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SB6. Richard WilletlLtter: ober Isolierung VOP Elnsymen. 
~ZusammcnCassender Vortrag, gehalten auf Veranhssug der Deutschru 
Chernischen Gesellschaft bei der Hundertjahrfeier der Versammlunr 
Deutscher Naturforscher und Arzte 111 Leipzig am 20. September 1922 1 

(Eingegangeii ain 26. September 1922 1 

Die Absicht, E n z y m e  aus pflanzlichen und tierischen Zellen, 
Organen und Sekreten zu isolieren, geht von der Bnnahme aus, 
daB die Trager enzymatischer Reaktioncn S t o f f i n d i v i d u e ni 
von unbekannter chemischer Eigenart sind. Diesea Voraussetzung, 
nachi der es eine Rufgabe der praparativen organischen Chemie 
ist, die allein durch ihre spezifischen Wirkungen beschriebenen 
organischen Katalysatoren iJ1 reineren und reinen Zustand iiber- 
zufiihren, urn die Erforschung ihrer chemischen Konstitution an- 
zubahnen, ist nicht unbestritten. Schon die Annahme, da13 den 
enzyrnatischen Wirkungen gewisse, bestimmbare Enzymrnengen zu- 
grunde liegen, mu13 ihre Berechtigung erst erweisen gegenuber 
folgendem Einwand, den z.B. vor kurzeni A. K i e s e l l )  erhoben 
hat : ))Erstens wird der quantitative Vergleich verschiedener Ob- 
jekte und Individuen in bezug auf Ferrnentgehalt unrichtig, da wir 
nur auf Grund der fermentativen Wirkung eine Vorstellung uber die 
QuantitHt des Ferments bekommen, die fermentative Wirkung 
aber von den Beirnengungen hochst beeinflufit wird. Zweitens 
konnen die anwesenden frerndartigen Rorper der Tiitigkeit des Fer- 
ments einer Zuni Angriff dargebotenen Substanz gegeniiber hin- 
derlich, einer anderen gegenuber aber ohne EinfluB oder sogar 
behilflich s e i n . ~  Noch weikr entkrnt sich inein wegleitendkr 
Gedankc von der Betrachtung der Enzyme, die das neue Buch 
von A. F Q  d o r  ))Das Fermentproblemcc ausspricht 2 ) ;  danach er- 
scheinen niimlich die Enzyme als Biokolloide aus den Gruppeii 
chemisch belrannter Verbindungen, die ihre Wirkung Sesonderen 
Dispersitatsgraden ’ verdanken. Invertin 3) wird ais Hefegurnmi, 
Peptid-spaltendes Ferment 4) als Hefephosphorproteid erklart. Am 
scharfsten endlich druckt sich der Gegensatz zwischen der Xn- 
nahme chemischer Individuen, ider sog. Stofftheorie der Enzyme, 
und der die materielle Natur der Fermente bestreitenden Vor- 
stellung 5 ) ,  daS eine Fermentation amehr von einer geeigneten 
Mischungc xoder von einem geeigmten Flu13 chemischer An- 
derung innerhalb derselbenct abhbge, in folgenden Worten von 

1) 15. 118, 284 [1921/22]. 2) 1922, Vexlag Th. S t e i n k o p f f .  
3) Das Fermeiilproblern, S. 157 11. 233. 4) Das Fermentproblem, S. 156 
3) E U : i u r  wid E. I-Ierz f c l d .  Rio. 2. 115, 96 [1921]. 
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1;. B a u r l )  aus: ))Der Schleicr, hinter dem sich bisher die Natur 
der Fermente verbarg, ist geliifkt. ES stellt sich heraus, daI3 
Fermente gapz gewohnliche und zudem wohl bekannte Stoffe 
sind, deren fein abgestimmte Wirkung mehr auf Mischungen und 
auf zus~tzlichen Bcdingungen b,eruht, als auf einem geheimnis- 
vollen chemischen Aufbaucc. Es sind Versuche iiber synthetische 
Fermente, gcwissermaflen Urzeugung von Fermenten, die von 
E. l l e r z f e l d 2 ) ,  E. H n u r ,  R. K h r e n b c r g s )  in diesem Sinne 
jydcutet merden. 

B c d e u  t 1111 g d e  r q u a n  t i t a t i v e  n A n a l  y se. 

Die praparative Arbeit wird zwischen diesen Anschauungen 
entscheiden. Sic sol1 in jedern Schritte von Methoden der quan- 
titativen Analyse geleitet werclen. Man hat bekanntlich sehr hLufig 
und mit vielen Erfolgen an der Schatzung oder der Bestimmung 
emymatischer lieaktioneii gearbeitet, und ein groI3er ‘Ceil der 
auf dem Enzymgebiete geleisteten Arbeit betrifft die liinetik 
eiuymatischcr Reaktionen. Aber bis in die letzten Jahre ist 
die Durchfuhrung &r quantitativen Methode nach zwei Rich- 
tun Zen unvollstandig geblieben, die notwendig ist und selbst- 
verstiindlich sein sollte so wie etwa bei der Isolierung eincs 
natiirliclien Fa rhstnffs die Beqtimmuns der Farbstoffausbeutc und 
Fnr1)starke. 

Die Albeit von den1 pflanzlichen oder tierischen Xusgangs- 
material bis Zuni Prgparate bedarE der quantilativen Kontrolle : 

1 .  hinsichtlich der Ausbeute im Verhaltnis zum Ausgangs- 
material, 

2. hinsichtlich dcr cnzyniatischen lionzentrntion, des liein- 
heitsgrades, i n  den erhaltenen Losungen und Praparaten. 

Dic RIeDbarkeit durch 1-leaktionsgeschwindif;lteilen unterschei- 
dct die Arbeit a n  Enzynien von der chemischen Untersuchung 
gewisser iiinerer Sekrete oder der Vitamine und auch der Toxine 
und Antitoxine. Hier fehlt es, bei vielen sonstigen Analogien 
zwischen diesen Forschungsgebieten, an der Moglichkeit so emp - 
findlicher, objektiver und sicherer Kontrolle der Mengen. 

J )  I n  R.  b1cyer.s 3:1111~1i. d .  Clicni. 25, :is1 [1915j: Ii’iiier Uio. %. l l i ,  

2) Rio. Z. 64, 103 [l914]; 6S, 402 [1915]; 1:. 1-1 c r z  f I? 1 d und 11. I< 1 i 11- 

a \  nio. Z. 128, 431 [1922]. 

97, FoDnotc 1 [1921]. 

grr, Bio. Z .  85, 260 [191S]. 
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Die eine von den beideii Richtuiigen der Analyse hat furs 
erstc praktische Bedeutung. Da e i w  lange Folge von chemi- 
schen Operationen durchzufiihren ist, koiumt es zuniichst darauf 
an, daB man bei den ersten Schritten, z .  B. bei der Trocknung 
einer Driise oder bei der Herstellung einer w2Brigen Enzym- 
losung aus Hefe, nicht schon den yofiten Ted des Enzyms ver- 
nichtet oder zuriicklSDt, und daB man jede weitere Vornahme 
wie die Bildung eines Adsorbates und seine Zerlegung cbenfds 
mit, prnktisch brauchbarer Ausbeute durchfiihren muJ3, da sonst 
die Multiylikatioii der vielen Briiche zu unertriiglich kleinen Men- 
gen fiihrt. Mnii findet durch solche Ausbeutekontrolle z. B., dal3 
die P a n k r e a s d r i i s e  nicht, wie uhlich, mit Alkohol behandelt 
werden darf, wed sonst vie1 von den Enzyinen zerstort wird, 
sondern n i t  Aceton. Man findet, daR eine Invertin-Losung Bus 
der HeIe nicht durch Zerreiben und Abpressen oder Suslaugen 
hergestellt werden darf. Zugleich gelan$ man aber anch auf 
diesem Wege der vepgleichenden Ausbeutebestimmung zu einer 
tieferen Kenntnis vcyn clein natiirlichen Vorkommen eines En- 
zyms und vom Wesen des Auflosungsvorganges. 

-Es ist auf diese Weise festgestellt worden I), daR das Rohr- 
zucker-spaltende Enzym der Hefe frei, wasserloslich, nicht an 
uddsliche Bestaridkile gebunden in der Zelle vorhanden ist, 
obwohl es BUS ihr nioht einfach durch Losungsmittel, isoliert 
werdkn kann. Nacli vollkommlcner mechanischer Zerstorung der 
Zellstruktur (nicht einfach durch AufreiIjen oder Zerkleinern der 
Zelle) kann das I n v e r t i n  in seiner ganzen Menge herausge- 
lijst werden. Aber dais ist ein iur  praktische Zivvecke nicht an- 
wendbarer Weg Die praktische Jiethode, Invertin in Losung 
zu bringen, beruht auf der Freilegung des von einer schutzcn- 
den Schicht abgeschlossenen Enzyms durch einen enzymati schen 
Abbau und zwnr durch einen von der allgemeinen $utolyse der 
Hefe unterschiedenen enzyniatischen Vorgang. Bran k,mn die lIefe 
abloten und durch Einwirkung proteolytischer Enzyme yon Ei- 
weill entleercn ohne Verlust an Invertin uiid dann durch Be- 
handelm mit Amylase das Invertin in Losung bringen. 

I:L mderen Fallen lehrt die quantitative Analyse der A I L > -  
beuten in enzymhaltigen Ausziigen, daB die Enzyme in den 
Zellen in der Form von Adsorptionsverbindungen festgehaltw 
sind. Es gelingt, die Adsorptionsaffinitlilcn mit chemischeii 

1) R .  W i l l s  t i i  t t e r  und F. R a c k e ,  A. 425, 1 ;l920/21] 11. 5.25, I f €  
11921 /22]. 



