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Die Sulfatasen.

C. Neuberg und E. Hofmann®?) unterscheiden drei
Sulfatasen: 1. die Phenol-Sulfatase, die die Ester schwe-
felsaurer Salze der Phenole, 2. die Senfélglucosido-Sul-
fatase, die die Estersulfate der Senfolglucoside spaltet
(eventuell im Verein mit Glucosidasen), und 3. die Chon-
drosulfatase, die die Chondroitinschwefelsdure hydroli-
siert, ohne die Phenolesterschwefelsiuren anzugreifen.

53) Naturwiss. 1931, 484; Biochem. Ztschr. 234, 345 [1981].

Sie kann jedoch auch die Estersulfate der Senfélgluco-
side spalten. Die Sulfatasen sind im tierischen und
pflanzlichen Organismus zu finden. Fromageofs®) fand,
daf} sowohl animalische als auch vegetabiliseche Sulfa-
tasen eine stereochemische Spezifitit zeigen: Das dl-ester-
schwefelsaure Kaliumsalz des p-sek-Butyl-phenols wird
asymmetrisch hydrolisiert, und zwar unter Bevorzugung
des d-p-sek-Butyl-phenols. [A.46.]

83) Biochem. Ztschr. 208, 482 [1929].

Carbohydrasen.

Von Priv.sDoz. Dr. RupoLF WEIDENHAGEN, Berlin.
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Unter Carbohydrasen fafit man eine grofie
Gruppe von Enzymen zusammen, welche die hydrolyti-
schen Spaltungen in der Kohlenhydratreihe bewirken.
Sie spalten Glykoside in Zucker und Aglykon sowie
Oligo- und Polysaccharide in die einfachen Zuckerbau-
steine. Dieser Titigkeit entsprechend sind sie in tie-
rischen und pflanzlichen Zellen auflerordentlich weit
verbreitet. Ihre Erforschung hat seit Anbeginn der Enzy-
mologie eine besondere Pflege erfahren. Diese Tatsache
ist wohl darauf zuriickzufithren, dafl bei den Carbo-
hydrasen die Isolierung der aktiven Substanz von dem
lebenden Zellmaterial in idealer Weise moglich ist. Weiter
mag dazu beigetragen haben, dai die analytische Ver-
folgung ihrer Wirkung auf polarimetrischem Wege oder
durch Reduktionsbestimmung der aufiretenden Zucker-
spaltstiicke gegeniiber Fehlingscher Losung besonders
einfach ist. Nicht zuletzt hat man durch die Zuckerchemie
schon seit langem eine genaue Kenninis der durch die
Carbohydrasen zum Umsatz kommenden Substrate, deren
konstitutionelle und konfigurative Beschaffenheit fiir die
Charakterisierung der Enzyme so wichtig ist.

Spezifitit und Wirkungsbereich,

Wie bei Enzymen anderer Gruppen zeigt sich nam-
lich auch bei den Carbohydrasen eine aufBlerordentlich
feine Einstellung auf bestimmte Gruppen der Subsirate,
eine Eigenschaft, welche man bekanntlich als die Spe-
zifit#dt der Enzyme bezeichnet. Urspriinglich ging man
von der Auffassung aus, daB man fiir jedes Glykosid,
fiir jedes Disaccharid, fiir jedes Trisaccharid und natiir-
lich auch fiir die verschiedenen Polysaccharide ihrer ab-
soluten Spezifitiit nach verschiedene Enzyme anzunehmen
habe, welche die hydrolytische Spaltung dieser Substrate
bewirken. Allmihlich brach sich die Anschauung Bahn,
dafl wenigstens alle g-glucosidisch verkniipften Glyko-
side der Glucose unbekiimmert um die Natur des Agly-
kons von einem einheitlichen, beispielsweise im Emulsin
vorhandenen Ferment, der g-Glucosidase, gespalten wer-
den. Dabei war aber bei den einzelnen Vertretern eine
verschiedene Geschwindigkeit der Spaltung zu beobach-
ten, was mit der Affinitdt zwischen Enzym und Substrat
zusammenhédngt und seinen Ausdruck in der relativen
Spezifitit findet. Weiter wurde festgestellt, dal auch die
Spaltung von a-Methylglucosid und Maltose von ein und
demselben Ferment bewirkt wird!), und dal auch die
Rohrzucker spaltende Saccharase zur Abspaltung des
Fructoserestes im Rohrzuckerteil der Raffinose befdhigt
ist?). Diese Befunde bedeuteten eine wesentliche Ein-
schrinkung im Umfang der absoluten Spezifitit der

1) Wilistitter, Kuhn u. Sobotka, Ztschr. physiol. Chem. 134,
224 [1924].
?) Willstitier u. Kuhn, ebenda 125, 34 [1923].

Carbohydrasen, ohne dafl man aber fiir die theoretische
Behandlung der Spezifititsfragen die notwendigen Kon-
sequenzen aus diesen Beobachtungen zog.

Die Entwicklung des Spezifititsproblems nahm viel-
mehr die entgegengesetzte Richtung. Auf Grund des
unterschiedlichen hemmenden Einflusses der Spaltstiicke
des Rohrzuckers auf die durch Hefe- bzw. Takasaccha-
rase ausgeldste Inversionsgeschwindigkeit kam Kuhn?)
zu der Annahme, daf} die Saccharase von zwei auf die
Monosaccharidkomponenten verschieden eingestellten En-
zymen gespalten werden konnte. Nach der ersten Fassung
dieser sogenannten Zweienzymtheorie hatte man Gluco-
und Fructosaccharasen zu unterscheiden, je nachdem das
Ferment mit dem Glucose- oder Fructoseteil des Di-
saccharids das Reaktionszwischenprodukt im Sinne der
Anschauungen von Michaelis und Mentent) bildet. Diese
Vorstellung lief} sich jedoch nicht in dem erwarteten Mafie
aufrechterhalten. Fuler und Josephson®) fanden namlich
bei der Untersuchung der Saccharase einer Stockholmer
Unterhefe sowohl Hemmung durch a- als auch durch
f-Glucose. Auch bei Gleichgewichtsfructose trat Hem-
mung von der Grofienordnung wie bei a- und g-Glucose
ein. Die Befunde deuteten auf eine gleiche Affinitdt des
Enzyms zu den beiden stereoisomeren Formen der Mono-
saccharide. Die Untersuchung einer Reihe weiterer Hefe-
saccharasen®) zeigte, dafl diese bald als Gluco-, bald als
Fructosaccharasen gedeutet werden mufiten. Dabei ist auf
eine Schwierigkeit hinzuweisen, dafi n#mlich die nor-
male Fructose mit der im Rohrzucker vorliegenden
h-Form nicht identisch ist. Somit sagen Hemmungsver-
suche mit normaler Gleichgewichtsfructose nichts aus
iber die wahre Affinitit des Enzyms zur g-h-Fructose
des Rohrzuckers. Die Zweienzymtheorie wurde schliefi-
lich dahin eingeschrénkt, da8 mit dem Begriff Gluco-
und Fructosaccharasen nur noch die Vorstellung ver-
bunden werden sollte, dall die einen durch a-Glucose,
nicht aber durch Fructose, die anderen durch Fructose
und nicht durch a-Glucose gehemmt werden. An diesem
Bild wurde auch nichts geidndert, nachdem erneut fest-
gestellt wurde, da Hemmung und Affinitit nicht gleich-
zusetzen seien.

