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Vorwort.

Bei der groBen Bedeutung katalytischen Geschehens fiir die belebte Natur
hat sich das Interesse an der Katalyse neuerdings stark von der technischen auf
die biologische Seite verschoben, und man kann die zukiinftige Entwicklung der
katalytischen Wissenschaft wahrscheinlich in der Hauptsache nach dieser
Richtung hin erwarten. Es konnte nicht Aufgabe des ,,Handbuchs* sein, auf
diese biologischen oder gar wissenschaftsgeschichtlichen und erkenntnistheore-
tischen Zusammenhinge ndher einzugehen. Hierfiir sei auf die bekannten
Schriften MiTTascHs verwiesen. Wohl aber konnte das ,,Handbuch® an der
Biokatalyse als chemischer Erscheinungsform nicht voriibergehen. Ohne etwa
ein Sammelwerk der Enzymforschung ersetzen zu wollen, sollten doch die
wichtigsten in ihrem Chemismus erkannten fermentativen Katalysen und be-
sonders Katalysatoren als solche und vom katalytischen Standpunkt aus be
handelt werden. Vollstindigkeit ist dabei nicht unsere Aufgabe.

Ein einleitender Aufsatz gibt die allgemeinen Kennzeichen des Gebiets an.
Zwei groBe Hauptkapitel behandeln die beiden wichtigsten Hauptgruppen von
Fermenten. Von den oben gestreiften zahlreichen Gebieten der Biologie, auf
denen die Katalyse mehr Zukunftsbedeutung hat, durfte eines schon heute wegen
der sich abzeichnenden grundlegenden Zusammenhénge nicht iibergangen werden:
das der Virusstoffe, die hier — wiederum ohne jeden Wettstreit mit speziellen Hand-
biichern — auf ihre katalytische Rolle hin untersucht wurden. Endlich glaubte
der Herausgeber, durch einen Artikel iiber Fermentmodelle die Erwartungen an-
deuten zu miissen, die man seiner Ansicht nach auf diesem Gebiet an Modell-
versuche zu kniipfen hat.

Im ganzen soll das Erscheinen dieses biochemischen Bandes in einem mehr
physikalisch-chemisch eingestellten Handbuch einer Querverkniipfung im Wissen-
schaftsbetriebe dienen, die sich schon oft als ganz besonders fruchtbar erwiesen hat.

Athen, im September 1941.
G.-M. Schwab.
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I. Zur Entwicklung des Biokatalysator- und
Fermentbegriffes.

Die Lebensvorginge sind eng verkniipft mit chemischen Reaktionen, die sich
innerhalb der Organismen abspielen und die zu ihrem grofiten Teil katalytisch
bedingt sind. So versteht man unter Biokatalyse diejenigen stofflich bedingten
Auslosungen, Beschleunigungen und Lenkungen chemischer Reaktionen, die
direkt oder indirekt mit den Lebenserscheinungen zusammenhingen. Es waren
vorziiglich Uberlegungen iiber die Bildung organischer Verbindungen in der
lebenden Natur, die BERZELIUS veranlaBBten, den Begriff der Katalyse zu prigen.
»Katalysatoren sind“ — wie der bekannte Satz des schwedischen Forschers
lautet — ,, Korper, die durch ihre bloBe Gegenwart chemische Tétigkeiten hervor-
rufen, die ohne sie nicht stattfinden. Und den Bediirfnissen der Physiologie
entsprach es, wenn BERzELIUS 1835 in seinen Jahresberichten schreibt: ,,Wir
bekommen begriindeten Anlafl zu vermuten, daB in den lebenden Pflanzen und
Tieren Tausende von katalytischen Prozessen zwischen den Geweben und Fliissig-
keiten vor sich gehen.‘

Nach der Definition von BERZELIUS ist es nur folgerichtig, wenn man zu den
,,Biokatalysatoren“ oder ,,Wirkstoffen der belebten Natur neben den Fer-
menten, auf die man sich frither ausschlieBlich beschrinkte, auch die Hormone,
Vitamine, Wuchsstoffe, Organisatoren, Gensubstanzen und neben diesen manche
Elemente, die fiir die lebende Materie in Spuren unbedingt notwendig sind,
rechnet. So wendet man heute den Ausdruck ,,Biokatalysator‘ auf alle chemi-
schen Korper an, die im Organismus durch ihre bloBe Gegenwart in geringen
Mengen physiologische Wirkungen hervorrufen, indem sie etwa Zellen zum
Wachsen und Teilen anregen, wie die Wuchsstoffe, oder die Heranbildung sekun-
dérer Geschlechtsmerkmale auslésen, wie die Sexualhormone. Der heuristische
Wert dieser erweiterten Auffassung der Biokatalyse, die in neuester Zeit vor
allem durch A. MirrascEs! energischen FEinsatz allgemeine Anerkennung ge-
funden hat, liegt auf der Hand. Biologen wie Chemiker werden auf die stoffliche
Natur aller Biokatalysatoren hingewiesen, und die Aufklirung des Chemismus
biologischer Erscheinungen wird als vornehmstes Ziel physiologischer Arbeit an-
zusehen sein.

Dessenungeachtet kann die Aufgabe eines Handbuches der Biokatalyse —
soll Inhalt und Umfang nicht ins Uferlose gehen — nur in der Beschreibung der-
jenigen biokatalytischen Erscheinungen liegen, deren chemischer Reaktions-
mechanismus bekannt ist oder doch wenigstens in seinen Umrissen festliegt.
Und das sind ausschlieBlich die Fermentreaktionen, bei denen es zum Teil recht
weitgehend gelungen ist, Einblick in die Art der chemischen Umsetzung zu ge-
winnen. Wenn wir dariiber hinaus heute in der Lage sind, Beziehungen der
Vitamine, Hormone und mancher Metallionen zu den Fermenten festzustellen,
80 ist das ein nicht hoch genug einzuschétzendes Ergebnis der biochemischen

! A.MirrascH: Naturwiss. 24 (1936), 770; vgl. auch ,,Uber katalytische Ver-
ursachung im biologischen Geschehen‘‘. Berlin, 1936.
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Forschung der letzten Jahre. Vitamine und Hormone sind in einigen Beispielen
als Wirkungsgruppe oder als Vorstufe von Enzymen, verschiedene Metallionen
als Glied einer Wirkungsgruppe erkannt worden. Diese Befunde werfen ein
Licht auf den Aufbau der Enzyme und ihre Wirkungsweise und fiihren anderseits
wohl die Vitaminwirkung auf in vitro feststellbare Fermentreaktionen zuriick.

Nach dem heutigen Stand unseres Wissens kann ein Enzym als ein kolloider,
organischer Katalysator bestimmier stofflicher Natur und spezifischen Reaktions-
vermdgens definiert werden. Die Enzyme werden von der lebenden Zelle gebildet,
konnen aber in den meisten Fillen unabhingig von der lebenden Zelle ihre
Wirkung ausiiben. In einigen allerdings wesentlichen Fillen ist die Abtrennung
des Enzyms aus der lebenden Zelle bis heute nicht gelungen; daB dies in der
unzulénglichen Methodik, nicht aber im Wesen dieser Enzymwirkungen begriindet
ist, darf angenommen werden.

Die Lehre von den Enzymen ist eng verkniipft mit der Lehre von der Katalyse,
und die Vorstellungen, die man sich iiber den Mechanismus der Katalyse wihrend
der letzten 100 Jahre gemacht hat, haben immer weitgehend die Vorstellungen
iiber die Enzymwirkung beeinflult, wie auch umgekehrt die Enzymchemie be-
fruchtend auf die allgemeine- Lehre von der Katalyse zuriickgewirkt hat. So
hat die Katalysedefinition, die W. OstwaLp 1894 an Stelle derjenigen von
BERZELIUS setzte, daB niamlich ,, Katalyse die Beschleunigung eines langsam ver-
laufenden chemischen Vorganges durch die Gegenwart eines fremden Stoffes*
ist, auch fiir die Enzymchemie gegolten und besonders zum Studium der Enzym-
kinetik angeregt.

In den letzten beiden Jahrzehnten hat sich diese Begriffsfassung als zu eng
erwiesen; denn neben solchen Reaktionen, fiir die die OsTwaLDpsche Definition
ohne weiteres zutrifft, gibt es zahlreiche katalytische Reaktionen, die in Ab-
wesenheit des Katalysators niemals beobachtet werden und bei denen die Art
des Katalysators fiir die Richtung der Reaktion maBgebend ist. WILLSTATTER!
fordert deshalb, dal der OsTwaLpsche Satz, der einmal aus thermodynamischen
Erwigungen abgeleitet war, nicht wie ein Dogma festgehalten werden sollte;
und auch Mrrrascr? legt ein Wort dafiir ein, zu der alten Auffassung eines
BerzELIUS zuriickzukehren, der von einer , Hervorrufung® spricht und auch
schon an die Mdglichkeit einer ,,Reaktionslenkung* gedacht hat. Mag auch die
thermodynamische Definition die strengere sein, so ist nicht zu verkennen, da3
diese freiziigigere Begriffsbestimmungen dem praktischen Bediirfnis in unmittel-
barerer Weise entgegenkommen.

Es sei also hervorgehoben, daB8 Enzyme die Stoffwechselprozesse im Organis-
mus nicht allein in ihrer Geschwindigkeit beeinflussen, sondern daB sie auch fiir
die Richtung ihres Ablaufes entscheidend sind. Dabei gilt dennoch der Grund-
satz, daB ein Katalysator nur dann eine Reaktion katalysiert, wenn ein Verlust
an freier Energie eintritt; mit anderen Worten: die zu katalysierende Reaktion
muBl thermodynamisch moglich sein. So kann z.B. eine Verschiebung des
wahren thermodynamischen Gleichgewichtes einer Reaktion durch die bloBe
Anwesenheit eines Enzyms nicht erfolgen (vgl. fermentative Synthesen S. 44).

Fermentative Reaktionen sind schon friihzeitig beobachtet worden. Der
Begriff Fermentatio reicht weit zuriick; man hat mit ihm wohl hauptsichlich
Gérungserscheinungen bezeichnet, doch war er noch sehr unklar und &uBerlich,
so daB er auch als Sammelname fiir alle Prozesse, die mit einer Gasentwicklung
einhergehen, benutzt wurde. Eine der éltesten Beobachtungen einer fermen-

1 R. WILLSTATTER: Naturwiss. 16 (1927), 585. )
2 A. MiTTASCH: Naturwiss. 24 (1936), 770; vgl. auch ,,Uber katalytische Ver-
ursachung im biologischen Geschehen‘‘. Berlin, 1936.
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tativen Reaktion ist die von SPALLANZINI! aus dem Jahre 1783, wonach Fleisch
durch den Magensaft von Vogeln verfliissigt wird. DaB Stérke durch wisserige
Ausziige aus gekeimter Gerste hydrolysiert wird, stellte erstmals IRVINE 17852
fest. Es folgte 1830 die Beobachtung der Hydrolyse des Amygdalins durch
RoB1QUET und BouTRON-CHALARD,? die 1837 LieBI¢ und WOHLER? eingehender
beschrieben, ferner die Entdeckung eiweiBspaltender Fermente, des Pepsins
durch ScEWANN,5 des T'rypsins durch CorvisarT.® 1837 zog BERzELIUS? auch
die alkoholische Garung in die katalytischen Prozesse ein, und L1EBIG entwickelte
in einer Reihe von Publikationen eine rein chemische Theorie der Enzymwirkung.
Die sogenannte Zersetzungstheorie LiEBias,® die die Fermentprozesse beschrieb
als eine Storung des molekularen Gleichgewichtes der Substrate infolge eines
chemischen Zerfalles der Fermente, ist die erste Theorie der Enzymwirkung.

Liesies Erklirungsweise, mit der auch noch modernere Anschauungen Zu-
sammenhinge zeigen (vgl. C. v. NAGELI 1879,° der die Fermentreaktionen auf die
,Ubertragung von Bewegungszustinden, niamlich von ,,Schwingungen der
Atome und namentlich der Atomgruppen auf die Substrate erklirt, und
J. BOESEKEN,!® der statt von Schwingungen von Elektronenbahnen spricht),
wurde zundchst durch die von L. PASTEURM entwickelten Vorstellungen ver-
dringt, durch dessen klassische Untersuchungen die engen Beziehungen mancher
Fermentprozesse, wie der alkoholischen Gérung, zur Lebenstitigkeit gewisser
niederer Organismen aufgedeckt wurden. Solche Prozesse, wie die Gérungs-
und Faulnisprozesse, ordnete PAsTEUR lediglich dem Stoffwechsel von Mikro-
organismen zu, und er vertrat die Auffassung, daB sie nur innerhalb der lebenden
Zelle vor sich gehen kdnnten.

Seine Untersuchungen fiihrten zu einer Unterscheidung zwischen ,,un-
geformten Fermenten oder Enzymen, wie Pepsin oder Diastase, die aus den
lebenden Zellen abtrennbar sind, und geformten Fermenten, die mit der lebenden
Zelle unlosbar verbunden erschienen. E. BUCHNER!? gebiihrt das groBe Verdienst,
die Einheitlichkeit des Fermentbegriffes wiederhergestellt und den Bann der
vitalistischen Anschauungsweise, die eine groBe Beengung der chemischen
Forschung bedeutete, gebrochen zu haben. Er fiihrte den Nachweis, dafl auch
einer der wichtigsten Vertreter der geformten Fermente, das Ferment der alko-
holischen Gérung, sich unter geeigneten Bedingungen von der lebenden Zelle
trennen laBt und daB seine Wirkung in den PreBsiften der Hefe, unabhéingig von
der Gegenwart der Zellen selbst, demonstriert werden kann. Zwischen den Be-
griffen ,,Ferment und ,,Enzym‘‘ blieb also kein Unterscheidungsmerkmal und
zwischen Enzym und lebender Zelle keine Abhingigkeit als die der Herkunft.
PasteEUrs Satz, daB die alkoholische Gérung als Leben der Mikroorganismen
ohne Sauerstoff angesehen werden kann, behielt, allgemeiner verstanden, Giiltig-
keit; er ist eine biologische Tatsache, hat aber keine Bedeutung fiir die Gesetz-
méBigkeiten, denen die Fermentreaktionen, z. B. die alkoholische Gérung, ge-

1 L. SpALLANZINI: Dissertazioni di fisica animale e vegetabile. Modena, 1783.

2 IRVINE, zit. bei PAYEN, PERSOZ: Ann. chim. phys. 58 (1833), 73.

3 ROBIQUET, BOUTRON-CHALARD: Ann. chim. phys. 44 (1830), 352.

4 J. v. L1EBIG, F. WOHLER: Liebigs Ann. Chem. 22 (1837), 1.

5 T. SCHWANN: Miillers Arch. 1886, 90.

¢ CORVISART: Z. rat. Med. (3), 7 (1857/58), 119.

? J. J. BErRzELIUS: Lehrbuch der Chemie, Bd. 6 (1837), 20.

8 J.v.LiEBIG: J. prakt. Chem. N. F. 1 (1870), 35, 312.

® C. v.NAGELI: Theorie der Gérung. Minchen, 1879.

10 J, BOESEKEN: Proc., Kon. Akad. Wetensch. Amsterdam 25 (1922), 210.

11 1,, PASTEUR: C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 46 (1859), 615; siehe auch ,,Die
Alkoholgirung‘‘, Deutsch von GRIESSMAYER, 2. Aufl. Stuttgart, 1878.

12 E. und H. BUCHNER, M. HAHN: Die Zymasegérung. Miinchen, 1903.
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horchen. BUCHNERs Arbeiten stellten die chemische Fragestellung bei Enzym-
studien wieder in den Vordergrund und leiteten so die moderne Enzymchemie ein.

II. Einteilung der Enzyme.

Die allgemein iibliche Einteilung der Enzyme in hydrolysierende Fermente
(Hyr'rolasen) und in Desmolasen vermag nur den ersteren, den Hydrolasen, eine
chemisch genau definierte Leistung zuzuschreiben. Die hydrolysierenden Fer-
mente spalten ihre Substrate unter Wasseraufnahme, wihrend man unter Des-
molasen Enzyme versteht, die den Endabbau der unter Wirkung der Hydrolasen
gelieferten Stoffe unter Zerschlagung und Oxydation der C-Kette besorgen. Da
dieser Endabbau im Gegensatz zu den hydrolysierenden Prozessen mit grofen
Energieumsetzungen verbunden ist, diese biologisch auch im Mittelpunkt des
Geschehens stehen, ordnet man diese Enzyme besser einem umfassenderen Be-
griff unter und bezeichnet sie als Fermente des Energiestoffwechsels der Zelle.
Hierzu gehoren insbesondere die Enzyme der Atmung, Glykolyse und Gérung;
aber auch energieverbrauchende Aufbauprozesse gehéren dann hierher, wie der
wichtigste AufbauprozeB, die Assimilation der Kohlensiure, d.i. die Uber-
filhrung von CO, und H,0 in Kohlehydrat, wobei die Energie, unmittelbar
durch die Sonnenstrahlung geliefert, als Strahlungsenergie vom Blattfarbstoff
aufgenommen und an die photochemische Reaktion weitergegeben wird. Bei
der Mehrzahl anderer energieverbrauchender Aufbauprozesse wird die not-
wendige Energie durch ,,Koppelung* mit gleichzeitig einherlaufenden Abbau-
prozessen geliefert werden miissen. Dies gilt z. B. fiir den Aufbau des Glykogens
aus Milchséure, bei dem der Energiebedarf durch gleichzeitige Verbrennung eines
bestimmten Teiles der Milchsdure zu CO, und H,O gedeckt wird. Auch die
Assimilation des Stickstoffes, d. i. die Bindung des atmosphérischen Stickstoffes
zu Eiweil durch gewisse im Erdboden vorkommende Bakterien (Azotobacter),
erfordert erhebliche Energiezufuhr, die durch Verbrennung von Kohlehydraten
geliefert wird. Da diése biologischen Vorgénge nur durch Zusammenwirkung
ganzer Enzymsysteme zustande kommen, ist die chemische Aufgabe der dabei
in Funktion tretenden Enzyme eine duBlerst verschiedene; der Begriff ,,Fermente
des Energiestoffwechsels*“ ist also zunidchst mehr biologisch als chemisch zu
fassen. Doch stehen die Katalysatoren der Oxydoreduktion (Redoxasen) im
Mittelpunkt des Energiestoffwechsels der lebenden Zelle; sie sind #dhnlich zahl-
reich gegliedert wie die hydrolysierenden Fermente, und die biologische Oxy-
dation verlduft iiber zahlreiche Zwischenstufen, die bei einigen Prozessen, wie
der Milchséurebildung im Muskel und der alkoholischen Gérung, zum gréBten
Teil erfaBt werden konnten. Als weiteres wesentliches Glied der Enzyme des
Energiestoffwechsels hebt sich die Carboxylase hervor, ein Enzym, das die
Decarboxylierung von «-Ketosduren katalysiert.

Unter Verzicht einer feineren Unterteilung, die der speziellen Beschreibung
der Enzyme vorbehalten bleiben soll, kommt man zu folgender Einteilung der
Fermente:

I. Hydrolasen.
1. Fermente, welche die Bindung C—O spalten:

a) Esterasen:

Untergruppen: Lipasen: Fettspaltende Fermente.
Phosphatasen: Phosphorsiureesterspaltende Fermente.
Sulfatasen: Schwefelsdureesterspaltende Fermente.
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Tannase: Tanninspaltende Fermente.
Chlorophyllase: Chlorophyllspaltende Fermente.

b) Carbohydrasen:
Untergruppen: Hexosidasen (Oligasen): Glukosid- und disaccharidspaltende
Fermente wie Maltase, Lactase, Saccharase.
Polyasen: Amylasen, Cellulasen, Inulase, Pektinasen.

2. Fermente, welche die Bindung C—N spalten:

a) Proteasen (Fermente des EiweiBabbaues):
Untergruppen: Peptidasen:! Dipeptidase, Aminopeptidase, Carboxypepti-
dase, Prolinase, Prolidase, Protaminase.
Proteinasen: Pepsin, Trypsin, Chymotrypsin, Papainasen
(Papain, Kathepsin).
b) Amidasen:
Untergruppen: Urease, spaltet Harnstoff in Ammoniak und Kohlensdure.
Arginase, spaltet Arginin in Ornithin und Harnstoff.
Asparaginase, spaltet Asparagin in Asparaginsdure und
Ammoniak.
Histozym, spaltet Hippursdure in Benzoesdure und Glyko-
koll.
Purindesamidasen, spalten aus den Aminopurinen Am-
moniak ab und fiithren sie in Oxypurine iiber.

¢) Nucleosidasen, spalten Nucleoside in die Kohlehydratkomponente und
den Pyrimidin- bzw. Purinrest.

3. Fermente, die die Bindung N—P 16sen:

Phosphaminasen, spalten aus Kreatin- und Argininphosphorsdure Phosphor-
sdure ab.

II. Enzyme des Energiestoffwechsels.?
1. Enzyme der Oxydoreduktion:

a) Eisenhaltige Fermente: Atmungsferment, Cytochrome, Peroxydase, Katalase.
b) Kupferhaltige Fermente: Kartoffeloxydase.

c) Qelbe Fermente (Flavinenzyme).

d) Die Pyridin-Dehydrasen.

e) Redoxasen unbekannten Aufbaues:

Succinodehydrase, dehydriert Bernsteinsiure zu Fumarsaure.

Glyoxalase, fiihrt Methylglyoxal in Milchsédure iiber.

Luciferase, ein Enzym, das die Oxydation des Luciferins unter Ausstrahlung
von Licht katalysiert.

Uricase, ein Enzym, das Harnséure oxydativ aufspaltet.

1 Peptidasen werden von M. BERGMANN und Mitarbeitern [Science (New York) 81
(1935), 180; J. biol. Chemistry 116 (1936), 189; 118 (1937), 405, 781] als Exopepti-
dasen, Proteinasen als Endopeptidasen und ganz allgemein Proteasen als Peptidasen
bezeichnet. Diese neue Bezeichnung ist experimentell begriindet, aber formal nicht
gliicklich, da der Ausdruck Exo- und Endoenzym anderweitig belegt ist und dort ei-
nen ganz anderen Sinn hat. ,

2 Eine etwas andere, mehr die biologische Zusammenschaltung der Enzyme zu
Enzymsystemen beriicksichtigende Einteilung dieser Enzyme werden wir in dem
einschligigen Artikel von K. ELLIOTT in diesem Bande vorfinden.
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2. Enzyme, die die C—C-Bindung lésen:
a) Carboxylase, die x-Ketosduren (Brenztraubensiure) in Aldehyd und CO,
spaltet.
Aldolase, katalysiert die Aldolkondensation und ihre Umkehrung.

b) Ozynitrilase, spaltet Benzaldehydcyanhydrin in Benzaldehyd und Blau-
séure.

3. Andere Enzyme, die in den Energiestoffwechsel eingreifen:

a) Fumarase, die das Gleichgewicht der Reaktion: Fumarsiure + Hy0 =
Apfelsaure katalysiert. ,

b) Aspartase, die die Gleichgewichtsreaktion: Fumarsdure + NH, == Aspa-
raginsdure katalysiert.

¢) Kohlensdureanhydrase, die die CO,-Entwicklung aus H,CO,; beschleunigt.

d) Phosphorylase, das Enzym der Phosphatiibertragung von einem Phosphat-
donator auf einen Phosphatacceptor.

II. Vorkommen und Bildung der Fermente.

Enzyme sind als Produkte lebender Zellen und als Katalysatoren der wich-
tigsten chemischen Umsetzungen, die die Lebensprozesse begleiten oder bedingen,
in allen Zellen des Tier- und Pflanzenreiches verbreitet. Uber die Bildung von
Fermenten durch die lebende Zelle lassen sich nur wenige begriindete Aussagen
machen. Fermente werden wie andere Energie-, Bau- oder Wirkstoffe in der
lebenden Zelle selbst gebildet. In einigen Féllen kann man nachweisen, da8 ge-
wisse groflere Bausteine zur Fermentsynthese manchen Organismen von aufBlen
zugefithrt werden miissen; so erwiesen sich die Vitamine der B-Gruppe, Aneurin
und Laktoflavin, als prosthetische Gruppen von Fermenten, der Carboxylase
und des gelben Ferments, zu deren Synthese der tierische Organismus nicht be-
fahigt ist. In den meisten Fallen jedoch wird die Synthese der Fermente inner-
halb eines Organismus vollzogen werden.

Die Forschung wurde besonders auf solche Fille hingelenkt, in denen bei
Bedarf oft groBe Mengen von Enzym mehr oder minder spontan entstehen; z. B.
bei der Keimung von Pflanzensamen oder bei der Anregung des tierischen Ver-
dauungstraktes durch psychische Reize. Dabei hat es sich herausgestellt, da
in vielen Fillen die aktiven Enzyme durch verschiedenartige Aktivierungs-
mechanismen aus einer unwirksamen Form entstehen. So wird z. B. bei der
Keimung von Gerste — wahrscheinlich durch proteolytische Vorginge — ein
Aktivator fiir Amylase, die Amylokinase,! gebildet, die die unwirksame Vorstufe
der Amylase im ruhenden Samen in das aktive Enzym iiberfithrt. Das Trypsi-
nogen der Pankreasdriise wird nach den Untersuchungen der NorTHROPschen
Schule? durch einen autokatalytischen ProzeB in das aktive Trypsin verwandelt,
ein ProzeB, der ausgelst wird durch einen in der Darmschleimhaut des Diinn-
darms vorkommenden Stoff — die Enterokinase.

In héheren Organismen sind die Bildungsstitten einiger Enzyme in be-
stimmten Organen zu suchen, wihrend die Mehrzahl der Enzyme als ubiquitér
zu gelten hat. So gibt es eine Reihe von spezialisierten Zellen in den Organen
hoherer Tiere, welche zur Produktion und Sekretion einiger fiir bestimmte Auf-

1 E. WaLpscaMIDT-LEITZ, A. PURR: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 208 (1931),
117; vgl. jedoch den Artikel von H.KRAUT in diesem Bande des Handbuches bes.
S. 121.

2 M. KuNitz, I. H. NORTHROP: J. gen. Physiol. 19 (1936), 991.

3 E. WALDSCHMIDT-LEITZ: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 182 (1924), 181.
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gaben vorgesehenen Enzyme, z. B. fiir die des Verdauungstraktes, fihig sind. Die
modernen Methoden der enzymatischen Histochemie, die von K. LINDERSTROM-
LaNG und Mitarbeitern! ausgearbeitet worden sind, erlauben einen Einblick in
die Verteilung und den Bildungsort. von Enzymen in Geweben.

Als Beispiel filhren wir das Problem an, das die Sekretion der Magenschleim-
haut bietet: die Identifizierung der Zellen, die das Pepsin und die Salzsiure
bilden. Es ist bekannt, daB beide Substanzen von den Driisen des Fundusteiles
abgeschieden werden. Als typische Bauelemente dieser Driisen treten vor allem
Gruppen von Zellen auf, nimlich Oberflichenepithelzellen (4), Hauptzellen (C)
und Deckzellen (B), deren Anord-
nung in Abb. 1 schematisch darge-

8

e e S e

= stellt ist.
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& R . 2aa @ B ’T: il Die drei Zelltypen sind nicht
. . . 17 gleichmaBig iiber die ganze Léinge des
Abstand von der Oberfliche mm Driisenschlauches verteilt, sondern in

Abb.1. Fundusdrise [nach K. Livommsradu-Laxe  2onen besonderer Hiufigkeit. Das
und H. HéLTER, Ergebn Enzymforsch. 8, (1034), 309, Ergebnis des Versuches war, daB die
und zwar 8. 327]. grote Pepsinmenge immer in den

Teilen der Fundusschleimhaut gefun-

den wird, in denen die Hauptzellen iiberwiegen, wihrend in die Zone der
groBten Haufigkeit der Deckzellen das Maximum der Salzsdurebildung fillt.

Das Ziel der enzymatischen Histochemie ist aber weiter gesteckt, als nur
Zellgruppen und bestimmte Enzymaktivititen zu differenzieren. Die Aufgabe,
die die enzymatische Histochemie letzten Endes zu losen hat, ist die Bestimmung
der Enzymverteilung in der einzelnen Zelle. Denn der Zellinhalt stellt keineswegs
eine homogene Masse dar; wir haben in manchen Fillen Hinweise, nach denen
die Enzyme in der Zelle nicht gleichméfig verteilt, sondern an morphologisch
definierte Strukturelemente gebunden sind. Als solche Enzymtriger werden
héufig die durch Janusgriin vital firbbaren Mitochondrien angesehen;2 auch die
Rolle des Zellkernes im Enzymhaushalt stand schon zur Diskussion namentlich
in der cytologischen Literatur, ohne daB die Versuche methodisch befriedigen
konnten. Auch bei diesem Problem hat die Kopenhagener Schule einen ersten
erfolgreichen VorstoB gewagt.® Die Versuche, die an Seeigeleiern und Amében
angestellt wurden, konnten zwar zeigen, daf3 die bis jetzt untersuchten Enzyme,
Dipeptidase und Katalase, nicht an bestimmten Orten der Zelle lokalisiert sind,
sondern sich gleichméBig in der hyalinen Grundsubstanz des Protoplasmas ver-
teilen; aber da sie sich bisher auf ein geringes biologisches Material und nur auf
zwei enzymatische Individuen beschrinken, ist vorderhand kein allgemeiner
SchluB8 daraus zu ziehen. Mit dem Fortschreiten in unseren Kenntnissen iiber
den Aufbau des Protoplasmas wird diese Arbeitsrichtung jedoch als aussichts-
reich anzusehen sein.

Durch Anderung des Milieus, bzw. durch Reizung gelingt es in manchen Fillen,
EinfluB auf die Bildung von Enzymen zu nehmen. Unter gewissen Bedingungen
des Stoffwechsels scheinen manche Bakterien und Hefen in der Lage zu sein,
bestimmte Enzyme anzureichern, bzw. neue Enzyme auszubilden, und bei héher
organisierten Geweben, wie den tierischen Driisen, kann sich unter dem Einflu

1 K. LINDERSTROM-LANG, H.HOLTER: Ergebn. Enzymforsch. 8 (1934), 309;
Mh. Chem. 69 (1936), 292.
¢ E. S. HorNING: Ergebn. Enzymforsch. 2 (1933), 336. — V. KOEHRING : J. Morph.
Physml 49 (1930), 45. — H. SHAPIRO: J. cellular comparat. Physiol. 6 (1935), 101.
3 K. LINDERSTROM-LANG, H. HOLTEN: Ergebn. Enzymforsch. 8 (1934), 309; Mh.
Chem. 69 (1936), 292.
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von Reizstoffen das Verhiltnis, in dem die einzelnen Enzyme ausgeschieden
werden, stark andern. So geht aus #lteren Untersuchungen J.P.Pawrows!
hervor, daB der relative Gehalt des pankreatischen Sekrets an den drei wich-
tigsten Verdauungsenzymen, dem eiwei3-, dem fett- und dem stéirkespaltenden,
der Zusammensetzung der verabreichten Nahrung nach ihrem Eiweil-, Fett-
und Stirkegehalt in ausgeprigtem MaBe entspricht. Den Saccharasegehalt der
Hefe zu steigern, gelingt auf verschiedene Weise. EuLER? und Mitarbeiter er-
reichten eine Anreicherung des Enzyms auf etwa den zehnfachen Betrag durch
Ziichtung des Pilzes in einer Nahrlésung von hoher Zuckerkonzentration, wihrend
WiLLsTATTER® durch Gérfithrung mit minimaler Zuckerkonzentration — offen-
bar eine Art Reizung — in kurzer Zeit zu einem noch besseren Resultat kommt.
Neuerdings gibt WEIDENHAGEN? an, daf8 durch Einblasen von Luft in die Hefe-
losung wihrend der Fiihrung bei minimaler Zuckerkonzentration eine noch
schnellere und intensivere Invertinanreicherung festgestellt werden kann.

Hefen, die an sich unvermégend sind, Galaktose zu vergéren, kénnen durch
Ziichtung in Losungen dieses Substrats die Fahigkeit der Galaktosegérung er-
langen.® Fiir die Richtung vieler Gérungs- und Oxydationsreaktionen, die durch
Bakterien und Schimmelpilze hervorgerufen werden, ist das Néhrmilieu maf-
gebend. Wenn auch wenige eingehende Untersuchungen iiber den Enzymgehalt
bei wechselndem Nihrmilieu vorliegen, so darf man doch annehmen, daf8 das
Enzymsystem wenigstens teilweise vom Nahrsubstrat abhéingig ist und die Ver-
schiedenheit der Reaktionsprodukte sich von der Verschiedenheit der Enzym-
systeme herleitet. Eine éltere Untersuchung von JaRoBY® z. B. zeigt die deut
liche Abhéngigkeit der Ureasebildung in Bakterien von der chemischen Zusammen-
setzung der Nahrbéden. Wahrend sich bei der Ziichtung auf d-Glukose, d-Galak-
tose, di-Glycerinaldehyd reichliche Mengen von Urease bilden, wird bei Ziichtung
auf d-Fructose nur wenig, auf d-Mannose und anderen nur in Spuren Urease
gebildet. Nach Nmsson’? kann Azotobacter Chroococcum das Oxydoreduktions-
system bei Ziichtung auf verschiedenen Néhrboden variieren.

An dieser Stelle ist auch auf die Bildung der sogenannten Abwehrfermente
hinzuweisen, worunter nach E. ABDERHALDEN® Fermente zu verstehen sind, die
nach Eindringen von ihrer Struktur nach blutfremd zusammengesetzten organi-
schen Verbindungen in das Blut im Blutplasma auftreten und auch im Harn
erscheinen. Das Hauptinteresse ist hier Fermenten der Gruppe der Proteinasen
zugewandt worden, ohne da8 sich diese Erscheinung darauf beschrinken wiirde.
Gegeniiber allen bisher bekannten Proteinasen zeichnen sich die Abwehr-
proteinasen durch ihre auBerordentlich feine spezifische Einstellung auf jene
Substrate aus, die ihr Erscheinen bedingen. Nur jenes eiweiBhaltige Substrat
wird nidmlich abgebaut, das, sei es durch Einspritzung, sei es durch Auflésung

1 1. P. PAwLow: Die Arbeit der Verdauungsdriisen, S. 48ff. Wiesbaden, 1898.

2 H.v. EULER, O. SVANBERG: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 106 (1919), 201;
107 (1919), 269.

3 R. WILLSTATTER, CH. D. Lowry, K. SCHNEIDER: Hoppe-Seyler’s Z. physiol.
Chem. 146 (1925), 158.

¢ R. WEIDENHAGEN: Angew. Chem. 47 (1934), 581. Vgl. H. KRAUT in diesem
Bande des Handbuches, S. 67.

5 H.v. EULER, R. N1LssoN: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 148 (1925), 89. —
H.v. EULER, TH. LOVGREN: Ebenda 146 (1925), 44. — H. v. EULER, R. NILSSON:
Ebenda 152 (1926), 249.

. ¢ M. JAKOBY: Biochem. Z. 79 (1917), 35; 80 (1917), 357; 81 (1917), 332; 84 (1917),
58.

7 R. N1LSsoN: Arch. Mikrobiol. 7 (1936), 598.

8 E. ABDERHALDEN: Schutzfermente des tierischen Organismus. Berlin, 1912;
Ergebn. Enzymforsch. 6 (1937), 189.
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korpereigener Stoffe, in die Blutbahn gebracht worden ist. Uberraschend ist das
aufBerordentlich rasche Auftreten der Abwehrproteinasen ; schon nach 24 Stunden
und manchmal friiher sind sie nach parenteraler Zufuhr des Substrats im Serum
bzw. Harn nachweisbar.

Es ist auch gelungen, mit Hilfe einfacher Verbindungen Abwehrfermente zur
Auslésung zu bringen.! Bei parenteraler Zufuhr von Rohr- und Milchzucker, die
beide blut- und zellfremd sind, kann der Organismus diese durch die Nieren ent-
fernen. Es gelingt jedoch nach mehr oder weniger langer Zufuhr der genannten
Disaccharide, dem Blutserum die Eigenschaft des Abwehrvermégens gegeniiber
den genannten Disacchariden zu verleihen.

Ahnlich ist der Befund E. ABDERHALDENs,? wonach es gelingt, durch paren-
terale Zufuhr von Polypeptiden, deren Aminogruppe besetzt ist, eine Carboxy-
polypeptidasewirkung, die zuvor im Serum nicht nachweisbar ist, hervorzurufen.

Die Abwehrproteinasereaktion findet Verwertung zur Diagnose von Schwan-
gerschaft und Carcinom. Ferner kann die Reaktion verwandt werden zum
Studium der Verwandtschaft bzw. Verschiedenheit der Proteine.

Die Befunde iiber Bildung organismusfremder Enzyme in Bakterien, Pilzen
und héheren Organismen sind kaum abzuleugnen. Unbeantwortet ist bis jetzt
die Frage geblieben, auf welchem Wege diese Bildung stattfindet. Die neueren
Vorstellungen iiber den Aufbau von Enzymen (siehe S. 28) lassen die Moglich-
keit von Umwandlungen verwandter Inzyme ineinander durch Auswechslung
des kolloiden Tragers zu. Vielleicht ist in dieser Richtung einmal die Losung
dieses Problems zu suchen.

IV. Aufgaben und Methoden der Fermentchemie.

Im biologischen. Geschehen sind die Wirkungen der Fermente immer mehr
oder minder neben- oder hintereinander geschaltet; immer ist daher in Zellen
und Zellextrakten, welcher Art diese auch sein mégen, mit einem Gemisch
zahlreicher Enzyme zu rechnen. Die Aufgabe der Enzymchemie ist es daher
zunéchst, die Wirkungen der einzelnen Fermente zu erkennen und eine Ab-
trennung von Fermentindividuen nicht nur aus der lebenden Zelle, sondern
auch aus den Fermentgemischen der Zellextrakte herbeizufiihren. Hierauf
aufbauend wird das weitere Ziel der préparativen Enzymchemie in der Rein-
darstellung von Enzymen liegen. Dem Wesen eines Grenzgebietes, wie es das
Arbeiten tiber die Wirkstoffe der lebenden Natur darstellt, entspricht es, wenn
die Aufgaben der Enzymchemie sowohl biologische als auch chemische sind;
biologisch insofern, als es zum Versténdnis physiologischer Vorginge notwendig
erscheint, ihren Chemismus zu kennen, wozu auch gehért, den isolierten Ferment-
reaktionen ihren biologischen Sinn zu erteilen, chemisch dann insofern, als das
Wesen der Fermentreaktionen, die Natur der Fermente und ihre Eigenschaften
zu studieren sind. Isolierung, Reindarstellung, Strukturerforschung der Enzyme
und Aufklirung des Mechanismus enzymkatalytischer Reaktionen sind somit
die vornehmsten Ziele der Enzymchemie.

Auf die biologische Seite der Enzymologie kann in diesem Zusammenhang
nur hingewiesen werden, um eingehender die chemischen Methoden und unsere
Kenntnisse iiber die chemische Natur und die Wirkungsweise der Fermente
schildern zu konnen.

1 E. ABDERHALDEN, S. BUADZE: Fennentforsch. 13 (1932), 228, 291.
? E. ABDERHALDEN: Schutzfermente des tierischen Organismus. Berlin, 1912;
Ergebn. Enzymforsch. 6 (1937), 189.
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1. Die Isolierung der Enzyme.

Die Isolierung der Enzyme aus der lebenden Zelle in méglichst quantitativer
Ausbeute ist der erste, oft durchaus nicht einfache Schritt, der zur Darstellung
hochaktiver gereinigter Enzyme fiihrt.

Der Zustand, in dem die Enzyme vorkommen, ist mafigebend fiir die Art
ihrer Gewinnung. Eine Reihe von Enzymen wird von der lebenden Zelle sezer-
niert; so stellen z. B. Speichel, Magensaft, Pankreassaft, allgemein Ver-
dauungssifte von Pflanzen und Tieren, ferner Blutplasma und Harn enzymhaltige
Sekrete bzw. Korpersifte dar. Auch Bakterien kénnen unter Umstéinden Enzyme
sezernieren.! Man bezeichnet solche Enzyme als exo-Enzyme, wihrend man die
nichtsezernierten, in der Zelle wirkenden Fermente endo-Enzyme nannte. Diese
Bezeichnung ist alt und wurde in einem Sinne verstanden, der heute nicht mehr
gilt; man glaubte nimlich, daB endo-Enzyme von der lebenden Zelle nicht
trennbar seien (siche S.4).

