 
folgenden Auszug aus Willstatters Tabelle 4 (1. c. S. 240) hervor: 

Extraktions- l0f0ig. NHa Drehungs- Maltose-
Zeitwert 

dauer fUr 20 g Hefe abnahme spaltung 0/0 

Stunden cern in 30 Min. in 30 Min. Min. 

I 
1 18,6 1,61 0 25,1 140 

19 23,2 2,22 34,6 77 
15 24,2 2,42 37,8 55 
5 - 2,05 32,0 82 

Einen weiteren Fortschritt erzielten Willstatter und Steibelt 2 durch 
die Erkenntnis, dass es sich bei der Gewinnung der Maltase nicht um die 
Einstellung einer giinstigen Wassersto££ionenkonzentration in der wass,rigen 
Lasung handelt, dass vielmehr das Starende hier die Erzeugung und die 
Wirkung von Saure in der Hefezelle selbst ist. 

"Das Neutralisationsverfahren zur Gewinnung von Maltase aus Frisch
hefe wird daher noch verbessert, wenn man durch Ver£liissigung der Hefe 
mittels Chloroform beschleunigte Bildung und Abwanderung der Saure herbei
fiihrt und dann nach Neutralisieren der entstandenen und unter zeitweiligem 
N eutralisieren der weiter auftretenden Saure die Maltase16sungen fertig
stellt. " 

1 Willstatter, Oppenheimer u. Steibelt, H. no, 232; 1920. 
2 Willstatter u. Steibelt, H. 111, 157; 1920. 

8* 
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Willstatter und Bamann1 verbesserte die Darstellung der Maltase-
16sungen so, "dass man aus Frischhefe in 3-8 Stunden 95-100% des in del' 
Hefe nachgewiesenen Enzyms in wassrige Losung von Zeitwerten 12-2, 
also Maltasewerten 83-500 iiberfuhrt". Wahrend also frtiher die Versuche 
iiber lsoliernng der Maltase den Eindruck 2 hervorrufen konnten, dass "die 
Maltase sehr schwer aus del' He£e abtrennbar" sei, geht aus den neuen ver
gleichenden Versuchen iiber die Auflosung von Saccharase und Maltase her
vor, "dass die Maltase sogar rascher als die Saccharase £reigelegt und in L6sung 
iiberge£iihrt wird". 

Die Methode der Darstellung von Willsta tter und Bamann £tihrt ohne 
vorangegangener Trocknung zu Maltaseli:isungen, welche bei Anwendung des 
Verfahrens del' osmotischen Zersti:irung del' He£e mittels Diammonphosphat 
nach 3 Stunden rund 95% der Maltase neben rund 40% der Saccharase ent
halten, oder bei Anwendung des Verfahrens del' Abt6tung mit Essigester in 
81/ 2 Stunden etwa 78% der Maltase der He£e neben etwa 44% der 
Saccharase. 

Isolierung der Maltase mit Hilfe von Essigester. "Die scharf abgepresste 
Hefe verriihrt man mit Hil£e eines dick en Glasstabes in einer Pulverflasche 
mit Essigester (10 ccm auf 100 g Frischhefe) bis zur Ver£ltissigung, die in etwa 
5-10 Minuten vollstandig wird. Die diinnbreiige Masse bleibt dann noch 
eine Zeitlang stehen, etwa 1/2 Stunde, wahrend deren Saurebildung erfolgt 
und wieder nachlasst." Darauf wird mit Wasser verdiinnt und mit verdiinntem 
Ammoniak neutrale Reaktion auf Lackmus hergestellt. Bei hochstens ein
tagigem Stehen gehen nach den zitierten Autoren 95-100% der Maltase 
in Losung; in zu langer Versuchsdauer kann jedoch die Ausbeute zurtlck
gehen. 

N och bessere Resultate konnen erhalten werden, wenn, wie bei der Sac
charase beschrieben, kurze Zeit nach dem Verdtinnen mit "Vasser die zuerst 
gelosten Stoffe durch Zentrifugierung abgetrennt werden und die wieder 
mit Wasser und Essigester angesetzte He£e einen Tag del' Autolyse tiber
lassen wird. 

Isolierung der Maltase mit Hilfe von Diammonphosphat. "Der Verlauf 
der Reinigung hangt yom Wassergehalt der Hefe ab; 21 %ige Hefe ist zu feucht, 
scharf abgepresste, die 25-27% Trockensubstanz enthalt, ist sehr geeignet. 
Die Gewinnung der Maltase und Saccharase ist so noch einfacher, man braucht 
nur die Frischhefe mit 10% ihres Gewichtes an feinst gepulvertem Phosphat 
bis zur Verfltissigung zu verrtihren und nach etwa 1 Stunde mit Wasser, dem 
10fachen auf Trockenhefe berechnet, zu verdiinnen, wobei das Neutralisieren 
weg£allt. Gewohnlich ist die Maltase in 5-8 Stunden quantitativ in Losung 
tibergeftihrt. " 

1 Willstatter u. Bamann, H. 151. 242; 1925/26. 
a Siehe Euler u. Josephson, H. 120,42 und zwar 56; 1922. 
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2. Bestandigkeit und Zunahme der Maltasewirkung 
in den Autolysaten. 

117 

Die Maltase ist in den Autolysaten bei Zimmertemperatur und bei noch 
hoherer Temperatur verhaltnismassig instabil. In den Autolysaten, welche 
Willstatter und seine Mitarbeiter als Ausgangsmaterial zur Darstellung des 
Invertins verwendeten, verschwand die Maltasewirkung beim Altern bei 30° 
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 0° haben Willsta tter 
und Bamann in mehreren Fallen bedeutende Erhohung der Maltase
wirkung beobachtet. Die Aktivitatssteigerung, beginnend am 2. oder 3. Tage, 
war nicht mit einer Anderung der Kinetik der Maltosespaltung verbunden. 
Die Aktivitatssteigerung, welche bis urn 67% betrug, kommt nach den zi
tierten Autoren, vielleicht dadurch zustande, "dass ein mit der Maltase ver
gesellschafteter reaktionshemmender Begleitstoff verandert oder abgeschieden 
wird. .. Eine andere Moglichkeit fur das Zustandekommen der Aktivitats
zunahme ware die N eubildung 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, namlich bei Gar
fiihrung 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 Ronal beobachteten schon 1913, 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 namlich die Maltase in bedeutender Menge aus den Auto
lysaten, wahrend die Saccharase unter diesen Bedingungen fast ganz zuruck
bleibt. Dieses Ergebnis wird von Willstatter und Bamann2 neuerdings 
bestatigt. Sie fanden z. B., dass die Maltase aus einem stark hefegummi~ 
haltigen Autolysat schatzungsweise zu mehr als 9/10 adsorbiert wurde, wenn 
gleichzeitig nur 3/10 von der Saccharasemenge mitadsorbiert wurden. 

Die Anwendbarkeit des Kaolins zur Trennung der beiden Hefeenzyme 
wird jedoch in hohem Masse beschrankt durch die geringe Stabilitat der Maltase 
in den Kaolinadsorbaten. Diese Enzymzerstorung, welche schon Willsta tter, 

1 Michaelis u. Rona, Biochem. Zs 57, 70; 1913. 
2 Willstatter u. Bamann, H. 151, 273; 1925/26. 
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Oppenheimer und Steibeltl beobachtet ha'ben, scheint sehrrasch zu ver
laufen. Willstatter und Bamann fanden in einem FaIle nur 14, in einem 
anderen FaIle 20% der adsorbierten Maltasemenge, wenn die Adsorbate 
sofort bei 00 untersucht wurden. 

T-onerdehydrate. AIle untersuchten Gele von Aluminiumhydroxyd adsor
bieren nach Willsta tter und Bamann verhaltnismassig 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)a, weiter zum namlichen, aber kurz gealterten Gel 
und noch mehr zum Gel von der Formel AI02H. Der Adsorptionswert dieses 
Tonerdegels fur Maltase betragt nur etwa lis von dem der gewohnlichen Ton
erde C, aber Invertin wird von AI02H aus den Autolysaten mit mindestens 
25 mal schlechterem Adsorptionswert aufgenommen, als von gewohnlicher 
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 Stabilitat des Enzyms nicht vermindert wie 
beim Kaolin. 

Bereitung des Tonerdegels A102H.2 Die in der 7. Mitteilung ,,"Ober 
Hydrate und Hydrogele" von Willstatter, Kraut und Erbachera beschrie
benen Orthohydroxyde und andere Tonerdegele werden mit Ammoniak unter 
rascher Steigerung der Temperatur auf 250 0 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 verschied enen Tonerdegelen mit 
Ammoniak (10%) bei 250 0 (AI02H enthalt 17,6% H20 ber. auf AI20 3). 

Nr. 

1 
2 
3 
4 
5 

-
Wasser-

Dauer des Erreichte Zusammensetzung 

Sorte 
gehalt 

Erhitzens 
vor Beginn Substanz Al20 a 

% Stunden g g 

a zentr. etwa 53 16 0,20734 0,17491 
a dekant. 60,6 9 0,13332 0,11225 
P zentr. 43,2 71/ 2 0,11332 0,09577 
P dekant. 54,4 16 0,10429 0,08794 

A etwa 26 16 0,27223 0,23175 

1 Willstatter u. Steibelt, H. 110.232, und zwar 240; 1920. 
2 Willstatter, Kraut u. Erbacher, Chern. Ber. 58,2458; 1925. 
a Wills tatter, Kraut u. Erbacher, Chern. Ber. 58, 2448; 1925. 

H2O 

% 

18,5 
18,8 
18,3 
18,6 
17,5 



4. Kap. a·Glucosidasen. 119 

Die selektive Adsorptionswirkung des Aluminiummetahydroxyds geht aus 
der folgenden, ebenfalls der Arbeit von Willstatter, Kraut und Erbacher 
entnommenen Tabelle hervor. 

Nr. 

5 
6 
3 

10 
13 
11 
26 
27 
24 
21 
22 
16 

Adsorption der Saccharase und Maltase aus Hefeautolysaten 
durch Tonerdegele. 

Auto-
Enzymmenge in 

Ad-
Angew. Adsorbierte Menge 

lysaten angew. 

I 
10 ccm sorbens 

Menge Maltase I Saccharase 
~I.-[ ell S.-Y.-E. gAI,Oa ungefahr % 

I 0,0426 0,5350 AlO,H 0,6400 '/10 0 
I 0,0426 0,5350 AlO,H 1,2800 8/10 0 
I 0,0385 0,5350 (J 0,0995 7/10 0,3 

II 0,0377 0,6600 AlO,H 0,6400 8/10 ° III 0,0490 0,5190 (J 0,1500 9/10 4,8 
III 0,0490 0,5190 r 0,1560 8/10 12,5 
IV 0,0311 0,3160 A102H 0,1600 6/10 2,6 
IV 0,0189 0,3160 A102H 0,4800 8lto 3,7 
IV 0,0222 0,3160 (J 0,0995 8/10 6,0 
IV 0,0329 0,3160 a 0,1322 8/10 9,8 
IV 0,0329 0,3160 a 0,1990 9/10 50,2 
IV 0,0262 0,3160 r 0,0800 2/3 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 
AlOJI (entsprechend 0,64 g Als0 3) versetzt. Das mit Wasser bei 0 0 gewaschene 
Adsorbat enthielt weniger als 1 % von der Saccharase. Die Restlosung 
enthielt noch ungefahr 1/3 der angewandten Maltase, die Hauptmenge wurde 
im Adsorbat nachgewiesen. 

Bei Wiederholung mit demselben Tonerdegel und dem Autolysat I (0,0416 
M.-[ e1]) 1 wurde die Maltase in drei Anteilen adsorbiert. Das erste Adsorbat 
(0,32 g A120 3) solIte nach der Analyse der Restlosung, die noch genau dem 
ersten Zeitumsatzgesetze folgte, 25 0/ 0 der Maltase enthalten. Die daraus 
mit 26 cern 1 %igem Diammonphosphat bei 0 0 gewonnene Elution folgte der 
zweiten Kinetik (siehe S. 123 u. ff.) und ergab den Gehalt von 0,009 M.-[e2]. 

4. Trennung der Maltase und Saccharase 
durch auswahlende Elution. 

Sowohl Saccharase wie Maltase konnen 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 00 ge
arbeitet. 

Ein grosser Unterschied zwischen den beiden Enzymen ergibt sich bei 
Anwendung von primarem Pho spha t als Elutionsmittel. Mit diesern 

1 Uber die Bedeutung von M.-[etl und M.-[~] siehe S.128. 
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Elutionsmittel wird namlich die Saccharase viel leichter als die Maltase aus 
dem Tonerdeabsorbat ausgeJast; die Hauptmenge der adsorbierten Maltase 
bleibt im Adsorbat zuruck und lasst sich dann durch Diammonphosphat frei 
von Saccharase in Lasung bringen. Hierauf griindet sich die Trennung der 
beiden Hefenenzyme aus Adsorbaten, welche beide Enzyme enthalten. 

l.Beispiel (invertinreiches Adsorbat): EinAdsorbat (Tonerde C; 0,1665 g 
AI20 a), das 0,230 S.-V. E. und etwa 0,0111 M.-[~] enthielt, wurde zweimal 
mit 0,5 g Kaliummonophosphat behandelt. Die beiden Elutionen enthielten 
77 bzw. 17,1% der Saccharase, aber nur etwa 0,000613 bzw. 0,00023 [e2 ] von 
der Maltase. Beim nachfolgenden Behandeln des Adsorbates mit 0,5 g Di
ammonphosphat (0°; 30 Minuten) wurde eine Elution erhalten, welche keine 
bestimmbare Saccharasemenge, dagegen 0,00605 M.-[~], d. i. nach der 
Beziehung zwischen eel] und [e2] reichlich 3/4 des angewandten Enzyms. 

2. Beispiel (invertinarmes Adsorbat). Die Trennung wird bei Anwendung 
einer mehr auswahlend wirkenden Tonerdesorte, namlich kurz gealterter 
Tonerde, zur Bildung des Adsorbates erleichtert. Das im vorliegenden Bei
spiel als Ausgangsmaterial verwendete Adsorbat enthielt auf 0,0430 M.-[ el] . 
nur 0,0208 S.-V. E. Aus diesem Adsorbat wurde durch einmalige Elution 
wahrend 11/4 Stunden bei 0° durch 0,5 g primares Phosphat die ganze Saccha
rasemenge ausge16st, von nur 0,00067 M.-[ e2] begleitet. Die folgende Be
handlung mit 0,5 g Diammonphosphat bei 0° wahrend 30 Minuten lieferte 
eine Maltaselasung, welche 0,0529 M.-[~J, d. i. scheinbar mehr als 100% der 
im Adsorbat vorhandenen Maltasemenge, enthielt. 

"Um die auswahlende Elution umgekehrt zur Befreiung der Saccharase 
von Maltase anzuwenden, bieten die Autolysate aus invertinreicher Hefe das 
beste Ausgangsmaterial. Die mit gewahnlicher Tonerde daraus gewonnenen 
Adsorbate enthalten Saccharase und Maltase in einem fur die Elution der 
remen Saccharase mit primarem Phosphat sehr gunstigen Verhaltnis." 

5. Acidita tsbedingungen. 

Michaelis und Ronal fanden fur Maltase einer untergarigen 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 a-Methyl
glucosid waren hiervon unbedeutend abweichend, namlich mit der optimalen 
Zone bei pH = 5,8-6,6, und zwar schien pH = 6,2 den Maximalpunkt der 
pH-Kurve auszumachen. Zu ahnlichen Resultaten kamen Willsta tter 
und Steibelt2, jedoch konnten sie weder fur die Maltosespaltung noch a-Me

thylglucosidspaltung im Gebiet pH = 6.0-6,8 uber 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 Willstiitter u. Steibelt, H. 115, 199, und zwar 202; 1921. 
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Nr. 

1 {! 
i 
: 

I 
2 I 

i 

pH 
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IlH - A b han gig k e i t d e r H e f em a It a s e. 
(i{ach Willstatter u. Bamann.) 

I 
(kolorimetrisch 

Reaktionszeit 

I 

Drehungsabnahme 

bestimmfl ::\lin. 0 

6,8 
I 

40,3 91,5 137,3 2,80 3,94 4,47 
7,5 46,0 92,5 139,0 3,09 3,85 4,39 

5,5 

I 
60,8 109,1 212,5 0,53 0,70 0,96 

6,1 62,0 114,3 213,5 1,70 2,15 2,87 
6,8 59,0 106,1 211,3 2,01 2,60 3,48 
7,5 62,6 108,4 212,7 2,05 2,61 3,35 
8,3 63,0 112,7 213,5 0,43 0,45 0,50 

121 

Spaltung 

% 

I 
43,8 61,6 70,0 
48,3 60,3 68,6 

8,3 10,9 15,0 
26,6 33,6 44,9 
31,4 40,7 54,5 
32,0 40,8 52,4 

6,7 7,0 7,8 

Willsta tter und Bamann 1 mitgeteilt. Das Optimum del' Maltosespaltung 
liegt namlich nach diesen Autoren bei pH = 6,75-7,25; pH = 6,1 ist schon 
erheblich ungunstiger als neutrale Reaktion und 7,5 viel gunstiger als 6,l. 

Die aus den Zahlen del' zweiten Ver-
suchsreihe in dieser Tabelle gezeichnete 
Kurve ist in der Fig. 16 wiedergegeben. 50 

Die abweichenden Resultate von 
Willstatter und Steibelt konnen 
nach Willsta tter und Bamann viel- ~l: ~ leicht auf unzureichende Pu££ermengen ::s 

20 
zuruckgefuhrt werden. Die von dies en 

10 

a 
5,0 

I 
I 

" I 
I 

I 
I 

0 

,,- ~o, , , , , 
6 , 

I \ 
I 

1\ 
\ 
\ 
I 

I 
I , 
I 
0 

8,0... PH 7,0 8,0 

letzteren Forschern benutzten Enzym
li:isungen waren Autolysate aus Hefe, 
welche durch Ver£lussigung mit Essig
ester (Versuchsreihe 1) odeI' durch frak
tionierte Autolyse (Versuchsreihe 2) dar

Fig. Hi. pH-Abhangigkeit der Maltase. 

gestellt waren. Versuche mit gereinigten Maltaselosungen liegen noch nicht yor. 

I 

Der Ein£luss 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
fallen einer schwachen Saure. 

6. Kinetik. 

Der zeitliche Verlauf der Maltosespaltung, SOWIe del' a-Methylglucosid
spaltung hat sich bei den bis jetzt vorliegenden Untersuchungen sehr 
yerschieden enviesen. Hinsichtlich der alteren Arbeiten sei nur auf die 
Originalarbeiten yon Lintner und Kro b er 2, E. F. Armstrong 3 und 

1 Willstatter u. Bamann, H. 151, 242; 1926. 
2 Lintner u. Kraber, Chern. Bel'. 28, 1050; 1895. 
3 E. F. Armstrong, Proc. Roy. Soc. 73, 500; 1904. 
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R. O. Herzog! hingewiesen. Willsta tter und Steibelt 2 ftihren als Beispiel 
der Kinetik bei der SpaItung des a-Methylglucosids die folgenden Zahlen an: 

Minuten Drehungsabnahme Umsatz 0/0 
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. 

80~-~-~--~-~--r--' 

~60~-1---+--r--~~~~-9 

-!;: 
~ 
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~ 
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"Bei vielen Hefen von normalem 
Enzymgehalt entspricht der Verlauf 
der GlucosidspaItung der ermittelten 
Reaktionskurve. Bei Hefen, die auf 
a-Methylglucosid schwach wirken, er
gibt sich der Zeitwert bei langerer Ver
suchsdauer gtinstiger als bei kurzer." 
Diese Erscheinung ftihrt Wi lIst a t t e r 

L----':---.J...----J'---~-....,.,..--,l12 auf Enzymzuwachs zurtick, auf post

Fig. 17. 

In sol chen Fallen wird ein 
und ein zweiter ftir das 
S. 108). 

mortale N eubildung des Enzyms im 
Laufe der langen Bestimmungsdauer. 

Zeitwert ftir den Bestimmungsanfang extrapoliert 
Bestimmungsende ermittelt (vgl. z. B. Tabelle 

In der Arbeit von Willstatter, Kuhn und Sobotka3 finden sich Ver
suche mit a-Athylglucosid und a-Phenylglucosid als Substrate. Mit dem 
ersten Glucosid als Substrat war Proportionalitat von Enzymmenge und 
Reaktionsgeschwindigkeit im geprtilten Bereich 1: 10 genau erftillt; zu dem
selben ResuItat waren Willstatter und Steibelt unter Anwendung des 
a-Methylglucosids als Substrat gekommen. Die Kinetik der Hydrolyse des 
a-Athylglucosids folgt bald dem Gesetz ftir monomolekulare Reaktionen, 
bald verlauft die Zeit-Umsatzkurve wesentlich £lacher. Als Beispiele werden 
von Willstatter, Kuhn und Sobotka zwei Versuche mit Extrakten aus 
Lowenbrauhefe und ein mit einem Auszug aus sog. Ottakringer Brauerei
hefe angeftihrt. Die in derselben Arbeit angeftihrte Tabelle tiber den zeit
lichen Verlauf der SpaItung des a-Phenylglucosids zeigt, dass in diesem Falle 
die Hydrolyse des aromatischen Glucosids bis zur 50%igen Spaltung sehr 

1 R. O. Her z 0 g, Chemisches Geschehen im Organismus, Zs f. aUg. Physio!. 4, 193; 1904. 
2 Willstatter u. Steibelt, H.1l5, 199; 1921. 
• Wills tatter, Kuhn u. Sobotka, 134,224; 1924. 
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nahe der von Willstatter und SteibeIt fur die Hydrolyse des a-Methyl
glucosids mitgeteilten Kurve edolgt. 

Die Hydrolyse der Maltose fan den Willstatter, Oppenheimer 
und Steibeltl unter Anwendung zwei verschiedener Hefeauszuge in Uber
einstimmung mit aIteren 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 Drehungs- Maltose- Yersuehs-
cern in 50ecm Minuten abnahme 0 spaltung % bedingungen 

2 150 2,19 34,2 
5 60 2,20 34,4 j5%ige Maltose-

10 30 2,21 34,5 losung bei 30· 

Bemerkenswert sind nun die Befunde von Willstatter und Bamann 2 

uber die Anderung der Kinetik der M a It 0 s e spa 1 tun g bei Reinigung des 
Enzyms. Die Hefen und Autolysate 0,-& 

90 
folgten in allen von dies en Autoren 

80 
untersuchten Fallen (5 Proben von 
Bierhefen; 30-60% Maltosehydro- 70 

lyse) genau der Zeit-Umsatzkurve, 60 

die in Fig. 18 (Vers. 1) wieder- 50 

gegeben wurde. Die so bei ver- 110 

schiedenen Hefeproben und Auto- 30 

lysaten beobachtete Abweichung 
20 

von dem monomolekularen Re-
10 

aktionsverlauf folgt die Maltase 
nach Willstatter und Bamann 
nicht mehr im Zustande ihrer Ad
sorbate an Tonerde und der daraus 

o 

/'" 
V 

/ .,- ..... 

# 
:~:::: .. 

.'1 .. 
,..,~ 

,y V 
:if / :1 

1/ --Theoret /fer!. vl'th r ITl 

x-····x I. Vers&ch 

V -T-2(ers ch 

2 'I-

Fig. 18. 

v .--
...... ...... ~ 

...... ..... 

'110m {are Reo '(dian 

gewonnenen Elutionen. Diese Erscheinung beruht nicht etwa auf Zerstorung 
des in hoherem Reinheitsgrade empfindlicheren Enzyms. "Dieses ist namlich 
vielmehr in der Zuckerlosung vollkommen geschutzt. 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, fur gleichen Spaltungsgrad das Produkt aus Enzym
menge und Reaktionszeit konstant." 

"Schon durch Eintragen von Tonerde in eine rohe Maltase16sung wird die 
Anderung des zeitlichen Verlaufs der Maltasewirkung herbeigefuhrt. Ein 

1 Willstatter, Oppenheimer u. Steibelt, H.llO, 232; 1920. 
2 Wills tatter u. Bamann, H.151, 242; 1926. 
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Beispiel gibt dafiir ein Autolysat, das mit einer zur Adsorption von 50-60% 
geniigenden Menge Tonerde C versetzt wurde." 

Anderung der Kinetik einer :Maltaselosung auf Zusatz von Tonerde. 

Versueh A mit 10 ccm Autolysat, entspr. Versuch B nach Zusatz von 0,066 g A.l2Oa 
1 g Trockenhefe, in 100 cern ::\Ialtoselosung 

Reaktionszeit I Drehungs- % Spaltung Reaktionszeit I Drehungs- % Spaltung 
:Min. abnahme 0 Min. abnahme 0 

I 
29,0 

I 
2,36 36,9 29,0 2,23 34,9 

58,3 3,15 49,3 58,3 2,97 46,4 
130,0 

I 
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 

70 

60 

# 
j/ 

I 
10 I 

./ 

~ 
y 

VA 
B 

der obigen Tabelle darstellt, und die untere 
Kurve den Versuch B darstellt. 

"Die gesamte Maltase, von der nur . 
ein Teil an Tonerde adsorbiert ist, folgt 
einem anderen Zeitgesetz und demselben 
gehorchen auch die Elutionen aus Tonerde, 
und zwar drei verschiedene" von Will
sta tter 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 

o 50 100 

entstehenden Glucose entgegenwirkenden 
Min:: Stoff befreit worden ware. Reakhenszeit -

F· Allein die Filtration gealterter Auto-19. 19. 
lysate k6nnen geniigen, eine Anderung der 

Kinetik zu bewirken; beim Stehen der Filtrate anderte 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 Rest16sungen nach Adsorption sind hinsichtlich der Kinetik sehr wechselnd. 

Bei der quantitativen Bestimmung der Maltase muss diese wechselnde 
Kinetik beriicksichtigt 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 :Eo 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 friiher fur die 
Dissoziationskonstante Rohrzucker-Saccharase getan hat. Man findet diese 
Berechnung im 1. Teil dieses Buches, S. 141ft ausfiihrlich referiert. Die 
Autoren geben folgenden Zahlenwert an: 

[Glucosidase- GlucosidJ 
I . ] [G . = 11,1 = KM• [G ucosldase' IUCUSldJ 

Eingehende Versuche uber die Aktivitats-[SJ-Kurven der Wirkungen 
der Hefemaltase auf Maltose, a-Methylglucosid und a-Phenylglucosid, ver
dankt man Willstatter, Kuhn und Sobotka (1. c.). Aus ihren Versuchs
daten werden die folgenden Werte von KM (Affinitatskonstante) und Km 
(Dissoziationskonstante) der verschiedenen Enzym-Substratverbindungen be
rechnet. 

Dissoziationskonstante Km Affinitatskonstante KM 

Auszug aus 
Maltose 

I 
Methyl- I Phenyl-

Maltose 
I Methyl-

I 
Phenyl-

glucosid I glucosid I glucosid I glucosid 

Lowenbrauhefe 0,12 0,075 0,050 8,3 
I 

13,3 20,0 
Hofbrauhefe 0,145 0,028 0,021 6,9 35,7 47,6 
Kopenhagener Hefe. 0,30 0,037 - 3,3 

I 
27,0 -

Es liegt also die bemerkenswerte Tatsache vor, dass die A££initat der 
Maltase zur Maltose geringer ist als die A££initaten des Enzyms zu den beiden 
kunstlichen Glucosiden der aliphatischen und aromatischen Reihe. 

Uber die wegen der wechselnden A££initat eintretenden Verschiebungen 
der Enzymwert- Quotienten bei Anderung der Substratkonzentration und bei 
Ubergang von einer Hefe zu einer anderen siehe 1. Teil, S. 355-356. An dieser 
Stelle findet sich auch das Ergebnis der Untersuchungen uber den Vergleich 
der Saure- und Enzymhydrolyse der verschiedenen Substrate der a-Glucosidase. 

Hemmung durch Glucose und andere Zuckerarten. E. F. Armstrong! 
hat den Ein£luss 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 

Zeit in Std. 5% Malto s e + 5% Maltose + 5% Maltose + 
5% Maltose 

5% Fructose 5% Galaktose 5% Glucose 

3 25,6 25,8 25,2 14,0 
5 34,0 34,8 28,8 18,0 

24 73,8 75,2 64,0 23,0 

1 E. F. Armstrong, Proe. Roy. Soc. B. 73, 516; 1904. 
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Herzog and Kasarnowski fanden abweichend hiervon die Hemmung 
durch Fructose betrachtlich. 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 1. Teil, S. 149; Formel 10 M) die Dissoziations- bzw. Affinitats
konstante der Glucose-a-Glucosidaseverbindung berechnet. Die Versuche 
sind unt& Variation der Glucosidkonzentration ausgefiihrt und haben Werte 
zwischen 0,15 und 0,22 (Mittel 0,19) fur das VerhaItnis zwischen den Disso
ziationskonstanten der Glucose-Maltaseverbindung und der Glucosid-Maltase
verbindung ergeben. Die Affinitatskonstante des Enzyms zur Glucose war 
also rund funfmal grosser als zum a - Methylglucosid. Es scheint von 
erheblichem Interesse zu sein, dass Josephson 2 bei Untersuchung der 
P-Glucosidase zu einem ganz ahnlichen Wert des Quotienten KMGlucose: 

KMP.MethylglUCOSld gekommen ist. 
Kuhn 3 fand die Hemmung durch die p-Form der Glucose unbedeutend 

grosser als durch die a-Form. Inwieweit die Hemmung durch die erste oder 
zweite der mutameren Formen unabhangig von der Substratkonzentration· 
ist, wurde noch nicht untersucht. 

7. Temperatur. 

Stabilitat 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 gewohnlicher Temperatur bemerkbar, wenn 
nicht die optimale Aciditat eingehalten wird. Dies geht z. B. aus Versuchen 
von Michaelis und Rona 4 hervor, nach welchen ein Uberschreiten des Opti
malpunktes sowohl nach der sauren, als nach der alkalischen Seite hin stark 
schadigt. Willstatter hat erkannt, dass diese Labilitat im sauren Gebiet 
die fruheren Darstellungsmethoden wesentlich beeintrachtigt hat. 

Bei 0° sind die Maltaselosungen nach Willstatter und Bamann5 recht 
stabil. (Uber die Aktivitatssteigerung in rohen Maltaselosungen siehe 
S. 117.) 

Temperaturkoeffizient der Maltosespaltung. Aus den Versuchsdaten von 
Lintner und Krob er6 wurde der Temperaturkoeffizient kt + 10 : kt im Tem
peraturintervall20-300 zu etwa 1,4 berechnet. Q der Arrheniusschen Formel 
= 6500 (1. Teil, S. 277). Fur das Temperaturintervall 10-20° berechnet sich 
kt+l0: kt = 1,90; Q = 10600. 

1 Michaelis u. Rona, Biochem. Zs 60, 62; 1914. 
II J 0 s e phs 0 n, H. 147, 1, und zwar S. 100, Fussnote; 1925. 
a Kuhn, H. 127,234; 1923. 
4 Michaelis u. Rona, Biochem. Zs 57, 70, und zwar 79; 1913. 
5 Wills tatter u. Bamann, H.151, 242, und zwar 269; 1925/26. 
6 Lintner u. Krober, Chem.Ber. 28, 1050; 1895. 
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8. Enzymbildung. 

In welchem Grad die Maltase in der Hefe durch Vorbehandlung mit 
verschiedenen Nahrsubstraten angereichert werden kann, steht bis jetzt 
noch nicht fest. 1m 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 Willstatter, Lowry jr. 
und Schneider! wird der Maltasegehalt der Hefe kaum geandert. 

9. Methoden zur Messung der Wirksamkeit. 

Was die analytischen Methoden zur Verfolgung der' Maltasewirkung 
betri££t, so kommt zunachst die Bestimmung der Anderung des Reduktions
wertes bei der Hydrolyse der Maltose- oder a-Glucosidlosungen in Betracht. 

Einfacher und in vielen Fallen genauer ist die polarimetrische Verfolgung 
der Maltose- und Glucosidspaltung. Willstatter, Kuhn und Sobotka (1. c.) 
fanden bei vergleichenden Analysen des Reaktionsverlau£s nach G. Bertrand 
und nach der polarimetrischen Methode bei der Hydrolyse von a-Methyl- und 
a-Athylglucosid Di££erenzen in dem Sinne, dass nach der Kup£ermethode 
weniger Glucose ge£unden wurde. Die Differenz wurde so gedeutet, dass bei 
der Anwendung von Hefeauszugen eine chemische Reaktion des Zuckers mit 
Inhaltsto££en der Hefe eintrat, wodurch der Reduktionswert der Losungen 
verkleinert wurde. Willstatter, Kuhn und Sobotka haben sich deshalb 
der polarimetrischen Bestimmungsmethode bedient. 

Zeitwert. In den alteren Arbeiten aus Willstatters Laboratorium 
wurde der \Virkungswert verschiedener Hefen und Hefeauszuge ausgedriickt, 
durch die Zeit in Minuten, die 1 g trockene He£e oder die daraus bereitete 
Losung braucht, um 50 ccm einer 5% igen MaltoselOsung oder die aquivalenten 
Mengen anderer a-Glucoside bei pH = 6,8 (60 mg N8.:!HP04· 2 H20 + 45 mg 
K~P04) und 30 0 zur Halfte zu spalten. 

Willsta tter, Kuhn und So botka (l.c.) bezeichnen nun das tausend£ache 
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 solI, 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 30 0 zu 50% in 1 Minute 
spaltet." 

1 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 zweckmassig noch durch Angabe der Kinetik 
zu erganzen, die der Berechnung zugrunde liegt; [el], [e2] sind nach den 
Zeitumsatzkurven von Fig. 4 und Fig. 6 (der zitierten Arbeit) bez-eiehnet." 
(Vgl. auch Fig. 19, S. 124.) 

"Aus dem Vergleichszeitwert des Invertins, der unter ahnlichen Bedin
gungen wie der Maltasezeitwert bestimmt wird 1, leitet sich die Saccharase
vergleichseinheit ab, S.-V.-E., das ist die Enzymmenge, die 2,375 g Rohr
zucker in 50 ccm bei 30° und bei pH = 4,3 zu 50% in 1 Minute spaltet." 

,,1 M.-[ e1]' ist in etwa 30-40 g Trockenbierhefe yom Maltasezeit
wert 30-40 oder yom Maltasewert 33-25 enthalten, 1 S.-V.-E. (entsprechend 
0,12 S.-E.), z. B. in 2 g Trockengewicht yom Invertin-Vergleichszeitwert 2 
(entsprechend Zeitwert 333)." 

Untersuchung der Hefe auf MaItasegehaIt. Die Wirkung der frischen 
Hefe auf Maltose bei Gegenwart abtotender Mittel gibt nach Willstatters 

~ I "' 

Befund noch kein Mass fur ihren Maltasegehalt. "Furs erste sind die Maltase-
zeitwerte, die sich fur die Heie bei verschiedenen Pufferzusatzen und bei 
einem bestimmten Pufferzusatz fur verschiedene Versuchsdauer ergeben, 
nicht durchweg konstant ..... Die enzymatische Wirkung der Hefe ist unter 
diesen Umstanden ferner von dem abtotenden Mittel, z. B. Chloroform oder 
Toluol in merkwurdigem Masse abhangig ..... " 

Die entscheidende Verbesserung der Methodik, welche Willstatter 
eingefuhrt hat, besteht darin, dass man zuerst rasche VerflUssigung der Hefe 
bewirkt, die Saurebildung und Saureabgabe der Hefe also auf einen kurzen 
Zeitraum zusammendrangt, und dann erst verdunnt, neutralisiert und den 
Phosphatpuffer hinzufugt. 

"Unter den abtotenden Mitteln ist Toluol wegen seiner zu langsamen 
Wirkung unanwendbar. Chloroform ist nicht das gunstigste, weil das Er
gebnis zu stark von seiner Menge abhangt und die optimale Menge sehr niedrig 
ist, so dass leicht Dillerenzen vorkommen konnen. Am geeignetsten ist Essig
ester. Auch hier ist ein Einfluss der Menge auf die Maltasewirkung deutlich, 
aber er ist nicht s:) gross." 

Die von Willstatter und Steibelt (H. 111, S. 168) ausgearbeitete 
Methode ist demgemass folgende: 

11 g Hefe werden im Becherglas mit 1 ccm Essigester versetzt und mit 
einem Glasstab 4-6 Minuten lang verrieben, bis die VElrflussigung volh,tandig 
geworden. Darauf wird die Hefe mit 20 ccm Wasser durchgeruhrt und als
bald tropfenweise mit 1/10 n.-Ammoniak unter stetigem Ruhren bis zur neu
tralen Reaktion versetzt, die man durch Tupfeln auf hellblaue::; Lackmus-

1 Willsta tter u. Stei belt, H. lll, 157, und zwar 169; 1920; will stii tter, Gr as er 
u. K u h n, H. 123, 1 und zwar 23; 1922. 
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papier mit Vergleichsproben von destilliertem Wasser feststeUt; erforderlich 
waren 7-9 cern. Man wartet 10 Minuten und vervollstandigt, wenn es notig 
ist, die Neutralisation mit etwa 1,5 ccm. Die Hefesuspension wird nun in 
einen 50 ecm-Messkolben 'iibergeruhrt, .der knapp ausreicht. Zum Vetsuch 
entnimmt man naeh sorgfaltigem Umschutteln 20 cern, die mit 5,0 g wasser
haltiger Maltose und dem Puffer (120 mg Na:aHr04 '2~O + 90 mg K~P04) 
ohne weiteren Zusatz eines antiseptischen Mittels auf 100 cern gebraeht werden. 
Messungen werden in zwei Intervallen ausgeruhrt, und zwar so, dass eine der 
Beobachtungen moglichst in die Nahe von 50% Maltosespaltung fuhrt, z. B. 
mit 40 und 80 Minuten Versuchszeit. 

Durch die von Euler und Josephsonl mitgeteilte Erorterung uber die 
Frage der direkten Malzzuckergarung angeregt, haben neuerdings Will
statter und Bamann 2 "die fur die Bestimmung der Maltase massgebenden 
Umstande genauer nachgepriift. Das analytische Verfahren der zweiten Mit
teilung hat sich dabei vollkommen bestatigen und noch sicherer gestalten 
lassen". Auch ist es Willstatter und Bamann gelungen, genau so viel 
Maltase in Losung zu uberfuhren, als die Analyse der Hefe ergeben hat. 

Willstatter und Bamann erganzen.die Versuchsbedingungen dahin, dass 
sie zur Bestimmungslosung 5-6 Tropfen Toluol auf 100 ccm zusetzen, ahn
lich wie schon Will s tat t e r und S t e i bel t 3 speziell bei mal tasearmen Hefen 
einen weiteren Zusatz von Gift zur Bestimmungslosung notig fanden. Wahrend 
die friihere Vorschrift Behandlung mit Essigester rur die Dauer von 4-6 
Minuten anrat (siehe oben) , halten Willstatter und Bamann es fur vor
sichtiger, die Verflussigung 10-15 Minuten dauem zu lassen, dann zu ver
.dunnen und mit Ammoniak zu neutralisieren. Die angegebene Puffermenge 
erganzen die zitierten Autoren auf 1 g Phosphatmischung fur 100 ccm Be
stimmungslOsung; die Wasserstoffzahl bleibt dann optimal bis zum Ende der 
Analyse trotz der proteolytischen Vorgange. 

Bestimmung mit Hilfe von Diammonphosphat. "Die Hefe lasst sich sehr 
gut allein mit Diammonphosphat abtoten und verflussigen." Hierzu verreibt 
man 10 g abgepresste Hefe (Trockengewicht nicht unter 250f0) mit 1 g fein
gepulvertem Diammonphosphat bis zur vollstandigen Verflussigung, die in 
8-10 Minuten erreicht ist. Verdunnung mit Wasser auf 50 ccm; hiervon 
je 20 ccm in die MaltoselOsung. 

Die Verflussigung kann auch mit 100f0 yom Gewicht der Frischhefe an 
Natriumchlorid durchgefuhrt werden. 

Unter Zugrundelegung der erganzten Maltasebestimmungsmethode haben 
nun Willstatter und Bamann4 die fruheren Ergebnisse uber direkte Maltose-

1 Euler u. Josephson, H. 120,42; 1922. 
2 Willstiitter u. Bamann, H. 151,242; 1926. 
3 Willstiitter u. Steibelt, H. 115,218; 1921. 
4 Vgl. auch Willstiitter u. Bamann, H. 152,202; 1926. 
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vergarung erganzt. "Die friiheren Beobachtungen mit praktisch maltase
freien Hefen lassen sich auch durch den Nachweis erganzen, dass unsere ge
wohnlichen Bierhefen ebenfalls imstande sind, Maltose ohne vorangehende 
Hydrolyse durch die Wirkung einer besonderen Komponente des Zymase
komplexes zu vergaren." 

10. Spezifita t der Hefemal tase. 

Dass das maltosespaltende Enzym der Hefe auch zur Spaltung der a-Gluco
side des Methyl- und Athylalkohols, des Phenols usw. befahigt ist, haben wie 
erwahnt Willstatter, Kuhn und Sobotka durch Messung der Affinitaten 
zu den verschiedenen Substraten wahrscheinlich machen konnen. 

Hinsichtlich der Bedeutung der Konstitution des Zuckerteils in den 
kiinstlichen Glucosiden fiir die Spaltbarkeit durch die a-Glucosidase (Mal
tase) der Hefe haben neuerdings Helferich, Klein und Schafer1 interessante 
Beobachtungen mitgeteilt. Die Autoren fanden, dass die folgenden Abkomm
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 p-Reihe hinsichtlich Verhalten zur P-Glucosidase, 
so findet man, dass die a-Glucosidase aus Hefe empfindlicher ist gegen Ande
rungen ihres Substrates als die P-Glucosidase aus Emulsin. Das p-Methyl
d-isorhamnosid erwies sich namlich durch Emulsin spaltbar. Wie Helferich 
betont, besteht freilich die Moglichkeit, dass es sich nicht um vollige, sondern 
nur um relative Nichtspaltbarkeit der a-Verbindung handelt 2, dass also dieser 
Unterschied nur ein - recht erheblicher - quantitativer, kein qualitativer ist. 

Maltosazon wird durch Hefemaltase gespalten 3 • 

11. Synthetische Wirkungen. 

1m 1. 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. 315, referiert worden, ebenso Bourquelots Unter
suchung iiber die Lage des Gleichgewichts und dessen Abhangigkeit von der 
Konzentration der Komponenten. 

1 Helferich, Klein u. Schafer, Chern. Ber. 59, 79; 1926. 
2 Vgl. Josephson, H. 147, 1 bes. 148; 1925. 
• Neuberg u. Saneyoshi, Biochem. Zs 36,44; 1911. 
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Besonders bemerkenswert ist, dass eine identische GIeichgewichtslage 
von beiden Seiten her erreicht worden ist. 

Hydrolyse. 
Synthese . 

Drehung 
Anfang Ende 
+ 30 24' + 20 24' 
+ 10 4' + 2022' 

Reduz. Zucker 
Ende 
0,208 
0,216 

Zur Ausfiihrung der enzymatischen Synthese des a-Methylglucosids in 
grosserem Massstab empfiehlt es sich, die Versuchsbedingungen in Uberein
stimmung mit den von Aubryl angegebenen Vorschriften zu arbeiten, wobei 
jedoch vielleicht die Darstellung des Enzyms aus der Hefe besser nach den 
Vorschriften von Willsta tter gemacht wird. 

Zu 1800 g reinen Methylalkohols, der sich in einer 10-Literflasche befindet, fiigt man 
500 g Glucose, ge16st in 4 Liter dest. Wassers. Man schlittelt und setzt die vorher filtriel"te 
Maceration (3 Liter enthaltend 10% getrocknete U nterhefe) zu, schiittelt von neuem und 
erganzt das Gesamtvolumen auf 10 Liter. 

Man lasst die Mischung bei Zimmertemperatur stehen, bis die ursprlingliche Drehung 
+ 50 18' auf etwa + 110 gestiegen ist. Die Isolierung und Reinigung des Glucosides geschieht 
nach den in Teil I, S. 316 erwahnten Angaben. 

Das ebenfalls durch E. Fischer2 bekannt gewordene a-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 Hi1l4 beschriebene Disaccharidbildung in einer 40 % igen 
Glucoselosung unter der Einwirkung eines maltasehaltigen Hefepraparates. 
Hill deutete diese Synthese als eine Bildung der MaltQse, wahrend O. Emmer
ling 5 sie als eineBildung von einer Isomaltose ansah. 1m 1. Teil, S. 313 wurde 
die auf Grund dieser und ahnlicher mit Emulilin und Kefirlactase gewonnenen 
Ergebnisse von Armstrong ausgesprochene Vermutung, dass "Enzyme ge
rade diejenigen Molekiile aufbauen,welche sie nicht zu spalten vermogen", 
besprochen. 

1 Au b ry, These. Paris 1914, S. 19. - V gl. B ou r q u el 0 t, Ann. de Chim. (9), 111,287,1915. 
2 E. Fischer, Chern. Ber. 26, 2400; 1893. - Bezliglich der enzymatischen Spaltung 

siehe E. Fischer, Chern. Ber. 27, 2985; 1894. 
3 Siehe Bourquelot, Bridel u. Aubry, C. r. 161, 41; 1915 (Glycerin). - Bour

que lot, Ann. Chim. (9) 4, 310; 1915. 
4 Croft Hill, Jl Chern. Soc. 73, 634; 1898; Chern. Ber. 34, 1380; 1901. 
5 Emmerling, Chern. Ber. 34, 600; 2206; 1901. 

9* 
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Dass diesel' Satz nicht mehr aufrecht erhalten werden kann, geht besonders 
aus den neuenErgebnissen vonPringsheim, Bondi undLeibowitz l hervor. 
Unter Anwendung eines nach Willstatter dargestellten Maltasepraparates 
aus Hefe haben diese Forscher die Synthese in einer 40%igen Glucoselosung 
bei 37° wahrend vier Wochen forldauern lassen. Nach der Vergarung del' 
nicht revertierten Glucose durch Saccharomyces Marxianus konnte Maltose 
aus dem alkoholischen Anteil gewonnen werden, wahrend die sog. Revertose 
zugleich mit den Verunreinigungen der Losung durch Alkohol gefallt wurde. 
Unter den von Pringsheim, Bondi und Leibowitz angewandten Versuchs
bedingungen (pH = 6,4) trat die Menge der Revertose weit hinter del' der Maltose 
zurUck. Kuhn und v. Grundherr2 fanden, dass bei wechselnder Aciditat 
zwei Maxima fur die Geschwindigkeit del' Reduktionsabnahmen unter del' 
Einwirkung von Auszugen aus Lowenbrau- 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 urn die Wirkung mindestens zweier verschiedener Enzyme. 
Nach dem Befund von Willstatter und Bamann, dass das pH-Optimum 
del' Maltosespaltung bei pH etwa 6,75-7,25Iiegt, und dass pH = 7,5 fur die 
Spaltung gunstiger 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 Aubry 3 iiber die Synthese des a-Methyl
glucosids scheint hervorzugehen, dass fur Synthese und Spaltung nahe uber
einstimmende Aciditatsoptima gelten; dasselbe trifft auch bei del' Synthese 
des ,B-Methylglucosids durch Emulsin zu, wie Josephson' gezeigt hat. Die 
Moglichkeit, dass auch andere Enzyme auch bei der angegebenen Aciditat 
synthetisierend wirken.konnen, scheint jedoch nach den Befunden von Bondi 
und Leibowitz nicht ausgeschlossen. Sie fanden namlich bei pH = 6,6 
unter Anwendung eines Trockenpraparates aus untergariger Hefe del' Schloss
brauerei Schoneberg eine Synthese eines Disaccharids, welches sie als Gentio
biose identifiziert haben. 

b) Takamaltase. 

"Takadiastase" aus Aspergillus oryzae enthalt eine Maltase, deren 
Wirksamkeit nach einigen von Josephson 1922 ausgefuhrten vorlaufigen 
Messungen eine ganz andere pH-Abhangigkeit als die Hefemaltase zeigt. Es 
wurde namlich gefunden, dass die Maltosespaltung noch bei pH = rund 4,0 

1 Pringsheim, Bondi und Leibowitz, Cbem. Ber. 57, 1576; 1924. 
2 Kuhn u. v. Grundherr, Chern. Ber. 57, 1852; 1924. 
3 Bourquelot u. Aubry, C. r. 161, 184; 1915. 
4 Josephson, H. 147, 155; 1~5. 
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recht bedeutend war. Leibowitz und Mechlinski1 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_ 

Aktivitats-pH-Kurve der Takamaltase. 
10 cern 1,25 % ige Maltoselosnng + 10 cern Pufferlosnng + 5 cern Enzymlosung (370). 

Titrationen mit je 5 ccm. 

Ofo 
Relative 

pH Minuten mg en Zuwachs k·l04 Ge-
Spaltung schwindigkeit 

2,5 0 I 27,9 - I - - II 300 I 29,8 1,9 7,7 1,16 16,1 

1200 

I 

33,4 5,5 22,4 0,92 

3,0 300 32,7 4,8 19,5 3,14 } 1200 

I 

41,4 13,5 54,6 2,86 43,7 

3,5 300 36,9 9,0 35,0 6,24 } 1200 48,0 20,1 81,7 6,15 86,2 

4,0 240 

I 
35,9 8,0 32,5 7,08 } 480 41,3 13,4 54,5 7,16 99,0 

4,5 240 I 36,0 8,1 32,9 7,22 
} 100 480 I 41,3 13,4 54,5 7,16 

5,0 240 35,1 7,2 29,3 6,27 } 480 40,3 12,4 50,4 6,34 87,6 

5,5 300 36,5 8,6 35,0 

I 
6,23 } 480 40,1 I 12,2 49,6 6,20 86,4 

Die eingehende Untersuchung dieser Takamaltase durch Leibowitz 
und Mechlinksi hat ihre vollstandige Ubereinstimmung mit der im Gersten
malz gefundenen Glucomaltase ergeben. Das Takaenzym ist also vollig un
wirksam gegenuber a-Methylglucosid und Maltosazon, "offenbar infolge der 
Modifizierung des G I u cos e t e i 1 s der Maltose durch den Ein tri tt 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 fur monomolekulare Reaktionen auch bei Anwendung durch 
Dialyse und Alkoholfallung gereinigter Praparate gefunden haben. Pro
portionalitat zwischen Spaltungsgeschwindigkeit und Enzymkonzentration 
ist auch vorhanden. 

Die Aktivitat der Takapraparate gegeniIber Maltose drucken die Autoren 
. k . g Maltose . 

durch dIe Formel Mf = aus, ohne jedoch dIe Grenzen der 
g Enzymprap_ 

Gultigkeit dieses Ausdruckes ermittelt zu haben. Fur das Ausgangsmaterial 

1 Leibowitz u. Mechlinski, H. 154,64; 1925. 
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ergab sich M£ = 0,0058-0,0067 (50 ccm 0,5% MaltoselOsung); die durch 
Dialys~ und Alkohol£allung gereinigten Praparate zeigten Mf = 0,031 bzw. 
0,046. 

B. Trehalase. 
Substrat: Die Trehalose, 012~Oll + 2H20. Schmelzpunkt des Hydrates 

970 (nach Lippmann 103 0), des Anhydrides 203 0 (Lippmannl), liefert 
bei der Hydrolyse 2 Molekiile Glucose und ist also isomer mit der Maltose. 
Die Drehung betragt nach Hudson [aJ~ = + 1970 fur das Anhydrid und 
+178 0 fur das Hydrat. 

Trehalose zeigt nicht Mutarotation, reduziert Fehlingsche Losung nicht 
und bildet auch kein Osazon; sie enthiilt also keine Grupp~, welche Aldehyd
reaktionen gibt. Demgemass kann die Konstitution des Disaccharids durch 
folgende Formel dargestellt werden, wobei nur noch die Lage der Sauerstoff-. 
briicken willkiirlich bleibt: 

-------0 1 

OH20R· OR· OROR· OROR· OROR· OR"O 

OH20R· OR· OROR· OROR· OHOH· OR/ 
1--------0 1 

Theoretisch moglich sind drei Diglucosen vom Trehalose-Typus: 

a,a; {3,{3; a,{3. 

Rudson 2 nimmt auf Grund der Drehung an, dass die Trehalose die 
a, a-Form darstellt. Die {3, {3-Trehalose liegt vielleicht in dem von E. Fischer 
und K. Delbriick3 aus Aceto-Bromglucose und Silberoxyd gewonnenen 
amorphen Praparat vor; das dritte Isomer stellt wahrscheinlich das neuer
dings von Schlubach und Maurer' durch Kondensation del' geschmolzenen 
Tetracetylglucose mit Ohlorzink als Kondensationsmittel erhaltene Disaccha
rid dar. 

Vorkommen. Bourq uelot, welcher die Trehalase zuerst benannt und 
beschrieben hatS, fand dieselbe inSchimmelpilzen, und zwar zunachst in drei 
Arten, namlich Aspergillus niger, Penicillium glaucum und Volvaria speciosa, 
spater in Polyporus sulphureus 6 • Mit Rerissey wies er das gleiche Enzym 
in zahlreichen Hymenomyceten nach 7, 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 bestatigen, und zwar nahm er Trehalase auch in Reinhefen 

1 Lipprnann, Chern. Ber. 45, 3431; 1912. - Ygl. Schukow, C. 1900, II, 948. 
2 H u d SOil, Jl Arner. chern. Soc. 38, 1566; 1916. 
3 E.Fischer u. Delbriick, Chern. Ber. 42, 2776; 1909. 
4 Schlubach u. :Maurer, Chern. Ber. 58, 1178; 1925. 
5 B 0 u r que lot, C. r. 116, 826; 1893. - Bull. Soc. 1\lycol. 9, 49, 189, 230; 1893. 
6 Bourquelot u. Herissey, Bull. Soc. Mycol. 10,235; 1895. 
7 Bourquelot u. Herissey, Soc. BioI. 57,409; 1904. - BulL Soc. MycoL 21, 1; 1905. 
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vom Frohbergtypus anI. Kalanthar2 untersuchte verschiedene He£en 
auf ihren Trehalasegehalt, ebenso B au 3 ; dieser Forscher £and "uber die Gegen
wart eines spezifischen, Trehalose spaltenden Enzyms in untergariger He£e 
kein sicheres Resultat" und halt es nicht fur angebracht, ein solches fur die 
echten Hefen, soweit sie untersucht sind, anzunehmen. Die unregelmassigen 
Resultate durften hauptsachlich in den Mangeln der angewandten Methodik 
ihren Grund haben. 

Vergarung von Trehalose wurde auch noch von Wen t in Monilia sito
phil a, von Rommel und Sitnikoff in Amylomyces a und y, von Lindner4 

in zahlreichen Weinhefen, in Monilia candida und in Mucor Rouxii beobachtet. 
Nach den von Willstatter an Maltose und neuerdings auch an Saccharose 
gewonnenen Ergebnissen ist es nicht unwahrscheinlich, dass auch die Trehalose 
einer direkten Vergarung ohne vorhergehende Hydrolyse unterliegen kann, 
so'dass die Vergarungsversuche von Bau, Lindner u. a. uber die Gegenwart 
oder Abwesenheit einer Trehalase an sich noch nichts aussagen wurden. 

N. N. I wan 0 ff 5 hat neuerdings Trehalose in Myxomyceten gefunden; 
besonders reich an Trehalose war Reticularia Lycoperdon. Die enzymatische 
Spaltung des Zuckers konnte er durch Trockenpraparate aus verschiedenen 
Myxomyceten nicht erreichen; dagegen war das Enzym im unreifen Frucht
korper des Myxomycetes Lycogola zugegen. 

Ob Trehalase im Grunmalz gebildet wird, oder ob, wie Bourquelot 
annimmt, die spaltende Wirkung des Grunmalzes auf der Gegenwart von 
Schimmelpilzen beruht, steht noch nicht fest. 

1m Tierreich fanden sowohl Bourquelot und Gl ey 6 (Darmsaft), als 
besonders Fischer und Niebe}? Trehalase; au£fallend wirksam gegen 
Trehalose war das Blut des Karp£ens; bei den meisten sonst untersuchten 
Tieren zeigte das Blutserum spaltende Fahigkeit gegen Maltose, nicht aber 
gegen Trehalose. 

Darstellung. Bourquelot (C. r. 1893) zuchtete Aspergillus auf Raulin
scher Losung. Nach eingetretener Sporenbildung hebt man das Mycel ab, 
:wascht 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 be£reit, mit Alkohol gewaschen 
und im Vakuum getrocknet. 

1 E. F i s c her, Chern. Ber. 28, 1429; 1895. 
2 K a 1 ant h a r, H. 26, 88; 1898. 
3 B au, W och. Brau. 16, 305; 1890 und 32, 141; 1915. Biochern. Zs 73, 340; 1916. -

Siehe auch La far s Handbuch 4, 421; 1906. 
4 Lindner, Woch. Brau. 17, 713; 1900 und 28, 612; 1919. 
5 N. N. I wan 0 ff, Biochern. Zs 162, 455; 1925. 
6 Bourquelot u. Gley, Soc. BioI. 47,515; 1895. 
7 Fischer u. Niebel, Sitz.-Ber. Preuss. Akad. d. Wiss. 75, 73; 1896. 
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Dem von der Nahrlosung abgehobenen Mycel soll man durch destilliertes 
Wasser im Verlauf von mehreren Tagen Trehalase entziehen konnen. 

Aeiditiitsoptimum. Nach Bourquelot in schwach saurer Losung (0,003% 
H2S04); auch hierin scheint sich das Enzym von der Maltase zu unterscheiden, 
die ein annahernd neutrales Medium bevorzugt; genauere Messungen feWen. 

Eiilfluss der Temperatur. Bei der Untersuchung der wassrigen Enzym
losung fand Bourquelot von 53° an· beziiglich Trehalosespaltung eine 
Schwachung, bei 6~ ° vollstandige Zerstorung; dagegen bleibt die Maltase
wirkung bis gegen 64° unverandert und verschwindet erst zwischen 74°-75°. 
Diesen Angaben milss natiirlich eine grosse Unsicherheit anhaften, besonders 
da sich jedenfalls nur eines der beiden Enzyme bei der Aciditat 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 Temperaturbestandigkeit unterscheiden. Tre
halase soll nach Bau (1905) beim Trocknen der Hefe recht wenig stabil sein. 

Anhang. 

Spaltung und Synthese von a-Galaktosiden und a-Mannosiden. 

Durch luftgetrocknete Unterhefe hat Bourquelot und Mitarbeiter eine 
Synthese von a-Galaktosiden (MethyJ-l, AthyP, Propylgalaktosid 3) ge
funden. Die Galaktoside werden auch gespalten. Die enzymatische N atur 
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 ,8-Galak
toside zu spalten und synthetisieren vermag. Dagegen scheint die Melibiase 
hier eventuell tatig zu sein, da nach neueren Ergebnissen von Haworth 
die Melibiase eventuell eine a-Galaktosido-Glucose ist. 

Durch ein Enzym der Luzerne konnen a-Mannoside gespalten und syn
thetisiert werden. Von beiden Seiten konnte Herissey4 nach langer Ein
wirkung des Enzyms denselben Gleichgewichtszustand erreichen. Die Ge
winnung des a-Methyl-Mannosids lasst 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 a-Mannoside scheinen auch von einem Bestandteil des Mandelemulsins 
sehr langsam gespalten zu werden (Herissey)S. 

1 Herissey u. Aubry, Jl de Pharm. et de Chim. (7) 9, 225; 1914. 
2 Herissey u. Aubry, Jl de Pharm. et de Chim. (7) 9,327; 1914. 
3 B ou rq ue lot u. Au b ry, J1 de Ph arm. et de Chim. (7) 14, 193; 1916. C. r. 163,312; 1916. 
, Her iss e y, C. r. 172, 766, 1536; 1921. 173, 1406; 1921. 175, 1110; 1922. 176, 779; 1923.-

H t! ri sse y u. C h ey mol, J1 de Pharm. et de Chim. (7) 29, 441; 1924. C. r. 178, 123, 1372; 1924. 
5 V gl. hierzu die Ergebnisse von E. F is c her, Chem. Ber. 27, 3482; 1894; 28, 1429; 1895. 
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Saccharasen. 

Bearbeitet von Karl Josephson. 

Substrat: Rohrzucker, C12H22011' krystallisiert in grossen monoklinen 
Krystallen ohne Wasser; zeigt in wassriger Losung vom Prozentgehalt 
p = 4 - 18 die Drehung 

[aJn = 66,87 - 0,0155 p, 

ziemlich unabhangig von der Tempera tur. 
Die Hydrolyse in die Komponenten Glucose und Fructose erfolgt durch 

Sauren bei dies em Zucker schneller als bei der Maltose. 
Die Formel des Rohrzuckers ist von W. N. Haworth und E. L. Hirst! 

neuerdings folgendermassen modifiziert worden: 

I 0 I 
CH20H . CH· CHOH· CHOH· CHOH· CH 

)0 
CH20H· CH· CHOH· CHOH . C· CH20H 

I 0 I 

Mit Hilfe ihrer Beobachtungen bei der Spaltung des h-Methylfructosids 
durch Saccharase haben weiter Schlubach und Rauchalles 2 geschlossen, 
dass die im Rohrzucker vorkommende Fructosereste in /i-Form vorliegt. 
Hiernach konnte man also den Rohrzucker als 

a- Glucosido- <1,5 )-/i-fructosid -<2,5) 
formulieren. 

Bei der Hydrolyse wurde demnach primar amylenoxydische a-Glucose 
und butylenoxydische /i-Fructose entstehen; dieselben sollen zum Teil in 
mutameren Formen, wie auch hinsichtlich der Fructose in den entsprechenden 
amylenoxydischen Formen umgewandelt werden, bis das gewohnliche Gleich
gewicht zwischen den verschiedenen Formen der reduzierenden Monosen 
sich eingestellt hat. Fur die Methodik ist die schon von 0' Sulli van und 
Tompson 3 berucksichtigte Tatsache wesentlich, dass wegen dieser Um
lagerung der primar entstehenden Monoseformen die optische Drehung des 

1 w. N. Ha wo rth u. E. L. Hirst, JI Chern. Soc. 1926, 1858. - Vgl. ferner W. N. Ha worth, 
E. L. Hirst u. V. S. Nicholson, JI Chern. Soc. 1927, 1513. - J. Avery, W. N. Haworth 
u. E. L. Hirst, JI Chern. Soc. 1927, 2308. 

3 Schlubach u. Rauchalles, Chern. Ber. 58,1842; 1925. 
3 O'Sullivan u. Tompson, JI Chern. Soc. 57, 834; 1890. 
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Hexosegemisches nicht bestandig ist, sondern (besonders schnell durch Zu
satz von OH' und H·-Ionen) im positiven Gebiet sinkt, im negativen Gebiet 
ansteigt. 

Verscbiedenheiten nnd Einteilnng der Saccharasen. 
Sowohl mit tierischen als mit pflanzlichen Organextrakten und SaHen 

lassen sich starke rohrzuckerspaItende Wirkungen erzielen. Es hat sich in 
der letzten Zeit ergeben, dass diese Enzyme wesentliche Verschiedenheiten 
aufweisen, welche auf Verschiedenheiten hinsichtlich der Spezifitat zuriick
gefiihrt werden miissen. Dieser Spezifitatsunterschied tritt besonders bei der 
Priifung von Rohrzuckerderivaten, welche entweder die Fructosekomponente 
oder die Glucosekomponente unverandert haben, klar zum Vorschein. Bei 
unverandertem Fructoserest, z. B. Raffinose, ist die SpaItbarkeit durch die 
sog. Fructosaccharasen nicht aufgehoben, wahrend 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 VerhaItnisse bei den sog. Glucosaccharasen zu 
liegen: Raffinose wird durch Glucosaccharase nicht angegri£fen, die Spalt
barkeit der Melezitose durch Glucosaccharase (Kuhn) steht nach BrideP 
noch offen (siehe S. 216). 

Der Spezifitatsunterschied zwischen den Fructo- und Glucosaccharasen 
kann auch im Verhalten der Enzyme zu den SpaItungsprodukten des Rohr
zuckers hervortreten, wenn auch nicht so stark ausgepragt, wie man urspriing
lich angenommen hat. Wir kommen hierauf weiter unten zuriick. 

Die experimentell festgestellte Verschiedenheit der verschiedenen Saccha
rasen besteht nach R. Kuhn:1 darin, dass die Fructosaccharasen sich an den 
Fructoserest des Rohrzuckers und der Rohrzuckerderivate mit unveranderter 
Fructosekomponente anlagert, wahrend die Glucosaccharasen sich an dem 
Glucoserest anlagern. Nach .einer von Euler und Josephson 3 entwickelten 
Theorie soIl aber nach dieser ersten Anlagerung des Enzyms an die €line 
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-
8chieden, wie urspriinglich von Kuhn angenommen wurde. 1m 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.· BioI., 9, 884; 1927. 
2 R. Kuhn, H. 129, 57; 1923. - R. Kuhn u. H .. Miinch, H. 150, 220; 1925 und 163, 

1; 1927. 
3 Euler u. Josephson, H. 166, 2940; 1927. 
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eingeteilt. Nul' die letzteren sind zum Teil so genau untersucht, dass man 
unter ihnen Fructo- und Glucosaccharasen unterscheiden konnte. 

A. Tierische Saccharasen. 
Vorkommen. Hinsichtlich Organen hoherer Tiere ist in erster Linie 

del' Darm zu nennen; jedenfalls kommen andere Organe im Vergleich zum 
Wirksamkeitsgrad des Darmes kaum in Betracht 1• Vandevelde 2 beobachtete 
Rohrzuckerspaltung durch Pankreasextrakt. Die Angabe von J ona3 , dass 
del' nach Reiz durch Rohrzucker abgesonderte Speichel Saccharase enthalt, 
schien N achprufung zu verdienen. Del' Effekt war gering. Bemerkenswert 
ist, dass die rohrzuckerspaltende Wirkung des Blutes hOherer Tiere sem klein 
ist; wir kommen spateI' hierauf zuruck. ~ Niedrigere Tiere: Wie zu ver
muten ist, enthalt die Honigblase del' Bienen Saccharase 4; Erlenmeyer 5 

hat das Enzym zuerst im Bienenspeichel gefunden. Aber auch in anderen 
Insekten ist Saccharase nachgewiesen worden (Axenfeld 1903; Pieron 
1907). Der Verdauungstraktus von Schnecken enthalt neben vielen anderen 
Enzymen auch Saccharase. 

D armsaccharase. 
Was die Lokalisation des Enzyms betrifft, so ist die Frage noch un

erledigt, ob und in welchem Grade die Saccharase im Darm-Sa£t (Fistelsaft) 
vorkommt, ferner in welchen Zellen der Darmmucosa die Bildung und evt1. 
Abscheidung des Enzyms er£olgt. 

Die ersten, 1877 von C1. Bernard angestellten Versuche zeigten schon, 
dass die Rohrzuckerspaltung durch die Darmschleimhaut jedenfalls starker 
katalysiert wird als durch den Darmsaft. Bei alteren Versuchen mit Darm
sa£t vom Menschen haben allerdings Demant, Vella, Busch und Leube, 
1902 auch Nagano, invertierende Wirkung gefunden; quantitative Angaben 
werden abel' nul' von Busch gemacht, del' sein Resultat an einer mit Darm
£istel versehenen Patientin gewonnen hat. 

Einen noch schar£eren Unterschied fanden R6hmann 6, sowie Tub by 
und Manning 7 • Menschlicher, mittels einer Fistel gewonnener Darmsaft 
invertiert nicht odeI' in ausserst gering em Grad, wogegen die Darmschleim
haut eine ausgesprochene Wirksamkeit besitzt. 

1 Die Angaben von Rob e I' t son (Edinburgh Med. Jl 39, 2; 1894) uber das allgemeine 
V orkommen von Saccharaseu sind nachzuprlifen. 

2 Vandevelde, Biochem. Zs 23, 324; 1909. 
3 Jon a, JI of Physiol. 40, 21; 1910. 
4 H. Peter s en, Pflug. Arch. 145, 121; 1912. - Saccharase im Honig: v. F ell en be i' g, 

Mitt. Leb. u. Hyg. 2, 369; 1912; daselbst Literatur. - Caillas, C. r. 170, 589; 1920. -
Kinetische Untersuchungen mit Honigsaccharase haben X e 1 son und l\Iitarbeiter mitgeteilt. 

5 Erlenmeyer, Sitz.-Ber. Bay. Akad. 1874,205. 
6 Rohmann, Pflug. Arch. 41, 424; 1887. 
7 Tub b Y u. J\!I ann i n g, Guys Hospital Rep. 48, 271; 1892. 
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Tierversuche. Von vornherein muss nach E. Fischer! beriicksichtigt 
werden, dass bei der Generalisierung auf dies em Gebiet grosse Vorsicht ge
boten ist. Es wurden namlich von verschiedenen Autoren an verschiedenen 
Tieren ganz voneinander abweichende Resultate gefunden. 

Mehrere der in den 80er Jahren mit "Darmsaft" ausgefiihrten Versuche 
sind iibrigens wegen der ungeeigneten Methodik sowie wegen unzureichender 
Angabe uber die Lage des untersuchten Darmstiickes kaum verwertbar. 

Mit Darmsaft erhielten Bastianelli sowie Lafayette B. Mendel 
beim Hund Inversion. 

Demgegeniiber stehen die genaueren, ebenfalls am Hundedarmsaft mittels 
Jejunumfistel gewonnenen Resultate von Rohmann und N agano2, bei 
welchen sich nur eine sehr schwache Inversion ergab, sowie negative Er
gebnisse von Lehmann 3 am Darmsaft der Ziege. 

Mit Darmmucosa vom Hund wurde Rohrzuckerspaltung erzielt von 
Griinert 4 , der sie in frisch em Zustand, und von Kriiger 5, der sie nach 
dem Trocknen als Pulver verwendet hat 6 • 

Bi erry 7 verdankt man neuere sorgfaltige Versuche, die ebenfalls am 
Hund angestellt sind, und zwar 

1. mit natiirIicheni Darmsaft, wie er durch eine Dauerfistel ausgeflossen 
war, 

2. mit solchem Darmsaft, nachdem er durch Zentrifugieren geklart 
worden war, 

3. mit zentrifugierten Darmmacerationen. 

Bierrys Ergebnis ging dahin, dass der reine "physiologische" Fistel
saft nich t invertiert. Die Wirksamkeit des triiben unzentrifugierten Saftes 
ist auf die Gegenwart von Darmschleimhautzellen zuriickzmiihren. Wirksam 
sind demgemass auch Macerationssafte del' Darmschleimhaut. 

Man kann del' Literatur wohl das Ergebnis entnehmen, dass del' Darm
saH, wenn er Rohrzucker spaltet, im allgemeinen im Vergleich zu del' Darm
schleimhaut wenig wirksam ist, soweit nicht besondere Reizung durch 
Rohrzucker eintritts. Nach W. Koskowsky (Jl Pharm. and Exp. Thera
peutics 26, 413) bewirkt subcutane Injektion von Histamin Steigerung des 
Saccharasegehaltes des Diinndarmsaftes am Fistelhunde. 

1 E. F i s c her u. N i e bel, Sitz.-Ber. Preuss. Akad. d. Wiss. 75, 73; 1896. Diese Autoren 
haben an verschiedenen Tieren 1eider l1ur das Duodenum untersucht. 

2 Riihmann u. Nagano, Pfliig. Arch. 95, 533; 1903. 
3 Lehmann, Pfliig. Arch. 33, 180; 1884. 
4 Griinert, ZbI. f. PhysioI. 5, 285. 
5 Kriiger, Zs f. BioI. 37, 229; 1899. 
6 Siehe auch )1 i u r a, Zs f. BioI. 32, 266; 1895. - Getrockneten Schweinsdarm haben 

H. T. Brown u. Heron aktiv gefunden, Jejunum und Ileum gleichmassig. 
7 B i erry, Biochem. Zs 44, 415; 1912. - S. auch B ierry u. F r ouin, 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 Ly mph 0 c y ten zu erwagen. Die enzyma
tische Wirksamkeit isolierter Lymphocyten ist von Mancini! und von 
Tschernoruski 2 studiert worden, aber einen evtl. Gehalt an Saccha
rase haben diese Autoren nicht mitgeteilt. Man weiss, dass die Mucosa des 
Dtinndarmes ziemlich reich an Lymphocyten ist; aber zu einer Schatzung 
ihrer Zahl per Flacheneinheit Darmschleimhaut reichen die vorliegenden 
Angaben nicht aus. Immerhin dtirften die oben erwahnten Versuche nicht 
wesentlich von den Lymphocyten beeinflusst sein. 

Nach einer von Euler und Svanberg 3 geausserten Ansicht wird die 
Rohrzuckerspaltung im Darm durch ein Enzym vermittelt, welches nicht -
oder wenigstens nicht direkt - in wassrige Lasung geht, und welches also 
an der Oberflache der Mucosa bzw. von Mucosabestandteilen wirkt. 

In der histologischen Literatur wird, wenn die enzymatisehe Wirkung des Darmes be
handelt wird, in der Regel nur von den Lie b e r k ii h nsehen Driisen gesprochen. TIber die 
Zahl der Lie be r k ii h n schen Driisen per OberfHicheneinheit Darmwand scheinen in der histo
logischen Literatur bis jetzt keine genauen Angaben vorzuliegen. Nach mikroskopischen 
Schnitteu lasst sich sehatzen, dass auf 1 qem Darmwand rund 100 Li e be rkiih nsehe Driisen 
kommen, wobei die Zotten beriieksichtigt sind. Wegen der K erg r i n g schen FaIten ist aber 
die Oberfiache der Mucosa grosser, als die an der ausseren Darmwand vorgenommene Aus
messung ergeben hat, und zwar etwa urn 150%' so dass auf den Quadratzentimeter rund 250 
Lie b e r k ii h n sche Driisen kommen. 

Sieht man von dem Sekret dieser Driisen ab, so ware mit ihrer wirksamen Oberfiache 
zu rechnen. Als Dimensionen findet man in der Regel angegeben 0,4--0,3 mm Lange und 
einen Durchmesser an der bffnung von im Mittel 60 ft. Die Oberfiache einer Lie b e r k ii h n -
schen Driise kann im Mittel auf 0,1 qmm geschatzt werden. Indessen kann keineswegs die 
Gesamtoberflache der Li e be r k ii h n schen Driisen als aktive Oberfiache fiir die enzymatische 
Wirkung in Betracht kommen. 

Rechnet man nur den 0 beren Rand der Lie be r k ii h n schen Driisen als wirksame Kon
taktfiache, so erhalt man abgerundet fUr jede Driise 0,003 qmm Oberfiache, also per qcm Darm 
0,75 qmm, ode.r bei einer Mucosaoberflache des Jejunums von 1500 qcm rund 10 qcm wirksame 
Driisenoberfiache. 

Zum Vergleich kann angegeben werden, dass 1 g der eingehend untersuchten Unter
hefe II eine Oberfiache von 26000 qcm besitzt. 

Euler und Svanberg (1. c.) haben die Verteilung der Saccharase in 
den verschiedenen Teilen des menschlichen Darmes untersucht und stell en 
ihre Resultate in folgender Tabelle zusammen, in welcher k die Inversions
konstanten (gemessen bei 320) bezeichnen: 

Darmteil 

Duodenum, Pylorusteil. . . . . . 
Duodenum, Pankreasteil . . . . . 
Jejunum, 1,5 m distal Yom Duodenum 
J" ejunum, 1-30 em yom Duodenum . 
Ileum, Absehnitt vor Eintritt ins Caecum . 

1 Mancini, Bioehem. Zs 26, 140; 1910. 
2 Tsehernoruski, H. 75, 216; 1911. 
3 Euler u. Svanberg, H. 115,43; 1921. 

Lange 

9 em 
8 

12 
6 
6 

" 

Flache 

81 qem 
80 

" 48 
" 42 

42 
" 

I 
k k -.105 

qem 

o,on 13,5 
0,015 19 
0,024 50 
0,037 88 
0,0015 4 
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Es geht aus den obigen Zahlen auch hervor, dass der Saccharasegehalt 
des menschlichen Ileums pro Quadratzentimeter Darmwand nur etwa 50/ 0 

desjenigen des Jejunums betragt. 
Zum Vergleich sei angegeben, dass der Wert 106 • k/qcm fur den mitt

leren Teil eines Schweinsdarms zu 5 gefunden wurde. 
Berechnet man den gleichen Wert fur Unterhefe H, so ergibt sich fur 

k· 106 pro Quadratzentimeter der Wert 2,4. 
Aciditiitsbedingungen. Nach den eingehenden Messungen von Sorensen, 

Michaelis u. a.liegt das Aciditatsoptimum der Hefensaccharase bei pH = 4,5. 
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Da andererseits die H·-Konzentration 
des Darmsaftes von Auerbach und 
Pick zu h = 0,5 .10-8 angegeben wird, 
so war es von allgemeinem Interesse, 
die Wirksamkeit der Darmsaccharase 
bei diesem Sauregrad zu. untersuchen. 
Dabei zeigte sich, dass in dieser Hin
sicht zwischen dem rohrzuckerspalten-. 
den Enzym des Darms und dem der 
Hefe betrachtliche Unterschiede be
stehen. Dieselben gehen am deut-

567 8 PH s lichsten aus vorstehender Figur her-

Fig. 20. vor, welche zeigt, dass die Saccharase 
des Menschendarms ihr Aciditats-

optimum bei pH = 5 -7 besitzt, also bei einer H·-Konzentration, welche 
etwa 50 mal kleiner ist, als die fur Hefensaccharase normale. 

Die mit Darm ext r ak t erhaltenen Inversionskonstanten sind die folgenden: 

Anfangl. 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 (1. c.) haben ihre Versuche teils direkt 
mit fein zerschnittenem normal em Darm angestellt, teils mit Darmextrakt. 
1m ersteren Fall waren die absoluten Geschwindigkeiten grosser, die Reaktions
koeffizienten 1. Ordnung, k = l/t In a/a - x, gaben eine genugende Kon
stanz, wie folgendes Beispiel zeigt (1. c. Beilage 13): 

Stunden Drehung k 
0 2,40 

20 0,29 0,023 
29 0,09 0,022 

168 
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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 Labilitat des Enzyms; siehe auch Euler und 
Myrback 1. 

Einfluss der Temperatur. Da sich hinsichtlich der optimalen Aciditat 
deutliche Unterschiede zwischen Darm- und Hefesaccharase ergeben hatten, 
wurde von Euler und Myrback 1 auch die Temperaturstabilitat der Darm
saccharase naher studiert. Wurde der Darmextrakt 1 Stunde auf verschiedene 
Temperaturen (bei optimaler Aciditat) erhitzt, so ergab sich: 

Erhitzungstemperatur 
Inversionskonstante k .104 

180 450 500 
23 23 15 

Berechnet man hieraus den Inaktivierungskoe£fizienten kc ' 104 nach der 
Formel (32) 

kc = llogka 
t k t ' 

(siehe Teil I, S. 247), so erhalt man: 

Erhitzungstemperatur 18° 45° 50° 520 550 
Inaktivierungskoe£fizient kc 104 0 0 31 86 00. 

Mit einer Lasung von Hefensaccharase von ahnlicher absoluter Wirk~ 
samkeit erhalt man: 

Erhitzungstemperatur 18° 
Inaktivierungskoe£fizient kC '104 0 

500 550 580 
o 19 45 

60,5 0 

161. 

Die Temperatur der halben Inaktivierung bei einstiindiger Erhitzung er
gibt sich aus den erwahnten Messungen fur 

Darmsaccharase 
Hefesaccharase 

Man findet also einen Temperaturunterschied in der Stabilitlit der beiden 
Enzyme von uber 7°. Auch bei verschiedenen Hefe-Saccharaselasungen findet 
man Schwankungen in der Termostabilitlit, welche jedoch geringer als die 
hier gefundenen Unterschiede sind (siehe S. 190 u. fl.). 

B. Saccharasen der Phanerogamen. 

Vorkommen. Die ausserordentlich grosse Verbreitung der Saccharase 
im Pflanzenreich geht besonders aus einer Arbeit von Kastle und Clark 2 

hervor. Dieselben fanden Saccharase nicht nur in solchen Pflanzenteilen, 

1 Euler u. Myrback, H. 115, 68; 1921. 
2 Kastle u. Clark, Amer. Chem. Jl 30, 422; 1903. 
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welche Rohrzucker als Reservesto££ enthalten, sondern weit allgemeiner, uberall 
da, wo Starke oder Inulin aufgespeichert wird. 

Man findet Saccharasen in grunen Blattern (z. B. von Tropaeolum 1, 
Tabak 2, KartoffeP Polyscias nodosa), Fruchten 4, besonders in Kornern der 
Gramineen 5, in Pollen 6, in Stengeln, Knollen (Karto££el), seltener in Wurzeln 
und Ruben. 

Bei Untersuchung des Enzymgehalts in den Blattern einiger starke
freier Monokotyledonen hat C hap man 7 Saccharase in Schneeglockchen 
(Galanthus nivalis) und Lauch (Allium porrum) nicht aber in Zwiebel (Allium 
cepa) gefunden. Nach einer Untersuchung von Colin und de Cugnac 8 ent
halt besonders die Gruppe der Graminaceen, welche Lavulosane als Vorrat 
ablagert, viel Saccharase in dem Stengel. 

Besonderes Interesse verdient die Verteilung der Saccharase in der 
Zuckerrube, welche zuerst von Robertson, Irvine und Dobson 9, dann 
von Ruhland 10 und von H. Collin ll studiert worden ist. In der Rube von 
Beta vulgaris wird unter normalen Verhaltnissen keine Saccharase angetroffen, 
und zwar weder im 1. noch im 2. J ahr; sehr saccharasereich sollen dagegen 
die Betablatter sein; der Enzymgehalt des Stammes nimmt vom Blatt bis 
zur Wurzel abo 

Die Eigenschaften der Saccharase in Bananen haben K. G. Falk und 
Mc Guire12 untersucht. Sie geben an, dass eine losliche Saccharase mit 
dem pH-Optimum bei 3,5-4,5 und eine un16s1iche Saccharase mit dem Opti
mum bei pH = 4-4,5 vorliegt. 

Darstellung. In der Regel lasst sich ein saccharasehaltiger Saft durch 
Auspressen des frischen Materials gewinnen; derselbe enthalt aber oft oxy
dierende Enzyme und Polyphenole und lasst sich deswegen nicht immer 
direkt zu Versuchen benutzen. Es empfiehlt sich also, die Saccharase durch 
Alkohol oder Aceton aus dem Presssaft auszufallen, oder aber das Pflanzen
material zu trocknen und dann mit Wasser oder einer verdunnten Phosphat
losung zu extrahieren. 

1 Brown u. Morris, Trans. Chern. Soc. 63, 604; 1893. 
200sthuizen u. Shedd, Jl Amer. Chern. Soc. 35, 1289; 1913. - Mosca, Gazz. 

chim. ital. II, 431; 1913. 
3 D 0 by, Biochem. Zs. 71, 495; 1916. 
4 Besonders genau untersucht ist das Enzyrn der Dattel, und zwar von Vi n son, Jl 

Amer. Chern. Soc. 30, 1005; 1908 sowie das Enzym der Bananen. 
5 J. O'Sullivan, Jl Chern. Soc. 77, 691; 1900. 
6 van Tie g h ern, Bull. Soc. Bot. France 33, 216; 1886. 
7 C hap man, Biochern. Jl 18, 1388; 1924. 
8 H. Colin u. de Cugnac, C. r. 182, 1637; 1926. 
9 Robertson, Irvine u. Dobson, Biochern. J14, 258; 1909. 

10 Ruhland, Zs Ver. D. Zuckerind. 1912, l. 
11 H. Collin, C. r. 160,777; 1915. 
12 K. G. Falk u. Mc Guire, Jl Gen. Physiol. 3, 595; Jl BioI. Chern. 54, 665; 1923. -

Jl Amer. Chern. Soc. 45, 1539; 19:!3. 
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Die von Vinson (1. c.) studierte Dattelsaccharase solI erst bei der Reife 
li:islich werden, wahrend die unreifen Fruchte das Enzym an einen un16s
lichen Stoff gebunden enthalten. 

Kinetik. Einige Versuche mit Saccharase aus Kartoffelknollen teilt 
Doby (1. c.) mit. 

C. Saccharasen der Kryptogamen. 
I. H e fen sac c h a r a s e. 

Vorkommen. Ein Rohrzucker hydrolysierende~ Enzym findet sich in 
den meisten Hefen, sehr wahrscheinlich ausnahmslos in den Kulturhefen 
unserer Garungsgewerbe 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 N achweises von Saccharase in garfahigen Hefezellen 
ist zu erwahnen, dass die Vergarbarkeit des Rohrzuckers mi:iglicherweise fur 
die Anwesenheit der Saccharase nicht beweiskraftig ist. Nimmt man namlich 
mit Wi11statter und Steibelt\ sowie mit Willstatter und Lowry jr.2 
an, dass Disaccharide auch direkt der Vergarung unterliegen ki:innen, so 
ist die Vergarung eines solchen Zuckers an sich kein Beweis fur die Gegen
wart des betreffenden hydrolysierenden Enzyms. Bei Prufung auf Saccharase 
soUte also die Garung durch Zusatz von Antiseptica gehindert werden, was 
man fruher in der Mehrzahl der Falle nicht getan hat. Sicher muss man von 
denjenigen Hefen, welche Rohrzucker nich t, wohl aber Glucose vergaren, 
annehmen, dass sie keine Saccharase en thalten ; nach Wi 11 s tat t e r fehl t 
ihnen aber ausserdem die spezifische Rohrzuckerzymase (oder ihr Co-Enzym). 

Bei zahlreichen Formen von Saccharomyces apiculatus hat Kli:icker 
1913 Verga,rbarkeit von Rohrzucker nachgewiesen. Es ware nach dem oben 
Gesagten noch festzusteUen, ob in dies en Formen nur die Vergarung erfolgt 
oder ob dieselben auch Saccharase enthalten 3 • 

tIber die Methodik der Saccharasebestimmung in frischen Hefen siehe 
S. 205. In der nachstehenden Tabelle sind die Inversionsfahigkeiten der in 
hiesigem Laboratorium untersuchten Hefen aufgenommen. 

tIber Steigerung des Saccharasegehaltes der Hefe siehe 1. Teil, S. 397 ff., 
sowie unten (S. 148 u. 195). 

Isolierung der Saccharase. Eine ausgezeichnete Kritik der Methoden zur 
Isolierung der Saccharase aus der Hefe verdankt man Wi11sta tter, 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. 
2 Willstiitter u. Lowry jr., H. 150, 287; 1925. 
3 Beziiglich Torula-Arten siehe ~W ill, Zbt. Bakt. (2) 21, 386, 459; 1908 und 34, 1; 1912. 
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Ubersicht iib er die bis jetzt bestimmten Inversionsfiihigkeiten verschiedener Hefen. 

Nr·1 

1 
2a 
2b 
3 
4 
5 
6 

7 

8 

Hefe I Zellenzahl I I BestimmUngSliiS~1 I % I 
per g Trok- t I Rohrzucker gf Trok-
kengewicht cern g I 01- He e kengew. 

Abs. I 
Zellenzahl 

k I Inv. 
(Mittel) 

,0 

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 '10-" 
Brennerei-Oberh. SB 0,30 . 10" 17° 60-100 5-10 8-10 0,2-1 30 0,1-0,26 . 10" 7-27 '10-' 3 -10-" 

" " 
R 0,26 - 10" 17° 60 4,8 8 0,3-0,4 25 0,23-0,26 -10" 35-46 -10 • 8,5 -10-" 

Brau_-Oberh. Gr6nw_ - 17' 60 4,8 8 1 cern Rohhe!e 0,24 '10" 37,5 -10-' 7,5 'lO-u 

Brau.-Unterh. 
" 

- 17' 60 48 8 1 cern Rohhe!e 0,22 -10" 59,5 '10-' 13,0 '10-" 
Lab. Kultur 8. ellips. 0,47 - 10" 30' 100 10 10 0,29 (30) 1.36 -10" 65 -10 • 4,8 -10-" 
Torula Hansen (Svb.) 25-10" 18' 100 8 8 - - 31.5 -10" 40 -10-' 0,11 '10-" 

Sacch. thermantiton { 
- 17° 60 4,8 8 - - 0,29 °10tO 30 -10-' 5 '10-" 
- 19' 100 8 8 - - 0,28 -10" 25 -10-' 7 -10-" 

Sacch. Marxianus 0,72-1011 17' 60 4,8 8 - - 0,76 -10" 0,73 '10-' 4,6 '10-" 

1, 2a, 3-7 Euler, Svanberg und Laurin. - 2b und 8 Euler und Josephson. 

Abbauvorgang von den Zellwanden bzw. von den festen und unlOslichen 
Bestandteilen der Zelle abgetrennt wird, wahrend er nach den anderen Ver
fahren durch enzymatische Reaktionen chemisch verandert wird, 
ehe man ihn von den Heferesten entfernt. 

Die er&tgenannten Methoden (Michaelis, }\-Ieisenheimer) zielen darauf hin, durch 
ZerstOrung der Zellstruktur die Saccharase, welche von der lebenden Hefe nicht an \Vasser 
abgegeben wird, in Losung iiberzufiihren. Die Ergebnisse sind, wie Will s t a tt e r1 betont, stets 
unbefriedigcnd, "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 Abbauvorgange die Saccharase frei 
und lOslich zu machen, lasst sich so gestalten, dass die frische Hefe unverdunnt 
der langdauernden Autolyse uberlassen wird (C. 0' Sullivan und F. W. 
Tompson)2, oder dass sie dabei unter massiger Verdunnung mit Wasser der 
Wirkung eines antiseptischen und abtotenden Mittels unterworfen wird (C. S. 
Hudson 3 , Rapid autolysis)." 

"Die Hefeverfliissigung durch abtotende Mittel bewirkt an sich keine 
Abgabe des Enzyms an Wasser. Dnd je nach dem dabei angewandten Zell
gift werden die enzymatischen Vorgange 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
verfliissigung beschleunigte Autolyse fur die Saccharasegewinnung brauchbar." 

Dnter den angegebenen Methoden ist somit die beschleunigte Autolyse 
weitaus am giinstigsten. C. S. H udsons Vorschrift haben Willsta tter 
und Racke4 eingehend untersucht und verbessert, indem sie das Ziel der prapa
rativen Methode aufstellten, "den enzymatischen Vorgang der Invertin-

1 Willstatter u. Racke, Lieb. Ann. 425, 1; 1921. 
2 C_ O'Sullivan u. F. W. Tompson, JI Chern. Soc. 57, 834; 1890. 
3 C. S. Hudson u. H. S. Pai ne, JI ArneI'. Chern. Soc. 32,774; 1910. - C.S. Hudson, 

ebenda 36, 1566; 1914. 
4 1. Abh. Lieb. Ann. 425, 1; 1921. II. Abh. Lieb. Ann. 427, 111; 1921. 
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freilegung von del' allgemeinen Selbstauflosung del' Hefe zu trennen und so 
zu leiten, dass das Invertin vollstandig in Losung geht, zusammen mit mog
lichst wenig von anderen Inhaltsstoffen del' 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 
kraftigem Durchschutteln, das man aIle Tage wiederholt, bei Zimmertemperatur 
etwa 7 Tage del' Autolyse uberlassen. N ach wenigen Stun den setzt unter be
trachtlicher Gasentwicklung Selbstgarung ein, die bis zum folgenden Tage 
beendet ist. N ach einer W oche filtriert man die Hefeflussigkeit abo Del' 
abfiltrierte Auszug betragt etwa 1400 ccm fur 1 kg 20-22%iger Frischhefe 
(oder bei Anwendung von 2 Teilen Wasser 2100 ccm), d. i. ungefahr 80% 
del' entstandenen Hefeflussigkeit, und sein Trockengewicht 85-123 g. Den 
Zeitwert (vgl. S. 203) fanden Willstatter und Racke 160-206 bei An
wendung von Brauereihefen vom Zeitwert 230-350. 

2. Verfahren del' raschen Autolyse mit (Essigester +) Toluol 
unter N eutralisieren mit Ammoniak oder Ammonphosphat nach 
Willstatter und Racke. 

Das Verfahren hat den Vorzug gunstigerer Saccharaseausbeute und etwas 
grosserer Reinheitsgrade. Die Frischhefe wird nach dem Eintragen in das 
gleiche (oder doppelte) Gewicht Wasser durch Versetzen mit Toluol und 
Essigsaureester (je 50 ccm auf 1 kg) verflussigt. Willsta tter beginnt bald die 
auftretende Saure mit verdunntem Ammoniak zu neutralisieren und vervoIl
standigt die Neutralisation in den ersten Stunden oft und weiterhin am ersten 
Tage noch einige Male. Die Auflosung del' Saccharase erfordert 3-4 Tage. 
Um die Enzymlosung filtrierbar zu machen, muss man sie mit Essigsaure neu
tralisieren, wodurch ein sehr starker Eiweissniederschlag entsteht, und lasst 
noch eine Stunde lang stehen. Dann lassen sich ungefahr 1500 ccm (aus 
1 kg Hefe mit gleichem Gewicht Wasser) abfiltrieren mit meistens grosserem 
Saccharasegehalt, als derjenige del' Hefe war, und mit einem Trockengewicht 
von 57-85 g. Del' Zeitwert einer solchen Losung, auf Trockenruckstand 
bezogen, betrug 114-142. Die weitere Reinigung zeigt keinen Unterschied 
gegenuber dem H u d son schen Verfahren. Durch die Fallung mit Bleiacetat 
verminderte sich das Trockengewicht auf 47 (in mehreren Beispielen), wahrend 
sich der Zeitwert auf 70-90 verbesserte. 

Die Anwendung von Ammoniumphosphat ist gleichmassiger, die Auto
lysenflussigkeit in diesem FaIle schon ohne Behandlung mit Essigsaure be
sonders gut filtrierbar, Reinheitsgrad und Saccharaseausbeute pflegen hoher 
zu sein. Man verwendet fur 1 kg Frischhefe 25 g (NH4)2HP04' Die filtrierte 
Saccharaselosung wird entweder direkt mit Bleiacetat von Phosphorsaure 

10* 
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und Proteinen befreit oder man fallt zuerst mit Magnesiumchlorid die Phos
phorsaure aus und enteiweisst das Filtrat mit Bleizucker, in diesem Fall mit 
einer viel geringeren Menge. 

S. 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 ungefahr dreimal giinstigere Zeitwerte 
als die Trockenhefe; Hefen 315, 264, Autolysate 99, 86. 

4. Rasche Autolyse mit rfoluol und Essigester ohne Neutrali
sation. 1m hiesigen Laboratorium 2 hat sich folgendes einfache Verfahren 
bewahrt: Die frische evtl. durch Garung vorbehandelte Hefe (80% Wasser
gehalt) wird mit Toluol und dem von Will s tat t e r vorgeschlagenen Essig
ester wahrend 4 Tagen verfliissigt. 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 Garfiihrung bei nied
riger Zuckerkonzentration (IX.3 und X. Abh.' von Willstatter und 
Mitarbeitern). 

Garfiihrung. 200 g abgepresste Hefe werden in 4 Liter NahrsalzlOsung 
eingetragen, die in 10 Liter-Filtrierstutzen auf 28° vorgewarmt ist. Sie ent
halt je 8 g primares Kaliumphosphat und primares Ammonphosphat, sowie 
je 2 g Kaliumnitrat und wasserhaltiges Magnesiumnitrat. Die Fliissigkeit 
wird mit mechanischer Riihrung in starker Bewegung gehalten. Das Gefass 
befindet sich in einem elektrisch geheizten Bade, das die Temperatur wahrend 
der Versuchsdauer auf 27° halt. 20%ige Rohrzuckerlosung tropft aus einer 
tubulierten Flasche durch eine Capillare ein und zwar so, dass 100 ccm Losung 
(10% Zucker, bezogen auf das Gewicht der abgepressten Hefe) in einer Stunde 
einfliessen. Nach je 2-3 Stunden trennt man zweckmassig die Hefe von der 
alkoholhaltigen Fliissigkeit und erneuert die Nahrlosung. Man kann nach 
den ersten 2 Stunden noch leicht dekantieren, nach einer Fiihrung von 3 Stunden 
gewohnlich nicht mehr, oder nur manchmal auf Zusatz von kaltem 'Vasser. 
Dann pflegen Willstatter und Mitarbeiter die Abtrennung mit der Zentri
fuge auszufiihren, zweckmassig mit einer Uberlaufzentrifuge von Haubold. 
Zumeist wird die Fiihrung so vorgenommen, dass in 5-8 Stunden 50-80% 
Zucker eintropfen, sodann durch eine engere Capillare weitere 10-20% iiber 

1 Willstatter u. Schneider, H. 142,257; 1925. 
2 Josephson, Arkiv f. Kerni 8, 26; 1922/23. - Euler u. Josephson, Chern. Ber. 

56,446, lO97; 1923; 57, 299, 859; 1924; 59, 1129; 1926. 
S Willstatter, Lowry jr. u. Schneider, H. 146, 158; 1925. 
4 WillstaUer, Schneider u. Barnann, H. 147, 248; 1925. 
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Nacht. Die iibliche Versuchsdauer betragt etwa 17 Stunden, die giinstigsten 
Werte wurden allerdings erst ilach noeh etwas langerer Fiihrung erreicht. 

Xr. 

1 
2 
3 
4 
5 

Beispiele fiir die Invertinvermehrung bei Garfiihrung 
mit gerings tel' Zu ck erk onz en tra tion. 

Zeitwert Erreichte Zeitwerte wahrend der 

del' Aus- Gitrfiihrung Invertin-
vermehrung 

gangshefe Zwischenbestimmung I Endwert 

148 3 Stunden 40 % Zucker 36 17,5 8,5fach 
165 3 

" 30% 
" 

42 15 11 
" 216 31/2 " 

45% 
" 

41 18 12 
" 278 3 

" 
40% 

" 
41 19 14,7 

" 290 P/2 " 
20% 

" 
21 21 13,8 

" 

Fraktionierte Autolyse: ,,340 g invertinreiche Hefe, die abgepresst 23,5% 
Trockengewicht hatte, enthielt beim Zeitwert 19,4 83 S.-E., etwa soviel als 
5 kg gewahnliche Hefe. Die He£e, vorgewarmt im Thermostaten, verriihrten 
wir bei 30° kra£tig mittels eines dick en Glasstabes mit 35 ccm auf 30° erwarmtem 
Toluol. Die Verfliissigung, die bei Zimmertemperatur Stunden er£ordern wiirde, 
er£olgte in 45 Minuten und zwar so, dass der Brei recht diinn£lussig war. Man 
verdiinnte mit 340 ccm Wasser von 30°. Es ist fiir die Gewinnung eines hoeh
wertigen Autolysates giinstig, mit dem Abtrennen noch etwa 1-11/2 Stunden 
zu warten. Dann fiillten wir zu 1 Liter auf und trennten mittels der Zentri
fuge die Heferiickstande ab, die noch mit 1 Liter Wasser von 30° ausgewasehen 
wurden. Der abgetrennte Ver£liissigungssa£t mi1tsamt dem Waschwasser ent
hielt in unserem Beispiel 13,8% des angewandten Invertins und 17,4 g Troeken
substanz, d. i. 22% des Hefentrockengewichts, so dass also der Zeitwert dieser 
ersten Fraktion 30,5 betrug." 

"Die Heferiickstande werden sogleich mit 340 eem toluolgesattigtem 
\Vasser von 30° unter Zusatz von Toluol aus den Zentrifugenbechern heraus
gespiilt. Die Autolyse nimmt im Thermostaten bei 30° ihren Fortgang. Nach 
beispielsweise 5 und 7 Stunden entnehmen wir, um den zeitlichen Verlauf der 
Freilegung zu ver£olgen, Proben von 5 cem, die klar filtriert zur Bestimmung 
des Vergleichswertes1 angewandt werden. 1/2, spater 1/4 ccm reicht dafiir .... 
Die Ausbeuten sind danach, eingereehnet das Invertin der abgetrennten 
Fliissigkeit, bei idealer Filtration 81 und 88% des angewandten Hefeinvertins." 

"An diesem Punkt, in anderen Beispielen bei einem etwas spateren, 
aber unter Vermeidung unnatig langer Da,uer, wird die Autolyse abgebrochen ... 
Vor der Isolierung der Lasung wird der diinne Brei zur Beseitigung von etwas 
gelOstem Eiweiss vorsiehtig unter tiichtigem Umriihren mit n/20-Essigsaure 
angesauert, und zwar bis zur Rot£arbung von Laekmus. Dann sauert man noch 
etwas mehr an; man stellt namlich mit Methylrot auf pH = 3,5-4 ein. Dafiir 

1 Will s t it tt e r, G r a s e r u. K u h n, H. 123, 1 und zwar S. 24; 1922. 
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waren 220 cern der Essigsaure erforderlich. Das Autolysat wird mittels der 
Zentrifuge von den Heferiickstanden abgetrennt", und mit gegliihtem Kiesel
gur geklart. N ach 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 verfliissigten 
Hefe (Willstatter, Schneider und WenzeP, XII. Abh.). Die zumeist 
von Willstatter, Schneider und Wenzel angewandte Methode besteht in 
der Abtotung der invertinreichen Hefe mit Toluol bei 30 0 , "Verdiinnen mit 
gleichem Gewicht Wasser nach 1 Stunde und Neutralisieren mit verdiinntem 
Ammoniak, Abtrennung der neutral gehaltenen Vorfraktion nach zwei weiteren 
Stunden, Freilegung des Invertins in einem Arbeitstag oder einem ganzen 
Tag bei 30 0 mit einer Ausbeute von 95% des nach der Abtrennung noch vor
handenen oder ungefahr 85 0/ 0 des gesamten Invertins. Das mit der doppelten 
oder vierfachen Wassermenge verdiinnte Autolysat wird zunachst mit der 
Zentrifuge abgetrennt und zweckmassig erst danach durch geringes Ansauern 
mit Essigsaure von Eiweiss vollstandig befreit." 

Allgemeines iiber Reinigung der Saccharasepraparate. 
Verfolgung der Reinigungsarbeit. Sowohl beim Ausarbeiten von Reini

gungsverfahren als bei der Reinigung von Losung~n zu praparativen Zwecken 
ist es unerlasslich, die Wirksamkeit der Substanz per Gewichtseinheit standig 
zu verfolgen. Die Masseinheiten der Saccharase findet man S. 202 u. ff. aus
fiihrlich besprochen, namlich 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 Saccharase durch Adsorption. Die alteren Methoden, die 
Saccharase in den Autolysaten ausschliesslich durch Fallung und Dialyse 
von den Verunreinigungen zu befreien, fiihrt 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 darau£folgendem 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 2 gefundene 

1 'Yillstatter, Schneider u. Wenzel, H. 151, 1: 1926. 
2 Willstatter u. Racke, Lieb. Ann. 425, 1; 1921, 427, Ill; 1921. 
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Tats ache von grosser Bedeutung, dass die Adsorptionsverhaltnisse der 
Saccharase von den Begleitstoffen abhangig ist. Man findet die Saccharase in 
den Autolysaten "mit einem grossen Viel£achen komplizierter organischer Ver
bindungen vergesellschaftet, nicht einfach im Zustand eines Gemisches, son del'll 
durch Krafte verbunden, wie sie auch in den Adsorptionsverbindungen mit 
unloslichen Adsorbentien wirken". Die Begleitstoffe der Saccharase in den 
Hefeauszugen sind ihrer Zusammensetzung nach durchaus nicht konstant, 
sondel'll man kann die Autolyse des Pilzprotoplasmas verschieden leiten, 
so dass die N atur der amphoteren StoHe aus der Klasse der Proteine und 
Proteinabbauprodukte ungemein schwankt. Davon ist das Verhalten gegen 
Adsorbentien und im Adsorbate abhangig. "Daher sagt die Adsorptions
analyse oder die elektrische Uberfuhrung uber die Natur des Ferments nichts 
aus, sondel'll sie lasst nur erkennen, ob in dem aus einem Ferment und seinen 
jeweiligen BegleitstoHen gebildeten Additions- oder Adsorptionsprodukt die 
Saure- oder Basennatur uberwiegt." 

Einen gewissen Erfolg hinsichtlich der selektiven Adsorption hatte K u 11-
berg l im hiesigen Laboratorium mit kolloider Eisenlosung erzielt; indessen 
blieb die Ausbeute bei seinen Vorversuchen gering. Es ist zuerst Wi11stattel' 
und Racke gelungen, durch Anwendung von Aluminiumhydl'oxyd als Ad
sorptionsmittel wesentliche Fol'tschritte in der Reinigung von Saccharase
losungen zu erzielen. Auch uber die Zerlegung von Adsorbaten haben 
Willstattel' und Racke wichtige Tatsachen gefunden; sie bezeichnen die 
Zel'legung der Adsorbate als "Elution"; diese beruht auf "die Ubel'windung 
del' kleinen Affinitatsbetl'age, die in den Adsol'baten wil'ken, durch etwas 
stal'kel'e Af£initaten". Diese Elution ist besondel's durch schwache Alkalien, 
wie Ammoniak von 0,01-0,1 % bzw. sekundare Alkaliphosphate durch
zu£uhren; auch durch Rohrzuckel' + pl'imal'es Alkaliphosphat; in vielen 
Fallen auch mit pl'imal'em Alkaliphosphat allein (Trennung von Maltase), 
liess sich die Saccharase aus dem Tonel'deadsol'bat eluieren. 

"Die Zusammensetzung und demzufolge das Verhalten del' Adsorbate ist von den Be
·dingungen ihrer Bildung abhangig. Wenn das Invertin aus dem wassrigen Hefeauszug bei 
Gegenwart von Ammoniak adsorbiert wird, ... so verhalt sich das Adsorbat andel'S als nach 
der Darstellung aus ammoniakfreier, am besten acetonhaltiger Liisung. Das Invertin ist im 
ersteren :Falle aus dem Adsorbat gar l1icht durch Ammoniak eluierbar. Dem Adsorbat fehlen 
entweder Stoffe, die beim Eluieren mitwirken, odeI' es enthalt zusammen mit dem Invertin 
Stoffe, die es fester an das Aluminiumhydroxyd binden." 

Begleitstoffe beider Art kommen in den Adsorbaten VOl'; Wills tatter unterscheidet 
sie als "Koadsorbientien" und "Koeluentien". 

Zur Deutung del' gefundenen Tatsachen nimmt 'V ills tat tel' an, dass das Adsorbendum 
an das Adsorbens sowohl unmittelbar gebunden, wie auch durch Vermittlung eines Koadsorbens 
gebunden auftritt; die verschiedenen FaIle werden durch folgende Formeln zum Ausdruck 
gebracht: 

1 Euler u. Kullberg, H. 73, 335; 1911.- Ygl. Euler u. Svanberg, H.107, 269, 
290; 1919. 
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II. 

/Koadsorbens - -. Adsorbens 

1. Enzym 
'."Koeluens 

(eluierbar durch Ammoniak) 

Enzym '.' Koadsorbens .. Adsorbens 
(nicht eluierbar durch Ammoniak) 

III. 
Enzym ... Adsorbens 

(eluierbar durch Ammoniak). 

Hinsichtlich des Verhaltens von Kaolin zu Saccharase hatte Michaelis! 
gefunden, dass dieses saure Adsorptionsmittel zwar Proteine nicht aber Saccha
rase adsorbiert. Willstatter und Racke machten dann die Beobachtung, 
dass zwar unreine Saccharase in den rohen Autolysaten nicht adsorbiert wird, 
wahrend nach vorangegangener Reinigung mit Tonerdeadsorption also bei 
haheren Reinheitsgraden das Enzym von Kaolin gebunden wird. Wie spater 
Willstatter und Wassermann 2 fanden, ist es maglich, die bei derKaolin
adsorption starenden Einfliisse der Begleitsto££e, mit denen das Enzym asso
ziiert ist, durch sehr grosse Verdiinnung und unter Einstellung einer geeigneten 
Aciditat auszuschalten, so dass die Saccharase unmittelbar aus den Hefe
autolysaten durch Kaolin adsorbiert wird. Wills tatter und Schneider 3 

gingen dann einen Schritt weiter, indem sie in stark essigsaurer Lasung (bis 
zu 10% Essigsaure) das Enzym mit Kaolin ohne das Autolysat zu verdiinnen, 
adsorbieren konnten. 

In diesem Zusammenhang mage hier 

das Verhalten der Saccharase zu Sorptionsmitteln 
naher beschrieben werden. 

Bei der Sorption von Enzymen an fest en Oberflachen handelt es sich, 
wie im 1. Teil, S. 98 u. ff. betont wurde, im allgemeinen urn chemische Re
aktionen. Vermutlich werden dabei schwach saure oder schwach basische 
Gruppen des Enzympraparates neutralisiert. Uber solche Oberflachenreaktionen 
zwischen chemisch definierten Stoffen ist nochwenig bekannt, so dass die 
Anwendungen der Sorption zur Reinigung von Saccharaselasungen noch 
empirisch sind. Wegen der allgemeinen Bedeutung del' Sorptionsvorgange 
fiir die Enzymchemie gehen wir hier naher auf die besonders durch Will
statter bekannt gewordenen Tatsachen ein. 

a) Allgemeines. 

Wirksamkeit des Enzyms im Adsorbat. Michaelis 4 hat zuerst nach
gewiesen, dass die Saccharase im Zustand del' Adsorptionsverbindung mit 
Tonerdehydrat oder Eisenhydrat noch wirksam ist. Dieses Ergebnis ist von 
Meyerhof, Nelson und Mitarbeiter, Willstatter und Kuhn, wie auch im 

1 l'.lichaelis, Biochem. Zs 7, 488; 1907. 
2 Wills tatter u. Wassermann, H. 123, 181; 1922. 
8 Willstatter u. Schneider, H. 133, 193; 1924. 
4 :M i c h a eli s, Biochem. Zs 7, 488; 1907/08. 
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hiesigen Laboratorium bestatigt worden. Nach Willstatter und Schneider! 
ist die Saccharase auch im Kaolinadsorbat wirksam, wahrend bei den Blei
iallungen von Willstatter, Graser und Kuhn 2 manchmal Hemmung der 
Enzymwirkung geiunden wurde. In den Bleifallungen iindet man beispiels
weise nur 10-17% des wirklichen Invertingehalts, von dem 86% eluiert 
werden konnten. In diesem FaIle hat man wahrscheinlich mit einer Hemmung 
durch das Schwermetall von ahnlicher Art wie z. B. die Hemmung durch 
Silber- oder Quecksilbersalzen zu tun. 

In den Adsorbaten scheint die Saccharase meistens weniger bestandig 
als in wassriger Losung (pH optimal) zu sein. Die bei der Kaolinadsorption 
oft soiort erfolgende teilweise Saccharasezerstorung schreitet nach Will
statter und Schneider nur langsam im Adsorbat weiter. 

Adsorptionswert. Das Adsorptionsvermogen eines Adsorptionsmittels iur 
Saccharase kann man nach Willstatter zweckmassig durch den "Adsorp
tionswert" ausdrucken. Die ursprungliche Definition des Adsorptionswertes 
haben Willstatter und Wassermanna iolgendermassen modiiiziert: 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 auigenommen wird, wobei die 
Angaben iur Tonerde aui A120 a, nicht auf Al(OH)a bezogen werden. Da 
nunmehr der Ausdruck M.-Z.-Q. durch "Saccharase-Einheit" (S.-E.) ersetzt 
ist 4, so sollte auch bei der Deiinition des Adsorptionswertes S.-E. anstatt 
M.-Z.- Q. eingesetzt werden. 

"Fur eine gegebene Sorte von Tonerde ist der Adsorptionswert in erster 
Linie von der Zusammensetzung der Enzymlosung, ierner von den Enzym
konzentrationen vor der Adsorption und nach Einstellung des Gleichgewichtes 
abhangig." Die Angabe des Adsorptionswertes muss also mit der Angabe des 
Volumens der Enzym16sung in Kubikzentimeter, das die Saccharase-Einheit 
(1 S.-E.) enthalt, und des Bruchteils der Enzymadsorption erganzt werden. 

In vielen Fallen kann man sich an die Aktivitat del' Enzymlosung VOl' 
und nach del' Adsorption halten und die Inversionseinheiten (gemessen durch 
die Inversionskonstante k bei bestimmten Bedingungen) angeben, welche durch 
1 g Sorbens unter gegebenen Bedingungen aus del' Lasung entfernt werden. 

b) Die wichtigsten Sorptionsmittel. 

1. Aluminiumhydroxyde. 

Bei del' Anwendung des Tonerdehydrats zur Adsorption del' Saccharase 
und anderen Enzymen beobachtet man grosse Unterschiede der Wirk
samkeit. Die verschiedenen Eigenschaften del' in verschiedener Weise 

1 \Villstatter u. Schneider, H. 133, 193; 1924. 
2 Willstatter, Graser u. Kuhn, H. 123, 1; 15; 1922. 
3 Willstatter u. \Vassermann, H. 123, 181; 1922. 
4 Willstatter u. Kuhn, Chem. Ber. 56, 509; 1923. 
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erhaltenen Tonerdepraparate lassen sich nach Willstatter und Kraut nicht 
allein auf Dispersitatsunterschiede zuruckfuhren, sondel'll auf verschiedene 
chemische Eigenschaften der Praparate, welche verschiedene chemische Ver
bindungen darstellen. Man verdankt Willstatter und Kraut! eine ein
gehende Untersuchung der Tonerdehydrate, insbesondere ihr Verhalten zur 
Saccharase. 

Aluminiumhydroxyd A, durch Fallen von Aluminiumsul£at in der 
Hitze mit auf 50° erwarmtes 200/oiges Ammoniak und nachfolgendes lang
dauel'lldes (2 Tage) Erhitzen mit Ammoniak dargestellt, stellt nach dem Aus
was chen eine gelbliche, ziemlich kompakte und zahe Masse dar, welche sich 
in warmer 35 % iger Salzsaure nur langsam au£lost. 

Aluminiumhydroxyd B stellen Willstatter und Kraut in folgender 
Weise dar: 250 g AI2(S04)3 + 18 H20' in 750 ccm Wasser erwarmt man auf 
55° und tragt die Losung auf einmal unter starkstem mechanischem Ruhren 
in 2,5 I auf 55° erwarmtes Ammoniak von 15 Gew.-% ein. Die Temperatur 
steigt auf 58° und wird unter fortgesetztem Ruhren kurze Zeit (hochstens 
1/2 Stunde) zwischen 55 0 und 600 gehalten. Die sehr voluminose Fallung wird 
wahrend des Digerierens etwas dunner, abel' nicht eben flockig. Man ver
dunnt die Suspension im Filtrierstutzen auf 12 lund wascht unter moglichst 
VOllstandigem Dekantieren haufig mit Wasser. Am besten VOl' dem vierten 
Male wird der Niederschlag zur Zerlegung noch vorhandener Spuren basischen 
Sul£ats mit 11/2 I 150J0igen Ammoniak verruhrt. Dann wascht man so lange 
aus, bis das \Yasser drei aufeinanderfolgende Male nicht mehr klar geworden 
ist. Wahrend der letzten Waschungen wird der Niederschlag immer kom
pakter, so dass am Ende die Wasch£lussigkeit von dem am Boden klebenden 
plastischen Gele vollstandig abgegossen werden kann. An diesem Zeichen 
erkennt. man, dass das Auswaschen genugt. Das Tonerdehydrogel B ist gelb
lich weiss, plast.isch, und in 350f0iger Salzsaure viel leichter lOslich als Pra
parat A. 

Aluminiumhydroxyd C. Die heisse Losung von 500 g AI2(S04)3 + 
18 H20 in 1 I \Vasser wird auf einmal in 6,5 I Ammoniumsul£at-Ammoniak
Wasser von 60 0 eingetragen. Dieses Reagens enthalt 300 g Ammoniumsul£at 
und 430 ccm 200J0iges Ammoniak. Wahrend des Fallens und eine weitere 
Viertelstunde wird lebhaft geruhrt, wobei man die Temperatur nicht unter 
60 0 sinken lasst. Man verdunnt auf 40 lund dekantiert. Beim vierten Dekan
tieren wird zum Waschwasser 80 ccm 200f0iger Ammoniak hinzugefugt. Nach 
haufigem Auswaschen (zwischen dem zwolften und zwanzigsten Mal) wird 
die Wasch£lussigkeit nicht mehr kiaI', wonach man noch zweimal dekantiert. 
Das Praparat ist ein ziemlich plastisches Gel, welches sich in 350f0iger 

1 ,Villstiitter u. Kraut, Chem. Bel'. 56, 149, 1117; 1923; 57, 58, 1082; 1924; 58, 
2448, 2458; 1925. 
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Salzsaure in der Warme sofort lost. Es zieht CO2 stark an. Das Praparat ist 
auch in Alkalien leicht loslich. 

Von dies en Praparaten wurde fruher ausschliesslich das Praparat A von 
Willstatter und Racke benutzt. Nunmehr verwenden Willstatter und 
Schneider1 das mehr reaktionsfahige Priiparat C. Ein von Willsta tter, 
Kraut und Erbacher dargestelltes Tonerde-Gel von der Zusammensetzung 
AIO· OH ist ein sehr schlechtes AdsQrbens fur Invertin. Es wird zur Trennung 
der Maltase und der Saccharase verwendet2 (siehe S. 118). 

Die ursprunglichen Adsorptionswerte, welche Willstii tter und Racke 
mit ihren Hefeautolysaten erreichten, entsprechen der Grossenordnung 0,15 
fur die Zahl dar von 1 g Al20a aufgenommenen Enzymeinheiten. "Die Adsorp
tionswerte sind dann durch Berucksichtigung der fur die Adsorption jeweils 
geeigneten Verdunnung und optimalen Aciditiit, durch fraktionierte und 
mehrmals wiederholte Anwendung des Adsorbens und andere methodische 
Verbesserungen auf mehr als das Tausendfache, auf A.-W. > 200 gesteigert 
worden 1. Nun enthalt 1 g Al20a die Saccharase von 12-14 kg frischer Brauerei
hefe, von 3-31/2 kg Trockenhefe. Wenn ein gutes Invertinpraparat von Ton
erde mit diesem Adsorptionswert aufgenommen wird, so hat das von 1 g Ad
.sorb ens gebildete Adsorbat das Gewicht von 21/2 g." 

Hinsichtlich dar Bedeutung der Aciditiit bei der Adsorption der Saccha-
rase an Tonerdehydrat liegt eine Versuchsreihe von Euler und Myrbacka vor. 

10 ccm Enzymlosung (If = 7) + 0,009 g AI(OH)3 in 3 ccm. 

pH ........ 3,25 3,75 4,45 6,25 7,7 etwa 9 
% adsorb. Saccharase . 30 46 78 89,3 71 46,5 

Es zeigte sich also ein ausgesprochenes pH-Maximum der Adsorption 
bei etwa 6. 

1m angefuhrten Versuch wurden von 0,01 g AI(OH)a aus der untersuchten 
Losung etwa 0,014 Inversionseinheiten adsorbiert werden konnen. 

H. Kraut und E. Wenzel4, sowie Willstatter und Schneiders find en 
auch die maximalen Adsorptionswerte bei pH = 5-6. 

2. Kaolin. 

Das fein verteilte IIandelspraparat wird nach Willsta tter und Racke 
geeignet stundenlang in 200f0iger Salzsaure ausgekocht und dann weitgehend 
mit destilliertem Wasser durch Dekantieren ausgewaschen, bis es sich schliess
lich zum Teil kolloid verteilt. Durch diese Behandlung solI das Adsorptiol1s
vermogen des Kaolins erhoht werden. 

1 'Yillstatter u. Schneider; VIII. Abh. fiber Invertin, H. 142, 257; 1924/25. 
2 Willstatter u. Bamann, H. 151,273; 1926. 
3 Euler u. Myrback, II. 127, 115; 1923. 
4 H. Kraut u. E. Wenzel, H. 142,71; 1925. 
5 Willstatter u. Schneider, H. 142,257; 1925. 
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Fiir die Verarbeitung vorbehandeIter, frischer Autolysate oder Saccha
raselOsungen hOheren Reinheitsgrades ist nach Willstatter und Schneider 
(5. Abh.) eine sehr weitgehende Vorbehandlung des Kaolins mit heisser, 
konzentrierter Salzsaure, die eine betrachtliche Zersetzung des Tonerde
silicats und eine gewisse Beladung mit Chlorwasserstoff zur Folge hatte, 
vorteilhaft. 

,,500 g Kaolin wurden mit 1,5 Liter reiner Salzsaure vom spezifischen Gewicht 1,18 
gut vermischt und erwarmt, zunachst so langsam, dass es einen Tag bis zum beginnenden 
Kochen dauerte, dann einen weiteren Tag zum lebhaften Sieden. Durch Verdunnen und 
wiederholtes Dekantieren mit Wasser trennte man die eisenhaltige Losung vom Kaolin ab und 
wiederholte noch dreimal diese Behandlung mit Salzsaure, so dass im ganzen 14 Tage dafUr 
notig waren. Schliesslich wurde das Kaolin fur aIle Versuche" in der fiinften Abhandlung 
"mit kaltem \Vasser nur so weit ausgewaschen, dass das Wasser fast keine saure Reaktion 
mehr zeigte, wah rend aber eine kleine Probe des Kaolins auf Lackmuspapier noch stark saure 
Re aktion aufwies." 

"Bei den geaIterten, aber keinen Reinigungsoperationen unterworfenen 
Autolysaten, wie sie fur das Verfahren der Invertindarstellung von Wi ll
sta tter und Wassermann dienen, hat die Beschaffenheit des Kaolins sehr 
wenig Einfluss." Dieses Ergebnis ist auf den Gehalt der Autolysate an Protein'
Bubstanzen zuruckzufuhren, die eine Schutzwirkung ausuben. 

Wahrend del' Adsorptionswert des Kaolins bei frischen Autolysaten in 
nj20-essigsaurer Lasung ungefahr 0,008 betragt, steigt er beim Altern del' 
Autolysate auf 0,06-0,12. Bei der Adsorption von gereinigten Lasungen 
mit demZeitwert >0,2 ist derAdsorptionswert zum Werte 1,6-1,7 gewachsen. 
Die reineren Saccharasepraparate ergeben jedoch bei der Kaolinadsorption 
oft grosse Verluste. 

Willstatter und Wassermann!, sowie Willstatter und Schneider2 
haben sich auch elektro-osmotisch gereinigten Kaolins bedient. 

Bei den im hiesigen Laboratorium von Josephson ausgefuhrten Reini
gungsversuchen wurde das Kaolin einfach 5 Stunden mit 18-370J0iger Salz
saure im Kolben unter Ruckflusskuhler ausgekocht und dann mehrmals 
durch Dekantieren bis zum Verschwinden der Ol'-Reaktion des Waschwassers 
gewaschen. 

3. Bleiphosphat. 

Durch in del' Lasung entstehendes Bleiphosphat Iasst sich die Saccha
rase adsorbieren. Nach Willstatter und Schneid er 3 solI es dabei maglich 
sein, inaktivierte Saccharase von aktiver abzutrennen. "Die erst en Fraktionen 
des Phosphatniederschlags enthieIten das wenigst aktive Enzym." 

"Der Niederschlag wurde haufig so erzeugt, dass man fur einen gewissen 
Anteil des Enzyms die ausprobierte Menge von Ammonphosphat in die 

1 'Villstatter H. Wassermann, H. 123, 181; 1922. 
2 Willstatter u. Schneider, H. 133, 193; 1924. (V. Abh.) 
3 'Villstatter u. Schneider, H. 151, I; 1926. (XII. Abh.) 
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konzentrierte Invertinlosung aus der Biirette einfliessen liess, sodann aus einer 
zweiten unter heftigem Schiitteln die aquivalente Menge BIeiacetat. Der 
Niederschlag bildet eine feinflockige Suspension, ein kleiner Teil aber blieb 
milchig und war in der Zentrifuge nicht zu klaren." Bei der Fraktionierung 
der Saccharase mit Bleiphosphat haben Willsta tter und Schneider Ver
schiebung des Tryptophangehaltes der Invertinpraparate beobachtet. 

4. Andere Sorptionsmittel. 

Koble. Michaelis und Ehrenreich 1 fanden, dass Saccharase von 
Kohle sowohl in alkalischer als in neutraler oder saurer Losung adsorbiert 
wird. Die Bindungsverhaltnisse zwischen Saccharase und Kohle haben an
schliessend hi~ran A. Eriksson 2 sowie Nelson und Griffin3 untersucht. 

Bemerkenswert ist Erikssons Angabe, dass er eine bedeutende Elution 
der Saccharase durch Rohrzucker erzielt hat. Die abweichenden Resultate 
von Nelson und Griffin konnen wohl durch Verschiedenheiten der in der 
Losung in grossen Mengen vorhandenen Verunreinigungen veranlasst sein. 

J osephson4 fand bei einer gereinigten Enzymlosung mit If = 51 keine 
Adsorption der Saccharase durch Kohlepulver. 

Organiscbe Sorptionsmittel. Mastix ist nach Michaelis und nach Will
sta tters Befunden unwirksam. Die Sorption der Saccharase durch Kollodium 
ist bei der Verwendung von Kollodiumsacken 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 Willsta tter) behaftet ist. 

Tannin. Unter iiblichen Bedingungen gibt Saccharase keine Fallung mit 
Tannin; beim Abkiihlen auf 7° 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 Bestandigkeit der Saccharase 
gegen Tannin ist bei gewohnlicher Temperatur ziemlich gering; nur durch 
rasches Arbeiten bei tieferen Temperaturen gelingt es, beim Studium der Wir
kung des Tannins die Enzymzerstorung in massigen Grenzen zu halten. Es 
ist 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 Tannatfallung, die in der 
Kalte aufgelost und mit Tonerde versetzt wird, oder bei der Isolierung 
der Saccharase aus der MutterIauge der Fallung nach starker Verdiinnung. 
Die Tanninbehandlung ist brauchbar zur Trennung der Saccharase von 

1 Michaelis u. Ehrenreich, Biochem. Zs 10, 283; 1908. 
2 A. Eriksson, H. 72, 313; 1911. 
I J.l\1. Nelson u. Griffin, Jl Amer. Chern. Soc. 38,1109; 1916. 
4 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. 

c) Elution der Saccharase aus den Adsorbaten. 

DasH Rohrzucker eine eluierende Fahigkeit besitzt, wurde von O. Meyer
ho£1 entdeckt, welcher Saccharase aus seiner Verbindung mit Eisenhydroxyd 
durch Rohrzuckerlosung freimachen konnte. Es scheint aber besonders nach 
den Studien von Willstatter2 und Michaelis 3 , dass die ablOsende Wirkung 
des Rohrzuckers nicht streng spezifisch ist und ferner, dass keineswegs ein 
Enzym allgemein von seinem Substrat eluiert wird. Einen 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 
primares Phosphat eluierend wirken kann.) Die Elutionserscheinungen sind 
auch von der Natur der Adsorbate, von ihrem Gehalt an Begleitstoffen, 
wesentlich abhangig. 

Die meist anwendbaren Elutionsmittel sind schwache oder sehr ver
diinnte Basen, wie sekundare Alkaliphosphate, Arseniate oder Citrate, ver
diinntes Ammoniak (0,01-0,1 %; oft 0,02 n) oder verdiinnte SodalOsung 
(pH = 8-10). \Vahrend die Phosphate oder Arseniate im allgemeinen bei 
der Elution aus den Tonerdeabsorbaten am zweckmassigsten sind, verwendet 
man im allgemeinen Ammoniak oder Sodalosung zur Einstel1ung der fiir die 
Elution aus den Kaolinadsorbaten giinstigen schwachen Alkalinitat. 

Auch bei der Elution mit puffernden Salzen oder Alkalien machen sich 
die Begleitstoffe der Saccharase geltend. 

Nach \Villsta tter und Bamann 4 kann man bei der Trennung der 
Saccharase und Maltase von dem Umstand Gebrauch machen, dass nur das 
erste Enzym durch primares 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 Wil1statter und Racke 5 

beschrieben wurden, fiihrten zu Praparaten mit Zeitwerten 0,55-0,50. Das 
Verfahren von Willstatter und Racke begann mit einer Vorreinigung der 
durch rasche Autolyse gewonnenen Hefeautolysate mit Kaolin in aceton-

1 o. lVIeyerhof, Pflug. Arch. 157,251; 1914. 
2 Willstiitter u. Racke 1. c. - Willstatter u. Kuhn, H. 116,53; 1921. 
3 :1\1 i c h a eli s, Biochem. Zs lI5, 269; 1921. 
4 Willstatter u. Bamann, H. 151,273; 1926. 
5 Willstiitter u. Racke, Lieb. Ann. 425,1; 1921. 
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haltiger Losung, wodurch sich gewisse hartnackig anhaftende Proteine besei
tigen liessen. Darau£ £olgte die erste Adsorption mit Aluminiumhydroxyd. 
Diese wurde im allgemeinen in schwach saurer, 28% Aceton enthaltender 
Losung vorgenommen. Die Elution aus dem Tonerdeadsorbat gelang mit 
0,04%igem Ammoniak. Nach Einengen der so gewonnenen Losung wurde 
durch Aceton ge£allt, das noch grosse Mengen von He£egummi enthaltende 
£este Praparat wieder in Wasser ge16st 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 1 sind die Freilegung der Saccharase aus der He£e, sowie die Adsorp
tionsmethoden weiter untersucht. Hierbei wurden Invertinpraparate vou 
ahnlicher Konzentration wie die in der ersten Arbeit beschriebenen er
halten. 

In der 3. Mitteilung haben Willstatter, Graser und Kuhn 2 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 He£eproteasen die Proteine. 
der rohen Invertinlosung weitgehend abgebaut sind, au£gearbeitet wurden. 
"Die Wiederholung der Adsorption von Invertin durch die Bleiacetat£allung, 
am besten mit der Reinigung durch Aluminiumhydroxyd kombiniert, £iihrt 
zu Invertinlosungen yom 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 ge£allt. Der Phosphor geht zum grossen Teil in die Fallung, die Rest
Wsung enthalt das Invertin sehr phosphorarm." Bei der Fraktionierung 
wurden Enzymlosungen 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 £olgenden Beispiel hervor. 
Das Autolysat war nach rascher Autolyse wahrend 61/ 2 Monaten gealtert. 

Zeitwert 180. 26,5 Liter wurden mit 930 g Bleizucker, das ist 75% der Menge, 
die in einem Vorversuch zur vollstandigen Niederschlagbildung benotigt 
wurden, versetzt. Der Niederschlag enthalt das gesamte Invertin. Zentri
£ugieren und Was chen mit destilliertem Wasser. Zur Elution dienten zweimal 
61/ 2-7 Liter 0,5%ige Dikaliumarseniatlosung, die noch 0,05% £reies NHa ent
halt. Nach Klarung mit Kieselgur werden die 14 Liter Elution mit Essigsaure 
schwach angesauert, mit 5,6 Liter Alkohol versetzt und mit 59 g Aluminium
hydroxyd adsorbiert. Zentri£ugierung und dreimalige Waschung, dann Elution 
zweimal mit im ganzen 12 Litern 0,1 %igem Ammoniak. Zeitwert der Elution 
2,75. Nach Eindamp£en in Vakuum zweite Blei£allung (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 79% sorbiert wurden. Elution und dann eine dritte Bleiacetat
fallung ergab schliesslich nach der Enddialyse ein Praparat mit dem Zeit
wert 0,29. Die Verarbeitung der RestlOsungen ergab andere Praparate mit 
etwas schlechteren Zeitwerten. 

Die Methode von Willstatter und Wassermann! (4. Abh.) ist darauf 
gegriindet, dass durch sehr grosse Verdiinnung der Saccharase und Einstellung 
geeigneter Aciditat die bei der Kaolinadsorption storenden Einfliisse der 
Begleitstoffe in den Hefeautolysaten ausgeschaltet werden, so dass die Saccha
rase unmittelbar aus den Hefeautolysaten durch Kaolin, und zwar sogar aus
wahlend adsorbiert werden kann. Bei der Verarbeitung von 5 Liter Autolysat 
(M.-Z.-Q. 12,9), die mit 200 Liter n/20-Essigsaure auf die geeignete Aciditat 
gebracht waren, konnten Willsta tter und Wassermann durch 125 g elektro
osmotisches Kaolin 86% von der Saccharase, entsprechend dem Adsorptions
wert 0,088, adsorbieren. Die mit 0,05 0/ 0 Ammoniak erhaltenen, vereinigten 
Elutionen, 2,5-3 Liter, enthielten Invertin von M.-Z.-Q. 9,78. Nach An
sauerung mit Essigsaure wurde mit Kieselgur geklart. Eindampfung unter 
stark vermindertem Druck und Dialyse. Zeitwerte der so gewonnenen Pra
parate 0,48-0,75. 

Es konnte auch die Methode von Willstatter und Racke (Isolierung 
mit Tonerde) dank den Beobachtungen iiber auswahlende Adsorption vel'
bessert werden, wobei schon nach der ersten Tonerdebehandlung Praparate 
von ahnlichem Reinheitsgrad wie friiher erst nach dem Fallen und Adsorbieren 
mit Kaolin gewonnen wurden. 

Noch einen Schritt weiter gingen hinsichtlich der Adsorption mit Kaolin 
Willstatter und Schneider2 (5. Abh.). Sie adsorbierten einfach aus einem 
beliebigen Autolysat, ohne es zu verdiinnen, die Saccharase mit Kaolin, in
dem sie so stark ansauerten, als bei kiirzester Operationsdauer von dem En
zym noch vertragen wird. Die einmalige Adsorption mit Kaolin (jedoch nach 
Vorreinigung durch Alkoholfallung) 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 J osephson 3 angewandte 
Vorreinigung der Autolysate durch Alkoholfallung als sehr niitzlich. "Fiir die 
direkte Adsorption des Invertins mit Kaolin ist eine Vorreinigung bei jungen 
Autolysaten unentbehrlich, bei gealterten nicht notwendig", aber oft VOI'

teilhaft. 
In der 8. Abhandlung zur Kenntnis des Invertins war es fiir Willstatter 

und Schneider4 ein leitender Gedanke, die Adsorptionsmethode fiir Invertin 

1 Willstiitter u. 'Wassermann, H. 123,181; 1922. 
2 'Willstatter u. Schneider, H. 133, 193; 1924. 
3 Euler u. Josephson, Chern. Ber. 56, 446 u. 453 u. 1097; 1923. Josephson, 

Arkiv f. Kemi, 8, 26; 1922/23. 
4 Willstatter u. Schneider, H. 142,257; 1925. 
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dadurch zu vervollkommnen, dass das praparative Vedahren in engem Zu
sammenhang mit den von H. Kraut und E. WenzeF verof£entlichten 
Untersuchungen "Uber Enzymadsorption" ausgefiihrt wurde. "Die Adsorp
tionsmethode ist namlich so geleitet worden, dass sich das Verhalten des En
zyms gemass den nach H. Freundlich 2 ermittelten Adsorl?tionskurven mehr 
und mehr dem Adsorptionsverhalten eines rein en Stof£es genahert hat ..... 
Die systematische Anwendung del' Tonerdeadsorption auf die frischen Neutral
autolysate (nach Kaolinadsorption und darauf£olgender Eiweissfallung) hat 
bei den zahlreichen Wiederholungen des Vedahrens bis zur Grenze seines 
Leistungsvermogens unter den heute bekannten Bedingungen zu dem Ende 
gefiihrt, dass sich das Invertin wie eine einheitliche Substanz verhalt, wenn es, 
ohne erheblichen Aktivitatsverlust zu erleiden, den Saccharasewert 5 erreicht 
hat. . .. Wenn diese Anwendung nicht zu einer hoheren Steigerung del' Enzym
konzentration gefiihrt hat, so tragt daran die Vergesellschaftung des Enzyms 
mit einem wahrscheinlich grossen tryptophanhaltigen Peptidkomplex schuld." 

"Die mit unseren Praparaten beobachteten Adsorptionskurven sind in 
Wirklichkeit nicht diejenigen des Invertins selbst, sondel'll sie sind durch 
das Adsorptionsverhalten eines invertinfiihrenden Begleitstoffes oder adsorptiv 
verb un den en Gemisches von Begleitstoffen bedingt." 

In del' 9. Abh. beschreiben Willstatter, Lowry jr. und Schneider 3 

die neue Methode del' Saccharaseanreicherung, welche wir schon auf S. 148 
mitgeteilt haben. Die durch diese Gadiihrung del' Hefe bei niedriger Zucker
konzentration bedingte Verschiebung des Verhaltnisses del' Saccharase zu 
anderen Enzymen und sonstigen Inhalts- und Abbaustoffen del' Hefe wird 
dann durch das neue Verfahren del' fraktionierten Autolyse von Willsta tter, 
Schneider und Bamann4 (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 ungefahr S.-W. 5 erwiesen. "Aus frischem 
Autolysat yom Zeitwert 3,6, n/5-Essigsaure, bei einer Verdiinnung 1 S.-E. in 
1/2 Liter, 1 odeI' 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 del' Ausfallung von Phosphor
saure und del' Dialyse, die ohne Verlust verlief, besass das Invertin den Zeit
wert 0,177 (S.-W. 5,65). Diesel' Reinheitsgrad verbesserte sich gar nicht bei 
einer darauffolgenden Reinigung mit Tonerde." 

Adsorption des Invertins aus Rohrzuckerlosung 4• Ein Autolysat vom 
Zeitwert 2,5 wurde durch Alkoholfallung unter gleichzeitiger Bildung von 

1 H. Kraut u. E. Wenzel, H. 133, 1; 1923/24; 142,71; 1925. 
2 H. F r e u n d li c h, Kapillarchemie, III. Aufi. Leipzig 1923, S. 232 ff. 
3 Willstatter, 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 Saccharaselosung vom Zeitwert 
0,68 erreichte, in ublicher Weise mit Tonerde gereinigt, den Zeitwert 0,24. Von 
diesem Praparat wurden 6,4 S.-E. in 278 ccm Wasser mit 330 cern 200f0iger 
Rohrzuckerlasung versetzt und nach Umschutteln 38 cern Tonerdesuspension 
(0,114 g AI20a) in die Losung eingetragen. Das Adsorbat wurde nach 
Abzentrifugierung mit Diammonphosphat eluiert. Die Tonerde hatte mit 
A.-W. 44 (fast ebenso wie in rohrzuckerfreier Lasung) gewirkt und 80% des 
Enzyms aus der Zllckerlosung aufgenommen. Die Elution enthielt 4,70 E., 
also 93% der adsorbierten Menge. Zeitwert nach Dialyse und Elektrodialyse 
0,157 (S.-W. 6,35). Fast unveranderter Tryptophangehalt. 