Auch bei der Maltase trat eine &hnliche Komplizie-
rung des Spezifititsproblems ein?). Aus Gerstenmalz und
Schimmelpilzen wurden maltosespaltende Enzyme iso-
liert, die im Gegensatz zur Hefemaltase noch im stark
sauren Bereich Aktivitdt besafien und gegen a-Methyl-
glucosid vollig unwirksam waren. Zur Erklarung dieser

3) Kuhn, Ztschr. physiol. Chem. 129, 57 [1923].

%) Biochem. Ztschr. 49, 333 [1910].

5) Zischr. physiol. Chem. 132, 301 [1924].

o) Kuhn u. Miinch, ebenda 150, 221 [1925]; 163, 1 [1927].
7) Leibowitz, ebenda 149, 184 [1925]; 154, 64, [1926].
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Erscheinung wurde in Anlehnung an die Zweisaccharasen-
theorie auch eine Zweiteilung der Maltasen in Glucosido-
und Glucomaltasen vorgenommen, je nachdem das Enzym
auf die glucosidisch verkniipfte oder auf die als Paarling
fungierende Glucose eingestellt ist. Beide Zweienzymtheo-
rien bringen zum Ausdruck, daf§ die Spaltung der Di-
saccharide nicht durch einheitliche Enzyme bewirkt
wird, sondern daf8 eine ganze Reihe von Enzymen wirk-
sam sind, die mit einer noch feineren Spezifitit begabt
sind, deren Ursache in den einzelnen Komponenten der
Disaccharide zu suchen ist. Bei den Gluco- und Fructo-
saccharasen wire also sozusagen als obere Spezifitat die
spezifische Einstellung auf den Rohrzucker als Disaccha-
rid anzusehen, die beide Enzyme umfassen wiirde. Als
untere Spezifitit, welche das Bestehen der oberen Spe-
zifitit aber voraussetzt, hitte man dann die spezifische
Einstellung der Enzyme auf die Teilkomponenten des
Rohrzuckers zu verstehen. Gegeniiber dieser Vorstellung,
die in allen Fillen neue Enzymindividuen annimmt, sieht
die Zweiaffinititstheorie von Fuler?) beispielsweise bei
der Sacccharase nicht neue Enzymtypen vor, aber eine
wechselnde Spezifitit der Saccharase fiir die eine oder
andere Komponente des Rohrzuckers. Das Wesen dieser
Vorstellung liegt darin, dafl ganz allgemein fiir die Ver-
bindung eines hydrolysierenden Enzyms mit dem Sub-
strat nicht nur eine, sondern zwei verschiedene Affinitits.-
stellen in Betracht kommen sollen.

Gemeinsam ist den Vorstellungen also eine weitere
Verfeinerung in den Beziehungen zwischen Enzymen und
Substraten hinsichtlich der absoluten Spezifitit. Gegen-
iiber solchen Anschauungen schien die Tatsache vergessen,
da$ fiir die Spaltung von a-Methylglucosid und Maltose
nur ein Enzym verantwortlich gemacht zu werden
brauchte. Diesen beiden Substraten ist aber nur die in
ihrer a-Konfiguration verkniipfte Glucosekomponente ge-
meinsam. Die konsequente Weiterfithrung dieser Uber-
legung fithrte zu einer neuen Spezifitiatstheorie
der Carbohydrasen®), die sich in den letzten
Jahren weit iiber den Rahmen einer einfachen Arbeits-
hypothese hinaus entwickelt hat. Danach ist es aus-
reichend, fiir die Spaltung der Glykoside und Oligo-
saccharide und vielleicht sogar fiir die Spaltung einiger
Polysaccharide einfache Glykosidasen anzunehmen, deren
absolute Spezifitit sich auf die Konstitution und
Konfiguration des glykosidisch verkniipften Zuckers be-
schrinkt. Die Natur des glykosidischen Paarlings, ob
Zucker oder Aglykon, ist fiir den Spaltungsvorgang als
solchen unwesentlich und iibt nur einen Einfluf} auf die
relative Spezifitédt aus, die sich vornehmlich in
einer unterschiedlichen Spaltungsgeschwindigkeit aus-
driickt. Durch diese Annahme wird der Zusammenhang
zwischen der chemischen Konstitution und der enzyma-
tischen Spezifitit wesentlich enger, als er bisher bei den
zusammenhanglosen Spezifitdten der Carbohydrasen ge-
wesen ist.

Fiir die Eingruppierung eines Glykosides beziiglich
seiner Zuckerkomponente und damit auch im weiteren
Sinne fiir die ebenfalls als Glykoside zu betrachtenden
Oligosaccharide sind in erster Linie drei charakteristische
Merkmale mafigebend, die als Zuckerisomerie,
a,f-Isomerieund als Ringisomerie bezeichnet
werden konnen. Unter Zuckerisomerie ist dabei die
Stereoisomerie an den nichtglykosidischen C-Atomen
(Glucose und Galaktose) und auch die Konstitutionsiso-

8) Ztschr. physiol. Chem. 143, 79 [1925]; Chemie der Ln-
zyme, Miinchen 1928, IT, S. 186.