3604 - 

Mitteln,~ und zwar s.ehr gelinden, zu iiberwinden und die Am- 
beuten dadurch wcsentlich zu steigern. So wird E m u  1 s i n * )  
aus den Amygdaleensamen, P e  ro x y d a  s e atis Getreidekeimlin- 
Sen durcli Wasser mit @ringer, durch sehr verdiinnte Allta- 
lien mit lioher Ausbeutie geloast. Derartige Bindung durch Ad- 
sorption ist eine haufige Erschieinung, die von einer chemischen 
Bindung niclit leicht zu unterscheid,en ist. Die Bmbachtun~cn 
an den Enzymen konnen zur Erkluung d,er Bindungsweise a n -  
derer hochnioleki~larer Stoffe beitragen. BcEunde ') iiber clas Ver- 
halten des C h l o r o p h y l l s  im Blatte sprechen dafiir, gal3 sicli 
clas Pigment in den Chloroplasten nicht fwi, inolekular gelost, 
sondern wenigstens in der Hauptmenge in &em ildsorpti~ons- 
ziistand hcfindet, der sein Loslichkeitsverhalten entstdlt. Das 
niimliche Verhalten wie ein durch Adsorption festgehaltenes En- 
zym scheint mir auch der B1 u t f a r b s  t of f zu zeigen. Das 0 s  y - 
h a in o g 1 (J b i n wird durch Pyridin oder durch sehr geringe, von 
den iirbeitsbedingungen abhhgige Mengen von Slur& niit go- 
l3er Leichtigkeit in G l o b i n  und H a m o c h r o m o g e n  zerlegt, am 
besten durch gelindes Ansauern des Oxy-hamoglobins unter liber- 
schichten mit dther, der das Hamochromogen aufniinnit 3). Das  
ist nicht das Verhalten einer cheinisclien Verbindung, die ge- 
spalten wird, sondern einer Adsorptinnsverbindung. Dieselbe Be- 
trachtung erklart auch die Kolloidadsorbate unloslicher Eiompo- 
nenten, zu welchen man niit goljer Wahrscheinlichkeit die In- 
krusten der Cellulose, die Assoziationen der Cellulose mit den 
Li~iiiiisubstanzen, rechnen darf 4). 

Der zweitc Sinn, iii d,em die Isolierung der Enzyme von der 
quantitativen Analyse geleitet wird, ist die B e s t i  m m u n g d e r 
e n z y m a t i s c h e n  l i o n z e n t r a t i o n .  Der Erfolg der Trennunss- 
mid Reinigungsprozesse wird durch die Steigerung des Rein- 
heitsgrades ausgeldriickt. Es ist noch in Beinem Fallc gelungen, 

f) R. W i l l s l i t l e r  und 14'. C s a n y i ,  IT. 115, 172 [1921]. 
9, R .  W i 1 1  s t 5 t t c 1' und A. S t o 1 1, Untersuchungen iil~cr die Assi- 

milation der Kohlensiure, Berlin 1918, S. 263 u. f .  Irn Gcgensatz dam 
schlielt, ohne diese Arbcit zu beriicltsich tigen, einc neuerc Untersucliuiig 
von K. S t e r n  (Ber. Dtsch. Botan. Ges. 3s. 28 [1920]) alleiu auls qualits- 
tiven Beobachturyeii iiber Fluorescenz des Chloi-ophylls in lchcnden Zellen, 
dab  das Chlorophyll in dieseii eclit gelost in Lipoiden, molelculardispers, vor- 
handen sei. 

2) vergl. dic Dissertation roil A.  M a d i 11 n v e i t i a ,  Zur Iienntnis dcr 
Katalysc, Zurich 1912, S. 14. 

4) vergl. die Untersuchungen von H .  \V i s 1 i c e 11 u s iiber die Ilolz- 
I i i i d i i x ~  (Thai-andlcr forstl. Jnhrlt .  (i0, 313 11909j u. Kolloid-Zlscllr. G .  IT [l$)lOj). 



die  R e  i n i g u n  g so weit fortzusetzen, bis weitere Operationen, 
seien es auch nur Widerholungen, gar keine Steigerung des 
Reinhbitsgrades mehr ergeben hatten. Dies ist in jedem Falle 
das Ziel. In einigen Beispielen (so bcim Invertin) ist die enzy- 
matische Konzentration allerdings so weit gesteigert, daD durch 
weitere Anwendungen der Reinigungsmcthoden erzielte Fort- 
schritte durch die spontane Zlersetzuiig der Enzyme und die 
IJnvollkommenhcit der Apparate, nanientlich der Dialysatoren, und 
die tinreinheit der Reagenzien kompensiert werden. Es fuhrt da- 
her von einem gewissen Reinheitsgrad eines Enzyms an  unter 
Uuistiinden weiter, wenn die priiparative Methode auch durch 
quan tilativc Bestimmung akzessorischer Eigenschaften statt allein 
durch' hlessung deer Enzymwirkung geleitet w i d .  Wenn man 
Peroxydase nach dern Eisen-, Invertin nach dem Phosphor-Ge- 
halt fraktioniert, so ergibt der Vt@eich der Enzymfraktionen 
wcsentliche Unterschiede in den Eigenschaften und in der Rein- 
he'it, die allein auC Grund der enzymatiscticn Konzentration nicht 
leicl it erreich t werden konnkn. 

U b e r  d i e  M 6 g l i c l i k e i t  d e r  q u a n t i t a t i v e n  B e s t i n i m u n g .  
Die Bedeutung der quantitativen Analyse fur die Isolierung der 

Enzyme wird keinem Widerspruch oder ZweiEel begegnen, hingegen 
die bnnahme, daD die Analysc ausfiihrbar ist. Wenn es nicht 
in der Tat Schwierigkeiten zu ubeTwinden gabe, so ware diese 
Frage llngst gelost. Die Schwierigkeiten licgen in den Einfliissen 
der Begleitstoffe auf die enzymatischen . Wirkun,gen und in deren 
Abliiingigkeit von der Verteilung der Enzyme. Dadurch wird die 
Reziehung zwischen Enzymmknge und Enzymwirkung weniger ein- 
iach. Wenn man zwei miiglichst verschiedene Fdle untersucht., 
[las von Eegleitstoffen am wenigslen nbhiingige I n v e r t i n  uiid 
die ungemein abhangige L i p a s e  , so findet m;an nicht allgemein 
die ,Wirkung einer gewissen Enzymmengc konstant, aber ihr Wir- 
kungsvermogen, niimlich dicjeiiige Wirkung, die das Enzym unter 
gewissen Bedingungcn auszuiiben vermag, wenn auch nicht unter 
den in irgend einer vorhnndenen Losung gegebenen Bedingungen. 

Das Invertin ist auf seincm Wege vom lebenden Pilz (Zeit- 
werl 2 .B.  340) bis zu seiner mehr als 1600-fachen Konzentration im 
besten Priiparate (Zeitwert 0.2j mit vielen Hunderten von Analysen 
verfolgt worden. Es hat sich dabei ohne Widerspruch ergcben, daD 
die Assoziationcn dcs Invertins mit den begleitenden f r ern d e n 
ICiirpern fur die quantitativen Verh%ltnisse der Inveitinwirkung be- 
langlos sind, und da13 die Invertinwirkung urich von ilcm Sesamten 
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Kolloidsystern, von der TeilchengrOBe, von der Verteilung und der 
elektrischen Ladung, die dem Enzym als Kolloid zukommt, unab- 
hhgig ist. Die Affinittit des Invertins zum .Rohrzucker erweist sich 
fur Invertin aus einem gegebenen Hefernaterial als konstant von der 
Reaktion an, die der lebende Pilz auf den Rohrzucker ausiibt bis 
zu dessen Hydrolyse durch das von Kohlehydraten, EiweiBsloffen 
und Phosphorverbindungen vollig befreite Invertinpriiparat. (Es gibt 
natiirlich auf diesem Weg Verluste, so daD 2.B. nur voin ge- 
samten Hefeenzym gewonnen wird; aber es sind Verluste von der- 
selben Art, wie wenn ein Slkaloid, Glucosid oder ein Farbstoff aus 
komplizierteni Ausgangsmaterial isoliert wird.) Anders wiirde es 
sich verhalten, wenn man mit demselben MaDe Invertin aus ver- 
schiedenen Hefen vergleichen wollte. Die Differenz 'zwischen den 
Dissoziationskonstanten der Saccharase-Saccharose-Verbindung, die 
von H. v o n  E u l e r  und J. Laurin1)=0.026, zuvor aber von 
L. M i c h a e l i s  und L. Men tena j  =0.016 gefunden wurden, deutet 
schon an, dab dasselbe Ma13 nicht fiir Invertin irgcndwelcher Her- 
Bunft gilt. Die Ausschlage zwischen den Dissoziationskonstanten 
werden beim Vergleich von Invertinpr2pa;aten aus einer Anzahl 
Verschiedener Hefen noch grol3er gefunden : sie bewegen . sich 
ewischen 0.016 und 0.040. Aus einer Untersuchung, die Hr. R. 
K u h n  3) in meinem Laboratoriihn ausgefuhrt, w i d  hervorgehen, 
daB die Differenzen in der Affinillt zum RohrLuckcr auf Hemmung 
der hvertinwirkung durch dem Invertin sehr n a h  e s t eh  e n  de 
S t o f f e beruhen, fur deren Abtrennung wir noch keine Methoden 
kennen. 

