
0.1553 g Sbst.: 0.0415 g Pt. 

Das I’ i k r a t lirgstallisiert aus Alkohol in kleinen. gelbeu BIBttchen, d ~ c  b c ~  138-1396 

0.1531 g Sbst.: 24.2 ccni N (190, 750mm) 
C,, U,, N,. C, H,(NO,), . OH. 

Die Untersuchung wird fortgesetzt 

(Clo HI, N,, HCl), PI C1,. Ber. Pt 26.84 Gel. I’t 26 72 

sclimelzeii. 

Btbr N 18 09 G e l  N 17.85 

__c- 

270. H. von Euler u d  K. Josephson: 
Beseichnung der AktivitiLt und Affinitllt von Elnzymen. 

[Aus d. Biochem. Laborat. d. Univcrsitlt Stockholm.] 
(Eingegangen am 2. Juni 1923.) 

Seitdem die dktivitat von S a c c h a  r a s e in I n v e r t i n - Priiparaten 
zahlenmaoig pniessen wird, hat man teils nach 0’ S U 1 1 i v a 11 und T o  m p - 
s o n l )  den sogen. ))Zeitwertcc t (fOn=tRIin.) teils nach E u l e r  und 
S v a  n b e  r g 2)  die ))I n v e  r s i o n  s f a h  i g k e i tc If bestimmt. Kiirzlich haben 
W i 11 s t a t t e r und K U h n 3 )  aul3erdem iioch die Bezeichnungen ))S a c c h a - 
rase  - E  i n  h e i tcc und ))S a c c haras e - W e  r tu vorgeschlagen. Letztere stehen 
in einfachen Verhaltnissen zum ))Zeitwertcc. Eine genaue Charakterisierung 
der Saccharase-Prapuate verschiedener Herkunft und verschiedener Affi- 
nitat kann durch Sngabe der Affinitiitskonstanten lib1 als Index errcicht 
werden. 

Da es wunschenswerl ist, daB in der Enzym-Cheniie moglichsl bald 
e i m  Ubereinstimmung der Bezeichnungsweise erzielt wird, wollen wir im 
Folgenden die Grundlage der vorgeschlagenen Einheiten besprechen Und 
zwar zunachst beziiglich der Sacchamse und Amylase and daran anschlie- 
ltend beziiglich der Enzyrn-Aktivitiit in1 allgemeineir. 

1. A k t i v i t a t  de r  S a c c h a r a s e .  
Als >)Minutenwertc; oder !,Zeitwertcc eines Saccharase-Prlparates gibt 

rnan die Zeit in Minuten an, welche arforderlich ist, urn duPch 0.05 g 
eines Praparates bei der Teinperatur 15.50 i g  Rohrzucker, gelost i n  
25 ccni einer 1-proz. NaH,PO,-Losung, bis zu 75.750/0 zu spalten, d. 11. bis 
die Drehung nach Aufhebung der Mutarotation 00 hetragl. 

Aus dieser Definition sind auch die neueii, von W i l l  s t k  t t e r  uiid 
K U h n eingefuhrten Bezeichnungen abgeleitet. Die S a c c h a r a s le - E i n - 
he i t (S.E.) ist die Enzymmenge ill 50 nig saccharase-haltiger Subst,anz 
vom Zeitwert 1 unter den Bedingungen der Definition von 0’ Sri 11 i v a 11 
und T o r n p s o n .  

Der S a c c h a r a s e - W e r l  (S.W.) gibt die Anzatil der Saccharase- 
Einheiten in 50mg Subdtauz an. S.W. ist sornit der invertierte Weit des 
Hlteren Zeitwertes. DemgemaB haften ihm alle Na.chteile desselbeii an init 
Ausnahme davon, daB S. W. mit den1 Reinheitsgrad steigt, wiihrenrl del  Zeit- 
wert €5111. 

Die InversionsfHhigkeil. (If! eines Saccharase Priilwiiies w i d  defioicrt. 
durch die Gleichuna 

1; x g Zucker 
g Priiperat ’ 

