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1. Richard Willstitter:
Uber Fortschritte in der Enzym-Isolierung.
(Vorgetragen in der Sitzung am 16. November 1925; eingegangen am 23. November 1925.)

Nach den Erfahrungen, die in den letzten Jahren gesammelt wurden,
liegen den enzymatischen Wirkungen nicht besondere Dispersitdtsverhilt-
nisse beliebiger Stoffe zugrunde, sondern bestimmte organische Verbindungen
von unbekannter Konstitution. Man vermag die Enzyme noch nicht in
reinem Zustand kennen zu lernen, und es erscheint verfriiht, Untersuchungen
iiber ihre Formeln und Strukturen in Angriff zu nehmen. Es ist nur mdoglich
gewesen, den Reinheitsgrad der Enzyme so weit zu steigern, dafl sich die
ersten Fragen hinsichtlich ihrer Zusammensetzung entscheiden, gewisse
Konstitutionsannahmen ausschlielen lassen. Das FErgebnis ist, dafl die
Enzyme nicht zu den Proteinen oder Kohlehydraten, iiberhaupt
nicht zu den bekannten groBen Gruppen der komplizierteren
organischen Verbindungen zihlen.

Die analytischen Untersuchungen hingen davon ab, daB eine Methodik
fiir die Steigerung der enzymatischen Konzentrationen geschaffen
wurde, die in den mnatiirlichen Vorkommnissen sehr gering sind. Da sich mit
den Enzymen, abgesehen von den Wirkungen auf ihre Substrate und den
Beziechungen zu Aktivatoren und zu Hemmungskorpern noch keine chemischen
Umwandlungen ausfithren lieBen, wobei ihr Wirkungsvermégen unversehrt
blieb, so ist allein die Adsorptionsmethode, Bildung und Zerlegung von
Adsorbaten, fiir die Isolierung der Enzyme und anderer physiologisch
aktiver Stoffe aus Gemischen mit Fremdkorpern und fiir die Trennung ver-
schiedener Enzyme voneinander entwicklungsfihig gewesen.

Fiir die priparativen Arbeiten war es das erste Erfordernis, die Mengen
und die Konzentrationen der Enzyme zu messen, nimlich sie aus der
Bestimmung von Reaktionsgeschwindigkeiten abzuleiten. Da aber
der Reaktionsverlauf in vielen Fillen durch Begleitstoffe beeinfluit wird,
sogar bei den Wirkungen eines Enzyms auf verschiedene Substrate in ver-
schiedener Weise durch den nimlichen Begleitstoff, so sind diese Messungen
noch fiir jeden Schritt der Isolierung von neuem nachzupriifen und hinsichtlich
jhrer Zuldssigkeit und Genauigkeit vorsichtig zu bewerten. Die quantitativen
Bestimmungen und Vergleiche der Enzym-Mengen sind oft ungenau und un-
sicher, aber sie sind unentbehrlich.

Den grofBten Schwierigkeiten und Abweichungen begegnete man anfangs
bei lipatischen Enzymen, deren Wirkungsvermégen von der Verteilung
und von den Begleitstoffen in unbestimmbarer Weise abhingig zu sein schien.
Diese wechselvollen Einfliisse lassen sich aber zyum Beispiel bei pankreatischer
Lipase durch ausgleichende Aktivierung oder ausgleichende Hemmung iiber-
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windenl). Dieser Ausgleich kann indessen nicht auf eine andere Lipase,
z. B. Leber-Lipase, iibertragen werden, da die Erscheinungen der Aktivierung
und der Hemmung ein vollkommen verschiedenes Bild bei Leber- und Pan-
kreas-Enzym geben?). Fir dieses gibt es eine Anzahl aktivierend wirkender
Zusatzstoffe, welches auch die Substrate sein mdgen, hohe oder niedere
Glyceride oder Ester einwertiger Alkohole wie Buttersdure-methylester.
Diese Aktivatoren, wie Natriumglykocholat, Natrium- und besonders Calcium-
oleat, versagen beim Leber-Enzym, sie wirtken hier sogar hemmend. Beim
Vergleich dieser beiden tierischen Esterasen ist auch ihre qantitativ weit
differierende Spezifitit fiir Substrate von verschiedener Konstitution zu be-
achten., Um dieselbe Spaltung wie mit 10 mg entfetteter und getrockneter
Pankreasdriise zu erzielen, sind von getrockneter Ieber fiir die Hydrolyse
von Buttersiure-methylester nur 4 mg, von Tributyrin 1000 mg, aber von
Olivendl 106000 mg nétig.

Den Verhiltnissen bei den fett- und ester-spaltenden Enzymen entgegen-
gesetzt ist der geringe Einflul, den Reinheits- und Verteilungszustand bei
den Carbohydrasen, namentlich bei der am griindlichsten untersuchten
Saccharase ausiiben. Die Invertin-Bestimmungen erstrecken sich iiber ein
sehr breites Gebiet enzymatischer Konzentrationen. Es sind ndmlich Invertin-
Gehalte von Hefen gemessen worden, deren Saccharase-Werte sich zwischen
1o 000 tnd i35 bewegen, und von Priparaten bis zum Saccharase-Wert r0.
Bei keinem der zahlreichen und verschiedenartigen Schritte der Reinigung
kamen Widerspriiche vor, die Assoziationen des Enzyms mit Begleitstoffen
und seine vielfach verinderten Dispersititsverhéltnisse lieBen das enzymatische
Wirkungsvermogen annihernd konstant, wenn auch in manchen Fillen
Unterschiede in der Reaktionskinetik beobachtet wurden. Abweichend
von unseren Erfahrungen beobachteten aber vor kurzem H. v. Fuler und
I. Lindst31%) beim Erwirmen gereinigter Invertin-Iosungen eintretende
Aktivitdtssteigerungen, die sie nicht auf Andernngen der Reaktionskinetik
zuriickfithren, sondern als ,, U/berginge von einem inaktiven in einen aktiven
Zustand‘‘ erkliren. Solche Fille vermochten wir nicht zu beobachten.