Bei einem anderen Versuch wurde in Gegenwart von Rohrzucker und 
primarem 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 del' Tonerde durch die Zusatze stark erniedrigt wurde, 
wie ja auch Rohrzucker + prim. Phosphat, wie vorher erwahnt wurde, als 
Elutionsmittel verwendet werden kann. 

Die 12. und letzte Abhandlung zur Kenntnis des Invertins von Will
statter, Schneider und WenzeP versucht die Adsorptionsmethode noch 
weiter zu entwickeln, nachdem durch die neue Methode der fraktionierten 
Autolyse del' saccharasereichen Hefe unter Neutralisation Autolysate mit 
Zeitwerten zwischen 2 und 1 geschaffen worden sind. Urn mit Invertin kunftig 
zu arbeiten, empfiehlt es sich nach Willsta tter, wenn Beimischungen von 
Hefegummi und von Peptiden nicht staren, einfach die so erhaltenen, noch 
dialysierten Autolysate anzuwenden (Zeitwert nach Dialyse rund 0,4). Zu 
Praparaten von haherem Reinheitsgrade gelangt man (ohne Dialyse des 
Autolysates) am ein£achsten durch einmalige Adsorption an Kaolin (Abh. 10) 
oder zweckmassig dutch 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 0 nach Ansauerung mit 5 cern nj1-Essigsaure (pH = 5) mit dem gleichen 
Volumen auf -20 0 gekuhlten Alkohols vermischt. Die entstandene Suspension 
wurde durch 2 Filter, die mit einer 1 mm dicken Schicht von Kieselgur be
deckt waren, gesaugt. Beim Verrtihren des Gurs mit Wasser erhielt man 370 cern 
Lasung (20,7 S.-E.) vom Zeitwert 0,45. Die Lasung wurde auf 92 ccm ein
geengt und bei diesel' hohen Konzentration mit 0,40 g Tonerde 18,7 E. adsor
biert. Die Elution (Diammonphosphat) enthielt 13 S.-E.; die Dialyse und 
Elektrodialyse bewirkte 140f0 Verlust. Zeitwert danach 0,158. 

Mittels del' Adsorption an anteilweise gefalltem Bleiphosphat gelang es 
Willstatter, Schneider und Wenzel in einer Anzahl von Fallen, wenn 
auch durchaus nicht in allen untersuchten Beispielen, die enzymatische 

1 Willstiitter, 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 bestandigen 
Praparaten waren die Hochstwerte nach dem Bleiphosphatverfahren S.-W. 9,6 
und 9,7. In einem anderen Beispiel wurde ein Praparat erhalten, welches 
wegen der geringeren Bestandigkeit bei der Dialyse und Elektrodialyse ·nach 
dem Bleiphosphatverfahren, einen Saccharasewert von 5,0 besass [da aber 
keine Trubung eingetreten und keine Filtration vorgekommen war, leiten die 
Verfasser den S.-W. 11,9 (Zeitwert 0,084) fur die gewonnene Restlosung ab]. 

Die Geschichte des Praparates vom Saccharasewert 9,70 war die folgende: 
"Autolysat vom Zeitwert 1,12 (20 E.) wurde nach dreitagigem Altern bei Zim
mertemperatur nach dem Verfahren der dritten Abhandlung ohne Phosphat
zusatz mit Bleiacetat gefallt. Die Rest16sung, die bleifrei war, enthielt 17,0 E; 
und wurde der Adsorption mit Tonerde unterworfen. Das Material fur die 
Bleiphosphatfallung betrug 6,75 E. vom S.-W. 5,75, 3,4% Tryptophan ent
haltend. Mit dem Bleiphosphat aus 0,22 g und 0,33 g Ammonphosphat £ielen 
1,03 und 2,67 S.-E. aus, die zusammen beim Eluieren Invertin vom S.-W. 4,17 
lieferten; 3,0% Tryptophan. Die Restlosung enthielt 3,05 E., nach Dialyse 
und Elektrodialyse 3,02 E., der S.-W. betrug 9,70 (Zeitwert 0,103), der Trypto
phangehalt 3,5%." 

Nach Willstatter, Schneider und Wenzel ermoglicht auch das Tannin
verfahren, "den Reinheitsgrad von Invertinpraparaten, 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 
3,4 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
chloridlosung von -15 0 und befestigten darin mit Korkstucken ein kleines 
Zentrifugenglas. In diesem nahmen wir die Fallung vor, um sofort zu zentri
fugieren. Den Niederschlag von zaher Konsistenz verriihrte man mit Wasser 
von 0°. Die trube Flussigkeit enthielt zufolge der so fort ausgefuhrten Be
stimmung 1,64 E., die Rest16sung 0,14 E., der Verlust betrug also 28%. Mit 
Tonerde wurden bei 00 1,48 E. adsorbiert und mit Diammonphosphat 1,46 E. 
eluiert. Fur 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 5,9%." 

Will man die unzweifelhaft recht umstandliche und nicht bei allen Hefe
lieferungen reproduzierbare Saccharaseanreicherung der Hefe durch Gar
fuhrung und die fraktionierte Autolyse umgehen, so empfiehlt es sich nach den 

11* 



164 Die hydrolysierenden Enzyme der Kohlenhydrate und Glucoside. 

Erfahrungen von Josephson, zur Gewinnung von Saccharaselosungen mit 
If = 250-350 (S.-W. etwa 4-6) die Reinigung des Autolysates mit einer 
Alkoholfallung zu beginnen. Dann wird mit Kaolin (auch bei Gegenwart von 
Rohrzucker) adsorbiert, wonach die Tonerdebehandlung folgt. Ein Beispiel 
solI die von uns angewandte, wie es scheint allgemein brauchbare Methode, 
erla u tern 1. 

Das durch rasche Autolyse der Hefe (If = 0,2) gewonnene Autolysat 
wurde zuerst unter Kiihlung mit Alkohol gefallt (auf je einen Liter Autolyse
sait 1-1,25 Liter 95%iger Alkohol). Die durch Extraktion der entstandenen 
lmd abzentrifugierten Fallung erhaltene Losung wurde dann in Gegenwart 
~on 8% Rohrzucker und 0,5 n.-Essigsaure durch 47 g Kaolin sorbiert. Die 
Elution mit insgesamt 600ccm 0,02 n.-NH3 ausgefiihrt, enthielt 95% der vor 
der Adsorption vorhandenen aktiven Saccharasemenge. Die in der stark 
essigsauren Losung bei gleichzeitiger Anwesenheit von Rohrzucker durch
gefuhrte Adsorption war also nur mit sehr geringem Aktivitatsverlust ver
bunden. Zur weiteren Reinigung wurde die Losung in 8%iger Rohrzucker
lasung mit Tonerdehydrat adsorbiert. Die Anwesenheit des Rohrzuckers 
bei del' Adsorption hatte auch diesmal den Adsorptionswert del' Tonerde kaum 
beeintrachtigt. In der Elution nach del' Tonerdeadsorption, mit 0,5% N~HP04 
ausgefuhrt, wurden 73 % der aktiven Saccharase wiedergefunden. 

Die Elution wurde dann einer 9 'rage dauernden Dialyse in Kollodium
membranen gegen destilliertes Wasser unterwoden. In del' dialysierten Losung 
waren 60% von der VOl' den Adsorptionen vorhandenen aktiven Saccharase
menge noch in aktiver Form vorhanden. Die Aktivitatsbestimmung del' so 
ohne Eindampfung und ohne Elektrodialyse gewonnenen Lasung ergab I f = 

320. Setzt man nach dem Vorgange von Willsta tter die Aktivitat VOl' del' 
Dialyse, das Trockengewicht nach derselben in die Berechnung von If ein, 
so wurde man If zu 355 gefunden haben. 

Eigenschaften del' gereinigten Saccharasepraparate. 

Die durch Adsorptionsmethoden gereinigten Saccharasepraparate, welche 
bei den Saccharasewerten 5,9-6,7 etwa 2000mal enzymatisch reiner sind als 
die Hefe, ist nach Willsta tter2 zusammengesetzt aus: 

"a) Enzymatischer Substanz, namlich Saccharase selbst, weiteren polyosen
und glucosidespaltenden und anderen Enzymen und aus Substanzen, die den 
aktiven Enzymen am nachsten verwandt sind, nachweislich Zersetzungs
produkten (inaktiviertem Enzym) und wahrscheinlich Vorstufen. Fur die 

1 Euler u. Josephson, B. 59, 1129; 1926. Altere ;\Iitteilungen: Josephson, Arkiv 
f. Kemi 8, 26; 1922/23. Euler u. Josephson, Chern. Bel'. 56, 446, 1097; 1923; 57,299, 
859; 1924; H. 145, 130; 1925. 

2 10. Abh. H. 147, 248; 1925. - V gl. Chern. Ber. 59, 1; 1926. JI Chern. Soc. 1927, 1359. 
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Abtrennung der einem Enzym am nachsten verwandten Stoffe ist die Adsorp
tionsmethode bisher noch wenig ausgebildet. 

b) Fremden Stoffen, die vom ZeTfall des Hefeprotoplasmas herruhren. 
Sie uben eine Schutzwirkung auf das Invertin aus, mit dem sie adsorptiv zu
sammenhangen. 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 Bestandigkeitssturz oder -abnahme zur Folge." 

Da die einzelnen Begleitstoffe der Saccharase selbst in den reinsten Pra
paraten wechseln konnen, so mussen auch die Reaktionen del' verschiedenen 
Praparate 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 Saccharasepraparaten. Einige Saccharasepraparate 
geben jedoch diese Reaktion nicht, so dass Willstatter schloss, dass das 
Tryptophanpeptid nur einer del' hartnackigsten Begleiter ist. 

In allen untersuchten Saccharasepraparaten hat man Stickstoff als 
ein charakteristisches Element gefunden. Dasselbe gilt hinsichtlich des von 
Euler und Josephson in Saccharasepraparaten gefundenen Schwefels, 
wenn auch die Zahl del' auf Schwefel geprtiften Praparate nicht so 
gross ist. 

Viele Saccharasepraparate scheinen die Reaktion von Molisch auf 
Kohlenhydrate zu geben, wenn auch Kohlenhydrate nach Willstatter nur als 
Verunreinigung vorhanden sind. Dasselbe gilt fur die phosphorhaltigen Be
gleitstoffe gewisser Praparate. 

"Die Erscheinung der Enzymspezifitat, die Beobachtungen uber Zer
setzung und Stabilisierung gereinigter Invertinlosungen und besonders die 
Einfliisse der Verteilnng auf die enzymatische Wirkung, die bei anderen En
zymen gefunden wurden", haben vVillstatterl zu der Auffassung gefuhrt, 
"dass das Molekiil eines Enzyms aus einem kolloiden Trager und einer 
rein chemisch wirkenden aktiven Gruppe besteht." Diese Annahme 
heischt nach Willstatter, Schneider und WenzeJ2 eine Erganzung, die 
nach dem nun vorliegenden analytischen Material gegeben werden kann. Die 
gewonnenen Erfahrungen machen es wahrscheinlich, dass die Natur des kol
loiden Tragers veranderlich ist. "Ein einzelner kolloider Trager ist entbehr
lich, wenn clem Enzym ein anderer geeigneter zur Verfugung steht; das Enzym 
vermag seine Aggregate zu wechseln." Diese neue Erganzung bringt die 
von Willstatter vertretene Auf£assung in nahe Ubereinstimmung mit 
der schon 1924 von J osephson 3 in folgender Weise formulierten Anschauung 
der Stockholmer Schille: "Ungleichheiten in Zusammensetzung und somit 

1 Willstatter, Chern. Bel'. 55,3601; 1922. 
2 \Yillstiitter, Schneider u. \Venzel, H. 151, 1; 1926. 
3 J 0 s e phs 0 n, H. 136, 224, nnd zwar S. 230; 1924. 
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Reaktionen (Eiweissreaktionen) konnen auch durch verschiedene Bausteine 
in verschiedenen Saccharasen erklart werden" ... , indem "die kleineren Bau
steine des gewaltigen Enzymmolektils wechseln konnen", wobei zu dem Enzym
molektil nattirlich auch gerade der zur Erhaltung der Aktivitat notwendige 
kolloide Trager gerechnet wurde. 

1m Gegensatz zu Willsta tter, der nunmehr nur "die chemisch wir
kende aktive Gruppe" als das eigentliche Saccharasemolekiil ansehen will, 
obwohl er auch fiudet, dass "es noch nicht als erreichbar erscheint", diese 
aktive Gruppe "unter Erhaltung der Wirksamkeit von den schtitzenden 
Kolloiden vollkommen abzutrennen", haben Euler und Josephson ihre 
Ansicht tiber die Natur des kolloiden Tragers der aktiven Gruppe naher prazi
siert. Euler und Josephson linden namlich, dass dieser Teil des "Saccharase
komplexes" von proteinahnlicher Natur zu sein scheint. 

Eine Ahnlichkeit zu Proteinen haben Euler und Josephson! gesehen 
1. in seinem Dispersitatsgrad; 
2. in seiner kolloiden Beschaffenheit; 
3. in dem Umstand, dass die quantitative Untersuchung der Warme

inaktivierung auch hochgereinigter Praparate der Warmedenaturation vieler 
Proteine sehr nahe kommt; eine wesentlich andere Warmeemplindlichkeit 
noch reinerer Praparate ist bis jetzt nicht festgestellt worden; 

4. in dem Stickstoffgehalt. 
Hinsichtlich des Stickstoffgehalts der Saccharasepraparate liegen die 

Befunde folgendermassen: Willsta tter und Schneider geben in der 7. Arbeit 
"Zur Kenntnis des Invertins" fiir Praparate von If tiber 200 Werte von 6 
bis 10% N an, in der 8. Abhandlung 4,83-10,6% N. In der letzten (12.) Ab
han~lung sind 5 hochaktive Praparate analysiert worden: 

S.-W. 5,00 
(11,9) 

% N 8,20 

9,70 

8,92 

9,62 5,00 4,55 

9,52 9,90 7,72 

Die Analyse der von Euler und Josephson 2 in ihrer 6. Mitteilung tiber 
Saccharase beschriebenen Praparate hatte das folgende Ergebnis gegeben: 

Arnino-X 
Trypto-

Gesarnt-N vor I nach 
Praparat If der Hydrolyse 

phan 

% % I % % 

LaKA" 303 10,3 0,92 

I 
6,3 6,5 

7aKA4 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, Chern. Ber. 59,1129; 1926. 
• Aus Lowenbrauhefe. 
4 Aus Unterhefe H. 

S 

01 
10 

1,4 
-
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Unser Ergebnis hinsichtlich del' Bindungsart des StickstoHs in den Saccha
rasepraparaten, dass del' StickstoH zu ahnlichem Betrage wie in Proteinen 
in Form von Peptid-N vorhanden ist, hat Willstatter nicht widerlegt; so
lange nicht gezeigt worden ist, dass del' StickstoH z. B. im Praparat mit S.-W. 
9,70 und dem N-Gehalt 8,92% zum grossen Teil nicht in Peptidbindung vor
liegt, mussen wir annehmen, dass auch ein solches hochaktives Praparat zu 
einem grossen Bruchteil aus proteinahnlichen Stoffen aufgebaut ist und dass 
diese StoHe zum grossen Teil den kolloiden Trager bilden. 

Seit del' Entdeckung des Tryptophans in gereinigten Saccharasepraparaten 
von E u Ie r und J 0 s e p hs 0 n 1 ist die U ntersuchung des Tryptophangehal ts 
del' verschiedensten Praparate von grosser Bedeutung fur die Kennzeichnung 
und fur den Vergleich del' Invertinpraparate und fur die Leistungsfahigkeit 
del' Adsorptionsmethoden bei den Arbeiten von Willsta tter und seinen 
Mitarbeitern geworden. Willstatter, Schneider und WenzeJ2 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 £ruher, auch in dieser 
Arbeit, und zwar bei del' 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" 3. Schon in del' ersten 
Mitteilung, wo Euler und Josephson ihre erst en Befunde hinsichtlich des 
Tryptophans in Saccharasepraparaten mitgeteilt haben, wurde auch "aus
drucklich betont", dass die Zahlen hinsichtlich des Tryptophangehalts usw. 
sich nur auf bestimmte Saccharasepraparate beziehen und dass die Analysen 
anderer Saccharasen von anderer Herkunft unbedingt erforderlich waren, 
um eine Entscheidung uber die Zusammensetzung des Enzyms zu ermoglichen. 

Die umstehende Tabelle enthalt einige Analysenergebnisse aus dem Stock
hoI mer und dem Munchener Laboratorium hinsichtlich des Tryptophans. 

Hinsichtlich des Aschengehaltes ist zu erwahnen, dass die neueren dialy
sierten bzw. elektrodialysierten Praparate nur einen ganz gering en Aschen
gehalt besitzen, bei einigen del' letzten Praparate aus Wills ta tters Labora
torium z. B. 0,54 und 0,45% Asche. Einen Aschengehalt von nur 0,13% be
obachteten Euler und Josephson 4 bei einem Praparat mit If = 213 (242). 

Mit dem sehr aschearmen Praparat mit If = 213 (242) haben Euler 
und Josephson elektrometrisch die Starke des Praparates als Saure und 
als Base zu bestimmen versucht. Das Praparat zeigte tatsachlich amphotere 

1 Euler u. Josephson, Chern. Bel'. 57, 859; 1924. 
2 Wi11statter, Schneider u. Wenzel, H. 151, 1, und zwar S. 5: 1926. 
3 In del' 10. Abh. "Zur Kenntnis des Invertins" haben "\V i 11 s t a tt e r, S c It ne ide I' u. 

Barnann (H. ]47, 248: 1925) hervorgehoben, dass "wenn Invertin zurn Beispiel eine sehr 
starke Beirnischung von Tryptophanpeptid rnitschleppt (9,2 Ofo Tryptophan), zeigt es gegen 
Tonerde das Yerhalten eines hornogenen Stoffes". 

4 Euler u. JORephson, H. 133,279; 1924. - Chern. Bel'. 57, 299; 1924. 
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Tryptop h a ngeh al t einigc r Sa cchar as epr ap ara teo 

Darstellungsweise 
Trypto-

Zitat If S.-W. phan 
des Praparates 

% 

r 
Kaolin-Tonerdeadsorption 225 C/) 3,7 5,25 

Eu Ie r u. J 0 s e phs 0 n , 241 C/) 4,0 5,56 
Chern. Bel'. 57, 859; 1924 1 " " 

" " 
245 C/) 4,1 5,51 

E ul e r u. J 0 s e phs 0 n, r " " 
303 C/) 5,0 6,5 

Chern. Ber. 59, 1128; 19261 
" " 

320 C/) 5,3 4,2 

Willstatter u.Schneider, { " " 
405 6,67 8,9 

R. 142, 257; 1924 
" " 

253 4,16 0 

Willstatter, Schneider { Alkoholfallung, Tonerde-
u. Barnann, H. 147, 248; adsorption 520 8,55 8,6 
1925 

Dial. Autoly~at. Kaolinads. 315 5,18 0,7 

Restlosung nach BleifiiJIung 49 0,81 ° Willstatter, Schneider " " 
., 307 5,05 2,0 

u. Wen z e I , R. 151, 1; 1926 " " " 
304 5,0 3,9 

(11,9) 

" " " 
590 9,7 3,5 

" " " 
459 7,55 5,8 

Eigenschaften, und zwar wurden die Dissoziationskonstanten geschatzt zu Ka 
etwa 10-7 und Kb etwa 10-11• 

Eine wichtige Stiitze fiir die Auffassung der Stockholmer Schule, dass 
die aktive Saccharase ein hochmolekularer Stoff ist, bzw. dass die Aktivitat 
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 (D20' = 0,047-0,050) befindet. Del' be
rechnete Wert des Molekulargewichts (etwa 20000) konnte allerdings die 
Grosse einer Anzahl miteinander assoziierter Saccharasemolekiile kennzeichnen, 
aber Versuche mit Praparaten von verschiedenen Reinheitsgraden und Dar-

If 

11;5-7;7 
84; 34,2 

168 
198 (220) 

Prtiparat von 

Euler, Redelius, Svanberg 1 

E u I e r u. E ric son 2 

E u I e r u. J 0 s e phs 0 n 3 

E u I e r u. J 0 s e phs 0 n 3 

Diffusions
Koeffizient 

D (20°) 

0,047 
0,0488 
0,0476 
0,0500 

1 Euler, Redelius u. Svanberg, H. 110, 190; 1920. 
2 E u 1 e r u. E ric son, Kol!. Zs 31, 3; 1922. 
• Euler, Josephson u. 1Iyrback, H. 130, 87; 1923. 

:VI = 49: D2 

22000 
20600 
2] 600 
19600 
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stellungsweisen zeigen, dass del' Dispersitatsgrad sich mit dem Reinheits
grad im untersuchten Gebiet nicht merkbar andert, wie aus vorstehender 
Tabelle hervorgeht. 

Mit dem yorher erwahnten Praparat mit 1£ = 213 (242) haben Euler 
und Josephson! Viscositatsmessungen bei verschiedener Aciditat angestellt. 
Das Minimum del' Viscositat (isoelektrischer Punkt) wurde bei pH = 4,5 ge
funden. 

Uber die von Euler rnd Svanberg und besonders von Myrback 
gezogenen Schlussfolgerungen hinsichtlich del' verschiedenen durch "Enzym
gifte" nachweisbaren Atomgruppen in Saccharase siehe S. 171 u. ff. 

Aciditats bedingungen. 
1m I. Teil dieses Buches sind die uber die Aciditatsbedingungen del" 

Saccharase ermittelten Tatsachen eingehend besprochen worden, da die Unter
suchungen del' Saccharase in diesel' Hinsicht fur das Studium anderer Enzyme 
vorbildlich gewesen sind. 

Es sei hier also zunachst nochmals auf die Kurven von Sorensen und 
von Michaelis verwiesen (Teil I, Fig. 11 und 12, S.63 und 65), aus welchen 
hervorgeht, dass die "optimale Zone" im Aciditatsgebiet pH etwa 3,5-5 liegt~ 

Es erscheint bemerkenswert, dass nach Euler und Myrback 2, wie auch 
nach \Villstatter, Graser und Kuhn 3 die mit viel weitergehend gereinigten 
Praparaten (bis zum 1£-Wert 100) gefundenen Aciditatskurven gleich den 
alteren mit dem unreineren Material erhaltenen Kurven sind. Wegen dieser
Unabhangigkeit del' Lage des Aciditatsoptimums vom Reinheitsgrad des
Enzyms erschein t es wahrscheinlich, dass die dies bezuglichen V erschieden
heiten del' Losungen von Darmsaccharase 4 wie auch den Saccharasen in Asper
gillus oryzae 5, Aspergillus flavus 6 und Penicillium glaucum 7 nicht auf ver
schiedene Reinheitsgrade, sondern auf verschiedenen Eigenschaften 
verschiedener Enzyme zuruckgefuhrt werden konnen. 

Die theoretische Deutung und die quantitative Berechnung del' Aciditats
kurve von Euler, Josephson und Myrback ist schon im I. Teil S. 67 ein
gehend besprochen. Durch die gegebene Theorie wirel del' VerI auf des alkali
schen Astes del' Aktivitats-pH -Kurve beschrieben. 

Del' saure Ast del' pII-Kurve, in welchem Gebiet Josephson 8 mit einer' 

1 Euler u. Josephson, H. 133, 279; 1924. 
2 Euler u. ~Iyrback, H. 120,61; 1922. 
3 Wi 11 s t a tt e r, G r a s e r u. K u h n, H. 123, 1, und zwar S. 60; 1922. 
4 E u 1 e r u. S van b erg, H. 115, 43; 1921. 
6 Leibowitz u. Mechlinsld, H. 154,64, und zwar S. 80; 1926. 
6 Jos e13hson, H. 138, 144; 1924. 
7 E u Ie r, J 0 s e 13 h son u. Sod e rl in g, H. 139, 1; 1924-. 
8 Josephson, II. 134, 50; 1924. 
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Anderung der Affinitat zwischen Enzym und Substrat rechnet, ist hier
nach von der Konzentration des Substrates abhangig. 

Nimmt man an, dass die Bindung des Rohrzuckers an der Saccharase 
durch eine basische Gruppe vermittelt wird 1 2, an welcher die Salzbildung 
die Bindungsmoglichkeit fiir den Rohrzucker bestimmt, so kann man, wie 
Myrback 2 gezeigt hat, den ganzen Verlauf der Aktivitats-pH-Kurve durch 
die folgende Formel beschreiben. 

ReI. Aktivitat = 1 . 

[1+ [~a]][1+~'j(1+[~~])] 
In dieser Formel bedeuten also Ka bzw. Kb die saure und basische Disso

ziationskonstante der Saccharase und der Saccharase-Rohrzuckerverbilldung, 
Km die gemessene Affinitatskonstante beim optimalen pH; [H], [OH] und 
[S] die Konzentration der Wasserstoff- und Hydroxylionen und die Kon-

Kb 
zentration des Substrates. 1st pH > etwa 4, wird OH - sehr klein und die 

Formel geht in den Ausdruck von Euler, Josephson und Myrback iiber. 

SaIzc ulld Paralysatorcll. Illaktivicl'ullgserscheillullgen. 

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 N elson 3 gezeigt, nach welchen sich die Wirkung von NaCI erst 
in 2-norm. Losung geltend macht, wenn der pH-Wert optimal ist. Es diirfte 
sich hier urn eine der nichtenzymatischen "Neutralsalzwirkung" verwandte 
Erscheinung handeln 4. Starker wird diese Salzwirkung ausserhalb des Aciditats
optimums. Am alkalischen Ast der pH-Kurve besteht die Salzwirkung in 
einer Horizontalverschiebung der Kurve. Eine weitere Untersuchung der 
freien Basen Ca(OH)2' Ba(OH)2' Mg(OHh und der seltenen Erdbasen bei 
z. B. pH = 6 ware erwiinscht. 

Unter alteren Untersuchungen ist noch diejenige von Cole 5 zu erwahnen; 
aus neueren Messungen glaubte Neuschlosz 6 schliessen zu konnen, dass 
die Neutralsalze yom Enzym adsorbiert werden und dadurch die Ladung und 
den Dispersitatsgrad herstellen. Diese Theorie ist jedoch kaum mit unserer 
Deutung del' Aciditatskurve vereinbar. 

1 E u I e l' u. J 0 s e]l h son, H. 155, 1, und zwar S. 10; 1926; Chern. Bel'. 59, 1129, und 
zwal' R. 1132: 1926. 

2 l\IYl'back, H. 158, 160 und zwal' S. 233; 1926. 
3 Fales u. Kelson, JI Arner. Chern. Soc. 37,2769; 1915. - Ygl. :i\Iyrback, Arkiv 

f. Kerni Bd. 8, N l'. 29, S. 30; 1923. 
4 Siehe hierzu :i\I i c h a eli s, Biochern. Zs 115, 269; 1922. 
5 Col e, JI of Physiol. 30, 281; 1904. 
6 Xeuschlosz, Pflug. Arch. 181,45; 1920. 



5. Kap. Saeeharasen. 17l 

Schwermetallsalze. Die Wirkung von Quecksilber-, Silber- und Kupfer
ionen ist zuerst eingehend von Euler und Svanberg 1 studiert worden. 
Sie stellten unter anderem fest, dass die sehr starke Giftwirkung, welche Queck
silber- und Silbersalze auf Saccharase austiben, quantitativ reversibel ist. 
Euler und Myrback 2 haben hinsichtlich der Inaktivierung durch Ag-Salze 
gezeigt, dass die Kurve Inaktivierungsgrad-Giftmenge eine Dissoziations
kurve ist. Es wurde weiter gefunden, dass bei Aciditaten pH> 3,5 der 
Vergiftungsgrad von der Substratkonzentration unabhangig ist, was so ge
deutet werden muss, dass die Bindung des Zuckers von der Bindung von Ag 
unabhangig ist, d. h. an einer anderen Gruppe im Enzymmolektil stattfindet. 
Die Versuche sind in volligem Einklang mit der von Myrback 3 gemachten 
Annahme, dass Silber an Stelle des Wasserstoffatoms tritt, dessen Dissoziation 
(nach der Theorie von Euler, Josephson und Myrback) den alkalischen 
Ast der Aktivitiits-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 Myrback entnommenen 
Tabelle hervorgeht. Inwieweit die Inaktivierung in hoherem Grade von den 
imPraparat mit If = 200 noch vorhandenen 
Verunreinigungen abhiingig ist, lasst sich 
natiirlich aus diesem Versuchsmaterial 
nicht ableiten. 

Es ist von Interesse, dass die theoreti
schen Berechnungen aus der Vergiftung 
mit Silberionen, hinsichtlich der moleku
laren Konzentration der Saccharase bei 
kinetischen Versuchen, zu einem Hochst
wert von etwa 10-6 fiihren 4 • 

Inaktivierung Zli 50%' 

pH 

4,2 
4,6 
5,3 
5,6 
6,1 

[Ag] 

If= 17 I If = 200 

10-5 

5.10- 6 

2.10- 6 

Das Silberaquivalent der Saccharase 5 berechnet Myrback zu rund 5000. 
1m Hinblick auf die von Euler und Josephson vertretene An

sicht tiber die Proteinahnlichkeit der Saccharase sind die von Myr back 
hervorgehobenen grossen Ahnlichkeiten im Verhalten der Saccharase zu Silber 
usw. mit den von J. L 0 e b 6 gefundenen V erhal tnissen bei der Silberbindung 
der Gelatine bemerkenswert. 

Viel schwacher als Silber werden Kupfer, Blei, Zink und Cadmium nach 

1 E u 1 e r u. S van b erg, Fermentforschung 1920, 1. Mitt. 3, 330. Siehe daselbst altere 
Angaben. - 3. Mitt. 4, 90. - 6. Mitt. 4, 142. 

1923. 
2 Euler u. Myrbaek, H. 121, 177; 1922. - Myrback, Arkivf.Kemi, Bd.8, Xr.29; 

• Myrback, H. 158, 160, und zwar 8. 172ff.: 1926. 
4 Ygl. JORephson, H. 147, 1, und zwar S. 56; 1925. - H. 157, 115; 1926. 
5 Siehe hierzu auch E u 1 e r u. J 0 s e phs 0 n, Chern. Ber. 56, 453, und zwar S. 455; 1923. 
6 J. L 0 e b, Proteins and the Theory of colloidal behavior, New York 1922. 
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den Versuchen von ::VI y r b a c k an die Saccharase gebunden. Die Dissoziations
konstanten wurden berechnet zu 

KAg Kcu 
10-7,4 2,6 .10-4 

Kzn 

3,4 .10-4 

KCd 

5,7 .10-4 

Hinsichtlich der Inaktiyierung der Saccharase durch Quecksilbersalze 
wurde gefunclen, class der Inaktiyierungsgracl nicht wie im FaIle der Silber
inaktiyierung unabhangig yon der Konzentration des Rohrzuckers ist. Hieraus 
kann man entweder mit Myrback schliessen, class die inaktivierenclen Queck
silbersalze sich an die (basischen) substratbindenden Gruppen des Enzyms 
anlagern oder auch, dass die Anlagerung der Quecksilbersalze an das 
Saccharasemolek"lil eine Herabsetzung cler A££initatskonstante der Saccharase
Rohrzuckeryerbindung mit sich bringt; daneben konnte auch die Zerfalls
geschwindigkeit in ahnlicher Weise wie bei der Silberinaktivierung herab
gesetzt werden. Eine genaue Berechnung der quantitativen Verhaltnisse bei 
der Vergiftung durch Quecksilbersalze wird auch durch die ungentigenden 
Kenntnisse der Dissoziationsverhaltnisse der Quecksilbersalze selbst erschwert. 

S I 
Relative Aktivitat (Z= 100) 

ohne Hg- I mit Hg-

34 

Die nebenstehende Tabelle zeigt dre 
Inaktivierung bei verschiedenen Rohr
zuckerkonzentrationen (S), bei pH = 3,62 
und bei einer Hg-Konzentration 5 ·10-7n. 

Der Vorgang bei der Metall vergiftung 
der Saccharase kann wegen der eintreten
den Komplexbildung quantitativ elektro

metrisch yerfolgt werden. Bei yergleichenden Messungen an zahlreichen Sub
stanzen (Euler und Svanberg) wurde ein starkes Bindungsvermogen ftir 
Ag+ beim Eieralbumin yon Sorensen, bei Cystein und bei Nucleinsaure 
gefunden. Die elektrometrisch gemessene Bindung des Silbers an Cystein 
weist jedoch keine 'solche Abhangigkeit von der Aciditat in dem in Frage 
kommenden Gebiete auf, wie man bei Saccharase findetl. 

0,146 
0,292 
0,585 

79 
53 87 

94 78 

TIber die Selbstregeneration der Saccharase bei Hg-Inaktivierung. Schon 
im 1. Teil S. 181 sind die Befunde von Euler und Svanberg 2 tiber die Selbst
regeneration der Saccharase nach Hg-Inaktivierung und die durch die neueren 
Versuche yon Euler und ~iyrback3 gesttitzte Deutung derselben eingehend 
behandelt. Bemerkenswert ist nun der Befund von Myrback4, dass auch in 
reineren EnzymlOsungen 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-

1 1Iyrbiick, Arkiv f. Kemi, Bd. 8, Nr. 29; 1923. 
2 Euler u. Svanberg, Fermentforschung 3, 330; 1920/21. 
3 Euler u. 1Iyrbiick, Zs expo 1Ied. 33,483; 1923. 
4 My r b a c k, H. 158, 160, und zwar S. 226 if.; 1926. 
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silbers an Saccharase unmessbar schnell verlauft, aber die Abli:isung des Metalls 
eine gewisse Zeit fordert. Nach Myrback weisen die Erscheinungen bei der 
Regeneration del' Hg-vergifteten Saccharase durch HeN bemerkenswerte 
Analogien mit den bei gewissen Enzymen (wie Papain) beobachteten Akti
vierungen durch Blausaure auf. 

Salpetrige Saure. Aus den Versuchen von Myrback geM hen"or, dass 
die Saccharase sehr empfindlich gegen salpetrige Saure ist. Aus den Ver
suchen bei verschiedener Aciditat scheint hervorzugehen, dass nur die freie 
Saure, nicht aber ihre Salze inaktivierend wirken. Es ist jedoch nicht aus
geschlossen, dass der beobachtete Aciditatseinfluss auf einer Veranderung 
der empfindlichen Gruppen im Enzym (wie z. B. del' Dissoziationszustand 
von Aminogruppen) beruht. Von besonderem Interesse ist die Tatsache, 
dass Zucker art en 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 ahnlicher 
Gri:issenordnung sind, obwohl die Bindung del' Fructose und der Glucose 
(wenigstens del' a-Form der Glucose) zur Hefesaccharase vielleicht ver
schiedenartig ist (siehe unten). 

Myrback schliesst aus seinen Versuchen, dass die Inaktivierung durch 
salpetrige Saure in del' Einwirkung von HN02 auf die Gruppe R-NH2 im Enzym 
besteht, und wei tel', "dass wenigstens eine der substratbindenden Gruppen 
del' Saccharase eine Aminogruppe ist, die auch die basischen Eigenschaften 
des Enzyms best~mmt". 

Pikrinsaure, Phosphorwolframsaure und Kieselwolframsaure. In saurer 
Li:isung (pH < 4,5) tritt durch Pikrinsaure eine nicht unbetrachtliche In
aktivierung ein, und zwar ist der Inaktivierungsgrad von der Konzentration 
des Rohrzuckers bei der Inversion abhangig, wodurch wahrscheinlich ge
macht wird, dass sich das Enzym zwischen Zucker und Gift verteilt.. Myr
b a c k fiihrte die Inaktivierung auf die Bildung eines wenig dissoziierten Salzes 
zwischen der Pikrinsaure und einer substratbindenden Aminogruppe del' 
Saccharase zuruck. Die Dissoziationskonstante dieses Salzes wurde zu Kl' = 
0,00025 ± 0,00005 berechnet. 

Ahnliche Verhaltnisse liegen bei Phosphorwolframsaure und Kiesel
wolframsaure vor, bei welchen man jedoch neben der reinen Salzbildung mit 
einer zeitlich fortschreitenden irreversiblen Inaktivierung rechnen muss. 
Die Inaktivicrung durch Phosphorwolframsaure ist sehr gross. Bei pH = 2,9 
war durch Zusatz von 0,5 mg Phosphorwolframsaure die relative Reaktions
geschwindigkeit bei einem Versuch auf etwa 15 % herabgesetzt. 

Anorganische Nichtelektrolyte. Wasserstoffsuperoxyd zersti:irt nul' un
bedeutend; in hi:iherem Grade inaktiviert Ozon; ein Sauerstoffstrom, 
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enthaltend 0,2 mg 03, in 5 cern Enzym16sung eingeleitet, liess aus einer 
L6sung yom Zeitwert etwa 5 in wenigen Minuten 310f0 der Aktivitat ver
schwinden 1. 

,Vie zuerst Euler und Landergren 2 gefunden haben, inaktiviert J od 
die Saccharase stark und zwar irreversibel. Euler und J osephson 3 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 Aktivitat auf rund die 
Halfte herabgesetzt wird. Dann schreitet die Inaktivierung langsam weiter. 
Die Geschwindigkeit dieser zweiten Phase der Jodinaktivierung ist nach 
Myrback 4 von der Aciditat abhangig. Dagegen hat die sog. Jodsaccharase 
dieselbe Aciditatskurve wie die nicht inaktivierte Saccharase, wie Eul er und 
Josephson gezeigt haben. Durch die Einwirkung des Jods wird auch die 
Affinitat zum Rohrzucker nicht verandert. 

Die J odempfindlichkeit der Saccharase ist so gross, dass 1 g-Atom Jod 
die Wirksamkeit von 20 000 g Invertin von If = 230 auf die Halfte erniedrigt. 
Hinsichtlich der Natur der ersten Phase der Jodinaktivierung haben Euler 
und Josephson die M6glichkeit hervorgehoben, dass sie z. B. in einer Konden
sation von 2 SH-Gruppen zu -S-S- bestehen k6nnte. Die Annahme einer 
Jodierung von Ringkohlenstoff (Myrback) liegt ebenfalls im Bereich der 
M6g1ichkeit 5• 

Auch Brom 6 und Chlor 7 inaktivieren, und zwar ausserordentlich schnell. 
Osmiumtetroxyd wirkt nach Myrback stark inaktivierend. 

Organische Hemmungskorper. Bei der Untersuchung von Euler und 
Svanberg 8 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 gew6hnlichen Aldehyd. Es wurde mit Anilin, 
p-Toluidin und o-Aminobenzoesaure festgestellt, dass die Reihenfolge der 
Inaktivierung der Reihenfolge der Affinitat der Amine zu Formaldehyd bei 
der Bildung der sog. SchiHschen Basen entspricht. Die Inaktivierung tritt 
weiter momentan ein, und sie ist von der Substratkonzentration unabhangig, 
so dass "der Zucker bei der Anilinvergiftung der Saccharase nur schwache 
Schutzwirkung austibt". Hieraus k6nnte man also den Schluss ziehen, dass 

1 Svanberg, Arkiv f. Kemi Bd. 8, Xr. 6: 1921. 
2 Euler u. Landergren, Biochem. Zs 131,386; 1922. 
3 Euler u. Josephson, H. 127,99; 1923. 
4 :\Iyrb ack, 1. c. S. 236ft'. 
5 Vgl. hierzu Blum u. Strauss, H. 112, Ill; 1921. 
6 Euler u. Josephson, H. 127, 99; 1923. 
7 My I' b a c k, 1. c. S. 236 fl. 
8 E u Ie r u. S van be r g, Fermentforschung 4, 29; 1920/21. 
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das Amin sich nicht an die fUr die Affinitat zwischen Enzym und Substrat 
massgebenden Gruppen anlagert. Eine teilweise Regeneration durch gewisse 
Aldehyde wurde erzielt l . 

Wichtig fur die Beurteilung der Aminvergiftung war die Feststellung 
von Rona und Bloch 2, dass der Aciditat eine Bedeutung fiir die Vergiftung 
zukommt. Mit Chinin fanden sie, dass die Giftwirkung nur von der freien 
Base ausgeiibt wird. Euler und Myrback 3 fanden dann ganz ahnliche Ver
haltnisse bei der Inaktivierung durch die aromatischen Amine. 

Die fruheren Versuche sind von Myrback4 wesentlich erweitert worden. 
Ausgehend von der Feststellung, dass nur die freie Aminbase, nicht das Salz, an 
das Enzym gebunden wird, wurde 
die bei verschiedenen Aciditaten 
sich einstellenden Gleichgewichte 
zwischen Saccharase und Anilin 
berechnet. Die so gewonnenen 
Vergiftungskurven (Fig. 21) sind 
mit der Aktivitats-pH-Kurve der 
Saccharase gleichformig. Hieraus 
kann man schliessen, dass die 
Saccharase, sei sie undissoziiert 
oder als Base odeI' Saure dissoziiert, 
bei jeder Aciditat Amine gleich 
stark bindet; d. h. die Atomgruppe 
des Enzyms, die mit del' Amin
gruppe reagiert, verandert sich in 
dem untersuchten pH-Gebiet nicht 
mit del' Aciditat. Aus allem geht 

100 

901--¥-o-o-' 

80 I-I'--+--....-....,.~ 

10 

Fig. 21. 

hervor, dass die Ubereinstimmung zwischen Aminvergiftung del' Saccharase 
und del' Schif£basen-Bildung sehr gross ist. 

Aus der folgenden Formel lassen sich die Dissoziationskonstanten der 
Saccharase-Aminverbindungen berechnen: 

[OH]·A·R 
K = (OH+Kb} (100-R] 

Kb = basische Dissoziationskonstante des Amins. 
R = relative Aktivitat des Enzyms, 
A = Konzentration des Amins. 

1 (ber Reaktivierung Amin-inaktivicrter Saccharase dnrch reduzierende Zuckerarten siehe 
E u Ie r u. J 0 s e phs 0 n, H. 152, 1; 1926. Aldosen reaktivieren starker als Ketosen, wie 
aucb echte Aldehyde starker reaktivieren als Ketone. 

2 Ron a u. B 10 c h, Biochem. Zs lI8, 185; 1921. 
3 Euler u. )Iyrback, H.125, 297; 1923. ---;- )Iyrback, Arkiv f.Kemi, Bd.S, Nr.32; 

1923. 
4 )Iyrback, H. 158,160, und zwar S. 2.58ff. ; 1926. 
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In der folgenden Tabelle sind die von Myrback durchgefiihrten Be
rechnungen nach dieser Formel zusammengestellt. Die Werte von Kb sind 
die yon Myrback bestimmten. 

Amin 

Anilin . . 
p-Toluidin 
m-Toluidin 
o-Toluidin . 
p-Chloranilin 
m-Chloranilin 
o-C'hloranilill 
p-Bromanilill . 
m-Bromallilill 
o-Bromanilin . 
p-Aminobenzoesaure 
m-Amillobenzoesaure . 
o-Aminobenzoesaure 
p-Anisidill. . . . . 
p-Amillobenz. Athyl . 
o-Aminobellz. :Methyl 

Dissoziations-
konstante des 

Amins: 
log Kb 

9,48 
9,07 
9,34 
9,54 

-10,24 
-10,60 
-II,64 
-10,28 
-10,68 
-II,68 
-II,80 
-II,44 
-12,20 
- 8,74 

Dissoziations- Dissoziations-
konstante der konstante del' 
Enzym-Amin- Amin-Lactose-
verbindung: verbindung: 

log K log KL 

-3,48 
-3,68 -0,75 
-4,05 -1,10 
-3,26 -0,46 
-1,85 -0,80 
-2,62 -1,03 
-1,41 -0,29 
-1,70 -0,64 
-2,59 -0,82 
-1,34 +0,30 
-1,09 -0,19 
-2,28 -0,72 
-0,51 etwa + 1 
-3,28 
-1,04 
-0,46 

Hinsichtlich der Regelmassigkeiten innerhalb dieser Reihe ist hervor
zuheben, dass von den 3 Isomeren jedes Anilinderivates die Metaverbindungen 
am starksten inaktivieren, danach folgen die Para- und schliesslich die Ortho
verbindungen. Auch zeigt sich eine gewisse Parallelitat zwischen Basenstarke 
und Inaktivierungsgrad. 

Nach Myrback wird die Af£initat des Formaldehyds zu den Aminen 
nicht von demselben Gesetze beherrscht, indem keine solche Abhangigkeit. 
der Dissoziationskonstante von der Konstitution des Amins existiert; da
gegen kann man bei dem System Amin-Lactose dieselben Regelmassig
keiten wie bei der Saccharase wiederfinden. Diese Tatsachen stehen also in 
Ubereinstimmung mit der Anschauung von Myrback, dass ein Aldoserest 
im Saccharasemolekiil die Amine bindet. 

Bei Pheny lhydrazin wurde die Diss.-Konstante der Saccharase-Phenyl
hydraiin-Verbindung zu K = 0,014 berechnet. Die Inaktivierung durchPhenyl
hydrazin wird jedoch mit der Zeit grosser. Hydroxylamin wirkt viel 
schwacher inaktivierend. Semicarbazid war ohne Wirkung. Aminoguanidin 
inaktiviert recht stark. Da weiter Cyanwasserstoff nur schwache Wirkung hat 
und S02 ohne Wirkung ist (Euler rind 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 ahnlich 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 Alkalinitat (Euler und Myrback)1. 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 erfolgt3. 

Ubrige organische Stoffe. Ohne Wirkung erwies sich Benzylalkohol, 
welcher von Landergren in Rucksicht auf die Ergebnisse von Macht 4 

und von J a cob son 5 untersucht wurde. 
Eine langsam verlaufende, vermutlich irreversible Zerstorung des En

zyms tritt mit m- und p-Nitrophenol ein, wie eine interessante Studie von 
Rona und Bach 6 ergeben hat. 

Bei Untersuchung der Einwirkung narkotischer Gifte auf Saccharase 
fand Meyerhof7 eine reversible Hemmung, welche steigend in den homo
logen Reihen gefunden wnrde. Rona, Airila und Lasnitzki 8 haben die 
kombinierte Wirkung solcher Narkotica und Chinin untersucht, wobei sie 
eine Schwachung der Wirkung eines Giftes (Verdrangung) durch das Zu
fugen des anderen fanden. 

Die fruheren Untersuchungen von Rona und Bloch (1. c.), durch welche 
die Bedeutung der Aciditat bei der Vergiftung durch Chinin nachgewiesen 
wurde, haben Rona, van Eweyk und Tennenbaum 9 auf mehrere Alkaloide 
der Atropin-, Cocain- und Morphingruppe ausgedehnt. Die untersuchten 
Alkaloide hemmen nnr als freie Basen; die Hemmung ist vollig reversibel 
und geht bei Anderung der Aciditat ins saure Gebiet zuruck; die Hemmung 
wurde weiter proportional dem Logarithmus der Konzentration des Alkaloids 
gefunden. 

Verllalten 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. l\1yrback, H. 125.297; 1923. 
2 Euler u. Jost'phson, H. 132,301; 1923/24. 
3 Euler u. Josephson, H. 152,31; 1925/26. 
4 Mac h t, JI of Pharm. 11, 263; 1918. 
5 J a cob son, Soc. Biol. 83, 255 u. 1054; 1920. 
6 Ron a u. B a c h, Biochem. Zs 118, 232; 1921. 
7 Meyerhof, Pfliigers 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 
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1. Inversionsgeschwindigkeit in wassrig-alkoholischen Lo
sung en. Steigert man in SaccharaselOsungen unter sonst konstant gehaltenen 
Konzentrationsbedingungen den Gehalt an Athylalkohol, so nimmt die enzy
matische Inversionsgeschwindigkeit, wie schon O'Sullivan und Tompson l 

fur kleine Alkoholmengen gefunden haben, mit steigendem Alkoholzusatz 
stark abo Genaue Untersuchungen uber den Einfluss des Athylalkohols auf 
die Inversionsgeschwindigkeit durch Saccharase verdankt man C. S. H u d son 
und Paine 2• Ihr Ergebnis geht aus der Fig. 22 hervor. 

0 10 

90 

~80 
~ r o 
~60 
~50 

"" ila'lO 

130 
t::(zo 

10 

\ 
\ 

\ 
t 

" 'I'-, -
o 10 ZO 30 '10 50 60 10 

Vo/um -Proz. II/kohol 

Fig. 22. 

900 
~ 
l!800 .. 

"'e 700 .. 
.., 600 

~ 
~SOO 

:l! 1/00 

~300 
I\j 

~ZOO 
.!! 
~100 

o 

Hu~so 

/ 
./ 

1 
II \ 

1\ 
i'.... 

20 30 '10 50 60 70 80 
Vo/um-Proz. II/kohof 

Fig. 23. 

Mit einem Praparat von hOherem Reinheitsgrad (If = 140) hat J oseph
son 3 den Einfluss des Alkohols auf die Inversionsgeschwindigkeit untersucht 
und eine vollige Ubereinstimmung mit der von Hudson und Paine ermittelten 
Kurve ge£unden: 

% Athylalkohol 0 2 5 10 20 
ReI. Inv.-Geschw. 100 82 72 56 35 

Bei dies en Versuchen kann die irreversible ZerstCirung der Saccharase durch 
den Alkohol keinen Einfluss auf die Inversionsgeschwindigkeit gehabt haben, 
da das angewandte Enzympraparat unter den gewahlten Versuchsbedingungen 
in Alkohol unter 20% nicht irreversibel inaktiviert wird (vgI. unten). 

Auch andere Alkohole sowie Aceton setzen die enzymatische Inversions
geschwindigkeit stark herab. So ist z. B. in 700f0igem Glycerin die Inver
sionsgeschwindigkeit sehr gering. 

2. Irreversible Inaktivierung der Saccharase durch Alkohol 
und Aceton. Die erste eingehende Untersuchung hieruber haben Hudson 
und Paine (1. c.) ausge£uhrt, deren Messungen ein sehr scharfes Maximum 
der ZerstCirung der Saccharase bei 50 VoI.-% Alkohol ergeben haben (siehe 
Fig. 23). 

1 O'Sullivan u. Tompson~, JI Chern. Soc. 57, 834, und zwar S. 860; 1890. 
2 c. S. Hudson u. Paine, JI Amer. Chern. Soc. 32, 1350; 1910. 
3 Euler, Josephson u. Myrback, H. 130, 87, und zwar S.93; 1923. 
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Neuere Versuche von Josephson (1. c.) mit einem reineren Praparat, 
das bei den Versuchen nicht ausgefallt wurde, haben ein anderes Resultat 
ergeben. Die Kurve in Fig. 24 gibt die Versuchsergebnisse wieder. Die Ver
suche sind mit einer Einwirkungsdauer von 30 Minuten ausgefiihrt. Nach 
Verlauf dieser Inkubationszeit wurde die Inversionskonstante gemessen unc\ 
die gefundenen Inversionskonstanten wegen des oben besprochenen reaktions
hemmenden Ein£lusses des Alkohols korrigiert. 

Wahrend Hudson und Paine mit hochprozentigem Alkohol, wahr-
scheinlich wegen seiner fallenden Wirkung, 
geringe Schadigung beobachteten, wird das 
reinere Praparat auch bei 90% Alkohol 
weitgehend geschadigt. Auch das schade 
Maximum bei 50% Alkohol wurde mit dem 
reineren Praparat nicht wiedergefunden. 

Rohrzucker iibt eine merkliche Schutz
wirkung aus. 

Willstatter und Racke 1 fanden, 
dass Aceton die Saccharase in ahnlicher 
Weise hemmt und zerstort wie Athyl
alkohol. Die Zerstorung ist auch hier in 
des Enzyms abhangig. 

Kinetik. 

o 
10 

1'20 

~30 
.... Ij(} 

~ 50 
~ 60 
. ~ 70 
~80 
~ 90 

10020 

Jo ephson 

/" ............. 
V 

./ 
,/ 

30 1iQ SO 60 70 80 90 
% tllkohol 

Fig. 24. 

hohem Masse vom Reinheitsgrad 

Kein anderes Enzym ist hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs seiner Wirkung 
und hinsichtlich der Konzentrationsbedingungen so eingehend untersucht 
worden wie die Saccharase. Da ausserdem bei dies em Enzym die Verhaltnisse 
in mancher Hinsicht ziemlich einfach liegen - das Substrat ist leicht rein 
darstellbar, Co-Enzyme wirken nicht mit, der chemische Vorgang ist, (abge
sehen von der Mutarotation der entstehenden Zucker, wodurch die Saccha
rasewirkung beeinflusst wird), recht einfach - so ist die Rohrzuckerspaltung 
der Priifstein der alteren und moderneren Theorien iiber die Kinetik enzyma
tischer Reaktionen gewesen. 1m 1. Teil dieses Buches ist auch die Kinetik der 
Rohrzuckerinversion durch Saccharase als Beispiel fiir enzymatische Reak
tionen iiberhaupt ausfiihrlich behandelt worden. Wir konnen also hier auf 
das dort Gesagte hinweisen und werden uns hier nur mit einigen wichtigeren 
Resultaten der spateren Zeit beschaftigen. 

a) Zeitlicher Verlauf der Rohrzuckerinversion. 

1m erst en Teil wurde die von Michaelis aufgestellte Reaktionsgleichung 
der Saccharasewirkung eingehend behandelt. Es muss hier hinzugefiigt werden, 
dass diese Gleichung in vielen Fallen den Verlauf der Inversion sehr gut 

1 Will s tatter u. Rack e, Lieb. Ann. 425, 1; 1921. 

12* 
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wiedergibt, trotzdem ihre theoretische Grundlage etwas modifiziert werden 
musste. Die neueren Ergebnisse uber den Einfluss der Mutarotation auf die 
Affinitat der verschiedenen Glucose- und Fructoseformen zeigen, dass die 
Berechnung der Affinitatskonstanten der Fructose- und besonders der Glucose
Saccharaseverbindungen in der von Michaelis und Men ten gegebenen 
Weise nicht immer zulassig ist (siehe unten sowie 1. Teil, S. 159). 

Sehr genaue Messungen uber die Kinetik der Rohrzuckerinversion haben 
J. M. Nelson 1 und seine Mitarbeiter ausgefuhrt. Die aufgestellten Glei
chungen sind allerdings rein empirisch und eine theoretische Deutung des 
"normalen" oder "anormalen" Reaktionsverlaufes steht noch aus. lJbrigens 
ist hervorzuheben, dass die Anwendung so hoher Rohrzuckerkonzentrationen 
wie bei den meisten Versuchen von Nelson und seinen Mitarbeitern verwendet 
worden sind (10% Rohrzucker), kaum geeignet zu sein scheint, das "Wesen 
des Reaktionsverlaufs" zu studieren, da die Affinitatsunterschiede der ver
schiedenen Enzympraparate wegen der fast vollstandigen Bindung des Enzyms 
an den Rohrzucker verdeckt sind. 

Willstatter, Graser und Kuhn 2 haben interessante Beobachtungen 
uber die Bedeutung der Aciditat fur die Kinetik gemacht. Der Gang der Re
aktionskoeffizienten erster Ordnung war bei einem Praparat bei pH = 5,5 
am starksten. Auch hier ist die Anderung der Affinitat des Enzyms zum 
Substrat und zu den Spaltungsprodukten zu berucksichtigen 3. 

b) Einfluss der Rohrzuckerkonzentration. 

Die Annahme von Michaelis und Menten 4, dass die Aktivitats-[S]
Kurve eine Dissoziationskurve ist, muss nunmehr als sichergestellt angesehen 
werden. Die Einwande Hedins 5 konnten J osephson 6 und Michaelis 
widerIegen. 

Hinsichtlich der Bedeutung der Aciditat fur die Affinitat zwischen Saccha
rase und Rohrzucker steht fest, dass die Aktivitats-[S]-Kurve bei Ver
gri:isserung der Alkalinitat yom Optimum nicht verandert wird 7. Die Theorie 
von Euler, Josephson und Myrback 8, welche schon im 1. Teil behandelt 

1 Nelson u. Vosburgh, Am. chem. Soc. 39, 790; 1917. - Nelson u. Hitchcock, 
Am. chern. Soc. 43, 2632; 1921. - X e Iso n u. H 0 II and e r, BioI. Chem. 58, 291; 1924. -
Nelson u. Kerr, BioI. Chern. 59,495; 1924. - Nelson u. Bodansl{y, Am. chern. Soc. 
47, 1624; 1925. 

2 Willstatter, Graser u. Kuhn, H. 123, und zwar S. 63; 1922. 
• VgI. Euler u. Josephson, Sv. Yet. Akad. Arldv f. Kemi, Bd. 9, Nr. 4; 1924. 
4 Michaelis u. Menten, Biochem. Zs 49, 333; 1913. 
5 S. G. II e din, Grundziige der physikalischen Chemie in ihrer Beziehung zur Biologie, 

2. Aufi., 1924, 151. - H. 146, 122; 1925. - H. 154, 252; 1926. 
G Josephson, H. 147, 1, und zwar S. 55; 1925. - H. 157, 115; 1926. - Vgl. 

L. Michaelis, H. 152, 183; 1925/26. - R. Kuhn u. H. Miinch, H. 163, 1, und zwar 
S. 3ff.; 1927. 

7 R. Kuh n, H. 125, 28; 1923. 
8 Euler, Josephson u. Myrback, H. 134,39; 1924. 



5. Kap. Saccharasen. 181 

wurde, vermag diese Tatsache zu erkliiren. In dem sauren Gebiet hatte J oseph
sonl festgesteIlt, dass die Aktivitiits-[S]-Kurve von der Aciditiit abhiingig 
ist, und zwar verminderte sich die gemessene (scheinbare) Affinitiitskonstante 
bei Vergrosserung der Aciditiit: 

4,5 
54 

2,77 
35 

2,63 
22 

Wie schon erwiihnt worden ist, kann man diese Tatsache durch die An
nahme einer basischen Dissoziation des Enzyms erkliiren 2; durch die Salz
bildung an einer basischen Gruppe wird die Affinitiit aufgehoben oder wenigsten; 
stark herabgesetzt. 

c) Hemmung durch die Spaltungsprodukte. 

Bei Untersuchung der Hemmung der beiden mutameren Formen der 
Glucose hatte Kuhn 3 bei einem Saccharasepriiparat aus Munchener Lowen
briiuhefe keine Hemmung durch die a-Form gefunden. Bei Anwendung von 
Saccharase aus Stockholmer Unterhefe H fanden Euler und J osephson 4 

im Gegensatz hierzu eine Hemmung durch a-Glucose, die nur unbedeutend 
geringer als die Hemmung durch fJ-Glucose war. Spiiter wies Josephson 5 

nach, dass bei einem Priiparat aus Munchener Lowenbriiuhefe auch Hem
mung durch a-Glucose eintrat. Y. Hattori 6 fand wieder keine Hemmung, 
wiihrend J. M. Nelson und R. S. Anderson 7 Versuche mitgeteilt haben, 
aus welchen eine hemmende Wirkung durch a-Glucose hervorgeht. 

R. Kuhn und Munch S haben dann die Frage von neuem aufgenommen 
und in ihrer letzten Mitteilung beschreiben diese Forscher Versuche mit nicht 
weniger als 11 verschiedenen Saccharasepraparaten, welche aIle in ihrer Wirkung 
durch a-Glucose gehemmt wurden. Es scheint also die von uns aufgedeckte 
Hemmbarkeit del' Saccharase aus Kulturhefen durch a-Glucose recht all-

. . 
gemem zu sem. 

J. M. N elso-n und R. S. Anderson (1. c.) haben darauf aufmerksam 
gemacht, dass die Hemmungen durch a-Glucose und fJ-Glucose von verschie
dener Art sind, indem die Hemmung durch die frisch ge16ste Form des 
Traubenzuckers eine viel geringere Abhiingigkeit von der Konzentration des 

1 J 0 s C]l h son, H. 134., 50; 1924. - V gI. E u I e r u. J 0 s e]l h son, H. 155, 1; 1926. 
2 Siehe hierzu E u Ie r u. J 0 s e]l h son, them. Ber. 59, 1129, und zwar S. 1132; 1926; 

H. 155, 1, und zwar S. lO; 1926. - My r b a c k, H. 158, 160, und zwar S. 233; 1926. 
3 Kuhn, lI. 127,234; 1923; 129,57; 1923. 
4 Euler u. Josephson, H. 132,301; 1924. 
5 J 0 s e]l h son, H. 149, 71 und zwar S. 92; 1925. 
6 Y. II at tori, JI Biochemistry (Tokyo) 5, 39; 1925. 
7 J. M. Nelson u. R. S. Anderson, JI of BioI. them. 69, 443; 1926.- R. S. Anders

son, Diss. New York 1925. - Siehe auch Nelson u. Bodensky, JI Arner. Chern. Soc. 
47, 1624; 1925. 

8 R. Kuhn ll. MUnch, H. 150,220; 1925; 163, 1; 1927. 
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Substrates als die Hemmung durch .a-Glucose zeigt. Kuhn und Munch sind 
neuerdings zu dem Ergebnis gekommen, dass die Hemmung durch a-Glucose 
uberhaupt nicht von der Rohrzuckerkonzentration abhangig ist, sondern 
lediglich in einer Anderung der Zerfallsgeschwindigkeit des Enzymsubstrats 
besteht, wahrend die Hemmung durch die .a-Glucose in einer Verdrangung 
des Substrats vom Enzym bestehen solI. Y. Hattori teilt im Gegensatz 
hierzu mit, dass die Hemmung durch .a-Glucose unabhangig von der Substrat
konzentration ist. Josephson 1 hat die Hemmung der Saccharasewirkung 
und Raffinasewirkung des Hefeinvertins untersucht und dabei gefunden, 
dass die Raffinosespaltung durch sowohl a- wie .a-Glucose starker als die Rohr
zuckerspaltung gehemmt wird, was jedoch ·auf eine Konkurrenz zwischen 
Substrat und hemmenden Zuckern deutet, da die Affinitat der Saccharase 
zur Raffinose geringer als die Affinitat zum Rohrzucker ist. 

N ach allen diesen zum Teil sich widersprechenden Befunden muss man 
schliessen, dass das Verhalten der Saccharase zu den mutameren Formen der 
Glucose bei verschiedenen Enzympraparaten wechselt. Euler und J oseph
son 2 haben sogar die Beobachtung gemacht, dass bei einer Hefe, deren Saccha
rase nur unbedeutend von a-Glucose gehemmt wird, diese nach Vorbehandlung 
der Hefe mit Rohrzucker oder Glucose starker von a-Glucose gehemmt wird. 

Wahrend die freie a-Glucose ein wechselndes Verhalten zur Saccharase 
aus Hefe zeigt, so scheint das a-Methylglucosid immer stark zu hemmen, 
ohne dass sich die Grosse der Hemmung bei Anderung der Konzentration 
des Substrats andert (Michaelis und Pechstein, Kuhn, Josephson, 
Nelson). Die Hemmung ist sehr bedeutend. Josephson (H. 149, 71) fand, 
dass bei einem Gehalt der VersuchslOsungen von 2% a-Methylglucosid die 
Inversionsgeschwindigkeit nur 11 % von der in Abwesenheit eines hemmenden 
Stoffes gemessenen Geschwindigkeit war. 1m Gegensatz zu den Verhaltnissen 
bei den anderen hier besprochenen Hemmungen wurde die Hemmung mit 
Raffinose als Substrat kleiner als mit Rohrzucker als Substrat gefunden. 

Hinsichtlich des Verhaltens der Saccharase zur Fructose stimmen die an 
der Aufklarung der Frage beteiligten Forscher in der Auffassung uberein, 
dass die Hemmung durch die Gleichgewichtsform der Fructose darin be
steht, dass der Rohrzucker durch die Fructose teilweise aus der Bindung 
mit dem Enzym verdrangt wird. Die Hemmung ist also von der Konzentra
tion des Rohrzuckers abhangig und die Affinitat zwischen der Saccharase 
und der Fructose scheint durch die von Michaelis und Menten abgeleitete 
Formel, die schon im 1. Teil (S. 147-149 und 310) besprochen wurde, be
rechnet werden zu konnen. 

1m Hinblick auf das oben Gesagte scheint uns die in der fruheren Lit.eratur 
vorkommende Einteilung der Hemmungserscheinungen in solche, welche durch 

1 Josephson, H. 136,62; 1924. 
2 Euler u. Josephson, H. 152,66; 1926; 153, 10; 1926. 
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"A ff i nit a t" zustande kommen und solche, welche III eIller Anderung der 
Zerfallsgeschwincligkeit des Enzymsubstrates bestehen (Michaelis, Kuhn), 
nicht geniigend begriindetl. Auch die letzteren Hemmungen diirften sehr oft 
durch eine Affinitat zwischen Enzym und Hemmungsstoff ganz oder teilweise 
vel'ursacht sein, obwohl diese A££initat von solcher Art sein kann, dass sie nicht 
durch die von Michaelis und Men ten abgeleitete Formel berechenbar ist. 

Einfluss der Aciditat auf die Hemmung durch Fructose und 
Gl u cos e. Bei Untersuchung del' Abhiingigkeit der Hemmung durch Gleich
gewichtsfructose und Gleichgewichtsglucose von der Aciditat hat Josephson2 
festgestellt, dass Fructose ein geringeres Hemmungsvermogen im sauren 
Gebiet als beim pH-Optimum der Sacchal'asewirkung besitzt; bei Vel'grosse
rung der Alkalinitat wird die· Hemmung noch etwas vergrossert. Anders 
liegen die Verhaltnisse hinsichtlich der Glucose. Die Gleichgewichtsiorm dieses 
Zuckers hemmt namlich am starksten beim pH-Optimum der Saccharase
wirkung; sowohl nach der mehr sauren wie mehr alkalischen Seite hin wird clie 
Hemmung verkleinert. Inwieweit diese Tatsache in Beziehung zur Aktivitats
pH-Kurve der Saccharase gesetzt werden kann, lasst sich zur Zeit nicht sagen. 
Nach Kuhn und Miinch 3 ist das bespl'ochene Verhalten der Gleichgewichts
glucose hauptsachlich del' fJ-Form des Zuckers zuzuschreiben. 

Schlussfolgerungen aus den Hemmungserscheinungen mit Hin" 
sicht auf die Theorien iiber die Wirkungsweise der Saccharase'. 

Was nun die Schlussfolgerungen aus den Versuchen iiber Hemmung der 
Saccharasewirkung durch die verschiedenen Formen der Glucose und durch 
die Gleichgewichtsform der Fructose betreffen, so wollen wil' nunmehr keine 
bestimmteren Riickschliisse auf die Affinitat der Saccharase zu den in den 
Rohl'zucker eingehenden glucosidisch gebundenen y-Fructose- und a-Glucose
komponenten aus den El'gebnissen der Versuche mit freier Gleichgewichts
fructose oder freier a-Glucose ziehen. Die Lage der Sauersto££briicke im Fruc
toserest sowie die Glucosidbildung bei der Vel'einigung der Monosen zum 
Disaccharid muss sicher eine entscheidende Rolle spielen. 

\Venn auch die Saccharase zu der Gleichgewichtsform der Fructose eine 
A££initat im Sinne von L. Michaelis und R. Kuhn unzweifelhaft besitzt, 
so ist diese wahrscheinlich von der Affinitat der Saccharase zum y-Fructose
rest zahlenmassig vel'schieden 5. 

1 Euler ll. Josephon, H. 166,294; 1927. - Vgl. Josephson, H. 149,71; 1925. 
2 Josephson, H. 134,50; 1924. - Vgl. Euler u. Josephson, H. 155, 1; 1926. 
3 Kuhn u. Munch, H. 163, 1, und zwar 68; 1927. 
4 Euler u. Josephon, H. 166, 294; 1927. 
5 Die fruhere Eerechnung der Mi eha el i s schen Konstanten KM aus KMl und KM. kann 

demgemass fur den vorliegenden Fall nicht aufrecht erhalten werden uud ware an so lchen 
Fallen zu prufen, in welchen die Konfiguration der freien und der zum Substrat verbundenen 
Reste die gleiche ist. 
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Von nicht geringem Einfluss scheint auch die Glucosidifizierung der 
Monosen zu sein. Haben wir doch gesehen, dass das Verhalten von a-Glucose 
und von a-Methylglucosid zu der Saccharase von grosser quantitativer Ver
schiedenheit ist. Das Bemerkenswerteste ist nun in dies em Zusammenhang, 
dass die freie a-Glucose mit einer reaktionsfahigen freien glucosidischen Gruppe 
(welche nach den Erfahrungen der letzten Zeit unter anderem mit Amino
gruppen des Enzyms reagieren konnte1) im Verhaltnis zu dem im allgemeinen 
viel weniger reaktionsfahigen a-Methylglucosid ziemlich geringe Wirkung auf 
die Saccharase hat und nach den alteren Befunden von R. Kuhn und denen 
von Y. Hattori in gewissen Fallen sogar ausbleiben kaun. Das a-Methyl
glucosid, welches in konstitutioneller und konfigurativer Hinsicht unzweifel
haft mit dem Glucosidteil des Rohrzuckers grosse Ahnlichkeiten besitzt, 
hat nun tatsachlich eine im Verhaltnis zu anderen untersuchten Glucosiden 
und freien Zuckern ungewohnlich grosse Wirkung auf das rohrzuckerspaltende 
Enzym der Hefe, und zwar wurde die Wirkung bei der Spaltung des Rohrzuckers 
grosser, als bei der Spaltung der Raffinose gefunden, obwohl die gemessene 
Mfinitat des Enzyms zu Rohrzucker grosser als die Affinitat zu Raffinose. 
war. Der experimentelle Befund, dass die Hemmung durch das besprochene 
Glucosid von der Konzentration des Rohrzuckers wenigstens innerhalb ge
wisser Konzentrationsgebiete unabhangig ist, schliesst nach unseren Aus
ffihrungen keineswegs die Moglichkeit aus, dass die von Kuhn als Fructo
saccharasen bezeichneten rohrzuckerspaltenden Enzyme eine gewisse Affinitat 
zum a-Methylglucosid und zum a-Glucosidorest des Rohrzuckers besitzen. 
"Die Bahn zu einer erneuten Diskussion fiber die Wirkungsweise des Enzyms", 
welche R. Kuhn und H. Mfinch nach der Erkenntnis, "dass die vielfach auf
tretende a - Glucosehemmung niit den Beziehungen der Saccharase zur 
Saccharose nichts zu tun hat", freilegen, kann also die von uns in der Dis
kussion eingeffihrte Hemmung durch a-Methylglucosid nicht umgehen 2• 

Schon in der ersten Mitteilung fiber die "Zwei-Affinitatstheorie" der 
Saccharase hatte H. v. Eul er 3 hinsichtlich der verschiedenen Spezifitat der 
zwei angenommenen Affinitatsgruppen der Hefen-Saccharase das Folgende 
hervorgehoben: 

1 Vgl. Euler u. Josephson, H. 153, 1; 1926.-Euler, Brunius u. Josephson, 
H. 155, 259; 1926. - E u I e r u. B run ius, Chem. Ber. 59, 1581; 1926; 60, 992 u. 997; 
1927. - Sorensen u. Lorber, Chem. Bel'. 60,999; 1927. 

2 Merkwiirdigerweise hemmt nach H a tt 0 ri (Biochem. Zs 150, 150; 1924) a-Methyl
glucosid die Wirkung der "GIucosaccharase" in Aspergillus oryzae (Taka-Saccharase) iiber
haupt nieht. 1st der Glucoserest im Rohrzucker mit dem des a-Methylglucosids identisch, 
so scheint sich die von Kuhn gemachte Annahme, dass diese Saccharase sich an den Glu
coserest des Rohrzuckers anlagert, schwer mit dies em Befund in Einklang bringen zu lassen. 
Falls sich diese widersprechenden Angaben der Literatur bestlitigen, so muss doch vielleicht 
angen{)mmen werden, dass die GIucosereste im Rohrzucker und a-Methylglucosid n i ch t 
identisch sind. In solchem FaIle kann die Hemmbarkeit der Fructosaccharase durch a-Methyl
glucosid zur Aufkllirung der Wirkungsweise dieses Enzyms nicht dienen. 

a H. v. E u Ie r, H. 143, 79; 1924-/25. 



5. Kap. Saooharasen. 185 

"Schon aus den jetzt vorliegenden Tatsachen ist es unverkennbar, dass 
die beiden Affinitaten der Saccharase, die wir oben mit 1 (Fructose) und 2 
bezeichnet haben, nicht nur nicht den gleichen Zahlenwert besitzen (dies 
konnte als eine Zufalligkeit betrachtet werden), sondern auch ihrer Natur 
ilach nicht gleichwertig sind. Wir wollen die beiden in diesen und analogen 
Fallen als spezifische und Gruppenaffinitat unterscheiden." 

"Die scharfe Abgrenzung dieser Spezifitaten scheint mir eine wesent
liche experimentelle Aufgabe der Enzymchemie." Versuche zu einer solchen 
Abgrenzung der beiden Affinitatsgruppen wurden von K. J osephsonl in der 
fiinften Mitteilung iiber die Affinitatsverhaltnisse der Saccharase begonnen, 
und zwar durch IIemmungsversuche mit gleichzeitig zwei hemmenden Stoffen 
(Fructose oder Glucose + der zweite Hemmungsstoff). Diese Versuche wurden 
dann in einer folgenden Arbeit 2 fortgesetzt und die Annahme der verschiedenen 
Spezifitat der zwei Affinitatsstellen bestatigt. "Die viel geringere Spezifitat 
der glucosebindenden Affinitatsstelle der Saccharase im Verhaltnis zu der 
grossen Spezifitat der fructosebindenden Enzymgruppe bestatigt sich. Die 
Spezifitat der fructosebindenden Gruppe ist also stark ausgepragt, wahr
scheinlich lasst sie jedoch die Bindung verschiedener Fructoseformen zu." 
Dieser letztere Schluss wurde aus der beobachteten Hemmung durch Gleich
gewichtsfructose gezogen. 

Euler hatte in seiner oben zitierten Mitteilung hinsichtlich der Spezifitat 
der Affinitatsgruppen weiter folgendes betont; "Die Affinitat 1 konnen wir 
bis jetzt durch keine andere Gruppe absattigen, als durch die in der Fructose 
enthaltene; damit ist schon ausgedriickt, dass Fructosederivate, die diesen 
Rest unverandert enthalten, ebenfaHs diese spezifische Affinitat zeigen werden, 
konstitutiv etwa so beeinflusst, wie die elektrolytische Dissoziationskonstante 
einer Saure durch Substitution usw. konstitutionschemisch beeinflusst wird." 

"Die Spezifitat der Affinitat 2 ist offenbar viel geringer. Es geht dies 
vor aHem aus den Hemmungsversuchen hervor, welche ja, seit ihrer Ein
fiihrung, iiberhaupt sehr wesentliche Aufklarungen in kinetischer Hinsicht 
gebracht haben. Die meisten der hemmenden Zuckerarten diirften an der 
Affinitatsstelle 2 gebunden werden und somit - wenn Rohrzucker vorhanden 
ist - den Ubergang von Molekiilart Saccharase-Fructose in Saccharase
Rohrzucker hindern. Vergleichende Hemmungsversuche mit je einem Paar 
von Zuckerarten diirften hieriiber Aufschliisse geben. Die Affinitat der Affini
tatsstelle 2 diirfte aber noch viel umfassender sein und die Bindung messbarer 
Betrage von aliphatischen Alkoholen iiberhaupt ermoglichen, wobei natiir
lich sowohl der Affinitatsbetrag selbst von Fall zu Fall stark variieren kann, 
als auch die Spaltungsgeschwindigkeit bzw. Reaktionsgeschwindigkeit des 
ganzen Komplexes 

1 K. J 0 s e phs 0 n, H. 149, 71; 1925. 
2 H. v. Euler u. K. Josephson, H. 152,31; 1926. 
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Fructose-Alkoholrest 
1 I I 2 

Saccharase 1 ." 

Unsere frtiheren Darstellungen der Affinitatsverhaltnisse zwischen Rohr
zucker und Saccharase lassen nun die Tatsache unerklart, dass die Hemmung 
der Saccharasewirkung durch a-Methylglucosid (unter Umstanden auch, wie 
Kuhn hervorhebt, durch a-Glucose) von der Substratkonzentration un
abhangig ist. 

Auf Grund dieser Tatsache unsere Vorstellung von zwei Affinitatsstellen 
der Saccharase und des Rohrzuckers aufzugeben, scheint uns aber im Gegen
satz zu Kuhn nicht notwendig und nicht zweckmassig; wohl aber war diese 
Ta tsache die nachste Veranlassung zu einer Modifika tion unserer frtiheren 
Darstellung, welche wir nun folgendermassen prazisieren wollen: 

Nach unserer Auffassung kann die Verschiedenheit der Natur und Spezi
fitat der zwei Affinitatsstellen auch gerade ausserlich dadurch zum Ausdruck 
kommen, dass ein Hemmungsstoff, der an die spezifische Affinitatsstelle 1 
gebunden ist, in seiner Hemmung von der Konzentration des Substrates ab-· 
hangig ist, und sich nach der Formel von Michaelis und Menten ftir Affini
tatsmessungen verwerten !asst, wahrend der Bindungsgrad eines an der Affini
tatsstelle 2 haftenden Stoffes sich mit der Substratkonzentration nicht zu 
andern braucht. 

Wir gehen von der Annahme aus, dass die enzymatische Rohrzucker
spaltung durch eine Fructo-Saccharase dadurch eingeleitet wird, dass sich ein 
Komplex von folgender Art bildet: 

Fructose-Glucose 

I I 
Saccharase 

Diese Molektilart wird als "reaktionsvermittelnde Molektile erster Ordnung" 
bezeichnet. Wir behalten die Annahme bei, dass die Vereinigung des Fructose
restes des Rohrzuckers mit der Saccharase mit unmessbar grosser Geschwindig
keit verlauft und legen der messbaren Affinitatskonstante KM das Gleich
gewicht zugrunde: 

Fructose-Glucose Fructose-Glucose 
-------, ---+ ,----,'----, 1«--1 Saccharase Saccharase 

Der Komplex I geht dann in den Komplex II tiber, welchen wir als "reak
tionsvermittelnde Molektile zweiter Ordnung" bezeichnen. 

Fructose-Glucose Fructose-Glucose 
I I II I I 

Saccharase Saccharase 
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Hinsichtlich dieses Uberganges ist folgendes zu sagen: 
Wir nehmen an, dass die "reaktionsvermittelnden Molekiile zweiter Ord

nung" so instabil sind, also so schnell gespalten werden, dass das den Affiriitats
verhaltnissen entsprechende Gleichgewicht I ~ II nicht erreicht wird. Dem
gemass nehmen wir in den Reaktions16sungen nur eine sehr kleine Konzen
tration der "reaktionsvermittelnden Molekiile zweiter Ordnung" an. Damit 
soIl jedoch nicht behauptet werden, dass die Haufigkeit des Eintrittes einer 
Bindung II mit del' Haufigkeit del' zur Rohrzuckerspaltung fiihrenden "erfolg
reichen Zusammenstosse" zusammenfallt. 

Wird ein hemmender Stoff, etwa a-MethylgIucosid, an die Affinitatsstelle 2 
angelagert, so Iiegt die Annahme nahe, dass auch die Konzentration del' 
Molek"lilart I geandert wird, wodurch - bei im iibrigen gleichbleibenden Ver
suchsbedingungen - die Wahrscheinlichkeit der zur Molek"lilart II und zum 
Rohrzuckerzerfall fiihrenden Reaktionsstosse abnimmt. Wir mochten gegen
iiber Kuhn betonen, dass die Hemmung, welche bereits durch kleine Kon
zentrationen von a-Methylglucosid eintritt, kaum anders gedeutet werden 
kann, als dass an einem reaktionsvermittelnden Molekiil durch den hemmenden 
Stoff eine fiir die Reaktion wichtige Stelle durch diesen Hemmungsstoff be
setzt wird. Wenn wir diese Besetzung auf die Affinitat zwischen Hemmungs
stoff und Enzym zuriickfiihren, so Iiegt darin Bur die Anwendung physikalisch
chemischer Grundsatze und der gebrauchlichen Nomenklatur. 

Die sehr wahrscheinlich grosse .A.hnIichkeit oder Identitat zwischen der 
im a-Methylglucosid und der im Rohrzucker vorhandenen Glucoseform ge
stattet dann den weiteren Schluss, dass auch zwischen dem Glucoseteil des 
Rohrzuckers und der das a-Methylglucosid bindenden Gruppe der Saccharase 
eine entsprechende Affinitat besteht. 

Wir kommen dann auf den Umstand, dass die Hemmung durch a-Methyl
glucosid entgegen der theoretisch zu erwartenden Beziehung von der Rohr
zuckerkonzentration unabhangig iet. Eine endgiiJtige Au£kIarung dieser eigen
tiimlichen Tatsache steht noch aus. Zwei Wege zum Verstandnis diesel' Hem
mung schein8Il uns moglich: 

Durch den Zusatz von a-MethylgIucosid zum System Saccharase-Rohr
zucker konnte die Konzentration der Molekiilart I deswegen praktisch un
geandert bleiben, weil die Geschwindigkeit, mit welcher die Bin dung an die 
Affinitatsstelle 2 der Saccharase sich vollzieht, gering ist, vielleicht wegen 
vorausgehender Umlagerung oder wegen der zur Bildung der Molekiile II zu 
iiberwindenden Spannung. Die Wirkung des Hemmungssto£fes besteht also 
lediglich in einer .A.nderung der Konzentration der reaktionsvermittelnden 
Molekiile zweiter Ordnung. 

Eine andere, unter gewissen Umstanden nicht ganz ausgeschlossene 
Deutung ware die, dass die Bindung und IIemmung an den Affinitatsstellen 
1 und 2 sich bei wachsendem Rohrzuckerzusatz gerade kompensieren. 
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Kuhns Ansicht, dass die reaktionsvermittelnden Enzym-Rohrzucker
molek-tile nur an einer Stelle verbunden sind, stellt, wie wir glauben, die Ver
haltnisse nicht befriedigend dar. Sie vermag die folgenden Tatsachen noch 
nicht zu erklaren: 

1. Die vermutliche Verschiedenheit der a-Glucosidase der Hefe (Hefe
Maltase) und Gluco-Saccharase. 

2. Den Befund von J. Leibowitz und Mechlinski 1, dass Praparate 
vonTakasaccharase, welcheRohrzucker undMaltose spalten, nicht auf a-Methyl
glucosid einwirken, sowie den Befund von Hattori, dass a-Methylglucosid 
die Wirksamkeit der Taka-Saccharase nicht beeinflusst. 

3. Das vermutliche Vorkommen einer Gluco-Lactase und einer "Galakto
Raffinase" in Emulsin (E. F. Armstrong, Neuberg, Kuhn). 

Was im vorstehenden von der Hemmung durch a-Methylglucosid ge
sagt wurde, gilt in gewissem Grade auch von a-Glucose. Die sehr verschiedene 
Hemmung durch a-Methylglucosid und a-Glucose wird man eventuell darauf 
zuriickfiihren k6nnen, dass die freie a-Glucose zum grossen Teil eine andere 
Form (anderen Ring) besitzt als diejenige, welche dem Glucoserest im a~ 
Methylglucosid und im Rohrzucker zukommt. 

Dem Umstand, dass die in dem Rohrzucker vorhandene Form der Fructose 
(2,5) (evtl. auch die der Glucose) nicht oder wenigstens nur zum ganz ge
ringen Teil in die freie Fructose (Glucose) eingeht, ist es vermutlich zuzu
sehreiben, dass die enzymatische Synthese des Rohrzuckers, welche im Pflanzen
reich eine so wesentliche Rolle spielt, in vitro noch nicht gelungen ist. 

Schliesslich wollen wir in dies em Zusammenhang noeh die M6glichkeit 
betonen, dass das verscruedene Verhalten anderer Di- und Trisaccharide 
gegeniiber Enzympraparaten auch durch Ungleichheiten der Lage der Sauer
stoffbriicken bedingt sein kann. 

e) Vergleich von Enzymhydrolyse und Saurehydrolyse des Rohrzuckers. 

Mit der Vorstellung als Ausgangspunkt, dass die katalytischen Wirkungen 
von sowohl Sauren (Wasserstoffionen) als Enzymen erst nach der Vereinigung 
von Katalysator und Substrat zustande kommen, hat Euler2 durch spezielle 
Annahmen iiber die Natur der reaktionsvermittelnden Molekiile und die ver
schiedenen Affinitatskrafte zwischen Substrat und Katalysator eine Auf
fassung iiber die Konzentrationen dieser reaktionsvermittelnden Molekiilc 
oder - wenn diese Konzentrationen in anderer \Veise zu berechnen sind -
Anhaltspunkte iiber die spezifischen Reaktionsfahigkeiten der Katalysator
Substratverbindungen zu erhalten gesucht. 

1 Leibowitz u. Mechlinsky, H. 154, 64: 1925. 
2 E u I e r, Chern. Ber. 55, 3583; 1922; H. 143, 79 und zwar S. 85; 1925. V gl. auch 

1. Teil, S. 171. 
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Die iilteren Berechnungen iiber dieses Thema haben Euler und J oseph
son 1 neuerdings unter Beriicksichtigung neuer Versuchsergebnisse ergiinzt. 

Zur Berechnung der Verhiiltnisse bei der enzymatischen Hydrolyse des 
Rohrzuckers gehen wir von dem folgenden Versuch aus: 

Minuten 

0 
0,5 

10 
15 
20 
00 

I 

Totalvolurneu der Reaktionsrnischung: 50 ccrn. 
Konzentration des Rohrzuckers 0,118 rn. 
Enzyrnrnenge: 0,03 rng Praparat mit If= 320 (18°). 
Versuchsternperatur: 25,00 ± 0,05°. 

I Zahl der 
Drehung Drehungs- % 

I 
gesp. Mol. (0) anderung Spaltung 

Zucker 
I 

(2,68) - I - -
2,65 (0,03) - -
2,09 0,59 16,7 0,00099 
1,78 0,90 25,4 0,00150 
1,52 1,16 32,8 0,00194 

-0,86 3,54 100 0,00590 

Zahl der 
gesp. Mol. 

Zucker 
pro Min. 

-

-

0,000099 
0,00010 
0,000097 

-

Aus den Zahlen der letzten Spalte der Tabelle berechnen wir also, das 
im Mittel durch 0,03 mg Enzympriiparat in den 50 ccm 0,118 m Rohrzucker
lasung (pH = 4,46) pro Minute rund 0,00010 Mol. Rohrzucker gespalten werden. 
0,03 mg Priiparat mit 1£ = 320 entsprechen 0,02 mg Priiparat mit 1£ = 500, 
welcher Wert als die Minimi-Inversionsgeschwindigkeit unserer reinen (von 
Veruureinigungen und inaktivem Enzym befreiten) Saccharase geschiitzt 
wurde. Setzen wir das Molekulargewicht des Enzyms gleich 20000, welcher 
Wert durch Messen del' DiHussionsgeschwindigkeit von gereinigten Saccharase
priiparaten aufgeschiitzt wurde, so erhalten wir die ungefiihre Grossenord
nung der molekularen Konzentration des Enzyms in der Reaktionsmischung 
beim 0 bigen Versuch 

[EJ = 0,02· ~-3. 20 = 0,02 .10-3.20/20000 = 2 .10-8. 

Setzen wir ferner die Dissoziationskonstante del' Saccharase-Rohrzucker
verbindung gleich 0,02 (Affinitiitskonstante Kl\i = 50), so erhalten wir die 
Konzentration der reaktionsvermittelnden Verb in dung erster Ordnung 

X - E S 2 0,118 - 1 7 10-8 - . S+Km = .10-8. 0,118+0,02 - ,. . 

Der nach der Formel fiir monomolekulare Reaktionen berechnete Re
aktionskoeffizient k = lit. log (ala - x) betrugbei dem oben beschriebenen 
Versuch 83 . 10-4 und das Verhiiltnis k/X (die spezifische Reaktionsfiihigkeit) 
berechnet sich also in diesem FaIle zu 

83.10-4 

1,7.10 8 =5·105 =rq. 

1 Euler u .. Josephson, H. 166, 294, und zwar S. 311ff.; 1927. 
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Zum Vergleich mit den obigen ftir die enzymatische Hydrolyse des Rohr
zuckers mit Saccharase aus Unterhefe H abgeleiteten Verhaltnissen ftihren wir 
die folgenden aus einer Arbeit von H. v. Euler und A. Olander1 gewonnenen 
Zahlen tiber die Inversion des Rohrzuckers durch verdtinnte Chlorwasserstoff
saure an. 

Bei den Versuchen von Euler und Olander wurden 5 g reinste Saccha
rose in 200 ccm Salzsaurelosung aufge16st; die Konzentration des Rohrzuckers 
entspricht einer 0,073 m-Losung. Die Konzentration der Chlorwasserstoff
saure sind durch die elektrometrisch gemessenen pH -Werte charakte:cisiert. 

pH 

Die Versuche bei 25 0 lassen sich in der 
nebenstehenden Tabelle zusammenfassen. 

In dem vorliegenden pH-Gebiet lasst 
sich 

1,51 
1,95 
2,92 

962 
329,5 
37,7 

3,11 
2,94 
3,13 

setzen, wenn S+ die Konzentration der 
Kationen des Rohrzuckers und Kb ditl 

Dissoziationskonstante des Rohrzuckers als Base ist. 1st ferner die Rohr
zuckerkonzentration S, so gilt 

Somit 

Bei der Versuchstemperatur 25 0 ist nach der obigen Tabelle B = 0,00306, 
weiter ist Kw = 1,29 . 10-14 und wir erhalten 

000306.129.10-14 
rq =-' -----;-'----

Kb 

Nimmt man fUr Kb den auch der Grossenordnung nach noch unsicheren Wert 
10-20 an, so erhalt man rq = 4 '103• Dies ware also die Zerfallsgeschwindig
keit der Rohrzuckerionen. 

Einfluss der Temperatur. 

a) Stabilitat der Saccharase. 

Den eingehenden Erorterungen des ersten Teiles, S. 244-282 konnen wir 
zunachst folgende Tatsachen entnehmen: 

Die Stabilitat des Enzyms wird ausgedrtickt durch einen Reaktions
koeffizienten erster Ordnung, kc ' Da dieser Koeffizient um so grosser ist, je 
schneller die Inaktivierung verlauft, so wird er als Inaktivierungs
koeffizient bezeichnet. Er ist nicht unabhangig von der Verdtinnung des 
Enzyms und von der Erhitzungszeit; deswegen sind zur Bestimmung des 

1 Euler u. A. Olander, Zs anorg. u. allg. Chern. 156, 143; 1926. 
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Inaktivierungskoe££izienten bzw. der Inaktivierungskonstanten 1 £olgende Be
dingungen vorgeschlagen worden: 

Erhitzungszeit 50-70 Minuten, Interpolation auf 60 Minuten. Die Enzyrnkonzentration 
ist so zu wahlen, dass bei Zirnrnerternperatur die Inversionskonstante unter N orrnalbedin
gungen den Wert 40· 10-' erreicht. 

Die Stabilitat der Saccharase ist in erster Linie von der Aciditat und von 
der Temperatur und schliesslich von der Gegenwart von Schutzsto£fen und 
Adsorbentien abhangig. 

Betrachten wir zunachst schutzsto£ffreie Losungen, so liegen hinsichtlich 
des Ein£lusses der Aciditat die von La urin 2 gegebenen Kurven VOl' (Fig. 25). 
Sie zeigen ein ausgepragtes Optimum im Aciditatsgebiet pH = 4-5 3• 

Die Inaktivierungsgeschwindigkeit, also auch der Wert von ke' wachst 
sehr stark mit der Temperatur (vgl. I. Teil, S.261ft) wie folgende Zahlen 
zeigen, welche ftir die Stabilitat einer Ober-
hefensaccharase in wassriger (nur Puffer ent
haltenden) Losung und ftir optimale Aciditat 
gelten: 
Temperatur 

ke '103 

58 
3 

60 
8 

62 
20 

64 
45 

Bereehnet man die Temperaturkonstante 
Q aus den experimentell ermittelten Inakti
vierungskoeffizienten kc naeh der Formel 

Q (T.-T,) 
ke• = k e,' e 2T.T, , 

so ergibt sich Q zu 101000. Diese Tempera
turkonstante Q andert sieh, wie Figur und 
Tabelle auf S. 263 u. 264 des 1. Teiles aus
weisen, nieht unerheblich mit der Aciditat. 

/' 

// 
i.l/ 
I I 

5 ° 

0 
c 1-
o 1 

"" 1 

j 

7' A i'\. 
/ ~ 

I 1\ 

~5 0 

fUn crh#zJm 115° \ 
" " SOo 

" " 55° 

"- '" 
II 5 G 

Fig. 25. 

Die von Euler und Laurin ermittelten Zahlen beziehen sieh auf Enzym
losungen mit einer Aktivitat entsprechend im Mittel If = 7,5. Bei Wieder
holung del' Messungen mit wesentlich reineren Enzymlosungen (If = rund 
704 und If = 240 5 hat sich ergeben, dass die Reinigung keine bedeutenden 
Anderungen hinsichtlich der Stabilitat der Saccharase zur Folge hat. Auch 
mit einem Praparat von If = 320 haben Euler und J osephson 6 keine wesent
liche Verschiebung des Wertes der Inaktivierungskonstante gefunden (ke = 

1 ka 
= -log- = 35 '10-4 bei 590). 

t kt 

1 Ihr inverser Wert, lIke wird Stabilitatskonstante genannt. 
2 Euler u. Laurin, H. 108,64; 1919 und 110, 55; 1920. 
8 J. M. :Nelson u. Fr. Hollander (JI BioI. Chern. 58, 291; 1923) fanden bei einigen 

Praparaten das Stabilitats-Optimurn bei pH = 5,8. 
4 Euler u. Myrback, H. 115,68; 1921. 
5 Euler, Josephson u. Myrback, H. 130, 87; 1923. 
6 E u I e r u. J 0 s e phs 0 u, H. 152, 254; 1926. 
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Verschiedenheiten zwischen verschiedenen Praparaten ergeben sich unter 
anderem darin, dass bei einigen Praparaten die Hitzeinaktivierung vollkommen 
monomolekular erfolgt, wahrend bei anderen Praparaten die berechneten 
Werte von kc mit del' Zeit abfallen. Dazu ist zu bemerken, dass diesel' U nter
sehied in del' Hitzeinaktivierung nicht durch den Reinheitsgrad bestimmt 
wird, indem zwei Praparate mit gleichem Reinheitsgrad sich sehr ungleich 
verhalten. Es ist eine oft wiederkehrende Tatsache, dass kc nicht gleichmassig 
abnimmt, sondern im Anfang stark fallt, urn dann angenahert konstant zu 
bleiben. Diese Tatsache lasst sich durch Annahme von dem Vorhandensein 
zweier verschiedener Modifikationen del' Saccharase in den Losungen er
klaren. Die beiden Modifikationen· sollen verschiedene Stabilitat besitzen 

111r--;----.....,-----r---~~___, 

wr---+-------~------_+--~~--~~ 

5r---T--------r--~~,~--~r_--r_~ 

58· 60· 52" Temp. 

und jede del' beiden Saccharasen 
durch eine monomolekulare Re
aktion inaktiviert werden. 

Hinsichtlich del' Art del' 
Verschiedenheiten del' hypothe
tischen Modifikationen ist man 
sichel' berechtigt, sie auf Ver
schiedenheiten in den sog. kollo
iden Tragern zuriickzufiihren ; die 
verschiedenen aktiven Gruppen 
del' Saccharase konnen sich auf 
verschieden gebaute kolloide 
Trager verteilen. 

Willsta tter, Schneider 
Fig. 26. 

und WenzeP geben an, dass 
ihre hochwertigen Praparate sehr ungleiche Stabilitat aufweisen. Unzweifel
haft hangen diese Ungleichheiten mit den verschiedenen stabilisierenden 
kolloiden Bestandteilen del' EnzymlOsungen (kolloiden Tragern) zusammen. 

Betrachtliche Schutzwirkungen iiben del' Rohrzuckel' bzw. dessen Spalt
produkte aus: Hinsichtlieh del' Fructose lagen schon einige altere Versuche 
von Hudson und Paine 2 VOl'. Mit neuel'er Methodik hat Laurin die Wir-
kung eines Zusatzes von 4% Rohrzueker bei 60 0 untel'sucht und gefunden, 
dass schon durch diesen verhaltnismassig gel'ingen Zusatz eine Schutzwil'kung 
von etwa 40% del' gesamten Inaktivierung erreieht wirel. Die Sehutzwirkung 
des Rohrzuckers bzw. der Fructose ist auf del' sauren Seite geringer als auf 
del' alkalischen. Dies steht mit del' von Josephson gefundenen Affinitats
verminderung im sauren Gebiet in bestem Einklang. 

Von Interesse ist del' neuere Befund von Josephson3, dass bei einem 

1 Willstatter, Schneider u. 'Wenzel, H. 151, 1; 1926. 
2 II u d son u. r a i n e, JI ArneI'. Chern. Soc. 32, 985, und zwar S. 988; 1910. 

3 Euler u. Josephson, H. 152,254; 1926. 
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Praparat von If = 320 Fructose und Glucose gleich grosse Schutzwirkungen 
ausuben. Die teilweise Warmeinaktivierung der Saccharase bei Abwesenheit 
oder Anwesenheit von Fructose oder Glucose hatte keine nachweisbare Ande
rung der A££initatsverhaltnisse der Saccharase zur Folge. Auch die Hemmbar
keit der Saccharasewirkung durch a-Glucose war nach der Erhitzung un
geandert. Die verschiedenen "A££initatsgruppen" werden also bei der Hitze
inaktivierung nicht ungleichmassig beein£lusst. 

b) Aktivitatssteigerung der Saccharase durch Erwarmen. 

Neuerdings hat 1. LindstaF in hiesigem Laboratorium die Beobachtung 
gemacht, dass gewisse Saccharaselosungen beim Erwarmen auf 56-600 eine 
Aktivitatssteigerung zeigen konnen. Beim Erhitzen einer SaccharaselOsung 
wahrend 60 Minuten auf 56° betrug diese Aktivitatssteigerung rund 50%. 
Hiernach konnen also die SaccharaselOsungen, nachdem sie gewissen Reini
gungsverfahren unterworfen sind, vom Maximum ihrer Aktivitat entfernt sein. 

c) Einfluss der Temperatur auf die Inversionsgeschwindigkeit. 

Bereits im ersten Teil ist in der Tabelle S. 277 gezeigt worden, dass der 
Temperaturkoeffizient der Saccharasewirkung demjenigen der meisten anderen 
Enzymreaktionen entspricht, indem sich zwischen 20 0 und 30 0 die Geschwin
digkeit bei einer Temperatursteigerung von 10 0 verdoppelt; 
kao : ~o = etwa 2. DerTemperaturkoeffizient Q der Arrheniusschen Tempe
raturformel nimmt mit steigender Temperatur nicht unerheblich abo N ach 
neueren Messungen von Laurin 2 lasst sich Q durch eine Interpolationsformel 

Q = 11 400 (1 - 0,009 t) 

zwischen 00 und 50 0 gut darstellen. Mit dieser Formel stehen auch die fruher 
von Kjeldahl und von O'Sullivan und Tompson gewonnenen Resultate 
gut im Einklang. 

Bemerkenswert ist, dass der Temperaturkoeffizient der nicht enzymatischen 
Saurekatalyse des Rohrzuckers erheblich grosser ist als derjenige der enzy
matischen Inversion. Fur die Temperatur von 20 0 ist namlich bei der Reaktion 

Rohrzucker- Salzsaure 
Q = 25600 

Rohrzucker-Saccharase 
9400. 

Die Temperaturabhangigkeit der Saccharasewirkung setzt sich aus ver
schiedenen Temperaturein£lussen zusammen, welchein der Arbeit von Euler 
und Laurin (1920) naher besprochen sind. Aus den dortselbst mitgetei.lten 
Messungen scheint hervorzugehen, dass die Gleichgewichtskonstante zwischen 
Saccharase und Rohrzucker, welche ja die Konzentration der reagierenden 

1 Euler u.Lindstii.l, Svensk kemisk Tidskrift 37, 18; 1925.-Euler u.Josephson, 
H. 145, 130; 1925. 

2 Euler u. Laurin, H. 110,55; 1920. 
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Molekiilart bestimmt und damit auf die Reaktionsgeschwindigkeit einen wesent
lichen Ein£luss besitzt, sich mit der Temperatur nicht wesentlich andert. 
N atiirlich ist zu beriicksichtigen, dass die Reaktionsfahigkeit des Rohrzuckers 
selbst mit der Temperatur wachst, und auch die elektrolytischen Dissoziations
gleichgewichte von Enzym und Substrat von der Temperatur beein£lusst 
werden konnen. 

Einfiuss der Strahlung. 

(Vgl. 1. Teil, S. 282 ff.) 

Wie Downes und Blunt, Fernbachl, Emmerling 2 sowie Jamada 
und Jodlb auer 3 fanden, wird Saccharase von den Strahlen des Sonnen
lichts in sauersto£££reier Atmosphare nur wenig geschadigt, erst die Gegen
wart von Sauersto££ bedingt eine erheblichere Lichtdestruktion. 

Durch Zusatz gewisser Gruppen von £luorescierenden Stoffen kann die 
Lichtempfindlichkeit der Saccharase erhOht werden, und zwar sind auf 
Saccharase als Sensibilisatoren Sto££e aus der Fluorescein-, Anthracen-, Thiazin
und Chinolingruppe wirksam 4. 

Ultraviolette Strahlen wirken nach Jodlbauer und v. Tappeiner 5 

dagegen unabhangig von der Gegenwart von Sauersto££. Agulhon 6 sucht 
die Lichtzerstorung durch die Bildung von Wassersto££superoxyd und dessen 
Einwirkung auf die Saccharase zu erklaren. Svan berg', der zur Aufklarung 
dieser Frage Versuche in Quarzgefassen mit einer Quecksilberlampe aus
gefiihrt hat, fand eine Losung mit 1£ = 8,6 erheblich empfindlicher als noch 
unrein ere Losungen. Die Lichtwirkung konnte durch Einleiten von Wasser
stoff verhindert werden, was darauf hindeutet, dass es sich hier grosstenteils 
urn einen sekundaren photochemischen Effekt handelt. Die Vermutung 
Agulhons, dass die Lichtdestruktion auf die Bildung von Wasserstoff
superoxyd zuriickzufiihren ist, trifft indessen nicht zu; Saccharase ist gegen 
dieses Oxydationsmittel sehr unempfindlich. Viel grosser ist ihre Empfind
lichkeit gegen Ozon, aber auch diese Wirkung ist fiir die quantitative Er
klarung des Lichteffektes nicht ausreichend. 

Hinsichtlich des Ein£lusses von radioaktiven Substanzen und ihren Strah
lungen 8 haben neuerdings G. A. Bonino und V. Mazzucchetti 9 mitgeteilt, 

1 Fernbach, Ann. Pasteur 3, 483; 1889. 
2 Ern rn e rl i n g, Chern. Ber. 34, 3811; 1901. 
3 Jarnada u. Jodlbauer, Biochern. Zs 8, 62; 1908. 
4 Jodlbauer u. v. Tappeiner, Arch. f. klin. Med. 82, 520; 1905. 
5 Jodlbauer u. v. Tappeiner, Arch. f. klin. Med. 87, 373; 1906. 
6 Agulhon, Ann. Pasteur 26,38; 1912. 
7 Svanberg, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kerni, Bd. 8, Nr. 6; 1921. 
8 V gI. I. Teil, S. 29l. 
9 G.A. Bonino u. Valera Mazzu.cchetti, Arch. di bioI. 2, 81; 1925. - Ber.Ges. 

PhysioI. 37, 884. - Chern. ZbI. 98, I, 2084; 1927. 
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dass bei einer Konzentration der radioaktiven Substanz entsprechend 6,2' 
10-8 g Ra pro Kubikzentimeter oder 4,5 .10-8 Curie-Emanation pro Kubik
zeritimeter die Saccharase deutlich geschwacht werden solI. Die Hauptwirkung 
schreiben die Autoren den a-Strahlen zu. 

ABe diese Versuche beziehen sich auf Saccharaselosungen, welche keiner 
Reinigung durch die neuen Adsorptionsmethoden unterworfen wurden. 

Anreicherung lebender Hefezellen an Saccharase. 
Die erst en Versuche wurden von Wortmann 1882 und von Fernbach 

1890 angestellt; die Untersuchung des letzteren Forschers muss, wie schon 
frillier betont wurde, als eine fur die damalige Zeit bedeutende Leistung be
zeichnet werden, wenn auch die angewandten Methoden und die Berechnung 
der Messungen nicht mehr dem jetzigen Stand der Enzymforschung ent
sprechen. Von teilweise anderen Gesichtspunkten aus und mit modernen 
Hilfsmitteln hat Euler mit einer Reihe von Mitarbeitern den Einfluss der 
Nahrlosung und die Bedingungen der Temperatur und der Aciditat studiert, 
unter welc,hen eine Hefe ein Maximum an Saccharasegehalt erreichtl. 1m 
ersten Teil dieses Buches (S. 397 ff.) ist schon ziemlich ausfiihrlich daruber 
berichtet worden, so dass hier nur mehr unter Hinweis auf die Originalarbeiten 
die wesentlichsten Punkte erwahnt zu werden brauchen. 

Die Vermehrung der Saccharase findet im allgemeinen in Losungen 
statt, welche neben geeigneter Stickstoffnahrung (besonders Aminosauren;, 
Peptiden und Peptonen) einen garfahigen Zuc~er enthalten. Letzterer kann 
durch andere Kohlenstoffnahrung nicht ersetzt werden. Der Verlauf der 
Enzymbildung ist dann ziemlich regelmassig, eine Verdoppelung trat bei den 
Versuchen von Euler und Svanberg im allgemeinen in 12-20 Stunden 
ein, und die Anreicherung konnte mehrmals wiederholt werden, so dass der 
Enzymgehalt schliesslich bis auf den siebenfachen urspriinglichen Betrag der. 
Hefe gesteigert werden konnte. 

Was den Temperatureinfluss 2 betrifft, so ist ein gewisser Zu-. 
sammenhang zwischen Enzymbildung und Zellenzuwachs wahrscheinlic~ ge
worden. Bei der daraufhin untersuchten Unterhefe H lag das Optimum der 
Saccharasebildung bei 27,5°, das Optimum des Zellenzuwachses bei 23,5°. 

Die gleiche Unterhefe zeigte (Fig. 27) ein ausgesprochenes Aciditats
Maximum der Saccharasebildung 2 bei pH = 5-6. Dabei ist zu bemerken, dass 
sich die Hefe einerseits bis zu einem gewissen Grade der Aciditat der Losung 
anpasst (Euler und Emberg 1918), andererseits selbst eine gewisse~ 

1 Euler u. af Ugglas, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, Bd. 3, Nr. 34; 1910. -Euler 
u. Johansson, H. 76 u. 84. - Euler u. Meyer, H. 79. - Euler u. Cramer, H.88 
u. 89. - Euler, Biochem. Zs 85,406; 1918. - Euler u. Svanberg, H. 106,201; 1919. 

2 Euler u. Svanberg, H. 106,201; 1919. 
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allerdings iiber ihrem Aciditatsoptimum liegende Aciditat in der Nahr
lasung einstellt. 

Auch der Riickgang der Anpassung an die Temperatur ist durch einige 
orientierende Versuche von E u I e r und S van b erg untersucht worden. 

In letzterer Zeit haben Willstatter, Lowry jr. und Schneider1 
bemer.kenswerte Beobachtungen iiber Invertinanreicherung in der Hefe publi
ziert. N ach diesen Forschern wird die friiher beobachtete Enzymvermehrung 

30 

26 

t 
~2Z 

"'i 

18 

111-

/ 
7' 

0/ f-

/ 
/ 
I 

AUBg;m, "f6hejB 

~ 

Inv. 

5 

~ 

'10'1% 

6 

K 

weit iiberho,It, wenn man, statt die 
Hefe in starker Zuckerlosung zu fiihren, 
eine Garfiihrung mit minimaler 
Zucker konzen tra tion anwendet. 
In 2-3 Stunden mit 20-30 0/ 0 (be
rechnet auf die Hefemenge) Zucker 
werden die bisher besten Zeitwerte 
erreicht, in einem Tag die Endwerte 
des Invertingehaltes, namlich Zeit
werte zwischen 15 und 22, also 16fach 
bessere als bei dem Ausgangsmaterial, 
die frische Brauereihefe. Unter den 

7 PH 8 Bedingungen dieser Garfiihrung, deren 
praktische Ausfiihrung schon auf S. 148 
wiedergegeben ist, treten in der 

Sekunde in eine Hefezelle' etwa 1,3 .107 Molekiile Rohrzucker ein, urn ver
goren zu werden, wahrend unter den Bedingungen der Garfuhrung nach 
Euler und Svanberg der einzelnen Hefezelle 1,0"1012 Zuckermolekule dar
geboten werden. 

Fig. 27. 

Die Anreicherung der Saccharase bei dieser Garfiihrung ist ausgesprochen 
selektiv. Die Maltasezunahme ist verhaltnismassig gering. Die Vermehrung 
der Enzyme in der He£e erstreckt sich nicht auf die ,8-Glucosidase und die 
proteolytischen Enzyme; auch das Garvermogen wird nicht verandert. 

Anfangszeitwerte Zeitwerte nach Anreicherung 
Garfiihrung fiir nach einigen .Stunden I nach einem Tage mit 

Invertin I Maltase Invertin I Maltase Invertin I Maltase 

Saccharose 187 39 38 22 28 -
Saccharose 165 25 53 22 22 20 
Glucose 165 25 30 28 24 27 
Maltose 165 25 58, 24 63 45 
Malzextrakt . 165 25 40 17 32 20 

Zweifellos ist der physiologische Zlistand von Organismen fur die Enzym
bildung wichtig, wie auch Willsta tter fur die Invertinanreicherung in der 

1 Willstatter, Lowry jr. u. Schneider, H. 146,.158; 1925. 
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Hefe betont. "Sie ist von dem physiologischen Zustand, von der spezifischen 
Energie des Pilzes abhangig, und zwar so, dass Hefe, die in der Brauerei eine 
gross ere Zahl von Garungen durchgemacht hat, schlechter zur Enzymbildung 
taugt als Hefe nach nur wenigen Garftihrungen. Wahrend einer Anzahl 
von Garungen im Brauereibetrieb erfolgt ... " Degeneration der Hefe. Auch 
wurde Verschlechterung des Invertinzeitwerts der Hefe, bei einem Teilstamm 
'Ton 148-290 nach 7 Garungen in der Brauerei beobachtet. 

Saccharasebildung wahrend der Autolyse. 

Bei der beschleunigten Aut a I y s e fanden Wi lIst a t t e r und Rae k e ofters 
III den Ausziigen mehr Saccharasewirkung als in den angewandten Hefen. 
Unter 27 Hefeproben wurdB in 14 Fallen Zuwachs an Inversionsvermogen 
gefunden. Beim Zerreiben der frischen Hefe pflegte eine derartigeVer
mehrung der enzymatischen Wirksamkeit nicht einzutreten, denn die Be
stimmungen mit zerriebener Hefe waren gute Bestatigungen der Saccharase~ 
bestimmung in frischer Hefe. Als aber einmal eine besonders saccharase
arme Hefe mit der 2-3fachen Menge Seesand kraftig zerrieben und mit 
Wasser eine halbe Stunde geschtittelt wurde, lieferte sie 119 ± 4% der 
urspriinglichen Saccharase. Willstatter und Racke ziehen also den Schluss, 
dass die Hefezelle zwar oft nur fertige Saccharase enthalt, zuweilen aber neben 
der fertigen in untergeordnetem Masse auch eine Vorstufe derselben. 

Auf die Erscheinung der Saccharasebildung wahrend der Autolyse fallt 
nun nach Willstatter, Lowry jr. und Schneider (1. c.) "Licht durch die 
Erfahrungen tiber Garung mit minimaler Zuckerkonzentration. Die Bedin
gungen solcher Garung sind bei der sag. Selbstgarung in der Zelle gegeben 
wahrend der langsamen Abtotung der mit Wasser verdtinnten Hefe bei dem 
Verfahren der Invertinfreilegung.... Die Invertinbildung in diesen Fallen 
ist nicht, wie friiher angenommen worden, eine postmortale, sondern sie gebt, 
wohl verkoppelt mit der Garung der Inhaltskohlenhydrate, der Abtotung der 
Hefe voraus, ahnlich wie die bei Dialyse von Pflanzenwurzeln beobachtete 
Peroxydasebildung 1". 

Saccharaseverminderung in der Hefe durch Saure- oder 
Alkali behandl ung. 

Durch Einwirkung verdiinnter Mineralsauren (0,15-0,3 n-H2S04) oder 
verdiinnter Alkalilaugen (0,05-0,1 n-NaOH) lasst sich der Saccharasegehalt 
von untergariger Brauereihefe und obergariger Brennereihefe nach Will
statter und Lowry jr.2 herabmindern, und zwar zu ahnlichen Werten 

1 Willstatter, Lieb. Ann. 422, 47 und zwar S. 53; 1920. 
2 Willstiitter u. Lowry jr., H. 150,287; 1925. 



198 Die hydrolysierenden Enzyme der Kohlenhydrate und Glucoside. 

(Zeitwert 10000-20000) wie dem von Euler und Josephson 1 bei Saccharo
myces Marxianus gefundenen (Inv. = etwa 5 _10-14). 

Bei 1-2stfindiger Einwirkung von 0,15-0,30 n-~S04 oder bei 10 Minuten 
bis 1 Stunde dauernder Einwirkung von 0,05 n-Natronl~uge sank der Saccha
rasegehalt auf ungefahr 1/2°' ohne dass die Garkraft der Hefe wesentlich ge
andert wurde. Die an Invertin verarmte Hefe kann bei Garfiilirung mit 
niedrigster Zuckerkonzentration wieder invertinreich erhalten werden. In der 
Rohrzuckergarung durch die invertinarmste Hefe bei pH = 2, wo die Saccha
rasewirkung im Verhaltnis zur Garungsgeschwindigkeit stark herabgesetzt 
ist, findet Willstatter Stutze fur seine Auffassung, dass Rohrzucker direkt, 
d. h. ohne vorangehende Inversion vergart werden kann. 

II. Ubrige Saccharasen. 
Unter den Mucorarten ist nach E; Chr. Hansen 2 nur Mucor racemosus 

imstande; Rohrzucker zu invertieren. S. Kostytschew und Eliasberg 3 

haben nun die interessante Beobachtung beschrieben, dass nur ,;Mucor race
mosus -" Saccharase enthalt, wahrend "Mucor racemosus +" gar keine In,. 
version des Rohrzuckers bewirkt. Wie die Autoren betonen, ist es beachtens
wert, dass zwei Pilzrassen, "die morphologisch absolut nicht zu unterscheiden 
sind, ganz pragnante physiologische Unterschiede 'zeigen". 

Saccharase der Aspergillaceen. 

Schon lange weiss man, dass sich die Saccharase in Aspergillaceen 
findet4, besonders durch Arbeiten von Bourquelot 5, Fernbach6, Duc
laux, Went, Effront. Quantitative Versuche haben spatei' ergeben 7, dass 
die Inversionsfahigkeit per Gramm Zellensubstanz bei den untersuchten 
Schimmelpilzen bedeutend kleiner ist, als bei den Kulturhefen. Es wurden 
namlich folgende approximative Werte fur If ge£unden: 

If Rel. Inv.-fahigkeit 
Unterhe£e .... . • rund 0,15 100 

------

Oberhefe .... . 
Penicillium glaucum 7 

Aspergillus niger 8 

Aspergillus flavus 9 • 

1 E u Ie r u. J 0 s e phs 0 n, H. 120, 42; 1922. 

" 0,09 60 
" 0,015 10 
" 0,0032 2 
" 0,002 1,4 

2 E. Chr. Hansen, :Medd. CarIsb. Lab. 2,143; 1888. 
3 S. Kostytschew u. Eliasberg, H. 118,233; 1922. 
4 Zuerst beobachtet von Bechamp, C. r. 46, 44; 1858. 
5 Bourquelot, JI de Pharm. et de Chim. (6) 16,578. 
6 Fernbach, Ann. lnst. Pasteur 4,1; 1890. 
7 Euler u. Borgenstam, Fermentforsch.4, 242; 1921. - Euler, Josephson u. 

So derling, H. 139, 1; 1924. 
8 Euler u. Asarnoj, Fermentforsch. 3, 318; 1919. 
9 Josephson, H. 138, 144; 1924. 
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Von den Saccharasen in Aspergillaceen sind nunmehr dank den Arbeiten 
von Kuhn und von Leibowitz die des Aspergillus oryzae am meisten 
untersucht. Kuhn 1 fand, dass die Wirkung eines Praparates von Taka
saccharase durch Fructose nicht, aber durch a-0lucose stark gehemmt wird 2. 

Hieraus wurde geschlossen, dass dieses Enzym eine spezifische Verschieden
heit von der gut bekannten Saccharase der Kulturhefen hat, und zwar so, 
dass fur die Takasaccharase der Glucoserest des Rohrzuckers als Vermittler 
der Bindung zwischen Enzym und Substrat dient, wahrend fur die Hefe
saccharase dem Fructoserest diese Rolle zukommen solI. H. H. Schlubach 
und G. Rauchalles 3 wiesen aber nach,dass ein Taka-Saccharasepraparat 
das h-Methyl£ructosid von Oh. Menzies zu spalten vermag, und hierbei ist 
die Wirkung einer "Glucosaccharase" auszuschliessen. Fur die "Glucosaccha
rase" ist es weiter kennzeichnend, dass sie neb en dem Rohrzucker wohl auch 
Melezitose, nicht aber Raffinose hydrolysiert. Nun hat FrI.' R 0 h dew a 1 d 4 

ein Taka-Saccharasepraparat untersucht, welches Raffinose ohne vorherige 
Ablosung von Glucose an der Rohrzuckerbindung spaltet und das gegen 
Melezitose vollkommen wirkungslos ist. In dies em Praparat ist also anzu
nehmen, dass eine Fructo- und nicht eine Glucosaccharase vorhanden war. 
Die ursprungliche Aimahme Kuhns, dass die Glucosaccharasen und die 
Fructosaccharasen in ihren naturlichen Vorkommnissen streng geschieden 
sind, kann also nicht mehr aufrecht erhalten werden 5. 

Besonders aus den spateren Untersuchungen von Kuhn und Munch 6 

und von Leibowitz und Mechlinski 7 geht jedoch hervor, dass zwei 
verschiedene Saccharasen existieren, von welchen die eine (Fructosaccharase) 
besonders in den Kulturhefen vorkommt, wahrend sich die andere oft, aber 
nicht immer, ohne Beimischung von Fructosaccharase in Aspergillus oryzae 
und vielleicht auch in anderen Pilzen, hoheren Pflanzen und Tieren findet. 

Die Aktivitats-pH-Kurve der Takasaccharase haben Leibowitz und 
Mechlinski untersucht; sie fanden das pH-Optimum bei pH etwa 6. 

Das pH-Optimum des rohrzuckerspaltenden Enzyms in Aspergillus 
flavus liegt nach den Messungen J osephsons8 bei pH etwa 5; die Saccharase 
in Penicillium glaucum 9 hat ein breites Optimum zwischen 4,5 und 6. 
Wegen der Nichtbeeinflussung der Inversion durch Fructose, wohl aber durch 

] K u h n, H. 129, 57; 1923. 
2 Hattori (JI Biochemistry, Tokyo, 5, 39) fand die Hemmung durch a-Glucose von der 

Rohrzuckerkonzentration abhangig. a-Methylglucosid hemmt n i ch t (Biochem.Zs 150, 150; 
1924). V gl. Fussnote 2, S. 184. 

3 H. H. Schlubach u. G. Rauchalles, Chern. Ber. 58, 1842; 1925. 
4 Mitgeteilt durch Kuhn u. Miinch, H. 163, 1, und zwar S. 17; 1927. 
5 Vgl. Josephson, H. 149,71, und zwar S. 92; 1925. 
6 K u h n u. l\Iii n c h, H. 150, 220; 1925; 163, 1; 1926/27. 
7 Leibowitz u. l\Iechlinski, H. 154, 64; 1926. 
8 Josephson, H. 138,144; 1924. 
9 Euler, Josephson u. Siiderling, H. 139, 1; 1924. 
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Glucose wurde die Anreihung des untersuchten Enzyms an die Glucosaccharasen 
wahtscheinlich gemacht. 

Kosmann 1 hat Saccharase auch in anderen niederen Pilzen nach
gewiesen. In Fusarien findet sich Saccharase nach Wasserzug 2 und ist In 

verschiedenen Fusariumarten von Haw ki n s 3 naher studiert worden. 

Bakteriensaccharase. 

Wegen des Nachweises in verschiedenen Bakterienarten sei auf die Zu
sammenstellungen von Fuhrmann 4 und von Kruse s, besonders auch auf 
die Arbeiten von Fermi und Mon tesano 6 verwiesen. Bemerkenswert ist der 
Befund von A very und Glenn E. Cullen 7, dass das Aciditatsoptimum 
des Pneumokokken-Enzyms bei etwa pH = 7 Iiegt. Es ist zu vermuten, dass 
dies fur die Saccharasen vieler anderer Bakterien gilt, welche sich ebenfalls bei 
dieser Aciditat oder in ganz schwach alkalischer Losung am besten entwickeln. 

B. Delbrucki enthalt Saccharase (Cramer), Milchsaure-Streptokokkus 
Sbg. nicht (Ferment£. 2, 194). 

Saccharase der Leukocyten. 

In einer interessanten Arbeit hat es Boissevain 8 wahrscheinlich ge
macht, dass in den Leukocyten des normalen tierischen Blutes Saccharase 
enthalten ist. Rohrzucker scheint eine Schutzwirkung auf diese Saccharase 
auszuuben. Die Tatsache, dass nach Injektion von Rohrzucker ins Blut die 
invertierende Wirkung desselben steigt, deutet Boissevain damit, dass die 
aus den Leukocyten austretende Saccharase durch den Rohrzucker gebunden 
und dadurch vor schneller Zerstorung bewahrt wird. Als Aciditatsoptimum 
fUr die Leukocytensaccharase wurde pH = 7,9 gefunden. 

Saccharase als "Abwehrferment". 

Ein typischer Versuch, auf welchen Abderhalden seine Behauptung 
stutzt 9, dass nach intravenoser Injektion von Rohrzucker bei hoheren Tieren 
Saccharase als Abwehrferment gebildet wird, ist im 1. Teil, S. 387 angegeben 
worden. Es wurde zu weit ffihren, hier auf die sehr interessante, aber noch 
ungeklarte Frage einzugehen, ob, resp. wann Saccharase als Abwehrferment 

1 K 0 sma n n, Bull. Soc. Chim. 27, 251; 1877. 
2 "\" ass e r z u g, Ann. lnst. Pasteur 1, 525; 1886. 
3 Haw kin s, JI Agr. Research 6, 1916. Ref. Zbl. f. Biochem. 21, 404; 1920. 
4 Fuhrmann, Bakterienenzyme. Fischer, Jena 1907. 
6 K r use, Allgemeine Mikrobiologie, Leipzig 1910. 
8 Fermi u. Montesano, Zbl. Bakt. (2) 1,482,542; 1895. Fermi, Zbl. Bakt. 12,713. 
7 Avery u. Glenn Cullen, JI of expo med. 32, 583; 1920. 
8 Boissevain, Ned. Tijdschr. Geneesk. 1,226; 1918 u. Arch. :Neerl. Physiol. II, 3, 415. 
8 Die ersten Angaben nber das Auftreten einer Hacrharase nach subcutaner Injektioll 

im Blut junger Hunde verdankt man Wei n la n d (Zs f. BioI. 47, 279; 1906). 
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auftrittl. Wird nach Einfiihrung von Rohrzucker ins Blut der Saccharase
gehalt der Leukocyten oder Organzellen vermehrt, so ist dieseEnzymbildung 
vielleicht wesensgleich mit der in Hefezellen genauer studierten. 

An der Auffassung, dass durch Injektion von Rohrzucker ein "Abwehr
ferment" gebildet wird, halt Abderhalden nicht mehr fest. 

Anhang: Antisaccharase. 

(Vgl. Teil I, S. 390 u. ff.) 

TIber die Existenz einer spezifischen Antisaccharase konnen bis jetzt 
noch keinerlei endgiiltige Angaben gemacht werden. Schuetze und Bergell 
haben sich nach ihren 1907 an Kaninchen ausgefiihrten Versuchen allerdings 
sehr entschieden ausgesprochen: 

"Es ist ... durch unsere Tierversuche bewiesen, dass durch eine monate
lang fortgesetzte Behandlung von Kaninchen mit subcutanen Injektionen von 
Invertin sich ein Serum gewinnen lasst, welches Invertin in nachweisbarer 
Weise beeinflusst." 

Indessen ist zunachst hervorzuheben, dass die Spezifitat der von den 
genannten Forschern beobachteten Hemmung nicht nachgewiesen ist. Auch 
was iiberhaupt den Eintritt einer Hemmung oder genauer, die Vergrosserung 
der normalen Saccharasehemmung durch Serum nach Enzyminjektion be
trifft, ein Effekt, der evtl. unspezifisch sein konnte, so sind weitere Versuche 
wiinschenswert 2 ; denn selbst wenn man von der schnell en Bildung von Anti
korpern nach Enzyminjektion im Blut iiberzeugt ist, bleibt zu bedenken, dass 
die bis jetzt injizierten Saccharasepraparate aus Hefe stammten 3, deren rohr
zuckerspaltendes Enzym mit der Blutsaccharase vermutlich nicht identisch ist. 

Neue Versuche, welche E. v. Knaffl-Lenz im hiesigen Laboratorium 
ausgefiihrt hat (H. 120, 110; 1922), konnten auch keinen Beweis fiir 
die Existenz einer Antisaccharase liefern. 

Bach, Engelhardt und Samysslov' haben neuerdings mitgeteilt, 
dass ungereinigte Saccharasepraparate starker wirkende "Immunsera" als 
gereinigte Praparate geben. Auch durch Hitze inaktiviertes Enzym solI die 
Fahigkeit besitzen, "Immunsera" zu erzeugen; die Verfasser schliessen, dass 
"die dem Ferment vergesellschafteten Begleitstoffe als Antigene fungieren" 
(vgl. Abderhalden und Wertheimer, Fermentforschung, 6, 286; 1922). 

1 Siehe hierzu auch Herzfeld u. Klinger, Biochem. Zs n4, 27; 1921. - Abder
halden, ebenda n7, 161; 1921; 121, 283; 1922. - Knaffl-Lenz, H. 120, no; 1922. 

a TIber Hemmungen der Saccharasewirkung durch Serum siehe auch Anselm Eriksson 
(H. 72), dessen Ergebnisse allerdings auch durch Nichtkonstanz der Aciditatsbedingungen 
beeinflusst sein konnen. 

3 Nach Schuetze u. Braun (Zs Klin. Med. 64, 509; 1907) wirkt Antimalzamylase 
n i c h t auf tierische Amylasen. 

4 Bach, Engelhardt u. Samysslow, Biochem. Zs 160, 261 1925. - VgI. auch 
Sam y s s low, Biochem. Zs 164, no; 1925. 
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D. Methoden zur Messung der Rohrzuckerspaltung. 
De:6.nitionen und Einheiten der Saccharasewirkung. 

In erster Linie kommt hier die polarimetrische Methode in Betracht. 
Besonders zur Verfolgung der Inversion des Rohrzuckers ist sie wegen der 
grossen Drehungsanderung sehr genau und auch bisher zu dem vorliegenden 
Zweck fast ausschliesslich angewandt worden. 

Wenn die Beobachtung der Drehung wegen Trubheit der Lasung schwer 
oder unmaglich ist, so kann man den Fortschritt der Reaktion durch das 
Reduktionsvermagen der Lasung - etwa durch Bestimmung der Totalmenge 
des reduzierenden Invertzuckers nach Bertrand l oder, falls andere jodver
brauchende Substanzen nicht anwesend sind, durch Bestimmung der gebildeten 
Glucose nach Willstatter und SchudeP - messen. 

Mikrornethoden sind angegeben von nona, sowie neuerdings von Mislowitzer 4, 

bei dessen Zuckerbestirnmung Ferro-Eisen elektrometrisch gerness-en wird. 

Wesentlich ist, dass man, wie schon O'Sullivan und Tompson getan 
haben, die Inversion bei der optimalen Aciditat durch Zusatz von Puffern, 
wie primares Alkaliphosphat (pH = etwa 4,4) bei der Hefesaccharase, verlaufen 
lasst. Hinsichtlich der Temperatur wird man in der Regel die Inversion zwischen 
15 und 30 0 verlaufen lassen, wobei jedoch natiirlich in jedem FaIle die Tem
peratur konstant gehalten werden muSs. 

Die Reaktionsgeschwindigkeit ist auch von der Konzentration des Rohr
zuckers abhangig und diese muss also in Rechnung gezogen werden (siehe 
S. 180), sofern man nicht zur Prufung der Wirksamkeit einer Lasung ge
wissen Vorschriften folgt, was zu empfehlen ist. 

Da bei der Hydrolyse des Rohrzuckers .die zuerst entstehenden Glucose
und Fructoseformen (siehe S. 137) der Mutarotation unterliegen, muss man, 
bei Anwendung der polarimetrischen Methode, die Ablesung erst dann vor
nehmen, wenn nachSistierung der Enzymwirkung (z. B. durch Sublimat) 
die Mutarotation beendet hat; am besten empfiehlt sich, die Enzymwirkung 
durch Sodalasung abzubrechen, denn bei der schwach ttlkalischen Reaktion 
derselben geht die Mutarotation ausserst rasch zu Ende. 

Fur die Berechnung der Inversionskonstanten k kann man die End
drehung entweder experimentell bestimmen oder aus der Anfangsdrehung 
berechnen. Die maximale Linksdrehung (Enddrehung), L. max., ergibt sich 
nach der Formel 4 : 

L max. = R max. (0,417 - 0,005 t). 

Zur Messung der Wirksamkeit sind folgende Methoden III Gebrauch. 
---

I B e r t ran d, BulL Soc. Chirn. France 35, 1285; 1906. 
2 Willstatter u. Schudel, Chern. Ber. 51, 780; 1918. - VgL Josephson, Chern. 

Ber. 56, 1758; 1923. 
3 Mislowitzer, Biochern. Zs. 168,217; 1926. 
4 C. S. Hudson, Jl Ind. a.Engin. Chern. 2,143; 1910. - Willstatter u. Schneider, 

H. 133, 193 und zwar S. 226; 1924. 
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1. Bestimmung des Zei twertes nach O'Sullivan und Tompson. 
0,05 g getrocknete Refe (odre der dieser Menge entsprechende Auszug) oder 
0,05 g Enzympraparat (bei Anwendung anderer Enzymmengen wird auf diese 
Menge unter Berucksichtigung der Proportionalitat zwischen Enzymmenge 
und Reaktionsgeschwindigkeit umgerechnet) werden in 5 ccm 0,5 n Na~P04-
(KR2P04)-Lasung aufgeschlemmt bzw. gelast und dann zu 20 ccm 200f0iger 
Rohrzuckerlasung gegeben. Man misst die Zeit, welche verfliesst, bis bei 
gegebener Temperatur (15,5°; Messungen bei anderen Temperaturen sollen 
auf diese rremperatur umgerechnet werden) nach Aufhebung der Muta
rotation (durch Soda) die Drehung bei gelbem Licht 0° betragt. 

Die so ermittelte Zahl Minuten wird als Zeitwert (± 0° = t Minuten) 
bezeichnet. Der Zeitwert ist o££enbar ein Mass fur die Saccharasemenge in 
der Lasung bzw. fur den Reinheitsgrad des Praparates. Man kann naturlich 
auch, statt feste Saccharasepraparate einzuwagen, aus dem Trockengewicht 
von SaccharaselOsungen den Zeitwert bestimmen. 

Die Drehung 0° entspricht bei der Polarisationstemperatur 20° fur die D-Linie einer 
Spaltung von 75,93% der Totalreaktion. Willstatter u. Racke bringen die pufferhaltige 
Zuckerlosung mit etwa so viel Saccharaselosung auf 100 ccm, dass die Hydrolyse zur Null
drehung 60-180 Minuten erfordert. Zwischen 50 und 75% Spaltung wird die Reaktion durch 
Eintragen von 25 cern in 5 cern 2-n. Soda gehemmt. 

Fur die Extrakte bezieht Willstatter die Zeitwerte auf die verarbeit.eten Hefen 
(Saccharase aus 0,05 g wasserfreier Hefe), so dass sie ein Mass der Ausbeute darstellen 
(Zeitwerte bezogen auf Hefe): 

Zeitwert der Hefe . 100 A b t 
Zeitwert d. Extr. b. a. H. . = us eu e. 

Um auch die Enzymmengen (und bei den Praparaten die Ausbeute) zu 
bestimmen und zu vergleichen, hat Wi 11 s tat t e r zwei Ausdrucke eingefiihrt: 

Menge-Zeit-Produkt und Menge-Zeit- Quotient. 

Ersteres ist die Zeit, die zur Inversion des Rohrzuckers bis auf 75,75% 
erforderlich ware, wenn die gesamte Enzymmenge unter den angegebenen 
Bedingungen auf 4 g Rohrzucker in 25 ccm einwirken wurde. 

Der Menge-Zeit-Quotient (M.-Z.-Q.) ist der reziproke Wert und ist also 
Enzymmenge in einer konstanten willkurlich gewahlten Gewichtseinheit aus
gedriickt, namlich der Quotient des in Form von Refe, Extrakt oder Praparat 
gewogenen (bzw. abgemessenen) Materials und seiner durch den Minutenwert 
gemessenen Wirkungszeit. Dieser Wert, der Enzymmenge direkt proportional, 
ist additiv; den Summen verschiedener Saccharasemengen entsprechen die 
Summen ihrer Menge-Zeit- Quotienten. 

Nunmehr hat Willsta tterl an Stelle dieser Bezeichnungen neue Ein
heiten und Definitionen eingefuhrt, namlich die Saccharase-Einheit (S.-E.) 
und Saccharase-Wert (S.-W.), welche jedoch in sehr naher Beziehung zu 
den alteren Einheiten stehen. 

1 Willstiitt.er u. Kuhn, Chern. Ber. 56, 509; 1923. 
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Statt durch den Zeitwert wird der Reinheitsgrad durch das Reziproke 
derselben gekennzeichnet. Dieser Saccharase-Wert gibt gleichzeitig die 
Anzahl der Saccharase-Einheiten in 50 mg Substanz an. 

Die Saccharase-Einheit ist die Enzymmenge in 50 mg invertinhaltiger 
Substanz yom Zeitwert 1 unter den Bedingungen der Definition von C. O'Sulli
van und Tompson. Die S.-E. ersetzt also den fruheren Ausdruck M.-Z.-Q. 

Um die Saccharase-Einheiten verschiedener Saccharasen mit sehr un
gleieher Affinitat vergleichbar zu machen, konnen sie auf Saccharase von der 
mittleren Affinitatskonstante 50 (Km = 0,02) nach der Formel S.-E.red . = 
S.-E. (n + Km) : (n + 0,02) umgerechnet werden, worin die Normalitat del' 
Rohrzucker16sung bedeutet, in welcher die Wirksamkeit bestimmt wurde. 

2. Bei den Bestimmungen im hiesigen Laboratorium haben wir es vor
gezogen, die katalytische Wirkung eines Saccharasepraparates oder einer 
Losung durch die sog. Inversionsgeschwindigkeit (If) auszudrucken. 
Die Inversionsgeschwindigkeit ist definiert durch die Beziehungen 1 

If = k· g Zucker bzw k· gZucker . 
g Trockensubstanz . g Praparat 

Die in diesen Gleichungen eingehende Inversionskonstante k wird be
rechnet nach der Gleichung 

k_ll R+L 
-t og a +L 

wo R die Anfangsdrehung, L die Enddrehung und a die Drehung zur Zeit t 
bezeichnet. Es wird mit dekadischen Logarithmen gerechnet und die Zeit 
in Minuten ausgedruckt. Die Inversionstemperatur ist 18°. 

Die Inversionskonstante k (mit 80f0iger Zuckerlosung bestimmt) dividiert 
durch die Konzentration des Enzympraparates (%) ergibt die Aktivitats
zahl k/%. 

Zeitwert t und Reaktionskonstante k sind (bei gleicher Temperatur) durch 
die Gleichung verbunden: 

k . t = 0,6153. 

Aus der Aktivitatszahl k/% wird If erhalten durch Multiplikation mit 

0,08 

Trockensubstanzprozent der Enzymlosung 

Wegen des oft eintretenden Ansteigens der Inversionskonstante empfiehlt 
es sich zur Umrechnung des If-Wertes zum S.-W. und umgekehrt den k-Wert 
fur die Drehung ± 0° zu benutzen 2. Die Umrechnung geschieht dann unter 
Anwendung der folgenden Beziehungen 3 : 

1 Euler u. Svanberg, H. 106,201; 1919; 107, 269; 1919. Gewohnlich wird bei del' 
If-Bestimmung mit 4,8 g Rohr7.ueker, lO cern 4%-KH2P04-Losung in 60 cern Totalvolumen 
gearbeitet. Proben von 10 cern werden in 5 cern 50f0iger Sodalosung einpipettiert. 

2 Euler u. Josephson, Chern. Ber. 56, 1749; 1923. 
3 Willstiitter u. Kuhn, H. 133, 226: 1923/24. 
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0,0597 ·4 
If15,5'= 005 ·S.-W.=47,8.S.-W. , 
If - 0,608.4.1,25. S W -608 S W 

18' _. 0,05 .-. - ,. .- . 

0,619·4·1,45 
If20'= --. 005----· S.-W. = 71,8· S.-W. , 

Zur Berechnung des Reinheitsgrades aus Messungen bei 25°, welche Tem
peratur bei kinetischen Messungen sehr oft angewendet wird, gilt nach Kuhn 
und Munch 1 die Gleichung 

S.-W. 
km • g Rohrzucker 
g Praparat· 100,5 ' 

worin km den Mittelwert der Reaktionskonstanten bedeutet. Bei dieser Be
rechnung wurde also dasselbe Prinzip wie bei den H-Bestimmungen befolgt. 

3. Vergleichszeitwert nach Willstatter und Steibelt 2• Um die 
Wirkungen der Hefe und Enzympraparate auf verschiedene Zuckerarten und 
Glucoside zu vergleichen, benutzen Willstatter und Steibelt den Vergleichs~ 
zeitwert, welcher die Zeit in Minuten darstellt, die zur Spaltung von 1,1875 g 
Rohrzucker zu 50% bei 30 0 und mit 0,5 g Hefe oder Praparat in 25 ccm L6sung 
erforderlich sind. 

