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Verbindungen iibergefithrt werden kann, wihrend in anderen (und
zwar bei den Pentosen) der bisher als a-Form bezeichnete Zucker
leicht direkt acetonylierbar ist. In den Fillen, wo die Acetonylie-
rung der a-Zucker nur duBerst langsam verliuft, ist indessen der B-Zucker
der Acetonylierung leicht zuginglich. Da die Acetonylierung in allen unter-
suchten Fillen zuerst an den zwei ersten C-Atomen eines Zuckers erfolgt,
so liegt die Vermutung nahe, daB diejenigen Formen der Zuckerarten,
welche direkt acetonyliert werden, betreffend ihren zwei ersten C-Atomen
iibereinstimmende Konfiguration besitzen und also eine iibereinstimmende
Bezeichnung als a- oder B-Zucker verdienen.

a-Glucose wird von Aceton-Salzsiure nicht angegriffen, 3-Glucose wird indcssen,
in dieser Weis¢ behandelt, in Mono- und Di-aceton-glucose wubergefithrt3)€)7}. Von
der euntsprechenden Pentose, Xylose, wird der bisher als a-Zucker bezeichnete durch
Aceton-Salzsidure oder Aceton-Schwefelsaure leicht in Mono- und Di-aceton-Verbindung
verwandelt. o-d-Galaktose 1iBt sich, wie neuerdings Freudenberg und Hixoné$)
festgestellt haben, sowohl von Aceton-Salzsiure wie Aceton-Schwefelsaure acetony~
lieren, aber die Reaktion erfolgt sebr langsam und unvollstindig, wihrend 3-Galaktose
etwa 20-mal schneller und zwar quantitativ unter Bildung ihrer Di-aceton-Vera
bindung reagiert?). Auch hier wird indessen die entsprechende Pentose, die Ara-
binose, in o-Form schnell und vollstindig acetonyliert.

Was die Ubereinstimmung der Resultate betrifft, so finden wir zu-
niichst, dafl nur fiir das Paar Glucose-Xylose das Studium der beiden Er-
scheinungsgebiete eine Ahnlichkeit der SchluBfolgerungen erlaubt. Zu einem
umfassenden Vorschlag diber die Bezeichnung der a- und B-Formen der
Zucker sind unsere Versuchsergebnisse also noch ungeniigend und miissen
mit weiteren Studien, besonders an den [-Formen der Pentosen, erginzt
werden, um iso mehr, als besonders bei diesen Zuckern unsere Anschauy
ungen iher die Lage der Sauerstoffbriicke noch ziemlich mangelhaft sind.

60. H.v. Huler und K. Josephson: Saccharase (IIL).
[Aus d. Biochem. Laboratorluin d. Universitit Stockholm.]
(Eingegangen am 1, Dezember 1923.)

In den vorhergehenden Mitteilungen tiber das Enzym Saccha-
rase!)?)s) haben wir Versuche beschrieben, welche eine Orientierung iber
die chemische Zusammensetzung des Saccharase-Komplexes bezweckten,
wie er in den reinsten damals erhalbenen Prdparaten vorlag. Die Rein-
heitsgrade der Priparate waren durch die If-Werte 100—220 gekennzeichnet.
In einer spiteren Mitteitung+) tber 'die Bezeichnungsweise der Aktivitdt
der Enzyme hatten wir vorgeschlagen, zwecks genauerer Umrechnung des
Minuten-Wertes in den If--Wert zur Berechnung des letzteren die Inver-
sionskonstante bei Spaltung auf 75.75°/ (Drehung 0°) anzuwenden. Auf
diese Weise berechnet, hatte unser frither beschriebenes Priparat Xlla AKA
den Wert If0 =238, wiihrend frither If — 220 angegeben worden war.