Die Maltase?) verhilt sich nur bei der Analyse der Hefen und ihrer
Autolysate, sowohl in frischem wie in gealtertem Zustande, der Saccharase
dhnlich; sie folgt in diesem Zustand gemif zahlreichen Proben stets demselben
Zeit-Umsatz-Gesetze; aber ihre Reaktionskinetik #dndert sich schon beim
Ubergang in Adsorbate und Elutionen, so dafl der Mengenvergleich erschwert
wird. Noch eine andere Erscheinung beobachten wir in allen Fillen bei Maltase,
aber nie bei Saccharase in Hefe-Autolysaten, die einige Tage in der Kilte
stehen: bedeutende Zunahme der Enzym-Wirkung und zwar ohne Anderung
des zeitlichen Verlaufes der Maltose-Spaltung. Vielleicht werden dabei
reaktionshemmendé Begleitstoffe verdndert oder abgeschieden.

Von der Bestimmbarkeit dieser biosen-spaltenden Enzyme hingt es ab,
welche Rolle ihnen bei der alkoholischen Girung der zusammengesetzten

1) R. Willstdtter, E. Waldschmidt-Leitz und F.Memmen, H. 12§, o3
[1922/23].

?) R. Willstdtter und F. Memmen, H. 138, 216 [1924].

3) Mitgeteilt von H. v. Euler und K. Josephson, H. 145, 130, und zwar S. 135
[1925]).

4) VI. Mitteilung {iber Maltase von R. Willstidtter und E. Bamann, H. (im
Druck).
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Zucker zuzuschreiben ist. Nach der allgemein angenommenen Anschauung
von E. Fischer und P. Lindner?) soll die Vergirung der zusammengesetzten
Zucker ,immer erst indirekt — d. h. nach primér erfolgter Zerlegung in
girfihige Monosaccharide erfolgen. Merkwiirdigerweise fehlt®) aber viel
angewandten Spiritus-Hefen der Praxis eben dasjenige Enzym, dessen Funk-
tion man als Vorbedingung fiir die Vergidrung des Malzzuckers ansah. Es
gibt ndmlich Brennerei-Hefen, die fast maltase-frei sind, und sie vermégen
Maltose in Zeiten zu vergiren, in denen die Hydrolyse gar keine Rolle spielt.
Gegen diese Annahme der direkten Maltose-Girung sind von H. v. Fuler
und K. Josephson?) Bedenken geiullert worden. Die Erklirung fiir die
angefiihrte Erscheinung wird von ihnen in der Unvollkommenheit der Maltase-
Bestimmung gesucht; moglicherweise werde die Maltase wie die Enzyme
des Zymase-Komplexes durch die bei der Analyse angewandten Zellgifte
inaktiviert.

Die Bestimmung der Maltasein den Hefen ist indessen jetzt zu dem-
selben Grade von Sicherheit und Genauigkeit wie die Invertin-Bestimmung ver-
vollkommnet worden. Die Analysen der Hefen nach verschiedenen Verfahren
und die der Autolysate ergeben mit einander gut iibereinstimmende Maltase-
Betrige. Und es hat sich an weiterem Material bestitigt, dafl Maltose von Hefen
leicht vergoren wird, die praktisch maltase-frei sind. Unsere SchliuBfolgerung
aus der Maltase-Bestimmung der abgetoteten Hefe auf die Maltase-Wirkung
lebender Hefe wird noch durch den Vergleich mit der Saccharase-Wirkung
bestitigt. Die zwecks Ausschaltung der Girung abgetitete Hefe bewirkt
genau ebensoviel Biosen-Spaltung wie lebende. Unsere saccharase-reichsten
Hefen (S.-W. etwa %/,,) erlanben, den Vergleich der Invertin-Wirkung in
Hefe bei Gegenwart und bei Abwesenheit von Zellgift mit groBer Genauigkeit
auszufithren. Denn hier kommt die Gédrung neben der Spaltung in der Be-
stimmungszeit gar nicht in Betracht: z. B. Halbgirzeit 23/, Stdn., Halb-
spaltungszeit unter den Gérbedingungen 15 Sekunden.

Es ist schwieriger zu ermitteln, ob auch Rohrzucker ohne vorangehende
Inversion vergoren werden kann. Denn die iiblichen Hefen wirken verhiltnis-
miBig viel stirker auf Rohrzucker als auf Malzzucker. Deshalb streben
R. Willstdtter und Ch. D. Lowry®) an, den Invertin-Gehalt von ober-
und untergirigen Hefen auf einen kleinen Bruchteil herabzudriicken, was
ohne Schidigung des Girvermdgens beim Behandeln mit 0.15-n. Schwefelsdure
oder 0.05-n. Natronlauge gelingt. Der Effekt geniigt aber noch nicht, da die
invertin-arm gemachten Hefen, deren Saccharase-Werte /g,—1/s, der ge-
wohnlichen betragen, wihrend des Gérverlaufes wieder invertin-reicher
werden. Allein es wird bei Vergidrung des Rohrzuckers durch sehr invertin-
arme Hefen in saurem Medium (py ==etwa 2) erreicht, daB die Girung der
Inversion vorauseilt. Die Gérung wird nimlich unter diesen Bedingungen
um 30 50%, die Invertin-Wirkung auf nur 6—149, herabgesetzt:

I. 2. 4. Beispiel
Halbspaltungszeit .. 213 465 305 Minuten.
Halbgirzeit ....... 190 323 226 -

%) B. 28, 984, 3034 [1895]; E. Fischer, H. 25, 60, und zwar S. 92 [1898]. .
§) R, Willstdtter und W. Steibelt, H. 115, 211 [1921].
7} H. 120, 42 [1922]. 8) H. (im Druck).

1.
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Die Unterschiede zwischen den Zeiten der Spaltung und der Girung
sind, anders als bei den maltase-armen Hefen, nicht gro3. Und es ist noch
unbeachtet geblieben, dafl im Girversuch die hemmend wirkende Monose
beseitigt wird, also die Invertin-Wirkung gréfer sein kann, als die Be-
stimmung anzeigt. Unsere SchluBfolgerung wird aber dadurch gestiitzt,
daB, obwohl die Invertin-Wirkung als Primérvorgang nicht oder kaum
mehr ausreicht, dennoch ein betrichtlicher Teil der gebildeten Monosen,
vom Rohrzucker verdringt, die Hefezelle zu1 verlassen scheint.

