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895. H. v. Huler: Hrgebnisse und Ziele der allgemeinen
Enzym-Chemie,
{Zusammenfassender Vortrag, gehalten auf Veranlassung der Deutschen

Chemischen Gesellschaft bei der Hundertfahrleier der Versammlung
Deutscher Naturforscher und Arzte in Leipzig am 20. September 1922.]

(Emngegangen am 25. Oktober 1922.)

Der Aufforderung, lhnen heute iiber ein Thema aus meinem
Arbeitsgebiet zu berichten, méchte ich in der Weise nachkommen,
daB ich durch Besprechung einiger zentraler Fragen: der allge-
meinen Enzym-Chemie den gegenwirtigen Stand dieses Gebietes
kurz zu beleuchten versuche, und dann im Anschlu an neuere
chemische und biologische Ergebnisse auf einige, wie ich glaube,
besonders wichtige Ziele hinweise, die nunmehr fiir die Enzym-
Forschung erreichbar erscheinen.

I

Ich gehe in medias res. Dall die Enzyme eine spezielle
Gruppe von solchen Stoffen bilden, welche in erster Linie durch
ihre Wirksamkeit als Katalysatoren gekennzeichnet sind, hat
bereits Berzeliws erkannt, der #brigens den Begriff »Kata-
lysator« schon recht klar gefalit hat.

Innerhalb dieses weiteren und allgemeineren Begriffes Kata-
iysator lassen sich die Enzyme durch ihre Herkunft aus und ihre
Rolle in der lebenden Zelle abgrenzen; wir ziihlen zu den Enzymen
keinen kochbestindigen Stoff, und kein Enzym hat sich bisher in
eine chemisch bekannte Substanzgruppe eingliedern lassen. Der
letzte Umstand ist gewill zufiillig und voriibergehend, und beziig-
lich der Hitze-Empfindlichkeit existieren Uberginge zu chemisch
erforschten Korpern., Wir haben also keinen AnlaB zur Annahme,
dal sich die Enzyme materiell oder energetisch von allen anderen
organischen Substanzen wesentlich unterscheiden; noch weniger
Anlafl sehe ich zu Zweifeln an ihrer stofflichen Natuf {iberhaupt.
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Die Ursache, weshalb so vicle Arbeiten iber die Kinetik der
Enzyme, besonders aus den 90er Jahren und aus dem ersten De-
zennium dieses Jahrhunderts verhiltnismifBig wenig Erfolg ge-
habt haben, liegt wohl darin, da beim Aufsuchen quantitativer
Formeln und Gesetze die chemischen Voraussetzungen ungeniigend
gepriift worden waren.

Uber die Rolle der Aktivatoren vom Typus des Hardernschen
Ko-Enzyms sind noch heute unsere Kenntnisse recht liickenhaft.
Der ausschlaggebende LinfluB der Aciditit — frither nur von ein-
zelnen Physiologen und Biochemikern beachtet, unter welchen ich
Hober und Michaelis nennen michte — wird erst seit 1903
allgemeiner beriicksichtjet, nachdem S&érensen seine auf die
Nernstsche Theorie der Konzentrationsketten gegriindete Me-
thodik eingefiihrt hatte; die Messung der Konzentration der Wasser-
stoff-ITonen in den enzymhaltigen Losungen selbst war um so
wesentlicher, als die meisten Enzympriparate neben stérenden Ver-
unreinigungen verschiedenster Art an wirksamem Enzym nur
Bruchteile eines Prozentes enthielten.

Die Geschichte unserer Wisscenschalt hat also gezeigt — und
dies kann meiner Ansicht nach nicht genuy belont werden —, wie not-
wendig fir die Enzym-Forschung die feste chemische Grund-
lage ist. Die Verwendung wohl delinierter und wirkungskriftiger
Priiparatc und ebenso die rationelle Reinigung und An-
reicherung von Enzym-Losungen ist auch fiir den .Erfolg
kinetischer Untersuchungen die erste Voraussetzung.

In dieser Uberzeugung haben wir uans auch im. Stockholiner
Laboratorium seit liingerer Zeit mit Reinigungsarbeiten beschiiftigt,
um zu moglichst hochaktiven Priparaten zu kommen. Nachdem
Hr. Willstiilter bereits tiber seine grundlegende Reinigungs-
methodik berichtet hat, will ich nicht niiher auf unsere eigenen
diesbeziiglichen Versuche eingehen. Als letztes Ziel schwebt uns
hierbei natiirlich immer die Isolierung des Enzyms selbst vor;
was wir zuniichst angestrebt haben, war eine Vorstellung iiber die
Konzentration unserer Enzym-Losungen zu erhalten.

Durch Alkohol-Fillung, Dialyse und die von Willstitter?t)
eingefiihrte Adsorption an Tonerde und Elution sind wir zu einem
Saccharase-Priparat gelangt, bei dessen weiterer Reinigung
sich der Stickstoffgehalt nicht mehr stark idnderte. Die Zahlen
fiir den C- und H-Gehalt sind noch unsicher und kénnen hier iiber-
gangen werden. Von erheblich mehr Interesse ist in diesem Zu-

D Willstatter und Racke, A 425 1 [1921) und 427, 111 (1922}
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sammenhang, daB es K. Josephsont) vor kurzer Zeit gelungen
ist, aus dem oben erwihnten Saccharase-Priparat eine Silber-
verbindung zu gewinnen und zu analysieren, deren Zusammen-
setzung sich mit der fiir Saccharase selbst gefundenen in Einklang
bringen 1iBt. Die direkten analytischen Bestimmungen der iso-
lierten Substanz gaben mit groler Anndherung 1 Atom Ag auf
48 Atome N. Bis es klar geworden ist, ob die mit 1 Atom Ag ver-
bundene Enzym-Menge 1 Molekiil ausmacht oder einen einfachen
Bruchteil davon, bezeichnen wir diese Menge als Silber-Aqui-
valent; dasselbe betrigt nach den bisher vorliegendenr Ana-
lysen rund 5000. :

Wir haben uns zur Ermittelung der Enzym-Konzen-
tration auch einer indirekten Methode bedient, indem wir die
Bedingungen der Inaktivierung der Enzyme durch kleine
Mengen gewisser Metallsalze — man konnte sagen: Gifte —
eingehend untersuchten, mm die Metallmengen festzustellen,
welche fiir die Inaktivierung einer gewissen Enzym-Menge untcr
genau definierten Umstinden notwendig sind. Versetzt man bei-
spielsweise eine Losung von k.10¢==100 mit etwa 0.01 mg Silber-
nitrat, so tritt eine — vollstindig reversible — Inaktivierung des
Enzyms ein, die mit einer Entionisierung des: Metallatoms ver-
kniipft ist.