I f =  

l) Soc. 37, 8-34 [lSSO]. 2) H. 107, 269, U. zw 273 j191Y] 3) B. 56, 509 [l923]. 
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W O  k den Keaktisnsl~oeffizieilterl erster Ordnuiig bezeichnct; ;)g Ziickw: 
i?;t rlic bei der luversionsbcstimiiinrig anwesende ursprungliclie Rohrzuclier- 
rriengc, :)g Praparaki ist die Menge angewandten Enzym-Priiparates bzm. 
das Trockengewicht der zur Inversion'sbestimrnung angewandten Enzym-  
Liisung. Dieser. Ausdruck jiir If hat sich innethalb gewisser Grenzen als 
iinabhHngig von der Enzyni- und der Kohrzuckey-Konzentration erwiesen. 
Ein nicht unwesentlicher Nachteil der If-Einheit ist der Uinstsiid. dal3 die 
Rohi.zucker-Inversion in1 allgenieinen nicht streng , der inorloniolekulare,n 
Reakti~onsformel folgt 4 ) .  Dadurch wird die Berechnung eines h,Iitt.elwertes 
fiir Ii aus einer Anzahl l'olarisatioiisbestirti~iiiingeii bzw. Einzelwerte von 
kiktionskonstanten bis zu eiiieni gewissen Grad willkurlich. Weqdet man 
jedoch zur Berechnung des Mittelwertes von k mehrerc Uest,iinniuiigen zwi- 
when etwa 40-75-proz. Spaltung des Rohrzuckers an, so werden die Akti- 
vit.St~bestimmungeu durchaus reproduzierbar und vergleichbar, wie aus unse- 
re11 Sawharase - lrbeiten hervorgeht. Iiiclesseii mu13 lietont wcrden, dafi, 
der gleiche Nachteil auch der Berechnung des Zeitwertes und des Saccha- 
rase-Wertes anhaftet, da  ini allgemeinen die Drehung nicht gerade lJei 
rrreichtem 0 - Wert bestimnit wird, sond,ern oft ilus eirieni ziemlich ab- 
wvrichenden \'Vert, morauf man sus dieseni die Zeit der 0 -Drehung 
[inter Anwendung einer logarithmischen ' Iiurve ermittelt. ))Den IIaupt- 
lehler, dem gegenuber die Versuchsfehler verschwinden, hcdingeu die ,4b- 
weichungen der Reaktionskurve von der logarithmischena (w i 11 s t a t  t e r 
untl R a c k e ,  Zur I(ennt~nis des Invertins, erste Abhandl.j), S. 9). Da die 
liohrzuckerspaltung in diesen Fallen nicht imnier gleich weit. fortschreitet, 
ltijnnen diese ails einer oder zwei Bestimrnungen extrapolierteii Zeiteii der 
0:Drehung nicht irmner gnnz vcrgleichbar sein. Bezuiglich der ' rationellen 
1:crechnung der Zeit der 0 -Drehung des Zeitwertes untl If siehe nntrn. 

U n i r e c h n u t i q  v o n  If a u f  d e n  Z e i t w e r t  b x w .  ( 1 t . n  

S a c c h a r  a s c - Wc r t. 
Zur Uini-echnung von I f  auf 0' Y U 11 i v n n s und T o  111 1) s o n  s Zeitwert 

('OO==tMin.j wurde von E u l e r  und S v a n b e r g  (I.c.,  S.303) der Bus- 
druck herechnet: If x t = 46.176. Dahei war der Umstand nicht berucksich- 
tigt worden, daD nach der Definition des Zeitwertes die Inveksionsgeschwin- 
digkeit bei 15.5 0 zu bestinimen ist, wlhrcnd die Zimmertemperatur bei 
den der Berec,hipng yon If zugrunde l iesnden  Invejrsionsversuchen 18 O 

betlug 6). Beriictsichtigt man den EinfluB der Teniperatur auf die Drehung 
und auf die Inversionsgeschwindigkeit, so Sestaltet sich die Kechnuq 
f'olgendermal3en : 

(0.44-0.005 t )  werden dic folgendrn \V(:c?rtc. 
liir L,, erhalten: 

Aus der Forme1 L,,, = li mpl 

15.5O 
1 80 Lmax 1s 0.35 Rmsx 18, 
800 Lmax 20 = 0.34 Rmax 20- 

L m a x  15.5'= 0.36 &rr 15.5, 

1 
t a--x 

l u s  tier Forinel fur inononiolekulnre Rcaktionen k =  -~ log .-? wirtl 

f u r  die Zeit. t, nach welcher die Drehung 0" gewordcn ist, erhalten: 

J )  E II 1 e r  onrl XI y r h iic k ,  H. 189 [1923] im Druck. - Siclie auch I; II 11 1 1 ,  13. 125, 

.-;: ~ 4 .  42.5, 1 j19211. 6) vergl. E u l e r  und J o s e p h s i ~  11 ,  E. 56. 446 [1923!. 
28, 11. zw. 73 [1923]. 
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15.5' 
1 1 + 0.36 1 

0.5772. k = log -0.36- - -- 
1 1 + 0.35 1 

k = - I o g  - - 0.5862. 
t 0.35 

, 1 1 +0.34 1 
K = - log __- = - 0.5956. 

t 0.34 t 

-- 180 

200 

[(et-hnel man feriier niit eineni Tempel.aturko~fizienten der lnversions- 
gear,hwindigkeit yon 10 o/o per Grad innerhalb des in Betracht kommenden 
Teiiil'eraturgebiefes, so erhalt man unter Anwendung der obcn berechnetcn 
Weerte von 1r.t und unter Berucksichtigung der nach der Definition des 
Zeitwerts anwesenden Mengen 
Ausdruck f i i r  die Umrechnung 
vc't swi dwcharase-Wert: 

1f15.5c = 

If,@ = 

It(? = 

Rsohrzucker -und Enzym-Priiparat folgenden 
von If auf den Zeitwwt oder den damit in-  

0.5862 * 4 * 1.25 

0.5956 * 4 - 1.45 

58.6 
t - 0.05 t '  

69.1 
t . 0.05 t 

- - -- 
~ __ - 

Uieser Ausdruck gilt sornit iiriter der Boraussetzung, daO die P,olari- 
salionen bei der gleichen Teniperatur ausgefuhrt werden wie die Inversions- 
vcrsuche. L':ine Abweicliung der L'olarisationsteniperatur von 1 0  oder 20 be- 
einfluWt jedoch die Werte der UmrechnungsfakbTen nur unbedeutend. 