Unter den Bedingungen dieser Gérversuche, ndmlich im sauren Medium,
ist es ein leichtes zu zeigen®), da auch die maltase-reichen Hefen (z. B.
Lowenbrdu-Hefe) den Malzzucker mit wunverminderter Geschwindigkeit
vergdren, wenn die Maltase durch die fiir sie ungeeignete Aciditdt gidnzlich
aufler Funktion gesetzt wird.

Fiir die Entwicklung der Adsorptionsmethoden war es wohl ein f6rdernder
Umstand, daB die Extrakte aus Driisen und die Autolysate der Hefe die
gesuchten Enzyme in sehr unreinem Zustand enthalten. In unseren ersten
Arbeiten iiber Invertin (Abh. I bis VIII) gelang es, den Reinheitsgrad dieses
Enzyms auf das 2o-fache der enzymatischen Konzentration zu steigern,
die nach den noch weniger auswihlenden 4lteren Verfahren der Fallung durch
Alkohol, der Abtrennung von Fremdkorpern durch Bleiacetat und durch
Dialyse zu erzielen war. Ein derartiges Invertin-Priparat enthielt auBer
fremden Stoffen, die von der Auflésung des Hefe-Protoplasmas herriihren,
enzymatische und enzym-dhnliche Substanzen, ndmlich neben der Saccharase
andere polyosen- und glucosid-spaltende und sonstige Enzyme sowie Sub-
stanzen, die den aktiven Enzymen am nichsten verwandt sind, nachweislich
Zersetzungsprodukte (inaktivierte Enzyme) und wahrscheinlich Vorstufen.

Es bedeutet nun fiir die Darstellung eines Enzyms, z. B. der Saccharase,
eine giinstigere Grundlage, wenn es gelingt, im Ausgangsmaterial das Ver-
héltnis ihrer Menge zu den anderen enzym-artigen Substanzen zu verbessern.
Diesen Sinn hat unsere Darstellung und Verarbeitung invertin-reicher Hefen.
Schon viel frither hatten H. v. Euler und seine Mitarbeiter!?) sowie J.Meisen-
heimer, St. Gambarjan und I. Semper!) den Enzym-Gehalt der Hefe,
die zur Verarbeitung auf Invertin bestimmt war, durch tagelang dauernde
und mehrere Male wiederholte intensive Girung bei hoher Zucker-Konzen-
tration ansehnlich zu steigern vermocht. Die fritheren Ergebnisse lassen sich
aber durch Girfithrung bei niedrigster Zucker-Konzentration schon in kurzer
Dauer weit iibertreffen!?), der Erregungszustand bei der limitierten Girung
scheint der Enzym-Neubildung besonders giinstig zu sein. Es ist eine merk-
wiirdige Erscheinung, daf die Enzym-Vermehrung ungemein selektiv erfolgt;
die Saccharase nimmt sonderbarerweise im enzymatischen Apparat des Pilzes
eine Ausnahmestellung ein. Der Invertin-Gehalt der Hefe (S.-W. 1/,4,) steigt
auf das ro—zo-fache (Saccharase-Wert !/y,—%/;), wihrend andere Enzyme
wie Maltase, Trypsin und die Enzyme des Zymase-Komplexes nur geringen
oder gar keinen Zuwachs erfahren. Die dadurch bedingte Verschiebung des

) Unveroifentlichte Arbeit von R. Willstitter und E. Bamann.

1% H. v. Euler und B. af Ugglas, H. 70, 279 [1910/11 ; H. v. Euler und H.
Cramer, H. 88, 430, 89, 272 [1914); H. v. Euler und O.Svanberg, H. 106, zor,
107, 269 [1919].

1) Bio. Z. 54, 122 [1913) 67, 364 [1014).

12) R, Willstdtter, Ch. D. Lowry und K. Schneider, H. 146, 158 [1925.
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Verhiltnisses der Saccharase zu anderen Enzymen und sonstigen Inhalt-
stoffen der Hefe wird noch durch neue Verfahren der Enzym-Freilegung
und -Auflésung gesteigert®). Die Freilegung, die auf enzymatischen Vor-
gingen beruht, nimmt einen giinstigeren Verlauf, wenn die Hefe unverdiinnt
durch Behandlung mit Toluol oder anderen Zeligiften abget6tet und einige
Zeit nach der Verfliissigung vom ausgetretenen Safte abgetrennt wird, Diese
fraktionierte Autolyse liefert Hefe-Ausziige, deren Saccharase-Konzentration
4—8-mal groBer ist als die der angewandten Hefen, wihrend bisher der Uber-
gang vom Pilz in das Autolysat die enzymatische Konzentration nur auf das
Doppelte bis hochstens Dreifache gesteigert hatte. Das Freilegungsverfahren
148t sich noch mehr auswihlend gestalten14) durch Neutralisieren und Neutral-
halten der verfliissigten Hefe. So gelangen wir zu Hefe-Ausziigen, deren
Saccharase-Werte (0.5—1) sogar das 10- -2zo-fache von denjenigen der invertin-
reichsten Hefen betragen. Allein durch Dialyse steigt die Saccharase-Kon-
zentration dieses Ausgangsmaterials auf S.-W. 2.5, das 300-—500-fache
der Werte {ritherer ohne Dialyse weiter verarbeiteter Autolysate. Die
Enzym - Konzentration in den rohen Invertin-Idsungen ist also viel
hoher, wenn an Stelle der bis vor kurzem angewandten langsamen Autolyse
verdiinnter Hefe die rasche Autolyse (Dauer 1 Tag) unverdiinnter Hefe
und Fraktionierung nach der Verfliissigung tritt, sei es, daB der ProzeB
bei Zimmertemperatur oder in der Wiarme ausgefithrt wird. Der Unterschied
mag geringfiigig erscheinen, ob die mit dem gleichen oder doppelten Gewicht
Wasser verdiinnte Hefe der Einwirkung von Toluol oder Essigester unterliegt,
oder ob das Zellgift zuerst einige Minuten auf die unverdiinnte, immerhin
etwa 75°%, Wasser enthaltende Frisch-Hefe einwirkt. Aber der Unterschied
ist von groBer Tragweite filr den Verlauf des enzymatischen Protoplasma-
Abbaus, wovon die Freilegung eines zucker-spaltenden Enzyms ein Teil-
vorgang ist. Die langsamere Abtétung der verdiinnten Hefe ist nicht
schonender, sondern sie bewirkt viel weiter gehende Ausleerung der Zelle
und stérkeren Abbau der Enzym-Komplexe. Leitet man dagegen die Exos-
mose der Enzyme durch den kriftigeren Eingriff der AbtStung unter Ver-
fliissigung unverdiinnter Hefe und Abtrennung des Verfliissigungssaftes ein,
so geschieht die Freilegung und Aufldsung der Saccharase und Maltase so
viel auswihlender, dafl diese Enzyme mit einem Zwanzigstel bis einem
Zehntel der Hefemasse statt mit dem halben Gewicht in Losung gehen.

