Uber die Temperaturempfindlichkeit des rohrzuckerspaltenden
Enzyms des menschlichen Jejunums.
. Von
H. v. Euler und Karl Myrhick.
Mit 1 Figur im Text.

(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitit Stockholm.)
(Der Redaktion zugegangen am 29, Mirz 1921.)

Der menschliche Diinndarm enthélt ein rohrzuckerspal-
tendes Enzym, dessen Aciditétsverhiltnisse stark von den fiir
Hefensaccharase festgestellten abweichen?). Die Unterschiede
“der beiden Enzyme sind in dieser Hinsicht so grofl, dafl man
. annehmen darf, es handelt sich um zwei, moglicherweise zwar
homologe, aber immerhin verschiedene Substanzen mit indivi-
duellen, charakteristischen Eigenschaften.

Als eine derjenigen Eigenschaften, welche sich verhéltnis-
méfigleicht quantitativ feststellen lassen, wurde die Temperatur-
. empfindlichkeit des genannten Darmenzyms auf Grund seiner
Saccharasewirkung untersucht.

‘Wie aus den Messungen von Euler und Laurin?) her-
vorgeht, ist die Konstante der Temperaturempfindlichkeit ke,
unter gegebenen Temperatur-, Zeit- und Aciditétsbedingungen
‘gut reproduzierbar; diejenige Temperatur, bei welcher das
Enzym bei optimalem py in einer Stunde auf die Hilfte seiner
Wirksamkeit inaktiviert wird, 148t sich leicht auf 1° C genau
feststellen. '

" Angaben iiber die Temperaturempfindlichkeit des in Rede
stehenden Enzyms liegen in der fritheren Literatur ebensowenig
vor wie iiber sonstige Eigenschaften der Darmsaccharase.

1 Euier und Svanbperg, Diese Zeitschrift Bd. 114 (1921).
?) Euler und Laurin, Diese Zeitschrift Bd. 108, S. 64 (1919);

Bd. 110, S. 55 (1920).
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Material und Methodik.

Als Enzymmaterial verwendeten wir den in der zitierten
Arbeit von Euler und Svanberg erwihnten Wasserextrakt
der alkoholischen Fillung des aus dem Jejunum gewonnenen
Saftes. Um auch hier die Inversionsfihigkeit unserer Enzyin-
16sung zu charakterisieren, geben wir aus der erwihnten Arbeit
von Euler und Svanberg die folgenden Zahlen an:

Zusammensetzung der Losung (60 ccm):

25 cem Enzymlosung Sbg,

10 cem Phosphatpufferlésung,

25 cem Wasser,

4.8 g Rohrzucker. - .

Stunden - | Drehuung k-
17 | + 214 | 0,009
51 4+ 1,53 0,00382

Zu unseren Versuchen haben wir die von Svanberg be-
nutzte Enzymlosung Sbg im Verhdltnis 67 : 100 verdiinnt. Es
war hiernach bei gleicher Methodik eine Konstante k = 0,0023
zu erwarten. ' ’

Nachdem sich in der vorhergehenden Arr%ait gezeigt hat,
dafi das Optimum der Wirksamkeit (18° uny pg = 6 liegt, °
wurden alle Erhitzungsversuche bei dieser Aciditiat ausgefiihrt.
Es ist zwar keine Forderung der Theorie, dafl die Aciditéit
der optimalen Wirksamkeit mit der Aciditdt der maximalen
Stabilitdt zusammenfillt, indessen weichen die pg-Werte fiir
optimale Wirksamkeit und Stabilitit erfahrungsgemi wenig von-
einander ab. So betrigt z. B. nach Versuchen von Laurin an
Hefensaccharase pg in beiden Fiéllen ziemlich iibereinstimmend
4,5; etwas grofler ist die Differenz bei Malzamylase, wie
neue Versuche ergeben haben, die Herr Adjunkt E. Ernstrém
in einiger Zeit mitteilen wird.

