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Meinem Vater in Dankbarkeitl 



Die vorliegende Untersuchung wurde im Laboratorium fiir orga
nische und pharmazeutische Chemie der Technischen Hochschule Stutt
gart bei 

Herrn Professor Dr. Eugen Bamann 

begonnen und nach seiner Berufung an die Universitiit Tiibingen in 
der pharmazeutischen Abteilung des Chemischen Instituts der Univer
sitiit Tiihingen beendet. 

Meinem verehrten Lehrer, Herrn Professor Dr. Eugen Bamann. 
danke ich ergebenst fUr das stete Entgegenkommen und die freundliche 
Unterstiitzung bei der Ausfiihrung der Arbeit. 
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Einfuhrung. 
Die Untersuchungen, iiber deren Ergebnisse in del' vorliegenden 

Dissertation berichtet wird, stellen einen B e i t I' a g z u d erg I' u n d -
satzlichen Frage nach dem natiirlichen Aufbau 
u n d del' k ii n s t 1 i c hen S y nth e sed erE n z y m e dar. 

Unter den verschiedenen, physiologisch hochaktiven Wirkstoffen 
grenzt man heute als "E n z y m e" die k 0 II 0 ide n Kat a I y s a
t 0 I' e n b i 0 log i s c her Pro V e n i e n z abo Beziiglich ihrer 
S t I' U k t u I' und ihres Auf b a u s werden gegenwartig hauptsachlich 
z wei Auffassungen vertreten. Nach der vor aUem durch R. Willstiitter 
und seine Schule entwickelten dualistischen Theorie baut sich ein 
Enzym auf aus seinem Trager, der keinerlei Enzymwirkung besitzt, 
und del' spezifisch wirksamen Gruppe, die erst in ihrer Vereinigung 
mit dem kolloiden Trager das in seiner Wirkungsweise untersuchte 
Enzym darsteUt. Die zweite, die sogenannte unitarische Theorie, wird 
VOl' aHem von den Forschern 1. B. Sumner sowie J. H. Northrop ver
treten, indem sie die von ihnen isolierten kristallisierten Proteine als 
einheitliche chemische Verbindungen betrachten und fUr die Enzyme 
selbst halten. 

Aus der "Tragertheorie" von R. Willstatter ergibt sich die Frage, 
ob die aktive Gruppe eines Enzyms in jedem FaIle mit einem ganz be
stimmten Kolloid, z. B. einem Protein bestimmter Art verbunden ist, 
odeI' ob ein und dieselbe aktive Gruppe nicht mit verschiedenartigen 
kolloiden Tragern zu einem neuen Kombinat zusammentreten kann. 
Nach del' Tragertheorie bedingt die aktive Gruppe die Spezifitat des 
Enzyms, fiihrt also zur Unterscheidung von zucker-, estero, eiweiB
spaltenden Enzymen, wahrend die Vereinigung von Wirkgruppe mit 
dem kolloiden Trager die feineren Unterschiede im Wirkungsvermogen 
bedingen soU. 

Diese dualistische Auffassung yom Aufbau der Enzyme findet auBer 
anderen neueren*) Arbeiten besonders durch eine Arbeit von H. Kraut 

*) Wir erwiihnen vor aUem die im Anschlul.l an die Arbeiten von 
O. War bur g und W. ChI' i s t ian iiber das gelbe Atmungsferment 
(Biochem. Z. 254, 438, 1932) durch H. The 0 r e II ausgefiihrten Unter
suchungen uber die "Reindarstellung des gelben Atmungsfermentes und die 
reversible SpaUung desselben" (Biochem. Z. 272, 155, 1934) in eine Farbstoff
und eine EiweiI3komponente, sowie die "Reindarstellung del' Wirkgruppe des 
gelben Fermentes" (Biochem. Z. 275, 344, 1934) in Form eines Monophos
phorsiiureesters des Flavins und die Resynthese des geiben Atmungsfermentes 
bei del' Vereinigung der isolierten Wirkgruppe mit dpm Eiweil.ltrager 
(Biochem. Z. 278, 263, 1935). Vgl. dazu R. K u h n und H. R u d y : "Kata
lytische Wirkung der Lactoflavin-5-phosphorsiiure; Synthese des geiben 
Ferments" (Ber. 69, 1975, 1936), sowie R. K u h n, H. R u d y und F .. We y
g and: "Ueber die Bildung eines kiinstlichen Ferments aus 6,7-Dlmethyl-
9-I-araboflavin-5'-phosphorsaure" (Ber. 69, 2034, 1936). 

O. War bur g, W. ChI' i s t ian und A. G r i e s e gelang es in der 
Arbeit iiber die "Wirkungsgruppe des Co-Fermentes aus roten Blutzellen" 



und W. von Pantschenko-Jurewicz: ,,,Ueber die Struktur und Eigen
schaften der Esterasen" eine weitgehende Begriindung; die genannten 
Forscher beschreiben nitmlich die "S y nth e s e" von Leberesterase 
aus der inaktiven "T r it g e r sub s tan z" uod der "a k t i v en 
G r u p p e" des Pankreasenzyms. In ihrem Verfahren wird das 
"P her 0 n", gewonnen aus Leber, mit dem aus Pankreaslipase erhaltenen 
"Agon" zu neuem "Leberesterase-Symplex" vereinigt. Die 
Autoren e r wei t e 'r n die d u a lis tis c h e Auf f ass u n g d u r c h 
einen neuen wesentlichen Punkt: Das Enzym
system stelle ein durch das Massenwirknngsgesetz 
geregeltes Nebeneinander des Symplexes mit den 
f rei en K 0 m po n en ten d a f. Wenn diese These zu Recht be
steht, ist nicht nur ein entscheidender Einblick in die Struktur der 
Enzyme gewonnen, sondern auch der Weg fUr Teilsynthesen gewiesen. 

Zu diesen wichtigen Problemen haben wir eine entscheidende Stel
lungnahme gewonnen, indem wir die 0 p tis c h e S p e z i fit it t des 
neu aufgebauten Enzyms studierten und sie vor aHem mit der des 
natiirlichen Enzyms verglichen. Das Ergebnis dieser Untersuchung be
handelt das Kapitel: "D i e K 0 n fig u rat ion ssp e zi fit ate i n e r 
,k 0 m p 0 n i e r ten' Est era s e". 

Eine Bestlitigung der gewonnenen ,Einsicht sehen wir in der im an
schlieBenden Kapitel mitgeteilten Arbeit, die iiber den aut 0 k a 1 y -
tischen Anstieg der Umsatzgeschwindigkeit bei 
der Esterspaltung durch Pankreaslipase und seine 
Ursache berichtet. 

SchlieBlich erlauben auch die exakten Ergebnisse weiterer Unter
suchungen einen R iickschlul3 auf das zur Erorterung gestellte Problem. 
Es handelt das folgende Kapitel: "U e b ere in e n auf f a II end e n 
Befund bei der gleichzeitigen Einwirkung von 
Pankreaslipase und Leberesterase (des Menschen) 
auf e i n e n rae e m i s c hen Est e r"; das letzte Kapitel liefert einen 
Beitrag "Z u r Ken n t n i s de r s t ere 0 c hem i s c hen S p e z i -
fit it t de r men s chi i c hen Pan k rea s lip a s e". 

(Biochem. Z. 279, 143, 1935) die aktive Gruppe in dit'sem Fall als eineD 
Pyridinkiirper zu cbarakterisieren, der zu seiner Wirkung als Ferment der 
Verkniipfung mit einem Protein bedarf. Inzwischen wurde durch O. War
bur g, W. C h r i s t ian und A. G r i e s e die Wirkgruppe des Co
Fermentes isoliert (Biochem. Z. 282, 157, 1935). Sie zeigt nur in Gegen
wart von hesonderen Proteinen, sogenannten "Zwischenfermenten" ihre Wirk· 
sarnkeit als Co-Ferment. Vgl. dazu: E. Neg e lei n und W. G e r i s c her: 
"Verbesserte Methode zur Darstellung des Zwischenfermentes aus Hefe" 
(Biochem. Z. 284, 289, 1936). Ferner: O. War bur g nnd W. C h r i s t ian: 
"Garungs.Co-Ferment" (Biochern. Z. 285, 156, 1936\. 

