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Motto:

Das Studium der enzymatischen Prozesse
scheint mir berufen zu sein, auch die An-
schauungen i{iber den molekularen Bau
komplizierter Kohlenstoffverbindungen zu
vertiefen [Zs. . physiol. Chemie 26, S. 68 (1898)]
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Vorwort.

Der bedeutende Aufschwung, den die Entwicklung der
Enzymchemie seit den klassischen Untersuchungen Eduard
Buchners in den letzten Jahrzehnten genommen hat, ist in
zweifacher Richtung von Bedeutung geworden, einmal fiir das
Streben nach der Isolierung und Beschreibung der reinen
enzymatischen Stoffe und ihrer besonderen Wirkungen, sodann
fiir die Verwendung dieser fein abgestimmten Reagenzien zar
Auslosung bestimmter chemischer Reaktionen, sei es fiir die
Gewinnung leicht verfinderlicher Stoffe der organischen Welt,
sei es fiir die wichtige Aufgabe der Konstitutionsermittlung
unerforschter Naturprodukte. Diese Richtlinien, die in den
ausgedehnten Arbeiten vor allem von E. Fischer, R. Will-
stitter, H. v. Euler, L. Michaelis, C. Neuberg und vielen
anderen Forschern entwickelt und befolgt worden sind, haben
grundlegende neue Erkenntnisse iiber die Natur und iiber die
Wirkungen der Enzyme zu gewinnen erlaubt. Die Bedeutung,
die diese Untersuchungen fiir die angefiihrten Probleme erlangt
haben, rechtfertigt es, ihre Ergebnisse einem weiteren Kreise
naturwissenschaftlich Interessierter zu vermitteln, zumal sie
bisher nur in einigen grofleren Werken wie den Lehrbiichern
von C. Oppenheimer und von H. v. Euler niedergelegt worden
sind. So wird dieses Buch bestrebt sein, dem Leser weniger
eine umfassende Ubersicht iiber die vielen Einzelerfahrungen
der Enzymforschung zu bieten, als ihn mit den wichtigsten
allgemeineren Gesichtspunkten, die sich fiir die Kennzeichnung
der Enzyme und ihrer Wirkungen ergeben haben, an anschau-
lichen Beispielen bekannt zu machen.

Herrn cand. chem. Gerhard Kiinstner, der mir beim Lesen
der Korrekturen behilflich war, schulde ich besonderen Dank.

Miinchen, im Juni 1926.

E. Waldschmidt-Leitz.
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Allgemeiner Teil.

I. Zur Entwicklung des Fermentbegriffes.

Die Kenntnis und die praktische Anwendung gewisser fermen-
tativer Prozesse, so vor allem der alkoholischen Girung, reicht bis
in die vorgeschichtliche Zeit zuriick. Allein der Begriff der
,fermentatio“, unter dem man in der #lteren Zeit die verschieden-
artigsten Erscheinungen, insbesondere alle unter Gasentwicklung
verlaufenden Prozesse, zusammenfafte, war noch sehr unklar und
suberlich. Es wiirde zu weit fithren, alle Wandlungen in den An-
schauungen iiber die Natur der verschiedenen bekannten G#rungs-
erscheinungen hier zu erdrtern; sie konnten ja auch so lange keine
Bedeutung erlangen, wie die chemischen Grundlagen der betreffenden
Fermentreaktionen nicht sicher erkannt waren. Erst in der Liebig-
schen Ara begann man sich exaktere Vorstellungen vom Verlauf
fermentativer Prozesse zu bilden. Zu jener Zeit hatte man auch
neben den bis dahin allein bekannten Gérungsvorgingen eine Reihe
anderer enzymatischer Reaktionen kennengelernt; dazu gehort die
Beschreibung der Amygdalinspaltung durch das Emulsin der bitteren
Mandeln von Liebig und Wéhler?), ferner die Entdeckung eiwei-
spaltender Fermente, des Pepsins durch Schwann?), des Trypsins
durch Corvisart?®), endlich die Auffindung der Malzamylase durch
Payen und Persoz*).

Die Zersetzungstheorie von J. v. Liebig?®), die die Ferment-
prozesse beschrieb als eine Storung des molekularen Gleichgewichtes
der Substrate infolge eines chemischen Zerfalls der Fermente selbst,
faBte diese Reaktionen zum ersten Male unter einem einheitlichen

1) A. 22, 1 (1837); Pogg. Ann. 41, 345 (1837).

2) Miillers Archiv 1836, S.90.

3) Zs. rat. Med. 7, 119 (1858).

4) A. ch. 53, 73 (1833); 56, 337 (1834).

5) A. 41, 357 (1842); 158, 1137 (1870); J. pr. N. F. 1, 35, 312 (1870).
Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme. 1



2 I. Zur Entwicklung des Fermentbegriffs.

Gesichtspunkt zusammen. Die Liebigsche Erklirungsweise konnte
sich indessen nicht lange behaupten und sie wurde bald durch die
von L. Pasteur?) entwickelten Vorstellungen verdringt, durch
dessen klassische Untersuchungen die engen Beziehungen mancher
Fermentprozesse wie der alkoholischen Gérung zur Lebenstitigkeit
gewisser niederer Organismen aufgedeckt wurden. Solche Prozesse
wie die Girungs- und Fiaulnisvorginge ordnete Pasteur ledig-
lich dem Stoffwechsel von Mikroorganismen zu, und er vertrat die
Auffassung, daf sie nur innerhalb der lebenden Zellen vor sich
gehen kinnten; danach verstand man die alkoholische Girung als
ein Leben der Hefe ohne Sauerstoff. Diese Vorstellungen fithrten
dazu, daf man von diesen geformten Fermenten, deren Funktion
an das Leben der Mikroorganismen gebunden war, diejenigen
Fermente zu unterscheiden hatte, deren Wirkungen man auflerhalb
der Zelle wahrnahm, also z. B. die der tierischen Verdauungssekrete;
man nannte sie ungeformte Fermente oder Enzyme.

Die vitalistische Auffassung Pasteurs und damit die Unter-
scheidung zwischen geformten Fermenten und Enzymen ist bis zu
Anfang dieses Jahrhunderts in Geltung geblieben. Sie konnte
auch nicht erschiittert werden, als man erkannte, daf in manchen
Fillen, beispielsweise beim rohrzuckerspaltenden Ferment der Hefe,
der Zusammenhang mit der Zelle von wechselnder Festigkeit sein
konnte, Beobachtungen, die geeignet gewesen wiren, die Unter-
scheidungsmerkmale zwischen geformten und ungeformten Fermenten
zu verwischen; und die insbesondere von M. Berthelot?), von
M. Traube?®) und von F. Hoppe-Seyler*) vertretene Anschauung,
daB man auch innerhalb der lebenden Zellen wirkliche Enzyme an-
zunehmen habe, wurde lange nicht anerkannt. E. Buchner?) ge-
biihrt das groBe Verdienst, die Einheitlichkeit des Fermentbegriffs
wiederhergestellt und den Bann der vitalistischen Anschauungs-
weise gebrochen zu haben. Er fiihrte den Nachweis, dal auch der
wichtigste Vertreter der geformten Fermente, das Ferment der
alkoholischen Girung, sich unter geeigneten Bedingungen von der
lebenden Zelle trennen 148t, daf seine Wirkung in den Prefisiften

1) Die Alkoholgirung, 2. Aufl.,, Stuttgart 1878.

2) C. r. 51, 980 (1856).

3) Ges. Abhandl., Berlin 1899.

4) Pflig. Arch. 12, 1 (1876).

5) B. 80, 117 (1897); E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn,
Die Zymasegirung, Miinchen 1903.
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der Hefe, unabhingig von der Gegenwart der Zellen selbst, demon-
striert werden kann, ein Nachweis, der vordem lediglich an der
Unbestindigkeit des Ferments gescheitert war, das unter den ge-
wohnlichen Bedingungen des Zelltodes ebenfalls der Zerstérung
anheimfillt. Auf #hnlichem Wege gelang dann in der Folgezeit
die Isolierung anderer Giérungsfermente, wie der der Milchsiure-
und Essigsiduregérung.

Mit E. Buchner beginnt die moderne Entwicklung der
Fermentlehre, die ,Ferment‘ und ,Enzym¢“ als identische
Begriffe gleichsetzt; nun konnte die Forschung daran gehen, die
Untersuchungen iiber das Wesen und iiber die Wirkungsweise der
Fermente, von neuen und vereinfachten Gesichtspunkten geleitet,
wieder aufzunehmen. Die Wirkungsweise der Enzyme, mit der
sich spitere Kapitel eingehender befassen werden, ist heute als in
grofen Umrissen klargelegt zu betrachten; den Untersuchungen
iiber den Verlauf enzymatischer Vorginge verdanken wir die Er-
kenntnis, daf die Vermittler dieser Reaktionen, die Enzyme, als
reine Katalysatoren aufzufassen sind, ein Gedanke, der schon von
E. Mitscherlich?) und von J. J. Berzelius?®) gesubert worden
ist; sie sind also zu definieren als bestimmte stoffliche
Katalysatoren der organischen Natur mit spezifischem
Reaktionsvermogen, gebildet zwar von lebenden Zellen,
aber in ihrer Wirkung unabhéngig von deren Gegenwart.
Thre Wirkung als Katalysatoren besteht also nur in der Be-
schleunigung an sich von selbst verlaufender Reaktionen, ohne da8
sie durch die Reaktion selbst verbraucht oder verindert werden.

Wihrend heute iiber die Wirkungsweise der Enzyme nur noch
in speziellen Fragen Meinungsverschiedenheiten bestehen, sind unsere
Unterlagen fiir einen anderen wichtigen Teil der gegebenen Definition
viel weniger gesichert, ndmlich hinsichtlich der Annahme einer be-
stimmten stofflichen Natur dieser Katalysatoren. Es ist bis heute
trotz der in den Arbeiten der Willstdatterschen Schule erreichten,
in vielen Fillen weitgehenden Reinigung noch nicht gelungen,
eines der bekannten Enzyme als chemisches Individuum zu charak-
terisieren; so hat sich in keinem der untersuchten Fille die Mog-
lichkeit ergeben, ein Enzym in eine bestimmte Gruppe chemischer
Stoffe einzuordnen, und es ist sogar fiir mehrere von ihnen nach-
gewiesen worden, daB sie keiner der bekannten Korperklassen an-

1), Pogg. Ann. 31, 273 (1834).
2) Lehrbuch der Chemie 6, 20 (1837).

1*



4 I. Zur Entwicklung des Fermentbegriffs.

gehoren konnen. Alle Angaben der #lteren und neueren Literatur
iiber die spezielle chemische Natur enzymatischer Stoffe haben sich
als irrig erwiesen, und so kennen wir heute aufler ihrer spezifischen
Wirkung kein charakteristisches Merkmal dieser Korper. Es ist
auf Grund solcher Erfahrungen verstidndlich, daB verschiedentlich,
und gerade in neuerer Zeit Einwinde gegen die Annahme einer
bestimmten stofflichen Struktur dieser Kérper ausgesprochen worden
sind, obwohl die an deren Stelle gesetzten anderweitigen Vor-
stellungen den Erfahrungen der priparativen Enzymchemie weit
weniger entsprechen. So hat A. Fodor!) die Ansicht gedufert
und verfochten, daB die Enzyme nicht als besondere chemische
Individuen von eigenartiger chemischer Struktur, sondern als an
sich bekannte Protoplasmabestandteile nur von besonderer kolloider
Verteilung, von bestimmter Dispersitidt, aufzufassen seien. Nach
Fodor ist als wesentliche Vorbedingung fiir den Eintritt der
Enzymwirkung die Aufrechterhaltung eines bestimmten Verteilungs-
grades anzusehen, mit dessen Verlust der betreffende Stoff auch
seine Eigenschaften als Enzym einbiift; in spezieller Anwendung
dieser Anschauung ist dann das rohrzuckerspaltende Enzym der
Hefe mit dem Hefegummi, das eiweilspaltende Enzym dieses Pilzes
mit einem phosphorhaltigen Protoplasmabestandteil, dem Hefe-
phosphorprotein, gleichgesetzt worden, also mit bekannten Inhalts-
stoffen der Hefe, die ihre enzymatische Aktivitit nur einem be-
stimmten Kolloidzustand verdanken sollen.

Noch schérfer als in diesen Betrachtungen driickt sich der
Gegensatz zwischen der stofflichen Auffassung der Enzyme und
der Aberkennung ihrer chemischen Eigenart in den Untersuchungen
von E. Baur?), von E. Herzfeld®) und von R. Ehrenberg?)
aus, wonach die Enzymwirkung mehr auf eine geeignete Mischung
chemisch wohlbekannter Stoffe zuriickzufithren ist; in diesem Sinne
berichten die Autoren iiber eine kiinstliche Bereitung von Fermenten,
so iiber eine Milchsiuregirung durch Pepton oder iiber die Hydro-
lyse von Proteinen durch ein Gemisch von Eiweifspaltprodukten.

Die erwihnten Vorstellungen haben in den priparativen Unter-
suchungen R. Willstitters®) indessen keine Stiitze gefunden.

1) Das Fermentproblem. Dresden und Leipzig 1922.

%) Bio. Z. 117, 96 (1921); G. Schlatter, ebenda 181, 362 (1922).
%) Ebenda 64, 103 (1914); 68, 402 (1915); 88, 260 (1918).

¢) Ebenda 128, 431 (1922).

5) Siehe dazu B. 55, 3601 (1922).
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Einmal hat es sich gezeigt, daB im speziellen Falle der Hefe-
saccharase das Enzym sich vollstindig und ohne EinbuBe an
Aktivitit von Hefegummi trennen 148t, mit dem es von Fodor
identifiziert worden war; und ganz allgemein hat es sich erwiesen,
daf die Abhingigkeit dieses und anderer Enzyme von der Disper-
sitdt und der Verteilung nicht so bedeutend ist, wie es der rein
kolloidchemischen Anschauungsweise entsprechen wiirde: die Wirk-
samkeit des Enzyms wird auch durch grobe dispersoidchemische
Versnderungen, beispielsweise durch Adsorption an anorganische
Stoffe, gar nicht beeinfluft. Nimmt man dazu die Erfahrungen,
die die prdparativen Untersuchungen hinsichtlich des spezifischen
Adsorptionsverhaltens der Enzyme vermittelt haben und die eine
leichte und glatte Trennung auch in ihrer Spezifitit nahe ver-
wandter enzymatischer Stoffe, wie der proteolytischen Enzyme der
Pankreasdriise ') allein auf Grund spezifischer Adsorptionsaffinititen
erlauben, so diirfte es keinem Zweifel mehr unterliegen, daf die
Enzyme nicht als mehr oder weniger spezifische Protoplasma-
bestandteile nur von besonderer Dispersitit, sondern vielmehr als
bestimmte und unterscheidbare chemische Individuen reagieren.
Nur so lifit sich auch die fein abgestimmte strukturelle Spezifitit
dieser Stoffe ungezwungen erkliren. Es kommt hinzu, daf die
praparative Reinigung, wie schon erwshnt, fiir mehrere wichtige
Enzyme ergeben hat, daf sie sich chemisch mit keinem der be-
kannten Bestandteile des Protoplasmas identifizieren lassen und
daB die speziellen Angaben, die Baur, Herzfeld und Schlatter
iiber die Synthese von Fermenten aus Mischungen bekannter
Stoffe veroffentlicht haben, alsbald als irrig widerlegt werden
konnten 2).

Immerhin haben auch die bei der priparativen Reinigung ge-
sammelten Beobachtungen tiber die Bestindigkeit der Enzyme vor
allem in reinerer Form zu dem Ergebnis gefithrt, da auch in ein-
facheren Fillen, wie bei der Hefesaccharase, eine gewisse Ab-
hiingigkeit der enzymatischen Aktivitiat vom Kolloidzustand besteht,
und daf die Verinderungen der enzymatischen Affinitit nicht allein
mit einer Beeinflussung der spezifischen chemischen Gruppe des

1) Vgl. E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck, H. 147,
286 (1925).

2) Chr. Barthel und H. v. Euler, H. 128, 257 (1923); O. Acklin,
Bio. Z. 189, 457; 141, 70; 142, 117, 351 (1923).
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Enzymmolekiils gedeutet werden konnen. R. Willstatter?) vertritt
daher die Auffassung, daf die Enzyme sich zusammensetzen aus
einem kolloiden Triger und einer spezifischen aktiven Gruppe,
welche ihre Bindung an das Substrat vermittelt und deren Auf-
ladung zugleich die Kolloidnatur des ganzen Komplexes bedingt,
eine Auffassung, die dem physikalisch-chemischen und dem strukturell-
chemischen Verhalten der Enzyme in gleichem Mafie Rechnung
trigt. Die Aufgabe, nach den spezifischen stofflichen Trigern der
enzymatischen Wirkungen zu suchen, verliert damit um so weniger
an Berechtigung und Bedeutung, als sie nach wie vor berufen sein
wird, zwischen den verschiedenen Anschauungen iiber die Natur
der Enzyme endgiiltig zu entscheiden.

II. Die Enzyme als Kolloide.

Der kolloidale Charakter der Enzyme und ihrer Losungen ist
bereits im vorhergehenden Kapitel gestreift, und es sind dort die
zum Teil zu weit gehenden SchluBfolgerungen behandelt worden,
die man mit diesen Eigenschaften verkniipft hat. In'der Tat zeigen
alle bisher in der Literatur beschriebenen Enzympriparate die Merk-
male kolloidaler Verteilung, wenngleich man zu beriicksichtigen
hat, daB sie in vielen Fillen durch beigemischte hochmolekulare
Zellinhaltsstoffe vorgetiuscht sein konnen; allein auch die am weit-
gehendsten gereinigten Losungen der Hefesaccharase in den Arbeiten
von R. Willstitter und von H. v. Euler zeigen noch den fiir
kolloide Loésungen charakteristischen Tyndalleffekt. Ein weiteres
Merkmal, das die Enzyme im Sinne der iiblichen Definition in das
Reich der Kolloide einzureihen erlaubt, bildet ihr Verhalten gegen-
iiber semipermeablen Membranen wie Pergament, Kollodium oder
tierischer Membran, die sich fiir Enzyme als undurchlissig erwiesen
haben; und nicht zuletzt weisen ihre ausgeprigten Adsorptions-
affinititen, die in folgenden Abschnitten eingehender zu besprechen
sind, sie in die Reihe oberflichenaktiver Stoffe.

Am stirksten ausgeprigt erscheint der kolloidale Charakter
bei den wasserunléslichen, wahren intrazelluliren Enzymen, als
deren charakteristischer Vertreter zufolge R. Willstdatter und

1) Vgl. R. Willstitter, J. Graser und R. Kuhn, H. 128, 1, und
zwar S.45 und 59 (1922).
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E. Waldschmidt-Leitz!) das fettspaltende Ferment des Ricinus-
samens angesehen werden darf. Diese Lipase erweist sich sogar
als hochst unbestindig gegen Wasser und Elektrolytlosungen; sie
»ist entweder durch Adsorption an einen unlgslichen Triger aus
der Proteingruppe verankert ... oder aber die Proteinsubstanz ist
der kolloide Tréger der lipatisch-aktiven Gruppe als ein Bestandteil
des Lipasemolekiils selbst.

Das hauptsichlichste und bestimmende Merkmal des kolloiden
Zustandes ist durch die TeilchengroBe gegeben, d. h. den Grad
des Zusammenschlusses der Molekiile eines Stoffes zu hoheren
Aggregaten; zufolge der Abgrenzung der kolloiden Stoffe bewegt
sie sich fiir diese zwischen Durchmessern von 1 bis 100 yu. Eine
Anzahl von Methoden zur Bestimmung dieser GrofBe, wie das Ver-
fahren der Ultrafiltration oder die Bestimmung von Gefrierpunkts-
erniedrigung und Siedepunktserhthung, sind fiir die Messung von
Enzymlésm{gen nicht anwendbar, sei es wegen der durch die An-
wesenheit von Begleitstoffen bedingten Storungen, sei es wegen
ihrer geringfiigigen Ausschliige. Dagegen hat die Methode der
Molekulargewichtsbestimmung auf Grund der Diffusionsgeschwindig-
keit einige Anhaltspunkte fiir die GréBe von Fermentteilchen ge-
geben; sie hat den Vorteil, daB sie die Enzyme unabhingig von
den neben ihnen in Losung befindlichen Stoffen zu untersuchen er-
laubt, sofern nicht, wie zu beriicksichtigen bleibt, Assoziationen
des Enzyms mit Begleitstoffen vorliegen. Man mift die Ge-
schwindigkeit, mit der das Enzym aus seiner Liosung gegen das
reine Losungsmittel diffundiert; der hieraus zu berechnende Dif-
fusionskoeffizient D ?) steht zu dem gesuchten Molekulargewicht M
in der einfachen Beziehung:

D Vﬁ — const,

wobei nach L. W.Oeholm?) fiir Wasser von 20° & = 7,0 zu
setzen ist.

Die Messungen des Molekulargewichts, die nach diesem Ver-
fahren R. O. Herzog?) an einer Reihe von Enzymlosungen und

1) H. 184, 131 (1923[24).

2) Vgl. W. Kawalki, Wied. Ann. 52, 166, und zwar S. 185 (1894);
A. Einstein, Ann. d. Phys. 19, 303 (1906); Z. EL Ch. 14, 237 (1908).

3) Ph. Ch. 50, 309 (1904/05); 70, 378 (1910).

%) 7. EL Ch. 13, 533 (1907); Bio. Z. 11, 172 (1908).
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nach ihm H. v. Euler?!) an Hefesaccharase ausgefithrt hat, sind in
den Tabellen 1 und 2 wiedergegeben.

Tabelle 12).

Mittlerer
Enzym D (18%) u Durchmesser 7 (uu)
Pepsin . . . . . . . .. 0,070 10 000 4,2
Lab . . . . . . . ... 0,066 11 200 4,4
Emulsin . . . . . . .. 0,036 37 700 8,2
Invertin . . . . . . .. 0,033 44 900 9,0

Tabelle 21).

Reinheitsgrad (Iy) D (209 M
46— 38 0,0425 28 000
11— 7,7 0,047 22 000
84,0 — 32,2 0,0488 20 600
220 — 200 0,0500 19 600

Wie die Tabellen zeigen, schwanken die ermittelten Werte
des Molekulargewichts zwischen 10000 und 45000, wihrend der
nach dem niamlichen Verfahren fiir Eieralbumin ermittelte Wert
14000 betragt. Aus den Eulerschen Messungen erhellt des
weiteren, dafl von einem gewissen Reinheitsgrade an das Diffusions-
vermdgen ziemlich konstant gefunden wird, also keine deutliche
Beeinflussung durch Begleitstoffe mehr zeigt. Es ist jedoch zu
bemerken, da abgesehen von dem nicht bestimmbaren Einfluf einer
Assoziation des Enzyms mit Begleitstoffen die hier wiedergegebenen
Zahlen nur Mindestwerte des Molekulargewichts darstellen, da die
Oeholmsche Konstante D YM = 7,0 nach den bei Proteinen er-
haltenen Ergebnissen zu niedrige Werte liefert. Immerhin zeigen
diese Messungen, daf der Durchmesser der Enzymteilchen in der
GroBenordnung mit den fiir hohere Proteine ermittelten Werten
iibereinstimmdt.

1) H. 78, 335 (1911); 110, 190 (1920); 113, 59 (1920); Kolloidz. 31,
3 (1922).
2)'Z. EL Ch. 18, 533 (1907); Bio. Z. 11, 172 (1908).
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III. Die Enzyme als Elektrolyte.

Die Anschauung, daf die Wirksamkeit der Enzyme von ihrer
elektrischen Ladung abhinge, hat zuerst J. Loeb?!) im Jahre 1909
gesuflert; sie kniipfte an an die schon lange bekannte Abhingigkeit
der Pepsinwirkung von der Gegenwart starker Sduren. Dieser
Abhsngigkeit der Enzymwirkung von der Aciditat bzw. Alkalinitit
der Losung, die man auch bei anderen Enzymen wahrgenommen,
hatte man lange Zeit nicht geniigende Beachtung geschenkt; meist
begniigte man sich fiir die Messung von Enzympriparaten mit der
Einstellung bestimmter Titrationsacidititen. Es ist das Verdienst
von S. P. L. Sérensen?) und von L. Michaelis?), die grole Be-
deutung der Wasserstoff- bzw. Hydroxylionenkonzentration fiir die
Aktivitit der Enzyme erkannt und hervorgehoben zu haben. Die
Einhaltung konstanter Wasserstoffionenkonzentration, wie sie von
diesen Forschern fiir die Messung enzymatischer Priparate ein-
gefithrt wurde, hat dazu beigetragen, die Unsicherheiten, mit denen
viele dieser Messungen behaftet waren, zu vermindern und ihre
Vergleichbarkeit zu fordern. Die Bedeutung, die die Beachtung
der H-ionenkonzentration fiir die Entwicklung der Enzymchemie
gewonnen hat, rechtfertigt es, kurz die zur Einstellung und Messung
bestimmter Acidititen dienenden Verfahren zu beschreiben.

Als Regulatoren fiir die Herstellung und Innehaltung be-
stimmter H-ionenkonzentrationen dienen die von Sérensen
und Michaelis empfohlenen sogenannten ,Puffer®, das sind ge-
eignete Salzmischungen, deren Aciditit durch den Hinzutritt von
Ssure, Lauge oder amphoteren Stoffen in gewissen Grenzen keine
erhebliche Anderung erfshrt, die also eine Acidititsinderung durch
schon vorhandene oder im Verlauf der Enzymwirkung gebildete
Produkte hintanzuhalten vermogen; in besonderem Mafe eignen
sich hierzu Salze dreibasischer Siuren wie der Phosphor- oder
Zitronensiure und ganz allgemein die Salze schwacher Siuren oder
Basen bzw. amphotere Stoffe selbst. Nachstehende Tabelle 3 ver-
zeichnet eine Anzahl solcher Pufferlésungen neben ihrem speziellen
Geltungsbereich ; die Konzentration der Wasserstoffionen ist daneben

1) Bio. Z. 19, 534 (1909).

2) Bio. Z. 21, 131, und zwar S.255 (1909); Ergebn. d. Physiol. 12,
393 (1912).

3) Siehe dazu ,Die Wasserstoffionenkonzentration, 1. Aufl., Berlin
1914; 2. Aufl,, 1. Teil, Berlin 1922.
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durch das nach dem Vorschlag von Sérensen gebriuchliche, ver-
einfachte Ma py — Wasserstoffionenexponent oder Wasserstofi-
exponent veranschaulicht, das den negativen dekadischen Logarithmus
der H-ionenkonzentration darstellt.

Tabelle 3.

Puffermischungen nach S¢érensen und Michaelis.

Geltungsbereich (189)
Puffermischung

H) Py
Glykokoll—Salzsiure . . . . . 7,08.10-2—2,09.10-% | 1,15— 3,68
Essigsdure—Acetat . . . . . . 5,76.10~%*—0,28.10-6 3,24 — 6,55
Primires—sekundires Phosphat . || 0,64.10-5—0,61.10"8% | 5,19 — 8,21
Ammoniak—Ammonchlorid . . . 1,02.10-8—1,0 .10-11 | 7,99 — 11,00
Glykokoll—Natronlauge . . . . | 2,63.1079—1,07.10-18 | 8,58 — 12,97

Die Messung der H-ionenkonzentration oder des py einer
Losung erfolgt nach dem Vorschlag von Michaelis entweder
durch direkte Bestimmung ihres Potentialgefilles gegen eine Wasser-

Abb. 1.
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Aktivitits-py-kurve des Invertins.

stoffelektrode oder aber rascher, wenn auch weniger sicher, durch
den kolorimetrischen Vergleich der Fiarbung bestimmter Indikatoren
mit der einer Liosung von bekanntem pg ). '

1) Beaiiglich der Einzelheiten dieser Methoden mufi auf die Monographie
von Michaelis ,Die Wasserstoffionenkonzentration* verwiesen werden.
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Mit Hilfe dieser Methoden ist zuerst von Sorensen und von
Michaelis, spiter von anderen Forschern die Abhingigkeit der
Aktivitait vom py fiir eine grofie Anzahl von Enzymen gemessen
worden; dabei ergab sich fiir jedes der untersuchten Enzym-
priparate ein charakteristischer optimaler Wirkungsbereich. Die
gewonnenen Beziehungen werden gewdhnlich durch die sogenannten
Aktivitits-pg-kurven wiedergegeben, die die relative Aktivitit
mit dem py vergleichen. So erhielten L. Michaelis und H. David-
sohn?') beispielsweise fiir die Aktivitit des rohrzuckerspaltenden
Enzyms der Hefe, des Invertins, die nachstehend wiedergegebene
pu-Kurve, die eine breite optimale Wirkungszone des Enzyms
zwischen pg 3,5 und 5,5 erkennen laSt.

In der folgenden Tabelle 4 sind die fiir die wichtigsten En-
zyme ermittelten Acidititsoptima zusammengestellt, soweit sie
bekannt sind.

Die Tabelle beriicksichtigt nur die exaktesten und einwand-
freiesten Messungen der Literatur; auch gelten ihre Angaben fast
ausschlieflich fiir die rohen Enzympriparate.

Tabelle 4.

py-Optimum einiger Enzyme.

Enzym ” Py -Optimum Autor
Pankreaslipase . 8 Davidsohn ?)
Magenlipase . . 4—5 »
Ricinuslipase . . 4,7 Haley und Lyman 3)
Pepsin . . . . 1,5—1,6 | Sérensen?)
Trypsin . . . . 7,8—8,7 | Waldschmidt-Leitz?)
Erepsin . . . . 7,8 Waldschmidt-Leitz und Harteneck )
Urease . . . . 7,0 van Slyke und Zacharias?)
Saccharase . . . 42 | Michaelis und Davidsohn 8)
Maltase . . . . 6,1—6,8 | Michaelis und Rona ?)
B-Glucosidase . . 5 E. Fischer 10)
Pankreasamylase 6,7—17,0 Sherman, Thomas und Baldwin 11)
Malzamylase . . 4,6—5,2 | Liiers und Wasmund %)
Katalase . . . . 7 Sorensen 13)
1) Bio. Z. 85, 386 (1911). — 2) Bio. Z. 49, 249 (1913). — 3) Am.
Soc. 43, 2664 (1921). — +) Bio. Z. 21, 131 (1909). — %) H. 132, 181

(1923/24). — ) H. 147, 286 (1925). — 7) JL Biol. Chem. 19, 181 (1914).
— 8) Bio. Z. 85, 386 (1911). — 9) Ebenda 57, 70; 58, 148 (1913). —
1) H. 107, 176 (1919). — 11) Am. Soc. 41, 231 (1918/19). — 13) Fer-
mentt. 5, 169 (1920121). — 13) 1. c. 4.
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In vielen Fillen hat man nicht geniigend darauf geachtet,
Stérungen und Fehler zu vermeiden, die die Mefiresultate beein-
trichtigen oder entstellen. So hat man zu beriicksichtigen, daf
die Bestindigkeit der Enzyme sich mit der Aciditit in wechselndem
MagBe verdndert; zwar fillt fiir einige von ihnen, wie fiir die Hefe-
saccharase, das Optimum der Stabilitit mit dem Wirkungsoptimum
zusammen, andere Enzyme dagegen, beispielsweise das Trypsin der
Pankreasdriise, sind im Bereich ihres Reaktionsoptimums in den
rohen Priparaten nicht am bestindigsten. In solchen Fillen kann
daher die Form der Aktivitits-py-kurve und die Lage ihres Scheitel-
punktes willkiirlich entstellt sein, sofern man nicht Sorge trigt,
beispielsweise durch Anwendung niedriger Versuchstemperaturen
und kurzer Bestimmungsdauer, den Einfluf der Enzymzerstorung
auszuschalten. Andere Storungen, die nicht immer beriicksichtigt
worden sind, betreffen eine Wirkung der Wasserstoff- bzw. Hydroxyl-
ionen auf das Substrat selbst, die in manchen Fillen, so bei proteo-
lytischen Messungen, Kontrollversuche erforderlich macht; und es
gibt endlich Fille, zu denen die Spaltung echter Fette durch
tierische Lipasen zu rechnen ist, bei welchen die exakte Messung
des Reaktionsoptimums an der Unméglichkeit scheitert, den Einfluf
stark pg-dndernder Spaltprodukte hinreichend auszuschalten.

Die Abhingigkeit der Enzymwirkung von der Wasserstoffzahl
und insbesondere die Lage des Reaktionsoptimums wurden in
den Untersuchungen der Michaelisschen Schule als ein charak-
teristisches Merkmal der einzelnen Enzyme angesehen. So ist
die Bestimmung des pg-Optimums in vielen Fillen zur Unter-
scheidung enzymatischer Individuen herangezogen worden; man
glaubte beispielsweise bei tierischer Amylase zwischen verschiedenen
Amylase-Salzkomplexen unterscheiden zu sollen, nachdem sich fiir
den Zusatz verschiedener Neutralsalze wechselnde Acidititsoptima
der Stirkespaltung ergeben hatten ). Die Untersuchungen R. Will-
statters?) haben indessen gezeigt, da bei manchen Enzymen, so
bei tierischen Lipasen, die Abhingigkeit von der Wasserstoffzahl,
so wie sie gefunden wird, durch ganz andere, kompliziertere Fak-
toren vorgetiuscht oder entstellt werden kann; ,der Einfluf der
Wasserstoffzahl wird von der Aktivierung und Hemmung durch

1) Siehe dazu L. Michaelis und H. Pechstein, Bio. Z. §9, 77
(1914).

?) R. Willstitter, E. Waldschmidt-Leitz und Fr.Memmen,
H. 125, 93, und zwar 5. 97 (1922/23).
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Begleitstoife und Reaktionsprodukte tiberdeckt¢. So hat es sich
ergeben, daB die Lipase des Magens, die, wie aus Tabelle 4 ersichtlich,
auf Grund ihres in rohem Zustand, nimlich im Magensaft selbst
ermittelten sauren Reaktionsoptimums von der Pankreaslipase unter-
schieden wurde, in reinerem Zustand hinsichtlich dieser Eigenschaft
mit dem pankreatischen Enzym identifiziert werden kann. Sie findet
sich n#imlich in ihrem natiirlichen Sekret zusammen mit einem
Stoffe, der thre Wirkung bei alkalischer Reaktion hemmt; mit der
Abtrennung dieses Stoffes verschiebt sich die Lage ihres Reaktions-
optimums schrittweise, um schlieflich mit der des Pankreasenzyms
zusammenzufallen, sie wandert also vom sauren ins alkalische Ge-
biet. Die nachstehende Tabelle 5, die dieses Verhalten an der
Lipase des Hundemagens veranschaulicht, ist einer Untersuchung
von R. Willstatter, F. Haurowitz und Fr. Memmen?!) ent-
nommen.

Tabelle 5.
Py-Abhingigkeit der Hundemagenlipase.

Enzympriparat Optimum bei pg Minimum bei pyp
Lipaselosung aus Mucosa . . . . 5,56—6,3 8,6
Essigsdurefdllung . . . . . . . 5,5—6,3 8,6
Elektrodialysat . . . . . . . . 6,3—7,1 4,7
Nach Reinigung mit Kaolin . . 7,1—7,9 4,7

Die theoretische Deutung, die L. Michaelis 2) den beobachteten
pr-Aktivititskurven der Enzyme gegeben hat, beruht auf der An-
nahme, daf die Enzyme selbst als amphotere Elektrolyte aufzufassen
seien, als Stoffe von zugleich basischem und saurem Charakter, die
je nach dem py in wechselndem Verhiltnis als Anionen, Kationen
oder in undissoziierter Form auftreten. Die in Abb. 1 wieder-
gegebene Aktivitits-pg-kurve der Saccharase entspricht nun beispiels-
weise nach Michaelis, wenigstens in ihrem alkalischen Ast, der
Form einer sogenannten Dissoziationsrestkurve, das ist der
des undissoziierten Anteils der Saccharase, der sich als Funktion
der H-ionenkonzentration durch die Beziehung ausdriicken laft:

o=1—p=1— K.: (H),
K+ #H) K+ H)
1) H. 140, 203 (1924).
2) L. Michaelis und H. Davidsohn, Bio. Z. 35, 386 (1911).
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wenn ¢ den Dissoziationsrest, y den Dissoziationsgrad und K die
Dissoziationskonstante der Saccharasesiure bedeutet; diese selbst
entspricht, da fiir den speziellen Fall (H) =— K in obiger Gleichung
sich @ zu 0,5 ergibt, derjenigen H-ionenkonzentration, fiir die die
Aktivitiats-pg-kurve die Hilite der maximalen Reaktionsgeschwindig-
keit anzeigt; so ergibt sich im angefiihrten Beispiel fiir die Sac-
charase K — 10—67.

Diese Ergebnisse besagen nach Michaelis, da8 als der wirk-
same Anteil der Hefesaccharase ihre undissoziierten Molekiile an-
zusehen sind und daB bei verschiedener H -ionenkonzentration
jeweils nur ein gewisser Bruchteil des Enzyms in undissoziierter,
also katalytisch wirksamer Form vorhanden ist; daf die Form der
Kurve hier den Dissoziationsrest einer Sgure und nicht, wie gleich-
falls moglich, den dissoziierten Anteil einer Base anzeigt, folgert
Michaelis aus den Untersuchungen iiber das Adsorptionsverhalten
und die Wanderung des Enzyms im elektrischen Felde, die auf
seinen sauren Charakter hinweisen. In #hnlicher Weise sind die
Aktivitits-pg-kurven anderer untersuchter Enzyme von Micha-
elis gedeutet worden; so ergab die Analyse fiir das Trypsin, daB
seine wirksamen Anteile durch die Fermentanionen dargestellt
werden.

Die urspriinglichen Schlufifolgerungen von Michaelis, wonach
fir den Fall der Saccharase nur ihren undissoziierten Anteilen
enzymatische Aktivitit zukomme, diese demnach nur auf den elektro-
chemischen Charakter des Enzyms selbst zuriickzufiihren sei, sind
indessen durch Untersuchungen von L. Michaelis und M. Roth-
stein!) und von R. Kuhn?) in Frage gestellt worden, in denen
sich nachweisen lie, daB entgegen der theoretischen Folgerung die
Aktivitits-py-kurve des Enzyms bei wechselnder Rohrzucker-
konzentration sich nicht #ndert, und daf andererseits das Gleich-
gewicht zwischen Enzym und Zucker sich als unabhingig von der
Wasserstoffzahl erweist. Diese Beobachtungen sprechen nicht fiir
die Auffassung der Vereinignng von Enzym und Rohrzucker als
einer Tonenreaktion; aus der Tatsache, daf trotz der Konstanz des
an das Substrat gebundenen Enzymanteils und seiner Unabhéngigkeit
von der Wasserstoffzahl mit dieser sich die Reaktionsgeschwindigkeit
dndert, ist vielmehr von R. Kuhn die Vorstellung abgeleitet worden,

1) Bio. Z. 110, 217 (1920).
%) Naturw. 11, 732 (1923).
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daB die Wasserstoffionen die Zerfallsgeschwindigkeit der Enzym-
Substratverbindung beeinflussen.

Wiahrend in diesen Untersuchungen die Abhingigkeit der
Aktivitat von der Wasserstoffzahl hauptséchlich auf den elektro-
chemischen Charakter des Enzyms selbst zuriickzufiihren versucht
wird, hat in neuerer Zeit J. H. Northrop?!) fiir den speziellen
Fall der proteolytischen Enzyme die Auffassung vertreten und ex-
perimentell behandelt, daf die Reaktionsgeschwindigkeit nicht von
der Dissoziation der Enzyme, sondern von der der Substrate ab-
hiinge; diese Ansicht wird gestiitzt durch den Befund, daf in einer
Reihe von Fillen die Aktivitits-py-kurven von Pepsin und Trypsin
eine gewisse Ubereinstimmung mit den Dissoziationskurven der
angewandten Substrate aufweisen. Nach Northrop soll Pepsin,
dessen Aktivititsoptimum stark saurer Reaktion entspricht, nur
mit den EiweiBkationen, das bei alkalischer Reaktion optimale
Trypsin nur mit den Proteinanionen reagieren; nach den Unter-
suchungen von R. Willstitter und W. Grassmann?) und von
A.B.Hertzmann und H. C. Bradley?3) ergibe sich die Moglichkeit,
hiervon eine dritte Gruppe proteolytischer Enzyme zu unterscheiden,
welche nur die undissoziierten Proteinmolekiile angreifen, deren
pg-Optimum nimlich der isoelektrischen Reaktion der Substrate
entspricht. Die untersuchten Fille sind indessen nicht zahlreich
und nicht verschieden genug gew#hlt worden, um ein abschlieBendes
Urteil iiber die entwickelten Vorstellungen zu erlauben; nach noch
unversifentlichten Versuchen des Verfassers entspricht dieNorthrop-
sche Theorie in mehreren untersuchten Beispielen nicht dem experi-
mentellen Ergebnis, es wird vorzuziehen sein, allgemein nicht nur
die Dissoziation der Substrate, sondern auch die der Enzyme in
Betracht zu ziehen.

Zur Kennzeichnung der elektrochemischen Natur der Enzyme
ist von Michaelis ihr Verhalten im elektrischen Felde
herangezogen worden. Bekanntlich wandern unter der Wirkung
des elektrischen Stromes die elektronegativen Anionen zur Anode,
die elektropositiven Kationen zur Kathode, wihrend der Wanderungs-
sinn amphoterer Elektrolyte wie der Aminosduren und Proteine
durch die Aciditit der Losung bestimmt wird: in alkalischem Medium
bewegen sie sich zur Kathode, in saurem zur Anode, wihrend

1) Naturw. 11, 713 (1923).
%) H. 188, 184, und zwar S.198 (1924).
3) Proc. Am. Soc. Biol. Chem. 18, 19 (1923).
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in einem dazwischenliegenden py-Gebiet, das ihrer isoelektrischen
Reaktion entspricht, gar keine Wanderung beobachtet wird.

Die Untersuchungen der Michaelisschen Schule!) haben nun
zusammen mit #lteren Beobachtungen von H. Bierry, V. Henri
und G.Schaetfer?) sowie von H.Iscovesco?) das Uberfihrungs-
verhalten einer Reihe von rohen Enzympriparaten eingehend be-
handelt; dabei ergab sich beispielsweise fiir die Hefesaccharase auch
in stark saurer Lysung eine rein anodische Wanderung, wihrend
sich fiir andere Enzyme wie Malzamylase, Trypsin und Katalase
eine Abhingigkeit ihrer Wanderungsrichtung von der Aciditit fest-
stellen lieB; Michaelis schrieb danach der Saccharase rein oder
doch iiberwiegend sauren Charakter zu. Die Nachpriifung dieser
Beobachtungen an reineren Enzympréparaten durch R. Willstatter,
J. Graser und R. Kuhn*) hat indessen zu der Erkenntnis gefiihrt,
da sie nicht auf das Verhalten des Enzyms selbst zu beziehen
sind ; mit steigendem Reinheitsgrad tritt, wie Tabelle 6 erweist, der
elektronegative Charakter der Saccharase mehr und mehr zuriick.
,Die elektrische Uberfithrung sagt“ also, ,sofern sie mit sehr un-
reinen Enzymlosungen ausgefithrt wird, iiber die Natur eines Fer-
ments nichts aus, sondern sie liBt nur erkennen, ob in dem aus
einem Ferment und seinem jJeweiligen Begleitstoff gebildeten
Additions- oder Adsorptionsprodukt die S#ure- oder Basennatur
iiberwiegt“ 5). So ist der elektrische Ladungssinn weder der
Saccharase selbst noch der anderer Enzyme bisher mit Sicherheit
erkannt worden.

Tabelle 6.
‘Wanderungssinn und Reinheitsgrad der Saccharase.

Reinheits- |Versuchs ‘Wanderung in Proz.
Enzympriparat grad dauer
Zeitwert Stdn. anodisch kathodisch
Hefeautolysat . . , . . . . . . 200 18 0,64 0,00
Nach Adsorption an Tonerde . . 8,45 23 0,61 0,18
Nach Ads. an Tonerde u. Kaolin 1,0 22 0,54 1,93

1) Bio. Z. 16, 81; 17, 231 (1909); 25, 1 (1910); 80, 481 (1911); 57,
70; 83, 320 (1913); 59, 100; 64, 13 (1914).

2) Soc. Biol. 1, 226 (1907); V. Henri, Bio. Z. 16, 473 (1909).

8) Soc. Biol. 1, 770, 861 (1907); Bio. Z. 24, 53 (1909/10).

4) H. 128, 1, und zwar S.73 (1922).

5 R. Willstitter, B. 55, 3601, und zwar S. 3614 (1922).
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L.Michaelis?) hat auch zuerst die Adsorptionsaffinititen
der Enzyme zur Aufklirung ihrer elektrochemischen Natur ana-
lIysiert. Unter der Adsorption versteht man die Anreicherung ge-
loster Stoffe an der Grenzfliche starrer Korper; man unterscheidet
sie von der Absorption, bei welcher eine Losung in dem auf-
nehmenden Stoffe selbst eintritt. Die Erscheinungen der Adsorption,
die man frither teilweise auf reine Kapillarkrifte, nimlich auf eine
Verminderung der Oberflichenspannung an der Grenzfliche der
Phasen, zuriickzufiihren versuchte ?), sind mehr und mehr unter
chemischen Gesichtspunkten verstanden worden; viele Erfahrungen
haben dahin gefilhrt, zur Deutung der Adsorptionserscheinungen
aufler den Einfliissen der Kapillaritiat die Wirkung chemischer und
elektrischer Krifte heranzuziehen, deren Bedeutung in vielen Fillen
ausschlaggebend ist. Michaelis gebithrt das Verdienst, die
chemische Natur vieler Adsorptionsvorgiinge betont zu haben; seine
Untersuchungen, welche allgemein zwischen mechanischer und
elektrochemischer Adsorption unterscheiden, fiihren zu dem Ergebnis,
daB die erstere nur in vereinzelten Fillen, so bei der Adsorption
durch Kohle oder Zellulose, in Betracht zu ziehen ist.

Die Erscheinungen der elektrochemischen Adsorption,
die am Beispiel der Adsorption organischer Farbstoffe eingehend
untersucht wurden, teilten L. Michaelis und P. Rona?) nach
folgenden Gesichtspunkten ein:

1. Aquivalente Adsorption — Aufnahme der Anionen und
Kationen des Salzes in dquivalenten Mengen;

2. Hydrolytische Adsorption — Aufnahme nur einer ein-
zelnen Tonenart;

3. Austauschadsorption — Austausch zwischen einem Ion
des Adsorbens und einem solchen des geldsten Stoffes, und

4. Aufladungsadsorption — Aufnahme der Anionen und
Kationen in verschiedenem Verhiltnis, begleitet von einer Ladungs-
#nderung des Adsorbens.

Wihrend bei unléslichen, salzartigen Adsorbenzien nur Aus-
tauschadsorption beobachtet werden konnte, verlief auch die Ad-
sorption durch Oxyde basischer oder saurer Natur ganz entsprechend

1) Bio.Z. 7, 488 (1907/08); L.Michaelisund M.Ehrenreich, Bio. Z.
10, 283 (1908); 25, 359 (1910).
2) Vgl. H. Bechhold, Die Kolloide in Biologie und Medizin, 2. Aufl,,
Leipzig 1919, S. 25.
3) Bio. Z. 97, 57 (1919); 102, 268 (1920).
Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme. 2
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einer chemischen Umsetzung. ,Bei elektrolytartigen: Adsorbenzien
ist die Adsorption also identisch mit denjenigen Reaktionen, welche
auf Grund der gewGhnlichen chemischen Affinititen vorhergesagt
werden konnen.“ Diese Befunde entsprechen den Vorstellungen
von J. Langmuir?'), nach denen die Adsorption durch Absittigung
der freien, nach auflen gerichteten chemischen Valenzen an der
Grenzflache des Adsorbens erfolgt. Der elektrochemische Charakter
der Adsorption gestattet eine Einteilung der Adsorbenzien nach
ihrer elektrischen Ladung, in elektropositive und elektronegative,
deren Affinitit zu enzymatischen Stoffen zu bedeutsamen Aussagen
iiber die elektrochemische Natur der letzteren Veranlassung ge-
geben hat.

Die #ltesten Beobachtungen iiber die Adsorption eines Enzyms,
namlich des Pepsins, finden sich schon bei E. Briicke %), der auch
bereits Verfahren zur Freilegung des Enzyms aus den Adsorbaten
beschrieben hat, sowie in den Untersuchungen von A. Danilewsky %)
und von J.Cohnheim®*) aus demselben Jahrzehnt; aber es hat
fast 50 Jahre gedauert, bis die Erscheinung der Enzymadsorption
von Michaelis und Ehrenreich wieder aufgenommen und ihre
Beschreibung vertieft wurde. Mit Hilfe des Leitsatzes, daf alle
durch das elektronegative Adsorbens Kaolin adsorbierbaren Sub-
stanzen als Basen, alle durch die elektropositive Tonerde adsorbier-
baren aber als Sduren anzusehen seien, versuchten sie die elektro-
chemische Natur einer Anzahl von Enzymen ohne quantitative
Bestimmung, allein auf Grund von Schitzungen festzustellen.
Invertin, bei jeder Reaktion durch Tonerde adsorbierbar, nicht im
geringsten dagegen durch Kaolin, zeigte danach den Charakter
einer Saure, im Einklang mit den Ergebnissen der Uberfithrung;
Speichelamylase und Trypsin, die bei jeder Reaktion von Tonerde
wie von Kaolin aufgenommen wurden, betrachtete man dagegen als
amphotere Korper.

Diese Befunde, die an rohen Enzymldsungen erhoben wurden,
gelten indessen, wie R. Willstdtter®) gezeigt hat, nicht fiir die

1) Am. Soc. 38, 2221 (1916); 89, 1848 (1917).

2) Sitzungsber. Akad. d. Wiss. Wien 43, 601 (1861).

3) Virchows Arch. 25, 279 (1862).

4) Ebenda 28, 241 (1863).

5) R. Willstdtter u. F. Racke, A. 425, 57 (1920/21); R.Will-
stitter und W. Wassermann, H. 123, 181 (1922); R. Willstdtter und
E. Waldschmidt-Leitz, H. 125, 132, und zwar 8. 139 (1922/23).
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Enzyme selbst, sondern nur fiir ihre Aggregate mit begleitenden
Stoffen. So hat es sich gezeigt, daB das Invertin aus reineren
Lisungen von Kaolin adsorbiert wird, auch schon aus rohen Hefe-
autolysaten unter bestimmten Bedingungen: es besitzt also sowohl
saure wie basische Eigenschaften. Trypsin wird schon nach unvoll-
kommener Reinigung durch Tonerde gar nicht mehr aufgenommen,
dagegen quantitativ durch Kaolin; seine basische Natur tritt her-
vor. Tierische Amylase endlich biift mit steigendem Reinheitsgrade
ihre Adsorbierbarkeit sowohl an basische wie an saure Stoffe mehr
und mehr ein. Das wahre Adsorptionsverhalten der Enzyme
wird also erst in hoherem Reinhéitsgrade erkennbar.

Die Ausgestaltung und systematische Anwendung der Ad-
sorptionsmethoden hat durch die zahlreichen Untérsuchungen
R. Willstdatters und seiner Mitarbeiter fiir die préaparative
Enzymchemie entscheidende Bedeutung erlangt; nicht nur, daf
sie dazu gedient hat, den Reinheitsgrad vieler Enzyme und anderer
hochmolekularer Stoffe weitgehend zu steigern, die Auswertung
spezifischer und fein abgestimmter Adsorptionsaffinititen hat es
auch in mehreren Fillen ermoglicht, Enzyme in ihren natiirlichen
Gemischen voneinander zu trennen und enzymatische Reaktions-
systeme in ihre Komponenten zu zerlegen. Die speziellen Adsorp-
tionsverfahren, die diese Untersuchungen geleitet haben, sollen im
7. Kapitel an charakteristischen Beispielen erldutert werden; ihre
allgemeinen Richtlinien und ihre theoretischen Grundlagen und
Ergebnisse werden im folgenden behandelt.

Die Adsorption der Enzyme aus ihren Losungen beschrinkt
sich erfahrungsgemif nicht auf diese selbst, es werden vielmehr
zusammen mit den Enzymen wechselnde Mengen anderer hoch-
molekularer Begleitstoffe durch das Adsorbens aufgenommen; der
Erfolg der priparativen Reinigung der Enzyme durch Adsorption
hangt also nach R. Willstdatter?) davon ab, ob es gelingt, die
Adsorption auswidhlend genug zu gestalten. Als Ma$ fiir die
auswihlende Wirkung eines Adsorbens ist von R. Willstatter
und W. Wassermann?) der ,Adsorptionswert (A.-W.)¢ ein-
gefiihrt worden; er ist gleich der Anzahl der Enzymeinheiten, die
von 1 g des Absorbens unter den Versuchsbedingungen aufgenommen
werden. Je hoher der Adsorptionswert in einem Versuchsansatz
gefunden wird, um so grofler ist die unter diesen Bedingungen zu

1) B. 55, 3601, und zwar S. 3610 (1922).
%) H. 128, 181 (1922).

9 *
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erwartende Konzentrationssteigerung des Enzyms. So findet man
den Adsorptionswert auer von der Aciditit der Losung in hohem
MaBe abhingig von der Anfangskonzentration des Enzyms, und
zwar fiir die einzelnen Enzyme in verschiedenem Sinne. Aus den
Untersuchungen von Willstédtter und Wassermann und von
H. Kraut und E. Wenzel?) hat es sich ergeben, daf die von dem
Adsorbens Tonerde aufgenommene Menge des Invertins der Hefe
mit steigender Verdiinnung betrichtlich zunimmt, so stieg in einem
Beispiel bei 50facher Verdiinnung der von der némlichen Menge
Tonerde adsorbierte Enzymanteil von 19 auf 93 Proz.; diese Er-
scheinung wird auf eine weitgehende Dissoziation eines die Ad-
sorption storenden Asso-

Abb. 2. ziationsproduktes aus
Enzym und Begleitstoff

bei grofer Verdiinnung

zuriickgefiihrt. Anderer-

seits hat sich fiir tierische

Lipase?), deren Ad-
sorptionsverhalten viel

unspezifischer ist, ein

Einfluf der Anfangskon-

zentration nicht sicher

erkennen lassen, und die

1IEimn L. pflanzliche Peroxydase3)
scheint durch Tonerde

, aus verdiinnterer Lsung

or 02 03 04 05 06 07 sogar schlechter adsor-
Adsorptionswert der Tonerde und Anfangs- bierbar zu sein.
konzentration. Den Einfluf der

Verdiinnung auf die Ad-
sorption des Invertins durch Tonerde veranschaulichen Kraut und
Wenzel durch die vorstehende Abbildung, die die Abhingigkeit
des Adsorptionswertes von der Konzentration des Enzyms in der
Adsorptionsrestlssung graphisch wiedergibt.

1) H. 183, 1 (1923/24); 142, 71 (1924/25).
2) R. Willstidtter und E. Waldschmidt-Leitz, H. 125, 132, und
zwar 8. 165 (1922/23).

3) R. Willstitter u. A. Pollinger, A. 430, 269, und zwar S. 276
(1922/23).
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Die Form der fiir ein beliebiges Enzympriparat erhaltenen
Adsorptionskurven, die gemidf der von H. Freundlich?) auf-

gestellten Beziehung
1

A-W. = g.cn

(¢ = Konzentration in der Restlosung, o und # — Konstanten)
fiir das Adsorptionsverhalten eines reinen Stoffes der von loga-
rithmischen entsprechen sollten, und ihre Abhingigkeit von der
Anfangskonzentration des Enzyms in der Losung 146t nach Kraut
und Wenzel erkennen, ob das Enzym mechanisch beigemengte
Stoffe begleiten, die die Oberfliche des Adsorbens teilweise in Be-
schlag nehmen; sie ist von grofer Bedeutung fiir die Beurteilung
des geeignetsten priparativen Verfahrens, das eine Abtrennung der
die Adsorption des Enzyms storenden Begleitstoffe entweder durch
ihre Voradsorption oder durch eine selektivere Adsorption des
Enzyms selbst zu erreichen sucht. Die Analyse und Auswertung
der fiir eine Enzymlgsung charakteristischen Adsorptionskurven ge-
stattet indessen nicht, das Enzym von solchen Beimengungen zu
unterscheiden und zu trennen, die ihm im Adsorptionsverhalten
sehr nahe stehen, z. B. von seinen Zersetzungsprodukten; und ferner
gibt es Fille, in denen das Enzym seine Adsorbierbarkeit nur der
Assoziation mit einem Begleiter verdankt [pankreatische Amylase]?),
in denen die Adsorptionskurve also nur iiber das Verhalten dieses
Komplexes aussagt, wihrend in anderen Féllen die Bindung des
Enzyms an begleitende Stoffe, die nicht adsorbiert werden, seine
Adsorption ganz zu verhindern vermag (vgl. das Adsorptions-
verhalten des rohen Invertins gegeniiber Kaolin nach L. Michaelis).

Der EinfluB einer Assoziation mit Begleitstoffen auf das Ver-
halten der Enzyme macht sich auch bei ihrer Loslosung aus den
Adsorbaten, der Elution, in bemerkenswertem MaBe geltend, die;
wie R. Willstdatter gezeigt hat, sich im allgemeinen durch eine
Anderung des Reaktionsmilieus bewerkstelligen 1iBt: man eluiert
ein bei saurer Reaktion adsorbiertes Enzym z. B. durch verdiinnte
Alkalien; in anderen Fillen scheint die Elution dagegen auf einer
reinen Verdringung des Enzyms von der Oberfliche des Adsorbens
zu beruhen, so bei der Anwendung von Phosphat als Eluens fiir
Tonerdeadsorbate durch die Bildung schwer 1gslichen Aluminium-
phosphats; diese ist viel unspezifischer.

1) Kapillarchemie, 2. Aufl., Leipzig 1922, 8.232 ff.
?) H. 142, 14 (1924/25).
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Die zahlreichen FErscheinungen, die das Adsorptions- und
Elutionsverhalten der Enzyme aufweist, sind von R. Willstidtter
und F. Racke!) mit der Annahme gedeutet worden, daf die
Gegenwart bestimmter Begleitstoffe, der ,Koadsorbenzien* und
der ,Koeluentien®, fiir die leichte Adsorbierbarkeit oder Eluier-
barkeit des Enzyms verantwortlich zu machen ist: der Komplex

/Koadsorbens

E
P\ Koeluens

wird nach dieser Vorstellung gleichwie das Enzym allein adsor-
bierbar und eluierbar sein, die Assoziation des Enzyms mit
einem Koadsorbens allein dagegen in den Adsorbaten festgehalten
werden.

Bemerkenswert ist die eluierende Wirkung von Substraten
auf Enzymadsorbate, die zuerst von S. G. Hedin?) fiir Adsorbate
des Trypsins an Tierkohle festgestellt und die spiter auch bei
kohlehydratspaltenden Enzymen beobachtet wurde ®); ihre theo-
retische Bedeutung ist indessen noch nicht zu iibersehen.

IV. Enzymatische Kinetik.

Die Gesetzm#Bigkeiten, welche sich auf Grund der chemischen
Dynamik fiir die enzymatischen Reaktionen als katalytische Prozesse
ableiten lassen, finden sich nur in einfachen Fiéllen mit einiger
Genauigkeit verwirklicht. Die komplizierte und ungeniigend be-
kannte Zusammensetzung enzymatischer Reaktionssysteme hat neben
unserer Unkenntnis der chemischen Natur der wirksamen Kata-
lysatoren und des Einflusses begleitender Stoffe auf ihre Affinitit
zur Folge, daf sich oft auch in einfacheren Fillen, bei der Um-
setzung von Substraten bekannter Konstitution, der Verlauf einer
enzymatischen Reaktion bestimmten gesetzmifigen Beziehungen
nicht unterordnen lift. Wenn daher in den #lteren reaktions-
kinetischen Untersuchungen die Anwendung des Massenwirkungs-

1) A. 425, 1, und zwar 8. 59 (1920/21).

) Biochem. J1. 1, 484 (1906); 2, 81 (1907); H. 50, 497 (1907);
siehe dazu auch E. Waldschmidt-Leitz, A. Schéffner u. W. Grass-
mann, H. im Druck.

%) R. Willstédtter u. R. Kuhn, H. 116, 53 (1921); L. Michaelis.
Bio. Z. 115, 269 (1921).
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gesetzes in irgend einer Form durch Aufstellung von monomoleku-
laren, bimolekularen oder anderweitigen Reaktionsgleichungen ihren
Ausdruck gefunden hat, so ist der Giiltigkeit solcher Beziehungen
bei der Nichtbeachtung zahlreicher, die Reaktion bestimmender
Faktoren in vielen Fillen nur ein sehr beschrinkter Wert beizu-
messen. Es ist daher geboten, im Rahmen dieses Buches nur die
am besten gestiitzten Ergebnisse an anschaulichen Beispielen zu
erortern.

Fir die Umwandlung einer einzigen Molekiilart in andere
fordert das Massenwirkungsgesetz, nach welchem die aktive Masse
eines Stoffes seiner Konzentration proportional ist, daB ihre Ge-
schwindigkeit der jeweils vorhandenen Konzentration der reagieren-
den Molekiile proportional gefunden wird; diese Beziehung fiir den
Verlauf monomolekularer Reaktionen findet ihren Ausdruck
in der Gleichung
dz

—(ﬁ k(a_x)y

» —
in welcher a die Anfangskonzentration des Stoffes, x die zur Zeit ¢
bereits umgesetzte Menge desselben und % eine Konstante, die so-
genannte monomolekulare Reaktionskonstante, bedeutet. Durch Inte-
gration dieser Gleichung ergibt sich

1 a

= —1 .
k t na—x

Diese Beziehung monomolekularen Reaktionsverlaufs gilt z. B.
nach den klassischen Untersuchungen von L. F. Wilhelmy?), wie
Tabelle 7 veranschaulicht, fiir die katalytische Inversion des Rohr-
zuckers durch Sduren, eine Reaktion, welche in reinem Wasser
unmeBbar langsam verlsuft, und zwar in verdiinnten Losungen, in
welchen eben infolge der praktisch unverénderten Menge der einen
Reaktionskomponente, des Wassers, die in Wirklichkeit bimole-
kulare Reaktion sich einer monomolekularen nihert; die Konstante
der Reaktionsgeschwindigkeit findet man in diesem Falle der Kon-
zentration des Katalysators, der Wasserstoffionen, proportional
wihrend sie sich von der Rohrzuckerkonzentration als unabhingig
erweist, es werden also in der Zeiteinheit gleiche Bruchteile des
Substrats umgesetzt.

1) Pogg. Ann. 81, 413, 499 (1850).
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Tabelle 7.
Reaktionsverlauf der Rohrzuckerspaltung durch H-Tonen.
i 1
Mitn‘ Drehungzwmkel = + logio P
0 -+ 46,75 —

45 - 38,25 0,001 34
120 -+ 26,00 0,001 38
240 -+ 11,50 0,001 40
450 — 4,50 0,001 47
630 — 10,00 0,001 39
oo — 18,70 —

Die Giiltigkeit der monomolekularen Reaktionsgleichung trifft
auch fiir gewisse einfache enzymatische Reaktionen zu, sofern dafiir
Sorge getragen wird, dafl die Reaktionsbedingungen wihrend der
Dauer des Versuches unveréndert bleiben, und daf die Menge des
aktiven Enzyms keine Abnahme durch Zerstorung erfahrt. Dies
haben, um nur einige Beispiele herauszugreifen, H. v. Euler?)
sowie K. G. Dernby?) fir die Hydrolyse einfacher Peptide durch
Erepsin oder W. Issajew?) fiir die Zersetzung des Wasserstoff-
superoxyds durch Hefekatalase erwiesen, dessen Untersuchung die
folgende Tabelle 8 entnommen ist.

Tabelle 8.
Reaktionsverlauf fiir Hefekatalase.

t Spaltun 1 a

Min. I’roz.g k= t o810 a—z
5 94,6 245,7

10 43,3 246,4

15 57,2 245,5

20 67,7 245,4

25 75,6 245,0

30 81,9 246,9

Auch die enzymatische Hydrolyse des Rohrzuckers durch Hefe-
saccharase ist von C.S. Hudson*) als monomolekulare Reaktion

1) H. 51, 213 (1907).

%) Bio. Z. 81, 107 (1916/17).

3) H. 42, 102 (1904); 44, 546 (1905).
4) Am. Soc. 80, 1160 (1908).
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beschrieben worden. Dem stehen jedoch die Beobachtungen anderer
Forscher entgegen, denen zufolge die Reaktionskonstante erster
Ordnung hier deutlich ansteige; so sind die Ergebnisse Hudsons
von L. Michaelis und H. Davidsohn?), welche den letzteren
Fall als den normalen ansehen, mit der Amnahme einer Enzym-
zerstorung gedeutet worden.

Das Ansteigen der Reaktionskonstanten, wie es in den Ver-
suchen von Michaelis und Davidsohn zum Ausdruck kommt,
ist in Tabelle 9 veranschaulicht; L. Michaelis und M. L. Menten?)
haben nach dem Vorbild von V. Henri®) fir diesen Fall auf
theoretischem Wege eine Reaktionsgleichung der enzymatischen
Rohrzuckerhydrolyse abgeleitet, welche mit den experimentellen
Ergebnissen in Ubereinstimmung steht und nach welcher die Re-
aktionsgeschwindigkeit durch die Summe einer linearen und einer
logarithmischen Funktion dargestellt wird.

Tabelle 9.

Reaktionsverlauf der Saccharasewirkung
nach Michaelis und Davidsohn.

1 a
o b= oo
21,0 0,001 45
60,0 0,001 51
130,0 0,001 64
190,2 0,001 71
246,0 0,001 76

Die Untersuchungen von R. Willstatter, J. Graser und
R. Kuhn*) haben indessen gezeigt, daf die Erscheinungen wechseln-
der Kinetik, wie sie in den abweichenden Beobachtungen beispiels-
weise von Hudson und von Michaelis und Davidsohn -zutage
treten, nicht mit einer verschiedenen Bestindigkeit der Saccharase
zu deuten sind; sie wiederholen sich bei reineren Enzympriparaten
und auch unter Bedingungen, unter denen eine Zerstérung des
Enzyms nicht eintritt, und es erweist sich der zeitliche Verlauf
der Rohrzuckerhydrolyse zudem in hohem Mafe abhingig von der

1) Bio. Z. 85, 401 (1911).

?) Ebenda 49, 333 (1913).

3) H. 89, 194 (1902); C. r. 135, 916 (1902).
4) H. 123, 1, und zwar S.63 (1922).
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Wasserstoffzahl. Nach diesen Untersuchungen werden der genau
monomolekulare Verlauf bei Hudson wie das Beispiel von Micha-
elis und Davidsohn zu Spezialfillen, wenn man die Wasserstoff-
zahl varilert; die Ursache der beobachteten Abweichungen ist
jedoch noch nicht erkannt.

Die Forderung des Massenwirkungsgesetzes, der die H-Ionen-
katalyse gehorcht, namlich die Proportionalitit von Katalysator-
konzentration und Reaktionsgeschwindigkeit, ist auch bei der enzy-
matischen Katalyse erfiillt. Wie die griindlichen Untersuchungen
von C. O’Sullivan und F. W. Tompson?'), von C. 8. Hudson?)
und von H. v. Euler und O. Svanberg?) gezeigt haben, gilt diese
Beziehung, nach welcher der Umsatz dem Produkt aus Enzym-
menge und Einwirkungszeit proportional gefunden wird, mit ziem-
licher Genauigkeit, z. B. in einem Bereich der Enzymmengen wie
1:8; dies veranschaulicht die nachstehende, der Hudsonschen
Untersuchung entnommene Tabelle 10.

Tabelle 10.

Saccharasemenge und Reaktionsgeschwindigkeit nach Hudson.

Relative Zeit I Umsatz (Proz.) bei Anfangskonzentration des Zuckers von
Saccharase-
konzentration Min. | 455 Proz | 9,09 Proz. 27,3 Proz.
2,00 15 | 73,2 45,3 11,2
1,50 20 | 732 448 11,2
1,00 30 ! 72,9 45,3 11,5
0,50 60 ” 72,9 [ 45,2 11,4
0,25 120 | 73,1 | 45,2 10,9

Die Tabelle li8t indessen zugleich erkennen, dafl eine andere,
fiir eine reine Katalyse zu erwartende GesetzmiBigkeit, nimlich die
Unabhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Konzen-
tration des Substrats, hier nicht zu gelten scheint. Diese Ab-
weichung, die die enzymatische von der H-Ionenkatalyse unter-
scheidet und die fiir die Untersuchung des Reaktionsmechanismus
der enzymatischen Rohrzuckerhydrolyse von grofer Bedeutung
geworden ist, ist durch eine groBe Reihe #lterer Arbeiten sicher-
gestellt und besonders eingehend von L. Michaelis und M. L.

1) Soc. 57, 834, und zwar S. 848 (1890).
2) Am. Soc. 80, 1564, und zwar S. 1575 (1908).
3) H. 107, 269, und zwar S. 275 (1919).
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Menten?) gepriift worden; die theoretischen Folgerungen, die die
Autoren mit dieser Erscheinung verkniiptt haben, werden noch aus-
fiihrlicher. behandelt werden.

Es soll hier noch kurz auf eine andere gesetzmiBige Beziehung
eingegangen werden, die fiir den Verlauf gewisser enzymatischer
Reaktionen zu gelten scheint. E.Schiitz?) hat im Jahre 1885
die Regel aufgestellt, daB die von verschiedenen Mengen Pepsin
in der gleichen Zeit hydrolysierten Eiweifmengen den Quadrat-
wurzeln der Fermentmengen proportional seien, also der Umsatz

= kVF (F — Fermentmenge).
Diese Schiitzsche Regel liBt sich bei bestehender Propor-

tionalitdt zwischen Enzymmenge und Reaktionsgeschwindigkeit
auch durch die Beziehung ausdriicken:
r = kVt.

Sie bringt nach Sv. Arrhenius®) zum Ausdruck, daf die
Reaktionsgeschwindigkeit nicht nur der jeweils noch vorhandenen
Substratkonzentration proportional, sondern auBerdem der bereits
umgesetzten Menge umgekehrt proportional ist; ein einfaches Bei-
spiel fiir ihre Giiltigkeit bietet die Esterverseifung durch geringe
Mengen von Hydroxylionen, z. B. durch Ammoniak, sofern das
Substrat in groBem Uberschuf vorhanden ist; das Reaktions-
produkt, in diesem Falle die entstehenden N H,-Ionen, wirkt nédmlich
entsprechend seiner Konzentration hemmend, némlich dissoziations-
vermindernd, auf die Geschwindigkeit der Katalyse ein.

Tabelle 11.

Reaktionsverlauf der Essigesterhydrolyse durch Ammoniak
nach Arrhenius.

Zeit (f) (beob:chtet) x (berechnet) = 17,3 | ¢

Proz. Proz.

1 17,5 17,3

2 255 24,5

5 38,5 38,7
10 51,2 54,2
18 63,1 73,4
26 71,4 88,2

1) Bio. Z. 49, 333 (1913).
%) H. 9, 577 (1885).
%) Medd. fran K. Vetenskapsak. Nobelinst. 1, Nr.9 (1908).
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Die Ubereinstimmung zwischen Theorie und Beobachtung,
wenigstens bis zu einem Umsatz von 50 Proz., geht fiir die Hydro-
lyse von Essigester durch Ammoniak aus der vorstehenden Ta-
belle 11 hervor.

Die Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Sub-
stratkonzentration, wie sie oben fiir das Beispiel der Rohrzucker-
spaltung durch Saccharase beschrieben wurde und wie sie sich auch
fiir die Wirkung anderer Enzyme ergeben hat, und die Erkenntnis
von dem grofen EinfluB der Spaltprodukte auf den Verlauf enzy-
matischer Reaktionen hat die Forschung schon friih zu der Annahme
gefiihrt, da man eine Bindung zwischen Enzym und Substrat
einerseits und zwischen Enzym und den Spaltprodukten
andererseits anzunehmen habe. Danach wird die Geschwindig-
keit enzymatischer Reaktionen bestimmt durch die Konzentration
der Enzym-Substratverbindung, nur diese ndmlich liefert die reak-
tionsvermittelnden Molekiile. So mufiten die dlteren Untersuchungen,
die die Reaktionsgeschwindigkeit als Ma8 der Enzymmengen be-
schrieben, allein ohne Beriicksichtigung des Einflusses der Sub-
stratkonzentration und der Spaltprodukte, unzureichend bleiben.
L. Michaelis und M. L. Menten') haben nun im Jahre 1913
grundlegende neue Versuche speziell iiber die Kinetik der enzyma-
tischen Rohrzuckerspaltung verdifentlicht, deren Bedingungen so
gewihlt waren, daB der stérende Einfluf der Reaktionsprodukte
ausgeschaltet blieb; sie bestimmten ndmlich die Anfangsgeschwindig-
keit der Inversion, und zwar bei wechselnder Konzentration des
Rohrzuckers.

Die Versuche dieser Autoren, die im Gegensatz zu #lteren
Untersuchungen auch die Einhaltung konstanter, und zwar optimaler
Wasserstoffzahl sowie die Ausschaltung der Mutarotation der ge-
bildeten Glucose beobachteten, fiihrten zu dem Ergebnis, daf die
absoluten Betréige an invertiertem Zucker mit steigender Konzen-
tration eine bedeutende Zunahme erfuhren, um bei einer bestimmten
Konzentration — in dem in Abb. 3 wiedergegebenen Beispiel ent-
sprechend einer Normalitit des Substrats von 0,192 — einen
maximalen Wert zu erreichen.

Die wichtigen und bemerkenswerten theoretischen SchluB-
folgerungen, mit denen Michaelis und Menten zu einer Deutung
ihrer experimentellen Ergebnisse gelangt sind, sollen im folgenden

1) Bio. Z. 49, 333 (1913).
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eingehender behandelt werden, da ihre Grundlagen fiir das Ver-
stindnis der neueren Vorstellungen iiber den Mechanismus enzy-
matischer Reaktionen und fiir die Beurteilung vieler wichtiger, die
enzymatische Reaktionsgeschwindigkeit betreffender Einfliisse un-
entbehrlich erscheinen.

Michaelis und Menten gehen von der Annahme aus, daB
die Saccharase mit dem Rohrzucker zuniichst eine labile Verbindung
bildet, welche dann in
freies Enzym und die 503850
Spaltprodukte, Glucose ( Ycor9on
und Fructose, zerfillt; D0.O%N
sie nehmen weiterhin an, SN
daB die Geschwindigkeit 2%
der Rohrzuckerinversion
bedingt ist durch die je-
weilige Konzentrationder
Enzym - Rohrzuckerver-
bindung, ihr also pro- [
portional gefunden wird. o]

Die Anwendung des
Massenwirkungsgesetzes
auf die Vereinigung von <
Enzym und Rohrzucker
ergibt nun nach Micha- i - Hooo77n
elis und Menten, dal 7 "
fiir die Bildung einer Ver- 0 20 30
bindung aus 1 Mol Enzym  geaktionsgeschwindigkeit und Rohrzucker-
und 1 Mol des Zuckers konzentration
die Gleichung zutrifft: nach Michaelis und Menten.

B @—9) _ 5
¢

Abb. 3.
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in welcher (R) die Gesamtkonzentration des Rohrzuckers, @ die
Gesamtkonzentration des Enzyms und ¢ die Konzentration des
gebundenen Enzyms bzw. der Enzym-Rohrzuckerverbindung be-
deutet, wihrend Kj eine Konstante, und zwar, wie ersichtlich, die
Dissoziationskonstante der Enzym-Rohrzuckerverbindung darstellt.
Da zufolge der gemachten Voraussetzung die Anfangsgeschwindig-
keit v der Konzentration der Enzym-Substratverbindung proportional
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ist, so 1laft sich fiir die obige, etwas veridnderte Gleichung, wonach

& .
= @ . ———"—— ist, der Ausdruck setzen:
? B + Ky
(&)
v =k QP -,
(R) + Ky
oder, bel eingehaltener Konstanz von @ in einer Versuchsreihe:
v (B)
= d V= ——~—"—--
V=i ™ @®) + Ky

Der erhaltene Ausdruck fir V stimmt rein formell mit dem
fiir den Dissoziationsrest einer Sdure berechneten, namlich
_ @
T @+ K

(vgl. 3. Kapitel), iiberein, die graphische Auswertung der Versuchs-
ergebnisse muf also fiir die Beziehungen zwischen der Anfangs-
geschwindigkeit und dem
negativen Logarithmus der
- 0  Anfangskonzentration des
Rohrzuckers die Form einer
Dissoziationsrestkurve  er-
geben. Dieser Forderung
geniigten in der Tat die
simtlichen, in der Unter-
suchung von Michaelis und
Menten beobachteten Be-
ziehungen, die theoretischen
Voraussetzungen ihres Ver-
fahrens erhielten damit eine

3 P gewisse Bestitigung,
(=175 Der Ausdruck, den die
Aktivitits-pg-kurve der Saccharase nach aus den Michaelisschen
Michaelis und Menten. Versuchsergebnissen abge-
leiteten Beziehungen in Form
einer Kurve gefunden haben, ist in Abb. 4 wiedergegeben. Man
bezeichnet eine solche Kurve, um ihre formelle Analogie zur Ak-
tivitits-pg-kurve zu betonen, als ,Aktivitits-pg-kurve*, da sie
die Abhangigkeit der Aktivitat von der Substratkonzentration (S)
darstellt, und man erhilt sie analog jener, indem man als Einheit
der Ordinate die maximal mogliche Reaktionsgeschwindigkeit wihlt

Abb, 4.

[
T

Rationeller Maﬂstgb der Ordinate
[

2zufilliger Maf3stab der Ordinate
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und auf der Abszisse die negativen Logarithmen der angewandten
Substratkonzentrationen auftrigt; gesondert zu ermitteln bleibt
hierbei nur der rationelle Mafstab der Ordinate, der die Neigung der
erhaltenen Kurve bestimmt und der ja infolge des unbekannten ab-
soluten Wertes von V nicht ohne weiteres gegeben ist; auf seine
Bestimmung, die auf der Messung des Neigungswinkels des mittleren,
fast geradlinigen Teiles der Kurve beruht, braucht hier nicht niher
eingegangen zu werden.

Aus der Aktivitits-pg-kurve 148t sich auf Grund der ndmlichen
Beziehungen, wie sie fiir die Aktivitits- py-kurve entwickelt
worden sind (3. Kapitel), die gesuchte Dissoziationskonstante der
Enzym - Substratverbindung K entnehmen, es wird n#mlich in
der Gleichung V — (_R)Lﬁ)TM fiir Ky = (R) V =1/,; die Disso-
ziationskonstante K entspricht also in der Kurve derjenigen
Substratkonzentration, fiir die die Halfte der maximalen Anfangs-
geschwindigkeit gefunden wird. So haben Michaelis und Menten
nach diesem graphischen Verfahren fiir die Dissoziationskonstante
der Saccharase - Rohrzuckerverbindung auf Grund von vier Ver-
suchsreihen, die mit verschiedenen Enzymmengen ausgefiihrt waren,
die nachstehend verzeichneten, unter sich gut iibereinstimmenden

Werte gefunden:

Relati — - -
Enz;nl::;:;ge log Ky Eu
0,5 1,80 0,0160
1 1,78 0,0167
1 1,78 0,0167
2 1,78 0,0167

Diese Ergebnisse haben zum ersten Male eine Anschauung von
der GroBe der zwischen einem Enzym und seinem Substrat be-
stehenden Affinitdt vermittelt und ihr einen zahlenm#Bigen Aus-
druck verliehen. Der zu 0,0167 ermittelte Wert der Dissoziations-
konstanten Kj besagt ndmlich, daf, wenn es moglich wire, die
Saccharase - Rohrzuckerverbindung in reiner Form zu erhalten und
sie in so viel Wasser zu losen, daB ihr undissoziierter Anteil in
molarer Losung vorlige, also sein Molekulargewicht im Liter

enthielte, dann die Losung daneben noch V0,0167 oder 0,133 Mol



32 IV. Enzymatische Kinetik.

freie Saccharase und dieselbe molare Menge an freiem Rohrzucker
aufweisen wiirde.