Die Erhitzungsdauer war bei unseren Versuchen durchweg
60 Minuten.

Die Erhitzung der Enzymlosungen geschah unter den von
Laurin angegebenen VorsichtsmaBregeln. Unmittelbar nach
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dor Abkiihlung der Enzymlisung wurde dieselbe mit der Losung
von 4,8 g Rohrzucker in 25 cem Wasser vermischt.

Die Inversion ging immer bei genau 30 ° vor sich, und
zwar in Riicksicht auf die langen Versuchszeiten, in Gegen-
wart von Toluol.

Zu jeder Polarisation wurden der Versuchsmischung 10 cem
entnommen und in 10 cecm 5 °foiger Sodalosung einpipettiert.
Die Polarisation geschah bei Zimmertemperatur im 10 cm-Rohr.

Versuche.
Versuch 1.
Erhitzung 1 Stunde auf 45°.
Stunden Drehung k. 104
0 -+ 2954 —
24 + 29,07 24
46 —+ 1977 23
70 + 1051 21
92 + 19,18 23
Versuch 2.
Erhitzung 1 Stunde auf 50°.
Stunden Drebung k- 10¢
0 + 20,54 —
21 + 2919 22
4 - 42907 15
71 + 19,92 12
95,5 41978 115
112,5 + 19,66 11,5
Versuch 3.
Erhitzung 1 Stunde auf 52°.
Stunden Drehung k.10¢
0 + 2055 —
21 42039 9,7
48 + 2028 7
72,5 +2093 6
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Versuch 4.

Erhitzung 1 Stunde auf 55°. :
Keine Inversion, Das Enzym ist vollstéindig unwirksam.

Versuche mit Hefensaccharase.

Bei fritheren Versuchen hatte es sich gezeigt, dafi die
Temperaturempfindlichkeit der Hefensaccharase von der Ver-
diinnung des Enzyms nicht ganz unabhiingig ist. Da wir nun
hier mit Enzymlésungen gearbeitet haben, deren Wirksamkeit
auflerordentlich (etwa 100000 mal) geringer war als die friiher
von Laurin studierten, haben wir es fiir erforderlich gehalten,
die Hefensaccharase, welche zum Vergleich herangezogen werden
sollte, in einer entsprechenden Verdiinnung zu untersuchen.

Zu diesem Zweck wurde die frilher beschriebene Enzym-
losung 3 A « im Verhéltnis 1 : 10° verdiinnt.

Hier mufite natiirlich die Erhitzung ‘bei der fir Hefen-
saccharase geltenden optimalen Aciditit pg = 4,5 geschehen.

Im iibrigen war die Methodik genau dieselbe wie oben
erwihnt.
Versuch 1b.

Nicht erhitzte Hefensaccharaseldsung.

Stunden Drehung k.10*
0 | + 2°55 —_
26 429,26 13
44 + 2911 13
Versuch 2b,
Erhitzung 1 Stunde auf 50°.
Stunden Drehung k. 10¢
0 -+ 29,55 —
25,5 -+ 20,27 13
43 + 20,12 13
66 11

+ 20,00
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Versuch 3b.

Erhitzung 1 Stunde auf 55°.
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Stunden Drehung k. 10¢
0 -+ 2955 —
24,5 + 2%30 13
38 + 2925 9
66 +2°15 8
Versuch 4b.
Erhitzung 1 Stunde auf 58°.
Stunden Drehung k10
0 + 2955 —
24 420,40 8
47 - 20,26 8
68,6 + 20,22 6
Versuch 5b.
Erhitzung 1 Stunde auf 60,5°.
Stunden Drehung k. 10¢
0 42055 —
955 429,52 15
47 + 20,50 1,4

Berechnung und Besprechung.