In der. Fig. 1 findet man neue diesbheziigliche Versuche von
Myrbidck zusammengefalit, welche sich iber ein grofes Gebiet
der Silber-Konzentration und der Aciditit erstrecken?); der Ein-
fluf der letzteren ist hier z. T. noch groBer, als bei den inter-
essanten Versuchen von Rona3) iiber Chinin-Vergiftung.

Die Kurven der Fig. 1 beziehen sich auf eine LOsung von der
Reaktionskonstante k =100.10-+ (If =14.4). Berechnet man fiir
eine Aciditit, bei welcher Saccharase noch optimale Wirksamkeit
besitzt, etwa pn=>5.5, das Silber-Aquivalent aus der halben In-
aktivierung, so erhélt man fiir unser reinstes Priparat (If = 230)
den Wert 5000; andere Messungen an Hg und J;, auf die wir uns
aber wegen der Unsicherheit der Berechnungsweise noch nicht
stiitzen kénnen, fiihren zu niedrigeren Werten; wir wollen einst-

1) Euler und Josephson, Sv. Vet Akad. Arkiv f. Kemi 8, 23
{1922] — Sv. Kem. Tidskr. 34, 74 [1922]

%) Euler und Myrback, H. 121, 177 [1922] und Sv. Vet. Akad. Arkiv
f. Kemi 8, Nr.22 [1922] 4

%) Rona und Bloch, Bio. Z. 118, 185 [1921).

230*
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weilen das Mittel 4000 in Rechnung setzen!). Die entsprechenden
Werte fiir die Enzymkonzentrationen schwanken um das Mittel 10-5.
Wenn also auch hier die Verhiltnisse noch nicht endgiiltig auf-
geklért sind, so verdient doch wohl der Umstand Beachtung, daB
zwei von einander ganz unabhingige Methoden, wie die Analyse
der isolierten Silberverbindung und die Messung der Inaktivierungs-
Konzentration des Silbernitrates zur gleichen GréBenordnung der
Enzym-Konzentration (bzw. der Aquivalent-Zahl) fiihren. '
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Ich komme jetzt auf die Enzyme als Katalysatoren zuriick:
Bestehen prinzipielle Unterschiede zwischen Enzymen und Kata-
lysatoren bekannter Konstitution oder mit anderen Worten: Wie
weit reichen die aus der chemischen Reaktionskinetik bekannten

1) Durch- Messungen der Diffusionsgeschwindigkeit haben kirzlich
Euler und G. Ericson (Koll. Ztschr. 31, 3 [1922)) an einem gut gereinigtes
Saccharase-Prdparat ein scheinbares Molekulargewicht von 20000 gefunden,
also einen erheblich hoheren Wert, als dem Aquivalentgewicht entspricht.
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Beziehungen aus, um Enzym-Reaktionen als katalytische Reak-
tionen zu beschreiben? Offenbar ist die Beantwortung dieser Frage
fiir das richtige Verstindnis der physiologischen Rolle der Enzyme
im lebenden Organismus von wesentlicher Bedeutung. Ich behandle
diese Frage an dem verhiltnismiBig gut bekannten: Beispiel der
Rohrzucker-Spaltung und vergleiche also den Einflu der
Salzsiure mit demjenigen des spezifischen Enzyms Saccha-
rase.

Der zeitliche Verlauf der Rohrzucker-Inversion durch verdiinnte
starke Siduren folgt dem Massenwirkungsgesetz; die per Zeiteinheit
gespaltene Rohrzucker-Menge ist proportional der jeweils vorhan-
denen Menge, also

dx/dt =k.(a—x),

woraus sich der Koeffizient k nach der bekannten Formel fiir
monomolekulare Reaktionen berechnet:

k=1/txlna/a—x.

Solange wir uns im Bereich der verdiinnten Losungen halten,
wo die Konzentration des Zuckers seinem osmotischen Druck pro«
portional gefunden wird, ist der Reaktionskoeffizient k unabhingig
von der absol. Zucker-Konzentration; von einer etwa 0.01-n. Salz-
siure an wird also zur halben Spaltung des Rohrzuckers eaine
gewisse Zeit notwendig, unabhingig von der Rohrzucker-Kon-
zentration.

Die GroBe des Reaktionskoeffizienten wird unter gleichen Um-
stinden (Temperatur, Druck) also nur durch die Konzentra-
tion der Salzsiure bestimmt; in sehr verdiinnten Losungen,
wo Nebenwirkungen ausgeschlossen sind, wiichst k der Konzen-
tration der kaialysierenden Siure proportional, und iiberhaupt gilt
mit groBer Anniherung, dafl der Geschwindigkeits-Koeffizient k
der Siure-Inversion der Konzentration des dissoziierten Anteils
der Siure und folglich der Konzentration der Wasserstoff-
Ionen proportional ist.

Zu diesen einfachen und theoretisch klaren Beziehungen hat
man nicht selten die bei den Enzymen gefundenen Verhiilinisse in
eine gewisse Gegensitzlichkeit gestellt. Seit Anfang dieses Jahr-
hunderts ist man bei der theoretischen Behandlung der Enzym-
Reaktionen davon ausgegangen, daB das Enzym eine Zwischen'-
Verbindung mit dem Substrat bildet, und man hat die Existenz
solcher Zwischen-Verbindungen bei Enzym-Reaktionen besonders
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hervorgelioben?). Gehen wir auf diese Vorstellung ein, welche
durch zahlreiche Tatsachen gestiitzt wird, so werden wir suchen,
dieser Idee insofern festere Gestalt zu geben, als wir fragen, wie
viel Saccharase an den Rohrzucker gebunden ist.

