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Enzymatische Analyse 
Vori Dr. H .  S T E T T E R ,  Chemisches lnstitut der Universilat Bonri 

Bei der  Analyse von Naturprodukten benutzt man bereits i n  ausgedehntem MaRe Fermente als Hilfsmittel. Die 
Literatur aber  ist weit verstreut. Hier sei daher zunachst*) eine zusammenfassende ubersicht gegeben, in der  die 
wichtigsten- Methoden : Ausnutzung d e r  Spezifitat d e r  Fermente, ihrer hemmenden bzw. aktivierenden Wirkung 

oder  ihre  Benutzung als lndikatoren - gezeigt werden. 

Unter enzymatischer Analyse sollen alle Nachweis- und Be- 
stimmungsrnethoden verstanden werden, bei denen Ferment- 
prlparate zur Durchfiihrung der eigentlichen analytischen Opera- 
tionen benBtigt werden. 

Hieranter f,allen n i c h  t die Methoden, bei denen zwar Fermente wirk- 
sam sind, diese jedoch an lebende Organismen gebunden sind, wie dies 
z. R .  bei den heute so wichtigen mikrobiologimhen Analysenmethoden 
der  Fall ist.  Ferner gehort hierher nicht die Anwendung van Fermenten 
zum AufschluLl dcs Analysenmaterials, wozu Proteinasen und Amylascn 
vielfache Anwendung gefunden haben. Als nicht hierher gchorig werden 
auch alle Ferrnentbest.immungsmcthoden betrachtet, die in der klinischen 
Diagnostik zurn Nachweis von krankhaften Veranderungen im Organis- 
mus dienen. Auch die Anwendung van '  Fermenten zur Konstitutions- 
aufklarung organischer Verbindungen gehort nicht zur eigentlichen en- 
zymatischen Analyse. 

Uberblickt man das so abgegrenzte Gebiet, so kann man 3 
grundsatziich verschiedene Gruppen von Methoden der enzy- 
matischen Analyse unterscheiden. 

Die 1 .  Gruppe umfa5t alle Methoden, bei denen die hohe 
S p e z i f i t a t  der Fermente im Hinblick auf ihre Substrate die 
Grundlage der Analyse bildet. Nur Verbindungen, die Substrate 
von Fermenten darstellen, sind diesen Bestimmungsmethoden 
zuganglich. Das Prinzip dieser Methoden ist immer das gleiche. 
Der zu untersuchende Stoff wird der Wirkung des fiir die Spal- 
tung gerade dieser Verbindung spezifischen Fermentes unter- 
worfen. Die Analyse erfolgt dann durch Bestimmung der ent- 
standenen Spaltpmdukte. Diese gro5te Gruppe von Bestim- 
mungsmethoden sol1 als s u b s  t r a  t spez  if  isc he e n z y m a  t isc he 
Analyse  bezeichnet werden. 

Zur 2. Gruppe der enzymatischen Analysenmethoden ge- 
horen alle Methoden, bei denen der zu untersuchende Stoff die 
Fermentwirkung beeinflu6t, entweder h e m m  t o d e r  a k t i v i e r  t .  
Die Analyse erfolgt durch Messung der Gro6e dieser Beeinfius- 
sung. Die Methoden dieser 2. Gruppe sollen als e n z y m a t i s c h e  
Eff e k t o  r a n a l  yse bezeichnet werden. 

Die 3. Gruppe von Analysenmethoden umfaBt alie Methoden, 
bei denen die Fermente die Rolle von I n d i  k a t o r e n  iibernehmen. 
Diese Methoden spielen vor allem in der Lebensmitteichemie 
eine wichtige Rolle. 

Das in der Literatur vorhandene Material ist au6erordentlich 
urnfangreich und umfa6t bis heute fast 700 veroffentlichte Ana- 
lysenmethoden. Im Rahmen dieses Aufsattes kann deshalb nur 
eine kurze Ubersicht iiber die wichtigsten Methoden der enzy- 
matischen .ARalyse gegeben werden, ohne daS Vollstlndigkeit 
angestrebt wird. 

Substratopezifische snzymatirche Analyse 
Der Wert dieser Methoden beruht in erster Linie darauf, da6 

es rnit ihnen gelingt, aus einem Gemisch.vieier Stoffe eine ganz 
bestimmte Verbindung analytisch zu erfassen, ohne da6 eine 

*) Demnlichet ausfiihrlich als Bueh (etwa WMl Selten mlt 8 AbbUdungea 
und 680 Llteriaturhinwelsen) im Verlag Cbemfe, GmbH, Weinhelm- 
Bergstr. h e b  Ganzlelnen etwa D I  18.- 
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vorherige Abtrennung notwendig ist. Voraussetzung ist, da6 
man hber ein geniigend spezifisches Fermentpraparat verfllgt, 
das in diesem Stoffgemisch nur diese einzige Verbindung angreift. 
Es ist leicht einzusehen, da6 der Wert dieser Methoden mit der 
Spezifitat des betr. Fermentes steigt. Da aber die Spezifitlt der 
Fermente fast in allen Fallen mit zunehmender Reinigung steigt, 
ist eine weitgehende R e i n i g u n g  der Fermentpraparate zu for- 
dern. Leider ist dieser Forderung in vielen Fallen nicht geniigend 
Rechnung getragen worden. 

Nicht minder wichtig sind die Analysenmethoden, die zur 
Bestimmung der fermentativen Spaltprodukte angewandt wer- 
den, ist doch durch deren Empfindlichkeit und Genauigkeit we- 
sentlieh die Empfindlichkeit und Genauigkeit der ganzen Me- 
thode begrenzt. 

Esterasen 
Die Spezifitat der L i p a s e n ,  der eigentlich fettspaltenden 

Fermente ist verh2ltnismiiSig gering. Bedingung fiir die Spaltung 
ist in den meisten Falien nur das Vorhandensein einer Carbon- 
ester-Gruppe. Diese geringe Spezifitat ist der Grund, weshalb 
die Lipasen nur vereinzelt Anwendung in der enzymatischen 
Analyse gefunden haben. 

Hier sei nur eine Methode von F.  E. Kelsey l )  erwahnt, rnit 
der es moglich ist, in Lipoiden G i y c e r i n e s t e r  gehennt  fermen- 
tativ zu bestimmen. Als Fermente werden die Rizinuslipase und 
die Pancreaslipase angewandt. Die Rizinuslipase besitzt die 
Eigenschaft, die Fettsaureester des Glycerins quantitativ zu 
spalten, wahrend die Ester des Choiesterins unangegriffen blei- 
ben. Die Pancreaslipase spaltet dagegen sowohl Glycerin- als auch 
Cholesterinester der Fettsauren. Aus der Differenz der Messungen 
von 2 Spaltungsansatzen mit Pancreaslipase und Ricinuslipase 
errechnet sich dann der Gehalt an Cholesterinestern. 

Wichtiger als die Lipasen sind die P h o s p h a t a s e n  in dieser 
Gruppe von Bestimmungsmethoden. Die Phosphatasen, die zur 
Spaltung von P h o s p h o r s a u r e e s t e r n  in sehr spezifischer Weise 
befahigt sind, wobei sich die Spezifitat auf die Estergruppierung 
der Monophosphorslureester erstreckt, haben vor allem eine 
wichtige Anwendung zur Bestimmung des V i t a m i n  B, und der 
Co-Carboxylase gefunden. Nachdem K .  Lohmann und P .  Schu- 
ster2) 1937 die Co-Carboxyiase als Pyrophosphorsaureester des 
Vitamin B, identifizierten und es ihnen geiang, durch enzymati- 
sche Hydrolyse rnit Phosphatasen die Co-Carboxylase in freies 
Vitamln B, zu iiberfiihren, war im Prinzip die Methode gegeben, 
um enzymatisch eine Bestimmung von Vitamin B ,  und Co- 
Carboxylase in gemeinsamen Vorkommen durchzufuhren. 

Da die Co-Carboxylase ebenfalis Vitaminwirksamkeit be- 
sitzt, andererseits aber die chemischen Methoden der Vitamin 
B,-Bestimmung - von denen die Thiochrommethode die wich- 
tigste ist - im bioiogischen Material nur das  freie Vitamin er- 
fassen, bietet die enzymatische Hydrolyse mit Phosphatasen vor 

1) j. biol. Chemistry 130 187-202 [19391. 
') Biochem. Z. 294, 188'[1937]. 
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der eigentlichen Vitaminbestimrnung die Miiglichkeit, auch che- 
misch die Summe von Vitamin €3, und Co-Carboxylase ZLI er- 
fassen. Als Phosphatasen fu r  die enzymatische Hydrolyse wur- 
den Phosphatasen der verschiedensten Vorkomnien vorgeschla- 
gen, so z. H. die HefephosphataseY), die Phosphatase der  Taka-  
diastase'), die Niercnphcsphatase5) und andere. 