9) Weidenhagen, Naturwiss. 16, 854 [1928]; Ztschr. Ver.
Disch. Zuckerind. 78, 539, 781 [1928]; Erg. Enzymf., Leipzig
I, S. 168, 1932.

merie zwischen Aldosen und Ketosen (Glucose, Fructose)
zu verstehen. o,f-Isomerie ist die Konfigurationsisomerie
am glykosidischen C-Atom des glsichen Zuckers, und
Ringisomerie bedeutet die Isomerie durch Verschiebung
des Laktolringes ebenfalls beim gleichen Zucker. Mit der
Feststellung dieser drei Kennzeichen ist der Typus des
glykosidisch verkniipften Zuckers eindeutig festgelegt.
Die sich auf dieser Basis ergebenden Verwandtschaften
zwischen den einzelnen Glykosiden und Oligosacchariden
sind aus der folgenden Tabelle'?) zu entnehmen:

Zucker Paarling Glykoeid
a-n-Glucose < Methyl a-n-Methylglucosid
a-n-Glucose < 4-Glucose < Maltose
a-n-Glucose <> f-h-Fructose Saccharose
a-n-Glucose < > f-h-Fructose > a-Glucose Melezitose
a-n-Glucose < B-h-Fructose < > a-Glucose Melezitose
B-n-Glucose < Methyl (Aglykon) B-n-Methylglucosid

(die natfirl. Glykoside)
B-n-Glucose < 4-Glucose < Cellobiose
p-n-Glucose < 6-Glueose < Gentiobiose
B-h-Fructose < > a-Glucose Saccharose
p-h-Fructose <> a-Glucose > a-Galakiose  Raffinose
a-n-Galaktose <6-Glucose < Melibiose
a-n-Galaktose <<a-Glucose < > f-h-Fruclose Raffinose
f-n-Galaktose <<4-Glucose < Laktose

Die Aufzeichnung ist der besseren Ubersicht halber
rein schematisch. Die glykosidischen Bindungen sind
durch Winkel dargestellt, deren Spitze den Sitz des
glykosidischen Hydroxyls bedeuten soll. Fiir die enzyma-
tische Spaltung ergibt sich als bemerkenswertes Ergebnis
dieser Anschauungsweise, dai die doppelt glykosidisch
verkniipften Zucker an zwei Stellen des Schemas erschei-
nen, je nachdem, welchen der beiden Zucker man als
~Bezugszucker* zugrunde legt.

Den drei charakteristischen Isomerien der Zucker
stehen nun drei gleichartige Spezifititen der Carbo-
hydrasen gegeniiber: Zuckerspezifitat, a,3-Spe-
zifitdt und Ringspezifitdt. Mit diesen drei
Spezifititen finden s#mttiche hydrolytischen Zucker-
spaltungen eine ausreichende Erkldrung.

Die experimentellen Grundlagen fiir diese Theoric
haben sich ausnahmslos schaffen lassen. Als deren wich-
tigste kann die von der Theorie geforderte Spaltung der
Saccharose durch zwei verschiedene Enzyme (a-Gluco-
sidase und g-h-Fructosidase) gelteni?).

Die enzymatische Spaltung des Rohrzuckers.

Infolge der Einengung der Enzymspezifitit auf den
glykosidisch verkniipften Zuckerrest miissen beim Rohr-
zucker wegen der doppelt glykosidischen Verkniipfung
dieses Disaccharids n#mlich zwei ihrer absoluten Spe-
zifitat nach verschiedene Enzyme zur Spaltung befihigt
sein. Auf Grund von Konstitution und Konfiguration
mufl dieselbe rohrzuckerspaltende o-Glucosidase aber
auch zur Spaltung von Maltose und Melezitose befihigt
sein, wihrend die rohrzuckerspaltende g-h-Fructosidase
ohne weiteres auch eine raffinosespaltende Wirkung an
der fructosidischen Bindung dieses Trisaccharids be-
sitzen muf. Der Nachweis der Rohrzuckerspaltung durch
zwei verschiedene Enzyme war demnach identisch mit
dem Nachweis einer rohrzuckerspaltenden Wirkung der
Maltase. Sie gelang iiberraschend schnell mit der
a-Glucosidase der Hefe, deren Abirennung von der
p-h-Fructosidase in Fortfithrungund Verbesserung der alten
Trennung von Saccharase und Maltase durch Willstitter
und Bamann'?) durchgefiihrt wurde?). Diese Abtrennung

10) Aus Weidenhagen: Chemische Konstitution und enzy-
matische Hydrolyse, Stuttgart 1932, S. 13.

1) L.c. 10.

12) Ztschr. physiol. Chem. 151, 278 [1926].

13) Weidenhagen, Zischr. Ver. Dlsch. Zuckerind. 80, 156,
374 [1930]; 82, 503 [1932].



Angewandie Chemie ]
47. Jahrg. 1934. Nr. 24

Weidenhagen: Fortschritte d. physiolog. Chemie seit 1929. I1. Enzyme. Carbohydrasen

453

diirfte heute zu den best beherrschten enzymatischen
Operationen gehoéren. Eine Diskussion von Spezifitits-
fragen der Carbohydrasen wird diese Tatsache immer
beriicksichtigen miissen.

Fiirr die Bestimmung der beiden rohrzuckerspalten-
den Enzyme nebeneinander sind folgende Gesichtspunkte
maflgebend®*). Die a-Glucosidase der Hefe wirkt sowohl
auf Maltose als auch auf Saccharose. Thr Wirkungs-
optimum liegt in der Ndhe des Neutralpunktes und ist bei
einem pg von 4,7, der fiir die Fructosidase optimal ist,
vollig wirkungslos. (Vgl. die Aktivitits-pg-Kurve der
beiden Enzyme.) Man fithrt nun zweckmiflig die Ab-
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trennung der a-Glucosidase mit wenig gealtertem Alu-
miniumhydroxyd B priparativ so weit durch, daB8 sie bei
einem py von 4,7 keine Rohrzuckerspaltung mehr zeigt.
Das bedeutet, dal die Fructosidase aus dem Enzym-
gemisch verschwunden ist. Wenn man jetzt die Rohr-
zuckerinversion der fructosidasefreien Glucosidase beim
Neutralpunkt priift, so zeigt sich wieder eine kriftige
Spaltung des Rohrzuckers, die nur so erklirt werden
kann, daBl die maltosespaltende a-Glucosidase die
a-glucosidische Bindung des Rohrzuckers geldst hat und
somit in ihrer absoluten Spezifitéit wirklich in dem ge-
forderten Sinne beschriinkt ist. Die rohrzuckerspaltende
Wirkung der g-Glucosidase kommt aber auch in der ur-
spriinglichen Hefe zum Ausdruck. Beim optimalen pu
der Fruetosidase tritt die Wirkung der a-Qlucosidase nicht
in Erscheinung, da sie sistiert ist. Dagegen macht sie sich
bei einem px von 7,0 bemerkbar. Die Fructosidase zeigt
hier auf Grund ihrer bekannten pp-Aktivititskurve noch
etwa 40% der optimalen Wirksamkeit. Dazu addiert sich
die Titigkeit der «-Glucosidase in voller Hhe, so dafi
man bei einer normalen untergirigen Bierhefe am Neu-
tralpunkt noch etwa 61,8% der optimalen Inversionsfahig-
keit vorfindet's). Dieser Befund, der bisher trotz des
langen Bekanntseins der Aktivitits-pg-Kurve des In-
vertins {ibersehen war, hat vor allem fiir Untersuchungen
tiber die Gérfahigkeit des Rohrzuckers Bedeutung, um
so mehr, als sich die Tétigkeit der rohrzuckerspaltenden
a-Glucosidase sogar bis ins schwach alkalische Gebiet
erstreckt.

