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Dae diazotirte o-Nitrop-toluidin (Schmp. 77.5O) lieferte l) bei 
analoger Behandlungsweise lichtgelbe , gliinzende Nadelchen vom 
Schmp. 69 O, identisch mit 0-Nitro-p-diazotoluolimid. 

Analyse: Ber. Wr Nos. (CH3). CaH3. N3. 
Procante: N 31.4. 

Gcf. J ’) 31.7. 
Ziir i c h ,  Ana1yt.-chem. Laborat. des eidgenoss. Polytechnikume. 

409. A. Wrbblewsk i :  Ueber die ohemische Beschaf fenhei t  
der Diss taee  und uber dss V o r k o m m e n  eines Arabsns id den 

Dias taseprapara ten .  
(Eingegangen am 1. October, mitgetheilt in der Sitzung von Hrn. A. W ohl.) 

Man begegnet heutzutage noch sehr widersprechenden Vorstel- 
langen iiber die Enzyme. In letzter Zeit ist sogar die Ansicht auf- 
getaucht, dass das, was wir Enzyme nennen, keine Stoffe, sondern 
nnr Eigenschaften der Stoffe seiena). Um die Eigenschaften der En- 
zyme naher kennen zu lernen, habe ich zum Objecte der Unter- 
suchung daa am leichtesten zugangliche Enzym, die Diastase, gewlhlt. 
Die  bis jetzt erhaltenen Resultate theile ich in Folgendem vor- 
l i i u f i g  mits). 

Von vielen Seiten wurden Angaben iiber die chemische Zusam- 
mensetzung der  Diastase veriiffentlicht. Wir k e ~ n e i i  verschiedene 
Methoden, die zur Darstellung dieses Enzymes fiihren sollen, wir 
kennen auch eine g a m e  Reihe von Zahlen, welche die elementare 
Zueammensetzung der  Diastase ausdriicken sollen. Aber es herrscht 
unter diesen Angaben keine Einheitlichkeit, keine Uebereinstimmnng, 
sodass wir schliessen mussen, dass wenigsfens die meisten bis jetzt 
erhaltenen Praparate nichts anderes, als Gemische von versehiedenen 
Stoffen waren. Es war  interessant, bei dieeer Sachlage eine eingehende 
Forschung nochmals zu unternehmen, um etwas Bestimmtes iiber 
Diastase erfahren zu konnen. 

D a r s t e l l u n g  d e r  D i a s t a s e .  Nach L i n t n e r  und anderen 
Forschern ist Diastase im ca. 50-procentigen Alkohol Ioslich, im ca. 
65-procentigen aber nicht, sie dialyeirt nicht und wird durch schwefel- 

1) Naheres in der These von Hro. Renauld.  
M a u r i c e  A r t h u s .  Nature des enzymes. Paris 1396. *Nous pro- 

poeone donc de considher les enzymes non comme des substances matbrielles, 
mais a m m e  des proprihths de substances materiel1es.a 

8) Die ansfiihrliche Bewhreibung der hier in aller Kfirze geschilderten 
Untersuchuogen wird in der BZeitschr. f i r  physiol. Chemiea erscheinen. 

S. 57. 



saures Arnmon ausgesalzen. Diese Angaben benutzte ich bei der  
Darstellung der  Diastase. Tch verarbeitete in einem Falle 3 kg ,  in 
eineni anderen 5 k g  Malz (oberste Dorre). 

Das fein geschrotete Malz wurde mit 68-procentigem Alkohol 
(2 L Alkohol fiir j e  1 kp Malz) ausgezogen, der Auszug entfernt und 
der ansgepresste Riickstand zweimal rnit 45-procentigem Alkohol 
(2 L fiir j e  1 k g  Malz) extrahirt. Die Ausziige wurden rnit soviel 
Alkohol versetzt, dass die Fliissigkeit ca. 70 pCt Alkohol enthielt; 
die Fiillung wurde abfiltrirt, in 45-procentigem Weingeist gelost und 
nochmals gefallt, dann in wenig Wasser geliist, rnit M a g n e s i u m -  
s u 1 f a t  ausgesalzen (aus dem Filtrate fiillte Amrnoniunisulfat nichts 
mehr), bis zum Verschwinden der Schwefelsaurereaction in der tlusseren 
Fluss'-gkeit dialysirt und schliesslich mit absolutem Alkohol und 
Aether ausgefiillt I). Durch die gleichen Operationen suchte ich auch 
:ius den kauflichen Diastasepraparaten reinere Producte darzustellen. 