Bei der Beantwortung gehen wir also von der Voraussetzung
aus, daB nur diejenigen Rohrzucker-Molekiile mit merklicher Ge-
schwindigkeit hydrolysiert werden, welche mit dem Enzym ver-
bunden sind. Bei der Saccharase tritt nun eine vollstindige En-
zym-Bindung an das Substrat, bei welcher also die anwesende
Enzym-Menge ihre maximale Wirksamkeit erreicht hat, schon in
etwa 4-proz. Rohrzucker-Losung ein. Bei einer Rohrzucker-Kon-
zentration von rund 0.05-n. ist die Hilfte des Enzyms an das Sub-
strat gebunden?). Also gilt nach dem Massenwirkungsgesetz unter
der Voraussetzung, dafl die beiden Komponenten in fiquimolekularen
Mengen zusammentreten, wenn [] die Konzentrationen angibt

[Zwischenprodukt]

[Saccharase] >< [Rohrzucker] 50.

Auf etwas anderem Wege haben Michaelis und Menten
(1. ¢.) die Konstante Ky ermittelt und sind zu einem Zifferwert
60 gekommen, wihrend Laurins3) Messungen 38 ergeben hatten.
Voraussetzung fiir die Richtigkeit dieser Berechnung ist, da8 die
durch den Zerfall des Rohrzuckers gestérte Konzentration des Zwi-
schenproduktes mit verhiltnisméBig sehr groBer Geschwindigkeit
wiederhergestellt wird.

Die folgenden einfachen Rechnungen verdeutlichen weiter die
Wirkungsweise der Saccharase: Unter den fiir die Zeitwertbestim-
mungen festgelegten Umstinden setzen 0.05 g reines Enzym-Pri-
parat (If ==230) in 0.20 Min. rund 3 g oder 0.009 g Molekiile
Rohrzucker um, zu Beginn der Reaktion rund 1.10-3 g-Mol. per Sek.
Setzen wir das Aquivalent der Saccharase mit 4000 in Rechnung,
so ergibt sich als Konzentration der Saccharase und damit auch
des Zwischenproduktes in einer solchen Losung 1.2.10-5, woraus
sich weiter berechnen 1dBt, daB an jedemy Enzym-Molekiil der
gebundene Rohrzucker sich rund 80-mal in der Sekunde erneuert

Wie verhilt sich nun der anorganische Katalysator HC1? Auch
hier wollen wir eine Vereinigung von Rohrzucker mit dem Kata-

1) siele hierzu Euler, Chemie d. Enzyme, 2. Aufl; 1. Teil 1920, S.108.
2y Euler und Myrbick, H. 124 (1922)
3) Euler und Laurin, H. 110,55 {1920].
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lysator annehmen, so dal nur diejenigen Rohrzucker-Molekile
reagieren, welche mit dem Katalysator verbunden sind.

Uber die Art der Bindung zwischen Enzym und Rohrzucker
haben wir noch keine speziellen Annahmen gemachi; wir wissen
iiber den Bau des Enzym-Molekiils noch zu wenig. Dagegen fithrt
die Analogie zwischen der Siure-Katalyse des Rohrzuckers und
der Siure-Katalyse der Ester, bei deren Behandlung die Einfiihrung
des isoelektrischen Punktes etwas weiter gefihrt hat, zu der An-
nahme, daf die Siure an den Zucker wie an eine schwache Base ge-
bunden wird. Die Versuche zur direkten Messung der Dissoziations-
konstanten Ky haben bis jetzt nur gezeigt, daB diese Grife kleiner
ist als bei niederen Estern; Vergleich mitl anderen dtherartigen
Stoffen ergab approximativ die GriBenordnung fiir K, zu 10-20, Dar-
ans ldBt sich wiederum berechnen, da in einer Rohrzucker-
Losung, welche in bezug auf Salzsiiure 0.1-n. ist und fiir welche
der Reaktionskoeffizient 1.5.10-4 gefunden wird, die Salzbildung
zu einer Konzentration des Zwischenproduktes von 10-8 fiihrt.

Ich komme nun zu dem Resultat, auf das ich Ihre Aufmerk-
samkeit lenken mochte, und zwar an der Hand der folgenden Ta-
belle, welche sich auf eine Reaktionskonstante k=1.5.10"* bei
209 und eine Rohrzucker-Konzentration von 0.1-n. bezieht:

Enzymatische| Katalyse
atalyse durch HCI

Ges. Katalysator 0.6-10-8 0.1
Konzentr. Katalysator-Substrat . {+ 0.5-10—-8 |  10-8
Affinititskonstante der Verblndung
Katalysator-Substrat 50 106

Wie wir aus der Zeile 2, Katalysator-Substrat, sehen, ergibt
sich — jnnerhalb der Sicherheitsgrenzen dieser Berechnung —
fiir die gleiche Reaktionsgeschwindigkeit die gleiche Konzen-
tration der reaktionsvermittelnden Molekiile, 108 sei
es, daB wir mit dem spezifischen Enzym oder mit
Siure katalysieren. Diese gleiche Konzentration ist im einen
Fall das Resultat einer kleinen Katalysator-Konzentration und
einer hohen Affinitdt zum Substrat, im anderen TFall einer viel
groferen Konzentration des Katalysators, welcher aber eine ver-
hiltnismifBig sehr geringe Affinitit zum Substrat besitzt1).

1) siehe hierzu eine in ‘der Ztschr. f. anorg ‘Chemic bald crscheinende
‘Mitteilung von H.v.Euler und E. Rudberg.
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Es braucht wohl kaum betont zu werden, daB es sich in
obiger Zusammenstellung nicht um die noch unbekannten genauen
Zahlenwerte, sondern um die GréBenordnung der Konzen-
trationen handelt.