Die enzymatische Spaltung von Raffinose und
Melezitose1s).

Die beiden Trisaccharide sind als Derivate des Rohr-
zuckers aufzufassen. Bei der Raffinose ist in den Glucose-
teil der Saccharose ein (Galaktoserest eingetreten, bei der
Melezitose ist der Fructoseteil der Saccharose durch einen
weiteren Glucoserest substituiert. Es zeigt sich, daff in
beiden Fillen die Substitution ausreicht, um die Wirkung
des einen Enzyms jeweils auszuschalten. Raffinose ist

18) Vgl. auch Weidenhagen in Handbuch der biologischen
Arbeitsmethoden, Abt. 1V, 11, S. 2057, 1933.

15) Weidenhagen, Ztschr. Ver. Dtsch. Zuckerind. 80, 376
[1930].
18) Weidenhagen, ebenda 78, 794 [1928].

der o-Konfiguration vorliegt.

nur durch g-h-Fruetosidase spaltbar, umgekehrt wird
Melezitose nur von a-Glucosidase angegriffen. Diesem
Enzym bieten sich aber zwei Angriffsmoglichkeiten, da
auch die zweite Glucosekomponente der Melezitose in
Daher zerfillt das Tri-
saccharid sofort in ein Gemisch von zwei Teilen Glucose
und einem Teil Fructose, wie sich leicht analytisch nach-
weisen 14t. Man beobachtet dabei einen fast theore-
tischen Zerfall des Trisaccharids in die drei Komponenten,
was wohl auf einer gleich grofien Affinitit der o-Gluco-
sidase zu den beiden Bindungsstellen des Molekiils be-
ruht. Diese ist aber durchaus nicht von vornherein als
gegeben anzunehmen, vielmehr wechselt im allgemeinen
die Spaltungsgeschwindigkeit bei gleicher Bindung und
gleichem Enzym mit der Natur des an dieser Bindung
befindlichen Substituenten. Dieser Frage kommt eine
besondere Bedeutung insofern zu, als es Fille gibt, in
denen die Spaltungsgeschwindigkeit so stark verlangsamt
ist, daB sie die Nullgrenze erreicht und damit eine neue
absolute Spezifitit vortiuschen kann. Ein solcher
Fall liegt bei der g-Methylglucosidspaltung durch die
a-Glucosidase des Gerstenmalzes und der Takadiastase
vor, der Pringsheim'’) und Mitarbeiter immer wieder zur
Verfechtung der iiberholten Zweimaltasentheorie von
Leibowitz veranlafte. Wenn man den Beweis der Nicht-
spaltbarkeit fithren will, sind nach Helferich®®) die
Methylglucoside ganz allgemein infolge ihrer geringen
Spaltbarkeit recht ungeeignete Substrate. Bei solchen
Pritfungen sind die entsprechenden Phenolglykoside zu
verwenden, mit denen man auch im obigen Fall ohne
weiteres die g-glucosidatische Wirkung dartun kann?®).
Fiir diese Wirkung spricht beim Gerstenmalz auch der
mit fast theoretischen Werten verlaufende Zerfall der
Melezitose in zwei Mol Glucose und ein Mol Fructose.
Die an den Trisacchariden gewonnenen Ergebnisse
sind aber fiir die Natur der Rohrzuckerspaltung noch ganz
allgemein von Bedeutung. So giinstige Verhiltnisse, dafl
die Glucosidasewirkung im optimalen py-Bereich der
Fructosidase sistiert ist, liegen nimlich nur bei der Hefe
vor. Die Empfindlichkeit der Glucosidase im sauren Be-
reich ist bei diesem Spaltpilz wohl auf besonders labile
Trégerstoffe zuriickzufithren. Bei vielen anderen Materia-
lien, die untersucht wurden, ist die Aktivitats-pp-Kurve
fiir beide Enzyme identisch mit einem normalen Optimum
im sauren Bereich. Eine Entscheidung dariiber, ob die Spal-
tung des Rohrzuckers in solchen Fillen durch Glucosidase
oder Fructosidase oder durch beide zusammen bewirkt
wird, ist also auf direktemm Wege gar nicht mdglich. Erst
die gleichzeitige Untersuchung der Trisaccharidspaltung
gibt wenigstens qualitativ einen Aufschlufi. Erh#lt man
neben Rohrzuckerhydrolyse eine kriftige Raffinosespal-
tung und demgegeniiber geringe Melezitosespaltung, so
liegt hauptsichlich Fructosidasewirkung vor. Tritt aber
umgekehrt die Raffinosespaltung zuriick und die Mele-
zitosespaltung in den Vordergrund, so iberwiegt Gluco-
sidasewirkung. Solche Fille finden sich in dem schon
erwihnten Gerstenmalz und im Macerationssaft der Diinn-
darmschleimhaut. Es scheint, daf§ diese beiden Mate-
rialien von vornherein gar nicht auf die Spaltung des
Rohrzuckers eingestellt sind, denn beide sollen ja in
erster Linie auf die aus der Stirke entstandene Maltose
wirken. Demnach wire die Rohrzuckerspaliung eine
zwanglaufige Nebenerscheinung infolge der gleichen
a-glucosidischen Verkniipfung der Glucose. Fiir das tieri-
sche Enzym ist allerdings die charakieristische Hydrolyse
der Melezitose noch nicht eindeutig nachgewiesen wor-