Wie bereits betont, folgt die Inversion. des Bohrzuckers durch Saccha- 
rase der monomolekuiaren Formel nicht iinnier streng. Bis die Kinetilc 
deer Keaktion in ihren Einzelheiten vollsbndig aufgeklart 'ist, d i i d k  jedoch 
diese Forme1 benutzt werden kiinnen, uni die BktivitAt mit hinreichendw 
Genaiiigkeit zii bestimmen. Fur obige Berechnungen der Umechnungs- 
falitorer, zwischen den verschiedenen Bezeichnungsweisen der -4ktivit;it hat 
r i i ~  dcn Wert der [nversionskonstanteri fiir die Spaltung d,es Rohrzuckers 
auf 75.76 O/,,  zugrunde gelegt. Bei unseren friiheren Umiec,hnungen von If 
aiil den Zeitwert wurde in die Formel fur If das Mittel eines Reihe von 
k-\\ierten bei verschiedenen Spaltungsgraden des Rohrzuckers eingesetzt. 
'Wegen der Steigerung der Invessionskonstanten fallmen jedoch die Mittel- 
herte von k stets etwas geringer aus als der fiir die 75.75-proz. Spaltung 
gellende Wert. Fur die Umrechnung von If auf den Zeitwert ist es jedoch 
zweifellos rationeller, den k-  Wert f i ir  75.7.i-proz. Spaltung (Drehung = 00) 
einzusetzeti. Den Wert von If, welcher in dieser Weise erhalten wird, 
wolleu n5r init, I f 0  bezeichnen. Fur (lie V O I I  uns angewandte Inwi.sions- 
I ti i  riperntur gilt also : If0 . t = 58.G. 

1:olgcndcs Bcispiel zeigt, wie die Berechnung ausfillt: 
Zuni Inversionsversuch wurde 1 ccm der Enzynil6sung XI1 a AKA verwendet. 
Invt.rsionsmisch~trl;[ wie gewijhnlich: 4.8 g Rohrzucker, 10 ccm 1-pi-oz. KH2 PO, 

I . o . i i n &  49 ccm Waswr, 1 ecni Saccharasel6sung. Bei den in den Tabeilen angege- 
bciirii Zeitrn wniden 10 ccm tlcr hIischung in 10 ccni 5-pl-o~. Sodalosung einpipeltiert, 
wodurch dir Renltl ion nhgebrochcn wurdr. Die Lijsungeii wurden hieranf im 1-dm-Rohr 
pnlarisivrl. 

Das Troclrcngewicbt der Eiizymlijsung wurtle tlui~Ai Eindampfen ciner Probe von 
.; ccin brstinimt. Gefundenes Trockengewicht 1.44 nig. Also enthllt 1 can 0.288 mg. 
1 I iernus hercchnet sich If zu 132 X 4.8: 2.88 = Z O .  Far eine Spal- 
~ i i n g  aut' 75.75 O/o (Drehung = 00) wirtl tlurth Eslrapolntion I < .  101 = 143 und If" = 238. 
A u s  diesem Wert berechnet sich f 0" = 0.2IG Min. Die beiden Berechiiungsweiscn 

( f 00 = 0.266 Min.). 
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0 
22 
28 
33 
40 

fiihreit in diesern Fall zu Werten von If bzw. Zeitwerten, welche von cinander uffl 
etwa 8 olo Itbweichen. Im allgemeinen diirfteii die Abweichungen YOU dieser Gr6Ren- 
orrlnung sein. 

I 

2.650 
1 .000 122 
0.62" 130 132 
0.37" 135 
0 . 0 4 O  142 

Min. Drshung k. 104 k . 10' 
Mitt,el 

7) H. 111, 157, U. zw. 169 [1920, 
5) E U l e r ,  Chemie der Enayrne, 11. Tl., 1 Abschn., S. 191. - E u l e r  und M y r -  

I)  :I cl . ,  H.. 180, 61 [1922]. - E u l e r ,  Sv. Kern. Tidskr. 33, 37 [1921] 
? B. 55, 3601, U. zu 36Qti [192] 10) H. 125, 28 [1922]. 
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n u n g  f u r  d i e  w i r k s a m e n  G r u p p e n  d e s  E n z y m s  u n b e m e r k t  
b 1 e i b e  n. Fur diesen letzteren Satz kijnnen wir einstweilen ganiigende 
experimentelle Stiitzen'l) noch nicht sehen. Unserer Meinung Cnach ist es 
demgemll3 noch unentschieden, ob und in welchem Grad die Affinitiit der 
Saccharase (und eines Enzynis im allgemeinen) durch den ))kolloiden Tra- 
gercc mitbestimmt wird. Einstweilen ist es also jedenfalls wichtig, EU Akti- 
vitak- und Affinitatsbestimmungen hoch gereinigte Praparate zu verwen- 
den und dieselbell soweit moglicli auch diirch i h r e  c h e m i s c h e n  R e a k -  
t i o n  e n  und durch ihre I i  1 em e n t a  r z u s  a nini e n s e t  z un g zci Gennzeichnen. 