Die von Michaelis und Menten geforderte und experimentell
begriindete Beziehung, wonach

K — (Saccharase) . (Rohrzucker)
M= (Saccharase-Rohrzuckerverbindung)

konstant gefunden wird, ist zuerst im Jahre 1919 durch H.v.Euler
und J. Laurin?) an einem Saccharasepréparat aus schwedischer
Brauereihefe nachgepriift und dahingehend bestitigt worden, daf
sich wiederum eine befriedigende Konstanz der fiir Kj ermittelten
Werte ergab; allein die Versuche dieser Autoren fiihrten zu dem
auffallenden Ergebnis, daB der absolute Wert der Dissoziations-
konstanten von dem frither durch Michaelis und Menten erhaltenen
recht erheblich abwich, sie fanden nimlich als Mittelwert ihrer
simtlichen Versuche die viel grofere Konstante Ky — 0,026.

Tabelle 12.

Affinitdt der Hefesaccharase nach Kuhn.

Affinititskonstante

Enzympriparat Zeitwert Ky =1

Min. K
Brennereihefe, Rasse XII, Autolysat . . — 0,016 63
Priparat aus amerik. Brauereihefe . . . 6,3 0,020 50
Lowenbrauereihefe, Miinchen, Autolysat . || 180 0,029 35
Priparat daraus . . . . . .. .. .. 0,85 | 0,029 35
Priparat aus anderer Lowenbriuhefe . . || 0,20 | 0,040 25

Die Frage, die sich aus dieser Abweichung ergab, ob namlich
einem bestimmten Enzym eine ganz bestimmte und konstante Affi-
nitdt zu seinem Substrat zukomme, ist von R. Kuhn?) nach zwei
Richtungen hin gepriift worden, und zwar durch den Affinitits-
vergleich der Saccharase verschiedener Heferassen und durch den
Vergleich der Affinitit in verschiedenem Reinheitsgrad. Die Ver-
suche ergaben, daf die Saccharase einer bestimmten Heferasse bei
der Durchfilhrung einer Reinigung, die viele ihrer anderen Eigen-
schaften, beispielsweise ihr Verhalten gegeniiber Adsorptionsmitteln
oder bei der elektrischen Uberfiihrung, wesentlich beeinfluBt, in

1) H. 108, 64 (1919).
%) H. 125, 28 (1922/23).
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ihrer Affinitit zum Rohrzucker keine nachweisbare Verinderung
erleidet. Dagegen waren sehr betrichtliche Schwankungen
dieser Grofie bei der vergleichenden Untersuchung der Saccharase
aus verschiedenen Heferassen zu bemerken, die Konstante K,
bewegte sich, wie aus der vorstehenden Zusammenstellung hervor-
geht, hier zwischen 0,016 und 0,040.

Die beobachtete Erscheinung wechselnder Affinitit -eines
Enzyms zu seinem Substrat, die in einer wechselnden Abhingigkeit
seiner Aktivitit von der Substratkonzentration zum Awusdruck
kommt, ist nach Kuhn von grofem Einfluf auf die Sicherheit der
analytischen Bestimmung der Enzyme und auf die Brauchbarkeit
der fiir Menge und Konzentration derselben aufgestellten, spiter
niher zu erdrternden Masse, da sich hier bei gleicher Substrat-
konzentration, unter den nidmlichen Bedingungen der Bestimmung,
jeweils unbekannte und wechselnde Bruchteile der maximalen Re-
aktionsgeschwindigkeit ergeben konnen; sie macht es daher erforder-
lich, fiir die direkte Vergleichbarkeit der Enzyme in verschiedenem
Avusgangsmaterial die gefundenen Werte mit einem Index zu
versehen, der ihre Affinitat bzw. die Dissoziationskonstante der
Enzym - Substratverbindung angibt; die alleinige Messung der
Reaktionsgeschwindigkeit geniigt in solchen Fillen nicht.

Als Ursache der beobachteten Affinititsunterschiede ver-
schiedener Enzymlosungen kommen nach Kuhn Assoziationen des
kolloiden Enzymtrigers mit an sich unwirksamen und koch-
bestindigen, aber dem Enzym in chemischer Hinsicht nahestehenden
Korpern in Betracht, deren Gegenwart auch die Aktivitat der
spezifischen Gruppe des’Enzyms merklich beeinfluBt; es war némlich
gelungen, die Affinitdt einer bestimmten Saccharaselésung durch
den Zusatz eines enzymatisch unwirksamen Kochsaftes aus einer
anderen Losung des Enzyms merklich zu verringern, und zwar bis
zu einem konstanten, niedrigeren Wert; dieses Minimum wird er-
klart durch eine Absittigung des Enzyms mit den hemmenden
Stoffen.

Die schon eingangs erwihnte Grundannahme von Michaelis,
wonach die Wirkung eines Enzyms zunichst auf der Bildung einer
labilen Verbindung des Enzyms mit seinem Substrat und sodann
auf deren Zerfall in das freie Enzym und in die Reaktionsprodukte
beruht, lsft erwarten, daB die unter irgendwelchen Bedingungen
gemessene Reaktionsgeschwindigkeit fiir einen enzymatischen
Vorgang sich zusammensetzt aus der Geschwindigkeit der

Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme. 3
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Bildung der Enzym-Substratverbindung, welche in der
Affinitatskonstante des Enzyms zu seinem Substrat ihren Ausdruck
findet, einerseits, und aus der Zerfallsgeschwindigkeit der
Enzym-Substratverbindung andererseits. Es ist demnach
zu erwarten, daf die Geschwindigkeit einer enzymatischen Reaktion
auch durch die zweite Komponente des beschriebenen Vorgangs,
die Zerfallstendenz des Enzym-Substratkomplexes, beeinflut wird,
sofern diese nicht der ersten Komponente, der Bildungsgeschwindig-
keit, in der GroBenordnung iiberlegen ist. Eine Verinderung der
Versuchsbedingungen, sei es, daB sie sich in einer Beschleunigung,
sei es, daf sie sich in einer Hemmung der Reaktionsgeschwindigkeit
subert, wird sich also entweder gegeniiber dem ersten oder gegen-
iiber dem zweiten Vorgang oder aber gegeniiber beiden geltend
machen. Es wird daher in den folgenden Ausfiithrungen, die einige
besondere Einfliisse auf die enzymatische Kinetik, insbesondere die
bestuntersuchte Kinetik der Rohrzuckerhydrolyse behandeln werden,
der Frage besondere Beachtung zu schenken sein, auf welchen
Teilvorgang der Gesamtreaktion die einzelnen Einfliisse zu be-
ziehen sind.

Die Erscheinung, daf die Geschwindigkeit vieler enzymatischer
Reaktionen durch die Gegenwart der Reaktionsprodukte beein-
fluBt wird, entspricht der Forderung des Massenwirkungsgesetzes,
wonach jeder an der Reaktion beteiligte Stoff den Reaktionsverlauf
seiner Konzentration gem#d8 bestimmt. Diese Tatsache ist fiir
enzymatische Spaltungen schon lange bekannt, und sie ist oft be-
obachtet worden. Aber erst die Untersuchungen von L. Michaelis
und M. L. Menten') haben es unternommen, diesem Einfluf der
Spaltprodukte fiir den speziellen Fall der Rohrzuckerhydrolyse
durch Saccharase einen zahlenm#fig exakten Ausdruck zu verleihen.
Das experimentelle Verfahren, mit Hilfe dessen diese Forscher die
GroBe der Affinitdt des Enzyms zu den Spaltprodukten des Rohr-
zuckers zu ermitteln vermochten, bestand in dem Versuch, den
EinfluB der zugesetzten Spaltprodukte auf die Anfangsgeschwindig-
keit der Rohrzuckerhydrolyse unter vergleichbaren Bedingungen
zu bestimmen.

Die Ergebnisse ihrer Messungen, die die Wirkung des Zusatzes
von Glucose bzw. Fructose auf die Geschwindigkeit der Spaltung
zu vergleichen gestatten, sind in der folgenden, der Untersuchung

1) Bio. Z. 49, 333 (1913).
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von Michaelis und Menten entnommenen, im Auszug wieder-
gegebenen Tabelle 13 zusammengestellt, sie zeigen, da8 die Anfangs-
geschwindigkeit bei Gegenwart der Reaktionsprodukte, und zwar
in beiden F#llen, deutlich herabgesetzt ist.

Tabelle 13.
Einflufi der Spaltprodukte auf die Rohrzuckerhydrolyse.
Zeit Drehungséinderung (°) bei Anwendung von
el -

Min. 0,1n Rohrzucker %IRIRDO%‘:I‘;%];ZI 3110?1 f‘oilf:‘f;co];:r

0,5 0,011 0,010 0,009
30 0,703 0,610 0,554
46 0,935 0,855 0,785

Michaelis und Menten folgern aus diesen Befunden, daf die
Konzentration der Enzym-Rohrzuckerverbindung durch Zusatz der
Spaltprodukte vermindert wird, da sie ja nach ihrer Voraussetzung
der Anfangsgeschwindigkeit proportional zu setzen ist; es tritt
also in diesem Falle eine Verteilung des Enzyms zwischen dem
Substrat und den Spaltprodukten ein. Das Verhiltnis der ge-
messenen Anfangsgeschwindigkeiten entspricht dann dem der vor-
handenen Konzentrationen an Enzym-Substratverbindung:

ViV, = @:Q,,
wobei v, bzw. ¢, auf den mit Rohrzucker allein angestellten Ver-
such zu beziehen sind.
Nach dem Massenwirkungsgesetz gelten nun fiir die Verteilung
des Enzyms an die beiden Stoffe, Rohrzucker und beispielsweise
Fructose, die Beziehungen:

B)(P—9—¢) =HKy.@

F) (@ — o9 —1) = Ky, -9,
wenn P, wie frither, die Gesamtkonzentration des Enzyms und
die Konzentration der Enzym - Fructoseverbindung bedeuten. Fiir
die Dissoziationskonstante der Enzym- Fructoseverbindung Ky, er-
gibt sich aus diesen beiden Gleichungen durch Eliminierung von 4 :

und

. F).Ky
Ky, = (R)-(%—l)—l@y

3%
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mit Hilfe der Beziehung ¢ — vﬂ @, und der frither angefiihrten,
0

P (B) 5 .
wonach -~ — — " erhilt man durch Einsetzen von
? (B)+ Ky
QD _ % (B + Ky
9 v (B)
in die obige Gleichung:
F). K
Ky —  @)Ku

(® + &) - (2 —1) |

Mit Hilfe dieser Gleichung berechneten Michaelis und
Menten unter Zugrundelegung des fiir K, ermittelten Wertes
von 0,0167 aus den oben angefiihrten Versuchsdaten fiir die Disso-
ziationskonstanten der Verbindung von Saccharase und Fructose
bzw. Glucose die Werte 0,058 bzw. 0,089, die jedoch infolge der
betriachtlichen Fehlerquellen des angewandten Berechnungsverfahrens
nur als orientierende anzusehen sind. Die Zahlen, die die Autoren
auf dhnliche Weise durch die Untersuchung des Einflusses anderer
Stoffe, von Zuckern und von Glycerin, fiir die Dissoziations-
konstanten ihrer Saccharaseverbindungen bzw. fiir deren reziproke
Werte, die die Affinitdt zu dem Enzym angeben, erhielten, sind
mit den oben angegebenen in der Tabelle 14 zusammengestellt.

Tabelle 14.
Affinitit der Saccharase zu Zuckern.

Affinitatskonstante

Beispiel Dissoziati}:;konstante 1

Ky
Rohrzucker . . . . . . . . 0,0167 60
Fructose . . . . . . ... 0,058 17
Glucose . . . . . . . . .. 0,089 11
Mannose . . . . . . . .. etwa 0,083 12
Glycerin . . . . . . . .. » 0,075 13

Mapnit . . . . . . . ... » 0,22 4,5
Lactose . . . . . . . ... > 0,5 gg- 0

In einer spiteren Untersuchung sind L. Michaelis und
H. Pechstein?!) indessen zu der Feststellung gelangt, daf dem in
der Tabelle angefithrten Glycerin, vielleicht auch den iibrigen

1) Bio. Z. 60, 79 (1914).
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Zuckern, die nicht als Spaltprodukte des Rohrzuckers auftreten,
keine Affinitdt zu der Saccharase selbst zuzuerkemnen sei. Die
Autoren unterscheiden nimlich zwischen zwei moglichen Arten der
Hemmung, je nachdem, ob der hemmende Stoff infolge seiner Affi-
nitit zu dem Enzym selbst die Konzentration der Enzym-Substrat-
verbindung herabzusetzen vermag oder ob er die Zerfallsgeschwindig-
keit dieser Verbindung beeinflufit.
In der Gleichung
v==FK.q,

welche die zwischen Reaktionsgeschwindigkeit und Konzentration
der Enzym - Substratverbindung angenommene Proportionalitat
wiedergibt, driicken sich die beiden moglichen Arten der Hemmung
durch eine Verminderung entweder der Gréfle von ¢ oder aber von k
aus. Zwischen diesen beiden Moglichkeiten 148t sich nun im ge-
gebenen Falle insofern entscheiden, als der Hemmungskoeffizient
v—v,

h = im ersteren Falle, also bei einer Verteilung des

Enzyms zwischen Substrat und Hemmungskorper, mit der Konzen-
tration des Substrates variieren wird, wihrend sein Wert im zweiten
Falle unabhingig von der Substratkonzentration gefunden wird ).

Das experimentelle Verfahren, das Michaelis und Pechstein
einschlugen, bestand also in der Untersuchung des Hemmungs-
koeffizienten verschiedener Zusatzstoffe bei wechselnder Substrat-
konzentration. Im Falle einer Affinitdtsbeanspruchung des Enzyms
ergab sich dabei lediglich eine Parallelverschiebung der erhaltenen
Aktivitits-pg-kurve, aber damit eine Verinderung des Parameters
der Kurve, der ja die Dissoziationskonstante angibt (ermittelt aus
der Halfte der maximalen Geschwindigkeit); diesem Hemmungs-
typus gehorte beispielsweise die Wirkung der Spaltprodukte des Rohr-
zuckers, Glucose und Fructose, an?). Im anderen Falle einer Herab-
setzung der Zerfallsgeschwindigkeit der Enzym - Substratverbindung
erlitt die Aktivitits-pg-kurve eine Verinderung in dem Sinne, daf
alle ihre Ordinaten verhiltnismiBig dieselbe Verkleinerung erfuhren);
in dieser Weise hemmten beispielsweise Glycerin und «-Methyl-
glucosid, sie besalen also keine Affinitit zu der Saccharase selbst.

1) Vgl. L. Michaelis und P. Rona, Bio. Z. 60, 62 (1914).

%) Nach unseren Untersuchungen von R. Kuhn und H. Miinch (H., im
Druck) besitzt indessen gerade die im Rohrzucker enthaltene a-Glucose
keine Affinitdt zur Saccharase, ihr Einflu betrifft nur den Zerfall der
Enzym-Substratverbindung.
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Die folgenden Abb. 5a und 5b sind den Versuchsergebnissen
von Michaelis und Pechstein entnommen?); sie veranschaulichen
die charakteristischen Unterschiede in der Verschiebung der Akti-
vitits-pg-kurve bei beiden Arten der Hemmung, Abb. 5a den Ein-
fluB von Fructose, Abb. 5b den des «-Methylglucosids auf die
Rohrzuckerspaltung durch Saccharase.

Abb. 5a.
‘ng
)
vy & 2 1 —tges) 0

Hemmung durch Affinititsbeanspruchung (Fructose).

Abb. 5b.
100

=4

0"

log (E’) 2 7 =lag (s)
Hemmung der Zerfallsgeschwindigkeit (a-Methylglucosid).

Die fiir die Grofle der einzelnen Affinititen der Saccharase zu
Rohrzucker, zu Fructose und zu Glucose ermittelten Werte haben
L. Michaelis und M. L. Menten?) erlaubt, den Reaktions-
verlauf der enzymatischen Rohrzuckerhydrolyse allein

1) Siehe dazu R. Kuhn in C. Oppenheimer, Die Fermente und
ihre Wirkungen 1, 192, 5. Aufl., Leipzig, 1925.
2) Bio. Z. 49, 333 (1913).
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auf Grund des Massenwirkungsgesetzes mit Hilfe nur einer
willkiirlich gewahlten Konstanten, die der jeweiligen Enzymmenge
entspricht, vorauszusagen und zu beschreiben. Sie gehen dabei
von der Annahme aus, daf simtliche vorhandenen Gleichgewichte
sich sehr rasch einstellen und auf Grund des Massenwirkungs-
gesetzes behandelt werden konnen und daf die Zerfallsgeschwindig-
keit der Saccharase - Rohrzuckerverbindung jeweils ihrer Konzen-
tration proportional gefunden wird. Wenn
@ die gesamte Enzymkonzentration,
¢ die Konzentration der Enzym-Rohrzuckerverbindung,
¥, die Konzentration der Enzym-Fructoseverbindung,
1, die Konzentration der Enzym-Glucoseverbindung,
(R) die Konzentration des freien Rohrzuckers,
(F) die Konzentration der freien Fructose,
(G) die Konzentration der freien Glucose,
a die Anfangskonzentration des Rohrzuckers und
x die zur Zeit ¢ umgesetzte Menge des Rohrzuckers bedeuten,

so ergibt das Massenwirkungsgesetz, daf sich verhalten:
B). @ — 9 — ¥, — ¥) = K. 9,
F) (P — o— P, —¥y) = Kp. 9y,
(). (@ — ¢ — b, — b)) = K.t
Unter Zuhilfenahme der durch die Gleichung v — dd—g: fiir die

Zerfallsgeschwindigkeit zur Zeit ¢ gegebenen Definition und der
fiir diese Zeit geltenden Beziehungen

R =a—2z und F)=(6G)==x
ergibt sich durch Kombination der obigen drei Gleichungen und
Integration auf einem hier nicht niher auszufiihrenden Wege die
Beziehung:
1 /1 1 1 a z /1 1 1
k:—-<_ 2 4= Ngeln 2 _.< _____ ) )
t G+KF+Kg>a a—x+t KM KF KG
Sie stellt nach dem Vorbild von V. Henri') die Reaktions-
geschwindigkeit als die Summe einer logarithmischen und einer
linearen Funktion des Umsatzes dar. Setzt man in der Gleichung
die Affinitit des Enzyms zu seinem Substrat gleich der zu seinen
Spaltprodukten, also Ky = Ky = Kg, so resultiert die Gleichung

1) Lois générales de I'action des diastases, Thése. Paris, Hermann, 1903.
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einer monomolekularen Reaktion; wird anderseits Ky im Verhiltnis
zu Ky und Kg sehr grof gedacht, so ergibt sich direkte Proportio-
nalitit zwischen Umsatz und Zeit.

Durch Einsetzung der von Michaelis und Menten fiir ihre
Saccharaselosung ermittelten Werte von Ky = 0,0167, Kz = 0,058
und Kg — 0,089 erhilt man aus der obigen Gleichung:

a 32.x
+ .

a—x t

k= %-(1 + 28a).2,308 .1og

Die experimentelle Priifung der errechneten Beziehungen ergab,
daf sie in der Tat den Reaktionsverlauf der Rohrzuckerspaltung
mit einiger Genauigkeit wiederzugeben scheinen; die Konstanz der
Werte fiir & erwies sich innerhalb der einzelnen Versuchsreihen
und unabhingig von der Rohrzuckerkonzentration als hinreichend.
Zu dem nimlichen Ergebnis gelangten in spiteren Untersuchungen
R. Willstatter, J. Graser und R. Kuhn?) sowie H. v. Euler.
Die Michaelissche Gleichung ist also als der derzeit beste Aus-
druck fiir die Kinetik der Rohrzuckerhydrolyse anzusehen; Ein-
winde, die von Sv. Arrhenius?) dagegen erhoben worden sind,
lassen sich noch nicht sicher beurteilen, die von diesem Forscher
hervorgehobenen Unstimmigkeiten in den Versuchsergebnissen mit
ganz verdiinnten Rohrzuckerlosungen lassen sich auch auf Be-
stimmungsfehler zuriickfiihren.

Die Vorstellungen von Michaelis und Menten, nach welchen
die Geschwindigkeit der Rohrzuckerhydrolyse nur durch die Kon-
zentration der Saccharase-Rohrzuckerverbindung, also durch die
Menge des an Rohrzucker gebundenen Enzyms bestimmt wird und
der Zerfallsgeschwindigkeit dieser Verbindung nur untergeordnete
Bedeutung beizumessen ist, wird indessen nur fiir den Vergleich
der Reaktionsgeschwindigkeiten bei der n#mlichen Wasserstoffzahl
Geltung besitzen. Nach den Untersuchungen von R. Kuhn?®) ist
der an Rohrzucker gebundene Bruchteil der Saccharase unabhingig
von der Wasserstoffzahl ¢); wenn trotzdem die Geschwindigkeit der
Hydrolyse, wie im 3. Kapitel eingehend erértert wurde, in hohem
Mafie von der Wasserstoffzahl abhingig gefunden wird, so wire

1) H. 128, 1, und zwar S.69 (1922).

%) Z. Ang. 36, 455 (1923).

8) Naturw. 11, 732 (1923).

%) Diese Feststellung gilt indessen nach H. v. Euler u. R. Josephson
nur fir den alkalischen Ast der Aktivitits-pg-kurve [H. 134, 50 (1924);
155, 1 (1926)].
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diese Erscheinung damit zu deuten, daB die Wasserstoffionen
die Zerfallsgeschwindigkeit der Enzym-Substratverbin-
dung beeinflussen. Zufolge der Gleichheit der Affinitits-
konstanten des Enzyms bei wechselndem py wiirde man also allein
auf Grund der Michaelisschen Voraussetzungen bei einer anderen
als der angewandten optimalen Wasserstoffzahl abweichende Re-
aktionskonstanten, mithin verschiedene Enzymmengen finden.

Ein weiterer Umstand, durch den die Geschwindigkeit enzy-
matischer Reaktionen bestimmt wird, beruht auf ihrer Tempe-
raturabhéngigkeit. Der Einfluf der Temperatur betrifft fast
ausschlieflich die Geschwindigkeit, mit der sich das Gleichgewicht
enzymatischer Prozesse einstellt, nicht dagegen seine Lage selbst,
und zwar steigen die Geschwindigkeiten ungefihr in gleichem Grade,

Tabelle 15.

Temperaturkoeffizienten enzymatischer Reaktionen.

Temperatur-
Enzym Substrat infE%ré;all kip10:k Autoren
Pankreaslipase . || Athylbutyrat | 20—30 1,26 Kastle u. Loeven-
hart?)
Ricinuslipase . Olivenél 20—30 1,23 Nicloux?)
Pepsin Gelatine 25—30 1,95 ||Arrhenius?3)
Trypsin . . . . Casein 20—30 5,30 Bayliss#?)
Erepsin . Leucylglycin | 25—35 1,67 Abderhalden5)
Hefesaccharase . || Rohrzucker | 30—40 1,50 Kjeldahl®)
Maltase . . . . Maltose 20—30 1,44 Lintner und
Kriber?)
Emulsin . . . . Salicin 20—30 2,62 Tammann 8)
Pankreasamylase Stirke 30—40 2,0 Kendall und
Sherman?)
Malzamylase . . Stirke 20—30 1,96 Liiers und Was-
mund 10)

1) Am. 24, 491 (1900).
2) Soc. Biol. 56, I, 701, 839, 868 (1904).

3) Medd. fra Carlsberg Labor. 1881, S.335.
4) Arch. sciences biol. Pétersbourg 11, 261 (1904).
5) H. 59, 293 (1909).
6) Immunochemie, S.46. Leipzig 1907.
7) B. 28, 1050 (1895).
8) H. 16, 271, und zwar S.321 (1891/92).
%) Amer. Soc. 32, 1087 (1910).
10) Fermentf. 5, 169 (1921/22).
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wie es fiir nichtenzymatische Prozesse gefunden wurde, nimlich
bei einer Temperaturerhthung um 10° im allgemeinen auf etwa das
Zwei- bis Dreifache.

Die am sichersten ermittelten Temperaturkoeffizienten der
wichtigsten Enzymreaktionen, welche das Verhaltnis der Reaktions-
geschwindigkeiten bei der Ausgangs- und bei der um 10° héheren
Temperatur angeben, nimlich i _{I;L}’ sind in der vorstehenden

t

Tabelle 15 zusammengestellt.

Die hier mitgeteilten Werte, die zum Teil noch nicht mit
ausreichender Beriicksichtigung des Einflusses der Wasserstoffzahl
gewonnen worden sind, haben nicht durchweg Anspruch auf Ge-
nauigkeit; es kommt hinzu, daB in vielen Fillen die bei hoheren
Temperaturen verstirkte Zerstorung des Enzyms nicht geniigend
beachtet worden ist, ein Vorgang, der mit der Steigerung der Re-
aktionsgeschwindigkeit in Wettbewerb tritt; dies gilt insbesondere
fiir den Bereich h¢herer Temperaturen, da hier die Zunahme der
Enzymzerstérung mit der Temperatur viel bedeutender ist als die
Erhéhung des Umsatzes. So haben die zahlreichen Angaben der
Literatur iiber die fiir die einzelnen enzymatischen Reaktionen
geltenden Optimaltemperaturen nur problematischen Wert; sie ver-
dndern sich gewohnlich mit der Versuchsdauer und mit der Wasser-
stoffzahl.

Der Vorgang der Enzyminaktivierung mit steigender
Temperatur, der hier noch kurz zu behandeln ist, ist ofter unter-
sucht worden; die Annahme, daf er einem monomolekularen Re-
aktionsverlauf folge, hat sich fiir manche Enzyme als richtig
erwieséen. Dahin gehort beispielsweise nach G. Tammann?) die
Hitzeinaktivierung des Emulsins der bitteren Mandeln, ferner zu-
folge der Versuche von Th. Madsen und L. E. Walbum?) die
Hitzezerstorung proteolytischer Enzyme, von Pepsin, Lab und
Trypsin. Die nachstehend angefiihrte Tabelle 16 veranschaulicht
die Ergebnisse von Tammann fiir die Zerstorung des Mandel-
emulsins bei 60°; die in der letzten Spalte der Tabelle angefiihrten
Inaktivierungskonstanten sind nach der Gleichung

1 k
ko — —.In-2
A ; lnkt

1) Ph. Ch. 18, 426 (1895); H. 16, 271, und zwar S. 324 (1891/92).
%) Siehe bei Sv. Arrhenius, Immunochemie, S.57—59. Leipzig 1907.
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berechnet, in welcher %, die anfingliche, %; die nach der Erhitzungs-
dauer ¢ gemessene Reaktionsgeschwindigkeit bedeutet.

Tabelle 16.
Hitzeinaktivierung des Emulsins bei 60 nach Tammann.
Relati
¢ Wiris?ulnvl:eit k, = L. In k—a
Stunden Proz. ¢ kt
0,25 64,6 0,76
0,50 36,3 0,88
0,75 23,9 0,83
1,00 17,7 0,75

In anderen Fillen dagegen, so fiir die Inaktivierung der Sac-
charase oder fiir die der Blutkatalase, scheint der Verlauf nicht so
einfach zu liegen; insbesondere erweist sich zufolge der Angaben
von R. Willstatter, J. Graser und R. Kuhn?') die Temperatur-
empfindlichkeit in hohem MaBe abhingig vom Reinheitsgrad des
untersuchten Enzyms, man hat also bei allen Aussagen iiber den
Verlauf der Inaktivierung den Einfluf vorhandener Begleitstoffe
zu beriicksichtigen.

Den speziellen Einfluf der Temperatursteigerung auf die enzy-
matische Rohrzuckerhydrolyse haben H. v. Euler und J. Laurin?)
eingehender analysiert. Auf Grund ihres Befundes, wonach die
Dissoziationskonstante der Saccharase-Rohrzuckerverbindung durch
Temperaturerhthung keine wesentliche Steigerung erfihrt — sie
nahm zwischen 1 und 39° nur um etwa 50 Proz. zu —, ergibt
sich die Schlufifolgerung, daB die Steigerung der Reaktionsgeschwin-
digkeit in diesem Falle auf eine erhghte Zerfallsneigung der Enzym-
Substratverbindung zuriickzufiihren ist.

Es ist in diesem Zusammenhang von Interesse, die Erschei-
nungen der enzymatischen und der H-Ionenkatalyse der
Zucker und Glucoside zu vergleichen. H. v. Euler hat
darauf hingewiesen, daB die nimliche Geschwindigkeit der durch
H-Tonen und der durch Saccharase bewirkten Hydrolyse des Rohr-
zuckers auf ganz verschiedene Weise erreicht wird. In einem an-
gefiihrten Beispiel gleicher Reaktionsgeschwindigkeit betrug die

1) H. 128, 1, und zwar S.72 (1922).
%) H. 108, 64 (1919).
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Affinitatskonstante der Katalysator - Substratverbindung fiir das
Enzym 50, fiir die H-Ionenkatalyse dagegen nur 10—¢; es bedurfte
also zur Erzielung des ndmlichen Umsatzes im zweiten Falle etwa
der zehnmillionenfachen Konzentration an Katalysator. Ferner
haben die Untersuchungen von R. Kuhn und H. Sobotkal), die
sich mit dem Vergleich der H-Ionen- und Fermentkatalyse befassen,
zu dem bemerkenswerten Ergebnis gefiihrt, daB fiir eine gleiche
Konzentration der Katalysator - Substratverbindungen, also unter
Beriicksichtigung der wechselnden Affinitdtskonstanten, das Ver-
hiltnis der Reaktionsgeschwindigkeiten fiir die Hydrolyse von
Sacchariden und «-Glucosiden, sei es durch Enzyme, sei es durch
‘Wasserstoffionen, jeweils konstant gefunden wird; es erweist sich
also, wie aus der nachstehenden Tabelle 17 ersichtlich, als unab-
héngig von der Natur des wirksamen Katalysators.

Tabelle 17.
H-Ionen- und Fermentkatalyse nach Kuhn und Sobotka.

Verhiltnis der
Angewandte Substrate Reaktionsgeschwindigkeiten fiir
H-Ionen | Enzym
Rohrzucker : Raffinose . . . . . 1,6 241
a-Phenyl- : a-Methylglucosid . . 25 28
a-Phenylglucosid : Maltose . . . 0,14 0,20

Nun haben die Untersuchungen von Euler und Laurin?
darauf aufmerksam gemacht, daf die Temperaturkoeffizienten der
Hydrolysengeschwindigkeiten fiir die Saure- und fiir die enzymatische
Rohrzuckerkatalyse betrichtlich differieren, der Temperaturkoeffi-
zient der durch die Wasserstoffionen katalysierten Reaktion ist
mehr als 2'/,mal so hoch. Die umsatzsteigernde Wirkung der
Temperaturerhéhung, die fiir den Fall der Saccharasewirkung nur
die Zerfallsgeschwindigkeit des Enzym-Substratkomplexes betrifft,
muf also bei der Hydrolyse durch H-Ionen sich auferdem in einer
Konzentrationssteigerung der Reaktionszwischenprodukte, vermutlich
infolge einer Zunahme der Rohrzuckerkationen, sulern; eine solche
Zunahme wiirde ja eine Konzentrationssteigerung der Katalysator-
Substratverbindung in diesem Falle zur Folge haben, trotz einer
unveridndert gehaltenen Konzentration der Wasserstoffionen selbst.

1) Ph. Ch. 109, 65 (1924).
Hle.
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Die Erfahrungen, die die Forschung vor allem in den letzten
Jahrzehnten iiber den Verlauf enzymatischer Reaktionen gesammelt
hat, fiihren dazu, die speziellen Ansichten, die iiber den
Mechanismus dieser Vorginge ausgesprochen worden sind, etwas
eingehender zu behandeln und ihre Berechtigung zu priifen. Wihrend
die meisten geduBerten Ansichten darin iibereinstimmen, daf man
fiir enzymatische Reaktionen wie auch fiir andere Katalysen die
Bildung einer Zwischenverbindung von Katalysator und Substrat
anzunehmen habe, betreffen die Gegensitze, die die entwickelten
Vorstellungen kennzeichnen, die abweichenden Erkldrungen, die
von den einzelnen Forschern fiir das Zustandekommen und fiir
das Wesen der Verbindung von Enzym und Substrat gegeben
worden sind.

Die Vereinigung von Enzym und Substrat wird, wie die vor-
ausgehenden Ausfiihrungen dargetan haben, in den Untersuchungen
vor allem der Michaelisschen Schule, zum mindesten fiir den
speziellen, bestuntersuchten Fall der Rohrzuckerhydrolyse, im Sinne
einer Ionenreaktion gedeutet, also als eine Reaktion zwischen
chemischen Gruppen auf Grund ihrer spezifischen elektrischen
Ladung; die Anwendung des Massenwirkungsgesetzes auf die zwischen
Enzym und Substrat bestehenden Beziehungen, wie sie in den
grundlegenden Arbeiten von Michaelis ihren Ausdruck findet, hat
ferner zur Voraussetzung, daf die an der Reaktion beteiligten
Stoffe in homogener Losung vorliegen und da$ das MaB ihrer
Vereinigung ausschlieflich durch ihre Konzentration in der Losung
bestimmt wird.

In einem gewissen Gegensatz zu diesen elektrochemisch ge-
richteten Vorstellungen stehen die Betrachtungen, mit denen W. M.
Bayliss?!) das Wesen enzymatischer Prozesse zu veranschaulichen
gesucht hat, Betrachtungen, die von iiberwiegend kolloidchemischen
Gesichtspunkten ausgehen. Die von Bayliss vertretene Anschauung
erblickt das Wesen der Enzymwirkung in einem mehr oder
weniger spezifischen Adsorptionsvorgang, der die Voraussetzung
bildet fiir die nachfolgende chemische Reaktion an der Grenzfliche
der adsorbierten Teilchen. Die prim#re Vereinigung von Enzym
und Substrat wird demnach weniger auf eine bestimmte chemische
Affinitit derselben zuriickgefiihrt, die durch das Enzym hervor-

1) The nature of enzyme action, 3. Aufl, London 1914, S. 107 ff.;
Biochem. Journ. 1, 175, und zwar S. 222 (1906); Journ. of Physiol. 46,
236, und zwar S. 251 (1913).
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gerufene Reaktionsbeschleunigung beruht vielmehr in erster Linie
auf einer durch Adsorption bedingten Konzentrationserhthung der
beteiligten Stoffe, bei hydrolytischen Prozessen beispielsweise von
Substrat und Wasser, an der Grenzfliche der Enzymteilchen. An
dieser Grenzfliche soll sich dann die eigentliche Umsetzung voll-
ziehen, welche zwar ebenfalls der Giiltigkeit des Massenwirkungs-
gesetzes unterliegt, fiir deren Ausmaf jedoch der jeweils adsorbierte
Anteil der beteiligten Stoffe als entscheidend angesehen wird.
Wenn in gewissen Fillen, beispielsweise bei der Hydrolyse stereo-
isomerer Glucoside, eine ausgesprochene optische Spezifitit der
Enzymwirkung beobachtet wird, so erklirt sich diese Erscheinung
nach Bayliss zwar auch aus einer spezifisch aufeinander ein-
gestellten rdumlichen Anordnung der reagierenden Gruppen von
Enzym und Substrat; aber fiir die Bevorzugung nur des einen
Isomeren wird nicht die chemische Affinitit, sondern die mit der
besonderen sterischen Anordnung gegebene Moglichkeit einer inni-
geren Berithrung von Enzym und adsorbiertem Substrat verant-
wortlich gemacht.

Noch weniger in chemischem Sinne wird die Vereinigung von
Enzym und Substrat in den Untersuchungen von A. Fodor?') und
von E. Abderhalden und A.Fodor?) behandelt, die im 1. Kapitel
bereits besprochen worden sind; wshrend die von Bayliss ent-
wickelten Vorstellungen die auswihlende Wirkung der Enzyme mit
der Annahme einer spezifischen Adsorption der Substrate zu deuten
gestatten, gehen diese Forscher von der Anschauung einer all-
gemeinen Adsorption von Substrat an das Enzym aus; nicht die Kom-
bination von Enzym und Substrat wird als spezifisch angesehen,
sondern die Spaltung als solche.

Diese Vorstellungen sind indessen durch die experimen-
tellen Ergebnisse der neueren Enzymforschung nicht bestatigt
worden; allgemein 148t sich sagen, daf sie fiir sich allein nicht
imstande sind, das Wesen enzymatischer Vorginge aus-
reichend zn erkléren. Die in den vorausgehenden Abschnitten
dieses Kapitels besprochenen Untersuchungen haben erwiesen, daB
man in einer Reihe von Fillen, insbesondere fiir die Wirkung
kohlehydratspaltender Enzyme, den Verlauf enzymatischer Reaktionen
mit ziemlicher Genauigkeit auf Grund des Massenwirkungsgesetzes

1) Das Fermentproblem. Dresden und Leipzig 1922.
%) Fermentf. 1, 533 (1916); 2, 74 (1917).
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beschreiben kann?), daB also fiir die Geschwindigkeit der Reaktionen
nicht nur ein bestimmter adsorbierter Bruchteil des Substrats,
sondern seine gesamte Konzentration maBgebend ist; das Gleich-
gewicht zwischen Enzym und Substrat ist in diesen Fillen wie in
homogener Losung durch die Dissoziationskonstante der Enzym-
Substratverbindung bestimmt. Andererseits haben die Erfahrungen,
die sich aus den Untersuchungen von R. Willstatter?) bei der
priparativen Reinigung vieler enzymatischer Stoffe ergeben haben,
auch fiir die Enzyme selbst die Tatsache erwiesen, daf ihre aktive
Masse nur durch ihre Konzentration bestimmt und daf sie durch
Anderungen des Dispersititsgrades und der Oberflachenentwicklung
nicht, oder nicht wesentlich beeinfluft wird.

Die Ansicht, daff eine bestimmte Oberflichenentwicklung als
eine wesentliche Voraussetzung fiir die Aktivitat der Enzyme an-
zusehen sei, scheint zwar bei komplizierteren Reaktionssystemen,
als sie bei zuckerspaltenden Enzymen vorliegen, z. B. bei den fett-
spaltenden Enzymen, durch gewisse Eigenschaften gestiitzt zu sein.
So findet man pankreatische Lipase in einigen ihrer Adsorbate, wie
in den Tonerde- und Kaolinadsorbaten, nur noch teilweise, in
anderen, wie den Adsorbaten an Tristearin und Cholesterin, gar
nicht mehr wirksam. Allein diese Erscheinungen sind nicht auf eine
Beeintrichtigung der Adsorptionstiichtigkeit dieses Enzyms zuriick-
zufiihren, sondern vielmehr auf eine Beeinflussung seiner spezifischen,
reaktionsfihigen Gruppe, das Enzym 146t sich ndamlich aus den an-
gefithrten Adsorbaten in unverminderter Aktivitit wieder eluieren.

Immerhin J46t gerade die Kinetik enzymatischer Fettspaltungen
eine bemerkenswerte Abhingigkeit von der Einstellung eines be-
stimmten Adsorptionszustandes erkennen : das wasserldsliche Enzym,
die tierische Lipase, benétigt fiir den Kontakt mit dem wasser-
unloslichen Fett, fiir den die Herstellung einer guten Emulsion,
also einer mechanischen Suspension des Substrats in der Enzym-
l6sung, nicht ausreicht, der Vermittlung gewisser Begleit- oder
Zusatzstoffe mit ausgeprigten adsorptiven Eigenschaften, die sich
gegeniiber beiden, dem Enzym und dem Substrat, geltend zu machen
vermogen; aber es ist nicht die Oberflichenentwicklung des Enzyms
selbst oder seiner Substrate, die man fir die jeweilige Aktivitit
maBgebend findet, es sind die Adsorptionsaffinititen von an der

1) Siehe dagegen die Ausfilhrungen von S. G. Hedin, H. 146, 122
(1925); 154, 252 (1926).
2) Vgl. B. 55, 3601, und zwar S. 3605 (1922).
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Reaktion selbst unbeteiligten, sie nur erleichternden, unspezifischen
Stoffen. Bei der wasserunldslichen pflanzlichen Lipase andererseits
ist die adsorptive Verkettung an einen unloslichen Reaktions-
vermittler schon intrazelluldr verwirklicht und so ausgeprigt, daf
die Wirksamkeit des Enzyms mit der Oberflichenbeschaffenheit
dieses Trigers eng verbunden bleibt, Auch in diesen besonderen
Fillen wird die Aktivitit des Enzyms nicht von dem Grade seiner
eigenen Dispersitit, sondern von der Adsorptionstauglichkeit mit
ihm mehr oder weniger eng vergesellschafteter Vermittler abhingen,
die entweder, ndmlich bei pflanzlicher, schon adsorbierter Lipase,
gegeniiber dem Substrat allein oder, namlich bei tierischer Lipase,
gegeniiber Enzym und Substrat zugleich zur Geltung kommt. Die
Anwendung des Massenwirkungsgesetzes allein wird keine aus-
reichende Handhabe zum Verstindnis und zur Beschreibung solcher
inhomogener Reaktionssysteme darstellen, wenn man auch annehmen
muB, daf der Verlauf und das Wesen der eigentlichen fermentativen
Umsetzung in homogenen und in nichthomogenen Systemen sich
grundsitzlich nicht unterscheiden wird. Fiir seine Erkenntnis wird
indessen die Untersuchung einfacher, homogener Reaktionssysteme
forderlicher sein.

Am ausgesprochensten in chemischem Sinne ist der Mechanismus
der Enzymwirkung in den Untersuchungen von H. v. Euler?) auf-
gefait worden; dies gibt sich inshesondere zu erkennen in seinen
zahlreichen Arbeiten iiber die Inaktivierung von Enzymen durch
Schwermetallsalze oder Amine, in welchen die chemische Affinitit
beispielsweise eines Amins zu einem Aldehyd mit der vergiftenden
Wirkung dieses Amins gegeniiber der Hefesaccharase verglichen
wird, um so auf indirektem Wege Aufschlufl tiber die chemische
Natur der spezifischen aktiven Gruppe des Enzyms zu erlangen ?).
H. v. Euler und K. Josephson?®) haben auch fiir den speziellen
Fall der Rohrzuckerhydrolyse durch Saccharase eine genauer pri-
zisierte Vorstellung ausgesprochen, die den chemischen Vorgang
der Bildung und Spaltung des Saccharids verstindlich zu
machen sucht. Die Saccharase wird auf Grund ihrer amphoteren
Natur und ihres Verhaltens zu proteolytischen Enzymen sowie zu-
folge der Ergebnisse priparativer Untersuchungen als amphoteres

1) Chemie der Enzyme, 2. Aufl.,, 1. Teil, Miinchen u. Wiesbaden 1920.

2) H. v. Euler u. 0. Svanberg, Fermentf. 8, 330 (1920); 4, 29, 90,
142 (1920/21).

) H. 133, 279 (1923/24).
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Proteinderivat angesehen, ausgestattet mit einer spezifischen, rohr-
zuckerbindenden Gruppe. Die Grundannahme, die die Eulersche
Vorstellung kennzeichnet, 1468t sich nun dahin zusammenfassen, da8
die Spaltung des Rohrzuckers nicht an der gleichen Stelle
des Enzymmolekiils erfolgt, an welcher die Bindung des
Substrats stattgefunden hat; fiir die Spaltung wird vielmehr, in
Analogie zur Wirkung der Wasserstoffionen, eine bestimmte Auf-
ladung durch eine dissoziierte Gruppe des Proteinteils der Saccharase
verantwortlich gemacht, und der zwischen Wasserstoffionen und
Enzym bestehende bedeutende Affinitdtsunterschied wird darauf
zuriickgefithrt, daf infolge der anderweits erfolgten Bindung des
Rohrzuckers an das Enzym in diesem Falle die Wahrscheinlichkeit
einer Aufladung des Substrats viel gréfer sein muB. Diese theo-
retisch bemerkenswerte Anschauung ist indessen noch nicht hin-
reichend gesichert; auch haben die Ergebnisse der Untersuchungen
Willstdtters die spezielle Annahme einer proteinartigen Natur
des Enzyms zum mindesten unwahrscheinlich gemacht.

Die Kinetik enzymatischer Reaktionen ist in den bisherigen
Ausfithrungen ausschlieBlich  unter dem Gesichtspunkt betrachtet
worden, als ob sie einseitig in der Richtung der Hydrolyse ver-
liefen und die synthetischen Gegenreaktionen nicht zu beriicksich-
tigen seien. Bekanntlich lehrt jedoch das Massenwirkungsgesetz,
daB nicht nur die Geschwindigkeit, sondern auch die Richtung
umkehrbarer Prozesse durch die Konzentration der beteiligten
Stoffe bestimmt wird, es gilt nicht nur fiir die Geschwindigkeit der
einen, auch fiir die der Gegenreaktion. Die Gleichgewichtslage
einer reversiblen Reaktion wird danach bestimmt durch die Kon-
zentration aller beteiligten Stoffe und damit durch das Verhiltnis
der Geschwindigkeiten, mit der die Reaktion in den beiden Rich-
tungen verlduft; nach der dynamischen Auffassung geht in der
Gleichgewichtslage der Umsatz in beiden Richtungen mit der
némlichen Geschwindigkeit vor sich, die Gleichgewichtskonstante
ist also gegeben durch das Verhiltnis der beiden Konstanten der
Reaktionsgeschwindigkeit, beispielsweise der hydrolytischen und
der synthetischen:

K—"1
=1

Wenn die Geschwindigkeit einer Esterspaltung gegeben ist
durch die Beziehung

v, = k, . (Ester). (Wasser)

Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme. 4
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und die der Esterbildung durch den analogen Ausdruck
vg = ky. (Alkohol) . (Siure),

so ergibt sich daraus fiir die Gleichgewichtslage, bei welcher v, —v,,
die Gleichgewichtskonstante

K — ky, __ (Sdure).(Alkohol)

~ k,  (Ester).(Wasser)’

die Gleichung lehrt, da8 beispielsweise eine Konzentrationserhthung
der Spaltprodukte, von Siure oder Alkohol im vorliegenden Falle,
in einer Hemmung der Esterverseifung zur Geltung kommen mub,
und zwar in einer Hemmung, welche man prinzipiell von der schon
besprochenen, auf Affinititsbeanspruchung des Katalysators be-
ruhenden zu unterscheiden hat. Die Gleichgewichtslage einer
solchen umkehrbaren Reaktion ist ni#mlich nach der gegebenen
Gleichung, wie auch experimentell bestitigt wurde, unabhingig
von der Geschwindigkeit, mit welcher sie erreicht wird, und sie
wird auch durch die Gegenwart eines idealen Katalysators, der nur
einen zu vernachldssigenden Bruchteil der reagierenden Kom-
ponenten des Systems bindet, und durch die Konzentration dieses
Katalysators nicht beeinfluft.

Auf die theoretisch gegebene Mglichkeit, daf auch die Enzyme
die von ihnen katalysierten Reaktionen nicht nur in der Richtung
der Hydrolyse, sondern auch in der der Synthese zu beschleunigen
vermbgen, ist zuerst durch J. H.van’t Hoff!) im Jahre 1898
hingewiesen worden und seine Uberlegungen sind bald darauf durch
die erste enzymatische Synthese eines Disaccharids durch
A. Croft Hill?%) experimentell bestitigt worden.

Mit der Erkenntnis der synthetisierenden Eigenschaften der
Enzyme gewann auch die Frage Interesse, ob sie imstande seien,
Verschiebungen in der gewthnlichen Gleichgewichtslage chemischer
Reaktionssysteme zu bewirken, d. h. ob die enzymatischen Gleich-
gewichte mit den fiir die Wirkung anderer Katalysatoren beob-
achteten identisch seien. Nach den Gesetzen der Thermodynamik
war zu erwarten, daB ein enzymatischer Katalysator, der nicht
wesentliche Anteile der reagierenden Komponenten eines Systems
zu binden vermag, keine Stérung der gewdhnlichen Gleichgewichts-
lage verursachen sollte; die Erfahrungen, die bei enzymatischen

1) Z. a. Ch. 18, 1 (1898).
%) Soc. 78, 634 (1898).
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Gleichgewichten gewonnen worden sind, haben indessen erwiesen,
daB diese Forderung nicht fiir alle enzymatischen Reaktionen zu-
zutreffen scheint, wenn auch in vielen Fillen die Lage des micht-
enzymatischen Gleichgewichts nicht sicher bestimmbar ist.

Die ersten eingehenden Untersuchungen iiber die Lage enzy-
matischer Gleichgewichte stammen aus den Jahren 1903
und 1906, sie beziehen sich auf die Spaltung und Synthese
von Estern. So hat H.Pottevin!) zuerst die enzymatische
Synthese eines Olsiureesters, des Methyloleats, aus Olsiure und
Methylalkohol mit Hilfe pankreatischer Lipase beschrieben, und
zwar speziell mit Bezug auf den EinfluB verschiedener Enzym-
mengen auf den Grad der erreichbaren Synthese. Es ergab sich,
wie aus der folgenden Tabelle 18 hervorgeht, keine deutliche Ab-
hiéngigkeit der Lage des erreichten Gleichgewichts von der Menge
des angewandten Katalysators.

Tabelle 18.
Synthese von Methyloleat nach Pottevin.
(Aquimolekulare Mengen Olsiure und Methylalkohol, 330))

Relative Prozent Synthese nach Tagen
Enzymmenge 1 T 3 20
1 8 56 84
2 12 66 82
5 21 66 84
10 43 74 85

Auch die Synthese des Trioleins, des Olsaure-Triglycerids,
durch Pankreaslipase ist von Pottevin in ihrer Abhingigkeit von
der Glycerinkonzentration untersucht worden. Spiter hat Y. W
Jalander?) fir die Bildung dieses Fettes gezeigt, daf die mit
einer pflanzlichen Lipase, aus Ricinussamen, erreichte Gleichgewichts-
lage mit dem hydrolytischen Gleichgewicht innerhalb der Versuchs-
fehler iibereinstimmte. A.E.Taylor %) hat ferner das hydrolytische
Gleichgewicht des Triacetins durch Ricinuslipase mit dem durch
Schwefelsdure sich ergebenden bei verschiedenen Substratkonzen-
trationen verglichen, mit dem Ergebnis, daf sich nur fiir hhere

1) 0. r. 188, 378 (1904); Ann. Inst. Pasteur 20, 901 (1906).
%) Bio. Z. 86, 435 (1911).
%) J1. Biol. Chem. 2, 87 (1906).

4%
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Konzentrationen des Glycerids eine Verschiebung in der Richtung
geringerer Hydrolyse fiir den enzymatischen Prozef bemerken lie(;
indessen ist die Vergleichbarkeit der beschriebenen Experimente
nicht ganz gesichert. Tabelle 19 veranschaulicht die bei gréfBeren
Estermengen gefundenen Abweichungen.

Tabelle 19.
Gleichgewicht der Siure- und Fermenthydrolyse des Triacetins nach Taylor.
Substrat- Gleichgewicht in Proz. Hydrolyse bei
konzentration
Proz. 0,5n HaSO, Ricinuslipase
0,5 88 86
1,0 82 79
2,0 78 70

Die eingehendste Untersuchung iiber Gleichgewichte bei enzy-
matischen Esterhydrolysen verdankt man M. Bodenstein und
W. Dietz?'); diese Forscher untersuchten die Hydrolyse und
Synthese von Amylbutyrat unter der Einwirkung pankreatischer
Lipase. Nach ihren Versuchen stellt sich bei einer bestimmten
Konzentration der beteiligten Stoffe ein von beiden Seiten erreich-
bares Gleichgewicht ein, dessen Lage unabhingig von der Enzym-
menge gefunden wird. Mit steigender Substratkonzentration
verindert sich dagegen entgegen der Forderung des Massen-
wirkungsgesetzes das Verhiltnis der Reaktionsgeschwindigkeiten,
der hydrolytischen und der synthetischen, das gegeben ist durch
den Ausdruck

k, (Hydrolyse)
k, (Synthese) ’
es nimmt nimlich zu; die Verinderung der Gleichgewichtskon-

stanten in ihrer Abhingigkeit von der Substratkonzentration nach
Bodenstein und Dietz zeigt die nachfolgende Zusammenstellung:

K (Gleichgewichtskonstante) —

Substratkonzentration Gleichgewichts-
normal konstante K
0,05 0,45
0,10 0,74
0,20 1,12

1) Z. EL Ch. 12, 605 (1906).
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Sodann ergab der Vergleich mit der Saurekatalyse, daf im
Falle der enzymatischen Reaktion das Gleichgewicht betrichtlich
zugunsten der Hydrolyse verschoben ist, es lag z. B. in dem
untersuchten Beispiel bei einer Esterbildung von 75 Proz. fir das
Enzym gegeniiber 85,5 Proz. fiir die Wirkung der Wasserstoffionen,
und die Gleichgewichtskonstante der Siurekatalyse fand man zu
1,12. Die beobachtete Gleichgewichtsverschiebung unter der Ein-
wirkung des Enzyms ist von F. Haber?!) mit der Annahme der
Wirkung besonderer Oberflichenkrifte in dem vorliegenden makro-
heterogenen System, von H.Freundlich?) mit einer Konzen-
trationsverschiebung an der Grenziliche der Enzymteilchen gedeutet
worden.

Auf Grund der Angaben von O. Emmerling?), wonach das
von Croft Hill bei der Einwirkung von Hefeauszug auf Trauben-
zucker erhaltene Disaccharid mit Isomaltose zu identifizieren sei,
also einem Korper, der durch die Maltase der Hefe selbst nicht
gespalten wird, sowie @hnlicher Beobachtungen von E. Fischer
und E.F. Armstrong*) hat E.F. Armstrong?® die Ansicht
gedufert, daB die Enzyme nur diejenigen Stoffe zu synthetisieren
vermochten, die von ihnen selbst nicht hydrolysiert wiirden, daf
man also zwischen hydrolysierenden und synthetisierenden Enzymen
zu unterscheiden habe. Allein diese Annahme hat auch speziell
bei den kohlehydratspaltenden Enzymen, fiir die sie in erster Linie
zu gelten hatte, in den eingehenden Untersuchungen von E. Bour-
quelot®) und seiner Schule keine Bestitigung erfahren; so hat es
sich gezeigt, daB entgegen den speziellen Ansichten Armstrongs
die Glucosidase der bitteren Mandeln die namlichen Glucoside auf-
zubauen vermag, die ihrer Hydrolyse anheimfallen. Auch bei der
Wirkung glucosidspaltender Enzyme kommt es nach Bourquelot
zur Ausbildung echter Gleichgewichte, die von beiden Seiten her,
sowohl auf hydrolytischem wie auf synthetischem Wege, erreicht
werden konnen. So wurde in einem Beispiel der Hydrolyse bzw.
Synthese von B-Methylglucosid durch Emulsin in 30 proz. Methyl-

1) Siehe C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen,
4. Aufl., Leipzig 1913, 2, 937.

?2) Kapillarchemie, 2. Aufl., Leipzig 1922, S. 1054.

) B. 84, 600, 3810 (1901).

4) B. 85, 3144 (1902).

5) Proc. Roy. Soc. B 76, 592 (1905).

6) Siehe A. ch. (9) 7, 153 (1917).
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alkohol gefunden, daB die Geschwindigkeit der beiden Prozesse
nahezu iibereinstimmt, man erhielt also fiir die Gleichgewichts-

konstante K — z—ﬁ den Wert 1, entsprechend einer Hydrolyse bzw.

1
Synthese von 50 Proz.
In der folgenden Tabelle 20 sind die Ergebnisse einer Ver-
suchsreihe zusammengestellt.

Tabelle 20.
Hydrolyse bzw. Synthese von @-Methylglucosid nach Bourquelot.

Synthese Hydrolyse
Zets ! Beob. Drehung Abnahme Beob. Drehung Zunahme
Tage i Min. Min.
0 + 64 0 —42 0
1 + 58 6 —36 6
2 + 48 16 —26 16
4 —+ 40 24 — 18 24
8 +28 36 — 6 36
13 +16 48 + 6 48
18 +12 52 +10 52
_ Endwert — Endwert —

Die angegebene Gleichgewichtskonstante gilt jedoch nur fiir
das p-Glucosid, wihrend die Geschwindigkeit der Umsetzung des
o-Glucosids stark davon abweicht; so wurde beispielsweise fiir die
Einwirkung von Maltase auf w-Athylglucosid bei einem Alkohol-
gehalt von 20 Proz. K, zu 0,484, fir Emulsin und p-Athyl-
glucosid Ky zu 0,308 gefunden. Dieser Unterschied lie§ sich auch
bei gleichzeitiger Einwirkung der beiden Enzyme auf das Gemisch
der Substrate bestitigen, das Ergebnis stand mit dem auf Grund des
Massenwirkungsgesetzes aus den gegebenen Konstanten berechneten
in Ubereinstimmung.

Der erwihnte Befund von E. Bourquelot?), wonach die
Synthese wie die Hydrolyse des f-Methylglucosids durch Emulsin
unter den angewandten Bedingungen mit derselben Geschwindigkeit
verlaufen, gilt indessen nur fiir die enzymatische Wirkung; das
beispielsweise bei der Sdurekatalyse sich einstellende Gleichgewicht
ist von dem enzymatischen verschieden. So haben H.v.Euler

1) Siehe speziell J1. de Pharm. Chim. (7) 10, 361, 393 (1914).
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und K. Josephson?) die Versuchsergebnisse Bourquelots einer
Berechnung unterzogen und fiir die Gleichgewichtskonstante

(Alkohol) . (Glucose)

(Wasser) . (Glucosid)

daraus den Wert 0,25 ermittelt. Nach H.v. Euler?) wird die
Gleichgewichtslage enzymatischer Reaktionen nicht wie
bei der idealen Katalyse durch die Konzentration der beteiligten
Stoffe, sondern durch das Verh#ltnis ihrer Affinititen zu
dem Enzym selbst bestimmt. Wenn z. B. die Affinitit des En-
zyms zum Glucosid ausgedriickt wird durch

(Glucosid — Enzym)

(Glucosid) . (Enzym)

und die zu dem Spaltprodukt durch

K@) =

K, =

K — (Glucose — Enzym)
7 (Glucose) . (Enzym)’
so errechnet sich fiir die Gleichgewichtslage, bei welcher die Ge-

schwindigkeiten der hydrolytischen wie der synthetischen Reaktion
iibereinstimmen, also

k,.(Glucosid —Enzym). (Wasser) — k,. (Glucose— Enzym). (Alkohol)
zu setzen ist, folgende Beziehung:
k, . K, . (Glucosid) . (Wasser) = k, . K, . (Glucose) . (Alkohol),

worin %, und k, die Geschwindigkeitskonstanten der beiden kon-
kurrierenden Reaktionen darstellen. Das Gleichgewicht der enzy-
matischen Reaktion, das gegeben ist durch

k, __ K, (Glucose) . (Alkohol)

ks K, (Glucosid).(Wasser)’

fillt danach nur dann mit dem Gleichgewicht bei idealer Katalyse,
entsprechend

(Glucose) . (Alkohol)
(Glucosid) . (Wasser)’
zusammen, wenn die Affinitit des Enzyms zu seinem Substrat der

Summe seiner Affinitéiten zu den Spaltprodukten gleichkommt, also
wenn K, =— K,. Nur fiir diesen Fall folgt ja auch, wie frither

1) Arkiv f. Kemi 9, Nr. 7 (1924).
?) H. 52, 146 (1907).
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auseinandergesetzt worden ist, der Verlauf der enzymatischen Reaktion
der Gleichung erster Ordnung.

Unter Bezugnahme auf die eben entwickelten Vorstellungen
haben v. Euler und Josephson fiir den speziellen Fall der von
Bourquelot bestimmten Gleichgewichtslage des §-Methylglucosids
die Folgerung erhoben, da8 die Affinitit des Emulsins zur Glucose
etwa viermal so grof sein miisse als die zum B-Methylglucosid, da

K (synthetisch)
¥ K (hydrolytisch) 0,2
die unter Verwertung anderer Untersuchungen durchgefiihrten Be-
rechnungen fiir das Verhiltnis der Affinitdtskonstanten des Enzyms
zu Glucose und B-Methylglucosid den Wert 3,3.

Die bemerkenswerten Untersuchungen von L. Rosenthaler?)
sowie von E. Nordefeldt?) iiber die asymmetrische Synthese von
Mandelséurenitril durch Emulsin sollen erst im 6. Kapitel besprochen
werden. Nach den Beobachtungen von W. M. Bayliss®) und von
E.Nordefeldt ist die Lage des Gleichgewichts fiir die enzymatische,
wie fiir die nichtenzymatische, namlich die durch OH-Ionen kata-
lysierte Synthese des Mandelssurenitrils aus Benzaldehyd und Blau-
sdure ungefihr die gleiche.

Die Angaben der Literatur iiber enzymatische Synthesen be-
schranken sich indessen nicht auf den Aufbau von Estern oder von
einfachen Kohlehydraten und Glucosiden; es ist gelegentlich auch
iiber die Riickbildung hoherer Kohlehydrate aus einfachen Zuckern *)
und iiber die Einstellung bestimmter Gleichgewichte, beispielsweise
bei der Hydrolyse von Stérke ®), unter der Wirkung von Enzymen
berichtet worden, allein die Deutung dieser Befunde als synthetische
Vorginge diirfte in Anbetracht der vorliegenden komplizierten
Reaktionssysteme nicht zutreffen. Der gleiche Einwand 148t sich
gegeniiber zahlreichen Beobachtungen iiber Synthesen von Eiweif
oder EiweiBabbauprodukten ®) erheben, eine synthetische Ver-

5 gefunden wurde; in der Tat ergaben

1) Bio. Z. 14, 238 (1908); 17, 257 (1909).

?) Ebenda 118, 15 (1921); 181, 390 (1922).

8) J. of Physiol. 46, 236 (1913).

#) Vgl. M. Cremer, B. 82, 2062 (1899).

5) Vgl. J. Wolff und A. Fernbach, C.r. 187, 718 (1903); L. Ma-
quenne, Bl 35, S.I (1906); E. C. Kendall und H. C. Sherman, Am.
Soc. 82, 1087 (1910).

%) Vgl. V. Henriques und J. K. Gjaldbaek, H. 71, 485 (1911); 81,
439 (1912); 88, 83 (1913); E. Abderhalden, Fermentf. 1, 47 (1914).
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kniipfung von Proteinbausteinen mit Hilfe von Enzymen ist bis
heute nicht mit Sicherheit nachgewiesen worden ; die unbefriedigenden
experimentellen Unterlagen, mit denen die Literatur diesen Nach-
weis belegt, lassen sich auch in anderem Sinne deuten.

V. Enzymatische Reaktionssysteme
(Aktivierung und Hemmung).

Die viel vertretene Anschauung, da8 ein Teil der Enzyme,
insbesondere solche des tierischen Organismus, nicht in aktivem
Zustand von den Zellen abgegeben wiirden, sondern in Form un-
wirksamer Vorstufen, als ,Proenzyme“ oder ,Zymogene¥, ist
schon sehr alt; einige der frithesten Beobachtungen dieser Art
finden sich in den Untersuchungen von O. Hammarsten?), von
J.N. Langley?) sowie von W. Ebstein und P. Griitzner3),
nach deren Angaben Pepsin wie Lab von der Magenschleimhaut
zunichst in inaktiver Form sezerniert wiirden; die Salzsidure des
Magens sollte sie dann in wirksame Form iiberfithren. Es hat sich
indessen gezeigt, daB diese Aktivierungserscheinung ganz unspezifisch
ist und daf sie nur auf der Einstellung einer fiir die Pepsin- oder
Labwirkung giinstigen Aciditdt beruht; so sind wie diese viele
andere Angaben der #lteren Literatur iiber die Aktivierung enzy-
matischer Reaktionen auf die Nichtbeachtung des Einflusses der
‘Wasserstoffzahl zuriickgefiihrt worden oder sie werden sich darauf
zuriickfithren lassen.

Abgesehen von diesem durchweg beobachteten Einfluf der
Wasserstoff- bzw. Hydroxylionen auf die Aktivitit der Enzyme,
der schon behandelt worden ist, ist jedoch die Existenz einer ge-
wissen Anzahl typischer Aktivierungen, die durch den Zusatz
besonderer Aktivatoren hervorgerufen werden, mit Sicherheit er-
wiesen; allein alle Annahmen, nach welchen Enzyme in Form
von Zymogenen, unfertigen Enzymen, in den Zellen gebildet
wiirden, haben sich bisher als unzutreffend erwiesen. Die Er-
scheinungen der Enzymaktivierung, der spezifischen und der un-
spezifischen, durch zusitzliche Stoffe sollen nachfolgend an einigen
charakteristischen Beispielen beschrieben werden.

1) R. Malys Jahresbericht iiber die Fortschritte der Tierchemie 2,
118 (1872).

%) J. of Physiol. 8, 269 (1882).

8) Pfliig. Arch. 8, 122, 613 (1874).
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Ein typisches Beispiel einer einfachen Aktivierung durch
anorganische Ionen findet sich bei den tierischen stirke-
spaltenden Enzymen. Altere Angaben iiber die Existenz eines
Amylasezymogens, an welchen auch teilweise der Mangel quantitativer
Bestimmungsmethoden schuld haben mag, sind durch die exakten
Untersuchungen vor allem von H. Bierry, J. Giaja und V. Henri?)
iiberholt und richtiggestellt worden, aus welchen hervorging, da8
tierische Amylase, z. B. die des pankreatischen Sekrets, zu ihrer
Wirkung der Gegenwart bestimmter anorganischer Ionen, vor allem
der Chlorionen bedarf und daB salzfrei dialysierte Enzymlosungen
sich als unwirksam erweisen. Diese Erscheinung, die daraufhin
oft und eingehend untersucht worden ist, unterscheidet zufolge
H. Bierry?) die tierische von der pflanzlichen Amylase; man hat
nimlich bei letzterer, z. B. bei Enzym aus keimender Gerste, bisher
keine Aktivierung durch Salzionen feststellen konnen. Dagegen
haben H. Haehn und H. Schweigart3) fir die Amylase der
Kartoffel erwiesen, dal dieses Enzym in seinem Verhalten gegeniiber
Neutralsalzen mit tierischer Amylase identisch ist.

Die wirksamen Komplexe aus Amylase und Anionen sind nach
L. Michaelis und H. Pechstein®) gekennzeichnet durch stark
abweichende Dissoziationskonstanten; die Festigkeit der Verbindung
von Enzym und Ion scheint z. B. in der Reihenfolge der Ionen
von NO,” - CI' > Br' —> SO,” abzunehmen. Diese Reihenfolge
wird abgeleitet aus der verschiedenen Stirke der Hemmung, die
die betreifenden Ionen gegeniiber dem durch Cl-Ionen maximal
aktivierten Enzym austiben, unter der Annahme, dal eine Ver-
teilung des Enzyms zwischen den verschiedenen Ionen eintritt und
daB die ,Chlorid-Amylase“ zwar die wirksamste, aber nicht die
festeste Tonenverbindung des Enzyms darstellt. Auch sollen den
einzelnen Amylasekomplexen verschiedene Aecidititsoptima der
Wirkung entsprechen, sie sind mit der Annahme verschiedener
Amylasearten gedeutet worden. Die beobachteten Unterschiede
sind jedoch nach A. Hahn und K. Harpuder ) sowie nach R. Will-
stitter, E. Waldschmidt-Leitz und A. R. F. Hesse®) als eine

1) C. r. 148, 300 (1906); Soc. Biol. 60, 479 (1906); 62, 432 (1907).
%) Bio. Z. 40, 357 (1912).

%) Ebenda 148, 516 (1923).

4) Ebenda 59, 77 (1914).

5) 7. Biol. 71, 287 (1920).

6) H. 126, 143, und zwar S.150 (1922/23).
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Folge der kombinierten Salz-Pufferaktivierung zu verstehen; der
Einfluf der Aktivatoren ist nimlich beil verschiedener Wasserstoff-
zahl von wechselnder Grofe.

Die Aktivierung der Amylase durch anorganische Ionen, bei-
spielsweise durch Kochsalz, 148t sich mit der allgemein fiir Enzyme
geltenden Beeinflussung durch Wasserstotf- oder Hydroxylionen nicht
sicher vergleichen; wenn beispielsweise fir die Saccharase, wie im
4. Kapitel errtert, sich nachweisen lie, daf die Affinitit des Enzyms
zu seinem Substrat durch die Wasserstoffzahl in gewissen Grenzen
nicht beeinflubt zu werden scheint, und wenn fiir die Wirkung anderer
Enzyme, z. B. der proteolytischen, ihre Abhéngigkeit von der Reaktion
des Mediums mit einer verschiedenen Ionisierung der Substrate ge-
deutet wird, so 118t es sich noch nicht beurteilen, ob die aktivierenden
Jonen einen EinfluB auf die Affinitidtsverhdltnisse der Amylase selbst
besitzen oder ob sie nicht auch, wie aus den noch nicht einwandfrei
bestitigten Beobachtungen von W. Biedermann?) iiber eine Salz-
hydrolyse der Stirke zu folgern wire, die Zerfallstendenz des
Substrats zu beeinflussen vermogen; exakte Affinititsvergleiche
werden diese Frage zu entscheiden erlauben.

Von dem Typus der Amylaseaktivierung, welche durch ver-
schiedene Arten von Ionen bewirkt zu werden, also unspezifisch zu
sein scheint, die aber die ganze Leistung des Enzyms betrifft, also
absolut zu verstehen ist, ist eine zweite Art der Enzymakti-
vierung zu unterscheiden, welche sich dadurch kennzeichnen 1aft,
daf sie sich nur gegeniiber bestimmten, besonderen Affinititen
eines Enzyms oder gegeniiber einer bestimmten Stufe der
von ihm beschleunigten Reaktion zu #dufern vermag; sie ist
nur als relativ zu verstehen und sie wird viel spezifischer ge-
funden, sie ist nimlich bedingt durch die Gegenwart spezifischer
Aktivatoren. Eines ihrer bestuntersuchten Beispiele ist die
Aktivierung des Trypsins, des wichtigsten proteolytischen Enzyms
der Pankreasdriise, durch die Enterokinase aus der Darmschleim-
haut; man verdankt ihre Entdeckung einer Untersuchung aus dem
Pawlowschen Laboratorium von N. P. Schepowalnikow?). Sie
konnte zeigen, daf reiner pankreatischer Fistelsaft in bezug auf die
Hydrolyse beispielsweise genuiner Proteine vollig unwirksam war
und daf er erst im Darm durch den Zutritt eines von der Schleim-

1) Bio. Z. 129, 282; 137, 35 (1923).
2) Inaugur.-Diss. St. Petersburg 1899; Referat in R. Malys Jahres-
bericht iiber die Fortschritte der Tierchemie 29, 378 (1899).
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haut abgegebenen Stoffes, der Enterokinase, Aktivitit erlangte;
man verstand diese Erscheinung als einen enzymatischen ProzeS,
als eine Umwandlung des Trypsins aus seinem Zymogen in aktive
Form. Es ist indessen erst in neuerer Zeit moglich gewesen, das
wahre Wesen dieses Aktivierungsvorgangs mit Sicherheit zu er-
kennen. In einer Untersuchung von E. Waldschmidt-Leitz!) hat
es sich nimlich erwiesen, daB die Reaktion des Trypsins mit der
Enterokinase auf stochiometrischer Grundlage erfolgt; eine enzyma-
tische Umwandlung des ,Trypsinogens, wie sie angenommen
wurde, tritt nicht ein, es entsteht vielmehr eine in betrichtlichem
MaBe dissoziierte Verbindung von Enzym und Aktivator, deren
Bildung eine gewisse Zeit beansprucht; es war nimlich gelungen,
auf adsorptivem Wege Enzym und Aktivator nach erfolgter Akti-
vierung wieder zu trennen.

Die Enterokinase, deren Eigenschaften denen enzymatischer
Stoffe nahezukommen scheinen ?), ist als ein spezifischer Aktivator
des Trypsins anzusehen, die Angaben der Literatur iber Aktivierungen
dieses Enzyms durch andere Stoffe, wie Kalk- oder Gallensalze,
haben sich als unzutreffend erwiesen. Allein der EinfluB der
Enterokinase betrifft nur gewisse Fille der Enzymwirkung, es
kommt némlich dem Aktivator lediglich die Bedeutung eines
Hilfsstoffes fiir die Spaltung gewisser besonderer struktureller
Bindungen zu, wie sie beispielsweise in genuinen Proteinen vor-
liegen; wie E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck 3) gezeigt
haben, vermag das Trypsin auch ohne Aktivierung durch Entero-
kinase eine Reihe von Substraten, wie Protamin oder Pepton,
mit betrichtlicher Geschwindigkeit zu hydrolysieren, wenn auch
seine Wirkung in diesen Fillen infolge der Ungleichartigkeit der
in den Substraten vorliegenden strukturellen Gruppierungen durch
den Zusatz von Aktivator eine Verstirkung erfihrt. Diese Akti-
vierung des Trypsins durch Enterokinase, die nur relativ und die
spezifisch ist, ist also von der fiir tierische Amylase beschriebenen
zu unterscheiden, wenn auch kiinftige Untersuchungen ergeben
sollten, dafl auch bei der enzymatischen Hydrolyse der Stirke sich
der Einfluf der Aktivatoren nur gegeniiber bestimmten Stufen der
Reaktion geltend machte.

1) H. 132, 181 (1923/24).
%) E. Waldschmidt-Leitz, H. 142, 217 (1924/25).
3) H. 149, 203 (1925).
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Die Erscheinung der Trypsinaktivierung findet ihr Gegenstiick
in der Aktivierung einer pflanzlichen Protease, des Papains im
Milchsaft des Melonenbaumes, durch Blausiure; hier haben R. Will-
statter und W. Grassmann?) gezeigt, daf die Enzym-Blausiure-
verbindung, deren Bildung gleichfalls eine bestimmte Zeit bean-
sprucht, fiir die Hydrolyse einfacher gebauter Substrate spezifisch
ist, z. B. fiir Pepton, wihrend das Papain fiir die Spaltung anderer,
hohermolekularer Proteine der Vermittlung des Aktivators nicht
bedarf. Es ist indes nicht wahrscheinlich, daf die Wirkung von
Papain-Blausdure und Trypsin einerseits und von Trypsin-Entero-
kinase und Papain andererseits auf die nimlichen spezifischen
Strukturen zu beziehen sein wird. _

Ahnliche Verhsltnisse scheinen bei der Aktivierung eines
anderen wichtigen enzymatischen Vorganges vorzuliegen, ndmlich
der alkoholischen Girung. A. Harden und W.J. Young?) haben
fiir diesen Fall gezeigt, daB die zuckervergirende Wirkung der
Zymase in der Hefe abhiingt von der Gegenwart eines spezifischen,
kochbestindigen Aktivators, der ,Ko-Zymase“, die sich z. B. dem
getrockneten Pilzmaterial durch Auswaschen mit Wasser entziehen
148t; die zuriickbleibende Zellmasse besitzt keine Girfihigkeit mehr.
Aus einer neueren Untersuchung von H. v. Euler und K. Myrbick?)
hat sich nun die SchluBfolgerung ergeben, daf die Mitwirkung der
,JKo-Zymase“ fiir eine ganz bestimmte Reaktionsstufe der alko-
holischen G#rung erforderlich zu sein scheint, némlich fiir die inter-
mediir erfolgende Bildung von Zucker-Phosphorsiureestern, wenn
nicht fiir eine noch frithere Stufe der Reaktion.

Eine dritte, ganz andere Art enzymatischer Aktivierung beob-
achtet man bei tierischen Lipasen; sie ist weitgehend unspezifisch
und nur relativ. Die dlteren Angaben der Literatur, wonach die
Lipase z. B. der Pankreasdriise in Zymogenform sezerniert und erst
im Darm durch die Einwirkung der Galle in aktives Enzym um-
gewandelt wiirde, sind durch die Untersuchungen von R. Will-
statter, E. Waldschmidt-Leitz und Fr. Memmen*) berichtigt
worden. Es hat sich gezeigt, daB die Aktivierungserscheinungen,
die fiir die Losungen der Pankreaslipase als charakteristisch gelten,
ganz unspezifisch sind und daB sie nur auf der Einstellung eines

1) H. 188, 184 (1924).
2) Proc. Roy. Soc. B 77, 405; 78, 368 (1906).
3) H. 189, 15 (1924).

4) H. 125, 93 (1922/23).



62 V. Enzymatische Reaktionssysteme.

fir den Kontakt des wasserloslichen Enzyms mit seinem unlgslichen
Substrat besonders giinstigen Adsorptionszustandes beruhen. ,Die
Wirkung der Aktivatoren besteht nicht in der Umwandlung eines
Lipase-Zymogens in wahre Lipase, denn ohne Aktivierung voll-
ziehen die Pankreasdriisen und ihre Ausziige die Fettspaltung in
saurem Medium mit einer Geschwindigkeit von derselben GroBen-
ordnung, wie sie bei der Spaltung unter Aktivierung im alkalischen
Gebiet erzielt wird. Als Aktivatoren fiir die Spaltung echter
Fette durch pankreatische Lipase wirken z. B. bei alkalischer
Reaktion Proteine wie Eiereiweil, Gallensalze oder auch Kalkseifen,
die auf Zusatz von loslichen Calciumsalzen aus der entstehenden
Fettsiure sich bilden. TIhre aktivierende Wirkung beruht auf der
Erzeugung von Kolloidteilchen, welche gegeniiber dem Enzym wie
gegeniiber dem Substrat adsorbierend wirken und dadurch ihre
Reaktion erleichtern. Die entstehenden Adsorbate, beispielsweise

das Adsorbat Albumin‘::.fL. , deren Bildung sich an den Eingzel-
ipase

adsorbaten, z. B. von Albumin. und Fett oder von Albumin und
Lipase auch experimentell nachweisen lift, sind von Willstitter
als ,komplexe Adsorbate“ bezeichnet worden. Von diesen werden
die sogenannten ,gekoppelten Adsorbenzien“ unterschieden, die aus
dem Zusammenwirken mehrerer Einzelaktivatoren entstehen, z. B. in
der Adsorptionsverbindung von Calciumoleat— Albumin; sie zeich-

Fett Lipase
nen sich némlich durch eine besonders giinstige aktivierende Wirkung
aus; der Kombination geringer Mengen solcher Einzelaktivatoren,
wie Kalkseife oder Albumin, kommt nimlich eine weit groBere
Aktivierungsleistung zu als selbst groBen Mengen der Komponenten
allein. Die nachstehende Tabelle 21, die im Auszug der Unter-
suchung von Willstatter, Waldschmidt-Leitz und Memmen
entnommen ist, veranschaulicht die aktivierende Wirkung solcher
Zusatzstoffe allein, wie auch in jhrem Zusammenwirken auf Ausziige
der Pankreasdriise, und zwar bei alkalischer Reaktion.

Grofe und Sinn der Aktivierung findet man jedoch in hohem
Mafe abhingig von der Wasserstoffzahl und von der Natur des
angewandten Substrats. Proteine, Gallensalze oder Kalksalze, bei
alkalischer Reaktion gute Aktivatoren, hemmen im sauren Gebiet;
andererseits gilt beispielsweise die aktivierende Wirkung der
Gallensalze nur fiir die Hydrolyse gewisser Substrate, vor allem
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der natiirlichen Fette, wihrend sie fiir die Spaltung anderer Sub-
strate, wie die niederer Ester, ohne EinfluB gefunden werden oder
sogar hemmend zu wirken vermégen. Offenbar kommt in diesen
Fillen die adsorbierende Wirkung der Zusatzstoffe nicht gegen-
iber Enzym und Substrat zugleich, sondern nur gegeniiber einem
von ihnen zur Geltung und #uBert sich so in reaktionsstorendem
Sinne. Der verschiedene Einfluf der Aktivatoren kann auch,
wie schon im 3. Kapitel auseinandergesetzt, die Abhingigkeit
der Enzymwirkung von der Wasserstoffzahl, z. B. in den natiir-
lichen Enzymlosungen, entscheidend beeinflussen; so haben sich
die vermeintlichen Unterschiede in der py-Abhingigkeit der Magen-
und der Pankreaslipase darauf zuriickfithren lassen, dal sich
nur die erstere in ihrem natiirlichen Sekret mit einem Begleit-
stoff vergesellschaftet findet, der ihre Wirkung im alkalischen
Milieu beeintrichtigt und im sauren begiinstigt.