Es stand wohl zu erwarten, daf§ die Adsorptionsmethode aus so gutem
Ausgangsmaterial Invertin-Priparate von viel hdherer enzymatischer Kon-
zentration herausholen wiirde, zumal die Methodik selbst viele Fortschritte
gemacht hatte. Das Adsorptionsvermoégen z. B. des Aluminiumhydroxyds,
nidmlich die Zahl der von 1g Al,O; aufgenommenen Enzym-FEinheiten,
erreichte schon in unserer ersten Arbeit {iber Invertin dank der Anwendung
geeigneter Sorten der Tonerde-Gele und guter Hefe-Autolysate Werte von
etwa 0.15. Die Adsorptionswerte sind dann durch Beriicksichtigung der fiir
die Adsorption jeweils geeigneten Verdiinnung und optimalen Aciditit,
durch fraktionierte und mehrmals wiederholte Anwendung des Adsorbens
und andere methodische Verbesserungen auf mehr als das Tausendfache,

13) R. Willstidtter, K. Schneider und E. Bamann, H. 147, 248 [1925].
1) R, Willstdtter, XK. Schneider und E. Wenzel, XII. Abh. iiber Invertin,
H. (im Druck).
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auf A.-W. > 200 gesteigert worden?®), Nun enthilt 1 g Al,O, die Saccharase
von 12—14 kg frischer Brauerei-Hefe, von 3 bis 3/, kg Trockenhefe. Wenn
ein gutes Invertin-Priparat von Tonerde mit diesem Adsorptionswert auf-
genommen wird, so hat das von 1 g Adsorbens gebildete Adsorbat das
Gewicht von 2%/, g.

Fiir die Vervollkommnung der Adsorptionsmethode war der Gedanke
maBgebend, das priparative Verfahren im Zusammenhang mit einer plan-
miBigen Untersuchung von H. Kraut und E. Wenzel) , Uber Enzym-
Adsorption™ so zu leiten, daf sich das Verhalten des Enzyms gemifl den
nach H. Freundlich?) ermittelten Adsorptionskurven mehr und mehr
dem Adsorptionsverhalten eines einheitlichen Stoffes ndherte. Dieses Ziel,
das die Grenze der Leistungsfihigkeit der Adsorptionsmethode zu bedeuten
scheint, wurde wirklich erreicht, allein die Invertin-Priparate waren dann,
wie die Analyse ergab, von Einheitlichkeit dennoch weit entfernt. Die ge-
fundene Adsorptionskurve ist eben gar nicht die des Enzyms selbst, sondern
die eines enzym-fithrenden Begleitstoffes, nimlich eines Aggregates, das
aus dem Enzym und den ihm nédchst verwandten Stoffen zusammen mit
adsorptiv verbundenen Begleitstoffen besteht. Die Adsorption hat das
Enzym nicht aus den Aggregaten abzutrennen vermocht, worin es mit einem
Koadsorbens oder mit mehreren vergesellschaftet war. Bei der Untersuchung
innerer Sekrete und fiir die Serumforschung wird diese Methode zur Steigerung
des Reinheitsgrades physiologisch-aktiver Stoffe mit Erfolg anzuwenden sein,
aber man wird die Grenzen ihres Leistungsvermogens zu beachten haben.

Soweit irgend ein einzelner Bestandteil solcher Enzym-Aggregate, ein Be-
gleitstoff des Enzyms, chemisch definiert war, standen analytische Kontrollen
fiir die Aufgabe zur Verfiigung, durch Wechsel und Anpassung der Reinigungs-
vornahmen ihn vollstindig abzutrennen und als entbehrlich erkennen zu lassen.
So ist es bei Peroxydase und bei Pankreas-Lipase, namentlich aber beim In-
vertin, an dem die priparativen Verfahren am weitesten entwickelt wurden,
gelungen, das Enzym von jedem einzelnen analytisch nachweisbaren orga-
nischen Begleitstoff zu befreien. Schon in unseren ersten Arbeiten gewannen
wir Invertin frei von Kohlehydraten wie Hefegummi, von Proteinen und von
Phosphorverbindungen. FEine wichtige Anregung fiir solche indirekte Analyse
des Enzyms gab vor kurzem die Anschauung von H. v. Eulerund K. Joseph-
soni®), daB die Saccharase eine protein-dhnliche Substanz sei, deren Aktivitit
mit einer als , Proteinteil“ bezeichneten Komponente aufs engste zusammen-
hinge, und die Entdeckung der Stockholmer Forscher, dafl das Enzym-
FiweiB von ganz spezifischer Bauart sei, ausgezeichnet durch einen auffallend
hohen Gehalt an Tryptophan.

Es hat aber damit dieselbe Bewandnis wie z. B. mit dem der Saccharase
oft hartnickig folgenden Trdger der Millon-Reaktion?®), der wohl
ein Tyrosin-peptid ist. Unter Neutralisation bereitete frische Autolysate
liefern Invertin, das keine Millon-Probe zeigt. Schon ein aus unserer ersten

1) R, Willstdtter und K. Schneider, VIII. Abh, iiber Invertin, H. 142, 257
11924/25].

18y H. 133, 1 [1923/24,, 142, 71 [1924/25].

17) Kapillarchemie, III. Aufl, Leipzig [1923], S. 232 ff.

18) B, §6, 446, 1097 1923, 87, 299, 859 [1924]; H. 138, 11, 38 [1924].

