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Motto: 
Das Studium der enzymatischen Prozesse 

scheint mir berufen zu sein, auch die An
scbauunnell fiber den molekularen Bau 
komplizierter Kohlenstoffverbindungen zu 
yertiefen [Zs. f. pbysiol. Chemie 26, S. 68 (1898)] 
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Vorwort. 
Der bedeutende Aufschwung, den die Entwicklung der 

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

Herrn cando chern. Gerhard Ktinstner, der mir beim Lesen 
der Korrekturen behilflich war, schulde ich besonderen Dank. 

Mtinchen, im Juni 1926. 

E. Waldschmidt-Leitz. 



Inhaltsverzeichnis. 
Allgemeiner Teil. 

I. Zur Entwicklung des Fermentbegriffes 

Fermentatio 1. - Zersetzungstheorie von Liebig 1. -
Vitalistische Auffassung von Pasteur' 2. - Geformte und 
ungeformte Fermente 2. - Moderne Fermentlehre seit 
Buchner 3. Definition der Enzyme 3. - Stoffliche 
N atur 3. - Anschauungen von F 0 do r 4. - Untersuchungen 
von Willstatter 5. 

Seite 
1-6 

II. Die Enzyme als Kolloide . . . . . . . . . . . . . .. 6-S 

Merkmale kolloidaler Verteilung 6. - TeilchengroJle 7. -
Diffusionsgeschwindigkeit 7. 

III. Die Enzyme als Elektrolyte 

Bedeutung der Wasserstol'fionenkonzentration 9. - "Puffer" 
9. - PH·Messung 10. - Aktivitiits·PH·kurven 11. - Sto
rungen der PH-Abhiingigkeit 12. - Theorie von Michaelis, 
Enzyme als amphotere Elektrolyte 13. - Anschauungen von 
Northrop, Ionisation der Substrate 15. - Wanderung im 
elektrischen Feld 15. - EinfluJl der Begleitstoffe 16. -
Elekt'rochemische Adsorption nach Michaelis 17. - Ad
sorptionsverhalten der Enzyme IS. - EinfluJl des Reinheits· 
grades IS. - Grundlagen d1lr priiparativen Adsorptions
methol\en nach Willstiitter 19. - Adsorptionskurven 21. 
- Elution 21. - Koadsorbenzien, Koeluenzien 22. 

IV. Enzymatische Kinetik . . . . . . . . . . . . . 

Massenwirkungsgesetz 22. - Monomolekulare Reaktionen 
23. - Wechselnde Kinetik der Saccharasewirkung 25. 
Enzymmenge und Reaktionsgeschwindigkeit 26. - S c h ii tz
sche Regel 27. - Enzym-Substratverbindung 2S. - Sub
stratkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit 2S. -
Aktivitiits-ps-kurven 30. - DiRsoziationskonstante EM 31. 
- Schwankungen der Affinitiit 32. - Bildung und Zerfall 
der Enzym-Substratverbindung 33. - EinfluJl der Reaktions
produkte, Affinitiitsmessungen 34.- Verschiedene Arten der 
Hemmung 37. - Reaktionsgleichung der Saccharasewirkung 
nach Michaelis und ~lenten 3S. - Wirkung der Wasser-

9-22 

22-57 



Inhaltsverzeichnis. 

stoffionen 40. - Temperaturabhangigkeit 41. - Temperatur
inaktivierung 42. - Enzymatische und H-Ionenkatalyse 43. 
Mechanismus der Enzymwirkung 45. - lonenreaktion 45. 
Adsorptionsvorgang 45. Anwendbarkeit des Massen
wirkungsgesetzes 46. - Spezielle Anschauungen v. Eulers 
48. - Enzymatische Gleichgewichte und Synthesen 49. 

Gleichgewichtslage enzymatischer Reaktionen nach 
v. Euler 55. 

V. Enzymatische Reaktionssysteme (Aktivierung und Hem-

Xl 
Seite 

mung) ....................... 57-66 

Zymogene 57. - Aktivierung durch anorganische ToneD 
58. - Relative, spezifische Aktivierung 59. - Unspezifische 
Aktivierung und Hemmung 61. - Einflu13 von Wasserstoff
zahl und Substrat 62. - Spezifische Hemmung 64. - In
aktivierung durch Schwermetallionen 64. - Aquivalent
gewichte 65. - Inaktivierung durch Amine 65. - Andere 
Giftwirkungen 66. - Antienzyme 66. 

VI. Enzymatische Spezifitiit . . . . . . 

Spezifitat der Reaktionswege 67. - Spezifitat der Reak
tionsgeschwindigkeiten, absolute und relative Spezifitat 69. 
- Stereochemische Spezifitat 70. - Asymmetrische Syn
thesen 70. 

VII. Richtlinien der priiparativen Enzymchemie 

1. Quantitative Bestimmung ..... . 

Enzymausbeute und enzymatische Konzentration 72. 
Ma13einheiten der Enzyme 72. - Reduzierte Ma13einheiten 
74. - Beispiele 75. 

2. Vorkommen und Bildung der Enzyme . 

Einteilung und Vorkommen 77. - Exo- und Endoenzyme 
78. - Adsorptive Verankerung 79. - Abstufungen der 
Loslichkeit 80. - Un15sliche Enzyme 81. - Enzymbildung 
und Sekretion im tierischen Organismus 82. - Enzym
bildung in einzelligen Organism en 83. - Invertinanreiche
rung in der Hefe 83. - Gewohnung an bestimmte Sub
strate 85. 

3. Leitlinien der Darstellung und Reinigung 

Auflosung nach Zerstorung der Zellstruktur 86. - Auto
lyse 87. - Extraktion nach Trocknung 88. - Dialyse, 
Elektrodialyse 89. - Fallungsmittel 89. - Adsorptions
mittel 90. - Aufgaben der Adsorptionsmethoden 90. -
Beispiel fUr die Trennung von Enzymen durch Adsorption 
92. - Kennzeichnung und Unterscheidung von Adsorptions
mitteln 94. - Reinigung durch Wechsel im Adsorptions
mittel 96. - Leistungsfahigkeit der Adsorptionsmethoden 97. 
- Reinigung un15slicher Enzyme 97. 

67-70 

71-99 

71 

76 

86 



XII Inhaltsverzeichnis. 

Spezieller Teil. 

I. Esterasen . . 

1. Tierische Esterasen 

a) Pankreaslipase . . . 
Bestimmungsmethoden 101. - Praparative Reinigung 

104. - Gewinnung. der Driisenausziige 104. - Ad
sorptionsverhalten 105. - Reinheitsgrade 106. 

b) Magenlipase . . . . . . . . . . . . . . . 
PH-Abhangigkeit 107. - Messung 108. - Steigerung 

des Reinheitsgrades 108. 

().) Le beresterase 

Kinetik 109. - Vergleich mit Pankreaslipase 110. 
Reinigung 111. 

Seite 
100-121 

101-114 

101 

107 

109 

Zur Spezifitat tierischer Esterasen. . . . . . . . 111 

Relative Spezifitat 111. - Stereochemische Spezi-
fitat 112. - Giftempfindlichkeit 113. 

2. Pflanzliche Esterasen 

a) Ricinuslipase. . . . . 

Wirkungsbedingungen 114. - Masse 115. - Ver
fahren zur Anreicherung 115. - Veranderung bei der 
Keimung, "Blastolipase" 117. 

b) Chlorophyllase . . . . . . . . . . . . . . . 

Wirkung 118. - Analytische Verfahren 119. 

c) Tannase ......... . 

Vorkommen und Wirkungen 

d) Phosphatasen, Sulfatase 

II. Proteasen. . . . . . . . . 

119. - Kinetik 120. 

Zur Bestimmung des proteolytischen Abbaues 
Vergleich der alteren und neueren Methoden 123. 

1. Eigentliche Proteasen ........ . 

a) Pepsin, Lab . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Sekretion 126. - PH-Abhangigkeit 126. - Kinetik 

127. - Spezifische Wirkungsweise 129. - Praparative 
Ergebnisse 130. - Milchgerinnung 131. - Zur Unter
scheidung von Pepsin und Lab 131. 

b) Trypsin ..•....•.......•.••.. 
PH-Abhangigkeit 132. - Kinetik 133. - Akti

vierung durch Enterokinase 134. Spontane Akti
vierung 135. Reinigung und Eigenschaften der 
Enterokinase 136. - Messung des Trypsins 136. -
Verfahren der praparativen Reinigung 137. - Spezi-

114-121 

114 

118 

119 

120 

122-151 

123 

126-145 

126 

132 



Inhaltsverzeichnis. 

fitat von Trypsin und Erepsin 138. - Bedeutung der 
Enterokinase 138. 

c) Thrombin . . . • . . . . . • . . 

d) Papain .•..................• 
Aktivierung durch Blausaure 141. - Spezifitat 141. 

Praparatives Verhalten 143. 
e) Hefeproteasen . . . . . . . . 

2. Peptidasen ......... . 
Darmerepsin, Pankreaserepsin 145. - Spezifische 

Wirkungen 146. - Identitat von Darm· und Pankreas· 
enzym 147. Stereochemische Spezifitiit 147. -
PH·Abhangigkeit 148. - Kinetik 148. - Masse 149. 
- Praparative Reinigung 149. 

Zur Einteilung der Proteasen 

XIII 

Seite 

139 

141 

144 

145-149 

149 

III. Aminoacy\asen . . . . . . . . . . 152-161 
1. Histozym . . . . . . . . . . 152 

Vorkommen und Wirkungen 152. - Loslichkeit 153. 
2. Arginase . . . . . . . . . . . • . . . . . 153 

Vorkommen 154. - Bestimmung und Masse 154. -
Spezifitat 156. 

3. Urease . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 156 
Vorkommen und Bedeutung 156. - PH·Abhangigkeit 

157. - Aktivierungserscheinungen 158. - Kinetik 159. 
- Wirkungsweise 160. - Eigenschaften 161. 

IV. Carbohydrasen . . 161-193 

1. Hexosidasen 162-181 
a) Fructosidasen: Saccharase. 162 

Masse 162. - Vorkommen 164. - Darmsaccharase 
164. - Spezifitat 164. - Freilegung der Hefesaccha· 
rase 165. - Verfahren der Autolyse 166. - Beispiele 
der Reinigung 167. - Abtrennung von Hefegummi 168. 
- Abtrennung von Phosphor 168. - Reinigung durch 
auswahlende Adsorption 169. - Praparate aus invertin· 
reicher Hefe 170. - Trennung von Maltase 170. - Ab· 
trennung von Zersetzungsprodukten 171. - Zusammen· 
setzung der Saccharasepraparate 171. - Wechselnde 
N atur des kolloiden Tl'agers 172. 

b) a·Glucosidasen: Maltase . . . . . . . . . . . . .. 173 
Kinetik, Masse 173. - Spezifitat 174. - Bestimmung 

in der Hefe 175. - lIfaltaselOsungen aus Hefe 176. 
- Trennung von Saccharase 177. 

c) [1·Glucosidasen: Emulsin. . . . . . . . . . . . .. 177 
Reaktionsverlauf der Amygdalinspaltung 177. 

Kinetik, Masse 179. - Praparative Isolierung 180. 
d) Galaktosidasen: Laktase, Melibiase . . . . . . . .. 180 



XIV Inhaltsverzeichnis. 

2. Polyasen .. 
Amylasen 182. - Vorkommen 182. - Bestimmungs

weisen 182. - Aktivierunl?; durch Salze 183. - PH
Abhangigkeit 184. - Grenzabbau, Komplement 185. -
Kinetik des Starkeabbaues 186. - Masse 186. - Zwei
enzymtheorie der Amylasen 187. - a- und ,B-Amylasen 
188. - Reinigung der Pankreasamylase 189. - Ad
sorptionsverhalten 190. - Reinigung von Malz- und 
Takadiastase 191. - Inulinase 192. - Lichenase 193. 
- Cellulase 193. 

V. Katalasen. . . 

Wirkung und Bedeutung 193. - PH-Abhangigkeit 
194. - Kinetik 195. - Wirkungsweise 196. - Akti
vitat 196. - Praparative Reinigung 197. 

VI. Peroxydasen. 
Vorkommen, Wirkllngen 198. - Me1lmethoden, Ma1le 

199. - Praparative Reinigung 200. - Dialyse im 
Pflanzenmaterial 200. - Fallllng mit Oxalsaure 201. 
- Fraktionierte Extraktion 201. - Fallllng durch 
Quecksilber und Tannin 202. - Adsorption dllrch Ton
erde und Kaolin 202. - Gang der Peroxydasewirkung, 
Abtrennung von Zersetzungsprodukt 204. - Peroxy
dasepraparate 204. - Farbe 205. - Eisengehalt 205. 
- Peroxydatische Wirkung des Oxyhamoglobins 206. 

Seite 
182-193 

193-198 

198-207 

VII. Oxydasen. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 207-213 
Mechanismus der biologischen Oxydationen nach B a c h, 

Wieland, Warburg 207. Wirkungen und Ein
teilung 211. - GIutathion 211. - Purinoxydasen 212. 
- Urikase 212. - Tyrosinase 212. 

VIII. Giirungsenzyme ................... 213-221 

Alkoholische Garung 213. - Ko-Zymase, Phosphate 
213. - Induktion 214. - PH-Abhangigkeit 215. -
Kinetik 215. - Auswahlende Garung, Gewohnung an 
Garsubstrate 215. - Vergarung von Disacchariden 217. 
- Mechanismus der alkoholischen Garung 217. - Be
deutung der Phosphorsaureester 217. - Bildung von 
Milchsaure 218. - Garung und Kohlehydratabbau im 
Muskel 218. - Neubergsches Garungsschema 218. 
- Carboxylase 219. - Verschiedene Vergarungsformen 
219. - j\Iechanismus der Essigsauregarung 220. -
Carboligase 221. 

Autorenregister 

Sachregister .. 

222-228 

229-233 



A b k ii r z un gen. 

A. 
A. ch .. 
Am ... 
Am. Soc. 
Ann. d. Physik . 
Ann. lnst. Pasteur 
Arch. de Physiol. . 
Arch. expo Pa thol. u. Pharmakol. 

Arch. int. de Physiol. . 
B. 

Ber. d. Deutsch. Pharm. Ges. 

Biochem. Jl. 
Bio. Z. 
Bl. .... 
C. 
Chern. Weekbl. 
C. r ..... 

D. Arch. klin. Med .. 
Ergebn. d. Physiol. 
Fermentf. 
H .. 

Helv. 
Hofm. Beitr. 

Jahrb. wiss. Botanik 
J. of Physiol. 
J. pro ...•... 
Jl. BioI. Chern.. . . 
J1. de l' Anat. et Physio1. 
J1. de Pharm. Chim. 
J1. of gen. Physio1. 
Klin. Woo . 
Kolloidchem. Beih. 
Kolloidz.. . 

Liebigs Annalen der Chemie. 
Annales de chimie et de physique. 
American Chemical Journal. 
Journal of the American Chemical Society. 
Annalen der Physik. 
Annales de l'Institut Pasteur. 
Archive de Physiologie. 
Archiv fur experimentelle Pathologie und 

Pharmakologie. 
Archives internationales de Physiologie. 
Berichte der Deutschen Chemischen Gesell· 

schaft. 
Berichte der Deutschen Pharmazeutischen 

Gesellschaft. 
Biochemical JournaL 
Biochemische Zeitschrift. 
Bulletin de la Societe Chimique de France. 
Chemisches Zentralblatt. 
Chemisches Weekblad. 
Comptes rendus de l' Academie des Sciences. 
Deutsches Archiv fUr klinische Medizin. 
Ergebnisse der Physiologie. 
Fermentforschung. 
Hoppe·Seylers Zeitschrift fUr Physiologische 

Chemie. 
Helvetica chimica acta. 
Beitrage zur chemischen Physiologie (Hof· 

meisters Beitrage). 
J ahrbuch fiir wissenschaft.liche Botanik. 
Journal of Physiology. 
Journal fUr praktische Chemie. 
Journal of Biological Chemistry. 
Journal de l' Anatomie et Physiologie. 
Journal de Pharmacie et de Chimie. 
Journal of general Physiology. 
Klinische W ochenschrift. 
Kolloidchemische Beihefte. 
Kolloidzeitschrift. 



XVI 

Mtinchener med. Wochenschr. 
Naturw .•. 
PflUg. Arch. 

Pogg. Ann. 
Proc. Am. Soc. BioI. Chem. 

Proc. Chem. Soc. 

Proc. Roy. Soc. 
R. Acc. Linc. 

Ree. trav. chim. 
Skand. Arch. f. Physiol. . 
Soc ..... 
Soc. BioI. . 
Virch. Arch. 

Z; a. Ch. 

Z. Ang .. 
Z. BioI. . 
Zbl. f. Bakt. . 

Zbl. f. Physiol. . 
Z. El. Ch ..•. 
ZS. expo Med. 
Zs. f. ges. Brauw .. 
Zs. f. klin. Med. 
Zs. rat. Med.. . . 

AbkUrzungen. 

MUnchener medizinische WochenschriIt. 
Die N aturwissenschaften. 
Archiv fUr die gesamte Physiologie (PflUgers 

Archiv). 
Annalen der Physik (Poggendorffs Annalen). 
Proceedings of the American Society of 

Biological Chemistry. 
Proceedings of the Chemical Society of 

London. 
Proceedings of the Royal Society of London 
A tti della Reale Accademia dei Lincei 

(Rendiconti). 
Recueil des travaux chimiques des Pays-Bas. 
Skandinavisches Archiv fUr Physiologie. 
Journal of the Chemical Society of London. 
Comptes rendus de la Societe Biologique. 
Archiv fUr pathologische Anatomie und 
Physiologie (Virchows Archiv,. 
Zeitschrift fUr anorganische und allgemeine 

Chemie. 
Zeitschrift fUr angewandte Chemie. 
Zeitschrift fUr Biologie. 
Zentralblatt fUr Bakteriologie, Parasiten-

kunde und Infektionskrankheiten. 
Zentralblatt fUr Physiologie. 
Zeitschrift fUr Elektrochemie. 
Zeitschrift fUr experimentelle Medizin. 
Zeitschrift fUr das gesamte Brauwesen. 
Zeitschrift fUr klinische Medizin. 
Zeitschrift fUr ratione lIe Medizin. 



Allgemeiner Teil. 

I. Zur Entwicklung des Fermentbegriffes. 
Die Kenntnis und die praktische Anwendung gewisser fermen

tativer Prozesse, so vor allem der alkoholischen Garung, reicht bis 
in die vorgeschichtliche Zeit zuriick. Allein der Begriff der 
"fermentatio", unter dem man in der alteren Zeit die verschieden
artigsten Erscheinungen, insbesondere alle unter Gasentwicklung 
verlaufenden Prozesse, zusallunenfaLlte, war noch sehr ullklar und 
auLlerlich. Es wtirde zu weit fUhren, alle Wandlungen in den An
schauungen tiber die Natur der verschiedenen bekannten Garungs
erscheinungen hier zu erortern; sie konnten ja auch so lange keine 
Bedeutung erlangen, wie die chemischen Grundlagen der betreffenden 
Fermentreaktionen nicht sicher erkaunt waren. Erst in der Lie big
schen Ara begann man sich exaktere V orstellungen yom Verlauf 
fermentativer Prozesse zu bilden. Zu jener Zeit hatte man auch 
neben den bis dahin allein bekannten Garungsvorgangen eine Reihe 
anderer enzymatischer Reaktionen kennengelernt; dazu gehort die 
Beschreibung der Amygdalinspaltung durch das Emulsin der bitteren 
Mandeln vonLiebig und Wohler 1), ferner die Entdeckung eiweiLl
spaltender Fermente, des Pepsins durch S c h w ann 2), des Trypsins 
durch Corvisart 3), endlich die Auffindung der Malzamylase durch 
Payen und Persoz 4). 

Die Zersetzungstheorie von J. v. Lie big 5), die die Ferment
prozesse beschrieb als eine Storung des molekularen Gleichgewichtes 
der Substrate infolge eines chemischen Zerfalls der Fermente selbst, 
faOte 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); 153, 1137 (1870); J. pro N. F. 1, 35, 312 (1870). 
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2 I. Zur Entwicklung des Fermentbegriffs. 

Gesichtspunkt zusammen. Die Liebigsche Erklarungsweise konnte 
sich indessen nicht lange behaupten und sie wurde bald durch die 
von L. Pasteur 1) entwickelten Vorstellungen verdrangt, durch 
dessen klassische Untersuchungen die engen Beziehungen mancher 
Fermentprozesse wie der alkoholischen Garung zur Lebenstatigkeit 
gewisser niederer Organismen aufgedeckt wurden. Solche Prozesse 
wie die Garungs- und Faulnisvorgange ordnete Pasteur Ie dig
lich dem Stoffwechsel von Mikroorganismen zu, und er vertrat die 
Auffassung, daB sie nur innerhalb der lebenden Zellen vor sich 
gehen konnten; danach verstand man die alkoholische Garung als 
ein Leben der Hefe ohne Sauerstoff. Diese V orstellungen flihrten 
dazu, daB man von diesen geformten Fermenten, deren Funktion 
an das Leben der Mikroorganismen gebunden war, diejenigen 
Fermente zu unterscheiden hatte, deren Wirkungen man aul.lerhalb 
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, daB in manchen 
Fallen, beispielsweise beim rohrzuckerspaltenden Ferment der Hefe, 
der Zusammenhang mit der Zelle von wechselnder Festigkeit sein 
konnte, Beobachtungen, die geeignet gewesen waren, die Unter
scheidungsmerkmale zwischen geformten und ungeformten Fermenten 
zu verwischen; und die insbesondere von M. Berthelot 2), von 
M. Trau be 3) und von F. Hoppe-Sey ler 4) vertretene Anschauung, 
daB man auch innerhalb der lebenden Zellen wirkliche Enzyme an
zunehmen habe, wurde lange nicht anerkannt. E. Buchner 6) 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.l auch der 
wichtigste Vertreter der geformten Fermente, das Ferment der 
alkohQlischen Garung, sich unter geeigneten Bedingungen von der 
lebenden Zelle trennen lal.lt, daB seine Wirkung in den Prel.lsaften 

1) Die Alkoholgarung, 2. Auf!., Stuttgart 1878. 
2) c. r. 51, 980 (1856). 
3) Ges. Abhandl., Berlin 1899. 
4) Pfiiig. Arch. 12, 1 (1876). 
5) B. 30, 117 (1897); E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, 

Die Zymasegarung, Miinchen 1903. 
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der Hefe, unabhangig von der Gegenwart der Zellen selbst, demon
striert werden kann, ein Nachweis, der vordem lediglich an der 
Unbestandigkeit des Ferments gescheitert war, das unter den ge
wohnlichen Bedingungen des Zelltodes ebenfalls der Zerstorung 
anheimfallt. Auf ahnlichem Wege gelang dann in der Folgezeit 
die Isolierung anderer Garungsfermente, wie der der Milchsaure
und Essigsauregarung. 

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 tiber das Wesen und tiber die Wirkungsweise der 
Fermente, von neuen und vereinfachten Gesichtspunkten geleitet, 
wieder aufzunehmen. Die Wirkungsweise der Enzyme, mit der 
sich spatere Kapitel eingehender befassen werden, ist heute als in 
groJ3en Umrissen klargelegt zu betrachten; den Untersuchungen 
tiber den Verlauf enzymatischer Vorgange verdanken wir die Er
kenntnis, daB die Vermittler dieser Reaktionen, die Enzyme, als 
reine Katalysatoren aufzufassen sind, ein Gedanke, der schon von 
E. Mitscherlich 1) und von J. J. Berzelius~) geauJ3ert worden 
ist; sie sind also zu definieren als bestimmte stoffliche 
Katalysatoren der organischen Natur mit spezifischem 
Reaktionsvermogen, gebildet zwar von lebenden ZeUen, 
aber in ihrer Wirkung unabhangig von deren Gegenwart. 
Ihre Wirkung als Katalysatoren besteht also nur in der Be
schleunigung an sich von selbst verlaufender Reaktionen, ohne daJ3 
sie durch die Reaktion selbst verbraucht oder verandert werden. 

Wahrend heute tiber die Wirkungsweise der Enzyme nur noch 
in speziellen Fragen Meinungsverschiedenheiten bestehen, sind unsere 
Unterlagen ftir einen anderen wichtigen Teil der gegebenen Definition 
viel weniger gesichert, namlich hinsichtlich der Annahme einer be
stimmten stofflichen N atur dieser Katalysatoren. Es ist bis heute 
trotz der in den Arbeiten der W iUsta tterschen Schule erreichten, 
in vielen Fallen weitgehenden Reinigung noch nicht gelungen, 
eines der bekannten Enzyme als chemisches Individuum zu charak
terisieren; so hat sich in keinem der untersuchten Fane die Mog
lichkeit ergeben, ein Enzym in eine bestimmte Gruppe chemischer 
Stoffe einzuordnen, und es ist sogar ftir mehrere von ihnen nach
gewiesen worden, daJ3 sie keiner der bekannten Korperklassen an-

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

1* 



4 1. Zur Entwicklung des Ferrnentbegriffs. 

gehoren konnen. AIle Angaben der alteren und neueren Literatur 
iiber die spezieIle chemische N atur enzymatischer Stoffe haben sich 
als irrig erwiesen, und so kennen wir heute au1.ler ihrer spezifischen 
Wirkung kein charakteristisches Merkmal dieser Korper. Es ist 
auf Grund solcher Erfahrungen verstandlich, da1.l verschiedentlich, 
und gerade in neuerer Zeit Einwande gegen die Annahme einer 
bestimmten stofflichen Struktur dieser Korper ausgesprochen worden 
sind, obwohl die an deren Stelle gesetzten anderweitigen Vor
stellungen den Erfahrungen der praparativen Enzymchemie weit 
weniger entsprechen. So hat A. F 0 d 0 r 1) die Ansicht geau1.lert 
und verfochten, da1.l die Enzyme nicht als besondere chemische 
Individuen von eigenartiger chemischer Struktur, sondern als an 
sich bekannte Protoplasmabestandteile nur von besonderer kolloider 
Verteilung, von bestimmter Dispersitat, aufzufassen seien. N ach 
F 0 d 0 r ist als wesentliche Vorbedingung fUr den Eintritt der 
Enzymwirkung die Aufrechterhaltung eines bestimmten Verteilungs
grades anzusehen, mit dessen Verlust der betreffende Stoff auch 
seine Eigenschaften als Enzym einbii1.lt; in spezieller Anwendung 
dieser Anschauung ist dann das rohrzuckerspaltende Enzym der 
Refe mit dem Hefegummi, das eiwei1.lspaltende Enzym dieses Pilzes 
mit einem phosphorhaltigen Protoplasmabestandteil, dem Hefe
phosphorprotein, gleichgesetzt worden, also mit bekannten Inhalts
stoffen der Hefe, die ihre enzymatische Aktivitat nur einem be
stimmten Kolloidzustand verdanken sollen. 

N o.ch scharfer als in dies en Betrachtungen driickt sich der 
Gegensatz zwischen der stofflichen Auffassung der Enzyme und 
der Aberkennung ihrer chemischen Eigenarl in den Untersuchungen 
von E. Baur 2), von E. Herzfeld 3) und von R. Ehrenberg 4) 
aus, wonach die Enzymwirkung mehr auf eine geeignete Mischung 
chemisch wohlbekannter Stoffe zuriickzufUhren ist; in diesem Sinne 
berichten die Autoren iiber eine kiinstliche Bereitung von Fermenten, 
so iiber eine Milchsauregarung durch Pepton oder iiber die Hydro
lyse von Proteinen durch ein Gemisch von Eiwei1.lspaltprodukten. 

Die erwahnten Vorstellungen haben in den praparativen Unter
suchungen R. Will s tat t e r s 5) indessen keine Stiitze gefunden. 

1) Das Ferrnentproblern. Dresden und Leipzig 1922. 
2) Bio. Z. 117, 96 (1921); G. Schlatter, ebenda 131, 362 (1922). 
3) Ebenda 64, 103 (1914); 68, 402 (1915); 88, 260 (1918). 
4) Ebenda 128, 431 (1922). 
6) Siehe dazu B. 55, 3601 (1922). 



Stoffliche N atur. 5 

Einmal hat es sich gezeigt, daB im speziellen FaIle der Hefe
saccharase das Enzym sich vollstandig und ohne EinbuBe an 
Aktivitat von Hefegummi trennen lal.lt, mit dem es von F 0 d 0 r 
identifiziert worden war; und ganz allgemein hat es sich erwiesen, 
dal.l die Abhangigkeit dieses und anderer Enzyme von der Disper
sitat und der Verteilung nicht so bedeutend ist, wie es der rein 
kolloidchemischen Anschauungsweise entsprechen wtirde: die Wirk
samkeit des Enzyms wird auch durch grobe dispersoidchemische 
Veranderungen, beispielsweise durch Adsorption an anorganische 
Stoffe, gar nicht beeinfluBt. Nimmt man dazu die Erfahrungen, 
die die praparativen Untersuchungen hinsichtlich des spezifischen 
Adsorptionsverhaltens der Enzyme vermittelt haben und die eine 
leichte und glatte Trennung auch in ihrer Spezifitat nahe ver
wandter enzymatischer Stoffe, wie der proteolytischen Enzyme der 
Pankreasdriise 1) allein auf Grund spezifischer Adsorptionsaffinitaten 
erlauben, so dtirfte es keinem Zweifel mehr unterliegen, daB die 
Enzyme nicht als mehr oder weniger spezifisehe Protoplasma
bestandteile nur von besonderer Dispersitat, sondern vielmehr als 
bestimmte und unterseheidbare eheInische Individuen reagieren. 
Nur so laBt sich auch die fein abgestimmte strukturelle Spezifitat 
dieser Stoffe ungezwungen erklaren. Es kommt hinzu, daB die 
praparative Reinigung, wie schon erwahnt, ftir mehrere wichtige 
Enzyme ergeben hat, daB sie sieh ehemisch mit keinem der be
kannten Bestandteile des Protoplasmas identifizieren lassen und 
daB die speziellen Angaben, die Baur, Herzfeld und Schlatter 
tiber die Synthese von Fermenten aus Mischungen bekannter 
Stoffe veroffentlieht haben, alsbald als irrig widerlegt werden 
konnten 2). 

Immerhin haben auch die bei der praparativen Reinigung ge
sammelten Beobaehtungen tiber die Bestandigkeit der Enzyme vor 
allem in reinerer Form zu dem Ergebnis geftihrt, dal.l auch in ein
facheren Fallen, wie bei der Hefesaecharase, eine gewisse Ab
hangigkeit der enzymatisehen Aktivitat vom Kolloidzustand besteht, 
und daB die Veranderungen der enzymatisehen Affinitat 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. 139, 457; 141, 70; 142, 117, 351 (1923). 
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Enzymmolekiils gedeutet werden konnen. R. Will s ta He r 1) vertritt 
daher die Auffassung, daD die Enzyme sich zusammensetzen aus 
einem kolloiden Trager 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 MaDe Rechnung 
tragt. Die Aufgabe, nach den spezifischen stofflichen Tragern der 
enzymatischen Wirkungen zu Buchen, verliert damit um so weniger 
an Berechtigung und Bedeutung, als sie nach wie vor berufen sein 
wird, zwischen den verschiedenen Anschauungen iiber die N atur 
der Enzyme endgiiltig zu entscheiden. 

II. Die Enzyme als Kolloide. 

Der kolloidale Charakter der Enzyme und ihrer LOBungen ist 
bereits im vorhergehenden Kapitel gestreift, und es sind dort die 
zum Teil zu weit gehenden SchluDfolgerungen behandelt worden, 
die man mit dies en Eigenschaften verkniipft hat. In'der Tat zeigen 
aIle bisher in der Literatur beschriebenen Enzympraparate die Merk
male kolloidaler Verteilung, wenngleich man zu beriicksichtigen 
hat, daD sie in vielen Fallen durch beigemischte hochmolekulare 
Zellinhaltsstoffe vorgetauscht sein konnen; allein auch die am weit
gehendsten gereinigten Losungen der Hefesaccharase in den Arbeiten 
von R. Willstatter und von H. v. Euler zeigen noch den fiir 
kolloide Losungen 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 fur Enzyme als undurchlassig erwiesen 
haben; und nicht zuletzt weisen ihre ausgepragten Adsorptions
affinitaten, die in folgenden Abschnitten eingehender zu besprechen 
sind, sie in die Reihe oberflachenaktiver Stoffe. 

Am starksten ausgepragt erscheint der kolloidale Charakter 
bei den wasserunloslichen, wahren intrazellularen Enzymen, als 
deren charakteristischer Vertreter zufolge R. Willstatter und 

1) Vgl. R. Willstatter, J. Graser und R. Kuhn, H. 123, 1, und 
zwar S. 45 und 59 (1922). 
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E. Waldschmidt-Leitz 1) das fettspaltende Ferment des Ricinus
samens angesehen werden darf. Diese Lipase erweist sich sogar 
als hochst unbestandig gegen Wasser und ElektrolytlOsungen; sie 
"ist entweder durch Adsorption an einen unloslichen Trager aus 
der Proteingruppe verankert ... oder aber die Proteinsubstanz ist 
der kolloide Trager der lipatisch-akt.iven Gruppe als ein Bestandteil 
des Lipasemolekuls selbst". 

Das hauptsachlichste und bestimmende Merkmal des kolloiden 
Zustandes ist durch die TeilchengroBe gegeben, d. h. den Grad 
des Zusammenschlusses der Molekule eines Stoffes zu hoheren 
Aggregaten; zufolge der Abgrenzung der kolloiden Stoffe bewegt 
sie sich fur diese zwischen Durchmessern von 1 bis 100 !L!L. Eine 
Anzahl von Methoden zur Bestimmung dieser GroBe, wie das Ver
fahren der Ultrafiltration oder die Bestimmung von Gefrierpunkts
erniedrigung und Siedepunktserhohung, sind fur die Messung von 
Enzymlosuu"gen nicht anwendbar, sei es wegen der durch die An
wesenheit von Begleitstoffen bedingten Storungen, sei es wegen 
ihrer geringfugigen Ausschlage. Dagegen hat die Methode der 
Molekulargewichtsbestimmung auf Grund der Diffusionsgeschwindig
keit einige Anhaltspunkte fur die GroBe von Fermentteilchen ge
ge ben; sie hat den V orteil, daB sie die Enzyme unabhangig 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 miBt die Ge
schwindigkeit, mit der das Enzym aus seiner Losung gegen das 
reine Losungsmittel diffundiert; der hieraus zu berechnende Dif
fusionskoeffizient D 2) steht zu dem gesuchten Molckulargewicht M 
in der einfachenBeziehung: 

DVM = const, 

wobei nach L. W. Oeholm S) fur Wasser von 200 k = 7,0 zu 
setzen ist. 

Die Messungen des Molekulargewichts, die nach dies em Ver
fahren R. O. Her z 0 g 4) an einer Reihe von Enzymlosungen und 

1) H. 134, 131 (1923124). 
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). 
4) Z. El. Ch. 13, 533 (1907); Bio. Z. 11, 172 (1908). 
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naeh ihm H. v. Euler 1) an Hefesaccharase ausgefiihrt hat, sind in 
den Tabellen 1 und 2 wiedergegeben. 

Tabelle 1 2). 

Enzym D (ISO) M I Mittlerer 
Durchmesser r CUI') 

Pepsin. 0,070 10000 4,2 
Lab 0,066 11200 4,4 
Emulsin 0,036 37700 8,2 
Invertin 0,033 44900 9,0 

Tab e II e 2 1). 

Reiuheitsgrad (If) D (200) M 

4,6- 3,8 0,0425 28000 
11,5- 7,7 0,047 22000 
84,0- 32,2 0,0488 20600 

220 -200 0,0500 19600 

Wie die Tabellen zeigen, schwanken die ermittelten Werte 
des Molekulargewichts zwischen 10 000 und 45000, wahrend der 
nach dem namlichen Verfahren fUr Eieralbumin ermittelte Wert 
14000 betragt. Aus den Eulerschen Messungen erhellt des 
weiteren, daD von einem gewissen Reinheitsgrade an das Diffusions
vermogen ziemlich konstant gefunden wird, also keine deutliche 
Beeinflussung durch Begleitstoffe mehr zeigt. Es ist jedoch zu 
bemerken, daD abgesehen von dem nicht bestimmbaren EinfluD einer 
Assoziation des Enzyms mit Begleitstoffen die hier wiedergegebenen 
Zahlen nur Mindestwerte des Molekulargewichts darstellen, da die 

Oeholmsche Konstante DVM = 7,0 nach den bei Proteinen er
haltenen Ergebnissen zu niedrige Werte liefert. Immerhin zeigen 
diese Messungen, daD der Durchmesser der Enzymteilchen in der 
GroDenordnung mit den fUr hohere Proteine ermittelten Werten 
iibereinstimmt. 

1) H. 73,335 (1911); 110, 190 (1920); 113, 59 (1920); Kolloidz. 31, 
3 (1922). 

2) Z. El. Oh. 13, 533 (1907); Bio. Z. 11, 172 (1908). 
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III. Die Enzyme als Elektrolyte. 
Die Anschauung, daJ3 die Wirksamkeit der Enzyme von ihrer 

elektrischen Ladung abhange, hat zuerst J. Loe b 1) im Jahre 1909 
geauJ3ert; sie kniipfte an an die schon lange bekannte Abhangigkeit 
der Pepsinwirkung von der Gegenwart starker Sauren. Dieser 
Abhangigkeit der Enzymwirkung von der Aeiditat bzw. Alkalinitat 
der Losung, die man aueh bei anderen Enzymen wahrgenommen, 
hatte man lange Zeit nieht geniigende Beachtung gesehenkt; meist 
begniigte man sich fiir die J\lIessung von Enzympraparaten mit der 
Einstellung bestimmter Titrationsaeiditaten. Es ist das Verdienst 
von S. P. L. Sorensen 2) und von L. Miehaelis 3), die groJ3e Be
deutung der Wasserstoff- bzw. Hydroxylionenkonzentration flir die 
Aktivitat der Enzyme erkannt und hervorgehoben zu haben. Die 
Einhaltung konstanter Wasserstoffionenkonzentration, wie sie von 
diesen Forsehern flir die Messung enzymatiseher Praparate ein
geflihrt wurde, hat dazu beigetragen, die Unsicherheiten, mit denen 
viele dieser Messungen behaftet waren, zu vermindern und ihre 
Vergleichbarkeit zu fOrdern. Die Bedeutung, die die Beaehtung 
der H-ionenkonzentration flir die Entwicklung der Enzymchemie 
gewonnen hat, reehtfertigt es, kurz die zur Einstellung und Messung 
bestimmter Aeiditaten dienenden Verfahren zu besehreiben. 

Als Regulatoren fiir die Herstellung und Innehaltung be
stimmter H-ionenkonzentrationen dienen die von Sorensen 
und Michaelis empfohlenen sogenannten "Puffer", das sind ge
eignete Salzmischungen, deren Aciditat durch den Hinzutritt von 
Saure, Lauge oder amphoteren Stoffen in gewissen Grenzen keine 
erhebliche Anderung erfahrt, die also eine Aciditatsanderung durch 
schon vorhandene oder im Verlauf der Enzymwirkung gebildete 
Produkte hintanzuhalten vermogen; in be sonde rem Malle eignen 
sich hierzu Salze dreibasischer Sauren wie der Phosphor- oder 
Zitronensaure und ganz allgemein die SaIze sehwacher Sauren oder 
Basen bzw. amphotere Stoffe selbst. N achstehende Tabelle 3 ver
zeichnet eine Anzahl soIcher Pufferlosungen neben ihrem speziellen 
Geltungsbereieh; 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 u, 1. Aun., Berlin 

1914; 2. Aufl., 1. Teil, Berlin 1922. 
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durch das nach dem Vorschlag von Sorensen gebr:auchliche, ver
einfachte MaE PH = Wasserstoffionenexponent oder Wasserstoff
exponent veranschaulicht, das den negativen dekadischen Logarithmus 
der H-ionenkonzentration darstellt. 

Tab elle 3. 

Puffermischungen nach Sorensen und Michaelis. 

Pufiermischung 

Glykokoll-Salzsaure . • . . • 
Essigsaure-Acetat . . . . . . 
Primares-sekundares Phosphat 
Ammoniak - Ammonchlorid 
Glykokoll-Natronlauge . . . 

GeltungBbereich (18 0) 

(H') 

7,08.10-2 -2,09.10-4 

5,76.10-4 -0,28 .10-6 

0,64.10-5 - 0,61 .10-8 

1,02.10- 8 -1,0 .10-11 

Ii 2,63.10-9 -1,07 .10-1 S 

1,15- 3,68 
3,24- 6,55 
5,19 - 8,21 
7,99 -11,00 
8,58-12,97 

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

Abb. 1. 
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Aktivitats-PH-kurve des Invertins. 

stoffelektrode oder aber rascher, wenn auch weniger sicher, durch 
den kolorimetrischen Vergleich der Farbung bestimmter Indikatoren 
mit der einer Losung von bekanntem PH 1). 

1) Beziiglich der Einzelheiten dieser Methoden mull auf die Monographie 
von Mi chaelis "Die Wasserstoffionenkonzentration" verwiesen werden. 
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Mit Hilfe dieser :M:ethoden ist zuerst von Sorensen und von 
Michaelis, spater von anderen Forschern die Abhangigkeit der 
Aktivitat yom PH flir eine groBe Anzahl von Enzymen gemessen 
worden; dabei ergab sich flir jedes der untersuchten Enzym
praparate ein charakteristischer optimaler Wirkungsbereich. Die 
gewonnenen Beziehungen werden gewohnlich durch die sogenannten 
Aktivitats-pwkurven wiedergegeben, die die relative Aktivitat 
mit demPH vergleichen. So erhielten L. Michaelis und H. Da vid
sohn 1) beispielsweise flir die Aktivitat des rohrzuckerspaltenden 
Enzyms der Hefe, des Invertins, die nachstehend wiedergegebene 
PH- Kurve, die eine breite optimale Wirkungszone des Enzyms 
zwischen PH 3,5 und 5,5 erkennen laBt. 

In der folgenden Tabelle 4 sind die flir die wichtigsten En
zyme ermittelten Aciditatsoptima zusammengestellt, soweit sie 
bekannt sind. 

Die Tabelle berucksichtigt nur die exaktesten und einwand
freiesten :M:essungen der Literatur; auch gelten ihre Angaben fast 
ausschliel.llich flir die rohen Enzympraparate. 

Tabelle 4. 

PH-Optimum einiger Enzyme. 

Enzym II PH-Optimum I Autor 

Pankreaslipase 

I 

8 
I 

Davidsohn 2) 
Magenlipase 4-5 
Ricinuslipase . 4,7 Haley und Lyman 3) 
Pepsin II 1,5-1,6 S orens e n 4) 
Trypsin 

II 
7,8-8,7 Waldschmid t-L e i tz 5) 

Erepsin 7,8 Waldschmidt-Leitz und Harteneck 6) 
I 

Urease 7,0 van Slyke und Zacharias 7) 
Saccharase . 4,2 Michaelis und Davidsohn 8) 
Maltase 6,1-6,8 Michaelis und Rona 9) 
f1-Glucosidase . 5 E. Fischer 10) 
Pankreasamylase 6,7-7,0 Sherman, Thomas und Baldwin 11) 
Malzamylase 4,6-5,2 Liiers und Wasmund 12) 
Katalase. 7 Sorensen 13) 

1) Bio. Z. 85, 386 (1911). - 2) Bio. Z. 49, 249 (1913). - 3) Am. 
Soc. 43, 2664 (1921). - 4) Bio. Z. 21, 131 (1909). - 5) H. 132, 181 
(1923/24). - 6) H. 147, 286 (1925). - 7) J1. BioI. Ohern. 19, 181 (1914). 
- 8) Bio. Z. 35, 386 (1911). - 9) Ebenda 57, 70; 58, 148 (1913). -
10) H. 107, 176 (1919). - 11) Am. Soc. 41, 231 (1918/19). - 12) Fer
mentf. 5, 169 (1920j21). - 13) I. c. 4. 
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In vielen Fallen hat man nicht genugend darauf geachtet, 
Storungen und Fehler zu vermeiden, die die MeJ.lresultate beein
trachtigen oder entstellen. So hat man zu berucksichtigen, daJ.l 
die Bestandigkeit der Enzyme sich mit der Aciditat in wechselndem 
MaJ.le verandert; zwar fallt fur einige von ihnen, wie fUr die Hefe
saccharase, das Optimum der Stabilitat mit dem Wirkungsoptimum 
zusammen, andere Enzyme dagegen, beispielsweise das Trypsin der 
Pankreasdruse, sind im Bereich ihres Reaktionsoptimums in den 
rohen Praparaten nicht am bestandigsten. In solchen Fallen kann 
daher die Form der Aktivitats-Pwkurve und die Lage ihres Scheitel
punktes willkurlich entstellt sein, sofern man nicht Sorge tragt, 
beispielsweise durch Anwendung niedriger Versuchstemperaturen 
und kurzer Bestirnmungsdauer, den Einflu13 der Enzymzerstorung 
auszuschalten. Andere Storungen, die nicht immer berucksichtigt 
worden sind, betreffen eine Wirkung der Wasserstoff- bzw. Hydroxyl
ionen auf das Substrat selbst, die in manchen Fallen, so bei proteo
lytischen Messungen, Kontrollversuche erforderlich macht; und es 
gibt endlich FaIle, zu denen die Spaltung echter Fette durch 
tierische Lipasen zu rechnen ist, bei welchen die exakte Messung 
des Reaktionsoptimums an der Unmoglichkeit scheitert, den EinfluJ.l 
stark PH-andernder Spaltprodukte hinreichend auszuschalten. 

Die Abhangigkeit der Enzymwirkung von der Wasserstoffzahl 
und insbesondere die Lage des Reaktionsoptimums wurden in 
den Untersuchungen der Michaelisschen Schule als ein charak
teristisches Mer kmal der einzelnen Enzyme angesehen. So ist 
die Bestimmung des PH - Optimums in vielen Fallen zur U nter
scheidung enzymatischer Indi viduen herangezogen worden; man 
glaubte beispielsweise bei tierischer Amylase zwischen verschiedenen 
Amylase -Salzkomplexen unterscheiden zu sollen, nachdem sich fur 
den Zusatz verschiedener N eutralsalze wechselnde Aciditatsoptima 
der Starkespaltung ergeben hatten 1). Die Untersuchungen R. W i11-
statters2) haben indessen gezeigt, daJ.l bei manchen Enzymen, so 
bei tierischen Lipasen, die Abhangigkeit von der Wasserstoffzahl, 
so wie sie gefunden wird, durch ganz andere, kompliziertere Fak
toren vorgetauscht oder entstellt werden kann; "der Einflu13 der 
Wasserstoffzahl wird von der Aktivierung und Hemmung durch 

1) Siehe dazu L. Michaelis and H. Pechstein, Bio. Z. 59, 77 
(1914). 

2) R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz and Fr. Memmen, 
H. 125, 93, und zwar 8. 97 (1922f23). 
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Begleitstoffe und Reaktionsprodukte iiberdeckt". So hat es sich 
ergeben, daJ3 die Lipase des Magens, die, wie aus Tabelle 4 ersichtlich, 
auf Grund ihres in rohem Zustand, namlich im J\'[agensaft 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 namlich in ihrem natiirlichen Sekret zusammen mit einem 
Stoffe, der ihre Wirkung bei alkalischer Reaktion hemmt; mit der 
Abtrennung dieses Stoffes verschiebt sich die Lage ihres Reaktions
optimums schrittweise, urn schlie13lich 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 1) ent
nommen. 

Tabelle 5. 

PH-Abhangigkeit der Hundemagenlipase. 

Enzympraparat Optimum bei PH Minimum bei PH 

LipaselOsung aus Mucosa. 
Essigsaurefallung . . • . 
Elektrodialysat . . . . . 
N ach Reinigung mit Kaolin 

5,5-6,3 
5,5-6,3 
6,3-7,1 
7,1-7,9 

8,6 
8,6 
4,7 
4,7 

Die theoretische Deutung, die L.l\hchaelis 2) den beobachteten 
pH-Aktivitatskurven der Enzyme gegeben hat, beruht auf der An
nahme, daJ3 die Enzyme selbst als amphotere Elektrolyte aufzufassen 
seien, als Stoffe von zugleich basischem und saurem Charakter, die 
je nach dem PH in wechselndem Verhaltnis als Anionen, Kationen 
oder in undissoziierter Form auftreten. Die in Abb. 1 wieder
gegebene Aktivitats-pH-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 laJ3t: 

K (li') 
Q = 1 - r = 1 - K + (li') - K + (li') , 

1) H. 140, 203 (1924). 
2) L. Michaelis und H. Davidsohn, Bio. Z. 35, 386 (1911). 
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wenn (! den Dissoziationsrest, r den Dissoziationsgrad und K die 
Dissoziationskonstante der Saccharasesaure bedeutet; diese selbst 
entspricht, da fiir den speziellen Fall (E') = Kin obiger Gleichung 
sich (! zu 0,5 ergibt, derjenigen E-ionenkonzentration, fiir die die 
AktivitatS-PH-kurve die Ealfte der maximalen Reaktionsgeschwindig
keit anzeigt; so ergibt sich im angefiihrten Beispiel fiir die Sac
charase K = 10-6,7. 

Diese Ergebnisse besagen nach Michaelis, daB als der wirk
same Anteil der Eefesaccharase ihre undissoziierten Molekiile an
zusehen sind und daB bei verschiedener E - ionenkonzentration 
jeweils nur ein gewisser Bruchteil des Enzyms in undissoziierter, 
also katalytisch wirksamer Form vorhanden ist; daD die Form der 
Kurve hier den Dissoziationsrest einer Saure 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 elt'ktrischen F.elde, die auf 
seinen sauren Charakter hinweisen. In ahnlicher Weise sind die 
Aktivitats-pH-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 SchluJ3folgerungen von Michaelis, wonach 
fiir den Fall der Saccharase nur ihren undissoziierten Anteilen 
enzymatische Aktivitat zukomme, diese demnach nur auf den elektro
chemischen Charakter des Enzyms selbst zuriickzufiihren sei, sind 
indessen durch Untersuchungen von L. ~fichaelis und M. Roth
stein 1) und von R. Kuhn 2) in Frage gestellt worden, in denen 
sich nachweisen lieB, daB entgegen der theoretischen Folgerung die 
Aktivitats-PH-kurve des Enzyms bei wechselnder Rohrzucker
konzentration sich nicht andert, und daB andererseits das Gleich
gewicht zwischen Enzym und Zucker sich als unabhangig von der 
Wasserstoffzahl erweist. Diese Beobachtungen sprechen nicht fiir 
die Auffassung der Vereinignng von Enzym und Rohrzucker als 
einer Ionenreaktion; aus der Tatsache, daD trotz der Konstanz des 
an das Substrat gebundenen Enzymanteils und seiner Unabhangigkeit 
von der Wasserstoffzahl mit dieser sich die Reaktionsgeschwindigkeit 
andert, ist vielmehr von R. Kuhn die Vorstellung abgeleitet worden, 

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

Wahrend in diesen Untersuchungen die Abhangigkeit der 
Aktivitat von der Wasserstoffzahl hauptsachlich auf den elektro
chemischen Charakter des Enzyms selbst zuriickzufiihren versucht 
wird, hat in neuerer Zeit J. H. Northrop 1) fiir den speziellen 
Fall der proteolytischen Enzyme die Auffassung vertreten und ex
perimentell behandelt, da6 die Reaktionsgeschwindigkeit nicht von 
der Dissoziation der Enzyme, sondern von der der Substrate ab
hange; diese Ansicht wird gestiitzt durch den Befund, daB in einer 
Reihe von Fallen die Aktivitats-pH-kurven von Pepsin und Trypsin 
eine gewisse Ubereinstimmung mit den Dissoziationskurven der 
angewandten Substrate aufweisen. Nach Northrop soll Pepsin, 
dessen Aktivitatsoptimum stark saurer Reaktion entspricht, nur 
mit den EiweiJ3kationen, das bei alkalischer Reaktion optimale 
Trypsin nur mit den Proteinanionen reagieren; nach den Unter
suchungen von R. Willstatter und W. Grassmann 2) und von 
A. B. Hertzmann und H. C. Bradl ey 3) ergabe sich die Moglichkeit, 
hiervon eine dritte Gruppe proteolytischer Enzyme zu unterscheiden, 
welche nur die undissoziierten Proteinmolekiile angreifen, deren 
PH-Optimum namlich der isoelektrischen Reaktion der Substrate 
entspricht. Die untersuchten Fane sind indessen nicht zahlreich 
und nicht verschieden genug gewahlt worden, um ein abschlief3endes 
Urteil iiber die entwickelten Vorstellungen zu erlauben; nach noch 
unveroffentlichten Versuchen des Verfassers entspricht die N 0 rt h r 0 p
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, wahrend der Wanderungs
sinn amphoterer Elektrolyte wie der Aminosauren und Proteine 
durch die Aciditat der Losung bestimmt wird: in alkalischem Medium 
bewegen sie sich zur Kathode, in saurem zur Anode, wahrend 

1) Naturw. 11, 713 (1923). 
2) H. 138, 184, und zwar S.198 (1924). 
3) Proc. Am. Soc. BioI. Chem. 18, 19 (1923). 
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in einem dazwischenliegenden PH-Gebiet, das ihrer isoelektrischen 
Reaktion entspricht, gar keine Wanderung beobachtet wird. 

Die Untersuchungen der l\Iichaelisschen Schule 1) haben nun 
zusammen mit lilteren Beo bachtungen von H. B i err y, V. Hen r i 
und G. Schaeffer 2) sowie von H. Iscovesco S) das Uberfuhrungs
verhalten einer Reihe von rohen Enzymprliparaten eingehend be
handelt; dabei ergab sich beispielsweise fur die Hefesaccharase auch 
in stark saurer Losung eine rein anodisehe Wanderung, wahrend 
sich fUr andere Enzyme wie Malzamylase, Trypsin und Katalase 
eine Abhangigkeit ihrer Wanderungsrichtung von der Aciditat fest
stellen lieD; Michaelis schrieb danach der Saccharase rein oder 
doch uberwiegend sauren Charakter zu. Die N achprufung dieser 
Beobachtungen an reineren Enzympraparaten durch R. Willstatter, 
J. Graser und R. Kuhn 4) hat indessen zu der Erkenntnis gefUhrt, 
daD 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 zuruck. 
"Die elektrische Uberfiihrung sagt" also, "sofern'sie mit sehr un
reinen Enzymlosungen ausgefUhrt wird, uber die Natur eines Fer
ments nichts aus, sondern sie laJ3t nur erkennen, ob in dem aus 
einem Ferment und seinem jeweiligen Begleitstoff gebildeten 
Additions- oder Adsorptionsprodukt die Sliure- oder Basennatur 
uberwiegt" 5). So ist der elektrische Ladungssinn weder der 
Saccharase selbst noch der anderer Enzyme bisher mit Sitherheit 
erkannt worden. 

Ta bell e 6. 

Wandernngssinn nnd Reinheitsgrad der Saccharase. 

I Reinheits- Versuchs- Wanderung in Proz. 
Enzympraparat grad dauer 

Zeitwert Stdn. anodisch kathodisch 

I 

I 

Hefeantolysat . 200 18 0,64 0,00 
Nach Adsorption an Tonerde 8,45 23 0,61 0,18 
N ach Ads. an Tonerde u. Kaolin 1,0 22 I 0,54 1,93 

1) Bio. Z. 16, 81; 17, 231 (1909); 25,1 (1910); 80,481 (1911); 57, 
70; 88, 320 (1913); 59, 100; 64, 13 (1914). 

2) Soc. BioI. 1, 226 (1907); V. Henri, Bio. Z. 16, 473 (1909), 
S) Soc. BioI. 1, 770, 861 (1907); Bio. Z. 24, 53 (1909/10). 
4) H. 128, 1, und zwar S.73 (1922). 
6) R. Willstatter, B. 55, 3601, und zwar S. 3614 (1922). 
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L. Michaelis 1) hat auch zuerst die A dsorptionsaffi ni tii ten 
der Enzyme zur Aufklarung ihrer elektrochemischen N atur ana
lysiert. Unter der Adsorption versteht man die Anreicherung ge
loster Stoffe an der Grenzflache starrer Korper; man unterseheidet 
sie von der Absorption, bei welcher eine Losung in dem auf
nehmenden Stoffe selbst eintritt. Die Erscheillungen der Adsorption, 
die man hiiher teilweise auf reine Kapillarkrafte, namlich auf eine' 
Verminderung der Oberflachenspannung an der Grenzflache der 
Phasen, zuriickzufiihren versuchte 2), sind mehr und mehr unter 
chemischen Gesichtspunkten verstanden worden; "9"iele Erfahrungen 
haben dahin gefiihrt, zur Deutung der Adsorptionserscheinungen 
auJ3er den Einfliissen der Kapillaritat die Wirkung chemischer und 
elektrischer Krafte heranzuziehen, deren Bedeutung in vielen Fallen 
ausschlaggebend ist. M i c h a eli s gebiihrt das Verdienst, die 
chemische N atur vieler Adsorptionsvorgange betont zu haben; seine 
Untersuchungen, welche allgemein zwischen mechanischer und 
elektrochemischer Adsorption unterscheiden, fiihren zu dem Ergebnis, 
daB die erstere nur in vereinzelten Fallen, so bei del' Adsorption 
durch Kohle odeI' Zellulose, in Betracht zu ziehen ist. 

Die Erscheinungen der elektrochemischen Adsorption, 
die am Beispiel der Adsorption organischer Farbstoffe eingehend 
untersucht wurden, teilten L. M i c h a eli s und P. Ron a 3) nach 
folgenden Gesichtspunkten ein: 

1. Aquivalente Adsorption - Aufnahme der Anionen und 
Kationen des Salzes in aquivalenten Mengen; 

2. Hydrolytische Adsorption - Aufnahme nur emer em
zelnen Ionenart; 

3. Austauschadsorption Austausch zwischen emem Ion 
des Adsorbens und einem solchen des gelosten Stoffes, und 

4. Aufladungsadsorption - Aufnahme der Anionen und 
Kationen in verschiedenem Verhaltnis, begleitet von einer Ladungs
anderung des Adsorbens. 

Wahrend bei unloslichen, 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. Michae lis lUld M. Ehrenreich, Bio. Z. 
10, 283 (1908); 25, 359 (1910). 

2) Vgl. H. Bechhold, Die Kolloide in Biologie und ~Iedizin, 2. Aufl., 
Leipzig 1919, S. 25. 

3) Bio. Z. 97, 57 (1919); 102, 268 (1920). 
Wald s ch mid t -Lei t z, Die Enzyme. 2 



18 III. Die Enzyme als Elektrolyte. 

einer chemischen Umsetzung. "Bei elektrolytartigen Adsorbenzien 
ist die Adsorption also identisch mit denienigen Reaktionen, welche 
auf Grund der gewohnlichen chemischen Affinitaten vorhergesagt 
werden konnen." Diese Befunde entsprechen den Vorstellungen 
von J. Langmuir 1), nach denen die Adsorption durch Absattigung 
der freien, nach auBen gerichteten chemischen Valenzen an der 
Grenzflache des Adsorbens erfolgt. Der elekhochemische Charakter 
der Adsorption gestattet eine Einteilung der Adsorbenzien nach 
ihrer elektrischen Ladung, in elektropositive und elektronegative, 
deren Affinitat zu enzymatischen Stoffen zu bedeutsamen Aussagen 
tiber die elektrochemische Natur der letzteren Veranlassung ge· 
geben hat. 

Die altesten Beobachtungen tiber die Adsorption eines Enzyms, 
namlich des Pepsins, finden sich schon bei E. Brticke 2), der auch 
bereits Verfahren zur Freilegung des Enzyms aus den Adsorbaten 
beschrieben hat, sowie in den Untersuchungen von A. D anile wsky 3) 
und von J. Co h n he i m 4) aus demselben J ahrzehnt; 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, daB aIle 
durch das elektronegative Adsorbens Kaolinadsorbierbaren Sub· 
stanzen als Basen, aIle durch die elektropositive Tonerde adsorbier· 
baren aber als Sauren anzusehen seien, versuchten sie die elektro· 
chemische Natur einer Anzahl von Enzymen ohne quantitative 
Bestimmung, aIlein auf Grund von Schatzungen festzusteIlen. 
Invertin, bei ieder Reaktion durch rfonerde adsorbierbar, nicht im 
geringsten dagegen durch Kaolin, zeigte danach den Charakter 
einer Saure, im Einklang mit den Ergebnissen der Uberftihrung; 
Speichelamylase und Trypsin, die bei ieder Reaktion von Tonerde 
wie von Kaolin aufgenommen wurden, betrachtete man dagegen als 
amphotere Korper. 

Diese Befunde, die an rohen EnzymlOsungen erhoben wurden, 
gelten indessen, wie R. Willstatter 5) gezeigt hat, nicht ftir die 

1) Am. Soc. 38, 2221 (1916); 39, 1848 (1917). 
2) Sitzllngsber. Akad. d. Wiss. Wien 43, 601 (1861). 
3) Virchows Arch. 25, 279 (1862). 
4) Ebenda 28, 241 (1863). 
5) R. Willstatter u. F. Racke, A. 425, 57 (1920/21); R. Will· 

statter und W. Wassermann, H. 123, 181 (1922); R. Willstiitter und 
E. Waldschmidt-Leitz, H. 125, 132, und zwar S. 139 (1922/23). 
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Enzyme selbst, sondern nur flir ihre Aggregate mit begleitenden 
Stoffen. So hat es sich gezeigt, daB das Invertin aus reineren 
Lasungen 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 dutch Tonerde gar nicht mehr aufgenommen, 
dagegen quantitativ durch Kaolin; seine basische N atur tritt her
vor. Tierische Amylase endlich buBt mit steigendem Reinheitsgrade 
ihre Adsoruierbarkeit sowohl an basische wie an saure Stoffe mehr 
undmehrein. Das wahre Adsorptionsverhalten der Enzyme 
wird also erst in haherem Reinheitsgrade erkennbar. 

Die Ausgestaltung und systematische Anwendung der Ad
sorptionsmethoden hat durch die zahlreichen Untersuchungen 
R. Wi11statters und seiner Mitarbeiter fur die praparative 
En z y me hem i e entscheidende Bedeutung erlangt; nicht nur, daB 
siedazu gedient hat, den Reinheitsgrad vieler Enzyme und anderer 
hochmolekularer Stoffe weitgehend zu steigern, die Auswertung 
spezifischer und fein abgestimmter Adsorptionsaffinitaten hat es 
auch in mehreren Fallen ermoglicht, Enzyme in ihren naturlichen 
Gemischen voneinander zu trennen und enzymatische Reaktions
systeme in ihre Komponenten zu zerlegen. Die speziellen Adsorp
tionsverfahren, die dieseUntersuchungen geleitet haben, sollen im 
7. Ka pitel an charakteristischen Beispielen erlautert werden; ihre 
allgemeinen Richtlinien und ihre theoretischen Grundlagen und 
Ergebnisse werden im folgenden behandelt. 

Die Adsorption der Enzyme aus ihren Lasungen beschrankt 
sich erfahrungsgemaB nicht auf. diese selbst, es werden vielmehr 
zusammen mit den Enzymen wechselnde Mengen anderer hoch
molekularer Begleitstoffe durch das Adsorbens aufgenommen; der 
Erfolg der praparativen Reinigung der Enzyme durch Adsorption 
hangt also nach R. Wi11statter1) davon ab, ob es gelingt, die 
Adsorption auswahlend genug zu gestalten. Als MaB flir die 
auswahlende Wirkung eines Adsorbens ist von R. Will stat t e r 
und W.Wassermann 2) der "Adsorptionswert (A.-W.)" ein
geflihrt worden; er ist gleich der Anzahl der Enzymeinheiten, die 
von 1 g des Absorbens unter den Versuchsbedingungen aufgenommen 
werden. Je haher der Adsorptionswert in einem Versuchsansatz 
gefunden wird, urn so graDer ist die unter diesen Bedingungen zu 

1) B. 55, 3601, und zwar S. 3610 (1922). 
2) H. 123, 181 (1922). 

2* 
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erwartende Konzentrationssteigerung des Enzyms. So findet man 
den Adsorptionswert auJ3er von der Aciditat der Losung in hohem 
MaLle abhangig von der Anfangskonzentration des Enzyms, und 
zwar fiir die einzelnen Enzyme in verschiedenem Sinne. Aus den 
Untersuchungen von Willstatter und Wassermann und von 
H. Kraut und E. Wenzel!) hat es sich ergeben, daLl die von dem 
Adsorbens Tonerde aufgenommene Menge des Invertins der Hefe 
mit steigender Verdiinnung betrachtlich zunimmt, so stieg in einem 
Beispiel bei 50 facher Verdiinnung der von der namlichen Menge 
Tonerde adsorbierte Enzymanteil von 19 auf 93 Proz.; diese Er
scheinung wird auf eine weitgehende Dissoziation eines die Ad

Abb.2. 
4 

2 

llE.in 11. 
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Adsorptionswert der Tonerde nnd Anfangs
konzentration. 

sorption storenden Asso
ziationsproduktes aus 
Enzym und Begleitstoff 
bei groLler Verdiinnung 
zuriickgefiihrt. Anderer
seits hat sich fiirtierische 
Lipase 2), deren Ad
sorptionsverhalten viel 
unspezifischer ist, ein 
EinfluLl der Anfangskon
zentration nicht sicher 
erkennen lassen, und die 
pflanzliche Peroxydase 3) 
scheint durch Tonerde 
aus verdiinnterer Losung 
sogar schlechter adsor
bierbar zu sein. 

Den EinfluJ3 der 
Verdiinnung auf die Ad

sorption des Invertins durch Tonerde veranschaulichen K r aut und 
Wen z e 1 durch die vorstehende Abbildung, die die Abhangigkeit 
des Adsorptionswertes von der Konzentration des Enzyms in der 
Adsorptionsrestlosung graphisch wiedergibt. 

!) H. 133, 1 (1923/24); 142, 71 (1924/25). 