5 E. Fischer, B. 28, 1145 [1895).
6 E. Fischer u. Rund, B. 49, 83 [1916).

Ty Irvinc uw. Macdonald, Soe. 107, 1701 [1915], 8) B. 56, 2119 [1923}
%) Svanberg und W. Bergman, Arkiv for Kemi 9, 3 [1924].
1) B. 56, 446 [1923). 2) B. 56, 453 [1923). 3) B. 56, 1097 [1923].

) B. 56, 1749 [1923).
20*
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Bei weiteren Versuchen {iber die Reinigung der Saccharase
haben wir eine Reihe von Priparaten von #dhnlichem Reinheitsgrad wie das
eben erwihnte erhalten. Die folgende Tabelle enthiilt eine Zusammen-
stellung der Aktivititen unserer in letzter Zeit erhaltenen und ndher unter-
suchten Priparate.

Priparat If0 Zeitwert — 58.6/1f¢
XIIa AKA 238 0.246
XVa; AKA 242 0.242
XVag AKKA 245 0.239
10a AKA 241 0.243

Das letzte Priparat war von Hrn. Assistenten K. Myrbick darge
stellt worden. Wie man sieht, fiihren die angewandten Reinigungsmethoden
zu Priparaten von nahe iibereinstimmendem Reinheitsgrad; auch das Pri-
parat XVaAKKA, welches einer weiteren Kaolin-Adsorption unterworfen
worden war, zeigte eine annihernd gleiche Aktivitit, wie die {ibrigen Pré-
parate. Mit diesem Sorptions-Verfahren diirfte somit eine Reinigungs-
grenze erreicht sein, und ein If-Wert von etwa 250 wiirde demnach die
angeniherte Grenze der Reinigung mit diesen Methoden bedeuten. Unsere
vorhergehenden Berechnungen iiber die Aquivalent-Werte der Saccharase
sind unter Verwendung des Wertes Tf=230 ausgefiihrt worden. Umge-
rechnet auf If* wiirde 230 etwa dem Wert 250 entsprechen, da die Abwei-
chungen zwischen If und If% im allgemeinen bei der normalen Erhthung der
Reaktionskonstanten etwa 5—109/, ausmachen. Die bisher angegebenen
Aquivalent-Werte der Saccharase konnen wir somit einstweilen unverindert
beibehalten.

Es verdient nochmals betont zu werden, daB unsere Werte fiir den Rein-
heitsgrad (Ife bzw. Zeitwert) sich immer auf die Aktivitit der nicht eingeengten,
aber dialysierten Losungen beziehen, Der eclwaige Gehalt an inaktivierter Saccharasc
kommt somit nicht zum Vorschein. Wir halten es fiir wahrscheinlich, daf der N-Ge-
halt unserer reinsten Priparate wenigstens zum grofiten Teil dem Enzym zuzu-
schireiben ist. Eine gleichzeitige Bestimmung der Aktivitit und des N-Gehaltes
wiirde somit, wenn unsere Voraussetzung richtig ist, eine Vorstellung geben dber
den relativen Gehalt verschiedener Priparate an inaktiviertem Enzymb5).

Was die chemische Natur dieser Priparate betrifft, so ist wieder zu
betonen, dafl die Bindungsart des Stickstoffs im Saccharase-Komplex in
hohem Grade an diejenige in gewohnlichen EiweiBstoffen erinnert. (Die
aktive Sdccharase enthilt den Stickstoff nur in geringem Grade in freien
Aminogruppen; dagegen betrigt nach der Hydrolyse mit Salzsiure
der Gehalt an Amino-Stickstoff, bestimmt nach der Methode von van Slyke,
60—709/, des totalen N-Gehaltes. Sowohl der N- als der S-Gehalt stimmt
der Grofenordnung nach mit dem Gehalt gewisser Eiweilkorper an diesen
Grundstoffen iiberein.) In vieler Hinsicht, besonders hinsichtlich der sog.
typischen EiweiBireaktionen weichen unsere Saccharase-Priparate indessen
erheblich von den bis jetzt niher untersuchten Proteinen ab. Da wir trotz-
dem mehrfach von der Saccharase als einem Protein gesprochen haben,
so ist zu betonen, dafl die EiweiBstoffe unserer Ansicht nach den Eigen:
schaften der hochaktiven Saccharase-Priparate am néichsten kommen. Wenn
Willstitter und Kuhnt) schreiben: »Die Fortschritte der priparativen