Die Erscheinungen der Enzymspezifitiit, die Bcobachtungen 
iiber Zersetzung und Stabilisierung gereinigter Invertinlosungen 
und besoaders die Einfliisse der Verteil'ug auf die enzymatische 
Wirkung, die bei anderen Enzymen gefunden wurden, fiihren zu 
der Auffassung, daS das Molekiil e i n e s  E n z y m s  a u s  e i n e n i  
kol lwid.en T r a g e r  u n d  e i n e r  r e i n  c h e m i s c h  w i r k e n -  
d e n  a k t i v e n  G r u p p e  b e s t e h t .  Die natiirlichen enzymfremden 
Begleitstoffe des Invertim assoziieren sich rnit dem kolloiden 
Trager, nnd diese Anlagerung ist ohne EinfluD auf die an der wirk- 
m e n  Gruppe verlaufencie Hydrolyse des Rohrzuckers. Nach 
Ar t  dieser natiirlichen Adsorbate sind auch die mit Tonerde oder 
Kaolin gebildeten konstituiert; in den ersteren wirkt das Invertia 

1)  H. 110, 55 [1920]. 9 Bio. Z. 49, 133 [1913]. 
3 )  H. [1922], im Druck. 
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quantitativ unveriindert, und zwar auch ohne dafi Elution crfolgtl). 
In gewissen Schwermetallsalz-Fallungen ist hingegen die Invertin- 
Wirkung dadurch aufgehoben, daD die aktive Gruppe durch chemi- 
sche Reaktion inaktiviert wirdz). Zwischen diesen Typen der En- 
zymadsorbate stehen Assoziationen des Enzyms, die den Umsatz an 
der wirksamen Gruppe in Mitleidenschaft zu ziehen, zu hemmen 
vermogen. Auf diese Art verursachen gewisse, demi Invertin in 
chernischer Hinsicht. am nachsten verwandte Stoffe die w e  c h - 
s e l n d e  A f l i n i t a t  d e r  S a c c h a r a s e  z u m  R o h r z u c k e r ,  und 
dadurch ist es bedingt, daD man nicht Invertin von verschiedener 
Herkunft mit der Zeitwert-Bestimmung seiner Menge nach ver- 
gleichen kann. 

Verschieden vom Invertin verhalten sich die lipatischen En.- 
zyme, z. B. die P a n k r e a S - L i p a s e .  Von allen moglichen enzy- 
matischen Wirkungen scheint namlich am wenigsten die lipatischc 
im bestimmten Verhaltnk z’ur Stofhenge dies KatalySators zu 
stehen, das Quantum des Enzyms durch die spezifisohe Wirkung 
bestimmbar zu sein. Es wird angegeben, daD seine Wirkung von 
Begleitstoffen beeinflufit, von Aktivatonen gesteigert w i d ,  von der 
Viscositat und Emulgierung abhhgt .  VielIach wird wegen der 
Unentbehrlichkeit der aktivienenden Zusatze nicht fertige Lipase, 
sondern eine Vorstuie, L i p a s e - Z y m o g e n , als Bestaildteil des 
pankreatischen Saftes angenommen. Obwohl sich zu den bekannten 
Eriahrungen uber die Einflusse der Begleitstoffe und der Verteilung 
auE die Lipase noch neue gesellen, fiihrt eine Untersuchung, die 
ich gemeinsam mit den HHrn. E. W a l d s c h  m i d t - L e i t z  und 
F. Memnien ausgcliihrt babes), zu dem Ergebnis, daB die Lipase 
ihrer stofflichen Menge nach von der Pankreasdriise bis zur 300- 
fachen Konzentration in den reinsten Praparaten verfolgt werden 
kann, was auch die jeweils vorhandenen Begleitstoffe seien und 
die jeweilige Verteilung. Die Quantitat der Lipase in irgend einem 
Zustand ist eine bestimmte, und sie 1aDt sich bestimmen ohne Riicli- 
sicht auf die Wirkung, welche die Lipase in dem gegebenen Zn-  
stand ausiibt. Sie wird iiiimlich durch die Wirkung gemesseii, 
die sie unter bestimmten Umstknden auszuiiben vermag. Der a d -  

I )  R. W i l l s t P t t e r  und 13. K u h n ,  H. 116, 33 [1921] u. zwar S.59 
u. 123, 1 [1922] u. zwar S.52. Ferner J. M. N e l s o n  und 1). J .  H i t c h -  
cock, Am. SOC. 43, 1956 [1921]. 

2 )  vergl. H. v o n  E u l e r  und 0. S v a n b e r g ,  H. 114. 137 [I9211 11nd 
R. W i l l s t i i t t e r ,  J. Graser urld R. K u h n ,  I?. 123, 1 [1922] und m? 
S. 15 

_--_-- 

a )  H. [1922], im Druck. 
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Sallcnde Unterschied zwischen dem Verhalten VOK Saccharase und 
Lipase ist ein Unkrschied zwischen don Systemen Saccharose- 
Saccharase und Flett-Lipase. Die Pankreas-Lipase, dle sich in 
Wasser lost, ist, um in Fmktion zu treten, auf Einstellung cines 
gewissen Adsorptionszustandes angewiesen, dessen Verbesserung 
und dessen Storung fur den enzymatischen Wirkungsgrad InaW- 
gebend ist. Die \Vasscrstoff-ionen-Konzentration ist in diesem Fall(: 
nur einer von vielcen, die Wirbung bestimmenden Faktoren. Das 
Zufiillige und Wechselndc im enzymatischen System wird iiber- 
wunden, Unkrschicdc im Wirkungsvermijgen werden ausgcglichen, 
indem man die Lipase entweder bei alkalisch hmeginnender, sauer 
cndigender Olspaltun:, durch Zusanimenwirken geeigneter Mcngen 
von Ahurnin (15 mg in der Bestimmungsprobe) und Calciumchlorid 
(10 mg) so stark aktiviert, ha13 die naturlich vorkommenden Aktiva- 
toreii lreine weilere Steigerung bewirken konnen, oder dadurch, 
da13 man bei Hydrolyse in saurem Medium die Lipase niit Albumin 
in cntsprechendem RlsWe hemmt. Die aahlreichen Erscheinungen 
der Lipase-Aktivbrung lassen sich init der Annahrnc erkliiren, 
daB die Aktivierung au€ der Erzeugung von Kolloidteilchen bcruht, 
die z u g 1 e i c h auf Enzym und Substrat adsorbierend wirketi 
(Ironiplexe Adsorbate), z. B. : 

Calcium-oleat 

Lipase Fett, 

iind die liombinationswbrkung mehrerer Aktivatoren erkliirt sicli 
durcli die Annahnie, da13 sie auf einander chemisch oder mit Ad- 
sorptionslrralten. einwirken und sich zu einem Kolloid von gestei- 
gcrtem, f u r  die Beziehung zwischen Enzgrn und1 Substrat noch 
gunstigerem Adsorptionsvermogen verbinden (gckoppelte Adsor- 
benzien), z. B.: 

Calcium-oleat - Albumin 

Fett Lipase. 

.- .' 

Ein derartiger Ausgleich, den die Abhangigkeit der Enzym- 
wirkung voii den Fi-emdkorpern niitig macht, ist bei den die Pan- 
kreas-Lipase begleitenden Enzynien, A m y 1 a s e und T r y  p s i n  , vie1 
.eiDfacher. Da die Amylase auf Chlor-Ion, Trypsin auf Calcium-Ion 
angcwiesen ist, beruht ihre quantitative Bestimmung bei verschie- 
denem lieinheitsgrad au f  ausgleichender Aktivierung, fur  Amylase 
mit Chlornatrium (1 ccm "/a in der Bestimniungsprobe), f u r  'rrypsiri 
n i i l  Calciurnchlorid (40 m g  i n  der Probe). 
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Z u r  I i o l l o i d n a t u r  d e r  E:nzyine.  
Die Kolloidnatur. die durch sie bedingte RbhLngiglieit in 