Die so erhaltenen weissen Praparate waren im Wasser fast voll- 
standig loslich, sie wirkten stark diastatisch und gaben mit Jod keine 
Farbung. Sie gaben die Eiweissreactioiien mit Aosnahme der B i u r e t  
reaction, die entweder fast garnicht oder garnicht zum Vorschein barna). 
Diese Prliparate reducirten die F e h l i n g ' s c h e  Losung nicht, aher  
beim Kochen ihrer Losung rnit Salzsaure oder Schwefelsaure entstand e b  
Niederschlag, der Eiweisweactionen gab, und das  Filtrat reducirte 
F e h l i  n g' ache Lijsung. Die Resultate der Elementaranaiysen waren 
denjenigen sehr ahnIich, welche L i n t n e r ,  Z u l k o w s k y  und Andere 
erhalten haben. Die Analysenresultate von verschiedenen Praparaten 
stimmten aber nicht gut untereinander. D e r  Stickstoffgehalt war 
schwankend und betrug 4-8 pCt. Die Praparate  waren offenbar 
verunreinigt. Es war miiglich, dass ein Gemisch von Protehstoffen 
mit Kohlebydraten uiid Dextrinen vorlag. Urn in dieser Richtung etwae 
Sicheres zu erfahren, habe ich das  B r u c k e - K i i l z ' s c h e  Verfahren 
benutzt, welches so gute Dienste bei der Trennung des Glykogene 
von den Protei'nstoffen leistet. 

Die Liisung meines Praparates wurde mit Jodquecksilberjod- 
kalium und rerdiinnter Salzsaure versetzt , wobei ein voluminBser 
Niederschlag entetand. D a s  Filtrat gab mit Alkohol einen starken 
Niederschlag. Derselbe bestand aus einem dextrinartigen KO hl  e-  
h y  d r  a t ,  welches demnach durch Magnesiumsulfat mit ausgefliut 
wurde; es besass k e i n e  d i a s t a t i s c h e  W i r k u n g .  Zweifellos bestand 

'1 Die AusfHllung ist schr schmer, wenn in der Fliissigkeit sehr wenig 

2, Die Ursache liegt wahrscheinlich darin, dase das weiter unten be- 
Salze sich vorfinden. 

schriebene Kohlehydrst beigemengt war. 
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das verwendete Diastasepraparat griiastentheils am diesem Kohlehydrat. 
I m  Niederschlage befand sich ein P r o t e  i’n 8 t o  ff. 

Griiaaere Mengen des Kohlehydrats und 
der  w. u. beschriebenen ProteFnstoff e wurden aus einem Praparate  
dargeetellt, welches nach meiner Vorscbrift ron E. M e r c  k in Darm- 
stadt aus 100 k g  Malz erhalten wurde (durch Ausziehen mit 70-pro- 
centigem , dann zweimal mit 45-procentigem Alkohol , Fallen mit 
stnrkem Alkohol und Auswaschen). 

Das durch nochnialige Ausftillung gereinigte und getrocknete 
Kohlehydrat stellt ein schneeweisses, nicht siisses Pulver vor. Seine 
Losung wird mit J o d  nicht geftirbt und reducirt F e h l i  ng’sches Reagens 
erst nach dem Erhitzen rnit Siiuren; es dreht die Polarisationsebene 
stark nach links, nach der Inversion nach rechts. Es wird mit Blei- 
zucker und Bleiessig nur aus sehr concentrirten Losungen gefallt; mit 
Phosphorwolframstiure wird es  aus concentrirter Losung geftillt, giebt 
rnit Tannin einen voluniinosen Niederschlag und dinlysirt nicbt. 