Bei den Versuchen 2 und 3 mit Darmsaccharase nahmen

die Inversionskonstanten aus einem noch nicht aufgekldrten
Grund ab. Berechnen wir trotzdem Mittelwerte aus jedem
~ Versuch, so ergibt sich folgende Zusammenstellung:

Erhitzungstemperatur Inver31£nslk(()):1 stante
18°¢ 28
450 23
50° 15
520 7
55° 0
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Berechnet man hieraus den Inaktivierungskoeffizienten '
kc-10% nach der Formel
k,
R kg = 103 k'
so erhilt man

. Inaktivierungs-
Erhitzungstemperatur koeffizient k¢ - 10*
(t in Minuten berechnet)

18°¢ 0.
450 0
500 ’ 31
520 - 86
55¢° oo

Berechnet man hingegen die mit Hefensaccharase ange-
stellten' Inversionsversuche, so erhilt man folgende Werte:

w—

= —
Erhitzungstemperatur Inversx};)l.lslkoo‘nstante k;[:fglggte?:?sl 0¢
18°¢ . 13 0
50° 13 0
55° 10 - 19
580 - ’ 7 45
60,5° 14 161

Aus dieser Tabelle zeigt sich zunéchst, daf die Temperatur-
empfindlichkeit unserer stark verdiinnten Hefensaccharase sich
von der in stirkeren Konzentrationen bestimmten nicht wesent-
lich unterscheidet. Die Temperatur der halben Inaktivierung
bei 1stiindiger Erhitzung kann aus obigen Messungen zu 58,3 °
interpoliert werden. Aus den friiheren Versuchen von Lauarin
wird 58,7° gefunden.

Die grofie Verschiedenheit in der Temperaturempfindlich-
keit des Darmenzyms und des Hefenenzyms geht am deut-
lichsten aus der graphischen Darstellung der Inakt1v1e1ungs-
koefﬁz1enten k¢ hervor (Figur).

Es ergibt sich also, daB das rohrzuckerspaltende Darm-
enzym bei der Aciditdt seiner optimalen Wirksamkeit bedeutend
temperaturempfindlicher ist als die Hefensaccharase. Die Tem-
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peratur der halben Inaktivierung liegt beim Darmenzym etwa
7 Temperaturgrade tiefer als beim Hefenenzym. Wenn auch
bei einzelnen Hefenrassen diesbeziigliche Verschiedenheiten vor-
kommen?), so sind dieselben doch in keinem Falle so grofi ge-
funden worden, wie zwischen den hier verglichenen Enzymen.
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Was die Verschiedenheiten der beiden Enzyme hinsichtlich

der optimalen Aciditit betrifft, so wird man annehmen, dafl
~ es sich um eine Anpassung an die Aciditét des Darmes handelt,
.welche von Auerbach und Pick?) zu pg = 8,2 gefunden
worden ist. Diese Anpassung an die Aciditit des Mediums
entspricht ganz den fiir Esterasen gefundenen Verhiltnissen.
Hier sind durch die Untersuchungen von Michaelis, Rona
und Davidsohn zwei deutlich verschiedene Enzymgruppen
nachgewiesen worden, von welchen die eine, die Magenlipase,
ihr Optimum in saurer Losung (pg = 5—3), die andere, die
Pankreas- und Darmlipase (zu welcher Gruppe auch die Serum-
lipase gehort), ihr Optimum  in schwach alkalischer Losung
(pr = 8,5) besitzen. Leider liegen iiber diese beiden Enzym-

1) Vgl. hierzu auch Euler und Laurin, Biochem. Zeitschr. Bd. 97,

S. 156 (1919) und Bd. 102, S. 258 (1920).
?) Auerbach und Pick, Biochem. Zeitschr. Bd. 48, S. 425 (1913).
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gruppen noch keine Messungen der Temperaturempfindlich-
keit vor. Eine Saccharase von Aciditétsoptimum pg= 7 haben
iibrigens kiirzlich Avery und Glenn Cullen?) in Pneumo-.
kokken gefunden. ‘ '

Der Wirkungsgrad der Saccharase im menschhchen Darm
verdient iibrigens in mancher Hinsicht unsere Aufmerksamkeit.
Bekanntlich wird Rohrzucker, per os eingenommen, vor der
Resorption gespalten, und geht als solcher erst ‘ins Blut iiber,
wenn sehr grofie Mengen eingenommen werden?), fiir deren
Spaltung also die Darmsaccharase nicht ausreicht.