Zwischen dem Vergleichszeitwert und dem Zeitwert nach O'Sullivan 
und Tompson besteht nach Willstatter, Graser und Kuhn 3 die Beziehung 

Zeitwert = 166· Vergleichszeitwert. 

Bestimmung der Saccharase in den Hefezellen. 

Es ist zur Charakterisierung der verschiedenen Hefen wesentlich, den 
Enzymgehalt, mer den Saccharasegehalt der Zellen, quantitativ bestimmen 
zu k6nnen. In dieser Hinsicht sind folgende Tatsachen hervorzuheben: 

Suspendiert man frische Hefezellen in Rohrzuckerl6sungen, so tritt wahrend 
der. Inversion die Saccharase nicht in die Rohrzuckerlosung uber, wie durch 
Abzentrifugieren der Hefe wahrend der Reaktion gezeigt werden kann 4. 

Arbeitet man mit den gewohnlichen saccharasereichen Ku:lturhefen, und 
zwar mit Unter- oder Oberhefe, so diidte beim Aufschlemmen geeigneter 
Hefemengen in Rohrzuckerlosungen der gesamte Saccharasegehalt der Hefe 
zur Wirkung kommen, und zwar unabhangig davon, ob die Zellen durch 
Trocknen (bei Zimmertemperatur) entwassert oder durch Toluol bzw. Chloro
form an Zuwachs oder Gartatigkeit gehemmt werden oder frisch zur Anwendung 
kommen. Dieses Resultat ist auch durch Willstatter und Racke eingehend 
bestatigt worden, welche nachwiesen, dass Zerreiben der Zellen usw. die 

1 Kuhn u. Munch, H. 163, 1 und zwar 18 (Fussnote); 1927. 
2 Willstatter u. Steibelt, H. Ill, 157, und zwar 169; 1920. 
3 Willstatter, Graser u. Kuhn, H. 123, 1, und zwar 24; 1922. 
4 O'Sullivan, Jl Chern. Soc. 61, 593; 1892/93.-,- Euler u. Kullberg, H.71, 29; 1910. 
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enzymatische Tatigkeit nicht verandert. Die in der gewohnlichen Weise aus
gefuhrten Bestimmungen fallen aber bei den an Saccharase sehr armen Hefen 
nicht sichel' aus. Bei der Prufung ihrer saure- oder alkalibehandelten ausser
ordentlich invertinarmen Hefen haben namlich Willstatter und Lowry jr. 1 

die Beobachtung gemacht, dass die erste Beobachtungszeit der Invertin
bestimmung keine oder fast keine Invertinwirkung, aber die spateren Beob
achtungszeiten Zeitwerte von z. B. 25000 und 20000 ergeben. "Es scheint. 
dass das wenige noch vorhandene Invertin unzuganglich ist, vielleicht durch 
Gerinnungsvorgange versperrt. Es ist notig, die Hefe so wie .bei der Maltase
bestimmung nach R. Willstatter und W. Steibelt 2 im unverdunnten Zu
stand mit Zellgift, am besten mit Essigester, abzutoten und gegebenenfalls 
die dabei auftretende Saure zu neutralisieren ... " Fur die Saccharase
bestimmung solcher Hefen scheint eine Verflussigungszeit von etwa 30 Minuten 
geeignet zu sein. 

"Wenn bei dies en Hefen zu wahlen ist zwischen den ausserst niedrigen 
Werten, die sich direkt bestimmen lassen, und den hoheren, die nach Ver
flussigung gefunden werden, so sollen" nach den zitierten Autoren "die letzteren. 
vorgezogen werden". Es ist jedoch in Erwagung zu ziehen, ob nicht bei diesel' 
Hefeverflussigung eine Neubildung enzymatisch aktiver Saccharasemolekule 
eintreten kann, wie Willstatter und Racke bei der Autolyse gewohnlicher 
Hefen beobachtet haben. Willstatter und Lowry jr. finden jedoch eine 
solche Moglichkeit weniger wahrscheinlich. 

Die Bestimmung des Saccharasegehaltes gewohnlicher Hefe fuhrt man. 
um die Resultate unmittelbar vergleichen zu konnen, am besten unter ein
fur allemal festgelegten Bedingungen aus. 

In den neueren Bestimmungen aus dem Stockholmer Laboratorium war 
die Reaktionsmischung ahnlich wie bei der If-Bestimmung von Saccharase
praparaten zusammengesetzt: 

4,8 g Rohrzucker 25 ccm Emulsion der Hefezellen 
(etwa 0,5 g Hefe) , 

25 ccm Wasser. 

Bei schwacher Saccharasewirkung muss Toluol hinzugesetzt werden. 
Zur Ausschaltung der Garung bei schwacher Saccharasewirkung ist auch del' 
Zusatz von 0,5 ccm Chloroform zu der obigen Inversionsmischung zu emp
fehlen 3 • 

Die Abbrechung der Inversion geschieht durch Einpipettieren der von 
Zeit zu Zeit entnommenen Proben in Sodalosung, von welcher die Hefe bald
moglichst abfiltriert wird, oder in Sublimat16sung. 

1 Willstatter u. Lowry jr., H. 150,287; 1925. 
2 Willstatter u. Steibelt, H. 111, 157, und zwar S. 168; 1920. 
3 Vgl. Euler u. Josephson, H. 120,42; 1922. 
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Willsta tter und Racke (1. c. S. 12) empfehlen Anwendung von 160f0iger 
Rohrzuckerlosung und suspendieren 2,00 g frische Hefe in 100 ccm. Die Wirk
samkeit driickt Willstatter durch den Zeitwert oder durch den Vergleichs
zeitwert (siehe S. 205) aus. 

Euler und Svanberg1 fuhren das Inversionsvermogen, Inv. ein und 
berechnen es durch den Ausdruck: 

k.gZucker 
Inv. = Zellenzahl . 

Fur die Umrechnung in die Inversionsfahigkeit If (vg1. S. 204) muss 
man die Zellenzahl der Hefe pro Gewichtseinheit kennen. Fur frische Hefe 
ist, wie fur Praparate 

If _ k·g Zucker 
- g Trockengewich-:t-d~e-r'H""--'ef'e 

Aktivitatsgrad. 

In den meisten Saccharasepraparaten befinden sich neben katalytisch 
wirksamen "aktiven" Saccharasemolekulen auch inaktive. Dieser Umstand 
triibt besonders den Einblick in die Fortschritte der Reinigungsarbeit. Die 
gebrauchten Ausdrucke (If, S.-W.; Zeitwert) zur Angabe der Wirksamkeit 
von Saccharasepraparaten geben an, welche Inversionsgeschwindigkeit durch 
die Gewichtseinheit des zu untersuchenden Praparates unter festgesetzten 
Bedingungen hervorgerufen wird. Wird ein Ausdruck wie If oder S.-W. als 
Mass fur den Reinheitsgrad der Saccharase benutzt, so liegen, wie Euler 
und J 0 s e phs 0 n 2 hervorgehoben haben, darin wenigstens zwei Hypothesen, 
namlich 

1. die Annahme, dass nur eine Art von Saccharase, und zwar von kon
stanter Wirksamkeit existiert, und 

2. die Annahme, dass die gesamte Saccharase in aktiver Form vor
handen ist, bzw. dass der inaktive Anteil der Saccharase vernachlassigt 
werden kann. 

In vielen Fallen durfte aber keine von diesen Annahmen erfullt sein. 

Die Existenz verschiedener Saccharasen geht schon aus dem Umstand 
hervor, dass Saccharasepraparate ganz erhebliche Differenzen hinsichtlich 
der Affinitat zu dem Substrat und zu den Spaltungsprodukten desselben 
aufweisen konnen; dass solche Differenzen tatsachlich auf Verschieden
heiten der Saccharasen selbst zurUckzufUhren sind, geht daraus hervor, 
dass ein solches Praparat sowohl bei der Reinigung vom Zustand in der 
Hefe bis zur Erreichung der hochsten erreichten Reinheitsgraden wie auch 

1 Euler u. Svanberg, H. 106, 201; 1919. - Siehe auch Euler u. Cramer, R.SS, 
430; 1913. 

2 Euler u. Josephson~ H. 145, 130; 1925. 
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nach teilweiser Inaktivierung in der Warme seine ursprunglichen Eigen
schaften wenigstens hinsichtlich der Affinitat zu dem Substrat beibehalt (im 
Falle der Warmeinaktivierung ist dies auch hinsichtlich der Spaltprodukte 
konsta tiert) . 

Hat man mit einem bestimmten Saccharasepraparat oder mit Praparaten 
aus derselben Hefeprobe zu tun, so durfte man jedoch vorlaufig von der 
moglichen Gegenwart verschiedener Saccharasen absehen konnen. Dagegen 
kann die zweite der oben geausserten Annahmen nicht ohne weiteres vernach
lassigt werden, wie in den letzten Jahren deutlich. geworden ist. 

Nun kann man mit Ifmax oder S.-W.max die maximale Aktivitat be
zeichnen, welche das durch seine chemische Zusammensetzung charakteri
sierte, von allen fur die Erhaltung der Aktivitat nicht notwendigen Beimen
gungen befreite Saccharasemolekul erreichen kann. Dann ist der Aktivitats
grad bestimmt durch das Verhaltnis 

If S.-W. 
Ifmax = S.-W.max 

Der Reinheitsgrad eines Praparates ist dagegen bezeichnet durch den 
Quotienten 

Saccharase (aktive + inaktive) 

g Trockensubstanz (Gesamtmenge) 

Als Beispiel zur Unterscheidung del' beiden Begriffe Reinheitsgrad und 
Aktivitatsgrad sei ein Beispiel aus der zwolften Mitteilung "zur Kenntnis 
des Invertins" aus Willsta tters Laboratorinm angefuhrtl. 

Die Restlosung nach einer Bleifallung enthielt 2,61 S.-E., die beim Stehen 
auf 1,25 S.-E., bei der Dialyse und Elektrodialyse auf 1,08 S.-E. zuruck
gingen. Der Saccharasewert (S.-W.) betrug nach dies en Verlusten 5,0; da aber 
keine Trubnng eingetreten und keine Filtration vorgekommen war nnd da 
man wohl weiter annehmen darf, dass keine Saccharase ansdialysiert oder 
von dem Membran adsorbiert war, wurde man unter Berucksichtigung dieser 
Verluste eine Verschlechterung des Aktivitatsgrades im Verhaltnis 2,61 : 1,08 
berechnen konnen. Ware diese Verschlechternng nicht eingetreten, so 
sollte del' Reinheitsgrad mind est ens entsprechend dem Wert S.-W. gleich 
5,0'2,61/1,08 =12 gesetzt werden. Konnte man auch S.-W.max gleich 12 
setzen, ware also der Aktivitatsgrad 5/12. Da es jedoch nicht bekannt ist, 
in welchem Umfange die schon bei den vorher vorgenommenen Reinigungs
operationen inaktivierten Saccharaseteile bei den spateren Reinigungen mit
gefolgt haben, sowie in welchem Masse Verunreinigungen noch im Praparat 
eingehen, so muss diesel' Wert des Aktivitatsgrades als ein Maximiwert an
gesehen werden. 

1 'Yillstiittel' u. Schneider, H. 151, 1, und zwar S. 26-27; 1926. 
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E. Raffinosespaltung. 
Die Annahme, dass die Raffinose durch die Fructosaccharase der Hefen 

gespalten wird, stiitzt sich besonders auf die neueren Ergebnisse von Will
statter und Kuhn l . 

Raffinose krystaIlisiert in Nadeln, enthaltend 5 Mol. KrystaIlwasser 
(CIsH32016 + 5 H20). Schmelzp. 118-119°. [aJD = + 104° (Hydrat); + 123° 
(Anhydrid). Fehlingsche Losung wird nicht reduziert. Wird enzymatisch 
III zweierlei Weise gespalten: 

1. in Fructose und Melibiose durch Fructosaccharase, 
2. in Galaktose und Rohrzucker durch eine Komponente des Emulsins 

(Galaktoraffinase; Neuberg 2, Willstatter und Csanyi 3), woraus die An
ordnung der 3 Hexosen im Molekiil hervorgeht: 

Melibiose 

Fructose - Glucose - Galaktose 

Rohrzucker 

Zemplen 4 hat die Raffinose als Galaktosido <1,5>-3-glucosido <1,5>-fruc
tosid[2,5J formuliert. Haw 0 rt h und seine Mitarbeiter haben jedoch neuer
dings dargetan, dass der Galaktoserest wahrscheinlich mit dem Kohlenstoff
atom 6 des Glucoserestes verkettet ist (siehe den Abschnitt iiber Melibiase). 

a) Raffillosespaltullg durch Hefell. 

In gewissem Widerspruch zu der Annahme, dass die Saccharase als Rafn
nase fungiert, scheint das Ergebnis zu stehen, dass nicht aIle Hefen, welche 
Rohrzucker spalten, zur Ra£finosespaltung fahig sind. Nach Lindner ver
garen Monilia candida Hansen und Hefe Nr. 602 des Berliner Institutes fiir 
Garungsgewerbe (gewonnen aus Danziger J openbier) Rohrzucker, greifen 
aber Raffinose nicht an. Nimmt man mit Willsta tter an, dass Hefe Rohr
zucker direkt ohne vorangegangene Hydrolyse durch Saccharase vergaren 
kann, so konnen diese Befunde dadurch erklart werden, dass die oben auf
gezahlten und ahnlichen Hefen keine Saccharase enthalten, wohl aber die 
spezifische Rohrzuckerzymase. Bei Schizosaccharomyces octosporus Beijerinck 
und Hefe Nr. 370, welche umgekehrt Raffinose, nicht aber Rohrzucker ver
garen, miisste man dann vielleicht die Annahme machen, dass sie eine spezi
fische Raffinosezymase enthalten. 

Aus dem experimenteIlen Befund, dass der Quotient 

Zeitwert fiir Raffinase 

Zeitwert fiir Saccharase 

1 K u h n, H. 125, 28; 1922/23. - V gl. Will s tat t e r u. K u h ll, H. lI5, 180; 1921. 
2 Neuberg, Biochern. Zs 3, 519; 1907. 
3 Willstatter u. Csallyi, H. 117, 172; 1921. 
4 Z e rn pIe ll, Chern. Ber. 60, 923; 1927. 

Chemie d. Enzyme. II. 3 . .A.. 14 
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fur verschiedene He£en ungleich war, hatten Willsta tter und Kuhn lursprung
lich den Schluss gezogen, "dass dieSpaltung der heiden Zuckerarten (Rohr
zucker und Raffinose) nicht auf ein und dasselbe Enzym zuruckgefuhrt werden 
kann". Immermn war es schon aus den Zahlen dieser erst en Untersuchung 
aus Willsta tters Laboratorium uber die Spezifitat der Saccharase- und 
Raffinasewirkung ersichtlich, mit wie grosser Annaherung die enzymatischen 
Spaltungen der beiden Zuckerarten in den verschiedensten Hefen parallel 
laufen, und der Eindruck dieser weitgehenden Parallelitat wurde noch ver
starkt durch den Vergleich der Quotienten der Raffinase- und Saccharase
zeitwerte von Saccharasepraparaten 2, die verscmedenen Reinigungsverfahren 
unterwor£en worden sind. 

Praparat 

~ur durch AI(OHla gerein. Zeitw. 4,8. Frei v. Melibiase 
Dass. Prap., weiter d. Kaolinads. gerein. Zeitw. 0,86 . . 
Ebenso gerein., dann mit Uranacetat behandelt. Zeitw. 1,96 . 
Prap. aus frakt. enzym. Hefeabbau, d. Ads. gerein. Zeitw. 1,4 

Quotient 

11,2 
U,2 
U,4 
9,3 

Der Umstand, dass der Quotient nicht den Wert 1 besitzt, sagt naturlich 
an sich nichts uber die Existenz oder Nichtexistenz einer besonderen Raffinase 
aus, denn ein und derselbe Katalysator wird in der Regel zwei verschiedene 
Substrate mit verschiedener Geschwindigkeit spalten, z. B. eine organische 
Saure zwei verscmedene Esters. 

Die Au££assung, dass die Hydrolyse von Raffinose und Rohrzucker von 
demselben Enzym bewirkt wird, wurde £ruher von E. Fischer 4, A. Baus, 
H. E. Armstrong (1. c.), E. F. Armstrong 6, Herissey 7 und C. S. Hud
son 8 vertl'eten. 

Nachdem die quantitative TheOl'ie del' l'elativen Spezi£itat del' Enzyme 

1 Willstatter u. Kuhn, H. U5, ISO; 1921. 
2 H. E. Armstron g u. Glover (Proc. Roy. Soc. B. 80, 312; 1908) hatten mit einer 

nicht naher deflnierten Saccharaselosung den Quotienten (filr 50% Hydrolyse) zu 5,4 gefunden. 
3 E.F.Armstrong u. Caldwell (Proc. Roy. Soc. B. 73,526; 1904 u. 74, 195; 1905) 

fanden ftir die relative Geschwindigkeit del' Hydrolyse durch katalysierende, stark dissoziierte 
Sauren die folgenden "\Verte: 

Lactose I 
~Ialtose 1,27 
a-l\Iethylglucosid 0,17 

Rohrzucker 1240 
Raffinose 1040. 

4 Fischer u. ~iebel, Sitz.-Ber. d. Preuss. Akad. 5, 73; 1896. - E. Fischer, 
H. 26, 60; 1898. - Siehe auch Pantz u. Vogel (Zs f. BioI. 32, 304; 1895), nach welchen 
Raffinose durch den Diinndarm des Hundes und pferdes nicht gespalten wird. 

5 Bau, Wochenschr. f. Brau. 17, 698; 1900. 
6 E. F. Arm s t ron g, The simple Carbohydrates. 3. AuH. London 1919. 
7 Herissey u. Lefevre, Jl de Pharm. et de Chim. (6) 26,56; 1907. 
8 o. S. Hudson, JI Amer. Chern. Soc. 36,1566; 1914. - C. S. Hudson u. Harding, 

ebenda 37, 2193; 1915. 
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unter Anwendung des Massenwirkungsgesetzes formuliert worden war!, wurde 
auch die fruhere Auffassung von Willstatter und Kuhn 2 zugunsten der 
alteren Annahme der Identitat der beiden Hefeenzyme abgeandert 3 • "Die 
von R. WiIIstatter und R. Kuhn 2 beobachteten Schwankungen des Quo-

Zeitwert fur Raffinase 
tienten, Z . .. S ' die sich beim Vergleich verschiedener He£en 

mtwert fur accharase 
ergaben, sind nicht durch ein wechselndes MengenverhaItnis absolut spezi
fischer Hefeenzyme zu erklaren." 

"Sie sind bedingt durch die wechselnde Affinitat, die dem Invertin 
verschiedener Hefen gegenuber dem Di- und Trisaccharid eigen ist. Das 
VerhaItnis der Dissoziationskonstante der 
Saccharase-Saccharoseverbindung Ks zur 
Dissoziationskonstanten der Raffinase
Raffinoseverbindung KR ist fur aIle unter
suchten Invertine iibereinstimmend Ks : KR 
= 1 : 16." 

"Ebenso erweist sich das VerhaItnis 
des molaren Umsatzes von Rohrzucker 
und Raffinose, den eine bestimmte Enzym-

1,0 
/' "\ 

V \ 
V \ 

\ 

"r-., 
0 1 2 3 I(. !i 6 7 8 SPH 

Fig. 28. 

menge unter optimalen Bedingungen in gleichen Zeiten bewirken k6nnte, der 
fur unendlich hohe Substratkonzentration extrapolierte Zeitwertquotient Qoo 

als konstant. Q", = 2,0. 

Vergleich von Geschwindigkeitsquotient und Affinitat 
v ers c hi eden er Invertin e. 

Invertin QO,138 Ks KR I KR :Ks I QM Qoo 

Berliner Rasse II 4,8 0,016 0,24 15 16 2,0 
Berliner Rasse XII . 5,0 0,016 0,24 15 16 2,0 
Danische Brennereihefe 5,0 0,017 0,27 16 16 1,9 
Miinchener Brauereihefe . 8,3 0,040 0,66 17 17 1,9 

Die Annahme der Identitiit der Hefesaccharase und Heferaffinase scheint 
also gut begriindet4. 

Aciditiitsbedingungen. Aus der von Willstatter und Kuhn ermittelten 
Kurve (Fig. 28) geht hervor, dass das Aciditatsoptimum der Raffinose
spaItung recht nahe mit demjenigen der Rohrzuckerspaltung zusammenfiiIlt; es 
liegt bei etwa pH = 4,5-5. Insbesondere die alkalischen .Aste der pH-Kurven 
fur die Saccharase- und Raffinasewirkung stimmen sehr nahe uberein; dies 

1 K u h n, H. 125, 1; 1922/23. 
2 'Vi II s ta tter u. Kuhn, H. 115, 180; 1921. 
3 K u h n, H. 125, 28; 1922/23. 
4 V gl. J 0 s e phs 0 n, H. 136, 62; 1924. 

14* 
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wurde durch die von Euler, Josephson und Myrback entwickelte Theorie 
der Aktivitats-pH-Kurve der Saccharase erklart, indem die fur die Saccharase 
geltende Formel auch bei Anwendung der Raffinose als Substrat ihre Gultig
keit beibehalt. 

Kinetik. Proportionalitat von Reaktionsgeschwindigkeit und Enzym
menge trifft fur die Spaltung der Raffinose in demselben Bereich wie fur die 
Rohrzuckerinversion zu. 

Der zeitliche Verlauf der Spaltung erinnert ebenfalls an die fur die Saccha
rase bekannt gewordenen Verhaltnisse. Die GUltigkeit der Reaktionsgleichung 
erster Ordnung ist zuerst von H. E. Armstrong und Glover behauptet 
worden. Dies wird innerhalb der Grenzen von 30-60% Spaltung von Will
statter und Kuhn bestatigt. Diese Forscher haben also zur Bestimmung des 
Raffinose-Zeitwertes mit Hil£e der theoretischen Kurve ihre ge£undenen 
Werte auf 50%ige Hydrolyse interpoliert. 

I I Spaltung I Minuten Drehung % I I I Spaltung 
k·lO' Minuten Drehung % k .1O~ 

0 13,71 0 0,0 - 60 11,140 39,4 36,2 
10 13,260 6,9 31,0 80 10,550 48,4 35,9 
20 12,760 14,5 34,0 no 9,800 60,0 36,2 
30 12,300 21,6 35,2 160 9,000 72,1 34,6 
45 

I 
11,670 31,3 36,2 220 8,350 82,1 34,0 

00 7,180 100 -

Hemmung durch die Spaltprodukte. Josephson 1 hat die Hemmung 
der Raffinosespaltung durch die Spaltungsprodukte der Raffinose (Fructose 
und Melibiose) untersucht; wahrend Fructose stark hemmt, zeigte Melibiose 
keine Hemmung. Die Hemmung durch Fructose liess sich durch die von 
Michaelis und Menten abgeleitete Formel quantitativ verwerten. Die 
aus den Hemmungsversuchen mit Raffinose als Substrat berechneten Affini
tatskonstanten der Fructose-Raffinaseverbindung stimmen mit den aus der 
Hemmung der Saccharosespaltung berechneten Wert en uberein. 

Auch Glucose (und Galaktose) hemmt nach Josephson die Raffinose
spaltung, und zwar wurde die Hemmung durch ,B-Glucose etwas grosser als 
die Hemmung durch a-Glucose gefunden. Auch die Ergebnisse mit Glucose 
(und Galaktose) stimmen sehr gut mit der Annahme der Identitat der Saccha
rase und Raffinase uberein. 

a-Methylglucosid. Bei Untersuchung der Hemmung der Raffinasewirkung 
durch a-Methylglucosid hat Josephson 2 die bemerkenswerte Beobachtung 
gemacht, dass die Hemmbarkeit durch dieses Glucosid bedeutend geringer ist 

1 J 0 s e phs 0 n, H. 136, 62; 1924. 
2 Josephson, H. 149,71; 1925. 
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als bei der Saccharosespaltung. Die Geschwindigkeit der Raffinosespaltung 
durch das angewandte Enzympraparat wurde durch 2% a-Methylglucosid 
im Reaktionsgemisch auf etwa die Halfte herabgesetzt, wahrend die Ge
schwindigkeit der Saccharosespaltung durch denselben Gehalt an a-Methyl
glucosid auf etwa den zehnten Teil erniedrigt wurde. 

In Anbetracht der vielen Tatsachen, welche fur die Identitat der beiden 
Enzyme Fructosaccharase und Fructoraffinase sprechen, ist also anzunehmen, 
dass die Wirkung des a-Methylglucosids auf die Raffinose-Saccharaseverbindung 
verschieden ist von der Wirkung auf die Saccharose-Saccharaseverbindung. 
Es ist zu vermuten, dass die spezifische Wirkung des a-Methylglucosids 
auf die Saccharase nach Anlagerung der Raffinose gerade deshalb in geringerem 
Grade zum Vorschein kommt, weil die Glucosekomponente der Raffinose 
wegen des Eintritts der Galaktose nicht mehr in dem Masse mit dem a-Methyl
glucosid ubereinstimmt, wie dies bei dem Rohrzucker zutreffen durfte. Es 
wird also bei der Raffinosespaltung die vor der schliesslichen Spaltung vielleicht 
eintretende Bindung der zweiten Komponente des Zuckers in geringerem 
Masse als bei der Rohrzuckerspaltung beein£lusst. Wie diese Verschiedenheiten 
bei der Spaltung der verschiedenen Substrate naher zu verstehen sind, lasst 
sich aber mit unseren jetzigen Kenntnissen nicht sagen. 

b) Ubrige Raffinasen. 

Durch die Glucosaccharase des Aspergillus oryzae (Gluco-Takasaccha
rase) wird die Raffinose nicht gespalten 1• "Das genaue Studium des Mecha
nismus der Raffinosespaltung durch Takadiastase ergibt", nach Leibowitz 
und Mechlinski, "dass die Saccharasewirkung erstnach del' Abspaltung 
des Galaktoserestes einzutreten vermag." 

Nach Bourquelot 2 und Gillot 3 kommt Raffinase in Schimmelpilzen 
VOl'. Eine umfassendere Untersuchung del' Raffinosespaltung durch Schimmel
pilze verdankt man Pringsheim und ZempHm 4• Collin 5 hat die Hydro
lyse del' Pilzsaccharide durch Botrytis cinerea studiert. 

Invertebraten: Mollusken und Crustaceen. In zahlreichen wirbel
losen TiBren haben Bierry und Giaja ein Enzym nachweisen konnen, welches 
Raffinose spaltet; so Bierry und Giaja 6 im Magen-Darmsaft von Helix, 
Giaja 7 zum Teil gemeinschaftlich mit Gompel in Mollusken, Crustaceen 
und Insekten. 

1 Leibowitz u. Mechlinski, H. 154,64; 1925. 
2 Bourquelot, Soc. BioI. 48, 205; 1896. 
3 Gill 0 t, Bull. Acad. R. sc. Belg. 1899, 211 und 1900, 99. 
4 H. Pringsheim u. Zemplen, H. 62, 367; 1909. 
5 Colli n, Theses, Paris 1911. 
G Bierry u. Giaja, Soc. BioI. 61,485; 1906. - Bierry, Biochem. Zs 44, 426; 1912. 
7 G i aj a u. Go m pel, Soc. BioI. 62, 1197 und 63, 508; 1907. - G i aj a, Theses, 

Paris 1909. 
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Bierry bezeichnet das Enzym, welches u. a. Trisacchariden auch Raffinose 
aufspaltet, als Lavulopolyase. Bierry sowie Bourquelot und Bridel 
betonen, dass im allgemeinen die Fructose zuerst aus der Raffinose freigemacht 
wird, so dass Melibiose zuruckbleibt, welche dann weiter zerlegt wird. 

In h6heren Tieren ist eine enzymatische Spaltung der Raffinose 
mehrmals vergeblich gesucht worden (E. Fischer und Niebel, 1. c.); keines
falls ist eine solche Spaltung mit Sicherheit nachgewiesen 1• Dieser Umstand 
scheint dafur zu sprechen, dass die tierische Saccharase (Glucosaccharase?) 
nicht als Raffinase fungieren kann. 

Uber die zweite Art der Raffinosespaltung (durch die Galaktoraffinase 
in Emulsin) siehe Neuberg, Biochem. Zs 3, 519; 1907, sowie Willstatter 
und Csanyi, H. 117, 172; 1921. 

c) Methoden zur Bestimmung der Raffinasewirkung. 

Die Spaltung der Raffinose in Melibiose und Fructose wird polarimetrisch 
verfolgt. Willstatter und Kuhn (I. c.) ermitteln als Zeitwert "die Anzahl 
Minuten, welche 0,5 g Trockengewicht von Hefe oder Enzympraparat brauchen 
wiirden, urn bei 30 0 und optimalem pH in 25 ccm 2,061 g ClsH32016' 5 H20 
zu 50% zu spalten. Die vollstandige Hydrolyse liefert 2,5%ige Fructose
losung. Das Aciditatsoptimum (pH = 4,5) wurde durch Zusatz von 1 ccm 
20%iger NaH2P04-Losung eingestellt." 

F. Anhang. 

Gan tianase (Fructo- Gentianase). 

Substrat: Gentianose, ClsH32016, kommt in den \Vurzeln der Gentiana
art en vor. Schmelzp. 209-211 o. [aJl) = + 31,2 0 - 33,40 • Sauren spalten in 
1 Mol. Fructose und 2 Mol. Glucose. Die Anordnung der Hexosen geht aus 
folgendem Schema hervor: 

Rohrzucker 

Fructose - Glucose - Glucose 

Gentiobiose 

Vorkommen: Ein Hefenenzym bewirkt die Spaltung in Fructose und 
Gentiobiose, wahrend durch Emulsin und besonders durch Extrakte aus 
Aspergillus niger die Aufteilung in Rohrzucker und Glucose ermoglicht wird 
(Bourquelot 2). 

1 Moglicherweise findet eine Hydrolyse der Raffinose im Darm durch Yermittlung von 
Bakterien statt (K u ri yam a u. Men del, Jl of BioI. Chem. 31, 124; 1917). 

2 B 0 u r que lot, C. r. 126, 1045; 1898:; 133, 690; 1902. - Jl de Ph arm. et Chim. (6) 
16,578; 1902. - Bourquelot u. Herissey, C. r. 132,571; 1901; 135,290 u. 399; 1902; 
136,762; 1903. - B ourquelot u. Bridel, JI de Pharm. et Chim. (7) 3, 569; 1911. -
C. r. 152, 1060; 1910. 
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Durch Enzymgemische aus Invertebraten, besonders Schnecken, erfolgt 
nach Bierry! zuerstAbtrennung von Fructose, dann Spaltung der Gentiobiose. 

Ebenso wie die Saccharase der Hefen als Raffinase fungiert, so ist es 
sehr wahrscheinlich, dass dieses Enzym identisch mit der Fructo-Gentianase ist. 
Eine Gluco- Gentianase diirfte mit der Gentiobiase (oder Amygdalase) identisch 
sein konnen 2. 

Fructo- Stachyase. 

Sub s t rat: Stachyose, zuweilen auch Mannotetrose benannt, 024H42021 
+ 4 H20, wird nach Schulze und Planta3, sowie Winterstein4 aus Stachys 
tubifera und aus dem Wurzelsystem von Lamium album und Labiaten, sowie 
aus weissem Jasmin gewonnen. Verlust des Krystallwassers bei 115-120°. 
Schmelzp. des Anhydrids 167-1700 (Tanret 5). Fur die Hydratform ist 
[aJD = 133,9 0 (Neuberg 6). 

Die sog. Lupeose (Schulze, Ohern. Ber. 43) aus Lupinensamen ist nach 
Tanret (0. r. 155) vermutlich mit Stachyose identisch. 

Enzymatische Spaltung. Die Anordnung der vier Hexosereste im 
Molekul und die Wirkung der Enzyme geht aus folgendem Schema hervor: 

Fructose - Glucose - Galaktose - Galaktose 

Mannotrisaccharid 
(Hefenenzym und Kefirlactase) 

Das Mannotrisaccharid hat N euberg als Osazon isoliert. 
Das spaltende Hefenenzym wurde von N e u b erg (1. c.) nach der von 

E. Fischer fur Maltase angegebenen Vorschrift dargestellt und deswegen 
entsprechend bezeichnet. Dber die Identitiit dieses Enzyms mit anderen 
hydrolysierenden Enzymen dieser Gruppe, besonders mit Saccharase, liegen 
noch keine Anhaltspunkte vor 7• 

Auch von Enzymen aus dem Magen-Darmkanal von Wirbellosen wird 
Stachyose nach Bierry 8 gespalten, und zwar nimmt dieser Forscher drei 
Stufen und drei Enzyme an. 

Eine andere mogliche Spaltung in Rohrzucker und Digalaktose durch 
Emulsin ist noch hypothetisch, wie besonders aus der Untersuchung von 
N eu berg hervorgeht. 

1910. 

1 Bierry, C. r. 148,949; 1909. - Biochem. Zs 44, 426:; 1912. 
2 Siehe hierzu Josephson, H. 169,301; 1921. 
3 Schulze u. v. Planta, Chem. Ber. 23, ]692; 1890; 24, 2705; 1891; 43, 2230; 

4 Winterstein, Landw. Yersuchsst. 41, 375. 
5 Tan ret, C. r. 134, 1586; 1902; 136, 1569; 1903. - Bull. Soc. Chim. 27 u. 29. 
6 :Neuberg u. Lachmann, Biochem. Zs 24,171; 1910. - Siehe auch :Neuberg, 

ebenda 3, 519; 1907. 
7 Siehe hierzu auch Vintilesco, Jl de Ph arm. et de Chim. (6) 30, 167; 1909. 
8 Bierry, Biochem. Zs 44, 446; 1912. 
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Verbaskose aus Verbascum Thapsus ist ein vermutlich mit Stachyose 
isomerer Zucker (Bourquelot und Bridel, C. r. 151). Uber die enzymatische 
Spaltung ist nichts bekannt. 

Melezitase 

aus Aspergillus niger soll Melezitose (Melezitotriose) III 1 Mol. Glucose und 
1 Mol. Turanose zerlegen (Bourquelotl). 

Da die Melezitose als Abkommling des Rohrzuckers, durch Paarung 
der FructosehaHte mit Glucose entstanden, erscheint 2, so ist die Melezitase 
sicher nicht eine Fructo-Saccharase. Hefe-Saccharase greift auch nicht in die 
Melezitose ein. Dagegen scheint nach Kuhn und v. Grundherr die Spalturig, 
welche Enzympraparate aus Aspergillus oryzae bewirken, eventuell auf die 
Glucosaccharase zuriickgefiihrt werden zu konnen 3. 

Emulsin greift unter verscrnedenen pH -Bedingungen weder Melezitose 
noch ihr Spaltungsprodukt Turanose an. . Maltasehaltige Autolysaten aus 
frischer Lowenbrauhefe greifen die Rohrzuckerbindung der Melezitose an; 
es liegt wahrscheinlich eine von der Maltase und Saccharase spezifisch ver
scrnedene "Melezitase" vor. In der obergarigen Hefe der Sinner A.-G. 
konnte die "Melezitase" nicht angetroffen werden. 

1 Bourquelot u. Herissey, Bull. Soc. MycoI. France 9; 1893. 
2 Kuhn u. v. Grundherr, Chern. Ber. 59, 1655; 1926. - Zemplen u. Braun, 

Chern. Ber. 59, 2230, 2539; 1926. 
3 Bridel und Aagaard (Bull. Soc. Chim. BioI. 9, 884; 1927) :linden jedoch, dass die 

SpaItung der Melezitose durch Aspergillus niger wahrscheinlich nicht durch die Saccharase 
derselben, sondern durch ein besonderes Enzym bewirkt wird. 



6. Kapitel. 

P-Glucosidase. 
Bearbeitet von Karl Josephson. 

In diesem Kapitel behandeln wir die Reaktionen, durch welche die Alkyl
und Arryl-,B-Glucoside gespalten werden. Die enzymatische Spaltung der 
Oxynitril-,B-Glucoside durch die ,B-Glucosidase, sowie die Spaltung der ,B-Bioside 
durch Enzyme, die unter dem Gruppennamen ,B-Glucosidasen untergebracht 
werden konnen, wollen wir dann in den folgenden Kapiteln besprechen. 

I. Allgemeines iiber Emulsin. 

Ausgangsmaterial zur Darstellung des Emulsins. Vorkommen. 

Ro biquet und Boutron-Charlard 1 haben 1830 die Entdeckung ge
macht, da:;s ein Bestandteil der bitteren Mandeln die Fahigkeit besitzt, das 
Amygdalin zu spalten. Wohler und Liebig 2 haben die Wirkung des aktiven 
Stoffes auf Amygdalin naher untersucht, und die Bezeichnung "Emulsin" ein
gefiihrt. Diese Bezeichnung des vorliegenden Enzymgemisches ist ja dann 
allgemein angenommen worden 3, wahrend die von Rob i que t 4 vorgeschlagene 
Bezeichnung "Synaptase" nicht in Gebrauch gekommen ist. 

Da das Emulsin nicht an einem bestimmten, sondern an verschiedenen 
Substraten gepriift worden ist, besteht kaum eine genauere Definition fiir 
dieses Praparat als die, dass es in wassriger Losung natiirliche ,B-Glucoside 
spalten soIl; dabei hat man zur Priifung unter natiirlichen Glucosiden meist 
die in hoheren Pflanzen vorkommenden Verbindungen der Glucoside mit 
aromatischen Resten ausgewahlt, also Arryl-Glucoside yom Salicin-Typus, 
oder es wurde die Wirkung speziell an Amygdalin gepriift, was wohl zum Teil 
auf den angegebenen historischen Griinden beruht. 

Als Ausgangsmaterial fiir die im Handel vorkommenden Emulsin
praparate werden meist siisse oder bittere Mandeln verwendet. Doch kommen 
glucosidspaltende Enzyme keineswegs nur in Mandeln vor, vielmehr sind sie 
sehr verbreitet in verschiedenen Organen zahlreicher Pflanzen, und zwar soIl 
sich Emulsin auch in sol chen Pflanzen finden, welche keine eigentlichen 

1 Robiquet u. Boutron-Charlard, Ann.Chirn.Phys.(2)44, 352; 1830.-Jl Pharrn. 
23, 589; 1837. - Liebig, Ann. de Chirn. 25, 175; 1838. Hier auch altere Literatur. 

2 Wohler u. Liebig, Ann. Chern. Pharrn. 22,1; 1837. - Poggend. Ann. 41, 345. 
3 Vgl. H. v. Euler u. K. Josephson, Chern. Ber. 56,453; 1923. FuBnote 1. 
4 Rob iq uet, Jl Pharrn. 24, 196, 326; 1838. 
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f3 - Glucoside enthalten; diese Angaben bedurfen allerdings noch elUer 
Prurung. 

Nachst den Mandeln sind als Ausgangsmaterial rur die Darstellung zu
nachst die Samen anderer Prunaceen zu nennen, z. B. von Prunus domestica 
und Prunus persica. 

Eingehende Untersuchungen uber das Vorkommen von "Emulsin" in 
Organ en hoherer Pflanzen verdankt man B 0 u r qua lot und besonders seinem 
Mitarbeiter Herisseyl, ferner Guignard 2, Tanret, Bertrand, H. E. und 
E. F. Armstrong und Horton 3 und Rosenthaler4. Aus allen Angaben 
geht hervor, dass die grossten Emulsin-Ausbeuten aus Rosaceen gewonnen 
werden, as kommen also ausser den Prunaceen auch noch die anderen Unter
familien in Betracht, und zwar gewinnt man Emulsin nicht . nur aus den 
Samen 5, sondern auch aus den Stielen und Blattern, so z. B. beim Kirsch
lorbeer, Prunus laurocerasus, bei Prunus serotina u. a. 

Dber das Vorkommen im ubrigen mag hier noch erwahnt werden: 
Samen: Korner von Hulsenrruchten nach Bertrand und Rivkind 6 • 

Samen von Ericineen und Ribesarten. Polygala 7 • Gekeimte Gerste 8, Tabak 9 •. 

Wurzeln: Orchideen nach Guignard 10• Enzianll. Verbascum Thapsus 
(Harlay 1905). Graser. 

Blatter: Aucuba japonica12, Sambucus-Arten 13, Tabak 9• 

Rinde: Betula alba, Fraxinus excelsior (Bourquelot). 
Milchgeras s - Sys tem des Em bryo: Euphorbiaceen (Manihot-Arten) 

(Guignard). 
In niederen Pflanzen hat ausser Bourquelot und Herissey besonders 

Gerard 14 das Vorkommen von Emulsin studiert. Einige Kulturheren spalten 
Amygdalin, Salicin, Arbutin (Henry und Auld 15, Bok orny16, Neuberg 

1 Her iss ey, Recherches sur l'emulsine. Theses, Paris 1899. 
2 Guignard, C. r. no, 477; 1890. - JI de Bot. 4,3; 1890. - Zum 'reil hat Guignard 

den Xachweis des Emulsins auf Farbenreaktionen gegrundet, welche mit den \Yirkungen von 
Glucosidasen nichts zu tun haben. Die betrefi'emlen Angaben crfordern eine NachprUfung. 

3 H. E. und E. F. Arm str on g uncI Ho rto n, Proc. Roy. Soc. 85, 363; 1912. 
4 Rosenthaler, Arch. d. Pharm. 251,56; 1913. 
5 B 0 u rq u e lot u. II e ri sse y, C. r. 137, 56; 1903. - Apfel- und Birnensamen sollen 

nur geringe Emulsinwirkung zeigen (Huber, Landw. Versuchsst. 75,462; 1911). 
6 Bertrand u. Hivkind, C. r. 143,970; 1906. - Bull. Soc. Chim. (4) 1,497; 1906. 
7 Bourquelot, Jl de Pharm. et de Chim. (5) 30, 433; 1894. 
8 ~Ia est ri n i, Atti Acad. d. Lincai 29 (5), 164; 1920. 
9 Oosthuizen u. Shedd, JI Amer. Chern. Soc. 35,1289; 1913.-Traetta Mosca, 

Gaz. chim. ital. 43, II, 431; 1914. 
10 Guignard, C. r. 141,637; 1905. 
11 Bourquelot u. lIerissey, JI de Pharm. et de Chim. (6) 16,513: 1902. 
12 Bourquelot u. Herissey, Soc. BioL 56, 655; 1904. - C. r.138, 114, 1114; 1904. 
13 Guignard, C. r. 141, 16; 1905. 
14 G era r d, Soc. BioI. 45, 651; 1893. - JI de Pharrn. et de ('him. (5) 28, 11; 1893. 
15 Henry u. Auld, Proc. Roy. Soc. 76, 568; 1905. 
16 Bokorny, Biochern. Zs 75, 376,1916. 
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und Farber l ). Aspergillus oryzae enthalt nach Hatano eme P-Glucosidase 
(siehe S. 221). 

In vielen Flechten hat Heut 2 Emulsin gefunden. 

Ein ausfuhrliches Referat der Angaben uber das Vorkommen von "Emul
sin" kann hier um so eher unterbleiben, als diese Angaben sich meist nur auf 
eine Komponente des Emulsins beziehen. Insbesonders muss hervorgehoben 
werden, dass der Nachweis einer Bildung von Glucose aus Amygdalin das 
Vorkommen der Amygdalase beweist, nicht aber das der eigentlichen P-Glu
cosidase (Prunase). Dagegen ist es nach den Arbeiten von Willstatter, 
Kuhn und Sobotka 3, sowie von Josephson 4 sehr wahrscheinlich, dass 
dasjenige Enzym, welches die Spaltung der nattirlichen und synthetischen 
Arryl-p-Glucoside bewirkt, auch als Alkyl-P-Glucosidase fungiert. Die Alkyl
p-Glucosidase ist also wahrscheinlich mit der Arryl-p-Glucosidase wie auch 
mit der Oxynitril- P -Glucosidase identisch; die quantitativen Verschieden
heiten, welche man bei Untersuchung von verschiedenen Substraten, sowie 
bei Prufung verschiedener Enzympraparate findet, konnen vielleicht ganz 
auf die verschiedene relative Spezifitat der P-Glucosidase gegenuber den 
verschiedenen spaltbaren Substraten zuruckgefuhrt werden. 

Bekanntlich haben fruher mehrere Enzymchemiker die Existenz zahl
reicher, auf spezielle Glucoside spezifisch wirkender Enzyme angenommen. 
So hat Sigmund geglaubt, aus seinen Versuchen den Schluss ziehen zu konnen, 
dass Salicin durch eine spezifische Salicase gespalten wird, ebenso Arbutin 
durch eine Arbutase, Askulin durch eine Askulase, Populin durch eine Popu
lase usw. 

Bezuglich der Wirkung der Enzympraparate aus verschiedenen Pflanzen 
mag folgender Hinweis auf die fruheren Arbeiten genugen: 

Substrat Vorkommen Yerfasser 

Salicin Salix und Populus Sigmund 

Salix und Populus ,Yeewers 

Rolin 

Yerschiedene Pfianzeil II.E.Arm s tr 0 n g, 
E.F. Armstro ng 

und Horton 

Kiirbis Kraueh 

1 Neuberg u. Farber, Biochem. Zs 78, 264: 1916. 
2 He u t, Arch. d. Pharm. 239, 581: 1900. 

Schriftstelle 

,Vien. Sitz.-Ber. 1,117,1213; 1908 
l\Ionatsh. f. Chern. 30, 77; 1909 

Rec. Trav. bot. N eerI. 7, 1; 1910 

II. 87, 182; 1913 

Proc. Roy. Soc. B. 85, 363; 1912 

Landw. Yersuchsst. 23, 77 

3 Wills tatter, Kuhn ll. Sobotka, H. 129, 33; 1923. 
4 Josephson, H. 147, 1; 1925. 
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Substrat Vorkommen Verfasser 

Arbutin I Calluna- und Vacci- Sigmund 
i nium-Arten 

Fichtenholz 

Grevillea robusta Bourquelot und 
Birnbaumblattcr Fichtenholz 

Bourquelot und 
Rerissey 

I 

Populin Salix I Sigmund 
Populus ! Weewers 
Aspergillus Rerissey 

Askulin Askulus, Rinden und Sigmund 

I Samen 

Primiverin Primula officinalis u. Goris u.Masere 
andere Primulaceen 

Elateringlucosid Ecballiurn elaterium Be r g 

Schriftstelle 

Wien. Sitz.-Ber. 1,117,1213; 1908 

Soc. BioI. 66, 830; 1909 
JI de Pharm. et de Chim. 30, 199; 

1909 

C. r. 151, 81; 1910 
JI de Pharm. et de Chirn. (7) 2, 

97; 19lO; 4, 145, 441; 1911; 
5,425; 1912 

C. r. 146, 764; 1908 
Jl de Pharrn. et de Chirn. 27 

421; 1908 

1. c. 

1. c. 

These, 1899 

Monatsh. f. Chern. 31, 657; 1910 

C. r. 149, 947; 1909 

I 
Soc. BioI. 71, 74; 1911 
C. r. 154, 370; 1912 

Hinsichtlich der von Procter l entdeckten sog. Gaultherase ist zu er
wiihnen, dass die Meinungen tiber die Struktur ihres spezifischen Substrates, 
Gaultherin, in letzterer Zeit revidiert werden musste. Karrer 2 hat aus Aceto
bromglucose das synthetische sog. ,8-Gaultherin dargestellt und ihre Spalt~ 
barkeit durch Emulsin nachgewiesen. Karrer hat nun die Vermutung aus
gesprochen, dass das nattirliche Gaultherin die entsprechende a-Verbindung 
sei. Auch dieser Schluss ist wohl doch nicht richtig, da Bridel neuerdings 
zeigen konnte, dass das in Betula lenta vorkommende Gaultherin (Schnee
gans und Gerock, Arch. d. Pharm. Bd. 232, S. 437. 1894) als Zucker nicht 
Glucose, sondern Primverose (Xylose + Glucose) enthiilt. Dieses Glucosid 
soIl niimlich mit dem in Monotropa Hypopitys ge£undenen Primverosid 
Monotropitin (C. r. 178, 1310; 1924) identisch sein (siehe S. 266). 

Schliesslich wollen wir noch die £olgenden Angaben tiber enzymatische 
Spaltung besonders von ,8-Phenylglucosiden durch Pflanzen und Pflanzen
teilen wiedergeben. 

1 Procter, Amer. JI Pharmac. XV, 341; vgl. Bourquelot, JI dePharm. et de Chim. 
(6) 3, 577; 1896. - Schneegans u. Gerock, Arch. de Ph arm. 232, 437; 1894. -
B eyerinck, Zentralbl. f. Bakt. II, 5, 425; 1899. 

2 Karrer u. Weidmann, Relv. Chim. Acta, 32, 52; 1920. - Kuhn (Lieb. Ann. 443, 
17; 1925) hat hervorgehoben, dass die starke Linksdrehung nes natiirlichen Gaultherins der 
a-glucosidischen Natur widerspricht. 
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Malzextrakt spaltet nach van Laer 1 Salicin nicht. 
Die Glucosidspaltung durch Kryptogamen wurde von Bourquelot2 

nachgewiesen, und zwar greifen sowohl hohere als niedere Pilze, Hefen und 
Bakterien Phenyl-p-Glucoside an. Herissey fand eine Glucosidase in Moosen 3 

und Flechten 4 ; H &u t 5 fand das Enzym des Locherpilzes besonders dem Amyg
dalin und Arbutin gegenliber als sehr wirksam. 

B 0 u r que lot 6 gibt ein Verzeichnis derjenigen h 0 her e n Pilze, bei 
welchen er Spaltung von Salicin und Coniferin (und Amygdalin) nach.weisen 
konnte; darunter befinden sich Hydnum cirrhatum, Fuligo varians, Auricularia 
sambucina, Polyporus fomentarius; fur die beiden letzteren werden die Ver
suche ausfiihrlicher beschrieben. Ausser einer Beobachtung an Agaricus 
campestris von Ko bert (Lehrb. d. Intox.) ist noch eine Untersuchung von 
Zellner 7 zu erwahnen, welcher Spaltung von Salicin und Koniferin, nicht 
von Phlorrhizin, durch Holzpilze fand. 

Auch bezliglich des Vorkommens in niederen Pilzen, besonders 
Schimmelpilzen, stammen die ersten grundlichen Untersuchungen von Bour
quelot und Heriss ey 8, Behrens 9 (Botrytis vulg., Monilia fructigena u. a.) 
und Klebs 10• Ein biologisch reineres Enzympraparat gewinnt man nach 
Pottevin aus Aspergillus niger; das Aspergillus-Emulsin spaltet nam
lich nur P-Glucoside, keine p-Galaktoside und keinen Milchzucker (vgl. S. 229). 

Helicin wird nach Schaffer (Diss. Erlangen 1901) durch Mucoreen 
zerlegt. 

Aspergillus oryzae (Taka-diastase) spaltet nach Hatano (Biochem. Zs 
151, 501; 1924) Salicin, Asculin, p-Methylglucosid wie auch Amygdalin (eb. 
151, 498; 1924). 

Unter den zahlreichen Angaben liber Hydrolyse von Glucosiden durch 
Bakterien seien die von Gonnermann ll (Darmbakterien) mit Salicin 
und Arbutin angestellten erwahnt, diejenigen von van der Leck12 liber 
Asculinspaltung durch B. coli und besonders eine eingehende, von Twort13 

an 49 Glucosiden angestellte Untersuchung mit Typhoid-Kolibakterien. Dabei 
wurden Salicin, Arbutin, Coniferin, Phlorrhizin und 23 andere angegriffen. 

1 van Laer, Soc. BioI. 84,471; 1921. 
2 B 0 u r que lot, Soc. BioI. 45, 653, 804; 1893. - Bull. Soc. Mycol. France 9, 189, 230; 

1893; 10, 49; 1894; 11, 235; 1895. 
3 Herissey, Soc. BioI. 50, 532; 1898. 
4 Heri sse y, Bull. Soc. Mycol. France 15, 44; 1899. 
5 He u t, Arch. d. Pharm. 239, 581; 1901. 
6 Bourqu elot, C. r. 117, 383; 1893. 
7 Zellner, Wien. Sitz.-Ber. IIb, 118, 439; 1907. 
8 Bourquelot u. Herissey, C. r. 121, 693; 1895. 
9 Be h r ens. Zbt. Bakt. II, 4, 514; 1898. 

10 Kl e b s, Jahrb. wiss. Bot. 32, 1; 1898. 
11 Gonnermann, Pfliigers Arch. 113, 168; 1906. 
12 v. d. Leek, Zbt. Bakt. II, 17,366; 1907. 
13 Twort, Proc. Roy. Soc. B. 79,329; 1907. 
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Nach Weintraub (Zentralbl. f. Bakter. u. Parasitenk. 1. Abt., 91, 273; 
1924) wird ,B-Methylglucosid von allen eigentlichen Kolibakterien gespalten. 

Tierische Phenyl-,B-Glucosidasen. 

Genauere Angaben uber diese Enzyme oder ihre Wirkungsart liegen 
nicht vor, sondern meist nur Beobachtungen uber ihr Vorkommen, also An
gaben, dass gewisse ,B-Glucoside von gewisserr Organen gespalten worden sind!. 
Der Ubersichtlichkeit· wegen seien deshalb die Ergebnisse, zu welchen die 
verschiedenen Beobachter gekommen sind, tabellarisch zusammengefasst. Dazu 
muss aber bemerkt werden, dass das den Angaben zugrunde liegende Tat
sachenmaterial manchmal recht durftig und unsicher erscheint. Negative 
Resultate k6nnen naturlich auch oft durch ungeeignete Aciditat der L6sung 
veranlasst sein. 

Uber die Wirkungsbedingungen der tierischen ,B-Glucosidasen ist, wie 
erwahnt, nichts bekannt. Es bleibt zu untersuchen, ob sich nicht die Aciditats
bedingungen dieser tierischen ,B-Glucosidasen von denen der pflanzlichen in 
ahnlicher Weise unterscheiden, wie dies bei den Saccharasen nachgewiesen ist. 

II. Isolierung und Darstellung der p-Glucosidase des Mandelemulsins. 
Als Ausgangsmaterial werden im allgemeinen bittere oder susse Mandeln 

verwendet. Die alteren Versuche, das Emulsin aus dem Zellverband in einer 
zum Studium der Enzymwirkungen geeigneten Form zu erhalten, haben 
H. Herissey 2 (vgl. E. Bourquelot3), sowie H. E. Armstrong, E. F. Arm
strong und E. Horton4 zu allgemein gebrauchten Methoden modifiziert. 

Die von Herissey gegebenen Vorschriften lauten: 
100 g siisse }Iandeln taucht man wahrend etwa 1 Minute in kochendes 'Vasser, lasst 

abtropfen und entschalt sorgfaltig; man zerstosst sie in einem Marmormorser ohne Zugabe von 
Wasser moglichst fein. :NIan weicht das erhaltene Produkt in 200 cern einer Mischung von 
gleichen Teilen rein en, destillierten und chloroformgesattigten 'Vassers bei Zimmertemperatur 
ein. Xach 24 Stunden koliert man durch ein angefeuchtetes Siebtuch. Man gewinnt auf diese 
\Veise 150-160 cern Losung, welcher man tropfenweise Eisessig zugibt, urn das Casein 5 zu 
fallen; hierauf filtriert man durch ein nasses Filter. Die triibe Fliissigkeit (120-130 ccm) 
wird nun mit 500 cern 95 % igem Alkohol versetzt; man sammelt den Niederschlag auf ein 
Faltenfilter, lasst abtropfen, gibt eine ::VIischung von Alkohol und Ather zu und trocknet dann 
im Vakuum liber Schwefels~ure.· )Ian erhalt durchsichtige, hornartige Blatter, welche durch 
Zerreiben ein fast rein weisses Pulver liefern. 

Eine wesentliche Verbesserung in den Methoden zur Darstellung wirk
samer Emulsin16sungen wurde von R. Willstatter und Csanyi 6 eingefiihrt, 

1 Es ist seit langem bekannt, dass Saugetiere nach Eingabe von Salicin Salicylsaure im 
Harn ausscheiden, welche als Oxydationsprodukt des Salicylalkohols angesehen wird. 

2 H. He ri sse y, These (1899) unt zwar S. 44. 
3 E. Bourquelot, Arch. Pharm. 245,172; 1907. 
4 H. E. Armstrong, E. F. Armstrong u. E. Horton, Proc. Roy. Soc. 80, 321; 1908. 
5 Richtiger das Protein der Mandeln. 
6 Willstatter u. Csanyi, H. 117, 172; 1921. 
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Tiere u. spaltende Organe I Gespalt'l 
Glurosid 

Kaninchen, Katze, Hund; Salicin, 
Leber und Xiere Arbutin 

II elicin 

Pferd, Kaninchen; Leber Salicin 
uHd Xiere 

:XUI' in Niere von Pferd, PhI 01'-

n i c h t Hund, Kaninchen, 
Rind, Schaf 

rhizin 

Rinds-, Hasen-, Humle-uml Arbutin 
pferdeleber 

Leber und Niere von Pfian- Salicin 
zenfressern (Kaninchen, 
Hammel, Rind, Schwein) 

Kaninchen und Hund Salicin 

MenschI. Placenta; Leber Salicin, 
und :Niere v. Kaninchen Arbutin, 

IIelicin 

Leber und Niere v. Katze, Salicin, 
Schwein, Kaninchen, Arbutin 
n i c h t ;,Iensch 

Stierhoden 

Bemerkung I Beobachter 

NegativeResultatemit Grisson 
Organextrakten 

Wirksam ist die wass- Gel' a l' d 
rige Enzymlosung, 
nicht die alkohol. 
Fallung 

Charlier, 
i. Anschluss 
an Arbeiten 
von Min
kowsky 

Xur colorim. qualitat. Go nne r
Priifung auf Glucose man n 
(unsieher) 

Bei Fleischfressem K. 0 m i 
(auch Mensch) mit 
Leber U. Niere hoch-
stens schwache'Vir-
kung l 

Schriftstelle 

Diss. Rostock.1887, 
MalysJahresb.17 

Soc. BioI. 53, 99; 
1901 

Soc. BioI. 53, 494; 
1901 

PfiHgers Arch. 113, 
168; 1926 

Biochem. Zs 10,258; 
1908 

Ausscheidung v.Ather
schwefelsaure nach 
Eingabe von Salicin 

Kusumoto Biochem.ZslO,264; 
1908 

Higuchi 

R. Bass 

Schwache Wirkung Mihara 

Biochem. Zs 17,21 ; 
1909 

Zs f. expo Path. 10, 
120; 1911 

H. 75, 443; 1911 
Him von Mensch, Kanin

chen, Meerschweinchen 
Darm hoherer Tiere 

Salicin 

Arbutin Leo He s s \Vien. klin.'Vorhen
schr.24, 1009, 1911 

Salicin(?) Bei vielen Tieren er- Thomas u. Ann.lnst.Pasteur, 

Krebse Salicin 

Populin, 
Phlor

rhizin 

Zahlreiche Kafer, Puppen, Salicin, 
Kanthariden, 'YHrme Arbutin 
usw. 

folgt die Spaltung Fro u i n 23, 261; 1909 
im Darin durch Bak-
terien 

A vert e braten. 

Kobert Pfhigcrs Arch. 99, 
116; 1903 

Giaja und Soc.1Biol. 62, 1197; 
Gompel 1907 

Kobert 1. c. 

1 In del' Leber von Hunden wurde nach Exstirpation des Pankreas eine Salicinspaltung 
beobachtet, die sich bei normalen Hunden nicht zeigte. 
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welche Methode nach den Ergebnissen in diesem Laboratorium von E. N orde
fel d t1 sich auch fur die Isolierung der Oxynitrilase eignet, indem die Ex
traktion des entfetteten Mandelpulvers nicht, wie bei den alteren Versuchen, 
in neutraler oder sogar saurer Losung, sondern in schwach alkalischer Losung 
vorgenommen wurde. 

Willstatter und Csanyi 2 geben folgende ausfuhrliche Vorschrift: 
"Die Mandeln werden zunachst in troekenes, olfreies Pulver verwandelt. Um sre zu 

enthauten, erwarmt man sie 1/, Stunde mit Wasser von 60-70°. Man troeknet sie ober
ftaehlieh an der Luft, zerkleinert sie in der Mandelmuhle und entzieht ihnen in der hydrau
lisehen Presse die Hauptmenge des Oles. Darauf werden sie mit dem Dreifaehen an .Ather 
in einer Flasehe extrahiert, naeh dem Absaugen in einer Walzenmuhle gemahlen und noeh
mals mit der doppelten Menge .Ather ausgezogen, abgesaugt und naehgewasehen. Das in 
einem warmen Luftstrom getroeknete Material wird in einer Siebmuhle aufs feinste gemahlen. 
An Pulver, das fur die Bestimmungen im Vakuumexsieeator zu troeknen ist, erhalt man etwa 
1/3 vom Gewieht der Mandeln. Beim Autbewahren nimmt es an enzymatiseher Wirkung ab, 
z. B. in einem halben Jahre urn lO Ofo. 

Yersehiedene Proben aus sussen wie aus bitteren Mandeln ergaben ziemlieh uberein
stimmende Zeitwerte fur Amygdalinspaltung: 425, 480 und 500. 

100 g Mandelpulver werden in einer Flasehe mit 250 cern n/10-Ammoniak verruhrt und 
naeh Yerdunnen mit weiteren 100 eem 'Vasser 5 Stunden lang mit der Masehine gesehuttelt: 
Den ammoniakalisehen Auszug trennt man am besten mittels der Zentrifuge von den Ruek
standen, um diese sogleieh in den Zentrifugenglasern wieder mit 100 cern Wasser unter 
Zusatz von 10 cern n/10 Ammoniak anzuruhren, von neuem zu zentrifugieren und ebenso 
einen dritten Auszug zu bereiten, abermals, falls die alkalische Reaktion versehwunden ist, 
unter Zusatz einiger Kubikzentimeter Ammoniak. Die vereinigten Auszuge, etwa 1fa Liter, 
erhalten 600f0 der Trockensubstanz der Mandeln. Einen grossen Teil der Eiweissstofi'e, etwa 
8 Ofo vom Pftanzenmaterial, fallen Will s tat t e r u. C san y i, wie ublieh, mit verdunnter Essig
saure (300 cern n/l0 oder 60 cern n/2) aus; der Niedersehlag enthalt 5 - 8 Ofo vom Emulsin. 

Das Filtrat gibt schon mit wenig 95 %igem Alkohol (30% seines Volumens) eine 
Fallung, die hauptsachlich aus Eiweiss und Gummi besteht, aber aueh etwa 200f0 der Enzyme 
einschliesst. Trennt man diese Fraktion ab, so wird das Rohprodukt des Emulsins reiner. 
Aber da fur das Praparat doeh eine Umfallung erforderlieh ist, bewahrt es sieh nieht, die 
etwas verlustbringende fraktionierte Fallung vorzunehmen. Man fallt daher die Losung mit 
der vierfaehen Menge Sprit und isoliert mittels der Zentrifuge den rein weiss en Niedersehlag, 
der mit absolutem Alkohol und .Ather gewaschen wird." 

"Das Rohprodukt betrug exsiecatortrocken 2,5-3,5 g, beispielsweise vom Zeitwert 25 
22, 18, 16,. was Ausbeuten von etwa 60-75 Ofo der Theorie entsprieht." 

"Dureh die Fallung und Troelmung ist ein Teil des noeh beigemengten Proteins unloslieh 
geworden. Daher lasst sich der Reinheitsgrad leicht durch Umscheiden verbessern. Das 
feine Pulver teigt man mit wenig Wasser in der Reibschale an und spult es mit dem Dreissig
faehen von Wasser in die Zentrifugenglaser uber, in denen die Losung geklart wird. Darauf 
fallt man das Emulsin zum· zweiten Male mit Alkohol, wenn es fur die Austioekung notig 
ist unter Zusatz einer Spur Calciumchlorid. Diese Reinigung lasst sieh fast ohne Verlust 
ausfuhren, die umgefallten Praparate wiesen Zeitwerte von 10-18 auf." 

"Die Emulsinpraparate sind in Wasser klar lOslieh, hellbraunlich bei grosser Konzen
tration. Die Losung wird dureh Salzsaure gefallt." 

Wills tatters und Csanyis Praparat zeigte aueh naeh langem Erwarmen mit Wasser 
keine reduzierende Wirkung auf Fe h Ii n g sehe Losung; hei langdauerndem Erwarmen mit 
verdunnter Saure tritt etwas Reduktionswirkung auf. Die genannten Autoren finden stets 

1 E. N ordefeldt, Bioehem. Zs 131, 390; 1922. 
2 Willstii.tter u. Csanyi, H. 117, 172; 1921. 
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Doeh sehwache Millon- und Biuretreaktion und Xanthoproteinreakt.ion; ihr Praparat yom 
Zeitwert 18 zeigte [alD = - 60°. 

a) Isolierung der ,B. Glucosidase aus Pfiaumenkernen. 
He If e ric h 1 zerreibt 1,75 g Keme mit 4,4 1 Wasser, verriihrt zum Brei und lasst mit 

290 eem Toluol 3 Tage bei Zimmertemperatur stehen. Das Filtrat liefert bei der Alkohol
l:Ulung eine wirksamere Substanz, wenn es langere Zeit (etwa 9 W oehen) aufbewahrt war. 
Naeh dieser Zeit wurde die filtrierte Fliissigkeit auf das Dreifaehe mit Wasser verdiinnt, 
wobei eine starke Triibung auftrat, und dureh ein Zsigmondyfilter von de Haen (Poren
weite 1 oder 5) ultrafiltriert. Die klare Fliissigkeit wird dann in die 10fache Menge 95 Ufo
igen Alkohols unter Umsehiitteln eingegossen. Naeh 20 Stun den wurde yom Niedersehlag 
dekantiert und dieser abgesaugt, unter moglichst beschranktem Luftzutritt mit absolutem 
Alkohol behandelt und im Exsiecator getrocknet. Das troekene, weisse Praparat war nur 
mehr massig hygroskopisch. Ausbeute 28 g aus 3 I urspriinglicher Losung (E I). 

Reinigung (naeh HeIferich). 

Praparat E I wurde in 185 cem Wasser gelost; beim Reiben krystallisiert viel Magnesium
phosphat aus. Nach zweistiindigem Aufbewahren bei 0° wurde del' Niederschlag abgesaugt, 
das dunkel gefarbte Filtrat wurde mit 950 eem Wasser verdiinnt und diese Losung in das 
10faehe Vol. 95%igen Alkohols gegossen. Ausbeute 12,1 g (Prap. ElI). Dureh 16stiindige 
Dialyse (Fischblase) sehritt die Reinigung fort; naeh Entfernung eines geringen Niederschlags 
wurde unter 4 mm Druck konzentriert, filtriert und wieder mit der 10fachen Alkoholmenge 
gefallt. Die abzentrifugierte Fallung wurde noehmals in ahnlicher Weise umgefallt; Aus
beute: 0,4 g (Prap. E III). Dureh eine weitere Umfallung ergab sich Prap. E IV1. 

Die Wi r k sam k e i t der Praparate zeigt sieh in folgender Zusammenstellung: 

Praparat k· 10~ Zeitwert 
E I 26,3 114 
ElI 53,6 56,1 
ElII 88,8 33,9 
E IV 120,2 25,05 

kaufi. Emulsin Kahlbaum 8,82 341 

b) Darstellung und Reinigung der ,B. Glucosidase durch Adsorption. 

Die ersten Versuche unter Anwendung der modernen Methoden der EIj.zym
reinigung, die p-Glucosidase zu reinigen und von den Begleitenzymen in dem 
Emulsin zu be£reien, liegen von K. Josephson 2 vor. 

Ais Vorreinigung vor der Anwendung der Adsorptionsmethoden eignet 
sich nach Josephson die Fallung der rohen, nach Willsta tter und Csanyi 
durch Extraktion des Mandelpulvers mit verdiinntem Ammoniak gewonnenen 
Enzymlosungen mit Alkohol oder Aceton. Die von Josephson durch An
wendung der Fallung mit Alkohol oder Aceton gewonnenen Emulsinpraparate 3 

zeigen schon vor der weiteren Reinigung etwas hohere P-Glucosidaseaktivitaten 
als die £riiheren von Willstatter und seinen Mitarbeitern beschriebenen Pra
parate. 

1 Helferieh, H. 117, 159 und zwar 166; 1921. 
2 K. J 0 s e phs 0 n, Chem. Bel'. 58, 2726; 1925. 59, 821; 1926. 
3 K. J 0 s e phs 0 n, H. 147, 1 und zwar S. 9; 1925. Hier aueh die altere Literatur. 
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Beispiel fur die Vorreinigung. 400g entfettetes Mandelpulver (Pla
centa amygdalarum amararum von der Firma Vitrum in Stockholm) wurden 
mit 1000 cem 0,1 n.-Ammoniak wahrend 3 Stunden auf der Schuttelmaschine 
gesehuttelt. Nach Trennung der Extraktionsflussigkeit von den nicht in Losung 
gegangenen Teilen des Pulvers dureh Zentrifugierung wurden die letzteren 
noehmals mit verdunntem Ammoniak (800 ccm 0,02 n.-NHs) extrahiert. Die 
vereinigten Losungen wurden mit 45 cem 2 n.-Essigsaure versetzt und die 
dabei ausfallenden Eiweissstoffe dureh Zentrifugieren abgetrennt. Die er
haltene Losung (1300 ccm) wurde in der dreifaehen Menge 95%igen AIkohols 
eingetragen. Nach Abtrennen von der Flussigkeit und Wiederauflosen der 
Fallung in Wasser wurde mit Kieselgur geklart. Die Aktivitatsbestimmung 
ergab Sal. f. = 0,25 (siehe unten). 

Die p-Glucosidase wird sowohl durch Tonerde wie durch Kaolin adsor
biert. Das Sorptions-pH-Optimum bei der Sorption mit Tonerde liegt in der 
Nahe des Neutralpunktes: 

pH Sorption in % Relative Sorption 
3,69 16 52 
3,96 18 58 
4,55 22 71 
5,76 30 97 
6,17 31 100 
6,53 31 100 
6,86 31 100 
9,08 28 90 

Bei der Adsorption der P-Glucosidase an Kaolin liegt aber das pH-Optimum 
bei pH = 4,4. Das Sorptions-pH-Optimum fallt also mit dem Optimum der 
Enzymwirkung zusammen. 

pH Adsorption Relative 
in % Adsorption 

3,76 88 95 
3,89 91 98 
4,35 93 100 
4,75 89 96 
5,14 82 88 
5,50 59 63 

AlsBeispiele fur die Reinigung dureh Tonerde-Adsorption werden 
die folgenden zwei Versuche angefuhrt. 

P rap a rat ElO: 100 cern einer Losung des Praparates Ea, enthaltend 30 mg in 1 cern 
wurden nach Verdiinnen auf das vierfaehe Volumen mit 20 cern einer Tonerde-Suspension 
(enthaltend 0,84 g AIgOs) versetzt. Dabei wurden 25 % der p-Glueosidase adsorbiert. Nach 
Zusatz von weiteren 55 cern AI(OH)a-Suspension wurde das Adsorbat abzentrifugiert. Die 
Untersuehung der Restlosung ergab, dass rUlid 95% der p-Glueosidase adsorbiert waren. 
Die Elution wurde mit 150 cern einer 0 .. 75%igen NazHP04-Losung vorgenommen. Nach 
Neutralisation mit Essigsaure wurde die Aktivitat gepriift. Es zeigte sieh, dass nur rund 
20% der adsorbierten P-Glucosidasemenge eluiert worden waren. Bei der nachfolgenden 
zweitagigen Dialyse in Kollodium-Membranen traten wieder grosse Enzymverluste ein, so dass 
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in der schliesslichen Losung E10 nur etwa 10 0/ 0 von der in der urspriinglichen Losung Es 
vorhandenen P-Glucosidasemenge erhalten wurden. Trotzdem war die Aktivitat, der Losung 
pro Gramm Trockengewicht mehr als verdoppelt, indem Sal. f zu 0,55 (P-Gl.-W. = 9,.1) be
stimmt wurde. 

P rap a rat En: Das Praparat wurde in analoger Weise wie das Praparat E10 dar
gestellt, durch fraJdionierte Adsorption aus der Losung E 9• Die dialysierte Elution En 
zeigte Sal. f = 0,61 (P-Gl.-W. = 10,1). :N ach del' Adsorption wurden in del' Restlosung nul' 
3% von del' urspriinglichen P-Glucosidase-Aktivitat wiedergefunden, wahrend von der Amy
lasewirkung noch 10 % ,in nicht adsorhierter Form zuriickblieben. 

Noeh giinstiger stent sieh die Aktivitatserhohung bei Anwendung VOll 

Ka 0 lin als Sorptionsmittel; jedoeh seheint die Adsorption an sieh zur Reinigung 
der ,B-Glueosidase nieht so giinstig zu sein. Die grossen Fortsehritte der Reini
gung' treten bei der folgenden Elution des Enzyms aus dem Sorbat ein. 

Zu den als Beispiel fur die Reinigung unten angefiihrten Versuehen 
wurde die oben besehriebene dureh Alkohol£allung gereinigte Losung mit 
Sal. f = 0,25 verwendet. 

Aus 100 cern En wurden durch 14 g Kaolin rund 50% del' P-Glucosidase sorbiert. Die 
Restlosung zeigte Sal. f = 0,31. Zur Elution wurde das Sorbat in 80 ccm 0,01 n.-Ammoniak 
suspendiert. Xach Trennung del' Elutionsfiiissigkeit von dem Kaolin wurde mit Essigsaure 
die Aciditat auf pH rund 5 gebracht. Hierbei trat eine Ausflockung des zum Teil kolloidal 
verteilten Kaolins ein. Xaeh Abfiltrieren von diesen Kaolinresten (unter Zusatz von Kiesel
gur) wurde die Aktivitat del' jetzt klaren Losung bestimmt. Sal. f betrug 1,24 (.S-Gl.-W. = 20). 
(E12K1) Elutionsausbeute 60 %. 

Bei einem zweiten Yersuch, welcher unter Beriicksichtigung del' optimalen Aciditat del' 
Adsorpt ion (siehe oben) ausgefiihrt wurde, konnte die Reinigung noch etwas gesteigert werden: 
500 cern E12 wurden mit 50 cern 0,4n.-Essigsaure und 500 ccm Kaolinsuspension (entsprechend 
86 g Kaolin) versetzt. Die Elution aus dem Adsorbat geschah mit 500 ecm 0,01 n.-Ammoniak. 
Die Aktivitat der mit Kieselgur geklarten Elution (E12K2) entsprach Sal. f = 1,6 (P-Gl.-W. = 26). 
Die Ausheute betrug 60 % von del' angewandten Enzymmenge. 

Die dureh Kaolin-Adsorption und darauffolgende Elution mit NH3 ge
wonnenen ,B-Glueosidase16sungen lassen sieh dureh Dialyse von verunreini
genden Salzen und anderen niedrigmolekularen Stoffen befreien. Wahrend 
die friiheren Versuehe zur Dialyse von ,B-Glueosidaselosungen nieht ohne 
grosse Verluste an enzymatiseher Aktivitat durehgefiihrt werden konntenl, 
trat bei der Dialyse des oben erwahnten Praparates von Sal. f = 1,6 nur eine 
Aktivitatsverminderung von etwa 10% ein. Dureh die Entfernung von Ver
unreinigungen war abel' der Reinheitsgrad naeh der Dialyse sehr verbessert. 
Sal. f des dialysierten Praparates wurde namlieh zu 4,8 (,B-Gl.-W. = 80) be
stimmt. 

Die Elution naeh der ersten Kaolin-Adsorption lasst sieh aueh durch 
eine erneute Adsorption mit Kaolin weiter reinigen. Die naeh der zweiten 
Kaolin-Adsorption mit einer Ausbeute von 44% erhaltene Elution E12KK 
zeigte vor der Dialyse Sal. f = 3,07, also ,B-Gl.-W. = rund 51 und naeh der 
Dialyse (3 Tage) Sal. f = 4,9, also ,B-Gl.-W. = 81. 

B ei del' Adsorption wurden 400 ccm E12K (Sal. f = 1,6) mit 4 ccm 0,4 n.-Essigsaure ver
setzt nnd dann 75 ccm Kaolinsuspension (entsprechend 13 g Kaolin) hinzugesetzt. Die Elution 

1 Josephson, H. 147, 1 und zwar S. 15; 1925. 

15* 
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aus dem abzentrifugierten und einmal mit Wasser gewaschenen Adsorbat geschah mit 200 cern 
0,01 n.-NHa. Bei der Dialyse trat eine Aktivitatsverminderung von 38 % ein. Ware diese 
Aktivitatsverminderung auf die Ausloschung der enzymatisch aktiven Gruppen allein zuriick
zufiihren, so ware also der Reinheitsgrad des Enzyms nach der Dialyse entsprechend Sal. f 
= rund 7,9 (P-Gl.-W. 130) zu schatzen. 

Die kaolin-adsorbierten Praparate gaben nicht die Molischsche Re
aktion. Bei Erwarmung mit Salpetersaure trat eine sehr geringe Gelbfarbung 
ein; bei darauffolgender Ubersattigung mit Natronlauge trat eine deutliche, 
aber nur schwache Braunfarbung ein. 

Mit den Praparaten E12 und E12K sowie der Restlosung E12R nach Kaolin
Adsorption wurden Versuche zur Priifung der Amylaseaktivitat aus
gefiihrt. Die Werte von Sal. f, S£3° and den Quotienten. Sal. f/S£30 sind in der 
folgenden Tabelle zusammengestellt: 

Praparat Sal. f spo Sal. f /spo 

E12 0,25 0,00026 960 

I~EI2K 1,24 0,00026 4080 
,), 
E12R 0,31 0,00056 550 

Wahrend bei dem Ausgangsmaterial (Placenta amygdalaram amararam) 
das Verhaltnis Sal. f/Sf30 200 betrug, war also dieser Quotient bei dem kaolin
adsorbierten Praparat E12K auf 4080 gestiegen. Der Gehalt dieses Praparates 
an Mandel-Amylase war also sehr gering. 

Durch die Anwendung der Adsorptionsmethoden lasst sich also eine 
Trennung der ,B-Glucosidase des Emulsins von dem starkespaltenden Enzym 
in den Mandeln 1 bewirken. Durch diese Ergebnisse von Josephson ist also 
bewiesen, dass die Mandelamylase nicht identisch mit der P-Glucosidase 
sein kann. 

Aus den Untersuchungen von H. E. und E. F. Armstrong und Horton 2, 

sowie von Caldwell und Courtauld und ferner von Rosenthaler ging 
hervor, dass im Mandelemulsin wenigstens vier Enzyme enthalten sind, 
namlich folgende: 

1. Amygdal(in)ase, welche das Amygdalin in Mandelsaurenitrilglucosid 
und Glucose spaltet (siehe S. 268 u.ff.). 

2. Eine p-Glucosidase (Prunase), welche Mandelsaurenitrilglucocid 
III Benzoylnitril und Glucose zerlegt (siehe S. 276 u.ff.). 

3. Eine Oxynitrilase (siehe S. 284 u. ff.). 
4. Eine Lactase3. 

1 Siehe Kuhn, H. 135, 12; 1924; Lieb. Ann. 443, 1; 1925. - Pringsheim und 
Leibowitz, Chern. Ber. 58, 1262; 1925. 

2 H. E. u. E. F. Armstrong u. Horton, Proc. Roy. Soc. B. 80,321; 1908. 
aBo u r que lot u. Her iss e y, Soc. BioI. 55, 219; 1903. 
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Dazu kommt also die von Josephson als selbstandiges Enzym anerkannte 
Amylase, sowie die Gentiobiase und Cellobiase, deren Abgrenzung von der 
Amygdalase bzw. P-Glucosidase noch nicht ganz klargestellt ist. 

Die eventuelle Beziehung der Raf£inase im Emulsin zur Lactase ist nicht 
klargestellt. 

Nach Pottevin 1 hydrolysieren die Emulsinpraparate aus Aspergillus 
niger Milchzucker und iiberhaupt p-Galaktoside nicht, und wurden daher als 
physiologisch reiner als die gewohnlichen Eniulsinpraparate aus Mandeln 
angesehen. Man kann vielleicht hoffen, dass es gelingen wird, durch die 
modernen Metnoden der Enzymreinigung und Enzymtrennung die Einzel
enzyme des Enzyms noch weiter praparativ zu differenzieren, wie es ja schon 
hinsichtlich der P-Glucosidase und der Amylase, wie erwahnt, gelungen ist. 

Die quantitative Charakterisierung der Emulsinpraparate auf Grund 
ihrer Wirksamkeit in bezug auf verschiedenen Reaktionen wurde von Will
sta tter und Cs{myi 2 begonnen, welche die Zeitwertquotienten der p-Methyl
glucosid-, Lactose- und Raffinosespaltung zur Amygdalinspaltung und zur 
Prunasinspaltung in verschiedenen Ausgangsmaterialien und Emulsinpra
paraten verglichen. Die Untersuchung wurde dann von Willsta tter und 
Oppenheimer3 auf Helicin, Salicin, p-Phenylglucosid, Arbutin ausgedehnt 
und auch weitere Versuche mit Amygdalin, Prunasin und p-Methylglucosid 
wurden ausgefiihrt. Die einzige Regelmassigkeit, durch welche sich die Be
schreibung des Enzymgemisches vereinfachte, war die Konstanz der auf 
Helicin bezogenen Zeitwertquotienten fiir Salicin und p-Phenylglucosid. 

Die durch diese Untersuchungen scheinbar gestiitzte Annahme einer 
Verschiedenheit der Enzyme, welche die Natur zum Abbau der aromatischen 
und des aliphatischen Glucosids ausbildet, musste jedoch dank der wichtigen 
Arbeit von Willstatter, Kuhn und Sobotka4 ganz revidieri werden. Nach 
der Untersuchung von Willstatter, Kuhn und Sobotka, deren Ergebnisse 
durch die Arbeit von Josephson 5 in der vorliegenden Hinsicht eine weit
gehende Bestatigung erfahren haben, lassen sich die quantitativen Verschieden
heiten bei der Priifung verschiedener Emulsinpraparate gegeniiber aliphati
schen und aromatischen Glucosiden durch die neuere Theorie der relativen 
Spezifitat erklaren. Die theoretischen Ausfiihrungen iiber dieses Thema sind 
schon im 1. Teil S. 349ft behandelt. Dank der Feststellung, dass die Alkyl
P-Glucosidase und Arryl-Glucosidase mit Gewissheit identisch sind, konnen 
wir hier die Wirkung des Emulsins auf aliphatische und aromatische Gluco
side zusammen behandeln. 

1 Pottevin, Ann. Inst. Pasteur 17,31; 1903. 
2 Willstatter u. Csanyi, H. 117, 172; 1921. 
3 Willstiitter u. Oppenheimer, H. 121, 183; 1922. 
4 Willstiitter, Kuhn u. Sobotka, H. 129,33; 1923. 
5 Josephson, 147, 1; 1925. 
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III." Snbstrate d'er P-Glucosidasewirkung. 

Unter den fJ-Glucosiden mit aliphatischen Alkoholkomponenten ist das 
fJ-Methylglucosid das wichtigste Substrat der fJ-Glucosidasewirkung. 

fJ-Methylglucosid, CHa · OCSHllOS ; die farblosen Prismen schmelzen 
bei 104°; [aJn = - 33°. Durch Sauren wird das fJ-Glucosid nach van Eken
steinl etwa dreimal so schnell hydrolysiert wie die a-Verbindung, nach Arm
strong und Glover2 1,8mal. 

Zahlreiche andere Alkylgiucoside, welche samtlich durch Emulsin gespalten 
werden, sind beschrieben. Dagegen haben Veranderungen ip1 Glucosidoteil 
einen hohen Einfluss auf die SpaItbarkeit. fiber die Spezifitat siehe S. 249 u. ff. 

Unter den aromatischen Glucosiden kommen in erster Linie die in der 
Natur vorkommenden Salicin, Helicin, Arbutin in.Betracht. Die SpaIt
barkeit dieser und anderer aromatischer Glucoside durch dieselbe Glucosidase, 
welche die Alkylglucoside spaItet, ist hinsichtlich der zwei ersteren durch 
Willstatter, Kuhn und Sobotka, hinsichtlichdes Arbutins durch Joseph
son wahrscheinlich gemacht. 

Diejenigen aromatischen Substrate, an welchen die enzymatische SpaIt~ 

Gruppe Aromat. Teil Glucosid Yorkommen 

I. Phenole Phenol Phenylglucosid Synth. F i s c her und Arm-
s t ron g, Chern. Ber. 34 

Hydrochinon Arbutin Ericaceen, Blatter 

II. Aromat. Benzylalkohol I Benzylglucosid Synth. F is ch er, Chern. Ber. 
Alkohole 26. u. 27. FischerundHel-

I Salicin 
ferich, Lieb. Ann. 383. 

Salicylalkohol Salix und Populus, Blatter 
HO • C6H4· CH20H 
Koniferylalkohol Koniferin Kambialsaft der Koniferen 

C~DCH'CH.CH'OH 

TIl. Phenol- HO • CaH4' CHO Spiraein Spiraea 
aldehyd 

IV. Phenol- 4,5 Dioxy-cumarin .A.skulin .A.skulus, Rinde 
sauren Ho/"'-.A 
u.·deren 

Hoi II Ico Derivate 
V"'-./ 

0 
HO . CaH4' COOCHa {J-Gaultherin Synth. Karrer und Weid-

V.Oxy- H man n, Helv. Chim. Acta, 3, 252. 

nitrile CaHs' ~'OH Prunasin: Siehe das folgende Kapitel. 

CN 

1 van Ekenstein, Rec. d. trav. Pays-Bas 13, 185; 1894. 
2 H. E. Armstrong u. Glover, Proc. Roy. Soc. B. 80, 132; 1908. 
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barkeit besonders gepruft ist, k6nnen nach den aromatischen Komponenten 
etwa so gruppiert werden, wie in der ersten Spalte der vorstehenden Tabelle 
geschehen ist. Daneben ist als Beispiel eine typische Glucosidkomponente 
und das entsprechende Glucosid nebst seinem Vorkommen angegeben. 

Die Enzyme spezieller Glucoside, wie der Rubierytrinsaure, der Anthocyane, 
Saponine, des Indicans k6nnen hier nicht untergebracht werden (vgl. S. 261 u. ff.). 

Spez. Drehung einiger Glucoside und die Enddrehung bei vollstandiger 
hydrolytischen Spaitung derselben. 

Glucosid 

p-Methylglucosid . 
Salicin 
Helicin 
Arbutin 

Spez. Drehung 

-32,6 1 

-63,91 2 

-60,43 3 

- 64,3 4 

IV. Aciditatsbedingnngen. 

Faktor zur Be
rechnung der End
drehung aus der 
Anfangsdrehung 

-1,49 
-0,517 
-0,55 
-0,541 

Die richtige optimale Aciditat der Salicinspaltung wurde schon von 
E. Vulquin und Martini 5 zu h = 0,4'10-4 (pH = 4,4) bestimmt. 

Fur die Spaltung des ,8-Methylglucosids und einer Reihe anderer Glucoside 
verschiedener Konstitution wurden von E. Fischer 6 die Optimalbedingungen 
bezuglich der Aciditat zu etwa h = 10-5 angegeben. 

Die optimalen Wasserstoffionenkonzentrationen fur die Spaltung des 
,8-Methylglucosids und Prunasins haben R. Willstatter und W. Csanyi7 
zu pH = 4,7-5,1 bzw. 4,4 angegeben. R. Willstatter und G. Oppen
heimer 8 haben die Lage der pH-Optima fur die enzymatische Spaltung des 
Salicins, Helicins, ,8-Phenylglucosids und Arbutins untersucht. Sie geben 
die folgenden pH-Werte als Optimalbedingungen an: 

Substrat 

Aktivitats-pH-Optima der Glucosidspaltungen nach R. Wills tatter 
und G. Oppenheimer. 

iJ-Methyl-
glucosid Prunasiu Salicin Helicin iJ-Phenyl-

glucosid 

pH-Optimum I 4,4 4,4 4,4 5,3 (/)5 

Arbutin 

4,1 

1 2%ige Losung. VgI. A. van Ekenstein, Rec. d. tray. chern. Pays-Bas. 13, 184; 
1894. - C. N. R ii be r, Chern. Ber. 57, 1797; 1923. 

2 2%ige Losung. O. Hesse, Lieb. Ann. 176, 89; 1874/75 und zwar 116. 
31,4%ige Losung. R. Wegscheider in F. Tiemann, Chern. Ber. 18, 1600; 1885. 
4 5%ige Losung. VgI. E. Bourquelot u. H. Herissey, C. r. 146,764; 1908. 
5 Vulquin u. Martini, C. r. Soc. BioI. 70, 270, 763; 1911. 
6 E. Fischer, H. 107, 176; 1919. 
7 R. Willstatter u. W. Csanyi, H. 117, 172; 1921. 
8 Willstatter u. Oppenheimer, H. 121, 183; 1922. 
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J 0 s e p hs 0 n 1 konnte diese Zahlen hinsichtlich ,B-Methylgl ucosid, Salicin 
und Arbutin bestatigen. Das Optimum der Helicinspaltung fallt aber nach 
J osephsons Versuchen sehr nahe mit ·dem Optimum der Salicinspaltung 
zusammen, was auch bei Anwendung der mit den Adsorptionsmethoden ge
reinigten Praparate bestatigt wurde. 

Zu den neuen Versuchen wurde das Praparat E12KK mit Sal. f = 3,07 
(,B-Gl.-W. = 51) verwendet. Die Versuchsergebnisse sind in den neben
stehenden Tabellen zusammengestellt. 

Diese Versuche zeigen, dass die Aktivitats-pH-Kurven der beiden Glu
cosidspaltungen durchaus ahnlich sind, und dass die Optima (pH = 4,4-4,6) 
nahe zusammenfallen. 
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Fig. 29. Fig. 30. 
Aktivitats-pH-Kurve der Salicinspaltung. Aktivitats-pH -Kurve der Arbutinspaltung. 

Die Aktivitats-pH-Kurven der Salicin- und ,B-Methylglucosidspaltung 
lassen sich durch die von Euler, Josephson 2 und Myrback hinsichtlich 
der pH-Kurven der Saccharase- und Raffinasewirkung entwickelten Formel 
theoretisch ableiten, wenn die Affinitatsanderung bei Variation der Aciditat 
berucksichtigt wird (Josephson, H. 147). 

Unerklart bleibt nur die Abweichung der pH-Kurve der Arbutinspaltung 
(Fig. 30). 

V. Paralysatoren. Verhalten zu organischen Reagenzien. 
und Losungsmitteln. 

Uber den Einfluss von Neutralsalzen auf die ,B-Glucosidase ist nur wenig 
bekannt. Eine mod erne Untersuchung uber die Einwirkung von Sehwer
metallsalzen steht noeh aus. 

1 Josephson, H. 147, 1; 1925. - Chern, Ber. 59, 821; 1926. 
2 Euler, Josephson u. Myrback, H. 134,39; 1924. Siehe auch I. Teil dieses 

Buches S.67. 
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Aktivitats-pH-Kurve der Salicin-Spaltung. 
2,2 mg Priiparat E12KK in 50 ccm Reaktionsmischung. 2 Ofo Salicin. 

I Relative 

pH :;\Iin. Drehung k X 10' k X 1O' Reaktions-
::\Iittel geschwindig-

keit 

3,56 ° -1,90 -

I 30 -0,93 
59 1 45 -0,62 57 I 57 85 

60 -0,35 56 
00 +0,98 -

4,54 ° -- ],90 -
30 -0,82 

68

1 
45 -0,45 68 67 100 
60 -0,20 65 

4,93 ° -1,90 -

30 -0,86 

65

1 
45 -0,51 64 63 9-l 
60 -0,27 60 

5,87 ° -1,90 -

30 -1,05 
51 1 45 -0,75 49 49 78 

60 -0,50 48 
6,27 ° -1,90 -

30 -1,30 
34 1 45 -1,07 33 

I 
33 49 

60 -0,86 32 

Akti vitats -pH-Kurv e d er Helicin -S p al tun g. 
0,88 mg Priiparat E12KK in 50 cern Reaktionsmischung. 2 0/ 0 Helicin. 

Relative 

pH Min. Drehung k X 104 k X 101 Reaktions-
Mittel geschwindig-

keit 

3,55 ° I 
-1,69 -

22 -0,89 72 } 72,5 30 -0,65 73 79 

00 +0,93 
4,39 ° -1,69 -

22 -0,71 93 } 
30 -0,48 90 91,5 100 

4,62 ° -1,69 -
22 -0,70 94 } 
30 -0,49 89 91,5 100 

4,86 ° -1,69 -

22 -0,72 91 } 
30 -0,49 89 90 98 

5,95 ° -1,69 -

I 
22 -0,96 

I 65 } 
30 -0,76 64 64,5 71 
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Naeh Agulhon1 ist Borsame in kaltgesattigter Losung ohne Wirkung. 
H2S ist nach Fermi und Pernossi 2 ohne Wirkung. 

Toluol und Chloroform lassen die Wirksamkeit unverandert. Pyridin 
hemmt nach Zemplen 3 erst in hOheren Konzentrationen (> 12%). 

Hinsichtlich der Hemmung der ,B-Glueosidasewirkung dureh Alkohole 
und durch Phenole liegen mehrere altere Beobachtungen vor. So haben Bour-· 
quelot und Bridel den Ein£luss von Alkoholen auf die Gentiopikrin- und 
Salicinspaltung', Arbutinspaltung 5 und,B-Methylglucosidspaltung 6 untersucht. 
Selbst in so hohen Konzentrationen wie 90% solI Alkohol wie aueh Aceton 
die P-Glucosidasewirkung nicht ganz hemmen. Nach Hel£erich 7 wirkt Methyl
alkohol wie auch Diazomethan und Acetylchlorid stark inaktivierend. 

Die Wirkung von Methyl- und Athylalkohol wie auch von Phenolen und 
anderen Spaltungsprodukten der Arryl-p-Glucoside hat .J osephson 8 ein
gehend untersueht. Die aliphatischen Alkohole haben eine bedeutend geringere 
Wirkung als die Phenole. Es wurde weiter ein nieht geringer Parallelismus 
zwischen einerseits Hemmung dureh die betreffenden Alkohole oder Phenole und 
der Affinitat zu den entspreehenden Alkohol- oder Phenolglueosiden. Die· 
Affinitat der ,B-Glueosidase zu p-Methyl- und -Athylglueosid ist bedeutend 
geringer als die Affinitat zu den Phenolglueosiden. Aueh innerhalb der Reihe 
von Phenolglueosiden ergeben sieh gewisse Regelmassigkeiten. Diese Regel 
wurde als eine Stutze der AU£fassung betrachtet, dass die Alkohol- oder Phenol
komponente der Glucoside von entseheidender Bedeutung fur die relative 
Spezifitat der p-Glueosidase gegenuber den versehiedenen spaltbaren Sub
straten ist. 

Es folgt hier eine Zusammenstellung einiger von J osephsoDs Ergebnissen 
uber die Hemmung dureh Alkohole und Phenole. 

Hemmung der SaIicinspaitung durch MethyiaikohoL 0,035 n.-Salicin. 

Yol.-% 0 5 10 15 
MethyIalkohoi 

k.l04 190 135 95 64 
k reI 100 71 50 34 

1 AguIhon, C. r. 148. 
2 Fermi u. Pernossi, Zs f. Hyg. 18, 83; 1894. 
3 ZempIen, H. 85, 415; 1913. 

20 30 40 I 50 
i 

49 30,5 14,5 I 9,8 
26 16 7,6 I 5,1 

4 E. Bourquelot u. M. BrideI, JI de Pharm. Chim. [7] 4,385; 1911; 5, 388; 1912; 
6,13; 1913; 7,27,65; 1914; C. r. 154,944,1737; 1912; 155,319; 1912. VgL V. Henri, 
These, Paris 1903; E. F. u. H. E. Armstrong, Proc. Roy. Soc. 86, 561; 1913. YgI. auch 
Willstatter u. Csanyi, H. 117, 172; 1920 (Amygdalinspaltung). 

5 E. Bourquelot u. M. BrideI, Ann. Chym. Phys. [8] 28, 145-218; 1913. 
6 E. Bourquelot u. M. Bridel, JI de Pharm. Chim. [7] 9, 104; vgl. 230; 1914; vgI. 

M. Bridel, Jl de Pharm. Chim. 25, 129; 1922. 
7 Helferich, Speidel u. Toeldte, H. 128, 99; 1923. 
8 Josephson, H. 157, 1 u. zwar 107ft'. 1925. 
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Hemmung der Salicinspaltung durch Athylalkohol. 0,035 n.-Salicin_ 

Vol.-% 0 5 10 
Athylalkohol 

k.l04 186 119 85 
k reI 100 64 46 

I 

Hemmungsstoft 

Ohne Hemmungsstoffe 
10f0 Phenol -
1 % Saligenin 
2 % Saligenin _ 
0,4% Salicylaldehyd 
1 % Hydrochinon • 
1,1 % Hydrochinonmonomethylather 

I 
I 

15 I 20 25 30 40 
I 

59 i 42,5 33 27 15 
I 32 I 23 18 14,5 

Substrat 

Salicin I Helicin I Arbutin 
0,035 n. 0,036 n. 0,036 n. 

Relative Reaktionsgeschwindigkeit 

100 100 100 
62 
68 71,5 
49 54 

88 
46 44 
52 

8 

235 

Durch die Versuche von Josephson tiber Hemmung der Salicin- und 
Arbutinspaltung durch Hydrochinon werden die alteren Versuche von Frl. 
A. Fichtenholtz1, in welchen die Versuchsbedingungen so gewahlt worden 
sind, dass keine Schlussfolgerungen tiber die relativen Spaltungsgeschwindig
keiten gezogen werden k6nnen, richtiggestellt. Es wird also die Identitat 
der salicin- und arbutinspaltenden Enzyme wahrscheinlich gemacht. 

Bei Gegenwart von 40 Vol.-Ofo Aceton im Reaktionsgemisch fand J oseph
son die Reaktionsgeschwindigkeit auf etwa ein Viertel herabgesetzt. 

Bei allen diesen Hemmungen wurde eine geringe Abhangigkeit der Hem
mung von der Konzentration des Substrates gefunden. 

VI. Kinetik. 
Der zeitliche Verlauf der Hydrolyse des p-Methylglucosids in Methyl

alkohol und Glucose ist unter Einhaltung optimaler Aciditatsbedingungen 
von Willstatter und Csany (1. c.) untersucht worden: 

0,8% Glucosidl6sung; 100 rng Emulsin; pH = 4,4; Temperatur 30°. 

Stunden % gespalten k .104 

2 7,1 370 
16 48,35 410 
19 57,45 450 
23 62,0 420 
26 65,4 410 
41 81,0 400 
48 84,2 380 

1 A. F ichten holtz, Jl Ph arm. Chim. [6] 30, 199; 1909. 
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Was den Einfluss der Enzymkonzentration betrifft, so geben dia genanntan 
Autoren 2 Versuchsreihen an; nach diesen ist fUr eine etwa 40%ige Spaltung 
das Produkt aus Zeit X Emulsinmenge = Konst. In Bestiitigung 
dieser Versuche findet auch Josephson das Verhiiltnis monomolekulare 
Reaktionskonstante : Emulsinmenge = Konst. 

Priiparat E1 ; 2 % p-MethyIglucosid; pH = 4,4. 

Enzymrnenge 
in 50 cern 

5 rng 
20 

100 
200 

k .106 

18 
73 

361 
721 

k -l06 

Enzyrnrnenge 

3,60 
3,65 
3,61 
3,61 

Hinsichtlich der Spaltung der 
aromatischen natiirlichen Glucoside 
Amygdalin, Salicin, Arbutin und 
Koniferin verdankt man Tam -
mann l grundlegende Versuche. 
Der zeitliche Verlauf ergibt sich 
nach Tammanns Versuchen an 
Salicin als monomolekular oder 

etwas langsamer als monomolekular. Hudson und Paine 2, welche ebamalls 
Salicin als Substrat verwendet haben, haben die Tatsache beriicksichtigt, 
dass bei der Spaltung ,B-Glucose entsteht. Sie haben auch die Aciditiit der 
Losung konstant zu halten versucht. Weitere Beobachtungen liegen von 

Substrat 
Zeit Cu Spaltung 1104 1 _a_ 
Min. rng % 

t g a-x 

Saliein. . . 20 27,2 19,2 462,9 
35 43,4 30,9 458,4 
55 62,5 45,3 476,3 
76 7&,4 57,6 490,3 

100 91,7 68,0 494,8 

Arbutin . . . 40 39,8 29,2 374,9 
65 56,5 41,9 362,6 
95 76,6 57,0 385,8 

125 88,7 64,8 362,6 
175 101,9 77,6 371,0 

PhenylgIucosid . 45 27,7 19,5 209,3 
135 64,3 46,8 203,0 
180 81,7 60,0 221,0 
225 93,6 69,6 225,3 

Helicin. . . . 5 28,0 7,0 27,3 
12 35,8 13,6 23,0 
22 42,0 18,5 17,5 
36 54,9 29,2 . 18,1 
56 68,1 40,3 17,4 
80 80,7 51,0 16,8 

120 94,7 63,2 15,7 
200 111,9 79,7 15,0 

1 Tarnrnann, H. 16,298; 1891. - Zs f. physik. Chern. 18,435; 1895. 
2 Hudson u. Paine, JI Arner. Chern. Soc •. 31, 1242; 1909. 
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Henri!, Herzog 2, Visser3 sowie von Hel£erich4 vor. Entweder wurden 
die Reaktionskoeffizienten erster Ordnung konstant oder abfallend gefunden. 
Die divergierenden Resultate, welche man mit verschiedenen Emzymprapa
raten findet, sind auf die wechselnden Affinitaten zum Substrat und zu den 
Spaltungsprodukten zuruckzufiihren. 

In der neueren Arbeit von Willstatter und Oppenheimer 5 wird an
gegeben, dass die Spaltung des Salicins, Arbutins und Phenylglucosids sich 
dem monomolekularen Gesetz rugen, wahrend diese Regel nicht auf Helicin 
anwendbar ist (siehe vorhergehende Tabelle). 

Diese Ergebnisse konnte Josephson nicht ganz bestatigen. Unter An
wendung der polarimetrischen Methode wurde namlich bei der Spaltung des 
Salicins sowie des Helicins eine nahe Anschliessung an die Formel fiir mono
molekulare Reaktionen konstatiert. Abweichend wurde nur die Arbutin
spaltung gefunden, wie auch die Arbutinspaltung nach Josephson hinsicht
lich des pH-Optimums von den anderen untersuchten Glucosidspaltungen 
abweicht. 

Kinetik der Salicinspaltung. 100 cem 2 Ofo ige Salicinlosung. 
Optimale Aciditat (pH= 4,4). 100 bzw. 1 mg Praparat E1. 

Enzymmenge I Min. Drehung 
Drehungs- I 1 a k=-locr--

in 100 cern anderung t '" a-x 

1 mg 0 -1,90 
720 -1,44 0,46 105.10-6 

1410 -1,14 0,76 94.10-6 

2820 -0,64 1,26 89.10-6 

5700 -0,14 1,76 72.10-6 

9960 +0,31 2,21 63.10 -6 

00 + 0,98 2,88 

100 0 (-1,89) 
0,6 -1,85 (0,04) 

10 -1,30 0,59 100 ·10-4 
20 -0,82 1,07 101.10-4 

35 -0,29 1,60 101.10-4 

55 +0,12 2,01 95·10-4 
80 +0,46 2,35 93.10-4 

00 + 0,98 2,87 

Nur. bei sehr kleinen Enzymmengen und dadurch bedingten langen Ver
suchszeiten fallen bei der Salicinspaltung die Reaktionskoeffizienten mit der 

1 Hen ri, These. Paris 1903. 
2 Herzog, K. Akad. v. Wetensch. te Amsterdam, 1903,332. - Zs f. allgem. Phys. 4, 

163; 1904. 
3 Y iss e r, Zs f. physik. Chern. 52. 257; 1905. 
4 Helferich, H. 117, 159; 1921. 
5 Willstiitter u. Oppenheimer, H. 121, 183; 1922. 
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Zeit erheblich ab, indem Inaktivierung des Enzyms eintritt. Die Prop or
tionalitat zwischen Enzymmenge und Reaktionsgeschwindigkeit ist bei den 
oben wiedergegebenen Versuchen erfiillt, wenn die Anfangsgeschwindigkeiten 
betraehtet werden. 

Kinetik der Helicinspaltung. 11 rng Praparat Es in 100 cern l0f0ige Helicinlosung. 
Optirnale Aciditat (pH = 4,5). 

Min. Drehung Drehungs- k .104 
anderung 

0 (-0,93) 
0,5 -0,92 (0,01) 
5 -0,85 0,08 49,6 

12 - 0,74 0,19 51,2 
20 -0,63 0,30 50,7 
50 - 0,29 0,64 51,1 
80 -0,07 0,86 49,3 
00 +0,51 1,44 

Kinetik der Arbutinspaltung. 110 rng Praparat Es in 100 cern 1 %ige Arbutin16sung. 
Optirnale Aciditat (pH = 4,1). 

Min. Drehung Drehungs-

I 
k .105 

anderung 

0 -0,91 
55 - 0,77 0,14 80 
90 -0,70 0,21 78 

150 - 0,60 0,31 72 
200 -0,53 0,38 69 

1440 + 0,29 1,20 59 
00 +0,49 1,40 

Durch Hemmungsversuehe hat Josephson festgestellt, dass die Hem
mungen durch Saligenin und Salicylaldehyd, welche bei der Spaltung von 
Salicin bzw. Heliein entstehen, von nahe iibereinstimmender Grossenordnung 
sind, wahrend die Hemmung durch Hydrochinon, das Spaltungsprodukt des 
Arbutins, viel starker ist. Da weiter die Affinitaten zu Heliein und Salicin 
grosser als die Affinitat zu Arbutin gefunden wurden, so lassen sich die von 
Josephson festgestellten Verschiedenheiten hinsiehtlich del' Kinetik del' 
Arbutinspaltung und del' Salicin- oder Helieinspaltung in einfaeher Weise 
erklaren. 

Hinsiehtlieh des Einflusses del' Enzymkonzentration ist noeh hinzu
zufiigen, dass del' Sehluss von Hel£eriehl, "dass der Reaktionskoeffizient 
mit del' Enzymkonzentration zwar steigt, abel' nicht proportional, sondern 
langsamel' als diese", wie aus dem oben Angefiihrten hel'vorgeht, sieh nicht 

1 Helferich, H. 117, 159; 1921. - Siehe hierzu auch Wills tatter, Kuhn u. So
botka, II. 129,33 und zwar S,45; 1923. 
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bestatigt hat. 'Vie bei der Saccharase, kann man bei den in Betracht kommen
den Enzymkonzentrationen mit einer genauen Proportionalitat zwischen 
Enzymkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit rechnen, naturlich voraus
gesetzt, dass die ubrigen Versuchsbedingungen besonders hinsichtlich der 
Aciditat amrecht erhalten werden. 

Einfluss der Substratkonzentration. 

Mit Salicin als Substrat hat zuerst Henri (1. c.) einige Zahlen angegeben, 
aus welchen hervorzugehen schien, dass der in gleichen Zeiten stattfindende 
prozentische Umsatz mit steigender Salicinkonzentration (0,035 norm. bis 
0,14 norm.) abnimmt_ 

Die erste moderne Arbeit uber den Ein£luss der Substratkonzentration 
bei der .B-Glucosidasewirkung verdankt man Willstatter, Kuhn und So
botka\ welche gerade durch Studium dieser Verhaltnisse bei Anwendung 
verschiedener Substrate zum Ergebnis gekommen sind, dass die verschiedenen 
Glucosidspaltungen (.B-Methylglucosid-, .B-Phenylglucosid-, Salicin-, Helicin-) 
durch eine gemeinsame .B-Glucosidase bewirkt werden. Aus ihren Versuchen 
haben die erwahnten Autoren die folgenden Dissoziations- und Mfinitats
konstanten der verschiedenen Glucosid-Glucosidaseverbindungen berechnet: 

Emulsinpraparat 

Bittere :\Iandeln (cntoltes Pulver) 
Bittere Mandeln (entoltes Pulver) 
Bittere Mandeln (entoltes Pulver) 
Emulsin "Merck" 
Emulsin ,,-:\Ierck". . . . . . 
Emulsin ,,:\lerck" . . . . . . 
Aprikosenkerne (entoltes Pulver) 
Aprikosenkerne (entoltes Pulver) 
Prap. d. (,8-Gl.-W. = 2,59). Aus siissen l\Iandeln 
Prap. d. (P-Gl.-W. = 2,59). Aus sussen l\Iandeln 

Substrat 

,8-Methylglucosid 
P-Phenylglucosid 

Salicin 
,8-:\Iethylglucosid 
,8-Phenylglucosid 

Salicin 
p-Methylglucosid 

Salicin 
p-Methy 19lucosid 

Salicin 

Die fur bittere Mandeln, fur Mercksches Emulsin und 
kerne ermittelten Dissoziations- bzw. Affinitatskonstanten 

Km KM: 

0,60 1,7 
0,065 15 
0,035 29 
0,40 2,5 
0,040 25 
0,035 29 
0,65 1,5 
0,041 24 
1,12 0,9 
0,017 59 

fur Aprikosen-
der Salicin-

p- Glucosidaseverbindung stimmen innerhalb der Versuchsfehler uberein. 
Die doppelt so grosse Affinitat, welche nach der Tabelle dem Praparat d aus 
sussen Mandeln zukommt, ist, nach \Vil1statter, Kuhn und Sobotka, 
bedingt durch die achtmal geringere Enzymmenge, die bei den entsprechenden 
Versuchen angewandt wurde. "Weit mehr als im System Saccharase-Rohr
zucker ist namlich", nach diesen Autoren, "bei der Spaltung der .B-Glucoside 
der Parameter der Aktivitats-pS-Kurve abhangig von der' Menge des Enzym-

1 Willstatter, Kuhn u_ Sobotka, H. 129,33; 1923. 
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materials, wie es die nach B. HeUerich 1 nicht erfiillte Proportionalitat von 
Enzymmenge und Reaktionsgeschwindigkeit zu erwarten liess. In unseren 
Versuchen bewirkten zwar vom Emulsin "Merck" Mengen, die sich wie 1 : 25 
erhielten, in 0,1 n.-Salicinlosung Spaltungsgeschwindigkeiten, die in genau 
gleichem Verhaltnis standen, aber aus dem Verhaltnis der Reaktionskoeffi
zienten, die in nur 0,0187 und 0,044 n.-Losungen bei Anwendung der Apri
kosenkerne gefunden wurden, berechnen wir fur 

2 mg Enzym KSal = 0,022 
10 mg Enzym KSal = 0,033. 

Der unter Anwendung von 1,2 mg erhaltene Wert 0,017 der Tabelle durfte 
demnach bei der in allen anderen Fallen benutzten Menge von 10 mg in Dber
einstimmung mit den ubrigen Werten 0,04 betragen." 

Hierzu hat Josephson 2 hervorgehoben, dass die Genauigkeit dieser 
Berechnungen kaum durchaus befriedigt, indem die beobachtete wechselnde 
Kinetik, welche sich bei dies en Versuchen ziemlich stark geltend gemacht 
hat, die genaue Berechnung der Affinitatskonstanten nicht erlaubt. 

Sehen wir also von dem mit dem Praparat d gefundenen Wert ab, so ist 
die Affinitat zu Salicin innerhalb der Versuchsfehler konstant und KM = 

25-30, welche Grossenordnung auch mit dem von Josephson ermittelten 
Wert 33 nahe ubereinstimmt. 

"Nur wenig geringer ist die Affinitat der Glucosidase zum Glucosid des 
Phenols." Hier ergeben sich jedoch Unterschiede bei den verschiedenen Pra
paraten, welche die Fehlergrenze der Affinitatsmessung zu ubersteigen scheinen. 
Die Affinitat der bitteren Mandeln verhalt sich zu jener des kauflichen Emul
sins wie 3 zu 5. Genau im namlichen Verhaltnis stehen nach Willstatter, 
Kuhn und Sobotka die Affinitaten dieser Praparate zum ,B-Methylglucosid, 
nur ist die Verbindung des Enzyms mit dem aliphatischen Glucosid 10mal 
starker dissoziiert. 

Die bei der Hydrolyse von Helicin10sungen gewonnenen Zahlen gestatten 
nach Willstatter, Kuhn und Sobotka keine Auswertung in bezug auf 
die Dissoziationskonstante. Diese Autoren fan den namlich stark ausgepragte 
Maxima des Produktes Reaktionskoeffizient X Helicinkonzentration, nam
lich bei zwei verschiedenen Versuchsreihen schon in 0,03 bzw. 0,04 n.-Losung. 
Diese Abweichung der experimentellen Aktivitats-[S]-Kurven von theoreti
schen Dissoziationsrestkurven fwren sie auf eine besonders starke Hemmung 
des Salicylaldehyds zuruck, welche Annahme allerdings nicht durch einige 
Versuche belegt ist. Josephson findet, dass die Hemmung durch Salicyl
aldehyd keineswegs von so grosser Bedeutung ist. Auch konnte aus dem Ver
lau£ des ersten Teils der Aktivitats-[S]-Kurven fur Helicin die Dissoziations
konstante und Affinitatskonstante abgeleitet werden. Wenn man von den 

1 Helferich, H. 117, 159; 1921. 
2 Josephson, H. 147, 1, und zwar 61; 1925. 
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Substratkonzentrationen, die fiber etwa 0,04 n. liegen, absieht, also von hoheren 
Substratkonzentrationen, bei welchen der reaktionshemmende Einfluss des 
Substrats selbst einen grosseren Wert annimmt, kann mit ziemlich grosser 
Genauigkeit die Dissoziationskonstante der Helicin-,8-Glucosidaseverbindung 
zu etwa 0,016 geschatzt werden; die Affinitatskonstante ist also gleich rund 
62 zu setzen, also etwa den doppelten Wert der Affinitatskonstante der 
Salicin -,8- Glucosidaseverbindung. 

In der Arbeit von Josephson finden sich auch Versuche fiber den Ein
£luss der Substratkonzentration bei der Spaltung des ,8-Methylglucosids und 
des Arbutins. Hinsichtlich des aliphatischen Glucosids stimmen die Ver
suchsergebnisse sehr nahe mit denen aus Willstatters Laboratorium fiberein. 
KM fur ,8-Methylglucosicl wurcle namlich zu 1,4 berechnet. Die folgencle 
Tabelle zeigt clie A.nclerung cler Reaktionskonstante k und des Produktes 
k. [S] bei Variation der Substratkonzentration. 

Einfiuss der Glucosidkonzentration bei der 8paltung des ,s-Methylglucosids. 
Affinitat zu p-Methylglucosid. 138 rng Praparat Es in 50 cern. 

I 

Konzentration 
des p-Methyl- Minuten Drehung k .105 k· 106 • [8] 
glucosids [S] 

0,047 n. ° -0,45 -
230 - 0,16 56,6} 56 4 2,65 
260 -0,13 56,2 ' 
00 +0,67 -

0.090 n. ° -0,86 -
220 -0,41 

:::} 46,6 4,19 
260 -0,34 
00 + 1,28 -

0,180 n. 0 -1,71 -
210 -0,91 43,0} 42 3 . 
260 -0,77 41,6 ' 

7,61 

00 +2,55 -
0,280 n. ° -2,57 -

200 -1,47 40,9} 401 11,2 
260 -1,23 39,2 ' 
00 +3,83 -

0,375 n. 0 -3,43 -
200 -2,06 38,0} 371 13,9 
260 -1,77 36,1 ' 
00 

I 
+ 5,11 -

0,475 n. 0 -'-4,32 -
200 -2,72 !!:~}34,O 260 -'2,39 

16,2 

00 +6,44 -
0,620 n. 0 -5,62 -

150 -4,1~ 31'~}315 19,5 
200 -3,76 310 ' '. 
00 + 8,38 -

Chemie d. Enzyme. II. 3. A. 16 
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Die Versuche iiber Arbutinspaltung wurden mit zwei verschiedenen 
Enzymkonzentrationen [17,8 mg E4 (Sal. f = 0,27) und der vierfachen Menge] 
und bei optimaler Aciditat (pH = 4,1) ausgefiihrt. Die Erhohung der Enzym
menge bewirkte keine bemerkenswerte Anderung in dem gefundenen Ver
lam der Aktivitats-[S]-Kurve. Bei Anwendung der kleineren Enzymmenge 
wurde namlich KM = etwa 24 und bei Anwendung der grosseren Enzym
menge KM = etwa 22 berechnet. Die Affinitat ist also unbedeutend schwacher 
als die Affinitat zwischen Salicin und der ,B-Glucosidase und steht in ungefahr 
demselben Verhaltnis zu der letzteren Affinitat wie die von Willstatter, 
Kuhn und Sobotka gemessene Affinitat zu dem ,B-Glucosid des Phenols. 

AIle diese Versuche zur Bestimmung der Affinitat zwischen der ,B-Gluco
sidase beziehen sich auf die optimale Aciditat der betreffenden Glucosid
spaltungen. Durch Variation der Aciditat bei der Affinitatsmessung im FaIle 
der Salicinspaltung 1 hat Josephson festgesteIlt, dass die Affinitat zu dem 
Glucosid bei optimaler Aciditat der Enzymwirkung ein Maximum besitzt. 
Sowohl bei Vergrosserung wie Verkleinerung der Aciditat fallt die (scheinbare) 
Affinitatskonstante etwas ab: 

pH 

Km= 
KM= 

2,82 

0,044 
23 

4,4 

0,031 
32 

6,53 

0,046 
22 

Die Bedeutung der Aciditat fiir die Affinitat zwischen Enzym und Sub
strat ist also nur im sauren Gebiet iibereinstimmend mit den Verhaltnissen 
bei der Saccharasewirkung. 1m FaIle der Saccharase wird namlich die schein
bare Affinitat nur am sauren Ast der pH-Kurve verkleinert, wahrend sie am 
alkalischen Ast konstant bleibt 2• 

Uber die durch die verschiedene Affinitat zu verschiedenen Substraten 
bedingte Verschiedenheit des scheinbaren Glucosidasewert-Quotienten bei 
Anderung der Substratkonzentration siehe das Kapitel iiber chemische Spezi
fitat im ersten Teil dieses Werkes (S. 349ff.). 

Hemmung durch die SpaItungsprodukte. 

Uber die verzogernde Wirkung von Alkoholen und aromatischen Spal
tungsprodukten siehe S. 234-235. 

Hinsichtlich der Hemmung durch Glucose liegen Versuche von E. F. Arm
strong3 und Henri4 vbr. Nach Kuhn 5 solI die a-Form der Glucose keine 

1 Vgl. Kuhn u. Sobotka, Zs physik. Chern. 109, 65; 1924. 
2 Josephson, H. 134,50; 1924. 
3 E. F. Armstrong, Proc. Roy. Soc. 73, 516; 520. 
4 Henri, These, Paris 1903. 
5 Kuhn, H. 127, 240; 1923. 
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Beein£lussung auf die Umsatzgeschwindigkeit des Salicins und Helicins aus
iiben. Nur die p-Form solI hemmen. Diese Ergebnisse konnte jedoch J oseph
sonl nicht bestatigen. Sowohl a-Glucose wie P-Glucose verzogern die P-Glu
cosidasewirkung, wenn auch eine quantitative Verschiedenheit zwischen den 
Wirkungen der beiden Formen besteht. 

Wie bei der Saccharase wurden die Berechnungen von Km. (Dissoziations
konstante der angenommenen Glucose-p-Glucosidaseverbindung) unter An
wendung der von L.Michaelis und M.Menten 2 abgeleiteten Formel durch-
gefiihrt: G· Km 

Kml = (S + Km)' (vo/v-l) , 

III welcher Formel also die eingehenden Grossen folgende Bedeutung haben: 

Km. = Dissoziationskonstante der Enzym-Glucoseverbindung (Km• = 
1jKM.), 

Km = Dissoziationskonstante der Enzym-Substratverbindung (Km = 

1jKM), 

S = Molare Konzentration des Substrats, 
G = Molare Konzentration der Glucose (des hemmenden Sto££es), 

Vo = Anfangsgeschwindigkeit beim Versuch ohne Glucose, 
v = Anfangsgeschwindigkeit beim Versuch mit Glucose. 

In folgenden drei Versuchsreihen mit den drei verschiedenen Substraten (wie 
auch bei Versuchen mit Arbutin) findet man die berechneten Werte von K M• 
fur sowohl a-Glucose wie Gleichgewichtsglucose innerhalb der Versuchsfehler· 
konstant. Besonders in Anbetracht der stark divergierenden A££initaten zu 
den Substraten (KMIl-Methylg!Uc. = 1,4, KM Helicin = 62) muss diese gute Dber
einstimmung als ein Beweis fur die Richtigkeit der gemachten Voraus
setzungen hinsichtlich der Anwendbarkeit des Massenwirkungsgesetzes III 

der hier angewandten Form betrachtet werden. 

{I-Meth ylgl uco sid: Kni = 0,71. KM = 1,4. 

Konzentration 
des Glucosids und der 

Glucose 

0,1 n.-MethyIglucosid 
0,055 n.-Glucose 

0,1 n.-Methylglucosid 
0,11 n.-Glucose • 

0,165 n.-Methylglucosid 
0,055 n.-Glucose 

0,165 n.-Methylglucosid 
0,11 n.-Glucose 

} 
} 
} 

:ll 

vo/v KID. 

1,27 0,18 

1,52 0,185 

1,23 0,195 

1,43 0,21 

Mittel fiir Gleichgewichtsglucose KMI = 5,2. 

1 Josephson, H. 147, 1 und zwar S. 94 :If.; 1925. 
2 Michaelis u. Menten, Biochem. Zs 49,333; 1913. 

5,6 

5,4 

5,1 

4,8 

16* 
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Salicin: Km =0,030. KM= 33. 

Konzentration 
des Glucosids und der 

Glucose 

0,035 n.-Salicin 
0,055 n.-a-Glucose 

0,035 n.-Salicin 
0,055 n.-Gleichgew.-Glucose 

0,035 n.-Salicin 
0,11 n.-a-Glucose 

0,035 h.-Salicin 
0,11 n.-a-Glucose 

0,035 n.-Salicin 
0,11 n.-Gleichgew.-Glucose 

0,035 n.-Salicin 
0,11 n.-p-Glucose 

} 
} 
.} 
} 
} 
} 

Yo/Y 

1,09 0,28 

1,16 0,16 

1,25 

1,22 0,23 

1,33 0,155 

1,36 0,141 

Mittel flir a-Glucose . . KMl = 4,3. 
Mittel flir Gleichgewichtsglucose KM = 6,3. 

Helicin: Km = 0,016. KM = 62. 

Konzentration 
des Helicins und der 

Glucose 

0,033 n.-Helicin . 
0,055 n.-a-Glucose 

0,033 n.-Helicin . 
0,055 n.-Gleichgew.-Glucose. 

0,033 n.-Helicin . 
0,11 n.-a-Glucose 

0,033 n.-Helicin . 
0,11 n.-Gleichgew.-Glucose 

} 
} 
} 
} 

Yo/V 

1,09 0,20 

I,ll 0,165 

1,135 0,265 

1,26 0,14 

Mittel ftir a-Glucose . . KM. = 4,4. 
Mittel flir Gleichgewichtsglucose KM, = 6,6. 

3,6 

6,2 

4,9 

4,3 

&,4 

7,1 

5,0 

6,1 

3,8 

7,1 

Auch andere einfache Zuckerarten iiben eine verzogernde Wirkung auf 
die f1-Glucosidasewirkung aus. Bemerkenswert ist der Befund, dass die Hem
mung der P-Glucosidase durch die verschiedenen Formen der Xylose (wie 
auch der Glucose) eine weitgehende Ubereinstimmung mit den im hiesigen 
Laboratorium bei der Saccharase gemachten Beobachtungen auf weIst. 

VII. Methoden zur Bestimmung der Wirksamkeit 
von p-Glucosidasepraparaten. 

Da es nunmehr als ziemlich sichergestellt angesehen werden muss, dass 
die f1-Glucosidase sowohl die Spaltung der aliphatischen P-Glucoside vom 
Typus des ,B-Methylglucosids wie die der aromatischen vom Typus des Salicins, 
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Helieins und Arbutins bewirkt, empfiehIt es sieh, zur Bestimmung der Wirk
samkeit von p-Glucosidasepraparaten eine Standardsubstanz zu wahlen; 
Ala solches Standardsubstrat scheint Salicin besonders geeignet zu sain. 
Salicin besitzt eine ziemlich starke Affinitat· zu dem Enzym und gehort zu· 
den leichtest zuganglichen und billigsten P-Glucosiden. Salicin wurde auch 
als solche Standardsubstanz von Hel£erich 1, Willsta tter, Kuhn und 
Sobotka 2, sowie von J osephson 3 zu dem vorliegenden Zweck angewandt. 

Helferich bestimmt den Zeitwert in folgender Weise: 2,0000 g Salicin 
werden im Messkolben in etwa 65 eem Wasser warm gelOst, abgekiihlt, 10,0 cem 
n/10-Natriumacetat und 8,0 eem n/10-Essigsaure zugegeben und naeh dem 
Abkiihlen auf 0 0 bis zu 100 ccm aufgefiillt. Diesentsprieht einer II-lonen
konzentration von 1,7 . 10-5 (pH = 4,7). Bei den Bestimmungen der mono
molekularen Reaktionskonstante verfahrt Hel£erich dann folgendermassen: 
,,0,0100 g iiber Phosphorpentoxyd bei Zimmertemperatur und 1-2 mm
Druck getrocknetes Emulsin werden in einem gesehlossenen J enaer Kolbehen 
von 50 cem lnhaIt abgewogen, auf 0 0 abgekiihIt, und zu einer bestimmten 
Zeit 5,0 cern einer auf 00 abgekiihIten Salicinlosung von der chen angegebenen 
Konzent;ration zugegeben. Beim Umschwenken geht die geringe Menge Fer
ment in wenigen Sekunden in Lasung. Nach t-minutenlangem Aufbewahren 
bei 0 0 (je naeh der Wirksamkeit des Praparats kurzer oder langer) werden 
0,2 g festes, gepulvertes Kaliumcarbonat zugegeben und tiiehtig umgesehutteIt, 
die Lasung auf Zimmertemperatur erwarmt, dureh ein trockenes Filter filtriert 
und die Drehung - maglichst im 2-Dezimeterrohr - fur Natriumlicht bei 
20 0 bestimmt." Hieraus wird der Zeitwert, also die Anzahl Minuten, welche 
zur SpaItung der hal ben Substratmenge erforderlieh ist, ausgerechnet dureh 
den Quotienten log 2 : k. 

Willstatter, Kuhn und Sobotka drueken, entsprechend den von Will
statter und Kuhn 4 vorgeschlagenen Masseinheiten fur Enzyme, die Konzen
trationen und Ausbeuten in den aus den Samen der Prunaceen und Pomaceen 
gewonnenen Enzympraparaten durch das mit 1000 rnultiplizierte Reziproke der 
von Willstatter und Csanyi 5 bzw. von Willstatter und Oppenheimer6 

angewandten Zeitwerte aus. "Bei Messung der durch die Hydrolyse ;"on 
Salicin gekennzeichneten "Hauptwirkung" 7 ist z. B. jene Enzymmenge als 

P- Glucosidaseeinheit (P-Gl.-E.) zu betraehten, die bei 30 0 und opti-
malern pH (4,4) in einer Minute 20 cern 0,02 n.-Salieinlasung 8 zu 50% spaItet. 

1 Helferich, H. 117, 159; 1921. 
2 Willstattel', Kuhn u. Sobotka, H. 129, 33; 1923. 
3 Josephson, H.147, lund zwar S. 26ff.; 1925. 
4 Willstattel' u. Kuhn, Chern. Ber. 56, 509; 1923. 
5 Wills tatter u. Csanyi, H. 117, 172; 1921. 
6 Willstatter u. Oppenheimer, H.121, 183; 1922. 
7 H. 125, lund zwar S. 17; 1922/23. 
8 An Stelle del' von Willstatter u. Csanyi a. a. O. angegebenen Normalitat 0,0196, 

welche einer 1 %-igen Amygdalinlosung entsprach. 
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Der ,B-Glucosidasewert (,B-Gl.-W.) ist die in 1 g Trockengewicht 
enthaltene Anzahl von Glucosidaseeinheiten." 

Josephson hat in Ubereinstimmung mit dem Vorschlag von Euler 
und J 0 s e phs 0 n 1 allgemeine Ausdriicke von der Form 

X f= k.g Substrat 
1 g Enzympraparat 

oder 
k X 2f= --

g Enzympraparat 
zur Messung der Wirksamkeit von Enzympraparaten zu benutzen, die Be
dingungen zur Anwendung solcher Ausdriicke im FaIle der Salicinspaltung 
naher untersucht. Bei Anwendung von Konzentrationen des Salicins zwischen 
2 und 5% ist es also moglich, eine Formel von der erst en der beiden erwahnten 
Formen zur Charakterisierung der Aktivitat zu verwenden. Ais "Standard"
Konzentration zu der Bestimmung der Aktivitat von ,B-Glucosidasepraparaten 
hat Josephson es allerdings ffir zweckmassig angesehen, die Konzentration 
2% (0,07 n.) festzustellen. Verwendet man ein Totalvolumen des Reaktions
gemisches von 50 ccm, so wird also die Substratmenge 1 g und die Salicin
spaltungsfii.higkeit lasst sich dann definieren als 

k Sal f=------. g Enzympraparat' 

m welcher Formel 
k die nach der Formel ffir monomolekulare Reaktionen berechneten 

Reaktionskoeffizienten darstellt (Mittelwert aus z. B. drei Bestimmungen) 
bei der Spaltung von 1 g Salicin in 50 ccm Losung bei optimaler Aciditat 
(pH = 4,4, zweckmassig durch K~P04 eingestellt) und bei einer Temperatur 
von 30°; 

g Enzympraparat bedeutet, wie immer, die Menge des Enzympraparates 
(Trockengewicht der Enzymlosung), welche bei Bestimmung von k in den 
50 ccm der Reaktionsmischung zugegen ist. k diirfte bei dieser Bestimmung 
Werte zwischen etwa 10-4 und 10-2, vielleicht mit noch grosserem Intervall, 
haben k6nnen. 

Die Aktivitaten einiger ,B-Glucosidasepraparate, nach dieser Methode 
berechnet, finden sich in der nachfolgenden Tabelle. 

"Um den Vergleich zwischen verschiedenen Praparaten zu erm6glichen, 
wenn die Aktivitat entweder durch den Ausdruck Sal. f oder den Willstatter
schen Ausdruck tJ-Gl.-W. ausgedriickt ist, lasst sich in folgender Weise der 
letztere Ausdruck in den ersten umrechnen und umgekehrt. 

Nach der Definition von'R. Willstatter, R. Kuhn und H. Sobotka 
ist der ,B-Glucosidasewert die in 1 g Trockenpraparat enthaltene Anzahl 
von ,B -Gl uco si d as e einh ei ten (tJ- Gl.-E.), wo eine Glucosidaseeinheit die 

1 Euler u. Josephson, Chern. Ber. 56,1749; 1923. 



Praparat 

Ez 
E3 
E4 
Es 
Es 
E7 
ElO 
Ell 

EaKl 
E12K2 

6. Kap. p-Glueosidase. 

Zusammenstellung del' Aktivitaten einiger p-Glueosidasepraparate. 

Methode del' Darstellung 

Fallung mit del' 4 faehen Menge Alkohol. 
Troeknen mit Alkohol und Ather. 
Wiederauflosung in Wasser 

Fallung mit Aeeton . . . . 
desgl-

Fallung mit del' 3 faehen Menge Alkohol 
Fallung mit Aeeton . . 
Es mit Alkohol umgefallt . . . . 
Es dialysiert . . . . . . . . 
Dureh Tonerdeadsorption gereinigt 

desgl. 
Dureh Kaolilladsorption gereilligt . 

desgl. 
Dasselbe Praparat naeh del' Dialyse 
Dureh zweimalige Kaolinadsorption 

gereinigt . . . . . . . . . 
Dasselbe Praparat Ilach del' Dialyse . 

Sal. f 

0,15-0,20 
0,27 
0,20 
0,27 
0,09 
0,14 
0,17 
0,55 
0,61 
1,24 
1,6 
4,8 

3,07 
4,9 

(7,9) 
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p-Gl.-W. 

",3 
4,5 
3,3 
4,5 
1,5 
2,3 
2,8 
9,1 

10,1 
20 
26 
80 

51 
81 

(130) 

Enzymmenge darstellt, die bei 30 0 und optimalem pH (4,4) III einer Minute 
20 ccm 0,02 n.-Salicinlosung zu 50% spaltet. 

Dnter den Versuchsbedingungen bei der p-Gl.-W.-Bestimmung gibt also 
1 p-Gl.-E. den Reaktionskoeffizient erster Ordnung 

kO•02 = log 2 = 0,3010. 

Dieselbe Enzymmenge in 50 ccm 0,02 n.-Losung wiirde also die Kon
stante 

Jr.;,()2 = 2/5.0,3010 = 0,1204 
ergeben. 

Wenn X die mit dem Substrat verbundene Enzymmenge (X = Kon
zentration der Enzym-Substratverbindung) und l: die gesamte Enzymmenge 
darstelIt, ergibt sich unter der Annahme, dass die Reaktionsgeschwindigkeit 
[umgesetzte Substratmenge pro Zeiteinheit] (d xjd t)o = kl (a), proportional 
mit Xjl: ist, in 0,02 n.-Losung 

K M ·O,02 
X",02/l: = 1 + KM , 0,02 = C' k~,02' 0,02, 

III 0,07 n.-Losung 
KM ·O,07 

Xo,dl: = = c ' k;,07 ' 0,07. 
1 + KM ,O,07 

Beim Ubergang von 0,02 n. zu 0,07 n.-Losung andert sich also k' im Ver
haltnis 

k~ 07 1 + K M , 0,02 
k~'02 = 1 + KM ·O,07· 
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Unter den Bedingungen bei der Bestimmung von Sal. f ergibt also 1 P-Gl.-E. 

k' _ = ° 1204. 1 + K M • 0,02 
>,u. , 1 + K M .O,07· 

Die Aktivitat p-Gl.-W. = 1 entspricht also 

1 + K M ·O,02 
Sal. f = 0,1204· 1 + KM • 0,07 . 

Zur Umrechnung mussen wir also die Mfinitatskonstante der Salicin
P-Glucosidaseverbindung kennen. Bei den hier untersuchten Praparaten 
wurde KM zu etwa 33 bestimmt, und der Umrechnungsfaktor wird dann 
0,0605. Dieser Wert wurde zur Umrechnung der in der Tabelle aufgezahlten 
Werte von Sal. f verwendet. 

Das von Willstatter und Oppenheimer, sowie von Willstatter, 
Kuhn und So bot,ka. untersuchte Praparat d aus sussen Mandeln hatte p-Gl.-W. 
= 2,59 und KM = 59 (Km = 1jKM = 0,017) und mit dem in diesem FaIle 
gultigen Umrechnungsfaktor 0,0512 findet man, dass, unter den Bedingungen 
der Sa.l. f-Bestimmung untersucht, dieses Praparat also Sal. f = 0,13 er
geben haben wurde." 

VIII. Temperatureinfluss. 
Stabilitat des Enzyms. Aus den Arbeiten von Tammann (I. c.) ergibt 

sich fiir die Ternperaturen uber 60° eine verhaltnismassig geringe Stabilitat 
des Enzyms (wobei allerdings unsicher ist, ob bei den Versuchen optimale 
Aciditat geherrscht hat), noch etwas geringer als bei Saccharase; bei 60° be
tragt namlich (siehe Teil I, S. 248 u. 249) kc .103 = 13. 

Fur den Temperaturkoef£izienten der Stabilitat (also von kc) berechnet 
sich Q in der Formel (29) Teil I, S. 245 aus Tammanns Zahlen im Be
reich 60-75° Q = 45000, also ein auffallend kleiner Wert. 

Nach Armstrong und Horton (Proc. 80, 325) bleibt die Aktivitat gegen 
Salicin und Amygdalin nach mehrstundigem Erhitzen des Mandelextraktes 
auf 55° noch erhalten, erst Erhitzen auf 59° zerstart. 

Werden M,andeln mit Wasser bei 57° extrahiert, so war die Lasung, welche 
bei 38° gegen p-Methylglucosid, Salicin und Amygdalin aktiv war, nach Er
hitzen auf 62° (Dauer?) ul).wirksam. 

In alkoholischer Lasung, in welcher das Enzym nicht ausgefallt ist, tritt 
nach Bourquelot und BrideP die Inaktivierung bei urn so niedrigerer 
Temperatur ein, je haher die Alkoholkonzentration ist. Ausgefalltes Enzym 
(60-95% Alkohol) ist im allgemeinen widerstandsfahiger gegen hahere Tem
peraturen 2. 

1 Bourquelot u. Bridel, C. r. 155,319; 1912. - Jl Pharm. et Chim. (7) 7,27; 1913. 
2 Dass ausgefitllte Glucosidase noch wirksam ist, betont besonders Bay Ii s s (JI of 

Physiol. 50, 85; 1915). 
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Helferich macht uber die Stabilitat seines gereinigten Praparates E II 
folgende Angaben: 

24 stundiges Aufbewahren des trockenen Praparates E II unter absolutem 
Alkohol, Aceton oder Ather beeintrachtigt die Wirksamkeit nicht. 10 Minuten 
Kochen mit Athylalkohol setzt die Wirksamkeit erheblich herab. 

Zeitwert vor dem Kochen: 56,1; Zeitwert nach dem Kochen: 88,7. 
24 stundiges Aufbewahren des trockenen Praparates E II unter Methyl

alkohol bei Zimmertemperatur schwacht die Wirksamkeit erheblich. 
Kurze Einwirkung von 0,1 n.-Ammoniak schwacht die Glucosidas!O nicht. 
TemperaturkoeHizient der Glucosidspaltung. Nach den Versuchen von 

Tammann ist der Temperaturkoeffizient kt + 10/ kt zwischen 15° und 25° 
ziemlich hoch, namlich 2,4; die Konstante Q der Temperaturformel (29) 
(Teil I, S. 245) betragt fur die Salicinspaltung 15000. 