) 7. B. Ztechr. physiol. Chem. 202, 23 [1931]; 207, 241
[1932]. 18) Ebenda 208, 82 [1982].
1) Weidenhagen, ebenda 216, 255 [1933].
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den. Aulerdem ist die ganze Frage insofern noch unklar,
als bisher Spaltung von Rohrzucker nur in Darmsaft
und Leukoeyten, nicht in Organen gefunden worden ist.
Wihrend die tierische ,Saccharase nach Bierry?®) auf
Raffinose vollstindig unwirksam ist, also wahrscheinlich

gar keine Fructosidase enthilt, ist im Gerstenmalzauszug

neben der Melezitosespaltung auch eine schwache Raffi-
nosespaltung zu beobachten, was auf das Vorhandensein
einer geringen Menge Fructosidase schlieflen 1a8t. Ge-
legentlich doch beobachtete Raffinosespaltung durch
Diinndarmschleimhaut oder Blutplasma?!) hat vielleicht
alimentéire Ursachen.

Die Spezifitit des Emulsins.

Auch fiir die klassische Spaltung des Amygdalins,
des Mandelsdurenitrilglykosids der Gentiobiose, konnte
der AnschluB an die neuen Vorstellungen iiber Spezifitit
hergestellt werden??). Es zeigte sich, dal die scheinbar
nach einer monomolekularen Reaktion verlaufende Ge-
samtspaltung des Amygdalins dahin aufzultsen ist, daB
zunichst die Disaccharidbindung mit erheblich gréfierer
Geschwindigkeit gespalten wird als die Zuckeraglykon-
bindung, so dafi die Gentiobiosespaltung wesentlich
schneller zu Ende lauft als die Prunasinspaltung. Ein
Hintereinanderlaufen der beiden Spaltungskurven ist
offenbar deswegen nicht moglich, weil die Konzentration
des erst im Verlaufe der Spaltung entstehenden Prunasins
zundchst auflerordentlich klein ist. Weiterhin diirften aber
verschiedene Affinitdten mit ausschlaggebend sein. Auch
fiir die p-Glucosidase der Hefe hat sich beziiglich der
Amygdalinspaltung die Identitit mit der p-Glucosidase
des Emulsins nachweisen lassen. Eine eingehende Unter-
suchung iiber den weiteren Wirkungsbereich der Emul-
sinfermente verdanken wir Helferich®®) und Mitarbeitern.
Die Priifung wurde nach Art der von Willstitler ange-
wandien Methode des Zeitweriquotienten durchgetiihrt,
wobei Emulsinpréparate verschiedensten Reinheitsgrades
und verschiedenster Herkunft verwendet wurden. Be-
sonders eingehend ist in diesem Zusammenhang die
Frage nach der evil. Identitit von g-d-Glucosidase und
p-d-Galakiosidase studiert worden. Das Ergebnis dieser
Priifung 148t nach Helferich die einfachste Annahme, daf3
e in Ferment Glucoside und Galaktoside spaltet, durchaus
moglich erscheinen. Dagegen scheinen spezifische Fermente
fiir die Spaltungen von a-d-Mannosiden, ¢-d-Galaktosiden
und g-l1-Arabinosiden zu existieren. Aus diesen Befun-
den mufl man schlieffen, daBl die Zuckerspezifitit nicht
streng absolut ist, sondern dafl vielleicht eine ganze
Reihe von Anderungen im Zuckeranteil der g-d-Glucoside
nur eine Anderung der relativen Spezifitit bedingen. In
diesem Zusammenhang ist es nicht ohne weiteres zu
verstehen, warum das Spaltungsverhaltnis fiir Glucoside
und Galaktoside, das beim Emulsin sehr zugunsten der
Glucoside liegt, sich bei den Milchzuckerhefen umkehrt?*).
Der gleiche Fall wurde fiir die Cellobiose- und Salicin-
spaltung beobachtet®s). Hier betrigt der g-Glucosidase-
wert des Emulsins mit Cellobiose als Substrat nur etwa
ein Achtel gegeniiber dem Standardsubstrat Salicin. Im
Gegensatz dazu spaltet die g-Glucosidase des Gersten-
malzes die Cellobiose etwa viermal schneller als Salicin.
Nach fritheren Anschauungen miifite man hier fiir ver-

20) Biochem. Ztschr. 44, 426 [1916].

21) Weidenhagen, Ztischr. Ver. Disch. Zuckerind. 82, 318
[1932].

22) Weidenhagen, ebenda 79, 599 [1929].

23) Zusammenfassung in Erg. Enzymf. II, 74 [1933].

24) Neuberg u. Hofmann, Biochem. Ztschr. 236, 450, 462
[1932]. Vgl. auch E. Hofmann, ebenda 265, 209 [1933].

35) Weidenhagen, Ztschr. Ver. Dtsch. Zuckerind. 80, 12 [1930].

schiedene Enzyme plidieren. Der Beweis der Einheit-
lichkeit ist sicher schwer zu fithren. Wenn sie hier trotz-
dem angenommen wird, so geschieht es mit aller Vor-
sicht. Es bedarf noch weiterer Beweise, dal die Begleit-
stoffe oder vielleicht auch verschiedene Trigersubstanzen
die Ursache fiir diese Umkehr sind.