.den physiknlischen und chemisehen Eigenschaften, im Wirkungs- 
grade und in der Empfindlichkeit ist sc:hxrE abgestuft vom I n -  
Y e r t i n  zur P a n k r e a s - L i p a s e  uud Z L I ~  p f l a n z l i c h e n  L i -  
p a s  e. Fur das Invertin b,estimmt dcr Kolloiidzusbd nicht, wie 
.es wirkt, sondern er hat iiur EinfluD darauf, ob es wirksam bleiht. 
Dieses Enzym besitzl, wemi es voii analytisch nachweisbaren Bei- 
inischungen befreit ist, die Empfindlichkeit eines an elektrischen 
Ladmgep sehr arnien Kolloides. Verlust der Kolloidnatur und Aus- 
loschung der aktiven Enzymgruppe sch,einea zusanimenzuhingen 
und sich gegenseitig zu bedingen. Die Zerstorung des I n  v e r t i n  s 
im Zustand der gereinigten Losungen wird daher als Vernichtung 
seiner aktiven Gruppe nu hetrachten sein, .wornit der Verlust der 
d ie  Bes~ndigkei t  des Soles bedingenden Aufladung Hand in Iland 
ccht. Dagegen ist die P a i l k r e a s - L i p a s e  in der Wirkung, rlic 
sie jeweils ausiibt, von jeder Beeinflussung des kolloiden Systems, 
in das sie eingeblebtet ist, abhangig. Dbc Rngahen der Likratur 
iihcr die Lijslichkeitsverhiltnisse dieses Enzyms sind unzutreffend 
bder ungenau. Es ist 1ei.cht loslich in Wasser und in Glycerin und 
schr haltbar in Glyceriniijsung. Das Sekrel der Pankreasdruse 
findet am Reaktionsorte, im Darme, die zu sziner Aktivierung die- 
nenden Stoffe, I’mteinc und Galle, die das zweckmaflige Kolloid- 
system verv8011st%ndigen. Die L i p a s  e d e  r Pf i a n  z e n  s a m e n l )  
dagegen, eiii wahres intracellultires Enzym, ist unloslich und sogar 
hijc,hst unbestiindig gegen Wasser, Elektmlytlosungen und Gly- 
.cerin. Ihre Wirkung unterliegt keiner Aktivierung. Wahrend der 
Keimung des Samens wird sie nicht mobilisiert, da die Glyceride 
ill der Zelle dem Enzym dargeboten werden; sic unterliegt aber 
.r.iner eigentumlichen Veriinderung, die man auch kiinstlich durch 
Bchandlung mit P e p s i n  erzielen kann. Erst nach dieser Ver- 
-%siderung ist die Lipase imstmde, hei neutraler Reakti,on Glyce- 
ride zu spalten. Ihre %:mpfindlichkeit ist ,vermindert, wenn auch 
&is Enzym immerhin noch vie1 leichter denaturiert wird als Pan- 
Itreas-Lipase. Die Safnen-Lipase ist entweder durch Adsorption 
;in eineri unloslichen TrBger aus  der Proteingruppe verankert und 
.wird clurch eine beginnende Hydrolyse derselben (Keimung, Pep- 
sinwirkungj i n  ihreni gesarnten VerhaIten beeinflufit, oder die 
.Proteinsubstanz ist der ltolloide Trager der lipatisch aktiven 
!.;ruppe nls ein Bestandteil rles Lipnse-Moiekiilcs selbst. 

1) Aus eiller iiiiveriillriitliclitcii Untersucliuiig f i l m  Riciniis-Lipase von 
!I: LV i I 1  s t B t t e r iuid 1:. \Y n 1 ti s c 11 in i d  t - L e i I z. 
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B e d e u t u n g  de r  A d s o r p t i o n s m e t h o d e n  'iir d i e  
I s o 1 i e r-u n g. 

Fur ihre Isoliemng aus den Mischungen mit groBen Mengen 
fremder Stoffe, namentlich von Proteinen, Kohlehydraten und Sal- 
Zen, bieten die Enzyme, soviel man weiB, keine ihgriffspunkte fur 
chemische Mittel. Vom Reaktionsverniogen ihrer spezifisch-aktiven 
Gruppe abgesehm, sind sie chemisch indifferente Stoffe. E s  
kommt zwar haufig vor, daD sie in Fallungsreaktionen nbgeschie- 
den u-erden, z.B. Invertin durch essigsaures Blei oder Uranyl- 
acetat, aber die Enzyme sind im allgemeinen nur von den Fallun- 
gen adsorbiert 1). Dn die Niederschlagsbildun,. nicht dem Ensyiit 

selbst, sondern den Begleitstoffen zuznschreiben ist, so hangt sie 
von der wechselnden, mehr zufalligen Beschaffenheit der Enzyni- 
haltigen Losung zu sehr ab. Dazu kommt, die Isolierung er- 
schwerend, das fur dic Ahtrknnung der Fremdkorper ungunstise 
Liislichkeitsverhalten der Enzyme, die in vieleii organischen Sol- 
venzien, namentlich in dcn mit Wasser nicht mischbaren, u n -  
loslich sind. 

Es gibt dnher nur eine einzige n l l g e i n e i n c  M e t h o t l e  
f u r  d i e  I s o l i e r u n g  d e r  E n z y m e ,  d i e  A n w e n d u n g  d e r  
a u f  k l e i n e n  S f f i n i t l t s b e t r a g e n ,  a u f  S f f i n i t a t s r c s t e n  
b e r  u h e  n d e n  Ad so  r p t i o  n s v o  r g a h  ge.  Sie ist snpassungs- 
und entwicklungsfahig und vielfaltig, wie es die Natur der Ad- 
sorptionserscheinungen selbst ist. In den ersten, genauer unter- 
suchten Anwendungen dieser Methode sind einige wesentlich ver- 
schiedene Enzyme auf hohen Reinheitsgrad gebracht worden, 
z.B. das Rohrzucker-spaltende ( H e f e - S a c c h a r a s e ) ,  ein Fett- 
spaltendes ( P a n  k r e a s  - L  i p a s  e )  , ein Starke-spaltendes ( P a n  - 
k r e  a s - Amy1 a s e )  , ein Osydationsenzym (p f l a  n z l i  c h e  P e  r - 
ox y d a s e). Dabei sind drei Aufgaben erliennbar geworden, dereia 
Losung fur unsere Kenntnis der Enzyme entscheidend sein wird. 

Eine Aufgabe besteht darin, die Adsorptionen mehr aus- 
wiihlend zu gestalten: Das Adsorbens nimmt im allgemeinent 
ein Enzym zusammeq mit eincr bedeutenden Menge von Fremd- 
korpem auf, die ihm ZUM Teil einhch beigemischt, zum anderen 
Teil mit ihin enger vergesellschaftet sind. Je geringer die cilor- 
derliche Menge $dsorbens, desto hiiher wird der Keinhcits:rad 
im Adsbrbate sein. 

1) Nur die Fillung der Perorydas:: durcli Tannin sclieiiit bisher cine 
Reaktion des Enzyms wlbst zu sein (vcrgl. R. I V i l l s t 5 t t e r  und A. P a l -  
I i 11 g c r , 111. Ahh. iiber Perosydase, in1 Druck). 
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Vor eine zweite Aufgabe, T ren r rung  von  ~ n z y n i c n ,  stellt. 
uii5 z.B. die TJntersuchung des P a n k r e a s .  Die Driise bringt 
hauptsachlich Fett-, Starke- und EiweiB-spaltendes Enzyni her- 
vor. Um das Verhalten eines von ihnenl lrennen zu lernen, ge- 
niigt es niclit, das Gemisch aus dem Pankreas niit nur e i n c r  
Wjrbung zu besclueiben und daiiach zu benennen. Richtiger 
wird man als Yorbedingung fur die Untersucliung eines der pan- 
hentischen Euzyme die Abtrennung der begleitenden, nach ihrer 
Wirkung ganz verschiedenen Enzyme ansehen und die Adsorp- 
tionsmethode dafiir ausbilden. 

Die Steigerung des enzymntischen Reinheilsgrades wird an- 
fangs leicht mit deni Verschwinden der empfindlichen Reaktio- 
lien auf Pmteine, Purine, Kohlehydrate u. dergl. verfolgt. Dann 
Lickt sich eine drilte Aufgabe, die fast noch ganz ungeiost 
1st cind die bisher nur am Beispiel der Peroxyd'ue mit einigem 
Erlclg in Angriff genommen w u r h .  Das ist die A h  t r e n n u n g  
V Q ! ~  e a z y m a t i s c h  U n w i r k s a h c m ,  das sich iiicht durch 
cheinische Reaktionen, Fnrh- oder FB1lun~~erscheinung;en verrat. 
Es ist nocli nicht sichcr erkannt, wie w i t  die Adsorptionsmittel 
unserer Methoden zwischen den aktiven Enzymcn cinerseits, ihren 
Vorstufen und ihren Zersetzungsprw.iukten andererseits zu wiihlen 
veimogen. Wahrscheinlich sind die in den Kolloideigenschaften 
dein Enzym niichst verwndten, durch das Fehlen der aktiven 
5pezifischen Grnppe \-on ihm sich unterscheidcndm liniwandluhgs- 
produkte die ha T 1 n%chg.jten Begleiter 

Z u r  Gcsciiic1ii.c d e r  - \ d > o r p t i o n  \ -on  Enzyniei i .  

Die erste Unkrsuchung uber Enzym-Adsorglion stammt ;LUS 

dein Jahre 1861; sic wurde von E r n s t  Br i i cke  in seinen Bei- 
IrAgen zur l ~ h r e  V Q ~  der Verdauung wriiffentlicht1). Als es 
gelang. das Pepsin ))mnechanisch an kleine feste liorper zu bin- 
deli((, z. B. an Calciumphosphat, Schwefel oder an Cholesterin, 
schlug I3 r t c l i e  auch sogleich die , beiden moglichen Wege cin, 
urn das Enzym aus seineni Adsorbate wieder fDei zu legen. Die 
Fiillnng von phosphorsaurem Calcium wurdc mit Phosphorsaure- 
haltigem WTnsser behandelt, um Pepsin zu eluieren, 'im anderen 
Falle der Cholesterin-Nied~rsclilag mit Iither, uin das Adsorbens 
w i n  Enzym wegzuliisen. Dann aber, als die iiblichen EiwciB- 
realitionen in der l'epsinlfisung abgeschmiicht waren, fehlte es 
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an einer Kontmlle fur die weitere Reinigung. Der Fden ,  Clem 
B r i i c k e  bis dahin gefolgt, war ihm nach seinen Wort.en in des- 
Hand zerrissen. Hier finden wir von newm den Faden, indeni 
wir die Steigerung der enzyniatischeol Kunzentr.atio~ien bei wei- 
term Reinigungsprozessen qumtitativ vwfolgen. 