Exo-Enzyme konnen gewonnen werden, indem man die sezernierten Sifte
sammelt. Die Gewinnung von tierischen Verdauungssiften, wie Pankreas- und
Darmsaft, erfolgt durch Anlegung von Fisteln.? Die in den Saften vorkommenden
Enzyme kénnen in manchen Fallen identisch sein mit den Enzymen in Extrakten
aus den betreffenden Organen.?

Der Isolierung von nichtsezernierten Enzymen aus der Zelle kann unter
Umstinden ein komplizierter Vorgang zugrunde liegen; denn es hat sich heraus-
gestellt, daB die Fermente in einem wechselnden Zustand vorliegen kénnen —
leicht loslésbar aus den abgetdteten Zellen oder an unléslichen Trégern durch
adsorptive Bindung festgehalten, so daB sie sich der Zelle nicht ohne weiteres
mit Losungsmitteln entziehen lassen. Dieser Erscheinung haben vor allem
R. WLsTATTER und M. ROEDEWALD in der letzten Zeit eingehende Studien
gewidmet. Nach WILLSTATTER! ist es zweckmiBig, ,,die Abgrenzung der Be-
griffe so vorzunehmen, daB endo-Enzyme diejenigen heiBen, die durch ihre
Einlagerung und Adsorption im Zellgeriist unldslich sind und die durch dessen
Zerstorung, schon durch mechanische, freigelegt und loslich werden‘‘. Dagegen
soll auf diejenigen Fille, in denen die Enzyme an Protoplasma chemisch gebunden
vorkommen, der Begriff desmo-Enzyme angewandt werden. ,,Desmo-Enzyme
sind also unloslich durch die chemische Struktur der Komplexe, an die sie ver-
ankert sind.* Fiir die in der Zelle ldslich vorhandenen Enzyme wird der Ausdruck
lyo-Enzyme angewandt. Die Unterscheidung der lyo-Enzyme von den durch
Einlagerung im Zellgeriist unloslichen endo- und von den protoplasmatisch
gebundenen desmo-Enzymen entstammt dem Streben nach tieferer Kenntnis
von der Verankerung und vom Ldésungsverhalten der Zellenzyme. Aus desmo-
Enzymen kénnen durch Abbau der verankernden Substanz z. B. durch Autolyse
lyo-Enzyme werden. Durch diese .experimentell begriindeten Anschauungen
werden die léslichen und die zugehorigen zellgebundenen Enzyme zu einer
Einheit zusammengefaft, indem ihre Unterschiede auf die Molekulargrée eines
in gewissem MaBe variablen Trigers sowie auf die Art ihrer Verkettung an den-
selben zuriickgefiihrt werden; die spezifisch aktive Gruppe ist ihnen gemeinsam
und bleibt bei ihren verschiedenen %ebergii,ngen unversehrt (siehe S. 35).

1 A. 1. VIRTANEN, O. SUOLAKTI: Enzymologia (Den Haag) 8 (1937), 62.

; Siehe dazu: OPPENHEIMER-PINCUSSEN : Methodik der Fermentforschung. Leipzig,
1929.

3 E. WALDSCHMIDT-LEITZ, J. WALDSCHEMIDT-GRASER: Hoppe-Seyler’s physiol.
Chem. 166 (1927), 247.

¢ R. WILLSTATTER, M. ROEDEWALD : Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 209 (1932),
38; Enzymologia (Den Haag) 1 (1936), 213.
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Zur Trennung von lyo- und desmo-Enzymen hat sich die Extraktion mit
wasserfreiem Glycerin als ein gutes Verfahren bewihrt.!

Auf diesen unterschiedlichen Zustand der Enzyme ist bei der Aufarbeitung
lebenden Materials Riicksicht zu nehmen, und die zum Ziele fiihrenden Vornahmen
werden dadurch dem Sinne nach verstéindlich. So sind die Ergebnisse der klassi-
schen Untersuchungen von E. BucENER? dahin zu deuten, daB die Freilegung
der Géarungsenzyme nach der mechanischen Zertrimmerung der Hefestruktur
deshalb gelingt, weil der Zymasekomplex wenigstens zum Teil in einer endo-Form
vorliegt. Ahnlich 148t sich aus frischer Muskulatur eine Reihe von glykolytischen
Fermenten dadurch gewinnen, daBl man einen PreBsaft herstellt,® indem man
zerkleinerte Muskulatur unter Eiskiihlung mit Quarzsand verreibt, mit Kieselgur
gut durchknetet und dann das PreSgut auspreft.

Allgemein 148t sich sagen, daB lyo-Enzyme sich durch einfache Extraktion
der abgetéteten oder getrockneten Zellen mittels Wasser oder Glycerin gewinnen
lassen, endo-Enzyme entweder erst nach weitgehender mechanischer Zertriim-
merung der Zellmembranen oder aber durch enzymatische Freilegung, wihrend
desmo-Enzyme ihre Abldsung von den festen Bestandteilen der Zelle nur durch
enzymatische Freilegung erfahren kénnen.

Einige Beispiele mégen diese Eigenschaften der Fermente verdemtlichen.
Die Enzyme, die in den Sekreten der tierischen und pflanzlichen Organismen,
z. B. in den Verdauungssiften, sich finden, sind nicht nur in diesen Sekreten
frei gelost, sondern lassen sich unter Umsténden vor ihrer Sekretion aus dem
frischen zerkleinerten oder getrockneten Zellmaterial zu einem gréBeren oder
kleineren Teil in Loésung iiberfilhren. So wird von der Pankreasdriise des
Schweines die Amylase fast vollsténdig,* Trypsin zwischen 70 und 809%,,5 Lipase
dagegen zu hochstens 3%, in wasserfreies Glycerin abgegeben.® Der Rest bleibt
auch nach wiederholter Anwendung dieses Losungsmittels ungel6st zuriick.
Das desmo-Trypsin kann dann durch neutrale Elektrolyte zum Teil, durch ver-
diinnte Soda oder Salzsiure vollkommen in Lésung gebracht werden, wihrend
dies bei der Pankreaslipase erst gelingt, wenn man die frische Driise einige Tage
dem ungeregelten Abbau durch ihre Enzyme iiberlaBt und dann erst extrahiert.
Dieses Beispiel der drei wichtigsten Enzyme der Pankreasdriise zeigt, daB die
Festigkeit der Bindung von Enzymen an andere Zellbestandteile alle méglichen
Abstufungen zeigen kann, von einer lockeren Adsorption, die durch gelinde
chemische Mittel, wie Zusatz von Elektrolyten oder Anderung der Wasserstoff-
ionenkonzentration, aufgehoben werden kann, bis zu einer festen Adsorption,
die erst durch enzymatischen Abbau des Adsorptionstragers gelost wird.

Als Beispiel fiir endo-Enzyme sei das Verhalten der Hefesaccharase? erwihnt,
die in der Zelle in nicht auflosbarem Zustand vorliegt ; sieist weder aus der frischen

1 R. WILLSTATTER, M. ROHDEWALD : Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 208 (1932),
258; 218 (1933), 77. — E. BAMANN, P. LAEVERENZ: Ebenda 223 (1934), 1. — E.
BAMANN, J. N. MUKHERJEE: Ebenda 229 (1934), 1.

2 E. und H. BUCHNER, M. HAauN: Die Zymasegidrung. Miinchen, 1903.

3 G. EMDEN, W. GRIESBACH, E. ScuMITz: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 98

1914), 1.

( 4 %{ WILLSTATTER, M. ROHDEWALD : Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 221 (1933),
202.

5 R.WILLSTATTER, M. ROHDEWALD : Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 218 (1933), 77.

¢ E. BAMANN, P. LAEVERENZ: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 228 (1934), 1.

7 R. WILLSTATTER und Mitarbeiter: Liebigs Ann. Chem. 426 (1921), 1. — R. WILL-
STATTER, G.OPPENHEIMER, W. STEIBELT: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 110
(1920), 232. — W. GrASSMANN, T. PETERS: Ebenda 204 (1932), 135. — R. WILL-
STATTER, W. GRASSMANN : Biochem. Z. 208 (1928), 308; vgl. Artikel H. KRAUT in die-
sem Bande des Handbuches, S. 66.
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noch aus der abgetdteten oder getrockneten Zelle l6slich ohne Autolyse. Das
Enzym wird aber in den l6slichen Zustand iibergefiihrt entweder durch vollstéindige
mechanische Zerteilung der Zellhaut, z. B. durch Zerreiben der Hefe mit Quarz-
sand im gefrorenen Zustand, oder durch autolytische Vorginge oder zuletzt,
unter Ausschaltung der Autolyse, durch Zugabe von Enzymen; und zwar kann
die Saccharase aus den Zellresten entweder durch Amylasen oder durch Proteinasen
freigelegt werden. Hieraus ist zu schlieBen, daB der Bindungszustand des Hefe-
enzyms von einem hochmolekularen Bestandteil der Zellmembran abhingig
ist, der sowohl zur Kohlehydrat- wie zur Proteinklasse gehort.

Nach dem bereits Gesagten iiberrascht es nicht, dal die Loslichkeit des gleichen
Enzyms bei verschiedenen Tierarten verschieden sein kann. So wird das Histozym?
leicht aus der Hundeniere, teilweise aus derjenigen des Schweines und gar nicht
aus der Pferdeniere herausgelost.

Bei der praktischen Gewinnung von endo- und desmo-Enzymen spielen —
wie schon aus den angefithrten Beispielen hervorgeht — autolytische Prozesse
die bedeutendste Rolle. Die Autolyse, die Selbstauflésung der Zelle, tritt nach
deren Abtétung unter der Wirkung der nun ungehemmt und ungeregelt ein-
setzenden enzymatischen Abbauvorginge ein. Nach dem Tode der Zelle erfahren
offenbar infolge Auflésung der Zellstruktur verschiedene Enzyme, z. B. die At-
mungsenzyme, eine Schwichung bzw. Inaktivierung, wihrend andere Enzyme,
z. B. die proteolytischen, sogar unter Umstdnden eine Aktivierung erfahren
konnen.. Fiir den Verlauf der Autolyse ist die Art der Zelltétung von Bedeutung.
Die gewohnliche, natiirliche Autolyse tritt nach dema Tode der tierischen oder
pflanzlichen Zelle ein, wobei bald die autolytischen Frozesse durch die von Mikro-
organismen hervorgerufenen iiberwuchert werden. Eine sterile Autolyse kann
gewohnlich nur bei Anwendung von Antiseptika, wie Chloroform, Toluol, Essig-
ester, durchgefiihrt werden. Da diese Antiseptika zugleich Zellgifte sind, so tritt
durch sie die Abtotung der Zelle und demgeméfl Autolyse ein. Diese sterile
Autolyse ist die am meisten angewandte Methode. Die Autolyse kann reguliert
werden durch Anwendung verschiedener Antiseptika und durch Einstellung bzw.
Aufrechterhaltung bestimmter Wasserstoffionenkonzentrationen. Auch Plasmolyse,
hervorgerufen durch Verreiben eines Zellbreies mit Salzen, fiihrt zu Autolyse.

Bei der Freilegung der Enzyme mittels autolytischer Prozesse ist darauf zu
sehen, daB die Enzyme nicht selbst durch eintretende Veridnderungen des Milieus
der Zerstérung unterliegen. So haben WILLSTATTER und Mitarbeiter? gezeigt,
daB die Maltase der Hefe, die gegen Séure sehr empfindlich ist, bei der gew6hn-
lichen Autolyse des Pilzes durch die entstehende Saure zum gréB8ten Teil zerstort
wird und da8 man sie nur dann in guter Ausbeute von der Zellsubstanz abzutrennen
vermag, wenn man dafiir Sorge triagt, die jeweils gebildete Séure zu neutralisieren.

2. Methoden zur Enzymanreicherung und Enzymtrennung.

ZurEnzymanreicherung und Enzymtrennung stehen zahlreiche Methoden zur Ver-
fiigung, die je nach dem besonderen Fall angewandt und kombiniert werden miissen.

a) Die fraktionierte Autolyse.
Um Fermente in moglichst hohem Reinheitsgrad, also zusammen mit einer
moglichst geringen Menge von Ballaststoffen, selektiv aus den Zellen und Geweben
in Losung iiberzufiihren, kann unter Umstidnden eine fraktionierte Autolyse

1 E. WALDSCHMIDT-LEITZ: Die Enzyme, S. 80. Braunschweig, 1926.
? R. WILLSTATTER, G.OPPENHEIMER, W. STEIBELT: Hoppe-Seyler’s Z. physiol.
Chem. 110 (1920), 232; 111 (1920), 157.
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von Vorteil sein. Die Auflosung der Zellinhaltsstoffe erfolgt ndmlich nicht
gleichméBig, sondern mit verschiedener Geschwindigkeit. So erfolgt die Los-
losung der Hefesaccharase! nicht sofort nach der Verfliissigung der Hefe mit
dem Zellgift, z. B. Toluol; ein Vorautolysat, reich an Ballaststoffen, kann nach
zweistiindiger Autolysendauer abgetrennt werden, wihrend die Hauptmenge
des Enzyms erst im Laufe eines Tages in Losung geht. Bei der Autolyse werden
unter Umsténden nicht alle Enzyme gleichméaBig freigelegt. Dies ermoglicht
es z. B., die Proteinase und die Polypeptidase der Hefe? fast quantitativ zu
trennen; die Proteinase ist schon nach 24—48 8td. vollig in Losung gegangen.
Zur Gewinnung der proteinasefreien Polypeptidase ist es nur nétig, nach Ablauf
dieser Zeit den Heferiickstand von der Losung abzutrennen und nach gutem
Waschen erneut mit Wasser und Zellgift der Selbstverdauung zu iiberlassen.

Die Gewinnung der Einzelenzyme ist auch auf Grund der Erfahrung moglich,
daB durch Verdnderung der Autolysenbedingungen die Freilegung der Enzyme
in ganz bestimmte Bahnen gelenkt wird. Man hat es also in der Hand, durch
bestimmte Autolysenfithrung, z. B. durch besondere Wahl des Zellgiftes und
der Aciditat, die Freilegung des einen Enzyms zu fordern, dagegen die des anderen
hintanzuhalten oder sogar vollig zu unterdriicken. So wird die Darstellung
einheitlicher Dipeptidase und Aminopolypeptidase aus Hefe® erzielt, wenn man
zur Gewinnung der Dipeptidase die bei neutraler Reaktion in Gegenwart von
Essigester oder Toluol gebildeten Autolysate verwendet, wihrend man zur
Darstellung der Polypeptidase die Autolyse zweckméBig bei alkalischer Reaktion
vornimmt. Die Freilegung der Polypeptidase kann dann auferdem durch Zusatz
von proteolytischen Enzymen, insbesondere Papain, stark beschleunigt werden.

b) Die fraktionierte Losldsung aus den festen Zellbestandteilen durch
Anwendung verschiedener Ldsungsmittel.

Es wurde bereits weiter oben besprochen, da mittels wasserfreien Glycerins
lyo-Enzyme von desmo- und endo-Enzymen getrennt werden kénnen, und als
Beispiel die Trennung der pankreatischen Enzyme erwéhnt. Zur Unterscheidung
verschiedener Amylasen in den Leukocyten haben WILLSTATTER und Mitarbeiter4
ebenfalls die verschiedene Loslichkeit in Glycerin angewandt. Ferner gelingt
eine Trennung der phosphatatischen Komponenten der Hefezelle schon durch
Anwendung verschiedener Losungsmittel; kann némlich die Oberhefenphos-
phatase mit Wasser aus der Trockenhefe ausgezogen werden, so gelingt dies nicht
mit Glycerin.’ In diesem Losungsmittel ist die Oberhefenphosphatase unldslich,
wihrend die anderen phosphatatischen Komponenten 16slich sind. Aus getrockne-
tem Material lassen sich durch Glycerin ganz allgemein reinere, besonders eiweif3-
drmere Ausziige gewinnen, die in vielen Fillen auch enzymatisch einheitlicher sind.

c) Fraktionierte Fiillung wiisseriger Extrakte mit organischen Losungsmitteln.
Ein betrichtlicher, ja sogar hichster Grad der Reinheit kann unter Umstanden
durch die Anwendung von Methoden erzielt werden, die die Loslichkeitsverhélt-

! R. WILLSTATTER, K. SCHNEIDER, E. BAMANN: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem.
147 (1925), 248. — R. WILLSTATTER, K. SCHNEIDER, E. WENZEL: Ebenda 151 (1926), 1.

2 'W. GRASSMANN, H. DYCKERHOFF : Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 179 (1928), 41.

3 W. GRASSMANN, L. KLENK: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 186 (1929), 26. —
W. GRASSMANN, L. EMDEN, H. SCHUELLER: Biochem. Z. 271 (1934), 226.

¢ R. WILLSTATTER, M. ROHDEwWALD: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 221
(1933), 13.

8 A. SCHAFFNER, F. KRUMEY: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 256 (1938), 145.
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nisse des gesuchten Enzyms systematisch auswihlen. So fiihrt die fraktionierte
Fillung wisseriger Extrakte mit organischen Losungsmitteln, vor allem mit
Aceton, Alkohol und Dioxan, zu Fraktionen mit hoher Wirksamkeit, und in
manchen Fillen ist dadurch eine Trennung von Enzymen unschwer zu erreichen.
So gibt z. B. GRAssMANN! eine Methode an, um Dipeptidase und :Aminopolypepti-
dase der Hefe durch fraktionierte Fallung mit Aceton zu trennen. Barrs und
KouLER? konnten die Aminopolypeptidase des Darmes mittels Acetonfillung
in zehnfach héherer Reinheit erhalten.

Ein besonders gliickliches Beispiel der kombinierten Anwendung einer fraktio-
nierten Loslosung aus dem Zellmaterial und einer fraktionierten Fillung mit
organischen Losungsmitteln ist die Gewinnung der kristallisierten Urease. Im
Jahre 1926 gelang SuMMNER? die Darstellung eines hochaktiven kristallisierten
Praparats aus dem Mehl der Jackbohne. Entfettetes Jackbohnenmehl wird
mit 31 vol.-%iger Acetonlosung bei 28° verriihrt und die Mischung filtriert.
Das Filtrat wird im Kiihlschrank aufbewahrt, wobei ein Protein auskristallisiert.
Diese Kristalle sind in Wasser 16slich und konnen daraus durch Zugabe von
Aceton wieder zum Auskristallisieren gebracht werden. Sie besitzen hohe ureati-
sche Wirksamkeit, die beim Umkristallisieren in gleicher Héhe erhalten bleibt.

d) Fraktioniertes Aussalzen.

Durch Aussalzen bei verschiedenen Salzkonzentrationen kann man Ballast-
stoffe oder umgekehrt auch hochwirksame Enzympraparate niederschlagen.
Die dabei meist angewandten Salze sind Magnesium- und Ammoniumsulfat.
Durch Dialyse konnen die Salze wieder entfernt
werden. In den meisten Fillen kann eine Anrei- | 7
cherung des Enzyms auf diese Weise erreicht werden. “\*
In den letzten Jahren sind durch diese Methode vor z N
allem in den Hénden von NORTHROP und seinen # N \

Mitarbeitern* mehrere Enzympraparate in kristalli- .

sierter und hochwirksamer Form erhalten worden, \

so das Trypsin, Chymotrypsin, Pepsin und ihre , A\
Vorstufen, zu denen sich neuerdings die kristalli- \
sierte Katalase durch SumMNER® hinzugesellte, \

die aus Rinderleberextrakten durch Zusatz von
Ammoniumsulfat beim Abkiihlen erhalten wurde. ;7 175 360
_ Zur Darstellung des reinen gelben Ferments , = @ rtionierte Ammonitimsul.
wird ebenfalls neben anderen Vornahmen eine fatfillung von gelbem Ferment.
Ammoniumsulfatfraktionierung durchgefiihrt.® Be-
sonders sei darauf hingewiesen, da8 man mittels fraktionierter Aussalzung die Ein-
heitlichkeit eines Proteins bzw. Fermentproteins priifen kann. Fillt man ein homo-
genes Protein mit Ammoniumsulfatlésungen von steigender Konzentration und
trigt die in Losung verbleibende Menge gegen den Logarithmus der Ammonium-

! W. GrassMANN, F. KLENK: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 186 (1929), 26.

? A. K. BauLs, F. KOHLER: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 205 (1932), 157;
219 (1933), 128.

3 J. B. SUMMNER: J. biol. Chemistry 76 (1928), }49; 79 (1928), 489; Ergebn. En-
zymforsch. 1 (1932), 295.

4 J. H. NorRTHROP: J. gen. Physiol. 18 (1930), 739. — J. H. NorTHROP, M. KUNITZ:
Ebenda 16 (1932), 267; 18 (1935), 433; Ergebn. Enzymforsch. 2 (1933), 104.

8 J. B. SUMMNER, A. L. DOUNCE: Science (New York) 85 (1937), 366.

¢ O. WARBURG, W. CHRISTIAN: Biochem. Z. 254 (1932), 438; 257 (1933), 492. —
H. THEORELL: Ebenda 278 (1935), 263. — F. WEYGAND, H. SToCKER: Hoppe-Seyler’s
Z. physiol. Chem. 247 (1937), 167.
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sulfatkonzentrationen auf, so erhdlt man eine gerade Linie; liegt dagegen ein
Proteingemisch vor, so ist die Kurve gekriimmt (Abb. 2). R. KvaN und P. DEs-
NUELLE! haben dies am Protein des gelben Ferments durchgefiihrt und gezeigt,
daB man durch fraktionierte Ammoniumsulfatfillung besonders leicht zu einem
einheitlichen Fermentprotein gelangt.

e) Fraktionierte Fillung beim isoelektrischen Punkt.

Da EiweiBkorper bei ihrem isoelektrischen Punkt am schwersten 1dslich
sind, kénnen sie aus ihren Losungen durch Einstellung dieses Punktes ganz oder
zum Teil ausgefillt werden. Auch Extraktion von Geweben oder Organen mit
verdiinnter Séure oder Base fiihrt oftmals zu reineren Losungen als Extraktion
bei neutraler Reaktion. Aus wisserigen Extrakten konnen entweder Ballast-
stoffe oder die aktiven Enzymfraktionen ausgefillt werden. Als Beispiel sei
auf die Ausfillung von Apodehydrase (Zwischenferment) aus Hefeextrakten
nach WARBURG und CHRISTIAN? mittels Kohlensiure hingewiesen, die zugleich
eine weitgehende Abtrennung von anderen Hefefermenten bedeutet. Ahnlich
gelingt die Trennung der Hefeamylasen durch Fillung mit Essigsdure-Acetat-
Puffer; die phosphaterfordernde Amylase wird ndmlich bei ps = 5,5 nieder-
geschlagen, wihrend die phosphatunabhéngige in Ldsung bleibt.3

Als Beispiel einer Ausfillung von Ballaststoffen unter Zuriicklassung einer
reineren Enzymlosung sei die Darstellung der sogenannten Oberhefenphosphatase
erwihnt; aus Losungen dieses Enzyms (Hefeextrakte) kann ein groer Teil der
Ballaststoffe durch Fallung mit verdiinnter Essigsiure entfernt werden, ohne das
Enzym zu schidigen.

Zu beachten ist bei diesen Vornahmen allerdings, da8 viele Enzyme gegen
H- und OH-Ionen duBerst empfindlich sind.

f) Enzymtrennung mittels Elektrophorese.

Die Elektrophorese wurde in jiingster Zeit von H. THEORELL® bei der Reini-
gung des gelben Ferments angewandt. Das von WARBURG und CHRISTIAN?
dargestellte gelbe Fermentpriaparat war nur in bezug auf den Farbstoff rein. Es
enthielt auBer dem Ferment groBSe Mengen von hochmolekularen Verunreini-
gungen, Proteine und besonders Polysaccharide. WARBURG und CHRISTIAN
hatten die Frage offengelassen, ob der gelbe Farbstoff im Ferment an Eiweil
oder an ein Polysaccharid gebunden war. THEORELL konnte das Ferment durch
Kataphorese weiterreinigen, wobei sich herausstellte, daB das gelbe Ferment
ein EiweiBkorper ist. Das Polysaccharid wurde entfernt, ohne daB irgendeine
Anderung der Aktivitit oder der Lichtabsorptionskurve auftrat.

ZweckmiBig gebaute Kataphoreseapparate sind von THEORELL, MEYERHOF®
und T1SEL1US? beschrieben worden. Die Benutzung der Kataphorese zur Enzym-
reinigung und Enzymtrennung erscheint fiir die Zukunft vielversprechend.
THORELL hat die Erscheinung der Kataphorese auch zum Studium des Reak-
tionsmechanismus enzymatischer Reaktionen benutzt.®

1 R. KUnN, P. DESNUELLE: Ber. dtsch. chem. Ges. 70 (1937), 1907.

2 0. WARBURG, W. CHRISTIAN : Biochem. Z. 254 (1932), 438.

3 A. SCHAFFNER, H. SPECHT: Naturwiss. 26 (1938), 494.

¢ A. SCHAFFNER, F. KRUMEY: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 255 (1938), 145.

8 H. THEORELL: Naturwiss. 22 (1934), 289; Biochem. Z. 278 (1935), 263; 293; 276
(1934), 1.

¢ O. MEYERHOF u. W. MOHLE: Biochem. Z. 294 (1937), 249.

7 A. TiSELIUS: Biochemical J. 81 (1937), 1464.

8 H. THEORELL: Biochem. Z. 275 (1934), 30.
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g) Enzymreinigung und -trennung mittels der Adsorptionsmethoden.

Die Technik der Adsorption und Elution ist vor allem von WILLSTATTER
und seinen Mitarbeitern! entwickelt und dann in der Folge von vielen anderen
Forschern angewandt worden. Sie ist die am allgemeinsten fiir die Reinigung
von Enzymen und ganz besonders fiir die Zerlegung von Enzymgemischen an-
wendbare Methode. Da ihre Ausfithrung nicht durchaus einfach ist, sich vielmehr
auf einen reichen Erfahrungsschatz griindet, soll ihr hier ein etwas breiterer
Raum gewidmet werden.

Die ersten Beobachtungen iiber Enzymadsorption gehen auf TH. SCHEWANN?
und auf E. BRUCKE? zuriick. Die Arbeiten von MicHAELIS* sowie von Iscovesco®
erweckten neues Interesse fiir die Anwendung der Adsorptionsmethoden in der
Enzymchemie. MicHAELIS unterschied zwischen mechanischer und elektro-
chemischer Adsorption; die erstere kann als reine Funktion der Oberflichen-
spannung angesehen werden, der letztere Vorgang beruht nach MiCHAELIS auf
dem verschiedenen Ladungssinn des Enzyms und des Adsorbens. So ist Kaolin
z. B. negativ geladen und adsorbiert basische Farbstoffe, Aluminiumhydroxyd
dagegen positiv geladen und adsorbiert saure Farbstoffe. Substanzen, die von
beiden Adsorbentien adsorbiert werden, sind Ampholyte. So ist nach MiCHAELIS
Trypsin ein amphoterer Stoff, der sowohl von Kaolin als von Aluminiumhydroxyd
adsorbiert wird. Aus dhnlichen Griinden schrieb MicHAELIS dem Invertin saure
Natur zu, da es wohl durch Aluminiumhydroxyd, aber nicht durch Kaolin adsor-
biert wird. Diese Beobachtungen fanden eine Bestétigung durch die Wanderungs-
richtung der Teilchen im elektrischen Felde. Auf Grund seiner Beobachtungen
sprach MicHAELIS den Gedanken aus, dal die Grundlage der Enzymadsorption
eine chemische Reaktion ist.

Diese Ansicht bleibt giiltig, obwohl sich der Gesichtspunkt gedndert hat,
unter dem diese Experimente betrachtet werden miissen. Die SchluBfolgerungen
MicHAELIS’ machen die Annahme nétig, daB die Ladungen der Enzymmolekiile
unverdnderlich sind und daB sie den Enzymen selbst zugehoren, nicht Stoffen,
die etwa gleichzeitig mit ihnen adsorbiert sind. Das hat sich aber nicht immer
als zutreffend erwiesen. WILLSTATTER® hat in der Folgezeit gezeigt, daB die Ad-
sorption von Invertin an Aluminiumhydroxyd oder Kaolin vom Reinheitsgrad
der Enzymlosung weitgehend abhingig ist. Das bedeutet, dal die Begleitstoffe
des Invertins (wahrscheinlich in Symplexbindung mit dem Enzym [siehe S. 35])
und nicht das Enzym selbst sein Adsorptionsverhalten und seine Kataphorese
bestimmt haben. Invertin, das aus unreinen Losungen nur schlecht von Alu-
miniumhydroxyd adsorbiert wird, wird mit steigendem Reinheitsgrad immer
leichter adsorbiert. Fiir die zahlreichen Beispiele auswahlender Adsorption erwies
sich die Auffassung MiCHAELIS’, nach der die Adsorption auf elektrochemischem
Gegensatz beruhe, als zu eng. ,,Es ist gelungen, in Tonerden von allerschwichsten
basischen und sauren Eigenschaften Adsorbentien von ausgeprigter Spezifitat
aufzufinden. Trennung von Enzymgemischen durch sogenannte Adsorbentien,
z. B. das meta-Aluminiumhydroxyd, (AIOOH),, ist durch auswéihlende Residual-

1 Siehe Zusammenfassung: H. KRAUT in ,,Methodik der Fermente‘‘, OPPENHEIMER-
PINCUSSEN. Leipzig, 1929.

2 T. SCHWANN: Miillers Arch. 1886, 907.

3 E. BRUCKE: J. Pharmac. Chim. 2, IIT (1842), 273; S.-B. Akad. Wiss. Wien,
Abt. ITa 48 (1861), 601.

4 L. MiCHAELIS: Biochem. Z. 7 (1908), 488; 12 (1908), 26. — L. MICHAELIS,
M. EHRENREICH: Ebenda 10 (1908), 283.

8 Q. Iscovesco: C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 1 (1907), 770, 861.

¢ R. WILLSTATTER, F. RACKE: Liebigs Ann. Chem. 427 (1922), 111.
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krifte bedingt, die hochmolekularen anorganischen wie organischen Stoffen eigen
sind ; sie ist valenzchemisch, ndmlich durch fein abgestufte Sekundirvalenzkrafte
zu erkléren. !

Aus dem vorher Gesagten geht hervor, da8 das Adsorptionsverhalten eines En-
zyms nur in einem bestimmten Milieu charakteristisch ist. In gereinigten Losungen
zeigen Enzyme oft eine viel groflere Neigung zur Adsorption; und hier wird zum
Teil auch die aktive Gruppe des Enzyms, wenn auch nicht allein, fiir das Adsorp-
tionsverhalten verantwortlich sein.? Diese Auffassung, daB die aktiven Gruppen
des Enzyms selbst bis zu einem gewissen Grad das Adsorptionsverhalten bestimmen
konnen, geht mit der Beobachtung parallel, daB unl6sliche Substrate eines En-
zyms oft als sehr spezifische Adsorptionsmittel dienen kénnen.3

Die Adsorbierbarkeit eines Enzyms wechselt auler mit der Natur der Adsor-
bentien aber nicht nur mit der Reinheit der Losung, sondern auch mit deren
Natur, mit ihrer Verdiinnung und ihrer Aciditit. Um die Adsorption eines Enzyms
moglichst auswihlend zu gestalten, ist der EinfluBl dieser Faktoren zu studieren.

x) Die gebrauchlichsten Adsorptionsmittel.

Die am héufigst anwendbaren Enzymadsorbentien sind die verschiedenen
Aluminiumhydroxyde; die groBe Vielfiltigkeit dieser Substanzen macht es
moglich, mit ihnen fast jede Enzymadsorption auszufithren. In der Enzymchemie
werden fast ausschlieBlich die von WILLSTATTER und Mitarbeitern beschriebenen
Tonerdesorten angewandt. Ihre Darstellung sei deshalb kurz wiedergegeben.

Aluminiumhydroxyd Cy Die heie Losung von 500g Aly(SO,); + 18 H,O in
1 1 Wasser trigt man in einem SchuB in 6,51 Ammoniumsulfat-Ammoniakwasser
von 60° ein. Dieses Reagens enthélt 300 g Ammoniumsulfat und 420 cm® 20%iges
Ammoniak, d.i. 77,5 statt ber. 76,6 g Ammoniak. Dieser kleine Uberschu8 ist notig;
die Flussigkeit mu8 alkalisch bleiben. Wihrend des Fillens und eine weitere Viertel-
stunde wird lebhaft geriihrt, wobei die Temperatur nicht unter 60° sinken soll.
Die Fillung ist anfangs ungemein voluminés und wird erst wihrend des Riihrens
flockig. Man verdinnt auf 40 1 und dekantiert, wobei der Niederschlag sich zunéchst
rasch absetzt. Um noch vorhandenes oder withrend des Auswaschens aus Ammonium-
sulfat zurickgebliebenes basisches Aluminiumsulfat vollends zu zerlegen, figt man
zum Waschwasser beim vierten Dekantieren einmal 80 cm® 209%iges Ammoniak
hinzu. Nach héufigem Auswaschen (zwischen dem 12. und 20. Mal) wird die Wasch-
fliissigkeit nicht mehr klar. Von da ab dekantiert man noch zweimal, wozu mindestens
einige Tage erforderlich sind. Das Pridparat Cy ist eine plastische Masse.

Von besonderer Wichtigkeit ist es, da3 dieses Gel Alterungen unterliegt, die von
groBem EinfluB auf das Adsorptionsvermégen sind. Das Pridparat Cy ist erst nach
zwei bis drei Monaten im vollen Besitz seiner Absorptionstiichtigkeit. Fir das Ortho-
hydroxyd C beschreibt WILLSTATTER® auBler der Modifikation Cy noch zwei andere
Modifikationen Cx und CpB, die sich ineinander umwandeln.

Die Tonerdepriaparate der Sorte C stellen ihrer Zusammensetzung nach Ortho-
hydroxyde von der Formel Al(OH); dar. Von den Orthohydroxyden in Reaktions-
verhalten und Zusammensetzung génzlich verschiedene Tonerdegele erhdlt man,

3‘ R. WILLSTATTER, M. ROHDEWALD : Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 225 (1934),
103.
¢ Vgl. F. WEYGAND und H. STOoCKER: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 247
(1937), 167: ,,Es fillt auf, daB diejenigen Adsorbentien das gelbe Ferment gut adsor-
bieren, die auch fiir Lactoflavinphosphorsiéure gute Adsorbentien sind. Offenbar liegt
eine gerichtete Adsorption vor: Die Wirkungsgruppe des gelben Ferments ist derjenige
Teil des Molekiils, der an die Oberfliche der Adsorbentien gebunden wird.*

3 R. WILLSTATTER, R. KUHN: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 116 (1923), 53. —
E. WALDSCHMIDT-LEITZ, K. LINDERSTROM-LANG: Ebenda 166 (1927), 241.

4 R. WILLSTATTER, H. KrRAUT: Ber. dtsch. chem. Ges. 56 (1923), 1118; 57 (1924),
1089.

5 R. WILLSTATTER, H. KRAUT: Ber. dtsch. chem. Ges. 88 (1925), 2448.



Allgemeines iiber Biokatalyse. 19

wenn bei der Fillung von Aluminiumsulfat ein UberschuB von starkem Ammoniak
verwendet wird. Es treten nach KraUT! Polyhydroxyde auf, deren Wassergehalte
unter dem des Trihydrats liegen und deren Bildung auf dem Austritt von Wasser
aus mehreren Al(OH);-Molekiilen beruht. Bei der Fallung von Aluminiumsulfat
mit einem UberschuB von starkem Ammoniak in der Wiirme entsteht Sorte B, die
bei langerem Erwirmen mit der Mutterlauge noch mehr Wasser verliert und in die
Sorte A iibergeht. Die Tonerdesorte B entspricht nach KRAUT dem Dialuminium-
hydroxyd (OH)sAl-O-Al(OH),; sie ist unbestéindig und verwandelt sich auch bei
gewohnlicher Temperatur unter Wasser in die stabilere Modifikation eines Trihydrats,
die nach den Réntgeninterferenzen als Bayerit anzusprechen ist.

Aluminiumhydroxyd B. 250 g Aly(SO,); + 18 HO, gelbst in 750 cm® Wasser,
erwirmt man auf 48° und trigt die Losung auf einmal unter stiirkstem mechanischem
Riihren in 2,51 auf 48° erwiirmtes Ammoniak von 15 Gew.-%, ein. Die Temperatur
steigt auf 50° und wird unter fortgesetztem Riihren !/, St. zwischen 48 und 50°
gehalten. Die sehr voluminése Fillung wird wihrend des Riihrens etwas diinner,
aber nicht flockig. Man verdiinnt die Suspension im Filtrierstutzen auf 121 und
wéscht unter moglichst vollstindigem Dekantieren h#ufig mit Wasser. Vor dem
vierten Dekantieren wird der Niederschlag zur Zerlegung noch vorhandener Spuren
basischen Sulfats mit dem gleichen Volumen 159%igen Ammoniaks verriihrt und nach
5 Min. auf 121 mit Wasser aufgefiillt. Am Tage der Féllung muB mindestens noch
die fiinfte Dekantation vorgenommen werden, damit das Priaparat nicht iiber Nacht
mit dem starken Ammoniak in Beriihrung ist. . Am zweiten Tag wird so lange weiter
dekantiert, bis das Wasser drei aufeinanderfolgende Male nicht mehr klar geworden
ist (im ganzen 12—14mal). Wihrend der letzten Waschungen wird der Niederschlag
immer kompakter, so da am Ende die Waschfliissigkeit von dem ziemlich plastischen
Gel vollsténdig abgegossen werden kann.

Aluminiumhydrozyd A.* Man hat die Féllung des Tonerdehydrats bei 55—60°,
wie bei Sorte B angegeben, ausgefiihrt und /4 St. kriiftig gerithrt. Dann wird die
Mischung, die man nicht von der Mutterlauge zu trennen braucht, in einen 5-1-Kolben
mit eingeschliffenem Kiihler umgefiillt und darin 48 Stn. in gelindem Sieden erhalten ;
die Fliissigkeit bleibt dabei geniigend ammoniakalisch, etwa 109%ig. Darnach wird
die Suspension im Dekantiertopf auf 121 verdiinnt und beim Auswaschen vor dem
vierten Dekantieren mit Ammoniak verriihrt. Auch hier ist das Auswaschen beendet,
wenn die Waschfliissigkeit dreimal nacheinander triib geblieben ist und vom plastischen
Niederschlag restlos abgegossen werden kann.

Metaaluminiumhydroxyd von der Formel AIO(OH).®> Werden die Ortho- und die
Polyhydroxyde des Aluminiums mit Ammoniak unter rascher Steigerung der Tem-
peratur auf 250° erhitzt, so bildet sich aus den ganz verschiedenen Gelen dasselbe
neue, dessen Zusammensetzung der Formel AlOOH entspricht. Zur Darstellung
erhitzt man Gele des Aluminiumhydroxyds beliebiger Zusammensetzung im Ein-
schluBrohr mit 10%igem Ammoniak unter rascher Steigerung der Temperatur
8—9 Stn. auf 250°. Nach dem Erkalten entfernt man das Ammoniak durch héufiges
Dekantieren. Das Metaaluminiumhydroxyd entspricht dem Réntgenspektrum nach
dem Bauxit, den J. BoaM auf dhnliche Weise kiinstlich hergestellt hat.

AuBer den verschiedenen Tonerdesorten hat sich an Metallhydroxyden fiir
manche Enzymadsorptionen Eisenhydroxyd, dargestellt nach folgender Vor-
schrift,* bewihrt:

100 g Ferriammoniumalaun, in 200 cm® Wasser gel6st, wurden bei gewdhnlicher
Temperatur auf einmal unter lebhaftem Riihren in 800 cm? Ammoniak-Ammonium-
salzmischung eingetragen, die 10,8 g Ammoniak und 27,56 g Ammoniumsulfat ent-
hielt. So entstand eine gleichméfige rotbraune Fillung, die noch eine halbe Stunde

1 H. KravuT, W. HUMME: Ber. dtsch. chem. Ges. 64 (1931), 1697.

? R. WiLLSTATTER, H. KRAUT: Ber. dtsch. chem. Ges. 57 (1924), 1089.