2) R. Willstii.tter nnd E. Waldschmidt-Leitz, H. 125, 132, nnd 
zwar S. 165 (1922/23). 

8) R. Willstiitter n. A. Pollinger, A. 430, 269, nnd zwar S. 276 
(1922/23). 
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Die Form der fiir ein beliebiges Enzympraparat erhaltenen 
Adsorptionskurven, die gemaLl der von H. Freundlich 1) auf
gestellten Beziehung 

! 
A.-W. = (X.e n 

(c = Konzentration in der Restlosung, (X und n = Konstanten) 
fiir das Adsorptionsverhalten eines reinen Stoffes der von loga
rithmischen entsprechen soUten, und ihre Abhangigkeit von der 
Anfangskonzentration des Enzyms in der Losung la13t nach Kraut 
und Wen z e I erkennen, ob das Enzym mechanisch beigemengte 
Stoffe begleiten, die die Oberflache des Adsorbens teilweise in Be
schlag nehmen; sie ist von gro13er Bedeutung fiir die Beurteilung 
des geeignetsten praparativen 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 undAuswertung 
der fUr eine EnzymlOsung 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 FaIle, in denen das Enzym seine Adsorbierbarkeit nur der 
Assoziation mit einem Begleiter verdankt [pankreatische Amylase] 2), 
in denen die Adsorptionskurve also nur iiber das Verhalten dieses 
Komplexes aussagt, wlihrend in anderen Fallen 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. Michaeli s). 

Der Einflu13 einer Assoziation mit Begleitstoffen auf das Ver
halten der Enzyme macht sich auch bei ihrer Loslosung aus den 
Adsorbaten, der Elution, in bemerkenswertem MaLle geltend, die; 
wie R. Will s tat t e r gezeigt hat, sich im allgemeinen durch eine 
Anderung des Reaktionsmilieus bewerkstelligen lal.lt: man eluiert 
ein bei saurer Reaktion adsorbiertes Enzym z. B. durch verdiinnte 
Alkalien; in anderen Fallen scheint die Elution dagegen auf einer 
rein en Verdrangung des Enzyms von der Oberflache des Adsorbens 
zu beruhen, so bei der Anwendung von Phosphat als Eluens fUr 
Tonerdeadsorbate durch die Bildung schwer loslichen Aluminium
phosphats; diese ist viel unspezifischer. 

1) Kapillarchemie, 2. Auf!., Leipzig 1922, S. 232 ff. 
2) H. 142, 14 (1924/25). 
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Die zahlreichen Erscheinungen, die das Adsorptions- und 
Elutionsverhalten der Enzyme aufweist, sind VOll R. Will s tat t e r 
und F. R a c k e 1) mit der Annahme gedeutet wordell, daB die 
Gegenwart bestimmter Begleitstoffe, der "K 0 ads 0 r ben z i en" und 
der "Koeluentien", fUr die leichte Adsorbierbarkeit oder Eluier
barkeit des Enzyms verantwortlich zu machen ist: der Komplex 

/Koadsorbens 
Enzym 

""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. 

Bernerkenswert ist die eluierende Wirkung von Substraten 
auf Enzymadsorbate, die zuerst von S. G. He din 2) fiir Adsorbate 
des Trypsins an Tierkohle festgestellt und die spater auch bei 
kohlehydratspaltenden Enzymen beobachtet wurde 3); ihre theo
retische Bedeutung ist indessen noch nicht zu Ubersehen. 

IV. Enzymatische Kinetik. 

Die GesetzmaBigkeiten, welche sich auf Grund der chemischen 
Dynamik fiir die enzymatischen Reaktionen als katalytische Prozesse 
ableiten lassen, find en sich nur in einfachen Fallen 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 Affinitat 
zur Folge, daB sich oft auch in einfacheren Fallen, bei der Um
setzung von Substraten bekannter Konstitution, der Verlauf einer 
enzymatischen Reaktion bestimmten gesetzmaBigen Beziehungen 
nicht unterordnen laBt. Wenn daher in den alteren reaktions
kinetischen Untersuchungen die Anwendung des Massenwirkungs-

1) A. 425. 1, und zwar S. 59 (1920/21). 
2) Biochem. Jl. 1, 484 (1906); 2, 81 (1907); H. 50, 497 (1907); 

siehe dazu auch E. Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner u. W. Grass
mann, H., im Druck. 

3) R. Willstatter u. R. Knhn, 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 Fallen nur ein sehr beschrankter Wert beizu
messen. Es ist daher geboten, im Rahmen dieses Buches nur die 
am besten gestiitzten Ergebnisse an anschaulichen Beispielen zu 
erortern. 

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

dx 
v = - = k(a-x), 

dt 

in welcher a die Anfangskonzentrat.ion des Stoffes, x die zur Zeit t 
bereits umgesetzte Menge desselben und k eine Konstante, die so
genannte monomolekulare Reaktionskonstante, bedeutet. Durch Inte
gration dieser Gleichung ergibt sich 

1 a 
k = -In--· 

t a-x 

Diese Beziehung monomolekularen Reaktionsverlaufs gilt z. B. 
nach den klassischen Untersuchungen von L. F. Wilhelmy 1), wie 
Tabelle 7 veranschaulicht, flir die katalytische Inversion des Rohr
zuckers durch Sauren, eine Reaktion, welche in reinem Wasser 
unmeDbar langsam verlauft, und zwar in verdiinnten Losungen, in 
welch en eben infolge der praktisch unveranderten Menge der einen 
Reaktionskomponente, des Wassers, die in Wirklichkeit bimole
kulare Reaktion sich einer monomolekularen nahert; die Konstante 
der Reaktionsgeschwindigkeit findet man in dies em Falle der Kon
zentration des Katalysators, der Wasserstoffionen, proportional, 
wahrend sie sich von der Rohrzuckerkonzentration als unabhangig 
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 Rohrzuckerspaltuug durch H-Ionen. 

Drehungswinkel k = ~ log10 _~a~ 
Min. 0 t a-x 

0 +46,75 
45 + 38,25 0,00134 

120 +26,00 0,00138 
240 + 11,50 0,00140 
450 - 4,50 0,00147 
630 -10,00 0,00139 
00 -18,70 

Die Giiltigkeit der monomolekularen Reaktionsgleichung trim 
auch fiir gewisse einfar,he enzymatische Reaktionen zu, sofern dafiir 
Sorge getragen wird, daD die Reaktionsbedingungen wahrend der 
Dauer des Versuches unverandert bleiben, und daB die Menge des 
aktiven Enzyms keine Abnahme durch Zerstorung erfahrt. Dies 
haben, um nur einige Beispiele herauszugreifen, H. v. Euler 1) 
sowie K. G. Dernby 2) fiir die Hydrolyse einfacher Peptide durch 
Erepsin oder W. Issajew 3) fUr die Zersetzung des Wasserstoff
superoxyds durch Hefekatalase erwiesen, dessen Untersuchung die 
folgende Tabelle 8 entnommen ist. 

Tabelle 8. 

Reaktionsverlauf fUr Hefekatalase. 

Min. 

5 
10 
15 
20 
25 
30 

SpaltuDg 

Proz. 

24,6 
43,3 
57,2 
67,7 
75,6 
81,9 

104. k = !. loglO _a_ 
t a-x 

245,7 
246,4 
245,5 
245,4 
245,0 
246,9 

Auch die enzymatische Hydrolyse des Rohrzuckers durch Hefe
saccharase ist von C. S. H u d son 4) als monomolekulare Reaktion 

1) H. 51, 213 (1907). 
2) Bio. Z. 81, 107 (1916117). 
3) H. 42, 102 (1904); 44, 546 (1905). 
4) Am. Soc. 30, 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 H u d son s 
von L. Michaelis und H. Davidsohn 1), welche den letzteren 
Fall als den normalen ansehen, mit der Annahme 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. Men ten 2) 
haben nach dem Vorbild von V. Hen r i 3) flir diesen Fall auf 
theoretischem Wege eine Reaktionsgleichung der enzymatischen 
Rohrzuckerhydrolyse abgeleitet, welche mit den experimentellen 
Ergebnissen in trbereinstimmung 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. 

k = ~ log10 _a_ 
Min. t a-x 

21,0 0,00145 
60,0 0,00151 

130,0 0,00164 
190,2 0,00171 
246,0 0,00176 

Die Untersuchungen von R. Willstatter, J. Graser und 
R. Kuhn 4) haben indessen gezeigt, daJ3 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 Bestandigkeit der Saccharase 
zu deuten sind; sie wiederholen sich bei reineren Enzympraparaten 
und auch unter Bedingungen, unter denen eine Zerstorung des 
Enzyms nicht eintritt, und es erweist sich der zeitliche Verlauf 
der Rohrzuckerhydrolyse zudem in hohem MaJ3e abhangig von der 

1) Bio. Z. 35, 401 (1911). 
2) Ebenda 49, 333 (1913). 
3) H. 39, 194 (1902); C. r. 135, 916 (1902). 
4) H. 123, 1, und zwar S.63 (1922). 
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Wasserstoffzahl. N ach dies en Untersuchungen werden der genau 
monomolekulare Verlauf bei Hudson wie das Beispiel von Micha
elis und Davidsohn zu Spezialfallen, wenn man die Wasserstoff
zahl variiert; die U rsache der beobachteten Abweichungen ist 
jedoch noch nicht erkannt. 

Die Forderung des Massenwirkungsgesetzes, der die H-Ionen
katalyse gehorcht, namlich die Proportionalitat von Katalysator
konzentration und Reaktionsgeschwindigkeit, ist auch bei der enzy
matischen Katalyse erfiillt. W ie die griindlichen Untersuchungen 
von C. O'Sullivan und F. W. Tompson 1), von C. S. Hudson 2) 

und von H. v. Euler und O. Svanberg S) 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 II Umsatz (Proz.) bei Anfangskonzentration des Zuckers VOll 
Saccharase-

konzentration ]}Iiu. I, 4,55 Proz. I 9,Og Proz. I 27,B Proz. 

2,00 15 73,2 45,3 11,2 
1,50 20 73,2 44,8 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 laJ3t indessen zugleich erkennen, daJ3 eine andere, 
fUr eine reine Katalyse zu erwartende GesetzmaJ3igkeit, namlich die 
Unabhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Konzen
tration des Substrats, hier nieht zu gelten scheint. Diese Ab
weichung, die die enzymatische von der H - Ionenkatalyse unter
scheidet und die fur die Untersuchung des Reaktionsmechanismus 
der enzymatischen Rohrzuckerhydrolyse von groJ3er Bedeutung 
geworden ist, ist durch eine groJ3e Reihe alterer Arbeiten sicher
gestellt und besonders eingehend von L. M i c h a eli s und ]\f. L. 

1) Soc. 57, 834, und zwar S. 848 (1890). 
2) Am. Soc. 30, 1564, und zwar S. 1575 (1908). 
3) H. 107, 269, und zwar S. 275 (1919). 
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Menten 1) gepriift worden; die theoretischen Folgerungen, die die 
Autoren mit dieser Erscheinung verkniipft haben, werden noeh aus
fUhrlicher. behandelt werden. 

Es soIl hier noeh kurz auf eine andere gesetzmaBige Beziehung 
eingegangen werd en, die fiir den Verlauf gewisser enzymatisc her 
Reaktionen zu gelten scheint. E. Schiitz2) hat im Jahre 1885 
die Reg e 1 aufgestellt, daB die von verschiedenen Mengen Pepsin 
in der gleichen Zeit hydrolysierten EiweiBmengen den Quadrat
wurzeln der Fermentmengen proportional seien, also der Umsatz 

x = k VF (F = Fermentmenge). 

Diese S c h ii t z sche Regel laBt sieh bei bestehender Propor
tionalitat zwischen Enzymmenge und Reaktionsgeschwindigkeit 
auch durch die Beziehung ausdriicken: 

x = kfi. 
Sie bringt nach Sv. Arrhenius 3) zum Ausdruck, daB die 

Reaktionsgeschwindigkeit nicht nur der ieweils noch vorhandenen 
Substratkonzentration proportional, sondem auBerdem der bereits 
umgesetzten Menge umgekehrt proportional ist; ein einfaches Bei
spiel fUr ibre Giiltigkeit bietet die Esterverseifung durch geringe 
l\lengen von Hydroxylionen, z. B. durch Ammoniak, sofem das 
Substrat in groJ3em UberschuJ.l vorhanden ist; das Reaktions
produkt, in dies em Falle die entstehenden N H~-Ionen, wirkt namlich 
entsprechend seiner Konzentration hemmend, namlich dissoziations
vermindemd, auf die Geschwindigkeit der Katalyse ein. 

Tabelle II. 

Reaktionsverlauf der Essigesterhydrolyse durch Ammoniak 
nach Arrhenius. 

x 
x (beteehnet) = 17,3 Vi Zeit tt) (beobachtet) 

Proz. Pro?:. 

1 17,5 17,3 
2 25,5 24,5 
5 38,5 38,7 

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

1) BiD. Z. 49, 333 (1913). 
2) H. 9, 577 (1885). 
3) Medd. fran K. Vetenskapsak. Nobelinst. 1, Nr.9 (1908). 
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Die t'rbereinstimmung 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 Abhangigkeit 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 groJ3en EinfluJ3 der Spaltprodukte auf den Verlauf enzy
matischer Reaktionen hat die Forschung schon friih zu der Annahme 
gefiihrt, daJ3 man eine Bindung zwischen Enzym und Substrat 
einerseits und zwischen Enzym und den Spaltprodukten 
anderersei ts anzunehmen habe. Danach wird die Geschwindig
keit enzymatischer Reaktionen bestimmt durch die Konzentration 
der Enzym-Substratverbindung, nur diese namlich liefert die reak
tionsvermittelnden Molekiile. So muJ3ten die alteren Untersuchungen, 
die die Reaktionsgeschwindigkeit als Ma.B der Enzymmengen be
schrieben, allein ohne Beriicksichtigung des Einflusses der Sub
stratkonzentration und der Spaltprodukte, unzureichend bleiben. 
L. Michaelis und M. L. Menten 1) haben nun im Jahre 1913 
grundlegende neue Versuche speziell iiber die Kinetik der enzyma
tischen Rohrzuckerspaltung veroffentlicht, deren Bedingungen so 
gewahlt waren, da.B der storende Einfluf.l der Reaktionsprodukte 
ausgeschaltet blieb; sie bestimmten namlich die Anfangsgeschwindig
keit der Inversion, und zwar bei wechselnder Konzentration des 
Rohrzuckers. 

Die Versuche dieser Autoren, die im Gegensatz zu alteren 
Untersuchungen auch die Einhaltung konstanter, und zwar optimaler 
Wasserstofl'zahl sowie die Ausschaltung der Mutarotation der ge
bildeten Glucose beobachteten, fiihrten zu dem Ergebnis, daJ3 die 
absoluten Betrage an invertiertem Zucker mit steigender Konzen
tration eine bedeutende Zunahme erfuhren, urn bei einer bestimmten 
Konzentration - in dem in Abb. 3 wiedergegebenen Beispiel ent
sprechend einer N ormalitat des Substrats von 0,192 - einen 
maximalen Wert zu erreichen. 

Die wichtigen und bemerkenswerten theoretischen SchluJ3-
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
standnis der neueren Vorstellungen iiber den llIechanismus enzy
matischer Reaktionen und fiir die Beurteilung vieler wichtiger, die 
enzymatische Reaktionsgeschwindigkeit betreffender Einfliisse un
entbehrlich erscheinen. 

Michaelis und Men ten gehen von der Annahme aus, daB 
die Saccharase mit dem Rohrzucker zunachst eine labile Verbindung 
bildet, welche dann in 
freies Enzym und die 
Spaltprodukte, Glucose 
und Fructose, zerfallt; 
sie nehmen weiterhin an, 
daB die Geschwindigkeit 
der Rohrzuckerinversion 
bedingt ist durch die je
weilige Konzentration der 
Enzym - Rohrzuckerver
bin dung, ihr also pro
portional gefunden wird. 

Die Anwendung des 
Massenwirkungsgesetzes 
a uf die Vereinigung von 
Enzym und Rohrzucker 
ergibt nun nach Micha
elis und Menten, daLl 
fiir die Bildung einer Ver
bindung aus 1 Mol Enzym 
und 1 Mol des Zuckers 
die Gleichung zutrifft: 

Abb.3. 

10 20 30 

Reaktionsgeschwindigkeit und Rohrzucker· 
konzentration 

nach Michaelis und Menten. 

(R). (q, - cp) 
=KM , 

cp 

in welcher (R) die Gesamtkonzentration des Rohrzuckers, q, die 
Gesamtkonzentmtion des Enzyms und cp die Konzentration des 
gebundenen Enzyms bzw. der Enzym - Rohrzuckerverbindung be
deutet, wahrend KM eine Konstante, und zwar, wie ersichtlich, die 
Dissoziationskonstante der Enzym-Rohrzuckerverbindung darstellt. 
Da zufolge der gemachten V oraussetzung die Anfangsgeschwindig
keit v der Konzentration der Enzym-Substratverbindung proportional 
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ist, so laLlt sich fUr die obige, etwas veranderte Gleichung, wonach 
(R) 

cp = t1J. (R) + KM ist, der Ausdruck setzen: 

(R) 
v = k· t1J (R) + KM ' 

oder, bei eingehaltener Konstanz von t1J in einer Versuchsreihe: 

V=_v_ und 
k. t1J 

(R) 
V= (R) +KM 

Der erhaltene Ausdruck fiir V stimmt rein formell mit dem 
fUr den Dissoziationsrest einer Saure berechneten, namlich 

(ll") 
(! = (ll") + K 

(vgl. 3. Kapitel), iiberein, die graphische Auswertung der Versuchs
ergebnisse muLl also fiir die Beziehungen zwischen der Anfangs

Abb.4. 

-J -1 

x 

geschwindigkeit und dem 
negativen Logarithmus der 

4 to Anfangskonzentration des 
Rohrzuckers die Form einer 
Dissoziationsrestkurve er
geben. Dieser Forderung 
geniigten in der Tat die 
samtlichen, in der U nter
suchung von Michaelis und 
Menten beobachteten Be
ziehungen, die theoretischen 
V oraussetzungen ihres Ver
fahrens erhielten damit eine 
gewisse Bestatigung. 

-2 log/( 
(-1.75J Der Ausdruck, den die 

Aktivitats-p s-kurve der Saccharase nach aus den ]\'li c h a e Ii s schen 
Michaelis und Menten. Versuchsergebnissen abge-

leitetenBeziehungen inForm 
einer Kurve gefunden haben, ist in Abb.4 wiedergegeben. Man 
bezeichnet eine solche Kurve, urn ihre formelle Analogie zur Ak
tivitats-pl1kurve zu betonen, als .Aktivitats-ps-kurve", da sie 
die Abhangigkeit der Aktivitat von der Substratkonzentration (8) 
darstellt, und man erhalt sie analog jener, indem man als Einheit 
der Ordinate die maximal mogliche Reaktionsgeschwindigkeit wahlt 



Akti vi tats-p S-kurven. 31 

und auf der Abszisse die negativen Logarithmen der angewandten 
Substratkonzentrationen auftragt; gesondert zu ermitteln bleibt 
hierbei nur der rationelle MaBstab d er Ordinate, der die N eigung der 
erhaltenen Kurve bestimmt und der ia infolge des unbekannten ab
soluten ,Vertes von V nicht ohne weiteres gegeben ist; auf seine 
Bestimmung, die auf der Messung des N eigungswinkels des mittleren, 
fast geradlinigen Teiles der Kun-e beruht, braucht hier nicht naher 
eingegangen zu werden. 

Aus der Aktivitats-ps-kurve laBt sich auf Grund der namlichen 
Beziehungen, wie sie fUr die Aktivitats -PH - kurve entwickelt 
worden sind (3. Kapitel), die gesuchte Dissoziationskonstante der 
Enzym - Su bstratverbindung K M entnehmen, es ",-ird namlich in 

der Gleichung V = (R) (~KM fUr KM = (R) V = 1/2; die Disso

ziationskonstante KM entspricht also in der Kurve derjenigen 
Su bstratkonzentration, fUr die die Halfte der maximalen Anfangs
geschwindigkeit gefunden wird. So haben Michaelis und Mente.n 
nach diesem graphischen Verfahren fUr die Dissoziationskonstante 
der Saccharase - Rohrzuckerverbindung auf Grund von vier Ver
suchsreihen, die mit verschiedenen Enzymmengen ausgefUhrt waren, 
die nachstehend verzeichneten, unter sich gut Ubereinstimmenden 
Werte gefunden: 

Relative -log \KJ..W 
Enzymmenge 

K ltf 

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 lVlale eine Anschauung von 
der GroDe der zwischen einem Enzym und seinem Substrat be
stehenden Affinitat vermittelt und ihr einen zahlenmaBigen Aus
druck verliehen. Der zu 0,0167 ermittelte Wert der Dissoziations
konstanten KM besagt namlich, daB, wenn es moglich ware, die 
Saccharase - Rohrzuckerverbindung in reiner Form zu erhalten und 
sie in so viel Wasser zu losen, daB ihr undissoziierter Anteil in 
molarer Losung vorlage, also sein Molekulargewicht im Liter 

enthielte, dann die Losung daneben noch YO,0167 oder 0,133 Mol 
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freie Saccharase und dieselbe molare Menge an freiem Rohrzucker 
aufweisen wtirde. 

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

(Saccharase) . (Rohrzucker) 
K M - .-

- (Saccharase-Rohrzuckerverbindung) 

konstant gefunden wird, ist zuerst im Jahre 1919 durch H. v. Euler 
und J. Laurin 1) an einem Saccharasepraparat aus schwedischer 
Brauereihefe nachgeprtift und dahingehend bestatigt worden, daB 
sich wiederum eine befriedigende Konstanz der ftir KM ermittelten 
Werte ergab; allein die Versuche dieser Autoren ftihrten zu dem 
auffallenden Ergebnis, daB der absolute Wert der Dissoziations
konstanten von dem frtiher durch Michaelis und Menten erhaltenen 
recht erheblich abwich, sie fanden namlich als Mittelwert ihrer 
samtlichen Versuche die viel groBere Konstante KM = 0,026. 

Tabelle 12. 

Affinitat der Hefesaccharase nach K u h n. 

II ze::~rt 
Affinitatskonstante 

Enzympraparat KM 1 

KM 

Brennereihefe, Rasse XII, Autolysat 
0,016

1 

63 
Praparat aus amerik. Brauereihefe . 6,3 0,020 50 
Liiwenbrauereihefe, Miinchen, Autolysat . 180 0,029 1 35 
Praparat daraus . 0,85 0,029

1 

35 
Praparat aus anderer Liiwenbrauhefe . 0,20 0,040 25 

Die Frage, die sich aus dieser Abweichung ergab, ob namlich 
einem bestimmten Enzym eine ganz bestimmte und konstante Affi
nitat zu seinem Substrat zukomme, ist von R. Kuhn 2) nach zwei 
Richtungen hin geprtift worden, und zwar durch den Affinitats
vergleich der Saccharase verschiedener Heferassen und durch den 
Vergleich der Affinitat in verschiedenem Reinheitsgrad. Die Ver
suche ergaben, daB die Saccharase einer bestimmten Heferasse bei 
der Durchftihrung einer Reinigung, die viele ihrer anderen Eigen
schaften, beispielsweise ihr Verhalten gegentiber Adsorptionsmitteln 
oder bei der elektrischen Uberftihrung, wesentlich beeinfluBt, in 

1) H. 108, 64 (1919). 
2) H. 125, 28 (1922/23). 



Schwanknngen der Affinitat. 33 

ihrer Affinitat zum Rohrzucker keine nachweisbare Veranderung 
erleidet. Dagegen waren sehr betrachtliche S c h wan k u n g e n 
dieser Gro13e bei der vergleichenden Untersuchung der Saccharase 
aus verschiedenen Heferassen zu bemerken, die Konstante KM 
bewegte sich, wie aus der vorstehenden Zusammenstellung hervor
geht, hier zwischen 0,016 und 0,040. 

Die beobacbtete Erscheinung wechselnder Affinitat eines 
Enzyms zu seinem Substrat, die in einer wechselnden Abhangigkeit 
seiner Aktivitat von der Substratkonzentration zum Ausdruck 
kommt, ist nach Kuhn von gro13em Einflu13 auf die Sicherheit der 
analytischen Bestimmung der Enzyme und auf die Brauchbarkeit 
der fiir Menge und Konzentration derselben aufgestellten, spater 
naher zu erorternden Masse, da sich hier bei gleicher Substrat
konzentration, unter den namlichen Bedingungen der Besti=ung, 
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 
Ausgangsmaterial die gefundenen Werie mit einem Index zu 
versehen, der ihre Affinitat bzw. die Dissoziationskonstante der 
Enzym - Substratverbindung angibt; die alleinige Messung der 
Reaktionsgeschwindigkeit geniigt in solchen Fallen nicht. 

Als Ursache der beobachteten Affinitatsunterschiede ver
schiedener Enzymlosungen kommen nach K u h n Assoziationen des 
kolloiden Enzymtragers mit an sich unwirksamen und koch
bestandigen, aber dem Enzym in chemischer Hinsicht nahestehenden 
Korpern in Betracht, deren Gegenwart auch die Aktivitat der 
spezifischen Gruppe des'Enzyms merklich beeinflu13t; es war namlich 
gelungen, die Affinitat einer bestimmten SaccharaselOsung 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 Absattigungdes Enzyms mit den hemmenden 
Stoffen. 

Die schon eingangs erwahnte Grundannahme von Michaelis, 
wonach die Wirkung eines Enzyms zunachst 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, la13t erwarten, da13 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, daB die Geschwindigkeit einer enzymatischen Reaktion 
auch durch die zweite Komponente des beschriebenen Vorgangs, 
die Zerfallstendenz des Enzym-Substratkomplexes, beeinfluBt wird, 
sofern diese nicht der ersten Komponente, der Bildungsgeschwindig
keit, in der GroBenordnung iiberlegen ist. Eine Veranderung der 
Versuchsbedingungen, sei es, da1.l sie sich in einer Beschleunigung, 
sei es, daB sie sich in einer Hemmung der Reaktionsgeschwindigkeit 
auBert, wird sich also entweder gegeniiber dem ersten oder gegen
iiber dem zweiten V organg oder aber gegeniiber beiden geltend 
machen. Es wird daher in den folgenden AusfUhrungen, 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, da1.l die Geschwindigkeit vieler enzymatischer 
Reaktionen durch die Gegenwart der Reaktionsprodukte beein
flu1.lt wird, entspricht der Forderung des Massenwirkungsgesetzes, 
wonach jeder an der Reaktion beteiligte Stoff den Reaktionsverlauf 
seiner Konzentration gema1.l bestimmt. Diese Tatsache ist fUr 
enzymatische Spaltungen schon lange bekannt, und sie ist oft be
obachtet worden. Aber erst die Untersuchungen von L. Michaelis 
und M. L. Menten 1) haben es unterno=en, diesem Einflu13 der 
Spaltprodukte fiir den speziellen Fall der Rohrzuckerhydrolyse 
durch Saccharase einen zahlenma1.lig exakten Ausdruck zu verleihen. 
Das experimentelle Verfahren, mit Hille dessen diese Forscher die 
Gro1.le der Affinitat des Enzyms zu den Spaltprodukten des Rohr
zuckers zu ermitteln vermochten, bestand in dem Versuch, den 
Einflu13 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, daJ3 die Anfangs
geschwindigkeit bei Gegenwart der Reaktionsprodukte, und zwar 
in beiden Fallen, deutlich herabgesetzt ist. 

Zeit-

Min. 

0,5 
30 
46 

Tabelle 13. 

EinflulJ der Spaltprodukte auf die Rohrzuckerhydrolyse. 

Drehungsanderung (0) bei Anwendung von 

0,1 D Rohrzucker 0, In Roh.rzucker 0,1 n Rohrzucker 
+ O,ln Glucose + O,In Fructose 

0,011 0,010 0,009 
0,703 0,610 0,554 
0,935 0,855 0,785 

Michaelis und Menten folgern aus diesen Befunden, daB 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 FaIle eine Verteilung des Enzyms zwischen de~ 
Substrat und den Spaltprodukten ein. Das Verhaltnis der ge
messenen Anfangsgeschwindigkeiten entspricht dann dem der vor
handenen Konzentrationen an Enzym-Substratverbindung: 

v:vo = ffJ: ffJo' 

wobei Vo bzw. ffJo auf den mit Rohrzucker allein angestellten Ver
such zu beziehen sind. 

N ach dem Massenwirkungsgesetz gelten nun fUr die Verteilung 
des Enzyms an die beiden Stoffe, Rohrzucker und beispielsweise 
Fructose, die Beziehungen: 

und 
(R). (tIJ - ffJ - 1/1) = K M • ffJ 

(F). (tIJ - ffJ - 1/1) = K M1 • 1/1, 

wenn tIJ, wie friiher, die Gesamtkonzentration des Enzyms und 1/1 
die Konzentration der Enzym - Fructoseverbindung bedeuten. Fiir 
die Dissoziationskonstante der Enzym-Fructoseverbindung KMl er
gibt sich aus diesen beiden Gleichungen durch Eliminierung von 1/1 : 

3* 
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v 
mit Hilfe der Beziehung cP = -. CPo und der friiher angeftihrten, 

Vo 

wonach : = (R) ~ KM' erhalt man durch Einsetzen von 

([J Vo (R) + KM 
cp v· (R) 

in die obige Gleichung: 
(F).KM 

KMl = ----'--------
(R) + K M). (:0 -1) 

Mit Hilfe dieser Gleichung berechneten Michaelis und 
Men ten unter Zugrundelegung des ftir KM ermittelten Wertes 
von 0,0167 aus den oben angefiihrten Versuchsdaten ftir die Disso
ziationskonstanten der Verbindung von Saccharase und Fructose 
bzw. Glucose die Werte 0,058 bzw. 0,089, die iedoch infolge der 
betrachtlichen Fehlerquellen des angewandten Berechnungsverfahrens 
nur als orientierende anzusehen sind. Die Zahlen, die die Autoren 
auf ahnliche Weise durch die U ntersuchung des Einflusses anderer 
Stoffe, von Zuckern und von Glycerin, fur die Dissoziations
konstanten ihrer Saccharaseverbindungen bzw. ftir deren reziproke 
Werte, die die Affinitat zu dem Enzym angeben, erhielten, sind 
mit den oben angegebenen in der Tabelle 14 zusammengestellt. 

Rohrzucker 
Fructose 
Glucose. 
Mannose 
Glycerin 
Mannit 
Lactose . 

Beispiel 

Tabelle 14. 

Affinitat der Saccharase zu Zuckern. 

DissQziationskonstante 
KM 

0,0167 
0,058 
0,089 

etwa 0,083 

" 0,075 
" 0,22 
>0,5 

Affinitatskonstante 
1 

KM 

60 
17 
11 
12 
13 
4,5 

gg. ° 
In einer spateren Untersuchung sind L. Michaelis und 

H. Pechstein 1) indessen zu der Feststellung gelangt, daB dem in 
der Tabelle angefiihrten Glycerin, vielleicht auch den ubrigen 

1) Bio. Z. 60, 79 (1914). 
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Zuckern, die nicht als Spaltprodukte des Rohrzuckers auftreten, 
keine Affinitat zu der Saccharase selbst zuzuerkennen sel. Die 
Autoren unterscheiden namlich zwischen zwei moglichen Arten der 
Hemmung, je nachdem, ob der hemmende Stoff infolge seiner Affi
nitat zu dem Enzym selbst die Konzentration der Enzym-Substrat
verbindung herabzusetzen vermag oder ob er die Zerfallsgeschwindig
keit dieser Verbindung beeinfluLlt. 

In der Gleichung 
v = k. rp, 

welche die zwischen Reaktionsgeschwindigkeit und Konzentration 
der Enzym - Substratverbindung angenommene Proportionalitat 
wiedergibt, drucken sich die beiden moglichen Arten der Hemmung 
durch eine Verminderung entweder der GroBe von rp oder aber von k 
aus. Zwischen diesen beiden Moglichkeiten laLlt sich nun im ge
gebenen Fane insofern entscheiden, als der Hemmungskoeffizient 

h = v - VI im ersteren Fane, also bei einer Verteilung des 
v 

Enzyms zwischen Substrat und Hemmungskorper, mit der Konzen
tration des Substrates variieren wird, wahrend sein Wert im zweiten 
Fane unabhangig von der Substratkonzentration gefunden wird 1). 

Das experimentelle Verfahren, das Michaelis und Pechstein 
einschlugen,bestand also in der Untersuchung des Hemmungs
koeffizienten verschiedener Zusatzstoffe bei wechselnder Substrat
konzentration. 1m Falle einer Affinitatsbeanspruchung des Enzyms 
ergab sich dabei lediglich eine Parallelverschiebung der erhaltenen 
Aktivitats-ps-kurve, aber damit eine Veranderung des Parameters 
der Kurve, der ja die Dissoziationskonstante angibt (ermittelt aus 
der Halfte der maximalen Geschwindigkeit); dies em Hemmungs
typus gehorte beispielsweise die Wirkung der Spaltprodukte des Rohr
zuckers, Glucose und Fructose, an 2). 1m anderen Falle einer Herab-= 
setzung der Zerfallsgeschwindigkeit der Enzym - Substratverbindung 
erlitt die Aktivitats-ps-kurve eine Veranderung in dem Sinne, daB 
aIle ihre Ordinaten verhaltnismaBig dieselbe Verkleinerung erfuhren'j 
in dieser Weise hemmten beispielsweise Glycerin und OG-Methyl~ 
glucosid, sie besaBen also keine Affinitat zu der Saccharase selbst. 

1) Vgl. L. Michaelis und P. Rona, Bio. Z. 60, 62 (1914). 
2) Nach unseren Untersuchungen von R. Kuhn und H. Munch (H., im 

Druck) besitzt indessen gerade die im Rohrzucker enthaltene a-Glucose 
keine Affinitat zur Saccharase, ihr Einflull 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 1); sie veranschaulichen 
die charakteristischen Unterschiede in der Verschiebung der Akti
vitats-Ps-kurve bei beiden Arlen der Hemmung, Abb. 5 a den Ein
flui3 von Fructose, Abb. 5 b den des tx-Methylglucosids auf die 
Rohrzuckerspaltung durch Saccharase. 

Abb. 5a. 
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Hemmung durch Affinitatsbeanspruchung (Fructose). 

Abb.5b. 
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He=ung der Zerfallsgeschwindigkeit (a-Methylglucosid). 

Die fUr die Groi3e der einzelnen Affinitaten der Saccharase zu 
Rohrzucker, zu Fructose und zu Glucose ermittelten Werte haben 
L. Michaelis und M. L. Menten 2) erlaubt, den Reaktions
verlauf der enzymatischen Rohrzuckerhydrolyse allein 

1) Siehe dazu R. Kuhn in C. Oppenheimer, Die Fermente und 
ihre Wirkungen 1, 192, 5. Aun., Leipzig, 1925. 

2) Bio. Z. 49, 333 (1913). 
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auf Grund des Massenwirkungsgesetzes mit Hilfe nur einer 
willkurlich gewahlten Konstanten, die der jeweiligen Enzymmenge 
entspricht, vorauszusagen und zu bescbreiben. Sie gehen dabei 
von der Annahme aus, daB samtliche vorhandenen Gleichgewichte 
sich sehr rasch einstellen und auf Grund des Massenwirkungs
gesetzes behandelt werden konnen und daB die Zerfallsgeschwindig
keit der Saccharase - Rohrzuckerverbindung jeweils ihrer Konzen
tration proportional gefunden wird. Wenn 

ttJ die gesamte Enzymkonzentration, 
g; die Konzentration der Enzym-Rohrzuckerverbindung, 
1/J1 die Konzentration der Enzym-Fructoseverbindung, 
1/Js 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 Robrzuckers und 
x die zur Zeit t umgesetzte Menge des Rohrzuckers bedeuten, 

so ergibt das Massenwirkungsgesetz, daD sich verhalten: 

(R). (ttJ - g; - 1/J1 -1/Js) = K M • g;, 

(F). (ttJ - g;-1/Jl -1/Js) = KF ·1/Jl' 

(G). (ttJ - g; -1/J1 -1/Js) = KG ·1/Js· 

Unter Zuhilfenahme der durch die Gleichung v = ~; fUr die 

Zerfallsgeschwindigkeit zur Zeit t gegebenen Definition und der 
fur diese Zeit geltenden Beziehungen 

(R) = a - x und (F) = (G) = x 

ergibt sich durch Kombination der obigen drei Gleichungen und 
Integration auf einem hier nicht naher auszufiibrenden Wege die 
Beziehung: 

k = ~.(~+~+~).a'ln_a_ +~.(~-~-~). 
t a KF KG 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 Affinitat des Enzyms zu seinem Substrat gleicb der zu seinen 
Spaltprodukten, also KM = KF = KG, so resultiert die Gleichung 

1) Lois generales de l'action des diastases, These. Paris, Hermann, 1903. 
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einer monoII).olekularen Reaktion; wird anderseits KM im Verhaltnis 
zu Kp und KG sehr gro13 gedacht, so ergibt sich direkte Proportio
nalitat zwischen Umsatz und Zeit. 

Durch Einsetzung der von Michaelis und Menten fur ihre 
Saccharaselosung ermittelten Werte vonKM = 0,0167, Kp = 0,058 
und KG = 0,089 erhalt man aus der obigen Gleichung: 

1 a 32. x 
k = T' (1 + 28 a) . 2,303 .log a _ x + -t- . 

Die experimentelle Prufung der errechneten Beziehungen ergab, 
daJ3 sie in der Tat den Reaktionsverlauf der Rohrzuckerspaltung 
mit einiger Genauigkeit wiederzugeben scheinen; die Konstanz der 
Werte fUr k erwies sich innerhalb der einzelnen Versuchsreihen 
und unabhangig von der Rohrzuckerkonzentration als hinreichend. 
Zu dem namlichen Ergebnis gelangten in spateren Untersuchungen 
R. Willstatter, J. Graser und R. Kuhn l ) sowie H. v. Euler. 
Die Michaelissche Gleichung ist also als der derzeit beste Aus
druck fUr die Kinetik der Rohrzuckerhydrolyse anzusehen; Ein
wande, die von Sv. Arrhenius 2) 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 fur den Vergleich 
der Reaktionsgeschwindigkeiten bei der namlichen Wasserstoffzahl 
Geltung besitzen. Nach den Untersuchungen von R. Kuhn 3) ist 
der an Rohrzucker gebundene Bruchteil der Saccharase unabhangig 
von der Wasserstoffzahl 4); wenn trotzdem die Geschwindigkeit der 
Hydrolyse, wie im 3. Kapitel eingehend erortert wurde, in hohem 
MaJ3e von der Wasserstoffzahl abhangig gefunden wird, so ware 

1) H. 123, 1, nnd zwar S. 69 (1922). 
2) Z. Ang. 36, 455 (1923). 
3) Naturw. 11, 732 (1923). 
4) Diese Feststellung gilt indessen nach H. v. Euler u. R. Josephson 

nur fUr den alkalischen Ast der Aktivitats-PH-kurve [H. 134, 50 (1924); 
100, 1 (1926)]. 
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diese Erscheinung damit zu deuten, daB die Wasserstoffionen 
die Zerfallsgeschwindigkeit der Enzym-Su bstratverbin
dung beeinflussen. Zufolge der Gleichheit der .Affinitats
konstanten des Enzyms bei wechselndem PH wurde man also allein 
auf Grund der Michaelisschen Voraussetzungen bei einer anderen 
als cler angewanclten optimalen Wasserstoffzahl abweichende Re
aktionskonstanten, mithin verschiedene Enzymmengen finclen. 

Ein weiterer Umstand, durch den die Geschwindigkeit enzy
matischer Reaktionen bestimmt wird, beruht auf ihrer Tempe
raturabhangigkeit. Der EinfluB der Temperatur betrifft fast 
ausschlieBlich die Ge~~hwindigkeit, mit der sich das Gleichgewicht 
enzymatischer Prozesse einstellt, nicht dagegen seine Lage selbst, 
und zwar steigen die Geschwindigkeiten ungefahr in gleichem Grade, 

Tabelle 15. 

Temperaturkoeffizienten enzymatischer Reaktionen. 

I Temperatur· 
kt + 10 : kt I Enzym Substrat intervall Autoren 

(00) 

Pankreaslipase Athylbutyrat 
I 

20-30 1,26 Kastle u. Loeven-
hart!) 

Ricinuslipase . Oliven61 20-30 1,23 Ni cloux 2) 

Pepsin Gelatine 25-30 1,95 Arrhenius 3) 

Trypsin Casein 20-30 5,30 Bayliss4) 
Erepsin . Leucylglycin 25-35 1,67 Abderhalden 6) 

Hefesaccharase Rohrzucker 30-40 1,50 Kjeldah16) 
Maltase Maltose 20-30 1,44 Lintner und 

Krober7) 
Emulsin Salicin 20-30 2,62 Tammann 8) 
Pankreasamylase Starke 30-40 2,0 Kendall und 

Sherman 9) 
Malzamylase . Starke 20-30 1,96 Luers und Was· 

mund 10) 

1) Am. 24, .wI (1900). 
2) Soc. BioI. 56, I, 701, 839, 868 (1904). 
3) Medd. fra Carlsberg Labor. 1881, S. 335. 
4) Arch. sciences bioI. Peters bourg 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). 
9) Amer. Soc. 32, 1087 (1910). 

10) Fermentf. 5, 169 (1921/22). 
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wie es fUr nichtenzymatische Prozesse gefunden wurde, namlich 
bei einer TemperaturerhOhung urn 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 urn 10° hOheren 

b 1· h kt + 10 . d . Temperatur ange en, nam IC ----, sm m der vorstehenden 
kt 

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, daD in vielen Fallen die bei hOheren 
Temperaturen verstarkte Zerstorung des Enzyms nicM geniigend 
beachtet worden ist, ein V organg, der mit der Steigerung der Re
aktionsgeschwindigkeit in Wettbewerb tritt; dies gilt insbesondere 
fiir den Bereich hoherer Temperaturen, da hier die Zunahme der 
Enzymzerstorung mit der Temperatur viel bedeutender ist als die 
Erhohung des U msatzes. So haben die zahlreichen Angaben der 
Literatur iiber die fiir die einzelnen enzymatischen Reaktionen 
geltenden Optimaltemperaturen nur problematischen Wert; sie ver
andern 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, daB er einem monomolekularen Re
aktionsverlauf folge, hat sich fiir manche Enzyme als richtig 
erwiesen. Dahin gehort beispielsweise nach G. Tammann 1) die 
Hitzeinaktivierung des Emulsins der bitteren Mandeln, ferner zu
folge der Versuche von Th. Madsen und L. E. Walburn 2) die 
Hitzezerstorung proteolytischer Enzyme, von Pepsin, Lab und 
Trypsin. Die nachstehend angefiihrte Tabelle 16 veranschaulicht 
die Ergebnisse von Tam man n fiir die ZerstCirung des Mandel
emulsins bei 60°; die in der letzten Spalte der Tabelle angefiihrten 
Inaktivierungskonstanten sind nach der Gleichung 

1 ka 
k =-·In-

C t kt 

1) Ph. Ch. 18, 426 (1895); H. 16, 271, und zwar S. 324 (1891192). 
2) Siehe bei Sv. Arrhenius, Immunochemie, S.57-59. Leipzig 1907. 
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berechnet, in welcher ka die anfangliche, kt die nach der Erhitzungs
dauer t gemessene Reaktionsgeschwindigkeit bedeutet. 

Tabelle 16. 

Hitzeinaktivierung des Emulsins bei 600 nach Tammann. 

Relative 1 ka 
Wirksamkeit kc=-·ln-

Stunden Proz. t 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 Fallen dagegen, so fUr 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 1) die Temperatur
empfindlichkeit in hohem MaLle abhangig vom Reinheitsgrad des 
ulltersuchten Enzyms, man hat also bei allen Aussagen iiber den 
Verlauf der Inaktivierung den EinfluLl vorhandener Begleitstoffe 
zu beriicksichtigen. 

Den speziellen EinfluB der Temperatursteigerung auf die enzy
matische Rohrzuckerhydrolyse haben H. v. Euler und J. Laurin 2) 
eingehender analysiert. Auf Grund ihres Befundes, wonach die 
Dissoziationskonstante der Saccharase-Rohrzuckerverbindung durch 
TemperaturerhOhung keine wesentliche Steigerung erfahrt - sie 
nahm zwischen 1 und 380 nur urn etwa 50 Proz. zu -, ergibt 
sich die SchluBfolgerung, daD die Steigerung der Reaktionsgeschwin
digkeit in diesem Falle auf eine erhohte Zerfallsneigung der Enzym
Substratverbindung zUrUckzufiihren 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 namliche Geschwindigkeit der durch 
H-Ionell und der durch Saccharase bewirkten Hydrolyse des Rohr
zuckers auf ganz verschiedene Weise erreicht wird. In einem an
gefUhrten Beispiel gleicher Reaktiollsgeschwilldigkeit betrug die 

1) H. 123, 1, und zwar S.72 (1922). 
2) H. 108, 64 (1919). 
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Affinitatskonstante der Katalysator - Substratverbindung fiir das 
Enzym 50, fiir die H-Ionenkatalyse dagegen nur 10- 6 ; es bedurfte 
also zur Erzielung des namlichen Umsatzes im zweiten Faile etwa 
der zehnmillionenfachen Konzentration an Katalysator. Ferner 
haben die Untersuchungen von R. Kuhn und H. Sobotka l ), die 
sicb mit dem Vergleicb der H-Ionen- und Fermentkatalyse befassen, 
zu dem bemerkenswerten Ergebnis gefiibrt, daB fiir eine gleicbe 
Konzentration der Katalysator - Substratverbindungen, also unter 
Beriicksichtigung der wecbselnden Affinitatskonstanten, das Ver
baltnis der Reaktionsgescbwindigkeiten fUr die Hydrolyse von 
Sacchariden und rx-Glucosiden, sei es durch Enzyme, sei es durcb 
Wasserstoffionen, jeweils konstant gefunden wird; es erweist sich 
also, wie aus der nacbstebenden Tabelle 17 ersichtlicb, als unab
bangig von der N atur des wirksamen Katalysators. 

Tabelle 17. 

H-Ionen- und Fermentkatalyse nach Kuhn und Sobotka. 

Angewandte Substrate 

Rohrzucker : Raffinose . . . 
a-Phenyl- : a-Methylglucosid 
a-Phenylglucosid : Maltose . 

I 
Verhaltnis der 

Reaktionsgeschwindigkeiten fUr 

I H-Ionen I Enzym 

1,6 
25 

0,14 

2±1 
28 

0,20 

Nun baben die Untersuchungen von E u Ie r und La uri n 2) 
darauf aufmerksam gemacbt, daD die Temperaturkoeffizienten der 
Hydrolysengescbwindigkeiten fiir die Saure- und fiir die enzymatiscbe 
Rohrzuckerkatalyse betrachtlich differieren, der Temperaturkoeffi
zient der durcb die Wasserstoffionen katalysierten Reaktion ist 
mebr als 21/2 mal so boch. Die umsatzsteigernde Wirkung der 
TemperaturerhObung, die fiir den Fall der Saccbarasewirkung nur 
die Zerfallsgescbwindigkeit des Enzym-Substratkomplexes betrifft, 
muD also bei der Hydrolyse durcb H-Ionen sich auJ3erdem in einer 
Konzentrationssteigerung der Reaktionszwiscbenprodukte, vermutlicb 
infolge einer Zunabme der Robrzuckerkationen, auDern; eine solcbe 
Zunahme wiirde ja eine Konzentrationssteigerung der Katalysator
Substratverbindung in dies em Fane zur Folge haben, trotz einer 
unverandert gebaltenen Konzentration der Wasserstoffionen selbst. 

1) Ph. Ch. 109, 65 (1924). 
2) 1. c. 
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Die Erfahrungen, die die Forschung vor aHem in den letzten 
Jahrzehnten uber den Verlauf enzymatischer Reaktionen gesammelt 
hat, fuhren dazu, die s p e z i e 11 e nAn sic h ten, die u be r den 
Mechanismus dieser Vorgange ausgesprochen worden sind, etwas 
eingehender zu behandeln und ihre Berechtignng zu prlifen. Wahrend 
die meisten geauBerten Ansichten darin ubereinstimmen, daG man 
flir enzymatische Reaktionen wie auch flir andere Katalysen die 
Bildung einer Zwischenverbindung von Katalysator und Substrat 
anzunehmen habe, betreffen die Gegensatze, die die entwickelten 
V orstellungen kennzeichnen, die abweichenden Erklarungen, die 
von den einzelnen Forscheru flir das Zustandekommen und flir 
das Wesen der Verbindung von Enzym und Substrat gegeben 
worden sind. 

Die Vereinigung von Enzym und Substrat wird, wie die vor
ausgehenden Ausflihrungen dargetan haben, in den Untersuchungen 
vor aHem der M i c h a eli s schen Schule, zum mindesten flir den 
speziellen, bestuntersuchten Fall der Rohrzuckerhydrolyse, im Sinne 
einer Ion e n rea k t ion 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 
feruer zur Voraussetzung, daB die an der Reaktion beteiligten 
Stoffe in homogener Lasung vorliegen und daB das MaB ihrer 
Vereinigung ausschlieBlich durch ihre Konzentration in der Lasung 
bestimmt wird. 

In einem gewissen Gegensatz zu dies en elektrochemisch ge
richteten V orstellungen stehen die Betrachtungen, mit denen W. M. 
Bay liss 1) das Wesen enzymatischer Prozesse zu veranschaulichen 
gesucht hat, Betrachtungen, die von liberwiegend kolloidchemischen 
Gesichtspunkten ausgehen. Die von Bay liss vertretene Anschauung 
erblickt das Wesen der Enzymwirkung in einem mehr oder 
weniger spezifischenAdsorptionsvorgang, der die Voraussetzung 
bildet fur die nachfolgende chemische Reaktion an der Grenzflache 
der adsorbierten Teilchen. Die primare Vereinigung von Enzym 
und Substrat wird demnach weniger auf eine bestimmte chemische 
Affinitat derselben zurlickgeflihrt, 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 KonzentrationserhOhung der 
beteiligten Stoffe, bei hydrolyiischen Prozessen beispielsweise von 
Substrat und Wasser, an der Grenzflache der Enzymteilchen. An 
dieser Grenzflache soIl sich dann die eigentliche U msetzung voll
ziehen, welche zwar ebenfalls der Giiltigkeit des Massenwirkungs
gesetzes unterliegt, fur deren AusmaB jedoch der jeweils adsorbierte 
Anteil der beteiligten Stoffe als entscheidend angesehen wird. 
Wenn in gewissen Fallen, beispielsweise bei der Hydrolyse stereo
isomerer Glucoside, eine ausgesprochene optische Spezifitat der 
Enzymwirkung beobachtet wird, so erklart sich diese Erscheinung 
nach Bay lis s zwar auch aus einer spezifisch aufeinander ein
gestellten raumlichen Anordnung der reagierenden Gruppen von 
Enzym und Substrat; aber fUr die Bevorzugung nur des einen 
Isomeren wird nicht die chemische Affinit1it, sondern die mit der 
besonderen sterischen Anordnung gegebene Moglichkeit einer inni
geren Beriihrungvon Enzym und adsorbiertem Substrat verant
wortlich gemacht. 

N och weniger in chemischem Sinne wird die Vereinigung von 
Enzym und Substrat in den Untersuchungen von A. F 0 d 0 r 1) und 
von E. Abder halden und A. Fodor 2) behandelt, die im 1. Kapitel 
bereits besprochen worden sind; wahrend die von Bay 1 iss ent
wickelten V orstellungen die auswahlende 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 la13t sich sagen, daB sie fiir sich allein nicht 
imstande sind, d as We s en enzyma tis ch e r V 0 r ga ng e aus
reichend z u e r k la r e n. Die in den vorausgehenden Abschnitten 
dieses Kapitels besprochenen Untersuchungen haben erwiesen, daB 
man in einer Reihe von Fallen, insbesondere fUr die Wirkung 
kohlehydratspaltender Enzyme, den Verlauf enzymatischer Reaktionen 
mit ziemlicher Genauigkeit auf Grund des Massenwirkungsgesetzes 

1) Das Fermentproblem. Dresden und Leipzig 1922. 
2) Fermentf. 1, 533 (1916); 2, 74 (1917). 
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beschreiben kann 1), da1.l also flir die Geschwindigkeit der Reaktionen 
nicht nur ein bestimmter adsorbierter Bruchteil des Substrats, 
sondern seine gesamte Konzentration ma1.lgebend ist; das Gleich
gewicht zwischen Enzym und Substrat ist in diesen Fallen wie in 
homogener Losung durch die Dissoziationskonstante der Enzym
Substratverbindung bestimmt. Andererseits haben die Erfahrungen, 
die sich aus den Untersuchungen von R. Will s tat t e r 2) bei der 
praparativen Reinigung vieler enzymatischer Stoffe ergeben haben, 
auch fur die Enzyme selbst die Tatsache erwiesen, da1.l ihre aktive 
Masse nur durch ihre Konzentration bestimmt ulld daB sie durch 
Anderungen des Dispersitatsgrades und der Oberflachenentwicklung 
nicht, oder nicht wesentlich beeinflu1.lt wird. 

Die Ansicht, da1.l eine bestimmte Oberflachenentwicklung als 
eine wesentliche Voraussetzung fur 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 gestlitzt 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. AHein diese Erscheinungen sind nicht auf eine 
Beeintrachtigung der Adsorptionstlichtigkeit dieses Enzyms zUrUck
zufuhren, sondern vielmehr auf eine Beeinflussung seiner spezifischen, 
reaktionsfahigen Gruppe, das Enzym la1.lt sich namlich aus den an
gefuhrten Adsorbaten in unverminderler Aktivitat wieder eluieren. 

Immerhin la1.lt gerade die Kinetik enzymatischer Fettspaltungen 
eine bemerkenswerte Abhangigkeit von der Einstellung eines be
stimmten Adsorptionszustandes erkennen: das wasserlosliche Enzym, 
die tierische Lipase, benotigt flir den Kontakt mit dem wasser
unloslichen Fett, fur den die HersteHung einer guten Emulsion, 
also einer mechanischen Suspension des Substrats in der Enzym
losung, nicht ausreicht, der Vermittlung gewisser Begleit- oder 
Zusatzstoffe mit ausgepragten adsorptiven Eigenschaften, die sich 
gegeniiber beiden, dem Enzym und dem Substrat, geltend zu machen 
vermogen; aber es ist nicht die Oberflachenentwicklung des Enzyms 
selbst oder seiner Substrate, die man flir die jeweilige Aktivitat 
ma1.lgebend findet, es sind die Adsorptionsaffinitaten von an der 

1) Siehe dagegen die Ausflihrungen von S. G. Hedin, H. 146, 122 
(1925); 1M, 252 (1926). 

2) Vgl. B. 00, 3601, und zwar S. 3605 (1922). 
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Reaktion selbst unbeteiligten, sie nur erleichternden, unspezifischen 
Stoffen. Bei der wasserunloslichen pflanzlichen Lipase andererseits 
ist die adsorptive Verkettung an einen unloslichen Reaktions
vermittler schon inhazellular verwirklicht und so ausgepragt, daB 
die Wirksamkeit des Enzyms mit der Oberflachenbeschaffenheit 
dieses Tragers eng verbunden bleibt, Auch in diesen besonderen 
Fallen wird die Aktivitat des Enzyms nicht von dem Grade seiner 
eigenen Dispersitat, sondern von der Adsorptionstauglichkeit mit 
ihm mehr oder weniger eng vergesellschafteter Vermittler abhangen, 
die entweder, namlich 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 Verstandnis und zur Beschreibung solcher 
inhomogener Reaktionssysteme darstellen, wenn man auch annehmen 
muB, daB der Verlauf und das Wesen der eigentlichen fermentativen 
Umsetzung in homogenen und in nichthomogenen Systemen sich 
grundsatzlich nicht unterscheiden wird. Ftir 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 1) auf
gefaBt worden; dies gibt sich insbesondere zu erkennen in seinen 
zahlreichen Arbeiten tiber die Inaktivierung von Enzymen durch 
Schwermetallsalze oder Amine, in welchen die chemische Affinitat 
beispielsweise eines Amins zu einem Aldehyd mit der vergiftenden 
Wirkung dieses Amins gegentiber der Hefesaccharase verglichen 
wird, um so auf indirektem Wege Aufschlu13 tiber die chemische 
Natur der spezifischen aktiven Gruppe des Enzyms zu erlangen 2). 
H. v. E u I e r und K. J 0 s e phs 0 n 3) haben auch ftir den speziellen 
Fall der Rohrzuckerhydrolyse durch Saccharase eine genauer pra
z i s i e r t e V 0 r s t e 11 u n g ausgesprochen, die den chemischen V organg 
der Bildung und Spaltung des Saccharids verstandlich zu 
machen sucht. Die Saccharase wird auf Grund ihrer amphoteren 
Natur und ihres Verhaltens zu proteolytischen Enzymen sowie zu
folge der Ergebnisse praparativer Untersuchungen als amphoteres 

1) Ohemie der Enzyme, 2. Aufl., 1. Teil, Miinchen u. Wiesbaden 1920. 
2) H. v. Euler u. O. Svanberg, Ferment£. 3, 330 (1920); 4, 29, 90, 

142 (1920/21). 
3) H. 133, 279 (1923/24). 
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Proteinderivat angesehen, ausgestattet mit einer spezifischen, rohr
zuckerbindenden Gruppe. Die Grundannahme, die die Eulersche 
V orstelIung kennzeichnet, laJ.lt sich nun dahin zusammenfassen, daJ.l 
die Spaltung des Rohrzuckers nicht an der gleichen Stelle 
des Enzymmolekuls erfolgt, an welcher die Bindung des 
Substrats stattgefunden hat; fur 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 Affinitatsunterschied wird darauf 
zuruckgefuhrt, daJ.l infolge der anderweits erfolgten Bindung des 
Rohrzuckers an das Enzym in dies em Falle die Wahrscheinlichkeit 
einer Aufladung des Substrats viel groJ.ler sein muJ.l. Diese theo
retisch bemerkenswerte Anschauung ist indessen noch nicht hin
reich end gesichert; auch haben die Ergebnisse der Untersuchungen 
Will s tat t e r s die spezielle Annahme einer proteinartigen N atur 
des Enzyms zum mindesten unwahrscheinlich gemacht. 

Die Kinetik enzymatischer Reaktionen ist in den bisherigen 
Ausfuhrungen ausschlie1.llich unter dem Gesichtspunkt betrachtet 
worden, als ob sie einseitig in der Richtung der Hydrolyse ver
liefen und die synthetischen Gegenreaktionen nicht zu berucksich
tigen seien. Bekanntlich lehrt jedoch das Massenwirkungsgesetz, 
daJ.l nicht nur die Geschwindigkeit, sondern auch die Richtung 
umkehrbarer Prozesse durch die Konzentration der beteiligten 
Stoffe bestimmt wird, es gilt nicht nur fUr die Geschwindigkeit der 
einen, auch fUr die der Gegenreaktion. Die Gleichgewichtslage 
einer reversiblen Reaktion wird danach bestimmt durch die Kon
zentration alIer beteiligten Stoffe und damit durch das Verhaltnis 
der Geschwindigkeiten, mit der die Reaktion in den beiden Rich
tungen verlauft; nach der dynamischen Auffassung geht in der 
Gleichgewichtslage der Umsatz in heiden Richtungen mit der 
namlichen Geschwindigkeit vor sich, die Gleichgewichtskonstante 
ist also gegeben durch das Verhaltnis der beiden Konstanten der 
Reaktionsgeschwindigkeit, beispielsweise der hydrolytischen und 
der synthetischen: 

Wenn die Geschwindigkeit einer Esterspaltung gegeben ist 
durch die Beziehung 

VI = k1 • (Ester). (Wasser) 
Waldschmidt·Leitz, Die Enzyme. 4 
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und die der Esterbildung durch den analogen Ausdruck 

Vs = ks ' (Alkohol). (Saure), 

so ergibt sich daraus flir die Gleichgewichtslage, bei welcher VI = v2' 

die Gleichgewichtskonstante 

K _ kl _ (Saure). (Alkohol) . 
- k2 - (Ester). (Wasser) , 

die Gleichung lehrt, daJ3 beispielsweise eine KonzentrationserhOhung 
der Spaltprodukte, von Saure oder Alkohol im vorliegenden Fane, 
in einer Hemmung der Esterverseifung zur Geltung kommen muJ3, 
und zwar in einer Hemmung, welche man prinzipiell von der schon 
besprochenen, auf Affinitatsbeanspruchung des Katalysators be
ruhenden zu unterscheiden hat. Die Gleichgewichtslage einer 
solchen umkehrbaren Reaktion ist namlich nach der gegebenen 
Gleichung, wie auch experimentell bestatigt wurde, unabhangig 
von der Geschwindigkeit, mit welcher sie erreicht wird, und sie 
wird auch durch die Gegenwart eines idealen Katalysators, der nur 
einen zu vernachlassigenden Bruchteil der reagierenden Kom
ponenten des Systems bindet, und durch die Konzentration dieses 
Katalysators nicht beeinfluLlt. 

Auf die theoretisch gegebene Moglichkeit, daB auch die Enzyme 
die von ihnen katalysierten Reaktionen nicht nur in der Richtung 
der Hydrolyse, sondern auch in der der Synthese zu beschleunigen 
vermogen, ist zuerst durch J.H.van'tHoffl) im Jahre 1898 
hingewiesen worden und seine Uberlegungen sind bald darauf durch 
die erste enzymatische Synthese eines Disaccharids durch 
A. Croft Hill 2) experimentell bestatigt worden. 

Mit der Erkenntnis der synthetisierenden Eigenschaften der 
Enzyme gewann auch die Frage Interesse, ob sie imstande seien, 
Verschiebungen in der gewohnlichen Gleichgewichtslage ehemischer 
Reaktionssysteme zu bewirken, d. h. ob die enzymatischen Gleich
gewichte mit den flir die Wirkung anderer Katalysatoren beob
achteten identisch seien. N ach den Gesetzen der Thermodynamik 
war zu erwarten, daJ3 ein enzymatischer Katalysator, der nicht 
wesentliche Anteile der reagierenden Komponenten eines Systems 
zu binden vermag, keine Storung der gewohnlichen Gleichgewichts
lage verursachen sollte; die Erfahrungen, die bei enzymatischen 

1) Z. a. Oh. 18, 1 (1898). 
s) Soc. 73, 634 (1898). 
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Gleichgewichten gewonnen worden sind, haben indessen erwiesen, 
dati diese Forderung nicht ftir aIle enzymatischen Reaktionen zu
zutreffen scheint, wenn auch in vielen Fallen die Lage des nicht
enzymatischen Gleichgewichts nicht sicher bestimmbar ist. 

Die ersten eingehenden Untersuchungen tiber die Lage enzy
matischer G leichgewicht e stammen aus den Jahren 1903 
und 1906, sie beziehen sich auf die Spaltung und Synthese 
von Estern. So hat H. Pottevin I) zuerst die enzymatische 
Synthese eines Olsaureesters, des Methyloleats, aus Olsaure und 
Methylalkohol mit Hilfe pankreatischer Lipase beschrieben, und 
zwar speziell mit Bezug auf den Einflu13 verschiedener Enzym
mengen auf den Grad der erreichbaren Synthese. Es ergab sich, 
wie aus der folgenden Tabelle 18 hervorgeht, keine deutliche Ab
hangigkeit der Lage des erreichten Gleichgewichts von der Menge 
des angewandten Katalysators. 

Ta bell e 18. 

Synthese von Methyloleat nach Pot t e v i n. 

(Aquimolekulare Mengen Olsaure und Methylalkohol, 330.) 

Relative II Prozent Synthese nach Tagen 

Enzymmenge Ir--;--I 3 I 20 

1 
2 
5 

10 

8 
12 
21 
43 

56 
66 
66 
74 

84 
82 
84 
85 

Auch die Synthese des Trioleins, des Olsaure-Triglycerids, 
durch Pankreaslipase ist von Pottevin in ihrer Abhangigkeit von 
der Glycerinkonzentration untersucht worden. Spater hat y. W 
Jalander 2) ftir die Bildung dieses Fettes gezeigt, da13 die mit 
einer pflanzlichen Lipase, aus Ricinussamen, erreichte Gleichgewichts
lage mit dem hydrolytischen Gleichgewicht innerhalb der Versuchs
fehler tibereinstimmte. A. E. Taylor 3) hat ferner das hydrolytische 
Gleichgewicht des Triacetins durch Ricinuslipase mit dem durch 
Schwefelsaure sich ergebenden bei verschiedenen Substratkonzen
trationen verglichen, mit dem Ergebnis, da13 sich nur ftir hohere 

I) C. r. 138, 378 (1904); Ann. lnst. Pasteur 20, 901 (1906). 
2) Bio. z. 36, 435 (1911). 
3) Jl. BioI. Chern. 2, 87 (1906). 

4* 
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Konzentrationen des Glycerids eine Verschiebung in der Richtung 
geringerer Hydrolyse fiir den enzymatischen ProzeJ3 bemerken lieB; 
indessen ist die Vergleichbarkeit der beschriebenen Experimente 
nicht ganz gesichert. Tabelle 19 veranschaulicht die bei groBeren 
Estermengen gefundenen Abweichungen. 

Tabelle 19. 
Gleichgewicht der Siiure- und Fermenthydrolyse des Triacetins nach Taylor. 

