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BeitragzurKenntnis der Reversibilitiit
der Enzymwirkung.
Von Dr. ApoLr WeLTER, Crefeld.
(Eingeg. 26./1. 1911

Die uns bekannten ¥nzyme werden auf Grund
ihres Verhaltens zu den Katalysatoren gezihlt und
gerade die Untersuchungen der letzten Jahre haben
gezeigt, daB sie auch mit Recht als durch lebende
Organismen hervorgebrachte Katalysatoren defi-
niert werden. Von den vielen Eigenschaften, die
die Enzyme mit den anorganischen Katalysatoren
gemein haben, soll in nachfolgendem von ihrer Re-
versibilitit, also von ihrer Eigenschaft, nicht nur
hydrolytische, sondern auch umgekehrt synthe-
tische Wirkungen ausiiben zu konnen, die Rede sein.
DaB, wie dies theoretisch vorauszusehen war, En-
zyme auch synthetische Reaktionen beschleunigen,
hat zuerst H i111) bewiesen, indem er durch seine
Arbeiten zeigte, dall dasselbe Ferment, welches
Maltose in Glucose spaltet, aus einer konz. Lisung
von Glucose Maltose zuriickbildet. Einen sehr
klaren und einfachen Fall von Reversibilitit beob-
achteten Kastleund Loevenhart 2) bei der
Einwirkung von Lipase auf eine Mischung von
Athylalkohol und Buttersiure. Wenn man zu einer
solchen Mischung frischen wisserigen Pankreassaft
zusetzt, 8o entwickelt sich schon nach kurzer Zeit
der fiir den Buttersiureithylester charakteristische
Geruch, und 7war schon bei der Einwirkung in der
Kilte und selbst bei Gegenwart von Antisepticis.
Wenn man den Pankreasextrakt jedoch vorher er-
hitzt, wodurch das Enzym infolge seiner organisch-
kolloiden Natur zerstort wird, so zeigt sich niemals
ein Geruch nach Athylbutyrat. Bekannt wurde
durch die Arbeiten von Visser3) und Tammann,
daB ebenso wic Emulsin Salicin durch Hydrolyse
in Saligenin und Glykose zu spalten vermag, unter
geeigneten Umsténden auch wieder aus den Kom-
ponenten durch Emulsin das Salicin entsteht. Auch
die Synthese des Rolrzuckers durch Invertase aus
Glucoge und Fructose ist gelungen.

Von besonderem Interesse fiir die nachfolgenden
Ausfithrungen waren die Arbeiten von Hanrio t4)
iber die Einwirkungen der Lipase auf Buttersiure
und Glycerin, wobei der Buttersiure-Glycerinester
erhalten wurde. PottevinS$) gelang es sogar,
durch Pankreaslipase die Synthese der Glycerin-
ester der Olsiure auszufiihren.

Auf Grund dieser Arbeiten war es intcressant,
zu untersuchen, ob das Enzym des Ricinussamens,

1j- J. Chem. Soc. Trans. 13, 634 (1898); ferner
Proc. Chem~8oc. 17, 184 (1901).

2) Am. Chem. J. 24, 491—525 (1900).

3) Z. f. physik. Chem. 52, 257, 309 (1905).

4) Compt. rend. Soc. de Biol. 53, 70 (1801) und
132, 212.

8) Compt. rend. Soc. de Biol. 136, 767 (1903).
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das heute in der Fett- und Olindustrie zur Gewin-
nung von Fettsduren und Glycerin eine nicht un-
bedeutende Rolle spielt, ebenfalls synthetische
Wirkungen ausiiben kann.