3 R. WILLSTATTER, H. ' KrAUT: Ber. dtsch. chem. Ges. 88 (1925), 2458.

9‘ R. WiLLSTATTER, H. KRAUT, W. FREMERY: Ber. dtsch. chem. Ges. 57 (1924),
1491.
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geriihrt wurde. Dann fiillte man auf 4 1 auf und dekantierte, wobei sich das Gel anfangs
langsam und in hoher Schicht, spéter rasch und niedrig absetzte. Nach den ersten
Dekantierungen war es zweckméfBig, zweimal einige Kubikzentimeter konzentriertes
Ammoniak zuzusetzen. Dadurch gelang es, das Gel von einem noch recht betriacht-
lichen Schwefelsduregehalt zu befreien. Bei den letzten Malen war das Waschwasser
sehr tribe.

Mit den Metallhydroxyden ist die Reihe adsorptionstiichtiger Stoffe nicht
abgeschlossen. Vielfach angewandt wird Kaolin, ferner Metalloxyde, wie Hamatit
und Aluminiumoxyd nach BRoCKMANN, Fasertonerde sowie andere, natiirlich
vorkommende Stoffe, wie Bauxit, und Bleicherden.

Bereitung von Kaolin: Das am besten von einer Porzellanfabrik bezogene Kaolin,
welches sehr gleichmiBig gemahlen, geschlammt und dann gepre8t ist, kdnn nach
WILLSTATTER und SCHNEIDER! in seiner Adsorptionstiichtigkeit durch Behandeln
mit Salzséiure sehr verbessert werden. 500 g Kaolin werden mit 1,51 reiner Salz-
sédure gut vermischt und erwérmt, zunéchst so langsam, daf es einen Tag bis zum
beginnenden Kochen dauert, dann einen weiteren Tag zum lebhaften Sieden gebracht.
Durch Verdiinnen und wiederholtes Dekantieren mit Wasser trennt man die eisen-
haltige Loésung vom Kaolin ab und wiederholt noch dreimal die Behandlung mit
Salzséure. Schlieflich wird das Kaolin mit kaltem Wasser durch Dekantieren
gewaschen.

p) Ausfiihrung der Adsorption und Elution.

Der Enzymlosung fiigt man das méglichst fein verteilte Adsorbens am besten
in wisseriger Suspension zu und sorgt durch kréftiges Schiitteln fiir eine
gleichméBige Verteilung der Suspension. Das Adsorptionsgleichgewicht stellt
sich meist sofort ein. Schon nach wenigen Minuten kann man die Restlosung
vom Adsorbat durch kurzes, aber kriftiges Zentrifugieren trennen. Die in einem
Versuch adsorbierte Menge Enzym ermittelt man meistens durch den Enzymgehalt
der Restlosung.

Es gibt zwei Wege, eine Reinigung bzw. Trennung von begleitenden Enzymen
herbeizufithren: Man wird entweder die Begleitstoffe adsorbieren und in der
Restlosung das gereinigte Enzym vorfinden, oder man hat die Moglichkeit, aus
dem Adsorbens den adsorbierten Anteil des Enzyms wieder freizulegen, zu
»eluieren“. Die Elution gelingt entweder mit Losungen von verdndertem px
oder mit Mitteln, die das Adsorbens veréndern. Im allgemeinen haben sich ver-
diinntes Ammoniak oder verdiinnte Essigsiure, insbesondere aber Phosphat-
mischungen als Elutionsmittel bewihrt; letztere wirken bei den Metallhydroxyden
zugleich auf das Adsorbens ein unter Bildung von basischen Phosphaten, z. B.
des Aluminiums oder des Eisens, und wirken deshalb besonders gut. Vor der
Ausfithrung der Elution wird das Adsorbat ein- bis zweimal gewaschen. Als
Waschfliissigkeit verwendet man gewohnlich etwa 20%iges Glycerin, das durch
einige Tropfen Pufferlésung auf das pa eingestellt wird, bei dem die Adsorption
vorgenommen wurde. Dabei wird das Adsorbat mittels eines Glasstabes in der
Waschfliissigkeit gleichmiBig suspendiert und in der Zentrifuge wieder ab-
getrennt. Hierauf wird in gleicher Weise das gewaschene Adsorbat im Elutions-
mittel suspendiert. Die Elution erfordert meist eine meBbare Zeit; man laSt
deshalb die Suspension vor der Abtrennung auf der Zentrifuge einige Minuten
stehen, wenn eine Zerstorung des Enzyms durch eine extreme Wasserstoffionen-
konzentration nicht zu befiirchten ist. ZweckmiBig fiihrt man bei empfindlichen
Enzymen die Adsorption und Elution unter Eiskiihlung aus. Die abgetrennte
Elution wird, sofern es notig ist, mit verdiinnter Essigséure bzw. mit verdiinntem

1 R.W. STATTER, K. SCHNEIDER: Hoppe-Seyler’sZ. physiol. Chem. 138 (1924), 193.
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Ammoniak neutralisiert. Der eluierbare Enzymanteil wird durch Messung des
Enzymgehaltes der Elution bestimmt. Aus dem Enzymgehalt der Adsorptions.
restlosung und der Elution wird die prozentuale Enzymausbeute berechnet.

Eine andere Form der Adsorption besteht darin, daB man den Niederschlag
als Adsorbens in der Enzyml6sung selbst entstehen laBt. Als Beispiel sei die
Invertinadsorption mit Bleiphosphat! erwahnt; der adsorbierende Niederschlag
wird so erzeugt, daB man zu ammoniumphosphathaltigen Enzymlosungen die
dquivalente Menge Bleiacetatlésung zugibt. Ahnlich 148t sich Co-Zymase aus
aluminiumsulfathaltigen Losungen durch Versetzen mit Ammoniak an das ent-
stehende Aluminiumhydroxyd adsorbieren.?

y) AdsorptionsmaB.

Als MaB fiir die auswihlende Wirkung eines Adsorbens ist der ,,Adsorptions-
wert‘‘ (A. W.) eingefiihrt worden.® Er ist gleich der Anzahl der Enzymeinheiten
(siche S. 24), die von 1g des Adsorbens unter den Versuchsbedingungen auf-
genommen werden. Je hoher der Adsorptionswert in einem Versuchsansatz ge-
funden wird, um so gréBer ist die unter diesen Bedingungen zu erwartende Kon-
zentrationssteigerung des Enzyms.

d) EinfluB der Verunreinigungen auf die Adsorption von Enzymen.

Wenn ein Enzym aus seiner reinen Losung adsorbiert wiirde, miite die
FrreunDLICHSche Beziehung fiir die Adsorption einer reinen Substanz aus ihrer
Losung gelten. Diese Beziehung verkniipft die Menge des adsorbierten mit der
Konzentration des nichtadsorbierten Stoffes durch die Gleichung:

1
xr=ach".

x bedeutet hier die Menge der adsorbierten Substanz pro Gewichtseinheit des
Adsorbens, also den Adsorptionswert. @ und » sind Konstanten, und ¢ bedeutet
die Konzentration der noch in Losung gefundenen nichtadsorbierten Substanz.
Nun muB dieser Ausdruck auch Geltung haben fiir die Adsorption eines Enzym-
begleitstoffes, vorausgesetzt, dafl dieser Stoff entweder mit dem Enzym assoziiert
ist oder daB er eine dhnliche Affinitat zum Adsorbens besitzt wie das Enzym.
Anderseits werden bei der Adsorption Substanzen, die ein anderes Adsorptions-
verhalten haben, an der adsorbierenden Oberfliche mit dem Enzym in Kon-
kurrenz treten. Dieser Wettbewerb fillt mit verschiedenen Mengen von Ad-
sorbens verschieden aus, weil das Verhéltnis von adsorbiertem Enzym zu ad-
sorbierter Verunreinigung sich damit &ndert. Wenn man nun verschiedene
Mengen eines Adsorptionsmittels zu einer Enzymlosung gibt, die iibrigen Be-
dingungen aber unverindert 1i8t und fiir jeden Ansatz die Menge des in der
Restlosung verbleibenden Enzyms bestimmt, ist es méglich, den Adsorptions-
wert () mit der Restkonzentration (¢) des Enzyms in Beziehung zu setzen und
so eine Adsorptionsisotherme fiir das in Frage stehende Enzympriparat zu er-
halten. Die entstehenden Kurven konnen drei Typen angehéren, die in Abb. 3
gezeigt werden.

Kurve 1 ist typisch fiir die Adsorption einer reinen Substanz aus ihrer Losung.
Fiir diesen Fall ist die relative Tauglichkeit des Adsorptionsmittels um so groBer,

12R. WILLSTATTER, J. GRASER, R. KunN: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 128

(1922), 1.

" H.v. EuLER, K. MYRBACK: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 198 (1931), 219.
3 R. WILLSTATTER, W.WASSERMANN: Hoppe-Seyier’s Z. physiol. Chem. 123

(1922), 181.
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je kleiner die angewandte Adsorbensmenge ist. Eine solche Kurve zeigt an, daB
das Enzym in reiner Form aufgenommen wird, oder aber, daB es mit einem Stoff
assoziiert ist, der es in das Adsorbat begleitet und jedenfalls durch diese spezielle
Adsorption nicht abgetrennt werden kann.

In Fillen, wie sie Kurve 2 veranschaulicht,
kann das Ferment mit einigermafen giinstigem
Reinigungseffekt nur von kleinen Adsorbens-
mengen aufgenommen werden (und deshalb nur
aus Losungen, deren Restkonzentration an En-
zym hoch ist). Es sind hier andere Stoffe in der

AW

\
T~ N

/ L Losung vorhanden, welche durch ihre eigene Af-

 / ¥ | finitdt zum Adsorptionsmittel die Oberfléche des

V4 Adsorbens fast ausschlieflich mit Beschlag be-

legen, sobald die Konzentration des Enzyms nur

—=¢ wenig verringert ist (und dadurch seine Kon-

Abb. 3. Adsorptionsisothermen (nach Kurrenzfihigkeit gegeniiber dem Fremdstoff ab-
H. ERAUT und E. BAUER). geschwicht worden ist).

Kurve 3 zeigt an, daBl Fremdstoffe anwesend
sind, deren Konzentration oder auch deren Affinitdt zum Adsorptionsmittel
groBer ist als die des Enzyms. Eine geringere Menge des Adsorbens nimmt
daher sehr wenig vom Enzym, aber sehr viel Begleitstoffe auf. Mehr Ad-
sorptionsmittel nimmt dagegen relativ mehr Enzym auf, und die Kurve
filhrt zu einem Optimum des Adsorptionswertes. Dariiber hinaus nimmt
noch mehr Adsorptionsmittel nur noch einen geringen Anteil an Enzym auf,
da ja die Enzymmenge beschrinkt und die Losung nun schon an Enzym
verarmt ist.

Wenn die Adsorptionsisotherme dem dritten Typ zugehért, ist es durch ge-
eignete Wahl der Bedingungen (besonders der Verdiinnung) oft moglich, den
grofleren Teil der Begleitstoffe durch eine oder mehrere Voradsorptionen zu ent-
fernen, die einen sehr geringen Verlust an Enzym verursachen. Die Kurve 3
besagt, da das Enzym aus konzentrierten Losungen weniger auswihlend ad-
sorbiert wird und daB folglich die Verdiinnung die Adsorption beeinflut. Diese
Brgebnisse wurden an Invertinlosungen gewonnen, bei denen in sehr starker
Verdiinnung die Adsorption auBerordentlich auswihlend ist.

Die Bestimmung einer solchen Adsorptionskurve liefert hiufig einen wert-
vollen Hinweis auf die Reinheit eines Enzympriparats und zeigt den Weg fiir
die giinstigsten Adsorptionsbedingungen. Es steht natiirlich zu erwarten, daB
ein und dasselbe Enzym aus der nimlichen Losung von verschiedenen Ad-
sorbentien in sehr verschiedenem MafBle aufgenommen wird, da die Affinitédten
des Ferments und der Begleitstoffe fiir die verschiedenen Adsorbentien ver-
schieden sind und sich nicht immer in demselben Verhiltnis éndern.

¢) EinfluB der Aciditdt auf die Adsorption.

Der EinfluB der Aciditdt auf die Adsorption eines Enzyms wurde schon er-
wihnt; auch die Eluierbarkeit eines Enzyms hiangt davon ab. Insbesondere kann
durch Aufstellung von Adsorptions-ps-Kurven in Erfahrung gebracht werden,
ob zwei oder mehr Enzyme durch ein gegebenes Adsorptionsmittel getrennt
werden konnen. Eine solche Kurve fiir Carboxypolypeptidase und Pankreas-
trypsin gibt Abb. 4 wieder. Sie zeigt den Anteil der Enzyme, der aus einer

1 H. KrauT, E. BAUER: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 164 (1927), 10.
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Losung durch eine gleichbleibende Menge des Adsorptionsmittels, aber bei ver-
schiedenem pg aufgenommen wird. Es ist ersichtlich, daB die Trennung dieser
beiden Enzyme mit diesem Adsorbens (Cy)

60,

nur in annéhernd neutraler Losung mog- ~—_
lich ist. § \
Auch das Losungsmittel hat einen Ein- £ 4| <
fluB auf das Adsorptionsverhalten der En- 3§ /
zyme. So hemmt die Gegenwart von § /
Glycerin gewdhnlich die Adsorption, wih- R AN
rend die von Aceton und Alkohol sie be- ® P \
giinstigt. i
4 5 6 7 8 ny 9
{) Die chrom.atographische AdSOTp- 1 4 Adsorptions-pu-Kurve fir Carboxypoly-
tionsanalyse. peptidase und Pankreas-Proteinase.!

Die Chromatographie,? die eine speziell

geartete Adsorptionsmethode darstellt, hat in der Enzymchemie selbst noch wenig
Anwendung gefunden, um so mehr aber bei der Reindarstellung von Co-Enzymen
und Wirkstoffen wertvolle Dienste geleistet. E. ADLER und MicHAELIS? berichten
aon einer ersten Anwendung dieser Methode zur Trennung von Dehydrase und
Flavinenzym, die aber nicht zu quantitativen Ergebnissen fiihrte. L. ZECHMEISTER*
und Mitarbeitern gliickte die Trennung einiger Enzyme des Emulsins, und zwar der
o-d-Glukosidase, x-d-Galaktosidase und der Chitinase durch die chromato-
graphische Adsorptionsanalyse. Die beiden letzteren Enzyme werden im Durch-
lauf einer Bauxitsaule vorgefunden, an der die «-Glukosidase haften bleibt. Bei
der Wiederholung des Adsorptionsversuches wird die x-Galaktosidase fest-
gehalten, wihrend die Chitinase von neuem in das Filtrat geht. Die adsorbierten
Enzyme konnen fast ohne Verlust eluiert werden. EULER und ADLER® beschreiben
die Trennung von Co-Zymase und Codehydrase II durch die Adsorptionsanalyse.
Die Codehydrase wird auBerordentlich fest an Aluminiumoxyd nach Brock-
MANN adsorbiert und findet sich demgemaB in den obersten Schichten der Ad-
sorptionssiaule, wihrend sich Co-Zymase leicht auswaschen 18t und im Wasch-
wasser aufgefunden wird. Zuletzt berichteten SCHOBERL und RAMBACHER®
iiber die Reinigung des Labfermentes durch chromatographische Adsorption.
Fiir die Zukunft scheint die Methode der chromatographischen Analyse auch
fir die Enzymchemie erfolgversprechend.

h) Selektive Enzymzerstorung durch H- und OH-Ionen und durch Hitze.

DaB Fermente gegen H- und OH-Ionen empfindlich sind, wurde bereits mehr-
mals erwihnt. Ihre Bestindigkeit gegen Acidititsinderungen ist aber oft so
stark wechselnd, daB sich in vielen Fillen darauf eine Methode der Enzym-
trennung griinden liBt. Ahnlich kann die Wirkung von Hitze auf Enzyme eine
auswihlende sein. Es ist wahrscheinlich, da die geringe Bestdndigkeit gegen
Aciditatsinderung und Hitzeeinwirkung auf Denaturierungsvorginge des hoch-
molekularen EiweiBanteiles des Enzyms beruht.

1 E. WALDSCHMIDT-LEITZ, A. PURR: Ber. dtsch. chem. Ges. 62 (1929), 2217.

2 Allgemeine Darstellung siehe L. ZECHMEISTER, L. v. CHOLNOKY: Die chromato-
graphische Adsorptionsanalyse. 2. Aufl. Wien, 1938.

3 E. ADLER, E. L. MicHAELIS: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 238 (1936), 261.

4 L. ZECHMEISTER, G. T6TH, M. BALINT: Enzymologia 5 (1938), 302.

5 H.v. EULER, E. ADLER: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 238 (1936), 233.

¢ A. SCHOBERL, P. RAMBACHER: Biochem. Z. 805 (1940), 223.
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Als Beispiel selektiver Enzymzerstorung durch H- und OH-Ionen sei auf das
Verhalten der Phosphatasen hingewiesen.! Die zwei isodynamen Phosphatasen
tierischer Organe unterscheiden sich nicht nur durch verschiedene Abhéngigkeit
vom pg, sondern auch durch ihre Bestindigkeit; die alkalische Phosphatase ist
nur bei neutraler oder schwach alkalischer Reaktion haltbar und verliert in saurem
Milieu ihre Wirksamkeit, die saure Phosphatase wird aber im alkalischen Gebiet
inaktiviert. Diese Empfindlichkeit ist so ausgeprigt, daB sie eine Gewinnung
der Einzelenzyme aus dem Gemisch durch auswihlende Inaktivierung ermog-
licht. Nicht undhnlich liegen die Verhaltnisse auch bei den Phosphatasen der
Hefe.2

Eine Trennung durch besonders geleitete Thermoinaktivierung erreicht man
bei «-Glycerophosphatase und Pyrophosphatase® der Hefe. Die «-Glycero-
phosphatase wird bei einer Temperatur zerstort, bei der Pyrophosphatase kaum
angegriffen ist.

i) Quantitative Enzymbestimmung.

Alle Vornahmen, die die Darstellung und Reinigung eines Enzyms oder die
Trennung von Enzymgemischen zum Ziele haben, miissen durch eine quanti-
tative Bestimmung der betreffenden Fermente kontrolliert werden. Der Erfolg
dieser Operationen héngt von der Moglichkeit einer quantitativen Enzym-
bestimmung ab. Nur bei einer beschrinkten Zahl von Enzymen kann der Wirk-
stoffgehalt einer Lésung an einer charakteristischen Gruppe — meist Farbstoff-
gruppe wie z. B. bei den porphyrinhaltigen Enzymen — bestimmt werden; in
den iibrigen Fallen kénnen wir Enzyme nur an ihrer katalytischen Wirksamkeit
messen. Die erste Voraussetzung dafiir ist eine zuverléssige analytische Methode
zur Bestimmung des noch vorhandenen Substrats oder der entstandenen Re-
aktionsprodukte.

Als allgemeines MaB fiir die Menge eines Enzyms ist von R. WILLSTATTER?
die Bezeichnung ,,Enzymeinheit‘ eingefiihrt worden, deren Definition auf der
Reaktionsgeschwindigkeit, mit der das Enzym unter bestimmten, zwar fiir die
einzelnen Fermente verschiedenen, aber unter sich stets gleichen duBeren Be-
dingungen die Umsetzung des Substrats vollzieht. Als MaB fiir die enzymatische
Konzentration eines Praparats, seinen Reinheitsgrad, dienen die ,,Enzymwerte*,
die bestimmt sind durch die Anzahl der ,,Enzymeinheiten‘ in einer bestimmten
Gewichtsmenge des Priparats.

Die quantitative Bestimmung eines Enzyms setzt also die Kenntnis des
Reaktionsverlaufes unter den gegebenen Bedingungen und die Kenntnis der
Beziehungen, die zwischen Enzymmenge und Umsatz (Enzymmenge-Umsatz-
Kurven) bestehen, voraus. Sie kann sich in einfachen Fillen auf die Geschwindig-
keitskonstante einer Reaktion erster Ordnung beziehen, in anderen Fillen
bezieht sich das MaB auf die fiir einen bestimmten Umsatz des Substrats er-
forderliche Zeit oder auf einen bestimmten, in einer gegebenen Zeit gemessenen
Umsatz, aus empirisch ermittelten Zeit-Umsatz-Kurven abgeleitet. Sie setzt ferner
die Kenntnis der fiir die betreffende Enzymreaktion optimalen Wasserstoffionen-
konzentration voraus und fordert die Anwendung einer zweckmiBigen Tem-
peratur sowie die einer zweckmaBigen Substratkonzentration. Diese Bedingungen
miissen durch zahlreiche Versuche festgestellt werden.

1 E. BamanN, K. DIeTRICHS: Ber. dtsch. chem. Ges. 67 (1934), 2019.

2 A. ScHAFFNER, F. KRUMEY: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 255 (1938), 145.
3 E. BAUER: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 289 (1936), 195.

4 R. WILLSTATTER, R. KUHN: Ber. dtsch. chem. Ges. 56 (1923), 509.
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Ein wichtiger Umstand, der die Geschwindigkeit enzymatischer Reaktionen
zu beeinflussen vermag, betrifft die fiir viele Enzyme kennzeichnende Abhéngig-
keit ihrer Aktivitit von der Gegenwart aktivierender oder hemmender Begleit-
stoffe; dabei kann es sich um eine spezifische, chemische oder eine unspezifische,
z. B. auf Adsorptionswirkung beruhende Erscheinung handeln. So ist fiir die
Messung vieler Phosphatasen die Gegenwart einer bestimmten Mg-Ionenkonzen-
tration, fiir die Messung der Pankreasamylase eine bestimmte Cl-Ionenkonzen-
tration notwendig; in diesen Beispielen sind die optimalen Bedingungen verhalt-
nisméBig leicht auszuwihlen und einzuhalten. Andere Enzyme weisen wieder
andere spezifische Aktivierungsmechanismen auf, deren Bedingungen bei der
Enzymbestimmung zu beriicksichtigen sind; so z. B. kann Papain nur in An-
wesenheit bestimmter reduzierender Stoffe gemessen werden. Auch in solchen
Fillen wird ein genaues Studium die optimalen Bedingungen feststellen konnen.
Die Schwierigkeiten quantitativer Enzymbestimmung lieBen sich alle mehr oder
minder leicht iiberwinden, wenn nur die Reaktion reiner Enzyme mit reinen
Substraten zu messen wire; dies ist aber in den seltensten Féllen moglich. So
héngt die Wirkung der Enzyme nicht nur von ihrer Menge und ihrem spezifischen
Aktivierungszustand ab, sondern auch von der Gegenwart anderer aktivierender
oder hemmender Stoffe, Dynatonen, wie WILLSTATTER! sich ausdriickt, von
Stoffen ferner, die ihrerseits wieder die Wirkung der Dynatonen aufzuheben ver-
mégen, die WILLSTATTER Kompensatoren nennt, und schlieBlich von reversiblen
und irreversiblen Anderungen am Enzymmolekiil selbst, ohne daB wir diese
Einflissse immer mit Sicherheit iibersehen und unterscheiden konnen.

In vielen Fillen kann der EinfluB hemmender oder aktivierender Stoffe aus-
geschaltet werden durch ,ausgleichende Aktivierung“ oder ,ausgleichende
Hemmung“,2 d. h. durch den Zusatz aktivierender oder hemmender Stoffe in
einer solchen Menge, daB sie den EinfluBl der in den einzelnen Priparaten, aber
in wechselnden Mengen bereits vorhandenen Stoffe auszuschalten erlaubt und
eine vergleichbare Aktivitit des Enzyms gewihrleistet. Fiir die Priifung tierischer
Lipase z. B. ist ein Ausgleich des wechselnden Aktivierungszustandes durch den
Zusatz bestimmter, durch Adsorptionstiichtigkeit ausgezeichneter Stoffe, nim-
lich von Eieralbumin und Kalkseife, erforderlich.

Enzymchemischer Arbeit ist es im grofen ganzen gelungen, die MeBmethode
so zu gestalten, daB eine Kontrolle der Isolierungs- und Reinigungsvornahmen
moglich wurde. Trotzdem ist bei allen Operationen nicht auBler acht zu.lassen,
wie schwer es oft ist, mit Sicherheit auszusagen, ob die Menge eines Enzyms im
Laufe eines Versuches zugenommen bzw. abgenommen hat oder ob die Anderung
der gemessenen Aktivitit auf die Wirkung von Dynatonen, von Kompensatoren
oder auf Verinderung des Enzymmolekiils zuriickzufiihren ist.?

Die Schwierigkeit der Enzymbestimmung wéchst, wenn es gilt, Aussagen
iiber den Gehalt und den Zustand eines Enzyms in lebenden Zellen zu machen.
Biologische Fragestellungen zwingen den Enzymchemiker, fermentative Re-
aktionen im natiirlichen Milieu, d. h. entweder innerhalb des Organismus oder
in einem Material zu verfolgen, das dem lebenden Zustand moglichst nahekommt.
Hier macht sich dann der EinfluB der Zellpermeabilitit, der Begleitreaktionen
und unbekannter Folgereaktionen bemerkbar; daher ist an die Ergebnisse solcher
Versuche ein anderer MafBstab zu legen und ein Vergleich enzymchemischer
Reaktionen innerhalb der lebenden Zelle mit denen #n vitro nur bedingt méglich.

1 R. WILLSTATTER, M. ROHDEWALD: Enzymologia (Den Haag) 1 (1936), 213.

2 R. WILLSTATTER, E.WALDSCHMIDT-LEITZ, F.MEMMEN: Hoppe-Seyler's Z.
physiol. Chem. 125 (1923), 93.

3 Vgl. R. WILLSTATTER: Ber. dtsch. chem. Ges. 59 (1926), 1.
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Unter den Methoden, dic fiir die Untersuchung enzymchemischer Reaktionen
in lebenden Zellen in Betracht kommen, fithren wir vor allem die manometrische
Messung der Atmung und Géarung von Zellsuspensionen und Gew.beschnitten
nach WARBURG! an, ferner die von BJORKSTEN? und MoTHES® ausgebildete
Vakuuminfiltrationsmethode, die darin besteht, daB3 Pflanzen oder Pflanzenteile
in einer Substratlosung einem Vakuum ausgesetzt werden, worauf bei allméh-
lichem Aufheben des Vakuums die Substratlosung in die Zellen eindringt; wenn
nach gewissen Zeiten die Objekte analysiert werden, kann die Reaktionsfahigkeit
der Zellsubstanzen mit dem eingebrachten Substrat festgestellt werden. Mit
dieser letzteren Methode, die nur an pflanzlichem Material Anwendung fand,
sind Durchstromungsversuche an iiberlebenden tierischen Organen zu vergleichen.
Alle diese Methoden bringen im allgemeinen keine einzelnen chemischen Re-
aktionen, sondern ganze Reaktionsfolgen zur Messung, deren Mechanismus und
Aufeinanderfolge in den seltensten Fillen bekannt sind.

Anders liegt es bei dem direkten spektroskopischen Nachweis von Fermenten
und ihren Wirkungen in lebenden Zellen, der von WarBURG und Mitarbeitern?
in einigen Fillen (Atmungsferment gelbes Ferment) beschrieben wurde. Hier
gelingt die Bestimmung der ,,Wechselzahl“ innerhalb der lebenden Zelle, d. h.
der Haufigkeit, mit der das einzelne Enzymmolekiil mit dem Substrat in Wechsel-
wirkung tritt.

V. Der strukturelle Aufbau der Fermente.

1. Enzyme als Kolloide.

Uber den chemischen Bau der Enzyme gelang es in der letzten Zeit, sich
eingehendere Vorstellungen zu machen. DaB die Enzyme hochmolekulare Korper
mit den Eigenschaften von Kolloiden sind, darauf hat die Forschung von jeher
hingewiesen. Die am weitesten gereinigtén Losungen der Hefesaccharase von
R. WiLrsTiAtTER und H. v. EULER zeigten charakteristischen Ty~NparrL-Effekt,
Enzyme erwiesen sich fast durchgehend als nichtdialysabel, ihre Adsorptions-
affinititen reihten sie den oberflichenaktiven Stoffen ein, und andere Eigen-
schaften wie Hitzeinstabilitét sprachen fiir einen komplizierten hochmolekularen
Bau. Wieweit der hochmolekulare Charakter der Fermente durch beigemischte
hochmolekulare Zellinhaltsstoffe vorgetduscht sein konnte, war indes nicht ganz
zu tiibersehen; einer genauen Bestimmung der Teilchengrofle stand die Un-
einheitlichkeit der Fermentpriparate im Wege.

Am ersten hat die Methode der Molekulargewichtsbestimmung auf Grund
der Diffusionsgeschwindigkeit, die auch fiir nichtreine Priparate anwendbar
ist, einige Anhaltspunkte fiir die Gr68e von Fermentteilchen gegeben. Der Diffu-
sionskoeffizient D steht zu dem gesuchten Molekulargewicht M in der einfachen

Beziehung: D l/ﬁz K

wobei nach L. W. OgHoLM® fiir Wasser von 20° K = 7,0 zu setzén ist. Im Fall
der Hefesaccharase fanden so EULER und Mitarbeiter® ein Molekulargewicht von

1 0. WaRBURG: Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin, 1926.

2 J. BJORKSTEN: Biochem. Z. 225 (1930), 1

3 K. MoTHES: Planta 19 (1933), 117; Ber. dtsch. bot. Ges. 51 (1933), 31.

4 O. WARBURG, W.CHRISTIAN: Biochem. Z. 260 (1933), 499. — O. WARBURG,
E. NEGELEIN: Ebenda 262 (1933), 237.

5 L. W. OeroLM: Z. physik. Chem. 50 (1904), 309.

¢ H. v. EULER, S. KuLLBERG: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 78 (1911), 335. —
H. v. EULER, H. HEDDINS, O. SVANBERG: Ebenda 110 (1920), 190.
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20000. Es ist dabei zu beriicksichtigen, da8 die gleiche Methode fiir Ovalbumin
ein Molekulargewicht von nur 14000 ergab, einen Wert, der nach unseren heutigen
Kenntnissen zu niedrig liegt. Von NorTHROP und AnsoN! ist dann eine ver-
besserte und vereinfachte Methode zur Bestimmung von Diffusionskonstanten
angegeben worden, wobei die Wanderungsgeschwindigkeit eines gelosten Stoffes
durch eine diinne porése Membran zwischen zwei Losungen verschiedener Kon-
zentration gemessen wird. In der Folgezeit wurde mit dieser Methode das Mole-
kulargewicht mehrerer Enzyme bestimmt, mit dem Ergebnis, dafl mit einer Aus-
nahme — der Takaamylase, bei der AKABOR1 und Kasmoro? ein kleines Mole-
kiilgewicht zwischen 500 und 2000 finden — ein hohes, den EiweiBmolekiilen
entsprechendes Molekulargewicht bestimmt wurde. z. B. fiir Pepsin 36000, fiir
Katalase 263000.

Mit der Methode der Ultrazentrifugation, die vornehmlich von Tu. SvED-
BERG® entwickelt wurde, ist dann eine Reihe von Molekulargewichten der als
einheitlich angesehenen kristallisierten Enzyme bestimmt worden. Ebenso hat
man an diesen Enzymen osmometrische Messungen ausgefithrt, und zuletzt hat
man versucht, durch Bestimmung charakteristischer Gruppen oder Bestandteile
auf die GroBe des Molekiils zu schlieBen.

So wurde fiir das Molekiil des Pepsins mit fiinf verschiedenen voneinander
unabhéngigen Bestimmungsmethoden ein Teilchengewicht von 35000 in guter
Ubereinstimmung gefunden:

Molekulargewicht des Pepsins:

bestimmt durch osmometrische Messung ................ 35000
aus dem Diffusionskoeffizienten .............. 36000
aus der Sedimentationsgeschwindigkeit ........ 35000
aus dem P-Gehalt (1 Atom P/Mol) ............ 40000
aus dem Cl-Gehalt (2 Atom Cl/Mol) ........... 35000
aus dem S-Gehalt (10 Atom S/Mol) .......... 36000

Das Molekulargewicht des gelben Ferments wurde aus dem Farbstoffgehalt,
der von THEORELL? zu 0,61—0,64 gefunden wurde, zu 73000 - 4000 berechnet,
wiahrend KEgkwick und PEpERSEN® mit Hilfe der SvepBERGschen Methode das
Teilchengewicht zu 77000, bzw. mit der Diffusionsmethode zu 82000 bestimmten.

Fiir die kristallisierte Katalase® ergab die Sedimentationsgeschwindigkeit ein
Mol.-Gewicht von 250000—300000, die Diffusionsmethode 263000, der Eisen-
gehalt bei' Annahme von 4 Atomen Eisen auf 1 Mol den ni#mlichen Wert,? fiir
die kristallisierte Urease wurde nach SvEDBERG gemessen 473000,8 und fiir das
kristallisierte Trypsin wieder 34000.°

Die Werte, die fiir das Teilchengewicht der bisher untersuchten Enzyme ge-
funden worden sind, ordnen sich den Werten ein, die SvEDBERG und seine Mit-
arbeiter sowie andere Forscher mit anderen Methoden fiir Proteine fanden, wobei
sie feststellen konnten, daBl das Teilchengewicht einheitlicher Proteine 34500
oder ein Vielfaches dieser Zahl ist. Die Messungen sagen nichts dariiber aus, ob
1 J. H. NORTHROP, M. L. ANSON: J. gen. Physiol. 12 (1929), 543. — J. W. McBAIN,
T. H. L1v: J. Amer. chem. Soc. 83 (1931), 59.

2 8. AkABORI, K. KasiM0TO: Bull. chem. Soc. Japan 18 (1938), 291.

3 TH. SVEDBERG: Kolloid-Z. 67 (1934), 2; Nature (London) 189 (1937), 1051.

4 H. THEORELL: Biochem. Z. 278 (1935), 279.

5 R. A. KEXWICK, K. O. PEDERSEN: Biochemic. J. 80 (1936), 2201.

¢ K. G. STERN, R. W. G. WYCKOFF: Science (New York) 87 (1938), 18.

7 J. B. SUMMNER, N. GRALEN: Science (New York) 87 (1938), 284.

; J. B. SUMMNER, N. GRALEN, J. B. ERIKSSON-QUENSEL: Science (New York) 87
9

(1938), 395.
M. Kunitz, H. J. NORTHROP: J. gen. Physiol. 19 (1936), 991.
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hier Makromolekiile oder Micellen vorliegen; man neigt heute dazu, diese eigen-
tiimliche Erscheinung dadurch zu erkliren, da sich die EiweiBteilchen als
Micellen aus mehreren Makromolekiilen des Mol.-Gewichtes 34500 zusammen-
setzen, wobei die Verkniipfung dieser Makromolekiile zur Micelle durch Ionen-
bindung zwischen positiven und negativen Atomgruppen, zum Teil auch durch
S—S-Bindung erfolgen kann.

2. Nachweis der zusammengesetzten Natur der Fermente.

Die nunmehr exakt ermittelten Werte hoher Molgewichte fiir verschiedene
Enzyme stehen in Ubereinstimmung mit den anderen Eigenschaften der Enzyme,
die durchaus fiir Kolloide charakteristisch sind. Mit dieser Feststellung des
kolloidalen Charakters der Fermente ist indes nur eine Seite der chemischen Natur
der Enzyme getroffen. Die Untersuchungen vor allem WILLSTATTERS und seiner
Schule haben uns noch einen anderen grofen und wichtigen Tatsachenbestand,
die Natur der Enzyme betreffend, vermittelt. Die vielen gelungenen Trennungen
von Enzymen haben die spezifische Wirkungsweise der enzymatischen Kataly-
satoren deutlich aufgezeigt und die Meinung, da8 Enzyme lediglich als Kolloide
von besonderer Dispersitit anzusehen seien — eine Meinung, die in dem ein-
gehenden Studium der Reaktionen an Phasengrenzflichen ihre Stiitze fand —
in den Hintergrund gedringt.!

Nach WILLSTATTERs? Anschauung besteht das Molekiil eines Enzyms aus
einem kolloiden Tréger und einer rein chemisch wirkenden Gruppe. Die Fermente
sind dadurch charakterisiert, ,,daB sie eine reaktionsfahige, auf einen kolloiden
Triager verankerte Gruppe enthalten; die reaktionsfihige Gruppe ist fiir die
spezifische, auf dem Wege einer Enzymsubstratverbindung zustande kommende
Aktivierung der Substratmolekiile ausschlaggebend, der kolloidale Tréiger scheint
einigermaBen variabel, fiir die Bestédndigkeit der aktiven Gruppe aber nicht ent-
behrlich zu sein®.

Die Entwicklung der Enzymchemie hat dieser ,,T'rdgertheorie’ WILLSTATTERS,
die in friitheren -Ansichten von PERRIN® sowie von MaTHEWS und GLENN* ihre
Vorginger hat, im allgemeinen, wenn auch bisher nicht ganz widerspruchslos,
recht gegeben.

Verbindungen, die durch eine derartige Verkettung von zwei Komponenten
durch Partialvalenzen gekennzeichnet sind, sind in der lebenden Natur weit-
verbreitet ; so reizte der Aufbau des Oxyhdmoglobins zu einem Vergleich mit dem
Aufbau eines Enzyms, zumal es selbst eine enzymatische, nimlich peroxydatische
Wirkung zeigte. Die geringe peroxydatische Wirkung des Hémins wird durch
Hinzutreten des EiweiBbestandteiles im Hémoglobin erheblich gesteigert, und
die Oxyhédmoglobine verschiedener Tierarten zeigen in ihrer Wirkung als Peroxy-
dase untereinander erhebliche Differenzen, die von WILLSTATTER und POLLINGERS
mit den Unterschieden der Globinkomponente in Zusammenhang gebracht
wurden. Nach diesem Beispiel konnte man annehmen, da8 die aktive Gruppe
(in unserem Fall das Hamin) die spezifische katalytische Wirkung bedingt, die
Verkettung mit dem Triger aber ihre Intensitit steigert und die feineren Unter-

1 Vgl. W. M. BayLiss: The Nature of Enzyme Action. London, 1914. — A, FODOR:
Das Fermentproblem. Dresden, 1930.

2 R. WILLSTATTER: Ber. dtsch. chem. Ges. 56 (1922), 3601; Naturwiss. 16 (1927),
585.

3 PERRIN: J. Chim. physique 8 (1905), 102.

4 A.P. MaTHEWS, T. H. GLENN: J. biol. Chemistry 9 (1911), 29.
5 § R. WILLSTATTER, A. POLLINGER: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 180 (1923),

81.
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schiede der Spezifitit bewirkt. Noch deutlicher wurde die auBerordentliche
Steigerung der Katalysatorwirkung durch den Einbau einer aktiven Gruppe in
ein groBes Molekiil aufgedeckt, als es sich herausstellte, daB das Enzym Katalase
Eisen in Form einer Eisen-Porphyrin-Verbindung enthélt. Folgende Zusammen-
stellung gibt dariiber einen Uberblick:

1 Mol Fet+- bzw. Fet++-Salze in wisseriger Losung zersetzt in 1 Sek. 10~ Mole H,0,,
1 Mol Hémin bzw. Mesohémin ,, ” » w1l o, 1072 »
1 Mol Katalase ............. - »» »” s s 1, 105 ”

Ein bedeutender Fortschritt in unserer Kenntnis iiber den allgemeinen Auf-
bau der Enzyme wurde gewonnen, als es gelang, die Erscheinung der Enzym-
aktivierung durch Co-Fermente dieser Auffassung der Enzymstruktur einzufiigen.
Es war seit langem bekannt, daB haufig aktive Fermentlosungen ihre Féihigkeit
zu katalytischem Umsatz verlieren, wenn sie einer Dialyse unterworfen werden,
und daB sie die Fahigkeit bei der Wiedervereinigung des niedermolekularen,
dialysablen Anteiles mit dem nichtdialysierten hochmolekularen Anteil zuriick-
erhalten. Das in dieser Hinsicht dlteste und bekannteste Beispiel ist das Ferment-
system der alkoholischen Gérung (Zymase).

a) Die Pyridindehydrasen.