In dern auf B r i i c k e s  Unkrsuchung folgenden Jahre er- 
schien aus K i i h n e s  Laboratorium in Berlin eine Arbeit, von 
.\. D a n i l e w s k y ~ ) ,  die grundlegende Becleiitiing hztte gewinnen 
konnen; aber sie ist unbeachkt geblieben. D a n  i 1 e w s k y hat 
nicht nur die h i  physiologischen Reaktionen des Pankreassafles 
auf drei spezifische Trager zuriickgefiih;, er h'at auch sc.hon 
ihre Tiennung init Adsorptionwverfahnen .angestrebt. Aus einem 
allerdings lipatisch unwirksamen kunstlichen Pankmassafte wurde 
durch Adsorption init Kollodium das EiweiD-spaltendc Enzym frei 
von Diastase erh,alten, aus den1 Filtrate durch Ausfallen mit 
einem Teil von EiiveiB und Eluieren der Fallung durch i-crdiinri ten. 
Sllrohol die Diastase, allerdiolgs aoch trypsidialti:. 

:Diese Untersachung ist bei I( ii h n e sogleich (1863) iind 
nur  noch einmal von 5. 'C o h n  h e i m 2) fortgesetzt worden. Dnrch 
Fallen mit Calciumphosphat und Elution mit Wasser erhielt 
C o h n h e i n i  die Speichel-Diastase frei von EiweiB-Substanzen, 
und aus dein Inius des P.ankreas gewann er auf dieselhe Weise 
eine Diastase-Losung, die er fur trypsinfrei hielt. Das Adsorhat 
w n  Diastase erschien leichter zerlegbar nls das zugleich 6"- 
bildete von Trypsin. 

An einem weiteren Beispiel wurde die Trennung yon Ei izyni~n  
durch Adsorption \-on 0. H a i n m a r s t e n 3 )  im lahre lS'i2 ver- 
sucht. Als eine Methode, mit der esi mijglicb war, pepsinfrcie 
Chymosinlosungen darzustellen, beschrieb €I a m m a r , s t e n  die 
fraktionierte Fallung init kolilenmuller Magnesia oder Bleizuckcr- 
liisung. In seinen spiitewn, eiagehenden &tudien iiber Chy- 
mosin- wid Pepsinwirltung:: hat 0. li a m  m a r s t e n 4) das l'rin - 

zip seines Verfahrens der fraktionierten Adsorption nicht m e h  
aufgenomnien. Die Bedeutung der erzielten Trennung erscheint 
heuk in anderem, Liohte. Die Chymosinliisiing wird nach iden 
Untersuchungen von ;1. P. P n m l o m  u n d  S. W. P : i v : i s t r c h n l ~ ~ i  

V i r c h  o w Y Archiv 28, 279 [1862]. 
2) V i r c h o w s  Archiv 2S, 211 [1863]. 
3) R. M a l y s  Jnhr'eslicr. fib. tl .  Forlsclir. t l  Ticrctivmk 2. 13d f .  IS?, 

S.  118 [1874]. 
') H. 108, 213 [1919) untl 121, 240 [ I C E , .  
5 ,  H. 42, 415 [1904]. 
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und von 0. Han in ia r s t en l )  uiid anderen Forschern nicht Irei 
von Pepsin, sondeni von Pepsinwirkurg ; sie enthalt inaktives 
Pepsin. 

Es sind 50 Jahre verflossen, in denen die Enzymforschung 
nicht an die Sngaben iiber Tiiennung duych Adsorption .ange- 
kniipft hat, und diese sind in der referierenden Literatur in den 
Hintergrund getreten. Zu der geringen Schatzung und Verpach- 
lassigung mag die ungeniigenae Entwicklung der quantitativen 
Bestimmungen beigetragen habem. Die alteren Beobachtungen 
biidten an Glaubwiindi&eit oder Sicherheit ein, als man auf die 
Bedeutung der Aciditat und nuf die Wichtigkeit der Aktivntoreii 
fur die enzymatischm Systeme aufmerksani wurde. 

A d s o r p t i o n s v e r h a l t e n  d e r  Enzyme .  

Die Entwicklung der Adsorptionsmethoden gewann einen be- 
deutenden Antrieb durch die Untersuchungen von L. M i c h ae 1 i s 
und 11. E 11 r e n  I' e i c h 2) )>ISber die ddsorptionsanalyse der Fer - 
mentecc, neben denen die etwa gleichkeitigen ))Studien iiber Ka- 
tapliorese von Fermenten und liolloidencc von H. I s c o v e s c q .I) 

hervorzuheben sind. pil i c h a e 1 i s und E 11 r e  n r e  i c h untersuchten 
die unspezifische Adsorption der Enzyme und zwar die elektro- 
chemische. Durch Anwendung derjenigen Rdsorbenzien, die mnter 
allen Bedingungen eiitschiedene und einsinnige Ladungen tragem, 
wahlten M i c h a e l i s  und E h r e n r e i c h  solche Falle der Ad- 
sorption am, in denen die entgegengesetzte elektrische Ladung 
von Adsorbens und Adsorbendum maSgebend ist. Dabei wurde 
festgeskllt, ndaD alle Subshnzen, die durch K a o 1 i n  ndsorbiert 
werden konnen, B s s e n  sein miissen, alle Substanzen, die durch 
T o  n e r d e adsorbiert werden .konnen, S a u r e n sein miissencc. Auf 
Grund dieses Leitsatzes lied sich die elektrochemische Natur 
der untersuchten Fermente mit Leichtigkeit leststellen, was ohne 
quantitative Bestimmung, nur auL Grund von Schitzungen geschah. 

))Invertin wird bei allen Reaktionen von Tonerde adsorbiert, 
bei kciner Renlrtion yon Kaolin, hht also den Chnrakter einw 
Saure. (( 

&peichel-Diastase w i d  unter allen Utnstknden von Kaolin 
und Tonerde adsorbiert, ist also din amphoterer K6rper.cc 

I )  €1. 86, IS [19OS]. 
a)  Bio. Z. 10, 253 [lOOS]; L. M f c h n e l  i s ,  Bio. %. 5,  488 'il907,/08] uiitl 

.12, 26 [19OS]. 
a) Compt. rend. SOC. Biol. 1 ,  770 untl 861 [1907]; Rio. %. 23. 53 [1009/101 
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nTrypsin wird von Kaolin und Tonerde adsorbierta (nam- 
iich &ei neutraler und murer Reaktiaa vollkommencc), *ist also 
ein amphoterer K0rper.x 

Diese Befunde geltea inclessen nicht fur die Enzyme selbst, 
sondern fur ihre Aggregate mit beeitenden Stoffen. Am Bei- 
spiel des Invertins ist niimlich von R. W i l l s f t a t t e r  und F. 
R a c k e l )  gezeigt worden, daB es aus reineren Losungen von' 
Kaolin leicht , adsorbiert wird, von R. W i 1 I s t a t t e r  iind W. 
VT a s s e r in a n  n 2 ) ,  daD es aucli aus p h e n  Hefe-Autolysaten unter 
gewissen Bedingungen quantiltativ adsorbiert werden kann. I n  - 
v e r t i n  h a t  a l s o  bas i sche  u n d  s a u r e  E i g e n s c h a f t e n .  

AuI3er dem Adsorptionsverhaltein wird von den Begleitstoffen 
auch die Bestiindigkeit der Adsorbate bestimmt. Ihre Zerlegung 
mit chemischen Mitteln gewahrt tieferen Einblick in die Zu- 
saiiiniensetzung der Enzymdsorbate. Diese konnen Stoffe ent- 
halten, die beiiii Elnieren mitmirken oder sie konnen ihneri fehlen; 
nndererseits konnen zusammen mit Invertin Stoffe in den Ad- 
sorbaten enthalten sein, die das Enzym fester an das Adsorbens 
binden. Stoffe beider Art kommen in den Adsorbaten wirklich 
vor. Diese Begleiter weden als R o - e l ~ e n z i e n  und K O - a d -  
s o r b  e n  z i e  n bezeichnet. 

Die A m y l a s e  a u s  P a n k r e a s ,  die mit S p e i c t i e l - i l m y -  
l a s e  identisch gder nahe verwandt ist, bieet  ein dem Invertin 
entge;e,.engesetztes Beispiel, indem das Enzym die ihm zugeschrie- 
bene Adsorbierbarkeit dwch Reini,pms vollstandig verliert. In 
reinerem Zustand wird die Amylase weder aus saurer, noch 
BUS neutraler oder alkalischw .Losung von Aluminiunihydroxyd 
oder von Kaolin adsorbiert. 

T r y p s i n  fiiiden wir schon nach teilweiser, wenn auch un- 
vollkommener Reinigung durch Tonerde aus saurer Losung gar 
nicht mehr adsorbierbar, dagegen quantitativ durch Kaolin. Seine 
basische Natur iiberwiegt. 

Dem Adsorptionsverhalten entspricht die elektrische Uberfuhr- 
liarlreit. Die Angabe von L. Michae l i s s ) ,  da13 Invertin rein 
anodisch wandere, gilt fur ein rohes Hefe-Autolysat. Das reinere 
Invertin wandert schon bei p H  6 uberwiegend kathodisch 4). 

Die Adsorptionsanalyse oder die elektrische Uberfiihrung sagt, 
sofern sie mit sehr nnreinen Enzymlosungen ausgefuhrt wird, 

1) A. 445, 1 wid zwar S. 55 [1920/21]. 9 )  H. [1922], irn Druck. 
3,  Bio. 2. 16, 51 [1909]. 
4 )  R .  W i l l s t i t t e r .  J. G r n s e r  und R .  K u h n ,  H. 123, 1, und mar 

s 55 u. 53 [1922]. 
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iiber die Natur eines Fermentes nichts aus, sondern sie l lSt 
nur erkennen, ob in dem aus einem Ferment und seinen jewei- 
ligen Begleitstoffen gebildeten Additions- oder Adsorptionsprodukt 
die Saure- oder Basennatur iiberwiegt. 