2. Ak t i v i  tii  t s b e s t i m  n i u n  g b e  i Am y l a s e  - P  r a p a r a t e  n 
Fur Amylase laSt sich nach E u l e r  und S v a n b e r g l z )  die Bktivitat 

durch eine Formel von nachstehender Art ausdrucken 
Ir. g Mt~lt080 S f =  - - _ _  
g Prrparat. 

S€ hzeichnet die Verzuckerungsf;ihigkeit der Amylase-haparate, k ist 
der Reaktionskoeffizient niommobkularer Reakhonen und ))g Maltosea die 
Anzahl der Gramm dieser Biose, welche im Maximum bei dem arsbn 
schneller verlaufenden Teil der Verzuckerung gebildet werden; dies(> Teil . 
reaktion fuhrt oft zu etwa 71 o/,, der theoretisch moglichcn Mnltose 
menge 1s). 

Zur Bestimiiiung von Sf sind die Keaktionskoe~fizienteii bei 37 und 
bei optimaler Acidifit zu messen. Als Substrat wurde von E u l e r  und 
S v a n b e r g  eine nach L i n t n e r  bereitete l i is l ic l re  S t i i r k e  iri Konzen- 
trationen 0.72--2.80/0 angewandt. Die St3rkelosung wurde voi- der Anwexr- 
dung gekocht. Die Enzym-Konzentration wird Beignet so gewahlt, daB der 
k-Werl der monomolekularen Formel zwischen 0.004 und 0.08 liegt 

Wi 1 Is t a t t e r ,  W a1 d s c h m i d  t - L  e i  t z und H e s s e l l )  haberi lriirzlich 
zwei neue Bezeichnungsweisen f u r  die Amylase-Wirkung (speziell von Pan- 
has-Amylase) vorgeschlagen, nirnlith >)Am y l a  s e - E i n h e i t n  (An1.-E.) bzw. 
))A ni y 1 a s  e - W e r tcc (A m. - W.) : Die Arnylase-Einheit ist als das Hundert- 
fache derjenigen Enzymmengen hstimmt, fur die sich u n k r  den ungegebewn 
Versuchsbedingungen (1. c. ,  S. 155) die Konstante der monornolekularen Re- 
aktion = 0.01 ergibt. Daher driickt die Reaktionskonstante zugleich die Zahl 
von Amylase-Einheiten in der Analysenprobe aus. Den enzymatischeD 
Reinheitsgrad eines Amylase-Praparates soll der Amylase-Wert (Am.-W.) 
ausdriicken, namlich die Zahl von Amplase-Einheiten in 1cg  der Subshnz 

11) Viclleicht geht I i  U h 11 liier ton  anderen erperimentellen Voraussetzungeii 
aus als wir; daraufhin deutet U. a. folgende Stelle (I. c., S. 31): ))Die Fortschritte der 
praparativen Methodik, die es ermbglichen, Invertin frei von EiweiB, liohlenhydrat 
und Phosphor, iibcrhaupt frei von chemisch nachweisbaren Gruppen in inelir als 
1500-facher lionzentration gegeniiber dem Ausgangsmaterial darzustcllen. . . .(( Die 
Darstellung eines Saccharase-PrPparates frei von EiweiD oder cherniscli nachweis- 
baren Gruppcn ist uns 'bisher iiicht gelungen. 

12) H. 112, 193 [1920]; 115, 179 119211. 
13) Fiir die Spaltungsgrenze der 1. Teilreaktion soll der Wert 710/,, oder 75°/0 

natiirlicli keineswegs als Normnlwert aufgestellt werden ; er liegt, wie auch Versuche von 
H o 1 ni b e i- g h zeigen, nicht in der Natur der Sache. Jedent'alls mu0 die Spallungs- 
grenze in j e d cni e i n  z e l  11 e n 1: a I 1  e x  p e r  i m  e n t e 1 I e I' in i t t e I t  werden. 

14) 11. 126, 143 [1923]. 
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Zur  Unii.ec:IiiiLtng V Q ~ I  A h - W .  auf ST berechnen die elwiiImt.eii Forscher 
deri Ausdrurk : Ani.-W. = Sf .0.05533. Bei Berechnung dimes Faktors wurde 
:ingenoiiiinwI, da13 von deri bei der Bestiinninng von A m.-W. iirspruriglich 
anwesenden 250 nig Stiirke 187.5 tug Maltose, also 71 o/,, ,der lheoretisch 
rnoglicheu Menge gebildet werdcn. ' Bci Ihr.echnung von Yf und von Ani.-W. 
wurdo der Reaktionskoeffizient zugrunde gelcgt, welcher nach d.er Forme1 
ffir Reakfioiieri ersler Urdniing berechnet wird. Ehensowenig \vic l'ur 
die Spalfung des 1bhrz'tic:kers ist fur  die Sliirke-Spaltung .die Kinetik so 
vollstandig aufgelilirt, da13 n u n  ohne weiteres solche Berechnung einfuhreii 
konnte. Die theoretischen Schwieriglieiten sind besoudcrs dadurch veranlaat, 
dalS did Bildung von Maltese 'aus der Stiirke durr,h tnc~hrere. aufeinanide~ 
folgende Keaktioden bedingt wird (vc'rgl. E u I c r uitd S Y :L n 1) f b  r g , I .  c.) .  