K. A g n e r (Z. physiol. Chern. 235, 2, 1935) hat weiterhin nachgewiesen, 
daB die Kat a I a s e aus einer Far b s t 0 f f k 0 m p 0 n e n t e und einem 
E i wei B t r ii g e r besteht, und erst die V ere i n i gun g der heiden Korn
ponenten kat a I a tis c heW irk sam k e i t zeigt. 



Die Konfigurations-Spezifitit einer "komponierten" Esterase. 
(Zur Frage nach dem natiirlichen Aufbau und der kunstlichen Synthese 

der Enzyme.) 

X. Mitteilung 1 : 

"Uber asymmetrisehe Esterhydrolyse durch Enzyme. 

Von 
Eugen Bamann und Charlotte Feiehtner. 

(Aus der Phannazeutischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
U niversita t Tiibingen.) 

(Eingegangen am 22. August 1936.) 

Theoretischer Teil. 

Vor etwa zwei Jahren haben H. Kraut und W. v. Pamsckenko· 
Jurewicz 2 die "Synthese" von Leberesterase aus der inaktiven " Trager. 
substanz" des Leberenzyms und der "aktiven Gruppe" des Pankreas· 
enzyms beschrieben. Diesem Verfahren Iiegt die Auffassung zu Grunde, 
daB die Enzyme nicht aus einer einzeInen chemischen Verbindung, 
sondern einem "Stoffsystem", namIich der Vereinigung von Trager 
("Pheron") und aktiver Gruppe ("Agon") zum "Symplex" bestiinden 
und daB weiterhin das Enzymsystem ein durc'h das Massenwirlcungsgesetz 
geregeltes Nebeneinander des Symplexes mit den. Ireien. Komponenten 
darstelle. FUr die esterspaltenden Enzyme wird ein von Vorkommnis 
zu Vorkommnis wechseInder Trager, jedoch gleiches Agon angenommen. 
Die Spezifitat der Enzyme einer Gruppe ist nach verschiedenen Er· 
fahrungen eine Funktion der mit dem Agon im Symplex vereinigten 
Trager. Es war im FaIle der untersuchten Enzymsysteme deshalb 
ohne weiteres zu erwarten, daB der aus dem (unwirksamen) "Pheron" 
des Leberenzyms und dem "Agon" des Pankreasenzyms kiinstIich dar· 
gestellte Enzymkomplex auBer anderen Eigenschaften auch die Spezi. 
fitat der Leberesterase zeigt: in bezug auf die Spaltung von Tributyrin 
und Buttersii.memethylester iiberwiegt tatsachlich die Wirksamkeit 
gegeniiber dem einfachen Ester. 

Zu einem besonders iiberzeugenden Beweis konnten nun nach 
unserer Ansicht Versuche werden, die zur naheren Charakterisierung 
der "synthetisierten" Esterase die optiscke (Konfigurations-) Spezifitat 
heranzogen. Diese Untersuchung haben wir im Einvernehmen mit den 
genannten Autoren durchgefiihrt. Bekanntlich lassen sich Leber· 
esterase und Pankreaslipase (beide vom Schwein) dadurch unter· 

1 IX., VIII., VII. Mitteilung dieser Reihe: Zeitschr. f. physiol. Chem. 
223, 185, 1934; 215, 142, 1933; 215, 121, 1933. - 2 Diese Zeitschr. 275, 
114, 1934. 
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scheiden, daB sie bei der Einwirkung auf gewisse racemische Ester gerade 
die entgegengesetzte Komponente des Racemates bevorzugt spalten. 
1m FaIle des Mandelsaureathylesters sind die reaktionskinetischen Ver
haltnisse, die diese "optische Spezifitat" bedingen, genau bekannt. 
Wenn sich nun "Leberesterase" und "Pankreaslipase" durch das 
Reaktionsschema: 

Leberesterase (Symplex) ~ Leberpheron + Agon, 
Pankreaslipase (Symplex) ~ Pankreaspheron + Agon, 

Agon (aus Leber) = Agon (aus Pankreas) 

wiedergeben lassen und die kiinstliche Vereinigung der isolierten Kom
ponenten 

Leberpheron + Agon (aus Pankreas) ~ Leberesterase 

sich in so iibersichtlicher und einfacher Form vollzieht, dann sollte die 
"synthetisierte Leberesterase" auch die optische Spezifitat· der natiir
lichen Leberesterase zeigen. Das triflt aber, wie sick a'lJ,8 zaklreichen 
Versuchen in eindeutiger Weise ergeben hat, nicht zu. 

Behalten wir die Krautsche Vorstellung von der Dissoziation des 
Symplexes in Agon und Pheron bei, so mnB aus unseren Versuchsergeb
nissen geschlossen werden, daB der Zusammentritt zum Symplex allein 
noch nicht das Entscheidende ist, sondern daB die Art der jeweiligen 
Verankerung der Wirkgruppe am kolloiden Trager von ausschlaggebender 
Bedeutung ist. Nur dann erscheint es verstandlich, daB das stereo
chemische Auswahien des komponierten Enzyms verschieden ist von dem 
des natiirlichen. Diese Annahme wiirde sich auch der von G. M_ Schwab, 
E. Bamann und P. Laeverenz1 vor mehreren Jahren entwickelten Auf
fassung einfiigen, wonach "dieselbe katalytisch aktive Gruppe je nach 
ihrer Lage an demselben kolloiden Trager verschiedenartige Feld
wirkungen ausiibt". 1m Rahmen der Krautschen Vorstellungen wiirden 
unsere Befunde so zu deuten sein, daB es wohl gelingt, die Lipase der 
Leber und der Bauchspeicheldriise in kolloiden Trager und Wirkgruppe 
zu zerlegen, daB aber die Wiedervereinigung der Komponenten nicht 
nach der Art der Salzbildung bei Storung des Massenwirkungsgieich
gewichts einer chemischen Verbindung erfoIgt, sondern die Bindung 
des Agons am Pheron an verschiedenen Stellen eintritt, was die feineren 
Unterschiede der Spezifitat des neugebildeten Enzyms zur Foige hat. 

Ob die durchihre Einfachheit gewinnendeAnschauung vom "Gleich
gewicht zwischen Agon, Pheron und Symplex" und von der chemischen 
Einheitlichkeit der einem bestimmten Enzym zugehorenden Trager den 
Aufbau der Enzyme richtig kennzeichnet, ist auf Grund der vorliegenden 
Untersuchung nicht zu entscheiden. Einige unserer friiheren Arbeiten, 

1 Zeitschr. f. physio!. Chem. 215, 121, 1933. 
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z. B. iiber die Konfigurationsspezifitat der LeberesteraseI, iiber pan· 
kreatische Lyo- und DesmoIipasen 2, iiber die protoplasmatische Ver. 
ankerung der Leberesterase 3 oder iiber die verschiedenen Lyo- und 
Desmokomplexe der tierischen Phosphoesterase4, haben uns ein kom
plizierteres 5 Bild yom Aufbau der Enzyme vermittelt. Wir nehmen an, 
daB der engere kolloidale Trager der Wirkgruppe mit verschiedenen 
anderen hochmolekularen Stoffen assoziiert vorkommt oder daB er mit 
EiweiBgruppen oder anderen hochmolekularen Stoffen chemisch ver
bunden sein kann 6. Anlagerungen oder Abdissoziationen bestimmter 
Substanzen fnhren zu Veranderungen am Enzymsymplex, die sich in 
den Eigenschaften, beispielsweise der Spezifitat des Enzyms, bemerkbar 
machen k6nnen. DaB eine Dissoziation zwischen der Wirkgruppe selbst 
und dem engeren kolloiden Trager eintritt, dafiir haben sich in unseren 
bisherigen Untersuchungen noch keine Anhaltspunkte ergeben. Beim 
Studium der menschIichen Leberesterase sind wir sogar zu der Auf· 
fassung gelangt, "daB in gewissen Enzymen nicht diskrete wirkende 
Gruppen mit scharf bestimmten Affinitaten und Zerfallskonstanten 
vorIiegen, sondern eine kontinuierliche Mannigfaltigkeit von Stellen 
abgestufter Wirksamkeit der aktiven Gruppe, wie man sie bei makro
heterogenen Adsorbentien und Katalysatoren in den "aktiven 
Zentren" schon langer kennt." 

Experimenteller Teil. 