Schon im Jahre 1830 beobachtete Green 8)
bei Gelegenheit pflanzenphysiologischer Unter-
suchungen und, unabhingigvonihm, 8iegmund,?)
dafl beim Verreiben élhaltiger Pflanzensamen mit
Wasser sich geringe Mengen freier Fettssiure bilde-
ten, und schlossen aus diesem Verhalten auf die Exi-
stenz eines fettspaltenden Fermentes, das in den
Pflanzensamen enthalten sei. Den Umstend, daB
die Spaltung bei ihrer Versuchsanordnung nur sehr
geringe Grade erreichte, schoben sie auf die Bildung
der freien Fettsiure, die nach ihrer Ansicht retar-
dierend auf die lipolytische Wirkung des Pflanzen-
fermentes einwirkte. Im Jaher 1902 wiesen im
Gegensatz zu dieser Ansicht nun Connstein,
Hoyer und Wartenberg8) durch eine sehr
ausfithrliche und interessante Arbeit nach, dal
Grundbedingung fiir eine gute Spaltung durch
S8amenferment das Vorhandensein einer ganz be-
stimmten Menge einer organischen oder Mineral-
sdure ist. Sie erreichten durch Benutzung des fiir
diese Zwecke bestgeeigneten Bamens, und zwar
des Ricinussamens bei Gegenwart von Wasser und
Siiure bei den technigchen Fetten und Olen nahezu
theoretisch verlaufende Spaltungen. Es hat sich
auf Grund dieser Arbeiten dieses Verfahren in der
Technik so gut eingefiihrt, daB nach der letzten
Statistik jihrlich 30000000 kg Fette und Ole in Fett,
Fettsiuren und Glycerin zerlegt werden. Der Spal-
tungsprozeB wird, wie ich an dieser Stelle nochmals
kurz erwihnen will, in nachfolgender Weise aus-
gefiithrt: Das zu spaltende Ol oder Fett wird, falls
es bei gewdhnlicher Temperatur nicht fliissig ist,
einige Grade iiber seinen Schmelzpunkt erhitzt,
mit ca. 30—409, seines Gewichtes an Wasser ver-
setzt und mittels Durchblasens von Luft mit 59
geschiltem und gut gemahlenem Ricinussamen
unter Zusatz von 0,089, konz. Essigsdure innig
verriihrt. Nach zwei bis drei Tagen, wenn etwa
909 der Theorie aufgespalten sind, erhitzt man die
Reaktionsmasse, fiigt ca. 0,259, Schwefelsiure von
60° Bé. zu und erhilt so 3 Schichten, eine untere
wiisserige Glycerinlosung, eine Mittelschicht, aus
Samenteilen, O und Glycerinwasser im emulsio-
nierten Zustande bestehend, und eine obere, klare
Fettsiureschicht. Durch neuere Arbeiten von
Connstein und Hoyer ist es nun gelungen,
das im Ricinussamen enthaltene wirksame Enzym
in konz. Form, in dem sog. ,,Ferment*‘ anzureichern,
wodurch die Fettspaltung in der Technik sich noch
vorteilhafter und einfacher gestaltet hat. Dieses
Ferment, das auch zu den spiter beschriebenen

6) Proc. Royal Soc. 48, 370 (1890).
7) Monatsh. f. Chem. 11, 272 (1890).
8) Berl. Berichte 1902, 3988.
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Versuchen benutzt worden ist, wird in nachfolgen- .

der Weise dargestellt: Der geschilte Ricinussamen
wird in einer Miihle mit Wasser fein vermahlen und
die gebildete Samenmilch durch Passieren einer
Uberlaufzentrifuge mit hoher Umdrehungszahl von
den zuriickgehaltenen lipolytisch unwirksamen Be-
standteilen des Samens getrennt. Die abflieBende
Emulsion enthilt das Ricinusdl in emulgiertem
Zustande mit den unlgslichen EiweiBstoffen des
Protoplasmas, darunter auch das fettspaltende En-
zym. Man iiberlaBt es bei ca. 24° einem Gérungs-
prozeB, wobei sich das angereicherte Ferment als
dicke Sahne an der Oberfliche des sauren Unter-
wassers absetzt und so durch einfaches Dekantieren
leicht gewonnen werden kann. Das so erhaltene
sahneartige, konz. Ferment besteht zur Hauptsache
aus etwa 389 Ricinusolsidure, 49, Eiweikorpern
resp. fester Masse und 589, Wasser; es enthilt eine
geniigende Menge durch den Girungsprozel3 ent-
standener freier Siure, groBtenteils Essig- und
Buttersiure, um den SpaltunsprozeB bei den Fetten
und Olen ohne weiteren Zusatz von Mineralsiure in
wiinschenswerter Weise zu beschleunigen.