I 

Substrat
kOllzentration 

Proz. 
I 
Gleichgewicht in Pro •. Hydrolyse bei 

0,5 n H2 S 0, I Ricinuslipase 

0,5 
1,0 
2,0 

88 
82 
78 

86 
79 
70 

Die eingehendste Untersuchung iiber Gleichgewichte bei enzy
matisehen Esterhydrolysen verdankt man M. Bod ens t e in und 
w. Die t z 1); diese Forseher untersuehten die Hydrolyse und 
Synthese von Amylbutyrat unter der Einwirkung pankreatischer 
Lipase. N aeh ihren Versuehen stellt sieh bei einer bestimmten 
Konzentration der beteiligten Stoffe ein von beiden Seiten erreieh
bares Gleichgewieht ein, dessen Lage unabhangig von der Enzym
menge gefunden wird. Mit steigender Substratkonzentration 
verandert sich dagegen entgegen der Forderung des Massen
wirkungsgesetzes das Verhaltnis der Reaktionsgesehwindigkeiten, 
der hydrolytisehen und der synthetischen, das gegeben ist dureh 
den Ausdruek 

.. k (Hydrolyse) 
K (GlelChgewlChtskonstante) = 2 S th )' 

kJ (yn ese 

es nimmt namlieh zu; die Veranderung der Gleichgewiehtskon
stanten in ihrer Abhangigkeit von der Substratkonzentration naeh 
Bodenstein und Dietz zeigt die naehfolgende Zusammenstellung: 

SubBtratkollzentration I 
normal 

0,05 
0,10 
0,20 

1) z. El. Oh. 12, 605 (1906). 

Gleichgew;chts
kOllatante K 

0,45 
0,74 
1,12 
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Sod ann ergab der Vergleich mit der Saurekatalyse, daB 1m 
FaIle der enzymatischen Reaktion das Gleichgewicht betrachtlich 
zugunsten der Hydrolyse verschoben ist, es lag z. B. in dem 
untersuchten Beispiel bei einer Esterbildung von 75 Proz. fUr das 
Enzym gegeniiber 85,5 Proz. fiir die Wirkung der Wasserstoffionen, 
und die Gleichgewichtskonstante der Saurekatalyse fand man zu 
1,12. Die beobachtete Gleichgewichtsverschiebung unter der Ein
wirkung des Enzyms ist von F. H abe r 1) mit der Annahme der 
Wirkung besonderer Oberflachenkrafte in dem vorliegenden makro
heterogenen System, von H. F r e u n d I i c h 2) mit einer Konzen
trationsverschiebung an der Grenzflache der Enzymteilchen gedeutet 
worden. 

Auf Grund der Angaben von O. Emmerling 3), wonach das 
von Croft Hill bei der Einwirkung von Hefeaus;mg auf Trauben
zucker erhaltene Disaccharid mit Isomaltose zu identifizieren sei, 
also einem Korper, der durch die Maltase der Hefe selbst nicht 
gespalten wird, sowie ahnlicher Beobachtungen von E. F i s c her 
und E. F. Armstrong') hat E. F. Armstrong 5) die Ansicht 
geauJ3ert, daB die Enzyme nur diejenigen Stoffe zu synthetisieren 
vermochten, die von ilmen selbst nicht hydrolysiert wiirden, daJ3 
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
q u e'l 0 t 6) und seiner Schule keine Bestatigung 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 Bourq uelot 
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. 
Synthesll von f3-Methylglucosid durch Emulsin in 30 proz. Methyl-

1) Siehe C. 0 p pen he i mer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 
4. Auf!., Leipzig 1913, 2, 937. 

2) Kapillarchemie, 2. Aun., Leipzig 1922, S. 1054. 
3) B. 34, 600, 3810 (1901). 
') B. 30, 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 ubereinstimmt, man erhielt also fur die Gleichgewichts

k 
konstante K = ~ den Wert 1, entsprechend einer Hydrolyse bzw. 

kl 
Synthese von 50 Proz. 

In der folgenden Tabelle 20 sind die Ergebnisse einer Ver
suchsreihe zusammengestellt. 

Tabelle 20. 

Hydrolyse bzw. Synthese von ,8-Methylglncosid nach Bourquelot. 

II Synthese Hydrolyse 
Zeit 

" 

II Beob. ~rehung I Abnahme Beob. Drehung Zunahme 
Tage 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 fur 
das J3-Glucosid, wahrend die Geschwindigkeit der Umsetzung, des 
oe-Glucosids stark davon abweicht; so wurde beispielsweise fur die 
Einwirkung von Maltase auf oe-Athylglucosid bei einem Alkohol
gehalt von 20 Proz. Ka zu 0,484, fur Emulsin und J3-Athyl
glucosid K~ zu 0,308 gefunden. Dieser Unterschied lieJ3 sich auch 
bei gleichzeitiger Einwirkung der beiden Enzyme auf das Gemisch 
der Substrate bestatigen, das Ergebnis stand mit dem auf Grund des 
Massenwirkungsgesetzes aus den gegebenen Konstanten berechneten 
in Ubereinstimmung. 

Der erwahnte Befund von E. B 0 u r que lot 1), wonach die 
Synthese wie die Hydrolyse des J3-Methylglucosids durch Emulsin 
unter den angewandten Bedingungen mit derselben Geschwindigkeit 
verlaufen, gilt indessen nur fUr die enzymatische Wirkung; das 
beispielsweise bei der Saurekatalyse sich einstellende Gleichgewicht 
ist von dem enzymatischen verschieden. So haben H. v. E u 1 e r 

1) Siehe spezieU Jl. de Pharm. Chim. (7) 10, 361, 393 (1914). 
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und K. Josephson 1) die Versuchsergebnisse Bourquelots einer 
Berechnung unterzogen und fur die Gleichgewichtskonstante 

(Alkohol). (Glucose) 
K(H') - ---:-:c:=----:-'----:-O::c;--~~ 

- (Wasser). (Glucosid) 

daraus den Wert 0,25 ermittelt. Nach H. v. Euler 2) wird die 
Gleichgewichtslage enzymatischer Reaktionen nicht wie 
bei der idealen Katalyse durch die Konzentration der beteiligten 
Stoffe, sondern durch das Verhaltnis ihrer Affinitaten zu 
dem Enzym selbst bestimmt. Wenn z. B. die Affinitat des En
zyms zum Glucosid ausgedruckt wird durch 

K _ (Glucosid - Enzym) 
1 - (Glucosid). (Enzym) 

und die zu dem Spaltprodukt durch 

(Glucose - Enzym) 
K'J = (Glucose). (Enzym) , 

so errechnet sich fUr die Gleichgewichtslage, bei welcher die Ge
schwindigkeiten der hydrolytischen wie der synthetischen Reaktion 
ubereinstimmen, also 

k]. (Glucosid-Enzym).(Wasser) = k2 .(Glucose-Enzym). (Alkohol) 

zu setzen ist, folgende Beziehung: 

kl . K 1 • (Glucosid). (Wasser) = k2 • K 2 • (Glucose). (Alkohol), 

worin kl und k2 die Geschwindigkeitskonstanten der beiden kon
kurrierenden Reaktionen darstellen. Das Gleichgewicht der enzy
matischen Reaktion, das gegeben ist durch 

kl K'j (Glucose). (Alkohol) 
k2 = K 1 ' (Glucosid) . (Wasser)' 

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

(Glucose). (Alkohol) 
(Glucosid). (Wasser)' 

zusammen, wenn die Affinitat des Enzyms zu seinem Substrat der 
Summe seiner Affinitaten zu den Spaltprodukten gleichkommt, also 
wenn K1 = K 2• Nur fUr diesen Fall folgt ja auch, wie fruher 

1) Arkiv f. Kemi 9, Nr. 7 (1924). 
2) 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 fur den speziellen Fall der von 
Bourquelot bestimmten Gleichgewichtslage des J3-Methylglucosids 
die Folgerung erhoben, daLl die Affinitat des Emulsins zur Glucose 
etwa viermal so groB sein musse als die zum J3-Methylglucosid, da 
. K (synthetisch) 1 . 
Ja h d I t' h) = -02 gefunden wurde; III der Tat ergaben 

K ( Y ro Y lSC , , 5 
die unter Verwerlung anderer Untersuchungen durchgefUhrten Be
rechnungen fUr das VerhaItnis der Affinitatskonstanten des Enzyms 
zu Glucose und J3-Methylglucosid den Wert 3,3. 

Die bemerkenswerlen Untersuchungen von L. Rosenthaler 1) 

sowie von E. Nor d e f e I d t 2) uber die asymmetrische Synthese von 
Mandelsaurenitril durch Emulsin sollen erst im 6. Kapitel besprochen 
werden. Nach den Beobachtungen von W. M. Bayliss S) und von 
E. N ordefeldt ist die Lage des Gleichgewichts fur die enzymatische, 
wie fUr die nichtenzymatische, namlich die durch OH-Ionen kata
lysierte Synthese des Mandelsaurenitrils aus Benzaldehyd und Blau
saure ungefahr die gleiche. 

Die Angaben der Literatur uber enzymatische Synthesen be
schranken sich indessen nicht auf den Aufbau von Estern oder von 
einfachen Kohlehydraten und Glucosiden; es ist gelegentlich auch 
uber die Ruckbildung hOherer Kohlehydrate aus einfachen Zuckern 4) 
und uber die Einstellung bestimmter Gleichgewichte, beispielsweise 
bei der Hydrolyse von Starke 5), unter der Wirkung von Enzymen 
berichtet worden, allein die Deutung dieser Befunde als synthetische 
Vorgange durfte in Anbetracht der vorliegenden komplizierten 
Reaktionssysteme nicht zutreffen. Der gleiche Einwand laBt sich 
gegenuber zahlreichen Beobachtungen uber Synthesen von EiweiB 
oder EiweiLlabbauprodukten 6) erheben, erne synthetische Ver-

1) BiD. z. 14, 238 (1908); 17, 257 (1909). 
2) Ebenda 118, 15 (1921); 131, 390 (1922). 
3) J. of Physiol. 46, 236 (1913). 
4) Vgl. M. Cremer, B. 32, 2062 (1899). 
5) Vgl. J. Wolff und A. Fernbach, C. r. 137, 718 (1903); L. Ma

quenne, Bl. 35, S. I (1906); E. C. Kendall und H. C. Sherman, Am. 
Soc. 32, 1087 (1910). 

6) Vgl. V. Henriques und J. K. Gjaldbaek, H. 71, 485 (1911); 81, 
439 (1912); 83, 83 (1913); E. Abderhalden, Ferment!. 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, daB 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 friihesten Beobachtungen dieser Art 
find en sich in den Untersuchungen von O. Hammarsten 1), vOn 
J. N. Langley 2) sowie von W. Ebstein und P. Grii tzner 3), 
nach deren Angaben Pepsin wie Lab von der Magenschleimhaut 
zunachst in inaktiver Form sezerniert wiirden; die Salzsaure des 
Magens soUte sie dann in wirksame Form iiberfiihren. Es hat sich 
indessen gezeigt, daB diese Aktivierungserscheinung ganz unspezifiseh 
ist und daB sie nur auf der EinsteUung einer fUr die Pepsin- oder 
Labwirkung giinstigen Aciditat beruht; so sind wie diese viele 
andere Angaben der alteren Literatur iiber die Aktivierung enzy
matischer Reaktionen auf die Nichtbeachtung des Einflusses der 
Wasserstoffzahl zuriickgefUhrt worden oder sie werden sich darauf 
zuriickfiihren lassen. 

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

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

2) J. of Physiol. 3, 269 (1882). 
3) Pfliig. Arch. 8, 122, 613 (1874). 
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Ein typisches Beispiel einer einfachen Akti vie rung d urch 
anorganische Ionen findet sich bei den tierischen starke
spaltenden Enzymen. .Altere Angaben iiber die Existenz eines 
Amylasezymogens, an welchen auch teilweise del' Mangel quantitativer 
Bestimmungsmethoden schuld haben mag, sind durch die exakten 
Untersuchungen VOl' allem von H. Bierry, J. Giaja und V. Henri 1) 
iiberholt und richtiggestellt worden, aus welchen hervorging, daB 
tierische Amylase, z. B. die des pankreatischen Sekrets, zu ihrer 
Wirkung del' Gegenwart bestimmter anorganischer Ionen, VOl' aHem 
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 2) die tierische von del' pflanzlichen Amylase; man hat 
namlich bei letzterer, z. B. bei Enzym aus keimender Gerste, bisher 
keine Aktivierung durch Salzionen feststellen konnen. Dagegen 
haben H. Haehn und H. S ch weigart 3) fUr die Amylase der 
Kartoffel erwiesen, daB dieses Enzym in seinem Verhalten gegeniiber 
N eutralsalzen mit tierischer Amylase identisch ist. 

Die wirksamen Komplexe aus Amylase und Anionen sind nach 
L. Michaelis und H. Pechstein'4) gekennzeichnet durch stark 
abweichende Dissoziationskonstanten; die Festigkeit der Verbindung 
von Enzym und Ion scheint z. B. in del' Reihenfolge der Ionen 
von NOs' _ cr _ Br' - S04" abzunehmen. Diese Reihenfolge 
wird abgeleitet aus der verschiedenen Starke der Hemmung, die 
die betreffenden Ionen gegeniiber dem durch Cl-Ionen maximal 
aktivierten Enzym ausiiben, unter del' Allnahme, daB eine Ver
teilung des Enzyms zwischen den verschiedenen Ionen eintritt und 
daD die "Chlorid-Amylase" zwar die wirksamste, abel' nicht die 
festeste Ionenverbindung des Enzyms darstellt. Auch sollen den 
einzelnen Amylasekomplexen verschiedene Aciditatsoptima der 
Wirkung entsprechen, sie sind mit del' Annahme verschiedener 
Amylasearten gedeutet worden. Die beobachteten Unterschiede 
sind jedoch nach A. Hahn und K. Harpuder 5) sowie nach R. W ill
statter, E. Waldschmidt-Leitz und A. R. F. Hesse 6) als eine 

1) C. r. 143, 300 (1906); Soc. BioI. 60, 479 (1906); 62, 432 (1907). 
2) Rio. Z. 40, 357 (1912). 
3) Ebenda 143, 516 (1923). 
4) Ebenda 59, 77 (1914). 
5) Z. BioI. 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 
EinfluB der Aktivatoren ist namlich bei verschiedener Wasserstoff
zahl von wechselnder GroBe. 

Die Aktivierung der Amylase durch anorganische Ionen, bei
spielsweise durch Kochsalz, lal.lt sich mit der allgemein fiir Enzyme 
geltenden Beeinflussung durch Wasserstoff- oder Hydroxylionen nicht 
sicher vergleichen; wenn beispielsweise fiir die Saccharase, wie im 
4. Kapitel erorterl, sich nachweisen liel.l, daB die Affinitat des Enzyms 
zu seinem Substrat durch die Wasserstoffzahl in gewissen Grenzen 
nicht beeinflul.lt zu werden scheint, und wenn fiir die Wirkung anderer 
Enzyme, z. B. der proteolytischen, ihre Abhangigkeit von der Reaktion 
des Mediums mit einer verschiedenen Ionisierung der Substrate ge
deutet wird, so laBt es sich noch nicht beurteilen, ob die aktivierenden 
Ionen einen Einflul.l auf die Affinitatsverhaltnisse der Amylase selbst 
besitzen oder ob sie nicht auch, wie aus den noch nicht einwandfrei 
bestatigten Beobachtungen von W. Biedermann 1) tiber eine Salz
hydrolyse der Starke zu folgern ware, die Zerfallstendenz des 
Substrats zu beeinflussen vermogen; exakte Affinitatsvergleiche 
werden diese Frage zu entscheiden erlauben. 

Von dem Typus der Amylaseaktivierung, welche durch ver
schiedene Arlen 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
vie rung zu unterscheiden, welche sich dadurch kennzeichnen liillt, 
daB sie sich nur gegenuber bestimmten, besonderen Affinitaten 
eines Enzyms oder gegeniiber einer bestimmten Stufe der 
von ihm beschleunigten Reaktion zu auBern vermag; sie ist 
nur als relativ zu verstehen und sie wird viel spezifischer ge
funden, sie ist namlich 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 2). Sie 
konnte zeigen, dal.l reiner pankreatischer Fistelsaft in bezug auf die 
Hydrolyse beispielsweise genuiner Proteine vollig unwirksam war 
und dal.l 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 tiber die Fortschritte der Tierchemie 29, 378 (1899). 
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haut abgegebenen Stoffes, del' Enterokinase, Aktivitat erlangte; 
man verstand diese Erscheinung als einen enzymatischen ProzeJ3, 
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 1) hat 
es sich namlich erwiesen, daJ3 die Reaktion des Trypsins mit del' 
Enterokinase auf stochiometrischer Grundlage erfolgt; eine enzyma
tische U mwandlung des " Trypsinogens" , wie sie angenommen 
wurde, tritt nicht ein, es entsteht vielmehr eine in betrachtlichem 
MaBe dissoziierte Verbindung von Enzym und Aktivator, deren 
Bildung eine gewisse Zeit beansprucht; es war namlich gelungen, 
auf adsorptivem Wege Enzym und Aktivator nach erfolgter Akti
vierung wieder zu trennen. 

Die Enterokinase, deren Eigenschaften denen enzymatischer 
Stoffe nahezukommen scheinen 2), ist als ein spezifischer Aktivator 
des Trypsins anzusehen, die Angaben der Literatur iiber Aktivierungen 
dieses Enzyms durch andere Stoffe, wie Kalk- oder Gallensalze, 
haben sich als unzutreffend erwiesen. AHein der EinfluB der 
Enterokmase betrifft nur gewisse Falle der Enzymwirkung, es 
kommt namlich dem Aktivator lediglich die Bedeutung eines 
HilfsstoHes fiir die Spaltung gewisser besonderer struktureller 
Bindungen zu, wie sie beispielsweise in genuinen Proteinen vor
liegen; wie E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck S) gezeigt 
haben, vermag das Trypsin auch ohne Aktivierung durch Entero
kinase eine Reihe von Substraten, wie Protamin oder Pepton, 
mit betrachtlicher Geschwindigkeit zu hydrolysieren, wenn auch 
seine Wirkung in diesen Fallen infolge der Ungleichartigkeit der 
in den Substraten vorliegenden struktureHen Gruppierungen durch 
den Zusatz von Aktivator eine Verstarkung eriahrt. Diese Akti
vierung des Trypsins durch Enterokinase, die nur relativ und die 
spezifisch ist, ist also von del' fiir tierische Amylase beschriebenen 
zu unterscheiden, wenn auch kiinftige Untersuchungen ergeben 
soUten, daB auch bei der enzymatischen Hydrolyse del' Starke sich 
der EinfluB der Aktivatoren nur gegeniiber bestimmten Stufen der 
Reaktion geltend machte. 

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

Ahnliche Verhaltnisse scheinen bei der Aktivierung eines 
anderen wichtigen enzymatischen V organges vorzuliegen, namlich 
der alkoholischen Garung. A. Harden und W. J. Young 2) haben 
fur diesen Fall gezeigt, da/3 die zuckervergarende Wirkung der 
Zymase in der Hefe abhangt von der Gegenwart eines spezifischen, 
kochbestandigen Aktivators, der "Ko-Zymase", die sich z. B. dem 
getrockneten Pilzmaterial durch Auswaschen mit Wasser entziehen 
laBt; die zUrUckbleibende Zellmasse besitzt keine Garfahigkeit mehr. 
Aus einer neueren Untersuchung von H. v. Euler und K. Myrback 3) 

hat sich nun die SchluBfolgerung ergeben, daB die Mitwirkung der 
"Ko-Zymase" fUr eine ganz bestimmte Reaktionsstufe der alko
holischen Garung erforderlich zu sein scheint, namlich fUr die inter
mediar erfolgende Bildung von Zucker-Phosphorsaureestern, wenn 
nicht fur eine noch fruhere Stufe der Reaktion. 

Eine dritte, ganz andere Art enzymatischer Aktivierung beob
achtet man bei tierischen Lipasen; sie ist weitgehend unspezifisch 
und nur relativ. Die alteren 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. W ill
stti tter, E. W aldschmid t-Leitz und Fr. Memmen 4) 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. 138, 184 (1924). 
2) Proc. Roy. Soc. B 77, 405; 78, 368 (1906). 
3) H. 139, 15 (1924). 
4) H. 125, 93 (1922/23). 
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fUr den Kontakt des wasserloslichen Enzyms mit seinem unlOslichen 
Substrat besonders gfulstigen 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 EiereiweiJ.l, Gallensalze oder auch Kalkseifen, 
die auf Zusatz von loslichen Calciumsalzen aus der entstehenden 
Fettsaure sich bilden. Ihre 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<'LF~tt , deren Bildung sich an den Einzel-
- Ipase 

adsorbaten, z. B. von Albumin und Fett oder von Albumin und 
Lipase auch experimenteH nachweis en laJ.lt, sind von Willstatter 
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 namlich durch eine besonders giinstige aktivierende Wirkung 
aus; der Kombination geringer Mengen solcher Einzelaktivatoren, 
wie Kalkseife oder Albumin, kommt namlich eine weit groJ.lere 
Aktivierungsleistung zu als selbst groJ.len Mengen der Komponenten 
aHein. 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 ihrem Zusammenwirken auf Ausziige 
der Pankreasdriise, und zwar bei alkalischer Reaktion. 

GroBe und Sinn der Aktivierung findet man jedoch in hohem 
MaBe abhangig von der Wasserstoffzahl und von der N atur 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, wahrend sie fUr die Spaltung anderer Sub
strate, wie die niederer Ester, ohne EinfluB gefunden werden oder 
sogar hemmend zu wirken vermogen. Offenbar kommt in diesen 
Fallen die adsorbierende Wirkung der Zusatzstoffe nicht gegen
tiber Enzym und Substrat zugleich, sondern nur gegentiber einem 
von ihnen zur Geltung und auBert sich so in reaktionsstorendem 
Sinne. Der verschiedene EinfluB der Aktivatoren kann auch, 
wie schon im 3. Kapitel auseinandergesetzt, die Abhangigkeit 
der Enzymwirkung von der Wasserstoffzahl, z. B. in den natiir
lichen Enzymlosungen, entscheidend beeinflussen; so haben sich 
die vermeintlichen Unterschiede in der PH-Abhangigkeit der lVlagen
und der Pankreaslipase darauf zuriickfiihren lassen, daB sich 
nur die erstere in ihrem natiirlichen Sekret mit einem Begleit
stoff vergesellschaftet findet, der ihre W irkung im alkalis chen 
Milieu beeintrachtigt und im sauren begiinstigt. 

Tabelle 21. 

Aktivierung von Pankreaslipase bei PH = 8,9. 

CaCl2 
Natrium· 

glykocholat 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 ii\Jerschreiten, auf die 
mannigfaltigen Erscheinungen der Aktivierung und Hemmung, wie 
sie bei den fettspaltenden Enzymen beobachtet werden, an dieser 
Stelle naher einzugehen; es ist ihnen allen gemeinsam, daB sie sich 
auf Adsorptionswirkungen zuriickfiihren lassen, die die enzymatische 
Reaktion zu beschleunigen oder. zu beeintrachtigen vermogen, wah
rend die zuerst besprochenen Aktivierungserscheinungen, beispiels
weise der Amylase oder des Trypsins, mit einer spezifischen chemschen 
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Beeinflussung der Affinitat von Enzym und Substrat zu deuten sind. 
Andererseits hat man von solchen unspezifischen Hemmungserschei
nungen, wie sie sich gegenuberder Lipasewirkung geltend machen, 
andere, spezifischere Hemmungseinflusse 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 TemperaturerhOhung 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 1) znnachst die Inaktivierung eines Saccharasepraparats durch 
Sublimat gemessen und dabei fUr steigende Mengen des Quecksilber
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Abb.6. 
salzes eine typische, asymptotisch 
verlaufende Dissoziationskurve fUr 
die Inaktivierung des Enzyms er
halten, die in der nebenstehenden 
Abb.6 wiedergegeben ist. 

Die Form der Kurve besagt nach 
v. Euler, daB sich ein Gleichgewicht 
zwischen Enzym und Metallsalz in 
der Losung ausbildet; auch gelang 
es nachzuweisen, daB die Vergiftung 
des Enzyms von einer entsprechen-
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100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 den Abnahme der analytisch bestimm-

Inaktiviernng der Saccharase bar en Schwermetallionen begleitet 
durch Sublimat. war. Sodann erwies sich die In-

aktivierung als vollstandig reversibel; 
durch Einleiten von Schwefelwasserstoff in die vergiftete En7.ym
losung wurdE'n 96 Proz. der ursprunglichen enzymatischen Aktivitat 
wieder erhalten. Es ist sehr bemerkenswert, daB, wie v. Euler 
und Svanberg feststellten, der Rohrzucker eine sehr betrachtliche 
Schutzwirkung gegenuber der Vergiftung des Enzyms dUTCh 
Quecksilbersalze auszuuben vermag, wahrend seine Gegenwart 
fur die Inaktivierung der Saccharase durch Ag - Ionen, die viel 
starker ist, ohne EinfluB bleibt; dieser Unterschied in der Schutz
wirkung des Substrats ist von K. Myr back 2) mit der Annahme 

1) Fermentf. 3, 330 (1920). 
2) Arkiv f. Kemi 8, 1, Nr. 29 (1923); C. 1924, I, 207. 
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gedeutet worden, daJ3 bei der Wirkung der Silberionen nicht, wie 
es bei der Quecksilbervergiftung beobachtet wird, eine Verteilung 
der Ionen zwischen Enzym und Substrat erfolge, sondern daJ3 das 
Silber mit der Enzym-Substratverbindung reagiere. 

Die Inaktivierung der Saccharase durch Silbersalze ist ferner 
von H. v. Euler und K. Myrback 1) zur Bestimmung des Aqui
valentgewichts des Enzyms herangezogen worden; unter der 
V oraussetzung, daJ3 der reinen Saccharase die Inversionsfahigkeit 
(If) 230 zukomme, einer Annahme, die durch die praparativen 
Ergebnisse von R. Willstatter und K. Schneider 2) indessen 
bald iiberholt wurde, berechneten sie das Silberaquivalent des 
Enzyms, d. h. diejenige Saccharasemenge, welche 1 Mol Ag zur 
Inaktivierung benotigt, zu 4000 bis 5000, wahrend My r b a c k 
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 GroJ3e; nicht nur, daJ3 die den Euler
schen Berechnu:Qgen zugrunde liegenden Werte fiir die Konzen
tration des reinen Enzyms sich nicht bestatigt haben, es hat sich 
auch gezeigt, daJ3 die Silberempfindlichkeit der Saccharase mit 
steigendem Reinheitsgrad betrachtlich zunimmt, die angegebenen 
Werte fiir das Ag-~~quivalent des Enzyms diirften also als zu 
niedrig befunden werden. 

Beobachtungen tiber eine Inaktivierung der Saccharase 
durch organische ~asen, vor aHem durch Anilin und p-Toluidin, 
sind ferner von H. v. Euler und O. Svanberg 3) 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 laJ3t, hat die 
Forscher zu der Annahme gefiihrt, daJ3 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 beeinfluBt wurde, betrug·2,5. 10- 4 

1) ZS. expo 1Ied. 33, 483 (1923). 
2) H. 133, 193 (1923/24). 
3) Fermentf. 4, 29 (1920/21); siehe auch H. V. Euler und K. Myr

back, H. 125, 297 (1922/23); K. Myrback, Arkiv f. Kemi 8, 1, Nr.32 
(1924); C. 1924, J, :!08. 

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 fiihren, aIle speziellen Angaben der 
Literatur tiber Hemmungen enzymatischer Reaktionen durch be
stimmte anorganische Salze oder durch organische Zusatzstoffe 
hier zu erortern, zumal viele von ihnen nicht mehr geniigend 
sichergestell t erscheinen. 

Hervorzuheben ist die ausgesprochen hemmende Wirkung von 
Natrium:fluond auf tierische Lipase, die zuerst von J. H. Kastle 
und A. S. Loevenhart 1) beobachtet wurde, sowie die starke 
Hemmung der Wirkung von Katalase 2) und von Oxydasen durch 
Blausaure, die von O. War burg 3) mit der Giftwirkung der 
Blausaure gegeniiber dem Oxydationsvermogen einfacher eisen
haltiger Kohlemodelle verglichen worden ist. Und nicht zuletzt 
bedtirfen die eingehenden Untersuchungen von P. Rona 4) und 
seinen Mitarbeitern tiber die Vergiftung lipatischer Enzyme 
durch Alkaloide der Erwahnung, denen zufolge die Empfindlichkeit 
z. B. gegentiber Chinin als ein charakteristisches Merkmal fiir eine 
bestimmte Lipase zu gelten hat; so wird die Leberlipase resistent 
gefunden, wahrend pankreatische Lipase durch Chinin stark gehemmt 
wird. Der EinfluJ.l von Begleitstoffen auf diese Giftempfindlichkeit, 
auf den R. Willstatter und Fr. Memmen 5) aufmerksam gemacht 
haben, ist indessen noch nicht gentigend 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 Einfiihrung art
oder blutfremder Enzympraparate laJ3t sich nicht sicher be
urteilen; sie diirfte wohl in vielen Fallen auf eine adsorptive 
Bindung des Enzyms durch entstandene Hemmungskorper zuriick
zufiihren sein. 

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

2) 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; 184, 108, 118; 

141, 222 (1923). 
5) H. 138, 216, und zwar S.241 (1924). 
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VI. Enzymatische Spezifitiit. 
Dle Erscheinungen der enzymatischen Spezifitat lassen sich 

zwei 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, selne absolute und seine 
relative Spezifitat, hetreHen. 

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 Fallen zu unterscheiden; es kann namlich 
die Spaltung eines Substrats durch mehrere Enzyme zu verschie
denen Reaktionsprodukten fUhren, oder aber sie kann, wenn auch 
liber verschiedene Reaktionszwischenprodukte, doch die namlichen 
Endprodukte der Reaktion liefern. Flir den ersteren Fall bietet 
die Hydrolyse des Trisaccharids Raffinose ein charakteristisches 
Beispiel, die nach C. Neuberg 1) unter der Wirkung der Hefe
saccharase zur Abspaltung von Fructose und zu Melibiose, unter 
der Einwirkung von Emulsin dagegen zu Rohrzucker und Galaktose 
flihrt. Auf ahnliche Erscheinungen der Reaktionsauslese bei peptid
spaltenden Enzymen haben die Untersuchungen von E. A b d e r
halden 2) hingewiesen; auch die verschiedenen Arten der Garung 
einfacher Zucker, wie die alkoholische oder die Milchsauregarung, 
sind hier zu nennen. 

Flir 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. Kuhn 3) lagert sich 
namlich das Enzym der Refe an die Fructose-, das des Schimmel
pilzes dagegen an die Glucosekomponente des Rohrzuckers an, die 
Inversion des Rohrzuckers nimmt also in beiden Fallen ihren Weg 
liber verschiedene Reaktionszwischenprodukte, und die beiden En
zyme sind danach als verschiedene, spezifische Katalysatoren zu 

1) Bio. Z. Il, 519 (1907). 
2) E. Abderhalden und A. H. Koelker, H. 54, 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). 

1)* 
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betrachten 1). Ein weiteres Beispiel fUr die Existenz verschiedener 
Reaktionswege bei gleichartigen Endprodukten der Hydrolyse ergibt 
sich aus den wichtigen Untersuchungen von R. Kuhn 2) iiber die 
Starkespaltung durch tierische bzw. pflanzliche Amylase, die zu 
einer Unterscheidung zwischen r/,- und (j-Amylasen gefUhrt hat. 

Die meisten iiber enzymatische Spezifitat vorliegenden Unter
suchungen sind der Frage gewidmet, welche Substrate iiberhaupt 
von ein und demselben Enzym angreifbar sind. Man hat hier zu 
unterscheiden zwischen einer a b sol ute n und zwischen einer reI a
tiven Spezifitat, ie nachdem ob die Untersuchung ergibt, daB 
ein enzymatischer Katalysator von zwei Substraten 'nur das eine 
oder aber beide, nur mit verschiedener Geschwindigkeit, um
zusetzen vermag. 

Die Erscheinungen der Gruppenspezifitat zunachst, die beispiels
weise zwischen eiweiB- und zwischen fettspaltenden Enzymen zu 
unterscheiden erlauben, sind einfach und in absolutem Sinne zu 
verstehen. Aber auch fiir die Hydrolyse von Substraten aus der 
namlichen Korperklasse sind die Fane absoluter enzymatischer 
Spezifitat zahlreich genug. So hat, urn 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 praparativem Wege zu trennen 3). Auch unsere 
Kenntnis von der Spezifitat proteolytischer Enzyme, die schwer 
zu iibersehen war, hat durch neuere Untersuchungen eine einfache 
Grundlage erhalten; so haben E. Waldschmidt-Leitz und 
A. Harteneck 4) gezeigt, daB die spezifischen Wirkungen von 
Trypsin und von Erepsin scharf voneinander zu trennen sind; 
wahrend das erstere fiir Proteine selbst und ihre hoheren Abbau
produkte spezifisch gefunden wird, bezieht sich die Wirkung des 
letzteren lediglich auf Korper 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.Munch, 
H. 150, 220 (1925). Die entgegenstehenden Anschauungen von Euler und 
Josephson, die in der Annahme zweier verschiedener Affinitaten der 
Saccharasen zum Rohrzucker gipfeln, sind durch neuel'e Untersuchungen 
von R. Kuhn und H. Munch (H., im Druck) und von R. Kuhn und G. E. 
v. Grundherr (B., im Druck), namlich durch exakte Affinitatsmessungen 
und durch die Spezifitatspriifung an verschiedenen Rohrzuckerderivaten 
widerlegt worden. - 2) A. 443, 1 (1925). - 3) R. Willstatter und 
E. Bamann, H., ;)1, 273 (1925/26). - 4) H. 149, 203 (1925). 
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hat sich die auf Grund der Untersuchungen von E. Fischer und 
E. Abderhalden l ) abgeleitete Unterscheidung von Pankreas- und 
Darmerepsin nicht aufrechtel'halten lassen; die Wirkung des 
Erepsins gilt spezifisch fiir die Hydrolyse aller einfachen Peptide 
und nur fiir diese. 

Die spezifische Einstellung eines Enzyms fiir Substrate aus 
del' namlichen Korperklasse ist indessen viel haufiger nul' in rela
tivem Sinne zu verstehen, sie kommt nul' in dem mehr odeI' weniger 
ausgepragten Geschwindigkeitsunterschied zur Geltung, welcher 
die U msetzung del' Substrate betrifft. Die Erscheinungen I' e 1 a
t i vel' S p e z if ita t sind besonders deutlich und vielseitig ent
wickelt bei den fett- und esterspaltenden Eniymen; so ist beispiels
weise die Leberlipase nach den Untersuchungen von R. vVillstatter 
und Fr. Memmen 2) als eine Esterase zu bezeichnen, die nur in 
geringem MaDe befahigt ist, eigentliche Fette, Glycerinester hOherer 
Fettsauren, zu zerlegen, wahrend die Pankreaslipase dagegen, die von 
ihr zu unterscheiden ist, eine Lip a s e darsteIlt, die auch einfache 
Ester gut zu hydrolysieren vermag; die Mannigfaltigkeit del' 
spezifischen Einstellung lipatischer Enzyme, insbesondere del' 
tierischen, wil'd zudem durch die Tatsache noch erhOht, daD die 
Wil'kung von Begleit- odeI' Zusatzstoffen je nach del' vorliegenden 
Kombination von Enzym und Substrat sich in anderem Sinne 
auDel'll kann. 

Besonders eingehend untersuchte Beispiele relativer Spezifitat, 
die sich auf exakte Affinitatsmessungen stutzen, liegen bei kohle
hydratspaltenden Enzymen VOl'. SO haben die Untersuchungen von 
R. Kuhn 3) erwiesen, daD das Trisacchal'id Raffinose wie del' 
Rohrzucker von ein und demselben Enzym, del' Hefesaccharase, 
hydrolysiert wil'd; diese Folgerung ergab sich aus dem fiir aIle 
untersuchten Enzympraparate iibereinstimmenden Verhaltnis del' 
Dissoziationskonstanten del' Verbindung des Enzyms mit Rohr
zucker bzw. Raffinose. Ahnlich haben R. Willstatter, R. Kuhn 
und H. Sobotka 4) gefunden, dati aliphatische wie aromatische 
Derivate del' (/,- bzw. f3-Glucose jeweils dul'ch die namlichen En
zyme, namlich durch die Maltase del' Hefe bzw. das Emulsin del' 
bitteren Mandeln, gespalten werden. 

1) H. 46, 52 (1905). 
2) H. 138, 216 (1924). 
3) H. 120, 28, und zwar S.71 (1922/23). 
4) H. 129, 33 (1923); 134, 224 (1923/24). 
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Auch die stereochemische Spezifitat del' Enzyme, die 
schon lange bekannt ist, weist Beispiele auf ftir aIle moglichen FaIle 
von Geschwindigkeitsunterschieden, von absoluter und relativer 
Spezifitiit. Sie ist bedingt durch eine Asymmetrie des Katalysators 
selbst, dessen Reaktionsverhalten gegentiber den spiegelbildlich 
isomeren Substraten E. Fischer mit dem treffenden Vergleiche 
von Schlo13 und Schltissel gekennzeichnet hat; sie hat in den nicht
enzymatischen Modellversuchen von G. Bredig 1) und seiner Schule, 
beispielsweise der asymmetrischen Spaltung racemischer Sauren 
durch optisch inaktive Basen bei Gegenwart optisch aktiver Kataly
satoren, ein Gegensttick gefunden. 

In vielen Beispielen asymmetrischer enzymatischer Hydrolyse 
findet sich der Grenzfall unendlich gro13er Geschwindigkeitsunter
schiede, also unme13bar kleiner Reaktionsgeschwindigkeit bei dem 
einen Isomeren, verwirklicht; dies trifft z. B. zu fiir die Spezifitat 
del' Maltase odeI' des Emulsins, also ausschlie13lich (X- bzw. f3-g1u
cosidspaltender Enzyme, odeI' auch fiir die Zerlegung racemischer 
odeI' optisch aktiver Peptide durch Erepsin, die nur die aus nattir
lich vorkommenden optischen Isomeren aufgebauten Substrate be
trim. Charakteristische Beispiele relativer optischer Spezifitat 
bietet dagegen das Studium del' enzymatischen Esterspaltungen, 
deren asymmetrischerVerlauf von R. Willstatter2) in einer Reihe 
von Fallen verglichen worden ist. 

Auch ftir den asymmetrischen Verlauf enzymatischer Synthesen 
sind FaIle relativer Spezifitat beschrieben worden; so hat L. Rosen
thaler B) gezeigt, daB man bei der durch Emulsin beschleunigten 
Synthese des Mandelsaurenitrils vorwiegend den rechtsdrehenden 
Antipoden, V. K. Krie ble 4) dagegen, daB man mit Enzym aus 
Pfirsichblattern und aus Kirsche iiberwiegend linksdrehendes Oxy
nitril erhalt. Die SchluBfolgerung spiegelbildlich isomerer Enzyme, 
die von Krie ble erhoben worden ist, ist jedoch nach den Er
fahrungen, die man beispielsweise tiber die optische Spezifitat 
lipatischer Enzyme gewonnen hat, keineswegs als gesichert zu be
trachten. 

1) B. 41, 752 (1909); Ph. Oh. 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). 
B) Bio. Z. 14, 238 (1908); 17, 257 (1909). 
4) Am. Soc. 35, 1643 (1913). 
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Fiir eine quantitative Messung der Enzymmengen verfiigen wir 
bis heute nur iiber ein einziges charakteristisches Kennzeichen, 
namlich ihre katalytische Wirksamkeit. Auch aus den praparativen 
Arbeiten R. Willstatters und seiner Schule, die in vielen Fallen 
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 FaIle, bei pflanz
licher Peroxydase, hat die praparative Reinigung zur Erkenntnis 
einer anderen charakteristischen Eigenschaft des Euzyms selbst ge
fiihrt, es scheint namlich gefarbt 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 gefarbte Begleit
stoffe iiberdeckt; erst von einer hoheren enzymatischen Konzen
tration an geht die Farbe der Losung mit ihrem Leistungsvermogen 
parallel. Auch die zahlreichen Versuche von H. v. Euler, das 
rohrzuckerspaltende Enzym der Hefe durch andere als durch seine 
katalytischen Eigenschaften zu kennzeichen, beispielsweise mit der 
Bestimmung des Phosphor- oder Stickstoffgehaltes enzymatischer 
Praparate oder durch die analytische Messung besonderer Abbau
produkte wie des Tryptophans, haben noch nicht zu sicheren Er
ge bnissen gefiihrt. 

Der Gedanke, Enzyme quantitativ auf Grund ihrer katalytischen 
Aktivitat zu messen, ist zwar alt, aber seine konsequente Durch
fiihrung und insbesondere seine Ubertragung auf die praparative 
Methodik hat man merkwiirdig lange nicht in Angriff genommen. 
Die alteren Messungen enzymatischer Praparate, die vielfach unter 
ungleichma13igen Versuchsbedingungen angestellt waren und die 
daher unvergleichbare Ergebnisse lieferten, haben daher nur in 
wenigen Fallen einigermaBen zutreffende Aussagen iiber die Menge 
und iiber das Verhalten von Enzymen zu machen erlaubt. Es kam 
hinzu, daB grundlegende neuere Erkenntnisse wie die Abhangigkeit 
der enzymatischen Reaktionsgeschwindigkeit von der Konzentration 
der Wasserstoffionen oder von der des Substrats oder wie die 
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Einfliisse nichtenzymatischer Begleitstoffe, welche aktivierend oder 
hemmend wirken, noch nicht beriicksichtigt werden konnten. Es 
ist das groDe Verdienst R. Will s tat t e r s, die Bedeutung der 
quantitativen Analyse fiir die praparative wie fiir die beschreibende 
Enzymchemie erkannt und die Grundlage fUr eine rationelle Be
schreibung der Enzyme ausgearbeitet zu haben. Die Durchfiihrung 
der quantitativen Methoden ist durch Will s t a tt e r, vergleichbar 
etwa der Bestimmung von Farbstoffausbeute und Farbstarke bei 
der Isolierung eines natiirlichen Farbstoffes, nach zwei Richtungen 
hin vervollstandigt worden, namlich durch die quantitative Kon
trolle der praparativen Arbeit hinsichtlich der Ausbeute im Ver
Mltnis zum Ausgangsmaterial und hinsichtlich der enzymatischen 
Konzentration oder des Reinheitsgrades in den erhaltenen Losungen 
und Praparaten. Die Beachtung und quantitative Bestimmung 
enzymatischer Ausbeuten, die selbstverstandlich Mtte sein sollen, 
hat in vielen Fallen zu bedeutsamen Erkenntnissen gefiihrt sowohl 
iiber die Brauchbarkeit der in der alteren Literatur empfohlenen 
Verfahren zur Gewinnung roher Enzympraparate aus pflanzlichem 
und tierischem Ausgangsmaterial, wie auch iiber die Loslichkeits
verhaltnisse 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 Verhaltnis von Trockengewicht und enzy
matischer Wirksamkeit, exakt zu beurleilen. Das Ziel 'der pra
parativen Enzymchemie, die Reinigung der Enzyme so lange 
durchzufiihren, bis eine weitere Steigerung des Reinheitsgrades 
sich nicht mehr erreichen laDt, hat mit der Einfiihrung einer quan
titativen Kontrolle erst die sichere Grundlage gefunden. 

Ais allgemeines ~IaB fiir die Menge eines Enzyms ist von 
R. Wills tatter und R. Kuhn 1) die Bezeichnung "Enzym
einheit" vorgeschlagen worden, ein Ausdruck, der zuerst von 
R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz und Fr. Memmen 2) 

an einem besonderen Beispiel, der Pankreaslipase, namlich 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 auBeren 

1) B. 56, 509 (1922/23). 
2) H. 125, 93, nnd 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. Ais MaLl fiir die enzymatische Konzentration 
eines Praparats, seinen Reinheitsgrad, dienen die "Enzymwerte" , 
z. B. der "Lipasewert", die bestimmt sind durch die Anzahl der 
"Enzymeinheiten" in einer bestimmten Gewichtsmenge des Praparats; 
sie nehmen also mit steigendem Reinheitsgrad zu. Diese Bezeich
nungen, welche anschaulich und einfach sind, werden zweckmaLlig 
an die Stelle alterer, auf umstandlichere Weise aufgestellter MaLle 
zu setzen sein. Die von Will s tat t e r und K u h n allgemein 
empfohlene Bezeichnungsweise fiir die Konzentration enzymatischer 
Praparate dlirfte auch einem von H. v. Euler und K. Josephson 1) 

vorgeschlagenen Ausdruck fiir die Aktivitat der Praparate iiber
legen sein; dieser Ausdruck, wonach 

k. g Substrat 
X (enzymatische Aktivitat) = 

g Enzympraparat ' 

wird sich namlich nicht allgemein anwenden lassen. Einmal ent
spricht der Verlauf nur einer beschrankten Anzahl enzymatischer 
Reaktionen einer Reaktionsgleichung ersterOrdnung, die Pro portio
nalitat zwischen Enzymmenge und monomolekularer Reaktions
konstante trim also in vielen Fallen nicht zu. Auch die der 
aufgestellten Beziehung zugrunde liegende Abhangigkeit der 
Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration, wonach 
k . g Substrat als konstant zu betrachten ware, gilt nicht allgemein. 
Diese N achteile der E u 1 e r scher Definition vermeidet der von 
Willstatter und Kuhn gebrauchte Ausdruck, da der fiir jedes 
Enzym besonders aufgestellte Begriff einer "Einheit" die Abhangig
keit der enzymatischen Aktivitat von allen als maLlgebend erkannten 
Faktoren beriicksichtigt und die Bedingungen fiir die Messung 
eines Enzyms eindeutig festzulegen gestattet. 

Die Definitionen flir die ~laLleinheiten der Enzyme, so wie sie 
in den Untersuchungen R. Willstatters und seiner Schiiler an 
zahlreichen Beispielen gegeben worden sind, beruhen auf der Be
achtung dllr fiir die enzymatische Reaktionsgeschwindigkeit maLl
gebenden Wasserstoffzahl des Mediums, die gewohnlich optimal 
gewahlt, und die, wenn moglich, wahrend der Dauer der Messung 
konstant gehalten wird. Ihr EinfluLl, auf den die Untersuchungen 
von S. P. L. So r ens e n erstmals nachdriicklich hingewiesen haben 

1) B. 56, 1749 (1923). 
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und der die Vergleichbarkeit der .l\'Iessungen in der alteren Enzym
literatur weitgehend beeintrachtigt hat, wird durch die Anwendung 
von Regulatoren des PH gleichmaBig gehalten. Die Definition der 
Enzymeinheiten fuBt ferner auf der Erkenntnis des enzymatischen 
Reaktionsverlaufs unter den gegebenen Bedingungen und auf der 
Untersuchung der zwischen Enzymmenge und Umsatz bestehenden 
Beziehungen. In einfachen Fallen, namlich flir die Giiltigkeit einer 
Gleichung erster Ordnung fiir die durch das Enzym beschleunigte 
Reaktion, steht die flir die Einheit des Enzyms gewahlte GroBe in 
einer unmittelbaren Beziehung zur Geschwindigkeitskonstanten der 
Reaktion, sie ist ihr beispielsweise gleichgesetzt; in anderen Fallen 
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 Abhangigkeit ihrer Aktivitat von 
der Gegenwart aktivierender oder hemmender Begleit- oder Zusatz
stoffe, sei es, daB es sich um spezifische, chemische, oder um un
spezifische, z. B. auf Adsorptionswirkung beruhende Erscheinungen 
handelt. Ihr EinfluB wird ausgeschaltet durch die Einfiihrung 
ausgleichender Aktivierung oder ausgleichender Hemmung, das 
heiBt durch den Zusatz aktivierender oder hemmender Stoffe in 
einer solchen Menge, daB sie den EinfluB der in den einzelnen 
Praparaten, aber in wechselnder Menge, bereits vorhandenen Stoffe 
auszuschalten erlaubt und eine vergleichbare Aktivitat des Enzyms 
gewahrleistet. 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 Ci-Ionen
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 unten gegeben werden, wird dies 
anschaulich hervorgehen. 

Die Mai.le fiir Menge und KOIlzentration mancher Enzyme, 
beispielsweise der Hefesaccharase, haben indessen, so wie sie auf-
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gestellt sind, noch keine strenge Allgemeingiiltigkeit, sie gelten 
namlich zufolge R. Wi 11 s t a tt e r und R. K u h n 1) nur fiir den 
Vergleich der Enzymmengen, die in Praparaten aus dem namlichen 
Ausgangsmaterial, z. B. ein und derselben Heferasse, gemessen 
werden. Die Untersuchungen von R. W ills tatter und R. Kuhn 2) 
haben erwiesen, daB akzessorische und noch nicht abtrennbare 
Stoffe, vielleicht Zersetzungsprodukte des Enzyms selbst, die in 
wechselnder Menge mit ihm vergesellschaftet sind, seine Affinitat 
zu dem Substrat zu beeinflussen vermogen, daB also gleichen 
Reaktionsgeschwindigkeiten, die unter denselben auLleren Bedin
gungen gemessen werden, nicht in allen Fallen gleiche Enzym
mengen zugrunde liegen. Um daher Enzympraparate verschiedener 
Herkunft mit groBerer 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 Affinitat zu dem Substrat ent
spricht. Del' Vergleich beispielsweise von Hefesaccharase mit 
ungleicher Affinitat ergibt sich dann durch Umrechnung del' in 
iiblicher Weise ermittelten Enzymmenge auf eine Saccharase von 
mittlerer Affinitatskonstante. Fiir den Vergleich gewohnlicher 
praparativ-analytischer Messungen ist eine solche Reduktion in
dessen entbehrlich. 

Die fiir die Einheit del' Enzymmengen gewahlten MaLle sollen 
naehstehend an zwei eharakteristisehen Beispielen veransehaulieht 
werden. 

So ist als die Einheit pankreatiseher Amylase [Am.-E.]S) das 
Hundertfaehe derjenigen Enzymmenge bezeiehnet worden, fiir die 
sieh unter den Bedingungen des Versuehes, namlieh bei del' Ein
wirkung auf 0,25 g loslieher Starke bei 37° und PH = 6,8 im 
Volumen von 37 eem und naeh optimaler und ausgleiehender Akti
vierung dureh 1,0 eem 0,2 n NaCl, die Konstante del' monomole
kularen Reaktion von 0,01 ergibt; die Reaktionskonstante einer 
Bestimmung driiekt daher zugleieh den Gehalt del' Analysenprobe 
an Amylaseeinheiten aus. Als MaLl des enzymatischen Reinheits
grades dient der Amylasewert (Am.-W.), namlich die Anzahl Amy
laseeinheiten in 1 cg der Substanz. 

1) H. 125, 1 (1922/23). 
2) H. 125, 28 (1922/23). 
3) R. Willstiitter, 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 del' Menge tierischer 
Lipase dienen, deren Aktivitat durch den Zusatz unspezifischer 
Aktivatoren reguliert wird; ftir die Bestimmung del' Lipasemenge 
bilden, da del' Verlauf del' Fetthydrolyse keiner einfachen Gesetz
maBigkeit sich unterordnen lallt, die empirisch ermittelten Be
ziehungen zwischen Enzymmenge und Verseifungsgrad bei einer 
bestimmten Einwirkungsdauer die Grundlage. Als "Lipaseeinheit" 
[L.-E.] 1) ist namlich diejenige Menge definiert, die unter den be
stimmten Bedingungen, namlich nach ausgleichender Aktivierung 
mittels CaCIg und Albumin und bei einem anfanglichen PH von 8,9 
und 30°, in einer Stunde 24 Proz. von 2,5 g Olivenol zu hydro
lysieren vermag. Diese Bezeichnungsweise ftir Menge und Rein
heitsgrad unbekannter Naturstoffe, die bisher nul' auf Grund ihrer 
Wirkung gemessen werden konnen, lallt sich auch auf nichtenzy
matische Stoffe ubertragen. So bedient sich die Bestimmung des 
spezifischen Trypsinaktivators, del' Enterokinase, nach E. W a I d
s c h mid t -Lei t z 2) ahnlicher Malle, del' "Kinaseeinheit" und des 
"Kinasewertes", denen die aktivierende Wirkung gegenuber einer 
bestimmten Menge Trypsin zugrunde liegt. 

Die aufgestellten Malle, die willkurlich gewiihlt sind, und die 
nul' ftir den Vergleich del' Mengen des namlichen Enzyms Bedeutung 
besitzen, erlauben indessen keine Beurteilung des Mengenverhalt
nisses verschiedener Enzyme; zeigt doch die Veranderlichkeit del' 
Affinitat ein und desselben Enzyms durch akzessorische Stoffe, dall 
schon hier del' exakte Vergleieh verschiedener Enzymmengen auf 
Schwierigkeiten stoJ3t. Eine sichere Grundlage fur den Mengen
vergleich verschiedener Enzyme, etwa in ihrem naturlichen Vor
kommen, wird man erst durch ihre praparative Isolierung in reiner 
Form gewinnen. 

2. Vorkommen und Bildung der Enzyme. 

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

1) R. Willstiitter, E. WaldschmIdt-Leitz und Fr. Memmen, 
H. 125, 93, und zwar S. 115 (1922/23). 

2) H. 132, 181, und zwar S. 226 (1923/24). 
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Tier- und Pflanzenwelt, wenn auch ihr V orkommen in den letzteren 
deutlicher und erkennbarer lokalisiert, d. h. fUr 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 II Vertreter Vorkommen (z.~ Substrat (z. B.) 

= II Phytolipase Olhaltige Samen Fette 

Ii 
z. B. Ricinussamen 

Tier. Esterase Leber Einfachere Ester 

I Lipase Pankreas, Magen Fette 
Ohlorophyllase Grone Blatter Ohlorophyll 

Tannase Asper gillus niger Gerbstoffe 
Phosphatase Hefe Phosphorsaureester 

Sulfatase Aspergillus oryzae Schwefelsaureester 

Prot,~" ! Pepsin (Lab) Magen Gen. Proteine (Oasein) 
Trypsin Pankreas Genuine Proteine 
Erepsin Pankreas, Darm, Hefe, Peptide 

l tier. Gewebe 
Papain Melonenbaum Genuine Pl·oteine 

Urease Sojabohne Harnstoff 
Amino- { Histozym Niere Acyl-Aminosauren 

acylasen 
Arginase Leber Arginin 

O",b,.1 

Amylase Speichel, Pankreas Starke 
Malz, Asperg. oryzae 

Saccharase Hefe, Asperg. oryzae, Rohrzucker 
Darm 

hy'''"'" I Maltase Hefe Maltose, a-Glucoside 
(a-Glucosidase) 
~-Glucosidase Bittere Mandeln ,a-Glucoside 

Lactase Hefe Lactose 
Nuklease Darm N ukleinsaure n 

Oxy- { 
Peroxydase Wurzeln, Keimlinge i Phenole + H2 O2 

dations- Tyrosinase Kartoffel 
I 

Tyrosin 
enzyme Urikase Niere I Harnsaure 

Katalasen Katalase Hefe, Leber ! Wasserstoffsuperoxyd 

Zymasekomplex Hefe I Traubenzucker 
Garungs- { Oarboxylase 

I 
Hefe Oarbonsauren 

enzyme 
Oarboligase Hefe Aldehyde 
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beispielsweise bei einzelligen Individuen, infolge der geringeren 
DiHerenzierung ihrer einzelnen Organe analytisch weniger leicht 
durchftihren laJ3t. 

Es ist in einer einleitenden Ubersicht, wie sie hier gegeben 
werden solI, nicht moglich und auch nicht edorderlich, eine 
irgendwie vollstandige Zusammenstellung aller bisher bekannten 
Angaben tiber 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 ahnlichen Wirkungen, aber von 
verschiedenem Vorkommen nur in wenigen Fallen exakt durch
geflihrt worden ist. Es solI daher in der Tabelle 22, in der eine 
Anzahl Enzyme nach Vorkommen und \Virkung beschrieben werden 
und die damit zugleich einen allgemeinen Uberblick tiber die be
treHenden enzymatischen Umsetzungen geben solI, nur eine Aus
wahl der wichtigsten und am besten untersuchten Enzyme angeflihrt 
werden. . 

Die ftir wesentlich gehaltene Unterscheidung, die die altere 
Enzymforschung zwischen den sogenannten Exo-Enzymen, den frei 
gelosten oder in Losung sezernierten Enzymen, und den Endo
Enzymen hervorhob, welch letztere man als unloslich innerhalb der 
Zelle verankert und als vom lebenden Protoplasm a untrennbar ansah, 
hat sich nach den Ergebnissen der neueren praparativen Enzym
chemie im alten Sinne nicht aufrechterhalten lassen. Es hat sich 
gezeigt, daB eine feste Grenze zwischen extrazelluHiren und intra
zellularen Enzymen, welche auf ihrem Loslichkeitsverhalten in 
ihrem nattirlichen Milieu aufgebaut ware, nicht gezogen werden 
dad, wenn auch manche Enzyme, deren Wirkung sich innerhalb 
der Zelle selbst vollzieht, in diesen nicht frei in Losung enthalten 
sind, sondern etwa durch adsorptive Bindung an unlosliche Trager 
festgehalten werden und sich der Zelle nicht ohne weiteres mit 
Losungsmitteln entziehen lassen. 

Auf diese Erscheinungen haben zuerst die klassischen Unter
suchungen von E. B u c h n e r 1) tiber die Freilegung des Komplexes 
der Garungsenzyme nach der mechanischen Zertrtimmerung der 
Hefezellstruktur aufmerksam gemacht. Die Kenntnisse tiber die 
Loslichkeit oder tiber die Bindungsart der Enzyme in ihrem nattir-

1) B. 30, 117 (1897); E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, 
Die Zymasegarung. Munchen 1903. 
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lichen Vorkommen sind durch spatere Untersuchungen, vor aHem 
der Wi 11 s tat t e r schen Schule, erheblich erweitert und vertieft 
worden; sie haben insbesondere auch flir die Zwecke der prapara
tiven Isolierung praktische Bedeutung erlangt. So hat es sich 
beispielsweise in Untersuchungen von R. Will s tat t e r und 
F. R a c k e 1) ergeben, daJ3 man eine Lasung des rohrzuckerspalten
den Enzyms aus der Refe nicht einfach durch Zerreiben und Ab
pressen oder durch Auslaugen der Zellsubstanz herstellen darf; ein 
solches Verfahren wlirde nur einen geringen Bruchteil des gesamten 
Enzymgehaltes als Extraktausbeute ergeben. Obwohl zwar die 
Saccharase der Hefe, wie festgestellt worden ist, frei, wasserlaslich 
und nicht an unlasliche Bestandteile gebunden in der Hefezelle 
vorhanden ist, laJ3t sich das Enzym aus ihr doch nicht einfach 
durch Lasungsmittel extrahieren; seine Extraktion gelingt erst 
nach vollkommener mechanischer Zerstorung der Zellstruktur, die 
durch Zerkleinerung und durch AufreiJ3ung der Zellmembran allein 
nicht erreicht werden kann. Das Enzym findet sich namlich in 
der Zelle abgeschlossen von einer schlitzenden Schicht, deren Zer
storung auch durch enzymatischen Abbau erfolgen kann, ein Vor
gang, welchen man von der Autolyse, der allgemeinen Auflasung 
der Zelle, unterscheiden konnte; denn es war gelungen, aus Hefe
zellen nach ihrer Abtotung und erst nach erfolgter Entleerung von 
Eiwei/.lstoffen mit Hilfe proteolytischer Enzyme die Saccharase 
durch die Einwirkung von diastatischem Ferment in Lasung liber
zufiihren. In anderen Fallen wieder hat die quantitative Analyse 
der Ausbeuten in enzymatischen Auszligen gelehrt, daJ3 die Enzyme 
in den Zellen in Form von Adsorptionsverbindungen festgehalten 
werden, die von chemischen Bindungen nicht leicht zu unterscheiden 
sind; es ist in diesen Fallen gelungen, die Adsorptionsaffinitaten 
mit gelinden chemischen Mitteln zu liberwinden und die Ausbeute 
dadurch wesentlich zu steigern. So wird das Emulsin 2) aus den 
bitteren Mandeln, die Peroxydase S) aus den Getreidekeimlingen 
durch Wa"ser nur in geringer, durch sehr verdlinnte Alkalien da
gegen in hoher Ausbeute in Lasung libergeflihrt. Diese Beobach
tungen an Enzymen kannen nach R. Willstatter 4) auch zur Er
klarung der Bindungsweise anderer hochmolekularer Stoffe beitragen. 

1) A. 420, 1 (1920121); 427, 111 (1921/22). 
2) R. Willstatter und W. Csanyi, H. 117, 172 (1921). 
3) R. Willsta tter und A. Pollinger, unveroffentlicht. 
4) B. ;)0, 3601 (1922). 
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So sprechen die Befunde iiber das Loslichkeitsverhalten des Chloro
phylls in den Blattern odeI' das des Blntfarbstoffs dafiir, daB diese 
Korper, z. B. das Chlorophyll in den Chloroplasten, nicht frei ge
lOst, sondern hauptsachlich in adsorptiver Bindung an unlosliche 
Trager vorliegen, durch welche ihr Loslichkeitsverhalten entstellt 
wird; die Zerlegung dieser Adsorptionsve~bindungen gelingt namlieh 
schon durch verhaltnismaBig 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 aIle 
moglichen Abstufungen. So sind die Enzyme, die in den Sekreten 
der tierischen und pflanzliehen Organismen, z. B. in den Verdauungs
saften sich finden, die typischen extrazellularen Enzyme nach der 
alteren Ansehauung, in diesen Sekreten frei gelost; auch vor ihrer 
Sekretion, so aus dem frischen oder getrockneten Zellmaterial, 
lassen sie sieh vielfach glatt in Losung iiberfiihren, 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 dureh mechanisehe Einhiillung, sei es durch adsorptive 
Bindung an unlosliehe Zellsubstanz, konnen die schon angefiihrten 
Beispiele der Hefesaecharase einerseits, des Emulsins oder der 
Peroxydase andererseits als eharakteristiseh gelten. Aueh die Be
funde iiber das Loslichkeitsverhalten des starkespaltenden Enzyms 
aus dem ungekeimten Getreidesamen, die von J. L. B a k e r und 
H. F. E. Hulton 1) besehrieben worden sind, werden wohl dieser 
Gruppe von Erscheinungen zuzuordnen sein. Das gleiche gilt fiir 
die Loslichkeit eines interessanten, von O. S e h m i e deb erg 2) in 
der Niere aufgefundenen, aber noch wenig untersuchten Enzyms, 
des Histozyms, dessen Wirkung in der Synthese und Hydrolyse 
acylierter Aminosauren, z. B. des Benzoylglykokolls besteht. Hier 
haben R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz und J. Wald
schmidt-Graser 3) 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 wasserigen Mitteln leicht, das der Schweineniere nur unvoll-

1) Soc. 121, 1929 (1922). 
2) Virch. Arch. 14, 288 (1881). 
3) N och unveriiffentlicht. 
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stan dig, das der Pferdeniere gar nicht gelOst. Dieses ungleiche 
Loslichkeitsverhalten des Enzyms wird man auf eine adsorptive 
Bindung an unlOsliche Driisensubstanz von wechselnder Festigkeit 
zuriickfiihren 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 olhaltigen Pflanzensamen. So geht 
aus einer Untersuchung von R. Willstatter und E. Wald
schmidt-Leitz 1) iiber Ricinuslipase hervor, daB dieses Enzym 
in Wasser wie in Glycerin unloslich, ja sogar hochst unbestandig 
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 iibergefiihrt, sondern in der Zelle 
selbst werden ihm die Glyceride, im Cytoplasma des Samens 
suspendiert, zur Verseifung dargeboten. Dieser Loslichkeitsunter
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, urn in Funktion zu treten, auf die 
Einstellung eines gewissen, den Kontakt mit dem unloslichen Sub
strat vermittelnden Adsorptionszustandes angewiesen (vgl. 5. Kap.); 
die hierzu benotigten 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 latlt, ist entweder durch Adsorption an 
einen unloslichen Trager aus der Proteingruppe verankert, oder 
aber die Proteinsubstanz ist als ein Bestandteil des Lipasemolekiils 
selbst der kolloide Trager der enzymatisch-aktiven Gruppe; sie 
unterliegt bei der Keimung einer Veranderung, durch welche sie 
die Fahigkeit erlangt, unter den in der Zelle gegebenen Be
dingungen, bei neutraler Reaktion, ihre Wirkung auszuiiben. Diese 
Veranderung, die unter der Einwirkung proteolytischer Enzyme 
auch kilnstlich hervorgerufen werden kann, betrifft den Proteinteil 

1) H. 134, 161 (1924). 
Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme. 6 
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des Enzymmolektils; aber nicht seine Loslichkeit wird dadurch be
einflullt, sondern nur die Affinitatsverhaltnisse seiner chemiseh
aktiven Gruppe. 

Die geringen Kenntnisse und die ungentigende Beachtung des 
Loslichkeitszustandes der Enzyme haben zur Folge gehabt, dall 
viele Angaben der alteren Literatur tiber die Bildung von Enzymen 
in lebendenund in toten Zellen heute keine Geltung mehr besitzen. 
Nur wenige altere Beobachtungen, die tiber die Bildung loslicher, 
frei sezernierter Enzyme angestellt worden sind, wird man noch 
als einigermallen einwandfrei ansehen dtirfen. Dazu gehoren z. B. die 
bemerkenswerten Befunde von J. P. Paw low 1) tiber die Anpassung 
der Fermentbildung und Sekretion in tierischen Organismen an die 
durch die Art der zugeflihrten N ahrung bedingten Erfordernisse. 
Aus der folgenden Tabelle 23, die einer Untersuchung von Pawlow 
entnommen ist, ist zu ersehen, daB der relative Gehalt des pan
kreatischen Sekrets an den drei wichtigsten Verdauungsenzymen, 
dem eiweiB-, dem fett- und dem starkespaltenden, der Zusammen
setzung der verabreichten N ahrung nach ihrem EiweiB-, Fett- und 
Starkegehalt in ausgepragtem MaBe entspricht; die Drtise antwortet 
also auf die gesteigerte Zufuhr eines bestimmten Nahrungsbestand
teiles mit einer vermehrten Bildung und Absonderung des ftir 
seinen Umsatz erforderlichen Enzyms. Den Angaben der Tabelle, 
die zwar den modernen Anforderungen einer exakten Bestimmung 
der Enzymmengen nicht mehr gentigen und die in einer U ntersuchung 
von J. W 0 h I gem u t h 2) bestritten worden sind, wird, wenn auch 
keine streng quantitative, so doch eine qualitative Bedeutung zu
kommen, zumal ihre Aussagen den neueren Beobachtungen tiber 
vermehrte Enzymbildung bei einzelligen Organismen entsprechen. 