Dieselbeii Einflusse machen sich bei der Adsorption VOLT 

Tosinen, Lysinen und ihren Antikorpern geltend, die in einea 
sorgfiiltigen Arbeit von E. Z unz1) untersucht worden ist. Z u n z  
hat darauf hingewiesen, wie wichtig es sei, mit reinen Adsorbenzien 
zu arbeiten, da  durch Beimischungen die eleklrischen Ladungen 
der Adsorbenzien und der adsorbierten Substanzen modifiziert 
werden kiinnen, und es ist ihm nicht entgangen, daS die Begleit- 
stoife der immunisiermden Korper, die in weiten Grenzen wech- 
seln, einen veriinderlichem EinfluB auf den Charakter der elek- 
trischen Ladung der Toxine, Lysine und ihrep Antikorper aus- 
iiben konnen. Rfm kaiin hinzufugen, daB auch die liier vorliegen- 
den Beobachtungen durch deli EinfluB der Begleitstoffe noch ent- 
stelll sein konnen. 

In einem wertvollen Bnehe iiber die Kolloide in der Biologie 
heiBt es :  nAus der vorphysikochemischen Zleit ist es in der bio- 
logischen Chemie vielfach noch iiblich, nach den meinencc chemi- 
schen Substanzen zu suchen.(( Dies sollte iiblich bleiben. Die 
reinen Substanzen sind fur die bphysikalisch-chemische Unter- 
suchung und fur die Losung physiologischer Fragen uiientbehrlich. 

T r e n n u n g  d e r  p a n k r e a t i s c h e n  E n z y m e  d u r c h  
A d  s o r p t i o n .  

Verschiedene Enzyme zeigen zugleich saure und basische 
Eigenschaften niit feinen Abstufungen. Darauf 1aBt sich ihre 
Trennung durch Adsorption grunden. Sie gelang bei Enzymen, 
die von einander so erheblich differieren wie die verschiedenen 
Enzyrngruppen angehorenden Komponenten des Pankreasgemisches. 

Die Eigenschaften der P a n  k’r e a s  - L i p a s e entsprechen dem 
Umstand, daB sie in ihrem Reaktionssystem von unspezifischeln 
Adsorptionsverhaltnissen stark beeinflufit wird. Sie ist sehr leicht 
adsorbierbar und in  dieser Beziehung von Begleitstoffen wenig 
abhangig. Sie wird von elektropositiven hdsorbenzien, wie Ton- 
eriie, und aucli von elektronegativen, wie Kaolin, adsorbiert und 
lafit sich durch allialische Phosphatlosung (21/,-bas. Ammonium- 
ghosphat), am besten glycerinhaltige, eluieren. Ihre sauren Eigen- 

1) 2. f. ImmuiiitBtslorseliung 19, 326 [1913]; C. 1913, II 1997. 
Bedchte d. D. Chem. Gesellschaft. Jahrg. LY. 233 
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schaften sind viel s tkker  ausgepragt als die von Amylase und von 
Trypsin. Daher kann die Lipase von den begleitenden Enzymen mit 
Hilfe der Tonerde quantitativ getllennt werden 1). Die Trennung 
ist nur dadurch erschwert, dal3 den heiden andleren Enzynien 
durch ihre Begleitstoffe (Ko-adsorbenzien) Adsorptionsei~ensclinit~n 
verliehen werden, die sis an sich nicht besitzen. Die KO-admr- 
benzien halten abler auch die begleitenden Enzyme im Adsoi'bnte 
mehr zuruck, wenn die Lipase eluiert wird; dies unterstutzl die 
Trennung. IVVShrcnd dzls Tonerdc-Adsorhat den gro13kn Teil i ind 
die daraus gewonnene Elution beispidswciso 2/3 der anpvanf l  ten 
Lipase enthzlt, gehen von der Sniylasle in das Adsorbat, xbcr 
nur etwa 30/,, in die Elution mit, etwas mehr vom Trypsin. Durch 
nochninlige Adsorption anit Aluminiumhydrosyd aus der a n y -  
sauerten Elution und erneute Elution mit ammoniakalischein Phos- 
phat wird die Bbtrennung der die 1,ipase begleitenden Enzyme 
quantilativ. 

Die P a n k r e a s - A m y I a s c  hat b i n e  sauren EigenschxCten. 
In rcinerem Zustand wird sie aus wiifiriger Losung yon Aluminium- 
hydroxyd gar nicht aufgcnomnien, auch nicht, wenn sie rnit Lipase 
vermischt ist. Der Amylase fehlen andererseits auch die basischen 
Eigenschaften. Hiernuf bcruht ihre T r e  n n u n g v o m T r y p s i n , 
dessen basische Eigenschaflen ausgeprggt sind. Bei wiederhollem 
Behandeln in saurer LGsung mit Kaolin wird die Amylase von 
Trypsin befreit, wenn auch nicht ohm erhcblichen Verlust. Anch 
hier spielen namlich die Ko-adsorhenzien cine gro8e Kolle. Cei 
der crsten Einwirkung voii Kaolin fuliren sie einen Teil, z. E. I/q, 
der Amylase in das Adsorbat mit iiber und wirken zugleich adsorp- 
tionshemmend auf TrypSin. Dnhei crschijpft sich der Gehalt der 
Enzynilosung an diesen Be;leitstoffen, so dal3 h i  einer zwciten 
Behandlung niit Kaolin nur noch sehr wenig von Amylase, aber 
alles Trypsin durch das Adsorbens aufgenommen wird. Aus diesem 
kann dann Trypsin in viel reinerein Zustand eluiert werden. 

Das wahre Adsorptionsverhalten der Amylase, die gegen eleklm- 
positive und elektronegative Adsorbenzien indifferent ist, wird erst 
in hoherem Reinheitsgrade erkennhar. Das Enzyni laBt sich zu- 
iiachst ails der neutralen Losung, wenn sic Alkohol ent- 
halt, durch Tonerde adsorbieren. Aber die daraus freige1cTte 
Amylase ist nicht mehr oder nur noch Zuni kleinen Teile unter 

1) H. W i l l s t H t t e r  wid E. W a l d s c h m i d t - L e i t z ,  Ober I'ankrcns- 
Lipase, in1 Druclr (11 ); Die Aiigaben fiber Amylase sind einer gerneinsam niit 
Hm. A. R .  F. I1 e s s  e ausgeffilirten, unver8ffentlichten Untersuchung ait- 
nommen. 
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denselben Verhd tnissen adsorbierbar durch Tonerde, naturlich gar 
nicht aus wal3rigem Medium. Durch den Zusatz des Alkohols 
wird wahrscheinlich der saure Charakter der mitj der Amylase 
assoziierten amphoteren Stoffe entwickelt, wie es bei Amino-saurcti 
nnd Peptiden gefunden wurde 1). 

Von den drei Pankreas-Enzymen hat die Lipase die starksten 
sauren, Trypsin die stiirksten basischen Eigenschaften. 

S t e i g e r u n g  d e s  R e i n h e i t s g r a d e s  d u r c h  Adsorp t ion .  
a) W e c h s e l  im R d s o r p t i o n s m i t t e l .  

Wenn man ein Enzym nach dem geschilderten Adsorptions- 
verfahren auf hijhere Reinheitsstnfe zu heben sucht, so wird dcr 
Erfolg dadurch beschrbkt, dal3 das Adsorbens zugleich auch eine 
bedeutende Menge von enzymatisch indifferenten Stoffen an sich 
zieht, die wohl gleichfalls in der Hauptnienge ihm entgegengesetzte 
elektrische Ladung tragen. Die Konzentration der zwei Male mit 
Tonerde gereinigten P a n k r e a s - L i p a s e  ist nur Wmal  grol3er als 
in der getrockneten Druse. Die Konzentration des mit Tonerde ge- 
reinigten Invertins betragt beispielsweise nur das Hundertfache 
von derjenigen in der Hefe. In diesem Zustand besteht das Invertin 
noch zu etwa 65-750/, aus Hefepnmi. Von diesem Punkte an  
€iihrt der Wechsel in der elektrischen Polaritat des Adsorptions- 
mittels weiter. Wenn nach dem elektropositiven ein elektronegatives 
Adsorbens angewandt wird, so gelingt die Abtrennung der nocli 
mitgefuhrten Fremdkorper, vor allem elektronegativer. 

I n v e r t i n  , das unter den bisher iiblichen Bedingungen aus 
Hefe-Autolysaten von Kaolin nicht auEgenommen wird, 11Bt sich 
aus der reineren Losung glatt adsorbieren, wahrend der Hefegumini 
in seiner ganzen Menge in der hfutterlauge zuriickbleibt. Fur die 
Steigerung der Enzymkonzelnhation ist diese Trennung von grol3er 
Bedeutung, der Reinheitsgrad des Invertins steigt beiml Eluieren 
des Kaolin-Adsorbates mit sehr verdunntem Alkali, z. B. auf das 
500-fache der Konzentration, die es in der Hefe aufweist. 

Auch bei der L i p a s e  hat der Obergang vom elektropositiven 
zum elektronegativen Adsorbens Erfolg. Die mit Tonerde gereinigte 
Lipase wird, einmal mit Kaolin adsorbiert und daraus wieder eluiert, 
achtfach konzentrjerter, d. i. etwa 250-ma1 konzentrierter LEIS in 
der getrockneten Pankreasdruse. 