Was die erstc Sfufe der Stiirlre-Spnlliing betri€fft, n$mlicli die Vec- 
flussigung, so reichen die vodiegendeu Daten nocb nicht 'ganz BUS, urn 
hierauf eine Aklirit~tsbesliniinung zu grutidert. \\7 o 11 1 g e i n  11 1.11 1") hat das  
Vcrschwinden der hliluell Jodreaktion ;tls Na13 liii: tlic Messnng tler StLrke- 
Spaltung corgeschlagen. So wiinschenswerl. CJ f u r  dns St.udiuiii t ies Stsrke- 

ahnahme des Substrates griindet, so .ist cloch die Gruppe voii Metlioderi, 
welche sich nuf die Fiirbung der Stiirkc in i l  dod griintlet, so groBen Be- 
ilenken unlei~vorfen, d;iB sic zii ciner I ~ o s i i r i i ~ n i i ~ i ~  clcr i \ i i i y l a s e - \ ~ i r l i u i ~ ~  
vorlaufig nicht geniigt. 

U. 0 1 s s o n s 16) Untersuchung, in welcher der Verlanf iles Stgrke- 
Abbaues durch die Anderung der ini>eren Reibung geniesseii wird, IieEert 
wertvolle Anhaltspunkte. Jedenfalls ist bis auf weiteres die' durch die 
innere Reibung studierte 'Enzyniwirkung von der verzuckerndcn Fahigkeit 
2u trennen. Soweit die Wirkung durch eine Reaktionslionstante festgestellt 
werden kann, wird man versuchen, diese starke-spaltende. Wirkung etwa 
unter der Eezeiclinung BE (amylolytische Fiihigkeit) dnrch cineii Ausdruck 
von gleicher Art wie Sf anzugeben. Die Grenzbedingungen wirtl Hr. Lic. 
U 1 s s o n  noch naher festlegen. 

Die Bildung von Malt O S  e slellt sicher die zuverllssigste Bestimmungs- 
riicthode dar 17  j .  Die grijfiten Schwierigkeilen bei difesen Messurign liegen 
teils in dem Urnstand, dalJ verschiedenc S,tiirkearlen init verschiadener 
Geschwindigkeit gespalten werden, wodurch Bestimmungen, ansgefuhrt init 
verschiedenen Starkearten, nicht ohne weiteres vergleichbar sind, teils darin, 
daB die Reaktionsgeschwindigkeit auf einen geringen Bruchtcil der ursprung- 
lichen sinkt, wenn die Spaltung eine gewisse Greiize' uberschritten hat. In  
mehreren Fallen ( E u l e r  LI. S v a n b e r g ,  W i l l s t s t t e r  und M i t a r b e i t e r )  
ist diese Grenze zu 7101, bestimmt worden. Wenn dieso, Grenze erreicht 
ist, solll.eii also aus 100rng Stlrke 75 mg hlaltose gebildet worden seiri. 
Indesseii scheint es, da13 die Verzuckerung doch nicht bei all,en Stiirkearteii 
gleich weit geht18). Bei Yersuchen in1 hiesigen Laboratorium hat es sich 
gezeigt) daB besonders bei Anwendung einer nach Z u 1 k o w s k y l9) beaei- 
teten Skirke der schneller verlaufendle, Teil der \'erzuckeriing zuweilen 

Abbaus wiire, eine Methode. zu besitzen, wclchc sicli aur tlic! horieentrc cl t '  lolls- 

15) Bio. Z. 9, 1 i1908j. 1 6 j  U. 0 I s s o n ,  H.  126, 29 [1923]. 
Bezuglicli iilterer .4rbeiten mit  der Vrrzlirl~cl.un~sn~rlllotll. sieik, 111c I.itcrnlur 

hei E I I  1 e r  und S v n n b  e r g ,  1. c. 
1s) E ~ i l c ~ r  und Alyrb i i c l i ,  Arkiv 1'. kcmi 8, Sr. 9 :1!)21]. 
19) B. 13, 1395 [ISSO]. 



bereits friilier a i i f1 i i j i . t .  wiiliiAeiid in andcreii Versuclien niit Pankreus--~iiiylase 
eine writeiyelicilde Spaltnng be~l~acli t t ; l  \vlii.de (0. 14 o 1 1 n  b e r  g h). 

Bev'oi. ciiie bestiininte huffassurig ubei, 'die UrsachP tlcr Spaltungsgrerizeii 
geiiullert. werden ltann, sind weileic ' 5:ersechc erfarderlich. Einstweilen 
diirft.e illan rnit genugend'cr Ciena.uiglici t die tlercchnuii; daruuf griinden 
iiiinneii. daC aus 100mg Stsrlie 75 tiig klaltose g$ddct tverden. Legt inan 
der Berccliiiuiigs der Iieaktioii'skoustaiite ni i r  13eobachtungen bis zu e tws  
4O-proz. Vcrzuckerung zugruii i le, so ist ilcr I'inEluB Itleinerer Abweichnngcn 
von obig,ein Wcrt gciing, wenil i i i u i  bei yerglei&iiden Versuclien die 
gleiche Slgirkeart anweiide t (si'ehe die ver&ichendeti \'ersuehe an ver- 
schiedeiien Sliirkearten in der fulgendcn l\'litt'eilung v o n  K. J o s e  1) h so  11). 