IX. Spezifitiit der p-Glucosidase. 
Eingehende Untersuchungen uber den Ein£luss der Struktur auf die 

Wirkung des "Emulsins" verdankt man E. Fischer und seinen Mitarbeitern, 
besonders Helferich 1• Die alteren Ergebni.sse, bei welchen die Aciditat der 
L6sungen oft von der fur ,B-Glucosidase optimalen weit entfernt war, bedurfen, 
wie Fischer bemerkt, piner Nachprufung. Bei Fischers Versuchen hat 
sich schliesslich gezeigt, dass bei Einhaltung geeigneter pH-Werte die meisten 
,B-Glucoside durch Emulsin gespalten werden. 

Die Untersuchungen von Fi.scher uber dieses Thema betre£fen sowohl 
die Spaltbarkeit einiger Glucoside, in welchen die Zuckerkomponente 
in verschiedener Weise verandert war, wie auch die relativen Spaltungsgeschwin
digkeiten bei Spaltung von Glucosiden mit verschiedenen Alkoholkompo
nenten. Diese Versuche von Fischer zeigen einerseits, dass die Konstitution 
und Konfiguration der Zuckerkomponente von ausschlaggebender Bedeutung 
fur die Angreifbarkeit durch die ,B-Glucosidase ist, andererseits geht mit Deut
lichkeit hervor, dass auch die Alkohol-(Phenol-)Komponente auf die Angreif
barkeit einen wesentlichen Ein£luss ausubt. 

Hinsichtlich der Bedeutung der Konstitution eines Glucosids fur die 
Angreifbarkeit ist besonders hervorzuheben, dass man sowohl mit einer Ande
rung der A£finitat zwischen dem Glucosid und delll Enzym wie auch mit 
einer Anderung der Zerfallsgeschwindigkeit des Enzymsubstrates·zu rechnen 
hat. Bei gewissen Substitutionen im Zuckerrest scheint die Affinitat zu der 
,B-Glucosidase aufgehoben werden zu k6nnen, wahrend bei Veranderungen 

1 E. Fischer u. Helferich, Lieb. Ann. 383, 85; 1911. - E. Fischer u. Zach, 
Chern. Ber. 45, 3761; 1912. - E. Fischer, H. 107, 176; 1919. - E. Fischer, H. 108,3; 
1919. - E. Fischer, Bergmann u. Schotte, Chern. Ber. 53, 509; 1920. - Helferich 
und Mitarb;, H. 128, 141; 1923. 
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im Alkoholrest die absolute Spezifitat der P-Glucosidase weniger als die relative 
Spezifitiit von Bedeutung ist. 

Betreffs der Aufhebung der Spaltbarkeit bei Veranderungen im Zucker
rest liegen die folgenden Beobachtungen von Fischer vor: 

Durch Emulsin spaltbare Glucoside: 

p-Methylglucosid 
p-Methyl-d-isorhamnosid 
Bromallylglucosid 

Durch Emulsin nicht spaltbare Glucoside: 

p-Methylglucosid-6-bromhydrin 
p-Methylglucosid-2-brornhydrin 
Methylxylosid 
2-Desoxy-methylglucosid 
Anhydro-rnethylglucosid 

Besonders auffallend ist das Ergebnis, dass das p-Methylglucosid und 
p-Methyl-d-iso-rhamnosid von Emulsin gespalten werden, wahrend p-Methyl
glucosid-6-bromhydrin nicht spaltbar ist; wie die folgende schematische 
Formel zeigt, steht das Bromhydrin gewissermassen in der Mitte zwischen 
den beiden anderen Glucosiden. 

R·OOHs 

O~OH 
p-Methylglucosid 

spaltbar 

R·OOHs 

CH2Br 
p-Metbylglucosid-6-bromhydrin 

nicht spaltbar 

R·OCIIa 

OHs 
p-Methyl-d-iso-rhamnosid 

spaltbar 

Ob fiir diese Verschiedenheit eine ahnliche Erklarung gefunden werden kann, 
wie man sie hinsichtlich der durch Emulsin nicht spaItbaren Methylxyloside 
und anderer Pentoside in letzterer Zeit versucht hat, namlich durch eine 
veranderte Lage der Sauerstoffbriicke im Zuckerrestt, kann erst die weitere 
Bearbeitung dieser noch nicht endgiiltig gelosten Konstitutionsfrage in der 
Zuckerchemie beantworten. Nach den neuesten Anschauungen der meisten 
auf diesem Gebiete beteiligten Forscher sind auch bei den normalen a- und 
p-Methylglucosiden wie bei den Pentosiden 1,5-Sauerstoffringe die wahrschein
lichsten. Nach diesem Stand der Forschung vermogen also die Formelbilder 
von beispielsweise p-Methylglucosid und p-Methylxylosid die absolute Spezi
fitat der p-Glucosidase nicht zu erklaren. 

Hinsichtlich der hier nicht eingehender behandeIten Hexoside, Heptoside, 
Pentoside usw. wollen WIT an dieser Stelle nur betonen, dass sie, wie es scheint 
ohne Ausnahmen, von Emulsin nicht bzw. nur sehr schwer angegriffen 
werden. Wir konnen uns also hier damit begniigen, die typischen hierher 
gehorenden Substrate, soweit sie auf enzymatische Spaltbarkeit durch Emulsin 
gepriift sind, tabellarisch zusammenzustellen. 

Die folgenden Substrate sollen also nach den Angaben von E. Fischer 
durch Emulsin (,B-Glucosidase) nicht gespalten werden. 

1 Die Bedeutung der neueren Erkenntnisse hinsichtlich der Existenz von Zuckern und 
Zuckerderivaten mit verschiedenen Sauerstoifringen fur die Erklarung der SpezifitatsverhlUtnisse 
der P-Glucosidase haben B. Helferich und W. Schafer (Chern. Ber. 57, 1913; 1924) her
vorgehoben. Siehe hierzu auch Josephson, H. 147, 1 und zwar S. 148; 1925. 



Suhstrat. 

Methyl-l-Glucosid 
Methyl-d-Mannosid 

J\iethyl-Fructosid 

Methyl-Sorbosid 
Methyl-Glucoheptosid 
Methy 1-Arabinosid 

Methyl-Xylosid 

Methyl-l-Rharnnosid 
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Gegen-iiber den in der Natur vorkommenden Rhamnosidan, welche Xan
thon- oder Flavonderivate sind, scheint Emulsin ebenfalls unwirksam zu sein. 

p-Methyl- und p-Phenyl-Maltosid (Fischer und Armstrong, Chem. 
Ber. 34 u. 35) werden durch Emulsin gespalten, indem Maltose freigemacht 
wird, und das gleiche gilt von einem Menthol-Maltosid. 

Die andere Richtung dieser Untersuchungen von Fischer betreffen, 
wie erwahnt, den Einfluss der Konstitution der Alkoholkomponente. Hin
sichtlich der Verhaltnisse bei den Glucosidosauren (H. 107, S. 181) lasst sich 
£olgendes sagen: Die rreien Sauren werden offenbar nur langsam gespalten 
(pH nicht optimal), die SaIze schneller und ohne Einfluss der Kationen. Von 
den Derivaten sind die Ester, Amide und Nitrile am leichtesten hydrolysier
bar; ftir die Glucosidoglykolsaure ist im 1. Teil dieses Buches, S. 342 eine kleine 
Tabelle tiber beobachtete Spaltungsgrade angegeben. 

"Die Derivate der Glucosido-P-Oxyisobuttersaure sind auffallend resistent; 
denn die Salze zeigen kaum eine Spaltung und auch bei Ester, Amid und 
Nitril (Linamarin) geht die Hydrolyse sehr langsam vonstatten. (Bei dem 
Nitril war diese Erscheinung schon von Armstrong und Horton be
schrieben.) Offenbar hangt dies zusammen mit der Bindung des Zuckerrestes 
an das terti are Kohlenstoffatom. Auch bei dem Amylenhydratglucosid, wo 
ebenfalls der Zuckerrest an eine tertiare Alkoholgrnppe gebunden ist, findet 
die Hydrolyse durch Emulsin verhaltnismassig langsam statt." 

Bei der Glucosidomandelsaure soIl ein Unterschied zwischen den Deri
vaten der d- und I-Mandelsaure bestehen. Denn die Salze und das Amid der 
Glucosido-d-Mandelsaure sollen nicht angegriffen werden(?). Dagegen werden 
die Salze der l-Verbindung offenbar gespalten, wie die Versuche mit dem 
Gemisch der beiden Glucosidomandelsauren zeigen. 

"Noch merkwtirdiger ist das Verhalten der Methylester. Auch mer 
werden die Derivate beider Mandelsauren durch. Emulsin gespalten." Die 
Bildung von d-Mandelmethylester aus dem Glucosido-d-Mandelester ist durch 
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enzymatische Hydrolyse experimentell £estgestellt; eine tautomere Form ohne 
asymmetrisches Kohlenstoffatom kann also hier nicht entstehen. Wie Fischer 
hervorhebt, verdient also' der Fall des Glucosido-d-Mandelsauremethylesters 
bei allgemeinen stereochemischen Betrachtungen uber Zusammenhang von 
Enzymwirkung und Konfiguration eine besondere Beriicksichtigung1• 

Wie einleitungsweise hervorgehoben wurde, muss bei Variation der Eigen
schaften des Substrates sowohl mit einer Anderung der Affinitat zum Enzym 
wie mit einer Anderung der ZerfalIsgeschwindigkeit des Enzymsubstrates 
gerechnet werden. Da die oben zitierten Untersuchungen diese neuere Er
kenntnis nicht berucksichtigen konnte, so miissen sie vor der eingehenden 
Diskussion erganzt werden. 

E. Fischer hat hervorgehoben, dass die aromatischen Glucoside durch 
Emulsin viel leichter als die aliphatischen Glucoside gespalten werden. Aus 
denArbeiten von Willstatter, Kuhn und Sobotka 2, sowie von J osephson 3 , 

geht hervor, dass diese Verschiedenheit zu einem grossen Teil durch die viel 
gering ere Affinitat des gemeinsamen Enzyms zu dem aliphatischen Glucosid 
als zu dem aromatischen bedingt ist. (1m 1. Teil S. 357 sind die Ergebnisse, 
von Willstatter, Kuhn und Sobotka naher beschrieben.) 

Josephson hat einen Versuch gemacht, diese Affinitatsverhaltnisse 
theoretisch durch die Annahme der Mitwirkung der Alkohol- bzw. Phenol
komponente bei der Bindung des Glucosids an das Enzym zu erklaren. Die 
gr6ssere Affinitat zu den aromatischen Glucosiden ist namlich parallel mit 
einer gr6sseren Affinitat zu den Phenol en als zu den aliphatischen Alkoholen 
verbunden. 

Kuhn und Sobotka4 haben hervorgehoben, dass sich die relative Spezi
fitat der ,a-Glucosidase durch die verschiedene Affinitat allein nicht beschreiben 
lasst. Eine Beziehung zwischen den Reaktionskonstanten der Saurehydrolyse 
und denjenigen der Emulsinspaltung ist - wie die im 1. Teil S. 358 mitgeteilte 
Tabelle zeigt - nicht ersichtlich. Dasselbe gilt auch fur die Spaltung des 
Arbutins, welches Glucosid nach Josephson in dieser Hinsicht nahe mit 
dem Phenylglucosid ubereinstimmt: 

Vergleich von Enzyrn- und Saurehydrolyse des 8alicins, 
~-Phenylglucosids und Arbutins. 

Substrat (~Enzym QSaure 
QEnzym 

QSaure 

Salicin: ~-Phenylglucosid . 8,3 ± 0,5 0,46 18 
Salicin: Arbutin 9,3 0,39 24 

1 Eine ausgepragt spezifische Auswahlfahigkeit zwischen Antipoden haben Karrer, 
Nag eli u. Sm i rn 0 ff beim Urnsatz von dl-Acetobrornglucose mit dem Silbersalz der 
dl-Mandelsaure beobachtet (Helv. 5,141; 1922. - V gl. auch Nag eli, Dissertation, Zurich 1921). 

2 Willstatter, Kuhn u. Sobotka, H. 129,33; 1923. 
3 Josephson, H. 147, 1; 1925. 
4 Kuhn u. Sobotka, Zs physik. Chern. 109,65; 1924. 
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x. Enzymatische Synthese von p-Glncosiden. 
Umkehrbarkeit der Glucosidspaltnng. Wie bereits im I. Teil erwahnt 

wurde, ist es Bourquelot und seinen Mitarbeitern gelungen, eine grosse 
Reihe von fJ- Glucosiden, darunter auch viele der. cyclischen Reihe, durch 
Emulsin zu synthetisieren. Die 1914 von Bourquelotl,nach Versuchen 
von Bridel und Herissey angegebene Reihe sei hier nochmals angeftihrt: 

Aliphatische Reihe: 

Methyl-Glucosid fJ 
Athyl-Glucosid 
Propyl-Glucosid 
Isopropyl- Glucosid 
Butyl-Glucosid 
Isobutyl-Glucosid 
Isoamyl-Glucosid 
Allyl-Glucosid 
Geranyl-Glucosid 
Glycyl-mono-Glucosid 
Glycyl-di-Glucosid 
a-Oxypropyl-fJ-Glucosid 
Glyceryl-mono- Glucosid. 

CYclische Reihe: 

Benzyl- Glucosid 
Phenylathyl-Glucosid 
Cinnamyl- Glucosid 
o-Oxyhenzyl-Glucosid 
0-Methoxybenzyl- Glucosid 
m-Nitrobenzyl-Glucosid 
p-Methoxybenzyl-Glucosid 
N aphthyl- Glucosid 
Cyclohexanyl-Glucosid 
o-Methylcyclohexanyl-Glucosid 
Thymotinyl-Glucosid 
0-, m-, p-Xylylglycyl-mono-Glucosid 

Die Anzahl der synthetisierten Glucoside ist spater noch vermehrt 
worden. Auch mit mehrwertigen Alkoholen der aromatischen Reihe wurden 
Synthesen erzielt, so mit 0- und p-PhthalylalkohoP. 

/CH2 • O· CSH l10 5 
C6H4 , 

"-CH2 • OH 

Nach den Ergebnissen von Bourquelot kann es keinem Zweifel unter
iiegen, dass durch die fJ-Glucosidase Gleichgewichte von beiden Seiten 
her eingestellt werden, und dass dabei iibereinstimmende Gleichgewichts
iagen erreicht werden. Bourquelot und Bridel gingen z. B. von folgender 
Lasung aus: 

fJ-Methylglucosid (entsprechend 2 g Glucose) 
Methylalkohol. . . . . 
Wasser ........ . 
Emulsin in Pulverform 

2,1555 g 
10 

100 
0,30 

Die unmittelbar einsetzende Hydrolyse kam zum Steh~n, als die An
fangsdrehung - 10 26' (1 = 2) in + 10 20' iibergegangen war, wobei aus 
1,6934 g Methylglucosid 1,5712 g Glucose gebildet worden waren. Weiterer 
Emulsinzusatz anderte das Gleichgewicht nicht. 

1 B 0 u r que lot, Jl de Ph arm. et de Chim. (7) 10, 361 u.~93; siehe auch· Ann. Chim. 
Phys. (9) 3, 287; 1915; 4, 310; 1915; 7, 153; 1917. - Her iss e y; Bull. Soc. Chim. 33, 349; 1923. 

2 Bourquelot u. Ludwig, C. r. 149, 213; 1914. 
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Ein Parallelversuch zum obengenannten wurde mit einer L6sung be
gonnen, welche 2 g Glucose im entsprechenden Alkohol-Wassergeinisch ent
melt; er kam von der Anfangsdrehung 2 0 auf + 10 12'. 

Entfernte man einen Teil der Glucose aus der L6sung, was durch Zu
satz von Hefe geschehen konnte, so schritt die Hydrolyse bis zum Eintritt 
eines neuen Gleichgewichtes weiter. 

Ein weiterer Versuch ist in folgender Tabelle zusammengestellt; er be
zieht sich auf eine L6sung, welche 30,2 Vol.-% Methylalkohol enthalt. 

Von beiden Seiten her wird 8]SO die gleiche Enddrehung (Mittel 11') 
erreicht. 

Den Ein£luss der Alkoholkonzentration sehen wir aus der Kurve, welche 
bereits im 1. Teil (S. 307, Fig. 44) dargestellt worden ist. Sie zeigt, dass bei 
hohem Alkoholgehalt (z. B. 95%) der gr6sste Teil der Glucose im Gleichgewicht 
III Glucosid verwandelt ist. 

Syn th es e. Hy dr 0 lys e. 

1 g Glucose in 100 ccm 1,077 g Methylglucosid in 100 ccm 

Versuchstage Drebung (2 dm) Versuchstage Drehung (2 dm) 

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

13 + 16' 13 + 6' 
18 + 12' 18 + 10' 

Uber die theoretische Berechnung der· Gleichgewichtslage bei diesem 
Versuch von Euler und Josephson! siehe Teil I, S. 305-311. 

Nachdem also durch diese Versuche von. Bourquelot und seinen Mit
arbeitern, von denen hier besonders Herissey und Bridel zu nennen sind, 
die Umkehrbarkeit der P-Glucosidasewirkung bewiesen worden ist, hat J oseph
son die Aciditats- und A££initatsverhaltnisse bei der enzymatischen P-Glucosid
synthese naher untersucht. Die Versuche und theoretischen Berechnungen von 
Josephson 2, welche in Anschluss an Versuche iiber die enzymatische Spaltung 
von P-Glucosiden angestellt wurden und deshalb mit diesen auch in quanti
tativer Hinsicht verglichen werden konnten, bestatigen die Identitat des 
spaltenden und des synthetisierenden Enzyms, und zwar wurde diese Identitat 
durch Anwendung des Massenwirkungsgesetzes, also unter Einfiihrung des 
Affinitatsbegriffes bei der Synthese, erm6glicht. Ebenso wie die enzymatische 

1 Euler u. Josepbson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 9, Nr. 7; 1924. - H. 136,30; 
1924. - Eine Berechnung des enzymatiscben Glucosid-Glei£bgewiehtes hat auch B a ill y (JI 
Chim. Phys. 16, 28; 1918) mitgeteilt. 

Z Jesephson, H. 147, 155; 1925. 
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Aktivitats-pH-Kurve der Synthese des p-Methylglucosids. 40 Vol.-% Methylalkohol. 
5 Gew.-OJo Glucose. 

Relative 
pH Zeit Drehung Drehungs- Anfangs-

in Tagen anderung geschwindigkeit 

3,38 ° 4,28 - 35 
1 4,21 0,07 
2 4,18 0,10 
3 4,18 0,10 

4,12 ° 4,27 - 80 
1 4,11 0,16 
2 3,95 0,32 
3 3,79 0,48 

4,59 0 4,27 - 100 
1 4,07 0,20 
2 3,87 0,40 
3 3,69 0,58 

4,64 ° 4,28 - 100 
1 4,08 0,20 
2 3,89 0,39 
3 3,68 0,60 

4,72 ° 4,26 - 100 
1 4,06 0,20 
2 3,87 0,39 
3 3,67 0,59 

5,36 ° 4,27 - 88 
1 4,09 0,18 
2 3,93 0,34 
3 3,76 0,51 

5,57 ° 4,26 - 75 
1 4,11 0,15 
2 3,95 0,31 
3 3,82 0,44 

6,25 ° 4,27 - 49 
1 4,17 0,10 
2 4,09 0,18 
3 3,97 0,30 

6,90 ° 4,24 - 15 
1 4,21 0,03 
2 4,19 0,05 
3 4,17 0,07 

7,75 ° 4,26 - 6 
1 4,25 0,01 
2 4,24 0,02 
3 4,22 0,04 
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Spaltung von P-Glucosiden wird auch die enzymatische Synthese durch das 
Massenwirkungsgesetz geregelt. 

Die Versuche tiber die pH-Abhangigkeit der Synthesegeschwindig-
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k e i t bei der Synthese des· ,8-Methylglucosids zeigeri, dasi'i die pH -Kurve der 
Synthese mit derjenigen der Spaltung sehr nahe ubereinstimmt. 

Die Veri'iuche wurden mit Li:isungen enthaltend 40 Vol.-% Methylalkohol 
ausgefuhrt. Die Konzentration der Glucose betrug 5 Gew.-OJo. In jeder Ver
sucMmischring von 100 ccm Totalvolumen befanden sich 10 ccm 0,3 n.-Phos
phatli:isung mit variierender Aciditat und 55 n;J.g des Enzympraparates Ea 
(Sal. f = 0,20). Elektrometrische pH-Bestimmung. 

Die Versuchsergebnisse sind in der vorhergehenden Tabelle wiedergegeben 
und die Aktivitats-pH-Kurve ist in der Fig. 31 gezeichnet. 

Bei der theoretischen Besprechung und Berechnung des enzymatischen 
,8-Methylglucosidgleichgewichts hatten H. v. Euler und K. Josephson 
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die Annahme gemacht, dass die durch 
Hemmungsversuche bei derSpaltung 
berechenbare Mfinitatskonstante der Glu
cose-Enzymverbindung auch fur die Syn
thesegesch windigkei t massgebend ist. 
Die Berechtigung dieser Annahme wird 
durch J osephsons Versuche in einwand
freier Weise bewiesen. Es wird namlich 
gezeigt, dass die durch Variation der 
Glucosekonzentration bei der Syn
these berechenbare AHinita tskon-

J 'I 5 6 7 PH 8 stante der Glucose-Enzymverbin-
Fig. 31. dun.g denselben Wert besitzt wie 

die vorher durch Hemmungsver
suche ermittelte AHinitatskonstante. Zum erstenmal wird also die 
AHinitat eines synthetisierenden Enzyms zum Substrat (Glucose) 
ermittelt; die Ubereinstimmung diesel.' Mfin.itat mit der unter Anwendung 
des Massenwirkungsgesetzes in ganz anderer Weise ermittelten Mfinitat 
des sp altenden Enzyms zum betre££enden Substrat zeigt die Leistungs
fahigkeit der Au££assung der Aktivitats-[S]-Kurven als Dissoziationsrest
kurven. 

Bei den Versuchen wurde innerhalb jeder Versuchsreihe der Alkohol
gehalt konstant gehalten und nur die Anfangsgeschwindigkeiten bei der Syn
these (Drehungsanderung pro Zeiteinheit) gemessen. Die Anfangsgeschwindig
keiten ki:innen also durch 

wo 
v = c· [Glucose-Enzym], 

[Glucose-~nzymJ _ K 
[Glucose] ~ [Enzym] - M 

ist, ausgedriickt werden. KM stellt also, wie bei der enzymatischen Spaltung, 
die Affinitatskonstante·der Enzym-Substratverbindung dar, unddie Vetsuchs-
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methodik und Berechnung kann also in ahnlicher Weise wie bei der Spaltung 
gestaltet werden. 

Zwei Versuchsreihen mit Methylalkohol (30 bzw. 40 Vol._ % ) und erne 

Synthese des Il-Methylglucosids. 40 Y 01.-% Methylalkohol. Variation der 
Glucosekonzentration. 46 rng Praparat E2 in 100 cern Reaktionsrnischung. 

Konzentration I Zeit in Tagen Drehung 
Drehungs- Relat. Anfangs-

der Glucose anderung geschwindigkeit 

0,055 n. 0 0,89 28 
1 0,85 0,04 
2 0,80 0,09 
3 0,76 0,13 
4 0,73 0,16 

0,111 n. 0 1,73 48 
1 1,65 0,08 
2 1,58 0,15 
3 1,51 0,22 
4 1,45 0,28 

0,166 n. ° 2,57 61 
1 2,47 0,10 
2 2,37 0,20 
3 2,29 0,28 
4 2,20 0,37 

0,222 n. 0 3,43 72 
1 3,31 0,12 
2 3,20 0,23 
3 3,08 0,35 
4 2,97 0,46 

0,33311. ° 5,14 86 
1 5,00 0,14 
2 4,86 0,28 
3 4,72 0,42 
4 4,60 0,54 

0,444 n. ° 6,88 95 
1 6,73 0,15 
2 6,57 0,31 
3 6,41 0,47 
4. 6,28 0,60 

0,555 n. ° 8,57 99 
1 8,41 0,16 
2 8,24 0,33 
3 8,08 0,49 
4 7,93 0,64 

0,666 n. ° 10,14 100 
1 9,98 0,16 
2 9,81 0,33 
3 9,64 0,50 
4 9,48 0,66 

Chemie d. Enzyme. II. 3. A. 17 
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Versuchsreihe mit Athylalkohol (30 Vol.-Ofo) wurden ausgeftihrt. Wie er
wartet werden konnte, wurde KM bei den beiden Methylalkoholkonzentra
tionen sowie bei Austausch des Methylalkohols gegen Athylalkohol innerhalb 
der Versuchsfehler konstant gefunden: 

30 Vol.-OJo Methylalkohol 

Km = 0,18 
KM =5,5 

40 Vol.-Ofo Methylalkohol 

Km = 0,185 
KM= 5,4 

30 Vol.-ofo Athylalkohol 

Km= 0,19 
KM= 5,3 

Diese Werte (Mittel ftir KM = 5,4), welche sich auf das pH-Optimum der 
Synthese beziehen, stimmen mit den bei der Hemmung der Salicin-, Helicin-, 
Arbutin- und Methylglucosidspaltung durch Glucose ermittelten Werten 6,3, 
6,6, 5,1, 5,2 (oder im Mittel 5,8) ftir die Gleichgewichtsform der Glucose tiberein. 
In der vorstehenden Tabelle werden die Versuchsdaten bei einer Versuchsreihe 
zur Bestimmung von KM bei der Synthese des p-Methylglucosids wiedergegeben. 

Zur Untersuchung des Einflusses der Alkoholkonzentration auf die Ge
schwindigkeit der Synthese des p-Methylglucosids hat Josephson 5 Ver
suche mit 10, 20, 30, 40 und 50 Vol.-Ofo Methylalkohol in jeder Versuchs
mischung von 100 cern Totalvolumen ausgeftihrt. Die Konzentration der 
Glucose betrug in allen Fallen 2% (0,11 n.). Zu jedem Versuch kamen 46 mg 
des Praparates E2 zur Verwendung. Die Versuchsdaten sind in der neben
stehenden Tabelle zusammengestellt. 

Die Anderung des Drehungswinkels wurde wahrend 40 Tagen zeitlich 
verfolgt. N ach dem Verlauf dieser Zeit dtirfte in allen Losungen das enzyma
tische Gleichgewicht erreicht oder wenigstens sehr nahe erreicht sein. In 
der Tabelle sind die relativen Anfangsgeschwindigkeiten (Drehungsanderung 
pro Zeiteinheit bei Versuchsbeginn) wiedergegeben. Es wurde auch versucht, 
die experimentell gemessene Reaktionsgeschwindigkeit (Geschwindigkeit der 
Synthese-Geschwindigkeit der Spaltung des gebildeten Glucosids) nach der 
Formel ftir monomolekulare Reaktionen zu berechnen, wobei also in der 

Formel k = .!.log_a_, die totalen Drehungsanderung (nach 40 Tagen) = a 
t a-x 

gesetzt wurde. Wir sehen aus den Zahlen der letzten Kolumne in der Tabelle, 
dass die gemessene Reaktionsgeschwindigkeit recht genau durch diese Formel 
wiedergegeben werden kann. 

Wegen des reaktionshemmenden Einflusses des Methylalkohols zeigen 
die Reaktionsgeschwindigkeiten keir;te Proportionalitat mit der Alkohol
konzentration. Unter Hinzuziehung seiner Ergebnisse tiber die Hemmung 
durch Methylalkohol bei der Spaltung der p-Glucoside hat Josephson ge
sucht, die Synthesegeschwindigkeiten wegen dieses hemmenden Einflusses 
zu korrigieren. Die korrigierten Werte der Synthesegeschwindigkeiten zeigten 
nun eine weitgehende Proportionalitat mit der Alkoholkonzentration. 

Aus den Untersuchungen von Bourquelot und seinen Mitarbeitern geht 
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Synthese des p-Methylglucosids bei verschiedenen Alkoholkonzentrationen. 

Vol·-OJo 
Zeit in Tagen Drehung 

I 
Drehungs- I Relat. Anfangs- k·lOa 

Methylalkohol anderung geschwindigkeit (t in Tagen) 

10 0 1,53 - 6 -
1 1,48 0,05 7l} 3 1,40 0,13 72 69 
8 1,30 0,23 65 

20 1,20 0,33 -
40 1,20 0,33 -

20 ° 1,53 - 13 -
1 1,41 0,12 68 } 
3 1,24 0,29 62 62 
8 0,99 0,54 57 

20 0,77 0,76 -
40 0,70 0,83 -

30 ° 1,56 - 14 -
1 1,43 0,13 

51

1 
3 1,26 0,30 42 51 
8 0,84 0,72 51 

20 0,47 1,09 59 
40 0,38 1,18 -

40 0 1,57 - 12 -
1 1,46 0,11 36 } 
3 1,28 0,29 34 37 

I 8 0,84 0,73 40 

I 20 0,25 1,32 -
40 0,18 1,39 -

50 0 1,60 - 10 -
1 1,50 0,10 

27 } 
3 1,30 0,30 29 31 
8 0,80 0,80 36 

20 0,06 1,54 -
40 -0,06 1,66 -

die verschiedene Reaktions£ahigkeit verschiedener Alkohole mit Glucose 
unter Mitwirkung der P-Glucosidase hervor. Wir erinnern an den Versuch 
von Bourquelot und Herisseyl iiber die enzymatische Synthese in Sali
genin-Glucoselosungen, wobei nicht, wie Visser2 und van 't Hoff 3 annahmen, 
Salicin gebildet wurde, sondern ein Glucosid, des sen Phenylhydroxylgruppe 
noch £rei war, und in welchem also die primare aliphatische HO-Gruppe der 
Seitenkette mit grosserer Leichtigkeit in Reaktion getreten war. 

Schon van'tHoff hat darau£ au£merksam gemacht, dass die Leichtig
keit, mit welcher ein Alkohol unter Mitwirkung eines Enzyms mit Glucose 

1 Bourquelot u. Herissey, Jl Pharm. Chim. (7) 8, 49; 1913. 
2 Vis s e r, Zs physikal. Chern. 52, 257; 1905. 
3 van't Hoff, Sitzungsber. d. K. Preuss. Akad. d. Wissenschaften 42, 1065; 1909; 48, 

963; 1910. 

17* 
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unter Bildung eines Glucosids reagiert, vielleicht paranel geht mit der Reak
tionsgeschwindigkeit zwischen den Alkoholen unci schwachen organischen 
Sauren; diese Esterbildung, hat bekanntlichMenschutkin eingehendstudiert. 

Da van'tHoH nur teils primare Alkohole vom Typus Arr. C~OH 
und teils alicyclische Alkohole in der erwahnten Hinsicht uniersucht hat, 
lagen bis vor kurzem keine eindeutigen Versuche uber das enzymatische 
Gleichgewicht bei Phenolglucosiden vor, in welchen das phenolische Hydro:xyl 
in Reaktion getreten war. Die sehr geringe Reaktionsfahigkeit der aromati
schen (tertiaren) Phenylhydroxylgruppe mit· der Glucose-,B-Glucosidasever
bindung geht aus den Versuchen von JosePhson hervor. Die bei einem 
Versuch mit 20 ccm 100/0-Glucoselosung, 75 ccm einer Aceton16sung von 
Phenol (20%) und 5 ccm Enzymlosung (E6) beobachtete Drehungsanderung, 
welche nach J osephsons Versuchen auf Glucosidbildung zuruckzufuhren 
ist, entspricht nur einer Synthese des ,B-Phenylglucosids von rund 40/0 der 
Glucose. Das Gleichgewicht scheint also nahe bei der vollstandigen Spaltung 
des Glucosids zu liegen. 

Sehr interessant sind Bourquelots und Bridels! Versuche uber die 
gleichzeitige Einwirkung von a- und ,B-Glucosidase auf wassrig-alkoholi:3che 
Losungen von Glucose. Untersucht man unter gewissen Konzentrations
bedingungen (1 g Glucose, 20 g Athylalkohol in 100 ccm wassriger Losung) 
die Gleichgewichte zwischen Glucosid und Glucose fur jede der beiden Gluco
sidasen getrennt, so erhalt man: 

fur a-Athylglucosid 32,6 /67, 4 = ka 
" ,B-Athylglucosid 23,30/76,61 = kb 

und zwar sind die Werte beider Konstanten in wei ten Grenzen unabhangig 
von der absoluten Konzentration der Glucose. 

Bezeichnet man fur ein gegebenes Losungsvolum (etwa 100 cern) mit 

q die Gesamtmenge Glucose (frei und gebunden) 
x die Menge von a-~thylglucos~d j. 
y" " ",B-AthylglucoSld 1m Gleichgewicht, 
z" " der freien Glucose 

.so gilt die Gleichung: x + y + z = q. 

Ferner gilt, wenn ka und kb wie oben Gleichgewichtskonstanten be
'zeichnen, allgemein 

,somit 

fur a-Athylglucosid x = ka . z 
" ,B-Athylglucosid y = kb . Z 

kaz + kbZ + z = q und also z = ka + ~b + l' 
1 Bourquelot u. Bridel, Jl de Pharm. et de Chim. (7) 9, 10.1,,155,230; 1914; 10, 

361, 393; 1914. 
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Die im Gleichgewicht £rei gebliebene Glucosemenge ist also nach gleich
zeitiger Einwirkung der heiden Glucosidasen gleich der Menge der angewandten. 
Glucose, dividiert durch 1 + k .. + kb • 

Zur Priifung dieser Formel wurde u. a. folgende Mischung hergestellt, 
welche bei Zimmertemperatur (15-19 0) das Gleichgewicht erreichte. 

Glucose 1,9935 g 
Athylalkohol 20,0 g 
Wasser . . . 50 ccm 

Dazu: Maceration (1 : 10) getrockneter Unterhefe 20 ccm 
Emulsin 1 • • • . • . • . • • • • 0,3 g 

Wasser zu 100 ccm 

FUr diese Losung berechnet sich der Wert z: 
1,9935 g 

z = 32,6 23,39 = 1,1143 g. 
67,4 + 76,61 + 1 

Folgende Drehungen wurden erhalten: 

Versuchsdauer Drehung Freie Glucose 
Tage 
o (Beginn) 2° 6' 1,9935 g 
2 20 22' 
8 2° 56' 1,240 " 

16 2°' 46' 1,134 " 
28 2° 44' 1,1164 " 
36 2° 44' 1,1164 " 

Es zeigt sich also zwischen dem fur freie Glucose berechneten Werts 
1,1143 und dem hier gefundenen, 1,1164 sehr gute Ubereinstimmung. 

Berechnet man die Werte fUr x und y, so findet man 

fur x : 0,5388 entsprechend 0,622 g a-Athylglucosid 
" y: 0,340 " 0,393 g fJ-Athylglucosid. 

FUr die Mischung 1,1143 g Glucose + 0,622 g a-Athylglucosid + 0,393 g 
fJ-Athylglucosid 

DrehuIig berechnet 2° 45' 

" 
beobachtet 2° 44'. 

Anhang. 
Spaltung besonderer p-Glucoside. 

Ausser den Glucosiden vom Typus des Salicins kennt man noch zahl
reiche naturliche Glucoside, welche - wie die Anthocyane und Saponine -
grosse, besondere Gruppen von Pflanzenstoffen ausmachen. 

1 Die beiden Enzyme wirkten nicht unter ihrem etwas verschiedenen Aciditatsuptimum 
(pH = 6,4 bzw. 4,5), immerhin diirften beide nicht allzuweit von diesen Optimalbedingungen 
entfernt gewesen sein. 
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Wenn auch tiber ihre enzymatische Zerlegung und Bildung noch wenig 
bekannt ist, so solI en sie - schon weil sie ein interessantes Material der 
kiinftigen Enzymforschung bilden - auch hier nicht ganz tibergangen werden, 
und man findet sie also in diesem Abschnitt mit einer Anzahl von ktinstlich 
dargestellten Glucosiden zusammengestellt. 

Wir beschranken uns an dieser Stelle auf die wichtigsten stickstofffreien 
und diejenigen stickstoffhaltigen Glucoside, bei welchen das Stickstoffatom 
nicht in direkter Bindung mit dem glucosidischen C-Atom des Zuckers steht. 
Die N-haltigen Glucoside mit Stickstoff in direkter Bindung mit dem 
glucosidischen C-Atom vom Typus der Purin-Glucoside sind im Teil II, 2 
dieses Buches behandelt. Die Systematik muss sich wegen Mangel an An
gab en tiber die Enzyme auch hier wieder an die Substrate halten. 

An dieser Stelle solI auch an die von E. Fischer verlangte Abgrenzung 
des Begriffes "Glucosid" erinnert werden: "Die friihere Gewohnheit" -
schreibt Fischer! - "aIle natiirlichen Derivate der Glucose, die keine blossen 
Rohlenhydrate sind, Glucoside zu nennen, lasst sich nicht beibehalten. Ich 
verstehe unter Glucosiden nur die Stoffe, welche den Methyl- oder den Phenol
glucosiden ahnlich konstituiert sind." 

Dass die Spaltbarkeit der Glucoside durch ein bestimmtes Enzym oder 
Enzympraparat schon von kleinen Ronstitutions- und Konfigurationsunter
schieden stark verandert werden kann (es dtirfte sich aber meistens um quan
titative Anderungen handeln), ist im Anschluss an Fischer schon friiher 
betont worden. Auch im agluconischen Teil konnen Verlangerungen und 
Substitutionen in der Seitenkette oder am Phenylrest die Angreifbarkeit 
wesentlich beeinflussen. Man muss sich aber erinnern, dass diesdoch keine 
reine Besonderheit der Enzymreaktionen ist, sondern dass grosse Variationen 
der Reaktionsfahigkeit auch bei der nicht enzymatisch-katalytischen Spaltung 
von Homolog en auftreten. 

a) Glucosidosauren. 

Die meisten bisherigen Erfahrungen tiber die Spaltung der Glucosido
sauren sind den Arbeiten von E. Fischer und seiner Mitarbeiter2 zu ent
nehmen, und Fischer hat gerade den Unregelmassigkeiten, welche bei dieser 
Gruppe hinsichtlich des Verhaltens zu Emulsin beobachtet werden, seine 
Aufmerksamkeit gewidmet. 

Wahrend manche Derivate der Phenolcarbonsauren, z. B. Glucovanillin
saure, Glucosyringasaure, Glucosidogallussaure von Emulsin gespalten werden, 
sind· die freien Sauren, z. B. die Glucosidoglykolsaure als widerstandsfahig 
gegen das Enzym erkannt (zu hohe Aciditat) im Gegensatz zu ihrem Amid, 

1 E. F i s ch e 1;, Chern. Ber. 46, 3253; 1913. - Depside S. 32. 
2 E. Fischer u. He1ferich, Lieb. Ann. 383, 68; 1911. 
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das leicht hydrolysiert wird 1. Urn diese Verhaltnisse aufzuklaren, hat Fischer2 
eine grosse Anzahl von Spaltungsversuchen an einer Anzahl von Glucosido
sauren und ihre Derivate angestellt, namlich an: 

Glucosidoglykolsaure 
Glucosido-fJ-oxyisobuttersaure 
Glucosidomandelsauren 
Amygdalinsaure 
Cellosidoglykolsaure 
Glucosidosyringasaure und 
Glucosidogallussaure. 

Die Ergebnisse, iiber welche an anderen Stellen dieses Buches (siehe auch 
Teil I, S. 342 u. ff.) berichtet ist, sind fur die Beurteilung der Konstitutions
und Konfigurationsein£liisse auf Enzymreaktionen von grosstem Interesse. 
Weitere Einsichten in diese Verhaltnisse wurde man vielleicht durch die Be
stimmung der A££inita ten und Spaltungsgeschwindigkeiten der ver
schiedenen Substrate gewinnen. 

Es ist kein Anlass, zu bezweifeln, dass die hier besprochene fJ-Glucosidase 
diejenige Komponente des Emulsins ausmacht, welche auch die Glucosido
sauren spaltet. 

b) Terpenalkohole. 

Fischer und Raske 3 haben das Borneol-fJ-Glucosid, Fischer und 
Bergmann 4 das Menthol-fJ-Glucosid synthetisiert und die leichte Spaltbar
keit durch Emulsin nachgewiesen. Eine Reihe olefinischer, monocyclischer und 
bicyclischer Terpenalkohole sind von J. Hamalainen5 mit Glucose koPl
biniert worden, so z. B. das Citronellol, Sabinol, Cyclohexanol und r-Borneol 
und auch fur diese wurde die Spaltbarkeit durch eine Komponente des Mandel
emulsins festgestellt. Alicyclische Reste verhindern also nicht die Wirksam
keit dieses Enzyms, das o£fenbar mit der Alkyl- und Phenyl-fJ-Glucosidase 
identisch ist. 

Die Glucoside der Terpenalkohole treten wahrscheinlich als Zwischen
produkte im Stoffwechsel auf, wenn man die betreffenden Alkohole entweder 
an Tiere verfuttert oder als Arzneimittel beim Menschen verwendet. Sie 
sind im normalen Organismus unbestandig, indem sie zu entsprechenden 
gepaarten Glucuronsauren oxydiert werden (Schmiede berg und Meyer, 
Sundvik; E. Fischer). Bemerkenswert ist nach Hamalainen die Analogie 
zwischen den isomeren Borneolglucosiden und den entsprechenden gepaarten 

1 Methyl-epi-Glucosamin wird yon Emulsin nicht gespalten. (Fischer, Berg-
mann, Schotte, Chern. Ber. 53, 809; 1920.) 

2 E. Fischer, H. 107, 176; 1919. 
3 E. Fischer u. Raske, Chern. Ber. 42, 1470; 1909. 
4 E. Fischer u. Bergmann, Chern. Ber. 50,711; 1917. 
5 J. HamaUiillen, Biochem. Zs 4~, 398; 1913 und 50, 209; 1913. 
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Glucuronsauren. Wenn man namlich an Kaninchen, denen vorher Emulsin 
subcutan eingepritzt wurde, d- und I-Borneol verfiittert, so ist der Umfang 
der Glucuronsaurepaarung gesteigert. 

c) Gepaarte Glucuronsauren. 

Den Nachweis, dass gepaarte Glucuronsauren ,B-Glucoside sind, verdankt 
man N eu berg und N eimann 1, welche die mit der natiirlichen identische 
Phenolglucuronsaure synthetisch dargestellt haben. N eu berg hat auch ihre 
Konstitution und die Spaltbarkeit der Phenolglucuronsaure durch Emulsin 
dargetan. 

I 0 I 
CSH50· CH· CH(OH)' CH(OH) . CH· CH(OH)' COOH 

Phenol-Glucuronsaure. 

Indessen scheinen nicht aIle gepaarten Glucuronsauren von Emulsin 
angegriffen zu werden. Positive Resultate haben Neuberg und Neimann 1 

mit Euxanthonsaure erhalten, HamiiJainen 2 mit einigen Derivaten der Ter
penglucoside, z. B. I-Campho-d-Glucuronsaure (wahrend die d-Campho-d
Glucuronsaure nicht gespalten werden solI), und Hildebrandt 3 mit der 
von ihm aus Syringin erhaltenen Syringaglucuronsaure. Mit Borneolglucuron
saure hat Hamalainen keine Spaltung erhalten. 

d) Flavonfarbstoffe und Anthocyane. 

Wie durch die Untersuchungen von Willstatt er 4 bekannt geworden 
ist, stehen diese beiden Farbstoffgruppen miteinander in nachster Beziehung. 
Den gelben FarbstoHen liegt das Flavon oder Flavonol zugrunde, wahrend die 
mit dem Zucker verbundenen Anteile der Anthocyane, die Anthocyanidine 
Oxoniumbasen (Benzopyryliumbasen) sind, wie z. B. das Cyanidin. 

OH 

HO· /""/o"'-_/~"". OH 
I II II. OH ",-/ 
""/"'/ . .. Quercetin 

OHO 

CI OH . . 

/"'(0'" /-'" HO' I 11-"" /. OH 
""/,/ . OH -

OH 
Cyanidinchlorid 

Anthocyane sind durchweg Glucoside, und zwar Mono- und Diglucoside; 
bei einigen kommt ausser Glucose noch Rhamnose vor, aus Idaein wird 
Galaktose gewonnen. Durch Eintritt der Hexosen an die verschiedenen 

1 Neuberg u. Neimann, H. 44,114; 1905. 
2 Hamaliiinen, Skand. Arch. Physiol. 23, 297; 1910. 
3 H il deb ran d t, Hofm. Bcitr. 7, 438; 1905. Die aus Thymotinpiperidid dargestellte 

gep. Glucuronsaure wird durch Hefenenzym gespaIten und diirfte also ein a-Glucosid enthaJten. 
4 Wills tatter u. Everest, Lieh. Ann. 401, 189; 1913. - Willstatter und Mit

arbeiter, Lieb. Ann. 408; 1915. 
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HO-Gruppen der Anthocyanidine leiten sich von ihnen zahlreiche Antho~ 
cyane abo 

Was die Flavonolfarbstoffe betrifft, so scheint ihre enzymatische Spaltung 
oft schwer durchfiihrbar zu sein. -ober Besonderheiten der dies en Glucosid~ 
gruppen entsprechenden Enzyme ist bis jetzt sehr wenig bekannt. 

Nach Keeble, E. F. Armstrong und J onesl wird ein zwar nicht ge
nauer untersuchtes Anthocyan in Cherianthus cheiri durch Emulsin ge
spaIten. Bei Polygonum compactum hat N oack 2 Anthocyanspaltung be
obachtet. 

e) Alizaringlucosidase. Erythrozym. 
In der Wurzel von Rubia tinctorium kommt eiu Enzym vor, welches nur auf das in der 

gleichen PRanze enthaltene Glucosid, Rubian oder Rub eryth ri n sa u re wirken soll, indem es 
aus demselben u. a. Glucose und Alizarin bildet. Die einzige Beschreibung stammt vom Entdecker 
dieses Enzyms, Schunck 3, aus dem Jahr 1851. Dieser gibt an, dass die gleiche Wirkung 
auch durch Emulsin hervorgerufen werden kann. Aus dem wassrigen Extrakt soll es durch 
BIeiacctat und Quecksilberchlorid gefallt werden. 

Es ist schwer, sich aus S c hun ck s Angabeu eine Vorstellung iiber die Besonderheit des 
erwahnten Enzyms bzw. Enzymgemisches zu bilden. Enzyme, welche Anthrachinon-Glucoside 
angreifen, kommen iibrigens ausser in Leguminosen auch in Flechten vor, und zwar· hier, 
wie E u Ie r fand; begleitet von Oxydations- und Reduktionsenzymen. 

In Rheum und Rumex hat Wasicky 4 Enzyme gefunden, welche die in 
Rinden verbreiteten Oxyanthrachinon-Rhamnoside spalten. 

f) Saponine. Digitalisglucoside. 
Bekanntlich werden die Saponine durch verdiinnte. Mineralsauren gespalten,. und zwar 

in Produkte, welche in kaltem Wasser wenig oder gar nicht loslich und physiologisch sehr 
wirksam sind, Sapogenine, und in Hexosen, Pentosen oder ein Geinisch beider. 

Bei wichtigen AngehOrigen dieser Gruppe, wie beim Digitonin, ist· die Glucosidnatur 
schon lange erkannt 5• Dagegen finden sich tiber die enzymatische Spaltung nur vereinzelte 
Angaben. Viele Saponine, wie z. B. Cyclamin, widerstehen offenbar der Einwirkung des Emulsins. 

Aber der Umstand, dass im Tierkorper eine Zerlegung stattfindet und ferner dass gewisse 
Mikroorganismen imst;uide sind, manche Saponine unter Verbrauch des Zuckers abzubauen, 
zeigt, dass Enzyme existieren miissen, durch welche sich eine Hydrolyse erzielen lasst. 

-ober die enzymatische Spaltung der Digitalisglucoside ist kaum 
etwas Naheres bekannt. 

g) Primverosidase. 

Die Glucoside der Primverose (Xyloglucose) fasst Bride1 6 unter der 
Bezeichnung Primveroside zusammen. Diese scheinen im Pflanzenreich 
recht verbreitet zu sein, indem sie bereits in sechs zu den Dicotyledonen zahlen
den Familien aufgefunden wurden: Betulaceae, Primulaceae, Gentianaceae, 

1 Keeble, E. F. Armstrong u. Jones, Proc. Roy. Soc. B. 87,113; 1913. 
2 Noack, Zs Bot. 10, 561; 1918; 14, 1; 1922. 
3 Schunck, Phil. Trans. 1851,433, und 1853, 74. - JI prakt. Chem. 63, 222; 1854. 
4 Was i ck y, Ber. Bot. Ges. 33, 37; 1915. 
5 Schmiedeberg, Arch. f. expo Pathoi. 3; 23; 1S75. - Windaus, H. 121, 62; 1922. 
«> n rid e 1, C. r. iso, 1421; 1925. - Bull. Soc. Chim. BioI. 7, 926; 1925. 
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Rhamnaceae, Monotropeae, Rosaceae. Das aIle Primveroside spaltende En
zym, welches friiher als Betulase, Gaultherase, Primverase bezeichnet worden 
ist, hat Bridel Primverosidase genannt, worunter also das Enzym der 
linksdrehenden Primveroside, welche als Derivate der ,8-Primverose aufzu
fassen sind, zu verstehen ist. 

Das in der Rinde von Betula lenta nach Schneegans und Gerock 1 

vorkommende, durch Kondensation von Salicylsauremethylester und GIUCOSE1 
entstandene Gaultherin existiert nach Bridel2 als solches nicht. Das 
Glucosid, das hier vorhanden ist, liefert bei der Hydrolyse mit Primverosidase. 
Salicylsauremethylester und Primverose, und es ist mit dem M 0 not r 0 pit i n 
(Monotropitosid) des Monotropa Hypopitys identisch. 

Nach Picard 3 existiert allerdings noch ein zweites Glykosid des Salicyl
sauremethylesters. Dieses in Viola corn uta und Viola gracilis vorkommende 
Viol u to sid genannte Glucosid besteht nach Picard wie das Monotropitosid 
aus je 1 Mol. Salicylsauremethylester und einer Hexopentose, welche letztere 
als Pentose nicht Xylose, sondern Arabinose enthalten solI. Das Disaccharid 
des Violutosids miisste also vielleicht mit der Vicianose identisch sein. Das 
Violutosid wird durch ein in Cornus sanguinea enthaltenes Enzym hydrolysiert. 

h) N·haltige Glucoside. 

Indican und Isa tan. 

Dnter den natiirlichen N-haltigen Glucosiden ragt Indican an Bedeutung 
wegen seiner Beziehung zum Indigo hervor. 

Dass Indigofera tinctoria ein Enzym enthalt, welches zur Bildung von 
Indigo aus Indican befahigt ist, hat v. Lookeren-Campagne4 zuerst er
kannt. Eine Glucosidase als wirksames Agens neb en einer Oxydase wurde in 
den Blattern von Isatis alpina von B rea u d a t 5 vermutet. Die Reaktion des 
hydrolysierenden Enzyms besteht nach diesem Forscher in der Bildung von 
Glucose und Indigweiss, welch letzteres durch Oxydation in Indigo iibergeht. 

Beijerinck6 , HazewinkeF, ter Meulen 8 und Bergtheil9 haben 
dieses Enzym naher untersucht. Auch Gaunt, Thomas und BloxamlO 

haben ein Enzympraparat (durch Fallen mit Alkohol) dargesteIlt, welches 

1 Schneegans u. Gerock, Arch. d. Pharm. 232,437; 1894. 
2 Bridel, C. r. 178, 1310; 1924. - Bull. Soc. Chill. BioI. 6,659; 1924. - Jl Pharm. 

Chim. (7), 30, 304; 1924. 
3 Picard, C. r. 182, 1167; 1926. 
4 y. Lookeren-Campagne, Land\\". Versuchsst. 43. 401; 1894. 
5 Breaudat, C. r. 127, 769; 1898. 
6 B eij erinck, Akad. y. Wet. Amsterdam, 1900, 572. 
7 Hazewinkel, Akad. y. Wet. Amsterdam, 1900, 590. 
8 ter Meulen, Rec. tray. chim. Pays Bas 24, 444; 1905. 
9 Bergtheil, Jl Chern. Soc. 85, 870; 1904. 

10 Gaunt, Thomas u. Bloxam, Jl Soc. Chern. Ind. 26, 1174; ~907. 
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aus Indican Indoxyl abspaltet. Ein besonderes Enzym, welches nur Isatan, 
nicht Indican angreift, ist nach B eij erinck in Isatis tinctoria enthalten. 

Dass Indican tatsachlich enzymatisch hydrolysiert werden kann, ist 
nicht zu bezweifeln. In welcher Beziehung aber die beschriebenen Enzyme zu 
den iibrigen Glucosidasen stehen, lasst sich gegenwartig noch nicht angeben. 
Isatis tinctoria und Rubia tinctoria enthalten wenig Prunasin (S. 279). 

Die Indigweiss abspaltenden Enzyme sollen am besten in saurer Lasung 
wirken. 

i) Bankankosin 
aus dem Samen einer Strychnos-Art. 

Dieses Glucosid ist besonders von Bourquelot und Herissey 1908 
eingehend studiert worden (C. r. 147). Es wird durch Emulsin nach folgender 
Gleichung zerlegt. 

C21~08N + ~o = ClOH130sN + C 6H120 6' 



7. Kapitel. 

Amygdalinspaltnng. 

Bearbeitet von K. Josephson und H. v. Euler. 

Amygdalase, Prunase 
bearbeitet von Karl J 0 s e phs 0 n. 

Wir behandeln in dies em Abschnitt diejenigen Enzyme, welche bei der 
Spaltung des Amygdalins und anderer Oxynitril~,B-Glucoside mitwirken. Wie 
schon auf S. 228 hervorgehoben wurde, ging aus den Untersuchungen von 
H. E. und E. F. Armstrong, sowie von Caldwell und Courtauld und 
ferner von Rosenthaler hervor, dass die vollstandige Spaltung des Amyg
dalins in zwei Molekiile Glucose, Benzaldehyd und CyanwasserstoH durch 
die Tatigkeit der drei Enzyme Amygdalase, Prunase (,B-Glucosidase) und Oxy
nit;rilase durchgefiihrt wird. Die Prunase, welche das Prunasin in MandeI
saurenitril und Glucose spaltet, ist nach dem schon im vorigen Kapitel Ge
sagten mit grosser Wahrscheinlichkeit mit der gewohnlichen ,B-Glucosidase 
identisch. J edoch haben wir es fiir zweckmassig gehalten, die Wirkung dieses 
Enzyms als Oxynitril-,B-Glucosidase in Zusammenhang mit den anderen in 
diesem Kapitel beschriebenen bei der Amygdalinspaltung wirkenden Enzym
komponenten des Emulsins zu behandeln. 

A. Die Wirkung der Amygdalase. 

Das fiir die Untersuchung des Emulsins friiher am haufigsten benutzte 
Glucosid, das Amygdalin, ist das d-Mandelsaurenitrilglucosid eines Di
saccharides, Amygdalose. Die partielle Hydrolyse des Amygdalins in Amyg
dalose und Mandelsaurenitril glaubte Giaj a l beobachtet zu haben. Giaj a 
beschreibt den aus Amygdalin durch die Wirkung des Presssaftes von Helix 
pomatia entstehenden Zucker als nicht reduzierend, was jedoch mit den 
spateren Erfahrungen iiber die Konstitution der Amygdalose nicht vereinbar 
ist. Die Amygdalose ist namlich als eine 1,6-,B-Glucosido-Glucose zu be
trachten; der von Kuhn 2 gefiihrte Beweis stiitzt sich auf die Beobachtungen 
liber die Mutarotation des Traubenzuckers, der bei rascher enzymatischer 
Hydrolyse des Amygdalins entbunden wird. Diese Beobachtungen von Kuhn 

1 Giaja, C. r. 150,793; 1910. 
I K u h n, Chern. Ber. 56, 857; 1923. 
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wurden fast gleichzeitig durch den Nachweis von Haworth 1 und Hudson 2, 

dass die Amygdalose identisch mit der Gentiobiose sein muss, be
statigt. 

Der Konfiguration des Amygdalins entspricht die Formel 3 

H"" 1 C!H~ C?H 1 

1
--0 1 /C-C-C-C-C-CH2 ' OH 

H OHH OH (JO ..... 
'" . .. / H OHH H 

fJO 
/ 

/C-C-C-C-C-CH2 

H OHR H 
CN 'C' C6H!) 

H 
Neuerdings konnte auch die Synthese des Amygdalins mit Hilfe der 

Acetobromgentiobiose durchgefiihrt werden (Zemplen 4, Campbell und 
Haworth 5, Kuhn und Sobotka6). Die Synthese der Gentiobiose (Amygda
lose) verdankt man B. Hel£erich 7). Auf enzymatischem Wege (mit Emulsin) 
hat schon friiher Bourquelot Gentiobiose aus Glucose erhalten. 

Amygdalin krystallisiert aus Wasser mit 3 Mol. ~O. Die Krystalle 
geben uber Schwefelsaure 1 Mol. H20 ab, werden bei 110-120° wasserfrei 
und schmelzen dann bei 205 0; das von Cam p bell und Haw 0 r t h synthetisch 
gewonnene Amygdalin schmolz bei 208-212°. [aJo = - 41,6° (Auld). Los
lich in 12 Teilen Wasser, ziemlich loslich in Alkohol, unloslich in Ather. 

Die Hydrolyse des Amygdalins durch Sauren ist von Caldwell und 
Courtauld 8, Walker 9 und V. K. Krieble 10 untersucht worden. Konzen
trierte HCI hydrolysiert zunachst die CN-Gruppe unter Bildung von Amygdalin
saure, dann entsteht d-Mandelsaureglucosid 9; durch verdiinnte Salzsaure 
entsteht Mandelsaurenitrilglucosid 8. Durch Sauren wird namlich die Bindung 
zwischen den beiden Glucoseresten relativ leicht hydrolysiert. Die Spaltung 
des Benzoxynitrils solI durch 1 n H2S04 weniger beschleunigt werden als durch 
HCI in entsprechender Konzentration 10. (? V gl. hierzu die U ntersuchung 
von Nordefeldt, Biochem. Zs 131, 390; 1922.) 

Nach Emmerlingll solI es gelingen, das natiirliche Amygdalin vermittels 
1 Haworth u. Wylam, JI Chern. Soc. 123,3120; 1923. 
2 H u d son, JI Arner. Chern. Soc. 46, 483; 1924. 
3 Hinsichtlich der Lage der Sauerstoffbriicken wurde die neuere Formulierung mit 

1,5-Ringen gewahlt (vgl. auch Chariton, Haworth u. Peat, JI Chern. Soc. London 1926,89). 
• Zemplen' u. Kunz, Chem. Ber. 57, 1357; 1924. 
5 Campbell u. Haworth, JI of Chern. Soc. 125, 1337; 1924. 
6 Kuhn u. Sobotka, Chem. Ber. 57,1767; 1924. 
7 Helferi.ch und Mitarbeiter, Lieb. Ann. 440, 1; 1924; 447, 19, 27; 1926. 
8 Caldwell n. Courtauld, JI Chem. Soc. 91, 666; 1907: 
9 J. Wallace Walker, Jl Chem. Soc. 83, 472; 1903. 

10 J. Wall a ce W al k er u. Verno n K. Krie b I e, JI Chern. Soc. 95, 1369; 1909. 
11 Emmerling, Chern. Ber. 34, 3810; 1901. 
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Hefenextrakt aus Mandelsaurenitrilglucosid und Glucose enzymatisch zu 
synthetisieren. 

Da, wie schon erwahnt, an der Spaltung des Amygdalins nach der Formel 

Amygdalin ~ Benzaldehyd + Blausaure + 2 Mol. Glucose 

drei Enzyme· beteiligt sein sollen, so ist der VerI auf dieser Gesamtreaktion 
kein einfacher und die Beurteilung der Geschwindigkeit aus der Bildung einer 
einzigen Komponente ist nicht eindeutig. 

Beziiglich des Vorkommens der bei der Gesamtreaktion beteiligten Enzyme 
muss auf das im vorigen Kapitel iiber Emulsin Gesagte verwiesen werden. 
Wird Amygdalin als Substrat verwendet, so muss jedenfalls immer ausdriick
lich erwahnt werden, welche Reaktion studiert bzw. welches Spaltprodukt 
bestimmt wurde. Auch sollen die verschiedenen pH-Optima der drei Enzym
wirkungen beriicksichtigt werden. 

Nachdem die Identitat der Amygdalose und der Gentiobiose bewiesen 
worden ist, muss gefragt werden, ob nicht die Amygdalase identisch mit der 
Gentiobiase ist. Die Gentiobiose wird von Emulsin gespalten und syntheti
siert (Bourquelot) und es ist also nicht ausgeschlossen, dass dabei die Amygda
lase, also das Enzym, welches bei der Spaltung des Amygdalins mitwirkt, 
tatig ist. Dagegen solI die Amygdalase in Hefen vorkommen, wahrend nach 
den alteren Angaben der Literatur Gentiobiose durch Hefe nicht gespalten 
werden soIl. Diese Frage muss also von neuem untersucht werden. N ach 
Kuhn 1 solI man auch Gentiobiase zuweilen in Hefen finden konnen. Prings
heim 2 gibt neuerdings an, dass die Gentiobiase tatsachlich in Unterhefen, nicht 
aber in Backerhefen vorkommt3 • Auch haben Pringshelm, Bondi und 
Leibowitz durch Unterhefe die Gentiobiose synthetisieren konnen. Nach 
den Anschauungen von Leibowitz 4 besteht die Verschiedenheit der Gentio
biase und der Amygdalase darin, dass das erste Enzym spezifisch auf den 
Glucosidoteil der Gentiobiose und das letztere Enzym spezifisch auf den 
mit dem Mandelnitrilrest behafteten Teil des Amygdalins eingestellt ist. 
Die Gentiobiose, in welcher der Glucoseteil des Disaccharids nicht durch den 
Mandelnitrilrest verbunden ist, solI also nicht von der Amygdalase angegriffen 
werden. V gl. die wegen eines Versehens in der ersten Mitteilung von Lei b 0-

witz veranlasste Diskussion von J osephson5• Die Entscheidung, in welcher 
Art die spezifischen Verschiedenheiten der beiden Enzyme zustande kommen, 
kann nach Josephson erst durch weitere experimentelle Untersuchungen 
getroffen werden. 

1 Zitiert nach Oppenheimer-Kuhn, Die Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufi. I. 
586; 1925. 

2 Pringsheim, Chern. Ber. 59, 1983; 1926. 
3 Spaltung der Gentiobiose durch eine Unterhefe haben schon B 0 u rq uel ot u. H eri s s ey 

beobachtet (Ann. Chim. et Phys. (7) 26; 1902). 
4 Leibowitz, H. 172, 319; 1927; vgl. H. 149, 184; 1925. 
6 Josephson, H. 169,301; 1927. 
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Aciditatsbedingungen. Die Abspaltung von Glucose aus Amygdalin 
ist hinsichtlich des Aciditatsoptimums von Willstatter und Csanyi (1. c.) 
neuerdings genau untersucht worden. 

Die Abhangigkeit dieser Amygdalinspaltung von pH in der Nahe des 
Optimums ermittelten Willstatter und Csanyi mit 1 mg Emulsin vom Zeit
wert 31 bei 1 stiindiger Einwirkung auf 0,1 g Amygdalin. 

Puffer pH % Spaltung in 
60 Minuten 

5 NaAc + 4 Essigsaure 5,0 62,3 
0,4 sek. + 9,6 prim. Phosphat 5,5 63,1 
1,2 

" 
+8,8 

" " 
6,0 72,5 

2,0 » +8,0 
" 

6,25 66,25 
3,0 

" 
+7,0 

" " 
6,5 65,0 

Fig. 32 enthalt ihre ftir verschiedene Substrate mit Emulsin erhaltenen 
Resultate. Aus Kurve a geht hervor, dass das Optimum £tir Amygdalin bei 
pH = 6 liegt. Diese Zahl ist 
nicht sehr verschieden von der 
frtiher von Vulquin1 (ebenfalls 
mit der Sorensenschen Me
thodik) gewonnenen, pH = 5,5 
bis 5,7. 

Auld fand Neutralitat (pH 
= 7) am gtinstigsten: Die frtihere 
Angabe von Bertrand und 
Compton 2, das Optimum der 
Amygdalinspaltung trete bei 

O~~--~--q~~S--~6--~--~~9-~~H~ 

Fig. 32. 

schwacher Alkalinitat ein, wurde von diesen Autoren spater dahin er
ganzt, dass beim Altern des Emulsins das Optimum zur sauren Seite tiber
geht 3 ; dieses Ergebnis versuchen Willstatter und Csanyi (1. c. S. 180) 
darauf zurtickzuftihren, dass in Bertrands Emulsin mit zunehmendem Alter 
vorwiegend die Amygdalase zerst6rt worden ist, wobei die Prunasewirkung 
mehr in den Vordergrund tritt. 

Neutralsalzwirkung. Kleinere Mengen Neutralsalz scheinen keinen nennens
werten Einfluss zu besitzen. Willstatter hat mit Phosphat- und Acetat
puffern gleicher Aciditat tibereinstimmende Wirkung gefunden. 

Kinetik. Die ersten kinetischen Versuche tiber Amygdalinspaltung ver
. dankt man Tammann4• Er untersuchte den Einfluss verschiedener Emulsin
und Amygdalinmengen und teilt auch Versuche tiber den zeitlichen Verlauf 
der Amygdalinspaltung mit. 

1 V u I qui n, Soc. BioI. 70, 270 u. 763; 1911. 
S Bertrand u. Compton, C. r. 153,360; 1911. 
3 Bertrand u. Compton, Bull. Soc. Chim. France (4) 29, 229; 1921. 
4 Tammann, Zs f.physik. Chem. 3,25; 1889. Vgl. 18,426; 1895. - H. 16,271; 1892. 
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Auld 1 hat bei seinen ausgedehnten Studien. uber Amygdalinspaltung 
die Reakti6n zunachst in der Weise verfolgt, dass er die freigewordene Oyan~ 
wassersto££saure jodometrisch bestimmte. Da die Abspaltung des Oyan
wassersto££s erst nach der Wirkung der Amygdalase und der Prunase ein
tritt, so kann die Messung des freigewordenen Oyanwasserstoffs sicher keine 
Schlussfolgerungen auf die Wirkung der Amygdalase erlauben. Auld hat 
hieruber das Folgende hervorgehoben: 

"Falls Mandelnitrilglucosid als Zwischenprodukt der Reaktion gebildet 
und langsamer hydrolysiert wird als Amygdalin (was derFall zu seiu scheint), 
dann sollen Bestimmungen der freien Blausaure und des gebildeten Benz
aldehydes (relativ) niedrigere Spaltungszahlen ergeben als die Bestimmungen 
der Glucose." 

Auld gibt auch an, dass durch die Bestimmung von HON und Benz
aldehyd in Ubereinstimmung hiermit niedrigere Spaltungswerte erhalten werden 
als durch Bestimmung der Glucose. Er gibt folgende Tabelle: 

An"""nd' g. I Entstanden mg Ofo Spaltungsgrad berechnet aus 
Stunden 

Amygdalin I Emnlsin HCN I HCN I Glucose z I 
Benz-CuzO kor. aldehyd 2 

0,5 0,4 0,03 5,56 I 609 23,5 27,8 -
1,0 0,4 0,03 10,00 

I 
1052,0 42,5 48,0 ---

1,25 0,4 0,03 11,87 
I 

1280,0 50,2 58,4 49,9 
2,25 0,4 0,03 17,72 I 1861,0 75,0 85,1 75,8 

16,0 1,2 0,10 65,01 

I 

- 91,7 - 91,0 
20,0 1,5 0,20 76,65'~ 2080,0 93,4 94,9 94,0 
4,0 0,3 0,06 14,30 1990,0 87,0 90,8 -
1,75 0,3 0,06 13,30 1930,0 81,5 88,1 -
0,25 0,3 0,04 4,69 - 28,4 - 28,6 

24,0 1,5 0,30 79,69 2135,8 97,0 97,5 96,5 

Auld zieht aus seinen Resultaten den Schluss, dass die Reaktion in 
zwei Stufen verlauft und dass die Biosebindung in Amygdalin gegen Emulsin 
weniger resistent ist als die Bindung des Benzaldehydcyanhydrins. 

Bezuglich der Bildung von Blausaure und Glucose kamen H. E. Arm
strong, E. F. Armstrong und Horton 2 zu ahnlichen Resultaten wie Auld. 
Die ersteren Fotscher geben in der nachsten Tabelle folgende Zahlen an (Ver
suchsbedingungen nicht naher bezeichnet). 

Die Fig. 33 macht die mittels der 3 analytischen Methoden erhaltenen 
Divergenzen noch anschaulicher. Die englischen Autoren haben eine Berech
nung der obigen Zahlen, die sich a1il eine zusammengesetzte Reaktion be
ziehen, nach der fUr monomolekulare Reaktionen geltenden Formel nicht 
fur lohnend gehalten. 

1 Au 1 d, Jl Chern. Soc. 93, 1251; 1908. 
2 Benzaldehyd bestimmt nach der Methode von Rip per, Glucose gravimetrisch. 
• H. E. Arm s tr 0 ng, E. F. Arm s tro n g u. H 0 rto n, Proc. Roy. Soc. B. 80, 321; 1908. 
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Diese Resultate stehen 
also damit in Einklang, dass 
die sog. Prunase das Amyg
dalin gar nicht angreift, in
dem ihre Wirkung erst nach 
der Abspaltung eines Glucose
molektils durch die Amygda
lase bei der weiteren Spal
tung des Prunasins einsetzt; 

Stunden 

1 
3 
5 
7 
9 

11 
25 

Prozentische Spaltung, gem essen durch 

Drehung I HCN I Glucose 

14,6° 
33,0 
44,7 
53,7 
59,9 
65,5 
76,8 

9,9 
26,7 
38,6 
48,5 
56,9 
63,3 
80,7 

16,7 
35,5 
46,1 
56,7 
63,9 
69,0 
79,1 

endlich resultiert das Benzald.ehyd und die Blausaure durch die Spaltung 
des aus dem Prunasin durch Prunase freigelegten Mandelsaurenitrils. 

Schliesslich sei eine Versuchsreihe von Willstatter und Csanyi 1 an

8 

70 

tJ 
Emu sin 2 ?o :r.r::: ~ - --

so. ~ 

~ ~ ~ 
~ V 

l-f" V 
1/ / 

/; ''/ 
10 /1/ 
If 

o 2 II 6 8. 10 12 111 16 18 ZO 22 
Sfunden 

Fig. 33. 

gefiihrt, welche die gebildete Glu
cose nach Sonntag-Bertrand 
bestimmten. 

100 
% 
80 

60 

110 

to / 
1/ 

,....... ~ ~ 

./ 
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/ 

010203011050607080110 
Zeifei"lreifen 

Fig. 34. Zeitlicher Verlauf der Amygdalin
Glucosespaltung (pH = 6). 

Die Fig. 34 ist der gleichen 
Arbeit entnommen. 

Polarimetrische Ver
suche tiber die Amygdalin
spaltung haben Henri und 
Lalou 2 sowie Auld 3 mit
geteilt. Wie Kuhn 4 hervor
hebt, entsprechen die von 
Auld nach Unterbrechung 
d.erAm:ygdalinhydrolyse durch 
Zusatz von Ammoniak beob
achteten Drehungsabnahmen 

1 %ige AmygdalinlOsung; 2,5 mg Emulsin; pH = 6; 
Temp. 30°. 

Minuten 

12 
24 
40 
60 
90 

120 
180 

1200 

1 Willstatter u. Csanyi, H. 117, 172; 1921. 
I Henri u. Lalou, Soc. BioI. 55, 868; 1903. 
3 Au 1 d, Jl Chern. Soc. 93, 1276; 1908. 
4 K u h n, Chern. Ber. 56, 857; 1923. 

Chemie d. Enzyme. II. 3. A. 

% Spaltung 
104 a 
-In--

t a-x 

6,68 57,5 
10,95 48,3 
14,50 49,2 
22,03 41,4 
31,84 42,5 
39,24 41,5 
51,75 40,4 
96,00 (25,7) 

18 
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nicht der Mutarotation des gebildeten Zuckers. Der beobachtete Effekt ist 
vielmehr durch die betrachtliche Drehungsabnahme bedingt, die eine Amyg
dalinlosung auf Zusatz von Ammoniak zeigt. Wird nach Sistierung der 
Enzymwirkung durch Sublimat die Drehungsanderung beobachtet, so ergibt 
sich, dass durchwegs Drehungszunahmen eintreten. Es konnte durch 
Beobachtung del' Drehungsanderung und Bestimmung des Spaltungsgrades 
mittelst Messung des Reduktionsvermogens gezeigt werden, dass das durch 
die Amygdalase freigelegte Glucosemolekiil wie auch das durch die Prunase 
freigelegte zweite Glucosemolekiil primal' in fJ- Form auftritt. 

Die folgende Versuchsreihe von Kuhn sei angefiihrt. 
2 g Amygdalin + 4 cern Phosphatpuifer + 1 g Emulsin Merck wurden naeh 10 Minuten langeI' 

Einwirkung bei Zimmertemperatur (19°) durch 20 cern 6 Ofoiger Sublimatlosung auf 50 cern 
erganzt. Dureh Filtration unter Zusatz von 0,1 g spaniseher Klarerde liess sich die in del' 
Zentrifuge von der Quecksilberfallung befreite Losung vollends klaren. Die erste polari
metrische Bestimmung kormte 15 Minuten nach der Ausfallung bzw. Vergiftung des Enzyms 
(25 Min. nach Versuchsbeginn) vorgenommen werden. 

Zeit (Min.) 

° 25 
40 
60 

100 
160 

Drehung (0) 
im 2-dm-Rohr 

(- 0,65) 
- 0,435 
-0,325 
-0,23 
-0,19 
-0,185 

Nach 24 Minuten wllrde eine Probe von 10 cern mit dem gleichen Volllmen n/l-Sodalosllng 
verdiinnt und von del' entstandenen, glllcosidhaltigen Fallung abfiltriert. Das nach 2 Stunden 
im 2-dm-Rohr bestimmte Drehungsvermogen betrllg - 0,22°. Eine erst nach 160 Minuten 
gleichartig behandelte Probe ergab iibereinstimmend - 0,21 0. 

Hydrolyse von Iso-amygdalin. N ach Kuhn wird auch das durch Racemi
sierung des natiirlichen Amygdalins durch Alkali darstellbare (d-l-) Iso-Amyg
dalin entgegen einer von J. W. Walker und V. K. Krieble 1 geausserten Ver
mutung in ahnlicher Weise wie das natiirliche Amygdalin gespalten. Bei der 
Spaltung des Iso-Amygdalins entstehen gleichfalls zwei Molekiile fJ -Glucose. 

Einfluss der Amygdalinkonzentration. 

Auld hat Versuche mit variierenden Amygdalinkonzentrationen an
gestellt. Da aber nicht die gebildete Glucosemenge, sondern nur die gebildete 
Cyanwasserstoffsaure gemessen wurde, so lassen sich keine Ruckschlusse auf 
die Einwirkung durch die Amygdalase hieraus ziehen. Hervorgehoben sei 
nur, dass in verdiinnten Amygdalinlosungen die Reaktionskonstante wie es 
die Theorie verlangt, unabhangig von der Amygdalinkonzentration gefunden 
wurde. Bei der folgenden Versuchsreihe von Auld war das Reaktionsvolumen 
20 ccm und in diesem kamen 3 ccm 20f0iger Emulsinlosung. 

1 J. W. Walker u. V. K. Krieble, JI Chern. Soc. 95, 1437; 1909. 
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Minuten 
Angewandt Gebildet I Gespalten I 0,4343 • 104 . 

g Amygdalin mg HCN % Amygdalin l/t 19(a/a-x) 

10 0,05 1,38 0,0252 304 
10 0,03 0,85 0,0155 315 
10 0,02 0,53 0,0097 297 

Einfluss der Enzymkonzentration. Die folgenden Zahlen von A ul d 
(1. c. 1268) beziehen sich auf eine Versuchsreihe, bei welcher 50 ccm einer 
2%igen Amygdalinlosung mit einer steigenden Anzahl Kubikzentimeter 
einer 2%igen Emulsinlosung gemischt wurden. 

Enzymmenge . . . . . . . . . 2 3 4 6 12 25 50 ccm 
Nach 10 ~1inuten hydrolysiert in % 3,6 6,0 8,9 12,5 17,1 21,6 24,1 

Willstatter und Cs{tnyi fanden durch Bestimmung der gebildeten 
Glucose: 

Versuchs-Nr. mg Emulsin l\1inuten % Spaltung 
1 0,5 60 40,10 

1,0 30 40,37 
2 0,5 120 62,27 

1,0 60 60,70 
5,0 12 62,27 

Das Produkt Zeit X Enzymmenge zeigt also eine sehr befriedigende 
Konstanz. 

Hinsichtlich des Einflusses der Spaltprodukte ist es aus den vor
liegenden Zahlen von A ul d nicht moglich, zu sagen, inwieweit die beobachteten 
Hemmungen durch Glucose oder Benzaldehyd auch auf eine Hemmung der 
Amygdalase beruht. Von besonderem Interesse ware die Untersuchung des 
Einflusses der Gentiobiose sowie der Glucose auf die Amygdalasewirkung. 
Besitzt die Amygdalase keine Affinitat zu dem reduzierenden Teil der Gentio
biose (wie Pringsheim, Bondi und Leibowitz annehmen), so diirfte sie 
wahrscheinlich auch nicht von der freien Glucose gebunden werden. 

Hemmungsstoffe. Nach Hebert l sollen Zirkonium- und Thoriumsulfat 
schon in kleinen Konzentrationen die Amygdalinspaltung schadigen, nicht 
dagegen Cer- und Lanthansul£at (Aciditatsbeeinflussung?). 

Die gebrauchlichen anasthetischen Mittel Toluol, Chloroform, Ather, 
auch Thymol sind ohne Wirkung. Dagegen wird Formaldehyd als Paralysator 
bei der Amygdalinspaltung angegeben. 

Zerstorung durch andere Enzyme. Eine altere Angabe von Claude 
Bernard, dass Magensaft das amygdalinspaltende Enzym zerstort, ist wohl 
auf die hohe Aciditat dieser Fliissigkeit zuriickzufiihren 2. 

1 He b e r t, Bull. Soc. Chim. 35, 1209; 1906. 
2 Siehe hierzu Frouin u. Thomas, Soc. BioI. 60, 1039; 1906. 

18* 
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Einfluss der Temperatur und der Strahlung auf die Spaltung des Amygdalins. 

Die folgenden Versuchszahlen sind ebenfalls der Arbeit von Auld ent
nommen. Euler hat die angegebenen k-Werte graphisch interpoliert und 
daraus die Koeffizienten Q der Temperaturformel (29) 1. Teil, S. 245, berechnet. 

Temperatur gef. 
k·l0· Q 

(interpoliert) (interpoliert) 

15 139 
20 263 245 
25 330 350 11900 
30 478 478 10800 
35 707 625 10400 
40 807 807 10150 
45 970 1060 9900 
50 1384 1330 
55 1015 
60 914 

Q bei 25° etwa = 11 000. Wie bei den meisten enzymatischen Reaktionen 
nimmt Q mit steigender Temperatur ab. 

Strahlung. 

Einige Angaben tiber die Wirkung des Sonnenlichtes findet man bei 
Marino (Arch. de Fisiol. 8, 40; 1910); durch ultraviolettes Licht tritt nach 
dem Befund von Giaj a 1 Inaktivierung ein. 

B. Die Wirkung der Prunase (,8-Glucosidase). 
Nachdem durch die Wirkung der Amygdalase der eine Glucoserest 

des Amygdalins abgespalten ist, setzt die Spaltung des Prunasins ein. Das 
Prunasin wird als ein echtes P-Glucosid mit grosser Wahrscheinlichkeit durch 
die schon im vorigen Kapitel behandelte P-Glucosidase gespalten 2, welche 
hier wegen ihrer Beziehung zu dem Prunasin Prunase genannt wird. 

Das typische Substrat der Prunase, das Prunasin, welches E. Fischer 
und M. Bergmann3 synthetisch gewonnen haben, ist das P-Glucosid des 
d-Mandelsaurenitrils: 

CN 

H· 9· o· C6HllOS 
C6HS 

1 Giaja, Soc. BioI. 72, 2; 1912. 
I WBlstatter, Kuhn u. Sobotka, H. 129,33; 1923. - Willstiitter u. Oppen~ 

heimer, H. 121, 183; 1922. 
• E. Fischer u. Bergmann, Chem. Ber. 50,1047; 1917.' 
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Das natiirliche Amygdalin und das Prunasin, sowie deren Derivate, 
werden also nunmehr, soweit sie bei der Hydrolyse linksdrehende Mandel
saure liefern, als d-Verbindungen bezeichnet, nachdem Freudenberg, Brauns 
und SiegeJ1 die ZugehOrigkeit der linksdrehenden Mandelsaure zur Reihe 
der d-a-Oxysauren dargetan haben. 

Ausser dem Prunasin leiten sich vom Mandelsaurenitril (Benzoxy
nitril) noch zwei Monoglucoside ab, namlich das Prulaurasin und das 
Sambunigrin. Prulaurasin ist die racemische Mischung von d- und l-Mandel
nitrilglucosid und entsteht sowohl aus Prunasin als Sambunigrin 2 durch 
Racemisierung mit verdiinntem Alkali. Herissey3 hat das Prulaurasin durch 
Einwirkung von Hefenextrakt (Amygdalase) auf Isoamygdalin erhalten. Die 
durch Caldwell und Courtauld sowie Bourquelot und Herissey auf
geklarten Beziehungen der 3 Glucoside lassen sich schematisch folgender
massen darstellen: 

Amygdalase 

Racem.,!. Amygdalin -~Prunasin (d-Mandelnitril-fJ-Gluc.) -l-Rac'em. 
- durch 

durch (dl) Isoamygdalin-~ Prulaurasin (dl-Mandelnitril-fJ-Gluc.) t Alkali 

Alkali t Unbekannt --0- Sambunigrin (I-Mandelnitril-fJ-Gluc.) od. Baryt4 

Es folgen einige Daten iiber Vorkommen, Schmelzpunkt und Drehung 
der 3 Sto££e: 

Vorkommen Glucosid 

Prunasin Cerasus Padus (junge Zweige)5 
Prunus serotina (Rinde) 6 

Prulaurasin Prunus laurocerasus (Blatter) 5 u. 
(od.Laurocerasin)Cotoneaster microphylla (Zweige) 7 

Sambunigrin Sambucus nigra B 

Ribes rubrum 9 

Schmelzpunkt Drehung 

147-1490 - 26,85 0 
147-1490 
120-1220 - 52,60 

151-1520 -76,30 

Ein Derivat des Prunasins ist das D h urrin aus Sorghum vulgare, welches 
nach Dunstan und HenrylO bei der SpaItung HCN und p-Oxybenzaldehyd 
liefert. 

1 Freudenberg, Brauns u. Siegel, Chern. Ber. 56, 193; 1923.-Siehe auch Clough, 
JI Chern. Soc.1l3, 526; 1918.-Campbell u. Haworth, JI Chern. Soc. 125; 1339 (Fussnote); 
1924. - Kuhn u. Sobotka, Chern. Ber. 57,1767; 1924. 

2 Bourquelot u. Hthissey, JI de Pharm. et de Chim. (6) 5; 1907. - Arch. d. Pharm. 
245, 463 u. 474; 1907. 

3 Herissey, JI de Pharm. et de Chim. (6) 26, 198; 1907. 
4 Caldwell u. Courtauld, JI Chern. Soc. 91, 671; 1907. 
5 Herissey, JI de Chim. et de Pharm. 26,194; 1907. - Arch. d. Pharm. 245, 641; 1907. 
G Power u. Moore, JI. Chern. Soc. 95, 243; 1909. 
7 II e r iss e y, JI de Chim. et de Pharm. (6) 24, 537; 1906. - Soc. BioI. 61, 399; 1906. 
8 Bourquelot u. Danjou, Arch d. Pharm. 245, 200; 1907. 
9 Guignard, C. r. 141,448; 1905. 

10 Dunstan u. Henry, Proc. Roy. Soc. B. 70,153; 1902. - Siehe auch Schroder 
und Dammann, Chern. Ztg. 35,1436; 1911. Briinnich, JI Chern. Soc. 83, 788; 1903. 
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HCN aus Glucose Pflanze 
Linamarin Amygdalin Prunasin Salicin 

Prunus laurocerasus (Okt. 1910) 1,0 1,2 61,5 39,1 

" 
(Nov. 1910) 1,2 1,5 40,7 21,0 

" 
8amen 84,4 89,2 

" " 
Samen-HUlse 1,5 9,7 

" 
amygdalus ( dulcis) 2,2 1,7 13,7 

" " 
(nana) 1,2 1,5 17,1 6,6 

* (amara) 10,5 3,6 " " Laurus lusitanica 0,7 3,1 45,7 47,2 

" " 
Samen 86,5 91,7 

" " 
Samen-Hiilse 10,7 19,5 

Aucuba japonica 0,5 2,5 79,5 67,6 

" " 
Samen 3,0 76,0 56,7 

" 
longifolium 0,5 3,2 76,5 48,7 

Garrya elliptica 0,5 1,2 32,7 29,8 

" 
thuretii . 0,7 0,7 13,2 

Laurustinus 0,5 0,5 1,2 
Skimmia japonica, Samen 2,2 
*Salix ruba (1910) . 0,7 3,8 16,5 27,3 

" " 
(1911) . 45,7 

Epilobium angustifolium (19]0) 1,5 2,3 16,5 9,6 

" " 
(1910) 0,7 0,7 4,1 4,8 

Epilobium angustifolium 
*Schweiz, Saas Tal (1910) 5,7 29,] 
Aryshire (1911) 4,5 

{ l\1yrdal (1911) . . 34,7 
Norwegen Yoss-Bergen (1911) 14,5 

Fjaerland (] 911) . 17,1 
Epilobium hirsutum (Thames) (1911) 3,2 
Gaultheria shallon . 0,5 0,7 1,6 0,7 

procumbens 26,0 10,0 

" " 
Samen 27,5 7,0 

Arbutus unedo 0,5 0,7 4,2 1,8 
Call una vulgaris 3,0 
* Arctostaphylos uva-ursi 1,0 6,0 
*Yaccinium Myrtillus 29,0 '1,0 

" 
uliginosum 

*Castanea sativa, Friihjahr 1910 1,5 6,2 65,5 55,8 

" " 
Herbst 1911 

Vicia sativa 1,2 1,6 11,5 

" 
cracca 8,0 7,8 24,7 15,8 

" 
sepium . 3,2 4,5 36,9 31,8 

" 
sylvatica 1,8 2,5 11,1 

" 
villosa . 2,5 2,5 10,0 

Lathyrus pratensis . 2,0 1,5 5,6 

" 
aphaca 1,2 0,7 2,3 

Ononis arvensis . 28,0 
l\1edicago sativa 6,7 3,2 14,5 
Onobrychis sativa 2,5 2,0 7,5 
Trifolium pratense 2,5 2,5 8,2 

* Diese Blatter wurden vor dem Trocknen yolIkommen gewaschen. 



Pfianze 

Galega officinalis 
Lythrum salicaria 
Spiraea ulmaria . 
Lotus corniculatus . 

" uliginosus (major) 
" jacobaeus. . . . 

Aquilegia vulgaris. . . 
Thalictrum aquilegifolium 
Asperula odorata 
Galium verum 
Isatis tinctoria 
Rubia tinctoria 

nber Spaltung dieser und anderer Oxynitrilglucoside, besonders von 
Linamarin und Vicianin siehe auch S. 281 u. ff. 

Vorkommen. 1m Verdauungsapparat von Kaninchen und Hunden haben 
Moriggia und Ossi Amygdalinspaltung in Blausaure und Benzaldehyd 
beobachtet. Fischer und Niebel fanden bei Wiederkauern (Rind, Schaf) 
keine Spaltung, dagegen starke Hydrolyse bei Pferd und Kaninchen. nber 
die Verbreitung eines prunasinspaltenden Enzyms in hoheren Pflanzen liegen 
ausgedehnte Versuche von H. E. Armstrong, E. F. Armstrong und 
Horton 1 vor. In der nebenstehenden Tabelle sind die fur die Prunasinspaltung 
gewonnenen Zahlen mit denen zusammengestellt, welche fur die Spaltung des 
Linamarins 2, Amygdalins und Salicins gefunden wurden. 

Die Zahlen sind in der \Yeise gewonnen, dass 1 g getrocknetes und gemahlelles Pulver 
del' bctreffenden Blatter zu 100 cern 0,2 llormaler Lasungell der betreffellden Glucoside gegeben 
wurden. X ach 24-stiilldiger Reaktion bei 37° wurde die prozentische Spaltung festgestellt, und 
zwar wurde bei den 3 ersten Glucosiden leider nicht die Glucose sondern die Blausaure 
bestimmt, beim 8alicin die Glucose. 

Die Zahlen sind abel' kaum zum Vergleich der \Yirkung der Prunase auf die Oxynitril
glucoside mit der \Yirkung auf 8alicin verwertbar. Dagegen diirften sie zum Vergleich der 
,Virkungen auf Linamarin und Prunasin Interesse bicten kannen. 

Inwieweit diese Zahlen einer Korrektion bedurfen wegen der Abwei
chungen der Reaktionslosungen von der optimalen Aciditat lasst sich natiir
lich schwer beurteilen. 

Malzextrakt spaltet nach Marc van Laer 3 Amygdalin, nicht Salicin 
und durfte also Amygdalase, nicht aber p-Glucosidase (Prunase) enthalten. 

1 H. E. Armstrong, E. F. Armstrong u. Horton, Prot. Roy. Soc. B. 85, 363; 1912. 

2 Linamarin ist Glucosido-acetoncyanhydrin: eHa · C· 0· C6HuOs. 

CHa 
3Marc van Lacr, Soc. Bioi. 84,471; 1921. - Siehe auch ::\Iaestrini, A. R. acado 

Li neei 29, 164; 1920. 
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Willsta tter und CSiLllyi l verdankt man auch die iolgenden Zahlen
angaben tiber die Wirksamkeit von Mandeln und Emulsinpraparaten gegen
tiber verschiedenen Substraten. 

Bittere Mandeln 

Zeitwert fiir SpaItung von Altere Probe I Frische 
Siisse Aprikosen-

(5 Monate) I Probe 
:!'\fandeln kerne 

Prunasin - - - 770 
Amygdalin 528 500 1240 1200, 1250 
P-Methylglucosid 345000 339000 332000 -
Lactose - 860000 - 442000 
Raffinose 645000 610000 423000 308000 

Praparat 1 Praparat 2 Praparat 3 
Zeitwert fiir Zeitwert fiir Zeitwert fiir 

Handels-Zeitwert fUr SpaItung von Amygdalin Amygdalin Amygdalin 
frisch 10; frisch 18; frisch 41; praparat 

6 Mon. alt 5 Mon. aIt 7 Mon. alt 

Prunasin 11 39 56 ]30 
Amygdalin 18 54 93 140 
p-Methylglucosid 12200 10800 22600 90000 
Lactose 26400 75000 111050 486000 
Raffinose 140000 - 142000 170000 

Wahlt man die Prunasinspaltung als Einheit, so berechnen sich aus 
letzterer Tabelle iolgende (abgerundeten) relativen Zahlen_ 

Relativer Zeitwert 
Praparat 1 Praparat 2 Praparat 3 

Handels-
fUr SpaItung von praparat 

Prunasin. 1 1 1 1 
Amygdalin 1,6 1,4 1,65 1,08 
p-Methylglucosid 1110 277 4000 7000 
Lactose 2400 1924 20000 37000 
Raffinose . 12730 25000 13100 

In Fortsetzung der Arbeit von Willsta tter und Csanyi haben Will
statter und Oppenheimer die Quotienten der Emulsinwirkungen auf 
Helicin, Salicin, ,B-Phenylglucosid, Prunasin, Amygdalin, Arbutin und ,B-Methyl
glucosid bei verschiedenen Praparaten untersucht. Die iolgende Tabelle, 
welche wir der Arbeit von Willstatter und Oppenheimer entnehmen, 
enthalt eine Zusammenstellung der Zeitwertquotienten, bezogen aui Helicin. 

1 Willstatter u. C sanyi, H. 117, 172; 1921. 



7. Kap. Amygdalinspaltung. 281 

Bittere I Bittere Siisse Zwetsch- Emulsin- Emulsin I Emulsin Emulsin 

Substrat Mandeln Robprod. umgef. I umgef. kaufI. 
:'IIandeln I Mandeln gen 

I 
~r. 1 ~r. 2 ~r. 3 ~r. -1 ~r. 5 Prap. Pdp. Prap. 

Nr.6 ~r. 8 ~r. 9 

Salicin 5,7 5,3 5,8 5,6 5,8 5,8 I 5,8 

I 
5,1 

p-Phenylglucosid 50 49 50 52 48 52 52 49 
Prunasin 1,6 - 1,08 1,30 1,75 1,88 1,85 -
Amygdalin 0,89 1,34 1,19 0,85 1,06 1,28 1,30 1,47 
Arbutin 77 110 U8 219 90 137 93 122 
p-Methylglucosiu 475 302 333 2930 

I 
- 512 570 670 

Wie man aus den Zahlen fiir Prunasin ersieht, sind die Schwankungen 
der Zeitwertquotienten nicht grosser, als dass man sie wahrscheinlich durch die 
Variation der Affinitaten des Enzyms zu Prunasin und zu Helicin erklaren 
kann. Affinitatsmessungen mit Prunasin als Substrat liegen al1erdings noch 
nicht vor. 

Aciditiitsbedingungen. Das pH -Optimum der Prunasewirkung stimmt 
nach Willsta tter und Csanyi mit dem der p-Glucosidasewirkung auf Salicin 
oder p-Methylglucosid iiberein. Das Aciditatsoptimum liegt also bei pH = 
etwa 4,4. Das Optimum der Prunasewirkung ist im Verhaltnis zu der Amygda
lasewirkung urn 1,5 pH-Einheiten nach der sauren Seite verschoben. Diese 
Verschiedenheit der beiden sehr oft bei der Amygdalinspaltung gleichzeitig 
wirkenden Enzyme muss natiirlich beriicksichtigt werden, indem bei pH = 6 
(Optimum der Amygdalasewirkung) die Prunasewirkung wesentlich herab
gesetzt ist, und bei pH = 4,4 (Optimum der Prunasewirkung) umgekehrt 
die Wirkung der Amygdalase nur etwa 50% von der Wirkung bei pH = 6-
ausmacht. 

Bildung und Variation der amygdalinspaltenden Enzyme in Pflanzen. 

Herissey teilt in seiner Dissertation 1899 die interessante Beobachtung 
mit, dass sich in Samen von Cerasus avium Emulsin zeitiger bildet als 
Amygdalin. 

Man findet in der bereits zitierten Mitteilung von Armstrong und 
Eyre einige Angaben, welche den Wechsel der Aktivitat und der Mengen der 
Enzyme mit der Jahreszeit betreffen. 

Siehe ferner Guignard, Jl de Pharm. et de Chim. (5) 21, 233; 1890. 

C. Spaltung anderer Nitril·p·Glucoside. 

Sam bunigrin (l-Mandelnitril-Glucosid) wird in ,B-Glucose und I-Mandel
nitril gespalten. Das l-Mandelnitril leitet sich von der rechtsdrehenden 
l( + )-Mandelsaure abo Prulaurasin, das Prunasin und Sambunigrin ent
sprechende, im Mandelnitrilrest racemische Glucosid, wird durch die 
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Prunase in P-Glucose und d,l-Mandelnitril gespalten. Das Prulaurasin ent
steht bei der Spaltung des racemischen Iso-(d,l)-Amygdalins durchAmygdalase. 

SpaItung des Dhurrins. Durch ein mit der Prunase wahrscheinlich iden
tisches Enzym wird das Dhurrin, welches in den Stengeln von Sorghum vul
gare vorkommt, gespalten 1. Dhurrin ist ein Glucosid des p-Oxy-Benzoxy
nitrils. 

SpaItung des Glykolnitrilglucosids und Glykolnitrilcellosids. Das Glykol
nitrilglucosid, welches E. Fischer2 zwar nicht ganz rein erhielt, wird nach 
Fischer durch Emulsin langsam gespalten. Die entsprechende Verbindung 
der Cellose, Glykolnitrilcellosid, haben E. Fischer und Anger3 aus Aceto
bromcellose synthetisch erhalten und auch auf Verhalten gegen Emulsin ge
pruft. Mit kauflichem Emulsin wurde bei 37° in 24 Stunden 92-96% der 
theoretischen Menge Traubenzucker gewonnen. Diese Spaltbarkeit der Cellose
verb in dung ist besonders von Interesse, da man vielleicht annehmen muss, 
dass die Spaltung hier wie beim Amygdalin unter Mitwirkung von mehreren 
Enzymen erfolgt. Ob die erste Spaltung durch Amygdalase oder Cellobiase 
bewirkt wird, lasst sich vorlaufig nicht sagen. 

Spaltung des Linamarins. Ein HCN -abspaltendes Enzym wurde von 
J orissen und Hairs 4 mit Linamarin im unreifen Samen von Linum usita
tissimum entdeckt. Dunstan, Henri und Auld 5, die es in Phaseolus lunatus 
fan den und studierten, anderten den Namen Linase in Phaseol una tase 
urn. Weitere Angaben uber die Verbreitung und Eigenschaften des Enzyms, 
welches nach der allgemein angenommenen Nomenklatur besser Linamarase 
genannt werden sollte, findet man bei Auld, sowie bei H. E. Armstrong 
und Eyre 6 wie auch bei Armstrong und Horton (Proc. 82, 349). Siehe 
auch die Tabelle S. 278. In einer neueren Arbeit teilt Rosenthaler7 mit, 
dass er durch 47 von 50 untersuchten Samen und Fruchten das Linamarin 
m Cyanwasserstoff, Aceton und Glucose spalten konnte. 

Durch die schon S. 279 (Fusmote 2) angegebene Formel des Linamarins ist 
es als Acetonoxynitrilglucosid charakterisiert. Die Synthese des Linamarins 
ist von E. Fischer und Anger3 durchgefuhrt worden, und zwar aus Aceto
bromglucose und Oxy-isobuttersaure-athylester; uber Glucosido-a-oxy-isobutyr
amid entstand Tetracetyl-linamarin und daraus durch NH3 Linamarin. Das 
synthetische Glucosid schmolz bei 142-143° (korr.); Dunstan und Henri 
hatten fur das naturliche Glucosid 141 ° gemessen. In 3%iger wassriger Lasung 

1 Dunstan u. Henry, Proc. Roy. Soc. 70, 153; 1902. 
2 E. Fischer, Chern. Ber. 52,197; 1919. 
3 E. Fischer u. Gerda Anger, Chern. Bel'. 52, 854; 1919. 
4 Jorissen u. Hairs, Bull. Acad. It. Belg. (3) 21, 529; 1891. 
5 Dunstan, Henri u. Auld, Proc. Roy. Soc. 78, 145; 1906 u. 79, 315; 1907. -

Siehe auch Dunstan u. Henry, ebenda 72,285; 1903. 
6 H. E. Armstrong u. Eyre, Proc. Hoy. Soc. 85, 370; 1912. 
7 Rosenthaler, Ferrnentforschung 8,279; 1925. 
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war [aJ~= - 29,1 0 fiir das synthetische Glucosid, wahrend fiir das natiir
liche niedrigere Drehungen, 27,4 0 bis 27,2 0 (de Jong) angegeben werden. 

Das Linamarin ist aber fur die Lein-Enzyme keineswegs allein spezifisch, 
denn auch Prunasin, Salicin und ,8 -Methylglucosid werden von Enzym
praparaten aus Linumarten zerlegt. 

Die Annahme einer besonderen Linamarase ("Linase") war darin be
griindet, dass Amygdalin von Leinenzymen gar nicht angegriffen wird. Dies 
besagt aber zunachst nur, dass im Lein eine Amygdalase fehlt. Es ist dann 
allerdings zu bemerken, dass das Phaseolusenzym sowohl Prunasin als Lina
marin angreift, wahrend Prunase gegen Linamarin wirkungslos sein solI. Da 
das Emulsin ohne Wirkung auf Linamarin zu sein scheint, ist also die An
nahme einer besonderen Linamarase (vg1. Rosenthaler 1. c.) recht wohl be
griindet. Es muss jedoch hervorgehoben werden, dass die Wirkungslosigkeit 
der ,8-Glucosidase des Emulsins auf Linamarin vielleicht durch eine stark 
ausgepragte relative Spezifitat erklart werden kann 1. Schon die gewohn
lichen aliphatischen ,8-Glucoside wie das ,8-Methylglucosid besitzen ja eine viel 
geringere Af£initat zu der ,8-Glucosidase als die Phenolglucoside. Die Kuppelung 
des Acetonoxynitrils mit der Glucose konnte die Affinitat zum Enzym noch 
weit herunterdrucken. Die Fahigkeit des Leinenenzympraparates, das Lina
marin mit verhaltnismassig grosser Leichtigkeit zu zerlegen, konnte also auf 
eine spezifische Einstellung des betreffenden Enzyms auf die Acetonoxynitril
komponente des Glucosids erklart werden 2. 

Ahnliche Enzymkomplexe sind weiter von H. E. Armstrong 3 in Lotus 
corniculatus (verschiedener Standorte) und von van Rom bur g h 4 in Hevea 
brasiliensis und Manihot utilissima gefunden worden. 

Spaltung des Vicianin~. Wie G. Bertrand 5 gefunden hat, wird Vicianin, 
das in Vicia angustifolia und Vicia macrocarpa vorkommt, enzymatisch in 
Vicianose (eine Gluco-Arabinose), HON und Benzaldehyd gespalten. Vicianin 
unterscheidet sich vom Amygdalin also nur durch die zweite Zuckerkomponente. 
Das Enzym Vicianinase, welches diese Fahigkeit besitzt, haben Bertrand 
und Ri v kind in den meisten Leguminosensamen gefunden. Da die Vicianinase 
das im Vicianin enthaltene Disaccharid als solches abspaltet, scheint die An
nahme ihrer Verschiedenheit yon del' Prunase gut begriindet zu sein (siehe auch 
H. E. und E. F. Armstrong und Horton, Proc. Roy. Soc. 85, 360). 
In den beiden genannten Viciaarten wird die Vicianinase nicht von einem 

1.K Fischer u. Gerda Anger (1. c.) teilen mit, dass das synthetisch gewonnene 
Linamarin tatsachlich von Emulsin langsam gespaIten wird, was auch Arm s tro ng u. II 0 r to n 
mit dem natiirlichen gefunden habcn. 

2 Yg1. hierzu Josephson, H. 147, 1 und zwar S. 140 ff. (1925). 
3 H. E. u. E. F. Armstrong u. Horton, Proc. Roy. Soc. 84,471; 1912. 
4 van Rom bur g h, Ann. Jardin Buitensorg 16, 1; 1899. 
5 Bertrand, C. r.143, 837; 1906. - Bertrand u. Hivkind, C. r. 143,970; 1906. -

Bertrand u. 'YeissweiIler, C. r. 147,252; 1908 und 150, 180; 1910. 
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weiteren Enzym begleitet, welches Vicianose zerlegt. Ein Enzym, welches 
Vicianose in Glucose und Arabinose hydrolysiert, haben Bertrand und 
Weissweiller 1 in Helix Pomatia (?) geiunden. 

Spaltung des Gynokardins. Aus diesem Glucosid, das unter anderem in 
den Samen von Gynocardia odorata vorkommt, lasst sich 1 Mol. Glucose, 
HCN und eine Verbindung gewinnen, welche vermutlich ein Trioxyaldehyd 
oder Keton ist 2• Der Unterschied des in Gynocardia wirksamen Enzyms, 
Gynokardase, gegen Linamarase (Phaseolunatase) dfirite gering sein. 

Zur Frage, ob ein besonderes Enzym vorliegt, siehe Moore und Tutin 
(Trans. Chern. Soc. 97; 1910). Ein Enzym in Pangium edule beschreibt de Jon g 
(Rec. tray. chim. Pays-Bas 30; 1911). 

Spaltung des Lotusins. Dunstan und H enry 3 haben weiter aus Lotus 
arabicus das Glucosid Lotusin isoliert. Es enthalt das Flavonderivat 
Loto£Iavin (1,3,3',5'-Tetraoxyilavon) und einen Disaccharid-Cyanhydrinrest 
(Maltose-Cyanhydrin mit der CN-Gruppe an den Zucker gebunden). Wenn 
sich dies bestatigt, ware das betre££ende Enzym, die "Lotase", vielleicht 
den Flavonolglucosidasen anstatt der Prunase anzureihen. 

Zur Kenntnis der HCN -lieiernden P£Ianzen sei aui die eingehende Uber-
sicht von Gresho££4 verwiesen. 

Weitere Literatur fiber enzymatische SpaItung von Nitrilglucosiden: 
iI e u t, Arch. d. Pharrn. 239, 582; 1901. 
van Ital ie, Arch. d. Pharrn. 243, 553; 1905 und 248, 251; 1910. 
Bourquelot, C. r. 117,383; 1903. - Bourquelot u. Herissey, Bull. Soc. :\iyc. 

France 10, 49; 1899 und 11, 19; 1895. - C. r. 121, 693; 1895. 
Puriewitsch, Bot. Ber. 16,368; 1898. 

D. Vorgange nnd Gleicbgewicbte im System Benzaldebyd, 
Cyanwasserstoffsanre, Wasser nnd Oxynitril. 

Bearbeitet von Hans v. Euler. 

Obwohl es nunmehr ieststeht, dass sich das Gleichgewicht 

/OH 
C6Hs' CHO + HCN ~ rac. C6Hs . CH" 

"CN 
ohne Mitwirkung enzymatischer Katalysatoren von beiden Seiten her 
einstelIt, ist eine eingehendere Behandlung dieser Reaktion gerechtiertigt und 
sogar notwendig. Denn an Vorgangen wie die Spaltung und Bildung des 
Benzoxynitrils ist Gelegenheit gegeben, die Wirksamkeit enzymatischer und 
nicht enzymatischer Katalysatoren zu vergleichen und in die Besonderheiten 
der ersteren einzudringen. 

1 Bertrand u. WeissweilIer, C. r. 151, 325; 1910. 
2 Power u. Lee s, Proc. Chern. Soc. 21, 88; 1905. - Jl Chern. Soc. 87, 349; 1905. 
3 Dunstan u. Henry, Proc. Roy. Soc. 67, 224; 1901; 68, 374; 1901. 
4 Greshoff, Arch. d. Pharrn. 244, 397 u. 665; 1905. 
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I. Symmetrische Reaktion und Gleichgewicht 
(ohne Mitwirkung von Enzym). 

285 

Als erste Untersuchungen, welche in dies em Zusammenhang interessieren, 
sind diejenigen von Lapworth1 und Ultee 2 zu nennen, we1che unter anderem 
die Tatsache behandeln, dass die Synthese des Oxynitrils durch geringe 
Mengen von Alkali beschleunigt, durch geringe Sauremengen verzogert wird. 
In einer eingehendereo Arbeit fand dann Wirth3 , dass Hydroxylionen die Ge
schwindigkeit, mit del' das Gleichgewicht von beiden Seiten erreicht wird, 
vergrossern, \Vasserstoffionen dagegen die beiden Reaktionen verzogern. Ferner 

100 p" _ 6,' I 
I 
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Fig. 35. Die Geschwindigkeit del' Oxynitrilsynthese bei verschiedenen Aciditaten. Die Kurven 
der Versuche bei Gegenwart von Emulsin sind gestrichelt. 

fand er, dass die Dissoziation des Oxynitrils bei Verdunnung und bei Er
warmung zunimmt, um bei Konzentrierung und bei Abkuhlung wieder zuruck
zugehen. 

Ein wesentlicher Fortschritt ist in diesem Gebiet durch die Messungen 
von Nord e f e 1 d t 4 erzielt worden, welcher die Geschwindigkeit del' Bildung 
und del' Spaltung des Oxynitrils unter dem Einfluss verschiedener Aciditaten 
untersuchte 5• 

Es seien zunachst einige Versuche Nor d e f e I d t s als Beispiele angegeben. Methodik: 
Titration del' freien HCX mit AgN03 nach Volhard. 

S yn th e s e: Reaktionsgemisch: 5 cern = 5,141 g CsHsCHO + 36,71 ccm HCN-Losung 
(1,32 norm.) + 0,06 ccm yerdiinnte Schwefelsaure. 

1 Lapworth, Jl Chern. Soc. 83, 995; 1903. 
2 U 1 tee, Rec. Tray. Chim. Pays-Bas 28, 1 u. 248; 1909. 
3 Wirth, Areh. d. Pharm. 249, 382; 1911. 
4 Xordefeldt, Biochem. Zs 118,15; 1921. 
s Siehe beziiglich dieses Einflusses auch die Mitteilung yon Krieble und W. A. Wie

land (Jl ArneI'. Chern. Soc. 43, 164; 1921). 
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Stunden I cern Ag ~03 fUr I % HCN 
k·103 

2 ccm Liisung gebunden 

2,5 22,7 I 2,2 0,09 
4,75 22,6 2,5 0,05 

24 20,8 10,3 0,03 
72 17,5 24,6 0,04 

198 12,2 47,7 0,04 
240 10,5 54,7 0,09 

Mittel: k· 103 = 0,06; pH = 2,9. 

Nol'deieldt hat die Aciditatsiunktion1 del' Geschwindigkeit del' Oxy
nitril-Synthese in iolgender Tabelle dargestellt: 

~ II~IMI~I~IMI~I~IMI~I~I~ 
k . 103 Ii 0,6 I 0,11 I 0,3 I 1,4 I 2,2 I 3,6 I 12 I 18 I 50 I 290 I 2000 

Mit diesen Zahlen ist die Kul've in Fig. 36 gezeichnet. 

b.O 

j,0 

~ I ----- I I 
/ I I I 

/ 1 I I I I I 

I I I i k'1(F' 
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JO tOO 150 200 

Fig. 3G. Aciditat und Reaktionsgeschwiniligkeit bei der Oxynitrilsynthese. 

Bei der Spaltung und Bildung des Oxynitrils wurde dasselbe Gleichgewicht erhalten. 
Einige Zahlen bezilglich des Zusammenhanges zwischen Aciditat und Spaltungsge

sehwindigkeit findet man in folgenden Tabellen. Ausgangsmaterial war ein Reaktionsgemisch 
mit 95,1 % gebundenem HC~; je 2 Proben von 10 cern wurden schwach alkaliseh bzw sauer 
gemacht und in Alkohol zu 100 cern geliist. 

pH =7,5 pH=2,9 

Stunden I cern AgX03 1 
HC~ 

Stun den I cern AgN03 1 
HC~ 

verbr. Of. geb. verbr. Ofo geb. 

0,02 1,55 87,4 0,02 0,5 95,1 
6 1,55 87,4 6 0,5 95,1 

22 1,55 87,4 22 0,5 92,7 

Die der Arbeit von Nordeieldt entnommene Fig. 35 veranschaulicht, 
wie (bei unveranderter Temperatur und Konzentration) die Geschwindig
keit del' Synthese von der Aciditat der Lasung bestimmt wil'd. Zwischen 
pH = 3 und 6 vermindert sich die Reaktionszeit von etwa zwei Monaten bis 
auf eine Stunde, d. h. die Geschwindigkeit nimmt mit abnehmendel' Aciditat 
ausserol'dentlich stark zu. 

1 Siehe hierzu aueh Nor d e f e 1 d t, Bioehem. Zs 137, 489; 1923. 
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Auch bei der Spaltung des Oxynitrils findet man einen derartigen Zu
sammenhang zwischen Geschwindigkeit und Aciditat (siehe oben). 

Die Geschwindigkeit der Oxynitril-Sp al tung fand N ordefel d t (Biochem. 
Zs Bd. 137, S.490) bei konstant gehaItenem pH von der Anwesenheit von 
Enzym (Emulsin) unabhangig. Dies zeigte z. B. folgender Versuch: 

a) 40 cern Alkohol (95 proz.) + 22 cern Emulsinlosung (1: 50) + 6 cern Aeetatpuifer (n/l, 
in 47proz. Alkohol gelost) + 2 cern (= 2,2114 g) inaktives Benzoxynitril. Temperatur = 16°, 
pH = etwa 5, Titrationsprobe = 5 cern. 

b) Wie in a), aber anstatt Emulsinlosung 22 cern Wasser. Dasselbe pH wia in a). 

a) b) 

Zeit I AgXOa I HeN 
Zeit I AgNOa I HeN 

in Stunden , verbraueht frei verbraueht frei 
cern 0/0 in Stunden I 

cern % 

1/4 0,1 I 0,8 111O 0,1 0,8 
PI, 0,6 5,0 1 0,6 5,0 
2 0,7 5,8 2 0,7 5,8 

12 0,8 6,7 12 0,8 6,7 
24 0,8 6,7 24 0,8 6,7 
68 0,8 6,7 68 0,8 6,7 

Danaeh wurde ein wenig NaOn bis zur stark alkalis chen Reaktion zugeffigt, wodureh 
das Endgleichgewicht fast augenblicklich erreicht wird (Wirth), dann mit HNOa wieder 
sauer gemaeht und titriert: AgXOa=0,9 cern, 7,6% HeN entsprechend, in a) sowohl als in b). 

In einer genugend sauren Losung (pH = etwa 3) verlauft folglich sowohl 
die Bildung wie die Spaltung des Oxynitrils ausserst langsam. Damit werden 
also auch die fruheren qualitativen ResuItate von Ultee u. a. bestatigt, nach 
welchen Benzoxynitril in saurer Losung recht bestandig ist. 

Der Zusatz von Emulsin hat, wie schon Bayliss (1913) und Krieble 
(1915) fanden, keine Veranderungen des G lei c h g e w i c h t e s zur Folge. Da
gegen wird von Emulsin, wie von anderen Substanzen, die pH steigern, die 
Geschwindigkeit der Synthese entsprechend vergrossert. In einer Mischung 
mit Geschwindigkeitskonstante k· 103 = 3,6 wird z. B. durch Zusatz von 
0,2 g Emulsin diese auf den Wert 18 erhoht (Nordefeldts Versuche 4 und 9). 
Del' Grund ist, dass das Emulsinpraparat, wie andere Eiweissstoffe, die Saure 
(Benzoesaure) zu binden vermag, die bei der Oxydation des Aldehyds gebildet 
wird; diese Bildung geschieht bei reichlicher Luftzufuhr sehr schnell. 

Wesentlich ist ausserdem, dass bei Gegenwart von Emulsin das Oxynitril 
optisch aktiv (asymmetrisch) gefunden wird. 

II. Wil'kungen von vel'schiedenen Emnlsinpraparaten. 
Die ersten Untersuchungen uber Einwirkung des Emulsins auf die 

Bildung und Spaltung des Oxynitrils verdankt man Rosenthaler1, welcher 

1 Rosenthaler, Biochem. Zs 14, 238; 1908. - 17, 257; 1909. - 19, 186; 1909; 26, 
1 u. 7; 1909. - 28, 408; 1910. - 50,486; 1913. - Arch. d. Pharm. 246, 365; 1908. - 248, 
105 u. 534; 1910. - 249, 510; 1911. - 251, 56 u. 85; 1913. 
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damit zweifellos eine Reihe interessanter Probleme entrollt und im Verlauf 
seiner Arbeiten auch bemerkenswerte Tatsachen gefunden hat. 

Rosen thalers Befund (Arch. d. Phai'm. 1908), dass bei Gegenwart 
yon Mandel-Emulsin aus Benzaldehyd und HeN rechtsdrehendes d-Benz
aldehydcyanhydrin (d -Benzoxynitril) entsteht, ist eine nunmehr sichel' ge
stellte Tatsache. 

Fe i s tl fand lin k s d r e hen des Benzoxynitril, wenn eine LOSUllg yon illaktivem Oxy
llitril mit Emulsin behalldelt und dabei ein Luftstrom durch das Gemisch geleitet wurde. Durch 
diese Wegfiihrung der Spaltprodukte gelang es ihm, auch aus anderen Oxynitrilen die I-Form 
1m tberschuss zu erhalten. Die Drehungsrichtung der durch Spaltung gewonnenen Oxynitrile 
war also der durch Synthese dargestellten entgegengesetzt, und mit Hilfe von Emulsin konnten 
jetzt beide optischen lsomeren erhalten werden. 1m Gegelisatz zu R 0 sen t h a Ie r nimmt Fe i s t 
an, dass das d-Oxynitril, welches bei Amygdalinspaltung mit Emulsin gefunden wird, schon 
.als solches im Amygdalin vorhanden ist, und bei der Spaltung frei wird. 

V e nth 2, ein Schtiler R 0 sen t h a I e r s, findet, dass die asymmetrisehe Oxynitrilsynthese 
;,;ieh bei Verwendung einer ganzen Reihe von enzymartigen Praparaten vollzieht, die aus den 
versehiedensten Pflanzen gewonnen werden konnen, wobei in der Regel d-Oxynitril erhalten 
wird. In einem FaIle aber (mit einem Praparat aus den Blattern von 'fa r a kto g en 0 s BI urn ei) 
erhielt er die I-Form, wodurch er die Existenz eines synthetischen I-Enzymes (l-Oxynitrilese) 
bestatigt findet. 

N ordefeldt 3 hat eingehend untersucht, wie sich in einer Losung, welche 
Mandel-Emulsin als Katalysator enthalt, die optische Drehung del' Losung 
mit del' Zeit andert, und wie diese zeitlicheDrehungsanderung von del' Tem
peratur und del' Emulsinmenge abhangt. Die folgende Darstellung schliesst 
.sich zum grossen Teil an die Untersuchungen N ordefeld ts an. 

Emulsinpraparate: Wegen del' Herstellung des Roh-Emulsins sei auf 
das S. 222 u. ff. Gesagte verwiesen. Auch fur die Herstellung solcher Praparate, 
welche im System Benzaldehyd, Blausaure, Oxynitril wirken sollen, empfiehlt 
sich bei del' Herstellung aus Mandeln die Extraktion in schwach alkalischer 
Losung. 

Rosenthaler hat seine systematischen Versuche mit einem kauflichen 
Praparat von Th. Schuchardt ausgefuhrt (vgl. Biochem. Zs 14, S. 242). 
Er schrieb die von ihm entdeckte asymmetrische, synthetisierende Wirkung des 
Emulsins einem besonderen Bestandteil desselben zu, den er syn-Emulsin 
(avv-Emulsin, a-Emulsin) nannte. 

H. E. Armstrong und Horton 4 sprechen im gleichen Sinne von einer 
Benzcyanase, und nach einem Nomenklaturvorschlag des Verfassers 5 ware 
ein Enzym, dessen Wirksamkeit in del' asymmetrischen Synthese von d-Oxy
nitril besteht, als d-Oxynitrilese zu bezeichnen. Man kann vermuten, 
{lass es sich hier urn die Wirkung eines katalysierenden Alkaloides handelt 
(vgl. die Versuche von Bredig u. Fiske, S. 297). 

1 Feist, Arch. d. Pharm. 247,226 u. 542; 1909. - 248, 101; 1910. 
2 V en t h, Diss. Strassburg 1912. 
3 No rdefeld t, Biochem. Zs 130; 1922. 
4 H. E. Arm"strong und Horton, Proc. Roy. Soc. B. 82, 349; 1910. 
5 Euler, H. 74, 13; 1911. 
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Nach Rosenthaler konnte das syn-Emulsin in mehr oder weniger reiner Form isoliert 
werden durch Erwarmen einer EmuIsinlosung wah rend 1-2 Wochen auf 40-45°, oder durch 
Behandeln von Emulsin zue'rst mit Schwefelsaure und dann mit einer der Saure aquivalenten 
Menge von Alkalihydroxyd; in beiden Fallen wurden die iibrigen enzymatischen Bestandteile 
beinahe vollstandig zerstiirt. Die Wirkung des syn-Emulsins wurde yom Uberschuss an Benz
aldehyd, nicht aber von Cyanwasserstoff, geschwacht. Die Eigenschaft des syn-Emulsins, zur 
Bildung von optisch aktiven Oxynitrilen zu fiihren, zeigte sich nicht nur beim Benzaldehyd, 
sondern es gelang Ro s en th ale r, von verschiedenen Aldehyden ausgehend, eine ganze Reihe 
von asymmetrischen Oxynitrilen darzustellen, von welchen die meisten rechtsdrehend waren. 

Ais Krieble 1 fand, dass Praparate aus Blattern von wilder Kirsche 
(Prunus serotina) und aus Pfirsichblattern linksdrehendes Oxynitril gab en, 
wurde darin eine neue Oxynitrilese, l-Oxynitrilese, angenommen. 

Etwa gleichzeitig mit Krieble hat auch Rosenthaler2 Fane mit
geteilt, in welchen er die Bildung von l-Oxynitril beobachtet hat. 

Dass das syn-Emulsin Rosenthalers die totale Synthese beschleunigt, 
beruht auf dem Alkaligehalt seiner Emulsinlasung. 

dia-Emulsin. Zum Unterschied von syn-Emulsin wurde von Rosen
thaler der enzymatische Bestandteil des Emulsins, welcher Amygdalin wie 
iibrige ,B-Glucoside spaltet, dia- Emulsin (t5.w.-Emulsin, a-Emulsin) ge
nannt. Nunmehr ist indessen klar, dass dia-Emulsin im wesentlichen eine 
Mischung von Amygdalase und Prunase ist (vgl. Abschnitt A-C). 

Dieses Enzym soll nach R 0 sen t h a Ie r isoliert werden konnen, wenn eine Emulsin
losung mit einer gesattigten Losung von Magnesiumsulfat oder mit Kupfersulfat gefallt wird, 
wobei es im Filtrat verbleibt. Er findet jedoch, dass die Methode mit Kupfersulfat bisweilen 
versagen kann. Durch Erwarmung wahrend langerer Zeit auf 40-45° wurde das dia-Emulsin 
grosstenteils zerstiirt, eine Losung von syn-Emulsin ertrug aber eine kurze Erhitzung bis 
70-80°. 

~Veil das dia-Emulsin aus Amygdalin Benzaldehyd und Cyanwasserstoff abspaltet, sollte 
es auch das Zwischenprodukt Benzoxynitril zerlegen konnen. Die synthetisierende Wirkung 
des syn-Emulsins wiirde folglich beiAnwesenheit von dia-Emulsin mehr oder weniger geschwacht, 
wodurch der sehr variierende Effekt verschiedener Emulsinpraparate des Handels erklart ware. 

Von Nordefeldts 3 erst en Angaben iiber sein Mandel-Emulsinpraparat 
sind zunachst diejenigen erwahnenswert, welche sich auf das Verhalten bei der 
Dialyse beziehen. 

Die Dialysen gingen bei Anwesenheit von Toluol in einer Anzahl Kollodiumschlauchen 
vor, je etwa 15 ccm fassend, 3 Tage lang, mit oft wiederholtem Umtausch von Aussenfliissig
keit, deren totales V olumen 1500 cern betrug, und die dann bei 30-35° zum Volumen 50 cern 
im Vakuum eingeengt wurde. 

Aschenanalyse: P04 = 75,8%' - K20 = 14,6%. - CaO = 7,5%, - MgO = 1,50f0, 
- Si02 = 0,3%. 

Die Aussenfliissigkeit enthielt nach der Dialyse, ausser einer geringen 
Menge sticksto£fhaltiger Sto£fe (die beim Erhitzen der Lasung koagulierten), 
lasliche Kohlenhydrate, die nach Hydrolyse mit verdiinnter Schwefelsaure 
und Bestimmung nach Bertrands Methode, als Glucose berechnet, bzw. 

1 Krieble, Jl Amer. Chern. Soc. 35, 1643; 1913. 
2 Rosenthaler, Arch. d. Pharm. 251, 85; 1913. 
3 Nordefeldt, Biochem. Zs 131, 390; 1922. 
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210J0 und 23 0/ 0 von dem Trockengewicht der Substanz ausmachten. Durch 
mehrtagige Dialyse gegen straniendes Wasser kann beinahe alle Asche ent
£ernt werden, ohne dass die katalytische Wirkung abnimmt. 

Diese nach der Dialyse entfernte Aussenflussigkeit zeigte an sich 
keine merkbare optisch-aktivieren'de Wirkung bei der Oxynitrilsynthese; der 
Katalysator konnte also Kollodiumschlauche nicht durchdringen. 

Die dialysierte Emulsin16sung, die Innenflussigkeit, zeigte auch nur 
geringe oder keine katalytische Wirkung. Wenn aber die beiden Flussig
keiten gemischt wurden, zum gleichen Volumen wie vor der Dialyse, wurde 
wieder deutliche optische Aktivitat erhalten, obgleich nicht eine so starke 
wie mit der ursprunglichen undialysierten Lasung. 

lndessen tritt bei Verwendung nur dialysierter Liisung eine nouo Erscheinung auf. 
1m Gegensatz zu einer gewiihnIichen Emulsinliisung, aus welcher bei Vermis chung mit dem 
Substrat sofort reichlich Protein ausfallt, ergibt eine dialysierte Losung k e i n e F all un g, 
wenn sie dem Substrat zugesetzt wird, sondern hiichstens eine starke Opalescenz. Diese ver
schwindet abel' nicht und kann auch nicht durch FiItrierpapier entfernt werden, weshalb die 
Polarisierung in einem langeren Rohr dann unmiiglich und auch in 1/2 dm-Rohr so erschwert 
ist, dass zuverlassige ResuItate nicht haben gewonnen werden konnen, 0 bgleich es den Ein
druck gemacht hat, dass optische Aktivitat dabei n i c h t entstanden ist. 

Falls aber eine solche dialysierte Emulsinlosung wieder. mit Aussenfliissigkeit versetzt 
wird, erhaIt man mit dem Substrat wieder die Proteinfallung und deutliche optische Aktivitat 
wird ausgebildet; auch die auf 80· erhitzte Aussenfliissigkeit und selbst die Asche geniigt zu 
dieser Reaktivierung; ausser Phosphat' zeigen auch MgS04 und andere Salze mehrwertiger 
lonen diesen Effekt. 

In einer Fortsetzung der erwahnten Arbeit hat N ordefel d t1 die Er
gebnisse seiner Reinigungsversuche folgendermassen zusammengefasst: 

Das Roh- Emulsin wird am besten durch Extraktion von Mandel
pulver mit schwach alkalischem Wasser hergestellt .. Dabei werden die S~uren 
neutralisiert und das in den Zellen festgehaltene Enzym frei gemacht. 
Naturlich wird auch eine grosse Menge inaktiver Substanz herausge16st. 
Durch Fallung mit 2 Volumen Aceton wird alles Enzym in einem leichten 
gelblichen Pulver erhalten. Da viel Mandelal aus dem Niederschlag frei gemacht 
wird und nur mit gross en Mengen Aceton oder Ather beseitigt werden .kann, 
ist es einfacher, von fettarmem Mandelpulver ("Placent") auszugehen. 

Zur Reinigung des Roh- Emulsins hat Nordefeldt ausser der 
Dialyse noch folgende Methoden versucht: Fallung mit Sauren, Sorption mit 
Tonerdehydrat und mit Eisenhydrat und Elution, ferner Fallung mit Blei
acetat und mit Tannin. 

Reinigung mit Saure. Bringt man durch Saurezusatz die Aciditat 
der Enzymlasung auf pH = 4,8, so wird der grasste Teil der Verunreinigungen 
gefallt. So konnen aus Roh-Emulsin etwa 3/4 del' Trockensubstanz ohne 
Enzymverlust entfernt werden. 

Tonerdehydrat und Ferrihydrat, nicht aber Kaolin, sorbieren das 
Enzym, am besten bei pH = 6 bis 7. Das auch im Sorbat wirksame Enzym 

1 Nordefeldt, Biochem. Zs 159, 1; 1925. 
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wird durch Wasser nicht herausgelOst, wohl aber durch Alkali oder noch besser 
durch alkalische Phosphat- oder ArsenatlOsung, wobei die Aciditat pH = 8 
bis 11 die beste Ausbeute gibt. Wiederholte Adsorption hat nicht_ zu grosseren 
Reinheitsgraden gefuhrt. 

Bleiacetat (neutrales ode): baeisches) fallt das Enzym. Der Nieder
schlag ist aktiv. Mit H2S kann das Enzym herausgelost werden, wobei die Ver
unreinigungen grosstenteils ungelOst bleiben. Durch Wiederholung der Blei
acetatbehandlung kann ein hochaktives Enzympraparat erhalten werden. 
Dnter Zuhilfenahme der fruher beschriebenen Methode konnten z. B. 98% 
der Verunreinigungen einer Roh-EmulsinlOsung ohne wesentliche Abnahme 
der enzymatischen Wirkung entfernt werden. Durch diese Methode wird der 
Reinheitsgrad der Oxynitrilese viel mehr gesteigert als der des vergesell~ 

schafteten Enzyms ,B-Glucosidase. 
Der Erfolg dieser Methoden geht aus folgender Zusammenstellung hervor, 

welche den relativen Reinheitsgrad angibt: 
Wassriger Mandelextrakt mit Aceton gefallt ~OO 

Fallung mit Saure . 200 
Sorption und Elution 700 

1. BIeiacetatfaIIung. . 3 000 
2. BIeiacetatfaIIung. . lO 000 

Die spezifische Drehung der Enzympraparate sinkt wahrend der Reinigung 
von etwa - 45° auf etwa - 35°. Diese spezifische Drehung ist indessen von 
der Aktivitat des Praparates nicht merkbar abhiingig. 

Gereinigte Enzympraparate zeigen keine Eiweissreaktionen und nur 
schwache Molischreaktion. Die Fallbarkeit durch Phosphorwolframsaure kann 
dagegen auf Anwesenheit alkaloidartiger Stoffe deuten. 

Als obere Grenze des Molekulargewich ts hat N ordefeld t durch 
Diffusionsversuche nach Euler den Wert 5000 erhalten. Man kann nun 
vermuten, dass es sich um die Verbindung eines Alkaloides mit einer 
Peptid- oder Nuklein-Gruppe handelt. 

III. Kinetik der Oxynitrilbildung. 

a) Totale Synthese. 

Zunachst zeigte sich, dass die optische Aktivita t mit der Zeit ab
nimmt, wahrend die totale Menge des Oxynitrils konstant bleibt. 

"Die Bildungsgeschwindigkeit sowohl asymmetrischen wie totalen Oxy
nitrils steigt also mit der Temperatur. Ehe die totale Synthese ihr Maximum 
noch erreicht hat, fangt indessen die Asymmetrie an abzunehmen, und dies 
geschieht schneller bei hoherer Temperatur, wodurch sich erklart, dass dieselbe 
dann nicht so starke Entwicklung erreicht. Dies deutet darauf hin, dass ein 
die Asymmetrie aufhebender Faktor in die Reaktion eingreift, und der Einfluss 
dieses Faktors scheint mit steigender Temperaturzuzunehmen." 

19* 
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Versueh: 0,1 g Emulsin + 10 ccm Wasser+9 cem HCN (1,1 n.) + 1,05 g C6HsCHO. 
Titriertes Volumen 5 cem. AgNOs 0,05 n. 

a) Temperatur 17°. b) Temperatur 36°. 

Stunden I Drehung HCN 

I 
k· lOS Stunden I Drehung HCN 

I 
k'103 

in Graden % in Graden % 

1 0,98 51,2 1/4 1,05 

4,2 1/ .. 1,17 64,3 

3 1,35 65,4 7,1 
1 1,13 68,3 

70 1,00 70,1 11/2 1,05 69,3 
61/2 0,80 69,5 

Den Verlauf der totalen Synthese bei verschiedenen Temperaturen 
ersieht man aus der Fig. 37. Man sieht, wie die Geschwindigkeit der 

10 

o , 2 J 'I S 6 7 
ti~J'hwJndrgk"fl dy- I(JI(J/en Synll'l'Jt 1M" "'rJrA~fknM TlYo/urolllNf7 

Fig. 37. 

totalen Synthese steigt. Von der 
Temperatur unabhangig steigt in 
allen Fallen die Menge des 
totalen Oxynitrils zu un
gefahr ein und demselbeJ.). 
Endwert, und dieser erleidet 
dann mit der Zeit keine Ver
anderung. 

Innerhalb jedes einzelnen Ver
suches sinken die Werte der Reaktions
konstanten k ziemlieh schnell mit der 
Zeit, was sich daraus erklart, dass das 
zuriickbleibende Benzaldehyd yon der 
Luft oxydiert wird und dadurch die 
Aeiditatder Losung immermehr steigert, 
wodurch die Synthese langsamer geht. 

Zu einer erschOpfenden kinetischen Durcharbeitung fehIt in erster Linie noch die Kenntnis 
der Dissoziationskonstanten des Oxynitrils. 

Ferner ist noch das Gleichgewicht Benzaldehyd-HCN genauer festzulegen. 

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich samtliche symmetrisch
kinetischen Wirkungen in den betrachteten Systemen auf Aci
ditats-Wirkungen zuriickfiihren lassen. 

b) Geschwindigkeit der optischen Drehungsanderung. 
Aktivita ts-pH-Kurve. 

Die Grosse der Rechtsdrehung und die Geschwindigkeit, womit sie 
erreicht wird, hang en in hochstem Grade von der Aciditat ab. N ordefeld t 
hat deswegen die pH-Kurve bestimmt, wobei als Puffer molare Acetat
Essigsauregemische benutzt wurden (Fig. 38). 

Wie die Fig. 38 zeigt, liegt das Optimum bei pH = 5,2 bis 5,4. 

Die optische Aktivitat bildet sich bei niederer Temperatur 
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langsamer aus als das totale Oxynitril, bei hohere1' Temperatur dagegen 
schneller; aber das erreichte Maximum bleibt nicht konstant, 
sondel'll beginnt , wie schon 
Rosenthalerl gefunden hat, 
asymptotisch gegen Null zu 
sinken. Mit steigender Tempera
tur wi1'd dieses Maximum immer 
niedrige1' und seine Abnahme 
immer schneller, wie Fig. 39 zeigt. 

"Angenscheinlich steigt die Starke 
des inaktivierenden Faktors stark mit 
der Temperatnr, so dass er immer 
vollstandiger und schneller die optisch 
aktiven Oxynitrilmolekiile umwandelt, 
die wahrend der Einwirkung des Emul
sinkatalysators entstehen." 

J e geringer del' Sauregrad 
del' Losung ist (je grosser also 
die pH -Werte sind), desto rascher 
nimmt die Ausbildung der opti
schen Aktivitat abo In einer 
fast neutral en Losung findet 
sie augenscheinlich kaum die 
Zeit, sich auszubilden, bevor sie 
wieder verschwunden ist. 

JOH-------

5 

Fig. 38. 

5 

. 1---'--Li = 
<--_-+_--! - -- I 1 Slum/en 

t' , Z J ~ .5 (j 1 
IlvJlJlldvng der op,'JeAm AM.,IIJI ~, ver.1eAl(d(nm Tmiperrr/uren 

Fig. 39. 

1 Leider ist das von R 0 sen t h a I e r beigebrachte Versuchsmaterial oft wenig vollstandig 
und dies macht eine Beurteilung del' darin enthaltenen Tatsachen schwierig. Zu dem hier 
besprochenen Punkt gibt R 0 sen t h a I e rein reichlicheres Zahlenmaterial, welches deswegen 
hier mitgeteilt sei (Biochem. Zs 50, 490). 

Bezeichnung 
Synthetischer Versuch Nitrilspaltung 

des Drehung (Grade) des d-Benzaldehyd-
Drehung (Grade) des 

Praparates cyanhydrins nach 

2,5 St. I 5 St. I 12 St. I 24 St. 
I-Benzaldehydcyanhydrins 

Emulsin }lerck + 5,10 + 5,08 +4,80 - -1,18 

" 
Schuchardt + 3,29 + 3,45 +3,37 - -0,40 

Enzympraparat aus 
bitteren :Nlandeln + 3,82 + 4,42 +4,04 - -0,15 
.Apfelkernen +4,96 + 5,24 + 4,66 - -
Kirschkernen + 5,08 + 5,14 + 4,88 - -0,95 
Aprikosenkernen . + 0,69 + 0,67 + 0,63 - o (auch nach Verseifung) 
siissen Aprikosenkernen +5,40 + 5,32 +4,78 - -0,15 
Pfirsichkernen . +4,47 +4,44 + 4,27 - Spuren 

(nach Verseifung + 0,5) 
Zwetschgenkernen + 1,38 + 1,42 + 1,96 + 1,47 Spur en 

(nach Verseifung + 0,16) 
Holzbirnenkernen. + 3,06 + 2,90 + 2,82 - -0,65 
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Del' Zusammenhang zwischen Inaktiviel'ungsgeschwindigkeit und Aciditat 
el'gibt sich aus folgenden Zahlen: 

pH = 3,3 4,5 
Mittel k' . 103 = sehl' klein 1,6 

4,7 
2,3 

5,2 
8,1 

5,4 
11,8 

5,7 
23,2 

6,1 
63,3 

In del' Fig. 41 ist diese Bezichung gl'aphisch dal'gestellt. Die untel'e 
Kurve ist del' 1. Mitteilung von Nol'defeldt (Biochem. Zs 118) entnommen. 

+n '-l I ' 

5,7 

L 
(I f 23 ~567 8910111213 

4Dne/}m~n du opllJt:hen Airfllolal mJ/ dv Z~II lUI verJcnlMtvlt:n ACltitll)qn, 
tJ~J j)nN~.jenll~JI .,on (mu/,jtn 

Fig. 40. 

12{) 

Fig. 41. 

Nor d e f e I d that auch noch erwogen, ob die beobachtete optiscbe Inaktivierung mit 
einer nach der Gleichung 

/OH /011 
C6Hs' ('II" T + 2 H20 ~ C6HS • CH" T 

eN C02NH4 

verlaufenden Hydrolyse und Bildung von Mandelsaure zusammenhangen kann. - Hierbei 
wiirde die Rechtsdrehung der Fliissigkeit immer mehr abnehmen, weil aus recbtsdrebendem 
Oxynitril, wie bekannt, linksdrebende Mandelsaure gebildet wird. Da aber der Zablenwert 
der spezifischen Drehung hei dieser Mandelsaure (etwa -157°, Lew 1.0 wi ts cb) vielmals 
grosser ist als beim Oxynitril (etwa + 14°, Fe i st) sollte zwar die l\1ischung nach einiger Zeit 
inaktiv, aber spater immer starker linksdrehend werden. 