Vor biologischen Methoden haben diese Methoden den Vor- 
zug, daB sie sehr vie1 weniger Zeit erfordern. E s  werden uber 
90% des biologisch bestimmbaren Vitamins gefunden6). 

i jber  die Leistungsfahigkeit der  biologischen Methoden hin- 
aus  ermoglichen die enzymatischen Methoden auBerdem die g e -  
t r e n n  t e  Bestimmung von Vitamin B ,  und  Co-Carboxylase in 
gemeinsamen Vorkommen. Man fuhr t  zu diesem Zwecke die 
Vitamin-Bestimmung einmal ohne und einmal nach enzyrnati- 
scher Hydrolyse rnit Phosphatasen durch. Aus der  Differenz der 
Werte errechnet sich der  Gehalt an Co-Carboxylase'). D a  weder 
die chemische Methode noch die biologischen Methoden jede fu r  
sich eine derartige getrennte Bestimmung erinoglichen, liegt hier 
eine deutliche Uberlegenheit de r  enzymatischen Methode vor. 

Eine weitere Anwendung haben die Phosphatasen zur Be- 
s t immung des Anteiles von 5~ u n d  , ! i - G l y c e r o p h o s p h a t  i n  
I s o m e r  e n g  e m i s c  h e n  gefunden. 

A. Schuffner und E.  Bauera) nehmen die verschiedene Spal- 
tungsgeschwindigkeit der beiden lsomeren als Grundlage ihres 
Bestimmungsverfahrens. Es  werden zuerst Spaltungskurven fu r  
bekannte lsomerengemische aufgestellt. Aus den entsprechenden 
Spaltufigskurven des zu untersuchenden Gemisches laRt sich 
durch  graphische Interpolation die Zusarnmensetzung des Ge- 
rnisches finden. Diese Methode beansprucht grundsatzliches In- 
teresse, weil Mcglichkeiten aufgezeigt werden, die Spezifitat des 
Ferrnentes durch Auswertung der  Kinetik noch weiter ZLI steigern. 

Carbohydrasen 
Diese fu r  die Glykosid-Bindung spezifischen Fermente haben 

infolge ihrer hohen Spezifitat ausgedehnte Anwendung in der  
Kohlehydrat-Analyse gefunden. D a  wir es bei den naturlichen 
Vorkommen von Yohiehydraten fas t  irnrner rnit Gemischen der  
verschiedensten Kohlehydrate zu t u n  haben, h a t  hier die enzyma- 
tische Analyse infolge ihres hohen spezifischen Auswahlverrno- 
gens eine groDe Uberlegenheit vor den rein chemischen Bestim- 
rnungsrnethoden. Die Zahl der vorgeschlagenen Methoden ist 
auberordentlich groB. 

GI y kosidasen 
Zum Nachweis und  zur Bestimrnung von G l y k o s i d e n  ha- 

ben die Glykosidasen ausgedehnte Anwendung gefunden. Die 
Glykoside, die bekanntlich aus einern Kohlehydrat und einem 
Aglukon besteheil, werden durch  die Glykosidasen der verschie- 
densten Herkunft  in spezifischer Weise in Kohlehydrat und Al- 
kohol oder Phenol gespalten. Es wurde in den rneisten Fallen der 
Enzymkomplex des Mandelemulsins, der im wesentlichen p- 
Olukosidasen enthalt ,  f u r  die enzymatische Analyse herangezogen. 

Das Prinzip der  Methoden beruht darauf, daB man die zu 
untersuchende glykosid-haltige Losung der Wirkung des S u 0 -  

. r n a n d e l e m u l s i n s  unterwirft  und aus  der Drehungsanderung 
des polarisierten Lichtes oder aus  der  Zunahnl.: an Reduktions- 
verrnogen auf vorhandene Glykoside schliebt. Diese Methode 
ha t  in der Hand  von E. B o u r q u e f ~ t ~ )  z u r  Entdeckung vieler bis 
dahin 'unbekannter  Glukoside in Pflanzen gefiihrt. Bourqurlot 
fuh r t e  eine fur  jedes Glukosid charakteristische GroDe ein, den 
sog. e n  z y  m o l y  t i s c  h e n  R e d  u k t i  o n s  k o e f  f i  zi e n t e n .  E s  ist 
dies die Glukose-Menge, deren Betrag in 100 cmY Flusssigkeit bei 
einem bekannten Glukosid einern Ruckgang der Drehung urn l o  
entspricht.  Es 1a0t sich durch  BerechnuKg dieses Koeffizienten 
feststellen, ob  das  in einem Organ nachgewiesene Glukosid ein 
bekanntes ist cCer nicht. 
-.. - 

3 )  H.  G .  K .  Westenbrink u. A ,  F .  Willebrands, Z. Vitaminforsch. 1 4 ,  291 
[ 19441. 

4 )  E. B.  Brown, I .  G. tiarnm 11. I / .  E. Harrison. 1. biol. Chemistry 1.51, 
153-61 [1943]; G .  W. Schiller, Cereal Chem. 21,*544--48 [1944]. 

5, D. I .  Hennessy 1 1 .  I.. R. Cereceao, J .  Amer. Chem. SOC. 6 1 ,  17%83[1939]. 
6 ,  M. Swaminuthan, Indian J.  M e d .  Res. 30, 262-272 [l942]. 
7 )  B. Alexander, J .  biol. Chemistry 1 5 1 ,  45F-65 [1943]. 
s, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 232,  64-65 119351. 
9 ,  J.  Pharm. Chirn. ( 6 )  Z.?, 369-75 (19061; 

' 

Arch. Pharm. 2J. j ,  172-180 
11907]. 

In neuester Zeit gibt L. R o s e ~ i t h a l t ' r ~ ~ )  eine bemerkenswerte 
Verbesserung dieses Glykosid-Nachweises in Pflanzen. An die 
Hydrolyse mit  Sufimandelernulsin schlieBt sich eine Behandlung 
rnit einern Ferment -Pr ipara t ,  das  a m  der ZLI untersuchenden 
Pflanze selbst gewoniien wird. Auf solche Weise werden auch 
solche Glykoside e rkanht ,  die durch SuBmandelemulsin nicht 
gespalten werden. 

Im Gegensatz zu diesen Verfahren, bei denen das  verhaltnis- 
maBig unspezifische SiiBmandelemulsin benutz t  wird, wurde  von 
R. Gootz und H .  Tungerll)  ein Verfahren zurn L a c t o s e - N a c h -  
w e i s  in Harn  veroffentlicht, bei dem reine. 3-Galaktosidase- 
Prapara te  benutzt  werden. Die Fermentprapara te  werden aus  
Luzernesarnen gewonnen, die nach  Untersuchungen von H. Hel- 
ferich und K .  Hi l l '? )  fas t  aussclilieblich p-Galaktosidase enthal-  
ten. Der Nachweis erfolgt in d e r  Weise, daB de r  Zucker vor und  
nach de r  Hydrolyse mi t  dem Fermentprapara t  nach Bcrtrand 
bestimmt wird. 

Methoden, rnit denen es moglich ist, Maltose und Trehalose 
rnit Hilfe von MaltaseI3) und  Trehalase") nach dem gleichen 
Prinzip wie die Glykoside ZLI bestimmen, konnen hier nu r  er- 
wahn t  werden. 

a-( h)-Fru ktosidase 
. Dieses in Pflanzen und  Mikroorganismen vorkoinrnende Fer- 
ment  greift ausschlie6lich Zucker und  Glykoside an,  die Fruk-  
tose in der  p-Form rnit der  furanoiden S t ruk tu r  enthalten.  Das 
wichtigste Subs t ra t  ist der  Rohrzucker, der  durch  das  Ferment  
in Glucose und Fruktose gespalten wird. Infolge ihrer hervor- 
ragenden Spezifitat ha t  die ?-(hf-Fruktosidase weitgehende An- 
wendung in der  R o h r z u c k e r a n a l y s e  gefunden. AuDer dern 
Rohrzucker unterliegen von den natiirlich vorkommenden Zucker,i 
nu r  die Trisaccharide Raffinose, Gentianose und Stachyose dern 
Angriff des Fermentes tinter Abspaltung von Fruktose. lnfolge 
der  Seltenheit dieser Zucker in der Na tu r  wird die enzymatische 
Rohrzuckeranalyse hierdurch n u r  gering eingeschrankt. Als Fer- 
rnentpraparate fu r  die Rohrzuckeranalyse werden ausschlieBlich 
mehr oder weniger gereinigte Invertasepraparate am Hefe -be- 
nutzt .  

Bereits 1881 wurde von Kjeldah115) das  I .  Verfahren zur Be- 
s t immung von Rohrzucker mi t  Hefeinvertase veroffentlicht. Die 
eigentliche Bestimmung erfolgt durch  Messung der  t h e h u n g  des 
polarisierten Lichtes vor und nach  der  enzyrnatischen Hydrolyse. 
In gleicher Weise kann  auch die Differenz in1 Reduktionsvermh- 
gen bestimrnt werden. Beide Wer te  ermoglichen. die Berechnui g 
des Rohrzuckergehaltes und  geben iibereinstimrnende Werte. 
Vor der Saurehydrolyse h a t  die enzymatische Hydrolyse den 
klaren Vorteil, dal3 sie fur  Rohrzucker spezifisch ist und keine 
anderen Kohlehydrate rnit Ausnahme der  oben erwahnten Tr i -  
s a x h a r i d e  miterfafit.  Dieses Verfahren von Kjeldahf bildete die 
Grundlage aller spa te r  veroffentlichten enzymatischen Bestim- 
mungsrnethoden fur  Rohrzucker. 