Bei der mitgeteilten Berechnung habe ich die raheliegende
Annahme gemacht, da im Acidititsmaximum sdmtliche Enzym-
Molekiile aktiv, und zwar gleichmiBiz aktiv sind. Michaelis?)
hat zur Deutung der bekannten Acidititskurve die spezielle Hypo-
these aufgestellt, dafl die Verbindung Saccharase-Enzym eine Siure
ist, deren Dissoziationskonstante durch den Parameter dieser Kurve
gegeben ist. Die Zeit gestattet nicht, hier ndher auf diese An-
nahme einzugehen, welche zwar mit keiner gegenwiirtigz hekannten
Tatsache in Widerspruch steht, andererseits aber nicht dic cin-
zige mogliche Deutung der Aciditidtsfunktion darstellt.

Wie im einzelnen auch der EinfluB der Aciditit beschricben
werden mag, jedenfalls konnen wir sagen, daB der elektroche-
mische Charakter von Enzym und Substrat von wesentlicher Be-
deutung fiir Enzym-Reaktionen ist.

. Yon mancher Seite wird gegenwiirtiz die kolloide Be-
schaffenheit der Enzyme stark in den Vordergrund geriickt
und nach dem Vorgang von Bayliss betont, dafi die Enzyme als
Kolloide behandelt werden miissen. Gewil wiirde das Gesamtbild
eines Enzyms nicht vollstéindiz se'n, wenn nicht auch sein Losungs-
zustand und die damit zusammenhiingenden Eizenschaften aufgeklirt
wiirden, und es scheint der Dispersititsgrad des Katalysators und der
Stoffe, an welchen er haftet, besonders des Protoplasmas, bei vielen
enzymatischen Vorgiingen eine Rolle zu spielen. GeseizmiBigkeiten,
welche sich beim weiteren Studium der Kinelik koiloider Korper er-
geben diirften, wird man bei enzymalischen Reaktionen in der einen
oder anderen Form wiederfinden, und manche bereits vorliegende
Beobachtung ermuntert zu weiterer Arbeit in dieser Richtung,
besonders zu systematischen Untersuchungen iiber Oberflichen-
reaktionen.

Allerdings ist gerade bei den bestbekannten LEnzymen, den
Katalasen, Saccharasen, Amylasen, Glykosidasen und Peroxydasen,
der Dispersititsgrad so groB, daB hochakfive, gereinigte Losungen
optisch leer sind. Nur die Denaturation dieser Enzyme beim Er-
hitzen ihrer wiBrigen Losungen auf 65—85° und z.T. ihre Emp-

1) Michaelis und Rothstein, Bio. Z. 110, 217 [1922]
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findlichkeit gegen Alkohol erinnern an das Verhalten von Emul-
sions-Kolloiden 1).

Wir haben bis jetzt die Inversion des Rohrzuckers als eine
typische Enzym-Reaktion behandelt; dieselbe verliduft bekanntlich
praktisch vollstindig im Sinne der Spaltung, welcher Katalysalor
auch angewandt wird.

Wie beteiligen sich nun die Enzyme an den Synthesen und
an den Gleichgewichten?

Als erste enzymatische Synthese gilt bekanntlich die 1898
von Croft Hill beschriebene Bildung einer Biose aus Trauben-
zucker mit Hilfe von Hefe-Enzym. Das entstandene Produkt konnte
in der Folge durch Hefe-Extrakt nicht wieder hydrolysiert wer-
den, und analoge Ergebnisse lieferten E. Fischers und E. F.
Armstrongs Versuche zur Bildung und Spaltung von Lactose.

Diese Resultate wie auch die sehr bemerkenswerten Ergeb-
nisse von Rosenthaler iiber die Bildung eines optisch-aktiven
Oxy-nitrils2) mittels Emulsins haben Zweifel aufkommen lassen,
ob Enzyme nach Art reiner Katalysatoren bei umkehrbaren Re-
aktionen Synthese wie Spaltung gleichermaflen beschleunigen und
somit das Gleichgewicht im wesentlichen unverindert lassen.

Die Forschungen der letzten Jahre haben fiir die Annahme
besonderer synthetischer Enzyme keine Stiitzen geliefert. Durch
ausgezeichnete Untersuchungen Bourquelots und seiner Mitar-
beiter Hérissey, Bridel und Aubry ist die Reversibilitit der
Wirkung der «- und B-Glykosidasen bewiesen worden. Den
gleichen Forscherns) ist bekanntlich auch die Synthese der
Gentiobiose und Cellobiose, mehrerer Galaktobiosent) und zahl-
reicher Glykoside durch Glykosidasen gelungen. AuBerordentlich
wirksam ist in manchen Hefen das von Iwanoff entdeckte En-
zym, welches die Synthese des Fructose-diphosphorsiureesters be-
wirkt und fiir welches ich die Bezeichnung Phosphatese vor-
geschlagen habe; iber andere interessanie synthetische Wirkun-
gen der Hefe wird Ihnen der Entdecker, Hr. Neuberg, selbst
berichten. Weniger fortgeschritten sind die Versuche zur Syn-
these von Eiweifkorpern; aber die Bildung von Plasteinens)

1) vergl. hierzu H. v. Euler und UIf v. Euler, Z a. Ch. 124,
70 {1922]; Euler und Laurin, H. 108, 64 [1919].

%) Rosenthaler, Ar. 246, 365 [1908]. — Bio. Z. 14—19 [1909].

3 Bourquelot und Bridel, C. r. 165, 728 [1917].

Y Bourqueclot und Aubry, C. r. 164, 443 u. 521 [1917].

% Henriques und Gjaldbéack, H. 71—83 [1911—1913]; vergl. aucly
Bayliss' Kritik der frithercn Versuche, Journ. of Physiol. 46, 2365 11913
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beweisl doch, dall die Synthese auch hier nicht an dic lebende
Zelle gebunden ist.