Wenn sich auch spater l gezeigt hat, dass Mandelsaurenitril enzymatisch in MandelT 

saure + Ammoniak gespalten werden kann, so lag en doch keine Beweise vor fiir das Auftreten 

1 En I er, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 9, Nr.47 (1927). 
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yon Mandelsaure unter den Bedingungen der oben erwahnten Versuche, und demgemass scheint 
auch Nordefeldts Schluss berechtigt, dass es sich hier um eine Racemisierung in 
inaktives Oxynitril handelt. 

Fur kleine Emulsinmengen ist die nach einer gewissen Zeit 
eintretende optische Aktivitat des Substrats der Emulsinmenge 
proportional. Das wird aus folgenden Zahlen ersichtlich: 

Substrat = 14,1 cem HCN (1,4 n., in 96 0J0 igem Alkohol gelost) + 2,09 g C6HsCHO + 10 eem 
Aeetatpuffer (1 n., in 47 % igem Alkohol gelost, pH = 4,4), 

ccm Emulsinlosung 5 7 10 15 
Drehung nach 8 Stun den 0,3 0,5 0,75 

12 
0,90 1,15 

Bei Annaherung an das Maxi
mum der optischen Aktivitat wird 
nattirlich die absolute Wirkung 
weiterer Emulsinmengen kleiner, 
wie Fig. 42 zeigt. 

Wesentlich fur eine spatere 
abschliessende Durcharbeitung der 
Kinetik der asymmetrischen Oxy
nitrilbildung ist nattirlich die Kennt
nis der spezifischen Drehung des 
auftretenden reinen Nitrils. Nor d e
fel d t hat fur das d-Nitril den 
Wert 30 0 angegeben. 
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Fig. 42. 

Uber die Bindung des Katalysators an das Oxynitril liegen .bis jetzt 
einige Anhaltspunkte in N ordefeld ts Arbeit (Biochem. Zs 159) vor. 

Temperatureinfluss auf die Emulsinwirkung. Stabilitat des 
asymmetrisch wirksamen Katalysators. 

Krieble und Wieland l fanden bei ihrer Untersuchung mit einem 
Praparate aus Pfirsichblattern, dass je nach der Temperatur die totale oder 
die asymmetrische Synthese vorherrschend wurde, und zwar letztere bei 0 0 , 

erstere bei 35°. 
Nach N ordefeld ts Versuchen (1922) mit Mandelemulsin wird zwischen 

70 0 und 80 0 die hier wirksame Substanz schnell inaktiviert, um nach einer 
Stunde Erhitzen bis 80 0 in bezug auf ihre Fahigkeit optisch aktives Oxynitril 
zu bilden ganz inaktiv zu werden. Dies gilt wenigstens fur pH = etwa 4,9, 
obgleich es moglich ist, dass in neutraler salzhaltiger oder schwach alkalischer 
Losung, wo die Koagulierung nicht so leicht stattfindet, die Aktivitat auch 
hach starkerem Erhitzen weiter bestehen kann." 

Spater (1925) hat N ordefeldt eingehendere Versuche uber die Thermo-

1 Krieble u. W. A. Wieland, JI Am. Chem. Soc. 43, 164; 1921. - Siehe auch 
Krieble, ebenda 35, 1643; 1913. 
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stabilitat des an der Ausbildung der optischen Aktivitat beteiligten enzym
artigen Katalysators mitgeteilt. 

Das pH-Stabilitats-Maximum des Katalysators liegt bei der Aciditat 
einer N atriumacetatlosung, die mit 2-3 0/ 0 Essigsaure versetz;t ist. 

Die Inaktivierungstemperatur, d. h. die Temperatur, wo das Enzym 
in Losung nach einstiindiger Erhitzung seine halbe Aktivitat verliert (racemi
siert wird) , liegt also ein wenig hOher als 75 0• 

N ordefeld that ferner die Inaktivierungskonstante kc (vgl. 1. Teil, 
3. Aufl., S. 247) berechnet und fiir 75° zu 0,24 gefunden. Dieser Wert 
liegt nahe an den fiir die Racemisierungskonstante von Alkaloiden gefundenen. 

c) Nitrilsynthese durch nicht erhitztes und durch erhitztes Emulsin. 
Versuch 12. Emulsinlosung: 1 g Emulsin + 100 cern Wasser, filtriert. Hiervon 1 Tei! 

inaktiviert durch 1 stundiges Erhitzen auf lOOo und Filtrieren. Reaktionsgemisch: 4,53 ccm 
HCN (2,06 n.) + 1,0 g C6H5CHO + 4,53 ccm von bzw. aktiver oder inaktiver Emulsinlosung 
oder Wasser. Temp. 17°. 

Nichterhitztes Emulsin. Erhitztes Emulsin. Ohne Emulsin. 

stundenl·DrehUngl HeN I k ·10' 
mGraden 

stundenl·DrehUngl HeN I k· 10' 
mGraden 

stundenl·DrehUngl HeN I k· 10' 
mGraden 

2 0,70 46,1 2 40,3 2 32,0 
1,8 0,9 0,6 

4 0,82 54,9 4 46,1 4 37,4 
0,8 0,5 0,2 

6 0,80 57,8 6 49,0 6 38,8 

67,51 
0,5 0,2 0,1 

19 0,76 19 55,3 19 42,2 

Eine auf 1000 erhitzte (und filtrierte) Emulsinlosung, die keine optisehe 
Aktivitat des Oxynitrils erzeugt, bewirkt also noch eine Steigerung 
der totalen Synthesegeschwindigkeit. Diese Wirkung ist nieht also 
enzymatiseh zu betrachten, sondern hangt von dem Gehalt saurebindender
Proteinsubstanz, die in der Losung noeh zuriickbleibt, abo Als Saure kommt· 
hier Benzoesaure (aus dem Benzaldehyd stammend) in Frage. Nordefeldt 
gelangte 1925 auf Grund seiner Experimentalarbeiten (Biochem. Zs 159, 1; 
1925) zum Schluss, dass als einzige Wirkung eines enzymatisehen 
(vielleicht besser "enzymartigen") Katalysators die optische Aktivitat 
des Oxynitrils zu betrachten ist1 • 

d) Nicht-enzymatische, asymmetrisch-katalytische Wirkungen. 

Wie Fiseher2 schon 1898 betont hat, ist die Spezifitat der Enzyme 
optischen Antipoden gegeniiber darauf zuriickzufiihren, dass sie als asym-

1 'Venn es auch noch nicht feststeht, dass es sich bei der Ausbildung der optischen 
Drehung urn eine reine Synthese handelt, so kann der Name "Oxynitrilese" doch einstweilen 
der Kurze halber beibehalten werden. 

2 E. Fis cher, H. 26, 83; 1898. 
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metrisch gebaute Katalysatoren 1 wirken; man wird also nicht zu erwarten 
haben, dass die asymmetrische Katalyse auf einer besonderen Fahigkeit der 
Enzyme beruht, sondern dass eine solche asymmetrische Wirkung auch durch 
nicht enzymatische Katalysatoren bekannter Konstitution hervorgeruten 
werden kann. Fischer hat selbst einige Versuche iiber die katalytische 
Wirkung der d- und I-Formen einiger Sauren angestellt (vgl. 1. Teil, 3.Aufl. 
S. 363), und in ahnlichem Sinne hat Marckwald 2 eine Verseifung von d
und I-Weinsaureester durch Nicotin vorgenommen. 

1m 1. Teil dieses Buches (S.360 u. 374f£') wurde bereits auf die Edolge 
hingewiesen, welche McKenzie 3 hinsichtlich asymmetrischerSynthesen erzielt 
hat. Dieser Forscher geht in seinen Synthesen von symmetrischen Molekiilen, 
Benzoylameisensaure bzw. Brenztraubensaure aus, macht dieselben durch 
Einfiihrung eines optisch aktiven Radikals asymmetrisch und erreicht dadurch, 
dass aus dem symmetrischen Teil del' Molekiile durch Reduktion statt eines 
racemischen Reaktionsproduktes iiberwiegend eine der optisch aktiven Formen 
entsteht. 

N och ausgesprochener ist del' katalytische Charakter del' asymmetrischen 
Reaktionsbeeinflussung bei einer von Mar kw al d 4 durchgefiihrten Synthese: 
Aus Methylathylmalonsaure wird durch Erhitzen des sauren Salzes Carboxyl 
abgespalten und es entsteht eine Valeriansaure, welche ein "asymmetrisches 
Kohlenstoffatom" enthalt. Nimmt man die Erhitzung der Methylathylmalon
saure in Gegenwart von Brucin vor, so erhalt man, wenn man den Brucinrest 
entternt, iiberwiegend die eine (1-) Spiegel bil dfor m des Reaktionsproduktes. 

Einen weiteren interessanten Fall, die Zersetzung der d- und l-Campho
carbonsaure haben Bredig und Fajans 5 beschrieben; die bemerkenswerten 
theoretischen Darlegungen von Faj ans 6 sind bereits im 1. Teil, 3. Aufl. 
(S. 378 ff.) referiert worden. 

Besonders ist aber hier die Arbeit von Bredig und Fiske 7 zu erwahnen, 
in welcher eine asymmetrische Oxynitrilbildung durch Chinin und 
Chinidin beschrieben wird. Wir fiihren hier einen der zwei von Bredig und 
Fiske mitgeteilten Hauptversuche ausfiihrlich an: 

Von den beiden Hauptversuchen der folgenden Tabelle ist der eine mit Chinin, der 
andere mit Chinidin, die Kontrollversuche (Nullversuche) sind mit Chinidin ausgefiihrt, der 
eine 0 h neB 1 au s au r e und der andere 0 h neB e n z a 1 d e 11 y d, aber in diesen Fallen wurde an 
Stelle der zweiten Kornponente des Cyanhydrins so viel (etwa 8 g) racernische lVIandelsaure, als 
etwa einer gesattigten Lasung derselben entsprach, zugegeben. "Diese Nullversuche wurden 

1 Auch hier sei nochrnals auf die ausgezeiclmeten Untersuchungen von Dakin (JI of 
Physiol. 30 u. 32; 1903-1905) verwiesen. 

2 Marckwald, Chern. Bel'. 21, 723; 1898. 
3 )1 eKe n z ie, Jl Chern. Soc. 85, 1249; 1904. - 87, 1373; 1905. - 89, 365; 1906. 
4 :\'rarckwald, Chern. Ber. 37, 349, 1368; 1904. 
6 Bredig u. Fajans, Chern. Bel'. 41, 752: 1908. 
6 F aj an s, Zs f. physik. Chern. 73, 25; 1910. 
7 Bredig u. Fiske, Biochern. Zs 46, 7; 1912. 
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ausgefiihrt, urn zu zeigen, dass unter den gegebenen limstanden schon ferti ge Man de Is au r e 
durch eventuelle Einwirkung des Alkaloids n i ch t aktiviert wird, und andererseits urn zu zeigen, 
dass optisch-aktive Mandelsaure nur dann erhalten wird, wenn sich ihr Nitril e r s t b e i 
Gegenwart von Alkaloid synthetisch gebildet hatte." 

"Es wurden 50 ccm Benzaldehyd (also 0,5 Mol) in einem gewohnlichen 250 ccm-Mass
kolben in etwa 170 ccm Chloroform gelost, hierauf wurden 20 ccm wasserfreier Blausaure (also 
0,5 Mol) zugesetzt und das Gemisch eine Stunde lang im Thermostaten bei 250 stehen gelassen; 
dann wurde es bis zur Marke mit Chloroform aufgefiillt und 0,5 g des Alkaloids zugegeben. 
Nach 24 Stunden· wurde der Inhalt des Kolbens in einen grossen Schiitteltrichter gegossen 
und mit 100 ccm einer etwa 4-normalen wassrigen Losung von Schwefelsaure 5 Minuten tiichtig 
geschiittelt. Von jeder Schicht wurde dann eine Probe herausgenommen und im 2 dm-Rohr 
mit Natriumlicht "polarisiert" (Drehung I). Dann wurde die chloroformische Schicht nochmals 
mit 100 ccm der Saure behandelt und darauf die beiden Proben wie oben polarisiert (Drehung II). 
Die chloroformische Schicht wurde dann mit 100 ccm konzentrierter wassriger Salzsaure bei 
Zimmertemperatur 1 Stunde stehen gelassen und dann das Chloroform abdestilliert. Ausser 
der wassrigen Schicht blieb (wenn yorhanden) noch im Kolben etwas fi-eier Benzaldehyd 
zuriick. In diesen beiden Schichten schieden sich beim Abkiihlen reichlich Krystalle von 
Mandelsanre abo Urn aber eine eventuelIe Pasteursche Krystallisationstrennung zu ver
meiden, wurden zunachst wieder aIle Krystalle durch Zusatz von Wasser gelost, erst 
dann wurde die wassrige Schicht von dem Benzaldehyd getrennt und letzterer mit 'Vasser 
mehrmals ausgewaschen, urn aIle eventuelI yorhandene Mandelsaure daraus zu entfernen. Die 
wassrige Schicht samt allen Waschwassern wurde dann auf 500 cern erganzt und in einem 
4 dm-Rohr polarisiert (Drehung Ill). (Die Xullversuche wurden von hier ab nicht weiter: 
gefiihrt.) Die Losung wurde dann etwas eingedampft, mit Natronlauge bis zur alkalis chen 
Reaktion versetzt, das Ganze nochmals zu 500 ccm erganzt und mit 50 ccm Benzol aus
geschiittelt. Der benzolische Auszug wurde in einem 2 dm-Rohr und die wassrige alkalische 
Losung selbst in einem 4 dm-Rohr polarisiert (Drehung IV und V). 

Drehung I Drehung II 
Drehung Drehung Drehung 

Chloroform-I Wassrige Chloroform-I Wassrige III 1\- V 
schicht Schicht schicht Schicht 

N ullversuche: I 

1. Ohne Blausaure 0,000 
I + 2,800 0,000 0,000 - 0,010 - -

2. Ohne Benzaldehyd - 0,020 + 2,500 + 0,010 - 0,010 - 0,010 - -
Hauptversuche: 

3. Mit Chinin + 0,230 - 2,240 + 0,320 - 0,180 - 0,810 - 0,010 - 0,600 

4. Mit Chinidin -0,270 + 2,430 - 0,380 - 0,330 + 0,920 0,000 + 0,710 

'Yic man schon durch den blossen Augenschein erkennen konnte, beschleunigen 
geringe Mengen der Alkaloide die Addition der Blausaure an den Benz
al d e hy d au s s er 0 r d en tIi ch s ta r Ie Da diese Reaktion namlich mit einer s ta r ken 
Kontraktion verbunden ist, lwnnte man diese letztere in derselben Zeit an den mit 
Alkaloiden versetzten Versuchen sehr deutlich wahrnehmen, wahrend, in den Nullversuchen 
eine solche Kontraktion nicht sichtbar war." 

"Aus der Tabelle geht hervor, dass die chloroformische Schicht in den 
N ullversuchen nach Ausschiittelung des Alkaloids mittels Schwefelsaure 
optisch inaktiv war, wahrend in den Hauptversuchen, in denen slcil Cyan
hydrin gebildet hatte, diese chloroformischen Schichten eine erhebliche 
Drehung zeigten; und zwar zeigte sich hler bei Anwendung des links
drehenden Chinins als Katalysator eine R e c h t s drehung, bei Anwendung 
des rechtsdrehenden Chinidins als Katalysator eine Linksdrehung." 
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Die asymmetrische Oxynitrilsynthese von Fajans wurde von Baylissl 

experimenteU bestatigt, welcher gleichfalls fand, dass der verwendete Kata
lysator auch bei Dis s 0 z i a t ion des inaktiven Oxynitrils die Reaktions
geschwindigkeit desselben Isomeren beschleunigt wie bei Synthese. 

Auch aus diesen Versuchen geht also deutlich hervor, dass zwischen den 
1l,symmetrisch-katalytischen Wirkungen z. B. eines Alkaloids und denen eines 

I 

<Enzyms prinzipielle Unterschiede nicht bestehen. Nur die quantitative Durch-
arbeitung eines solchen Falles steht noch aus. Bezuglich der Oxynitrilbildung 
fehlt zunachst die genaue Kenntnis der Dissoziationskonstanten dieses 
Stoffes als Saure, urn den Grad der mit Alkaloiden eintretenden Salzbildung 
"zu berechnen. 

Anti-Stoft'e nach subcutaner Emulsin-Injektion. 
Da in diesem Kapitel die Amygdalinspaltung besonders behandelt worden 

ist, so mussen auch diejenigen Versuche erwahnt werden, bei welchen eine 
Beeinflussung der Amygdalinspaltung durch Serum nach subcutaner Injektion 
von Emulsin beobachtet wurde. 

1m Anschluss an die Versuche von Beitzke und N euberg (s. 1. Teil, 
3. Aufl., S. 392) hat dann Ohta Kaninchen mit Emulsin Kahlbaum 
vorbehandelt (8 Injektionen von je 0,1 g Emulsinpraparat von "enormem 
Spaltungsvermagen gegen Amygdalin"). Bezuglich der spaltenden Wirkung 
(bestimmt wurde die aus Amygdalin gespaltene Glucose) kommt Ohta zum 
Resultat, dass an der hemmenden Wirkung des Immunserums im Vergleich 
mit Normalserum kein Zweifel bestehen kann. 

Immerhin erscheint es nicht ausgeschlossen, dass die Unterschiede 
zwischen Immunserum und N ormalserum, welche 0 h t a 2 gefunden hat, auf 
Verschiedenheiten der Aciditat zuruckzufiihren sind, entsprechend einer 
iriiher von Bayliss3 geausserten Vermutung. 

E. Methoden zur Verfolgnng del' Spaltnng del' Nitrilglucoside. 

Es kommen hier drei Methoden in Betracht: 
1. Die polarimetrische Methode (bei Anwendung der optisch-aktiven 

Formen) ist zur Messung der Amygdalin-Hydrolyse zuweilen in Anwendung 
gekommen. Selbst unter Beobachtung der erforderlichen Massnahmen zur 
Aufhebung der Mutarotation erscheint diese Methode hier nicht empfehlens
wert, da die Berechnung der einzelnen Substanzkonzentrationen aus der Ge
samtdrehung der Lasung wegen des gleichzeitigen Ablaufes mehrerer Teil
reaktionen unsicher wird. 

1 Bay 1 iss, Jl of Physiol. 46, 236; 1913. 
2 0 h t a, Biochem. Zs 54, 430; 1913. 
3 Bay 1 iss, Jl of Physiol. 43, 455; 1912. 
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2. Die Bestimmung der gebildeten Glucose nach einer geeigneten Re
d u k t ion s met hod e. Durch die anwesende Blausaure wird die Methode von 
Pavy-Kumagawa- Suto unanwendbar, wie Caldwell und Courtauld1 

erkannt haben. 
H. E. Armstrong, E. F. Armstrong und Horton (Proc. Roy. Soc. 80) 

haben die durch Schwefelsaurezusatz inaktivierten Proben mit Pottasche ver
setzt, d{e Blausaure durch l/zstiindige Destillation mit Wasserdampf ver
trieben und die Glucose nach einem Reduktionsverfahren von Brown, 
Morris und :Miller bestimmt. 

Willstatter und Csanyi Z ziehen es vor, "aus der schwefelsauren 
Fliissigkeit, 1-2 ccm 10%iger Schwefelsaure auf 20 ccm enthaltend, die Blau
saure mit Wasserdampf abzutrennen, was in 30 Min. vollstandig gelang". 
Amygdalin wird durch die Dampfdestillation nicht messbar hydrolysiert. 
Hierauf bestimmen sie den Zucker nach Sonntag3 und Bertrand4 • 

3. Au I d 5 hat die Amygdalinspaltung durch die entbundene Blausaure 
gemessen, wobei natiirlich nur eine der Teilreaktionen ermittelt wird. Die 
Blausaurebestimmung geschah nicht durch Titration mit Silbernitrat, sondern. 
mit einer von Dunstan und H enry 6 beschriebenen titrimetrischen Methode, 
welche darin besteht, dass Blausaure in Gegenwart von Natriumbicarbonat 
mit einer titrierten J odlosung nach der Gleichung umgesetzt wird: 

HCN+Jz=CNJ+HJ. 

Zur Bestimmung der Bildung und Spaltung des Benzoxynitrils kann 
die Blausaure nach Vol h a r d t durch eine Silberlosung titrimetisch bestimmt 
werden. 

Eine Mikromethode zur Bestimmung der Blausaure hat Brunswick 
(Ost. bot. Zs 1923, 58) mitgeteilt. 

Berechllung der enzymatischen Wirksamkeit. 

Bei cler Amygdalinspaltung handelt es sich nicht urn eine einfache 
Reaktion, sondern urn die gleichzeitige Wirkung zweier Enzyme, namlich del' 
Amygdalase und der "Prunase", eventueII auch noch einer Oxynitrilase; 
Reaktionskoeffizienten 1. Ordnung, k = lit log a/a-x, konnen also hiel' 
nicht gemessen werden. 

1 Caldwell u. Courtauld, Jl Chern. Soc. 91,666; 1907. 
2 Willstatter u. Csanyi, H. 117, 172 und zwar 177; 1921. 
3 Sonntag, Arb. a. d. KaiserL Gesundheitsamt, 19,447; 1903. 
4 Bertrand, BulL Soc. Chim. (3) 35, 1285; 1906. 
5 Auld, Jl Chern. Soc. 93, 1251 und zwar 1263; 1908. 
6 Dunstan u. Henry, Proc. Roy. Soc. 72, 287; 1903. 
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Willstiitter und Csanyi1 bestimmen fur ihre Priiparate den "Zeit
wert", d. h. sie messen die Zeit, welche zur 500f0igen Spaltung von 0,10 g 
Amygdalin (20 ccm L6sung; 1 mg Emulsin; 30°) erforderlich ist. Aus den 
jeweils beobachteten Spaltungsgraden ermitteln sie durch die in Fig. 33 S. 273 
mitgeteilte Kurve die der 500f0igen Spaltung entsprechenden Zeiten. (Dabei 
ist die Abspaltung von 2 Mol. Glucose als theoretischer Wert angenommen.) 

Zur Bestimmung der Enzymausbeute wenden die genannten Forscher 
einen Menge-Zeit-Quotienten an, der Enzymmenge proportional, additiv, 
namlich den Quotienten des emulsinhaltigen Materials in mg und seiner 
Wirkungszeit. Z. B. lieferten 20 g Mandeln vom Zeitwert 480 (M : Z = 41,7) 
0,55 g Enzympraparat (Emulsin) vom Zeitwert 18 (M : Z = 30,6); Ausbeute 
73,50f0· 

1 Willstiitter u. Csanyi, H. 117, 172 und zwar 176; 1921. 



8. Kapitel. 

Glncosido-p-Glncosidasen. 
Bearbeitet von Karl Josephson. 

Die in diesem Kapitel behandelten Disaccharide, Cellobiose und Gentio
biose, werden von Mandel-Emulsin gespalten. Das deutet im allgemeinen auf 
die Zugehorigkeit zu den ,B-Glucosiden, wenn auch dieses Verhalten zu Emulsin, 
wie schon E. Fischer hervorhob, nicht ein ganz sicheres Kriterium ist. Durch 
Beobachtung der Drehung des primar bei enzymatischer Spaltung der Biose 
des Amygdalins (Gentiobiose) entstehenden Traubenzuckers (R. Kuhn) sowie 
durch die Synthese der Gentiobiose aus Acetobromglucose (B. Hel£erich) 
ist jedoch die ,B-Konfiguration del' glucosidischen Bindung in diesem Zucker 
festgestellt. 

Die Spezifitat del' Glucosido-,B-Glucosidasen und ihre Abgrenzung von 
der im vorigen Kapitel behandelten Alkyl- und Arryl-,B-Glucosidase scheint 
noch nicht ganz festzustehen. 

A. Cello biase. 

Substrat. Die Cellobiose (Cellose) ist 1901 von H. Skraup und J. Konig 1 

durch Verseifung des Acetolyseproduktes der Cellulose dargestellt worden. 
Der mikrokrystallinische Zucker (,B-Form) schmilzt bei 225 0 unter Zersetzung. 

[a]::i',D= + 33,87 0 (fur c = 10)2; [a]i~,5= + 33,5 0 (fur c = 1,05)3. Diese 
Zahlen gelten fur das nach Beendigung der Mutarotation anwesende Gleich
gewicht der a, ,B-Formen. Die ,B-Form hat [aJn = + 16 0, [die a-Form + 72 0 

(berechnet)]4. Reduktionsvermogen nach Bertrand: 1,38 mg Cu per mg 
Cellobiose (grosser als das aller bekannter Disaccharide). 

Die von Haworth fi, Bergmann 6 und Karrer 7 gegebene Formulierung 
der Gentiobiose als eine Glucosido-5-Glucose ist in letzterer Zeit durch Arbeiten 

1 S kra up u. Koni g, Chern. Ber. 34,1115; 1901. - Siehe auch Maq uenn e u. Go 0 d win, 
Bull. Soc. Chern. Paris (3) 31, 854; 1903. 

~ Bertrand u. Holderer, Bull. Soc. Chirn. France (4) 7, 177; 1910. 
3 Wills tatter u. Zechrneister, Chern. Bel'. 46, 2401 und zwar 2408; 1913. 
4 Hudson u. Yanowsky, JI Arner. Chern. Soc. 39,1013; 1917. 
5 Haworth u. Hirst, Jl Chern. Soc. 119, 193; 1921. 
G B er grna nn u. S ch 0 tte, Chern. Bel'. 54,440 u. 1564; 1921. - Be r grn an n, Naturw. 9, 

308; 1921. 
7 Ka rrer u. Wi drn er, Helv.4, 295; 1921.- Karrer, Polyrnere Kohlehydrate 224; 1925. 
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von Charlton, Haworth und Peat! sowie von Hirst 2 , Haworth, Long 
lmd Plant 3 und vonZemplen 4 dahin abgeandert worden, dass der Disac
charid als Gly kosido-4- GIy kose <t ,5) charakterisiert wurde: 

CH20H· CH· CHOH· CHOH· CHOH· C'H 
, 0 I\f: 

o OR 
/ fl/ 

CH20H· CH· CH· CHOH· CHOH . CR 
I 0 I 

Nach einer von Pringsheim 5 sowie von Karrer6 ausgesprochenen 
Theorie, stellt die Grundsubstanz der Cellulose ein mit der Diamylose isomeres 
Cellobioseanhydrid 7 dar, und die Entstehung der Cellobiose aus der Cellulose 
ware also als eine Hydrolyse der einen glucosidischen Bindung des Biosans 
zu betrachten. Nach den neueren Ergebnissen von Hess s und von Prings
heim 9 ist jedoch zweifelhaft ob nicht der eigentliche Grundkorper der Cellulose 
eine Anhydroglucose anstatt einer Anhydrocellobiose ist. 1st dies der Fall, 
muss angenommen werden, dass das Auftreten der Cellobiose bei der Acetolyse 
der Cellulose oder bei enzymatischer Spaltung derselben auf eine Synthese 
aus der Anhydroglucose beruht. Dabei ist nach He s s allerdings mit einem 
intermediaren Biosan zu rechnen: 

-I -·---0,----- 1 0 1 
CH20H. CH . CR' CHOH . CHOH· CH 

~--o----j 
CH20H. CH· CH . CHOH . CHOH . CH 

I I 
1 0---1 

o 0 
I I 

CH· CHOH . CHOH . CH . CH . CH20H OH· CHOH· CHOH·OH·CH.CH20H 
1 0 I I 0 1 

2 Mol. Anhydroglucose (1,4) (1,5) Biosan 

Unabhangig davon, ob der Grundkorper der Cellulose eine Anhydro
glucose, oder eine Anhydrocellobiose ist, la'sst sich die Entstehung der Cello
biose also wahrscheinlich ais eine einseitige Hydrolyse eines entsprechenden 
Anhydrids verstehen lO• 

1 Charlton, Hawort u. Peat, Jl Chern. Soc. 129,89; 1926. 
2 Hirst, Jl Chern. Soc. 129, 350; 1926. 
3 Haworth, Long u. Plant, Jl Chern. Soc. 192i, 2809. 
4 Z e m p len, Chern. Bel'. 59, 1254; 1926. 
5 Pringsheim, Cellulosechemie 2,57; 1921. 
6 Karrer, ,Cellulosechemie 2, 125; 1921. - Karrer u. Smirnoff, Helv. 4, 174; 1922. 

K a r I' e I' u. Wid mer, Helv. 4, 174; 1921. - Ka I' I' e r, Polymere Kohlehydrate S. 229 u.11:'. 1925. 
7 Frither auch Cellosan genannt. 
8 He s s u. ]\IIitarbeiter, Lieb. Ann. 435-456; 1923-1927. - Kolloidchem. Beih. 1926, 93. 

- ~ aturwissenschaften 1925, 1003; 1926, 435, 822. 
9 P ri n g she i m u. l\fitarbeiter, Chern. Bel'. 58, 2135; 1925. - Lieb. Ann. 448, 163; 

1926; 451, 308; 1927. 
10 K. F I' e u den be I' g u. B I' a u n folgern in einer soeben erschienenen Arbeit (Lieb. 

Ann. 460, 288; 1928) dass Cellulose kein monomolekulares Glucoseanhydrid ist und dass also 
die Entstehung der Cellobiose nicht mehr durch Resynthese aus monomolaren Glucosanen 
erklart zu werden braucht. 
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Vorkommen der Cellobiase. Die Cellobiose wird durch einen Bestandteil 
des Mandelemulsins gespalten. Bertrand gibt ferner andere Fruchtkerne 
(Aprikosen) und Getreidekorner als Fundorte einer Cellobiase an. Bertrand 
und Holderer1 sowie E. Fischer und Zemplen 2 haben ein diese Biose 
angreifendes Enzym in Aspergillus niger und in Xefirkornern festgestellt. 
In Russula hat sie Bertrand nicht gefunden. Bezuglich des Vorkommens 
in niederen Pilzen sei noch besonders auf die Arbeiten von H. Pringsheim 
und Z e m p len 3 verwiesen, welche mit Presssaften von Aspergillus Wentii 
(besonders enzymreich), Allescheria Gayonii, Penicillium purpurogenum, 
Mucor mucedo reichliche Spaltung von Cellobiose erzielten (siehe Tab., 1. c. 
S.382). In Aspergillus oryzae fanden Neuberg und Rosenthal 4 Cellobiase. 
In denitrifizierenden Bakterien, in Wasserstoffgarungsbakterien und in 
thermophil en Bakterien hat H. Pringsheim 5 die Wirkung einer Cellobiase 
nachgewiesen. 

Wichtig ist der Befund von Pringsheim und Leibowitz 6, dass wassrige 
Auszuge aus Gerstenmalz, welche Lichenin quantitativ in Traubenzucker auf
spalten, auch Cellobiose spalten 7. Unter Anwendung des Aluminiumhydroxyds 
gelang es Pringsheim und Beiser8 Lichenase und Cellobiase zu trennen. 

Auch das Lebersekret von Helix pomatia enthalt neben vielen anderen 
Enzymen eine Cellobiase 9 • Was das Vorkommen der Cellobiase in tierischen 
Organen und Sekreten im ubrigen betrifft, wie Pankreas, Darm, Pferdeserum 
(Porcher, Soc. BioI. 68) so bleibt noch zu untersuchen, inwieweit Bakterien 
oder Leukocyten an den beobachteten Cellobiosespaltungen beteiligt sind. 

Uber die Besonderheit der Cellobiase und ihre Abgrenzung und Unter
scheidung von Alkyl- und Phenyl-Glucosidasen und anderen Enzymen be
sitzen wir noch nicht genug experimentelle Unterlagen. Bertrand hat sich 
mit Holderer (Bull. 7, 1. c.) sowie mitCompton 10 auf Grund eigener Versuche 
nachdrucklich fur die Existenz einer spezifischen Cellobiase ausgesprochen; 
die Vergleiche betreffen Lactase und Emulsin, und man wird den genannten 
Forschern bezuglich der Verschiedenheit der Cellobiase von Lactase zu
stimmen konnen; bezuglich Emulsin ist die Entscheidung wegen der zahl
reichen Komponenten schwieriger. Jedenfalls ware es sehr bemerkenswert, 
wenn sichergestellt werden konnte, dass die ,B-Alkyl- und Arrylglucoside 

1 Bertrand u. Holderer, C. r. 149, 1385; 1909; 150, 230; 1910. - Siehe auch 
Holdeter, Woch. f. Brau. 26, 380; 1909. 

2 Fischer u. Zemplen, Lieb. Ann. 365, 1; 1909; 372, 254; 1910. 
3 Pringsheim u. Zemplen, H. 62, 367; 1909. 
4 Neuberg u. Rosenthal, Biochem. Zs. 143,399; 1923. 
6 Pringsheim, H. 78, 266; 1912. 
6 Pringsheim u. Leibowitz, H. 131,262; 1923. 
7 Cellobiase in Malz fand schon Holderer (Journ. Soc. Chern. Ind. 28, 733; 1909). 
8 Pringsheim u. Beiser, Biochem. Zs. 172,411; 1926. 
g Karrer u. Mitarbeiter, Helv. 7, 144, 154; 1927. 

10 Bertrand u. Compton, C. r. 151,402; 1910. - Ann. Inst. Pasteur 24,931; 1910. 



8. Kap. GlucosidO-.B-Glucosidasen. 305 

spaltende Komponente des Emulsins zur Cellobiosespaltung nicht fahig ist; 
denn die a-Methylglucosidase ist dochmit der GIucosido-maltase identisch. 

Sichergestellt ist, dass Cellobiose durch Maltase oder Trehalase, typische 
a-glucosidische, in Hefen vorkommende Enzyme, nicht angegriffen wird. 
Es bleibt noch zu untersuchen, ob diejenigen Hefen, welche zur Spaltung 
von beispielsweise Salicin oder a-Methylglucosid fahig sind, auch Cellobiose 
zu spalten vermogen. 

Darstellung. Aus Aspergillus niger: Der Pilz wurde auf einer Asparagin
haltigen Nahrlosung geziichtet, dann nach der Vorschrift von Bourquelotl 
getrocknet. Hierauf wurden 2 g des zerriebenen Materials mit 20 ccm Wasser 
24 Stunden bei 37° ausgelaugt. Mit 10 ccm dieser Losung wurden 0,5 g Cello
biose unter Zusatz von Toluol 84 Stunden bei 37° stehen gelassen, dann war 
die Biose zum grossten Teil gespalten. 

Aus Kefirkornern: 25 g gewaschene Kefirkorner werden mit 150 ccm 
destillierten Wassers und 2,5 ccm Toluol bei 20°-23° wahrend 48 Stunden 
unter zeitweisem Umschiitteln stehen gelassen. Die Hydrolyse der Cellobiose 
erfolgt nur langsam. 

Aus niedrigen Pilzen durch Presssafte: Pringsheim und Zemplen, 1. c. 
Aus Gerstenmalz werden Ausziige, wie bei der Amylase beschrieben, 

bereitet. In den Ausziigen ist die Cellobiase weniger stabil als die Lichenase. 
Die Cellobiase wird weiter durch Aluminium-metahydroxyd bei pH = 11 gut 
adsorbiert (Pringsheim und Beiser). Versuche, die Cellobiase aus dem 
Adsorbat zu eluieren, scheinen nicht vorzuliegen. 

In dem Lebersekret von Helix pomatia konnten Karrer und seine Mit
arbeiter2 die Lichenase, Cellobiase und Gentiobiase von anderen Begleit
enzymen durch Dialyse fast vollstandig befreien. Durch Adsorption an 
basisches Aluminiumsulfat in essigsaurer Losung wird in solchen Enzym
losungen die Cellobiase leichter als die anderen Teilenzyme adsorbiert. 

Der Ein£luss der Aciditat bei der Adsorption geht auch aus Beobachtungen 
von Bertrand und Holderer3 hervor, dass fiir die Filtration durch Ton 
die Aciditat sehr wesentlich ist. Dasselbe gilt fur die Extraktion des Enzyms. 

Wirknngsbedingungen. Aus Bertrands und Comptons' Angaben lasst 
sich entnehmen, dass das Aciditatsoptimum bei etwa pH = 6 liegt. Prings
heim und seine Mitarbeiter haben bei ihren Versuchen iiber Lichenin- und 
Cellobiosespaltung pH = etwa 5 eingestellt, Karrer und Mitarbeiter arbeiten 
bei einer Aciditat entsprechend pH = 5,28. 

Einflnss der Temperatnr. Auch lo>eziiglich der Temperatur liegt eine 
Untersuchung von Bertrand und Compton 5 vor, welche mit Extrakt aua 

1 Bourquelot, C. r. 116, 826; 1893. 
2 Siehe K a r r e r, Polymere Kohlenhydrate S. 110 u. if.; 1925. 
• Bertrand u. Holderer, Bull. Soc. Chim. (4) 7, S. 180 u. if. 
4 Bertrand u. Compton, C. r. 153,360; 1911. 
5 Bertrand u. Compton, Bull. Soc. Chim. France (4) 9, 100; 1911. 
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sussen Mandeln angestellt ist; die von ihnen angegebenen Kurven zeigen 
em deutliches Maximum der Wirksamkeit bei etwa 46°. 

3 Minuten langes Erhitzen auf 75°-77° hat das Enzym zerstort. Bereits 
bei 67° ist die Bakterien-Cellobiase genugend schnell inaktiviert, um den 
enzymatischen Abbau durch gewisse Bakterien so leiten zu konnen, dass die 
Cellulase (welche Cellobiose bildet) noch wirksam bleibt, wahrend ein weiterer 
Abbau der entstandenen Biose verhindert wird. Dadurch ist es H. Prings
heim gelungen, wichtige Aufklarungen uber die Cellulosespaltung zu er
halten (vgl. 12. Kap.). 

Synthese. Wie schon im 1. Teil erwahnt, hat Bourquelot zusammen 
mit Bridel und Aubry mit Hilfe von Emulsin Glucose zu Cellobiose 
synthetisieren konnen. Gleichzeitig wird Gentiobiose gebildet. Beim ersten 
Versuch 1 wurde Gly kol als Losungsmittel verwendet; dabei entstand ausserdem 
noch Glykolmonoglucosid und Glykoldiglucosid. Bei weiteren Versnchen in 
wassriger Losung 2 war der Nachweis der Cellobiose neben Gentiobiose weniger 
scharf. 

SpaItung des Cellobiosons und des Hydrocellobials. 

Bemerkenswert ist, dass auch das Cellobioson durch Emulsin gespalten 
wird. E. Fischer und ZemplEm 3 , welche dies en Korper dargestellt haben, 
geben dariiber £olgenden Versuch an: 

Eine Losung von 1 g Cellobiose in 8 ccm 'Vasser blieb mit 0,5 g Emulsin 20 Stunden 
bei 36° stehen. Nach dem Autkochen mit wenig Na Ac wurde filtriert. Die Fliissigkeit enthielt 
jetzt G I u cos 0 n und Traubenzucker, denn sie gab in der KlUte auf Zusatz von salzsaurem 
Phenylhydrazin und Na Ac sehr bald einen reichlichen Niederschlag von Phenylglucosazon. 

Das Hydrocellobial, <\2~09 haben E. Fischer und K. v. Fodor4 

aus Hexa-acetylcellobial durch Reduktion mit Platinmohr nach Willsta tter 
und Abspaltung der Acetylgruppen mittels Baryt erhalten. "Die nahen Be
ziehungen zum Ghical und Hydroglucal liessen sich beweisen dnrch die 
Hydrolyse des Hydrocellobials mit Emulsin." 

"Eine Losung von 2 g Hydrocellobial in 20 ccm Wasser blieb mit 0,8 g kauflichem 
Emulsin und einigen Tropfen Toluol in verschlossenem Gefass 2 Tage bei 37° und wurde 
dann filtriert, aufgekocht, abermals filtriert und nochmals gekocht. Urn die jetzt in der Losung 
in reichlicher Menge enthaltene Glucose zu entfernen, haben wir mit 0,5 g obergariger Hefe 
versetzt und unter den iiblichen Vorsichtsmassregeln wieder 24 Stunden bei 37° gehalten. 
Die von der Hefe abfiltrierte Losung, welche jetzt kaum noch reduzierte, wurde unter ver
mindertem Druck verdampft, der Riickstand mit Alkohol ausgekocht, das alkoholische Filtrat 
wieder verdampft und der Riickstand mehrmals mit Essigather ausgekocht. Beim Verdampfen 
des Essigathers blieb ein Sirup. Er wurde in sehr wenig Alkohol gelost, bis zur beginnenden 
Triibung mit Petrolather versetzt und mit einem Krystallchen von Hydroglucal geimpft. Alsbald 
begann die Abscheidung von schOn ausgebildeten Prismen." Dieselben schmelzen bei 85-87() 
und gleichen in jeder Beziehung dem Hydroglucal, CaHnO,. 

1 Bourquelot u. Bridel, C. r. 168, 1016; 1919. 
2 Bourquelot, Bridel u. Aubry, JI de Pharm et de Chim. (7) 21,129; 1920. 
3 E. Fischer u. Zemplen, Lieb. Ann. 365, 1; 1909. 
4 E. Fischer u. K. v. Fodor, Chern. Ber. 47, 2057; 1914. 
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Aus diesen Versuchen Fischers lasst sich entnehmen, dass die unter
suchte Cellobiase spezifisch auf den Glucosidoteil der Cellobiose eingestellt 
ist. Hinsichtlich der Existenz einer Gluco-Cellobiase ist nichts bekannt. 

B. Gentiobiase. 
Substrat. Die von Bourquelot und Herisseyl entdeckte Gentiobiose 

schmilzt bei 190-195° (mit 2 Mol.Methylalkohol krystallisiert bei 85,5-86°). 
[aJD = + 9,6° £tir das a, ,B-Gleichgewicht; [aJD der a-Form = + 31 ° (aus 
Methylalkohol); [a]D der ,B-Form (aus 90%igem Alkohol) = -11 0. 

Die Gentiobiose kann aus dem Trisaccharid Gentianose durch partielle 
Hydrolyse mit sehr verdiinnten Sauren oder mit Hefe-Saccharase gewonnen 
werden. Zemplen 2 hat das gut krystallisierende Octaacetat der Gentiobiose 
direkt aus dem Extrakt der Enzianwurzel, Radix gentianae german. 3 gewonnen. 
Bourq uelot, Herissey und Coirre 4 haben 1913 die Synthese der Gentio
biose aus Glucose unter der Einwirkung von Emulsin durchgefiihrt und diese 
Synthese eignet sich auch zur Darstellung des Disaccharids. Gentiobiose 
ist weiter mit der Biose des Amygdalins (Amygdalose) identisch 5. 

Die rein chemische Synthese der Gentiobiose gelang 1925 B. Hel£erich 6• 

Durch diese Synthese wurde zugleich die Konstitution des Zuckers als Glucosido-
6- Glucose festgestellt: 

CH20H . CH . CHOH· CHOH . CHOH .:CH 
I 0 I~ 

o ~ '" / CH2 • CH· CHOH· CHOH· CHOH· eH 
I 0 I 

In der Gentianose ist Gentiobiose mit ihrer reduzierenden Gruppe mit 
Fructose glucosidifiziert, in dem Amygdalin mit dem Mandelnitrilrest. 

Vorkommen der Gentiobiase. Die Verbreitung der Gentiobiase ist noch 
wenig untersucht. Ausser im Emulsin soll das Enzym in Schimmelpilzen 
vorkommen. Hinsichtlich des Vorkommens in Hefen ist zu erwahnen, dass 
nach alteren Angaben die Gentiobiase zu fehlen scheint. Nach neueren An
gaben von Pringsheim, Bondi und Leibowitz 7 findet jedoch unter der 

1 Bourquelot u. IHrissey, C. 1'.132,571; 1900; 135,290,399: 1901. - JI dePharm. 
ct de Chim. (6) 16, 420; 1901. 

2 Z em pie n, H. 85, 399; 1913. - Chern. Bel'. 48, 233; 1915. 
3 Gentianose kommt (neb en Rohrzucker) auch in anderen Gentiana-Arten (cruciata u. 

purpurea) VOl' (Bridel, Soc. BioI. 83, 24; 1920). 
4 Bourquelot, Herissey u. Coirre, C. r. 157, 732; 1913. - JI de Pharm. et de 

Chim. (7) 8, 441; 1913. - Siehe auch Bourquelot u. Bridel, C. r. 165, 728; 1917 und 
168, 253; 1919 (Glykol als Losungsmittel). 

5 Haworth u. Wylam, JI Chern. Soc. 123, 3120; 1923. - Hudson, JI ArneI'. Chern. 
Soc. 46, 483; 1924. - V gl. K u h n, Chern. Bel'. 56, 857; 1923. 

6 B. Helferich, K. Bauerlein u. F. Wiegand, Lieb. Ann. 447, 27; 1926. 
7 Pringsheim, Bondi u. Leibowitz, Chern. Bel'. 59,1983; 1926. 
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Einwirkung von gewissen Hefen in konzentrierten Glucoselosungen eine 
Synthese von Gentiobiose statt, welche die erwahnten Autoren auf die Wirkung 
einer von der Amygdalase spezifisch verschiedenen Gentiobiase zuriickfiihren. 
(Uber die vermutliche Verschiedenheit der Amygdalase und Gentiobiase 
siehe S. 270.) Die Gentiobiose-Synthese trat jedoch unter Anwendung von 
Backerhefe nicht ein, so dass vielleicht der Schluss gezogen werden kann, 
dass die Gentiobiase wohl in Unterhefen nicht aber in Backerhefen vorkommt. 

In dialysiertem Lebersekret von Helix pomatia fand Karrer l Gentio
biase neben der Lichenase und der Cellobiase. 

Hinsichtlich der Wirkungsweise des Enzyms ist noch sehr wenig 
bekannt. 

Synthetische Wirkung. Wie schon erwahnt, ist es Bourquelot, H€lrissey 
und Coirre (1. c.) 1913 gelungen, die Synthese del' Gentiobiose aus Glucose 
mittels Emulsin durchzilliihren und diese Synthese, welche in del' Geschichte 
del' enzymatischen Synthesen einen hervorragenden Platz einnimmt, ist spateI' 
von Zemplen 2 bestatigt worden. Wie erwahnt, eignet sich die biochemische 
Synthese zur Darstellung des Disaccharids. 

Die genannten Forscher beschreiben folgenden Versuch: 
1000 cern einer Losung von 50 g Glucose in 100 cern (a = + 50° 30', 1 = 2) wurden 

mit 5 g Emulsin und 5 g Toluol versetzt, hierauf bei 15-20° wahrend eines Monats taglich 
2-3 mal umgeschl1ttelt. Die Drehung fiel auf + 44 ° 12'. 

Hierauf wurde die Losung erhitzt, filtriert und einer Garung durch obergarige Bierhefe 
unterworfen. Die gegorene, mittels CaCOa neutralisierte Losung wurde unter vermindertem 
Druck ganz eingedampft. Der Rl1ckstand wurde 3mal mit 95%igem Alkohol und 3mal mit 
90% igem Alkohol (jedesmal mit 150 cern) unter Ruckfluss ausgekocht. Die nach Erkalten 
filtrierten Extrakte wurden mit Gentiobiose-Krystallen geimpft. Nach etwa 3 Wochen wurden 
die Fll1ssigkeiten dekantiert, von krystallisierten aschereichen Produkten abfiltriert und 
wieder mit Gentiobiose geimpft. Nach 6 Wochen wurden die aufs neue entstandenen 
Krystalle (etwa 8 g) gesammelt und aus 90 % igem Alkohol umkrystallisiert; sie erwiesen 
sich als Gentiobiose. 

Sehr bemerkenswert ist der erwahnte Befund von Bondi und Leibowitz, 
dass eine Gentiobiosesynthese auch durch Unterhefe erzielt werden kann. 
Die weitestgehende Synthese wurde in 500f0iger Glucoselosung bei pH = 6,6 
erreicht. Die Charakterisierung des gebildeten Disaccharids als Gentiobiose 
geschah durch Darstellung des Osazons und der Oktaacetyl-Gentiobiose. Die 
Hochstausbeute an Gentiobiose betrug 40f0 der angewandten Glucosemenge. 

Spaltung der Gentianose. 

Als Trisaccharid von der Zusammensetzung 

Gentiobiose 

Fructose- Glucose- Glucose 

Saccharose 

1 Karrer, Polymere Kohlenhydrate 111; 1925. 
2 Zemplen, Chern. Ber. 48,233; 1915. 
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erfolgt die Spaltung der Gentianose durch eine Fructo-Gentianase in Fructose 
und Gentiobiose. Diese in Hefen vorkommende Fructo - Gentianase ist mit 
aller Wahrscheinlichkeit mit der Fructo-Saccharase identisch. Durch eine 
Gluco(sido)-Gentianase erfolgt dagegen die Spaltung in Glucose und Rohr
zucker. Mit Emulsin haben Bourquelot und BrideP diese letzte Spaltung 
durchgefiihrt. Wie Bourquelot 2 schon viel friiher fand, spaltet das gleiche 
Emulsinpraparat die Gentianose selbst viel langsamer als die freie Gentiobiose. 
Dies spricht jedoch natiirlich nicht gegen die Annahme, dass die Gentio
biase mit der Gluco(sido)-Gentianase identisch ist. Wahrscheinlich kann die 
langsamere Spaltung der Gentianose teilweise daralli zuriickgefiihrt werden, 
dass das Enzym eine geringere Affinitat zum Trisaccharid besitzt, als 
zur Gentiobiose, in ahnlicher Weise wie eine viel geringere A££initat 
zwischen Saccharase und Raffinose als zwischen Saccharase und Rohrzucker 
besteht. 

Uber die Amygdalase siehe Kapitel 7. 

C. Spaltung anderer Glucosido-fJ-Glucosen. 
Isomaltose. E. Fischer3 erhielt bei der Einwirkung von konzentrierter 

Salzsaure auf Glucose (100 g Glucose + 400 g rauch. HCI, 15 Std. bei 150) 
eine Biose, welche er als Isomaltose bezeichnete. Harrison 4 fand fiir Iso
maltose, die durch 0,7 n. HCI synthetisiert war [a]D = + 84,4°. A. Georg 
und A. Pictet 3 , welche die Eigenscha£ten der Isomaltose in einer neueren 
Arbeit naher beschreiben, fanden nach Beendigung der Mutarotation [a In = 

+ 98,4°. Das Reduktionsvermogen fanden dieselben Autoren gleich 42,5 % 

des Reduktionsvermogens der Glucose. 
Nach Georg und Pictet diirfte der Isomaltose die Struktur einer 

Glucosido <1,5) 3-Glucose <1,5) oder einer Glucosido <1,6) 2-Glucose <1,6) 
zuerteilt werden konnen. 

Das Vorkommen der Isomaltose im tierischen und pflanzlichen Organismus 
ist von manchen Forschern (Pa vy, Rohmann) behauptet, von anderen 
bestritten worden. Auch iiber die enzymatische Bildung der Isomaltose aus 
Starke gehen die Ansichten auseinander 5. 

Durch Maltase wird Isomaltose nicht gespalten. E. F. Armstrong 6 

fand, dass Isomaltose durch Emulsin hydrolysiert wird. Damit ware nach 
unseren gegenwartigen Ansichten die Tatsache vereinbar, dass die von Croft 

1 Bourquelot u. Bridel, C. r. ]71, 11; 1920. - Jl de Pharrn. et de Chin. (7) 22, 
241: 1920. 

2 Bourquelet, .n de Pharrn. et de Chim. (6) 16: ]902. 
3 E. F is c her, Chern. Ber. 23, 3687; 1890; 28, 3024; 1895. 
4 Harrison, Jl Amer. Chern. Soc. 36,586; 1914. 
5 A. Georg u. A. Pictet, Helv. 9, 612; 1926. 
6 E. F. Arrnstro.ng, Proc. Roy. Soc. B. 76, 592; 1905. 
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Hil}! durch enzymatische Synthese erhaltene Biose Isomaltose 2 war. Ob
wohl Croft Hill zu seiner Synthese Bierhefe angewandt hatte, kann sich 
Isomaltose gebildet haben, da, wie Henry und Auld3 und spiiter Neuberg 
nachweis en konnten, Bierhefe auch etwas "Emulsin" (P-Glucosidase) enthalt; 
Bayliss hat sich schon zeitig in dieser Richtung ausgesprochen. 

Nach Pictet ist jedoch diese "Revertose" von der Isomaltose verschieden 
Dextrinose, Amylobiose. Verschiedene Forscher haben von Zeit zu Zeit 

angegeben, dass bei der enzymatischen Spaltung der Starke neben Maltose 
ein anderes Disaccharid gebildet wird. Dieser Zucker, dessen N atur und Be
ziehung zur Isomaltose nicht klargestellt ist, hat Syniewski4 "Dextrinose" 
genannt. Die spezifische Drehung der Dextrinose solI + 141 0 sein. 

Nach H. Pringsheim entsteht bei Spaltung der Starke mit Sauren ein 
Disaccharid Amylobiose, welche K. Sjoberg 5 auch bei der enzymatischen 
Spaltung der Starke mit Saccharomyces Sake als Restkorper fand. Eine 
Amylobiase, welche die Amylobiose zu spalten vermag, solI in Malz, nicht 
aber in Speichel oder Pankreas vorhanden sein. (Naheres hiertiber siehe das 
Kapitel tiber Amylasen.) 

"P-Glucosido-Maltose". Ling und N anj i 6 haben tiber die Gewinnung 
eines Trisaccharids durch enzymatische Spaltung des Amylopektins berichtet. 
Diese "P-Glucosido-Maltose" solI durch Emulsin in Glucose und Maltose ge
spalten werden. Pringsheim und Schapiro 7 haben nun mitgeteilt, dass 
auch bei Spaltung der Starke durch das technische Enzym "Biolase" ein 
Trisaccharid entsteht, welches wahrscheinlich mit dieser p-Glucosido-Maltose 
identisch ist. Inwieweit jedoch die von diesen Autoren bestatigte Spaltbarkeit 
des Trisaccharids durch Emulsin auf eine P-Glucosidase oder auf die Mandel
AmylaseS zurtickzuftihren ist, lassen sie dahingestellt bleiben. Sie finden es 
doch wahrscheinlicher, dass die Mandel-Amylase hier tatig ist. 

1 Croft Hill, Jl Chern. Soc. 73, 634; 1898. 
2 Emmerling, Chern. Ber. 34, 600 und 3810; 1901. 
3 Henry u. Auld, Proc. Roy. Soc. B. 76, 568; 1905. 
4 Syni ewski, Lieb. Ann. 324, 212; 1902. 
5 K. Sjoberg, H. 162,223; 1927. 
8 Ling u. Kanji, Jl Chern. Soc. 123, 2666; 1923; 127, 629; 1925. 
7 Pringsheirn u. Schapiro, Chern. Bel'. 59. 996; 1926. 
8 Ygl. Josephson, Chern. Bel'. 58, 2726; 1925. 



9. Kapitel. 

Galaktosidasen. 

A. Alkyl-,8-Galaktosidasen. 

Sowohl a- als p-Methylgalaktosid ist von E. Fischer! dargestellt worden. 
a-Methylgalaktosid, Schmelzpunkt 110°. [a]~O = + 178,8°. Weder 

Enzyme tierischen Ursprungs 2 noch Hefenenzyme noch Kefirenzyme 3 spalten. 
Pot t e vin 4 hat eine Einwirkung durch ein Enzym aus Aspergillus niger 
beobachtet und nach Bierry (C. r. 149) enthalt Helix pomatia sowohl ein 
a- als ein p-Galaktosid. 

p-Methylgalaktosid L 5, Schmelzpunkt 173-1760. Wasserige Losung 
zeigt keine deutliche Drehung; in kalt ges. Borax16sung (p = 8,5) [a]2~ = +2,6°. 

Ausser diesen beiden Methylgalaktosiden, in welchen nach Haw 0 r t h 
ein Amylenoxydring anzunehmen ist, haben Haworth, Ruell und West
garth6 noch ein neues Methylgalaktosid dargestellt, welchem sie die folgende 
Formel zuschreiben: 

I-H~OOH3 
o H~OH 

I HO~.H 
-OH 

HOOH 
H 200H 

Die beiden Stoffe unterscheiden sich also nur durch die raumliche Lage 
des Lactonringes. 

Fur die Geschwindigkeit der Saurespaltung geben Ar mstrong und 
Cal dwell folgende relative Zahlen an 7 : 

a-Methylglucosid. 100 
,8-Methylglucosid. 179 
a-Methylgalaktosid 542 
,8-Methylgalaktosid 884 
Lactose . . . .. 582. 

1 E. Fischer, Chern. Ber. 28, 1154; 1895. - Fischer und Beensch, Chern. Ber. 27, 
2480; 1894. 

2 E. F is c her u. N i e bel, Sitz.-Ber. Preuss. Akad. 5, 73; 1896. 
3 E. F i s c her, Chern. Ber. 27, 2985 und 3482; 1894. 
4 Pot t e v in, Ann. lnst. Pasteur 17, 31; 1903. 
5 Konigs u. Knorr, Chern. Ber. 34, 979; 1901. 
6 Haworth, Ruell u. Westgarth, Jl Chern. Soc. 2468; 1924. 
7 Siehe aueh E. F. Arm s t ron g, The simple Carbohydrates, 3. Aufi., S. 130. 
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Die Spaltung durch (Mandel-)Emulsin hat E. Fischer 1895 gefunden 1. 

"Der Versuch ist interessant genug, um ausfiihrIich mitgeteilt zu werden. 1 Teil des 
Galaktosids wurde in 10 Teilen Wasser gelost, mit 0,2 Teilen Emulsin versetzt und wahrend 
3 Tagen auf 33° erwarmt. Es waren dann 35 % des Materials in Zucker verwandelt. Bei 
Anwendung der doppelten Menge Emulsin stieg die Spaltung auf 60 %'" 

Wird ausserdem durch Kefirlactase 2 und durch ein Enzym aus Asper
gillus niger gespalten, ferner wie oben erwahnt, durch ein Helix-Enzym 3. 

Bierry hat iibrigens an Helix-Material Beobachtungen gemacht, welche auf 
eine Verschiedenheit von P-Alkylgalaktosidasen und Lactase hindeuten konnen. 
Die Athylgalaktoside verhalten sich analog mit den Methylverbindungen. 

Das Gleichgewicht, welches unter Einwirkung von Emulsin zwischen 
Galaktose und Propylalkohol eintritt, hat Bridel' nach dem Massenwirkungs
gesetz berechnet. 

B. Lactase. 

Sub s t rat: Milchzucker; a-Modifikation (gewohnlicher Milchzucker) 
~H22011 + H20. Das Krystallwasser entweicht erst bei 125°. [a]~ = + 90°. 
Die Mutarotation ist eingehend von Hudson° studiert. a-Lactose ist =. 
a-Glucose-p-Galaktosid. 

P-Modifikation; C12H22011; Umwandlungstemperatur in a-Modifikation 
92-93°. [aJ2~ = + 350. p-Lactose ist P-Glucose-p-Galaktosid. [a]2~ 1m 
Gleichgewicht wasserhaltig = + 55,3°. 

Nach Charlton, Haworth und Peat 6 ist die Bindung zwischen der 
Glucose und der Galaktose folgende: 

CH20H. CH· CHOH· CHOH· CHOH . CH 
J__ --0 I_I -0 

Galaktoserest CH20H. CH. OH. CHOH. CHOR· CHOH 

I ° I 
Glucoserest 

Es sei aber gleichzeitig auf die bemerkenswerten Arbeiten von Z em p l{m 7 

verwiesen. 
Ferner ist zu erwahnen, dass es E. Fischer und Curme 8 gelungen ist, 

das Hydrolactal C22H2202 mittels Emulsin zu spalten. Der Nachweis der 
Spaltprodukte, Galaktose (als Schleimsaure) und Rydroglucal wurde in ein
wandfreier Weise geliefert. 

1 E. :F i s c her, Chem. Ber. 28, 1429; 1895. 
2 E. Fischer u. E. F. Armstrong, Chem. Ber. 35, 3155; .1902. 
3 Bierry u. Giaja, Soc. BioI. 61, 485; 1906. 
4 Bridel, C. r. 172, 1288; 1921. 
5 H u d son, Zs physik. Chem. 44, 487; 1903. - JI Amer. Chem. Soc. 26, 1065; 1904. 
6 Charlton, Haworth u. Peat, JI Chem. Soc. 1926, 89. - Haworth u. Ch. Vl,r, 

Long, JI Chem. Soc. 1927, 544. 
7 Zemplen, Chem. Ber. 59, 2402; 1926. 
8 E. Fischer n. Curme, Chem. Ber. 47,2047; 1914. 
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Die von Fischer und E. F. Armstrong (Chern. Ber. 35) synthetisch dargestellte 
Galaktosido-Glucose, welche von Armstrong als :Melibiose angesehen wurde, diirfte nach 
Schlubach und Rauchenberger 1 mit Lactose identisch sein. 

Durch den verdauenden SaIt von Helix pomatia wird nach Bierry und 
Giaj a 2 auch die Lactobionsaure angegri££en; es entsteht Galaktose und 
Gluconsaure; del' macerierte Darm eines Kuh- odeI' Scha££atus zeigte diese 
Wirkung nicht odeI' nur in geringem Grad. Durch Helix-Saft soll sich auch 
das Lactosazon in Galaktose und Glucosazon zerlegen lassen 3 

0 

I. Tierische Lactasen. 
VOl' ko m men: 1m Darm junger Saugetiere4 ; del' Einfluss des zugefuhrten 

Zuckers ist noch nicht endgultig festgestellt (siehe z. B. Strauss, Ber1. klin. 
Wochenschr. 1898). Demgemass auch im Kot von Sauglingen (Langstein 
und Steinitz, 1906) und saugender Tiere (Porcher, 1900). Lactase tritt 
nach Porcher 5 bei Katzen, Hunden, Kalbern (hier am 45. Tage) in del' 
Darmschleimhaut schon wahrend des fatalen Lebens auf, und nimmt mit 
dem Alter des Fatus zu. Bei alteren Tieren nimmt del' Lactasegehalt im 
Darm ab odeI' verschwindet ganz, soll abel' durch langere Milchfutterung 
wieder hervorgerufen werden kannen 6. 1m menschlichen DarmsaIt haben 
Hamburger und Hekma7 keine Lactase gefunden. 

Brustdrusen von saugenden Katzen, Ziegen, Kuhen zeigten keine Lactose
spaltung. Auch ist es zweifelhaft, ob Milch Lactase entha1t 8• 

Pankreas soll wedel' beim Saugling 9 noch beim ausgewachsenen Menschen 1() 

und nach E. Fischel's und Niebels Befund auch nicht bei Pferd und Rind 
Lactase enthalten; wogegen Weinland ll im Hundepankreas Lactase fand, 
die bei Milchfutterung zunahm. Gegenteilige Angaben von Bierry 12 und 
Plimmer l3• 

In anderen Organen haherer Tiere ist Lactase nicht angetro££en worden. 
Del' Vel'dauungstl'actus von Helix pomatia spaltet Milchzucker 14; un-

gewiss ist, ob dieses Enzym mit del' Lactase haherel' Tiere identisch ist. 

1 Schlubach u. Rauchenberger, Chern. Ber. 58, 1184; 1925. - 59,2102; 1926. 
2 Bierry u. Giaja, C. r. 147, 268; 1908. 
3 Bierry, C. r. 148, 949; 1909. 
4 Rohmann u. Lappe, Chern. Bel'. 28, 2506: 1895. - Portier, Soc. BioI. 50, 387; 

1898. - Bierry u. Salazar, Soc. BioI. 57, 181; 1904. 
5 Porcher, Soc. BioI. 83, 420; 1920. 
6 F 0 a, Arch. di Fisiol. 8, 121; 1910. 
7 Hamburger u. Hekma, JI de PhysioI. et PathoI. gen. 4, 805; 1902. 
8 Vandevelde, Bioch. Zs 11,61; 1908. - Bradley, JI BioI. Chern. 13, 431; 1913. -

M. H a h n, 1fiinch. med. W ochenschr. 1911. 
9 Ibrahim, H. 62, 287; 1909. 

10 G laes sn er, H. 40, 465; 1903. - M ellan by u. Woolley, JI ofPhysiol. 49, 246; 1915. 
11 Weinland, Zs BioI. 38,607; 1899. 
12 B i e r ry, Soc. BioI. 58, 701; 1901. 
13 Plimmer, JI of Physiol. 35, 20; 1906. 
14 Bierry u. Giaja, Soc. BioI. 60, 1038; 1906. 
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Andererseits bestehen vielleicht zwischen dies en und p£lanzlichen Lactasen 
ahilliche Unterschiede wie zwischen den Saccharasen. 

Uber die Wirkungsbedingungen der tierischen Lactasen ist nichts Naheres 
bekannt. 

Enzymbildung. 

1m Anschluss an die Untersuchung von Virtanen (H. 137,1; 1924) uber die enzymatische 
Fettbildung im Kuheuter wurden in diesem Laboratorium auch Versuche iiber die Lactose
und Lactasebildung in diesem Organ angestellt. Die enzymatische Umwandlung der Glucose 
in Galaktose, die im weiblichen Saugetierorganismus zu Beginn der Lactationsperiode einsetzt, 
ist indessen noch nicht aufgeklart. 

Eine Antilactase wurde nach subcutaner Injektion von Kefirlactase 
gesucht (vgl. 1. Teil, 3. Aufl., S. 392). 

Zerlegung von Milchzucker im Blut nach subcutaner Injektion. 
Abderhalden 1 hat im Anschluss an seine Arbeiten iiber "Abwehrfermente" mit 

Brahm diesbeziigliche Versuche angestellt, und schliesst daraus, dass nach subcutaner In
jektion des "blutfremden" Milchzuckers "das Plasma resp. Serum Eigenschaften annimmt, die 
vor den Injektionen nicht nachweisbar sind. Alles deutet darauf hin, dass Fermente auf
treten, die die genannten Zuckerarten in ihre Komponenten zerlegen". Bestatigungen dieses 
Ergebnisses waren oft'enbar von grossem Interesse. - Bei Schwangeren kommt kein Abwehr
enzym gegen Lactose vor (Munch. med. Wochenschr. 1913). 

II. Lactosespaltung in hijheren Pflanzen (Mandelemulsin). 
Die Milchzuckerspaltung durch Mandelemulsin ist zuerst von H. E. und 

E. F. Armstrong 2 und ihren Mitarbeitern und erneut von Willstatter 
und Csanyi3 uniersucht worden. 

Das hierbei wirksame Enzym nennen w'ir im folgenden, dem Vorschlag 
von Bourquelot und Herissey4 folgend, Lactase; es muss dabei aber aus
drticklich betont werden, dass eine sichere Abgrenzung noch nicht gegen alle 
anderen Emulsinbestandteile durchgeftihrt istS, und dass andererseits dieses 
Mandelenzym mit der Kefirlactase vielleicht nicht 2, und mit den tierischen 
Lactasen wahrscheinlich nicht identisch ist. 

Willstatters Tabelle tiber den Einfluss von Mandelpraparaten auf 
Lactose und andere Substrate ist bereits Seite 280 mitgeteilt. 

Vorkommen. Es sei hier auf Kap. 6 und auf die dort angegebenen 
Reinigungsmethoden fur Mandelpulver (S. 226 u. ff.) verwiesen. 

Wirkungsbedingungen. Die optimale Aciditat lasst sich aus den von 
Willstatter mitgeteilten Kurven, Fig. 32, S. 271, entnehmen, sie liegt 1m 

1 Abderhalden u. Brahm, H. 64, 329; 1910. 
2 H. E. u. E. F. Armstrong u. Horton, Proc. Roy. Soc. B. 80,321; 1908. 
3 Willstatter u. Csanyi, H. 117, 172; 1921. 
4 Bourquelot u. Herissey, Soc. BioI. 55,219; 1903. 
5 Willstatter (1. c.) hat gezeigt, dass das VerhiUtnis der Lactase zu Prunase im 

Emulsin veranderlichist, namlich 577 bei Aprikosenkernen, 3740 in einem Handelspraparat. 
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pH Gebiet 4,2-4,6; bei pH = 3 ist die Wirkung noch bedeutend; das zeigt 
auch folgender Auszug aus einer von Wills ta t ter angegebenen Tabelle: 

pH . . . . . . . . . . 3,2 3,8 4,4 4,9 6,0 7,0 8,0 
ReI. Wirksamkeit 62 85 100 91 62 14,5 4,5 

Einfluss von Alkohol. Bemerkenswert ist die von BrideP festgestellte 
Tatsache, dass Mandellactase noch in 850f0igem Athylalkohol zu spalten 
vermag. 

Kinetik. 

Die Messungen von Armstrong sind offenbar durch die Inkonstanz 
der Aciditat (Mangel an Puffer) beeinflusst. Wir fiihren trotzdem einige Zahlen 
aus seinen Untersuchungen tiber Mandelemulsin an 2 • Neben den Versuchs-
zeiten stehen die gespaltenen Mengen Milchzucker in Prozenten und in der 
3. Kolumne die nach der Formel ftir monomolekulare Reaktionen berechneten 
k-Werte. Die 4. Kolumne ist vom Verf. berechnet. 

2 g Milchzucker }. 100 2 g Milchzucker 
} in 100 ccm 0,2 g Emulsin m _ccm 0,4 g Emulsin 

x x 
Min. x k'104 - Min. x k'104 

{t Vt 
0,5 3,2 282 4,5 
1 4,8 214 4,8 1 4,9 218 4,9 
2 6,4 143 4,5 2 7,5 169 5,3 
3 7,6 114 4,4 
4,5 9,0 91 4,2 4,5 9,4 95 4,4 
6 10,0 91 4,1 6 10,6 81 4,3 

23 30,5 69 2,0 
29 22,0 37 4,1 29 35,5 64 2,0 
48 29,0 31 4,2 48 47,8 59 2,2 
53 30,7 30 4,2 53 50,0 57 2,2 

144 62,2 29 5,2 144 84,0 55 7,0 
264 77,5 24 4,9 

Eine einfache Beziehung zwischen Reaktionszeit und umgesetzter Menge ist aus diesen 
Zahlen nicht ohne weiteres ersichtlich; ebensowenig geht aus den in der erwlihnten Arbeit 
gegebenen 'fabellen eine einfache Beziehung zwischen der Geschwindigkeit der Reaktion und 
der Enzymkonzentration hervor. 

Splitere Versuche (Proc. Roy. Soc. 80, 326; 1908) geben einen engeren Anschluss an den Ver
laufmonomolekularer Reaktionen, wenn mit relativ viel Enzym (Mandelextrakt) gearbeitet wurde. 

5 % -ige Milchzuckerlosung. 
40 ccm Enzym16sung 60 ccm Enzymlosung 

Stunden x k·104 x k'104 

2 15,2 358 18,5 444 
3 18,5 296 22,7 373 
5 21,1 251 36,5 394 
7 33,5 253 44,9 380 
9 42,2 264 52,5 360 

10 44,0 252 53,5 332 
24 73,4 240 76,0 258 

1 B ri del, C. r. 173, 501; 1921. - Bez. Methylalkohol, JI Pharm. Chim. (7) 22. 
2 E. F. Armstrong, Proc. Roy. Soc. B. 73, 500, 516, 526; 1904. 
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0,7 % ige Losung, 500 mg Emulsin; 
pH = 4,4. 30·. 

Stunden x 

15 
24 
55 
61 

k ·10' 

410 
390 
380 
390 
396 

Wie die dritte und funfte Spalte ergibt, 
wurde auch bei diesen Versuchen keineswegs 
durchgehende Proportionalitat zwischen Enzym
konzentration und Geschwindigkeit gefunden; 
nur relativ kleme Enzymmengen hydrolysierten 
ihren Konzentrationen proportional. 

Die nebenstehende Tabelle ist der 
Untersuchung von Willstatter und 
Csanyi entnommen. Hier ist die Kon
stanz von k recht befriedigend. 

Armstrong gab folgende Tabelle fiber 
den Einfluss der Lactase-Konzentration auf die 

Spaltungsgeschwindigkeit einer 5 % igen Milchzuckerlosung; sie zeigt die gespaltenen Zucker
mengen in Prozenten (1. c. 73, 510). 

4 
7 

21 
24 
30 
46 

69,5 
85 410 

ccm Lactase 1,5 Stunden 20 Stunden 25 Stunden 45 Stunden 68 Stunden 

1,0 0,15 2,2 2,6 3,9 4,8 
2,5 0,4 5,8 6,8 10,2 12,6 

10 1,6 23,3 38,6 48,5 
20 3,2 45,8 54,5 

Die pro Zeiteinheit hydrolysierten Quantitaten werden also den Enzymkonzentrationen, 
solange diese nicht sehr gross sind, angenahert proportional gefunden. Dies zeigen auch 
die folgenden Zahlen (Proc. Roy. Soc. 80, 326). 

Enzymmenge: 
Geschwindigkeits-Konstante k· 10': 

10 
107 

20 
212 

40 
279 

60 cem 
385 

Dann hOrt ihre Wirksamkeit auf, was so gedeutet wurde, dass die Spaltprodukte Glucose 
und Galaktose das Enzym binden und es dadureh der Reaktion mit dem Substrat entziehen. 

5 g Milchzueker in 100 eem. 40 ccm Extrakt aus 
bitteren Mandeln + 5 g Glucose oder Galaktose. 

(Armstrong, I. c. 328.) 

Stunden 

2 
5 

10 
24 

g l\lilchzucker gespalten 

ohne Zusatz 

0,35 
0,85 
1,225 
2,025 

Glucose 

0,05 
0,10 
0,37 
0,75 

Galaktose 

0,36 
0,88 
1,23 
1,96 

Uber den Einfluss der 
Spaltprodukte haben H. E. 
Armstrong, E. F. Arm
strong und Horton (Proc. 
Roy. Soc. 80) weitere Ver
suchsreihen angestellt. 

Hier iibt also Glucose 
eine stark hemmende Wirkung 
aus, was bei der Kefirlactase 
nicht der Fall ist. 

Variiert man die Milch
zuckermenge, so findet man, wenn relativ viel Enzym zugegen ist,· Pro
portionalitat zwischen der Zuckerkonzentration und der in der Zeiteinheit 
gespaltenen Menge, also gleiche Werte fur die Reaktionskoeffizienten k. 

Gespaltene MiIchzuckermengen in Prozenten: 
Milchzucker in 100 ccm Gespalten naeh 3 Stunden 

1,0 g 0,185 
0,5 g 0,098 
0,2 g 0,0416 

k .104 

296 
298 
337 
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Fur relativ grosse Substratmengen wird die prozentische Menge ge
spaltenen Zuckers umgekehrt proportional der Zuckerkonzentration, so dass 
also in der Zeiteinheit gleiche absolute Mengen Zucker gespalten werden, 
welches auch seine Konzentration ist. 

Einfluss der Temperatur. 

H. E. Armstrong, E. F. Armstrong und Horton (1. c. 80, 325) be
schreiben bemerkenswerte Einflusse der Temperatur auf das Emulsin. 

Eine von ihnen aus Mandeln hergestellte Emulsinlosung war bei 15° 
gegen ,B-Methylglucosid ziemlich wirksam, wahrend Milchzucker nur wenig 
angegriffen wurde; dagegen wurden bei 36° beide Substrate verhaltnismassig 
rasch hydrolysiert. Dies liesse auf einen hohen Temperaturkoeffizienten der 
enzymatischen Milchzuckerspaltung durch die Mandel-Lactase schliessen. 

Wurde der Extrakt etwa 3 Stunden auf 45° erwarmt, so verlor er dadurch 
vollstandig seine Wirkung gegen Milchzucker, dagegen behielt er seine Aktivitat 
gegen ,B-Methylglucosid, Amygdalin und Salicin, nicht allein nach 20sttindiger 
Erhitzung auf 45°, sondern nach mehrsttindiger Erhitzung auf 55° in Gegen
wart dieser Substrate; erst Erhitzen auf 59 ° zerst6rte. (In Betracht zu ziehen 
ist, dass sich die Lactase in einer fur ihre Stabilitat ungunstigen Aciditat 
befunden haben kann.) 

Ferner beschreiben die englischen Autoren einen qualitativen Yersuch, bei welchem sie 
Mandeln bei 0° und darauf bei 45° mit Wasser extrahieren. Aus der Wirksamkeit der beiden 
Extrakte bei 38° und bei 15° glauben sie den Schluss ziehen zu konnen, dass die Lactase 
vorzugsweise bei der niedrigen Temperatur extrahiert wurde. Quantitative Messungen waren 
wiinschenswert. 

III. Lactase in Pilzen und Bakterien. 
Vorkommen. In Milchzuckerhefen (Saccharomyces Kefir und Sacch. 

Tyrocola) von Beij erinck 1 und von E. Fischer2 nachgewiesen. Aus armeni
scher Mazunhefe gewannen Buchner und Meisenheimer3 einen Presssaft, 
welcher Milchzucker spaltete. tIber wirksame Saccharomyceten siehe S. 318. 
1m allgemeinen wird die Fahigkeit Milchzucker zu spalten den Torulaceen 
zugeschrieben4, wie denn auch die von Duclaux und Adametz beschriebenen 
Milchzuckerhefen als Torulaarten aufgefasst werden. Indessen muss hierzu 
bemerkt werden, dass der Nachweis von "Lactase" vielfach dadurch geftihrt 
worden ist, dass die Fahigkeit der betreffenden Mikroorganismen, Milchzucker 
zu vergaren, gezeigt wurde. Nachdem aber Willstatt er5 die Auffassung 
ausgesprochen hat, dass auch eine direkte Vergarung des Milchzuckers (ohne 

1 Beijerinck, Zbt. Bakt. 6,44; 1889. 
2 E. F i s c her, Chern. Ber. 27, 2985 u. 3479; 1894. 
3 Buchner u. Meisenheimer, H. 40,167; 1903, 
4 Siehe hierzu Will u. Scheckenbach, Zbt. Bakt. II, 35, 1; 1912. 
5 Willstatter u. G. Oppenheimer, H. 118, 168; 1922. 
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vorhergehende Hydrolyse) eintreten kann und oft eintritt, ist also - wie man 
sich auch zu dieser Annahme stellt - jedenfalls genau darauf zu achten, 
in welcher Weise der Nachweis einer Lactase in den einzelnen Fallen gefiihrt 
worden ist. 

Schliesst man sich iibrigens der Auffassung von Willstatter an, so 
muss man die bisherige Darstellung vom Zusammenwirken der Streptokokken 
a und b (v. Freudenreich) mit der Kefirhefe und die Auffassung der Rolle 
der Milchsaurebakterien etwas modifizieren. 

Auch anderen Streptobacillen wird die Fahigkeit der Lactosespaltung 
zugeschrieben. - Ausser in Torulaceen ist Milchzuckerspaltung noch in 
Aspergillaceen und in Mucorarten nachgewiesen worden. 

Wegen der zahlreichen weiteren Angaben iiber Milchzuckerspaltung ver
weisen wir auf das Handbuch von Lafar!, ausserdem auf eine bemerkenswerte 
Arbeit von H. Pringsheim und Zemplen 2• 

Indessen ist hier eine Angabe von Pottevin zu priifen, dass Asper
gillus niger nur eine P-Glucosidase, keine p-Galaktosidase und keine Lactase 
enthalt. 

Dber den Lactasegehalt einiger Milchzuckerhefen gibt folgender Auszug 
aus einer Tabelle von Willstatter und G. Oppenheimer Auskunft. 

Hefe 

S. fragilis 

" Berlin Sp. 60 a 

" 
" " 102 

Nahrlosung 

Hefedekokt; 3 Proben 
Bierwiirze 

" anorganische Nahrlosung + Pepton 
kalter Malzauszug 

anorganische Nahrlosung + Malzauszug 

Lactase-Zeitwert 

17-60 
2880; 2700 
300--1560 3 

11-7 
35--25 

60 

Darstellung. Als Ausgangsmaterial wurden von Fischer, Armstrong, 
Barendrech t Kefirkorner verwendet. Man findet Angaben iiber die Be
reitung von Kefirlactase 4 bei Fischer und Zemplen5 und Armstrong6• 

Kefirkorner des Handels sind nach Erfahrungen von Willstatter, die Verf. 
bestatigen kann, oft sehr wenig wirksam. 

Willstatter und G. Oppenheimer haben Reinkulturen angewandt: 
1. Von Sacch. fragilis Jorgensen 7 • (Weitergeziichtet mit Hefedekokt unter Zusatz 

1 Lafar, Handbuch d. techno Mykologie, 2. Aufl., 1904-1907; siehe besonders Bd. I 
u. IV. Siehe ferner Heintze u. Cohn, Zs Hygiene 46,286; 1904. 

2 H. Pringsheim u. Zemplen, H. 62,367; 1909. 
3 Kleine Versuchszeiten scheinen hier kleine Zeitwerte zu ergeben. 
4 Uber Ziichtung der Kefirhefe siehe auch B aren dre ch t, Zs physik. Chern. 54,367; 1906. 
5 E. Fischer u. Zemplen, Lieb. Ann. 372,254; 1910. 
6 E. F. Armstrong, Proc. Roy. Soc. B 73,500; 1904. 
7 A. Jorgensen, Die Mikroorganismen in der Garindustrie, 5. Aufl., Berlin 1909, S. 377. 
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von 7-10% Lactose bei 26°: Ausbeute in 3 Kolben von je 3 I zusammen 8-20 g. Bei 
Anwendung von Bierwiirze schien die Hefe armer an Lactase zu sein.) 

2. Von 2 Milchzuckerhefen Sp. 60 a und Sp. 102 aus dem Berliner Institut fUr Garungs
gewerbe. (In anorganischer Nahrliisung + Pepton oder in kalt bereitetem Malzauszug oder 
in einer ~fischung beider + 10% Milch zucker betrug die Ausbeute in 2 Wochen 2,5-3 g.) 

Lactase lasst sich in der frischen Hefe nicht direkt, etwa wie Saccharase 
in Bierhefe, bestimmen. Die Methode der Maltasebestimmung in Hefe von 
Willstatter und Steibelt1 (siehe S.114 und 128) liess sich auch auf Lactase 
iibertragen. 

"Wird die Hefe mit dem abtiitenden Mittel sorgfaltig verrieben, so tritt im aHgemeinen 
keine Garung mehr ein, aber Ausnahmen kommen vor, sogar nach zweitagiger Einwirkung 
von Chloroform oder Toluol." "Bei der Lactase faHt durch die Garung der Zeitwert zu 
niedrig aus. Es ware am besten, die Analyse so zu vervoHkommnen, dass nach der Zeitwert
bestimmung die Hydrolyse bis zum Ende weitergefUhrt wiirde, wobei ein Zuckerverlust durch 
Garung nicht unbemerkt bliehe." 

Bestimmung der Lactasewirkung siehe S. 324 u. ff. 
Wahrend bei der Saccharasedarstellung die Enzymausbeute 1m Extrakt 

+ Heferiickstand gewohnlich gleich dem des Ausgangsmaterials ist, erhielten 
Willstatter und Oppenheimer bei der Bestimmung der Lactase in den 
Hefeausziigen + Riickstanden Verluste. 

"Um ohne Trocknung aus der Hefe Lactase zu isolieren, wurde die 
Hefe (5 g S. fragilis vom Zeitwert 300) in frischem Zustand durch Verreiben 
wahrend etwa 10 Minuten mit 1 ccm Chloroform verfliissigt, dann mit 7 ccm 
Wasser verdiinnt und vorsichtig mit 1,1 ccm 1 Ofoigem Ammoniak neutralisiert. 
1m Laufe von 6 Stunden war die Fliissigkeit wieder merklich sauer, sie ver
brauchte noch 0,3 ccm Ammoniak. - Nach etwa 3 Tagen wird die Lactase-
16sung abfiltriert; Ausbeute beispielsweise 77 % (nach 3 Tagen)." 

"Es ist miihsamer und nicht ergiebiger, die enzymatische Freilegung 
zu ersetzen durch weitgehende Zerstorung der Zellstruktur des Pilzes." 

Beispiel der Darstellung von Lactase aus luftgetrockneter Hefe ohne 
Zerkleinerung und ohne Toluolzusatz: 1. c. S. 181. 

Wirkungsbedingungen. Als optimale Aciditat der Hefenlactase nimmt 
Willstatter mit Vorbehalt pH = 7 an. Diese Aciditat wird mit 10 ccm 
Phosphatpuffer nach Sorensen im Verhaltnis 3,8 prim.: 6,2 sek. Salz ein
gestellt; grosse Puffermenge zweckmassig. 

Sehr widerstandsfahig ist nach einer Beobachtung von Bride12 die 
Lactase gegen Methylalkohol. In Losung von 70% Methylalkohol behielt 
ein Emulsinpraparat seine Aktivitat gegen Milchzucker und gegen Athyl
galaktosid wahrend 5 J ahren. 

Paralysatoren. Toluol, Chloroform und Essigester scheinen die Wirkung 
der von Will s tat t e r und 0 p pen he i mer dargestellten Lactase nicht zu 
hemmen. Die von i1!nen beobachteten Verschiedenheiten in der Geschwindigkeit 

1 Willstatter u. Steibelt, H. 111,157; 1920. 
2 B ri del, Jl de Pharm. et de Chim. (7) 22, 323; 1920. 
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der Lactosespaltung bei Anwendung verschiedener abtotender Mittel wird 
auf ungenugende Unterdruckung der Garwirkung zuruckgefiihrt. 

a) Kinetik. 
Die ersten Versuche hat Armstrong (1. c.) mit Kefirenzym 1904 ausgefiihrt, mit der 

nicht ganz befriedigenden Versuchsanordnung der damaligen Zeit. 

I 2 g Milchzucker per 100 ccm. II 
100 ccm Enzym-Extrakt 40 ccm Enzym-Extrakt 

Stunden x k • 10' Stun den x k . 10' 
1 22,1 1085 0,33 3,2 423 
2 31,2 812 0,66 6,4 430 
3 ~9 ~ ~ 
4 45,8 13,2 410 
5 51,5 16,4 389 
6 56,6 20,8 338 

10 69,0 25,2 252 
17 84,2 47,6 122 
23 92,4 89,6 82 

5 % Lactose. - Lactase aus O,S g S. fragilis. -
30°. - pH= 7. 

Minuten 

30 
52 
60 
70 
80 
90 

no 
135 
172 
210 
270 
390 
550 

mg Cu 

69,4 
71,9 
72,6 
73,9 
75,2 
75,8 
77,1 
78,8 
80,3 
81,8 
83,3 
85,8 
87,3 

I % Spaltung I k ·10' 

28 48 
37 39 
40 37 
43 35 
47 34,5 
49 32,5 
55 31,5 
62 31 
65 26,5 
69 24 
73,5 21 
84 20 
87,5 18 

Bar en d re c h tl fandmitziem
lich wirksamem Kefirextrakt il.l 
SO/oiger l\1ilchzuckerlosung bei 30° 
eine starke Abnahme von k mit 
der Zeit. 

Auch Willsta tter und 
Oppenheimer stellen bei 
ihren mit moderner Methodik 
ausgefuhrten Messungen eine 
deutliche Abnahme der Re
aktionskoeffizienten 1. Ord-
nung fest. 

Was die Proportionalitat 
von Reaktionsgeschwindigkeit 
und Enzymmenge betrifft, so 
fanden die gleichen Autoren 
"bei Versuchen mit wenig 
Lactase und sehr langer Dauer 

zu gering en Umsatz, offenbar deshalb, weil das empfindliche Enzym ver
-darb". Indessen fanden sie im engen Bereich (1 : 2) genau bestatigt, dass 
die Zeiten gleichen Umsatzes sich umgekehrt wie die Enzymmengen ver
halten. 

5 ccm Enzymlosung in 4 Stunden 14 % Spaltung 

10 " " " 2 14 % " 

Bemerkenswert ist der verschiedene Einfluss, welchen die Spaltprodukte 
Glucose und Galaktose auf die Wirkung der Kefirlactasi3 und des Emulsins 

1 Bar end r e'c h t, Zs physik. Chern. 54, 369; 1906. Auf die Strahlungshypothese dieses 
Forschers ist schon im I. 'reil, 3. Aufi., S. 338 hingewiesen worden. 
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ausiiben. Es sei diesbeziiglich auf die Untersuchung von E. F. Armstrong l 

verwiesen, aus dessen Tabelle folgender Auszug stammt: 

Enzym Substrat 

Kefir-Lactase Milchzucker 
Alkyl-p-Galaktoside 

Emulsin P-Glucoside 

I d I I W' k d I Wirk. d. Wirkung . G ucose Ir ung . Galaktose Fructose 

keine Wirkung 

starke Verzogerung 

Verzogerung keine W. 

geringe Verzogerung keine W. 

Was die Deutung solcher Hemmungen betrifft, so miissen - was frUher 
nicht geschehen ist - Verschiedenheiten der Konstitution der gebundenen 
und der entsprechenden freien Hexose beriicksichtigt werden. 

Uber den E in fl us s de r T e m per at u r auf die Stabilitat der Hefenlactase und iiber 
den Temperaturkoeffizienten der Hydrolyse liegen noch keine l'I'Iessungen vor. 

b) Lactase in der lebenden Hefe. 

Wie schon erwahnt, hat Willsta tter die Auffassnng geaussert und 
durch wichtige quantitative Versuche zu stiitzen versucht, dass in Milchzucker
hefen eine direkte Vergarung der Lactose ohne vorhergehende Spaltung ein
treten kann. Da es sich gegenwartig kaum entscheiden lasst, ob dies die 
einzig m6gliche bzw. die einfachste Deutung seiner experimentellen Ergebnisse 
ist, mag eine Diskussion dieser interessanten und schwierigen Frage hier 
unterbleiben; bei der Besprechung der Hefezymasen werden wir darauf zUrUck
kommen miissen, und auch bei der Beschreibung der Enzyme der Milchsaure
bakterien und anderer Lactose-verbrauchender bzw. -vergarender Bakterien 
(Coli u. a.) taucht das gleiche Problem auf. 

Hier mag aus der Arbeit von Wills tatter und Oppenheimer noch 
folgendes Zitat Platz finclen: 

"In der lebenden, garenden Hefe wirkt die Lactase nicht wie in der 
abget6teten. Entweder ist die Lactase noch gar nicht in dem (nach Will
statter) quantitativ bestimmten Betrage in der lebenden Hefe vorhanden, 
entsteht erst nach der Abt6tung aus einem Zymogen, oder wahrscheinlicher, 
die Lactose findet in der lebenden Hefezelle nicht die Bedingungen, unter 
denen sie der enzymatischen Hydrolyse unterliegt wie unter den fiir die 
quantitative Bestimmung ausgewahlten." Der Verf. m6chte dagegen einst
weilen die Auffassung beibehalten, dass die Lactase zum gross en Teil erst 
bei der Abt6tung der Hefe (aus dem Protoplasma, das man in dies em Sinne 
auch als Zymogen bezeichnen kann) frei gemacht wird. 

c) Enzymbildung. 

Dienert2 hat eine Reihe von Beobachtungen iiber die Akklimatisierung 
der Hefe an verschiedene Kohlenhydrate ~itgeteilt. Unter anderem hat er 

1 E. F. Armstrong, Proc. Roy. Soc. 73,516; 1904. 
2 Dienert, C. r. 129, 63; 1899. 

Chemie d. Enzyme. II. 3. A. 21 
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auch gefunden, dass bei der Anpassung an das Substrat Lactose die Bildung 
bzw. die Abscheidung des entsprechenden Enzyms, der Lactase, ge£ordert 
wird. Ved. hat die Ergebnisse dieses Forschers nicht durchweg bestatigen 
konnen, indessen gewinnen sie durch die neuen Ergebnisse von Will s tat t e r 
erhOhtes Interesse. Wie Willstatter schreibt, "bieten die Garwirkungen der 
Milchzuckerhefen bei quantitativer Beobachtung ihres VerlatI.£es grosse Un
regelmassigkeiten, die sich nur so verstehen lassen, dass die enzymatische 
Ausrustung dieser Hefen in hohem Masse veranderlich ist". Ein eingehendes 
Studium der Enzymbildung, wie es Verf. fur die Saccharase begonnen hat 
(vg1. 1. Teil, 3. Aufl., S. 396f£') fuhrt vielleicht hier zu einer Einsicht in die 
chemischen Bedingungen der Lactasebildung (Ein£luss von N-haltigen Nahr
stoffen, Anionen, Spuren gewisser MetaUionen und Biokatalysatoren). 

C. Melibiase. 

Substrat. Die Formulierung der aus der Raffinose (S. 209) entstehenden 
Melibiose, C12H220 11, [at = + 143 0 (wasserfrei), ist in den letzten J ahren 
viel£ach besprochen worden. Charlton, Haworth und Hickinbottom1 

geben folgende Formel I an, wahrend Zemplen 2 die Formel II vorgeschlagen 
hatte. 

-I ~~Z~ -I ¢~OH --I 

I 0 CHOH 0 CHOH 0 

I ~HOH 1 ¢HOH 1 

_I CH CH--

CH2--- CH20H 

~HOH-I 
HCOH 

II -CH 0 
HOOH I 

. I 
HC----

CH20H 

LOCH -

H¢OH I 
HOCH 0 

HOOH i 
Ho~_l 

CH20H 

Nach Haworth, Loach und Long (1. c.) ist aber die ,B-Kon£iguration 
der Melibiose zwei£elhaft. 

Die von Fischer und E. F. Armstrong3 synthetisch erhaltene Biose 
ist wahrscheinlich nicht mit der Melibiose identisch. Dagegen scheinen Pictet 
und Voge!4 die Melibiose-Synthese durchgefuhrt zu haben. 

Vorkommen. Das Enzymist in den meisten Unterhefen vom Frohberg
und Saaz- Typus, mit einer Ausnahme in allen untergarigen Betriebshe£en 
gefunden worden 5,6, scheint aber in Oberhe£en zu fehlen, so dass die Fahigkeit 

1 Charlton, Haworth u. Hickinbottom, Jl Chern. Soc. 1927, 1527. - Siehe auch 
Haworth, Loach u. Ch. W. Long, Jl Chern. Soc. 1927,3146. 

2 Zemplen, Chern. Ber.60, 923; 1927. 
3 Fischer u. Armstrong, Chern. Ber. 35, 3144; 1902. 
4 Pictet u. H. Vogel, Helv. 9, 806; 1926. 
5 E. Fischer u. Lindner, Chern. Ber. 28, 3034; 1895. - A. Bau, Zs f. Spiritus. 

Ind. 17, 374; 1894. 
6 Bau, Woch. Brau. 19,44; 1902 u. 20, 560; ]903. 
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zur Vergarung von Melibiose geradezu als Charakteristicum der Unterhefen 
angesehen wird; Ausnahmen kommen aber in beider Hinsicht vorl. Milch
zuckerhefen sollen Melibiose nicht vergaren. Eine eingehende Untersuchung 
uber die Melibiosespaltung verdankt man A. Bau 2. Auch Lindner hat 
eine grossere Anzahl Hefen auf Melibiosevergarung3 hin untersucht. Nachdem 
nun aber Wills tat t e r bei der Saccharose, Maltose und Lactose eine direkte 
Vergarung angenommen hat, wird immerhin der Nachweis einer Melibiase 
durch die Vergarung unsicher. 

H. Pringsheim und Zemplen' haben die Melibiosespaltung durch 
zahlreiche Schimmelpilze mit negativem Resultat u~tersucht. 

Fischer und Armstrong (1. c.) erzielten Melibiosespaltung auch'durch 
Mandelemulsin, nicht aber durch Kefirenzyme. 

Darstellung. Das Enzym ist in Dauerhefe bzw. Trockenhefe wirksam. 
Bau, 1. c., trocknete seine Frohberg-Hefe bei 30-35°, erhitzte sie langsam 
zweimal4 Stunden auf 100°. Die unter aseptischen Bedingungen hinzugefugte 
Melibiose wurde in 14 Tagen bei 28° vollstandig gespalten, so dass nUl' 
Monosen zugegen waren. 

Auch ein wirksamer Hefepresssaft kann dargestellt werden. 

Uber die optimale Aciditat der Melibiase ist noch nichts be
kannt. 

Den Einfluss der Temperatur hat Bau insofern untersucht, als er 
an Presssaft eine Optimaltemperatur festzustellen suchte; er gibt an fur: 

Saccharase 52 ° 
Melibiase 50 ° 
Maltase 40 0. 

Nach Versuchen mit den Hefen selbst (Erwarmen m 2%iger Zucker-
losung) gibt Bau folgende Totungstemperaturen an: 

Maltase 55° 
Melibiase 70° 
Saccharase 75 0. 

Zur Kritik der "Optimaltemperatur" und "Totungstemperatur" siehe 
Teil I, 3. Auf1., S. 280 und 272. 

Dienert5 glaubt eine Anpassung von Hefen an Melibiose festgestellt 
zu haben. 

1 Siehe hierzu Lafar, Handbuch, IV. Bd., 416ff. 
2 B au, W och. Brau. 19, 44; 1902 u. 20, 560; 1903. 
3 Lindner, Woch. Brau. 17,713; 1900. 
4 H. Pringsheim u. Zemplen, H. 62, 369; 1909. 
5 Dienert, C. r. 129,63; 1899. 
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D. Spaltnng synthetischer- Glnco-Galaktoside 
nnd Galakto-Galaktoside. 

Bemerkenswert ist die biochemische Synthese zweier Gluco-Galaktoside, 
welche Bourquelot und Aubry1mitHilfe von Emulsin 2 durchgefiihrt haben. 
Ihre gut definierten krystaUisierten Produkte sind mit den von Fischer und 
Armstrong erhaltenen nicht identisch. 

Die von ihnen gewonnenen Galaktoside werden durch Emulsin wieder 
gespalten, bei der Galaktobiose II verlief sowohl Synthese als Spaltung sehr 
langsam. 

Anhang. 
a) Spaltung der Mannotriose. 

Mannotriose, ClsH32016' Schmelzpunkt 1500, [a]2~ .......: 167 0 entsteht aus 
Stachyose (S. 215). Wird durch Sauren in 1 Mol. Glucose und 2 Mol. Galak
tose gespalten. Man schreibt dies em Zucker folgende Zusammensetzung zu: 

Gluco- Galaktose 

Glucose-Galaktose-Galaktose 

Digalaktose 

N euberg und Lachmann erzielten durch Emulsin erne Spaltung in 
Glucose und Digalaktose. 

Nach Bierry tritt durch den Verdauungssaft von Schnecken vielleicht 
die zweite mogliche Spaltung in Galaktose und Gluco-Galaktose em. 

b) Spaltung der Stachyose. 

Das Substrat ist bereits S. 215 besprochen worden. Der Digalaktoserest 
geht in die eben erwahnte Mannotriose ein. 

E. ltlethoden znr Bestimmnng der Galaktoside 
nnd ihrer Spaltnng. 

In erster Linie kommen hier die Methoden in Betracht, durch welche 
die Hydrolyse des Milchzuckers ver£olgt werden kann. 

Die polarimetrische Messung, welche bei der Rohrzuckerinversion 
so ausgezeichnete Dienste leistet, ist zur Bestimmung der Lactosespaltung 
deswegen wenig geeignet, weil die Drehung im Verlauf der Hydrolyse nur 
unbedeutend (rund 1 : 1,3) steigt. Dagegen liesse sich die Spaltung der Alkyl
fJ-Galaktoside polarimetrisch verfolgen. 

1 Bourquelot u. Aubry, Jl de Pharm. et de Chim. (7) 14,65; 1916. - 15, 273; 1917. 
- B 0 urquelot, Ann. de Chim. (9) 13, 1; 1920. 

2 Auch mit getrockneter untergariger Bierhefe tritt vermutlich eine Synthese von Gluco
Galaktosiden ein. 
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Eine Bestimmung des Milchzuckers neb en den Spaltprodukten kann 
qualitativ (und schatzungsweise quantitativ) durch Herstellung der Osazone 
geschehen. 

Eine von A. W. van der Haar1 vorgeschlagene Methode zur Bestimmung 
freier und gebundener Galaktose beruht auf der Oxydation dieses Zuckers 
zu Schleimsaure. 

Legrand2 versuchte neuerdings eine Methode darauf zu griinden, dass 
Barfoedsche Losung nur von den Hexosen, nicht von Lactose reduziert wird. 

a) Reduktionsmethode nach Be r t ran d3 • 

Bei der Verfolgung der Spaltung mit der Reduktionsmethode ist zu-
nachst zu erwagen, dass sowohl Lactose als seine Produkte Reduktions-
vermogen besitzen. 

Fur reine Lactose16sungen4 gibtBertrand folgende Tabelle. 

Fiinfte Krystallisation: [a]n = + 13°63 X 50 ccm 
2,500 g X 5d 

Der angegebene Drehungswinkel bezieht sich auf das 
Tabelle dagegen auf das Anhydrid. 

Zucker Cu Zucker Cu 
in mg in mg in mg in mg 

10 14,4 32 44,8 
11 15,8 33 46,1 
12 17,2 34 47,4 
13 18,6 35 48,7 
14 20,0 36 50,1 
15 21,4 37 51,4 
16 22,8 38 52,7 
17 24,2 39 54,1 
18 25,6 40 55,4 
19 27,0 41 56,7 
20 28,4 42 58,0 
21 29,8 43 59,3 
22 31,1 44 60,6 
23 32,5 45 61,9 
24 33,9 46 63,3 
25 35,2 47 64,6 
26 36,6 48 65,9 
27 38,0 49 67,2 
28 39,4 50 68,5 
29 40,7 51 69,8 
30 42,1 52 71,1 
31 43,4 53 72,4 

1 van der Haar, Biochem. Zs 81,263; 1917. 
2 Legrand, C. r. 172, 602; 1921. 

= + 54°5 (t = 190). 

Hydrat: C12HssOu + H2O, 

Zucker Cu 
in mg in mg 

54 73,7 
55 74,9 
56 76,2 
57 77,5 
58 78,8 
59 80,1 
60 81,4 
61 82,7 
62 83,9 
63 85,2 
64 86,5 
65 87,7 
66 89,0 
67 90,3 
68 91,6 
69 92,8 
70 94,1 
71 95,4 
72 96,6 
73 97,9 
74 99,1 
75 100,4 

die 

3 G. Be r t ran d, Bull. Soc. Chim. 35, 1286; 1906.:..... Beschreibung der Methode am 
Ende dieses Buches. 

4 Reine Lactosel6sungen k6nnen auch jodometris'ch nach der Methode von Will" 
sUtter u. Schudel (Chern. Ber. 51, 780; 1918) bestimmt werden; diese sehr brauchbare 
Methode wird am Ende dieses Buches beschrieben. 
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Zucker eu Zucker eu Zucker eu 
in mg i? mg in mg in mg in mg in mg 

76 101,7 85 112,9 94 124,0 
77 102,9 86 114,1 95 125,2 
78 104,2 87 115,4 96 126,5 
79 105,4 88 116,6 97 127,7 
80 106,7 89 117,9 98 128,9 
81 107,9 90 119,1 99 130,2 
82 109,2 91 120,3 100 131,4 
83 1l0,4 92 121,6 
84 111,7 93 122,8 

Wills tatter und Oppenheimer1 haben die 4-nwendbarkeit der 
Bertrandschen Methode dadurch erh6ht, dass sie unter den Verhaltnissen 
der enzymatischen Lactosespaltung Kupferwerte von 10 zu 10% Spaltung 
ermittelten, indem sie 5%ige L6sungen der Lactose (wasserhaltig) und der 
aquimolekularen Gemische von Glucose und Galaktose in den verschiedenen 
Verhaltnissen aus Biiretten in 25 ccm-Kolben einfliessen liessen, wovon nach 
Erwarmen auf 30° je 5 ccm entnommen und auf 100 ccm aufgefiillt wurden. 
Zur Bestimmung dienten 20 ccm. Der Bestimmungsfehler iiberschreitet nicht 
+ 0,05 ccm Permanganat, aber dieser Differenz entspricht schon em Unter
schied von + 2,5% Lactosespaltung. 

Kupferzahlen der Gemische von Lactose und 
Glucose + Galaktose. 

Lactose Glucose + 0,160 n. Perm. Cu (Mittel) 
Galaktose 

ccm ccm ccm mg 

1,0 0 6,10; 6,15 62,35 
0,9 0,1 6,30; 6,35 64,35 
0,8 0,2 6,60; 6,65 67,45 
0,7 0,3 6,90; 6,90 70,2 
0,6 0,4 7,15; 7,15 72,8 
0,5 0,5 7,45; 7,50 76,15 
0,4 0,6 7,65; 7,70 78,15 
0,3 0,7 8,09: 8,09 82,3 
0,2 0,8 8,38; 8,38 85,3 

0 1,0 9,00; 9,00 91,6 

Wills tatter und Oppenheimer setzten ihre Versuche mit Lactase 
folgendermassen an: 25 ccm 100/ oiger LactoselOsungen mit 10 ccm 1/3 mol. 
Phosphatmischung wurden mit Enzym und Wasser auf 50 ccm gebracht. 
Reaktionstemperatur 30°. Proben von 5 ccm wurden in 5 ccm 2 n.-Soda 
sistiert; 1/5 der Mischung wurde zur Kupferbestimmung verwendet. Der Soda
zusatz ist ohne Einfluss auf die Permanganatmengen. 

1 Wills tatter u. Oppenheimer, 1. c. 
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Definition der Wirksamkeit. 

Die Wirksamkeit des Mandelernulsins kann durch die Reaktionskonstante 
der Losung und die angewandte Menge Enzympraparat bestimmt werden. 

Bei der He£enlactase sind die Reaktionskoe££izienten 1. Ordnung nicht 
konstant. Man ist hier auf die Festlegung eines Zeitwertes unter ganz be
stimmten Bedingungen angewiesen. Willstatter misst die Wirksamkeit 
durch den Zeitwert in Minuten, welchen 1 g trockene He£e oder die dieser 
Menge entsprechende Enzymlosung (vgl. S. 319) brauchen wtirde, um bei 
30 0 und optimalem pH (= 7) in 50 ccrn Losung 2,5 g Lactose zu hydrolysierer.. 

Dass sich Lactase in frischer He£e nicht, wie die Saccharase, direkt be
stimmen lasst, ist bereits S. 319 erwahnt worden. 



10. Kapitel. 

Thioglncosidaseu; Sinigrinase. 
Unter den Senfol-Glucosiden ist Sinigrin (myronsaures Kalium) aus 

Brassica nigra das bekannteste; ihm reihen sich mehrere andere an, welche 
bei der SpaItung ebenfalls Isothiocyanate liefern. An der SpaItung dieser 
Glucoside ist zweifellos ein ilmen sp ezifisches Enzym (Enzymgruppe) beteiligt. 

Bezuglich der Bezeichnung dieses Enzyms herrscht einige Verwirrung. 
Oft hat man dasselbe, dem Entdecker Bussy folgend, Myrosin genannt; 
spater hat man diesen Namen, dessen Bildung eher auf ein Glucosid 
hindeutet, in Myrosinase verwandeIt (Oppenheimer). Da das hauptsach
liche Substrat Sinigrin ist, habe ich vorgeschlagen, dem gebrauchlichen, von 
v. Lippmann angegebenen Nomenklaturprinzip gemass, die Bezeichnung 
Sinigrinase anzunehmen. Da es aber seither wahrscheinlich geworden ist, 
dass die aus dem Senfsamen gewonnenen Enzym-Rohpraparate 2 Enzyme 
enthaIten, namlich eine S u I fat a s e (vgl. S. 106) und daneben ein be
sonderes Enzym, welches nach AbspaItung des Sul£ats den Thioglucose-Rest 
angreift, so ist vielleicht der rationelle Name Thioglucosidase der ge
eignetste 1. 

Substrat: Das Sinigrin oder myronsaure Kalium (Will und Korner), 
Schmelzpunkt 126-1270, [aJn = -15,5° wird, wie durch die Untersuchungen 
von Gadamer2 nunmehr feststeht, unter dem Einfluss des Enzyms nach 
folgender Formel gespaIten: 

010H1609NS2K + H20 = OaH5 . N : OS + 06H1206 + KHS04• 

Sinigrin Allylsenfol Glucose Kaliumbisulfat. 

Die Konstitution ist nach Gadamer folgende (I): 

/OSOaK 
I 0 = N -- 03HS' 
~S - 06HUOS 

II 

Auch durch die Isolierung der Thioglucose von Schneider und Wrede 
wird diese Formel gestutzt (Ohem. Ber. 47, 1258; 1914). 

Versetzt man die wassrige Losung mit Silbernitrat, so entsteht unter 
AbspaItung von Glucose Senfolsilbersulfat = sinigrinsaures Silber (II). 

1 Die Sulfatase und die Sinigrinase (Thioglucosidase) sind sieher nicht identisch; vgl. 
hierzu Neuberg u. J. Wagner, Biochem. Zs 174,457; 1926. 

I Gad am e r, Arch. d. Pharm. 235, 44, 577; 1897. - Chem. Ber. 30, 2322; 1897. -
32,2335; 1899. - Schneider u. Wrede, Chem. Ber. 47, 2225; 1914. - Wrede,Banik 
u. Bra us s, H. 126, 210; 1922. 



10. Kap. Thioglucosidasen; Sinigrinase. 329 

Eine ahnliche Konstitution (I) kommt nach Gadamerl dem Sinal bin 
aus Sinapis .alba zu: 

/ OS02· O· C16H 24 N05 

I C = N -CH2 • CoH,'· OH 
~S -COHllOS 

OCHa 
I /--

HO - "'-__ )-CH = CH - COOH 

6CHa 

II 

Es zerfallt in Glucose, Sinalbinsenfol und saures schwefelsaures Sinapin; 
das Sinapin ist ein Ester der Sinapinsaure (II) mit Cholin, und erstere kann als 
Abkommling der Gallussaure aufgefasst werden. 

Auch bei einigen weiteren Glucosiden ist - besonders durch Gadamer
die Senfolkomponente erkannt: 

Glucosid aus Tropaeolum maJus und Lepidium saNitum enthiHt Benzylsenfiil 2 

" "Cochlearia " sek. Butylsenfiil 3 

" " Nasturtium off. und Brassica rapa "PhenylltthylsenfiiI 4• 

Schliesslich ist noch das durch die Arbeiten von W. Schneider5 be
kannt gewordene Cheirolin-Glucosid aus Cheiranthus (Goldlack) zu erwahnen. 
Auch dieses liefert bei der enzymatischen SpaItung ausser Glucose und Cheirolin 
noch Schwefelsaure und Kalium. Das Cheirolin ist ein Senfol von der Zu
sammensetzung6 : 

Cheirolin CHa - S02 - CH2 - C~ - CH2 - NCS 
Allylsenfol CH2 = CH - CH2 - NCS. 

Die unten stehende Formel des Allylsenfols veranschaulicht den nahen 
Zusammenhang zwischen beiden Stoffen. Auch Homologe dieses Glucosids. 
sind von Schneider 7 synthetisiert worden. 

Unter den Substraten kommen hier noch die von E. Fischer und 
K. Delbriick8 hergestellten Thiophenol-Glucoside in Betracht. 

Das eigentliche Thiophenol-Glucosid, C6Hs· S·CSHllOS wird nach 
Fischer von Emulsin unter den gewohnlichen Bedingungen nicht verandert; 
es bleibt also Senfsamenextrakt als SpaItungsmittel zu priifen. 

Thiophenol-Lactosid wird von Emulsin in der Biosegruppe angegriffen; 
dagegen "war kein Geruch von Thiophenol bemerkbar". 

Auf das sehr interessante, von W. Schneider9 erhaltene Phenyl
thiourethan-d-Glucosid 

1 Gadamer, Chern. Ber. 30,2327; 1897. 
2 Gadamer, Chem. Ber. 32, 2335, 1899. - Oxybenzylsenfiil nach Beijerinck, Zbt. 

f. Bakt. II, 5, 429; 1899. 
3 Gadamer, Arch. d. Pharm. 239, 283; 1901. 
~ Gadamer, Arch. d. Ph arm. 237,510; 1899. - Kunze, Arch. d. Pharm. 245,660; 190s.. 
S "T. Schneider u. Lohmann, Chem. Ber. 45, 2954; 1912. 
S W. Schneider, Lieb. Ann. 375, 218; 1910. 
7 W. Schneider, Lieb. Ann. 386, 346; 1912. 
8 E. Fischer u. K. Delbriick, Chem. Ber. 42,1476; 1909. 
9 W. Schneider u. Clibben, Chem. Ber. 47, 2223; 1914. 
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/S.06HUOS 
OaHs . N: 0", 

002Hs 
ist Sinigrinase gepriift worden, aber auffallenderweise ohne Erfolg. Der 
gleiche Forscher hat aus dem Sinigrin ein sulfatfreies, bemerkenswertes 
Produkt erhalten, das er Merosinigrin nennt und folgendermassen formu
liert (Ohem. Ber. 47, 2226). 

-OH.S", 

I I /0: N . 03H S 

OH·O 

0
1 
~H.OH 

-OH 
I 
OH·OH 

~H2·0H 
Ohne Einwirkung ist Sinigrinase auf die von Schneiderl gewonnenen 

a- und fJ-Alkyl-Thioglucoside, z. B. Methylthioglucosid, OsHllOS' S· OHa. 
Auch Emulsin bzw. Hefenenzyme vermogen nicht zu spalten; vermutlich 
ist in den nicht spaltbaren Thioglucosiden die Konfiguration der Glucose 
eine andere als im Sinigrin. Zu prufen bleibt der Thiozucker von U. S u z u k i 
und Mori (Biochem. Zs 162, 412; 1925). 

Schliesslich haben Schneider und Wrede 2 vergeblich versucht, ihre 
Thio-Isotrehalose durch Sinigrinase zu spalten; weder Emulsin noch Hefen
maltase noch Trehalase zeigten eine Wirkung. 

Vorkommen. Oharakteristisch ist die Sinigrinase fur die Oruciferen, 
bei welchen sie mit den Senfolglucosiden besonders in den Samen, aber 
auch in verschiedenen Organen vorkommt. Sie ist aber nicht auf diese Familie 
beschrankt. Spa tzier hat den Eintritt der Spaltung nach dem Senfolgeruch 
beurteilt und fand das Enzym ausserdem sowohl in Samen als in oberirdischen 
Organen der zur gleichen Ordnung gehorenden Resedaceen, ferner in Samen 
bei den Familien der Violaceen und Tropaeolaceen. 

Bokornys Angabe, dass Sinigrinase in Hefen Yorkommt, wurde yon Neuberg und 
Farber3 weder in untergariger Miinchener Trockenhefe noch in dessen Macerationssaft noch 
in frischer Berliner Ober- und Unterhefe bestatigt gefunden. Auch Kossovicz hatte 1905 
mit Hefen keine Sinigrinspaltung erzielt. Go nne r m a 11 11 4 fand es nicht in Bakterien. 

Guignard 5 hat das Enzym ausserdem in Capparidaceen und sonst noch in einigen zu 
den Dikotylen gehOrenden Familien gefunden, B 0 k 0 r n y in Leguminosen, Umbelliferen und 
Liliifloren. Was die yon Guignard hierbei angewandte Methodik betrifft - sie stutzt sich 

1 Schneider, Sepp, Stiehler, Chem. Ber. 51, 220; 1918. 
2 Schneider u. Wrede, Chem. Ber. 50, 793; 1917. - Siehe auch Wrede, H. 112. 

1; 1920; 119, 46; 1922. 
3 Neuberg u. }<'arber, Biochem. Zs 78,264; 1917. 
4 Gonnermann, Pflug. Arch. 137,453; 1911. 
5 Guignard, .n de Bot. 4, 385, 412, 435; 1890; 6; 1893. - C. r. 111, 249, 920; 1890. 

Bull. Soc. Bot. France (3) 1, 418; 1894. 
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auf eine Beobachtung von Heinricher aus dem Jahre 1886 - so gibt dieselbe allerdings 
zu Bedenken Anlass und eine erneute kritische Untersuchung erscheint notwendig. Beziiglich 
der Verteilung des Enzyms in den Pflanzen kam G u i g n a r d zu folgenden Ergebnissen: 

W u r z e 1 n enthaIten das Enzym besonders in der Rinde. 
S tam m e enthalten in der Rinde, im Pericykel und den davon abstammenden Geweben 

am meisten Enzym. 
B I a tt e r weisen sich besonders enzymhaltig bei einigen Papayaceen. 
B 1 ii ten enthalten Sinigrinase, z. B. bei Tropaeolum. Bei den Cruciferenbliiten fand 

Guignard das Enzyrn in den Fruchtblattern. 
Auch Spa t z ier 1 hat durch Farbenreaktionen die Lokalisation des Enzyrns naher studiert; 

bezuglich der Verbreitung der "Myrosinschlauche" sei auf das Original verwiesen. 
Vergleichende Versuche an verschiedenen Pflanzen hat auch Heiduschka angestellt2. 

Wirksamkeitsbereich. Es liegen bis jetzt keine Angaben vor, welche 
ungle"iche Sinigrin as en in verschiedenen Pflanzen vermuten lassen 3 • Anderer
seits ist die Einheitlichkeit der bis jetzt gewonnenen Enzymlasungen nicht 
garantiert; es ist noch nach den einzelnen Komponenten zu suchen (siehe 
oben). Wichtig ist der von E. Fischer4 gefUhrte Nachweis, dass Sinigrinase 
weder a- noch ,B-Methylglucosid angreift. Andererseits ist ,B-Phenylglucosidase 
(Emulsin) unwirksam gegen die Senfalglucoside. 

Darstellung. Guignard zerkleinerle weisse Senfsamen und liess sie 
mehrere Stunden mit Wasser bei 40 0 stehen. Das Filtrat wurde auf 70 0 

erhitzt, urn den grassten Teil der Eiweissstoffe zu koagulieren. Nach Filtration 
wurde das Enzym durch das doppelte Volum 90%igen Alkohols abgeschieden, 
filtriert, getrocknet und mit Ather gewaschen. 

Eine ahnliche Vorschrift gibt auch Heiduschka 2 an. 
Etwas anders ver£uhren z. B. Schneider und Lohmann (1. c. 2960): 

"Der klare wassrige Auszug von 200 g weissem Senfmehl wurde durch Zu
satz des gleichen Volumens Alkohol ausgefallt. Der abfiltrierte, ausgewaschene 
Niederschlag wurde dreimal mit Ather zur Entfernung mitgerissenen Sinalbin
SenfOls ausgeschiittelt und dann hieraus der wassrige, myrosinhaltige Aus
zug hergestellt; die sauer reagierende Enzymlasung wurde dann neutra
lisiert. " 

Wirkungsbedingungen. Bei der Sinigrinspaltung bildet sich saures Sulfat, 
die Aciditat der Lasung steigt also stark. Gadamer (Arch. 235) gibt an, 
dass man, urn eine Hemmung der Spaltung zu vermeiden, von Zeit zu Zeit 
die entstehende Saure abstumpfen muss. Orientierende Versuche aus diesem 
Laboratorium 5 ergaben ein schwaches Wirksamkeitsoptimum beziiglich der 
Sulfatabspaltung in der Nahe des Neutralpunktes. 

1 Spatzier, Jahrb. wiss. Bot. 25, 93; 1893. 
2 Heidulichka, Ber. d. d. pharrn. Ges. 264, 693; 1926. 
3 Smith, H. 12,422; 1886. - Siehe hierzu auch z. B. die Beobachtung von Schneider 

(Chern. Ber. 45, 2955), dass das Enzyrn des Sarnens von Goldlack (Cheiranthus cheiri) das 
Sinigrin des schwarzen Senfs spaltet; umgekehrt gelang die Hydrolyse des Cheirolinglucosids 
durch Sinigrinase aus weissern Senf. 

4 E. Fischer, Chern. Ber. 27, 3483; 1894. 
5 Euler u. Sture E. Erikssol\, Ferrnentt. 8, 518; 1925. 
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Die Vedasser heben aber hervor, dass die hier gemessene Wirkung, die 
diejenige einer Sulfatase war, und dass also die pH-Funktion fur eine 
eigentliche Thioglucosidase noch zu ermitteln bleibt. 

Par a 1 y sat 0 r e n. G u i g n a r d fand, dass die hemmende Wirkung von Salicylsaure 
und von Chloral erst bei Mengen einsetzt, welche 1 % ubersteigen. Ahnliches gilt nach 
B 0 k 0 r n y (Chern. Ztg. 24) fur Formaldehyd, Hydroxylamin - u. a. Tonerde und Borax sollen 
bei 8% unschadlich sein. 1 % Tannin hemmt stark. Die zur Vergiftung notigen Mengen 
(auch AgNOa usw.) hangen naturlich vom Reinheitsgrad des Enzyms bzw. von der Art der 
Verunreinigungen abo 

Kinetik. Uber den Verlauf der enzymatischen Sinigrinspaltung liegen 
einige Versuche von Tammann (1892) vor. 

Einfluss der Temperatur. Soweit sich aus den Versuchen von Guignard 
und Bokorny, die orientierenden Charakter haben, etwas entnehmen lasst, 
scheinen die Enzyme des Sen£samens verhaltnismassig thermostabil zu sem. 

Methodik. 

Bestimmt man die Enzymwirkung durch Messung des abgespaltenen 
Sulfates (etwa mit Benzidin-Titration), so wird damit nach Euler und 
E r i k s son nur eine Teilreaktion vedolgt. 

Schneider beschreibt seine Methodik in Chem. Ber. 45, 2960. 



11. Kapitel. 

Amylasen. 

Bearbeitet von Karl Josephson und Knut Sjoberg. 

In diesem Kapitel wollen wir diejenigen Enzyme behandeln, welche die 
Bestandteile der Starke, ferner das Glykogen und endlich die nachsten Abbau
produkte dieser Stoffe zu spalten vermogen. 

Zu den Schwierigkeiten, welche sich bei der U ntersuchung der in den 
frtiheren Kapiteln behandelten Carbohydrasen, besonders hinsichtlich der 
wechselnden Verunreinigungen der Enzyme, ergeben haben, kommt bei den 
enzymatischen Starkespaltungen noch oft die Komplikation, die ein nicht 
einheitliches Substrat mit sich bringt. In zahlreichen frtiheren Arbeiten hat 
man der BeschaHenheit der Starke nicht die notige Aufmerksamkeit geschenkt; 
eine moglichst genaue Definition des Substrates ist bei Untersuchungen tiber 
enzymatische Starkespaltung wichtig. 

Die grossten Schwierigkeiten, die sich bei der theoretischen Behandlung 
der Chemie der Starke ergeben, liegen jedoch in unseren jetzigen unvoll
stan dig en Kenntnissen tiber den Bau der Starke und ihrer Abbauprodukte. 
Die neueren Arbeiten tiber Starke und andere polymere Kohlenhydrate be
sonders von H. Pringsheim, P. Karrer, A. Pictet, M. Bergmann, 
K. Hess, R. Kuhn u. a. haben allerdings sehr bedeutende Beitrage zur 
Entscheidung der unklaren Struktudragen gebracht und man dad wohl 
hoffen, dass die jetzige intensive Forschung auf dem Gebiet der Starkechemie 
bald die noch offenen Konstitutionsfragen losen wird. 

Substrat. 
(K. Josephson.) 

Starke. Die Rohstarken des Handels enthalten im Mittel etwa 13 Ofo 
Wasser. Zur Bestimmung des Wassergehaltes wird eine Probe zweckmassig 
im Vakuumexsiccator tiber Phosphorpentoxyd bis zur Gewichtskonstanz 
aufbewahrt. Bei Wasserbadtemperatur erfordert die Trocknung im Vakuum 
iiber Phosphorpentoxyd einige Stunden. 

Die Starkekorner bestehen aus einer ausseren Htillensubstanz, Amylo
pektin, und einer inneren Substanz "Amylose". Diese beiden Starkebestand
teile konnen auf verschiedenem Wege, wie sie von Maquenne und Roux l , 

1 Maquenne u. Roux, Ann. d. Chim. et de Phys. (8) 9, 179; 1906. 
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Gatin-Gruzewska1 , Malfitano und Moschkof£2, sowie Samec 
und seinen Mitarbeitern3 angegeben worden sind, getrennt werden. Ling 
und Nanji4 haben neuerdings eine Methode angegeben, welche einen be
deutenden Fortschritt darstellt und deshalb kurz hier beschrieben wird. 

Der 50/ oige Starkekleisier wird bei - 10° wahrep.d 12 Stunden gefroren. Beim Schmelz en 
bei Zimmertemperatur bleibt das Amyldpektin ungelost zuriick. Del' grosste 'rell der "Amylose" 
ist schon nach dem Schmelzen in Losung gegangen und Erwarmen auf 600 vervollstandigt die 
Auflosung derselben. Nach Abtrennen des Amylopektins durch Zentrifugieren wird die Amy
loselosung im Vakuum eingedampft und die Amylose mit Alkohol als weisses Pulver ausgefallt. 
Das Pulver wird dul'ch mehrmalige Behandlung mit Alkohol von dem Wassergehalt befreit. 
Ausbeute etwa 14 0/ 0, berechnet auf die angewandte trockene Starke. 

Die durch Zentrifugieren abgetrennte Amylopektinfraktion gibt naeh dem Erwarmen 
auf 600 die letzten Reste Amylose sehr schwer abo Urn die Abtrennung vollstandig durch
zufiihren, bringt man die Amylose durch Behandlung der ausgefallten Starkefraktion mit 
einer alkoholgefallten Malzamylase bei Zimmertemperatul' zur Auflosung. Nach 12 Stun den 
ist die Blaufarbung mit Jod verschwunden. Das nicht geloste Amylopektin wird abzentrifugiert 
und durch mehrmaliges Waschen mit Wasser von der maltosehaltigen Losung befreit. Trock
nung mit Alkohol. Ausbeute etwa 25 0/ 0 der trockenen Starke. 

Eigenschaften der Amylose. Die sog. Amylose stellt ein weisses Pulver 
dar. Durch anhaltende Dialyse lasst sie sich vollkommen von Asche befreien. 
Die heisse, wassrige L6sung ist klar, diinnfliissig, nicht kleisternd und farbt 
sich mit Jod rein blau. Beim Abkiihlen und Altern der L6sungen scheiden 
sich erhebliche Mengen der Substanz aus. [aJn = + 189 0 • Bei Spaltung der 
Amylose mit Malzamylase entsteht Maltose und unter Umstanden daneben 
sog. Dihexosan. 

Eigenschaften des Amylopektins. Das Amylopektin farbt sich in wassriger 
L6sung bei Jodzusatz braun bis violett. Unter der Wirkung des elektrischen 
Stromes wandert es im Uberfiihrungsversuch an den positiven Pol. Das 
Amylopektin ist die kleistererzeugende Komponente der Starke und be
dingt auch ihren Phosphorgehalt. Der Phosphor, welcher wahrscheinlich 
in Form von Phosphorsaure esterartig mit einem Teil des Amylopektins 
verbunden ist, betragt etwa 0,175% als P20 5 berechnet und lasst sich nicht 
durch Dialyse oder Behandeln mit Sauren oder Laugen in der Kalte ent
fernen. [aJn = + 195-196°. Bei der Spaltung des Amylopektins mit Malz
amylase wurde Maltose und ein Restk6rper, bestehend aus drei Hexoseresten 
( "Trihexosan"), erhalten. 

Losliche Starke. Durch Einwirkung gewisser Reagenzien auf die native 
Starke lasst diese sich in eine nicht kleisterbildende, in Wasser l6sliche 
Form iiberfiihren. Je nach der Art der Starkebehandlung treten jedoch mehr 
oder weniger tiefgreifende Veranderungen der Starke ein. Die meist bekannten 

1 Gatin-Gruzewska, C. r. 146,540; 1908. 
2 Malfitano u. )Iosehkoff, C. r. 150, 710; 1910; 151, 817; 1910. 
3 M. Sam e c, Kolloidchem. Beih. 6, 23; 1914. - l\i. 8 arne c u. R. Rae d t I, Kolloidchem. 

Beih. 12,280,1910. - M. Samee u. A. Mayer, Kolloidchem. Beih. 13,272; 1921. 
4 Ling u. Nanj i, JI Chern. Soc. 123,2666; 1923. 
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Sorten von loslicher Starke werden nach den Methoden von Lin tnerl oder 
von Zulkowsky 2 gewonnen. 

Nach Lin tner wird die lufttrockene Starke wahrend 2 Wochen in i-normal 
Salzsaure aufbewahrt. Das abfiltrierte Produkt wird sorgfaltig gewaschen und 
stellt dann eine Substanz dar, welche ausserlich der urspriinglichen· Starke 
gleicht, und den grossten Teil des Phosphors enthiilt. 

Zur Bereitung der Zulkowsky-Starke wird die Starke mit Glycerin 
erhitzt, und dann die Starke mit Alkohol ausgefallt. Zur Ersparung von 
Glycerin undAlkohol empfiehlt es sich, nach W. Ziese3 , nicht nach den Angaben 
von Zulkowsky, sondern folgendermassen zu arbeiten. 

70 g lufttrockene Starke werden mit 250 cern Glycerin (Kahlbaum, doppelt destilliert) 
innig gemischt und die Mischung wird in einem Emailtopf auf 200 - 2500 erhitzt. Die Starke 
scheint sich schon beim Einriihren in das Glycerin zu losen, ohne dass die Viscositat 
wesentlich steigt. Bei 120-1300 entweicht in grosserer Menge Wasserdampf. Die Mischung 
wird so dickfiiissig, dass man sie nur schwer umruhren kann. Bei 1700 beginnt die Zahigkeit 
zu sinken und bei 1900 wird die Losung allmahlich wieder dunnfiiissig. Dieser Punkt ist 
in etwa einer halben Stunde erreicht. ~ach dem Abkiihlen lasst man die sirupose Masse in 
diinnem Strahle in 2 I stark turbunierten 96 % igen Alkohol fiiessen, wobei die Starke als 
feinfioekiger ~iederschlag ausfallt. Man saugt ab, waseht mit Alkohol und Ather, troeknet 
zuerst an der Luft, dann im Vakuum, lost in 150 cern destilliertem Wasser, kocht mit wenig 
Tierkohle kurz auf, tiltriert heiss durch ein mit Kieselgur bedecktes Filter und turbuniert 
nochmals langsam in 96%-igem Alkohol. Die Umfallung muss zur yollstandigen Ent
fernung yon Glycerin noch zweimal wiederholt werden. 

Das so erhaltene Produkt hat eine rein weisse Farbe und lost sich leicht 
in kaltem Wasser. Der Phosphor ist bei der Glycerinbehandlung so gut wie 
ganz abgespalten. Die Zulkowsky-Starke, welche Jodlosung rein blau farbt 
und Fehlingsche Losung nicht reduziert, diirfte zu enzymatischen Zwecken 
sehr geeignet sein, wenn man es nicht vorzieht, mit reiner Amylose oder 
Amylopektin zu arbeiten. 

Da die native Starke keine einheitliche Substanz darstellt, so wird die als 
Substrat der enzymatischen Spaltung benutzte Starke zweckmassig durch 
ihr chemisches Verhalten oder durch physikalische Konstanten charakterisiert. 
Wichtige Anhaltspunkte kann die Aufnahmefahigkeit fiir J od unter be
stimmten Bedingungen liefern, und zwar wird man am besten die J odaufnahme 
gelOster Starke aus einer Losung von Jod in Benzol oder Toluol bestimmen. 
Diese Jodaufnahme ist von Euler mit Myrback, S. Bergman und 
Landergren 4 sowie von Lottermoser5 eingehend experimentell untersucht. 
Die Fig. 43 gibt das Resultat einiger Messungen von Euler und Landergren 

1 Lin t n e r, JI prakt. Chern. 39, 378; 1886. 
2 Zulkowsky, Chern. Ber. 13, 1398; 1880. 
3 \Y. Ziese, Dissertation, l\liinchen 1928. - Vgl. Oppenheimer-Pincussen, Die 

Methodik der Fermente, S. 278; 1927. 
4 Euler u. ::\Iyrback, Lieb. Ann. 428, 1; 1922. - Euler u. Bergman, Koll. Zs 

31,81; 1922. - Euler u. Landergren, Kol!. Zs 31, 89; 1922. 
5 Lottermoser, Zs f. angew. Chern. 34,427; 1921; 36, 508; 1923; 37, 84; 1924; Zs f. 

Elektrochem. 27, 496; 1921. 
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iiber die Jodaufnahme von Starkelosungen mit wechselnder Konzentration 
der Starke, aber konstanter KJ-Konzentration (0,001 n.) wieder. 

Die Frage nach der N atur der blauen J odstarke schien in dem Sinne 
zu beantworten zu sein, dass in der blauen Substanz eine Losung des J ods 
in der Starke oder eine Adsorptionsverbindung vorliegt, jedoch hat M. Berg
mann! neuerdings die Ansicht ausgesprochen, dass in der Starke Sauerstoff
briicken mit ausgesprochenen A££initatsresten vorhanden sind, welche die 
Bindung von Jodjodkalium vermitteln. Nach Bergmann braucht eine 
solche chemische Au££assung der J odstarkebildung nicht mit den Tatsachen in 
Widerspruch stehen, dass die Jodstarke leicht dissoziierbar ist und dass die 
Aufnahme des Halogens durch die Starke den Adsorptionsgesetzen gehorcht. 
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Unter den diagnostisch brauchbaren 
1,90% physikalischen Eigenschaften der Starke

praparate bzw. ihrer Losungen ist besonders 
1,02% die Viscositat zu nennen, welche Samec 2 
1185% 

eingehend untersucht hat. 

almeJK 

Zur Konstitution der Starke. Das 
Hauptergebnis der neueren Arbeiten zur 
Klarung der Konstitution der Starke war 
bis vor etwa 3 J ahren etwa folgendes: 
friiher fasste man die Starke als einen 
hochmolekularen Stoff auf, entstanden 
durch die kettenformige Vereinigung einer 
sehr grossen Zahl Glucosereste; demgegen
tiber hat man in spaterer Zeit angenommen, 
dass die Starke ein Polymerisations- oder 
Assoziationsprodukt einer Zahl kleinerer 

Grundkorper ist, welch letztere durch ringformige Vereinigung einer geringen 
Zahl Glucosemolekeln unter Wasseraustritt entstanden sind 3. 

Hinsichtlich der Konstitution dieser kleineren Grundkorper der Starke 
ist man noch im unklaren geblieben, inwieweit die oben beschriebenen ver
schiedenen Starkefraktionen (Amylose und Amylopektin) aus identischen 
oder verschiedenen Grundkorpern gebildet sind. Wahrend P. Karrer 4 die 
Starkeelementarmolekel als ein Disaccharidanhydrid yom Typus des Maltose-

1 M. Bergmann, Chern. Ber. 57, 755; 1924. - Vergl. ]1.'[. Bergmann u. Gierth, 
Lieb. Ann. 448, 48 und zwar S. 57 u. if.; 1926. 

2 Sam e c, Kolloidchem. Beih. 6, 23; 1914. 
3 M. Bergmann hat die Anschauung ausgesprochen, "dass der Unterschied zwischen 

den krystallisierten, "hochmolekularen" Stoifen der Kohlenhydratgruppe und zwischen gew5hn
lichen krystallisierten Stoifen kein prinzipieller ist, sondern nur in der relativen Festigkeit 
der ubermolekularen Krafte (z. B. Gitterkrafte) gegenuber L5s1lngsmitteln begrundet ist". 
Siehe hierzu M. Bergmann u. E. Knehe, Lieb. Ann. 445, 1; 1925; 448, 76; 1926; 449, 
302; 1926. 

4 Siehe hierzu P. K a rr e r, Polymere Kohlenhydrate, Leipzig 1925, S. 57 u. if. 
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anhydrides angesehen hat, wobei die Verschiedenheiten der Amylose- und 
Amylopektinfraktionen nach seiner Meinung weniger wahrscheinlich "auf 
Verschiedenheiten in der Ausbildung der Elementarmolekel" als auf ver
schiedene kolloide Eigenschaften zurtickgeftihrt werden konnen, hat Prings
heim1 die Meinung vertreten, dass die Grundkorper der Amylose und des 
Amylopektins verschieden sind 2. Der Grundkorper der Amylose soll in naher 
Beziehung zu dem durch Erhitzen der Amylose in Glycerin oder auf enzy
matischem Wege darstellbaren sog. Dihexosan und der Grundkorper des 
Amylopektins in ahnlicher Weise in Beziehung zu dem sog. Trihexosan 
stehen, welch letztere teils durch Erhitzen des Amylopektins in Glycerin
losung teils als Restsubstanz bei enzymatischer Spaltilllg des Amylopektins 
gebildet werden solI. Ftir das Dihexosan hat Pringsheim neuerdings die 
folgende Formel als die wahrscheinlichste angegeben. In dem Trihexosan 
soll zwischen den gleichen y-Glucoseresten sich ein dritter eingeschoben haben 
(siehe S. 342). 

HO·OHz 
x (fJ) I 

--OH·-----------O-----------OH 
i I I 
I OH·OH OH--I o I I 
I ?H.OH HO· fH 0 

--?H HO.?H I 

OH· ----O-------OH--
I (a) X 

OHz·OH 

(Die Spannweite der Sauerstoif-Briicke 1,4 ist willkiirlich angenornrnen.) 

Diese Formel sttitzt sich besonders auf das wahrscheinliche Vorkommen 
einer a-glucosidischen neben einer ,B-glucosidischen Bindung 3 und auf die 
Anwendung der Hudsonschen Regeln tiber Beziehungen zwischen optischem 
Drehungsvermogen und Struktur. Weiter solI es nach H. Pringsheim4 

gelingen, Amylose und die unten beschriebenen sog. Polyamylosen (sowie auch 
Dihexosan?) durch kalte konzentrierte Salzsaure zu einem reduzierenden 

1 H. Pringsheirn, Die Polysaccharide, 2. Auf!. Berlin 1923, S. 198 u. if. - Chern. 
Ber. 59, 3008; 1926. 

2 Ling u. Kanji haben die Anschauung ausgesprochen, dass die Grundkorper der 
Amylose und des Arnylopektins von gleicher .Molekulargrosse sind (6 Glucosereste), aber von 
verschiedener !Configuration (6 a-Glucosidbindungen in der Amylose; 4 a- und 2 {I-Bindungen 
in dern Amylopektin). Lin g u. N a nj i, Jl Chern. Soc. 123, 2666; 1923; 127, 629, 636; 
1925. 

3 Die Vermutung, dass {I-Bindungen neben .Maltosebindungen in der Starke vorhanden 
sind, hat O. v. Friedrichs (Arkiv f. !Cemi, Bd. 5, Nr. 2; 1913) zuerst ausgesprochen. Vgl. 
Euler u. Helleberg, H. 139, 24; 1924. - R. Kuhn, Lieb. Ann. 443, 1; 1925. 

4 H. Pringsheirn u. J. Leibowitz, Chern. Ber. 58, 2808; 1925. - C. S. Hudson, 
H. Pringsheirn u. J. Leibowitz, Jl Arner. Chern. Soc. 48, 288; 1926. 