Uni die bei der Inversion dieses Kohlehydrats entstehende Zuckerart 
kennen zu lernen, erhitzte ich 10 g von demselben rnit verdiinnter 
Schwefelsiiure. Die Fliissigkeit wurde in bekannter Weise verarbeitet. 
Aus der weingeistigen Losung der Inversionsproducte krystallisirte 
sehr  leicht eine siiesschmeckende Zuckerart, welche rnit Phloroglucin 
und Salzsiiure die Pentosereaction gub. Nach dem Schmelzpunkte 
ihres Osazons (ca. 153O) und nach ihrem Drehungsvermogen, [ u ] ~  = 
+ 102.4O, konnte sie fiir A r a b i n o s e  erkltirt werden. 

Demnach ist das  Vorkommen eines A r a b a n s  in den Diastaee- 
prtiparaten constatirt. 

Von Interesse ist, dass hier ein l i i s l i c h e s  P e n t o s a n  vorliegt, 
wiihrend man, so vie1 ich weiss, die Pentosen bisher nor aus  den 
Spaltungsproducten der  unloslichen Kohlehydrate isolirt hat. 

Wahrscheinlich war  es dieees Kohlehydrat, welches in sehr nn- 
reinem Ziistande von H i r s c h f e l d  ’) untersncht uud fiir Diastase und 
zugleich fiir L a n d  w e h r ’ s  Thiergummi erklart wurde. Wir wbsen 
schon, dass es nicht Diastase ist. Was das  L a n d w e h r ’ s c h e  Thier- 
gummi ist, das  wissen wir  iiherhaupt nicht, weil L a n d w e h r  nur 
wenige Eigenschaften von seinen aus den Thiersiiften erhaltenen PrB- 
paraten beschrieben und keine Spaltungen gemacht hat. Die einz%e, 
fiir Thiergummi zcharakteristischet Reaction rnit Kupfersalzen wird 
thatstichlich vom Pentosan gegeben; sie gelingt aber auch mit manchen 
anderen Polysacchariden. Wenn wir eine L6sung des Pentosans mit 
einer kleinen Menge Kupfersalzl6sung und dann rnit Natronlauge ver- 
setzen, so bildet sich ein hellblauer Niederschlag, der sich im Ueber- 
schusse von Natronlauge nicht lost und sich beim Kochen nicht schwhzt. 

D a s  K o h l e h y d r a t .  

’1 PflBg. Arch. 39, 499. 
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D i e  P r o t e i ' n s t o f f e .  Da das in Vorigem beschriebene Kohle 
hydrat nicht diaetatisch wirksam war, so musste die wirkeame Substanr 
sich in dem durch dae Bfi icke 'sche Reagens erzeugten Niederschlagc 
befinden, waa auch experimentell sich nachweisen liess. Es erechien 
daher 'angezeigt, die im Niederschlage befindliche Substanz nlihex 
zu untersuchen. Zu diesem Zwecke wurde der mit jenem Reagens 
erhaltene Niederschlag ausgewaschen und mit Silbercarbonat und 
Wasser verrieben, um Qoecksilber und J o d  wegzuschaffen. D e r  freie 
Protei'nstoff ging, wenn such-nur schwer und unvollsttindig, in Lasung. 
In das  Filtrat wurde Schwefelwaaserstoff eingeleitet, aber das Schwefel- 
eilber konnte nicht durch Filtration weggeschafft werden, das Filtrat 
blieb irnmer schwiirzlich. Urn die Liisung vollstiindig zu reinigen 
habe ich sie mit Alkohol rersetzt, den Niedrrschlag mit A.lkoho1 aus- 
gewaschen und in Wasser geliist. Der  ProteYnstaff 16ste sich nur 
schwer und wieder unvollstiiudig auf, die Liisung opalisirt,e und war  
grau gefarbt. Die in k1eiric.r Menge rrhaltenr Flijssigkeit wirktc ver- 
zuckernd auf die liisiiche Stiirke uIid gab Protei'nreactionen (Mi Ilon- 
ache Reaction, Santhoprotei'nreaction) l). 

Bernerkenswerth ist, daas dieser Proteinstoff niit Bleizucker keine 
Fiillung und rnit Bleiessig nur eine Triibung gab. Man konnte dem- 
nach dieve Reagcntien zur Trennung de$ Proteinatoff> rom Kohle- 
hydrat nicht benutzen. 