Tabelle 23. 

Enzyrngehalt des Pankreassaftes und Nahrung nach Pawlow. 

Nahrnng 
Saitmenge 

Trypsin Amylase Lipase ccm 

600 ccrn Milch 48 1085 432 4334 
250 g Brot. 151 1978 1601 800 
160 g Fleisch 144 1502 648 3600 

1) Die Arbeit der Verdauungsdriisen, S. 48 ff. Wiesbaden 1898. 
2) II. Berliner klin. Wochenschrift 1907, S. 47. 



Enzymbildung bei einzelligen Organismen. 

Dber die Abhangigkeit der Enzymbildung yom Nahrsubstrat 
bei einzelligen Lebewesen hat J. Wortmann 1) im Jahre 1882 
bemerkenswerte Beobachtungen verofientlicht. Es ging daraus 
hervor, daB Bakterien nur dann starkespaltendes Enzym zu bilden 
vermogen, wenn Ihnen auBer Starke keine andere benutzbare Kohlen
stoffquelle zur Verfiigung steht. Indessen haben die Bemiihungen 
Wortmanns, auf ahnliche Weise einen EinfluB der Nahrungs
zusammensetzung auf die Fahigkeit der Hefe zur Bildung des 
robrzuckerspaltenden Enzyms nacbzuweisen, zu keinem eindeutigen 
Ergebnis gefiihrt; die quantitativen Grundlagen der enzymatischen 
Methodik waren noch nicht geniigend ausgebildet. Derselbe Ein
wand ist gegeniiber einer spateren Untersucbung von A. Fern bach 2) 
zu erheben, in welcher der Enzymgehalt nicht in der Hefe selbst, 
sondern erst nach einer umstandlichen und unkontrollierbaren 
Autolyse gemessen wurde ; auch einer alteren Arbeit von 
F. A. F. C. Wen t 3) iiber den EinfluB der N abrung auf die Enzym
bildung in monilia sitophila lassen sich keine zuverlassigen SchIu!!
folgerungen entnehmen. Erst yom Jahre 1910 an sind von 
H. v. E u Ie r 4) und seinen Mitarbeitern systematische Unter
suchungen iiber die Bildung der Saccbarase in der Hefe wieder 
aufgenommen worden; sie werden erganzt durch wertvolle Beob
acbtungen, die J. Meisenheimer, St. Gambarjan und L. Sem
per 5) beigetragen haben. 

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

k. g Zucker 
Inversion = ---=~------::-.:-

. Zellenzahl 

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

f In . f"'-' k . k. g Zucker 
I ( verSIOns ii.ulg elt) = 'r k b ., 

g roc ensu stanz 

1) H. 6, 287 (1882). 
2) Ann. Inst. Pasteur 4, 641 (1890). 
3) Jahrb. wiss. Botanik 36, 611 (1901). 
4) Arkiv f. Kemi 3, 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 Aktivitat auf die Menge der vorhandenen 
Trockensubstanz bezieht; diese Groi3e ist innerhalb der eingehaltenen 
Grenzen nur wenig abhangig von den angewandten Hefe- und 
Rohrzuckermengen. Es hat sich ergeben, dai3 der Saccharase
gehalt zweier untersuchter Heferassen, namlich einer Stockholmer 
Unterhefe und einer Oberhefe, wahrend neun bzw. drei Jahren eine 
bemerkenswerte Konstanz aufwies; er entsprach einem Mittelwert 
fiir If von 16 bzw.9- 2• Eine Steigerung des Enzymgehaltes lieJ.l 
sich nun erzielen entweder, wenn auch keine sehr erhebliche, durch 
Darbietung eines stickstoffreichen Nahrmediums, z. B. von Pepton, 
oder aber, und in viel starkerem Mai3e, durch Ziichtung des Pilzes 
auf einer Nahrlosung von hoher Rohrzuckerkonzentration. In diesem 
Faile 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 Nahrlosungen erreichte man noch 
weitere Steigerungen des Enzymgehaltes, deren absolute Betrage 
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 1) weit iiberholt worden; sie haben zu der 
Erkenntnis gefiihrt, dai3 der fiir die giinstigste Saccharasebildung 
in der Hefe entscheidende U mstand die Art und Weise der Gar
fiihrung ist. Die Ziichtung durch Garung in starker Zuckerlosung 
wird ersetzt durch eine Garfiihrung mit minimaler Zuckerkonzen
tration; die Tatsache, daD bei geringer Zuckerzufuhr mehr Saccha
rase neugebildet wird als bei reichlicher, ist auf den Erregungs
zustand der Hefe bei der limitierten Garung zuriickzufiihren, welcher 
der Enzymneubildung zugute kommt; die Darbietung vergarbarer 
Zucker scheint auf den Pilz einen Reiz auszuiiben, der diese in 
einen Zustand der Garbereitschaft versetzt. Die Produktion der 
normalen Enzyme durch den Pilz findet man also weniger von 

1) H. 146, 158 (1925). 
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seinem Ernahrungszustand im ganzen abhangig, als vielmehr von 
der Auslosung bestimmter, spezifischer Reize. Das von W ill
statter eingeschlagene Verfahren der standigen Darbietung ganz 
geringer Zuckermengen, beispielsweise durch langsames Eintropfen 
einer Zuckerlosung in das gut geriihrte Gargut, liefed 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 verhalt. So sind 
schon in wenigen Stunden der Garfiihrung die besten enzymatischen 
Konzentrationen erhalten worden, namlich Zeitwerte zwischen 15 
und 22, 16fach bessere als bei dem Ausgangsmaterial. Es ist 
bemerkenswert, daB eine solche Zunahme des Saccharasegehaltes 
auch bei der gewohnlichen Autolyse des Pilzes beobachtet wird; 
die Saccharasebildung ist in diesem Faile nicht, wie man fruher 
annnahm, eine postmortale, sondern sie geht, verkoppelt mit 
der Garung der Inhaltskohlenhydrate, der Abtotung 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 gefiihrt; die Saccharase scheint namlich im enzymatischen 
Apparat der Hefe eine Ausnahmestellung einzunehmen. Es hat 
sich gezeigt, daB mit dem Zuwachs an Saccharase keine Steigerung 
des Garvermogens der Hefe erfolgt und daB auch die anderen, der 
Messung zuganglichen Enzyme, beispielsweise Maltase oder die 
Hefeproteasen, in ihrer Menge unverandert 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 dies em Zusammenhang von Interesse, auch die 
Beobachtungen iiber die Gewohnung der Hefe an die Vergarung 
bestimmter, unter gewohnlichen Verhaltnissen nicht vergarbarer 
Zucker kurz zu streifen. Es finden sich in der Literatur zahl
reiche Angaben, daB die meisten Hefen, die unvermogend sind, 
Galaktose zu vergaren, durch Ziichtung in Losungen dieses Sub
strates die Fahigkeit der Galaktosegarung erlangen; die Garfahig
keit fUr Galaktose kann sogar im Verlauf der Gewohnung die fiir 
Glucose gemessene iibertreffen, wenn man die Gargeschwindigkeit 
der beiden Substrate fUr sich allein in Betracht zieht, wahrend sich 
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nach den Beobachtungen von R. Willstatter und H. Sobotka 1) 
das Verhaltnis der Gargeschwindigkeiten im Gemenge der Substrate 
wesentlich zugunsten schnellerer Glucosegarung von dem Ge
schwindigkeitsverhaltnis der Einzelgarungen unterscheidet. Dieser 
Erwerb der Garfahigkeit fiir Galaktose ist friiher auf eine an das 
Leben der Hefezellen gebundene biologische Anpassung zuriick
gefiihrt worden. H. v. Euler und R. Nilsson 2) haben indessen 
gezeigt, daJ3 auch sterile Trockenhefe, in dem namlichen MaJ3e wie 
der frische Pilz, durch Vorbehandlung mit Galaktose die Fahigkeit 
zur Vergarung dieser Zuckerart erwirbt; und aus einer weiteren 
Untersuchung von H. v. Euler und Th. Lovgren 3) hat es sich 
ergeben, daD das neuerworbene Garvermogen der Hefe nach ihrer 
Zuriickfiihrung auf ihr natiirliches Nahrmedium Glucose auch in 
langeren Zeiten keinen Riickgang erflihrt. Die Anpassung der Hefe 
an ihr Garsubstrat ist daher nicht mit der fUr 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 gelostem Zustand gewonnen werden, richten sich nach ihrt~r 
jeweiligen Loslichkeit. V ollkommen unlosliche Enzyme, wie die 
Lipase des Pflanzensamens, erfordern zu ihrer Reinigung eine wesent
lich andere praparative Methodik, als sie fUr die gelosten enzy
matischen Individuen an vielen Beispielen ausgearbeitet wurde; 
sie solI daher am Schlusse dieses Abschnittes getrennt behandelt 
werden. 

Wenn man vor der Aufgabe steht, ein Enzym aus pflanzlichem 
odeI' tierischem Ausgangsmaterial, z. B. aus der Pflanzenwurzel, 
aus einer Pilzkultur oder aus einem tierischen Driisengewebe in 
Form eines wasserigen 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 Zertriimmerung 

1) H. 123, 176 (1922). 
2) H. 143, 89 (1925). 
3) H. 146, 44 (1925). 
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der Zellmembran herbeiflihren, um dann die loslichen Zellinhalts
stoffe und mit ihnen das Enzym in Form eines PreBsaftes von den 
unloslichen 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, daB man bei einem solchen Ver
fahren, je nach dem Zustand des Enzyms in der Zelle, nur einen 
mehr oder weniger groBen 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 unlOsliche Zellsubstanz vorauszuschicken. So wird bei
spielsweise die Peroxydase in der Pflanzenwurzel durch gelinde 
Einwirkung von Saure auf der Pflanzenfaser niedergeschlagen und 
diese laBt sich dann durch Dialyse von einem Teil des Ballastes 
befreien, ohne daB sie dabei an Enzym verliert; dieses geht erst 
nach der Abstumpfung der Saure durch verdiinntes Alkali in den 
PreBsaft iiber. 

Ein anderes Verfahren, welches haufig angewandt wird und 
das bei Einhaltung gewisser V orsichtsmaBregeln die Enzyme in 
befriedigender Ausbeute zu isolieren gestattet, beruht allf der 
Selbstauflosung der Zelle, der Autolyse, die nach deren Abtotung, 
etwa durch Zellgifte, unter der Wirkung der nun ungehemmt ein
setzenden enzymatischen Abbauvorgange einen groBen Teil der 
Zellinhaltsstoffe in Losung und extrahierbare Form iiberflihrt. Die 
enzymatische Konzentration solcher Autolysate wird man infolge 
ihres groBeren Gehaltes an den enzymatisch loslichgemachten Be
gleitstoffen ungiinstiger als in den PreBsaften find en, der tiefer
greifende Abbau der Zellsubstanz kann indessen in manchen 
Fallen flir die weitere Reinigung des Enzyms, fUr seine Abtrennung 
von Nichtenzymatischem, beispielsweise mit Fallungs- (\der Ad
sorptionsmitteln, von V orteil sein. Auch eine fraktionierte Ent
lee rung der abgetoteten Zellsubstanz durch Einschaltung bestimmter 
enzymatischer Abbauvorgange ist durchgefUhrt worden; so laBt 
sich die Saccharase der Hefe, die beim Abbau des groBten Teiles 
der Hefeeiweisstoffe durch Trypsin nicht mit diesen entleert wird, 
durch die nachfolgende Einwirkung diastatischen Enzyms in groBerer 
Reinheit freilegen 1). Bei der Freilegung der Enzyme mittels auto-

1) R. Willstatter 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 Veranderungen des Milieus der Zer
storung unterliegen. So haben R. Willstatter, Tr. Oppen
heimer und W. Steibelt 1) gezeigt, dalJ die Maltase der Hefe, die 
gegen Saure sehr empfindlich ist, bei der gewohnlichen Autolyse 
des Pilzes durch die entstehende Saure zum grolJten Teil zerstort 
wird und dalJ man sie nur dann in guter Ausbeute von der Zell
substanz abzutrennen vermag, wenn man dafiir Sorge tragt, die 
jeweils gebildete Saure zu neutralisieren. 

In anderen Fallen - dies gilt vor allem fiir die Verarbeitung 
tierischen Ausgangsmaterials - ist es zweckmalJiger, die zerkleinerte 
Zellsubstanz vor ihrer Auslaugung zu trocknen. Dieses Verfahren 
bietet den V orieil, dalJ ein Teil der Zellproteine eine Denaturierung 
erleidet und dalJ daher in den Extrakten, die man durch die Behand
lung des getrockneten Materials mit Losungsmitteln gewinnt, die 
Enzyme in der Regel in grolJerer Konzentration vorliegen als in 
den Ausziigen aus den frischen Geweben; man hat dabei nur zu 
beachten, dalJ durch die Einwirkung der wasserentziehenden Mittel 
keine Schadigung der enzymatischen Aktivitat eintritt. So hat es 
sich beispielsweise gezeigt, dalJ die Pankreaslipase bei der Trock
nung des Driisengewebes mittels Alkohols in erheblichem MaLle der 
Zerstorung einheimfallt 2); dagegen hat die Entwlisserung und Ent
fettung der Driise mit Aceton und mit Ather, die allgemein brauch
bar gefunden wurde, sich flir die Lipase wie fiir die anderen in ihr 
enthaltenen Enzyme als unschadlich erwiesen. Die Extraktion der 
Enzyme aus dem getrockneten Material bewirkt man durch wasserige 
Mittel oder durch Glycerin, auf dessen Eignung als LOllP-ngsmittel 
fiir tierische Enzyme zuerst v. 'Wittich aufmerksam gemacht hat; 
man findet diese namlich zumeist in glycerinhaltiger Losung viel 
bestandiger als in rein wasserigem Medium. In besonderen Fallen 
wird die Extraktion erreicht durch Einwirkung verdiinnter Sliure 
oder verdiinnten Alkalis, namlich dann, wenn eine adsorptive Bin
dung des Enzyms seine Losung verhindert; dies trifft z. B. flir das 
Emulsin der bitteren Mandeln zu, des sen Losung aus den getrockneten 
Kernen erst nach gelinder Einwirkung von Alkali erfolgi. 

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

1) H. 110, 232; 111, 157 (1920). 
2) R. Willstatter und E. Waldschmidt-Leitz, H. 120, 132, und 

zwar S. 148 (1922/23). 



Dialyse, Fallungsmittel. 89 

hat, ist die Anwendung der Dialyse zu nennen, die eine Abtrennung 
der Elektrolyte und der niedrigmolekularen Begleitstoffe erlaubt, 
wahrend die Enzyme selbst von tierischer .l\'Iembran nicht durch
gelassen werden; die durch Dialyse erreichbare Steigerung des 
Reinheitsgrades ist indessen in der Regel nicht betrachtlich, ihre 
Bedeutung flir die praparative Enzymchemie beruht vielmehr auf ihrer 
Anwendung flir weitgehender vorgereinigte Enzymlosungen, welche 
sie, insbesondere in Form der Elektrodialyse, von begleitenden 
oder adsorbierten Ionen oder auch von organischen Mitteln, wie 
dem Glycerin, vollstandig zu befreien vermag. Andere Mittel 
dienen dazu, die Enzyme aus ihren Losungen niederzuschlagen; 
hierzu haben vor aHem die Ausfallung mit organischen Losungs
mitteln, Alkohol oder Aceton, die Aussalzung beispielsweise mit 
Ammonsulfat und insbesondere die Einwirkung von Schwermetall
salzlosungen und von EiweiJ.lfallungsmitteln Verwendung gefunden, 
unter denen Quecksilber-, Blei- oder Uransalze sowie Gerbsaure 
besonders haufig 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 hangen von der wechselnden, mehr zufalligen Zu
sammensetzung der Enzymlosungen in hohem MaJ.le abo 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 
FaHungen, die auf begleitende Proteinsubstanz zurlickzuflihren sind, 
nur adsorbiert; nur die Fallung pflanzlicher Peroxydase durch Tannin, 
die R. W illsta tter und A. Pollinger 1) beschrieben haben, scheint 
bisher eine Reaktion des Enzyms selbst zu sein. Es kommt hinzu, 
daJ.l die Empfindlichkeit mancher Enzyme, vor allem des tierischen 
Organismus, gegenliber Zustandsanderungen bei ihrer Ausfallung aus 
wasseriger Losung vielfach betrachtliche EinbuJ.le an enzymatischer 
Aktivitat zur Folge hat. So wird Pankreaslipase, in wasserigem, 
glycerinhaltigem Medium gelost, bei der Einwirkung von Alkohol 
oder Ather, bereits in J\'Iengen, die zu ihrer Ausfallung nicht einmal 
genligen, fast vollig zerstort; und auch bei der Fallung ihrer 
Losungen mit Schwermetallsalzen treten betrachtliche Aktivitiits
verluste ein. 

Flir die Isolierung der Enzyme aus ihren natiirlichen 
Mischungen mit groJ.len Mengen fremder Begleitstoffe, vor allem 

1) A. 430, 369 (1922123). 
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Proteinen und Kohlenhydraten, bieten sieh, soviel man bis heute 
erfahren hat, keine Angriffspunkte fiir ehemisehe Mittel; abgesehen 
yom Reaktionsvermogen ihrer spezifisehen aktiven Gruppe, haben 
sie als ehemiseh indifferente Stoffe zu gelten. Aueh die Beob
aehtungen iiber ihre Fallbarkeit beziehen sieh, wie eben auseinander
gesetzt, nieht auf die enzymatisehen Individuen selbst, sondern auf 
ihre Assoziationen mit begleitenden Stoffen. Die 1solierung der 
Enzyme wird weiter ersehwerl dureh ihr ungiinstiges Losliehkeits
verhalten; ihre Unlosliehkeit in vielen organischen Solvenzien, 
namentlieh in den mit Wasser nieht misehbaren, beeintraehtigt wre 
Abtrennung von Fremdstoffen. Daher ist eine Methodik, wie sie 
bei der 1solierung und Reindarstellung beispielsweise von tierisehen 
oder pflanzlichen Farbstoffen zum Ziel gefiihrt hat, fiir die Reinigung 
von Enzymen wenig geeignet. "Es gibt nur eine einzige, viel
faitige, anpassungs- und entwieklungsfahige Methodik fiir die 1so
lie rung der Enzyme, die Anwendung der auf kleinen Affinitats
bet ragen, auf Affinitatsresten beruhenden Adsorptionsvorgange" 1). 
Mit ihrer Hilfe ist es erst gelungen, eine Anzahl von Enzymen auf 
hoheren Reinheitsgrad zu bringen. 

Die Reinigung der Enzyme durch Adsorption stellt nach den 
Erfahrungen, die sich aus den Untersuchungen R. Will s tat t e r s 
und seiner Mitarbeiter ergeben haben, die praparative Methodik 
vor drei besonders wichtige Aufgaben. Eine solehe Aufgabe be
steht darin, die Adsorption eines Enzyms mogliehst auswahlend zu 
gestalten. Das Adsorbens, das unter gewohnliehen Bedingungen 
mit dem Enzym zugleieh eine nieht unerhebliehe Menge von Begleit
stoffen aufnimmt, sei es, daI.l sie ihm einfaeh beigemengt, sei es, 
daI.l sie enger mit wm assoziierl sind, wird nur unter solchen Be
dingungen fur die Reinigung eines Enzyms von wesentlieher Be
deutung sein, unter denen seine Adsorption mogliehst spezifiseh 
gefunden wird. Je geringer die zur Aufnahme des Enzyms er
forderliehe Menge an Adsorbens, um so hoher ist die zu erwarlende 
Steigerung der enzymatischen Konzentration. Fiir die Beurteilung 
der auswahlenden Wirkung eines Adsorbens hat sieh die Be
stimmung von "Adsorptionskurven" als wertvoll erwiesen, welche 
naeh H. K r aut und E. Wen z e Ill) die Beziehungen zwischen der 
Konzentration des Enzyms im Adsorbat und der in der Adsorp-

1) R. Willstiitter und E. Waldschmidt-Leitz, H. 120, 132 
(1922/23). 

2) H. 133, 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 Verandernng 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 
yom jeweiligen Reinheitsgrad des Enzyms, je nachdem ob sie das 
Bild eines sich adsorptiv einheitlich verhaltende:q. Systems einander 
im Adsorptionsverhalten nahestehender Stoffe, oder aber eines Ge
menges von Korpern mit sehr ungleichen Adsorptionsaffinitaten 
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-, starke-, protein- und peptidspaltendem 
Enzym; als Vorbedingung fiir die Untersuchung eines dieser pan
kreatischen Enzyme hat man die Abtrennung der begleitenden, nach 
ihrer Wirkung unterschiedenen Enzyme anzusehen und die Adsorp
tionsmethoden dafiir auszubilden. 

Eine dritte, noch wenig geloste Aufgabe bietet sich in del' 
A btrennung del' enzymatisch unwirksamen V orstufen und Zersetzungs
produkte des Enzyms, welche ihm im Adsorptionsverhalten am 
nachsten stehen. Es ist noch nicht sicher erkennbar, wieweit die 
Adsorptionsmittel zwischen den Enzymen und solchen Stoffen, 
welche sich nur durch das Fehlen del' spezifischen aktiven Gruppe 
von ihnen unterscheiden, auszuwahlen vel'mogen. N ur am Beispiel 
eines nicht enzymatischen, aber in seinem sonstigen Verhalten mit 
dem Enzym nahe verwandten Stoffes, namlich der Enterokinase, 
des spezifischen Trypsinaktivators in del' Darmschleimhaut, hat es 
sich mit Sicherheit zeigen lassen, daB sein Adsorptionsverhalten 
gegeniiber dem Adsorbens Tonerde mit dem seiner Vorstufe, del' 
"Pro-Kinase", welche in del' 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 and A. Harteneck, H. 149,221 (1925). 
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Adsorption stammen aus den Jahren 1861 und 1863. E. Briicke 1) 
gelang es, das Pepsin "mechanisch an kleine feste Korper zu bind en " , 
z. B. an Calciumphosphat, Schwefel oder Cholesterin, und das Enzym 
aus seinem Adsorbat wieder freizulegen, namlich durch eine Ver
anderung der Reaktion oder auch durch Weglosen des Adsorbens 
selbst. A. Danilewsky 2) hat dann bald darauf die Trennung der 
drei wichtigsten enzymatischen Funktionen des Pankreassaftes, die 
er auf spezifische Trager zuriickfiihrte, mit Adsorptionsmitteln 
unternommen. 4-us dem lipatisch unwirksamen Sekret konnte 
er durch Adsorption an Kollodium das Trypsin frei von Amylase 
erhalten, wahrend diese letztere, allerdings noch mit einem Teil des 
Trypsins vergesellschaftet, in der Adsorptionsmutterlauge verblie b, 
und J. Cohnheim 3) konnte in demselben Jahre liber die Abtrennung 
des starkespaltenden Enzyms durch Adsorption an Calciumphosphat 
berichten. An einem anderen Beispiel versuchte O. Hammarsten 4) 
eine Trennung von Enzymen durch Adsorption; er beschrieb ein 
Verfahren, aus den Infusen der Magenschleimhaut durch fraktionierte 
Fallung mit Magnesiumcarbonat oder Bleizuckerlosung pepsinfreie 
Losungen des lab end en Enzyms zu gewinnen. Allein diese An
gaben haben sich nicht bestatigt; nach spateren Untersuchungen 
von J. P. Pawl ow und S. W. Parastschuk 5) und von O. Ham
marsten 6) gelingt es auf diese Weise nicht, pepsinfreie Losungen 
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. Willstatters 
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. Willstatter und E. Wald
schmidt-Leitz 7) 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). 

2) Virch. Arch. 25, 279 (1862). 
3) Ebenda 28, 241 (1863). 
4) R. Malys Jahresberichte iiber die Fortschritte der Tierchemie, 

2. Band fiir 1872, S. 118 (1874). 
5) H. 42, 415 (1904). 
6) H. 56, 18 (1908). 
7) H. 125, 132, und zwar S. 142 (1922/23). 
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gelegt. Die Pankreaslipase ist entsprechend der Erscheinung, daB 
sie in ihrem Reaktionssystem von unspezifischen Adsorptionsverhalt
nissen stark beeinHuJ3t wird, sehr leicht adsorbierbar und in dieser 
Hinsicht sehr wenig von Begleitstoffen abhangig. So wird sie von 
basischen wie von sauren Adsorbenzien, von Tonerde oder Kaolin, 
leicht adsorbiert, aber ihre sauren Eigenschaften sind doch starker 
ausgepragt als die von Amylase und Trypsin; sie laBt sich daher 
durch Adsorption mit Tonerde von den begleitenden Enzymen voll
standig trennen. Wenn auch die Gegenwart gewisser Begleitstoffe, 
die als "Koadsorbenzien" wirken, einen Teil von Amylase und 
Trypsin in die Tonerdeadsorbate mit iiberflihrt, so geniigt doch 
eine einfache Wiederholung der Adsorptionsvornahme, urn die 
Trennung zu vervollstandigen. Trypsin und Amylase bleiben in 
den Mutterlaugen der Tonerdeadsorption zuriick, wahrend 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 EinHuJ3 von Begleitstoffen zuriick
zufiihren. In reinerem Zustand wird sie aus wasseriger 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 verhaltnismaBig leicht adsorbiert wird: es gelingt, die Amy
lase durch wiederholte Behandlung mit Kaolin in saurer, in manchen 
Fallen 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 erganzt und erweitert durch die Untersuchung 
und Abtrennung des Pankreaserepsins, des peptidspaltenden Enzyms 
der Driise, das E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck 1) 

auf Grund seiner spezifischen Wirkungen von dem tryptischen 
Driisenenzym unterschieden haben; es ist auch in seinen Adsorptions
aflinitaten von diesem verschieden, seine sauren Eigenschaften sind 
starker ausgepragt. So fiihrt 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, angesauerten 
Ausziigen, bei mehrmaligerAnwendung zu einer vollstandigen 
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 namlichen Klasse enzyma
tischer Stoffe angebOren, 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 zufallige Assoziationen mit begleitenden 
Stoffen; es kommt namlich in gleicher Weise bei ihrer Trennung 
aus einem ganz anderen Ausgangsmaterial, den Ausziigen der Darm
schleimhaut, zur Geltung 1). 

Die Erfahrungen iiber die Trennung zweier in ihrer Spezifitat 
nahe verwandter Enzyme durch Adsorption sind in jiingster Zeit 
noch durch ein weiteres Beispiel bereichert worden. R. Will s tat t e r 
und E. Bamann 2) haben gezeigt, daB 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, daD die einfache Anschauung, 
derzufolge die auswahlende Wirkung eines Adsorbens auf die Ent
wicklung seiner sauren oder basischen Eigenschaften zuriickgefiihrt 
wird, nicht mehr geniigt; die giinstigste Selektivitat beobachtete 
man namlich an einem Tonerdegel, das mit verdiinnten Sauren oder 
Alkalien nicht mehr merklich reagierte 8). Es scheinen demnaeh 
fUr die Eignung eines Adsorbens zur Trennung enzymatischer In
dividuen Affinitatsverhaltnisse maBgebend zu sein, die sich in elektro
ehemischem und in kolloidchemisehem Sinne noch nicht genauer 
definieren lassen; die Angaben iiber die Trennung von Enzymen 
werden in jedem FaIle mit der naheren Kennzeichnung der dafUr 
besonders tauglichen Adsorptionsmittel zu vertiefen sein. 

In der ehemischen Charakterisierung wichtiger Adsorptions
mittel sind in aen letzten Jahren durch die Untersuchungen von 

1) E. Waldschmidt-Leitz nnd A. Schiiffner, H. 151. 31 
(1925126). 

2) Noch H. 151, 273 (1925/26). 
3) SiehEl dazu R. Willstatter, H. Kraut und O. Erbacher, B. 58. 

2458 (1925). 
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R. Willstatter und H. Kraut 1) "Uber Hydrate und Hydrogele" 
wertvolle Fortschritte erzielt worden. So hat es sich gezeigt, daJ3 
je nach der Darstellung des Adsorbens Tonerde, je nach den Be
dingungen seiner Fallung, verschiedene Sorten von Tonerdehydrat 
erhalten werden, die sich in ihrer Adsorptionstuchtigkeit und in 
ihrer auswahlenden Wirkung in bemerkenswertem MaJ3e unter
scheiden. Die beobachteten Unterschiede, die durch eine verschie
dene Dispersitat, durch den wechselnden Verteilungsgrad der kollo
iden Teilchen sich nicht erklaren lassen, sind auf die Existenz 
verschiedener chemischer Verbindungen zuriickgefuhrt worden, die 
durch ihren Gehalt an chemisch gebundenem Wasser wie durch ihr 
Verhalten gegeniiber verdiinnten Sauren und Alkalien gekennzeichnet 
werden konnen. Eine erste Untersuchung 2) hat dazu gefiihrt, eine 
Unterscheidung vier verschiedener Sorten von Aluminiumhydroxyd 
zu defillieren, deren Bildung durch die naheren Bedillgungen ihrer 
Ausfallung bestimmt ist, namlich: 

Aluminiumhydroxyd A, mit uberschussigem konzentriertem 
Ammoniak gefallt und lange gekocht, 
plastisch; 

Aluminiumhydroxyd B, eben so gefaUt wie A, aber ohne lan
geres Erhitzen, plastisch; 

Aluminiumhydroxyd C, mit verdunntem Ammoniak gefallt, 
ohne langeres Erwarmen, feinkornig, 
pulverig; 

Aluminiumhydroxyd D, aus AluminatlOsung mit Kohlensaure 
gefaUt, grob pulverig. 

Die Verbesserung der praparativen Vorschriften fur die Darstellung 
der Adsorbenzien und die Erweiterung ihrer analytischen Unter
suchung hat dann in neueren Arbeiten 8) erlaubt, einige der erhal
tenen Praparate 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, daJ3 das bei vorsichtiger Fallung mit verdunntem 
Ammoniak entstehende Tonerdepraparat C der ZusanImensetzung 
eines Ortho-Aluminiumhydroxydes der Formel Al (0 H)3 entspricht. 
Dieses Tonerdegel (Ca), das unter den gelindesten Bedingungen er-

1) B. 06, 149, 1117 (1923); 57, 58, 1082 (1924); 58,2448,2458 (1925). 
2) B. 56, 149 (1923). 
3) B. 58, 2448, 2458 (1925). 
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halten wird, zeichnet sich jedoch durch leichte Veranderlichkeit 
aus; es verwandelt sich in wasseriger Suspension nach kurzer Zeit 
in eine zweite Verbindung (C~), welche, ebenfalls unbestandig, aber 
bestandiger als die a-Modifikation, allmahlich in eine dritte Modifi
kation (Cy ) iibergeht. ~iit dies en Umwandlungen, die auf eine che
mische Veranderung des Molekiils zuriickzufUhren sind, sei es auf 
eine Isomerie-, sei es auf eine Polymorphieerscheinung, ist eine 
Veranderung der basischen und sauren Eigenschaften und des Ad
sorptionsverhaltens der Gele verbunden, sie sind durch kolloidale 
Zustandsanderungen nicht zu erklaren. 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 Fallung 
bei langer dauernder Einwirkung von Ammoniak und hoherer 
Versuchstemperatur ein weiteres definiertes Hydrat zu er
halten, dessen Zusammensetzung der Formel eines Metahydroxyds, 
AIO . 0 H, entspricht; dieses Hydrat, welches sich fUr 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, daB von dem Adsorbens zugleich 
mit dem Enzym eine groBere Menge nichtenzymatischer Stoffe auf
genommen wird, deren Affinitat wie die des Enzyms auf einer ent
gegensetzten elektrischen Ladung beruhen mag. In solchen Fallen 
hat der Wechsel in der Polaritat des Adsorptionsmittels, der Uber
gang von einem elektropositiven zu einem elektronegativen Ad
sorbens, zum Erfolg gefiihrt. So lassen sich Praparate der Hefe
saccharase, die, durch Tonerdeadsorption vorgereinigt, noch zu etwa 
3/4 aus Hefegummi bestehen, durch eine darauffolgende Adsorption 
an Kaolin vollstandig von diesem Kohlenhydrat befreien und ihre 
enzymatische Konzentration erhOht sich dabei etwa auf den fiinf
fachen Wert, sie wird namlich etwa 500 mal so groB 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. N och weiter hat am 
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Beispiel der Pankreaslipase die Anwendung indifferenter, organischer 
Adsorptionsmittel, von Cholesterin oder Tristearin, geflihrt, die in 
diesem FaIle noch strenger auswahlend zu wirken scheinen als 
Kaolin oder Aluminiumhydroxyd. Diese Erscheinung ist auf eine 
der spezifischen Adsorption verwandte chemische Adsorption zUrUck
gefiihrt worden, eine Auffassung, die durch die Tatsache gestutzt 
erscheint, daD die Affinitat der spezifischen aktiven Gruppe der 
Lipase in diesen Adsorbaten in Mitleidenschaft gezogen, namlich 
bedeutend abgeschwacht wird, obwohl sich das Enzym aus ihnen 
in wirksamer Form wieder freilegen laDt. 

Die Steigerung des enzymatischen Reinheitsgrades, die sich 
mit praparativen Mitteln erreichen laDt, wird in iedem Falle durch 
die absolute Konzentration des Enzyms im Ausgangsmaterial, die 
sich noch nicht ermitteln laDt, bestimmt sein. Wenn es beispiels
weise gelungen ist, die Hefesaccharase in den besten erhaltenen 
Praparaten auf uber 3000 mal, tierische Lipase andererseits nur auf 
etwa 250mal hOheren Reinheitsgrad zu heben, so ergeben sich aus 
diesem Vergleich noch keine Anhaltspunkte fUr die absolute enzyma
tische Konzentration der beiden Praparate. Das Ziel der prapara
tiven Enzymchemie, die Reinigung so weit fortzusetzen, bis weitere 
Operationen keine Steigerung des Reinheitsgrades mehr ergeben, 
ist noch in keinem FaIle erreicht. Aber die Erfahrungen, die in 
den neueren praparativen Untersuchungen an Hefesaccharase ge
wonnen wurden, erlauben die Anschauung, daD die Leistungsfahig
keit der Adsorptionsmethoden, so wie sie bis ietzt ausgebildet 
worden sind, in gewisscm Sinne nur eine beschrankte ist und daJ3 
ihr Erfolg von einem gewissen enzymatischen Reinheitsgrad an 
durch die zunehmende Unbestandigkeit des Enzyms selbst kompen
siert zu werden scheint. Es wird neuer Hilfsmittel bedurfen, urn 
die Grenze, die den praparativen Forischritten hier gesetzt ist, zu 
uberschreiten. 

Die bisher besprochenen Reinigungsverfahren wie die Methode 
der fraktionierien FaIlung oder der Adsorption und Elution gelten 
ausschlie!3lich fur losliche Enzyme. Die Reinigung unloslicher 
Enzyme, fUr welche fettspaltendes Enzym aus' Pflanzensamen, z. B. 
Ricinuslipase, als charakteristischer Vertreter anzusehen ist, erfor
dert dagegen eine w:esentlich verschiedene praparative Methodik; 
sie muJ3 sich namlich darauf beschranken, die enzymatische Konzen
tration durch mechanische Anreicherung oder durch Weglosen von 
Begleitstoffen zu heben. Dafiir stehen nur wenige Mittel zur Ver-

Waldschmid t·Leitz, Die Enzyme. 7 
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fligung, die so schonend sind, daB sich eine Zerstorung der enzyma
tischen Aktivitat vermeiden la£t. 

Fiir die Darstellung der Ricinuslipase, die hier als Beispiel 
dienen solI, gesellen sich nach R. Willstatter und E. Wald
schmidt-Leitz l ) dazu einige besondere Umstande, die in einer 
auffallig stark ausgepragten Abhangigkeit der enzymatischen Ak
ti d.tat vom Kolloidzustand begriindet sind. Man findet das Enzym 
in fettfreier Form sehr unbestandig gegeniiber der Einwirkung von 
Wasser oder Glycerin, die es bei Gegenwart von 01 ohne Aktivi
tatseinbu£e vertragt. In 01- und wasserhaltigen Emulsionen anderer
seits zeigt es eine iiberaus gro£e. Empfindlichkeit hinsichtlich der 
Uberfiihrung in hockene und fettfreie Form. Um die enzymatische 
Substanz unter Erhaltung ihrer lipatischen Wirkung der Einwirkung 
wasseriger Reagenzien zuganglich zu machen, ist daher nur ein 
Verfahren anwendbar, das die Lipase bei allen Reinigungsvornahmen 
im Kontakt mit 01 bela£t. Ein solches Verfahren ist im Prinzip 
zuerst von E. Hoyer2) befolgt worden; es beruht auf der Abtrennung 
des Enzyms aus der wasserigen Emulsion des olhaltigen 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 wasseriger Reagenzien, 
so von Alkali-, Saure- oder Salzlosungen, Enzympraparate von 
erheblich gesteigertem Reinheitsgrad zu erhalten. Zwar stehen 
der Gewinnung lipatisch aktiver Trockenpraparate 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 iiberwunden durch Anwendung besonders schonender 
Trocknungsverfahren, sei es mit Hilfe von Dispersoiden von groBer 
spezifischer Oberflache, sei es durch eine ganz allmahliche Ent
ziehung des Wasser- und Olgehaltes, z. B. durch gelinde Trocknung 
in einem ma13ig warmen Lufstrom und durch die langsame Ver
diinnung der verbleibenden olhaltigen Enzymsuspension in einer 
Atmosphare von Ather. Es ist auf diesem Wege gelungen, in den 
giinstigsten Beispielen eine Steigerung der lipatischen Konzentration 
auf mehr als das 50 fache von der des Sam ens zu erzielen; aHein 

1) H. 184, 161 (1923/24). 
2) H. 50, 414, und zwar S.430 (1906/07). 
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diese Reinigung, die als ganz unvollstandig anzusehen ist und die 
eine vollige Abtrennung beispielsweise von proteinartiger Substanz 
nicht erlaubt hat, ist nur unter dem Gesichtspunkt zu werten, 
daB sie ein Beispiel flir die praparative Methodik an unloslichen 
Enzymen abgeben mag. Flir die Zwecke der Reindarstellung 
enzymatischer Individuen und ihrer chemischen Kennzeichnung 
wird man sich vorerst auf wasserlosliche Stoffe zu beschranken 
und die praparativen Methoden hierfiir zu verfeinern und zu 
erweitern hahen. 

7* 



Spezieller Teil. 

Die Enzyrnliteratur hat im Laufe der letzten Jahrzehnte eine 
auI.lerordentlich groI.le Menge spezieller Angaben tiber die Wirkungen 
und tiber das Verhalten sowie tiber das Vorkommen enzyrnatischer 
Stoffe aufzuweisen. Es wtirde den Rahmen und die Aufgabe dieses 
Buches tiberschreiten, sollte darin eine vollstandige Aufzahlung und 
Berticksichtigung aller Einzelangaben der Emzymforschung erbracht 
werden. Es werden sich daher die nachfolgenden Abschnitte, die 
der speziellen Behandlung der Vertreter aus den einzelnen Gruppen 
enzyrnatischer 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 Carbonsaureestern nach der 
Gleichung 

R.COO.R' +HsO = R.COOH+HO.R', 

und zwar sowohl durch die Umsetzung der Ester einfacher wie 
auch der Ester mehrwertiger Alkohole, beispielsweise der Fett
saureglyceride. Man teilt die Esterasen am zweckmaI.ligsten nach 
dem Vorschlag von W. Connstein 1) nach ihrem Vorkommen in 
tierische und in pflanzliche Esterasen ein, wahrend fur eine all
gemeine Unterscheidung zwischen Esterasen, welche vorzugsweise 
auf Ester niederer Fettsauren, und Lipasen, welche hauptsachlich 
auf die Glycerinester hOherer Fettsauren eingestellt sein sollen, 
noch zu wenig Anhaltspunkte vorliegen. 

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

a) P ank r e asli pas e. 

Die Pankreaslipase, die von der Bauchspeicheldruse 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, wahrend ihre Wirkung auf die Ester einfacher 
Alkohole dagegen zuriicktritt. Flir ihren Nachweis und ihre 
Messung sind zahlreiche l\lethoden veroffentlicht worden, die zum 
Teil auf der maJ.lanalytischen Bestimmung der bei der Spaltung 
gebildeten Fettsaure, zum Teil auf der Verfolgung der bei der 
Verseifung von Glycerinestern niederer Fettsauren eintretenden 
Anderung der OberfHichenspannung beruhen. Wahrend man in
dessen in der alter en Literatur die Umsetzung der Glyceride durch 
das Enzym, so wie es sich zufallig fand, mess end verfolgte, haben 
R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz und Fr. Memmen 1) 
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 
Wirkungsvermogen auszugleichen, die durch die Natur und die 
JHenge zufallig vorhandener Begleitstoffe bedingt werden. Es hat 
sich namlich ergeben, daB die Wirkung der Pankreaslipase, bei
spielsweise gegeniiber echten Fetten, durch Begleitstoffe wie durch 
Reaktionsprodukte in hohem MaBe beeinfluJ3t wird, wahrend die 
Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration flir die Aktivitat des 
Enzyms weniger hervortritt. Die Wirkung der Begleit- und 
Zusatzstoffe und der Reaktionsprodukte andert sich mit der Re
aktion; so wirken Calciumsalze, gallensaure Salze oder EiweiJ3stoffe 
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 Adsorptionsverhiilt
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 01, auf welcher die bei saurer Reaktion b,eob
achteten Hemmungserscheinungen beruhen, entscheidend. Flir eine 
l\'Iethode, die die Menge des Enzyms und seine Ausbeute von der 
Drlise bis zum reinen Praparat verfolgen solI, ist daher die Aus
schaltung des Zufalligen im lipatischen System erforderlich, soweit 
es auf den Grad der Wirkung EinfluD auslibt; 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 praparativen Reinigung bewahrt 
haben: 

1. Der alkalimetrischen Bestimmung der lipatischen Wirkung 
im System von Aktivatoren bei wechselndem PH, namlich der 
Spaltung von Olivenol unter Aktivierung mit Calciumchlorid und 
Albumin bei einem anfanglichen PH von 8,9. 

2. Der alkalimetrischen Bestimmung in alkalischem Milieu 
bei dem konstanten PH = 8,9, flir welche gleichl'alls Olivenol als 
Substrat sowie Calciumchlorid und Albumin zur ausgleichenden 
Aktivierung dienen. 

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

4. Der stalagmometrischen Bestimmung der Tributyrinhydro
lyse nach P. Rona und L. Michaelis 1), beruhend auf der Messung 
der Oberflachenspannungsanderung bei PH = 8,6 und unter Akti
vierung mit Calciumoleat und Albumin 9). 

Von diesen Verfahren besitzt nur das zweite, bei dessen Aus
flihrung es der Anwendung hoher Pufferkonzentrationen bedarf, 
den N achteil, daD bei der Priifung reinerer Enzympraparate schon 
wah rend der Dauer der Bestimmung eine Zerstorung des Enzyms 
sich bemerkbar macht und die Genauigkeit der Messung beein
trachtigt. Da hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs der Hydrolyse 
und der Proportionalitat zwischen Reaktionsgeschwindigkeit und 
Enzymmenge unter den Bedingungen dieser Methoden keine Ge
nauigkeit zu erwarten ist, so liegt den flir Menge und Konzen
tration des Enzyms aufgestellten MaJ3en die Beziehung zwischen 

1) Bio. Z. 31, 345 (1911); P. Rona, ebenda 32, 482 (1911); 
H. Davidsohn, ebenda 41),284 (1912); 49, 249 (1913). 

9) 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 wlrd als "Lipase-Einheit (L. - E.)" diejenige Menge Lipase 
bezeichnet, die nnter den Bedingungen der ersten Bestimmungs
methode (im Volumen von 13 ccm, enthaltend 2 ccm n NHg-NH, Cl
Pulfer von PH = 8,9 und als Aktivatoren 10mg CaCls und 15mg 
Albumin) bei 30° in einer Stunde 24 Proz. von 2,5 g Olivenol (von 
der Verseifungszahl 185,5) spaltet; diese Enzymmenge ist z. B. in 
etwa 1 cg einer guten Probe getrockneter Pankreasdruse enthalten. 
Aus der nachfolgenden Abb. 7, die der Untersuchung von W i11-
st~Hter, Waldschmidt-Leitz und Memmen entnommen ist und 
die die Beziehungen zwischen 
Lipasemenge und Verseifungsgrad 
wiedergibt, ist ersichtlich, wie 
sich aus dem alkalimetrisch ge
messenen Verseifungsgrad einer 
Analysenprobe, sofern er unter 
24 Proz. betragt, die in dieser ent
haltene Enzymmenge in Enzym
einheiten ermitteln laJ3t. 

Als MaJ3 fUr den Reinheitsgrad 
der Llpase dient der "Lipase-Wert 
(L.-W.)", der durch die Anzahl 
der Lipase - Einheiten in 1 cg des 
Pri.i.parats gegeben ist. 

Ein anderes, davon unab
hangiges MaJ3 flir die Lipasemenge, 
das auf der stalagmometrischen 
Verfolgung der Tributyrin-Hydro
lyse nach der vierten Bestimmungs
weise beruht, ist nach R. W i11-

Abb.7. 
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statter und Fr. Memmen 1) die Lipasemenge und Verseifungsgrad. 
"Butyrin-Einheit (B.-E.)", namlich 
diejenige Enzymmenge, die unter den gegebenen Bedingungen (im 
V olumen von 60 cern, enthaltend 56 ccrn gesattigter Tributyrin
losung, 2 ccm n NHs-NH", Cl-Puffer von PH = 8,6 und als Akti
vatoren 10 mg CaC12 , 10 mg Natriumoleat sowie 30 mg Albumin) 
bei 20° in 50 Minuten eine Abnahme der Tropfenzahl urn 20, d. h. 

1) a. a. o. 
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die HaUte der Differenz zwischen den Tropfenzahlen von reiner 
Tributyrinlosung und von reinem Wasser, bewirkt. 

Abb. H veranschaulicht den zeitlichen Verlauf der Tributyrin
hydrolyse flir die B.-E.; aus der flir die Abnahme der Tropfenzahl 

Abb.8. 
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erforderlichen Zeit t ergibt sich deren Ge
halt an B.-E. zu 50ft. 
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Die Beziehung der Einheit flir die 
Tributyrinspaltung zur Einheit flir die 01-
spaltung, die bei einer untersuchten und 
verglichenen Probe von getrocknetem 
Schweinepankreas dem Verhaltnis 1 B.-E. 
= 0,001 L. - E. entsprach, lai3t sich in
dessen nicht verallgemeinern, sie ist ab
hangig von der Herkunft des Materials; 
man wird also zur Messung der Lipase
mengen aus verschiedenem Ausgangs
material sich der namlichen Bestimmungs-
weise bedienen mlissen. 

Die praparative Reinigung der PanTributyrinspaltung durch 
die B.-E. kreaslipase ist von R. Willstatter und 

Zeitlicher Verlauf der 

E. Waldschmidt-Leitz 1) an einer Reihe 
von Beispielen durchgeflihrt worden. Ais Ausgangsmaterial ist die 
getrocknete und entfettete Pankreasdrlise 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 iiberflihren laBt, wahrend das Enzym durch 
diese Mittel der frischen Drlisensubstanz nur zum geringen Teil 
entzogen werden kann. Die Trocknung des in der Maschine zer
kleinerten Drlisengewebes bewirkte man durch Anschiitteln mit 
Aceton und Ather, sie verlauft ohne merkliche Schadigung des 
Enzyms; dagegen hat es sich gezeigt, daB das altere, von H. Potte
vin 2) zuerst angewandte Verfahren der Trocknung durch Alkohol 
und Ather mit sehr erheblichen Aktivitatseinbui3en verbunden ist. 

Zur Extraktion des Enzyms aus der getrockneten und ge
pulverten Drlisensubstanz hat sich vor aHem die Anwendung von 
Glycerin als geeignet erwiesen, sie ist der Extraktion mit wasserigen 
Mitteln liberlegen; der viel niedrigere Reinheitsgrad und die ge-

1) H. 125, 132 (1922/23). 
2) Bl. 3.'1, 693 (1906). 
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ringe Bestandigkeit des Enzyms machen namlich die wasserigen 
Ausztige ftir die praparativen Zwecke unbrauchbar. Durch die 
Gegenwart von Glycerin wird die Lipase dagegen stabilisierl; so 
ist es auch ftir den Gang del' praparativen Reinigung erforder
lich, die Einhaltung einer gewissen Glycerinkonzentration zur Ver
meidung enzymatischer Verluste zu beachten. In den Glycerin
ausztigen del' Druse, die man vom UngelOsten mittels del' Zentrifuge 
odeI' durch Filtration abtrennt, ist die Lipase klar gelOst; die 
Angaben del' alteren Forschung 1), daB das Enzym in den Glycerin
lOsungen nur suspendiert, nicht gelost enthalten sei, und daI.l es 
beispielsweise durch Verdtinnen mit Wasser daraus niedergeschlagen 
werde, haben sich als irrig erwiesen; die erwahnten Beobachtungen 
sind auf Adsorption des Enzyms an suspendierte Fette in sehr 
unreinen Ausztigen zurtickzuftihren. In den wasserigen und in den 
Glycerinausztigen del' Driise ist die Lipase begleitet von del' ganzen 
Menge des starkespaltenden und von dem groJ3ten Teil des tryp
tischen Enzyms, von denen sie mit Hilfe von Fallungsmitteln wie 
Alkohol odeI' Aceton, deren Einwirkung die lipatische Aktivitat 
zerstort, nicht abgetrennt werden kann. Die Gewinnung del' Lipase 
in enzymatisch einheitlicher Form gelang erst durch die Anwendung 
von Adsorptionsmitteln auf Grund del' spezifischen Adsorptions
affinitaten del' drei Enzyme. Das Adsorptionsverhalten del' 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 begtinstigendes Adsorptionssystem tibergeftihrt. 
Auch findet man die Adsorption des Enzyms nul' in geringem MaJ3e 
odeI' gar nicht abhangig von del' Gegenwart begleitender Stoffe, in 
den rohen wie in den reineren Losungen zeigen sich in seinem 
qualitativen wie in seinem quantitativen Adsorptionsverhalten z. B. 
gegentiber Tonerde keine deutlichen Unterschiede. 

Die sauren Eigenschaften del' Lipase sind indessen starker 
ausgepragt als die von Amylase und Trypsin; so gelang ihre Iso
lie rung aus dem Enzymgemisch durch die Adsorption an das 
basische Adsorbens Tonerde, vorztiglich bei saurer Reaktion; zwar 
bewirkte del' EinfluJ3 gewisser Begleitstoffe, daJ3 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 verdlinntem Alkali oder mit alkalischem 
Phosphat gewonnenen Elutionen sich noch geringe Anteile der be
gleitenden Enzyme, die mitgeflihrt werden, wiedenanden; indessen 
genligte eine Wiederholung der Adsorptionsvornahme in der an
gesauerten Elution, urn 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. Nunfiihrte die Adsorption an ein elektro
negatives Adsorbens, an Kaolin, aus saurer Lasung zu einer weiteren 
betrachtlichen Steigerung der enzymatischen Konzentration, namlich 
in den alkalischen Elutionen der Kaolinadsorbate auf das mehr als 
200 fache von der des Ausgangsmaterials. N och schaner aus
wahlend wirken indifferente organische Adsorbenzien wie Tristearin 
und Cholesterin, nach deren Weglasen, 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. W illsta tter 
und E. Waldschmidt-Leitz 1) entnommen ist, ist eine Ubersicht 
gegeben iiber die Reinheitsgrade auf den verschiedenen Stufen der 
praparativen Isolierung. 

Tabelle 24. 

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

Priip.rat 

Glycerinauszug, gekllirt. 
Einmal mit Tonerde adsorbiert .
Zweimal mit Tonerde adsorbiert . 
Einmal mit Tonerde u. Kaolin adsorbiert 
Zweimal mit Tonerde und einmal mit 

Kaolin adsorbiert . 

L..W. 
durch Dialyse 

bestimmt 

3,2 
9,0 

23,1 
25,8 

207 

L.,W. durch 
Isolierung mit 

Stearin bestimmt 

72 

119 

240 

Die Reinigung der Pankreaslipase ist nicht bis zur Konstanz 
des Lipase-Wertes durchgefiihrt worden; allein sie hat doch zu 
dem Ergebnis gefiihrt, dai.l sich in reineren Praparaten keine Bei
mengungen von Vertretern aus bekaunten Gruppen organischer 
N aturstoffe, von Proteinen und Kohlenhydraten, mehr nachweisen 

1) H. 125, 132, und zwar S. 192 (1922123). 
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lassen. Charakteristische chemische Reaktionen der enzymatischen 
Substanz wurden nicht beD bachtet; der Stickstoffgehalt, der im 
Verlauf der Reinigung eine Abnahme aufwies, betrug im reinsten 
Praparat 10,5 Proz., wahrend der gemessene Phosphorgehalt von 
0,05 Proz. als zufallig und geringfiigig zu gelten hat. 

b ) ~I age n lip a s e. 

Die Beobachtungen iiber das Vorkommen eines fettspaltenden 
Enzyms im Magen sind alt; aber erst die Untersuchungen von 
]'. Volhard 1) und seinen Schiilern 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 2) zu ermoglichen, die zu der Fest
stellung fiihrten, daD das Enzym des menschlichen Magens im 
Gegensatz zu dem pankreatischen bei saurer Reaktion viel starker 
wirkt als bei alkalischer und ein ziemlich breites Wirkungsoptimum 
zwischen PH 4 und 5 besitzt. Allein die Unterscheidung der beiden 
Enzyme nach diesem Gesichtspunkt hat sich nicht als zuverlassig 
erwiesen. Aus den Untersuchungen R. Willstatters 3) und seiner 
Mitarbeiter, die die Magenlipase verschiedener Tiere und ihren Ver
gleich mit der Pankreaslipase betreffen, hat es sich ergeben, daf3 
die PH-Abhangigkeit des Magenenzyms mit der untersuchten Tier
art wechselt und daD sie durch begleitende Stoffe, die ie nach der 
Reaktion zu hemmen und zu aktivieren vermogen, entstellt und 
vorgetauscht wird; mit der Abtrennung dieser Begleitstoffe im 
Verlauf der praparativen Reinigung verschwinden die beobachteten 
U nterschiede; das gastrische Enzym nahert sich in seinem Ver
halten gegeniiber Aktivatoren wie in seiner Abhangigkeit yom PH 
schrittweise der Pankreaslipase, der optimale Wirkungsbereich 
wandert beispielsweise bei der Lipase des Hundemagens yom sauren 
bis ins alkalische Ge biet. Fiir die Annahme einer Verschiedenheit 
von Magen- und Pankreaslipase lieD sich bei den untersuchten Tier-

1) Zs. f. klin. Med. 42,414; 43,397 (1901); W. Stade, Hofm.Beitr. 
3, 291 (1902); A. Zinsser, ebenda 7,31 (1905); A. Fromme, ebenda 7, 
57 (1905). 

2) Bio. Z. 45, 284 (1912); 49, 249 (1913). 
3) R. Willstatter 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 PH-Abhangigkeit keine Stutze erbringen; 
nur die verschiedene stereochemische Spezifitat der beiden Enzyme 
scheint, wie spater dargelegt werden wird, zu ihrer Unterscheidung 
zu berechtigen. 

Fur die Messung der Magenlipase und fur den Vergleich ihrer 
Mengen in verschiedenem Reinheitsgrad gilt noch nicht die nam
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 Begleitstofien vor, deren Wirkung ebenso wie die zusatzlicher 
Aktivatoren sich bei wechselndem PH in ungleichem MaLle auLlert; 
es ist noch nicht gelungen, ihre Einflusse auszugleichen. Daher. 
entsprechen die von R. Willstatter, F. Haurowitz und 
Fr. Memmen 1) angewandten MaLle, 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. 

Fur die praparative Gewinnung des Enzyms hat die Schleim
haut des Hundemagens gedient, in welcher sich die Lipase im Ver
gleich zu den ubrigen Teilen des Magens angereichert findet; ihre 
Extraktion bewirkte man mittels verdunnten Ammoniaks. Zu 
weiterer Reinigung diente ihre Ausfallung mit verdunnter Essig
saure sowie die Elektrodialyse der in Alkali gelosten Fallung, nach 
welcher das Enzym sich wiederum in dem entstandenen Nieder
schlage fand; endlich unterwarf man seine Losung noch einer V or
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 meLlbaren 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 Will s tat t e r, 
Haurowitz und Memmen bei der praparativen 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 S. 207 (1923/24). 
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Abtrennung von alkalisch hemmenden, sauer aktivierenden Stoffen 
zu erklaren, welche sich auch in der vergleichsweise angefiihrten 
Anderung der PH-Abhangigkeit des Enzyms zu erkennen gibt. 

Tabelle 25. 

Reinheitsgrad und Ausbeute von Hundemagenlipase. 

Rein .. Aus,.; Rein .. Aus .. 
heits. beute heits. beute Wirk .• Wirk •• 

Priiparat grad grad Opt. Minimum 
B..(w.} Proz. B .• (w.} Proz. bei PH bei PH 

Ii bei PH = 6,3 bei PH = 8,6 
--- -

I 
Schleimhautauszug. 3,9 (100) 0,4 (100) 5,5-6,3 8,6 
Nach Fallung d. Essigsaure 10,9 95 2,4 200 5,5-6,3 8,6 
N ach Elektrodialyse . 35,1 31 25,8 220 6,3-7,1 4,7 
N aeh Voradsorpt. m. Kaolin 37 24 27 232 1 7,1-7,9 4,7 

I 

Ahnliche Veranderungen der PH-Abhangigkeit haben F. Hau
rowitz und W. Petrou 1) auch bei der Reinigung menschlicher 
Magenlipase beobachtet. 

c) L e b ere s t era s e. 

Von den Esterasen der tierischen Gewebe ist die der Leber 
am eingehendsten untersucht. Ihre ausgesprochene Affinitat zu 
Estern einfacher Alkohole hat vor allem zu kinetischen Messungen 
Veranlassung gege ben. Wah rend die alteren Untersuchungen von 
J. H. Kastle und A. S. Loevenhart 2) fur den Reaktionsverlauf 
der Athylbutyrat- und Athylacetathydrolyse durch das Enzym 
keine einfachen GesetzmaLligkeiten erkennen lieLlen, fand E. Knaffl
Lenz S) die Kinetik der Esterhydrolyse bei konstant gehaltener 
Aciditat entsprechend einer Reaktion nullter Ordnung, also direkte 
Proportionalitat zwischen Umsatz und Zeit; die in alteren Arbeiten 
beobachteten Abweichungen von dieser Beziehung werden neben 
der Inkonstanz des PH auf die stark hemmende Wirkung der ent
stehenden Buttersaure zuruckgefiihrt. Die Dissoziationskonstante 

1) H. 144, 68 (1925). 
2) Am. 24, 491 (1900); s. auch J. H. Kastle, M. E. Johnston und 

E. Elvove, Am. 31, 521 (1904) und dazu R. O. Herzog in C. Oppen
he i mer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 4. Auf!., S. 1021£f. (1913). 

3) Medd. K. Vetenskapsakad. Nobelinst. 6, 1-18, Nr.2 (1922); Arch. 
expo Patho!. u. Pharmako!. 97, 242 (1923). 
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der Esterase - Esterverbindung ist zufolge G. Peirce 1) nur gering, 
die Affinitat des Enzyms zu seinem Substrat also sehr groB, man 
findet die Leistung des Enzyms verhaltnismaBig unabhangig von 
der Konzentration des Substrats. Demgegeniiber haben R. W ill
statter und Fr. Memmen 2) darauf hingewiesen, daB man fiir 
pankreatische Lipase eine viel geringere Affinitat zu einfachen 
Estern beobachtet und daB hier selbst in gesattigter Losung des 
Esters noch nicht alles Enzym an das Substrat gebunden zu sein 
scheint; diesem Unterschied in der Abhangigkeit von der Substrat
konzentration bei beiden Enzymen entspricht eine Verschiedenheit 
des Reaktionsverlaufs, der fiir Pankreaslipase keine Proportionalitat 
zwischen Zeit und Umsatz ergibt, vielmehr bei annahernder Pro
portionalitat zwischen absoluter Spaltung und Substratkonzentration 
einer Gleichung erster Ordnung entsprechen diirfte. Der optimale 
Wirkungsbereich des Enzyms liegt nach Knaffl-Lenz zwischen 
PH 7,8 und 8,8, also bei schwach alkalischer Reaktion. 

Die praparative Reinigung des Leberenzyms ist in den alteren 
Untersuchungen nicht weit gefiihrt worden; man hat sich zumeist 
darauf beschrankt, Ausziige aus rohem Leberbrei der Dialyse oder 
auch einer fraktionierten Aussalzung zu unterwerfen; die erhaltenen 
Praparate sind in bezug auf enzymatische Ausbeute und Konzen
tration nur ungeniigend gekennzeichnet worden. Auch die neuere 
Untersuchung von Willstatter und Memmen fiihrt nur einige 
Beispiele fiir die Gewinnung wirksamer Enzymlosungen und fiir 
ihre Konzentrationssteigerung an. Es hat sich dabei ergeben, daB 
die Leberesterase von der Pankreaslipase nicht nur in ihrer Spezi
fitat, sondern auch in ihrer Haltbarkeit und in ihrer Abhangigkeit 
von Aktivatoren und He=ungskorpern zu unterscheiden ist. Das 
Leberenzym isi in dies en Losungen viel bestandiger als pankrea
tische Lipase, aber es ist noch ungewiB, ob diese Erscheinung durch 
eine Verschiedenheit der Enzymkomplexe oder aber durch einen 
ungleichen Reinheitsgrad bedingt wird; denn nicht die Stabilitat 
eines Enzyms wird man als ein sicheres Merkmal desselben be
trachten diiden, sondern mehr seine Stabilisierbarkeit durch be
gleitende Stoffe. An diesem Stabilitatsunterschied zwischen Leber
und Pankreasenzym hat auch die bisher durchgefiihrte Reinigung 
nur wenig zu andern vermocht. Dies gilt auch fiir die Erschei-

1) Am. Soc. 32, 1517 (1910). 
i) H. 138, 216, und zwar S.234 (1924). 
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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 Identitat sich nur mit einer Hilfsvorstellung auf
rechterhalten lieJ3e. 

Die Reinigung des Enzyms, dessen Menge man durch die 
stalagmometrische Verfolgung der Tributyrinhydrolyse maJ3, ist 
von Willstatter 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 Praparate 
erreichten in den besten Beispielen etwa die 50 fache enzymatische 
Konzentration von der des Leberpulvers. Es ist indessen zu er
warten, daJ3 sich an diesem Enzym, dessen Bestandigkeit in dem 
erzielten Reinheitsgrade noch sehr giinstig ist, durch auswahlende 
Adsorption eine weitere erhebliche Steigerung seiner Konzentration 
durchfiihren laJ3t. 

Zur Spezifitat tierischer Esterasen. 

Die Feststellung von A. S. Loevenhart 1), wonach die ester
spaltenden Enzyme von Pankreas und Leber auf Grund ihrer 
quantitativ abweichenden Spezifitat fur Substrate von verschiedener 
Konstitution als verschiedene enzymatische Individuen zu betrachten 
seien, hat in den Untersuchungen von R. Will s t a tt e r und 
Fr. Me m men 2) eine wertvolle Vertiefung erfahren. Es hat sich 
ergeben, daJ3 unabha~gig yom enzymatischen Reinheitsgrad die 
Pankreaslipase fur die Spaltung hoher Glyceride, z. B. der natiir
lichen Fette, ein sehr wirksames Enzym darstellt, wahrend das 
Leberenzym, das man dafiir sehr ungeeignet findet, sich fiir die 
Hydrolyse von Estern einwertiger Alkohole, wie Buttersaureester, 
als besonders tauglich erweist. "Man kann das Pankreasenzym als 
eine Lipase bezeichnen, die befahigt ist, auch einfache Ester gut 
zu hydrolysieren, und das Leberenzym als eine Esterase, die nur 

1) JI. BioI. Ohem. 2, 427 (1906/07) 
2) H. 138, 216 (1924). 
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in geringem Malle befahigt ist Fett zu spalten." Diese Spezifitats
unterschiede, die sich unter der Annahme der Identitat beider 
Enzyme nicht ungezwungen erklaren lassen, sind sehr groB; von 
einer Probe getrockneter Schweineleber hatte man namlich, um die 
gleiche Hydrolyse zu erzielen wie durch 1 cg getrockneter Pankreas
driise, fiir die Olspaltung zwar 106 g, aber fiir die Spaltung des 
Tributyrins nur 1 g und fiir die von Methylbutyrat nur 4 mg an
zuwenden. Sodann hat es sich gezeigt, daB die Magenlipase nicht 
nur in bezug auf ihre physiologische Aufgabe, sondern auch in 
ihrer Konstitutionsspezifitat der Pankreaslipase nahesteht, wenn 
auch ihr V orkommen weit geringfiigiger gefunden wird; "sie ist 
eine eigentliche Lipase" 1). 