In denjenigen Fiillen, besonders in vitro, wo Substrate und
Reaktionsprodukte in grofem UberschuB .iber die Enzym-Mole-
kiile vorhanden sind, wird die natiirliche Gleichgewichtslage durch
das Enzym nicht wesentlich beeinfluBt werden. Im' heterogenen
Sysiem und bei den stationiren Gleichgewichten mit konstant
ab- und zufliefenden Reaktionskomponenten kann es aber oft vor-
kommen, daB sich das Gleichgewicht nicht unerheblich mit
der Konzentration des Enzyms und seiner Hilfsstoffe indert.
Solche Schwankungen der Gleichgewichtslage bzw. der Richtung
der Reaktion findet man Dbesonders beim Umsatz der Reserve-
stoffe, z.B. des Glykogens und der Stirke, sowie bheim Auf- und
und Abbau der Proteine in der lebenden Zelle. Auch bei den syn-
ihetischen Reaktionen haben wir die Bildung von reaktionsver-
mittelnden Zwischenprodukten zwischen dem LEnzvm und
wenigstens einem der Subsiratmolekiile anzunchmen.

In diesem Zusammenhang mochte ich auf die Umgrenzung
des Enzym-Begriffes zuriickkommen. Man hat frither die
Wirkung des Protoplasmuas von derjenigen der Enzyme sireng
zu unterscheiden versucht, und noch in den 90er Jahren wurde
im Anschluf an Versuche zur Isolierung der »Zymasex vielfach
die Frage diskutiert: »Enzym-Wirkung oder Protoplasma-Wirkung?«;
diese Diskussion kam mit der Herstellung cines zellarmen Pref-
saftes zu einem gewissen Abschluf}.

Was die Zymase betrifft, so habe ich 1911 aus Versuchen von
B. af Ugglas den Schlufl gezogen!), dafi der Zymase Komplex in
den Hefen meist nur zu einem geringen Teil in freiem Zustand ent-
halten, zum grofiten Teil an das Protoplasma gebunden ist. Nicht
lange nachher hat sich unabhiingig- davon awch Rubner?) in
einer bemerkenswerten Arbeit in gleichem Sinne ausgesprochen.

Dem heutigen Stand der Wissenschaft entspricht iiberhaupt
die strenge Trennung von Enzym-Wirkung und Protoplasma-Wir-
kung oder auch von Ekto- und Endo-enzymen nicht mehr. Wir
miissen erkennen, dafl fiir Vorginge in Zellen und Geweben, welche
iiberhaupt eines Katalysators hediirfen, die Katalysatoren am Plasma
ausgebildet werden und sich davon je nach den Umstinden schwerer

1) Euler und B, af Ugglas, H. 70, 279 [1911]}; Zischr. f. allgem.
Physiol. 12, 364 [1911].
2y Rubner, Arch. f. Physiol. Suppl. 1912
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oder leichler ablrenuen; diese ihrer Natur nach unbekannten Spalt-
stiicke des Plasmas nennen wir eben Enzyme. Die vollstindige Iso-
lierung der einzelnen spezifisch wirksamen Gruppen von anderen
Bestandteilen des Plasmas bzw. der Zelle ist eine Aufgabe der
chemischen Methodik, welche allerdings noch viel Arbeit kosten
wird. Dal aber die Katalysatoren der Atmung, des EiweiB- und
Iett-Stoffwechsels sich prinzipiell nicht von den leicht extrahier-
baren Enzymen, wie Katalasen, Amylasen usw., unterscheiden, darf
schon heute behauptet werden. Die wichtigen Fragen sind hier
die, wie man sich das Zusammenwirken der Enzyme im Plasma
energetisch zu denken hat, und von welchen Umstéinden die Bildung
der Enzyme abhéngt.

Damit kommen wir auf die Enzym-Kinetik in der leben-
den Zelle. Wihrend einfacle, typische Enzym-Reaktionen, welche
im homogenen System, also nicht unter Mitwirkung lebender Zellen
verlaufen, im wesentlichen auf Grund der Gesetze der chemischen
Dypamik Dbeschrieben werden konnen, treten bei den Enzym-
Wirkungen lebender Zellen oft neue Erscheinungen hinzu.

Zwar ist dies keineswegs immer der Fall. Um bei unserem
Schulbeispiel zu bleiben, so finde ich in; weiten Konzentrations-
grenzen die gleichen kinetischen Beziehungen, ob ich die Saccha-
rase isoliert anwende, also in einer hochdispersen, optisch leeren
Losung, oder ob ich so viel frische Zellen einer Kulturhefe zur
‘Wirkung bringe, daB die gleiche Geschwindigkeit erzielt wird.
Dieser Umstand ist fiicr die Gehaltshestimmuang der Saccharase
auBerordentlich wertvoll. Die Erklirung ist die, daB der Diffusions-
strom des Rohrzuckers zum Enzym hinreicht, um simtliche Enzym-
Molekiile dauernd mit Substrat zu versehen; die Beweglichkeit des
Enzyms kommt nicht in Betracht, und deshalb kénnen wir unter
gewissen Umstinden das Enzym auch an ein Sorbens verfestigt
zur Wirkung bringen.

Ganz eigenartig fiiv den Versuch in vivo ist aber
die Hervorrufung des Katalysators durch das Sub-
strat oder gewisse Begleitstoffe!). Die lebende Zelle re-
guliert ihre Enzym-Menge und auch die zugehérigen Aktivatoren
gewissermallen nach ihrem und ihrer Umgebung Bediirfnis, und
zwar entspricht sie teils durch Anpassung konstant geworde-
nen dufleren Umstinden, teils reagiert sie schnell auf kiirzere,

1y In einigen einfachen Fillen hat sich dieser Effekt auf die Abfangung
des Enzyms und Nachlieferung dem Massenwirkungsgesetz zufolge zurick-
fithren lassen.
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von den Substraten ausgehende duBere Reize. Solche
momentane Wirkungen beobachtet man bei der Sekretion aus
Driisen mit Ausfubrgiingen; sie treten aber auch bei der inneren
Sekretion auf, die ibrigens in enzymatischer Hinsicht noch ganz
unaufgekldrt ist. '

1.