Tabelle 21.
Aktivierung von Pankreaslipase bei py — 8,9.
CaClg gllgif)rcill::)’;;t Albumin Olspaltung

mg mg mg Proz.
—_ — — 4,0
10 _ —_ 19,4
— 10 —_ 10,9
—_ 80 — 19,5
— — 90 17,4
10 10 — 13,6
10 — 15 23,6
20 — 30 27,2
— 10 15 20,8
— 20 30 22,8
10 10 15 23,4

Es wiirde den Rahmen dieses Buches iiberschreiten, auf die
mannigfaltigen Erscheinungen der Aktivierung und Hemmung, wie
sie bei den fettspaltenden Enzymen beobachtet werden, an dieser
Stelle niher einzugehen; es ist ihnen allen gemeinsam, daf sie sich
auf Adsorptionswirkungen zuriickfithren lassen, die die enzymatische
Reaktion zu beschleunigen oder.zu beeintrichtigen vermogen, wih-
rend die zuerst besprochenen Aktivierungserscheinungen, beispiels-
weise der Amylase oder des Trypsins, mit einer spezifischen chemischen
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Beeinflussung der Affinitit von Enzym und Substrat zu deuten sind.
Andererseits hat man von solchen unspezifischen Hemmungserschei-
nungen, wie sie sich gegeniiber der Lipasewirkung geltend machen,
andere, spezifischere Hemmungseinfliisse zu unterscheiden, die die
chemisch-aktiven Gruppen der Enzyme zu betreffen scheinen. Diese
Hemmungen, die im folgenden noch zu besprechen sind, sind rever-
sibel und damit unterschieden von der irreversiblen Zerstorung der
Enzyme, wie sie unter der Wirkung von Wasserstoff- oder Hy-
droxylionen oder der Temperaturerhhung eintritt.

Die vergiftende Wirkung von Schwermetallsalzen auf
Hefesaccharase ist durch H.v. Euler und seine Mitarbeiter ein-
gehend untersucht worden. So haben H. v. Euler und O. Svan-
berg?') zunichst die Inaktivierung eines Saccharasepriparats durch
Sublimat gemessen und dabei fiir steigende Mengen des Quecksilber-
salzes eine typische, asymptotisch

Abb-6. } verlaufende Dissoziationskurve fiir
0,601 die Inaktivierung des Enzyms er-
0541 halten, die in der nebenstehenden
9481 Abb. 6 wiedergegeben ist.
Z’;‘; Die Form der Kurve besagt nach
030 v. Euler, daB sich ein Gleichgewicht
0,241 zwischen Enzym und Metallsalz in
0,181 A der Losung ausbildet; auch gelang
0121 es nachzuweisen, daf die Vergiftung
g0y = des Enzyms von einer entsprechen-

05050 50 7 60 30 40 30 20 10 0 den Abnahme der analytisch bestimm-
Inaktivierung der Saccharase baren Schwermetallionen begleitet
durch Sublimat. war. Sodann erwies sich die In-
aktivierung als vollstindig reversibel ;

durch Einleiten von Schwefelwasserstoff in die vergiftete Enzym-
losung wurden 96 Proz. der urspriinglichen enzymatischen Aktivitdt
wieder erhalten. Es ist sehr bemerkenswert, daf, wie v. Euler
und Svanberg feststellten, der Rohrzucker eine sehr betrichtliche
Schutzwirkung gegeniiber der Vergiftung des Enzyms durch
Quecksilbersalze auszuiiben vermag, wihrend seine Gegenwart
fiir die Inaktivierung der Saccharase durch Ag-Ionen, die viel
stirker ist, ohne Einfluf bleibt; dieser Unterschied in der Schutz-
wirkung des Substrats ist von K. Myrbick?) mit der Annahme

1) Fermentf. 3, 330 (1920).
%) Arkiv £. Kemi 8, 1, Nr.29 (1923); C. 1924, I, 207.




Inaktivierung durch Schwermetallsalze. 65

gedeutet worden, daf bei der Wirkung der Silberionen nicht, wie
es bei der Quecksilbervergiftung beobachtet wird, eine Verteilung
der Ionen zwischen Enzym und Substrat erfolge, sondern daf das
Silber mit der Enzym-Substratverbindung reagiere.

Die Inaktivierung der Saccharase durch Silbersalze ist ferner
von H.v. Euler und K. Myrback?!) zur Bestimmung des Aqui-
valentgewichts des Enzyms herangezogen worden; unter der
Voraussetzung, daf der reinen Saccharase die Inversionsfihigkeit
(If) 280 zukomme, einer Annahme, die durch die préparativen
Ergebnisse von R. Willstidtter und K. Schneider?) indessen
bald iiberholt wurde, berechneten sie das Silberiiquivalent des
Enzyms, d. h. diejenige Saccharasemenge, welche 1 MolAg zur
Inaktivierung benstigt, zu 4000 bis 5000, wihrend Myrbick
andererseits auf Grund der errechneten Dissoziationskonstante der
Ag-Saccharase-Rohrzuckerverbindung zu dem niedrigeren Werte von
2600 gelangt ist.

Unsere heutigen Kenntnisse erlauben indessen noch keine
sichere Beurteilung dieser Grofe; nicht nur, daB die den Euler-
schen Berechnungen zugrunde liegenden Werte fiir die Konzen-
tration des reinen Enzyms sich nicht bestitigt haben, es hat sich
auch gezeigt, daf die Silberempfindlichkeit der Saccharase mit
steigendem Reinheitsgrad betrichtlich zunimmt, die angegebenen
Werte fiir das Ag-Aquivalent des Enzyms diirften also als zu
niedrig befunden werden.

Beobachtungen iiber eine Inaktivierung der Saccharase
durch organische Basen, vor allem durch Anilin und p-Toluidin,
sind ferner von H.v.Euler und O. Svanberg?) zu einer Kenn-
zeichnung der Natur der spezifischen aktiven Gruppe des Enzyms
herangezogen worden. Der Befund, wonach diese Inaktivierung
sich durch Zusatz von Aldehyden wieder aufheben l#ft, hat die
Forscher zu der Annahme gefithrt, da Anilin und Saccharase
unter Bildung einer Aldehyd-Aminverbindung, einer Schiffschen
Base, miteinander reagieren. Die analytisch bestimmte Disso-
ziationskonstante der Saccharase-Anilinverbindung, die von der
Gegenwart des Rohrzuckers nicht beeinfluit wurde, betrug2,5.10—1

1) Zs. exp. Med. 33, 483 (1923).

2) H. 138, 193 (1923/24).

3) Fermentf. 4, 29 (1920/21); siehe auch H.v. Buler und K. Myr-
bick, H. 125, 297 (1922/28); K. Myrback, Arkiv f. Kemi 8, 1, Nr.32
(1924); C. 1924, I, 208.

Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme. 5
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und die der Formaldehyd-Anilinverbindung ermittelten sie zu
18 £ 3.10—2, die Anilinverbindung des Enzyms war also weniger
dissoziiert.

Es wiirde zu weit fithren, alle speziellen Angaben der
Literatur iiber Hemmungen enzymatischer Reaktionen durch be-
stimmte anorganische Salze oder durch organische Zusatzstoffe
hier zu erdrtern, zumal viele von ihnen nicht mehr geniigend
sichergestellt erscheinen.

Hervorzuheben ist die ausgesprochen hemmende Wirkung von
Natriumfluortd auf tierische Lipase, die zuerst von J. H. Kastle
und A.S. Loevenhart!) beobachtet wurde, sowie die starke
Hemmung der Wirkung von Katalase ?) und von Oxydasen durch
Blaustiure, die von O. Warburg$?) mit der Giftwirkung der
Blausiure gegeniiber dem Oxydationsvermdgen einfacher eisen-
haltiger Kohlemodelle verglichen worden ist. Und nicht zuletzt
bediirfen die eingehenden Untersuchungen von P. Rona*) und
seinen Mitarbeitern iiber die Vergiftung lipatischer Enzyme
durch Alkaloide der Erwihnung, denen zufolge die Empfindlichkeit
z. B. gegeniiber Chinin als ein charakteristisches Merkmal fiir eine
bestimmte Lipase zu gelten hat; so wird die Leberlipase resistent
gefunden, wihrend pankreatische Lipase durch Chinin stark gehemmt
wird. Der EinfluB von Begleitstoffen auf diese Giftempfindlichkeit,
auf den R. Willstdtter und Fr. Memmen®) aufmerksam gemacht
haben, ist indessen noch nicht geniigend beriicksichtigt und gepriift
worden.

Die Bedeutung endlich der zahlreichen Beobachtungen der
Literatur iiber die immunisatorische Bildung von Anti-Enzymen
durch den tierischen Organismus nach der Einfithrung art-
oder blutfremder Enzympriparate 148t sich nicht sicher be-
urteilen; sie diirfte wohl in vielen Fillen auf eine adsorptive
Bindung des Enzyms durch entstandene Hemmungskorper zuriick-
zufithren sein.

1) Am. 24, 491 (1900); A. S. Loevenhart und G. Peirce, J1. Biol.
Chem. 2, 391 (1907); siehe auch H. Davidsohn, Bio. Z. 49, 249 (1913).

%) Vgl G. Senter, Ph. Ch. 44, 257 (1903); 51, 673 (1905).

3) B. 58, 1001, und zwar S.1004 (1925).

4) Bio. Z. 111, 156; 118, 185, 214, 232; 130, 225; 134, 108, 118;
141, 222 (1923).

%) H. 188, 216, und zwar S.241 (1924).
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VI. Enzymatische Spezifitit.

Die Erscheinungen der enzymatischen Spezifitit lassen sich
zwel besonderen Gesichtspunkten unterordnen, je nachdem ob sie
den allgemeinen Verlauf der durch das Enzym beschleunigten
Umsetzung eines Stoffes, den Reaktionsweg, oder aber ob sie
die Angreifbarkeit bzw. die Geschwindigkeit der Spaltung
verschiedener Stoffe durch das Enzym, seine absolute und seine
relative Spezifitiat, betreffen.

Wenn man eine Verschiedenheit der Reaktionswege,
auf welchen die enzymatische Umsetzung eines bestimmten Sub-
strats sich vollzieht, in Betracht zieht, so hat man zwischen zwei
verschiedenen moglichen Fillen zu unterscheiden; es kann nimlich
die Spaltung eines Substrats durch mehrere Enzyme zu verschie-
denen Reaktionsprodukten fithren, oder aber sie kann, wenn auch
iber verschiedene Reaktionszwischenprodukte, doch die nimlichen
Endprodukte der Reaktion liefern. Fiir den ersteren Fall bietet
die Hydrolyse des Trisaccharids Raffinose ein charakteristisches
Beispiel, die nach C.Neuberg?!) unter der Wirkung der Hefe-
saccharase zur Abspaltung von Fructose und zu Melibiose, unter
der Einwirkung von Emulsin dagegen zu Rohrzucker und Galaktose
fithrt. Auf shnliche Erscheinungen der Reaktionsauslese bei peptid-
spaltenden Enzymen haben die Untersuchungen von E. Abder-
halden?) hingewiesen; auch die verschiedenen Arten der Girung
einfacher Zucker, wie die alkoholische oder die Milchsiuregirung,
sind hier zu nennen.

Fiir den zweiten Fall spezifischer Reaktionswege, aber iden-
tischer Reaktionsprodukte, ist der Vergleich der Hydrolyse des
Rohrzuckers durch die Saccharase der Hefe und durch die aus
Aspergillus oryzae kennzeichnend; nach R. Kuhn3) lagert sich
nimlich das Enzym der Hefe an die Fructose-, das des Schimmel-
pilzes dagegen an die Glucosekomponente des Rohrzuckers an, die
Inversion des Rohrzuckers nimmt also in beiden Fillen ihren Weg
iiber verschiedene Reaktionszwischenprodukte, und die beiden En-
zyme sind danach als verschiedene, spezifische Katalysatoren zu

1) Bio. Z. 3, 519 (1907).

?) E. Abderhalden und A. H. Koelker, H. 34, 363 (1908); 55, 416
(1908); E. Abderhalden und C. Brahm, H. 57, 342 (1908); E. Abder-
halden, G. Caemmerer und L. Pincussohn, H. 59, 293 (1909).

3) H. 129, 57 (1923).

¥
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betrachten!). Ein weiteres Beispiel fiir die Existenz verschiedener
Reaktionswege bei gleichartigen Endprodukten der Hydrolyse ergibt
sich aus den wichtigen Untersuchungen von R. Kuhn?) iiber die
Starkespaltung durch tierische bzw. pflanzliche Amylase, die zu
einer Unterscheidung zwischen o~ und $-Amylasen gefiihrt hat.

Die meisten iiber enzymatische Spezifitit vorliegenden Unter-
suchungen sind der Frage gewidmet, welche Substrate iiberhaupt
von ein und demselben Enzym angreifbar sind. Man hat hier zu
unterscheiden zwischen einer absoluten und zwischen einer rela-
tiven Spezifitdt, je nachdem ob die Untersuchung ergibt, daf
ein enzymatischer Katalysator von zwei Substraten nur das eine
oder aber beide, nur mit verschiedener Geschwindigkeit, um-
zusetzen vermag.

Die Erscheinungen der Gruppenspezifitit zunichst, die beispiels-
weise zwischen eiweifi- und zwischen fettspaltenden Enzymen zu
unterscheiden erlauben, sind einfach und in absolutem Sinne zu
verstehen. Aber auch fiir die Hydrolyse von Substraten aus der
ndamlichen Korperklasse sind die Félle absoluter enzymatischer
Spezifitit zahlreich genug. So hat, um nur einige Beispiele zu
nennen, die Unterscheidung zwischen den spezifischen Wirkungen
des malzzucker- und zwischen denen des rohrzuckerspaltenden En-
zyms der Hefe als absolut zu gelten; auch ist es gelungen, die
beiden Enzyme auf priaparativem Wege zu trennen 3). Auch unsere
Kenntnis von der Spezifitit proteolytischer Enzyme, die schwer
zu iibersehen war, hat durch neuere Untersuchungen eine einfache
Grundlage erhalten; so haben E. Waldschmidt-Leitz und
A. Harteneck?) gezeigt, daf die spezifischen Wirkungen von
Trypsin und von Erepsin scharf voneinander zu trennen sind;
wihrend das erstere fiir Proteine selbst und ihre hoheren Abbau-
produkte spezifisch gefunden wird, bezieht sich die Wirkung des
letzteren lediglich auf Kiorper vom Typus einfacher Peptide. Auch

1) Siehe dazu jedoch H. v. Euler und K. Josephson, H. 132, 301;
134, 50; 136, 62 (1924); 143, 79; 149, 71 (1925); R. Kuhn und H. Miinch,
H. 150, 220 (1925). Die entgegenstehenden Anschauungen von Euler und
Josephson, die in der Annahme zweier verschiedener Affinititen der
Saccharasen zum Rohrzucker gipfeln, sind durch neuere Untersuchungen
von R. Kuhn und H. Minch (H., im Druck) und von R. Kuhn und G. E.
v. Grundherr (B., im Druck), némlich durch exakte Affinititsmessungen
und durch die Spezifititspriifung an verschiedenen Rohrzuckerderivaten
widerlegt worden. — 2) A. 443, 1 (1925). — 3) R.Willstédtter und
E. Bamann, H.,, 31, 273 (1925/26). — ¢) H. 149, 203 (1925).
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hat sich die auf Grund der Untersuchungen von E. Fischer und
E. Abderhalden?) abgeleitete Unterscheidung von Pankreas- und
Darmerepsin  nicht aufrechterhalten lassen; die Wirkung des
Erepsins gilt spezifisch fiir die Hydrolyse aller einfachen Peptide
und nur fir diese.

Die spezifische Einstellung eines Enzyms fiir Substrate aus
der ndmlichen Kiorperklasse ist indessen viel hiufiger nur in rela-
tivem Sinne zu verstehen, sie kommt nur in dem mehr oder weniger
ausgepriagten Geschwindigkeitsunterschied zur Geltung, welcher
die Umsetzung der Substrate betrifft. Die Erscheinungen rela-
tiver Spezifitdt sind besonders deutlich und vielseitig - ent-
wickelt bei den fett- und esterspaltenden Enzymen; so ist beispiels-
weise die Leberlipase nach den Untersuchungen von R. Willstatter
und Fr. Memmen?) als eine Esterase zu bezeichnen, die nur in
geringem MafBe befahigt ist, eigentliche Fette, Glycerinester hoherer
Fettsduren, zu zerlegen, wihrend die Pankreaslipase dagegen, die von
ibr zu unterscheiden ist, eine Lipase darstellt, die auch einfache
Ester gut zu hydrolysieren vermag; die Mannigfaltigkeit der
spezifischen Einstellung lipatischer Enzyme, insbesondere der
tierischen, wird zudem durch die Tatsache noch erhoht, daf die
Wirkung von Begleit- oder Zusatzstoifen je nach der vorliegenden
Kombination von Enzym und Substrat sich in anderem Sinne
dulfern kann.

Besonders eingehend untersuchte Beispiele relativer Spezifitit,
die sich auf exakte Affinitdtsmessungen stiitzen, liegen bei kohle-
hydratspaltenden Enzymen vor. So haben die Untersuchungen von
R. Kuhn?®) erwiesen, daB das Trisaccharid Raffinose wie der
Rohrzucker von ein und demselben Enzym, der Hefesaccharase,
hydrolysiert wird; diese Folgerung ergab sich aus dem fiir alle
untersuchten Enzympriparate iibereinstimmenden Verhiltnis der
Dissoziationskonstanten der Verbindung des Enzyms mit Rohr-
zucker bzw. Raffinose. Ahnlich haben R. Willstdtter, R. Kuhn
und H. Sobotka?*) gefunden, daf aliphatische wie aromatische
Derivate der o- bzw. -Glucose jeweils durch die nimlichen En-
zyme, nimlich durch die Maltase der Hefe bzw. das Emulsin der
bitteren Mandeln, gespalten werden.

1) H. 46, 52 (1905).

2) H. 188, 216 (1924).

%) H. 125, 28, und zwar S.71 (1922/23).
4) H. 129, 33 (1923); 184, 224 (1923/24).
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Auch die stereochemische Spezifitat der Enzyme, die
schon lange bekannt ist, weist Beispiele auf fiir alle moglichen Fille
von Geschwindigkeitsunterschieden, von absoluter und relativer
Spezifitit. Sie ist bedingt durch eine Asymmetrie des Katalysators
selbst, dessen Reaktionsverhalten gegeniiber den spiegelbildlich
isomeren Substraten E. Fischer mit dem treffenden Vergleiche
von Schlof und Schliissel gekennzeichnet hat; sie hat in den nicht-
enzymatischen Modellversuchen von G.Bredig?) und seiner Schule,
beispielsweise der asymmetrischen Spaltung racemischer Siuren
durch optisch inaktive Basen bei Gegenwart optisch aktiver Kataly-
satoren, ein Gegenstiick gefunden.

In vielen Beispielen asymmetrischer enzymatischer Hydrolyse
findet sich der Grenzfall unendlich groBer Geschwindigkeitsunter-
schiede, also unmeBbar kleiner Reaktionsgeschwindigkeit bei dem
einen Isomeren, verwirklicht; dies trifft z. B. zu fiir die Spezifitit
der Maltase oder des Emulsins, also ausschlieflich o- bzw. §-glu-
cosidspaltender Enzyme, oder auch fiir die Zerlegung racemischer
oder optisch aktiver Peptide durch Erepsin, die nur die aus natiir-
lich vorkommenden optischen Isomeren aufgebauten Substrate be-
trifft. Charakteristische Beispiele relativer optischer Spezifitat
bietet dagegen das Studium der enzymatischen Esterspaltungen,
deren asymmetrischer Verlauf von R. Willstétter?) in einer Reihe
von Fallen verglichen worden ist.

Auch fiir den asymmetrischen Verlauf enzymatischer Synthesen
sind Fille relativer Spezifitidt beschrieben worden; so hat L. Rosen-
thaler?®) gezeigt, daf man bei der durch Emulsin beschleunigten
Synthese des Mandelsdurenitrils vorwiegend den rechtsdrehenden
Antipoden, V. K. Krieble*) dagegen, da man mit Enzym aus
Pfirsichblittern und aus Kirsche iiberwiegend linksdrehendes Oxy-
nitril erhdlt. Die SchluBfolgerung spiegelbildlich isomerer Enzyme,
die von Krieble erhoben worden ist, ist jedoch nach den Er-
fahrungen, die man beispielsweise iiber die optische Spezifitit
lipatischer Enzyme gewonnen hat, keineswegs als gesichert zu be-
trachten.

1) B. 41, 752 (1909); Ph. Ch. 73, 25 (1910); Bio. Z. 46, 7 (1912).

2) H. 138, 216, und zwar S.245 (1924); 140, 203, und zwar S.221
(1924); 146, 151, und zwar S.156 (1925).

8) Bio. Z. 14, 238 (1908); 17, 257 (1909).

%) Am. Soc. 35, 1643 (1913).
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VII. Richtlinien der praparativen
Enzymchemie.

1. Quantitative Bestimmung.

Fiir eine quantitative Messung der Enzymmengen verfiigen wir
bis heute nur iiber ein einziges charakteristisches Kennzeichen,
nimlich ihre katalytische Wirksamkeit. Auch aus den priparativen
Arbeiten R. Willstatters und seiner Schule, die in vielen Fillen
zu einer sehr weitgehenden Reinigung enzymatischer Individuen
gefiihrt haben, hat sich noch keine sichere Handhabe ergeben, ein
Enzym auf Grund anderer, z. B. chemischer oder physikalischer
Merkmale zu beschreiben; nur in einem besonderen Falle, bei pflanz-
licher Peroxydase, hat die priparative Reinigung zur Erkenntnis
einer anderen charakteristischen Eigenschaft des Enzyms selbst ge-
fiihrt, es scheint ndmlich gefirbt zu sein. Aber auch hier wird die
Eigenfarbe des Enzyms erst in hoherem Reinheitsgrad erkennbar
und bestimmbar, in dem pflanzlichen Ausgangsmaterial, aus dem
seine Isolierung erfolgt, wird sie durch gleichfalls gefirbte Begleit-
stoffe iiberdeckt; erst von einer hoheren enzymatischen Konzen-
tration an geht die Farbe der Losung mit threm Leistungsvermogen
parallel.  Auch die zahlreichen Versuche von H.v. Euler, das
rohrzuckerspaltende Enzym der Hefe durch andere als durch seine
katalytischen Figenschaften zu kennzeichen, beispielsweise mit der
Bestimmung des Phosphor- oder Stickstofigehaltes enzymatischer
Priparate oder durch die analytische Messung besonderer Abbau-
produkte wie des Tryptophans, haben noch nicht zu sicheren Er-
gebnissen gefiihrt.

Der Gedanke, Enzyme quantitativ auf Grund ihrer katalytischen
Aktivitat zu messen, ist zwar alt, aber seine konsequente Durch-
filhrung und insbesondere seine Ubertragung auf die priparative
Methodik hat man merkwiirdig lange nicht in Angriff genommen.
Die #lteren Messungen enzymatischer Priparate, die vielfach unter
ungleichmifigen Versuchsbedingungen angestellt waren und die
daher unvergleichbare Ergebnisse lieferten, haben daher nur in
wenigen Fillen einigermafen zutreffende Aussagen iiber die Menge
und iiber das Verhalten von Enzymen zu machen erlaubt. Es kam
hinzu, daf grundlegende neuere Erkenntnisse wie die Abhingigkeit
der enzymatischen Reaktionsgeschwindigkeit von der Konzentration
der Wasserstoffionen oder von der des Substrats oder wie die
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Einflisse nichtenzymatischer Begleitstoffe, welche aktivierend oder
hemmend wirken, noch nicht beriicksichtigt werden konnten. Es
ist das groBe Verdienst R. Willstitters, die Bedeutung der
quantitativen Analyse fiir die pridparative wie fiir die beschreibende
Enzymchemie erkannt und die Grundlage fiir eine rationelle Be-
schreibung der Enzyme ausgearbeitet zu haben. Die Durchfithrung
der quantitativen Methoden ist durch Willstdtter, vergleichbar
etwa der Bestimmung von Farbstoffausbeute und Farbstirke bei
der Isolierung eines natiirlichen Farbstoffes, nach zwei Richtungen
hin vervollstindigt worden, n#mlich durch die quantitative Kon-
trolle der priparativen Arbeit hinsichtlich der Ausbeute im Ver-
haltnis zum Ausgangsmaterial und hinsichtlich der enzymatischen
Konzentration oder des Reinheitsgrades in den erhaltenen Losungen
und Priparaten. Die Beachtung und quantitative Bestimmung
enzymatischer Ausbeuten, die selbstverstdndlich h#tte sein sollen,
hat in vielen Fillen zu bedeutsamen Erkenntnissen gefiihrt sowohl
iiber die Brauchbarkeit der in der #lteren Literatur empfohlenen
Verfahren zur Gewinnung roher Enzympriiparate aus pflanzlichem
und tierischem Ausgangsmaterial, wie auch iiber die Loslichkeits-
verhéltnisse der Enzyme und iiber ihre Fixierung in den Zellen
selbst. Sie hat ferner erlaubt, den Erfolg der Trennungs- und
Reinigungsprozesse, der sich in der Steigerung des Reinheitsgrades
ausdriickt, d. h. in dem Verhdltnis von Trockengewicht und enzy-
matischer Wirksamkeit, exakt zu beurteilen. Das Ziel der pri-
parativen Enzymchemie, die Reinigung der Enzyme so lange
durchzufithren, bis eine weitere Steigerung des Reinheitsgrades
sich nicht mehr erreichen lift, hat mit der Einfihrung einer quan-
titativen Kontrolle erst die sichere Grundlage gefunden.

Als allgemeines MaB fiir die Menge eines Enzyms ist von
R. Willstétter und R. Kuhn') die Bezeichnung ,Enzym-
einheit“ vorgeschlagen worden, ein Ausdruck, der zuerst von
R. Willstiatter, E. Waldschmidt-Leitz und Fr. Memmen?)
an einem besonderen Beispiel, der Pankreaslipase, nimlich durch
die ,Lipaseeinheit“, angewandt worden war. Die Definition einer
solchen ,Enzymeinheit“ beruht jeweils auf der Reaktionsgeschwin-
digkeit, mit der das Enzym unter bestimmten, zwar fiir die einzelnen
Fermente verschiedenen, aber unter sich stets gleichen Huleren

1) B. 56, 509 (1922/23).
%) H. 125, 93, und zwar S.115 (1922/23).
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Bedingungen die Umsetzung des Substrats vollzieht; sie kann sich
also z. B. auf die Geschwindigkeitskonstante einer monomolekularen
Reaktion beziehen. Als Maf fiir die enzymatische Konzentration
eines Priparats, seinen Reinheitsgrad, dienen die ,Enzymwerte,
z. B. der ,Lipasewert“, die bestimmt sind durch die Anzahl der
,Enzymeinheiten“ in einer bestimmten Gewichtsmenge des Priparats;
sie nehmen also mit steigendem Reinheitsgrad zu. Diese Bezeich-
nungen, welche anschaulich und einfach sind, werden zweckmibig
an die Stelle ilterer, auf umsténdlichere Weise aufgestellter MaBe
zu setzen sein. Die von Willstdtter und Kuhn allgemein
empfohlene Bezeichnungsweise fiir die Konzentration enzymatischer
Praparate diirfte auch einem von H. v. Euler und K. Josephson?)
vorgeschlagenen Ausdruck fiir die Aktivitit der Priparate iiber-
legen sein; dieser Ausdruck, wonach
X (enzymatische Aktivitat) — k-g Subs:crat ,
g Enzympriparat

wird sich n#mlich nicht allgemein anwenden lassen. Einmal ent-
spricht der Verlauf nur einer beschrinkten Anzahl enzymatischer
Reaktionen einer Reaktionsgleichung erster Ordnung, die Proportio-
nalitit zwischen Enzymmenge und monomolekularer Reaktions-
konstante trifft also in vielen Fillen nicht zu. Auch die der
aufgestellten Beziehung zugrunde liegende Abhingigkeit der
Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration, wonach
k. g Substrat als konstant zu betrachten wire, gilt nicht allgemein.
Diese Nachteile der Eulerscher Definition vermeidet der von
Willstdtter und Kuhn gebrauchte Ausdruck, da der fiir jedes
Enzym besonders aufgestellte Begriff einer ,Einheit¢ die Abhingig-
keit der enzymatischen Aktivitat von allen als mafgebend erkannten
Faktoren beriicksichtigt und die Bedingungen fiir die Messung
eines Enzyms eindeutig festzulegen gestattet.

Die Definitionen fiir die Mafeinheiten der Enzyme, so wie sie
in den Untersuchungen R. Willstédtters und seiner Schiiler an
zahlreichen Beispielen gegeben worden sind, beruhen auf der Be-
achtung der fiir die enzymatische Reaktionsgeschwindigkeit mag-
gebenden Wasserstoffzahl des Mediums, die gewghnlich optimal
gewshlt, und die, wenn moglich, wihrend der Dauer der Messung
konstant gehalten wird. Ihr Einflu8, auf den die Untersuchungen
von S. P. L. S6rensen erstmals nachdriicklich hingewiesen haben

1) B. 56, 1749 (1923).
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und der die Vergleichbarkeit der Messungen in der dlteren Enzym-
literatur weitgehend beeintrichtigt hat, wird durch die Anwendung
von Regulatoren des py gleichmifig gehalten. Die Definition der
Enzymeinheiten fuft ferner auf der Erkenntnis des enzymatischen
Reaktionsverlaufs unter den gegebenen Bedingungen und auf der
Untersuchung der zwischen Enzymmenge und Umsatz bestehenden
Beziechungen. In einfachen Fillen, ndmlich fiir die Giiltigkeit einer
Gleichung erster Ordnung fiir die durch das Enzym beschleunigte
Reaktion, steht die fiir die Einheit des Enzyms gewihlte GrofBe in
einer unmittelbaren Beziehung zur Geschwindigkeitskonstanten der
Reaktion, sie ist ihr beispielsweise gleichgesetzt; in anderen Fillen
bezieht sich ihr MaB auf die fiir einen bestimmten Umsatz des
Substrats erforderliche Zeit oder auf einen bestimmten, in einer
gegebenen Zeit gemessenen Umsatz, aus empirisch ermittelten Zeit-
Umsatzkurven abgeleitet.

Ein wichtiger Umstand, der die Geschwindigkeit enzymatischer
Reaktionen zu beeinflussen vermag und der bei quantitativen
Messungen meist ungeniigend beriicksichtigt worden ist, betrifft die
fiir viele Enzyme kennzeichnende Abhingigkeit ihrer Aktivitit von
der Gegenwart aktivierender oder hemmender Begleit- oder Zusatz-
stoffe, sei es, daf es sich um spezifische, chemische, oder um un-
spezifische, z. B. auf Adsorptionswirkung beruhende Erscheinungen
handelt. Thr Einfluf wird ausgeschaltet durch die Einfithrung
ausgleichender Aktivierung oder ausgleichender Hemmung, das
heiBt durch den Zusatz aktivierender oder hemmender Stoffe in
einer solchen Menge, da sie den Einfluf der in den einzelnen
Priparaten, aber in wechselnder Menge, bereits vorhandenen Stoffe
auszuschalten erlaubt und eine vergleichbare Aktivitit des Enzyms
gewihrleistet. So ist fiir die exakte Messung des pankreatischen
Trypsins z. B. durch die Hydrolyse hohermolekularer Proteine
seine volle Aktivierung durch Enterokinase, fiir die Bestimmung
tierischer Amylase die Gegenwart einer bestimmten Cl-Tonen-
konzentration oder fiir die Priifung gewisser lipatischer Enzyme
ein Ausgleich des wechselnden Aktivierungszustandes durch den
Zusatz bestimmter, durch Adsorptionstiichtigkeit ausgezeichneter
Stoffe, beispielsweise von Proteinen und Kalkseife, erforderlich;
aus einigen Beispielen, die weiter untén gegeben werden, wird dies
anschaulich hervorgehen.

Die Mafe fiir Menge und Konzentration mancher Enzyme,
beispielsweise der Hefesaccharase, haben indessen, so wie sie auf-
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gestellt sind, noch keine strenge Allgemeingiiltigkeit, sie gelten
nidmlich zufolge R. Willstdtter und R. Kuhn?') nur fiir den
Vergleich der Enzymmengen, die in Priparaten aus dem nimlichen
Ausgangsmaterial, z. B. ein und derselben Heferasse, gemessen
werden. Die Untersuchungen von R. Willstitter und R. Kuhn?)
haben erwiesen, daf akzessorische und noch nicht abtrennbare
Stoffe, vielleicht Zersetzungsprodukte des Enzyms selbst, die in
wechselnder Menge mit ihm vergesellschaftet sind, seine Affinitit
zu dem Substrat zu beeinflussen vermdgen, daf also gleichen
Reaktionsgeschwindigkeiten, die unter denselben #ufBeren Bedin-
gungen gemessen werden, nicht in allen Féllen gleiche Enzym-
mengen zugrunde liegen. Um daher Enzympriparate verschiedener
Herkunft mit groferer Genauigkeit definieren und vergleichen zu
konnen, sind die ,Enzymeinheiten“ und die ,Enzymwerte* mit dem
jeweiligen Index der Dissoziationskonstanten der Enzymsubstrat-
verbindung zu versehen, der ihrer Affinitdt zu dem Substrat ent-
spricht. Der Vergleich beispielsweise von Hefesaccharase mit
ungleicher Affinitit ergibt sich dann durch Umrechnung der in
iblicher Weise ermittelten Enzymmenge auf eine Saccharase von
mittlerer Affinitdtskonstante. Fiir den Vergleich gewthnlicher
priparativ-analytischer Messungen ist eine solche Reduktion in-
dessen entbehrlich.

Die fiir die Einheit der Enzymmengen gewihlten Mafle sollen
nachstehend an zwei charakteristischen Beispielen veranschaulicht
werden.

So ist als die Einheit pankreatischer Amylase [Am.-E.]%) das
Hundertfache derjenigen Enzymmenge bezeichnet worden, fiir die
sich unter den Bedingungen des Versuches, ndmlich bei der Ein-
wirkung auf 0,25 g loslicher Stirke bei 37° und py = 6,8 im
Volumen von 37 cem und nach optimaler und ausgleichender Akti-
vierung durch 1,0 ccm 0,2n NaCl, die Konstante der monomole-
kularen Reaktion von 0,01 ergibt; die Reaktionskonstante einer
Bestimmung driickt daher zugleich den Gehalt der Analysenprobe
an Amylaseeinheiten aus. Als Maf des enzymatischen Reinheits-
grades dient der Amylasewert (Am.-W.), nimlich die Anzahl Amy-
laseeinheiten in 1 cg der Substanz.

1) H. 125, 1 (1922/23).

2) H. 125, 28 (1922/23).

3) R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz und A. R. F. Hesse,
H. 126, 143, und zwar S.156 (1922/23).
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Als zweites Beispiel mag die Bestimmung der Menge tierischer
Lipase dienen, deren Aktivitit durch den Zusatz unspezifischer
Aktivatoren reguliert wird; fiir die Bestimmung der Lipasemenge
bilden, da der Verlauf der Fetthydrolyse keiner einfachen Gesetz-
mifigkeit sich unterordnen lift, die empirisch ermittelten Be-
ziehungen zwischen Enzymmenge und Verseifungsgrad bei einer
bestimmten Einwirkungsdauer die Grundlage. Als ,Lipaseeinheit*
(L.-E.]Y) ist ndmlich diejenige Menge definiert, die unter den be-
stimmten Bedingungen, namlich nach ausgleichender Aktivierung
mittels CaCl, und Albumin und bei einem anfinglichen pg von 8,9
und 30°% in einer Stunde 24 Proz. von 2,5 g Olivensl zu hydro-
lysieren vermag. Diese Bezeichnungsweise fiir Menge und Rein-
heitsgrad unbekannter Naturstoffe, die bisher nur auf Grund ihrer
Wirkung gemessen werden kionnen, liBt sich auch auf nichtenzy-
matische Stoffe iibertragen. So bedient sich die Bestimmung des
spezifischen Trypsinaktivators, der Enterokinase, nach E. Wald-
schmidt-Leitz?) #hnlicher MaBe, der ,Kinaseeinheit* und des
,Kinasewertes“, denen die aktivierende Wirkung gegeniiber einer
bestimmten Menge Trypsin zugrunde liegt.

Die aufgestellten MaBe, die willkiirlich gewihlt sind, und die
nur fiir den Vergleich der Mengen des niimlichen Enzyms Bedeutung
besitzen, erlauben indessen keine Beurteilung des Mengenverhilt-
nisses verschiedener Enzyme; zeigt doch die Verinderlichkeit der
Affinitat ein und desselben Enzyms durch akzessorische Stoffe, daf
schon hier der exakte Vergleich verschiedener Enzymmengen auf
Schwierigkeiten stoft. Eine sichere Grundlage fiir den Mengen-
vergleich verschiedener Enzyme, etwa in ihrem natiirlichen Vor-
kommen, wird man erst durch ihre priiparative Isolierung in reiner
Form gewinnen.

2. Vorkommen und Bildung der Enzyme.

Enzyme sind als die Produkte lebender Zellen und als die
Katalysatoren der wichtigsten chemischen Umsetzungen, die die
Lebensprozesse begleiten oder bedingen, in allen Zellen des Tier-
und Pflanzenreiches verbreitet; dies gilt fiir einzellige und fiir
wirbellose Organismen ebenso wie fiir die hoheren Lebewesen der

1) R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz und Fr. Memmen,
H. 125, 93, und zwar S. 115 (1922/23).
?) H. 182, 181, und zwar 8. 226 (1923/24).
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Tier- und Pflanzenwelt, wenn auch ihr Vorkommen in den letzteren
deutlicher und erkennbarer lokalisiert, d.h. fiir bestimmte enzy-
matische Individuen an bestimmte Organe oder Sekrete derselben
gebunden ist, eine Unterscheidung, die sich bei niederen Lebewesen,

Tabelle 22.

Einteilung und Vorkommen der wichtigsten Enzyme.

Gruppe Vertreter Vorkommen (z. B.) Substrat (z. B.)
Phytolipase Olhaltige Samen Fette
z. B. Ricinussamen
Tier. Esterase Leber Einfachere Ester
» Lipase Pankreas, Magen Fette
Esterasen Chlorophyllase Griine Blatter Chlorophyll
Tannase Aspergillus niger Gerbstoffe
Phosphatase Hefe Phosphorsiureester
Sulfatase Aspergillus oryzae Schwefelsdureester
Pepsin (Lab) Magen Gen. Proteine (Casein)
Trypsin Pankreas Genuine Proteine
Proteasen Erepsin Pankreas, Darm, Hefe, Peptide
tier. Gewebe
Papain Melonenbaum Genuine Proteine
) Urease Sojabohne Harnstoff
Amino- { Histozym Niere Acyl-Aminosduren
acylasen ) ..
Arginase Leber Arginin
Amylase Speichel, Pankreas Stirke
Malz, Asperg. oryzae
Saccharase Hefe, Asperg. oryzae, Rohrzucker
Carbo- Darm .
hydrasen Maltase Hefe Maltose, a-Glucoside
(«-Glucosidase)
B-Glucosidase Bittere Mandeln B-Glucoside
Lactase Hefe Lactose
Nuklease Darm Nukleinsduren
Oxy- Peroxydase ‘Wurzeln, Keimlinge Phenole |- Hy O,
dations- Tyrosinase Kartoffel Tyrosin
enzyme { Urikase Niere Harnséure
Katalasen Katalase Hefe, Leber Wasserstoffsuperoxyd
Zymasekomplex Hefe Traubenzucker
Géitungs-{ Carboxylase Hefe Carbonsiuren
enzyme y
Carboligase Hefe Aldehyde
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beispielsweise bei einzelligen Individuen, infolge der geringeren
Differenzierung ihrer einzelnen Organe analytisch weniger leicht
durchfiihren 148t.

Es ist in einer einleitenden Ubersicht, wie sie hier gegeben
werden soll, nicht moglich und auch nicht erforderlich, eine
irgendwie vollstindige Zusammenstellung aller bisher bekannten
Angaben iiber Vorkommen und Nachweis enzymatischer Wirkungen
in den einzelnen untersuchten Organismen, bzw. in deren Organen
und Sekreten zu vermitteln, zumal die Unterscheidung oder die
Identifizierung vieler Enzyme von #hnlichen Wirkungen, aber von
verschiedenem Vorkommen nur in wenigen Fillen exakt durch-
gefithrt worden ist. Es soll daher in der Tabelle 22, in der eine
Anzahl Enzyme nach Vorkommen und Wirkung beschrieben werden
und die damit zugleich einen allgemeinen Uberblick iiber die be-
treffenden enzymatischen Umsetzungen geben soll, nur eine Aus-
wahl der wichtigsten und am besten untersuchten Enzyme angefithrt
werden. '

Die fiir wesentlich gehaltene Unterscheidung, die die iltere
Enzymforschung zwischen den sogenannten Exo-Enzymen, den frei
gelosten oder in Losung sezernierten Enzymen, und den Endo-
Enzymen hervorhob, welch letztere man als unléslich innerhalb der
Zelle verankert und als vom lebenden Protoplasma untrennbar ansah,
hat sich nach den Ergebnissen der neueren priparativen Enzym-
chemie im alten Sinne nicht aufrechterhalten lassen. Es hat sich
gezeigt, daf eine feste Grenze zwischen extrazelluliren und intra-
zelluliren Enzymen, welche auf ihrem Loslichkeitsverhalten in
ihrem natiirlichen Milieu aufgebaut wéire, nicht gezogen werden
darf, wenn auch manche Enzyme, deren Wirkung sich innerhalb
der Zelle selbst vollzieht, in diesen nicht frei in L&sung enthalten
sind, sondern etwa durch adsorptive Bindung an unlésliche Triger
festgehalten werden und sich der Zelle nicht ohne weiteres mit
Losungsmitteln entziehen lassen.

Auf diese Erscheinungen haben zuerst die klassischen Unter-
suchungen von E. Buchner?) iiber die Freilegung des Komplexes
der Girungsenzyme nach der mechanischen Zertriimmerung der
Hefezellstruktur aufmerksam gemacht. Die Kenntnisse iiber die
Loslichkeit oder iiber die Bindungsart der Enzyme in ihrem natiir-

1) B. 80, 117 (1897); E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn,
Die Zymasegirung. Miinchen 1903.
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lichen Vorkommen sind durch spétere Untersuchungen, vor allem
der Willstdatterschen Schule, erheblich erweitert und vertieft
worden; sie haben insbesondere auch fiir die Zwecke der pripara-
tiven Isolierung praktische Bedeutung erlangt. So hat es sich
beispielsweise in Untersuchungen von R. Willstatter und
F. Racke?) ergeben, da man eine Losung des rohrzuckerspalten-
den Enzyms aus der Hefe nicht einfach durch Zerreiben und Ab-
pressen oder durch Auslaugen der Zellsubstanz herstellen darf; ein
solches Verfahren wiirde nur einen geringen Bruchteil des gesamten
Enzymgehaltes als Extraktausbeute ergeben. Obwohl zwar die
Saccharase der Hefe, wie festgestellt worden ist, frei, wasserloslich
und nicht an unlsliche Bestandteile gebunden in der Hefezelle
vorhanden ist, 148t sich das Enzym aus ihr doch nicht einfach
durch Losungsmittel extrahieren; seine Extraktion gelingt erst
nach vollkommener mechanischer Zerstorung der Zellstruktur, die
durch Zerkleinerung und durch Aufreibung der Zellmembran allein
nicht erreicht werden kann. Das Enzym findet sich ndmlich in
der Zelle abgeschlossen von einer schiitzenden Schicht, deren Zer-
storung auch durch enzymatischen Abbau erfolgen kann, ein Vor-
gang, welchen man von der Autolyse, der allgemeinen Auflosung
der Zelle, unterscheiden konnte; denn es war gelungen, aus Hefe-
zellen nach ihrer Abtotung und erst nach erfolgter Entleerung von
EiweiBstoffen mit Hilfe proteolytischer Enzyme die Saccharase
durch die Einwirkung von diastatischem Ferment in Losung iiber-
zufithren. In anderen Fillen wieder hat die quantitative Analyse
der Ausbeuten in enzymatischen Ausziigen gelehrt, daf die Enzyme
in den Zellen in Form von Adsorptionsverbindungen festgehalten
werden, die von chemischen Bindungen nicht leicht zu unterscheiden
sind; es ist in diesen Fillen gelungen, die Adsorptionsaffinitdten
mit gelinden chemischen Mitteln zu iiberwinden und die Ausbeute
dadurch wesentlich zu steigern. So wird das Emulsin?) aus den
bitteren Mandeln, die Peroxydase3) aus den Getreidekeimlingen
durch Wasser nur in geringer, durch sehr verdiinnte Alkalien da-
gegen in hoher Ausbeute in Losung iibergefithrt. Diese Beobach-
tungen an Enzymen k¢nnen nach R. Willstatter*) auch zur Er-
klarung der Bindungsweise anderer hochmolekularer Stoffe beitragen.

1) A. 425, 1 (1920/21); 427, 111 (1921/22).

2) R. Willstétter und W. Csanyi, H. 117, 172 (1921).
%) R. Willstdtter und A. Pollinger, unveriffentlicht.
4) B. 55, 3601 (1922).
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So sprechen die Befunde iiber das Loslichkeitsverhalten des Chloro-
phylls in den Bléttern oder das des Blutfarbstoffs dafiir, daB diese
Korper, z. B. das Chlorophyll in den Chloroplasten, nicht frei ge-
16st, sondern hauptsichlich in adsorptiver Bindung an unlésliche
Triger vorliegen, durch welche ihr Lgslichkeitsverhalten entstellt
wird; die Zerlegung dieser Adsorptionsverbindungen gelingt nimlich
schon durch verhéltnism#Big geringe Mengen alkalischer oder
saurer Agenzien.

In der Festigkeit der Bindung von Enzymen an andere Zell-
bestandteile, in ihrem Loslichkeitsverhalten innerhalb ihres natiir-
lichen Milieus und damit in ihrer Extrahierbarkeit kennen wir alle
moglichen Abstufungen. So sind die Enzyme, die in den Sekreten
der tierischen und pflanzlichen Organismen, z. B. in den Verdauungs-
siften sich finden, die typischen extrazelluliren Enzyme nach der
alteren Anschauung, in diesen Sekreten frei gelgst; auch vor ihrer
Sekretion, so aus dem frischen oder getrockneten Zellmaterial,
lassen sie sich vielfach glatt in Losung iiberfilhren, wie beispiels-
weise die Versuche iiber die Extraktion der drei wichtigsten
Enzyme der Pankreasdriise, von Lipase, Trypsin und Amylase er-
wiesen haben. Fiir die Beeinflussung der Loslichkeit eines Enzyms,
sei es durch mechanische Einhiillung, sei es durch adsorptive
Bindung an unlésliche Zellsubstanz, konnen die schon angefithrten
Beispiele der Hefesaccharase einerseits, des Emulsins oder der
Peroxydase andererseits als charakteristisch gelten. Auch die Be-
funde iiber das Loslichkeitsverhalten des stdrkespaltenden Enzyms
aus dem ungekeimten Getreidesamen, die von J. L. Baker und
H.F.E. Hulton?) beschrieben worden sind, werden wohl dieser
Gruppe von Erscheinungen zuzuordnen sein. Das gleiche gilt fiir
die Loslichkeit eines interessanten, von O. Schmiedeberg?) in
der Niere aufgefundenen, aber noch wenig untersuchten Enzyms,
des Histozyms, dessen Wirkung in der Synthese und Hydrolyse
acylierter Aminoséduren, z. B. des Benzoylglykokolls besteht. Hier
haben R. Willstdatter, E. Waldschmidt-Leitz und J. Wald-
schmidt-Graser?) zeigen konnen, daB die Extrahierbarkeit des
Enzyms aus der rohen wie aus der getrockneten Driise mit der
untersuchten Tierart wechselt; das Histozym der Hundeniere wird
von wisserigen Mitteln leicht, das der Schweineniere nur unvoll-

1) Soc. 121, 1929 (1922).
2) Virch. Arch. 14, 288 (1881).
3) Noch unverdffentlicht.
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stindig, das der Pferdeniere gar nicht gelost. Dieses ungleiche
Lislichkeitsverhalten des Enzyms wird man auf eine adsorptive
Bindung an unlésliche Driisensubstanz von wechselnder Festigkeit
zuriickfithren miissen, nicht auf eine Verschiedenheit der enzyma-
tischen Individuen selbst, wenn auch eine Zerlegung der Adsorp-
tionsverbindung noch nicht durchgefiihrt ist. Die einzigen Enzyme,
fiir die eine vollige Unloslichkeit mit Sicherheit als nachgewiesen
anzusehen ist, gehoren der Gruppe pflanzlicher Lipasen an, sie
finden sich beispielsweise in &lhaltigen Pflanzensamen. So geht
aus einer Untersuchung von R. Willstiatter und E. Wald-
schmidt-Leitz?) iiber Ricinuslipase hervor, daB dieses Enzym
in Wasser wie in Glycerin unldslich, ja sogar hochst unbestindig
gefunden wird gegeniiber der Einwirkung von Glycerin, Wasser
oder Elektrolytlosungen. Auch bei der Keimung der Pflanzen-
samen, bei welcher seine Wirkung einsetzt, wird das Enzym nicht
mobilisiert und in losliche Form iibergefithrt, sondern in der Zelle
selbst werden ihm die Glyceride, im Cytoplasma des Samens
suspendiert, zur Verseifung dargeboten. Dieser Lioslichkeitsunter-
schied zwischen den fettspaltenden Enzymen im Pflanzensamen
und der Lipase beispielsweise des tierischen Verdauungstraktes
entspricht den ortlichen Bedingungen fiir die Fettspaltung. Die
losliche Pankreaslipase ist, um in Funktion zu treten, auf die
Einstellung eines gewissen, den Kontakt mit dem unldslichen Sub-
strat vermittelnden Adsorptionszustandes angewiesen (vgl. 5. Kap.);
die hierzu benédtigten Aktivatoren, wie Proteine und Gallensalze,
findet sie am Reaktionsort, im Darme; sie wird von ihnen unter
Bildung komplexer Adsorbate zur Reaktion mit den Fetten ge-
bracht. Die pflanzliche Lipase hingegen, welche nur innerhalb der
Samenzelle in Reaktion tritt und fiir die sich eine Aktivierbarkeit
nicht mehr beobachten laft, ist entweder durch Adsorption an
einen unlgslichen Triger aus der Proteingruppe verankert, oder
aber die Proteinsubstanz ist als ein Bestandteil des Lipasemolekiils
selbst der kolloide Triger der enzymatisch-aktiven Gruppe; sie
unterliegt bei der Keimung einer Versnderung, durch welche sie
die Fihigkeit erlangt, unter den in der Zelle gegebenen Be-
dingungen, bei neutraler Reaktion, ihre Wirkung auszuiiben. Diese
Verdnderung, die unter der Einwirkung proteolytischer Enzyme
auch kiinstlich hervorgerufen werden kann, betrifft den Proteinteil

1) H. 184, 161 (1924).
Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme. 6
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des Enzymmolekiils; aber nicht seine Lioslichkeit wird dadurch be-
einfluft, sondern nur die Affinitidtsverhiltnisse seiner chemisch-
aktiven Gruppe.

Die geringen Kenntnisse und die ungeniigende Beachtung des
Lioslichkeitszustandes der Enzyme haben zur Folge gehabt, daB
viele Angaben der dlteren Literatur iiber die Bildung von Enzymen
in lebenden und in toten Zellen heute keine Geltung mehr besitzen.
Nur wenige #ltere Beobachtungen, die iiber die Bildung lgslicher,
frei sezernierter Enzymé angestellt worden sind, wird man noch
als einigermafen einwandfrei ansehen diirfen. Dazu gehoren Z. B. die
bemerkenswerten Befunde von J.P. Pawlow?) iiber die Anpassung
der Fermentbildung und Sekretion in tierischen Organismen an die
durch die Art der zugefiihrten Nahrung bedingten Erfordernisse.
Aus der folgenden Tabelle 23, die einer Untersuchung von Pawlow
entnommen ist, ist zu ersehen, daf der relative Gehalt des pan-
kreatischen Sekrets an den drei wichtigsten Verdauungsenzymen,
dem eiweil-, dem fett- und dem stirkespaltenden, der Zusammen-
setzung der verabreichten Nahrung nach ihrem Eiweif-, Fett- und
Stiarkegehalt in ausgeprigtem Mafle entspricht; die Driise antwortet
also auf die gesteigerte Zufuhr eines bestimmten Nahrungsbestand-
teiles mit einer vermehrten Bildung und Absonderung des fiir
seinen Umsatz erforderlichen Enzyms. Den Angaben der Tabelle,
die zwar den modernen Anforderungen einer exakten Bestimmung
der Enzymmengen nicht mehr geniigen und die in einer Untersuchung
von J. Wohlgemuth?) bestritten worden sind, wird, wenn auch
keine streng quantitative, so doch eine qualitative Bedeutung zu-
kommen, zumal ihre Aussagen den neueren Beobachtungen iiber
vermehrte Enzymbildung bei einzelligen Organismen entsprechen.

Tabelle 23.

Enzymgehalt des Pankreassaftes und Nahrung nach Pawlow.

Nahrung Saf?:;nge Trypsin Amylase Lipase
600 ccm Mileh . 48 1085 432 4334
250 g Brot. . . 151 1978 1601 800
160 g Fleisch . 144 1502 648 3600

1) Die Arbeit der Verdauungsdriisen, S.48ff. Wiesbaden 1898.
2) II. Berliner klin. Wochenschrift 1907, S. 47.
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Uber die Abhingigkeit der Enzymbildung vom. Nahrsubstrat
bei einzelligen Lebewesen hat J. Wortmann?) im Jahre 1882
bemerkenswerte Beobachtungen verdffentlicht. Es ging daraus
hervor, daB Bakterien nur dann stirkespaltendes Enzym zu bilden
vermdgen, wenn ihnen aufler Stirke keine andere benutzbare Kohlen-
stoffquelle zur Verfiigung steht. Indessen haben die Bemiihungen
Wortmanns, auf dhnliche Weise einen Einfluf der Nahrungs-
zusammensetzung auf die Fihigkeit der Hefe zur Bildung des
rohrzuckerspaltenden Enzyms nachzuweisen, zu keinem eindeutigen
Ergebnis gefithrt; die quantitativen Grundlagen der enzymatischen
Methodik waren noch nicht geniigend ausgebildet. Derselbe Ein-
wand ist gegeniiber einer spiteren Untersuchung von A. Fernbach?)
zu erheben, in welcher der Enzymgehalt nicht in der Hefe selbst,
sondern erst nach einer umstindlichen und unkontrollierbaren
Autolyse gemessen wurde; auch einer &lteren Arbeit von
F. A.F.C. Went?) iiber den EinfluB der Nahrung auf die Enzym-
bildung in monilia sitophila lassen sich keine zuverldssigen SchluB-
folgerungen entnehmen. Erst vom Jahre 1910 an sind von
H. v. Euler?) und seinen Mitarbeitern systematische Unter-
suchungen iiber die Bildung der Saccharase in der Hefe wieder
aufgenommen worden; sie werden erginzt durch wertvolle Beob-
achtungen, die J. Meisenheimer, St. Gambarjan und L. Sem-
per®) beigetragen haben.

Die Untersuchungen des Eulerschen Laboratoriums beruhen
auf der exakten Definition des Inversionsvermégens lebender Hefe-
zellen, das gegeben ist durch die Beziehung

k.g Zucker
‘Zellenzahl

oder, bei Unkenntnis der Anzahl der Hefezellen, durch den ent-
sprechenden Ausdruck

If (Inversionsfahigkeit) —

Inversion —

k. g Zucker
g Trockensubstanz’

1) H. 6, 287 (1882).

2) Ann. Inst. Pasteur 4, 641 (1890).

8) Jahrb. wiss. Botanik 36, 611 (1901).

4) Arkiv f. Kemi 8, Nr.34 (1910); H. 70, 279 (1910/11); 76, 388;
78, 246; 79, 274 (1912); 84, 97 (1913); 88, 430; 89, 272 (1914); Bio. Z.
58, 467; 67, 203 (1914); H. 97, 286 (1916); Bio. Z. 85, 406 (1917/18) ;
H. 106, 201 (1919); 109, 65 (1920).

5) Bio. Z. 54, 122 (1913); 67, 364 (1914).

6 *
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der die katalytische Aktivitit auf die Menge der vorhandenen
Trockensubstanz bezieht; diese GroBe ist innerhalb der eingehaltenen
Grenzen nur wenig abhingig von den angewandten Hefe- und
Rohrzuckermengen. Es hat sich ergeben, daf der Saccharase-
gehalt zweier untersuchter Heferassen, nimlich einer Stockholmer
Unterhefe und einer Oberhefe, wihrend neun bzw. drei Jahren eine
bemerkenswerte Konstanz aufwies; er entsprach einem Mittelwert
fiir If von 16 bzw. 9—2 Eine Steigerung des Enzymgehaltes liefl
sich nun erzielen entweder, wenn auch keine sehr erhebliche, durch
Darbietung eines stickstoffreichen Nahrmediums, z. B. von Pepton,
oder aber, und in viel stirkerem Mafe, durch Ziichtung des Pilzes
auf einer Nahrlosung von hoher Rohrzuckerkonzentration. In diesem
Falle nahm das Inversionsvermogen der Hefe mit der Dauer der
Ziichtung erheblich zu, und zwar bis zu einem maximalen Werte;
durch Uberfiihrung einer auf solche Weise angereicherten Hefe auf
frische, der ersten gleichwertige Nihrlgsungen erreichte man noch
weitere Steigerungen des Enzymgehaltes, deren absolute Betrige
indessen stetig geringer wurden. Durch dieses Verfahren der Hefe-
ziichtung bei hoher Zuckerkonzentration ist in den Untersuchungen
von Euler und von Meisenheimer eine Anreicherung der Saccha-
rase im Pilze auf etwa den zehnfachen Betrag in den besten Bei-
spielen erzielt worden, der Zeitwert des Zellmaterials, der der
enzymatischen Konzentration umgekehrt proportional ist, fiel z. B.
von 480 auf 42.

Die in diesen Beispielen beobachtete Enzymvermehrung ist
indessen in Versuchen von R.Willstatter, Ch. D. Lowry jr.
und K. Schneider?) weit iiberholt worden; sie haben zu der
Erkenntnis gefiihrt, daf der fiir die giinstigste Saccharasebildung
in der Hefe entscheidende Umstand die Art und Weise der Gir-
fithrung ist. Die Ziichtung durch Gérung in starker Zuckerlosung
wird ersetzt durch eine Gérfithrung mit minimaler Zuckerkonzen-
tration; die Tatsache, da8 bei geringer Zuckerzufuhr mehr Saccha-
rase neugebildet wird als bei reichlicher, ist auf den Erregungs-
zustand der Hefe bei der limitierten Gérung zuriickzufiithren, welcher
der Enzymneubildung zugute kommt; die Darbietung vergirbarer
Zucker scheint auf den Pilz einen Reiz auszuiiben, der diese in
einen Zustand der Gérbereitschaft versetzt. Die Produktion der
normalen Enzyme durch den Pilz findet man also weniger von

1) H. 146, 158 (1925).
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seinem Erndhrungszustand im ganzen abhingig, als vielmehr von
der Auslosung bestimmter, spezifischer Reize. Das von Will-
stiatter eingeschlagene Verfahren der stindigen Darbietung ganz
geringer Zuckermengen, beispielsweise durch langsames Eintropfen
einer Zuckerlosung in das gut geriihrte Girgut, liefert reproduzier-
bare Werte der Enzymvermehrung, wenn sich auch der lebende
Pilz je nach seinem physiologischen Zustand, z. B. seiner Vor-
geschichte, von Fall zu Fall etwas verschieden verhilt. So sind
schon in wenigen Stunden der Girfithrung die besten enzymatischen
Konzentrationen erhalten worden, nimlich Zeitwerte zwischen 15
und 22, 16fach bessere als bei dem Ausgangsmaterial. Es ist
bemerkenswert, daf eine solche Zunahme des Saccharasegehaltes
auch bei der gewohnlichen Autolyse des Pilzes beobachtet wird ;
die Saccharasebildung ist in diesem Falle nicht, wie man frither
annnahm, eine postmortale, sondern sie geht, verkoppelt mit
der Garung der Inhaltskohlenhydrate, der Abtstung der Zelle
voraus.

Der Vergleich zwischen dem Anwachsen des Saccharasegehaltes
in der Hefe und der Anderung anderer enzymatischer Leistungen
hat zu wertvollen Aufschliissen iiber die Enzymbildung im lebenden
Pilz gefithrt; die Saccharase scheint nimlich im enzymatischen
Apparat der Hefe eine Ausnahmestellung einzunehmen. Es hat
sich gezeigt, daB mit dem Zuwachs an Saccharase keine Steigerung
des Girvermogens der Hefe erfolgt und da8 auch die anderen, der
Messung zuginglichen Enzyme, beispielsweise Maltase oder die
Hefeproteasen, in ihrer Menge unveridndert bleiben; ,das Ver-
haltnis der Saccharase zu den sie begleitenden Enzymen wird also
fast in dem MaBe ihrer Anreicherung verbessert¢. Ihre Bildung
beruht auf dem spezifischen physiologischen Erregungszustand des
Pilzes.

Es ist in diesem Zusammenhang von Interesse, auch die
Beobachtungen iiber die Gewthnung der Hefe an die Vergirung
bestimmter, unter gewthnlichen Verhiltnissen nicht vergirbarer
Zucker kurz zu streifen. Es finden sich in der Literatur zahl-
reiche Angaben, daf die meisten Hefen, die unvermégend sind,
Galaktose zu vergiren, durch Ziichtung in Losungen dieses Sub-
strates die Fihigkeit der Galaktosegirung erlangen; die Garfahig-
keit fiir Galaktose kann sogar im Verlauf der Gewthnung die fiir
Glucose gemessene iibertreffen, wenn man die Girgeschwindigkeit
der beiden Substrate fiir sich allein in Betracht zieht, wihrend sich
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nach den Beobachtungen von R. Willstdtter und H. Sobotka?)
das Verhiltnis der Girgeschwindigkeiten im Gemenge der Substrate
wesentlich zugunsten schnellerer Glucosegirung von dem Ge-
schwindigkeitsverhiltnis der Einzelgirungen unterscheidet. Dieser
Erwerb der Girfahigkeit fiir Galaktose ist frither auf eine an das
Leben der Hefezellen gebundene biologische Anpassung zuriick-
gefiilhrt worden. H.v.Euler und R. Nilsson?) haben indessen
gezeigt, daB auch sterile Trockenhefe, in dem nimlichen MaBe wie
der frische Pilz, durch Vorbehandlung mit Galaktose die Fahigkeit
zur Vergirung dieser Zuckerart erwirbt; und aus einer weiteren
Untersuchung von H. v. Euler und Th. Lévgren?®) hat es sich
ergeben, daB das neuerworbene Girvermogen der Hefe nach ihrer
Zuriickfithrung auf ihr natiirliches Nihrmedium Glucose auch in
langeren Zeiten keinen Riickgang erfahrt. Die Anpassung der Hefe
an ihr Gérsubstrat ist daher nicht mit der fiir die Saccharase be-
obachteten Enzymvermehrung zu vergleichen, sie wird vielmehr auf
eine rein chemische oder enzymatische Umwandlung des Zymase-
komplexes zuriickgefiihrt.

3. Leitlinien der Darstellung und Reinigung.

Die Methoden zur Isolierung der Enzyme aus der pflanzlichen
oder tierischen Zellsubstanz, sofern sie nicht in Form von Sekreten
in frei geldstem Zustand gewonnen werden, richten sich nach ihrer
jeweiligen Lgslichkeit. Vollkommen unlésliche Enzyme, wie die
Lipase des Pflanzensamens, erfordern zu ihrer Reinigung eine wesent-
lich andere priparative Methodik, als sie fiir die geldsten enzy-
matischen Individuen an vielen Beispielen ausgearbeitet wurde;
sie soll daher am Schlusse dieses Abschnittes getrennt behandelt
werden.

Wenn man vor der Aufgabe steht, ein Enzym aus pflanzlichem
oder tierischem Ausgangsmaterial, z. B. aus der Pflanzenwurzel,
aus einer Pilzkultur oder aus einem tierischen Driisengewebe in
Form eines wisserigen Infuses iiberzufiihren, so ergeben sich hier-
fiir aus den Erfahrungen, die die Forschung gesammelt hat, je nach
dem Material eine Reihe von Moglichkeiten. Man kann die Auf-
losung der Zellstruktur durch grob mechanische Zertrimmerung

1) H. 123, 176 (1922).
?) H. 148, 89 (1925).
3) H. 146, 44 (1925).
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der Zellmembran herbeifithren, um dann die loslichen Zellinhalts-
stoffe und mit ihnen das Enzym in Form eines PreBsaftes von den
unl6slichen Zellbestandteilen abzutrennen, so wie E. Buchner in
seiner bekannten Untersuchung die Isolierung des Zymasekomplexes
aus der Hefe bewirkt hat. Es ist am Beispiel der Hefesaccharase
schon darauf hingewiesen worden, daf man bei einem solchen Ver-
fahren, je nach dem Zustand des Enzyms in der Zelle, nur einen
mehr oder weniger grofien Bruchteil desselben in dem PreBsafte
wiederfinden wird. Zuweilen erweist es sich als zweckdienlich,
der Auspressung des zerkleinerten Zellmaterials eine Ausspiilung
enzymatisch unwirksamer Bestandteile unter Fixierung des Enzyms
selbst an unldsliche Zellsubstanz vorauszuschicken. So wird bei-
spielsweise die Peroxydase in der Pflanzenwurzel durch gelinde
Einwirkung von Sgure auf der Pflanzenfaser niedergeschlagen und
diese laft sich dann durch Dialyse von einem Teil des Ballastes
befreien, ohne daf sie dabei an Enzym verliert; dieses geht erst
nach der Abstumpfung der Séure durch verdiinntes Alkali in den
PreBsaft iiber.

Ein anderes Verfahren, welches hiufig angewandt wird und.
das bei Einhaltung gewisser Vorsichtsmafregeln die Enzyme in
befriedigender Ausbeute zu isolieren gestattet, beruht auf der
Selbstauflosung der Zelle, der Autolyse, die nach deren Abtstung,
etwa durch Zellgifte, unter der Wirkung der nun ungehemmt ein-
setzenden enzymatischen Abbauvorginge einen grofien Teil der
Zellinhaltsstoffe in Losung und extrahierbare Form iiberfithrt. Die
enzymatische Konzentration solcher Autolysate wird man infolge
ihres grioBeren Gehaltes an den enzymatisch loslichgemachten Be-
gleitstoffen ungiinstiger als in den Prefsiften finden, der tiefer-
greifende Abbau der Zellsubstanz kann indessen in manchen
Fillen fiir die weitere Reinigung des Enzyms, fiir seine Abtrennung
von Nichtenzymatischem, beispielsweise mit Fallungs- ader Ad-
sorptionsmitteln, von Vorteil sein. Auch eine fraktionierte Ent-
leerung der abgettteten Zellsubstanz durch Einschaltung bestimmter
enzymatischer Abbauvorginge ist durchgefiihrt worden; so laft
sich die Saccharase der Hefe, die beim Abbau des griften Teiles
der Hefeeiweisstoffe durch Trypsin nicht mit diesen entleert wird,
durch die nachfolgende Einwirkung diastatischen Enzyms in groBerer
Reinheit freilegen?). Bei der Freilegung der Enzyme mittels auto-

1) R. Willstdtter und F. Racke, A. 427, 111 (1921).
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lytischer Prozesse ist indessen darauf zu achten, daB die Enzyme
nicht selbst durch eintretende Verinderungen des Milieus der Zer-
storung unterliegen. So haben R. Willstdatter, Tr. Oppen-
heimer und W. Steibelt?) gezeigt, daf die Maltase der Hefe, die
gegen Siure sehr empfindlich ist, bei der gewdhnlichen Autolyse
des Pilzes durch die entstehende Siure zum groften Teil zerstort
wird und daf man sie nur dann in guter Ausbeute von der Zell-
substanz abzutrennen vermag, wenn man dafiir Sorge trigt, die
jeweils gebildete Siure zu neutralisieren.

In anderen Fillen — dies gilt vor allem fiir die Verarbeitung
tierischen Ausgangsmaterials — ist es zweckmifiger, die zerkleinerte
Zellsubstanz vor ihrer Auslaugung zu trocknen. Dieses Verfahren
bietet den Vorteil, daf ein Teil der Zellproteine eine Denaturierung
erleidet und daB daher in den Extrakten, die man durch die Behand-
lung des getrockneten Materials mit Losungsmitteln gewinnt, die
Enzyme in der Regel in groBerer Konzentration vorliegen als in
den Ausziigen aus den frischen Geweben; man hat dabei nur zu
beachten, daf durch die Einwirkung der wasserentziehenden Mittel
keine Schidigung der enzymatischen Aktivitit eintritt. So hat es
sich beispielsweise gezeigt, daf die Pankreaslipase bei der Trock-
nung des Driisengewebes mittels Alkohols in erheblichem Mafe der
Zerstorung einheimfillt?); dagegen hat die Entwisserung und Ent-
fettung der Driise mit Aceton und mit Ather, die allgemein brauch-
bar gefunden wurde, sich fiir die Lipase wie fiir die anderen in ihr
enthaltenen Enzyme als unschidlich erwiesen. Die Extraktion der
Enzyme aus dem getrockneten Material bewirkt man durch wisserige
Mittel oder durch Glycerin, auf dessen Eignung als Losungsmittel
fiir tierische Enzyme zuerst v. Wittich aufmerksam gemacht hat;
man findet diese namlich zumeist in glycerinhaltiger Losung viel
besténdiger als in rein wisserigem Medium. In besonderen Fillen
wird die Extraktion erreicht durch Einwirkung verdiinnter Siure
oder verdiinnten Alkalis, nidmlich dann, wenn eine adsorptive Bin-
dung des Enzyms seine Losung verhindert; dies trifft z. B. fiir das
Emulsin der bitteren Mandeln zu, dessen Lisung aus den getrockneten
Kernen erst nach gelinder Einwirkung von Alkali erfolgt.

Unter den Methoden, die die dltere Forschung vor allem zur
weiteren Reinigung der Enzyme aus ihren rohen Lisungen empfohlen

1) H. 110, 232; 111, 157 (1920).
%) R. Willstdtter und E. Waldschmidt-Leitz, H. 125, 132, und
zwar S. 148 (1922/23).
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hat, ist die Anwendung der Dialyse zu nennen, die eine Abtrennung
der Elektrolyte und der niedrigmolekularen Begleitstoffe erlaubt,
wihrend die Enzyme selbst von tierischer Membran nicht durch-
gelassen werden; die durch Dialyse erreichbare Steigerung des
Reinheitsgrades ist indessen in der Regel nicht betrichtlich, ihre
Bedeutung fiir die priaparative Enzymchemie beruht vielmehr auf ihrer
Anwendung fiir weitgehender vorgereinigte Enzymlsungen, welche
sie, insbesondere in Form der Elektrodialyse, von begleitenden
oder adsorbierten Ionen oder auch von organischen Mitteln, wie
dem Glycerin, vollstindig zu befreien vermag. Andere Mittel
dienen dazu, die Enzyme aus ihren Losungen niederzuschlagen;
hierzu haben vor allem die Ausfillung mit organischen Losungs-
mitteln, Alkohol oder Aceton, die Aussalzung beispielsweise mit
Ammonsulfat und insbesondere die Einwirkung von Schwermetall-
salzlosungen und von Eiweiffillungsmitteln Verwendung gefunden,
unter denen Quecksilber-, Blei- oder Uransalze sowie Gerbsdure
besonders hdufig angewandt worden sind. Diese Niederschlags-
bildungen sind jedoch, wenn sie beobachtet werden, in den meisten
Fallen nicht dem Enzym selbst, sondern seinen Begleitstoffen zu-
zuschreiben, sie hingen von der wechselnden, mehr zufilligen Zu-
sammensetzung der Enzymlosungen in hohem Mafe ab. Zwar wird
z. B. die Saccharase, wie es sich gezeigt hat, aus einigen ihrer
Losungen durch essigsaures Blei oder durch Uranylacetat in
Fallungsreaktionen abgeschieden, allein das Enzym wird von diesen
Fillungen, die auf begleitende Proteinsubstanz zuriickzufithren sind,
nur adsorbiert; nur die Féllung pflanzlicher Peroxydase durch Tannin,
die R. Willstéatter und A. Pollinger?) beschrieben haben, scheint
bisher eine Reaktion des Enzyms selbst zu sein. Es kommt hinzu,
daf die Empfindlichkeit mancher Enzyme, vor allem des tierischen
Organismus, gegeniiber Zustandsinderungen bei ihrer Ausfallung aus
wisseriger Losung vielfach betrichtliche Einbufie an enzymatischer
Aktivitit zur Folge hat. So wird Pankreaslipase, in wisserigem,
glycerinhaltigem Medium gelost, bei der Einwirkung von Alkohol
oder Ather, bereits in Mengen, die zu ihrer Ausfillung nicht einmal
geniigen, fast vollig zerstort; und auch bei der Fillung ihrer
Losungen mit Schwermetallsalzen treten betrichtliche Aktivitsts-
verluste ein.

Fir die Isolierung der Enzyme aus ihren natiirlichen
Mischungen mit grofen Mengen fremder Begleitstoife, vor allem

1) A. 430, 369 (1922/23).
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Proteinen und Kohlenhydraten, bieten sich, soviel man bis heute
erfahren hat, keine Angriffspunkte fiir chemische Mittel; abgesehen
vom Reaktionsvermdgen ihrer spezifischen aktiven Gruppe, haben
sie als chemisch indifferente Stoffe zu gelten. Auch die Beob-
achtungen iiber ihre Fillbarkeit beziehen sich, wie eben auseinander-
gesetzt, nicht auf die enzymatischen Individuen selbst, sondern auf
ihre Assoziationen mit begleitenden Stoffen. Die Isolierung der
Enzyme wird weiter erschwert durch ihr ungiinstiges Loslichkeits-
verhalten; ihre Unloslichkeit in vielen organischen Solvenzien,
namentlich in den mit Wasser nicht mischbaren, beeintrichtigt ihre
Abtrennung von Fremdstoffen. Daher ist eine Methodik, wie sie
bei der Isolierung und Reindarstellung beispielsweise von tierischen
oder pflanzlichen Farbstoffen zum Ziel gefiihrt hat, fiir die Reinigung
von Enzymen wenig geeignet. ,Es gibt nur eine einzige, viel-
faltige, anpassungs- und entwicklungsfihige Methodik fiir die Iso-
lierung der Enzyme, die Anwendung der auf kleinen Affinitits-
betrigen, auf Affinititsresten beruhenden Adsorptionsvorgiénge*?).
Mit ihrer Hilfe ist es erst gelungen, eine Anzahl von Enzymen auf
hoheren Reinheitsgrad zu bringen.

Dije Reinigung der Enzyme durch Adsorption stellt nach den
Erfahrungen, die sich aus den Untersuchungen R. Willstdtters
und seiner Mitarbeiter ergeben haben, die priparative Methodik
vor drei besonders wichtige Aufgaben. Eine solche Aufgabe be-
steht darin, die Adsorption eines Enzyms moglichst auswihlend zu
gestalten. Das Adsorbens, das unter gewthnlichen Bedingungen
mit dem Enzym zugleich eine nicht unerhebliche Menge von Begleit-
stoffen aufnimmt, sei es, daf sie ihm einfach beigemengt, sei es,
daB sie enger mit ihm assoziiert sind, wird nur unter solchen Be-
dingungen fiir die Reinigung eines Enzyms von wesentlicher Be-
deutung sein, unter denen seine Adsorption moglichst spezifisch
gefunden wird. Je geringer die zur Aufnahme des Enzyms er-
forderliche Menge an Adsorbens, um so hoher ist die zu erwartende
Steigerung der enzymatischen Konzentration. Fiir die Beurteilung
der auswihlenden Wirkung eines Adsorbens hat sich die Be-
stimmung von ,Adsorptionskurven¢ als wertvoll erwiesen, welche
nach H. Kraut und E. Wenzel?) die Beziechungen zwischen der
Konzentration des Enzyms im Adsorbat und der in der Adsorp-

1) R, Willstitter und E. Waldschmidt-Leitz, H. 125, 132
(1922/23).
%) H. 183, 1 (1923/24); 142, 71 (1924/25).
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tionsmutterlauge wiedergeben. Sie lassen erkennen, unter welchen
Bedingungen ein Enzym in dem jeweils vorliegenden Reinheitsgrade
am spezifischsten mit dem Adsorbens reagiert, sei es bei wechselnder
Aciditat, sei es nach einer Verindernng seiner Anfangskonzentration,
z. B. durch Verdiinnen seiner Losung, oder nach einer Voradsorp-
tion von enzymatisch Unwirksamem, wie im 3. Kapitel auseinander-
gesetzt wurde; und sie vermitteln insbesondere eine Anschauung
vom jeweiligen Reinheitsgrad des Enzyms, je nachdem ob sie das
Bild eines sich adsorptiv einheitlich verhaltenden Systems einander
im Adsorptionsverhalten nahestehender Stoffe, oder aber eines Ge-
menges von Korpern mit sehr ungleichen Adsorptionsaffinititen
ergeben.

Eine zweite Aufgabe der Adsorptionsmethode, die bereits an
einigen Beispielen durchgefiihrt wurde, besteht in der Trennung der
Enzyme von ihren natiirlich mit ihnen vergesellschafteten enzy-
matischen Begleitern. So liefern die Sekrete und Ausziige der
Pankreasdriise ein Gemisch von vier besonders wichtigen enzyma-
tischen Stoffen, von fett-, stirke-, protein- und peptidspaltendem
Enzym; als Vorbedingung fiir die Untersuchung eines dieser pan-
kreatischen Enzyme hat man die Abtrennung der begleitenden, nach
ibrer Wirkung unterschiedenen Enzyme anzusehen und die Adsorp-
tionsmethoden dafiir auszubilden.

Eine dritte, noch wenig geloste Aufgabe bietet sich in der
Abtrennung der enzymatisch unwirksamen Vorstufen und Zersetzungs-
produkte des Enzyms, welche ihm im Adsorptionsverhalten am
nichsten stehen. Es ist noch nicht sicher erkennbar, wieweit die
Adsorptionsmittel zwischen den Enzymen und solchen Stoffen,
welche sich nur durch das Fehlen der spezifischen aktiven Gruppe
von ihnen unterscheiden, auszuwihlen vermdgen. Nur am Beispiel
eines nicht enzymatischen, aber in seinem sonstigen Verhalten mit
dem Enzym nahe verwandten Stoffes, nimlich der Enterokinase,
des spezifischen Trypsinaktivators in der Darmschleimhaut, hat es
sich mit Sicherheit zeigen lassen, daB sein Adsorptionsverhalten
gegeniiber dem Adsorbens Tonerde mit dem seiner Vorstufe, der
pPro-Kinase“, welche in der Pankreasdriise ausgebildet wird, iiber-
einstimmt. 1)

Die ersten Untersuchungen iiber die Adsorption von Enzymen
und iiber ihre Abtrennung aus den natiirlichen Gemengen durch

1) E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck, H. 149, 221 (1925).
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Adsorption stammen aus den Jahren 1861 und 1863. E. Briicke?)
gelang es, das Pepsin ,mechanisch an kleine feste Korper zu binden*,
z. B. an Calciumphosphat, Schwefel oder Cholesterin, und das Enzym
aus seinem Adsorbat wieder freizulegen, ndmlich durch eine Ver-
inderung der Reaktion oder auch durch Weglgsen des Adsorbens
selbst. A. Danilewsky ?) hat dann bald darauf die Trennung der
drei wichtigsten enzymatischen Funktionen des Pankreassaftes, die
er auf spezifische Triger zuriickfithrte, mit Adsorptionsmitteln
unternommen. Aus dem lipatisch unwirksamen Sekret konnte
er durch Adsorption an Kollodium das Trypsin frei von Amylase
erhalten, wihrend diese letztere, allerdings noch mit einem Teil des
Trypsins vergesellschaftet, in der Adsorptionsmutterlauge verblieb,
und J. Cohnheim %) konnte in demselben Jahre iiber die Abtrennung
des stdrkespaltenden Enzyms durch Adsorption an Calciumphosphat
berichten. An einem anderen Beispiel versuchte O. Hammarsten *)
eine Trennung von Enzymen durch Adsorption; er beschrieb ein
Verfahren, aus den Infusen der Magenschleimhaut durch fraktionierte
Fillung mit Magnesiumcarbonat oder Bleizuckerlosung pepsinireie
Lisungen des labenden Enzyms zu gewinnen. Allein diese An-
gaben haben sich nicht bestétigt; nach spéteren Untersuchungen
von J. P. Pawlow und S. W. Parastschuk?®) und von O. Ham-
marsten®) gelingt es auf diese Weise nicht, pepsinfreie Lisungen
von Lab zu erhalten, sie enthalten vielmehr inaktives Pepsin.