HarDEN und YouNe! fanden 1904, daB sich gérfihiger HefepreBsaft durch
Dialyse aufteilen lieB in zwei firr sich giarungsinaktive Anteile, die beim Zu-
sammengeben wieder die urspriingliche Aktivitdt zuriickerhielten. Den nieder-
molekularen Anteil bezeichneten HARDEN und YouNG als Co-Ferment der alko-
holischen Gdrung, EULER und MYRBACK spiter als Co-Zymase. Nach der EULER-
schen Auffassung ist die Co-Zymase als die aktive oder katheptische Gruppe einer
Dehydrase. anzusehen, die durch Dialyse aufgeteilt werden kann in ein nicht-
dialysiertes hochmolekulares Tragermolekiil und in das niedermolekulare Co-
Ferment. Die Forschung der letzten Jahre konnte die Konstitution der Co-
Zymase weitgehend aufkliren,? sie ist ein Diphosphopyridinnucleotid (siehe den
Artikel ELL10TT in diesem Bande, Dehydrasen), in dem ein bestimmter Molekiil-
anteil, ndmlich Nicotinsdureamid, als eigentliche Wirkungsgruppe anzusehen ist.
Der hochmolekulare, nicht dialysable Anteil wurde von E. NEGELEIN und H. J.
WouLrF? aus Macerationssaft von Trockenhefe isoliert und kristallisiert und erwies
sich als ein Protein. Das aktive Enzym ist ein dissoziierendes Proteid, dessen
prosthetische Gruppe Dihydropyridinnucleotid ist. Die Nucleotidkonzentration,
bei der die Hilfte des Proteids in Nucleotid und EiweiB nach der Gleichung:

Proteid == Nucleotid 4+ Eiweil3

dissoziiert ist, betragt fiir das hydrierte Pyridinderivat 3-10-% und fiir das nicht-
hydrierte Pyridinderivat 9-10-5> Mol/Liter. Es besteht also ein Gleichgewicht;
durch Zusatz von Co-Zymase oder Protein wird das Gleichgewicht nach dem
Massenwirkungsgesetz nach links verschoben und die Menge des wirksamen
Enzyms vermehrt.

Das genaue Studium der Dehydrasen, bei deren Aufbau Pyridinnucleotide
beteiligt sind, hat nun gezeigt, mit welchen Mitteln die feinabgestufte Spezifitat
hierbei hervorgerufen wird. Zunédchst ist der kolloide Tréiger — das Protein —

1 A. HarpEN, W.Y.YoUNG: J. Physiol. Proc. 1904; Proc. chem. Soc. 21 (1905),
189.
2 H.v. EvLER, H. ALBERS, F. SCHLENK: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 240
(1936), 113, 1; 287 (1936), 1. — O. WARBURG, W. CHRISTIAN : Biochem. Z. 275 (1934),
464; 282 (1935), 157; 285 (1936), 156; 287 (1936), 291.

3 E. NEGELEIN, H. J. WuLFF: Biochem. Z. 289 (1937), 436; 298 (1937), 351.
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auswechselbar, aber nur unter Anderung der Spezifitit. Co-Zymase gibt mit
dem von NEGELEIN isolierten Protein ein Enzym, das eine spezifische Acet-
aldehydreduktase bzw. Alkoholdehydrase ist. Versucht man das Protein der
Alkoholdehydrase fiir die Dehydrierung eines anderen Substrats, etwa der
Triosephosphorsiure oder der Milchsdure, anzuwenden, so zeigt es sich véllig
inaktiv. Fiir diese Dehydrierungen sind andere spezifische Proteine notwendig,
die sich gegenseitig nicht ersetzen kénnen. Uber diese spezifischen Proteine
haben auBler der WaRBURGschen Schule EvLER und ApLER! ausgedehnte Unter-
suchungen ausgefiihrt.

Anderseits existiert ein der Co-Zymase nahe verwandtes Co-Ferment, das
sich von ihr nur durch ein Mehr von 1 Phosphorsiuremolekiil unterscheidet,
die sogenannte Co-Dehydrase II, ein Tri-phospho-pyridin-nucleotid.? Auch dieses
Co-Ferment geht durch Bindung an spezifische Proteintriger in Enzyme iiber,
die wiederum eine ausgesprochene Spezifitét zeigen. So wurde von E. NEGELEIN
und W. GERISCHER? ein Protein isoliert, das fiir die Dehydrierung des RoBINSON-
Esters zu Phosphohexonséure spezifisch ist, wahrend Triphosphopyridinnucleotid
im Verein mit anderen spezifischen Proteinen Phosphohexonséure und ihre
Dehydrierungs- oder Dismutationsprodukte dehydriert.*

Die Verhiltnisse bei den Pyridindehydrasen geben uns ein ungefahres Bild
iber das Zustandekommen der spezifischen Wirkungsweise eines Enzyms. Ebenso
wie der chemische Vorgang in allen von den Pyridindehydrasen katalysierten
Reaktionen der gleiche ist (siehe S. 40), ist auch die Wirkungsgruppe immer der
Pyridinanteil des Co-Ferments. Wir unterscheiden deshalb zwischen der aktiven
oder prosthetischen Gruppe und der Wirkungsgruppe. Die speziellere Substrat-
spezifitdt kann durch feinere strukturelle Besonderheiten des kolloiden Trigers
sowohl als auch der katheptischen Gruppe bedingt sein. Eine durchdringende
Erklarung fiir die Erscheinung, daB ein verdndertes Tragermolekiil eine Spezifi-
tatsinderung hervorruft, steht noch aus. Vielleicht ist in der sogenannten
. Zweiaffinitdtstheorie’ von EULER® ein Hinweis fiir die Losung dieses Problems
gegeben, die annimmt, daBl sich Enzyme mit ihren Substraten an zwei Stellen
verbinden.

b) Die Flavinenzyme.

Den Pyridindehydrasen schlieBt sich eine Reihe anderer Fille an, die sich
der dualistischen Auffassung iiber den Strukturaufbau von Enzymen einordnen.
Das bestuntersuchte Enzym in dieser Hinsicht ist das gelbe Atmungsferment,
das WarBURG und CHRISTIAN® aus Hefe isolierten und das von THEORELL'
rein dargestellt wurde (siehe S.40). Anders wie die Pyridindehydrase ist das
gelbe Ferment durch einfache Dialyse nicht in zwei Komponenten aufteilbar.
Dagegen gelingt die Aufteilung bei der Dialyse gegen verdiinnte Salzsiure;
die Farbstoffkomponente ist dann dialysabel, das farblose EiweiB8 nicht. Das
Ferment 148t sich aus seinen Komponenten resynthetisieren und hat dann, auf

5 1(Vggl. z. B. E. ADLER, H. v. EULER, W. HUGHES: Hoppe-Seyler’s physiol Chem.
2562 (1938), 1.

2 O. WARBURG, W. CHRISTIAN, A. GRIESE: Biochem. Z. 282 (1935), 157; 285 (1936),
156; 287 (1936), 291.

3 E. NEGELEIN, W. GERISCHER: Biochem. Z. 284 (1936), 289.

4 O. WARBURG, W. CHRISTIAN : Biochem. Z. 292 (1937), 287.

5 H.v. EULER, K. JoSEPHSON : Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 188 (1924), 279.
— K. JosEPHSON, H. v. EULER: Ebenda 162 (1926), 85. — Vgl. auch A. K. BALLs,
F. KOHLER: Ber. dtsch. chem. Ges. 64 (1931), 294.

¢ 0. WARBURG, W. CHRISTIAN: Biochem. Z. 264 (1932), 438; 267 (1933), 492.

7 H. THEORELL: Biochem. Z. 272 (1934), 155; 278 (1935), 263. — R.KU=HN.
H. Rupy, F. WEYGAND: Ber. dtsch. chem. Ges. 69 (1936), 1543.
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gebundenen Farbstoff berechnet, genau dieselbe Aktivitit wie das nie gespaltene.
Die Farbstoffkomponente ist inzwischen synthetisch zugénglich geworden;!
sie erwies sich als Lactoflavin-5'-phosphorsiure und als identisch mit dem
Vitamin B,.

OH OH OH OH
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CH) N@® N@
VAR NWARNIV/ AN
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Flavinenzym.,

Mit der verhiltnisméaBig leichten Zuginglichkeit dieses Koérpers war die
Moglichkeit gegeben, Variationen an ihm vorzunehmen, die einen Einblick in
die Bedingungen der katalytischen Wirkungsweise und in die Bindungsverhilt-
nisse mit der EiweiBkomponente gewihren sollten.

Das Redoxpotential des gelben Ferments liegt wider Erwarten viel hher —
um 0,12 V — als dasjenige der aktiven Gruppe, der Lactoflavinphosphorsdure.
E, des gelben Ferments = 0,06 V bei pz = 7 und 20°. Der EinfluB des Triger-
molekiils auf die Reaktionsféhigkeit der Wirkungsgruppe liegt also in diesem Falle
klar zutage. Ohne die 6,7-Methylgruppen existiert keine Fermentwirkung;
dieselben Gruppen bewirken eine maximale Negativitit des Redoxpotentials.
Die Verschiebung einer Methylgruppe aus der 6- in die 5-Stellung oder aus der
7- in die 8-Stellung vernichtet ebenfalls die Co-Fermentwirkung der Lactoflavin-
phosphorséure.? Die Fihigkeit zur Bildung einer katalytisch wirksamen Eiwei8-
verbindung bleibt aber erhalten, wenn man die 6,7-stindigen Methylgruppen
durch den Tetramethylen- oder Trimethylenring ersetzt.? Ferner ist die Bildung
eines Flavinenzyms nur mdéglich, wenn die NH-Gruppe in 3-Stellung frei ist.*
Néchst der freien NH-Gruppe in 3-Stellung ist die Struktur der hydroxyl-
haltigen Seitenkette in 9-Stellung und die stereochemische Anordnung ihrer
Hydroxyle ausschlaggebend. Nur mit den von der d-Ribose und I-Arabinose
abgeleiteten Farbstoffen ist eine Fermentbildung mdoglich. Die Veresterung mit
Phosphorséure ist fiir die katalytische Wirksamkeit nicht notwendig, aber fiir
die Haftfestigkeit der Farbstoffe am Triger von Bedeutung. Der Unterschied
in der Co-Fermentwirkung von Lactoflavin und Lactoflavin-5'-Phosphorsidure
ist nur quantitativer Art. Er beruht auf der verschiedenen Lage der beiden
Dissoziationsgleichgewichte :

1. Lactoflavin + Tréager == Lactoflavin ... Tréger,
2. Lactoflavin-Phosphors. + Triger == Lactoflavin-Phosphors. . .. Triger.

Versucht man aus den vorliegenden Tatsachen eine Strukturformel des gelben
Ferments abzuleiten, welche die Bindungsverhéltnisse der prosthetischen Gruppe
an den Trager zum Ausdruck bringt, so kommt man zu der von KuvaN und Bov-
LANGER (siehe oben) aufgestellten Konstitutionsformel des gelben Ferments.

R. KunN, P. BOULANGER: Ber. dtsch. chem. Ges. 69 (1936), 1557.

R. KunN, P. DESNUELLE, F. WEYGAND: Ber. dtsch. chem. Ges. 70 (1937), 1293.
R. Kunn, H. VETTER, H. W. RzEPPA: Ber. dtsch. chem. Ges. 70 (1937), 1302.
R. Kunn, H. Rupy: Ber. dtsch. chem. Ges. 69 (1936), 2557.
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Der EiweiBkorper, der sich mit der Farbstoffgruppe zum gelben Ferment
vereinigt, ist nach KvEN und DESNUELLE! spezifisch; die Forscher berichten
iiber die Zusammensetzung dieses Proteins. Von besonderem Interesse ist dabei
der Gehalt an Hexonbasen, da die Lactoflavin-5'-Phosphorsiure nach obiger
Strukturformel an zwei Stellen von basischen Gruppen der EiweiBkomponente
gebunden wird. Tatsdchlich ist auch die Summe von Histidin, Arginin und
Lysin ziemlich hoch und betragt 24,79%,, ist somit derjenigen im Himoglobin
(20,7%) sehr dhnlich. Ferix und MAGER? berichten, daB Clupein, das basen-
reiche Protamin aus Heringssperma, mit Lactoflavin-5'-Phosphorsiure sich zu
einer Verbindung vereinigt, die Fermentcharakter aufweist. Eine gewisse Vertret-
barkeit des Proteintrigers wire also darnach moglich, beruhend vermutlich auf
einer strukturellen Gemeinsamkeit der auswechselbaren EiweiBlkérper.

Die Lactoflavin-5'-Phosphorsédure spielt nicht nur im Aufbau des sogenannten
gelben Ferments eine Rolle. Ahnlich wie bei den Pyridindehydrasen ist die
Wirkungsgruppe des Flavins in andere Enzyme mit spezifischer Einstellung auf
ihre jeweiligen Substrate eingebaut. So erwies sich das Co-Ferment der d-Alanin-
dehydrase nach WARBURG und CHRISTIAN® als ein Flavin-Adenin-Nucleotid.
,»,Durch Vereinigung dieses Di-Nucleotids mit verschiedenen spezifischen Proteinen
entstehen gelbe Fermente, die viel reaktionsfahiger sind und andere physiologische:
Funktionen haben als das in der Hefe entdeckte ,alte‘ gelbe Ferment.

c) Der Aufbau der Carboxylase.

Den beiden Enzymgruppen, den Pyridindehydrasen und den Flavinenzymen,
schlieBt sich in ihrem strukturellen Aufbau auch die Carboxylase an. LOHMANN
und ScHUSTER? haben das Co-Ferment der Carboxylase — die Co-Carboxylase —
in reiner kristallisierter Form erhalten. Es erwies sich als das diphosphorylierte
Aneurin (Vitamin B,). Von seinem Trager, der bis jetzt noch nicht in reiner Form
isoliert werden konnte, wird es durch alkalische Lésungsmittel abgetrennt.

d) Der Aufbau der Katalase.

Etwas anders schon liegen die Verhiltnisse bei der Katalase. Dieses Enzym
wurde von SUMMNER und Douskc® in kristallisierter und einheitlicher Form
isoliert. Das Enzym stellt eine Verbindung von einem Protein mit einem Hémin®
dar, ist also in seinem Aufbau mit dem Hamoglobin zu vergleichen, obwohl es
in seiner Hamingruppe sowohl wie in seinem Proteinmolekiil Unterschiede zeigt.”
Vergleicht man die katalatische Aktivitit des Himoglobins mit der der Katalase,
so findet man einen enormen Unterschied: Hamoglobin ist nur geringfiigig
wirksam,® Katalase dagegen hat eine etwa 1000fach so hohe Aktivitét.

Auch aus diesem Beispiel geht also die groBe Abhingigkeit der Spezifitit
von der Struktur der aktiven Gruppe und des Trigers hervor. Aber die Katalase
und mit ihr alle eisenhaltigen Fermente unterscheiden sich von den bisher be-

1 R. KUnN, P. DESNUELLE: Ber. dtsch. chem. Ges. 70 (1937), 1907.

? K. FELIX, A. MAGER: Hoppe-Seyler’s physiol. Chem. 249 (1937), 126.

3 O. WARBURG, W. CHRISTIAN: Naturwiss. 26 (1938), 210, 235; Biochem. Z. 296
(1938), 294.

¢ K. LOEHMANN, PH. SCHUSTER: Naturwiss. 25 (1937), 26; Biochem. Z. 294 (1937),
188.

8 J. B. SUMMNER, A. L. Douskc: J. Biol. Chemistry 121 (1937), 417.

¢ K. ZriLE, H. HELLSTROM : Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 192 (1930), 171. —
R. KunN, D. B. HAND, M. FLORKIN: Ebenda 201 (1931), 255.

7 K. G. STERN: J. biol. Chemistry 112 (1936), 661. — D. KeILIN und Mitarbeiter:
Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 122 (1937), 119; 121 (1936), 173; 124 (1938), 398.

8 F. Haurowirz: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 198 (1931), 9.
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sprochenen Enzymen der Pyridin- und Flavinreihe und der Carboxylase in der
Haftfestigkeit der aktiven Gruppe an ihrem Triger. Die Lostrennung des Himins
ist nicht ohne weiteres moglich und die Resynthese des Ferments aus den Kompo-
nenten bisher nicht gelungen. Die eisenhaltigen Fermente stellen offenbar
Proteide mit hauptvalenzméaBig gebundenen prosthetischen Gruppen (Héminen)
dar, wihrend bei der ersten Gruppe der prosthetische Enzymanteil locker, viel-
leicht nur salzartig gebunden ist,

e) Der Aufbau hydrolysierender Fermente.

Alle diese Fille geben der dualistischen Theorie, wonach sich ein Ferment
aus Triger und Wirkungsgruppe zusammensetzt, recht. So eindeutig ist der
Beweis dafiir bisher nur bei den Enzymen der Oxydoreduktion und bei der
Carboxylase gelungen. Bei den hydrolysierenden Enzymen haben sich dagegen
lange Zeit keine sicheren Befunde ergeben, die, hinausgehend iiber die friiheren
allgemeinen, der ,,dualistischen Theorie* zugrunde liegenden Erfahrungen fiir
diese Auffassung beweisend gewesen wiren. Im Gegenteil weisen die Befunde
von NorTHROP an den Proteasen und von SuMMNER an der Urease darauf hin,
daB hier einheitliche spezifische EiweiBkérper an sich als Fermente wirken.

1926 gelang es SUMMNER,! Urease in kristallisierter Form zu erhalten; die
Darstellung kristallisierten Pepsins, Trypsins, Chymotrypsins und ihrer Vor-
stufen durch NorTHROP 2der Carboxypolypeptidase durch ANsoN3und des Papains
durch Barrs? und Mitarbeiter folgten. Die erhaltenen Enzymkristalle verhalten
sich in jeder Hinsicht wie EiweiBkristalle; sie lassen sich ohne Anderung der
Wirksamkeit umkristallisieren. Daraus und aus ihrer hohen Wirksamkeit
schlieBen ihre Entdecker, daf die Kristalle als reine, von Begleitstoffen befreite
Enzyme anzusehen sind. Ein Entscheid allerdings, ob die kristallisierten Pro-
teasen reine Eiweilkorper sind, die die Wirkungsgruppe in ihrem Molekiil selbst
eingebaut haben, oder ob sie der dualistischen Theorie entsprechend doch eine
besondere aktive Gruppe enthalten, die der bisherigen Untersuchung entgangen
ist, 1aBt sich noch nicht treffen. Einige Befunde, die fiir den ersten Fall sprechen,
mogen an dieser Stelle mitgeteilt sein.

A.E. STEARN®? folgert aus Berechnungen von Aktivierungsenergien, daB
gewisse Gruppen in gewéhnlichen Proteinen imstande sind, eine katalytische
Wirkung auf die Hydrolyse der C—N-Bindung auszuiiben, wenn sie beziiglich
des zu katalysierenden Systems passend angeordnet werden konnen. K. O. PE-
DERSEN® berichtet, dafl hochmolekulare, schnellsedimentierende Proteine, wie
Serumalbumin und Hamoglobin, durch niedermolekulare langsam sedimen-
tierende EiweiBkorper, wie Clupein, zu kleineren Bruchstiicken aufgespalten
werden. Von BERSIN? ist ferner die Hypothese aufgestellt worden, da8 als
eigentliche aktive Gruppe im Papain eine Aminogruppe wirkt, welche durch eine
benachbarte Thiolgruppe aktiviert sein muB.

1 J.B. SuMNER: J. biol. Chemistry 76 (1928), 149; 79 (1928), 489; Ergebn.
Enzymforsch. 1 (1932), 295.

2 J. H. NORTHROP: J. gen. Physiol. 18 (1930), 739. — J. H. NorTHROP, M. KUNITZ:
Ebenda 16 (1932), 267; 18 (1935), 433; Ergebn. Enzymforsch. 2 (1933), 104.

3 M. L. ANSON: Science (New York) 81 (1935), 467.

4 A.K. BaLLs, A. LINEWEAVER, R. R. THOMPSON: Science (New York) 86 (1937),
379.

5 A. E. STEARN: J. gen. Physiol. 18 (1935), 171, 301.

¢ K. O. PEDERSEN: Nature (London) 188 (1936), 363.

? T. BERSIN: Ergebn. Enzymforsch. 4 (1935), 68.
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Bei einer besonderen Protease — der Dipeptidase aus Hefe — ist es inzwischen
GRrASSMANN! gelungen, eine Aufteilung in ein inaktives Protein und einen thermo-
labilen, dialysierbaren Faktor zu erreichen. Proteasen allgemein als Nur-Proteine
im Sinne obiger Auffassung anzusehen, ist also nicht mehr méglich.

Aber auch im Falle des Pepsins sind Zweifel an der Einheitlichkeit des Protein-
molekiils geduBert worden. In Nacharbeiten élterer Arbeiten gelang es KrAUT
und TR1A,2 eiweiBarme amorphe Pepsinpriaparate darzustellen, deren Wirksamkeit
ebenso hoch ist wie jene des kristallisierten Pepsins, aber dieses Priparat
bewirkt eine andersartige Aufspaltung des Caseins. Die beiden Forscher fassen
das Ergebnis ihrer Arbeit folgendermaBen zusammen: ,,Mit der Auffindung der
Verschiedenheit von kristallisiertem und eiweiBfreiem Pepsin ist ein groBes
Hindernis fiir die Anerkennung der NorTHROPschen Ansicht beseitigt, daB in
den von ihm dargestellten Pepsinkristallen die proteolytische Aktivitit eine
Eigenschaft des Proteinmolekiils selbst sei. Aber es erhebt sich jetzt erst recht
die Frage, ob.es wahrscheinlich ist, daB in demselben tierischen Organ ein typi-
sches Protein als peptisches Enzym dient und daneben fiir genau denselben
Zweck und mit iiberaus dhnlichen enzymatischen Eigenschaften eine ganz anders
geartete chemische Verbindung. Die einfachste und zur Zeit auch widerspruch-
loseste Annahme scheint uns zu sein, daBl der Symplex beider Enzyme dieselbe
aktive Gruppe besitzt und sie sich nur durch die Trigerkomponente unter-
scheiden, die ihre Spezifitit modifiziert.*

Auch fiir andere hydrolysierende Fermente ist der Beweis ihres zusammen-
gesetzten Aufbaues erbracht worden. So konnten H.KrRAuT und W.v. PaN-
TSCHENKO-JUREVICZS fiir die Leberesterase und Pankreaslipase zeigen, da8 beiden
Enzymen dieselbe aktive Gruppe gemeinsam ist, die sich mit spezifischen, die
Lipase- bzw. Esterasewirkung bestimmenden Trégern vereinigt. Die Spezifitat
wird hauptséchlich von dem Tréiger bestimmt, Leberesterase und Pankreaslipase
besitzen dieselbe prosthetische Gruppe. DaB die Verhaltnisse bei einigen Phospha-
tasen dhnlich liegen, berichten ALBERs und Mitarbeiter.* In jiingster Zeit konnte
D. ALBERS® iiber eine vollstindige Trennung der alkalischen Nierenphosphatase
in Protein und prosthetische Gruppe berichten.

3. Die zusammengesetzte Natur der Fermente als Erklirung ihrer
Eigenschatten.

Als Aufbauprinzip der Fermentmolekiile hat sich herausgestellt, daB sie
zusammengesetzter Natur sind; dieses Aufbauprinzip beschrinkt sich nicht auf
eine bestimmte Gruppe von Enzymen, sondern gilt allgemeiner. Die kristalli-
sierten Proteasen und die kristallisierte Urease kénnen davon vielleicht eine Aus-
nahme — eine im Sinne LANGENBECKS verstindliche Ausnahme — machen:
In diesem Sinne wire die tiefere Bedeutung der dualistischen Theorie — nédmlich
daB eine aktive Gruppe von einem hochmolekularen Kérper getragen wird,
gleichgiiltig, wie fest diese aktive Gruppe in das ganze Enzymmolekiil eingebaut
sein mag — auch nicht durchbrochen. Vgl. auch den Artikel ScEwAB-RosT,
Fermentmodelle, in diesem Bande.

Die Festigkeit der Bindung zwischen aktiver Gruppe und Tragermolekiil
wechselt, wie wir gesehen haben: sie ist mehr oder weniger lose bei den Proteiden

1 W. GRASSMANN, W. VOLMER, V. WINDBICHLER: Biochem. Z. 298 (1938), 8.

2 H. KrAvuT, E. TRIA: Biochem. Z. 290 (1937), 2717. -

3 H. KrAuT, W. V. PANTSCHENKO-JUREVICZ: Biochem. Z. 275 (1934), 114.

4 E. ALBERS, E. BEYER, A. BOENENKAMP, G. MULLER: Ber. dtsch. chem. Ges. 71
(1938), 1913.

8 D. ALBERS: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 261 (1939), 43, 269.
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der Pyridin- und Flavinreihe, der Carboxylase und einigen bis jetzt untersuchten
hydrolysierenden Enzymen, sie ist sehr viel fester bei den Proteiden der Hamin-
reihe und mag vielleicht bei den kristallisierten Proteasen nicht mehr ohne
irreversible Zerstorung des ganzen Enzymmolekiils 16sbar sein. Eindeutig aber
kann festgestellt werden, daB die chemische Theorie der Enzymwirkung durch
die Aufklirung der spezifischen chemischen Struktur vieler Enzyme aus
allen Gruppen gegeniiber der Auffassung, Enzyme seien nur Kolloide von
besonderer Dispersitat, den Sieg davongetragen hat.

Weniger eindeutig lassen sich die Ergebnisse iiber die Auswechselbarkeit
der Triger zusammenfassen, wahrscheinlich deshalb, weil hier mehrere Er-
scheinungen zusammentreffen, die bis jetzt nicht immer auseinandergehalten
werden konnten. WILLSTATTER! hat versucht, auf experimentellen Grundlagen
aufbauend durch Einfithrung neuer Begriffe Klarheit zu schaffen. ,,Hochmoleku-
lare Stoffe wie Enzyme, Proteine, Cellulose, Lignin, Lipoide, Pigmente* — so
schreibt WILLSTATTER — ,betitigen ihre Restaffinititen durch Bildung von
Additionsprodukten spezifischer oder unspezifischer Art. Unter den entstandenen
Verbindungen gibt es solche wie die Hamoglobine von stochiometrischer Zu-
sammensetzung. Fir die durch Restaffinititen (nicht von Verbindungen erster
Ordnung, sondern) von hochmolekularen Stoffen oder selbst Komplexen gebildeten
Verbindungen schlagen wir zur Erweiterung der Komplexchemie die Bezeichnung
Symplext vor“. .. Dieser Begriff soll sowohl die Systeme umfassen, die aus einer
prosthetisehen Gruppe mit einem hochmolekularen, kolloiden Trager bestehen,
wie auch diejenigen, die sich aus mehreren hochmolekularen Komponenten zu-
sammensetzen.

Um fiir die Beziehung von aktiver Gruppe und Trédger und fiir ijhre Ver-
einigung zum eigentlichen Enzym, dem Symplex, einfache Bezeichnungsméglich-
keiten zu haben, schlagen ferner Kraur und Mitarbeiter? vor, fiir die beiden
Komponenten des Symplexes den Namen des betreffenden Enzyms mit geeig-
neten Nachsilben zu verwenden. Es soll die aktive Gruppe durch die Nachsilben
-agon, der Trager durch die Nachsilben -pheron bezeichnet werden. Die élteren,
vielfach angewandten Ausdriicke Co-Ferment und Apo-Ferment decken sich im
wesentlichen mit den Ausdriicken Agon und Pheron; fiir das vereinigte Enzym,
den Symplex, ist der Ausdruck Holoferment gebrauchlich.

Daf die Trager unter Spezifitdtsinderung des Enzyms ausgetauscht werden
konnen, ist in vielen Fillen nachgewiesen (vgl. S. 29—30 fiir die Pyridindehy-
drasen), daB sie in manchen Fillen ohne Spezifitdtsinderung, aber mit Anderung
der Intensitit ausgewechselt werden konnen, ist wahrscheinlich gemacht worden
(vgl. das Beispiel des gelben Ferments S. 32). Nach WarBURG? ist das Protein
der RosBisoN-Ester-Dehydrase, des Triphosphopyridin-Proteids aus Hefe,
chemisch verschieden von dem aus roten Rattenblutzellen; wahrscheinlich, so
meint WARBURG, gibt es von jedem Proteid viele Variationen. Eine willkiirliche
Anderung des kolloiden Trégers ist jedoch nicht méglich.

Wieweit ein teilweiser Abbau des kolloiden Trégers, z. B. ein enzymatischer,
ohne EinbuBe der Enzymwirksamkeit stattfinden kann, stand des ofteren zur
Diskussion; nach unseren heutigen Vorstellungen scheint dies nicht unméglich
zu sein. Im Tragermolekiil sind es bestimmte Gruppen, die die Bindung mit der
prosthetischen Gruppe herbeifiithren, und solange diese in ihrem Wesen nicht
gestort sind, wird — so kann man annehmen — eine Enzymwirkung zu beob-

031 R. WiLLsTATTER, M. ROEDEWALD : Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 225 (1934),
103.

? H. KrAuT, W. v. PANTSCHENKO-JUREVICZ: Biochem. Z. 276 (1934), 114.

3 0. WARBURG: Ergebn. Enzymforsch. 8 (1938), 210.
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achten sein. Ergebnisse, die bei der Urease! gewonnen werden konnten, deuten
darauf hin; ferner ist der Nachweis von zwei Pepsinen, einem eiweiBhaltigen,
kristallisierten und einem eiweiBarmen, amorphen Pridparat (siche S.34), eine
Stiitze fiir diese Ansicht. DaB ein zu weitgehender Abbau des Trigerproteins
zu einer Vernichtung der Enzymaktivitit fithrt, ist allgemein bekannt und
verstandlich. :

In jiingster Zeit berichtet KunNiTz? von einem interessanten Abbau des
Chymotrypsinmolekiils durch vorsichtige Hydrolyse, wobei drei kleinere Protein-
molekiile entstehen; zwei davon sind Enzyme und sind in kristallisierter Form
erhalten worden. Die neuen Enzyme sind verschieden vom urspriinglichen
Chymotrypsin, was das Molekulargewicht, die Kristallform, die Loslichkeit und
das Saurebindungsvermégen betrifft, identisch aber in den enzymatischen Eigen-
schaften des Muttermolekiils, also:

a-Chymotrypsin

B-Chymotrypsin y-Chymotrypsin  Inaktives Protein

Durch Aufspaltung des urspriinglichen Chymotrypsins entstehen also neue
Enzyme, offenbar mit gleicher Wirkungsgruppé, aber mit einem verkleinerten
Trigermolekiil.

In einer Anderung des Tragermolekiils besteht auch der Ubergang von un-
loslichem desmo-Enzym in lyo-Enzym (siehe S.11), der so zu verstehen ist,
daB durch Lésung eines Symplexes (Agon-Pheron-verankernde Substanz), z. B.
durch Autolyse, lyo-Enzym (Agon-Pheron) entsteht.

Der zusammengesetzte Aufbau des Enzymmolekiils 148t auBer der Erscheinung,
daB so viele Enzyme mit #dhnlicher Substratspezifitit existieren, auch die Er-
scheinung der Isodynamik bei vielen Enzymgruppen leichter verstehen. Iso-
dyname Enzyme sind — nach einer Definition von WILLSTATTER? — Enzyme,
die dasselbe Substrat angreifen. Ein frith aufgefundenes Beispiel isodynamer
Enzyme sind die Spermatolipase und Blastolipase der Ricinusbohne;* wihrend
der Keimung der Ricinusbohne verschiebt sich das pr-Optimum der lipatischen
Wirkung von pr = 4,7 gegen den Neutralpunkt. Die Umwandlung der Spermato-
lipase in Blastolipase tritt also wihrend der Keimung ein. Andere Enzym-
gruppen, wie die der Phosphatasen® und der Amylasen,® reihten sich an. Es
liegt nahe, auch hier die Erklirung der Erscheinung in einer Verschiedenheit des
kolloiden Tréigers zu suchen.”

Die auffallende Unbestindigkeit mancher Enzympriparate, besonders hoch-
gereinigter, erkliren KrRAUT und PANTSCHENKO-JUREVICZ® ebenfalls aus dem
zusammengesetzten Bau des Enzymmolekiils. Die Beobachtungen iiber die

1 E, WALDSCHMIDT-LEITZ, F.STEIGERWALD: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem.
195 (1931), 260.

2 M. KuNitz: J. gen. Physiol. 22 (1938), 207.

3 R. WILLSTATTER, M. RoHDEWALD : Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 229 (1934),
255.
¢ R. WILLSTATTER, E. WALDSCHMIDT-LEITZ: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 134
(1921), 161.

5 E. BaAMANN, K. DIETRICHS : Ber. dtsch. chem. Ges. 67 (1934), 2019.

¢ R. WILLSTATTER, M. ROHDEWALD: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 229

(1934), 255.
7 E. ALBERS, E. BEYER, A. BouNENKAMP, G. MULLER: Ber. dtsch. chem. Ges. 71
(1938), 1913.

8 H. KRAUT, W. V. PANTSCHENKO-JUREVICZ: Biochem. Z. 275 (1934), 114.
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Stabilitdtsinderungen wihrend der Reinigung von Leberesterase zeigten namlich,
daB das Gleichgewicht der Reaktion

Agon + Pheron == Symplex

offenbar so gelagert ist, daBl neben dem Symplex noch erhebliche Anteile der
freien Komponenten vorhanden sind, mit anderen Worten, daB8 die Gleich-
(Agon) (Pheron) .

—= nicht

- Symplex
sehr klein ist. Das Enzymsystem kann also gegebenenfalls nicht nur aus seinem
Symplex bestehen, sondern auch von dem durch das Massenwirkungsgesetz
geregelten Nebeneinander des Symplexes mit den freien Komponenten abhingig
sein. Jede Entfernung, sei es von Triger oder von Agon, leitet einen Symplex-
zerfall ein, bis das neue Gleichgewicht erreicht ist. Bei vielen Enzymen sind
nun das freie Agon bzw. das freie Pheron nicht besténdig, sondern lagern sich
zum groBen Teil in offenbar nicht mehr zur Symplexbildung befihigte Produkte
um. Fiir die priparative Enzymchemie besonders bemerkenswert erscheint es,
daB so durch Entfernung iiberschiissiger Trigermolekiile das Enzym an Bestindig-
keit verlieren kann.

SchlieBlich wird auch die Erscheinung der Enzymadsorption auf Symplex-
bildung zuriickgefiihrt (siehe S. 17). ,,Es wire’‘ — nach WILLSTATTER! — ,,nicht
sinngemd, den Begriff der Symplexe auf organische Stoffe zu beschrinken.
Vielmehr sind Systeme mit anorganisclien Reaktionspartnern einzureihen. Die
Enzymadsorption ist durch auswihlende Residualaffinititen bedingt, die hoch-
molekularen anorganischen wie organischen Stoffen eigen sind.” Und wenn man
mit WILLSTATTER den Symplexbegriff noch weiter faf8t, indem man die Reak-
tionen der Enzyme mit Substraten, Aktivatoren und Hemmungskérpern selbst
in das Gebiet der Symplexchemie einordnet, so sehen wir, wieweit die geschilderte
und experimentell begriindete Auffassung iiber den Aufbau der Enzyme die
GroBzahl der Erscheinungen der Enzymchemie anndhernd zu deuten vermag.

Vor Augen muB} man sich dabei allerdings halten, daB an sich die katalytische
Eigenschaft — wie wir wissen — nicht auf groBe Molekiile beschrankt ist, und
so wire es nicht durchaus verwunderlich, wenn die Zukunft Ausnahmen in dem
allgemeinen Bauprinzip der Enzyme aufweisen wiirde. Die Befunde, die an der
Takaamylase z. B. gemacht wurden, schreiben diesem Enzym ein verhaltnis-
méBig kleines Molekiil zu. Auch die Nierenphosphatase scheint nach Befunden
von ALBERS? ein kleines Molekulargewicht zu besitzen, obwohl sie nach dem
ndmlichen Forscher zusammengesetzter Natur ist.

In allen den Fillen, in denen das Triagermolekiil isoliert werden konnte,
erwies es sich als ein Protein; es ist bis jetzt noch nicht erwiesen, ob Stoffe aus
anderen Korperklassen als Enzymtriger Verwendung finden kénnen. Hinge-
wiesen kann nur auf einige Befunde werden, nach denen es ,,eiweiBarme‘‘ Enzyme
gibt: das eiweiBarme Pepsin nach Kravur,? die Takaamylase nach AXKABORI?!
die Pankreasamylase nach WarLpscEMIDT-LErTz und REICHEL® ferner auf
Enzymmodelle, bei denen als Tréigersubstanz einer organischen Gruppe Cellulose-

gewichtskonstante der Massenwirkungsgleichung K =

1 R. WILLSTATTER, M. ROHDEWALD : Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 225 (1934),
103.
2 H. und E. ALBERS: Hoppe-Seyler’s Z, physiol. Chem. 182 (1935), 165. —
H. ALBERS und Mitarbeiter: Ber. dtsch. chem. Ges. 71 (1938), 1913.

3 H. KravuT, E. Tr1A: Biochem. Z. 290 (1937), 277.

¢ 8. AkABORI, K. KasiM0oT0: Bull. chem. Soc. Japan 18 (1938), 291.

8 E. WaALDSCHMIDT-LEITZ, M. REICHEL: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 204
(1932), 197.
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faser verwendet werden konnte.! Durch Substitution einer Diéthylaminogruppe
in Baumwollfaser entsteht ein sehr wirksamer Katalysator, mittels dessen sich
CO, aus Bromcamphocarbonsdure leicht abspalten und aus Cyanwasserstoff -
+ Benzaldehyd ganz wie mit Emulsin Mandelséurenitril aufbauen 1a8t.

VI. Wirkungsweise der Fermente.

Die Kenntnisse iiber den Aufbau der Enzyme, die wir heute erlangt haben,
geben uns auch einen tieferen Einblick in die Wirkungsweise der Fermente. Die
Auffindung prosthetischer Gruppen im Enzymmolekiil erlaubt uns, eindeutigere
Vorstellungen iiber die Reaktion des Enzyms mit seinem Substrat zu bilden,
und dringt die Vorstellung in den Hintergrund, nach der den enzymatischen
Wirkungen nur besondere Dispersititsverhdltnisse beliebiger Stoffe zugrunde
liegen. Wihrend friiher die Theorie, daB die Enzymreaktion iiber eine Enzym-
Substrat-Verbindung vor sich geht, nur indirekt zu beweisen war, geht man heute
daran, die Enzym-Substrat-Verbindung direkt nachzuweisen.

1. Die Theorie enzymatischer Zwischenverbindungen.

Der Theorie enzymatischer Zwischenverbindung haben L. MicHAELIS und
M. MENTEN? zum erstenmal einen exakten Ausdruck verliehen. Sie benutzten
als Grundlage ihrer Ableitungen das Massenwirkungsgesetz und die Annahme,
daB sich in einer homogenen Primérreaktion ein Molekiil des Ferments mit
einem Molekiil des Substrats verbindet. Die Dissoziationskonstante der Enzym-
Substrat-Verbindung ist bestimmbar: Triagt man in einem Koordinatensystem die
Geschwindigkeit der untersuchten Reaktion (Ordinate) gegen den negativen Loga-
rithmus der Substratkonzentration (Abszisse) auf, so erhdlt man S-formige Aktivi-
tits-pg-Kurven, aus deren Wendepunkt die Dissoziationskonstante bestimmt wird.

Auch aus der Form der spezifisch hemmenden Wirkung von Spaltprodukten
des Substrats hatte sich ergeben, daB8 die erste Phase der Enzymwirkung in
einer Bindung zwischen Enzym und Substrat bestehen mu8.