Wenn man z. B. 100 Teile eines technischen
Fettes oder Oles mit etwa 6-—7 Teilen Ferment und
35—40 Teilen Wasser bei gewohnlicher Temperatur
innig mischt, so erhidlt man schon nach ein bis zwei
Tagen eine Spaltung bis zu 909, der Theorie. Als-
dann steigt in den weiteren Tagen die Spaltung
nur ganz unwesentlich und erreieht schlieBlich ein
Maximum, so daB also ein Gleichgewichtszustand
zwischen Neutralfctt, Fettsdure und Glycerinwasser
eintritt. Wenn man bei der Spaltung nicht, wie
oben angegeben, 35—409%, sondern nur 20—259%,
Wasser verwendet, so wird man finden, dall der
SpaltungsprozeB etwas langsamer verlduft, und der
endlich erreichte Gleichgewichtszustand ca. 109
der Theorie unter dem oben erwihnten durch
groBeren Wasserzusatz erhaltenen Gleichgewichts-
zustande liegt. Diese Beobachtung, dall der rela-
tive Wassergehalt auf den Gleichgewiehtszustand
zwischen Neutralfett, Fettsiure und Glycerin-
wasser von Bedeutung ist, legte die Vermutung
nalie, daB die Wirkung des Fermentes unter be-
stimmten Umstdnden auch eine reversible sein
konnte, und wenn man die Fermente als Katalysa-
toren auffafit, so ist diese Reversibilitit auch theo-
retisely vorauszusehen. Wie sich nun hei den nach-
folgend beschriebenen Versuchen zeigte, konnte
ich auch den Nachweis fiir die Reversibilitit der
Ricinusenzymwirkung erbringen, denn es ist mir
gelungen, durch Verminderung des Wassergehaltes,
d. h. durch Einwirkung des Fermentes auf 100°,ige
Fettsiure und nahezu wasserfreies Glycerin in dem
Reaktionsgemisel lediglich durch die katalytische
Wirkung des Fermentes bis zu 359, Neutralfett
svnthetisch herzustellen. Zu diesem Zwecke wurde
in nachfolgender Weise verfahren:

Je 100 Teile der Fettsiure wurden mit 20 T.
96°5igem, reinein, doppelt destilliertem Glycerin kalt
innig vermischt und alsdann 10 T. Ricinusferment
eingetragen. Bei einem Parallelversuch wurde, um
die katalytische Wirkung des Fermentes aufzu-
heben, das Ferment in das vorher auf 60—80° er-
wiirmte Fettsiure- Glyceringemisch eingerithrt. Nach
etwa zwei Tagen wurden beide Versuche unter Zu-
satz von Wasser und etwas Schwefelsdure aufge-

kocht, das in der Fettsiure enthaltene Glycerin
mit Wasser ausgewaschen und alsdann durch Be-
stimmung der Siaurezahl der Gehalt an Neutralfett
festgestelit. Es zeigte sich jedesmal, dall bei der
Vermischung des Fettsiure-Glyceringemisches in
der Kilte mit Ferment sich die katalytische Wir-
kung in der Weise entfaltete, daB ein bestimmter
Teil der Fettsdure mit dem Glycerin zu Neutralfett
kondensiert wurde, was sich durch Erniedrigung
der Sdurezahl erkennen lie3. Bei dem Parallel-
versuch, bei dem die katalytische Wirkung durch
vorheriges Erwirmen der Reaktionsmasse ausge-
schaltet wurde, war keine synthetische Einwirkung
zu konstatieren, was sich dadurch zeigte, daB die
Saurezahl mit derjenigen der urspriinglich ange-
wandten Fettsiure nahezu gleich blieb, d. h. nur
so viel niedriger wurde, als es die Vermischung der
in dem Ferment enthaltenen Ricinusolsdure mit der
angewandten Fettsiure bedingte. Von der Ver-
wendung eines Aktivators, z. B. Mangansulfat, der
die Spaltung durch Enzyme vorteilhaft beeinflu3t,
wurde bei den Versuchen abgesehen. Die zu den
Versuchen verwendeten Fettsiuren wurden er-
halten, indem man das Necutralfett in alkoho-
lischer Kalilauge auf dem Wasserbade vollstindig
verseifte und nach dem Verjagen des Alkohols die
Seife mit verd. Schwefelsiurc zersetzte. Bei einigen
Versuchen anhydrisierte sich beimn Aufkochen mit
verd. Schwefelsiure die Fettsdure etwas, so dal
durch Anhydrid- oder Lactonbildung die Sdure-
zahlen etwas unter den normalen lagen. Vor allen
Dingen war dieses bei der Ricinusolfettsdure der
Fall. Die nachfolgende Tabelle zeigt dic bei den
Versuchen erhaltenen Resultate.

;E E : 7Snurn'zahl nach ZI:H"ﬁCk-

g, El | der Behandlung | gebild.

Angewandte Fettsiiure | E_g.a_; i wit Ferment {Neutral-
2 ~e: . fetL

neg @ io der | in der
“‘-’) ] i Kalte \\'nrq)e ca. Y%
. ] .