Die Aufgabe, eine Trennung von Enzymen durch Adsorption
zu erreichen, ist erst in den Untersuchungen R. Willstétters
wieder aufgenommen worden; sie griindet sich auf die feinen Ab-
stufungen, die die Enzyme z. B. in ihren sauren und basischen Eigen-
schaften aufweisen. So haben R. Willstdatter und E. Wald-
schmidt-Leitz ") die sauren und die basischen Eigenschaften der
drei wichtigsten pankreatischen Enzyme, von Lipase, Amylase und
Trypsin, ihrer Trennung durch Adsorption mit einem basischen
und einem sauren Adsorbens, mit Tonerde und mit Kaolin, zugrunde

1) Sitzungsber. math.-naturw. Klasse d. k. Akademie der Wissensch.
Wien 43, 601 (1861).

%) Virch. Arch. 25, 279 (1862).

) Ebenda 28, 241 (1863).

4) R. Malys Jahresberichte iiber die Fortschritte der Tierchemie,
2. Band fiir 1872, 8. 118 (1874).

5) H. 42, 415 (1904).

6) H. 56, 18 (1908).

") H. 125, 132, und zwar S. 142 (1922/23).
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gelegt. Die Pankreaslipase ist entsprechend der Erscheinung, daf8
sie in ihrem Reaktionssystem von unspezifischen Adsorptionsverhalt-
nissen stark beeinflufit wird, sehr leicht adsorbierbar und in dieser
Hinsicht sehr wenig von Begleitstoffen abhingig. So wird sie von
basischen wie von sauren Adsorbenzien, von Tonerde oder Kaolin,
leicht adsorbiert, aber ihre sauren Eigenschaften sind doch stérker
ausgeprigt als die von Amylase und Trypsin; sie ld6t sich daher
durch Adsorption mit Tonerde von den begleitenden Enzymen voll-
stindig trennen. Wenn auch die Gegenwart gewisser Begleitstoffe,
die als ,Koadsorbenzien“ wirken, einen Teil von Amylase und
Trypsin in die Tonerdeadsorbate mit iiberfiihrt, so geniigt doch
eine einfache Wiederholung der Adsorptionsvornahme, um die
Trennung zu vervollstindigen. Trypsin und Amylase bleiben in
den Mutterlaugen der Tonerdeadsorption zuriick, wihrend die Elu-
tion'der Adsorbate die lipatische Komponente ergibt.

Die Pankreasamylase ist basischen wie sauren Adsorptions-
mitteln gegeniiber indifferent; wenn man ihre Adsorption beobachtet,
so ist diese lediglich auf den Einflul von Begleitstoffen zuriick-
zufiihren. In reinerem Zustand wird sie aus wisseriger Losung
weder von Aluminiumhydroxyd noch von Kaolin aufgenommen, es
fehlen ihr also auch die basischen Eigenschaften. Auf diesem Um-
stand beruht ihre Trennung von Trypsin, das von elektronegativen
Mitteln verhsltnismafig leicht adsorbiert wird: es gelingt, die Amy-
lase durch wiederholte Behandlung mit Kaolin in saurer, in manchen
Fillen auch in neutraler Losung vollig von Trypsin zu befreien,
das man in den Elutionen der Kaolinadsorbate, z. B. mit verdiinntem
Alkali, wiederfindet. So ist durch aufeinanderfolgende Adsorption
mit Tonerde und mit Kaolin die Zerlegung des enzymatischen Ge-
menges, das sich in den Ausziigen der Pankreasdriise findet, nach
diesen drei wichtigsten Enzymen durchgefiihrt worden.

Die Trennung der drei pankreatischen Enzyme, so wie sie hier be-
schrieben wurde, wird erginzt und erweitert durch die Untersuchung
und Abtrennung des Pankreaserepsins, des peptidspaltenden Enzyms
der Driise, das E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck?)
auf Grund seiner spezifischen Wirkungen von dem tryptischen
Driisenenzym unterschieden haben; es ist auch in seinen Adsorptions-
affinititen von diesem verschieden, seine sauren Eigenschaften sind
starker ausgeprigt. So fithrt die Adsorption durch Tonerde und

1) H. 147, 286; 149, 203 (1925).
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die Elution der gewonnenen Adsorbate, z. B. in den rohen, angeséuerten
Awusziigen, bel mehrmaliger -Anwendung zu einer vollstindigen
Trennung der beiden Proteasen; in der Restlosung der letzten Ad-
sorptionsvornahme verbleibt das Trypsin in guter Ausbeute, frei
von ereptischer Wirkung, und die Elution der Tonerdeadsorbate
liefert die einheitliche ereptische Komponente. Es ist sehr beachtens-
wert, daB diese beiden Enzyme, die der némlichen Klasse enzyma-
tischer Stoffe angehéren, so deutliche Unterschiede in den Adsorp-
tionseigenschaften aufweisen; ihr qualitativ verschiedenes Verhalten
gegeniiber der Tonerde ist auf eine Reaktion der Enzyme selbst
zuriickzufiihren, nicht auf zufillige Assoziationen mit begleitenden
Stoffen; es kommt ndmlich in gleicher Weise bei ihrer Trennung
aus einem ganz anderen Ausgangsmaterial, den Ausziigen der Darm-
schleimhaut, zur Geltung?).

Die Erfahrungen iiber die Trennung zweier in ihrer Spezifitit
nahe verwandter Enzyme durch Adsorption sind in jiingster Zeit
noch durch ein weiteres Beispiel bereichert worden. R. Willstatter
und E. Bamann ) haben gezeigt, da8 man in den rohen Autolysaten
der Hefe durch die selektive Adsorptionswirkung eines Tonerdegels
die beiden in ihm enthaltenen Carbohydrasen, das rohrzucker-
spaltende und das malzzuckerspaltende Enzym, quantitativ zu trennen
vermag. Es hat sich hierbei ergeben, daf die einfache Anschauung,
derzufolge die auswihlende Wirkung eines Adsorbens auf die Ent-
wicklung seiner sauren oder basischen Eigenschaften zuriickgefiihrt
wird, nicht mehr geniigt; die giinstigste Selektivitit beobachtete
man nidmlich an einem Tonerdegel, das mit verdiinnten S#uren oder
Alkalien nicht mehr merklich reagierte 8). Es scheinen demnach
fiir die Eignung eines Adsorbens zur Trennung enzymatischer In-
dividuen Affinitdtsverhiltnisse maBgebend zu sein, die sich in elektro-
chemischem und in kolloidchemischem Sinne noch nicht genauer
definieren lassen; die Angaben iiber die Trennung von Enzymen
werden in jedem Falle mit der niheren Kennzeichnung der dafiir
besonders tauglichen Adsorptionsmittel zu vertiefen sein.

In der chemischen Charakterisierung wichtiger Adsorptions-
mittel sind in den letzten Jahren durch die Untersuchungen von

1) E. Waldschmidt-Leitz und A. Schéffner, H. 151, 31
(1925/26).

2) Noch H. 151, 273 (1925/26).

3) Sieh¢ dazu R. Willstédtter, H. Kraut und O. Erbacher, B. 58,
2458 (1925).
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R. Willstiatter und H. Kraut?) ,Uber Hydrate und Hydrogele*
wertvolle Fortschritte erzielt worden. So hat es sich gezeigt, da8
je nach der Darstellung des Adsorbens Tonerde, je nach den Be-
dingungen seiner Féllung, verschiedene Sorten von Tonerdehydrat
erhalten werden, die sich in ihrer Adsorptionstiichtigkeit und in
ihrer auswihlenden Wirkung in bemerkenswertem Mafe unter-
scheiden. Die beobachteten Unterschiede, die durch eine verschie-
dene Dispersitit, durch den wechselnden Verteilungsgrad der kollo-
iden Teilchen sich nicht erkliren lassen, sind auf die Existenz
verschiedener chemischer Verbindungen zuriickgefiihrt worden, die
durch ihren Gehalt an chemisch gebundenem Wasser wie durch ihr
Verhalten gegeniiber verdiinnten Siuren und Alkalien gekennzeichnet
werden konnen. Eine erste Untersuchung?) hat dazu gefiihrt, eine
Unterscheidung vier verschiedener Sorten von Aluminiumhydroxyd
zu definieren, deren Bildung durch die niheren Bedingungen ihrer
Austfillung bestimmt ist, ndmlich:

Aluminiumhydroxyd A, mit iiberschiissigem konzentriertem
Ammoniak gefiallt und lange gekocht,
plastisch;

Aluminiumhydroxyd B, ebenso gefillt wie A, aber ohne lLin-
geres Erhitzen, plastisch;

Aluminiumhydroxyd C, mit verdiinntem Ammoniak gefsllt,
ohne lingeres Erwérmen, feinkornig,
pulverig;

Aluminiumhydroxyd D, aus Aluminatlosung mit Kohlenssure
gefillt, grob pulverig.

Die Verbesserung der praparativen Vorschriften fiir die Darstellung
der Adsorbenzien und die Erweiterung ihrer analytischen Unter-
suchung hat dann in neueren Arbeiten ®) erlaubt, einige der erhal-
tenen Priparate als bestimmte chemische Individuen, als definierte
Hydrate des Aluminiumoxydes zu kennzeichnen und ihre spezielle
Gewinnung mit Sicherheit und reproduzierbar festzulegen. So hat
es sich ergeben, daB das bei vorsichtiger Fillung mit verdiinntem
Ammoniak entstehende Tonerdepriparat C der Zusammensetzung
eines Ortho-Aluminiumhydroxydes der Formel Al(OH), entspricht.
Dieses Tonerdegel (C,), das unter den gelindesten Bedingungen er-

1) B. 56, 149, 1117 (1923); 57, 58, 1082 (1924); 58, 2448, 2458 (1925).
%) B, 56, 149 (1923).
8) B. B8, 2448, 2458 (1925).
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halten wird, zeichnet sich jedoch durch leichte Ver#inderlichkeit
aus; es verwandelt sich in wisseriger Suspension nach kurzer Zeit
in eine zweite Verbindung (Cg), welche, ebenfalls unbestandig, aber
besténdiger als die a-Modifikation, allméhlich in eine dritte Modifi-
kation (C,) iibergeht. Mit diesen Umwandlungen, die auf eine che-
mische Veréinderung des Molekiils zuriickzufithren sind, sei es auf
eine Isomerie-, sei es auf eine Polymorphieerscheinung, ist eine
Verénderung der basischen und sauren Eigenschaften und des Ad-
sorptionsverhaltens der Gele verbunden, sie sind durch kolloidale
Zustandsidnderungen nicht zu erkliren. Die Tonerdesorten A und
B sodann erwiesen sich als Polyaluminiumhydroxyde. Es ist
weiterhin gelungen, aus dem Orthohydroxyd des Aluminiums
sowohl wie auch unter den Bedingungen der direkten Fillung
bei linger dauernder Einwirkung von Ammoniak und hoherer
Versuchstemperatur ein weiteres definiertes Hydrat zu er-
halten, dessen Zusammensetzung der Formel eines Metahydroxyds,
AlO. OH, entspricht; dieses Hydrat, welches sich fiir die Trennung
der Saccharase und Maltase in den Hefeautolysaten als besonders
tauglich erwiesen hat, besitzt weder saure noch basische Eigen-
schaften.

Der weiteren Reinigung eines Enzyms durch Anwendung
eines Adsorptionsmittels, beispielsweise nach der Abtrennung der
mit ihm vergesellschafteten enzymatischen Begleiter, wird durch
den Umstand eine Grenze gesetzt, da von dem Adsorbens zugleich
mit dem Enzym eine groBere Menge nichtenzymatischer Stoffe auf-
genommen wird, deren Affinitit wie die des Enzyms auf einer ent-
gegensetzten elektrischen Ladung beruhen mag. In solchen Fillen
hat der Wechsel in der Polaritit des Adsorptionsmittels, der Uber-
gang von einem elektropositiven zu einem elektronegativen Ad-
sorbens, zum Erfolg gefithrt. So lassen sich Priparate der Hefe-
saccharase, die, durch Tonerdeadsorption vorgereinigt, noch zu etwa
3/, aus Hefegummi bestehen, durch eine darauffolgende Adsorption
an Kaolin vollstindig von diesem Kohlenhydrat befreien und ihre
enzymatische Konzentration erhtht sich dabei etwa auf den fiini-
fachen Wert, sie wird nidmlich etwa 500mal so grof als in der
Hefe selbst. Auch bei pankreatischer Lipase hat die aufeinander-
folgende Anwendung eines elektropositiven und eines elektronega-
tiven Adsorbens eine viel erheblichere Steigerung ihres Reinheits-
grades erlaubt, als sie durch die alleinige wiederholte Anwendung
eines der Adsorbenzien zu erreichen war. Noch weiter hat am
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Beispiel der Pankreaslipase die Anwendung indifferenter, organischer
Adsorptionsmittel, von Cholesterin oder Tristearin, gefiihrt, die in
diesem Falle noch strenger auswihlend zu wirken scheinen als
Kaolin oder Aluminiumhydroxyd. Diese Erscheinung ist auf eine
der spezifischen Adsorption verwandte chemische Adsorption zuriick-
gefithrt worden, eine Auffassung, die durch die Tatsache gestiitzt
erscheint, daf die Affinitdt der spezifischen aktiven Gruppe der
Lipase in diesen Adsorbaten in Mitleidenschaft gezogen, nsmlich
bedeutend abgeschwicht wird, obwohl sich das Enzym aus ihnen
in wirksamer Form wieder freilegen lift.

Die Steigerung des enzymatischen Reinheitsgrades, die sich
mit préparativen Mitteln erreichen 148t, wird in jedem Falle durch
die absolute Konzentration des Enzyms im Ausgangsmaterial, die
sich noch nicht ermitteln 148t, bestimmt sein. Wenn es beispiels-
weise gelungen ist, die Hefesaccharase in den besten erhaltenen
Priparaten auf iiber 3000mal, tierische Lipase andererseits nur auf
etwa 250mal héheren Reinheitsgrad zu heben, so ergeben sich aus
diesem Vergleich noch keine Anhaltspunkte fiir die absolute enzyma-
tische Konzentration der beiden Priparate. Das Ziel der pripara-
tiven Enzymchemie, die Reinigung so weit fortzusetzen, bis weitere
Operationen keine Steigerung des Reinheitsgrades mehr ergeben,
ist noch in keinem Falle erreicht. Aber die Erfahrungen, die in
den neueren priparativen Untersuchungen an Hefesaccharase ge-
wonnen wurden, erlauben die -Anschauung, daf die Leistungsfihig-
keit der Adsorptionsmethoden, so wie sie bis jetzt ausgebildet
worden sind, in gewissem Sinne nur eine beschrinkte ist und daB
ihr Erfolg von einem gewissen enzymatischen Reinheitsgrad an
durch die zunehmende Unbestéindigkeit des Enzyms selbst kompen-
siert zu werden scheint. Es wird neuer Hilfsmittel bediirfen, um
die Grenze, die den priparativen Fortschritten hier gesetzt ist, zu
iiberschreiten.

Die bisher besprochenen Reinigungsverfahren wie die Methode
der fraktionierten Féallung oder der Adsorption und Elution gelten
ausschlieBlich fiir 16sliche Enzyme. Die Reinigung unloslicher
Enzyme, fiir welche fettspaltendes Enzym aus Pflanzensamen, z. B.
Ricinuslipase, als charakteristischer Vertreter anzusehen ist, erfor-
dert dagegen eine wesentlich verschiedene préparative Methodik;
sie muB sich ndmlich darauf beschrinken, die enzymatische Konzen-
tration durch mechanische Anreicherung oder durch Weglosen von
Begleitstoffen zu heben. Dafiir stehen nur wenige Mittel zur Ver-

Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme. 7
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fiigung, die so schonend sind, daf sich eine Zerstérung der enzyma-
tischen Aktivitit vermeiden laft.

Fiir die Darstellung der Ricinuslipase, die hier als Beispiel
dienen soll, gesellen sich nach R. Willstdtter und E. Wald-
schmidt-Leitz') dazu einige besondere Umstinde, die in einer
auffillig stark ausgeprigten Abhingigkeit der enzymatischen Ak-
tivitdt vom Kolloidzustand begriindet sind. Man findet das Enzym
in fettfreier Form sehr unbestindig gegeniiber der Einwirkung von
Wasser oder Glycerin, die es bei Gegenwart von Ol ohne Aktivi-
titseinbuble vertrigt. In 6l- und wasserhaltigen Emulsionen anderer-
seits zeigt es eine iiberaus grofie. Empfindlichkeit hinsichtlich der
Uberfiihrung in trockene und fettfreie Form. Um die enzymatische
Substanz unter Erhaltung ihrer lipatischen Wirkung der Einwirkung
wisseriger Reagenzien zuginglich zu machen, ist daher nur ein
Verfahren anwendbar, das die Lipase bei allen Reinigungsvornahmen
im Kontakt mit Ol belaBt. Ein solches Verfahren ist im Prinzip
zuerst von E. Hoyer?) befolgt worden ; es beruht auf der Abtrennung
des Enzyms aus der wisserigen Emulsion des 6lhaltigen Samens in
Form einer fett- und wasserhaltigen Sahne, wie sie beispielsweise
in der Zentrifuge erfolgt. Es ist gelungen, aus solchen ,Enzym-
sahnen“ unter der Einwirkung verdiinnter wisseriger Reagenzien,
so von Alkali-, Sgure- oder Salzlosungen, Enzymprédparate von
erheblich gesteigertem Reinheitsgrad zu erhalten. Zwar stehen
der Gewinnung lipatisch aktiver Trockenpriparate aus diesen
Sahnen, deren Abtrennung nach der Behandlung mit dem ange-
wandten Reagens man mittels der Zentrifuge bewirkt, gewisse
Schwierigkeiten entgegen, die sich aus der Empfindlichkeit des
Enzyms gegeniiber Trocknungsoperationen ergeben; sie werden
indessen iberwunden durch Anwendung besonders schonender
Trocknungsverfahren, sei es mit Hilfe von Dispersoiden von grofer
spezifischer Oberfliche, sei es durch eine ganz allmihliche Ent-
ziehung des Wasser- und Olgehaltes, z. B. durch gelinde Trocknung
in einem m#Big warmen Lufstrom und durch die langsame Ver-
diinnung der verbleibenden &lhaltigen Enzymsuspension in einer
Atmosphire von Ather. Es ist auf diesem Wege gelungen, in den
giinstigsten Beispielen eine Steigerung der lipatischen Konzentration
auf mehr als das BOfache von der des Samens zu erzielen; allein

1) H. 184, 161 (1923;24).
© %) H, 50, 414, und zwar S.430 (1906/07).



Reinigung unléslicher Enzyme. 99

diese Reinigung, die als ganz unvollstindig anzusehen ist und die
eine vollige Abtrennung beispielsweise von proteinartiger Substanz
nicht erlaubt hat, ist nur unter dem Gesichtspunkt zu werten,
daf sie ein Beispiel fiir die priparative Methodik an unloslichen
Enzymen abgeben mag. Fiir die Zwecke der Reindarstellung
enzymatischer Individuen wund ihrer chemischen Kennzeichnung
wird man sich vorerst auf wasserlgsliche Stoffe zu beschrinken
und die pridparativen Methoden hierfiir zu verfeinern und zu
erweitern haben.

7%



Spezieller Teil.

Die Enzymliteratur hat im Laufe der letzten Jahrzehnte eine
auBerordentlich grofe Menge spezieller Angaben iiber die Wirkungen
und iiber das Verhalten sowie iiber das Vorkommen enzymatischer
Stoffe aufzuweisen. Es wiirde den Rahmen und die Aufgabe dieses
Buches iiberschreiten, sollte darin eine vollstindige Aufzihlung und
Beriicksichtigung aller Einzelangaben der Emzymforschung erbracht
werden. Es werden sich daher die nachfolgenden Abschnitte, die
der speziellen Behandlung der Vertreter aus den einzelnen Gruppen
enzymatischer Stoffe gewidmet sind, nur mit der Beschreibung der
wichtigsten und bestuntersuchten enzymatischen Katalysatoren be-
fassen.

I. Esterasen.

Die allgemeine Wirkung der Esterasen ist gekennzeichnet durch
die Spaltung bzw. Synthese von Carbonsiureestern nach der
Gleichung

R.COO.R 4 H,0 — R.COOH + HO.R/,

und zwar sowohl durch die Umsetzung der Ester einfacher wie
auch der Ester mehrwertiger Alkohole, beispielsweise der Fett-
sdureglyceride. Man teilt die Esterasen am zweckmifBigsten nach
dem Vorschlag von W. Connstein?) nach ihrem Vorkommen in
tierische und in pflanzliche Esterasen ein, wihrend fiir eine all-
gemeine Unterscheidung zwischen Esterasen, welche vorzugsweise
auf Ester niederer Fettsiuren, und Lipasen, welche hauptstchlich
auf die Glycerinester hoherer Fettsiuren eingestellt sein sollen,
noch zu wenig Anhaltspunkte vorliegen.

1) Ergebn. d. Physiol. 3, 194 (1904).
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1. Tierische Esterasen.

a) Pankreaslipase.

Die Pankreaslipase, die von der Bauchspeicheldriise zusammen
mit anderen wichtigen Enzymen der tierischen Verdauung in den
Darm sezerniert wird, um hier die der Resorption vorausgehende
Verseifung der mit der Nahrung aufgenommenen Fette zu bewirken,
hat als eine echte Lipase zu gelten, spezifisch fiir den Umsatz von
Glycerinestern, wihrend ihre Wirkung auf die Ester einfacher
Alkohole dagegen zuriicktritt. Fiir ihren Nachweis und ihre
Messung sind zahlreiche Methoden verdffentlicht worden, die zum
Teil auf der maBanalytischen Bestimmung der bei der Spaltung
gebildeten Fettsiure, zum Teil auf der Verfolgung der bei der
Verseifung von Glycerinestern niederer Fettsduren -eintretenden
Anderung der Oberflichenspannung beruhen. Wihrend man in-
dessen in der #lteren Literatur die Umsetzung der Glyceride durch
das Enzym, so wie es sich zufillig fand, messend verfolgte, haben
R. Willstdatter, E. Waldschmidt-Leitz und Fr. Memmen?)
in einer eingehenden Untersuchung die Notwendigkeit erkannt und
beriicksichtigt, die Lipase unter Aktivierung oder unter Hemmung
in ein geeignetes System zu bringen, um die Unterschiede im
Wirkungsvermégen auszugleichen, die durch die Natur und die
Menge zufillig vorhandener Begleitstoffe bedingt werden. Es hat
sich némlich ergeben, daf die Wirkung der Pankreaslipase, bei-
spielsweise gegeniiber echten Fetten, durch Begleitstoffe wie durch
Reaktionsprodukte in hohem MaBe beeinfluft wird, wihrend die
Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration fiir die Aktivitat des
Enzyms weniger hervortritt. Die Wirkung der Begleit- und
Zusatzstoffe und der Reaktionsprodukte #ndert sich mit der Re-
aktion; so wirken Calciumsalze, gallensaure Salze oder Eiweifistoife
aktivierend in alkalischem Medium und sie erweisen sich als in-
different oder sogar hemmend im sauren Gebiet. Die beobachteten
Aktivierungen sind auf eine Verbesserung der Adsorptionsverhalt-
nisse, die Hemmungen auf Storungen derselben zuriickzufiihren;
denn fiir die Wirkung des wasserloslichen Enzyms ist die Be-
forderung seines Kontaktes mit dem unloslichen Substrat, wie sie
durch die Bildung ,komplexer Adsorbate bei der Aktivierung in
alkalischem Milieu erfolgt, und ebenso die Storung seiner Asso-

1) H. 125, 93 (1922/23).
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ziation mit dem Ol, auf welcher die bei saurer Reaktion beob-
achteten Hemmungserscheinungen beruhen, entscheidend. Fiir eine
Methode, die die Menge des Enzyms und seine Ausbeute von der
Driise bis zum reinen Priparat verfolgen soll, ist daher die Aus-
schaltung des Zufilligen im lipatischen System erforderlich, soweit
es auf den Grad der Wirkung Einflul ausiibt; sie wird erreicht
durch das Verfahren der ausgleichenden Aktivierung oder Hemmung.
Dieser Gedanke hat seinen Niederschlag gefunden in der Aus-
arbeitung von vier besonderen Bestimmungsweisen des lipatischen
Enzyms, die sich im Gange seiner pridparativen Reinigung bew#hrt
haben:

1. Der alkalimetrischen Bestimmung der lipatischen Wirkung
im System von Aktivatoren bei wechselndem py, nidmlich der
Spaltung von Olivensl unter Aktivierung mit Calciumchlorid und
Albumin bei einem anfinglichen py von 8,9.

2. Der alkalimetrischen Bestimmung in alkalischem Milieu
bei dem konstanten pyg — 8,9, fiir welche gleichfalls Olivensl als
Substrat sowie Calciumchlorid und Albumin zur ausgleichenden
Aktivierung dienen.

3. Der alkalimetrischen Bestimmung unter Hemmung in saurem
Medium, némlich der Olspaltung bei konstant saurer Reaktion
(pg = 4,7) unter Hemmung durch Albumin.

4. Der stalagmometrischen Bestimmung der Tributyrinhydro-
lyse nach P. Rona und L. Michaelis?), beruhend auf der Messung
der Oberflichenspannungsinderung bei py — 8,6 und unter Akti-
vierung mit Calciumoleat und Albumin?).

Von diesen Verfahren besitzt nur das zweite, bei dessen Aus-
fiilhrung es der Anwendung hoher Pufferkonzentrationen bedarf,
den Nachteil, daf bei der Priifung reinerer Enzympriparate schon
wihrend der Dauer der Bestimmung eine Zerstérung des Enzyms
sich bemerkbar macht und die Genauigkeit der Messung beein-
trichtigt. Da hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs der Hydrolyse
und der Proportionalitit zwischen Reaktionsgeschwindigkeit und
Enzymmenge unter den Bedingungen dieser Methoden keine Ge-
nauigkeit zu erwarten ist, so liegt den fiir Menge und Konzen-
tration des Enzyms aufgestellten Maflen die Beziehung zwischen

1) Bio. Z. 381, 345 (1911); P.Rona, ebenda 32, 482 (1911);
H. Davidsohn, ebenda 45, 284 (1912); 49, 249 (1913).
%) R. Willstatter und Fr. Memmen, H. 129, 1 (1923).
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den Enzymmengen und den Spaltungsgraden zugrunde, die in be-
stimmten Zeiten erreicht werden.

So wird als ,Lipase-Einheit (L.-E.)¢ diejenige Menge Lipase
bezeichnet, die unter den Bedingungen der ersten Bestimmungs-
methode (im Volumen von 13 ccm, enthaltend 2 ccm n NH,—NH, Cl-
Puffer von py = 8,9 und als Aktivatoren 10 mg CaCl, und 15 mg
Albumin) bei 30° in einer Stunde 24 Proz. von 2,5 g Olivensl (von
der Verseifungszahl 185,5) spaltet; diese Enzymmenge ist z. B. in
etwa 1cg einer guten Probe getrockneter Pankreasdriise enthalten.
Aus der nachfolgenden Abb. 7, die der Untersuchung von Will-
statter, Waldschmidt-Leitz und Memmen entnommen ist und
die die Beziehungen zwischen
Lipasemenge und Verseifungsgrad
wiedergibt, ist ersichtlich, wie
sich aus dem alkalimetrisch ge- 241
messenen Verseifungsgrad einer % 5]
Analysenprobe, sofern er unter
24 Proz. betrigt, die in dieser ent-
haltene Enzymmenge in Enzym-
einheiten ermitteln lagt. 161

Als Ma8 fiir den Reinheitsgrad 141
der Lipase dient der ,Lipase-Wert

Abb. 7.

26

(L-W)¢, der durch die Anzahl
der Lipase-Einheiten in 1cg des 1
Priparats gegeben ist. 81

Ein anderes, davon unab- 61
hangiges Ma8 fiir die Lipasemenge, .
das auf der stalagmometrischen

Verfolgung der Tributyrin-Hydro-
lyse nach der vierten Bestimmungs- —————————-
weice boruht, st mach R, Will.  ° 0 % % @ & B w
statter und Fr. Memmen?') die Lipasemenge und Verseifungsgrad.
»Butyrin-Einheit (B.-E.)¢, nimlich

diejenige Enzymmenge, die unter den gegebenen Bedingungen (im
Volumen von 60 ccm, enthaltend 56 cem gesittigter Tributyrin-
losung, 2 cem n NH;—NH, Cl-Puffer von py =— 8,6 und als Akti-
vatoren 10 mg CaCl,, 10mg Natriumoleat sowie 30 mg Albumin)
bei 20° in BO Minuten eine Abnahme der Tropfenzahl um 20, d.h.

1) a. a. O.
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die Hilite der Differenz zwischen den Tropfenzahlen von reiner
Tributyrinlgsung und von reinem Wasser, bewirkt.

Abb. 8 veranschaulicht den zeitlichen Verlauf der Tributyrin-
hydrolyse fiir die B.-E.; aus der fiir die Abnahme der Tropfenzahl
um 20 bei einer untersuchten Analysenprobe

Abb. 8. erforderlichen Zeit ¢ ergibt sich deren Ge-
Z_ halt an B.-E. zu 50/t.
2 Die Beziehung der Einheit fir die
N Tributyrinspaltung zur Einheit fiir die O1-
6. spaltung, die bei einer untersuchten und
12 verglichenen Probe von getrocknetem
,% Schweinepankreas dem Verhdltnis 1 B.-E.
101 = 0,001 L.-E. entsprach, laft sich in-
8- dessen nicht verallgemeinern, sie ist ab-
6 hingig von der Herkunft des Materials;
4 man wird also zur Messung der Lipase-
2 mengen aus verschiedenem Ausgangs-

material sich der ndmlichen Bestimmungs-
Zeitlicher Verlauf der WelseDl?edlenfan mussen.
Tributyrinspaltung durch ie pr:jmparatlve Rem.lgung der Pan-
die B.-E. kreaslipase ist von R. Willstdatter und
E. Waldschmidt-Leitz?') an einer Reihe
von Beispielen durchgefithrt worden. Als Ausgangsmaterial ist die
getrocknete und entfettete Pankreasdriise von Schweinen, deren
Enzymgehalt am hochsten ist, angewandt worden, aus welcher sich
die Lipase in guter Ausbeute durch Behandlung mit Wasser oder
Glycerin in Losung iiberfiihren l48t, wibrend das Enzym durch
diese Mittel der frischen Driisensubstanz nur zum geringen Teil
entzogen werden kann. Die Trocknung des in der Maschine zer-
kleinerten Driisengewebes bewirkte man durch Anschiitteln mit
Aceton und Ather, sie verlduft ohne merkliche Schidigung des
Enzyms; dagegen hat es sich gezeigt, da das #ltere, von H. Potte-
vin?) zuerst angewandte Verfahren der Trocknung durch Alkohol
und Ather mit sehr erheblichen AktivititseinbuBen verbunden ist.
Zur Extraktion des Enzyms aus der getrockneten und ge-
pulverten Driisensubstanz hat sich vor allem die Anwendung von
Glycerin als geeignet erwiesen, sie ist der Extraktion mit wisserigen
Mitteln iberlegen; der viel niedrigere Reinheitsgrad und die ge-

1) H. 125, 132 (1922/23).
?) BL 85, 693 (1908).
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ringe Bestindigkeit des Enzyms machen nimlich die wisserigen
Ausziige fiir die pridparativen Zwecke unbrauchbar. Durch die
Gegenwart von Glycerin wird die Lipase dagegen stabilisiert; so
ist es auch fiir den Gang der priparativen Reinigung erforder-
lich, die Einhaltung einer gewissen Glycerinkonzentration zur Ver-
meidung enzymatischer Verluste zu beachten. In den Glycerin-
ausziigen der Driise, die man vom Ungeldsten mittels der Zentrifuge
oder durch Filtration abtrennt, ist die Lipase klar gelost; die
Angaben der #lteren Forschung?!), da das Enzym in den Glycerin-
losungen nur suspendiert, nicht gelost enthalten sei, und daB es
beispielsweise durch Verdiinnen mit Wasser daraus niedergeschlagen
werde, haben sich als irrig erwiesen; die erwihnten Beobachtungen
sind auf Adsorption des Enzyms an suspendierte Fette in sehr
unreinen Ausziigen zuriickzufiihren. In den wisserigen und in den
Glycerinausziigen der Driise ist die Lipase begleitet von der ganzen
Menge des stirkespaltenden und von dem groften Teil des tryp-
tischen Enzyms, von denen sie mit Hilfe von Fillungsmitteln wie
Alkohol oder Aceton, deren Einwirkung die lipatische Aktivitit
zerstort, nicht abgetrennt werden kann. Die Gewinnung der Lipase
in enzymatisch einheitlicher Form gelang erst durch die Anwendung
von Adsorptionsmitteln auf Grund der spezifischen Adsorptions-
affinitdten der drei Enzyme. Das Adsorptionsverhalten der Lipase
ist sehr unspezifisch, das Enzym wird von sauren wie von basischen
Adsorbenzien leicht aufgenommen; auch an amphotere Stoffe, bei-
spielsweise an Proteine, vermag es sich anzulagern und wird auf
diese Weise, wie aus seiner gesteigerten Aktivitat hervorgeht, in
ein die Olspaltung begiinstigendes Adsorptionssystem iibergefiihrt.
Auch findet man die Adsorption des Enzyms nur in geringem Mafe
oder gar nicht abhingig von der Gegenwart begleitender Stoffe, in
den rohen wie in den reineren L@sungen zeigen sich in seinem
qualitativen wie in seinem quantitativen Adsorptionsverhalten z. B.
gegeniiber Tonerde keine deutlichen Unterschiede.

Die sauren Eigenschaften der Lipase sind indessen stirker
ausgeprédgt als die von Amylase und Trypsin; so gelang ihre Iso-
lierung aus dem Enzymgemisch durch die Adsorption an das
basische Adsorbens Tonerde, vorziiglich bei saurer Reaktion; zwar
bewirkte der Einfluf gewisser Begleitstoffe, daf in den aus den

1) Siehe dazu O. Rosenheim, J. of Physiol. 40, XIV (1910); C. A.
Pekelharing, H. 81, 355 (1912); P. Rona und Z. Bien, Bio. Z. 64, 13
(1914).
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Tonerdeadsorbaten mit verdiinntem Alkali oder mit alkalischem
Phosphat gewonnenen Elutionen sich noch geringe Anteile der be-
gleitenden Enzyme, die mitgefithrt werden, wiederfanden; indessen
geniigte eine Wiederholung der Adsorptionsvornahme in der an-
gesduerten Elution, um ihre letzten Reste zuriickzulassen. Allein
der Reinheitsgrad der Lipase war in den neuen Elutionen noch
nicht erheblich gestiegen, ihr Lipasewert erreichte nur etwa eine
30fache Zunahme. Nun fithrte die Adsorption an ein elektro-
negatives Adsorbens, an Kaolin, aus saurer Losung zu einer weiteren
betrichtlichen Steigerung der enzymatischen Konzentration, nimlich
in den alkalischen Elutionen der Kaolinadsorbate auf das mehr als
200fache von der des Ausgangsmaterials. Noch schirfer aus-
wihlend wirken indifferente organische Adsorbenzien wie Tristearin
und Cholesterin, nach deren Weglosen, beispielsweise mit Benzol,
das Enzym in der besten bisher gemessenen Konzentration erhalten
worden ist, entsprechend dem Lipase-Wert 240. In der nach-
folgenden Tabelle 24, die der Untersuchung von R. Willstédtter
und E. Waldschmidt-Leitz1) entnommen ist, ist eine Ubersicht
gegeben iiber die Reinheitsgrade auf den verschiedenen Stufen der
priparativen Isolierung.

Tabelle 24.

Phasen der Isolierung und Reinheitsgrad der Pankreaslipase,
(Getrocknete Driise: L.-W. = 0,81.)

— —

L.’W. L.’W. durch

Priiparat durch Dialyse Isolierung mit

bestimmt Stearin bestimmt
Glycerinauszug, geklart. . . . . . . . l 3,2 —
Einmal mit Tonerde adsorbiert . . . . | 9,0 72
Zweimal mit Tonerde adsorbiert . . . . 23,1 —_
Einmal mit Tonerde u. Kaolin adsorbiert 25,8 119

Zweimal mit Tonerde und einmal mit }

Kaolin adsorbiert. . . . . . . . . | 207 240

Die Reinigung der Pankreaslipase ist nicht bis zur Konstanz
des Lipase-Wertes durchgefiithrt worden; allein sie hat doch zu
dem Ergebnis gefithrt, daf sich in reineren Priparaten keine Bei-
mengungen von Vertretern aus bekannten Gruppen organischer
Naturstoffe, von Proteinen und Kohlenhydraten, mehr nachweisen

1) H. 125, 132, und zwar S. 192 (1922/23).
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lassen. Charakteristische chemische Reaktionen der enzymatischen
Substanz wurden nicht beobachtet; der Stickstoffgehalt, der im
Verlauf der Reinigung eine Abnahme aufwies, betrug im reinsten
Priparat 10,5 Proz., wihrend der gemessene Phosphorgehalt von
0,05 Proz. als zufillig und geringfiigig zu gelten hat.

b) Magenlipase.

Die Beobachtungen iiber das Vorkommen eines fettspaltenden
Enzyms im Magen sind alt; aber erst die Untersuchungen von
F. Volhard!) und seinen Schiillern haben die Frage nach seiner
besonderen Existenz neben dem pankreatischen Enzym eingehender
behandelt. Eine sichere Unterscheidung zwischen der gastrischen
und der pankreatischen Lipase schienen indessen erst die Unter-
suchungen von H. Davidsohn?) zu erméglichen, die zu der Fest-
stellung fiithrten, da8 das Enzym des menschlichen Magens im
Gegensatz zu dem pankreatischen bei saurer Reaktion viel stirker
wirkt als bei alkalischer und ein ziemlich breites Wirkungsoptimum
zwischen pyg 4 und 5 besitzt. Allein die Unterscheidung der beiden
Enzyme nach diesem Gesichtspunkt hat sich nicht als zuverlissig
erwiesen. Aus den Untersuchungen R. Willstidtters?) und seiner
Mitarbeiter, die die Magenlipase verschiedener Tiere und ihren Ver-
gleich mit der Pankreaslipase betreffen, hat es sich ergeben, daf
die py-Abhiingigkeit des Magenenzyms mit der untersuchten Tier-
art wechselt und daf sie durch begleitende Stoffe, die je nach der
Reaktion zu hemmen und zu aktivieren vermogen, entstellt und
vorgetiuscht wird; mit der Abtrennung dieser Begleitstoffe im
Verlauf der priparativen Reinigung verschwinden die beobachteten
Unterschiede; das gastrische Enzym n#hert sich in seinem Ver-
halten gegeniiber Aktivatoren wie in seiner Abhingigkeit vom py
schrittweise der Pankreaslipase, der optimale Wirkungsbereich
wandert beispielsweise bei der Lipase des Hundemagens vom sauren
bis ins alkalische Gebiet. Fiir die Annahme einer Verschiedenheit
von Magen- und Pankreaslipase lief sich bei den untersuchten Tier-

1) Zs. £ klin. Med. 42, 414; 43, 397 (1901); W. Stade, Hofm. Beitr.
8, 291 (1902); A. Zinsser, ebenda 7, 31 (1905); A. Fromme, ebenda 7,
57 (1905).

%) Bio. Z. 45, 284 (1912); 49, 249 (1913).

3) R. Willstitter und Fr. Memmen, H. 133, 247 (1923[24);
R. Willstatter, F. Haurowitz und Fr. Memmen, H. 140, 203 (1924);
F. Haurowitz und W. Petrou, H. 144, 68 (1925).
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arten auf Grund ihrer py-Abhingigkeit keine Stiitze erbringen;
nur die verschiedene stereochemische Spezifitit der beiden Enzyme
scheint, wie spiter dargelegt werden wird, zu ihrer Unterscheidung
zu berechtigen.

Fiir die Messung der Magenlipase und fiir den Vergleich ihrer
Mengen in verschiedenem Reinheitsgrad gilt noch nicht die nim-
liche Sicherheit, die bei der Bestimmung des pankreatischen Enzyms
erreicht wurde. Das Enzym kommt in einem Komplex von
wechselnder Zusammensetzung mit aktivierend und hemmend wirken-
den Begleitstoffen vor, deren Wirkung ebenso wie die zusitzlicher
Aktivatoren sich bei wechselndem py in ungleichem Mafle “uBert;
es ist noch nicht gelungen, ihre Einfliisse auszugleichen. Daher,
entsprechen die von R. Willstdatter, F. Haurowitz und
Fr. Memmen?') angewandten MaBe, die aus der stalagmometrischen
Messung der Hydrolyse von Tributyrin abgeleitet wurden, nicht
wirklichen, sondern nur scheinbaren Enzymmengen, die in B.-(e.)
(= scheinbaren Butyrase-Einheiten) ausgedriickt werden.

Fir die priparative Gewinnung des Enzyms hat die Schleim-
haut des Hundemagens gedient, in welcher sich die Lipase im Ver-
gleich zu den iibrigen Teilen des Magens angereichert findet; ihre
Extraktion bewirkte man mittels verdiinnten Ammoniaks. Zu
weiterer Reinigung diente ihre Ausfillung mit verdiinnter Essig-
sdure sowie die Elektrodialyse der in Alkali gelgsten Fallung, nach
welcher das Enzym sich wiederum in dem entstandenen Nieder-
schlage fand; endlich unterwarf man seine Losung noch einer Vor-
adsorption mit Kaolin, und zwar bei neutraler Reaktion, nach der
sich fiir das in der Mutterlauge verbliebene Enzym noch eine
charakteristische Steigerung der Reinheit ergab; sie driickte sich
nicht so sehr in der Zunahme der analytisch meB8baren enzyma-
tischen Konzentration, als vielmehr in der Abtrennung charakte-
ristischer, die enzymatischen Eigenschaften entstellender Begleit-
stoffe aus.

In der folgenden Tabelle 25 werden die von Willstatter,
Haurowitz und Memmen bei der priparativen Reinigung des
Enzyms erzielten Ausbeuten mit der Steigerung des enzymatischen
Reinheitsgrades verglichen; die bei der Messung in alkalischem
Gebiet beobachteten scheinbaren Enzymzunahmen wie auch die
Abnahmen der Enzymmengen bei saurer Reaktion sind mit einer

1) H. 140, 203, und zwar $. 207 (1923/24).
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Abtrennung von alkalisch hemmenden, sauer aktivierenden Stoffen
zu erkldren, welche sich auch in der vergleichsweise angefiihrten
Anderung der py-Abhingigkeit des Enzyms zu erkennen gibt.

Tabelle 25.
Reinheitsgrad und Ausbeute von Hundemagenlipase.

qun- Auss qun- Auss
heitss | peute || Deitss | peute Wirk.s Wirk.s
Priiparat grad grad Opt. Minimum
BA(w.)| Proz. | BA™)| Proz. | beipy | beipg

bei py = 6,3 || bei py = 86

Schleimhautauszug. . . . || 3,9 | (100) | 0,4 | (100) |5,5—6,3| 8,6
Nach Fillung d. Essigsdure || 10,9 95 24| 200 |5,5—6,3 8,6
Nach Elektrodialyse . . . | 35,1 31 |/ 258 | 220 |6,3—7,1| 4,7
Nach Voradsorpt. m. Kaolin || 37 24 | 27 232 (|7,1—-7,9| 47

Ahnliche Verinderungen der pgy-Abhiingigkeit haben F. Hau-
rowitz und W. Petrou?') auch bei der Reinigung menschlicher
Magenlipase beobachtet.

¢) Leberesterase.

Von den Esterasen der tierischen Gewebe ist die der Leber
am eingehendsten untersucht. TIhre ausgesprochene Affinitit zu
Estern einfacher Alkohole hat vor allem zu kinetischen Messungen
Veranlassung gegeben. Wihrend die ilteren Untersuchungen von
J. H. Kastle und A.S. Loevenhart?) fiir den Reaktionsverlauf
der Athylbutyrat- und Athylacetathydrolyse durch das Enzym
keine einfachen Gesetzm#Bigkeiten erkennen lieBen, fand E. Knaffl-
Lenz?®) die Kinetik der Esterhydrolyse bei konstant gehaltener
Aciditat entsprechend einer Reaktion nullter Ordnung, also direkte
Proportionalitit zwischen Umsatz und Zeit; die in #lteren Arbeiten
beobachteten Abweichungen von dieser Beziehung werden neben
der Inkonstanz des py auf die stark hemmende Wirkung der ent-
stehenden Buttersiure zuriickgefithrt. Die Dissoziationskonstante

1) H. 144, 68 (1925).

2) Am. 24, 491 (1900); s. auch J. H. Kastle, M. E. Johnston und
E. Elvove, Am. 81, 521 (1904) und dazn R. O. Herzog in C. Oppen-
heimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 4. Aufl., S.1021#f. (1913).

3) Medd. K. Vetenskapsakad. Nobelinst. 6, 1—18, Nr. 2 (1922); Arch.
exp. Pathol. u. Pharmakol. 97, 242 (1923).
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der Esterase-Esterverbindung ist zufolge G. Peirce!) nur gering,
die Affinitit des Enzyms zu seinem Substrat also sehr grof, man
findet die Leistung des Enzyms verhiltnism#fig unabhingig von
der Konzentration des Substrats. Demgegeniiber haben R. Will-
stitter und Fr. Memmen?) darauf hingewiesen, daf man fiir
pankreatische Lipase eine viel geringere Affinitit zu einfachen
Estern beobachtet und daB hier selbst in gesittigter Losung des
Esters noch nicht alles Enzym an das Substrat gebunden zu sein
scheint; diesem Unterschied in der Abhingigkeit von der Substrat-
konzentration bei beiden Enzymen entspricht eine Verschiedenheit
des Reaktionsverlaufs, der fiir Pankreaslipase keine Proportionalitit
zwischen Zeit und Umsatz ergibt, vielmehr bei annihernder Pro-
portionalitét zwischen absoluter Spaltung und Substratkonzentration
einer Gleichung erster Ordnung entsprechen diirfte. Der optimale
Wirkungsbereich des Enzyms liegt nach Knaffl-Lenz zwischen
pu 7,8 und 8,8, also bei schwach alkalischer Reaktion.

Die priparative Reinigung des Leberenzyms ist in den #lteren
Untersuchungen nicht weit gefiithrt worden; man hat sich zumeist
darauf beschrinkt, Ausziige aus rohem Leberbrei der Dialyse oder
auch einer fraktionierten Aussalzung zu unterwerfen; die erhaltenen
Priparate sind in bezug auf enzymatische Ausbeute und Konzen-
tration nur ungeniigend gekennzeichnet worden. Auch die neuere
Untersuchung von Willstitter und Memmen fithrt nur einige
Beispiele fiir die Gewinnung wirksamer Enzymlsungen und fiir
ihre Konzentrationssteigerung an. Es hat sich dabei ergeben, daf
die Leberesterase von der Pankreaslipase nicht nur in ihrer Spezi-
fitst, sondern auch in jhrer Haltbarkeit und in ihrer Abhingigkeit
von Aktivatoren und Hemmungskorpern zu unterscheiden ist. Das
Leberenzym ist in diesen Liosungen viel bestidndiger als pankrea-
tische Lipase, aber es ist noch ungewil, ob diese Erscheinung durch
eine Verschiedenheit der Enzymkomplexe oder aber durch einen
ungleichen Reinheitsgrad bedingt wird; denn nicht die Stabilitit
eines Enzyms wird man als ein sicheres Merkmal desselben be-
trachten diirfen, sondern mehr seine Stabilisierbarkeit durch be-
gleitende Stoffe. An diesem Stabilititsunterschied zwischen Leber-
und Pankreasenzym hat auch die bisher durchgefithrte Reinigung
nur wenig zu #ndern vermocht. Dies gilt auch fiir die Erschei-

1) Am. Soc. 32, 1517 (1910).
%) H. 188, 216, und zwar S.234 (1924).



Spezifitit tierischer Esterasen. 111

nungen der Aktivierung und Hemmung, die fiir die beiden Enzyme
ein vollkommen verschiedenes Bild ergeben. Aktivatoren der
Pankreaslipase, wie gallensaures Salz, Natriumoleat oder Calcium-
oleat, versagen beim Leberenzym, sie wirken hier sogar hemmend;
diese Unterschiede, die auch bei der Reinigung des Enzyms be-
stehen bleiben, deuten gleich wie ihre verschiedene stereochemische
Spezifitat auf eine Verschiedenheit der enzymatischen Individuen
selbst hin, deren Identitdt sich nur mit einer Hilfsvorstellung auf-
rechterhalten liefe.

Die Reinigung des Enzyms, dessen Menge man durch die
stalagmometrische Verfolgung der Tributyrinhydrolyse maf, ist
von Willstdtter und Memmen durch Adsorption mit Tonerde
und mit Kaolin und darauf folgende Elektrodialyse unternommen
worden; als Ausgangsmaterial dienten alkalische Ausziige der mit
Aceton und Ather getrockneten Lebersubstanz. Die Priparate
erreichten in den besten Beispielen etwa die 50 fache enzymatische
Konzentration von der des Leberpulvers. Es ist indessen zu er-
warten, daf sich an diesem Enzym, dessen Bestdndigkeit in dem
erzielten Reinheitsgrade noch sehr giinstig ist, durch auswihlende
Adsorption eine weitere erhebliche Steigerung seiner Konzentration
durchfithren 1agt.

Zur Spezifitit tierischer Esterasen.

Die Feststellung von A. S. Loevenhart?), wonach die ester-
spaltenden Enzyme von Pankreas und Leber auf Grund ihrer
quantitativ abweichenden Spezifitit fiir Substrate von verschiedener
Konstitution als verschiedene enzymatische Individuen zu betrachten
selen, hat in den Untersuchungen von R. Willstatter und
Fr. Memmen?) eine wertvolle Vertiefung erfahren. Es hat sich
ergeben, daf unabhingig vom enzymatischen Reinheitsgrad die
Pankreaslipase fiir die Spaltung hoher Glyceride, z. B. der natiir-
lichen Fette, ein sehr wirksames Enzym darstellt, wihrend das
Leberenzym, das man dafiir sehr ungeeignet findet, sich fiif die
Hydrolyse von Estern einwertiger Alkohole, wie Buttersiureester,
als besonders tauglich erweist. ,Man kann das Pankreasenzym als
eine Lipase bezeichnen, die befshigt ist, auch einfache Ester gut
zu hydrolysieren, und das Leberenzym als eine Esterase, die nur

1) JI. Biol. Chem. 2, 427 (1906/07)
%) H. 188, 216 (1924).
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in geringem Mafe befihigt ist Fett zu spalten.“ Diese Spezifitits-
unterschiede, die sich unter der Annahme der Identitit beider
Enzyme nicht ungezwungen erklidren lassen, sind sehr groB; von
einer Probe getrockneter Schweineleber hitte man nimlich, um die
gleiché Hydrolyse zu erzielen wie durch 1 cg getrockneter Pankreas-
driise, fiir die Olspaltung zwar 106 g, aber fiir die Spaltung des
Tributyrins nur 1g und fir die von Methylbutyrat nur 4 mg an-
zuwenden. Sodann hat es sich gezeigt, dal die Magenlipase nicht
nur in bezug auf ihre physiologische Aufgabe, sondern auch in
ihrer Konstitutionsspezifitdt der Pankreaslipase nahesteht, wenn
auch ihr Vorkommen weit geringfiigiger gefunden wird; ,sie ist
eine eigentliche Lipase“?).

Die stereochemische Spezifitit, die als ein Sonderfall der all-
gemeinen strukturellen Spezifitit anzusehen ist, ist fiir ein ester-
spaltendes Enzym, die Leberesterase, zuerst von H. D. Dakin?) an
racemischen Estern der Mandelssuregruppe beobachtet worden;
0. Warburg?®) sowie E. Abderhalden?) haben diese Erscheinung
sodann fiir priparative Zwecke am Beispiel racemischer Amino-
sidureester nutzbar zu machen versucht. Die konfigurativ spezifische
Einstellung ist bei den Esterasen im allgemeinen weniger streng als
beispielsweise bei glucosidspaltenden Enzymen, gewshnlich werden
némlich die beiden Antipoden, nur mit verschiedener Geschwindig-
keit, hydrolysiert. Aus den Untersuchungen R. Willstitters?)
und seiner Mitarbeiter, die dem Vergleich der stereochemischen
Spezifitidt der drei wichtigsten tierischen Esterasen, aus Pankreas,
Leber und Magen, gelten, hat sich nun die Feststellung ergeben,
daB in der konfigurativen Eigenart keines der drei Enzyme mit
den anderen identisch gefunden wird; man beobachtet zwar Fille,
in denen zwei der untersuchten Enzyme, beispielsweise Pankreas-
lipase und Leberesterase, die nimliche aktive Komponente vorziehen,
in anderen Fiéllen dagegen werden die Komponenten von entgegen-
gesetztem Drehungssinn von den beiden Enzymen mit grioferer
Geschwindigkeit verseift. Wenn, was noch nicht sicher zu be-

1) R. Willstédtter, F. Haurowitz und Fr. Memmen, H. 140, 203,
und zwar S.206 (1924).

2) J. of Physiol. 830, 253 (1903/04); 82, 199 (1905).

3) B. 38, 187 (1905); H. 48, 205 (1906).

4) E. Abderhalden, H. Sickel und H.Ueda, Fermentforschung 7,
91 (1923).

5) A. a. O.
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urteilen ist, die stereochemische Spezifitit gegeniiber asymmetrischen
Substraten als eine Eigenschaft der Enzyme selbst zu gelten hat,
die sich unabhingig von der Art der gerade vorliegenden physiolo-
gischen Enzymkomplexe duflert, so geht aus diesen Beobachtungen
hervor, daf die drei untersuchten Esterasen, Pankreaslipase,
Magenlipase und Leberesterase, als verschiedene Enzyme anzu-
sehen sind.

Tabelle 26 veranschaulicht die verschiedene sterische Ein-
stellung der drei Esterasen zusammen mit der des esterspaltenden
Enzyms aus Aspergillus oryzae!) an charakteristischen Beispielen;
ihre Angaben beziehen sich auf den Drehungssinn der rascher ver-
seiften Komponente.

Tabelle 26.
Optische Spezifitit tierischer Esterasen.

Enzym aus

Racemisches Substrat Aspers

Pankreas | Magen | Leber || gillus

oryzae
Mandelséure-ithylester . . . . . . . . — + -+ +
Phenyl-chloressigsiure-methylester . . . — -+ — —
Phenyl-methoxy-essigsiure-methylester . — + +
Tropasdure-methylester . . . . . . . . + + — —

Fiir die Priffung der Identitdt bzw. der Verschiedenheit ester-
spaltender Enzyme sind von P.Rona?) und seinen Mitarbeitern
auch die spezifischen Einfliisse gewisser Alkaloide und anderer
Gifte herangezogen worden. Thre Schlufifolgerungen beruhen auf
der Annahme, daf die Giftempfindlichkeit der Enzyme nicht durch
ihre jeweiligen Begleitstotfe, ihr Reaktionssystem, sondern nur
durch ihre eigene chemische und physikalische Konstitution bedingt
sei; sie war namlich auch nach -einer wenn auch nicht weit
gehenden Reinigung erhalten geblieben. R. Willstdatter und
Fr.Memmen?®)haben indessen darauf hingewiesen, da8 den begleiten-
den Fremdstoffen ein grofer Einfluf auf die Wirkung der Gifte

1) Siehe dazu R. Willstdtter und H. Kumagawa, H. 146, 151
(1925).
2) Bio. Z. 111, 166 (1920); 118, 213; 130, 225 (1921); 134, 108,
118 (1922); 146, 28 (1924).
3) H. 138, 216, und zwar S.241 (1924).
Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme. 8
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zukommen kann; eine Losung der Pankreaslipase, die gegen Chinin
unempfindlich war, wurde durch das Alkaloid nach einem Zusatz
von Eieralbumin sehr stark gehemmt, auch schwankte die Gift-
wirkung des Alkaloids von Préparat zu Priparat. Fiir eine Unter-
scheidung verschiedener enzymatischer Individuen wird man diese
Vergiftungserscheinungen nicht mehr als charakteristisch genug
ansehen diirfen.

2. Pflanzliche Esterasen.
a) Ricinuslipase.

Die Lipase der o6lhaltigen Samen von Ricinus communis, ein
typischer Vertreter der fettspaltenden Enzyme des Pflanzenreichs,
ist zuerst von W. Sigmund?') und von J. R. Green?) beschrieben
worden; als wahres intrazellulires Enzym ist diese Lipase aus-
gezeichnet vor allem durch ihre vollkommene Unléslichkeit in
wisserigen Mitteln, und sie unterscheidet sich dadurch von den
meisten anderen esterspaltenden Enzymen der Tier- und Pflanzenwelt.

Nach H. E. Armstrong?) besitzt die Ricinuslipase starke
Aktivitit nur gegeniiber eigentlichen Fetten, wihrend sie niedere
Ester verhiiltnismifig trige spaltet, sie ist also eine ausgesprochene
Lipase. Daher griinden sich die zu ihrer Messung angewandten
Verfahren tiberwiegend auf die Verseifung echter Fette. Die Lipase
der ruhenden, ungekeimten Pflanzensamen, die in der Regel zur
Untersuchung gedient hat, besitzt ein Wirkungsoptimum bei saurer
Reaktion, nimlich zufolge D. E. Haley und J. F. Lyman?*) sowie
R. Willstitter und E. Waldschmidt-Teitz®) bei einer Wasser-
stoffzahl von 4,7 bis 5,0. Fiir ihre Wirkung gegeniiber echten
Fetten sind hinsichtlich des Reaktionsverlaufs wie hinsichtlich der
Beziehungen zwischen Enzymmenge und Umsatz keine einfachen
GesetzmiBigkeiten zu erwarten; sie sind auch nicht beobachtet
worden. Auch wird ihre Leistung, wie es den besonderen physio-
logischen Reaktionsbedingungen des Enzyms entspricht, durch
Aktivatoren nicht beeinfluft. Die von Willstdatter und Wald-
schmidt-Leitz fiir die Messung des Enzyms und fiir die Kontrolle

1) Monatshefte f. Chemie 11, 272 (1890).
2) Proc. Roy. Soc. B. 48, 370 (1890).

5) Ebenda 76, 606 (1905); 78, 376 (1906).
4) Am. Soc. 43, 2664 (1921).

5) H. 184, 161 (1923/24).
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seiner priparativen Isolierung vorgeschlagenen MaBe, die sich be-
wihrt haben, beruhen daher auf den empirisch ermittelten Be-
ziehungen zwischen den Mengen des Enzyms und der fiir eine
Reihe von Olen nach einer bestimmten Versuchsdauer beobachteten
Verseifung, welche man durch die alkalimetrische Bestimmung
der gebildeten Fettsdure ermittelt; sie sind in der nachfolgenden
Abb. 9 wiedergegeben.

Als Maf fir die Ricinuslipase ist die ,Phytolipase-Einheit
(Ph. L.-E.)* gewihlt, niamlich diejenige Enzymmenge, welche unter
den Bedingungen der Bestimmung bei 20° und py = 4,7 25 g
Olivensl (V.-Z. — 185,5)

in 20 Minuten zu 7,5 Proz. Abb. 9.

spaltet. Der ,Phytoli- jg- _ .&os’“\A a
pase-Wert (Ph. L.-W.)« 0] ‘*‘;/ % <
bezeichnet dann die enzy- 1 2
matische Konzentration, ‘Q . //
namlich die Anzahl Ph. ‘g //
L-E in leg der Prai- 3§ I’
parate. $ /,//"'-7(
Die praparative Rei- w|
nigung des Enzyms, fiir 1 7
die sich in der Literatur P S o S N
einige Beispiele finden, PhL-E. —
wird in hohem Mafe er- Lipasemenge und Verseifungsgrad.

schwert durch seine Un-

loslichkeit und durch seine grofe Empfindlichkeit gegeniiber kolloiden
Zustandsinderungen, die auf seine Verkettung mit einem unlds-
lichen, wahrscheinlich der Proteingruppe angehérenden kolloiden
Triger zuriickzufithren sind. Nicht nur, daB die Lipase sich als
vollig unléslich in wisserigen oder organischen Mitteln erwiesen
hat, ihre Aktivitit wird in trockener, fettireier Form unter der Ein-
wirkung von wisserigen und von vielen organischen Solvenzien,
beispielsweise von Glycerin oder von Glykol, fast ginzlich zerstort;
andererseits besitzt das Enzym in §1- und wasserhaltigen Emulsionen
eine iiberaus grofe Empfindlichkeit bei der Uberfiihrung in trockene
und fettfreie Form. So gibt es nur wenige Verfahren, die so
schonend sind, daf sie zu einer Anreicherung der enzymatischen
Substanz aus dem Samenmaterial gefiihrt haben. Dahin gehoren
beispielsweise die Methoden der Fraktionierung des mit Ol bzw.
mit Ollosungsmitteln aufgeschlimmten fetthaltigen Samens nach

8*
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dem spezifischen Gewicht, die von M. Nicloux?!) und von E. Hoyer?)
empfohlen worden sind; bei der Entfettung der erhaltenen enzym-
reicheren Fraktion mit organischen Solvenzien treten indessen, wie
auch bei der Entslung der Samenmasse selbst, betrichtliche Verluste
an enzymatischer Wirkung ein, und die weitere Reinigung des
Enzyms von dieser Stufe aus scheitert an seiner Empfindlichkeit
gegeniiber der Einwirkung wisseriger Agenzien. Um die enzymatische
Substanz dem Einflu$ solcher Mittel unter Erhaltung des spezifischen
Wirkungsvermogens zuginglich zu machen, hat man ein Verfahren
zu wihlen, das die Lipase bei allen Reinigungsvornahmen in
Berithrung mit Fett belaBt. Ein derartiges Verfahren befolgten
R.Willstitterund E. Waldschmidt-Leitz3) mitder Uberfiihrung
des Enzyms in Form einer fett- und wasserhaltigen Sahne, deren
im Prinzip bereits von E. Hoyer*) angegebene Bereitung auf der
Separation einer wisserigen Emulsion der 6lhaltigen Samen beruht;
infolge ihrer Affinitit zu dem Ol des Samens findet sich die Lipase
mit diesem in der kompakten, mittels der Zentrifuge abgeschleuderten
sahneartigen Oberschicht angereichert. Unterwirft man das Enzym
in dieser Form der Einwirkung verdiinnter wisseriger Reagenzien
zur Abtrennung von enzymatisch Unwirksamem, so mittels Alkali-,
Siure- oder Salzlosungen, so erhilt man Priparate von erheblich
gesteigertem Reinheitsgrad; aber auch hier ist der ausgedehnteren
Anwendung solcher Mittel in der Unbestindigkeit des Enzyms eine
Grenze gesetzt. Der Erfolg der Reinigungsvornahmen, soweit er
in der analytisch gemessenen enzymatischen Konzentration der
Trockenpriparate des Enzyms seinen Ausdruck findet, wird zu-
dem herabgesetzt durch die bei der Trocknung und Entfettung
der Sahne eintretenden Verluste an Aktivitit; es ist nur durch die
Anwendung schonendster Mittel mioglich gewesen, die hierbei
beobachteten AktivititseinbuBen auf ein ertrigliches Maf zu
beschréinken. So war es dafiir erforderlich, die enzymhaltige Sahne
zunichst in mdBig warmem Luftstrom weitgehend zu entwissern und
aus der verbliebenen 6ligen Suspension die aktive Trockensubstanz
durch ganz allmihliche Verdiinnung mit Ollssungsmitteln in fettfreie
Form iiberzufithren. Die giinstigste erreichte enzymatische Konzen-

1) Contribution & 1’étude de la saponification des corps gras, Paris 1906 ;
s.a. Y.W. Yalander, Bio. Z. 86, 435 (1911).

2) H. 50, 414, und zwar S. 423 (1906/07).

) a. a. 0., und zwar S.186.

4) H. 50, 414, und zwar S. 430 (1906/07).
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tration war etwa die 100fache (Ph. L.-W. = 5,23) von der des rohen
Ausgangsmaterials (Ph. L.-W.=0,054); aber es war auch bei weiter-
gehender Einwirkung der angewandten Reagenzien nicht gelungen,
das Enzym frei von Proteinsubstanz zu erhalten.

Fiir pankreatische Lipase, die man von Einweiflkorpern vollig
befreien kann, findet man deren Gegenwart unter den natiirlichen
Wirkungsbedingungen des Enzyms fiir seine Leistung von grofer
Bedeutung; sie vermitteln den Kontakt zwischen Enzym und Sub-
strat mit der Bildung ,komplexer Adsorbate“. Die pilanzliche
Lipase scheint schon im Cytoplasma der Zelle zusammen mit ihrem
Substrat an einen unloslichen, proteinartigen Triger verankert zu
sein; allein um sie hier zur Wirkung zu bringen, bedarf es einer
besonderen Verdnderung des Enzymkomplexes.

Diese Verdnderung des Enzyms tritt bei der Keimung der
Samen ein; es gelingt, sie auch kiinstlich durch die Einwirkung
einer tierischen Protease, des Pepsins, hervorzurufen. Das urspriing-
lich in den Samen vorhandene Enzym, das gekennzeichnet ist
durch ein Wirkungsoptimum bei einer Wasserstoffzahl von 4,7 bis 5,0
und durch seine Unwirksamkeit bei neutraler Reaktion, nimmt im
Verlauf der Keimung oder der Pepsineinwirkung mehr und mehr
ab, und es erlangt dann der Samen in zunehmendem Mafle die
Fahigkeit, Fette bei neutraler, auch bei schwach alkalischer
Reaktion zu verseifen. Die beobachtete Verinderung der enzyma-
tischen Eigenschaften ist zuriickzufiihren auf einen hydrolytischen
Abbau der Proteinkomponente des Enzyms, sei es unter der Wirkung
der Samenprotease, sei es unter der Wirkung des Pepsins. Die in
der #lteren Literatur vorherrschende Ansicht!), wonach die Entstehung
von Siure, bei der Keimung die Bildung einer besonderen Samen-
sdure?), zur Auslosung der lipatischen Funktionen erforderlich sei,
hat sich nicht bestitigt®); die Einwirkung von Sgure auf das Enzym
des ungekeimten Samens fithrt rasch zur Bildung eines Additions-
produktes von Lipase und S#ure, zwar gleichfalls befdhigt, Fette
bei neutraler Reaktion zu zerlegen, aber in seinen Eigenschaften
und in seinem Wirkungsvermdgen unterschieden von dem bei dem
proteolytischen Abbau gebildeten Produkte.

1) Vgl. W.Connstein, E. Hoyer und H. Wartenberg, B. 35,
3988, und zwar S.4004 (1902).

2) Vgl. E. Hoyer, B. 87, 1436, und zwar $.1447 (1904).

3) Siehe dazu R. Willstétter und E. Waldschmidt-Leitz, a. a. 0.,
und zwar S.163 und S.205 (1923/24).
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Die Umwandlung der Lipase bei der Keimung ist dagegen
gekennzeichnet durch einen allméhlichen Verlauf; sie entspricht der
allmédhlichen Mobilisierung des Reservefettes der Samen, welcher
eine gewisse Hydrolyse der Samenproteine vorauszugehen scheint;
allein auch durch diese Umwandlung wird das Enzym nicht in
losliche Form iibergefiihrt, auch erfihrt seine Affinitéit zu niederen
Glyceriden keine Verstirkung. Die neue Form des Enzyms, die
» Blasto-Lipase“, unterscheidet sich indessen von der urspriing-
lichen, der ,Spermato-Lipase“, in manchen anderen Beziehungen.
So findet man ihre Empfindlichkeit gegeniiber kolloiden Zustands-
dnderungen abgeschwicht, wohl infolge einer Verringerung des
Molekularkomplexes; sodann werden ihre synthetisierenden Eigen-
schaften stiarker ausgeprigt, sie dulern sich selbst noch in stark ver-
diinntem Glycerin. Offenbar verfiigt der Organismus der wachsenden
Pflanze hier iiber eine besondere Regulierungsmoglichkeit fiir die
Aufspaltung seines hochwertigen Reservefettes.

b) Chlorophyllase.

Die Chlorophyllase ist von R. Willstétter und A. Stoll?)
in den griinen Blittern aller untersuchten Pflanzenklassen als
stindiger Begleiter des Blattgriins aufgefunden worden. Thre
Wirkung besteht in der Aufspaltung der Esterbindung eines der drei
Carboxyle des Chlorophyllids mit dem hochmolekularen Alkohol
Phytol, C;,H,;,OH, wie sie im natiirlichen Chlorophyll vorliegt.
Diese Reaktion tritt z. B. bei der Einwirkung des als Enzymmaterial
verwendeten, mit Alkohol von Chlorophyll erschopfend befreiten
Blattmehls auf das Chlorophyll in wisserig-acetoniger Losung ein,
wihrend bei Gegenwart von Alkohol, Athyl- oder Methylalkohol,
nicht die Bildung freier Siure, sondern eine gleichzeitige Umesterung
unter Ersatz des Phytols durch Athyl- bzw. Methylalkohol be-
obachtet wird: es entsteht im Falle des Athylalkohols das soge-
nannte kristallisierte Chlorophyll oder Athyl-Chlorophyllid.

Die Wirkung der Chlorophyllase ist streng spezifisch auf das
Chlorophyll selbst und auf seine nichsten Abkémmlinge wie seine
magnesiumireie (Grundsubstanz, das Phéophytin, beschrinkt; auf
Fette oder Wachse wirkt das Enzym nicht ein. Der Reaktions-
verlauf der Chlorophyllspaltung scheint einer Gleichung erster
Ordnung zu gehorchen, soweit es bei den fiir die Messung der

1) A. 878, 18 (1910); 380, 148 (1911).
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Reaktionsgeschwindigkeit hier besonders ungiinstigen Bedingungen
zu erwarten ist, die durch die Beschaffenheit des stark verdiinnten
Enzyms wie durch die komplizierte und gréBtenteils unbekannte
Zusammensetzung des als Substrat dienenden Blitterauszugs gegeben
sind. Der Verlauf der Hydrolyse des Chlorophylls wird mit einer
einfachen kolorimetrischen Methode bestimmt, die auf der Siurenatur
der gebildeten freien Chlorophyllide beruht: sie werden ndmlich dem
in Ather ibergefiihrten Reaktionsgemisch mit Alkali entzogen.
Fiir die Verfolgung der Alkoholyse des Blattfarbstoffs andererseits,
des Austausches von Phytol gegen Alkohol, dienen zwei besondere
analytische Verfahren, die auf der Bestimmung des nach der Enzym-
einwirkung verbliebenen Phytolgehaltes beruhen, und zwar durch
vollstindige Verseifung und Wigung des isolierten Alkohols bzw. auf
der Ermittlung der ,Jodsilberzahl“, ndmlich der Menge Jodsilbers,
das nach der Abspaltung von Methoxyl und Athoxyl durch
Jodwasserstoffsiure erhalten wird. Auch die Umkehrung des
hydrolytischen Prozesses, die Veresterung der freien Carbonsiure
Chlorophyllid mit Phytol, ist unter der Wirkung der Chlorophyllase
beobachtet worden.

¢) Tannase.

Die Tannase, deren spaltende Wirkung gegeniiber Tannin in
Schimmelpilzen schon von Scheele beobachtet wurde, ist als eine
spezifische Esterase zu betrachten, die mit einer besonderen Affinitit
zu den Estern von Phenolcarbonsiuren ausgestattet ist, welche in
der Form der Depsidbindung nach E. Fischer einen charak-
teristischen strukturellen Typ der natiirlichen Gerbstoffe darstellen.
Solche Depside bilden ja eine Verkettung mehrerer Phenolcarbon-
siuren, bei welcher die Carboxylgruppe der einen esterartig mit der
phenolischen Hydroxylgruppe einer anderen verkniipft ist. So hat
die Tannase, die, zuerst von A. Fernbach?) und von H. Pottevin?)
aus dem Schimmelpilz aspergillus niger isoliert, die Hydrolyse
solcher depsidischer Bindungen bewirkt, in den Untersuchungen
von K. Freudenberg?) zur konstitutionellen Aufklarung natiirlicher
Gerbstoffe wertvolle Dienste geleistet. Es ist indessen noch nicht

1) 0. R. 181, 1214 (1900).

7) (. R. 181, 1215 (1900): 182, 704 (1901).

3) B. 52, 177 (1919); 53, 232, 953, 1728 (1920); 54, 1698 (1921);
55, 2420 (1922).
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untersucht, ob das durch Alkoholfillung aus dem Autolysensafte
des Pilzes gewonnene Enzym als esteratisch einheitlich anzusehen
ist oder ob es sich mit anderen esterspaltenden Enzymen vergesell-
schaftet findet. So erlauben die Angaben der Literatur auch keine
sichere Beurteilung der Frage, ob der Pilz stets mehrere Esterasen
ausbildet oder ob er nur bei der Ziichtung auf besonderer, gerbstoff-
reicher Nahrung, so wie man ihn an Tannase anreichert, eine
spezifische Einstellung seiner Esterase vornimmt, #hnlich, wie es
fir die Gewohnung der Hefe an die Vergirung von Galaktose
festgestellt wurde.

Eingehender ist die Tannase von K. Freudenbergund E.Voll-
brecht?!) untersucht worden, die das Enzym aus dem auf Myro-
balanen geziichteten und unter stindigem Neutralisieren autolysierten
Pilz durch Fillung mit Alkohol gewannen. Das fiir diese Unter-
suchungen angewandte einfache Substrat, Gallussiure-methylester,
diirfte fiir reaktionskinetische Messungen geeignet sein; allein die
unter der Wirkung des Enzyms eintretende starke Aziditétsinderung
durch die Bildung freier Gallussidure, die nicht ausgeschaltet wurde,
hat in der Untersuchung von Freudenberg und Vollbrecht die
sichere Erkenntnis des Reaktionsverlaufs, der monomolekular sein
sollte, verschleiert; auch ist aus diesem Grunde die pg-Abhingigkeit
der Tannasewirkung noch nicht erkannt. Die Messung der enzyma-
tischen Aktivitat, die durch den ,Spaltwert ausgedriickt wird,
beruht auf den empirisch ermittelten Beziehungen zwischen Enzym-
menge und Umsatz.

d) Phosphatase, Sulfatase.

Enzyme, die die Spaltung organischer Phosphorsiureester
bewirken, z.B. der Phosphorsiureester des Glycerins oder von
Zuckern, sind im Tier- und Pflanzenreich verbreitet; ihre besondere
Existenz und ihre Unterscheidung von den gewdhnlichen Esterasen
tierischer Gewebe oder pflanzlicher Zellen ist indessen noch nicht
als gesichert zu betrachten. Diesen Nachweis wird man nur von
ihrer préiparativen Isolierung erwarten konnen, die bisher nicht
durchgefiihrt, nicht einmal angestrebt worden ist. Es ist nicht
gerade wahrscheinlich, daf der tierische Organismus oder einzellige
Organismen wie die Hefe fiir die Hydrolyse der Phosphorsiureester
des Glycerins sowie der verschiedenen Hexosen jeweils verschiedene

1) H. 116, 277 (1921).
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Enzyme ausbilden werden; wenn sich daher in der Literatur
zahlreiche Beobachtungen iiber die Spaltung solcher Ester, beispiels-
weise durch Hefe oder durch tierische Organe finden, so wird man
sie nicht in allen Fillen auf verschiedene enzymatische Individuen
beziehen diirfen. Dahin gehoren die Angaben iiber die Hydrolyse der
Glycerinphosphorsiure durch Hefe!) wie durch ein Enzym der Darm-
schleimhaut?), sowie die wichtigen Beobachtungen von A. Harden
und W.J. Young?) sowie G. Embden?) itber Synthese und Spaltung
der Fruktosediphosphorssure, des Laktacidogens, welchem als
Zwischenprodukt bei der alkoholischen Girung wie beim Kohle-
hydratumsatz im arbeitenden Muskel eine bedeutsame Rolle zu-
kommt. Die Unterscheidung einer besonderen Hexosephosphatese %)
von dem hydrolysierenden Enzym, sowie auch die Beschreibung einer
spezifischen Sacharophosphatase®) in der Hefe ist noch nicht sicher
zu beurteilen.

Auch beim hydrolytischen Abbau der Nucleinsduren sind
Phosphatasen beteiligt, welche die Kohlehydrat-Phosphorsiure-
bindung in den Nucleotiden zu lésen vermogen; eine solche Wirkung,
welche von A.P.Levene und F. Medigreceanu”) besonderen
Nucleotidasen zugeschrieben worden ist, beobachtet man in den
Ausziigen der verschiedensten tierischen Organe, vor allem der
Darmschleimhaut.

Endlich zihlen zu den Esterasen noch die von C. Neuberg?)
zuerst an ihrer Wirkung beschriebenen Sulfatasen, fiir welche die
Spaltung der sogenannten Atherschwefelsiuren, der Schwefelsiure-
ester von Phenolen, charakteristisch ist, also von Produkten, die der
tierische Organismus zur Entgiftung und Ausscheidung eingefiihrter
Phenole aufbaut. Solche Enzyme finden sich in Schimmelpilzen
wie aspergillus oryzae, und ihre Wirkung ist von Neuberg dann
auch im Muskel sowie in der Niere nachgewiesen worden.

1) C. Neuberg und L. Karczag, Bio. Z. 36, 60 (1911).

2) P. Grosser und J. Hussler, Bio. Z. 89, 1 (1912).

3) Proc. Roy. Soc. B. 82, 321 (1910).

4) Siehe dazu H. 98, 1, 54, 124 (1914).

5) Siehe dazu H. v. Euler und S. Kullberg, H. 74, 15; 76, 468
(1911); H. v.Euler und Y.Funke, H. 77, 488; 79, 375 (1912);
H. P. Barendrecht, Bio. Z. 118, 245 (1921).

6) Siehe dazu K.Djenab und C. Neuberg, Bio. Z. 82, 391 (1912).

7) JL. Biol. Chem. 9, 65, 389 (1911).

8) Naturw. 12, 797 (1924).
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II. Proteasen.

Unter dem Begriff der Proteasen werden alle diejenigen Enzyme
zusammengefallt, welche am Abbau der Proteine zu ihren einfachsten
Bausteinen, den Aminosiuren, beteiligt sind. Es gibt indessen nur
eine einzige Gruppe von Proteasen, die Peptidasen, deren Wirkungs-
weise genauer untersucht ist und deren Angriff sich auf Substrate
bekannter Konstitution beziehen lifit, ndmlich auf die zuerst von
E. Fischer dargestellten Polypeptide; die Aufgabe dieser Enzyme
besteht hier in der Sprengung der Siureamidbindung, der Bindung
—NH-CO—, unter Bildung freier Amino- und Carboxylgruppen. Die
eigentlichen Proteasen jedoch, die die Hydrolyse beispielsweise der
genuinen Proteine und ihrer htheren Abbauprodukte vollziehen,
von Substraten also, iiber deren konstitutionellen Aufbau wir kaum
Anbhaltspunkte besitzen, lassen sich mit ihrer besonderen Wirkungs-
weise und mit den ihrem Angriff unterliegenden spezifischen Struk-
turen noch nicht niher kennzeichnen. Zwar ist von J.H. Northrop?)
der Versuch unternommen und experimentell gestiitzt worden, eine
Einteilung der Proteasen nach tiberwiegend physikalisch-chemischen
Gesichtspunkten vorzunehmen, ndmlich nach dem Prinzip der
Unterscheidung zweier Typen proteolytischer Enzyme, je nachdem
ob sie mit den negativ oder mit den positiv geladenen Ionen der
amphoteren Proteine in Reaktion treten; zu ihnen wiirden sich als
dritter Typ von Proteasen diejenigen Enzyme gesellen, deren
Wirkung sich auf den Angriff der undissoziierten, elektrisch neutralen
Eiweimolekiile bezieht. Gegen eine solche Einteilung, die allgemein
nicht durchfiihrbar sein wird, sind indessen gewichtige Bedenken
zu erheben, da sie der Beachtung der in erster Linie fiir den
Angriff eines Enzyms maBgebenden chemischen Strukturen nicht
geniigend gerecht wird. Eine rationelle Einteilung der proteoly-
tischen Enzyme wird sich auf die Erkenntnis und auf den Vergleich
der besonderen strukturellen Gruppierungen griinden miissen, auf
die sich ihre Wirkung bezieht. Wenn eine solche rationelle Unter-
scheidung auf Grund unserer bisherigen Kenntnisse von der Struktur
der Proteine noch nicht durchfiihrbar erscheint, so wird sie in vor-
l4ufigem Sinne mit der Angabe der fiir die einzelnen Enzyme spe-
zifischen Substrate vorzunehmen sein. Da indessen die meisten
tierischen und pflanzlichen Proteasen noch nicht sicher genug mit

1) Naturw. 11, 713 (1923).
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streng spezifischen Substraten gekennzeichnet werden konnen, soll
im folgenden nach einer Beschreibung der zum Nachweis und zur
Bestimmung der Proteasen dienenden allgemeinen analytischen
Verfahren die Behandlung der einzelnen enzymatischen Individuen
und ihrer Wirkungen getrennt durchgefiihrt werden, wihrend ihre
‘gegenseitigen Beziehungen im Zusammenhang zu erdrtern sind; der
Beschreibung der peptidspaltenden Enzyme ist ein besonderer Ab-
schnitt gewidmet.