1. Das Enzymmaterial. 

a) Darstellung und Reinigung der Leberesterase. Das AusgangsmateriaI 
fiir die Herstellung der Enzym16sungen war das aus vier Schweinelebem 
gewonnene Aceton.Ather-Trockenpraparat. Fiir die Nachpriifung der am 
Mischpraparat erhobenen Befunde stellten wir uns auch ein Trockenpraparat 
aus nur einer Leber her. Daraus gewannen wir Ausziige durch zweistiindige 
Extraktion mit der 40fachen Menge nj40 Arnmoniak16sung bei Zimmer· 
temperatur. Die Reinigung der Leberextrakte zum Zwecke der Gewinnung 
pheronreicher L6sungen erfoIgte entsprechend den Angaben von Kraut und 
v. Pantschenko-Jurewicz. Wir erganzen die Angaben dieser Autoren mit dem 
Hinweis, daB das Mengenverhaltnis, in dem die L6sungen von Bleiacetat 
und Diarnmonphosphat bei den Adsorptionen angewandt werden, Schwan· 
kungen unterliegen kann. Meistens ben6tigten wir etwas weniger an Blei· 
acetat16sung als es die Angabe vorsieht. Es empfiehlt sich daher, durch 
Vorversuche die jeweiIs notwendige Menge BIeiacetat zu errnitteln. 

1 Siehe besonders VII. Mitteilung dieser Reihe. - 2 E. Bamann u. 
P.Laeverenz, Zeitschr. f. physio!. Chern. 223, 1, 1934. - 3 E. Bamann u. 
J. N. Mukherjee, ebenda 229, 1, 1934; E. Bamann, J. N. Mukherjee u. 
L. Vogel, ebenda 229, 15, 1934. - 4 E. Bamann, E. Riedel u. K. Diederichs, 
ebenda 230, 175, 1934, und zwar S. 180. - 5 In der II. Abh. "Uber 
Struktur und Eigenschaften der Esterasen" stollen auch Kraut und 
v. Pantschenko-Jurewicz auf verwickeltere Verhaltnisse; diese Zeitschr. 285, 
407, 1936. - 6 Siehe R. Willstiitter u. ]1'1. Rohdeu;ald, Zeitschr. f. physiol. 
Chern. 218, 79, 1933. 
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Tabelle I. Reinigung der Leberesterase durch Voradsorption 
mittels Bleiphosphat. 

LeberrohIlSsung L Voradsorption II. Voradsorptlon 

E.E. E.W. E.B. E.W. Ausbeute B.B. 

I 
E.W. Ausbeute 

In 1 ccm Inlecm 0/0 Inlecm 0/0 

2,26 8,0 1,03 22,5 61,5 0,68 31,0 64 
2,26 2,6 1,05 15,4 60,0 0,97 30,0 89 
2,26 2,7 1,20 51,0 54,5 0,45 50,0 44 
2,95 2,3 1,82 18,0 73,5 1,59 25,3 87 
2,05 3,8 1,14 19,7 67,5 0,97 44,0 82 

Die voradsorbierten Liisungen, die ein PH von etwa 4,5 zeigten, haben 
wir zur besseren Erhaltung der enzyroatischen Wirksamkeit vor der Weiter
behandlung mit Kieselgur auf ein PH von 6,8 bis 6,9 gebracht. 

b) Gewinnung der Pankreaslipase. Wir extrahierten das Aceton-Ather
Trockenpraparat, gewonnen aus einer Anzahl Schweinepankreasdriisen, 
wahrend eines Tages mit der 20fachen Menge 86 %igen Glycerins bei 
Zimmertemperatur und trennten dann den Glycerinextrakt durch Abseihen 
und Zentrifugieren abo Die fiir die Syntheseversuche benotigten agon
reichen Losungen wurden, nachdem die Extrakte blank filtriert waren, 
durch Verdiinnen mit Wasser auf das Zehnfache und Abzentrifugieren des 
sich ausscheidenden eiweiJ3haltigen Niederschlags erhalten. 

II. Die Enzymsynthese nach Kraut und V. Pantschenko-Jurewicz. 
Die Befunde bei einer Reihe von Versuchen, zusammengestellt 

in Tabelle II, bestatigen die Ergebnisse von Kraut und V. Pantschenko-

Tabelle II. Zunahme der Wirksamkeit gegeniiber Buttersaure
methylester. 

LlISUD~ nach Mischen von 
Verdllnnter 25 oem vorbe andelter LeberIlSsung und 

Vorbehandelte Pankreas- 25 eem verdfinntem Pankreasexti'akt 

Nr. LeberIlSsung glycerin- E.E. E.E. E.E. auszug 
E.E. bereebnet gefunden Zuwaehs 

In 5eClD E.E. an B.B. 
in 5eem in 10 cem fIIr Gesamtmenge 

der Uisehung 0/0 

1 i 
3,14 ° 

I 
3,40 15,70 17,00 8,3 

2 I 1,30 ° 1,50 6,50 7,50 15,4 
3 i 4,50 ° 4,72 22,50 23,50 4,5 
4 1,25 ° I 1,40 6,25 7,00 12,0 
5 2,31 ° 2,50 11,60 12,50 7,8 
6 1,91 ° 2,24 9,55 11,20 17,3 
7 3,41 0 3,86 17,05 19,80 13,2 
8 i 8,43 0 8,64 17,15 18,20 6.1 
9 3,02 0 3,40 15,10 17,00 12,6 

10 0,91 ° 1,10 4,55 5,50 20,9 
11 1,64 ° 1,88 8,20 9,40 14,6 
12 2,25 ° 2,50 11,50 12,50 8,7 
13 2,78 0,05 3,40 13,90 17,00 22,3 
14 2,80 ° 2,64 11,50 13,20 14,8 
15 1,36 0,05 1,90 7,00 9,50 85,5 
16 I 2,00 ° 2,50 10,00 12,50 25,0 
171 3,87 0 4,32 19,35 21,60 11,6 
181 !I 3,64 ° 4,10 18,20 20,50 12,6 

1 Versuche mit dem elnheltliehen Aceton-Troekenprllparat. 



74 E. BamalUl U. Ch. Feichtner: 

Jurewicz: Beirn. Zusammenbringen der vorbehandelten Leberlosung 
mit verdiinntem Pankreasglycerinauszug beobachtet man eine hohere 
Wirkung gegeniiber Buttersauremethylester als man auf Grund der Be
stimmungen im Falle der beiden Komponenten erwartet. Der ZUwach8 
in unseren Versuchen betrug zwischen 4 und 35%. 

Um bei den Messungen gro./3te Genauigkeit zu erzielen, kronen von den 
verdfumten Pankreasextrakten sowie von den Losungen, in denen sich 
Synthese vollziehen solI, jeweils 5 bis 10 ccm zur Anwendung. Der Aziditiits
zuwachs bei der Methylbutyratspaltung wurde mit Hilfe von n/lO Kalilauge 
und eines Mischindikatol's, bestehend aus je einem Teil Bromkresolpurpur 
und Bromthymolblau, ermittelt. 

III. OharakteriBierung der Enzymlo8ungen; optiache 8pezifitat. 

a) Bestiindigkeit der Enzymlo8ungen. Fiir die Beurteilung der 
Racematspaltung ist die Kenntnis der Bestandigkeit des neugebildeten 
Enzyms erwiinscht. Deshalb haben wir die enzymatische Wirksamkeit 
in den Mischungen von Leber- und Pankreaslosungen unter den 
gleichen auBeren Bedingungen wie bei der Racematspaltung wahrend 
mehrerer Stunden verfolgt und zum Vergleich die Bestandigkeit 
der vorbehandelten Leberlosungen allein beobachtet. Wahrend die 
Wirksamkeit dieser Losungen auch na.ch einem Tage noch vollig unver
andert war, zeigte sich in den Mischlosungen in den meisten Fallen ein 
deutlich merkbarer Riickgang (Tabelle III). Mit Vorbehalt konnte man 
bereits aus diesem Befunde auf feinere Unterschiede irn. Aufbau des 
natiirlichen und des komponierten Enzyms schlieBen. 

Tabelle III. Verfolgung der enzymatischen Wirksamkeit beirn 
Aufbewahren der Losungen bei neutraler Reaktion und 30°. 

a) Im FaIle der vorbehandelten b) 1m FaIle der Mischlosung. 
Leberlosung. 

Zeit 
Angewandte 

Wlrksamkett Nr. Enzymmenge 
Std_ cem B.B. 

II . I ~waDdte Wirksamkeit Nr. I ZeIt Eniymmengtl 
I Std. com E_E. 