19) vergl. R. Willstdtter und K.Schneider, V. Abh. ither Invertin, H. 1383,
193 [192324;.
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Arbeit stammendes Priparat, das allerdings nach seinem Saccharase-Wert
nicht zu den guten zihlt, spricht gegen die -Unentbehrlichkeit auch des
Tryptophans. Es ist frei davon. Auch ein nach dem zuvor erwihnten
verbesserten Verfahren dargestelltes Autolysat aus invertin-reicher Hefe
enthilt nach der Dialyse ohne weitere Reinigung nur o0.25 mg Tryptophan
auf 1 S.-E., withrend in den von H. v. Euler und K. Josephson analysierten
besten Saccharase-Priparaten (S.-W. 3.7 und 4.0) auf 1S.-E.0.667 und
0.695 mg Tryptophan trafen. Sodann gelang es wiederholt, einmal durch
Reinigung mit Bleiacetat, ein anderes Mal durch fraktionierte Adsorption
mit Bleiphosphat, die Saccharase von sehr hohen Reinheitsgraden vollig frei
von Tryptophan zu erhalten 20). Wenn sich aber in irgend einem Priparate
das Enzym unter Erhaltung seiner Aktivitit von einem bestimmten Begleit-
stoff abtrennen lief3, so ist dieser als bedeutungslos fiir die Zusammensetzung
des Enzyms erkannt, mag er auch vielleicht auf die Affinitit des Enzyms
zu seinem Substrat, auf seine Hemmung durch dessen Spaltungsprodukte
von EinfluB sein. Das mit der Saccharase aufs hartnickigste zusammen-
hiingende tryptophan-haltige Peptid hat auch nicht etwa einen ausgeprigten
EinfluB auf die Stabilitit des Enzyms. Viele Beobachtungen deuten darauf
hin?), dal die Saccharase auf eine kolloide Substanz oder mehrere als Schutz-
stoffe angewiesen ist, die wirklich durch Adsorptionsvorginge abgetrennt
werden konnen, z. B. mit Bleiphosphat oder Kaolin. Aber weder Hefegummi
noch tyrosin- oder tryptophan-haltiges Peptid ist ein spezifischer Schutz-
stoff.

Die Erwartung, dafl die neuen Autolysate von den auBlerordentlich
hohen Saccharase-Werten 0.5—1, in denen das Invertin gegeniiber anderer
enzymatischer Substanz stark iiberwiegt, und die vervollkommnete Methodik
der Adsorption besonders durch Tonerde reinere Saccharase liefern wiirde,
hat sich nicht erfilllt. Die Darstellung wird nur bequemer. Ohne Miihe
kommt man in kurzer Arbeit, schon mit einer einzigen Tonerde-Adsorption,
von der Hefe zu Invertin-Priparaten vom S.-W. 5, der im allgemeinen ein
Grenzwert ist. Es ist sogar viel leichter gewesen, die enzymatische Konzen-
tration noch etwas weiter, z. B. zu Saccharase-Werten von 7.5 zu steigern
mit dem in bezug auf Enzym-Konzentration ungiinstigen Ausgangsmaterial,
das durch lingerdauernde Autolyse und langdauernde Alterung gewonnen
war. Dabei erfolgen eben proteolytische Vorgidnge, wodurch die natiirlichen
Enzym-Komplexe in tiefgreifender Weise verindert werden. Die Saccharase
wechselt im Laufe dieser Vorginge ihre Gesellschaft von Begleitstoffen,
ihre Komplexe werden klziner, verlieren aber an Bestdndigkeit, welche die
geschonten, urspriinglichen Enzym-Komplexe auszeichnet.

Bis dahin hat die Adsorptionsmethode nur fiir die Trennung des Enzyms
von den ihm nicht niher verwandten Stoffen hingereicht. Immer bleiben
die in den kolloiden Eigenschaften dem Enzym nichst verwandten, durch
das Fehlen der aktiven spezifischen Gruppe von ihm sich unterscheidenden
Umwandlungsprodukte die hartnickigsten Begleiter. In ‘dieser Hinsicht
und auch in bezug auf die. Steigerung der enzymatischen Konzentration

200 VIII. und XII. Abh. iiber Invertin; vergl: H. v. Euler und K, Josephson,
H. 145, 130 1925

1) vergl. XII. Abh. iiber Invertin, Abschnitt ITI, 4, Bestdndigkeitsverlust nach
fraktionierter Adsorption.
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finden wir 22) einen bedeutenden methodischen Fortschritt in einem Verfahren
fraktionierter Adsorption an ein Adsorbens, das erst in der Enzym-ISsung
erzeugt wird, Durch die anteilweise Bildung eines adsorptiv wirksamen
Niederschlages von Bleiphosphat lassen sich die z. B. durch Kaolin oder
Tonerde gereinigten und nicht weiter zu reinigenden Invertin-Priparate
noch auf hhere enzymatische Konzentration bringen. Sie lassen sich derart
fraktionieren, daB in den letzten Fraktionen doppelt so hohe Saccharase-
Werte erreicht werden. Auch gelingt es mit diesem Verfahren zum ersten
Male in sicherer Weise, das Enzym vom Produkte seiner Imaktivierung zu
trennen. Wenn Invertin durch Stehen oder beim Erwidrmen seiner I,osung eine
starke Wirksamkeitseinbufe erlitten hat, so liefert die Fraktionierung mittels
des anteilweise entstehenden Bleiphosphats eine Restlosung von Invertin
mit dem vor dem Aktivititsverluste gegebenen Saccharase-Werte.

Die in einigen Beispielen erreichten besten Saccharase-Werte sind
etwa 10. In diesem Zustand ‘4st -das Enzym zwar ungefihr 30-mal reiner
als in den besten Priparaten, die vor 5 Jahren bekannt waren, aber es ist
noch unrein.