Zur Bestimmung des proteolytischen Abbaues.

Die zahlreichen in der Literatur beschriebenen Methoden zur
Verfolgung der enzymatischen Proteolyse lassen sich in zwei prin-
zipiell verschiedene Klassen einteilen, je nachdem sie auf der Be-
stimmung des unverinderten Substrats oder auf der Messung der
entstandenen Abbauprodukte beruhen. Zu den ersteren gehoren
die wichtigen #lteren Bestimmungsweisen von W. Ebstein und
P. Griitzner?!) sowie von S. Mett?), die in der Verfolgung der
Auflosung koagulierter Proteine besteben; sie haben indessen nur
historische Bedeutung, da sie keine exakten, nicht einmal vergleich-
bare enzymatische Messungen erlauben. Auch gegen einige neuere
Verfahren, die die Verminderung der Substratmenge bestimmen,
ist der Einwand zu erheben, dal sie meist nur einen Bruchteil der
Enzymwirkung zu erfassen vermogen; dies gilt z. B. fiir die Me-
thoden von F. Volhard?), von G. Gross*) sowie von E. Fuld und
L. A. Levison®), nach welchen die Menge des unangegriffenen
Substrats, beispielsweise von Kasein oder Edestin, durch Ausfillung
und Wigung ermittelt wird, oder fiir die neuere Bestimmungsweise
von P. Rona und H. Kleinmann®), die auf der nephelometrischen
Messung des ausgeschiedenen, unverdauten Substrates beruht. Auch
die in neuerer Zeit von W. Waldschmidt”) modifizierte iltere
Methode von P. Griitzner®), die die Enzymwirkung nicht auf

1) Pfliig. Arch. 6, 1 (1872).

2) Arch. Physiol. 1894, S. 68.

3) Miinchener med. Wochenschr. 1903, S. 2129; 1907, S. 403; siehe
auch W. Lohlein, Hofm. Beitr. 7, 120 (1905).

4) Arch. exp. Pathol. u. Pharmakol. 58, 157 (1906).

5) Bio. Z. 6, 473 (1907).

6) Bio. Z. 140, 461 (1923); H. Kleinmann und K. Asada, Klin.
Wo. 3, 572 (1924).

7) Pfliig. Arch. 143, 189 (1912).
8) Ebenda 8, 452 (1874); 144, 545 (1912).
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Grund der ungeldst gebliebenen, sondern auf Grund der in Losung
iibergefiihrten Menge des Substrates kolorimetrisch verfolgt, diirfte
nur zu mehr oder weniger zutreffenden Schitzungen fiihren.

Wichtiger sind die Verfahren, welchen die Messung der ent-
stehenden Spaltprodukte oder die kontinuierliche Verfolgung der
Anderung bestimmter Eigenschaften des Reaktionsgemenges zugrunde
liegt. So gestatten das Verfahren der Viskosititsbestimmung nach
C.Fermi?), wie es von S.Palitzsch und L. E. Walbum?) fiir
die tryptische Verdauung von Gelatine angewandt wurde, sowie
die Messung der elektrischen Leitfihigkeit nach V. Henri und
L. des Bancels?), einen etwas breiteren Abschnitt der Proteolyse
zu verfolgen ; allein ihre Grundlagen sind nicht geniigend iibersicht-
lich und ihr Anwendungsbereich ist zu beschrinkt, zumal sie keinen
sicheren Vergleich der Hydrolysen verschiedener Substrate zulassen.
Hingegen diirfte die Anwendung der polarimetrischen Analyse, die
Bestimmung der Drehungséinderung bei proteolytischen Prozessen,
vor allem in einfachen Fillen eine allgemeinere Bedeutung erlangen,
ein Verfahren, das bisher nach dem Vorbilde von E. Abderhalden
und A. H. Koelker*) nur fiir die Verfolgung der Hydrolyse ein-
facher, optisch aktiver Peptide mit Erfolg angewandt wurde. In
ihrer Bedeutung fiir die Erkenntnis und die Losung struktur-
chemischer und enzymchemischer Probleme in der Proteinchemie
mag die polarimetrische Analyse den drei wichtigsten neueren pro-
teolytischen Untersuchungsmethoden gleichzustellen sein, welche
bestimmte chemische Verinderungen beim enzymatischen Abbau
der Proteine zu erfassen gestatten, Verinderungen, die in der Bil-
dung freier Aminogruppen und Carboxyle bestehen.

Zu diesen Methoden zihlt das wichtige gasanalytische Ver-
fahren nach D. D. van Slyke?), das die Menge der freien Amino-
gruppen auf Grund ihrer Reaktion mit salpetriger Saure, die zur
Bildung von Stickstoff fithrt, volumetrisch zu analysieren
erlaubt. Zwei andere Verfahren betreffen die Ermittlung der bei
der Proteolyse freigelegten Carboxyle, -es sind dies die viel ange-
wandte Formoltritration nach S. P. L. Sorensen®) und die alkali-

1) Archiv fiir Hygiene 12, 238 (1891); 40, 155 (1906).

2) Bio. Z. 47, 1 (1912).

8) Soc. Biol. 85, 563, 787, 788, 789 und 866 (1903); vgl. dazu
W. M. Bayliss, J. of Physiol. 36, 221 (1908).

4) H. 51, 294 (1907).

5) B. 48, 3170 (1910).

6) Bio. Z. 7, 43 (1907); 25, 1 (1910).
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metrische Bestimmung von Aminosiduren und Peptiden in alkoho-
lischer Losung nach R. Willstitter und E. Waldschmidt-
Leitz?'). Die Formoltitration, die auf der Abdeckung der basischen
Aminogruppen von Aminosduren, Peptiden und Proteinen durch
Formaldehyd und auf der Entwicklung der sauren Funktion der
zugehorigen Carboxylgruppen dieser amphoteren Stoffe beruht, ge-
stattet mit einigen Ausnahmen den Verlauf proteolytischer Prozesse,
soweit er in der Sprengung von Siureamidbindungen, d. h. in der
Freilegung von Amino- und Carboxylgruppen zugleich zum Aus-
druck kommt, hinreichend zu erfassen; ihre Anwendung versagt
indessen oder sie wird umstéindlich, wenn dem proteolytischen Abbau-
gemenge Ammonsalze?) oder Phosphate, etwa als py-Regulatoren,
beigemengt sind.

Von noch allgemeinerer Anwendbarkeit als die Formoltitration
erscheint die alkalimetrische Bestimmung nach Willstdtter und
Waldschmidt-Leitz in alkoholischer Losung, bei welcher durch
den Alkoholzusatz die basischen Eigenschaften der Aminogruppen
zuriickgedringt, die sauren der Carboxyle entwickelt werden und
die auch im Gemenge mit Ammonsalzen oder Phosphat exakte Er-
gebnisse gewihrleistet. Dieses Verfahren gestattet zudem, bei der
Messung der Proteolyse zwischen den Anteilen der Aminosiuren
und der Peptide an der Aziditit zu unterscheiden, wihrend die
stufenweise Formoltitration nach V. Henriques und S. P. L. S4-
rensen?) fiir den gleichen Zweck nur zu Schitzungen fithrt; die
sauren Eigenschaften der Peptidcarboxyle sind ndmlich stirker aus-
geprigt, ihre Menge wird schon in 50proz. Alkohol vollstindig
erfaft, die der Aminosiuren erst in iiber 90proz.

Fiir die genauere Kenntnis der beim Abbau der Proteine sich
abspielenden Vorginge wird indessen die alleinige Anwendung nur
einer dieser Untersuchungsweisen nicht ausreichen, man wird viel-
mehr erst von der kombinierten und vergleichenden Untersuchung
mittels der verschiedensten analytischen Methoden, die noch zu
wenig unternommen worden ist, nihere Einblicke in die Wirkungs-
weise der eigentlichen Proteasen und damit in strukturelle Probleme
der Proteinchemie zu erwarten haben.

1) B. 54, 2988 (1921).

2) Siehe dazu L. de Jager, H. 2, 333, und zwar S. 342 (1909).

3) H. 63, 27 (1909); V. Henriques und J. K. Gjaldbaek, H. 71,
485; 75, 363 (1911). :
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1. Eigentliche Proteasen.
a) Pepsin, Lab.

Die eiweiiverdauende Wirkung des Magensaftes ist zuerst von
Th. Schwann?') als ein enzymatischer Vorgang erkannt worden.
Das Enzym, das er Pepsin nannte, findet sich vor allem im Fundus-
teil der Magenschleimhaut und wird von dieser mit dem Magen-
safte sezerniert. Die Geschwindigkeit dieses Sekretionsvorganges,
der auf die Verabreichung eiweifhaltiger Nahrung hin einsetzt, folgt
nach den Berechnungen, die R. 0. Herzog?) auf Grund von Ver-
suchen J. P. Pawlows?®) angestellt hat, dem monomolekularen
Zeitgesetz; es gilt ndmlich die Beziehung, daf die Geschwindigkeit

, wenn z die zur Zeit ¢, und a die

der Sekretion k¥ — % In
gesamte im Versuche abgesonderte Enzymmenge darstellt. Die
hormonale Ausldsung des Sekretionsvorganges wird nach den Unter-
suchungen von A. Frouin*) und anderen auf einen in der Schleim-
haut selbst enthaltenen innersekretorischen Stoff, das Gastrin,
zurtickgefithrt, dessen Wirkung sich von der Blutbahn aus dufiern
soll. Die zahlreichen Angaben insbesondere der #lteren Literatur
iiber die Sekretion des Enzyms in Form einer unwirksamen Vor-
stufe, des Pepsinogens oder Propepsins, sind heute nicht mehr als
gesichert zu betrachten; wenn man auch einige fiir wesentlich ge-
haltene Unterschiede zwischen der inaktiven und der aktiven Form
des Pepsins, so eine verschiedene Bestindigkeit gegeniiber Alkali,
fiir diese Annahme ins Feld gefiihrt hat, so liegt doch die Erkliarung
naher, daB die beobachteten Unterschiede als py-Effekte zu bewerten
sind, zumal man eine Aktivierung des angenommenen Zymogens
durch Sgure beschrieb; die angegebenen Bestindigkeitsunterschiede
mogen auf einen verschiedenen Gehalt der verglichenen Enzym-
losungen an schiitzenden Begleitstoffen zuriickzufiihren sein.

Die schon frith beobachtete Abhingigkeit der Pepsinwirkung
von der Aciditdt ist zuerst von S. P. L. Sérensen®) genauer unter-
sucht worden. Es hat sich dabei ergeben, daf die optimale Wir-

1) Miillers Archiv 1836, S. 90.

2) H. 41, 425 (1904).

3) Die Arbeit der Verdauungsdriisen. Wiesbaden 1898.

4) Soc. Biol. 57, 887 (1905).

5) Bio. Z. 21, 131, und zwar S.288 (1909); s. auch L. Michaelis
und H. Davidsohn, Bio. Z. 28, 1 (1910).
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kung des Enzyms, gemessen an der Verdauung von Eieralbumin,
stark saurer Reaktion entspricht, némlich bei Einhaltung geringer
Versuchsdauer einem py von etwa 1,5; bei groferen Umsitzen war
indessen eine betrichtliche Ausdehnung des optimalen Wirkungs-
bereichs in der Richtung geringerer Aciditit zu bemerken, deren
Ursachen noch nicht zu erkennen sind. Nach J. H. Northrop?)
wird die Abhingigkeit der Wirkung des Pepsins wie anderer pro-
teolytischer Enzyme bedingt durch den Ionisierungszustand der
angewandten Substrate. Da die Wirkung des Pepsins nach dieser
Anschauung auf seine Reaktion mit den Eiweilkationen zuriick-
gefithrt wird, so verschiebt sich sein py-Optimum zugleich mit dem
isoelektrischen Punkte des Substrats; es liegt nach den Unter-

Abb. 10.

1 2 3 4 5 6 7 & 8

Aktivitats-py-kurven von Pepsin und Trypsin mit verschiedenen Substraten.

suchungen von Northrop, deren Ergebnisse in Abb. 10 fir die
pr-Abhingigkeit von Pepsin wie von Trypsin graphisch wieder-
gegeben sind, beispielsweise fiir die Hydrolyse von Casein bei
pg = 1,8, von Himoglobin und Gelatine bei py — 2,2. Die
beobachteten Unterschiede, die mehr noch als in der jeweiligen
Lage des Optimums in der Form der Aktivitits-pg-kurven zum
Ausdruck kommen, mogen indessen teilweise auch durch den
‘Wechsel in den angewandten Bestimmungsweisen bedingt sein.
Fiir den Reaktionsverlauf der Hydrolyse von Eieralbumin
durch Pepsin hat E. Schiitz?) zuerst die nach ihm benannte Regel
aufgestellt, wonach die gebildeten Mengen Pepton den Quadrat-
wurzeln der angewandten Enzymmengen direkt proportional ge-

1) JL of gen. Physiol. 1, 607 (1919); 3, 211 (1920); 5, 263 (1922).
2) H. 9, 577 (1885).
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funden werden. Die beobachteten Beziehungen, die in der nach-
stehenden Tabelle 27 wiedergegeben sind, sind von J. H. Schiitz?)
spiter nach einer anderen Bestimmungsweise bestitigt worden.

Tabelle 27
Pepsinmenge und Umsatz nach E. Schiitz.
Drehung ()
Pepsinmenge
beobachtet | berechnet
1 9,40 10,8
4 20,6 21,6
9 32,3 32,4
16 45,4 43,2
25 55,2 54,1
36 65,0 64,9
49 76,0 75,7
64 85,3 86,5

Die Giiltigkeit der Schiitzschen Regel fiir die Wirkung des
Pepsins ist auch in mehreren anderen Untersuchungen unter An-
wendung der verschiedenartigsten Bestimmungsweisen festgestellt
worden, so beispielsweise in den Arbeiten von J. Sjoqvist?), von
E. J. Spriggs?®), von 8. Kiittner*) oder von R. O. Herzog und
M. Margolis®; und Sv. Arrhenius®, der die theoretischen
Grundlagen dieser Regel besprochen und dafiir ein Beispiel aus der
nichtenzymatischen Katalyse erbracht hat, hat die experimentellen
Ergebnisse von E. Schiitz und von Sjqvist auch mit Hilfe
anderer Formeln zu interpretieren versucht. Hingegen findet man
nach E. Abderhalden und E. Steinbeck”) fiir die Auflosung
von festen, denaturierten Proteinen die Produkte aus den Enzym-
mengen und den Zeiten gleichen Umsatzes anniihernd konstant; der
Reaktionsverlauf dieser Prozesse ist indessen zu uniibersichtlich,
um eindeutige Aussagen zu erlauben.

1) H. 30, 1 (1900).

2) Skand. Arch. f. Physiol. 5, 317 (1895).

3) H. 85, 465 (1902).

4) H. 52, 63 (1907).

5) H. 60, 298 (1909).

6) Immunochemie, Leipzig 1907, und zwar S. 53.

") H. 68, 297 (1910); siehe auch H. 71, 315 und 339 (1911);
Fermentf. 6, 248 (1922); 7, 61 (1923).
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Unsere unzureichenden Kenntnisse von der Wirkungsweise des
Pepsins gestatten noch keine nihere Kennzeichnung der fiir seinen
Angriff spezifischen chemischen Strukturen; auch wird es fiir das
Verstindnis seiner Wirkung nicht geniigen, sie allein auf den Ioni-
sierungszustand der Proteine zuriickzufithren. Im allgemeinen
werden, abgesehen von den Protaminen, alle genuinen Eiweistoffe
durch Pepsin hydrolysiert, sofern sie mnicht, wie die Proteinoide,
die tierische Skelettsubstanz, iiberhaupt als enzymatisch unangreif-
bar zu gelten haben; aber die Geschwindigkeit, mit der der Abbau
der einzelnen Proteine sich vollzieht, hingt von ihrer Natur und
von ihrer Beschaffenheit in wechselndem Sinne ab; die Erscheinung,
daB eine vorhergehende Koagulation einen Teil der Proteine leichter,
andere dagegen durch Pepsin schwerer hydrolysierbar macht, wird
nicht mit dem Wechsel in der kolloidalen Verteilung, sondern mit
chemisch-strukturellen Anderungen im Molekiil des Proteins zu
erkldren sein, die die Anlagerung des Enzyms entweder begiinstigen
oder blockieren.

Es gilt nach den Untersuchungen von E. Fischer und
E. Abderhalden?') als gesichert, daf das Pepsin gewthnliche
Polypeptidbindungen nicht zu lésen vermag, wenngleich die Aus-
wahl der gepriiften Peptide unzureichend gewesen sein kann; das-
selbe gilt fiir die Spaltbarkeit einfacher 2,5 -Diketopiperazine
zufolge den Angaben von E. Abderhalden?) sowie von E. Wald-
schmidt-Leitz und A. Schéffner3). Zwar konnte es nach der
Stellungnahme der referierenden Literatur und auf Grund der
neueren Anschauungen iiber die Struktur der Proteine zweifelhaft
erscheinen, ob es moglich ist, die spezifische Wirkung des Pepsins
auf bestimmte chemische Strukturéinderungen in den Proteinen
zuriickzufithren und sie mit chemischen Methoden zu erfassen.
Allein eine Anzahl von Beobachtungen der neueren Forschung, die
zu wenig Beachtung gefunden haben, deuten darauf hin, daf die
Wirkung des Enzyms in bestimmten chemischen Umsetzungen zum
Ausdruck kommt; dahin gehdren die Angaben von V. Henriques
und J. K. Gjaldbaek?) iiber das Auftreten formoltitrierbarer

1) H. 46, 52 (1905).
2) H. 55, 384 (1908); E. Abderhalden und K. Goto, Fermentf. 7,
169 (1923).
) B. 58, 1356 (1925).
4 H. 75, 362; 83, 83 (1913).
Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme. 9



130 II. Proteasen.

Carboxyle, die Beobachtungen von E. M. Frankel?) iiber einen
Zuwachs freier Aminogruppen sowie der Befund von K. Felix?)
iiber die Vermehrung des methylierbaren Stickstoifs und die Bildung
von freiem Lysin bei der Einwirkung auf Histon. Diese Beobach-
tungen sind in vergleichenden Messungen von S. Edlbacher?)
und von E. Waldschmidt-Leitz und E.Simons*) bestitigt und
vertieft worden; sie betreffen nimlich das Verhdltnis, in welchem
bei der peptischen Hydrolyse Aminogruppen und Carboxyle frei-
gelegt werden. Wihrend hierbei nach Edlbacher die Anzahl
der gebildeten Carboxyle eine stirkere Zunahme als die
Menge des methylierbaren Stickstoffes als Mal der freien Amino-
gruppen erfihrt, konnten Waldschmidt-Leitz und Simons zeigen,
daf bei der peptischen Verdauung einer Anzahl von Proteinen der
freie Aminostickstoff, gemessen nach dem Verfahren von van Slyke,
in demselben Mafe zunimmt wie die Bildung freier Carboxyle,
daB also die Wirkung des Pepsins in diesem Falle in der Liosung
von Saureamidbindungen besteht; wenn in einigen Fillen, bei der
Hydrolyse von Proteinen besonderer Zusammensetzung, Abweichungen
von dem angegebenen Verhiltnis zu bemerken waren, so bei den
alkohollvslichen Proteinen Gliadin und Zein, so war dafiir eine
Unzulinglichkeit des analytischen Verfahrens verantwortlich; es
ergab sich der Hinweis, daf die enzymatische Wirkung in solchen
Fallen zum erheblichen Teil die Losung einer Saureamidbindung
mit tertidr gebundenem Stickstoff betraf. Diese Beobachtungen
geben indessen nur einige Anhaltspunkte; es wird weit eindringen-
derer analytischer Untersuchung bediirfen, um die spezifische Wir-
kungsweise des Pepsins deutlicher zu definieren %). Auch die Angaben
der Literatur®) iiber synthetische Wirkungen des Pepsins, die soge-
nannte Plasteinbildung, die aus physikalischen Zustandsinderungen
des Substrates abgeleitet sind, werden mit chemisch-analytischen
Methoden noch n#her zu beschreiben und sicherzustellen sein.
Infolge der qualitativ wie quantitativ unzureichenden Kennt-
nisse vom Wesen der Pepsinwirkung fehlt es noch an einem sicheren

1) J1. Biol. Chem. 26, 31 (1916).

2) H. 146, 103 (1925).

%) H. 107, 52, und zwar S.67 (1919); 108, 287 (1919/20).

4) H., im Druck.

5) Siehe dazu die neueren Untersuchungen von H. Steudel, G. Elling-
haus und A. Gottschalk, H. 154, 21, 198 (1926).

6) Siche dazu V.Henriques und J. K. Gjaldbaek, H. 71, 485
(1911); 81, 439 (1912).
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MaBstabe fiir die Bestimmung der Menge und der Konzentration
des Enzyms. Auch ist die préparative Reinigung des Pepsins,
deren von der #lteren Forschung verzeichnete Ergebnisse schwer
zu beurteilen sind, mit moderner enzymatischer Methodik noch
nicht unternommen worden, obwohl gerade an diesem Enzym die
ersten Beobachtungen iiber Enzymadsorption gewonnen worden sind.
Es mag zur Kennzeichnung des Standes der priparativen Unter-
suchung gentigen, daf man das Pepsin einerseits bei der Ver-
arbeitung des Magensekretes in phosphorfreien?), andererseits bei
der Isolierung aus der Schleimhaut in eiweiffreien Priiparaten?)
erhalten hat.

Es ist in diesem Zusammenhang noch eine wichtige und schon
im Altertum bekannte Eigenschaft der Extrakte und Sekrete von
tierischer Magenschleimhaut zu besprechen, niamlich die Fihigkeit,
Milch zur Gerinnung zu bringen, die man vielfach der Wirkung
eines besonderen proteolytischen Enzyms, des Labs, zugeschrieben
hat. Dieser Vorgang, der nur in Gegenwart loslicher Erdalkali-
salze in Erscheinung tritt, beruht auf der enzymatischen Umwand-
lung des wichtigsten EiweiBkorpers der Milch, des Caseinogens, in
Casein und auf dessen Ausfillung in Form eines unléslichen Salzes;
er ist indessen nicht fiir das Magenenzym spezifisch, man beobachtet
ihn vielmehr auch bei der Einwirkung anderer Proteasen, wie des
Trypsins aus der Pankreasdriise oder des Papains aus dem Melonen-
baum. Diese Erkenntnis hat wesentlich dazu beigetragen, die Unter-
scheidung eines besonderen labenden Enzyms neben dem Pepsin
der Magenschleimhaut, die vor allem in den Untersuchungen von
0. Hammarsten %) ausgesprochen war und die auch experimentell
begriindet schien, zu erschiittern und die Gerinnung des Milch-
eiweiles nur als die erste Phase seines proteolytischen Abbaues an-
zusehen, zumal man wahrnahm, dal das ausgeflockte Casein in
allen Fillen einer weiteren hydrolytischen Auflésung unterlag.
Auch sind die dlteren Angaben Hammarstens, die von einer
Trennung von Pepsin und Lab und von der Gewinnung pepsinfreier
Losungen des labenden Enzyms berichten, nicht bestitigt worden ;

1) Vgl. C. A. Pekelharing, H. 85, 8 (1902); 73, 282 (1911);
W. E. Ringer, H. 95, 195 (1915).

?) Vgl. C. Sundberg, H. 9, 319 (1885); P. Schrumpf, Hofm.
Beitr. 6, 396 (1905).

8) Siehe dazu R. Malys Jahresbericht iiber die Fortschritte der Tier-
chemie, 2. Band fiir 1872, 8. 118 (1874).

9Q*
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nach den neueren Untersuchungen von J. P. Pawlow und seiner
Schule!) sowie von O. Hammarsten?) wird die Enzymlssung in
diesen Fillen nicht frei von Pepsin, sondern nur von Pepsinwirkung ;
sie enthdlt inaktives Pepsin. Die Frage nach der Unterscheidung
von Lab und Pepsin, die viel bearbeitet worden ist, ist auf Grund
der neueren Erkenntnisse in dem Sinne zu beantworten, daf man
nur fir die Magenschleimhaut junger Tiere, beispielsweise der
Kilber, ein Enzym mit ausgesprochener labender Wirkung anzu-
nehmen hat, wihrend von O. Hammarsten®) fiir die Enzympraparate
aus #lteren, ausgewachsenen Tieren, in welchen die Pepsinwirkung
hervor-, die Labwirkung dagegen zuriicktritt, eine verinderte Form
des echten Labs oder Chimosins, das ,Parachymosin®, angenommen
wird. Gegen die Annahme einer Identitit der beiden Enzyme er-
geben sich aus diesen Befunden keine sicheren Belege; sie wiirde
nur durch eine einwandfreie Trennung ihrer Wirkungen zu wider-
legen sein. Die beobachteten Verschiebungen der enzymatischen
Einzelwirkungen, die den physiologischen Erfordernissen entsprechen,
brauchen nicht mit der Unterscheidung zweier Enzyme gedeutet zu
werden ; sie erinnern an die spezifische Einstellung und Gewthnung
des Zymasekomplexes der Hefe an nicht vergirbare Substrate, die
nicht auf die Ausbildung' eines neuen Enzyms, sondern auf eine
Umstellung und Veridnderung der enzymatischen Affinitdt zuriick-
zuftihren sind.
b) Trypsin.

Das Trypsin, dessen Wirkungen zuerst von W. Kithne*) ge-
nauer untersucht wurden, ist das wichtigste proteolytische Enzym
der Bauchspeicheldriise, von welcher es mit dem Pankreassaft in
den Darm abgegeben wird; die Absonderung dieses Sekretes erfolgt
unter normalen Bedingungen nach der Einwirkung innersekretorischer
Reize, unter dem Einflufl eines aus der Darmschleimhaut in die
Blutbahn gelangenden Hormons, des Sekretins. Der Reaktion des
Pankreassekretes, die schwach alkalisch ist, entspricht der optimale
Wirkungsbereich des tryptischen Enzyms, dessen Bestimmung eine
Reihe von Untersuchungen gewidmet worden sind. Wihrend die
erste exakte Untersuchung der pg-Abhingigkeit der Trypsinwirkung

1) H. 42, 415 (1904); 46, 307 (1905); 54, 32 (1907); 55, 84 (1908).
2) H. 56, 18 (1908).

5) Siehe dazu H. 121, 261 (1922); 130, 55 (1923).

4) Virch. Arch. 39, 130 (1867).
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von L. Michaelis und H. Davidsohn?') mit Pepton als Substrat
ein Optimum von pg = 8,0 ergab, haben S. Palitzsch und L. E.
Walbum ?) weit alkalischere Reaktionen, z. B. py — 9,9 bei 30°,
als optimal angegeben, und W. E. Ringer?) schlof aus seinen Ver-
suchen, daf die tryptische Wirkung mit steigender Alkalitit kon-
tinuierlich zunehme. Diese Ergebnisse sind indessen auf eine Ver-
nachlissigung der Wirkung von Alkali allein zuriickgefithrt worden ;
nach E. Waldschmidt-Leitz*) liegt das Optimum der Gelatine-
spaltung bei py 8,2 bis 8,7 in Ubereinstimmung mit den Angaben
von J. H. Northrop?®), nach dessen Versuchen, die die Abhingig-
keit der Aktivitits-pg-kurve von der Natur des Substrates erweisen,
man eine verschiedene elektrochemische Natur der einzelnen Ferment-
Substratverbindungen anzunehmen haben wird (vgl. die Ausfithrungen
des vorausgehenden Abschnittes).

Die Untersuchungen der #lteren Literatur haben fiir den kom-
plizierten Verlauf der tryptischen Proteinhydrolyse, wie zu erwarten
war, keine einfachen GesetzmiBigkeiten ergeben; auch trifft die
Proportionalitat zwischen Enzymmenge und Reaktionsgeschwindig-
keit meist nur fiir die Messung kleiner Umsitze zu. Die Frage
nach der Bildung von Enzym-Substratverbindungen und nach der
hemmenden Wirkung der Reaktionsprodukte ist fiir Trypsin in
neuerer Zeit von J. H. Northrop® eingehend geprift worden.
Wihrend nach diesen Untersuchungen die Bindung des Trypsins
an die enzymatischen Spaltprodukte, die reversibel ist, durch das
Massenwirkungsgesetz beschrieben werden kann, 1468t sich die An-
lagerung des Enzyms an seine Substrate, die Bildung der Enzym-
Substratverbindungen, dieser Beziehung nicht unterordnen; dies ist
aus der Unabhingigkeit der Hemmung durch Spaltprodukte wie
aus den Versuchen iiber den Einfluf der Substratkonzentration auf
die Reaktionsgeschwindigkeit und iiber die gleichzeitige Hydrolyse
mehrerer Substrate gefolgert worden. Die Annahme von Northrop,
daB fir die Wirkung proteolytischer Enzyme die Bildung einer
intermedidren Enzym-Substratverbindung entbehrlich sei, bedarf in-

1) Bio. Z. 36, 280 (1911).

2) Bio. Z. 47, 1 (1912).

8) H. 116, 107 (1921); 124, 171 (1922/23).

4) H. 132, 181, und zwar S. 196 (1923/24).

5) J1. of gen. Physiol. 5, 263 (1922/23).

6) J1. of gen. Physiol. 4, 266 (1921/22); 5, 487 (1922); 6, 239
(1923/24).
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dessen noch der Bestitigung; es ist zu erwarten, daB die ver-
gleichende Untersuchung der tryptischen Hydrolyse mit verschie-
denen analytischen Methoden eine vertiefte Erkenntnis der enzy-
matischen Kinetik erlauben wird.

Es ist eine alte, auf Beobachtungen von W. Kiihne?') und von
R. Heidenhain?) zuriickgehende Anschauung, daB das Pankreas-
trypsin von der Driise nicht in fertigem Zustand, sondern in Form
einer unwirksamen Vorstufe ausgebildet werde; sie schien eine Be-
stitigung zu erfahren durch die grundlegende Entdeckung von N. P.
Schepowalnikow?) iiber den spezifischen Einfluf des Darmsaftes
auf die Aktivierung des pankreatischen Sekretes. Es lieB sich
zeigen, dafl reiner pankreatischer Fistelsaft, fiir die Hydrolyse ge-
nuiner Proteine vollstdndig inaktiv, durch Zugabe geringer Mengen
Darmsaft intensiv aktiviert wurde; die Wirkung des Aktivators,
den man Enterokinase nannte, verstand man als eine enzymatische
Umwandlung des Trypsins aus seinem Zymogen; der Beobachtung
ndmlich, daf die Aktivierung Zeit benttigte, und der Unbestindig-
keit des Aktivators maB man entscheidende Bedeutung bei fiir die
Beurteilung seiner enzymatischen Natur. Diese Vorstellung, die
in der Literatur die vorherrschende geblieben war*), hat sich als
irrig erwiesen. Aus einer Untersuchung von E. Waldschmidt-
Leitz®) geht hervor, daB die Reaktion zwischen Enterokinase und
Trypsin auf stochiometrischer Grundlage beruht, und daf sie jeweils
nach einer bestimmten, kurzen Einwirkungszeit zum Stillstand
kommt; es bildet sich eine leicht dissoziierende Verbindung von
Enzym und Aktivator, deren Zerlegung sich beispielsweise durch
Adsorptionsmittel bewirken 14B8t. Diese Tatsache, insbesondere
daB es gelingt, durch eine einfache, priparative Vornahme Enzym
und Aktivator wieder zu trennen und so bereits maximal aktiviertes
Trypsin von neuem in inaktive Form iiberzufithren, ist mit der
Annahme einer enzymatischen Umwandlung von Trypsinogen zu
Trypsin unvereinbar. Zudem haben E. Waldschmidt-Leitz und
A. Harteneck®) den Nachweis gefiihrt, daf das Trypsin in ge-

1) Virch. Arch. 39, 130 (1867).

2) Pflig. Arch. 10, 557, und zwar S. 587 (1875).

8) Inaugural-Diss. St. Petersburg 1899; Referat in Malys Jahres-
bericht iiber die Fortschritte der Tierchemie 29, 378 (1899).

4) Vgl. W. M. Bayliss und E. H. Starling, J. of Physiol. 30, 61
(1904); 32, 129 (1905).

5) H. 132, 181 (1923/24).

6) H. 149, 203, und zwar 8.207 (1925).
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wissen Fillen auch ohne den Aktivator betrichtliche proteolytische
Wirkungen auszuiiben vermag, beispielsweise bei der Einwirkung
auf Protamin oder auch Pepton, daf also der Enterokinase nur
die Bedeutung eines Hilfsstoffs fiir den Angriff bestimmter, vor
allem in hohermolekularen Proteinen vorliegender Strukturen zu-
kommt.

Von der Aktivierung des Trypsins durch Enterokinase, die
spezifisch ist und die sich durch andere Mittel, beispielsweise durch
Kalksalz oder auch durch Gallensalz, nicht, wie man frither annahm,
ersetzen 1uft, hat man vielfach eine andere Art der Aktivierung, die
sogenannte spontane Aktivierung unterschieden, die schon R. Heiden-
hain!) wahrgenommen hat. Sie tritt bei der Aufbewahrung der
Pankreasdriise und ihrer wisserigen Ausziige oder des Sekrets ein
und ist mit einer enzymatischen Bildung des Trypsins erklirt
worden. Es hat sich indessen ergeben, daf es sich hierbei um die
Bildung eines Aktivators aus der Driisensubstanz selbst handelt,
der in seinem Verhalten, z. B. in seinem Adsorptionsverhalten und
in seinen charakteristischen Eigenschaften, mit der Enterokinase
iibereinstimmt, Einmal war es gelungen, spontan aktiviertem Trypsin
in der gleichen Weise, wie es sich bei der Verbindung von
Trypsin und Enterokinase durchfiihren lie8, durch Adsorption mittels
Tonerde, den Aktivator wieder zu entziehen, der dann in der Elution
der Tonerdeadsorbate nachweisbar war?); und weiterhin hat die
Anwendung des némlichen Adsorptionsverfahrens auf nicht akti-
vierte Driisenausziige erlaubt, den Aktivator in Form seiner Vor-
stufe, der ,Pro-Kinase“, von Trypsin zu trennen und seine Bildung
unabhingig von der Gegenwart des Trypsins zu verfolgen. Die
Bestimmung des Leistungsvermogens an dem aus der Pankreasdriise
gebildeten Aktivator hat ergeben, daf er identisch ist mit Entero-
kinase®); auch hat seine Entstehung, die auf einem enzyma-
tischen Vorgang beruht, als spezifisch fiir die Pankreasdriise zu
gelten, man beobachtet sie nicht bei anderen tierischen Organen.
Auch in dem Sekret der Pankreasdriise ist das Trypsin von der
Vorstufe des Aktivators begleitet, deren Umwandlung in die fertige
Kinase in der Driise selbst zum Schutz gegen die Selbstverdauung
unterbleibt ; sie vollzieht sich vielmehr erst in den Zellen der Darm-
schleimhaut.

1) a. a. O.
2) E. Waldschmidt-Leitz, H. 132, 181, und zwar S. 191 (1923/24).
3) BE. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck, H. 149, 221 (1925).



136 II. Proteasen.

Aus der gewonnenen Erkenntnis von der Natur der Enterokinase-
wirkung ergab sich zugleich die Aufgabe, die priparative Reinigung
des Aktivators anzustreben und seine Eigenschaften zu beschreiben ;
das in einer Untersuchung von E. Waldschmidt-Leitz?) befolgte
Verfahren der Reinigung, das sich einer Anzahl von Fillungs-
und Adsorptionsvornahmen bediente, und dessen Kontrolle auf einer
vorldufigen Bestimmungsweise des Aktivators beruhte, nimlich
seiner Einwirkung auf eine bestimmte Menge Pankreasdriise, hat
im besten Beispiel zu einer etwa 100fachen Konzentrationssteige-
rung der Enterokinase aus der getrockneten Darmschleimhaut ge-
fithrt. Dabei hat sich die beachtenswerte Feststellung ergeben,
daB die Enterokinase, deren Wirkungsweise als nichtenzymatischer
Natur erkannt war, in vielen ihrer Eigenschaften an Enzyme
erinnert; dies gilt beispielsweise fiir ihre Fihigkeit zur Bildung
von Assoziationsprodukten mit begleitenden Stoffen, die wie bei
den Enzymen das wahre Verhalten des Stoffes entstellen, oder es
gilt fiir die beobachtete Abnahme der Bestiindigkeit des Aktivators
in reinerer Losung und fiir seine Stabilisierbarkeit durch Glycerin.
Auch die Temperaturempfindlichkeit des Aktivators, der unabhingig
vom Reinheitsgrad schon bei 50° rascher Zerstorung unterliegt,
diirfte auf eine labile, enzym#hnliche Struktur hinweisen.

Verfahren zur Messung von Trypsinmengen sind von J. H.
Northrop?) auf die Beobachtung der Verfliissigung von Gelatine,
von R. Willstitter und H. Persiel®) auf die Ermittlung des
Aciditatszuwachses in alkoholischer Lisung bei der Gelatinespaltung
gegriindet worden. Vor der ersteren wie vor ilteren Bestimmungs-
weisen diirfte die Methode von Willstatter und Persiel den
Vorzug verdienen, da sie den EinfluB des Aktivierungsgrades des
Enzyms berticksichtigt und seine ausgleichende Aktivierung mit
Enterokinase anstrebt. Weitere wichtige Verbesserungen, die dieses
analytische Verfahren kennzeichnen, beruhen auf der Erkenntnis,
daf das rasche zeitliche Abklingen der Eiweilspaltung, das durch
die stark hemmende Wirkung der Spaltprodukte bedingt ist, die
Messung sehr kleiner Enzymmengen an grofen Mengen des Sub-
strats erforderlich macht. Die ermittelten Beziehungen zwischen
Enzymmenge und Spaltungsgrad haben zur Aufstellung eines vor-
liufigen Mafles fiir die Menge des Trypsins gefithrt, der ,Trypsin-

1) H. 142, 217 (1924/25).
2) J1. of gen. Physiol. 5, 487 (1922).
3) H. 142, 245 (1924/25).
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Einheit (T.[e.])¥, dessen Definition in einer spiteren Untersuchung
von R. Willstiatter, E. Waldschmidt-Leitz und S. Dunaitur-
rial) noch etwas abgeindert worden ist und das die priparative
Isolierung des Enzyms geleitet hat.

Fiir die priparative Darstellung des Trypsins ist es als zweck-
miBig erkannt worden, das Ausgangsmaterial, die Pankreasdriise
z. B. von Schweinen, unmittelbar nach der Schlachtung der Tiere
zu entwissern und zu entfetten, so wie es bei der Besprechung der
Pankreaslipase beschrieben wurde. Man erhilt so das Enzym in
nichtaktivierter Form und man vermeidet die Bildung von Hemmungs-
korpern, die bei der beginnenden Zersetzung des Driisengewebes
auftreten und die die Sicherheit der Trypsinbestimmung beeintrach-
tigen. Das Enzym, das der getrockneten Driisensubstanz mit wisse-
rigen Mitteln oder mit Glycerin in guter Ausbeute entzogen wird,
findet sich in diesen Lisungen mit dem fett-, dem stirke- und dem
peptidspaltenden Enzym, sowie mit der Vorstufe der Enterokinase
vergesellschaftet ; seine Abtrennung von diesen beruht auf dem Uber-
wiegen seiner basischen Eigenschaften, die es gestatten, zunichst
durch eine Adsorption mit Tonerde die Lipase?) und ferner Erep-
sin %) und ,Pro-Kinase“*) den Losungen zu entziehen, wihrend die
Hauptmenge des Trypsins zusammen mit dem stdrkespaltenden En-
zym in den Mutterlaugen der Adsorption verbleibt; ihre Trennung
wird erreicht durch den Wechsel in der Polaritit des Adsorbens,
man nimmt ndmlich mit Kaolin das tryptische Enzym aus der
Lésung auf und liBt die Amylase darin zuriick®). So erhilt man,
wie auch neuere Versuche von Willstdtter, Waldschmidt-
Leitz und Dunaiturria bestiatigt haben, das Trypsin in enzyma-
tisch einheitlicher Losung; zahlenmifige Unterlagen fiir den Grad
der erzielten Konzentrationssteigerung sind indessen noch nicht
gewonnen worden. Die Abtrennung der Pro-Kinase, die bei der
Adsorption mit Tonerde erfolgt und die bewirkt, daf das Trypsin
nun keine Selbstaktivierung mehr erleidet, hat nach E. Wald-

1) Noch unverdffentlicht; siehe dazu E. Waldschmidt-Leitz und
A. Harteneck, H. 147, 286, und zwar S.291 (1925).

2) R. Willstitter und E. Waldschmidt-Leitz, H. 125, 132, und
zwar S. 142 (1922/23).

3) E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck, H. 147, 286, und
zwar S.301 (1925).

4) Dieselben, H. 149, 221, und zwar S.226 (1925).

%) R. Willstédtter, E. Waldschmidt-Leitz und A.R. F. Hesse,
H. 126, 143, und zwar 8.162 (1922/23).
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schmidt-Leitz und A. Harteneck?!) noch eine besondere Be-
deutung, die die weitere Reinigung des Enzyms erleichtert. Da
namlich die Haltbarkeit des nichtaktivierten Trypsins viel grofer
ist als die seiner Verbindung mit Enterokinase, so findet man das
Enzym z. B. in den Mutterlaugen der Tonerdeadsorption viel be-
stindiger als in den urspriinglichen Losungen, obgleich es reiner
ist; auch Glycerin, das den Vorgang der Selbstaktivierung verlang-
samt, erhoht die Bestindigkeit des Enzyms.

Die zahlreichen Angaben der #lteren Literatur iiber die spezi-
fischen Wirkungen des Pankreastrypsins sind meist iiberholt. Ins-
besondere hat sich die Anschauung, wonach man als die spezifischen
Substrate des Trypsins diejenigen hthermolekularen Proteine ansah,
zu deren Hydrolyse das Enzym der Aktivierung durch Enterokinase
bedurfte, als irrefithrend erwiesen; sie beruhte auf der herrschenden
Ansicht iiber die Wirkungsweise der Kinase, nimlich die einer
enzymatischen Bildung des Trypsins aus seinem Zymogen. So haben
sich nach der Sicherstellung der Natur dieses Vorgangs fiir die
Unterscheidung der besonderen Substrate von Pankreastrypsin und
Pankreaserepsin, welch letzterem man alle mit nichtaktivierten
Pankreaspriparaten beobachteten Wirkungen zuschrieb, neue Richt-
linien ergeben. Die Trennung der beiden Enzyme durch das Ver-
fahren der fraktionierten Adsorption mittels Tonerde, die von
E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck?2) ausgefithrt wurde,
hat zudem den Weg ertvffnet zu einer gesicherten Priifung ihrer
spezifischen Wirkungen wie auch der Bedeutung des Hilfsstoffes
Enterokinase fiir die Spezifitit des tryptischen Enzyms. Es hat
sich ergeben, daf die besonderen Wirkungen von Trypsin und von
Erepsin streng voneinander zu unterscheiden sind. Die Hydrolyse
durch Trypsin beobachtete man fiir alle untersuchten genuinen
Proteine, wie auch fiir hohere proteolytische Abbauprodukte z. B.
der Pepsinverdauung, wenngleich sie sich in einzelnen Fillen mit
stark abweichender Geschwindigkeit vollzieht; gewthnliche Peptide
dagegen, z. B. Di- oder Tripeptide, werden durch Trypsin nicht an-
gegriffen, fiir ihre Spaltung ist das ereptische Enzym spezifisch.
Sodann hat es sich gezeigt, daB der Einfluff der Aktivierung durch
Enterokinase nur fiir die Hydrolyse der hhermolekularen Proteine
wesentlich ist, daf hingegen einfacher konstituierte Substrate, z. B.
gewisse basische Proteine wie die Protamine oder auch Produkte

1) H. 149, 221, und zwar S.226 (1925).
2) a. a. O.
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des peptischen Abbaues, auch von dem nichtaktivierten Enzym rasch
zerlegt werden; in diesen Féllen kommt die Gegenwart der Entero-
kinase nur in einer Verstirkung und Weiterfiihrung der Hydrolyse
zum Ausdruck. Es hat sich indessen in neueren Untersuchungen ')
gezeigt, daB der Angriff des aktivierten und der des nichtaktivierten
Trypsins sich. auf spezifische Strukturen bezieht; auch ist ihre
Wirkungsweise scharf unterschieden. Die nachfolgende Tabelle 28
veranschaulicht den Vergleich der Spezifitit von Pankreastrypsin
und Pankreaserepsin in qualitativer Form.

Tabelle 28. Spezifitit von Trypsin und Erepsin.
(Angaben bedeuten: — — keine nachweisbare, | = positive,
-+ 4 = verstirkte Spaltung.)

Substrat Trypsin + E?thill":}gnase Erepsin
Peptide . . . . . . . ... — — +
Pepton aus Eieralbumin . . . + +4 —
Protamin . . . . . . . .. + —+ —
Histon. . . . . . . . . .. — + —
Casein . . . . . . . . .. — + —
Fibrin. . . . . . . .. .. — + —
Gelatine. . . . . . . ... — -+ —
Gliadin . . .. . . . .. .. — —+ —
Zein . . . ... ... .. — + —

Die besondere Wirkungsweise des Trypsins und die Natur der
fiir seinen Angriff mafgebenden chemischen Strukturen ist noch
nicht deutlich erkennbar; aber seine Wirkung #ufert sich, wie be-
sondere Versuche gelehrt haben, in der Spaltung von Siureamid-
bindungen und vor allem in der Bildung betrichtlicher Mengen
freier Aminosiuren; in dieser letzteren Beziehung, die wesentlich
zu sein scheint, unterscheidet sie sich, zum mindesten in quantita-
tivem Sinne, von der des peptischen Enzyms.

¢) Thrombin.

Es gilt als zweifelhaft, ob man berechtigt ist, die Erscheinung
der Blutgerinnung als einen proteolytischen und iiberhaupt als einen
enzymatischen Vorgang aufzufassen; man hat sie auch unter rein

1) E.Waldschmidt-Leitz, A. Schéffner und W. Grassmann,
,Uber die Struktur des "Clupeins¥, sowie E.Waldschmidt-Leitz und
E. Simons, ,Uber die enzymatische Hydrolyse des Caseins“, H., im Druck.
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kolloidchemischen Gesichtspunkten zu verstehen versucht. Im
Rahmen dieses Buches mag eine kurze Beschreibung des Gerinnungs-
vorgangs und der dafiir maBgebenden Bedingungen geniigen, die
ein niheres Eingehen auf die strittigen und noch nicht zu ent-
scheidenden Fragen des Reaktionsmechanismus vermeidet. Die
Ahnlichkeit dieser Erscheinung mit der der Labgerinnung des
Caseins, die nicht nur auf formelle, sondern auch auf innere Ana-
logie sich griinden mag, mahnt zur Vorsicht in der Aberkennung
ihrer enzymatischen Grundlagen; die analytische Untersuchung ist
hier wie dort nicht tief genug vorgedrungen, um ein abschliefendes
Urteil zu gestatten.

Die Erscheinung der Blutgerinnung beruht auf der Umwand-
lung eines im Blutserum geldsten Proteins, des Fibrinogens, in das
unlgsliche Fibrin. Sie ist zuerst von A. Schmidt!) auf die
Wirkung eines Enzyms, des Thrombins, zuriickgefithrt worden, das
beim Zerfall von Zellelementen, z. B. der roten Blutkérperchen, an
das Blut abgegeben werden soll, und zwar in Form einer inaktiven
Vorstufe, die erst durch den Hinzutritt von Kalksalzen in das
aktive, die Gerinnung bewirkende Enzym iibergefiihrt wird. Die
Bedeutung der Kalksalze, auf die zuerst M. Arthus und Pagés?)
aufmerksam gemacht haben, ist nach O. Hammarsten?) nicht wie
bei der Labwirkung, in ihrer Reaktion mit dem umgewandelten
Protein, dem Fibrin, sondern in ihrer Einwirkung auf das unfertige
Enzym zu sehen, zu dessen Aktivierung es nach E. Fuld*) und
P. Morawitz®) aulerdem der Gegenwart eines besonderen, in den
Gewebssiften enthaltenen Aktivators, der Thrombokinase, bedarf.
Diese Beobachtungen erinnern an die #lteren Angaben iiber die
Aktivierung des Trypsins durch Calciumsalze, deren Wirkung in-
dessen, wie es sich gezeigt hat, lediglich auf einer Anderung der
Reaktion der Enzymlosungen beruht. Beziiglich weiterer Einzel-
heiten, die die Bedingungen der Blutgerinnung wie die Ansichten
iiber ihren Mechanismus betreffen, mag auf die umfangreiche Spezial-
literatur verwiesen werden ©).

1) Pfltig. Arch. 6, 413 (1872); 11, 291, 515 (1875); 13, 93 (1876).

%) Arch. de Physiol. 2, 739 (1890).

%) H. 22, 333 (1896/97); 28, 98 (1899).

4) Zbl. f. Physiol. 17, 529 (1903); E. Fuld und K. Spiro, Hofm.
Beitr. 5, 171 (1904).

5) Hofm. Beitr. 4, 381; 5, 171 (1904); D. Arch. klin. Med. 79, 1 (1904).

6) Siehe dazu P. Morawitz, Die Blutgeriinung. Handb. d. Biochem.
4, 44, 2. Aufl. Jena 1923.
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d) Papain.

Das Papain oder Papayotin findet sich in den Friichten und
im Milchsaft des Melonenbaums, dessen eiweifiverdauende Wirkung
schon lange bekannt war; das Enzym ist zuerst von A. Wurtz
und E. Bouchut?!) genauer, sehr eingehend von dem Botaniker
S. H. Vines?) untersucht und mit anderen pflanzlichen Proteasen
verglichen worden. Allein die Erkenntnisse von den besonderen
Wirkungen des Papains, die aus diesen Arbeiten hervorgingen,
haben durch neuere Untersuchungen eine wesentliche Vertiefung
und Richtigstellung erfahren, seitdem man némlich auf die Bedeutung
einer spezifischen Aktivierung des Enzyms durch Blausiure auf-
merksam geworden war. Diese Aktivierung, die zuerst von L. B.
Mendel und A. F. Blood?) und von E. M. Frankel*) als solche
erkannt war, ist von R. Willstétter und W. Grassmann®) in
ihrem Mechanismus und in ihrer Bedeutung fiir die Spezifitdt des
Enzyms eingehend untersucht worden. Es hat sich gezeigt, daB
die Wirkung der Blausiure auf Papain groBe Ahnlichkeit besitzt
mit der von E. Waldschmidt-Leitz®) untersuchten Reaktion
zwischen Trypsin und Enterokinase; die Bindung des Aktivators
an das Enzym ist in beiden Fillen eine zeitlich bedingte Reaktion,
im Falle des Papains ist zur Erzielung maximaler Aktivierungs-
leistung beispielsweise eine einstiindige Einwirkung der Blausdure
erforderlich. Auch die Papain-Blaustureverbindung zeichnet sich
durch eine betrichtliche Dissoziationsfihigkeit aus; man kann dem
aktivierten Enzym den Aktivator schon durch Druckverminderung
wieder entziehen. Das aktivierte und das nichtaktivierte Enzym,
Papain-Blausture und Papain, deren optimale Wirkung auf Gelatine
einem py von 5,0 entspricht und deren Aktivitdts-pg-kurven iiber-
einstimmend gefunden wurden, unterscheiden sich in ihrer Spezifitit,
sie verhalten sich wie zwei spezifische proteolytische Enzyme. So
wie die Aktivierung des Trypsins durch Enterokinase zufolge

1) C. r. 89, 425 (1897); 91, 787 (1880); 93, 1104 (1888).

%) Annals of Botany 16, 1 (1902); 17, 237, 597 (1903); 18, 289
(1904); 19, 149, 171 (1905); 20, 113 (1906); 22, 103 (1908); 28, 1
(1909); 24, 213 (1910).

8) JL. Biol. Chem. 8, 177 (1910).

4) J1. Biol. Chem. 81, 201 (1917).

5) H. 138, 184 (1924).

6) H. 132, 181 (1923[24).
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E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck?) eine Erweiterung
der dem Enzym zuginglichen Substrate, und zwar in der Richtung
der Angreifbarkeit vor allem der genuinen Proteine zur Folge hat,
erfordert umgekehrt bei dem pflanzlichen Enzym die Hydrolyse
der Proteinabbauprodukte, der Peptone und wohl auch der Poly-
peptide, eine Ergénzung durch sein Koenzym Cyanwasserstoff. So
werden Peptone, sowohl durch peptische wie durch Papainverdauung
erhaltene, durch Papain allein nicht angegriffen, aber sie werden in
fortschreitender und weitgehender Reaktion durch Papain mit Blau-
saure gespalten; auch fiir die Hydrolyse von Tripeptid wird der
Aktivator unentbehrlich sein, wihrend einfache Dipeptide wie durch
Trypsin, so auch durch Papain-Blaussure nicht angegriffen werden.
Die bemerkenswerten Beziehungen, die sich zwischen der Spezifitit
des Trypsins und der des Papains und dem Einfluf der spezi-
fischen Aktivatoren auf diese zu ergeben scheinen, sind in der nach-
folgenden Tabelle 29 in qualitativer Form veranschaulicht. Aus

Tabelle 29.
Spezifitit von Papain und Trypsin.
(Angaben bedeuten: — — keine nachweisbare, + — positive,
-+ = verstirkte Hydrolyse.)
Enzym Gelatine Sl‘;;’psgit Dipeptid
Papain . . . . ... ... + — —
Papain |- Blausiure . . . . —+4 + —
Trypsin + Enterokinase . . . -+ ++ —
Trypsin . . . . .. . ... — + —

der Tabelle ergibt sich die Berechtigung einer Gegeniiberstellung
von Papain mit Trypsin-Enterokinase einerseits und von Papain-
Blausdure mit Trypsin andererseits, wenn auch weitere Unter-
suchungen erweisen mogen, daf eine Gleichstellung je zweier Enzym-
typen hinsichtlich ihrer spezifischen Wirkungen nicht statthaft ist;
denn die Ausdehnung des spezifischen Wirkungsbereiches bei der
Proteolyse, die der Aktivator herbeifiihrt und deren Richtung fiir
beide Enzyme entgegengesetzt gefunden wird, wird in beiden Fillen
auch von verschiedenem AusmaB sein; dies diirfte schon aus der

1) H. 149, 203 (1925).
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beobachteten verschiedenen Einstellung gegeniiber einem Tripeptid
hervorgehen, das wohl durch Papain-Blausiure, nicht aber durch
Trypsin gespalten wird.

Avuch das priaparative Verhalten des Papains, nimlich aus dem
eingetrockneten Milchsaft von Carica papaya, ist von Willstitter
und Grassmann gepriift worden, indessen war die erzielte Steige-
rung der enzymatischen Konzentration auf etwa das Finffache von
der des Ausgangsmaterials nicht sehr erheblich. Bemerkenswert
ist das Adsorptionsverhalten des Enzyms, das einer Vorreinigung
durch Selbstverdauung des Milchsaftes und Fallung mittels Alkohols
unterworfen war; wihrend die Adsorption des Papains an Kaolin
von der Reaktion nur wenig beeinflubt zu werden scheint, findet
man seine Aufnahme durch Tonerde bei weitem am giinstigsten bei
alkalischer Reaktion, und das Enzym wird dem Adsorbens durch
Einwirkung verdiinnter Sidure wieder entzogen; die basischen
Eigenschaften, die das Enzym oder sein Assoziationsprodukt mit
begleitenden Stoffen zu besitzen scheint, werden durch den Zusatz
von Alkohol abgeschwiicht, der die Adsorption an Tonerde befordert
und dessen Wirkung mit der bei Aminosduren und Peptiden beob-
achteten Entwicklung der Sgurefunktion?) verglichen werden kann.

Von den Proteasen der htheren Pflanzen sind vor allem noch
die Enzyme der ruhenden und gekeimten Samen zu nennen, die
die Mobilisierung der pflanzlichen Reserveproteine bewirken; auf
ihre besondere Bedeutung fiir die Auslosung der Fettspaltung in
olhaltigen Samen ist schon bei der Besprechung der Ricinuslipase
hingewiesen worden. Am besten untersucht erscheinen die Pro-
teasen des Malzes, in welchen man nach den Untersuchungen von
L. Adler?) und H. Lundin®) zwei verschiedene proteolytische
Enzyme, eine Protease und eine Peptidase, anzunehmen hat, deren
Unterscheidung sich auf ihre pg-Abhiéngigkeit griindet. Es ist
noch nicht untersucht, ob, wie es wahrscheinlich ist, das protein-
spaltende Enzym des Malzes hinsichtlich seiner Spezifitit Bezie-
hungen zum Papain aufweist; auch die viel bearbeitete Bildung
proteolytischer Enzyme im keimenden Samen, bei welcher man eine
besondere Mitwirkung von Sauerstoff angenommen hat, bedarf der
Nachpriifung mit verbesserter Methodik, die vor allem den unge-
niigend beachteten Einfluf der Aciditit auszuschalten haben wird.

1) Vgl R. Willstidtteru.E.Waldschmidt-Leitz,B. 54,2988 (1921).
2) Zs. ges. Brauw. 38, H. 17—20 (1915).
%) Bio. Z. 131, 193 (1922).
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e) Hefeproteasen.

Die Beobachtung, daf bei der Autolyse der Hefe die in ihr
enthaltenen Proteine zu loslichen Produkten abgebaut werden, ist
schon alt; sie ist zuerst von E.Salkowski') auf enzymatische
Wirkung zuriickgefithrt worden. M. Hahn und L. Geret?) haben
dann den Nachweis gefithrt, daB der Prefsaft der Hefe genuine
Proteine zu hydrolysieren vermag und daf bei dieser Reaktion
grofe Mengen von Aminosiuren entstehen, wihrend die Abbaustufe
des Peptons nicht nachgewiesen werden kounnte; sie verglichen da-

her den proteolytischen Ab-

Abb. 11. bau durch Hefeenzym mit

'g_ == dem des Trypsins und nannten
8- EE das Enzym Endo-Tryptase,
7{x% 4 obwohl sie bereits die Beob-
M EEE_E- achtung machten, daf die
i: % E?_i% optimale Wirkung des En-
& — zyms, abweichend von der
21 des Trypsins, wie auch die
| Hete-Pegsin Autolysé Hefe-Trjplase Hefenereptasel  giinstigsten Bedingungen des
Iy 4 5 6 7 8 ¢ autolytischen Prozesses

Aktivitits-py-kurven der Hefeproteasen schwach saurer Reaktion

nach Dernby. entsprachen. Die Kenntnis

der Hefeproteasen ist dann
durch eine neuere, umfangreiche Untersuchung von K. G. Dernby ?)
wesentlich geférdert worden. Den optimalen Bereich der Autolyse des
Hefeeiweilles fand Dernby bei einem pg von etwa 6,2, wihrend ihre
Grenzen zu pg = 4 bzw. 7 bestimmt wurden. An diesem Vorgang
sind nach Dernby drei verschiedene proteolytische Enzyme beteiligt,
deren Differenzierung auf Grund ihrer verschiedenen py-Abhéngigkeit
ausgesprochen wird. So wird die Wirkung einer bei pg — 4,5
optimalen Peptidase von der einer Tryptase und einer Peptidase
mit dem Wirkungsoptimum bei py = 7,0 bzw. 7,8 unterschieden,
die ersten beiden Enzyme befihigt zur Hydrolyse genuiner Proteine
bzw. von Pepton, das dritte Enzym spezifisch eingestellt auf ein-
fache Peptide. Aus dem Ineinandergreifen der Wirkungen dieser
drei Enzyme ergibt sich das Bild der Autolyse, deren pg-Abhingig-

1) H. 13, 506 (1889).
2) Z. Biol. 40, 117 (1900).
3) Bio. Z. 81, 107 (1917).
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keit, wie in Abb. 11 wiedergegeben, aus den Aktivitits-pg-kurven
der beteiligten Enzyme abgeleitet wird.

Die Annahme dreier verschiedener Hefeproteasen hat sich in-
dessen in neueren Untersuchungen von R. Willstitter und
W. Grassmann?') nicht bestitigen lassen. Man hat vielmehr nur
zwei enzymatische Individuen zu unterscheiden, deren priparative
Trennung durchgefiihrt werden konnte, ndmlich eine eigentliche
Protease vom Typus des Papains, gekennzeichnet durch ein Wirkungs-
optimum bei py — etwa 5,5, neben einem peptidspaltenden Enzym,
dem Hefe-Erepsin. Fiir die Annahme eines dritten Enzyms, der
Tryptase von Dernby, dessen Wirkung z. B. auf Pepton bei
pg = 7,0 am giinstigsten sein sollte, belaft die Ubereinstimmung
der fiir die Hydrolyse von genuinem Protein wie von Pepton beob-
achteten Aktivitits-pg-kurven bei dem erepsinfreien Enzym keine
Stiitze, die abweichenden Befunde von Dernby werden auf die
Beteiligung des beigemengten peptidspaltenden Enzyms, dessen
pr-Optimum schwach alkalischer Reaktion entspricht, an der Hy-
drolyse zuriickzufithren sein.

2. Peptidasen.

Die peptidspaltenden Enzyme des Tier- und Pflanzenreiches,
die von den iibrigen Proteasen zu unterscheiden sind, haben als die
einfachsten Vertreter proteolytischer Enzyme zu gelten, als die einzigen,
deren Wirkung sich auf Substrate bekannter Konstitution beziehen
148t; die exakte Abgrenzung ihrer besonderen Wirkungen von denen
der iibrigen Proteasen ist indessen erst in neuester Zeit durchgefiihrt
worden. Die Ubersichtlichkeit der von diesen Enzymen kataly-
sierten, verhiltnism#Big einfachen Reaktionen 148t ihre Untersuchung
in besonderem Mafe geeignet erscheinen, zur Erkenntnis des Mecha-
nismus proteolytischer Prozesse beizutragen, und es ist zu erwarten,
daB ihnen auch bei der Erkennung und Losung struktureller Fragen
in der Proteinchemie eine hervorragende Rolle zufallen wird. Um so
auffallender mag es erscheinen, daf dem Studium ihrer Eigen-
schaften und ihrer Wirkung verhiltnismifig viel weniger Beachtung
geschenkt worden ist.

Die wichtigste und am besten untersuchte Peptidase ist das
im Jahre 1901 von O. Cohnheim?) entdeckte Erepsin der Darm-

1) H. 153, 250 (1926).
2) H. 83, 451 (1901).
Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme. 10
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schleimhaut; seine Auffindung beruhte auf der Beobachtung, daB
sowohl mit Pepsin vorverdautes Eiweil wie auch die durch Trypsin
nicht weiter zerlegbaren EiweiBabbauprodukte, die Trypsin-
peptone, die W. Kiithne?) zuerst beschrieben hat, unter der Ein-
wirkung von Extrakten der Darmschleimhaut bis zum Verschwinden
der Biuretreaktion, also zu Aminosiuren abgebaut wurden. Die
besondere Existenz des Darmerepsins, die mehrfach angezweifelt
worden war, ist heute vollig erwiesen; aber seine Wirkungen sind
nicht sicher genug von denen des pankreatischen Trypsins unter-
schieden worden, zumal man fiir die Pankreasdriise und ihre Sekrete
vielfach die ndmlichen enzymatischen Wirkungen wahrnahm. Spiter
schrieb man diese indessen einem besonderen ereptischen Enzym in
der Pankreasdriise zu. Die Angaben der #lteren Literatur iiber
die besonderen Wirkungen des Darmerepsins, nach welchen man
unter seinen spezifischen Substraten die meisten synthetischen Poly-
peptide sowie die Peptone der peptischen und tryptischen Verdau-
ung und ferner Protamin, Histon und auch Casein zusammenfaBte,
haben sich in einer neueren Untersuchung von E. Waldschmidt-
Leitz und A. Schiaffner?) in mehreren Punkten als unzuverlissig
erwiesen; in dem gleichen Sinne ist auch die Unterscheidung der
Literatur zwischen den spezifischen Substraten des Pankreastrypsins
und des Pankreaserepsins, die man auf Grund der jeweiligen Akti-
vierbarkeit ihrer Spaltung durch den Trypsinaktivator Entero-
kinase vornahm, von E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck3)
mit der Trennung der beiden Enzyme und der Kennzeichnung ihrer
Einzelwirkungen widerlegt und richtiggestellt worden. Es hat sich
dabei ergeben, daB das enzymatisch einheitliche Erepsin aus Darm
wie aus Pankreas spezifisch auf die Hydrolyse gewdhnlicher Peptide
und nur auf diese eingestellt ist; weder Pepton der Pepsinverdau-
ung noch Protamin oder Histon noch irgendwelche andere Proteine
werden von dem reinen Enzym angegriffen, die Aussagen der Lite-
ratur iiber die Spaltbarkeit solcher Substrate sind vielmehr auf
beigemengtes Trypsin zu beziehen, dessen Abtrennung durch frak-
tionierte Adsorption mittels Tonerde gelingt. Die gleiche Spezifitit,
die Beschrinkung ihrer Wirkung auf die Hydrolyse einfacher, natiir-
licher oder synthetischer Polypeptide, ist fiir pflanzliche Peptidase

1) Virch. Arch. 89, 130 (1867); Z. Biol. 22, 450; 28, 571, 29, 1, 308.
?) H. 151, 31 (1925/26).
5) H. 149, 203 (1925).
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zu folgern, z. B. fiir das Erepsin der Hefe, das von R. Willstuatter
und W. Grassmana?) in proteolytisch einheitlicher Lisung erhalten
worden ist.

Der qualitative und der quantitative Vergleich der Spezifitit
von Darm- und Pankreaserepsin, den Waldschmidt-Leitz und
Schéffner gepriift haben, hat zu der Feststellung gefiihrt, daB fiir
eine Verschiedenheit der beiden Enzyme, wie sie auf Grund #lterer
Angaben von E. Fischer und E. Abderhalden?) angenommen
worden war, nun keine Anhaltspunkte mehr vorliegen. Es kommt
hinzu, dafl auch das Adsorptionsverhalten der beiden Enzyme gegen-
iiber Tonerde wie auch die Abhingigkeit ihrer Aktivitit von der
Wasserstoffzahl iibereinstimmend gefunden wird ; sie sind also als
identisch zu betrachten. Diese SchluBfolgerung fiihrt zufolge
E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck?®) zu einer weiter-
gehenden physiologischen Fragestellung; es ist nimlich damit zu
rechnen, daf die primsre Bildung auch des Darmerepsins sich in
der Pankreasdriise vollzieht und daf seiner Absonderung durch die
Darmschleimhaut eine sekundére Anhdufung in deren Driisenzellen
vorausgeht.

Aus den Untersuchungen von Fischer und Abderhalden
hat sich ferner zuerst die bedeutsame Tatsache ergeben, daf die
enzymatische Hydrolyse der synthetischen Polypeptide asymmetrisch
verlduft; die Beobachtungen, auch der neueren Literatur, stimmen
darin iiberein, daB die Peptidasen nur zur Spaltung der .aus den
natiirlich vorkommenden optischen Antipoden der Aminosiuren
aufgebauten Peptide befihigt sind; und in den Racematen der syn-
thetischen Polypeptide unterliegt nur das eine, dem natiirlich vor-
kommenden entsprechende sterische Isomere der Verseifung. Andere
beachtenswerte Vergleiche, iiber die E. Abderhalden und A. H.
Koelker*) berichtet haben und E. Abderhalden und C. Brahm ?),
betreffen die Spezifitit der Reaktionswege bel der Spaltung hoherer
Peptide durch peptidspaltende Enzyme verschiedener Herkunft; sie
haben in einer Reihe von Fillen eine Verschiedenheit des Angriffs-
punktes tierischer und pflanzlicher Peptidasen, beispielsweise bei
der Hydrolyse von Tri- und Tetrapeptiden ergeben.

1) H. 158, 250 (1926).

. 46, 52 (1905).

. 149, 221 (1925).

. 51, 294 (1907); 54, 363; 53, 416 (1908).
. 57, 342 (1908).
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Das py-Optimum des Darmerepsins haben P. Rona wund
F. Arnheim?) sowie K. G. Dernby?) zu 7,8 bestimmt; die Lage
des Optimums, die fiir die Spaltung von Glycyl-glycin nach Dernby
bei Darm- und bei Hefeenzym identisch gefunden wird, schwankt
nach E. Abderhalden und A. Fodor?®) bei dem pflanzlichen En-
zym in gewissen Grenzen, nimlich zwischen pg— 6,2 und py =—8,5,
je nach der Natur des angewandten Peptids; E. Waldschmidt-
Teitz und A.Schiaffner?) konnten diese Beobachtung indessen
fiir tierisches Erepsin nicht bestdtigen. Auch der Reaktionsverlauf
der Peptidhydrolyse scheint sich bei den tierischen und den pflanz-
lichen Enzymen zu unterscheiden. Wihrend die Untersuchungen
von H.v.Euler® sowie von Dernby iiber die Hydrolyse von
Glycyl-glycin durch Darmerepsin zur Aufstellung monomolekularer
Reaktionsgleichungen fiihrten, geben Abderhalden und Fodor
an, daff der zeitliche Verlauf der Peptidspaltung durch pflanzliches
Enzym, aus HefepreBsaft, in hohem Mafe von der Wasserstoffzahl
abhinge ; ihre Versuche ergaben bei py — 6,3 direkte Proportiona-
litdt zwischen Umsatz und Zeit, wihrend bei py — 7,4 die Giiltig-
keit der Gleichung erster Ordnung, bei py — 8,4 aber der Schiitz-
schen Regel beobachtet wurde, unter Bedingungen, unter welchen
eine Enzymzerstérung nicht in Frage kam. Dieses Verhalten er-
innert an die bei dem rohrzuckerspaltenden Enzym der Hefe beob-
achteten Erscheinungen wechselnder Kinetik, deren Abhingigkeit
von der Aciditét durch R. Willstédtter, J. Graser und R. Kuhn¥¢)
beschrieben worden ist. Dieser Einflu der Wasserstoffzahl gilt
indessen nach Waldschmidt-Leitz und Schiffner nicht fiir die
Wirkung des tierischen Erepsins, die der monomolekularen Reak-
tionsgleichung entspricht; es hat den Anschein, daf der Reaktions-
mechanismus von tierischer und von pflanzlicher Peptidase sich
unterscheidet, oder daf die Affinitit des Hefeerepsins zu seinen
Substraten in starkem Mafe von Begleitstoffen beeinfluBt wird.

Aut dem monomolekularen Verlauf der Peptidhydrolyse und
auf der beobachteten Proportionalitit zwischen Enzymmenge und
Reaktionsgeschwindigkeit beruhen die von Waldschmidt-Leitz

1) Bio. Z. 57, 84 (1913).

?) Bio. Z. 81, 107 (1916/17).

5) Fermentf. 1, 533 (1916).

£ H. 151, 31 (1925/26).

%) H. 51, 213 (1907).

6) H. 123, 1, und zwar S. 63 (1922).
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und Schaffner?) vorgeschlagenen Mafle fiir Menge und Konzen-
tration des Erepsins; als , Erepsin-Einheit (Er.-E.)“ ist das 1000fache
derjenigen Enzymmenge gewihlt, fiir welche sich unter den
Bedingungen der Bestimmung die Reaktionskonstante 0,001 ergibt,
wihrend der ,Erepsin-Wert (Er.-W.)¢ als Maf§ der enzymatischen
Konzentration durch die Anzahl Erepsin-Einheiten in 1 cg des Pri-
parates gegeben ist.

Die priparative Reinigung des Erepsins, die Waldschmidt-
Leitz und Schiffner an dem Enzym der Darmschleimhaut an-
gestrebt haben, wird in ihrem Erfolg beeintrichtigt durch die tiber-
aus geringe Bestindigkeit des Enzyms, fiir dessen Extraktion aus
der Schleimhaut nur glycerinhaltige Mittel, die stabilisierend wirken,
sich eignen. Die Adsorption des Enzyms an Tonerde, die, beispiels-
weise aus den mittels Fillung durch Essigsdure vorgereinigten
Ausziigen, in saurer Losung sich glatt vollzieht, hat in erster Linie
eine analytische Bedeutung, da sie die Abtrennung der mit dem
Enzym stets vergesellschafteten tryptischen Verunreinigungen be-
wirkt, die in den Mutterlaugen der Adsorption zuriickbleiben; sie
hat die Erkenntnis der spezifischen Wirkungen des Erepsins ent-
scheidend gefordert.

Uber die Eigenschaften und die besonderen Wirkungen der in
vielen anderen tierischen Organen und Geweben sowie in pflanz-
lichem Material aufgefundenen Peptidasen fehlen noch nihere Unter-
suchungen.

Zur Einteilung der Proteasen.

Es finden sich in der neueren Literatur mehrere Versuche,
eine rationelle Einteilung der verschiedenen proteolytischen Enzyme
nach ihrer Wirkungsart vorzunehmen. Wihrend J. H.Northrop?),
wie schon erwihnt, eine Klassifizierung der Proteasen nach dem
Tonisierungszustand der mit ihnen in Reaktion tretenden Protein-
teilchen vornimmt, hat K. G. Dernby®) zwischen priméren und
sekundiren Proteasen, entsprechend den Typen des Pepsins und
Trypsins, und C. Oppenheimer®) zwischen Pepsinasen und Tryp-
tasen unterschieden. Diese Unterscheidungen, deren Berechtigung

1) a. a. O.; siehe dazu E. Waldschmidt-Leitzund A. Harteneck,
H. 147, 286, und zwar S. 295 (1925).

2) Naturw. 11, 713 (1923).

%) Bio. Z. 188, 432 (1922).

4) Ebenda 136, 140 (1923).
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in erster Linie aus den verschiedenen, fiir die Enzymwirkungen beob-
achteten optimalen Aciditétsverhiltnissen abgeleitet wurde, werden
nach den neueren Erkenntnissen iiber die spezifische Einstellung
der Proteasen zu erweitern und in chemischem Sinne zu vertiefen
sein; hat doch die Nutzanwendung der insbesondere von R. O.
Herzog!) sowie durch E. Abderhalden?) vertretenen Vor-
stellungen vom Aufbau der Proteine als polymerer, aus einfachen
Grundkorpern zusammengesetzter Gebilde dazu gefithrt, daf die
Wirkungen sowohl des Pepsins wie des Trypsins in erster Linie
als desaggregierende verstanden und daf den beobachteten, in dem
strukturellen Aufbau ihrer spezifischen Substrate begriindeten Affi-
nititsunterschieden nur untergeordnete Bedeutung beigemessen
wurde %).

Die Hydrolyse der hthermolekularen Proteine ist ndmlich zu-
folge den Angaben der Literatur®) durch keine der aus nur zwei
Komponenten bestehenden moglichen Kombinationen von Pepsin,
Trypsin und Erepsin vollstindig; und in den einfachsten Féllen,
tiir den Abbau der Protamine, erweist sich nur das Pepsin als ent-
behrlich. Die Folgerung verschiedener Angriffspunkte und ver-
schiedener Reaktionswege ist daher nach E. Waldschmidt-Leitz
und A. Harteneck %) mit der Feststellung zu erginzen, da8 fiir eine
gegenseitige unmittelbare Vertretbarkeit dieser Enzyme bis heute
keine Anhaltspunkte vorliegen, und daf ihr Angriff auf spezifische
Strukturen zu beziehen sein wird. So haben die neuen Erkenntnisse
iber die Spezifitdt der tierischen Proteasen in der Untersuchung
von Waldschmidt-Leitz und Harteneck zu einer Unter-
scheidung von vier Typen proteolytischer Enzyme gefithrt. Zur
ersten Gruppe, den Peptidasen, gehtrt das Erepsin, als dessen
spezifische Substrate einfache Peptide, z. B. Di- oder Tripeptide
zu gelten haben; eine zweite Gruppe umfalt die Enzyme vom
Typus des nichtaktivierten Trypsins, dessen Wirkungen zwar nach-
gewiesen, aber noch nicht mit einem streng spezifischen Substrat
gekennzeichnet werden konnten; fiir die dritte Gruppe wire das

1) Naturw. 11, 172 (1923).

2) Ebenda 12, 716 (1924).

3) Siehe dazu @. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen,
5. Auflage, Leipzig 1925, 2. Band, S. 811 und 890.

4) Vgl. E. Fischer und E. Abderhalden, H. 39, 81; 40, 215
(1903); V. Henriques und J. K. Gjaldbaek, H. 75, 363 (1911).

5) H. 149, 203, und zwar S.213 (1925).
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aktivierte Trypsin, also das System Trypsin 4 Enterokinase als
charakteristischer Vertreter anzusehen, fiir die vierte Gruppe
endlich das Pepsin, deren spezifische Wirkungen zwar noch nicht
mit Sicherheit zu beschreiben, aber voneinander zu unterscheiden
sind?). FEiner solchen EKinteilung diirften auch die Erfahrungen
entsprechen, iiber die R. Willstdatter und W. Grassmann?) hin-
sichtlich der spezifischen Wirkungen eines pflanzlichen Enzyms,
des Papains, berichtet haben und nach welchen das nichtaktivierte
Papain der dritten, seine Blausiureverbindung dagegen der zweiten
Gruppe proteolytischer Enzyme zuzuordnen wire. Es ist indessen
nicht zweifelhaft, daB die weniger streng spezifierten Enzyme aus
dem Pflanzenreiche oder von niederen Organismen sich dem oben
gegebenen Schema nicht in allen Fillen einfiigen werden und da8
ihre Wirkungen die von Vertretern aus mehreren der unterschiedenen
Gruppen zugleich umfassen knnen; aber die deutlich erkennbare
Differenzierung, die der Organismus der hoheren Tiere fiir den
stufenweisen Abbau der Eiweilkorper mittels spezifisch wirkender
enzymatischer Individuen ausgebildet hat, 1ift die strengere Unter-
scheidung dieser vier beschriebenen Typen als erforderlich und als
niitzlich erscheinen, zumal sie beachtenswerte Riickschliisse gestattet
auf strukturelle Besonderheiten ihrer spezifischen Substrate. Zwar
ist die Natur der fiir den Angriff der Enzyme aus den drei letzten
Gruppen von Proteasen spezifischen Strukturen noch nicht erkenn-
bar, aber die Erfahrungen, die iiber die auswihlende Wirkung
dieser Enzyme vorliegen, fithren zu dem Schlusse, daf sie sowohl
vom Typus der einfachen Peptide als auch unter sich verschieden
sein werden. Es ist noch nicht sicher zu beurteilen, ob der Unter-
schied in der Spezifitat, beispielsweise von Trypsin und Erepsin,
sich etwa nur auf die Abspaltung gewisser besonderer Proteinbau-
steine bezieht; er lieBe sich dann etwa dem streng ausgeprigten
Spezifititsunterschiede zwischen Peptidasen einerseits und Amino-
acylasen andererseits vergleichen, deren Wirkungen zwar in beiden
Fillen in der Losung von Siureamidbindungen zum Ausdruck
kommt, aber in ausgesprochener Abhingigkeit von der Natur der
beteiligten Komponenten. Weniger wahrscheinlich diirfte die An-
nahme sein, daf die spezifische Wirkung der eigentlichen Proteasen
sich auf Sprengung von Siureamidbindungen in besonderen zykli-
schen Strukturen bezieht.

1) Vgl. C. Oppenheimer, a. a. 0., S. 839.
2) H. 188, 184, und zwar S. 204 (1924).
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III. Aminoacylasen.

Zur Gruppe der Aminoacylasen, die in ihrer Spezifitit von
den Peptidasen streng zu unterscheiden sind, zdhlen einige wichtige
Enzyme, fir welche als gemeinsames Kennzeichen die Hydrolyse
acylierter Amine oder Aminossuren gelten darf, deren einzelne
Vertreter indessen wieder unter sich durch besondere Wirkungen,
beispielsweise die Spaltung von Acyl-Aminosiuren oder die Hydro-
lyse von Harnstoff und von Guanidinderivaten, unterschieden
werden.

Die nachfolgende Besprechung wird sich im wesentlichen
auf die Beschreibung der drei wichtigsten Enzyme dieser Gruppe,
Histozym, Arginase und Urease, beschranken.