Fur eolcli~e Ainylaseii, \vclclie ylcichzeilig Maltase enthalben, mu6 naturlich 
eine everil.uolle Spaltung d e i  klaltose in Traubenzucker beriicksichtigl werden. 
In) ,tiIlgetiieinen verliiufi jeciocti die Mallnsc-Spaltiing im VerElNe,icii zur 
Mallosc-Bilclunq so latigsaiii, t l i i l ;  tliv Vd11e1' der  Mnl t~ose~Bes t i~ni~i~~ngi~r i  
lilein we rde 1 1 .  

l i i i i I1i i  IJ d c s  Si11)s t i ,aIcis 
b e  i tl e 1. .\ I( t i v i t 2, t s 1) e s t i i n  111 U II g IT o 11 A, in y I a J e - 1' I' ii 1) a I' ;L t e 11 .  

'Es is1 bereits oben erwalint worden, dall Z u 1 k u w s  k y - und i 11 t ne I' - 
Sttirkt: niit verschiedener GeschwindigkeiI enzytnatiscli gespalten werdw. 
hul3erdeni xeigt es sich, cla13 dic erstc. ~clinellcix SpaItring bei den lwlden 
verschiedenen Priiparaten verscliiedcn weit geht. Um vollkommcn ver-  
gleichbare Aktivitiitswerte verschiedeiicr. Atnylase-Priiparate ZU erhalten, ist 
cs von Bedeuhing, dalJ inan sicti ~ ~ V ( J I I  iiberzeugt,, da13 die Cestiiiirnuii~ci~ 
der SpaltungsgeschwirIdigkeit nii t del, gleichen Stiirkenrt ausgefuhrt sind. 
1)eshaih isl: es hei C:harakterisieriiiig ei i ier  Aiiiylasr i1urc.h die. gehriinclilictiw 
Einh'eilen notwendig, die St2rksart anzugeben. Bei den von E n  I c r  iiiid 
.Cj  an 1) cr.g ausgefuhrlen Untersucliungcii wiirde die StirBe nach L i n t  i i t :  r 
Ijereitci, bei spiiteren Rlessungen is1 i in  lliesigen J,aboratorium zrrni Tcil 
Z 11 1 k o w s 1: y - Stiirlte ZUI' Anwendung gekoiriinen. Es war deshtilb erfordcr- 
livh, zu untersucheti. oh die S[)alIungsgescliwindigkeil. a n  di,esen teideii Suh- 
straten iil~ei~einstimmend ausfiillt. 13ereits einc Hojhe VOII \ ersuclien, \.vrlclic 
der eiiic: v'on iiiis (I<. J.) gleirlizvil ig mitleilt. liaben ergebell, daW e in  gr6IJen.x 
linterschied i n  dieser Hiiisicht iiicht vorliegt.. Die folgenden Tabelleii ent- 
Iialteti tlas Ergelmis eines Vergleichs. tler sich uber cin groflercs Spallungs- 
gebie!. cJrstrectkt. Die Ilealitioiismischung enthielt 1 o/,, Stiirke u n d  Phosp1iat.- 
pufler von pH = 5.3 .  Die Rlallsse-Restiinmungen siiiil nach tlei. 12 e I' t r a n d  - 
schen hlettiode auszefuhrl. 

.. .~ I Z ulk o ws 1; y - St!irke I L i n t n er - Starlie 

6 
k 

12 
"5 
60 

120 
340 

"5.4 
31.0 
40.9 
52.5 
57.3 
60.0 
G 1 .!P 

300 
"U 
595 

e m  
286 
285 
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Eki dieser Versuchsreihe ergab L i n t n e I - YLiirke gegen SchluD &r 
Reakiion inehr Maltose als Zu lkowsky-S tHrke .  Verwendet man hei dcr  
Aktivitatsbestimmung zur Berechnung der Re,zktionskonstante nur Zahlen 
innerhalb tler ersten der Spaltung, so h a t  die genannt.e Ahweichung 
lreirien EinfluS. 

Wir kommen zum Ergebnis, daB die Verwenduiig von Z I I  1 k o w s k y - 
Starke keinen Vorteil vor derjenigen der L i n t n e r - SGrkr: biekt, welch 
Ictztere auch leichter zu  bereiten ist iind hinsichtlich der Spaltungs- 
Geschwindigkeit und der Grenzen der ersten SpaJtung ctwas einheidicher 
sein durfte, als die Z u l  k o  w s k y  -StSrke (sofern diese nicht tlnrch Dialyse 
fraktioniert ist). 

Dic von E U 1 t: r und S v a n  b e I' g .)vorlZuligx vorgeschlagene Methode 
zur Messung der Aktivit5.t von Amylase-PrHparaten kann also b e i b e h a l h  
welden, geeignet mit der von W i l l s t a t t e r ,  W a l t l s c l i m i d t - l , e i t z  und 
H e  s s e fiir Pankreas-Ainylase gemachten Einschrlnkung. rlaPJ ziir Berechnung 
der Reaktionskonstanten nur die ersten 400/o drr Spaltung vermndet  
werden. 