Chemie d. Enzyme. II. 3. A. 22 
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Disaccharid, Amylobiose, zu spalten. Amylopektin (Trihexosan?) soll 
unter ahnlichen Bedingungen ein Trisaccharid, Amylotriose, gebenl. 

Die durch Erhitzen in Glycerin und auf enzymatischem Wege gewinnbaren 
Hexosane zeigen von den Starkebestandteilen ganz verschiedene Drehwerte; 
sie haben auch die Fahigkeit zur "Reassoziation" verloren und verhalten sich 
in enzymchemischer Hinsicht anders als die Starke. Diese Hexosane miissen 
also in konstitutioneller Hinsicht von den Starkeelementarkorpern verschieden 
sein. "Ob die Umlagerung der Starkeelementarkorper in die Hexosane zwangs
laufig mit der Ablosung aus dem hochmolekularen Zustande durch Desag
gregation verbunden ist, oder ob sie z. B. bei der Amylosedurch besondere 
Fermente verursacht wird, kann heute nicht entschieden werden." 

"Die Voraussetzung fiir den Aufbau der Starke in der Natur ist", nach 
H. Pringsheim2, "die Bildung einer labilen Glucose£orm, die bei der Assi
milation der Kohlensaure direkt, jedenfalls ohne den Umweg iiber normale 
Glucose (oder gar Maltose) entsteht." 

Ausgehend von den Be£unden besonders von P. Karrer und H. Prings
heim, sowie von den Ergebnissen von R. Kuhn3 iiber das Auftreten von 
a- bzw. p-Maltose bei der Spaltung der Starke durch die sog. a- bzw. p-Amylasen 
(siehe unten) hat K. J osephson4 in letzter Zeit eine Vorstellung entwickelt, 
durch welche die Bildung einer Grundsubstanz vom Dihexosantypus mit 
umwechselnd a- und p-Bindungen erklart werden kann. Josephson nimmt 
im Anschluss an den neueren Vorstellungen von Hess, Bergmann, 
Pringsheim an" dass die eigentliche Muttersubstanz der Starke eine 
Anhydroglucose5, vielleicht die Anhydroglucose (1,4) 0,5), darstellt. In der 
folgend skizzierten Weise konnen nun zwei Molekiile Anhydroglucose ein 
Disaccharidanhydrid mit einer a- und einer p-glucosidischen Bindung 
bilden: 

1 Siehe hierzu H. Pringsh eim u. J. Leib owi tz, Chern. Ber. 57, 884; 1924. - Prings
heirn u. K. Wolfsohn, Chern. Ber. 57, 887; 1924. - H. Pringsheirn, Chern. Ber.57, 
1581; 1924; 59,3008; 1926. - Es ist bernerkenswert, dass auch die p-Hexaarnylose Arnylobiose 
und nicht Arnylotriose ergibt. 

2 H. Pringsheirn, Chern. Ber. 59, 3017; 1926. 
3 R. K u h n, Lieb. Ann. 443, 1; 1925. 
, K. Josephson, H. 174, 179; 1928. 
5 In einer neuerdings erschienenen Arbeit (Lieb. Ann. 452, 141; 1927) haben M. Be r g

mann u. E. Knehe die Vermutung ausgesprochen, dass der von ihnen als "Individualgruppe" 
der Amylose bezeichneten "Grundkorper" eine Anhydroglucose ist. 1m Gegensatz zu den 
anderen hier referierten Anschauungen iiber den Bau der Amylose sollen also nach dieser 
Theorie keine eigentlichen Glucosidbindungen in der Amylose vorgebildet sein. Die Bildung 
von Maltose und andern, glucosidische Bindungen enthaltenden Korpern aus der Amylose 
muss also nach dieser Theorie als Synthese hOherer Verbindungen aus der "Individualgruppe" 
oder deren Urnlagerungsprodukte betrachtet werden. Nach der hier naher referierten Theorie 
von Josephson solI jedoch in der Amylose ein Zusamrnentreten zweier Anhydroglucose
molekeln zu einern Disaccharidanhydrid eingetreten sein. Die Ergebnisse von Bergmann 
und Knehe iiber die Molekulargrosse der "Triacetylamylose" brauchen nicht notwendig in 
Widerspruch mit dieser Vorstellung zu stehen. 
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--~ 

1 0 1 
CH20H·CH·()H·CHOH·CHOH·CH 

I I P o 0 

1 0---1 
CH20H·CH·CH·CHOH·CHOH·CH 

1 0 1 {J 

al ~ a 1 0---1 
CH ·CHOH· CHOH ·CH 'CH ·CH20H CH·CHOH·CHOH·CH·CH·CH20H 
1 0 1 1 0 1 

Eine Konstitution dieser oder ahnlicher Art schreibt Josephson der 
Elementarmolekel der Amylose zu. 

Die Verschiedenheit der Elementark6rper des Amylopektins von denen 
der Amylose lasst sich nun in der Weise erklaren, dass in der Amylopektin
fraktion unveranderte Anhydroglucosemolekeln sich mit den entstandenen 
Disaccharidanhydriden vereinigt haben, vielleicht durch Inanspruchnahme 
von Affinitatsresten an bestimmten Sauerstoffbriicken. Der Elementar
korper der Amylopektinfraktion lasst sich also nach dieser Vorstellung einfach 
in folgender Weise formulieren: 

I 0 1 

CH20H· CH· CH· CHOH . CHOH . CH 

b 6 
I ~ 
CH· CHOH· CHOH· CH· CH· CH20H 
1 0 1 

[ 0 1 

CH20H· CH· eH· CHOH· CHOH . CH 
1 0 1 

Die Anhydroglucosemolekeln bzw. die Disaccharidanhydridmolekeln 
konnen in der Amylopektinfraktion auch Gelegenheit haben, sich mit 
phosphorsaurehaItigen Kohlenhydratverbindungen, vielleicht Vorstufen der 
Anhydroglucose, zu aggregieren, wodurch der PhosphorgehaIt des Amylo
pektins bedingt ist. 

Der Grundgedanke dieser Theorie der Starkebildung liegt also in der' 
Annahme einer einzigen Muttersubstanz, namlich einer Anhydroglucose, aus 
welcher die beiden Starkefraktionen gebildet werden, und zwar ist die zur' 
Amylosebildung fiihrende Reaktion in der Amylosefraktion vollstandig durch
gefiihrt, in der Amylopektinfraktion aber unvollstandig. 

Durch die Aggregation mehrerer Elementark6rper unter Inanspruchnahme 
von Resta£finitaten an Sauerstoffbriicken soIl der Starke schliesslich hoch
molekulare Beschaffenheit zuerteiIt werden. 

Dextrine. Unter den Dextrinen diirfte man verschiedene Assoziations
strnen der urspriinglichen oder umgelagerten Starkeelementarkorper ver
stehen konnen, bisweilen mit reduzierenden Di- und Trisacchariden vermischt. 
Die Dextrine entstehen durch Enzym- oder Saurebehandlung der Starke 
und es muss deshalb mit Umlagerungen der Sauerstoffbriicken in den ur
spriinglichen Elementarkorpern bei der Dextrinbildung gerechnet werden, 

22* 
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wle auch das Zusammentreten niedriger Molekiile (Anhydroglucose und 
Disaccharidanhydride) zu hoheren Ringkomplexen nicht ausgeschlossen 
werden kann. 

Man hat die Dextrine folgendermassen eingeteilt: 
1. Amylodextrine, welche durch J od blau gefarbt werden. Loslich in 

25%, gefallt durch 40% Alkohol. 
2. Erythrodextrine, mit Jod rotbraun, loslich in 55%, gefallt durch 

65 % Alkohol. 
3. Achroodextrine mit Jod farblos, loslich in 70% Alkohol. 
Die Dextrine konnen zum Teil auch krystallisiert erhalten werden, Wle 

das von Nageli 1874 beschriebene in Spharokrystallen krystallisierte Amylo
dextrin I, welches spater von Brown und Morris 1 und in letzter Zeit von 
P. Klason und K. Sjoberg2 eingehend untersucht wurde. Nach diesen 
Forschem ist dieses Amylose-oktadextrin ([C12H2001OJS,H20) ein Spaltungs
produkt der Amy lose. Klason und Sj 0 berg unterscheiden Amylosedextrine, 
die von der Amylose stammen, und Amylopektindextrine, die sich vom 
Amylopektin herleiten. Die ersteren sollen bei der Verzuckerung mit Malz
amylase ein Dihexosan, die letzteren aber ein Trihexosan als Restkorper 
geben. 

Krystallisiel'te "Amylosen" (Polyamylosen). Schardinger ist es 1903 
gelungen, durch Einwirkung des Bacillus macerans aus der Starke neben 
Aceton noch krystallisierende Kohlehydrate zu gewinnen, welche durch 
H. Pringsheim, sowie P. Karrer eingehend studiert und ihrer Zusammen
setzung und Struktur nach weitgehend amgeklart worden sind. 

Bereits Schardinger hat die Mischung der krystallisierten Produkte 
in drei einheitliche Substanzen zerlegt, welche urspriinglich die N amen 
a-Dextrin, ,B-Dextrin und "Schlamm" gefiihrt haben. Pringsheim hat diese 
Substanzen als krystallisierte Amylosen bezeichnet, welche Benennung 
- um den Verwechslungen mit der Maquenneschen "Amylose" (die eine 
Fraktion der nativen Starke ist) vorzubeugen - gegen "Polyamylosen" 
ausgetauscht worden ist 3 • 

In der 2. Auflage seiner Monographie "Die Polysaccharide" unterscheidet 
Pringsheim die folgenden Polyamylosen: 

a-Hexaamylose 
a-Tetraamylose 
Diamylose 

a-Reihe. 

[ (C6HlO0 5)2J3 
[ (C6HlO0 5)2J2 
(C6H100 5)2 

1 Brown u. Morris, JI Chern. Soc. 54, 449; 1889. 
2 P. Klason u. K. Sjoberg, Chern. Ber. 59, 40; 1926. 

Spez. Drehung 
+ 139 0 

+ 138,60 

+ 136,6 0 • 

3 H. Pringsheim u. W. Persch, Chern. Ber. 54, 3162; 1921. 



p-Hexaamylose 
Triamylose 
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p-Reihe. 

[( C6H100 S)3J2 

(C6H100 S)3 

+ 157,9 0 

+ 151,8 0 • 
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Durch Acetylieren hat Pringsheim aus den Polyamylosen das Acetyl
derivat eines niedriger molekularen Kohlenhydrats. gewonnen. Durch Ver
seifen des Acetylkorpers lasst sich der freie Zucker in krystallwasserhaltigem 
Zustand isolieren (Zusammensetzung [C6H1oOSJ2' 2 H20). Bei der Einwirkung 
von Acetylbromid bei Gegenwart von wenig Bromwassersto££ bzw. Eisessig 
auf Diamylose konnten P. Karrer und Nageli 1 Acetobrommaltose (Ausbeute 
80 % ) erhalten. Karrer fasst die Diamylose als ein Anhydrid der Maltose 
au£. Es muss doch bemerkt werden, dass bei der Einwirkung des Acetyl
bromids bei saurer Reaktion Platzwechsel der Sauersto££briicken nicht ganz 
ausgeschlossen zu sein scheint. 

Die Polyamylosen werden von den Amylasen nicht gespalten. Bei del' 
Bildung del' Polyamylosen aus del' Starke muss· also eine Strukturanderung 
eingetreten sein, etwa wie bei del' folgenden hypothetischen Bildung eines 
Maltoseanhydrids aus dem Starkeelementarmolekel 

!-----O---I 1 0---1 
CH20H·CH·CH·CHOH·CHOH·CH CH20H·CH·CH·CHOH·CHOH·CH 

1 I fJ / I a? 

° ° --~ ° ° al / al ~ 
CH·CHOH·CHOH·CH· CH·CH20H CH·CHOH·OHOH·CH·CH·CH20H 
1 ° 1 1 ° 1 

Die Anwendung der von Hudson gefundenen Beziehungen zwischen 
optischem Drehungsvermogen und Molekiilbau auf die Diamylose ergibt jedoch 
nach Pringsheim und Leibowitz 2 , dass Diamylose nicht zwei gewohnliche 
Maltosebindungen und auch nicht eine Maltose- und eine Gentiobiosebindung 
enthalten kann. Hierzu. muss aber bemerkt werden, dass die spezifische 
Drehung del' Diamylose sehr nahe mit del' Drehung des von Pictet3 

durch Spaltung des Trihexosans mit Emulsin gewonnenen Maltoseanhydrids 
([aJn = + 133,2°) iibereinstimmt, obwohl diese beiden Korper unzweifelhaft 
Strukturverschiedenheiten besitzen. 

Einige Schimmelpilze wie Aspergillus oryzae sind zur Spaltung del' 
Polyamylosen fahig, wobei abel' keine Maltose, sondel'll nur Glucose als Spalt
produkt nachgewiesen werden konnte 4 • Es erscheint mir deshalb nicht un
wahrscheinlich, dass die Diamylose im Gegensatz zu (auf enzymatischem 
Wege) in Maltose iiberfiihrbaren Dihexosanen zwei strukturell gleichwertige 
Glucosereste besitzt, etwa wie in dem oben formulierten Maltoseanhydrid. 

1 P. Karrer u. C. ~age1i, Helv. Chim. Acta 169, 679; 1921. 
2 H. Pringsheim u. J. Leibowitz, Chern. Ber. 58, 2808; 1925. - C. S. Hudson, 

H. Pringsheim u. J. Leib owitz, Jl Amer. Chern. Soc. 48, 288; 1926. 
3 A. Pictet u. R. Salzmann, Helv. Chim. Acta 7, 934; 1924; 8,948; 1925. 
4 J. Leibowitz u. P. Mechlinski, Chern. Bel'. 59, 2738; 1926. 
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Dihexosan und Trihexosan. Die durch Erhitzen der Amylose bzw. des 
Amylopektins in Glycerinlosung entstehenden Produkte, Dihex0san bzw. 
Trihexosan sind ihrer Zusammensetzung nach mit der oben erwahnten Di
amylose und Triamylose vergleichbar, aber von diesen Korpern dennoch ver
schieden. Ausser durch Erhitzen in Glycerinlosung oder durch Acetylieren 
der Starke (Pictet, Pringsheim) konn~n Dihexosane und Trihexosane als 
Restkorper bei der Amylolyse der Starke gewonnen werden. Trihexosan wird 
aus dem Amylopektin gewonnen (Pringsheim, Sj 0 berg), wahrend nach 
Sj 0 berg1 Dihexosan als Restkorper bei der Spaltung der Amylose gewonnen 
werden kann: 

Amylose ([aJ = + 1890)} Amylase {Dihexosan ([aJ = + 155°) + Maltose 
Amylopektin ([aJ = + 1960) - ~ Trihexosan ([aJ = + 163,5°)+ Maltose 

Die Verschiedenheit dieser Produkte der Spaltung der Starke durch 
Amylase von den bei der Einwirkung des Bacillus macerans entstehenden 
Polyamylosen (Diamylose und Triamylose) geht besonders aus ihrem Ver
halt en zu Enzymen hervor. Sowohl Dihexosan wie Trihexosan sollen bei 
Gegenwart eines besonderen Hefe-Komplements (Pringsheim2) durch 
Pankreas- oder Malzamylase quantitativ in Maltose umgewandelt werden. 
Das von Pictet3 durch Spaltung seines Trihexosans mit Emulsin gewonnene 
Dihexosan wurde auch durch Amylase in Maltose ubergefuhrt. 

Die Entstehung des Dihexosans bzw. Trihexosans aus Amylose bzw. 
Amylopektin kann durch Umlagerungen der Sauerstoffbrucken in den Elemen
tarkorpern erklart werden. Nach Josephson (1. c.) kann man sich die Bildung 
des Trihexosans aus dem Amylopektin dadurch vorstellen, dass das Anhydro
glucosemolekul im Elementarkorper des Amylopektins sich an der a- oder fJ-gluco
sidischen Bindung im Disaccharidanhydridmolekiil anlagert. Diese Anlagerung 
tritt an der a-glucosidischen oder fJ-glucosidischen Bindung ein, je nachdem 
eine a- oder fJ-Amylase die betre££ende Bindung aufgelost hat. Die durch 
Einwirkung von beispielsweise Malz- und Pankreasamylase entstehenden 
Trihexosane (Grenzdextrine) durften eventuell nicht identisch sein, was durch 
die Ergebnisse von R. Kuhn 4 experimentell gestutzt wird. 

Amylobiose, Maltose, Amylotriose. Durch kalte konzentrierte Salzsaure 
wird nach H. Pringsheim5 Amylose zu einem Disaccharid, Amylobiose, 
und Amylopektin zu einem Trisaccharid, Amylotriose, uberge£uhrt. Die 
Bildung dieser Zucker kann man sich nach dem zitierten Autor durch 
Aufspaltung einer Glucosidbindung in Dihexosan· bzw. Trihexosan denken. 

1 K. Sj 0 berg, Chem. Ber. 57, 1251; 1924. 
2 R. Pringsheim u. Mitarbeiter, Chem. Ber. 56, 1762; 1923. - Biochem. Zs 142, 108; 

1923; 148, 336; 1924; 173,399; 1926; 177,406; 1926. 
3 A. Pictet u. R. Salzmann, Relv. Chim. Acta 7, 934; 1924; 8, 948; 1925. 
4 R. K u h n, Lieb. Ann. 443, 1 und zwar S. 36 u. if. 
6 R. Pringsheim, 57, 1581; 1924. 
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Bemerkenswert ist nun, dass S job e r gl bei der Spaltung von sowohl Amylose 
wie Amylopektin mit Saccharomyces Sake Amylobiose als Restkorper fand. 
Neben der Amylobiose wurde bei der Spaltung der Amylose Dihexosan und 
bei Spaltung des Amylopektins ein anderer Korper erhalten. Die Bildung der 
Amylobiose aus den beiden Starkefraktionen durch dasselbe Enzympraparat 
scheint mir in einfachster Weise durch die Vorstellung erklart werden zu 
konnen, dass die Spaltung der beiden Starkefraktionen in ganz ahnlicher 
Weise durch Aufspaltung der einen glucosidischen Bindung im Disaccharidan
hydrid und eventuell Umlagerung einer Sauerstoffbriicke zu Amylobiose 
fiihrt, und dass die Umlagerung dieses Disaccharids zu Maltose nicht eintritt 
wegen des Fehlens einer besonderen Komponente des Enzymgemisches. Die 
sog. Amylobias.e diirfte also von der hier tatigen Amylase, welche die 
Aufspaltung def einen glucosidischen Bindung bewirkt, verschieden sein. 
In den meisten Malzamylasen scheint jedoch die Amylobiase vorhanden zu 
sein2 • 

Die aus Amylopektin bzw. Trihexosan durch Salzsaurehydrolyse ent
stehende oben erwahnte Amylotriose ist von der von Ling und N anj i3 bei 
Amylopektinabbau mit Amylase bei 70 0 gewonnene Glucosido-Maltose, welche 
auch Pringsheim und Schapir04 durch Einwirkung des technischen Enzym
praparates "Biolase" auf Starke bei 70 0 gewonnen haben, verschieden. Da
gegen soIl nach Meyerhof die Amylotriose als Restkorper bei der Glykolyse 
entstehen. 

Glykogen nnd Isolichenin. Bei der amylolytischen Spaltung des Gly
kogens entsteht wie aus Starke Maltose 5. Die Beziehungen zwischen Starke 
und Glykogen sind nicht ganz sichergestellt. Jedenfalls scheint Glykogen, 
welches Phosphorsaure verestert enthalt, recht nahe der Amylopektinfraktion 
der Starke zu stehen. 1m Gegensatz hierzu solI nach H. Pringsheim6 das 
sog. Isolichenin mit "Amylose" identisch sein; er konnte namlich durch 
Erhitzen in Glycerinlosung daraus Dihexosan gewinnen, wahrend Glykogen 
nnter ahnlichen Bedingungen Trihexosan ergab. Aus dem Ergebnis von 
P. Karrer 7, dass Mannose neben Maltose bei der Saurehydrolyse des Iso
lichenins entsteht, geht jedoch hervor, dass das aus Islandisch-Moos zur Zeit 
isolierte "Isolichenin" nicht einheitliche "Amylose" darstellt. 

Die amylolytische Spaltung des Glykogens erfolgt langsamer als die der 

1 K. Sjoberg, H. 162, 223; 1927. 
2 Nach H. Pringsheim (Chem. Ber. 58, 1263; 1925) sowie C. Oppenheimer (Die 

Fermente uIId ihre Wirkungen, 5. Aufl., S. 650; 1925) soIl die Amylo biase mit der eigent
lichen p-Amylase identisch sein, welcher Auffassung ich mich nach dem oben Gesagten nicht 
ohne weiteres anschliessen kann. 

3 A. R. Lin g u. D. R. N a nj i, JI Chem. Soc. 123, 2666; 1923; 127, 629; 1925. 
4 H. Pringsheirn u. E. Schapiro, Chern. Ber. 59, 996;1926. 
6 Osborne u. Zobel, JI of Physio!. 29, 1; 1903. 
6 H. Pringsheirn, Chern. Ber. 57, 1581: 1924. - H. 144,241; 1925. 
7 P. Karrer u. B. Joos, H. 141, 311; 1924. - P. Karrer, H. 148, 62; 1925. 
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Starkel, wie auchnach B. Pringsheim undA. Beiser 2 Amylopektin langsamer 
als Amylose gespalten wiI'd. 

Einteilung del' Amylasen und Theorien des Starkeabbaues. 
(K. Josephson.) 

Inwieweit die Spaltung der Starke durch Amylase zur Maltose (+ Rest
korper) die aufeinanderfolgende Mitwirkung -verschiedener Enzymkomponenten 
bedarf, ist bis jetzt nicht festgesteIIt worden. Manche Forscher haben ein 
"starkelosendes" und ein "starkeverzuckerndes" Enzym angenommen und 
auch neben einer eigentlichen Amylase noch Dextrinasen vermutet. Fassen 
wir die Starke als ein Assoziations- (oder Polymerisations-)Produkt einer oder 
mehrerer Grundkorper auf, so erhebt sich die Frage inwieweit die Aufhebung 
des Assoziationszustandes mit einem besonderen enzymatischen· Prozess zu
sammenhangt oder ob die AufhebUlig der Affinitatskrafte, welche das Zu
sammentreffen der Grundkorper zu den grosseren Komplexen bewirken, als 
eine Folge der mit der Spaltung· des Grundkorpers eintretenden Struktur
anderung betrachtet werden kann. Es erscheint noch nicht als moglich aus 
den zur Prufung der "Zweienzymtheorie" angestellten Versuchen hinsichtlich 
Verschwinden der Jodreaktion, Anderung der Viscositat und Zunahme des 
Reduktionswertes bestimmte Schlussfolgerungen zu ziehen. 

Wir mussen uns also hier begnugen, die Amylasen teils nach ihrem natiir
lichen Vorkommen einzuteiIen, und zwar in: 

A. Tierische Amylasen, 
B. Pflanzliche Amylasen, 

teils die einzelnen Amylasen, soweit dies moglich ist, als 
a-Amylase oder ,B-Amylase, 

je nachdem sie die entstehende Maltose primar in a- oder ,B-Form entstehen 
lasst (R. K u h n 3), zu charakterisieren. 

Das von Kuhn angegebene Unterscheidungsmerkmal zwischen a- und 
p-Amylasen ist nach diesem Forscher "zunachst rein ausserlich, wenn es 
auch zweifellos in wesentlichen Verschiedenheiten im Wirkungsmechanismus 
der a- und ,B-Amylasen seinen Grund hat. Man sollte mit dieser Bezeichnung 
keinesfalls die Vorstellung verbinden, dass die ersteren etwa wie die Maltasen 
der Befen a-spaltende Glucosidasen, die letzteren ,B-Glucosidasen yom Typ 
der im Emulsin vorhandenen Fermente sind". 

In Bestatigung der Annahme, dass z. B. die ,B-Glucosidase des Emulsins 
nicht als eine ,B-Amylase zu betrachten ist, hat J osephson4 gezeigt, dass 

1 Siehe hierzu Gruzewska u. Bierry, C. r. 149,359; 1909. - R. V. Norris, Bio
chern. JI 7, 26; 1913. - Euler u. Josephson, Chern. Ber. 56, 1756; 1923. 

2 H. Pringsheirn u. A. Beiser, Biochern. Zs 148,336; 1924. 
3 It K u h n, Lieb. Ann. 443, 1; 1925. - Die Bezeichnung a- oder {1-Arnylase ist mit del' 

Bezeichnung a- und {1-Diastase von S y n i e w ski (Biochem. Zs 158, 87 ; 1925) nicht zu verwechseln. 
4 K. J 0 s ep h son, Chem. Ber. 58, 2726; 1925; 59, 821; 1926. 
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die Amylasewirkung, welche Emulsinpraparate zeigen, auf die Anwesenheit 
einer besonderen Mandelamylase zUrUckzufiihren ist, welche letztere von dem 
fJ- Glucoside spaltenden Enzym getrennt werden kann. 

Es liegt nach Kuhn nahe, "die Ursache rur die Verschiedenheit des 
Mutarotationssinnes in einer durch die a- oder fJ-Amylasen bewirkten optischen 
Umkehrerscheinung zu suchen. An dem soeben aufgestellten Einteilungs
prinzip wurde sich dadurch nichts andern. Es ist aber fur die folgenden 
Erorterungen von entscheidender Bedeutung, ob man die Annahme einer 
glatten Waldenschen Umk~hr macht oder nicht; ob die durch die verschie
denen Amylasen gesprengten Glucosidbindungen identisch oder verschieden 
sind". Dass die Wirkung der Amylasen in Sprengung von Glucosidbindungen 
besteht, nimmt also auch Kuhn an. ,,1m Falle des Starkeabbaues scheinen 
iiberdies die" von Kuhn beobachteten "Abweichungen, die sich zwischen 
colorimetrischen und reduktometrischen Messungen bei Anwendung der 
verschiedenen Amylasetypen ergeben, gegen eine glatte Waldensche 
Umkehrung und fur eine Verschiedenheit der Angriffspunkte im 
Starkemolekiil zu sprechen." 

Ausgehend von ihren Beobachtungen uber die Gefrierpunktsdepression 
von "Triacetylamylose" haben M. Bergmann und E. Knehe1 die Ansicht 
ausgesprochen, die "Individualgruppe" der Amylose sei ein Glucoseanhydrid. 
Sofern sich diese Struktur der Amylose weiterhin bestatigen lasst, "so wird 
man "die Ansichten uber ihre Umwandlung in Maltose auf eine neue Basis 
zu stell en haben. Dabei muss es besonders interessieren, zu untersuchen, 
ob diese Umwandlung eine direkte ist, oder ob intermediar andere Stoffe und 
besonders solche von der Natur der Disaccharidanhydride entstehen" (vgl. 
hierzu die Beobachtungen von Samec, welche S.347 referiert sind). "Hin
gewiesen sei hingegen darauf, dass die Glucosanstruktur mit ihren beiden 
Sauerstoffringen die Moglichkeit fur die von R. Kuhn geforderten ver
schiedenen Angriffspunkte der beiden verschiedenen Amylasetypen bietet." 

H. Pringsheim2 hat neuerdings das folgende Schema (S. 346) der enzy
matischen Spaltung der Starke mitgeteilt. 

Ein von Ling und Nanji3 gegebenes Schema rechnet mit der Bildung 
von Isomaltose neben der Maltose. Da der von Ling und N anj i beschriebene 
Disaccharid mit der Fischerschen Isomaltose nicht identisch zu sein scheint, 
wird der erwiihnte reduzierende Disaccharid, dessen Natur unbekannt ist 
und dessen Existenz in Zweifel gezogen worden ist, nach Pictet besser Dex
trinose genannt. 

Nach R. Kuhn 4 gibt es drei Wege des Starke-Abbaues, "die sich heute 

1 M. Bergmann u. E. Knehe, Lieb. Ann. 452,141; 1927. 
2 H. Pringsheirn, Chern. Ber. 59, 3008; 1926. 
3 A. R. Ling u. D. R. X anj i, JI Chern. Soc. 127, 636 und zwar S. 651; 1925. 
4 R. K u h n, Chern. Ber. 57, 1965; 1924. - Lieb. Ann. 443, 1; 1925. 
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Schema von H. Prings heim. 

l\Iilchsiiure 
(durch Gly-

Amylose 

I 
----'>-

Durch Amylasen 
+ Hefe-Komplement 

100% Maltose 
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~---

\~" 
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I / +/ 
kolyse) I Durch Biolase 

~ [-----+) G~::c:-::y::soe: e ( 

" 't als Restklirper 
Dihexosan Trihexosan 

voneinander abheben und die durch den verschiedenartigen Verlauf der Um
lagerung eines nur in den Grundkorpern von Amylose und Amylopektin 
stabilen Oxydo-Ringes verstanden werden konnen, wenn uberhaupt unsere 
strukturchemischen Vorstellungen berufen sind, die Reaktionen des Poly
saccharids zu erklaren: 

1. Die Hydrolyse durch Malz-Amylase, bei der die Isomerisierung in der 
reduzierenden Halfte des gebildeten Malzzuckers erfolgt. 

2. Die intraglucosidische Umlagerung in der nicht reduzierenden Halfte 
eines Disaccharids, die bei der Hydrolyse durch Pankreas-Amylase vor sich 
geht und gleichfalls zu Maltose fiihrt. 

3. Interglucosidische Isomerisierungen, wie sie sich bei der Umlagerung 
der a- in die fJ-Polyamylosen und einigen anderen Reaktionen wiederfinden 
und zu Anhydriden von Trisacchariden fiihren konnen" 2. 

Gehen wir von der schon fruher gegebenen Formulierung der Amylose
elementarmolekel aus, wie sie nach der Theorie der Starkebildung von 
K. Josephson aus der Anhydroglucose (1,4) (1,5) hervorgeht, lassen sich 
die Wirkungen der a- und fJ-Amylasen in folgender Weise prazisieren. [Wenn 
sich die Bergmannsche Formulierung der Amylose-"Individualgruppe" als 
ein Glucoseanhydrid bestatigen solIte, so ist vielleicht im folgenden Schema 
die S. 339 skizzierte Bildung eines Disaccharidanhydrids als erste Teilreaktion 
der Amylolyse einzusetzenJ: 

1 Die Bildung von Glucose bei der kombinierten Wirkung verschiedener Amylasen bei 
Abwesenheit von Maltase konnten P. Rona, D. N achmans ohn u. H. W. Nicolai (Biochem. 
Zs 187, 328; 1927), Bowie K. Sj 0 b er g (unveroffentlichte Yersuche) ni ch t bestiitigen. 

2 Bei dies en Umlagerungen muss vielleicht auch mit optischen Umkehrerscheinungen 
(wie die Waldensche) gerechnet werden. 
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Die Aufspaltung des Korpers I konnte theoretiseh dureh zwei a-Amylasen 
und zwei ,B-Amylasen eintreten, da eine Amylase ihre spezifisehe Affinitat 
in erster Liilie zum Glueoserest mit 1,4- oder 1,5-Sauerstoffbriieke im Korper I 
aussern kann. 

Dureh eine Beobaehtung von Samee!, dass bei Spaltung der Starke 
dureh Malzamylase (naeh dem in einem friihen Stadium der Spaltung ein
tretenden starken Ansteigen der Gefrierpunktserniedrigung) eine bedeutende 
Zunahme des Reduktionsvermogens bei konstanter Gefrierpunktserniedrigung 
eintritt, erhalt die Annahme einer niehtreduzierenden Vorstufe der Maltose 
von iibereinstimmender Molekiilgrosse eine experimentelle Stiitze. 

Die Bildung des Dihexosans erfolgt naeh der hier referierten Ansehauung 
als Nebenreaktion, wobei eine Umlagerung eintritt, welche nieht in bleibender 
Sprengung einer Glucosidbindung resultiert. Mit einigen Amylasen oder bei 
Gegenwart des Hefekomplements kann aueh die Uberfiihrung des Dihexosans 
zu Maltose eintreten. Das Komplement fungiert dann vielleicht als Affinitats
vermittler der Amylase zu dem vom Grundkorper der Amylose struktur
verschiedenen Dihexosan. 

Die Spaltung des Amylopektins zu Maltose erfolgt naeh dieser Theorie in 
ganz ahnlieher Weise dureh Sprengung des Disaeeharidanhydrids im Elementar
korper, was vielleieht von einer Loslosung der Anhydroglueose vorangegangen 

1 Sam e c, Koll. Beih. 10. 289; 1919. 
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wird1 • Die freie Anhydroglucose hat dann die Moglichkeit, sich zu Di
saccharidanhydrid umzusetzen , welches weiter gespalten wird , oder sie 
kann sich mit aus Disaccharidanhydrid entstehenden Disacchariden zu 
Trihexosan umsetzen. 

"Komplement" d-er Amylasen. Aktivator.en. Das sog. Trihexosan (wie auch 
das unter Umstanden als Restkorper entstehende Dihexosan) wird durch die 
kombinierte Wirkung eines von H. Pringsheim entdeckten Komplements 
aus Hefe und Amylas~ vollstandig zu Maltose uhergefuhrt. Die Wirkung 
des Komplements durfte man, wie R.Kuhn bemerkt hat, in derWeise erklaren 
konnen, dass das Komplement die Mfinitat der auf den ursprunglichen 
Elementarkorper. der Starke spezifisch eingestellten Amylase zum strukturell 
veranderten Trihexosan vermittelt. Das Komplement erweitert also hiernach 
die Zahl der spezifischen Substrate der Amylase. 

Als Erklarung der verschiedenen Eigenschaften verschied~ner Amylase-
16sungen, wie Malzamylaselosungen aus gekeimter oder ungekeimter Gerste, 
mit Alkohol gefallter oder dialysierter Amylase16sungen usw. mussen Akti
vatoren oder verschiedene Komponenten der Amylasen in Rechnung gezogen 
werden. Wie R. Kuhn hervorgehoben hat, erweist sich fur die Lage der 
Verzuckerungsgrenze die Gegenwart eines oder mehrerer Inhaltsstoffe des 
MaIzes als entscheidend. Die sog. "Selbstaktivierung" der Amylase durfte 
man nach Kuhn auf Erhohung der Affinitat der Diastase besonders zu niedrig
molekularen Dextrinen zuruckfiihren konnen. Es ist klar, dass die relativen 
Werte der Affinitaten der Enzyme zu der unveranderten Starke, zu den 
Zwischen- und Endprodukten der Amylolyse von entscheidender Bedeutung 
fur den Reaktionsverlauf wie auch fur die relativen Mengenverhiiltnisse der 
Endprodukte der Amylolyse sein mussen. 

A. Tierische Amylasen. 
(K. Josephson.) 

I. Speiehel-Amylase (Ptyalin 2). 

Die starke16sende Wirkung des Speichels ist 1831 von Leuchs ent
deckt und dann von Schwann untersucht worden 3 • 

Vorkommen. Beim Menschen scheint die Hauptmenge der Speichell 
amylase von der Parotis geliefert zu werden, )Viihrend die Glandula sub-

1 Die grosse ViscosWitsanderung, die bei der Spaltung des Amylopektins schon vor 
dem Auftreten reduzierender Abbauprodukte eintritt, diirfte nach dieser Theorie des Baues 
des Amylopektins in Zusammenhang mit der Aufsprengung des Komplexes in Anhydro
glucose + Disaccharidanhydrid gesetzt werden konnen. 

2 Die Bezeichnung Ptyalin soll von B e r z e Ii us stammen. 
3 Altere Schriften iiber Speichelamylase siehe bei S chI e sin g e r, Virch. Arch. 

125, 146. 
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maxillaris verhaltnismassig wenig Amylase abscheidet 1. Das gleiche trifft im 
allgemeinen auch bei Tieren zu, sofern ihr Speichel uberhaupt Amylase enthalt. 

Immerhin steht nunmehr wohl fest, dass Amylase auch beineugeborenen 
Kindern sowohl in der Parotis (Zweifel, Korowin), als in der Submaxillaris2 

vorkommt. Die Starkeverdauung bei jungen Kindern hat Shaw3 untersucht. 
1m normalen menschlichen Speichel scheint der Amylasegehalt ziemlich 

unregelmassig zu schwanken; H. Pringsheim und A. Beiser' fanden jedoch 
regelmassig den N achmitta.gsspeichel mehr aktiv als Morgenspeichel. Weiteres 
siehe F. N. Schulz in Oppenheimers Handbuch d. Biochemie, 2. Aufl., 
Bd. 4 (Jena 1924). Wesentlich fur die Beurteilung dieser Verhaltnisse ist der 
Umstand, dass der Salzgehalt des Speichels wechselt. 

Pathologische Veranderungen beim menschlichen Speichel. 1m allgemeinen 
sind hier keine grosseren Abweichungen von der normal en Amylaseproduktion 
oder sonst auffallende Resultate gefunden worden 5. Kleinere Schwankungen 
konnen oft in Ungleichheiten der Versuchsbedingungen (Aciditat, Salzgehalt) 
ihren Grund haben. 

Bei Diabetes nach Wisel keine Veranderung. Auch bei Verdauungs
storungen des Darmes konnte Burger6 keine Abnahme der Speichelamylase 
nachweisen. Nach Jawein7 kein Effekt bei Fieber und bei Tuberkulose. 
Bei Geisteskrankheiten fand Christiani8 die Speichelamylase vermehrt. 

Tierischer Speichel. Starke Amylasewirkungen sind beim Schwein ge
funden worden, ferner bei Ratten. 

Bei Pflanzenfressern ist im allgemeinen die Amylasewirkung des Speichels 
ziemlich schwach, so z. B. beim Pferd XEllenberger und Hofmeister, 
Hayden9). Beim Rind hat C. C. Palmer10 starke zeitliche und individuelle 
Schwankungen gefunden. Die Amylase soll aus dem Blut· stammen. Siehe 
auch Blutamylase S. 380. 

Glykogenspaltung hat W. Luckingll beim Speichel vom Mensch und 
Schwein beobachtet, wahrend der Speichel der Pflanzenfresser ohne Wirkung 
auf Glykogen gefunden wurde. 

Bei Fleischfressern solI Amylase im Speichel nach Mendel und Carlson 

1 8iehe Griitzner, Pfliig. Arch. 16, 105; 1877. - Mestrezat, Bull. Soc. Chim. (4) 3, 
711; 1908. 

2 S chi 11 i n g, Jahrb. Kinderheilk. 58, 518; 1903. Siehe daselbst auch altere Arbeiten. 
3 S haw, Albany Med. Ann. 1904 naeh Bioehem. Zbt. 2, 1458; 1904. 
4 H. P r i n g she i m u. A. Be i s e r, Bioehem. Zs 148, 336; 1924. - Siehe hierzu aueh 

Hilda Walker, Biochem. JI 19, 221; 1925. 
5 Litmanowiez u. E. Miiller, Zbt. Physiol. u. Pathol. d. Stofl'w. N. F. 4, 81, 1909. 
6 Bur g e r, Miinch. med. W oeh. 43, 220; 1896. 
7 Jawein, "'iener med. Presse 1892, 578. Zitiert naeh Oppenheimer. 
8 Christiani, Zbt. med. Wiss. 506; 1905. 
9 C. E. Hay den, Amer. JI Physiol. 45, 461; 1918. 

10 C. C. P a 1m e r, Amer. JI Physiol. 41, 4; 483; 1916. 
11 W. Liicking, Deutsche tierarztl. Woch. 34, 257; 1926. 
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oft ganz fehlenl. Bei der Katze wird Amylase von der G1. submaxillaris aus~ 
geschieden. Kaninchen sezernieren Amylase aus der Parotis oder auch tiber~ 
haupt nicht 2• Fische enthalten nach Krukenberg Amylase im Speichel; 
Schlangen nach Launay (1903) nieht. 

Darstellung. Oohnheim hat schon vor langer Zeit Versuche tiber die 
Adsorption der Speichelamylase durch Oalciumtriphosphat beschrieben. Durch 
Auslosen des Enzyms aus dem Adsorbat mit Wasser wurde eine Abtrennung 
von Eiweisssubstanzen erzielt. Durch Alkohol konnte die Amylase dann 
ausgefallt werden. - Als weitere Reinigungsmethoden sind auch direkte 
Fallung des Speichels mit Alkohol oder Aussalzen vorgeschlagen worden. 
Durch Glycerinextraktion der Mundschleimhaut konnen in gewissen Fallen 
auch brauchbare Praparate erhalten werden. 

K. Myrback3 hat im hiesigen Laboratorium Adsorptionsversuche mit 
Tonerdehydrat ausgefiihrt. Durch Adsorption von 700 ccm Speichel mit 
74 ccm 5%iger Tonerdesuspension und naehfolgender Elution mit N~HP04 
wurden 250 ccm Speiehelamylaselosung erhalten, welche nach der 2 Tage 
dauernden Dialyse eine Aktivitat entsprechend Sf = 117 (Trockengewicht 
2,1 mg pro 5 ccm) besass. Bei Verlangerung der Dialysezeit auf 10 Tage war 
die Losung jedoch vollkommen inaktiviert, aueh nach Zusatz von Kochsalz 
zur BestimmungslOsung. 

Aciditatsbedingungen. Wie unten gezeigt wird, ist die Wirkung der 
Speichelamylase in erster Linie von der Anwesenheit von Neutralsalzen, und 
zwar ihrer Anionen, abhangig. Je nach der Natur dieser Neutralsalze liegt 
das Gebiet der optimal en Aciditat. 

Die ersten, nach modernen Gesichtspunkten ausgefiihrten Versuche ver
dankt man E. W. Ringer und van Trigt4, welche die Lage der optimalen 
Reaktion in Phosphat- und Acetatmischungen bei 37° zu pH = 6,00 fanden, 
und zwar ziemlich tibereinstimmend mit der Zuckerreduktionsmethode von 
Bertrand und mit der Jodmethode. In OitratlOsungen zeigte sich die Lage 
der optimal en Reaktion von der Konzentration des Puffers abhangig. 

Michaelis und Pechstein5 fan den nach Salzzusatzen folgende Wirkungs
optima: 

Salz: 
pH: 

Phosphat, Acetat, Sulfat 
6,1 bis 6,2 

Ohlorid, Bromid 
6,7 

Nitrat 
6,9. 

E. Ernstrom6 fand bei 37° bei Gegenwart von 0,058 n. Phosphat und 
0,017 n. NaOl das Optimum bei pH = 6,5. Die Verschiebung der Optimal-

1 A. J. Carlson u. Chittenden, Amer. Jl PhysioI. 26, 169; 1910. 
2 R Y an, Amer. JI Physio!. 24, 234; 1909. 
3 K. Myrback, H. 159, 1 und zwar S. 6; 1926. 
4 W. E. Ringer u. van Trigt, H. 82,484; 1912. 
5 Michaelis u. Pechstein, Biochem. Zs 59, 77; 1914. 
6 E. Ernstrom, H. 119, 190; 1922. 
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Aktivitats-pH-Kurve der Amylase ohne und mit NaC!. 
0,06 n-Phosphatpuffer. 

pH ~I I k· 10' I kM' 10' I R 

4,50 90 7,0 7 7 5 

4,86 33 10,1 30 
60 16,9 28 
90 20,9 26 28 21 

5,30 60 21,6 41 
80 I 26,6 41 41 30 

5,59 20 10,1 50 
40 19,5 54 
60 26,0 53 52 39 

6,10 20 10,8 53 
40 19,5 54 
60 26,6 55 54 40 

6,35 33 17,3 55 
60 26,6 55 
90 33,1 53 55 41 

6,80 20 6,5 31 
40 13,0 32 
75 21,6 33 32 24 

6,97 33 8,1 25 
60 14,4 25 
90 17,3 21 

I 
24 

I 
18 

7,10 33 8,7 25 
60 13,8 21 
90 17,3 21 22 16 

7,50 
I 

40 

I 
2,9 6,5 

I 
90 8,0 8,5 7,5 5,5 

Mit 0,01 n.-NaCI. 
I 

5,33 23 15,9 66 
50 28,1 64 65 48 

6,10 20 22,3 116 
45 39,6 128 122 90 

6,7 20 25,2 137 
45 40,4 133 135 100 

7,8 20 17,3 84 
45 27,4 70 77 57 

351 

bedingungen der SpeicheIamyIase bei Zusatz verschiedener Salze ist weiter 
von A. Hahn l und neuerdings im hiesigen Laboratorium eingehend von 
K. Myrback untersucht worden. Besonders aus der Arbeit des let~teren 

1 A. Hahn u. Mitarbeiter, Zs f. BioI. 71, 287, 302; 1921; 73, 10; 1921; 74, 217; 1922; 
76, 227. 
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geht hervor, dass die pH-Kurve der Speichelamylase in Gegenwart von 
Chloridionen anders als nur iIi Gegenwart von puffernden Salzen, wie Acetat 
oder Phosphat verlauft. Das Optimum der sog. Chloridamylase fand Myrback 
in Ubereinstimmung mit alteren Befunden bei pH = 6,7, wobei die redukto
metrische Bestimmungsmethode anstatt der von Michaelis und Pechstein 
angewandten Wohlgemutschen Methode verwendet wurde. Bei Gegenwart 
von nur Phosphat oder Acetat wurde wieder in Ubereinstimmung mit iilteren 
Versuchen das Optimum bei pH = 6,0-6,1 gefunden; die Aktivitiit der 
Amylase bei Gegenwart des Puffers war bei dieser Aciditat 40% von der 

5 7 8 

Fig. 44. 
I Cl'-Amylase. II Salzfreie Amylase 

{Phosphat oder Acetat). III N03'-Amylase. 

Aktivitiit bei Gegenwart von NaCI beim 
pH-Optimum der Chloridamylase (pH 
= 6,7). Das pH-Optimum der Amylase 
in Gegenwart von Phosphaten oder 
Acetaten, welche nur als Puffer wirken 
sollen, fiillt nun nach Myrback mit 
dem Optimum der salzfreien Speichel
amylase zusammen und weiter solI 
auch die salzfreie Speichelamylase 
bei dieser Aciditat eine Aktivitiit 
von 40% der Akti vi ta t der Chlorid
amylase bei deren Optimalbedin
gungen (pH = 6,7) besitzen. (Siehe 
Tabelle S. 351.) 

Bei Gegenwart von Nitrat wird 
die pH-Kurve der salzfreien SpeicheI
amylase noch weiter nach der alkalis chen 
Seite verschoben. Die Aktivitiit der 

Nitratamylase ist bei ihrem Optimum (pH = 6,9-7,0) etwa gleich der Akti
vitiit der salzfreien Amylase bei pH = 6,0. 

In Fig. 44 sind die pH-Kurven der Chlorid- und Nitratamylasen neb en 
der der salzfreien Amylase wiedergegeben. 

Mit Glykogen als Substrat fand N orris l die optimale Aciditiit bei 
pH = 6 (37°); Rona und van Ewey k 2 fanden mit ihrer nephelometrischen 
Methode bei pH = 6,5. 

Salzwirkungen. Schon aus dem im vorigen Abschnitt tiber die Aciditiits
bedingungen Gesagten geht hervor, dass Neutralsalze wie NaCI und KN03 

einen sehr bedeutenden Einfluss auf die Wirksamkeit der Speichelamylase 
austiben. 

Mit undialysierten Amylaselosungen fand K ti be 13 Aktivierungen durch 

1 R. Y. Norris, Biochem. JI 7,26; 1913; 8,421; 1914. 
2 Rona u. van Eweyk, Biochem. Zs 149, 174; 1924. 
3 K ii bel, Pfiiigers Arch. 76, 276; 1899. 
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N eutralsalze. Wird eine Speichelamylase16sung dialysiert, findet eme 
Schwachung der Aktivitat statt und bei nachfolgendem Zusatz von N eutral
salzen, wie NaCl, wird die Losung im allgemeinen (wenn die Dialyse auf nicht 
zu langer Zeit ausgedehnt worden ist, wobei irreversible Inaktivierung eintritt) 
wieder aktiver. Die meisten Forscher, welche sich mit dieser Frage beschaftigt 
haben, sind zu der Ansicht gekommen, dass die von Salzen vollstandig befreite 
Speichelamylase ganz inaktiv ist, aber bei Zusatz von NaCl wieder aktiv 
wird 1 • Das Natriumchlorid lasst sich dabei gegen andere Salze austauschen, 
obwohl die Wirkung des Chloridions besonders ausgepragt sein solI (Wohl
gemuth2). Dass Br und J ahnlich wieCI wirken, hattenNeilson undTerrya 
angegeben. Den Einfluss der Konzentration von KBr und KJ hat Fricker'" 
untersucht. 

Michaelis undPechstein 5 haben, wie erwahnt, den Einfluss von Neutral
salzen auf die Lage des pH -Optimums der Speichelamylase untersucht. 
Michaelis (Die Wasserstoffionenkonzentration, 1. Aufl. S. 75) hat den 
Resultaten folgendes zugeftigt: 

"Die Vereinigung der Amylase mit den einzelnen Anionenarten zu den 
wirksamen Komplexen stellt eine unvollstandige chemische Reaktion dar, die 
zu einem Gleichgewicht ftihrt. Die Affinitat der Amylase zu den einzelnen 
Anionenarten ist verschieden gross; sie ist sehr gross bei NOa'; nicht viel 
kleiner bei Cl', Br'; sehr klein bei S04", Acetat, Phosphat. 

Jede einzelne dieser Amylase-Komplexverbindungen stellt einen Korper 
dar, der die Eigenschaften der tibrigen Enzyme ganz regular an sich tragt; 
er ist als Enzym wirksam nur als Anion, die Wirksamkeit hangt wie sonst 
von der Aciditat abo 

Die relative enzymatische Wirksamkeit dieser verschiedenen Komplex
verbindungen auf Starke ist sehr verschieden. Am starksten wirkt die C1'
Verbindung (fast ebenso Br'); viel schwacher die NOa' -Verbindung und noch 
8ehr viel schwacher die Sulfat-, Acetat- 6 und P~osphatverbindungen." 

Auf das Problem der Salzwirkung :vird nun neues Licht durch die Ergebnisse 
von Myrback geworfen. Der Befund, dass die salzfreie Speichelamylase 
dasselbe pH-Optimum und dieselbe Aktivitat besitzt wie bei Gegenwart von 
Phosphat oder Acetat deutet darauf hin, dass die Phosphat- und Acetationen 

1 Siehe hierzu Cole, Jl of Physiol. 30, 202, 281; 1904. - Bierry, Giaja u. Henri, 
C. r. Soc. BioI. 60, 479; 1906.-E. Starkenstein, Biochem. Zs 24, 210; 1910. - Bierry, 
Biochem. Zs 40, 357; 1912. 

2 J. Wohlgemuth, Biochem. Zs 9,10; 1908. 
3 Neilson u. Terry; Amer. Jl Physiol. 22, 43; 1908. 
4 F ri c k e r, Arch. Verdau. 16, 162 u. 369; 1910. 
5 Michaelis u. Pechstein, Biochern. Zs 59, 77; 1914. 
6 Rockwood (Jl Amer. Chern. Soc. 41, 228; 1919) fand auch die Anionen der Wein

saure und der Oxalsaure sehr wenig bzw. nicht wirksarn, wahrend nach einer alteren Beob
achtung von J 0 h n (Virch. Arch. 122, 271; 1890) Oxalsaure stark hemmen solI. 
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sich iiberhaupt nicht mit der Amylase verbinden, sondern dass die Wirkung 
sich auf die Einstellung der Aciditat beschrankt. 

Auch die Sulfationen verbinden sich nach Myr back nicht mit der 
Speichelamy lase. 

Anders liegen aber die Verhaltnisse bei den Chloriden, Bromiden, Jodiden, 
welche sich mit der Amylase verb in den und damit das Aciditatsoptimum von 
pH = etwa 6 zu pH = 6,7-6,8 verschieben. Ahnliches findet bei Nitraten 
und Chloraten statt, nur scheint daR Optimum noch etwas starker (bis pH = 

I .II .lIT 

~ 501--+-----!--kf----f--\----!f---.;---t-----j 

~ 
~ 

t 

6,9-7,0) verschoben zu werden. 
Die Affinitat zum Substrat 
scheint sich dagegen nicht zu 
andern (siehe S. 360-361). 

Diese Tatsachen k6nnen nun 
so gedeutet werden, dass durch 
die Salze die elektrochemischen 
Eigenschaften der salzfreien 
Amylase geandert werden. Be-· 
trachtet man die salzfreie Amy-
lase sowie die Amylase-Sub
stratverbindung als amphotere 
Elektrolyte mit den Dissozia
tionskonstanten Ka=10 6,3 und 

10 8 Kb = 10- ,4 (Kurven IV und V 5 6 7 
PH-

Fig. 45. in del' Fig. 45), so lasst sich 
die pH-Kurve del' salzfreien 

Amylase als Dissoziationsrestkurve (Kurve VI) darstellen. Andern sich nun 
die Werte von Ka und Kb bei Chloridzusatz auf die Werte Ka = 10-81 bzw. 
Kb = 10-8,6, so erhalten wir die Kurven I und II und die Dissoziations
restkurve III (Aktivitats-pH-Kurve del' Ohloridamylase). "Eine Anderung 
del' Dissoziationskonstanten des amphoteren Enzyms durch die Anlagerung 
von C1' oder N aOI erklart also die verschiedenen maximalen Aktivitaten 
del' salzfreien Amylase und del' Salzamylasen, ohne dass man besondere 
Annahmen tiber verschiedene Affinitaten zu Starke, tiber verschiedene 
Zerfallsgeschwindigkeiten del' Enzymsubstratverbindungen usw. hinzuziehen 
muss." 

Ka Kb 

Chloridamylase . 10-8,1 10-8,6 

Bromidamylase . 10-8 ,0 10-8,4 

J odidamylase 10-7,4 10-7,8 

Salzfreie Amylase . 10-6. 3 10-8,4 
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In genau derselben Weise lassen sich die pH-Kurven der Bromid- und 
Jodidamylasen erklaren. Die verschiedenen Dissoziationskonstanten der 
verschiedenen Amylasen sind in der vorstehenden Tabelle zusammen
gestellt. 

Hinsichtlich der Bedeutung der Salzkonzentration liegen unter anderem 
Versuche mit wechselnden NaCl-Mengen von E. Ernstrom sowie· von 
Myrback vor. 

Fiir 0,058 n. Phosphatlosung und wechselnde NaCl"Mengen (mg in 
100 ccm) gibt Ernstrom (1. c.) die bei pH = 6,5 ermittelte Kurve (Fig. 46), 
welche die Konzentrationsfunktion des Kochsalzes anschaulich macht. 

Das Optimum erstreckt sich etwa von 1-1,6%0' Es ist bemerkens
wert, dass dieses mit dem NaCl-Gehalt des Speichels sehr nahe iibereinstimmt. 

Was die anorganischen 
Kationen betrifft, so be
diirfen die Angaben iiber die 
Aktivierung des Speichel
enzyms durch Ca·· (Wohl
gemuth, Bang) sowie 
durch Mg (Brunacci, Bull. 
soc. med. 80) noch weiterer 
Besta tigung. 

Organische Aktivatoren. 
Zahlreiche altere Angaben 
iiber die aktivierende Wir-

£ 
~ 

( 
I 

50 100 150 mgiVaCl 200 

Fig. 46. 

kung von Proteinen und deren Abbauprodukten1 diirften darauf zuriick
zufiihren sern, dass diese Stoffe als Puffer die Reaktionslosung der optimalen 
Aciditat nahergebracht und so die Reaktionsgeschwindigkeit vergrossert 
haben. Asparagin ist mehrfach als besonderer Aktivator bezeichnet worden. 
In neuerer Zeit hat Rockwood 2 wieder angegeben, dass a-Aminosauren, 
und zwar aliphatische wie aromatische (aIle drei Aminobenzoesauren in 
gleichem Grade) aktivieren, nicht dagegen Saureamide. Die genauere Nach
priifung unter Innehaltung der optimalen Aciditat hat aber ergeben, dass die 
beobachtete Aktivierung nicht ausschliesslich auf Aciditatsverschiebung be
ruht 3 • H. C. Sherman und F. Walk er4 teilen auch mit, dass eine Reihe 
von Aminosauren Aktivierung der Speichelamylase herbeifiihren, ohne dass 
der Effekt als pH-Verschiebung gedeutet werden kann. (Weiteres siehe unter 
Pankreasamylase. ) 

1 Siehe z. B. Roger, Soc. BioI. 64,16; 1908. 
2 Rockwood, JI Amer. Chern. Soc. 39, 2745; 1917. - VgL aber Wohlgemuth, 

1. c. 1908. - H. C. Shermau u.1\1. Caldwell, JI Amer. Chern. Soc. 44, 2926; 1922. 
3 Roc kw 0 0 d, JI Amer. Chern. Soc. 46, 1641; 1924. 
'H. C. Sherman u. F. Walker, JI Amer. Chern. Soc. 43,2461; 1921. 
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Eine aktivierende Wirkung der Galle fand Wohlgemuth1 bei der 
Speichelamylase, wie bei anderen tierischen und pflanzlichen Amylasen, und 
zwar auch, wenn er wegen des Kochsalzgehaltes der Galle korrigierte. Wesent
lich ist in dieser Arbeit der Nachweis, dass der aktivierende Bestandteil der 
Galle eine kochbestandige und dialysable Substanz ist. 

Die Behauptung von Buglia2, dass die aktivierende Wirkung der Galle 
durch die Natriumsalze der Glykocholsaure und Taurocholsaure bedingt sei, 
hahen Wohlgemuth3 und Minami nicht bestatigen k6nnen. 

Auch im Serum sehr vieler Tiere und deren Organen fand Wohlgemuth 
(1. c. 1911) eine kochbestandige dialysable Substanz, welche alle tierische 
Amylasen aktiviert. Diese Substanz ist noch unbekannt; sie ist sicher nicht, 
wie behauptet worden ist, Lecithin, denn dieses ist nach neueren Unter
suchungen' auf Speichelamylase ohne Wirkung. K. Hizume5 fand die Ver
starkung der verfliissigenden Kraft des Speichels durch verdiinntes Serum 
gleich gross der Verstarkerung der verzuckernden. 

Aktivierung durch das Hefe-"Komplement". H. Pringsheim und 
A. Beiser (1. c.) haben einige Versuche mitgeteilt, aus welchen hervorzugeheri 
scheint, dass das sog. "Hefe-Komplement" der Amylase die Wirksamkeit 
der Speichelamylase et'was steigert, indem 100% Maltose aus der Starke 
entstanden, wahrend ohne Komplement in derselben Zeit 93 bis 96% Maltose 
erhalten wurden. 

a) Paralysatoren. 

Anorganische Stolte. U. Olsson 6 hat die Wirkung von freiem Jod auf 
die Speichelamylase untersucht. Bei einer Jodkonzentration von 1,6 .10-5 n. 
wurde bei pH = 6,4 und bei Gegenwart von 0,017 n~-NaCl die Aktivitat nach 
11 Minuten, 17 und 38 Stunden Einwirkungsdauer eine Aktivitatsverminde
rung von 52 bzw. 57 und 64% gefunden. Die Amylase scheint also in sehr 
kurzer Zeit zu einem gewissen Betrag inaktiviert zu werden, und dann tritt 
eine weitere, langsamer verlaufende, fortgesetzte Inaktivierung ein (vgl. 
hierzu die Jodinaktivierung der Saccharase 7). 

1 Wohlgemuth, Biochem. Zs 21, 432; 1909. - Groll (Ned. Tijdschr. Geneesk. 64, 
1920) untersuchte neuerdings die Galle selbst, also die Summe aller Gallenbestandteile und 
fand eine .Aktivierung der Speichelamylase nur bei geringer Gallenkonzeu"tration (0,1 %), 
wah rend mittlere Konzentrationen keine und Konzentrationen fiber 50/ 0 eine hemmende Wirkung 
ausfibten (vgI. die Ergebnis.se bei der Pankreasamylase S. 370). 

2 Buglia, Biochem. Zs 25, 239; 1910. 
• Siehe Wohlgemuth, Biochem. Zs 33, 302; 1911. 
& Lapidus, Biochem. Zs 30,39; 1911. - Starkenstein, Biochem .. Zs 33,423; 1911. 

Minami, Biochem. Zs 39, 355; 1912. 
5 K. Hizume, Biochem. Zs 146,52; 1924. 
S U. Olsson, H. 117. 91 und zwar S. 120; 1921. 
7 Euler ~. Josephson, H. 127, 99;.1923. 
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Aus emer Reihe alterer Arbeiten 1 schien hervorzugehen, dass Fluoride 
die Amylase hemmen. Dieses Ergebnis diirfte jedoch auf Aciditatsverschie
bungen zuriickgefiihrt werden miissen, denn My r b a c k (1. c.) fand bei 1nne
haltung konstanter Aciditat KF ohne jede Wirkung. Mit KCN in geringen 
Mengen wurde starke Hemmung gefunden. 

Hinsichtlich des inaktivierenden Einflusses von Schwermetallsalzen 
hat Hat a 2 einige Versuche mitgeteilt, und zwar iiber Hg-1naktivierung. Eine 
von U. 0 Iss 0 n 3 angestellte Versuchsreihe zeigt, dass auch die 1naktivierung 
der Speichelamylase durch CuS04 eine mit der Zeit fortschreitende Reaktion 

ist. Die 1naktivierung durch CuS04 100r--,---..:::-r---::;O<>Oo:::::r-----,--......, 

wurde auch von H. C, Sherman und 
M. \V a y man 4 untersucht. 

Eingehend hat M y r b a c k 5 die 
Schwermetallsalzinaktivierung der Spei
chelamylase untersucht. Er findet, ~ 
dass die 1naktivierung durch Kupfer-, ~ 
sowie Quecksilbersalze als Salzbildung ~501--+--+---l.:-\:--+;::;\---t+--; 

der Chloridamylase mit dem Schwer- ~ 
metallsalz gedeutet werden kann. Die t 
bei Variation der Aciditat erhaltenen 
Vergiftungskurven verlaufen parallel 
mit clem absteigenden Ast der Akti
vitats-pH -Kurve cler Chloridamylase 
(Fig. 47). BeiAbwesenheit von Chloriden 
wurde gefunclen, class die 1naktivie
rungskurve als zusammengesetzt aus 

Ol...--!:-----=----=---:!:--~ 
5 J1H~ 7 8 9 

der pH -Kurve cler unvergifteten Kurve 
trachtet werden kann. 

Fig. 47. Inaktivierung durch CuSO, 
bei wechselnder Aciditat. 

und der Salzbildungskurve be-

Die durch eine gewisse Quecksilbersalzmenge bewirkte 1naktivierung der 
iibrigens salzfreien Amylase ist betrachtlich grosser als die der Chloridamylase. 
Die 1naktivierung durch Silbersalze wurcle mit cler salzfreien Amylase unter
sucht. Die genaue Untersuchung der Einwirkung von Silberionen auf die 
Chloridamylase ist natiirlich wegen der Schwerloslichkeit des Chlorsilbers 
kaum au sfiihrbar. 

Nach Myrback bedingt Phosphatpu£fer eine nicht unbetrachtliche Re
generation cler Cu" -inaktivierten Amylase. Noch starker wird die inaktivierte 

1 Wohlgemuth, I. c. 1908, S. 18. - Rockwo d, Jl Amer. Chem. Soc. 41, 228; 1919. 
Kiibel (1, c. 1899) sowie Patten u. Stiles, Amer. JI Physiol. 17, 26; 1906 fanden eine 
Beschleunigung. 

2 lIata, Biochem. Zs 17, 156; 1909. 
3 e. Olsson, H. II7; 1921. 
4 H. C. Sherman u. M. Wayman, Jl Amer. Chem. Soc. 43, 2454; 1921. 
5 l\I Y r b a c k, H. 159, und zwar S. 48 u. fl.; 1926. 
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Amylase durch Glykokoll, beinahe vollstandig durch Ferrocyankalium 
regeneriert. 

Die Untersuehung derEinwirkung von Phosphorwol£ramsaure (und 
Pikrinsaure) ergab, dass die Inaktivierung der Chloridamylase durch diese 
Reagenzien in einfachster Weise als eine Salzbildung der als Base fungierenden 
Amylase erklart werden kann. Myrback teilt auch einige Versuche mit 
salpetriger Saure mit. Eine deutliehe Inaktivierung tritt ein, jedoch ist die 
Amylase bei den betreffenden Aciditaten recht instabil. Die Verbindungen 
der Speiehelamylase mit NaCI, KCI oder NaNOs sind gegen HN02 viel emp
findlicher als die salzfreie Amylase. 

Den Einfluss einiger Arsen- und An1imonverbindungen auf die Speichel
amylase haben Smorodinzew und Iliin1 untersucht. 

Organische Stoffe. ptyalin ist, wie schon Bd. 1, S. 239 erwahnt, gegen 
50%igen Alkohol verhaltnismassig unempfindlich. Formaldehyd inaktiviert 
in 0,05 n.-Lasung in 1 Stunde urn rund 50% (U. Olsson). Dagegen ist Anilin 
nach dem gleichen Autor ein weniger starkes Gift gegen Ptyalin; die Inakti
vierung nimmt mit der Zeit zu (in 1/40 n.-Anilinlosung verlor das Enzym nach 
70 Minuten 9%, nach 27 Stunden 30% seiner Aktivitat). Die Ergebnisse 
von Smorodinzew und N owokoH2 konnen wegen fehlender Aciditats
angaben nicht verwertet werden. Tannin inaktiviert nach Myrback die 
Speichelamylase sehr stark und zwar mit zunehmender Aciditat starker. 
Die Inaktivierung ist weiter von der Einwirkungszeit abhangig. 

Kendes gibt an, dass der enzymatische Abbau der Starke und des 
Glykogens durch Seifen der hoheren Fettsauren gehemmt wird, gleichgiiltig, 
ob man ·Speichel-, Pankreas- oder Malzamylase verwendet. Es bleibt nach
zusehen, ob es sich hier nicht urn eine Aciditatsbeeinflussung handelt. 
Benzylalkoho1 4 fallt Eiweiss und hemmt schon in sehr grosser Verdiinnung. 

b) Kinetik. 

Schon der Umstand, dass es sich beim Starkeabbau wahrscheinlich nieht 
urn eine 'einzige Reaktion handelt, sondern urn eine Reihe von (enzymatisehen 
und vielleieht auch nichtenzymatischen) Teilreaktionen, erschwert die Deutung 
der kinetischen Resultate. Unzweifelhaft verlaufen die verschiedenen Teil
reaktionen bei Anwendung ungleichartigen Enzymmaterials in verschiedenem 
Umfang und mit variierenden Geschwindigkeiten. Dazu kommt noeh die 
Frage, ob und in welchem Grad das Substrat - in der Regellosliche Starke -
als einheitlicher Stoff betrachtet werden kann. In gewissen Fallen muss auch 

1 Smorodinzew u. Iliin, Biochem. Zs 141,297; 1923, 
2 Smorodinzew u. Nowokoff, Biochem. Zs 140, 12; 1923. 
3 Kende, Biochem. Zs 82, 9; 1917. 
4 J. Jacobson, Soc. BioI. 83,1054; 1920. 
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damit gerechnet werden, dass das Endprodukt der eigentlichen Amylolyse, 
die Maltose, . durch vorhandene Maltase weiter gespalten wird. 

Schon 1885 ist es Chittenden und seinen Mitarbeitern 1 aufgefallen, dass 
die Spaltung der Starke durch Speichelamylase nicht glatt zur Bildung der 
theoretischen Menge reduzierender Maltose fiihrt, sondern dass die Reaktion 
friiher zum Stillstand kommt. Man hat diese Hemniung, welche man auch 
bei der Wirkung der Pankreas- und der Malz-Amylase wiederfindet, der durch 
die Reaktion gebildeten Maltose zugeschrieben, indem man einerseits an das 
Auftreten eines Gleichgewichtszustandes zwischen Substrat und Reaktions
produkten gedacht hat, wie etwa das Gleichgewicht zwischen einem Ester 
und Alkohol + Saure, oder indem man angenommen hat, dass das Enzym 
ganz oder zum Teil von der Maltose gebunden wird. Eine solche Bindung ist 
ja in anderen Fallen bereits nachgewiesen, besonders genau zwischen Saccharase 
sowie ,B-Glucosidase und verschiedenen Zuckern. 

Mc Guigan2 , der ebenfalls von einem Gleichgewicht spricht, das ein
treten solI, wenn etwa 70% der Starke verzuckert sind, findet jedoch durch 
seine eigenen Versuche, dass die Hemmung durch Maltose und Glucose nicht 
ausreicht, um die Verlangsamung der Reaktion nach Spaltung von etwa 700f0 
Starke zu erklaren; er meint, dass ein anderes, noch unbekanntes Abbau
produkt starker hemmen muss als Maltose. Das Enzym war beim "Gleich
gewicht" noch aktiv. 

Nunmehr muss es als festgestellt angesehen werden, dass der Stillstand 
der Reaktion nach Bildung von rund 70% der theoretisch m6glichen Maltose
menge dadurch zustande kommt, dass ein Teil der Starke in unspaltbare 
oder nur sehr schwer spaltbare sog. Restk6rper ubergeht, wie das sog. 
Trihexosan (Pringsheim), welches aus der Amylopektinfraktion der Starke 
entstehen solI. Bei Anwesonheit des sog. Hefe-Komplements werden aber 
1000f0 Maltose gebildet. 

Mit seiner allerdings nicht besonders genauen Methodik3 fand Mc Guigan, 
dass in 30 Minuten von der gleichen Speiohelmenge prozentisch angenahert 
gleich viel Starke verzuckert wird, wenn die Konzentration der l6sliohen 
Starke (Merck) von 2-100f0 variiert wurde; in verdunnteren L6sungen 
wurde prozentisch weniger verzuckert. Ferner erzeugt nach seinen Versuohen 
das gleiche Volumen Speichel in wachsenden Mengen l0f0iger Starke16sung 
innerhalb gleicher Zeiten die gleiche Menge Zucker. 

Einige nach der Jodmethode und der Verzuckerungsmethode (Bertrand) 

1 R. H. Chittenden u. Martin, Trans. Conn. Acad. 7, MaIys Jb. 15,263; 1885. -
Chittenden u. Smith, eb.6; Chittenden u. Painter, eb. 7; MaIys Jb. 15, 256 fl. 
1885. Zitiert nach Oppenheimer-Kuhn. 

2 Me Guigan, JI BioI. Chern. 39, 273; 1919. 
3 Auch in den iiiteren Arbeiten (Maszewski, H.31, 58; 1900. - BielfeId, Zs f. 

BioI. 41,360; 1901. - Simon, JI de Phys. Pathol. 9, 261; 1907) bIeibt der Einfluss der 
Aciditiit und der N eutraIsaIze ganz unberiicksichtigt. 
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angestellte vergleichende Versuchsreihen von C. L. Evans l ergaben, dass in 
30f0igen Starkelosungen bei 46% bei kleinen Enzymmengen die An£angs
geschwindigkeit proportional der Enzymmenge E ist. 

E 
Ofo Maltose in 10 Min. 

1 
0,077 

2 
0,150 

3 
0,202 

5 
0,385 

Bei kleinen Enzymmengen sind also auch die Reaktionskoeffizienten k 
(berechnet unter Annahme eines Endzustandes nach 75% des theoretisch 

Dialysierte Starke. Amylasepraparat: Sf = 117. 0,03 mol. 
Phosphatpufier. 0,02 n.-NaCI. pH = 6,9. 

% Starke t 

0,095 1 
2 
3 

0,19 1 
2 
3 

0,48 2 
4 
6 

0,96 2 
4 
6 

1,91 2 

M 

1,3 
2,3 
2,9 

1,7 
3,3 
4,5 

4,0 
7,5 

10,5 

4,6 
9,2 

12,8 

4,6 

mg Maltose 
----'~----c-- anfangs 

Minute 

1,4 

1,8 

2,0 

2,3 

moglichen Umsatzes) 
proportional der im ge
gebenen Volumen ent
haltenen Enzymmenge. 

M y r b a c k 2 teilt 
auch mmge Versuchs-
reihen iiber die Kinetik 
der Chlorid- und der 
Nitratamylase mit. Die 
mit Variation der Starke-
konzentration ausge-
£iihrten Versuche mit 
der Chloridamylase sind 
III der nebenstehenden 
Tabelle zusammenge-
stellt. 

Die halbe maximale 
4 
6 

9,6 
14,0 

2,4 
Reaktions -Geschwindig
keit diirfte hiernach der 

Starkekonzentration 0,070f0 entsprechen. Die Aktivitats-[SJ-Kurve der Nitrat
amylase hat einen ahnlichen Verlauf und man kann hieraus schliessen, dass 
die geringere Wirksamkeit der Nitratamylase kaum auf einer geringeren 
Affinitat zum Substrat beruhen kann. Schon in etwa 1 %iger Starke16sung 
haben beide Amylasen das Maximum ihrer Wirksamkeit erreicht, und es ist 
nicht moglich, durch vergrosserte Substratkonzentration die Aktivitat der 
Nitratamylase zu steigern. Weitere Versuche mit der J odidamylase und der 
salzfreien Amylase stiitzen die AU£fassung, dass die verschiedene Aktivitat 
det Amylase und ihrer Salzverbindungen nicht auf verschiedene Af£initaten 
zum Substrat beruhen. 

Eine wirkliche Affinitatsmessung ist natiirlich wegen der unbekannten 
Molekulargrosse der Starke nicht ausfiihrbar. Es erscheint weiter nicht un
wahrscheinlich, dass die Aktivitats-[SJ-Kurve von der Enzymkonzentration 

1 C. L. E van s, JI BioI. Chern. 39, 273; 1919. 
2 Myrback, loco cit. S. 36 u. ff. 
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abhangig ist, und zwar wegim der hochmolekularen Beschaffenheit von sowohl 
Enzym wie Substrat, und diese beiden Stoffe also in Konzentrationen von 
ahnlicher Grassenordnung vorhanden sein kannen, wahrend bei den modernen, 
genauen Affinitatsmes
sungen die Substratkon
zentration immer von 
einer viel haheren Gras-
senordnung als die En
zymkonzentration ist. 

Die nebenstehenden 
Versuchsreihen von My r
b a c k tiber den Verlauf 
der Spaltung durch die 
Chlorid- und die Nitrat
amylase seien noch an
geftihrt. 

In der Arbeit von 
R. Kuhn (Lieb. Ann. 
443, 1) finden sich einige 
Versuche tiber die lang
same Verzuckerung des 
"Pankreasgrenzdextrins' 
und des "Malzgrenzdex
trins" durch Speichel
amylase. 

c) Einfluss 
der Temperatur. 

Was zunachst die 
Temperaturstabilitat des 
Ptyalins selbst betrifft, so 
ist dieselbe stark von der 
Aciditat abhangig; diese 
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Funktion ist zum ersten Male von E. Ern s t ram 1 einwandfrei festgestellt worden~ 
In zugeschrnolzenen Riihren wurde die Enzyrnliisung 60 Minuten' lang bei verschiedener 

Aciditat auf 500 gehalten. Nach der Erhitzung wurden die Liisungen zur Starkeverzuckerung 
verwendet, welche bei optirnalern pH (6,5) in Gegenwart von 100 rng NaCI bei 370 aus
gefiihrt wurde. 

Die Fig. 48 zeigt, dass das Ptyalin bei pH = 6,0-6,1 am stabilsten ist, 
also in etwas sauererer Lasung als der maximalen Wirkung (6,5) entspricht. 

Uber die Maglichkeit, durch fraktionierte Hitze-Inaktivierung die starke
lasende und starkeverzuckernde Kraft des Speichels ungleichmassig zu 

1 E. Ernstriirn, H. 119, 190 und zwar S. 228 u. ff.; 1922. 
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beeinflussen und so Aufschliisse uber das eventuelle Vorkommen verschiedener 
Amylasekomponenten zu erhalten, geben die frtiheren Arbeiten keinen sicheren 
Anhaltspunkt. Nach Bourquelotl kann man einer Amylase durch ge
eignetes Erhitzen die Fahigkeit zur Endverzuckerung nehmen, wahrend sie 
gegenuber den ersten Teilreaktionen des Starkeabbaues ungeschwacht wirksam 
bleibt. Dies wird aber von Slosse und Limbosch2 bestritten; diese konnten 
keine verschiedenen Temperaturempfindlichkeiten eventueller Amylase-Kom
ponenten feststellen und nehmen deshalb nur eine einzige Speichelamylase an. 
Es muss auch bemerkt werden, dass eine Verschiebung der beiden Wirkungen 
in einem Enzympraparat nicht ohne weiteres als ein Beweis fur die "Zwei
Enzymtheorie" betrachtet werden dad; bei einer solchen Verschiebung konnen 

/ '\ L -

/ '\ I , 
\ 

\ 
~ 

5 6 7 8 25 50 100 mg /VaCl 
O,085n O,17n 

Fig. 48. Fig. 49. 

namlich ungleichmassige Verschiebungen der Mfinitaten der Amylase zu den 
hoheren und niederen Starkeprodukten eingetreten sein. 

Einen ausserordentlich starken Einfluss auf die Stabilitat hat der Koch
salzgehalt der Losung, wie sich aus der Fig. 49 (Ernstrom) ergibt. 

Die in der Abszisse angegebenen l\Iilligramm N aCI beziehen sich auf 11 cern Losung (1 cern 
Enzymlosung + 5 cern Phosphatlosung + 5 cern Wasser); darunter steht die NaCI-Normalitat. 
Optimales pH; 1 Stunde auf 55° el'hitzt. N aeh Abkiihlung 1 ccm diesel' Enzymlosung + 50 cern 
20f0iger Stal'kelosung + 49 cern Phosphatlosung + 2 g NaC!. 37°. Optimales pH. 

Die Stabilitat ist in einer etwa 0,1 n.-NaCl-Losung etwa 25 mal so gross 
wie in der praktisch NaCl-freien Losung3 • Bei weiter steigender NaCl-Kon
zentration sinkt dann die Stabilitat wieder, wie die folgenden Zahlen Ern
stro ms zeigen: 

mg NaCI in 11 cern Losung 
100 

1000 
2000 

N aCI-N ormalitat 
0,17 
1,7 
3,4 

1 Boul'quelet, C. r. 104, 576; 1887. 

Relat. Reakt. konst. 
100 
58,5 
17 

2 S los s e u. Lim b 0 s e h, Arch. intern. Physiol. 6, 365; 1908. - Siehe aueh K. Hi z u me, 
Biochem. Zs 146, 52; 1924. 

3 Vgl. hierzu die Angaben von Vernon beziiglich Pankreas-Amylase S. 368. 
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Die Kochsalzkonzentration der grossten Stabilitat ist also etwa 10 mal 
so gross wie die Kochsalzkonzentration der grossten Aktivitat; dabei ist 
allerdings zu bedenken, dass der Ein£luss des Kochsalzes auf die Aktivitat 
bei 37°, derjenige auf die Stabilitat bei 55° festgestellt wurde. 

Ausser durch N aCl wird die Amylase durch das Substrat wie auch durch 
Maltose, sowie Glucose gegen Hitzeinaktivierung geschiitzt, auch Rohrzucker 
und Fructose schiitzen gegen Hitzeinaktivierung, aber weniger als Maltose 
oder Glucose (K. Hizume1). 

Ernstro m fand das Enzym um so temperaturempfindlicher, je verdiinnter 
es war, obwohl Aciditat und NaCl-Konzentration konstant waren. Als 
Totungstemperatur (siehe 1. Teil S. 272 u. ff.) der Speichelamylase gibt er bei 
Abwesenheit von NaCl 51,5-52°, bei optimaler NaCl-Konzentration etwa 
57,5° an 2 • 

Einfluss der Temperatur auf die Reaktionsgeschwindigkeit. S los s e und 
Limbosch (l.c.) finden ein offenbar £laches Maximum der Reaktions
geschwindigkeit zwischen 50° und 58°, wahrend Evans 46° als "optimale 
Temperatur" bezeichnet. Wie im 1. Band dieses Werkes naher auseinander
gesetzt wurde, lasst sich eine "Optimaltemperatur" nicht allgemein fest
steUen. Als Temperaturkoeffizient kt +10: kt kann fiir das Temperaturgebiet 
10-30° rund 2 angegeben werden, Q ist dann etwa 12000. Zwischen 300 
und 40° wachst Q stark mit der NaCl-Konzentration (Ernstrom). Von 30° 
.an sinkt der Temperaturkoeffizient stark, moglicherweise zum Teil deswegen, 
weil sich die Verbindung Ptyalin-NaCl dissoziiert. Bei kleinen NaCl-Mengen 
faUt der Temperatur-Koeffizient, bzw. Q, zwischen 40° und 45° auf 0, dagegen 
ist Q bei optimalem N aCl im gleichen Temperaturgebiet rund 8000; auch 
zwischen 30° und 40° andert sich Q stark mit dem NaCl-Zusatz (Ernstrom). 

Hinsichtlich del' Wirkung von Strahlungen sei auf das im 1. Teil, 
S. 282 u. ft. Gesagte hingewiesen. 

Anhang. 
Starkekorner als Substrat. 0. Hammarsten3 hat bereits 1871 fest

gesteUt, dass Speichel die rohen Korner der verschiedenen Starkesorten mit 
verschiedener Geschwindigkeit angreift. (Siehe Tabelle S. 364.) 

Diese Unterschiede beruhen in der Hauptsache auf der Verschiedenheit 
del' die Starkekorner umgebenden Schicht; sie fallen, wie Hammarsten 
nachwies, fort, wenn die Starkekorner fein gemahlen oder gekaut werden. 
Dass also die verschiedenen Starken durch Amylasen, und zwar sowohl tierische 

1 K. Hizume, Biochem. Zs 146, 52; 1924. 
2 Hinsichtlich der Angaben iiber Steigerung der Aktivitat inaktivierter Amylase wird 

auf den 1. Teil, S. 269-270 hingewiesen. 
3 Ham mars te n, Uppsala lakareforen. fOrhandl. 6, 471; 1871, - Verschiedene Starken 

sind spater untersucht worden von Sol era, Mal y s Jb. 1885. - Lea, Jl of Physiol. 11, 
234, 1890. - K ii bel, Pflug. Arch. 77, 276; 1898. 
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Starke Zucker nach Starke Zucker nach 

Kartoffel 2-4 Stunden Korn 10-15 ~Iinuten 
Erbsen P/4-2 

" 
Hafer 5- 7 

Weizen 1/2-1 Stunde Roggen 3- 6 
" Mais 2- 3 
" 

als pflanzliche, annahernd gleich schnell gespalten werden, wird durch eine 
Untersuchung von Sherman, Florence Walker und M. L. Caldwell1 

bestatigt. 

II. Pankreas·Amylase. 
Bouchardat und Sandras 2 entdeckten 1845 die Fahigkeit des Pankreas

saftes, Starke zu verzuckern. 

bfters ist behauptet worden, dass die Pankreasamylase mit der Speichel
amylase identisch ist. Indessen hat man zwischen beiden Enzymen Unter
schiede beobachtet3 • 

Vorkommen. Unter den untersuchten Pankreassaften bzw. Extrakten 
scheint derjenige des Schweines am meisten Amylase zu enthaIten4; schwacher 
wirken Hunds, Rind4 und Schaf4,6 in einer nicht iibereinstimmend fest
gestellten Ordnung. Auch im Embryo yom Rind ist Pankreasamylase nach
gewiesen worden 7 • Kommt nach Zweifel nicht bei neugeborenen Menschen 
vor. SoIl bei Pankreaserkrankungen zuweilen fehlen. 

Den Amylasegehalt des Pankreas fand Griitzner (1876) zu verschiedenen 
Zeiten nach aufgenommener Nahrung verschieden gross. 

Dass der Pankreas sowohl der Menschen als aller daraufhin untersuchten 
Tiere hinsichtlich des AmylasegehaItes aIle anderen Organe weit iibertrifft, 
geht aus einer Untersuchung von Hirata8 hervor. 

Darstellung. Als Ausgangsmaterial kommt zunachst der Pankreassaft in 
Betracht, wie man ihn am besten durch permanente Fisteln gewinnt; einfacher 
gestaItet sich die Gewinnung der Amylase aus frischer oder getrockneter 
Pankreasdriise, welche mit Wasser bzw. Salz16sung ausgezogen wird (N orris). 

1 Sherman, Florence Walker u. ~I. L. Caldwell, Jl Amer. Chern. Soc. 41,1123; 1919. 
2 Bouchardat u. Sandras, C. r. 20, 143, 1085; 1845. 
3 Siehe hierzu z. B. Vernon, Jl of Physiol. 28, 156; 1902. - H. Pringsheim u. J. 

Lei bow i t z, Chern. Ber. 59, 991; 1926. Man vergl. auch das verschiedene Adsorptionsver
halten der Pankreas- und Speichelamylase, welches jedoch nicht gegen die Identitat der wirk
samen EnzymbestandteiIe sprechen muss. 

4 Roberts, Proc. Roy. Soc. 32, 145; 1910. - Floresco, Soc. BioI. 48,77; 1896. 
5 C. Hamburger, Pflug. Arch. 60, 545; 1895. 
6 Vernon, loco cit. 
7 Stauber. Pflug. Arch. 114,619; 1906.- ' 
8 Hirata, Biochem. Zs 27, 385; 1910. - L. H. Davis u, Ross (1921); Hauptquelle 

der Blutamylase (siehe S. 380). 
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Die Extraktion mit Glycerin (v. Wittich, Vernon l ) fiihrt nach den Er
gebnissen von Willstiitter, Waldschmidt-Leitz und Hesse 2 zu sehr 
guten und haltbaren RohlOsungen, welche sich fiir die weitere Reinigung 
elgnen. 

Die ersten Erfolge bei der Reinigung der Pankreasamylase hatten Sher
man und seine Mitarbeiter3. Sherman und Schlesinger fanden das 
Enzym in 50 Ofo igem Alkohol ziemlich stabil. Sie extrahieren 20 g trockenes 
Pankreaspulver mit 200 ccm 500f0igem Alkohol wiihrend 5-10 Minuten und 
filtrieren. Das Filtrat wird mit dem 7fachen Volumen einer Mischung von 
1 Teil Alkohol und 4 Teilen Ather gefiillt. N ach 15 Minuten hat sich ein oliger 
Niederschlag gebildet, welcher durch Dekantieren von der Losung getrennt 
und wieder in moglichst wenig Wasser gelost wird. Bei Zusatz zu der 5fachen 
Menge Alkohol fallen nun Flocken aus, die man bei Zimmertemperatur absitzen 
liisst und dann abfiltriert. Man lOst den Riickstand in 200-250 cern 500f0igem 
Alkohol, der etwa 5 g Maltose enthiilt. Aus einem Kollodiumsack wird hierauf 
die Losung gegen 2000 ccm 500f0igem Alkohol dialysiert, welchen man im 
Verlauf von 40 Stunden noch zweimal erneuert. Schliesslich wird der Inhalt 
des Kollodiumsacks filtriert und in das gleiche Volumen Alkohol-Ather 
eingetragen. Auf diese Weise wird ein Priiparat von ziemlich hoher Wirk
samkeit erhalten. Allerdings wird durch diese Methodik - wie Sherman, 
Garard und La Mer zeigen - nur etwa 50f0 von der im Ausgangs
material vorhandenen Amylase in gereinigtem Zustand wieder gewonnen. 
Die Priiparate enthalten auch noch eine Protease und etwas Maltase. 

Die Wirksamkeit der von Sherman und seinen Mitarbeitern in der 
angegebenen Weise dargestellten Priiparate, welche die charakteristischen 
Reaktionen der Eiweisskorper geben, entsprechen 3600 Einheiten in der 
angewandten Skala "n. Sk.". Dies entspricht, unter Beriicksichtigung der 
Temperaturkoe££izienten der Stiirkespaltung, S f = etwa 115. 

Bedeutende Fortschritte in der Reinigung der Pankreasamylase haben 
dann Willstii tter, Waldschmid t-Lei tz und Hesse4 erzielt. Ais Ausgangs
material verwenden diese Forscher die aus getrockneter Pankreasdriise ge
wonnenen Glycerinausziige. Diese Rohextrakte kliirt man durch Verdiinnen 
mit dem 5 fachen Volumen Wasser; dabei fiillt ein reichlicher Niederschlag 
aus, mit dem sehr wenig Amylase und Trypsin, aber etwas mehr, z. B. 15% 
adsorbierte Lipase verloren gehen. Die Trennung der Amylase von der Lipase 
gelingt mit Aluminiumhydroxyd, welches bei einmaliger Behandlung in 
schwach saurer Losung etwa 90% der Lipase adsorbiert. Durch cine zweite 

1 Ye r non, Jl of Physiol. 29, 302; 1903. 
2 Wills tatter, Waldschmidt-Leitz U. Hesse, H. 126, 143; 1923. - Will

statter u. Waldschmidt-Leitz, H. 125, 132 und zwar S. 153 U. 159; 1923. 
3 H. C. Sherman u. Mitarbeiter, JI Amer. Chern: Soc. 33, 1195; 1911; 34,1104; 1912; 

25, 1790; 1913; 37, 1305; 1915; 40, 1138; 1918; 42, 1900; 1920. 
4 Wills tatter, Waldschmidt-Leitz u. Hesse, H. 126, 143; 1923. 
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Behandlung mit der Halfte der rur die Adsorption der Hauptmenge der Lipase 
angewandten Aluminiumhydroxydmenge wird die Lipase vollstandig entrernt. 
Die Restlasung enthalt dann gewahnlich 70-800f0 der Amylase. Zur Ver
meidung von Zerstarung der Amylase wird diese Restlasung sorort neutralisiert. 

Zur Trenntmg der Amylase vom Trypsin wird zweimal mit Kaolin in 
schwach essigsaurer Lasung adsorbiert. Bei der ersten Kaolinbehandlung wird 
Trypsin neben einem Teil der Amylase adsorbiert. Bei der zweiten Kaolin
behandlung wird der Rest des Trypsins adsorbiert, ohne dass Amylase dabei 
mitgeht. 

"Die Adsorptionsmethode hat demnach als Restlasung das diastatische 
Enzym trypsinrrei, als Elution aus dem Kaolin das Trypsin rrei von Amylase 
gelierert. 

Die Amylase berindet sich in der enzymatisch homogenen Lasung in uber 
12 mal konzentrierterem Zustand als in dem geklarten Glycerinauszug." 

Die weitere Reinigung der von Lipase und Trypsin berreiten Pankreas
amylase gelingt nach Willstatter, Waldschmidt-Leitz und Hesse durch 
Adsorbieren des Enzyms mit Tonerdehydrat in mindestens 50% Alkohol 
enthaltender L6sung. Ohne Alkoholzusatz wird die Amylase von Tonerde
hydrat kaum aurgenommen. Das in der Zentriruge abgetrennte Adsorbat 
wird mit ammoniakalischem Phosphat angeruhrt, welches aur 114 ccm 1 Ofoiges 
(NH4)zHP04 6 ccm n.-NHs und 80 ccm 870f0iges Glycerin enthalt. Die zwei
malige Elution ergab sogar 1200f0 Ausbeute an wirksamer Amylase. (Wird 
das Trockengewicht nach der Dialyse in Rechnung gezogen, betragt. der 
Amylasewert etwa 64 entsprechend S f = etwa 1205.) 

In einer spateren Arbeit haben Willstatter, Waldschmidt-Leitz und 
Hessel das AdsorptionsverhaIten der Pankreasamylase naher untersucht und 
die Methodik der Reinigung etwas abgeandert. Sie trennen nunmehr die 
Lipase in einer Operation abo Die Abtrennung vom Trypsin solI am zweck
massigsten mit kleinen Mengen und so rasch als maglich ausgeriihrt werden. 
"Aus der enzymatisch einheitlichen, neutral en L6sung lasst sich die Amylase 
durch Tonerde adsorbieren, und zwar auch ohne Gehalt der Lasung an Alkohol. 
Die Adsorbate wurden mit glycerinhaltigem 22/S basischem Ammonphosphat 
eluiert, und nach Ausfallen der Phosphorsaure mit Magnesiamischung und 
N eutralisieren mit Essigsaure die Adsorption wiederholt. Bei erneuter Ver
arbeitung der erhaItenen Adsorbate gelang die Adsorption mit grasseren Mengen 
der Tonerde auch ein drittes Mal. Der Reinheitsgrad des Enzyms verbesserte 
sich einigermassen, aber eine durchgreifende Trennung von den Koadsorbentien 
wird auf diese Weise nicht erzielt." 

Hinsichtlich des Einflusses der Verdunnung und des Verhaltens bei 
rraktionierter Adsorption wird aur das Original hingewiesen. 

1 WillstiLtter, Waldschmidt-Leitz u. Hesse, H. 142, 14; 1925. 
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Die Verarbeitung der frisch verarbeiteten Glycerinauszuge ergab nach 
Wiederholung des Verfahrens der Adsorption mit Tonerde aus wassrig-alkoholi
scher Lasung einen ebenso gunstigen Amylasewert (62; Aktivitat vor der 
Dialyse, Trockengewicht nach derselben!) wie die beschriebene fruhere mit 
gealtertem Auszug durchgefuhrte Methode. 

Bei den besten Praparaten aus Wills tatters Laboratorium waren die 
Millonsche und die Ninhydrinreaktionen negativ, wahrend die Reaktion 
von Molisch einen· geringen Gehalt an Kohlenhydrat anzeigte. 

1m Gegensatz hierzu findet Sherman!, dass auch nach der Methode 
von Willstatter, Waldschmidt-Leitz und Hesse gereinigte Praparate 
wie seine friiheren von protein
ahnlicher N atur sind. 

Die Adsorption der Pankreas
amylase an Tierkohle hat neuer
dings Z. U nna2 eingehend unter
sucht. 

a) Aciditatsbedingungen. 

Altere Bestimmungen uber 
den Einfluss von Sauren und 
Basen auf die Wirksamkeit der 
Pankreasamylase sind durch die 
von Sherman, Thomas und 
B al d win 3 bei Gegenwart von 
NaCl festgestellte Kurve uber
holt. Dieselbe zeigt ein Maximum 
bei pH = 6,8. Zu demselben 
Resultat sind Will s tat t e r, 
Wa 1 d s c h mid t - Lei t z und 

~r------r------~r-------.-----' 

~~~-----h~~~--r---~--~----1 
~ 
',§ 
~W~--~-h~------~----~~--~ 
", 
~~~~~~--~~--r-~~--+-~~ 

tWN7~~~--------+-------~--~ 
5~-----+--------+-------+---~ 

O.L-____ ~------~~----~~--~ 
~q. 6,0 _ PH 8,8 7,5 8,0 

Fig. 50. Amylasewirkung bei NaCI-Zusatz und 
verschiedenem pH nach vViIIstatter, 

Waldschmidt-Leitz u. Hesse. 
I 1 cern 'Vasser in 36 cern 

II 1 cern n/20 N aCl in 36 cern 
III 1 cern n/l0 NaCl in 36 cern 
IV 1 cern n/5 N aCl in 36 cern 
VI 1 cern 2 n.-NaCl in 36 cern 

Hesse'" gekommen, und zwar sowohl bei Abwesenheit wie Anwesenheit des 
aktivierenden Natriumchlorids (Fig. 50). Es verdient wohl hervorgehoben 
zu werden, dass die Aktivitat im Versuch ohne NaCI-Zusatz rund 45% von 
der Aktivitat der mit NaCl optimal aktivierten Amylase betragt. Myrback 5, 

der in Ubereinstimmung mit dies en alteren Beobachtungen die pH-Kurve 
der NaCI-Pankreasamylase gleich der der NaCl-Speichelamylase findet, gibt 
jedoch an, dass die Aktivitat der NaCI-freien Pankreasamylase bei pH = 6,1 

1 Sherman, Caldwell u. Adams, Jl Amer. Chern. Soc. 48, 2947; 1926. 
2 Z. Un n a, Biochem. Zs 172, 392; 1926. 
3 Sherman, Thomas u. Baldwin, Jl Amer. Chern. Soc. 41,231; 1919. - Vergl. 

Sherman, Caldwell u. Adams, Jl Amer. Chern. Soc. 49, 2000; 1927. - Sherman, 
Caldwell u. Dale, Jl Amer. Chern. Soc. 49, 2596; 1927. 

4 Willstatter, Waldschmidt-Leitz u. Hesse, H. 126, 143; 1923. 
5 ~'[yrback, H. 159, 1; 1926. 
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rund 40% von del' Aktivitat del' NaCI-Amylase bei pH = 6,8 haben solI und 
findet, dass die Speichel- und Pankreasamylasen sich in diesel' Hinsicht ganz 
gleich verhalten. Eine genauere Untersuchung des Verlaufs del' pH-Kurve 
del' salzfreien Pankreasamylase liegt jedoch von Myr back nicht VOl'. 

Den Verlauf del' Aktivitats-pH-Kurve del' Pankreasamylase bei Gegenwart 
von Nitrat odeI' Chlorat findet My I' b a c k ganz ahnlich del' del' Speichelamylase. 
Er will in den nahe iibereinstimmenden Verhaltnissen del' Pankreas- und 
Speichelamylasen gegeniiber Neutralsalzen bei wechselllder Aciditat einen 
Beweis flir die Identitiit del' Enzyme erblicken. 

Altere Arbeiten tiber Neutralsalzwirkung. Nach Bierryl soIl die Pankreas
amylase ebenso wie die Speichelamylase durch erschopfende Dialyse ihre 
Wirksamkeit vollig verlieren. 

Del' bedeutende Einfluss geringer Neutralsalzmengen ist von N asse 2 

1875 gefunden, spateI' von Griitzner, Vernon 3, Bierry und Giaja4, Preti, 
Slosse und Limbosch (1908) und von Kendall und Sherman5 naher 
untersucht worden. Letztere Forscher erkannten, dass die Aciditatsfunktion 
und die Neutralsalzfunktion voneinander abhangen. Sie geben fiir eine 
gegebene Menge von N~HP04 den Einfluss von NaCI durch eine Kurve an 
(1. c. S. 1094). C. Bohne 6 hat ahnliche Beobachtungen wie Willstatter, 
Waldschmidt-Leitz und Hesse iiber die Verbreiterung del' Optimal zone 
oei NaCI-Zusatz gemacht. 

Willstatter, Waldschmidt-Leitz und Hesse teilen auch Versuche 
iiber Aktivierung durch andere Chloride sowie durch Mg-Acetat mit. 

Del' Arbeit von Sherman, Thomas und Baldwin werden folgende 
Zahlen iiber den Einfluss del' NaCI-Konzentration entnommen; sie gelten 
fiir 40 0 und eine Na2HP04-Konz. =0,001 ,Mol. per Liter. 

N aCI Mol. per Liter 
0,0001 
0,01 
0,02 
0,03 
0,05 
0,06 
0,07 
0,085 
0,10 

1 Bierry, Biochem. Zs 40, 357; 1912. 
2 N ass e, Pfliig. Arch. 9, 138; 1875. 

Wirksamkeit (neue 
450 

2960 
2715 
2750 
2900 
2875 
2830 
2835 
2830 

3 Vernon, JI of PhysioI. 27, 174; 1901 u. 28, 156,375; 1902. 
~ Bierry u. Giaja, Soc. BioI. 60, 479; 1906. - 62,432; 1907. 
5 Kendall u. Sherman, JI Amer. Chern. Soc. 32, 1087; 1910. 

Skala) 

6 C. Bohne, Fermcntf. 6, 200; 1922. - Siehe auch A. Hahn u. Harpuder, Zs BioI. 
71, 287; 1920. 
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Das Maximum wtirde hiernach etwa bei der N ormalitat 0,05 liegen, 
entschieden hOher als bei der Speichelamylase nach Ernstrom oder als bei 
den neuen Versuchen tiber Pankreasamylase von Willsta tter und seinen 
Mitarbeitern (0,003-0,03 n.). Hierzu ist noch zu erwahnen, dass nach einem 
Befund von A. GrossI das NaCI-Optimum beztiglich des Starkeabbaues 
(gemessen durch Jodreaktion) und beztiglich der Verzuckerung das gleiche ist, 
wahrend in dieser Hinsicht bei Taka-Amylase Verschiedenheiten gefunden 
worden sind. 

Organische Aktivatoren. Wie bei der Speichelamylase liegen viele Be
obachtungen tiber Aktivierung der Pankreasamylase durch Aminosauren vor. 
Die alteren Angaben, wie diejenigen von Effron t 2 und von Terroine 3 tiber 
spezifische Aktivierung durch Aminosauren konnen wegen Nichtkenntnis 
der Aciditatsverschiebungen nicht beurteilt werden. Dasselbe gilt von der 
schon von Pozerski4 angegebenen Peptonwirkung. In spaterer Zeit haben 
besonders Sherman und seine Mitarbeiter den Einfluss von Aminosauren 
auf die Pankreasamylase untersucht. Sherman und Florence Walker6 

haben die bei frtiheren Versuchen eventuell eingetretene Aciditatsverschiebung 
ausgeschaltet und stellten dennoch fest, dass bei Gegenwart von gewissen 
Aminosauren die Hydrolyse der Starke schneller erfolgt. Sie ftihren dies en 
Umstand wenigstens teilweise auf eine schtitzende Wirkung der Amino
sauren auf die ZerstOrung (Hydrolyse) des Enzyms zuriick. Weitere Versuche 
zur Sttitze dieser Auffassung haben Sherman, Caldwell und NaylorS 

mitgeteilt. Nach Sherman solI Glykokoll sowohl die starkelOsende wie die 
starkeverzuckernde Wirkung der Amylase aktivieren, wahrend Tryptophan 
nur die letztere Wirkung aktiviert. 

Wie Euler und Josephson7 hervorgehoben haben, muss bei Studien 
tiber den Einfluss von Aminosauren und Aminen auf die Wirkung der Carbo
hydrasen beriicksichtigt werden, dass diese Stof£e sich mit den Spaltungs
produkten (in diesem FaIle Maltose) vereinigen konnen, und dadurch die 
hemmende Wirkung derselben verkleinern und also scheinbar Aktivierung 
hervorru£en. 

Der von Lapidus behauptete giinstige Einfluss von Lipoiden wird von 
Starkenstein und Minami bestritten. 

G. Buglia8 und Korentschewski haben angegeben, dass gallensaure 
Saize beschleunigen, was jedoch nach den Ergebnissen von Wohlgemuth 

1 Siehe Sherman u. Schlesinger, Jl Amer. Chern. Soc. 35, 1784; 1915. 
2 Effron t, Soc. BioI. 57, 234; 1904. 
3 Terroine u. Weill, J! de Phys. PathoI. 14,437; 1912. 
4 Po z e r ski, Theses, Paris, 1902. 
5 Sherman u. Fl. Walker, Jl Amer. Chern. Soc. 45, 1960; 1923. 
6 Sherman, Caldwell u. Naylor, JI Amer. Chern. Soc. 47,1702; 1925. 
7 Euler u. Josephson, H. 152, 31; 1926. 
8 G. Buglia, Biochem. Zs 25, 239; 1910. 
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und von Minami! zweifelhaft erscheint. Nach Wohlgemuth 2 solI jedoch 
in der Galle ein kochbestandiger Aktivator rur Pankreasamylase vorhanden 
sein. Wills tatter, Waldschmidt-Leitz und Hesse3 fanden beim opti
malen pH einen hemmenden Ein£luss von glykocholsaurem Natrium, sowohl 
bei Anwesenheit wie Abwesenheit von NaCl. Bei schwach alkalischer Reaktion 
(pH = 8,0) also unter den natiirlichen Wirkungsbedingungen des pankrea
tischen Enzyms im Darm, er£olgt aber nach diesen Autoren bei gleichzeitiger 
Anwesenheit von NaCl eine geringe Aktivierung durch Glykocholat. 

Uber die Aktivierung der Pankreasamylase durch das Hefe-"Komplement" 
siehe Pringsheim und Schmalz4 ; iiber Aktivierung durch pepsinverdaute 
Eiweissstof£e Pringsheim und M. Winter5. 

Paralysatoren. Das Verhalten der Pankreasamylase gegeniiber Paraly
satoren ist mit dem der Speichelamylase sehr iibereinstimmend. Hinsichtlich 
der Inaktivierung durch HgCl2 liegt eine Versuchsreihe mit wechselnder 
Aciditat von Myrback vor. Aus der gegebenen Kurve ersieht man die grosse 
Ubereinstimmung mit den bei der Speichelamylase gewonnenen Ergebnissen. 
Aus einer Untersuchung von Sherman und Caldwe1l 6 geht hervor, das!,! 
die teilweise Inaktivierung der Pankreasamylase mit HgC~ durch Zusatz 
von Glykokoll aufgehoben wird. Sherman und M. Wayman 7 fanden die 
Pankreasamylase sehr emp£indlich gegeniiber CuS04• 

Auch die Abhangigkeit der Inaktivierung durch Phosphorwol£ramsaure 
(sowie Pikrinsaure) von der Aciditat stimmt mit den Ergebnissen bei Speichel
amylase iiberein (Myr back). 

Nach Sherman und W. Wayman (1. c.) ist die Pankreasamylase sehr 
empfindlich gegeniiber Formaldehyd. 

b) Kinetik. 

Sowohl die Versuche von V. Henri 8 als die eingehenderen von Ch. Phi
loche 9 beriicksichtigen nicht hinreichend den grossen Ein£luss der Aciditat 
(und der Neutralsalze); trotzdem haben diese Versuche in Ubereinstimmung 
mit neueren Ergebnissen gezeigt, dass bei Beriicksichtigung des " Grenz
wertes" der Maltosebildung die nach der Formel fiir monomolekulare Reak
tionen berechneten Reaktionskoeffizienten durchwegs gute Konstanz zeigen. 
Fiir den zeitlichen Verlauf der Verzuckerung in Starkekonzentrationen 1-3% 

1 Minami, Biochem. Zs 39, 339; 1912. 
2 Wohlgemuth, Biochem. Zs 33, 303; 1911. 
3 Willstatter, Waldschmidt-Leitz u. Hesse, H. 126, 143; 1923. 
, Pringsheim u. Schmalz, Biochem. Zs 142, 108 und zwar S. 116; 1923. 
5 Pringsheim u. M. Winter, Biochem. Zs 177,406; 1926. 
6 Sherman u. Caldwell, Jl Amer. Chem. Soc. 44, 2923; 1922. 
7 Sherman u. M. Wayman, Jl Amer. Chem. Soc. 43,2454; 1921. 
8 Y. Henri, Theses, Paris 1903. 
9 Ch. Phi 10 c he, JI de Chim. Phys. 6, 212 u. 355; 1908. 
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ist die Kurve der Fig. 51 charakteristisch. Der bei Spaltung der natiirlichen 
Mischung der beiden Starkefraktionen oder sog. 16slicher Starke wegen Tri
hexosan- (bzw. Dihexosan-?)bildung eintretende "Grenzwert" liegt bei 70 bis 
80% der theoretisch moglichen Maltosemenge. Bei der Berechnung der 
Reaktionskoeffizienten 1. Ordnung wird der Grenzwert als Endwert an
genommen. Nach Wills tatter, Waldschmidt-Leitz und Hessel folgt 
dann die Starkespaltung dem monomolekularen Verlauf bis zur Bildung 
von 'etwa 0,40 g Maltose aus 1 g Starke. Dieselben Forscher finden mit 
Enzymmengen im Verhaltnis 1 :32 1000 

und mit Zeiten im Verhaltnis von 
1: 4 genaue Proportionalitat zwi
schen Reaktionsgeschwindigkeit (k 
zwischen 0,001 und 0,03 liegend) 
und Enzymmenge. 

N ach einer Versuchsreihe von 
Kendall und Sherman 2 sind in 
1-4 % igen Starkelosungen die 
Reaktionskonstanten der Substrat
konzentration umgekehrt propor
tional. Demgemass sind die An
fangsgeschwindigkeiten bzw. die im 
Anfang der Reaktion pro Zeitein
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Fig. 51. 

heit umgesetzten Mengen von der Starkekonzentration 4-1 % ziemlich 
unabhangig und fallen in grosserer Verdiinnung zwar etwas, aber langsamer 
als die Starkekonzentration. 

In 100 ccm-Losung 700 mg NaCI und 10 ccm 0,02 1\101. Dinatriumphosphat. 

Starke % 
4 
3 
2 
1 
0,5 
0,3 
0,2 
0,1 

0,15 
78 
78 
76 
69 
66 
60 
58 
48 

Reaktion 1 Stun de bei 40°. 
0,30 0,45 
156 235 
152 225 
147 217 
132 196 
123 172 
108 145 
100 125 
70 78 

0,60 mg Pankreatin 
313 
299 
286 
259 
223 
177 
142 
83 mg CU20. 

Eine bemerkenswerte Versuchsreihe von Sherman und Baker3 hat 
ergeben, dass Amylose im Anfang etwa 50% schneller als Amylopektin durch 
Pankreasamylase verzuckert wird. Bei Fortschritt der Reaktion wird das 
Amylopektin immer langsamer verzuckert (Trihexosanbildung!): 

1 Wills tatter, Waldschmidt-Leitz u. Hesse, H. 126, 143; 1923. 
2 E. C. Kendall u. H. C. Sherman, Jl Amer. Chem. Soc. 32, 1087; 1910. 
" H. C. Sherman u. J. Baker, JI Amer. Chem. Soc. 38, 1885; ]916. 

24* 
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Substratkonzentration: 0,5 %. pH =6,8. Temp. 40° 
Zeit 

Lin tn er-Starke Amylopektin Amylose 
(Min.) 

Maltose k·l05 Maltose k·l05 Maltose k·l05 

% % Ofc 
30 4,4 65 4,2 62 0,1 91 
60 10,8 83 7,5 56 ll,3 87 
90 13,1 67 11,4 58 16,8 86 

120 17,0 67 14,9 58 22,6 93 
150 21,9 71 18,0 57 28,2 96 
180 25,7 72 21,0 57 33,7 99 
210 28,8 70 24,0 57 38,7 101 
240 31,5 68 26,5 56 43,2 102 
360 39,0 59 34,8 51 55,0 96 

14i-0 59,4 27 55,1 24 84,5 56 

1m Hinblick auf die vermutlich nahe Verwandtschaft des Amylo
pektins mit dem Glykogen ist es bemerkenswert, dass nach Versuchen von 
Frl. Philoehe in 20f0igen Substratlosungen eine etwa doppelt so schnelle 
Verzuckerung der Starke als des Glykogens durch die gleiche Menge Pankreas
enzym eintritt. 

Das Verhaltnis zwischen der starkever£lussigenden und starkeverzuckern
den Fahigkeit der Pankreasamylase wird bei der Reinigung des letzteren 
nieht geandert (Sherman und Sehlesinger1). 

Neue kinetische Beobachtungen mit Pankreasamylase hat R. Kuhn2 

mitgeteilt. N ach diesem Forscher unterseheidet sich die Amylosespaltung 
durch Pankreasamylase von der durch Malz bewirkten Hydrolyse in auf
fallender Weise durch die Verschiedenheit der Verzuckerungsgrade, denen 
eine bestimmte J odfarbung entspricht. Wahrend bei Verzuckerung mit Malz
amylase nach Bildung von 2/3 bis 3/4 der theoretischen Maltosemeng'e reine 
Blaufarbung mit J od beobachtet wurde, war dieser Punkt in Versuchen mit 
dem Pankreasenzym bereits nach einer Verzuckerung von etwa 1/3 der vor
handenen Starke erreicht (siehe untenstehende Tabelle). 

Zeit (Min.) Jodfarbung 10 cern red. Spaltung k· 1()4 
n/l0-Jod (cern) % 

7,5 blau 0,15 7,5 45,3 
21 blau 0,32 16 36,2 
40 rotstichig blau 0,56 28 35,8 
63 rotbraun 0,81 40,5 35,9 

290 farblos 1,13 56,5 12,5 
1800 

" 
1,40 70 2,9 

3300 1,49 74,5 1,8 
00 (2,00) (100) 

1 H. C. Sherman u. M. D. Schlesinger, Jl Amer. Chern. Soc. 33, ll95; 1911; 34, 
1104; 1912; 35, 1784; 1913. 

S R. Kuhn, Lieb. Ann. 443, 1; 1925. 
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"Dieser Unterschied, den schon H. C. Sherman und J. C. Baker! 
beschrieben haben, lasst sich nicht auf das verschiedene Verhaltnis von ver
£lussigender (amyloklastischer) und verzuckernder Kraft zuruckfuhren, das 
nach den Untersuchungen von H. C. Sherman und M. D. Schlesinger 2 

sowie von E. C. Kendall und H. C. Sherman 3 bei den einzelnen Amylasen 
besteht." "Die Verschiedenheit der Geschwindigkeitsquotienten V e r s c h win
den der J odreaktion: Zuckerbildung, die sich fur Malz- und Pankreas
amylase ergeben4, deutet daher auf eine Verschiedenheit der Reaktionswege; 
auf denen das tierische und pflanzliche Enzym den Abbau der Amylose 
bewerkstelligen ... 

Nach den Vorstellungen des Verfassers durfte man dies en Unterschied 
darauf zuruckfuhren konnen, dass bei der Spaltung durch die Pankreasamylase 
(a-Amylase) diejenige Sauer
stoffbrucke im Amylose
elementarkorper, welche fiir 
die Blaufarbung durch J od 
verantwortlich ist, in einem 
friihen Stadium der Spaltung 
umgelagert wird. Es erscheint 
also moglich, dass die Seite 
344 u.ff. skizzierteFormulie-
rung des Reaktionsweges bei 
Spaltung durch a-Amylasen 
in der Richtung abgeandert 
werden miisste, dass die Er
weiterung oder Aufsprengung 
der 1,4-Sauerstoffbriicke den 
einleitendenProzess darstellt. 

6,5,------, 

\ ~ opl/sc/l 

0---.0 oplisell /laell Sodazusafz 

0--0 jodomelrisch 

100 200 ~ Minu/en 300 

Fig. 52. Vergleich del' Reduktions- und Drehungswerte 
bei Hydrolyse durch Pankreasamylase. 

Sehr bemerkenswert sind die Versuche von K uh n iiber optische Verfolgung 
des Starkeabbaues durch die Pankreasamylase. Diese Versuche zeigen, dass 
der beim raschen Abbau entstehende Zucker abwarts mutarotiert. "Fur die 
spezifische Drehung des primar gebildeten Disaccharids lasst sich aus den 
Mutarotationskurven [aJ~: = + 158 ± 50 berechnen, was innerhalb der 
moglichen Versuchsfehler mit dem von C. S. Hudson und E. Yanovsky 5 

aus Loslichkeitsmessungen fur die a-Maltose vorhergesagten Wert [aJ~ = 
+ 1600 iibereinstimmt." Durch diese Versuche wurde die Pankreasamylase 
als eine a-Amylase charakterisiert. 

Kuhn stellte auch Versuche uber Hemmung der Pankreasamylase-Wirkung 
---. 

1 H. C. She rm a n u. J. C. B a k e r, Jl Amer. Chern. Soc. 38, 1885; 1916. 
2 H. C. Sherman u. M. D. Schlesinger, Jl Amer. Chern. Soc. 35, 1784; 1913. 
3 E. C. Kendall u. H. C. Sherman, Jl Amer. Chern. Soc. 32,1087; 1910. 
4 Sherman u. Thomas, Jl Amer. Chern. Soc. 37, 623; 1915. 
5 C. S. Hudson u. E. Yanovsky, Jl Amer. Chern. Soc. 39,1013; 1917. 
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durch die verschiedenen mutameren Formen del' Glucose und del' Maltose an. 
Die Versuche, welche teils bei pH = 6,8, teils bei pH = 6,0 und mit loslicher 
Starke sowie mit Amylose als Substrat ausgefuhrt wurden, liessen keinen 
Unterschied zwischen den stereoisomeren Formen del' Glucose einerseits und 
der Maltose andererseits erkennen. Dagegen zeigte sich, dass das Hemmungs
vermogen del' Glucose hinter demjenigen der Maltose weit zurucksteht. Bei 
Anwendung von 20 ccm 20f0iger Starke16sung + 5 ccm Enzym (n/15 Phos
phat und 10f0 NaCl enthaltend) wurde die Reaktionsgeschwindigkeit bei 
Zusatz von 2 g Maltose auf rund die Halfte herabgesetzt. 

In der erwahnten Arbeit von Kuhn finden sich auch Versuche uber die 
Spaltung des sog. "Pankreasgrenzdextrins und Malzgrenzdextrins" durch 
Pankreas- und andere Amylasen. 

In dies em Zusammenhange sei auch noch erwahnt, dass sowohl fur den 
zeitlichen Verlauf der Starkespaltung wie fur den Einfluss der Enzym- und 
Substratkonzentrationen zahlreiche Formeln aufgestellt worden sind (V. Henri, 
Philoche, Kendall und Sherman). Ein Hinweis auf die erwahnten 
Arbeiten muss genugen, da eine nahere Einsicht in den Vorgang del' enzymati. 
schen Verzuckerung durch diese Formeln nicht gewonnen worden ist. 

c) Temperatur. 

Es geht aus den alteren Versuchen von Roberts (1881) und den neueren 
von Vernon! schon hervor, dass die Stabilitat in kochsalzfreier Losung 
viel geringer ist, als in Gegenwart dieses Elektrolyten. Dies wird durch ein
gehendere Versuche von Sherman und Schlesinger2 bestatigt. Pankreas
amylase ist in wassriger Losung schon bei 5-10° bedeutend weniger stabil 
als Malzamylase (dies gilt naturlich zunachst fur die betreffenden P rap a
rate). Quantitative Angaben findet man in Shermans Tabelle 1. C. S. 1307; 
dort wird auch auf die grosse Labilitat dialysierter Amylaselosungen ein
gegangen. 

Eine neuere Arbeit verdankt man D. H. Cook 3 , welcher die Stabilitat 
der Pankreasamylase bei optimalem pH und bei Gegenwart von 0,05 Mol. 
N aCI untersucht hat: bei 50 ° war die Amylase schon nach 15 Min. vollig 
zerstort, wahrend Malzamylase noch nach 30 Min. eine geringe Wirkung zeigt. 
Bei Abwesenheit des Substrats ist also die Pankreasamylase sehr empfindlich· 
gegen Temperatursteigerung. Als Schutz haben sich nach Sherman besonders 
Aminosauren als kraftig wirksam erwiesen. 

Was die Reaktionsgeschwindigkeit del' Pankreasamylase bei ver
schiedenen Temperaturen betrifft, so muss en hier in Ermangelung von 
anderen Angaben die "Optimum-Temperaturen" erwahnt werden. N ach 

1 Vernon, Jl of Physiol. 27,190; 1901. 
2 Sherman u. Schlesinger, Jl Amer. Chern. Soc. 37, 1305; 1915. 
3 D. H. Coo k) Jl BioI. Chern. 65, 135; 1926. 
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Vernon liegt sie in salzarmer Losung bei 35°. In Anwesenheit von 0,2% NaCI 
fand er die maximale Wirkung bei 500 ; die Wirksamkeit horte auf zwischen 
65 und 70 0• Nach Kendall und Sherman ist der Temperaturkoeffizient 
der salzarmen Losung bereits zwischen 21 0 und 40 0 negativ, wahrend er bei 
Gegenwart von Salz normal ist. Die Autoren geben ~olgende Zahlen an: 

In 100 ccm Losung 10 ccm 0,02 Mol. Dinatriumphosphat und 700 mg NaCl; 0,5 mg 
Enzympraparat wirken wahrend einer Stunde bei folgenden Temperaturen: 

Temperatur: 21 
mg CUaO: 65 

30 
122 

40 
238 

45 
298 

50 
345 

55 
378 

60 
256 

65 
66 

Der Temperaturkoeiiizient zwischen 20 0 und 40 0 ist der schon von 
Vernon festgestellte und auch fur andere Amylasen Ofters gefundene, wonach 
eine Verdoppelung der Reaktionsgeschwindigkeit fur eine Temperatursteigerung 
von 10 0 eintritt (auch von D. H. Cook, l. c., bestatigt). Uber 40 0 sinkt der 
Temperaturkoefiizient bis etwa 55 0, wo das "Optimum" gefunden wird. Ver
mutlich liegen die TemperaturverhaItnisse ahnlich wie bei der Speichelamylase. 
wo sie exakter untersucht worden sind. 

She r man und S chi e sin g e r (1915) geben an, dass in der etwa 1 %-igen Losung ihres 
gereinigten Pankreas-Praparates Nr. 60 (300 mg in 30·ccm Wasser) zwischen 50° und 55° 
Koagulation eintrat; das Koagulum betrug 11,6% des ursprunglichen Trockengewichts und 
enthielt 16,9% N, wahrend im nicht-koagulierten Auteil 14,9% N gefunden wurden. 

III. Darm-Amylase. 
Wenn auch nunmehr feststeht, dass der Dunndarm seine eigene Amylase 

besitzt (Rohmann1 , Grunert 2 , Brown und Heron 3 , Tebb 4), so ist doch 
die Menge der Amylase im Fistelsaft nur gering 5. Nach Rohmann ist 
Amylase im Jejunum reichlicher vertreten als im Ileum; Brown und Heron 
fanden beim Schwein beide Teile gleich wirksam, das Duodenum verhaltnis
massig wenig; sie schreiben die Enzymabsonderung den Peyerschen Drusen 
zu. Nach Grutzner (Pflug. Arch. 16; 1877) enthalten die Brunnerschen 
Drusen keine Amylase. 1m Dickdarmsekret des Hundes fanden Waka
bayashi und Wohlgemuth sehr wenig Amylase. 

J edenfalls ist die Schleimhaut selbst viel wirksamer als der Darmsaft. 
Ambard und Binet6 finden, dass der Amylasegehalt des Hundedarms 

sich mit der Ernahrung nicht andert. 
Nach Koskowski7 bewirkt subcutane lnjektion von Histamin eine 

1 Rohmann, Pflug. Arch. 41, 424; 1887. 
2 Griinert, Zbl. f. PhysioI. 5, 285; 1892. 
a Brown u. Heron, Lieb. Ann. 204, 228; 1880. 
4 T ebb, Jl of Physiol. 15, 42; 1893. 
5 Mendel, Pflug. Arch. 63, 425; 1896 ("paralytischer Darmsaft"). - Nagano, Mitt. 

Grenzgeb. Med. Chir. 9, 393; 1902 (mensch!. Fistelsaft). - Pre g 1, Pflug. Arch. 61, 288; 
1895 (Fistelsaft des Schafes). - Bierry u. Frouin, C. r. 143, 1565; 1906. 

6 Ambard u. Binet, Soc. BioI. 65, 259; 1908. 
7 W. Koskowski, Jl Pharm. and Exp. Therapeutics 26, 413; 1926. 
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Steigerung des Gehaltes des Dlinndarmsaftes am Fistelhunde an Amylase 
(sowie Saccharase). 

Amylasen im Verdauungstractus niedrigerer Tiere. 
Del' Magensaft des Flusskrebses (Potamobius astacus L.) ist in nenerer Zeit eingehend 

von Lowartz untersucht, worden. Auch dieses Enzym wird durch NaCI aktiviert. Ein 
"Temperaturoptimum" wird zwischen 43 und 46° angegeben; Erwarmung auf 95° (Zeit?) soll 
noch keine vollstandige Hemmung bewirken, und gekochter Magensaft soll losliche Starke 
"abbauen" (beurteilt nach del' Jodreaktion); dabei solI es sich urn eine "Regeneration" des 
aus del' lOslichen Starke unter Mitwirkung des inaktivierten Enzyms im Sinne von B i e d e r
man n handeln. 

Diese Arbeit, wie auch diejenigen von Biedermann, zeigen, wie wunschenswert es 
ist, dass bei solchen Untersuchungen wenigstens die Grundbegriffe der chemischen Dynamik 
berucksichtigt werden. 1m Sekret der Mitteldarmdruse des Flusskrebses sind ubrigens schon 
fruher zahlreiche Enzyme nachgewiesen worden; Hoppe-Seylerl fand unter diesen auch 
Amylase. Unter anderen Wirbellosen hat man besonders Wurmer (Fre d eri cq, Kruken
be r g) und Gastropoden, am meisten Helix pomatia 2 hinsichtlich des Amylasegehaltes studiert. 
Bei allen Mollusken scheint die Mitteldarmdruse, auch Hepatopankreas oder zuweilen Leber 
genannt, verhaltnismassig reich an Amylase zu sein. 

Auch im "Jecur" des Hummers, Nephrops norwegicus, fand C. M. Y onge 3 

Amylase. 

IV. Leber-Amylase. 

Die starkespaltende Fahigkeit der Leber des Menschen und hoherer 
Tiere ist durch Claude Bernard4 und v. Wittich 5 entdeckt worden. 
Eves (1884) erzielte bereits mit einem alkoholbehandelten Praparat aus Schaf
leber Starkespaltung. Den Nachweis eines wirklichen diastatischen Enzyms 
in der Leber, dessen Existenz eine Zeitlang in Abrede gesteUt wurde, ver
dankt man P avy 6, Tebb 7, Picks und Dastre 9 • 

Vorkommen. Die Leber ist nach W 0 hI gem u th ein verhaltnismassig 
amylasearmes Organ (D;l' = 10 - 200 in Wohlgemuths Einheit). Nach 
M acl e 0 d 10 ist del' Hund am l'eichsten an Lebel'amylase, dann folgen Schwein, 
Kaninchen 11 und Lamm. In der Rattenleber 12 betragt der Amylasegehalt 
in der Wohlgemuthschen Einheit gemessen D~~' = 156-250. Der Enzym
gehalt in Seiten- und Mittellappen der Froschleber13 ist annahernd gleich. 

1 Hoppe-Seyler, Pflug. Arch. 14,394; 1877. 
2 Biedermann u. Moritz, PflUg. Arch. 73, 247; 1898; 75, 1; 1899. 
3 C. M. Yon g e, Brit. JI Exp. BioI. 1, 343; Bel'. Phys. 26, 417; 1924. 
4 Claude Bernard, C. r. 41, 461; 1855; 85,519, 1877. 
5 v. Wittich, Pflug. Arch. 7, 28; 1873. 
• P a v y, Jl of PhysioI. 22, 391; 1898. 
7 T ebb, JI of PhysioI. 22, 423; 1898. 
8 Pick, Hof. Beitr. 3, 63; 1902. 
9 D astre, Soc. BioI. 53, 32; 1902. 

10 Macleod u. Pearce, ArneI'. JI of PhysioI. 27, 341; 1916. 
11 Die Schwankungen von dem Mittelwert fand S t a I' ken s t e in (1910) reeht -.gross, im 

Gegensatz zu W ohlgemuth (D~~' = 5-12,5). 
12 Shigenobu Kuriyama, JI BioI. Chern. 33, 193; 1918. 
13 Kerner u. Lesser, Biochem. Zs 102,284; 1920. - Lesser, ebenda 294 und 304. 
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Eingehende Untersuchungen uber den Amylasegehalt der Schweineleber 
hatO.Holmbergh l mitgeteilt. Er findet den Amylasegehalt in verschiedenen 
Teilen der Leber wechselnd und gibt als Mittelwert Sf = 0,0038 an; hiernach 
wurde sich die Aktivitat des Pankreas rund 4000 mal grosser bereclmen. Die 
geringe Aktivitat der Leber ist zum Teil auf Hemmung der Amylase zuruck
zufUhren, da Lebergewebe auch die Wirkung der Pankreasamylase hemmt. 
Nach G. S. Eadie 2 sind jedoch die Bestimmungen des Amylasegehaltes der 
Leber von Holmbergh durch die Anwesenheit von Blutamylase beeinflusst. 
Eadie fand Rattenleber aktiver als Leber von Schwein oder Schaf. 

In der embryonalen Leber fanden Mendel und Saiki3 nur wenig Amylase. 
Sehr wichtig ist fur die Beurteilung der Rolle der Leberamylase die 

Frage, ob Glykogen und Amylase in der Leberzelle raumlich getrennt sind. 
Diese Frage ist neuerdings von Kerner und Lesser4 wieder aufgenommen 
worden, und zwar mit dem Resultat, dass die Amylase aus der Leber des 
Frosches mit Ringerlosung herausgespult werden kann. Adrenalin solI nach 
Les s er die raumliche TrennungvonGlykogen undAmylase in der Leber aufheben. 

Da die Amylase· offenbar fUr den Zuckerhaushalt im Tierkorper eine 
entscheidende Rolle spielt, so hat sie beim Studium der Storungen des 
Zuckerumsatzes, in erster Linie bei Diabetes, schon oft Beachtung gefunden, 
wenn auch eine abschliessende Untersuchung uber dieses wichtige Kapitel 
noch fehlt. 

Bainbridge und Beddard5 haben auch bei Diabetikern Amylase in 
der Leber nachweis en konnen. Schlesinger6 fand bei Diabetes keine Ab
weichung vom normalen Amylasegehalt. 

Die Angabe Bangs, dass unmittelbar nach dem Zuckerstich beim 
Kaninchen der Amylasegehalt steigt, ein Maximum erreicht und dann wieder 
zuruckgeht, konnte Starkenstein 7 nicht bestatigen. 

Das Resultat von Zegla 8 , dass bei pankreasdiabetischen Katzen die 
Leberamylase vermindert ist, bedarf vielleicht noch einer Nachprufung, ebenso 
der Befund des gleichen Autors, dass bei Phlorrhizin-Diabetes der Kaninchen 
eine Vermehrung der Leberamylase eintritt 9 • 

Mehrere Forscher haben nach Zusammenhangen zwischen Adrenalin-
glucosurie und Wirksamkeit der Leberamylase gesucht. Nach Langfeldt lO 

1 O. Holmbergh, H. 134,68; 1924. 
2 G. S. Eadie, Biochem. JI 31, 314; 1927. 
3 Mendel u. Saiki, Amer. JI of PhysioI. 21, 64; 1908. 
4 Kerner u. Lesser, Biochem. Zs 102,284; 1920.- Lesser, ebenda 294 und 304. 
5 Bainbridge u. Beddard, Biochem. JI 2,89; 1907. 
6 Schlesinger, Deutsche med. Woch. 34, 593; 1908. - Siehe auch Bang, Hofm. 

Beitr. 10, 320; 1907. 
7 Starkenstein, Biochem. Zs 24, 191; 1910. 
8 Zegla, Biochem. Zs 16, 111; 1909. 
9 Siehe hierzu Wohlgemuth u. Benzur, Biochem. Zs 21, 460; 1909. 

10 Langfeld t, JI BioI. Chern. 46, 391; 1921. 
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solI die Aktivitat der Leberamylase durch Adrenalin gesteigert werden, sowie 
das pH-Optimum verschoben werden. Visscherl sowie Davenport2 

haben mit Glykogen bzw. Starke als Substrat dies nicht bestatigen konnen. 
Die Wirkung der Adrenalinpraparate ist nach Davenport, sowie nach Eadie 
nur die gewohnliche Aktivierung durch das in den Praparaten vorhandene 
Kochsalz. 

Darstellung. Ausgangsmaterial ist hier nicht das Sekret, sondern das 
entblutete Gewebe des Organs. v. Wittich extrahierte getrocknete Leber 
mit Glycerin, Seegen undKratschmer benutzten frische Leber, Pavy 
(1. c.) verrieb fein verteiltes frisches Lebergewebe von Kaninchen mit viel 
absolutem Alkohol und liess die Masse 6 Monate stehen. Dann wurde sie 
mit Ather gewaschen, getrocknet und gepulvert. Dieses Pulver, in 1 %iger 
Kochsalz16sung aufgeschlemmt, erwies sich nach 4 Stunden bei 46° deutlich 
diastatisch wirksam. 

Te b b extrahierte das Enzym aus getrockneter Leber mittels 5 %iger 
Natriumsulfatlosung und entfernte das Salz durch Dialyse. Pick behandelte 
das fein verteilte frische Lebergewebe mit Alkohol und nahm die Extraktion 
des Pulvers mit physiologiseher Kochsalzlosung vor. 

W 0 hi gem u t h (1909) u. Z e g I a arbeiteten mit Presssaft, der nach Verreiben mit Quarz
sand durch Auspressen bei 100-200 Atm. gewonnen war. Bang benutzte eine Aufschwemmung 
von frischem Leberbrei in physiologischer Kochsalzlosung Hierzu hebt Star ken stein (I. c.) 
mit Recht hervor, dass das Arbeiten mit frischen tierischen Organen fiir quantitative Ver
gleiche des Amylasegehaltes von Organen ungeeignet ist. 

Nach O. Holmbergh empfiehlt es sich die Trocknung der Leber entweder 
nach Wiechowski und Wi ener 3 (moglichst schnelle Trocknung der in 
einer dunnen Schicht auf Glasplatten ausgebreiteten Organmasse) oder durch 
Aufschlammung der fein zerkleinerten Leber in Aceton und Ather auszufiihren. 
Aus den Trockenpraparaten lasst sich die Amylase durch Extraktion mit Wasser 
oder Glycerin in Losung bringen. Die Glycerinextrakte sind sehr haltbar. 

Bei einem Praparat (durch Acetontrocknung dargesteIIt) betrug Sf = 0,00060. Durch 
Extraktion von 1 g. des Praparates mit 10 ccm Wasser wurde eine Enzymlosung mit Sf 
= 0,0072 erhalten. 

Bei der Dialyse von Leberamylaselosungen fand O. Holmbergh zwar 
eine Steigerung des Reinheitsgrades (bis auf das 6 fache) , aber gleichzeitig 
tritt ein starker Enzymverlust ein (in 46 Stunden 46%). 

Eadie hat zuseinen VersuchenEnzymlOsungen verwandt, welchenacheiner 
ahnlichen Methode, wie die von Holmbergh ausgearbeitete, dargestellt sind. 

Hinsichtlich der Aciditatsbedingungen ist zu nennen, dass Holm
bergh bei Anwesenheit von NaCl und Phosphatpuffer das Optimum bei 
pH = 6,9 fand. Nach Davenport solI das pH-Optimum hei verschiedenen 

1 Visscher, JI BioI. Chem. 69, 3; 1926. 
2 Davenport, JI Bioi. Chem. 70, 625; 1926. 
3 Wiechowski u. Wiener, Hofm. Beitr. 9, 247; 1907. 



11. Kap. Amylasen. 379 

Praparaten etwas verschieden sein. Eadie, der bei emem Praparat ZWBl 

wenig ausgepragte Optima bei pH = 7 und bei pH = 6 fand, bei .einem 
anderen aber kein Optimum bei pH = 7 deutet dies en Befund dahin, dass 
das Optimum bei pH = 7 der Blutamylase zukommt, wahrend die eigentliche 
Leberamylase ihr Optimum bei etwas sauerer Reaktion hat. Die Frage 
scheint jedoch kaum endgtiltig aufgeklart zu sein. 

Die Wirkung von N eutralsalzen, speziell N aCl scheint wie bei Pankreas
oder Speichelamylase zu sein. Bemerkenswert ist jedoch, dass HoI m be r g h 
J' -Ionen stark hemmend auf die Verzuckerung, aber beschleunigend auf die 
Geschwindigkeit des Verschwindens der J odreaktion (nach der Methode von 
W ohlge m u th gemessen) fand. 

Eadie fand mit Glykogen als Substrat den Verlauf der Aktivitats-[SJ
Kurve in Ubereinstimmung mit den Forderungen des Massenwirkungsgesetzes. 

Beztiglich des Tern per a t u r -E i n fl u sse s ist wohl anzunehmen, dass die 
Leberamylase in ahnlicher Weise wie die Speichel- und Pankreasamylase von 
der Temperatur beein£lusst wird; nur ein Befund von P a vy solI hier eigens 
Erwahnung finden, namlich, dass er die diastatische Wirkung des Leber
pulvers nach Kochen mit absolutem Alkohol nicht aufgehoben fand. 

Muskeln 
enthalten ebenfalls stets Amylase, und zwar wie Mendel und Saiki! bei 
einer Untersuchung am Schwein fanden, bereits vom Embryonalzustand an, 
wahrend sonstige Organe verschiedener Tiere gewohnlich mit zunehmender 
Entwicklung reicher an Enzym werden (Pugliese u. a.). 

N ach N ass e u. a. geht ein solches Enzym in den Muskelsaft tiber, wodurch 
eine altere Untersuchung Halliburtons 2 bestatigt wird. 

Die diastatische Wirkung der Muskeln 3 bei Diabetes mellitus ist von 
Bainbridge und Beddard4 untersucht worden. 

Euler und Myrback 5 und bald darauf Lohmann 6 haben in neuerer 
Zeit systematische Versuche tiber Muskel-Glykogenase angestellt, welche im 
12. Kapitel erwahnt werden. 

V. Niere, Herz 7 und andere Organe. 
Den relativen Amylasegehalt der Organe bei verschiedenen Tieren haben 

Wohlgemuth und Benzur8 (Kaninchen), sowie Hirata9 gemessen. 

1 Mendel u. Saiki, Amer. JI Physiol. 21, 64; 1908. 
2 Halliburton, JI Physiol. 8, 182; 1887. 
3 Siehe auch Kisch, Hofm. Beitr. 8, 210: 1906. - l\1aignon, C. r. 145, 730; 1907· 
4 Bainbridge u. Beddard, Biochem. JI 2, 89; 1907. 
5 Euler u. Myrback, H. 150, 1 und zwar S. 12; 1925. 
6 K. Lohmann, Biochem. Zs 178,444; 1926. 
7 Berblinger, Zieglers Beitr. pathol. Anat. 53, 155; 1912. 
8 Wohlgemuth u. Benzur, Biochem. Zs 21,460; 1909. 
9 Hi rat a, Biochem. Zs 27, 385; 1910. 
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Wohlgemuth und Benzur (1. c.) fanden, dass die diastatische Wirkung 
der N iere bei Phlorrhizinvergiftung und bei Adrenalinglucosurie steigt 1, wahrend 
bei der Leber und im Muskel keine diesbezugliche Veranderung eintrat. 

N ach unvero££entlichten Versuchen von K. S job erg liegt das pH -Optimum 
der Nierenamylase bei pH = etwa 6,5. 

Nach Kisch ist besonders der Herzmuskel reich an Amylase. Die Wirkung 
des Muskelpresssaftes hat schon Wohlgemuth studiert. 

Nach Tschernoruzki 2 solI durch intravenose Injektion von Nuclein
saure (Hefenucleinat Merck) die enzymatische Wirkung der Organe erhOht 
werden, und zwar die diastatische am meisten. ,,1m Gehirn waren die Werte 
fur die Amylase 400 mal, in den Lungen 250 mal hoher." 

In der Schilddruse und im Hoden verschiedener Tiere fanden E. Fischer 
und NiebeP Amylase, in den Nebennieren Croftan 4• 

Kit0 5 schliesst aus seinen Versuchen an Meerschweinchen, dass die 
Placenta fur Amylase durchHissig ist. 