Atis der  grollen Zahl de r  Bestimmungsmethoden so11 n u r  ein 
Verfahren von E. BourqueloP) erwahnt  werden. E r  benutz t  die 
Hefeinvertase zur Bestimmung von Rohrzucker in Pflanzen 
n e b e n  C i l y k o s i d e n .  Dazu behandelt  man  den Pflanzenextrakt 
zuerst rnit Hefeinvertase, bestimmt die Rohrzuckermenge und  
zerstort das  Ferment durch  Erhitzen. Darauf se tz t  man Mandel- 
emulsin zu und errnittelt wie oben beschrieben den Glykosid- 
gehalt. Eifie Leue Modifikation wird von W .  Z. Hassid") ange- 
geben. Den rneisten neuen Verfahren liegt die von H .  S. Paine 
und R. T .  Balchln) errnittelte I n v e r s i o n s k o n s t a n t e  von 
131,17 + 0,073 c (c - g Rohrzucker in 100 cm3) ZLI Grunde. 

Es stellte sich schon friih heraus, daB die Wahl der  Hefe zur 
Herstellung der Ferrnentlosung von ausschlaggebender Bedeu- 
tung  ist. So konnte Boiirquelotlg) bereits feststellen, daR Ferment -  
. . . .~ 

l o )  Pharmac. Acta Helv .  Z X ,  241-42 [1942]. 
I I )  Hoppe-Seylers Z .  physiol. Chemie 2 1 7 ,  28-32 [1933]. 
'?) Ber. Math.-Physik. KI. S i c h s .  Akad. Wiss.  X6,  115-28 [19341. 
1 3 )  N. Narasimknrnurfy 1 1 .  M .  Sreenivaraya, Biochemical J. PI, 1734-36 

[ 19301. 
' I )  /'../larang J.  Pharm. e t  Chim. ( 6 )  23 16-20 [1906]. 
Is) Medde l .  Ca'rlsberg Laboratoriet 3. Hef't 339 189 [lSSl]. 
l e )  J .  Pharm. e t  Chim. ( 6 )  1 4 ,  461 [1901]; Arch: Pharm. 24. i ,  164-71 119071. 
") Ind. Engng. Chem.. Analyt.  Ed. 8, 138 [1936]. 
11) J .  Amer. Chem. SOC. a9 1019 119273. 
l")  J .  Pharm. e t  Chim. ( 7 )  8, 246-53 [I9131 
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" I  tet. 
Die wichtigste Anwendung hat  dic enzymatische Hohr- 

zuckerbestimmung in den Melassen  der zuckerfabriken ge- 
funden. Hier ist dfe enzymatische Bestimmung allen ubrigen 
Verfahren deutlich uberlegen und wird in  einigen Landern heute 
fast ausschlie6lich angewandt. 

dungen betrachtliche Mengen Raffinose vorhanden s i n 4  war es 
von groBtem Interesse, Rohrzucker n e b e n  R a f f i n o s e  bestim- 
men ZU konnen. Hier nun bildet cine Beobachtung von A. BaUZ0) 
die Grundlage f u r  eine getrennte Bestimmung der beiden Zucker. 
Er hat  festgestellt, da6 Rohrzucker von Enzympraparaten aus 
obergariger Bierhefe Vollig invertiert wird, wahrend Raffinose in 
Melibiose und Fruktose gespalten wird. Verwendet man dagegen 
lnvertase aus Untergariger Bierhefe, die Galaktosidase enthalt, 
so wird auch die Melibiose weiter ZLI Glucose und d-Galaktose 
hydrolysiert. 

tindlichen Maltose und Destrine Init vardiinntcr Salzsaure zu Ende g c -  
liihrt. Die Bcstinimung der gebildet.en Glucose kann dann nach ciner der 
hekannten ijestinlmungsmetlloden erfolgen. Ein Snehteil der nach- 
traglichen Siureliydrolyse ist es, daD der Vorteil, den die Spezifitat des 
1:ermentes bietet, z .  T. wieder aufgehoben wird, d a  lijsliche Disaccharide 
und Gljcosidc ]a  in das Ergcbnis dcr Analyse mit eingehen. 

Als Amyiasepraparate wurden spater neben der meist an- 

steht, aber such a-Amylasen enthalt, Takadiastase und tierische 
Amylasen angewandt. Die T a k a d i a s t a s e ,  bei der, es sich um 
ein Fermentpraparat aus niederen Pilzen handelt, enthalt neben 
Amylase noch die verschiedensten Fermente, wie Maltase und 
phosphatasen. Mit diesem Fermentpraparat IaOt sich die Starke- 
hydrolyse praktisch bis zur Glucosestufe fuhren. Dadurch er- 
iibrigt sich eine anschlieRende Saurehydrolyse. Es seien nur noch 
Methoden erwahnt, bei denen reine a- und $-Amylase-Praparate 
benutzt wurden. 

Das eine Verfahren wurde von S.  M .  Strepkov16) veroffent- 
licht. Dieses Verfahren stellt eine Mikrobestimmyngsmethode 

1,-(;% .- &C" ' ii,corJ der Starke rnit r e i n e r  a - A m y l a s e  dar. Als Fermentpraparat 

, I  suchungen26) a-Amylase in gro6er Reinheit enthalt. Die zu un- 
tersuchende Probe wird. bei 6 0 0  verkleistert und dann mit ver- 

HO-C-H ~I-C--OH lI-i-OIl dunntem und filtriertem Speichel hydrolysiert. Darauf wird die 
r l -<: . - - -  I1-C ' HC - Zunahme an reduzierender Substanz rnit alkalischer Eisen(II1)- 
II?COH -c11, H ,COH cyanid-Losung jodometrisch bestimmt. Unter Beriicksichtigung 
d-Galaktose d-Gluco.;e d-Fruktose einer Blindprobe kann der ermittelte Titrationswert direkt zur 

Berechnung des Starkegehaltes dienen. Dies ist deshalb moglich, 
weil bei Verwendung reiner a-Amylase Glucose, Maltose und 

Die neueren Verfahren") bestimmen den Rohrzucker neben Dextrinmenge praktisch immer in gleichetn Verhaltnis stehen. 
Raffinose, indem ein Teil der zu untersuchenden Probe mit Die 2. Methode, die r e i n e  p - A m y l a s e  benutzt, wurde von 
einem Enzymauszug aus obergariger Hefe und ein weiterer Teil Ch. S .  HanesZ7) zur Bestimmung von Starke in pflanzlichem 
in der gleichen Weise mit einem Enzymauszug aus untergariger Material insbesondere in Apfeln angegeben. Man extrahiert das 
Hefe behandelt wird. Aus den gemessenen Polarisationswerten pflanzliche Material mit 70-80proz. Alkohol und behandelt den 
nach der enzymatischen Hydrolyse und dem Wert fur  die direkte Riickstand rnit verd. HCI. Durch die Alkohol-Extraktion wer- 
Polarisation errechnet sich dann sowohl der Rohrzucker- als auch den reduzierende Zucker und Glykoside entfernt, wahrend durch 
der Raffinose-Gehalt. die HCI-Behandlung die native St i rke in losliche iibergeht. Nach 

Extraktion der loslichen Starke mit heiBem Wasser erfolgt dann 
Am ylasen die Hydrolyse mit einem reinen p-Amylase-Praparat. Unter 

Man unterscheidet 2 Gruppen von Amylasen, die a- und die diesen Umstanden i S t  die Zunahme an Reduktionsvermogen ein 
p-Amylasen. Diese Fermente besitzen eine hohe Spezifitat f u r  Ma6 fur  die vorhandene Starke. 
Starke und sind deshalb in besonderer Weise zur S t a r k e b e -  ES sei noch erwahnt, da6 nach einer Methode von A. M. 
s t i m m u n g  geeignet. Uater der Wirkung der Amylasen wird die K U S i n  und Z. A. MukuevuZ8) auch G l y k o g e n  der Bestimmung 
Starke bis zur Maltose-Stufe abgebaut. Nebenher entstehen sog. mit Amylasen zuganglich ist. 
Grenzdextrine und geringe Mengen Glucose. Die Hauptschwierig- 
keit besteht darin, da6 das Verhaltnis, in dem die 3 Spaltpro- Amidasen 
dukte zueinander stehen, nicht konstant iSt,  sondern von der Diese fur  die Hydrolyse der C-N-Bindung spezifischen Fer- 
Natur des Fermentes und der Art der zu untersuchenden Starke mente haben weitgehend Anwendung gefunden. Je nachdem, 
abhangig ist. ob es sich um die Spaltung von Aminstickstoff oder um die Spal- 