Zrir Darstellung von grii.+ereii Quantitiiteii dieijcs Prote'instoffs 
konnte die oben bescliriebene Methode, wrlche im Uebrigen einen 
Reweis der protei'nartigen BrschnfTenheit von Diastase gebracht hat, 
nicht verweiidet werden , weil sie zii posse Schwierigkeiten dar- 
bietet und kein vollstindig reines Priiparat lieferte. Ich habe in 
Folge dessen eine Liisung d r s  von M e r c k  dargestellten Praparate, 
welches wir als I'raparat A bezeichnen werden, niit verdiinnter 
Schwefelslure gekocht, wobei sich, wie friiher schon erwahnt ist, 
eine Proteynsubstenz ausscliied , und den Niederschlag sorgfaltig BUS- 

gewaschen. Diesea Prodiict wurde zu den weiter beschriebenen 
Spaltungen benutzt. 

Die von mir erhaltenen urapriinglicheii Priiparate, welche ein 
Gemisch vom Kohlchydrat mit dem Proteinstoff bildeten, waren fast 
vollstindig, wenn auch schwer im Wasser loslich. Daa Praparat A 
war  aber nicbt ganz loslich, Der unliislicbe Theil stellte nach dem 
Auswaschen rnit Wusser einen Yroteiastof vor. Er quo11 im Wasser 
sehr stark auf und ausserte in diesem Zuatande diaetatische Wirkung. 
Auch yon diesem Protei'nstoff habe ich eine betrachtliche Menge 
f i r  Spaltungsversuche geeammelt. 

- -- 

- .- . . - - . 

1) Die Treonung des Proteinstoffes vom Kohlehydrat mittels Phosphor- 
wolframs8ure bietet no& grbseere Schwierigkeiten. 
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Die beiden Proteihstoffe, der losliche und der unlosliche, konnen eine 
und dieeelbe Substsne eein. Ich babe niimlich constatirt, dam der 
16elic6e Pmteinstoff durch die Wirkung von Alkohol an seiner Us- 
lichkeit stark einbiisst. Auch die von Anderen gemachten Beobach- 
tungen weieen darauf hin, dass die diastatisch wirksame Substsnz 
durch die Wirkung von Alkohol allmablich an der Liislicbkeit eio- 
biisst. Es ist sehr rnoglich, dam der unlSsliche Proteinstoff im 
Prliparat A ein nnr in dieser Beziehung veranderter liislicher Proteln- 
stoff ist, worauf auch die Darstellungamethode binweist. Beide wirken 
disstatisch, der unloslicbe musste aber aus ersichtlichen Griinden 
weniger rein sein. Der Stickstoffgebalt des unlijslicben Protelneioffs 
betrug 15.3 pCt. und der des 18slichen 16.2 pCt. Die vollstiindige 
Elementaranalyse schien zwecklos , weil die untersuchten Subetaneen 
rascbehaltig und demnach nicht vollst5ndig rein waren. Dagegen habe 
ich die Producte untersucht, welche bei der Spaltung derselben mit 
Sahsffure entsteben. 

S p a l t u n g  d e r  P ro te ins to f f e .  Ca. 30 g vom unloslichen 
ProteYnstoff wurden mit 20-procentiger Salzsaure nach der Methode 
von Hlas ive t z  und H a b e r m a n n  gespalten. In der erhaltenen 
Fliissigkeit koniite man als Spaltungsproducte Ammoniak , sticketaff- 
haltige Basen und Amidoaauren nnchweisen. Von letzteren wurden 
Leucin und Tyrosin in Krystallen erbalten und durch ihr Ausseben 
unter dem Mikroskop und ihre Reactionen identificirt. Der Versuch, 
Arginin in  Form seiner schwerltislichen basischen Silberverbindung 
(CgH1,NcO:. AgN03) darzustellen, schlug febl. Es wurde nur ein 
leicht loslichea Silberdoppelsalz erhalten. 

Vom loslichen Proteinstoff wurden 4 g mit 20-procentiger Sale- 
siiure auf die gleiche Weise gespalten und in den Spaltungsproducten 
kleine Mengen von Ammoniak und organischen Basen und relativ 
groese Mengen von den ArnidosPuren gefunden. Leucin und Tyrosin 
eind in Krystallform isolirt und mit Sicherheit identificirt worden. 