1& 0 2 1,36 
b 15 2 1,32 

21. 0 5 3,00 

1a I 0 2 0,73 
b I 1Ii 2 0,73 

2a 0 5 1,70 
b 15 5 2,95 

31. 0 5 2,75 
b 15 5 1,43 
c 24 5 1,32 

b 15 5 2,73 
41. 0 5 2,00 

h 3 5 2,00 
c 4 5 2,00 
d 20 5 1,89 

8a 0 5 2,05 
b 24 5 1,95 

4a 0 5 1,25 
b 1 5 1,14 
c 3 5 1,02 
d 4 5 1,02 
e 20 5 1,02 

Tributyrinspaltung 
b) Der Quotient MethylbutyratspaitunY· Ais Beweis fiir die an-

genommene Synthese von Leberesterasesymplex aus Pankreas-Agon 
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und Leber-Pheron betrachten Kraut und v. Pantschenko-Jurewicz die 
in den MischlOsungen zu beobachtende Anderung in del' Substrat· 
spezifitat. Das Verhii1tnis von Butyraseeinheiten (B. E.) zu Esterase
einheiten (E. E.) wird in del' MischlOsung nicht so gefunden, wie es sich 
auf Grund del' Messungen an den Komponenten errechnet, sondern 
ergibt geringere Werte, insbesondere, wenn man die Messungen unter 
Zusatz del' "Ausgleichungsaktivatoren" zugrunde legt; die Mischlosungen 
zeigen sich also weniger geeignet fur die Spaltung von Tributyrin, da
gegen bessel' befahigt fur die Spaltung von Buttersauremethylester. 
Einige Versuche in diesel' Richtung haben auch diese Befunde bestatigt 
(Ta.b. IV). Doch brauchen sie nach unserer Meinung nicht unbedingt im 
Sinne einer Neubildung von Esterase und einer teilweisen Umwandlung 
del' noch vorhandenen Pankreaslipase ausgelegt zu werden. Die 
Kompliziertheit del' Systeme, wie wir sie in unserer Untersuchung 
libel' pankreatische Lyo· und Desmolipasen kennengelernt haben (vgl. 
besonders die Beispiele del' Tabelle VIII jener Abhandlung), erlauben 
kaum eine so eindeutige Auslegung. 

c) Die stereochemische Spezititiit. Die Untersuchung del' Kon
figurationsspezifitat fUhrten wir mit Hilfe des Mandelsaureathylesters 
durch. Dieses Substrat hatte uns bei den reaktionskinetischen Messungen 
fruherer Arbeiten gedient. 

Das einheitliche Ergebnis aIler Versuche ist, daB die Esterase del' 
MischlOsungen, in denen sich Esteraseneubildung vollzogen hat, ein 
anderes optisches Auswahlen zeigt als die naturliche Leberesterase 
(Tabelle V). Es ist ein glucklicher Umstand, daB fUr den Vergleich von 
den beiden Komponenten del' Mischlosung nul' die eine, namlich die 
vorgereinigte LeberesteraselOsung, zu berucksichtigen ist; denn in den 
in Betracht kommenden Versuchszeiten wird von dem in den verdiinnten 
Pankreaslosungen enthaltenen Enzym ein meBbarer Umsatz des Sub· 
strats nicht bewirkt (Tabelle VI). Eine Komplizierung tritt auch da· 
durch nicht auf, daB die Mischlosungen Glycerin enthalten (durch den 
Zusatz del' Pankreasglycerinauszuge). Glycerin mindert wohl den 
Umsatz etwas herab, zeigt jedoch keinen EinfluB auf das optische Aus· 
wahlen selbst (Tabelle VII). 

Es ware naheliegend, die Anderung im optischen Auswahlen mit 
del' Anwesenheit von Substanzen del' Pankreasausziige in Zusammenhang 
zu bringen. Diese Annahme muG jedoch deshalb ausscheiden, weil 
Mischlosungen, deren eine Komponente RohlOsungen entweder aus 
Pankreas odeI' aus Leber waren, kein verandertes Verhalten gegeniiber 
del' Vergleichslosung zeigten (Tabelle VIII). Die Anderungen konnten 
wir nul' in solchen Mischlosungen beobachten, in denen ein deutlicher 
Zuwachs an methylbutyratspaltendem Enzym festzustellen war, in 
denen also ein besonderer Vorgang, nach Kraut und v. Pantschenko-
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Jurewicz eben die Neubildung eines Enzymsymplexes, stattgefunden 
hatte. 

So isolierten wir bei einer Racematspaltung,zu der eine Misch
losung Anwendung fand, die einen Zuwachs von 14,6 % an methyl
butyratspaltendem Enzym aufwies, Mandelsaure von der spezifischen 
Drehung + 78/)0, wahrend im Vergleichsversuch mit vorbehandelter 
Leberesteraselosung beirn gleichen Spaltungsgrad ein [txJ~ von + 95,00 

fur die Mandelsaure ermittelt wurde. Das Enzym der MischlOsung 
wiihlt also weniger spezijisch aU8 alB die Leberesterase. Diese Beobachtung 
haben wir bei allen Versuchen, von denen einige in Tabelle V als Belege 
angefuhrt sind, gemacht. Dabei stellten wir noch fest, daB die Ab
weichungen besonders bei niederen Spaltungsgraden in Erscheinung 
treten, wahrend beihoheren die Unterschiede sich auszugleichen scheinen. 
(Versuch 3a und b der Tabelle V; vgl. dazu auch die Versuche 1 und 2 
dieser Tabelle.) In den meisten Fallen steht ferner der Umsatz an 
Mandelsaureester in den Versuchen mit MischlOsung etwas zuriick 
gegenuber dem Umsatz in den Vergleichsversuchen mit Leberesterase, 
obgleich dieselben Enzymmengen, gemessen mit Buttersauremethylester, 
Anwendung fanden. Anteil an dieser zweiten Erscheinung hat, wie schon 
el'wahnt, das anwesende Glycerin. 

Zu den Versuchen der Racematspaltung durch die MischlOsungen 
wurden jeweils Parallelversuche mit der betreffenden vorgereinigten Leber
losung ausgefiihrt (vgl. Tabelle V). Es ware nicht angangig, das jedem 
Spaltungsgrad zugehorende [ot]1j! einer Eichkurve zu entnehmen, die mit 
irgendeiner der vorgereinigten Leberlosungen aufgenommen werden ki:innte; 
da namlich die Leberli:isungen die Esterase aus verschiedenen Lebem 
(Mischpraparat) enthalten, konnen sich bei den Reinigungsoperationen die 
Anteile an mehr oder weniger spezifisch auswahlendem Enzym andem. 
Wir haben in vorausgehenden Abhandlungen dieser Reihe 1 gefunden, da13 
das optische Auswahlen der Esterase eines Organs fiir eine Tierspezies nur 
"in engeren Grenzen" konstant ist. 

Tabelle VI. Einwirkung von Pankreasausziigen auf Mandelsaure· 
ester. 

(lIn 50 ccm-Ansatz 40 ccm eines zehnfach· verdiinnten blanken Pankreas· 
glycerinauszuges; sonst wie die Versuchsansatze der Tabelle V.) 

NB. Die kaum meJ3bare Spaltung wird durch em Mehrfaches (Vier- bis 
Sechsfaches) an Pankreas16sung bewirkt, wie es bei den Versuchen mit 

Mischli:isung in Tabelle V angewandt wurde. 

Nr. Versuehszeit Spaltung I Drehung der iso- I [a]}f 
Std. 0/0 

Herten Mandelslture der Mandelsliure 

1 S 0,68 

I I 2& S 0,61 
b 6 1,20 

1 Siehe z. B. VIII. Mitteilung, S. 143 u. 144. 
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Tabelle VII. Vergleich der Racematspaltung durch Leberesterase 
in Ansatzen mit und ohne Glycerinzusatz. 

(Ansstz wie bei den Versuchen der Tabelle V.) 

>Nr. I Versuchsdauer I Spaltunlt Drehung [a]~ Zusatz der isolierten 
Std. 0/0 Mandelsaure der Mandelslure 

1& 2 - 9,9 + 0,380 + 91,00 

b 4 - 19,8 +0,76 + 91,5 
c 6 - 30,0 + 1,13 +87,5 
d 8 - 40,0 +1,44 + 85,0 

2& 2 

I 8eem 9,2 +0,35 + 91,5 
b 4 85%iges 18,7 +0,72 + 91,5 
c 6 28,0 + 1,08 +91,5 
d 8 Glycerin 36,2 +1,35 +88,0 

Tabelle VIII. Mischungen aus Rohlosungen zeigen hinsichtlich 
des optischen Auswahlens keine Unterschiede gegeniiber Leber

esteraselosungen. 
(Ansatze wie bei den Versuchen der Tabelle V.) 