Der indirekte Nachweis einer Enzym-Substrat-Verbindung war mit diesen
Methoden erbracht; eine Unterscheidung allerdings zwischen einer hauptvalenz-
méBigen und einer adsorptiven Bindung zwischen Enzym und Substrat war
damit nicht getroffen; denn wie HircHCOCK?® sowie R. WEIDENHAGEN und
E. LaxpT? zeigten, fiihrt die Anwendung der Adsorptionsisotherme fiir die
Beschreibung von Fermentreaktionen zu Ausdriicken, die formal und inhaltlich
den auf der Grundlage des Massenwirkungsgesetzes von MICHAELIS gewonnenen
Ausdriicken gleich sind. Die Massenwirkungskonstante der Enzym-Substrat-
Verbindung wird zum Koeffizienten der ,,Adsorption‘‘ des Substrats am Enzym.
Neuerdings hat W. LANGENBECK?® fiir die Fermentmodelle seiner ,,Hauptvalenz-
katalysatoren‘’ Ableitungen gegeben, die den MicHAELISschen Gleichungen analog
sind, aber zum Ausdruck bringen wollen, daB8 die bei Fermentreaktionen auf-
tretenden Zwischenverbindungen nur einen Bestandteil des zu spaltenden Sub-
strats enthalten (vgl. den Beitrag ScEWAB-RosT: Fermentmodelle, in diesem
Bande des Handbuches).

Mit der Aufklir ungvieler Enzyme in ihrer Struktur, mit der Erfassung
prosthetischer Gruppen im Enzymmolekiil ist auch die Diskussion iiber die

1 G.BREDIG, F. GERSTNER: Biochem. Z. 250 (1932), 44 ; 282 (1935), 88. — Vgl. den
Beitrag ScHWAB-R0ST: Fermentmodelle, in diesem Bande des Handbuches, S. 545ff.

2 L. MicHAELIS, M. MENTEN: Biochem. Z. 49 (1913), 339.

3 HITCHCOCK: J. Amer. chem. Soc. 48 (1926), 2870.

4 R. WEIDENHAGEN, E. LANDT: Z. Ver. dtsch. Zuckerind. 80 (1930), 25.

8 W.LANGENBECK: Ergebn. Enzymforsch. 2 (1933), 330.
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Reaktionsweise der Fermente in ein neues Stadium getreten. Der Nachweis
von Enzym-Substrat-Verbindungen ist in manchen Fillen gelungen, die Reak-
tionsweise einiger Enzyme weitgehend festgelegt. Die prosthetischen Gruppen
in den strukturbekannten Oxydoreduktionsenzymen enthalten die Wirkungs-
gruppen Eisen, Kupfer, Pyridin, Alloxazin. Durch reversible Anderung ihres
Oxydationszustandes Ferro == Ferri, Cupro == Cupri, Pyridin == Dihydropyridin,
Alloxazin == Dihydroalloxazin iibertragen sie Elektronen oder Wasserstoff. Bei
den hydrolysierenden Fermenten allerdings sind unsere Kenntnisse noch wenig
iiber theoretische Vorstellungen hinausgelangt.

2. Die Reaktionsweise der Héminfermente.

Der Nachweis einer H,0,-Héminverbindung gelang Haurowrrz.! In den
peroxydatisch oder katalatisch wirksamen Hé&minlosungen sicht man nach
Zusatz von H,0, keine Anderung der Farbe oder des Absorptionsspektrums.
Der Zusammensto von Hamin und Hydroperoxyd fiihrt offenbar nur zu kurz-
lebigen Addukten, die schnell zerfallen. Ersetzt man aber das Lésungsmittel
Wasser durch Pyridin, so gelingt es, die H,0,-Haminverbindung zu stabilisieren ;
sie wird spektroskopisch nachweisbar. Nach Haurowrrz ist das H,0,-Molekiil
in dieser Verbindung aktiviert und wird leicht zu H,0 reduziert.2 Der hiérzu
notige Wasserstoff kann von einem zweiten Molekiil H,0, geliefert werden (kata-

latische Reaktion): H,0, + H,0, = 2 H,0 + 0,
oder von einem anderen Wasserstoffdonator (peroxydatische Reaktion):
H,0, + reduziertes Chromogen = 2 H,0 -+ oxydiertes Chromogen.

Schon frither haben KEILIN und HARTREE®? eine interessante Katalase-
Peroxyd-Verbindung beschrieben. Katalasehdmatin verbindet sich ndmlich mit
Acid oder Hydroxylamin in reversibler Weise. Auf Zusatz von H,0, schligt
die griinlichbraune Farbe der Losung der Katalase-Acid-Verbindung in Rot um;
die intermediire Verbindung mit H,0, wird durch Acid stabilisiert. In dieser
Verbindung ist das Ferrieisen der Katalase von H,0, zu Ferroeisen reduziert
worden, und die Katalasewirkung ist deshalb verhindert, weil die Reoxydation
der reduzierten Katalase durch molekularen Sauerstoff vom Acid verhindert
wird. Der erste Teil der katalatischen Reaktion 1aBt sich also schematisch
folgendermaflen formulieren:

1. 4 Fet++ + 2 H,0, — 4 Fe++ + 4 H* + 2 0,;

ein Teil des entwickelten O, dient zur Reoxydation des Eisens nach folgender
Gleichung:

2, 4 Fet+ + 4 H+ 4+ 0, — 4 Fet++ 4 2 H,0;

denn bei O,-Mangel bleibt die Reaktion auf der ersten Stufe stehen.

Ahnlich wie bei der Katalase liegen die Verhaltnisse bei der Peroxydase, die
ebenfalls ein Haminderivat* darstellt. Auch hier ist ein spektroskopischer Nach-
weis der H,0,-Peroxydase als Enzym-Substrat-Verbindung gelungen.®

! F. HAurowiTz: Enzymologia (Den Haag) 2 (1937), 9; 4 (1937), 139.

2 Interessanterweise konnten BRDICKA und TROPP [Biochem. Z. 289 (1937), 301]
nachweisen, da8 auch die kathodische Reduktion von H,0, zu H,0 durch Hémin
katalysiert wird; in Gegenwart von Haémin beginnt diese Reduktion bereits bei
geringerer Spannung.

3 D. KEeILIN, E. F. HARTREE: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 121 (1936), 173.

4 R. KunN, D.B. Haxp, M. FLorkIN: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 201
(1931), 255.

5 D. KEe1LIN, T. MANN: Proc. Roy. Soc. (London), Ser. B 122 (1937), }19.
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Ganz allgemein sind die Héminderivate (auBer Katalase und Peroxydase
noch das eisenhaltige Atmungsferment und die Cytochrome) geeignete Zwischen-
katalysatoren. Ihre Ferriform iibernimmt die Elektronen organischer Ver-
bindungen und die entstehende Ferroform gibt sie an O, ab, z. B. nach der in
folgenden schematischen Gleichungen dargestellten Oxydation von Bernstein-
siure zu Fumarsiure:

I. COOH—CH,—CH,—COOH + 2Fe+++ — COOH—CH=CH—COOH -+

++ +
1I. 9Fet+ 4 0, — 2Fet++ 4 0, T 2Tert + ZH%
III. 0,7 + 2H,* <2 H,0,.

3. Die Reaktionsweise der Pyridin- und Flavinfermente.

Die katalytische Wirkung der Pyridinfermente beruht auf dem Wechsel
Pyridin = Dihydropyridin, und zwar, wie P. KARRER und Mitarbeiter! fest-
legen konnten, ist es die Doppelbindung zwischen Stickstoff und Kohlenstoff,
die bei der reversiblen Hydrierung verschwindet. Nach WARBURG und CHRISTIANZ
ist der Vorgang folgendermafen zu formulieren:

N
HC  C—CONH, HC C—CONH, ,
l | + 2H == | l + H*,

HC_ CH HC,_ N/CH,

N+ _ -

| /O l /0

R—O0—P 5\0 R—O0—P <O

OH OH

Die Substrate der dehydrierten Form der Pyridinfermente sind die wech-
selnden Produkte der Glykolyse bzw. Girung: Triosephosphorsiure, Hexose-
phosphorsiure, Phosphohexonséure, Acetaldehyd.

Die katalytische Wirkung der Flavinfermente beruht auf dem Wechsel
Alloxazin = Dihydroalloxazin:

_OH
(IDH,—-(CHOH),—CH,-OP<O
P ANAN o
/
H,C—(IJ/ ¢ ¢ o
I | |
HCO—C_ C_ CNH
N_SNIN S
ot W b
o
CH,—(CHOH),—CH,—OP<0
' OH

R
Ho—C ¢ ¢ “co

[
HC-C C_ O NH
N 2NN

cfi Wi 06

1 P. KARRER und Mitarbeiter: Helv. chim. Acta 19 (1936), 811.
( 9; ()) WARBURG, W. CHRISTIAN : Biochem. Z. 287 (1936), 291; Helv. chim. Acta 19
1936), 79.
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Das Substrat der dehydrierten Form sind die hydrierten Pyridinfermente;
das hydrierte Flavinenzym reagiert mit dem Luftsauerstoff unter Riickbildung
des dehydrierten Enzyms.

In Lésungen von Flavinenzym und Pyridinnukleotiden tritt unter ge-
wissen Bedingungen eine Farbe auf, die nur von einer Verbindung der beiden
Substanzen herriihren kann.!

4. Radikale und Radikalketten bei enzymchemischen Vorgiingen.

Bei den besprochenen Oxydoreduktionen werden im allgemeinen zwei H-Atome
abgegeben oder aufgenommen. Untersuchungen von MicHAELIS? haben jedoch
ergeben, daB die Reaktion in zwei Stufen ablaufen kann; es wird zunéchst unter
Aufnahme eines H-Atoms ein gefiarbtes Radikal gebildet, das durch Aufnahme
eines zweiten H-Atoms in die farblose Leukostufe iibergeht. Dieser monovalenten
Reduktion des Katalysators entspriche die monovalente Dehydrierung des
Substrats zu einem radikalischen Monodehydrosubstrat nach folgendem Schema:

H H H
| I |
R—C-OH —» R—C-O —>» R—C=0
| - | —H
H H
Substrat. Radikal. Dehydrosubstrat.

HaBEr und WiLLsTATTER? haben diese begriindete Vorstellung iiber mono-
valente Reaktionsweise zu einer allgemeinen Theorie der Enzymwirkung aus-
gebaut. Darnach reagieren derartige Radikalformen des Substrats unter Bildung
von OH-Radikalen und diese mit unveréindertem Substrat unter Bildung von
radikalisiertem Dehydrosubstrat. Zur Veranschaulichung geben wir die durch
Peroxydase katalysierte Oxydation des Pyrogallols durch H,0,, wie sie sich
nach dieser Theorie gestalten wiirde, wieder:

/
Poroxydase + | | oo D d m—o
S —>
eroxyda J—OH esoxyperoxydase 4 \—om
| |
OH OH
I. Radikal.
/
. —0 =0 \
1. Kettenglied: | | + H0, = | | + OH + H,0,
—OH =0 1. Radikal
i . .
Kettenreaktion OH OH
Oxy-o-chinon.
/
AN —OH —0
2. Kettenglied: H b = .
ettenglie OH + ‘O—OH O——-OH + H,0
I I
OH OH

Die Reaktion kann auf diese Weise immer weitergehen, so daB3 durch die mono-
valente Reduktion eines einzigen Enzymmolekiils eine Radikalkette ausgeltst
und die Dehydrierung zahlreicher Substratmolekiile herbeigefiihrt wiirde. Das

1 E. Haas: Biochem. Z. 291 (1937), 79.
2 E. FRIEDHEIM, L. MiCHAELIS: J. biol. Chemistry 91 (1931), 355.
3 F. HABER, R. WILLSTATTER: Ber. dtsch. chem. Ges. 64 (1931), 2844.
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bei der Ausgangsreaktion aus dem Enzym entstandene Monodesoxyenzym wiirde
entweder durch selbstindige Autoxydationswirkung elementaren Sauerstoffes
oder unter Beteiligung des Substrats regeneriert.

Diese Vorstellung, daBl biologische Oxydoreduktionen als Radikalketten ver-
laufen, blieb indes nicht unwidersprochen. Die Annahme von OH-Radikalen
ist mit der groBen Spezifitit der Dehydrasen, mit der Spezifitdt ihrer Gifte und
mit der Proportionalitit von Enzymkonzentration und Reaktionsgeschwindig-
keit schwer in Einklang zu bringen.!

5. Mechanismus der enzymatischen Hydrolyse.

DaB aller Wahrscheinlichkeit nach die hydrolysierenden Enzyme in ihrem
strukturellen Aufbau sich den Fermenten der Oxydoreduktion anschlieBen,
ist im vorhergehenden des léngeren erértert worden; aber ihre strukturelle
Aufklirung gestaltete sich schwieriger. Es ist kein Zufall, daB die Fermente
der Oxydoreduktion Farbstoffe sind; denn die Farbe beruht auf dem Vorhanden-
sein lockerer Elektronen, und es ist verstindlich, daB Verbindungen mit lockeren
Elektronen geeignet sind, bei Oxydoreduktionen als Zwischenkatalysatoren,
als Ubertriger von Elektronen zu wirken. Der Farbstoffcharakter der Oxydo-
reduktionsenzyme hat die Isolierung und Identifizierung der prosthetischen
Gruppe bedeutend erleichtert. Bei den hydrolysierenden Reaktionen tritt eine
Ubertragung von Elektronen nicht ein; die hydrolysierenden Enzyme scheinen
keinen ausgesprochenen Farbstoffcharakter zu besitzen.

Uber den Mechanismus enzymatischer Hydrolysen besitzen wir aus diesen
Griinden keine so gesicherten Kenntnisse. Altere Arbeiten gingen davon aus,
etwas iiber die haptophoren Gruppen des Substrats vor allem auf Grund von
Hemmungsversuchen und ausgedehnten Spezifitédtsuntersuchungen zu erfahren,
um von hier aus auf die reaktionsfihigen Gruppen im Enzymmolekiil, mit deren
Vermittlung die Bindung an das Substrat zustande kommt, schlieBen zu kénnen.
Nach der Meinung von EULER kommt z. B. fiir die Dipeptidase als prosthetische
Gruppe eine Aldehyd- oder Ketogruppe in Frage, deren Vereinigung mit der
NH,-Gruppe des Dipeptides dann analog einer ScHIFFschen Base zustande kame.
Weiterhin nahmen EULER und JoSEPHSON? in ihrer sogenannten ,,Zwei- Affinitéts-
theorie* an, daB sich das Enzym nicht nur mit einer, sondern mit zwei Stellen
des Substratmolekiils vereinigt. Untersuchungen von WarpscemipT und Mit-
arbeitern, vor allem von BALLS und K6HLER?® haben dann alshaptophore Gruppe des
Dipeptidmolekiils tatsidchlich die freie NH,-Gruppe und die CO—NH-Gruppe
festlegen konnen. Arbeiten von BERGMANN und Mitarbeitern?® stiitzten diese Er-
gebnisse. :

Der Schlu von den haptophoren Gruppen des Substrats auf die Wirkungs-
gruppe des Enzymmolekiils. kann indes nicht eindeutig sein, sondern nur zu
einer Arbeitshypothese fiithren. '

Von LANGENBECK® stammt eine exakt formulierte Theorie iiber den Mechanis-
mus enzymatischer Hydrolysen, die dieser Forscher auf Modellversuche mit
einfachen Katalysatoren bekannter chemischer Konstitution griindete (Naheres
siehe Kapitel iiber Fermentmodelle). So nimmt LANGENBECK® an — um an

1 J.B. S. HALDANE: Nature (London) 130 (1932), 61. — G.-M. Scuwas, B. Ro-
SENFELD, L. RupoLpH: Ber. dtsch. chem. Ges. 66 (1933), 661.

¢ Zum Beispiel H. v. EULER, K. JosEPHSON : Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 157
(1926), 122.

3 A. K. Barrs, F. KOHLER: Ber. dtsch. chem. Ges. 64 (1931), 34.

4 M.BERGMANN, V. DU VIGNEAUT, L. ZERVAS : Ber. dtsch. chem. Ges. 62 (1929), 1909.

5 W. LANGENBECK und Mitarbeiter: Ber. dtsch. chem. Ges. 67 (1934), 387, 1204;
69 (1936), 514.
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einem Beispiel diese Vorstellung zu erortern —, dafl die Esterasen Hauptvalenz-
katalysatoren mit aktiven alkoholischen Wirkungsgruppen (E—OH) sind; dann
ergibt sich fiir die katalytische Spaltung von Estern die folgende Formulierung:

0 (0)
I I
L R—C-—OR' + E-OH —-» R—C—OE + HO-R/,
o 0
ll ll
II. R—C—OE + H,0 - R—C—OH + E—OH.

Die Esterasen wiirden also nach dieser Vorstellung die Siaurekomponente
ihrer Substrate iibernehmen und sie auf H,O iibertragen.! Nach einér Arbeits-
hypothese von Bersin? soll die Wirkungsgruppe des Papains eine Aminogruppe
sein, welche durch eine benachbarte Thiolgruppe aktiviert sein muB (siehe S. 33).
Im Sinne von LANGENBECK wiirde man die durch Papain bewirkte Hydrolyse
der CO—NH-Bindungen des Substrats als eine Folge der Umamidierung zu
betrachten haben:

1. —.CO—NH— + EnzymNH, - —CO—NH—Enzym + H,N—.
2. —CO—NH-Enzym + HOH — —COOH + Enzym-NH,.

Ein letztes Wort 148t sich iiber diese interessanten und klaren Vorstellungen
heute wohl nicht sagen; weiteres experimentelles Material iiber den strukturellen
Aufbau der hydrolysierenden Fermente wird auch hier Aufklirung bringen.

6. Vergleich der Enzymkatalyse
mit der homogenen und heterogenen Katalyse.

Bei der Diskussion der Fermentreaktionen ist die chemische Betrachtungs-
weise im Vordergrund gestanden; auf Grund der gebildeten Vorstellungen miiBte
man die Enzymreaktionen den Erscheinungen der homogenen Losungskatalyse
einordnen. Aber fiir das Enzymmolekiil ist es charakteristisch, da es von der
GroBenordnung kolloider Stoffe ist. Die Fermente stehen beziiglich der GréBe
der katalysierenden Einheiten zwischen den homogenen, molekulardispers
verteilten und den heterogenen, ausgedehnte zusammenhingende Oberflichen
aufweisenden Katalysatoren. Fiir die Fermentreaktionen wurde deshalb der Aus-
druck mikroheterogene Katalyse® geprigt. Diese Mittelstellung zwischen homo-
gener und hetuvrogener Katalyse, die sowohl in der Labilitit, der Selektivitit
und den Aktivierungs- und Hemmungserscheinungen durch Zusatzstoffe als
auch in der Kinetik zum Ausdruck kommt, entspricht durchaus dem geschilderten
dualistischen Aufbau des Enzymmolekiils.

Die Rolle des Enzymtrigers kénnen wir heute noch nicht genau definieren
und verstehen. Bei der Beschreibung des gelben Ferments konnte berichtet
werden, daf3 der Zusammentritt der prosthetischen Gruppe mit dem spezifischen
Tragermolekiil eine Verschiebung des Redoxpotentials veranlaBt, also eine direkte
Einwirkung auf die Wirkungsgruppe selbst ausiibt. Fiir die Wirkung des Proteins
im gelben Ferment filhrt WARBURG? zwei Griinde an: ,,1. Wenn das Alloxazin
an das EiweiBl gebunden wird, so wandert das Absorptionsspektrum der Wir-

1 Uber die Richtigkeit dieses speziellen Beispiels vgl. Scawas-RosT: Dieser Band
des Handbuches, S. 581.

2 T. BErsIN, H. KOSTER: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 288 (1935), 59.

3 G. BREDIG: Inorganic Ferments, Colloid. Chem. ITI. New York, 1928.

4 0. WARBURG: Ergebn. Enzymforsch. 7 (1938), 210.
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kungsgruppe um 20 mu nach Rot, was bedeutet, daB die Aktivierungsenergie
des Alloxazins durch die Bildung an das Eiweill kleiner, die Reaktionsfahigkeit
des Farbstoffes also groBer wird.

2. In Losungen von Alloxazinproteid und Pyridin-Nucleotid tritt unter ge-
wissen Bedingungen eine Farbe auf, die nur von einer Verbindung der beiden
Substanzen herrithren kann.! Wahrscheinlich also sind die Reaktionen zwischen
Alloxazin und hydriertem Pyridin innermolekulare Proteidreaktionen. Dann
versteht man, warum die nicht an Eiweifl gebundenen Flavine mit den hydrierten
Pyridin-Nucleotiden nicht reagieren.

Wir haben ferner den Einflul des Tragers auf die Spezifitit der Enzymreak-
tionen kennengelernt. Es wird also nicht geniigen, nur von einer Adsorptions-
wirkung des Trigers auf das Substrat zu sprechen. Auch bei der Erkléirung der
heterogenen Katalyse ist man davon abgekommen, die an sich notwendige Ad-
sorption als einzige wesentliche Funktion der groBen Oberfliche des Katalysators
anzusehen. Wesentlich scheint dort wie hier die réumliche Anordnung der
aktiven Gruppe auf der Trigersubstanz zu sein. Das richtige Zusammenklingen
zwischen aktiver Gruppe und Tréiger wird die Voraussetzung abgeben zur intra-
molekularen Reaktion. Diese Vorstellung gibt uns ein annéherndes Verstdndnis
fiir die Selektivitit der Enzymwirkung (siehe auch Artikel ,,Fermentmodelle*).

7. Enzymreaktionen als Gleichgewichtsreaktionen.
Fermentative Synthese.

Enzymreaktionen sind Gleichgewichtsreaktionen; Enzyme katalysieren —
wie andere Katalysatoren — die Einstellung einer thermodynamisch- moglichen
Reaktion. Bei den meisten Hydrolysen liegt das Gleichgewicht ganz auf Seite
der Spaltprodukte, bei einigen indes nicht unerheblich auf Seite der Synthese.
Die Einstellung des Gleichgewichtes kann in diesen Fillen von beiden Seiten
her erfolgen.

Als Beispiel fiir die Echtheit eines enzymatischen Gleichgewichies seien einige
Zahlen iiber das Glukosidgleichgewicht angefiihrt, die sich auf 19%;ige Glukose
und die #équivalente Menge f-Methylglukosid in 30%igem Methylalkohol bei
Anwesenheit von Emulsin beziehen.?

Die polarimetrische Verfolgung der Emulsinwirkung ergab:

Synthese Hydrolyse
Zeit (Tage) Drehung im Drehungsabnahme Drehung im Drehungszunahme
2 dm-Rohr (Min.) (Min.) 2 dm-Rohr (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

Nach 18 Tagen war sowohl bei der Synthese als auch bei der Hydrolyse der
Endwert erreicht. Das Gleichgewicht, das in dem angefiihrten Beispiel bei 509,

1 O. WARBURG, W. CHRISTIAN : Biochem. Z. 287 (1936), 291; Helv. chim. Acta 19
(1936), 79.

2 E. BOURQUELOT, M. BRIDEL: Ann. chim. phys. 28 (1913), 145. — E. BOURQUELOT:
Ann. Chimie 7 (1917), 193.
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liegt, ist abhéngig von der Konzentration des Methylalkohols bzw. der Glukose;
in einem 10%igen Methylalkohol betrigt z. B. die Ausbeute an f-Methyl-
glukosid 209%,; in einem 50%igen Methylalkohol dagegen 67Y%,.

Auch die Oxydoreduktionsreaktionen sind Gleichgewichtsreaktionen. Wir ver-
weisen als Beispiel auf die schon erwihnte Acetaldehydreduktase:! die Reaktion

Dihydropyridin + Acetaldehyd —= Pyridin + Alkohol

ist umkehrbar.

Die Lage des Gleichgewichtes bei enzymchemischen Reaktionen zugunsten
der Spaltprodukte 148t manche biologische Synthese, die oft in groBem AusmaB
eintritt, unerklirt erscheinen. Man muf} entweder annehmen, da8 eine Synthese
dadurch zustande kommt, daB der synthetisierte Anteil schnell und dauernd durch
weitere Umbildung aus dem Reaktionsgleichgewicht herausgenommen wird und
dadurch das Gleichgewicht immer wieder auf die Seite der Synthese nachriicken
kann, oder daBl die Synthese nicht direkt, sondern auf Umwegen erfolgt, auf dem
die allenfalls nétige Energie durch eine gekoppelte Reaktion geliefert wird. Des
ofteren ist auch an eigene synthetisierende Enzyme gedacht worden, die nicht
identisch mit den hydrolysierenden sein sollen; sofern bei dieser Vorstellung
nicht an die ,.enzymatische Synthese auf Umwegen gedacht wird, muB sie
aus thermodynamischen Griinden zuriickgewiesen werden. In dieser Beziehung
ist in der Literatur manche wertvolle Beobachtung einer falschen oder wenigstens
undeutlichen Erklirung verfallen. Man darf wohl annehmen, dal die Verhalt-
nisse in solchen Fiéllen, wo iiberraschenderweise und entgegen dem natiirlichen
Gleichgewicht eine enzymatische Synthese mit Sicherheit nachgewiesen werden
kann, sehr viel komplizierter liegen.

Das gilt auch fiir die Ergebnisse, die mit der schonen Methode der Vakuum-
infiltration (siehe S.26) erzielt werden konnten. Diese Methode wurde zuerst
von BJORKSTEN? und spidter von MorHES? mit Erfolg zum Studium der Um-
wandlungen von Proteinen in griinen Blittern angewandt. Interessante Dis-
kussionen iiber den EiweiBauf- und -abbau schlossen sich diesen Versuchen an.?
Aus dem an sich geringen experimentellen Material ergibt sich die Tatsache,
daB die EiweiBsynthese abhingig vom Sauerstoffdruck und vom Redoxpotential
des Milieus ist. Auch die Eiweisynthese in der Hefezelle ist enorm abhéngig
von reichlicher Sauerstoffzufuhr.

A. KursaNnow® hat die Methode der Vakuuminfiltration der Bestimmung
von Invertin angepaft und die hydrolysierende und die synthetisierende Wirkung
des in dem lebenden Pflanzenteile wirksamen Enzymsystems damit festgestellt.
Es ergab sich das iiberraschende Ergebnis, daB das Verhéltnis zwischen Synthese
und Hydrolyse je nach Pflanzenart, Pflanzenteil und Jahreszeit um mehrere
hundert Prozent wechseln kann. Wenn auf Grund solcher Befunde die Meinung
vertreten wird,® daB die Hydrolasen in der lebenden Zelle in zwei Formen vor-
kommen, einer hydrolysierenden, die auch nach der Zerstérung der Struktur
erhalten bleibt, und einer synthetisierenden, die an die Struktur des Protoplasmas
gebunden ist, so muB demgegeniiber die ungeheure Kompliziertheit der Reak-
tionen innerhalb der lebenden Zelle hervorgehoben werden, die einen solchen
SchluB voreilig erscheinen 143t.

1 E. NEGELEIN, H. J. WULFF: Biochem. Z. 289 (1937), 436.

2 J. BJORKSTEN: Biochem. Z. 225 (1930), 1; Planta 2 (1930), 75.

3 K. MoTHES: Planta 19 (1933), 117; Ber. dtsch. bot. Ges. 51 (1933), 31.

4 Zum Beispiel C. VoEGTLIN, M. E. MAVER, J. M. JoHNSON: J.Pharmacol. exp.
Therapeut. 48 (1933), 241.

5 A.L. KursaNow: Biochimia 1 (1936), 269.

¢ A.J.OpPARIN: Enzymologia (Den Haag) 4 (1937), 13.
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Die Untersuchung! der enzymatischen Synthese von Hexosephosphorsiure-
ester hat uns ein ungefihres Bild von der Kompliziertheit solcher Vorginge ver-
mittelt. In Hefe- oder Mugkelextrakten kénnen Synthese oder Hydrolyse dieser
Ester oft in wechselndem Verhiltnis festgestellt werden. Es hat sich ein enger
Zusammenhang zwischen Synthese von Hexosephosphorsiureester und Oxydo-
reduktion von Triosephosphorsdure ergeben; das komplizierte Enzymsystem,
das die Synthese vermittelt, hat mit den hydrolysierenden Enzymen, den Phos-
phatasen, nichts zu tun. Die Synthese von Hexosephosphorsiureester erfolgt
auf einem Umweg. In Untersuchungen besonders der MEYERHOFschen Schule?
wurde der Zusammenhang zwischen Oxydoreduktion und Phosphorylierung
weitgehend geklért.

Wir haben Grund anzunehmen, dafl auch andere biologische Synthesen,
besonders naturgemif solche, die groere Mengen an Energie verbrauchen, auf
Umwegen, gekoppelt mit energieliefernden Reaktionen, erfolgen. Hingewiesen
sei nur auf die Glykogensynthese nach der MEYERHOF-PAsTEURschen Reaktion,
die in ihrem Verlauf zwar unbekannt ist, in ihrer energetischen Bilanz aber ver-
sténdlich erscheint.

Bibliographie:
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Carbohydrasen.

Von H.KrAUT und M. ROHDEWALD.

Einleitung.

Die Carbohydrasen sind Fermente, die die Verbindungen der Kohlehydrate
miteinander und die glykosidischen Ather der Kohlehydrate mit Alkoholen
zerlegen. Die Wirkung der Carbohydrasen bezieht sich also stets auf die Hydro-
lyse von étherartigen Bindungen, wie sie sowohl in den einfachen Glykosiden
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als auch in den langen Ketten der Polyosen vorliegen. Man unterscheidet zwei
groBe Gruppen von Carbohydrasen:

Die Oligasen und die Polyasen.

Die Oligasen spalten sowohl die alkoholischen Glykoside wie die Verbindungen
von wenigen Monosen miteinander, also z. B. «- und f-Methyl- oder Phenyl-
glukoside, Disaccharide, Trisaccharide usw. Die Polyasen spalten die hoch-
molekularen Polysaccharide: Stérke, Cellulose, Hemicellulosen usw.

Die Grenze der Wirksamkeit der beiden Gruppen liegt bei einer Kettenlinge
von sechs Monosen. Es ist bemerkenswert, daB die Cellohexaose Substrat sowohl
der cellulosespaltenden Cellulase wie der Cellobiase ist, die das Disaccharid aus
Cellulose spaltet. Hier iiberschneiden sich.also die Wirkungsbereiche von Oligasen
und Polyasen ; die Glukohexaose dagegen wird wohl noch von der stiarkespaltenden
Amylase, aber nicht mehr von der x-Glukosidase gespalten.

Wiahrend man friiher fiir die Spaltung fast aller Glykoside spezielle Enzyme
annahm, hat man in neuerer Zeit wenige unterscheidende Merkmale der Enzym-
wirkung auf Grund des sterischen Prinzips des Zuckeraufbaues herausgearbeitet.
Dadurch wurde nicht nur die Einteilung vereinfacht, sondern auch das Ver-
stindnis der die Enzymwirkung beeinflussenden Faktoren sehr geférdert. Dies
wurde ermoglicht durch die gleichzeitigen Fortschritte in der Erkenntnis des
Baues der Zucker, die als Substrate der Oligasen dienen. In der Aufklirung der
hochmolekularen Polysaccharide sind zwar auch wesentliche Fortschritte ge-
macht worden, die auf das Verstindnis der Polyasen befruchtend gewirkt haben.
Aber ebenso spiegelt sich in der Unsicherheit unserer Kenntnisse iiber die Spezifi-
tit und Wirkungsweise der Polyasen die immer noch bestehende Unsicherheit
iber die Struktur der Polyosen wider.

Fiir die Spezifitdt der Carbohydrasen ist in erster Linie maBgebend die sterische
und konstitutive Anordnung des glykosidisch verkniipften Zuckers:

1. Nur die d-Formen der Zucker, nicht aber die [-Formen, werden gespalten.

2. Es gibt - und f-Glykosidasen, und zwar ist die x- oder f-Anordnung
am 1-C-Atom streng mafgebend fiir die Angreifbarkeit durch die eine oder
andere Enzymgruppe.

3. Die Konfiguration der Monose selbst entscheidet iiber die Angreifbarkeit.
Es gibt Glukosidasen, Fructosidasen und Galaktosidasen usw. Wahrend aber
bei den «-glykosidisch verkniipften Zuckern dieses dritte Spezifititsmerkmal
fiir die Wirkung je eines bestimmten Enzyms maBgebend ist, umfassen die
f-Glykosidasen hierin einen weiteren Spezifitdtsbereich. Dasselbe Enzym aus
SiiBmandeln spaltet f-Glukoside, §-Galaktoside und diejenigen f-Pentoside,
die in der Anordnung am 1., 2. und 3. C-Atom mit Glukose und Galaktose iiber-
einstimmen.

4. Die Lage der Sauerstoffbriicke ist entscheidend fiir die Spezifitit. Soweit
die Ringkonstitution der betreffenden Zucker iiberhaupt bekannt ist, fand man
nur bei den Pyranosiden der Aldosen, nicht aber bei den Furanosiden Spaltung.
Umgekehrt wird bei der Fructose nur das Fructofuranosid gespalten.

Mit diesen vier Unterscheidungsmerkmalen ist aber die individuelle Wirkung
einer Carbohydrase bestimmter Herkunft noch nicht geniigend abgegrenzt. Es
gibt innerhalb einer Gruppe, z. B. innerhalb der x-Glukosidasen, Unterschiede,
die sich in der Reaktionsgeschwindigkeit gegeniiber verschiedenen Substraten
auBern. Selbst bei ein und demselben Enzym, z. B. bei der Saccharase, wurden
je nach Herkunft, Ziichtung und Alter des Lebewesens, aus dem das Enzym
stammt, Unterschiede der Spaltungsgeschwindigkeit beobachtet, die zeigen,
daB die an einem bestimmten Priparat gemessene Spaltungsgeschwindigkeit
keine vollig konstante Eigenschaft des betreffenden Enzyms ist. Unterschiede
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in der Wirkung von Enzymen derselben Gruppe, die sich auf die Spaltungs-
geschwindigkeit gegeniiber verschiedenen Substraten beziehen, nennt man ihre
relative Spezifitit, im Gegensatz zu der in den vier allgemeinen Unterscheidungs-
merkmalen sich dulernden absoluten Spezifitat.

Die Unterschiede der relativen Spezifitit konnen so weit gehen, daB Substrate
von dem einen Enzym der Gruppe mit normaler Geschwindigkeit gespalten
werden, wihrend ein Enzym derselben Gruppe, aber anderer Herkunft, iiberhaupt
keine mefBbare Beschleunigung der Spaltung dieser Substrate hervorruft. So
spaltet die «-Glukosidase der Hefe, die sog. Maltase, auch Saccharose, die ja
einen x-glykosidisch an Fructose gebundenen Glukoserest enthélt, wihrend die
tierische Maltase und die Maltase aus Schizosaccharomyces octosporus nur Maltose,
aber nicht Saccharose spalten.

Solange man die chemische Natur der Enzyme nicht kennt, ist es schlieSlich
nur eine Definitionsfrage, ob man hier von verschiedenen Enzymtypen oder von
Unterschieden der relativen Spezifitét innerhalb desselben Typus sprechen will.
Wir werden im folgenden auch solche Fille noch unter die relative Spezifitdt
desselben Enzymtypus zusammenfassen, in denen ein Enzym bestimmter Her-
kunft bei gleicher absoluter Spezifitit gegeniiber einem bestimmten Substrat,
das von anderen Enzymen derselben Gruppe gespalten wird, die Spaltungs-
geschwindigkeit 0 zeigt.

Zur Kennzeichnung der Bindungsverhaltnisse der Substrate wird das
Zeichen < verwendet. Es bedeutet, dafl derjenige Zuckerrest, nach dem die
Spitze zeigt, der glykosidisch mit dem anderen verkniipfte Paarling ist. Z. B. ist
in der Raffinose, die durch die Formel Fructose <> Glukose > Galaktose dar-
gestellt wird, die Galaktose glykosidisch an die Glukose gebunden, wéahrend
Glukose und Fructose beide mit ihren reduzierenden Gruppen aneinander ge-
bunden, also glykosidisch verkniipft sind.

Man gelangt so zu folgender Gruppeneinteilung der Carbohydrasen:

Einteilung der Carbohydrasen.

Gebriuchliche
Gruppenname der Enzyme Enzymbenennungen Substrate
I. Oligasen.
1. B-h-Fructosidase | Saccharase oder Saccharose, Raffinose, Gentianose,
[ Invertin, Raffinase Stachyose, Verbascose, Hesperonal,
B-h-Methylfructosid
2. x-Glukosidase Maltase Maltose, Saccharose, Trehalose,
Glukosaccharase Melecitose, Turanose,
Trehalase «-Methyl- .
| Melecitase usw. «-Phenyl- } glukosid
3. B-Glukosidase Emulsin Gentiobiose, Amygdalin, Salicin und
Amygdalase usw. viele andere natiirliche §-Glukoside,
Gentiobiase p-Methyl-, B-Phenylglukosid, B-Ga-
Cellobiase laktoside, 8-Pentoside, Cellobiose, Cel-
lotriose, Cellotetraose, Cellohexaose
4. x-Mannosidase Nur synthetische Mannoside, wie
x-Methyl-, «-Phenylmannosid
5. «-Galaktosidase Melibiase Melibiose, Raffinose, «-Methyl-
galaktosid
6. f-Galaktosidase Lactase Lactose
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Gebr#uchlich
Gruppenname der Enzyme Enzy;:;e‘:::nnu:gen Substrate
II. Polyasen.
1. Amylasen Amylase Stérke, Glykogen
: Glykogenase

2. Glukanasen Cellulase Cellulose, Lichenin
Lichenase

3. Hemicellulasen Mannanase Hemicellulose, Mannan, Galaktan,
Galaktanase Xylan
Xylanase

4. Pectinasen Pectin

5. Chitinasen Chitin

6. Fructanasen Inulase Inulin, Polylaevane

I. Oligasen.
1. p-h-Fructosidase.

Saccharase.

Die f-h-Fructosidase der Hefe, die Hefesaccharase, frither meist Invertin
oder auch Invertase genannt, ist eines der bestuntersuchten Enzyme. Es spaltet
den Rohrzucker in Fructose und Glukose. Eine x-h-Fructosidase, die syntheti-
sches x-Methylfructofuranosid spaltet, ist von H. H. ScHLUBACH und G. RaUcCEH-
ALLES! im Aspergillus oryzae aufgefunden worden. Sie ist noch nicht néher
untersucht.

Spezifitit der B-h-Fructosidase. ‘

Das wichtigste Substrat der f-h-Fructosidase ist der Rohrzucker. Er wird
von ihr an der fructosidischen Seite angegriffen.

Die Konstitution der Saccharose ist durch W. N. HaworTa? gesichert worden.
Sie ist ein x-1-Glukosido-[1,5]-2-8-Fructosid-[2,5]. Die Verkniipfung ist also
zwischen dem aldehydischen C-Atom der Glukose und der Ketogruppe der
Fructose erfolgt. Die Fructose bildet einen Furan-, die Glukose einen Pyranring.

HO H
° I |

HOH,C >~ CH,0H H \_OH
W" H HO
MY’ W H /)

(0)
HO H CH,0H

Das f-Methylfructosid-[2,6] wird nicht angegriffen,?.4 wohl aber wird nach H. H..
ScHLUBACH und G. RavcHALLES! das f-Methylfructosid-[2,5], also der Methyl-
ather der h-Fructose von Saccharase gespalten. Von den Derivaten des Rohr-

1 Ber. dtsch. chem. Ges. 58 (1925), 1842.

2 W. N. HAwWoRTH, E. L. HIrsT: J. chem. Soc. (London) 1926, 1858. — J. AVERY,
W. N. HAworTH, E. L. HirsT: Ebenda 1927, 2308. — W. N. HAworTH, E. L. HIrST:
Ebenda 1927, 1513, 2432.

3 E. FISCHER: Ber. dtsch. chem. Ges. 27 (1894), 3479.

¢ D. H. BRAMES: J. Amer. chem. Soc. 88 (1926), 1222.
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zuckers kénnen nur diejenigen, in denen die Fructose nicht noch anderweitig
substituiert ist, gespalten werden, wihrend eine weitere Substitution der Glukose
die Spaltbarkeit nicht aufhebt. Sie verindert nur die Spaltungsgeschwindigkeit,
beeinfluBt also die relative Spezifitat. Daher ist die Melecitose = Glukose <>
Fructose > Glukose kein Substrat der Saccharase, wohl aber

Raffinose = Galaktose < Glukose <> Fructose,!
Gentianose = Glukose < Glukose <> Fructose,
Stachyose = Galaktose << Galaktose < Glukose <<>> Fructose.