Wie ich gezeigt habe, wird die wirksame 
Subetanz meiner Diastasepraparate durch Brii ck e’schee Reagens ge- 
fenlt. Aus dem Niederschlage vermochte ich nur Protei’nsubstanz en 
ieoliren. Ich babe ferner gezeigt, dass die wirksame Substanz meher 
Priiparate nicht dialysirbar war und durch Magnesiumsulfat auege- 
salzen wurde. Halt man alle diese Beobachtungen zusammen, 80 
muas man zu der Ansicbt kommen, d a s s  D i a s t a s e  e i n  P r o t e l n -  
s t a f f  iet. 

Man wird vielleicbt noch einwendeu, dass einem an und fiir sicb 
mwirkeamen Proteinstoffe ausserst kleine Mengen des wirklichen 
Enzyms anhafteten. Wiire dem aber so, so wiirde doch dieaes 
lrirldiche Enzym durch Brii cke’sches Reagens sollatandig aus- 
a l lbar  , durch Msgoesiumsulfat auesalzbar, nicht dialysirbar , von 

Was  i s t  D i a s t a s e ?  



gleichein Verha!ten gegen Weiiigeist wie der gefundene Protei’nstoff 
sein, mit einem Worte, es  wiirde, wenn nicht derdelbe, so doch ein 
dem \-on niir nachgewiesenen Protei’ostoffe sehr ahnlicher Kbrper  
sein. Sollten diese Griinde nicht iiberzeugend sein, so miissten wir 
mit A r t h u J *) zum Schlusse gelangen , dass Enzyme unfassbar sind, 
dass sie keine Stoffe, sondern nur  Eigenschaften der Stoffe sind. 
Wenn dies aber von einem gewissen speculativen Standpunkte aus auch 
richtig sein k h n t e ,  so ist doch der heschriebene Proteinstoff ein 
Trager  der enzymatischen Kriifte, und wir konnen diesen Trb’ger mit 
dem Namen ,Diastase((, zEnzymcc, bezeichnen. 

Man hat oft gegen die Vermuthnngen, dass Enzyme ProteTnstoffe 
sind, die Briicke’scheii Erfahrungen als Beweis angefiihrt. B r i i c k e  
hat nlimlich gefunden, dass Enzyme sehr leicht an vielen entstehenden 
Niederschlagen anhaften und hat unter Renutzung dieser Eigenschaft 
enzymotisch wirksame Liisungen erhalten, die nur undeutliche Eiweiss- 
reactioneii gtlien. Urn dieses Anhaften, ich will sagen A d s o r p t i o n  
der Enzyme, zur Reiodardellutig der  Diastase zu benutzen, habe ich 
rnit Diastase (Praparat  A) uiid mit sorgfaltig gereinigter Knochen- 
kohle Versuche angestellt, und es hat sich erwiesen, dass immer nur 
ein Theil der Diastase ndsorbirt wurde, die filtrirte Losung w a r  
wirksam und gab Protehreactiotien. Auch durch die Thonzelle geht 
Diastaseliisung, wenn auch unvollsttindig , hindurch Durch aus- 
fallendes Calciumphosphat wird sie aucli nur theilweise niederge- 
schlagen. Das Gleiche gilt fiir Pepsin, wie ich im Jahre  1893 im 
D rechse l ’schen  Laboratorium constatiren konnte. Daraus ersehen 
wir ,  dass B r i i c k e  bei seiner Darstellung deu Pepsins vie1 Substanz 
verloreii hat, und scbliesslich, wie e r  es selbst gesteht2), ausserst 
verdiinnte Losungen unter den Handen hatte. 