1. Palmkernolfettsiaure . 2.)42 164,0 — 35
” . |2.)42 — 246,00 --
2. Cocosdlfettsiiure. . ’262 0 207,0 — = 21
., . 2620 — 254,00 —

3. Maisolfettsiture . . |180,3_14U,0' - 22
N C “180,3’ — 1790, —

4. ErdnuBslfettsiure . 18“011460 — 19
. .. ‘1800 — 1790° - -

5. Ricinusolfettsiure . . '153,0'1320 — = 14
.!15301 — 1532 --

6. Olein dopp dest. wexB :196,0 145,0: -- - 26
” " “ ’ ‘1960 — 1944 —

7. Cottonol . "202,0‘183,0' — 7
” e e e 0120200 — 1197 —

Es wire nun die Annahme moglich, daB die
Erniedrigung der Sdurezahl durch die Einwirkung
des Fermentes lediglich dadurch entstanden ist,
daB das Ferment nur anhydrisierend, also anhydrid-
oder lactonbildend auf die Fettsdure eingcwirkt
hat. Um diesem Einwand zu begegnen, wurden
die vorstehenden Fettsduren mit Ferment in der
Kilte ohne Zusatz von Glycerin behandelt, wobei
die Saurezahl jedoch nicht veréndert wurde.

DaB es sich bei der Einwirkung des Enzyms
nicht um eine Anhydrisierung, sondern tatsichlich
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um eine Synthese eines Glycerinesters handelt,
geht auch noch aus den nachfolgenden Versuchen
hervor:

100 T. Palmkernélfettsdaure 1009ig,

40 T. Glycerin 96°,ig, rein,

10 T. Ferment
wurden zwei Tage gut verriihrt. Die urspriingliche
Saurezahl der Palmkerndifettsiure von 254 war
hierauf durch die partielle Bildung des Glycerin-
esters auf 161 gesunken. Es wurden hieranf 100 T.
Wasser von 35° eingeriihrt, worauf nach einem Tage
schon die Sdurezahl auf 185 gestiegen war. Ein
weiterer Zusatz von 100 T. Wasser von 35° be-
wirkte nach einem Tage schon die Erhhung der
Séurezahl auf 197,3, und am darauffolgenden Tage
war die Saurezahl auf 214 gestiegen. Derselbe Ver-
such wurde mit doppelt dest., weiBem Olein aue-
geflihrt, wobei ohne Wasserzusatz die Sdurezahl
von 196 auf 145 sank und auf Zusatz von Wasser
schlieBlich wieder auf 171 gebracht werden konnte.
Wie diese Versuche also augenscheinlich zeigen,
tritt bei der Anwesenheit von nur ganz geringen
Mengen Wasser eine Synthese ein, die schlieflich
einen Gleichgewichtspunkt erreicht, der durch den
Zusatz von Wasser, welches eine Hydrolyse be-
dingt, wieder verschoben wird.

Beim Verseifen der riickgebildeten Neutral-
fette wurde stets wieder die ursrpriingliche Séure-
zahl der angewandten Fettsiuren erhalten; bei den
etwas anhydrisierten Fettsduren war in diesein
Falle naturgemiB die Siurezahl etwas héher. Ver-
such 4 mit ErdnuBolfettsiure wurde mit groferen
Mengen wiederholt, um das riickgebildete Neutral-
fett rein zu isolieren. Zu diesem Zwecke wurde das
Neutralfett-Fettsduregemisch mit der zehnfachen
Menge Wasser versetzt, mit Natronlauge unter Zu-
satz von etwas Kochsalz vorsichtig neutralisiert
und die Emulsion mit Petrolither ausgeschiittelt.
Nach dem Entwassern des Athers und nach gutem
Filtrieren wurde nach dem Verdampfen fast reines
neutrales ErdnuB6] gewonnen, das eine Siurezahl
von 0,7 zeigte und nach dem Verseifen wieder eine
reine Erdnufllfettsidure it der Sgurezahl 189.3 lie-
ferte. lIn gleicher Weise wurde das durch Versueh 1
erhaltene Palmkernol-Fettsduregemisch ebenfalls
nach dem Neutralisieren mit Natronlauge mit Pe-
trolather behandelt, und auf diese Weise ein farb-
loses Fett isoliert, welches eine Sdurezahl von 0.23
zeigte. Das bei der Verseifung dieses Fettes er-
haltene Glycerin wurde sowohl durch verschiedene
Reaktionen als Glycerin charakterisiert, wie auch
durch die Hehnersche Bichromatmethode quan-
titativ bestimmt, wobei anndhernd die theoretisch
zu erwartenden Werte erhalten wurden.