Der groDen Zahl der veroffentlichten Starkebestimmungs- tung von Amidstickstoff handelt, unterscheidet man die C a r b -  
Methoden entspricht leider nicht der wirklich erreichte Fort- a m i n a s e n  und die A c y l a m i d a s e n .  Im ersten Falle entsteht 
schritt. Der Grund liegt in erster Linie darin, daR bis heute nUr bei der Hydrolyse Ammoniak und cine Alkoholgruppe. Im zwei- 
in vereinzelten Fallen reine Amylase-Praparate fur  die enzyma- ten Falle wird Ammoniak und die entsprechende Saure gebildet. 
tische Bestimmung benutzt worden sind. Da ihre Spezifitat durchweg sehr gro6 ist, haben die meisten der 

Die alteate Angabe iiber eine enzymatische StLrkeanalyse und damit heute bekannten Vertreter dieser Gruppe eine Anwendung in 
die alteste Ver6ffentlichnng uber eine enzymatinche Analyse iiberhaupt, der- enzymatischen ~~~l~~~ gefunden. 
wurdc 1862 durch von Dmgendorff22) gegeben. v. Dragendorif schlieOt, 
die starkehaltige Substanz mit  alkoholischer Kalilauge auf und beetimmt 
dann das Gewicht des Riickstandes vor und nach der enzymatischen Guanase 
Hydrolyse mit einem Malzauszug. Aus der Gewichtsdifferenz wird der 
Starkegehalt ermittelt. Diems Verfahren ermoglicht nur cine Schitzung 
dor vorliandenen Stark0 und wurde in spateren Jahren fast  vijuig ver- 

Da in der Melasse neben optisch aktiven Stickstoffverbin- gewandten Malzdiastase, die im wesentlichen @-Amylase be- 

Iiaffinose 

I 0 I benutzt der Autor verdiinnten Speichel, der nach neueren Unter- 
1 14-01 1 H-C-OH , _p C. .. 

I I C L L I  0 ,, 1 ~ ( ) - ~ - 1 ~  0 H G C - H  
0 

--. 
Melibiose Rohrzucker 

Unter dem EinfluO dieses F~~~~~~~ wird G~~~~~ i n  Ammoniak 
in sehr 'pezifischer gespalten. 

s 7 c-011 S=-C-OH 
lassen. 

1885 veroffentlichte M .  M d r k e F )  ein Verfahren zur Bestim- 
mung von Starke in Getreide, das verbes~er tz~)  in der Folgezeit 
das am meisten benutzte Verfahren wurde und als Grundlage 

1l2S-(' (. s + Ha'! IlO{ C - s 
! > I 1  3 I >:If i II 

s --c -s.lI x- c N H  
for eine gro6e Anzahl von Starkebestimmungsmethoden diente. Guanlll  X:inthiil 

-~ Z S iritus-lnd. 18, 372 [1895]. 

[ 19421. 

1885. 

* I )  K'. ifablinski u. A. WoU, 2. Wirtschaftsgruppe Zuckerind. 92 ,  160-77 

2%) Pharm. 2. RuRland 1862  4.1-46. 
1 3 )  Generalvers. Verein Starieinteressenten u. Spiritusfabrikanten Berlin 

2') M. Maerker u. M. DeIbrOck, Handb. Spiritusfabrikation 1908, S. 165. 

2;) Z. Analyt. Chem. 11J 72-89 [1938]; s. a. W. 2. Hassid,  R.M.McCready 
u. I?. S. RosenfeJs, Ind: Engng Chem., Analyt. Edit. 1 2 ,  142-44 [!940]. 

2 6 )  K. H. Meyer, E .  H. Fischer, A. Sfoub u. P. Rernfcld,  Helv. Chim. Acta 
31 2158-2172 [1948]. 

2 7 )  Bibchemical J. 30 168-75 119361. 
28)  Biochimia 9 ,  14-2'1 [1944]. 
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G. Schmidtz9) hat auf dieser Fermentwirkung eine Methode 
gegrfindet, um in Geweben G u a n i n  neben anderen Furinen Z ~ I  

Destimmen. Das durch die Einwirkung der Gua.iase a115 Ouanin 
abgespaltene Ammoniak wird mit einem Luftstrom aus dem 
Hydrolysengemisch in eine saurehaltige Vorlage ubergetrieben 
und dort bestimmt. Es lassen sich mit dieser Methode noch 
0,055 mg Guanin-N mit einem Fehler von 5% bestimmen. 

Arginase 
Arginase vermag Arginin in Ornithin und Harnstoff zu spal- 

ten. Da das Ferment sehr spezifisch ist, eignet es sich ausgezeich- 
net fur die A r g i n i n - B e s t i m m u n g ,  Die Grundlage der heute 

CII, 
i + %O 

CII, __t 

Arginin 

bekannten Verfahren bildet eine Bestimmungsmethode von B. 
C. P. Jansen30). Jansen bestimmt Arginin im EiheiR, indem er 
zuerst das EiweiR hydrolysiert, das Hydrolysat der Wirkung der 
Arginase untewirf t  und den gebildeten Harnstoff nach dem 
Urease\.erfahren bestimmt. 

Andere Methoden arbeiten nach dem gleichen Prinzip, be- 
stimmen aber den Harnstoff gravimetrisch rnit Xanthydroi3'). 

H i s t  idase 

Das Histidin ist einer Ahnlichen enzymatischen Bestimmungs- 
methode unter Verwendung der Histidase zuganglich. Die Hi- 
stidase hydrolysiert Histidin unter Freiwerden von 2 Mol Am- 
moniak und Glutaminsaure-Bildung. 

H H O = C N H  COOH 

! >CH I I c - - N \ c p  ?,on \(O CH * 
HC--N 

C -N '11 C B ,  'H NaOH CH, f \ c o r l  
CH, - + SZ HL.Sl1, od. HCI HCNII, 

HC. NH, COOII LOOH 

- FH, + 
I +2H,o HCNH, 

COOIl 
COOH w-Formyl- 1-Glutamindim 

Histidin glutamin 

S. Edlbacher, H. Bauer, H. R. Siaehelin und A. Z e l l e ~ ~ ~ )  be- 
stimmen das in Freiheit gesetzte Ammmiak nach dem bereits 
erwahnten Durchliiftungsverfahren und berechnen aus der ge- 
fundenen Ammoniakmenge den Histidin-Gehalt. 

Urease 

einem Mol CO,. 
Die Urease hydrolysiert Harnstoff zu 2 Mol Ammoniak und 

,N*, ,NH, 
0-c + 11,o + o=c --f CO, + 2 S H ,  

'NH? 'OSH, 
.I mmoniumcarbaminat 

Die Spezifitat der Urease ist au6erordentlich gro8. Es konnte 
bis heute kein Substrat auDer Harnstoff gefunden werden, auf 
das dieses Ferment einzuwirken vermag. Das Ferment ist also in 
idealer Weise dazu geeignet, Harnstoff in biologischem Material, 
wie z. B. Blut, Harn und Geweben zu bestimmen. Diese Be- 
stimmungsmethoden haben weitgehende Anwendung in klini- 
schen Laboratorien gefunden und werden in einigen Landern 
(USA) fast ausschlieRlich angewandt. 

GrundsPtzlich ergeben sich 2 Moglichkeiten der enzymati- 
schen Harnstoff-Bestimmung. Man kann entweder das freige- 
wordene Ammoniak als Grundlage nehmen oder den Harnstoff- 
") Hoppe-Seylers Z. Physlol. Chem. 208,225-36[1932]; 219,191-206[1933~ 
ao) Chem. Weekblad I4 125-29 [1917]. 
al) V .  C. Kierk, J .  M .  i u e k  u. A. E. Smith, J. biol. Chemistry 90, 677-96 

* I )  Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 270, 1 5 H 4  [1941]. 
[ 193 11. 

gehalt aus der C0,-Komponente des Hydrolysengemisches be- 
stimmen. Beide Moglichkeiten sind in zahlreichen Bestimmungs- 
methoden verwirklicht worden. 

Das erste Verfahren der enzymatischen IIarnstoffanalyse wurde 1913 
\-on E. R. Marshall jr .33) veroffentlicht. Motshnll behandelt die zu unter- 
suchendo Losung mit Sojabohnenurease und ermittelt das  gehildete 
, i m m o n i a k  durch Titration im Hydrolysengemisch. Zum Vergleich wird 
cine Kontrollprobe unter gleichen Bedingungen, jedoch ohne Enzymzusatz, 
t,itriert. Man bezeichnet die Verfahren, die nach diesem Prinzip arbeiten, 
als enzymatische Harnstoffbestimmungen durch direkte Titration. 