Die stereochemische Spezifitat, die als ein 80nderfall der all
gemeinen strukturellen Spezifitat anzusehen ist, ist fUr ein ester
spaltendes Enzym, die Leberesterase, zuerst von H. D. Dakin 2) an 
racemischen Estern der Mandelsauregruppe beobachtet worden; 
O. Warburg S) sowie E. Abderhalden 4) haben diese Erscheinung 
sodann fiir praparative Zwecke am Beispiel racemischer Amino
saureester nutzbar zu machen versucht. Die konfigurativ spezifische 
Einstellung ist bei den Esterasen im allgemeinen weniger streng als 
beispielsweise bei glucosidspaltenden Enzymen, gewohnlich werden 
namlich die beiden Antipoden, nur mit versehiedener Gesehwindig
keit, hydrolysiert. Aus den Untersuchungen R. Willstatters 5) 

und seiner Mitarbeiter, die dem Vergleich der stereochemischen 
Spezifitat der drei wichtigsten tierischen Esterasen, aus Pankreas, 
Leber und Magen, gelten, hat sich nun die Feststellung ergeben, 
daLl in der konfigurativen Eigenart keines der drei Enzyme mit 
den anderen identisch gefunden wird; man beobachtet zwar FaIle, 
in denen zwei der untersuchten Enzyme, beispielsweise Pankreas
lipase und Leberesterase, die namliche aktive Komponente vorziehen, 
in anderen Fallen dagegen werden die Komponenten von entgegen
gesetztem Drehungssinn von den beiden Enzymen mit groBerer 
Geschwindigkeit verseift. Wenn, was noch nicht sieher zu be-

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

2) J. of Physiol. 30, 253 (1903/04); 32, 199 (1905). 
3) .B. 38, 187 (1905); H. 48, 205 (1906). 
') E. Abderhalden, H. Sickel und H. Ueda, Fermentforschung 7, 

91 (1923). 
6) A. a. O. 
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urteilen ist, die stereochemische Spezifitat gegenuber asymmetrischen 
Substraten als eine Eigenschaft der Enzyme selbst zu gelten hat, 
die sich unabhangig von der Art der gerade vorliegenden physiolo
gischen Enzymkomplexe auBert, so geM aus diesen Beobachtungen 
hervor, daB die drei untersuchten Esterasen, Pankreaslipase, 
Magenlipase und Leberesterase, als verschiedene Enzyme anzu
sehen sind. 

TabeHe 26 veranschaulicht die verschiedene sterische Ein
steHung der drei Esterasen zusammen mit der des esterspaltenden 
Enzyms aus Aspergillus oryzae 1) an charakteristischen Beispielen; 
ihre Angaben beziehen sich auf den Drehungssinn der rascher ver
seiften Komponente. 

Tab e II e 26. 

Optische Spezifitat tierischer Esterasen. 

Enzym aus 

Racemisches Substrat 

MandeIsaure-athyIester . . . . . 
PhenyI-chIoressigsaure-methyIester 
PhenyI-methoxy-essigsaure-methyIester 

Pankreas 

Tropasaure-methylester . . . . • . . + 

II Magen 1 

11+ 
1+ 
II + 

Ii ASf.er• Leber I gil us 
! oryzae 

+ + 
+ + 

Fur die Prufung der Identitat bzw. der Verschiedenheit ester
spaltender Enzyme sind von P. Ron a 2) und seinen Mitarbeitern 
auch die spezifischen Einflusse gewisser Alkaloide und anderer 
Gifte herangezogen worden. Ihre SchluBfolgerungen beruhen auf 
der Annahme, daB die Giftempfindlichkeit der Enzyme nicht durch 
ihre jeweiligen Begleitstoffe, 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. Will s tat t e r und 
Fr. Memmen 3) haben indessen darauf hingewiesen, daB den begleiten
den Fremdstoffen ein groBer EinfluLl auf die Wirkung der Gifte 

1) Siehe dazu R. Willstatter 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). 
""'aldschmidt~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 Praparat zu Praparat. FUr eine Unter
scheidung verschiedener enzymatischer Individuen wird man diese 
Vergiftungserscheinungen nicht mehr als charakteristisch genug 
ansehen dUrfen. 

2. Pflanzliche Esterasen. 

a) Ricin usli pas e. 

Die Lipase der olhaltigen Samen von Ricinus communis, ein 
typischer Vertreter der fettspaltenden Enzyme des Pflanzenreichs, 
ist zuerst von W. Sigmund 1) und von J. R. Green 2) beschrieben 
worden; als wahres intrazellulares Enzym ist diese Lipase aus
gezeichnet vor aHem durch ihre vollkommene UnlOslichkeit in 
wasserigen Mitteln, und sie unterscheidet sich dadurch von den 
meisten anderen esterspaltenden Enzymen der Tier- und Pflanzenwelt. 

N ach H. E. Arm s t ron g 3) besitzt die Ricinuslipase starke 
Aktivitat nur gegenUber eigentlichen Fetten, wahrend sie niedere 
Ester verhaltnismal.lig trage spaltet, sie ist also eine ausgesprochene 
Lipase. Daher griinden sich die zu ihrer Messung angewandten 
Verfahren Uberwiegend 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, namlich zufolge D. E. Haley und J. F. Lyman 4 ) sowie 
R. Willstatter und E. Waldschmidt-Leitz 5) bei einerWasser
stoffzahl von 4,7 bis 5,0. FUr ihre Wirkung gegenUber echten 
Fetten sind hinsichtlich des Reaktionsverlaufs wie hinsichtlich der 
Beziehungen zwischen Enzymmenge und U msatz keine einfachen 
GesetzmaBigkeiten 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 beeinfluBt. Die von Willstatter und Wald
schmidt-Leitz fUr die Messung des Enzyms und fUr die Kontrolle 

1) Monatshefte f. Chemie 11, 272 (1890). 
2) Proc. Roy. Soc. B. 48, 370 (1890). 
3) Ebenda 76, 606 (1905); 78, 376 (1906). 
4) Am. Soc. 43, 2664 (1921). 
5) H. 134, 161 (1923/24). 
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seiner praparativen Isolierung vorgeschlagenen MaJ.le, die sich be
wahrt haben, beruhen daher auf den empirisch ermittelten Be
ziehungen zwischen den J\'Iengen des Enzyms und der fiir eine 
Reihe von Olen nach einer bestimmten Versuchsdauer beobachteten 
Verseifung, welche man durch die alkalimetrische Bestimmung 
der gebildeten Fettsaure ermittelt; sie sind in der nachfolgenden 
Abb. 9 wiedergegeben. 

Als MaJ3 fiir die Ricinuslipase ist die "Phytolipase-Einheit 
(Ph. L.-E.) " gewahlt, namlich diejenige Enzymmenge, welche unter 
den Bedingungen der Bestimmung bei 20° und PH = 4,7 2,5 g 
Olivenol(V.-Z. = 185,5) 
in 20 Minutenzu 7,5Proz. 
spaltet. Der "Phytoli
pase-Wert (Ph. L.-W.)" 
bezeichnet dann die enzy
matische Konzentration, 
namlich die Anzahl Ph. 
L.-E. in 1 cg der Pra
parate. 

Die praparative Rei
nigung des Enzyms, fiir 
die sich in der Literatur 
einige Beispiele find en, 
wird in hohem MaLle er-
schwert durch seine Un-

~ 30 

Abb.9. 

1 2 3 4 S 6 7 7,$ 
Ph.L.-f. -----

Lipasemenge und Verseifungsgrad. 

loslichkeit und durch seine groJ3e Empfindlichkeit gegeniiber kolloiden 
Zustandsanderungen, die auf seine Verkettung mit einem unlOs
lichen, wahrscheinlich der Proteingruppe angehOrenden kolloiden 
Trager zuriickzufiihren sind. Nicht nur, daLl die Lipase sich als 
vollig unloslich in wasserigen oder organischen Mitteln erwiesen 
hat, ihre Aktivitat wird in trockener, fettfreier Form unter der Ein
wirkung von wasserigen und von vielen organischen Solvenzien, 
beispielsweise von Glycerin oder von Glykol, fast ganzlich zerstort; 
andererseits besitzt das Enzym. in 01- und wasserhaltigen Emulsionen 
eine iiberaus groJ3e Empfindlichkeit bei der Uberfiihrung in trockene 
und feHfreie Form. So gibt es nur wenige Verfahren, die so 
schonend sind, daLl sie zu einer Anreicherung der enzymatischen 
Substanz aus dem Samenmaterial gefiihrt haben. Dahin gehOren 
beispielsweise die Methoden der Fraktionierung des mit 01 bzw. 
mit Ollosungsmitteln aufgeschlammten fetthaltigen Samens nach 

8* 
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dem spezifischen Gewicht, die von M. N icloux 1) und von E. Hoyer 2) 
empfohlen worden sind; bei der Entfettung der erhaltenen enzym
reicheren Fraktion mit organiRchen Solvenzien treten indessen, wie 
auch bei der Entolung der Samenmasse selbst, betrachtliche Verluste 
an enzymatischer Wirkung ein, und die weitere Reinigung des 
Enzyms von dieser Stufe aus scheitert an seiner Empfindlichkeit 
gegeniiber der Einwirkung wasseriger Agenzien. Um die enzymatische 
Substanz dem EinfluJ3 solcher Mittel unter Erhaltung des spezifischen 
Wirkungsvermogens zuganglich zu machen, hat man ein Verfahren 
zu wahlen, das die Lipase bei allen Reinigungsvornahmen in 
Beriihrung mit F ett belaJ3t. Ein derarliges Verfahren befolgten 
R. W iUsta tter und E. Waldschmid t-Leitz 3) mitder trberfiihrung 
des Enzyms in Form einer fett- und wasserhaltigen Sahne, deren 
im Prinzip bereits von E. Hoyer 4) angegebene Bereitung auf der 
Separation einer wasserigen Emulsion der olhaltigen Samen beruht; 
infolge ihrer Affinitat zu dem 01 des S'amens findet sich die Lipase 
mit diesem in der kompakten, mittels der Zentrifuge abgeschleuderten 
sahneartigen Oberschicht angereicherl. Unterwirft man das Enzym 
in dieser Form der Einwirkung verdiinnter wasseriger Reagenzien 
zur Abtrennung von enzymatisch Unwirksamem, so mittels Alkali-, 
Saure- oder SalzlOsungen, so erhalt man Praparate von erheblich 
gesteigertem Reinheitsgrad; aber auch hier ist der ausgedehnteren 
Anwendung solcher Mittel in der Unbestandigkeit des Enzyms eine 
Grenze gesetzt. Der Erfolg der Reinigungsvornahmen, soweit er 
in der analytisch gemessenen enzymatischen Konzentration der 
Trockenpraparaie des Enzyms seinen Ausdruck findet, wird zu
dem herabgesetzt durch die bei der Trocknung und Entfettung 
der Sahne eintretenden Verluste an Aktivitat; es ist nur durch die 
Anwendung schonendster Mittel moglich gewesen, die hierbei 
beobachteten Aktivitatseinbu/3en auf ein ertragliches MaJ3 zu 
beschranken. So war es darnr erforderlich, die enzymhaltige Sahne 
zunachst in maJ3ig warmem Luftstrom weitgehend zu entwassern und 
aus der verbliebenen oligen Suspension die aktive Trockensubstanz 
durch ganz allmahliche Verdiinnung mit Ollosungsmitteln in fettfreie 
Form iiberzufiihren. Die giinstigste erreichte enzymatische Konzen-
---------

1) Contribntion it l' etude de la saponification des corps gras, Paris 1906 ; 
s. a. Y. W. Yalander, Bio. Z. 36, 435 (1911). 

2) H. 50, 414, und zwar S. 423 (1906/07). 
3) 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. 

Fur pankreatische Lipase, die man von EinweiBkorpern vollig 
befreien kann, findet man deren Gegenwart unter den nattirlichen 
Wirkungsbedingungen des Enzyms flir seine Leistung von groBer 
Bedeutung; sie vermitteln den Kontakt zwischen Enzym und Sub
strat mit der Bildung "komplexer Adsorbate". Die pHanzliche 
Lipase scheint schon im Cytoplasma der Zelle zusammen mit ihrem 
Substrat an einen unloslichen, proteinartigen Trager verankert zu 
sein; allein urn sie hier zur Wirkung zu bringen, bedarf es einer 
besonderen Veranderung des Enzymkomplexes. 

Diese Veranderung des Enzyms tritt bei der Keimung der 
Samen ein; es gelingt, sie auch ktinstlich durch die Einwirkung 
einer tierischen Protease, des Pepsins, hervorzurufen. Das ursprting
lich in den Samen vorhandene Enzym, das gekennzeichnet ist 
durch ein Wirkungsoptimum bei einer WasserstoHzahi von 4,7 bis 5,0 
und durch seine Unwirksamkeit bei neutraler Reaktion, nimmt im 
Veriauf der Keimung oder der Pepsineinwirkung mehr und mehr 
ab, und es erlangt dann der Sainen in zunehmendem Ma13e die 
Fahigkeit, Fette bei neutraler, auch bei schwach alkalischer 
Reaktion zu verseifen. Die beG bachtete Veranderung der enzyma
tischen Eigenschaften ist zurtickzuftihren 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 aiteren Literatur vorherrschende Ansicht1), wonach die Entstehung 
von Saure, bei der Keimung die Bildung einer besonderen Samen
saure2), zur Auslosung der lipatischen Funktionen erforderlich sei, 
hat sich nicht bestatigP); die Einwirkung von Saure auf das Enzym 
des ungekeimten Samens ftihrt rasch zur Bildung eines Additions
produktes von Lipase und Saure, zwar gleichfalls befahigt, Fette 
bei neutraler Reaktion zu zerlegen, aber in seinen Eigenschaften 
und in seinem Wirkungsvermogen unterschieden von dem bei dem 
proteolytischen Abbau gebildeten Produkte. 

1) Vgl. W. Connstein, E. Hoyer und H. Waxtenberg, B. 30, 
3988, und zwar S.4004 (1902). 

2) Vgl. E. Hoyer, B. 37, 1436, und zwar S.I447 (1904). 
3) Siehe dazu R. Willstatter und E. Waldschmidt-Leitz, a. a. 0., 

und zwar S. 163 und S.205 (1923/24). 



118 I. Esterasen. 

Die Umwandlung der Lipase bei der Keimung ist dagegen 
gekennzeichnet durch einen allmahlichen Verlauf; sie entspricht der 
allmahlichen 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 ubergefuhrt, auch erfahrt seine Affinitat zu niederen 
Glyceriden keine Verstarkung. Die neue Form des Enzyms, die 
"Blasto-Lipase", unterscheidet sich indessen von der ursprling
lichen, der "Spermato-Lipase", in manchen anderen Beziehungen. 
So findet man ihre Empfindlichkeit gegenuber kolloiden Zustands
anderungen abgeschwacht, wohl infolge einer Verringerung des 
Molekularkomplexes; sodann werden ihre synthetisierenden Eigen
schaften starker ausgeprligt, sie au.i3ern sich selbst noch in stark ver
dtinntem Glycerin. Offenbar verfugt der Organismus der wachsenden 
Pflanze hier uber eine besondere Regulierungsmoglichkeit fur die 
Aufspaltung seines hochwertigen Reservefettes. 

b) Chlorophyllase. 

Die Chiorophyllase ist von R. Willstatter und A. Stoll 1) 

in den griinen Blattern aller untersuchten Pflanzenklassen als 
standiger Begleiter des Blattgruns aufgefunden worden. Ihre 
Wirkung besteht in der Aufspaltung der Esterbindung eines der drei 
Carboxyle des Chlorophyllids mit dem hochmolekularen Alkohol 
Phytol, C~oH39 0 H, wie sie im naturlichen Chlorophyll vorliegt. 
Diese Reaktion tritt z. B. bei der Einwirknng des als Enzymmaterial 
verwendeten, mit Alkohol von Chlorophyll erschopfend befreiten 
Blattmehls auf das Chlorophyll in wasserig-acetoniger Losung ein, 
wah rend bei Gegenwart von Alkohol, Athyl- oder Methylalkohol, 
nicht die Bildung freier Saure, sondern eine gleichzeitige Umesterung 
unter Ersatz des Phytols durch Athyl- bzw. Methylalkohol be
obachtet wird: es entsteht im FaIle des Athylalkohols das soge
nannte kristallisierte Chlorophyll oder Athyl-Chlorophyllid. 

Die Wirkung der Chlorophyllase ist streng spezifisch auf das 
Chlorophyll selbst und auf seine nachsten Abkommlinge wie seine 
magnesiumfreie Grundsubstanz, das Phaophytin, beschrankt; auf 
Fette oder Wachse wirkt das Enzym nicht ein. Der Reaktions
verlauf der Chlorophyllspaltung scheint einer Gleichung erster 
Ordnung zu gehorehen, soweit es bei den fUr die Messung der 

1) A. 378, 18 (1910) j 380, 148 (1911). 
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Reaktionsgeschwindigkeit hier besonders ungiinstigen Bedingungen 
zu erwarlen ist, die durch die Beschaffenheit des stark verdiinnten 
Enzyms wie durch die komplizierte und groJ3tenteils unbekannte 
Zusammensetzung des als Substrat dienenden Blatterauszugs gegeben 
sind. Der Verlauf der Hydrolyse des Chlorophylls wird mit einer 
einfachen kolorimetrischen Methode bestimmt, die auf der Saurenatur 
der gebildeten freien Chlorophyllide beruht: sie werden namlich dem 
in Ather iibergefiihrten 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 
vollstandige Verseifung und Wagung des isolierten Alkohols bzw. auf 
der Ermittlung der "J odsilberzahl", namlich der Menge J odsilbers, 
das nach der Abspaltung von Methoxyl und Athoxyl durch 
Jodwasserstoffsaure erhalten wird. Auch die Umkehrung des 
hydrolytischen Prozesses, die Veresterung der freien Carbonsaure 
Chlorophyllid mit Phytol, ist unter der Wirkung der Chlorophyllase 
beobachiet worden. 

c) Tannase. 

Die Tannase, deren spaltende Wirkung gegeniiber Tannin in 
Schimmelpilzen schon von Scheele beobachtet wurde, ist als eine 
spezilische Esterase zu betrachten, die mit einer besonderen Affinitat 
zu den Estern von Phenolcarbonsauren ausgestattet ist, welche in 
der Form der Depsidbindung· nach E. Fischer einen charak
teristischen strukturellen Typ der natiirlichen Gerbstoffe darstellen. 
Solche Depside bilden ia eine Verkettung mehrere'r Phenolcarbon
sauren, bei welcher die Carboxylgruppe der einen esterartig mit der 
phenolischen Hydroxylgruppe einer anderen verkniipft ist. So hat 
die rrannase, die, zuerst von A. Fern bach 1) und von H. Pottevin 2) 
aus dem Schimmelpilz aspergillus niger isolierl, die Hydrolyse 
solcher depsidischer Bindungen bewirkt, in den Untersuchungen 
von K. Freuden bergS) zur konstitutionellen Aufklarung natiirlicher 
Gerbstoffe wertvolle Dienste geleistet. Es ist indessen noch nicbt 

1) C. R. 131, 1214 (1900). 
2) C. R. 131, 1215 (1900): 132, 704 (1901). 
3) B. 02, 177 (1919); 53, 232, 953, 1728 (1920); 54. 1698 (1921); 

55, 2420 (1922). 
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untersucht, ob das durch Alkoholfallung 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 Zlichtung auf besonderer, gerbstoff
reicher N ahrung, so wie man ihn an Tannase anreichert, eine 
spezifische Einstellung seiner Esterase vornimmt, ahnlich, wie es 
flir die Gewohnung der Hefe an die Vergarung von Galaktose 
festgestellt wurde. 

Eingehender ist die Tannase von K. F r e u den b erg und E. V 0 lI
b r e ch tl) untersucht worden, die das Enzym aus dem auf Myro
balanen gezlichteten und unter standigem N eutralisieren autolysierten 
Pilz durch Fallung mit Alkohol gewannen. Das flir diese Unter
suchungen angewandte einfache Substrat, Gallussaure-methylester, 
dlirfte flir reaktionskinetische Messungen geeignet sein; allein die 
unter der Wirkung des Enzyms eintretende starke Aziditatsanderung 
durch die Bildung freier Gallussaure, die nicht ausgeschaltet wurde, 
hat in der Untersucbung von Freudenberg und Vollbrecht die 
sichere Erkenntnis des Reaktionsverlaufs, der monomolekular sein 
sollte, verschleiert; auch ist aus diesem Grunde die PH-Abhangigkeit 
der Tannasewirkung noch nicht erkannt. Die Messung der enzyma
tischen Aktivitat, die durch den "Spaltwert" ausgedrlickt wird, 
beruht auf den empiriseh ermittelten Beziehungen zwischen Enzym
menge und U msatz. 

d) Phosphatase, Sulfatase. 

Enzyme, die die Spaltung organischer Phosphorsaureester 
bewirken, z. B. der Phosphorsaureester des Glycerins oder von 
Zuekern, sind im Tier- und Pflanzenreieh verbreitet; ihre besondere 
Existenz und ihre Unterscheidung von den gewohnliehen Esterasen 
tieriseher Gewebe oder pflanzlieher Zellen ist indessen noch nieht 
als gesichert zu betrachten. Diesen N aehweis wird man nur von 
ihrer praparativen Isolierung erwarten konnen, die bisher nieht 
durchgeflihrt, nieht einmal angestrebt worden ist. Es ist nicht 
gerade wahrseheinlich, daJ.l der tierische Organismus oder einzellige 
Organismen wie die Hefe flir die Hydrolyse der Phosphorsaureester 
des Glycerins sowie der versehiedenen Hexosen jeweils versehiedene 

1) H. 116, 277 (1921). 
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Enzyme ausbilden werden; wenn sich daher in der Literatur 
zahlreiche Beobachtungen uber die Spaltung solcher Ester, beispiels
weise durch Hefe oder durch tierische Organe finden, so wird man 
sie nicht in allen Fallen auf verschiedene enzymatische Individuen 
beziehen duden. Dahin gehoren die Angaben uber die Hydrolyse der 
Glycerinphosphorsaure durch Hefe 1) wie durch ein Enzym der Darm
schleimhaut2), sowie die wichtigen Beobachtungen von A. Harden 
und W. J. YoungS) sowie G. Em bden 4) uber Synthese und Spaltung 
der Fruktosediphosphorsaure, des Laktacidogens, welchem als 
Zwischenprodukt bei der alkoholischen Garung wie beim Kohle
hydratumsatz im arbeitenden Muskel eine bedeutsame Rolle zu
kommt. Die Unterscheidung einer besonderen Hexosephosphatese 5) 
von dem hydrolysierenden Enzym, sowie auch die Beschreibung einer 
spezifischen Sacharophosphatase6) in der Hefe ist noch nicht sicher 
zu beurteilen. 

Auch beim hydrolytischen Abbau der Nucleinsauren sind 
Phosphatasen beteiligt, welche die Kohlehydrat - Phosphorsaure
bindung in den Nucleotiden zu lOsen vermogen; eine solche Wirkung, 
welche von A. P. Levene und F. Medigreceanu 7) besonderen 
Nucleotidasen zugeschrieben worden ist, beobachtet man in den 
Auszugen der verschiedensten tierischen Organe, vor aHem der 
Darmschleimhaut. 

Endlich zahlen zu den Esterasen noch die von C. N e u b erg 8) 
zuerst an ihrer Wirkung beschriebenen Sulfatasen, fUr welche die 
Spaltung der sogenannten Atherschwefelsliuren, der Schwefelsaure
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. 39, 1 (1912). 
3) Proc. Roy. Soc. B. 82, 321 ~1910). 
4) Siehe dazu H. 93, 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, Rio. Z. 118, 245 (1921). 

6) Siehe dazu K. Djenab und C. Neuberg, Bio. Z. 82, 391 (1912). 
7) Jl. BioI. Chern. 9, 65, 389 (1911). 
8) Naturw. 12, 797 (1924). 
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II. Proteasen. 
Unter dem Begriff der Proteasen werden aile diejenigen Enzyme 

zusammengefaBt, welche am Abbau der Proteine zu ihren einfaehsten 
Bausteinen, den Aminosauren, 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 laBt, namlich auf die zuerst von 
E. Fischer dargestellten Polypeptide; die Allfgabe dieser Enzyme 
besteht hier in der Sprengung der Saureamidbindung, der Bindung 
-NH-CO-, unter Bildung freier Amino- und Carboxylgruppen. Die 
eigentlichen Proteasen jedoch, die die Hydrolyse beispielsweise der 
genuinen Proteine und ihrer hOheren Abbauprodukte vollziehen, 
von Substraten also, iiber deren konstitutioneilen Aufbau wir kaum 
Anhaltspunkte besitzen, lassen sich mit ihrer besonderen Wirkungs
weise und mit den ihrem Angriff unterliegenden spezifischen Struk
turen noch nicht naher kennzeichnen. Zwar ist von J. H. Northrop 1) 
der Versuch unternommen und experimentell gestUtzt worden, eine 
Einteilung der Proteasen nach iiberwiegend physikalisch-chemischen 
Gesichtspunkten vorzunehmen, namlich 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 wUrden sich als 
dritter Typ von Prot.easen diejenigen Enzyme gesellen, deren 
Wirkung sieh auf den Angriff der undissoziierten, elektrisch neutralen 
Eiweil.lmolekule bezieht. Gegen eine solche Einteilung, die allgemein 
nicht durchfUhrbar sein wird, sind indessen gewichtige Bedenken 
zu erheben, da sie der Beachtung der in erster Linie fUr den 
Angriff eines Enzyms mal.lgebenden chemischen Strukturen nieht 
genUgend gereeht wird. Eine rationelle Einteilung der proteoly
tisehen Enzyme wird sich auf die Erkenntnis und auf den Vergleieh 
der besonderen strukturellen Gruppierungen grUnden mUssen, auf 
die sieh ihre Wirkung bezieht. Wenn eine solche rationelle Unter
seheidung auf Grund unserer bisherigen Kenntnisse yon der Struktur 
der Proteine noeh nicht durchfUhrbar erseheint, so wird sie in vor
laufigem Sinne mit der Angabe der fUr die einzelnen Enzyme spe
zifisehen Substrate vorzunehmen sein. Da indessen die meisten 
tierisehen und pflanzlichen Proteasen noeh nieht sieher genug mit 

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

Zur Bestimmung des proteolytischen Abbaues. 
Die zahlreichen in del' Literatur beschriebenen Methoden zur 

Verfolgung del' enzymatischen Proteolyse lassen sich in zwei prin
zipiell verschiedene Klassen einteilen, je nachdem sie auf del' Be
stimmung des unveranderten Substrats odeI' auf del' Messung del' 
entstandenen Abbauprodukte beruhen. Zu den ersteren gehoren 
die wichtigen alteren Bestimmungsweisen von W. Ebstei.n und 
P. Griitznerl) sowie von S. Mett 2), die in del' Verfolgung del' 
Auflosung koagulierter Proteine bestehen j 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 del' Substratmenge bestimmen, 
ist del' Einwand zu erheben, daJ3 sie meist nur einen Bruchteil del' 
Enzymwirkung zu erfassen vermogen j dies gilt z. B. fiir die Me
thoden von F. V olhar d 3), von G. Gross 4) sowie von E. Fuld und 
L. A. Levison 5), nach welchen die Menge des unangegriffenen 
Substrats, beispielsweise von Kasein oder Edestin, durch Ausfallung 
und Wagung ermittelt wird, oder fiir die neuere Bestimmungsweise 
von P. Rona und H. Kleinmann 6), die auf der nephelometrischen 
Messung des ausgeschiedenen, unverdauten Substrates beruht. Auch 
die in neuerer Zeit von W. Waldschmidt 7) modifizierte altere 
Methode von P. Griit zner 8), die die Enzymwirkung nicht auf 

1) Pflug. Arch. 6, 1 (1872). 
2) Arch. Physiol. 1894, S. 68. 
3) Miinchener med. Wochenschr. 1903, S. 2129; 1907, S. 403 j siehe 

auch W. Liihlein, Hofm. Beitr. 7, 120 (1905). 
4) Arch. expo Pathol. u. Pharmakol. 58, 157 (1906). 
5) Bio. Z. 6, 473 (1907). 
6) Bio. Z. 140, 461 (1923); H. Kleinmann und K. Asada, Klin. 

Woo 3, 572 (1924). 
7) Pflug. Arch. 143, 189 (1912). 
8) Ebenda 8, 452 (1874); 144, 545 (1912). 
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Grund der ungelost gebliebenen, sondern auf Grund der in Losung 
ubergefuhrten Menge des Substrates kolorimetrisch verfolgt, durfte 
nur zu mehr oder weniger zutreffenden Schatzungen ftihren. 

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 Viskositatsbestimmung nach 
C. Fermi 1), wie es von S. Palitzsch und L. E. \Valbum 2) fur 
die tryptische Verdauung von Gelatine angewandt .wurde, sowie 
die Messung der elektrischen Leitfahigkeit nach V. Henri und 
L. des Bancels 3), einen etwas breiteren Abschnitt der Proteolyse 
zu verfolgen; allein ihre Grundlagen sind nicht genugend iibersicht
lich und ihr Anwendungsbereich ist zu beschrankt, zumal sie keinen 
sicheren Vergleich der Hydrolysen verschiedener Substrate zulassen. 
Hingegen durfte die Anwendung der polarimetrischen Analyse, die 
Bestimmung der Drehungsanderung bei proteolytischen Prozessen, 
vor aHem in einfachen Fallen eine aHgemeinere Bedeutung erlangen, 
ein Verfahren, das bisher nach dem Vorbilde von E. Abderhalden 
und A. H. Koelker 4) nur fur die Verfolgung der Hydrolyse ein
facher, optisch aktiver Peptide mit Erfolg angewandt wurde. In 
ihrer Bedeutung fur 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 Veranderungen beim enzymatischen Abbau 
der Proteine zu erfassen gestatten, Veranderungen, die in der Bil
dung freier Aminogruppen und Carboxyle bestehen. 

Zu dies en Methoden zahlt das wichtige gasanalytische Ver
fahren nach D. D. van Slyke 5), das die Menge der freien Amino
gruppen auf Grund ihrer Reaktion mit salpetriger Saure, die zur 
Bildung von Stickstoff ftihrt, 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 6) und die alkali-

1) Archiv ftir Hygiene 12, 238 (1891); 40, 155 (1906). 
2) Bio. Z. 47, 1 (1912). 
3) Soc. BioI. 00, 563, 787, 788, 789 und 866 (1903); vgl. dazu 

W. M. Bayliss, J. of Physiol. 36, 221 (1908). 
4) H. 01, 294 (1907). 
5) B. 43, 3170 (1910). 
6) Bio. Z. 7, 43 (1907); 25, 1 (1910). 
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metrische Bestimmung von Aminosauren und Peptiden in alkoho
lischer Losung nach R. Willstatter und E. Waldschmidt
Leitz 1). Die Formoltitration, die auf der Abdeckung der basischen 
Aminogruppen von Aminosauren, 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 Saureamidbindungen, d. h. in der 
Freilegung von Amino- und Carboxylgruppen zugleich zum Aus
druck kommt, hinreichend zu erfassen; ihre Anwendung versagt 
indessen oder sie wird umstandlich, wenn dem proteolytischen Abbau
gemenge Ammonsalze 2) oder Phosphate, etwa als pwRegulatoren, 
beigemengt sind. 

Von noch allgemeinerer Anwendbarkeit als die Formoltitration 
erscheint die alkalimetrische Bestimmung nach Wi 11 s tat t e r und 
Waldschmidt-Leitz in alkoholischer Losung, bei welcher durch 
den Alkoholzusatz die basischen Eigenschaften der Aminogruppen 
zuriickgedrangt, die sauren der Carboxyle entwickelt werden und 
die auch im Gemenge mit Ammonsalzen oder Phosphat exakte Er
ge bnisse gewahrleistet. Dieses Verfahren gestattet zudem, bei der 
Messung der Proteolyse zwischen den Anteilen der Aminosauren 
und der Peptide an der Aziditat zu unterscheiden, wahrend die 
stufenweise Formoltitration nach V. Henriques und S. P. L. So
rens en 3) ftir den gleichen Zweck nur zu Schatzungen fiihrt; die 
sauren Eigenschaften der Peptidcarboxyle sind namlich starker aus
gepragt, ihre Menge wird schon in 50 proz. Alkohol vollstandig 
erfaf3t, die der Aminosauren erst in tiber 90proz. 

Ftir die genauere Kenntnis der beim Abbau der Proteine sich 
abspielenden V organge 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, nahere 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). 



126 II. Proteasen. 

1. Eigentliche Proteasen. 

a) Pep sin, Lab. 

Die eiweiBverdauende Wirkung des Magensaftes ist zuerst von 
Th. S ch wann 1) 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 eiweiBhaltiger N ahrung hin einsetzt, folgt 
nach den Berechnungen, die R. O. Herzog 2) auf Grund von Ver
suchen J. P. Paw low s 3) angestellt hat, dem monomolekularen 
Zeitgesetz; es gilt namlich die Beziehung, daB die Geschwindigkeit 

der Sekretion k = ~ In __ a_, wenn x die zur Zeit t, und a die 
t a - x 

gesamte im Versuche abgesonderte Enzymmenge darstellt. Die 
hormonale AuslOsung des Sekretionsvorganges wird nach den Unter
suchungen von A. Frouin 4) und anderen auf einen in der Schleim
haut selbst enthaltenen innersekretorischen Stoff, das Gastrin, 
zuriickgefiihrt, dessen Wirkung sich von der Blutbahn aus auBern 
solI. Die zahlreichen Angaben insbesondere der alteren 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 Bestandigkeit gegeniiber Alkali, 
fiir diese Annahme ins Feld gefiihrt hat, so liegt doch die Erklarung 
naher, daB die beobachteten Unterschiede als PH-Effekte zu bewerten 
sind, zumal man eine Aktivierung des angenommenen Zymogens 
durch Saure beschrieb; die angegebenen Bestandigkeitsunterschiede 
mogen auf einen verschiedenen Gehalt der verglichenen Enzym
losungen an schiitzenden Begleitstoffen zuriickzufiihren sein. 

Die schon friih beobachtete Abhiingigkeit der Pepsinwirkung 
von der Aciditat ist zuerst von S. P. L. Sorensen 5) genauer unter
sucht worden. Es hat sich dahei ergeben, daB die optimale Wir-

1) Muliers Archiv 1836, S. 90. 
2) H. 41, 425 (1904). 
3) Die Arbeit der Verdauungsdriisen. Wiesbaden 1898. 
4) Soc. BioI. 57, 887 (1905). 
5) Bio. Z. 21, 131, und zwar S. 288 (1909); s. auch L. M i c h a eli s 

und H. Davidsohn, Bit>. Z. 28, 1 (1910). 
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kung des Enzyms, gemessen an der Verdauung von Eieralbumin, 
stark saurer Reaktion entspricht, namlich bei Einhaltung geringer 
Versuchsdauer einem PH von etwa 1,5; bei groJ3eren U msatzen war 
indessen eine betrachtliche Ausdehnung des optimalen Wirkungs
bereichs in der Richtung geringerer Aciditat zu bemerken, deren 
U rsachen noch nicht zu erkennen sind. N ach J. H. North r 0 pI) 
wird die Abhiingigkeit 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 EiweiJ3kationen zurlick
gefiihrt wird, so verschiebt sich sein PH-Optimum zugleich mit dem 
isoelektrischen Punkte des Substrats; es liegt nach den U nter-

Abb. 10. 

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

suchungen von Northrop, deren Ergebnisse in Abb. 10 flir die 
PH-Abhangigkeit von Pepsin wie von Trypsin graphisch wieder
gegeben sind, beispielsweise flir die Hydrolyse von Casein bei 
PH = 1,8, von Hamoglobin und Gelatine bei PH = 2,2. Die 
beobachteten Unterschiede, die mehr noch als in der jeweiligen 
Lage des Optimums in der Form der Aktivitiits-PH-kurven zum 
Ausdruck kommen, mogen indessen teilweise auch durch den 
Wechsel in den angewandten Bestimmungsweisen bedingt sein. 

Flir den Reaktionsverlauf der Hydrolyse von Eieralbumin 
durch Pepsin hat E. S ch li t z 2) 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 1) 
spater nach einer anderen Bestimmungsweise bestatigt worden. 

Tabelle 27. 

Pepsinmenge und Umsatz nach E. S c h ii t z. 

Drehung (') 
Pepsillmenge 

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 2), von 
E. J. Spriggs3), von S. Kiittner4) oder von R. O. Herzog und 
M. Margolis"); und Sv. Arrhenius 6), 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 Sjoqvist auch mit Hilfe 
anderer Formeln zu interpretieren versucht. Hingegen findet man 
nach E. Abderhalden und E. Steinbeck 7) fiir die Auflosung 
von festen, denaturierten Proteinen die Produkte aus den Enzym
mengen und den Zeiten gleichen U msatzes annahernd konstant; der 
Reaktionsverlauf dieser Prozesse ist indessen zu uniibersichtlich, 
urn eindeutige Aussagen zu erlauben. 

1) H. 30, 1 (1900). 
2) Skand. Arch. f. Physiol. 5, 317 (1895). 
3) H. 35, 465 (1902). 
4) H. 52, 63 (1907). 
5) H. 60, 298 (1909). 
6) lmmunochemie, Leipzig 1907, und zwar S. 53. 
7) H. 68, 297 (1910); siehe auch H. 71, 315 und 339 (1911); 

Fermentf. 6, 248 (1922); 7, 61 (1923). 
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Un sere unzureichenden Kenntnisse von der Wirkungsweise des 
Pepsins gestatten noch keine nahere Kennzeichnung der flir seinen 
Angriff spezifischen chemischen Strukturen; auch wird es ftir das 
Verstandnis seiner Wirkung nicht gentigen, sie allein auf den Ioni
sierungszustand der Proteine zurtickzuftihren. 1m allgemeinen 
werden, abgesehen von den Protaminen, alle genninen Eiwei1.lstoffe 
durch Pepsin hydrolysiert, sofern sie nicht, wie die Proteinoide, 
die tierische Skelettsubstanz, tiberhaupt als enzymatisch unangreif
bar zu gelten haben; aber die Geschwindigkeit, mit der der Abbau 
der einzelnen Proteine sich vollzieht, hangt von ihrer N atur 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 Molektil des Proteins zu 
erklaren sein, die die Anlagerung des Enzyms entweder begtinstigen 
oder blockieren. 

Es gilt nach den Untersuchungen von E. Fischer und 
E. Abderhalden 1) als gesichert, daB das Pepsin gewohnliche 
Polypeptidbindungen nicht zu losen vermag, wenngleich die Aus
wahl der gepriiften Peptide unzureichend gewesen sein kann; das
selbe gilt flir die Spaltbarkeit einfacher 2, 5 - Diketopiperazine 
zufolge den Angaben von E. Abderhalden 2) sowie von E. Wald
schmidt-Leitz und A. Schaffner 3). Zwar konnte es nach der 
Stellungnahme der referierenden Literatur und auf Grund der 
neueren Anschauungen tiber die Struktur der Proteine zweifelhaft 
erscheinen, ob es moglich ist, die spezifische Wirkung des Pepsins 
auf bestimmte chemische Strukturanderungen in den Proteinen 
zurtickzufiihren und sie mit chemischen Methoden zu erfassen. 
Allein eine Anzahl von Beobachtungen der neueren Forschung, die 
zu wenig Beachtung gefunden haben, deuten darauf hin, dall die 
Wirkung des Enzyms in bestimmten chemischen Umsetzungen zum 
Ausdruck kommt; dahin gehOren die Angaben von V. Henriques 
und J. K. Gialdbaek 4) tiber das Auftreten formoltitrierbarer 

1) H. 46, 52 (1905). 
2) H. 55, 384 (1908); E. Abderhalden und K. Goto, Fermentf. 7, 

169 (1923). 
3) 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 l ) tiber einen 
Zuwachs freier Aminogruppen sowie der Befund von K. Felix 2) 
tiber die Vermehrung des methylierbaren Stickstoffs und die Bildung 
von freiem Lysin bei der Einwirkung auf Riston. Diese Beobach
tungen sind in vergleichendim Messungen von S. Ed I b a c her 3) 
und von E. Waldschmidt-Leitz und E. Simons 4) bestatigt und 
vertieft worden; sie betreffen namlich das Verhaltnis, in welchem 
bei der peptischen Hydrolyse Aminogruppen und Carboxyle frei
gelegt werden. Wahrend hierbei nach Edlbacher die Anzahl 
der gebildeten Carboxyle eine starkere Zunahme als die 
Menge des methylierbaren Stickstoffes als MaD der freien Amino
gruppen erfahrt, konnten W aldschmid t-Leitz und Simons zeigen, 
daD bei der peptis chen Verdauung einer Anzahl von Proteinen der 
freieAminostickstoff, gemessen nachdem Verfahren von van Slyke, 
in demselben l/[aDe zunimmt wie die Bildung freier Carboxyle, 
daD also die Wirkung des Pepsins in diesem Faile in der Losung 
von Saureamidbindungen besteht; wenn in einigen Failen, bei der 
Hydrolyse von Prottiinen besonderer Zusammensetzung, Abweichungen 
von dem angegebenen Verhaltnis zu bemerken waren, so bei den 
alkoholloslichen Proteinen Gliadin und Zein, so war dafiir eine 
Unzulanglichkeit des analytischen Verfahrens verantwortlich; es 
ergab sich der Hinweis, daD die enzymatische Wirkung in solchen 
Fallen zum erheblichen Teil die Losung einer Saureamidbindung 
mit tertiar gebundenem Stickstoff betraf. Diese Beobachtungen 
geben indessen nur einige AnhaItspunkte; es wird weit eindringen
derer analytischer Untersuchung bedtirfen, urn die spezifische Wir
kungsweise des Pepsins deutlicher zu definieren 5). Auch die Angaben 
der Literatur 6) tiber synthetische Wirkungen des Pepsins, die soge
nannte Plasteinbildung, die aus physikalischen Zustandsanderungen 
des Substrates abgeleitet sind, werden mit chemisch-analytischen 
Methoden noch naher zu beschreiben und sicherzustellen sein. 

Infolge der qualitativ wie quantitativ unzureichenden Kennt
nisse vom Wesen der Pepsinwirkung fehIt es noch an einem sicheren 

1) JI. BioI. Chern. 26, 31 (1916). 
2) H. 146, 103 (1925). 
3) H. 107, 52, und zwar S.67 (1919); 108, 287 (1919/20). 
4) H., irn Druck. 
5) Siehe dazu die neueren Untersuchungen von H. S t e u del, G. Ell in g

haus und A. Gottschalk, H.I54, 21, 198 (1926). 
6) Siehe dazu V. Henriques und J. K. Gjaldbaek, H. 71, 485 

(1911); 81, 439 (1912). 
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MaBstabe fUr die Bestimmung der Menge und der Konzentration 
des Enzyms. Auch ist die praparative Reinigung des Pepsins, 
deren von der alteren Forschung verzeichnete Ergebnisse schwer 
zu beurteilen sind, mit moderner enzymatischer lVlethodik noch 
nicht unternommen worden, 0 bwohl gerade an dies em Enzym die 
erst en Beobachtungen iiber Enzymadsorption gewonnen worden sind. 
Es mag zur Kennzeichnung des Standes der praparativen Unter
suchung geniigen, daB man das Pepsin einerseits bei der Ver
arbeitung des Magensekretes in phosphorfreien 1), andererseits bei 
der Isolierung aus der Schleimhaut in eiweiBfreien Praparaten 2) 
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, namlich die Fahigkeit, 
Milch zur Gerinnung zu bringen, die man vielfaeh der Wirkung 
eines besonderen proteolytisehen Enzyms, des Labs, zugeschrieben 
hat. Dieser Vorgang, der nur in Gegenwart loslieher Erdalkali
salze in Erseheinung tritt, beruht auf der enzymatischen Umwand
lung des wichtigsten EiweiBkorpers der Milch, des Caseinogens, in 
Casein und auf dessen Ausfallung in Form eines unloslichen 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 
O. Hammarsten 8) ausgesprochen war und die auch experimentell 
begriindet schien, zu ersehiittern und die Gerinnung des Milch
eiweiBes nur als die erste Phase seines proteolytischen Abbaues an
zusehen, zumal man wahrnahm, daB das ausgeflockte Casein in 
allen Fallen einer weiteren hydrolytisehen Auflosung unterlag. 
Auch sind die aIteren Angaben Hammarstens, die von einer 
Trennung von Pepsin und Lab und von der Gewinnung pepsinfreier 
Losungen des labenden Enzyms berichten, nicht bestatigt worden; 

1) Vgl. C. A. Pekelharing, H. 35, 8 (1902); 75, 282 (1911); 
w. E. Ringer, H.95, 195 (1915). 

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

3) Siehe dazu R. Malys J ahresbericht tiber die Fortschritte der Tier
chemie, 2. Band ftir 1872, S. 118 (1874). 

9* 
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nach den neueren Untersuchungen von J. P. Pawlow und seiner 
Schule 1) sowie von O. Hammarsten 2) wird die Enzymlosung in 
diesen Fallen nicht frei von Pepsin, sondern nur von Pepsinwirkung ; 
sie enthalt 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, da13 man 
nur flir die Magenschleimhaut jUllger Tiere, beispielsweise der 
Kalber, ein Enzym mit ausgesprochener labender \Virkung anzu
nehmen hat, wahrend von O. Hammarsten 3) fiir die Enzympraparate 
aus alteren, ausgewachsenen Tieren, in welchen die Pepsinwirkung 
hervor-, die Labwirkung dagegen zuriicktritt, eine veranderte Form 
des echten Labs oder Chimosins, das "Parachymosin", angenommen 
wird. Gegen die Annahme einer Identitat 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 Gewohnung 
des Zymasekomplexes der Hefe an nicht vergarbare Substrate, die 
nicht auf die Ausbildung eines neuen Enzyms, sondern auf eine 
Umstellung und Veranderung der enzymat.ischen Affinitat zuriick
zufiihren sind. 

b) Trypsin. 

Das Trypsin, dessen Wirkungen zuerst. von W. K iihne 4) 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 Einflu13 eines aus der Darmschleimhaut in die 
Blutbahn gelangenden Hormons, des Sekretins. Der Reaktion des 
Pankreassekretes, die schwach alkalisch ist, entspricht cler optimale 
Wirkungsbereich des tryptischen Enzyms, dessen Bestimmung eine 
Reihe von Untersuchungen gewidmet worden sind. Wahrend die 
erste exakte Untersuchung der PH-Abhangigkeit der Trypsinwirkung 

1) H. 42, 415 (1904); 46, 307 (1905); 54, 32 (1907); 55, 84 (1908). 
2) H. 56, 18 (1908). 
3) Siehe dazu H. 121, 261 (1922); 130, 55 (1923). 
4) Virch. Arch. 39, 130 (1867). 
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von L. Michaelis und R. David sohn 1) mit Pepton als Substrat 
ein Optimum von PB=8,0 ergab, haben S. Palitzsch und L. E. 
W al bum 2) weit alkalischere Reaktionen, z. B. PH = 9,9 bei 30°, 
als optimal angegeben, und W. E. Ringer B) schloLl aus seinen Ver
suchen, daB die tryptische Wirkung mit steigender Alkalitat kon
tinuierlich zunehme. Diese Ergebnisse sind indessen auf eine Ver
nachlassigung der Wirkung von Alkali allein zurtickgeftihrt worden; 
nach E. Waldschmidt-Leitz 4) liegt das Optimum der Gelatine
spaltung bei PH 8,2 bis 8,7 in Ubereinstimmung mit den Angaben 
von J. R. Northrop"), nach dessen Versuchen, die die Abhangig
keit der Aktivitats-pB-kurve von der Natur des Substrates erweisen, 
man eine verschiedene elektrochemische Natur der einzelnen Ferment
Substratverbindungen anzunehmen haben wird (vgl. die Ausftihrungen 
des vorausgehenden Abschnittes). 

Die Untersuchungen der alteren Literatur haben ftir den kom
plizierten Verlauf der tryptischen Proteinhydrolyse, wie zu erwarten 
war, keine einfachen GesetzmaLligkeiten ergeben; auch trifft die 
Proportionalitat zwischen Enzymmenge und Reaktionsgeschwindig
keit meist nur ftir die Messung kleiner Umsatze zu. Die Frage 
nach der Bildung von Enzym-Subsiratverbindungen und nach der 
hemmenden Wirkung der Reaktionsprodukte ist ftir Trypsin in 
neuerer Zeit von J. H. Northrop 6) eingehend geprtift worden. 
Wahrend nach diesen Untersuchungen die Bindung des Trypsins 
an die enzymatischen Spaltprodukte, die reversibel ist, durch das 
Massenwirkungsgesetz beschrieben werden kann, lliBt sich die An
lagerung des Enzyms an seine Substrate, die Bildung der Enzym
Substratverbindungen, dieser Beziehung nicht unterordnen; dies ist 
aus der Unabhangigkeit der Hemmung durch Spaltprodukte wie 
aus den Versuchen tiber den EinfluLl der Substratkonzeniration auf 
die Reaktionsgeschwindigkeit und tiber die gleichzcitige Hydrolyse 
mehrerer Substrate gefolgerl worden. Die Annahme von Northrop, 
daB ftir die Wirkung proteolytischer Enzyme die Bildung einer 
intermediaren Enzym-Substratverbindung entbehrlich sei, bedarf in-

1) Bio. Z. 36, 280 (1911). 
2) Bio. Z. 47, 1 (1912). 
3) H. 116, 107 (1921); 124, 171 (Hl22 123). 
4) H. 132, 181, nnd zwar S. 196 (1923/24). 
f» Jl. of gen. Physiol. 5, 263 (1922/23). 
6) Jl. of gen. Physiol. 4, 266 (1921122); 5, 487 (1922); 6, 239 

(1923/24). 
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dessen noch der Bestatigung; es ist zu erwarten, daB die ver
gleichende U ntersuchung 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. K iihne 1) und von 
R. Heidenhain 2) 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
statigung zu erfahren .durch die grundlegende Entdeckung von N. P. 
Schepowalnikow 3) iiber den spezifischen EinfluB des Darmsaftes 
auf die Aktivierung des pankreatischen Sekretes. Es lieB sich 
zeigen, daB reiner pankreatischer Fistelsaft, fiir die Hydrolyse ge
nuiner Proteine vollstandig 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 
namlich, daB die Aktivierung Zeit benotigte, und der Unbestandig
keit des Aktivators maB man entscheidende Bedeutung bei fiir die 
Beurteilung seiner enzymatischen N atur. Diese Vorstellung, die 
in der Literatur die vorherrschende geblieben war 4), hat sich als 
Hng erwiesen. Aus einer Untersuchung von E. Waldschmidt
Lei tz 5) geht hervor, daB die Reaktion zwischen EnterokinasE> und 
Trypsin auf stochiometrischer Grundlage beruht, und daB 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 laBt. Diese Tatsache, insbesondere 
daB es gelingt, durch eine einfache, praparative Vornahme Enzym 
und Aktivator wieder zu trennen und so bereits maximal aktiviertes 
Trypsin von neuem in inaktive Form iiberzufiihren, ist mit der 
Annahme einer enzymatischen Umwandlung von Trypsinogen zu 
Trypsin unvereinbar. Zudem haben E. Waldschmidt-Leitz und 
A. Harteneck 6) den Nachweis gefiihrt, daB das Trypsin in ge-

1) Virch. Arch. 39, 130 (1867). 
2) Pflug. Arch. 10, 557, und zwar S. 587 (1875). 
3) 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 S. 207 (1925). 
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wissen Fallen auch ohne den Aktivator betrachtliche proteolytische 
Wirkungen auszuiiben vermag, beispielsweise bei der Einwirkung 
auf Protamin oder auch Pepton, daB also der Enterokinase nur 
die Bedeutung eines Hilfsstoffs flir 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 friiher annahm, 
ersetzen lilBt, hat man vielfach eine andere Art der Aktivierung, die 
sogenannte spontane Aktivierung unterschieden, die schon R. He ide n
hain 1) wahrgenommen hat. Sie tritt bei der Aufbewahrung der 
Pankreasdriise und ihrer wasserigen Ausziige oder des Sekrets ein 
und ist mit einer enzymatischen Bildung des Trypsins erklart 
worden. Es hat sich indessen ergeben, daB es sich hierbei urn die 
Bildung eines Aktivators aus der Driisensubstanz selbst handeIt, 
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 durchflihren lieB, durch Adsorption mittels 
Tonerde, den Aktivator wieder zu entziehen, der dann in der Elution 
der Tonerdeadsorbate nachweisbar war 2) ; und weiterhin hat die 
Anwendung des namlichen Adsorptionsverfahrens auf nicht akti
vierte Driisenausziige erlaubt, den Aktivator in Form seiner Vor
stufe, der "Pro-Kinase", von Trypsin zu trennen und seine Bildung 
unabhangig von der Gegenwart des Trypsins zu verfolgen. Die 
Bestimmung des Leistungsvermogens an dem aus der Pankreasdriise 
gebildeten Aktivator hat ergeben, daB er identisch ist mit Entero
kinase 3) ; auch hat seine Entstehung, die auf einem enzyma
tischen V organg beruht, als spezifisch fiir die Pankreasdriise zu 
geIten, 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) E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck, H. 149, 221 (1925). 
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Aus der gewonnenen Erkenntnis von der N atur der Enterokinase
wirkung ergab sich zugleich die Aufgabe, die praparative Reinigung 
des Aktivators anzustreben und seine Eigenschaften zu beschreiben; 
das in einer Untersuchung von E. Waldschmidt-Leitz 1) befolgte 
Verfahren der Reinigung, das sich einer Anzahl von Fallungs
und Adsorptionsvornahmen bediente, und dessen Kontrolle auf einer 
vorlaufigen Bestimmungsweise des Aktivators beruhte, namlich 
seiner Einwirkung auf eine bestimmte Menge Pankreasdrtise, hat 
im besten Beispiel zu einer etwa 100 fachen Konzentrationssteige
rung der Enterokinase aus der getrockneten Darmschleimhaut ge
ftihrt. 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 flir ihre Fahigkeit zur Bildung 
von Assoziationsprodukten mit begleitenden Stoffen, die wie bei 
den Enzymen das wahre Verhalten des Stoffes entstellen, oder es 
gilt flir die beobachtete Abnahme der Bestandigkeit des Aktivators 
in reinerer Losung und ftir seine Stabilisierbarkeit durch Glycerin. 
Auch die Temperaturempfindlichkeit des Aktivators, der unabhangig 
vom Reinheitsgrad schon bei 500 rascher Zerstorung unterliegt, 
dtirfte auf eine labile, enzymahnliche Struktur hinweisen. 

Verfahren zur Messung von Trypsinmengen sind von J. H. 
Northrop 2) auf die Beobachtung der Verfltissigung von Gelatine, 
von R. Willstatter und H. Persiel B) auf die Ermittlung des 
Aciditatszuwachses in alkoholischer Losung bei der Gelatinespaltung 
gegrtindet worden. Vor der ersteren wie vor alteren Bestimmungs
weisen dtirfte die Methode von Willstatter und Persiel den 
V orzug verdienen, da sie den EinfluB des Aktivierungsgrades des 
Enzyms berucksichtigt und seine ausgleichende Aktivierung mit 
Enterokinase anstrebt. Weitere wichtige Verbesserungen, die dieses 
analytische Verfahren kennzeichnen, beruhen auf der Erkenntnis, 
daf.l das rasche zeitliche Abklingen der EiweiBspaltung, das durch 
die stark hemmende Wirkung der Spaltprodukte bedingt ist, die 
Messung sehr kleiner Enzymmengen an groBen ]}lengen des Sub
strats erforderlich macht. Die ermittelten Beziehungen zwischen 
Enzymmenge und Spaltungsgrad haben zur Aufstellung eines vor
laufigen MaBes flir die lVlenge des Trypsins gefiihrt, der "Trypsin-

1) H. 142,217 (1924/25). 
2) Jl. of gen. Physiol. 5, 487 (1922). 
3) H. 142, 245 (1924/25). 



Trypsin: Praparative Reinigung. 13';" 

Einhei t (T.[ e.])", dessen Definition in einer spateren Untersuchung 
von R. WillRtatter, E. Waldschmidt-Leitz und S. Dunaitur
ria 1) noch etwas abgeandert worden ist und das die praparative 
Isolierung des Enzyms geleitet hat. 

Fur die praparative Darstellung des Trypsins ist es als zweck
ma13ig erkannt worden, das Ausgangsmaterial, die Pankreasdriise 
z. B. von Schweinen, unmittelbar nach der Schlachtung der Tiere 
zu entwassern und zu entfeiten, so wie es bei der Besprechung der 
Pankreaslipase beschrieben wurde. Man erhalt 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 Drusensubstanz mit wasse
rigen l\Iitteln oder mit Glycerin in guter Ausbeute entzogen wird, 
findet sich in diesen Losungen mit dem feit-, dem starke- und dem 
peptidspaltenden Enzym, sowie mit der V orstufe der Enterokinase 
vergesellschaftet; seine Abtrennung von diesen beruht auf dem Uber
wiegen seiner basischen Eigenschaften, die es gestatten, zunachst 
durch eine Adsorption mit Tonerde d~e Lipase 2) und ferner Erep
sin 3) und "Pro-Kinase" 4) den Losungen zu entziehen, wahrend die 
Hauptmenge des Trypsins zusammen mit dem starkespaltenden En
zym in den Mutterlaugen der Adsorption verbleibt; ihre 'l'rennung 
wird erreicht durch den Wechsel in der Polaritat des Adsorbens, 
man nimmt namlich mit Kaolin das tryptische Enzym aus der 
Losung auf und la13t die Amylase darin zuriick 5). So erhalt man, 
wie auch neuere Versuche von Willstatter, Waldschmidt
Leitz und Dunaiturria bestatigt haben, das Trypsin in enzyma
tisch einheitlicher Losung; zahlenmaBige 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, daB das Trypsin 
nun keine Selbstaktivierung mehr erleidet, hat nach E. Wald-

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

2) R. Willstatter und E. Waldschmidt-Leitz, H.125, 132, und 
zwar S.142 (1922123). 

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). 
b) R. Will~tatter, E. Waldschmidt-Leitz und A. R. F. Hesse, 

H. 126, 143, und zwar S. 162 (1922/23). 
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schmidt-Leitz und A. Harteneck 1) noch eine besondere Be
deutung, die die weitere Reinigung des Enzyms erleichtert. Da 
namlich die Haltbarkeit des nichtaktivierten Trypsins viel groJ3er 
ist als die seiner Verbindung mit Enterokinase, so findet man das 
Enzym z. B. in den MuUerlaugen der Tonerdeadsorption viel be
standiger als in den urspriinglichen Losungen, obgleich es reiner 
ist; auch Glycerin, das den Vorgang der Selbstaktivierung veilang
samt, erhOht die Bestandigkeit des Enzyms. 

Die zahlreichen Angaben der aIteren Literatur uber die spezi
fischen Wirkungen des Pankreastrypsins sind meist uberholt. Ins
besondere hat sich die Anschauung, wonach man als die spezifischen 
Substrate des Trypsins diejenigen hohermolekularen Proteine ansah, 
zu deren Hydrolyse das Enzym der Aktivierung durch Enterokinase 
bedurfte, als irreflihrend erwiesen; sie beruhte auf der herrschenden 
Ansicht tiber die Wirkungsweise der Kinase, namlich die einer 
enzymatischen Bildung des Trypsins aus seinem Zymogen. So haben 
sich nach der Sicherstellung der N atur dieses Vorgangs ftir die 
Unterscheidung der besonderen Substrate von Pankreastrypsin und 
Pankreaserepsin, welch letzterem man alle mit nichtaktivierten 
Pankreaspraparaten beobachteten Wirkungen zuschrieb, neue Richt
linien ergeben. Die Trennung der beiden Enzyme durch das Ver
fahren der fraktionierten Adsorption mittels Tonerde, die von 
E. W aldschmid t-Lei tz und A. H arteneck 2) ausgeflihrt wurde, 
hat zudem den Weg eroffnet zu einer gesicherten Prtifung ihrer 
spezifischen Wirkungen wie auch der Bedeutung des Hilfsstoffes 
Enterokinase fur die Spezifitat des tryptischen Enzyms. Es hat 
sich erge ben, daJ3 die besonderen Wirkungen von Trypsin und von 
Erepsin streng voneinander zu unterscheiden sind. Die Hydrolyse 
durch Trypsin beobachtete man fur aIle untersuchten genuinen 
Proteine, wie auch fur hOhere proteolytische Abbauprodukte z. B. 
der Pepsinverdauung, wenngleich sie sich in einzelnen Fallen mit 
stark abweichender Geschwindigkeit vollzieht; gewohnliche Peptide 
dagegen, z. B. Di- oder Tripeptide, werden durch Trypsin nicht an
gegriffen, fur ihre Spaltung ist das ereptische Enzym spezifisch. 
Sodann hat es sich gezeigt, daJ3 der EinfluJ3 der Aktivierung durch 
Enterokinase nur flir die Hydrolyse der hohermolekularen Proteine 
wesentlich ist, daJ3 hingegen einfacher konstituierte Substrate, z. B. 
gewisse basisehe 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 Fallen kommt die Gegenwart der Entero
kinase nur in einer Verstarkung und Weiterfiihrung der Hydrolyse 
zum Ausdruck. Es hat sich indessen in neueren Untersuchungen 1) 
gezeigt, daB der Angriff des aktivierten und der des nichtaktivierten 
Trypsins sich auf spezifische Strukturen bezieh t ; auch ist ihre 
Wirkungsweise scharf unterschieden. Die nachfolgende Tabelle 28 
veranschaulicht den Vergleich der Spezifitat von Pankreastrypsin 
und Pankreaserepsin in qualitativer Form. 

Tab e 11 e 28. Spezifitat von Trypsin und Erepsin. 
(Angaben bedeuten: - = keine nachweisbare, + = positive, + + = verstarkte Spaltung.) 

8ubstrat Trypsin Trypsin Erepsiu + Enterokinase 

Peptide + 
Pepton aus Eieralbumin + ++ 
Protamin + ++ 
Histon. + 
Casein + 
Fibrin. + 
Gelatine. + 
Gliadin + 
Zein + 

Die besondere Wirkungsweise des Trypsins und die N atur der 
fiir seinen Angriff maBgebenden chemischen Strukturen ist noch 
nicht deutlich erkennbar; aber seine Wirkung auBert sich, wie be
sondere Versuche gelehrt haben, in der Spaltung von Saureamid
bindungen und vor aHem in der Bildung betrachtlicher Mengen 
freier Aminosauren; in dieser letzteren Beziehung, die wesentlich 
zu sein scheint, unterscheidet sie sich, zum mindesten in quantita
tivem Sinne, von der des peptischen Enzyms. 

c) Thrombin. 

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

1) E. Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner und W. Grassmann, 
.-Uber die Struktur des 'Clupeins", sowie E. Waldschmidt-Leitz und 
E. Simons, "TIber die enzymatische Hydrolyse des Caseins", H., im Druck. 
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kolloidchemischen Gesichtspunkten zu verstehen versucht. 1m 
Rahmen dieses Buches mag eine kurze Beschreibung des Gerinnungs
vorgangs und der dafiir maLlgebenden Bedingungen geniigen, die 
ein naheres 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 dod nicht tief genug vorgedrungen, um ein abschlieLlendes 
U Tteil zu gestatten. 

Die Erscheinung der Blutgerinnung beruht auf der Umwand
lung eines im Blutserum gelOsten Proteins, des Fibrinogens, in das 
uniosliche Fibrin. Sie ist zuerst von A. S c h mid t 1) auf die 
Wirkung eines Enzyms, des Thrombins, zuriickgefiihrt worden, das 
beim Zerfall von Zellelementen, z. B.der roten BIutkorperchen, an 
das Blut abgegeben werden solI, und zwar in Form einer: inaktiven 
V orstufe, die erst durch den Hinzutritt von Kalksaizen in das 
aktive, die Gerinnung bewirkende Enzym iibergefiihrt wird. Die 
Bedeutung der Kalksalze, auf die zuerst M. Arthus und Pages 2) 

aufmerksam gemacht haben, ist nach O. Hammarsten 3) 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. F u 1 d 4) und 
P. Morawitz 5) auJ3erdem der Gegenwart eines besonderen, in den 
Gewebssaften enthaltenen Aktivators, der Thrombokinase, bedarf. 
Diese Beobachtungen erinnern an die alteren Angaben iiber die 
Aktivierung des Trypsins durch Calciumsalze, deren Wirkung in
dessen, wie es sich gezeigt hat, Iediglich auf einer Anderung der 
Reaktion der EnzymlOsungen beruht. Beziiglich weiterer Einzel
heiten, die die Bedingungen der Blutgerinnung wie die Ansichten 
iiber ihren l\Iechanismus betreffen, mag auf die umfangreiche Spezial
literatur verwiesen werden 6). 

1) Pfliig. Arch. 6, 413 (1872); 11, 291, 515 (1875); 13, 93 (1876). 
2) Arch. de PhysioI. 2, 739 (1890). 
3) H. 22, 333 (1896/97); 28, 98 (1899). 
4) ZbI. f. PhysioI. 17, 529 (1903); E. Filld 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. M 0 r a wi t z, Die Blutgeriilllung. Handb. d. Biochem. 

4, 44, 2. Auf I. Jena 1923. 
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d) Papain. 

Das Papain oder Papayotin findet sich in den Friichten und 
im Milchsaft des Melonenbaums, des sen eiwei13verdauende Wirkung 
schon lange bekannt war; das Enzym ist zuerst von A. W urt z 
und E. BouchuP) genauer, sehr eingehend von dem Botaniker 
S. H. V in e s 2) untersucht und mit anderen pflanzlichen Proteasen 
verglichen worden. AIlein 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 namlich auf die Bedeutung 
einer spezifischen Aktivierung des Enzyms durch Blausaure auf
merksam geworden war. Diese Aktivierung, die zuerst von L. B. 
Mendel und A. F. Blo od 3) und von E. .!VI. FrankeP) als solche 
erkannt war, ist von R. Willstatter und W. Gras.smann 5) in 
ihrem Mechanismus und in ihrer Bedeutung flir die Spezifitat des 
Enzyms eingehend untersucht worden. Es hat sich gezeigt, da13 
die Wirkung der Blausaure auf Papain gro13e Ahnlichkeit besitzt 
mit der von E. Waldschmidt-Leitz 6) untersuchten Reaktion 
zwischen Trypsin und Enterokinase; die Bindung des Aktivators 
an das Enzym ist in beiden Fallen eine zeitlich bedingte Reaktion, 
im FaIle des Papains ist zur Erzielung maximaler Aktivierungs
leistung beispielsweise eine einstiindige Einwirkung der Blausaure 
erforderlich. Auch die Papain-Blausaureverbindung zeichnet sich 
durch eine betrachtliche Dissoziationsfahigkeit aus; man kann dem 
aktivierten Enzym den Aktivator schon durch Druckverminderung 
wieder entziehen. Das aktivierte und das nichtaktivierte Enzym, 
Papain-Blausaure und Papain, deren optimale Wirkung auf Gelatine 
einem PH von 5,0 entspricht und deren Aktivitats-PH-kurven iiber
einstimmend gefunden wurden, unterscheiden sich in ihrer Spezifitat, 
sie verhalten sich wie zwei spezifische proteolytische Enzyme. So 
Wle die Aktivierung des Trypsins durch Enterokinase zufolge 

1) C. r. 89, 425 (1897); 91, 787 (1880); 93, 1104 (1888). 
2) Annals of Botany 16, 1 (1902); 17, 237, 597 (1903); 18,289 

(1904); 19, 149, 171 (1905); 20, 113 (1906); 22, 103 (1908); 23, 1 
(1909); 24, 213 (1910). 