Die enzymatische Spaltung der Polysaccharide,

Eine einheitliche Behandlung der polysaecharidspal-
tenden Enzyme hat sich bisher noch nicht ohne weiteres
durchfithren lassen. Das Spezifititsproblem dieser En-
zyme hiingt eng zusammen mit dem Problem der Kon-
stitution und Konfiguration ihrer Substrate. Anders als
bei den Glykosiden und Oligosacchariden stehen hier
keine definierten Substrate zur Verfiigung, und auch die
zur ndheren Charakterisierung der Spezifitat unerlaB-
lichen unphysiologischen Substrate sind nur in bescheide-
nem Umiang zuginglich. Nach unseren Kenntnissen sind
die Polysaccharasen jedoch als echte Carbohydrasen auf-
zufassen. Ihre Tétigkeit beruht hdchstwahrscheinlich nicht
auf einer Uberfilhrung der hochmolekularen Kolioide in
kristalloide Zuckerderivate durch Aufhebung von iiber-
molekularen oder Nebenvalenzkréften, sondern auf der
Spaltung echter glykosidischer Bindungen. Am leichte-
sten hat sich das Problem der Inulinspaltung
einer Losung entgegenfiihren lassen?®). Hier konnte ge-
zeigt werden, daf} die pg-h-Fructosidase, die zur Rohr-
zueker- und Raffinosespaltung befihigt ist, auch die Spal-
tung des fructosidisch aufgebauten Inulins bis zur d-Frue-
tosestufe bewirken kann. Sogar das unsymmetrisch auf-
gebaute Irisin wird von dem gleichen Enzym vollstdndig
in Fructose iibergefithrt*”). Allerdings ist die Spaltungs-
geschwindigkeit, mit der die Spaltung des Inulinmolekiils
vor sich geht, etwa 5000mal kleiner als beim Rohrzucker,
und beim Irisin ist die Reaktionsgeschwindigkeit noch-
mals um das 50fache herabgesetzt. Es erhebt sich damit
die fiir das Spezifititsproblem aufierordentlich wichtige
Frage, ob es berechtigt ist, bei so grofien Differenzen in
der Reaktionsgeschwindigkeit in der Tat noch das gleiche
Enzym fiir die Spaltung verantwortlich zu machen. Bei
der Fructosidase hat sich bei 38fach=r Reinheitssteigerung
das Verhilinis der Spaltungsgeschwindigkeiten fiir die
einzelnen Substrate als konstant erwiesen, so dafl man
wohl an ein einheitliches Enzym denken kann. Immer-
hin ist mit Riicksicht auf die Befunde bei der Cellulose-
spaltung eine Aufspaltung in Poly- und Oligofructosidase
ins Auge zu fassen. Hier konnte némlich nachgewiesen
werden®®), dafl Schimmelpilze eine spezifische Polygluco-
sidase enthalten, welche die native Cellulose sowie hoch-
und héhermolekulare Abbaustoffe spaltet, wihrend die
normale g-Glucosidase nur g-Gluccseketten bis zu sechs
Gliedern hinauf spaltet. Die beiderseitigen Spezifitiits-
gebiete iiberlagern sich ungefdhr bei dem Molekularge-
wicht gleich 1000 (Hexaosestufe). Dieser Befund steht
im vollen Einklang mit der fiir die Glykosid- und Oligo-
saccharidspaltung diskutierten Theorie insofern, als der
Spezifititsbereich der g-Glucosidase bis zum Hexasaccha-
rid hinauf ausgedehnt wird. Dafl daneben noch spezi-
fische Polysaccharasen existieren, ist von dieser Theorie
nicht ausgeschlossen worden. Lediglich auf Grund der
Befunde bei der Inulinspaltung war an die Moglichkeit
einer allgemeinen Ausdehnung der Spezifitit auf die
Polysaccharide gedacht worden. Auf alle Fille hat die

28) Weidenhagen, Naturwiss. 20, 254 [1932]. Zischr. Ver.
Dtsch. Zuekerind. 82, 316, 912 [1932].

27) Weidenhagen, Ztschr. Ver. Disch. Zuckerind. 83, 1042
[1933].

28) Grafimann u. Mitarbeiter, Lienrcs Ann, 502, 20 [1933);
503, 167 [1933]). Ber. Dtech. chem. Ges. 67, 1 [1934].
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neue Theorie auch auf die enzymatische Polysaccharid-
forschung auBerordentlich befruchtend gewirkt.

Am schwierigsten liegen die Verhiltnisse zweifellos
auf dem Gebiete der enzymatischen Sté&rk e spaltung.
Hier tritt das Fehlen einheitlicher und vergleichbarer
Substrate besonders unangenehm in Erscheinung. Als
sicher kann heute gelten, dal zwei verschiedene Amylase-
typen am Abbau der Stirke beteiligt sind. Nachdem be-
reits Kuhn?®) nachgewiesen hatte, dafl die Malzamylase
die Gesamtmenge der von ihr gebildeten Maltose in der
B-Modifikation, die Pankreas- und Takadiastase in der
a~-Modifikation in Freiheit setzen, und daf demzufolge in
diesem Sinne o- und pS-Amylasen existieren, konnte
schlielich Ohlsson*) auch bei der Malzamylase eine
Aufspaltung in zwei verschiedene Amylasen vornehmen.
Bringt man Malzextrakt bei 0° wihrend 15 Min. auf
pe 3,3 und setzt dann sek. Natriumphosphat bis zu py 6
zu, so findet man nur noch 1—2% der urspriinglichen
Dextrinbildung, dagegen 70—80% der Zuckerbildung zu-
riick. Umgekehrt wird durch Erhitzen wihrend 15 Min.
auf 70° bei py 6,5 das zuckerbildende Vermogen stark
herabgesetzt, wihrend das Dextrinbildungsvermogen bis
zu 75% bestehen bleibt. Beide Amylasen wurden von
Ohlsson als Saccharogenamylase (B-Amylase)
und Dextrinogenamylase (a-Amylase) bezeich-
net. Neuerdings hat sich auch auf adsorptivem Wege
eine Trennung der beiden Malzamylasen durchfiihren
lassen. Eine eingehende Behandlung des Spezifititspro-
blems der Amylasen hat in letzter Zeit van Klinkenbergt)
durchgefiihrt. Dabei ergab sich {iberraschenderweise,
daB das sogenannte dextrinierende Enzym mehr Maltose
zu bilden vermag aus dem gleichen Substrat als das ver-
zuckernde. Nur wenn man die Jodreaktion verfolgt, kann
man von einem dextrinierenden Enzym sprechen, da
diese Reaktion nur bei der Wirkung der a-Amylase ver-
schwindet. In dieser Hinsicht wéren aber auch die tie-
rischen Amylasen dextrinierende Enzyme. Die Abbau-
grenze der g-Malzamylase ist mit etwa 64% Maltose-
bildung anzusetzen, ohne dafi die Jodreaktion verschwin-
det. Die a-Amylase bildet sehr schnell unter Verschwin-
den der Jodreaktion a-Maltose bis zu einer Verzucke-
rungsgrenze von 36%, wihrend die weitere Verzucke-
rung dann sehr viel langsamer verlduft. Diese scharfen
Grenzen wurden von Klinkenberg allerdings nur bei
Lintnerstarke beobachtet. Zur Erkldrung dieser Erschei-
nung wird von Klinkenberg die Hypothese aufgestellt,
dafl die Stirke ein Gemisch von zwei Komponenten, a-
und pB-Stirke, vorstellt, die in dem Verhdlinis 36 :64
nebeneinander vorkommen. Die a-Stirke wird nur von
a-Amylasen, die g-Stirke nur von g-Amylasen verzuckert.
Das Gemisch der beiden Stiirken wird dabei als ein
Gleichgewichtszustand angesehen, von denen nur die
a-Stiarke befdhigt ist, sich mit Jod zu férben. Besonders
interessante Befunde haben sich dabei beim tierischen
Glykogen ergeben. Dieses Polysaccharid besteht n#mlich
im Gegensatz zu den pflanzlichen Produkten aus o-Stirke,
die sich nur zu einem geringen Teil in die g-Form hat
umlagern kénnen. Demzufolge besitzt die g-Amylase zur
tierischen Starke nur eine sehr geringe Affinitdt. Das
Glykogen verhdlt sich wie das Restprodukt der g-Amylase-
wirkung, und a-Malzamylase bildet aus Glykogen nahezu
die gleiche Zuckermenge wie aus einer gleich konzen-
trierten Menge des Restproduktes. Nach Klinkenberg ist
die Zusammensetzung des Glykogens vor allem dadurch
interessant, da im Tierk6rper sowie in Pilzen und Bak-