( k l p k o g e n  a l s  S u b s t r a t .  
Uei- Vergleich del St&rke init deni Glykogen Bezii~licli dur Geschrvindig- 

keit. und Grenzen der Spaltung durch Aniylase ist in zweifacher Hinsicht 
von Inleresse : Erstens ist Glykogen dns natiirliche Substrat fiir lierische 
Amylasen, und letztere sollteri vorzuglich an dieseni Substrat untersucht 
werden. Zweitens ist. die an  Stiirke eiiitmtendr: Spaltungsgrenze oft a d  
die Anwesenheit eines besonderen Bestandteils, Smylopektin oder dergl., 
zuriickgefuhrt worden. Unter letzterer Annahrne wiirc (wenn man vorn 
Einflu8 der Reaktionsprodukte absieht) zii erwarten, daB die Spaitwgsgrenze 
bci Verwendung von Glykogen verschwindet. 

Gegen die Moglichkeit eines Vergleichs von Stlirke, und Glykogen sprach 
die Verschiedenheit des Dispersitlitsgrades. Wir haben geglaubt, den Kin- 
flull dieser Ungleichheit dadurch eliminierett ZII  kiinnen, daW wir Kartoffel- 
s k k e  nncl Cilylrogen in gleicher Weise nacti Z U I k o w s k y init Glycerin 
vorbehandelt und so in einen loslichen Zustaiid ubergefiihrt lisben. Die 
Reaktionsbedingungen waren folgende: 40 ccni 2 -proz. Z U l k  o w s k y - 
Starke- resp. Z u l k o  w s ky-Glykogenlosutig -; 10 ccm 5-proz. Phosptiatliisuiig 
(pH =: 5.3) + 29 ccni Wnsser + 1 ccm Enzymlosung; Totalvolum 80 ccnl; 
Temp. 370. 

Die in folgenden Tabellen angegebenen Werte fur  die Itcaktionskoeffi- 
zienten 1. Ordnung k sind unt.er Annahme von 3 verschiedcnen Spaltungs- 
grenzen, namlich der theoretischen (a = 105.6), 750/o und 500/o ausgerechnet. 
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233 
96: 
239 
'312 
178 

98 

- 

- 

~ 

8 
10 
15 
40 
30 
40 
60 

1440 
2880 

- 
- - 

26.1 82 
30.0 73 
33.5 55 
35.7 45 
40.8 35 
-55.2 
59.2 

__ 
- 

26.1 
33.9 
43.9 
50.4 
53.1 

55.7 
- 

- 
- 

- 
- 

213 
199 
161 
136 
124 
- 
- 

Eine eingehendere Diskussion der Messungen sol1 an anderer Stelle 
eilolgen. Hier sei nut- betont, da8 bei Glykogen unsere k-Werte sogar unter 
!\nnahmc der Spaltungsgrenze WO/, stark abnehmen, und ferner, daD die 
Glykogen-Spaltung erheblich langsainer verlauft als die Starke-Spaltung. 

Oh fur die Priilung tierischer O r g a n -  A m y l a s e n  (Leber, Pankreas, 
Muskei) die Verwendung von G l y k o g e n  zu empfehlcn ist, mussen erst 
weitere Versuche zeigen. 

3. A l l g e i n e i n e s  i i b e r  d i e  B e z e i c h n u n g  d e r  I k t i v i t i  t v o n  
E n z y m - P r i i p a r a t e n  u n d  d i e  A f f i n i t i i t  v o n  E n z y n i e i i  

Aus den im ersten Abschnitt angefiihrten Griinden scheint es uns  am 
zweckmaDigsten, die Aktivitiit von Enzyin-Priiparaten in der Art. zu he- 
zpichnen, wie wir sie fiir Saccharase und fiir das stiirke-verzuckernde 
Enzym vorgeschlageii haben, also, wenn a k konsiant ist, durch den Ausdriick: 

k . g Substrat 
g EnzymprBparat' 

Xf = 

Gilt hingegen die theoretisch einfactiste Bezichung, dal3 k von der Sub- 

h 
strat-Konzentration unabhangig ist, so sei : 

Xf - g Eneyrnprliparat' 

In den speziellen Fiillen sind naturlich die Grenzen und Bedingungeir 
der Giiltigkeit der Beziehungen anzugeben. Die Reaktionskonstante wird 
imnier bei optimaler A4ciditiitao) und in der Kegel bei optimaler dktivabor- 
Konzentration anzugeben sein und zwar zweckmiiBig bei 180 bzw. 2 0 0  oder 
bei 370, so da8 Xf dann fur diese Temperaturen gilt. 

Die Bezeichnung Xf warde so gewiihlt, dalJ f die enzymatische Fdhig- 
keit rles betr. enzymatischen Restandteils ausdriicken sol1 (f ist der An- 
fangsbnchstabe dieses Begriffes in den tneisten Kultursprachen : Fahigkeit, 
faculty, schwed. formgga usw.); fiir die speziellen Enzyme - abgesehen 
von den Bezeichnungen If und SE - ist soweit moglich dcr Anfangsbnch- 
stabe des Enzyms zu wahlen, also etwa Uf f i i r  Urease, Lf fur Lipase oder, 
um Verwechslungen zii re rm~iden ,  die Anfangssilhe, also statt K f  Kat. f 
fiir Katalase. 