1. Histozym.

Die Fahigkeit der Niere zur Synthese und zur Spaltung
benzoylierter Aminosduren, beispielsweise der Hippursiure, des
Benzoylglykokolls, ist von Q. Schmiedeberg?) auf die Wirkung
eines besonderen Enzyms, des Histozyms, zuriickgefiihrt worden.
Man hat dieses Enzym dann auch in der Leber und im Muskel der
Siugetiere aufgefunden und es ist besonders von C. Neuberg?)
auch in dem Schimmelpilz Aspergillus oryzae beschrieben worden;
am betrdachtlichsten ist sein Vorkommen nach R. Willstsdtter,
E. Waldschmidt-Leitz und J. Waldschmidt-Graser?) in der
Niere vor allem von Hund und Katze, wihrend der Enzymgehalt
der Leber dagegen stark zuriicktritt. Die Wirkung des Histozyms
beschrinkt sich auf die Abspaltung der Sdurereste in acylierten
Aminoséduren und Peptiden, beispielsweise der Zerlegung von
Benzoylalanin, Benzoyl-glycyl-glycin, Phenacetursdure oder auch
Glykocholsiure, wihrend die eigentliche Peptidbindung z. B. im
Glycyl-glycin unangegriffen bleibt. Die optische Spezifitit des
Enzyms, die zuerst von J. A. Smorodinzew?) am Beispiel des
Benzoylleucins beschrieben worden ist, fanden Willstéatter, Wald-
schmidt-Leitz und Waldschmidt-Graser unabhéngig von der

1) Virch. Arch. 14, 288, 379 (1881).

%) Bio. Z. 145, 186; 147, 370, 372 (1924).
3) Noch unversffentlicht.

4) H. 124, 123 (1922).
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Herkunft des Enzyms so ausgeprigt, daf fast in allen Féllen nur
die Derivate der natiirlich vorkommenden Aminosdureantipoden ge-
spalten wurden; C. Hoppert?) hat daher die Anwendung des
Enzyms zur Spaltung racemischer Aminosduren empfohlen. Die
Hydrolyse der Hippursdure durch Histozym folgt nach N. Mutch?)
der Reaktionsgleichung erster Ordnung, sie verlduft bis zu einem
Gleichgewicht entsprechend einer Spaltung von etwa 97 Proz.; die
fermentative Synthese der Hippursiure ist indessen noch nicht mit
Sicherheit experimentell durchgefithrt worden.

Bemerkenswert ist das Ldslichkeitsverhalten des tierischen
Enzyms, das zufolge Willstitter, Waldschmidt-Leitz und
Waldschmidt-Graser mit der untersuchten Tierart wechselt;
so findet man das Enzym aus der Hundeniere vollstindig, aus
der Schweineniere nur teilweise, aus der Pferdeniere aber
gar nicht loslich in wisserigen Mitteln oder in Glycerin, eine
Erscheinung, die nicht mit der Annahme absolut verschiedener
enzymatischer Individuen, sondern mit einer verschieden festen
Bindung des Enzyms an unldsliche Begleitstoffe zu deuten
sein wird.

Es ist noch nicht untersucht, ob das Histozym bei der Um-
wandlung der Harnsgure in Allantoin, die sich aus einem hydro-
lytischen und einem oxydativen Teilvorgang zusammensetzen wird,
und die man bisher auf ein einheitliches urikolytisches Enzym in
der Niere zuriickfithren zu kionnen glaubte, beteiligt ist. Diese
Vorstellung erscheint um so naheliegender, als nach den Beobach-
tungen von W. Wiechowski®) in der menschlichen - Niere zwar
Harnsiure zerstort, aber kein Allantoin gebildet wird, eine Er-
scheinung, die durch das Fehlen des spezifischen oxydierenden
Enzyms in diesem Falle erklirt werden mag.

2. Arginase.

Die Arginase ist als ein spezifisch auf Arginin eingestelltes
Enzym zuerst von A. Kossel und H.D. Dakin*) in der Leber
aufgefunden und beschrieben worden; seine Wirkung besteht in der
Zerlegung des Arginins, der Guanido-amino-valeriansiure, in die

1) Bio. Z. 149, 510 (1924).

2) J. of Physiol. 44, 176 (1912).
%) Hofm. Beitr. 9, 246, 295 (1907).
4) H. 41, 321; 42, 181 (1904). -
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Diaminovaleriansiure oder Ornithin und in Harnstoff nach der
Gleichung
/NH NH,
NHQ—CZNH—CH2—0H2—CH2——CH\/ + H,0
\COOH

/NH2 /NHg
= NHg—CHQ—CHz—CH2—CH\ + CO
COOH

Dem Vorkommen und der quantitativen Bestimmung der
Arginase hat S. Edlbacher?) eine Reihe von Untersuchungen ge-
widmet. Es hat sich dabei ergeben, daf das Enzym in der Leber
der S#iugetiere, nicht dagegen der Vigel, aber in Niere und Hoden
aller untersuchten Tiere in reicherer Menge sich findet, wihrend
es in den Ovarien fast ganz zu fehlen scheint. Aus der Tatsache,
daB der Arginasegehalt der Organe ménnlicher Tiere den der weib-
lichen stets weit iibertraf, ergab sich die Schlufifolgerung, daf die
minnlichen Individuen einen gegeniiber den weiblichen stark ge-
steigerten hydrolytischen Argininumsatz besitzen und daf der
Argininstoffwechsel zur Sexualitit in Beziehung zu stehen scheint,
zumal es sich zeigen liefl, daf die Arginasebildung mit erwachen-
der Geschlechtsreife einen starken Impuls erfahrt. Diese Be-
ziehungen zwischen Sexualitit und Arginasegehalt mdgen verstind-
lich werden, wenn man bedenkt, daf im Sperma argininreiche
basische Proteine iiberwiegen, daf daher der Organismus zur Zeit
der Geschlechtsreife eine gesteigerte Menge des argininumsetzenden
Enzyms benstigen wird. Auch in Pflanzen ist die Arginase zufolge
A. Kiesel?) weit verbreitet.

Zur Bestimmung der Arginasewirkung ist von S. Edlbacher?)
und von A. Clementi*) die Anwendung der Formoltitration nach
Sérensen empfohlen worden, welche die frei werdende Amino-
gruppe des Ornithins zu bestimmen gestattet, wihrend der gleich-
falls gebildete Harnstoff nicht mit Formaldehyd reagiert. Ein
anderes Verfahren, dessen sich in neuerer Zeit A. Hunter und
J. A. Dauphinée®) sowie Edlbacher und Bonem?®) zur Messung

1) 8. Edlbacher und P. Bonem, H. 145, 69 (1925); S. Edlbacher
und H. Réthler, H. 148, 264, 273 (1925).

%) H. 60, 460 (1909); 118, 267 (1922).

%) H. 95, 81 (1915); 100, 111 (1917).

4) R. Acc. Linc. 23, 517, 612 (1914).

5) Proc. Roy. Soc. 97, 209, 227 (1924).

6) a. a. O.
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der Enzymwirkung bedient haben, beruht auf der quantitativen
Zerlegung des frei gewordenen Harnstoffs durch Urease und auf der
kolorimetrischen oder auch titrimetrischen Ermittlung der ent-
standenen Menge Ammoniak. Diese Methode diirfte den Vorzug
verdienen, da sie die Wirkung der Arginase neben der Wirkung
proteolytischer Enzyme, z. B. in Enzympréparaten, die der Selbst-
verdauung unterliegen, zu erfassen gestattet. Die Abhingigkeit
der Arginasewirkung von der Wasserstoffzahl ist von Hunter
und Dauphinée und von Edlbacher und Bonem gepriift und
das Optimum der Hydrolyse bei pg =— 9,5 bis 9,9 beobachtet
worden, entsprechend der Alkalitit einer verdiinnten Losung von
kohlensaurem Arginin. Die Zerlegung des Arginins, deren Verlauf
nach R. E. Gross?) infolge der stark hemmenden Wirkung des
Ornithins einem betrichtlichen Absinken der monomolekularen Re-
aktionskonstante entspricht, ist unter optimalen Bedingungen fast
vollstindig. Die von S. Edlbacher und H. Rothler?) als MaB
der Enzymmenge vorgeschlagene Einheit griindet sich auf die
empirisch ermittelten Beziehungen zwischen Enzymmenge und
Umsatz; als ,Arginase-Einheit (A.-E.)¢ ist namlich diejenige Enzym-
menge bezeichnet, welche 10 cem einer 1 proz. Losung von Arginin-
carbonat in 60 Minuten bei 38° und pg — 9,5 unter Bildung einer
Harnstoffmenge zerlegt, die bei der Einwirkung von Urease 0,34 mg
Ammoniak (entsprechend 1,0 cem 0,021n) ergibt. Die unter den
angegebenen Bedingungen der Bestimmung beobachteten Beziehungen
zwischen Arginasemenge und Umsatz, die einer Abnahme der
relativen Reaktionsgeschwindigkeit mit steigender Enzymmenge
entsprechen, stimmen fiir das Enzym fast aller tierischer Organe
iiberein; nur in einem besonderen Falle, fiir die Arginase der
Hiihnerniere, ergab die Untersuchung direkte Proportionalitit
zwischen Enzymmenge und Umsatz, so daB fiir diesen Fall die Auf-
stellung einer besonderen Enzymeinheit fiir notwendig erachtet
wurde. Diese bemerkenswerte Erscheinung ist auf das Fehlen
eines spezifischen, die enzymatische Affinitit beeinflussenden
Hemmungskorpers zuriickgefithrt worden, dessen Gegenwart auch
den Reaktionsverlauf entstellen diirfte; sie erinnert an die Beob-
achtungen iiber den EinfluB begleitender Stoffe auf die Affinitdt
der Hefesaccharase, iiber die R. Kuhn?) berichtet hat.

1) H. 112, 236 (1920/21).
?2) a. a. O.
%) H. 125, 28 (1922/23).
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Die Priifung der spezifischen Wirkungen der Arginase ergibt
nach Edlbacher und Bonem, daf nur das natiirlich vorkommende
rechtsdrehende Arginin gespalten wird und daf andere Guanidin-
derivate, wie Guanidinessigsdure oder Guanidinpropionssure, nicht
angegriffen werden. Aus der Beobachtung, daf sowohl der Methyl-
ester des Arginins wie die decarboxylierte Aminosdure, das Agmatin,
gar nicht und in dem Dipeptid Arginylarginin nur die eine Hilfte
des Molekiils der Hydrolyse unterliegt, ist ferner die Folgerung
abgeleitet worden, daB nur diejenigen Argininmolekiile gespalten
werden, welche eine freie Carboxylgruppe tragen.

Es diirfte fiir die enzymatische Forschung eine reizvolle Auf-
gabe sein, die Verschiedenheit von Arginase und Histozym, die
angenommen wird, aber noch nicht sichergestellt erscheint, mit
exakter Methodik nachzupriifen, oder aber eine Identitit der beiden
Enzyme zu erweisen, die auf Grund der Ubereinstimmung ihres
Vorkommens nicht ohne weiteres auszuschliefien wire.

3. Urease.

Die Beobachtungen iiber eine bakterielle Zersetzung des Harn-
stoffs im Harn in Ammoniak und Kohlensdure, die schon sehr weit
zuriickreichen, haben in der Diskussion der Liebigschen und
der Pasteurschen Ansichten iiber das Wesen der Fermen-
tation eine wichtige Rolle gespielt; die Isolierung des wirksamen
Enzyms, der Urease, aus bakteriellem Material, an dem man seine
Wirkung frither allein beschrieben hatte, ist aber erst ver-
hiltnismaBig spit gelungen?). Auch ist man erst viel spiter auf
die allgemeine Verbreitung der Urease in der Pflanzenwelt auf-
merksam geworden, fiir deren EiweiBstoffwechsel dem Enzym in-
sofern eine besondere Bedeutung zukommt, als es durch die Zer-
legung des intermediir gebildeten Harnstoffs, der nicht ausgeschieden
wird, fir die Nutzbarmachung und Bereitstellung des zur EiweiB-
synthese benétigten Stickstoffs in Form von Ammoniak gebraucht
wird. So hat man das Vorkommen in den eiweifhaltigen Pflanzen-
samen, vor allem der Leguminosen, am betrichtlichsten gefunden;
insbesondere die Samen der Sojabohne, Glycine hispida, in denen
das Enzym zuerst von T. Takeuchi und R. Jonone?) beschrieben
wurde und denen es durch wisserige Mittel leicht entzogen werden

1) Siehe dazu M. Jakoby, Bio. Z. 84, 354 (1917).
2) J. of the Colleg. of Agric. Imper. Univ. Tokyo 1, 1 (1909).
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kann, haben sich als geeignetes Ausgangsmaterial zu seiner Dar-
stellung und Untersuchung erwiesen. In der Tierwelt findet sich
das Enzym nur ganz vereinzelt und in geringen Mengen.

Die einzige bekannte Reaktion, die die Urease beschleunigt,
ist die Spaltung des Harnstoffs in Ammoniak und Kohlensdure, zu
deren Messung nach St. Lovgren?) unter der grofen Anzahl der
angewandten Methoden die Bestimmung des unangegriffenen Sub-
strats mittels Xanthydrol nach R. Fosse?) und die Titration des
abgespaltenen Ammoniaks am genauesten sind. Die fiir die Urease-
wirkung optimale Wasserstoffzahl, die D. D. van Slyke wund
G. Zacharias®) zu pyg — 7,0 bestimmten, findet man nach
St. Lovgren®) abhingig von

der Konzentration des Harn- ADD. 12.

stoffs, indem gleiche prozen- 7T<C

tische Anderungen der Harn- 80 \\
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Py-Abhingigkeit der Urease
und Harnstoffkonzentration.

Dieser Befund, der im
Gegensatz zu der fir die Saccha-
rasewirkung geltenden Beobachtung der Unabhingigkeit von
pp-Einfluff und Substratkonzentration steht, mag fiir das Verstindnis
der Ureasewirkung besondere Bedeutung erlangen. Die aus der
wiedergegebenen Kurve ersichtliche Zunahme der optimalen Wasser-
stoffzahl bei fallender Substratkonzentration scheint die natiirliche
Aufgabe des Enzyms zu erleichtern, bei dessen Wirkung die
Alkalitat unter dem EinfluB des gebildeten Ammoniumcarbonats in
dem Mafle steigt, wie die Harnstoffkonzentration zurtickgeht; bei

1) Bio. Z. 119, 215 (1921).
%) C. r. 158, 1076, 1432 (1914); Soc. Biol. 77, 129 (1914).
3) J1. Biol. Chem. 19, 181 (1914).

%) Bio. Z. 137, 206 (1923).
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der stark ausgeprigten pp-Abhingigkeit der enzymatischen Akti-
vitit wiirde der Umsatz ohne eine Verschiebung des Optimums in
der beobachteten Richtung eine noch stirkere Verminderung auf-
weisen.

Die durch das frei werdende Ammoniak bedingte betricht-
liche pg-Anderung des Reaktionsgemisches erfordert zur Aufrecht-
erhaltung konstanter Wasserstoffzahl die Anwendung hoherer
Pufferkonzentrationen, die jedoch andererseits nach van Slyke und
Zacharias die Reaktionsgeschwindigkeit erheblich herabsetzen.
Auf eine ungeniigende Beriicksichtigung des py-Einflusses sind zufolge
P. Rona und P. Gyorgy?') im wesentlichen auch die zahlreichen
Angaben der Literatur iiber spezifische Aktivierungen der Urease
zuriickzufiihren, die zuerst von N. Onodera?) mit der Existenz
eines besonderen Co-Enzyms erklirt wurden und die von M. Ja-
koby?® der Wirkung besonderer ,Auxo-Ureasen*, nimlich von
Aminosiuren und Bestandteilen des Serums, zugeschrieben werden ;
es ist leicht verstindlich, daf die Gegenwart solcher amphoterer
Stoffe die pg-Anderung des enzymatischen Reaktionsgemisches ab-
zuschwichen und damit den Umsatz zu steigern vermag. Auch
die Beobachtungen der Literatur iiber die Abhingigkeit des Um-
satzes von der Substratkonzentration scheinen in manchen Fillen
durch eine unzureichende Beachtung der pg-Wirkungen entstellt
zu sein. Wihrend aus den Untersuchungen von H. E. Armstrong
und E. Horton*) sowie von D. H. Wester®) die Unabhingigkeit
des absoluten Umsatzes von der angewandten Harnstoffmenge,
wenigstens innerhalb gewisser Grenzen, hervorzugehen scheint,
haben D. D. van Slyke und G.E.Cullen®) den Nachweis gefiihrt,
daf bei Einhaltung konstanter Aciditdt, wie sich aus der nach-
folgenden Tabelle 30 ergibt, in verdiinnten Harnstofflosungen mit
der Steigerung der Anfangskonzentration eine absolute Zunahme
der in gleichen Zeiten umgesetzten Substratmengen bis zu einem
maximalen Werte eintritt; aus den nachfolgenden Zahlen ist die
Dissoziationskonstante der Urease- Harnstoffverbindung zu etwa
0,025 abgeleitet worden.

1) Bio. Z. 111, 115 (1920).

%) Biochem. JI. 9, 544 (1915).

3) Bio. Z. 74, 105 (1916); 114, 152 (1921).

4) Proc. Roy. Soc. 83, 109 (1912).

%) Ber. d. Deutsch. pharm. Ges. 80, 163 (1920).
6) J1. Biol. Chem. 19, 141 (1914).
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Tabelle 30.
Umsatz und Substratkonzentration nach van Slyke und Cullen.
. o 4

Hamstofflb([%]l:'zentmtlon Gﬁ»f;{r;d;gé\flélgg}ﬁ:{m k= 1_(;_ log - i - ok
0,006 25 0,99 45 14
0,012 5 1,77 39 2,5
0,025 2,64 27 3,4
0,05 3,60 17,3 4,3
0,1 4,22 9,6 4,8
0,2 4,59 5,1 5,1
0,4 4,85 2,6 5,2
0,8 5,27 1,8 7,2
1,6 5,27 0,7 5,6

Fiir den Reaktionsverlauf der Harnstoffzerlegung durch Urease,
der oft untersucht worden ist, hat sich eine einfache Gesetz-
méfigkeit noch nicht aufstellen lassen. Van Slyke und Cullen,
die die enzymatische Reaktion in zwei Teilvorginge mit verschie-
dener Reaktionsgeschwindigkeit, ndmlich in die Bildung und in
den Zerfall der Urease-Harnstoffverbindung zerlegten, haben zwar
die Reaktionsgeschwindigkeit auf die Summe einer linearen und
einer logarithmischen Funktion des Umsatzes zuriickgefiihrt; allein
diese Annahme, die #hnlich schon von V. Henri?) fiir den Reak-
tionsverlauf der enzymatischen Rohrzuckerhydrolyse ausgesprochen
war, haben spitere experimentelle Untersuchungen von H. P.
Barendrecht?) und von St. Lovgren %) nicht bestitigen konnen.
So hat insbesondere Lovgren erwiesen, daf der Reaktionsverlauf
entgegen den #lteren Angaben von H. E. Armstrong, M. S. Ben-
jamin und E. Horton*) wenigstens fiir den Anfangsbereich des
Umsatzes der Gleichung erster Ordnung folgt und daB das Produkt
aus Substratkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit in gewissen
Grenzen konstant gefunden wird, wihrend man fiir diese Grofe
innerhalb eines einzelnen Versuchs je nach der angewandten Sub-
stratkonzentration einen verschiedenen Gang beobachtet. Diese
Erscheinung, die aus der nachfolgenden Tabelle 31 ersichtlich ist,
ist von St. Lévgren mit der Veréinderung der pg-Abhiingigkeit

1 (. r. 115, 916 (1902).

2) Rec. trav. chim. 39, 1 (1920).

8) Bio. Z. 119, 215 (1921).

4) Proc. Roy. Soc. B 86, 328 (1913).
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des Enzyms bei Abnahme der Harnstoffkonzentration, wie sie im
Verlauf eines Versuchs erfolgt, erkldrt worden; es wird danach fiir
die Erkenntnis des Mechanismus der Ureasewirkung von Bedeutung
sein, die Untersuchung des enzymatischen Reaktionsverlaufs nicht
bei konstant, sondern bei optimal gehaltener Wasserstoffzahl
vorzunehmen.

Tabelle 31.

Reaktionsverlauf und Harnstoffkonzentration
nach Lovgren.

Substrat- a.k Mittelwert
konzentratio: i
MI:JL o anfangs zu Ende (korrigiert)
0,00625 11 13 15
0,0125 16 17 21
0,025 21 29 31
0,05 31 41 37
0,1 34 44 - 43
0,2 34 34 35
0,2 39 39 39
1,6 38 27 36
. . . . 3 a a
Da diese Beziehung, die der Reaktionsgleichung k¥ — h In .
a—

entspricht, sich indessen nur innerhalb enger Grenzen als giiltig
erwiesen hat, ist von Lovgren der Versuch unternommen worden,
eine allgemeine, rein empirisch ermittelte Zeitgleichung fiir die
Ureasewirkung aufzustellen, deren Anwendbarkeit fiir den Vergleich
verschiedener Enzympréiparate jedoch fraglich erscheint.

Uber den Mechanismus der Ureasewirkung sind verschiedene
Ansichten geduBert worden, die jedoch experimentell in keinem
Falle geniigend gestiitzt erscheinen. So ist von H. E. Armstrong
und E. Horton?') eine direkte Zerlegung des Harnstoffs in hydra-
tisierter Form entsprechend

AOH), o .
C< + 2H,0 — (=(0H), + 2NH,,
(N H,),
von W. R. Fearon?) die Bildung von Cyansiure und Ammoniak
als Zwischenstufe angenommen worden. Wihrend sich in den

1) Proc. Roy. Soc. B 85, 109 (1912); 86, 328 (1913).
%) Biochem. JI 17, 84 (1923).
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Untersuchungen mehrerer Autoren die Angabe findet, daf die Hydro-
lyse des Harnstoffs praktisch vollstindig verlaufe und daf ein
Gleichgewicht nicht zu beobachten sei, haben E. Mack und D. S.
Villars')sowie H. Kay ?) auch iiber geringe synthetische Wirkungen
der Urease in konzentrierten Losungen von carbaminsaurem Am-
monium berichtet, die zur Ausbildung eines GGleichgewichtes fiihren
sollen.

Systematische Versuche zur Reinigung des Enzyms mit mo-
dernen Mitteln sind noch nicht unternommen worden. Die meisten
Untersuchungen haben sich darauf beschriinkt, die Urease aus den
entfetteten Samen der Sojabohne oder anderer Leguminosen mit
wisserigen Mitteln in Losung iiberzufithren und sie daraus durch
Zusatz von Alkohol oder Aceton wieder niederzuschlagen. Es ist
nicht sicher zu beurteilen, ob das Enzym, dessen Bestindigkeit in
wiisseriger Losung nicht sehr betrichtlich zu sein scheint, bei seiner
Ausfillung mit wasserentziehenden Mitteln nicht, i#hnlich vielen
anderen Enzymen, erheblich geschédigt wird. Zusatz von Glycerin
soll nach B. C. P. Jansen3) die Haltbarkeit wisseriger Losungen
des Enzyms, so wie es bei einer Reihe tierischer Enzyme beobachtet
worden ist, betrichtlich erhohen, wihrend es die enzymatische
Wirkung schon in geringerer Konzentration zu hemmen scheint.
Uber das Verhalten der Urease gegeniiber Adsorptionsmitteln liegen
noch keine Angaben vor; man darf indessen von solchen Unter-
suchungen erwarten, dal sie eine endgiiltige Entscheidung iiber das
Vorhandensein besonderer Aktivatoren herbeifithren werden.

IV. Carbohydrasen.

Unter den kohlehydratspaltenden Enzymen, deren Wirkung
sich auf die Losung glucosidischer Bindungen bezieht, hat man zwei
grofe Gruppen zu unterscheiden, nimlich die Hexosidasen, welche
die Spaltung der einfachen Saccharide und Glucoside katalysieren,
und die Polyasen, die den Abbau der hoheren Kohlehydrate, bei-
spielsweise von Stirke oder Glykogen, bewirken. Eine dritte, fiir
spezifisch gehaltene Gruppe von Enzymen, deren Wirkung in der
Aufspaltung glucosidischer Bindungen in den Nucleinsiuren und

1) Am. Soc. 43, 501 (1923).
%) Biochem. J1. 17, 277 (1923).
3) Chem. Weekbl. 12, 483 (1915).

Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme. 11
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ihren Abbauprodukten besteht, ist noch zu wenig untersucht, um
ein abschlieflendes Urteil iiber ihre besondere Existenz zu gewihr-
leisten.

1. Hexosidasen.

a) Fructosidasen: Saccharase.

Das rohrzuckerspaltende Invertin oder die Saccharase, wie sie
sich in der Hefe oder im Darm findet, kann als das bestuntersuchte
Enzym iberhaupt angesehen werden, als das Enzym, tiber dessen
Eigenschaften und iiber dessen Wirkungsweise wir die eindringendsten
Kenntnisse besitzen. Zu dieser besonderen Stellung des In-
vertins mag neben der einfachen analytischen Methode, mit der
seine Wirkung gemessen wird und die auf der polarimetrischen
Bestimmung der Drehungsinderung von Rohrzuckerlgsungen beruht,
der Umstand beigetragen haben, daf seine verhiltnismifig grofe
Bestiandigkeit seine préparative Verarbeitung erleichtert und daf
die weitgehende Unabhéngigkeit seiner Wirkung von begleitenden
Stoffen das Enzym zur Beschreibung der enzymatischen Reaktions-
weise besonders geeignet erscheinen ldfit. So sind im allgemeinen
Teil dieses Buches bereits die wichtigsten Erkenntnisse, die iiber
die Kinetik und den Reaktionsmechanismus der Enzymwirkung wie
iiber eine Reihe besonderer, bei enzymatischen Reaktionen geltender
Einfliisse gewonnen worden sind, gerade am Beispiel der Saccharase
besprochen und veranschaulicht worden; es mag sich daher er-
iibrigen, an dieser Stelle auf die Kinetik der enzymatischen Rohr-
zuckerhydrolyse und ihre Abhingigkeit von duBeren Faktoren, wie
der Wasserstoffzahl, den Reaktionsprodukten oder anderen affinitéits-
beeinflussenden Stoffen, nochmals einzugehen.

Die folgenden Ausfithrungen sollen vielmehr in erster Linie
einer Charakterisierung des préparativen Verhaltens der Saccharase
und einer Kennzeichnung ihrer besonderen Eigenschaften gelten,
so wie sie aus den Untersuchungen der letzten Jahre vor allem
der Willstédtterschen und der Eulerschen Schule hervorgeht;
es wird fiir diesen Zweck hinreichend sein, die priparative Be-
schreibung des Enzyms mit einer Erorterung der verschiedenen
fiir die Menge und den Reinheitsgrad der Saccharase angewandten
MaBe einzuleiten.

Ein einigermafen exakter Ausdruck fiir den Reinheitsgrad des
Invertins ist zum erstenmal von C. O'Sullivan und F. W. Tomp-
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sonl!) aufgestellt worden; diese Forscher charakterisierten ein
Enzympréparat durch den ,,Zeit-Wert*, d. i. diejenige Zeit in Minuten,
welche 0,05 g eines Priparates benotigen, um bei 15,5 4,0 g Rohr-
zucker in 25 cem Losung, welche 1 Proz. NaH,PO, enthalt, bis
zur Nulldrehung gegeniiber Natriumlicht zu invertieren, also bis
zu einer Hydrolyse von 75,75 Proz.; der Zeit-Wert sinkt also mit
zunehmender enzymatischer Konzentration.

Von dieser Definition des enzymatischen Reinheitsgrades leitet
sich die zuerst von R. Willstdatter und F. Racke?) als MaB fiir
die Enzymmenge aufgestellte Grofe ab, der ,Menge-Zeit-Quotient
(M.-Z.-Q.)“, ndmlich der Quotient des in irgend einer Form gewon-
nenen Enzymmaterials und seiner durch den Zeit-Wert gemessenen
Wirkungszeit; dieser Wert, der der Enzymmenge direkt propor-
tional ist, stellt eine additive Grofie dar.

Der Ausdruck M.-Z.-Q. ist von R. Willstétter und R. Kuhn?)
durch das anschaulichere Maf der ,Saccharase-Einheit (S.-E.)¢ er-
setzt worden, ndmlich die Enzymmenge in 50 mg invertinhaltiger
Substanz vom Zeit-Wert 1 unter den Bedingungen der Definition
von O’Sullivan und Tompson; und der Reinheitsgrad des En-
zyms wird ausgedriickt durch den ,Saccharase-Wert (S.-W.)¢, die
Anzahl der Saccharase-Einheiten in 50 mg Priparat, er bedeutet
also das Reziproke des Zeit-Wertes und steigt mit zunehmender
enzymatischer Konzentration. Zu einem von H.v. Euler und
0. Svanberg?®) zur Bezeichnung des Reinheitsgrades eingefiihrten
k.g Zucker
g Praparat ’
steht der Saccharase-Wert in einer einfachen rechnerischen Be-
ziehung. Infolge der wechselnden Affinitit der Saccharase zum
Rohrzucker sind die MaBe der Saccharase-Einheit und des Saccha-
rase-Wertes nach Willstitter und Kuhn fiir den Vergleich von
Enzympraparaten mit verschiedener Affinitit auf eine Saccharase
von der mittleren Affinitatskonstante — B0 (Dissoziationskonstante
der Saccharase-Rohrzuckerverbindung — 0,020) umzurechnen ; die
reduzierten Saccharase-Einheiten ergeben sich auf Grund der Be-

rationellen Mafe, der ,Inversionsfihigkeit¢, If —

k
ziehung S.-E..,4 — S.-E. ;%OE’ worin % die Normalitit der
1) Soc. 57, 834 (1890).
%) A. 425, 1 (1921).
3) B. 56, 509 (1923).
4) H. 107, 269 (1919).

11%
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Rohrzuckerlosung bedeutet, in der die Reaktionsgeschwindigkeit
ermittelt wird. Fiir die Verfolgung der Enzymmengen im Gange
der préiparativen Arbeit aus dem ndmlichen Ausgangsmaterial, mit-
hin von gleichbleibender Affinitit, ist diese Umrechnung indessen
entbehrlich.

Rohrzuckerspaltendes Enzym findet sich in der Tier- und
Pflanzenwelt; vor allem in letzterer ist es weit verbreitet. Sieht
man von dem am meisten untersuchten Vorkommen in den Krypto-
gamen, z. B. in der Hefe, ab, so ist hervorzuheben, daf das Enzym
nach den Angaben von J. H.Kastle und M. E. Clark!) nicht nur in
Rohrzucker speichernden Pflanzenteilen, beispielsweise in der Zucker-
riibe, beobachtet wird, sondern allgemein da, wo hohere Kohlehydrate,
Stiarke oder Inulin, als Reservestoffe dienen. Die Verbreitung des
Enzymsin der Tierwelt ist verhaltnism#Big gering ; auBer in der Honig-
blase und im Speichel Zucker invertierender Insekten findet sich
Saccharase vor allem im Darm, in welchem sie von Cl Bernard?)
aufgefunden worden ist. Nach den Untersuchungen von H. Bierry3?)
und von H.v.Euler und O. Svanberg®) hat man anzunehmen,
daB das Enzym von den Zellen der Darmschleimhaut nicht an das
Sekret abgegeben wird, sondern daB sich die Umsetzung des Rohr-
zuckers in den Driisenzellen selbst vollzieht; in dem reinen Fistel-
saft der Darmdriisen beobachtet man nidmlich keine invertierende
Wirkung. Von der Saccharase der Hefe unterscheidet sich das
tierische Enzym zufolge Euler und Svanberg durch seine gerin-
gere Bestindigkeit und durch die Abh#ngigkeit seiner Wirkung
von der Wasserstoffzahl, deren Optimum fiir Darminvertin bei
pg = b — 7, tir das Enzym der Hefe aber bei pg — 4,5 gefunden
wird, wihrend die Wirksamkeit des pflanzlichen Enzyms bei py — 7
nur noch etwa ein Drittel der optimalen betrigt.

Von der Saccharase der Hefe ist die tierische und mit ihr die
Saccharase aus Aspergillus oryzae nach R. Kuhn®) auch unter-
schieden hinsichtlich ihrer Spezifitit; wihrend das Enzym der
Hefe nach den Untersuchungen von R. Willstéatter und R. Kuhn?®)
sowohl den Rohrzucker als auch das Trisaccharid Raffinose

1) Am. 30, 422 (1903).

2) Lec. sur le Diabéte, Paris 1887, S. 259.
3) Bio. Z. 44, 415 (1912).

4) H. 115, 43 (1921).

5) H. 129, 57 (1923).

6) H. 125, 28 (1922/23).
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hydrolysiert, beobachtet man keine Einwirkung von tierischer
oder Taka-Saccharase auf Raffinose oder andere Fructoside.
Es kommt hinzu, da die Wirkung des Hefeenzyms nur durch
Fructose, die des Enzyms aus Aspergillus oryzae dagegen nur durch
o-Glucose gehemmt wird, eine Erscheinung, die von Kuhn mit der
SchluBfolgerung verbunden wird, daB die Hydrolyse des Rohrzuckers
durch die beiden Enzyme iiber verschiedenartige Reaktionszwischen-
produkte fithre, nimlich durch eine Anlagerung des Enzyms im
einen Falle an den Fructose-, im anderen Falle an den Glucoserest
des Disaccharids. Eine Unterscheidung zwischen Fructo- und
Gluco-Saccharasen auf dieser Grundlage erscheint nach den Unter-
suchungen von R. Kuhn und H. Miinch?) sowie von R.Kuhn
und G. E. v. Grundherr?) durchfithrbar, entgegen den Anschau-
ungen von H. v. Euler und K. Josephson?®), nach welchen in
allen Fillen die Wirkung des Enzyms auf eine gleichzeitige An-
lagerung an beide Zuckerreste zuriickzufithren wire.

Die priparative Isolierung der Saccharase, der R. Willstitter
und seine Mitarbeiter sowie H. v. Euler eine griBere Anzahl von
Untersuchungen gewidmet haben, ist bisher nur am Enzym der
Hefe durchgetiihrt worden. Wihrend E. Fischer*) die Ansicht ver-
treten hatte, daf das rohrzuckerspaltende Enzym beim Auslaugen
der frischen Hefe mit Wasser in Losung gehe, haben R. Will-
stitter und F. Racke®) mittels quantitativer Kontrolle gezeigt,
daf die Isolierung des Enzyms aus der Hefe nicht in einem ein-
fachen Losungsvorgang besteht, und daB bei dem iiblichen Ver-
fahren des Zerreibens und Abpressens oder des Auslaugens mit
Wasser nur ein Bruchteil der Saccharase in Losung geht. Es hat
sich weiter ergeben, daB bei den verschiedenen Verfahren der
raschen oder allméhlichen Autolyse des Pilzes, welche zu préparativ
brauchbaren Ausbeuten an enzymatischer Substanz fithren, die Auf-
1osung der Saccharase auf einen enzymatischen Vorgang zuriick-
zufithren ist, auf eine Freilegung des Enzyms, die einen genauer
bestimmten Teilvorgang des allgemeinen enzymatischen Abbaus der
Hefesubstanz bildet. Die Beobachtung, da8 bei der Entleerung

1) H. 150, 220 (1925); H., im Druck.

2) B., im Druck.

3) H. 182, 301; 134, 50; 136, 62 (1924); 143, 79; 149, 71 (1925);
152, 31 (1925/26).

4) B. 27, 3479 (1894).

5) A. 425, 1; 427, 111 (1921).
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der Hefezelle mittels proteolytischer Enzyme keine Saccharase in
Losung geht, dal dagegen ihr Abbau durch die Einwirkung kohle-
hydratspaltender Enzyme die Freilegung des Invertins bewirkt,
scheint die SchluBfolgerung zu erlauben, daB das Enzym in der
Hefezelle durch Einlagerung in die aus Polyosen gebildete Zell-
membran geschiitzt wird ; seine Loslosung von diesen liBt sich da-
nach entweder durch die enzymatische Freilegung, die im Abbau
der Polyosen besteht, oder aber auf mechanischem Wege, durch die
vollige Zerstorung der Zellstruktur, erreichen.

Die Bedingungen der Hefeautolyse, mit der die préparative
Gewinnung der Saccharase zweckmiBig eingeleitet wird, sind von
grofier Bedeutung fiir die Menge und fiir die Natur der Begleit-
stoffe, die mit dem Enzym in die Autolysate iibergehen. Die
Untersuchungen R. Willstdtters?) haben zur Ausarbeitung von
vier verschiedenen autolytischen Verfahren gefiihrt, deren besondere
Eignung fiir die priparative Reinigung des Invertins aus der nach-
folgenden Zusammenstellung ersichtlich wird, die neben der Methodik
die erreichte Verbesserung der enzymatischen Konzentration in den
Autolysaten wiedergibt.

1. Das Verfahren der vier- bis siebentigigen Autolyse beil
Zimmertemperatur durch Einwirkung von Toluol auf die mit Wasser
verdiinnte Hefe nach C.S. Hudson?), das eine Enzymanreicherung
auf das Doppelte von der in der Trockenhefe ermittelten Konzen-
tration erlaubt.

2. Das #hnliche Verfahren der Neutralautolyse verdiinnter
Hefe?), nimlich unter Neutralisation der auftretenden Siure, das
zu Enzymlésungen von etwa dreifach gesteigerter Konzentration fiihrt.

3. Das Verfahren der raschen Autolyse bei neutraler Reaktion *),
bestehend in der ein- bis zweitigigen Einwirkung von Chloroform
auf unverdiinnte Hefe und nachfolgender Verdiinnung und Neutra-
lisieren; der Reinheitsgrad der Autolysate ist @hnlich dem nach
dem zweiten Verfahren beobachteten.

4. Das Verfahren der fraktionierten Autolyse®) unverdiinnter
Hefe durch Abtotung mit Toluol unter Neutralisation, rasche Ab-

1) Vgl. R. Willstitter, K. Schneider und E. Bamann, H. 147,
248, und zwar S. 264 (1925).

2) Am. Soc. 30, 1564 (1908); 36, 1566 (1914).

%) R. Willstdtter und F. Racke, A. 425, 1, und zwar S. 54 (1921).

4) R. Willstdtter und K. Schneider, H. 142, 257, und zwar
S. 266 (1924/25).

5) R. Willstitter, K. Schneider und E. Bamann, a. a. O.
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trennung des austretenden, invertinarmen Verfliissigungssaftes nach
etwa einer Stunde und Weiterfithrung der Autolyse bis zu einem
Tage; dieses Verfahren, das sich insbesondere bei der Verarbeitung
enzymreicher Hefen bew#hrt hat, filhrt zu einer etwa vier- bis acht-
fachen Steigerung der enzymatischen Konzentration, verglichen mit
der des Ausgangsmaterials.

GGrofere Unterschiede in der qualitativen Zusammensetzung der
Autolysate beobachtet man zufolge R. Willstiatter, K.Schneider
und E. Wenzel!) nur zwischen der raschen Autolyse unverdiinnter
Hefe und der langsameren Autolyse des verdiinnten Materials, bei
welcher die Hefe viel weitgehender ausgeleert wird. Die Abbau-
enzyme, die bei der energischeren Abtétung der unverdiinnten Hefe
weniger stark arbeiten als bei der gelinderen Abtsétung in ver-
diinntem Zustand, bewirken eine auswihlendere Freilegung des
Invertins und einen verminderten Abbau des Enzymkomplexes; das
Mengenverhiltnis der Saccharase zu anderen Enzymen und zu ihren
Zersetzungsprodukten ist giinstiger im Falle der unverdiinnten
Autolyse. Die Konzentration des Enzyms in den Autolysaten wird
weiterhin erheblich gesteigert durch das von R. Willstédtter,
Ch. D. Lowry jr. und K. Schneider?) beschriebene Verfahren der
spezifischen Invertinanreicherung in der Hefe, das auf der Gir-
fiithrung der Hefe bei minimaler Rohrzuckerkonzentration beruht
und dessen experimentelle Grundlagen im allgemeinen Teil dieses
Buches bereits austiihrlich erortert worden sind. Durch kombinierte
Anwendung dieser Methoden und durch Vervollkommnung des
Freilegungsverfahrens sind die enzymreichsten Hefeausziige erhalten
worden, deren Reinheitsgrad Saccharase-Werten von 0,5 bis 1 ent-
sprach, gegeniiber einer enzymatischen Konzentration von S.-W.
etwa 0,03 bis 0,05 in dem urspriinglichen Pilzmaterial.

Die priparative Reinigung des Invertins aus den Hefeauto-
lysaten ist von R. Willstdtter in zahlreichen Fallen durchgefiihrt
worden. Indessen haben die Erfahrungen, die in den ersten Arbeiten
iiber Invertin gewonnen wurden, fiir die Darstellung des Enzyms
keine allgemein giiltigen Vorschriften und Richtlinien, sondern nur
Beispiele zu geben erlaubt. Das Verhalten der Saccharase bei der
Reinigung, gegeniiber Fallungs- wie gegeniiber Adsorptionsmitteln,
ist in hohem Mafie abhingig von der Natur und vom Alter der
angewandten Hefeausziige, nimlich von der Menge und Natur der

1) H. 151, 1 (1925/26).
2) H. 146, 158 (1925).
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begleitenden Stoffe. s kommt hinzu, daf die Wahl der in den
einzelnen Untersuchungen zur Anreicherung des Enzyms einge-
schlagenen Verfahren durch das jeweils angestrebte Ziel entscheidend
beeinflubt war, sei es, daf man ausschlieflich die Steigerung des
enzymatischen Reinheitsgrades, sei es, daf man nur die Abtrennung
bestimmter akzessorischer Stoffe erstrebte. Wenngleich die #lteren
Beispiele fiir die Reinigung des Enzyms durch die neueren Unter-
suchungen, deren Fortschritte auf der Anwendung der fraktionierten
Autolyse besonders invertinreicher Hefe beruhen, in bezug auf die
Anzahl und die Dauer der zur Reinigung erforderlichen Operationen
und in bezug auf die Reproduzierbarkeit des Verfahrens weit tiber-
holt sind, mag es doch von Interesse sein, ihre wichtigsten Ergeb-
-nisse hier kurz zu beschreiben, zumal sie der Entwicklung der pri-
parativen Methodik forderlich waren.

R. Willstitter und F. Racke!?), die von Hefeautolysaten
nach Hudson ausgingen, reinigten die Saccharase durch A btrennung
von Verunreinigungen mittels Kaolin und durch fraktionierte Ad-
sorption aus den Mutterlaugen mit Tonerde bei saurer Reaktion
unter Zusatz von Aceton; es zeigte sich, dal nunmehr aus den
ammoniakalischen Elutionen der Tonerdeadsorbate das Enzym nach
dem Ansiuern von Kaolin aufgenommen wurde, daf also das Ad-
sorptionsverhalten in rohen Losungen, das von L. Michaelis?) im
Sinne einer itberwiegend sauren Natur des Enzyms gedeutet worden
war, durch Begleitstoife vorgetiuscht wird. Die Bedeutung der
Adsorption des Enzyms an Kaolin ergab sich aus der Beobachtung,
daB in den Elutionen der Adsorbate, deren bestes Beispiel durch
den Saccharasewert 1,0 gekennzeichnet war, das Enzym sich frei
von Hefegummi erhalten lieB, einem Kohlehydrat, das vielfach mit
ihm identifiziert worden war. Die Untersuchung von R. Will-
stitter, J. Graser und R. Kuhn?®) erbrachte weitere priiparative
und analytische Erkenntnisse mit der Feststellung, da das Invertin
aus den gealterten Hefeautolysaten durch Bleisalz niedergeschlagen
wird, wihrend man in den frischen Ausziigen keine Fillung des
Enzyms beobachtet. In der Anwendung einer fraktionierten Fallung
mit Blei auf adsorptiv vorgereinigte Enzymlosungen ergab sich
sodann ein Mittel zur Abtrennung phosphorhaltiger Verunreinigungen,

1) A 425, 1 (1921).

%) Bio. Z. 7, 488 (1907/08); L. Michaelis und M. Ehrenreich,
ebenda 10, 283 (1908).

8) H. 128, 1 (1922).
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deren hartnickige Vergesellschaftung mit dem Enzym H. v. Euler
und O. Svanberg?!) zu irrtiimlichen Vorstellungen iiber die Zu-
sammensetzung des Knzyms gefithrt hatte. Das reinste erhaltene
Priparat, durch Kombination von Tonerdeadsorption und fraktio-
nierte Bleifdllung gewonnen, entsprach dem Saccharasewert 5,0.

Wichtige methodische Fortschritte erzielten R. Willstitter
und W. Wassermann?) hinsichtlich der Anwendung von Kaolin
zur Adsorption der Saccharase; sie beobachteten némlich, daf die
storenden Einfliisse der Begleitstoffe, mit denen das Enzym in den
rohen Hefeausziigen assoziiert ist und die seine Aufnahme durch
Kaolin beeintrichtigen, durch sehr grofe Verdiinnung und bei ge-
eigneter Aciditdt ausgeschaltet werden, so daf die Saccharase un-
mittelbar aus den Hefeautolysaten durch Kaolin adsorbiert werden
kann; und R. Willstdtter und K. Schneider?®) konnten zeigen,
daf diese Operation auch ohne Verdiinnung und mit beliebigen
Autolysaten gelingt, sofern man fiir die Anwendung stiirker saurer
Reaktion Sorge triagt. Durch die systematische Anwendung der
fraktionierten Adsorption mit Tonerde und durch die Aufsuchung
der fiir die auswihlende Adsorption des Enzyms jeweils giinstigsten
Bedingungen haben dann R. Willstitter und K. Schneider?)
eine weitere Steigerung der enzymatischen Konzentration zum Sac-
charase-Wert 6,66 erreicht; die Methodik der Adsorption war so
geleitet, daf sich das Verhalten des Enzyms im Sinne der Unter-
suchungen von H. Kraut und E. Wenzel®) mehr und mehr dem
Adsorptionsverhalten eines reines Stoffes niherte, das bei der
Krreichung eines Saccharase-Wertes von etwa 5 beobachtet
wurde; aber die Analyse der Préparate in diesem Zustand fiihrte
zu der Feststellung, da8 das Enzym, obwohl es sich bei der Adsorp-
tion wie ein einheitlicher Stoff verhielt, mit einem wahrscheinlich
grofien tryptophanhaltigen Peptidkomplex vergesellschaftet vorlag,
welcher das ¥nzym vor Inaktivierung zu schiitzen scheint und fiir
dessen Abtrennung die befolgten priparativen Richtlinien zu ver-
sagen scheinen.

Der nach den #lteren Verfahren der fraktionierten Adsorption
und Fillung des Invertins aus den Ausziigen der verdiinnten Auto-

1
2

. 112, 282 (1921).

. 128, 181 (1922).

. 188, 193.(1923/24).

. 142, 257 (1924/25).

. 138, 1 (1923/24); 142, 71 (1924/25).
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lyse gewohnlicher Hefe erreichbare Reinheitsgrad ist auch in den
neueren Untersuchungen mit erheblich verbessertem Ausgangs-
material nicht mehr wesentlich gesteigert worden. Die Erwartung,
dafl nach einer namhaften Steigerung des Invertingehaltes im Pilz-
material und nach der Vervollkommnung des Freilegungsverfahrens
die Anwendung der Adsorptionsmethode zu Invertinpriparaten von
viel hioherer enzymatischer Konzentration fiihren wiirde, hat sich
nicht bestitigt. Zwar ist es R. Willstdatter, K. Schneider und
E. Wenzel?) gelungen, durch die fraktionierte Autolyse von Hefe,
deren Kmzymgehalt sehr hoch, beispielsweise auf das 15 fache
des gewohnlichen gesteigert worden war, zu Ausziigen zu gelangen,
deren Reinheitsgrad Saccharase-Werten von 0,5 bis 1,0 entsprach
und die durch einfache Dialyse auf eine enzymatische Konzentration
vom Saccharase-Wert 2,5 gebracht werden konnten; allein die Ad-
sorption dieser Hefeausziige mit Tonerde und mit Kaolin hat in
der Steigerung des Reinheitsgrades wiederum zu der Grenze gefiihrt,
deren Uberschreitung vordem nicht gelungen war. ,Das Enzym
vom Saccharase-Wert etwa 5 ist mit seinen Koadsorbenzien zu so
festen Aggregaten vereinigt, daB es bei der Adsorption an Tonerde
das Verhalten eines einheitlichen Stoffes aufweist.* Der Fortschritt,
der die neuen Verfahren gegeniiber dlteren kennzeichnet, beruht
auf der Moglichkeit, in kurzer Arbeit von der Hefe zu Knzym-
priparaten von hohem Reinheltsgrad zu gelangen. Wihrend die
neuen Hefeausziige von hoher enzymatischer Konzentration sich fiir
die Anwendung der Kaolinadsorption nicht eignen, gelingt es, bei-
spielsweise durch einmalige Adsorption des Knzyms an Tonerde
und nachfolgende Dialyse und Elektrodialyse, Priaparate vom Sac-
charase-Wert etwa 7,3 zu gewinnen. Auch laBt sich das Mengen-
verhiltnis der Saccharase zu anderen Enzymen der Autolysate nach
R. Willstétter und E. Bamann?) noch giinstiger gestalten durch
die Abtrennung des malzzuckerspaltenden Enzyms bei der aus-
wihlenden Adsorption mit Tonerde von bestimmter Darstellung,
oder aber bei der auswihlenden Elution von Tonerdeadsorbaten
beider Enzyme; bei der Einwirkung von sauren Phosphatlgsungen
wird namlich aus dem gemeinsamen Adsorbat nur die Saccharase
abgelist.

Weitere methodische Fortschritte sind erreicht worden durch
eine fraktionierte Ausfillung der mit Tonerde vorgereinigten Invertin-

1) H. 151, 1 (1925/26).

2) H. 151, 273 (1925/26).
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1osungen mittels Tannins bei tiefer Temperatur, die bis zu Pripa-
raten vom Saccharase-Wert 9,4 gefiihrt hat; sie werden in der
praparativen und in der allgemeinen Bedeutung iibertroffen durch
die Anwendung eines Verfahrens der fraktionierten Adsorption an
ein Adsorbens, das erst in der Knzymldosung selbst erzeugt wird;
so ist es durch anteilweise Bildung eines adsorptiv wirkenden
Niederschlags von Bleiphosphat gelungen, den Saccharase-Wert in
der Elution der letzten ¥raktion auf etwa 10 zu steigern, und
weiterhin hat sich die bedeutsame Beobachtung ergeben, daf diese
Methode in sicherer Weise das Enzym von seinen Inaktivierungs-
produkten zu trennen erlaubt, sie fithrt ndmlich bei der Anwendung
auf teilweise zerstorte Enzymlosungen wieder zu Reinheitsgraden
vom urspriinglichen Werte.

Die Analyse der gewonnenen gereinigten Enzympriparate von
verschiedenem Reinheitsgrad hat in den Untersuchungen R. Will-
stiatters auch die Erkenntnis bestitigt, dall die Saccharase wie
andere Enzyme weder zu den Kohlehydraten noch zu den Liweil-
korpern zahlt; doch ist es noch nicht moglich gewesen, die Natur
des Enzvms auf bestimmte, chemisch definierte Bausteine zuriick-
zufiihren. Die ilteren Aussagen von A. Fodor?!) oder von H.v.
Euler und O. Svanberg?), nach welchen das Invertin mit Hefe-
gummi oder mit einem phosphorhaltigen Bestandteil der Hefe zu
identifizieren war, sind mit der volligen Abtrennung dieser Stotfe
vom Enzym gegenstandslos geworden. H.v. Euler und K. Joseph-
son?) haben indessen in spidteren Untersuchungen die Annahme
ausgesprochen, daf die Saccharase als eine proteinshnliche Substanz
aufzufassen sei und daf ihre Aktivitit mit der als ,Proteinteil“
bezeichneten Komponente des Enzyms aufs engste zusammenhinge ;
diese selbst ndmlich soll danach den schlieBlichen Zerfall des Sub-
strats bewirken. Diese SchluBfolgerungen sind aus dem Verhalten
der Saccharase gegeniiber Trypsin, von dem es zwar schwer, aber
nur unter Verlust seiner Aktivitit angegriffen wird, und aus einer
beobachteten Proportionalitit zwischen der enzymatischen Konzen-
tration und dem Stickstoff- und Schwefelgehalt der Priparate ab-
geleitet, und sie sind erweitert worden durch neuere Angaben iiber
eine ganz spezifische Bauart des Enzymeiweifles, gekennzeichnet

1) Das Fermentproblem. Dresden und Leipzig 1922.

2) H. 112, 282 (1921).

3) B. 56, 446, 1097 (1923); 57, 299, 859 (1924): H. 138, 11, 38
(1924); 145, 130 (1925).
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durch einen hohen Gehalt an Tryptophan, der mit der enzymatischen
Konzentration zu steigen scheine.

Diese speziellen Anschauungen sind durch die Untersuchungen
R. Willstatters nicht bestitigt worden. Einmal hat es sich er-
geben?), daf eine Proportionalitit zwischen Stickstoffgehalt und
enzymatischem Reinheitsgrad nicht zu beobachten ist und daf die
empfindlichen Eiweilreaktionen, die bei einigen der reineren Enzym-
praparate mehr oder weniger deutlich auftreten, bei anderen ver-
sagen. Weiterhin ist es gelungen?), die unter gewissen Bedingungen
vorgereinigte Saccharase durch fraktionierte Adsorption mittels
Kaolin ganz von ihrem urspriinglichen Gehalt an Tryptophan zu
befreien, wenn auch unter gewisser KinbuBe an enzymatischer Ak-
tivitdt ; das Enzym scheint namlich durch beigemengtes tryptophan-
haltiges Peptid stabilisiert zu werden. Den Nachweis, dal der
Gehalt an EiweiBspaltprodukten, nimlich an irgend einem bestimmten
Peptid, fiir die Zusammensetzung der Saccharase als unwesentlich
zu betrachten ist, haben R. Willstitter, K. Schneider und
E. Wenzel3) iiberzeugend bestitigt mit der Feststellung, daB es auch
durch die fraktionierte Adsorption mit Bleiphosphat gelungen war,
das Enzym vollkommen frei von Tryptophan- wie von Tyrosin-
peptid zu erhalten. Auch scheint der Gehalt an Tryptophan allein
nicht einmal fiir die Bestdndigkeit der Saccharase von Bedeutung
zu sein.

‘Wihrend H. v. Euler und K. Josephson*) von der Annahme
ausgehen, daB der kolloide Triger der Saccharase genau zu unter-
scheiden sei von anderen aus dem Ausgangsmaterial stammenden
Begleitstoffen, kinnen zufolge Willstitter, Schneider und
Wenzel die kolloiden Begleitstoffe des Knzyms, wie Hefegummi,
Nucleinsiuren oder Peptide, von anderen Inhaltsstoffen des Aus-
gangsmaterials in ihrer Wirkung auf das Enzym nicht unterschieden
werden. Die Erfahrung, da8 es gelingt, durch wechselnde Reinigungs-
vornahmen das Enzym von jedem einzelnen dieser Stoffe vollstindig
zu befreien, erweist, dafl sie fiir die Zusammensetzung des Enzyms
selbst ohne Bedeutung sind, wenngleich sie, jeder fiir sich, fiir die
Erhaltung der enzymatischen Aktivitit im gegebenen Falle von
Einfluf sein kénnen. Es ist zwar noch nicht erreicht, das eigent-

1) R. Willstdtter und K. Schneider, H. 188, 193 (1923/24).
%) Dieselben, H. 142, 257 (1924/25).

3) H. 151, 1 (1925/26).

4) H. 145, 130 (1925).
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liche Saccharasemolekiil, seine spezifische aktive Gruppe, unter
Erhaltung der Wirksamkeit von allen schiitzenden Kolloiden ins-
gesamt zu trennen; aber die experimentellen Beobachtungen, die
iiber das Verhalten des linzyms bei der Abtrennung der verschie-
denen einzelnen Schutzstoffe gewonnen worden sind, fiihren zu dem
Schlusse, daB die Natur der kolloiden Tréger verinderlich ist und
daf das Enzvm seine Aggregate zu wechseln vermag.

b) u-Glucosidasen: Maltase.

Das wichtigste o-glucosidische Bindungen losende Enzym ist
die Maltase, die zuerst von E. Bourquelot?)in der Hefe beschrieben
wurde und die in tierischen und in pflanzlichen Organismen
weit verbreitet ist; sie findet sich vor allem gewthnlich zusammen

_mit dem stdrkespaltenden Enzym, der Amylase, durch deren Wir-
kung ja der Malzzucker gebildet wird und mit der zusammen sie
den Abbau der Kohlehydrate zum Traubenzucker vollzieht. W#hrend
das Enzym der tierischen Organe und Sekrete nur wenig untersucht
und seine Beschreibung z. B. in den Samen hoherer Pflanzen durch
eine die Losung des Enzyms verhindernde geschiitzte Lagerung und
durch seine geringe Bestindigkeit beeintrichtigt wurde, sind der
Untersuchung der Maltase in der Hefe, in der sie reichlich vor-
kommt, zahlreiche Arbeiten gewidmet.

Das py-Optimum der Maltasewirkung der Hefe, das von
. Rona und I. Michaelis?) sowie von R. Willstdtter und
W. Steibelt?®) zwischen py = 6,0 und 6,8, etwas verschieden je
nach dem angewandten Substrat, angegeben wurde, haben R. Will-
stiatter und K. Bamann*) unter Anwendung geniigender Putferung
zu 6,73 bis 7,25 bestimmt, also bei sehr schwach saurer bis ganz
schwach alkalischer Reaktion. Die Kinetik der Maltosespaltung,
die nach” den Untersuchungen von R. Willstdtter, T. Oppen-
heimer und W. Steibelt®) von Hefe zu Hefe und von Substrat
zu Substrat verschieden gefunden wird, folgt nur selten der Reak-
tionsgleichung erster Ordnung, gewdhnlich verlauft die Reaktion
in Ubereinstimmung mit i#lteren Literaturangaben langsamer als
monomolekular; diese FErscheinung ist von R. Willstitter,

1) J1. de I'Anat. et Physiol. 22, 162 (1886).
%) Bio. Z. 57, 70; 58, 148 (1913).

3) H. 115, 199 (1921).

£ H. 151, 242 (1925/26).

5) H. 110, 232 (1920); 115, 199 (1921).
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R. Kuhn und H. Sobotka?) auf wechselnde Affinititen des Enzyms
zuriickgefiihrt worden, deren Ursache noch nicht erkannt ist. Zu
ihrer Erkenntnis hat die Untersuchung von Willstitter und Ba--
mann wichtige neue Beitrige erbracht. Es hat sich gezeigt, daB
der Reaktionsverlauf der Malzzuckerspaltung in hohem MaBe vom
Reinheitsgrad des Enzyms abhiéngig ist. Die in der Hefe und in
ihren rohen Ausziigen beobachtete Kinetik gilt nicht mehr fiir die
Adsorbate des Enzyms an Tonerde und fiir die daraus gewonnenen
Elutionen; auch wenn nur ein Teil des Enzyms durch Eintragen
von Tonerde in seine Losung adsorbiert war, so folgt die gesamte
Maltase in der Losung wie in der aus dem Adsorbat bereiteten
Elution einem anderen Zeitgesetz, ihre Wirkung wird ndmlich lang-
samer; diese Erscheinung beruht zufolge Willstidtter und Ba-
mann nicht auf einer Zerstorung des reiner gewordenen Enzyms
im Verlauf seiner Reaktion, denn man findet auch in der reineren
Form fiir den gleichen Spaltungsgrad das Produkt aus Enzymmenge
und Reaktionsdauer konstant; sie wird vielmehr auf die Abtrennung
eines Stoffes zuriickgefiihrt, dessen Gegenwart der Hemmung durch
das Spaltprodukt Glucose entgegenzuwirken vermag. Diese Ande-
rungen der Reaktionskinetik im einen oder im anderen Sinne
werden auch bei der Filtration gealterter Autolysate oder beim
Stehen der filtrierten Losungen beobachtet, in denen der reaktions-
fordernde Stoff neu gebildet zu werden scheint. Die beobachteten
Anderungen der enzymatischen Aktivitit bieten dem exakten Ver-
gleich der Maltasemengen in verschiedenem Reinheitsgrad groBere
Schwierigkeiten.

So ist als Mal der Enzymmenge die ,scheinbare Maltase-
Einheit (M.-[e.])“ aufgestellt worden, ndmlich diejenige Enzymmenge,
welche 2,5 g Maltosehydrat in 50 cem Losung bei pg — 6,8 und
30° in einer Minute zur Hilfte spaltet; dieser Ausdruck bedarf in-
dessen der Ergénzung durch die Angabe der jeweils beobachteten
Kinetik.

Als MaB fiir den Reinheitsgrad dient der Maltase-Wert
(M.-[w.]), d. 1. die Anzahl der M.-[e.] in 1 kg des Priparates.

Nach Willstatter, Kuhn und Sobotka besteht kein Grund
fiir die Annahme verschiedener absolut spezifischer Enzyme fiir die
Hydrolyse der Maltose und fiir die anderer a-Glucoside, sie scheinen
also durch dasselbe Enzym gespalten zu werden. Die unter Be-

1) H. 134, 224 (1923/24).
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riicksichtigung der jeweiligen Dissoziationskonstante der Maltase-
Glucosidverbindung, also bei gleicher Konzentration der Reaktions-
zwischenprodukte ermittelten Enzym-Wert-Quotienten stimmen
niamlich fiir den Vergleich der Hydrolyse von Maltase, o-Methyl-
und e-Phenylglucosid durch verschiedene Heferassen ziemlich nahe
iiberein, wie aus der nachfolgenden Tabelle 32 hervorgeht.

Tabelle 32.

Enzym-Wert-Quotienten verschiedener Heferassen.

\ Quotient
fer ! o
Heferasse ll - \Iethylglucumd - Pheuylglucosnd
‘ : Maltose i : Maltose
] . T o B
Lowenbrauhefe . . . . . . . i 0,21
. I
Hofbrauhefe . . . . . . . . . I 0,18
Kopenhagener Hefe ., . . . . | 0,23

Die Bestimmung des malzzuckerspaltenden Enzyms in der
lebenden Hefe selbst, die der #lteren Forschung grofe Schwierig-
keiten bot?!), ist durch R. Willstédtter und W. Steibelt?) und
durch R. Willstitter und E. Bamann?®) vervollkommnet und
quantitativ sichergestellt worden. KEs scheint danach, da8 die Mal-
tase im Gegensatz zu dem rohrzuckerspaltenden Enzym fiir den in
die Zellen eintretenden Zucker erst nach den starken Verinderungen,
die bei der Abtotung eintreten, geniigend zuginglich wird. Es ist
tiir die exakte Analyse des Enzyms in der Hefe nur erforderlich,
die Abtotung des Pilzes auf einen kurzen Zeitraum zusammen-
zudringen und durch geniigende Pufferung fiir eine Neutralisation
und Ausschaltung der bei der Autolyse auftretenden Séure zu sorgen.
Die Ubereinstimmung der Enzymmengen, die nach mehreren Be-
stimmungsweisen, entweder durch rasche Abtotung des Pilzes mit
Zellgiften wie Essigester, Toluol, Chloroform oder durch osmotische
Zerstorung, z. B. durch Einwirkung von Diammonphosphat oder
Natriumchlorid, erhalten wurde, wird erginzt durch die Beobach-
tung, daB es gelingt, genau soviel Maltase bei der Autolyse in
Losung iiberzufithren, wie die Analyse der Hefe selbst ergibt.

1) Siehe dazu G. H. Morris, Proc. Chem. Soc. 1895, 8. 46;
E. Fischer, B. 27, 2985, 3479 (1894); 28, 1429 (1895).

2) H. 111, 157 (1920).

3) H. 151, 242, und zwar S. 253 (1925/26).
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Die Isolierung der Maltase aus der Hefe durch Auslaugen mit
Wasser war nach den idlteren Angaben von C. J. Lintner?),
E. Fischer?®) und von A. Croft’ Hill®) nur nach vorangehender
Trocknung des Pilzes, nicht durch die gewdhnlichen Verfahren der
Autolyse frischen Hefematerials, moglich; der beobachtete Unter-
schied im Verhalten der Saccharase und der Maltase wurde auf
eine Schwerloslichkeit der Maltase oder auf eine Stérung ihrer
Diffusion durch die Zellmembran zuriickgefithrt. R. Willstatter,
T. Oppenheimer und W. Steibelt*) haben dann gezeigt, daf die
bei der Abtstung des lebenden Pilzes mit Zellgiften auftretende
Siure die empfindlichere Maltase zerstort, und daf es gelingt, stark
maltasehaltige Autolysate zu gewinnen, wenn man die jeweils ge-
bildete Szure neutralisiert. Die Freilegung des Enzyms aus der
Hefezelle ist sodann von Willstdtter und Bamann verbessert
und spezifischer geleitet worden, und zwar durch das Verfahren
der fraktionierten Autolyse der Hefe, das zwischen der Verfliissigung
der Zellen und den nach der Abtétung einsetzenden enzymatischen
Vorgingen der Freilegung unterscheidet. Es hat sich gezeigt, daB
die rasche Abtotung der Hefe in unverdiinntem Zustand wie fiir
Invertin so auch fiir die Gewinnung der Maltase vorteilhafter ist;
man nimmt sie zweckm#Big mit Essigester oder auch mit ge-
pulvertem Diammonphosphat vor; dann erst beginnt der Prozef der
Ablésung des Enzyms vom Zellinhalt, der unter Verdiinnung, bei
Anwendung von Kssigester und unter Neutralisation durchgefiihrt
wird ; in den gewonnenen Autolysaten findet sich nach einer halb- bis
eintigigen Dauer die gesamte Maltase der Hefe zusammen mit nur
einem Bruchteil der urspriinglichen Hefemasse. Noch reinere Mal-
taselgsungen erhédlt man nach der Abtrennung des zuerst austreten-
den Vertliissigungssaftes. Der Vergleich der Auflosungsgeschwindig-
keit von Maltase und von Saccharase hat dabei zu der iiberraschenden
Feststellung gefiihrt, daf die Maltase nicht etwa schwerer, sondern
rascher als die Saccharase aus der Zelle in Losung iibergefiihrt wird.

Die Maltase ist im Gegensatz zu der Saccharase auch in den
rohen Hefeausziigen viel unbestindiger; Willstéatter und Bamann
empfehlen daher, die Losungen des Enzyms stindig bei 0° zu halten

1) Zs. f. ges. Brauw. 1892, 8. 106; C. S.Lintner und E. Kréber,
B. 28, 1050 (1895).

%) B. 27, 3479 (1894); 28, 1429 (1895); H. 26, 60 (1898).

3) Soc. 78, 634 (1898); 83, 578 (1903).

4) H. 110, 232 (1920).
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und zu verarbeiten. Es hingt mit dieser Zersetzlichkeit des Enzyms
zusammen, daf systematische Versuche zu seiner priparativen Reini-
gung noch nicht unternommen worden sind. Es sei hier nur
angefiihrt, daB nach Willstiatter und Bamann Maltase und Sac-
charase in ihrem Adsorptionsverhalten gegeniiber Tonerde so be-
trichtliche Unterschiede aufweisen, daB ihre Trennung mit diesem
Mittel gelingt. Die Trennung der beiden Enzyme durch Adsorption,
fiir welche sich die Anwendung eines Tonerdegels der Formel
Al0.0OH am geeignetsten erwiesen hat, scheint nicht auf einem
Unterschied in den sauren oder basischen Eigenschaften der enzy-
matischen Individuen zu beruhen; das angewandte Adsorbens,
dessen auswihlende Wirkung am gréften ist, hat nidmlich von den
untersuchten Tonerdesorten am wenigsten ausgeprigt sauren oder
basischen Charakter; und doch erreicht man in einer Adsorptions-
vornahme die Aufnahme der gesamten Maltacemenge, die sich in
enzymatisch einheitlichem Zustand in den alkalischen Elutionen
der Adsorbate findet. Hingegen wird man die Beobachtung von
Willstdtter und Bamann iber die auswihlende Elution der
Saccharase aus gemeinsamen Tonerdeadsorbaten der beiden Enzyme,
die bei Einwirkung von priméirem Phosphat erfolgt und bei welcher
die Maltase allein zuriickgelassen wird, in elektrochemischem Sinne
zu verstehen haben.

¢) B-Glucosidasen: Emulsin.

Die klassische Reaktion der Spaltung des natiirlichen Glucosids
Amygdalin in den Dbitteren Mandeln in 2 Mol. - Glucose,
Benzaldehyd und Blausiure ist auf das Zusammenwirken dreier
Enzyme zuriickzufiihren, die man bisher unter dem Namen Emulsin
zusammengefaBt hat; die erste Stufe der Reaktion besteht in der
Abspaltung von 1 Mol. Glucose aus dem Amygdalindisaccharid
dufch die sogenannte Amygdalase, die man vielfach mit Gentiobiase
identifiziert hat, einer Glucosidase, die sich in Hefen findet und die
die Zerlegung beispielsweise der Gentiobiose, der 1,6-f-Glucosido-
B-glucose bewirkt. In der zweiten Phase der Reaktion erfolgt die
Losung der glucosidischen Bindung zwischen dem Benzaldehyd-
cyanhydrin und dem zweiten Mol. B-Glucose, sie ist auf ein be-
sonderes p-glucosidisches Enzym, die Prunase') oder (-Phenyl-

1) H. E. Armstrong, E. F. Armstrong und E. Horton, Proc. Roy.
Soc. B. 85, 359 (1912).
Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme. 12



178 1V. Carbohydrasen.

glucosidase, zuriickgefithrt worden. Fiir die dritte Reaktionsstufe
endlich, die Spaltung des Benzaldehydcyanhydrins in seine Kom-
ponenten, wird die Existenz einer Oxynitrilase angenommen, deren
Eigenschaften noch wenig sichergestellt erscheinen und deren be-
sondere synthetische Wirkungen bereits im allgemeinen Teil be-
handelt worden sind.

Die erste Phase der Reaktion, die Spaltung des Amygdalins
in Prunasin und f-Glucose, und nur diese wird nach den wichtigen
Beobachtungen E. Fischers?) auch durch eine in der Hefe ent-
haltene f-Glucosidase bewirkt, wihrend die das Prunasin zerlegende
B-Glucosidase dem Pilz zu fehlen scheint; diese Feststellung hat
zusammen mit der #lteren Annahme, daB die Hefe nur ¢-Gluco-
sidase ausbilde, lange die Auffassung gestiitzt, wonach dem zweiten
Glucosemolekiil im Amygdalin e-glucosidische Bindung zuzusprechen
sei; mit der Synthese des Amygdalins aus Gentiobiose?), der
B-Glucosido-B-glucose, und mit der Erkenntnis seiner 8-glucosidischen
Struktur haben diese Beobachtungen indessen eine verinderte
Grundlage erhalten. Es ist jedoch noch nicht sicher zu beurteilen,
ob an der Zerlegung des Amygdalins in den bitteren Mandeln zwei
spezifische (-glucosidische Enzyme beteiligt sind oder ob nicht,
wie man anzunehmen haben wird, die Abspaltung der beiden Mole-
kiile B-Glucose durch ein und dasselbe Enzym erfolgt, dessen Spe-
zifitat gegeniiber der des Hefeenzyms erweitert wire; auch ist noch
nicht erkannt, ob das Enzym der Hefe, das man Amygdalase genannt
hat, mit einem ebenfalls in Hefe aufgefundenen, Gentiobiose spalten-
den Enzym zu identifizieren ist, da ihr Vorkommen sich nicht
immer zu decken scheint.

Fiir die f-Glucosidase des Emulsins haben zuerst R. Will-
statter und G. Oppenheimer?) durch quantitative Messungen
den Befund erhoben, daf sie auler Amygdalin auch andere §-Glu-
coside wie Helicin, Salicin und B-Phenylglucosid zu spalten ver-
mag; zu ihren spezifischen Substraten gehoren nach der Unter-
suchung von R. Willstidtter, R. Kuhn und H. Sobotka?) auch
aliphatische 3-Glucoside wie das f-Methylglucosid. Diese Feststellung

1) B. 28, 1508 (1895).

2) R. Campbell und W. N. Haworth, Soc. 125, 1337 (1924);
R. Kuhn und H. Sobotka, B. 37, 1767 (1924); G. Zemplén und
A. Kunz, B. 57, 1357 (1924). ’

3) H. 121, 183 (1922).

4) H. 128, 33 (1923).
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ergab sich aus der Ubervinstimmung der unter Beriicksich-
tigung der wechselnden Affinitéiten, némlich bei gleicher Konzen-
tration der Enzym-Substratverbindung, ermittelten Glucosidase-
‘Wert-Quotienten.

Der zeitliche Verlauf der Hydrolyse einfacher B-Glucoside,
wie des Arbutins, des f-Methyl- und des f-Phenylglucosids, nicht
dagegen der des Helicins, folgt nach den Angaben von C. S. Hud-
son und H. S. Paine?!) und von Willstédtter und Oppenheimer
der Gleichung erster Ordnung?). Dagegen gilt zufolge den Beob-
achtungen von R. Willstdtter und W. Czanyi®) fiir den ver-
wickelteren Vorgang der Amygdalinspaltung, bei welcher nach
S. J. M. Auld*) sowie nach Armstrong und Horton die Glucose-
bildung der Freilegung von Benzaldehyd und Blausdure vorauseilt,
die monomolekulare Reaktionsgleichung nicht mehr, man beobachtet
ein stetiges Absinken der Reaktionskonstanten, wihrend der Teil-
vorgang der Zerlegung in (lucose und Prunasin, der durch Hefe-
enzym katalysiert wird, nach R. Willstatter und W. Steibelt®)
monomolekular verlduft. Es kommt fiir die Verwicklung des Re-
aktionsverlaufs bei der Amygdalinspaltung hinzu, daB, wie Will-
stitter und Czanyi fanden, das pg-Optimum der Amygdalin- und
der Prunasinspaltung nicht unerheblich differieren, sie entsprechen
ndamlich einer Wasserstoffzahl von 6,0 bzw. 4,4; bei ldngerer Ver-
suchsdauer verschiebt sich danach das Optimum fiir den gesamten
Spaltungsvorgang im Sinne saurerer Reaktion.

Als Ma$ fiir die Konzentration der Enzympriparate verwandten
Willstitter und Czanyi zur Kontrolle der priparativen Reini-
gung des Emulsins die Zeitwerte der 50proz. Spaltung der Gluco-
side, z. B. die Anzahl Minuten, welche 1mg des Préparates be-
notigt, um 50 Proz. der theoretischen Monosemenge aus O,1g
Amygdalin unter bestimmten Bedingungen freizulegen; man be-
stimmte den abgespaltenen Zucker nach Abtrennung der Blausiure
reduktometrisch. Als Maf der Enzymmenge diente, wie bei Sac-
charase, ein ,Menge-Zeit-Quotient“; diese Ausdriicke sind von
Willstatter, Kuhn und Sobotka durch die anschaulicheren

1) Am. Soc. 31, 1242 (1909).
2) Siehe dazu die etwas abweichenden Angaben von K. Josephson,
H. 147, 1, und zwar S.33 (1925).
3) H. 117, 172 (1921).
4) Soc. 93, 1251, 1276 (1908).
%) H. 134, 224 (1923/24).
12%*
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Mafe des f§-Glucosidase-Wertes und der f-(Glucosidase - Einheit
ersetzt worden.

Die Versuche der #lteren Literatur zur priparativen Isolierung
des Enzyms aus den bitteren Mandeln haben keine Abtrennung der
begleitenden Enzyme angestrebt?). K.Ohta?) sowie B. Helferich?)
erhielten aus den Mandeln bzw. aus ihren durch Alkohol und Dialyse
vorgereinigten Ausziigen durch Verdauung mit Trypsin eiweifl-
freie Priparate. R. Willstdtter und W. Czanyi*) verbesserten
die Ausbeuten in den wisserigen Ausziigen des entdlten Mandel-
pulvers durch Einwirkung verdiinnten Alkalis, das die adsorptive
Bindung des Enzyms an unlosliche Substanz zu lésen vermag; die
Reinigung der Extrakte durch Essigsiure und die wiederholte
Fallung des Enzyms mit Alkohol fithrte zu einer etwa 40fachen
Steigerung der enzymatischen Konzentration entsprechend dem Zeit-
wert 10 in den reinsten Préparaten; diese enthielten indessen noch
geringe Mengen Proteinsubstanz.

Noch reinere Enzympriparate (§-GL-W. — 81) erhielt in
jingster Zeit K. Josephson®) durch Adsorption an Kaolin und
Dialyse der ammoniakalischen Elutionen.

Aut die Besprechung anderer f-Glucosidasen, wie der Cello-
biase, die in vielen Schimmelpilzen und in Samen, oder der Gentio-
biase, die auch in der Hefe beschrieben worden ist, muB hier ver-
zichtet werden, zumal die besondere Existenz und die Spezifitiit
dieser Enzyme noch ganz unzureichend geklirt erscheint.

d) Galaktosidasen: Lactase, Melibiase.

Die Spezifitit der Galaktoside spaltenden Enzyme ist noch
nicht geniigend untersucht. Man wird nach unseren heutigen Kennt-
nizsen wenigstens zwei Enzymgruppen zu unterscheiden haben, fiir
deren eine die Lactase, Milchzucker spaltendes Enzym, fiir deren
andere die Melibiase als charakteristischer Vertreter anzusehen ist,
da ihre Substrate, Lactose als 5-Galaktosidoglucose, Melibiose als
6-Gialaktosidoglucose, strukturverschieden sind.

Lactose spaltendes Enzym findet sich vor allem in den Milch-
zuckerhefen und Kefirkornern, aber auch in Schimmelpilzen wie

1) Siehe dagegen K. Josephson, B. 58, 2726 (1925).
2) Bio. Z. 58, 329 (1914).

8) H. 117, 159 (1921); 128, 99 (1923).

4) a. a. 0.

5) B. 59, 821 (1926).
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Aspergillus oryzae, seine Wirkung ist ferner auch in bitteren
Mandeln beobachtet worden. Das Enzym der Milchzuckerhefen
scheint eine f-(ialaktosidase zu sein, da es nach den Angaben von
E. Fischer und H. E. Armstrong?) auch einfaches g-Methyl-
galaktosid hydrolysiert; die Annahme von H. E. Armstrong, E. F.
Armstrong und E. Horton?), wonach man von diesem das Enzym
der bitteren Mandeln zu unterscheiden habe, da nimlich die Wirkung
des ersteren nur durch Galaktose, die des letzteren nur durch Glu-
cose gehemmt werde, bedarf noch der niheren Bestitigung, wenn-
gleich sich fiir die beiden Enzyme nach R. Willstatter und
W. Czanyi?) auch erhebliche Differenzen im py-Optimum ergeben.

Von der Lactase ist die Melibiase vor allem durch ihr Vor-
kommen unterschieden, sie findet sich ndmlich im (iegensatz zu
dieser aufler in den Mandeln auch in untergiriger Hefe, wihrend
in der obergirigen Hefe beide Enzyme fehlen. KEs ist noch nicht
sicher entschieden, aber wahrscheinlich, daf die Aufspaltung des
Trisaccharids Raffinose in Rohrzucker und (alaktose, die C. Neu-
berg*) mit Mandelpriparaten beobachtet hat, der Melibiase zuzu-
schreiben ist; ebensowenig 148t sich die Identitit des Mandelenzyms
mit dem der untergirigen Hefen sicher beurteilen.

Den zeitlichen Verlauf der Hydrolyse sowohl von Lactose wie
von Raffinose durch Mandelpriparate fanden Willstitter und
Czanyi monomolekular, auch beobachteten sie Proportionalitit von
Enzymmenge und Reaktionsgeschwindigkeit; die abweichenden Kr-
gebnisse, iiber welche R. Willstéatter und G. Oppenheimer?)
bei der Spaltung von Milchzucker durch Kefirlactase berichten,
sind nach R. Kuhn®) auf Enzymzerstorung zuriickzufiihren.

Eine priparative Isolierung von (Galaktosidasen ist noch mnicht
durchgefithrt worden. Nach R. Willstatter und R. Kuhn")
scheint die Melibiase der Hefe in ihrem chemischen Verhalten dem
rohrzuckerspaltenden Enzym nahezustehen, da sie dieses auch in
weitgehend gereinigte Priaparate begleitet.

1) B. 35, 3158 (1902).

2) Proc. Roy. Soc. B. 80, 321 (1908).

3) H. 117, 182 (1921).

4) Bio. Z. 8, 519 (1907)..