Wihrend es bei der Steigerung der enzymatischen Reinheitsgrade
schwierig ist, die Grenzen ihrer Leistungsfihigkeit noch viel weiter hinaus-
zuriicken, erdffnet sich der Adsorptionsmethode bei ihrem jetzigen Stande
ein groBer Anwendungsbereich fiir die Trennung der Enzyme von solchen
Begleitstoffen, die zu ihren eigenen Komplexen gehtren, von Hemmungs-
kérpern und Aktivatoren, und fiir die Auflésung von Enzym-Gemischen,
wie sie in Driisen und Sekreten, in Pilzen, in Pflanzensamen vorkommen.
Eines der ersten Beispiele?) betraf die Trennung der drei pankreatischen
Enzyme, derl,ipase, der Amylaseund des Trypsins. Jene Untersuchung
hat in meinem Laboratorium E. Waldschmidt-Leitz, zum Teil gemein-
sam mit A, Harteneck, fortgesetzt, und es ist ihm dabei die Auflosung
und die Aufklirung des proteolytischen Systems der Pankreasdriise gegliickt.
Zunichst hat E. Waldschmidt-Leitz?) die Wirkung der Enterokinase
auf Trypsin als einen einfachen, spezifischen Aktivierungsvorgang erkannt
und mit Hilfe von Aluminiumhydroxyd Enzym und Aktivator auch nach
erfolgter Aktivierung wieder zu trenmen vermocht. Sogar die Vorstufe des
Aktivators, die Prokinase, lie sich auf dieselbe Weise vom Trypsin ab-
trennen®). Darauf ist es gelungen, das pankreatische Proteasen-Gemisch
in seine zwei Komponenten zu zerlegen?). Das Erepsin der Pankreasdriise
verhidlt sich so, wie wenn seine sauren Eigenschaften stirker ausgeprigt
wiren, wihrend beim Trypsin die basische Natur zu itherwiegen scheint.
Die Adsorption durch Tonerde und die Elution der gewonnenen Adsorbate
fithrt bei Verarbeitung angesiduerter Driisenausziige in mehrmaliger Wieder-
holung zu vollstindiger Trennung. ,,In der Restlosung der letzten Adsorp-
tionsvornahmen verbleibt das Trypsin in guter Ausbeute, frei von ereptischer

22) R. Willstdtter, K. Schneider und E. Wenzel, XII. Abh. iiber Invertin,
H. (im Druck), Abschnitt III.

23} R. Willstitter und E. Waldschmidt-Leitz, II. Abh. iiber Pankreas-
Enzyme, H. 125, 132 [1922/23].

24y H. 182, 181 [1923/24], 142, 217 [1924/25].

%) H, Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck, H. 149, 221 [1925].

%) F. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck, H. 147, 286 [1925], 149, 203
1925].
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A —————

Wirkung, und die Elutionen der Tonerde-Adsorbate liefern die einheitliche
ereptische Komponente.*

Auch zwei analoge Proteasen der Hefe lassen sich nach einer unver-
offentlichten Untersuchung von R. Willstdtter und W. GraBmann
durch Tonerde-Adsorption trennen. In diesem Falle ist es umgekehrt die
tryptische Komponente, die aus schwach saurer Losung leichter adsorbiert
wird.

Waren es in den ersten Beispielen solcher Trennung ganz verschieden-
artige Enzyme, so erstreckt sich in den angefithrten und weiteren Fillen
die Anwendung der Methode auf gleichartige, einander nahestehende, bei denen
nur geringe Unterschiede im Adsorptionsverhalten zu erwarten waren. Wie
Proteasen so lassen sich auch Carbohydrasen voneinander trenmnen.
Fine unveroffentlichte Arbeit von R. Willstdtter und E. Bamann be-
handelt das Beispiel der Hefe-Enzyme Saccharase und Maltase. Es gibt
Tonerde-Sorten, die Maltase reichlich, aber Saccharase nur spirlich aus den
Autolysaten zu adsorbieren vermdgen. Manche Hefe-Autolysate liefern so
schon in einem einzigen Vorgang Adsorbate und daraus mit Diammonium-
phosphat Elutionen von enzymatisch einheitlicher Maltase, wihrend zugleich
die Losungen der Saccharase mit geringem Verlust von ihrem Gehalt an Maltase
befreit werden. Die auswihlende Adsorption wird durch eine merkwiirdige
Methode der auswihlenden Elution aus den Enzym-Adsorbaten erginzt.
Durch schwach alkalisches Phosphat wird Maltase wie Saccharase aus Tonerde-
Adsorbaten eluiert, auch noch durch Phosphat von py = 6.8, aber von pri-
mirem Phosphat wird fast allein die Saccharase eluiert und zwar vollstindig,
wihrend der groBte Teil der Maltase in enzymatisch einheitlichem Zustand
im Adsorbat zuriickbleibt und daraus isoliert werden kann.

In diesem Beispiel ist zum ersten Male die Erwartung erfiillt, die fiir unsere
Untersuchungen der Hydrogele von Tonerde, Zinnsdure u. a. bestinr-
mend war. Unterschiede der chemischen Konstitution und, dadurch bedingt,
des Adsorptionsverhaltens sollten beispielsweise bei den -Aluminiumhydr-
oxyden aufgesucht werden, um sie der Adsorptionsmethode dienstbar zu
machen. In der VII. Mitteilung iiber ,,Hydrate und Hydrogele” unter-
scheiden R. Willstdtter, H. Kraut und O. Erbacher?) das frisch dar-
gestellte, moglichst rasch ausgewaschene a-Aluminium-ortho-hydroxyd
von der durch eintigiges oder mehrtigiges Altern entstehenden $-Modi-
fikation und einem dritten, nach langdauerndem Altern vorliegenden
v-Ortho-hydroxyd. Zu diesem chemisch voneinander verschiedenen Hydr-
oxyden kam in der VIII. Mitteilung?) jener Reihe ein bei 250° durch Ein-
wirkung von Ammoniak auf Al(OH); gewonnenes Tonerde-Gel von der Formel
Al0.0H, das sich als ein sehr niitzliches Adsorbens erweist.

Kurz gealtertes Tonerde-Gel (f) ist in seiner auswihlenden Adsorptions-
wirkung auf Gemische von Maltase und Saccharase dem ganz frischen Gel
weit iiberlegen, wird aber seinerseits erheblich iibertroffen vom Gel der
Formel AlQ,H. Dieses Meta-hydroxyd ist ein auBerordentlich schlechtes
Adsorbens fiir Invertin. Man wiirde ein Adsorbens also auf Grund der Ad-
sorptionsversuche mit einzelnen Enzymen unrichtig oder unvollkommen
beschreiben. Eine genauere Kenntnis gewihrt die Prifung mit Enzym-

) B. B8, 2448 [1925].
28) R, Willstitter, H. Kraut und O. Erbacher, B. 58, 2458 [1925].