Eine wichtige Yodi5kation dieser Methode ergab die Anwendung des 
sog. D u r c h l i i f  t u n g s v e r f a h r e n s  von Polin auf die Ammoniak-Bestim- 
mung. Folin entwickelte es zur 13estimmung von Ammoniak in biologi- 
schen Fliissigkeiten. N a n  treibt das vorhandene Ammoniak in  einem 
Luftstrom in eine Vorlage, die eine abgemessene Menge Saure enthalt 
und kann durch Rucktitration der unverbrauchten Saure den Ammoniak- 
gehalt ermitteln. Mit Hilfe dieses Vedahrens lassen sich Harnstoff-Be- 
stimmungen noch in 0,2 cm3 Blut mit  guter Genauigkeit du~chfi ihren~') .  
Diesen Verfahren haften aber verschiedene Mangel an, welche die Durch- 
fiihrung von Mikroharnstoff-Bestimmungen sehr erschweren. Bierzu ge- 
hort vor allem das lastige Schaumen und StoLlen wahrend der Dcstilla- 
t ion und die Gefahr des MitreiDens von Nebeltrijpfchen. Die Mangel 
dieses Verfahrens konnte E. J .  C o n ~ a y ~ ~ )  1934 in genial einfacher Weise 
beseitigen. 

Conuay ersetzt die Destillat.ionsmetliode durch eine Diffusionsme- 
thode. Zu diesem Zwecke konstruiertc er eine einfache A p p a r a t u r ,  
die aus einer kleinen Petrischale mit einem halbhohen Innenraum besteht, 
l)er Rand dieser Schale ist plan geschliffen und wird mit eincr Glasplatte 
verschlossen. In den auUeren I taum des GefaDes kommt die zu unter- 
suchende Losung und die Enzymlosung, wahrend in  den Innenraum eine 
genau abgemessene Mongc SchwefelsLure einpipettiert wird. Nach der 
Pnzymatischen IIydrolyse wird K,CO,-Losung in  den AuDenraum des 
GefaDes gegeben und die verschlossene Apparatur  1 h im Brutschrank 
aufbewahrt. Titriert wird nach der Diffusion im Innenraum des Ge- 
faOes, wobei als Indikator ein Mischindikator aus Methylrot und Me- 
thylenblau angewandt wird. Dieser Indikator gestat te t  durch seinen Um- 
schlag von purpur nach hellgriin gans vorziiglich die Bestimmung des 
Endpunktea dcr Titration. Eslassen sich mit dieser Methode z. B. Harn-  
stoffbcstimmungen in  0,2 om3 Hlut mit einer Genauigkeit von 0,5 mg/100 
cm3 durchfiihren. Das Verfahren wurde spater von U.  E. Uibbs und P. I,. 
Kirk38) noch .weiter vervollkommnet und gestat te t  dann sogar die Be- 
stimmung von Harnstoff in 0,l cms Blut. 

Keben diesen Titrationsverfahren existiert noch eine groRe 
Anzahl von Verfahren, bei denen Ammoniak c o l o r i m e t r i s c h ,  
meist rnit Nessfers-Reagens, bestimmt wird. Auch hier 1aDt sich 
zwischen den Bestimmungsmethoden durch direkte Nesslerisa- 
tion im Hydrolyserigernisch und den Verfahren unterscheiden, 
bei denen die Bestimmung mit Nessfers-Reagens nach Destilla- 
tion in eine Vorlage erfolgt. 

Die Methoden, Harnstoff aus der C 0 , - K o m p o n e n t e  des 
Hydrolysengemisches zu bestimrnen, basieren auf einem Ver- 
fahren, das S. P a r t ~ s ~ ~ )  1920 veroffentlichte. Die Messung des 
entstandenen CO, erfolgt manometrisch. Da zur Durchffihrung 
dieser Methoden ein erheblicher apparativer Aufwand erforder- 
lich ist, haben sich diese Methoden, obwohl sie mit sehr geringem 
Zeitaufwand arbeiten, bis heute nicht recht in der Praxis durch- 
setzen konnen. 

Auf die Moglichkeit, Glutamin rnit Glutaminase3S) und Allan- 
toin rnit A l l a n t ~ i n a s e ~ ~ )  zu bestimmen, kann an dieser Stelle nur 
hingewiesen werden. 

Proteasen 
Im Gegensatz zu der Bedeutung der Peptidasen zur Yon- 

stitutionsermittlung von Polypeptiden ist ihre Bedeutung in der 
enzymatischen Analyse bisher nur  gering. 

Wichtiger sind die Verfahren, bei denen Proteinasen, die 
eigentlich eiweihpaltenden Fermente, angewandt werden. Bei 
diesen Verfahren handelt es sich ausschlieDlich um Verfahren, 
die Verdaulichkeit verschiedener eiweiBhaltiger Nahrungs- und 
Futtermittel zu bestimmen40). 

Die Verfahren haben vor den sonst fiblichen Tierversuchen 
den Vorteil, da6 sie einen wesentlich geringeren Zeit- und Ar- 
beitsaufwand erfordern und meist besser .reproduzierbar sind. 
33) J. biol. Chemistry 1 4  283-90 [1913]. 
31) F .  Roppaport Mikrolhemie 1 4  49-74 [19331. 

36) Mikrochemie 16 25-36 (19341. 
Biochemical j. 27, 430-34 [19<3]. 
Riochem. Z. l o ; ,  292-98 [1920]. 
R. M. Archibald J.  biol. Chem. 1 5 4 ,  643-56 [1944]. 
R.  Fosse A. Rrhnel u. P. de  Groeve, C. R. hebd. Seances Acad. Sci. 
France i88 1632-34 [1929]. 

'O)  P. Schwarie Biedermanns Zbl. Agrik.-Chem Abt. B Tierernihr. 9, 
346-47 [193?]; C. Carius, Getreide Mehl u. Srot 3, 209-12 119491; H. 
Sfcudel, Z. ges. exp. Med. 95, 580-86 [1935]. 
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Man 126t die beiden fur die Verdauung von EiweiB im Organismus 
verantwortlichen Enzymkomplexe, Pepsin und Trypsin, unter 
entspr. Bedingungen auf das zu untersuchende Nahrungsmittel 
einwirken und bestimmt den Grad der Verdauung rneist durch 
Bestimmung des in Losung gegangenen Stickstoffs. Man muB 
sich bei den Verdauungsversuchen in vifro allerdings vor Augen 
fuhren, daB die Verhaltnisse im Organismus nur  angenahert er- 
reicht werden. Als Absolutwerte sind die mit diesen Verfahren 
ermittelten Werte deshalb kaum brauchbar. Dagegen sind diese 
Verfahren zur Bestimmung der Verdaulichkeit immer dann von 
hohem Wert, wenn es sich darum handelt, relative Werte zu 
erhalten. 

Dehydrasen 
Diese Fermente, welche die Dehydrierung einer Anzahl von 

wichtigen Substraten durchzufuhren vermogen, haben in drei 
Fallen eine wichtige Anwendung in der enzymatischen Analyse 
gefunden. 

Die fur die Dehydrierung von Bernsteinsaure spezifische 
S u c c i n o d e h y d r a s e  vermag Bernsteinsaure zu Fumarsaure zu 
dehydrieren. Dabei muB der abgespaltene Wasserstoff von einem 
Acceptor iibernommen werden. Als Acceptor eignet sich vorzug- 
lich Methylenblau, das durch die Aufnahme von Wasserstoff 
entfarbt wird. 

T. Broman4]) gab 1930 eine Methode an, mit der es gelingt, 
noch 1 y Bernsteinsaure auf Grund der Entfarbung von Me- 
thylenblau nachzuweisen. T. Thunberp*), der Entdecker des 
Fermentes, hat  diese Methode dann fur  die q u a n t i t a t i v e  Be- 
stimmung der Bernsteinsaure ausgearbeitet. In neuerer Zeit 
hat  S. F o r ~ s m a n ~ ~ )  dann diese Methode dadurch, da6 er Eisen- 
( I  I I)-cyanid als Wasserstoffacceptor anwendet und das gebil- 
dete Eisen( 11)-cyanid durch Titration bestimmt, verbessert. Die 
Genauigkeit dieser Methode fur Mengen unter 200 y Bernstein- 
sdure betragt rt 5 y. 

Eine Reihe von V e r f a h r e r ~ ~ ~ )  benutzen die Tatsache, daR 
die Succinodehydrase-Praparate immer zugleich Cytochrom- 
oxydase enthalten, dazu, Bernsteinsaure auf Grund des ver- 
brauchten S a u e r s t o f f s  manometrisch zu bestimmen. (Urn 
die reine Succinodehydrase-Wirkung zu erhalten, mu8 in den 
oben erwahnten Verfahren die Cytochromoxydase durch CN- 
ausgeschaltet werden.) Mi t  diesen manometrischen Methoden 
la6t sich Bernsteinsaure in Geweben mit einem maximalen 
Fehler von & 5% bestimmen. 

Mi t  den gleichen Methoden lassen sich auch F u m a r -  und 
M a l e i n s a u r e  nach Reduktion zu Bernsteinsaure in biologischen 
Vorkommen be~timmen’~). Es lassen sich so noch 0,06 mg 
Fumarsaure in Geweben etfassen. 

Ahnlich 1a6t sich auch die biologisch wichtige a - K e t o -  
g l u  t a r s a u r e  nach Oxydation zu Bernsteinsaure b e ~ t i m m e n ~ ~ ) .  