5) H. 118, 168 (1921/22).

6) In C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen. 5. Aufl.,
Leipzig 1925, S. 296.

7) H. 115, 180 (1921).
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2. Polyasen.

Die wichtigsten und verbreitetsten Enzyme, die den Umsatz
hoherer Kohlehydrate in tierischen und in pflanzlichen Organismen
vollziehen, sind die Amylasen oder Diastasen; ihre Wirkung bezieht
sich auf die Synthese und auf den Abbau von Stirke und von Gly-
kogen, der iiber die Zwischenstufen der Dextrine zu Maltose als
Endprodukt fiihrt. Im tierischen Organismus finden sie sich vor
allem in den verdauenden Sekreten, so im Speichel und im Pankreas-
saft, und in den Kohlehydrat speichernden Organen wie der Leber;
auch in der Pflanzenwelt hat man sie hauptsiichlich in denjenigen
Teilen aufgefunden, in welchen die Stapelung und die Mobilisierung
der Reservestirke erfolgt, so in den Samen, in welchen die Wirkung
des Enzyms bei der Keimung hervortritt.

Die verschiedenen Bestimmungsweisen, die die Literatur zum
Nachweis und zur quantitativen Erfassung des diastatischen Abbaues
von Stirke oder Glykogen empfiehlt, lassen sich zwei besonderen
Gesichtspunkten unterordnen, je nachdem sie die Verinderung be-
stimmter FEigenschaften des Substrats und die Abnahme seiner
Menge oder die Messung der entstandenen Reaktionsprodukte durch
ihre reduzierende Wirkung zur GGrundlage haben. Zu ersteren ge-
horen die Verfahren von A. Pollak?!) und von J. Wolff und
A. Fernbach?), welche die fortschreitende Dispersititsinderung
der Stirkelosungen, ihre Verfliissigung, verfolgen, sowie die viel
angewandte Methode von J. Wohlgemuth3), die auf der beim
Starkeabbau eintretenden Anderung der Farbreaktion mit Jod be-
ruht, und endlich die elegante neuere Bestimmungsweise von
P. Rona und C. van Eweyk?), welche die Abnahme des Triibungs-
grades von Glykogenlosungen unter der Wirkung des Enzyms
nephelometrisch ermittelt.

Zuverlassiger diirften die Verfahren sein, welche die Reduk-
tionswirkung der abgebauten Stirke bestimmen, beispielsweise
gegeniiber Fehlingscher Losung nach G. Bertrand?®) oder
gegeniiber Hypojodit nach dem Verfahren von R. Willstitter

1) Wochenschr. f. Brauerei 20, 595 (1903).

2) C. r. 140, 1403 (1905).

3) Bio. Z. 9, 1 (1910).

4) Bio. Z. 149, 174 (1924).

5) G. Bertrand und P. Thomas, Guide pour les manipulations de
chimie biologique, Paris 1910, S. 67 ff.
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und (. Schudel?), deren Ergebnisse K. Josephson?) iiberein-
stimmend fand. Fiir die Anwendbarkeit dieser Methoden zur Messung
der Amylasewirkung, die in Untersuchungen von H. C. Sherman,
E. C. Kendall und E. D. Clark?®), bzw. von R. Willstéatter,
E. Waldschmidt-Leitz und A. R. F. Hesse*) genauver aus-
gearbeitet worden ist, besteht nur die Voraussetzung, daf die
gepriiften Enzymlosungen keine Maltase enthalten, deren Wirkung
sich zu der amylatischen hinzugesellen wiirde. Die vergleichende
Anwendung der verschiedenen Bestimmungsmethoden zur Messung
des Stirkeabbaues, welche jeweils zu verschiedenen Ergebnissen
fithren, hat, wie spiter néber ersrtert werden wird, wichtige Riick-
schliisse auf die Natur dieses Vorganges erlaubt.

Die Abhingigkeit der Wirkung tierischer Amylase von der
Gegenwart von Neutralsalzen ist zuerst durch die Beobachtungen
von 0. Nasse®) an Speichelamylase erkannt, und sie ist seitdem
viel untersucht worden. In der Aktivierbarkeit durch Elektrolyte
unterscheiden sich nach H. Bierry®) tierische und pflanzliche Amy-
lasen; wihrend H. Bierry und J. Giaja’) beobachteten, daf der
Pankreassaft und die Pankreasausziige ihre diastatische Wirkung bei
der Dialyse einbiilen und auf Salzzusatz wiedergewinnen, behilt
Malzamylase ihre Wirksamkeit bei und wird durch Salze nicht
aktiviert. Dagegen geht aus einer Untersuchung von H. Haehn und
H. Schweigart®) hervor, daf die Liosungen der Kartoffelamylase
sich denen des tierischen Enzyms #hnlich verhalten; es gelang, das
Enzym in diesen durch Dialyse und Ultrafiltration in inaktive, ak-
tivierbare Form iiberzufiihren.

Die theoretische Bedeutung der Amylaseaktivierung durch
anorganische Ionen, unter welchen den Anionen und in erster Linie
den Cl'-Ionen ein besonderer Einfluf zukommt, ist bereits im all-
gemeinen Teil dieses Buches gewiirdigt worden. Es ist noch nicht
sicher zu erkennen, ob ihr Einfluf die Dissoziation des Enzyms
oder ob er, wie nach den Untersuchungen von W. Biedermann?)

1) B. 51, 780 (1918).

%) B. 55, 1758 (1923).

8) Am. Soc. 82, 1072 (1910).

4) H. 126, 143 (1922/23).

5) Piliig. Arch. 9, 138 (1875).

§) Bio. Z. 40, 357 (1912).

7) C. r. 148, 300 (1906).

§) Bio. Z. 148, 516 (1923).

Y) Bio. Z. 129, 282; 187, 35 (1923).
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iiber eine Salzhydrolyse der Stirke zu erwarten wiire, die Zerfalls-
tendenz des Substrats betrifft. Zwar ist eine Veridnderung der
pu-Abhingigkeit von Speichelamylase und eine Verschiebung der
optimalen Wasserstoffzahl in den Untersuchungenvon W.E. Ringer
und H. van Trigt?!) sowie von L. Michaelis und H. Pechstein?
je nach der Natur der angewandten Elektrolyte beobachtet und mit
der Annahme verschiedener Amylase-Elektrolytkomplexe gedeutet
worden ; diese Erscheinung ist indessen nach A. Hahn und K. Har-
puder® und nach Willstitter, Waldschmidt-Leitz und
Hesse als eine kombinierte Salzpufferaktivierung im Sinne un-
gleicher Aktivierbarkeit bei wechselnder Wasserstoffzahl zu ver-
stehen. Das pg-Optimum der Amylase aus Pankreas ist von H. C.
Sherman, A. W. Thomas und M. W. Baldwin?) und von Will-
stitter, Waldschmidt-Leitz und Hesse unabhiingig von der
Menge der anwesenden C1-Ionen zu 6,8 bestimmt worden, in Uber-
einstimmung mit den Angaben von Michaelis und Pechstein fiir
Speichelamylase und den Beobachtungen von O. Holmbergh?) fiir
das Leberenzym. Es scheint, daB die verschiedenen Amylasen des
tierischen Organismus, deren Verhalten weitgehend iibereinstimmt,
identisch oder doch nahe miteinander verwandt sind®). Der optimale
Wirkungsbereich der meisten pflanzlichen Amylasen entspricht da-
gegen stirker saurer Reaktion; so liegt das pg-Optimum der Malz-
amylase nach iibereinstimmenden Beobachtungen von H. C. Sher-
man und M. D.Schlesinger?), L. Adler®) und von H. Liiers
und W. Wasmund?®) zwischen pg =— 4,4 und 5,2, und #hnliche
Werte geben K. Sjsberg!®) sowie Sherman, Thomas und Bald-
win fiir die Amylase der Blitter bzw. von Aspergillus oryzae an;
Kartoffelamylase steht dagegen auch in dieser Beziehung den
tierischen Enzymen niher, sie wirkt nach Gr. McGuire und
G. Falk!) bei pg = 6,7 optimal.

1) H. 82, 484 (1912).

%) Bio. Z. 59, 77 (1914).

3) 7. Biol. 71, 287 (1920).

4) Am. Soc. 41, 231 (1918/19).

5) H. 134, 68 (1924).

6) Vgl. jedoch die bemerkenswerten neueren Feststellungen von
H. Pringsheim u. J.Leibowitz iiber eine Verschiedenheit von Speichel-
und Pankreasenzym, B. 59, 991 (1926).

7) Am. Soc. 87, 623, 643, 1305 (1915).

8) Bio. Z. 77, 146 (1916).

%) Fermentf. 5, 169 (1921/22).

10) Bjo. Z. 188, 218, 294 (1923).
11) J1. of Gen. Physiol. 2, 215 (1920).
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Die Kinetik der diastatischen Stiarkehydrolyse ist viel untersucht
worden. Es ist zuerst in den Untersuchungen von R. H. Chitten-
den?) und seinen Mitarbeitern erkannt und exakt belegt worden,
dal} der enzymatische Abbau der Stirke nicht glatt zur Bildung der
theoretischen Maltosemenge fiihrt, da vielmehr die Reaktion schon
frither zum Stillstand kommt; nach neueren eingehenden Arbeiten
von Mc Guigan?), von H. v. Euler und O. Svanberg?) und von
Liiers und Wasmund liegt die Verzuckerungsgrenze, der ,Grenz-
abbau, bel etwa 3/, der theoretischen Menge Maltose. Diese Er-
scheinung ist frither vielfach auf einen hemmenden Einflul der
Spaltprodukte zuriickgefithrt worden, zumal man ein Fortschreiten
der Verzuckerung, eine ,diastatische Nachwirkung“, nach der Ver-
girung der gebildeten Maltose bei der Spiritusfabrikation beobachtete.
H. Pringsheim und W. Fuchs*) haben indessen gezeigt, daf diese
Nachverzuckerung auf der Wirkung eines in der Hefe enthaltenen
Komplementes beruht, dessen die Amylase zur Hydrolyse gewisser
Abbauprodukte, der sogenannten Grenzdextrine, bedarf. Es ist
naheliegend, manche Beobachtungen der Literatur?®), die iiber einen
charakteristischen Unterschied in der Verzuckerungsgrenze durch
Amylase aus ungekeimten und aus gekeimten Samen, z. B. aus
Gerste und Malz, berichten, mit der Bildung eines weiteren Kom-
plementes oder Aktivators, die bei der Keimung erfolgt, zu deuten.
Unterschiede im Reaktionsverlauf des diastatischen Abbaues ergeben
sich auch fiir den Vergleich der beiden Komponenten des Stirke-
korns, der Amylose und des Amylopektins; die Beobachtungen, die
an Amylasen verschiedenster Herkunft gewonnen worden sind,
stimmen darin iiberein, daf# die Amylose nicht nur schneller, sondern
auch weitgehender verzuckert wird als die Hiillsubstanz, das Amylo-
pektin.  So lassen auch unsere geringen Kenntnisse vom Aufbau
des Stiarkemolekiils und der Art der bei seiner Hydrolyse sich ab-
spielenden Teilvorgiinge, die man noch nicht aufzulosen vermag,
kein Urteil iiber die innere Bedeutung der Tatsache zu, daf der
Reaktionsverlauf der Zuckerbildung durch tierische und pflanzliche
Amylase charakteristische Unterschiede aufweist. Wihrend sich

1) Trans. Conn. Acad. VI und VII; Referat in R. Malys Jahresbericht
iiber die Fortschritte der Tierchemie 15, 256 ff. (1885).

2) J1. Biol. Chem. 39, 273 (1919).

8) H. 112, 191 (1920/21).

4) B. 56, 1752 (1923); H. Pringsheim u. K. Schmalz, Bio. Z. 142,
108 (1923); H. Pringsheim und A. Reiser, Bio. Z. 148, 336 (1924).
5) In unverdffentlichten Versuchen des Verfassers bestdtigt.
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aus den Untersuchungen von H. C. Sherman und J. C. Baker?)
sowie R. Willstiatter, E. Waldschmidt-Leitz und A.R.
F.Hesse?) ergibt, daf die Hydrolyse der Stirke durch pankreatische
Amylase bis zu einer Verzuckerung von etwa 40 Proz. praktisch
monomolekular verlauft, sofern man der Berechnung der Reaktions-
konstanten die erreichbare Verzuckerungsgrenze zugrunde legt,
haben zuerst H. T. Brown und A. T. Glendinning?) darauf auf-
merksam gemacht, daf der Stirkeabbau durch Malzamylase meist
rascher verliuft als entsprechend einer Gleichung erster Ordnung,
und Liiers und Wasmund fanden sogar bis zu einem Umsatz von
40 Proz. direkte Proportionalitit von Reaktionsdauer und gebildeter
Maltose; auch die Befunde von Sherman und Baker an Takadia-
stase zeigen ein betrichtliches Ansteigen der monomolekularen
Reaktionskonstanten.

Die Aufstellung bestimmter Formeln zur Beschreibung des
diastatischen Starkeabbaus wird so lange der inneren Berechtigung
entbehren, als es mnicht gelingt, die Teilvorgéinge dieses Prozesses
zu zergliedern und gesondert zu erfassen, zumal die Einheitlichkeit
der Amylase selbst noch nicht hinreichend sichergestellt erscheint.
Fiir die praktische Messung von Enzympriparaten werden jedoch
einfache Beziehungen, wie sie fiir den ersten Bereich des Umsatzes
durch tierische Amylase aufgefunden wurden, zugrunde gelegt
werden konnen, da zudem nach den Beobachtungen von Will-
statter, Waldschmidt-Leitz und Hesse hier genaue Pro-
portionalitdt zwischen Reaktionsgeschwindigkeit und Enzymmenge
besteht; dieselbe Beziehung gilt nach v. Euler und Svanberg
und nach Liiers und Wasmund auch fiir den Vergleich der
Anfangsgeschwindigkeiten bei pflanzlichem Enzym. So ist als
MaB der Pankreasamylase von Willstdtter, Waldschmidt-
Leitz und Hesse die ,Amylase-Einheit (Am.-E.)“ vorgeschlagen
worden als das 100fache derjenigen Enzymmenge, fiir die sich unter
bestimmten Versuchsbedingungen die monomolekulare Reaktions-
konstante zu 0,01 ergibt; und als Ma8 fiir den Reinheitsgrad dient
der ,Amylase-Wert (Am.-W.)¢, gegeben durch die Anzahl Am.-E.
in 1 cg der Priparate. Diese Ausdriicke stehen zu anderen, von Euler
und Svanberg und von H. C.Sherman und M. D. Schlesinger®)

1) Am. Soc. 38, 1885 (1916).
2) a. a. O.

3) Soc. 81, 388 (1902).

%) a. a. O.
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gegebenen Definitionen fiir den Wirkungswert von Amylase-
priaparaten in einfachen Beziehungen?).

Die abweichenden Ergebnisse, die man bei der vergleichenden
Anwendung der verschiedenen Bestimmungsweisen zur Verfolgung
des Stirkeabbaus durch Amylase wechselnder Herkunft beobachtet
hat, haben schon frith zu der Auffassung gefiihrt, da man bei der
diastatischen Starkehydrolyse die Wirkung zweier Enzyme zu unter-
scheiden habe, eine Auffassung, die zuerst von H. P. Wijsman?) ge-
Huflert worden ist. Zur Entscheidung dieser bis heute noch nicht ge-
losten Frage, die die Enzymforschung viel beschiftigt hat, ob man
niimlich neben dem Stirke verfliissigenden oder depolymerisierenden
ein besonderes verzuckerndes Enzym, nach einer Bezeichnung von
H. Pringsheim?) eine Amylase und eine Amylobiase anzunehmen
hat, hat man sich auf Beobachtungen iiber das wechselnde Verhiltnis
zu stiitzen versucht, durch welches verzuckernde und verfliisssigende
Kraft der verschiedenen bekannten diastatischen Enzyme aus-
gezeichnet sind; auch ist iiber Versuche zur Trennung der beiden
Enzymwirkungen oder zur Unterdriickung der einen von ihnen
berichtet worden. So geben H. Pottevin*) und in neuerer Zeit
E.Ohlsson?®) an, daf es durch kurzes Erhitzen von Amylase-
Iosungen gelingt, die zuckerbildende Komponente des enzymatischen
Systems unter Erhaltung der verfliissigenden Wirkung ganz zu
zerstoren; weiterhin haben vergleichende Versuche von O. Holm-
bergh®) an Leberamylase ergeben, da durch die Gegenwart von
Jodiden die Zuckerbildung gehemmt, die Stirkeverflissigung dagegen
aktiviert wird, wihrend zufolge K. Hizume") nach dem Zusatz
der verschiedensten Elektrolyte zu Losungen pankreatischer Amylase
keine Verinderungen im Wirkungsverhiltnis zu beobachten sind.
Vor allem sind es aber die betrdchtlichen Unterschiede im Ver-
fliissigungs- und Verzuckerungsvermogen der verschiedenen Amylase-
arten gewesen, die zur Annahme zweier, in wechselndem Verhiltnis
vorkommender Enzyme zu berechtigen schienen. So haben die

1) Siehe dazu R. Willstdtter, E. Waldschmidt-Leitz u. A.R.
F. Hesse, a. a. 0., und zwar S.157 und 167 (1922/23).

2) Ree. trav. chim. 9, 1 (1890).

3) B. 87, 1581 (1924).

4) Ann. Inst. Pasteur 13, 665 (1899).

5) Soc. Biol. 87, 1183 (1922).

) H. 134, 68 (1924).

7) Bio. Z. 146, 52 (1924).
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Untersuchungen von H. C. Sherman und M. D. Schlesinger?)
und von E. C. Kendall und H. C. Sherman?) dargetan, daf unter
der Wirkung von pankreatischer Amylase die Verflissigung, von
Malzamylase dagegen die Verzuckerung stark iiberwiegt; und nach
den Beobachtungen von J. Effront3) und von T. Chrzaszcz?®)
fehlt in den ruhenden Samen z. B. von Getreide das amyloklastische
Vermigen fast ganz, wihrend man ihre verzuckernde Wirkung
normal findet; es erfolgt also bei der Keimung eine starke Zunahme
der Verfliissigungsfihigkeit. Es ist indessen sehr bemerkenswert,
daB es bisher nicht gelungen ist, mit priparativen Mitteln eine
Trennung der beiden angenommenen enzymatischen Komponenten
oder auch nur eine Verschiebung ihres Wirkungsverhiltnisses zu
erreichen; so hat sich aus den Untersuchungen von Sherman und
Schlesinger mit Pankreasamylase und von H. Liiers und
E. Sellner®) mit Malzamylase, die sich auch der Anwendung von
Adsorptionsmitteln bedienten, die Feststellung ergeben, daB das
Verhaltnis der enzymatischen Wirkungen, der verflissigenden und
der verzuckernden, in allen Priparaten jeweils konstant gefunden
wird, wenn auch zwischen Malz- und Pankreasenzym selbst
bedeutende Unterschiede bestehen.

Es ist auf Grund dieser Befunde nicht gerade wahrscheinlich, da}
eingehendere Untersuchungen die Unterscheidung zweier diastatischer
Enzyme bestitigen werden; die bestehenden Abweichungen im
Wirkungsverhéltnis der verschiedenen Amylasen, am ausgeprigtesten
zwischen dem Enzym aus Gerste und dem aus Malz, werden
eher auf die Gegenwart besonderer Komplemente oder Aktivatoren
zuriickzufithren sein, die fiir die Aufspaltung bestimmter Atom-
gruppierungen erforderlich sind, zumal auch die Verzuckerungs-
grenze fiir das Enzym aus dem ruhenden Samen tiefer gefunden
wird. Mit dieser Auffassung stehen die Ergebnisse im Einklang,
die in neuerer Zeit R. Kuhn?®) itber den Wirkungsmechanismus
der verschiedenen Amylasen verdffentlicht hat und die zur Unter-
scheidung zweier Gruppen diastatischer Enzyme, der o-Amylasen
und der 3-Amylasen gefithrt haben, welche an verschiedenen Punkten

1) Am. Soc. 85, 1784 (1913); 38, 1885 (1916).

2) Am. Soc. 32, 1087 (1910).

8) C. r. 174, 18 (1922).

4) Bio. Z. 142, 471 (1923).

5) Wochenschr. f. Brauerei 42, 97, 103, 110 (1925).
6) A. 444, 1 (1925).
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des Stidrkemolekiils angreifen. Die optische Analyse des beim
raschen Abbau der Stirke entstehenden Zuckers, dessen Mutarotations-
sinn verschieden gefunden wurde, hat zu der Feststellung gefiihrt,
daf die ¢-Amylasen, als deren wichtigste Vertreter Pankreas- und
Takadiastase zu gelten haben, das Endprodukt des Stirkeabbaus,
die Maltose, in a-Form entstehen lassen, wihrend die Einwirkung
der f-Amylasen, fiir welche das Malzenzym als charakteristischer
Vertreter anzusehen ist, zur primaren Bildung von f-Maltose fiihrt.
Aus diesen” Beobachtungen haben sich wichtige Riickschliisse auf
den konstitutionellen Aufbau des Stirkemolekiils ableiten lassen,
die in der Annahme abwechselnder o- und $-glucosidischer Bindungen
und in der, Existenz nichtfuroider Traubenzuckerreste ihren Aus-
druck finden?). Die Verschiedenheit der Reaktionswege, auf welchen
o~ und B-Amylasen die Hydrolyse der Stirke vollziehen, driickt
. sich auch in der Verschiedenheit des Geschwindigkeitsverhiltnisses
aus, das sich nach H. C. Sherman und A. W. Thomas?) fiir das
Verschwinden der Jod-Stirke-Reaktion und die Zuckerbildung bei
Pankreas- und Malzamylase ergibt; die Farbreaktion der Stirke
mit Jod hat man nimlich nach W. v. Kaufmann und A. Lewite?)
und nach M. Samec und A. Mayer?) auf bestimmte Atom-
gruppierungen in dem Kohlehydrat zu beziehen.

In der préparativen Isolierung diastatischer Enzyme sind die
wichtigsten Fortschritte an tierischer Amylase erzielt worden. Nach
dem zuerst von A. Danilewsky?) fiir die Trennung der Enzyme
des Pankreassaftes befolgten Prinzip erhielt schon J. Cohnheim °)
die Speichelamylase durch Adsorption an Calciumphosphat und
Elution mit Wasser frei von Proteinsubstanz und er beschrieb die
wichtige Beobachtung, die er beim Vergleich des Adsorptions-
verhaltens der pankreatischen Enzyme gewann, daf ,das Stirke
umsetzende Ferment sich viel weniger innig an kleine Teilchen
Leftet als das Fibrin losende. Allein spitere Untersuchungen,
die der Reinigung tierischer Amylasen gewidmet waren, haben an

1) In Ubereinstimmung mit dieser Aufrassung stehen die neueren Be-
funde von H. Pringsheim iiber die direkte Aufspaltung der Stirke zu
Traubenzucker durch kombinierte Einwirkung von «- und @-Amylasen, B.
58, 1262 (1925); 89, 991, 996 (1926).

2) Am. Soc. 37, 623 (1915).

3) B. 52, 616 (1919).

#) Kolloidchem. Beitr. 13, 165 (1920); 18, 272, und zwar 8. 285 (1921).

5) Virch. Arch. 25, 279 (1862).

6) Ebenda 28, 241 (1863).
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diese wichtigen #lteren Erfahrungen iiber das Adsorptionsverhalten
des Enzyms nicht mehr angekniipft. So haben sich die priparativen
Beispiele, die H. C. Sherman und M.D. Schlesinger?!) zur
Isolierung der Pankreasamylase gegeben haben, darauf beschrinkt,
das Enzym aus kauflichen Driisenpriparaten durch fraktionierte
Extraktion mit wisserigem Alkohol und durch fraktionierte Féllung
der Ausziige bei tiefer Temperatur anzureichern; dieses Verfahren,
das sehr verlustreich ist, hat auch in den besten Priparaten, deren
Amylasewert etwa 6,1 betrug, die Amylase weder vom Trypsin
noch von eiweilartiger Substanz abzutrennen erlaubt.

Mittels der Adsorptionsmethodik haben erst R. Willstitter,
E. Waldschmidt-Leitz und A. R. F. Hesse?) die Reinigung der
Pankreasamylase wieder aufgenommen. Es hat sich dabei ergeben,
daf der Amylase von den drei wichtigsten pankreatischen Enzymen
die am wenigsten ausgeprigten Adsorptionsaffinititen zukommen,
sie ist gegen elektropositive und elektronegative Adsorbenzien recht
indifferent, wihrend die Lipase von den untersuchten Adsorptions-
mitteln unspezifisch und sehr leicht, das Trypsin andererseits vor-
wiegend von sauren Adsorbenzien aufgenommen wird. Daher lassen
sich die drei pankreatischen Enzyme infolge ihres verschiedenen
Adsorptionsverhaltens voneinander trennen. Aus dem Gemisch der
drei Enzyme, wie es beispielsweise in den Glycerinausziigen der
getrockneten Pankreasdriise vorliegt, wird zunichst die Lipase
durch Adsorption mittels Tonerde bei saurer Reaktion, sodann
aus der Adsorptionsrestlssung das Trypsin mit Kaolin entfernt,
wihrend die Verluste an Amylase, bedingt durch eine teilweise
Adsorption des Enzyms unter dem Einflu§ von Koadsorbenzien,
nicht sehr erheblich sind.

Da es der Amylase an Adsorptionsaffinititen mangelt, hat sich
ihre enzymatische Konzentration mit Adsorptionsmitteln noch nicht
so weit steigern lassen wie bei anderen Enzymen; immerhin ver-
dankt das Enzym, wenn es den Zustand enzymatischer Einheitlich-
keit erreicht hat, seinen Begleitstoffen noch eine gewisse Adsorbier-
barkeit, die sich zu einer weiteren Reinigung ausnutzen laBt. Es
wird in diesem Reinheitsgrad noch von Tonerde aufgenommen, und
zwar bei neutraler Reaktion und zweckmilig bei einem hohen
Gehalt an Alkohol, der, wie bei anderen amphoteren Stoffen, Amino-

1) Am. Soc. 87, 1305 (1915).
?) H. 126, 143 (1922(23); 142, 14 (1924)25).
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siuren oder Peptiden, die Entwicklung saurer Eigenschaften der
Koadsorbenzien bewirkt. In den alkalischen Elutionen der Tonerde-
adsorbate ist die Amylase, frei von Eiweil, aber noch kohlehydrat-
haltig, in erheblich gesteigertem Reinheitsgrad erhalten worden,
entsprechend dem Amylasewert 64 etwa 125 fach konzentrierter als
in der getrockneten Driise.

Die Adsorbierbarkeit der Amylase durch Tonerde, die man
unter gewissen Bedingungen beobachtet und die zu ihrer Reinigung
dienen kann, beruht indessen lediglich auf einer Assoziation des
Enzyms mit begleitenden Stoffen. Es ist gelungen, das Enzym
durch Voradsorption, némlich durch Adsorption eines Teiles der
Substanz, so zu reinigen, da es weder aus wisseriger noch aus
alkoholischer Losung mehr von Tonerde aufgenommen wird?); sein
wahres Adsorptionsverhalten wird also erst in reinerer Losung
erkennbar. Es gelingt in diesem Zustand, die Adsorption der
Amylase zu erreichen durch Anwendung viel stirker basischer
Adsorbenzien, von Beryllium- oder Ferrihydroxyd; es ist aber noch
nicht untersucht, ob nicht auch fiir dieses Verhalten Begleitstoffe
entscheidend sind.

Von den pflanzlichen Amylasen ist das Enzym der keimenden
Gerste praparativ am eingehendsten untersucht. Die viel vertretene
Anschauung, daff das Enzym in der Hauptsache erst bei der Keimung
der Gerste aus einer Vorstufe gebildet wiirde, und zwar unter Mit-
wirkung von Sauerstoff, und nach H. Liiers?), sowie J. L. Baker
und H. F. E. Hulton?®) aus Proteinsubstanzen des (Gerstenkorns,
scheint nach neueren Untersuchungen von V. Syniewski?3), wie
nach unversffentlichten Versuchen des Verfassers nicht zu Recht
zu bestehen: die dlteren Beobachtungen, deren analytische Grund-
lagen unzureichend sind, werden nicht mit einem quantitativen,
sondern mit einem qualitativen Unterschiede der Amylasen in
Gerste und Malz zu verstehen sein; der Wirkungsbereich des Enzyms,
gemessen an der Bildung reduzierenden Zuckers, scheint sich bei
der Keimung zu erweitern.

Die Versuche zur Anreicherung der Malzamylase in der #lteren
Literatur beschrinken sich im wesentlichen auf die Anwendung
fraktionierter Fallung von wisserigen oder wisserig-alkoholischen

1) R. Willstitter, E. Waldschmidt-Leitz u. A. R. F. Hesse, H.
142, 14 (1924/25); sowie noch unveroffentlichte Versuche des Verfassers.

%) Bio. Z. 104, 30, und zwar S.71 (1920).

3) Soc. 121, 1929 (1922).
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Malzausziigen mit organischen Solvenzien, Alkohol oder Aceton,
nach dem Vorbild von C.J. Lintner?). Nach H. C. Sherman
und M. D. Schlesinger?) wird das Enzym aus dem Malze durch
verdiinnten Alkohol extrahiert und nach der Dialyse der Extrakte
durch organische Mittel oder durch Aussalzung mit Ammonsulfat
niedergeschlagen; das beste von diesen Forschern erhaltene Pri-
parat entsprach einem Amylasewert von etwa 2,8, war also noch
sehr unrein; auch durch Anwendung von Adsorptionsmitteln,
beispielsweise Tonerde, konnten H. Liiers und E. Sellner?®) die
enzymatische Konzentration nur zum Amylasewert von etwa 1,6
steigern. Zu eiweiBfreien, aber stark kohlehydrathaltigen Losungen
s«ind R. Fricke und P. Kaja*) durch Elektrodialyse und Elektro-
osmose von Losungen kiuflicher Amylasepriparate gelangt; die
Konzentration des Enzyms, die nach diesen Operationen auf das
6fache gesteigert war, 146t sich indessen mit der in anderen
Literaturpriparaten erreichten nicht sicher vergleichen.

Auch an dem Enzym aus Aspergillus oryzae ist eine priparative
Reinigung von H. C. Sherman und A. P. Tanberg®) durchgefiihrt
worden; die reineren Priparate, die durch Ausfillung mit Ammon-
sulfat und durch fraktionierte Alkoholfillung erhalten waren und
deren enzymatische Konzentration etwa das 30fache von der in
den Handelspriiparaten gemessenen betrug, enthielten indessen noch
erhebliche Mengen Proteinsubstanz.

Zu den Polyasen gehoren aufler den stirke- und glykogen-
spaltenden Enzymen noch eine Anzahl anderer Vertreter, welche
teils Reservekohlehydrate, teils echte pflanzliche Geriistsubstanz
zu hydrolysieren vermiogen, deren Wirkungen und Eigenschatten
aber nicht so eingehend untersucht worden sind. Unter ihnen ist
die Inulinase zu nennen, welche den Abbau eines Reservestoffs
in unterirdischen Knollen und Wurzeln, des Inulins, zu d-Fructose
vollzieht; die spezifischen Wirkungen und die Eigenschaften des
Enzyms, das sich beispielsweise in Schimmelpilzen wie Aspergillus
niger und Penicillium glaucum findet und das in neuerer Zeit
H. Pringsheim und G. Kohn®) beschrieben haben, sind indessen

1) J. pr. 34, 378; 36, 481 (1886/87).

?) Am. Soc. 37, 643 (1915).

3) Wochenschr. f. Brauerei 42, 97, 103, 110 (1925).
4) B. 57, 310, 765 (1924).

5) Am. Soc. 38, 1638 (1916).

6) H. 133, 80 (1924).
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noch nicht niher erkannt, zumal seine Abtrennung von begleitender
Saccharase noch nicht durchgefiithrt wurde. Auch die Lichenase,
die die Aufspaltung der Flechtenstirke, des Lichenins, in Cellobiose
bewirkt und die von H.Pringsheim und K. Seifert?!) in Malz-
ausziigen, von P. Karrer, B. Joos und M. Staub?) auch im Darm-
traktus der Weinbergschnecke aufgefunden und niher beschrieben
wurde, mag hier Erwdhnung finden; sie wird zu den Hemicellulasen
gerechnet, deren Wirkungen man zwar bei der Keimung der Samen
mit der Aufldsung der Hemicellulosen beobachtet, deren Eigenart
aber noch nicht néher zu charakterisieren ist. Das gleiche gilt
fiir die echte Cellulose spaltenden Enzyme, deren Wirkung man
bei der Titigkeit holzzerstorender Bakterien und Pilze anzunehmen
hat; nur in einem Falle ist hier durch H. Pringsheim?) aus
cellulosevergirenden Bakterien eine Cellulase isoliert und mit
ihrer Wirkung beschrieben worden.

V. Katalasen.

Die Zersetzung von Wasserstoffsuperoxyd durch lebendes
pflanzliches und tierisches Gewebe ist schon sehr frith beobachtet
worden; indessen ist diese Erscheinung erst verhiltnism#fig spit
durch O.Loew?) auf die Wirkung eines besonderen Enzyms zuriick-
gefithrt worden, das er Katalase nannte und dessen auflerordentliche
Verbreitung in fast allen Geweben und Sekreten pflanzlicher und
tierischer Organismen man bald erkannte. Die einzige bekannte
Wirkung des Enzyms ist die Zerlegung des Wasserstoffsuperoxyds
in Sauverstoff und Wasser, wihrend es andere Peroxyde, wie die
organischen Derivate des Hydroperoxyds nicht zu spalten vermag.
Die groBe Verbreitung der Katalase in den Organismen legt die
Annahme nahe, daf diesem Enzym bei der Vermittlung biologischer
Oxydationsvorginge eine bedeutsame physiologische Funktion zu-
kommen miisse, wenngleich sein Substrat, das Hydroperoxyd, in
lebendem Gewebe nicht beobachtet worden ist. So sind eine Reihe
bemerkenswerter Ansichten iiber die Rolle der Katalase bei der

1) H. 128, 284 (1923); H. Pringsheim u. J. Leibowitz, H. 131,
226 (1923); H. Pringsheim u. W. Kusenack, H. 137, 264 (1924).
%) Helv. 6, 800 (1923); 7, 518 (1924).
8) H. 78, 266 (1912).
4) Bull. Dep. Agricult. Washington 68 (1900); s. a. Bio. Z. 34, 354
(1911).
Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme. 13
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Atmung der Gewebe geduflert worden, denen die gemeinsame Vor-
stellung zugrunde liegt, daf dem Enzym die Aufgabe zufalle, inter-
medidr bei Oxydationsvorgiéngen entstehendes Hydroperoxyd als
Zellgift zu beseitigen. So hat H. Wieland?), der die meisten
Oxydationsprozesse, auch die biologischen Oxydationen, als De-
hydrierungsreaktionen versteht, die Auffassung vertreten, daf die
Atmungsenzyme die Hydrierung des molekularen Sauerstoffs nur
bis zur Stufe seiner halben Sittigung mit Wasserstoff, die dem
Hydroperoxyd entspricht, zu leiten vermdgen und daB hier die
Wirkung der Katalase einsetzt, die mit der Entfernung dieses Zell-
giftes gleichzeitig neuen Sauerstoff fiir die Dehydrierung bereitstellt.
Die Feststellung, daB nur sauerstoftbediirftige Zellen Katalase ent-
halten, anaerobe dagegen nicht, und die Verteilung der Katalasen
in ihrer Abhingigkeit vom Sauerstoffbedarf der einzelnen Zellarten
berechtigt jedenfalls zu der SchluBfolgerung, daf diese Enzyme fiir
die Vermittlung der Oxydationsprozesse unentbehrlich erscheinen,
mag man diese nun mit Wieland als Dehydrierungsreaktionen, im
Sinne einer Wasserstotfaktivierung in den Substraten der Oxydation,
oder mag man sie mit A. Bach und R. Chodat?) als direkte
Oxydationen, unter Vermittlung von aktiviertem Sauerstoff be-
schreiben.

Fiir die Bestimmung der Katalasewirkung stehen zwei gleich-
wertige MeBmethoden zur Verfiigung, nimlich entweder die volu-
metrische Messung des entwickelten Sauerstoffs oder aber die Titration
des unzersetzten Wasserstoffsuperoxyds mit Kaliumpermanganat.

Die pg-Abhingigkeit der Katalasewirkung ist zuerst von S. P.
L. Sorensen®) an dem Enzym aus Leber exakt bestimmt worden,
das Optimum der Enzymwirkung ergab sich bei pg — 7,0, also
entsprechend neutraler Reaktion. Dieses Ergebnis ist durch spitere
Untersuchungen von L. Michaelis und H. Pechstein?), von
S. Morgulis®) sowie von P. Rona und A. Damboviceanu®) be-
stitigt und mit der Feststellung erginzt worden, daf die Breite
der optimalen Wirkungszone und die Lage der Aktivitits-py-Kurve
vom Gehalt der Losung an Neutralsalzen abhingt; mit zunehmen-

1) B. 55, 3639 (1922); Ergebn. d. Physiol. 20, 477 (1922).

%) Soc. Biol. 83, 1544 (1920); Arch. int. de Physiol. 18, 403 (1921).
%) Bio. Z. 21, 131, 279 (1909).

4) Ebenda 33, 320 (1913).

5) 1L Biol. Chem. 47, 341 (1921).

6) Bio. Z. 134, 20 (1922).
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dem Salzgehalt verstiarkt sich die Abhingigkeit von der Wasser-
stoffzahl, wihrend zugleich die maximal erreichbare Reaktions-
geschwindigkeit abnimmt.

Die Beobachtungen der Literatur iiber die Kinetik der Wasser-
stoffsuperoxydzersetzung durch Katalase weisen bemerkenswerte
Unterschiede auf zwischen der Wirkung der pflanzlichen und der
tierischen Enzyme, Unterschiede, die sich zum Teil auf eine ver-
schiedene Bestidndigkeit des Enzymmaterials zurtickfiihren lassen
mbgen. So haben die Versuche von W. Issajew!) mit Katalase-
losungen aus getrockneter Hefe zu dem Ergebnis gefiihrt, daf der
Umsatz des Hydroperoxyds durch das Enzym durch eine Gleichung
erster Ordnung beschrieben werden kann, beispielsweise bei An-
wendung verdiinnter Hydroperoxydlosungen und 25° oder bei 0°
und hoherer Substratkonzentration. Ahnlich sind die Befunde von
H.v.Euler?) mit der Katalase aus Pilzextrakten, die zudem
direkte Proportionalitit zwischen Enzymmenge und Reaktions-
geschwindigkeit ergaben. Diese Beziehungen sind fiir die Wirkung
tierischer Katalase nur unter bestimmten Bedingungen beobachtet
worden, unter welchen eine Zerstorung des Enzyms nicht eintritt,
néamlich bei niedriger Temperatur und bei Anwendung sehr ver-
diinnten Hydroperoxyds. So haben einen monomolekularen Verlauf
der Reaktion und Proportionalitit von Katalasemenge und Reak-
tionskonstante G. Senter %) fiir Blut-, S. Hennichs*) fiir Leber-
katalase beschrieben. Dagegen haben Michaelis und Pechstein,
Morgulis sowie Rona und Damboviceanu iiber die Beob-
achtung berichtet, dal konzentrierten Katalaselosungen aus tieri-
schem Material eine verhiltnismifig stirkere Aktivitat zukomme
als verdiinnten Lgsungen des Enzyms; nach Morgulis wird die
Kinetik der Katalasewirkung bedingt durch das jeweilige Mengen-
verhiltnis von Enzym und Substrat. Die Angaben, daB der Reak-
tionsverlauf der Hydroperoxydzersetzung, der nur bei Einwirkung
groflerer Enzymmengen durch eine Gleichung erster Ordnung aus-
gedriickt werden konne, mit verdiinnteren Enzymlosungen verhilt-
nism#fig langsamer gefunden werde und unter Umstinden einer
bimolekularen Reaktionsgleichung entspreche, werden mit der be-
triachtlichen Unbestindigkeit verdiinnter Katalaselosungen und mit

1) H. 42, 102 (1904); 44, 546 (1905).

%) Hofm. Beitr. 7, 1 (1905).

%) Ph. Ch. 44, 257 (1903); 51, 673 (1905).
4) Bio. Z. 145, 286 (1923/24).

13*
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einer enzymzerstorenden wie hemmenden Wirkung des Wasserstoff-
superoxyds zu deuten sein. Es hingt damit zusammen, daf in den
angefithrten Untersuchungen gleiche Umsiitze nicht in Zeiten beob-
achtet wurden, die den angewandten Enzymmengen umgekehrt
proportional waren; dagegen sind nach Morgulis und nach Rona
und Damboviceanu die in gleichen Zeiten zersetzten Wasser-
stoffsuperoxydmengen den Katalasemengen direkt proportional. Es
ist verstdndlich, daf aus solchen Beobachtungen die Schluffolgerung
abgeleitet worden ist, daf die Katalase nicht als wahrer Kata-
lysator zu wirken vermoge, sondern daf eine bestimmte Katalase-
menge nur fiir den Umsatz einer bestimmten Hydroperoxydmenge
befdhigt sei.

Nach dieser Auffassung soll némlich das Enzym im Sinne
einer gekoppelten Reaktion an derjenigen Stelle seines Mole-
kiils, die als seine spezifische aktive Gruppe den Umsatz des
Hydroperoxyds bewirkt, selbst eine Oxydation erleiden, deren Aus-
maf durch die angewandten Versuchsbedingungen, Temperatur und
Konzentration des Wasserstoffsuperoxyds, bedingt werde. Die
Erfahrungen, die mit der Widerlegung #hnlicher Anschauungen
iber die Wirkungsweise peroxydatischer Enzyme gewonnen worden
sind, sollten zur Vorsicht mahnen; es ist unter Beriicksichtigung
der andersartigen Beobachtungen an pflanzlicher Katalase viel
wahrscheinlicher, daB auch das tierische Enzym als echter Kata-
lysator anzusehen ist, dessen Aktivitdt im Verlaufe seiner Reaktion
selbst keine Beeintrichtigung erfdhrt und dessen Zerstorung, die
leichter als bei dem pflanzlichen einzutreten scheint, unabhingig
von der eigentlichen enzymatischen Reaktion erfolgt. Man ist
daher berechtigt, die Messung der Aktivitdt von Katalasepriaparaten
auf die beobachteten monomolekularen Reaktionskonstanten zuriick-
zufiihren; so dient als Maf fiir die Konzentration des Enzyms der
,Katalase-Wert (K.-W.)“, das ist die fiir die Wirkung von 1 g des
Priiparats auf 0,02n H,O, bei 0° und optimaler Wasserstoffzahl
ermittelte Reaktionskonstante.

Die theoretisch wichtige Analogie zwischen der Wirkung der
Katalase und derjenigen anorganischer Katalysatoren, auf die be-
reits Faraday hingewiesen hat, erscheint hier von besonderem
Interesse auf Grund der Feststellung, daf die Wirksamkeit der
anorganischen Katalysatoren durch die des enzymatischen Materials
quantitativ weit iibertroffen wird; diese Tatsache ergibt sich an-
schaulich aus der nachfolgenden Tabelle 33, die die Aktivitit



Priparative Reinigung. 197

verschiedener Katalasepriparate der Literatur mit der des kolloi-
dalen Platins vergleicht.

Tabelle 33.
Aktivitit von Katalase und anorganischen Katalysatoren.

Priparat ” K.-w. Autor
Kolloidales Platin . . ’ 1,8 G. Bredig
Blutkatalase . . . . . 35 A. Madinaveitia
Leberkatalase . . . . | 67 F. Batelli
Leberkatalase , , . . | 532 S. Hennichs

Die #lteren Verfahren zur priparativen Isolierung der Kata-
lase aus pflanzlichem oder tierischem Material beschridnken sich im
wesentlichen auf die Anwendung einer Alkoholfillung der Enzym-
ausziige, so wie F. Batelli und L. Stern?) die Gewinnung des
Leberenzyms beschrieben haben. Die hierdurch erzielte Steigerung
des enzymatischen Reinheitsgrades war unbedeutend, wenn auch
H.v. Euler?) auf diesem Wege in Malzausziigen eine Trennung von
stirkespaltendem Enzym erzielte und wenn auch G. Senter %) zu der
analytisch und theoretisch bemerkenswerten Feststellung gelangte,
daB sich die Blutkatalase, die ,Himase“, so frei von Eisen erhalten
1a6t. Den Weg einer auswihlenden Adsorption der Katalase aus Blut
haben zuerst R. Willstéatter und A. Madinaveitia*) beschritten
auf Grund der Beobachtung, da8 das Enzym aus seinen Losungen
sehr leicht durch Fette aufgenommen wird, entsprechend dem ge-
steigerten Katalasegehalt fetthaltiger Gewebe. Allein die geringe
Bestindigkeit des Enzyms in den Adsorbaten an Fett, insbesondere
bei Versuchen zu seiner Freilegung, beeintrichtigte den pripara-
tiven Erfolg; das beste erhaltene Préparat entsprach nur dem
Katalase-Wert 35. Von Bedeutung fiir die Beschreibung der Blut-
katalase erscheint ferner die neuere Angabe von M. Tsuchihashi®),
daB sich das Enzym durch Adsorption an Tricalciumphosphat und
durch Elution mit sekundédrer Phosphatlosung von Proteinsubstanz

1) Soc. Biol. 57, 375 (1905).

2) Hofm. Beitr. 7, 1 (1906).

%) Ph. Ch. 44, 257 (1903); 51, 673 (1905).

%) A. Madinaveitia, Zur Kenntnis der Katalase. Promotionsarbeit
Zirich 1912.

%) Bio. Z. 140, 63 (1923).
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befreien laft; die von P. Waentig und O. Steche?!) gesuberte
Ansicht iiber die Eiweibnatur der Katalase, die aus ihrer Un-
bestindigkeit gegeniiber Trypsin abgeleitet war, wird sich danach
nicht aufrechterhalten lassen. Die bedeutendsten priparativen
Fortschrittte hat S. Hennichs?) mit der systematischen Anwen-
dung von Adsorptionsmitteln, Tonerde und Kaolin, zur Reinigung
der Leberkatalase erzielt. Durch Aufnahme des Enzyms mit
Kaolin bei saurer Reaktion und Ablésung mittels schwach alka-
lischen Phosphats wurden Préiparate vom Katalase-Wert 532, durch
wiederholte Adsorption der Katalase an Tonerde und Dialyse der
alkalischen Elutionen, obgleich diese groBe Verluste an enzymatischer
Aktivitit zur Folge hatte, Priparate von #hnlicher Konzentration
erhalten (K.-W. 521), entsprechend einer Konzentrationssteigerung
auf etwa das 16 fache von der des Ausgangsmaterials®). Es ist zu
erwarten, daB ein mehr auswihlend gestaltetes Verfahren der Ad-
sorption an diesem Beispiel eine weitere betrichtliche Steigerung
des Reinheitsgrades erlauben wird, wenngleich der Erfolg der
préparativen Reinigung von Katalase durch die stark zunehmende
Unbesténdigkeit des Enzyms beeintriichtigt werden mag; ihr wird
durch Anwendung von Stabilisatoren zu begegnen sein.

VI. Peroxydasen.

Die Peroxydasen, deren Wirkung in der Ubertragung per-
oxydisch gebundenen Sauerstoffs auf oxydable Substanzen besteht,
sind als Hilfsenzyme fiir die Vermittlung biologischer Oxydationen
auflerordentlich verbreitet; in besonders reichlicher Menge finden
sie sich beispielsweise in den Wurzeln und den Samenkeimlingen
hoherer pflanzlicher Organismen. Von den Katalasen sind diese
Enzyme durch ihre spezifischen Wirkungen scharf zu unterscheiden,
vor allem durch die Tatsache, daf sie nicht wie jene imstande
sind, Wasserstoffsuperoxyd auch ohne die Gegenwart oxydierbarer

1) H. 83, 315 (1913); 93, 228 (1914/15); P. Waentig und W. Gie-
risch, Fermentf. 1, 165 (1916).

%) Bio. Z. 145, 286 (1924).

) Noch etwas weiter (K.-W. 1250) fiihrt nach neueren Versuchen
von S. Hennichs die Adsorption mittels Kaolin; es ist von Bedeutung,
dafB bei dieser Reinigung keine Proportionalitit zwischen der enzymatischen
Wirkung und dem Eisengehalt der Priparate beobachtet wurde [B. 59,
218 (1925/26)].
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Substanz zu zersetzen; sie fithren also nur eine Aktivierung des
Hydroperoxyds herbei. Auch die scheinbar entgegenstehenden
Beobachtungen von E. Abel?), die iiber eine ,Katalasewirkung*
pflanzlicher Peroxydase in Gegenwart von Jodionen aussagen, sind
nicht auf eine Beteiligung des Enzyms an der eigentlichen sauerstoff-
liefernden Reaktion zuriickzufithren, der EinfluB des Enzyms
erstreckt sich vielmehr nur auf einen bestimmten Teilvorgang der
Reaktion, ni#mlich auf die Oxydation der Jodwasserstoffsidure
zu Jod.

Fiir den Nachweis und die Bestimmung peroxydatischer Enzyme
bedient man sich in der Regel der Oxydation organischer Farb-
basen oder auch von Phenolen in Gegenwart von Wasserstoff-
superoxyd; so wird die Wirkung der Peroxydase beispielsweise
verfolgt durch die Bildung von Malachitgriin aus seiner Leuko-
verbindung, indem man die Menge des entstandenen Farbstoffs
kolorimetrisch ermittelt, oder aber nach dem viel angewandten Ver-
fahren der Oxydation von Pyrogallol zu Purpurogallin, einem orange-
roten, dtherloslichen Farbstoff, dessen Konstitution R. Willstiatter
und H. Heiss?) weitgehend aufgeklirt haben; seine Menge be-
stimmt man entweder kolorimetrisch oder durch Wigung des aus-
geitherten Produktes. Ein exaktes Verfahren zur Messung von
Peroxydasemengen ist indessen zuerst von R. Willstitter und
A. Stoll% ausgearbeitet worden, die an diesem Beispiel zum
erstenmal auf die Bedeutung einer zuverlissigen Bestimmungs-
methode als Voraussetzung priparativer Arbeit hingewiesen haben.
Die #lteren Angaben von A.Bach und R.Chodat*), wonach
zwischen den an der peroxydatischen Reaktion beteiligten Stoffen,
Peroxydase, Hydroperoxyd und Purpurogallin, ein bestimmtes Ver-
haltnis bestehe und das Enzym ebenso wie Hydroperoxyd im
Oxydationsprozef verbraucht werde, haben sich als irrig erwiesen.
Es bedurfte vielmehr nur der Ermittlung von Bedingungen, unter
denen das Enzym wihrend seiner Anwendung in seiner Wirkung
vollkommen erhalten blieb, um mit einer gegebenen Menge des-
selben unbegrenzte Mengen von Oxydationsprodukt zu erzeugen,
nimlich der Ausschaltung des enzymzerstorended Einflusses von
saurer Reaktion und der Anwendung sehr verdiinnter Losungen

1) Z. EL Ch. 28, 489 (1922).

?) A. 488, 17 (1923).

s) A. 416, 21 (1917/18).

4) B. 87, 1342, 2434, 3785 (1904).
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von Hydroperoxyd; dieses selbst vermag nimlich, .wie sich aus
einer Untersuchung von R. Willstdtter und H. Weber?) ergeben
hat, in groBerer Konzentration die Wirkung pflanzlicher Peroxydase
zwar nicht zu zerstoren, aber erheblich zu hemmen. Die fiir Menge
und Konzentration der Peroxydase aufgestellten Mafe beruhen auf
der Erkenntnis, daf unter den Bedingungen der Bestimmung die
Aktivitit des Enzyms keine Anderung erfihrt und daB daher gleiche
Umsiitze in Zeiten erzielt werden, welche den angewandten Per-
oxydasemengen umgekehrt proportional sind. So driicken Will-
stitter und Stoll den Reinheitsgrad von Enzympriparaten aus
durch die ,Purpurogallinzahl (P.-Z)“, nsmlich die von 1mg
des Priparates bei der Einwirkung auf 5g Pyrogallol + 50 mg
Hydroperoxyd in 2 Liter Wasser von 20° nach 5 Min. gebildete
Menge Purpurogallin in Milligramm. Auf dieser Definition beruht
ferner das MaB fiir die Menge der Peroxydase, die ,Peroxydase-
Einheit (P-E.)“, die enthalten ist in 1g Substanz von der
Purpurogallinzahl 1, bzw. in 1 mg von der Purpurogallinzahl 1000;
man ermittelt also die Anzahl der vorhandenen Peroxydase-Ein-
heiten durch das Produkt aus Purpurogallinzahl und Menge des
Priparats.

Mit Hilfe dieser Mafe ist in den Untersuchungen R. Will-
stdtters die priparative Reinigung der Peroxydase kontrolliert
worden, fir welche in erster Linie das Enzym der Meerrettichwurzel
und der Riibe als Ausgangsmaterial dienten. Fiir die Gewinnung
roher, enzymreicher Losungen aus der zerkleinerten Pflanzenwurzel
waren in der Untersuchung von Willstdtter und Stoll drei
Richtlinien bestimmend, nimlich die Dialyse im Pflanzenmaterial,
sodann die Niederschlagung des Enzyms mit Oxalsidure und endlich
seine fraktionierte Extraktion mit Alkali. Der erste Schritt der
priparativen Verarbeitung, die Dialyse der grob zerkleinerten pflanz-
lichen Substanz, beruht auf der Erfahrung, daf das Enzym bei dieser
Operation zum groften Teil von der intakten Zelle zuriickgehalten
wird, wahrend leichter diffundierende, niedrigmolekulare Begleit-
stoffe entfernt werden; die Verluste an enzymatischer Substanz,
die bei diesem Vorgang eintreten, betragen nur einen geringen
Bruchteil, hochstens !/, des gesamten Enzymgehaltes, sie werden
auf die mechanische Zerstorung der Zellstruktur bei der Zerkleine-

1) Zitiert nach R. Willstditter und A. Pollinger, H. 130, 281,
und zwar S. 285 (1923).
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rung zuriickgefithrt. Es hat sich vielmehr ergeben, daB bei der
Dialyse nach anfinglicher Abwanderung einer geringen Menge Per-
oxydase in erheblichem Umfang eine Neubildung von Enzym erfolgt,
die im Steigen der Peroxydase-Werte zum Ausdruck kommt und
die auf der noch fortdauernden Lebenstitigkeit der Pflanzenzelle
beruht; erst nach sehr lange, némlich mehrere Wochen dauernder
Dialyse beobachtet man wieder einen Riickgang des Peroxydase-
gehaltes infolge iiberwiegender Exosmose des Enzyms. Zahlreiche
und immer wiederkehrende Beobachtungen, die auf die Existenz
zweler verschiedener Arten von Peroxydase in der Pflanzenzelle,
einer loslichen und einer unloslichen Form, beispielsweise auf
Grund des Verhaltens bei der Dialyse, hinzuweisen schienen?), sind
von R. Willstatter und A. Pollinger?®) auf die Erscheinung
zuriickgefithrt worden, daf ein Teil des Enzyms, im Zellsaft gelost,
leicht aus der Zelle austritt, wihrend ein anderer Teil, an Proto-
plasma gebunden, erst nach vollstindiger Zerstorung der Zellstruktur
freigelegt werden kann; so gestattet die Erfahrung, daf es gelingt,
die gesamte Menge der Peroxydase beispielsweise durch verdiinntes
Alkali in Losung iiberzufithren, keine Unterscheidung zwischen los-
lichem und unléslichem Enzym.

Der zweite Schritt der Isolierung beruht auf der Beobachtung,
daf bei der Einwirkung von Oxalsdure auf die Pflanzensubstanz
die Dialyse fortschreitet, wihrend zugleich die Peroxydase von der
pflanzlichen Masse adsorbiert und fester gebunden wird. Die Ver-
inderung der Zelle, die bei der Behandlung mit Séure erfolgt und
die die Tatigkeit auntolytischer Zellenzyme einleitet, fithrt zur Um-
wandlung einer Reihe hochmolekularer Substanzen des Zellinhalts
in leichter diffundierende, niedrig molekulare ; andererseits wird die
Peroxydase bei der Einwirkung der Séure so auf koagulierter pflanz-
licher Substanz niedergeschlagen, daf sich das Material nach Ab-
schluff der Dialyse ohne erhebliche Enzymabgabe zerkleinern und
auspressen liBt. Die Ablosung des peroxydatischen Enzyms aus
dem Wurzelbrei gelingt erst auf der dritten Stufe der Isolierung,
ndmlich nach vollstindiger Absittigung seines Sduregehaltes. So
erreicht man durch allméhliche Einwirkung verdiinnten Alkalis,
z. B. von Baryt, eine fraktionierte Entleerung des Pflanzenmaterials,
bei der das Enzym erst in die letzten, schon schwach alkalischen
Ausziige tibergeht; seine Abscheidung aus den im Vakuum einge-

1) R. Willstdtter und K. Riehmann, A. 422, 47 (1920/21).
2) A. 430, 269, und zwar S. 312 (1922/23).
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engten Losungen erfolgt durch fraktionierte Fallung mit Alkohol
nach dem Verfahren von Bach und Chodat. Das beschriebene
Verfahren der Isolierung fithrt zu Peroxydasepriparaten von er-
heblich gesteigertem Reinheitsgrad, entsprechend P.-Z. 100 bis 260
aus Meerrettich, bzw. P.-Z. 200 bis 350 aus Riibe, bei einer Durch-
schnittsausbeute an Enzym von etwa einem Drittel.

Eine weitere Reinigung des Enzyms in den so erhaltenen
Rohpriparaten verbanden Willstidtter und Stoll mit der Beob-
achtung, daf sich durch Fillung mit Quecksilbersalz ein Teil der
die Peroxydase begleitenden glucosidischen Stoffe abtrennen 16t
wihrend das Enzym in dem nicht durch das Schwermetall fill-
baren Anteil zuriickbleibt; die enzymatische Konzentration der durch
Umnfillung mit Alkohol von Quecksilber befreiten Substanz stieg
hierbei betrichtlich, im besten Beispiel zur P.-Z. 670. Allein die
Bedeutung der Einwirkung von Quecksilbersalz zur Reinigung der
Peroxydase, die in priparativem Mafistab nur schwer anwendbar
erscheint und deren Ergebnisse nicht leicht zu reproduzieren sind,
wird fiir die analytische Beschreibung des Enzyms iibertroffen durch
die Fillung der Peroxydase selbst mittels Gerbsdure, die Will-
stitter und Pollinger zur Isolierung des Enzyms angewandt
haben, sei es aus seinen rohen, sei es aus adsorptiv vorgereinigten
Losungen. Diese Reaktion, deren analytische Bedeutung vor allem
in der Abtrennung hartnickiger eisenhaltiger Verunreinigungen be-
steht, scheint dem Enzym selbst zuzukommen, man beobachtet sie
nimlich in den rohen wie in den reinsten bisher erhaltenen Pripa-
raten der Peroxydase. Ihre priparative Auswertung wird indessen
erschwert durch die Unlslichkeit der Fillung mit Tannin, deren
Zerlegung erst nach ihrer Darstellung aus vorgereinigten Enzym-
1osungen erreicht wurde; so besteht das Verfahren der Reinigung
hochwertiger Peroxydasepriparate mit Tannin in der Zerlegung
des mit essigsiurehaltigem Alkohol gelosten Niederschlags mittels
Kaolin, aus welchem das adsorbierte Enzym sich frei von Tannin
mit Alkali ablosen lifBt.

‘Wichtiger noch als die Ausarbeitung von Fillungsmethoden
hat sich die Anwendung der Adsorptionsmittel fiir die Reinigung
der Peroxydase erwiesen. So ist das Adsorptionsverhalten pflanz-
licher Peroxydase gegentiber Tonerde sehr charakteristisch und hat
sich zu ihrer Reinigung mit Erfolg nutzbar machen lassen. Die
Erfahrung, daf die Peroxydase aus wisseriger Losung von Alumi-
niumhydroxyd nur sehr wenig aufgenommen wird, erlaubt eine ge-
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wisse Vorreinigung der Losungen durch Vorbehandlung mit dem
Adsorbens, die ohne Enzymverluste die Abtrennung eines Teiles
der Beimengungen bewirkt; und die Beobachtung, daf das Enzym
nach dem Zusatz von Alkohol durch Tonerde adsorbierbar wird,
hat zu dem Versuch gefithrt, durch den Wechsel im Losungsmittel
bei der Bindung und Freilegung des Enzyms seine Verteilung
zwischen Losung und Adsorbens zugunsten des letzteren bei der
Adsorption, im entgegengesetzten Sinne bei der Elution zu beeinflussen.
Diese Erscheinung, daf Peroxydase nur aus alkoholhaltiger Lisung von
Tonerde aufgenommen wird, entspricht den iiberwiegend basischen
Eigenschaften des Enzyms; sie erinnert an das Verhalten anderer
amphoterer Stoffe, beispielsweise der Polypeptide und Aminosiuren,
deren saure Funktionen erst in alkoholischer Losung zur Geltung
kommen ; auch ist im Verlauf der Reinigung keine Anderung im
qualitativen Adsorptionsverhalten der Peroxydase beobachtet worden.
Das praparative Verfahren zur Adsorption des Enzyms an Tonerde,
das sich aus diesem Befunde ergibt, besteht in der Aufnahme durch
das Adsorbens aus wisserig-alkoholischer Losung und in der Frei-
legung des Enzyms aus dem Adsorbat, die man zweckmifig durch
Einwirkung kohlensdurehaltigen Wassers bewirkt.

Den basischen Eigenschaften der Peroxydase entspricht ferner
ihr Verhalten gegeniiber Kaolin, von welchem sie leicht und voll-
standig aufgenommen wird; der Zusatz von Alkohol erweist sich
hier als entbehrlich. Fiir die priaparative Anwendung ergeben sich
die glinstigsten Bedingungen in der Adsorption des Enzyms aus
sehr verdinnten essigsauren Losungen, wihrend man die Elution
der Kaolinadsorbate durch Einwirkung verdiinnten Ammoniaks be-
wirkt, Operationen, die insbesondere bei der Verwendung reinerer
Enzympriparate hiufig ohne Enzymverlust ausfithrbar waren. Fiir
die Trennung der Peroxydase von Begleitstoffen bietet, wie bei
anderen Enzymen, der Wechsel in der Polaritit des Adsorbens
grofe Vorteile; so ist es erst durch Kaolin gelungen, hartnickig
anhaftende glucosidische Verunreinigungen zu beseitigen, die die
Zusammensetzung #lterer Priparate gefilscht hatten®); in den Elu-
tionen der Kaolinadsorbate erhielt man die Peroxydase der Pflanzen-
wurzel frei von kohlehydrathaltiger Substanz; und auch in einem
anderen Beispiel, bei der Verarbeitung von Getreidekeimlingen, hat

1) Siehe dazu R. Willstétter und A. Stoll, A. 416, 21, und zwar
S. 56 (1917/18); R. Willstitter und A. Pollinger, A. 430, 269, und
zwar 3. 278 (1922/23).
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die Anwendung der Kaolinadsorption erlaubt, das Enzym direkt
in hohem Reinheitsgrad zu isolieren; und endlich erweist sich
die priparative Bedeutung der Kaolinadsorption an der Zerlegung
der Peroxydase-Tanninverbindung, auf die bereits hingewiesen
worden ist.

Die Anwendung der Adsorptionsmethoden hat in der Unter-
suchung von Willstatter und Pollinger auch zur Erklirung
einer Erscheinung beizutragen erlaubt, die sehr hiufig im Gange
der praparativen Reinigung von Peroxydase beobachtet worden. ist,
ndmlich einer Zunahme der peroxydatischen Wirkung. Dieser Er-
scheinung, die die quantitative Bestimmung des Enzyms als Grund-
lage der priparativen Arbeit unsicher zu machen geeignet ist,
begegnete man beispielsweise bei der Authewahrung von Peroxydase-
losungen oder festen Peroxydasepriparaten, sie dulert sich in einem
ausgesprochenen Gang der enzymatischen Aktivitit; man begegnete
ihr ferner bei Adsorptionsvornahmen, z. B. mit Tonerde, beim Ein-
engen verdiinnter Enzymldsungen unter vermindertem Druck oder
endlich bei der Isolierung der Peroxydase aus ihren Liosungen durch
Fillung mit Alkohol. Diese Befunde versuchen Willstdtter und
Pollinger mit der Annahme zusammenzufassen und zu erkliren,
daBl ein Zersetzungsprodukt der Peroxydase, und zwar ein ihr noch
sehr nahe stehendes, durch Assoziation mit dem Enzym die Wirkung
seiner aktiven Gruppe zu beeintrichtigen vermag und daf diese
Hemmung durch Abtrennung oder durch weitergehende freiwillige
Zersetzung des Hemmungskorpers in Wegfall kommt; es war ndm-
lich gelungen, Peroxydase, die durch Zersetzung Verlust an enzy-
matischer Konzentration erlitten hatte, durch Adsorption an Ton-
erde von ihren Zersetzungsprodukten abzutrennen und wieder auf
den urspriinglichen Reinheitsgrad zu heben.

Durch kombinierte Anwendung der Adsorptions- und Féllungs-
mittel sind Willstatter und Pollinger bis zu hohen Reinheits-
graden der Peroxydase gelangt. So hat an einem Beispiel der Ver-
arbeitung des Enzyms aus Riibe die aufeinanderfolgende Adsorption
mit Kaolin und mit Tonerde und die Fillung des Enzyms mit
Tannin in der Elution des mittels Kaolin zerlegten Gerbsiure-
niederschlags zu einem Préparat von der Purpurogallinzahl 3160
gefiihrt; und in einem anderen Beispiel, in welchem die Steigerung
des Reinheitsgrades noch hoher getrieben wurde, ist nach fiinf-
maliger Aufnahme durch Tonerde und einmaliger Adsorption an
Kaolin an der gelésten enzymatischen Substanz die Purpurogallin-
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zahl 4900 beobachtet worden, entsprechend einer fast 20000 fachen
Erhthung der enzymatischen Konzentration gegeniiber der der ge-
trockneten Wurzel.

Der erreichte Stand der priparativen Methodik hat wichtige
neue Erkenntnisse vermittelt hinsichtlich der analytischen Beschrei-
bung des Enzyms. So hat die Untersuchung reinerer Peroxydase-
préparate eine charakteristische Eigenschaft des Enzyms zu erkennen
erlaubt, ndmlich seine Farbe; die Peroxydase besitzt in Liésung
eine hellrot-braunliche Farbe, die an gewisse, aus den Blut- und
Blattfarbstoffen gewonnene Porphyrine, inshesondere an Pyrropor-
phyrin, erinnert. Die sichere Erkenntnis der Beziehungen zwischen
Peroxydasewirkung und Farbe wird durch den Umstand erschwert,
daB sich das Enzym in den rohen Lésungen mit dhnlich gefirbten,
nichtenzymatischen Begleitstoffen vergesellschaftet findet und daf
auch die Zersetzungsprodukte des Enzyms selbst farbig sind; so
hat es sich gezeigt, daf+bei der Zerstorung reinerer Peroxydase
durch S#ure oder in der Wirme oder auch bei ihrer spontanen
Zersetzung die Farbe bestehen bleibt. Diesen Beobachtungen ent-
sprechen die Erfahrungen, die iiber die Beziehungen von peroxyda-
tischer Wirkung und Farbe im Gange der priparativen Reinigung
gewonnen worden sind. Es hat sich hierbei ergeben, daB bei der
Reinigung roher Peroxydaselosungen mit Adsorbenzien und ferner
bei der Isolierung des Enzyms mit Tannin, die die Abtrennung
eisenhaltiger, gefirbter Fremdstoffe bedingt, die Farbintensitit ver-
hiltnismafig zuriickgeht, daf dagegen bei weiteren Reinigungs-
vornahmen mit reinerer Peroxydase die Aktivitidtsverluste, die der
Zersetzung des Enzyms entsprechen, den Riickgang der Firbung
iiberwiegen.

Weitere neue analytische Erkenntnisse betreffen die Frage
des Eisengehaltes der Peroxydase. In den Untersuchungen von
G. Golal) sowie von R. Willstitter und A. Stoll?) war die
Annahme ergrtert und experimentell gestiitzt worden, daff das Eisen,
das auch bei allen Reinigungsprozessen die Peroxydase begleitete,
einen integrierenden Bestandteil des Enzymmolekiils bilde. Die
Analyse der reineren Peroxydasepriiparate hat indessen die Beziehung
nicht bestitigt, welche zwischen FEisengehalt und enzymatischer
Wirkung zu bestehen schien. Zwar sind Eisenverbindungen mit

1) R. Acc. Linc. (5) 24, I, 1239; II, 289 (1915); 28, II, 393 (1919).
2) A. 416, 21, und zwar S. 60 (1917/18).
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dem Enzym hartniickig vergesellschaftet und reichern sich zuweilen
im Gange der Reinigung noch stirker an als die Peroxydase ; allein
in der Adsorption an Kaolin aus verdiinnter Losung, vor allem
aber in der Fillung der Peroxydase mit Tannin hat sich ein Mittel
ergeben, um die Frage des Eisengehaltes zu entscheiden. Die Ab-
trennung der eisenhaltigen Fremdsubstanz durch Tannin ist so weit
gefiihrt worden, daB das fiinffach konzentriertere Priparat nunmehr
sogar einen siebenmal geringeren FEisengehalt aufwies, nimlich
0,06 Proz. Fiir Konstitution und Farbe der Peroxydase ist also
das Eisen ohne Bedeutung.

Die in der Literatur viel erdrterte Frage, ob dem Blutfarb-
stoff, dem Oxyhidmoglobin, peroxydatische Wirkung zukomme, ist
von R. Willstatter und A. Pollinger?) in positivem Sinne ent-
schieden worden. Diese Vorstellung, die zuerst aus den Unter-
suchungen von J. Wolff und E. de Stoecklin 2) sich zu ergeben
schien, war schon von Willstdtter und Stoll in quantitativer
Richtung vertieft worden mit der Feststellung, daB das Oxyhimo-
globin sich in der Griflenordnung seiner peroxydatischen Wirksam-
keit von pflanzlicher Peroxydase unterscheidet, es wirkt nimlich
verhiltnismifig schwach. Die quantitative Verfolgung der per-
oxydatischen Wirkung des Blutfarbstoffs bei seiner Reinigung, die
sich der bei pflanzlicher Peroxydase angewandten Bestimmungs-
weise bediente, hat nun ergeben, daf die in den rohen Priiparaten
beobachtete Wirkung den Farbstoff bis in die reinsten Kristallisa-
tionen unverindert begleitet, auch nach der volligen Abtrennung
von Katalase, die man andererseits frei von peroxydatischer Wirkung
aus dem Blut erhalten kann. Die katalytische Funktion des Oxy-
hémoglobins, dessen Wirkung im Gegensatz zu der der pflanzlichen
Peroxydase mit steigender Wasserstoffsuperoxydkonzentration be-
trachtlich zunimmt, findet man bei den verschiedemen Tierarten
von wechselnder Grofle. Wihrend die Abhingigkeit der Aktivitit
des Farbstoffs aus dem Blut verschiedener Tiere von der Konzen-
tration des Hydroperoxyds iibereinzustimmen scheint, dessen Ver-
teilung zwischen der Losung und den Farbstoffteilchen also in der-
selben Weise erfoigt, ist die quantitative Leistung der einzelnen
Himoglobine verschieden, die Aktivierung des Hydroperoxyds er-
folgt in ungleichem AusmaBe. Diese Abstufungen, denen die per-

1) H. 130, 281 (1923).
%) C. r. 151, 483 (1910); Ann. Inst. Pasteur 25, 313 (1911).
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oxydatische Wirkung der bei verschiedenen Tierarten mit verschie-
denen Globinkomplexen verbundenen eisenhaltigen Farbstoffgruppe
unterliegt, bieten ein einfaches Beispiel fiir die Beeinflussung der
spezifischen, wirksamen Gruppe eines Enzyms in bezug auf ihre
Affinitat durch ihre Assoziation mit dem kolloiden Triger. Es zeigt
sich an diesem Modell, da im Sinne der von R. Willstitter,
J. Graser und R. Kuhn?') entwickelten Vorstellung, wonach ein
Enzym aus einem kolloiden Trigerkomplex und einer rein chemisch
wirkenden aktiven Gruppe besteht, das spezifische Reaktionsver-
mogen eines enzymatischen Stoffes nicht nur durch die Natur der
wirksamen Gruppe, sondern auch durch Unterschiede in der Kon-
stitution des kolloiden Trigers beeinfluft zu werden vermag.

VII. Oxydasen.

Unsere Kenntnisse vom Wesen biologischer Oxydationsvorginge
sind noch sehr unsicher, obgleich die Forschung der Bearbeitung
dieses Gebietes eine sehr grobe Anzahl theoretischer und experi-
menteller Studien gewidmet hat. Da keine der geduBerten Ansichten
iiber den Mechanismus der Oxydasewirkung zur Erkldrung aller
beobachteten Erscheinungen ausreichend gestiitzt erscheint, mag es
im Rahmen dieses Buches geniigen, den heutigen Stand dieser Frage
kurz zu skizzieren mit der Wiedergabe der drei wichtigsten Er-
klarungsweisen, der Oxydationstheorien von Bach und Warburg
und der Dehydrierungstheorie von Wieland.

Die Anschauungen, die A. Bach?) zur Erkliarung der biolo-
gischen Oxydationen entwickelt hat, fufen auf den Gedankengingen
von C. Engler?) iiber das Wesen katalytischer Oxydationen iiber-
haupt. Danach erfolgt die katalytische Sauerstoffiibertragung in
Gegenwart eines leicht oxydierbaren Stoffes A, des , Autoxydators,
und eines schwerer oxydierbaren B, des ,Acceptors“, in der Weise,
daB der Autoxydator mit molekularem Sauerstoff in Reaktion tritt

0
unter Bildung eines Peroxyds A<| , das den Sauerstoff in aktiver
0

1) H. 123, 1 (1922).

2) A. Bach und R. Chodat, Soc. Biol. 83, 1544 (1920); Arch. int.
de Physiol. 18, 403 (1921).

8) Siehe dazu Engler und Weissberg, Kritische Studien iiber
den Vorgang der Autoxydation. Braunschweig 1904.
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Form enthilt und unter Riickbildung des Stoffes A leichter die
Oxydation von 2B zu 2BO zu vermitteln vermag. Im Sinne dieser
Vorstellung sind nach Bach die Oxydationswirkungen in lebenden
Organismen auf das Zusammenwirken zweier Enzymgruppen zuriick-
zufiihren, der ,Oxygenasen“ und der ,Peroxydasen“, deren erstere
unter Aufnahme von Sauerstoff in peroxydischer Form zugleich die
Voraussetzung schaffen fiir die Wirkung der peroxydatischen Kom-
ponenten, welche unter Ubertragung des peroxydischen Sauerstoffs
auf oxydierbare Substanz die eigentliche Oxydation vollziehen unter
Regenerierung der Oxygenasen; dieser letztere Vorgang erfolgt
entweder direkt durch Sauerstoffabspaltung oder auf dem- Wege
der Umsetzung des organischen Peroxyds mit Wasser zu Hydro-
peroxyd.

Die vielfach gleichzeitig mit biologischen Oxydationen beob-
achteten Reduktionswirkungen werden auf die kombinierte Wirkung
von Oxygenase und einer ,Perhydridrase“ zuriickgefiihrt?),
welch letztere den Wasserstoff in vorhandenem Wasser aktiviere,
wihrend der zugleich entstehende Sauerstoff von der oxygenatischen
Komponente aufgenommen werde. Diese Vorstellungen erscheinen
zwar geeignet, das Verstdindnis der grofen Verbreitung und der
Bedeutung speziell der peroxydatischen Enzyme zu erleichtern, es
ist indessen gegen sie der Einwand zu erheben, da8 sie kein ein-
faches und anschauliches Bild insbesondere der hzufig sich ab-
spielenden gekoppelten Oxydations- und Reduktionsvorginge zu
vermitteln vermogen, die man wohl mit einiger Sicherheit der
Wirkung jeweils ein und desselben Enzyms zuzuschreiben hat.

Unter strenger einheitlichen Gesichtspunkten hat H. Wieland?)
die Erkldrung der biologischen Oxydationen und Reduktionen zu-
sammengefaft. Nach Wieland beruht das Wesen der Oxydations-
vorginge nicht auf einer Betitigung von aktiviertem Sauerstoff,
sondern auf einer Aktivierung von Wasserstoff in den Substraten
der Oxydation. So wird beispielsweise die Oxydation von Alkohol
zum Aldehyd, die in der Zelle erfolgt, zuriickgefiihrt auf die Heraus-
nahme zweier Atome Wasserstoff aus dem Molekiil des Alkohols:

OH 0
cH—c<H 40, cH—c/ 48,0,
NH g

1) Vgl. A. Bach, Bio. Z. 81, 443 (1911).
%) B. 55, 3639 (1922); Ergebn. d. Physiol. 20, 477 (1922).
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oder es vollzieht sich nach dieser Anschauung ein anderer, der
Zelle vertrauter Vorgang, die Bildung einer Carbonsdure aus Al-
dehyd, durch Dehydrierung auf dem Wege iiber das Aldehydhydrat:

OH OH
CHS—C\40H + 0, CHs—C/
\H \0

Diese Auffassung von der Aktivierung des Wasserstoffs hat eine
bemerkenswerte experimentelle Stiitze erfahren durch den Befund,
dafl es, auch bei biologischen Oxydationen, gelingt, den an der De-
hydrierungsreaktion nur in der Rolle eines Wasserstoffacceptors
beteiligten Sauerstoff durch andere Wasserstoffacceptoren zu er-
setzen, beispielsweise durch leicht reduzierbare Stoffe wie Chinon
oder Methylenblau. So ist die Vergidrung von Alkohol zu Essig-
siure mit Essigsdurebakterien und auch die Verbrennung von
Traubenzucker bis zu Kohlensiure unter Ausschlufl von Sauerstoff,
ndmlich bei Gegenwart der angefiihrten Wasserstoffacceptoren
durchgefiihrt worden ; und im Beispiel der Essigsduregirung erwies
sich die gebildete Menge der Siure der aus dem Wasserstoffacceptor,
Chinon bzw. Methylenblau, entstandenen Menge an Reduktions-
produkt dquivalent. Die gleichen korrelativen Beziehungen zwischen
den Vorgingen der Dehydrierung und der Hydrierung sind weiter-
hin an der Wirkung einer typischen ,Oxydo-Redukase“, dem
Schardingerschen Enzym der Milch, quantitativ bestitigt worden,
das die Reduktion von Aldehyden in Gegenwart von Methylenblau
oder auch die Disproportionierung der Aldehyde zu Alkohol und
Sture, die Cannizzarosche Reaktion, zu katalysieren vermag.

Der Vorgang der Sauerstoffhydrierung bei der Atmung der
Zelle verliuft nach Wieland in dem Sinne, daB der unter der
Wirkung der Oxydase aktivierte Wasserstoff dem Substrat der
Oxydation entnommen wird unter korrelativer Hydrierung von
molekularem Sauerstoff zu Hydroperoxyd, dessen Zerlegung nun-
mehr die Katalase vollzichen mag unter gleichzeitiger Freilegung
neuen Sauerstoffs; in anderen Fallen dient das gebildete Hydro-
peroxyd als Wasserstoffacceptor fiir die Wirkung peroxydatischer
Enzyme, welch letztere gleichfalls auf eine Wasserstoffaktivierung
in den Substraten der Oxydation, beispielsweise in den Phenolen,
zuriickgefiithrt wird.

Die von Wieland entwickelten Vorstellungen, deren experi-
mentelle Grundlagen sich in erster Linie auf den oxydativen Abbau

Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme. 14

+ H,0.
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der Zucker beziehen, gewinnen erhiohtes Interesse durch die Beob-
achtungen von T. Thunberg?) iiber den Mechanismus der biologischen
Fettsiureoxydation; die experimentell durchgefiihrte Dehydrierung
der Bernsteinsiure zu Fumarsiure durch Muskelgewebe mit Methylen-
blau als Wasserstoffacceptor scheint darauf hinzudeuten, daf auch
der Abbau gesittigter Fettsduren im Organismus dem Prinzip einer
Dehydrierung folge, zunichst zur Stufe ungesittigter Siuren, aus
welchen sich dann durch Wasseranlagerung und weitere Dehydrierung
iiber die Zwischenstufe von g-Ketocarbonsiuren die hydrolytische
Abspaltung von Essigsiure ableiten liefle. Fiir die Auffassung der
Zellatmung als eines Dehydrierungsprozesses sprechen auch die
Befunde von W. Lipschitz?), daB es gelingt, im Lebensproze§
niedriger organisierter Zellen das gasformige Atmungselement
Sauerstoff durch einen zellfremden, andersartigen Wasserstofi-
acceptor, m-Dinitrobenzol, zu ersetzen, welcher dabei zu m-Nitro-
phenylhydroxylamin hydriert wird und welcher gleich dem Methylen-
blau die Atmung von iiberlebendem Muskelgewebe beispielsweise
mit Bernsteinséure zu unterhalten vermag.