[1921]. 
1) R. W i l l s t l t t e r  und E. W a l d s c h m i d t - L e i t z ,  B. 52, 2988 

233. 
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Noch etwas weiter fuhrt dann die Adsorption mit indifferenten 
organischen Mitteln, C h o 1 e s t e r i n oder T r i s t e a r i n. Diese Ad- 
sorbenzien wirken hier noch strenger auswahlend als Kaolin und 
Aluminiumhydrosyd. Es durfte anzunehmen sein, da13 die Adsorp- 
tion, z. B. durch Cholesterin, eine der spezifischen Adsorption ver- 
wandte, eine chemische Adsorption ist, namlich eine auf Partial- 
affinitlt beruhende Erscheinung, verschieden von mechanischer 
und von polarer Adsorption. Diese Aufhssung wird dadurch ge- 
stutzt, daIj in den Tristearin- und Cholesterin-Acisorbaten die Lipase 
nur sehr schwach wirksam ist. Ihre aktive Gruppe ist zum Unter- 
schiede von nur maIjigen Abschwachungen in Lipase-Tonerde- und 
Lipase-Kaolin-Adsorbaten weseiitlich in Mitleidenschaft gezogen, ihre 
Affinitat durch eine Storung der Reaktionssphlre bedeutend ver- 
niindert. Fur die Renntnis dieser Art von Adsorbaten und fur ihre 
praktische Anwendung ist es wichtig, dal3 die Lipase darin nnver- 
sehrt enthalten ist. Es ist namlich gelungen, dns Enzym wirksam 
daraus zu eluieren. 

Die Anwendung von Cholesterin oder Triskarin hat noch einen 
weiteren Sinn. Fur die Bestimmung der erreichten enzymatischen 
Konzentration ist es niitig, die Lipaselosung durch Dialyse von 
ihrem Gehalt an Glycerin und Elektrolyten zu befreien. Dabei 
bul3t aber das Enzyni seine Wirkung ganzlich ein. Ein Verfahren 
ist darum erwunscht, das Enzym noch aktiv aus der glycerinhaltigen 
wafirigen Losung zu isolieren und so den Reinheitsgrad auf einem 
von der Dialyse unabhangigen Wege zu kontrollieren. Die enzy- 
matische Konzentration der Lipase steigt nach den vorangegangenen 
Tonerde- und Kaolin-Reinigungen noch etwas an, aber nicht mehr 
bedeutend. 

b) A d s o r p t i o n  b e i  g r a D e r  V e r d u n n u n g .  

Fur den Reinheitsgrad der Praparate ist die Anwendung mBg- 
lichst geringer Mengen der Adsorbenzien entscheidend. Ein zweiter 
Weg, den enzymatischen Reinheitsgrad zu erhohen, wird einge- 
schlagen, indem man die Ads,orptionswirkuq der Adsorbenzien 
steigert und mehr auswahlend gestaltet. 

Es ist dafiir notig, in jedem einzelnen Falle die geeignetsten 
Praparate der Adsorptionsmittel auszuwahlen. Zu diesem Zweck 
habe ich gemeinsam mit Hrn. H. K r a u t l )  eine Untersuchung uber 
A l u m i n i u m h y d r o x y d  in Angriff genommen. Sein A d s o r p -  
t i o n s v e r m o g e n  ist v o n  d e r  D a r s t e l l u n g s w e i s e  in be- 

1) Noch unvertiffentlicht. 
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trachtlichem MaDe a b h a n  g i g. Auch ist das Verhalten einer 
Sorte Aluminiumhydroxyd gegen verschiedene Enzyme ungleich. 
Das Tonerdepraparat von groDtcm Adsorptionsvermogen fur Invertin 
hat nicht zugleich fur Lipase dss gro13te. Die Darstellung der Ton- 
erde war differierend hinsichtlich der Hydroxyl-ionen-Konzentrai- 
tion bei der Ausfallung aus Aluminiumsalz und der Dauer des Er- 
hitzens nach der Fallung: 

Tonerde -4, mit iiberscliiissigem konz. Ammoniak gefiillt und lange 
erhitzt, plastisch; 

Tonerde B, ebenso gellllt, nicht weiter erhitzt, plastisch; 
Tonerde C, in grol3er Verdilnnung gefallt, feinltornig pulverig. 

Uni die Unterschiede im Adsorptionsverhalten dieser Prapa- 
rate zu erklaren, genugt die Annahme nicht, daD Aluminiumosyd 
oder ein niedriges Hydrat vorliegt, das in verschiedenem MaDe niit 
kolloid gebundenem (adsorbiertern) Wasser beladen ist. duch 
die chemischen Reaktionen : 

spurenmeise lijslich 

kolloid loslich 
spurenweise loslich 

1 proz. 
Natronlaoge 

beim Erw&rmen nur 

beim Erwitrmeo lBslich 
beim ErwLmen loslich 

teilweise loslich 
Pritparat A 

Priparat B 

I-proz. HCl 15-proz. HCl I 
unloslich 

leicht loslich 

da13 eine groBere Zahl vc.1 bestimmten Hydraten, also Poly-alu- 
miniumhydroxyden, vorliegt. 

Beim Trocknen in einem Luftstrom von konstanter Geschwin- 
digkeit, der bei 200 mit Wasserdampf gesattigt ist und dessen Tem- 
peratur 10-Grad-weise gesteigert wird, ergeben sich namlich ge- 
wisse Haltepunkte, z. B. fur Aluminiumhydroxyd A bei 100, 110, 
120, 130, 140 0 der fur 8 A1 (OH), - 7 €I,O berechnete Wasser- 
Pehillt. deripniw des Pr5inaratPs B stimmt hei 120. 1.70 140. 1500 
fiir 4 A1 (OH), - 3 HzO. 

Noch viel groDer ist nach den mit Hrn. H. K r a u t  ausgel. 
fiihrten Versuclien der E i n  f 1 u I3 d e  r V e  r d u n n u n g. Ea zeigt 
sich, daB die Tonerde das Invertin h i  goBer Verdunnung seiner 
unreinen Losung viel mehr auswahlend adsorbiert, daD ihr Adsorp. 
tionsvermogen fur Invertin ein vielfach groSeres wid.  Es wird also 
nicht in Ubereinstimmung mit vielen bisherigen Erfahrungen von 
einer gegebenen Menge Adsorbens aus achwacherer Losung nur ver- 
haltnismiifiig mehr Substanz aufgenornmen als aus konzentrier - 



ter, sondern die abwlule Menge adsorbierten Enzyms steigl mit 
der Verdiinnung der Losung, und die Adsorption gestaltet sic& 
bcim Verdiinnen der Losung, z . B .  des Hefe-Autolysates, in hohe- 
rein MaBe selektiv fur Invertin als fur irgend eiii begleitendes 
1’1 otein, eine Nucleinsubstanz oder ein anderes Protoplasma-Zer- 
fnllsprodukt in der Losuolg. Das Verhalten ist offenbar bedingt 
von den iiberaus entwickelten Adsorptionsaffinitaten des Enzyms. 
Und es tritt dann in Erscheinmg, wenn bei starkem Verdiinnen 
mit Wasser und noch mehr bei Gegenwart von SSure der EinfiuS 
der Enzym-Begleitstoffre abgeschwiicht wird iiifolge hydrolytischen 
Zerfalls gebildeter Assoziationsprodukte. Diese Erscheinung ist 
kcine allgemeine, bei P e r o x  y d a s e  wird nur fur die Adsorp- 
tion rnit Kaolin, nicht mit Tonerde Analoges beobachtet, bei 
der L i p a s e  sind die Bedingungen noch nicht gefunden, linter 
denen das h i m  Invertin Beobachtrete eintritt. 

Auch heim I ni ve  r t iin beschrankt sich die auswahlende und 
gcsteigerte Adsorption bei grol3er Verdiinnung auf Losungen, die 
ganz besanderen Bledin,pngen geniigen: sie wird erst deutlich 
nach dem A l t e r n  der Autolysate. Die bei langereni Stehen der 
Hcfeausziige erfolgendem Abbauvorgange greifen die mit den1 En- 
zym vergeuellschafteten Inhaltsstoffe der Hefe an ;  dabei wird 
das Verhalten der Enz ynilosung gegeniiber den Adsorbenzien ganz- 
lich verbdert. 

Ein schones Beispiel fur die Anderung bietet das V e r h a1 ten’ 
d e r  H e f e - A u t o l y s a t e  gegen  B l e i a c e t a t .  Es ist ublich, 
durch Fallmg rnit diesem Reagens EiweiDstoffe zu beseitigen, 
und dies gelingt oft ohne Vel-lust an Enzym. Hingegen fiillt aus 
gealterten Autolysaten mit dem Bleiacetat-Niederschlag, von ihm 
adsorbiert, die ganze Menge des Invertins aus. Durch fortschrei. 
tenden Abbau cfer in den Autolysensgften enthaltenen kompli- 
zierten Verbindungen entsklieen erst die fur die F a h n g  des 
Invertins verantwortlichen Stoffe wie z. B. Mucleinsguren aus 
Nucleoproteiden. Auf dieser Fallbarlieit mit dem Bleiniederschlag 
beruht eine Methode I), Invertin zu isolieren, die zu Praparaten 
ron  hohem Reinhcitsgrad gefuhrt hat. 