Da der Einladung der Abteilung Chemie auch Vertreter der
biologischen Wissenschaften gefolgt sind, mochte ich nicht anter-
lassen, einige biologische Aufgaben hervorzuheben, zu deren Losung
die Enzym-Forschung herangezogen werden kann und muf.

Ich glaube, daB wir nach den methodischen Ergebnissen der
letzten Jahre in eine neue Periode eintreten. Die Typen der Reak-
tionen, welche in den einzelnen Organen verlaufen, sind im grofen
und ganzen festgestellt; in dieser Hinsicht handelt es sich jetzt um
die Klarlegung der Teilreaktionen und die Abgrenzung der Teil-
enzyme — Aufgaben, welche wohl in erster Linie dem priparativen
Chemiker zufallen, jedenfalls miissen seine Methoden zur Anwen-
dung kommen. Fir die quantitative Bestimmung der wichtigsten
Enzyme sind die Methoden, zum Teil wenigstens, vorhanden; aber
die diesbeziigliche Durcharbeitung von Zellen, Séften und
Geweben, so zu sagen die Ermittelung der enzymati-
schen Leistungsfihigkeit der Organe, steht noch aus. Ich
will hier, was mir als Ziel vorschwebt, durch ein Beispiel erliutern.

Der menschliche Verdauungstraktus kann die Spaltung einer
gewissen Hochstmenge Robrzucker bewirken; wird diese iber-
schritten, so erscheint Rohrzucker im Blut und im Harn. ' An dieser
Spaltung ist die Salzsiure des Magens nur wenig beteiligt; sie
muB also durch das spezifische Enzym vermittelt werden; sie geht
besonders im Jejunum vor sich und zwar — abgesehen von einer
Wirkung der Leukocyten — in resp. an den Sekretionsdriisen der
Mucosa. Wir haben den Darm kurz nach dem Tode des Individuums
untersucht und seine invertierende Wirksamkeit per qem ge-
messent). Eine Rohrzucker-Menge von rund 10 g wurde in 1 Stde.
hydrolysiert. Wie eine Fortsetzung dieser Versuche durch Knaffl-
Lenz?) zeigte, erhtht sich die Inversionsfihigkeit etwas im iber-
lebenden Darm; die Wirkung der Reizung anderer Teile des Ver-

1)y Euler und Svanberg, H. 115 43 [1921] — Euler und Myr-
back, H. 115, 68 [1921]. ‘
%) XKnaffl-Lenz, H. 119, 60 [1922].
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daupngstraktus zur Hervorrufung eines enzym-haltigen Sekretes
bleibt noch zu untersuchen. Jedenfalls hat die quantitative Unfer-
suchung der Darm-Mucosa ergeben, dafl ihr enzymatischer Apparat
fir die Spaltung normaler Rohrzucker-Dosen, nicht aber fiir
einen wesentlichen Uberschufl ausreicht.

Leider gestattet die Zeit nicht, andere untersuchte Fille, wie
dic Konzentrationsschwankungen von Amylasen in pflanzlichen Or-
ganenl) zu besprechen. Bei der quantitativen Bestimmung des enzy-
matischen Atmungsapparates treffen wir nicht nur interessante
Sonder-Enzyme, sondern auch verschiedenartige Aktivatoren und
Paralysatoren an, iiber welche wir besonders Embden wund
Meyerhof2) wertvolle Beobachlungen verdanken. Die hierbei
beteiligten, vermutlich einem gemeinsamen Typus angehorigen Ko-
Enzyme stehen iibrigens an Wirksamkeit per g Pridparat weit hinter
den eigentlichen Enzymen zuriick$).

Wiihrend die enzymatische Bearbeitung tierischer Organe noch
in den allerersten Anfingen steckt, sind unsere quantitativen Ver-
suche an Mikrooganismen schon etwas weiter fortgeschritten.

Die erste Irage gilt natiirlich ,der Konstanz des nor-
malen Enzym-Gehaltes. In 20 an Unterhefen angestelllen
Untersuchungsreihen, -welche sich auf die Dauer von 12 Jahren
verteilen, hat sich der Quotient

Inv. — Reaktionskonst. k >< g Zucker
- Zellenzahl

bei gleicher technischer Vorbehandlung so konstant erwiesen4),
wie die folgenden Zahlen zeigen:

10.2 8.0 3.9 10.6 10.8 121 13—19 100 9.0 12
11 12.2 9.3 9.35 6.3 8.4 8.4 11 9.45 8.0

Auch an anderen Hefen und an anderen Enzymen, Katalase und
Phosphatase, hielten sich die Abweichungen vom Mittelwert inner-
halb #dhnlicher Grenzen.

Die bei gleichmiiliger Vorbehandlung der Zellen so konstanten
Enzym-Wirkungen erfahren durch Einfliisse verschiedenster Art
starke Anderungen, welche ebenfalls volistindig reproduzierbar sind,
und zwar Anderungen ihres Endzustandes und der Geschwin-
digkeit, mit welcher sie diesen erreichen.

1y siehe z.B. die Untersuchung von K.Sjdberg, Bio. Z. 138, 218 [1922].
) Meyerhof, H. 101, 165 und 102, 1 [1914]."

%) siehe Euler und S. Karlsson, H. 123, 90 [1922].

‘) siehe Euler und Svanberg, H. 106, 201 [1019]
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Bei den ersten derartigen Untersuchungen, iiber die Saccharase-
Bildung in einer Unterhefe!), hat sich Folgendes ergeben: Die
Geschwindigkeit der Enzym-Bildung ist proportional der Differenz
zwischen der jeweils herrschenden enzymatischen Wirksamkeit und
der Wirksamkeit am SchluB der Behandlungsperiode (Girung);
die Proportionalitils-Konstante oder Konstante der Enzym-Bil-
dung kg 146t sich durch Integration in bekannter Weise berechnen.
Uberfithrt man die einmal angereicherte Hefe in eine neue gir-
fahige Nahrlosung, so tritt von neuem eine Enzym-Vermehrung per
Zelle ein, und in dieser Weise ist eine Anreicherung bis auf den
8-fachen wurspriinglichen Wert gelungen. Dabei hat sich gezeigt,
daB diese Vermehrung des Enzym-Gehaltes mit der Wachstums-
fihigkeit der Zellen zusammenhingt, indem die Zellen ihren. nor-
malen Saccharase-Gehalt nur wiihrend der Periode der Vermehrung
tiberschreiten.