VI. Blut. 
Das vonMagendie und von Claude Bernard nachgewiesene Vorkommen 

der Amylase im Blutserum wurde durch Bial, Pick, Ascoli und Bonfanti6 

naher studiert. Menschenblut ist verhaltnismassig arm an Amylase, auch 
schwankt der Enzymgehalt o££enbar stark. Bedeutend grossere Mengen hat 
Wohlgemuth (1. c.) bei Meerschweinchen und Hunden gefunden. 

Eingehende Untersuchungen uber physiologische Ein£lusse verdankt man 
auch Macleod und Pearce 7 • 

Nach Schlesinger8 wird die Amylase bei hOheren Tieren im Pankreas 
gebildet und durch das Blut auf die ubrigen Teile des Korpers verteilt; in
dessen kommen fur die Amylasebildung auch noch andere Organe, besonders 
die Leber, in Betracht 9 • Wahrscheinlich ist, dass die im Blut zirkulierende 
Amylase sich auf dem Weg zu den Nieren befindet, wo sie ausgeschieden 
wird (Carlson und Luckhardt10 , King ll). 

A. J. Carlson und seine Mitarbeiter 12 haben die Beziehung des Amylase
gehaltes des Speichels und des Blutes genau verfolgt. 

1 Siehe auch Pavy, Brodie u. Siau, JI of Physiol. 29, 407,1903. 
2 Tschernoruzki, Biochem. Zs 36, 363, 1911. 
3 E. Fischer u. Niebel, Sitz.-Ber. Preuss. Akad. d. Wiss. S. 75, 73; 1896. 
4 C r 0 ft an, Pfiiig. Arch. 90, 285; 1902. 
5 Kit 0, Amer. JI Physiol. 48, 481; 1919. 
6 Ascoli u. Bonfanti, H. 43,156; 1904. 
7 Macleod u. Pearce, Amer. JI Physiol. 25-29; 1910-1912. 
8 Schlesinger, Deutsche med. Woch. 34, 593; 1908. 
9 Gould u. Carlson, Amer. JI Physiol. 29,165; 1911. 

10 Carls 0 n u. Lu ck hard t, Amer. JI Physiol. 23, 148; 1908. 
11 King, Amer. JI Physiol. 35, 301; 1914. 
12 A. J. Carl son u. Mitarbeiter, Amer. ,n of Physiol. 1907-1909. 
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Der Amylasegehalt des Kaninchenserums (62,5 nach Wohlgemuths 
Skala) wird durch Schilddrusenaufnahme nicht geandert 1• 

Bei Meerschweinchen fand Schirokauer (1910) den Amylasegehalt des 
Blutes wahrend der Graviditat abnorm hoch. 

Was pathologische Bedingungen betrifft, so machen sich auch hier die 
erwahnten grossen Schwankungen geltend. So fanden Myers und Kilian 2 

bei zahlreichen Fallen von Nephritis den Amylasegehalt des Blutes auf das 
Doppelte bis Dreifache des normal en gesteigert, dagegen konnten Lewis und 
Mason 3 zwar Erniedrigungen in der Amylasewirkung feststellen, aber keinen 
Zusammenhang mit der Art der Nierenerkrankung. 

Bei pankreaslosen Hunden wurde sowohl unveranderter Amylasegehalt 
des Blutes wie auch Abfall des Amylasegehalts 4, 5 beobachtet. J. Mar kowi tz 
und H. B. Hough5 fanden bei 3 pankreaslosen Hunden, die mit Hilfe von 
Insulin viele Monate am Leben erhalten wurden, fast normal en Blutamylase
gehalt. 

Besonders naheliegend war es, bei Diabetes mellitus Beziehungen zwischen 
der Hohe des Blutzuckergehaltes und der diastatischen Aktivitat zu suchen 
(Foster 1867). Wahrend Myers und Kilian (1. c.) bei 13 Diabetesfallen 
eine Amylasewirkung fanden, welche die normale um das 2-5fache uber
tri££t 6 und nach ihren Ergebnissen eine Beziehung zur Menge des Blutzuckers 
annehmen, lief ern die Ergebnisse von Bang und die neueren von Lewis 
und Mason keinerlei Anhaltspunkte dafur. 

Auch konnte Wohlgemuth keine Veranderung bei Adrenalin- und 
Phlorrhizin diabetes nachweisen. Insulin solI Verminderung der Amylase
aktivitat des Blutes hervorrufen. 

Ungeandert bleibt nach Schirokauer und Wilenko 7 die Blut- und 
Leberamylase auch im Fieber. 

J. T. Groll s fand das pH-Optimum der Blutamylase bei pH = 8, was 
jedoch durch die Versuche von W. Engelhard t und M. Gertschuk9, welche 
mit ihrer Mikromethodik das Optimum im Gebiet pH = 6,3-6,8 festgestellt 
haben, nicht bestatigt wurde. 

1 K u ri yam a, Jl BioI. Chern. 33, 193; 1918. 
2 Myers u. Kilian, Jl BioI. Chern. 29, 179; 1917. 
3 Lewis u. Mason, Jl of BioI. Chern. 44, 455; 1920. 
4 Wohlgemuth, Biochem. Zs 21, 381; 1909. - H. Otten u. P. C. Gallaway jr., 

Amer. Jl PhysioI. 26, 347; 1910. - Stawraki, Biochem. Zs 69, 370; 1914. - Davis u. 
R 0 s s, Arner. Jl PhysioI. 56, 22; 1921. - So roc how its c h, Biochem. Zs 169, 409; 1926. 

5 Markowitz u. Hough, Amer. J1 PhysioI. 75, 571; 1926. 
6 L e pin e u. Barr a I hatten 1891 eine Verrninderung der Amylase gefunden. 
7 Schirokauer u. Wilenko, Zs klin. Med. 70, 257; 1910. 
8 J. T. Groll, NederI. Tijdschr. Geneeskunde 68, I. 2832; 1924. - Chern. ZbI. 95, II. 

1595; 1924. 
9 W. Engelhardt u. M. Gertschuk, Biochem. Zs 167,43; 1926. 
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VII. Serum, Lymphe, l}Iilch, Cerebrospinal:O.iissigkeit. 
Diese Flussigkeiten sind besonders von Rohmann und Bial1, sowie 

Carlson und Luckard t (I. c.) untersucht worden, Cerebrospinalflussigkeit 
wurde von Panzer 2, Milch von Wohlgemuth 3 untersucht. Nach Sat04 

soIl durch 100 ccm Kuhmilch bei 40 0 in 30 Min. 5-21 mg Starke, in 
24 Stunden 10-37 mg Starke gespalten werden. 

1m Hiihnerei findet sich nach J oh. Muller eine schwache Amylase. 
Nach Roger (Soc. BioI. 64) soll sie teilweise in Ather loslich sein (?). 

VIII. Harn. 
Amylase im Harn haben Cohnheim sowie B echamps 1865 beobachtet. 
Menschlicher Harn solI eine ziemlich gleichmassige Amylasewirkung 

zeigen5 • Lindemann 6 fand die Wirksamkeit in der Wohlgemuthschen 
Einheit D = 15-45. Manner scheiden nach Wohlgemuth7 mehr Amylase 
aus als Frauen. 

Wesentlich beeinflusst wird der Amylasegehalt des Harns von der Durch
lassigkeit der Nieren 8 • Hirata9 fand bei experimenteller, durch Sublimat-, 
Chrom- und Uranvergiftung an Kaninchen hervorgerufener Nephritis eine 
Abnahme der Amylase im Urin. Man konnte hier an eine Inaktivierung des 
Enzyms durch die in den Harn ubergetretenen Gifte denken, indessen wurde 
gleichzeitig eine Zunahme der Amylase im Blut konstatiert. Beziehungen zur 
Nephritis besprechen auch Wynhausen lO und v. Benczur(1910), Harrison 
und Lawrencell• 

Beziehungen zwischen dem Pankreas und Harnamylase ist auch mehrmals 
diskutiert worden. Bei experimenteller Entfernung des Pankreas solI die 
Harna.mylase vermindert werden, wahrend bei Absperrung des Pankreas 
vom Darm der Amylasegehalt im Harn gesteigert werden solI (W ohl
gemuth). 

Bei Diabetes ist nach ubereinstimmendem Befund zahlreicher Beobachter 
die Amylasewirkung des Harns stark herabgesetzt (L epine, W ohlge m u th, 
Rosenthal (I. c.), Marino12 u. a. Indessen ist hier aber immer in Betracht 
zu ziehen - besonders bei Diabetes insipidus -, dass der Nachweis der 

1 Rohmann u. Bial, Pflug. Arch. 52-55. 
2 Panzer, Wien. klin. Woch. 12, 805; 1899. 
3 Wohlgemuth u. Strich, Sitz.-Ber. Preuss. Akad. 25, 520; 1910. 
4 Sat 0, Biochem. Jl 14, 120; 1920. 
J; Pariset, Soc. BioI. 63,614; 1907. 
6 Lindemann, Zs klin. Med. 75, 58; 1912. 
7 Wohlgemuth, Zs Urologie 5,801; 1911. 
8 Rosenthal, Deutsche med. Woch. 37, 923; 1911. 
9 Hirata, Biochem. Zs 28,23; 1910. 

10 Wynhausen, Berl. klin. Wochenschr. 47, 2107; 1910. 
11 Harrison u. Lawrence, Brit. med. Jl 1923, 317. 
12 }Ia ri no, Deutsches Arch. klin. Med. 103, 325; 1911. 
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Harnenzyme im krankhaft vermehrten Harn durch die grosse Verdiinnung 
wesentlich erschwert wird (Schaumberg; Wolpe1). 

Tierische Anti-Amylasen. 

Angaben iiber die Immunisierung von Kaninchen gegen Pankreas
amylase findet man bei Ascoli und Bonfanti (H. 43). 

B. Pfianzliche Amylasen. 
(I{nut Sjoberg.) 

Die Gegenwart eines starkeverzuckernden Enzyms im Malz wurde 1883 
von Payen und Persoz und bald darauf von Saussure entdeckt. Die 
Verzuckerung der Starke durch Malz hatten bereits 1785 Irvine und 1815 
Kirchhoff beschrieben. 

I. Amylasen der Phanerogamen. 
Vorkommen. Vor aIlem sind hier die Samen der Graser zu nennen, III 

erster Linie der Gerste, welche als Malz bekanntlich die Amylase zu den 
technisch wichtigen Verzuckerungen liefert, ferner von Roggen, Weizen, 
Hafer, Mais, Hirse, Reis (Chrzaczsz, Zs Spiro Ind. 32, 1909). Besonders 
gross ist die Wirkung der keimenden Samen. 

Ausserdem findet sich Amylase auch in PoIlenkornern (Green), Knollen 
(z. B. Kartoffelknollen), Wurzeln, Riiben, Blattern, Rinden, iiberhaupt wohl 
in allen pflanzlichen Organen und Saften, welche Starke enthalten und in 
welchen ein Starke-Umsatz stattfindet. Es wiirde deswegen zu weit fiihren, 
hier aIle Befunde iiber Vorkommen zu zitieren, und es sei deswegen auf das 
Werk von Czapek, 2. Aufl., Bd. 1 verwiesen. Eine interessante Studie iiber 
die J ahres-Variationen der Amylasewirkung in griinen Blattern hat K. S j 0-
berg 2 verfasst. 

Darstellung. Unter den zahlreichen Arbeiten, in welchen auch die Dar
stellung der Amylase erwahnt wird und die man bei Sherman3 ziemlich 
vollstandig zitiert findet, konnen hier nur einige wesentliche Methoden an
gefiihrt werden. 

Lin tner4 extrahierte 1 Tl. Gerstengriinmalz 24 Std. mit 2-4 TIn. 
200f0igen Alkohols und fallte den Extrakt mit dem 2-2,5 fachen Volumen 
abs. Athers. Der sich rasch absetzende Niederschlag wird durch Dekantieren 
von der Fliissigkeit getrennt und mit absolutem Alkohol verrieben, nach 
Filtration mit abs. Alkohol gewaschen, mit Ather zerrieben, abgesogen und 

1 W 0 I P e, Berl. klin. Wochenschr. 58, 101; 1921. Daselbst Literatur. 
2 Sj 6 be r g, Biochem. Zs 133, 218; 1922. 
3 Sherman u. Schlesinger, JI ArneI'. Chern. Soc. 35, 1617; 1913. 
4 Lintner, JI prakt. Chern. N.F. 34, 386; 1866. 
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im Vakuum liber H2S04 getrocknet. Das so erhaltene gelblich-weisse Pulver 
halt stets noch geringe Mengen von Alkohol zuruck. Ausserdem enthielt 
das Rohpraparat 16% Asche, hauptsachlich Calciumphosphat. Durch wieder
holtes Umfallen und Dialysieren wurde eine gewisse Reinigung, besonders 
eine Verminderung des Aschengehaltes bis auf 50f0 erzielt. - Spater hat 
Lintner auch eine Darstellung aus Weizenmalz beschrieben; ahnliche 
Methoden hat Wr6blewski 1 angewandt. 

Osborne und Campbel12, deren Angaben sich durch Genauigkeit 
auszeichnen, benutzten die Ausfallung durch Ammoniumsul£at zur Reinigung 
der Amylase. 

Sherman3 ist mit seinen Mitarbeitern hinsichtlich der Reinigung der 
Malzamylase am weitesten gekommen. Er stellt sein Rohpraparat folgender
massen dar: Gemahlenes Malz wird etwa 2 Stunden mit der 2,5 fachen Menge 
\Vassers, verdlinnten Alkohols oder sehr verdunnter Phosphorsaure bei etwa 100 

extrahiert. Der filtrierte Extrakt wird 1-2 Tage durch Kollodiumsacke gegen 
kaltes Wasser dialysiert und hierauf mit Alkohol oder Aceton ausgefallt bis 
die Alkohol- Konzentration etwa 70 Ofo erreicht. Das beste del' Pl'aparate 
zeigte 1200-1540 Sherman-Einheiten (= etwa 53 S£.). An diesen ergab die 
Sticksto£fbestimmung4 nach van Sly ke: 

Wirksamkeit in Sf. 
Stickstoff 

13 34 

C D E 
NH3 7,8 7,3 7,9 

Melanin 4,1 3,9 5,6 
Arginin 14,5 13,1 14,2 
Histidin 4,6 6,5 5,4 
Lysin 7,5 6,7 5,5 
Cystin 4,0 4,0 4,9 

Amino-N des Filtrats 55,3 53,9 52,4 
Nicht-N des Filtrats 3,5 4,3 4,5 

Bei weiteren Reinigungsversuchen von Sherman und Schlesinger5 

wurde der im Vakuum eingeengte Malzextrakt zuerst ausgiebig dialysiert 
und dann mit Ammoniumsulfat gesattigt, wodurch eine inaktive Fallung 
entsteht. Die Lasung wurde wieder dialysiert, von einem Niedel'schlag ab
dekantiert und untel'halb 15 0 mit reinem Alkohol vel'setzt, bis dessen Gehalt 
50 bzw. 65% betrug. Durch dieses Verfahren wurde zwal' eine hahere mittlere 
vVirksamkeit del' Pra.parate erzielt, dagegen stieg die maximale Wirksamkeit 

1 Wroblewski, H. 24,173 u. Chern. Ber. 30, 2289; 1897. 
2 Osborne u. Campbell, Jl Amer. Chern. Soc. 18, 356; 1896. 
3 Sherman u. Schlesinger, JI Amer. Chern. Soc. 35,1617; 1913. 
4 Sherman u. Gettler, JI Amer. Chern. Soc. 35,1790; 1913. 
5 Sherman u. Schlesinger, J1 Amer. Chern. Soc. 37, 643; 1915. 
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nicht tiber 1570 Sherman-Einheiten = 60 Sf. Diese aktivsten Praparate 
enthielten 15,3% N. 

Sherman und Schlesinger1 haben ihre hochaktiven Malzamylasen 
eingehend mit ihren Pankreasamylasen-Praparaten verglichen. Sie kommen 
dabei zu folgenden Ergebnissen: 

Beide Amylasen sind amorphe, stickstof£haltige Substanzen, loslich in 
Wasser und in 50%igem Alkohol, unlOslich in konzentriertem Alkohol odeI' 
Aceton. Beide zeigen die typischen Protein- (Million-, Xantoprotein-, Trypto
phan-, Biuret-) Reaktionen. Beide enthalten 15-16% N. Beim Erhitzen 
geben beide ein koaguliertes Albumin und eine Proteose odeI' Pepton. 

Glimm und Sommer,2 haben Versuche tiber die Adsorption del' Amylase 
an verschiedenen Adsorptionsmitteln' ausgeftihrt. Aus dem Aluminium
hydroxydadsorbat war die Amylase durch sekundares Phosphat ohne Verlust 
eluierbar. In del' Restlosung blieben etwa 50% unwirksamer Substanz zuruck. 
Bei del' Adsorption mit Zinnsauresuspension wurden sogar 70% unwirksamen 
Ruckstandes abgetrennt. Dagegen zeigten die Elutionen aus Kaolin und 
noch starker aus Zinnsaure starke Inaktivierung del' Amylase. Die sauren 
Kolloide, wie Kaolin und besonders Zinnsaure trennen aus del' Amylase einen 
Begleitsto££ ab, der del' Amylase als Schutzsto££ dient und fur die Bestandigkeit 
des Ferments notwendig ist. Das starker basische Aluminiumhydroxyd nimmt 
diesen Schutzsto££ bei del' Adsorption mit. Die Adsorption an gallertiges 
Zinkphosphat gelang nur unter Zusatz von etwa 20% Alkohol. 

Das beste Ergebnis fanden die Verfasser bei folgendem Verfahren. N ach 
dreitagiger Autolyse bei 40 0 0 mit Zusatz von Toluol wurde das Praparat 
zweimal fraktioniert mit Tierkohle behandelt, wobei ein vollkommen wasser
klar aktives Filtrat erhalten wurde. Die Verzucke:rungsfahigkeit betrug 
Sf. = 75,4. Der N-Gehalt war auf 3,8% gesunken. Das Praparat war voll
kommen frei von Kohlenhydraten. 

a) Aciditlitsbedingungen. 

In einer vorlaufigen Mitteilung haben Vel'£. und Svan b erg 3 eine Aciditats
kurve £tir Malzamylase unter Phosphatzusatz angegeben (Fig. 53). Die Werte 
gelten fur das Verzuckerungsvermogen. Die kleinen Vierecke sind die Disso
ziationsreste, welche sich aus einer Dissoziationskonstante von 10-7,75 ergaben 

Relative Dissoziationsreste einer Saure von K = 10-7,75. 

pH 
Dissoziationsrest 

5,5 6 
99,4 98,4 

6,5 
94,9 

7 
85 

7,5 
64 

8 
36 

8,5 
15 

1 Sherman u. Schlesinger, JI ArneI'. Chern. Soc. 37, 1305; 1915. 
2 Glimm u. Sommer, Biochem. Zs 188, 290; 1927. 
3 E u 1 c I' u. S van bel' g, H. 112, 193; 1920. 

Chcmie d. Enzyme. II. 3, A. 

9 
5,3 

25 

9,5 
1,75 
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(siehe die vorhergehende TabeIle). In der Fig. 54 ist die Dissoziationskurve 
gezeichnet und die experimentellen Punkte sind markiert. 

Die rechte Seite der Kurve ist also in dies em FaIle besser als bei der 
Speicheldiastase mit Michaelis' Theorie vereinbar 1, nach welcher das Enzym 
bzw. die Verbindung Enzymsubstrat als amphoterer Elektrolyt die Aciditats
bedingungen bestimmt. Vgl. hierzu 1. Teil, S. 141ff. 

Nach der Wohlgemuthschen Methode wurde das Optimum mit dem 
Optimum der Verzuckerung fast iibereinstimmend gefunden. 

Was die Ergebnisse friiherer Autoren betri£ft, so stiitzt sich der erste 
exakt angegebene pH-Wert, namlich der von Sorensen, auf Angaben 
Fernbachs. Adler2 fand ein Optimum zwischen 4,7 und 5,15. Sherman 
und Thomas 3, welche bei Anwendung des Phosphatpuffers als Optimum 
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Fig. 54. 

der Verzuckerung pH = 4,2 bis 4,6 angeben, haben einzelne Punkte elektro
metrischgemessen; eine pH-Kurve geben Sherman, Thomas undBaldwin4 ; 

danach liegt das Optimum bei pH = 4,4-4,5. A. Hahn und Harpuder 5 

finden als pH-Optimum 4,7. 

Ernstrom findet das Optimum der Verzuckerung in Gegenwart von 
Natriumacetat als Puffer zwischen 4,7 und 5,0 und Myrback6 zwischen 
4,8 und 5,6. 

Nach neuen Versuchen von Sherman, Caldwell und Adams 7 andert 
sich die optimale Wasserstoffionenkonzentration mit der Temperatur. Fiir 
Malzamylase in Phosphatpu££er haben sie untenstehende Werte erhalten: 

1 Michaelis u. Pechstein, Biochem. Zs 59, 77; 1914. 
2 A die r, Biochem. Zs 77, 146; 1916. 
• Sherman u. A. W. Thomas, JI Amer. Chern. Soc. 37, 623; 1915. 
4 Sherman, Thomas u. Baldwin, JI Amer. Chern. Soc. 41, 231; 1919. 
5 A. Hahn u. Harpuder, Zs f. BioI. 71, 287 u. 302; 1919. 
6 My r b a c k, H. 159, 1; 1926. 
7 Sherman, Caldwell u. Adams, JI Amer. Chern. Soc. 49, 2000; 1927. 
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Temp. pH 
30-40 4,4-5,0 

50 4,6-5,0 
60 5,2-5,5 
70 5,3-5,8 

Diese VerhliJtnisse durften im Zusammenhang mit der Temperatur
empfindlichkeit des Enzyms'stehen (siehe S. 398). 

AHe diese Werte gelten fUr die Malzamylase. Fur die Amylase aus einigen 
anderen grunen Gewachsen hat Sj 0 berg l das Optimum bei pH = 5-5,5 
sowohl bei der Dextrinierung als bei der Zuckerbildung gefunden. 

Nach Chrzaszcz 2 gibt es keine optimale Wasserstoifionenkonzentration 
fur das Dextrinierungsvermogen der Amylase. Das Optimum ist von ver
schiedenen Bedingungen abhangig. AHe Bedingungen, die ungunstig einwirken, 
verschieben die optimale Wasserstoffionenkonzentration in alkalische Richtung. 

Wahrend das Aciditatsoptimum des Ptyalins durch Salzzusatze ver
schoben wird, zeigt die Malzamylase nach Hahn und Harpuder ihr Wirkungs
optimum bei Zusatz von Chlorid, Bromid, Nitrat und Sulfat an gleicher Stelle, 
wie in reinem Acetatpuifer. 

1m allgemeinen scheint Malzamylase von Salzen viel weniger aktiviert 
zu werden als Ptyalin und die ubrigen tierischen Amylasen. 

Aktivatoren. 

Uber den Einfluss von Aminosauren auf Amylase haben Sherman und 
Mitarbeiter 3 Versuche angesteHt. Sie fanden, dass das Enzym durch gewisse 
Aminosauren aktiviert wurde. Die Versuche, welche von Haehn4 und von 
01 s s on 5 bestatigt wurden, zeigen indessen, dass es sich grosstenteils urn eine 
Schutzwirkung gegen Temperaturinaktivierung handelt. 

In der Hefe haben Pringshei m und seine Mitarbeiter 6 ein "Komplement" 
gefunden, das die Uberfuhrung der letzten Teile der Starke in Maltose be
einflusst, ein Ergebnis, das auch Sjoberg7 bestatigt hat. Dieses Kom
plement ist hitzebestandig und dialysierbar. Pringsheim und Otto 8 haben 
das Komplementextrakt zentrifugiert und einen Niederschlag bekommen, 
welcher neben dem Komplement Eiweissstoffe enthalt. Das Eiweiss wurde 

1 Sj ii b erg, Biochem. Zs 133, 218; 1922. 
2 Chrzaszcz, Bidzinsky u. I~rause, Biochem. Zs 160, 155; 1925. 
3 Sherman u. Caldwell, Jl Amer. Chern. Soc. 43, 2469; 1921 u. 44, 2926; 1922. -

Sherman u. ~aylor, ebenda 44,2957; 1922. - Sherman u. Walker, ebenda 41, 1866; 
1919; 43, 2461; 1921 u. 45, 1960; 1923. 

4 Haehn, Biochem. Zs 135,587; 1923. - Haehn u. Schweigart, Biochem. Zs 143, 
516; 1923. 

5 Urban Olsson, Inaugural-Dissertation Stockholm 1925. 
6 Pringsheim u. Fuchs, Chern. Ber. 56,1762; 1923. - Pringsheim u. Schmalz, 

Biochem. Zs 142, 108; 1923. - Pringsheim u. Beiser, ebenda 148, 336; 1924. 
7 S j ii b erg, Biochem. Zs 159, 468; 1925. 
8 Pringsheim u. Otto, Biochem. Zs 173,399; 1926. 

25* 
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au£fermentativem Wege durch Pepsinverdauung zerstart. Dabei wurde eme 
betrachtliche Steigerung der Komplementwil'kung beobachtet. N ach Behand
lung von Huhnereiweiss und einigen andel'en Eiweisssto£ien mit Pepsin wurde 
auch ein deutlich aktives Komplement erhalten. 1m Gegensatz zu dem un
vel'dauten Hefekomplement beschleunigen sowohl verdautes Hefekomplement 
wie auch die obengenannten Eiweissstoffe die Verzuekerung del' Starke 
schon in ihren erst en Stadien. 

Paralysatoren. 

Anorganische StoUe. Die ersten brauehbaren Ergebnisse verdankt man 
Kjeldahl. In einer eingehenden Untel'suchung hat U. Olsson l die Wil'kung 

von J od, N aF, mehreren Seh wer-
'12><. 

11 I 

3 

I(qIVOJ 
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\ 
\ 
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1 x 
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'1-5° 

metallsalzen und von Salzen der 
Molybdan· und Wol£ramsaure 
festgestellt. Wie aus seinen Ver
suchen hervorgeht, sehreitet die 
Einwirkung versehiedener Para-. 
lysatoren mit der Zeit fort, wenn 
man zunachst den Paralysator 
mit der Enzym16sung in Be
l'uhrung bringt. -ober die erfor
derliehen Zeiten gibt folgende 

25 Tabelle Auskunft. Die 2. Spalte 
der Tabelle gibt die molekular
nol'male Konzentration des Giftes 

in del' substratfl'eien Lasung an, bezogen auf 1 mg organisehe Tl'oeken
substanz des Enzyms. 

Einwirkungsdauer il1 Afil1ufen 

Fig. 55. 

Molekular-normale Ein wir kungs da ner Verminderung der 
Gift Konzentration (Inkubationszeit) Aktivitiit des 

des Giftes Enzyms in 0/0 

Jod 1,39' 10-7 10 Min., 80 Min., 21 Std. 48, 56, 60 
Phenylhydrazin 4,81.10-4 10 Min., 40 Min., 6 Std. 72, 77, 90 
Hydroxylamin 7,98.10-4 30 Mill" 16. 23, 43 Std. 8, 65. 67, 83 
Semicarbazid . 4,45.10-5 10 Min., 4, 32 Std. 3, 3, 31 
Na2S03 , 9,03.10-4 10 Std. 64 
Cyankalium 2,14· 10-4 10 Min., 20 Std. 33,58 
H4N -Molybdat 3,04.10-3 15 Min., 3, 9, 22, 52 Std. 6, 6, 22, 38, 67 
N a-W olframat 6,03.10-4 10 Min., 5, 23 Std. 13, 72, 100 
N atriumfluorid 3,0 ·10-' 5 Std. 3 
Leucin 5,48.10-3 26 Std. 5 
Alanin 2,80.10-2 

I 
30 Min. 100 

1 l". Olsson, H. 117, 91; 1921: 126,29; 1923. 
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Fur den zeitlichen VerI auf der Vergiftung liefert die Fig. 55 ein Beispiel. 
Etwa die HaHte der normalen Aktivitat der Malzamylase wird dem

gemass erreicht, wenn im starkehaltigen Reaktionsgemisch die obigen Sub
stanzen in folgenden Konzentrationen vorhanden sind. 

Gift Konzentration I Gi ft Kon~entration 

Jod 1,74.10-8 H4N-Molybdat 3,80 ·10-4 
Phenylhydrazin 6,01.10-5 Na-Wolframat 7,54.10-5 

Hydroxylamin. 9,98.10-5 N atriumfluorid 3,75.10-4 

Semicarbazid . 5,56.10-6 Leucin 6,85.10-4 

Na2S03 1,13.10-4 Alanin 3,50·10-' 
Cyankalium 2,68.10-5 

Die folgende Tabelle Olssons gibt neben den Giftkonzentrationen (im 
Reaktionsgemisch) in einer 3. Spalte noch die Verminderung der Aktivitat 
des Enzyms in Prozenten 
an (bei den betr. Stoffen 
ist die Inkubationszeit sehr 
klein). 

N ach HoI m be r g h 1 

wird die Verzuckerungs
fahigkeit der Malzamylase 
durch KJ gehemmt. 

Gift 

Uranylsulfat 
Eisenchlorid 
Zinksulfat . 
Mercuronitrat. 
Mercurochlorid 

Myrback 2 fand, dass Mercurichlorid 
die Inaktivierung mit Phos- Formaldehyd. 

phorwoHramsaure und Pi-

Konzentration 

6,44·10-' 
6,16 ·10-' 
8,8 .10-2 

1,78.10-7 

2,13.10-7 

6,04.10-8 

6,87.10-3 

Akti vitats-
verminderung 

% 

57 
11 
13 
50 
50 
61 
50 

krinsaure bei verschiedenen Aciditaten so verlauft wie eine Salzbildung mit 
einer basischen Gruppe des Enzymmolekuls. In derselben Arbeit Angaben 
uber Ag-Inaktivierung bei wechselndem pH. 

Organische Stolte. Man findet in den obigen Tabellen von Olsson auch 
einige typische organische Gifte. 

Alkaloide sollen nach Go e be J3 im allgemeinen nur wenig schadigen; 
dies gilt speziell bezuglich Strychnin nach Kjeldahl und bezuglich Akonitin 
nach Bywaters und Waller4• 

Dass Athylalkohol bis zu 50% nur wenig schadigt, geht aus den Arbeiten 
Shermans hervor. 

Phenole sollen etwas hemmen. Siehe auch 1. Teil, 3. Aufl. S. 228 u. f£. 
Durch das Serum eines mit Malzamylase vorbehandelten KaninQhens 

1 Holmbergh, Biochem. Zs 145, 244; 1924. 
2 Myrback, H. 159, 1; 1926. 
3 Go e bel, Biochem. Zbt. 4, 1356; 1905 (Orig. russisch). 
4 Bywaters u. Waller, Jl of Physiol. 40 (45), 1910. 
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tritt nach Luers und Albrecht! eine Hemmungserscheinung gegentiber der 
Fermentwirkung ein. 

b) Kinetik. 

Die zahlreichen Untersuchungen tiber die Kinetik der Starkespaltung 
haben bis jetzt noch zu keinem befriedigenden Ergebnis geftihrt. Dies hat 
seinen Grund teils in der Inhomogenitat des Substrates, besonders aber 
darin, dass es sich hier nicht, wie etwa bei der Hydrolyse eines Esters oder 
einer Biose, urn eine einfache Spaltungsreaktion handelt, sondern dass der 
Weg von der Starke bis zu den letzten Spaltungsprodukten uber eine Reihe 
von Zwischenprodukten fuhrt, welche wir erst in allerletzter Zeit naher kennen 
gelernt haben. An der Bildung dieser Zwischenprodukte sind vermutlich 
mehrere Enzyme beteilig-t, deren naheres Studium noch aussteht. Schon 
jetzt konnen wir aber annehmen, dass das Enzym, welches die Verfltissigung 
des Starkekleisters bewirkt, verschieden ist von dem Katalysator der Ver
zuckerung. (Siehe die Inaktivierungsversuche von U. Olsson.) Wie Karrer 
hervorhebt, haben wir es beim Starkeabbau zunachst mit einer Depolymeri
sation zu tun und dann mit eigentlichen hydrolytischen Reaktionen, welche 
von den Grundkorpern der Starke zur Maltose und zu den Hexosanen fuhren. 
Was bei kinetischen" Untersuchungen bis jetzt im allgemeinen verfolgt wurde, 
ist eine - je nach der gewahlten Methodik mehr oder weniger vollstandige -
Summe von Folgereaktionen. Dass demgemass der Anschluss an die fur 
einfache monomolekulare Reaktionen geltenden Gesetze und Beziehungen 
nicht gefunden wurde, kann nicht auffallen. Andererseits hat es unter den 
erwahnten Umstanden nur einen bedingten Wert, empirische Formeln kennen 
zu lernen, welche sich den Versuchsergebnissen anschliessen. Ganz entbehren 
lassen sich solche Formeln nicht, da die Angabe der Wirksamkeit der Amylase
Praparaten sich auf kinetische Beobachtungen grtinden muss. 

Der gegenwartige Stand der Forschung ergibt sich etwa aus folgendem: 
Es seien zunachst diejenigen Arbeiten erwahnt, welche sich mit den 

Wirkungsbedingungen der ~1alzamylase und mit dem zeitlichen Verlauf der 
Verzuckerung beschaftigen; aui die Verfahren, welche nur bezwecken, den 
Wirkungswert von Malz und Malzextrakten zu finden, kommen wir S. 409 
u. ff. zuruck. 

Die ersten quantitativen Versuche tiber den VerI auf und die Bedingungen 
der diastatischen Wirkung des Malzextraktes verdankt man Kj eldahl 2• 

Brown und Glendinning3 haben sehr exakte systematische Versuche 
daruber angestellt, ob die Verzuckerung der loslichen Starke sich der Formel 
ftir monomolekulare Reaktionen anschliesst. 

Die folgende ihrer Arbeit entnommene Tabelle bezieht sich auf die Ver-

1 Liiers u. Albrecht, Fermentf. 8, 52; 1924. 
2 Kjeldahl, Medd. Carlsberg-Lab. 1, 1879. - Zs ges. Brau. 1880. 
3 Brown u. Glendinning, Jl Chern. Soc. 81, 388; 1902. 
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zuckerung einer 30f0igen Starkelasung durch 0,25 ccm Malzextrakt auf 100 ccm 
Lasung. Temperatur 51-52°. 

Minuten I-x k . 101 I k1 • 104 I Minuten I 1 - x k· 104 I k1 • 104 

10 0,8916 50 I 47 80 0,2615 73 51 
20 0,7750 55 

I 

50 90 0,2200 73 50 
30 0,6653 59 50 100 0,1850 73 50 
40 0,5645 62 51 liO 0,1500 75 50 
50 0,4650 65 52 120 0,1200 76 50 
60 0,3850 69 52 140 0,0780 79 50 
70 0,3200 71 51 160 0,0500 81 49 

3 Ofoige Starkelasung mit 1 ccm Malzextrakt auf 100 ccm Lasung: 

l\1inuten I-x k ·10' k1 ·10' 
10 0,92 37 35 
20 0,84 39 36 
40 0,69 40 34 
60 0,56 42 34 
70 0,49 44 34 

Die Konstante k der monomolekularen Formel steigt stark an, und das 
gleiche ist auch in den ubrigen drei Tabellen der genannten Autoren der 
Fall. Brown und Glendinning haben die naheliegende Annahme gepruft, 
dass die beobachtete Steigerung der Konstanten davon herruhrt, dass die zu 
Beginn der Reaktion entstehenden Dextrine leichter gespalten werden als das 
ursprungliche Substrat; ihr Versuch mit Ausgangsmaterial, das verschieden 
weit vorgespalten war, hat keine Stutze fur obige Annahme geliefert. 

1 a+x 
Fur den Koef£izienten kl der Formel kl = -In--- finden sie eine an

t a-x 
genaherte Konstanz. 

V. Henri 1 kam bald darauf zu einem Ergebnis, welches von demjenigen 
der beiden englischen Autoren insofern abwich, als er findet, dass die Kon
stanten k urn einen gewissen Mittelwert schwanken; "la loi de formation 
du maltose et donc bien une loi logarithmique". 

Die folgende, seiner Arbeit entnommene Tabelle bezieht sich auf einen 
Versuch mit 30f0iger Starkelasung und Malzamylase; Temperatur 25°. 

I Gebildete I 
Minuten Maltose 

29 0,090 

I 53 0,179 
89 0,283 

113 0,358 
150 0,459 

x 
a 

0,046 
0,092 
0,146 
0,184 
0,236 

I 
I 

I 

707 184 
790 227 
769 326 
781 402 

I 
779 467 

0,552 
0,641 
0,865 
0,977 
1,121 

x 
a 

0,284 
0,330 
0,446 
0,504 
0,578 

1 V. Henri, Lois generales de l'a.ction des diastases. These, Paris (1903). 

I k·106 

788 
766 
787 
757 

I 802 
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Bei Variation der Starkekonzentration findet Henri (S. 121) folgende 
Mengen Maltose in Gramm: 

Datum Yersuchsdauer Starkekonzentration 
1902 in Minuten 3% 1,5% 0,75% 0,375% 

5.9. 60 0,192 0,174 0,145 
6.9. 40 0,180 0,154 0,124 

II. 9. 40 0,130 0,111 0,1l2 0,082 
20.9. 30 0,098 0,104 0,100 

1m Anschluss an diese Versuche wird die Formel 
a[ x a ] 1 a 

ka=t (m-n)a;-+ nln a-x +t log a-x 

vorgeschlagen; die Koeffizienten m und n werden aber nicht bestimmt, und 
demgemass ist die Formel nicht gepriift. 

Weitere Versuche fiber das Zeitgesetz der Verzuckerung findet man in 
den Arbeiten von Pottevin 1 , EHront 2 und Ling und Davis a. 

Die nachste eingehende Untersuchung iiber die Verzuckerung durch 
Malzamylase stammt von Philoche'. Ihren Bestimmungen nach folgt der 
zeitliche VerI auf der Verzuckerung von einem gewissen Spaltungsgrad an 
(etwa 30%) der monomolekularen Formel, vorher nimmt der Reaktions
koeffizient stark abo Dies zeigt z. B. folgende Versuchsreihe, angestellt mit 
2%iger Starkelosung bei 31,5°. 

1 g "abso!. Diastase" in 50 Liter. 

Minuten 
x 

k ·10' Minuten 
x 

k ·10' -
a a 

25 0,10 30,5 246 0,61 16,6 
31 0,]6 24,4 270 0,63 16,0 
60 0,25 20,8 300 0,66 15,6 
90 0,30 17,2 420 0,82 17,7 

120 0,36 16,1 485 0,87 17,6 
210 0,53 15,6 

Die Verzuckerung wird nicht direkt proportional mit der Starke
konzentration oder der anwesenden Diastasemenge gefunden. 

Henri van Laer hat eine grosse Reihe von Experimentalbeitragen 
zu dem hier besprochenen Thema geliefert5,6,7. Er kommt zu dem Ergebnis, 

1 Pot t e v in, Ann. Inst. Pasteur 13, 665; 1899. 
2 E fir 0 nt, Les enzymes et leurs applications (Paris 1899). 
3 Ling u. Davis, JI Inst. Brew 8,475; 1902. 
, Phil 0 c he, JI de Chim. Phys. 6, 212 u. 355; 1908. 
5 H. van Laer, Bull. Acad. roy de Belg. a) nr. 7, 611; 1910 .. - b) nr. 9-10, 707; 

1910. - c) nr. 2, 84; 1911. - d) nr. 3, 305; 1911. - e) nr. 4, 362; 1911. - f) nr. 11, 795; 
1911. - g) nr. 4, 395; 1913 

6 H. van Laer, Bull. Soc. chim. de Belg. 26, 18; 1912. 
7 H. van Laer, Bull. Soc. roy. Se. med. et nat. de BruxeHes nr. 5; 1913. 
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dass bis zu einer Starkekonzentration von 4,5% die Verzuckerung sich der 
Formel fiir monomolekulare Reaktionen anschliesstl. Dabei ist eine ge
eignete Enzymkonzentration vorausgesetzt; wird das Malzenzym durch Ver
diinnung oder Erhitzung geschwacht, so lief ern die einzelnen Verzuekerungs
versuehe abnehmende Reaktionskoeffizienten erster Ordnung. Henri van 
Laer sehliesst sieh, wie aueh Marc H. van Laer 2 , der Auffassung an, dass 
die Konzentration der Verbindung Amylase-Starke, also die Konstante des 
Gleiehgewiehtes zwischen Enzym und Substrat die Dynamik der enzymatischen 
Verzuekerung bestimmt. 

Die neueren Versuehe von Sherman und Jennie A. Walker sind 
unter Einhaltung einer bestimmten, nahezu optimalen Aeiditat (pH = 4,4) 
ausgefiihrt und deswegen in h6herem Grad anwendbar als altere Ergebnisse. 

Der zeitliehe Verlauf wird durch folgenden Auszug aus der Tabelle IV 
(JI Amerie. Chern. Soc. 39, 1489, 1917) deutlich: 

Die Versuehe beziehen sich auf 1 % Starke; Puffer KH2P04• 

0,000025% Enzym 0,00005 % Enzym 0,00010% Enzym 

Stun den 
Maltose in % I :Maltose in % I Maltose in % I 
der Theorie , 

k .105 
der Theorie 

k .105 
der Theorie I 

k .105 

I 

1 8,7 64 20,8 168 32,9 288 
2 16,7 65 31,3 135 52,8 271 
4 30,9 66 52,1 133 69,8 216 
6 42,3 66 64,2 123 72,9 157 
8 52,6 67 72,8 II7 73,7 120 

30 68,7 27 73,5 32 75,8 34 
48 71,3 18 76,0 21 78,9 23 
72 71,4 12 76,4 14 79,1 17 
96 72,7 9 77,8 II 79,9 12 

Sherman und Walker ziehen aus ihren Versuehen u. a. folgende 
Sehliisse: Wenn in vergleiehbaren Versuchen die Enzymkonzentration in 
gewissen Grenzen variiert wird, so findet man den Grad der Maltosebildung 
direkt proportional der Enzymkonzentration bis zu etwa dem hal ben Betrag 
des theoretiseh moglichen Wertes. 

Bis zur gleichen Grenze ist unter vergleichbaren Umstanden und 
giinstigem pH der Grad der Maltosebildung aus 16slicher Starke proportional 
der Substratkonzentration. 

Sehliesslieh seien noch einige Resultate erwahnt, die Verf. mit Svan
berg 3 gewonnen hat. Beziiglieh des zeitlichen Verlaufes erwies sieh das 
erste Stadium der Verzuckerung als eine angenahert monomolekular ver
laufende Reaktion, wobei aus 1 g Starke rund 750 mg Maltose entstehen. 

1 H. van Laer, Bull. Acad. roy de BeIg. nr. 3, 305; 1911. 
2 Marc H. van Laer, Bull. Soc. chim. de Belg. 29, 214; 1920. 
3 Euler u. Svanberg, H. 112, 193; 1920. 
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In den Figuren 56 und 57 sind die beobaehteten Zuekermengen dureh x, 
die aus den Reaktionskonstanten 0,044 und 0,078 bereehneten dureh 0 ein
getragen. 

Die bei 37 0 festgestellte Spaltungsgrenze erwies sieh bei 52 0 nur wenig 
versehoben. Naeh Ablauf des erst en Reaktionsstadiums sehreitet dann die 
Maltosebildung, bedeutend verlangsamt, weiter fort. 

Die ftir das erste Stadium bereehneten Reaktionskonstanten sind der 
Enzymkonzentration recht angenahert proportional, wie die folgende Tabelle 
zeigt; nur bei der Enzymmenge 0,1 cern wurde eine Abweiehung gefunden. 
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Bei einer Versuchsreihe tiber den Einfluss der Substratkonzentration 
waren die Versuchslosungen folgendermassen zusammengesetzt: 

a 
25 cern 4% ige Starkelosung 
10 cern Phosphatgerniseh 

(pH 5,6) 
1 cern dialysierte Enzyrn

losung 1 

36 eem 

b 
25 cern 2 % ige Starkelosung 
10 ccm Phosphatgernisch 

(pH 5,6) 
1 cern dialysierte Enzyrn

losung 1 

36 ccrn 

c 
25 cern 1 % ige Starkelosung 
10 cern Phosphatgemiseh 

(pH 5,6) 
1 cern dialysierte Enzyrn

losung 1 

36 cern 

Die Resultate werden in folgender Tabelle angegeben: 

Relative 
k 

k· Substrat-
Starkernenge rnenge 

4 0,0115 0,023 
2 0,022 0,022 
1 0,044 ~,O22 
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Der Umstand, dass bei der enzymatischen Verzuckerung die Reaktions
koeffizienten erster Ordnung meist fallend gefunden wurden, hat Cifters 
zu der Annahme Veranlassung gegeben, dass der einleitende Teilvorgang, 
welcher das Ausgangsmaterial spaltet, zur Bildung von Zwischenprodukten 
(Dextrinen) fiihrt, die einer langsameren Spaltung unterliegen. Eine Priifung 
dieser Annahme durch Brown und Glendinning hat zu einem negativen 
Resultat gefiihrt, insofern keine erheblichen Unterschiede in der Reaktions
geschwindigkeit nachgewiesen werden konnten. Auch van Laer (1. c.) hat 
iihnliche Versuche angestellt. 

Was die Abweichung des Verzuckerungsverlaufes von der Formel fiir 
monomolekulare Reaktionen sowie die Tatsache betrifft, dass die Verzuckerung 
zunachst nicht vollstandig verlauft, so ist mehrfach erwogen worden, ob nicht 
die Umkehrbarkcit der Reaktion die Ursache ist, bzw. ob nicht die Reaktion 
bei ihrem natiirlichen Gleichgewicht Starke..,..-:::':Maltose zum Stillstand kommt. 
Dies ist nicht der Fall, wie aus den Versuchen von W 0 hI und G 1 i m m 1 hervor
geht. Sjoberg und Eriksson 2 haben gezeigt, dass ein Zusatz von Maltose 
zu dem Reaktionsgemisch freilich die Geschwindigkeit der Zuckerbildung 
herabsetzt, die total gebildete Menge Maltose aber nicht beeinflusst. Das 
AufhOren der Maltosebildung beruht auch nicht darauf, dass die Amylase 
inaktiviert wird, denn G Ii m m und So m me r3 haben gefunden, dass die 
Amylase nach der Verzuckerung von Starke aus dem Maltosekomplex restlos 
adsorbierbar und eluierbar ist. 

Die Erklarung liegt darin, wie teils Pringsheim4 teils Sjob erg 5 gezeigt 
haben, dass aus der Starke Maltose zu etwa 75 0/ 0 gebildet wird, aber ausserdem 
noch zwei Korper, die die Fehlingsche Losung nicht reduzieren. So entsteht 
aus dem Amylopektin Trihexosan und aus der Amylose Dihexosan. 

Ein naherer Einblick in den Mechanismus der Starkespaltung, welchen 
sonst kinetische Messungen gestatten konnten, wird dadurch erschwert, dass 
noch keine hir die Zwischenprodukte charakteristische Reaktion bekannt ist, 
womit ihre Konzentration im VerI auf der Gesamtreaktion festgestellt werden 
konnte. Einstweilen bietet die Molekulargrosse den einzigen Anhaltspunkt. 

Mit einiger Sicherheit lasst sich einstweilen nur der Verlauf der Gesamt
reaktion, d. h. die Maltosebildung, mit dem Verschwinden des durch Jod 
blau gefarbten Ausgangsmaterials und der nachsten Abbauprodukte ver
gleichen. 

Euler und Svanberg haben untersucht, ob das erste Stadium der 
Reaktion das Endresultat beein£lussen kann, oder ob die Starke so schnell 
verbraucht wird, dass diese einleitende Reaktion - wie bei der Vergarung 

1 Wohl u. Glimm, Biochem. Zs 27, 349; 1910. 
2 Sjoberg u. Eriksson, H. 139,118; 1924. 
3 Glimm u. Sommer, Biochem. Zs 188, 290; 1927. 
4 Pringsheim u. Beiser, Biochem. Zs 148,336; 1924. 
5 Sj 0 b er g, Chem. Ber. 57, 1251; 1924. 
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des Rohrzuckers durch Hefe - am die Bildungsgeschwindigkeit des End
produktes ohne erheblichen Ein£luss ist. 

Minuten Jodfarbung mg Maltose 
10 blau lI8 
15 blauviolett 
18 

" 21 rotviolett 210 
24 rotgelb 
27 gelbrot 
30 gelb 279 
60 farblos 286 

= 295 

Die Starkereaktion (und die Dextrinreaktion) verschwinden also erst, 
nachdem etwa 75% der in der.1. Reaktionsphase entstehenden Maltose 
gebildet sind. 

In diesem Zusammenhang sei auch an die Versuche von Sherman und 
Schlesinger! erinnert, welche auch fiir Malz und verschiedene Malzpraparate 
die "amyloklastische" und die "verzuckernde" Kraft an loslicher Starke 
getrennt ermittelt haben, und zwar die erstere nach der J odmethode von 
Wohlgemuth, letzterer gravimetrisch nach Sherman, Kendall und 
Clar k. Den Ergebnissen zufolge kann bei der Untersuchung von Malzamylase 
das Verschwinden der Jod-Starke-Farbe in dem Reaktionsgemisch nicht als 
Kriterium fiir die starkespaltende Fahigkeit des Enzyms dienen; "with malt 
extracts the quantitative relation between the amyloclastic and saccharogenic 
figures is possible thou not probable; with precipitated malt amylase the 
indicated relation is plainly impossible." 

Die bemerkenswerte Untersuchung von Sherman und Thomas2 zeigt, 
dass die verzuckernde Wirkung (gemessen durch Reduktion der Losung) und 
die starkespaltende Wirkung (gemessen durch die Jodmethode von Wohl
gemuth) von ausseren Umstanden, wie Aciditat usw., ungleich beein£lusst 
werden. Bei hoherer Temperatur soIl die Verzuckerung gegen die primare 
StarkespaItung zuriicktreten. 

Auch Sjoberg und Eriksson3 haben die Starkespaltung durch Amylase 
aus Gerste teils nach derMethode von Wohlg'emuth, teils.mitHinsicht auf 
die Zuckerbildung untersucht. Sie haben gefunden, dass der erste Teil der 
StarkespaItung, die Dextrinierung, und die Zuckerbildung durch verschiedene 
Enzyme katalysiert werden, weil das VerhaItnis der Geschwindigkeiten der 
beiden Reaktionen sehr variiert. Mit gekeimter Gerste wurde die Starke 
viel schneller in Produkte iiberfiihrt, die von Jod nicht mehr gefarbt wurden, 
als mit ungekeimter Gerste, auch wenn die Zuckerbildung in den beiden Fallen 
mit derselben Geschwindigkeit verlief. 

1 Sherman u. Schlesinger, Jl Amer. Chern. Soc. 35, 1784; 1913. 
2 Sherman u. Thomas, Jl Amer. Chern. Soc. 37,623; 1915. 
3 Sjoberg u. Eriksson, H. 139, 118; 1924. 
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E. Ohlsson l teilt die starkespaltenden Enzyme wegen ihrer Temperatur
empfindlichkeit in zwei Gruppen: Dextrinogenamylase, welche die Starke 
bis zu Produkten, unter denen die Dextrine vorwalten, spaltet, und Saccharogen
amylase, welche ebenfalls die Starke direkt angreift; unter den entstehenden 
Reaktionsprodukten uberwiegt hier die Maltose. Die beiden Enzyme konnen 
voneinander getrennt so 
werden, da sie gegen 
aussere Ein£lusse ver
schiedene Widerstands-
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Stehenlassen der Losung bei pH = 3,3 und 0°. 
Verwendet man als Substrat nicht verdunnte Losungen "lOslicher Starke", 

sondern Starkekleister, also Starke im Gelzustand, so nimmt man unter 
der Einwirkung diastatischer 
Enzyme zunachst eine Verflus
slgung wahr. Dieser Ver£lus
sigungsvorgang, welcher vermut
lich in einer Depolymerisation 
von Starkekomplexen, besonders 
des "Amylopektins", besteht, ist 
oft nicht scharf genug von der 
Verzuckerung geschieden wor
den, wenn auch einzelne Ver
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30 

suche nicht gefehlt haben, jeden der beiden enzymatischen Prozesse fur 
sich zur Erscheinung zu bringen. 

Chrzaszcz und seine Mitarbeiter2, welche das Verhaltnis zwischen 
dies en beiden Stadien der Starkespaltung bei Gegenwart von Malzamylase 
untersucht haben, geben an, dass die starkever£lussigende und starke
verzuckernde Kraft selbstandig bestehende und wirkende Enzyme sind, deren 
Entwicklung voneinander unabhangig ist. Bei Reinigung der Malzamylase 
haben Fricke und Kaj a 3 Verschiedenheiten im Verhaltnis der Verflussigungs-

1 E. ° hIs son, C. r. du Lab. Carlsberg 16, 1; 1926. 
2 Chrzaszcz u. Terlikowski, Woch. f. Brau. 29,636; 1912. - Chrzaszcz, ebenda 

30,538; 1913. - Chrzaszcz u. Joscht, Biochem. Zs 80, 211; 1917. 
3 Fricke u. Kaja, Chcm. Bel'. 57, 313; 1924. 
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kraft zum Verzuckerungsvermogen in verschiedenen Reinheitsstufen ge
funden. Urban Olsson hat (H. 119) die verflussigende Wirkung von Malz
amylase nach eigener Methode (vgl. S. 410 u. Fig. 58) gemessen und mit 
der verzuckernden Wirkung (Fig. 59) verglichen. 

1m Gegensatz zu der Hydrolyse mit tierischer Amylase ist hier der zuerst 
gebildete Zucker fJ-MaItose (Euler u. Helleberg1 • - Kuhn 2). 

c) Temperatur. 

Uber die Temperaturempfindlichkeit der diastatischen Malzenzyme selbst 
ist bis jetzt nur wenig bekannt. Die Stabilitat ist, wie immer, stark von der 

ReI. k Aciditat abhangig, in zweiter Linie 

80 

60 

110 

ZO 
I 

I 
I 

0 
11-

I 

r/ 

6 

Fig. 60. 

7 

ein wenig yom Pu££ergehaIt der 
Losung, vom N aCI- GehaIt wird 
dagegen die Stabilitat der Malz
amylase im Gegensatz zu derjenigen 
des Ptyalins fast gar nicht beein
£lusst, wie genaue Versuche von 
Ern s t rom gezeigt haben. In 
Gegenwart von Alkaliphosphat 
liegt das Aciditatsoptimum der 
Stabilitat bei etwa pH = 6, in 
Gegenwart von Natriumacetat bei 
5,5 (Fig. 60), also wesentlich ver
schoben gegen das Aciditatsopti-
mum der Verzuckerung. 

Die Untersuchung von Ernstrom hat fur die Stabilitatskonstante ko 
(vgl. Teil I, S. 246 u. ££.) folgende Werte ergeben: 

45° kc .103 = 0,2 56,5° kc .103 = 7,5 
50° 1 58° 14 

4,8 60° 38. 

Definiert man mit dem Verf. (Teil I, S. 272 u. ff.) die Totungstemperatur 
als diejenige, bei welcher das Enzym in wassriger Losung (ohne Substrat) 
bei optimal em pH nach 60 Minuten langem Erhitzen auf die HaUte der 
Aktivitat sinkt, so ergibt sich fur Malzamylase 55-56°. 3 Die Stabilitat des 
verzuckernden Enzyms wird durch Maltose bedeutend erhoht, wahrend nach 
W oh14 und nach Chrzaszcz5 das verflussigende Enzym besonders durch 
die Starke geschutzt wird. Angaben uber den Einfluss der Temperatur findet 

1 Euler u. Helleherg, H. 139,24; 1924. 
2 Kuhn, Lieh. Ann. 443,1: 1925. 
3 ~ ach K I e m pin (Biochem. Zs 10, 204; 1908) soll das amylolytische Haferenzym 

(Jodmethode) erst hei 90-95° wirkungslos werden ('?). 
4 Wohl u. Glimm, Biochem. Zs 27, 349; 1910. 
5 Chrzaszcz, Biochem. Zs 150,60; 1924. 



11. Kap. Amylasen. 399 

man auch in den bereits zitierten Arbeiten von Henri van Laer, 1910-1912. 
Nach seinem Befund wird die Amylase durch Erwarmen dahin verandert, 
dass sie abnehmende Reaktionskoe£fizienten erster Ordnung liefert (Bull. 26, 
18). Es wurde dies auf verschiedene Stabilitat del' Enzymkomponenten 
hindeuten. 

S job er g hat die Temperaturstabilitat del' Amylase aus Phaseolus vulgaris 
untersucht. Er findet das Optimum del' Stabilitat bei einer mehr alkalischen 
Wasserstoffionenkonzentration als die optimale fUr die Enzymwirksamkeit 
(Fig. 61). Dies gilt sowohl fUr das dextrinierende, wie fur das zuckerbildende 
Enzym. Kochsalz ubt keinen Einfluss aus. Eine bestimmte Totungstemperatur 
kann nicht angegeben werden, weil die 
Praparate Enzymmolekule verschiedener 
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Temperaturempfindlichkeit enthalten. Bei dem Erhitzen wird das Enzym 
zuerst zum Teil schnell inaktiviert, nach gewisser Zeit aber hort die In
aktivierung auf. (Siehe Fig. 62, welches fUr 40 0 gilt.) 

Der Einfluss der Temperatur auf die Geschwindigkeit der 
Starkespaltung und Verzuckerung ist schon in zahlreichen Arbeiten 
untersucht worden, oft aber ohne Einhaltung der massgebenden Bedingungen. 
Zwischen 20 0 und 30 0 ist del' Temperaturkoeffizient nach Ernstrom ~0:k30 
sehr nahe = 2; die Konstante der im Teil I, S. 245 u. ff. erwahnten Tem
peraturformel (29) ist demgemass A = 120001 . Del' gleiche Temperatur
koeffizient gilt auch angenahert fiir Kartoffelamylase nach Do by 2. 

Einfluss der Bestrahlung. Eine grundlegende Untersuchung verdankt man 
Green3, welcher besonders die starke Schadigung der ultravioletten Strahl en 

1 Green (Die Enzyme, S. 31 u. 65) nimmt fur die Translokations- und die Sekretions
diastase verschiedene Temperatureinflusse an. 

2 Do by, Biochem. Zs 67, 166; 1914. 
3 G r e en, Phil. Trans. B. 188, 167; 1897. 
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nachwies. Pincussen 1 ist mit einer Quarzlampe zu demselben Ergebnis 
gekommen. 

Bezuglich des Zymogen-Stadiums der starkespaltenden Enzyme sei 
hier in historischer Hinsicht auf die Arbeiten von Brown und Morris 2 , von 
Green und von Reychler verwiesen. Ob es sich beim Ubergang von Zymogen
zustand in den Enzymzustand innerhalb lebender Organe um etwas anderes 
als eine Aktivierung durch Elektrolyte u. dgl. handelt, scheint noch nicht 
bewiesen. 

In dies em Zusammenhang mag erwahnt werden, dass die von Bieder
mann (Fermentforschung 1-4) behauptete Neubildung von diastatischen 
Enzymen ausserhalb lebender Zellen nach Wohlgemuths, Sallinger's 
und Teschendorfs negativen Ergebnissen auf Bakterienwirkungen zuruck
gefUhrt werden mussen. 

Enzymbildung. Die Bildung der Amylase in dem Samen hangt mit dem 
Keimprozess o££enbar aufs engste zusammen. Nach Brown und Morris 
u. a. wird das Enzym durch den Embryo in das ihm benachbarte Endosperm 
ausgeschieden. 

» W enn man die Entwicklung des Embryo in den keimenden Samen mit Hilfe des Mikro
skops verfolgt" - schreibt G r e en, einer del' besten Kenner dieses Gebietes - »so kann 
man zu einer Zeit, zu der das primare "\Viirzelchen eine Lange von etwa 2 mm erreicht hat, 
Veranderungen in den starkefiihrenden Zellen des Endosperms beobachten." Dieses aus den 
sog. Scutellum des Embryos sezernierte Enzym bezeichnet G I' e en nach dem Vorgang von 
Brown und Morris 3 als Sekretionsdiastase im Gegensatz zur Translokations
d i a s t a s e des Endosperms und aller vegetativen Organe. 

Es scheint nicht, dass sich die eben erwahnte Zweiteilung del' Amylasen aufrecht er
halten las st. Indessen kann auf cliese in das botanische Gebiet iibergreifenden Fragen hier 
nicht naher eingegangen werden, vielmehr sei auf die bekannte »Biochemie der Pflanzen" 
von Czapek (2. Anfl. Jena 1920) Bd. 1, I. Teil, Abschnitt 1-4 verwiesen. 

In der oben erwahnten Arbeit von K. Sjoberg ist die Amylasebildung 
in Samen, besonders an zwei Arten der Gattung Phaseolus eingehend studiert. 
Als Beispiel sei die Versuchsreihe mit Phaseolus vulgaris nanus angegeben. 

In der ungekeimten Bohne entspricht die Amylasewirkung einem Sf-Wert 
von 0,0054. Wahrend der Keimung steigt die Amylasewirkung bedeutend, 
wie untenstehende Tabelle zeigt: 

Tage Sf 
8 0,0253 

14 0,110, 
16 0,253 
17 0,350 
32 2,09 

Diese Werte beziehen sich zunachst auf die Bohne selbst, dann, wenn 
sich die Pflanze entwickelt, fur die als Herzblatt noch festsitzende ursprung-

1 Pincussen, Biochem. Zs 171, 1; 1926. 
2 Brown u. Morris, Jl Chern. Soc. 57, 493; 1890. 
3 Brown u. Morris, Jl Chern. Soc. 57, 505; 1890. 



11. Kap. Amylasen. 401 

liche Bohne. Am grossten ist indessen die Enzymwirkung in dem noch 
jungen Blatt; Maximum am 31. Tag mit Sf = 4,92. In alten Teilen der Pflanze 
sinkt die Amylasewirkung wieder. 

Doby und Hibbard1 haben die Einwirkung von anorganischen Salzen 
auf die Enzymbildung in den Zuckerrtibenblattern untersucht. Amylase von 
voll ernahrten Pflanzen ist schwacher als jene von kalihungrigen. Die Kon
zentration des Enzyms sinkt mit forlschreitender Entwicklung der Pflanze, 
und zwar in voll ernahrten starker als in kalihungrigen. 

Bach, Oparin und Wahner2 haben die Veranderungen der Ferment
mengen in Samen von dem Weizen wahrend des Reifungsprozesses studiert 
und gefunden, dass die Amylasemenge zuerst steigt um ein gewisses Maximum 
zu erreichen, dann wieder abzunehmen beginnt. 

II. Amylasen in Kryptogamen. 
Seit Kossmann 1877 Amylasen in Pilzen nachgewiesen hat, ist das 

Vorkommen dieser Enzyme in zahlreichen Mikroorganismen bekannt geworden. 
Was die Eigenschaften der Kryptogamenamylasen betrifft, so weisen die 

diastatischen Enzyme der verschiedenen Pilze und Bakterien Unterschiede auf, 
sowohl hinsichtlich der relativen Menge der verfltissigenden und verzuckernden 
Enzyme als hinsichtlich der Temperaturstabilitat, der optimalen Aciditat 
usw., Unterschiede, welche als das Ergebnis der Anpassung an die ausseren 
Lebensverhaltnisse aufzufassen sind. 

Als besondere Anpassungserscheinung an das Nahrsubstrat ist hier die 
Enzymbildung besonders zu erwahnen, tiber welche bereits eine reiche 
Literatur existiert. Ich verweise beztiglich dieser biologisch sehr interessanten 
Vorgange auf die ausgezeichnete Monographie von H. Pringsheim, Die 
Variabilitat niederer Organism en (Berlin 1910). 

Es wtirde hier zu weit fiihren, auf aIle Einzelbeobachtungen tiber Krypto
gamenamylasen einzugehen und es muss daher ein Hinweis auf einige grund
legende oder umfassende Arbeiten geniigen, in welchen man weitere Literatur
angaben findet. (Nahrungseinfliisse: Btisgen, 1885. - Katz, 1898.) 

Po lyp 0 ra c e en. 
Aspergillaceen. 

Yerfasser 

Zellner 
Duc1aux 
Wehmer 
Effront 
Bourquelot 
Laborde 
Fernbach 
Schaffer 
Heinze 
Kylin 

Schriftstelle 

Sitz.-Ber. Akad. Wien lib. 
Chimie biologique 1883. 
Bot. Ztg. 49, 233; 1891. - Lieb. Ann. 269, 383; 1892. 
C. r. 95, 1324; 1892. 
Bull. Soc. Mycol. France, 9, 230; 1893 und 10, 235; 1894. 
Ann. lnst. Pasteur, 11, 1; 1897. 
Ann. Brass. 2, 409; 1899 und C. r. 131, 1214; 1900. 
Diss. Erlangen 1901. 
Zbt. Bakt. II. 12, 180; 1904. 
Jahrb. f. wissensch. Bot. 53, 465; 1914. 

1 Doby u. Hibbard, Biochem. Zs 176, 165; 1926. 
2 Bach, Oparin u. Wahner, Biochem. Zs 180,363; 1927. 
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Altere Ergebnisse, dass die Amylasebildung bei Aspergillus niger durch 
Starkezusatz zur Nahrlosung gefordert wird, konnten durch neuere Ver
suche von Euler und Asarnojl gestiitzt und erweitert werden. 

Auch Glucose fordert die Amylasewirkung, wahrend Fructose, Mannose, 
Lactose und Inulin dieselbe verhindert, wie Funke 2 gezeigt hat. Glycerin 
ist ohne Einfluss. 

a) Aspergillus Oryzae. Taka-Diastase. 

Der in Ostasien sehr verbreitete Pilz Aspergillus Oryzae spielt in Japan 
zur Bereitung von Sake, Soyasauce (Shoju) und Bohnenbrei (Miso) eine 
technisch wichtige Rolle. 

1m Koji, das zur Herstellung des japanischen alkoholischen Getrankes 
Sake dient, find en sich Aspergillus Oryzae und einige andere Pilze symbiotisch 
mit Saccharomyceten. Kokichi Oshima hat neben Aspergillus Oryzae 
noch Asp. effusus und Asp. flavus isoliert und charakterisiert. 

In neuerer Zeit ist die in diesem Pilze schon 1876 entdeckte Amylase 3, 

die sog. Taka-Amylase, von japanischen Forschern, besonders von Takamine 
und seinen Mitarbeitern und ausserdem im Shermanschen Laboratoriuni 
eingehend studiert worden. 

Morphologische Beschreibung des Pilzes: Wehmer, Zbt. Bakt. II, 1, 
150; 1895. - Klocker und Schionning, ebenda S. 782. - Saito, ebenda 
17, 20; 1906. 

Substrat. Die Verwendung von Starke als Substrat fUr die Amylase
wirkung haben Sherman und Baker4 eingehend besprochen. Sie finden, 
dass bei Anwendung von Lintner-Starke, im Autoklaven behandelter Starke 
und von Amylopektin Maltose in gleicher Menge' gebildet wird, wahrend 
die Inhaltssubstanz der Starke, die Amylose, etwas mehr Maltose liefert, 
relativ weniger Glucose. Maltose ist jedenfalls auch bei der Starkespaltung 
durch Aspergillus Oryzae Hauptprodukt, Glucose Nebenprodukt, wie Sher
man und Punnet5 angaben. Die Bildung der Glucose muss einer in dem 
Pilz vorkommenden Maltase zugeschrieben werden. 

Darstellung. Koji enthaJt u. a. die Sporen mehrerer Pilze, besonders des 
Aspergillus Oryzae. Durch Reinkultur auf geeigneten NahrbOden kann das 
Material an diastatischem Enzym angereichert werden. Durch Behandlung 
mit Wasser kann ein ausserst wirksamer Extrakt gewonnen werden 6 • 

1 Euler u. As arnoj, Fermentforsch. 3, 318; 1920. - tber Amyiasebildung in Schimmel
pilzen siehe auch Boa s, Biochem. Zs 78, 308 und 79, 80; 1917 sowie Bot. Ber. 37, 50; 1919. 

2 Funke, Ber. ges. Physiol. 39, 736; 1927. Orig. Rec. des travaux: botan. neerl. 23, 
200; 1927. 

3 Der Pilz sowie die Takadiastase sind sehr reich an kraftig wirksamen Enzymen; siehe 
z.B. Wohlgemuth, Biochem. Zs 39, 324; 1912. 

4 She rm an u. B a k e r, JI Amer. Chern. Soc. 38, 1885; 1916. 
5 Sherman u. Punnet, JI Amer. Chern. Soc. 38, 1877; 1916. 
6 J. Takamine, Jl Soc. Chern. Ind. 17, 118; 1898. 
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Takadiastase des Handels kann man nach Sherman und Tanberg1 

bis auf das 30fache der ursprnnglichen Wirksamkeit anreichern durch 
Extraktion mit Wasser, Ausfallen mit Ammoniumsulfat, Dialysieren und 
fraktionierte Fallung mit Alkohol. Die gereinigten Produkte zeigen noch 
folgende Proteinreaktionen: Millon, Xanthoproteinreaktion, Tryptophan
reaktion, Biuretreaktion. 

Charakteristisch fur die diastatischen Praparate aus Aspergillus Oryzae 
ist das hohe Verhaltnis der starkespaltenden und der verzuckernden Fahigkeit 
(etwa 8:1). 

Ein nach besonderen Verfahren (ohne Alkohol) im Takamine-Labora
torium dargestellter Extrakt, Polyzime, ist von Takamine jr. und 
K. 0 s hi m a 2 studiert worden. Die starkespaltende Fahigkeit, gem essen 
nach Wohlgemuth, geben diese Forscher zu D!~~ = 3000 an; die ver
zuckernde Fahigkeit betragt: 

Lintner-Einheiten 
Sf. 

21° 
43 

1,1 

50° 
150 

3,9. 

Die Zusammensetzung ist nach Takamine und Oshima: 

Wasser 87,5% Feste Substanzen 12,5% Asche 1,5%. 

Der Extrakt halt sich bei gewohnlicher Temperatur etwa 1/2 Jahr ohne 
wesentliche Schwachung der diastatischen Fahigkeiten. 

Aciditatsbedingungen. Sherman, Thomas und Baldwin geben als 
Aciditatsoptimum pH = 4,8 an, und zwar sind die Optima der starke
spaltenden und der verzuckernden Wirkung nach Sherman und Tanberg3 

wenig voneinander verschieden. 

Herman und Davison' haben das Optimum der Starkeverfliissigung 
bei pH = 4 festgestellt und Oshima 5 findet die grosste Geschwindigkeit 
sowohl der Verfliissigung ais der Verzuckerung bei pH = 4,5-5,~. 

Indessen hat Nishikawa6 das Wirkungsoptimum der in der Takadiastase 
enthaltenen Amylase fiir Starkespaltung bis zum Dextrin bei einem anderen 
pH gefunden, namlich 6,2-7,2. 

Neutralsalze. Nach Sherman und Tanberg und Saito7 iiben NaCl 
und KCI keine bedeutende Aktivierung aus; in dieser Hinsicht verhalt sich 
also Takaamylase wie Malzamylase. Oshima5 gibt an, dass die Starke
spaltung durch NaCI-Konzentrationen von 2 0/ 0 an gehemmt werde. 

1 Sherman u. Tanberg, JI Amer. Chem. Soc. 38, 1638; 1916. 
2 Takamine jr. u. Oshima, JI Amer. Chem. Soc. 42,1261; 1920. 
3 Sherman u. Tanberg, JI Amer. Chem. Soc. 38,1638; 1916. 
4 Herman u. Davison, JI BioI. Chem. 68, 83; 1926. 
5 Oshima, Journ. of the CoIl. of Agr. 19,217,1928. 
6 Nishikawa, Biochem. Zs 188, 386; 1927. 
7 Saito, Zbt. Bakt. II, ,17, 20; 1906, 

26* 
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Kinetik. Wesentlich fur die Kinetik der Takadiastase ist einerseits 
der Befund von Sherman und Punnet, dass unter der Einwirkung dieses 
Praparates neben Maltose auch nicht unbedeutende Mengen Glucose gebildet 
werden, und andererseits, dass, wie schon erwahnt, die Depolymerisations
fahigkeit sehr hoch ist gegenuber der Verzuckerungsfahigkeit (Sherman 
und Tanberg). Dieser beiden Umstande wegen ist es naturlich nicht leicht, 
fur die Vorgange, welche unter der Einwirkung dieser Diastasen eintreten, 
eine einfache und ubersichtliche reaktionskinetische Darstellung zu finden. 
Es kann deshalb auch von einer ausfiihrlichen Wiedergabe von Zahlen bis 
auf weiteres abgesehen werden. Nur einige Ergebnisse von Ch. Philoche 
(1. c. S. 377) uber den zeitlichen Verlauf der Starkespaltung seien angefiihri: 

Taka-Diastase 1 : 20000. Temp. 31,5°. 

10f0 Starke 2% Starke 3 Ofo Starke 

Min. 
I 

x 

I 
Ie ·10' Min. 

I 
x 

I 
Ie ·10' Min. 

I 

x 

I 
Ie· 10' - - -

a a a 

21 I 0,06 12,3 19 0,05 11,7 15 0,08 24,1 
51 

I 

0,11 10,0 39 Om 7,9 75 0,11 6,7 
113 0,15 6,2 55 0,08 6,6 126 0,16 6,0 
224 0,26 5,8 208 0,18 4,1 248 0,25 5,0 
390 0,36 5,0 275 0,20 3,5 307 0,28 4,6 

453 0,34 3,7 450 I 0,40 4,1 

Temperatur. Die Stabilitat der Amylase aus Aspergillus Oryzae scheint 
nach der Mitteilung von Takamine jr. und Oshima und nach weiteren 
Messungen des letzteren Forschers von derjenigen der Malzamylase nicht 
sehr verschieden zu sein. Das Enzym ist stabil unter 37 0 und wird bei 60 0 

schon durch 1/2stundiges Erhitzen vernichtet; die Totungstemperatur durfte 
bei etwa 56 0 liegen. Die grosste Temperaturstabilitat liegt nach Oshima 
pH = 7,4. Das starkeverflussigende Enzym solI eine hohe Temperatur
toleranz besitzen (angebliche Regeneration Gramenitzky, H. 69). 

Physiologische Wirkung. Nach Einspritzung wurde Hyperglykamie be
obachtet. 

Enzymbildung. Man verdankt Saito1 eine Untersuchung uber den 
Ein£luss verschiedener Nahrboden auf die Amylasebildung des Aspergillus 
Oryzae, auf welche hier verwiesen sei. 

In der Takadiastase haben Leibowitz und Mechlinski 2 auch ein 
anderes Enzym gefunden, welches einige Starkespaltungsprodukte, namlich 
die Schardingerschen Polyamylosen, bis zur Glucose spaltet. Die ver
schiedenen Polymerisationsgrade der Polyamylosen werden mit derselbell 

1 S a it 0, W och. f. Brau. 27, 181; 1910. 
2 Leibowitz u. MechlinsIei, Chern. Ber. 59, 2738; 1926. 
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Geschwindigkeit hydrolysiert. Dagegen findet man einen Unterschied zwischen 
den {J- und a-Polyamylosen. Die erstgenannten werden sehr schnell und bis 
auf 100% Glucose gespaltet, die letztgenannten viel langsamer und die 
Reaktion wird bald gehemmt. Das pH-Optimum liegt bei 4,5. 

Technische Anwendungen der Takadiastase. 

Die Anwendung der diastatischen Wirkung des Aspergillus Oryzae ist 
in den ostasiatischen Landern, besonders in Japan, sehr gross und mannig
fach. Das Hauptmaterial ist der bereits genannte Koji; es ist dies eine 
Pilzvegetation des Aspergillus Oryzae auf dem Gemisch der gekochten Soja
bohnen mit gebranntem Weizen. 

Soja-Fabrikation. Einer Mitteilung von Saito sei folgendes entnommen1 : 

Der Weizen wird in grossen Eisenpfannen gleichmassig gebrannt und zer
kleinert, wobei er sich dunkel farbt und einen angenehmen Geruch an
nimmt. Die Sojabohnen werden zunachst in kaltem Wasser gequellt, dann 
im Dampfstrom gekocht, und nach Abkiihlen im lauwarmen Zustand mit 
dem vorbehandelten Weizen innig gemischt. Die Mischung wird in flachen 
Kastchen bei etwa 25-30° der Infektion durch Keime des Asp. Oryzae wahrend 
2-3 Tagen ausgesetzt. Der Pilz entwickelt sich nun schnell unter intensiver 
Atmung und Erwarmung auf etwa 40°. Nach dieser Bereitung des Koji 
erfolgt das Maischen unter Zusatz von Kochsalz und \Vasser. Die darauf 
folgende Garung, bei welcher auch die proteolytischen Enzyme des Pilzes 
stark in Wirksamkeit treten, nimmt im Durchschnitt 1 J ahr in Anspruch. 
Die Sojasauce (welche der Anwendung und Wirkung nach etwa unserem 
Fleischextrakt entspricht), enthalt rund 30 % Trockensubstanz; man findet 
darin neben etwa 10% Kochsalz Ammoniak, Aminosauren, Xanthinbasen, 
freie Sauren, darunter Milchsaure und endlich Alkohol. 

~liso (Bohnenbrei) wird ebenfalls aus Koji hergestellt, und zwar in 
ahnlicher Weise wie Soja; die Eiweissspaltung ist aber hier weniger weit
gehend. 

Der Sak e, ein in Japan beliebtes Getrank, welches 12-15% Alkohol 
enthalt, wird aus Reis bereitet, welcher durch Koji verzuckert wird. Ge
dampfter Reis wird unter Zusatz von Wasser mit Koji eingemaischt und 
der dicke Brei zunachst bei niederer Temperatur (100) sich selbst iiberlassen. 
Die Masse verfliissigt sich und es tritt, wahrend die Temperatur allmahlich 
auf 20-30° steigt, alkoholische Garung ein. Die dazu erforderliche Hefe 
stammt teils aus dem angewandten Koji her, teils aus den Keimen in der 
Luft des Garungskellers 2• 

1 Siehe auch die Arbeit von :N ish i m u r a, Bull. ColI. Agric. Tokyo. 3, 194. 
2 Weitere Einzelheiten siehe bei K 0 z ai, Zbt. Bakt. II, 6, 385; 1900. - Uber Saccharo

myzeten aus Sakehefe: R. Nakazawa, ebenda 22,529; 1909. 
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b) Mucoreen. 

Die bei den ostasiatischen Volkern seit alten Zeiten ausgenutzte Fahigkeit 
einzelner Mucoreen, Starke zu verzuckern, wurde 1887 von Gayon und 
Dubourg an Mucor racemosus und einigen anderen Arten studiert. Unter 
den wichtigsten Arbeiten seien erwahnt: 

Mucor Verfasser Schriftstelle Bemerkung 

Amylomyces Rouxii Calmette Ann. Pasteur 6, 605; 1892. Isoliert aus der nton-
kinesis chen Hefe". 

Mucor alternans Sanguineti Ann. Pasteur 11, 264; 1897. 
Rhizopus Oryzae und Went u. Prin- Verh. K. Akad. v.Wetensch. 

Chlamydomucor Oryzae sen Geerligs Amsterdam II, 4. Nr. 2. 
Rhizopus tonkinensis Colette und Bull. Assoc. Chim. de sucr. 

Rhizopus japonicus Boidin et distill. 16, 862. 
Rhizopus japonicus Henneberg Zs Spiro Ind. 25, 205; 1902. 

-aber diastatische Wirkungen sonstiger Mucoreen siehe die Tabelle in 
Lafars Handbuch der technischen Mykologie, Bd. 4, S. 527. 

Enzymbildung. In Mucor mucedo ist bis jetzt unter normalen Vet
haltnissen keine Amylase nachgewiesen worden. Verf.l konnte nach langeren 
Versuchen, Amylasebildung hervorzurufen dieses Ziel durch symbiotische 
Kultur mit einer Hefe erreichen, worauf eine weitere Anreicherung der Amylase 
durch Zuchtung in Starkelosungen gelang. 

c) Hefen. 

Besonders bemerkenswert ist, dass die Hefe das Glykogen ihrer eigenen 
Zellen spaltet2. Das Enzym, oft "Glykogenase" genannt, tritt aber nach 
aussen hin weder gegen Glykogen noch gegen Starke in Wirksamkeit, solange 
die Zellen leben3• 1m Presssaft wird Glykogen schnell gespalten, wie 
Cremer!! nachgewiesen hat. 

Dextrine (hOhere Amylosen) werden von zahlreichen Hefen vergoren 
und dieser Vergarung geht nach Brown und Morris eine hydrolytische 
Spaltung voraus. Die Fahigkeit der Hefen zur Dextrinvergarung wurde 
danach durch ihren Gehalt an "Dextrinasen" bestimmt sein. Lindner5 

hat zahlreiche Hefen hinsichtlich der Dextrinvergarung untersucht. Fur 
seine 4 Hefetypen, Pombe, Logos, Saaz und Frohberg ist offenbar die Fahigkeit 
zur Dextrinspaltung charakteristisch; Logos scheint "Achroodextrine" ver
haltnismassig gut zu vergaren. 

1 Euler, Zs f. Elektrochem. 24, 173; 1918. 
2 In Saccharomyces apiculates fand Hen neb erg (Zs Spiro Ind. 25, 378 und 553; 1902) 

keine Amylase bzw. "Glykogenase". 
3 A. Koch u. Hosaeus, Zbt. Bakt. 16, 145; 1894. 
4 Cremer, Zs BioI. 31, 183; 1894 u. 32, 1; 1895. 
5 Lindner, Woch. f. Brau. 17, 713; 1900. 
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Zwei Hefearten, welche besondere Spaltungen del' Starke hervorrufen, 
diirfen ein wenig naher besprochen werden. 

Die Hefe Saccharomyces Ludwigii soIl nach Gottschalk! Glykogen 
und Starke in eine vergarbare Zuckerart iiberfiihren, welche seiner Ansicht 
nach Glucose ist. Da die Hefe unter denselben Bedingungen nicht imstande 
ist Maltose zu vergaren, miisste also die Starke direkt in die Glucose 
iibergefiihrt werden. 

Die Wirkung von Saccharomyces Sake auf die Starke ist von Sjoberg2 
untersucht worden. Die Spaltungsprodukte sind hier Dihexosan und Amylo
biose, und die Hefe enthalt also nicht gewohnliche Amylase. Die Reaktion 
hat ihr Optimum bei pH = 6. 

d) Griinalgen. 

Uber den Amylasegehalt und die Amylasebildung ellllger Griinalgen, 
Ulothrix zonata, Cladophora glomerata, Cladophora fracta und Spirogyra hat 
K. Sj 0 berg 3 eingehende Versuche angestellt. 

Das Wirkungsoptimum lag bei pH = 4-5. 
Die Bildung des starkespaltenden Enzyms (untersucht nach W ohlge

m u t h) wird durch Starkegehalt del' Nahrlosung gefOrdert, durch Zuckergehalt 
vermindert. Chloroform erhoht die Amylasewirkung von Algenpraparaten. 
Sehr bemerkenswert ist die Steigerung der Amylasewirkung durch 3stiindige 
Behandlung del' Algen mit 960f0igem Alkohol. 

Das Sonnenlicht hat auf die Bild ung von Amylase in den Algen unter 
den eingehaltenen Versuchsbedingungen keinen Ein£luss. Die Algen bilden 
schon nach einigen Stunden in del' Sonne deutlich Starke, die Enzym
wirkung zeigte abel' keine Veranderung. 

e) Bakterien. 

Das Verhaltnis del' Fahigkeit zur Verfliissigung, Depolymerisation und 
Verzuckerung del' Starke ist bei verschiedenen Bakterien verschieden, was 
auch den bei anderen Mikroorganismen gewonnenen Ergebnissen entspricht. 
Was die Bakterienarten betrifft, in welchen Amylasen gefunden worden sind, 
so muss auf die Zusammenstellungen von Fuhrmann4 , von Kruse 5 und 
von Fermi 6 verwiesen werden. 

Die Eigenschaften von diastatischen Bakterien-Enzymen sind .bis jetzt 
sehr wenig untersucht, auch sind diese noch selten isoliert worden. Eine 

1 Gottschalk, H. 152, 132; 1926. 
2 Sjoberg, H. 162,223; 1927. 
3 Sjoberg, Fermentf. 4,97; 1920. 
4 Fuhrmann, Die Bakterienenzyme. Jena 1907. 
5 Kru s e, Allgemeine Mikrobiologie. Leipzig 1910. 
6 Fe rm i, Zbt. Bakt. II. 12, 1904. - Arch. f. Hyg. 10. 1; 1890. 
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Untersuchung von Avery und Glenn Cullen! an Pneumokokken ergab 
als Aciditatsoptimum einen pH-Wert von etwa 7. 

Besondere Erwahnung verdient der von Schardinger isolierte und 
untersuchte 

Bacillus macerans. 
Morphologie 2: 1m Schwarmerstadium stellt der Bacillus schlanke, lebhaft bewegliche 

Stab chen dar; Lange 4-6 f-/, und dariiber, Dicke 0,8-1 f-/,; auf sauren Nabrsubstraten werden 
die Stab chen langer. 

1m Stadium der Sporenbildung und Reifung werden die Stab chen unbeweglich; na.ch 
vollzogener Sporenbildung schwindet das Stabchen vollstandig. Die reifen freien Sporen sind 
oval A = 2 f-/" 0= 1,5-1,8 f-/,. Die Sporen sind gegeniiber der Temperatur kochenden Wassers 
sehr widerstandsflihig. 

Biologie: Wachstum auf den gebrauchlichen (nicht sauren) Nahrboden 
zwischen 15-40°. Kultur nach Schardinger auf Kartoffelkeilen bei 
37-40° oder auf Zwetschgenbrei3 oder auf Maisnahrboden unter Zusatz 
von Hefenextrakt 4. Durch Zusatz von Hefenwasser oder Extrakt von Malz
keimen zur Nahrli:isung werden besonders kraftige Kulturen erzielt. 

Das Aciditatsoptimum des Zellenzuwachses von B. macerans liegt nach 
Euler und Svanberg (1922) bei pH = 6,5-7,0. 

Der Bacillus, welcher zunachst dadurch erhebliches Interesse erweckt 
hat, dass er die Fahigkeit besitzt, Kohlenhydrate unter Bildung von Aceton 
zu vergaren, bildet, wie sein Entdecker 1909 fand 5, aus Starke krystallisierte 
Kohlenhydrate, die von Schardinger und spater eingehender von Prings
heim studierten Polyamylosen 336 u. ff. 

Zu dieser Abteilung diirfte man auch das technische Praparat Biolase 
rechnen, deren Starkespaltungsvermogen von Pringsheim und Schapiro6 

untersucht worden ist. Die Biolase verflussigt die Starke besonders bei 
hoherer Temperatur sehr schnell und man erhalt je nach der Temperatur 
verschiedene Spaltungsprodukte. Bei Einwirkung bei 30° wird haupt
sachlich Glucose gebildet, trotzdem das Praparat keine Maltase enthalt. Bei 
etwa 70 0 erhalt man indessen einen Korper, welcher aus drei Hexoseresten 
besteht und der ein gewisses Reduktionsvermogen zeigt. Pringsheim halt 
es fur wahrscheinlich, dass diese Zuckerart mit der von Ling und N anj F 
beschriebenen Glucomaltose identisch ist. Eine Eigenart des Ferments ist 
seine grosse Hitzebestandigkeit. Das Optimum der Wirkung liegt bei 
pH = 7,2. 

1 Avery u. Glenn Cullen, JI of expo med. 32, 583; 1920. 
2 Schar dinger, Wien. klin. Wochenschr. 17, Nr. 8,1904. - Zbt. Bakt. II, 14,772; 1905. 
3 Schar dinger, Zbt. Bakt. II, 19, 161; 1907. 
4 Farbenfabr. Fr. Bayer u. Co., Elberfeld, D. R. P. 291162. 
5 Schardinger, Zbt. Bakt. II, 22, 98; 1909. 
8 Pringsheim u. Schapiro, Chem. Ber. 59, 996; 1926. 
7 Lin g u. ~ a nj i, Jl Chem. Soc. 123, 2666; 1923; 127, 629; 1925. 
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Technische Anwendungen. 

Diastatische Praparate werden teils fiir die N ahrungsmittelindustrie, be
sonders die Backereien, teils fiir die Textilindustrie gebraucht. Als "Malz
mehl" wird gemahlenes Darrmalz bezeichnet; es wirdbesonders aus Gersten
malz hergestellt. Die verbreitetsten Handelspraparate sind Diamalt und 
Diastafor, Praparate der Diamalt-Gesellschaft, Miinchen und Taka-Dia
stase bzw. ein Praparat des Takamine Laboratoriums in Clifton, N. Y., 
Polyzime, das ohne Alkohol hergestellt ist. Herstellung von Malzextrakten 
aus Malzschrot fiir die Backerei nach D. R. P. 148844. Durch Verwendung 
solcher Backhilfsmittel kann Hefe gespart werden. 

Diamalt ist ein sirupartiger Malzextrakt, welcher Dextrine und Maltose 
enthalt und diastatisch stark wirksam ist. 

In der Textilindustrie wird Diastafor verwendet sowohl zur Herstellung 
von Appretur und Schlichtemassen aus Starke, als zum Entschlichten. Zu
satze yon Diastafor zu Bleichlosungen nach D. R. P. Kl. 8, 279993 (1914). 

Biolase, welche wahrscheinlich aus bakterieller Herkunft ist, wird fiir 
technische Zwecke zum Entschlichten von Geweben benutzt. 

Taka-Diastase findet in Ostasien zur Herstellung von N ahrungs- und 
Genussmitteln Verwendung, Polyzime besonders in der amerikanischen 
Textilindustrie. 

Li t er a tur: Siehe den Abschnitt "Amylasen" in dem sehr bemsrkenswerten Buch: 
R. P. Walt 0 n: A comprehensive survey of starch chemistry (New York, 1928). 

C. ]}Iethodell znr Jl'Iessnng. der Starkespaltnng. 
(K. Josephson.) 

Unter den zahlreichen Methoden, welche vorgeschlagen worden sind, 
urn den Verlauf der enzymatischen Starkespaltung und damit die Wirkung 
enzymatischen Materials zu ermitteln, kann man 2 Gruppen unterscheiden: 
Durch die eine werden Konzentrations- und Eigenschaftsanderungen der 
Starke verfolgt, durch die andere werden die Reaktionsprodukte gemessen. 

a) ~lethoden zur Konzentrations- und Eigenschaftsbestimmung der Starke. 

Bei der Anwendung dieser Methoden muss vor allem beobachtet werden, 
dass die native Starke kein einheitliches Material darstellt und dass sie in kolloider 
Form zur Anwendung kommt. Der Zustand der starkehaltigen Fliissigkeit 
ist also nicht durch die Konzentration allein definiert, sondern besonders auch 
durch den Dispersitatsgrad bzw. die Beschaffenheit des angewandten Starke
praparates. Dieses kommt in zwei verschiedenen Formen zur Verwendung: 

1 a) als S tar k e k 1 e i s t e r zur Bestimmung der Verfliissigung, 
1 b) als "losliche Starke" zur Messung des Abbaues der Starke. 
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1. Verfliissigung der Starke. 

SolI die Vedliissigung der Starke gemessen werden, urn die Wirksamkeit 
von Amylase-(Diastase-)-Praparaten zu bestimmen, so dad nicht iibersehen 
werden, dass ver£liissigende und verzuckernde \Virkung der Diastasen zwar 
oft miteinander einigermassen parallel gehen, dass aber diese beiden Vor
gange nicht quantitativ miteinander verkniipft sind und dass also die Ver
fliissigung nicht als ein Mass fiir die Verzuckerung angesehen werden dad 
(vgl. S. 397). 

G Ii n ski u. Wa I the r 1 haben die Met t sche Methode auch zur Diastasebestimmung 
angewandt. Enge, beiderseits offene Glasrohrchen werden mit Starkekleister gefiillt und nach 
dessen Erstarren in die enzymhaltige Fliissigkeit gelegt. Kach einer gewissen Zeit misst man 
die Lange des gelosten Starkezylinders. Die Geschwindigkeit des Yorganges hangt offenbar 
stark ab von der Diffusion des Enzyms zur freien Oberflache des Starkezylinders, sowie von 
der Geschwindigkeit, mit welcher sich die Reaktionsprodukte von der Oberflache entfernen; 
die Bewegung der Fliissigkeit, bzw. der Rohren in der Fliissigkeit ist deswegen von grosstem 
Einfiuss. Zu wissenschaftlichen Zwecken ist die Methode nieht genau genug und wird iiber
haupt nur in besonderen Fallen zur Anwendung gelangen. 

Das gleiche gilt wohl von der Methode von Ed. M iill e r (Zbl. inn. Med. 1908), welcher 
statt der Rohrchen Platten von Starkekleister benutzt. 

Yon alteren Yerfiilssigungsmethoden sind ferner noch diejenigen von Poll a k 2 und von 
C h r z a s z c Z 3 zu erwahnen. Die Genauigkeit dieser Methoden ist natiirlich gering, da es 
schwer ist, den Zeitpunkt der "vollstandigen Y erfliissigung" anzugeben. 

Die eigentliche Verfliissigung, bzw. der Ubergang des Substrates aus 
dem Gelzustande oder einem sehr hochviscosen Zustand zu einer Losung von 
bedeutend geringerer innerer Reibung kann nur nach einer der in der Physik 
gebrauchlichen Methoden zur Bestimmung der inneren Reibung geschehen. 

Wahrend sich fiir diinnfliissige Losungen die Methode der Ausfluss
geschwindigkeit aus capillaren R{)hren eingebiirgert hat und wegen ihrer 
Einfachheit und Genauigkeit auch durchaus zu empfehlen ist, versagt dieselbe 
fiir dickfliissige Losungen. Es muss dann eine Dampfungsmethode, wie sie 
z. B. von Ladenburg4 beschrieben worden ist, oder die Methode fallender 
bzw. aufsteigender Korper, die sich auf die Berechnungen von G. G. Stokes 
griindet, herangezogen werden. Letztere Methode hat neuerdings U r ban 
Olsson fiir vorliegenden Fall sehr zweckmassig ausgearbeitet (vgl. S. 397). 

50 ccrn rund 2 %ige Kartoffelstarkelosung, die, um eine konstante Yiscositat der Starke 
zu erlangen, eine Stunde mit Riickfiusskiihler gekocht worden ist, wurde in einen Reaktions
kolben gegossen, in welchen man eine hohle Glaskugel von 6 mm Durchmesser einfiihrt. Hier
zu wird in gewohnlicher Weise eine Mis chung von Acetatlosung (pH = 5,15), Enzym und Gift 
(oder \Vasser) zugesetzt. Die so erhaltene Mis chung wird alsbald in das Rohr D (von 3,5 dm 
Lange und 1,7 cm innerem Durchmesser) gegossen, wonach in das Rohr der Gummistopsel E 
schnellstens eingepresst wird. Hierbei wird alle Luft durch das Glasrohr F entfernt, und 
danach wird der am Glasrohre befestigte Gummischlaueh G mit einer Klemme H zugemacht. 

1 Siehe Paw low, Arbeit der Yerdauungsdriisen. \Viesbaden 1898. 
2 Pollak, \Voch. f. Brau. 1903,595 undZs f. Xahr.- u. Genussm. 6, 729, 1903. 
3 Chrzaszcz u. Pierozek, Zs f. Spir.-Ind. 33, 66; 1910. 
4 Lad e n bur ghat eine sehr gute kritische Darstellung dieser l\1ethoden gegeben. Ann. 

d. Phys. 22, 287; 1907. 
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Unmittelbar darauf wird die Achse B, welche die Rohre D tragt, mit einem Griffe C um
gedreht. Die Rohren werden durch Fenster des Thermostaten A betrachtet und mittels eines 
Chronographen mit zwei Zeigern wird die Zeit gemessen, welche die Kugel zum Aufsteigen 
(zwischen zwei Marken) braucht. lndem man durch wiederhoIte Messungen die Abnahme 
dieser Aufsteigedauer feststelIt, erhalt man ein :Mass fur die fortschreitende Yerfiussigung (Ab
nahme der inneren Reibung). (Siehe Fig. 63.) 

Eine Anderung der Aufsteigezeit von 3 Minuten entspricht einer Yiscositatsanderung 
'Von 1,05 auf 1,01. 

2. Methoden zur Verfolgung des Ab baues der Starke. 

Von den chemischen Eigenschaften der Starke, welche sich zur Messung 
eignen, kommt in erster Linie ihre Aufnahmefahigkeit fiir Jod bzw. die Bildung 
der blauen J odstarke in Betracht; auf dieses Prinzip 
sind auch zahlreiche Messmethoden gegriindet 
worden. Die ersten sind wohl von Ro berts1 

und Detmer angegeben, spatere vonTakamine 2 

und von Francis, sowie in neuerer Zeit von 
Wohlgemuth 3 und von Johnson. 

W ohlgemuths Methode hat besonders zahl
reiche medizinische Anwendungen gefunden. Sie 
hat - wie auch das Verfahren von Johnson-
den Vorzug der Einfachheit, wenn auch in Fallen, 
in welchen es auf die Genauigkeit der Resultate 
ankommt, eine Verzuckerungsmethode vorzuziehen 
ist und wenigstens als Kontrolle empfohlen sei. 

c 

,Il 

Fig. 63. 

Man beschickt eine Reihe ReagensgIaser mit absteigenden Mengen der zu untersuchenden 
Enzymlosung, fugt zu jedem Rohrchen 5 cern einer 1 % igen Starkelosung und steIIt sofort 
jedes Rohrchen in ein Gefass mit Eiswasser, in dem sich ein Drahtkorb zur Aufnahme der 
Glaschen befindet. Die Anwendung des Eiswassers hat den Zweck, jede Enzymwirkung zunachst 
'Vollstandig auszuschliessen. Wenn dann aIle Glaschen in dieser Weise vorbereitet sind, 
wird del' Drahtkorb mit samtlichen Glaschen in ein Wasserbad von 400 ubertragen; dadurch 
wird erreicht, dass die Wirkung des Enzyms in allen Portion en zu genau dem gleichen Zeit
punkt einsetzt. Bei dieser Temperatur bleibt der Drahtkorb 30-60 Minuten, je nachdem 
man den Yersuch ausdehnen will, und wird nach Ablauf der entsprecbenden Frist wieder in 
das Gefass mit Eiswasser ubertragen und kurze Zeit darin belassen; auf diese Weise wird 
die Enzymwirkung wiederum in samtlichen Portionen zu genau der gleichen Zeit unterbrochen. 
Damit ist die eigentliche Ausfiihrung des Yersuches beendet. 

Urn nun die Aktivitat der Enzymli:isung festzustellen , wird folgendermassen verfabren: 
Samtliche Reagensglaschen werden etwa bis fingerbreit yom Rande mit Wasser aufgefiillt, 

zu jedem Glaschen je ein Tropfen einer 0,10 n. -J odlosung zugesetzt und umgescbiittelt. 
Dabei beobachtet man verschiedene Farbungen, wie dunkelblau, blauviolett, rotgelb und gelb. 
Als unterste Grenze der Wirksamkeit (limes)' bezeichnet Wohlgemuth dasjenige Glaschen, 
in dem zum erst en Male die blaue Farbe unverkennbar auftritt, das ist also dasjenige Glas
cben, das die violette Farbe zeigt. Danach ist in dem vorbergebenden Glascben samtliche 

1 Roberts, JI Chern. Soc. 40, 1051; 1881. - Siehe aucb V e rnon, Jl Pbysio!. 27, 
174; 1901. 

2 Takamin e , Jl Soc. Chern. Ind. 17, U8: 437; 1898. 
3 W 0 hI gem u th, Biochem. Zs 9, 1; 1908. - Siehe auch Grundriss der Ferment

methoden. Berlin 1913. 
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Starke "mindestens zum Dextrin" abgebaut. Aus ibm berechnet sich die Enzymmenge in der 
Weise, dass die Anzahl Kubikzentimeter einer 1 % igen Starkelosung bestimmt wird, die durch 
1,0 ccm der Enzymlosung in der fur den Versuch angewandten Zeit bis zum Verscbwinden 
der Jodfarbung abgebaut wird. 

Das eben farblos gewordene Glaschen enthalte beispielsweise 0,02 ccm Speichel; es 
waren dann 0,02 ccm Speichel imstande, innerhalb 30 Minuten 5 ccm 1 % iger Starkelosung 
zum "limes" abzubauen, mithin 1,0 ccm Speichel = 250 ccm 1 % ige StarkeHisung. Die dia
statische Kraft fur 1 ccm der Enzymlosung bezeichnet W 0 h 1 gem u t h mit D und gibt gleich
zeitig Versuchszeit und Temperatur an (siehe S. 416). Fur das hier gewahlte Beispiel wurde 
sich also ergeben D!Z~ = 250. Berechnen wir den diastatischen Wert aus einem Versuch, 
bei dem das Glaschen Nr. 5 als untere Grenze angenommen wird und bei dem das Glaschen 
Nr. 4, das 0,0125 ccm Speichel enthalt, rot gefarbt sei (vgl. die 1. c. gegebene Farbenskala), 
so haben wir folgende rechnerisehe Uberlegung zu machen: 

0,0125 ccm bauen in 30' 5 cem 1 % ige Statkelosung ab 
1,0000 ccm " ,,30' 400 cem 10/ 0 ige " " 

Mithin mz~ = 400. 

Michaelis und Pechstein1 , welche die Ptyalinwirkung nach dem 
Prinzip der Wohlgemuthschen Methode untersuchten, unterbrachen die 
Reaktion durch Zusatz von 10 ccm einer sehr verdiinnten, und zwar 
0,001 n.-Jodlosung. Sie betonen, dass die Farbenreaktion nur in schwach 
saurer Losung angewandt werden dad, da im alkalischen Gebiet eine mehr 
oder minder schnelle Entfarbung der anfanglichen J odfarbung eintritt. 

Starkenstein 2 hat darauf aufmerksam gemacht, dass bei der Untersucbung von 
Organbreien oder uberhaupt beim Arbeiten mit Misehungen, welche inhomogen sind und aus 
welchen Eiweisskorper ausfallen, Fehler entstehen, indem sowohl Starke als Enzym yom: 
Eiweissniederschlag mitgerissen wird. Er schlagt deshalb vor, die Reagensrohren wahrend 
der ganzen Dauer der Digestion durch einen Schuttelapparat in Bewegung zu halten. 

Andere Jodmethoden. Statt den Zeitpunkt fiir das Verschwinden der 
blauen Jodreaktion zu bestimmen, schlagen Evans3 und J ohnson 4 vor. 
den Eintritt des Reaktionsstadiums zu ermitteln, in welchem Jod-Jodkalium 
iiberhaupt keine Farbenreaktion mehr hervorruft, also des sog. "achromischen 
Punktes". 

Eine Anzahl Kolben werden mit je 50 ccm 2% iger Losung von Kartoft'elstarke besehickt. 
Von dcr zu untersuehenden, eventuell geeignet verdunnten Enzymlosung verwendet man 1, 2, 
3, 4, 5 und 6 cem, erganzt auf 6 cem und setzt sie bei 400 zu der Starkelosung. Nach 
10 l\Iinuten entnimmt man jeder der sechs Misehungen 5 Tropfen und versetzt sie mit Jod
Jodkaliumlosung (0,016 g J und 0,032 g JK per Liter), um zu ermitteln, welehe Probe farblos 
bleibt. Durch einen zweiten Versuch werden dann die Konzentrationsgrenzen des Enzyms 
verengert. 

Sherman, Kendall und Clark5 haben 1910 eine neuere Modifikation 
der J odmethode in Vorschlag gebracht, die sich von den friiheren durch An
wen dung verdiinnterer Starkelosungen, und eines grosseren Volumens der 
Reaktionsmischung sowie durch die langere Reaktionsdauer unterscheidet. 

1 Michaelis u. Peehstein, Biochem. Zs 59, 77; 1914. 
2 Starkenstein, Biochem. Zs 24, 191; 1910. 
3 C. L. E van s, Jl of physiol. 44, 219; 1912. 
4 J 0 h n son, Jl Amer. Chem. Soc. 30, 798; 1908. 
5 l::lherman, Kendall u. Clark, Jl Amer. Chern. Soe. 32, 1073; 1910. 
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Zu 250 cern einer l%igen Starkelasung wird das Enzym, ge16st in 20 cern 
Wasser, zugesetzt; Temp. 40°; gemessen wird die Zeit bis zum Verschwinden 
der Jodreaktion. Diese Methode hat bei der Untersuchung der Takadiastase 
(nicht aber von Pankreatin) befriedigende Resultate geliefert. 

Eine von W a k s man 1 bei der Untersuchung der Diastase aus Aspergillus Oryzae an
gewandte Methode griindet sich ebenfalls auf das Yerschwinden der Starke in der Losung; 
es wird namlich der Zeitpunkt festgestellt, bei welchem die Starkelosung durchsichtig 
wird; dazu wurde N eutralrot verwendet, welches yon der Starke absorbiert wird. 

b) Methoden zur Bestimmung der gebildeten Maltose. 

Auch mer muss hervorgehoben werden, dass viele Amylasepraparate 
neben Amylase noch Maltase enthalten und demgemass auch Glucose ent
stehen lassen. Die Menge derselben kann in gewissen Fallen erheblich sein, 
z. B. bei Versuchen mit Takadiastase 2 • 

Die Bestimmung der Maltose geschieht fast durchweg entweder durch 
Bestimmung des aus Fehlingscher Lasung ausreduzierten Kupferoxyduls 
oder falls andere jodverbrauchende Substanzen nicht vorhanden sind, mit 
Hypojodit nach Willstatter und Schude13 bzw. F. Auerbach und 
E. Bodland er4. 

Zur Bostimmung des aus Fehlingscher Lasung ausreduzierten Kupfer
oxyduls sei besonders das von G. Bertrand ausgearbeitete Verfahren zur 
Titration mit Permanganat empfohlen. Wie aus einer Untersuchung von 
K. J osephson 5 hervorgeht, findet man bei Anwendung dieser und der 
Will s tat t e r schen Methode durchaus ubereinstimmende Werte. Von anderen 
Methoden, welche sich auf die Reduktion alkalischer Kupferlasungen grunden, 
seien mer die Methoden von Lintner und Wirth6 und von Sherman, 
Kendall und Clark 7 erwahnt. Zur Anwendung bei Mikrobestimmung der 
Amylasewirkung haben W. Engelhardt und M. Gertsohuk 8 die exakte 
Methode von Hagedorn- J ensen 9 empfohlen. 

Was die Reaktionsbedingungen betrifft, so wird man immer beim Aciditats
und N eutralsalz-Optimum des betreffenden Enzyms arbeiten. Es empfiehlt 
sich also, folgende Vorschriften hinsichtlich der Versuchs16sung einzuhalten: 

1 Waksman, Jl Amer. Chern. Soc. 42, 293; 1920. 
2 Siehe hierzu Sherman u. Punnet, Jl Amer. Chern. Soc. 38,1877; 1916. - Leibo

witz u. Mechlinski, Chern. Ber. 59, 2738; 1926. 
3 Willstatter u. Schudel, Chern. Ber. 51, 780; 1918. - Vgl. Wills tatter, Wald

schmidt-Leitz u. Hesse, H. 126, 143; 1923. 
4 F. Auerb a ch u. E. B 0 dlander, Zs angew. Chern. 36, 602; 1923. - W. Windis ch, 

W. Dietrich u. A. Beyer, Woch. f. Brau. 40, 49,55, 61, 67; 1923. 
5 K. Josephson, Chern. Ber. 55,1758; 1923. 
6 Lin t n e r, Jl prakt. Chern. 34, 386; 1886. - vI' i r t h, Zs ges. Brauereiwesen 31, 

421; 1908. 
7 Sherman, Kendall u. Clark, Jl Amer. Chern. Soc. 32, 1073; 1910. 
8 W. Engelhardt u. M. Gertschuk, Biochem. Zs 167,43; 1925/26. 
9 Hagedorn u. Jensen, Biochem. Zs 135,46; 1923. 
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Tierische Amylasen: pH = 6,5-6,8 
0,1 g NaOI in je 100 ccm Reaktionsmischung. 

Malzamylasen: pH = 5 
Kochsalzzusatz unnotig. 

Hinsichtlich der zu wahlenden Temperatur geht aus dem in den Ab
schnitten A und B Gesagten hervor, dass die Amylasen bei 37-40 0 unter 
optimalen Aciditatsbedingungen noch stabil sind. Die Temperaturen 37-400 

sind also zur Priifung der Amylasepraparate geeignet. Die Temperatur solI 
auf wenigstens 1/5 0 genau gemessen, konstant gehalten und angegeben werden. 

Wie aus den vorhergehenden Abschnitten hervorgeht, kann man unter 
Beriicksichtigung des "Grenzwertes" der Starkeverzuckerung den Reaktions
verlauf bei der Verzuckerung gemass der Formel £iir monomolekulare Reak
tionen berechnen. Innerhalb des Anfangsgebietes bis zu 40% Verzuckerung 
und innerhalb gewisser Grenzen der Enzymkonzentration ergeben die Reak
tionskoeffizienten k = l/t log (a/a-x) durchaus konstante Werte, welche 
proportional der angewandten Enzymkonzentration sind. Zur Priifung del' 
Amylasewirkung kann man also gemass der Dntersuchung von Euler und 
Svanberg1 mit Substratkonzentrationen von 0,72-2,8% und mit Enzym
konzentrationen, welche bei 37 0 und optimaler Aciditat Reaktionskonstanten 
0,004 bis 0,08 ergeben, arbeiten. Willstatter, Waldschmidt-Leitz und 
Hesse 2 untersuchten die Giiltigkeit der Proportionalitat zwischen Enzym
menge und Reaktionsgeschwindigkeit im Gebiet k = 0,001-0,03 und fanden 
die Proportionalitat in dies em Gebiet bestatigt. 

Dnter den zahlreichen alteren Vorschriften wird hier zunachst diejenige. 
von Sherman, Kendall und Clark3 angefiihrt: 

4 Flaschen enthalten solche Volumina von Enzymlosungen als 0,2, 0,5, 0,8 und 1,0 mg 
Enzympraparat entspricht. Jede Flasche wird mit 100 cern einer wohl gekochten 2% igen 
Losung von Lintner-Starke versetzt. (Bei Untersuchung tierischer Amylasen Zusatz von 
300 mg NaCl per 100 cern Mischung.) Einwirkungsdauer 30 Minuten bei 40°. Hierauf wird 
die Reaktion durch Zusatz von 50 ccm Fehlingscher Losung unterbrochen, worauf man 
die Flasche 15 Minuten im kochenden Wasserbad hlilt. Die Losung wird nun rasch filtriert 
und das CU20 nach einer genauen Methode gem essen. Das Gewicht des Cu20 ·soll 300 mg 
nicht iibersteigen. Wegen der Reduktion durch die losliche Starke selbst ist ein Blind
versuch notwendig. 

Wie die Autoren hervorhoben, ist die diastatische Wirkung unter diesen Bedingungen 
nicht der Enzymmenge proportional. Deswegen geben sie in einer Tabelle (I. c. S. 1084) 
die Beziehung zwischen dem gefundenen CU20 und einer von ihnen aufgestellten Reaktions
konstante an. 

Lin tner4 hat zur brauereitechnischen Bestimmung der diastatischen 
Kraft von Malz eine friiher viel befolgte Anweisung gegeben, welche spateI' 
nach Versuchen von Ohr. Wirth5 modifiziert wurde. 

1 Euler u. Svanberg, H. 112, 193: 1920. 
2 Willstatter, Waldschmidt-Leitz u. Hesse, H. 126, 143; 1923. 
• loco cit. und zwar S. 1083. 
4 loco cit. 
sloe. cit. 
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Man bereitet einen lVlalzauszug durch sechsstiindige Extraktion von 25 g Malzschrot mit 
500 ccm Wasser bei gewohnlicher Temperatur. Von dem klar filtrierten Extrakt werden bei 
Griinmalz 2, bei hellem Malz 4 und bei dunklem 8 ccm zu 100 ccrn einer 2 0/ 0 igen, neutralen 
Starkelosung in einern 150-ccrn-Kolben zugegeben und l/Z Stunde bei 200 stehen gelassen. 
Dann werden 10 ccrn 0,10 n.-XaOH zugesetzt, del' Kolben wi I'd mit "Vasser auf 150 ecm 
aufgefiillt; die Maltose wird hierauf durch einen titrimetrischen Vorversuch mit Fe h 1 i n g scher 
Losung und schliesslich nach einer der iiblichen Reduktionsrnethoden, z. B. naeh Sox 1 e t h, 
Alli h n, BertI' an d oder Bang bestimrnt. Die Tabellen von We in sollen keine zuverlassigen 
IVerte liefern. 

Die diastatische Fahigkeit wird ausgedriickt durch die Anzahl g Maltose, welche von 
100 g l\Ialz geliefert werden. 

AhnIiehe analytische Vorschriften sind von Ling und von Kokiehi Oshima l angegeben 
worden. 

Eine Modifikation der Lintnerschen Methode (Kochen mit Fehlingscher Losung, 
Zusatz von JK und H2S04 und Titration mit Thiosulfat) hat auch Flo h i 1 vorgeschlagen 
(JI Ind. a. Engin. Chern. 12, 690; 1920). 

Nach einer neueren von Windisch und Kolbach 2 angegebenen Vorsehrift werden 
25 g feingeschrotetes Darrmalz (90% MellI) bzw. 25 g feinzerquetschtes Griinmalz mit 500 ccm 
Wasser eine halbe Stunde bei 500 gemaischt, abgekiihlt, auf 525 g aufgewogen und blank filtriert. 

100 cem einer 2 % igen Losung losIieher Starke, z. B. "Kahlbaum" (man benutze stets 
das gleiche Praparat) werden in einem 200·ecm-Kolben mit 5 cern geeignet verdiinnten Malz
auszuges versetzt: Nach Durchschiitteln wird das Reaktionskolbchen eine halbe Stun de genau 
auf 200 gehalten. Dann wird durch 10 ccm 0,1 n.-NaOH unterbrochen, mit H20 auf 200 ccm 
aufgefiillt. Je 30 ccm werden zur Maltosebestimmung entnommen, welche nach Wills tatter" 
jodometrisch ausgefithrt wird. 

c) Glykogen·Methoden. 

Zur Verfolgung der Glykogenspaltung kann man sich entweder einer del' 
reduktometrischen Methoden, also Bestimmung des Verzuckerungsgrades, be
dienen oder man bestimmt die Menge des unveranderten Glykogens, gewohnlich 
nach P£luger 4 durch Polarisation oder Titration. Bang 5 hat eineModifikation 
angegeben, in welcher ebenfalls das unveranderte Glykogen isoliert, mit HOI 
hydrolysiert und schliesslich als Glucose bestimmt wird. 

Eine bedeutende Vereinfachung del' Methodik bei Untersuchung del' 
Glykogenspaltung verdankt man Rona und van Eweyk 6 , welche mittels 
der von Kleinmann ausgearbeiteten Methode der Nephelometrie das un
veranderte Glykogen bestimmen. Nach Rona und van Eweyk bildet Gly
kogen sehr stabile kolloidale Losungen, deren Tl'ubungsgrad streng pro
portional ihrem Gehalt an Glykogen ist; am besten eignen sich zur nephelo
metrischen Bestimmung GlykogenlOsungen, deren Gehalt zwischen etwa 
0,5 und 0,15% schwankt. 

Ausfiihl'Ung. In einer Reihe von ::\Iesszylindern von 100 ccm werden je 91 ccm einer 
Glykogenlosung von 0,3% gebracht und mit 1-3 ccm m/3 Phosphatpuffer, sowie 1 ecm n/lO-

1 K. Oshima, Jl Ind. a. Engin. Chern. 12, 991; 1920. 
2 Windisch u. Kolbach, Woch. Brau. 38, 149; 1921. 
3 Wills tatter u. Schudel, Chern. Bel'. 51, 780; 1918. 
4 Pfliiger, Pflug. Arch. 129, 374; 1909. - Siehe auch Schondorf, Junkersdorf 

u. Franke, ebenda 127, 274; 1909. 
5 Bang, Festschr. f. Hamrnarsten, Wiesbaden 1906. 
6 Rona u. van Eweyk, Biochem. Zs 149, 174; 1924. 
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NaCI-Losung vermisebt. Naeb dem eventuell erforderlieben Auffiillen auf 95 cern werden die 
Zylinder in ein 0 s twa I d sebes Wasserbad mit Riihrwerk gestellt, dessen Temperatur 37 ± 0,050 

betragt und naeh erfolgtem Temperaturausgleich je 5 cern verdiinnten rnensehliehen Speichels 
unter guter Durehmischung raseh zugegeben. Naeh einer halhen Minute werden aus jedem 
Zylinder 15 cern des Reaktionsgemisches entnommen und in ein troekenes Flaschchen, das 
sieh in Eiswasser befindet, eingefiillt. Derartige Probeentnahmen werden in geeigneten Inter
vall en wiederholt. Die eiskalten Proben werden mogliebst bald nepbelornetriseh untersueht. 

d) Definitionen und Einheiten der Amylasewirkungen. 

Unter Hinweis auf das in den vorigen Abschnitten Gesagte, wird hier 
davon ausgegangen, dass an der Reaktion Starke --+ Maltose (+ Restkorper) 
verschiedene Komponenten der Amylase teilnehmen konnen, welche die Teil
reaktionen ungleichmassig beeinflussen. Es muss deshalb betont werden, dass 
die gegenwartigen Methoden, nach welehen die einzelnen Reaktionsphasen nicht 
geschieden werden konnen, nur eine angenaherte Charakterisierung der Wirk
samkeit amylolytisch wirksamer Enzympraparate gestatten. 

Entsprechend den verschiedenen Messmethoden, welche in vorstehenden 
Abschnitten behandelt worden sind, lasst sich die Einheit der Wirksamkeit 
entweder auf die Verfliissigung von 'Starkegelen beziehen, oder auf das Ver
schwinden der Starke aus der Losung oder endlich auf die Bildung der Maltose. 

Uber die Anwendung der Starkeverflussigung als Mass der Amylase
wirkung siehe S. 317 u. 410. 

Misst man die enzymatische Starkespaltung nach der Wohlgemuth
schen J odmethode, so wird man auch seinem Vorschlag hinsichtlich der 
Angabe der Wirkungseinheit folgen. Nach Wohlgemuth solI diejenige 
Anzahl eem einer 1 %igen Starkelosung ermittelt werden, welche durch 1 cem 
der zu untersuchenden EnzymlOsung innerhalb der gewahlten Versuchsdauer 
(30 Minuten oder 24 Stunden) bis zum Dextrin abgebaut werden. 

Die diastatisehe Wirkung fiir 1 eem der Enzymlosung bezeiehnet W ohl
gem u thin Abkurzung des W ortes Diastase mit D und gibt durch Indexe 
Temperatur und Zeit an, mit denen gearbeitet wurde. Also bedeutet: 

D:~~ = 250, 

dass 1 eem der untersuehten EnzymlOsung imstande ist, bei 40° in 30 Minuten 
250 cem 1 %ige StarkelOsung abzubauen. 

Fiir den Enzymgehalt wird hierdurch naturlieh nur insoweit ein richtiges 
Mass erzielt, als Enzymmenge und Enzymwirkung proportional sind. 

Speichel sowie andere Sekrete und Korperflussigkeiten lassen sich in 
gleicher Weise messen wie EnzymlOsungen. Von Organen werden Extrakte 
oder Presssafte hergestellt. Herstellung und Verdunnung mit physiologischer 
KochsalzlOsung. Spezialvorschlage fur Arbeiten mit Organen findet man in 
der zitierten Monographie von Wohlgemuth, S. 57 u. ff. 

Wie sebon erwabnt, wird zu teebnisehen Zweeken vielfaeh noeh die Lin t n e r sehe 
:Methode angewandt (vgl. S. 414). Die Wirksamkeit diastatisehen Materials wird nach Lintner 
in der Weise angegeben, dass man angibt, wieviel Enzymlosung resp. Malzextrakt erforderlieh 
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ist, urn in einer bestirnrnten Zeit (gewohnlich eine halbe Stunde oder eine Stunde) aus einer 
2 % igen Starkelosung so viel Zucker abzuspalten, dass 5 cern Fehlings -Losung gerade 
reduziert werden. 

Analog geschiebt die Berechnung nach Ling. Hat man z. B. 100 cern einer 2%igen 
Starke mit 1,5 ccrn l\1alzextrakt gernischt und die auf 200 ccrn verdiinnte Losung eine Stun de 
bei 21° stehen lassen. Werden dann 25 ccrn dieser Losung benotigt, urn 5 cern Fehlingsche 
Losung zu reduzieren, so ist die diastatische Fahigkeit 

1000 
25' 1,5 = 26,7. 

Eine neue Einheit hat Sherman! eingefuhrt und angewandt. Er 
arbeitet immer mit 2 g Starke und schlagt vor, immer 30 Minuten lang 
bei 40 0 zu verzuckern. Sherman, Kendall und Clark geben folgende 
Tabelle an, aus welcher zunachst die Beziehung zwischen der gebildeten Menge 
C~O und einer Reaktionskonstanten ks entnommen werden kann. Aus den 
ks-Werten der Tabelle ergeben sich die Einheiten der Shermanschen "new 
scale" durch Division mit der Enzymmenge. Wir geben die Shermansche 
Tabelle hier wieder: 

CUzO 
k, 

CUzO 
ks 

CUzO 
ks 

CUzO 
k:; 

rng mg rng rng 

30 9,1 100 31,2 170 54,1 240 78,2 
40 12,2 110 34,4 180 57,5 250 81,8 
50 15,3 120 37,6 190 60,9 260 85,4 
60 18,4 130 40,9 200 64,3 270 89,0 
70 21,6 140 44,2 210 67,8 280 92,6 
80 24,8 150 47,5 220 71,3 290 96,3 
90 28,0 160 50,8 230 74,8 300 100,0 

Zur Umrechnung dienen folgende Zahlen (vorausgesetzt 0,0312 g Enzym): 

CUzO eu I rng Maltose I ks I new scale" " 

30 26,8 24,2 9,1 
60 53,5 48,6 18,4 

100 89,4 82,0 31,2 1000 

Euler und Svanberg2 haben die Wirkungsfahigkeit ihrer Praparate 
in einer Weise angegeben, welche sich der fruher fur Saccharasepraparate 
benutzten anschliesst. 

Bezeichnen wir mit k die monomolekulare Verzuckerungskonstante, 
mit welcher sich der erste, grosste Teil der Verzuckerung vollzieht, mit 
"g Maltose" die Anzahl g Maltose, welche bei der durch k gemessenen 
Reaktion gewonnen werden kann, und mit "g Praparat" die Menge Enzym
praparat, welche im Gesamtvolum der Reaktions£lussigkeit gelost wurde, so 

1 Sherman, Kendall u. Clark, Jl Arner. Chern. Soc. 32, 1073; 1910. 
z Euler u. Svanberg, H. 112, 193; 1920. 
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erhalten wir folgenden Ausdruck fur die Wirkungsfahigkeit eines Diastase
praparates hinsichtlich der Maltosebildung 

k g Maltose 
Verzuckerungsfahigkeit pro g Trockengewicht, Sf = . 

g Praparat 
Die Genauigkeit und Brauchharkeit dieser Definition des .A.mylasegehaltes geht hervor 

aus der Konstanz der in der letzten Spalte der folgenden Tabelle angegebenen Werte Sf, 
welche aus verschiedenen Versuchen gewonnen worden sind; samtliche Werte gelten fur die 
Temperatur 37° und fur pH-Optimum. 

Starke 

g 

0,5 
0,5 
0,5 
0,5 
0,5 
1,0 
0,25 

Maltose 

g 

0,375 
0,375 
0,375 
0,375 
0,375 
0,75 
0,1875 

Enzymlosung 

cern 

1 
2 
1 
0,5 
0,2 
1 
1 

Trockengewicht der 
Enzymlilsung 

g 

0,00077 
0,00154 
0,00077 
0,000385 
0,000154 
0,00077 
0,00077 

Mittel 

k 

0,024 
0,045 
0,022 
0,011 
0,0040 
0,0115 
0,044 

Sf 

11,7 
10,9 
10,7 
10,7 
9,75 

11,2 
10,7 

Der Mittelwert von Sf betragt 10,8 fur das untersuchte Praparat, der mittlere Fehler 
in einer Bestimmung ist 0,7, also 6% vom Totalwert. 

Die von E u Ie r und S van be r g "vorlaufig" vorgeschlagene Methode zur 
Messung der Aktivitat kann nach Euler und J osephsonl allgemein zur 
Anwendung kommen, geeignet mit der von Willstatter, Waldschmidt
Leitz und Hesse (fiir Pankreasamylase) gemachten Einschrankung, dass 
zur Berechnung der Reaktionskonstanten nur die ersten 40% der SpaItung 
verwendet werden. 

Der Bereich, in welchem die Wirkungsfahigkeit eines Amylasepraparates 
durch den Wert Sf genau ausgedruckt wird, liegt zunachst zwischen den 
Substratkonzentrationen 0,25 und 1,0 g Starke pro 36 ccm, also zwischen 
Starkekonzentrationen 0,72 und 2,8% und zwischen Enzymkonzentrationen, 
welche bei 37°, optimaler Aciditat und Anwesenheit eines geeigneten Neutral
salzes die Reaktionskonstanten 0,04 bis 0,08 ergeben. 

Die Umrechnung der Einheit Sf ergibt sich aus folgender Tabelle: 

Minuten 
Maltose 

a-x k 
mg 

30 82 1418 0,00080 
00 1500 

Sf = 0,0008· 1,5 
0,0000312 

=38,5. 

Demgemass entsprechen 1000 Einheiten "new scale" emem 
Wert Sf = 38,5. 

1 Euler u. Josephson, Chern. Ber. 56,1749 und zwaf S. 1753 u. ff. 1923. 
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Die vorstehenden Angaben sind dann noch auf eine einheitliche Tem
peratur zu reduzieren; die Temperaturkoeffizienten sind fur tierische und 
pflanzliche Amylasen verschieden, man findet sie S. 363, 374 und 398. 

Fur die Umrechnung der Lintnerschen Skala in Sf geht man davon 
aus, dass 5 ccm Fehlingsche L6sung 0,3682 g Maltose entsprechen (vgl. 
Wirth, Dissertation 1. c.); man kann dann k aus folgender Uberschlagsrechnung 
ermitteln: 

Minuten 

60 
150 

x 

36,82 
]50 

a-x k 

113,18 0,00205 

0,00205·0,150 
Hieraus berechnet man Sf = 0 00012 = 2,55. , 
1000 Lin tner-Einheiten F entsprechen also rund 26 Sf. 
Eine Umrechnung der Wohlgemuth-Einheit in Sf hat wenig Wert, 

da sich diese Einheiten auf zwei verschiedene Reaktionen eventue11 auch 
mehrere Enzyme beziehen. 

A.mylase-Einheit (Am.-E.) und Amylase-Wert (Am.-W.). In naher An
schliessung an die von Euler und Svanberg vorgeschlagene Bestimmung 
und Definition der Amylasewirkung, welche zunachst fur Malzamylase aus
gearbeitet wurde, haben Willstatter, Waldschmidt-Leitz und Hessel 
die bei ihren Studien uber Pankreasamylase angewandten Einheiten Amylase
Einheit und Amylase-Wert definiert: 

Die Amylase-Einheit ste11t diejenige Enzymmenge tierischer Amylase 
dar, die 25 ccm l0f0iger losliche Starke Kahlbaum, die mit 10 ccm 0,2 n.
Phosphat von pH = 6,8 und 1 ccm 0,2 n.-NaCI in 37 ccm Reaktionsgemisch 
enthalten sind, bei 37° mit einem Geschwindigkeitskoeffizient k == l/t ·log 
(a/a-x) = 1 spaltet. a entspricht der Verzuckerungsgrenze 750f0, so dass 
bei effektiver Einwage von 0,25 g trockener Starke nur 0,1875 g Substrat 
angenommen wird. Obwohl dieser Grenzabbau nicht konstant ist, sind die 
Zahlen doch genugend genau, wenn man sich auf die Verfolgung der ersten 
Reaktionsstadien (bis 40% Umsatz) beschrankt. 

Der Amylase-Wert gibt die Anzahl Amylase-Einheiten in 10 mg Substanz 
an. Zur Umrechnung in Sf dient der Ausdruck 

Amylase-Wert 1 = 18,75 Sf. 

Ais Grenzen des Gebietes der Enzymkonzentrationen, in welchem die 
Gultigkeit dieser Einheiten gepruft worden ist, geben Willstatter, Wald
schmidt-Leitz und Hesse k = 0,001-0,03 an. 

1 Willstatter, Waldschmidt-Leitz u. Hesse, H. 126, 143; 1923. 
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12. Kapitel. 

Die enzymatische Spaltung 
der iibrigen polymeren Kohlenhydrate. 

N eben der im 11. Kapitel ausfiihrlich behandelten Starke kommen als 
enzymatische Substrate, welche die biologische Rolle als Reservenahrung 
erfiillen, noch in Betracht: 

1. Das Glykogen; 
2. das Lichenin; 
3. diejenigen Stoffe, welche nach dem Vorschlag von E. Schulze oft 

als "Hemicellulosen" zusammengefasst wurden und welche man je nach den 
Spaltprodukten, die sie liefern, in Polyhexosane, Polypentosane und 
Polyhexo-Pentosane einteilen kann. 

A. Glykogenase. 
Sowohl das Reservekohlenhydrat des Tierreiches als das Glykogen der 

Pilze und anderer niederer Pflanzen sind der Starke nahe verwandt, und daher 
kommt es, dass man die leichter zugangliche Starke als den typischen Ver
treter dieser Stoffgruppe oft untersucht hat, wahrend die Besonderheiten 
des Glykogens noch verhaltnismassig wenig bekannt sind. Das gleiche 
gilt von der Amylase und der Glykogenase, welche meist als identisch 
angesehen worden sind. Indessen verdienen die speziellen Eigenschaften 
der Glykogenase der Muskel, der Leber und anderer Organe besondere 
Beachtung1 und erst in letzterer Zeit sind ihr systematische Studien 
gewidmet worden. 

Substrat. 
Der bekannteste und auffallendste Unterschied zwischen Amylose und 

Glykogen zeigt sich in ihrer Farbung durch Jod-Jodkalium. Durch dieses 
Reagens wird Glykogen violettbraun gefarbt, wahrend die Starke-Reaktion 
rein blau ist. Erhebliche Verschiedenheiten des Farbentones deuten vielleicht 
darauf hin, dass tierisches und pflanzliches Glykogen nicht als identisch 
angesehen werden konnen. 

Nach Elementarzusammensetzung (CSH lO0 5)x, sowie beziiglich des mitt
leren Molekulargewichtes (mnd 110000-130000) besteht zwischen Starke 

1 Euler u. Myrh lick, H. 150, 1; 1925. 
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und Glykogen Ubereinstimmung; l;>eide geben ferner Glucose als Endprodukt 
und werden durch Amylase in Maltose gespalten. Mit dem Amylopektin 
der Starke hatdas Glykogen nicht nur die Jodreaktion gemeinsam, sondern 
auch den Phosphorsauregehalt, wenn hier auch quantitative Ubereinstimmung 
nicht erwiesen ist (vgl. ferner S. 95). Wenig verschieden sind ferner die 
optischen Drehungen von Amylose, Amylopektin und Glykogen. Fur Hefen~ 
Glykogen wird die spez. Drehung + 199 0 angegeben, fur Leber-Glykogen fand 
Gatin- Gruzewska + 196,60 • Erhebliche Dillerenzen zeigen die Rontgen
diagramme: Starke erweist Krystallstruktur und das Diagramm deutet auf 
Elementarteilchen von der Grosse (C6HlOOS)2 hin; Glykogen wurde amorph 
befunden. 

In hoheren und niederen Pilzen, besonders in Hefen, spielt Glykogen 
eine wichtige Rolle als Reservekohlenhydrat. Wie in Kap. 11 (S. 406) bereits 
erwahnt ist, ist die Hefe einer schnellen Glykogenhydrolyse fahig, sie enthalt 
also erhebliche Mengen einer wirksamen Glykogenase. Setzt man Glykogen 
einer Hefensuspension zu, so tritt zwar Verzuckerung in nennenswertem Grade 
nicht ein, denn das Glykogen vermag offenbar nicht in die Hefenzellen 
einzudringen. Dagegen wird Glykogen des Hefensaftes gespalten, wie schon 
Cremer l fand, und der gleiche Effekt zeigt sich auch bei weiteren Glykogen
zusatzen. Auch bei der Autolyse der Hefenzellen tritt die Glykogenase in 
Wirksamkeit; nach Harden und Paine 2 in hohem Grade unter der Ein
wirkung plasmolysierender Salzlosungen. Trockenhefe scheint dagegen wenig 
wirksam zu sein, was auffallen muss, da die Durchlassigkeit der Zellmembran 
durch das Trocknen bedeutend erhOht wird. In dem der alkoholischen Garung 
gewidmeten Band werden wir gelegentlich der Selbstgarung auf diese noch 
nicht geklarten Verhaltnisse zurUckkommen. 

Bacillus macerans baut nach Pringsheim3 Starke und Glykogen zu 
den gleichen Amylosen abo 

In erster Linie interessiert im gegenwartigen Stadium der Enzymchemie 
die M uskelgly kogenase. Systematische Versuche uber ihre Wirkung sind 
von Euler mid Myrback begonnen worden, bald darauf hat Lohmann' 
weitere Versuche mitgeteilt. 

Nach einer alteren Untersuchung von Osborne und Zobels wird im, 
Muskel Glykogen zu Maltose neb en Glucose verzuckert. Wenn durch rasche 
Dialyse fur die Abtren:oung der Zerfallsprodukte des Glykogens von dem 
undialysablen Enzym Sorge getragen wurde und ferner durch Erwarmen 
des Extraktes ihm jede Moglichkeit zur Phosphorylierung der Spaltprodukte
des Glykogens genommen wurde, konnte Lohmann als Hauptendprodukte 

1 Cremer, Zs BioI. 31, 183; 1894 u. 32, 1; 1895. 
2 Harden u. Paine, Proc. Roy. Soc. Bd. 84,448; 1912. 
3 Pringsheim u. Steph. Lichtenstein, Chem. Ber. 49, 364; 1916. 
4 Lohmann, Biochem. Zs 178,444; 1926. 
5 Osborne u. Zobel, Jl of PhysioI. 29,1; 1903. 
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der Verzuckerung ein unvergarbares Saccharid isolieren, das sowohl im freien 
Zustand wie auch als Acetat eine grosse Ahnlichkeit mit der Amylotriose 
besass, die von Pringsheim beim Salz~aureabbau des Glykogens und des 
Amylopektins erhalten wurde. Die Substanz muss als ein Stabilisierungs
produkt, das nicht selbst auf dem Wege des Abbaues gelegen ist, betrachtet 
werden. 

Siehe ferner Kap. 11, S. 407. 
Den enzymatischen Glykogenabbau durch andere tierische Gewebe 

als Muskel haben bereits Pick l , Macleod und Pearce 2 u. a.Forscher studiert. 

Wirkungsbedingungen der Glykogenase. 

Spezifitat der Glykogenase scheint insofern nicht zu bestehen, als kein 
Praparat hergestellt worden ist, welches nur Starke oder nur Glykogen spalten 
wtirde. 

Verschiedenheiten sind nachgewiesen insofern al8 Starke durch tierische 
Amylasen im allgemeinen schneller verzuckert wird als Glykogen. Ferner ist 
aber hervorzuheben, dass wir tiber die aus Starke und Glykogen primar ent
stehenden Spaltprodukte im einzelnen noch ganz unzureichend unterrichtet 
sind und dass in dieser Hinsicht Unterschiede wohl hervortreten konnen. 
Besonders ist tiber die aus Glykogen entstehende a- und jJ-Konfiguration der 
Maltose noch nichts Naheres bekannt und es fehlen also Versuche, wie die, 
welche Euler und Helleberg 3 sowie Kuhn 4 beztiglich der Starkespaltung 
angestellt haben. 

Das pH-Optimum der Glykogenabnahme und Zunahme des Reduktions
wertes bei Spaltung des Glykogens mit Muskeltrockenpraparat fanden Euler, 
Myrback und Signe Karlsson 5 bei pH = etwa 6,3. 

B. Lichenase. 
I. Substrat. 

Die Forschungen des letzten Dezenniums haben ergeben, dass das Lichenin, 
das 1814 von Berzelius 6 aus dem islandischen Moos, Cetraria islandica, 
gewonnene Kohlenhydrat eine viel gross ere Verbreitung besitzt, als man friiher 
angenommen hatte. Karrer fand namlich Lichenin nicht nur in vielen Flechten, 
sondern auch in vielen Samen (Gerste, Mais, Weizen, Spinat, Hafer 7). 

Vom biologischen Gesichtspunkt aus ist in erster Linie die Rolle des 

1 Pick, Hofm. Beitr. 3, 163; 1902. 
2 Macleod u. Pearce, Am. JI of Physiol. 25, 255; 1910. 
a Euler u. Helleberg, H. 139,24; 1924. 
4 R. Kuhn, Lieb. Ann. 443, I; 1925. 
5 Euler, Myrback u. Signe Karlsson, H. 143, 243 u. zwar 259; 1925. 
6 Be r z e Ii us, Schweiggers JI 7, 342; 1813. - Ann. de Chim. 90, 277; 1814. 
7 Karrer, 1\1. Staub, Weinhagen u. Joos, Hely. 7,152; 1924. 
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Lichenins als ReservestoH hervorzuheben (Karrer); wahrend sich Lichenin 
dadurch der Starke anschliesst, steht es chemisch der Cellulose nahe, 
weshalb Karrer fur das Lichenin die Bezeichnung "Reservecellulose" vor
geschlagen hat. So steht das Lichenin zwischen Starke und der Cellulose 
("Gerustcellulose"; Karrer l ). Bezuglich der chemischen Verwandtschaft 
zwischen Lichenin und Cellulose 2 ist besonders hervorzuheben, dass aus 
beiden das Disaccharid Cellobiose gewonnen wird. 

Karrer und Lier (Helv. 8) haben aus Lichenin eine Lichotriose dar
gesteIIt. 

Lichenin wird nunmehr nach Honigs und Schuberts 3 Vorschrift in 
der von Karrer, Joos und Staub' modifizierten Form aus Cetraria islan
dica, durch Umfallen aus heissem Wasser nach Hess und Friese dargestellt 
und dann durch Umfallen aus alkalischen Losungen 
weiter gereinigt. Die optische Drehung wird in 
alkalischer Losung (Pringsheim 5) oder in kupfer
ammoniakalischer Losung (H e s s) bestimmt. Die Los
lichkeit in verdunnten Laugen ist gemeinsam fur viele 
polymere Kohlenhydrate. Rein~s Lichenin reduziert 
F e h 1 in g sche Losung nicht starker als Cellulose 
(Karrer und J oos, Biochem. Zs 136). 