m) LieBice Ann. M3, 1 [1925].

80) Compt. rend. Lab. Carlsberg 16, Nr. 7, S. 1 [1926].
Ztschr. physiol. Chem. 189, 17 [1930].

31) Zusammenfassung in Erg. Enzym!. ITI, 73 [1934].

terien entsprechend nur a-Amylase aufgefunden wird.
Umgekehrt findet man in der griinen Pflanze, wo ein
Gemisch von o- und g-Stirke vorliegt, auch q- und
B-Amylase nebeneinander. p-Amylase ist das typische
Enzym der griinen Pflanze. Hiermit wird also erneut
betont, dafl die Stirke ein Gemisch von a- und g-gluco-
sidischen Bindungen enthilt, wie es schon von Kuhkn aus
dem verschiedenen Mutarotationsverhalten der bei der
Verzuckerung entstehenden Maltose geschlossen wurde.
Es darf nicht verkannt werden, dal die vom enzyma-
tischen Standpunkt aus zu erhebende Forderung sich
noch in scharfem Widerspruch mit den rein chemischen
Ergebnissen befindet, wonach die Starke in Analogie zur
Cellulose als eine Keite von a-glucosidisch verkniipften
Maltosen aufzufassen ist. Bei der strengen Spezifitit, mit
der die Enzyme behaftet sind, wird man aber wohl an
den enzymchemischen Befunden, die unleugbar den
heterogenen Aufbau des Polysaccharids hinsichtlich der
glucosidischen Bindungen dartun, nicht voriibergehen
konnen. Es ist eine dankbare Aufgabe, die hier noch
entgegenstehenden Ansichten auf eine gemeinsame Basis
zu bringen. Vielleicht ist die genaue Eingliederung der
Amylasen erst moglich, wenn definierte Abbauprodukte
der Stirke als Substrate in ausreichender Zahl zur Ver-
fligung stehen. Kiirzlich ist in dieser Beziehung durch
die Herausarbeitung einer kristallisierten Hexaose der
Anfang gemacht worden?).

Uber die Anreicherung der aktiven Enzymsubstanz.

Wenn auch die Spezifitatsforschung bereits eine ein-
gehende Klassifizierung der Carbohydrasen ermdglicht
hat, so mul doch das letzte Ziel der Enzymforschung
die praparative Isolierung der aktiven Substanz bleiben.
Gerade die Tatsache, dafl sich bei den neuen Unter-
suchungen iiber die Spezifitit der Carbohydrasen weit-
gehende Analogien zur Chemie ihrer Substrate ergeben
haben, sollte dieser Richtung der Enzymologie neue An-
reize geben. Hier waren die Arbeiten lange Zeit auf
dem Stande der von Willstdfterss) und seiner Schule er-
arbeiteten Resultate stehengeblieben. Die wesentliche
Aufgabe diirfte heute sein, Verfahren zu finden, um
grofe Mengen Ausgangsmaterial zu verarbeiten, um dann
schlieSlich doch noch ausreichende Mengen der hoch-
gereinigten Substanz zur Verfligung zu haben fiir rein
organisch-chemische Operationen. Die Wichtigkeit der
Fructosidase liegt fiir dieses Problem in ihrer unerhérten
Bestindigkeit und der auflerordentlich leichten Bestimm-
barkeit der gespaltenen Rohrzuckermenge auf optischem
Wege. Auch die Hefe wird lange Zeit noch das aus-
schlieBliche Ausgangsmaterial bleiben. Das Enzym liegt
hiier an sich schon in einer ungewthnlich hohen Konzen-
tration vor, die durch besondere Stimulationsverfahren
noch weitgehend gesteigert wird. Das von Willstiitiers?)
eingefiihrte intermittierende Verfahren mit Hilfe niedrig
konzentrierter Zuckerldsungen konnte fiir groe Mengen
und einen Arbeitsgang umgestaltet werden®®), so dal es
heute moglich ist, in kurzer Zeit grofle Hefemengen aut
einen hohen Enzymgehalt zu treiben. Die Anregungen
kommen hier auch der technischen Enzymchemie zugute,
weil man heute bereits groBe Mengen konzentrierter In-
vertaseldsungen benétigt, die die zuckerverarbeitende In-
dustrie zur Weichhaltung von Marzipan- und Fondant-
massen aufnimmt. Die Anreicherung der gewonnenen

33) Waldschmidi-Leitz w. Reichel, Zischr. physiol. Chem.
223, 76 [1934].

338) Untersuchungen iiber Enzyme, Berlin 1928, Bd. I, Zur
Kenntnis des Inverting I—XII.

34) Zischr, physijol. Chem. 146, 158 [1925].