5) vergl. hierzu Willstatter, Graser und Kuhn, H. 123, 1 [1923].
6 Willstiatter und Kubn. H. 125. 28, 81 T1923]
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Methodik, die es erméglichen, Invertin frei von Eiwei, Kohlenhydrat und
Phosphor . ... zu erhaltenc, diirfite dies mit unserer Auffassung der Saccha-
rase als einer »protein-dhnlichen« Substanz kaam in eigent-
lichem Widerspruch stehen. Die nihere Unbersuchung der Bausteine der
stickstoff-haltigen Saccharase-Komponente ist unserer Auffassung nach so-
mit von um so groferer Bedeutung, als nach unserer Meinung die spezifische
Enzym-Wirkung der Saccharase nahe mit den amphoteren Eigenschaften
des Enzym-Proteins zusammenhingt.

Zu dieser Auffassung sind wir gelangt zunichst auf Grund von Ergeb-
nissen neuerer Untersuchungen, besonders iiber einige physikalisch-che-
mische Eigenschaften unserer reinsben Priparate, ferner auf Grund dep
guten Ubereinstimmung zwischen der theoretischen Berechnung der Ak-
tivitits-pg Kurve der Saccharase und ihrem experimentell festgestellten Ver-
lauf. Im Folgenden wollen wir einige in letzter Zeit ausgefithrte Versuche
zusammenstellen, da sie die experimentellen Ausgangspunkte bilden fiir
die von uns vertretene Auffassung iiber die Wirkungsweise der Saccharase?).

Meolekulargewicht (Dispersitdtsgrad) der Saccharase.

Einc wesentliche Stiitze fiir die Auffassung, daB die aktive Saccharase
ein hochmolekularer Sloff ist, bzw. daB die Aktivitit der Saccharase mit
einem hochmolekularen Stoff fest verbunden ist, liefern die direkten Ver-
suche, das Molekulargewicht durch Diffusionsmessungen zu bestimmen,
Diese Versuche zeigen unzweideutig, da sich »die aktive Gruppe« an oder in
einer hochmolekularen Verbindung vom Molekulargewicht rund 20000 be-
findet. Dieser Wert kann allerdings die Grofe einer Anzahl mit einander
assoziierber Saccharase-Molekiile kennzeichnen, aber Versuche mit Pri-
paraten von verschiedenen Reinheitsgraden zeigen, da8 der Dispersitiits-
grad sich mit dem Reinheitsgrad nicht merkbar dndert, wie aus folgender
Tabelle hervorgeht:

Diftusions-Koeffiz. —40.T3

If Priparat von D (207 M=49:D
11; 575 7 Euler, Hedelius, Svanberg 0.047 22000
84.0; 34.2 Euler-Ericson . . . . . 00488 20600
168 Euler-Josephson . . . . 0.0476 21600
198 (220) Euler-Josephson . . . . 0.0500 19600

Bei einer Steigerung des Reinheitsgrades im Verhiltnis von 1:20
wurde die Diffusionsgeschwindigkeit vom Reinheitsgrad unabhiingig ge-
funden. Somit sind es nicht die in der Hefe vorkommenden hochmolekularen
Verunreinigunyen, welche sich bei den ilteren Versuchen mit Saccharase
verbunden hatten, sondern das hohe Molekulargewicht 20000 ist
fiir den aktiven Saccharase-Komplex charakteristisch. Der
Dispersititsgrad der Saccharase scheint, wie aus unseren Diffusions-
messungen hervorgeht, nur unerheblich zu variieren.