Nach dem Prinzip der Methylenblaumethode kann auch 
C i t r o n e n s a u r e  rnit Citricodehydrogenase bestimmt werdena’). 
Es lassen sich auf Grund der Entfarbung von Methylenblau noch 
10 y erfassen. 

Milchsaure IaBt sich unter Verwendung von Eisen( 111)- 
cyanid als Wasserstoffacceptor mit Hilfe von Milc h s a u r e -  
d e h y d r a s e  bestimmen’s). Dieses Verfahren gestattet es, 
5-200 Y Milchsaure mit einer Genauigkeit von i 1 y zu bestim- 
men. 

Gelbe Oxydationsfermente 
Aus dieser Fermentgruppe eignet sich das sog. S c h a r d i n g e r -  

E n z y m  vorziiglich dazu, X a n t h i n  und H y p o x a n t h i n  in 
biologischen Vorkommen zu bestimmen. Unter der Wirkung 
dieses Fermentes werden die beiden Oxypurine zu Harnsaure 
oxydiert. Durch Bestimmung der Sauerstoff-Aufnahme und der 

411 Skand. Arch. Phvsiol. 59.  25-31 119301. 
=j Aciamed.-Scand. Sup 1.’90 122123 [1938]. 
4a) Acta physiol. Scand &:pp1.’2 Nr. 5 1-121 19411. 
44) H .  A. Krebs Biochihical J. 31 209k-2124\1937]. 
4 5 )  H .  A, Kreb;. D. H .  Srnylh u.’E. A. Evans j r . ,  ebenda 31, 1041-45 

[1940]. 
‘9 F.  Haurowitr u. M. Tunca ebenda 39 443-45 [19451. 
4 7 )  T. Thunberg, Blochern. 2. ’206,  109-lb [1929]; L. Reicfiel u. A. Neef f ,  

I*) J .  Lehmann, 6kand. Arch. Physiol. 80 ,  237-64 [19381. 
Naturwlss. 23  391 [10351. 

gebildeten Harnsaure gelingt es sogar, Xanthin und Hypoxanthin 
nebeneinander ZLI be~t immen4~).  

Hvilratfurrn des Ilypohaiithins Xanthin 

Ein weiteres Ferment dieser Gruppe ist in neuester Zeit 
wichtig zur Bestimmung von G l u c o s e  in biologischem Material 
geworden. Es handelt sich dabei um die Glucoseoxydase. Dieses 
Ferment zeigt eine vorztigliche Spezifitat fur Glucose und fuhrt 
diese unter Sauerstoff-Aufnahme und Bildung von H,O, in 
Gluconsaure uber. 

Es mag in diesern Zusammenhang interessieren, daB dieses Ferment 
unter dem Namen K o t a t i n  als Antibiotikum in niederen Pilzen gefunden 
wurde. Erst spiiter stellte es sich heraus, daB die antibiotischen Eigen- 
schaften auf dem bei der Glucose-Oxydation freiwerdenden H,O, 
beruhen. 

D. Keilin und E. F. Harfreeso) bestirnmen die Glucose mit 
diesern Ferment, indem sie den verbrauchten Sauerstoff mano- 
metrisch messen. Dieser Sauerstoff-Wert dient dann zur Be- 
rechnung des Glucose-Gehaltes. 

Eine Moglichkeit, d-Aminosluren in Aminosaure-Gemischen 
zu bestimmen, ergibt sich durch Anwendung einer weiteren 
Oxydase, der sog. d -  A mi  n 0 s  a u  r e o x y d a s  e. Dieses Ferment 
ist spezifisch auf die unnatiirliche Yonfiguration der Amino- 
sauren eingestellt. Unter der Wirkung dieses Fermentes werden 
d-Aminosauren oxydativ zu a-Ketosauren desaminiert. Die Be- 
stimmung kann sowohl durch manometrische Messung des ver- 
brauchten Sauerstoffes51) als auch durch colorimetrische Be- 
stimmung der entstandenen u-Yetosauren erfolgen. 

Ascorbinsaureoxydase 
Von den kupfer-haltigen Oxydasen hat die Ascorbinsaure- 

oxydase die wichtigste Anwendung in det enzymatischen Ana- 
lyse gefunden. Unter der Wirkung dieses Fermentes wird As- 
corbinsaure zu Dehydroascorbinsaure oxydiert. Im Prinzip be- 
ruhen alle Methoden zur enzymatischen Bestimmung von As- 
corbinsaure darauf, da6 man die zu untersuchende Losung vor 
und nach der enzymatischen Oxydation mit Dichlorindophenol 
titriert und dadurch das Reduktionsvermogen der durch die 
enzymatische Oxydation veranderten Ascorbinsaure ermittelt. 
Urn die an sich nicht sehr hohe Spezifitat dieses Fermentes zu 
erhohen, haben W. Diemair und K. ZerbanJ2) in neuester Zeit die 
Methode dadurch modifiziert, da8 sie die Oxydationsgeschwin- 
digkeit des Fermentes als Grundlage der Bestimmungsmethode 
nehmen. Auf. diese Weise ist es moglich, zwischen Ascorbinsaure 
und anderen reduzierenden Substanzen zu unterscheiden, wo- 
durch die Ascorbinsaure-Bestimmung eine erhohte Sicherheit 
erhalt. 

Es sei noch eine interessante Methode von P. F. Sharp, D. 
B. Hand und E. S. Guthrics3) erwahnt, mit der es gelingt, S a u e r -  
s toff  in biologischen Flussigkeiten mit groBer Genauigkeit zu 
bestimmen. Sie benutzen die Ascorbinsaureoxydase auf Grund 
ihrer ausschlieBlichen Acceptorspezifitat for  molekularen Sauer- 
stoff. Man setzt der zu untersuchenden Flussigkeit reduzierte 
Ascorbinsaure und Ascorbinsaureoxydase zu und besti,mmt die 
Abnahme an reduzierter Ascorbinsaure nach bestimmter Zeit. 
Is) If. A. Krebs t i .  A. Oerstrorn, Biochemical J. 33 ,  984-89 [1939]. 

) I )  F .  Lipmann, 0. K .  Befirens, E .  A. Kabit u. D .  Elirk,  Science [New York] 

G z )  Bibchem. Z. 316 189-201 [19441. 
63) Ind. Engng. Chim., Analyt. Ed. 13, 593 [1941]. 

Biochemical J. 4 2 ,  230-38 [1948]. 

91 21-23 [1940]. 
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Verschisdene Fermente 
Erwahnt werden kann hier nur, da6 die K a t a l a s e  zur 

H,O,-Bestimmung herangezogen werden kann54). 
Die U r i c a s e ,  das Ferment des Harnsaure-Abbaus, kann zur 

enzymatischen Harnstoff-Bestimmui;g benutzt werden. Unter 
dem EinfluB dieses Fermentes wird Harnsaure bis zur Stufe des 
Allantoins abgebaut. 

Die meisten Verfahren beruhen darauf, da6 Harnsaure vor 
und nach der enzymatischen Hydrolyse mit Phosphorwolfram- 
saure colorimetrisch bestimmt wird. Dabei zeigt es sich, daD 
nur 2 / s  der ohne enzymatische Hydrolyse colorimetrisch gemesse- 
nen Werte wirklich durch Harnsaure bedingt sind. Das weitere 
Drittel wird durch reduzierende Substanzen wie Glutathion, Phe- 
nol, Ascorbinsaure, Glucose, Tyrosin, Tryptophan und Cystein 
bedingtS6). 

Eine sehr wichtige Anwendurg haben in neuester Zeit eine 
Gruppe von Fermenten, die sog. A m i n o s a u r e n d e c a r b o x y l -  
a s e n ,  in der Aminosaure-Analyse gefunden. Diese Fermente 
finden sich vor allem in den Bakterien und verrnijgen Amino- 
sauren unter Entstehung des betreffenden Amins zu decarb- 
oxylieren. Diese Fermente sind sehr spezifisch. Es  konnten fur  

I I  
; co, I I  I --f 

Histidin-de- HN HN N NH, 

\c/ carboxylase 'C' 
B H 

Histidin Histamin 

eine ganze Anzahl von Aminosauren spezifische Decarboxylasen 
aufgefunden werden. Mi t  ihaen gelingt es, einzelne Aminosauren 
sehr spezifisch in Proteinhydrolysaten zu bestimmen. Die Me- 
thodik ist einfach. Es wird in der Warburg-Apparatur das unter 
dem EinfluD des Fermentes entwickelte CO, manometrisch ge- 
messen. 

So gelingt es, I-Lysin, I-Tyrosin, I-Histidin, I-Glutaminsaure, 
I-Ornithin und I-Arginin mit den fur jede dieser Aminosauren 
spezifischen Fermentpraparaten zu bestimmen56). Diese Me- 
thode ist in voller Entwicklung und verspricht noch fur eine 
Reihe wichtiger Aminosauren spezifische Bestimmungsmethoden. 