Ber. ca. 13,39 Glycerin. Gefunden 14,59
Glycerin. Die Verseifungszahl des auf vorstehende
Weise synthetisch erhaltenen Palmkerndls wurde
mit 235 ermittelt, die nach der Verseifung wieder
ausgeschiedene Fettsidure zeigt eine S#urezahl von
241. Es unterliegt deshalb wohl keinem Zweifel,
daf fast ansschlieBlich das neatrale Triglycerid der
Palmkernélfettsiuren vorlag.

Weitere Untersuchungen, ob bet der Synthese
durch Ricinusferment lediglich Triglycerin oder
auch Mono- und Diglycerine entstehen, sollen noch
ausgefilhrt werden. Desgleichen soll auch unter-
sucht werden, ob sich bei der Synthese durch

Ferment die Fettsiuren mit hoherem Molekular-
gewioht leichter kondensieren als diejenigen mit
niedrigerem  Molekulargewicht, entsprechend der
leichteren hydrolytischen Spaltung hdherer Fett-
siuren gegeniiber den niedrigeren Fettsiuren.

Die vorstehend behandelte Reversibilitit der
Enzymwirkung hat hesondere Bedeutung fiir die
Tier- und Pflanzenphysiologie, denn wir wissen,
daB sich im lebenden Organismus Tausende von
katalytischen Prozessen zwischen den Geweben und
den Fliissigkeiten abspielen. Ob nun der ProzeD
im Sinne einer Spaltung oder Synthese verliuft,
héngt, wie wir gesehen haben, von dem relativen
Verhiltnis der einzelnen Reaktionsprodukte unter-
einander ab. Bei der Hydrolyse wird also der End-
oder Gleichgewichtszustand der Theorie am néch-
sten kommen, je mehr die Reaktionsprodukte
mit Wasser verdiinnt werden. Wird umgekehrt
das Wasser entfernt, so wird sich der Gleich-
gewichtszustand nach der anderen Seite verschie-
ben, und es wird eine Synthese eintreten.. Besonders
bedeutungsvoll wird diese Reversibilitit fiir die
Physiologie des lebenden Organismus, wenn es sich
um synthetische Prozesse handelt, bei denen der
Gleichgewichtszustand dadurch aufrecht erhalten
wird, daB das durch die Synthese gebildete Produkt
durch Diffusion in die Blutbahn entfernt wird. oder
wo das Produkt unléslich ist und nach der Bildung
sofort aus der Reaktion ausscheidet, wie z. B. bei
der Stirkebildung in den Pflanzen oder der Gly-
kogenbildung im Tierorganismus.

Fiir den Glycerin- und Fettsiurechemiker hat
die Erkenntnis der reversiblen Wirkung der Enzyme
auch eine praktische Bedeutung. Da es ihm darauf
ankommt, aus den Fetten recht viel Glycerin zu
gewinnen, so sucht er mit dem Gleichgewichtszu-
stand méglichst nahe an den Punkt der vollstin-
digen Hydrolyse heranzukommen, indem er in ver-
hiltnismiBig groBer Verdiinnung arbeitet, wobei
ihm jedoch praktische Grenzen dadurch gezogen
sind, daB schlieBlich sich der Vorteil einer etwas
héheren Hydrolyse und der Nachteil der starken
Glycerinverdiinnung das Gleichgewicht halten.

[A. L)

Kritische Betrachtungen
iiber den Intensivbetrieb in der
Schwefelsdurefabrikation.?)

Dipl.-Ing. chem. AvreL Neues, Briissel.
' (Eingeg. 12 1911,

Eine der iltesten und vielleicht der mannig-
fachst durchgearbeiteten Industrien der. Chemie ist
die Schwefelsdurefabrikation in Bleikammern. Wir
sollten daher fast glauben, daB die wesentlichsten
theoretischen wie praktischen Fragen darin ein fiir
allemal gelost seien, wie das auf so manchen Ge-
bieten der chemischen Industrie der Fall ist. Dem-
gegeniiber ist jedoch bekannt, daB die Theorie der
Schwefelsiurebildung bei dem Kammerverfahren

1) Vortrag, gehalten im Bezirksverein Belgien
(Briissel) am 17. Dezember 1910.
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