Zur Charakteristik eines Enzyms ist die Angabe yon Xf durch die- 
jenigt! der Affinitiitskonstante zu erganzen. Die friiher vorgeschlagene Be- 
zeichnung K M  (Michae l i s - J ions tan te)  wird von nun an  am besten als 
Affinittitskonstante (nicht wie z .B .  von E u l e r  unti M y r b a c k  fruher ale 
Dissoziationskonstante) verwendet, also 

[Enzymsubstrst] 
K M =  [Enaymj x - - - -  [Substrat]' 

~- 
20) Crber die Sirherheit der Grundlayen &he Ahschn. 2. 
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KM scheint sich init der Temperatur nicht sehr stark zu Sndern, 
iinnierhin ist auch hier die Temperatur anzugeben und i n  Ubereinstinimung 
mit der f u r  XE gultigen zu wahlen. KM schwankt nach vorliegenden Messun- 
gen bei Saccharasen zwischen 25 und 60, betr,agt bei Urease nach einer 
vorltiufigen Rerechnung rund 90 und hei einer Lipase ptwa 16 

271. K. Josepheon: 
Vergleichende Vereuche iiber verschiedene Bestimmungsmethoden 

fir die bei der Stihke-Spaltung gebildete Maltose. 

(Eingegangen am 2. Juni 1923.) 
Zur Bestimmung der bei der Starke-Spaltung gebildeten Ma I t  o s e  hat, 

man seit langer Zeit bei zahlreichen Untersuchungen das Reduktionsver- 
mogen der RIaltose in alkalischet Kupferlosung zugrunde gelegt. Die be- 
queinste Ausfuhrungsform dieses Prinzips ist wohl die von S o n  n I a g 1) und 
B e r  t r a n d 2 )  beschriebene. Bei den Untersuchungen von 11' i I 1 s 1 2 t t I: r 
und seinen Mitarbeitern ist neuerdings die von W i 11 s t a t  t e r und S c h U - 
d e 13) ausgearbeitete Methode zur Anwendung gekommen, nach welcher 
Aldehyd-Zucker init H y p o j o d i t  bestitnmt werden. Nacli W i  I l s t i i t t e r ,  
W a l d s c h m i d t  - L e i t z  und H e s s e ' )  sol1 die Hypojodit-Methode dsr B e r -  
t I' a n d  schen Metliode uberlegen sein, uiid zwar ivegen ihres vollstaadig 
st,ochiometrischen Verlaufs. Urn uns fur eine Reihe in Gang befindlicher 
Arbeiten iiber Amylase von den relntiven Vorteilen und Nachteileri d e l  
beiden Methoden zu uberzeuqen? sind einige vergleichende Versuclie ; ius- 
gefuhrt worden. 

[AM d. Biochcni. Laborat. tl. Universitlt Stocklinlni.: 

Was die Nachteile der Hypojodit-Alelhode betrifft, so sind dieselbell VOII I V  i I I - 
s I U 1 t e r selbst hervorgehoben worden: ))Bei der Anwenduug der H~pojndit-.1Ietliodc 
darl nicht auDer acht gelassen werden, daD Hypojodit a u c h  verhraucht wild 1. schori 
von der Stlrke in Betrigen, die iiach Herkunft uiid Alter derselben wechseln, 2. von 
den Proteiiien 'und Amino-shren in der rohen EnzyinlBsung (sei es aus der iierischen 
Driisc oder den gekeiniten Sameii), 3. von Glycerin oder niidereii Alknholen, gegebenen- 
Inlis nuch den1 Thymol der EnzymlBsung, 4, voii den Arnmoniumsalzen, (lie i n  Illulionen 
r.ntliallen sind(t (I .  c., S. 146j. 

Wegen der genannteri Umstande inuD die B e r t r a n d sche Rfethocle. wie 
W i 1 I s t 1 t e r  betont, in  gewissen Fallen, WO die Anbringung einer Kor- 
rektion ivegeti des Leerverbrauches von Jod nicht ausfuhrbar ist, zirr An- 
wendung kommen. Die Reduktion der Fe h l ingschen  Losung durch Alde- 
hyd- und Iieton-Zucker verlauft zwar nie stochionietrisch, aber hei Verwen- 
dung der B e r  t r a n  d schen Tabellen werden richtige Maltose-Werte erhalten. 

Die lolgeuden Tabellell enthalten das Resultat meiner UntcrsticliunRen iil~ei' 
i.ciiit* Rlnltose-LBsungen. Die angewandte Maltose (Hydral) war M c r c  k s  :~Slalluse 
c~ysl.cc Zur Hypojodit-Methode wurde eine 0.1008-11. Thiosullat-LBsuii? vri'r\ciiilei 
1:s cnlspricht also 1 ccm derselben 17.25 mg Maltose (Anhydrid). Ftir die U c r L i'a I I  (I - 
schc Melhode wurde zur Titrirrung eine 0.1515-n. Permanganat-L6soufi verwendet. 
I ccm cntspricht also 9.63mg Cu. Die Permanganat-LBsung wurde mit I-lilfe der er- 
\vihntcn lhiosiilt'at-L6sung eingestcllt. Die erhalteneii Titer sind also vollstanJig ver- 
gIeic1il)nr. 

I) C. 1903, I 998 2, BI. 35, 1285 [1906]. 
B. 51, 780 [1918]. 4: H. 126, 143 [1923]. 