Die Grenzen, welche einer solchen Enzym-Bildung gesetzt sind,
habe ich bis jetzt noch mit keiner anderen Eigenschaft der Zellen
in Beziehung bringen konnen; dazu ist wohl ein tieferer Einblick
in den Reaktionsmechanismus notwendig, als wir ihn jefzt he-
sitzen. Besonders mufBl hervorgehoben werden, daB diese An-
reicherung nicht an das Néhrsubstrat Rohrzucker gebunden ist,
sondern durch einen beliebigen girfihigen Zucker in Gegenwart
einer ‘Stickstoff-Nahrung hervorgebracht wird.

Vom hiologischen Gesichtspunkt aus leichter verstindlich sind
enzymatische Anpassungen an ein Subsirat; eine solche
Anpassung liegt z. B. vor, wenn sich die Hefe allnihlich an die
Vergirung der Galaktose gew6hnt2). Nach einem regelmiBigen
zeitlichen Verlauf der Anpassung, welchen Sie in Fig. 2 sehen,
erreicht die Hefe nach Vorbehandlung einen Zustand, in welchem
sie die Galaktose ebenso rasch vergidrt wie den Traubenzucker.

Einen ¥all, in welchem ein lange Zeit vollstiindig latentes
Enzym durch Gewshnung an ein neues Substrat hervorgerufen wird,
habe ich vor 5 Jahren mit Dr. Emberg3) untersucht. Ein Stamm
von Mucor mucedo, an welchem urspriinglich die Féhigkeit

1) Euler und D. Johansson, H. 76,:388 [1912], /84, 97 r1913]; ferner
Euler, Bio. Z. 85, 406 [1918); LEuler und Svanberg, Bio. Z. 106,
201 [1919]. ’

?) Euler und D.Johansson, II. 78, 246 [19i2] — Euler und
Laurin, Sv. Vet. Akad. Arkiv {. Kemi 7, Nr.28 [1920].

%) Euler, Z. El. Ch. 24, 173 [1918].
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zur Stidrke-Verzuckerung nicht wahrgenommen werden
konnte, erlangte dieselbe nach Symbiose mit einer Hefe, und hierauf
hat sich der in Erscheinung getretene Amylase-Gehalt durch Kul-
turen auf Stirke-Losungen in recht hohem Grad weiter entwickeln
lassen. Auch hier ist die Erwerbung einer neuen Eigenschaft
wohl nur scheinbar, und es diirfte sich also um eine Art von Regene-
ration handeln.
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Tig. 2. Fig. 3.

Ich erwihne hier kurz diese Versuche iiber den zeitlichen Ver-
lauf der Anpassung, weil ich glaube, dal solche quantitativen
Messungen geeignet und sogar notwendig sind, um zunichst an
Mikroorganismen den Verlauf von Eigenschaftsinderungen exakt
kennen zu lernen und dadurch zur Klirung der Begriffe im Gebiet
der Entwicklungsiehre und Anpassungslehre beizutragen.

Ich halte mich wieder an das Beispiel Hefe: Was den Nor-
malzustand bzw. den Ausgangszustand betrifft, so ist zau den
Ergebnissen der gezeigten Tabelle (S.3595) Folgendes nachzutragen:
Da die in der Tabelle verzeichneten Zahlen mit Telativ groBen
Hefemengen gewonnen worden sind, so zeigen dieselben nur die
Konstanz eines Mittelwertes innerhalb gewisser Grenzen. Wie sich
ein solcher Mittelwert auf die einzelnen Zellen verteilf, ist experi-
mentell schwer festzustellen, da die katalytischen Wirkungen einer
einzelnen Zelle zu gering sind. Wurden Abimpfungen weniger
Zellen in vollkommen gleichartige Nihrlosungen vorgenommen, so
konnten in den daraus entstandenen Kulturen in Bezug auf
Saccharase und Katalase keine Abweichungen vom Mittel
festgestellt werden, welche auBerhalb der Versuchsfehler lagen.

Wurden dagegen mit den Tochter-Kulturen in der Weise
Girungsversuche angestellt, daB diese entweder frisch in Gegenwart
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von Toluol oder getrocknet zur Anwendung kamen, so ergaben sich
hinsichtlich der Vergidrung des Traubenzuckers und noch
mehr der Maltose Unterschiede bis zu 2009/, was auf Verschie-
denheiten beziiglich des Bindungsgrades der Zymase deutet, die
sich bei der Zellteilung einige Zeit erhilt.

Sehen wir aber hiervon ab, so sind die bisher festgestellten
Fluktuations-Intervallel) gering; bei anderen Mikroorga-
nismen, z. B. Mucoraceen und bei Coli-Bakterien sind sie
groBer; immer ist natiirlich fuBerste Vorsicht in der Deutung eines
Fluktuations-Intervalls geboten, da schon kleinste Mengen von Ver-
schiedenheiten in der Zusammensetzung der Nihrlosung, also
Spuren von Aktivatoren oder Giften, eine Fluktuation vortduschen
konnen.

Andern wir nun fiir Zellen von quantitativ definierten Eigen-
schaften die duBeren Bedingungen, so werden wir finden, dafl alle
Mikroorganismen mit Anderungen ihrer enzymati-
schen Wirksamkeit bzw. ihres Gehaltes an Enzymen
und Ko-Enzymen antworten, und daf damit auch andere
Eigenschaftsiinderungen verbunden sind.

Wir konnen diese Anderungen einer enzymatischen Wirksam-
keit als Modifikation bezeichnen, ich messe sie durch einen

Anderung des Enzymgehaltes

Modifikations-Quotienten = Anderung der anBeren Variablen'

Natiirlich miissen wir dem Modifikations-Quotienten als Index
das gemessene Enzym und die Variable zufiigen und die Bedingun-
gen angeben.