3) Jl. BioI. Chern. 8, 177 (1910). 
4) Jl. BioI. Chern. 31, 201 (1917). 
5) H. 138, 184 (1924). 
6) H. 132, 181 (1923124). 
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E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck 1) eine Erweiterung 
der dem Enzym zuganglichen 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 Erganzung 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 fur die Hydrolyse von Tripeptid wird der 
Aktivator unentbehrlich sein, wahrend einfache Dipeptide wie durch 
Trypsin, so auch durch Papain-Blausaure nicht angegriffen werden. 
Die bemerkenswerten Beziehungen, die sich zwischen der Spezifitat 
des Trypsins und der des Papains und dem EinfluLl der spezi
fischen Aktivatoren auf diese zu ergeben scheinen, sind in der nach
folgenden Tabelle 29 in qualitativer Form veranschaulicht. Aus 

Tabelle 29. 

Spezifitat von Papain und Trypsin. 
(Angaben bedeuten: - = keine nachweisbare, + = positive, 

+ + = verstarkte Hydrolyse.) 

Enzym Gelatine Substrat Dipeptid 
Pepton 

Papain + 
Papain + Blausaure ++ + 
Trypsin + Enterokinase + ++ 
Trypsin + 
der Tabelle ergibt sich die Berechtigung einer Gegenuberstellung 
von Papain mit Trypsin-Enterokinase einerseits und von Papain
Blausaure mit Trypsin andererseits, wenn auch weitere Unter
suchungen erweisen mogen, daB 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 fur 
beide Enzyme entgegengesetzt gefunden wird, wird in beiden Fallen 
auch von verschiedenem Ausma13 sein; dies durfte schon aus der 

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

Auch das praparative Verhalten des Papains, namlich aus dem 
eingetrockneten Milchsaft von Carica papaya, ist von Wi 11 s tat t e r 
und Grassmann gepriift worden, indessen war die erzielte Steige
rung der enzymatischen KOllzentration auf etwa das Fiinffache von 
der des Ausgangsmaterials nicht sehr erheblich. Bemerkenswert 
ist das Adsorptionsverhalten des Enzyms, das einer V orreinigung 
durch Selbstverdauung des Milchsaftes und Fallung mittels Alkohols 
unterworfen war; wahrend die Adsorption des Papains an Kaolin 
von der Reaktion nur wenig beeinfluBt zu werden scheint, findet 
man seine Aufnahme durch Tonerde bei we item am giinstigsten bei 
alkalischer Reaktion, und das Enzym wird dem Adsorbens durch 
Einwirkung verdiinnter Saure wieder entzogen; die basischen 
Eigenschaften, die das Enzym oder sein Assoziationsprodukt mit 
begleitenden Stoffen zu besitzen scheint, werden durch den Zusatz 
von Alkohol abgeschwacht, der die Adsorption an Tonerde befordert 
und dessen Wirkung mit der bei Aminosauren und Peptiden beob
achteten Entwicklung der Saurefunktion 1) verglichen werden kann. 

Von den Proteasen der h5heren Pflanzen sind vor aHem 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 MaIzes, in welchen man nach den Untersuchungen von 
L. Adler 2) und H. Lundin B) zwei verschiedene proteolytische 
Enzyme, eine Protease und eine 'peptidase, anzunehmen hat, deren 
Unterscheidung sich auf ihre PH-Abhangigkeit griindet. Es ist 
noch nicht untersucht, ob, wie es wahrscheinlich ist, das protein
spaltende Enzym des MaIzes hinsichtlich seiner Spezifitat Bezie
hungen zum Papain aufweist; auch die viel bearbeitete Bildung 
proteolytischer Enzyme im keimenden Sarnen, bei welcher man eine 
besondere lEtwirkung von Sauerstoff angenommen hat, bedarf der 
Kachpriifung mit verbesserter Methodik, die vor aHem den unge
niigend beachteten Einflu13 der Aciditat auszuschalten haben wird. 

1) Vgl. R. W illstatt er u. E. Waldschmid t-L eitz, B. 54,2988 (1921). 
2) Zs. ges. Brauw. 38, H. 17-20 (1915). 
B) Bio. Z. 131, 193 (1922). 
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e) Hefeprote as en. 

Die Beobachtung, da13 bei der Autolyse der Hefe die in ihr 
enthaltenen Proteine zu lOslichen Produkten abgebaut werden, ist 
schon alt; sie ist zuerst von E. 8 a 1 k 0 w ski 1) auf enzymatische 
Wirkung zuriickgefiihrt worden. M. Hahn und L. Geret 2) haben 
dann den Nachweis gefiihrt, daB der PreBsaft der Hefe genuine 
Proteine zu hydrolysieren vermag und daB bei dieser Reaktion 
gro13e lVlengen von Aminosauren entstehen, wahrend die Abbaustufe 
des Peptons nicht nachgewiesen werden konnte; sie verglichen da
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Abb. 11. 

Aktivit1its-PH-kurven der Hefeproteasen 

nach Dernby. 

her den proteolytischen Ab
bau durch Hefee"nzym mit 
dem des Trypsins und nannten 
das Enzym Endo -Tryptase, 
obwobl sie bereits die Beob
achtung machten, daB die 
optimale Wirkung des En
zyms, abweichend von der 
des Trypsins, wie auch die 
giinstigsten Bedingungen des 

autolytischen Prozesses 
schwach saurer Reaktion 
entsprachen. Die Kenntnis 
der Hefeproteasen ist dann 

durch eine neuere, umfangreiche Untersuchung von K. G. Dernb y 3) 
wesentlich gefOrdert worden. Den optimalen Bereich der Autolyse des 
Hefeeiwei13es fand De rn b y bei einem PH von etwa 6,2, wahrend ihre 
Grenzen zu PH = 4 bzw. 7 bestimmt wurden. An diesem V organg 
sind nach D e rn b y drei verschiedene proteolytische Enzyme beteiligt, 
deren Differenzierung auf Grund ihrer verschiedenen PH-A bhangigkeit 
ausgesprochen wird. 80 wird die Wirkung einer bei PH = 4,5 
optimalen Peptidase von der einer Tryptase und einer Peptidase 
mit dem Wirkungsoptimum beiPH = 7,0 bzw. 7,8 unterschieden, 
die ersten beiden Enzyme befahigt 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 pwAbhangig-

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

Die Annahme dreier verschiedener Hefeproteasen hat sich in
des sen in neueren Untersuchungen von R. W illstatter und 
W. Grassmann 1) nicht bestatigen lassen. Man hat vielmehr nur 
zwei enzymatische Individuen zu unterscheiden, deren praparative 
Trennung durchgefiihrt werden konnte, namlich eine eigentliche 
Protease vom Typus des Papains, gekennzeichnet durch ein Wirkungs
optimum bei PH = etwa 5,5, neb en einem peptidspaltenden Enzym, 
dem Hefe-Erepsin. Fiir die Annahme eines dritten Enzyms, der 
Tryptase von De rn by, dessen Wirkung z. B. auf Pepton bei 
PH = 7,0 am giinstigsten sein soUte, belaJ.lt die Ubereinstimmung 
der fiir die Hydrolyse von genuinem Protein wie von Pepton beob
achteten Aktivitats-PH-kurven bei dem erepsinfreien Enzym keine 
Stiitze, die abweichenden Befunde von De r n b y werden auf die 
Beteiligung des beigemengten peptidspaltenden Enzyms, dessen 
Pa-Optimum schwach alkalischer Reaktion entspricht, an der Hy
drolyse zuriickzufiihren 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 
laJ.lt; 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, verhaltnismaJ.lig einfachen Reaktionen laJ.lt ihre Untersuchung 
in besonderem MaJ.le geeignet erscheinen, zur Erkenntnis des lIecha
nismus proteolytischer Prozesse beizutragen, und es ist zu erwarten, 
daB ihilen auch bei der Erkennung und Losung struktureller Fragen 
in der Proteinchemie eine hervorragende Rolle zufall en wird. Um so 
auffallender mag es erscheinen, daJ.l dem Studium ihrer Eigen
schaften und ihrer Wirkung verhaltnismaJ.lig viel weniger Beachtung 
geschenkt worden ist. 

Die wichtigste und am besten untersuchte Peptidase ist das 
im Jahre 1901 von O. Cohnheim 2) entdeckte Erepsin der Darm-

1) H. 153, 250 (1926). 
2) H. 33, 451 (1901). 

\\"-aldschmidt-Leitz, Die Enzyme. 10 
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schleimhaut; seine Auffindung beruhte auf der Beobachtung, daLl 
sowohl mit Pepsin vorverdautes EiweiLl wie auch die durch Trypsin 
nicht weiter zerlegbaren EiweiLlabbauprodukte, die Trypsiu
peptone, die W. K iihne 1) zuerst beschrieben hat, unter der Ein
wirkung von Extrakten der Darmschleimhaut bis zum Versehwinden 
der Biuretreaktion, also zu Aminosauren 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, zmhal man fiir die Pankreasdriise und ihre Sekrete 
vielfach die namlichen enzymatischen Wirkungen wahrnahm. Spater 
schrieb man diese indessen einem besonderen ereptischen Enzym in 
der Pankreasdriise zu. Die Angaben der alteren 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 zusammenfaLlte, 
haben sich in einer neueren Untersuchung von E. Waldschmidt
Leitz und A. Schaffner 2) in mehreren Punkten als unzuverlassig 
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
kinasevornahm,von E. Waldschmidt-Leitz undA.Harteneck 8) 

mit der Trennung der beiden Enzyme und der Kennzeichnung ihrer 
Einzelwirkungen widerlegt und richtiggestellt worden. Es hat sich 
dabei ergeben, daLl das enzymatisch einheitliche Erepsin aus Darm 
wie aus Pankreas spezifisch auf die Hydrolyse gewohnlicher 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 Spezifitat, 
die Beschrankung ihrer Wirkung auf die Hydrolyse einfacher, natiir
licher oder synthetischer Polypeptide, ist fiir pflanzliche Peptidase 

1) Virch. Arch. 39, 130 (1867); Z. BioI. 22, 450; 28, 571, 29, 1, 308. 
2) H. 151, 31 (1925j26). 
8) H. 149, 203 (1925). 
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zu tolgern, z. B. flir das Erepsin der Hete, das von R. Willstatter 
und W. Grassman n 1) in proteolytisch einheitlicher Losung erhalten 
worden ist. 

Der qualitative und der quantitative Vergleich der Spezititat 
von Darm- und Pankreaserepsin, den Waldschmidt-Leitz und 
Schaffner gepriHt haben, hat zu der Feststellung geflihrt, daD flir 
eine Verschiedenheit der beiden Enzyme, wie sie auf Grund alterer 
Angaben von E. Fischer und E. Abderhalden 2) angenommen 
worden war, nun keine Anhaltspunkte mehr vorliegen. Es kommt 
hinzu, daD auch das Adsorptionsverhalten der beiden Enzyme gegen
tiber Tonerde wie auch die Abhangigkeit ihrer Aktivitat von der 
Wasserstoffzahl tibereinstimmend gefunden wird; sie sind also als 
identisch zu betrachten. Diese SchluDfolgerung ftihrt zufolge 
E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck 3) zu einer weiter
gehenden physiologischen Fragestellung; es ist namlich damit zu 
rechnen, daB die primare Bildung auch des Darmerepsins sich in 
der Pankreasdrtise vollzieht und daB seiner Absonderung durch die 
Darmschleimhaut eine sekundare Anhautung in deren Drtisenzellen 
vorausgeht. 

Aus den Untersuchungen von Fischer und Abderhalden 
hat sich ferner zuerst die bedeutsame Tatsache ergeben, daD die 
enzymatische Hydrolyse der synthetischen Polypeptide asymmetrisch 
verlauft; die Beobachtungen, auch der neueren Literatur, stimmen 
darin tiberein, daB die Peptidasen nur zur Spaltung der .aus den 
nattirlich vorkommenden optischen Antipoden der Aminosauren 
aufgebauten Peptide befahigt sind; und in den Racematen der syn
thetischen Polypeptide unterliegt nur das eine, dem nattirlich vor
kommenden entsprechende sterische Isomere der Verseifung. Andere 
beachtenswerte Vergleiche, tiber die E. Abderhalden und A. H. 
Koelker 4) berichtet haben und E. Abderhalden und C. Brahm 5), 
betreffen die Spezifitat der Reaktionswege bei der Spaltung hOherer 
Peptide durch peptidspaltende Enzyme verschiedener Herkunft; sie 
haben in einer Reihe von Fallen eine Verschiedenheit des Angriffs
punktes tierischer und pflanzlicher Peptidasen, beispielsweise bei 
der Hydrolyse von Tri- und Tetrapeptiden ergeben. 

1) H. 153, 250 (1926). 
2) H. 46, 52 (1905). 
3) H. 149, 221 (1925). 
4) H. 51, 294 (1907); 54, 363; iJiJ, 416 (1908). 
5) H. 57, 342 (1908). 

10* 
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Das PH-Optimum des Darmerepsins haben P. Rona und 
F. Arnheim 1) sowie K. G. Dern by 2) zu 7,8 bestimmt; die Lage 
des Optimums, die fur die Spaltung von Glycyl-glycin nach D ern by 
bei Darm- und bei Hefeenzym identisch gefunden wird, schwankt 
nach E. Abderhalden und A. Fodor 3) bei dem pflanzlichen En
zym in gewissen Grenzen, namlich zwischen PH = 6,2 und PH = 8,5, 
je nach der Natur des angewandten Peptids; E. W aldschmid t
Leitz und A. Schaffner 4) konnten diese Beobachtung indessen 
fur tierisches Erepsin nicht bestatigen. Auch der Reaktionsverlauf 
der Peptidhydrolyse scheint sich bei den tierischen und den pflanz
lichen Enzymen zu unterscheiden. Wahrend die Untersuchungen 
von H. v. Euler 5) sowie von Dernby uber die Hydrolyse von 
Glycyl-glycin durch Darmerepsin zur Aufstellung monomolekularer 
Reaktionsgleichungen fuhrten, geben Abderhalden und Fodor 
an, daJ3 der zeitliche Verlauf der Peptidspaltung durch pflanzliches 
Enzym, aus HefepreLlsaft, in hohem MaLle von der Wasserstoffzahl 
abhange; ihre Versuche ergaben bei PH = 6,3 direkte Proportiona
litat zwischen Umsatz und Zeit, wahrend bei PH = 7,4 die Gultig
keit der Gleichung erster Ordnung, bei PH = 8,4 aber der Schutz
schen Regel beobachtet wurde, unter Bedingungen, unter welch en 
eine Enzymzerstorung nicht in Frage kam. Dieses Verhalten er
innert an die bei dem rohrzuckerspaltenden Enzym der Hefe beob
achteten Erscheinungen wechselnder Kinetik, deren Abhangigkeit 
von der Aciditat durch R. Willstlitter, J. Graser und R. Kuhn 6) 
beschrieben worden ist. Dieser EinfluLl der Wasserstoffzahl gilt 
indessen nach Waldschmidt-Leitz und Schaffner nicht fur die 
Wirkung des tierischen Erepsins, die der monomolekularen Reak
tionsgleichung entsprkht; es hat den Anschein, daLl der Reaktions
mechanismus von tierischer und von pflanzlicher Peptidase sich 
unterscheidet, oder daI.l die Affinitat des Hefeerepsins zu seinen 
Substraten in starkem l\IaI.le von Begleitstoffen beeinfluLlt wird. 

Auf dem monomolekularen Verlauf der Peptidhydrolyse und 
auf der beobachteten Proportionalitat zwischen Enzymmenge und 
Reaktionsgeschwindigkeit beruhen die von W al d s c h mi d t-Lei tz 

1) Bio. Z. 57, 84 (1913). 
2) Bio. Z. 81, 107 (1916/17). 
3) Fermentf. 1, 533 (1916). 
4) H. 151, 31 (1925/26). 
5) H. 51, 213 (1907). 
6) H. 123, 1, uud zwar S. 63 (1922). 
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und Schiiffner 1) vorgeschlagenen }IaEe fUr Menge und Konzen
tration des Erepsins; als "Erepsin-Einheit (Er.-E.)" ist das 1000fache 
derjenigen Enzymmenge gewiihlt, fUr welche sich unter den 
Bedingungen der Bestimmung die Reaktionskonstante 0,001 ergibt, 
wahrend der "Erepsin-Wert (Er.-W.)" als MaE der enzymatischen 
Konzentration durch die Anzahl Erepsin-Einheiten in 1 cg des Pra
parates gegeben ist. 

Die praparative Reinigung des Erepsins, die Waldschmidt
Leitz und Schaffner an dem Enzym der Darmschleimhaut an
gestrebt haben, wird in ihrem Erfolg beeintrachtigt durch die iiber
aus geringe Bestandigkeit des Enzyms, fUr 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 Fallung durch Essigsaure 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. 

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

Zur Einteilung der Proteasen. 

Es finden sich in der neueren Literatur mchrere Versuche, 
eine rationelle Einteilung der verschiedenen proteolytischen Enzyme 
nach ihrer \Virkungsart vorzunehmen. \Vahrend J. H. Northrop 2), 
wie schon erwahnt, eine Klassifizierung der Proteasen nach dem 
Ionisierungszustand der mit ihnen in Reaktion tretenden Protein
teilchen vornimmt, hat K. G. De r n b y 3) zwischen primiiren und 
sekundiiren Proteasen, entsprechend den Typen des Pepsins und 
Trypsins, und C. Oppenheimer 4) zwischen Pepsinasen und Tryp
tasen unterschieden. Diese Unterscheidungen, deren Berechtigung 

1) a. a. 0.; siehe dazu E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck, 
H. 147, 286, und zwar S. 295 (1925). 

2) Naturw. 11, 713 (1923). 
3) Bio. Z. 133, 432 (1922). 
4) Ebenda 136, 140 (1923). 
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in erster Linie aus den verschiedenen, fUr die Enzymwirkungen beob
achteten optimalen Aciditatsverhaltnissen abgeleitet wurde, werden 
nach den neueren Erkenntnissen tiber die spezifische Einstellung 
del' Proteasen zu erweitern und in chemischem Sinne zu vertiefen 
sein; hat doch die Nutzanwendung del' insbesondere von R. O. 
Herzog 1) sowie durch E. Abderhalden 2) vertretenen Vor
stellungen vom Aufbau del' Proteine als polymerer, aus einfachen 
Grundkorpern zusammengesetzter Gebilde dazu geftihrt, daJ3 die 
Wirkungen sowohl des Pepsins wie des Trypsins in erster Linie 
als desaggregierende verstanden und daJ3 den beD bachteten, in dem 
strukturellen Aufbau ihrer spezifischen Substrate begrtindeten Affi
nitatsunterschieden nul' untergeordnete Bedeutung beigemessen 
wurde 3). 

Die Hydrolyse del' hOhermolekularen Proteine ist namlich zu
folge den Angaben del' Literatur 4) durch keine del' aus nur zwei 
Komponenten bestehenden moglichen Kombinationen von Pepsin, 
Trypsin und Erepsin vollstandig; und in den einfachsten Fallen, 
fUr den Abbau del' 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. Hadene ck 5) mit del' Feststellung zu erganzen, daJ3 fUr eine 
gegenseitige unmittelbare Vertretbarkeit diesel' Enzyme bis heute 
keine Anhaltspunkte vorliegen, und daJ3 ihr Angriff auf spezifische 
Strukturen zu beziehen sein wird. So haben die neuen Erkenntnisse 
tiber die Spezifitat del' tierischen Proteasen in del' Untersuchung 
von Waldschmidt-Leitz und Harteneck zu einer Unter
scheidung von vier Typen proteolytischer Enzyme geftihrt. Zur 
ersten Gruppe, den Peptidasen, gehort das Erepsin, als dessen 
spezifische Substrate einfache Peptide, z. B. Di- odeI' Tripeptide 
zu gelten haben; eine zweite Gruppe umfafit die Enzyme vom 
Typus des nichtaktivierten Trypsins, dessen Wirkungen zwar nach
gewiesen, aber noch nicht mit einem streng spezifischen Substrat 
gekennzeichnet werden konnten; ftir die dritte Gruppe ware 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. 76,363 (1911). 
5) H. 149, 203, und zwar S.213 (1925). 
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aktivierte Trypsin, also das System Trypsin + 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 1). Einer solchen Einteilung diirften auch die Erfahrungen 
entsprechen, iiber die R. Willstatter und W. Grassmann 2) hin
sichtlich der spezifischen Wirkungen eines pflanzlichen Enzyms, 
des Papains, berichtet haben und nach welch en das nichtaktivierte 
Papain der dritten, seine Blausaureverbindung dagegen der zweiten 
Gruppe proteolytischer Enzyme zuzuordnen ware. 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 Fallen einfiigen werden und daB 
ihre Wirkungen die von Vertretern aus mehreren der unterschiedenen 
Gruppen zugleich umfassen konnen; aber die deutlich erkennbare 
Differenzierung, die der Organismus der hoheren Tiere flir den 
stufenweisen Abbau der EiweiBkorper mittels spezifisch wirkender 
enzymatischer Individuen ausgebildet hat, laBt die strengere Unter
scheidung dieser vier beschriebenen Typen als erforderEch und als 
niitzlich erscheinen, zumal sie beachtenswerte Riickschliisse gestattet 
auf strukturelle Besonderheiten ihrer spezifischen Substrate. Zwar 
ist die Natur der flir den Angriff der Enzyme aus den drei letzten 
Gruppen von Proteasen spezifischen Strukturen noch nicht erkenn
bar, aber die Erfahrungen, die iiber die auswahlende Wirkung 
dieser Enzyme vorliegen, fti.hren zu dem Schlusse, daB 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 ausgepragten 
Spezifitatsunterschiede zwischen Peptidasen einerseits und Amino
acylasen andererseits vergleichen, deren Wirkungen zwar in beiden 
Fallen in der Losung von Saureamidbindungen ZUlli Ausdruck 
kommt, aber in ausgesprochener Abhangigkeit von der Natur der 
beteiligten Komponenten. Weniger wahrscheinlich diirfte die An
nahme sein, daB die spezifische Wirkung der eigentlichen Proteasen 
sich auf Sprengung von Saureamidbindungen in besonderen zykli
schen Strukturen bezieht. 

1) Vgl. C. Oppenheimer, a. a. 0., S. 839. 
2) H. 138, 184, und zwar S. 204 (1924). 



] 52 III. Aminoacylasen. 

III. Aminoacylasen. 
Zur Gruppe der Aminoacylasen, die in ihrer Spezifitat von 

den Peptidasen streng zu unterscheiden sind, zahlen einige wichtige 
Enzyme, fur welche als gemeinsames Kennzeichen die Hydrolyse 
acylierter Amine oder Aminosauren gelten darf, deren einzelne 
Vertreter indessen wieder unter sich durch besondere Wirkungen, 
beispielsweise die Spaltung von Acyl-Aminosauren 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 Aminosauren, beispielsweise der Hippursaure, des 
Benzoylglykokolls, ist von O. Schmiedeberg 1) auf die Wirkung 
eines besonderen Enzyms, des Histozyms, zuruckgefiihrt worden. 
Man hat dieses Enzym dann auch in der Leber und im ~iuskel der 
Saugetiere aufgefunden und es ist besonders von C. N e u b erg 2) 
auch in dem Schimmelpilz Aspergillus oryzae beschrieben worden; 
am betrachtlichsten ist sein V orkommen nach R. Will s tat t e r , 
E. Waldschmidt-Leitz und J. Waldschmidt-Graser S) in der 
Niere vor aHem von Hund und Katze, wahrend der Enzymgehalt 
der Leber dagegen stark zurucktritt. Die Wirkung des Histozyms 
beschrankt sich auf die Abspaltung der Saurereste in acylierten 
Aminosauren und Pep tid en, beispielsweise der Zerlegung von 
Benzoylalanin, Benzoyl-glycyl-glycin, Phenacetursaure oder auch 
Glykocholsaure, wahrend die eigentliche Peptidbindung z. B. im 
Glycyl-glycin unangegriffen bleibt. Die optische Spezifitat des 
Enzyms, die zuerst von J. A. Smorodinzew 4) am Beispiel des 
Benzoylleucins beschrieben worden ist, fanden Willstatter, Wald
schmidt-Leitz und Waldschmidt-Graser unabhangig von der 

1) Virch. Arch. 14, 288, 379 (1881). 
2) Bio. Z. 145, 186; 147, 370, 312 (1924). 
3) N och unverOffentlicht. 
4) H. 124, 123 (1922). 
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Herkunft des Enzyms so ausgepragt, daD fast in allen Fallen nur 
die Derivate der natiirlich vorkommenden Aminosaureantipoden ge
spalten wurden; C. Hop p e rtI) hat daher die Anwendung des 
Enzyms zur Spaltung racemischer Aminosauren empfohlen. Die 
Hydrolyse der Hippursaure durch Histozym folgt nach N. M u t c h 2) 
der Reaktionsgleichung erster Ordnung, sie verlauft bis zu einem 
Gleichgewicht entsprechend einer Spaltung von etwa 97 Proz.; die 
fermentative Synthese der Hippursaure ist indessen noch nicht mit 
Sicherheit experimentell durchgefiihrt worden. 

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

Es ist noch nicht uutersucht, ob das Histozym bei der Um
wandlung der Harnsaure 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 zuriickfiihren zu konnen glaubte, beteiligt ist. Diese 
Vorstellung erscheint um so naheliegender, als nach den Beobach
tungen von W. Wiechowski 3) in der menschlichen·Niere zwar 
Harnsaure zerstort, aber kein Allantoin gebildet wird, eine Er
Rcheinung, die durch das Fehlen des spezifischen oxydierenden 
Enzyms in diesem Falle erklart werden mag. 

2. Arginase. 

Die Arginase ist als ein spezifisch auf Arginin eingestelltes 
Enzyni zuerst von A. Kossel und H. D. Dakin 4) in der Leber 
aufgefunden und beschrieben worden; seine Wirkung besteht in der 
Zerlegung des Arginins, der Guanido-amino-valeriansaure, in die 

1) Bio. Z. 149, 510 (1924). 
2) J. of Physiol. 44, 176 (1912). 
3) Hofm. Beitr. 9, 246, 295 (1907). 
') H. 41, 321; 42, 181 (1904). 
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Diaminovaleriansaure oder Ornithin und III Harnstoff nach der 
Gleichung 

,j'NH /NHs 
NHs-C-NH-CH2 -CH2-CH2-CH" + H2 0 

"COOH 

/NH2 /NH2 
= NH2-CR.!-CH2 -CH2 -CH" + CO" 

"COOH "NH2 

Dem V orkommen und der quantitativen Bestimmung der 
Arginase hat S. Edlbacher 1) eine Reihe von Untersuchungen ge
widmet. Es hat sich dabei ergeben, daB das Enzym in der Leber 
der Saugetiere, nicht dagegen der Vogel, aber in Niere und Hoden 
aller untersuchten Tiere in reicherer Menge sich findet, wahrend 
es in den Ovarien fast ganz zu fehlen scheint. Aus der Tatsache, 
daB der Arginasegehalt der Organe mannlicher Tiere den der weib
lichen stets weit iibertraf, ergab sich die SchluBfolgerung, daB die 
mannlichen Individuen einen gegeniiber den weiblichen stark ge
steigerten hydrolytischen Argininumsatz besitzen und daB der 
Argininstoffwechsel zur Sexualitat in Beziehung zu stehen scheint, 
zumal es sich zeigen lieB, daB die Arginasebildung mit erwachen
der Geschlechtsreife einen starken Impuls erfahrt. Diese Be
ziehungen zwischen Sexualitat und Arginasegehalt mogen verstand
lich werden, wenn man bedenkt, daB im Sperma argininreiche 
basische Proteine iiberwiegen, daD daher der Organismus zur Zeit 
der Geschlechtsreife eine gesteigerte l\'Ienge des argininumsetzenden 
Enzyms benotigen wird. A uch in Pflanzen ist die Arginase zufolge 
A. Kiese1 2) weit verbreitet. 

Zur Bestimmung der Arginasewirkung ist von S.Edlbacher 3) 

und von A. Clementi 4) die Anwendung der Formoltitration nach 
Sorensen empfohlen worden, welche die frei werdende Amino
gruppe des Ornithins zu bestimmen gestattet, wahrend der gleich
falls gebildete Harnstoff nicht mit Formaldehyd reagiert. Ein 
anderes Verfahren, dessen sich in neuerer Zeit A. Hun t e r und 
J. A. Dauphinee 5) sowie Edlbacher und Bonem 6) zur Messung 

1) S. Edlbaeher und P. Bonern, H. 140, 69 (1925); S. Edlbaeher 
und H. Rothler, H. 148, 264, 273 (1925). 

2) H. 60, 460 (1909); 118, 267 (1922). 
3) H. 95, 81 (1915); 100, 111 (1917). 
4) R. Ace. Line. 23, 517, 612 (1914). 
5) Proe. 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 Enzympraparaten, die der Selbst
verdauung unterliegen, zu erfassen gestattet. Die Abhangigkeit 
der Arginasewirkung von der Wasserstoffzahl ist von Hunte r 
und Dauphinee und von Edlbacher und Bonem gepriift und 
das Optimum der Hydrolyse bei PH = 9,5 bis 9,9 beobachtet 
worden, entsprechend der Alkalitat einer verdiinnten Losung von 
kohlensaurem Arginin. Die Zerlegung des Arginins, deren Verlauf 
nach R. E. Gross 1) infolge der stark hemmenden Wirkung des 
Ornithins einem betrachtlichen Absinken der monomolekularen Re
aktionskonstante entspricht, ist unter optimalen Bedingungen fast 
vollstandig. Die von S. Edlbacher und H. Rothler 2) als MaLl 
der Enzymmenge vorgeschlagene Einheit griindet sich auf die 
empirisch ermittelten Beziehungen zwischen Enzymmenge und 
U rnsatz; als "Arginase-Einheit (A.-E.)" ist namlich diejenige Enzym
menge bezeichnet, welche 10 ccrn einer 1 proz. Losung von Arginin
carbonat in 60 Minuten bei 38° und PH = 9,5 unter Bildung einer 
Harnstoffmenge zerlegt, die bei der Einwirkung von Urease 0,34 mg 
Ammoniak (entsprechend 1,0 ccm 0,02 n) ergibt. Die unter den 
angegebenen Bedingungen der Bestimmung beobachteten Beziehungen 
zwischen Arginasernenge und Umsatz, die einer Abnahme der 
relativen Reaktionsgeschwindigkeit mit steigender Enzymmenge 
entsprechen, stimrnen fiir das Enzym fast alIer tierischer Organe 
iiberein; nur in einern besonderen Fane, flir die Arginase der 
Hiihnerniere, ergab die Untersuchung direkte Proportionalitat 
zwischen Enzymmenge und Umsatz, so daB flir dies en Fall die Auf
stellung einer besonderen Enzymeinheit flir notwendig erachtet 
wurde. Diese bemerkenswerte Erscheinung ist auf das Fehlen 
eines spezifischen, die enzymatische Affinitat beeinflussenden 
Hemmungskorpers zuriickgefiihrt worden, des sen Gegenwart auch 
den Reaktionsverlauf entstellen diirfte; sie erinnert an die Beo b
achtungen iiber den EinfluLl begleitender Stoffe auf die Affinitat 
der Hefesaccharase, iiber die R. Kuhn 3) berichtet hat. 

1) H. 112, 236 (1920/21). 
2) a. a. O. 
3) H. 125, 28 (1922/23). 
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Die Priifung der spezifischen Wirknngen der Arginase ergibt 
nach Edlbacher und Bonem, daLl nur das natiirlich vorkommende 
rechtsdrehende Arginin gespalten wird und daLl andere Guanidin
derivate, wie Guanidinessigsaure oder Guanidinpropionsaure, nicht 
angegriffen werden. Aus der Beobachtung, daLl sowohl der Methyl
ester des Arginins wie die decarboxylierte Aminosaure, das Agmatin, 
gar nicht und in dem Dipeptid Arginylarginin nur die eine Halfte 
des Molekiils der Hydrolyse unterliegt, ist ferner die Folgerung 
abgeleitet worden, daLl 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 nachzuprtifen, oder aber eine Identitat der beiden 
Enzyme zu erweisen, die auf Grund der Ubereinstimmung ihres 
Vorkommens nicht ohne wei teres auszuschlietlen ware. 

3. Urease. 

Die Beobachtungen tiber eine bakterielle Zersetzung des Harn
stoffs im Harn in Ammoniak und Kohlensaure, die schon sehr weit 
zurlickreichen, haben in der Diskussion der Lie big schen und 
der Pas t e u r schen 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 friiher allein beschrieben hatte, ist aber erst ver
haltnismaLlig spat gelungen 1). Auch ist man erst viel spater auf 
die allgemeine Verbreitung der Urease in der Pflanzenwelt auf
merksam geworden, fUr deren EiweiLlstoffwechsel dem Enzym in
sofern eine besondere Bedeutung zuko=t, als es durch die Zer
legung des intermediar gebildeten Harnstoffs, der nicht ausgeschieden 
wird, fUr die Nutzbarmachung und Bereitstellung des zur EiweiB
synthese benotigten Stickstoffs in Form von Ammoniak gebraucht 
wird. So hat man das Vorko=en in den eiweiBhaltigen Pflanzen
samen, vor aHem der Leguminosen, am betrachtlichsten gefunden; 
insbesondere die Samen der Sojabohne, Glycine hispida, in denen 
das Enzym zuerst von T. Takeuchi und R. J 0 none 2) beschrieben 
wurde und denen es durch wasserige Mittel leicht entzogen werden 

1) Siehe dazu M. Jakoby, BiD. Z. 84, 354 (1917). 
2) JI. of the Colleg. of Agric. Imper. Univ. Tokyo 1, 1 (1909). 
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kann, haben sich als geeignetes Ausgangsmaterial zu seiner Dar
steHung 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 Amrnoniak und Kohlensaure, zu 
deren Messung nach St. L 0 v g r e n 1) unter der groBen Anzahl der 
angewandten Methoden die Bestimmung des unangegriffenen Sub
strats mittels Xanthydrol nach R. F 0 sse 2) und die Titration des 
abgespaltenen Ammoniaks am genauesten sind. Die rur die U rease
wirkung optimale Wasserstoffzahl, die D. D. van Slyke und 
G. Zacharias S) zu PH = 7,0 bestimmten, findet man nach 
St. Lovgren 4) abhangig von 
der Konzentration des Harn
stoffs, indem gleiche pro zen
tische Anderungen der Harn
stoffkonzentration gleiche pro
zentische Anderungen des 
pwOptimums zur Folge haben. 
Diese wichtigen Beobachtungen 
sind in Abb.12 veranschau
licht, die das pwOptimum der 
Urease in Abhangigkeit von 
der Harnstoffkonzentration, 
ausgedriickt durch die maximal 
moglichen Mengen NHs' dar
stellt. 

Dieser Befund, der im 
Gegensatz zu der fUr die Saccha-

Abb. 12. 
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PH-Abhangigkeit der Urease 
und Harnstoffkonzentration. 

rasewirkung geltenden Beobachtung der Unabhangigkeit von 
pwEinfluB und Substratkonzentration steht, mag fiir das Verstandnis 
der U reasewirkung besondere Bedeutung erlangen. Dip, aus der 
wiedergegebenen Kurve ersicbtliche Zunahme der optimalen Wasser
stoffzahl bei fallender Substratkonzentration scheint die natiirliche 
Aufgabe des Enzyms zu erleichtern, bei dessen Wirkung die 
Alkalitlit unter dem EinfluB des gebildeten Ammoniumcarbonats in 
dem MaBe steigt, wie die Harnstoffkonzentration zuriickgeht; bei 

1) Bio. Z. 119, 215 (1921). 
2) O. r. 158, 1076, 1432 (1914); Soc. BioI. 77, 129 (1914). 
3) JI. BioI. Ohern. 19, 181 (1914). 
4) Bio. Z. 137, 206 (1923). 
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der stark ausgepragten PH-Abhangigkeit der enzymatischen Akti
vitat wtirde der Umsatz ohne eine Verschiebung des Optimums ih 
der beobachteten Richtung eine noch starkere Verminderung auf
welsen. 

Die durch das frei werdende Ammoniak bedingte behacht
liche PH-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 pwEinflusses sind zufolge 
P. Rona und P. Gyorgy1) im wesentlichen auch die zahlreichen 
Angaben der Literatur iiber spezifische Aktivierungen der Urease 
zuriickzufiihren, die zuerst von N. 0 nod era 2) mit der Existenz 
eines besonderen Co-Enzyms erklart wurden und die von M. J a
kob y 3) der Wirkung besonderer "Auxo-Ureasen", namlich von 
Aminosauren und Bestandteilen des Serums, zugeschrieben werden; 
es ist leicht verst1indlich, datl die Gegenwart solcher amphoterer 
Stoffe die pwAnderung des enzymatischen Reaktionsgemisches ab
zuschwachen und damit den Umsatz zu steigern vermag. Auch 
die Beobachtungen der Literatur iiber die Abhangigkeit des Um
satzes von der Substratkonzentration scheinen in manchen Fallen 
durch eine unzureichende Beachtung der PH -Wirkungen entstellt 
zu sein. Wahrend aus den Untersuchungen von H. E. Armstrong 
und E. Horton"') sowie von D. H. Wester 5) die Unabhangigkeit 
des absoluten Umsatzes von der angewandten Harnstoffmenge, 
wenigstens innerhalb gewisser Grenzen, hervorzugehen scheint, 
haben D. D. van Sly ke und G. E. Cullen 6) den Nachweis gefiihrl, 
datl bei Einhaltung konstanter Aciditat, 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). 
2) Biochem. JI. 9, 544 (1915). 
3) Bio. Z. 74, 105 (1916); 114, 152 (1921). 
4) Proc. Roy. Soc. S5, 109 (1912). 
5) Ber. d. Deutsch. pharm. Ges. 30, 163 (1920). 
6) JI. BioI. Chem. 19, HI (1914). 
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Tab e lIe 30. 

Umsatz und Substratkonzentration nach van Slyke und Cullen. 

Harnstoffkonzentration I 
Mol. 

0,00625 
0,0125 
0,025 
0,05 
0,1 
0,2 
0,4 
0,8 
1;6 

Gefunden Milligramm I 
NHa nach 60 l\Iin. 

0,99 
1,77 
2,64 
3,60 
4,22 
4,59 
4,85 
5,27 
5,27 

104 a I k= -Jog--
t a-x a.k 

45 1,4 
39 2,5 
27 3,4 
17,3 4,3 
9,6 4,8 
5,1 5,1 
2,6 5,2 
1,8 7,2 
0,7 5,6 
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Flir den Reaktionsverlauf der Harnstoffzerlegung durch Urease, 
der oft untersucht worden ist, hat sich eine einfache Gesetz
maJ3igkeit noch nicht aufstellen lassen. Van Sly ke und Cullen, 
die die enzymatische Reaktion in zwei Teilvorgange mit versehie
dener Reaktionsgeschwindigkeit, namlich 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 zuruekgeflihrt; allein 
diese Annahme, die ahnlich sehon von V. Henri 1) rur den Reak
tionsverlauf der enzymatisehen Rohrzuekerhydrolyse ausgesprochen 
war, haben spatere experimentelle Untersuchungen von H. P. 
Barendrecht 2) und von St. Lovgren S) nicht bestatigen konnen. 
So hat insbesondere L 0 v g r en erwiesen, daJ3 der Reaktionsverlauf 
entgegen den alteren Angaben von H. E. Armstrong, M. S. Ben
i ami n und E. H 0 r ton 4) wenigstens rur den Anfangsbereich des 
Umsatzes der Gleichung erster Ordnung folgt und daB das Produkt 
aus Substratkonzentration und Reaktionsgesehwi~digkeit in gewissen 
Grenzen konstant gefunden wird, wahrend man fur diese GroJ3e 
innerhalb eines einzelnen Versuchs ie nach der angewandten Sub
stratkonzentration einen verschiedenen Gang beobachtet. Diese 
Erscheinung, die aus der nachfolgenden Tabelle 31 ersichtlich ist, 
ist von St. Lovgren mit der Veranderung der PH-Abhangigkeit 

1) C. r. 115, 916 (1902). 
2) Rec. trav. chim. 311, 1 (1920). 
3) 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, erklart 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 L ii v g r e n. 

Substrat- a.k Mittelwert konzentration (korrigiert) Mol. anfangs zu Eude 

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 

Da diese Beziehung, die der Reaktionsgleichung k = ~ In _a_ 
t a-x 

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 Enzympraparate jedoch fraglich erscheint. 

Uber den .J\/[echanismus der U reasewirkung sind verschiedene 
Ansichten geauJ3ert worden, die jedoch experimentell inkeinem 
Fane geniigend gestiitzt erscheinen. So ist von H. E. Armstrong 
und E. Horton 1) eine direkte Zerlegung des Harnstoffs in hydra
tisierter Form entsprechend 

,/(OH)2 = . 
C~ + 2 H2 0 = C=(OH)4 + 2NHs ' 

(NHII)2 

von W. R. Fearon 2) die Bildung von Cyansaure und Ammoniak 
als Zwischenstufe angenommen worden. Wahrend sich in den 

1) Proc. Roy. Soc. B 85, 109 (1912); 86, 328 (1913). 
2) Biochem. Jl. 17, 84 (1923). 
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Untersuchungen mehrerer Autoren die Angabe findet, daB die Hydro
lyse des Harnstoffs praktisch vollstandig verlaufe und daB ein 
Gleiehgewicht nicht zu beobaehten sei, haben E. Mack und D. S. 
Villars 1) sowie H. Kay 2) auch iiber geringe synthetische Wirkungen 
der l'rease in konzentrierten Losungen von carbaminsaurem Am
monium berichtet,. die zur Ausbildung eines Gleichgewichtes fiihren 
sollen. 

Systematische VeIsuche zur Reinigung des Enzyms mit mo
dernen Mitteln sind noch nicht unternommen worden. Die meisten 
Untersuchungen habeu sich darauf beschrankt, die Urease aus den 
entfetteten Samen der Sojabohne oder anderer Leguminosen mit 
wasserigen Mitteln in Losung iiberzufiihren und sie daraus durch 
Zusatz von Alkohol oder Aceton wieder niederzuschlagen. Es ist 
nicht sicher zu beurteilen, ob das Enzym, dessen Bestandigkeit in 
wasseriger Losung nicht sehr betrachtlich zu sein scheint, bei seiner 
Ausfallung mit wasserentziehenden ~Iitteln nicht, ahnlich vielen 
anderen Enzymen, erheblich geschadigt wird. Zusatz von Glycerin 
solI nach B. C. P .• T an sen 3) die Haltbarkeit wasseriger Losungen 
des Enzyms, so wie es bei einer Reihe tierischer Enzyme beobachtet 
worden ist, betrachtlich erhohen, wahrend es die enzymatische 
Wirkung schon in geringerer Konzentration zu hemmen scheint. 
tTber das Verhalten der Urease gegeniiber Adsorptionsmitteln liegen 
noch keine Allgaben vor; man darf illdessen von solchen Unter
suchungen erwartell, daB sie eine eridgiiltige Entscheidung tiber das 
Vorhandensein besonderer Aktivatoren herbeifiihren werden. 

IV. Carbohydrasen. 
Fnter den kohlehydratspaltendell Enzymen, deren Wirkung 

sich auf die Losung glucosidischer Bindullgen bezieht, hat man zwei 
groBe Gruppen zu unterscheiden, namlich die Hexosidasen, welche 
die Spaltung der einfachen Saccharide und Glucoside katalysieren, 
und die Polyasen, die den Abbau der hoheren Kohlehydrate, bei
spielsweise von Starke oder Glykogen, bewirken. Eine dritte, fiir 
spezifisch gehaltene Gruppe Yon Enzymen, deren Wirkung in der 
Aufspaltung glucosidischer Billdungen in den Nucleinsauren und 

1) Am. Soc. 4;), 501 (1923). 
2) Biochem. Jl. 17, 277 (1923). 
3) Chern. Weekbl. 12, 483 (1915). 

Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme. 11 
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ihren Abbauprodukten besteht, ist noch zu wenig untersucht, urn 
ein abschlieBendes Urteil tiber ihre besondere Existenz zu gewahr
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 tiberhaupt angesehen werden, als das Enzym, tiber dessen 
Eigenschaften und tiber des sen Wirkungsweise wir die eindringendsten 
Kenntnisse besitzen. Zu dieser besonderen SteHung des In
vertins mag neben der einfachen analytischen Methode, mit der 
seine Wirkung gemessen winl und die auf der polarimetrischell 
Bestimmung der Drehungsanderung von Rohrzuckerlosungen beruht, 
der Umstand beigetragen haben, daB seine verhaltnismaJ3ig groJ3e 
Bestandigkeit seine praparative Verarbeitung erleichtert und daB 
die weitgehende Unabhangigkeit seiner Wirkung von begleitendell 
Stoffen das Enzym zur Beschreibung der enzymatischen Reaktions
weise besonders geeignet erscheinen laJ3t. So sind im allgemeinell 
Teil dieses Buches bereits die wichtigsten Erkenntnisse, die tiber 
die Kinetik und den Reaktionsmechanismus del' Enzymwirkung wie 
libel' eine Reihe besonderer, bei enzymatischen Reaktionen geltender 
Einfltisse gewonnen worden sind, gerade am Beispiel der Saccharase 
besprochen und veranschaulicht worden; es mag sich daher er
tibrigen, an dieser Stelle auf die Kinetik der enzymatischen Rohr
zuckerhydrolyse und ihre Abhangigkeit von auBeren Faktoren, wie 
der Wasserstoffzahl, den Reaktionsprodukten oder andereh affinitats
beeinflussenden Stoffen, nochmals einzugehen. 

Die folgenden AusfUhrungen sollen vielmehr in erster Linie 
einer Charakterisierung des praparativen Verhaltens der Saccharase 
und einer Kennzeichnung ihrer besonderen Eigenschaften gelten, 
so wie sie aus den Untersuchungen der letzten Jahre vor aHem 
der W illsta tterschen und der Eulerschen Schule hervorgeht; 
es wird ftir diesen Zweck hinreichend sein, die praparative Be
schreibung des Enzyms mit einer Erorterung der verschiedenen 
fUr die Menge und den Reinheitsgrad der Saccharase angewandten 
MaLle einzuleiten. 

Ein einigermaLlen exakter Ausdruck fiir den Reinheitsgrad des 
Invertins ist zum erstenmal von C. O'Sullivan und F. W. Tomp-
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son 1) aufgestellt worden; diese Forscher charakterisierten ein 
Enzympraparat durch den " Zeit-Wert", d. i. diejenige Zeit in lVIinuten, 
welche 0,05 g eines Praparates benotigen, urn bei 15,50 4,0 g Rohr
zucker in 25 ccm Losung, welche 1 Proz. NaH2 P04 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. Willstatter und F. Racke 2) als 1\'IaB fiir 
die Enzymmenge aufgestellte GroBe ab, der "Menge-Zeit-Quotient 
(l\I.-Z.-Q.)", namlich 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 GroBe dar. 

Der Ausdruck M.-Z.-Q. ist von R. W illstatter und R. Kuhn 3) 
durch das anschaulichere lVlaB der "Saccharase-Einheit (S.-E.)" er
setzt worden, namlich 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 Praparat, er bedeutet 
also das Reziproke des Zeit-W ertes und steigt mit zunehmender 
enzymatischer Konzentration. Zu einem von H. v. Euler und 
0. Svanberg 4) zur Bezeichnung des Reinheitsgrades eingefiihrten 

. I MI' ..' k '" . k. 9 Zucker ratIone I en aBe, der "nverslOnsfahIg elt , It = -P .. --, 
9 raparat 

steht der Saccharase-Wert in einer einfachen rechnerischen Be
ziehung. Infolge der wechselnden Affinitat der Saccharase zum 
Rohrzucker sind die :lV[aBe del' Saccharase-Einheit und des Saccha
rase-Wertes nach Willstatter und Kuhn fiir den Vergleich von 
Enzympraparaten mit verschiedener AHinitat auf eine Saccharase 
von der mittleren Affinitatskonstante = 50 (Dissoziationskonstante 
der Saccharase-Rohrzuckerverbindung = 0,020) umzurechnen; die 
reduzierten Saccharase-Einheiten ergeben sich auf Grund der Be-

. S ESE n + 1; . d' N l't t d zIehung .- ·red. = .- . n + 0,02' worm n Ie ~ orma I a er 

1) Soc. 57, 834 (1890). 
2) A. 425, 1 (1921). 
3) B. 56, 509 (1923). 
4) H. 107, 269 (1919). 

11* 
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Rohrzuckerlosung bedeutet, in del' die Reaktionsgeschwindigkeit 
ermittelt wird. Fur die Verfolgung del' Enzymmengen im Gange 
del' praparativen Arbeit aus dem namlichen Ausgangsmaterial, mit
hin von gleichbleibender Affinitat, ist <liese Umrechnung indessen 
entbehrlich. 

Rohrzuckerspaltendes Enzym findet sich in del' Tier- und 
Pflanzenwelt; VOl' aHem in letzterer ist es weit verbreitet. Sieht 
man von dem am meisten untenmchten V orkommen in den Krypto
gamen, z. B. in del' Hefe, ab, ,,0 ist hervorzuheben, daB das Enzym 
nach den Angaben von J. H. Kastle und M. E. Clark 1) nicht nul' in 
Rohrzucker speichernden Pflanzenteilen, beispielsweiRe in del' Zucker
rube, beobachtet wird, sondern aHgemein da, wo hOhere Kohlehydrate, 
Starke odeI' Inulin, all" Reservestoffe dienen. Die Verbreitung des 
Enzyms in del' 'rierwelt ist verhaltnismaBig gering; auBer in del' Honig
blase und im Speichel Zucker invertierender Insekten findet sich 
Saccharase VOl' aHem im Darm, in welchem sie von Cl. Bernard 2) 
aufgefunden worden ist. Nach den Untersuchungen von H. Bierry 3) 
und von H. v. Euler und O. Svanberg 4) hat man anzunehmen, 
daf3 das Enzym von den ZeHen del' Darmschleimhaut nicht an das 
Sekret abgegeben wird, sondern daB sich die Umsetzung des Rohr
zuckers in den Drusenzellen ;.;elbst vollzieht; in dem rein en Fi;.;tel
gaft del' Darmdrusen beobachtet man namlich keine invertierende 
Wirkung. Von del' Saccharase del' Hefe unterscheidet sich das 
tierische Enzym zufolge Euler und Svan berg durch seine gerin
gere Bestandigkeit und durch die Abhangigkeit ;.;einer Witkung 
von del' Wasserstoffzahl, deren Optimum fUr Darminvertin bei 
PH = 5 - 7, fur das Enzym del' Hefe aber bei PH = 4,5 gefunden 
wird, wahrend die Wirksamkeit des pflanzlichen Enzyms bei PH = 7 
nUl' noch etwa ein Drittel del' optimalen betragt. 

Von del' Saccharase del' Hefe ist die tierische und mit ihr die 
Sacchara::;e aus Aspergillus oryzae nach R. Kuhn 5) auch unter
schieden hinsichtlich ihrer Spezifitat; wahrend das Enzym del' 
Hefe nach den Untenmchungen von R. W iUsta tter und R. Kuhn 6) 
sowohl den Rohrzucker als auch das 'l'risaccharid Raffinose 

1) Am. 30, 422 (1903). 
2) Lee. sur Ie Diabete, 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 123). 
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hydrolysiert, beobachtet man keine Einwirkung von tierischer 
oder Taka-Saccharase auf Raffinose oder andere Fructoside. 
Es kommt hinzu, daJ3 die Wirkung des Hefeenzyms nur durch 
Fructose, die de" Enzyms aUR Aspergillus oryzae dagegen nur durch 
ex-Glucose gehemmt wird, eine Erscheinung, die von Kuhn mit der 
SchluJ3folgerung verbunden wird, daL} die Hydrolyse des Rohrzuckers 
durch die beiden Enzyme iiber verschiedenartige Reaktionszwischen
produkte {iihre, namlich durch eine Anlagerung des Enzyms im 
einen FaIle an den Fructose-, im anderen FaIle an den Glucoserest 
des DisaccharidR. Eine Unterscheidung zwischen Fructo- und 
Gluco-Saccharasen auf dieser Grundlage erscheint nach den Unter
suchungen von R. Kuhn und H. }'[iinch 1) sowie von R. Kuhn 
und G. E. v. Grundherr 2) durchfiihrbar, entgegen den Anschau
ungen von H. v. Euler und K. Josephson3), nach welchen in 
allen Fallen die Wirkung des Enzyms auf eine gleichzeitige An
lag-erung an beide .zuckerreste zuriickzufiihren ware. 

Die praparative Isolierung der Saccharase, der R. W illsta tter 
und seine Mitarbeiter sowie H. v. Euler eine groJ3ere Anzahl von 
Untersuchungen gewidmet haben, ist bisher nur am Enzym der 
Hefe durchgefiihrt worden. Wahrend E. Fischer 4) die Ansicht ver
treten hatte, daL} das rohrzuckerspaltende Enzym beim Auslaugen 
der frisch en Hefe mit Wasser in Losung gehe, haben R. W ill
statter und F. RackeD) mittels quantitativer Kontrolle gezeigt, 
daB die Isolierung des Enzyms aus der Hefe nicht in einem ein
faehen Losungsvorgang besteht, und daI.l bei dem iibliehen Ver
fahren des Zerreibens und Abpressens oder des Auslaugens mit 
Wasser nur ein Bruchteil der Saccharase in Losung geht. Es hat 
sich we iter ergeben, daJ3 bei den verschiedenen Verfahren der 
rasehen oder allmahlichen Autolyse des Pilzes, welche zu praparativ 
brauchbaren Ausbeuten an enzymatischer Substanz fiihren, die Auf
Wsung der Saccharase auf einen enzymatischen Vorgang zuriick
zufiihren ist, auf eine Freilegung des Enzyms, die einen genauer 
bestimmten Teilvorgang des allgemeinen enzymatischen Abbaus der 
Hefesubstanz bildet. Die Beobachtung, daL} bei der Entleerung 

1) H. 150, 220 (1925); H., im Druck. 
2) B., im Druck. 
3) H. 132, 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, da13 dagegen ihr Abbau durch die Einwirkung kohle
hydratspaltender Enzyme die Freilegung des Invertins bewirkt, 
scheint die Schlu13folgerung zu erlauben, da13 das Enzym in der 
Hefezelle durch Einlagerung in die aus Polyosen gebildete Zell
membran geschtitzt wird; seine LoslOsung von diesen la13t 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 praparative 
Gewinnung der Saccharase zweckmaJ3ig eingeleitet wird, sind von 
groJ3er Bedeutung flir die Menge und flir die N atur der Begleit
stoffe, die mit dem Enzym in die Autolysate tibergehen. Die 
Untersuchungen R. W illsta tters 1) haben zur Ausarbeitung von 
vier verschiedenen autolytischen Verfahren geftihrt, deren besondere 
Eignung ftir die praparative 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 siebentagigen Autolyse bei 
Zimmertemperatur durch Einwirkung von Toluol auf die mit Wasser 
verdtinnte Hefe nach C. S. H u d son 2), das eine Enzymanreicherung 
auf das Doppelte von der in der Trockenhefe ermittelten Konzen
tration erlaubt. 

2. Das ahnliche Verfahren der N eutralautolyse verdtinnter 
Hefe 3), namlich unter Neutralisation der auftretenden Saure, das 
zu EnzymlOsungen von etwa dreifach gesteigerter Konzentration flihrt. 

3. Das Verfahren der raschen Autolyse bei neutraler Reaktion 4), 
bestehend in der ein- bis zweitagigen Einwirkung von Chloroform 
auf unverdtinnte Hefe und nachfolgender Verdtinnung und N eutra
lisieren; der Reinheitsgrad der Autolysate ist ahnlich dem nach 
dem zweiten Verfahren beobachteten. 

4. Das Verfahren der fraktionierten Autolyse 5) unverdtinnter 
Hefe durch Abtotung mit Toluol unter Neutralisation, rasche Ab-

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

2) Am. Soc. 30, 1564 (1908); 36, 1566 (1914). 
3) R. Willstatter nnd F. Racke, A. 425,1, nndzwar S. 54 (1921). 
4) R. Willstatter nnd K. Schneider, H. 142, :257, nnd zwar 

S. 266 (1924/25). 
5) R. Willstatter, K. Schneider nnd E. Bamann, a. a. O. 
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trennung des austretenden, illvertinarmen Verfliissigungssaftes nach 
etwa einer Stun de und Weiterfiihrung der Autolyse bis zu einem 
Tage; dieses Verfahren, das sich insbesondere bei der Verarbeitung 
enzymreicher Hefen bewahrt hat, fiihrt zu einer etwa vier- bis acht
fachen Steigerung der enzymatischen Konzentration, verglichen mit 
der des Ausgangsmaterials. 

(~roJ3ere Unterschiede in der qualitativen Zusammensetzung der 
Autolysate beobachtet man zufolge R. Willstatter, K.Schneider 
und E. \V enz ell) nur zwischen der raschen Autolyse unverdiinnter 
Here und der langsameren Autolyse des verdiinnten }\IIaterials, bei 
welcher die Hefe viel weitgehender ausgeleert wird. Die Abbau
enzyme, die bei der energischeren Abtotung der unverdiinnten Hefe 
weniger stark arbeiten als bei der gelinderen Abtotung in ver
diinntem Zustand, bewirken eine auswahlendere Freilegung des 
Invertins und einen verminderten Abbau des Enzymkomplexes; das 
Mengenverhaltnis der Saccharase zu anderen Enzymen und zu ihren 
Zersetzungsprodukten ist giinstiger im Faile der unverdiinnten 
Autolyse. Die Konzentration des Enzyms in den Autolysaten wird 
weiterhin erheblich gesteigert durch das von R. W illsta tter, 
eh. D. Lowry ir. und K. Schneider 2) beschriebene Verfahren der 
spezifischen Invertinanreicherung in der Hefe, das auf der Gar
fiihrung der Hefe bei minimaler Rohrzuckerkonzentration beruht 
und dessen experimentelle Grundlagen im allgemeinen Teil dieses 
Ruches bereits ausfiihrlich erortert worden sind. Durch kombinierte 
Anwendung dieser Methoden und durch Vervollkommnung des 
Freilegungsverfahrens sind die enzymreichsten Hefeausziige erhalten 
worden, deren Reinheitsgrad Saccharase-\Verten von 0,5 bis 1 ent
sprach, gegeniiber einer enzymatischen Konzentration von S.-W. 
etwa O,OR bis 0,05 in dem urspriinglichen Pilzmaterial. 

Die praparative Reinigung des Invertins aus den Hefeauto
lysaten ist von R. W iUsta tter in zahlreichen Fallen durchgefiihrt 
worden. Indessen haben die Erfahrungen, die in den erst en Arbeiten 
tiber Invertin gewonnen wurden, fiir die Darstellung des Enzyms 
keine allgemein giiltigen V orschriften und Richtlinien, sondern nur 
Beispiele )';u geben erlaubt. Das Verhalten der Saccharase bei der 
Reinigung, gegeniiber Fallungs- wie gegeniiber Adsorptionsmitteln, 
ist in hohem MaJ3e abhangig von der Natur und yom Alter der 
angewandten Hefeausziige, namlich yon der :Menge und Natur der 

1) H. 101, 1 (1925126). 
2) H. 146, 158 (1925). 
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begleitenden Stoffe. Es kommt hinzu, da/3 die Wahl der in den 
einzelnen Untersuchungen zur Anreicherung des Enzyms einge
schlagenen Verfahren durch das jeweils angestrebte Ziel entscheidend 
beeinflu13t war, sei es, da13 man ausschlie13lich die Steigerung des 
enzymatischen Reinheitsgrades, sei es, da13 man nur die Abtrennung 
bestimmter akzessorischer Stoffe erstrebte. Wenngleich die alteren 
Beispiele flir 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 iiber
holt sind, mag es doch von Interesse sein, ihre wichtigsten Ergeb
nisse hier kurz zu beschreiben, zumal sie der Entwicklung der pra
parativen Methodik forderlich waren. 

R. Willstatter und F. Racke 1), die von Hefeautolysaten 
nach Hudson ausgingen, reinigten die Saccharase durch Abtrennung 
von Verunreinigungen mittels Kaolin und durch fraktionierte Ad
sorption aus den Mutterlaugen mit Tonerde bei saurer Reaktion 
unter Zusatz von Aceton; es zeigte sich, daB nunmehr am; den 
ammoniakalischen Elutionen der Tonerdeadsorbate das Enzym nach 
dem Ansauern von Kaolin aufgenommen wurde, da13 also das Ad
sorptionsverhalten in rohen Losungen, das von L. l\Iichaelis 2) im 
Sinne einer iiberwiegend sauren N atur des Enzyms gedeutet worden 
war, durch Begleitstoffe vorgetauscht wird. Die Bedeutung der 
Adsorption des Enzyms an Kaolin ergab sich aus der Beobachtung, 
da13 in den Elutionen del' Adsorbate, deren bestes Beispiel durch 
den Saccharase wert 1,0 gekennzeichnet war, das Enzym sich frei 
von Hefegummi erhalten lie13, einem Kohlehydrat, das vielfach mit 
ihm identifiziert worden war. Die Untersuchung von R. W ill
statter, J. Graser und R. Kuhn S) erbrachte weitere praparative 
und analytische Erkenntnisse mit der Feststellung, daB das Invertin 
aus den gealterten Hefeautolysaten durch Bleisalz niedergeschlagen 
wird, wahrend man in den frisch en Ausziigen keine Fallung des 
Enzyms beobachtet. In der Anwendung einer fraktionierten Fallung 
mit Blei auf adsorptiv vorgereinigte Enzymlosungen ergab sich 
sod ann ein Mittel zur Abtrennung phosphorhaltiger Verunreinigungen, 

1) A. 425, 1 (1921). 
2) Bio. Z. 7, 488 (1907/08); L. Michaelis und M. Ehrenreich, 

ebenda 10, 283 .(1908). 
S) H. 123, 1 (1922). 
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deren hartnackige Vergesellschaftung mit dem Enzym H. v. Euler 
und O. Svanberg 1) zu irrtlimlicheu Vorstellungen libel' die Zu
sammensetzung des Enzyms gefUhrt hatte. Das reinste erhaltene 
Praparat, durch Kombination von Tonerdeadsorption und £raktio
nierte Bleifallung gewonnen, entsprach dem Saccharasewert 5,0. 

Wichtige methodische Fortschritte erzielten R. W illsta tter 
und W. Wassermann 2) hinsichtlich der Anwendung von Kaolin 
zur Adsorption del' Saccharase j sie beobachteten namlich, daB die 
storenden Einfliisse del' Begleitstoffe, mit denen das Enzym in den 
rohen Hefeausziigen assoziiert ist und die seine A ufnah!ne durch 
Kaolin beeintrachtigen, durch sehr groJ3e Verdiinnung und bei ge
eigneter Aciditat ausgeschaltet werden, so daJ3 die Saccharase un
mittelbar aus den Hefeautolysaten durch Kaolin adsorbiert werden 
kannj und R. Willstatter und K. Schneider 3) konnten zeigen, 
daJ3 diese Operation auch ohne Verdlinnung und mit beliebigen 
Autolysaten gelingt, sofem man fiir die Anwendung starker saurer 
Reaktion Sorge tragt. Durch die systematische Anwendung del' 
fraktionierten Adsorption mit Tonerde und durch die Aufsuchung 
del' fiir die auswahlende Adsorption des Enzyms jeweils giinstigsten 
Bedingungen haben dann R. Willstatter und K. Schneider 4) 

eine weitere Steigerung del' enzymatischen Konzentration zum Sac
charase-Wert !J,66 erreicht; die Methodik del' Adsorption war so 
geleitet, daJ3 sich das Verhalten des' Enzyms im Sinne der U nter
suchungen von H. Kraut und E. Wenzel 5) mehr und mehr dem 
Adsorptionsverhalten eines reines Stoffes naherte, das bei del' 
Erreichung eines Saccharase-Wertes von etwa 5 beobachtet 
wurde j abel' die Analyse del' Praparate in diesem Zustand fiihrte 
zu del' Feststellung, daJ3 das Enzym, obwohl es sich bei del' Adsorp
tion wie ein einheitlicher Stoff verhielt, mit einem wahrscheinlich 
groJ3en tryptophanhaltigen Peptidkomplex vergesellschaftet vorlag, 
welcher das Enzym VOl' Inaktivierung zu schiitzen seheint und fUr 
dessen Abtrennung die befolgten praparativen Richtlinien zu yer
sagen schein en. 

Del' nach den l1lteren Verfahren del' fraktionierten Adsorption 
und Fallung des Invertin;,; aus den Ausziigen del' verdiinnten Auto-

1) H. 112, 282 (1921). 
2) H. 123, 181 (1922). 
3) H. 133, 193 (1923!24). 
4) H. 142, 257 (1924/25). 
5) H. 133, 1 (1923124); 142, 71 (1924/25). 