10 Willstdtter: Fortschrilte in der Enzym-Isolierung. Jahrg. 59

Gemischen, wie den Hefe-Carbohydrasen, den beiden Pankreas-Proteasen
oder den beiden Hefe-Proteasen. Man gewinnt durch diese Art der Priifung
fiir die Adsorptionsmethode bessere Reagenzien, fiir die Erklirung der Ad-
sorptions-Erscheinungen vollkommeneres Beobachtungsmaterial.

Die experimentellen ¥rfahrungen sind der theoretischen FErklirung
der Adsorptions-Erscheinungen vorausgeeilt. Die auf L. Michaelis??)
zuriickgehende einfache Anschauung, nach der die Adsorbenzien vermdige
ihrer sauren oder basischen Eigenschaften auf die Enzyme oder richtiger
auf die Enzym-Komplexe von entgegengesetzter elektrochemischer Natur
wirken sollen, ist nicht mehr geniigend, die beobachteten Unterschiede zu
erkliren. Das neue Aluminium-mefa-hydroxyd ist ein so ausgeprigt
selektives Adsorbens, dal nicht die sauren oder basischen Eigenschaften der
Tonerde, sondern noch nicht genau zu definierende Affinititsverhiltnisse
fiir die Adsorptionswirkungen bestimmend sein miissen. Vermag doch dieses
Gel A10.0OH weder mit 389, Salzsdure noch mit 49, Natronlauge merklich
zu reagieren, wahrend das «-Hydroxyd in o.1-proz. Salzsiure und o.4-proz.
Natronlauge leicht 16slich ist.

Die durch auswihlende Adsorption zuginglichen homogenen Enzyme
eroffnen uns die Moglichkeit, Fragen der enzymatischen Spezifitit zu 16sen,
wiahrend die bisherigen SchluBfolgerungen hinsichtlich der Spezifitit z. B.
der Proteasen und der Struktur ihrer Substrate unsicher waren und sich
zum Teil als unrichtig herausstellen. Nach den grundlegenden Untersuchungen
von E. Fischer und E. Abderhalden®) schien gemif dem Verhalten
gegen Pankreassaft die groBe Zahl der natiirlichen und kiinstlichen Poly-
peptide in biologisch verschiedene Klassen zu zerfallen, hydrolysierbare
und nicht hydrolysierbare Peptide. Seit der Entdeckung des Darm-Erepsins
durch O. Cohnheim?) schrieb man die Peptid-Spaltung dem ereptischen
Driisen-Enzym zu, zu dessen spezifischen Wirkungen aber auch die Hydrolyse
von Peptonen, Protaminen und Histonen und wahrscheinlich auch von Casein
gerechnet wurde. E. Waldschmidt-Leitz und A. Harteneck??) haben nun
den Nachweis gefiihrt, daf} nicht einzelne, sondern alle untersuchten einfachen
Peptide durch Erepsin gespalten werden und daf sich dessen Wirkung durchaus
auf die einfachen Peptide beschrinkt. Das Trypsin dagegen und zwar das
nicht aktivierte wirkt auf Peptone, Protamine und Histone, wihrend es nur
in Verbindung mit seinem Aktivator Fnterokinase auf Fibrin, Casein, Gelatine,
Gliadin und Zein hydrolysierend zu wirken vermag.

Auch unsere Anschauungen iiber die in Organen und Geweben der Pflanzen
weit verbreiteten Proteasen sind abzuindern. Nach den eingehenden Unter-
suchungen von S. H.Vines?3) sollen Papain und andere pflanzliche Proteasen
Gemische von pepton-bildenden und pepton-spaltenden Enzymen sein,
fiir deren Trennung Vines eine Methode in der fraktionierten Auflésung
durch 2-proz. Natriumchlorid-Losung gefunden zu haben glaubte. Die pepton-
spaltende Komponente sollte im Kochsalz leichter 15slich sein, so daB im
Riickstand die Komponente zu hinterbleiben schien, die Fibrin zu 16sen ver-
mag, wihrend ihr die Wirkung auf Peptone fehlen sollte. Diese Ergebnisse

29) Bio. Z. 7, 488 [1607/08!; L. Michaelis und M. Ehrenreich, Bio. Z. 10, 283
[1908].

30 H. 46, 52 1905]. 3 H. 33, 451 ‘1901]. 32} H. 149, 203 [1925].

3% Annals of Botany 17, 237, 597 [1905], 19, 149, 171 [1907], 22, 103 [1508.
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von S. H. Vines haben der Nachpriifung?) nicht standgehalten, die dlteren
qualitativen Methoden des Enzym-Nachweises und Schitzungsweisen waren
irrefithrend. Weder durch fraktionierte Auflésung, noch durch auswihlende
Adsorption mit Tonerde, Kaolin oder Fibrin, wofiir es ein geeignetes Material
zu sein versprach, 148t sich Papain in eine fibrin-l6sende und eine pepton-
spaltende Komponente zerlegen. Das Verhiltnis der Enzym-Wirkungen
auf die Substrate Fibrin, Gelatine und Pepton blieb bei diesen Trennungs-
versuchen konstant. Die Befunde von Vines schienen dadurch gestiitzt zu
sein, daB fir die Fibrin-Auflosung schwach alkalische Reaktion, fiir die
Pepton-Spaltung dagegen saure optimal ist. Aber die Verschiedenheit der
optimalen Wasserstoffionenkonzentrationen bei den einzelnen Hydrolysen
ist kein Kennzeichen fiir die Funktion besonderer Enzyme. In einer unvet-
oOffentlichten Untersuchung von R. Willstdtter, W.GraBmann und
0. Ambros®) wurde gefunden, dafl pflanzliche Proteasen wie Papain auf
verschiedene Substrate in deren isoelektrischen Bereichen optimal wirken.
Papain hydrolysiert z. B. Fibrin optimal bei py = 4.2 (isoelektrischer
Punkt des Substrates 7.2), Gelatine bei py = 5.0 (isvelektrischer Punkt
4.8) und Albumin-Pepton bei py = 5.0 (isoelektrischer Punkt 4.8).