Auch andersartige Substitution, z. B. Veresterung mit Phosphorsdure, ordnet
sich in dieses Prinzip ein. So wird Hesperonal = Saccharosemonophosphorsaure
gespalten, weil die Phosphorsiure am Glukoserest sitzt.

Theorien der Enzymwirkung.
A. Die Theorie von L. MrcHAELIS und M. L. MENTEN.2
a) Ermittlung der Affinititskonstante der Saccharase- Rohrzucker-Verbindunyg.

Die Art der Einwirkung der Enzyme auf ihre Substrate, also die Ursachen
der Spezifitdt sind gerade bei der Saccharase besonders studiert worden. Nachdem
schon V.HENRY? die Zwischen-
reaktionskatalyse und das Massen- s

wirkungsgesetz zum Verstindnis é’o,f.fm}z;

der Invertinwirkung herangezogen ,,1/ w0 555n )

hatte, wurde die Abhingigkeit der Fanson
Inversionsgeschwindigkeit von der

Rohrzuckerkonzentration ‘von Mi- t » .

CHAELIS und MENTEN eingehend 2 ¢/ / /imn
untersucht, um hieraus eine Vor- § 1Y/ ” /

stellung des Reaktionsablaufes 3

zwischen Saccharase und Saccha- § /7,‘

rose zu gewinnen. Die Ergebnisse § 2 / /"’ﬂi’ﬁzz_
ihrer Messungen, die mit einem 7 4 ey

durch Kaolin geklirten Auszug 5

aus Bickerhefe ausgefiihrt wur- .
den, sind in Abb. 1 dargestellt. % Zymsm
MicHAELIS und MENTEN gehen — 7 |

von der Annahme aus, daB die 0

Saccharase mit dem Rohrzucker et in Minter — e
eine labile Verbindung ei:ngeht’ Abb. I. Abhiingigkeit der Inversionsgeschwindigkeit von der
die in freies Ferment, Glukose Rohrzuckerkonzentration.

und Fructose zerfallt. Es wird

weiter vorausgesetzt, da8 die Inversionsgeschwindigkeit des Rohrzuckers direkt
proportional der Konzentration der Ferment-Rohrzucker-Verbindung ist. Nach
dem Massenwirkungsgesetz gilt dann fiir die Vereinigung von Ferment und Rohr-

Z‘;"k"f’ [81-[6 —g] = K,
oaer _ [S]___
=P 1k,

1 W.N. HawortH, E. L. HirsT, D.A.RUELL: J. chem. Soc. (London) 128
(1923), 3125. — W. CHARLTON, W. N. HAWORTH: Ebenda 1927, 1527, 3146.

2 Biochem. Z. 49 (1913), 333.
3 Lois générales de l'action des diastases. Paris: Hermann, 1903.
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wo [8] die molare Konzentration des freien Rohrzuckers, @ die molare Konzen-
tration des gesamten Ferments, ¢ die Konzentration des gebundenen Ferments,
K, die Dissoziationskonstante der Ferment-Rohrzucker-Verbindung ist.

Die molare Konzentration des freien Rohrzuckers [S]stimmt praktisch mit der
gesamten vorhandenen Rohrzuckermenge iiberein, da immer nur ein sehr kleiner
Teil des Substrates an das Ferment gebunden ist. Die Konzentration des ge-
bundenen Ferments ¢ ist identisch mit der Konzentration der Ferment-Rohr-
zucker-Verbindung.

Die Anfangsgeschwindigkeit v der Inversion ist nach Voraussetzung propor-
tional der Konzentration der Ferment-Rohrzucker-Verbindung ¢.

v=C-¢
—C- (8]
BRI CES %
Da v in willkiirlichem Mafl (ndmlich Drehungsabnahme pro Minute) gemessen
wird, kann man fiir 1 Mol Saccharase
v -
co ="'
setzen. Dann ist - 5]
[S] + Ks ’
wo V ein beliebiges Vielfaches von » bedeutet.
Diese Funktion ist formal dieselbe wie die Dissoziationsrestkurve einer Saure
— =]
T mEI+k
Stellt man V als eine Funktion von log [S] dar, so erhélt man also die bekannte
Form der Dissoziationsrestkurve einer Sdure. Die aus den Werten der Abb. 1
berechnete Dissoziationsrestkurve ist in Abb. 2
dargestellt.

Derjenige Punkt der Kurve, dessen Ordi-
nate = 1/, ist, also der Parameter der Disso-
ziationsrestkurve, entspricht der gesuchten Dis-
soziationskonstanten K,. In dem angefiihrten
Beispiel ist K, = 0,016.

Solche Kurven, die die Aktivitdt einer be-
stimmten Fermentmenge als Funktion des ne-
gativen Logarithmus der reziproken Substrat-
/ konzentration darstellen, bezeichnet man als
Aktivitéts-p,-Kurven.

2 -2 logk In den Versuchen von MicHAELIS und MEN-

L] — (17 TEN war die Ubereinstimmung von K, aus

Abb. 2. Akt:gﬁ:;:’ﬁ;gg)"e (Dissozia-  verschiedenen Versuchsreihen mit wechseln-
’ dem Fermentgehalt sehr gut, z. B.:

¢
¢

S~
\\

eufsliger f/o&faﬁd{?/ﬂ/}ﬂx
rafianellers Mabstob d Ordinafe S

/

Drebungsabpatme [Minvfy —e

)

Relative Fermentmenge ......... 0,5 1 1 2
£ 0,0160 0,0167 0,0167 0,0167

Hiermit wurde zum erstenmal ein Bild von der Affinitit eines Ferments zu
seinem Substrat gegeben. Die Affinitatskonstante ist der reziproke Wert der
Dissoziationskonstanten. Der Sinn dieser Affinititskonstante ist folgender:
Koénnte man die Saccharase-Rohrzucker-Verbindung rein darstellen und in
solcher Konzentration in Wasser losen, daB von dem undissoziierten Anteil
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derselben 1 Mol im Liter enthalten ist, dann wiaren daneben in der Losung

}/0,0167 = 0,133 Mol freie Saccharase und ebensoviel freie Saccharose vor-
handen.

Bei der Nachpriifung der Versuche von MicHAELIS und MENTEN fanden
H.v.EuLer und J. LAURIN! zwar die GesetzmiBigkeit bestdtigt, aber sie er-
hielten einen anderen Wert fiir K, namlich 0,026. Es erhob sich daher die Frage,
ob es iiberhaupt fiir ein Ferment eine konstante Affinitét zu seinen Substraten
gibt. R.Kunn? hat diese Frage durch Untersuchung von Hefesaccharasen von
verschiedener Herkunft und verschiedenem Reinheitsgrad beantwortet. Er
zeigte, daB ein und dieselbe Hefesaccharase unabhéngig von dem Reinheitsgrad
der daraus hergestellten Priparate stets dieselbe Affinitdt zum Rohrzucker
besitzt. Dagegen schwankt in den von R.KuHN? untersuchten Beispielen die
Affinitit der Saccharase von Hefe zu Hefe in weiten Grenzen, namlich von 0,016
bis 0,040, also im Verhéltnis 1: 2,5 (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1. Zusammenstellung einiger gemessener K,-Werte.

Dissoziations- | Affinitdtskon-
Invertin konstante K | stantel: K,
1. Autolysat der Brennereihefe Rasse XII ............ 0,016 63
2. Priparat aus amerikanischer Brauereihefe :
(£0°=6,3Min.) ......coiuiiriiiiniiiineannnn 0,020 | 50
3. Autolysat aus Miinchener Léwenbriuhefe i
(F0°=180Min.) . ...oovrtiiiiii it 0,029 35
4. Daraus gewonnenes Priparat von -+ 0° = 0,85 Min. . 0,029 i 35
b5. Aus einer anderen Hefelieferung der Lowenbrauerei ‘
stammendes Invertin vom Zeitwert 0,20 ........... 0,040 25

Die Unterschiede der Affinitét sind so groB, daB man bei ganz genauen Be-
stimmungen die Saccharaseeinheiten von der tatséchlich beobachteten auf die
mittlere Affinitdtskonstante von 50 (entsprechend K, = 0,020) umrechnen muf.
Die Formel fiir die Umrechnung ist
n+ K
S. E-red. = S. E.gef.‘ m;bs? 5

worin n die Normalitit der Saccharoselosung bedeutet, in der die Wirksamkeit
der Saccharase bestimmt wurde.

b) Die Affinitit zu den Spaltprodukten.

Auf die Spaltung des Rohrzuckers durch Saccharase iiben die Produkte der
Spaltung einen hemmenden EinfluB8 aus, und zwar hemmt Fructose mehr als
Glukose. MicHAELIS und MENTEN nehmen an, daf diese Hemmung auf der
Affinitat der Spaltprodukte zu dem spaltenden Enzym beruht, so daB eine
Konkurrenz zwischen dem Substrat und seinen Spaltprodukten um das Enzym
eintritt. (Dies ist der Grund dafiir, da8 man zur Bestimmung der Affinitit
zwischen Enzym und Substrat nur die Anfangsgeschwindigkeit der Spaltung
benutzen kann.)

Wenn sich die Fermentmenge @ zwischen der Saccharosemenge [S] und der
Fructosemenge [F] nach dem Massenwirkungsgesetz verteilt und ¢ die Kon-

1 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 108 (1919), 64.
2 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 125 (1922/23), 28.
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zentration der Saccharase-Rohrzucker-Verbindung und ¢ die der Saccharase-
Fructose-Verbindung ist, dann gilt

[(S1(P—¢—y) = K, -qv}
[FI(®—¢—y)=Kry]’
Durch Elimination von ¢ aus beiden Gleichungen erhalt man
Kp= ___.QEE]__I&_ (B)
o)
Sind v, und v die ohne und mit Fructosezusatz beobachteten Anfangsgeschwindig-

keiten, @, und @ die entsprechenden Konzentrationen der Ferment-Substrat-
Verbindungen, dann besteht gema Voraussetzung die Beziehung:

(4)

V:0=@p:Q.
Daa ﬂ. = ‘L
[ 81+ K,
ist, wird =— — £
- ¢'—' vo ¢0 - vo [S]+K8
Durch Einsetzen von D _ v  [S]+K,
(] v [S]

in Gleichung (B) ergibt sich
Kp= K (©)
(8 + K,) -(—b—’l - )
Alle auf der rechten Seite der Gleichung (C) stehenden Ausdriicke konnen ex-

perimentell bestimmt werden. Als Mittelwert aus mehreren Messungen in 0,1 2
Rohrzucker ohne und mit Zusatz von 0,1 » Fructose erhielten MicHAELIS und

MEeNTEN Ky = 0,057.
Ganz analog erhilt man fiir Glukose
Gl]-K
Kg= 2 (D)
S+ K, -(—,} - )

Die Messungen ergaben im Mittel
.K Gl — 0,088.

Jedoch stellten L. MicHAELIS und P. RoNa! und spéter L. MicHAELIS und H. PECH-
STEIN? fest, daB nicht jede Hemmung einer Enzymreaktion auf Affinitit des
Hemmungskorpers zum Ferment beruhen mufl. Sie unterschieden zwei Arten
der Hemmung:

1. Hemmung durch Affinitit des Hemmungskérpers zum Enzym, wodurch
der Enzym-Substrat-Verbindung ein Teil des Enzyms entzogen wird.

2. Hemmung durch Herabsetzung der Zerfallsgeschwindigkeit der Enzym-
Substrat-Verbindung.

Im Fall 1 tritt eine Verteilung des Ferments zwischen Substrat und Hem-

mungskorper ein. Die Hemmung ist daher von dem Mengenverhéltnis zwischen
Substrat und Hemmungskérper abhingig. Der Hemmungskoeffizient » = 3”;_—0,

o

1 Biochem. Z. 60 (1914), 62.
2 Biochem. Z. 60 (1914), 79.
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wo v, und v die Reaktionsgeschwindigkeiten ohne und mit Hemmungskérper
sind, nimmt mit fallender Substratkonzentration zu. Wiederholt man die Be-
stimmung von K,, indem man bei wechselnder Substratkonzentration eine kon-
stante Menge Hemmungskoérper zusetzt, so wird K, in der Weise erhéht, daB
die Aktivitits-p,-Kurve eéine Parallelverschiebung zur Abszisse erfahrt (siehe
Abb. 3).

Im Fall 2, der Hemmung durch Herabsetzung der Zerfallsgeschwindigkeit,
ist die Hemmung von dem Verhiltnis zwischen .Substratkonzentration und
Hemmungskorperkonzentration unabhéngig und richtet sich nur nach der Kon-
zentration des Hemmungskorpers. Die Dissoziationskonstante der Enzym-
Substrat-Verbindung K, bleibt unveréindert. Ebenso éndert sich der Hemmungs-
koeffizient » nicht mit der Rohrzuckerkonzentration. Die Aktivitits-p,-Kurve
erfahrt keine Parallelverschiebung, sondern erniedrigt sich um gleiche prozen-

Y/
L= B P T-FeF 700
a )
4
4
4
150
/’ - - 50
A 141
Vs o o
- e 1 e
1 |-+ =
I 2 T /3] 0 oL
(5} My 2 RZOL
Abb. 3. Hemmung durch Affinitiit. Abb. 4. Hemmung durch Herabsetzung der Zerfalls-

Gestrichelte Kurve: Aktlvitiits-ps-Kurve ohne Zusatz, geschwindigkeit der Enzym-Substrat-Verbindung.

ausgezogene Kurve: Aktivitits-p,-Kurve mit Zusatz.

tische Betrige. Die Kurven mit und ohne Hemmung sind also affin (siehe
Abb. 4). '

W. GrassMANN! hat darauf hingewiesen, daB auch die zweite Art der Hem-
mung darauf beruhen kann, daB der Hemmungskorper eine Affinitit zum Enzym
und zur Enzym-Substrat-Verbindung besitzt. Aus der Tatsache, daBl Substrat
und Hemmungskérper nicht miteinander um das Enzym konkurrieren, kann
nur geschlossen werden, daB die Bindung nicht an derselben Stelle erfolgt,
an der das Substrat gebunden wird. Die Herabsetzung der Zerfallsgeschwindig-
keit konnte dadurch zustande kommen, dal sich der Hemmungskérper an die
Enzym-Substrat-Verbindung anlagert. Es ist daher nach GRasSsSMANN korrekter,
die Ausdriicke: ,,Hemmung durch Affinitit* und besonders ,,Hemmung ohne
Affinitit* fallenzulassen und zu unterscheiden zwischen Hemmungskérpern, die
mijt dem Substrat um das Ferment konkurrieren, und solchen, die das nicht tun.

Die Untersuchungen dieser Verhaltnisse bei der Hefesaccharase haben er-
geben, daB hier Fructose, f-Glukose, x-Galaktose und f-Arabinose mit dem
Rohrzucker um das Ferment konkurrieren, also nach der fritheren Ausdrucks-
weise durch Affinitit hemmen, wihrend «-Glukose, «-Methylglukosid und
Glycerin nur eine Herabsetzung der Zerfallsgeschwindigkeit herbeifithren. Ganz
allgemein 148t sich sagen, daB die Spaltbarkeit eines Disaccharids, die immer auf
Affinitét des Enzyms zu dem Disaccharid beruht, stets die Affinitit des Enzyms
zu einem der Spaltstiicke zur Voraussetzung hat. Aber umgekehrt braucht die
Affinitdt des Enzyms zu einer Monose nicht auch Affinitdt zu einer Biose zur
Folge zu haben, an deren Aufbau diese Monose beteiligt ist.

1 Neue Methoden und Ergebnisse der Enzymforschung, S. 50. Miinchen, 1928.
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B. Die Theorie der Enzymwirkung im heterogenen System.

Gegen die Theorie von MicHAELIS und MENTEN ist vor allem von W.M.
Bavriss,! spiter von A. Fopor? der Einwand erhoben worden, daf die Wirkung
der Enzyme bei ihrer kolloidalen Natur sich nicht im homogenen System ab-
spielt, wo das Massenwirkungsgesetz gilt, sondern im mikroheterogenen System,
wo mit der LaNaemuirschen Adsorptionsisotherme

Kc
= K, +Kc
gerechnet werden mufl, wobei ¢, den von Molekiilen besetzten Bruchteil der
pro Quadratzentimeter vorhandenen Adsorptionsstellen, K, und K, Konstanten
und ¢ die Gleichgewichtskonzentration bedeuten.

Es ist aber von D. Hitoroock® und von R. WEIDENHAGEN und E. LanpTt
gefunden worden, daf die mit Hilfe der Adsorptionsisotherme ermittelten Glei-
chungen formal und inhaltlich mit den von MicEAELIS und MENTEN mit Hilfe
des Massenwirkungsgesetzes ermittelten iibereinstimmen.

cr = @' sei die Oberflichenkonzentration in Mol/cm? des wirksamen Enzyms
auf der adsorbierenden Flache eines kolloiden Trigers. Dann ergibt sich fiir
die Oberflaichenkonzentration ¢, des Substrats in Mol/cm?

yn _n . ___K1 [S]

N ~ N K+K]ISI

wenn -17:7 die Oberflaichenkonzentration der Adsorptionsstellen ist. Fiir die
dx

C; =

Reaktionsgeschwindigkeit V = di wird
V= k'GE‘OS
oder . . KIS
V=E N R TRET
Setzt man & — 0
(wobei O = Oberfliche in cm? ist),
und —f- .1
C=k N O’
ferner _ K5
Ks - Kl ’
so erhilt man re e8]
F=0%mx,

K ergibt sich also hier als Quotient der beiden in der LANGMUIRschen Gleichung
der Adsorptionsisotherme auftretenden Geschwindigkeitskonstanten K; und K,,
die von den Milieubedingungen weitgehend abhdngig sind. Eine Hemmung,
die nach MicHAELIS und RoNa als Hemmung durch Affinitit bezeichnet wird,
wiirde auf Grund der Annahme heterogener Katalyse analog als Verdringung
des an der Enzymoberfliche adsorbierten Substrats durch den Hemmungs-
korper erklirt werden.

1 The nature of enzyme action, 3. Aufl., S. 107ff. London: Longmans, Green u. Co.,
1914; Biochemic. J. 1 (1906), 175, und zwar 222—226; J. Phys. 46 (1913), 236, und
zwar 251ff.

2 Fermentforsch. 8 (1919), 193; 4 (1920), 209; Das Fermentproblem. Dresden und
Leipzig: Th. Steinkopff, 1922.

3 J. Amer. chem. Soc. 48 (1926), 2870.

4 Z. Ver. dtsch. Zuckerind. 80 (1930), 25.
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C. Die Theorie von LANGENBECK.

Ausgehend von seinen Versuchen mit Fermentmodellen der Esterase greift
W. LANGENBECK! eine Voraussetzung der MicHAELISschen Theorie an, die von
grundlegender Bedeutung ist. MicHAELIS und MENTEN setzen voraus, daB die
Geschwindigkeit der Rohrzuckerhydrolyse proportional der Konzentration der
Enzym-Substrat-Verbindung sei. W. LANGENBECK beobachtete aber bei seinen
Esterasemodellen niemals die Bildung von Additionsverbindungen zwischen
Katalysator und Substrat, sondern immer die Bildung eines Zwischenprodukts
auf Grund einer doppelten Umsetzung. Er hélt es daher auch bei den Enzym-
reaktionen fiir wahrscheinlich, dal es sich um eine doppelte Umsetzung handelt.
Seine Theorie wird oft als Hauptvalenz heorie bezeichnet, diejenige von MICHAELIS
und MENTEN als Nebenvalenztheorie. Dies ist jedoch, worauf G.-M. ScHWAB?2
hinweist, nicht der wesentliche Unterschied der beiden Theorien. Auch die Bildung
einer Enzym-Substrat-Verbindung nach MicHAELIS und MENTEN kann durch
Hauptvalenzbindung erfolgen. Wesentlich ist vielmehr, daB MICHAELIS und
Menten als ersten Schritt eine Reaktion des Enzyms mit dem ganzen Substrat,
LaNceENBECK dagegen sofort eine Zerlegung des Substrats unter Bildung einer
Verbindung zwischen dem Enzym und einer Komponente des Substrats annehmen
nach dem Schema: ky

AB+X““’AX+B
AX—»»A+X,
ky

wo A B das Substrat, A + B die Spaltprodukte, X das Enzym, k,, ;" und %,
Geschwindigkeitskonstanten der drei Reaktionen sind.

Fiir die Geschwindigkeit v der Gesamtreaktion erhilt LANGENBECK folgende
Gleichung: _ k[AB}[X]

: + --’91—» (B] + [AB]

Diese Gleichung ist vollkommen analog gebaut wie die von MiCHAELIS und
MeNTEN. Nur haben die Konstanten einen anderen Sinn. Sie sind Geschwindig-
keitskonstanten, wiahrend die MicuaELISschen Dissoziationskonstanten sind.

Fiir den Beginn der Reaktion wird

A L
b
[4B] + 2=
Auch diese Gleichung entspricht derjenigen von MicHAELIS und MENTEN:
_ [S]
V=Ctsi+x,

so daB auf Grund der Reaktionskinetik eine Entscheidung zwischen der Theorie
von LANGENBECK und der von MiCHAELIS und MENTEN nicht moglich ist.

Die von F. SarzErR und K. F. BONHOEFFER untersuchten Enzymreaktionen
in schwerem Wasser (siehe S.100) zeigen indessen einen Weg, zwischen den
beiden Theorien zu entscheiden. Es ist ndmlich bekannt, dal allgemein die Ge-
schwindigkeitskonstanten der Hydrolysen in schwerem Wasser kleiner sind als
in leichtem Wasser. Die Hydrolyse von zahlreichen §-Glukosiden durch Emulsin
verlduft bei hohen Substratkonzentrationen in schwerem Wasser langsamer als

! Ergebn. Enzymforsch., Bd. II, 8. 314, und zwar 329ff. Leipzig, 1933.
2 G.-M. ScawaB: Catalysis, New York, 1937, und zwar S. 337{f.
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in gewohnlichem. Es handelt sich hier um Reaktionen nullter Ordnung, also
um grofe Affinitét des Enzyms zum Substrat. In diesem Fall wird sowohl nach
MicHAELIS und MENTEN wie nach LANGENBECK die Reaktionsgeschwindigkeit
v = ky[X]. Die Spaltung von B-Methyl-glukosid dagegen ist in verdiinnter
Losung eine Reaktion erster Ordnung und wird nach SALzZER und BONHOEFFER
durch schweres Wasser beschleunigt. Hier ist die Reaktionsgeschwindigkeit
nach MrcHAELIS und MENTEN

v= g k[4 B)X],
1

nach LANGENBECK aber v = k, [4 B] [X]. Wihrend also die Reaktionsgeschwin-
digkeit nach LANGENBECK proportional einer Geschwindigkeitskonstanten ist,
ist sie nach MicHAELIS und MENTEN das Produkt aus einer Geschwindigkeits-
konstanten k, und aus dem Verhiltnis zweier Gleichgewichtskonstanten %
Nur diese Theorie 148t daher eine Erh6hung der Reaktionsgeschwindigkeit ve;r-
stehen, namlich durch Erhohung der Enzym-Substrat-Affinitit. G.-M. Scuwas!
hilt daher das Vorliegen einer Additionsverbindung von Enzym und Substrat
im Sinne der Theorie von MicHAELIS und MENTEN fiir erwiesen.

Gemeinsam bleibt immerhin fir alle drei Theorien das Ergebnis, daB die
enzymatische Katalyse sich durch die Annahme von Zwischenprodukten berechnen
ldBt, sei es im homogenen System nach dem Massenwirkungsgesetz, sei es im
heterogenen nach der Adsorptionsisotherme.

Spezifititsbestimmung durch die Methode der Zeitwertquotienten nach
R. WiLLsTATTER und R. Kunn.?

Um die Frage zu entscheiden, ob ein Enzym mehrere Substrate angreifen
kann oder ob fiir den Umsatz jedes einzelnen Substrats ein von den anderen
unabhingiges Enzym nétig ist, wurde von R. WILLSTATTER und seinen Mitarbeitern
die Methode der Zeitwertquotienten entwickelt. Man ermittelt mit Enzym-
priparaten verschiedener Herkunft oder verschiedenen Reinheitsgrades den
Zeitwertquotienten, namlich das Verhdltnis der Spaltungsgeschwindigkeiten
der verschiedenen Substrate. Gleichheit der Zeitwertquotienten beweist, daB
die Spaltungen der verschiedenen Substrate auf ein und-dasselbe Enzym zuriick-
zufiihren sind. Findet man dagegen in verschiedenem Ausgangsmaterial oder
auf verschiedenen Stufen der Reinigung differierende Zeitwertquotienten, so
weist dies auf eine Mehrzahl der die Substrate spaltenden Enzyme hin.

Zur Entscheidung, ob die Spaltung von Saccharose und Raffinose durch
Hefepriparate dem gleichen Enzym oder zwei Enzymen zuzuschreiben ist,
hatten WiLLSTATTER und KvHN die Zeitwertquotienten mit Hefen verschiedener
Herkunft gemessen und stark divergierende Quotienten gefunden. Z. B. war
das Verhiltnis Saccharosespaltung : Raffinosespaltung in einer Brauereihefe = 5,1,
in einer anderen = 12,3. Sie schlossen daraus zuerst auf eine Verschiedenheit
von Saccharase und Raffinase. Ihre Versuche, durch Reinigung die Quotienten
zu verschieben, schlugen aber fehl. R.Kunn® priifte die Frage erneut unter
Beriicksichtigung der jeweiligen Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeiten
von der Substratkc izentration. Er fand, da8 die Abhingigkeit der Spaltungs-
geschwindigkeit von der Rohrzuckerkonzentration in den verschiedenen Hefe-
priparaten mit der Abhingigkeit von der Raffinosekonzentration nicht iiber-

1 G.-M. ScEwAB: Catalysis, New York, 1937, und zwar S. 338ff.
? Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 115 (1921), 180.
3 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 125 (1922/23), 28.
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einstimmte. Als er aber bei beiden Zuckern auf die Substratkonzentration co
extrapolierte, erhielt er aus allen Hefepraparaten, unabhéngig von der Herkunft,
stets das Verhiltnis von Saccharosepaltung zu Raffinosespaltung

Q, =2
Das Verhiltnis der Dissoziationskonstanten % war konstant=1:16. Damit
war die Identitdt von Saccharase und Raffinase erwiesen (sieche Tabelle 2).

Tabelle 2. Das Verhiltnis der Dissoziationskonstanten.

Invertin aus Qo,138 Eg Ep : Ep:Kg Qp

|
RasseILl........coovvvnvnnnnn.. 4,8 0,016 0,24 15 2,0
Diénische Brennereihefe ......... 5,0 0,017 0,27 16 1,9
Miinchener Brauereihefe ........ 8,3 0,040 0,66 17 1,9

Das Verhiltnis der Affinitdtskonstanten der Saccharase-Saccharose-Verbindung
und der Saccharase-Raffinose-Verbindung ist zwar konstant = 1:16, aber die
absolute Hohe der Konstanten wechselt von Hefe zu Hefe. Von ihr hingen die
bei beliebigen, wenn auch konstant gehaltenen Substratkonzentrationen gemesse-
nen Spaltungsgeschwindigkeiten in ungleichem MaBe ab. Man kann aber nur
die bei dquimolekularen Konzentrationen der Enzym-Substrat-Verbindungen
gemessenen Spaltungsgeschwindigkeiten wirklich vergleichen. Dies wird durch
den von R.KunN angewandten Kunstgriff der Extrapolation auf unendliche
Substratkonzentrationen erreicht. Erst dadurch wird die Bestimmung der
Zeitwertquotienten zu einer zuverlissigen Methode zur Entscheidung der
Spezifitédt gegeniiber verschiedenen Substraten.

Die relative Spezifitit des Ferments zu seinen zwei Substraten bedeutet:
Wenn wir die Rohrzucker-Saccharase-Verbindung und die Raffinose-Saccharase-
Verbindung in reinem Zustand isolieren konnten und sie in solcher Konzentration
in Wasser von 30° 16sten, da die Konzentrationen der undissoziierten Enzym-
Substrat-Verbindungen je 1 Mol pro Liter betriigen, so wire neben dem Tri-

saccharid /16 = 4 mal mehr freie Saccharase in Losung als neben dem Di-
saccharid. Fiir jedes in Melibiose und Fructose zerfallende Raffinosemolekiil
wiirden dann in der gleichen Zeit zirka zwei Rohrzuckermolekiile in Glukose
und Fructose gespalten.

Vorkommen der Fructosidase.
a) Allgemein.!

Das wichtigste und besterforschte Vorkommen der Fructosidase ist das in
den verschiedenen Heferassen. Sie fehit nur dem Soorpilz (Saccharomyces
albicans), dem Schizosaccharomyces octosporus, einigen Torulaceen und einigen
Arten des Pseudosaccharomyces.

Die Fructosidase findet sich in vielen Kryptogamen, vor allem in den Asper-
gillusarten, wie Aspergillus niger, Aspergillus ventii, auch im Aspergillus oryzae,
ferner in Penicillium glaucum. Jedoch scheint das Vorkommen von Fructosidase
in diesen Pilzen weitgehend kasuistisch zu sein, d. h. abhéngig vom Nihrboden,
auf dem sie geziichtet werden. Bakterien enthalten fast stets Fructosidase.

1 Siehe Eingehendes dariiber in ,,Die Fermente und ihre Wirkungen* von C.
OPPENHEIMER, Bd. 1, 8. 545ff., Leipzig, 1925, und Suppl.-Bd. I, S. 206ff., Leipzig,
1936.

Hdb. d. Katalyse, III. [
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In den Phanerogamen ist sie ubiquitér, d. h. sie kommt fast in allen Organen
der hoheren Pflanzen vor.

Die Fructosidase der hoheren Tiere (Darm- und Leucozytensaccharase) und
der Wirbellosen ist noch wenig erforscht.

b) Zustand der Fructosidase in der Hefezelle.

Schon in den ersten Invertinarbeiten studierte WILLSTATTER! den Zustand
der Saccharase in der Hefezelle. Er kam zu dem Resultat, daB sie ein Endo-
enzym ist. Es ist nur locker innerhalb der Zelle an das Zellgeriist adsorbiert,
kann aber die Zelle nicht verlassen, bevor die Zellmembran abgebaut ist. ,,Der
Zucker diffundiert unbeschrinkt zum Enzym, aber das Enzym vermag nicht
durch die Poren der Membran hinauszudiffundieren. Die Zerstérung der Wénde
kann durch griindliche mechanische Zerkleinerung, z. B. durch Zerreiben mit
Quarzsand, und durch enzymatischen Abbau erreicht werden. Der enzymatische
Abbau vermag durch Enzyme der Hefe selbst, also durch Autolyse, vor sich
zu gehen. T6tet man die zelleigenen Fermente aber mit Essigester in der Wérme
ab, so geht keine Saccharase aus der Zelle heraus, wie aus Abbauversuchen
hervorging. Nach Abtétung der zelleigenen Enzyme kann der enzymatische
Abbau der Zellwinde erfolgen:

1. durch Papain? vornehmlich, wenn es durch Blausdure aktiviert ist.
Pepsin und Trypsin dagegen bewirken nur einen unvollkommenen Abbau der
Zellmembran, sie vermogen die Hefeproteinasen nicht zu ersetzen;

2. durch reine Malzamylase,2 frei von Proteinase, ohne Mitwirkung von
Cellulase. Malzamylase 148t sich auch durch Takaamylase, jedoch nicht durch
tierische Amylasen ersetzen.

Die Tatsache, dafBl einerseits eine Proteinase, anderseits Amylase zum
Aufschlul der Zellwéinde beféhigt ist, beweist, daB diese aus Kohlehydrat-
EiweiB-Symplexen bestehen miissen. Ob man nun den Kohlehydrat-Eiwei8-
Symplex von der Kohlehydrat- oder Eiweillseite her abbaut: die Saccharase
wird véllig freigelegt. Unter den Kohlehydraten spielt der Hefegummi eine
wichtige Rolle. Es gibt in der Hefe ein den Hefegummi abbauendes Ferment,
das nach H.KravuT, F. EicHHORN und H. RUBENBAUER!* auch dann noch bei
der Freilegung mitwirkt, wenn man die anderen abbauenden Enzyme durch
Essigester in der Warme abgetétet hat.

R. WmLstitTer und M. RoHDEWALD® wiederholten die rein mechanischen
Zellzertriimmerungsversuche unter Bedingungen, die eine Mitwirkung enzyma-
tischer Vorgénge fast unmoglich machten (ndmlich Zerreiben der Zellen mit
Quarzsand unter fliissiger Luft und kurzes Extrahieren mit elektrolythaltigem
Wasser bei 0°). Sie erzielten wiederum Freilegung der Saccharase, deren Endo-
enzymnatur somit gesichert erscheint.

¢) Vermehrung der Fructosidase in der Hefezelle.

Die ersten Versuche in dieser Richtung stammen von H.v. EULErR und
seiner Schule.® Durch Ziichtung des Hefepilzes auf einer Néhrlésung von hoher

! R. WILLSTATTER, F. RACKE: Liebigs Ann. Chem. 425 (1921), 1; 427 (1921), 111.

2 R. WILLSTATTER, W. GRASSMANN: Biochem. Z. 203 (1928), 308. — W. GRaSs-
MANN, T. PETERS: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 204 (1932), 135.

3 W. GrassMANN, T. PETERS: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 204 (1932), 135.

4 Ber. dtsch. chem. Ges. 60 (1927), 1644.

® Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 209 (1932), 38.

¢ Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 70 (1910/11), 279; 76 (1912), 388; 78 (1912),
246; 79 (1912), 274; 84 (1913), 97; 88 (1914), 430; 89 (1914), 272; Biochem. Z. 58
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Rohrzuckerkonzentration und durch ofteres Auswechseln dieser Nahrlosung
gelang es ihm, eine Anreicherung der Saccharase in der Hefe auf etwa das Zehn-
fache zu erreichen. R. WILLSTATTER, CH. D. LowRY und K. SCHNEIDER! erzielten
durch eine Gérfithrung mit minimaler Zuckerkonzentration noch bessere Erfolge.
Durch langsames Zutropfen einer Zuckerlosung in die Hefesuspension bleibt
die Hefe in sténdiger Gérbereitschaft. Sie wird dadurch in einen Reizzustand
versetzt, der den Pilz zur Produktion von Saccharase anregt. Es wurden hierbei
Zeitwerte von 15 bis 20 erzielt, um das 16fache besser als im Ausgangsmaterial.
Jedoch wird nur die Saccharase dabei vermehrt: Die Garungsenzyme, Maltase
und Proteasen bleiben unverindert.

Eine praktische Verbesserung dieser ,,Stimulationsmethode wurde von
R. WEIDENHAGEN? erzielt: Ohne mehrfache Abtrennung der Hefe von der Nihr-
lésung und durch Gérung bei minimaler Zuckerkonzentration unter gleich-
zeitiger starker Liiftung erreichte er in einem Arbeitsgang innerhalb 8—10 Stun-
den eine zehn- bis fiinfzehnfache Anreicherung der Saccharase.

Bestimmungsmethoden und Einheiten.

Als Substrat zur Bestimmung der Saccharase dient Rohrzucker von der
spezifischen Drehung [x]¥° = 66,86°. Die Rohrzuckerinversion kann polari-
metrisch oder reduktometrisch verfolgt werden.- Das optimale pg = 4,5—05,0
wird im allgemeinen durch priméres Kaliumphosphat eingestellt.

1. Die polarimetrische Methode.

Es wird im Halbschattenapparat die Drehungsénderung verfolgt, die der Rohr-
zucker bei der Spaltung in Fructose und Glukose erleidet. Die Proben werden der
Versuchslésung zu bestimmten Zeiten entnommen und in 2n Sodalésung eingetragen.
Diese bewirkt momentane Sistierung der Saccharasewirkung und gleichzeitig Auf-
hebung der Mutarotation der Glukose. Die Aufhebung der Mutarotation ist erst
nach !/, Stunde beendet. Bei der Polarisation wird im Lichtstrahl der D-Linie des
Natriumlichtes und bei 20°

gearbeitet, da die Drehung 85,
der Fructose temperaturab- ar —
héingig ist. Zur Berechnung ' 4 P
des Spaltgrades aus einem 60 .
bei der Polarisationstempe- §§‘5 L2
ratur 20° abgelesenen Dre- N pod S ;’
hungswinkel dient die Bezie- é,,{i AL
hung: &, = —0,317- &g, wo- S 25 pd
bei «, die Drehung zur Zeit &‘,?g //
t=0 und &, die Enddre- Ly e
hung (nach 100%iger In- LA B e 8 9 W 11 72 15 14 15 15 17 %
version) bedeutet.? Zertfoktor —
Dann besteht folgende Abb. 5. Zeitumsatzkurve der Saccharase.
Beziehung: Die gefundene wameemew logarithmische Kurve, bei 30° C experimentell er-

Drehungsabnahme (xq— ;) mittelte Kurve.
verhdlt sich zur Drehungs-
abnahme fir 100%ige Spaltung (xo— «,) = x:100. x ist der Spaltungsgrad. An
Hand der von C.O’SuLLivaN und F. W. ToMPSON* experimentell ermittelten Zeit-
(1914), 467; 67 (1914), 203; Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 97 (1916), 286 ; Biochem.
Z. 85 (1917/18), 406; Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 106 (1919), 201; 109 (1920), 65.

1 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 146 (1925), 158.

2 Angew. Chem. 47 (1934), 581.

8 OpPENHEIMER-KUHN: Die Fermente und ihre Wirkungen, Bd. I, S. 252. Leipzig,
1925.

¢ J. chem. Soc. (London) 57 (1890), 834.

b*
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umsatzkurve (Abb. 5) wird dann die Nulldrehungszeit (entsprechend 75,95%, Spal-
tung) bzw. die Zeit der 50%igen Spaltung ermittelt.

2. Die reduktometrische Methode.

Sie erfaBt die Spaltprodukte, die bei der Rohrzuckerinversion auftreten, auf
Grund ihres Reduktionsvermogens.

a) Die Hypojoditmethode von R.WILLSTATTER und G. SCHUDEL.! Prinzip:
Aldosen werden durch Hypojodit in alkalischer Lésung zu Glukonsdure oxydiert.
Die Reaktion verlduft stéchiometrisch. Die Zuckerlésung wird mit einer iiberschiissi-
gen Menge n/10 Jodlésung in alkalischem Medium versetzt, nach 15—20 Minuten
Einwirkungszeit angeséuert und das iiberschiissige Jod mit Thiosulfat zuriicktitriert.

b) Die Zuckerbestimmung nach G. BERTRAND? erfat Aldosen und Ketosen.
Prinzip: FEHLINGsche Lésung wird durch die Zucker zu Kupferoxydul reduziert,
das in Ferrisulfat gelost wird. Das so entstehende Ferrosulfat wird mit Kalium-
permanganat titrimetrisch bestimmt.

3. Einheiten.

1. Zeitwert nach C.O’SurLLivAN und F.W. TouMpsoN.? Dieser ist auch von
H. v. EULER und R. WILLSTATTER akzeptiert. Er gibt die in Minuten gemessene
Zeit an, die 0,05 g getrocknete Hefe oder der dieser Menge entsprechende Hefeauszug
oder 0,05 g Priparat brauchen, um bei 15,5° C 4 g Rohrzucker in 25 cm® Losung,
die 1% NaH,PO, enthilt, bis zur Nulldrehung fiir Natriumlicht (bei 20° beobachtet)
zu spalten.

2. Der Saccharasewert nach R. WILLSTATTER und R. KUHN* stellt das Reziproke
des Zeitwertes nach C. O’SULLIVAN und F. W. ToMpsoN dar.

3. Als MaB fir die Invertinmengen haben R. WILLSTATTER und R.KuUHN* die
Saccharaseeinheit eingefithrt (S. E.). Die Saccharaseeinheit ist die Enzymmenge
in 50 mg invertinhaltiger Substanz vom Zeitwert 1 unter den Bedingungen der
Definition von C.O’SurLLivaN und F. W. ToMPsON.