Der Aschengehalt der Saccharase.

Die bisher beschriebenen Saccharase-Priparate haben einen nicht
unbedeutenden Aschengehalt gezeigt. An unseren Priiparaten ist im allge-

) Euler und Josephson, Arkiv féor Kemi 9, Nr. 4 [1924]. — H,. 133 [1924],
im Druck
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meinen der Aschengehalt zu 2—59/, bestimmt worden. Die von Will-
stitter und seinen Mitarbeitern dargestellten Priparate weisen hinsicht-
lich des Aschengehaltes starke Variationen auf. Die besten Priparate,
welche von Willstdtter, Graser und Kuhn beschrieben worden sind, -
hatten somit die Aschengehalte 3.90, bzw. 15379/, wihrend ein anderes
Préiparat vom Minutenwert 0.5 nur 1.34°/, Asche enthielt. Wir finden so-
mit, dal die Verunreinigungen den Aschengehalt auch bei hohen Reinheits-
graden stark beeinflussen. Bei der Anstellung spezieller physikalisch-
chemischer Untersuchungen war es fiir uns notwendig, ein moglichst aschen-
freies Priparat zu benutzen, und bei der Reinigung wurde deshalb die
schlieliche Dialyse besonders lange fortgesetzt.

Das Priiparat XVa AKA, welches nach der letzten Elution 11 Tage dialy-
siert worden war, zeigte hierauf einen If-Wert von 242 und einen Aschen-
gehalt von 59, Nach Eindunsten im Vakuum verinderte sich die Aktivitiat
nicht, sondern If war immer noch 242. Die 2.2-proz. Losung wurde hier-
auf wihrend einer weiteren Woche der Dialyse unterworfen. Dadurch
sank die Aktivitit auf 213. Ein Teil der aktiven Saccharase konnfe in
der #uberen Fliissigkeit nachgewiesen werden. Die nunmehr 1.56-proz.
Losung war indessen nun in so hohem Grad von verunreinigenden Salzen
befreit worden, daf der Aschengehalt nur mehr 0139, betrug.
Hieraus geht deutlich hervor, dal der bisher gefundene hohe Aschengehalt
der Saccharase-Priparate auf Verunreinigungen zuriickzufithren ist; die
Saccharase selbst hat in den bisher erhaltenen Reinheitsgraden einen mini-
malen Aschengehalt. Ob derselbe ganz oder teilweise verunreinigenden
Salzen zuzuschreiben ist, konnen wir moch nicht entscheiden. Wir haben
unser von den veruureinigenden Elektrolyten zum gréften Teil belfreites
Priparat zur orientierenden Bestimmung der bisher noch unbekannten
sauren und basischen Dissoziationskonstante, K; und Ky der Sac-
charase benutzt, und geben die bis jetzt erhaltenen Werte an:

Ka =107 Kp = 1071,

Daraus wiirde sich der iso-elekirische Punkt der Saccharase fiir 200
zu pH=>5 berechnen.

61. 8. Gabriel, Leo Kornfeld und Carl Grunert:
Zur Kenntnis ungesittigter Lactone,
[Aus d. Berl. Univ.-Laborat.]
‘Eingegangen am 11.Dezember 1923.
Es ist seit langem?) bekannt, daB unter dem LinfluB des Na-Alkoho
lats ungesittigte Lactone (I) in Diketo-hydrinden (H) sich

C:CHX 00
L CeH< 0 1L CeH{ 5 ~CH.X
Co

umlagern. Wir haben unlersucht, wie sich unter gleichen Umsténden der-
artige in der Seitenkclte bromierte Lactone verhalten, und haben
Korper gewiihlt, welche fiir X ein Phenyl resp. p-Xylyl oder ein Methyl
enthalten.

1 B. 26, 951 [1893].