I 
t Ammonlakallscher Roh- Jrftschversueh aUB 26el\D1 Rohauszug 

auszug &US 8chweineleber aUB Leber + Zeom verdflnntem 
Pankreasglyeerlnauszug 

Ver- Zu-
Nr. Enzym- suchs- wachs 

menge dauer Drebung [a]~ [/I]~ DrehUDg an 

I Spal- > dar iso- der Iso- Spal- methyl-
tung limen der dar limen tung I butyra\i-

I Handel- Mandel- Mandel- Mandel- I spal-
I 

allure slure slLure slLure tendem 
I 

I I I 
I EnZYM 

I E.E. Std. 0/0 0/0 0/0 

1 15,0 I 3 32,3 +1,220 +89,00 I +91,00 +1,120 I 29,1 ° 2a 7,5 
I 

3 13,8 +0,53 +91,0 +91,0 +0,58 13,8 ° b l 7,5 6 28,1 +1,08 +90,5 +90,5 +1,08 I 28,0 0 
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Autokatalytischer Anstieg der Umsatzgeschwindigkeit 
bei der Esterspaltung durch Pankreaslipase und seine Ursache. 

VII. Mitteilung 1 : 

Zur Kinetik der Esterhydrolyse durch Enzyme. 

Von 
Engen Barnann und Charlotte Feiehtner. 

(Aus der Pharmazeutischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
Universitat Tiibingen.) 

(Eingegangen am 31. August 1936.) 

Wir haben beobachtet, daB im. FaIle der PankreasIipase die Spal
tungsgeschwindigkeit einfacher Ester mit einem autokatalytischen 
Habitus zeitIich zunimmt. Auf diese Erscheinung wurde, soviel uns 
bekannt ist, in Untersuchungen liber dieses Enzym noch niemals auf· 
merksam gemacht. 

Es ist von prinzipieller Bedeutung, ob die Erscheinung ihren Grund 
hat in Vorgangen, die sich vornehmIich auf das Substrat, namIich 
Anderung der Konzentration und Entstehung von Spaltprodukten, oder 
nor auf das Enzym beziehen. Ein Beispiel des ersten Falles ist in der 
1. Mitteilung dieser Reihe 2 behandelt; die Erscheinung kann aber bei 
geeigneten Verhaltnissen auch dort auftreten, wo, wie z. B. bei der 
Maltase 3 , die Wirksamkeit des Enzyms im Laufe der Zeit eine Zunahme 
erfahrt. Aut ein solches Ansteigen der enzymatischen Wirksamkeit ist 
nun im Falle der Pankreaslipase die Zunahme der Umsatzgeschwindigkeit 
zuriickzu!iihren. Wenn man Pankreaslosungen unter geeigneten Be
dingungen aufbewahrt, kann man den Gang inder Aktivitat der Losungen 
verfolgen: Der Abnahme geht ein Anwachsen der Aktivitat voraus. 
'O'bIicherweise wird von den beiden Erscheinungen nurdie Abnahme 
zu beobachten sein; fUr die Erkennung der Aktivitatssteigerung sind 
die Temperator bei der Aufbewahrung und der Verdiinnungsgrad der 
Losungen von EinfluB. 

Wirksamkeitssteigerungen solcher Art sind in der Enzymchemie 
heute keine unbekannte Erscheinung mehr. 1m Falle der Pankreas· 
lipase verdient jedoch der Aktivitatszuwachs im Zusammenhang mit 
jenen Beobachtungen besondere Beachtung, auf die H. Kraut und 
W. v. Pantschenko·Jurewicz 4 die kiinstIiche Neubildung, die "Synthese" 

1 VI. Mitteilung: E. Bamann u. E. Rendlen, Zeitschr. f. physiol. Chern. 
238, 133, 1936. - 2 E. Bamann u. M. Schmeller, ebenda 183, 149, 1929, und 
zwar ~. 161; vgl. dazu: G. M. Schwab, E. Bamann u. P. Laeverenz, ebenda 
215, 121, 1933, und zwar S. 138. - 3 R. WillstCitter u. E. Bamann, ebenda 
151,242, 1926. - 4 Diese Zeitschr. 275, 114,1934; siehe dazu: E. Bamann 
n. Ch. Feichtner, ebenda 288, 70, 1936. 

Riochemische Zeitschrlft Rand 288. 20 
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von Esterase stiitzen. Offenbar erfolgt die Zunahme der Wirksamkeit 
gegenuber "einfachen Estern" nicht ausschlieBlich nur beirn. Hinzu
bringen von "Leber-Pheron", sondern kann schon in den Pankreas
losungen allein, nach unseren Beobachtungen bis zu 100 % und weit 
mehr, vor sich gehen.Unentschieden ist noch, ob sich dabei die BiIdung 
neuer Tragersubstanzen vollzieht, die dann zu Enzymsymplexen mit 
ausgepragterer "Esterase"-Spezifitat fiihren oder ob im Sinne der 
Befunde von H. Dyckerho//, H. Miehler und V. Tadsen 1 die Entfernung 
proteinartiger Hemmstoffe die Ursache fiir die Aktivitatssteigerungen ist. 

Beschreibung der Versuche. 

I. Autokatalytischer Anstieg. 

1. Versuchsreihe. 

a) Enzym. NeutraJisierter, am=oniakalischer Auszug aus Aceton
trockenpraparat vom Mensehen (6 g Mischpraparat 2 Stunden hei Zimmer
temperatur mit 200 cern nj40 Am=oniaklosung extrahiert und mit nj20 
Essigsaure neutralisiert). 

b) Versuchsansatz. 100ccm enthalten 0,10 g induktionsfreien 2 racemi
schen Mandelsaureathylester, 4g Phosphatpuffer PH = 7, Lipase16sung ent
sprechend 1,3 E. E., t = 30°. 

0) Messungsergebnisse. Nach 5 Stunden 2,5 mg Mandelsaure ent
sprechend 3,0 % Spaltung, nach 20 Stunden 13,7 mg Mandelsaure ent
sprechend 16,2 % Spaltung. 

2. Versuchsreihe. 

a) Enzym. Wie in Versuchsreihe 1 (6 g Misehpraparat 2 Stunden bei 
Zimmertemperatur mit 100 ccm n/40 Ammoniaklosung extrahiert und mit 
n/20 Essigsaure neutralisiert). 

b) Versuchsansatz. 100 ccm enthalten 0,50 g induktionsfreien racemi
schen Mandelsaureester, 4 g Phosphatpuffer PH = 7, Lipaselosung ent
sprechend 3,7 E. E., t = 30°. 

0) Messungsergebnisse. Nach 9 Stunden 45,6 mg MandeIsaure ent
sprechend 10,8 % Spaltung, nach 18 Stunden 114,2 mg Mandelsaure ent
sprechend 27,0 % Spaltung, nach 36 Stunden 202,0 mg Mandelsaure ent
sprechend 47,8 % Spaltung. 

3. Versuchsreihe. 

a) Enzym. Glycerinauszug aus Acetontrockenpraparat vom Schwein 
(10 g Mischpraparat mit 200 g 85 %igem Glycerin 3 Stunden hei Zimmer
temperatur extrahiert, zentrifugiert). 

b) Versuchsansatz. 100 ccm enthalten 0,50 g induktionsfreien Mandel· 
saureester, 4g Phosphatpuffer PH = 7, Lipaselosung entsprechend 4,2 E.E., 
t = 30°. 

1 Diese Zeitschr. 268, 17, 1934. - 2 R. Wil~ytatter, R. Kuhn, O. Lind 
u. F. Memmen, Zeitsehr. f. physiol. Chern. 16i, 303, 1927; E. Rnmarm u. 
M. Schmeller, ehenda 188, 251, 1930. 
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c) Messungsergebnisse. Nach 24 Stunden 42,6mg Mandelsaure ent
sprechend 10,1 % Spaltung, nach 48 Stunden 146,0 mg Mandelsaure ent
sprechend 34,6 % Spaltung, nach 72 Stunden 251,8 mg Mandelsaure ent
sprechend 59,5 % Spaltung. 