170 IV. Carbohydrasen. 

lyse gewohnlicher Hefe erreichbare Reinheitsgrad ist auch in den 
neueren Untersuchungen mit. erheblich verbessertem Ausgangs
material nicht mehr wesentlich gesteigert worden. Die Erwartung, 
daB nach einer namhaften Steigerung des Invertingehaltes im Pilz
material und nach der Vervollkommnung des Freilegungsverfahrens 
die ~~nwendung der Adsorptionsmethode zu Invertinpraparaten von 
viel hoherer enzymatischer Konzentration flihren wiirde, hat sich 
nieht bestatigt. Zwar ist es R. Willstatter, K. Schneider und 
E. ,V enzel 1) gelungen, durch die fraktionierte Autolyse von Hefe, 
deren Ehzymgehalt sehr hoch, beispielsweise auf das 15 fache 
des gewohnlichfln gesteigert worden war, zu Ausziigen zu gelangen, 
deren Reinheitsgrad Saecharase-Werten von 0,5 bis 1,0 entsprach 
und die durch einfache Dialyse auf eine enzymatische Konzentration 
vom Saeeharase-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 (jrenze geflihrt, 
deren Uberschreitung vordem nieht 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 alteren kennzeichnet, beruht 
auf der .l\1Oglichkeit, in kurzer Arbeit yon der Hefe zu Enzym
praparaten von hohem Reinheitsgrad zu gelangen. \Vahrend die 
neuen Hefeausziige von hoher enzymatiseher Konzentration sieh flir 
die Anwendung der Kaolinadsorption nicht eignen, gelingt lOS, bei
spielsweise durch einmalige Adsorption des Enzyms an Tonerde 
und nachfolgende Dialyse und Elektrodialyse, Praparate vom Sac
charase-Wert etwa 7,3 zu gewinnen. Auch lailt sich das Mengen
verhaltnis der Saccharase zu anderen Enzymen der Autolysate nach 
R. Willstatter und E. Bamann 2) noch giinstiger gestalten durch 
die ~~btrennung des malzzuckerspaltenden Enzyms bei der aus
wahlenden Adsorption mit Tonerde von bestimmter Darstellung, 
oder aber bei der auswahlenden Elution von Tonerdeadsorbaten 
beider Enzyme; bei der Einwirkung von sauren Phosphatlosungen 
wird namlich ans dem gemeinsamen Ansorbat nur die Saccharase 
abgelost. 

Weitere methodisehe Fortschritte sind erreieht worden durch 
eine fraktionierte Ausfallung der mit Tonerde yorgereinigten Invertin-

1) H. 151, 1 (1925126). 
2) H. 151, 273 (1925/26). 
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losungen mittel" Tannins bei tiefer Temperatur, die bis zu Prlipa
raten yom Saccharase-Wert ~),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 erf;t in der Enzymlosung :,;elbst erzeugt wird; 
S0 ist es durch anteil weise Bildung eines adsorpti \" wirkenden 
Kiederschlags von Bleiphosphat gelnngen, den Saccharase-Wert in 
del' Elution der letzten Fraktion auf etwa 10 zu steigern, und 
weiterhin hat sich die bedeutsame Beobachtung ergeben, daB diese 
:lVIethode in sicherer Weise das Enzym von seinen Inaktivierungs
produkten zu trennen erlaubt, sie fiihrt namlich bei der Anwendung 
auf teilweise zerstorte EnzymlOsungen wieder zu Reinheitsgraden 
yom urspriinglichen ~w erte. 

Die Analyse del' gewonnenen gereinigten Enzympraparate yon 
verschiedenem Reinheitsgrad hat in den Untersuchungen R. \V ill
stlitters auch die Erkermtnis bestatigt, dal.l die Saccharase wie 
andere Enzyme weder zu den Kohlehydraten noch zu den EiweiB
korpern zahlt; doch ist es noch nicht moglich gewesen, die N atur 
des Enzyms auf bestimmte, chemisch definierte Bausteine zuriick
zuftihren. Die lilteren Aussagen von A. Fodor 1) oder von H. v. 
Euler und O. Syanberg 2), nach welchen das Invertin mit Hefe
gummi oder mit einem phosphorhaltigen Bestandteil der Hefe zu 
identifizieren war, sind mit der volligen Abtrennung dieser Stoffe 
yom Enzym gegenstandslos geworden. H. v. Euler und K. J oseph
son 3) haben indessen in spateren Untersuchungen die Annahme 
ausgesprochen, daB die Saccharase als eine proteinahnliche Substanz 
aufzufassen sei und dal.l ihre Aktiyitat mit der als "Proteinteil" 
bezeichneten Komponente des Enzyms aufs engste zusammenhange; 
diese selbst namlich solI danach den schlie13lichen Zerfall des Sub
strats bewirken. Diese SchluBfolgernngen sind aus dem Yerhalten 
der Saccharase gegeniiber Trypsin, von dem es zwar schwer, aber 
nur unter Verlust seiner Aktivitat angegriffen wird, und aus einer 
beobachteten Proportionalitlit zwischen der enzymatischen Konzen
tration und dem Stickstoff- und Schwefelgehalt der Praparate ab
geleitet, und sie sind erweitert worden durch neuere Angaben iiber 
elUe ganz spezifische Bauart des EnzymeiweiBes, gekennzeichnet 

1) Das Fermentproblem. Dresden und Leipzig 19:22. 
2) H. 112, .:282 (19:21). 
3) B. ;")6, 446, 1097 (1923); 57, :299, 859 (19:24): H. 138, 11, 38 

(19:24); 145, 130 (1925). 
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durch einen hohen Uehalt an Tryptophan, der mit del' enzymatischen 
Konzentration zu steigen scheine. 

Diese speziellen Anschauungen sind durch die Untersuchungen 
R. Willstatters nicht bestatigt worden. Einmal hat es sich er
geben 1), daJ3 eine Proportionalitat zwischen Stickstoffgehalt und 
enzymatischem Reinheitsgrad nicht zu beobachten ist und daJ3 die 
empfindlichen EiweiJ3reaktionen, die bei einigen der reineren Enzym
praparate mehr oder weniger deutlich auftreten, bei anderen Yer
sagen. Weiterhin ist es gelungen 2), die unter gewissen Bedingungen 
yorgereinigte Saccharase durch fraktionierte Adsorption mittels 
Kaolin ganz von ihrem ursprunglichen Gehalt an Tryptophan zu 
befreien, wenn auch unter gewisser .EinbuJ3e an enzymatischer Ak
tivitat; das Enzym scheint namlich durch beigemengtes tryptophan
haltiges Peptid stabilisiert zu werden. Den Nachweis, daJ3 del' 
Gehalt an EiweiJ3spaltprodukten, namlich an irgend einem bestimmten 
Peptid, fur die Zusammensetzung der Saccharase als unwesentlich 
zu betrachten ist, haben R. Willstatter, K. Schneider und 
E. Wen z e 13) uberzeugend bestatigt mit del' Feststellung, daJ3 es auch 
durch die fraktionierte Adsorpt,ion mit Bleiphosphat gelungen war, 
das Enzym yollkommen frei yon Tryptophan- wie von Tyrosin
peptid zu erhalten. Auch scheint der GehaH an Tryptophan allein 
nicht einmal fur die Bestandigkeit del' Saccharase von Bedeutung 
zu sein. 

Wahrend H. v. Euler und K. Josephson 4) yon del' Annahme 
ausgehen, daJ3 del' kolloide Trager del' Saccharase genau zu unter
scheiden sei von anderen aus dem Ausgangsmaterial stammenden 
Begleitstoffen, konnen zufolge Willstatter, Schneider und 
Wenzel die kolloiden Begleitstoffe des Enzyms, wie Hefegummi, 
Nueleinsauren odeI' Peptide, von anderen Inhaltsstoffen des Aus
gangsmaterials in ihrer Wirkung auf das Enzym nicht unterschieden 
werden. Die Erfahrung, daB es gelingt, durch wechselnde Reinigungs
vornahmen das Enzym von jedem einz~lnen diesel' Stoffe vollstandig 
zu hefreien, erweist, daB sie fUr die Zusammensetzung des Enzyms 
selbst ohne Bedeutung sind, wenngleich sie, jeder fUr sich, fur die 
Erhaltung der enzymatischen Aktivitat im gegebenen Fane von 
EinfluJ3 sein konnen. Es ist zwar noch nicht erreicht, das eigent-

1) R. Willstatter und K. Schneider, H. 133, 193 (1923/24). 
2) Dieselben, H. 142, 257 (1924/25). 
3) H. 151, 1 (1925/26). 
4) H. 145, 130 (1925). 
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liche Saccharasemolektil, seine spezifische aktive Gruppe, unter 
Erhaltung der \Yirksamkeit von allen schtitzenden Kolloiden ins
gesamt zu trennen; aber die experimentellen Beobachtungen, die 
tiber das Verhalten des :b;nzyms bei der Abtrennung der verschie
denen einzelnen Schutzstoffe gewonnen worden sind, fiihren zu dem 
Sehlusse, daB die Natu!" der kolloiden Trager veranderlieh ist und 
daLl das Enzym seine Aggregate zu wechseln vermag. 

b) a-Glucosidasen: Maltase. 

Das wichtigste a-glucosidische Bindungen lasende Enzym ist 
die :Maltase, die zuerst von E. Bourq uelot 1) in der Hefe beschrieben 
wurde und die in tierischen und in pflanzlichen Organismen 
weit verbreitet ist; sie findet sich vor allem gewohnlich zusammen 

. mit dem starkespaltenden Enzym, der Amylase, durch deren Wir
kung ja der Malzzucker gebildet wird und mit der zusammen sie 
den A bbau der Kohlehydrate zum Traubenzucker vollzieht. \Vahrend 
das Enzym der tierischen Organe und Sekrete nur wenig untersucht 
und Reine Beschreibung z. B. in den Samen hoherer Pflanzen durch 
eine die Losung des Enzyms verhindernde geschiitzte Lagerung und 
durch seine geringe Bestandigkeit beeintrachtigt wurde, sind der 
Fntersuchung der Maltase in der Hefe, in der sie reichlich Yor
kommt, zahlreiche Arbeiten gewidmet. 

Das PH"Optimum der Maltasewirkung der Hefe, das von 
P. Hona und L. Michaelis 2) sowie von R. Willstiitter und 
\\~. Steibelt 3) zwischen PH = 6,0 und 6,8, etwas verschieden je 
nach dcm angewandten Substrat, angegeben wurde, haben R. W ill
s tatt.er und K Bamann 4) unter Anwendung gentigender Pufferung 
zu (j,7 5 bis 7,25 bestimmt, also bei sehr schwach saurer bis ganz 
schwach alkaliseher Reaktion. Die Kinetik der Maltosespaltung, 
die nach- den Untersuchungen von R. Willstatter, T. Oppen
heimer und W. Steibelt b) von Hefe zu Hefe und von Substrat 
zu Substrat verschieden gefunden wird, folgt nur selten der Reak
tionsgleichung erster Ordnung, gewohnlich verHiuft die Reaktion 
in Ubereinstimmung mit tilteren Literaturangaben langsamer als 
monomolekular; diese Erscheinung ist von R. Will s t a tt e r, 

1) JI. de l'Anat. et Physiol. 22, 162 (1886). 
2) Bio. z. 57, 70; 58, 148 (1913). 
3) H. 115, 199 (1921). 
4) H. 151, 242 (1925126). 
5) H. 110, 232 (1920); 115, 199 (1921). 
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R. Kuhn und H. Sobotka l ) auf wechselndeAffinitaten des Enzyms 
zuriickgefUhrt worden, deren Ursache noch nicht erkannt ist. Zu 
ihrer Erkenntnis hat die Untersuchung von Willstatter und Ba
mann wiehtige neue Beitrage erbraeht. Es hat sich gezeigt, daB 
der Reaktionsverlauf der Malzzuckerspaltung in hohem MaBe yom 
Reinheitsgrad des Enzyms abhangig 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 au~ dem Adsorbat bereiteten 
Elution einem anderen Zeitgesetz, ihre Wirkung wird namlich lang
samer; diese Erscheinung beruht zufolge Willstatter und Ba
mann nicht auf einer Zerstorung des reiner gewordenen Enzyms 
im Verlauf seiner Reaktion, denn man findet auch in der reineren 
Form fUr den gleichen Spaltungsgrad das Produkt aus Enzymmenge 
und Reaktionsdauer konstant; sie wird vielmehr auf die Abtrennung 
eines Stoffes zuriickgefUhrt, 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 Aktivitat bieten dem exakten Ver
gleich der Maltasemengen in verschiedenem Reinheitsgrad groJ.lere 
Schwierigkeiten. 

So ist als MaJ.l der Enzymmenge die "schein bare Maltase
Einheit (M.-[e.])" aufgestellt worden, namlich dieienigeEnzymmenge, 
welche 2,5 g IHaltosehydrat in 50 cern Losung bei PH = 6,8 und 
30° in einer Minute zur HliHte spaltet; dieser Ausdruck bedarf in
dessen der Erganzung durch die Angabe der jeweils beobachteten 
Kinetik. 

Als MafJ fUr den Reinheitsgrad dient der Maltase-Wert 
(M.-[w.J), d. i. die Anzahl der M.-[e.] in 1 kg des Praparates. 

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

I) H. 134, 224 (1923/24). 
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riicksichtigung d er jeweiligen Dissoziationskonstante der Maltase
Glucosidverbindung, also bei gleicher Konzentration der Reaktions
zwischenprodukte ermittelten Enzym -\Y ert - Quotienten stimmen 
namlich ftir den Vergleich der Hydrolyse von ~Ialtase, OG-Methyl
und OG-Phenylglucosid durch verschiedene Heferassen ziemlich nahe 
tiberein, wie aus der nacMolgenden Tabelle 32 hervorgeht. 

Ta belle 3~. 

Enzym-Wert-Quotienten yerschiedener Hcferassen. 