Eine der Wielandschen Auffassung entgegengesetzte An-
schauung ist von O. Warburg?®) vertreten und experimentell
gestiitzt worden; sie sieht das Wesen der biologischen Oxydationen
in der Einwirkung aktivierten Sauerstoffs, nicht in peroxydischer
Form, sondern im Sinne einer Oberflichenaktivierung an bestimmten
Schwermetallorten, fiir deren Vermittlung in besonderer Weise
gebundenes Eisen als wesentlich zu gelten hat. Diese Anschauung
griindet sich auf Modellversuche iiber die Oxydation beispielsweise
von Aminosduren an aktiver, eisenhaltiger Kohle, deren Aktivitit
ebenso wie der Proze8 der zelluliren Atmung durch Blausiure eine
spezifische Hemmung erleidet, withrend die Wirkung der Blausdure
auf den biologischen Oxydationsprozef nach Wieland auf eine
Beeinflussung der Katalasekomponente des Oxydationssystems
zuriickzufiithren ist*).

Es ist verstindlich, daf bei der noch bestehenden Unsicherheit
iiber den Mechanismus der biologischen Oxydationen und iiber die

1) Skand. Arch. f. Physiol. 25, 37 (1911); vgl. F. Batelliu. L. Stern,
Bio. Z. 30, 172 (1910).

%) Piliig. Arch. 196, 463 (1922).

8) B. 58, 1001 (1925).

4) Uber die Moglichkeit einer Kombination der Theorien von Wieland
und Warburg siehe C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen,
5. Aufl,, Leipzig 1925/26, S.1291ff.
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Art und Anzahl der dabei beteiligten Enzyme auch die Kenntnis
der spezifischen Wirkungen der Oxydationsenzyme von verschiedenen
Zellarten ganz unzureichend geblieben ist. So ist die #ltere Ein-
teilung der Oxydasen nach den verschiedenen beobachteten Wirkungen
beispielsweise in die eigentlichen sogenannten ,Aerooxydasen“ und
in die Hydroxydasen, zu welch letzteren die Enzyme mit redu-
zierender und disproportionierender Wirkung gerechnet wurden,
ganz unsicher geworden. Die Benennung und Unterscheidung von
Oxydasen auf Grund der jeweils wahrgenommenen Wirkungen, die
den neueren allgemeineren Prinzipien nicht mehr entspricht, sollte
auf rationeller Grundlage mit der Isolierung der betreffenden
Enzyme und der Beschreibung ihrer besonderen Wirkungen sicher-
gestellt oder berichtigt werden. Dann wird man auch ein Urteil
gewinnen iiber die natiirliche Zusammensetzung des an den bio-
logischen Oxydationen beteiligten Enzymsystems und iiber die
speziellen Aufgaben der einzelnen Komponenten, deren Existenz in
manchen Fillen nicht einmal sichergestellt erscheint.

Es sei an dieser Stelle auf die bemerkenswerten Untersuchungen
von F. G. Hopkins?) hingewiesen, nach welchen ein aus verschieden-
artigem Zellmaterial, aus Hefe, Muskelsubstanz und aus der Leber
isoliertes schwefelhaltiges Peptid, das Glutathion, Cysteinyl-
glutaminsidure, je nach der Aciditit der Losung dehydrierende oder
hydrierende Funktion auszuiiben vermag; seine Wirkung als Oxydo-
redukase beruht nimlich auf dem Wechsel zwischen der Cysteinform
mit der Gruppierung R,—R—SH (R = Cystein-, R, = Glutamin-
sdurerest), die als Wasserstoffdonator, und zwischen der Cystin-
form, der Disulfidform mit der Gruppierung R,-R-S-S-R--R,,
welche als Wasserstoffacceptor fungiert. Das Peptid vermag also
auf - diesem Wege in Gegenwart anderer Wasserstoffacceptoren
katalytische Dehydrierungen zu vollziehen; seine Bedeutung fiir
die Vermittlung von Oxydationsreaktionen in der Zelle ist indessen
noch nicht geniigend geklart.

Spezielle und einigermafen gesicherte Angaben iiber die
Eigenschaften und die Wirkungsweise von Enzymen der Oxydasen-
gruppe lassen sich der Literatur bisher nur in einigen besonderen
Fillen entnehmen, bei welchen besondere Oxydasen oder doch
Enzyme von stiarker ausgeprigter Spezifitit vorzuliegen scheinen.

1) Biochem. J1. 15, 286 (1921); F. G. Hopkins u. M. Dixon, JI. Biol.
Chem. 54, 527 (1922); M. Dixom u. H. E. Tunnicliffe, Proc. Roy. Soc.
B. 94, 266 (1923).

14*
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Dies gilt beispielsweise fiir die sogenannten ,Purinoxydasen¥,
déren Wirkung man durch die Oxydation der bei der Desamidierung
der beiden Aminopurine, Guanin und Adenin, entstehenden Oxy-
purine zu Harnséure kennzeichnet; sie finden sich vorwiegend in
der Leber und in der Muskelsubstanz tierischer Organismen. Eine
Beurteilung der spezifischen Einstellung dieser Enzyme auf die
einzelnen Substrate aus der Gruppe der Purine und ihre sichere
Unterscheidung von anderen Oxydasen ist indessen auf Grund der
vorliegenden Beobachtungen noch nicht moglich; so lassen auch
die eingehenderen kinetischen Untersuchungen von R. Burian?)
iiber die Oxydation von Xanthin zu Harnsdure durch Leberausziige,
bei welchen eine weitere Umsetzung auch der Harnsiéure beobachtet
wurde, kein Urteil iiber die spezifischen Wirkungen der unter-
suchten Oxydase zu; es erscheint noch ungewiB, ob die wahr-
genommene Zerstorung der Harnséure der Wirkung eines besonderen
Enzyms zuzuschreiben ist und ob man ferner auch die vielfach
unterschiedene ,Urikasewirkung, die Umwandlung von Harnséure
zu Allantoin, die sich aus einem hydrolytischen und einem oxy-
dativen enzymatischen Vorgang zusammensetzen wird, fiir ihren
oxydativen Teilvorgang auf eine spezifische Oxydase dieser Gruppe
zuriickzufiithren hat.

Auch eine andere besondere Oxydase, die ,Tyrosinase, ist
hier zu nennen, die in tierischen und pflanzlichen Organismen ver-
breitet ist und deren Wirkung in der Oxydation des Tyrosins, der
p-Oxyphenylaminopropionssure, oder von Derivaten dieser Amino-
sigure zu einem roten und weiterhin zu einem schwarzen Pigment,
dem sogenannten Melanin, besteht.

Die Bildung von Melanin durch die Tyrosinase der Kartoffel,
zu der es nach den Untersuchungen von H. Haehn?) der Gegen-
wart bestimmter Aktivatoren bediirfe, konnten in einer neueren
Arbeit H. St. Raper und A. Wormall® in drei Stufen-
reaktionen zerlegen, nimlich in die enzymatische Bildung eines
roten Oxydationsproduktes, in dessen spontane Umwandlung zu
einer farblosen Substanz und endlich in die enzymatisch be-
schleunigte Oxydation dieser letzteren zu Melanin; der erste der
angegebenen Teilvorginge, der durch das Verschwinden des Tyrosins

1) H. 43, 497 (1905).

2) B. 52, 2029 (1919); Bio. Z. 105, 169 (1920); siehe dazu H. St. Raper
u. A. Wormall, Biochem. J1. 17, 454 (1923).

8) Biochem. JI. 17, 454 (1923).
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gemessen wurde und dessen Geschwindigkeit bei alkalischer Reaktion
am groften gefunden wird, verlsuft nach Raper und Wormall
monomolekular.

VIII. Gédrungsenzyme.

Der Vorgang der alkoholischen Girung, der Spaltung der
Zucker in Alkohol und Kohlensdure, durch den Enzymkomplex der
»Zymase“, der wohl als die am friihesten untersuchte und praktisch
angewandte enzymatische Reaktion zu gelten hat, spielt im Stofi-
wechsel einer Anzahl aerober Pilze vor allem der Gattung Sac-
charomyces, der Hefearten, eine wichtige Rolle. Mit der Beschreibung
dieser Reaktion, die die #ltere Forschung mit der Lebenstitigkeit
der Mikroorganismen verbunden glaubte, sind die grundlegenden
Erkenntnisse der modernen Enzymchemie gewonnen worden, die mit
den klassischen Untersuchungen von E. Buchner?) iiber die Ab-
trennung der Zymasegirung vom Lebensvorgang der Hefezelle
gegeben waren. In der pridparativen Isolierung der Zymase hat
man indessen iiber das bekannte Buchnersche Verfahren hinaus,
die Darstellung eines ZellpreBsaftes nach mechanischer Zerstorung
der Zellstruktur, keine wesentlichen Fortschritte zu verzeichnen;
neuere Verfahren zur Reinigung enzymatischer Stoffe wie die Ad-
sorptionsmethoden sind am Beispiel der Girungsenzyme noch nicht
systematisch angewandt worden. Dagegen sind iiber den Reaktions-
mechanismus der alkoholischen Gi#rung und iiber die Bedingungen,
unter denen sie verlduft, viele neue Erkenntnisse gewonnen worden.

Eine der wichtigsten Beobachtungen, die fiir die Erforschung
der Zusammensetzung enzymatischer Reaktionssysteme iiberhaupt
von grofer Bedeutung war, betraf die Auffindung eines spezifischen
kochbestsndigen Aktivators der alkoholischen Garung in den Hefe-
prefsiften durch A. Harden und W. J. Young?), der ,Ko-Zymase*,
sowie die von den nimlichen Forschern, zuvor schon von A. Wré-
blewski®) und von L.Iwanoff*) beschriebene besondere Akti-
vierung der Girgeschwindigkeit unter dem Zusatz phosphorsaurer
Salze. Die spezielle Wirkung der Phosphate, die mit der Bedeutung

) E. Buchner, H.Buchner und M. Hahn, Die Zymasegirung.
Miinchen 1903.

2) Proc. Roy. Soc. B. 77, 405; 78, 368 (1906).

8) Zbl. f. Physiol. 18, 284 (1899).

4) H. 50, 281 (1907); Zbl. f. Bakt. 24, (1909).
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des Hardenschen Ko-Enzyms nahe zusammenhingt und die auf
der intermediiren Bildung von Zucker-Phosphorsidureestern beruht,
soll bei der Besprechung des Gérungsschemas eingehender behandelt
werden. Die Erkenntnis der besonderen Eigenschaften der Ko-
Zymase andererseits ist durch neuere Untersuchungen von H. v. Euler
und K. Myrbick?) weitgehend gefordert worden. Die spezifische
Wirkung dieses Aktivators, ohne dessen Gegenwart beispielsweise
in ausgewaschener Trockenhefe nach Harden und Young eine
Gurfahigkeit iiberhaupt nicht beobachtet wird, 148t sich danach
durch andere, die Girgeschwindigkeit lebender Hefe steigernde
Stoffe wie das antineuritische Vitamin oder die Wachstumsfaktoren
nicht ersetzen; seine Lisungen, die man durch Extraktion ab-
getoteter oder getrockneter Hefe mit Wasser erhdlt, sind von
v. Euler und Myrbéck auf der Grundlage einer quantitativen
Bestimmungsmethode mit Hilfe verschiedener Fillungsreagenzien
sowie durch Tonerdeadsorption auf hohe Reinheitsgrade, nimlich
auf etwa 200fache Konzentration gehoben worden, eine sichere
chemische Charakterisierung des Aktivators ist indessen noch nicht
moglich gewesen.

Die Messung des Reaktionsverlaufs der alkoholischen Gérung
beruht gewohnlich auf der volumetrischen oder gravimetrischen
Bestimmung der entwickelten Kohlensiure; so wird die Giarwirkung
nach dem Vorschlage von R. Willstiatter und W. Steibelt?)
ausgedriickt durch die ,Halbgirzeit¢, das ist die zur Entbindung
von 50 Proz. der theoretischen Kohlenséduremenge unter bestimmten
normalen Bedingungen erforderliche Zeit in Minuten. Es ist be-
merkenswert, dal sowohl die Kinetik wie auch die pg-Abhingigkeit
der Gdrung mit frischer und mit getrockneter Hefe grofie Unter-
schiede aufzuweisen hat. So ist die schon von A. Harden und
W.J. Young?) beobachtete Erscheinung der ,Induktion“, d. h.
das spontane Einsetzen der Girwirkung nach Ablauf einer gewissen
Induktionsperiode, die man bei frischer Hefe nicht wahrnimmt, nach
0. Meyerhof*) und nach v. Euler und Myrbéck auf eine in den
ersten Stadien unzureichende Bildung von Zucker-Phosphorsdure-
ester zuriickzufithren, da die G#rung in Gegenwart dieser Stoffe

1) H. 131, 179 (1923); 133, 260 (1923/24); 136, 107; 138, 1; 139,
15, 281 (1924).

2) H. 115, 211 (1921).

3) Vgl. A. Harden, Alcoholic Fermentation, 3. Auflage 1923, S.39.

4) H. 101, 1651.; 102, 1, und zwar S.3 (1918).
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sofort beginnt; sie ist bei der quantitativen Bestimmung der Gir-
fuhigkeit von Trockenhefe zu beriicksichtigen; in anderen Unter-
suchungen wird diese Erscheinung als eine Regeneration der Hefe-
zellen verstanden!). Auf eine verschiedene Abhéngigkeit von der
‘Wasserstoffzahl, deren optimaler Bereich nach H. v. Euler und
S. Heintze?) sich fiir Frischhefe von pg — 8 bis pyg — 7,5, fiir
Trockenhefe aber nur von pg — 6,2 bis 6,8 erstreckt, mogen die
beobachteten Unterschiede in der Kinetik der beiden Enzym-
materialien teilweise zurtickzufiihren sein; so besteht nach A.Slator?)
fiir die Giarwirkung frischer Hefe in weitem Bereiche Proportionalitit
zwischen Hefemenge und Anfangsgeschwindigkeit und nach den
Untersuchungen von G. Tammann®*) werden mit diesem Material
in gleichen Zeiten gleiche Kohlensiiuremengen entbunden, wihrend
zufolge R. 0. Herzog?), T. Gromow und O. Grigoriew?) sowie
H. v. Euler”) fiir Trockenhefe die Beziehungen zwischen Hefe-
menge und Reaktionsgeschwindigkeit wie auch der Reaktionsverlauf
sich nicht sicher kennzeichnen lassen. Fiir die quantitative Be-
stimmung der Zymase wie ihres Ko-Enzyms hat man ferner nach
H. v. Euler und Myrbéack zu beriicksichtigen, da die Verbindung
dieser beiden Stoffe in erheblichem Mafle dissoziiert zu sein scheint
und dab die meisten Hefen weniger Aktivator enthalten, als ihrem
Enzymgehalt entspricht; das eigentliche Mal der Zymasemengen
hat sich danach auf die maximale Girgeschwindigkeit zu beziehen,
die sich nach dem Zusatz von iiberschiissigem Aktivator, nimlich
von Hefekochsaft, ergibt; sodann erscheint es zweckm#Biger, der
Bestimmung von Zymasemengen und Girfihigkeit nicht die ,Halb-
girzeit* zugrunde zu legen, sondern sie auf die Anfangsgeschwindig-
keiten der Gérung zu beziehen, bei welchen die im spiteren
Girungsverlauf eintretenden Stérungen, beispielsweise infolge Hefe-
vermehrung, noch nicht beobachtet werden.

Uber die auswihlenden Wirkungen der Zymase hat die
Forschung eine grofie Anzahl von Beobachtungen gesammelt. So

1) Siehe dazu E. Abderhalden, Fermentf. 5, 89, 110, 255, 273
(1922); E. Abderhalden u. S. Glaubach, Fermentf. 6, 143, 149, 162
(1922); H. Sobotka, H. 134, 1, und zwar S.9 (1923/24).

2) H. 108, 165 (1919).

3) Soc. 89, 128 (1906); 93, 217 (1908).

4) Ph. Ch. 3, 25, und zwar S.36 (1889).

%) H. 37, 149 (1903).

6) H. 42, 299 (1904).

7) H. 45, 420, und zwar S.445 (1905).
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haben die Untersuchungen von R. O. Herzog und O.Saladin?)
erwiesen, daf die Hefen, die die Monosaccharide Glucose, Fructose
und Mannose mit nahezu gleicher Geschwindigkeit vergiren, bei
der Trocknung mit Aceton wesentliche Verschiebungen im Verhsltnis
der Einzelgirgeschwindigkeiten erfahren. Die zuerst von E. F. Arm-
strong?) beschriebene Erscheinung, daB die meisten Hefen, die
unvermogend sind, Galaktose zu vergiren, durch Ziichtung in
Losungen dieses Substrats die Fihigkeit zur Galaktosevergirung
erlangen, ist nach R. Willstdatter und H.Sobotka?®) nicht im Sinne
der Annahme H. v. Eulers*) auf die Ausbildung einer besonderen,
die Galaktose zu Glucose umlagernden ,Galaktase“, sondern
auf eine Anpassung des Zymasekomplexes an das neue Gérsubstrat
zuriickzufiihren; nach H. v. Euler und R. Nilsson?®) wird die
Erscheinung der Galaktosegewdhnung auch an steriler Trockenhefe
beobachtet ¢) und es erfihrt die erworbene Fihigkeit zur Galaktose-
vergidrung auch durch einen neuerlichen Wechsel im Girsubstrat,
beispielsweise bei der Riickfiihrung auf Glucose, selbst nach lingerer
Zeit keine Abnahme”). Indessen hat die Untersuchung von
Willstatter und Sobotka zu dem bemerkenswerten Ergebnis
gefithrt, daB sich im Gemisch zweier G#rsubstrate das Verhéltnis der
Gargeschwindigkeiten wesentlich vom Geschwindigkeitsverhiltnis
der Einzelgirungen unterscheidet. Die Erscheinung, daf eine an
Galaktose gut gewohnte Hefe diesen Zucker fiir sich allein schneller
als Glucose vergirt, im Gemisch beider Zucker dagegen die Glucose
vorzieht, 146t erkennen, daB die Vergirungen von Glucose und
Galaktose parallele Prozesse sind, die in einem spiteren Stadium
der Gidrung zusammenfallen, wobei das erste gemeinsame Zwischen-
produkt, dessen Zerfall die Reaktion limitiert, aus einem Zerfalls-
produkt der Glucose mit groferer Geschwindigkeit entsteht.
Ahnliche Verhsltnisse bestimmen die auswihlende Gérung in Ge-
mischen von Glucose und Fructose oder von o~ und B-Glucose®).

1) H. 93, 263 (1911).

2) Proc. Roy. Soc. B 76, 600 (1905).

3) H. 123, 176 (1922).

4) Chemie der Enzyme, 2. Aufl., 1. Teil, Miinchen und Wiesbaden 1920,
S. 293 ff.

5) H. 143, 89 (1925).

6) Vgl. die entgegenstehenden Beobachtungen von N. L. Séhngen
u. C. Coolhaas, Zbl. f. Bakt. 66, II, 5 (1925).

7) H. v. Euler u. Th. Lovgren, H. 146, 44 (1925).

8) Vgl. R. Willstétter u. H. Sobotka, H. 123, 164 (1922).
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Die theoretisch wichtige Frage, ob der Vergirung von Disac-
chariden ihre enzymatische Spaltung in Monosen vorausgehen miisse,
ist durch die Untersuchungen R. Willstétters?) dahin entschieden
worden, da man fiir die untersuchten Disaccharide, Maltose, Rohr-
zucker und Lactose, entgegen den #lteren Anschauungen von
E. Fischer und P. Lindner?) direkte Vergirbarkeit anzunehmen
hat. Diese Folgerung hat sich aus der Bestimmung der Gir-
fahigkeit maltasearmer Hefen fiir Malzzucker oder in anderen Bei-
spielen aus dem ungeschwichten Girvermogen des auf kiinstlichem
Wege an Saccharase arm gemachten Pilzes gegeniiber Rohrzucker
ergeben; der Nachweis der direkten Vergirung von Rohrzucker
durch die Hefe ist auch auf anderem Wege erbracht worden,
nimlich durch die Messung der Gérung bei starker Aciditdt, bei
welcher die Garung der hydrolytischen Spaltung des Disaccharids
vorauseilt. '

Uber den Mechanismus der alkoholischen Girung haben vor
allem die ausgedehnten Untersuchungen von C. Neuberg?) wert-
volle Aufschliisse ergeben. Nach der Auffassung von Neuberg
hat als primdres Spaltprodukt der Hexosen ein Korper mit drei
Kohlenstoffatomen zu gelten, das Methylglyoxal CH,—CO—CHO,
das ein wesentliches Zwischenglied des Zuckerabbaus darzustellen
scheint. Man wird dabel anzunehmen haben, daf der Zerfall des
Hexosemolekiils auf dem Wege iiber seine Veresterung mit Phos-
phorsiure erfolgt, zumal die Untersuchungen von A. Harden und
W. J. Young?*) sowie von H.v. Euler und D. Johansson?®) die
Aquivalenz zwischen der Menge veresterten Phosphats und der ent-
bundenen Kohlensdure erwiesen haben; auch hat man zufolge der
Beobachtungen von H.v.Euler und K. Myrbéck®) die Mitwirkung
der Ko-Zymase auf eben diese Reaktionsstufe der Girung, die Ver-
esterung der Hexose mit Phosphorsiure, zu beziehen. Uber den
weiteren Weg der Spaltung des Hexosemolekiils selbst in Korper

1) R. Willstdtter u. W. Steibelt, H. 115, 211 (1921); R. Will-
stitteru. E.Bamann, H., im Druck (Maltose); R.Willstdtteru. G.Oppen-
heimer, H. 118,168 (1921/22) (Lactose); R. Willstdtteru. Ch.D.Lowry jr.,
H. 150, 287 (1925) (Rohrzucker).

2) B. 28, 984, 3034 (1895); E. Fischer, H. 26, 60, und zwar S. 72
(1898).

3) B. 55, 3624 (1922).

4) Proc. Roy. Soc. B 80, 299 (1908); 81, 336 (1909).

5) H. 85, 192 (1913).

6) H. 139, 15 (1924).
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der 3-Kohlenstoffreihe besitzt man indessen noch keine sicheren
Anhaltspunkte.

Die Umsetzung des Methylglyoxals kann nach Neuberg
unter gewissen Bedingungen durch Wasseranlagerung und innere
Disproportionierung zur Milchsdure fithren zufolge der Reaktion

CH,—CO—CHO 4 H,0 — CH,—CO—CH(0OH),
—> CH,—CHOH—COOH,

ein Vorgang, der vor allem bei dem der Girung verwandten Kohle-
hydratabbau im tierischen Muskel hervortritt, sodann bei der Wir-
kung der milchsdurebildenden Bakterien; fiir letztere haben die
Untersuchungen von A. I Virtanen?!) gleichfalls die Mitwirkung
der Ko-Zymase als unentbehrlich erwiesen, der Abbau fiihrt also
auch in diesem Falle iiber die Stufe des Hexosephosphorsiureesters.
Die enge Verwandtschaft andererseits des Kohlehydratabbaus im
pflanzlichen und tierischen Organismus, wenigstens in seinen ersten
Stadien, geht aus den wichtigen Untersuchungen von O. Meyer-
hotf?) hervor, die iiber das Vorkommen von Ko-Zymase im Koch-
saft der Muskulatur berichten; sie sind mit dem quantitativen Ver-
gleich der Wirkung des Aktivators aus Muskel und Hefe von
H.v. Euler und K. Myrbéack?®) bestitigt worden. Die Analogie
der Reaktionswege in beiden Fillen ergibt sich iiberdies aus der
Ubereinstimmung des primiren Reaktionsproduktes, des Hexose-
phosphorsiureesters, den G. Embden®*) aus MuskelpreBsaft,
A.Harden und W.J. Young?®) sowie C. Neuberg® aus Hefe
isoliert und als Fructosediphosphorsidure (Lactacidogen) gekenn-
zeichnet haben.

Die normale Umsetzung des Methylglyoxals, die bei der
alkoholischen Girung eintritt, fithrt jedoch nach Neuberg mittels
der Dehydrierung seines Hydrats zur Brenztraubensiure nach der
Gleichung:

CH,—CO—CH(OH), — CH,—CO—COOH + H,,

wobei der entstehende Wasserstoff von einem im weiteren Reaktions-
verlauf gebildeten Produkt, dem Acetaldehyd, aufgenommen wird.

1) H. 188, 136 (1924); 148, 71 (1924/25).

%) H. 101, 165; 102, 1 (1918); Pfliig. Arch. 170, 867 (1918).
3) H. 138, 260, und zwar S. 274 (1923/24).

4 H. 98, 1, 54, 124 (1914) sowie spitere Abhandlungen.

5) Proc. Roy. Soc. B 82, 321 (1910).

6) Bio. Z. 88, 432 (1918).
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Die Brenztraubensiure wird n#mlich, wie Neuberg gezeigt hat,
von Hefe glatt und leicht vergoren, sie erfihrt eine Abspaltung
von Kohlendioxyd, und zwar unter der Wirkung eines die Zymase
stets begleitenden Enzyms, der Carboxylase, welcher allgemein
die Fihigkeit zur Spaltung von Carbonsiuren in der angefiihrten
Weise zukommt. Dieser Ubergang der Brenztraubensdure in Acet-
aldehyd nach der Gleichung

CH,—CO0—CO0H — CH,—CHO 4 CO,

fithrt zugleich zur Bildung des fiir die Dehydrierung des Methyl-
glyoxals erforderlichen Wasserstoffacceptors: die Dismutation der
beiden Aldehyde, Methyl-glyoxal und Acetaldehyd, vollzieht sich
nun unter Bildung von Brenztraubensiure und Athylalkohol nach
dem Schema:

CH,—CO—CH(OH), + CH,—CHO
—> CH,—CO—COOH + CH,—CH,0H.

Diese Reaktion verlduft nun infolge der stetigen Neubildung von
Acetaldehyd aus Brenztraubensiure als kontinuierlicher Prozef und
es erscheinen so in der Gesamtgleichung der alkoholischen G#rung

C,H,0, = 2C0, 4 2CH,—CH,0H ,
Athylalkohol und Kohlenssure als die alleinigen Produkte (erste
Vergirungsform).

Diese Anschauungen Neubergs iber den Mechanismus der
alkoholischen Gérung, nach welchen den Zwischenprodukten Brenz-
traubensiure und Acetaldehyd eine hervorragende Rolle bei der
Vergirung zukommt, werden gestiitzt durch den Befund, daf es
gelingt, den intermediir gebildeten Acetaldehyd durch Vornahme
der Girung in alkalischer, sulfithaltiger Losung abzufangen und
die Reaktion damit in andere Bahnen zu leiten. An Stelle des
der Reaktion in Form seiner Bisulfitverbindung entzogenen Acet-
aldehyds tritt in diesem Falle ein anderer Wasserstoffacceptor, aus
der 3-Kohlenstoffreihe, vermutlich Methylglyoxal, als dessen Hy-
drierungsprodukt unter den Endprodukten der Reaktion das Glycerin
neben Kohlendioxyd und Acetaldehyd erscheint:

C,H,,0, = CO, + CH;—CHO 4- C;H 04
(zweite Vergirungsform).

Mit der angefithrten zweiten Vergérungsform steht eine dritte
Art der Zuckergirung im Einklang, die Neuberg in Gegenwart
alkalischer Salze, aber ohne Sulfit, das spezifische Abfangmittel
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fiir Acetaldehyd, beobachtet hat. Der Aldehyd erfihrt in diesem
Falle eine Disproportionierung zu Essigsiure und Athylalkohol,
so daB der Verlauf der Reaktion, bei welcher auf 2 Mol Glycerin
je 1 Mol Alkohol und Essigsiure gebildet wird, nunmehr der
Gleichung entspricht:
2C,H,,0,+H,0 = CH,—COOH 4 CH;—CH,0H
+2C0, +2C,H,0,
(dritte Vergirungsform).

Auch bei einer vierten Form der Vergiirung, der sogenannten
Buttersduregirung, die durch gewisse Mikroorganismen ausgeldst
wird, stellen nach Neuberg Acetaldehyd und Brenztraubensiure
in ahnlicher Weise Durchgangsstufen dar, die Fixierung des inter-
medigr gebildeten Aldehyds ist auch in diesem Falle durchgefiihrt
worden.

Es sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, daf C. Neuberg
und F. Windisch?!) auch fiir den Mechanismus einer anderen
Girungserscheinung, der sogenannten Essigsiduregirung, die bio-
chemische Oxydation von Athylalkohol zu Essigsiure durch die
Essigssurebakterien, den Nachweis eines @hnlichen Disproportio-
nierungsvorgangs gefithrt haben, wie er fiir die oben angefithrten
Vergirungsformen kennzeichnend ist. Die Bakterien der Essigsiure-
garung, die zur Vergirung von Zuckern nicht befihigt sind, voll-
ziehen die Oxydation des Alkohols zur Siure in zwei verschiedenen
Stufen, namlich durch die Dehydrierung zum Acetaldehyd und
durch darauffolgende Dismutation des Aldehyds in Essigsdure und
Alkohol; diese Folgerung haben Neuberg und Windisch aus
der Beobachtung abgeleitet, daf Acetaldehyd wie auch Brenztrauben-
sdure, ‘diese nach der Decarboxylierung zum Aldehyd, durch die
Bakterien keine direkte Oxydation, sondern eine Disproportionierung
zu Saure und Alkohol erfahren, welch letzterer sich bei AusschluB
von Sauerstoff nachweisen lieS.

Die wichtigen Betrachtungen Neubergs iiber den Mechanis-
mus der alkoholischen Girung haben eine weitere Vertiefung er-
fahren mit der Beschreibung einer neuartigen enzymatischen Wirkung
in den Girungserregern, deren Beteiligung an dem Gérungsproze(
nach Neuberg die Moglichkeit einer fiinften Vergirungsform
ergibt. Sie ist gekennzeichnet durch die Synthese von Kohlenstoff-
Kohlenstoftbindungen, die nach der Zugabe von Aldehyden zu

1) Naturw. 13, 993 (1925).
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girenden Zuckerlosungen unter Zusammenschluf zweier Aldehyd-
molekiile zum Ketonalkohol erfolgt; so entsteht beispielsweise aus
zugefiigtem Benzaldehyd durch Kondensation mit dem bei der
Girung gebildeten Acetaldehyd ein Korper von der Konstitution
eines Phenylacetylcarbinols zufolge der Gleichung:
C,H,—CHO 4+ CH;,—CHO — C,H,—CHOH—CO—CH,.
Die Synthese solcher Verbindungen, die auch bei der zellfreien
Girung, also auf rein enzymatischem Wege erfolgt und die nach
Neubergauf der Wirkung eines neuartigen, Kohlenstoff mit Kohlen-
stoff verkniipfenden Enzyms, der Carboligase, beruht, lift er-
kennen, da$ mit den Spaltungsreaktionen, wie sie bei der alkoho-
lischen Girung eintreten, auch aufbauende Vorginge eng verkniipft
zu sein scheinen, deren physiologische Bedeutung man vielleicht
in der Synthese neuen Baumaterials fiir die Zellen der Mikroorga-
nismen zu suchen haben wird.



Abderhalden, E. 41, 56,
67, 112, 129, 147,
150, 215.

— u. Brahm, C. 67, 147.
—, Caemmerer, G. und
Pincussohn, L. 67.
— u. Fodor, A. 46, 148.
— u. Glaubach, S. 215.

— u. Goto, K. 129.

— u. Koelker, A. H. 67,
124, 147.

—, Sickel, H. u. Ueda, H.
112.

— u. Steinbeck, E. 128.

— s. Fischer, E. 69, 129,
147, 150.

Abel, E. 199.

Acklin, O. 5.

Adler, L. 143, 184.

Armstrong, E.F. s. Arm-
strong, H. E. 177,181.

Armstrong, H. E. 53, 114,
216.

—, Armstrong, E. F. u.
Horton, E. 177, 181.

—, Benjamin, H. 8. u.
Horton, E. 159.

— und Horton, E. 158,
160, 179.

— s. Fischer, E. 53, 181.

Arnheim, F. s. Rona, P.
148.

Arrhenius, Sv. 27, 40, 41,
42, 128.

Arthus, M. u. Pagés 140.

Asada, K. s. Kleinmann,
H. 123.

Auld, S. J. M. 179.

Autorenregister.

Bach, A. u. Chodat, R.
207, 208.

Baker, J. C. s. Sherman,
H. C. 186.

—,J.L. u. Hulton, H. F.
E. 80, 191.

Baldwin, M. W. s. Sher-
man, H. C. 11, 184.

Bamann, E. s. Willstétter,
R. 68, 94, 166, 170,
173—177, 217.

Bancels, L. des s. Henri,
V. 124.

Barendrecht, H. P. 121,
159.

Barthel, Chr. und Euler,
H. von 5.

Batelli, F. und Stern, L.
197, 210.

Baur, E. 4, 5.

Bayliss, W. M. 41, 45,
46, 56, 124.

— u. Starling, E. H. 134.

Bechhold, H. 17.

Benjamin, H. S. s. Arm-
strong, H. E. 159.

Bernard, Cl. 164.

Berthelot, M. 2.

Bertrand, L. G.u. Thomas,
P. 182.

Berzelius, J. J. 3.

Biedermann, W. 59, 183.

Bien, Z. s. Rona, P.
105.

Bierry, H. 58, 164, 183.

— u. Giaja, J. 183.

—, Giaja, J. u. Henri, V.
58.

Bierry, H., Henri, V. u.
Schaeffer, G. 16.
Blood, A. F. s. Mendel,

L. S. 141.
Bodenstein, M. u. Dietz,
Ww. 52.

Bonem, P. s. Edlbacher,
S. 154, 155, 156.
Bouchout, E. s. Wurtz, A.

141.

Bourquelot, E. 53, 54,173.
Bradley, H. C. s. Hertz-
mann, A. B. 15.
Brahm, C.s. Abderhalden,

E. 67, 147.
Bredig, G. 70, 197.
Brown, H. T. u. Glen-
dinning, A. T. 186.
Briicke, E. 18, 92.
Buchner, E., Buchner, H.
u. Hahn, M. 2, 78,
87, 213.
—, H. s. Buchner, E. 2,
78, 87, 213.
Burian, R. 211.

Caemmerer, G. s. Abder-
halden, E. 61.
Campbell, R. u. Haworth,
W. N. 178.
Chittenden, R. H. 185.
Chodat, R. s. Bach, A.
194, 199, 207.
Chrzaszcz, T. 188.
Clark, E. D. s. Sherman,
H. C. 183.
—, M. E. s. Kastle, J.
H. 164.



Clementi, A. 154.

Cohnheim, J. 18, 92,
189.

—, 0. 145.

Connstein, W. 100.

—, Hoyer, E. u. Warten-
berg, H. 117.

Coolhaas, C. s. Sohngen,
N. L. 216.

Corvisart 1.

Cremer, M. 56.

Croft Hill, A. 50, 53,
176.

Csanyi, W. s. Willstétter,
R. 79. 179, 180, 181.

Cullen, G. E. s. Slyke,
D. D. van 158, 159.

Dakin, H. D. 112.

— s. Kossel, A. 153.
Damboviceanu, A.s. Rona,
P. 194, 195, 196.
Danilewsky, A. 18, 92,

189.

Dauphinée, J. A. s. Hun-
ter, A. 154, 155.
Davidsohn, H. 11, 66,

102, 107.

— 8. Michaelis, L. 11,
13, 25, 26, 126,
133.

Dernby, K. G. 24, 144,
145, 148, 149.

Dietz, W. s. Bodenstein,
M. 52.

Dixon, M. u. Tunnicliife,
H. E. 211.

— s. Hopkins,
211.

Djenab, K. 121.

Dufiaiturria, S. s. Will-
stiatter, R. 137.

F. G.

Ebstein, W. u. Griitzner,
P. 57, 123.

Edlbacher, S.130, 154.

— u. Bonem, P. 154, 155,
156.

Autorenregister.

Edlbacher, S. u. Rothler,
H. 154, 155.
Effront, J. 188.
Ehrenberg, R. 4.
Ehrenreich, M. s. Micha-
elis, L. 17, 18, 168.
Einstein, A. 7.
Ellinghaus, J. s. Steudel,
H. 130.
Elvove, E. s. Kastle, J. H.
109.
Embden, G. 121, 218.
Emmerling, O. 53.
Engler, C. 207.
— u. Weissberg 207.
Erbacher, O. s. Will-
stitter, R. 94.
Euler, H. von 6, 8, 24,
40, 43, 48, 55, 64,
71, 83, 84, 148, 165,
195, 197, 215, 216.
— u. Funke, Y. 121.
— u. Heintze, S.215.
— u. Johansson, D. 217.
— u. Josephson, K. 40,
48, 55, 56, 68, 73,
165, 171, 172.
— u. Kullberg, S. 121.
— u. Laurin, J. 32, 43,
44.
— u. Lévgren, Th. 86,
216.
— u. Myrbick, K. 61,
65, 214, 215, 218.
— u. Nilsson, R. 86, 216.
— u. Svanberg, 0. 26,
48, 64, 65, 163, 164,
169, 171, 185, 186.
— s. Barthel, Chr. 5.
Eweyk, C. van s. Rona,
P. 182.

Falk, G.s. Mc Guire, Gr.
184.

Faraday 196.

Fearon, W. R. 160.

Felix, K. 130.

Fermi, C. 124.

Fernbach, A. 82, 119.

223

Fernbach, A. s. Wolff, J.
56, 182.

Fischer, E. 5, 11, 70,
119, 122, 165, 175,
176, 178, 217.

— u. Abderhalden, E. 69,
129, 147, 150.

— u. Armstrong, E. H.
53, 181.

— u. Lindner, P. 217.

Fodor, A. 4, 46, 171,

— 8. Abderhalden, E. 46,
148.

Fosse, R. 157.

Frankel, E. M. 130, 141.

Fregdenberg, K. 119.

— u. Vollbrecht, E. 120.

Freundlich, H. 21, 53.

Fricke, R.u.Kaja, P. 192.

Fromme, A. 107.

Frouin, A. 126.

Fuchs, W. s. Pringsheim,
H. 185.

Fuld, E. u. Levison, L.
A. 123.

— u. Morawitz, P. 140.

— u. Spiro, K. 140.

Funke, Y. s. Euler, H. von
121.

Gambarjan, St. s. Meisen-
heimer, J. 83.

Geret, L. s. Hahn, M. 144.

Giaja, J. s. Bierry, H. 58,
183.

Gierisch, W. s. Waentig

P. 198.

Gjaldbaek, J. K. s. Hen-
riques, V. 56, 125,
129, 130, 150.

Glaubach, S. s. Abder-
halden, E. 215.

Glendinning, A. T. s.
Brown, H. T. 186.

Gola, G. 205.

Goto, K. s. Abderhalden,

E. 129.

Gottschalk, A. s. Steudel,

H. 130.



224

Graser, J.s.Willstitter, R.
6, 16, 25, 40, 43, 148,
168, 207.

Grassmann, W. s. Wald-
schmidt-Leitz, E. 22,
139.

— s. Willstétter, R. 15,
61, 141,143,145, 147,
151.

Green, J. R. 114.

Grigoriew, O.s. Gromow,
T. 215.

Gromow, T. u. Grigoriew,
0. 215.

Gross, G. 123.

—, R. E. 155.

Grosser, P. u. Hussler,
J. 121.

Griitzner, P. 123.

— s. Ebstein, W. 57,123.
Grundherr, G. E. von s.
Kuhn, R. 68, 165.

Guigan, Mc 185.

Guire, Gr. Mc u. Falk,
G. 184.

Gyorgy, P. s. Rona, P.
158.

Haber, F. 53.

Haehn, H. 212.

— u. Schweigart, H. 58,
183.

Hahn, A. u. Harpuder, K.
58, 184.

—, M. u. Geret, L. 144.

— s. Buchner, E. 2, 78,
87, 213.

Haley, D. E. u. Lyman,
J. F. 11, 114.

Hammarsten, 0. 57, 92,
131, 132, 140.

Harden, A. 214.

— u. Young, W. J. 61,
121, 213, 214, 217,
218.

Harpuder, K. s. Hahn, A.
58, 184.

Harteneck, A. s. Wald-
schmidt-Leitz, E. 5,

Autorenregister.

11,60, 68, 91,93, 134,
135, 137, 138, 142,
146, 147, 149, 150.
Haurowitz, F. u. Petrou,
W. 107, 109.
— s. Willstdtter, R. 13,
107, 108, 112.
Haworth, W. N s.. Camp-
bell, R. 178.
Hedin, S. G. 22, 47.
Heidenhain, R. 134, 135.
Heintze, S. s. Euler, H.
von 215.
Heiss, H. s. Willstitter,
R. 199.
Helferich, B. 180.
Hennichs, S. 195, 197,
198.
Henri, V. 16, 25, 39, 159.
— u. Bancels, L. des124.
— s. Bierry, H. 16, 58.
Henriques, V. u. Gjald-
baek, J. K. 56, 125,
129, 130, 150.
Hertzmann, A. B. u.
Bradley, H. C. 15.
Herzfeld, E. 4, 5.
Herzog, R. 0. 7, 109, 126,
150, 215.
— u. Margolis, M. 128.
— u. Saladin, O. 216.
Hesse, A. R. F. s. Will-
stitter, R. 58, 75,137,
183, 184, 186, 187,
190, 191.
Hizume, K. 187.
Hoff, J. H. van’t 50.
Holmbergh, 0. 184, 187.
Hopkins, F. G. 211.
— u. Dixon, M. 211.
Hoppert, C. 153.
Hoppe-Seyler, F. 2.
Horton, E. s. Armstrong,
H. E. 158, 159, 160,
177, 179, 181.
Hoyer, E. 98, 116, 117.
— s. Connstein, W. 117.
Hudson, C. 8. 24, 25, 26,
166.

Hudson. C. S. u. Paine,
H. 8. 179.

Hulton, H. F. E. s. Baker,
J. L. 80, 191.

Hunter, A. u. Dauphinée,
J. A. 154, 155.

Hussler, J. s. Grosser, P.
121.

Iscovesco, H. 16.
Issajew, W. 24, 195.
Iwanoff, L. 213.

Jakoby, M. 156, 158.

Jalander, Y. W. 51, 116.

Jansen, B. C. P. 161.

Johansson, D. s. Euler,
H. von 217.

Johnstone, M. E. s. Kastle,
J. H. 109.

Jonone, R. s. Takeuchi,
T. 156.

Joos, B. s. Karrer, P. 193.

Josephson, K. 179, 180,
183.

— s. Euler, H. von 40,
48, 55, 56, 68, 73,
165, 171, 172.

Kaja, P. s. Fricke, R.
192.

Karczag, L. s. Neuberg,
C. 121.

Karrer, P., Joos, B. u.
Staub, M. 193.

Kastle, J. H. u. Clark,
M. E. 164.

—, Johnstone, M. E. u.
Elvove, E. 109.

— u. Loevenhart, A. S.
41, 66, 109.

Kaufmann, W. von u.
Lewite, A. 189.

Kawalki, W. 7.

Kay, H. 161.

Kendall, E. C.u. Sherman,
H. C. 41, 56, 188.
— s. Sherman, H. C.

183.



Kjeldahl 41.

Kleinmann, H. u. Asada,
K. 123.

— s. Rona, P. 123.

Knaffl-Lenz, E. 109, 110.

Koelker, A. H. s. Abder-
halden, E. 67, 124,
147.

Kohn, G. s. Pringsheim,
H. 192.

Kossel jA. u. Dakin, H.
D. 153.

Kraut, H. u. Wenzel, E.
20, 21, 90, 169.

— s. Willstétter, R. 94,
95.

Krieble, V. K. 70.

Krober, E. 176.

— s. Lintner, C. J. 41,
176.

Kiihne, W. 132, 134, 146.

Kiittner, S. 128.

Kuhn, R. 14, 32, 33, 38,
40, 67, 68, 69, 155,
164, 181, 188, 207.

— u. Grundherr, G. E.
von 68, 165.

— u. Miinch, H. 37, 68,
165.

— u. Sobotka,
178.

— s. Willstitter, R. 6,
16, 22, 25, 40, 43,
69, 72, 73, 75, 148,
163, 164, 168, 174,
178, 179, 181.

Kullberg, S.s. Euler, H.
von 121.

Kumagawa, H. s.
statter, R. 113.

Kunz, A. s. Zemplén, G.
178.

Kusenack, W. s. Prings-
heim, H. 193.

H. 44,

Will-

Langley, J. N. 57.

Langmuir, J. 18.

Laurin, J. s. Euler, H.
von 32, 43, 44.

Autorenregister.

Leibowitz, J. s. Prings-
heim, H. 184, 193.
Levene, P. A. u. Medi-
greceanu, F. 121.
Levison, L. A. s. Fuld,
E. 123.

Lewite, A. s. Kaufmann,
W. von 189.

Liebig, J. von 1.

— u. Wghler, 1.

Lindner, P. s. Fischer,
E. 217.

Lintner, C. J. 176, 192.

— u. Kréber, E. 41, 176.

Lipschitz, W. 210.

Loeb, J. 9.

Léhlein, W. 123.

Loevenhart, A. S. 111.

— u. Peirce, G. 66.

— s. Kastle, J. H. 41,
66, 109.

Loévgren, St. 157, 159,
160.

—, Th. s. Euler, H. von
26, 86.

Loew, 0. 193.

Lowry, Ch. D. jun. s.
Willstitter, R. 84,
167, 217.

Liiers, H. 191.

— u. Sellner, E. 188,

192.

— u. Wasmund, W. 11,
41, 184, 185, 186.

Lundin, H. 143.

Lyman, J. F. s. Haley,
D. E. 11, 114.

Mack, E. u. Villars, D.
J. 161.

Madinaveitia, A. s. Will-
stiatter, R. 197.

Madsen, Th. u. Walbum,
L. E. 42.

Maquenne, L. 56.

Margolis, M. s. Herzog,
R. 0. 128.

Mayer, A. s. Samec, M.
189.

Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme.

225

Medigreceanu, F. s. Le-
vene, P. A. 121.
Meisenheimer, J., Gam-
" barjan, St. u. Semper,

L. 83, 84.

Memmen, Fr. s. Will-
stitter, R. 12, 13, 61,
62, 66, 69,72, 76, 101,
102, 103, 107, 108,
110, 112, 113.

Mendel, L. u. Blood, A.
F. 141.

Menten, M. L. s. Micha-
elis, L. 256—32, 34
—36, 38, 40.

Mett, S. 123.

Meyerhof, 0. 214, 218.

Michaelis, L. 9, 10, 13,
14, 15, 16, 21, 22,
33, 45, 102, 168.

— u. Davidsohn, H. 11,
13, 25, 26, 126, 133.

— u. Ehrenreich, M. 17,
18, 168.

— u. Menten, M. L. 25
—32, 34—36, 38, 40.

— u. Pechstein, H. 12,
36, 37, 38, 58, 184,
194, 195.

— u.Rona, P. 11,17, 37.

— u. Rothstein, M. 14,

S17.

— s. Rona, P. 102, 173.

Mitscherlich, E. 3.

Morawitz, P. 140.

— s. Fuld, E. 140.

Morgulis, S. 194, 195,
196.

Morris, G. H. 175.

Miinch, H. s. Kuhn, R.
37, 68, 165.

Mutch, N. 153.

Myrbick, K. 64, 65, 214,
215, 218.

— s.Euler, H. von 61, 65.

Nasse, 0. 183.
Neuberg, C. 67, 121, 152,
181, 217—221.

15



226

Neuberg, C. u. Karczag,
L. 121.

— u. Windiseh, F. 220.

Nicloux, M. 41, 116.

Nilsson, R. s. Euler, H.
von 86, 216.

Nordefeldt, E. 56.

Northrop, J. H. 15, 122,
127, 133, 136, 149.

Qecholm, L. W. 7.

Ohlsson, E. 187

Ohta, K. 180.

Onodera, N. 158.

Oppenheimer, C. 53, 149,
150, 151, 210.

—, Tr. s. Willstiatter, R.
88, 173, 176, 178,
179, 181, 217.

Pagés s. Arthus, M. 140.

Paine, H. J. s. Hudson,
C. 8. 179.

Palitzsch, S. u. Walbum,
L. E. 124, 133.

Parastschuk, S. W. s.
Pawlow, J. P. 92.

Pasteur, L. 2.

Pawlow, J. P. 82, 126,
131.

— u. Parastschuk, S. W.
92.

Payen 1.

Pechstein, H. s. Micha-
elis, L. 12, 36, 37,
38, 58, 184, 194,
195.

Peirce, G. 110.

— s. Loevenhart, A. S.
66.

Pekelharing, C. A. 105,
131.

Persiel, H. s. Willstitter,
R. 136.

Persoz 1.

Petrou, W. s. Haurowitz,
F. 107, 109.

Pincussohn, L. s. Abder-
halden, E. 67.

Autorenregister.

Pollak, A. 182.

Pollinger, A. s. Will-
statter, R. 20, 26, 79,
89, 200—204, 206.

Pottevin, H. 51, 104, 119,
187.

Pringsheim, H. 187, 189,
193.

— u. Fuchs, W. 185.

— u. Kohn, G. 192.

— u. Kusenack, W. 193.

— u. Leibowitz, J. 184,
193.

— u. Reiser, A. 185.

— u. Schmalz, K. 185.

— u. Seifert, K. 193.

Racke, F. s. Willstitter,
R. 18, 22, 79, 87,
163, 165, 166, 168.

Raper, H. St. u. Wormall,
A. 212, 213.

Reiser, A. s. Pringsheim,
H. 185.

Riehmann, K. s.
stiatter, R. 201.

Ringer, W. E. 131, 133.

— u. Trigt, H. van 184.

Rithler, H. s. Edlbacher,
S. 154, 155.

Rona, P. 66, 102, 113.

— u. Arnheim, F. 148.

— u. Bien, Z. 105.

— u. Damboviceanu 194
—196.

— u. Eweyk, C. van 182.

— u. Gyorgy, P. 158.

— u. Kleinmann, H. 123.

— u. Michaelis, L. 102,
173.

— s. Michaelis, L. 11,
17, 37.

Rosenheim, 0. 105.

Rosenthaler, L. 56, 70.

Rothstein, M. s. Michaelis,
L. 14, 17.

Will-

Saladin, O. s.
R. 0. 216.

Herzog,

Salkowski, E. 144.
Samee, M. u. Mayer, A.
189.
Schaeffer,
H. 16.
Schiffner, A. s. Wald-
schmidt-Leitz, E. 22,
94, 129, 139, 146
—149.

Scheele 119.

Schepowalnikow, N. P.
59, 134.

Schlatter, G. 5.

Schlesinger, M. D. s.
Sherman, H. C. 184,
186, 188, 190, 192.

Schmalz, K. s. Prings-
heim, H. 185.

Schmidt, A. 140.

Schmiedeberg, 0. 80, 152.

Schneider, K. s. Will-
stitter, R. 65, 84,
166, 167, 169, 170,
172.

Schrumpf, P. 131.

Schudel, G.s. Willstitter,
R. 183.

Schiitz, E. 27, 127.

—, J. H. 128.

Schwann, Th. 1, 126.

Schweigart, H. s. Haehn,
H. 58, 183.

Seifert, K. s. Pringsheim,
H. 193.

Sellner, E. s. Liiers, H.
188, 192.

Semper, L. s. Meisen-
heimer, J. 83.

Senter, G. 66, 195, 197.

Sherman, H. C. u. Baker,
J. C. 186.

—,Kendall, E. C. u.
Clark, E. D. 183.

-—- u. Schlesinger, H. D.
184, 186, 188, 190,
192.

— u
192.

— u. Thomas, A. W. 189.

G. s. Bierry,

Tanberg, A. P.



Sherman, H. C., Thomas,
A. W. u. Baldwin, M.
W. 11, 184.

— s. Kendall, E. C. 41,
56, 188.

Sickel, H.s. Abderhalden,
E. 112.

Sigmund, W. 114.

Simons, E. s. Wald-
schmidt-Leitz, E. 130,
139.

Sjoberg, K. 184.

Sjoqvist, J. 128.

Slator, A. 215.

Slyke, D. D. van 124.

— u. Kullen, G. E. 158,
159.

— u. Zacharias 11, 157,
158.

Smorodinzew, J. A. 152.

Sobotka, H. 215.

— s. Kuhn, R. 44, 178.

— s. Willstdtter, R. 69,
86, 174, 178, 179,
216.

Sohngen, N. L. u. Cool-

haas, C. 216.

Sérensen, S. P. L. 9, 10,
11, 73, 124, 125, 126,
194.

Spiro, K. s. Fuld, E. 140.

Spriggs, E. J. 128.

Stade, W. 107.

Starling, E. H. s. Bayliss,
W. M. 134.

Staub, M. s. Karrer, P.
193.
Steche, O.

P. 198.

Steibelt, W.s. Willstétter,
R. 88, 173, 175, 176,
179, 214, 217.

Steinbeck, K. s. Abder-
halden, E. 128.

Stern, L. s. Batelli, F.
197, 210.

Steudel, H., Ellinghaus,
J. u. Gottschalk, A.
130.

s. Waentig,

Autorenregister.

Stoecklin, E. de s. Wolff,
J. 206.

Stoll, A. s. Willstiitter,
R. 118, 199, 200, 202,
203, 205, 206.

Sullivan, C. 0’ u. Tomp-
son, F. W. 26, 162,
163.

Sundberg, C. 131.

Svanberg, O. s. Euler, H.
von 26, 48, 64, 65,
163, 164, 169, 171,
185, 186.

Syniewski, V. 191.

Tanberg, A. P. s. Sher-
man, H, C. 192.
Takeuchi, T. u. Jonone,
R. 156.

Tammann, G.41, 42, 43,
215.

Taylor, A. E. 51, 52.

Thomas, A. W. s. Sher-
man, H. C. 11, 184,
189.

Thomas, P. s. Bertrand,
G. 182.

Thunberg, T. 210.

Tompson, F. W. s. Sulli-
van, C. O’ 26, 162,
163.

Traube, M. 2.

Trigt, H. van s. Ringer,
W. E. 184. )

Tsukihashi, M. 197.

Tunnicliffe, H. E. s.
Dixon, M. 211.

Ueda, H.s. Abderhalden,
E. 112.

Villars, D. S.
E. 161.

Vines, S. H. 141.

Virtanen, A. 1. 218.

Volhard, F. 107, 123.

Vollbrecht, E. s. Freuden-
berg, K. 119.

s. Mack,

227

Waentig, P. u. Gierisch,
W. 198.

— u. Steche, 0. 198,

Walbum, L. E. s. Madsen,
Th. 42, 132.

— s. Palitzsch, S. 124,
133.

Waldschmidt, W. 123,

Waldschmidt - Graser, J.
80, 152, 153.

Waldschmidt-Leitz, E. 7,
11, 12, 60, 61, 62,
76, 133—136, 141.

— u. Harteneck, A. 5,
11, 60, 68, 91, 93,
134, 135, 137, 138,
142, 146, 147, 149,
150.

— u. Schiffner, A. 94,
129, 146—149.

—, Schiffner, A. u. Grass-
mann, W. 22, 139.
— u. Simons, E. 130, 139.
— s. Willstitter, R. 12,
76, 80, 81, 88, 90,
92, 98, 101, 103, 104,
105, 108, 114, 116,
117, 125, 137, 143,
152, 153, 183, 184,
186, 187, 190, 191.

Warburg, O. 66, 112,
207, 210.

Wartenberg, H. s. Conn-
stein, W. 117.

Wasmund, W. s. Liiers,
H. 11, 41, 184, 185,
186.

‘Wassermann, W. s. Will-
statter, R. 18, 19, 20,
169.

Weber, H. s. Willstitter,
R. 200.

Weisberg. s. Engler, C.
207.

Went, F. A. F. C. 83.
Wenzel, E. s. Kraut, H.
20, 21, 90, 169.

— s. Willstédtter, R. 167,
170, 172.

15%*



228

‘Wester, D. H. 158.

‘Wiechowski, W. 153.

Wieland, H. 194, 207
—210.

Wijsman, H. P. 187.

Wilhelmy, W. F. 23.

Willstitter, R. 3, 4, 6,
12, 18, 19, 20, 21,
47, 49, 61, 62, 70,
71, 72, 73, 79, 85,
90, 92, 107, 112, 165,
166, 167, 171, 172.

— u. Bamann, E. 68, 94,
170, 173—177, 217.

— u. Csanyi, W. 79, 179,
180, 181.

—, Graser, J. u. Kuhn,
R. 6, 16, 25, 40, 43,
148, 168, 207.

— u. Grassmann, W. 15,
61, 141, 143, 145,
147, 151.

—, Haurowitz, F. u. Mem-
men, Fr. 13,107, 108,
112.

— u. Heiss, H. 199.

— u. Kraut, H. 95.

— Kraut, H. u Er-
bacher, O. 94.

— u. Kuhn, R. 22, 72,
73,175,163, 164, 181.

—, Kuhn, R. u. Sobotka,
H. 69, 174, 178.

— u. Kumagawa, H. 113.

— u. Lowry, Ch. D. jun.
217.

—, Lowry, Ch.D. jun. u.
Schneider, K. 84, 167.

— u. Madinaveitia, A.
197.

Autorenregister.

Willstatter, R. u. Mem-
men, Fr. 12, 66, 69,
72, 102, 103, 107,
108, 110, 111, 113.

— u. Oppenheimer, Tr.
178, 179, 181, 217.

—, Oppenheimer, Tr. u.
Steibelt, W. 88, 173,
176.

— u. Persiel, H. 136.

— u. Pollinger, A. 20,
26, 79, 89, 200—204,
206.

— u.Racke, F.18,22,79,
87,163, 165, 166,168.

— u. Riehmann, K. 201.

— u. Schneider, K. 65,
166, 169, 172.

—, Schneider, XK. u.
Bamann, E. 166.
—, — u. Wenzel, E. 167,

170, 172.

— u. Schudel, G. 183.

— u. Sobotka, H, 69, 86,
178, 179, 216.

— u. Steibelt, W. 173,
175, 179, 214, 217.

— u. Stoll, A. 118, 199,
200, 202, 203, 205,
206.

— u. Waldschmidt-Leitz,
E. 18, 20, 58, 72,
75, 76, 81, 88, 90,
92, 98, 104, 105,
108, 114, 116, 117,
125, 137, 143.

—, Waldschmidt-Leitz,E.
u. Dufiaiturria, S.137.

—, Waldschmidt-Leitz, E.
u. Hesse, A. R. F.

58, 75, 137, 183,
184, 186, 187, 190,
191.

Willstatter, R., Wald-
schmidt-Leitz, E. u.
Memmen, Fr. 12, 61,
62, 72, 76, 101,
103.

—,— u. Waldschmidt-
Graser, J. 80, 152,
153.

— u,Wassermann, W.18,
19, 20, 169.

— u. Weber, H. 200.

Windisch, F. s. Neuberg,
C. 220.

‘Wittich, von 88.

Wohler s. Liebig, J. von
1.

Wohlgemuth, J. 82, 182.

Wolff, J.u. Fernbach, A.
56, 182.

— u. Stoecklin, E. de
206.

Wormall, A. s. Raper,
A. St. 212, 213.

‘Wortman, J. 83.

Wroblewski, A. 213.

Wurtz, A. u. Bouchut, E.
141.

Young, W. Y. s. Harden,
A. 213, 214, 217,
218.

Zacharias s. Slyke, D.
D. van 11, 157, 158.

Zemplén, G. u. Kunz, A.
178.

Zinsser, A. 107.



Sachregister.

Acceptor 207.

Adsorbate, komplexe 62.

Adsorbenzien 18, 96.

—, elektropositive 18, 96.

—, elektronegative 18.

—, gekoppelte 62.

—, indifferente 97.

—, Eignung zur Trennung von En-
zymen 94.

Adsorption 17, 18.

—, équivalente 17.

—, Aufladungs- 17.

—, Austausch- 17.

—, auswihlende 19, 21, 90.

—, Bedeutung der 19.

—, elektrochemische 17.

—, hydrolytische 17.

—, mechanische 17.

—, als Reinigungsverfahren 90.

—, Trennung der Enzyme durch 91
—94.

— und Verdiinnung 20.

Adsorptionskurven 21, 90.

Adsorptionsverhalten 16, 18.

— und Reinheitsgrad 19.

— und Assoziationsprodukte 20, 21.

Adsorptionswert 19.

Affinitdtskonstante 31, 32.

—, Schwankungen der 33.

— und Bestimmung der Enzyme 33.

Aktivierung 57.

—, ausgleichende 74.

— durch anorganische Ionen 58.

—, spezifische 59.

—, unspezifische 61, 62.

-—, —, und Wasserstoffzahl 62, 63.

—, —, und Substrat 62, 63.

Aktivitats-pg-kurve 10.

Aktivitits-pg-kurve 30.

—, Verschiebung der 38.

Aluminiumhydroxyd 95, 96.

Amygdalase 178.

Amylase, Aktivierung der 58, 59, 183,
185.

—, - und @8- 189.

—, Bestimmung der 182, 183.

—, Kinetik der 185, 186.

—, Masse fir 75, 186.

—, Préparate aus Malz 192.

—, pg-Optimum der 184.

—, Reinigung der 189—191.

—, Vorkommen der 182.

—, Zweienzymtheorie der 187, 188.

Antienzyme 66.

Aquivalentgewicht der Saccharase 65.

Arginase, Bestimmung der 154, 155.

—, Einheit der 155.

—, Kinetik der 155.

— pH-Optimum der 155.

—, Spezifitit der 156.

-—, Vorkommen der 154.

—, Wirkungsweise der 153.

Assoziation mit Begleitstoffen 89, 90.

Autolyse 87, 144.

— und Enzymzerstérung 88.

—, Verfahren der 166.

Autoxydator 207.

Blastolipase 118.
Butyrineinheit 103.
—, scheinbare 108.

Carboligase 221.

Cellobiase 180.

Cellulase 193.

Chlorophyllase, Bestimmung der 119.



230

Chlorophyllase, Vorkommen der 118.
—, Wirkungsweise der 118.
Chymosin, siehe Lab.

Dehydrierung 194.

—, Wielandsche Theorie der 208, 209.

— und Zellatmung 209, 210.

Dialyse 89.

Dialysierbarkeit 6.

Diastase, siehe Amylase.

Diastatische Nachwirkung 185.

Diffusionsgeschwindigkeit 7.

Dissoziationskonstante K, 29.

— der Saccharase- Glucoseverbindung
36.

— der Saccharase-Fructoseverbindung
36.

Dissoziationsrestkurve 13, 30.

Elektrodialyse 89.

Elution 21.

— und Assoziationsprodukte 21.

— durch Substrate 22.

Emulsin, Kinetik des 179.

—, Masse fiir 179.

—, pyrOptimum des 179,

—, priparatives Verhalten des 180.

—, Wirkungsweise des 177, 178.

Endoenzyme 78.

Endotryptase, siehe Hefeproteasen.

Enterokinase, Eigenschaften der 136.

—, Masse fiir 76.

—, Reinigung der 60, 134, 135.

—, Trennung von Trypsin 134, 135.

—, Wirkungsweise der 60, 134.

Entleerung, fraktionierte der Zelle 87.

Enzyme, Adsorptionsaffinitit der 17.

—, Abtrennung von Vorstufen und Zer-
setzungsprodukten 91.

—, Bildung in den Zellen 82.

—, — bei einzelligen Lebewesen 83.

—, Definition der 3.

—, Dissoziation der 13.

—, Elektrolytnatur der 8 ff.

—, Extrahierbarkeit der 80.

—, hydrolysierende 53.

—, intrazelluldre 6.

—, Isolierung der 86 ff.

—, Kinetik der 22.

Sachregister.

Enzyme, Kolloidnatur der 6.

—-, Lslichkeit der 79, 80.

—, Reinigung der 88 ff.

—, stoffliche Natur der 3.

—, synthetisierende 53.

—, Temperaturinaktivierung der 42.

—, — und Reinheitsgrad 43.

—, Trennung durch Adsorption 91.

Enzymeinheiten 72.

—, reduzierte 75.

Enzymsahne 98.

Enzym-Substratverbindung 27, 29.

— Bildungsgeschwindigkeit der 34.

— Dissoziationskonstante der 31.

— Zerfallsgeschwindigkeit der 34.

—,— und Py 41

Enzymvermehrung 84, 85, 167.

Enzymwerte 73.

— reduzierte 75.

Enzymwirkung als Adsorptions-
erscheinung 45, 46.

— als Ionenreaktion 45.

— und Oberflichenentwicklung 47,
48.

— und Reaktionsvermittler 48.

Erepsin, Identitit von Darm-
Pankreas- 147.

—, Masse fiir 149.

—, p-Optimum des 148.

—, Reaktionsverlauf 148.

—, Reinigung des 149.

—, Spezifitit des 146, 147.

Essigsduregirung 220.

Esterasen, Giftempfindlichkeit der 113,
114.

—, pflanzliche 114—121.

—, tierische 101—114.

—, Wirkung der 100.

Extraktionsverfahren 88.

Exoenzyme 78.

und

Fillungsmittel 89.

fermentatio 1.

Fermente, siehe Enzyme.

—, geformte 2.

—, ungeformte 2.
Freilegungsverfahren, chemische 79.
—, enzymatische 79.

—, mechanische 78, 79.



Sachregister.

Galactosegewshnung der Hefe 85, 86,
216.

Girung, alkoholische, Kinetik der 214,
215.

— —, limitierte 84.

— —, Mechanismus der 217—220.

— —, py-Abhingigkeit der 214, 215.

Gleichgewicht, enzymatisches 49—51.

—, Lage des 51—56.

—, — Berechnung der 55.

—, Verschiebung des 52, 53.

Gleichgewichtskonstante und Substrat-
konzentration 52, 53.

Glutathion 211.

Glycerin als Losungsmittel 88.

Glycerinausziige aus Pankreas 104, 105.

Grenzabbau, diastatischer 185.

Halbgirzeit 214.

Hefeautolysate 166.

Hefeproteasen, py-Optima der 144.
—, Trennung durch Adsorption 145.
Hemicellulasen 193.

Hemmung, Arten der 37, 38.

—, ausgleichende 74.
Hexosephosphatese 121.
Hexosidasen, Definition der 161.
Histozym, Loslichkeit des 80, 81, 153.
—, Spezifitit des 152, 153.

—, Kinetik des 153.

—, Vorkommen des 152.

—, Wirkungsweise des 152.

Induktion der Gérung 214.
Inulinase 192.
Inversionsfihigkeit 83.
Invertin, siehe Saccharase.

Kaolin als Adsorbens 96, 97.

Katalase, Bedeutung der 193.

—, Bestimmung der 194.

——, Kinetik der 195, 196.

-—, p~Optimum der 194.

—, Masse fiir 196.

—, Reinigung der 197, 198.

-, Wirksamkeit der 197.

-—, Wirkungsweise der 194.

Katalyse durch H-ionen und Enzyme
43, 44.

231

Koadsorbenzien 22.
Koeluenzien 22.
Ko-Zymase 61, 213.

Lab 131.

Lactacidogen 121.

Lactase, Kinetik der 181.

—, Préiparatives Verhalten der 181.

— und Melibiase 181.

—, Vorkommen der 180, 181.

Ladung, elektrische 8 ff.

Leberesterase, Aktivierung und Hem-
mung der 111.

-—, Kinetik der 109.

—, py-Optimum der 110.

—, Reinigung der 110, 111.

—, Stabilitdt der 110.

Lichenase 193.

Lipase, Spezifitit der 69.

—, Masse fir 76, 103.

—, Loslichkeit der 81.

Magenlipase, Messung der 108.

—, pg-Abhingigkeit der 13, 107.

—, Reinigung der 108, 109.

— und Pankreaslipase 107, 108.

Maltase, Vorkommen der 173.

— der Hefe, Bestimmung der 175.

— — — und «-Glucosidase 174, 175.

— — —, [solierung der 176.

-— — —, Kinetik der 173.

— — —,Masse fiir 174.

— — —, py-Optimum der 173.

— -— —, priparatives Verhalten der
177.

Mechanismus der Enzymwirkung 45.

Messung, quantitative 71, 72.

— uad ausgleichende Aktivierung
oder Hemmung 74.

— und Wasserstoffzahl 73.

Nucleotidase 121.

Oxydasen, Einteilung der 211.
Oxydationstheorie nach Bach 208.
— nach Warburg 210.

— nach Wieland 208.
Oxydoredukasen 209.



232

Oxygenasen 208.
Oxyhdmoglobin,
kung des 206.

peroxydatische Wir-

Pankreaslipase,
der 106.

—, Masse fiir 103.

—, Messung der 101, 102.

—, Reaktionen der 107.

—, Reinigung der 104—106.

—, Vorkommen der 101.

Papain, Adsorptionsverhalten des 143.

—, Aktivierung des 61, 141.

—, Priiparatives Verhalten des 143.

—, Spezifitdt des 142.

—, Vorkommen des 141.

Parachymosin 132.

Pepsin, p-Abhingigkeit des 126, 127.

—, Priparate des 131.

—, Reaktionsverlauf des 127, 128.

—, Vorkommen des 126.

—, Wirkungen des, synthetische 130.

—-, Wirkungsweise des 129.

Pepsinogen 126.

Peptidasen, Bedeutung der 145.

Peroxydase, Adsorptionsverhalten der
203.

—, Aktivitdtszunahmen von 204.

—, Bestimmung der 199.

—, Eisengehalt der 205, 206.

—, Fillungsreaktionen der 202..

—, Farbe der 205.

—, Isolierung der 200—202.

—-, Masse fiir 200.

—, Reinheitsgrade von 205.

—, Vorkommen der 198.

Perhydridase 208.

Phytolipase, Masse fiir 115.

Phosphatase 120.

—, Wirkungen der 121.

Plasteinbildung 130.

Polyasen, Definition der 161.

Prefisaft, Darstellung von 87.

Proenzyme, siehe Zymogene.

Pro-Kinase 135.

Propepsin, siehe Pepsinogen.

Proteasen, Bestimmung der 123—125.

—, Definition der 122.

—, Einteilung der 122, 149—153.

Adsorptionsverhalten

Sachregister.

Proteasen aus Samen 143.
Puffer 9, 10.
Purinoxydasen 212.
Purpurogallinzahl 200.

Reaktionsgeschwindigkeit und Enzym-
menge 26.

—, Komponenten der 33, 34.

— und Spaltprodukte 34, 35.

— und Substratkonzentration 26—29.

Reaktionsverlauf, bimolekularer 23.

— monomolekularer 23.

— der Peptidspaltung 24.

— der Rohrzuckerhydrolyse 23—25.

— der Hydroperoxydzersetzung 24.

— und Wasserstoffzahl 25, 26.

—, wechselnder 25.

Reaktionsvermittelnde Molekiile 28.

Reinigung loslicher Enzyme 90—97.

— unlgslicher Enzyme 97.

Ricinuslipase und Keimung 117, 118.

—, Masse fiir 115.

—, Messung der 115.

—, Reinigung der 98, 115, 116.

—, Stabilitdt der 116.

—, Trockenpréiparate von 98.

—, Wirkungsweise der 114.

Rohrzuckerhydrolyse, enzymatische,
Reaktionsgleichung der 39, 40.

Saccharase, Adsorptionsverhalten der
168, 169.

—, Affinititskonstante der 32.

—, —, Schwankungen der 33.

—, Aktivitits-p-kurve der 10.

—, Aquivalentgewicht der 65.

—, Bildung der 83—85, 167.

—, Féllung durch Blei, der 168.

—, Inversionsfihigkeit der 163.

—, Losungsvorgang der 165, 166.

—, Menge-Zeit-Quotient der 163.

- pg-Optimum der 164.

—, Reaktionsgeschwindigkeit der,
und Substratkonzentration 26, 29,
30.

—, Reaktionsgleichung der 25, 39, 40.

—, Reinigung der 167-—171.

—, Reinheitsgrade der 170, 171.

—, Spezifitit der 164, 165.



Sachregister.

Saccharase, Trennung von Maltase 170.

—, Vergiftung der 164, 165.

—, Vorkommen der 164.

—, Wirkung der, nach Euler 49.

— und Ziichtung der Hefe 83, 85, 167.

Saccharase-Einheit 163.

Saccharase-Wert 163.

Saccharase-Zeit-Wert 163.

Saccharophosphatase 121.

Schardingersches Enzym 209.

Schiitzsche Regel 27, 127, 128.

Sekretin 132.

Spezifitit, enzymatische, absolute 67,
68.

— des Reaktionsweges 67.

—, relative 67, 69.

—, stereochemische 70.

— tierischer Esterasen 111—114.

-— — —, stereochemische 112, 113.

Spermatolipase 118

Spontanaktivierung 134.

Sulfatase 121.

Synthese, enzymatische 50—56.

—, asymmetrische 70.

Takadiastase 189.

Tannase, Messung der 120.

—, Spezifitit der 120.

—, Vorkommen der 119.
Teilchengrofie 7.
Temperaturkoeffizient 41, 42.

— bei Siure- und Fermentkatalyse-44.
Thrombin 139, 140.

Thrombokinase 140.

Tonerde, siehe Aluminiumhydroxyd.
Trocknungsverfahren 88.

— der Pankreasdriise 104.

Trypsin, Aktivierung des 59, 60, 134.
—, — —, spontane 135.

—, Bestimmung des 136.

—, Kinetik des 133.

—, Masse fiir 137.

— pgOptimum des 133.

—, Reinigung des 137.

233

Trypsin, Spezifitit des 138, 139.

—, Trennung von Begleitenzymen 137.
—, Trennung von Erepsin 138.
Trypsinogen 134.

Tyndalleffekt 6.

Tyrosinase 212.

Ueberfithrung, elektrische 15.

— und Reinheitsgrad 16.

Urease, Kinetik der 159, 160.

—, py-Abhingigkeit der 157, 158.

— — — und Harnstoffkonzentration
157, 158.

—, priparatives Verhalten der 161.

~—, Vorkommen der 156.

—, Wirkungsmechanismus der 160.

Urikasewirkung 212.

Vergirung, direkte von Disacchariden
217.

Vergirungsformen nach Neuberg 218,
219.

Vergiftung, reversible 64.

— durch Schwermetallsalze 64, 65.

Vitalistische Theorie 2.

Vitamin, antineuritisches 214.

Wachstumsfaktoren, als Zymaseakti-
vatoren 214.

Wanderung im elektrischen Feld 15.

— und Reinheitsgrad 15.

Wasserstoffionenkonzentration 9.

— und Dissoziation der Enzyme 13.

— und Dissoziation der Substrate 14.

— und Enzymwirkung 12.

—, Optimum der 11.

—, — —, und Reinheitsgrad 12, 13.

—, Regulatoren der 9, 12.

— und Zerfallsgeschwindigkeit der
Enzym-Substratverbindung 14.

Zeit-Umsatzkurven 74.
Zersetzungstheorie von Liebig 1.
Zymase, Aktivierung der 61, 213.
Zymogene 57.



26.
27.

28.
29.

30.

31.
32.
33.
34.
35.

36.
37.
38.

39

40.
41.

42,
43.
44.
45.
46.

47.
48.

49.

50.

Vageler, Dr. P., Die Bindung des atmosphirischen Stickstoffs in Natur und

Technik. Mit 16 Abbildungen. Geh. 4,50 .
Messerschmitt, Prof. Dr. Joh. Bapt., Die Schwerebestimmung an der
Erdoberfliche. Mit 25 Abbildungen. Geh. 5,— .
Bjerknes, Prof. V., Die Kraitfelder. Mit 29 Abbildungen. Geh. 7,— Ab.

Gutzmann, Prof. Dr. Hermann, Physiologie der Stimme und Sprache.
Mit 92 zum Teil farbigen Abbildungen. Vergriffen.
Mache, Prof. H., und Prof. E. v. Schweidler, Die atmosphirische Elektri-
zitdt, Methoden und Ergebnisse der modernen luftelektrischen For-
schung. Mit 20 Abbildungen. Geh. 6,50 .
Eckardt, Dr. Wilh. R., Das Klimaproblem der gcolog. Vergangenheit und
historischen Gegenwart. Mit 18 Abbildungen und 4 Karten. Geh. 6,50 /6.

Jesionek, Prof. Dr. A., Lichtbiologie. Die experimentellen Grundlagen
der modernen Lichtbehandlung. Geh. 4,50 .
Dessau, Prof. Dr. Bernh., Die physikalisch-chemischen Eigenschaften der
Legierungen. Mit 82 Abbildungen. Geh. 6,50 6.
Pohl, Dr. Robert, Die elektrische Ferniibertragung von Bildern. Mit
25 Abbildungen. Geh. 2,— J6, geb. 3,50 b,
Baedeker, Prof. Dr. K., Die elektrischen Erscheinungen in metallischen
Leitern.  (Leitung, Thermoelektrizitit, Galvanomagnetische Effekte,
Optik). Mit 25 Abbildungen. Geh. 4,— A,
Scheel, Prof. Dr. K., Grundlagen der praktischen Metronomie. Mit
39 Abbildungen. Geh. 5,— b, geb. 6,50 .
Giinther, Prof, Dr. 8., Vergleichende Mond- und Erdkunde. Mit 23 Ab-
bildungen und 4 Tafeln. Geh. 5,— J6, geb. 6,50 .
Laue, Dr. M. v., Die Relativitéitstheorie. Krster Band: Das Relativitits-

prinzip der Lorentztransformation. 4.verm. Auflage. Mit 25 Abbildungen.

Zweiter Band s. Bd. 68. Geb. 12,— b.
Miiller, Aloys, Die philosophischen Probleme der Einsteinschen Relativitits-
theorie. 2. umgearbeitete und erweiterte Auflage des Buches: Das
Problem des absoluten Raumes. Mit 10 Abbild. Geh. 7,50 46, geb. 9,25 6.
Schmidt, Ingenieur Fritz, Die Leuchtgaserzeugung und die moderne Gas-
beleuchtung, Mit 63 Abbildungen, Geh. 3,— 46, geb. 4,50 6.
Lodge, Sir Oliver, Der Weltither. Deutsch von H. Barkhausen. Mit
17 Abbildungen im Text und einer Tafel. Vergriffen.
Lampa, Professor Dr. Anton, Wechselstrom - Versuche. Mit 54 Ab-
bildungen. Geh. 6,— 6, geb. 7,50 6.
Markau, Dr. K., Die Telephonie ohne Draht. Mit 103 Abbild. Vergriffen.
Bernstein, Professor Dr. Julius, Elektrobiologie. Die Lehre von den
elektrischen Vorgingen im Organismus auf moderner Grundlage dar-
gestellt. Mit 62 Abbildungen. Geh. 6,50 6, geb. 8,— .

Pohl, Dr. Robert, Die Physik der Rontgenstrahlen. Mit 72 Abbildungen.
im Text und auf einer Tafel. Vergriffen.
Martens, Prof. Dr. F. F., Physikalische Grundlagen der Elektrotechnik.
Erster Band: Eigenschaften des magnetischen und elektrischen
Feldes. Mit 253 Abbildungen. Vergriffen.
Zweiter Band s. Bd. 55.
Jacobi, Prof. Dr. Arnold, Mimikry und verwandte Erscheinungen. Mit
31 zum Teil farbigen Abbildungen. Geh. 8,50 6, geb. 10,— 6.
Meyer, Kirstine, Die Entwickelung des Temperaturbegriffs im Laufe der
Zeiten, sowie dessen Zusammenhang mit den wechselnden Vorstellungen
von der Natur der Wirme. Aus dem Dénischen iibersetzt von Irm-
gard Kolde und mit einem Vorwort von E. Wiedemann. Mit
21 Abbildungen. Geh. 4,50 46, geb. 6,— .
Konen, Prof. Dr. H., Das Leuchten der Gase und Ddmpfe mit besonderer
Beriicksichtigung der GesetzmiBigkeiten in Spektren. Mit 33 Abbildungen
im Text und einer Tafel. Geb. 13,— .

Drude, Prof. Dr. O., Die '(ikologie der Pilanzen. Mit 80 eingedruckten
Abbildungen. Geh. 10,— 46, geb. 12,— 6.