Wenn man ferner das Nichteiutreten gewisser Protei’nreactionen 
in  sehr verdiiniiten Enzymldsungen als Reweis gegen die Protein- 
nrttur der Enzyme angefiihrt hat, so ist dabei Folgendes zu beachten: 
Es ist kaum zweifelhaft, dass die hydrolytisch-spaltende Wirkung der  
Enzyme die empfindlichste Reaction derselben ist, sodass. wenn bei 
der fortschreitendeu Verdiinnung ihrer Losungen alle anderen Reactionen 
rersagen, diese Wirkung noch hervortritt. Es macht d a m  auf uns 
den Eindruck, als ob in der LGsung keiii Protei’nstoff mehr, sondern nur  
ein Enzym enthalten sei. Im Folgenden ist ein iiberzeugender Beweis 
dafiir beschrieben. Ich habe bei der Darstellung der Diaetaae ein 
Praparat  dialysirt und dabei bemerkt, dass die dialysirte Fllissigkeit 
diaetatisch wirkte, wahrIcheinlich nur deshalb , weil unsichtbare 
Oeflnungen im Pergamentpapier vorbanden waren,  und ich wollte 
mich iiberzeugen, ob vie1 Substaiiz auf diese Weise verloren gegangen 

I) 1. c. 9, Sitzber. Wien. Akad. d. Wiss. 43, 602. 



war. Die iiussere Fliissigkeit gab aber keine Protehreactionen. Ale 
ich jedoch ein halbes Liter dieser Fliissigkeit eindunstete , blieb ein 
Rfickatand, der P r o t e i n r e a c t i o n e n  gab. Also konnte die Protein- 
substanz in dieser diastatisch wirkenden Fliissigkeit durch ihre ge- 
wohnlichen Reactionen nicht nachgewiesen werden. 

Sch luss .  Meine Untersuchung fiihrt zum Schluss, dass D i -  
a s t a s e  ein P r o t e i n s t o f f  ist. Die gleicbe Ansicht ist schon friiher 
von andereu Forscbern ausgesprochen, aber experimentell nicht 
nachgewiesen worden. Bekanntlich betrachtet man wch andere En- 
zyme mit grosserer oder geringerer Wahrscheinlichkeit ale Proteiin- 
store. Wir miissen also nach unserem gegenwiirtigen Wissen die 
Enzyme den Protei’nstotien anreihen und in der Classification der 
Proteingruppe ihnen Platz geben. E n z y m e  s ind  den E i w e i s s -  
s t o f f e n  l h n l i c h ,  geht i ren z u r  K l a s s e  d e r  a l b u m i n o i d e n  
S u b s t a n z e n  und zwar als e ine  b e s o n d e r e  U n t e r k l a s s e  *). 

Zuricb. Laboratorium von Prof. Dr. E r n s t  Schulze.  

__.- 

410. M. Boholts:  Ueber Diaoetyllutidin. I 

[Aus dem chemischen Institut der Universitat B r e s l  au.] 
(Eingegangen am 2. OctoberJi 

WBihrend ein Aldehyd der Pyridinrei he bisher noch nicht bekannt 
iet, sind die Ketone mehrfach Gegenstand der Untersuchung gewesen, 
doch iet die Zabl der bekannten Pyridylketone immer noch e k e  be- 
echriinkte, und in Folge der geringen Ausbeute, welche die bisher 
angewandten Darstellungsweisen lie fern, siud sie immer nocb schwer 
zugtinglich geblieben. Die zuerst bekannt gewordenen Pyridylketone 
eind das a- und 6-Pheiiylpyridylketon, welches S k r a u p  und Co- 
benzlY) bezw. B e r n t h e e n  und MettegangJ)  aus den entaprechenden 
Benzoylpicolins&uren darstellten. 1889 begann E n g l  e r das Studinm 
der Pyridylketone, wozu er durch die Aussicht veranlasst wurde, 
dnrch Reduction derselben zu Alkinen zu gelangen, die nahe Be- 
ziehungen zu in der Natur vorkomnienden Alkalofden htitten, und 
zwar bediente er sich, da die Ketonisirung des Pyridins mit SHure- 
chloriden nach F r i e d e l - C r a f t s  nicht zum Ziele fiihrte, der Destil- 
lation der Calciumsalze der Pyridincarbonsanren mit den Calcium- 
salzen dek Fettsluren. Auf diese Weise gelang es ihm, dss p’-Methyl- 

1) Vergl. A .  W r6 b 1 ew s ki.  Zur Classification der Proteiostoffe. Centrbl. 

1) Monatshefte 4, 436 u. 47% 
f. Phpsiol. 1897, 306. 

8) Dieae Berichte 90, 1208. 