Die Anwendung der einheitlichen Proteasen und die Erkenntnisse von
ihrer Spezifitit versprechen zur Erforschung der Protein-Strukturen beizutragen.
Die in den Untersuchungen iiber pflanzliche Proteasen durchwegs beobachtete
Konstanz ihrer Wirkungsverhiltnisse gegeniiber verschiedenen Substraten
bestiitigt die Brauchbarkeit der angewandten Bestimmungsmethoden. Diese
erfassen bei Gelatine und Peptonen den Carboxyl-Zuwachs, den man nach
R. Willstdtter und E. Waldschmidt-Leitz%) in alkoholischer Ldsung
alkalimetrisch miBt, wihrend andererseits die Fibrin-Auflosung gravimetrisch
verfolgt wird. Fiir den Verlauf der Hydrolyse von Gelatine und von Albumin-
Peptonen ist also der Carboxyl-Zuwachs ein rechtes Mafl, das dem wesent-
lichen Vorgang der Proteolyse entspricht. Ebenso haben E. Waldschmidt-
Leitz und A. Harteneck®) die Wirkung des enzymatisch einheitlichen
Trypsins, die nach den Anschauungen von E. Abderhalden®) sowie von
C. Oppenheimer®) als rein desaggregierend betrachtet wird, durch den
Zuwachs freier Carboxylgruppen messen konnen, der sehr bedeutend ist.
Auch wurde bei Spaltungen durch reines Trypsin die Abspaltung sehr
erheblicher Mengen von Aminosiduren beobachtet. Ebensowenig bestitigt
sich die Annahme depolymerisierender Funktion beim Pepsin®), dieses
Enzym wirkt gleichfalls durch Freilegung von Carboxylen und Aminogruppen.
Die neuen analytischen Ergebnisse stehen aber mit der idlteren Anschauung
in Einklang, derzufolge der Abbau der EiweiBkdrper im wesentlichen
in der Auflésung von Gruppen OC—NH besteht, und sie sprechen gegen die

| |

seit kurzem in den Vordergrund tretenden Annahmen, wonach die Proteolyse

3 R. Willstdtter, W. Gramann und O. Ambros, V. Abh. iiber pflanzliche
Proteasen, H. (im Druck).

35) III. Abh, iiber pflanzliche Proteasen, H. (im Druck).

36 B. 54, 2088 1921,

a7) H. 149, 203, und zwar 8. 214 [1925]. 38) Naturwissensch. 12, 716 [1924].

3 Die Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl, 1925, II. Bd., S. 891.

) E. Waldschmidt-Leitz und E. Simons, angefiihrt H. 149, 203, und zwar
8. 214 [1925).
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in einem wesentlichen Teile ein Vorgang der Desaggregation polymerer
Komplexe sein soll.

Die Beschreibung der Enzyme weist nach unseren Versuchen, die Rein-
heitsgrade der Priparate zu steigern, viele negative Ziige auf. Chemische
Reaktionen, von den Wirkungen auf die Substrate, in gewissen Fillen auch
auf Aktivatoren und dergl. abgesehen, und Fillungsreaktionen sind nicht be-
kannt. Nur mit Tannin liefert Peroxydase?) in jedem zuginglichen Rein-
heitsgrad einen Niederschlag, und Saccharase??), so rein wie sie zurzeit bekannt
ist, gibt damit bei tiefer Temperatur eine Ausscheidung. Fiir fast alle Enzym-
Figenschaften aber ist gefunden worden, dal sie von Begleitstoffen beein-
flu3t werden. Zum Teil beim Invertin, noch mehr bei den Lipasen erkennt
man, daB3 die Abhingigkeit ihrer Wirkung von der Wasserstoffionen-
konzentration, das Verhalten gegen Aktivatoren, Hemmungskérper und Gifte,
die Haltbarkeit, das Temperatur-Optimum, die Zerstorungstemperatur,
besonders auch das Adsorptionsverhalten von den begleitenden Stoffen
beeinfluBt wird. AuBer der struktur-chemischen Spezifitdt ist nach der
heutigen Kenntnis allein die Spezifitit der Enzyme in ihrer Wirkung auf
asymmetrisch gebaute Substrate von den Begleitstoffen unabhingig und wirk-
lich eine Eigenschaft der Enzyme selbst. So lassen sich Pankreas-, Ieber-,
Magen- und Pilz-Lipasen durch ihre Konfigurations-Spezifitit gegeniiber
Estern der Mandelsduregruppe unterscheiden’), und ihre auswihlende
Wirkung auf die asymmetrischen Substrate erscheint bisher als eine Figen-
schaft der Enzyme selbst, nicht der Enzym-Komplexe.

Versuchen wir ein Bild von der chemischen Natur eines Enzyms zu
entwerfen, so zeigt es das ,,Molekiil eines Enzyms aus einem kolloiden Triger
und einer rein chemisch wirkenden aktiven Gruppe” zusammengesetzt.
Nach der Kenntnis, dal von den chemisch definierten kolloiden Begleitstoffen,
soweit die Versuche reichen, jeder ‘einzelne unter Erhaltung der spezifischen
Enzym-Wirksamkeit abgetrennt werden kann, und nach der XErfahrung
von der Inkonstanz der Enzym-Affinitdten ist es wahrscheinlich, daf die
Natur der kolloiden Triger verdnderlich ist. Ein einzelner kolloider Triger
scheint also entbehrlich zu sein, wenn dem Enzym ein anderer geeigneter
zur Verfiigung steht. Das Enzym vermag seine Aggregate zu wechseln.
Es ist noch nicht erreichbar, die chemisch wirkende aktive Gruppe, die man
als das eigentliche Enzym-Molekiil ansehen kann, unter Erhaltung der Wirk-
samkeit von den schiitzenden Kolloiden vollkommen abzutrennen.

1) R. Willstdtter und A. Pollinger, A. 430, 269, und zwar 8. 282 1922/23].

42) XII. Abh., Abschnitt ITI, H. (im Druck).

43) R. Willstdtter und F. Memmen, VIII. Abh. iiber Pankreas-Enzyme, H. 138,
216 [1924]; R. Willstdtter, F. Haurowitz und F. Memmen, IX. Abh., H. 140,
203 [1924]; R. Willstédtter und H. Kumagawa, XIV. Abh., H. 146, 151 [1925].