II. Der autokatalytische Anstieg die Folge von Aktivitiitssteigerungen. 

4. Versuchsreihe. 

a) EfJ,zym. Wie in Versuchsreihe l. 
b) Versuchsansatz. Ansatz zur Bestimmung von E. E. 
c) Mes8Ungsergebnisse. L6sung sofort naeh Herstellung (5 ccm) 0,34 E. E., 

L6sung nach 9stiindiger Aufbewahrung bei Zimmertemperatur 0,63 E. E., 
L6sung nach 24stiindiger Aufbewahrung bei Zimmertemperatur 0,52 E. E. 

5. Versuchsreihe. 

a) Enzym. Neutralisierter, ammoniakalischer Auszug aus Aeeton
trockenpraparat vom Sehwein (6 g Mischpraparat 2 Stunden bei Zimmer
temperatur mit 100 cern nJ40 Ammoniak16sung extrahiert und mit nj20 
Essigsa ure neutralisiert). 

b) Versuchsansatz. Wie in der 4. Versuchsreihe. 
c) M essungsergebnisse. 

~I Ak" .. " ..... _,., Zeit in Std. E. Eillero eem naeh 

Art der Aufbewabrung des Enzyms 
(seit essnngen 

Nr. Herstellnng h I It des 0 ne m 
,I A_I Iz~ .... " .... d • .-.. II aktlvatoren" 

1a 
~ I 

5 0,91 1,80 
b } """"'" 10 Std. bci Zimm ..... mp~ (I 20 1,02 2,38 
c ratur, dann in Eis aufbewahrt I 29 0,91 2,61 
d I 54 0,80 1,59 

2a 

I LOmng .. Std. _of Ea, d~D b.i f 
sofort 0,45 1,15 

b 9 0,45 1,14 
c 24 0,57 1,48 
d Zimmertemperatur 32 1,48 2,27 
e 48 0,91 1,70 

3a I Wi. hoi 2, joIooh Liioung = lie· (I sofort 0,25 0,51 
b 9 0,26 0,51 
c ginn auf das doppeJte V olumen I 24 0,43 0,91 
d verdftnnt I 32 0,37 0,57 

Ill. Verhalten der LipaseWsungen gege'nUber Tributyrin l . 

1m Hinbliek auf die Versuche und Folgerungen von Kraut und 
v. Pantschenko-Jurewicz ist es wichtig zu wissen, ob sich die beobachtete 
Aktivitatssteigerung nur auf einfache Ester erstreekt, oder ob und in 
welcher Weise sie sich gegeniiber andersartigen Substraten, z. B. Tri-

1 Siehe dazu: 1i1. Bamann u. P. Laeverwz, Zeitschr. f. physiol. Chern. 
223, 1, 1934. 

20* 
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butyrin oder Olivenol, bemerkbar macht. Bisher haben wir nur einige 
orientierende Messungen mit Tributyrin ausge£iihrt. Danach aul3ert 
sich bei diesem Substrat die Aktivitatszunahme entweder gar nicht oder 
nur bedeutend schwacher. 

So zeigte die Losung, die in Versuchsreihe 5, Versuch 2, angewendet 
wurde, gegeniiber Buttersauremethylester eine auffallend starke Wirksam· 
keitserh6hung, gegeniiber Tributyrin eine nur geringfiigige und diese aHein 
in den Messungen ohne Zusatz der "Ausgleichungsaktivatoren" (A.). 

W i'1'ksamkeit gegOOJO.ber Buttersauremethylester. 

FrischdargestellteLosungen 0,45 E.E. (ohne A.), 1,15 E.E. (mit A.); 
Losung nach 32 Stunden 1,48 E. E. (ohne A.), 2,27 E. E. (mit A.). 

Wirksamkeit gegeni4ber Tributyrin. 

L6sung nach 3 Stunden 280 B. E. (olme A.), 2700 B. E. (mit A.); 
L6sung nach 30 Stunden 360 B. E. (ohne A.), 1500 B. E. (mit A.). 

Zur genaueren Charakterisierung waren Messungen in zahlreicheren 
Zeitintervallen nachzuholen, vor allem um dem Einwand zu begegnen, 
die Aktivitatssteigerungen lie£en fur beide Substrate nicht parallel. 



Uber einen aUll'allenden Befund bei der gleichzeitigen Ein
wirkung Ton Pankreaslipase und Leberesterase (des Jlenschen) 

anf einen raeemischen Ester. 
XI. MitteiIung1 : 

"VNr asymmetriache Esterhydl'olyse clureh EnsYlDe. 

Win! racemischer Mandelsaureathylester durch ein Gemi8cA von 
Pankrea.slipase und Lebel'esterase des Menschen gespalten, so dookt 
die Analyse einen anderen Reaktionsverlauf und zwar hinsichtlich del' 
Geschwindigkeit und der Zusammensetzung del' Reaktionsprodukte auf, 
als ma.n auf Grund der getrenmen Veranche erwartet. Zum eraten beob
achtet man, daB del' Spalw,fl(Jagrad im Mischversuch stark hinter dem 
ans den Einzelversuchen berecbneten zuriiclcbleibt. Und zweitens zeigt 
8ich eine Abweichung von dem erwarteten Wert der 8pezifi,8cMA Dri/wm,g 
der isolierten Mandelsii.ure. Dabei ist das [IX] abhingig: 

a) von dem SpaltUn(J8grad des Esters: eigentiimlicherweise erhOAen 
sich aber die Wel'te fUr das [Ot] mit 8leigentlem Spaltungsgrad, wahrend 
iiblicher- und notwendigerweise gerade die umgekehrte Erscheinung, 
niimlich ein Sinken, beobachtetwird. FUr diese Feststellung sei fo1gendes 
Beispiel angefiibrt: 
13,2% Spaltung des Esters: [ex]}r der isolierten Mand~ure: -10,8°, 
22,7 % Spaltung des Esters: [ex]}f der isolierten Mandelsii.ure: - 19,8°. 

b) bei gleichem Spa.ltungsgrad von der Zeitdauer, innerhalb welcher 
diaser Spaltungsgrad erreicht wird. Auch diese Erscheinung tritt bei 
einheitlichem Enzym nie auf. 
23,1 % Spaltung des Esters, erreicht in 9 Stunden, (exJW: - 14,4°, 
22,7 % Spaltung des Esters, erreicht in 18 StundeD, [exJ}J: - 19,8°. 

Da die Versuche bei einer Racematkonzentration durchgefiihrt 
8ind, bei der die SpaJtung durch Leberesterase fast uMpezi/iBM erio1gt, 
d. h. die (+)- und (-)·Komponente fast gleicA raacA zerlegt wird 
([at]~ = + 00), die Pan1TeaBlipMe jedoch den (- )-Ester bevorzugt, 
wobei der Wert fUr das [IX)~ der isolierten Mandelsaure etwa - 23° 
betrigt, bedeuten die obigen Befunde. daB die Wi'rkung des (-)-aus-

1 X. Mitteilung: E. Banwmn u. Oh.1!eic1uner, diese Zeitsohr. 188, 70, 
1936. 
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wii.hlenden P80nkreasenzyms umso starker hervortritt, je hoher der 
Spaltungsgra.d und je ausgedebnter die Versuchsdauer ist. 

Zur Erkliirung die8e8 Verhaltens ist zuniichst einmal die Beobachtung 
heranzuziehen, daB die lipatische Wirksamkeit des Pankre80senzyms 
gegeniiber Mandelsaureester und anderen "einfachen" Estern eine Zu· 
nahme l im. Laufe der Versuchsd80uer zeigen kann. Das P8onkre8osenzym 
wird also 80uch im Miachver8Uoh seine Wirksamkeit erst allmahlich voll· 
standig entf8olten. Und mit dieser Wirksamkeitszuna.hme geht 80uch die 
bevorzugte Sp80ltung des (-)-Esters einher. Die Beriicksichtigung 
dieser T8ots8oche ermoglicht jedoch noch keine quantit80tive Deutung 
der Verhiiltnisse. Die genauere Analyse der Versuchsdaten weist d80rauf 
hin, daB durch die Anwesenheit des Pankreasenzyms im Verlauf der 
Spaltung ein hemmender EinflufJ aUf den Umsatz durol. das Lebe1'enzym 
ausgeiiht ?Dim. Man wird zu dieser Feststellung vor allem baim Vergleich 
der Umsatze in den Einzelversuchen und im Mischversuch gefiihrt. 
Wie OOreits erwahnt, bleibt der Spa.ltungsgrad im Mischversuch hinter 
dem a.us den getrennten Versuchen berecbneten erheblich zuriick, 
wobei gleichzeitig im. optischen Auswii.hlen eine starke Annii.herung 
an das Auswii.hlen des reinen P8onkrea.senzyms zu beoba.chten ist. 