4. Der Vergleichszeitwert nach R. WILLSTATTER und W. STEIBELT5 dient zum
Vergleich der Wirkungen von Fermentpréparaten auf verschiedene Zuckerarten
und Glukoside. Die Nulldrehungszeit ist némlich nur fiir die Rohrzuckerinversion
charakteristisch. Der Vergleichszeitwert mi3t dagegen die fiir jede Hydrolyse angeb-
bare Zeit, die fiir den Umsatz von 509, des vorhandenen Substrates nétig ist. Fiir
den Vergleich li8t man ein und dieselbe Fermentmenge in dem némlichen Volumen
bei gleicher Temperatur (30°) auf &quimolare Mengen der Substrate einwirken,
wobei fir jede Hydrolyse die optimale Aciditét einzustellen ist. Der Vergleichszeit-
wert fiir Invertin gibt an, wieviel Minuten 0,5 g trockene Hefe oder Priparat brauchen,
um 1,1875 g Rohrzucker, die in 25 cm® Lésung enthalten sind, bei 30° zu 509 zu
spalten.

Zwischen Zeitwert und Vergleichszeitwert besteht die von R. WILLSTATTER,
J. GRASER und R. KUHN® experimentell ermittelte Beziehung:

Zeitwert = 166- Vergleichszeitwert.

In Anlehnung an die von R.WILLSTATTER bei der Maltosespaltung benutzten
und auf die Spaltung von Rohrzucker, Raffinose usw. iibertragenen Werte hat R. WEI-
DENHAGEN’ vorgeschlagen, fiir die Bestimmung aller Glykosidasen als Normalbedin-
gung festzulegen, daf 2,56 g Maltose oder die équivalente Menge eines anderen Substrats

1 Ber. dtsch. chem. Ges. 51 (1918), 780.

2 Bull. Soc. chim. France 856 (1906), 1285.

3 J. chem. Soc. (London) 67 (1890), 834.

¢ Ber. dtsch. chem. Ges. 56 (1923), 509.

¢ Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 111 (1920), 157, 169.

6 Ho pe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 128 (1922), 1, und zwar 23.
er. dtsch. Zuckerind. 79 (1929), 599.
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bei optimalem pg und 30° in 50 cm® Gesamtvolumen mit einer Glykosidase behandelt
werden. Als Zeitwert soll die Zeit in Minuten bezeichnet werden, in der 1 g Enzym-
material die 50%ige Spaltung des Substrats unter Normalbedingungen bewirkt.
Die Enzymeinheit wird definiert als die Enzymmenge in 1g Substanz vom Zeit-
wert 1. Als Enzymwert soll immer die Zahl der Enzymeinheiten in 1 g Trocken-
substanz verstanden werden.

Der Saccharasewert nach WILLSTATTER ist die Zahl der Einheiten in 50 mg des
nach den Bedingungen von O’SULLIVAN und TOMPSON gemessenen Enzyms. Dem
entspricht jetzt der unter Normalbedingungen gemessene f-h-Fructosidasewert, der
die Zahl der Einheiten in 1 g Substanz angibt. Beide sind durch dieselbe Beziehung
verkniipft, welche schon von WILLSTATTER fiir den Saccharase-Vergleichszeitwert

ermittelt wurde:
B-h-Fructosidasewert = 166- Saccharasewert.

Fiir die verschiedenen Einheiten ergibt sich infolge der unterschiedlichen Bezugs-
menge (1000 mg und 50 mg) und der Verschiedenheit von Zeitwert und Vergleichs-
zeitwert die Beziehung:

B-h-Fructosidaseeinheiten = 8,3 Saccharaseeinheiten.

Die JInversionsfihigkeit (If) nach H.v.EULER und O. SVANBERG! wird defi-
niert durch die Gleichung: k X g Zucker
If = —S5——
g Priparat
wo k den Reaktionskoeffizienten erster Ordnung bedeutet, g Zucker die bei der In-
versionsbestimmung anwesende urspriingliche Rohrzuckermenge, g Priparat das
Trockengewicht der zur Inversionsbestimmung angewandten Fermentmenge. Zwischen
Saccharasewert und Inversionsfahigkeit besteht eine einfache Beziehung, die eine
Umrechnung ermdéglicht.?

Darstellung und Reinigung.

Zur Gewinnung freigeldster Saccharase, die ein ausgesprochenes Endoenzym
(siehe 8. 66) ist, ist es erforderlich, ihre Bindung innerhalb der Zellwinde auf-
zuldsen. Als priparative Methode kommt hierfiir nur die Autolyse in Betracht,
d. i. der enzymatische Abbau der Zellsubstanzen durch das Zusammenwirken
der zelleigenen Fermente nach der Abtotung der Zellen. Zuerst wurde dieses
Verfahren von C.O’SuriivaNy und F.W.Tompson® angewendet, die scharf
abgepre3te Hefe ohne jeden Zusatz monatelang in Pulverflaschen aufbewahrten,
bis sie sich in eine schwere, gelbe Fliissigkeit umgewandelt hatte. C. S. Hupson*
verkiirzte diesen Vorgang auf wenige Tage dadurch, daB er die mit etwas Wasser
verdiinnte Hefe durch Toluol abtétete und verfliissigte. Auch die neuesten
Verfahren der Freilegung bedienen sich des Abtotens durch Zellgifte, durch
Toluol oder Essigester. Sie lassen aber den Vorgang der Autolyse nicht véllig
unbeeinflult, sondern regeln die enzymatischen Prozesse durch Einstellen einer
bestimmten Wasserstoffionenkonzentration. Die leitende Absicht dabei ist,
das gesuchte Enzym, die Saccharase, moglichst vollstindig, neben ihr aber
moglichst wenig Ballaststoffe in Losung zu iiberfilhren. Nach R. WILLSTATTER
und F. RACKE® beschleunigt man die Freilegung der Saccharase und hemmt die
ihrer Begleiter, wenn man wihrend der durch Essigester oder Toluol eingeleiteten
Autolyse die reichlich entstehende Séure durch Ammoniak oder Ammonium-

1 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 106 (1919), 201.

? R. WILLSTATTER, K. SCHNEIDER: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 188
(1923/24), 193.

3 J. chem. Soc. (London) 57 (1890), 834.

¢ J. Amer. chem. Soc. 86 (1914), 1566.

5 Liebigs Ann. Chem. 425 (1920/21), 1; 427 (1921), 111.
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phosphat abstumpft. Man kann die Autolyse weiter dadurch variieren, da
man den zuerst entstehenden invertinarmen Extrakt abtrennt, die Autolyse
von neuem in Gang setzt und sie abbricht, sobald die Hauptmenge des Enzyms
in Losung iibergefiihrt ist. R. WiLLSTATTER, K. SCHNEIDER und E. WENzEL!
wendeten zu dieser fraktionierten Neutralautolyse invertinreich geziichtete
Hefe an. Ihre Autolysate mit Saccharasewerten von 0,6 bis 1 sind ungefahr
150mal reiner als die nach HupsoN dargestellten Autolysate aus gewchnlicher
(nicht invertinreich geziichteter) Hefe. Dies ist heute das beste Verfahren zur
Gewinnung von hoch wirksamen und sehr reinen Autolysaten.

200 g abgepreSte Hefe werden in 41 Néhrlésung von 28° eingetragen, die je 8 g
priméres Kaliumphosphat und priméres Ammonjumphosphat, sowie je 2 g Kaliumnitrat
und wasserhaltiges Magnesiumnitrat enthélt. Die Temperatur wird unter dauernder
Bewegung der Flussigkeit auf 27° gehalten. 20%ige Rohrzuckerlésung tropft aus
einer tubulierten Flasche durch eine Kapillare ein, und zwar so, daB 100 cm?® Lésung
je Stunde einflieBen. Nach je 2—3 Stunden trennt man die Néhrlésung ab und er-
neuert sie fiinf- bis siebenmal (Versuchsdauer zirka 17 Stunden). Im allgemeinen
wird durch die Ziichtung ein Saccharasewert von mindestens 0,5 erreicht. Die ab-
gepreBte Hefe wird mit 25 cm3 Toluol und 25 g feingepulvertem Diammoniumphosphat
verrithrt und im Thermostaten bei 30° unter mehrfachemm Umriihren aufbewahrt.
Nach einer Stunde verdiinnt man mit 250 cm® Wasser und trennt nach zwei weiteren
Stunden die saccharasearme Loésung mit der Zentrifuge ab. Den Heferiickstand
versetzt man mit 250 cm® Wasser und etwas Toluol und stellt ihn 12—24 Stunden
in den Thermostaten. Nun enthilt die Lésung etwa 859%, der gesamten Saccharase.
Man zentrifugiert, verdiinnt mit der doppelten Wassermenge und féllt durch geringes
Ansiuern mit Essigsiure das in Lésung gegangene native Eiweil. Darnach besitzen
die Autolysate Saccharasewerte von 0,5 bis 1. Ein derartig giinstiger Reinheitsgrad
wurde in den friiheren Préparaten erst durch mehrere aufeinanderfolgende Reinigungs-
mafnahmen erreicht.

Zur Entfernung von niedermolekularen Begleitern verwendet man in der
priparativen Enzymchemie sehr hiufig die Dialyse, die im Falle der Saccharase
meist nur geringe Wirksamkeitsverluste zur Folge hat. Als Membran kénnen
Cellophanschliuche oder Hammelblinddirme verwendet werden. Die oben
beschriebenen Autolysate erreichen durch die Dialyse Saccharasewerte von 2
bis 3.

Das Verfahren der Adsorption ist gerade fiir die Reinigung der Saccharase
von R. WILLSTATTER und seinen Mitarbeitern zu besonders hoher Vollkommen-
heit entwickelt worden.? R.WmLsTATTER und F.Racke® adsorbierten die
Saccharase an Tonerde und anschlieBend an Kaolin. (Das gereinigte Enzym wird
zum Unterschied von dem rohen an Kaolin adsorbiert.) Aus den Adsorbaten
wurde die Saccharase durch verdiinntes Ammoniak oder Diammoniumphosphat
eluiert. Mit diesen Operationen war eine bedeutende Steigerung des Reinheits-
grades verbunden, nimlich vom Saccharasewert 0,005 der damaligen Autolysate
bis zum Saccharasewert 2 in den Kaolinelutionen. Die Adsorption des Invertins
durch Kaolin fithrt zu einer Trennung von Hefegummi, der dabei in seiner ganzen
Menge in der Mutterlauge zuriickbleibt. Spéter wurde das Adsorptionsverfahren
noch bedeutend verfeinert. Es wurde erkannt und von H. KrauT und E. WENZEL?
eingehend untersucht, wie der Grad der Adsorption und damit auch der Reinigungs-
erfolg von der Konzentration der Enzymlosungen, von der Wasserstoffionen-
konzentration, vom Wechsel in dem Adsorbens und von den vorhergehenden

1 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 151 (1926), 1.

2 Vgl. Artikel SCHAFFNER in diesem Bande des Handbuches.

3 Liebigs Ann. Chem. 425 (1920/21), 1.

¢ Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 188 (1924), 1; 142 (1925), 71.
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Schritten der Reinigung abhingig ist. Haufig war es zweckméBig, einen un-
reineren Anteil vorweg zu adsorbieren, bzw.das Enzym nicht vollstdndig, sondern
nur zn 80—90%, an das Adsorbens zu binden. SchlieBlich wurde der Verlauf
der Adsorptionsisothermen selbst auf den einzelnen Stufen der Reinigung als
MaBstab dafiir benutzt, ob eine Wiederholung der Adsorptionen und Elutionen
noch von einem Reinigungserfolg begleitet sein kénnte. Als Adsorbentien wurden
meist Aluminiumhydroxyde bestimmter chemischer Konstitution® oder Kaolin
verwendet, auBerdem Bleiphosphat, das man am besten in der Enzymlésung
selbst aus Bleiacetat und Ammoniumphosphat entstehen 1aBt. Die Adsorption
wurde so immer auswihlender gestaltet. Wiahrend in den ersten Versuchen von
R. WiLstATTER und F Racke 1g Al,O; 0,15 Saccharaseeinheiten, also die
Invertinmenge aus 10 g lebender Hefe aufnahm, wurde in den letzten Versuchen
von R. WiLLSTATTER und K. SCHNEIDER? mehr als das Tausendfache, namlich
das Invertin von 12—14 kg Hefe von 1 g Al,0, aufgenommen. In der Elution
besaB dieses Priaparat den Saccharasewert 6,7. Bei der Wiederholung der
Adsorption erhielt man die Adsorptionsisotherme eines reinen Stoffes. Die
Grenze der Leistungsfihigkeit der Adsorptionsmethode war damit erreicht,
allein die Invertinpriparate waren, wie die Analyse ergab, von Einheitlichkeit
dennoch weit entfernt. Das beobachtete einheitliche Adsorptionsverhalten kam
gar nicht dem Enzym selbst, sondern einem Aggregat zu, das aus dem Enzym
und den ihm niichstverwandten Stoffen zusammen mit adsorptiv verbundenen
Begleitstoffen bestand. Fiir solche adsorptiven Vereinigungen wurde spéter
von R. WiLLsTATTER und M. RoEDEWALD der Ausdruck Symplex eingefiihrt.3
Ihre besten Priparate erhielten R.WILLSTATTER, K. ScHNEIDER und E.
WenNzELY durch Kombination mehrerer Reinigungsarten, z. B. fraktionierte
Autolyse von invertinreich geziichteter Hefe, Alkoholfallung, Tonerdeadsorption,
fraktionierte Adsorption mit Bleiphosphat. Sie wiesen Saccharasewerte zwischen
9,6 und 10,9 auf. Wir beschreiben ein typisches Beispiel.

1,51 frisch bereitetes Autolysat mit 21 Saccharaseeinheiten (siehe S.70) wurde
auf 0° abgekiihlt und mit #/,-Edssigsdure zu py 5 angesiuert. Beim Vermischen
mit dem gleichen Volumen Alkoho! von — 20° fiel ein geringer Niederschlag aus,
der durch eine 1 mm dicke Kieselgurschicht abgesaugt wurde. Die klare Losung
wurde im Vakuum auf 90 cm® einge lampft, dann adsorbierten 0,4 g Aluminium-
hydroxyd Cy 909, der Saccharase. Die Elution wurde mit 4g Diammoniumphosphat
in 0,61 Wasser vorgenommen und ergab den Saccharasewert 7,3. Dann wurde ein
zweites Mal mit so viel Aluminiumhydroxyd Cy versetzt, daB zirka 25%, adsorbiert
wurden, und die Restlésung weiter verwendet.

5 Saccharaseeinheiten dieser Restlésung wurden mit 0,1 g Diammoniumphosphat
und 0,43 g Bleiacetat versetzt und abzentrifugiert. Nach dem Behandeln mit Di-
ammoniumphosphat enthielt die Elution 2 Saccharaseeinheiten vom Saccharase-
wert 4,3, die Restlosung 2,6 Saccharaseeinheiten vom Saccharasewert 11,9. (Alle
Saccharasewertbestimmungen wurden in dialysierten Proben ausgefiihrt.) Auf
1 Saccharaseeinheit dieses Priparats entfielen nur noch 0,18 mg Tryptophan. Die
Bleiphosphatfallung fithrte zu einer weitgehenden Abtrennung inaktivierter Anteile.

Einen noch besseren Reinheitsgrad erzielten H.ALBERS und J.MEYER.S
Sie autolysierten invertinreich geziichtete Hefe mit Toluol und lieBen das Autolysat
4 Monate stehen. Nach dem Ansiuern auf pm 4,0 fiel ein Niederschlag, der

1 R, WiLLSTATTER, H. KrAUT: Ber. dtsch. chem. Ges. 56 (1923), 149, 1117;
57 (1924), 58, 63, 1082.
2 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 142 (1925), 257.
3 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 2256 (1934), 103, und zwar 109.
¢ Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 1561 (1926), 1.
8 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 228 (1934), 122.
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abfiltriert wurde. Aus der Lésung adsorbierten sie 609, der Saccharase an
Aluminjumhydroxyd Cy. Das Adsorbat wurde mit Wasser gewaschen und mit
0,19%,iger Ammoniaklésung voreluiert, sodann mit 0,5%jger Diammonium-
phosphatlésung eluiert. Der Saccharasewert war 14,7.

Nach M. Apams und C. S. Hupson! erweist sich Betain als ein gutes Adsorbens
fiir Saccharase aus Hefeautolysaten. Das optimale pg fiir die Adsorption ist 4,1
bis 4,3; fiir die Elution 5,3 und mehr.

R. WeDENHAGEN? verwendet Erdalkalihydroxyde zur Féllung der Saccharase
aus Hefeautolysaten. Bei px = 8 fillt Calciumhydroxyd 659%,, Bariumhydroxyd
75%, und Strontiumhydroxyd 100%, des Enzyms. Aus diesen Niederschligen,
die frei von Hefegummi sind, 18t sich die Saccharase leicht mit solchen Sduren
eluieren, die unlésliche Erdalkalisalze bilden, z. B. mit Phosphorsiure bzw.
primdrem Ammoniumphosphat. Das Abscheidungsverfahren mit Sirontium-
hydroxyd iibertrugen R. WEIDENHAGEN und L. NENNINGER? auch auf groBe
Hefemengen und schlossen noch eine Féllung des Eluates mit Uranylacetat
daran an.

Die préiparative Trennung von der x-Glukosidase wird bei dieser behandelt.

Kinetik.
Abhdngigkeit von der Enzymkonzentration.

Den Verlauf der Rohrzuckerspaltung durch Saccharase beobachteten zuerst
O’SurLivaN und TompsoN* unter geniigend genau definierten Bedingungen
(Phosphatpuffer vom pg 4,5 und 15,5° C). Ihre Spaltungskurve ist auf S. 67,
Abb. 5 dargestellt. Sie entspricht annihernd, aber nicht vollsténdig derjenigen
einer Reaktion erster Ordnung, wie von C. S. HupsoN® und von H. v. EULER und
0. SvANBERG® bestétigt wurde. Die Enzymwirkung gleicht also in dieser Hinsicht
dem Verlauf der Sdurehydrolyse des Rohrzuckers. HUDSON variierte die Ferment-
konzentration im Verhéltnis 1:8, EULER und SVANBERG sogar im Verhéltnis 1:40.
Sie fanden die ScatUTZsche Regel bestitigt, daB das Produkt von Fermentkonzen-
tration und Spaltungszeit konstant ist. R. WILLSTATTER, J. GRASER und R.
KunN? wiederholten die Untersuchung mit gereinigter Saccharase (Saccharase-
wert 3). Sie variierten die Saccharasemengen im Verhéltnis 1:20,2. In weiten
Grenzen ist also die Inversionsgeschwindigkeit der Saccharasekonzentration
direkt proportional.

Abhéngigkeit von der Substratkonzentration.

Die ersten Untersuchungen iiber die Abhédngigkeit des Spaltungsverlaufes
von der Rohrzuckerkonzentration stellte E. DucLaux® 1883 an. Er ma$ die
Spaltung mit gleichen Invertinmengen in 10—409%,iger Rohrzuckerlésung und
erkannte richtig, daB die Spaltungsgeschwindigkeit konstant sein mii3te, wenn
nicht die Reaktionsprodukte hemmen wiirden. Fiir ihren EinfluB sind zahl-
reiche Gleichungen aufgestellt worden, deren bestbegriindete diejenige von
MicHAELIS und MENTEN ist. Sie haben vor allem die Affinitdten der Saccharase
zum Rohrzucker und zu den Spaltprodukten nicht willkiirlich in die Reaktions-

N&

Amer. chem. Soc. 60 (1938), 982.

Z. Wirtschaftsgr. Zuckerind. 86 (1936), 473.

Z.. Wirtschaftsgr. Zuckerind. 89 (1939), 149.

J. chem. Soc. (London) 57 (1890), 834.

J. Amer. chem. Soc. 80 (1908), 1160, 1564.

Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 107 (1919), 269 273.

Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 128 (1922), 1.

Microbiologie, Bd. II, S. 142. 1899. — Vgl. auch Chimie biologique. 1883.
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gleichung eingesetzt, sondern in besonderen Versuchen direkt ermittelt. Ihre
Gleichung lautet:

_1/1 1 7,1__ . a K2 1,,____1 1
- t(a+KF+KGZ)aln a—-:c+ t (Ks K;_TK;;)’

wo a die Anfangskonzentration der Saccharose, =z die in der Zeit ¢ umge-
setzte Menge, K, die Dissoziationskonstante der Saccharase-Saccharose-Ver-
bindung, Ky die Dissoziationskonstante der Saccharase-Fructose-Verbindung,
K die Dissoziationskonstante der Saccharase-Glukose-Verbindung sind.

Sie diskutieren diese Gleichung folgendermaflen:

Die Zeitgleichung der Saccharasewirkung ist die Summe einer logarithmischen
und einer linearen Funktion. Ist die Affinitdt zum Substrat gleich den Affinitdten
zu den Spaltprodukten, so verschwindet das lineare Glied und die Gleichung

geht iiber in 1/1 1 a
K= (g+ ‘K;)“'h‘;r;‘z-

Die Reaktion wird erster Ordnung. Da die Affinitdt zum Rohrzucker und zu
den Spaltprodukten, wie auf S.59ff. erértert, bei der Saccharase wechselt,
kann dieser Fall verwirklicht werden. Z. B. wire

1 1
K, T K, T K
In dem von O’SurrivaN und TompsoN untersuchten Fall war dagegen die
Affinitiat zum Rohrzucker ein wenig groBer als diejenige zu Fructose und Glukose.

Wire die Affinitdt zum Substrat sehr viel groBer als diejenige zu den Spalt-
produkten, so kénnte man

fir K, = 0,03, Kp= 0,05, K. = 0,08.

ad egeniiber — - -
a—z 8% K

1
7o

vernachlédssigen. Man erhielte dann einen geradlinigen Reaktionsverlauf, wie es
bei vielen anderen Enzymen tatséchlich beobachtet wird.

Es ist hervorzuheben, daBl alle Gleichungen dieser Art nur bei verhéltnis-
miBig niedrigen Rohrzuckerkonzentrationen Giiltigkeit haben. Die Gleichung
von MicHAELIS und MENTEN gilt bis zu héchstens #/,-molaren Rohrzuckerlgsun-
gen. Bei hoheren Konzentrationen sinkt die Reaktionskonstante bedeutend ab.
Nach den Messungen von A. J. BRowN! kann man zwei ausgezeichnete Reaktions-
bereiche unterscheiden. In verdiinnten Lésungen (bis ungefihr 0,59, Rohr-
zucker) kann man anndhernd mit der Konstanten der Reaktion erster Ordnung
rechnen. In konzentrierteren Losungen (5—209, Rohrzucker) sind dagegen
die durch gleiche Fermentmengen in der Zeiteinheit umgesetzten absoluten
Substratmengen einander gleich. Man mu8} daher in diesem Bereich die Konstante
der ersten Ordnung noch mit der Rohrzuckerkonzentration multiplizieren, um
zu den umgesetzten Mengen zu gelangen. Oberhalb 209, fillt, wie besonders
von H. v. EULER und K. MyYRBACK? untersucht wurde, das Produkt k- ¢ wieder ab.

Abhingigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration.

Die Wirksamkeit der Saccharase wird, wie die aller Enzyme, von der
Wasserstoffionenkonzentration stark beeinfluft. Schon C.O’SuLLivaN und

1 J. chem. Soc. (London) 81 (1902), 373.
2 Hoppe-Scyler’s Z. physiol. Chem. 124 (1922/23), 159.
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F. W. Tompson! teilten mit, daBl reproduzierbare Ergebnisse bei der Rohrzucker-
spaltung nur erhalten werden konnten, wenn sie priméres Kaliumphosphat
dem Spaltungsansatz zusetzten. S.P.L. SogrENSEN? fand die Erklérung dieser
Erscheinung darin, da8 durch dieses Salz einer mehrbasischen Séure eine be-
stimmte Wasserstoffionenkonzentration, namlich die fiir Saccharase optimale,
hergestellt wurde, wihrend die Natur des Salzes selbst ohne Einflu$ war. Fiir
solche Substanzen fiihrte er die Bezeichnung Puffer ein. Die ersten quantitativen
Untersuchungen iiber die pg-Abhéngigkeit der Rohrzuckerinversion wurden

von L. MicHAELIS und H. DAVIDSOHNS

10 T ~ ausgefiihrt. Die Abhingigkeit der rela-
a9 ol X tiven Spaltungsgeschwindigkeit vom
48 7 - ¥ log der Wasserstoffionenkonzentration
47 7 + nennt man die Aktivitdts-pg-Kurve.
a6 7 \‘ Sie ist in Abb. 6 wiedergegeben und
a5 7 3 zeigt ein breites Maximum zwischen
o4 ! 3,7 und 5,2. Der aufsteigende (al-
43 kalische) Teil dieser Kurve entspricht
42 7 der Dissoziationsrestkurve einer schwa-
91 7 chen Sidure, bzw. der Dissoziations-
0 — kurve einer schwachen Base. Zugun-

-/,,y[/iﬁ 2.0 sten der Dissoziationsrestkurve einer

Abb. 6. Aktivitits-pu-Kurve der Saccharase. Sédure spricht die elektrolytische Uber-

fithrbarkeit der Saccnarase. Der Para-

meter dieser Kurve gibt die Dissoziationskonstante (K = 2-10~7) dieser Séure

an. MicHAELIS und DAVIDSOHN schlossen hieraus, daf der wirksame Anteil der
Saccharase nur die undissoziierten Molekiile seien.

Die Kombination dieser Ergebnisse mit der Aktivitats-p,-Kurve (siehe S. 58)
fiihrte zu lang diskutierten Schwierigkeiten. Da namlich nach MIcHAELIS und
MENTEN zwischen Ferment und Substrat ein Massenwirkungsgleichgewicht
angenommen wird, miiBte auch das zweite Gleichgewicht, dasjenige zwischen
undissoziiertem Ferment und seinen Ionen, von der Substratkonzentration
abhingig sein. L.Mriomaris und M. RorrsTein* fanden aber experimentell,
daB die Aktivitats-pg-Kurve von der Rohrzuckerkonzentration unabhingig
ist. Sie stellten die Theorie auf, daB nicht die Saccharase selbst, sondern nur
die Verbindung der Saccharase mit der Saccharose eine Séure sei, deren un-
dissoziierte Molekiile spontan in Glukose, Fructose und Saccharase zerfallen.
Es miiBte sich aber auch dann noch die Zahl der undissoziierten Molekiile mit
steigender Rohrzuckerkonzentration vermehren. R.KUHN® nahm daher an,
daB die Wasserstoffionenkonzentration nur die Zerfallsgeschwindigkeit der
Enzym-Substrat-Verbindung beeinfluBt, wihrend das Gleichgewicht zwischen
Enzym und Zucker unabhingig von der Wasserstoffzahl ist.

H.v. EvLEr, K. Joserrson und K. MYRBACK® weisen demgegeniiber darauf
hin, daB auch die Saccharase selbst in Ionen dissoziiert, und diese Dissoziation
mit derjenigen der Saccharase-Saccharose-Verbindung in einem Gleichgewicht
stehen muB.

1 J. chem. Soc. (London) 67 (1890), 834.

2 Biochem. Z. 21 (1909), 131, 279.

3 Biochem. Z. 856 (1911), 386.

4 Biochem. Z. 110 (1920), 217.

8 Naturwiss. 11 (1923), 732; Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 125 (1922/23),

28.
¢ Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 184 (1923/24), 39.
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Sie bezeichnen:

HES = undissoziierte Enzym-Substrat-Verbindung,
ES’ = Anionen der Enzym-Substrat-Verbindung,
HE = freie Saccharase,

E’ = Anionen der freien Saccharase,

H* = Wasserstoffionen,

S = Rohrzucker,

F = Gesamtkonzentration der Saccharase,
also = [HES] + [HE] + [E'] + [ES’].

Dann ist ’ HE}-[8] _ g
[HES], s

Da nach den experimentellen Befunden auf der alkalischen Seite der Aktivitéts-
pr-Kurve keine Abhingigkeit von der Substratkonzentration besteht, nehmen
v. EvLER, JosEpHSON und MyRBAcK an, daB K,= K, ist. Dann muB auch
K,= K, sein, und zwar nach MicHAELIS und RoTESTEIN'!= 3-10-7. Fiir
die allein enzymatisch wirksamen undissoziierten Enzym-Substrat-Molekiile
finden sie dann folgende Gleichung:

) [H'][S]

HES =B (g ST+ K, ST+ K, (B + K, K,

Berechnen sie daraus die relativen Inversionsgeschwindigkeiten bei verschie-
denem pg und verschiedener Rohrzuckerkonzentration, so erhalten sie die in
der Tabelle 3 wiedergegebenen Werte. In der letzten Zeile sind die experimentell
gemessenen Werte angegeben, die

in sehr befriedigender Ubereinstim- Tabelle 3. Vergleich der theoretischen und der
mung mit den berechneten stehen. experimentell ermittelten relativen Inversions-

Eine weitere Stiitze ihrer Theorie geschwindigkeiten.

ist, daB sie an einem hochaktiven  Konzentration des |Relative Inversionsgeschwindigkeit
Saccharasepriaparat eine Dissozia- Rohrzuckers 5 on—6lpa=7|pn—8
tion der GréBenordnung 107 be- Normaltst ? |2 > Pe
obachteten, in geniigender Uberein- 0,200 100 | 80 | 26 | 33
stimmung mit dem MicHAELISschen 0,100 100 | 178 26 | 3,3
Wert von 3-10-7 fiir die elektroly- 0,050 100 | 80 26 3.3
tische Dissoziation der Saccharase- 0,010 100 | 81 26 | 3,4
Saccharose-Verbindung. Das Ergeb- 0.005 100 | 79 26 3,4
nis ihrer Betrachtungen ist also, daB  Aciditiitskurve | 100 | 80 | 30 | 5

die Unabhingigkeit der Aktivitats-

pr-Kurve von der Rohrzuckerkonzentration lediglich eine Folge der Gleichheit
der Dissoziationskonstanten der Saccharase selbst und ihrer Verbindung mit
dem Rohrzucker ist.

Die angestellten Betrachtungen gelten, wie erwihnt, nur fiir den alkalischen
Ast der Aktivitats-pg-Kurve. Auf der sauren Seite dagegen ist das Absinken
der Spaltungsgeschwindigkeit nach K. JosErHSON? eine Folge der abnehmenden
Affinitdt zwischen Saccharase und Rohrzucker.

1 Biochem. Z. 110 (1920), 217.
2 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 184 (1922/23), 50.
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Fiir die experimentelle Ermittlung der Aktivitéts-pg-Kurve ist der Hinweis
notwendig,-da8 nach R. WEIDENHAGEN! die Gegenwart von Maltase den alkali-
schen Ast der Kurve beeinfluit und die optimale Zone der Spaltbarkeit breiter
erscheinen 1aBt. Man muB daher entweder ein Extraktionsverfahren wéhlen,
das die Maltase zerstért, oder mit gereinigten, maltasefreien Praparaten arbeiten
(siche S.88). Das pg-Optimum der reinen f-h-Fructosidase lag in den Ver-
suchen von WEIDENHAGEN bei pg 4,7.

Das pg-Optimum der Fructosidase der Hefen zwischen 4,5 und 5 ist immer
wieder bestitigt worden. Dagegen verschiebt sich das optimale pg von Fructosi-
dasen anderen Ursprungs hiufig nach der alkalischen Seite hin. Zum Uberblick
sei eine Tabelle von E. HorMaNN?2 in der gekurzben Form nach C. OPPENHEIMER?
gegeben (Tabelle 4).

Tabelle 4. pr-Optima der pflanzlichen Saccharasen.

Gruppe Art Pu ’ Autor
Bakterien Pneumokokken ........... 7,0 O. T. AVERY
Bakt. Cole................ 7,0 H. KARSTROM
Sulfatasebakterien ........ 6,5 E. HOFMANN
Hefen Untergérige Hefe ........ 4,2—4,6| S.P.L. SORENSEN, L. M1-
Spalthefen | Schizosaccharomyces octospo- CHAELIS
PUS Ue Bevvvnerenonnnnse 4,5--5,0 | E. HOFMANN
Schimmelpilze | Aspergillus niger.......... 5,2 N. N. IWANOFF c. s.
: ’ by eeeeeeeen 4,9 E. HOFMANN
’ oryzae ........ 5,2 E. HOFMANN
Penicillium............... 5,0 H.v. EULER c. s.
Phanerogamen | Solanum indicum ......... 6,0 H. TAUBER, I.S. KLEINER

Blatter verschiedener Baume | 4,5—6,5| A. V. BLAGOVESCHENSKI

Aktivierung und Hemmung der B-h-Fructosidase.

Uber Aktivatoren der Saccharase ist wenig bekannt. Nach J. M. NELSON
und E. L. SAvurt steigern genuine Proteine die Wirkung reinster Saccharase-
priparate, aber nicht beim pg-Optimum, sondern nur bei einem py unterhalb 4.
Dagegen gibt es zahlreiche Stoffe, die auf die f-h-Fructosidase einen hemmenden
EinfluB ausiiben.

1. Einfluf der Spaltprodukte der Saccharose und anderer Zucker.

Die hemmende Wirkung von Fructose, Glukose und anderen Zuckern oder
Glukosiden auf die Rohrzuckerspaltung sowie der verschiedene Mechanismus
dieser Reaktionsverzdgerung ist schon ausfiihrlich im Abschnitt ,, Theorien der
Enzymwirkung* besprochen worden (8. 571f.).

2. Hemmung durch freie Halogene.

H.v. EviLERr und K. JosEPHSON® untersuchten die Einwirkung von Jod auf
die Saccharase. Sie stellten fest, daB es sich um eine irreversible Vergiftung
handelt, die durch Thiosulfat nicht aufhebbar ist. K. MYRBACK® zeigte, daB hier

! Ergebn. Enzymforsch., Bd. II, S. 90, und zwar S. 92. Leipzig, 1933.

2 Biochem. Z. 275 (1935), 320.

3 Die Fermente und ihre Wirkungen, Suppl.-Bd. I, S. 225. Le1pz1g, 1935.
4 J. Amer. chem. Soc. 56 (1934), 1994.

5 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 127 (1923), 99.

¢ Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 158 (1926), 160; 159 (1926), 1
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zwei Reaktionen verlaufen: a) eine momentane Abschwichung der Invertin-
wirkung um 409, infolge Bildung von Jodsaccharase, und b) eine langsame
Weiterwirkung von Jod auf die Jodsaccharase infolge sekundarer Reaktionen,
die bei pg 4+4,6 am geringfiigigsten sind. Die Inaktivierungskonstante bei
optimaler Aziditét ist k., = 30-10-4.

Die Jodsaccharase selbst besitzt 609, Aktivitdt der freien Saccharase, hat
dieselbe Aktivitits-pg-Kurve und dieselbe Affinitit wie die Saccharase. Jod
greift also anfangs nicht an den substratbindenden Gruppen an.

Chlor und Brom haben Giftwirkung, jedoch bilden sie keine der Jodsaccharase
entsprechenden Verbindungen mit der Saccharase.

3. Hemmung durch Schwermetallsalze.

Die Wirkung der Schwermetallsalze wurde zuerst von H.v. EULER! unter-
sucht. Sie wirken hemmend, Silber- und Quecksilbersalze stark, Kupfer-,
Cadmium-, Thor- und Uransalze sehr schwach. Da die Hemmung reversibel ist —
sie wird durch Schwefelwasserstoff vollig aufgehoben —, handelt es sich hierbei
nicht um eine Zerstérung des Ferments, sondern um wahre chemische Gleich-
gewichtsreaktionen unter Bildung unwirksamer Verbindungen. Quantitative
Messungen lassen sich allerdings nur mit hochgereinigten Saccharasepraparaten
anstellen. Sorgfiltige Untersuchungen auf diesem Gebiet hat K. MYRBACK? aus-
gefiihrt. Die Vergiftung durch Silberionen geht in der Weise vor sich, daB die
Saccharase in ihrer Eigenschaft als schwache Siure mit den Silberionen ein
schwach dissoziiertes Salz bildet. Da das hierbei durch Silber ersetzte Wasser-
stoffion fiir die Enzymwirkung unentbehrlich ist, so tritt Inaktivierung ein. Die
Reaktion ist von der Substratkonzentration unabhéngig. Dies beweist, daB die
Bindung des Zuckers an das Enzym, die durch eine basische Gruppe vermittelt
wird, von der Bindungsstelle des Silbers véllig unabhéngig ist. Die Abhéingigkeit
des Inaktivierungsgrades von der Giftmenge wird durch eine Dissoziationskurve
dargestellt. Die Inaktivierung nimmt mit steigendem pg zu. Mit gleichen Silber-
mengen betragt sie z. B. bei pg = 4,57 259, und bei 6,36 97%,. Die Vergiftungs-
kurven, bei verschiedenem pg aufgenommen, laufen dem a,bsteigende,n Ast der
pa-Kurve parallel. Es herrscht also das Gleichgewicht: _[A[%JEE['—]]Q = Kyg.
E’ bedeutet die Konzentration der freien und der von Rohrzucker gebundenen
Saccharaseionen.

Kupfer, Blei, Zink und Cadmium verhalten sich fast wie Silber und haben
auch dhnliche Inaktivierungskonstanten. Dagegen sind Nickel, Kobalt, Mangan
und die dreiwertigen Metalle Eisen, Aluminium, Chrom fast ohne Wirkung, da
sie nur geringe Affinitdt zum Enzym besitzen.

Quecksilber wird wahrscheinlich an die basische Gruppe der Saccharase
gebunden, denn die Vergiftung wird von der Substratkonzentration stark beein-
fluBt. Vom pg ist sie weniger abhingig als die Silberinaktivierung. Zwar nimmt
sie gegen die alkalische Seite des Optimums hin zu, ist aber in der Gegend des
pr-Optimums selbst fast unabhingig von der Wasserstoffionenkonzentration.
Wahrscheinlich wird das Quecksilber in Form eines inneren Komplexsalzes an
die Aminogruppe gebunden. Dafiir spricht, dal Quecksilber, im Gegensatz zu

1 H. v. EULER, O. SVANBERG: Fermentforsch. 3 (1921), 330; 4 (1921), 29, 142;
Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 114 (1921), 137. — H. v. EULER, K. MYRBACK:
Ebenda 121 (1922), 477; Ber. dtsch. chem. Ges. 86 (1922), 3583. — H. v. EULER,
K. JosEPHSON: Ebenda 66 (1922), 2416. — H. v. EULER, E. WALLES: Hoppe-Seyler’s
Z. physiol. Chem. 182 (1924), 167. — H. v. EULER: Angew. Chem. 45 (1932), 220.

2 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 1568 (1926), 160.
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Silber, das Enzym gegen die Vernichtung durch salpetrige Séure schiitzt. Auch
die Quecksilbervergiftung ist durch Schwefelwasserstoff véllig reversibel.

4. Einfluf der Neutralsalze.

Die Neutralsalze haben beim pg-Optimum einen sehr geringen Einflu8. Auf
der sauren Seite des pg-Optimums gibt es iiberhaupt keine Saccharasehemmung,
auf der alkalischen Seite ist die Hemmung spezifisch und folgt der lyotropen
Reihe, ist also wohl eine kolloidchemische Wirkung auf den Trager.

5. Einfluf von freier salpetriger Sdure.!

Freie salpetrige Séure, ein typisches Reagens fiir die Aminogruppe, zerstort
die Saccharase vollig, indem sie die Aminogruppe ausschaltet. Zucker, wie
Saccharose, Fructose, f-Glukose, die Affinitit zum Enzym besitzen, schiitzen
dasselbe vor der Vernichtung durch salpetrige S@ure. Dies beweist, daB die
Bindung der Saccharase an die Saccharose durch eine Aminogruppe bedingt ist.