Dieser Wert wird erst nach einer gewissen Zeit oder, richtiger,
nach einer gewissen Anzahl Generationen konstant. Da Modifika-
tionen in vielen Fillen als Anpassungen aufgefaBt werden kénnen,
so habe ich friiher von einer Anpassungs-Geschwindig-
keit gesprochen und solche in einzelnen Fillen gemessen, z. B.
die Anpassung der Hefezellen an ungewdohnliche #uflere osmotische
Drucke 2).

Fiir die maximale Ausbildung des Enzym-Gehaltes von Mikro-
organismen lassen sich im allgemeinen ziemlich enge Grenzen
zichen. So habe ich mit Svanberg?) fiir die Saccharase-Bil-
dung einer Unterhefe die Temperaturgrenzen 27.5- 19 gefunden.

1) Bezgl. der fritheren Terminologie verweise ich auf dic schr lesens-
werte Studie von H. Pringsheim: Dic Variabilitit niederer Organismen.
Berlin 1910,

7) Euler und Palm, Bio. Z. 60, 97 [1914]

% Euler und Svanberg, H. 106, 201 und -zwar 228 [1919].
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Schwieriger ist natiirlich ein solches Maximum oder Optimam
hinsichtlich der Konzentration der Nahrungsbestandteile aufzu-
stellen, da die Anzahl der sich gegenseitig beeinflussenden Variablen
sehr grofi ist.

Modifikationen sind nicht konstant, d. h. wenn ich
die betr. Zellen in ihre Normalbedingungen zuriickversetze, . so
nehmen sie ihre urspriinglichen Eigenschaften und auch ihre
urspriinglichen enzymatischen Wirksamkeiten im allgemeinen wie-
der quantitativ an. Auch dies geschieht aber nicht unmitbelbar.
Die Girwirkung der Hefe, welche nach Fig.2 erreicht worden
ist, klingt, wie Fig.4 zeigt, allmihlich wieder ab, indem neue
Zellen aussprossen, deren Enzym-Gehalt (Galaktase?) den neuen
Bedingungen mehr angepalBt ist.
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Die Anpassungsfihigkeit ist aber auch insofern von der- Zeit
abhingig, als eine um so gréfere Abweichung vom normalen Enzym-
Gehalt mit dem gesamten biologischen Zustand vertrdglich wird,
je vollstindiger Diskontinuititen vermieden werden, und auf je
mehr Generationen sich die Gesamtinderung erstreckt. Abweichun-
gen von den Normalbedingungen (Temperatur, Aciditdt, Aktivator-
und Paralysator-Konzentrationen), welche bei direkter Uberimpfung
tétlich wirken, werden vertragen, wenn diese Abweichungen im
Verlauf vieler Generationen allmihlich ansteigen. DemgemidB ist
Modifikations-Quotient

Anpassungsfihigkeit = Anzahl Generationen

Es entsteht hier die Frage, ob sich Enzyme an &dufere Bedin-
gungen nicht nur quantitativ, sondern qualitativ anpassen, also
nicht nur ihre Menge per Zelle, sondern auch ihre Eigenschaften
verindern. Behauptungen, daB solches der Fall ist, haben einer
eingehenderen Priifung in der Regel nicht standgehalten.

Berichte d. 2. Chem. Gasellschaft. Jahrg. LV. 231
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Der Befund, daB Darm-Saccharase, welche im schwack
alkalischen Darm wirkt, ein anderes Wirkungs-Optimum und ein
anderes Stabilitits-Optimum besitzt als Hefen-Saccharase liBt
allerdings vermuten, daB z. B. bei Saccharasen auch qualitative
Verdnderungen auftreten, etwa bedingt durch kleine Unterschiede
in der Zusammensetzung.

Einen Fall, in welchem man auf eine eigentliche Anpassung
oder eine Regeneration schlieBen konnte, habe ich mit Laurin?)
bei einer Hefenrasse Saccharomyces thermantitonum ge-
funden, welche ihre aus den Tropen stammende hohe Resistenz
gegen Temperataren iiber 40° durch Anpassung an die mittel-
curopiische Zimmertemperatur in 15 Jahren verloren zu haben
scheint.

Wo also Anpassungen von einiger Konstanz vorliegen, sind die-
selben erst in langen Zeitrdumen erreicht worden; im allge-
meinen scheinen Dauer der Anpassung und Dauer der Regeneration
von gleicher GréBenordnung zu sein. Abweichungen hiervon wiir-
den :in das noch wenig erforschte Gebiet der Mutationen fiithren,
welche im wesentlichen durch die Diskontinuitit einer Beziehung,
wie die fiir Modifikationen aufgestellte, gekennzeichnet sind. Selbst
besitze ich dariiber keine Erfahrungen.

Sicher wire es in hohem Grade wiinschenswert, daB solche
langdauernden "Anpassungsversuche in grofSerem MaBstabe ausge-
fihrt wiirden. Die Beschaffung der dafiir erforderlichen besonderen
Hilfsmittel und Arbeitskrdfte wiirde sich nicht nur durch die
wissenschaftlich biologische Wichtigkeit der Aufgaben rechifertigen,
sondern sie verspricht auch dirckten Nutzen fiir die technische
Biochemie und somit praktisch unmittelbar verwertbare Ergebnisse.

Es sind nur Streiflichter, die ich in diesem Vortrag auf das
GGebiet der Enzym-Chemie werfen konnte; manche wesentlichen
Resultate und Aufgaben habe ich nur andeuten koénnen, andere,
habe ich ganz unerwihnt lassen miissen. Aber vielleicht darf ich
hoffen, dafl Sie schon aus dem Gesagten entnehmen konnten, wie
neben und mit den priparativen und konstitulionsaufklirenden rein
chemischen Methoden auch diejenigen Methoden, welche der physi-
kalischen Chemie, besonders der Kinetik, entnomimnen sind, brauch-
bare Werkzeuge bilden zum Eindringen in die neuen Probleme
der organischen Lebens, welche mit den Enzymen verkniipft sind.

1) Euler und Laurin, Bio. Z. 97, 156 [1919]. -