Die Ursa.che fiir diese vorerst uniiOOrsichtlichen Vorgii.nge im 
Mischversuch kann in zwei verschiedenell Moglichkeiten zu suchen sein: 

1. in ciner gegenseitigen Wechselwirkung, in der die Enzyme 
8elb8t stehen, und 

2. in einer von dem Wechsel der Zusammensetzung des Substrat8 
und dem Auftreten der Spaltprodukte herriihrenden Beeinflussung des 
Reaktionsverla.ufs. 

Fiir die Begriindung der ersten Moglichkeit konnten die von 
H. Kraut und W. v. PantBohenko-Ju1'ewicz 'l. entwickelten Anschauungen 
liber die Struktur der Esterasen herangezogen werden. Man mOOte 
da.nach 8onnehmen, daB die Gleichgewichte zwischen Enzymsymplex, 
.!gon und Pheron im. Mischversuch beeinfluBt werden und man miiBte 
an die Moglichkeit einer Enzymumw8ondlung3 denken. Gegen die Bildung 
eines neuen Enzyms spricht aber u. a.. die Beoba.chtung, d80B wesent. 
liche Veranderungen (z. B. im optischen Auswii.hlen) erst im Verlaufe 
der Spaltung eintreten. Zu Beginn der Versuche kommt die Wirkung 

1 E. Bamannu. Oh . .Feichtner, dieseZeitschr. 288, 295, 1936. - a Ebenda 
270, 114, 1934; vgl. dazu E. Bamann u. Ch. Feichtn.er, ebenda 288. 70. 1936. 
- I Wie wir einer frelmdlichen Mitteilung des Herm R. Ammon ent· 
nehmen. liegt den Versuchen. die er mit E. Tabor in eiDer Untersuchung 
"Vergleich von Menschenpankreas- mit Menschenleberesterase" (diesa 
Zeitschr.267, 26,1933) durchfiihrte. ebenfalls dar Gedanke und die Absicht 
einer eventuellen Umwandlung der beiden Esterasen zugrunde. 

Blochemlsche Zeitsehrift Band 288. 21 
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des Leberenzyms noch stark zum Vorschein, erst spiter tritt sie gegen
uber der Wirkung des Pankreasenzyms zuriick. Aus diesem Grunde 
aoheidet auch der Gedanke aus, daB die Pankreasa.usziige einen das 
Leberenzym hemmenden Begleitstoff enthalten konnten, der dann 
im Mischvcrsuch zur Auswirkung gelangen wiirde_ Die Messungen 
r.eigen vieImehr, daB sich der "Hemmlltol/" der Leberesterase. im Laule 
flu VerBUCM erat bUden mufJ _ Diese Erkenntnis fiihrt aber dazu, die 
Deutung in Richtung des zweiten Punktes zu suchen. Auf diesem Wege 
ist nun in der Tat die ErkJii.rung der Vorgii.nge mtigIich: Die scheinba.r 
&Ilom.alen Vorgii.nge im. Mischversuch haben ihren Grund in der durch 
die selektive SpaJtung bewirkten Aoderung der Zusammensetzung 
des Racemats und im. gleichzeitigen Auftreten der Spaltprodukte. FUr 
die Leberesterase des Henschen, bei der die Vorginge, die der "optischen 
Spezifiti.t" dieses Enzyms zugrunde liegen, bieher am verwickeltsten 
gefunden wurden, haben wir vor einigen Jahren eine quantitative 
Analyse der Einzelvorgii.nge bei der Spaltung von Substratgemischen 
beechrieben1 . Von den Ergebnissen dieser Arbeit sind nun fUr den 
vorliegenden Fall fOlgende Erkenntnisse wichtig: Der (+ )-Ester ubt 
eehon in. geringen Konzentrationen eine starke Hemmung auf die 
Spaltung des (- )-Esters aus, obwohl der (- )-Ester an sich die wesentlich 
griS.8ere Affinitit zum Enzym besitzt. Diese starke Hemmung, die der 
( + )-Ester auf die Spaltung des (- )-Esters ausiibt, wirkt dahin, daB da.s 
stereochemische Auswihlungsverniligen der Menschenleberesterase bei 
der Ra.cematspaltung einem Gang unterliegt, in dem bei niedriger 
Racematkonzentration der (- )-Ester, bei hOherer der (+)-Ester rascher 
gespaJten wird, wihrend bei einer gewissen mittleren Konzentration 
der Umsatz beider Antipoden gleich schnell erfolgt. Bei hoheren Konzen
trationen ist besonders a.uffallend, daB der optische Sinn der SpaJtung 
[Bevorzugung des (+)-Esters] durch die ganze Spaltung hindurch 
beibehalten wild, obwohl man erwarten miiBte, daB bei Verminderung 
der Substratkonzentra.tion im Laufe der Durchspaltung die Bevorzugung 
des (+ )-Antipoden in eine BevOJ zugung des (- )-Antipoden iibergehen, 
also eine Umkehrung des Auswii.hlens stattfinden wiirde. Nicht erfiillt 
wird auch die Erwartung, daB dabei die Geschwindigkeit mit einem 
autokatalytischen Habitus zeitlich zunimmt. Die Erklii.rung dafiir liegt 
in der hemmeftden Wirhng des bei der Reaktion entstehenden Spalt
produkts Allcohol, der die Spaltung des (-- )-Esters in betrachtlicher 
Weise vermindert und so die Umkehrung des optischen Auswahlens 
und den autokatalytischen Anstieg der Umsatzgeschwindigkeit ver
hindert. 

1 G. M. Schtoab, E. Bat1lann u. P. Laeverenz, Zeitschr. f. physiol. C'hem. 
21&, 121. 1933. 
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Bei Anwendung dieser Erkenntnisse auf die Vorgii.n.ge in unseren 
Mischversl.lchen wird der starke AbfaJI der Wirkung des Leberenzyms 
verstii.ndJich; er ist auf zwei hemmende }'aktoren zutiickzufiihren, die 
im Laule de,. Bpaltung auftreten. 

1. Wahrend im Einzelversl.lch mit Leberenzym wenig raschere 
SpaJtung des (+ )-Esters erfolgt und so, wenn auch nur in geringem 
MaBe (- )-Ester zuriickbleibt, wird im Mischver8'UCh dUTch die selektive 
(-- )-Esterspaltl.lng des Pankreasenzyms ein Oberschu{J an (+ )-E8ter 
anfallen. t)"berschiissiger (+)-Ester setzt aber, wie Schtoab, Bama"" 
und ~~z in der erwii.hnten Untersuchung an Antipodenmischungen: 
(- +), (- + +) gezeigt haben, die Rea.ktionsgeschwindigkeit der 
Leberesterase stark herab. 

2. AuBer der Menge Alkohol, die durch das Leberenzym abge
spaJten wird, entsteht au<ili noch Alkohol durch die Spaltl.lng, die das 
Pankreasenzym. bewirkt. 

So wird es verstii.ndlich, daB die Spaltungsgra.de im Mischversuch 
nie die Additionen der Umsatze in den Einzelversuchen darsteDen 
konnen. Und da nur da..'l Leberenzym auf die beiden genannten Ein
fliisse in ausgepl·agtem MaJle anspricht, wird sich der Antell des Leber
enzyms am Gesamtumsatz mit fortschreitender Spaltung gegeniiber 
dem Anteil des Pankreasenzyms verringern. 

Zum SchluB fassen wir die Erklarung rur die auffallenden Befunde 
bei der gemeinsamen Einwirkung von Pankreas- und Leberenzym 
auf den racemischen Ester dahingehend zusammen: Wenn bei gleichem 
Spaltungsgrad, aber verschiedener Versuchsdauer das Leberenzym bei 
dem kiirzerdauernden Versuch verhii.ltnismii.J3ig starker zur Wirkung 
kommt als bei dem langerdauernden Versuch, so ist hierfiir die im Laufe 
des Versuchs auftretende Zunahme der Wirksamkeit des Pankreas
enzyms verantwortlich zu machen. Wenn aber bei der Durchspaltung 
im BereicJj von 10 bis 25% eine Anderung des [«]-Wertes von -100 
bis - 20° einsetzt, so mull hier die Beeinflussung undHemmung des 
Leberenzyms durch den Wechsel in der Zusammensetzung des Substrats 
und das Al.lftreten des SpaltproduktR Alkohol angenommen werden. 