Heferasse 

Lowenbrauhefe 
Hofbrauhefe. . 
Kopenhagener Hefe 

II 
Ii 

1 

Quotient 
~~~~~~~----~~----~ 

a-JlethyIglucosi<i 
: )laltose 

0,21 
0,18 
0,23 

a-Pheuylglucosid 
: :VIaltose 

5,1 
t>,1 

Die Bestimmung des malzzuckerspaHendell Enzyms in der 
lebenden Hefe selbst, die der lilteren Forschung groDe Schwierig
keiten bott), ist durch R. Willstatter und W. Steibelt 2) und 
durch It Willstlitter und E. Bamann 3) vervollkommnet und 
quantitativ sichergestellt worden. Es scheint danach, daf3 die l\fal
tase im Gegensatz zu dem rohrzuckerspaltenden Enzym ftir den in 
die Zellen eintretenden Zucker erst nach den starken Veranderungen, 
die bei der Abtotung eintreten, gentigend zuganglich wird. Es ist 
flir die exakte Analyse des Enzyms in der Hefe nur erforderlich, 
die Abtotung des Pilzes .auf einen kurzen Zeitraum zusammen
zudrangen und durch geniigende Pufferung flir eine Neutralisation 
und Ausschaltung der bei der Autolyse auftretenden Saure zu sorgen. 
Die Ubereinstimmung der Enzymmengen, die nach mehrerell 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 erganzt durch die Beobach
tung, daf3 es gclingt, genau soviel Maltase bei der Autolyse l!l 

Losung tiberzufiihren, wie die Analyse der Hefe selbst ergibt. 

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

2) H. 111, 157 (19~0). 
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 alteren Angaben von C. J. Lintner l ), 

E. Fischer 2) und von A. Croft' HilP) nur nach vorangehender 
Trocknung des Pilzes, nicht durch die gewohnlichen 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 Storung ihrer 
Diffusion durch die Zellmembran zuriickgefiihrt. R. Willstatter, 
T. Oppenheimer und W. Steibelt 4) haben dann gezeigt, daB die 
bei der Abtotung des lebenden Pilzes mit Zellgiften auftretende 
Saure die empfindlichere Maltase zerstort, und daB es gelingt, stark 
maltasehaltige Autolysate zu gewinnen, wenn man die jeweils ge
bildete Saure neutralisiert. Die Freilegung des Enzyms aus der 
Hefezelle ist sodann von Willstatter 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 Abtotung einsetzenden enzymatischen 
V organgen der Freilegung unterscheidet. Es hat sich gezeigt, daD 
die rasche Abtotung der Hefe in unverdiinntem Zustand wie fiir 
Invertin so auch fiir die Gewinnung der l\'Ialtase vorteilhafter ist; 
man nimmt sie zweckmaBig mit Essigester oder auch mit ge
pulvertem Diammonphosphat vor; dann erst beginnt der ProzeJ3 der 
Ablosung des Enzyms vom Zellinhalt, der unter Verdiinnung, bei 
Anwendung von Essigester und unter Neutralisation durchgefiihrt 
wird ; in den gewonnenen Autolysaten findet sich nach einer halb- bis 
eintagigen Dauer die gesamte Maltase der Hefe zusammen mit nur 
einem Bruchteil der urspriinglichen Hef~masse. N och reinere Mal
taselosungen erhalt man nach der Abtrennung des zuerst austreten
den Verfliissigungssaftes. Der Vergleich der AuHosungsgeschwindig
keit von Maltase und von Saccharase hat dabei zu der iiberraschenden 
Feststellung gefiihrt, daD 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 unbestandiger; W illstatter und Bamann 
empfehlen daher, die Losungen des Enzyms standig bei 0° zu halten 

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

2) B. 27, 3479 (1894); 28, 1429 (1895); H. 26, 60 (1898). 
3) Soc. 73, 634 (1898); 83, 578 (1903). 
4) H. 110, 232 (1920). 
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und zu verarbeiten. Es hangt mit dieser Zersetzlichkeit des Enzyms 
zusammen, daB systematische Versuche zu seiner praparativen Reini
gung noch nicht unternommen worden sind. Es sei hier nur 
angefiihrt, daB nach Willstatter und Bamann Maltase und Sac
charase in ihrem Adsorptionsverhalten gegenliber Tonerde so be
trachtliche Unterschiede aufweisen, daB ihre Trennung mit diesem 
Mittel gelingt. Die Trennung der beiden Enzyme durch Adsorption, 
flir welche sich die Anwendung eines Tonerdegels der Formel 
AIO . 0 H 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 auswahiende Wirkung am groBten ist, hat namlich von den 
untersuchten Tonerdesorten am wenigsten ausgepragt sauren oder 
basischen Charakter; und doch erreicht man in einer Adsorptions
yornahme die Aufnahme der gesamten Malta>:emenge, die sich in 
enzymatisch einheitlichem Zustand in den alkalischen Elutionen 
der Adsorbate findet. Hingegen wird man die Beobachtung von 
Willstatter und Bamann liber die auswahlende Elution der 
Saccharase aus gemeinsamen Tonerdeadsorbaten der beiden Enzyme, 
die bei Einwirkung von primarem Phosphat erfolgt und bei welcher 
die lHaltase allein zurlickgelassen wird, in elektrochemischem Sinne 
zu verstehen haben. 

c) J3-Glucosidasen: Emulsin. 

Die klassische Reaktion der Spaltung des natlirlichen G]ucosids 
Amygdalin in den bitteren Mandeln in 2 Mol. J3 - Glucose, 
Benzaldehyd und Blausaure ist auf das Zusammenwirken dreier 
Enzyme zurlickzuflihren, die man bisher unter dem N amen Emulsin 
zusammengefa£t hat; die erste Stufe der Reaktion besteht in der 
Abspaltung von 1 Mol. Glucose aus dem Amygdalindisaccharid 
dUTch 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-J3-Glucosido
J3-glucose bewirkt. In der zweiten Phase der Reaktion erfolgt die 
Losung der glucosidischen Bindung zwischen dem Benzaldehyd
cyanhydrin und dem zweiten ~Iol. J3-Glucose, sie ist auf ein be
sonderes J3-g1ucosidisches Enzym, die Prunase 1) oder J3-Phenyl-

1) H. E. Armstrong, E. F. Armstrong und E. Horton, Proc. Roy. 
Soc. B. SO, 359 (1912). 

Waldschmidt·Leitz, Die Enzyme. 12 
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glucosidase, zuriickgefiihrt 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 f3-Glucose, und nur diese wird nach den wichtigen 
Beobachtungen E. Fischers 1) auch durch eine in der Hefe ent
haltene f3-Glucosidase bewirkt, wahrend die das Prunasin zerlegende 
f3-Glucosidase dem Pilz zu fehlen scheint; diese Feststellung hat 
zusammen mit der 11lteren Annahme, daB die Hefe nur a-Gluco
sidase ausbilde, lange die Auffassung gestiitzt, wonach dem zweiten 
Glucosemolekiil im Amygdalin a-glucosidische Bindung zuzusprechen 
sei; mit der Synthese des Amygdalins aus Gentiobiose 2), der 
J3-Glucosido-f3-glucose, und mit der Erkenntnis seiner f3-glucosidischen 
Struktur haben diese Beobachtungen indessen eine veranderte 
Grundlage erhalten. Es ist jedoch noch nicht sicher zu beurteilen, 
ob an der Zerlegung des Amygdalins in den bitteren Mandeln zwei 
spezifische f3-glucosidische Enzyme beteiligt sind oder ob nicht, 
wie man anzunehmen haben wird, die Abspaltung der beiden Mole
kiile f3-Glucose durch ein und dasselbe Enzym erfolgt, dessen Spe
zifitat gegeniiber der des Hefeenzyms erweitert ware; auch ist noch 
nicht erkannt, ob das Enzym der Hefe, das man Amygdalase genannt 
hat, mit einem ebenfalls in Refe aufgefundenen, Gentiobiose spalten
den Enzym zu identifizieren ist, da ihr V orkommen sich nicht 
immer zu decken scheint. 

Fiir die f3-Glucosidase des Emulsins haben zuerst R. W ill
statter und G.Oppenheimer 3) durch quantitative Messungen 
den Befund erhoben, daB sie auJ3er Amygdalin auch andere f3-Glu
coside wie Helicin, Salicin und 13-Phenylglucqsid zu spalten ver
mag; zu ihren spezifischen Substraten gehOren nach der Unter
suchung von R. Willstatter, R. Kuhn und H. Sobotka 4) auch 
aliphatische f3-Glucoside wie das f3-l\'Iethylglucosid. Diese Feststellung 

1) B. 28, 1508 (1895). 
2) R. Campbell und W. N. Haworth, Soc. 125, 1337 (1924); 

R. Kuhn und H. Sobotka, B. 57, 1767 (1924); G. Zemplen und 
A. Kunz, B. 57, 1357 (1924). 

3) H. 121, 183 (1922). 
4) H. 123, 33 (1923). 
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ergab sich aus der Ubert'instimmung der unter Beriicksich
tigung der wechselnden Affinitaten, namlich bei gleicher Konzen
tration der Enzym-Substratverbindung, ermittelten Glucosidase
Wert-Quotienten. 

Der zeitliche Verlauf der Hydrolyse einfacher J3-Glucoside, 
wie des A rbutins , des J3-Methyl- und des J3-Phenylglucosids, nicht 
dagegen der des Helicins, folgt nach den Angaben von C. S. H ud
son und H. S. Paine 1) und von Willstatter nnd Oppenheimer 
der Gleichung erster Ordnung 2). Dagegen gilt zuEolge den Beob
achtungen von R Willstatter und W. Czanyi 3). fiir den ver
wickelteren Vorgang der Amygdalinspaltung, bei welcher nach 
S. J. 1H. Auld 4) sowie nach Armstrong und Horton die Glucose
bildung der Freilegung von Benzaldehyd und Blausaure vorauseilt, 
die monomolekulare Reaktionsgleichung nicht mehr, man beobachtet 
ein stetiges Absinken der Reaktionskonstanten, wahrend der Teil
vorgang der Zerlegung in Glucose und Prunasin, der durch Hefe
enzym katalysiert wird, nach R Willstatter und W. Steibelt 5) 

monomolekular verlauft. Es kommt fiir die Verwicklung des Re
aktionsverlaufs bei del' Amygdalinspaltung hinzu, daJ3, wie W ill
statter und Czanyi fanden, das pwOptimum der Amygdalin- und 
der Prunasinspaltung nicht unerheblich differieren, sie entsprechen 
namlich einer Wasserstoffzahl von 6,0 bzw. 4,4; bei langerer Ver
suchsdauer verschiebt sich danach das Optimum l'iir den gesamten 
Spaltungsvorgang im Sinne saurerer Reaktion. 

Als MaJ3 fiir die Konzentration der Enzympraparate verwandten 
Willstatter und Czanyi zur Kontrolle del' praparativen Reini
gung des Emulsins die Zeitwerte der 50proz. Spaltung der Gluco
side, z. B. die Anzahl Minuten, welche 1 mg des Praparates be
notigt, urn 50 Proz. del' theoretischen Monosemenge aus 0,1 g 
Amygdalin unter bestimmten Bedingungen freizulegen; man be
stimmte den abgespaltenen Zucker nach Abtrennung der Blausaure 
reduktometrisch. AI" }IaJ3 der Enzymmenge diente, wie bei Sac
charase, ein "l'Ienge-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 VOl). K. J 0 s e p hs 0 n, 

H. 147,1, undzwar S.33 (1925). 
3) H. 117, 172 (1921). 
4) Soc. 93, 1251, 1276 (1908). 
5) H. 134, 224 (1923/24). 

12* 
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~IaI.le des J3 - Glucosidase -W ertes und der J3 - Glucosidase - Einheit 
ersetzt WOrdell. 

Die Versuche der alteren Literatur zur praparativen Isolierung 
des Enzyms aus den bitteren Mandeln haben keine Abtrennung der 
begleitenden Enzyme angestrebt 1). K. Ohta2) sowie B. Helferich 3) 

erhielten aus den ~Iandeln bzw. aus ihren durch Alkohol und Dialyse 
vorgereinigten Ausziigen durch Verdauung mit Trypsin eiweiI.l
freie Praparate. R. Willstatter und W. Czanyi 4) verbesserten 
die Ausbeuten in den wasserigen Ausziigen des entolten Mandel
pulvers durch Einwirkung verdiinnten Alkalis, das die adsorptive 
Bindung des Enzyms an unlosliche Substanz zu losen vermag; die 
Reinigung der Extrakte durch Essigsaure und die wiederholte 
Fallung des Enzyms mit Alkohol fiihrte zu einer etwa 40fachen 
Steigerung der enzymatischen Konzentration entsprechend dem Zeit
wert lOin den reinsten Praparaten; diese enthielten indessen noch 
geringe lVlengen Proteinsubstanz. 

Noch reinere Enzympraparate (J3-Gl.-W. = 81) erhielt in 
jiingster Zeit K. Josephson 0) durch Adsorption an Kaolin und 
Dialyse der ammoniakalischen Elutionen. 

Auf die Besprechung anderer J3-Glucosidasen, wie der Cello
biase, die in vielen Schimmelpilzen und in Samen, oder der Gentio
biase, die auch in der Hefe beschriehen worden ist, muI.l hier ver
zichtet werden, zumal die besondere Existenz und die Spezifitat 
dieser Enzyme noch ganz unzureichend geklart erscheint. 

d) Galaktosidasen: Lactase, Melihiase. 

Die Spezifitat der Galaktoside spaltenden Enzyme ist noch 
nicht geniigend untersucht. Man wird nach unseren heutigen Kennt
ni:-sen wenigstens zwei Enzymgruppen zu unterscheiden haben, fiir 
dE-l'en eine die Lactase, Milchzucker spaltendes Enzym, fiir deren 
andere die ~Ielibiase als charakteristischer Vertreter anzusehen ist, 
da ihre Substrate, Lactose als 5-Galaktosidoglucose, Melibiose als 
6-(; alaktosidoglucose, strukturverschieden sind. 

Lactose spaltendes Enzym findet sich vor aHem in den Milch
zuckerhefen und Kefirkornern, aber auch in Schimmelpilzen W18 

1) Siehe dagegen K. Josephson, B. 58, 2726 (1925); 
2) Bio. Z. 58, 329 (1914). 
3) H. 117, 159 (1921); 128, 99 (1923). 
4) a. a. O. 
5) B. 59, 821 (1926). 
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Aspergillus oryzae, seine Wirkung ist ferner aueh in bitteren 
Mandeln beobaehtet worden. Das Enzym. der l\lilchzuekerhefen 
scheint eine f3-Ualaktosidase zu sein, da es nach den Angaben von 
E. Fischer und H. E. Armstrong 1 ) aueh einfaehes f3-Methyl
galaktosid hydrolysiert; die Annahme von H. B. Armstrong, E. F. 
Armstrong und E. Horton 2), wonach man von diesem das Enzym 
der bitteren Mandeln zu unterseheiden habe, da namlieh die Wirkung 
des ersteren nur durch Galaktose, die des letzteren nur dureh Glu
cose gehemmt werde, bedarf noeh der naheren Bestatigung, wenn
gleich sieh fur die beiden Enzyme nach R. W iUsta tter und 
W. Czanyi 3) aueh erhebliche Differenzen im pwOptimum ergeben. 

Von der Lactase ist die Melibiase vor aHem durch ihr Vor
kommen unterschieden, sie findet sich namlich im Gegensatz zu 
dieser auLler in den Mandeln auch in untergariger Hefe, wahrend 
in der obergarigen Hefe beide Enzyme fehlen. Es ist noch nicht 
sicher entschieden, aber wahrscheinlich, daB die Aufspaltung des 
Trisaccharids Raffinose in Rohrzucker und Galaktose, die C. N eu
berg 4) mit Mandelpraparaten beobachtet hat, der Melibiase zuzu
sehreiben ist; ebensowenig laLlt sich die Identitat des Mandelenzyms 
mit dem der untergarigen Hefen sicher beurteilen. 

Den zeitlichen Verlauf der Hydrolyse sowohl von Lactose wie 
von Raffinose durch Mandelpraparate fanden '\Villstatter und 
Czanyi monomolekular, auch beobachteten sie Proportionalitat von 
Enzymmenge tind Reaktionsgeschwindigkeit; die abweichenden Er
gebnisse, liber welche R. Willstatter und Ci. Oppenheimer 5) 

bei der Spaltung von l\Elchzucker durch Kefirlactase berichten, 
sind nach R. Kuhn 6) auf EnzymzerstDrung zurlickzuflihren. 

Eine praparative Isolierung von Galaktosidasen ist noch nicht 
durchgeflihrt worden. Nach R. Willstatter und R. Kuhn 7) 

scheint die Melibiase der Hefe in ihrem chemischen Verhalten dem 
rohrzuckerspaltenden Enzym nahezustehen, da sie dieses auch in 
weitgehend gereinigte Praparate begleitet. 

1) B. 35, 3158 (1902). 
2) Proc. Roy. Soc. B. 80, 321 (1908). 
3) H. 117, 182 (1921). 
4) Bio. Z. 3, 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. l1!i, 180 (19:21). 
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2. Polyasen. 
Die wichtip;~ten 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 Starke und von Gly
kogen, der liber die Zwischenstufen der Dextrine zu Maltose als 
Endprodukt fiihrt. 1m tierischen Organismus finden sie sich vor 
aHem in den verdauenden Sekreten, so im Speichel und im Pankreas
saft, und in den Kohlehydrat speichernden Organen wie der Leber; 
aueh in der Pflanzenwelt hat man sie hauptsachlich in denjenigen 
Teilen aufgefunden, in welchen die Stapelung und die l\Iobilisierung 
der Reservestarke 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 Starke oder Glykogen empfiehlt, lassen sich zwei besonderen 
Gesichtspunkten unterordnen, je nachdem sie die Veranderung be
stimmter Eigenschaften des Substrats und die Abnahme seiner 
Menge oder die ?lIessung der entstandenen Reaktionsprodukte durch 
ihre reduzierende Wirkung zur Grundlage haben. Zu ersteren ge
horen die Verfahren von ~-\. Po 11 a k 1) und von J. W 0 If fund 
A. Fernbach 2), welche die fortscbreitende Dispersitatsanderung 
der Starkelosungen. ihre Verfllissigung, verfolgen, .sowie die viel 
angewandte .Methode von J. Wohlgemuth 8), 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 4), welche die Abnahme des Trlibungs
grades von Glykogenlosungen unter der Wirkung des Enzyms 
nephelometrisch ermittelt. 

Zuverlassiger dlirften die Verfahren sein, welche die Reduk
tionswirkung der abgebauten Starke bestimmen, beispielsweise 
gegenliber Fehling scher Losung nach G. Bertrand 5) oder 
gegenliber Hypojodit nach dem Verfahren von R. Willstatter 

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. Thoma"s, Guide pour les manipulations de 

chimie biologique, Paris 1910, S. 67 If. 
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und U. Schudel 1), deren Ergebnisse K. Josephson 2) 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 3), bzw. von R. Willstatter, 
E. Waldschmidt-Leitz und A. R. F. Hesse 4) genauer aus
gearbeitet worden ist, besteht nur die Voraussetzung, daB die 
gepriiften Enzymlosungen keine Maltase enthalten, deren Wirkung 
sich zu der amylatischen hinzugesellen wiirde. Die vergleichende 
Anwendung der verschiedenen Bestimmungsmethoden zur l'Iessung 
des Starkeabbaues, welche ieweils zu verschiedenen Ergebnissen 
fiihren, hat, wie spater naher erortert werden wird, wichtige Riick
schliisse auf die N atur dieses Vorganges erlaubt. 

Die Abhangigkeit der Wirkung tierischer Amylase von der 
Gegenwart von N eutralsalzen ist zuerst durch die Beobachtungen 
von O. Nasse 5) an Speichelamylase erkannt, und sie ist seitdem 
viel untersucht worden. In der Aktivierbarkeit durch Elektrolyte 
unterscheiden sich nach H. Bierry 6) tierische und pflanzliche Amy
lasen; wahrend H. Bierry und J. Giaia7) beobachteten, daB der 
Pankreassaft und die Pankreasausziige ihre diastatische Wirkung bei 
der Dialyse einbiiBen und auf Salzzusatz wiedergewinnen, behalt 
Malzamylase ihre Wirksamkeit bei und wird durch Salze nicht 
aktiviert. Dagegen geht aus einer l'ntersuchung von H. Haehn und 
H. Schweigart 8) hervor, daB die Losungen der Kartoffelamylase 
sich denen des tierischen Enzyms ahnlich 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 EinfluB zukommt, ist bereits im all
gemeinen Teil dieses Buches gewiirdigt worden. Es ist noch nicht 
sicher zu erkennen, ob ihr EinfluJ3 die Dissoziation des Enzyms 
oder ob er, wie nach den Untersuchungen von v..-. Biedermann 9) 

1) B. 51, 780 (1918). 
2) B. 55, 1758 (1923). 
3) Am. Soc. 32, 1072 (1910). 
4) H. 126, 143 (1922/23). 
5) Pflug. Arch. 9, 138 (1875). 
6) Bio. z. 40, 357 (1912). 
7) c. r. 143, 300 (1906). 
8) Bio. Z. 143, 516 (1923). 
~) Bio. Z. 129, 282; 137, 35 (1923). 
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iiber eine Salzhydrolyse der Starke zu erwarten ware, die Zerfalls
tendenz des Substrats betrifft. Zwar ist eine Veranderung der 
pH-Abhangigkeit von Speichelamylase und eine Verschiebung der 
optimalen Wasserstoffzahl in den Untersuchungen von W. E. Ringer 
und H. van TrigP) sowie von L. Michaelis und H. Pechstein 2) 

je nach der Natur der angewandten Elektrolyte beobachtet und mit 
der Annahme versehiedener Amylase-Elektrolytkomplexe gedeutet 
worden; diese Erscheinung ist indessen nach A. Hahn und K. Har
puder S) und nach Willstatter, Waldschmidt-Leitz und 
Hesse als eine kombinierte Salzpufferaktivierung im Sinne un
gleicher Aktivierbarkeit bei wechselnder Wasserstoffzahl zu ver
stehen. Das PH-Optimum der Amylase aus Pankreas ist von H. C. 
Sherman, A. W. Thomas und M. W. Baldwin 4) und von Will
statter, Waldschmidt-Leitz und Hesse unabhangig von der 
Menge der anwesenden Cl'-Ionen zu 6,8 bestimmt worden, in Uber
einstimmung mit den Angaben von Michaelis und Pechstein fiir 
Speichelamylase und den Beobachtungen von O. Holmbergh 5) fUr 
das Leberenzym. Es scheint, daJ3 die verschiedenen Amylasen des 
tierischen Organismus, deren Verhalten weitgehend iibereinstimmt, 
identisch oder doch nahe miteinander verwandt sind 6). Der optimale 
Wirkungsbereich der meisten pflanzlichen Amylasen entspricht da
gegen starker saurer Reaktion; so liegt das PH-Optimum der Malz
amylase nach iibereinstimmenden Beobachtungen von H. C. Sher
man und M. D. Schlesinger 7), L. Adler 8) und von H. Liiers 
und W. Wasmund 9) zwischen PH = 4,4 und 5,2, und ahnliche 
Werte geben K. Sjoberg 10) sowie Sherman, Thomas nnd Bald
win fiir die Amylase der Blatter bzw. von Aspergillus oryzae an; 
Kartoffelamylase steht dagegen auch in dieser Beziehung den 
tierischen Enzymen naher, sie wirkt nach Gr. }\IcGuire und 
G. Falk ll) beipH = 6,7 optimal. 

1) H. 82, 484 (1912). 
2) Bio. z. 59, 77 (1914). 
3) Z. BioI. 71, 287 (1920). 
4) Am. Soc. 41, 231 (1918/19). 
5) H. 134, 68 (1924). 
6) V gI. jedoch die bemerkenswerten neueren Feststellungen von 

H. Pringsheim u. J.Leibowitz tiber eineVerschiedenheit von Speichel
und Pankreasenzym, B. 59, 991 (1926). 

7) Am. Soc. 87, 623, 643, 1305 (1915). 
8) Bio. Z. 77, 146 (1916). 
9) Fermentf. 5, 169 (1921/22). 

10) Bio. Z. 138, 218, 294 (1923). 
11) JI. of Gen. Physiol. 2, 215 (1920). 
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Die Kinetik del' diastatischen Starkehydrolyse ist viel untersucht 
worden. Es ist zuerst in den U ntersuchungell von R. H. Chi t te n
den 1) und seinen ]Uitarbeitern erkannt und exakt belegt worden, 
daD del' enzymatische Abbau del' Starke nicht glatt zur Bildung del' 
theoretischen JVlaltosemenge fiihrt, daB vielmehr die Reaktion schon 
hiiher zum Stillstand kommt; nach neueren eingehenden Arbeiten 
von .l\Ic Guigan 2), von H. v. Euler und O. Svanberg 3) und von 
Liiers und Wasmund liegt die Verzuckerungsgrenze, del' "Grenz
abbau", bei etwa 3/4 der theoretischen Menge Maltose. Diese Er
seheinung ist hiiher vielfach auf einen hemmenden Einflull del' 
Spaltprodukte zuriickgefiihrt worden, zumal man ein Fortschl'eiten 
der Verzuckerung, eine "diastatische N aehwirkung", nach del' Vel'
garung der gebildeten Maltose bei der Spiritusfabrikation beobachtete. 
H. Pl'ingsheim und W. Fuchs 4) haben indessen gezeigt, daB diese 
N achverzuckerung auf del' W irkung eines in der Hefe enthaltenen 
Komplementes beruht, dessen die Amylase zur Hydrolyse gewisser 
Abbauprodukte, der sogenannten Grenzdextrine, bedarf. Es ist 
naheliegend, manche Beobachtungen del' Literatur 5), die iiber einen 
eharakteristisehen Unterschied in der Verzuckel'ungsgrenze durch 
Amylase aus ungekeimten und aus gekeimten Samen, z. B. aus 
Gerste und Malz, berichten, mit del' Bildung eines weiteren Kom
plementes oder Aktivators, die bei der Keimung erfolgt, zu deuten. 
Unterschiede im Reaktionsverlauf des diastatischen Abbaues el'geben 
sich auch fiir den Vel'gleieh der beiden Komponenten des Stal'ke
korns, del' Amylose und des Amylopektins; die Beobaehtungen, die 
an Amylasen verschiedenster Herkunft gewonnen worden sind, 
stimmen darin iibel'ein, daB die Amylose nicht nul' schneller, sondern 
auch weitgehender verzuckert wird als die Hiillsubstanz, das Amylo
pektin. So lassen auch unsere geringen Kenntnisse yom Aufbau 
des Starkemolekiils und del' Art der bei seiner Hydrolyse sich ab
spielenden Teilvorgange, die man noeh nicht aufzulosen vermag, 
kein Urleil iiber die innere Bedeutung del' Tatsaehe zu, daB del' 
Reaktionsverlauf der Zuckerbildung durch tierische und pflanzliehe 
Amylase charakteristisehe U lltersehiede aufweist. Wahrend sieh 

1) Trans. Conn. Acad. VI und VII; Referat in R. "JIalys Jahreshericht 
tiber die Fortschritte der Tierchemie 15, 256 ff. (1885). 

2) JI. BioI. Chern. 39, 273 (1919). 
3) H. 112, 191 (1920121). 
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 unveriiffentlichten Versuchen des Verfassers bestatigt. 
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aus den Untersuchungen von H. C. Sherman und ,T. C. Baker l ) 

sowie R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz und A. R. 
F. He sse 2) ergibt, daD die Hydrolyse der Starke 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. '1'. Glendinning 3) darauf auf
merksam gemacht, daD der Starkeabbau durch Malzamylase meist 
rascher verlauft als entsprechend einer Gleirhung erster Ordnung, 
und LUers und Wasmund fanden sogar bis zu einem Umsatz von 
40 Proz. direkte Proportionalitat von Reaktionsdauer und gebildeter 
J\Ialtose; auch die Befunde von Sherman und Baker an Takadia
stase zeigen ein betrachtliches Ansteigen der monomolekularen 
Reaktionskonstanten. 

Die Aufstellung bestimmter Formeln zur Beschreibung des 
diastatischen Starkeabbaus wird so lange der inneren Berechtigung 
entbehren, als es nicht gelingt, die Teilvorgange dieses Prozesses 
zu zergliedern und gesondert zu erfassen, zumal die Einheitlichkeit 
der Amylase selbst noch nicht hinreichend sichergestellt erscheint. 
FUr die praktische Messung von Enzympraparaten werden jedoch 
einfache Beziehungen, wie sie fUr den ersten Bereich des Umsatzes 
durch tierische Amylase aufgefunden wurden, zugrunde gelegt 
werd en konnen, da zudem nach den Beo bachtungen yon Wi lI
s t at t e r, Wa 1 d s c h mid t - Lei t z und He sse hier genaue Pro
portionalitat zwischen Reaktionsgeschwindigkeit und Enzymmenge 
besteht; diesel be Beziehung gilt nach v. Euler und Svanberg 
und nach I~ U e r s und Was m u n d auch fUr den Vergleich der 
Anfangsgeschwindigkeiten bei pflanzlichem Enzym. So ist als 
l\Ia.6 der Pankreasamylase von Willstatter, Waldschmidt
Leitz und Hesse die "Amylase-Einheit (Am.-E.)" yorgeschlagen 
worden als das 100fache derjenigen Enzymmenge, fur die sich unter 
bestimmten Versuchsbedingungen die monomolekulare Reaktions
konstante zu 0,01 ergibt; und als MaD fUr den Reinheitsgrad dient 
der "Amylase-Wert (Am.-W.)", gegeben durch die Anzahl Am.-E. 
in 1 cg der Praparate. Diese AusdrUcke stehen zu anderen, von Eule r 
und Svanberg und von H. C. Sherman und }l. D. Schlesinger 4) 

1) Am. Soc. 38, 1885 (1916). 
2) a. a. o. 
3) Soc. 81, 388 (1902). 
') a. a. O. 
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gegebenen Definitionen fUr den Wirkungswert von Amylase
praparaten in einfachen Beziehungen 1). 

Die abweichenden Ergebnisse, die man bei der vergleichenden 
Anwendung der verschiedenen Bestimmungsweisen zur Verfolgung 
des Starkeabbaus durch Amylase wechselnder Herkunft beobachtet 
hat, haben schon huh zu der Auffassung gefiihrt, daB man bei der 
diastatischen Starkehydrolyse die'Virkung zweier Enzyme zu unter
scheiden habe, eine Auffassung, die znerst von H. P. 'Vijsman 2) ge
auLlert worden ist. Zur Entseheidung dieser bis heute noch nic:ht ge
losten Frage, die die Enzymforschung yiel beschl1ftigt hat, ob man 
nlimlich neben dem Starke verflussigenden oder depolymerisierenden 
ein besonderes verzuckerndes Enzym, nach einer Bezeichnung von 
H. Pringsheim 3) eine Amylase und eine Amylobiase anzunehmen 
hat, hat man sich auf Beobachtungen uber das wechselnde Verhaltnis 
zu stutzen versucht, durch welches verzuckernde und verflussigende 
Kraft der verschiedenen bekannten diastatischen Enzyme aus
gezeichnet sind; aueh ist iiber Versuche zur Trennung der beiden 
Enzymwirkungen oder zur Unterdruckung der einen von ihnen 
berichtet worden. So geben H. Pottevin 4) und in neuerer Zeit 
E. 0 hI s son") an, daB es durch kurzes Erhitzen von Amylase
losungen gelingt, die zuckerbildende Komponente des enzymatischen 
Systems unter Erhaltung der verflussigenden Wirkung ganz Zll 

zerstoren; weiterhin haben vergleichende Versuche von O. Holm
bergh 6)an Leberamylase ergeben, daLl durch die Gegenwart von 
,Todiden die Zuckerbildung gehemmt, die Starkeverfliissigung dagegen 
aktiviert wird, wahrend zufolge K. Hi z u me 7) nach dem Zusatz 
der verschiedensten Elektrolyte zu Losungen pankreatischer Amylase 
keine Veranderungen im Wirkungsverhaltnis zu beobachten sind. 
Vor aHem sind es aber die betrachtlichen Unterschiede im Ver
flussigungs- und Verzuckerungsvermogen der verschiedenen Amylase
aden gewesen, die zur Annahme zweier, in wechselndem Verhaltnis 
vorkommender Enzyme zu berechtigen schienen. So haben die 

1) Siehe dazu R. Willst1itter, E. Waldschmidt-Leitz u. A. R. 
F. Hesse, a. a. 0., und zwar S.157 und 167 (1922(23). 

2) Rec. tray. chim. 9, 1 (1890). 
3) B. 57, 1581 (1924). 
4) Ann. lnst. Pasteur 13, 665 (1899). 
5) Soc. Bioi. 87, 1183 (1922). 
6) H. 134, 68 (1924). 
7) Bio. Z. 146, 52 (1924). 
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Untersuchungen YOll H. C. Sherman und )1. D. Schlesinger 1) 

und von E. C. Kendall und H. C. Sherman 2) dargetan, daB unter 
del' Wirkung von pankreatischer Amylase die Verfltissigung, yon 
lVIalzamylase dagegen die Verzuckerung stark tiberwiegt; und nach 
den Beobachtungen von .T. E f fro n t 3) und von T. C h l' Z a s z c Z 4) 
fehlt in den ruhenden Samen z. B. von Getreide das amyloklastische 
Vermogen fast ganz, wahrend man ihre verzuckernde Wirkung 
normal findet; es erfolgt also bei del' Keimung eine starke Zunahme 
del' Verfltissigungsfahigkeit. Es ist indessen sehr bemerkenswert, 
daB es bisher nicht gelungen ist, mit praparativen .Mitteln eine 
Trennung del' beiden angenommenen enzymatischen Komponenten 
oder auch nur eine Verschiebung ihres Wirkungsverhaltnisses zu 
erreichen; so hat sich aus den Untersuchungen yon Sherman und 
Schlesinger mit Pankreasamylase und von H. Ltiers und 
E. Sellner") mit :Malzamylase, die sich auch der Anwendung von 
Adsol'ptionsmitteln bedienten, die Feststellung ergeben, daB das 
Vel'hliItnis del' enzymatischen \Vil'kungen, der vel'fltissigenden und 
der yel'zuckernden, in allen Praparaten jeweils konstant gefunden 
wird, wenn auch zwischen 1Vlalz- und Pankreasenzym selbst 
bedeutende U nterschiede bestehen. 

Es ist auf Grund diesel' Befunde nicht gerade wahrscheinlich, dal.l 
eingehendere Untersuchungen die U nterscheidung zweier diastatiseher 
Enzyme bestatigen werden; die bestehenden Abweichungen im 
\Vil'kungsverhaltnis del' verschiedenen Amylasen, am ausgepragtesten 
zwischen dem Enzym aus Gel'ste und dem aus Malz, werden 
eher auf die Gegenwart besonderer Komplemente oder Aktivatoren 
zurtickzuruhren sein, die rur die A ufspaltung bestimmter A.tom
gruppierungen erforderlieh sind, zumal auch die Verzuekerungs
grenze rur das Enzym aus dem l'uhenden Samen tiefel' gefunden 
wird. lVIit dieser Auffassung stehen die Ergebnisse im Einklang, 
die in neuerel' Zeit R. K u h n 6) tiber den Wil'kungsmeehanismus 
der vel'schiedenen Amylasen vel'offentlicht hat und die zur Unter
seheidung zweiel' Gl'uppen diastatischer Enzyme, der u-Amylasen 
und der p-Amylasen geruhrt haben, welehe an nl'schiedenen Punkten 

1) Am. Soc. 35, 1784 (1913); 38, 1885 (1916). 
2) Am. Soc. 32, 1087 (1910). 
3) C. r. 174, 18 (1922). 
4) Bio. Z. 142, 471 (1923). 
5) Wochenschr. f. Brauerei 42, 97, 103, 110 (1925). 
6) A. 444, 1 (192.'». 
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des StarkemolekiHs angreifen. Die optisehe Analyse des beim 
rasehen Abbau der Starke entstehenden Zuckers, rlessen Mutarotations
sinn verschieden gefunden wurde, hat zu der Feststellung gefiihrt, 
daB die a-Amylasen, als deren wichtigste Vertreter Pankreas- und 
Takadiastase zu gelten haben, das Endprodukt des Starkeabbaus, 
die IUaltose, in a-Form entstehen lassen, wahrend die Einwirkung 
der j3-Amylasen, fur welche das' lVlalzenzym als charakteristischer 
Vertreter anzusehen ist, zur primaren Bildung von 13-)Ialtose fUhrt. 
Aus diesen' Beobaehtungen haben sich wichtige Ruckschliisse auf 
den konstitutionellen Aufbau des Starkemolekiils ableiten lassen, 
die in der Annahme abwechselnder a- und j3-g1ucosidischer Bindungen 
und in der. Existenz nichtfuroider Traubenzuckerreste ihren Aus
druek finden l ). Die Verschiedenheit der Reaktionswege, auf welchen 
(l,- und j3-Amylasen die Hydrolyse der Starke vollziehen, driiekt 

. sieh aueh in der Verschiedenheit des Gesehwindigkeitsverhiiltnisses 
ans, das sieh naeh H. C. Sherman und A. W. Thomas 2) fur das 
Yersehwinden der Jod-Starke-Reaktion und die Zuekerbildung bei 
l'ankreas- und l\Ialzamylase ergibt; die Farbreaktion der Starke 
mit Jod hat man namlich nach W. v. Kaufmann und A. Lewite 3) 

und naeh M. Samec und A. l\layer4) auf bestimmte Atom
gruppierungen in dem Kohlehydrat zu beziehen. 

In der praparativen Isolierung diastatischer Enzyme sind die 
'wichtigsten Fortschritte an tierischer Amylase erzielt worden. Nach 
dem zuerst von A. Danilewsky 5) fUr die'rl'ennung del' Enzyme 
des Pankreassaftes hefolgten Prinzip el'hielt schon .J. Cohnheim 6) 
die Speichelamylase durch Adsorption an Calciumphosphat unci 
Elution mit Wasser frei von Proteinsubstanz und er beschrieb die 
wichtige Beobachtung, die er beim Vergleich des Adsorptions
verhaltens der pankreatischen Enzyme gewann, daB "das Starke 
umsetzende Ferment sich viel weniger innig an kleine Teilchen 
heftet als das Fibrin losende". Allein spiitere Untersuchungen, 
die der Reinigung tiel'ischer Amylasen gewidmet waren, haben an 

1) In Ubereinstimmnng mit dieser Aufmssung stehen die neueren Be
iuude von H. Pr i n g she i m tiber die direkte Auf8paltung der Starke zu 
Traubenzucker durch kombinierte Einwirkung vou a- und p> - Amylasen, B. 
llS, 1262 (1925); ;)9, 991, 996 (1926). 

2) Am. Soc. 37. 623 (1915). 
3) B. 52, 616 (1919). 
4) Kolloidchem. Beitr. 13, 165 (1920); 13, 272, und zwar S. 285 (1921). 
5) Virch. Arch. 2;;, 279 (1862). 
6) Ebenrla 28, 241 (1863). 
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diese wichtigen l1lteren Erfahrungen iiber das AdsorptionsYerhalten 
des Enzyms nicht mehr angekniipft. So haben sich die priiparativen 
Beispiele, die H. C. Sherman und M. D. Schlesinger 1) zur 
Isolierung del' Pankreasamylase gegeben haben, darauf beschrankt, 
das Enzym aus kauflichen Driisenpraparaten durch fraktionierte 
Extraktion mit wasserigem Alkohol und durch fraktionierte Fallung 
der Ausziige bei tiefer Temperatur anzureichern; dieses Yerfahren, 
das sehr verlustreich ist, hat auch in den besten Praparaten, del'en 
Amylasewert etwa 6,1 betrug, die Amylase wedel' Yom 'l'rypsin 
noch von eiweil.lartigel' Substanz abzutrennen erlaubt. 

Mittels del' Adsorptionsmethodik haben erst R. Willstatter, 
E. \Valdschmidt-Leitz una A. R. F. Hesse 2) die Reinigung del' 
Pankreasamylase wieder aufgenommen. Es hat sich dabei ergeben, 
dal.l del' Amylase von den drei wichtigsten pankreatischen Enzymen 
die am wenigsten ausgepragten Adsorptionsaffinitaten zukommen, 
sie ist gegen elektl'opositive und elektronegative Adsorbenzien recht 
indifferent, wahrend 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 del' 
getrockneten Pankreasdriise vorliegt, wird zunachst die Lipase 
durch Adsorption mittels Tonerde bei saurer Reaktion, sodann 
aus del' Adsorptionsrestlosung das Trypsin mit Kaolin entfernt, 
wahrelld die Verluste an Amylase, bedingt durch eine teilweise 
Adsorption des Enzyms unter dem Einflul.l von Koadsorbenzien, 
nicht sehr el'heblich sind. 

Da es der Amylase an Adsorptionsaffinitaten 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 Zustalld enzymatischer Einheitlich
keit erreicht hat, seinen Begleitstoffen noch eine gewisse Adsorbier
barkeit, die sich zu einer we iter en Reinigung ausnutzen lal.lt. Es 
wird in diesem Reinheitsgrad noch von Tonerde aufgenommen, und 
zwar bei neutraler Reaktion und zweckmaJ.lig bei einem hohen 
Gehalt an Alkohol, der, wie bei anderen amphoteren Stoffen, Amino-

1) Am. Soc. 37, 1305 (1915). 
2) H. 126, 143 (1922123); 142, 14 (1924i25). 
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sliuren odeI' Peptiden, die Entwicklung saurer Eigenschaften del' 
Koadsorbenzien bewirkt. In den alkalischen Elutionen del' Tonerde
adsorbate ist die Amylase, frei von Eiweiil, abel' noch kohlehydrat
haltig, in erheblich gesteigertem Reinheitsgrad erhalten worden, 
entsprechend dem Amylasewert 64 etwa 125 fach konzentrierter als 
in del' getrockneten Druse. 

Die Adsorbierbarkeit del' 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, namlich durch Adsorption eines 'feiles del' 
Substanz, so zu reinigen, dail es wedel' aus wasseriger noch aus 
alkoholischer Lasung mehr von Tonerde aufgenommen wird 1); sein 
wahres Adsorptionsverhalten wird also erst in reinerer Lasung 
erkennbar. Es gelingt in diesem Zustand, die Adsorption del' 
Amylase zu erreichen durch Anwendung viel starker basischer 
Adsorbenzien, von Beryllium- odeI' Ferrihydroxyd; es ist abel' noch 
nicht untersucht, ob nicht auch flir dieses Verhalten Begleitstoffe 
entscheidend sind. 

Von den pflanzlichen Amylasen ist das Enzym del' keimenden 
Gerste praparativ am eingehendsten untersucht. Die viel vertretene 
Anschauung, daD das Enzym in del' Hauptsache erst bei del' Keimung 
del' Gerste aus einer Vorstufe gebildet wiirde, und zwar unter Mit
wirkung vorr Sauerstoff, und nach H. Liiers 2), sowie J. L. Baker 
und H. F. E. H ul ton 3) aus Proteinsu bstanzen des Gerstenkorns, 
scheint nach neueren Untersuchungen von V. Syniewski 3), wie 
nach unveraffentlichten Versuchen des Verfassers nicht zu Recht 
zu bestehen: die alteren Beobachtungen, deren analytische Grund
lagen unzureichend sind, werden nicht mit einem quantitativen, 
sondern mit einem qualitativen Unterschiede del' Amylasen in 
Gerste und Malz zu verstehen sein; del' Wirkungsbereichdes Enzyms, 
gemessen an del' Bildung reduzierenden Zuckers, scheint sich bei 
del' Keimung zu erweitern. 

Die Versuche zur Anreicherung del' Malzamy lase in del' alteren 
Literatur beschranken sich im wesentlichen auf die Anwendung 
fraktionierter Fallung von wasserigen odeI' wasserig-alkoholischen 

1) R. Willsttitter, E. Waldschmidt-Leitz u. A. R. F. Hesse, H. 
142, 14 (1924/25); sowie noch unveroffentlichte Versuche des Verfassers. 

2) Bio. Z. 104, 30, und zwar S. 71 (1920). 
3) Soc. 121, 1929 (1922). 
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.:\lalzauszugen mit organischen Solvenzien, Alkohol oder Aceton, 
narh dem Vorbild von C . .T. LintnerI). Kach H. C. Sherman 
und }I. D. Schlesinger2) wird das Enzym aus dem lHalze durch 
verdunnten Alkohol extrahiert und nach der Dialyse der Extrakte 
durch organische Mittel oder durch Aussalzung mit Ammonsulfat 
niedergeschlagen; das beste von diesen Forschern erhaltene Pra
parat entsprach einem Amylasewert von etwa 2,8, war also noch 
sehr unrein; auch durch Anwendung von Adsorptionsmitteln, 
beispielsweise Tonerde, konnten H. L u e rs und E. S e 11 n e r 3) die 
enzymatische Konzentration nur zum Amylasewert von etwa I,ll 
steigern. Zu eiweiilfreien, aber stark kohlehydrathaltigen Losungen 
"ind R. Fricke und P. Kaja 4) durch Elektrodialyse und Elektro
,,"mose von Losungen kauflicher Amylasepraparate gelangt; die 
Konzentration des Enzyms. die nach diesen Operationen auf das 
6 fache gesteigert war, Hi13t sich indessen mit der in anderen 
Literaturpraparaten erreichten nicht sicher vergleichen. 

Auch an dem Enzym aus Aspergillus oryzae ist eine praparative 
Reinigung von H. C. Sherman und A. P. Tanberg O) durchgeflihrt 
worden; die reineren Praparate, die durch Ausfallung mit Ammon
sulfat und durch fraktionierte Alkoholfallung erhalten waren und 
deren enzymatische Konzentration etwa das 30 fache von der in 
den Handelspraparaten gemessenen betrug, enthielten indessen noch 
erhebliche Mengen Proteinsubstanz. 

Zu den Polyasen gehoren auiler den starke- und glykogen
spaltenden Enzymen noch eine Anzahl anderer Vertreter, welche 
teils Reservekohlehydrate, teils echte pflanzliche Gerustsubstanz 
zu hydrolysieren vermogen, deren Wirkungen und Eigenschaften 
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 
Enzym~, das sich beispielsweise in Schimmelpilzen wie Aspergillus 
niger und Penicillium glaucum findet und das in neuerer Zeit 
H. Pringsheim und G. Kohn 6) beschrieben haben, sind indessell 

I) J. pro 34, 378; 36, 481 (1886/87). 
2) Am. Soc. 37, 643 (1915). 
3) Wochenschr. f. Branerei 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 nieht naher erkannt, zumal seine Abtrennung von begleitender 
Saccharase noch nicht durchgeflihrt wurde. Auch die Lichenase, 
die die Aufspaltung der Flechtenstarke, des Lichenins, in Cellobiose 
bewirkt und die von H. Pringsheim und K. Seifert1) in Malz
auszUgen, von P. Karrer, B. Joos und M. Staub 2) auch im Darm
traktus der Weinbergschnecke aufgefunden und naher beschrieben 
wurde, mag hier Erwahnung finden; sie wird zu den Hemicellulasen 
gerechnet, deren Wirkungen man zwar bei der Keimung der Samen 
mit der Auflosung der Hemicellulosen beobachtet, deren Eigenart 
aber noch nicht naher zu charakterisieren ist. Das gleiche gilt 
fUr die echte Cellulose spaltenden Enzyme, deren Wirkung man 
bei der Tatigkeit holzzerstorender Bakterien und Pilze anzunehmen 
hat; nur in einem FaIle ist hier durch H. P r i n g she i m S) aus 
cellulosevergarenden Bakterien eine Cell u 1 a s e isoliert und mit 
ihrer Wirkung beschrieben worden. 

v. Katalasen. 
Die Zersetzung von Wasserstoffsuperoxyd durch lebendes 

pflanzliches und tierisches Gewebe ist schon sehr fruh beobachtet 
worden; indessen ist diese Erscheinung erst verhaltnismaJ.lig spat 
durch O. L 0 e w 4) auf die Wirkung eines besonderen Enzyms zurUck
gefiihrt worden, das er Ka talase nannte und dessen auI3erordentliche 
Verbreitung in fast allen Geweben und Sekreten pflanzlicher und 
tierischer Organismen man bald erkannte. Die einzige bekannte 
W irkung des Enzyms ist die Zerlegung des Wasserstoffsuperoxyds 
in Sauerstoff und Wasser, wahrend es andere Peroxyde, wie die 
organischen Derivate des Hydroperoxyds nicht zu spalten vermag. 
Die groI3e Verbreitung der Katalase in den Organismen legt die 
Annahme nahe, daB diesem Enzym bei der Vermittlung biologischer 
Oxydationsvorgange eine bedeutsame physiologisehe Funktion zu
kommen miisse, wenngleich sein Substrat, das Hydroperoxyd, in 
Ie bend em Gewebe nicht beobachtet worden ist. So sind eine Reihe 
bemerkenswerter Ansichten Uber 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). 

2) Helv. 6, 800 (1923); 7, 518 (1924). 
S) H. 78, 266 (1912). 
4) Bull. Dep. Agricult. Washington 68 (1900); s. a. BiD. Z. 34, 354 

(1911). 
Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme. 13 
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Atmung der Gewebe geauBert worden, denen die gemeinsame Vor
stellung zugrunde liegt, daB dem Enzym die Aufgabe zufalle, inter
mediar bei Oxydationsvorgangen entstehendes Hydroperoxyd als 
Zellgift zu beseitigen. So hat H. W i e 1 and 1), der die meisten 
Oxydationsprozesse, auch die biologischen Oxydationen, als De
hydrierungsreaktionen versteht, die Auffassung vertreten, daB die 
Atmungsenzyme die Hydrierung des molekularen Sauerstoffs nur 
bis zur Stufe seiner halben Sattigung mit Wasserstoff, die dem 
Hydroperoxyd entspricht, zu leiten vermogen und daB hier die 
Wirkung der Katalase einsetzt, die mit der Entfernung dieses Zell
giftes gleichzeitig neuen Sauerstoff fiir die Dehydrierung bereitstellt. 
Die Feststellung, da13 nur sauerstoffbediirftige Zellen Katalase ent
halten, anaerobe dagegen nicht, und die Verteilung der Katalasen 
in ihrer Abhangigkeit yom Sauerstoffbedarf der einzelnen Zellarten 
berechtigt jedenfalls zu der SchluBfolgerung, da13 diese Enzyme fUr 
die Vermittlung der Oxydationsprozesse unentbehrlich erscheinen, 
mag man diese nun mit Wieland als Dehydrierungsreaktionen, im 
Sinne einer Wasserstoffaktivierung in den Substraten der Oxydation, 
oder mag man sie mit A. Bach und R. Chodat2) als direkte 
Oxydationen, unter Vermittlung von aktiviertem Sauerstoff be
schreiben. 

Fiir die Bestimmung der Katalasewirkung stehen zwei gleich
wertige Me13methoden zur Verfiigung, namlich entweder die volu
metrische Messung des entwickelten Sauerstoffs oder aber die Titration 
des unzersetzten Wasserstoffsuperoxyds mit Kaliumpermanganat. 

Die PH-Abhangigkeit der Katalasewirkung ist zuerst von S. P. 
L. Sorensen 3) an dem Enzym aus Leber exakt bestimmt worden, 
das Optimum der Enzymwirkung ergab sich bei PH = 7,0, also 
entsprechend neutraler Reaktion. Dieses Ergebnis ist durch spatere 
Untersuchungen von L. Michaelis und H. Pechstein 4), von 
S. Morgulis 5) sowie von P. Rona und A. Damboviceanu 6) be
statigt und mit der Feststellung erganzt worden, daB die Breite 
der optimalen Wirkungszone und die Lage der Aktivitats-pg-Kurve 
yom Gehalt der Losung an N eutralsalzen abhangt; mit zunehmen-

1) B. 55, 3639 (1922); Ergebn. d. Physiol. 20, 477 (1922). 
2) Soc. BioI. 83, 1544 (1920); Arch. into de Physiol. 18, 403 (1921). 
3) Bio. Z. 21, 131, 279 (1909). 
4) Ebenda 53, 320 (1913). 
5) II. BioI. Chern. 47, 341 (1921). 
6) Bio. Z. 134, 20 (1922). 
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dem Salzgehalt verstarkt sich die Abhangigkeit von der Wasser
stoffzahl, wahrend zugleich die maximal erreichbare Reaktions
geschwindigkeit abnimmt. 

Die Beobachtungen der Literatur liber 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 Bestandigkeit des Enzymmaterials zurlickflihren lassen 
mogen. So haben die Versuche von W. Issajew 1) mit Katalase
losungen aus getrockneter Hefe zu dem Ergebnis geflihrt, da13 der 
Umsatz des Hydroperoxyds durch das Enzym durch eine Gleichung 
erster Ordnung beschrieben werden kann, beispielsweise bei An
wendung verdlinnter HydroperoxydlOsungen und 250 oder bei 0° 
und hoherer Substratkonzentration. Ahnlich sind die Befunde von 
H. v. E u 1 e r 2) mit der Katalase aus Pilzextrakten, die zudem 
direkte Proportionalitat zwischen Enzymmenge und Reaktions
geschwindigkeit ergaben. Diese Beziehungen sind flir die Wirkung 
tierischer Katalase nur unter bestimmten Bedingungen beobachtet 
worden, unter welchen eine Zerstorung des Enzyms nicht eintritt, 
namlich bei niedriger Temperatur und bei Anwendung sehr ver
dlinnten Hydroperoxyds. So haben einen monomolekularen Verlauf 
der Reaktion und Proportionalitat von Katalasemenge und Reak
tionskonstante G. Senter S) flir Blut-, S. Hennichs 4) flir Leber
katalase beschrieben. Dagegen haben Michaelis und Pechstein, 
l\1:orgulis sowie Rona und Damboviceanu liber die Beob
achtung berichtet, da13 konzentrierten Katalaselosungen aus tieri
schem Material eine verhaltnisma13ig starkere Aktivitat zukomme 
als verdlinnten Losungen des Enzyms; nach Morgulis wird die 
Kinetik der Katalasewirkung bedingt durch das jeweilige l\Iengen
verhaltnis von Enzym und Substrat. Die Angaben, da13 der Reak
tionsverlauf der Hydroperoxydzersetzung, der nur bei Einwirkung 
gro13erer Enzymmengen durch eine Gleichung erster Ordnung aus
gedrlickt werden konne, mit verdlinnteren Enzymlosungen verhiilt
nisma13ig langsamer gefunden werde und unter Umstanden einer 
bimolekularen Reaktionsgleichung entspreche, werden mit der be
trachtlichen Unbestandigkeit verdlinnter KatalaselOsungen und mit 

1) H. 42, 102 (1904); 44, 546 (1905). 
2) Hofm. Beitr. 7, 1 (1905). 
S) Ph. Oh. 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 hangt damit zusammen, daJ.l in den 
angefiihrten Untersuchungen gleiche Umsiitze nicht in Zeiten beob
achtet wurden, die den angewandten Enzymmengen umgekehrt 
proportional waren; dagegen sind nach Morgulis und nach Rona 
und Dam b 0 vic e a n u die in gleichen Zeiten zersetzten Wasser
stoffsuperoxydmengen den Katalasemengen direkt proportional. Es 
ist verstandlich, daJ.l aus solchen Beobachtungen die SchluJ.lfolgerung 
abgeleitet worden ist, daJ.l die Katalase nicht als wahrer Kata
lysator zu wirken vermoge, sondern daJ.l eine bestimmte Katalase
menge nur flir den U msatz einer bestimmten Hydroperoxydmenge 
befahigt sei. 

N ach dieser Auffassung solI namlich 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
mal.l durch die angewandten Versuchsbedingungen, Temperatur und 
Konzentration des Wasserstoffsuperoxyds, hedingt werde. Die 
Erfahrungen, die mit der Widerlegung ahnlicher Anschauungen 
iiber die Wirkungsweise peroxydatischer Enzyme gewonnen worden 
sind, sollten zur Vorsicht mahnen; es ist unter Beriicksichtigung 
der andersartigen Beobachtungen an pflanzlicher Katalase viel 
wahrscheinlicher, dal.l auch das tierische Enzym als echter Kata
lysator anzusehen ist, des sen Aktivitat im Verlaufe seiner Reaktion 
selbst keine Beeintrachtigung erfahrt und dessen Zerstorung, die 
leichter als bei dem pflanzlichen einzutreten scheint, unabhangig 
von der eigentlichen enzymatischen Reaktion erfolgt. ~Ian ist 
daher berechtigt, die Messung der Aktivitat von Katalasepraparaten 
aUI die beobachteten monomolekularen Reaktionskonstanten zuriick
zufiihren; so dient als MaJ.l fiir die Konzentration des Enzyms der 
"Katalase-Wert (K.-W.)", das ist die fiir die Wirkung von 1 g des 
Praparats auf 0,02 n Hs Os bei 0° und optimaler Wasserstoffzahl 
ermittelte Reaktionskonstante. 

Die theoretisch wichtige Analogie zwischen der Wirkung der 
Katalase und derienigen anorganischer Katalysatoren, auf die be
reits Far a day hinge wiesen hat, erscheint hier von be sonde rem 
Interesse auf Grund der Feststellung, daJ.l die Wirksamkeit der 
anorganischen Katalysatoren durch die des enzymatischen Materials 
quantitativ weit libertroffen wird; diese Tatsache ergibt sich an
schaulich aus der nachfolgenden Tabelle 33, die die Aktivitat 
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verschiedener Katalasepraparate der Literatur mit der des kolloi
dalen Platins vergleicht. 

Tab e 1I e 33. 

Aktivitiit von Katalase und anorganischen Katalysatoren. 

Praparat K.·W. Autor 

Kolloidales Platin 1,8 G. Bredig 
Blutkatalase . 35 A. Madinaveitia 
Leberkatalase 67 F. Batelli 
Leberkatalase 532 S. Hennichs 

Die alteren Verfahren zur praparativen Isolierung der Kata
lase aus pflanzlichem oder tierischem Material beschranken sich im 
wesentlichen auf die Anwendung einer Alkoholfallung der Enzym
ausziige, so wie F. Bat e 11 i und L. S t ern 1) die Gewinnung des 
Leberenzyms beschrieben haben. Die hierdurch erzielte Steigerung 
des enzymatischen Reinheitsgrades war unbedeutend, wenn auch 
H. v. E u I e r 2) auf diesem Wege in Malzausziigen eine Trennung von 
starkespaltendem Enzym erzielte und wenn auch G. Senter 3) zu der 
analytisch und theoretisch bemerkenswerten Feststellung gelangte, 
daB sich die Blutkatalase, die "Hamase", so frei von Eisen erhalten 
laLlt. Den Weg einer auswahlenden Adsorption der Katalase aus BIut 
haben zuerst R. Willstatter und A.Madinaveitia 4) beschritten 
auf Grund der Beobachtung, daB das Enzym aus seinen Losungen 
sehr leicht durch Fette aufgenommen wird, entsprechend dem ge
steigerten Katalasegehalt fetthaltiger Gewebe. Allein die geringe 
Bestandigkeit des Enzyms in den Adsorbaten an Fett, insbesondere 
bei Versuchen zu seiner Freilegung, beeintrachtigte den prapara
tiven Erfolg; das beste erhaltene Praparat entsprach nur dem 
Katalase -Wert 35. Von Bedeutung fiir die Beschreibung der Blut
katalase erscheint ferner die neuere Angabe von M. Tsuchihashi 5), 
daB sich das Enzym durch Adsorption an Tricalciumphosphat und 
durch Elution mit sekundarer Phosphatlosung von Proteinsubstanz 

1) Soc. Biol. 57, 375 (1905). 
2) Hofm. Beitr. 7, 1 (1906). 
3) Ph. Ch. 44, 257 (1903); 51, 673 (1905). 
4) A. Mad ina v e it i a, Zur Kenntnis der Katalase. Promotionsarbeit 

Zurich 1912. 
5) Bio. Z. 140, 63 (1923). 
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befreien laJ.lt; die von P. W a en t i g und O. S tee h e 1) geauLlerte 
Ansieht tiber die EiweiJ.lnatur der Katalase, die aus ihrer Un
bestandigkeit gegenuber Trypsin abgeleitet war, wird sieh danach 
nieht aufreehterhalten lassen. Die bedeutendsten praparativen 
Fortschrittte bat S. Hen n i e b s 2) mit der systematisehen Anwen
dung von Adsorptionsmitteln, Tonerde und Kaolin, zur Reinigung 
der Leberkatalase erzielt. Dureh Aufnahme des Enzyms mit 
Kaolin bei saurer Reaktion und Ablosung mittels scbwaeh alka
lisehen Pbosphats wurdenPraparate vom Katalase-Wert 532, durch 
wiederholte Adsorption der Katalase an Tonerde und Dialyse der 
alkalis chen Elutionen, obgleieh diese groJ.le Verluste an enzymatischer 
Aktivitat zur Folge hatte, Praparate von ahnlieher Konzentration 
erhalten (K.-W. 521), entsprechend einer Konzentrationssteigerung 
auf e£wa das 16 fache von der des Ausgangsmaterials 3). Es ist zu 
erwarten, da13 ein mehr auswahlend gestaltetes Verfahren der Ad
sorption an diesem Beispiel eine weitere betrachtliche Steigerung 
des Reinbeitsgrades erlauben wird, wenngleich der Erfolg der 
praparativen Reinigung von Katalase durcb die stark zunehmende 
Unbestandigkeit des Enzyms beeintrachtigt werden mag; ihr wird 
durch Anwendung von Stabilisatoren zu begegnen sein. 

VI. Peroxydasen. 
Die Peroxydasen, deren Wirkung in der Ubertragung per

oxydiseh gebundenen Sauerstoffs auf oxydable Substanzen besteht, 
sind als Hilfsenzyme fur die Vermittlung biologischer Oxydationen 
au13erordentlich verbreitet; in besonders reichlicher Menge finden 
sie sich beispielsweise in den W urzeln und den Samenkeirnlingen 
hoherer pflanzlicher Organism en. Von den Katalasen sind diese 
Enzyme durch ihre spezifischen Wirkungen scharf zu unterscheiden, 
vor aHem durch die Tatsache, daJ.l 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). 

2) Bio. Z. 145, 286 (1924). 
3) Noch etwas weiter (K.-W. 1250) fiihrt nach neueren Versuchen 

von S. Hen n i c h s die Adsorption mittels Kaolin; es ist von Bedeutung, 
dall bei dieser Reinigung keine Proportionalitat zwischen der enzymatischen 
Wirkung und dem Eisengehalt der Praparate beobachtet wurde [B. 59, 
218 (1925/26»). 
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Substanz zu zersetzen; sie fiihren also nur eine Aktivierung des 
Hydroperoxyds herbei. Auch die scheinbar entgegenstehenden 
Beobachtungen von E. Abell), die iiber eine "Katalasewirkung" 
pflanzlicherPeroxydase in Gegenwart von Jodionen aussagen, sind 
nicht auf eine Beteiligung des Enzyms an der eigentlichen sauerstol'f
liefernden Reaktion zuriickzufiihren, der Einflu13 des Enzyms 
erstreckt sich vielmehr nur auf einen bestirnmten Teilvorgang der 
Reaktion, namlich auf die Oxydation der Jodwasserstoffsaure 
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 i\Ialachitgriin 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 ol'ange
roten, atherloslichen Farbstoff, des sen Konstitution R. Willstatter 
und H. He iss 2) weitgehend aufgeklart haben; seine Menge be
stimmt man entweder kolorirnetriseh oder dureh Wagung des aus
geatherten Produktes. Ein exaktes Verfahren zur Messung von 
Peroxydasemengen ist indessen zuerst von R. Will s tat t e r und 
A. S toll 3) ausgearbeitet worden, die an diesem Beispiel zum 
erstenmal auf die Bedeutung einer zuverlassigen Bestimmungs
methode als Voraussetzung praparativer Arbeit hingewiesen haben. 
Die alteren Angaben von A. B a c h und R. C hod a t 4), wonach 
zwischen den an der peroxydatischen Reaktion beteiligten Stoffen, 
Peroxydase, Hydroperoxyd und Purpurogallin, ein bestimmtes Ver
haltnis bestehe und das Enzym ebenso wie Hydroperoxyd irn 
Oxydationsprozeil verbraucht werde, haben sich als irrig erwiesell. 
Es bedurfte vielmehr nur der Ermittlung von Bedingungen, unter 
denen das Enzym wah rend seiner Anwendung in seiner Wirkung 
vollkommen erhalten blieb, urn mit einer gegebenen Menge des
selben unbegrenzte Mengen von Oxydationsprodukt zu erzeugen, 
namlich der Ausschaltung des enzymzerstorendeIf Einflusses von 
saurer Reaktion und der Anwendung sehr verdiinnter Losungen 

1) Z. El. Ch. 28, 489 (1922). 
2) A. 433, 17 (1923). 
3) A. 416, 21 (1917/18). 
4) B. 37, 1342, 2434, 3785 (1904). 
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von Hydroperoxyd; dieses selbst vermag namlich, .wie sich aus 
einer Untersuchung von R. Willsta tter und H. We ber 1) ergeben 
hat, in groJ.lerer Konzentration die Wirkung pflanzlicher Peroxydase 
zwar nicht zu zerstoren, aber erheblich zu hemmen. Die fiir Menge 
und Konzentration der Peroxydase aufgestellten ~faJ3e beruhen auf 
der Erkenntnis, daJ.l unter den Bedingungen der Bestimmung die 
Aktivitat des Enzyms keine Anderung erfahrt und daB daher gleiche 
Umsatze in Zeiten erzielt werden, welche den angewandten Per
oxydasemengen umgekehrt proportional sind. So driicken Wi 11-
statter und Stoll den Reinheitsgrad von Enzympriiparaten aus 
durch die "Purpurogallinzahl (P.-Z.) " , namlich die von 1 mg 
des Praparates bei der Einwirkung auf 5 g Pyrogallol + 50 mg 
Hydroperoxyd in 2 Liter Wasser von 20° nach 5 Min. gebildete 
Menge Purpurogallin in Milligramm. Auf dieser Definition beruht 
ferner das MaJ.l fiir die Menge der Peroxydase, die "Peroxydase
Einheit (P.-E.)", die enthalten ist in 1 g 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 
Praparats. 

Mit Hilfe dieser MaJ.le ist in den Untersuchungen R. Will
statters die praparative Reinigung der Peroxydase kontrolliert 
worden, fiir 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 Untersuchmlg von Willstatter und Stoll drei 
Richtlinien bestimmend, namlich die Dialyse im Pflanzenmaterial, 
sodann die Niederschlagung des Enzyms mit Oxalsaure und endlich 
seine fraktionierte Extraktion mit Alkali. Der erste Schritt der 
priiparativen Verarbeitung, die Dialyse der grob zerkleinerten pflanz
lichen Substanz, beruht auf der Erfahrung, daJ.l das Enzym bei dieser 
Operation zum groJ3ten Teil von der intakten Zelle zuriickgehalten 
wird, wahrend leichter diffmldierende, niedrigmolekulare Begleit
stoffe entfernt werden; die Verluste an enzymatischer Substanz, 
die bei diesem V organg eintreten, betragen nur einen geringen 
Bruchteil, hochstens 1/6 des gesamten Enzymgehaltes, sie werden 
auf die mechanische ZerstorIDlg der Zellstruktur bei der Zerkleine-

1) Zitiert nach R. Willstatter und A. Pollinger, H. 130, 281, 
und zwar S. 285 (1923). 
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rung zuruckgefuhrt. Es hat sich vielmehr ergeben, daB bei der 
Dialyse nach anfanglicher Abwanderung einer geringen Menge Per
oxydase in erheblichem Umfang eine Neubildung von Enzym erfolgt, 
die im Steigen der Peroxydase-Werte zum Ausdruck ko=t und 
die auf der noch fortdauernden Lebenstlitigkeit der Pflanzenzelle 
beruht; erst nach sehr lange, namlich mehrere \V ochen dauernder 
Dialyse beobachtet man wieder einen Ruckgang des Peroxydase
gehaltes infolge uberwiegender Exosmose des Enzyms. Zahlreiche 
und immer wiederkehrende Beobachtungen, die auf die Existenz 
zweier verschiedener Arten von Peroxydase in der Pflanzenzelle, 
einer loslichen und einer unloslichen Form, beispielsweise auf 
Grund des Verhaltens bei der Dialyse, hinzuweisen schienen 1), sind 
von R. Willstatter und A. Pollinger 2) auf die Erscheinung 
zuriickgefiihrt worden, daB ein Teil des Enzyms, im Zellsaft gelost, 
leicht aus der Zelle austritt, wahrend ein anderer Teil, an Proto
plasma gebunden, erst nach vollstlindiger Zerstorung der Zellstruktur 
freigelegt werden kann; so gestattet die Erfahrung, daB es gelingt, 
die gesamte Menge der Peroxydase beispielsweise durch verdunntes 
Alkali in Losung uberzufuhren, keine Unterscheidung zwischen Ios
lichem und unloslichem Enzym. 

Der zweite Schritt der Isolierung beruht auf der Beobachtung, 
daB bei der Einwirkung von Oxalsaure auf die Pflanzensubstanz 
die Dialyse fortschreitet, wlihrend zugleich die Peroxydase von der 
pflanzlichen Masse adsorbiert und fester gebunden wird. Die Ver
linderung der Zelle, die bei der Behandlung mit Sliure erfolgt und 
die die Tlitigkeit autolytischer Zellenzyme einleitet, fuhrt zur Um
wandhing einer Reihe hochmolekularer Substanzen des Zellinhalts 
in leichter diffundierende, niedrig molekulare; andererseits wird die 
Peroxydase bei der Einwirkung der Sliure so auf koagulierter pflanz
licher Substanz niedergeschlagen, daB sich das Material nach Ab
schluB der Dialyse ohne erhebliche Enzymabgabe zerkleinern und 
auspressen lliBt. Die Ablosung des peroxydatischen Enzyms aus 
dem Wurzelbrei gelingt erst auf der dritten Stufe der Isolierung, 
nlimlich nach vollstlindiger Abslittigung seines Sliuregehaltes. So 
erreicht man durch allmlihliche Einwirkung verdunnten Alkalis, 
z. B. von Baryt, eine fraktionierte Entleerung des Pflanzenmaterials, 
bei der das Enzym erst in die letzten, schon schwach alkalischen 
Auszuge ubergeht; seine Abscheidung aus den im Vakuum einge-

1) R. Willstatter 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 fiihrt zu Peroxydasepraparaten von er
heblich gesteigertem Reinheitsgrad, entsprechend P.-Z. 100 bis 260 
aus )leerrettich, 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 
Rohpraparaten verbanden Willstatter und Stoll mit der Beob
achtung, daB sich durch FaUung mit Quecksilbersalz ein Teil der 
die Peroxydase begleitenden glucosidischen Stoffe abtrennen latlt, 
wahrend das Enzym in dem nicht durch das Schwermetall fall
baren Anteil zuriickbleibt; die enzymatische Konzentration der durch 
Umfallung mit Alkohol von Quecksilber befreiten Substanz stieg 
hierbei betrachtlich, im besten Beispiel zur P.-Z. 670. Allein die 
Bedeutung der Einwirkung von Quechilbersalz zur Reinigung der 
Peroxydase, die in praparativem MaJ3stab nur schwer anwendbar 
erscheint und deren Ergebnisse nicht leicht zu reproduzieren sind, 
wird fUr die analytische Beschreibung des Enzyms iibertroffen durch 
die FaUung der Peroxydase selbst mittels Gerbsaure, die W ill
statter 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 aHem 
in der Abtrennung hartnackiger eisenhaltiger Verunreinigungen be
steht, scheint dem Enzym selbst zuzukommenr man beobachtet sie 
namlich in den rohen wie in den reinsten bisher erhaltenen Prapa
raten der Peroxydase. Ihre praparative Auswertung wird indessen 
erschwert durch die Unloslichkeit der Fallung mit Tannin; deren 
Zerlegung erst nach ihrer Darstellung aus vorgereinigten Enzym
losungen erreicht wurde; so besteht das Verfahren der Reinigung 
hochwertiger Peroxydasepraparate mit Tannin in der Zerlegung 
des mit essigsaurehaltigem Alkohol gelOsten Niederschlags mittels 
Kaolin, aus welchem das adsorbierte Enzym sich frei von Tannin 
mit Alkali ablOsen laJ.lt. 

Wichtiger noch als die Ausarbeitung von Fallungsmethoden 
hat sich die Anwendung der Adsorptionsmittel fiir die Reinigung 
der Peroxydase erwiesen. So ist das Adsorptionsverhalten pflanz
licher Peroxydase gegeniiber Tonerde sehr charakteristisch und hat 
sich zu ihrer Reinigung mit Erfolg nutzbar machen lassen. Die 
Erfahrung, daB die Peroxydase aus wasseriger Losung von Aluroi
niurohydroxyd nur sehr wenig aufgenommen wird, erlaubt eine ge-
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wisse Vorreinigung der Losungen durch V orbehandlung mit dem 
Adsorbens, die ohne Enzymverluste die Abtrennung eines Teiles 
der Beimengungen bewirkt; und die Beobachtung, daB das Enzym 
nach dem Zusatz von Alkohol durch Tonerde adsorbierbar wird, 
hat zu dem Versuch gefiihrt, 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, dail Peroxydase nur aus alkoholhaltiger Losung von 
Tonerde aufgenommen wird, entspricht den uberwiegend basischen 
Eigenschaften des Enzyms; sie erinnert an das Verhalten anderer 
amphoterer Stoffe, beispielsweise der Polypeptide und Aminosauren, 
deren saure Funktionen erst in alkoholiscber 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 dies em Befunde ergibt, besteht in der Aufnahme durch 
das Adsorbens aus wasserig-alkoholischer Losung und in der Frei
legung des Enzyms aus dem Adsorbat, die man zweckmaJ3ig durch 
Einwirkung kohlensaurehaltigen Wassers bewirkt. 

Den basischen Eigenschaften der Peroxydase entspricht feruer 
ihr Verhalten gegenuber Kaolin, von welchem sie leicht und voll
sHindig aufgenommen wird; der Zusatz von Alkohol erweist sich 
hier als entbehrlich. Fur die praparative Anwendung ergeben sich 
die gunstigsten Bedingungen in der Adsorption des Enzyms aus 
sehr verdlinnten essigsauren Losungen, wahrend man die Elution 
der Kaolinadsorbate durch Einwirkung verdlinnten Ammoniaks bE'
wirkt, Operationen, die insbesondere bei der Verwendung reinerer 
Enzympraparate haufig ohne Enzymverlust ausflihrbar waren. Flir 
die Trennung der Peroxydase von Begleitstoffen bietet, wie bei 
anderen Enzymen, der Wechsel in der Polaritat des Adsorbens 
groBe V orteile; so ist es erst durch Kaolin gelungen, hartnackig 
anhaftende glucosidische Verunreinigungen zu beseitigen, die die 
Zusammensetzung alterer Praparate gefalscht hatten 1); in den Elu
tionen der Kaolinadsorbate erhielt man die Peroxydase der Pflanzen
wurzel frei von kohlehydrathaltiger Substanz; und auch in einem 
anderen Beispiel, bei cler Verarbeitung von Getreidekeimlingen, hat 

1) Siehe dazu R. Willstatter und A. Stoll, A. 416, 21, und zwar 
S. 56 (1917;18); R. Willstatter und A. Pollinger, A.430, 269, und 
zwar 8. :2i8 (1922!23). 
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die Anwendung der Kaolinadsorption erlaubt, das Enzym direkt 
in hohem Reinheitsgrad zu isolieren; und endlich erweist sich 
die praparative 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 Erklarung 
einer Erscheinung beizutragen erlaubt, die sehr haufig im Gange 
der praparativen Reinigung von Peroxydase beobachtet worden ist, 
namlich einer Zunahme der peroxydatischen Wirkung. Dieser Er
scheinung, die die quantitative Bestimmung des Enzyms als Grund
lage der praparativen Arbeit unsicher zu machen geeignet ist, 
begegnete man beispielsweise bei der Aufbewahrung von Peroxydase
losungen oder festen Peroxydasepraparaten, sie auDert sich in einem 
ausgesprochenen Gang der enzymatischen Aktivitat; man begegnete 
ihr femer bei Adsorptionsvornahmen, z. B. mit Tonerde, beim Ein
engen verdiinnter Enzymlosungen unter vermindertem Druck oder 
endlich bei der Isolierung der Peroxydase aus ihren Losungen durch 
Fallung mit Alkohol. Diese Befunde versuchen Willstatter und 
Pollinger mit der Annahme zusammenzufassen und zu erklaren, 
daB ein Zersetzungsprodukt der Peroxydase, und zwar ein ihr noch 
sehr nahe stehendes, durch Assoziation mit dem Enzym die Wirkung 
seiner aktiven Gruppe zu beeintrachtigen vermag und daB diese 
Hemmung durch Abtrennung oder durch weitergehende freiwillige 
Zersetzung des Hemmlmgskorpers in Wegfall .kommt; es war nam
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 Fallungs
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 Tonerrl-e und die Fallung des Enzyms mit 
Tannin in der Elution des mittels Kaolin zerlegte~ Gerbsaure
niederschlags zu einem Praparat von der Purpurogallinzahl 3160 
gefiihrt; und in einem anderen Beispiel, in welch em die Steigerung 
des Reinheitsgrades noch hoher getrieben wurde, ist nach fiinf
maliger Aufnahme durch Tonerde und einmaliger Adsorption an 
Kaolin an der gel osten enzymatischen Substanz die Purpurogallin-
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zahl 4900 beobachtet worden, entsprechend einer fast 20000fachen 
Erhohung der enzymatischen Konzentration gegenuber der der ge
trockneten Wurzel. 

Der erreichte Stand der praparativen Methodik hat wichtige 
neue Erkenntnisse vermittelt hinsichtlich der analytischen Beschrei
bung des Enzyms. So hat die Untersuehung reinerer Peroxydase
praparate eine eharakteristische Eigenschaft des Enzyms zu erkennen 
erlaubt, namlieh seine Farbe; die Peroxydase besitzt in Losung 
eine hellrot-braunliche Farbe, die an gewisse, aus den Blut- und 
Blattfarbstoffen gewonnene Porphyrine, insbesondere an Pyrropor
phyrin, erinnert. Die siehere Erkenntnis der Beziehungen zwischen 
Peroxydasewirkung und Farbe wird durch den Umstand erschwert, 
daB sich das Enzym in den rohen Losungen mit ahnlich gefarbten, 
nichtenzymatischen Begleitstoffen vergesellschaftet findet und daB 
aueh die Zersetzungsprodukte des Enzyms selbst farbig sind; so 
hat es sieh gezeigt, daB' bei der Zerstorung reinerer Peroxydase 
dureh Saure oder in der Warme oder auch bei ihrer spontanen 
Zersetzung die Farbe bestehen bleibt. Diesen Beobachtungen ent
sprechen die Erfahrungen, die uber die Beziehungen von peroxyda
tiseher Wirkung und Farbe im Gange der praparativen 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, gefarbter Fremdstoffe bedingt, die Farbintensitat ver
haltnif'maBig zuruckgeht, daB dagegen bei weiteren Reinigungs
vornahmen mit reinerer Peroxydase die Aktivitatsverluste, die der 
Zersetzung des Enzyms entsprechen, den Ruckgang der Farbung 
iiberwiegen. 

,Veitere neue analytische Erkenntnisse betreffen die Frage 
des Eisengehaltes der Peroxydase. In den Untersuchungen von 
G. Gola 1) sowie von R. Willstatter und A. Stoll 2) war die 
Annahme erortert und experimentell gestutzt worden, daB das Eisen, 
das auch bei allen Reinigungsprozessen die Peroxydase begleitete, 
einen integrierenden Bestandteil des Enzymmolekuls bilde. Die 
Analyse der reineren Peroxydasepraparate hat indessen die Beziehung 
nicht bestatigt, welche zwischen Eisengehalt und enzymatischer 
Wirkung zu bestehen schien. Zwar sind Eisenverbinaungen mit 

1) R. Aee. Line. (5) 24, I, 1239 j II, 289 (1915) j 28, II, 393 (1919). 
2) .-\. 416, 21, und zwar S. 60 (1917118). 
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dem Enzym hartnackig vergesellschaftet und reichern sich zuweilen 
im Gange der Reinigung noch starker an als die Peroxydase : allein 
in der Adsorption an Kaolin aus verdiinnter Losung, vor allem 
aber in der Fallung der Peroxydase mit Tannin hat sich ein Mittel 
erg eben, urn die Frage des Eisengehaltes zu entscheiden. Die Ab
trennung der eisenhaltigen Fremdsubstanz durch Tannin ist so weit 
gefiihrt worden, daB das fiinffach konzentriertere Praparat nunmehr 
sogar einen siebenmal geringeren Eisengehalt aufwies, namlich 
0,06 Proz. Flir Konstitution und Farbe der Peroxydase ist also 
das Eisen ohne Bedeutung. 

Die in der Literatur viel erorterte Frage, ob dem Blutfarb
stoff, dem Oxyhamoglobin, 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 Willstatter urtd Stoll in quantitativer 
Richtung vertieft worden mit der Feststellung, daB das Oxyhamo
globin sich in der GroBenordnung seiner peroxydatischen Wirksam
keit von pflanzlicher Peroxydase unterscheidet, es wirkt namlich 
verhaltnismaBig 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, daB die in den rohen Praparaten 
beobachtete Wirkung den Farbstoff bis in die reinsten Kristallisa
tionen unverandert begleitet, auch nach der volligen Abtrennung 
yon Katalase, die man andererseits frei von peroxydatischer 'IVirkung 
aus dem BIut erhalten kann. Die katalytische Funktion des Oxy
hamoglobins, dessen \Virkung im Gegensatz zu der der pflanzlicben 
Peroxydase mit steigender Wasserstoffsuperoxydkonzentration be
trachtlich zunimmt, findet man bei den yerschiedenen Tierarten 
von wechselnder GroBe. Wahrend die Abhangigkeit der Aktivitat 
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 erfolgt, ist die quantitative Leistung der einzelnen 
Hamoglobine verschieden, die Aktivierung des Hydroperoxyds er
folgt in ungleichem AusmaBe. Diese Abstufungen, den en die per-

1) H. 130, 281 (1923). 
2) C. r. 11)1, 483 (1910); Ann. Inst. Pasteur 2;), 313 (1911). 
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oxydatisehe \Virkullg der bei verschiedenen 'l'ierarten mit verschie
denen Globinkomplexen verbundenen eisenhaltigen Farbstoffgruppe 
unterliegt, bieten ein einfaches Beispiel fUr die Beeinflussullg der 
spezifisehell, wirksamell Gruppe eines Enzyms in bezug auf ihre 
AHinitat durch ihre Assoziatioll mit dem kolloiden Trager. Es zeigt 
sich an diesem .l\Iodell, da1.l im Sinne del' von R. Willstatter, 
J. Graser und R. Kuhn 1) entwiekelten Vorstellung, wonaeh ein 
Enzym aus einem kolloiden Tragerkomplex und einer rein ehemisch 
wirkenden aktiven Gruppe besteht, das spezifisehe Reaktionsver
mogen eines enzymatisehen Stoffes nieht nur dureh die Natur del' 
wirksamen Gruppe, sondern auch durch Unterschiede in der Kon
stitution des kolloiden Tragers beeinfluJ.lt zu werden vermag. 

VII. Oxydasen. 
U nsere Kenlltnisse yom \Vesen biologischer Oxydationsvorgange 

sind noeh sehr unsieher, obgleich die Forschung der Bearbeitung 
dieses Gebietes eine sehr groJ.le Anzahl theoretischer und experi
mellteller Studien gewidmet hat. Da keine del' geau1.lerten Ansichten 
tiber den .l\Iechanismus der Oxydasewirkung zur ErkHirung aller 
beobachteten Erscheinungen ausreiehend gesttitzt erscheint, mag es 
im Rahmen dieses Buches gentigen, den heutigen Stand diesel' Frage 
kurz zu skizzieren mit der Wiedergabe der drei wiehtigsten Er
klarungsweisen, der Oxydationstheorien von Bach und Warburg 
und der Dehydrierungstheorie von Wieland. 

Die Anschauungen, die A. Bach 2) zur Erklarung der biolo
gischen Oxydationen entwiekelt hat, fu1.len auf den Gedankengangen 
von C. Engler 3) tiber das Wesen katalytischer Oxydationen tiber
haupt. Danach erfolgt die katalytische Sauerstofftibertragung in 
Gegenwart eines leicht oxydierbaren Stoffes A, des "Autoxydators", 
und eines schwerer oxydierbaren B, des "Acceptors", in der Weise, 
da1.l der Autoxydator mit molekularem Sauerstoff in Reaktion tritt 

o 
unter Bildung eines Peroxyds A<6' das den Sauerstoff in aktiver 

1) H. 123, 1 (1922). 
2) A. Bach und R. Chodat, Soc. BioI. 83, 1544 (1920); Arch. into 

de Physiol. 18, 403 (1921). 
3) Siehe dazu Engler und Weissberg, Kritische Studien libel' 

den Vorgang der Autoxydation. Braunschweig 1904. 
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Form enthalt und unter Ruckbildung des Stoffes A leichter die 
Oxydation von 2B zu 2BO zu vermitteln vermag. 1m Sinne dieser 
V orstellung sind nach B a c h die Oxydationswirkungen in lebenden 
Organismen auf das Zusammenwirken zweier Enzymgruppen zuruck
zufuhren, der "Oxygenasen" und der "Peroxydasen", deren erstere 
unter Aufnahme von Sauerstoff in peroxydischer Form zugleich die 
V oraussetzung schaffen illr die W irkung der peroxydatischen Kom
ponenten, welche unter Ubertragung des peroxydischen Sauerstoffs 
auf oxydierbare Substanz die eigentliche Oxydation vollziehen unter 
Regenerierung der Oxygenasen; dieser letztere V organg 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" zUrUckgefuhrtl), 
welch letztere den Wasserstoff in vorhandenem Vv' asser aktiviere, 
wahrend der zugleich entstehende Sauerstoff von der oxygenatischen 
Komponente aufgenommen werde. Diese Vorstellungen erscheinen 
zwar geeignet, das Verstandnis der groBen Verbreitung und der 
Bedeutung speziell der peroxydatischen Enzyme zu erleichtern, es 
ist indessen gegen sie der Einwand zu erheben, daB sie kein ein
faches und anschauliches Bild insbesondere der haufig sich ab
spielenden gekoppelten Oxydations- und Reduktionsvorgange zu 
vermitteln vermogen, die man wohl mit einiger Sicherheit der 
\Virkung jeweils ein und desselben Enzyms zmmschreiben hat. 

Unter strenger einheitlichen Gesichtspunkten hat H. Wieland 2) 
die Erklarung der biologischen Oxydationen und Reduktionen zu
sammengefaBt. N ach Wi e 1 and beruht das Wesen der Oxydations
vorgange nicht auf einer Betatigung von aktiviertem Sauer stoff, 
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, zuruckgefuhrt auf die Heraus
nahme zweier Atome Wasserstoff aus dem Molekul des Alkohols: 

OH 
CH -C/H +0 

s ~H ' 

1) Vgl. A. Bach, Bio. Z. 31, 443 (1911). 
2) B. 05, 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 Carbonsaure aus Al
dehyd, durch Dehydrierung auf dem Wege tiber das Aldehydhydrat: 

Diese Auffassung von der Aktivierung des Wasserstoffs hat eine 
bemerkenswerte experimentelle Sttltze erfahren durch den Befund, 
daB 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 Vergarung von Alkohol zu Essig
saure mit Essigsaurebakterien und auch die Verbrennung von 
Traubenzucker bis zu Kohlensaure unter AusschluB von Sauerstoff, 
namlich bei Gegenwart der angefUhrten Wasserstoffacceptoren 
durchgefiihrt worden; und im Beispiel der Essigsauregarung erwies 
sich die gebildete Menge der Saure der aus dem Wasserstoffacceptor, 
Chinon bzw. Methylenblau, entstandenen Menge an Reduktions
produkt aquivalent. Die gleichen korrelativen Beziehungen zwischen 
den Vorgangen der Dehydrierung und der Hydrierung sind weiter
hin an der Wirkung einer typischen " Oxydo-Redukase " , dem 
Schardingerschen Enzym der Milch, quantitativ bestatigt worden, 
das die Reduktion von Aldehyden in Gegenwart von Methylenblau 
oder auch die Disproportionierung der Aldehyde zu Alkohol und 
Saure, die Cannizzarosche Reaktion, zu katalysieren vermag. 

Der Vorgang der Sauerstoffhydrierung bei der Atmung der 
Zelle verlauft 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, des sen Zerlegung nun
mehr die Katalase vollziehen mag unter gleichzeitiger Freilegung 
neuen Sauerstoffs; in auderen Fallen dient das gebildete Hydro
peroxyd als Wasserstoffacceptor fUr die Wirkung peroxydatischer 
Enzyme, welch letztere gleichfalls auf eine Wasserstoffaktivierung 
in den Substraten der Oxydation, beispielsweise in den Phenolen, 
zurtlckgefUhrt wird. 

Die von Wieland entwickelten Vorstellungen, deren experi
mentelle Grundlagen sich in erster Linie auf den oxydativen Abbau 

Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme_ 14 
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der Zucker beziehen, gewinnen erhohtes Interesse durch die Beob
achtungen von T. Thun berg l ) tiber den Mechanismus der biologischen 
Fettsaureoxydation; die experimentell durchgefiihrte Dehydrierung 
der Bernsteinsaure zu Fumarsaure durch Muskelgewebe mit Methylen
blau als Wasserstoffacceptor scheint darauf hinzudeuten, daB auch 
der Abbau gesattigter Fettsauren im Organismus dem Prinzip einer 
Dehydrierung folge, zunachst zur Stufe ungesattigter Sauren, aus 
welchen sich dann durch Wasseranlagerung und weitere Dehydrierung 
tiber die Zwischenstufe von p-Ketocarbonsauren die hydrolytische 
Abspaltung von Essigsaure ableiten lieBe. Fiir die Auffassung der 
Zellatmung als eines Dehydrierungsprozesses sprechen auch die 
Befunde von W. Lipschitz 2), daB es gelingt, im LebensprozeJ3 
niedriger organisierter Zellen das gasformige ~-\'tmungselement 

Sauerstoff durch einen zellfremden, andersartigen Wasserstoff
acceptor, m-Dinitrobenzol, zu ersetzen, welcher dabei zu m-Nitro
phenylhydroxylamin hydriert wird und welcher gleich dem Methylen
blau die Atmung von tiberlebendem 1Vluskelgewebe beispielsweise 
mit Bernsteinsaure zu unterhalten vermag. 

Eine der Wielandschen Auffassung entgegengesetzte An
schauung ist von o. War bur g 3) 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 Oberflachenaktivierung an bestimmten 
Schwermetallorlen, fiir deren Vermittlung in besonderer Weise 
gebundenes Eisen als wesentlich zu gelten hat. Diese Anschauung 
griindet sich auf Modellversuche tiber die Oxydation beispielsweise 
von Aminosauren an aktiver, eisenhaltiger Kohle, deren Aktivitat 
ebenso wie der ProzeB der zellularen Atmung durch Blausaure eine 
spezifische Hemmung erleidet, wahrend die Wirkung der Blausaure 
auf den biologischen OxydationsprozeB nach Wi e 1 and auf eine 
Beeinflussung der Katalasekomponente des Oxydationssystems 
zuriickzufiihren ist 4). 

Es ist verstandlich, daB bei der noch bestehenden Unsicherheit 
tiber den Mechanismus der biologischen Oxydationen und tiber die 

1) Skand. Arch. f. Physiol. 25,37 (1911); vgl. F. Batelli u. L. Stern, 
Bio. z. 30, 172 (1910). 

2) Pflug. Arch. 196, 463 (1922). 
3) B. 58, 1001 (1925). 
4) fiber die Moglichkeit einer Kombination der Theorien von Wi e I and 

und Warburg siehe C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 
5. Aufl., Leipzig 1925/26, S. 1291 ff. 
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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 altere 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 \Virkungen, 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 Fallen nicht einmal sichergestellt erscheint. 

Es sei an dieser Stelle auf die bemerkenswerten Untersuchungen 
von F. G. Hopkins 1) hingewiesen, nach welchen ein aus verschieden
artigem Zellmaterial, aus Hefe, Muskelsubstanz und aus der Leber 
isoliertes schwefelhaltiges Peptid, das G I uta th ion, Cysteinyl
glutaminsaure, je nach der Aciditat der Losung dehydrierende oder 
hydrierende Funktion auszuiiben vermag; seine Wirkung als Oxydo
redukase beruht namlich auf dem Wechsel zwischen der Cysteinform 
mit der Gruppierung R1-R-SH (R = Cystein-, R1 = Glutamin
saurerest), die als Wasserstoffdonator, und zwischen der Cystin
form, der Disulfidform mit der Gruppierung R1-R-S-S-R--R1' 
welche als Wasserstoffacceptor fungicrt. 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 einigerma13en gesicherte Angaben iiber die 
Eigenschaften und die Wirkungsweise von Enzymen der Oxydasen
gruppe lassen sich der Literatur bisher nur in einigen besonderen 
Fallen entnehmen, bei welchen besondere Oxydasen oder doch 
Enzyme von starker ausgepragter Spezifitat vorzuliegen scheinen. 

1) Biochern. JI. 15, 286 (1921); F. G. Hopkins u. ){. Dix:on, JI. BioI. 
Chern. 54, 527 (1922); M. Dix:o'll U. H. E. Tunnicliffe, Proc. Roy. Soc. 
B. 94, 266 (1923). 

14* 
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Dies gilt beispielsweise fUr die sogenannten "Purinoxydasen", 
deren Wirkung man durch die Oxydation der bei der Desamidierung 
der beiden Aminopurine, Guanin und Adenin, entstehenden Oxy
purine zu Harnsaure kennzeichnet; sie linden 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 moglieh; so lassen auch 
die eingehenderen kinetisehen Untersuchungen von R. Bur ian 1) 
tiber die Oxydation von Xanthin zu Harnsaure durch Leberausztige, 
bei welchen eine weitere Umsetzung auch der Harnsaure beobachtet 
wurde, kein Urteil tiber die spezifischen Wirkungen der unter
suchten Oxydase zu; es erscheint noeh ungewiLl, ob die wahr
genommene ZerstDrung der Harnsaure der Wirkung eines besonderen 
Enzyms zuzuschreiben ist und ob man ferner aueh die vielfach 
unterschiedene "Urikasewirkung", die Umwandlung von Harnsaure 
zu Allantoin, die sich aus einem hydrolytischen und einem oxy
dativen enzymatischen V organg zusammensetzen wird, ftir ihren 
oxydativen Teilvorgangauf eine spezifische Oxydase dieser Gruppe 
zuriickzufUhre.n hat. 

A uch eine andere besondere Oxydase, die "T Y r 0 sin a s e", ist 
hier zu nennen, die in tierischen und pflanzlichen Organismen ver
breitet ist und deren Wirkung in der Oxydation des Tyrosins, der 
p-Oxyphenylaminopropionsaure, oder von Derivaten dieser Amino
saure 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 2) der Gegen
wart bestimmter Aktivatoren bedtirfe, konnten in einer neueren 
Arbeit H. St. Rap e r und A. W 0 r m a 11 3) in drei Stufen
reaktionen zerlegen, namlich in die enzymatische Bildung eines 
roten Oxydationsproduktes, in dessen spontane Umwandlung zu 
einer farblosen Substanz und endlich in die enzymatisch be
schleunigte Oxydation dieser letztenin zu Melanin; der erste der 
angegebenen Teilvorgange, 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. Ra per 

u. A. Wormall, Biochem. J1. 17, 454 (19!l3). 
3) Biochem. JI. 17, 454 (1923). 
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gemessen wurde und dessen Geschwindigkeit bei alkalischer Reaktion 
am groJ.lten gefunden wird, verlauft nach Raper und Wormall 
monomolekular. 

VIII. Giirungsenzyme. 
Der V organg der alkoholischen Garung, der Spaltung der 

Zucker in Alkohol und Kohlensaure, durch den Enzymkomplex der 
"Zymase", der wohl als die am frtihesten untersuchte und praktisch 
angewandte enzymatische Reaktion zu gelten hat, spielt im Stoff
wechsel einer Anzahl aerober Pilze vor allem der Gattung Sac
charomyces, der Hefearten, eine wichtige Rolle. Mit der Beschreibung 
dieser Reaktion, die die altere Forschung mit der Lebenstatigkeit 
der Mikroorganismen verbunden glaubte, sind die grundlegenden 
Erkenntnisse der modernen Enzymchemie gewonnen worden, die mit 
den klassischen Untersuchungen von E. B u c h n e r 1) tiber die Ab
trennung der Zymasegarung vom Lebensvorgang der Hefezelle 
gegeben waren. In der praparativen Isolierung der Zymase hat 
man indessen tiber das bekannte Buchnersche Verfahren hinaus, 
die Darstellung eines ZellpreJ.lsaftes nach mechanischer Zerstorullg 
der Zellstruktur, keine wesentlichen Fortschritte zu verzeichnen; 
neuere Verfahren zur Reinigung enzymatischer Stoffe wie die Ad
sorptionsmethoden sind am Beispiel der Garungsenzyme noch nicht 
systematisch angewandt worden. Dagegen sind iiber den Reaktions
mechanismus der alkoholischen Garung und tiber die Bedingungen, 
unter denen sie verlauft, viele neue Erkenntnisse gewonnen worden. 

Eine der wichtigsten Beobachtungen, die fUr die Erforschung 
der Zusammensetzung enzymatischer Reaktionssysteme tiberhaupt 
von groJ.ler Bedeutung war, betraf die Auffindung eines spezifischen 
kochbestandigen Aktivators der alkoholisehen Garung in den Hefe
preJ.lsaften durch A. Harden und W. J. Young 2), der "Ko-Zymase" , 
sowie die von den namlichen Forschern, zuvor schon von A. Wro
blewski 3) und von L.Iwanoff 4) beschriebene besondere Akti
vierung der Gargeschwindigkeit unter dem Zusatz phosphorsaurer 
Salze. Die spezielle Wirkung der Phosphate, die mit der Bedeutung 

1) E. Buchner, H. Buchner und YI. Hahn, Die Zymasegarung. 
Miinchen 1903. 

2) Proc. Roy. Soc. B. 77, 405; 78, 368 (1906). 
3) Zbl. f. Physiol. 13, 284 (1899). 
~) H. 50, 281 (1907); Zbl. f. Bakt. 24, (1909). 
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des Hardenschen Ko-Enzyms nahe zusammenhangt und die auf 
der intermediaren Bildung von Zucker-Phosphorsaureestern beruht, 
soll bei der Besprechung des Garungsschemas eingehender behandelt 
werden. Die Erkenntnis der besonderen Eigenschaften der Ko
Zymase andererseits ist durch neuere Untersuchungen von H. v. Euler 
und K. Myr back 1) weitgehend gefordert worden. Die spezifische 
Wirkung dieses Aktivators, ohne dessen Gegenwart beispielsweise 
in ausgewaschener Trockenhefe nach H a r den und You n g eine 
Garfahigkeit iiberhaupt nieht beobachtet wird, laLlt sich danach 
durch andere, die Gargeschwindigkeit lebender Hefe steigernde 
Stoffe wie das antineuritische Vitamin oder die Wachstumsfaktoren 
nicht ersetzen; seine Losungen, die man durch Extraktion ab
getoteter oder getrockneter Hefe mit Wasser erhalt, sind von 
v. Euler und Myrback auf der Grundlage einer quantitativen 
Bestimmungsmethode mit Hilfe verschiedener Fallungsreagenzien 
sowie durch Tonerdeadsorption auf hohe Reinheitsgrade, namlich 
auf etwa 200faehe Konzentration gehoben worden, eine sichere 
chemische Charakterisierung des Aktivators ist indessen noch nicht 
moglich gewesen. 

Die lHessung des Reaktionsverlaufs der alkoholischen Garung 
beruht gewohnlich auf der volumetrischen oder gravimetrischen 
Bestimmung der entwickelten Kohlensaure; so wird die Garwirkung 
nach dem Vorschlage von R. Willstatter und W. Steibelt 2) 

ausgedriickt durch die "Halbgarzeit" , das ist die zur Entbindung 
von 50 Proz. der theoretischen Kohlensauremenge unter bestimmten 
normalen Bedingungen erforderliche Zeit in Minuten. Es ist be
merkenswert, daB sowohl die Kinetik wie auch die PH-Abhangigkeit 
der Garung mit frischer und mit getrockneter Hefe groLle U nter
schiede aufzuweisen hat. So ist die schon von A. H a r den und 
W. J. You n g 3) beobachtete Erscheinung der "Induktion", d. h. 
das spontane Einsetzen der Garwirkung nach Ablauf einer gewissen 
Induktionsperiode, die man bei frischer Hefe nicht wahrnimmt, nach 
O. Meyerhof4) und nach v. Euler und Myrback auf eine in den 
ersten Stadien unzureichende Bildung von Zucker-Phosphorsaure
ester zuriickzufiihren, da die Garung 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, 8.39. 
4) H. 101, 165f.; 102, 1, und zwar 8.3 (1918). 
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sofort beginnt; sie ist bei der quantitativen Bestimmung der Gar
fahigkeit von Trockenhefe zu beriicksichtigen; in anderen U nter
suchungen wird diese Erscheinung als eine Regeneration der Hefe
zellen verstanden 1). Auf eine verschiedene Abhangigkeit von der 
Wasserstoffzahl, deren optimaler Bereich nach H. v. E u I e r und 
S. Heintze 2) sich fiir Frischhefe von PH = 3 bis PH = 7,5, fiir 
Trockenhefe aber nur von PH = 6,2 bis 6,8 erstreckt, mogen die 
beobachteten Unterschiede in der Kinetik der beiden Enzym
materialien teil weise zuriickzufiihren sein; so besteht nach A. S I at 0 r 3) 

fiir die Garwirkung frischer Hefe in weitem Bereiche Proporiionalitat 
zwischen Hefemenge und Anfangsgeschwindigkeit und nach den 
Untersuchungen von G. Tammann 4) werden mit diesem Material 
in gleichen Zeiten gleiche Kohlensauremengen entbunden, wahrend 
zufolge R. O. Herzog 5), T. Gromow und O. Grigoriew 6) sowie 
H. v. E u 1 e r 7) 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 femer nach 
H. v. Euler und Myrback zu beriicksichtigen, daB die Verbindung 
dieser beiden Stoffe in erheblichem MaJ.le dissoziiert zu sein scheint 
und daJ.l die meisten Hefen weniger Aktivator enthalten, als ihrem 
Enzymgehalt entspricht; das eigentliche MaJ.l der Zymasemengen 
hat sich danach auf die maximale Gargeschwindigkeit zu beziehen, 
die sich nach dem Zusatz von iiberschiissigem Aktivator, namlich 
von Hefekochsaft, ergibt; sodann erscheint es zweckmaBiger, der 
Bestimmung von Zymasemengen und Garfahigkeit nicht die "Halb
garzeit" zugrunde zu legen, sondern sie auf die Anfangsgeschwindig
keiten der Garung zu beziehen, bei welchen die im spateren 
Garungsverlauf eintretenden StDrungen, beispielsweise infolge Hefe
vermehrung, noch nicht beobachtet werden. 

TIber die auswahlenden Wirkungen der Zymase hat die 
Forschung eine groBe 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). 
5) 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 1) 
erwiesen, daB die Hefen, die die Monosaccharide Glucose, Fructose 
und Mannose mit nahezu gleicher Geschwindigkeit vergaren, bei 
der Trocknung mit Aceton wesentliche Verschiebungen im Verhaltnis 
der Einzelgargeschwindigkeiten erfahren. Die zuerst von E. F. Arm
strong 2) beschriebene Erscheinung, daB die meisten Hefen, die 
unvermogend sind, Galaktose zu vergaren, durch Ziichtung in 
Losungen dieses Substrats die Fahigkeit zur Galaktosevergarung 
erlangen, ist nach R. W illsta tter und H. So botka B) nicht im Sinne 
der Annahme H. v. Eulers 4) auf die Ausbildung einer besonderen, 
die Galaktose zu Glucose umlagernden "Galaktase", sondern 
auf eine Anpassung des Zymasekomplexes an das neue Garsubstrat 
zuruckzufiihren; nach H. v. E u 1 e r und R. Nil s son 5) wird die 
Erscheinung der Galaktosegewohnung auch an steriler Trockenhefe 
beobachtet 6) und es erfahrt die erworbene Fahigkeit zur Galaktose
vergarung auch durch einen neuerlichen Wechsel im Garsubstrat, 
beispielsweise bei der Ruckfuhrung auf Glucose, selbst nach langerer 
Zeit keine Abnahme 7). Indessen hat die U ntersuchung von 
Will s tat t e r und Sob 0 t k a zu dem bemerkenswerten Erge bnis 
gefuhrt, daB sich im Gemisch zweier Garsubstrate das Verhaltnis der 
Gargeschwindigkeiten wesentlich yom Geschwindigkeitsverhaltnis 
der Einzelgarungen unterscheidet. Die Erscheinung, daB eine an 
Galaktose gut gewohnte Hefe diesen Zucker fUr sich al1ein schneller 
als Glucose vergart, im Gemisch beider Zucker dagegen die Glucose 
vorzieht, laBt erkennen, daB die Vergarungen von Glucose und 
Galaktose parallele Prozesse sind, die in einem spateren Stadium 
der Garung zusammenfallen, wobei das erste gemeinsame Zwischen
produkt, dessen Zerfall die Reaktion limitiert, aus einem Zerfalls
produkt der Glucose mit groBerer Geschwindigkeit entsteht. 
Ahnliche Verbaltnisse bestimmen die auswahlende Garung in Ge
mischen von Glucose und Fructose oder von (1,- und {3-Glucose 8). 

1) H. 73, 263 (1911). 
2) Proc. Roy. Soc. B 76, 600 (1905). 
3) H. 123, 176 (1922). 
4) Chemie der Enzyme, 2. Auf!., 1. Teil, ¥iinchen und Wiesbaden 1920, 

S. 293 ff. 
5) H. 143, 89 (1925). 
6) V g!. die entgegenstehenden Beobachtungen "on N. L. Soh n g e n 

u. C. Coolhaas, Zb!. f. Bakt. 66, II, 5 (1925). 
7) H. v. Euler u. Th. Lovgren, H. 146, 44 (1925). 
8) Vgl. R. Willstatter u. H. Sobotka, H. 123, 164 (1922). 
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Die theoretisch wichtige Frage, ob der Vergarung von Disac
chariden ihre enzymatische Spaltung in Monosen vorausgehen musse, 
ist durch die Untersuchungen R. Willstatters 1) dahin entschieden 
worden, daB man flir die untersuchten Disaccharide, Maltose, Rohr
zucker und Lactose, entgegen den alteren Anschauungen von 
E. Fischer und P. Lindner 2) direkte Vergarbarkeit anzunehmen 
hat. Diese Folgerung hat sich aus der Bestimmung der Gar
fahigkeit maltasearmer Hefen fur Malzzucker oder in anderen Bei
spielen aus dem ungeschwachten Garvermogen des auf kunstlichem 
"\Vege an Saccharase arm gemachten Pilzes gegenuber Rohrzucker 
ergeben; der Nachweis der direkten Vergarung von Rohrzl~('ker 
durch die Hefe ist auch auf anderem Wege erbracht worden, 
namlich durch die Messung der Garung bei starker Aciditlit, bei 
welcher die Garung der hydrolytischen Spaltung des Disaccharids 
vorauseilt. 

Uber den }Hechanismus der alkoholischen Garung haben VOl' 
aHem die ausgedehnten Untersuchungen von C. N e u b er g B) wert
volle Aufschlusse ergeben. Nach del' Auffassung von Neuberg 
hat als primares Spaltprodukt der Hexosen ein Korper mit drei 
Kohlenstoffatomen zu gelten, dasMethylglyoxal CHB-CO-CHO, 
das ein wesentliches Zwischenglied des Zuckerabbaus darzustellen 
scheint. Man wird dabei anzunehmen haben, daB der Zerfall des 
Hexosemoleklils auf dem Wege liber seine Veresterung mit Phos
phorsaure erfolgt, zumal die Untersuchungen von A. Harden und 
W. J. Young 4) sowie von H. v. Euler und D. Johansson 5) die 
Aquivalenz zwischen del' Menge veresterten Phosphats und der ent
bundenen Kohlensaure erwiesen haben; auch hat man zufolge der 
Beobachtungen von H. v. Euler und K. Myrback 6) die Mitwirkung 
der Ko-Zymase auf eben diese Reaktionsstufe der Garung, die Ver
esterung der Hexose mit Phosphorsaure, zu beziehen. Uber den 
weiteren Weg der Spaltung des Hexosemoleklils selbst in Korper 

1) R. Willstatter u. W. Steibelt, H. 115, 211 (1921); R. Will
stii tter u. E. B amann, H., im Druck (Maltose); R. Will sta tter u. G. Oppe 11-

heimer, H. 118,168 (1921/22) (Lactose); R. Willst a tter u. Ch. D. Lowry jr., 
H. 150, 287 (1925) (Rohrzucker). 

2) B. 28, 984, 3034 (1895); E. F i s c her, H. 26, 60, und zwar S. 7:2 
(1898). 

B) 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 U msetzung des Methylglyoxals kann nach N e u be r g 
unter gewissen Bedingungen durcb Wasseranlagerung und innere 
Disproportionierung zur l\Iilchsaure ftihren zufolge der Reaktion 

CHa-CO-CHO + H2 0 ~ CHa-CO-CH(OH)2 

~ CHa-CHOH-COOH, 

ein Vorgang, der vor aHem bei dem der Garung verwandten Kohle
hydratabbau im tierischen Muskel hervortritt, sodann bei der Wir
kung der milchsaurebildenden Bakterien; ftir letztere haben die 
Untersuchungen von A. I. Virtanen 1) gleichfalls die Mitwirkung 
der Ko-Zymase als unentbehrlich erwiesen, der Abbau ftihrt also 
auch in diesem Falle tiber die Stufe des Hexosephosphorsaureesters. 
Die enge Verwandtschaft anderer.seits des Kohlehydratabbaus im 
pflanzlichen und tierischen Organismus, wenigstens in seinen ersten 
Stadien, geht aus den wichtigen Untersuchungen von O. Meyer
hoP) hervor, die tiber das Vorkommen von Ko-Zymase im Koch
saH der Muskulatur be rich ten ; sie sind mit dem quantitativen Ver
gleich der Wirkung des Aktivators aus Muskel und Hefe von 
H. v. Euler und K. Myrback 3) bestatigt worden. Die Analogie 
der Reaktionswege in beiden Fallen ergibt sich tiberdies aus der 
Ubereinstimmung des primaren Reaktionsproduktes, des Hexose
phosphorsaureesters, den G. Em b den 4) aus Muskelprellsaft, 
A. Harden und W. J. Young") sowie C. Neuberg 6) aus Hefe 
isoliert und als Fructosediphosphorsaure (Lactacidogen) gekenn
zeichnet haben. 

Die normale Umsetzung des lHethylglyoxals, die bei der 
alkoholischen Garung eintritt, ftihrt jedoch nach N e u be r g miUels 
der Dehydrierung seines Hydrats zur Brenztraubensaure nach der 
Gleichung: 

CHa-CO-CH(OH)s ~ CHs-CO-COOH + H2, 

wobei der entstehende Wasserstoff von einem im weiteren Reaktions
verlauf gebildeten Produkt, dem A_cetaldehyd, aufgenommen wird. 

1) H. 138, 136 (1924); 143, 71 (1924/25). 
2) H. 101, 165; 102, 1 (1918); Pflug. Arch. 170, 867 (1918}. 
a) H. 133, 260, und zwar S. 274 (1923/24). 
4) H. 93, 1, 54, 124 (1914) sowie spatere Abhandlungen. 
5) Proc. Roy. Soc. B 82, 321 (1910). 
6) Bio. Z. 88, 432 (1918). 
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Die Brenztraubensaure wird namlich, wie N e u b erg gezeigt hat, 
von Hefe glatt und leicht vergoren, sie erfahrt eine Abspaltung 
von Kohlendioxyd, und zwar unt,er der Wirkung eines die Zymase 
stets begleitenden Enzyms, der Car box Y I as e, welcher allgemein 
die Fahigkeit zur Spaltung von Carbonsauren in der angeflihrten 
Weise zukommt. Dieser Ubergang der Brenztraubensaure in Acet
aldehyd nach der Gleichung 

CHs-CO-COOH --- CHs-CHO + CO2 

fiihrt zugleich zur Bildung des flir die Dehydrierung des Methyl
glyoxals erforderlichen Wasserstoffacceptors: die Dismutation der 
beiden Aldehyde, :lYlethyl-glyoxal und Acetaldehyd, vollzieht sich 
nun unter Bildung von Brenztraubensaure und Athylalkohol nach 
dem Schema: 

CHs-CO-CH(OH)2 + CHs-CHO 

--- CHs-CO-COOH + CHs-CH20H. 

Diese Heaktion verlauft nuu infolge der stetigen N eubildung von 
Acetaldehyd aus Brenztraubensaure als kontinuierlicher ProzeB und 
es erscheinen so in der Gesamtgleichung der alkoholischen Garung 

C6 H12 0 6 = 2 CO2 + 2 CHs-CH2 0H 

Athylalkohol und Kohlensaure als die alleinigen Produkte (erste 
Vergarungsform). 

Diese Anschauungen Neubergs liber den Mechanismus der 
alkoholischen Garung, nach welchen den Zwischenprodukten Brenz
traubensaure und Acetaldehyd eine hervorragende Rolle bei der 
Vergarung zukommt, werden gestlitzt durch den Befund, daB es 
gelingt, den intermediar gebildeten Acetaldehyd durch Vornahme 
der Garung in alkalischer, suVithaltiger 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 Fane ein anderer Wasserstoffacceptor, aus 
der 3-Kohlenstoffreihe, vermutiich Methylglyoxal, als dessen Hy
drierungsprodukt unter den Endprodukten der Reaktion das Glycerin 
ne ben Kohlendioxyd und Acetaldehyd erscheint: 

C6 H 12 0 6 = CO2 + CHs-CHO + CsHsOs 
(z wei t e V ergarungsform). 

:lYIit der angeflihrten zweiten Vergarungsform steht eine dritte 
Art der Zuckergarung im Einklang, die N e u be r g in Gegenwart 
alkalischer Salze, aber ohne Sulfit, das spezifische Abfangmittel 
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flir Acetaldehyd, beobachtet hat. Del' Aldehyd erfahrt m dies em 
Falle eine Disproportionierung zu Essigsaure und Athylalkohol, 
so daB der Verlauf del' Reaktion, bei welcher auf 2 Mol Glycerin 
je 1 1\'101 Alkohol und Essigsaure gebildet wird, nunmehr del' 
Gleichung entspricht: 

2 C6H12 0 6 + H2 0 = CHs-COOH + CHs-CH2 0H 
+ 2 CO2 + 2 CSHgOs 
(dritte Vergarungsform). 

Auch bei einer vierten Form del' Vergarung, dersogenannten 
Buttersauregarung, die durch gewisse Mikroorganismen ausgelost 
wird, stellen nach Neuberg Acetaldehyd und Brenztraubensaure 
in ahnlicher Weise Durchgangsstufen dar, die Fixierung des intel'
medial' gebildeten Aldehyds ist auch in diesem Falle durchgeftihl't 
worden. 

Es sei an diesel' Stelle darauf hingewiesen, daB C. N e u b er g 
und F. Windisch 1) auch ftir den Mecharusmus einer anderen 
Garungserscheinung, der sogenannten Essigsauregarung, die bio
chemische Oxydation von Athylalkohol zu Essigsaure durch die 
Essigsaurebakterien, den Nachweis eines ahnlichen Disproportio
nierungsvorgangs geflihrt haben, wie er flir die oben angeftihrten 
Vergarungsformen kennzeichnend ist. Die Bakterien der Essigsaure
garung, die zur Vergarung von Zuckern nicht befahigt sind, voll
ziehen die Oxydation des Alkohols zur Saure in zwei verschiedenen 
Stufen, namlich durch die Dehydrierung zum Acetaldehyd und 
durch darauffolgende Dismutation des Aldehyds in Essigsaure und 
Alkohol; diese Folgerung haben Neuberg und Windisch aus 
del' Beobachtung abgeleitet, daB Acetaldehyd wie auch Brenztrauben
saure,diese nach del' Decarboxylierung zum Aldehyd, durch die 
Bakterien keine direkte Oxydation, sondern eine Dispropol'tionierung 
zu Saure und Alkohol erfahren, welch letzterer sich bei AusschluB 
von Sauerstoff nachweisen lieB. 

Die wichtigen Betrachtungen N e u bel' g s tiber den Mechanis
mus del' alkoholischen Garung haben eine weitere Vertiefung er
fahren mit der Beschreibung einer neuartigen enzymatischen Wirkung 
in den Garungserregern, deren Beteiligung an dem GarungsprozeB 
nach Neuberg die Moglichkeit einer ftinften Vergarungsform 
ergibt. Sie ist gekennzeichnet durch die Synthese von Kohlenstoff
Kohlenstoffbindungen, die nach del' Zugabe von Aldehyden zu 

1) Naturw. 13, 993 (1925). 
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garenden Zuckerlasungen unter Zusammenschlu13 zweier Aldehyd
moleklile zum Ketonalkohol erfolgt; so entsteht beispielsweise aus 
zugefUgtem Benzaldehyd durch Kondensation mit dem bei der 
Garung gebildeten Acet.aldehyd ein Karper von der Konstitution 
eines Phenylacetylcarbinols zufolge der Gleichung: 

CuHo-CHO + CHa-CHO --- COH5-CHOH-CO-CH3• 

Die Synthese solcher Verbindungen, die auch bei der zellfreien 
Garung, also auf rein enzymatischem Wege erfolgt und die nach 
N euberg auf der Wirkung eines neuartigen, Kohlenstoff mit Kohlen
stoff verknlipfenden Enzyms, der Car boligase, beruht, la13t er
kennen, da13 mit den Spaltungsreaktionen, wie sie bei der alkoho
lischen Garung eintreten, auch aufbauende Vorgange eng verknlipft 
zu sein scheinen, deren physiologische Bedeutung man vielleicht 
in der Synthese neuen Baumaterials fUr die Zellen der Mikroorga
nismen zu suchen haben wird. 
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