Als letztes Ferment dieser Gruppe sei die P e n i c i l l i n a s e  
erwahnt, die Penicillin unter Entstehung von Penicillinsaure 
spaltet. Wahrscheinlich handelt es sich bei diesem Ferment um 
eine spezifische Esterase. Dieses Ferment ist verschiedentlich 
zur Penicillin-Bestimmung herangezogen worden. Die meisten 
Verfahren beruhen auf der Messung der Aciditat der enzymatisch 
entstandenen Penici l l in~aure~~).  Diese enzymatischen Verfahren 
sollen genauer sein als die iiblichen mikrobiologischen Bestim- 
mungsmethoden. 

Enzymatische Effektoranalyse 
Die Zahl der Analysenmethoden dieser Gruppe ist bis heute 

noch gering. Der Grund hierfiir ist, daR die analytische Auswer- 
tung der Effektorwirkung eine genaue Kenntnis der Kinetik zur 
Voraussetzung hat. Erst dann, wenn es gelingt, eine bestimmte 
Effektorwirkung von der Wirkung anderer Effektoren z u  tren- 
nen, ist die Voraussetzung zur analytischen Auswertung gegeben. 
Der Wert dieser Methoden beruht in erster Linie darauf, da6 in- 
folge der hohen Empfindlichkeit der Fermente gegenuber solchen 
Effektoren auRerordentlich geringe Mengen dieser Stoffe erfa6t 
werden konnen. Die E m p f i n d l i c h k e i t  dieser Methoden kann 
nur noch mit den in der Spektralanalyse ublichen Empfindlich- 
keiten verglichen werden. Die geringe Menge der Effektoren 
wird durch die katalytische Wirksamkeit des Fermentes stark 
vergrohert. Die Grundlage dieser Analysenmethoden bildet die 
genaue Messung der Fermentwirkung. Von der Genauigkeit 
dieser Messung hangt also im wesentlichen die Genauigkeit dieser 
Analysen ah. Aus der Differenz der Aktivitatsmessungen mit 
und ohne Effektorzusatz ergibt sich auf Grund einer varher er- 
mittelten Eichkurve die Menge des vorhandenen Effektors. - 
s 4 )  H .  Wieland u. T .  F .  Macrae, Liebigs Ann. Chem. 483, 228 [1930]. 
S T )  0.  H .  Euchanan W .  D .  Block u. A. A .  Christmnn, J. biol. Chemistry 

257  181-87 [1945]. 
R.  M. Archibald Ann. New York Acad. Sci. 47  181-86 [1946]. 

5 7 )  R .  r .  H e n r y  u. R.' D. Housewigf i t ,  J. biol. Chemisiry 167,559-571 [1947]. 

Fluorionen-Anal yse 
Bereits 1908 wurde von S. Amberg und A. S. Loevenhart") 

die hohe Empfindlichkeit der Esterasen gegenuber Fluor-Ionen 
zum Nachweis von Fluor-Ionen in Lebensmitteln herangezogen. 
Als Ferment wird L i p a s e  aus Schweineleber benutzt. Aus der 
Aktivitatsverminderung nach Zusatz der zu untersuchenden Lo- 
sung wird auf das Vorhandensein von F- geschlossen. Diese 
Form des F-Nachweises ist aber nicht sehr spezifisch, da  eine 
Anzahl anderer lonen und organischer Verbindungen ebenfalls 
eine starke Beeinflussung der Fermentaktivitat ergeben. 

In neuester Zeit wurde deshalb von H .  Stetter59) die F-- 
Schadigung in ihrer Abhangigkeit vom pH, der Substratkonzen- 
tration und der Temperatur sorgfaltig untersucht. AuRerdem 
wurde der EinfluD von Fremd- Ionen auf die Fluor-Schadigung 
systematisch ermittelt. Als Fermentpraparate wurden durch 
fraktionierte Tanninfallung nach B. Helferich und H. Stetfereo) 
gereinigte Praparate der K a r  t of f el p h o s p  h a t  a s e  benutzt. An 
Stelle der von S. Amberg und A. S. Loevenhart angewandten un- 
genauen Aktivitatsmessung in ufigepuffertem, heterogenem Mi- 
lieu tritt die Aktivitatsmessur.g durch jodometrische Bestim- 
mung des aus Phenylphosphat abvspaltenen Phenols in Citrat- 
gepufferter Losung. 

Es ergab sich, daR die F--Schadigung bei pH 3,s ein Maximum 
zeigt. Mi t  steigender Temperatur nimmt die Empfindlichkeit 
gegenuber F- ab. Als optimal erweist sich eine Substratkonzen- 
tration von 0,1-0,05 mol. Storend wirken vor allem Ti02+, AP+, 
Be2+ und MOO,". Unter Beachtung dieser experimentellen Be- 
funde wurde ein Mikronachweis fur  F- ausgearbeitet, der darauf 
beruht, daO die F--Schadigung bei pH 3,8 ein Maximum zeigt. 
Die Empfindlichkeit betrigt 0,02 y/cm3. Daruber hinaus wird 
eine M i k r o b e s t i m m u n g s m e t h o d e  fur FA angegeben, die es 
gestattet, F--Mengen von 0.05-1 y mit einer Genauigkeit von 
f 0,001-0,Ol y je nach Bereich der Eichkurve zu bestimmen. 
Die Genauigkeit auf eii;gewcgenes F- bezogen betrsgt 1 %. Die 
St0rur.g durch A13+ und Ti02+ kann dadurch ausgeschaltet wer- 
den, daO man dem Ferment von vornherein eine griiDere Menge 
Ala+ und Ti02+ zusetzt. 

Eserin-Bestimmung 
Eine andere Esterase, die C h o l i n e s t e r a s e ,  die fur die Spal- 

tung von Acetylcholin spezifisch ist, hat  eine wichtige Anwen- 
dung fur die Bestimmung des Alkaloids Eserin gefunden. Eserin 
hemmt die Cholinesterase in starkem MaDe. Durch Messung der 
Hemmwirkung auf das Ferment konnen D. Vincent und P .  
Beaufardsl) Mengen von 1-50 y Eserin mit guter Genauigkeit 
bestimmen. D a  auch andere Alkaloide wie Genoserin, Dioxy- 
kodeinon, Morphin und Heroin eine ghnliche Hemmwirkung aus- 
iiben, kann die Bestimmungsmethode auch auf diese Alkalo:de 
ausgedehnt werden. 

Tannin-Bestimmung 
H .  R. Barnell und E.  Barnella2) ziehen die D i a s t a s e  zur 

Bestimmung von Tannin in Friichten heran. Tannin hemmt die 
Amylase-Wirkung bereits in kleinsten Konzentrationen, wie dies 
ja auch bei vielen anderen Fermenten bekannt ist. Die Autoren 
bestimmen das Tannin auf Grund der Differenz der zur Hydrolyse 
einer bestimmten Menge Starke mit und ohne Tannin-Zusatz 
benotigten Zeit. 

Glutathion-Bestimmung 
Im Gegensatz zu den bisher erwahnten Verfahren dieser 

Gruppe von Analysenmethoden beruht die Glutathion-Bestim- 
mung nicht auf einer Hemmwirkung, sondern auf einer durch 
Glutathion bewirkten sehr spezifischen A k t i v i e r u n g  der 
Glyoxalase. Die Glyoxalase verwandelt Methylglyoxal in Milch- 
saure. 

Von G. E.  Woodward63) wurde dieser Aktivierungseffekt zurn 
ersten Male fur die Bestimmung von Glutathion in biologischen 

5R) J. biol. Chemistry 4 149 [19081. 
jS) Chem. Ber. 81 ,  5322540 [1948]. 

Liebigs Ann. Chem. 558,  234 119471; 560, 191 119481. 
Ann. Pharm. France 3 22-26 [1945]. 

e ? )  Ann. Botany 9, 77-99 119451. 
*l) J. b id .  Chemistry 108, 1-10 [19351. 

I 86 Angew. C h m .  163. Jahrg. 1951 / Nr.  8 



Vorkomrnen herangezogen. Die Messung der Enzymaktivitgt 
beruht darauf, da8 man das Ferment in Bicarbonat-Puffer auf 
Methylglyoxal einwirken M B t .  Das durch die Bildung von Milch- 
s iure  in Freiheit gesetzte CO, wird dann manometrisch gemessen. 
Aus dem ermittelten Aktivierungseffekt kann direkt auf die 
Glutathion-Menge geschlossen werden. Da die Aktivierung sehr 
spezifisch ist, besitzt diese Methode einen hohen Wert. Die 
Werte sind wesentlich zuverlassiger als die jodonletrisch erhali 
tenen. Diese Methode wurde modifiziert und v e r b e s ~ e r t ~ ~ ) .  So 
kann z. B. auch die oxydierte Form des Glutathions bestimmt 
werden, wenn man vor der Bestimmung elektrolytisch reduziert. 