6. Osmiumtetroxyd.
Osmiumtetroxyd wirkt stark inaktivierend durch Oxydation.!

7. Einfluf orgamischer Stoffe.

a) Alkohol. Sowohl Athyl- als auch Methylalkohol wirken hemmend.

b) Formaldehyd. Formaldehyd wirkt schwach giftig, indem er nach einer
Inkubationszeit mit der Aminogruppe des Enzyms zu einer Methylenverbindung
zusammentritt.!

c) Pikrinsiure. Die Pikrinsiure hemmt nach K. MYRBACK! (ebenso wie die
anorganischen Sduren Phosphorwolframsdure und Kieselwolframsiure) durch
Bildung eines wenig dissoziierten Salzes der Aminogruppe.

d) Ascorbinsdure. Gereinigte f-h-Fructosidase aus Hefe wird nach R. WEIDEN-
HAGEN? durch Vitamin C in physiologischer Konzentration, besonders am Neutral-
punkt, gehemmt. Diese Hemmung ist reversibel und kann durch kleinste Mengen
von SH-Verbindungen (Cystein, Glutathion) sowie durch die entsprechenden
Disulfidverbindungen (Cystin, SS-Glutathion), ferner durch einige Aminoséuren
aufgehoben werden.

e) Amine. Am wichtigsten ist die Hemmung durch ,,Carbonylreagentien’’,
wie Amine, da sich daraus Riickschliisse auf die Konstitution des Agons der
Saccharase ziehen lassen (siehe Kapitel ,,Struktur‘). Nach K. MYrRBACK3 handelt
es sich hierbei um eine stéchiometrische Reaktion der Carbonylgruppe des
Enzyms mit den Aminen zu ScHIFFschen Basen. Nur die freie Base wirkt giftig
auf die Saccharase, weil nur sie gebunden wird. Je stirker die Base, desto stirker
die Bindung an das Enzym, wie nach MYRBACK aus den berechneten Dissoziations-
konstanten der Verbindung Enzym-Amin hervorgeht. Die Inaktivierung ist
vollig reversibel, z. B. durch Zusatz von Zucker oder anderen Aldehyden, die das
Amin binden. Die Vergiftung ist unabhéngig von der Substratkonzentration,
setzt also an einer anderen Stelle ein als die Bindung des Substrats. Die Gift-
wirkung beruht nicht darauf, daB die Verbindung Substrat-Enzym verhindert
wird, sondern dafl die Verbindung Amin-Enzym-Substrat nicht zerfallt.

1 K. MYrBACK: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 1568 (1926), 160.
2 Z. Wirtschaftsgr. Zuckerind. 86 (1936), 240, 482.
3 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 158 (1926), 160.
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EinfluB8 physikalischer Faktoren.
a) Bestrahlung.

Ultraviolette Strahlen schiadigen stark, besonders bei 270 mu.! Die schidigende
Wirkung der Radiumstrahlen wurde von R. G. Hussey und W. R. THOMPSON?
untersucht.

b) Temperatur.

H.v. EvLER und Mitarbeiter® untersuchten eingehend die Temperatur-
empfindlichkeit der Saccharase und fanden, daf die Inaktivierungskonstante k.,
d. h. die Geschwindigkeit der Zerfallsreaktion erster Ordnung am geringsten bei
pu 4 bis 5 ist.

¢) Schweres Wasser.

Schweres Wasser (50—97,49, D,0) wirkt nach E. W. R. Steacie* bei 30,25°
zirka 259, verzogernd auf die Hydrolyse durch Saccharase. Wie von F. SALzER®
und K. F. BoNHOEFFER festgestellt wurde, hemmt schweres Wasser die Hydrolyse
derjenigen B-Glukoside, die eine hohe Affinitét zur §-Glukosidase besitzen. Da die
Saccharase eine hohe Substrataffinitdt besitzt, folgt auch die Fructosidase der
bei der §-Glukosidase gefundenen GesetzmadBigkeit.

Dagegen verlauft die durch Wasserstoffionen katalysierte Rohrzucker-
spaltung in schwerem Wasser rascher als in gewohnlichem.®

Struktur der Saccharase.

Die umfangreichen Arbeiten iiber die Isolierung der Saccharase, die besonders
von R. WILLSTATTER und von H.v. EULER mit ihren Mitarbeitern ausgefiihrt
wurden, hatten zum Ziel, die chemische Natur der Saccharase kennenzulernen.
Dieses Ziel ist noch nicht erreicht, weil bisher stets die mit fortschreitender
Reinigung wachsende Unbesténdigkeit des Enzyms ein uniiberwindliches Hindernis
bildete. Unsere Vorstellungen iiber die Struktur der Saccharase sind daher aus
Beobachtungen iiber das Verhalten des Enzyms in noch unreinem Zustand, bzw.
bei der Reinigung selbst gewonnen. Sie erstrecken sich einerseits auf den all-
gemeinen Bau eines Enzyms, besonders die von R. WILLSTATTER gewonnenen
Vorstellungen, und andererseits auf das Vorhandensein bestimmter chemischer
Gruppierungen innerhalb des noch unbekannten Enzymmolekiils, wie sie vor
allem v. EULER und seine Schule erforscht haben.

A.P.MataEws und J. H. GLENN? hatten schon 1911 auf Grund der Beob-
achtung, daB ihre Saccharasepriparate sowohl Proteine wie Hefegummi hart-
néckig festhielten, die Ansicht geduBert, daB diese beiden Bestandteile zusammen
das Enzym bilden konnten, wobei sie dem Protein die enzymatische Wirkung,
dem Hefegummi die Aufgabe, das Protein zu tragen, zuschrieben. Sicherlich
haben weder von dem Protein noch von dem Hefegummi, die sie in Hénden hatten,
mehr als Spuren zu dem Enzym selbst gehért. Sie bildeten den Ballast, viel-
leicht auch mit dem Enzym locker verbundene Schlepper ohne Zusammenhang
mit der Enzymwirkung.

1 G. GorBACH, K. LERCH: Biochem. Z. 219 (1930), 122; 285 (1931), 259.

2 J. gen. Physiol. 9 (1925), 211.

3 H.v. EULER, S. KuLLBERG: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 71 (1911), 134. —
H.v. EULER, H. LAURIN: Ebenda 108 (1919), 64; 110 (1920), 55. — H. v. EULER,
K. MyYrBick: Ebenda 120 (1922), 61.

4 Z. physik. Chem., Abt. B 27 (1934), 6.

8 Z. physik. Chem., Abt. A 175 (1936), 304.

8 E.A.MoELWYN-HUGHES, K. F. BONHOEFFER: Naturwiss. 22 (1934), 174. — E. A.
MoELWYN-HUGHES: Z. physik. Chem., Abt. B, 26 (1934), 272.

7 J. biol. Chemistry 9 (1911), 51.
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Auf Grund viel eingehenderer Studien und durch den Vergleich des Invertins
von den rohen Ausziigen bis zu den héchst gereinigten Priparaten gelangte aber
R. WiLLSTATTER! wieder zu der Vorstellung, da die Enzyme allgemein aus zwei
Teilen bestehen, ndmlich aus einer rein chemisch wirkenden aktiven Gruppe und
aus einem mit ihr durch Symplexbildung vereinigten Triger, der ein Kolloid
und daher fiir die Kolloidnatur der Enzyme verantwortlich ist. Nachdem diese
Theorie bei der Aufklirung der Struktur des gelben Atmungsferments durch
0. WarBURG und W.CHRISTIAN? ihre Bestdtigung gefunden hat, spricht man
statt von aktiver Gruppe besser von prosthetischer Gruppe, bzw. vom Co-Ferment
oder Agon. Der Triager wird auch Apoferment oder Pheron genannt. Wahrend
aber bei den in ihrer Struktur aufgeklirten Enzymen das Pheron sich stets als
ein Protein mit bestimmten Eigenschaften erwies, ist es bei der Saccharase wahr-
scheinlich, daB der Triger wechseln kann. Im Verlauf der Reinigungsoperationen
gelang es namlich, sowohl proteinfreies, aber hefegummihaltiges, oder hefegummi-
freies, aber proteinhaltiges Invertin von ungeféhr demselben hohen Reinheitsgrad
darzustellen. Beide Gruppen unter Erhaltung der Wirksamkeit voéllig abzu-
trennen, miBlang stets. R. WILLSTATTER kam daher zu dem Schluf},? ,,da von
den chemisch definierten kolloiden Begleitstoffen, soweit die Versuche reichen,
jeder einzelne unter Erhaltung der spezifischen Enzymwirksamkeit abgetrennt
werden kann, und nach der Erfahrung von der Inkonstanz der Enzymaffinitéten
ist es wahrscheinlich, dafl die Natur der kolloiden Trdger verdnderlich ist.*
Insofern wird also ein EinfluB des kolloiden Trégers auf die Varianten der Affinitat
fiir méglich gehalten. Ein einzelner kolloider Triiger scheint entbehrlich zu
sein, aber nur dann, wenn der Saccharase ein anderer geeigneter zur Verfiigung
steht.

Uber die Zugehérigkeit der Saccharase zu einer bestimmten Gruppe organi-
scher Verbindungen ist eine Aussage noch nicht méglich. Jedoch la8t sich aus
der Hemmung durch spezifische Gifte folgern, daf die Saccharase einen Ampho-
lyten darstellt, was auch aus dem gleichen Adsorptionsverhalten gereinigter
Hefepriparate gegeniiber Tonerde und Kaolin hervorgeht. H.v. EULER und
K. JosEpHsON4 unterscheiden auf Grund der Aktivitats-pg-Kurven zweierlei
Gruppen: das Alkalisalz einer Aminosdure auf der alkalischen Seite, deren
Carboxylgruppe die katalytische Spaltung besorgen soll, auf der sauren Seite
ein Salz, dessen Kation Affinitit zum Substrat besitzt. Nach K.MYRBACK®
handelt es sich hierbei um eine Aminogruppe. Die Existenz dieser Aminogruppe
ist sehr wahrscheinlich gemacht durch die zerstérende Wirkung der salpetrigen
Saure. Auch die Inaktivierungserscheinungen durch Pikrinsiure, Phosphor-
wolframsiure usw. sprechen fiir das Vorhandensein einer basischen Gruppe im
Enzym. DaB das Agon eine freie Carbonylgruppe enthalt, wird durch die Gift-
wirkung von Aldehydreagentien, speziell von Aminen, gestiitzt, die nach MYRBACK
in véllig reversibler Reaktion ScHIFFsche Basen liefern. Die Hemmung wird
durch Zusatz von Zucker oder Aldehyd wieder aufgehoben. Ebenso wie primére
Amine hemmen Phenylhydrazin und Aminoguanidin, nicht dagegen Semi-
carbazid, das nicht mit Aldehydzucker reagiert. MYRBACK vermutet deshalb,
daB diese Carbonylgruppe einem Aldehydzucker angehdort.

Die gut gestiitzte Hypothese von K. MYRBACK, dafl die aktive Gruppe der

1 R. WILLSTATTER, K. SCHNEIDER, E. WENzZEL: Hoppe-Seyler’s Z. physiol.
Chem. 151 (1926), 1. — R. WILLSTATTER: Ber. dtsch. chem. Ges. 55 (1922), 3601.
2 Naturwiss. 20 (1932), 688, 988; Biochem. Z. 254 (1932), 438; 257 (1933), 492.

3 Ber. dtsch. chem. Ges. §9 (1926), 1, und zwar 12.
4 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 155 (1926), 1.
8 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 158 (1926), 160; 159 (1926), 1.
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B-h-Fructosidase ein Kohlehydrat mit freier Aldehydgruppe ist, wurde von
H. LerTRE! aufgegriffen. Er vermutet. daB die Wasseriibertragung von der
Aldehydgruppe selbst ausgefithrt werden konnte nach folgendem Schema (wo
R,—0—R, das Substrat und Enzym —C=O0O das Enzym darstellen):

l

H
OH
Enzym—C=0 + H,0 = Enzym—-C<OH
| H
H
/OH /OH
Enzym—C<OH + R—0—R,; = [Enzym——C\—\OH. ..R;—0—R,]
H H

= Enzym—(l3=0 + R,—OH + R,—OH,
H

wo R, derjenige Zuckerrest ist, zu dem das Enzym Affinitét besitzt.

Reversion der Wirkung.

Die biochemische Synthese der Saccharose ist bisher noch nicht gelungen.
Sie konnte auch nicht gelingen, solange man von n-Fructose ausging, die eine
Fructo-Pyranose ist. Die zur Synthese notwendige Fructo-Furanose ist in
freiem Zustand nicht besténdig. Sie lagert sich sofort in Fructo-Pyranose um.

Eine noch nicht bestitigte enzymatische Rohrzuckersynthese wird von
A. J. OparIN und A. L. Kurssanow? beschrieben.

Nach F. Kraces und R. NIEMANN? muf} auch eine rein chemische Synthese
des Rohrzuckers zur Zeit als unmoglich angesehen werden, da die Gleichgewichts-
einstellung der Tetraacetylzucker stets ungiinstig verlauft und die Fructohalo-
genosen sehr labil und dabei reaktionstrige sind. Bei allen Versuchen erhielten
Verfasser stets die «,f8-Verbindung = Isosaccharose. Nach ihrer Ansicht kénnen
auch A. PicTeT und H. VoGEL? unter den von ihnen angegebenen Bedingungen
keinen Rohrzucker erhalten haben.

2. «x-Glukosidase.

Das meist untersuchte Beispiel der «-Glukosidasen ist die Maltase, und zwar
sowohl die der Hefe als auch die Gerstenmaltase; ihr typisches Substrat ist die
Maltose. ‘

Spezifitit der x-Glukosidase.

Die Arbeiten iiber die Spezifitit der Maltase haben unsere allgemeinen
Kenntnisse iiber die Wirkungsweise der Carbohydrasen sehr bereichert. Es
handelt sich dabei hauptséchlich um die Frage, ob die Saccharose von der
«-Glukosidgruppe her durch eine besondere Glukosaccharase oder durch ein all-
gemein auf «x-Glukoside eingestelltes Enzym gespalten wird, das dann mit Maltase

2 Chem. Ztrbl. 1988, II, 1795.
3 Liebigs Ann. Chem. 529 (1937), 185.
4 C.R.Hebd. Séances Acad. Sci. 186 (1928), 724. — Helv. chim. Acta 11 (1928), 436.

Hdb. d. Katalyse, III. 6
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und Glukosaccharase identisch sein muBl. Die Entscheidung fiir die letztere
Annahme hat die Systematik der Carbohydrasen wesentlich vereinfacht.

Die Substrate der «-Glukosidase sind folgende: Maltose, x-Methyl- und
a-Phenylglukoside, Turanose, Melecitose, Saccharose. Nach R. WiLrsTATTER!
werden allgemein die Phenolglukoside leichter und schneller gespalten als die
Methylglukoside. Sie eignen sich daher besonders fiir Spezifitdtsuntersuchungen.

Die Maltose ist nach W.N. HaworTe? eine «-Glukosido-4-glukose, in der
beide Glukosereste normale Pyranosen sind.

HOH,C
9 o HOH,C o

) N

,/ OH H /I 4 OH >
HO 0— B/ on

| | |
H OH H OH
a-Maltose.
Ebenso leiten sich die x-Methyl- und Phenylglukoside von der Gluko-Pyranose ab.

Die Turanose ist eine «-Glukosido-6-fructose. Im Trisaccharid Melecitose
sind zwei «-Glukosido-Reste mit Fructose verkniipft, der eine an der reduzierenden
C-2-Gruppe, wie in der Saccharose, der andere an einer nichtreduzierenden
C-Gruppe, wie in der Turanose (entweder 5- oder 6-C-Atom).

E. FiscEER® fand, daB Hefeextrakte zur Spaltung von Maltose wie von
anderen «-Glukosiden befidhigt sind. Er schrieb beide Wirkungen der Maltase
zu. R. WiILLSTATTER und W. STEIBELT* beobachteten sehr grofle Schwankungen
der Zeitwertquotienten von x-Methylglukosid- und Maltosespaltung, so daB sie
anfangs eine Verschiedenheit von x-Methylglukosidase und Maltase vermuteten.
R. WiLLsTATTER, R. KuBEN und H. SoBOTKA® bestitigten die groBen Schwan-
kungen der Zeitwertquotienten bei ihren Untersuchungen mit «-Methyl-, x-Athyl-,
«-Phenylglukosiden an den verschiedensten Bierhefen. Durch Extrapolation auf
unendliche Substratkonzentration nach der Methode von R. WILLSTATTER und
R. Kvunn (S. 64) konnten sie aber die von Hefe zu Hefe und von Substrat zu
Substrat wechselnden Affinitéatsbetrige ausschalten (siehe Tabelle 5), woraufhin
sich Gleichheit der Zeitwertquotienten und damit die Identitdt von x-Glukosidase
und Maltase ergab. Die Feststellung der Identitit bezog sich aber nur auf die
Maltase aus Hefen. Gerstenmaltase zeigte ein ganz anderes Verhalten. Sie war
gegeniiber «-Methylglukosid und gegeniiber einer im reduzierenden Rest sub-
stituierten Maltose (B-Methyl-Maltosid) wirkungslos. J. LriBow1rz® suchte nach
einer Erkliarung dafiir, daB eine Anderung an der freien Glukosegruppe bei der
Maltase der einen Herkunft zur Unspaltbarkeit fiihrt, wihrend die anderer Her-
kunft auch diese Substrate spaltet. Er stellte die Theorie auf, daBl es Maltasen
gibt, die an der glukosidischen Seite, und solche, die an der Seite der freien Glukose
die Maltose angreifen; er unterscheidet also Glukosido- und Glukomaltasen.
Die Klarung dieser Verhiltnisse war von grofler Wichtigkeit, da das Spezifitats-
prinzip der Carbohydrasen neuerdings nur auf die glukosidisch verkniipften
Zuckerreste bezogen wird. Die Existenz einer Glukomaltase wiirde also das

1 R. WILLSTATTER, R. KUnN, H. SoBoTKA : Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 134
(1924), 224.

2 W.N. HAwWORTH, ST. PEAT: J. chem. Soc. (London) 1926, 3094.

3 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 26 (1898/99), 60.

4 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 106 (1919), 201.

5 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 134 (1924), 224.

¢ Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 149 (1925), 184.
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Tabelle 5. Vergleich der beobachteten und reduzierten

Enzymuwertquotienten.
Methylglukosid/Maltose | Phenylglukosid/Maltose
Enzym aus
Qo,1¢ } Q, Qo,14 Q.
Léwenbréuhefe ........ 0,25 | 0,21 7,0 5,1
Hofbréauhefe ........... 0,31 ;| 0,18 10,7 6,1
Kopenhagener Hefe . ... 0,56 [ 0,28 — —

allgemeine Sperzifititsprinzip durchbrechen. In die Gruppe der Glukomaltasen
gehért nach J. LErBowrrz und P. MECHLINSKI! auch die Takamaltase aus Asper-
gillus oryzae mit dem pg-Optimum 4 bis 4,5. Auch sie schien weder x-Methyl-
glukosid noch Maltosazon zu spalten. R. WEIDENHAGEN? gelang aber der Nach-
weis, daB Gersten- und Takamaltase, also die Glukomaltasen von LEmsowirz,
wenn auch nicht das Methylglukosid, so doch Phenylglukosid und andere ver-
wandte aromatische Glukoside spalten. Die Theorie von Lrrsowrrz wurde
schlieBlich noch dadurch widerlegt, da8 R. WEIDENHAGEN® mit sehr konzen-
trierten Malzausziigen doch eine geringe Spaltung von «-Methylglukosid und
H. PringsEEM und F. LoEw* eine Spaltung von Maltoson und Maltobionsdure
durch Takamaltase herbeifiihren konnten. Man ist daher berechtigt, auch die
Maltasen der Gerste und des Aspergillus oryzae als Glukosidomaltasen aufzu-
fassen. Allerdings muB man dann sehr bedeutende Unterschiede der relativen
Spezifitit bei den Maltasen verschiedener Herkunft annehmen. Es ist darauf
hinzuweisen, daf8 die Untersuchungen von WILLSTATTER und STEIBELT iiber die
Zeitwertquotienten der Maltose- und der x-Methylglukosidspaltung tatsdchlich
groBe Affinititsschwankungen fiir die Maltasen verschiedener Heferassen er-
wiesen haben.

Bevor die relative Spezifitiat der Maltasen verschiedener Herkunft ihre Losung
gefunden hatte, war ein anderes Spezifitatsproblem von R.KuHN aufgewiesen
worden.® Bei seinen Untersuchungen iiber die Hemmbarkeit der Saccharase
durch ihre Spaltprodukte fand er, daB Hefesaccharase wohl durch f-Glukose
und Fructose, aber nicht durch «-Glukose, dagegen Takasaccharase stark durch
a-Glukose, jedoch gar nicht durch f-Glukose und Fructose gehemmt wurde.
Er schlofl daraus, dal es zwei rohrzuckerspaltende Enzyme gibt, die er Fructo-
saccharase und Glucosaccharase nannte. Die Fructosaccharase greift den Rohr-
zucker an der fructosidischen Hilfte, das andere Enzym an der glukosidischen an.
H.v. EvLEr und K. JosErESON® traten dieser Zwei-Enzym-Theorie entgegen,
da sie bei Anwendung einer Stockholmer Unterhefe meBbare Reaktionsverzoge-
rung auch durch x-Glukose fanden. Um die in diesen Versuchen aufgefundene
Affinitat der Hefesaccharase zu Fructose, x- und f-Glukose erkliren zu kénnen,
begriindete H. v. EULER? die Zwei-Affinitdits-Theorie: Das Enzym besitzt darnach
zwei Affinitdtsstellen: Affinitdtsstelle 1, die sogenannte spezifische, vermittelt
die Bindung an dem Fructoseanteil des Rohrzuckers und bildet so die Voraus-
setzung fiir die Spezifitat iiberhaupt. Die Affinitatsstelle 2 greift an dem Glukose-

1 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 1564 (1925), 64.

2 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 216 (1933), 255.

8 Z. Ver. dtsch. Zuckerind. 78 (1928), 788.

4 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 207 (1932), 241.

5 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 129 (1923), 57; Naturwiss. 11 (1923), 732.
¢ Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 182 (1923/24), 301.

7 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 148 (1925), 79.

6*
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rest an. Sie 1aBt sich auch durch eine Reihe anderer Zucker absittigen, wodurch
dann der zur Spaltung notwendige Ubergang von der Molekiilart I

Fructose < > Glukose

| Saccharase |

in die Molekiilart II Fructose < > Glukose

l 1
| Saccharase |

verhindert wird. Dies bedingt die Hemmung.

R.KunxN und H. MUNcH! priiften an vielen Hefesaccharasen den EinfluB
der x-Glukose und bestitigten in einer Reihe von Fillen die Hemmung. Sie
fiihrten aber spiter diese Hemmung nicht auf Affinitat zwischen x-Glukose und
Enzym, sondern auf Herabsetzung der Zerfallsgeschwindigkeit zuriick.2 Man
kann also auch ohne Annahme der Zwei-Affinitits-Theorie die beobachteten Er-
scheinungen deuten. AuBer den Hemmungs- und Affinitétsmessungen wurde von
KuBN noch ein anderes Kriterium herangezogen, nimlich die Priifung von
Derivaten des Rohrzuckers auf ihre Spaltbarkeit. Fructosaccharase muB alle
Derivate des Rohrzuckers spalten, in denen die fiir die Vereinigung mit dem
Enzym mafgebende Fructosehélfte unberiihrt ist, also

Rohrzucker = Glukose <> Fructose,

Gentianose = Glukose < Glukose <> Fructose,

Raffinose = Galaktose << Glukose <> Fructose,

Stachyose = Galaktose < Galaktose < Glukose <> Fructose,
Hesperonal = Phosphorséiure << Glukose <> Fructose.

Dagegen darf die Glukosaccharase nur diejenigen Derivate spalten, bei
denen die Glukose nicht blockiert ist, z. B. Melecitose = Glukose <> Fructose >
> Glukose.

Tatsichlich greift gereinigte Hefesaccharase Melecitose nicht an, wohl aber
Takasaccharase.

Die Losung des Problems wurde von R. WEIDENHAGEN erbracht4 R. WiLL-
STATTER und E. BAMANN® hatten ein Trennungsverfahren fiir Saccharase und
Maltase aus Hefe ausgearbeitet. R. WEIDENHAGEN beobachtete nun, daB nach
diesem Verfahren isolierte saccharasefreie Maltase zwar bei pg 4,5, dem Optimum
der Fructosidase, gegen Rohrzucker vollig unwirksam ist, jedoch bei pg 7 eine
erhebliche Spaltung des Rohrzuckers bewirkt. Er bewies damit, daB Gluko-
saccharase nichts anderes als x-Glukosidase ist.

Dies war zugleich der stirkste Beweis fiir seine Theorie, daf die Spaltung
der Di- und Trisaccharide nur auf die Téatigkeit einfacher Glukosidasen zuriick-
zufiihren sei. Demnach kann fiir die Spaltung der Maltose nur eine x-Glukosidase
verantwortlich sein, wihrend die Rohrzuckerhydrolyse entsprechend der Kunn-
schen Annahme durch zwei verschiedene Enzyme bewirkt werden kann, némlich
je nach der Angriffsstelle durch die 8-h-Fructosidase (= Saccharase) oder durch
die x-Glucosidase (= Maltase = Glukosaccharase).

Auch an den Trisacchariden, die sich vom Rohrzucker ableiten, bestétigt
sich die Theorie von R. WEIDENHAGEN.® Er findet die reine «-G! kosidase ohne

1 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 150 (1925), 220.

? Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 168 (1927), 1.

3 R. KunN, G. E.v. GRUNDHERR: Ber. dtsch. chem. Ges. 89 (1926), 1655.
4 Z. Ver. dtsch. Zuckerind. 78 (1928), 542.

5 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 151 (1926), 273.

¢ Ergebn. Enzymforsch., Bd. I, S. 168, und zwar S. 174ff. Leipzig, 1932.
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jede Wirkung auf Raffinose, wihrend die f-h-Fructosidase ihrerseits Melecitose
gegeniiber wirkungslos ist. Die Melecitose wird von verdiinnten Séuren in
Glukose und Turanose zerlegt (R. Kvan und G. E. v. GRUNDHERR)!, dié «-Gluko-
sidase der Hefe (R. WEIDENHAGEN!, R. KunN und H. MtNca?) und des Asper-
gillus oryzae dagegen bewirkt ihren Zerfall in die drei Monosen, indem der Angriff
des Enzyms von beiden Seiten gleichzeitig erfolgt. Auch die von M. ROHDE-
WALD? mit verschiedenen Schimmelpilzen ausgefiihrten Untersuchungen ergaben
stets eine Totalhydrolyse der Melecitose.

Die eingehende Untersuchung des Vorkommens der beiden Enzymtypen in
Aspergillen und Penicillien ergab, dal die Ausstattung dieser Pilze in bezug auf
Glukosidase und Fructosidase auch innerhalb derselben Art eine sehr wechselnde
ist. Dadurch erkldren sich viele divergierende Befunde, vor allem in bezug auf
Aspergillus oryzae.

Die Theorie von WEIDENHAGEN bietet zweifellos die einfachste und klarste
Losung der Spezifitit der Carbohydrasen. Jedoch gibt es auch Tatsachen, die
gegen die Annahme einer einzigen «-Glukosidase sprechen. Es sind némlich
Maltasen aufgefunden worden, die wohl Maltose, aber nicht Rohrzucker spalten.
E. HormMANN* bestitigte den Befund E. Fiscuers, daB die frische Hefe und der
Autolysesaft von Schizosaccharomyces octosporus nur Maltose angreift, der Auto-
lyseriickstand dagegen auch Saccharose. Weitere Fille dieser Art wurden durch
die Untersuchungen von H. KARSTROM® bei einem Stamm von Bacterium coli,
von I.S.KrEINER und H.TAuBER® bei tierischen Maltasen (Speichel- und
Brustdriisenmaltase), von N.Iwanorr, DopownNa und TScHASTUCHIN’ bei
Champignons bekannt. In den anschlieBenden Auseinandersetzungen mit A. I.
VirTANEN® und mit K. MYRBACK®? konnte R. WEIDENHAGEN!® die Existenz von
Maltasen, die keinen Rohrzucker spalten, nicht widerlegen. Wenn damit auch
keineswegs seine Theorie aufgehoben wird, so bietet gerade die Maltase, mit
deren Hilfe sie bewiesen wurde, ein charakteristisches Beispiel dafiir, dal inner-
halb des Typus einer Glukosidase fiir individuelle Unterschiede der relativen
Spezifitit bis hin zur vélligen Nichtspaltung ein breiter Raum gelassen werden
muB.1!

Vorkommen der x-Glukosidase.!?

Sie findet sich sowohl im Pflanzen- als auch im Tierreich fast immer als
Begleiter der Amylase. Am wichtigsten ist die Hefemaltase. Es gibt nur einige
wenige Heferassen, in denen sie fehlt, so im Saccharomyces marxianus, Saccha-
romyces exiguus, Saccharomyces ludwigii und Pseudosaccharomyces. Auch in

1 Ber. dtsch. chem. Ges. 89 (1926), 1655.

2 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 168 (1927), 1.

3 Uber pflanzliche und tierische Saccharasen. Dissertation. Miinchen, 1929.

¢ Biochem. Z. 292 (1934), 417; 275 (1935), 320.

8 Biochem. Z. 281 (1931), 399.

¢ J. biol. Chemistry 99 (1932), 241.

7 Fermentforsch. 11 (1930), 433.

8 Biochem. Z. 285 (1931), 490.

® Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 198 (1931), 196; 205 (1932), 248.

10 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 200 (1931), 279.

11 Es folgten noch weitere Angriffe gegen die Spezifitdtstheorie von R. WEIDEN-
HAGEN unter Heranziehung anderer Substrate von K. und S.MYRBACK [Svensk
kem. Tidskr. 48 (1936), 64] und E. HOFMANN [Biochem. Z. 285 (1936), 429; 287
(1936), 271]. — Nach J. LErBowITz und S. HESTRIN [Nature (London) 148 (1939),
333] ist die Takamaltase bei pg = 3,5 hitzestabil, die Takasaccharase dagegen wird
vollig zerstort.

12 Sjehe Literaturangaben in C.OPPENHEIMER: Die Fermente und ihre Wirkungen,
Bd. I, S. 576, und Suppl.-Bd. I, S. 249.
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den Milchzuckerhefen ist sie nicht vorhanden. Sie findet sich ferner in zahl-
reichen anderen Kryptogamen, so vor allem im Aspergillus oryzae. Bakterien
scheinen fast stets Maltase zu enthalten.

In den héheren Pflanzen kommt sie in den Samen, Friichten und Blattern
vor. Am wichtigsten ist die Gerstenmalzmaltase, die auch wegen ihrer ab-
weichenden Spezifitit Beachtung verdient.

In tierischen Organen findet sich Maltase stets neben der Amylase, so im
Speichel, Darm, Pankreas, Leber, im Blut, in den Leukocyten. Die gegeniiber
Raffinose wirksame Darmsaccharase fat WEIDENHAGEN auch als x-Glukosidase
auf.

Die Hefemaltase ist ebenso wie die Saccharase ein typisches Endoenzym.
Sie ist jedoch lockerer an die Zellmembran adsorbiert als die Saccharase, denn
sie geht bei der Autolyse rascher in Lésung als diese.

Die Leukocytenmaltase ist zum Teil Lyomaltase, zum Teil liegt sie als Desmo-
enzym vor.!

Bestimmungsmethoden und Einheiten.

1. Bestimmungsmethoden.
Die Bestimmungsmethoden entsprechen den bei der Saccharase beschriebenen.
Standardsubstrat ist Maltose.
Bei der polarimetrischen Methode, die am meisten angewandt wird, errechnet
sich die Enddrehung &, aus der experimentell gefundenen Anfangsdrehung «,
durch die Beziehung:

b — o = . D20

60 — © 7 70 129,0

5 p"/ Dann gilt weiter:

w {/ (g — o) : (g — ) = 2 : 100,

so—A wobei «, die Drehung zur Stoppzeit ¢ und =z

20 / der Spaltungsgrad ist.

» f Unter Zugrundelegung der Zeit-Umsatz-
Kurve von R. WiLLSTATTER, TR. OPPENHEIMER

0 % 20

Ceahtionst — und W. StEiBeLT? die von R.WILLSTATTER
~ und E.Bamann?® fiir Hefeautolysate bestétigt
:ul:,‘; 7&3::,1&,“ ?:fl’ “&‘ﬁf“ﬁ:ﬁ;’ﬁf’yﬁﬂ_ wurde, wird die Zeit der 509%,gen Spaltung
ermittelt (Abb. 7).
Fiir Spezifitdtsbestimmungen sind die Phenol-x-Glukoside wegen ihrer
leichteren Spaltbarkeit den aliphatischen Glukosiden vorzuziehen.

2. Einheiten.
-a) Nach R. WILLSTATTER.

Der Zeitwert nach WILLSTATTER, OPPENHEIMER und STEIBELT ist die Zeit, die
1 g getrocknete Hefe oder 1 g Hefepridparat braucht, um bei 30° 2,5 g Maltosehydrat
zur Hiélfte zu hydrolysieren, wenn diese mit 0,5 g Phosphatmischung vom pg = 6,8
in 50 cm® enthalten sind.

Der Maltasewert ist das 1000fache des reziproken Maltasezeitwertes, also die
Zahl der Einheiten in 1 kg Trockenhefe.

Die Maltaseeinheit ist die Enzymmenge in 1 g Trockensubstanz vom Zeitwert 1,
also die Enzymmenge, die 2,6 g Maltosehydrat in 50 cm? bei 30° und bei pg = 6,8

; R. WILLSTATTER, M. ROHDEWALD: Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 209
(1932), 33.

? Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 110 (1920), 232.

3 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 151 (1926), 242.
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zu 509, in einer Minute spaltet. Man nennt sie die ,.scheinbare Maltaseeinheit‘*
M-[e], da die Kinetik der Maltasepraparate eine wechselnde ist. Der Ausdruck
M-[e] ist zweckm#Big noch durch Angabe der Kinetik zu ergéinzen, die der Be-
rechnung zugrunde liegt, z. B. [e,] bzw. [¢,] je nach den Zeit-Umsatz-Kurven (siehe
Kapitel Kinetik, Abb. 8; die Berechnung von M-[e,] basiert auf Kurve 4, die von
M-[e,] auf Kurve B).

b) Nach R. WEIDENHAGEN.

WEIDENHAGEN hat die Bedingungen, die WILLSTATTER bei der Maltosespaltung
anwandte, als Normalbedingungen fiir die Bestimmung von Glukosiden iiberhaupt
festgelegt. Er akzeptiert die WILLSTATTERschen Definitionen fiir Zeitwert und
Enzym- bzw. Maltaseeinheiten. Jedoch bezeichnet er als Enzym- bzw. Maltasewert
die Zahl der Einheiten in 1g Trockensubstanz (statt in 1000 g).

Darstellung und Reinigung.
1. Die Hefemaltase.

Diese wurde zuerst von BoURQUELOT! in der Hefe ermittelt. Ihr Nachweis
bereitete anfangs Schwierigkeiten. Erst R. WILLSTATTER, TR. OPPENHEIMER
und W. STEIBELT? zeigten, daB die Unterschiede, die beziiglich der Exosmose
aus der Zelle zwischen Saccharase und Maltase gefunden wurden, nicht auf einer
geringeren Loslichkeit der Maltase gegeniiber Saccharase beruhen, sondern
auf der maltasezerstérenden und spaltungshemmenden Wirkung von Séuren,
die bei Gegenwart von Zellgiften am Reaktionsort gebildet werden. Bei Gegen-
wart eines Puffers oder bei stindiger Neutralisation der auftretenden Séure
lieBen sich maltasehaltige Ausziige gewinnen. R. WILLSTATTER und W. STEIBELT?
arbeiteten ein Verfahren aus, das sich zum Nachweis der Maltase auch in der
lebenden Hefe selbst eignete, nimlich rasche Abtétung der Hefe mit Essigester
und Unschédlichmachung der gebildeten Séure durch Neutralisation.

Die direkte Bestimmung sowie die Uberfiihrung der Hefemaltase in Autolysate
wurde durch R. WiLLsTATTER und E. BAMANN? vervollkommnet: Fiir beide
Zwecke lieBen sie das Zellgift, am besten Essigester, einige Zeit unverdiinnt
auf die Hefe einwirken. Erst nach vollstindiger Verfliissigung verdiinnten und
neutralisierten sie. Sie wiesen auch nach, da genau soviel Maltase in Losung
ibergefiihrt werden konnte, als in der Hefe selbst nachgewiesen worden war.

Darstellung einer Maltaselosung mit Hilfe von Essigester.

Die scharf abgepre8te Hefe verrithrt man mit Hilfe eines dicken Glasstabes in
einer Pulverflasche mit Essigester (10 cm?® auf 100 g Frischhefe) bis zur Verflissigung,
die in etwa 5—10 Minuten vollstéindig wird. Die diinnbreiige Masse bleibt dann noch
eine Zeitlang stehen, etwa !/, Stunde, wihrend deren Sidurebildung erfolgt und wieder
nachlaft. Darauf wird mit Wasser verdiinnt und mit verdiinntem Ammgoniak neutrale
Reaktion auf Lackmus hergestellt. Die Analyse herausgenommener Proben zeigt
die zweckmé#Bige Dauer der Autolyse an. Bei hochstens eintédgigem Stehen gehen
95—1009%, der Maltase in Loésung, in zu langer Versuchsdauer bei Zimmertemperatur
kann die Ausbeute zuriickgehen.

Um Maltaselésungen von noch hoheren Reinheitsgraden zu gewinnen, empfiehlt
es sich, wie fiir Invertin beschrieben, kurze Zeit nach der Verdiinnung mit Wasser
durch Zentrifugieren die bei der Hefeverfliissigung und kurz darnach ausgetretenen
Stoffe abzutrennen und die wieder mit Wasser und Essigester angesetzte Heferasse
einen Tag der Autolyse zu iberlassen.

1 J. L’Anat. et Physiol. 22 (1886), 162.

¢ Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 110 (1920), 232.
3 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 111 (1920), 157.
4 Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 151 (1926), 242.
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Darstellung mit Hilfe von Diammoniumphosphat.

Der Verlauf der Freilegung héngt vom Wassergehalt der Hefe ab; 219%ige Hefe
ist zu feucht, scharf abgepreBte, die 26—27%, Trockensubstanz enthélt, ist sehr ge-
eignet. Die Gewinnung der Maltase und Saccharase ist so noch einfacher, man braucht
nur die Frischhefe mit 109, ihres Gewichts an feinst gepulvertem Phosphat bis zur
Verfliissigung zu verriihren und nach etwa einer Stunde mit Wasser, dem Zehnfachen
auf Trockenhefe berechnet, zu verdiinnen, wobei das Neutralisieren wegfillt. Ge-
wo¥ _dich ist die Maltase in 5—8 Stunden quantitativ in Losung iibergefiihrt.

Die Maltase ist viel weniger bestindig als die Saccharase. Bei Zimmertempera-
tur verschwindet die Maltase innerhalb weniger Tage. Wird sie dauernd bei 0°
aufbewahrt, so ist sie mehr als eine Woche ganz haltbar. In allen Fillen beob-
achtet man am zweiten oder dritten Tag bedeutende Erhéhung des Maltase-
gehaltes, der vielleicht durch Verinderung und Abscheidung eines reaktions-
hemmenden Stoffes zu erkliren ist. Nach Verlauf etwa einer Woche nimmt
die Aktivitat ab.

Die Reinigung der Hefemaltase ist nur von der Absicht geleitet worden,
sie von der begleitenden Saccharase abzutrennen. Diese Trennung ist zuerst
R. WrLLsTATTER und E. BaAMANN! gelungen. Sie beruht auf dem verschiedenen
Adsorptionsverhalten von Saccharase und Maltase gegeniiber Tonerde. Es
zeigte sich, daB gealtertes Tonerdegel Al(OH); (C'y)? und noch besser ein Gel von
der Formel AlO,H eine ausgesprochene Vorliebe fiir die Maltase hat, dagegen
Saccharase nur sehr wenig adsorbiert. Aus diesen Adsorbaten wird durch priméres
Alkaliphosphat nur Saccharase, und zwar vollstindig, eluiert, wihrend man
die Maltase mit schwach alkalischem Phosphat aus dem Adsorbat herauslosen
kann.

Die Trennungsmethode wurde von R. WEIDENHAGEN® noch verbessert. Er
ersetzt das Aluminiumhydroxyd AlO,H durch das frische Polyaluminium-
hydroxyd B, das noch gréBere Leistungsfihigkeit beziiglich Adsorption der
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