Die relative Reaktionsfahigkeit des Lichenins und 
der Starke bei der Saurehydrolyse geht aus folgender, 
von Pringsheim und Seifert (H. 128) gegebenen 
Figur 64 hervor (die Stundenzahl ist zuverdoppeln). 

Slunden 
30.--....:1,.-_2::,...---;3_-:;'1 

51-f::;",+-.L--t--t--I 

Fig. 64. 

Das Rontgendiagramm des Lichenins fanden R. O. Herzog und H. W. 
Gonell s von demjenigen der nativen Cellulose etwas verschieden; wie Karrer 
hervorhebt "kann die Verwandtschaft trotzdem eine nahe sein; schon ver
schiedener Polymerisationsgrad ist hinreichend, um den Krystallbau von 
Grund auf zu verandern ....... " 

Pringsheim, W. Knoll und E. Kasten' haben gezeigt, dass man aus 
Lichenin durch Erhitzen in Glycerin ein interessantes Produkt, das Lichosan 
gewinnt, welches sich unter geeigneten Umstanden bis zur Molekulardispersitat, 
namlich bis zum Hexoseanhydrid CSHl00 5 aufteilen zu lassen scheint, und 
welches sie als Elementarkorper des Lichenins betrachten. Pringsheim 

1 K a r r e r, Polymere Kohlenhydrate, Leipzig, Akad. Yerlagsges. 1925. 
2 Karrer u. B. Joos, Biochem. Zs 136, 537; 1923. - Pringsheim u. Seifert, 

H. 128, 284; 1923. 
3 Honig u. Schubert, Monatsh. f. Chern. 8, 452; 1887. - Ulander 11. Tollens, 

Chem. Ber. 39, 402; 1906. 
4 Karrer, Joos u.1\I. Staub, Helv. 6, 800; 1923. 
5 Pringsheirn, Lieb. Ann. 448, 163; 1926. 
6 R. O. Herzog u. H. W. Gonell, H. 141,63; 1924. 
7 Pringsheirn, W. Knoll u. E. Kasten, Chern. Ber. 58, 2315; 1925. - Siehe ferner 

Pringsheim u. Routala, Lieb. Ann. 450, 255; 1926. 
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und Routala erhielten Molekulargewichte bis 162. M. Bergmann! stimmt 
mit Pringsheim darin iibereiu, "dass das rohe Lichosan zum grossten Teil 
aus einem Hexoseanhydrid besteht"; allerdings stiitzt er sich hierbei nur 
auf seine eigenen Feststellungen, besonders die eines vollig dispergierenden 
Triacetates C6H 70 2(OAc)a. 

Wir konnen hier nicht auf die Diskussion zwischen Pringsheim, Karrer 
und K. Hess 2 iiber den Bau und Aggregationszustand des Lichosans (Licho
hexosans) eingehen, sondern miissen auf die Originalarbeiten verweisen. 

Die Dispersion steigt im System Lichosan-Lichenin of£enbar stark mit 
steigender Temperatur, wie aus Ergebnissen von M. Bergmann und Knehe 
(Lieb. Ann. 452) sowie Pringsheim hervorgeht. Eine bei 0° stark assoziierte 
L6sung zeigt bei 70° vollige Dispersion; damit steht in Ubereinstimmung, 
dass eine wassrige 2,50f0ige Lichosanlosung, die bei 0° nicht dreht, bei 70 0 

Rechtsdrehung annimmt. 
In enzymchemischer Hinsicht ware es beziiglich der Aggregationsfrage in 

erster Linie von Interesse, das bei einer Aufteilung der polymeren Kohlen
hydrate in "Elementarkorper" wirksame spezifische desaggregierende Enzym 
(die "Reservecellulase" Karrers) isoliert zur Wirkung zu bringen. Lichosan 
(wie auch Cellosan) sind durch dialysierten Malzauszug von Pringsheim 
und A. Be i s e r 3 in Cellobiose iibergefiihrt worden. 

Lichenin und Lichosan finden Pringsheim und Hans Braun im Wasser 
verschieden loslich, und sie wiesen an Lichosanlosungen AIterserscheinungen 
nach 4 • Eine geaIterte Licheninlosung wird langsamer gespalten als eine frische. 

II. Vorkommen der Lichenase. 
Wie aus dem obenErwahnten hervorgeht, spaItet die Lichenase Lichenin 

in Cello biose. Die erst en Beobachtungen iiber eine solche SpaItung machte 
Saiki 5. Die eingehenderen Kenntnisse tiber dieses Enzym verdankt man 
besonders H. Pringsheim und P. Karrer. 

Tierische Lichenase. In hoheren Tieren (Warmbltitern) kommt Lichenase 
nicht vor (Jewe1l 6); dass Islandsmoos von den Renntieren gut verdaut 
wird, kann auf Bakterienwirkung beruhen. Dagegen enthaIten A vertebraten 
Lichenase (Biedermann 1899; Bieny und Giaja 1910-1912). Besonders 
wirksam scheint das Enzym der Weinbergschnecke (Helix pomatia) zu sein, 
welches Karrer eingehend studiert hat (Helv. 7). 

Pflanzliche Lichenase. Den Nachweis des Vorkommens in keimender 

1 M. Bergmann u. E. Knehe, Lieb. Ann. 448,76; 1926; 452, 151; 192'7. 
2 K. Hess u. Herrn. Friese, Lieb. Ann. 455,180; 1927. - Siehe auch K. Hess u. 

G. Schultze, Lieb. Ann. 448,106; 1926. 
3 P ri n g she i rn u. A. Be i s e r, Biochem. Zs. 
4 Pringsheim u. Hans Braun, Lieb. Ann. 460, 42; 1928. 
5 Saiki, JI of BioI. Chern. 2, 251; 1907. 
6 Jewell u. Lewis, JI of BioI. Chern. 33,161; 1917. 
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Gerste fuhrte Pringsheim 1. Karrer und Mitarbeiter fanden es in Hafer, 
Mais (Embryo und Endosperm) sowie in Spinatsamen, Bohnen, Hyazinthen, 
Flechten. Quantitative Angaben siehe Helv. 7, 144. 

III. Darstellung. 
a) Ausgangsmaterial: das frische Lebersekret von Helix pomatia. 

Man reinigt nach Karrer 2 durch mehrtagige Dialyse. Dann enthalt 
das Fermentpraparat "keine Diastase, keine Maltase, keine Inulase, keine 
Lipase, Lactase und ,B-Glykosidase, nur wenig Saccharase, dagegen Cellobiase, 
Gentiobiase und ein gewisse Manane abbauendes Enzym". Die fehlenden 
Enzyme werden offenbar inaktiviert, Lichenase scheint sehr viel bestandiger 
zu sein. Bei der Dialyse des Schneckensaftes gehen erhebliche Mengen Lichenase 
verloren, denn das Enzym diffundiert merklich durch Membranen. Der dialy
sierte Saft kann mit Aceton gefallt werden. 

Adsorption. Als Adsorptionsmittel haben sich Tonerdepraparate (Alu
miniumhydroxyd C) und basisches Aluminiumsul£at in neutraler Lasung als 
geeignet erwiesen. Die Elution erfolgt nach Karrer durch KH2P04• 

b) Ausgangsmaterial: gekeimte Platagerste oder Griinmalz. 

Der Gehalt von 2 kg Grunmalz fand Karrer etwa gleich 35-40 Schnecken. 
Auch hier wurde dialysiert und an Tonerde adsorbiert. 

Bemerkenswert ist die Permeabilitat der Lichenase durch Membranen, 
welche etwa derjenigen der Amylasen entspricht. 

IV. Wirkungsbedingungen. 
Fur die Wirkung des Malzauszuges fan den Pringsheim und Seifert 

ein wenig ausgepragtes Optimum im pH-Gebiet von 5-6. 
Die folgende Tabelle Pringsheims ist polarimetrisch ermittelt. Je 

25 ccm 0,350f0ige Licheninlasung, 10 ccm Phosphat- bzw. Citratpuffer, 
15 ccm Ferment. 

I Citratpuffer I Phosphatpuffer 

Bei pH. 3,7 4,3 4,9 5,0 5,7 6,0 6,6 6,8 7,1 7,6 8,0 
% Spaltung nach 24 Stun den 28,3 44,8 72,78 92,57 91,77 86,92 60,17 42,29 35,7 22,1 20,1 
% " " 

.JoB 
" 

38,1 57,86 81,16 100,3 88,50 101,0 93,4 85,22 65,37 41,1 36,5 

Es handelt sich hier offenbar urn das Optimalgebiet einer kombinierten 
Enzymwirkung Lichenase-Cellobiase. 

1 Pringsheim u. Seifert, H. 128,284; 1923. 
2 Karrer,)1. Staub, A:Weinhagen u. Joos, Helv. 7, 144; 1924. 
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v. Kinetik. 
Pflanzliehe Liehenase. Wie die Messungen von Pringsheim und Seifert 

zeigen, verlauft die Spaltung des Lichenins durch pflanzliche Lichenase anfangs 
als monomolekulare Reaktion. Die genannten Verfasser stellen den zeitlichen 
Verlauf durch die in Fig. 65 wiedergegebene Kurve dar. Sie gilt fur die 
optimale Aciditat pH = 5-6. 

Schneekenlichenase. Karrer und Staub! haben den zeitlichen Verlauf 
der Lichenasespaltung verfolgt und versuchten, ihre Zahlenergebnisse zu be
rechnen. "Wie beim diastatischen Starkeabbau, so spielen sich auch wahrend 

der Lichenasefermentation gleichzeitig ver
Stunden 

5 10 15 20 25 30 schiedene Prozesse ab, die das Bild des wirk-
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--f-- lichen kinetischen Verlaufes verwischen." 
Die Schnelligkeit der Reservecellulose

Verzuckerung findet K a rr e r yom Dispersita ts
grad des Kohlenhydrats wesentlich abhangig. 
"Nur hochdisperse Reservecellulose wird von 
Lichenase schnell und quantitativ zu Glucose 
fermentiert." Dies ist beim Studium des 
enzymatischen Licheninabbaues zu beachten. 
Zwischen Enzymmenge und Spaltungszeit 
besteht nach Karrer bei der Lichenase·· 
wirkung nicht umgekehrte Proportionalitat; 

Fig. 65. kleinere Enzymmengen spalten verhaltnis-
massig schneller als grosse. 1m Beginn des 

Licheninabbaues zwischen 10 und 40% Spaltung zerlegt die doppelte Menge 
des (gereinigten) Enzyms etwa das 1,45£ache desjenigen Licheninanteiles, 
den die einfache Enzymmenge in derselben Zeit abbaut. 

Spaltungszeit 
% Spaltung durch die Lichenasemengen I Verhaltnis der gespaltenen Reserve
-....,------.------,--~ cellulosemengen bei einfacher und 

1 2 4 8 doppelter Enzymkonzentration 

1 Stun de . 13,8 19.6 28,4 39,4 1,41 1,45 1,39 
2 Stunden . 21,3 30,2 45,3 57,2 1,41 1,5 1,6 
3 Stunden . 27,8 39,9 52,4 61,9 1,44 1,31 1,18 

Karrer schliesst aus dies en Zahlen, dass die Substratmenge x annahernd 
proportional der Quadratwurzel aus der Enzymkonzentration E ist. 

Enzymmenge, E 

1 2 4 8 

N ach einer Stunde V ~ = 13,8 13,9 14,2 13,9 

Kach zwei Stunden vi = 21,3 21,4 22,6 20,0 

N ach drei Stunden vi = 27,8 28,2 26,2 21,9 

1 Karrer u. Staub, Hely. 7, 518; 1924. 
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Auf Grund dieser Gesetzmassigkeit gelingt es, in verschiedenen Lichenasepraparaten 
den Gehalt an aktivem Prinzip zu vergleichen. Spaltet namlich die Fermentmenge 1 die 
Reservecellulosemenge 1, so gilt nach obigem angenahert: 

Fermentmengen 1 2 4 8 16 2' 
% Spaltung in gleichen Zeiten 1 1,45 1,452 1,453 1,454 1,45n 

Bei der Beurteilung der vorliegenden kinetischen Versuche ist noch folgen
des zu berucksichtigen: 

Wie Pringsheirn und Leibowitz! fanden, verliert die Cellobiase im 
Malzextrakt allmahlich ihre Aktivitat, so dass Lichenin zwar noch zur Cello
biose, aber nicht mehr weiter abgebaut wird. Der Enzymkomplex der Lichenase 
enthalt also Cellobiase. Pringsheim zeigt weiter mit W. Kusenack 2 , 

dass die Hydrolyse des Lichenins in Cellobiose unter der Wirkung des ge
alterten cellobiasefreien Gerstenenzymes quantitativ durchgefuhrt werden kann. 

Auch bei der Reinigung der Schneckenlichenase durch gewisse 
Adsorptionsverfahren gelingt es manchmal, Praparate herzustellen, die inner
halb einiger Wochen das cellobiosespaltende Teilenzym verlieren; sie spalten 
dann zwar noch Lichenin, aber nicht mehr Cellobiose (Helv. 7, 154). An Stelle 
dieses etwas unsicheren Verfahrens ergab Adsorption an basischem Aluminium
sulfat in essigsaurer Lasung nach Karrer und Liers bessere Resultate. 

Pringsheim undKarlBaur' haben neuerdings vergleichende kinetische 
Versuche mit Malzauszug an gewahnlichem Lichenin (gealterte und ent
alterte Lasung) und an gereinigtem Lichenin angestellt. Wir teilen 2 zusammen
fassende Tabellen mit, in welchen berechnet ist, um das Wievielfache sich bei 
Verdoppelung der Enzymmenge die Spaltung erhOht. 

Gewo hnli ch e s Lich enin. Gereinigtes, gealtertes Lichenin. 

Nach 124 Stdn·14S Stdn.172 Stdn. Nach 12 Stdn.\4 Stdn.\s Stdn.\24 Stdn. 

1 ccm 
1,3 1,28 1,28 

4ccm 
1,71 1,74 1,52 1,3 

0,5 ccm 2 cern 

5 cem 1,24 1,26 1,26 8cem 1,58 1,42 1,4 1,24 
2,5 cern 4ecm 

10 cem 
1,21 1,21 1,17 

10 cern 
1,57 1,48 1,26 1,2 

5 cem 8 cern 

Bei gereinigtem Lichenin wurde - im Gegensatz zum gewahnlichen 
Lichenin - eine Abnahme der berechneten Quotienten gefunden. 

An gereinigtem, vorerwarmten bzw. entalterten Lichenin fanden Prings
heirn und K. Baur bis etwa 60 0/ 0 Spaltung Anschluss an die Formel fur 
rnonomolekulare Reaktionen. Bis zu diesem Spaltungsgrad war auch die 
Reaktionskonstante 1. Ordnung der Enzymkonzentration annahernd pro
portional. Dies zeigt folgende Tabelle: 

1 Pringsheim u. Leibowitz, R. 131,262; 1923. 
2 Pringsheim u. Kusenack, R. 137,265; 1924. 
3 Karrer u. Lier, RelY. 8, 248; 1925. 
4 Pringsheim u. K. Baur, R. 173, 188; 1928. 
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cern 
Enzym
lasung 

2 

4 

8 

16 

Naeh 
Stun den 

1 
2 
4 
8 

1 
2 
4 
8 

1 
2 
4 

1 
2 

k .103 k'=~.103 
m 

19,0 9,5 
17,8 8,9 
17,9 8,9 
17,9 8,9 

38,6 9,6 
35,8 8,9 
37,5 9,3 
38,5 9,8 

75,7 9,4 
78,4 9,8 
73,7 9,2 

147,5 9,2 
151,4 9,4 

VI. Entwicklung der Pflanzenlichenase bei der Keimung. 
Die Bildung der Lichenase bei der Keimung ist von Karrer an keimender 

Platagerste, keimendem Spinat und Mais untersucht worden. 
Die Samen wurden teils ungekeimt, teils nach verschieden langer Keimung zerstossen 

und aIle Portionen moglichst gleichzeitig extrahiert, die Extrakte zur Entfernung der Zucker 
dialysiert. Hierauf liess man einen bestimmten Teil derselben auf Licheninlosungen einwirken 
und ermittelte nach gleichen Zeiten den Abbau. Dieser ist danll ein direktes Mass fur das 
im Samen nach verschiedenen Keimungszeiten vorhandene Enzym. 

En z y m au s k e i men del' P 1 a tag e r s t e. 

Keimzeit in 
Stunden 

0 
48 
72 
96 

120 
144 
168 
192 
216 
240 
264 

Licheninspaltung nach 24 Stunden 

1. Versuchsreihe 2. Versuchsreihe 
Prozent Prozent 

53,8 62,4 
48,4 54,0 
45,6 53,1 
74,5 69,0 
70,2 99,0 
68,2 99,0 
74,2 90,0 
67,4 87,6 

88,5 
94,0 
95,4 

Ais Resultat der Versuche ergab sieh, dass die Liehenase in ruhender 
und keimender Gerste und ebenso in ungekeimtem und gekeimtem Spinat
sam en vorkommt. In den ersten Keimtagen scheint die Enzymwirkung an
zusteigen, um sich dann aber bis zum Ende der Beobachtungszeit (etwa 14 Tage) 
auf unge£ahr derselben Hohe zu halten: 
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1m keimenden Maiskorn ist die Lichenase im Endosperm und im Embryo 
'Vertreten; allmahlich rei chert sich die Lichenase im Keimling an, ahnlich 
wie dies bei der Amylase der Fall ist. 

C. Cellulase. 
Bekanntlich enthalt Holz bis zu 66% Cellulose (neben etwa 30% Lignin 

und einigen Prozenten Xylanen) und der biologische Abbau der Cellulose 
ist deswegen ein wichtiger N aturprozess. 

Obwohl die Zersetzung des Holzes durch Pilze und Mikroorganismen 
vielfach studiert worden ist, sind enzymologisch brauchbare Ergebnisse erst 
in letzter Zeit gewonnen worden. Dies lag zum Teil daran, dass meist Sub
strate gewahlt worden waren, welche zwar fur das Wachstum der untersuchten 
Organismen einen gtinstigen Nahrboden lieferten, aber chemisch wenig defi
niert waren; es stand also nicht fest, welcher ihrer Bestandteile tatsachlich 
die biochemische Zersetzung edahren hatte, wenn eine solche nachgewiesen 
werden konnte. Die Verwendung von reiner Cellulose (Filtrierpapier) als 
Substrat bei den Versuchen von van It e r son 1 mit holzzerstorenden 
Schimmelpilzen hat demgemass schon einen erheblichen Fortschritt gebracht. 
Der Nachweis einer eigentlichen "Cellulase", also eines die Cellulose hydro
lytisch spaltenden Enzyms wurde ferner dadurch erschwert, dass die Mikro
organismen, welche die Cellulose spalten, sofort tiber diese erste Stufe des 
Angriffes hinausgehen und die Spaltprodukte unter Hydrolyse, Veratmung 
oder Vergarung weiter verbrauchen. 

Substrat. Die Elementarzusammensetzung der nativen Cellulose wird 
gewohnlich durch die Formel (CaH lO0 5)n dargestellt. Die erste Tatsache, 
welche eine entscheidende chemische Charakterisierung der Cellulose gestattete, 
wurde durch den Befund von Skraup und Konig 2 geliefert, dass Cellulose 
durch Hydrolyse mit Essigsaureanhydrid und Schwefelsaure Cellobiose liefert. 
Dieses Spaltprodukt schien also der aus Starke gewonnenen Maltose zu ent
sprechen. Es wird von Karrer und von Pringsheim angenommen, dass 
der Grundkorper der Cellulose, das Cellosan, ein Anhydrid der Cellobiose 
ist, wahrend K. Hess 3 diese Ansicht bestreitet und als Grundsubstanz eine 
Anhydroform der Glucose annimmt. Zur Aufklarung des "Grundkorpers" 
der Cellulose zieht K. Freudenberg neuerdings auch die Methylcellulose 
heran 4 • Er gibt die Moglichkeit der Aufteilung zu einem Glucoseanhydrid 
zu, lehnt aber die Reversibilitat dieser Aufteilung ab und sieht die Cellobiose 
als wirkliches Abbauprodukt an (vgl. S. 303). 

1 c. van It e r son jr., Versl. K. Akad. v. Wetensch. Amsterdam 11, 807; 1903. Zbt. f. 
Bakt. II, 11, 689; 1904. 

2 Skra up u. 1(5 nig, Monatsh. f. Chem.22, 1011; 1901.- Franc him on t, Schliemann, 
Lieb. Ann. 378, 366; 1910. 

3 K. Hess, 'Weltzien u. Messner, Lieb. Ann. 435,1; 1923. 
4 K. Freudenberg u. Braun, Lieb. Ann. 460, 288; 1928. 
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Rontgenspektrographische Beobachtungen liegen vor von Scherrer!, 
Sponsler und Dore, Herzog und Janke 2, sowie Polanyi 3• Aus 
letzteren geht hervor, dass die Cellulosekrystallite parallel zur Faserachse 
orientiert sind 1. Interessante Stutzen fur die Kettenformel der Cellulose 
verdankt man Kurt H. Meyer und H. Mark (Chern. Ber. 60, 593; 1928). 

Fur das Cellosan waren folgende Formeln in Betracht gezogen worden: 

CH2 • CHOH· CH . CHOH· CHOH· CH 
I I 0 II 

o 0 Karrer 4 

I, 0 I I 
CH· CHOH . CHOH . CH- -CH· CH20H 

HOCH2 • CH . CH· CHOH· CHOH . CH 
il 0 II 

o 0 Pringsheim· 

I 0--
1 

I 
CH· CHOH· CHOH· CH· CH· CH20H 

Es sei auf die Monographien von Pringsheim 6 , Karrer', sowie auf 
Kap. 8 verwiesen. 

Es erscheint als eine in mehr als einer Hinsicht dankbare Aufgabe, aus
gehend von dem im "Grundkorper" mancher Polyosen vorliegenden Ring
system, der sterischen, symmetrischen Anordnung der 6-Ringe experimentell 
nachzugehen, welche zu der sterischen symmetrischen Anordnung der Benzol
ringe fuhrt und diese Raumgebilde mit denen der polymeren Kohlenhydrate 
in Zusammenhang setzt 8 • Versuche des Veri. mit Inosit haben zu solchen 
Ringsystemen gefiihrt. 

Cellulosepraparate 9. Die Enzymfestigkeit der in verschiedener Weise 

1 P. Scherrer, siehe Zsigmondy, Kolloidchemie. 4. Auf!. 1925. 
Z R. O. Herzog u. Janke, Chern. Ber. 53,2163; 1922. 
3 Polanyi, Naturwiss. 9,288; 1921. Zs f. Physik 7, 155; 1921. - Siehe auch K. Hess 

u. Guido Schultze, Lieb: Ann. 456,55; 1927. 
, K a r r e r, Ergebn. d. Physiol. 20, 433; 1922. 
5 Pringsheim, Naturwiss. 12, 360; 1924. 
S P ri n g she i m, Berlin 1923. Die Polysaccharide. - Ferner Lieb. Ann. 451, 308; 1927. 

Chern. Ber. 59, 3008; 1926. 
7 Karrer, Polymere Kohlenhydrate. Leipzig 1925. 
8 Siehe hierzu Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 9, Nr. 44; 1927. 
9 Die Bezeichnung "Hemicellulosen" (E. Schulze) wurdevon Winterstein, Tollens 

u. a. angenommen; sie wird demgemass hier beibehalten, wenn auch gleich betont werden 
muss, dass "Hemicellulosen" chemisch keineswegs scharf abgegrenzt sind, sondern als eine 
ziemlich mannigfaltige Gruppe celluloseartiger Reservestoft'e angesehen werden konnen, welche 
leichter als eigentliche Cellulose gespalten werden und dabei nicht nur Glucose liefern, sondern 
auch Mannose, Galaktose und Pentosen. Demgemass gehoren hierher nicht nur die Mannane, 
Galaktane, Glucomannane usw., sondern auch Pentosane und Pentohexosane. 

Bei dieser Verschiedenheit des Substrates ist es natiirlich schwer, eine Vorstellung fiber 
die Einheitlichkeit der entsprechenden Enzyme zu erhalten. 
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vorbehandelten Cellulose ist recht verschieden, in erster Linie wohl del' un
gleichen Grosse del' reagierenden Oberflache entsprechend. 

Nach Meyer und Mark sind je etwa 40 Glucosereste in ihrer 1,5-
Ring-Form mit einander durch ,B-glucosidische Bindungen in 1,4-Stellung 
zu einer gerade gestreckten Hauptvalenz-Kette vereinigt; je 40-60 solcher 
Ketten sind parallel gelagert. 

Als native Cellulose lasst sich reines schwedisches Filtrierpapier odeI' 
reine Baumwolle verwenden. An denaturierten bzw. vorbehandelten 
Cellulosepraparaten 1 sind besonders die folgenden zu nennen: 

1. Saurebehandlung (Hydrocellulose): Guignet Z hat bekanntlich 
kolloidale Cellulose durch Behandeln von Baumwolle mit Schwefelsaure von 
60-65% hergestellt. Sie ist von Schwalbe naher untersucht worden. Die 
Guignet-Cellulose geht nach Ausfallung wieder in kolloidale Losung, die in
dessen wenig haltbar ist. Als Substrat fur enzymatische Untersuchungen 
scheint sie urn so weniger geeignet, als sie bereits zum Teil hydrolysiert ist. 

Behandelt man Cellulose in kalter rauchender, 40-42%iger Salzsaure 
(spez. Gewicht 1,200-1,215) nach Willstatter und Zechmeist er 3 bei 
Zimmertemperatur, so lost die Saure in hochstens 1 Minute 12-15% ihres 
Gewichtes an Cellulose. Bei Anwendung iiberschussiger Salzsaure geht Baum
wolle klar in Lasung; verdiinnt man 14-15 Minuten nach del' Auflosung mit 
Wasser, so scheidet sich Hydrocellulose in kolloider Form ab; Verreiben mit 
Wasser und daun mit Alkohol liefert eiu wasserunlosliches Pulver. 

Nach Karrer und Lieser4 verwendet man zur Darstellung der Hydro
cellulose geeignet Phosphorsaure, und zwar lasst man Baumwolle mit del' 
30fachen Menge Orthophosphorsaure bei Zimmertemperatur stehen und 
erwarmt dann l/Z Stunde auf 35°. Durch Einriihren von Eis wird die 
Cellulose langsam ausgefallt. Sie wird griindlich mit Wasser gewaschen und 
mit Alkohol und Ather getrocknet. Geringe Reduktion: Kupferzahl 2,9. 

2. Alkalibehandlung. In kalter, konzentrierter Kalilauge nehmen 
Cellu10sefasern Alkali auf, das beim Was chen mit Wasser wieder abgegeben 
wird; die Faser wird glanzend; "Mercerisierung". 

3. Eine Losung del' Cellulose wird bekanntlich auch durch das 1857 von 
Schweizer angegebene Reagens - Kupferhydroxyd in konzentriertem 
Ammoniak - erreicht, wobei sich in Gegenwart von Alkali Kupferalkali
cellulose bildet. 

4. Aus Cellulose-Estern, Acetatseide und Xanthogenat regenerierte Pra
parate sind hinsichtlich ihrer Enzymfestigkeit von Karrer untersucht worden. 

1 Der Begriff "Oxycellulose" ist nach K. Hess u. Katona (Lieb. Ann. 455, 214; 1927) 
aus der systernatischen Cellulosechernie auszuscheiden. 

2 Guignet, C. r. 108, 1258; 1889. - C. G. Schwalbe u. Mitarbeiter, Zs angew. 
Chern. 26, 499; 1913; 39, 606; 1926. 

3 Willstatter u. Zechrneister, Chern. Ber. 46, 2401; 1913. 
4 Karrer u. Lieser, Cellulosachern. 7, 1; 1926. 
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Was die nicht enzymatische Spaltung betrifft, so sind verdunnte Mineral
sauren bei gewohnlichem Druck nur wenig wirksam, bei hoherem Druck 
und hOherer Temperatur wird der aogespaItene Zucker gleichzeitig zerstort, 
weshalb auch die Verzuckerung mit verdunnten Sauren noch nicht zu gunstigen 
Resultaten gefuhrt hat, wahrend das Willstatter-Verfahren1 auch tech
nischen Erfo]g verspricht. 

Nach Karrer bestehen zwischen Cellulose und Lichenin (vgL S. 423) 
grosse Ahnlichkeiten, aber nicht Identitat (vgl. Helv. 9, 893; 1926). 

Den acetolytischen Abbau der Cellulose und die Cellobiosebildung haben 
Friese und K. Hess (Lieb. Ann. 456, 38; 1927) untersucht. 

Was die enzymatischen Vorgange an Cellulose betrifft, so liegt eine der 
vielen Schwierigkeiten dieses Gebietes darin, dass wie bei der Starke noch 
Unsicherheiten bestehen bezuglich der Grenze zwischen Losung und chemi
schem Abbau2 • 

I. Tierische Cellulasen. 
Bei hoheren Tieren wurde das Vorkommen von Cellulasen in den 

Verdauungssekreten friiher mehrfach vermutet. 
Bekanntlich ist die Verwertbarkeit des Holz- und Strohstoffs als Pferde-, 

Rinder- und Schweinefutter, besonders durch N. Zuntz und seine Mit
arbeiter vielfach untersucht worden. Dabei hat sich der fruhere Befund 3, 

bestatigt, dass cellulosespaItende Enzyme ebensowenig im Verdauungs
traktus dieser Tiere wie in dem des Menschen sezerniert werden, sondern 
dass Cellulose von den untersuchten Tieren dadurch "verdaut" wird, dass 
ihre Bakterienflora Cellulosegarung hervorzurufen imstande ist. Die ein
leitenden Hydrolysen, welche zunachst zu Dextrinen, Cellobiose und Glucose 
fiihren mussen, sind allerdings hierbei noch nicht untersucht worden; End
produkte dieser Cellulosegarungen sind CO2 und Methan, ferner noch fette 
Sauren, besonders Buttersaure4 (neb en etwas Ameisensaure, Essigsaure und 
Milchsaure), also Produkte, welche aus der Glucose entstanden sein durften. 
Inwieweit die durch Hydrolyse gebildeten Zuckerarlen und die durch Garung 
entstehenden nicht gasformigen Produkte vom Darm resorbiert werden, bleibt 
noch zu untersuchen. Was die bakterielle Bildung von brennbaren Gasen 
aus cellulosehaltigem Material betrifft, so kann dieser Teil der Garungs
reaktion vom tierischen Organismus hochstens durch die gleichzeitig ent
stehenden, energiereicheren Spaltungsprodukte ausgenutzt werden, sofern 
sie als Material fur synthetische Vorgange dienen. Es kann nicht oft genug 

1 Willstatter u. Zechmeister, Chem. Ber. 46, 2401; 1913. 
2 Siehe z. B. die Bemerkungen von He s s in Zs f. angew. Chem. 39, 1189; 1926. 
3 Siehe besonders Scheunert, H. 49, 9; 1908. - Altere Versuche fiber Cellulose

verdauung im menschlichen und tierischen Organismus, besonders beim Hund, findet man in 
den Arbeiten von Lohrisch, H. 47; 1906 und 69, 143; 1910. 

• Siehe hierzu Krogh u. Schmit-Jensen, Biochem. Jl. 14.686; 1920. 
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hervorgehoben werden, dass die Garungswarme als solche fur den Organismus 
energetisch bedeutungslos istl; die damit zusammenhangenden energeti
schen Fragen sind bis jetzt noch verhaltnismassig wenig besprochen worden. 

Auch beim Abbau von sog. "Hemicellulosen" im Verdauungstraktus 
hOherer Tiere scheint es sich durchweg um bakterielle Spaltungen zu handeln 
(Gatin, Saiki2 , Scheunert 1. c.). Gegen Knauthes Behauptung, dass 
die Hemicellulosespaltung im Darm von Fischen von Darmenzymen her
ruhrt, hat E. Muller s Einwande erhoben. 

Dagegen ist seit langerer Zeit bekannt, dass die Eve r t e bra ten Enzyme 
enthalten, welche teils native Cellulose, teils denaturierte Cellulose bzw. 
Hemicellulosen zu spalten vermogen. 

Zunachst fanden Biedermann und Moritz', sowie Bierry und Giaj a 5 

weitgehende und schnellverlaufende Hydrolysen von Mannanen im Verdauungs
traktus von Helix pomatia. Die ersteren Forscher wiesen ein ahnliches Enzym 
im Lebersekret des Flusskrebses nacho 

In neuerer Zeit hat besonders Karrer 6 wertvolleBeitrage zum enzymati
schen Abbau der Cellulose (und der Kunstseide) durch S c h n e c ken
cell ul as e geliefert. Karrer hat zunachst verschiedene Cellulosepraparate 
bezuglich ihrer Enzymresistenz verglichen. Siehe Tabelle S. 434. 

Die hauptsachlichsten Ergebnisse dieser Abbauversuche lassen sich 
in folgenden Satzen zusammenfassen: 

1. Filtrierpapier wird von der Cellulase leichter angegriffen als Baumwolle. 
2. Mercerisation der Baumwolle vermindert we Enzymresistenz. 
3. Von den aus verschiedenen Cellulose-Estern regenerierten Cellulose

praparaten stand das aus dem Trinitrat gewonnene· der nativen Cellulose im 
Verhalten gegen das Ferment am nachsten. 

4. Aus Kupferoxyd-Ammoniak umgefallte und aus dem Xanthogenat 
regenerierte Cellulosen werden durch Schneckencellulase viel leichter ver
zuckert als native Cellulose; die Reifungszeit der Viscose (1 bis 15 Tage) 
sowie die Art der Trocknung der Ceilulosepraparate sind nicht von grossem 
und eindeutigem Einfluss auf die Abbaubarkeit. 

5. Verschiedene Praparate "alkaliloslicher" Cellulose unterliegen dem 
enzymatischen Abbau besonders leicht. 

Von den in umstehender Tabelle angefiihrten Praparaten wurden je 0,1000 g der 
Schneckencellulase-Einwirkung unterworfen; dazu kamen 2 ccm P04-Puifer (pH = 5,28) + 10 ccm 
Enzymltisung, (das Enzym einerSchnecke enthaltend) + Toluol. Einwirkungsdauer 6 'rage bei 36°. 

1 Vgl. hierzu Euler u. B. af Ugglas, Zs f. allgem. Physiol. 12, 364; 1911. 
S Saiki, JI. BioI. Chem. 2, 251; 1906. 
3 E. Mull e r, Pflug. Arch. 83, 619; 1901. 
4 Biedermann u. Moritz, Pflug. Arch. 73,291; 1898. - Seilliere, Soc. BioI. 68, 

107, 989; 1910. 
5 Bierry u. Giaja, C. r. 148; 507; 1910 u. Biochem. Zs. 40,370; 1912. Siehe daselbst 

auch altere Literat.ur. 
6 Karrer u. Schubert, Helv. 8, 807; 1925; 9, 893; 1926. 

Ch~mie d. Enzyme. II. 3.A. 28 
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1. Filtrierpapier . . . . . . . . . . . . . 
2. Baumwolle' (entfettet) . . . . . . . . . . 
3. Baumwolle entfettet und mit Alkali mercerisiert 
4. Cellulose aus Trinitrat, regeneriert nach R ass 0 w 
.5. Cellulose aus Kupferoxyd-Ammoniak regeneriert . 
6. Viscose, 5 Tage gereift, im Trockenschrank getrocknet 
7. Viscose, 1 Tag gereift, mit Alkohol-Ather entwassert 
8. Viscose, 5 Tage gereift, mit Alkohol-Ather entwassert 
9. Viscose, 15 Tage gereift, mit Alkohol-Ather entwassert 

10. Kupferseide Kiittner 120 den. . .... . 
11. Kupferseide Kiittner feinfaserig ....... . 
12. Kupferseide K ii t t n e r feinfaserig, mercerisiert 
13. Alkalilosliche Cellulose, aus Cellulose-Triacetat nach K. He s s 
14. Cellulose aus Triacetat nach 0 st. . . . . . . . . . 
15. Alkalilosliche Cellulose, mit Salzsaure bereitet, im Trockenschrank 

getrocknet . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
16. AlkaliIosliche Cellulose, mit Salzsaure bereitet, mit Alkohol-Ather 

getrocknet . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Kinetik. 

Abbau in 0/. 
I. I II. 

7,1 7,0 
2,1 1,8 

10,2 10,5 
7,8 7,9 

18,3 21,5 
22,0 
41,6 40,2 
26,6 27,5 
33,1 35,0 
30,0 30,1 
48,5 46,7 
25,4 25,8 
32,4 31,2 
70,0 68,0 

68,5 

72,7 

Mit Hepatopankreassaft von Helix pomatia bzw_ TroJkenpraparat daraus 
hatte schon Karrer mit Illing die Spaltung einer mit Kupferoxydammoniak 
umgefallten Baumwolle hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs verfolgt. Wir 
entnehmen ihrer Mitteilung (Helv. 8; 1925) folgende Tabelle. 

Spaltungs
zeit in 

Stunden 

87 
183 
255 
327 

Versnch mit EnzYlllmenge 1 

" -10 --.105 --= .104 mOT 11 a I x 
Glucose t g a-x I V t 

11,1 
14,0 
15,2 

16,3 
14,8 
12,7 

7,3 
7,8 
7,6 

Karrer findet, dass "der Vorgang nur annaherungsweise den Verlauf 
einer monomolekularen Reaktion aufweist. Besser ftigt diese sich strecken
weise der S c h ti t z schen Regel". 

H. Cellulase hijherer Pflanzen. 
Der Nachweis von achter Cellulase in h6heren Pflanzen bietet an sich ein 

nicht geringes biochemisches Interesse. Hemicellulasen, auch Cytasen 
genannt, werden im Abschnitt E und F behandelt. 

Ktirzlich hat Pringsheim mit K. Baur1 neue Versuchsreihen tiber die 

1 Pringsheim u. K. Baul', H. 173, 188; 1928. 
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Spaltung verschieden vorbehandelter Cellulosen durch Enzyme des Gersten
maIzes beschrieben. Es kamen zur Untersuchung: 

Filtrierpapier mit LiCI auf 160 0 erhitzt, Praparat Ll und' L2• 

Filtrierpapier mit Calciumrhodanid 4 Stunden auf 95 0-100 0 erhitzt (R} 
Guignet-Cell ulose. 
In folgenden Tabellen ist die Spaltbarkeit verglichen: 

Praparat Ll Lz R Guignet 

Suspension 5 17 7,5 15 ccm 
Citrat 10 8 10 10 
'Vasser 10 7,5 
Malzauszug 75 75 75 75 

Titritation von je 20 ccm KMn04 ergab: 

Praparat 
0/0 Glucose 

Ll Lz I R G 

~ach 16 Stun den 8,6 10,4 

I 

21,4 3,8 

" 
24 

" 
12,4 14,4 25,7 6,0 

"Demnach erwies sich die Guignet-Cellulose von den Fermenten am 
wenigsten angreifbar.' , 

Karrer und Schubert konnten Filtrierpapier mit Schneckenenzym 
etwa zur HaUte spalten. 

40 ccm unverd. Schneckenenzymliis., die das Ferment ans 22 Schnecken enthielt, wurden 
im Exsiccator tiber Calciumchlorid auf 24 ccm eingedunstet; 0,1000 g FiItrierpapier wurde ein
getragen, sowie I ccm PO •• Puffer + Toluol. Nach 58 Tagen im Brutschrank betrug der Ab
bau 44,5 %. Die nicht in Liisung gegangenen Celluloseanteile wurden bei erneuter Einlage 
in Fermentlosung weiter verzuckert. 

Zweifelhaft ist noch, ob der Bohrwurm, Teredo navalis, welcher Holz 
zerst6rt, Cellulose durch eigene Enzyme oder mittels Darmbakterien angreiftl. 

Hier ist auch noch zu erwahnen, dass nach Giaj a (Soc. BioI. 82) Helix pomatia durch 
ihren Darmsaft die Zellmembran der Hefe aufzulosen imstande ist. 

III. Cellulase der Pilze 2• 

Von alteren Arbeiten seien hier folgende angeflihrt: 
Newcombe 3 beschreibt in erner Arbeit liber Cellulose-Enzyme ein 

Enzym aus Aspergillus Oryzae, das Cellulose angreift. Wehmer 4 beobachtete 

1 Siehe hierzu Ha rri n gto n, Biochem. J1. 15, 736; 1921. - W. H. D o'r e u. R. C.' Mill er, 
Naturwiss. 12, 282; 1924. 

2 Siehe hierzu die Monographie von A. C. Thaysen und Bunker: The microbiology 
of cellulose, hemicelluloses, pectin and gums. Oxford Univ. Press. 

3 X ewe 0 m be, Ann. of. Bot. 13, 49; 1899. 
4 We h mer, Zbt. Bakt. II, 2, 140; 1896. 

28* 
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eine Einwirkung auf Cellulose durch Aspergillus Wentii und Wen t 1 durch 
Monilia sitophila. 

Hoppfe2 gibt an, aus dem Pans en des Rindes einen "Aspergillus 
cellulosae" geziichtet zu haben, welcher durch sein Wachstumsoptimum bei 
35°-37° charakterisiert ist und beim Wachstum achte Cellulose (Filtrier
papier) aufzehren solI; er ist von Ellenberger3 eingehender untersucht 
worden. N ach seinen Angaben wurde die Cellulase dieses Pilzes in folgender 
Weise zur Wirkung gebracht: 

Man brachte in sterile KOlbchen die betr. Nahrlosung mit Filtrierpapier, das mit Chloro
formdampf sterilisiert war und setzte Pilzsporen zu. Nach 3 Wochen war unter der inzwischen 
gebildeten sporenhaltigen Mycel-Faserdecke eine breiige, faserige Masse entstanden. Diese 
Sporen, Mycelien, Hyphen und Cellulasefasern enthaltende Fliissigkeit wurde durch ein 
Berkefeld-Filter gesaugt. Die filtrierte Fliissigkeit ernies sich keimfrei. Dies keimfreie Filtrat 
wurde in je 3 sterilen Reagenzglasern verteilt mit Zusatz von Filtrierpapierstreifen. Zum Schutz 
gegen Eindringen von Luftkeimen wurde 1 ccm Toluol auf die -Oberflache der Fliissigkeit ge
bracht. Nach 14 Tagen (Temp. 22°) sah man Auffaserung des Papiers, nach weiteren 14 Tagen 
war das Papier so zerfallen, dass bcim Schiitteln ein Brei entstand. Irgend ein Pilzwachstum 
war nicht zu beobachten, auch nach Beimpfen von 3 Platten Mannit-Agar trat kein Wachstum ein. 

Ob die Entstehung des Faserbreies von einer Enzymwirkung herriihrt., 
lasst sich aus der Mitteilung nicht beurteilen. 

In Versuchen, bei welchen der lebende Pilz zugegen war, soIl in 
10 Tagen etwa 5% der anwesenden Cellulose in Losung gegangen sein; bei 
dies en Versuchen wurde auf Spaltprodukte mit Fehlingscher Losung usw. 
gepriift; Zucker wurde aber leider nicht zu isolieren versucht. 

In Penicillium glaucum fa:nd Heller 4 wenig, in Mucor mucedo keine 
Cellulase. 

1903 erhielt C. van Iterson jr. 5 bemerkenswerte Resultate mit nicht 
naher bestimmten holzzerstorenden Pilzen, die zur Gruppe der Hypho
myceten gehoren. Wurden die auf Papier gewachsenen Pilze durch kraftiges 
Schiitteln mit Toluol abgetotet, so erlangte die Nahrlosung die Fahigkeit, 
Fehlingsche Losung zu reduzieren, und Glucose konnte als Osazon nach
gewiesen werden. Ein die Cellulose spaltender Presssaft wurde allerdings 
aus diesen Pilzen nicht gewonnen. 

Eine spezifische Fahigkeit zur Losung der Cellulose fand F. Heller 
(I. c.) bei 11 Fusariumarten, ferner bei Rhizoctonia solani und Trichothecium 
roscum; nach dem gleichen Verfasser wird durch Pilze vom Typus des Fusarium 
Lolii echte Cellulose angegriffen, wahrend Hemicellulosen intakt bleiben. 

Bereits 1900 hatte Kohnstamm angegeben, dass Presssaft des Haus-
schwammes, Merulius lacrimans, auf Blattern von Elodea ahnliche Korrosionen 

1 Went, Jahrb. wiss. Bot. 36, 611; 1901. 
2 Hop P fe, Zbt. Bakt. 83, 531; 1919. 
3 Ellenberger, H. 96,236; 1915. 
4 Heller, Dissert. Rostock, 1917. 
5 van Iterson jr., Yerslagen der Kon. Akademie van Wetensch. Amsterdam 9,807; 

1903. - Zbt. Bakt. II, 11, 689; 1904. 
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hervorruft, wie der lebende Pilz. Dass aber diese Einwirkung auf die be
ginnende Spaltung einer echten Cellulose zuruckzufuhren ist, balte ich, in 
Ubereinstimmung mit Pringsheim, fur recht zweifelha.ft 1• 

Aus dem Hausschwamm, Merulius lacrimans, lasst sich ein Presssaft 
gewinnen, welcher wie Verf.2 zeigen konnte, Hydrocellulose (Amyloid) zu 
spruten imstande ist; es handelt sich, wie spiitere (noch nicht veroffentlichte) 
Versuche ergeben haben, urn eine eigentliche Hydrolyse. 

Schmitz und S. M. Zellers haben in folgenden holzzerst6renden Pilzen 
Cellulase gefunden: Lenzites saepiaria, Daedalea conrragosa, Polyporus lucidus 
und volvatus, Fomes igniarius, Armillaria mellea, Echinodontium Tinctorium. 

N ach Ric h. F al k 4 lassen sich die durch die Fallsporentragerpilze bewirkten Zersetzungen 
des Holzes zwei Hauptformen des Abbaues, die Destruktion und die Korrosion, unterscheiden. 
Erstere umfasst die durch Arten der Gattungen Merulius, Coniophora, Poria, Lenzites u. a. 
bewirkten Zersetzungen, wie Hausschwamm und Trockeniaule; sie verlauft rasch und ist gekenn
zeichnet durch einen Substanzschwund, in den Zellen und der Holzmasse unter gleichzeitiger 
gelber, dann dunkelbrauner Veriarbung des Holzes. Die Korrosionsiaule wird parasitischen 
Erregern zugeschrieben, die das Holz des lebenden Baumes in langen Zeiten zerstoren, wonach 
faserige Cellulosegeriistreste zuriickbleiben. Die Ergebnisse an der Meruliusreihe zeigen 
den starkeren Abbau der Cellulose. 

Cellulase der Aktinomyceten. 
Nach A. Krainsky 5 sind Actinomyces cellulosae, Act. roseus, Act. griseus u. a. im

stande sich auf Cellulose zu entwickeln; Hydrolyseprodukte sind unbekannt. 

IV. Cellulase der Bakterien. 

H. Pringsheim 6 hat in denitrifizierenden, Cellulose angreifenden Bak
terien, welche nach den Angaben van Itersons kultiviert waren, ein Enzym 
gefunden, welches echte Cellulose unter Bildung von Cellobiose hydrolytisch 
spaltet. 

Der Nachweis, dass bei den untersuchten Bakterien eine hydrolytische 
Spaltung der Cellulose eintritt, gelang Pringsheim dadurch, dass er ver
mittels eines geeigneten Antiseptikums (Jodoform) zu den Bakterienkulturen 
ohne Beeinflussung des hydrolytischen Abbaues der Cellulose das Giirferment 
unterdriickte; in Gegenwart von Jodoform entgingen die hydrolytischen 
Produkte, Cellobiose und Glucose, den Garungsspaltungen. Wie gleich erwiihnt 
sei, konnte auch die Wirkung der Cellobiase, durch welche die Glucose ent
steht, eliminiert werden; bei 67° namlich, also nahe am Totungspunkt der 
Cellulase, wurde bei gleichzeitiger Unterdriickung des Giirferments durch 
das Antiseptikum auch die Cellobiase ausser Tiitigkeit gesetzt. Bei dieser 

1 Siehe hiezu auch Bull e r, Ann. of Bot. 20, 49; 1906: 
2 Euler, Zs. angew. Chem. 25, 250; 1912. 
3 Siehe H. Schmitz, Jl. gen. Physiol. 3, 795; 1919. 
4 Richard Falk u. W. Haag, Chem. Ber. 50, 225; 1927. 
5 A. K r a ins k y, Zht. Bakt. II, 41, 649, 673; 1915. 
6 H. Pringsheim, H. 78, 266; 1912. 
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Temperatur gelang es, den Celluloseabbau so zu leiten, dass als einziges 
Hydrolyseprodukt Cellobiose erhalten wurde. Auch konnte festgestellt 
werden, dass drirch die untersuchten Mikroorganismen eine restlose Lasung 
des Polysaccharids erreicht werden kann. 

Die Bakteriencellulase ist nach Pringsheim ein Endoenzym, das nur 
auf Grund des Reizes, den die Cellulose auf die Zelle ausubt, abgeschieden 
wird; sie scheint in Wasser unlaslich zu sein. 

Bei 20 0 "ging hingegen die Hydrolyse der Cellulose teilweise uber die 
Cellobiose hinaus, und als Hauptprodukt wurde Glucose gefasst." 

Extrahierbarkeit der Cellulase. Da die Cellulose nicht in die Bakterien
zellen eindringen kann, muss die Cellulase von den Zellen abgeschieden 
werd-en, urn auf das Substrat wirken zu kannen. "Damit ist aber noch nicht 
entschieden, ob das Ferment in wasser16slicher Form in die Nahrlasung 
gelangt und hier auf die Cellulose wirkt, oder ob es von den Zersetzern der 
Cellulose nur auf Grund eines ·Reizes ausgeschieden wird, welcher von dem 
Polysaccharid auf seine Verzehrer ausgeubt wird." Mit Recht entseheidet 
sieh Pringsheim fur die Auffassung, dass die Cellulase (der Bakterien) e~n 
Enzym ist, das nur auf Grund des Reizes, den die Zellulose auf die Zelle 
ausubt, abgeschieden wird. 

Antiseptika. Die Aufgabe, dureh geeignete Wahl von Paralysatoren 
die Cellulase allein zur Wirkung kommen zu lassen und also die Garungsc 

enzyme und womaglich auch die Cellobiase zu unterdrueken, konnte bei der 
hohen Temperatur der energischen thermophil en Cellulosegarung durch Toluol, 
ein zuerst von Vandevelde 1 in Vorsehlag gebraehtes Mittel, nicht gelast 
werden; dagegen erwies sich Jodoform als brauehbar, und zwar wurde es so 
verwendet, dass man fur 2 I Garflussigkeit etwa 1 g in 50 cern Aceton 16ste 
und diese Lasung in die garende Cellulosekultur unter Schutteln eingoss. 

Cellulosegarung. 

Die Spaltung der Cellulose durch Mikroorganismen beginnt zweifellos 
mit Hydrolysen zu Biosen und Hexosen, welch letztere der eigentliehen 
Garung unterliegen. Die hier in Betraeht kommenden Garungserreger teilt 
man nach einem von Barthel aufgestellten Schema zunachst in anaerobe 
und aero be ein 2. Man kann drei anaerobe Garungen unterscheiden, namlich 
Wasserstoffgarung, Methangarung und Denitrifika tionsgarung, 
welche samtliche von Bakterien, und zwar von drei verschiedenen Gruppen, 
bewirkt werden. 

Nicht weniger wiehtig als die anaerobe ist die aero be Cellulosegal'ung, 
welehe 

a) dureh Bakterien, und zwar in neutraler und alkalischer Lasung, 
1 Vandevelde, Biochem. Zs 3. 318; 1907. 
2 Methodisches siehe bei C. A. G. Charpentier, Diss. Helsingfors 1921. 
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b) durch Sohimmelpilze, nnd zwar in saurer Losung 
durchgefiihrt wird. Leider ist in chemischer Hinsicht aber die aerobe Garung 
noch wenig bekannt. Kroulik1 isolierte ein thermophiles, aerobes Cellulose
bakterium vom Entwicklungsoptimum 55-60°. 

J. A. Viljoen, E. B. Fred und W. H. Peterson 2 berichten aber die 
Isolierung eines thermophilen Organismus in Reinkultur, welcher Cellulose 
bei 65° zerstort. Nach ihren Angaben hOrt die Fahigkeit zur Cellulosespaltung 
auf, wenn der Organismus auf cellulosefreiem Medium sich entwickelt hat. 

Anaerobe Garung durch Bakterien. Nachdem van Tieghem und Hoppe
Seyler (1886) bemerkenswerte Versuche aber die Cellulosegarung durch 
Bakterien angestellt hatten, schuf Omelianski 3 in einer Reihe erngehender 
Untersuohungen die festen bakteriologischen Grundlagen ror die Cellulose
garung durch anaerobe Bakterien. Er stellte fest, dass man zwischen Wasser
stoffgarung und Methangarung der Cellulose unterscheiden muss, und dass 
jeder der beiden Vorgange durch einen besonderen Mikroben ausgelost wird. 
Far die beiden Garungen gibt er folgende Bilanzen an: 

'Vasserstoffgarung: Garprodukte : 
Zum Versuch verwendet . 3,4743 g Fettsauren . 2,2402 g 
Unzersetzt geblieben 0,1272 g Kohlensaure 0,9722 g 
Durch Garung verschwunden 3,3471 g Wasserstoff 0,0138 g 

Zusammen 3,2262 g 

Methangarung: Garprodukte: 
Zum Versuch verwendet 2,0815 g Fettsauren . 1,0223 g 
Umzersetzt gebJieben . 0,0750 g Kohlensaure 0,8678 g 
Durch Garung verschwunden 2,0065 g Methan 0,1372 g 

Zusammen 2,0273 g 

Ich verweise 1m abrigen auf die zusammenfassende Darstellung Ome
lianskis in Lafars Handbuch III, 245, 1904 und eine spatere Arbeit dieses 
Forschers in Zbt. Bakt. II 36, 472; 19134• 

Pringsheim hat die Bildung von Glucose sowohl bei der Methan
garung als bei der Wasserstoffgarung nachgewiesen 5• 

13 g schon einmal zu einer Methangarung verwandter Cellulose wurden zusammen mit 
5 g CaCOa in 4 Liter Leitungswasser, das 4 g (NH')2S0" feruer 0,6 g K2HI'O, und 0,1 g MgSO, 
+ 7 H20 enthielt, aufgeschwemmt und mit einer in starker Garung befindlichen Kultur beimpft. 
Nach 4 Tagen war die Garung stark im Gange. Es wurde, immer bei 37°, Toluol zugegeben. Nach 
7 Tagen war noch keine Reduktion del' Nahrfliissigkeit bemerkbar, am 10 'rage trat sie ein. 

1 Kroulik, Zbt. f. Bakt. II, 36, 343; 1913. 
2 J. A. Viljoen, E. B. Fred u. W. H. Peterson, Journ. Agric. Sci. 16, 1; 1926. 
3 Omelianski, Zbt. Bakt. II, 8, 193; 1902. 
4 Siehe ferner Mc Beth u. Scales, U. S. Dept. of Agr. Bur. of Plant Industry. 

Bull. 226. Ref. Zbt. Bakt. II, 39, 167; 1913. 
5 Uber die Produkte del' Cellulosegarung durch thermophile Bakterien siehe Prings

heim, Zbt. Bakt. II, 38, 513; 1913, ferner Hutchinson u. Clayton, Jl Agric. Soc. Cam
bridge 1919, 143. 
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Aus dieser Losung wurde nun nach Zusatz von Phenylhydrazin das Glucosazon isoliert. N eben 
dies em war noeh ein in Wasser losliches Osazon erhalten worden. 

In analoger 'Weise verlief del' Nachweis der Glucose nach del' 'Vasserstoffgarung. 

Nach der Einwirkung thermophiler Bakterien (kultiviert nach den 
Angaben von Mc Fayen und Blaxall 1) konnte Pringsheim nicht nur 
Glucose, sondern auch Cellobiose nachweisen 2. 

Das gleiche Ergebnis wurde mit Sicherheit erzielt bei Versuchen mit 
denitrifizierenden Bakterien. 

P r i n g she i m leitete in Anlehnung an van It e r son s Vorschlag eine denitrifizierende 
Cellulosezersetzung ein, indem er 2% :Filtrierpapier in Leitungswasser unter Zusatz von 
0,05 0jo KNOa und 0,01 0,0 K.HPO, aufschwemmte, eine Stopselflasche mit der Nahrlosung voll
fUllte und ·mit Grabenmoder beimpfte. "Inkubiert man bei 37°, so setzt im Laufe einer 
W oche energische Stickstoftbildung ein, durch die das Papier in die Hohe getrieben wird." 
Zur Verstarkung der Garung erneuert man nun mehrmals die Nahrfliissigkeit; das Papier wird 
durch die mehrfache Behandlung mit den denl.trifizierenden Bakterien gewissermassen angeatzt; 
nun geht bei Zusatz des Jodoforms die Bildung del' Hydrolyseprodukte weiter, wahrend die 
Garung unterdriickt wird. Del' Nachweis del' Glucose und del' Cellobiose ist im Original, 
S. 283 u. ff., nachzusehen. 

1m Darmkanal des Menschen wird, wie durch Untersuchungen von J. E. Johansson 3 

festgestellt ist, die Cellulose n i c h t angegriffen oder verwertet. Ob hierzu die Bakterienflora 
des menschlichen Darmkanals iiberhaupt ungeeignet ist, oder die Einwirkungszeit zu kurz 
ist, urn merkbare Veranderungen hervorzubringen, ist noch nicht entschieden. 

Hadromase. 
Czapek nahm (Bot. Bel'. 27; 1899) an, dass im Holz eine atherartige Verbindung del' 

Cellulose mit dem "Hadromal" vorkommt, und dass diese Verbindung durch ein besonderes, 
in holzzerstorenden Pilzen gefundenes Enzym, die "Hadromase" gespalten wird. Da die 
Existenz des Hadromals ganz ungeniigend erwiesen ist, mag hier der Hinweis auf die betr. 
Literaturstelle geniigen. (V gl. auch G r a fe, Monatsh. f. Chern. 25; 1904.) 

D. Inulase (Inulinase). 
Das Inulin schliesst sich in pflanzenbiologischer Hinsicht an Starke, 

Glykogen und Lichenin an, insofern es ebenfalls - im Gegensatz zu 
Cellulose - einen Reservestoff darstellt. Hier wird die Inulase eingereiht 
zwischen den Enzymen, welche Polyglucosen, und denen welche Hexo
Pentosane zerlegen. 

I. Substrat. 
Das Inulin kommt besonders in den Rhizomen und Knollen von Kom

positenarten vor; wahrend der winterlichen Ruheperiode betragt der Inulin
gehalt bei Dahlia und Inula Helenium bis liber 40% des Trockengewichtes. 

Vom pflanzenbiochemischen Gesichtspunkt aus ist das Inulin urn so 
interessanter, als die Fructose genetisch vermutlich die primare Hexose ist. 
Der Ubergang Glucose-Fructose in reifenden Samen ist nach den Erfahrungen 

1 Mc Fayen u. Blaxall, Trans. Jenner Inst. Prevo Med. (2) 1899, 182 (zitiert nach 
Pringsheim). 

2 Dber die weite Verbreitung thermophiler (Optimum 60-65°) celluloseangreifender 
BakteTien in Mistbeeterde u. dgl. siehe KrouIik, Zbt. Bakt. II, 36, 339; 1912. 

3 J. E. Johansson Sv. Lakesesallsk. Forh. 1918, 218. 
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dieses Laboratoriums mit der Bildung von Hexose-Phosphorsaure-Estern 
eng verkniipft (vgl. Sv. Vet. Akad. Ark. f. Kemi. Bd. 8, Nr. 17). 

Zur Darstellung extrahiert man (Kiliani 1880) Helianthus tuberosus, 
Artischocken oder Zichorienwurzeln mit heissem Wasser oder stellt Press
safte her, neutralisiert mit CaC03 , friert aus und reinigt durch Umfallen mit 
AlkohoI. Reinigungsverfahren haben ausserdem Tanretl, Pringsheim 2, 

sowie Irvine und SteeleS. angegeben. 
J. J. Willaman 4 Jdart zur weiteren Reinigung die Extrakte mit Bleiacetat (unter Ver

meidung von Uberschuss), zentrifugiert odeI' fiItriert, entfernt das Blei mit Ammoniumoxalat 
und zentrifugiert wieder und entfarbt, wenn notig, mit KohIe. Nach Eindunsten im Vakuum 
auf 40-60% Trockengewicht kiihIt man Iangsam auf 0° ab und zentrifugiert. Man lOst die 
Krystalle in 3 Vol. Wasser, fiItriert heiss, lasst in del' Kaite auskrystallisieren und wascht 
die Krystalle mit Alkohol und Ather. 

Willaman schliesst sich der Ansicht von Tanret und Dean 5 an, dass 
Inulin wahrscheinlich keine einheitliche Substanz sei, sondern eine Mischung 
einander nahestehender Polyfructoside. Unter den mit Inulin verwandten 
Substanzen sei hier das Irisin aus Iris-Rhizom angefiihrt, da dasselbe hin
sichtlich seiner enzymatischen Spaltbarkeit von H. Er d t man untersucht 
worden ist. 

Die Spaltung zu Fructose wird durch verdiinnte Salzsaure bewirkt; 
die Magensalzsaure diirfte aber zu einer erheblichen Inulinspaltung nicht 
ausreichen (Ruth Okey, Jl BioI. Chern. 39). 

Aus Rontgendiagrammen berechnete E. 0 t t fiir den Elementarkorper 
des Inulins als obere Grenze (C6H100 5) 6. N ach Molekulargewichtsbestimmung 
wiirde man nach P r i n g she i m Komplexe bis zu 9 Fructoseresten anzu
nehmen haben. 

Verfliissigtes Ammoniak, sowie Butylamin und Piperidin lOsen Inulin 
(L. Schmid und Mitarbeiter)l, ebenso Phenol. Durch Alkohol und Ather 
wird Inulin mit dem urspriinglichen Drehungsvermogen und sehr hohem 
Mol.-Gew. zuriickgewonnen. 

Hochgereinigtes Inulin zeigt Linksdrehung, [aJD = -39° bis 40°. Sehr 
bestandig gegen Alkalien. Reduziert Fehlingsche Losung nicht. 

Uber die Konstitution des Inulins 7 geben Irvine und Steele an, 
dass es ein Polymerisationsprodukt der Anhydrofructose ist. Beitrage zur 

1 Tan ret, Bull. Soc. Chim. (3) 9, 233; 1893. 
2 P rin g s h ei m und Mitarbeiter, Chern. Ber. 54, 1281; 1921. - H. 133, 80; 1924. 
3 Irvine u. Steele, Jl Chern. Soc. 117, 1474; 1920. 
4 .J..J. Willaman, JI BioI. Chern. 51, 275; 1922. 
5 De an, Amer. Chern. JI 32, 69; 1904. - Siehe auch Tan ret, Bull. Soc. Chim. (3) 9, 

200 uncl 227; 1893. 
6 Leopold Schmid u. B. Becker, Chern. Ber. 58, 1918; 1925. - Leopold Schmi d 

u. Bilowitzki, Wien. Sitz.-Ber. 135, 743; 1926. 
7 Siehe hierzu auch 1. C. Irvine, Jl Chern. Soc. 121, 1060; 1922. Ferner die Mono

graphien von Pringsheim und von Karrer. 
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Konstitutionsfrage lieferten ausser Pringsheim auch Karrer und L. Lang1, 
M. Bergmann und Knehe 2, sowie Hess und Stahn 3• 

Zwischenprodukte bei der Spaltung haben Diill (1895) sowie Bourquelot 
und Bridel 4 vergebens gesucht. Wolff und Geslin (0. r. 165) geben an, 
dass bei der enzymatischen Spaltung Inulide entstehen. 

Neuerdings ist es A. Pictet zusammen mit Hans Voge15 gelungen, 
Inulin durch Erhitzen mit Glycerin auf 1200 in ahnlicher Weise wie friiher 
Starke zu depolymerisieren. Die genannten Forscher erhielten zuerst Tri
fructosan und weiter je ein Molekiil Di-Fructosan und Mono-Fructosan. 

II. Vorkommen der Inulase. 
Inulase in Tieren. In Vertebraten solI sich nach Tan a k a 6 das Enzym 

III der Milz und im Pankreas nach Inulinvediitterung finden. Tschermak 7 

glaubt nach Inulinvediitterung Inulase im Darm gefunden zu haben. Es 
handelt sich - falls sich diese Angabe bestatigt - um eine Anpassung der 
Enzymsekretion an die N ahrung. Auch sonst wird nach P r i n g she i m 8 

1m Magendarmkanal von Warmbliitlern Inulin depolymerisiert. 
1m Hepatopankreas von Helix pomatia fand Bierry 9 Inulase. 
Inulase in Pflanzen. Die erst en Untersuchungen stammen von Gr e en 10. 

Vermutlich wird Inulin oft von seinem spezifischen Enzym begleitet, woriiber 
aber noch wenig bekannt ist. 

Wie schon Bourquelot ll fand, kommt Inulase in Pilzen haufig vor. 
Weitere, eingehende Angaben lieferten Dean12 und Boselli13 • Die Angabe 
von Takahashi l 4, dass Inulin durch Takadiastase gespalten wird, konnte 
Erdtman15 mit einem amerikanischen Takapraparat, das gegen Starke 
sehr aktiv war, nicht bestatigen. 

Auch in Hefe solI nach Lindner16 das Enzym vorkommen. Weitere 
Angaben findet man bei Grafe und VOUk 17, welche auch den zunehmenden 

1 Karrer u. Lina Lang, Helv. 4, 249; 1921. 
2 M. Bergmann u. E. Knehe, Lieb. Ann. 449, 309; 1926. 
3 K. Hess u. Stahn, Lieb. Ann. 455, 104; 1927. 
4 Bourquelot u. Bridel, C. r. 170.631; 1920. 
5 Hans Vogel u. A. Pictet, Helv. ll, 215; 1927. 
6 Tan a k a, Biochem. Zs 37, 249; 1911. 
7 v. T s c her m a k, Biochem. Zs 45, 452; 1912. 
8 P l' i n g she i m, H. und G. K 0 h n 133, 80; 1924. 
9 B i err y, Biochem. Zs 44, 402; 1912. 

10 G r e en, Ann. of Bot. 1, 223; 1887. 
11 B 0 U l' que lot, C. r. ll6, ll43; 1893. 
12 D e an, Bot. Gaz. 35; 1903. 
13 .J. B 0 sell i, Ann. lnst. Pasteur 25, 695; 19l1. - Siehe auch Col in, C. r. 1701010; 1920. 
14 T a k a has hi, Biochem. Zs 144, 109; 1924. 
15 Euler u. Erdtman, H. 145, 261; 1925. 
16 Lin d n er, Woch. Brau. 1900. 
17 Grafe u. Vouk, Biochem. Zs 43, 424 und 47,320; 1912; 56, 248; 1913. 
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Inulingehalt mit fortschreitender Entwicklung der Wurzel (Zichorie) ver
folgten. 

Avery und Glenn Cullen 1 beobachteten Inulinspaltung (neb en Rohr
zucker- und Starkespaltung) in Pneumokokken. 

III. Darstellung der Inulase. 
Die wirksamsten Inulaselosungen und Extrakte scheinen Pringsheim 

und G. Kohn erhalten zu haben, und zwar aus Aspergillus niger. Die Mycelien 
werden abgenutscht, gewaschen und mit Seesand zerrieben. Auch Reinigungs
versuche stel1te Pringsheim an, und zwar mit Fe(OH)a sowie durch Dialyse. 

Wesentlich ist nach den Befunden der genannten Forscher die Vorbehand
lung des Pilzes, besonders Alter und Nahrsubstrat. Dies zeigt folgende Tabel1e: 

Alter des Pilzes in 
Tagen . 12 13 14 15 15 22 

Auslauge£lussigkeit Wasser \Vasser Wasser 40% Glyc. Wasser \Vasser 
Reaktionskonstante 

k. 103 • 1,4 4,0 ,4,8 7,6 11,7 26,4 

In welcher Beziehung Inulase zur Saccharase steht, ob sich eine uberein
stimmende Affinitatsgruppe geltend macht, lasst sich noch nicht entscheiden. 

Ineinem vergleichenden Versuch von Pringsheim und G. Kohn (1. c.) 
wurden verwandt: je 16 cern l%iger Inulin- bzw. Rohrzuckerlasung, ent
haltend 5 cern Enzymlasung. Reaktionszeit: 15 Stunden. 

Inulin. . . 
Rohrzucker. 

(x) 

5,70 
24,40 

x 

18,00 
85,80 

Ie .103 

3,09 
19,10 

IV. Wirkungsbedingungen der Inulinspaltung. 
Aciditatsoptimum: Aus Bourquelots und Bosellis Angaben war 

zu schliessen, dass das Optimum des Pilzenzyms in sehr schwach saurer Lasung 
liegt. Pringsheims Versuche ergaben als optimales pH den Wert 3,8. 
Dagegen find en A very und Glenn Cullen die beste Inulinspaltung durch 
Bakterien im pH-Gebiet 5-8. 

Temperaturoptimum des Pilzenzyms: 55°. 
Alterung. Sehr bemerkenswert ist der Befund von Pringsheim, dass 

die Aktivitat des Enzymextraktes mit dem Alter des Pilzes zunimmt, wofur 
der genannte Forscher folgende Belegzahlen angibt: 

Tage . . . . . . . . . . . . .. 12 13 14 15 22 
Reaktionskonstante k. 103 • • •• 1,38 4,01 4,78 11,69 26,4 

1 Avery u. Glenn Cullen, JI of expo Med. 32, 583; 1920. 
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Dieser Alterungseffekt wird auch durch Karrer und durch Erdtman 
bestatigt. 

V. Kinetik. 
Mit Enzymextrakten aus Mycelien von Aspergillus niger fanden Prings

heim und G. Kohn (H. 133) einen Spaltungsverlauf, welcher annahernd 
monomolekular war. Aus einer ihrer Tabellen geben wir folgenden Auszug: 

(EnzymHisung und Inulinlosung bei 37 0 getrennt zwei Stun den vorgewiirmt. Bestimmung 
des Reaktionsverlaufs durch Reduktion.) 

Versuch mit Presssaft. 

Spaltung Spaltung I 
Stunden durch Puffer durch Enzym I k .103 

allein, x allein, x 

3 0,00 9,5 6,33 
6 0,05 16,9 5,73 

21 0,40 62,4 6,82 
30 0,50 93,4 7,90 
45 0,80 127,0 8,17 
69 1,10 147,5 6,87 

Auch ein kinetischer Versuch von B 0 s elI i sei hier wiedergegeben : 
20 ccm 4 % ige Inulilliosung + 10 cern Puffer pH = 3,8 + 10 cern Wasser + 40 ccm 

Fermentlosung. - 37°. -- x = mg Fructose nach Be r t ran d (1. c. 56). 

Spaltung I 
Ferment-Zeit (Std.) dureh Puffer I spaltung, x 

a-x k·103 

allein , 

lYz 0,00 I 4,00 21.:>,0 I 5,26 
3 0,05 8,60 213,4 5,72 
5 0,10 14,80 207,2 5,99 
7 0,10 19,20 202,8 5,61 
9 0,15 25,60 196,4 5,91 

14 0,20 44,20 177,8 6,89 
23 0,40 74,20 147,2 7,76 
38 0,55 74,80 119,8 7,65 
51 I 0,70 I 102,20 98,0 6,96 

Mit Irisin als Substrat fand Erdtman (H. 145) in diesem Laboratorium 
durch ein Takapraparat keine Spaltung. Dagegen wurde del' eigene Kohle
hydratgehalt des Enzympraparates vollstandig hydrolysiert. Er d t man zog 
aus seinen Versuchen folgenden Schluss: Durch eine auf Starke sehr wirk
same Takadiastase wird Inulin nur mit sehr geringer Geschwindigkeit gespalten. 
Es ist dabei zu beriicksichtigen, dass das Enzympraparat hydrolysierbare 
Kohlenhydrate enthalten kann. Irisin wurde durch das gleiche Takapraparat 
nicht gespalten. Versuche, ob nach Pringsheim desacetyliertes Triacetat 
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durch Priiparate gespalten wird, welche auf Irisin gewachsen sind, 
kamen noch nicht zur Ausfuhrung. 

VI. Mass der Wirksamkeit und Verfolgung der Inulinspaltung. 
Pringsheim und Kohn (H. 133) schlugen fur den Reinheitsgrad ihrer 

Inulasepriiparate das Mass vor 
Sf = k· g Fructose . 

g Priiparat 
Fur einen rohen Presssaft aus Aspergillus niger betrug Sf = 0,0556. 

Durch Reinigung mit Eisenhydroxyd und Dialyse stieg dieser Wert auf 0,374. 
Fructose liisst sich neben Inulin nach der von Benedict1 angegebenen 

Modifikation der Lewis-Benedictschen Pikratmethode bestimmen. 

E. Uhrige Poly-Hexosidasen. 
In dies em Abschnitt. sind als Substrate zuniichst diejenigen sog. Hemi

cellulosen oder Oytosen aufzufuhren, welche zwar Reservekohlenhydrate 
und Polyglucosen, aber mit der Amylase und der Lichenase nicht identisch 
sind. Die Hemicellulosen sind, wie bereits S. 430 erwiihnt, nicht genau 
charakterisiert; in der Regel hat man in diese Sto££gruppe auch Mannane, 
Galaktane und andere Polyhexosen einbegriffen. Ohne Rucksicht auf das 
Substrat sollen hier nur einige die Spaltung betreffenden Daten mehr bio
logischer Art wiedergegeben werden. 

Altere Angaben iiber die (vermutlieh) enzymatische Spaltung von pfianzliehem Geriist
material und Reservestoffen findet man bei M i Y 0 s h i (1885), DeB a I' y (1886), K e a n (1890), 
We h mer (1896), Mar shall Ward 2 , New e om b ea. 

Aueh S e hell e n bel' g 4, dessen Griindliehkeit in botanischer Hinsicht anerkannt werden 
muss, beschrankt sich auf mikroskopische Beobachtung del' Enzymwirkung und geht nicht 
auf die chemische Reaktion ein. Er nimmt die Existenz mehrerer Hemieellulasen (wenigstens 
vier nach seinen Untersuchungen) an. 

Kellerman5 hat die Absonderung einer Cytase aus Penicillium pinophilum beobachtet. 
Naeh R u dan 6 scheidet das Mycel von Polyporus igniarius in vcrschiedenen Holzarten neben 
einem starkelosenden aueh ein cytolytisches Enzym ab. 

Fur das weitere, in mancher Hinsicht aussichtsreiche Studium der Hemi
cellulasen hOherer Pflanzen sind die Arbeiten von Sachs (1862), Green 
(Phil. Trans. 178 u. Ann. of Bot. 7; 1893) und besonders von Brown und 
Morris (Jl Ohem. Soc. 57; 1890) grundlegend. Letztere Forscher fanden 

1 Ben e d i c t, JI BioI. Chern. 34, 203; 1918. - Eine neuere Modifikation ist angegeben 
von J. J. William. U. Davison, Jl Agric. Res. 25, 479; 1924. 

2 M a I' S hall Ward, Ann. of Bot. 12, 565; 1898. 
a New e 0 m be, Ann. of Bot. 13, 49; 1899. 
4 Schellenberg, Flora, 98, 257; 1908. 
5 Kellermann, U. S. Dep. Agric. Bur. Plant Ind. 118, 29; 1913. 
6 Rudan, Beitr. Z. BioI. d. Pflanzen 13,375; 1917. 
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und studierten die enzymatische Spaltung von "Hemicellulose" durch Aus
zuge gekeimter Gerste. 

Z. B. zerfallen Kartof£elschnitten in solchen Gerstenauszugen innerhalb 
weniger Stunden in Stucke, wobei die Zellwande anschwellen und in zahlreiDhe 
dunne Lamellen zerlegt werden. Indessen wird in dieser Weise' durchaus nicht 
das Parenchym aller Pflanzen angegrif£en, z. B. die Zellwande del' roten Rube 
nul' schwach, die des Apfels uberhaupt nichtl. Die Graser sollen uberhaupt 
reich an Hemicellulase sein 2. 

Die Stabilitatsgrenze del' Hemicellulase solI etwas tiefer liegen als die 
del' Amylase. 

Die Angaben uber das Aciditatsoptimum sind nicht mit den neueren 
Methoden gewonnen und bedurfen also einer Prufung. 

Mehrfach scheint die beobachtete Hemicellulasewirkung mit derjenigen 
del' "Pectosinase" (vgl. S. 454) zusammenzufallen; dies ware bei weiteren 
Untersuchungen zu prUfen. 

I. Mannanasen. Carubinase. 
Eine Reihe von einfachen und gemischten Mannanen sind beschrieben, 

aber wenige genugend genau definiert worden. So kommt es, dass uber die 
Existenz eventueller spezifischer Enzyme noch kaum ein sicheres Urteil gefallt 
werden kann. 

Substrate. 

Unter den Mannanen sind nunmehr einige, besonders durch Prings
heim und seine Mitarbeiter naher untersucht. 

a) Steinnuss-Mannane (R. Reiss, 1889.) Das Endosperm del' Stein
nusspalme enthalt zwei Mannane, ein wasserlosliches und ein alkali
losliches. Das alkalilosliche Steinnuss-Mannan wurde durch Pringsheim 
und Seifert 3 als reine Polymannose erkannt. Die genannten Forscher 
haben auch die Darstellung und die Reinigung dieses Stof£es beschrieben. 
Linksdrehend: 

in 1 n.-NaOH = - 44,4°. 
Rine neuere Untersuchung der Kohlenhydrate der Steinnusssam.en fiihrte M. Lii d tk e aus 4. 

b) Salep-Mannan 5. Aus den Knollen von Orchidaceen (Tubera Salep) 
im Salepschleim enthalten. Besteht ebenfalls nur aus Mannoseresten, ist 
abel' im Gegensatz zu obengenanntem Steinnuss-Mannan wasserloslich. 

1 Siehe hierzu Rei n i tz e r H. 23, 175; 1897. 
2 Gardiner, Proc. Roy. Roc. 62, 100; 1897. 
3 Pringsheim u. Seifert, H. 123,205; 1922. Yergl. auch J. L. Baker u. Th. 

H. Pop e, Proc. Chern. Soc. 16, 72; 1900. 
4 ]\f. Liidtke, Lieb·. Ann. 456, 201; 1927. 
5 Pringsheim u. Genin, H. 140, 299; 1924. - Prin"gsheim, Genin u. Pe

rewosky, Biochem. Zs 164, 117; 1925. - Pringsheim u. G. Liss, Lieb. Ann. 460, 
32; 1928. 
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Unter den in hoherenPfJanzen gefundenenMannanen ist hinsichtlichseiner 
enzymatischen Spaltungauchdas Carubin (auch Caruban, Seminin1 oder Secalin 
genannt) aus Ceratonia siliqua, dem J ohannisbrot, erwahnenswert. Ob im Caru
binnurMannosevorkommt,oderwieEffrontsowieBourquelotundHerissey 
angeben, auch noch etwas Galaktose, ist bis jetzt noch nicht entschieden. 

Vorkommen und Eigenschaften der Mannanasen (Carubinase). 

Die ersten Angaben fiber die Carubinase aus J ohannisbrotsamen sowie 
aus Roggen- und Gerstenkornern hat Effront gemacht. Bourquelot und 
Herissey fanden ein entsprechendes Enzym in Leguminosen (Medicago 
sativa, Trifolium repens, Trigonella) und auch in vielen anderen Pflanzen, 
wie z. B. Orchideen. Die franzosischen Forscher nannten dieses Enzym 
Seminase. Das Enzym lasst sich aus dem wasserigen Samenextrakt durch 
das 5fache VolumenAlkohol ausfallen. Auch in PhOnix soIl ein auf die Salep
mannane wirksames Enzym enthalten sein. 

In Bakterien fand Pringsheim eine Mannanase (H. 80, 376; 1912), 
welche nach seiner Auffassung eine Trimannose bildet. Auch in Hefe kommt 
nach der Feststellung von Willstatter und Racke2 ein die Mannane der 
Zellwande zerlegendes Enzym vor. 

Als Aciditatsoptimum wird in den alteren Arbeiten schwachsaure Losung 
angegeben. 

Ein Temperaturoptimum fand Effront bei 45-50°, Bourquelot und 
Herissey geben 35-40° an. 

Die enzymatische Spaltung des Salepmannanes haben Pringsheim und 
Genin (H. 140) verfolgt. Ihrer Arbeit entnehmen wir den folgenden Auszug 
aus einer Tabelle. 

40 cern 0,89% Mannanlosung + 10 cern Puffer + Spur Pankreatin. 37°. 

Reaktionsdauer in Stunden. . .. 24 48 72 96 
Prozent Mannose . . . . . . .. 8 13 20 23 

Mit einem Malzauszug wurde folgende Spaltung bei 37°: erzielt: 

Reaktionsdauer in Stunden. ., 24 48 72 96 
Prozent Mannose . . . . . . .. 30 63 72 81 

Nach Pringsheim handelt es sich auch beim Abbau der Mannosen 
durch MaJzauszfige urn zwei Enzyme, von denen das eine zur Disaccharid
stufe ffihrt, wahrend das zweite die entstehende Mannobiose zerlegt. 

H. Hefell·Gummase. 
Bei Versuchen fiber die Darstellung des Hefegummis durch enzymatischen 

Abbau kamen Kraut, Eichhorn und Rubenbauer zur Annahme, "dass 

1 Von Rei s s (Chem. Ber. 22, 609; 1889) u. a. wird als Seminin ein reines Mannan 
bezeichnet und mit Paramannan identisch angenommen. 

2 Willstiitter u. Racke, Lieb. Ann. 427, HI; 1921. 
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in der He£e ein bisher unbekanntes, He£egummi spaltendes Enzym vorhanden 
ist, das nach Abt6tung der Here mit Essigester von 37° noch seine Wirksam
keit entfaltet. Zum Nachweis dieses Enzyms hat Krau t mit seinen Mitarbeitern 
die Veranderungen des He£egummigehaltes durch enzymatische Vorgange in 
der abget6teten He£e verfolgt. Dass die lebende He£e imstande ist, beim 
Hungern den He£egummi zu vermindern, ist schon von 1. Warkany (Biochem. 
Zs 150, 271; 1924) nachgewiesen worden. 

Den He£egummigehalt einer He£eprobe bestimmten Kraut! und Mit
arbeiter nach Zerst6ren der Struktur mit 3 %iger warmer N atronlauge durch 
Ausfallen des Hefegummis mit Fehlingscher L6sung, L6sen in wenig Salz
saure, Fallen mit del' Machen Menge absoluten Alkohols und Polarisation des 
wieder aufgel6sten Gummis. 

In den Meeresalgen fan den Krefting und Tornp sowie H. Kylin (H. 98, 337; 1915) 
ein Kohlenhydrat Liminarin, welches nach Kylin enzymatisch in-Glucose gespaJten wird. 

III. Galaktanasen. 
Galaktane finden sich im "Horneiweiss" vieler Samen, z. B. der Luzerne (G 0 r e tl). 

Haufiger als reine Galaktane sind wohl Galakto-Mannane. 
Enzyme, welche reine oder gemischte Galaktane spaJten, fanden Gatin 3 sowie Giaja 

und Bi erry 4 bei Avertebraten. 

Hydrolysierende Enzyme der Pfianzenschleime. Gelase. 
Zu den P fl an zen s chI e i men wird Agar-Agar gezahlt, ein meist aus Florideen ge

wonnener Rohstoff, welcher neben anderen Kohlenhydraten auch Gel 0 s e enthalt. Die Gelose 
scheint ein Galaktan zu sein, ob ein reines oder gemischtes, lasst sich noch nicht sagen. 
Sie wird durch J od violett gefarbt. 

G ran 5 hat einen Bacillus beschrieben und Bacillus gelaticus genannt, welchem er eine 
spezifisch-spaltende Wirkung auf Gelose zuschreibt. Durch die Einwirkung des Bac. gelaticus 
sollen reduzierende· Stoffe auftreten, unter V ersch winden der J odreaktion. N ach B i err y 
und Gi aj a 6 hat Agar-Agar in Geleeform in Berilhrung mit den Verdauungssaften von Helix, 
Astacus, Homarus vulgaris u. a. niemals, auch nicht nach W ochen, reduzierenden Zucker 
ergeben. 

F. Pentosanasen. Xylanase. 
Unter dies en sind im wesentlichen nur Enzyme bekannt, welche Xylane 

abbauen. Mehrfach sind Xylanasen als "Hemicellulasen" bezeichnet worden. 
Substrat. Das Xylan ist in neuerer Zeit von Heuser und Braden7 

wieder studiert worden. Es wird aus Stroh durch Hydrolyse mit N atronlauge 
gewonnen und uber die Kupferverbindung gereinigt. 

I Kraut, Eichhorn u. Rubenbauer, Chem. Ber. 60, 1644; 1927. 
2 G 0 ret, These, Paris 1901. 
3 Gat in, Soc. BioI. 58, 847; 1905. 
4 Giaja, Soc. BioI. 74, 1375; 1913. - Bierry u. Giaja, C. r. 148,507; 1910.-

Biochem. Zs 40, 370; 1912. 
5 Gran, Biochem. Zbt 1, Nr. 399; 1903. 
6 B i err y u. G i aj a, Biochem. Zs 40, 386; 1912. 
7 Heuser u. Braden, JI prakt. Ch~m. 103. 69; 1921; 104, 259; 1922. 
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Luers und Volkamerl stellten das Xylan nach E. Schmidt 2 aus 
Holundermark dar. 100 ggrobzerkleinertesHolundermarkwerdenin einer braunen 
Flasche mit 2-3 Liter Chlordioxyd ubergossen und geschuttelt. N ach 24 Stun den 
wird das Material abgepresst und nach dem Waschen mit Wasser in einer ge
raumigen Porzellanschale mit etwa 2 Liter angeriihrt, urn das Chlordioxyd heraus
zulosen. Dannwird dasHolundermark in eine heisse 2 Ofoige Lasungvonkrystalli
siertem N atriumsulfit eingetragen und nach 11/2 stiindigem Erwarmen abgepresst. 

100 g gebleichtes Hollundermark werden dann mit 11/2 Liter 60f0iger 
Natronlauge tibergossen und einen Tag stehen gelassen. Nach 24 Stunden 
wird abgepresst und mit Natronlauge und Wasser nachgewaschen. 

Ftir die Versuche wurde nur das aus der erst en Extraktion erhaltene 
Xylan verwendet. Das schmutzigbraune Filtrat wird auf 50 0 erhitzt und mit 
so viel Fehlingscher Losung versetzt, bis eine Filtratprobe des abgeschie
denen Niederschlages von Kupferxylan keine Fallung mehr gab. Der Nieder
schla.g wird abzentrifugiert und mit 50%igem Alkohol gewaschen. Hierau£ 
mit 160f0iger Salzsli,ure bis zur vollstandigen Lasung digeriert. 

Das von Kupfer befreite Xylan wird mit 960f0igem Alkohol ausge£allt und 
zentrifugiert. Der Niederschlag wird zur vollstandigen Entfernung des Kupfers 
(Enzymgift) wiederholt mit Alkohol ausgewaschen, ausgeathert und dann im 
Vaku'll:m uber Schwefelsaure getrocknet. Ausbeute 3 g eines sprOdeu schmutzigen 
Produkts, das sich wieder in wenig verdunnter N atronlauge fast vollstandig lost. 

Vorkommen des Enzyms. Altere Versuche uber die Spaltung von Xylanen 
Jiegen von Seilliere3 vor, welcher angab, Xylane durch ein in Schnecken 
und in Larven holzzerstarender Kafer (Coleopteren) vorkommendes Enzym 
gespalten zu haben. 

Neuere Versuche tiber die enzymatische Spaltung des Xylans hat Ehren
stein4 in Karrers Laboratorium mit Malzextrakt angestellt. 

Wirkungsbedingungen. Nach Ehrenstein liegt die gtinstigste Reaktion 
unter Verwendung von Citratpu££er bei pH = 4,65, unter Benutzung von 
Phosphatpuffer bei 5,28. Die Aciditatskurve fur ersteren Fall geht aus £olgenden 
Zahlen hervor: 

% Xylose % Xylose 
Art I 

des Puffers 
pH nach 21 Stunden nach 45 Stunden 

gebildet 

3,52 29,0 
3,94 29,7 

l'itrat 4,65 32,3 
4,95 29,7 
5,10 26,7 
5,13 25,2 

1 Liiers u. Yo lkam er, Woch. Brau. 45, 83 u. 94; 1928. 
2 Erich Schmidt, Ber. 54; 1860. 
3 S e i II ie r e, Soc. BioI. 58, 409; 1905: 63, 616; 1907. 
4 M. Ehrenstein, Helv. 9, 332; 1926. 

Ohemie d. Enzyme. II. 3. A. 

gebildet 

36,8 
42,5 
43,6 
37,1 
32,3 
34,4 

29 
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Luers und Volkamer geben als Aciditatsoptimum pH = 5 an. 
Darstellung des Enzyms. Nach Lilers und Volkamerl Jasst man Brauerei

grunmalz unter schwachem Anfeuchten im Laboratorium no('h weiter wachsen, 
bis sich Husaren von etwa 1 cm Lange gebildet hatten. Das Malz wurde dann 
an (leI' Luft geschwelgt bis del' Feuchtigkeitsgehalt so weit gesunken war, 
dass es ohne Schad en aufbewahrt werden konnte. Von den Keimen wurde 
es hefreit. 

100 g Malz werden zerkleinert, mit del' gleichen Menge Wasser innig 
gemischt und hei gewohnlicher Temperatur 11/2-2 Stunden stehen gelassen. 
Durch Abpressen bei 350 Atm. entsteht ein konzentrierter Malzextmkt, welcher 
schnell zentl'ifugiert nnd filtriert wil'd. N ach Zufugung yon etwas Toluol 
odeI' Chloroform wird er im Eisschrank aufbewahrt. 

Reinigung. Die Xylanase kann nach Luers nnd Volkamer durch 
Adsorption und Elution weiter gereinigt werden. Die Adsorption mit Tonerde 
verlauft am besten bei pH = 5,0. Elution mit Phosphatgemisch bei pI-I = 8,3. 
Die Wirksamkeit des Enzyms stieg nach zweimaliger Adsorption und Elution 
nm das 21fache, die del' Amylase nur um clas 6fache. Daraus zieht Lilors 
den Schluss, dass Amylase und Xylanase zwei verschiedene Enzyme sind. 

Kinetik. Del' enzymatischeAbbau wurde bei 45° bei verschiedener AcidiUit 
clurch Bestimmungen des reduzierenden Zuckers ermittelt. Dahei wurde 
folgende Tabelle erhalten: 

pH . . . . . .. 3,88 
Abbau in Ofo . . . 35,6 

4,02 
37,6 

4,83 
45,5 

5,03 
49,2 

5,29 
41,8 

5,70 
32,0 

9,00 

Die Enzymaktivitat steigt von del' sauren Seite langsam bis zum Optimum 
bei pH = 5, urn nach dem alkalischen Gebiet zu rascher zu fallen. 

Einfluss del' Enzymmenge. Wie zu erwarten, nimmt del' Abbau des 
Xylans mit steigender Enzymmenge stark zu, dagegen ist keine Propol'tionalitat 
zwischen Umsatz und Enzymkonzentration vorhanden, wie folgende Zahlen 
zeigen. 

Enzymmenge ccm 
Abbau in Ofo 

5 
57,4 

10 
67,5 

20 
74,5 

"Es kann angenommcn werden, dass eine Pl'oportionalitat zwischen 
Enzymmenge und Heaktionsgeschwindigkeit zu Recht besteht im Bereich 
geringerer Enzymkonzentrationen und kurzerer Vel'suchszeiten." 

"Die entstehenden Abbanpl'odnkte sind von nachteiligem Einfluss auf 
clie Wirksamkeit des Enzyms." 

Temperatureinfluss. Die von Luers und Vol ka mer angegebenen End
resultate gehen aus folgenden Zahlen hervor: 

Temperatur . 25° 37° 
Abbau in Ofo . . . 27,8 40,0 

------

45° 
48,0 

1 Liiers u. '·olkamcr, Woel!. Brau. 45,83; 1928. 

50° 
45,5 

60° 
18,1 
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Es handelt sich hier natiirlich teils urn die mit steigender Ternperatur 
steigende enzyrnatische Reaktionsgeschwindigkeit und teils urn die Warrne
destruktion des Enzyrns, welche von etwa 45° an iiberwiegt·. 

15 Minuten langes Erhitzen auf 60°' rnacht das Enzyrn unwirksarn. 
Wirksamkeitsbestimmung. Liiers und Volkarner driicken die enzy

matische Wirksamkeit dnrch folgende Formel aus: 

F = k X g Xylan 
g Trockensubst. d. Enzympraparates' 

wo k die Reaktionskonstante 1. Ordnung bezeichnet und g Xylan die abbaufahige 
Menge Substrat. Die Trockensubstanz ist auf salzfrei gedachtes Enzym bezogen. 

F steigt durch das Reinigungsverfahren vom Wert 0,7 auf 14. 
Die bei der SpaItung entstehende Xylose (nachgewiesen als Osazon) 

wnrrle titrimetrisch nach Bertrand bestimmt. 

G. Die hydrolysiel'enden Enzyme del' Pektinstoife, 
Protopektinase, Pektinase nud Pektase (Pekto-Lipase). 

I. SubstraU 

Als "Pektinstoffe" (Braconnot, Fremy, Payen) fasste man lange 
Pflanzenstoffe zusammen, welche zunachst charakterisiert sind durch ihre 
kolloide N atur, ihre Quellbarkeit und ihre Fahigkeit, schleimige Losungen 
und daraus Gallerten zu bilden. Diese Pektinstoffe wurden aus pflanzlichem 
Material (nach Extraktion der alkoholloslichen Bestandteile und darauffolgendes 
Erhitzen mit 'Vasser unter Druck) durch Alkohol gefallt. 

Dureh Tollens und Trornp2 de Haas wurden in Pektinstoffen Carboxyl
gruppen nachgewiesen, und zwar wurde bald festgestellt, dass die Pektine 
teils als Ca-Mg-Verbindungen dieser Carboxylderivate, teils als Lactone oder 
Anhydride vorliegen. Nach alteren Arbeiten von E. O. v. Lippmann, Voto
cek u. a. brachte eine Untersuchung von Th. v. Fellenberg die sehr wesent
liche Aufklarung, dass Pektin der Methylester der Pektinsaure ist. 

N ach v. Fell e n b erg 3 enthalten unreife pflanzliche Organe als Ausgangs
substanz Protopektin. Beim Reifen von Friichten (sowie bei nichtenzyma
tischer Hydrolyse) geht Protopektin in Pektin = Pektinsanre-Methylester iiber. 

R c h r y v e r und Hay n e s 4 bezeichnen die direkt extrahierbare, mit Alkali Pektin 
gebende Substanz als Pektinogen. 

Man verdankt F. Ehrlich 5 die wichtige Entdeckung, dass das Pektin 
d - Galakturonsa ure enthalt. Er konnte diese der d-Glucuronsanre 

1 Zur Literatur. uber Pektinstoffe: R. tiu ch ari pa, Die Pektinstoffe, Braunschweig 1926. 
2 Tollens u. Tromp de Haas, Lieb. Ann. 286, 278, 292; 1895. 
3 v. Fellenberg, Mitt. tichweizer Gesundheitsamt, 5-8, 1914-1916. - Biochem. Zs 

85, 118; 1917. 
4 ~. B. Schryver und n. Haynes, Biochem .• n 10,539: 1916. 
5 F. g II r Ii c h, Chern. Ztg. 41, 197; 1917. 
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entsprechende Saure aus nen Hydrolysaten des Pektins in krystallisierter 
Form abscheiden. 

Ehrlich l behalt den Namen Pektin fur die in kaltem Wasser 16sliche 
Ursprungssubstanz bei; nach seiner Auffassung geht dieses Pektin durch 
kochendes Wasser in der Weise in Losung, dass es hydrolytisch in Araban 
und in das Ca-Mg-Salz der Pektinsaure zerlegt wird. 

Nach Ehrlich 2 besteht die Pektinsaure aus 5 Bausteinen, namlich Methyl
alkohoJ, Essigsaure, Arabinose, Galaktose und Galakturonsaure. Der Grund
korper des Pektinsauremolekules bildet eine vierbasische Saure mit 4 Carboxyl
gruppen, von denen in der Pektinsaure selbst 2 Carboxyle frei vorhanden sind, 
wahrend die anderen beiden esterartig an Methylalkohol gebunden vorkommen. 
Der Methylalkohol, dessen Menge etwa 6,5% betragt, ist durch Verseifung 
mit Alkali schon in der Kalte daraus abspaJtbar. Ausserdem weist die Pektin
saure der Ruben mit Hydroxylen der Kohlenhydrate verknupft, 3 Acetyl
gruppen auf, die durch Alkalien oder Saure abspaltbar sind und dabei etwa 
130f0 Essigsaure liefern. "Dieser verhaltnismassig hohe, bisher nicht be
achtete Gehalt des Pektins an Essigsaure scheint in verschiedener Hinsicht 
sehr bemerkenswert. Uber ihre genauere Stellung lasst sich noch nichts aus
sagen. Der Hauptbestandteil der Pektinsaure ist die d-Galakturonsaure, die 
sich in der Rubenpektinsaure in Mengen von durchschnittlich 65 010 vorfindet, 
neben etwa 11,7% I-Arabinose und 13,1 % d-Galaktose." Ehrlich3 folgert 
daraus, dass in dem Molekul der Pektinsaure auf 4 Mol. Galakturonsaure 
1 Mol. Arabinose und 1 Mol. Galaktose kommen. 

Die Hydrolyse der Pektinsaure, deren Molekulargewicht zu etwa 1400 
gefunden wurde, verlauft etwa nach folgender Gleichung: 

C43H62037 + 10 ~O = 4 C6Hl00 7 + 2 CHaOH + 3 CH3 • C02H + 
Hiiben-Pektinsaure Galakturons. Methylalkohol Essigsaure 

+ C5H lO0 5 + C6H120 6 
Arabinose Galaktose 

Das durch Spaltung aus Hydropektin erhaltene polymere Anhydrid der 
d-Galakturonsaure hat sich in der Untersuchung von Ehrlich und Sommer
feld als dimeres Anhydrid herausgestellt, "das einem Zusammenschluss von 
2 Mol. Galakturonsaure unter Austritt von 2 Mol. H20 seine Entstehung ver
dankt, indem die Aldehydgruppen beider Molekule mit Hydroxylgruppen 
wechselseitig in Bindung getreten sind, analog den ahnlichen Verhaltnissen 
in Komplex der Biose, wahrend die beiden Carboxylgruppen frei auftreten". 

Durch alkalische Hydrolyse entsteht nach Ehrlich "ein Disaccharid, 
Galakto-Araban mit [a]D= - 60 0, das bis auf seine mangelnde Reduktions
fahigkeit in seinen Eigenschaften mit der von Zemplen 4 aus Milchzucker 

1 F. Ehrlich u. Rehorst. Chern. Bel'. 58, 1989; 1925. 
! F. Ehrlich, Zs angew. Chern. 40,1305; 1927. 
3 F. Ehrlich u. H. v. Sommerfeld, Biochem. Zs 168,263; 1925. 
4 Z em p 1 e 11, Chern. Bel'. 59, 2403; 1926; 60, 1309; 1927. 
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dnrch Abban erhaltenen Galakto-Arabinose vergleichbar ist". "J edenfalls 
zeigen sich Bindungsunterschiede zwischen dem Galakto-Araban, das in dem 
Pektinsaurekomplex verhaltnismassig festhaftet, und dem friiher erwahnten 
Araban, das schon durch heisses Wasser aus dem Verbande des Pektins heraus
gespalten wird." 

Aus dem im Araban vorliegenden Gemisch aus Anhydriden del' Arabinose 
liess sich durch wiederholte Alkoholfallung ein Tetra-Arabinosid, C2oH32016 
isolieren. 

Ehrlich hat seine oben kurz erwahnten Resultate in folgendem Schema 
zusammengefasst. 

IlCO 
I 

IleOH 

IlOCI-l 

HOCH 

Hcon 
I 
COOH 

Araban 
I 

.J, 
I-Arabinose 

Hlibcn-Pektin 
i 

.J, 
Hydrato-Pektin 

Pektinsaures Ca, Mg 
(rechtsdrehend) 

<---------Pektinsaure C43H62037 

(Saure Hydrolyse) 
:\lethylalkohol 
Essigsaure 
I-Arabinose 
d-Galaktose 
Tetragalakturonsaure a 
C24H32024[a]D = + 2750 

1 
Tetragalakturonsaure L 
C24H32024[a][)= +2400 

I 
.J, 

d-Galakturonsaure 
('6HI007[ a]1l = + 5GO 

(rechtsdrehcnd) 

(Alka!. Hydrolyse I 
lIethylalkohol 
Essigsaure 
Galakto-Araban 

(linksdrehend) 

+ 
Tetragalakturonsaure c 

Die d-Galakturon:-iaure (siohe nebenstehende Formel) ist aus 
llemPektin del' Citronenschalen H)17 von Suarez isoliert worden. 
Sic geht durch Oxyclation in Schleimsaure uber. 

Mit Alkali liefert Pektin ausser Methylalkohol nach Tutin 
(Biochem. Jl 15) auch Aceton. 

DerVergleich zwischen Pektinstoffen verschiedener Pflanzen, 
und zwar von Pektin aus Ruben, Flachs, Orangenschalen, 
J ohannisbeeren und Erdbeeren hat weitgehende Ubereinstim
mung ergeben. "Sehr eigentumlich ist del' Gehalt des Flachs
pektins an emer harzartigen Ligninsaure, offenbar einem 

U mwandlungsprodukt dieses schon weitgehend veranderten (gealterton) 
Pektins. Bemerkenswert ist ferner, dass sich in Beerenfruchten "bereits 
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im Safte sehr viel losliches Hydratopektin in Mengen bis zu 40-50 Ofo ues 
gesamten Pektins vorfindet, wahl' end in del' Rtibe und in den festen Orangen
schalen nul' 5-100f0 des Gesamtpektins diesel' Pflanzen gelost auftreten." 

Hingewiesen sei auf die von F. Ehrlich ausgesprochene Vermutung, dass 
Lignin in den Pflanzen aus Bausteinen del' Pektinstoffe entsteht. Diese 
Ansicht gewinnt yom enzymchemischen Gesichtspunkt aus um so mehr an 
Interesse, als nach den eingehenden Arbeiten von P. Klason 1 das Lignin 
dem Coniferylaldehyd sehr nahesteht und somit einen Benzolring enthalt. 
Es wtirde also einer derjenigen FaIle vorliegen, bei welchen die Aussicht besteht, 
die enzymatische Bildung von Kohlenstoffringen aus Hexosen und Hexose
derivaten eingehender zu verfolgen. 

II. VorHiufige Systematik del' Enzyme del' Pektinstorfe. 

Die ellzymchemische Durcharbeitung del' enzymatischen Zerlegung del' 
Pcktinstoffe befindet sieh in ihren Anfangen, und das yorliegencle experimen
telle Material reicht noeh nicht aus, um eine definitive Einteilung der hier in 
Betracht kommenden Enzyme zu ermoglichen. 

10 Pektosinase, Protopeldinase. 

Ais Pektosinase wird ein Enzym bezeichnet, welehe8 (lie Mittellamelle Vall 

Pflanzengeweben auflost und dadurch einen Zerfall derselben herbeiftihrt. 
Beij erinck und van Delden 2 hatten als Pektosinase das von Granulobacter 
pectinovorum ausgeschiedene Enzym bezeichnet, welches "retting" veranlasst. 

Die Charakterisierung dieses Enzyms ist also einstweilen tiberwiegend 
pflanzenphysiologisch; die chemischen Vorgange, welche den Zerfall del' 
Lamellen bewirken, sind noch im einzelnen unbekannt. Die eingehende Wieder
gabe del' Literatur tiber diesen vermutlich nicht einheitlichen enzymatischell 
Zerfall kann deshalb hier unterbleiben und es mag auf die sehr sachgemasse 
Zusammenfassung von J. J. \Villaman 3 verwiesen werden. 

Unter den wichtigeren Arbeiten tiber Pektosinase seien noch diejenigen 
von William Brown 4, ausgeftihrt mit Botrytis cinerea, sowie von Harter 
und Weime1'5, ausgefii.hrt mit Rhizopus, genannt. Erhebliches Interesse 
allerdings in erster Linie vom pflanzenpathologischen Gesichtspunkt aus 
scheint einer Untel'suchung yon Butl er 6 zuzukommen, welche hier nach 
Willaman zitiel't wil'd. 

1 P. Klason, Chern. Bel'. 58, 1761; 1925. - 61, 171 und 614; 1928. 
2 Beijerinck u. van Delden, Arch. Neerland, ~ci. (2) 9, 418; 1904. 
3 J. J. IV ill a man. :\Iinnesota Studies in BioI. Sciences X r. G; 1927. - F. l{, D a v is 0 n 

und J. J. Willaman, Bot. Ga;". 83, 320; 1927. 
4 B row n, Ann. of Pot. 29, 313; 1915. 
5 H art e r u. Wei mer, JI Agric. Research 21, 609; 1922; 22, 371; 1921; 24, 861: 1923. 

Ann. JI of Pot. 10, 245; 1923. 
6 D. J. B u t1 e r. Agric. JI of India 1918. 
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Die AbtrellnulIg des Enzym~ von der lebenden Zelle hat :J 0 n e ~ 1 versncht, indem er die 
Zellen von Bae. carotovorus bei 540 t6tete, wahrcnd nach seinen Angabcl1 das Enzym erst 
hei 620 inaktiviert wird. 

\Vas die Bedingungell fur die im eillzelnen noeh unbekannte enzyma
tische Destruktion del' Mittellamelle betrifft, so ist die Optimaltemperatur 
fill' die Zersetzung yon Brown bei 55°, von Davison (in Willamans Labora
torium) bei 43 ° gefunden worden. 

Da.·stellung. Jones hatte aus dem von ihm untersuchten Bac. carotovorus 
eill Enzympraparat clurch AlkoholfalJung erhalten. Eingehendere Versuche 
beschrieben Davison und Willaman teils mit dem oben genannten Bac. 
carotovorus, teils mit Hhizopus tritici. Das von clen wachsenden Organismen 
erzeugte Mycelium (die optimalen Wachstumsbedingungen sind genau fest
gestellt) winl getrocknet und gemahlen und mit Wasser extrahiert. Oder auch 
wird das Enzym aus der Nahrlosung der Organismen mit Alhokol aus
gefallt. 

Ausser in den genannten Mikroorganismen wurde noeh schwach die der 
Pl'otopektinase zugeschriebenen Wirkung m Takadiastase und in Emulsin 
gefunden. 

MessungsmetLoden. Sowohl Brown WiC auch Harter und Weimer 
nelllllen als Endpunkt del' Zersetzung die Zeit an, welche notwendig ist, damit 
die in den Enzyrnextrakt eingetauchtell Gewebe ihren Zusammenhang ver-
1ieren. 

Die yon DaviBOll und Willaman eingefuhrte Bezeichnung Proto
pektinase, welche die genannten Autoren als mit Pektosinase synonym er
klal'en, hat den Vorzug, chemisch bereits etwas bessel' definiert zu sein; es 
ist das Enzym, welches Protopektin auflOst, vermutlich unter Spaltung in 
Pektin. In dies em Zusammenhang mag das von Davison und \Villaman 
angegebene Schema hierher gesetzt werden. 

t l'ckto,e) oder Allmli 

Protopektin 
(Protopektinase) 

1 
Pektin 

(l'ektinasel 

~ 

Pektinsaure, 1Iethylalkohol und Areton ---------7) Endprodukte: 
Arabinose 
Galaktose 
Galakturonsaure 

VOl' dem weiteren Eingreifen der enzymchemischell Forschung muss hier 
clie rein chemische Frage bealltwortet werden, welche Vorgange an del' Zer
storullg der Mittellamel1en beteiligt sind. 

1 L. R. Jon e s, Vermont Agric. EXPel", :::;tation. Bull. 147; 1910. 
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2. Pektinase. 

Ais Pektinase wurde von Bourquelot und Herissey (1898) und dann 
auch von Willaman1 das Enzym beichnet, welches losliches Pektin hydro
lysiert, so dass reduzierende Zucker und einfachere Substanzen entstehen. 
Auf Grund der jetzt bekannten Tatsachen tiber PektinstoHe und der aus 
anderen Gebieten bekannten Spezifitat der Enzyme muss es von vornherein 
als wahrscheinlich bezeichnet werden, dass die Au£teilung des Pektins bzw. 
der Pektinsaure in die Endprodukte Arabinose, Galaktose und Galakturon
saure (evtl. Essigsaure) die Wirkung mehrerer spezi£ischer Enzyme ist. Die 
weitere Forschung hat hier in erster Linie eine Arabinosidase und eine 
Galaktosidase im Enzymgemisch der Pektinase au£zusuchen. 

Tatsachlich ist es neuerdings Willaman in diesem Institut gelungen, 
Hexosid-Spaltungen noch nicht genau £estgelegter Art durch Mandelemulsin, 
vermutlich durch die darin enthaltene Laktase, bzw. eine nahestehende Galakto
sidase wahrscheinlich zu machen. 

Unsere ersten Kenntnisse tiber die enzymatische Spaltung der Pektine 
bzw. Pektinsauren verdankt man Bourquelot und Herissey2. Diese For
scher gewannen das Enzym aus Malz. Spater wurden ahnliche Enzymwir
kuhgen in einer Reihe von Pilzen nachgewiesen. Immerhin waren bei diesen 
Wirkungen lebenden Materials die Abbaureaktionen vermutlich keine rein en 
Hydrolysen. So z. B. dtiden an der von Haw kin s 3 £estgestellte Abnahme 
von Pentosanen wahrend der Vedaulung von KartoHelknollen durch Fusaria 
verschiedene Enzyme beteiligt gewesen sein. Vermutlich auch bei Unter
suchungen von Willaman an Sclerotinia cinerea. 

Ehrlich hat (Zs £. angew. Chern. 40; 1927) untersucht, ob auch 
Diastasepraparate Pektinase enthalten und ob dies imstande ist, auch das 
unlosliche Pektin in seine losliche Form, also in Hydratopektin, iiberzufiihren. 
Das giinstigste Resultat erhielt Ehrlich mit der aus Schimmelpilzen tech
nisch gewonnenen Takadiastase. Ver£. mochte die Vermutung aussprechen, 
dass auch in diesem Enzymgemisch eine P e k to - G a I a k t 0 sid a s e oder 
-Pentosidase neben einer Pekto-Lipase wirksam gewesen ist. 

Vollkommen ausgelaugte Riibenschnitzel und ebenso behandelte Orangen
schalen werden von Takadiastase schon bei Zimmertemperatur sehr intensiv 
angegrif£en und es wird dabei das gesamte unlosliche Pektin in Mengen bis 
zu 50% und mehr des trockenen P£lanzenmarkes in losliches Hydratopektin 
iibergefiihrt, das dann zum Teil noch weiteren Abbau erleidet. Primar lasst 
sich dabei deutlich die Bildung von Araban und pektinsaurem Ca-Mg-Salz 
nachweisen. 

1 J. J. Willaman, Minnesota Studies in BioI. Sci. 6: 1927. 
2 Bourquelot u. Herissey,.n Pharm. et Chim. (6) 8, 145; 1898. 
3 Hawkins, Am.JI of Pot. 20, 375; 1915.- Jl Agric.Res. 6,183; 1916. - Hawkins 

u. H a rye y, Jl Agric. Res. 18, 275; 1919. 
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Die Pektinase scheint auch Tetragalakturonsaure selbst weiter zu niedriger 
molekularen Substanzen abzubauen. 1m Gegensatz zur Pektinase spaltet 
offenbar die Pektase das Hydratopektin del' Obstsafte nul' bis zur Tetra
galakturonsaure, die dann durch Umsatz mit den im Safte gelosten Kalk
salzen in Form des unloslichen Ca-Tetra-Galakturonates als Gel zur Ab
scheidung kommt. 

3. Pektase; Pekto-Lipase. 

Nach Fremyl ist clie Koagulation von Fruchtsaften eme enzymatiRche 
Reaktion. Del' Vorgang, welcher del' Koagulation zugruncle liegt, ist noch 
nicht aufgeklart. Die AU£fassung, die man sich von del' Wirkung del' Pektase 
gebildet hatte, ist o££enbar von den herrschenden Theorien und Hypothesen 
tiber die bessel' bekannten enzymatischen Koagulationen durch Chymosin 
und Thrombin stark beein£lusst. 

Unter den neueren Arbeiten tiber Pektase sind diejenigen von Bertrand 
und Mallevre, sowie von Bourquelot und Heri ssey 2 zu erwahnen. 

Die erstgenannten Forscher kamen zunachst 3 zum Ergebnis, dass zur 
Koagulation durch Pektase die Gegenwart loslicher Salze von Calcium, Stron
tium odeI' Baryum notwendig ist und nehmen an, dass das Koagulum aus 
einem Pektat des Calciums (bzw. einer del' alkalischen Erden) besteht. 

Die enzymatische Umwandlung selbst wird nach Goya ud 4 von del' Gegen
wart von Calciumsalzen qualitativnicht beein£lusst. Die Losung kann nachseinen 
Befunden ebensowohl KalIum enthalten; Calciumsalze bringen die Reaktion 
nul' zur Erscheinung, indem durch sie unlosliches Calciumpektat entsteht. 

Es erscheint kaum zweifelhaft, dass del' Pektase del' Charakter einer 
Lipase zukommt. Die Tatigkeit dieses Enzymes ist die Hydrolyse eines 
Carbonsaure-Esters (die Entmethylierung). Dementsprechend konnte hier 
auch W illaman mit einem so typischen Lipasematerial wie die Ricinuslipase 
eine Pektasewirkung (Gelbildung) erzielen. In diesem Sinne· wird das 
Enzym durch den vorgeschlagenen Namen Pekto-Lipase in die Systematik 
del' Enzyme an del' richtigen Stelle eingereiht 5. Diese Charakterisierung del' 
Pektase als Lipase steht auch in guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen 
yon Tutin 6 tiber die Analogien del' Alkali- und Enzymspaltung cler Pektillc. 

Vorkommen: Die grosse Verbreitung del' Pektase in del' Pflanzenwelt 
ist durch eine Mitteilung von Bertrand und Mallevre 7 bekannt geworden. 

1 F rem y, Jl de Pharm. 26, 392; 1840. 
2 Bourquelot u. Herissey, Jl de Pharm. ef de Chim. 8, 145; 1899. 
3 Bertrand u. Mallevrc, C. r. 119, 1013; 1894. 
4 Goyaud, C. r. 135,537; 1902. 
5 Ob die gleiche Pekto-Lipase auch die Abspaltuug der Essigsiture (1<'. E h rli eh) bewirkt. 

miissen eingehendere Yersuche ergeben. 
6 T uti n, F., Biochem. Jl. 15, 494; 1921. 
7 Bertrand u. Mallilvre, C. r. 121, 726; 1895. 
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Aus der gleieh811 Mitteilung gehen auch die grossen Versehiedenheiten lID 

Pektasegehalt der versehiedenen Arten und der Organe einer und derselben 
Art hervor. Bertrand gibt naehstehende Reihenfolge an, die festgestellt 
wurde, indem man eine gleiehe ~1enge Pflanzenauszuges auf eine 2°! oige, 
wassrige Pektinliisullg wirken lie~s und die zur Koagulation erforderliehe 
Zeit mass. (B. = Blatter; Fr. = Frucht; W. = Wurzel; Seh. = SehOssling.) 

Solanum Lycopersicum, Fr. 
"itis vinifera, nahezu reife Fr. 
Hhcum rhaponticum . 
lUbes rub rum . . . . . . 
:'IIarchantia polymorpha. . . 
Daueus carota, aURgewachs. ,Yo 
Delphinium Staphisagria 
Ginkgo biloha, B. . . . . . 

48 Std. 
24 
22 
15 

" 212 " 
2 ~, 

1)2 " 
1/ 
/2 " 

Syringa vulgariR B.. . . 
Ailanthus glandulosa. B .. 
Daucus earota, Junge "' .. 
Zea Mays, B ..... 
Iris fiorentina, B. 
Trifolium pratense, Seh. 
l\Iedicago sativa, ::-leh. . 
Solanum tubcrosulll, B. 
Brassica napus, B. . . 
Lolium perenne, B.. . 

20 Minuten 
20 
15 
8 
3 

weniger 
als 1 Min. 

Fremy (1. c.) untersehied eine lOsliche Pektase, wie sie besonders in 
RuLen vorkommt, und unlosliehe Pektasen in sauren Fruehten. Bertrand 
und Mallevre 1 wiesen hingegen lOsliehe Pektase auch in Saften von Apfeln; 
Birnen uncl ander811 Fruchten nach und fanclen, dass auch in dies en Koagu
lation erzielt wird, wenn man eine geeignete Menge verdunnten Alkalis zugibt. 

Darstellung: Bertrand und Mallevre stellten Pektasepraparate aUs 
Kleo und Luzerne durch Alkoholfallung dar, die sie - allerdings ohne An
gaLe von Zahlenwerten - als sehr wirksam bezeichneten. 

Aciditatsoptimum: Die Saureempfindlichkeit der Pektase wurde schOll 
von Bertrand und Mallevre hervorgehoben. Ihre Angabe, dass Pektase 
bei Neutralitat am besten wirkt, ist yom Verfasser und Svanberg 2 aller
dings etwas modifiziert worden. N ach unseren eigenen Versuchen an den 
Saftell reifer Beeren von Hibes nigrum, Ribes ruLrum und Hibes grossularia 
liegt das Aciditatsoptimum bei pH = 4,3. Die Safte dieser reifen Beeren 
selbst zeigten ziemlieh ubereinstimlllend eine Aeiditat = 2,8-2,96. 

Aus del' genannten Arbeit lllag folgende Versuchsreihe als Beispiel all
gefiihrt \verden. Dureh Auspressen yon Hibes rubrum wurde direkt cler zu 
untersuchemle SaH gewonnen. 

Anzahl cem 2 n.-NaOH 
zn 15 ccm Saft 

1,5 
1,75 
2,0 
2,25 
2,5 
2,75 

pH 

3,85 
4,05 
4,20 
4,42 
4,60 
4,80 

Koagulationszeit; 
feRt und homogen innerhalb 

6 Stunden 
3,5 

3 

3,5 

1 Bertrand u. l\Iallevre, C. r. 120, 110; 1895. 
2 Euler u. Svanberg, Biochem. Zs 100,271; 1919. 



12. Kap. Die enzymatische Spaltung der iibrigen polymeren Kohlenhydrate. 459 

Die Enzymwirkung ist hier nach del' Gelbildung beurteilt worden, also 
gewissermassen nephelometrisch. Hierzu wie auch zu allen friiheren in ahlllicher 
Weise und bei wechselnder Aciditat ausgefiihrten Versuchen ist zu bemerken, 
dass das Ergebnis natiirlich nicht unbeeinflusst ist von del' Loslichkeit der 
entstehenden Pektinate in den verschieden sauren Losungen. Es ist also 
- wie dies bei einer Reihe unserer Versuche auch geschehen ist - nach 
Ab bruch der Enzymwirkung auf eine gewisse konstant zu haltende 
Aciditat einzustellen und bei Vergleichen mit verschiedenem Enzymmaterial 
fiir iibereinstimmenden Ionengehalt zu sorgen, besonders fiir iibereinstimmen
tlen Ca- und Mg-Gehalt. 

Aktivatoren. Uber Wirkungen spezifischer Aktivatoren ist noch wenig 
bekannt; die enzymatische Umwantllung selbst wird, wie Goyaud richtig 
bemerkte, von del' Gegenwart von Calciumsalzen qualitativ nicht beeinflusst; 
Calciumsalze bringen nur die Reaktion zur Erscheinung, intlem unlosliches 
Calciumpektat entsteht. Immerhin ware hier eine genauere Durcharbeitung 
del' Gleichgewichts- und Loslichkeitsverhaltnisse wiinscheni:lwert. Wertvolle 
Ausgangspunkte hierfiir enthalten die Untersuchungen von D. Haynes! 
und von Sven Odim 2• 

Spezifitiit des Enzymes. Ein vergleichender Versuch von Euler und 
Dvanberg an Ribes rubrum und Ribes nigrum zeigte, dass eine Spezifitat 
des Enzymes auf Pektine verschiedener Gattungen von Ribes nicht bestel1t. 

Methodik. Zu genaueren quantitativen Untersuchungen kommen in 
Betracht: 

1. N ephelometrische Messungen unter Benutzung eines N ephelometers 
etwa desjenigen von Rona und Kleinmann. Nur bei strenger Einhaltuug 
der Aciditatsbedingungen ist. die Beniitzung eines Prazisioninstrumentes 
von Wert. 

2. Viscosimetrische Messungen. Solche liegen VOl' von N. G. BalIS. 
Dampfungs-Viscosimeter bzw. Anordnungen, wie sie Urban Olsson zur 
Messung der Starkeverfliissigung benutzte, sind hier zu empfehlen (vgl. S.4lO). 

3. Am wertvollsten sind rein chemische Methoden. also die Bestimmung 
tles abgespaltenen Methylalkohols odeI' die Bestimmung del' freigelegien 
Carboxylgruppen, letzteres etwa nach der von Knaffl-Lenz befolgten 
NIethodik vgl. S. 64. Auch quantitative Ausfallung von Ca-Salzen kann 
brauchbare Resultate liefern. 

Auf eine kiirzlich erschienene Arbeit von Nan j i und Nor man (Biochem. 
Jl 22; 1928) kann nul' mehr verwiesen werden. 

1 D. Hay nes, Biochem. JI. 8, 553; 1914. 
2 Sven Oden, Intern. Zs f. BioI. 3, 83; 1917 und Bot. Ber. 34, 648; 1916. 
a ~. G. B a II, Proc. Roy. Dublon Soc. 14, 349; 1915. 
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Nachtrage und Verbesserungen. 

1. Kapitel. Esterasen. 

Willstatter, E. Bamann und .Tohanna Waldschmidt - Graser, 
H. 173, 155; 1928. 

Del' Sinn des stereochemischen Auswahlens tierischer Esterasen CMagen, 
Pankreas, Leber) auf Mandelsaureester wird durch Steigenmg des Reinheits
grades nicht geandert. 

Kraut und Rubenbauer, H. 173, 103; 1928. 
Leberesterase. Die Bestandigkeit der Leberesterase ist durch die An

\vesellheit von BegleitstoHen bedingt. Reinigung durch Adsorption und 
Dialyse bis auf den 128 fachen Reinheitsgrad des getrockneten Organs. 

Willstatter, R. Kuhn und E. Bamann, Chern. Ber. 61, 886; 1928. 
Bei del' Spaltung von racemischem Mandelsaureestel' durch Leberesterase 

fand Dakin bei Ullterbrechung del' Hydrolyse rechtsdrehende Mandelsaure 
neben linksdrehendem Ester. Die Verrasser finden die Spaltung racemischer 
Estergemische wie der Enzymreaktionen uberhaupt bedingt: 1. durch die 
A££initaten, welche das Enzym gegenuber den Substraten betatigt, 2. durch 
die Geschwindigkeiten, mit denen die beiden Verbindungen + Substrat-Enzym 
und - Substrat-Enzym hydrolytisch zedallen. 

Rona und R. Italsohn - Schechter, Biochem. Zs 197, 482; 1928. 
Racemischer Mandelsaure-Methylester und Athylester wird gegenuber 

Schweineleberesterase und Pankreaslipase gepruft; die d -Form des Substrates 
wird von Enzym bevorzugt. 

Del' Reinheitsgrad des Enzyms scheint keinen Ein£]uss auf seine asym-
metrische Spezifitat zu besitzen. 

Pincus sen und Mitarbeiter, Biochem. Zs 195, 96; ]928. 
Serum-Esterase wird (wie andere Enzyme) durch Licht geschadigt. 

S. 14, Anm. 4 steht: Mellenby und Wooley statt Mellanby und 
Woolley. 

2. Kapitel. Besondere, esterspaltende Enzyme. 

Zu S.67. Die an sich einwandfreien Versuche von Brinkmann und 
v. B zen t - G y 0 r g y i (Biochem. Zs 146) lassen ~ach den Erfahrungen aus 
clem Stockholmer Institut auch anclere Deutungen bezuglich del' hiimolyti
schen Vorgange zu, als diejenigen cler genannten Verf£. 
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3. Kapitel. Phosphatasen und Sulfata8en. 

H. Erdtman, H. 172, 182; 1928. 

Nierenphosphatase wird mehreren Reinigungsverfahren unterworfen 
Ein in pflanzlichem und tierischem Material verbreiteter Aktivator enth1llt 
als einen wesentlichen Bestandteil Magnesium (siehe auch Kobayashi). 

Hideo Kobayashi, Journ. of Biochem. 8, 205; 1927. 
Takaphosphatase wird gereinigt. In derselben findet sich ein Begleit

stoff (X-Substanz), welcher das Enzym auf die maximale Aktivitat bringt. 
T. Kitasato, Biochem. Zs 197, 257; 1928. 
Ver£. findet eine Hydratation eines Na-Metaphosphates zu Orthophosphat 

durch Takadiastase, und nimmt die Existenz einer Metaphosphatase an. 

5. Kapitel. Saccharasen. Substl'at. 

Die Synthese des Rohl'zuckel's ist neuerdings A. Pictet und H. Vogel 
gelungen. Helv. 11, 436; 1928. 

S. 181, Anmerk. 7 steht Bodensky statt Bodansky. 

9. Kapitel. Ga,laktosidasen. 

C. Melibiase, Weidenhagen, Kinetik del' Melibiasespaltung. Zs Vcr. 
Dtsch. Zuckerind. 1928; 99. 

11. Kapitel. Amylasen. 

E. F. Tenoine und R. Bonnet, Bull. Soc. Chilli. BioI. 9, 982; 1927. 
Pankl'eas-Amykase ist in Gegenwart von NaCl empfindlicher gegen 

Bestrahlung mit ultraviolettem Licht als in del' salzfl'eien, inaktiveren Form. 
Pringsheim, Bondi und Thilo, Biochem. Zs 197, 143; 1928. 
Komplement. Wahrend unverdautes Eieralbumin und Casein keine 

Komplementwirkung zeigt, ist eine solehe nach Pepsinvcrdauung diesel' 
Eiweissstoffe deut1ich. 

12. Kapitel. Die enzymatische Spaltung del' i:ibrigen polymeren 
Kohlenhydra te. 

C. Cellulase. Literatur: Siehe die neu erschienene Monographic von 
Kurt Hess, Die Chemie del' Cellulose. Leipzig, Akad. Verlagsges. 1928. 

Die hyclrolysierenclcn Enzyme del' Pektinstoffe: 
Zur Kenntnis del' Substrate: Nanji und Norman, Biochem. Jl 22, 

596; 1928. - Nor m an, Biochem. Jl 22, 749; 1928. 
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Chemie der Enzyme 
von Professor Dr. Hans v. Euler in Stockholm 

I. T eH: AHgemeine Chemie der Enzyme 
Dritte, nam smwedismen Vorlesungen vollstandig umgearbeitete Auflage 

Mit 50 T extabbildungen und 1 T afe!' 
XII, 422 Seiten. 1925. RM 25.50; geb. RM 28.-

Aus den Bespremungen: 
Dem ersten Bande seines grollangelegten Werkes fiber die Enzyme. der sid. mit der all= 

gemeinen Chemic dieser fOr viele Wissensgebiete so wimtigen und interessanten Korper besmafiigt, 
lallt der Verfasser jetzt den zweiten Tei! folgen, in dem er auf die praparative Chemie der Enzyme 
naher eingeht und eine in jeder Hinsimt ersmopfende iibersimt fiber die an den einzdnen Enzymen 
gewonnenen speziellen Ergebnisse bringt. Aile Vorzfige des Werkes, die bereits in der Bespremunl1 
des 1. Bandes rfihmend hervorgehoben waren, finden sim in dem vorliegenden Bande in erhohtem 
Malle vereinigt, und es steht zu hoffen, dall mit dem bald zu erwartenden Absmlull dieses aus= 
gezeimnet disponierten und tiefgrilndig smfirfenden Unternehmens ein Standardwerk !(esmaffen wird, 
das fUr den Forsmer, den Biologen, den Mediziner und TedlOologen als Lehr= und Namsmlagebueh 
gleim unentbehrlim werden dfime. "Die Naturwissenst:6aften". 

II. T eit: SpezieHe Chemie der Enzyme 
2. A b s m n i tt 

Die hydrolysierenden Enzyme der Nucleinsauren, Amide, 
Peptide und Proteine 

Bearbeitet von Hans von Euler und Karl Myrback 
Z w ei t e und d r i tte nam smwedismen Vorlesungen vollstandig umgearbeitete Auflage 

Mit 47 Texrfi~uren. XII, 310 Seiten. 1927. RM 24-
Aus den Bespremungen: 

Die Zahl der Bfidler fiber Fermente, die in letzter Zeit ersmienen sind, ist nieht gering. 
Eines der hervorragendsten wird immer das Werk von Euler bleiben, wei! es von einem Autor 
verfallt ist, der sdbst auf diesem Gebiete durm eine Fillle hervorragender Arbeiten Grolles ~eleistet 
hat. Es braumt kaum hervorgehoben zu werden, dall es sim nimt allein urn eine lfidtenlose Wieder= 
Rabe aller wimtigen Daten handelt, sondern dall das Werk aum viele eigene Erfahrungen der Ver= 
fasser bringt. Dem speziellen Arbeitsgebifte der Autoren entspremend, finden die kinetismen und 
physikaHsm # memismen Grundlagen der Fermentprozesse in besonders meisterhafier Form ihren 
Ausdrudt. In kritism ahwagender W cise nehmen die Verfasser vielfam aum zu den neuesten Er; 
gebnissen der Forsmung in anregender Weise Stellung-. "Zeitst:6r./iir angew. Cfiemie". 

Neue Methoden und Ergebnisse 
der Enzymforsmung 

Enzymmemisme Untersumungen aus clem Laboratorium R. WiHstatters 
von 

Dr. W. Grafimann 
in Milnmen 

Mit 10 Abbildungen im Text. IV, 146 Seiten. 1928. RM 12.60 
Inhaltsiibersimt: 

Literaturverzeimnis. Einleitung. I. Qgantitative Bestimmung der Enzyme. 
A. Grundlagen der quantitativen Bestimmung. B. Obersimt iiber die wimtigsten 
Bestimmungsmethoden und Einheiten. II. Methoden zur Anreimerung der Enzyme. 
A. Anreimerung im Ausgangsmateria!. B. Verfahren der Enzymfreilegung. 
C. Grundlinien der Adsorptionsmethode. D. Anwendung der Adsolptionsmethode. 
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Das Vorkommen, der Kreislauf 
und der Stoffwemsel des Jods 

Von Th. v. FeHenberg 
Chemiker am eidgenossismen Gesundheitsamt Bern 

Mit 8 T extabbildungen und 4 Kurventafeln 

<Sonderausgabe aus Ergebnisse der Physiologie 
Herausgegeben von L. Ash e r und K. S p i r o. Bd. XXV) 

II, Seite 175-363. 1926. RM 10.50 

Aus dem Inhalt: 
Literatur. Historismer Oberblidt. I. Jodbestimmungsmethoden. a> Allgemeines, b> Be= 

smreibung d~r Methode, c> Trennung der Jodverbindungen in anorganisme und organisme. II. Jod 
und Umwelt. a> Gesteine, b> Salze und kiln.dime Dfingemittel, e> Lun, d> Gewasser, e> Pflanzen 
und Tiere, f} Krdslauf des Jods. /II. Beziehungen zwismen dem Auftreten des Kropfes und dem 
Jodgehalt der Umwelt. IV. Untersumungen fiber den Jodstotfwemsd. a> Ernahrung mit physio= 
logismen Jodmengen beim Erwamsenen, b> Versume mit kleinen Kalium;odidmengen bdm Kind, 
e> Jodaussmeidung nam Einnahme von Rindersmilddrilsen, d> Jodretention nam Verabreimung von 
viel anorganismem Jod beim Meersmweinmen. e> Jodretmtion nam Verabreimung reimlimer Mengen 
Ot'Eanism gebundenen Jods beim Mensmen, f> Jodgehalt von Smilddrusen Neugeborener. V. Jod= 
dungung und Jodfutterung. a> Joddungungsversum, b> Futterungsversume mit ;odgedilngten Runkel= 
ruben, c> Obergang des Jods in die Milm bei Futterung mit ;odiertem Komsalz, d> in die Milm und 
den Ham bei der stillenden Frau, e> in die Milm nam Aufstrim von Jodtinktur, f> Futterungs= 
versum mit ;odiertem Erdnuflol bei einer Kuh. VI. Jodiertes Komsalz. 

Ergebnisse der Physiologie 
Herausgegeben von L. Asher;Bern und K. Spiro=Basel 

Sdt 1902 ersmienen 27 Bande 

XXVII. Band 
Mit 165 Abbildungen im Text, 5 zum reil farbigen Tafeln und zahlreimen 

Tabellen. XX, 896 Seiten. 1928. RM 88.-

Inhaltsiibersimt: 
Die physiologismen Lebensersmdnungen der Leukoeytenzellc. Von W. Fleismmann= 

Wien. - Die quantitativen Probleme der Pharmakologie. Von S. Loewe=Dorpat. - Das Gesetz 
der isodynamen Vertretung und die spezifism = dynamisme Wirkung. Eine gesmimdim = kritisme 
Untersumung. Von Otto Krummamer=Miinster i. W. - Die Regulationsfunktion des mensm= 
limen Labyrinthes und die Zusammenhange mit verwandten Funktionen. Von M. H. Fismer= 
Prag. - Die Notfallsfunktionen des sympathico=adrenalen Systems. Von W. B. Cannon=Boston. 
<Deutsme Obertragung von Frau Else Asher.> - Neue Methoden und Ergebnisse der Enyzm= 
forsmung. <Enzymmemisme Forsmungen aus dem Laboratorium R. Willstatters>. Von W. Grall= 
mann=Munmen. - Die Bestimmung der Gesmlemtsfunktion bei den Huhnern. Von A. Pezard
Paris. <D~fltsme Obertragung von Frau Else Asher.> - Zur Pathologie der Sensibilitat. Von 
H. Stein und V. v. Weizsadter= Heidelberg. - Probleme und Aufgaben der Arbeitsphysiologie. 
Von Edgar Atzler=Berlin. Aus dem Kaiser=Wilhelm=Institut fur Arbeitsphysiologie Berlin.
Di~ Chemie def Hormone. Von George Barger-Edinburgh. - Neuere Ergebnisse uber Eiweill= 
veranderunR'en durm ultraviolette, Radium= und Rontgenstrahlen. Von Mona Spiegel=Adolf= 
Wien. - Atomphysik und Elektrobiologie. Von Reinhold Furth=Prag. - Namenverzeimnis. 
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1m Herbst 1928 ersmeint: 

Untersumungen fiber Enzyme 
Von 

Geheimrat Prof. Dr. Ri<hard WiHstatter 
Munchen 

in Gemeinsmatt mit 

Wolfgang GraBmann '. Heinrim Kraut. Rimard Kuhn 
Ernst Waldsmmidt=Leitz 

und mit 
0, Ambros . E. Baman" . E. Bauer· E. Berner· W. Csanyi <Halden> • W. Deutsch· W. Duisb~rg 
S. Duiiaiturria . H. Dyckerhoff . F. Eichhorn • O. Erbacher • W. Fremery • O. E. v. Orundherr 
W. Haag· A, Harteneck . F. Haurowitz • H. Hem. A. R. F. Htsse . H. Kumagawa . OiKHstner 
O. Lind· K. Linderstrom·Lang . K. Lobinger • Ch. D. Lowry Jr .. A. Madinaveitia . F. Memmen 
O. Oppenheimer. H. Persid . W. Petrou . A. Pollinger· F. Rade . K. Riehmann • H. Rubenbauer 
A. Schaffner· K. Schneider. O. Sdludd . H. Sobotka· W. Steibelt . A. Stoll· J. Waldschmidt-Oraser 

W. Wassermann· H. Weber· E. Wenzel 

Zwei Binda (nimt einzeln) 

Mit etwa 180 Abbildungen. Etwa 1760 Seiten 
Etwa RM 120.-, in Halbfrailz gebunden etwa RM 132.-

Der Inhalt des Werkes besteht in Beobamtungen aber die Freilegung von 
Enzymen aus der Zelle z. B. eines Pilzes, in Methoden fur die Bestimmung und 
die Isolierung der Enzyme, far die Steigerung der enzymatismen Konzentrationen. 
namentlim durm Verfahren der Adsorption, und in Ergebnissen aber die Spezifitat 
der Enzyme, im besonderen der Carbohydrasen, der Proteasen und der Lipasen. 
Die Adsorptionsmethodik ist so weit entwickelt worden, daB quantitative Trennungen 
von einander nahestehenden Enzymen sowie von Enzymen und Aktivatoren oder 
Hemmungskorpern gelingen. Urn gute Mittel far die Adsorptionen zu smaffen, 
sind Untersumungen aber die Natur von Metallhydroxyden und anderen Hydro
gelen in Angriff genommen. Hier taumte Neuland der anorganismen Chemie 
auf, ein nom wenig verstandenes, wenig anerkanntes Gebiet leimt veranderlimer 
Hydroxylverbindungen von bestimmten memismen Konstitutionen. Die letzte 
Beobamtung ist die Bildung molekular geloster Kieselsaure, die einen sehr hohen 
Gehalt von Monokieselsaure aufweist. 

Aus dem Inhalt: 

Zusammenfassendes. - Analytisme Arbeiten. - aber Hydrogele; Ad. 
sorbention und Adsorptionsverfahren. - aber Chlorophyllase und aber pflanz
lime Lipasen. - aber Peroxydase und Katalase. - aber Sacmarase (Invertin). -
aber Maltase; aber Lactase; aber Garung. - aber Spezifitat der Encyme; 
besonders der Carbohydrasen; aber Emulsin. - aber Pankreasenzyme; aber 
Leberesterase; aber Magenlipase; aber Spezifitat tierismer Proteasen. - aber 
pfIanzlime Proteasen. 
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Gesammelte Werke 
von 

Emil Fismer 
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