Dieses A l t e r n  Cier A u t o l y s a t e  ist eine der Vorbedin- 
gungen fur die Steigerung des Adsorptioiisliermogeiis und der 
selektiven Wirkunz, sei es von Aluniiniumhydroxyd oder voix 
Kaolin. Die beobachtetm Unterschiede im Invertin-Adsorptions- 

1) R W i l l s t a t t e r ,  .I. G r a s e r  und R K u h n ,  III .Xbhal~dl  zur 
-- 
I \ ~ ~ i i n l n  d Invertiiis. I1 123, 1 [1022] 



wert desselben Aluminiumhydroxyds fur dasselbe Autolysat ent- 
sprechen dem Veljhaltnis 90 : 1. Darauf griinden sich einfache 
Verfahren 1) der Isolierung des Enzyms mit wenig Aluniinium- 
hydroxyd und noch besser mit wenig Kaolin. Es gelingt, rnit 
einem Bruchteil derjenigen Kaolinmmge, die empfohlen wird, urn 
EiweiB aus den Hefe-Autolysaten zu entfernen, hei geeigneter 
Aciditat (R/,,-Essigsaure) un,d Verdiinnung (20- his 40-fnch) alles 
Invertin zu adsorbieren. Die Elution aus diesemi Adsorbate mit 
sehr verdunnteni Ammoniak liefert ohne weiteres Invertin von 
noch hoherem Reinheitsgrad (Zeitwert 0.48-0.60) als der lange 
Weg der Reinigung nach W i l l s t l t t e r  und I i a c k e  durch Vor- 
behandlung init Kaolin, Adsorption niit Tonerde, Ausfiillung aus 
der Elution und erneute Adsorption mit Kaolin 

D i e E n z y in p r ii p a r a t e  

Das Ergebais, zu dem die hschriehenen Methoden fiihren, 
is1 die Abtrennung der Fremdkijrper nus den bekannten Klassen 
organischer Verbindungen. Damit sind Steigerungen der enzy- 
matischan Reinlieitsgrade verbunden, die uber die fruher er- 
reichten Enzym-Konzentmtioii~n weit hinausfuhren. Manche En- 
zyme, diejenigen von geringer Spezifitiit wie das Fett-- und Ester- 
spaltende Pa n k r e a s - E n z y m , sind wahrscheinlich enzymatisch 
honiogen erhalten, ein anderes, das Rohrzucker-spalknde He f e - 
E n z y m ,  das zu einer Gruppe von ausgeprggter Spezifitiit ge- 
hijrt,  liegt in Form eines Gemisches mit mehreren, Kohlehydrate 
und Glucoside spaltenden Enzymen w r .  

Die P a n k r e a s - L i p a s e  ist auf das 000-fache der lionzeii- 
tration gcbracht (Lipase-Werl?) 240), die in der eiitfetteten und 
entwasserten Driise gegeben isl, die P a n k r e as - A m y 1 as e auf 
das 200-fache gesteigert worden. Sie zcigeri keine (Amylase fast 
keine) Kohlehydrat- und kcine Eiweil3-Reaktionen mehr. Die Amy- 
lase ist etwa lOO-nlal wirksaiiier als ein \-on 11. \-on I.: u l e r  und 
0. S v a n b  e r  5 3 )  beschriebcnes Priiparat 1-011 Rlnlz-Aniylasr, 16-ma1 

1) €3. W i 1 1 s t <I 1 t c r 1111tl W. \Y a s s  e 1’111 a 11 11 , I\’. Abl~andl ZUT Iicnnln 
d. Inrertins, 11. [1922], im Druck. 

2 )  Die enzyniatischc lionzcntration der Lipase wird durch den 
a l i p n s e - W e r t c t  ausgLdrCclit, d. i. die Allzalll w n  Lipaw-Einhriten in l cg  
der Substanz; die zugrunde liegende aL i p a s e - E i n 11 e i tcc ist die Nenge 
Enzym, die crforderlich ist, urn unler genau beslirnmtei~ Bedingungen in 
1 Stde. 24 O/,, von 2.5 g Olivendl zu spaltcn. Von zwei getrbckncten Pnnkrens- 
Proben enthielt je 1 cg 1 Iipase-Einheit und 0.8 Lipase-Einheiten. 

3) H. 118, 193 [I9213 



konzentrierter als das beste Pankreas-Praparat von H. C. S h e r -  
m a n  und hl. D. S c h l e s i n g e r l ) .  

Die H e  f e - S a cc h a r a s e , deren Konzentration das 1600- bis 
1700-fache des in Form der Hefe selbst gemessenen Enzyins ist 
und durch den Zeitwert 0.2 gem50 den Bedingungen von C. 0's u 1 - 
l i v a n  und F. W. T o m p s o n  und H. v o n  E u l e r  ausgedruckl! 
wird, ist frei von Proteinen und Kohlehydraten' erhalten. Der 
Phosphorgehalt, der in weniger reinen Priiparaten ansehnlich war, 
ist atif 0.006*/, hernbgedriickt. Die Vorstellung2), da0 das I h -  
zym eine Phosphorverbindung sei und zahlreiche Nucleinszure- 
gruppen enthalle, laI3t sich nicht mehr aufrecht halten, ebenso 
wenig wie irgend eine andere vom den vorlzufigen Vorstellunl 
gen, die iiber die Zusanimenssetzung von Enzyinen gelu0ert wor- 
den sind. 

Wurde man irgend eine der r e i n m n  Enzymlosungen mit 
einer andeven vertauschen, SO konnte dies bis jetzt nur mittels 
der spezifischen Rfeaktion analytisch erkannt werden und gar 
nicht mehr nach dem Erhiizen der Losungen. Eine Ausnahnie 
Sildet die p f l n n z l i c h e  P e r o x y d a s e ,  denn wir finden sie 
in konzenlriertereni Zustand farbig, hell Idtlichbraun, ahnlich wie 
Losungen von Porphyrinen aus deni Elutfarbstoff oder aus Chlo- 
rophyll 

Auch hinsiclitlich dcr Peroxydase sind durch die lieinigung 
nach den Adsorptionsverfahren die ersteii Angaben iiber die Zu- 
saniiiiensetzung, die freilich nur mit dem Vorbehalt geniacht waren, 
da13 sie die erreichte Rmeinheitsstufe kennzeichnen sollten, weit 
uberholt. In der ersten Arbeit ubler pflanzliche Peroxydase hatten 
W i 11 s t ii t t e r und S t o 1 13)  die erzielte Enzym - l<onzentrniion 
durch die ))P u r p u r o i a  11 i m - Z a h 1 , ~  670 ausgedriickt, d. h. 1 mg 
Enzym hat uiiler den gewtihlten (nicht entfernt optimalen Be- 
dingungen) in 5 Min. 670 n ~ ;  Purpiirogallin gebildet. Jene Prti- 
parate enthiselten Zuckengruppcn. Auch wiesen sie einen bedeu- 
tenden, mit der Wirkung anscheiiiend proportional gchenden Eisen- 
gehalt (0.46 o/,J auf .  In einer unvmoffentlichten Arbeit, die I-Ir. 
A. P o l l i n  g e r  niit mir ausgefiihrt, ist die enzyinatische Konzen- 
tration der Peroxydase durch Adsorptionsverfahren zur Purpuro- 
gallin-Znhl 3100 4) gesteigert worden. Schon bei eineni ha111 so 

1) Am. Soc. 37, 1305 [1015]. 
2, H. v o  i i  E u 1 c r  und 0. S v a  11 b e r g ,  €1. 112, 282 J9211. 
3, A. 416, 21 [1017/1S]. 
4 )  Diese Zahl gilt fur eiii trockcn isoliertes Prsparat  nach dem Wieder- 

aufl6sen. 
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ghstigen Reinheitsgrad war keine Spur von Kohlehydrat, frei oder 
gebunden, mehr nnchweisbar. Bei der weiteren Reinigun; ist auch 
die eisenhaltige Substanz zurn groOen Teil abgetrennt worden, so 
daD das im Verhaltnis zu dem friiheren fast 5-fach konzentrier- 
tere Praparat einen 7-ma1 geringeren Eisengehalt aufweist, niiin- 
lich 0.060/,. Fur die Konstitution und die Farbe dcr Peroxyclase 
ist also das Eisen belanglos. 

Diese Ergebnisse bedleuten eine Vorbereitung des Wegesr zu 
reinen Stoffen. Untersuchungen iiber die Konstitution der En- 
zyme sind noch nicht bepnnen. Wirft man zurn Vergleich einen 
Blick auf die bekannten Naturproduktc von nicht eben geringer 
MolekulargriiBe, SO findet man unsere Kenntnis entweder wie 
bei Alizarin, Indigo, Terpenen, Kautschuk, auf Osydation und 
Desosydation beruhend, oder in anderen Fallen auf Hydrolyse 
gegriindet, z. B. bei Starke, Cellulose, Gerbstoffen, EiweiDstoffcn. 
Bei der Anwendung dieser Methoden aaf Enzyme lassen sicb 
einige Schwierigkeiten vorhersehen. Von Fremdkorpern befreit 
und enzymatisch homogen, stehen sie nur in geringen Mengen 
zur Verfiigung. Ihre spezifischen Gruppen sind so empfindlich, 
daB jeder Eingriff in den molekularen Bau sie zerstoren wird, 
wie es auch das Schiclrsal gewisser empfindlicher Gruppen cler 
EiweiOstoffe bei jeglichem Abbau zu sein scheint. 

Die E n z y m e  werden mit den T o x i n e n  u n d  d e r e n  A n t i -  
k o r p e r n  zu einer besondbren, groOen Klasse von Stoffen zu 
vereinigen sein, mit deren Ausdchnung und Abstufung sich nur 
die EiweiDstoffe vergleichen lassen. Das Eigentumliche dieser 
Klasse ist die Entwicklung und Spezifizierung der Partialnffi- 
nitiit. Darauf sind wohl ihre Wirkungen zuriickzufiihren, und 
darauf ist die Methodik fiir ihre Isolierung zu griinden. 