Ferrnente als lndikatoren 
In dieser Gruppe von Analysenmethoden 1abt sich zwischen 

den Verfahren unterscheiden, bei denen der Nachweis von Na- 
turstoffen auf Grund ihres Gehaltes an charakteristischen Fer- 
menten erfolgt, und den Verfahren, bei denen eine Veranderung 
von Naturstoffen durch die V e r a n d e r u n g  d e r  A k t i v i t a t  der 
in ihnen enthaltenen Fermente erkannt werden kann. Alle diese 
Verfahren beruhen also letztlich auf einer Aktivitatsmessung 
der in diesen Naturstoffen enthaltenen charakteristischen Fer- 
mente. 

Erkennung von Naturstoffen auf Grund ihres Ferment- 
gehaltes 

Auf Grund des Nachweises der im H o n i g  enthaltenen Amylase 
lassen sich Honigbeimischungen zu SuBwaren ermittelns5). 

In gleicher Weise ll8t sich S o j a b o h n e n m e h l  als Beimi- 
schung zu Nahrungsmitteln durch Nachweis der im Sojabohnen- 
mehl in hoher Konzentration enthaltenen Urease leicht auffin- 
dens6). 

Durch Bestimmung der in der KIe ie  enthaltenen Oxydasen 
kann der Kleiegehalt von verschiedenen Mehlsorten ermittelt 
werdene'). 

Erwahnt seien noch Verfahren, rnit denen es gelingt, B l u t -  
s p u r e n  auf Grund ihrer Peroxydase- und Katalaseaktivitat 
ZLI identifizierenes). 

Erkennung einer erfolgten Veranderung von Naturstoffen 
auf Grund der Veranderung der Ferrnentaktivitat 

Am wichtigsten und zahlreichsten sind hier die Verfahren 
zum N a c h w e i s  d e r  M i l c h e r h i t z u n g .  Diese Methoden be- 
ruhen darauf, da13 alle Fermente durch Erhitzen inaktiviert wer- 
den. Die Temperaturen, bei denen diese lnaktivierung erfolgt, 
liegen fur die meisten Fermente in dem Temperaturbereich zwi- 
schen 55-80O. 

Schon sehr bald nach Einfiihrung des Pasteurisierungs- 
zwanges fur Milch trat das Bedurfnis auf, eine Methode zu fin- 
den, um rohe Milch von pasteurisierter zli unterscheiden. Fast 
alle in der Milch vorkommenden Fermente wurden im Laufe der 
Zeit als Indikatoren fur die Milcherhitzung herangezogen. 

Die wichtigsten in der Milch vorhandenen Enzyme sind die 
Milchperoxydase, die Milchamylase, die Milchlipase, das Schar- 
dinger-Enzym, die Milchkatalase und die Milchphosphatase. Da. 
diese Fermente alle verschiedene Inaktivierungstemperatllren 
zeigen, sind sie in ganz verschiedener Weise fur den Nachweis 
von stattgehabter Erhitzung gceignet. 

Bereits zu Ende des vorigen Jahrhunderts wurde die Mi lch-  
p e r o x y d a s e  fur den Nachweis der Milcherhitzung herangezo- 
gen. Dieses Ferment wird bei 78-79O zerstort. Es 1 a B t  sich leicht 
durch Zusatz von Guajakol und H,O, auf Grund der eintreten- 
den Farbung nachweisen. AuBer Guajakol eignen sich auch 
Benzidin und andere Diamine fur diesen Nachweis. Diese Probe 
eignet sich gut fu r  den Nachweis hoch erhitzter Milch, hat sich 

6 4 )  J .  Schoonover, Dohan u. G .  E. Woodword, J. biol. Chemistry 129,333-403 

6 5 )  W. S f o l d f ,  2. Unters. Lebensmittel 07 ,  435-41 119341. 
6s) Ch. H .  La Wall u. J .  W .  E. Harrisson, J.  Assoc. Agric. Chemists 1 7 ,  

32-34 [ 19341. 
e 7 )  P .  Nottin u. Lenroigne, C .  R. Acad. Agriculture France 17, 239 [1931]. 
ss) F .  Schwarz, Dtsch. Z .  ges. gerichtl. Med. 27, 1-34 [1936]. 

[1939]. 

aber f u r  den Nachweis der Dauerpasteurisierung und Kurzzeit- 
erhitzung spAter nicht durchsetzen konnen, da  die Thermostabi- 
litat des Fermentes zu groO 1st und auBerdem Spuren von 
Schwermetallen wie Kupfer leicht eine Peroxydase-Wirkung 
vortauschen konnen. 

Wesentlich besser eignet sich die M i l c h a m y l a s e  zum Nach- 
weis der Dauerpasteurisierung. Der Nachweis der Amylase ist 
rnit der Jod-Starkereaktion in einfacher Weise durchzufuhren. Mit 
der Amylase-Reaktion laRt sich nachweisen, ob die Milch uber 55O 
erhitzt wurde. So wird das Ferment durch eine Dauerpasteuri- 
sierung von 30 min bei 55O inaktiviert6O). Daruber hinaus eignet 
sich das Ferment auch fur den Nachweis der sog. Kurzzeiterhit- 
zung. Das Ferment wird so z. B. durch 30-45 sec langes Erhitzen 
auf 71 -740 inaktiviert. Es lassen sich noch 5% Rohmilchzusatz 
zu pasteurisierter Milch erkennen. Trotz der Vorteile gegenuber 
der Peroxydase-Reaktion konnte die Amylase-Reaktion in der 
Praxis nicht voll befriedigen. 

Ein Fortschritt wurde erst erreicht, als H .  D. K a y  und W .  R .  
Gruham70) 1935 die M i l c h p h o s p h a t a s e  zum Nachweis der 
Milcherhitzung heranzogen. Die Phosphatase erfullt in vorzug- 
licher Weise die Anforderungen, die an einen Indikator fu r  die 
Pasteurisierung gestellt werden konnen. Die Aktivitatsbestim- 
mung erfolgt einfach und sicher durch colorimetrische Bestim- 
mung des aus Phenylphosphat abgespaltenen Phen 1 mit Folins 
Reagens. Die Bedingungen fur die Hitzeinaktivierung dieses 
Fermentes stehen in guter Ubereinstimmung mit den amtlich 
geforderten Pasteurisierungsternperaturen und Pasteurisierungs- 
zeiten fu r  die Dauerpasteurisierung und Kurzzeiterhitzung. Kleine 
Abweichungen lassen sich sicher erkennen. Beim Erhitzen auf 
620 wird die Phosphatase in 20 min, bei Erhitzen auf 61 O in 45 min 
und bei Erhitzen auf 60° in 75 min zerstort. Temperaturabwei- 
chungen von l o  und Abweichungen von 10 min in der Erhitzungs- 
zeit lassen sich sicher erkennen"). AuBerdem Ia6t sich Zumi- 
schung von 0,1% Rohmilch sicher ermitteln. 

Von den zahlreichen Modifikationen dieser Methode sei hier 
nur. noch eine fur die Praxis wichtige S c h n e l l m e t h o d e  von 
H. S c h ~ r e r ~ ~ )  erwahnt. Diese Probe ist in einer halben Stunde 
durchzufiihren und beruht darauf, da6 das aus Phenylphpsphat 
abgespaltene Phenol colorimetrisch erfaBt wird. 

In neuester Zeit haben C. Huggins und P .  T ~ l a l a y ~ ~ )  P h e -  
n o l  p h t hale in-p h o s p  h a  t als Substrat for die Phosphatase- 
probe der Milch vorgeschlagen. Das farblose Phenolphthalein- 
phosphat bildet unter der Wirkung der Phosphatase Phenol- 
phthalein zuruck, das auf Grund seines Farbstoffcharakters leicht 
nachgewiesen werden kann. 

Von den ubrigen Verfahren dieser Gruppe sol1 hier nur noch 
cine Methode zum Nachweis der T r o c k n u n g s t e m p e r a t u r  
v o n  M e d i z i n a l h e f e  erwahnt werden. Da die Zymase bereits 
bei 40-500 zerstijrt wird, andererseits aber die Hefekatalase erst 
bei 60-650 inaktiviert wird, lassen sich auf Grund der Messungen 
der beiden Aktivititen weitgehende Aussagen uber die Erhit- 
zungstemperatur m a ~ h e n ' ~ ) .  

SchluB 
Uberblickt man das Gebiet der enzymatischen Analyse, so 

IaOt sich feststellen, da8 diese Analysenmethoden bereits heute 
bei der Analyse von Naturstoffen unentbehrlich sind und daB 
man in Zukunft mit dem Fortschreiten unserer Kenntnisse auf 
dem Fermentgebiet noch viele wertvolle Analysenmethoden er- 
warten darf. Dabei ist eine eingehende Kenntnis der Fermente 
und ihrer Wirkungsweise unbedingte Voraussetzung. Nur Ana- 
lysenmethoden, bei denen diese Voraussetzungen erfullt sind, 
vermogen den Vorteil, den die Anwendung von Fermenten zu 
bieten vermag, voll zu nutzen. 

Eingeg. am 19. April 1950. [ A  2691 
. . .. ____ 

6 y )  P .  Weinsfein, Z. Unters. Lebensmittei 68, 73-80 [1934]; A. Schloemer 
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