35) D.R. P. 585992, Weidenhagen, unveriffentlicht.
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Autolysate konnte frither mit einiger Ausbeute nur auf
adsorptivem Wege erreicht werden. Die reinsten Prépa-
rate standen aber schliefilich nur in sehr geringer Menge
zur Verfiigung, so daB aufler den Zahlen der Mikro-
analysen keine weiteren Anhaltspunkte fiir den che-
mischen Charakter des Enzyms gewonnen werden konn-
ten. Bei der Ubertragung der Adsorptionsmethoden ins
Grofle haben sich erhebliche Schwierigkeiten herausge-
stellf, die einmal in der Herstellung grofler Mengen
gleichméafiiger Adsorptive liegen, zum andern aber in der
Schwierigkeit der Verdampfung grofler Fliissigkeits-
mengen bei niederer Temperatur begriindet sind. Man
wird also in Zukunft Féllungsmethoden, die das Enzym
erfassen, den Vorzug geben. Zurzeit ist es wichtig, ge-
eignete und mdoglichst selektiv wirkende Fallungsmittel

fiir solche Zwecke herauszufinden. Bei Fructosidase und
Malzamylase hat sich Tannin aulerordentlich bewihrtse).
Auch bei der p-Glucosidase des Mandelemulsins sind
durch Anwendung von Tannin und Silberoxyd erheb-
liche Erfolge erzielt worden®?). Diese Fortschritte be-
rechtigen zu der Hoffnung, schliellich doch zu einer
so weit angereicherten Substanz zu gelangen, um dann mit
Hilfe chemischer Methoden einen Einblick in das Mole-
kiil des Enzyms und den Wirkungsmechanismus zwischen
Enzym und Substrat zu gewinnen. [A.44.]

38) Weidenhagen, Ztschr. Ver. Dtsch. Zuckerind. 81, 501
[1931].

37) Helferich u. Mitarbeiter, Ztschr. physiol. Chem. 208, 95;
209, 272 [1932].

Analytisch-technische Untersuchungen

Potentiometrische Methode zur Trennung von Chrom und Wolfram, insbes. zu
ihrer Bestimmung in Chrom-Wolfram-St&dhlen.

Von Prof. Dr. H. BrintzINGER und Dr. E. Jann.

(Eingeg. 13. Januar 1931.)

Anorganische Abteilung des Chemischen Laboratoriums der Universitiat Jena.

Die von uns vor einiger Zeit beschriebene fdllungs-
analytische potentiometrische Methode!) zur Einzelbe-
stimmung von Wolframat und Chromat durch Titration
mit Bariumchloridlésung, wobei als Indikatorelektroden
ein Wolframdraht bzw. ein verchromter Draht angewandt
werden, legte den Gedanken an ein auf dieser Grundlage
beruhendes Trennungsverfahren fiir Wolframat wund
Chromat nahe. Ein solches Verfahren wiirde fiir die an-
gewandte analytische Chemie, insbesondere fiir die quan-
titative Untersuchung von Chrom-Wolfram-Stihlen von
grofer Bedeutung sein.

Die Durchfiithrbarkeit einer solchen Methode hatte
von vornherein eine grofie Wahrscheinlichkeit fiir sich,
da Bariumchromat und Bariumwolframat werschieden
schwer Ioslich sind und unter den Bedingungen der
Analyse ein Einbau von Bariumwolframat in das Kristall-
gitter des schwerer loslichen, also zuerst ausfallenden
Bariumehromats nicht anzunehmen war.

Die Versuche wurden so ausgefiihrt, dai die neu-
trale, Chromat und Wolframat enthaltende Losung mit
Bariumechloridlésung titriert wurde, wobei als Indikator-
elektrode fiir die zuerst erfolgende Reaktion Ba"+Cr0,"=
BaCrO, ein verchromter Draht?) bzw. Stab diente; diese
Elektrode wurde nach dem ersten Potentialsprung gegen
einen die nun einsetzende Reaktion Ba”"+WO,"= BaWOa
anzeigenden Wolframdraht®) ausgetauscht, worauf die
Titration bis zum zweiten Potentialsprung fortgesetzt
wurde. Als Vergleichselektrode diente dabei eine n/yo-
Kalomelelektrode. Der Verbraueh an Mafifliissigkeit vom
Beginn der Titration bis zum ersten Potentialsprung ent-
spricht dann der vorhandenen Menge des Chromats, der
Verbrauch vom ersten bis zum zweiten Potentialsprung
der Menge des Wolframats. Notwendig fiir eine gute
Potentialeinstellung ist gute Temperaturkonstanz der zu
titrierenden Fliissigkeit. Wir hielten wihrend der ganzen
Titration die Temperatur auf 85° konstant mit Hilfe eines

1) H. Brinizinger u. E. Jahn, Ztschr, analyt. Chem. 94, 396
[1933].

2) Als Chromelektrode eignen sich matt verchromte Stahl-
drihte sowie nach dem Verfahren der elekirochemischen Ab-
teilung von Siemens u. Halske sch warzverchromte Stahl-
dréahte.

3) Es ist vorteilhaft,
schwach auszuglithen.

den Wolframdraht vor Gebrauch

in die Lésung eintauchenden, als Thermoregulator ge-
schalteten Thermometers, der einen den Titrierbecher
umfassenden elektrischen Heizofen mit sehr geringer
Wiarmekapazitiat steuert.

Eine derartige Titration ist in Tab. 1 und Abb. 1
wiedergegeben.

Tabelle 1.
Teilstriche Differenz Teilstriche Differenz
am auf am auf

cm3 Mefidraht 1 ems3 ber. cm# Mefidraht 1 em? ber.
0,0 125 4,0 183,5
1,0 125 8,0 185
2.0 125 10,0 186
2,5 - 125 11,0 188
2,7 126 11,1 189,5
2,75 127 20 11,12 191 Yb)
2,77 129,5 50 11,14 1925 150
2,78 132,56 60 11,15 194 300
2,79 149 16560 11,16 197 1100
2,80 150 100 11,17 208 33
2,82 150,5 25 11,20 209 15
2,84 151,5 11,4 212
2,90 153 12,0 214
3,0 154 14,0 217
4,0 156
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Abb, 1. Titrationeverlauf bei der unter Elektrodenwechsel
durchgefithrten Trennung von Chromat und Wolframat.
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Im Verlauf unserer Untersuchungen zeigte sich, dafi
die gemeinsame Titration von Chromat und Wolframat
auch durchgefiihrt werden kann, wenn beide Elektroden
gleichzeitig in die Fliissigkeit eintauchen. Man spart
sich auf diese Weise das Herausnehmen und Abspiilen
der Chromelektrode und das Einseizen der Wolfram-
elektrode wahrend der Titration.