Andererseits wiirde nach Abderhalden?®) die intravendse
Einfiihrung - von Rohrzucker, wenigstens beim Hund, sofort die
Bildung einer Antisaccharase hervorrufen: Nun diirfen aller-
dings derartige beim Hund gefundene Verhiltnisse nicht ohne
weiteres auf den Menschen oder auf andere Siugetiere iiber-
tragen werden, aber die beiden genannten Tatsachen geben
zu weiteren Priifungen Veranlassung. !

Daf} das an 37° gewohnte Enzym fiir hohere Temperaturen
empfindlicher ist als dasjenige der Hefe, welches in der Regel -
bei Temperaturen zwischen 15° und 25° wirksam ist, kann
auffallend erscheinen. Es hiingt dies moglicherweise damit
zusammen, dafl das Hefenenzym an grofiere Temperaturschwan-
kungen angepafit ist als das menschliche, welches stets bei
sehr anndhernd konstanter Temperatur titig ist.

Die geringe Stabilitit des menschlichen rbhriuckerspal-
tenden Enzyms erinpert iibrigens, wie auch die gegen die
alkalische Seite verschobene optimale Aciditét, an die Ver-
hiltnisse, welche fiir die Hefen-Maltase gefunden worden sind *),
und es ist zu untersuchen, ob nicht das von uns hinsichtlich
Robrzuckerspaltung untersuchte Enzym auch gegeniiber Mal-

1) Avery und Glenn Cullen, Journ. of exp. med. Bd. 32, S. 583
(1920).

?) Siehe J. E. Johansson, Skand. Arch. fir Physiol. Bd. 21 (1908).

%) Abderhalden, Abwehrfermente,4 Aufl,, S. 75, und Diese Zeit-
schrift Bd. 69, S. 23 (1910).

#) Michaelis und Rona, Biochem. Zeitsehr. Bd. 57, 8. 70 (19183).
Willstdtter und Steibelt, Diese Zeitschr. Bd. 111, 8. 157 (1920).
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tose wirksam ist. Jedenfalls zeigt unser Priiparat solche
Wirkungen. ‘

Shungo Osato (Téhoku Journ. of exp. med. Bd. 1, 1920)
hat neuerdings die Verteilung der Maltase in tierischen Dir-
men untersucht; die Darmschleimhaut des Jejunums fand er
an Maltase am reichsten, was mit den hiesigen Resultaten
beziiglich Saccharase gut im Einklang stéht. Siehe iibrigens
bezgl. Maltase auch Tebb, Journ. of Physiol. Bd. 15, S. 421
(1893).

Sehr wiinschenswert fiir die Beurteilung der Rohrzucker-
spaltung am Verdauungstraktus?) sind neue Versuche am leben-
den Darm unter Zufiihrung von Rohrzucker, solche Versuche
“sind in Aussicht genommen.

Zusammenfassung.

Das rohrzuckerspaltende Enzym des menschlichen Jejunums
- zeigt eine erheblich gréflere Temperaturempfindlichkeit als das
" entsprechende Hefenenzym; beide Temperaturempfindlichkeiten
* sind quantitativ verglichen worden (siehe Fig. S. 74).
Hefensaccharase und Darmsaccha.rase sind also verschie-
dene Enzyme.
) Eine U’berschlagsréchnung ergibt, daB z. B. 100 ccm einer 10pro-

zentlgen Rohrzuckerlésung per os eingenommen im Magen héchstens
zu 10“/0 invertiert wird. :