El'liuterungen zu der Durehftihrung der Versuehe, Versnchsdaten. 

Die Enzy.mlosungen bestanden aus ammoniakalischen Ausziigen aus 
Aceton-Athertrockenpraparaten der Organe. Die Losungen wa.ren mit 
Essigsaure neutral.isiert und wurden in Eis eingebettet unter Toluol auf
bewahrt. Die jeweils angewendeten Enzymmengen (ennittelt auf Grund 
der Wirksamkeit gegeniiber Buttersauremethylester, also E. E.) sjnd bei 
den einzeInen Versuchen der nachstehenden Tabelle verzeichnet. Die 
Analyse der Reaktionsgemische erfolgte nach dem Verfahren der vorber
gehenden Untersuchungen dieser Reihe. 

21 * 
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Spaltung von racemischem MandelsiurelLthylester durch Pan. 
kreaslipase und Leberestera8e (des Menschen) in Einzel. und in 

Mischversuehen. 
(Der Versuchsa.nsatz von 100 cem enthielt 4g Phosphatpuffer 11K = 7, 
0,5 g induktiolUlfreienI, racemischen Mandelsaureathylester und die jeweils 

angegebene Enzymmenge, t = 300.) 

I EnzIcmmeDf18 ReaIdIoae- [ «]ir 
Nr. Enzym • Eo. daller SpaJt.Dc der 180lIertea In lOOcem llaDdeldue 

Vers.-AlII. Std. .,. 0 

Erne Vermcbsreme. 
I. , 

4 \ 9 16,8 + 6,0 
b f Leberelterale. . 18 29,2 + 6,0 

2. 1 Pankreaelipue 4 9 19,6 -28,0 
b 18 M.' -2S,1 

3. } Lebereeterue. . je 2 9 18,2 -10,8 
b + Pankreaalipue . 18 22,7 -19,8 

4a } wie bei Venuch 8 je 4 48. 14,0 - 8,5 
b 9 28,1 -14,4 

Zweite VeraucMreihe. 
5. } Lebel'8lteraee. . 2 21/, 2,0 

b 9 7,9 + 6,0 
6a } Pankreaalipase 2 21/. 0,6 

b 9 9,8 -24,0 
7. ) Lebereateraae. . je 1 21/4 J,' 

b + PaDkreulipue 9 8,1 -11,7 

1 R. W~, R. Ktlhn, O . .Lind u. F. M~, Zeitsohr. f. physiol. 
Chem. 187, 303, It27; E. Banton" u. M. SeA_ller, ebeoda 188, 261, It30. 
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(Aus der Pbarmazeutischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
Universitf.t Tiibingen.) 

(Eingegaflgm am 16. September 1936.) 

FUr die ErkJArung eines &l1ffallenden Befundes bei der gleichzeitigen 
Einwirkung von Pankreas1ipase und Leberesterase (des :Henschen) 
auf racemiscben Mandelsiureester, den wir in der vorhergehenden 
Arbeitl dieser Untersuchungsreihe beschrieben haben, war die genaue 
Kenntnis der optischen Spezifitit der menschlicbeu Pankreaslipase 
notwendig. Voraussetzung war vor allem zu wissen, ob das stereo
chemische Auswi.hlen dietIeB Enzyms von der RacematkoDZentration 
unabhingig ist, oder ob es sieh, ihnlich wie wir es fUr die menschliche 
Leberestera.se gefunden habeu l , mit der Variierung der SubetratkoDZen
tration andert. 

Mit diesel' Frage befaBt sich schon eine Untersuohung von B. A",mota 
und E. Tabor': Vergleich von Menschenpankreaa- mit Menschenlebel'
esterase. Darin steIlen die Autoren fest: "DaB optische Auswahl
vermogen ist unabh8.ngig von der Substrata.nfangskonzentration." 
Allein aus den angegebenen Versuchsdaten miiBte geracie das GegenteiI 
geschlossen werden. Denn fUr denselben Pa.nkreasauszug warde bei 
dem gleichen Spaltungsgrad des MandelsiuremetAylesters (12,8 %) im 
FaIle einer 
0,4 O/oigen EsterlOsung erne spezifische Drehung der isolierten MandeIsaure 

von - 37,4°, 
1,0o/oigen EsterlOsung eine spezifische Drehung der isolierten MandeIsaure 

von - 45,9°, 
2,0 O/oigen EsterlOeung eine spezifische Drehung der isolierten MandeIsaure 

von - 50,10 

gefunden. Da.na.ch bestiinde doch Abhingigkeit von der Substrat
konzentration, nur ginge sie nicht bis zur unspezifischen Spaltung oder 
zur Umkehr des optischen Auswi.hlens, wie es fUr die Leberesterase 

I XI. MiUeUung: Dlese Zeltscf1r. _ 810. 1986. - a E. Bamann. Ber. 
d. Deut.sdl. chern. Ges ... 1538, 1929; 6 • .M.. Schwab. E. Bamann und 
P. Laeverenz, Zeltschr. f. phystoL Chern. 15, 121. 1988. - ID1ese Zeltschr. 
S. 26. 1988. 
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festgestelIt wurde. Zu demselben SchluS fiihren auch die Angaben 
im Fa.lle des Mandelsii.urepropylesters. Bier unterscheiden sich die 
[Ot]-Werle ebenfaJIs um etwa 100 (O,4O/Jge EswlOsung [Ot]D = - 26,20, 
2-o;,>4Je Esterlosung [cxln = - 15,9'). 

Unsere Nachpriifung (am MandeIsiurecithylester) hat entschieden, 
daB das optische Auswihlen der menschlichen Pankrea.slipa.se ~ 
ist ron de,. an/anglichen Racematkonuntmticm und daB au8er<lem die 
Werle fUr die spezifische Drehung der isoIierten Ma.ndels6ure biB zu 
Spa.ltungsgraden von etwa 50 % kaum sinken. Demnaoh lind die 
Vorginge bei der Racemathydrolyse nioht 80 verwickelt \rie im Falle 
der Leberesterase des Menschen, und es gehOrt da.her die mensch1iche 
Pa.nkrea.slipa.se dem einfacheren der bisher beschriebenen Typen &n. 

Als EnzymlOsung dienteD. mit n/(() AmmoDiak: &us eiDem &mmel· 
aceton-Atherlrockenpriparat hergestellte Ausziige, die mii Eeaip&ure 
neutralisiert und unter Toluol in Eis aufbewahrt wurden. Die Analyse der 
Spaltungsversuche erfo1gte nach den Angaben der vorausgehenden Arbeiten 
dieeer Untersuohungsreihe. 

Unabhsngigkeit des optischen Auswihlens bei der Einwirkung 
von Pankreaslipase des Menschen auf racemischen Mandel· 

ssureathylester bei wechselnder Esterkonzentration. 
(Der Versuchsa.nse.tz von 100 cem enthilt 4 g Phosphatpuffer PH = 7, 

sowie die jeweils angegebene Ester- und Enzymmenge, , = 30'.) 

Substn.t- I 
, 

EnZYDI- Reaktlons-
Spa1tuDg 

DrehopwiDkel [ aJ}; 
Nr. kODzentration I menr. dauer dar JlaDdels&ure del iaollerten 

g/lOOccm I E .. (10 ccm, 1 = 2 dm) )(andelalllre 
Std. 010 

I 
3,0 -0,08° -23,80 la } 0,1 1,3 5 

Ib 20 16,2 -0,17 -24,8 
2 0,1 2,5 6 4,9 -0,05 -24,1 
3 0,5 2,5 18 26,2 -0,25 i -22,6 
4a 

} I 
9 10,8 -0,11 -24,1 

4b 0,5 2,5 18 27,0 -0,27 -23,6 
4c 36 47,8 -0,48 -21,S 
5 1,0 2,5 2211s 19,9 -- O,~O -28,9 
6 1,0 2,5 298/, 29,1 

I 
-0,58 

I 
-23,6 

7 1,5 2,5 30 18,4 -0,56 -24,0 
8a } 1,5 2,5 213/, 16,8 -- 0,~9 I -23,8 
8b I 431/, 32,7 I -0,99 ! -23,8 



lebensla ufo 
Am 1. Juni 1911 wurde ich in Karlsruhe in Baden 
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